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研究成果の概要（和文）：Embryonic Stem Cell（ES細胞）はE-Cadherinを介して移植細胞の成熟度を調節し、
移植細胞の生着・増殖を促す可能性が指摘されている。逆にN-Cadherinは神経細胞の移動・遊走と成熟に重要な
役割を果たし、これにより移植細胞の生着後に神経細胞の増殖を促すことができる可能性もある。まずは、間葉
系細胞である歯髄幹細胞でE-Cadherin抗体およびN-Cadherin抗体を利用した細胞成熟コントロールの可能性を検
証した。
E-Cadherin群は低酸素状態では細胞への障害が少ない可能性が示唆された。N-Cadherin群は細胞の成熟促進効果
の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been pointed out that Embryonic Stem Cells (ES cells) may regulate 
the maturation of transplanted cells through E-Cadherin, which may promote the engraftment and 
proliferation of transplanted cells. Conversely, N-Cadherin may play an important role in neuronal 
migration and maturation, which may promote neuronal proliferation after transplant cell 
engraftment. First, we tested the possibility of using E-Cadherin and N-Cadherin antibodies to 
control cell maturation in dental pulp stem cells, which are mesenchymal cells.
The E-Cadherin group suggested that hypoxia may cause less damage to cells; the N-Cadherin group 
suggested the possibility of a cell maturation-promoting effect; and the N-Cadherin group suggested 
the possibility of a cell maturation-promoting effect.

研究分野： 頭部外傷
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の神経分化誘導方法では幹細胞の分化、増殖が進み、長期に未成熟状態を維持することが困難であるが、
E-cadherinを介した幹細胞は未成熟を維持し増殖能も有することが報告されている。逆にN-Cadherinは神経細胞
の移動・遊走と成熟に重要な役割を果たすことが報告されている。本研究において、ヒト歯髄幹細胞の培養にお
いてもE-CadherinとN-Cadherinのこのような役割が示された。
この結果は、細胞培養を行う今後の研究においても応用できるものであり意義があると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
外傷性脳損傷後、神経細胞は自己修復能力を有するがその効果は不十分であるため、損
傷された神経細胞に対しては移植細胞による再生医療の治療が期待されている(1)。し
かし、外傷性脳損傷急性期は酸化ストレス、低酸素、炎症などの不利な環境のため、成
熟神経細胞を移植しても生着率は低く、増殖能も低い(2)。酸素需要が低い未成熟神経細
胞は低酸素環境で有利な可能性があるが、従来の神経分化誘導方法では分化、増殖が進
み、長期に未成熟状態を維持することは難しい。Embryonic Stem Cell（ES 細胞）は
E-Cadherin を介して細胞の未成熟維持に寄与すると考えられており、これにより移植
細胞の成熟度を調節し、移植細胞の生着・増殖を促すことができる可能性もある(3,4)。 
  逆に N-Cadherin は神経細胞の移動・遊走と成熟に重要な役割を果たし、これにより
移植細胞の生着後に神経細胞の増殖を促すことができる可能性もある(5,6)。 
 
ヒト歯髄幹細胞（Dental Pulp Stem Cell; DPSC）は神経堤に由来し、多能性で高い自
己複製能と増殖能を有する。他の細胞と比較し、安定的かつ多量に神経系細胞を得られ
るため移植細胞として有用である(7)。 
 
２．研究の目的 
 
間葉系細胞である歯髄幹細胞で、E-Cadherin 抗体および N-Cadherin 抗体を利用した
細胞成熟コントロールの可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
１ 
DPSC の培養方法を以下 3 群に分けて DPSC の成熟具合を評価した。成熟具合は軸索長にて評価
し、免疫染色は GFAP（アストロサイト）、β3tublin（未成熟神経細胞）、MAP2（成熟神経細胞）
を行なった。 
 
Matrigel 群：Matrigel コート（Thin Coating 法） 
① Matrigel を無血性培地で 8-12mg/mL で希釈 
② dish にコーティング 
③ 1 時間インキュベーション（室温） 
④ 無血性培地で洗浄 
 
E-Cadherin 群：E-Cadherin-Fc コート： 
① hE-Cadherin Fc を PBS(-)で 10μg/mL で希釈 
② dish にコーティング 
③ 24 時間インキュベーション（4℃） 
④ PBS(-)で洗浄 
 
hE-Cadherin Fc：ヒト E-Cadherin マウス IgG Fc キメラ蛋白質 
 
N-Cadherin 群：N-Cadherin-Fc コート： 
① hE-Cadherin Fc を PBS(-)で 10μg/mL で希釈 
② dish にコーティング 
③ 24 時間インキュベーション（4℃） 
④ PBS(-)で洗浄 
 
hN-Cadherin Fc：ヒト N-Cadherin マウス IgG Fc キメラ蛋白質 
 
軸索長の評価方法： 
① 各シャーレで培養した細胞を顕微鏡で撮影 
② Image J を用いて軸索長を測定 
③ ランダムに 20細胞の軸索長を測定 
④ day1, day3, day7 で平均値を結果とした 
 
2 
上記の Matrigel 群と E-Cadherin 群に対して酸素グルコース欠乏負荷（Oxygen-Glucose 



deprivation; OGD）を実施して成熟具合を評価した。成熟具合は軸索長にて評価した。 
 
Day 0： 
播種 
37℃、O2 21.0%、CO2 4.7%の環境下 
通常培地 
 
Day 1： 
OGD 8 時間 
37℃、O2 1.0%、CO2 4.7%の環境下 
無糖培地 
 
Day 2 以降： 
37℃、O2 21.0%、CO2 4.7%の環境下 
通常培地 
 
４．研究成果 
１ 
E-Cadherin 群は Matrigel 群と比較して、軸索長の伸長が抑制された。逆に、N-Cadherin 群は
Matrigel 群と比較して、軸索長の伸長が促進された。 
 
E-Cadherin 群はβ3tubulin の発現は強く、MAP2 の発現は弱かった。逆に、N-Cadherin 群はβ
3tubulin の発現は弱く、MAP2 の発現は強かった。 
 
2 
E-Cadherin 群は Matrigel 群と比較して、軸索長の現象が緩やかであった。 
 
結果のまとめ： 
E-Cadherin 群は Matrigel 群と比較して未成熟な状態を維持することができ、低酸素状態では細
胞への障害が少ない可能性が示唆された。 
 
N-Cadherin 群は Matrigel 群と比較して、細胞の成熟促進効果の可能性が示唆された。 
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