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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し、かつジフテリアトキシン受容体(DTR)を発現し
、DT投与により中胚葉或は神経堤由来細胞を欠損させることの出来るマウスを用いて、神経堤或は中胚葉に由来する細
胞を欠損させると胸腺及び骨髄の造血に異常が見られる事を明らかにした。神経堤由来細胞は間葉のみならず、自律神
経や副腎髄質にも寄与し、神経堤欠損マウスでは、血中のアドレナリンやノルアドレナリンが減少し、これが造血異常
の原因である可能性が示唆された。新生仔マウス歯髄間葉が骨髄間葉同様にB細胞や破骨細胞の分化支持能を持つ事を
見いだしたが、胎仔歯髄には胎仔骨髄同様の造血器官形成能や造血支持能は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：By using Cre-LoxP mediated transgenic mice that have NC- or mesoderm-specific Cre 
expression and Cre-activated YFP reporter and Diphtheria Toxin (DT) Receptor, NC- or mesoderm-derived 
cells were depleted by the administration of DT. The consequence of DT-mediated depletion of these cells 
on B and T lymphopoiesis was examined by flowcytometry. Severe reduction of the number of B and T cell 
progenitors in the BM and thymus was observed by the depletion. As NC cells contributed to sympathetic 
neurons, to investigate the affect of sympathetic neurons in DT-administrated mice, concentrations of 
catechoramin were measured in plasma, and those of noradrenalin and adrenalin were significantly reduced. 
These results suggest that NC-derived mesenchyme and sympathetic neurons are involved in B and T 
lymphopoiesis. Although dental mesenchyme supported B lymphopoiesis and osteoclastogenesis as well as 
bone marrow, embryonic tooth mesenchyme had little hematopoietic supporting capacity.

研究分野：幹細胞発生学
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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
経管背側部より発生する細胞集団で、特に頭
部神経堤細胞は間葉系細胞への分化能も有
する。これまで間葉系細胞は中胚葉及び神経
堤細胞に由来し、特に頭部間葉は主に神経堤
に、体幹部間葉は、主に中胚葉に由来すると
考えられていたが不明な点が多い。我々は、
神経堤細胞及び中胚葉由来細胞を特異的に
蛍光標識することで、歯や胸腺や骨髄を始め
とする様々な器官の間葉細胞が神経堤及び
中胚葉に由来することを明らかにした(Int 
Immunol, Yamazaki, 2005; Stem cells. 
Yamazaki, 2007; PLos One, Komada, 2012)。
歯髄、骨髄の間葉系幹細胞の性質を持つ細胞
が神経堤に由来することから、歯髄の細胞の
造血支持能を検討したところ、骨髄間葉細胞
同様に、各種造血関連遺伝子を発現し、造血
幹細胞から歯髄の間葉細胞を用いて、B 細胞
や破骨細胞を分化誘導できることを明らか
にした。 
 
２．研究の目的 
 我々は、これまで中胚葉或いは神経堤由来
細胞を蛍光標識出来るマウスを用いて、胎仔
から成体に至るまでの長い間、これらの細胞
が歯や胸腺、骨髄の間葉細胞及び間葉系幹細
胞に深く寄与している事を明らかにした。し
かし、造血器官における両間葉の役割は殆ど
わかっていない。そこで、胎仔から成体に至
るまで片方の間葉細胞を蛍光標識、かつ欠損
させることの出来る系を、試験管内或は生体
内で用いる事で、これらの間葉細胞の造血に
関わる機能を明らかにしたいというのが本
研究の目的である。 
 また、これまでに歯の神経堤由来間葉細胞
と造血幹細胞を共培養することでB細胞と破
骨細胞の誘導に成功した。従って、骨髄と歯
髄の間葉細胞の相違点を明らかにすること
で、骨髄に代わる歯髄を用いた造血系疾患の
治療の可能性を探るというのも本研究の目
的となる。 
 
３．研究の方法 
（１）間葉細胞と造血支持能について 
①中胚葉及び神経堤由来細胞に特異的に蛍
光蛋白 YFP とジフテリアトキシン（DT）受容
体を発現させたマウスに DT を投与すること
で、特異的に中胚葉及び神経堤由来細胞を欠
損させる。これらのマウスの骨髄、胸腺等よ
り血液細胞や間葉細胞を回収し、間葉細胞が
一種類になった場合の造血器官への影響を
リンパ球や骨髄幹細胞数を指標に切片及び
フローサイトメトリーにて解析する。 
 
②DT 投与により特異的に片方の間葉細胞を

欠損できるマウスの骨髄細胞を用いて、試験
管内で DT の存在下で骨髄から B 細胞及び骨
髄球系（マクロファージ系）細胞への分化へ
の影響をフローサイトメトリーにて解析す
る。 
 
③中胚葉或いは神経堤由来細胞を特異的に
標識及び欠損させることのできるマウスの
胎仔胸腺及び骨髄の器官培養法を用いて解
析する。実際は、胎生１３日、１４日の胸腺
及び胎仔大腿骨を単離し、試験管内で DT 存
在下或は非存在下で器官培養を行ない、T 細
胞および B 細胞への分化への影響を調べる。 
 
④中胚葉或いは神経堤由来細胞を特異的に
標識及び欠損させることのできるマウスの
胎仔胸腺及び骨髄の腎皮膜下移植による造
血能の検討。胎生１３日、１４日の胸腺及び
胎仔大腿骨を単離し、別マウスの腎皮膜下に
移植し、DT を投与することで胸腺及び骨髄の
間葉細胞にのみ影響を与える事でT細胞およ
び B細胞への分化への影響を調べる。 
 
⑤神経堤細胞は末梢神経の自律神経や副腎
髄質に寄与するので、神経堤欠損マウスでの
カテコラミンを測定し、またカテコラミン欠
損モデルマウスを作製し、造血への影響を調
べる。 
 
（２）中胚葉或いは神経堤由来細胞を標識で
きるマウスの歯髄及び骨髄の間葉系細胞の
みを単離し、コラーゲンゲル等と一緒に腎皮
膜下に移植することで、歯髄及び骨髄の間葉
で造血器官形成能や造血支持能があるかを
検討する。 
 
４．研究成果 
（１）中胚葉或いは神経堤由来細胞を特異的
に標識及び欠損させることのできるマウス
を用いた in vivo での両間葉細胞の造血での
役割解明 
①中胚葉或いは神経堤由来細胞の片方を欠
損させると骨髄の B細胞及び胸腺の T細胞の
分化異常が認められた。しかし、骨髄球系及
び造血幹細胞には影響を認めなかった。 
 
②特に中胚葉系細胞は、間葉のみならず血液
細胞にも寄与しているので、放射線照射にて、
造血細胞を入れ替え、間葉細胞のみの欠損に
よる造血支持能への影響を検討したところ、
確かに中胚葉由来間葉細胞の欠損により B、T
細胞の分化異常が誘導された。さらに、これ
らのマウスの骨髄細胞を単離し、試験管内に
て DT 存在下で片方の間葉を欠損させて、B細
胞、骨髄球系細胞への影響を調べたが、同様
の異常は認められなかった。 



 
③DT 投与マウスの胸腺では、アポトーシスが
更進し、また胸腺、骨髄ともに血管腔の拡張
が認められたことから、DT投与による炎症性
サイトカインの誘導が考えられた。そこで、
DT 投与マウスから血漿を単離し、静脈内接種
したが、炎症や同様の異常は誘導できなかっ
た。 
 
④これらの生体でみられた現象が、全身的な
影響か、局所における間葉の欠損の直接的な
影響かを調べるために、胸腺及び大腿骨を単
離し、正常マウスに移植し、DT 投与により移
植骨髄或は胸腺のみで片方の間葉細胞がな
い状況を作製し、造血細胞の分化異常につい
て検討した。しかし、同様の B、T 細胞異常
は認められなかった。 
また、胎仔胸腺や骨髄を単離し、DT の存在下、
或は非存在下で器官培養を行い、両間葉細胞
の胸腺や骨髄の発生への影響について調べ
たが、明らかな異常は認められなかった。 
以上から、胸腺及び骨髄間葉の局所の欠損だ
けではこれらの現象は説明できないと考え
られた。 
 
⑤神経堤細胞は、自律神経、副腎髄質にも寄
与しているので、神経堤欠損マウスで血中カ
テコラミンを測定したところ、アドレナリン、
ノルアドレナリンの著しい減少が認められ
た。また、神経毒である 6-OHDA 投与により
血中アドレナリン、ノルアドレナリンが減少
することが確認でき、確かに B,T 細胞の分化
異常が認められた。また骨髄の間葉細胞や造
血支持細胞株上にアドレナリン受容体の発
現を認めた事から、これらの現象はアドレナ
リンと間葉細胞或は造血支持細胞上のアド
レナリン受容体を介したシグナルが関わっ
ている可能性が示唆された。 
 
（２）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 
これまで新生仔マウスの歯髄間葉と造血幹
細胞を培養した所、骨髄間葉同様に B細胞や
破骨細胞の分化を支持する事がわかった。歯
髄間葉では骨髄同様に造血関連遺伝子（Stem 
cell factor (SCF)、IL-7,SDF1 等）が発現し
ていた。そこで、胎生１２および１３日の骨
髄及び歯髄、顔面の神経堤由来細胞を単離し、
生体内での骨髄形成能・造血支持能を検討し
た。胎仔骨髄には確かに造血支持能は認めた
が、歯髄間葉のみでは明らかな造血支持能及
び骨髄形成能は認めなかった。 
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