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研究成果の概要（和文）：インプラント等の歯科治療時にインプラントを埋入するための骨量が不足している場
合、あるいは入れ歯の製作時に入れ歯を支える歯ぐきが高度に減っている場合は、インプラントや義歯が安定す
るための十分な骨量を確保するために事前に骨を増やす骨造成術が必要となる。従来の人工骨や他家の骨を使用
した骨造成術に変わる治療法として自家の細胞を用いる患者自身の幹細胞を利用した骨造成術の開発が期待され
ている。我々は、幹細胞の中でも、低侵襲に採取しやすい毛包に着目し、成人になった後も幹細胞の性質をもつ
と報告されている神経堤由来細胞の幹細胞を用いた骨造成術の開発を目指し、解析を行った。

研究成果の概要（英文）：If the bone volume for implant placement is insufficient during dental 
treatment such as implants, or if the gums that support dentures during the production of dentures 
are highly reduced, there is sufficient stability for implants and dentures. In order to secure the 
bone mass, bone augmentation to increase the bone in advance is required. It is expected that the 
bone augmentation using the patient's own stem cells using autologous cells will be developed as a 
treatment method which replaces the conventional bone augmentation using artificial bone or 
allogeneic bone. Among the stem cells, we focused on hair follicles that are minimally invasive and 
easy to collect, and developed a bone augmentation technique using neural crest-derived stem cells 
that are reported to have stem cell properties even after becoming adults. Our research is intended 
to development of new bone augmentation technique using neural crest-derived stem cells in hair 
follicle.

研究分野：歯科補綴学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全ての解析は、神経堤由来幹細胞が緑色蛍光に標識される遺伝子改変マウスを用いて行った。我々の開発した神
経堤由来幹細胞の高純度培養方法によって純化された細胞は間葉系幹細胞マーカーを発現しており、その性質を
解明すべく、先行研究で行った骨芽細胞分化誘導の他に脂肪細胞、軟骨細胞への分化誘導を行った。その結果、
脂肪細胞への分化は確認されたが、軟骨細胞への分化は研究期間内に解析出来なかった。今回、研究計画の途中
で研究機関が終了したが、毛包内の神経堤由来細胞は、とても魅力的な細胞で、適切な培養方法を確立し、この
細胞を用いた骨造成法を開発すれば、侵襲性が低く患者に受け入れやすい治療になることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(１) 広範囲の顎骨吸収は義歯の安定を妨げ、インプラント埋入を困難にさせる 
インプラント等の歯科治療では、歯槽骨の骨量が不足している患者に対する前処置として、骨
造成を実施する場合がある。機械的負荷に耐えうる機能的な骨組織を再建するには、腸骨など
の自家骨組織を採取し、それを骨欠損部に移植する必要があるが、その際、患者への重度の外
科的侵襲は避けられない[Clim Orthop Relat Res 329: 300-309, 1996]。この問題を解決する
１つの方策として、低侵襲性に採取可能な組織から幹細胞を採取・培養し、骨芽細胞に分化さ
せた後，骨欠損部に移植する方法が考えられる。しかし、骨芽細胞に分化する能力をもつ幹細
胞を、低侵襲性に組織から採取し効率的に培養する技術は未だ確立されていなかった。そこで
本研究では、他の組織に比べ細胞採取に伴う侵襲性が低い毛包に着目した。 
(２) 毛包を構成する細胞の一部は，神経堤に由来する 
 毛包を構成する細胞の一部は、胎生初期に神経管癒合部から出現する脊椎動物特有の細胞集
団である神経堤に由来する[The Neural Crest: Second ed, 1999]。神経堤細胞は、発生過程で
胚内を遊走した後、遊走先で様々な細胞に分化する。神経堤由来細胞の一部は成長後も未分化
のまま存在し、多分化能を維持していることが報告されている［Dev Dyn 236: 3242-3254, 2007］。
我々は、毛包に存在する神経堤由来細胞が GFP(緑色蛍光タンパク質)を発現するダブルトラン
スジェニックマウスを使用することで他の細胞と識別し、幹細胞用培地を用いて幹細胞を高純
度で増殖させることに成功した。さらに、骨誘導因子である BMP-2 でそれらの細胞を刺激する
と骨芽細胞に分化した。 
 
２．研究の目的 
広範囲の顎骨吸収に対して、自家骨移植に代わる骨造成法として幹細胞による骨造成法が挙げ
られるが、この細胞ソースとしてどの細胞を使用するかが重要な課題となっている。我々はこ
れまで、神経堤由来幹細胞が成体においても多分化能を維持していることに着目し、マウス頬
髭の毛包内に存在する神経堤由来幹細胞を増殖させ、それらを骨芽細胞様細胞に分化誘導する
方法を確立した。しかし、成体内には毛包以外にも様々な組織に神経堤由来幹細胞が存在し、
それらが全く同じ性質をもつかは明らかになっていない。そこで本研究では、どの組織の神経
堤由来幹細胞が顎骨再生用の細胞ソースとして適しているのかを明らかにし、神経堤由来幹細
胞の増殖能や骨芽細胞への分化能を解明し、神経堤由来幹細胞を用いた顎骨再建方法の開発を
行う。 
 
３．研究の方法 
(１)神経堤由来細胞を標識した遺伝子改変マウスの解析 
実体蛍光顕微鏡を用いて、各組織に存在する神経堤由来細胞が GFP 陽性細胞として検出可能な
P0-Cre/GFP ダブルトランスジェニックマウスの各組織中の神経堤由来細胞を可視化し、生体内
での神経堤由来細胞の局在や形態を解析する。 
(２)神経堤由来幹細胞の純化、培養方法の確立 
申請者らが開発した高純度培養方法を用いて、各組織から採取した細胞を培養し、神経堤由来
幹細胞の高純度培養方法を行い，この培養法によって純化された神経堤由来幹細胞を各種培養
皿(低付着性培養皿、コラーゲンコート培養皿等)と幹細胞用培地を用いて培養し、神経堤由来
幹細胞とって最適な培養、継代方法を確立する。 
(３) 神経堤由来幹細胞の性質解析 
培養した神経堤由来幹細胞の増殖能また幹細胞の性質である多分化能を検討する。骨芽細胞、
脂肪細胞、軟骨細胞、血管系細胞、神経系細胞への分化誘導について検討を行う。 
(４) 神経堤由来幹細胞を用いた三次元的骨組織の製作 
神経堤由来幹細胞が定着するスキャフォールドの選定を行い、適切なスキャフォールドを用い
て三次元的骨組織の製作を行う。 
 
４．研究成果 
(１)マウス頬髭毛包内の神経堤由来細胞の局在 
P0-Cre/GFP ダブルトランスジェニックマウスを用い
て、マウスの各組織中の神経堤由来細胞を可視化し、
解析を行った。免疫組織学的解析の結果、頬髭毛包内
では、Anti-Alexa Fluor®594 によって赤色に染色され
た GFP 陽性細胞が幹細胞の存在するバルジ領域と発毛
の起源である毛乳頭に存在することが明らかとなった
（図１）。 
(２)マウス頬髭毛包内の神経堤由来細胞の高純度培養
方法による純化 
研究者らが開発した幹細胞用培地(B27, EGF, FGF 含有
培地)を用いた高純度培養方法にて、毛包内の神経堤由来幹細胞を増殖させ、培養日数による変
化を解析した。その結果、培養日数が経過するにつれて、全細胞数に対する神経堤由来細胞数
の割合は増加し、研究者らが報告していた結果と同様に培養 14日目には 95%以上の割合に増加



した（図２）。また、これら
をフローサイトメトリーに
て解析すると、増殖した神経
堤由来幹細胞は間葉系幹細
胞マーカーである PDGFRα
と Sca-1 を発現していた（図
３）。 
(３)増殖したマウス頬髭毛
包内神経堤由来細胞の幹細
胞の性質解析 
増殖した神経堤由来細胞の
間葉系幹細胞の性質解析を
行うため、脂肪細胞分化誘導
と軟骨細胞分化誘導を行っ
た。脂肪細胞分化誘導培地に
て培養すると脂肪細胞分化
マーカーであるリポプロテ
インリパーゼの発現レベル
が上昇した。またオイルレッ
ド O 染色によって赤く染ま
った脂肪滴が検出された（図
４）。軟骨細胞分化誘導培地
にて増殖した神経堤由来細
胞の軟骨細胞分化誘導を試
みたが、軟骨細胞への分化は

認められなかった。軟骨細胞分化
誘導時は細胞をペレット状にし
て培養を行うが、その細胞を回収
し、RNA 抽出を行う過程で、細胞
を溶解させるのが難しく、RNA 抽
出の時点でエラーがあったこと
も考えられた。 
(４)増殖した神経堤由来幹細胞
にとって適切なスキャフォール
ドの選定を行った。 
患者個々の欠損形態に沿ったス 
キャフォールドを作成し、そこに
増殖させた神経堤由来幹細胞を
増殖させ、個々の患者に合ったテーラーメード型骨造成術を開発すべく、予備実験を行った。 
頭蓋骨欠損部モデルマウスを用いて実験を行った。マトリゲル、細胞シートをスキャフォール
ドとして解析を行った。コラーゲンコートディッシュ上で高純度培養方法により、毛包内神経
堤由来幹細胞を増殖させ、5日間培養した細胞を回収し、各種スキャフォールド（マトリゲル、
細胞シート）をマウス頭蓋骨欠損部に移植した。各々、コントロール群（各種スキャフォール
ド（−）、増殖した毛包内神経堤由来幹細胞（−）、BMP-2（−））、各種スキャフォールドのみ群（各
種スキャフォールド（＋）、増殖した毛包内神経堤由来幹細胞（−）、BMP-2（−）） 、各種スキャ
フォールドと増殖した毛包内神経堤由来幹細胞群（各種スキャフォールド（＋）、増殖した毛包
内神 経堤由来幹細胞（＋）、BMP-2（−）） 、各種スキャフォールドと増殖した毛包内神経堤由
来幹細胞および BMP-2 添加群（各種スキャフォールド（＋）、増殖した毛包内神経堤由来幹細胞
（＋）、BMP-2（＋））にて比較検討を行った。 移植後 4週目と 12週目の変化をμCTにて観察
した。移植後 4週目のμCT による観察の結果、どの群においても 頭蓋骨欠損部を修復するよ
うな硬組織の形成は認められなかった。移植後 12 週目においても同様の結果であった。マトリ
ゲルは、移植の作業中も動きやすく、頭蓋骨欠損部上に定着させるのが難しいように感じた。
また細胞シート上では、細胞をコンフルエントにすることが難しく、シートが菲薄な状態で移
植することとなった。この結果から患者個々の欠損形態に沿ったスキャフォールドを作成前に
細胞数、スキャフォールドの材料、移植方法について検討する必要があることが示唆された。
本研究の計画の一つであった適切なスキャフォールドの選定は、本研究費の期間内に終えるこ
とができなかった。また適切なスキャフォールドの選定後の三次元的骨組織製作についても行
うことができなかった。 
 
(５)今回得られた成果と今後の展望 
本研究の結果、毛包内の神経堤由来細胞は高純化培養方法によって純化することが可能で、そ
れらは間葉系幹細胞マーカーを発現しており、純化した細胞は骨芽細胞への分化に加えて脂肪



細胞へも分化することが示唆された。本研究で解析を完了することが出来なかった軟骨細胞の
分化誘導や移植用スキャフォールドの選定について、反省点を踏まえて結果が出るまで何度も
解析を試みる必要があった。これは、研究機関中に研究者が第２子の妊娠と出産を経て、２人
の子育てを行いながら研究を行うことに困難を感じ、うまく進めることができなかったことも
要因である。研究者がテーマとしている毛包内の神経堤由来細胞は、とても魅力的な細胞で、
適切な培養方法を確立し、この細胞を利用した再生医療を開発すること出来れば、侵襲性が低
く患者にとって受け入れやすい治療になることが期待される。研究時間に制約があるとはいえ、
今後も根気強く、解析を進め、この細胞の未知の部分を解明していきたい。今後は、スキャフ
ォールドに定着させる細胞数を更に増やすこと、移植したスキャフォールドが移植部位に定着
し、骨造成を促すか否かを解析し、スキャフォールドの選定を確実に行い、各々の欠損部に合
ったテーラーメード型スキャフォールドの開発を進めていきたい。 
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