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研究成果の概要（和文）：本研究では、妊娠期表皮幹細胞のheterogeneityを解明するため、研究を行った。
Tbx3-creERT2/R26-H2B-EGFPマウスを用いたSingle cell RNA sequenceにより、妊娠期特異的細胞集団を同定し
た。さらにEGFP陽性細胞をデータ上で抽出することにより、EGFP陽性細胞の遺伝子発現は分化方向へと進むこと
が明らかとなった。ホールマウントによる染色でも、EGFP陽性細胞は出産後排出されることを確認している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted the research to reveal the heterogeneity of 
interfollicular epidermal stem cells in pregnancy. Pregnancy-specific cell populations were 
identified by single cell RNA sequence using Tbx3-creERT2 / R26-H2B-EGFP mice. By extracting EGFP 
positive cells on the data, it revealed that the gene expression of EGFP positive cells 
differentiated. We also confirmed that EGFP positive cells were delaminated after delivery by whole 
mount staining.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 妊娠　表皮　幹細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、表皮幹細胞は均一な細胞群であると考えられている。よって、本研究により、表皮幹細胞の
heterogeneityが証明されれば、現状では解明が困難であった皮膚病や癌研究に貢献できる可能性がある。表皮
幹細胞のheterogeneityが基底細胞の増殖を亢進するメカニズムを解明することは、新たな表皮の増殖制御機構
を明らかにする可能性があり、妊娠や老化などの「ライフステージ」による皮膚変化の解明に応用でき、社会に
与えるインパクトは大きいことが予想される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

皮膚は表皮、真皮、皮下組織から形成される。さらに表皮は基底層、有棘層、顆粒層、角質

層から形成される。基底膜に接する基底細胞が増殖能を持つ細胞である。これまで基底細胞の

研究は胎仔での研究が多く、成体での研究はあまりなされていなかった。しかし近年では成体

マウスをモデルとした表皮幹細胞の研究が多くなってきた。基底層は増殖能と分化能をもった

前駆細胞の単一集団から形成され、細胞運命は確率論的に決定されるとする確率論的モデル

(Stochastic model)が近年、提唱されてきている。現在、表皮では表皮基底細胞全てが均一な表

皮幹細胞であるとする確率論的モデルが支持されている。申請者は近年、急激な皮膚の増殖が

起きると考えられる妊娠期腹側表皮では、性質の異なる表皮幹細胞の出現を明らかにしてきた。

この性質の異なる細胞群は増殖能が高く、転写因子である T-box3(Tbx3)を発現していることも

明らかにしている。さらに、妊娠期だけでなく、創傷治癒の際にも Tbx3 陽性細胞は表皮で出

現する。しかし、増殖能の高い Tbx3 陽性細胞がその後も幹細胞としての能力を維持している

か、あるいはターンオーバーによって排除されるかなどの性質に関しては不明であった。 

 
２．研究の目的 

表皮の中で増殖能をもつ細胞は、基底層に存在する基底細胞と呼ばれる未分化の細胞群であ

る。近年、この表皮基底細胞全てが表皮幹細胞であるとする確率論的モデルが支持され、主流

となっている。しかし、申請者の研究によって、妊娠期腹側表皮では性質の異なる表皮幹細胞

の出現が示唆された。さらに、これらの性質の異なる表皮幹細胞は数回分裂した後、表皮から

いなくなるということがわかった。つまり、この表皮幹細胞は short lived proliferative progeny

である可能性が示唆された。この表皮幹細胞の heterogeneity は近年、急速に発展した 1 細胞

解析を行うことで解明できると考えられる。そこで本研究では、妊娠期表皮幹細胞の

heterogeneity が表皮の増殖亢進を可能とするメカニズムの解明を研究目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) Tbx3-CreERT2 マウスの作製 

 Tbx3-CreERT2 マウスを作製し、Rosa26-H2B-EGFP マウスと交配した。Tbx3 の発現が報

告されている臓器で Tbx3 の発現を確認した。 

 

(2) Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスを用いた Single cell RNA sequence による解析 

非妊娠、妊娠 16 日目、出産後 6 日、40 日目の Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウス表

皮細胞を Single cell RNA sequence により解析する。非妊娠マウスについてはタモキシフェン

を 3 日間投与し 4 日後に回収、妊娠 16 日目については妊娠 13、14、15 日目にタモキシフェ

ンを投与、出産後 6、40 日目については妊娠 14、15、16 日目にタモキシフェンを投与した。

それぞれのサンプルから表皮を単離し、10X Genomics 社の Chromium により、Single cell 

RNA sequence を行った。 

 

(3) Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-GFP マウスを用いたラベルトレース実験による解析 



Tbx3-CreERT2 マ ウ ス を 作 製 し 、 R26-H2B-GFP マ ウ ス と 交 配 し た 。

Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-GFP マウス妊娠中にタモキシフェンを腹腔注射する。それによ

り、Tbx3 陽性細胞をマークする。解析したマウスは非妊娠、妊娠 18 日目、出産後 6 日、14

日、30 日、180 日である。非妊娠マウスはタモキシフェン投与後４日後に、妊娠、出産マウス

は妊娠 14、 15、 16 日目にタモキシフェンを腹腔注射した。コントロールとして

Keratin14-creERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスを用いた。それぞれのサンプルはホールマウ

ントにより染色した。 

 

４．研究成果 

(1) Tbx3-CreERT2 マウスの作製 

Tbx3-CreERT2 マウスについては遺伝子型が次世代へと受け継がれること、サザンブロッテ

ィ ン グ に よ り 目 的 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。

Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスの胎生期(E11.5、E12.5)にタモキシフェンを投与し、

E13.5 で解析した。その結果、すでに先行研究により Tbx3 の発現が確認されている臓器であ

る、肝臓、心臓で EGFP を確認することができた。さらにその EGFP を発現する細胞は Tbx3

による免疫染色により、EGFP と Tbx3 を発現していることも確認した。Tbx3 は成体での肝臓

でも発現していることが知られている。成体マウスにタモキシフェンを投与し、4 日後に肝臓

を観察したところ、成体での肝臓でも EGFP の発現を確認できた。 

 

(2) Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスを用いた Single cell RNA sequence による解析 

トランスクリプトーム解析の結果、表皮基底層において 7 つのクラスターに分かれた。つま

り、単一の細胞群ではなく heterogeneity な細胞集団であることがわかった。また、妊娠期の

み出現するクラスターが存在した。その中には増殖因子が多く含まれていた。さらに、EGFP

陽性細胞の遺伝子発現変化を解析したところ、妊娠 16 日目と比較し、出産後 6，40 日目では

分化マーカーを発現する EGFP 陽性細胞の割合が増加していた。 

妊娠期には毛包周期が止まることが知られている。本実験による Single cell RNA sequence

の結果、毛包の細胞が妊娠期に減少し、出産後から急激に毛包の増殖期に入ることがトランス

クリプトーム解析の結果わかった。この結果から、本実験の Single cell RNA sequence のトラ

ンスクリプトーム解析が正しいことを示唆している。 

 

(3) Tbx3-CreERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスを用いたラベルトレース実験による解析 

Tbx3-creERT2/R26H2B-EGFP マウスを用いてホールマウント染色によって確認した。その

結果、出産後 30 日では EGFP 陽性細胞が表皮中に存在しているが、出産後 180 日では存在を

確認できなかった。一方、Keratin14-creERT2/Rosa26-H2B-EGFP マウスでは出産後 180 日

でも EGFP 陽性細胞を検出できた。以上より、妊娠期に高増殖能を獲得する Tbx3 陽性の表皮

幹細胞は増殖能を獲得した後、排出されることが分かった。 
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