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研究成果の概要（和文）：神経堤幹細胞は成体の皮膚や骨髄から回収でき、また神経細胞へ分化

するため、損傷脊髄に対する移植細胞の供給源として期待される。本研究では、マウス脊髄損

傷モデルに神経堤幹細胞を移植したところ、移植細胞は損傷脊髄内で生着し、神経細胞へ分化

することが明らかになった。また移植細胞は腫瘍化せず、神経堤幹細胞移植の安全性も確認さ

れた。さらに霊長類であるサルや人からも神経堤幹細胞の回収に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Neural crest-derived stem cells (NCSCs) are isolated from adult 
skin and bone marrow, and they have the ability to differentiate into neural cells. Therefore, 
NCSCs are expected as cell sources for transplantation into spinal cord injury. In our study, 
we transplanted NCSCs into spinal cord injury model of mice. We observed the 
transplanted NCSCs surviving in the injured spinal cord, differentiating into neural cells. 
Moreover, the transplanted NCSCs had no tumorigenesis, suggesting that transplantation 
of NCSCs are safe. We also isolated and characterized NCSCs from adult marmoset or 
human skin. 
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経系の再生を目指した移植材料と
して対峙組織由来の神経幹細胞が注目され
ているが、臨床応用を考えた場合技術的・倫
理的問題が障害となる可能性がある。そこで

申請者は、自家組織由来の細胞供給源として
神経堤幹細胞に着目した。神経堤幹細胞は、
胎生期において神経管が閉塞する際にその
背側から分離し、様々な組織へ遊走し、成体
に至るまで各組織中に潜伏していると考え
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られている。神経堤幹細胞は自己複製能およ
びニューロン、グリア、筋線維芽細胞の3系
統へ分化する多分化能を有する組織幹細胞
であり、また成体組織より採取可能であるこ
とから、脊髄損傷に対する理想的な細胞供給
源と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)げっ歯類および霊長類より神経堤幹細胞
を回収し、その性質を同定することである。
(2)脊髄損傷モデル動物に対して、神経堤幹
細胞を移植し、その有効性を評価することで
ある。 
 
３．研究の方法 
(1)神経堤由来細胞を標識するマウスの用
意：P0-Cre/Floxed-EGFPマウスは神経堤由来
の細胞をGFPで標識できる。 
 
(2)各組織由来神経提幹細胞の特性の同定：
Flow cytometryを用いて各組織におけるGFP
陽性細胞の回収・培養を行った。形成された
細胞塊を分化誘導し、各組織間での分化傾向
を比較検討した。RNAレベルでの神経堤マー
カーの発現を検討した。 
 
(3) マウス脊髄損傷モデルにおける内在性
の神経堤由来細胞の関与：成体
P0-Cre/Floxed-EGFPマウスの胸髄10番レベ
ルに脊髄切断モデルを作成し、損傷へ侵入す
るGFP陽性細胞を経時的に観察した。これら
GFP陽性細胞を免疫組織学的に評価した。 
 
(4)神経堤細胞の移植：マウス第10胸髄レベ
ルに圧挫損傷(60Kdye)を加え、損傷後9日目
に各組織由来の神経堤幹細胞を移植し、組織
学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)P0-Cre成体マウスにおける皮膚、後根神
経節、骨髄よりGFP陽性細胞回収すると神経
堤由来の細胞塊が形成された。各細胞塊を一
定の条件下で培養すると、その多分化能や自
己複製能は後根神経節由来の神経堤幹細胞
で有意に高いことが分かった(図)。さらに、
神経堤細胞の未分化マーカーであるSox10や
p75の発現も由来する組織間で相違があり、
神経堤幹細胞における組織特異性が明らか
となった。 
 
(2) 損傷7日後にGFP陽性細胞が神経根から
損傷脊髄内へ流入してくることを確認し
(図)、流入する GFP陽性細胞は損傷 56日後
まで経時的に増加した。GFP陽性細胞は炎症
細胞やニューロン、血管平滑筋細胞のマーカ
ーは発現せず、そのほとんどがシュワン系の
細胞であった。損傷脊髄と神経根の接合部に

着目すると、内在性の P0+成熟シュワン細胞
が p75+未熟シュワン細胞へと脱分化し損傷
脊髄内へと動員されることが分かった。損傷
56日後に未熟シュワン細胞は損傷脊髄内で
再度成熟シュワン細胞へと分化し、損傷部周
囲の軸索を再髄鞘化することが明らかにな
った。 
 

上図：P0-Cre成体マウス脊髄損傷7日目の
組織切片。GFP陽性細胞は損傷部に隣接する
末梢神経から侵入していることが分かる。 
 
(3)損傷 6週後の組織像において、移植した
神経堤細胞は損傷脊髄内で生着し(図)、ニュ
ーロン、シュワン細胞へ分化していた。また
移植した細胞の腫瘍化は認められず、神経堤
幹細胞移植の安全性が明らかになった。 
 

 
上図：脊髄損傷6週後の組織像。移植したGFP
陽性の神経堤細胞は損傷中心部に生着して
いた。 
 
(4)手術施行時の余剰な皮膚検体を用い、
Neurosphere法に準じて培養を行い、ヒト皮
膚由来の細胞塊の形成を認めた(図)。分化誘
導された細胞はほとんどが筋繊維芽細胞で、
ニューロンやグリア細胞はごくわずかであ
ったが、3系統へ分化することが確認された。
さらに、Flow-cytometryを用い、CD90陽性」
およびCD271陽性の分画で回収を行うと、細
胞塊を形成する細胞が3系統へ高率に分化す
ることが分かった。 

左図：ヒト皮膚由
来細胞塊の形成。
Neurosphere法に
準じて培養を行う
と増殖能を示す細
胞塊の形成を認め
た。 
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