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研究成果の概要（和文）： 

神経堤細胞は成体各所に潜伏し、一部多分化能を有することから、再生医療への応用が期待

されている。本研究では成体から採取可能な細胞ソースを用いた歯胚再生を目標とし、神経堤

に由来する細胞を標識できる、P0-Cre/CAG-CAT-EGFP 成体マウスを用いて、口腔顎顔面部に

おける神経堤由来細胞の分布と、神経堤由来細胞の細胞増殖ならびに分化能について検討した。

成体内の分布について検索したところ、毛包、口腔粘膜、鼻甲介に高密度で局在していた。毛

包あるいは口腔粘膜から純化した神経堤由来細胞を、低付着プレート上で培養すると、spheroid

を形成し細胞増殖は促進された。培養条件によって毛包あるいは口腔粘膜の神経堤由来細胞は、

骨芽細胞様細胞や、象牙芽細胞様細胞へと分化することが明らかになった。本研究結果から、

毛包や口腔粘膜など成体から低侵襲で採取できる神経堤由来細胞を細胞ソースとした、象牙質

や骨を含む硬組織再生の可能性が示唆された。さらに、神経堤由来細胞が歯胚再生における、

歯原性間葉系細胞の供給源になりうることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Neural crest (NC) cells migrate ventro-laterally and populate the branchial arches during vertebrate 

development. Some NC cells are maintained in an undifferentiated state as NC-derived cells (NCDCs) 

throughout the life of the animal. We utilized P0-Cre/floxed-EGFP mice (P0 mice), in which NCDCs 

remain labeled with green fluorescent protein (GFP) even after birth. We observed the distribution of 

NCDCs in adult P0 mice and isolated them from other cells to form high concentrations of these cells. 

GFP-positive NCDC cells were found in tissues of the whisker pad, oral mucosa, and nasal conchae of 

the adult P0 mice. When isolated from other cells in these tissues, they were shown to form spheres 

under low-adherent conditions. Our findings demonstrate that GFP-positive NCDCs have the potential 

to differentiate into odontoblast-like cells or osteoblast-like cells. NCDCs from the whisker pad or oral 

mucosa, which are easily accessible in the oral and maxillofacial regions, can be cultured and may be a 

useful cell source for regeneration of these regions. 
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１．研究開始当初の背景 

神経堤細胞は胎生初期に神経管癒合部か
ら発生して広く胚内を遊走後、定着先の環境
で多様に分化する。神経堤由来細胞は成体各
所に潜伏し、一部多分化能を有することから、
再生医療への応用が期待されている。本研究
では、成体マウス骨髄に存在する神経堤由来
細胞から、口腔顎顔面部について解析範囲を
広げ検討した。 

 

２．研究の目的 

(1) 成体から採取可能で外科的侵襲の少な
い細胞ソースを利用した歯胚を含む硬組
織再生を目標として、神経堤由来細胞の成
体内における分布を明らかにする。 

 
(2) 高密度に神経堤由来細胞が存在する組
織より細胞を純化して、細胞増殖能や多分
化能について解析する。 

 
(3) 神経堤由来細胞から歯原性間葉系細胞
である象牙芽細胞や骨芽細胞など硬組織
形成細胞への分化誘導について解析する。
さらに、神経堤由来細胞を用いた歯胚再生
の可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 神経堤に由来する細胞を green 
fluorescent protein (GFP)で標識できる、
P0-Cre/CAG-CAT-EGFP 成体マウスの口腔
顎顔面部における GFP 陽性細胞の分布を
解析した。 

 
(2) 毛包あるいは口腔粘膜からセルソータ
ーを用いて GFP を指標に神経堤由来細胞
を純化し、種々の培地を用いて細胞増殖な
らびに分化について検討した。 

 
４．研究成果 
(1) 陽性細胞は口腔顎顔面部で広範囲に認
められ、特に毛包、口腔粘膜、鼻甲介、顎
下腺に高密度で局在していた（図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 毛包あるいは口腔粘膜に存在する GFP
陽性細胞をセルソーターにより純化後、細
胞における遺伝子発現について解析する
と、神経提細胞関連遺伝子 p75、Snail、
Twist、Musashi 1 の発現が認められた。 

 
(3) FGF2 と EGF 添加の無血清培地で培養し
た細胞は、特に７日後以降細胞の増殖が促
進した。低付着プレート上で培養すると、
継代可能な spheroid を形成した。 

 
(4) アスコルビン酸、β-グリセロリン酸等
を添加した骨芽細胞分化培地で培養する
と、強い ALP 活性染色と石灰化能の指標で
ある Alizarin red 染色陽性を示した。GFP
陽性細胞はインスリン、トランスフェリン
等を添加した脂肪細胞分化培地によって
Oil-red O 染色陽性の脂肪滴を細胞質内に
含む脂肪様細胞へと分化した。 

 
(5)高濃度血清の象牙芽細胞分化培地は、象
牙 芽 細 胞 マ ー カ ー Dentin 
sialosphoprotein の発現を上昇させた。
また、Dentin matrix protein-1 の発現上
昇や、ALP 活性染色と Alizarin red 染色
陽性を示した。さらに BMP-2 添加すると石
灰化能は亢進した。 

 
本研究結果から、毛包や口腔粘膜など成体

から低侵襲で採取できる神経堤由来細胞を
細胞ソースとした、象牙質や骨を含む硬組織
再生の可能性が示唆された。 
神経堤由来細胞が歯胚再生における、歯原

性間葉系細胞の供給源になりうることが示
された。 
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