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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、成体マウスから採取した神経堤由来細胞をin 
vitroで増殖・純化できることを明らかにし、増殖させた神経堤由来細胞を頭頂骨欠損モデル動物へ移植する
と、既存の骨に近い骨様組織を誘導させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Neural crest-derived cells (NCDCs) are expected to be a new cell source for 
regenerative medicine. They have a self-renewal capability and give rise to a multitude of cell 
lineages. In this study, we revealed that NCDCs could be proliferated and purified in vitro. 
Furthermore, NCDCs transplantation exerted bone regeneration ability for the repair of bone defect.

研究分野：骨代謝

キーワード： 神経堤由来細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成長後も体内各所に潜伏し、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増殖・純化させる
方法論や、神経堤由来細胞を用いた骨組織誘導法の開発によって、硬組織再生医療の臨床応用に向けて、生命科
学や再生医学の研究と検討が一層加速することと考える。

※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 

神経堤は脊椎動物の胎生期に、神経板境界に現れる一過性の組織で、神経堤を構成する神経堤

細胞は神経管の閉鎖によって外胚葉上皮と神経管との間に取り残された後に、上皮−間葉転換を

経て神経堤由来細胞として広く胚内を遊走する。ごく一部の神経堤由来細胞は、成長後も幹細

胞としての性質を維持し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。再生医療へ応用可能なリソースを得るためには、純度の高い神経堤由来細胞を低侵襲的

に効率よく獲得して、目的の細胞に分化誘導することが肝要と考える。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では成体の侵襲性の低い組織から採取した神経堤由来細胞を、高純度でかつ移植に十

分な細胞数を獲得できる方法論の確立と、この細胞を用いた硬組織誘導に挑戦した。 

 

 

３．研究の方法 

(1)成体遺伝子改変マウス（P0-Cre/floxGFPマウス）から採取した神経堤由来細胞を、種々の条

件で培養して、GFP陽性細胞を指標に増殖と純化に適した培養条件を検討する。 

(2)増殖・純化させた神経堤由来細胞を効率的に骨欠損部へ填入できて、かつ骨誘導の妨げにな

らないスキャホールドの組み合わせを検討する。 

(3)骨欠損モデル動物へ神経堤由来細胞を移植して、細胞が持つ骨組織誘導・骨再生能について

解析する。頭頂骨に自然修復しない欠損を作成した骨欠損モデルマウスへ移植材料を移植する。 

(4) 硬組織誘導の評価は、移植後にHE染色による組織形態観察と高解像度μCT撮影によって経時

的に解析する。高解像度μCT撮影の結果から、石灰化度と骨体積を定量的に評価する。 

(5)神経堤由来細胞を移植して形成された再生骨と、周囲の既存骨に対してレーザーラマン分光

法を用いて化学的特性を解析する。 

 

 

４．研究成果 

(1)神経堤由来細胞の純化と増殖 

 神経堤由来細胞をFGFとEGF含有の幹細胞培地で継代を経て10日培養すると、移植に十分な細胞

数の獲得と、全細胞数に対して90%以上GFP陽性の神経堤由来細胞へ純化することができた。 

(2) 移植材料としての神経堤由来細胞と担体の組み合わせ 

 増殖させた神経堤由来細胞をⅠ型コラーゲンゲルに懸濁した後に、アテロコラーゲンスポンジ

へ混入して移植材料を作製した。頭頂骨に自然修復しない欠損を作成した骨欠損モデルマウスへ

移植材料を移植すると、HE染色から欠損部辺縁から骨様組織が誘導されることが明らかになった。 

(3) 移植した神経堤由来細胞の追跡 

 移植した神経堤由来細胞を観察すると、移植直後に比べ減少するが３ヶ月経過後においても、

移植したGFP陽性細胞は再生した骨様組織内に潜伏することが明らかになった。 

(4)再生骨の石灰化度と骨体積 

 高解像度μCT解析の定量的解析から、アテロコラーゲンスポンジ単独移植に比べて、神経堤由

来細胞含有のアテロコラーゲンスポンジを移植すると、神経堤由来細胞含有のグループで石灰化

度と骨体積とも有意に増加した。 

(5) 再生骨の化学的特性 

 再生骨に対してレーザーラマン分光法を用いて解析すると、神経堤由来細胞含有のアテロコラ

ーゲンスポンジで誘導された再生骨は、アテロコラーゲンスポンジ単独移植に比べて、既存の骨

組織に近い値を示した。 

 



 これらの結果から、神経堤由来細胞による硬組織誘導法は、効果的な骨再生療法になり得る

ことが示唆された。神経堤由来細胞とアテロコラーゲンスポンジの組み合わせによって、研究

の目的である硬組織誘導が達成された。 
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