
【目的】
皮膚由来のスフェロイド形成細胞は，多能性を

有することが知られている．同様に，口腔粘膜由
来のスフェロイド形成細胞も，体性幹細胞の優れ
た細胞源であることが報告されている．われわれ
は，約90度の接触角を有する特殊な低接着性培養
ディッシュを用いることで，自発的にスフェロイ
ドが形成されることを発見した．本研究では，こ
の方法を口腔粘膜由来細胞に応用した．はじめ
に，口腔粘膜由来細胞を用いて自発的スフェロイ
ド形成を試みた．次に，口腔粘膜細胞および皮膚
由来細胞による自発的スフェロイドを用いて，そ
の幹細胞性と神経分化能を比較した．
【材料と方法】
口腔粘膜由来細胞は，C57BL/6Jマウスの口蓋

および頬粘膜より通常の組織片培養によって得

た．同様に，皮膚細胞は同系マウスの背部皮膚よ
り組織片培養によって得た．細胞は通常の培養
ディッシュにて平面培養を行い， 2～ 3継代目の
細胞を実験に用いた．細胞をスフェロイド形成用
培養ディッシュへ播種することで，スフェロイド
を形成させた．はじめに線維芽細胞増殖因子
（bFGF），上皮細胞成長因子（EGF），B27サプ
リメントがスフェロイド形成と維持に与える影響
を検討した．次に自発的スフェロイドを用いて，
多能性幹細胞マーカー，細胞分裂マーカー，アポ
トーシスマーカーの発現を，免疫蛍光法および定
量的 PCR（qRT–PCR）にて解析した．さらにス
フェロイド形成細胞の機能を解析するため，細胞
を通常の培養ディッシュに播種後 7日間神経分化
誘導培地にて培養を行い，神経分化マーカーの発
現を免疫蛍光法および qRT–PCRにて解析した．
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【結果】
スフェロイド形成用の特殊な培養ディッシュを

用いることで，口腔粘膜由来細胞から自発的ス
フェロイドが形成された．bFGF，EGF，B27サ
プリメントはスフェロイド形成効率を改善した
が，スフェロイド形成に必須ではなかった．一
方，スフェロイドの維持にはこれらの添加因子が
必要であった．この結果は，添加因子を含まない
培地で培養されたスフェロイドにおいて，添加因
子を加えた培地で培養されたスフェロイドと比較
して，Caspase 7 の高発現が見られたことで確認
された．口腔粘膜由来細胞からのスフェロイド
は，幹細胞マーカーである Sox2，SSEA1，Oct4，
Nanog，Nestinを発現していた．Sox2は，皮膚
細胞由来スフェロイドと比較して，口腔粘膜細胞
由来スフェロイドで有意に高発現していた．口腔

粘膜細胞および皮膚由来細胞によるスフェロイド
は，神経分化誘導後いずれも神経細胞およびシュ
ワン細胞に分化する能力を持っていたが，
MAP2，MBP，Nestin，Nurr1の発現は口腔粘
膜由来細胞によるスフェロイドで有意に高値で
あった．
【結語】
本研究の結果から，口腔粘膜由来のスフェロイ
ドは，皮膚細胞由来のスフェロイドと同様に高い
可塑性を有する幹細胞を含むことが示された．
ドーパミン産生ニューロンのマーカーである
Nurr1を含む複数の神経分化マーカーは口腔粘膜
細胞由来スフェロイドで高発現しており，口腔粘
膜由来細胞の神経変性疾患治療への有用性を示す
ものと考えられた．
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