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研究成果の概要（和文）：中胚葉或いは神経堤由来細胞を蛍光標識できるマウスを用いて歯の間

葉の大部分が神経堤細胞に、骨髄の間葉細胞の半分が中胚葉由来及び神経堤に由来する細胞か

らなることを明らかにした。また、間葉系幹細胞の検出法である Colony-Forming Unit 

Fibroblast(CFU-F)アッセイにより歯の CFU-F形成細胞は主に神経堤に、骨髄の CFU-F形成細胞

は神経堤のみならず、中胚葉に由来する細胞からなることを明らかにした。また歯髄の間葉細

胞が骨髄の間葉細胞と同様に B細胞や破骨細胞の分化を支持する能力を持つ事を見いだした。 
研究成果の概要（英文）： By using transgenic mouse which enabled us to trace NC-derived or 
mesodermal cells, we showed that dental mesenchyme was composed of mainly NC-derived cells, 
whereas half of bone marrow (BM) mesenchyme was composed of cells other than NC-derived and 
mesodermal cells. Furthremore, a colony-forming unit-fibroblast (CFU-F) assay indicated that CFU-Fs in 
the dental pulp are derived from NC, and BM are derived from both NC and mesodermal cells. 
Furthermore, we showed that dental mesenchyme supported the differentiation of B lymphocytes and 
osteoclasts.  
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１．研究開始当初の背景 
神経堤細胞は、脊椎動物の胚発生初期に神経

管背側部より出現する細胞集団で、特に頭部

神経堤細胞は骨、軟骨や象牙芽細胞等の間葉

系細胞への分化能を有し、脊椎動物のボデイ

プランを特徴づける重要な細胞と考えられ

ている。間葉系細胞は中胚葉及び神経堤

細胞に由来し、特に頭部の間葉は主に神

経堤に、体幹部の間葉は、主に中胚葉に

由来すると考えられているが、実際は両

者の区別は難しい。最近、神経堤細胞に

特異的に遺伝子発現を誘導出来る制御
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領域の下流に Cre を連結したマウスと LoxP

配列を持つレポーター遺伝子を組み合わせ

ることで、神経堤に由来する細胞を標識でき

るようになった（Dev.Biol, Yamauchi, 1999; 

Development, Chai, 2000）。我々も、これら

のマウスを用いて、歯の間葉には骨や軟骨や

象牙芽細胞への分化能を持つ多数の細胞が

存在し、それらが神経堤のみならず神経堤以

外に由来する可能性を示した(Int Immunol, 

Yamazaki, 2005; Stem cells. Yamazaki, 

2007)。そこで、中胚葉由来細胞を標識でき

るマウス(Development, Saga, 1999)を用い

て、歯胚や歯髄間葉に中胚葉由来の細胞が寄

与している事を明らかにした。最近、骨髄細

胞にも、神経堤に由来する細胞が多数寄与し

ていることが明らかになったが（Takashima, 

Cell 2008）、さらに我々は骨髄細胞のなかで

も間葉系幹細胞は主に神経堤に由来する可

能性を明らかにした。我々は、歯の幹細胞は

主に神経堤細胞に由来する可能性を示した

ので、歯髄と骨髄間葉系幹細胞は同一の細胞

に由来する可能性があり、両者の分化能と遺

伝子発現様式を調べる事は大変重要な研究

であると判断した。 

 
２．研究の目的 
脊椎動物の間葉を構成するのは主に神経堤

或は中胚葉に由来する細胞であるが、個々の

器官や組織を構成する間葉細胞の詳細な由

来は殆どわかっていない。最近、骨髄間葉細

胞を用いた再生医療が行なわれているが、歯

髄にも様々な幹細胞の存在の報告がある。そ

こで、中胚葉と神経堤由来細胞を別々に標識

し、骨髄と歯髄を形成する間葉系幹細胞の由

来と性状を明らかにし、その類似点と相違点

を明らかにすることである。また、骨髄に代

わる、歯の間葉系幹細胞を用いた再生医療の

実現の可能性を検討することが本研究の主

目的である。神経堤細胞や中胚葉由来細胞に

加えて、象牙芽細胞を蛍光色素で標識できる

マウスを用いることで、骨髄細胞の象牙芽細

胞への分化能も併せて検討したいと考えて

いる。 

 
３．研究の方法 
(1)中胚葉或いは神経堤由来細胞を蛍光蛋白

で標識できるマウスを用いた歯胚（歯髄）と

骨髄の間葉系幹細胞の由来と性状の解析 

①骨髄及び歯髄の間葉細胞を単離し、フロー

サイトメトリーを用いて蛍光蛋白を指標に

細胞の由来と細胞表面受容体の発現を解析

する 

②間葉系幹細胞の検出系として知られる

Colony-Forming Unit 

Fibroblast(CFU-F)アッセイを用いて、

歯髄及び骨髄の間葉系幹細胞の由来を

検討する 

③これらのコロニー形成細胞が 2次コロ

ニーを形成できるかを検討し、幹細胞の

性質をもつか更に検討する 

④歯髄及び骨髄の間葉系細胞を単離し、

骨、脂肪、軟骨への分化能を検討する。

また、コロニー形成細胞から由来する単

一クローンを単離し、多分化能を調べる 

(2)象牙芽細胞に特異的に発現する

Dentin sialophosphoprotein(Dspp)

遺伝子座に蛍光蛋白遺伝子を挿入し

た ES 細胞株の作製と、これらの ES細

胞株を用いたキメラマウスの作製 

①組み換え遺伝子ベクターの作製 

②組み換え ES細胞株の単離 

③組み換え ES 細胞株を用いたキメラ

マウスの作製 

(3)中胚葉或いは神経堤由来細胞を標識

できるマウス歯髄及び骨髄の間葉系細

胞を用いた血液細胞の分化支持能の検

討 

①歯髄の細胞の単離と B細胞分化誘導 

②歯髄の間葉細胞での破骨細胞の分化

誘導 

 

４．研究成果 

  

(1) 中胚葉或いは神経堤由来細胞を蛍光蛋

白で標識できるマウスを用いた歯胚（歯髄

）と骨髄の間葉系幹細胞の由来と性状の解

析 

① 中胚葉或いは神経堤由来細胞を標識で

きるマウスを用いて、歯の間葉細胞の大部

分が神経堤に由来し、一部は中胚葉に由来

することを明らかにした。またこれらの間

葉細胞の性質や細胞表面の受容体の発現

を調べた所，神経堤に由来する歯の間葉細

胞は、PDGFR-alpha或はPDGFR-betaを高発

現し、一方中胚葉に由来する細胞は、PDGFR

を発現せず、主に血管内皮様の分子を発現

する事がわかった。一方で骨髄の間葉細胞

は神経堤のみならず、中胚葉に由来する細

胞からなり、またPDGFR-alpha或は

PDGFR-betaを発現する細胞は神経堤及び

中胚葉由来の両者からなることを明らか

にした。また、骨髄の間葉の半分以上は神

経堤或は中胚葉由来細胞を標識するこの

実験系では標識できないことがわかった。 

② 間葉系幹細胞の試験管内検出法である

、colony-forming unit-Fibroblast 



 

 

(CFU-F)を調べた所、歯の間葉系幹細胞様の性

質を持つのは神経堤由来の細胞であり、一方で

骨髄のCFU-F形成細胞は神経堤のみならず、中

胚葉に由来する細胞からなることを明らかに

した。 

③ また、CFU-Fを形成する細胞が、2次コロニ

ー形成能を持つかを検討した所、歯の神経堤由

来細胞は、2次コロニー形成能を持ち、また骨

髄の2次コロニー形成能を持つ間葉細胞の多く

は神経堤由来であることを明らかにした。 

④ 歯髄のコロニー形成細胞は、象牙芽細胞
のみならず、軟骨細胞，脂肪細胞、骨芽細胞
への分化能を併せ持つことがわかった。コロ
ニーは単一細胞由来である事から歯には脂
肪細胞、骨芽細胞や軟骨細胞への多分化能を
持つ細胞が存在する事がわかった。一方で骨
髄の間葉細胞コロニー形成細胞も軟骨細胞，
脂肪細胞、骨芽細胞への分化能を併せ持つこ
とがわかった。 

 

(2)象牙芽細胞に特異的に発現する Dentin 

sialophosphoprotein(Dspp)遺伝子座に蛍

光蛋白遺伝子を挿入した ES 細胞株の作製

と、これらの ES 細胞株を用いたキメラマ

ウスの作製 

①象牙芽細胞に特異的に発現すると考えら

れ て い る dentin  sialophosphoprotein 

(Dspp)の遺伝子の開始コドンの直下に蛍光

蛋白である GFPを挿入した遺伝子ベクターを

作製した。 

②本ベクターを用いて相同組み換え ES 細胞

株を得た。 

③象牙芽細胞を標識できる ES 細胞株を用い

て injection法によりキメラマウスの作製を

行なっている。 

 

(3)中胚葉或いは神経堤由来細胞を標識でき

るマウス歯髄及び骨髄の間葉系細胞を用い

た血液細胞の分化支持能の検討 

①骨髄と歯髄の間葉細胞の比較として造血

支持能について検討した。まず、造血に関る

サイトカインをコードする遺伝子の発現を

調べた所、骨髄の間葉細胞のみならず歯髄の

間葉細胞も Stem cell factor (SCF)等をコ

ードする遺伝子を発現している事を見いだ

した。②さらに、歯髄の間葉細胞上で単離し

た造血幹細胞を培養した所、骨髄の間葉細胞

と同様に B 細胞や破骨細胞の分化を支持す

る事がわかった。従って、歯髄はいろいろな

点で骨髄の間葉細胞に類似しており、本結果

より造血細胞治療のソースとして有用であ

ることが示唆された。 
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