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研究成果の概要（和文）：　成体の神経堤由来細胞(NCDCs)による歯胚再生の基盤研究として、神経堤に由来する細胞
でGFPが恒常的に発現する、P0-Cre/CAG-CAT-EGFP成体マウスの口腔粘膜から単離したGFP陽性細胞を解析した。単離し
たNCDCsは骨芽細胞様細胞などに誘導できる多分化能を有し、３次元培養ではスフェロイド径を増大させた。DNAマイク
ロアレイの結果からNCDCsはendothelin receptor type Bの発現が高く、リガンドのEndothelin 3によってスフェロイ
ド数が増加した。口腔粘膜は低侵襲に神経堤由来細胞を採取できる組織として、歯胚など硬組織再生へ応用可能なこと
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Neural crest cells in the embryo migrate to reach target sites as neural 
crest-derived cells (NCDCs) where they differentiate into a variety of derivatives. With the aim of 
facilitating tooth regeneration by using non-dental-derived cells, we analyzed the characteristics of 
neural crest-derived cells (NCDCs) in adult tissues. We used P0-Cre/CAG-CAT-EGFP transgenic mice (P0 
mice), in which NCDCs express green fluorescent protein (GFP). GFP-positive cells separated using flow 
cytometry expressed a high level of endothelin receptor type B (Ednrb) by DNA microarray. These 
GFP-positive cells were capable of proliferating into spheres and exist in the oral mucosa. They also 
were increased by endothelin 3, a ligand of Ednrb. Furthermore, GFP-positive cells had the capability to 
differentiate into various cell lineages including osteoblast-like cells and adipocyte-like cells. 
Therefore, adult oral NCDCs may be a useful cell source for regenerative medicine, including tooth 
regeneration.

研究分野：口腔生化学
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１． 研究開始当初の背景 
 
神経堤由来細胞は脊椎動物の胎生初期

に神経管癒合部から発生し、広く胚内を遊

走した後に、定着先の環境で多様に分化す

る細胞で、歯や顎顔面に存在する間葉系硬

組織形成細胞の起源である (Chai Y, 

Development, 127, 2000)。近年，神経堤由来

細胞は成体マウスの後根神経節，骨髄や毛

包に存在し、試験管内で誘導すると神経細

胞などをはじめ種々の細胞系譜へ分化する

ことが報告された(Nagoshi N, Cell Stem Cell, 

2, 2008)。 
 
２．研究の目的 
 
 低侵襲にアクセス可能な口腔粘膜から、神

経堤由来細胞の特異的細胞表面マーカーを

同定し、表面マーカーを基に細胞を純化する。

神経堤由来細胞の効率的な増殖方法と種々

の細胞系譜への分化誘導法を確立する。さら

に、神経堤由来細胞と上皮細胞を用いて、積

層細胞シート培養した、「間葉－上皮－間葉

三層サンドイッチ培養系」を開発する。上皮

－間葉相互作用を試験管内で実現可能な歯

胚再生技術の基盤を形成する。 
 
３．研究の方法 
 

 低侵襲にアクセス可能な「成体の神経堤由

来細胞」による、歯胚再生の可能性を検討す

るため、神経堤に由来する細胞で GFPが恒常

的に発現する P0-Cre/CAG-CAT-EGFP 成体マ

ウスを用い解析した。神経堤由来細胞の口腔

組織内の分布は、蛍光実体顕微鏡にて観察し

た。局在を特定した後に、口腔粘膜組織から

単離した細胞をフローサイトメーターで

GFP陽性細胞と GFP陰性細胞を分離して、そ

れぞれの細胞の増殖能と多分化能について

解析した。GFP 陽性細胞と GFP 陰性細胞の

DNA マイクロアレイ法による網羅的な遺伝

子発現の比較から、GFP陽性細胞に特徴的に

発現する遺伝子を同定した。三層サンドイッ

チ培養系から、上皮－間葉相互作用と歯胚形

成の可能性について検討した。 
 

４．研究成果 

 P0マウスの口腔組織では、口蓋、歯肉、頬

粘膜に GFP陽性細胞が存在した。組織学的解

析から、神経的由来細胞は口腔粘膜の真皮に

存在するマイスネル小体と共在した。成体組

織から単離した GFP陽性細胞は、神経堤関連

遺伝子の一つである Sox10の発現が高値を示

した。顎下腺を用いた DNA マイクロアレイ

法の結果から、GFP陰性細胞に比べ GFP陽性

細胞において G protein-coupled receptor 

4(Gpr4)、Endothelin receptor type B (Ednrb)の

発現が高く、Plate derived growth factor alpha 

(Pdgfra)ならびに beta (Pdgfrb)の発現が低い

ことが明らかになった（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

口腔粘膜組織から単離した細胞をフローサ

イトメーターで GFP 陽性細胞と GFP 陰性細

胞を分離して、それぞれの細胞の増殖能と多

分化能について解析した。低付着性プレート

を用い bFGF を含む無血清培地でスフェロイ

ド培養すると、GFP陽性細胞は培養経過と共

にスフェロイド径が増大したのに対し、GFP

陰性細胞ではスフェロイドの形成が認めら

れなかった。DNAマイクロアレイ法の結果か

ら注目した Endothelin receptor type B (Ednrb)

のリガンドである Edn3を GFP陽性細胞のス

フェロイド培養系に加えるとスフェロイド

数が著しく増加したことから、細胞増殖を促

進することが示唆された。多分化能を検討す



るため種々の培養条件で誘導すると、GFP陽

性細胞は BMP-2 含有の骨芽細胞分化誘導培

地で強い ALP活性染色と Alizarin red染色陽

性を示す骨芽細胞様細胞へと分化した。一方、

GFP 陰性細胞は BMP-2 を添加しても、ALP

活性染色と Alizarin red 染色共に陰性を示し

た。Insulin含有の脂肪細胞誘導培地で培養す

ると、細胞質に Oil Red O染色陽性の脂肪滴

を含む脂肪細胞様細胞へと誘導された。以上

の結果から成体口腔粘膜の神経堤由来細胞

は、立体的に増殖・培養することが可能であ

り、骨芽細胞様細胞や脂肪細胞様細胞など誘

導できる多分化能を有していた。神経堤由来

細胞のシートと、上皮細胞シートによる「間

葉－上皮－間葉三層サンドイッチ培養系」の

実現には至らなかったが、それぞれの細胞の

増殖速度の違いが原因として考えられる。

bFGFと EGFを含む無血清培地で二種の細胞

を培養したが、培養液の更なる検討が求めら

れる。また上皮細胞と共存培養で、歯に特有

の遺伝子が神経堤由来細胞で上昇すること

など検討する必要がある。これら今後の課題

も含まれるが、口腔粘膜は低侵襲に神経堤由

来細胞を採取できる組織として、歯を含む硬

組織再生へ応用可能なことが示唆された。 
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