
昭和大学・歯学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

挑戦的萌芽研究

2018～2016

成体における神経堤由来細胞の新規特異的マーカーの同定と骨再生医療への応用

Identification of novel specific makers of neural crest-derived cells in adult 
and their application to bone regenerative medicine

７０２３３９３９研究者番号：

上條　竜太郎（Kamijo, Ryutaro）

研究期間：

１６Ｋ１５７８２

年 月 日現在  元   ５ ２３

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：神経堤由来細胞は、成長後も一部の細胞で幹細胞の性質を維持し骨芽細胞、軟骨細胞
等への多分化能をもつことから再生医療の新しい細胞ソースとして期待される。本研究では、神経堤由来細胞が
GFP で標識された2系統の成体遺伝子改変マウスを用いて、成体の神経堤由来細胞に特異的な細胞表面分子を明
らかにした。さらに神経堤由来細胞から、骨芽細胞様細胞への分化誘導と骨様組織が形成されることを確認でき
た。

研究成果の概要（英文）：Neural crest-derived cells are expected to be new cell sources for 
regenerative medicine. They maintain stem cell properties and have multipotency to osteoblasts, 
chondrocytes and others. In this study, we used two lines of transgenic mice in which neural 
crest-derived cells were labeled with GFP to clarify cell surface molecules. Furthermore, 
differentiation of osteoblast-like cells and formation of bone-like tissue from neural crest-derived
 cells were confirmed in this study.

研究分野：口腔生化学

キーワード： 神経堤由来細胞　骨再生

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成長後も体内に存在し、一部の細胞で幹細胞の性質を維持する神経堤由来細胞を効率良く純化・精製する方法
は、組織再生医療への応用にとって多大な影響を与えるのは確実で、効率良く採取するための方法論の確立、お
よび硬組織再生医療の開発は臨床応用に向けた生命科学や医学の研究を牽引する重要な研究であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 胚発生の過程で神経管癒合部から出現する神経堤細胞は、胚内を遊走した後、定着先の環境で様々な細
胞に分化して組織の形成や維持を担う。神経堤から体内を遊走し目的組織に辿り着いた神経堤由来細胞の
一部の細胞は、成長後も幹細胞の性質を維持し骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞、神経細胞等への多分化能
をもつことから再生医療の新しい細胞ソースとして期待される。申請者は神経堤由来細胞が顎口腔組織を
はじめとする様々な組織に存在することを明らかにした〔Biochem Biophys Res Commun 464:1209-1214, 
2015, Jpn J Tissue Cult Dent Res 20:29-35, 2011〕。 
 患者自身の神経堤由来細胞を利用した再生法は、腫瘍化の危険性、倫理的な問題、免疫拒絶反応の問題
などを危惧することなく応用できることから、ES 細胞や iPS 細胞と比べ再生医療において理想的な細胞
ソースと成り得る。神経堤由来細胞の特異的マーカー遺伝子として P0 や Wnt1 などが知られているが、
これらの遺伝子は胎生期に消失するため、再生医療の対象年齢でも応用可能な新規マーカー遺伝子の同定
が必要である。そのため、神経堤由来細胞を低侵襲的に効率よく高純度で採取し、目的の細胞に分化誘導
する方法の開発が急務と考える。 
２．研究の目的 
 神経堤細胞は胚発生初期に神経堤で出現する細胞集団で、胚体内を遊走後、遊走先で様々な細胞に分化
する（神経堤由来細胞）。神経堤由来細胞はその高い多分化能から、様々な組織における組織再生ツール
になり得る可能性が極めて高いと考えられる。神経堤細胞特異的な表面マーカーの同定および効率良く純
化・精製する方法は、組織再生医療への応用にとって肝要であるが未だ確立されていない。本研究では神
経堤由来細胞を特異的かつ効率良く採取するための方法論の確立、および再生医療への応用可能な細胞ソ
ースとしての低侵襲顎骨組織再生法の確立を目的とする。 
３．研究の方法 
(1)神経堤細胞がGFP で標識された2 系統の成体遺伝子改変マウス（P0-Cre/GFP ダブルトランスジェニッ
クマウス,Wnt1-Cre/GFP ダブルトランスジェニックマウス）の唾液腺からセルソーターによりGFP陽性の
神経堤由来細胞を分取する。 

(2)純化した神経堤由来細胞と神経堤由来細胞以外の細胞それぞれで特異的に発現する細胞表面マーカーを
cDNAマイクロアレイ解析、次世代シークエンサーにより同定する。 

(3)神経堤に由来する成体組織（口腔粘膜、顎下腺、鼻甲介など）における発現状況を確認する。 
(4)純化した神経堤由来細胞による骨芽細胞への分化誘導を評価する。純化した神経堤由来細胞を、頭頂骨
に自然治癒しない骨欠損作成したモデルマウスに移植して、骨再生能を組織形態学的ならびに高解像度
micro CTから評価する。 
４．研究成果 
 (1)神経堤由来細胞の成体組織分布 
 神経堤由来細胞の細胞表面に存在する特異的抗原を探索するにあたり、2系統の遺伝子改変マウス
（P0-Cre/floxGFPマウス,Wnt1-Cre/floxGFPマウス）間に共通してGFPを広範囲に発現する唾液腺を選定し
た。唾液腺組織内におけるGFP陽性細胞の局在を組織学的に解析すると、P0-Cre/floxGFPマウスにおいて、
GFP陽性細胞は唾液腺組織全体にわたり島状に分布した。口腔顎顔面領域において前出の唾液腺をはじめ
として、口腔粘膜（頬、口蓋）、舌、歯肉などに神経堤由来細胞が豊富に存在した。 

 (2)神経堤由来細胞の特異的細胞表面分子の同定 
 2系統のマウス組織内のGFP陽性細胞と陰性細胞をセルソーターで分取して、遺伝子発現様式について、
cDNAマイクロアレイによるトランスクリプトーム解析から、P0-Cre/floxGFPマウスのGFP陽性において
はephrin A2(Eph A2)、GPR4 (G-protein coupled receptor 4)とOscar (osteoclast associated receptor)が高発現する
ことを確認した。一方で、GFP陽性細胞は、細胞膜のプロテオグリカンであるsyndecan 2 (Sdc2)とSdc3の
発現が低下していることが明らかになった。Wnt1-Cre/floxGFPマウスのGFP陽性においてCadherin 18、Eph 
A2 、GPR4とMusashi1が高い遺伝子発現を示した。P0-Cre/floxGFPマウスとWnt1-Cre/floxGFPマウスのGFP
陽性で共に高発現したEphは細胞膜に存在し、受容体型チロシンキナーゼであるEph受容体と結合するこ
とによって細胞内にシグナルを伝達し、中枢神経系発生と発達過程において細胞増殖や細胞移動などに
関与することが知られている。その他共通に高発現したGタンパク質共役型受容体であるGPR4は、脂質
による活性化や細胞外pHにより活性化されるプロトン感受性受容体であることが報告されている。cDNA
マイクロアレイによるトランスクリプトーム解析から、神経堤由来細胞の細胞表面に存在する特異的抗
原であるEphA2、あるいはGPR4陽性細胞を指標とした細胞分取法の確立が期待できる。 

 (3)神経堤由来細胞から骨芽細胞分化ならびに骨組織再生法の確立 
 骨芽細胞誘導培地で培養すると、アルカリフォスファターゼ活性が上昇し、その活性はBMP-2の濃度に
依存的して促進した。神経堤由来細胞を混入したコラーゲンスポンジを欠損部に移植すると、骨様組織
の修復が認められた。 
 
 成体組織に存在する神経堤由来細胞の特異的細胞表面分子をターゲットとした細胞分取法と、神経堤由
来細胞を応用した硬骨組織誘導法の更なる改良によって、低侵襲顎骨組織再生法を確立できることを確認
した。  
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