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研究成果の概要（和文）：我々は、毛包内の神経堤由来幹細胞を顎骨欠損部へ移植するための足場の確立と移植
後の機能解析により毛包内の神経堤由来幹細胞による広範囲顎骨再建法の創成を行うことを目的として研究を行
った。毛包内の神経堤由来幹細胞の移植方法を検討するため、我々が確立した高純度培養方法により増殖した毛
包の神経堤由来幹細胞を骨欠損部へ移植する方法を検討した。移植する足場として、①コラーゲンゲル②細胞シ
ート③凍結乾燥スポンジを選定した。マウス頭蓋骨欠損部にそれぞれを足場として毛包の神経堤由来幹細胞を移
植した。骨欠損部を修復する足場として凍結乾燥したコラーゲンスポンジの使用が有用である可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study was to establish a scaffold for transplantation of 
neural crest-derived stem cells in hair follicles into jaw bone defects and to analyze their 
function after transplantation in order to create a method for extensive jaw bone reconstruction 
using neural crest-derived stem cells in hair follicles. To investigate the method of 
transplantation of neural crest-derived stem cells in hair follicles, we examined the method of 
transplanting neural crest-derived stem cells in hair follicles, which were grown by our established
 high-purity culture method, into bone defects. We selected (1) collagen gel, (2) cell sheets, and 
(3) lyophilized sponges as scaffolds for transplantation. Neural crest-derived stem cells of hair 
follicles were transplanted into mouse skull defects using each of these scaffolds. Within the 
period of this study, the proliferated neural crest-derived stem cells of hair follicles failed to 
result in repair of the skull defect.

研究分野： 補綴歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究期間内では、増殖した毛包の神経堤由来幹細胞が頭蓋骨欠損部を修復する結果を得ることが出来なか
ったが、自己の細胞であり、最小限の侵襲で採取できる毛包の神経堤由来幹細胞の利用は、拒絶反応や倫理的問
題を回避することができ、従来の自家骨移植では困難であった広範囲の欠損部を低侵襲に修復できる患者にとっ
て非常に受け入れやすい顎骨再建法の開発につながり、社会的意義があると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経堤由来細胞の一部は成長後も幹細胞として存在し、多分化能をもつ  
神経堤細胞は、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か
ら出現し、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] 。このように幹細胞の性質をもつ神経堤由来細胞は、組織再生用の新し
い細胞ソースとして期待される。 
（２）申請者は毛包の神経堤由来幹細胞の高純度培養方法を確立し、BMP-2 の刺激による骨芽
細胞分化誘導に成功した 
申請者は、神経堤由来細胞が蛍光タンパク質で標識される遺伝子改変マウスを用いて毛包内の
神経堤由来細胞を解析し、採取した［PLoS One. 6;12(4)，2017］。マウス毛包内に存在する神経
堤由来幹細胞を幹細胞用培地にて培養すると、神経堤由来幹細胞が増殖し、その純度は 95%以
上に達することを見出し、毛包の神経堤由来幹細胞の高純度培養方法を確立した［PLoS One. 
6;12(4)，2017］。さらに増殖した神経堤由来幹細胞を骨形成誘導因子である BMP-2 の存在下で
培養すると、骨芽細胞分化マーカーの発現レベルが上昇した。また石灰化誘導培地にて培養する
と石灰化物の形成を認め［PLoS One. 6;12(4)，2017］、毛包の神経堤由来幹細胞を BMP-2 の刺
激により骨芽細胞へ分化誘導することに成功した［PLoS One. 6;12(4)，2017］。これらの結果
は、毛包の神経堤由来細胞が幹細胞としての性質を持ち、BMP-2 の刺激により骨芽細胞に分化
することを明らかにしたものであり、毛包の神経堤由来幹細胞を骨再生用の細胞ソースとして
利用することで新しい顎骨再建方法の開発につながる可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
骨再生用の細胞ソースに最適な神経堤由来幹細胞について明らかになっておらず、神経堤由来
幹細胞による顎骨再建方法の開発は未だ報告されていないため、本研究の極めて独創的な点と
いえる。さらに自己の細胞であり、最小限の侵襲で採取できる毛包の神経堤由来幹細胞の利用は、
拒絶反応や倫理的問題を回避することができ、従来の自家骨移植では困難であった広範囲の欠
損部を低侵襲に修復できる患者にとって非常に受け入れやすい顎骨再建法の開発につながる。 
 
３．研究の方法 
（１）毛包内の神経堤由来幹細胞の移植方法の検討 
顎骨へ移植した神経堤由来細胞の動向を観察するために全身の組織細胞に置いて緑色蛍光タン
パク質（GFP）で標識された遺伝子改変マウス（グリーンマウス）を用いて組織の細胞を可視化
し、実験を行う。申請者が開発した高純度培養方法により、マウス毛包内の神経堤由来幹細胞を
増殖させる［PLoS One. 6;12(4)，2017］。増殖後の細胞を移植するための足場の選定、あるいは
石灰化誘導培地にて形成されたマウス毛包内の神経堤由来幹細胞の石灰化物を足場とした移植
方法を検討する。 
 最適な移植方法の検討、三次元的骨組織の製作法を確立し、令和６年度の実験を行う。 
（２）毛包内の神経堤由来幹細胞による広範囲顎骨再建法の創成 
申請者らが開発した歯槽骨吸収モデルマウス［Biol Pharm Bull.41(4),2018］を用いて、広範囲
顎骨欠損部への修復能を解明する。高解像度μCT により骨再生能を解析後に、骨再生部位の切
片を作製し、免疫染色により移植細胞(GFP 陽性細胞)を染色する。それにより、毛包内の神経堤
由来細胞の骨欠損修復における動向を解析し、広範囲顎骨再建後の形状維持に最適な環境を確
立する。 
 
４．研究成果 
（１）毛包内の神経堤由来幹細胞の移植方法を検討するため、我々が確立した高純度培養方法に
より増殖した毛包の神経堤由来幹細胞を骨欠損部へ移植する方法を検討した。移植する足場と
して、①コラーゲンゲル（Matrigel）②細胞シート③凍結乾燥スポンジを選定した。 
（２）マウス頭蓋骨に直径 4mm のトレフィンバーにて欠損部を形成し、①増殖した毛包内神経堤
由来幹細胞含有コラーゲンゲル②増殖した毛包内神経堤由来幹細胞含有細胞シート③増殖した
毛包内神経堤由来幹細胞が分化した骨芽細胞によって形成された石灰化物を含む凍結乾燥スポ
ンジを頭蓋骨欠損部に移植した。欠損部の骨修復についてμCT にて解析を行った結果を以下に
示す。 
（３）増殖した毛包内神経堤由来幹細胞含有コラーゲンゲルの移植 
増殖した毛包内神経堤由来細胞をコラーゲンコートディッシュ上で①αMEM+10%血清②α
MEM+10%血清+BMP-2(200ng/μl)の条件で、5日間培養した。培養５日後、細胞を回収し、頭蓋骨



欠損部に各細胞を移植した。 
μCT による観察の結果、移植後 4 週目では、どのマウ
スにおいても頭蓋骨欠損部を修復するような硬組織の
形成を認めなかった(図 1a)。12 週目においても各マウ
スにおいて観察を行ったが、同様の結果であった(図
1b)。 
（４）増殖した毛包内神経堤由来幹細胞含有細胞シー
トの移植 
増殖した毛包内神経堤由来細胞を細胞シート作成用
UpCell 3.5cm ディッシュに５×10４cells 播種し、①
αMEM+10%血清②αMEM+10%血清+BMP-2(200ng/μl)の
条件で、コンフルエントになるまで培養（14 日間)した。
コンフルエントになった細胞シート（図 2a）
を回収し、頭蓋骨欠損部に移植した。移植後
６週目にμCT にて観察を行った。 
μCT による観察の結果、移植後６週目では、
どのマウス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を認めなかった(図
2b)。 
（５）増殖した毛包内神経堤由来幹細胞が分
化した骨芽細胞によって形成された石灰化
物を含む凍結乾燥スポンジの移植 
増殖した毛包内神経堤由来細胞を６cm コラーゲンコートディッシュ上で①αMEM+10%血清②α
MEM+10%血清+BMP-2(200ng/μl)+石灰化培地(アスコルビン酸＋β-グリセロリン酸＋デキサメタ
ゾン)の条件で、５週間培養した。５週間後、cell scraper にてディッシュ上の石灰化物を剥が
して回収(コントロールとしてαMEM+10%血清にて培養した細胞を同様に剥がして回収）した。石
灰化物含有 凍結乾燥スポンジを作成し、頭蓋骨欠損部に移植した。移植後２週目と４週目と６
週目にμCT にて観察を行った。 
毛包内神経堤由来細胞は、石灰化誘導培地にて培養すると石灰化物を形成し、35 日目にはディ
ッシュ全面を覆う石灰化物の形成が確認された(図 3a)。 
μCT による観察の結果、移
植後２週間目(図 3b 上段)、
欠損部内に硬組織が形成さ
れる様子はどれも認めなか
ったが、毛包細胞のみを回収
した群と毛包細胞由来石灰
化物含有コラーゲンスポン
ジを移植した群では、欠損部
周囲と上方に硬組織の存在
を認めた。しかし、両者に大
きな変化は認められなかっ
た。 
移植後４週間目(図 3b 中
段)、２週間目に認められた
欠損部上方の硬組織は存在
しなかったが、欠損部周囲に
はスポンジのみ移植した群に比較して硬組織が存在し、周囲の厚みが増している様子が確認さ
れた。しかし、欠損部を架橋するような骨の形成は認なかった。 
移植後６週間目(図 3b 下段)においても石灰化物含有スポンジを移植した群では、周囲の骨組織
が厚みのある形態であることが観察された。また、６週目のマウスの凍結乾燥スポンジのみ移植
した群において、欠損部を架橋するような骨の形成を認めた。 
 
以上の結果から、増殖した毛包の神経堤由来幹細胞が頭蓋骨欠損部を修復する結果を得ること
が出来なかったが、移植の足場は 3 種類の中で凍結乾燥したコラーゲンスポンジが有用である
可能性が示唆された。 
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