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研究成果の概要（和文）：皮膚創傷治癒過程は、炎症期・増殖期・成熟期で構成される生体反応である。近年、
microRNA 機能は、創傷治癒・瘢痕化・感染防御に重要な役割をになっていることを明らかにした。一方、微小
環境における様々で且つ、個々の細胞が瘢痕化の起点として作用していることが示唆された。しかしながら、皮
膚創傷治癒研究に資する組織位置情報を具備したシングルセル解析法は、未だ確立されていない。本研究では空
間的トランスクリプトーム解析の確立・機能解析を行った。そして、瘢痕形成関与遺伝子を同定した。本研究成
果は、新たな細胞間相互作用及び細胞分化系譜の詳細な分子機序解明に繋がると考える。

研究成果の概要（英文）：The skin wound healing process consists of an inflammatory phase, a 
proliferative phase, and a maturation phase. In recent years, functions of microRNAs have been shown
 to play important roles in wound healing, scarring, and in the response to infection. Various cell 
types are involved in the initiation of scarring; however, analysis of skin wound healing at the 
single cell level has not been reported. In this study, we established spatial transcriptome 
analysis and performed functional analysis. We then identified inflammation-related genes. We 
believe that the results of this research will lead to the elucidation of the molecular mechanisms 
that underlie new cell-cell interactions and cell differentiation during skin wound healing.

研究分野： 形成外科学

キーワード： 再生医学　発生　発現制御　病理学　組織　細胞　分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、炎症反応を基軸とした組織修復過程の全容を解明するため、創傷治癒研究に資する空間的トランス
クリプトーム解析法の確立をめざした。そして、新規瘢痕形成関与遺伝子を同定した。本研究成果によって、シ
ングルセル解析の問題点であった「採取した細胞の位置情報の欠落」を克服することができた。今後は、本研究
成果を発展させて、未病状態における病態発症リスクを予想することができる技術開発にも取り組みたいと考え
ている。そして、治療法開発だけでなく真の予防法の確立に繋がるように研究を進めて、健康長寿社会の実現に
寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）創部再生に関与する細胞は多彩且つ、時空間的に制御されている。故に、創部における個々
の細胞（1細胞、シングルセル）の個性を機能的・分子的に解明し、三次元的な再生過程を予測・
制御技術を開発しなければ、病態の発症を未然に防ぐ対策や新規治療法の創出は難しい。 
 
（2）これまで私達は、生体・生細胞イメージングを用いて 1 細胞機能を解明してきた。遺伝子
発現については 1組織（組織細胞塊、バルク）を用いて包括的遺伝子発現解析を行い、創傷部位
における細胞間または、分子間ネットワークを明らかにしてきた。しかしこれまでの既存技術だ
けでは、炎症増悪や瘢痕の病態化の起点となる少数派（微小環境）における細胞集団の解析は難
しい。従って、これら現象を解析可能とする技術や理論の構築が、次なる課題として浮かび上が
ってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、皮膚創傷治癒過程における、1細胞局在ならびに遺伝子発現制御機構の分子相
関性の解明である。そして、組織学的には形態変化を示さないが、遺伝子発現において病態的変
化を呈する細胞の個性を明白にし、皮膚創傷治癒過程及び瘢痕化の分子メカニズムを詳細に明
らかにする。具体的には以下である。 
（1）組織位置情報を具備したシングルセル解析に関する解析基盤の構築。 
（2）微小環境における細胞間相互作用の機能解析。 
（3）新規炎症並びに瘢痕関連遺伝子の同定。 
 
３．研究の方法 
（1）皮膚創傷治癒モデルマウス 
マウス皮膚創傷モデルは、深麻酔後、背部をバリカンで除毛し、直径 4 mm の生検トレパンを用
いて、皮膚打ち抜き損傷を施して作製する。作製されたマウスの皮膚創傷治癒過程は、炎症細胞
浸潤を主体とする「炎症期」（受傷後 1〜3 日）、肉芽組織が構築される「増殖期」（受傷後 3〜7
日）、過剰に生産された細胞外基質が分解される「成熟期」（受傷後 7〜14日）に分類され、治癒
後には瘢痕（受傷後 14日以降）が認められる。 
 
（2）皮膚全創試料を用いたシングルセル解析 
mRNA にランダムにバーコードを付す技術を用いてシングルセル解析を行う。具体的な方法は下

記である。 

① コラゲナーゼ等の酵素を用いて皮膚創部組織をシングルセル化する。 

② 磁気ビーズ抗体（Miltenyi Biotec）を用いて皮膚創部由来の種々の細胞（マクロファージ

等）を分離しする。 

③ C1（Fluidigm）を用いてシングルセル単離及び次世代シーケンス（NGS）用 cDNA ライブラ

リー作製を行い、ライブラリー品質を検証する。 

④ NGS（Illumina）を用いた包括的トランスクリプトーム解析を行う。 
 
（3）空間的トランスクリプトーム解析 
Visium（10x Genomics）は、組織における遺伝子発現解析の位置情報を取得できる空間的トラン
スクリプトーム解析法である。そこで本研究では Visium を用いて機能解析を行い、組織内位置
情報を具備した微小環境における包括的遺伝子発現解析を行う。具体的な方法は下記である。 
① イソペンタンで急速凍結・組織固定した皮膚サンプルを OCT コンパウンドを用いて包埋す

る。 
② 薄切切片（10 µm）を作製し、RNA 結合プローブが搭載された特殊スライドガラス上に載せ

る。 
③ HE 染色後、NGS 用 cDNA ライブラリー作製を行うために、酵素類を用いて組織を最適化す

る。 
④ 位置情報が付与された NGS 用 cDNA ライブラリーを作製し、NGS（Illumina）を用いて包括

的トランスクリプトーム解析を行う。 
⑤ NGS 解析より得た遺伝子発現情報を HE 染色像に重ね、特定遺伝子の発現量と場所を確定

し、バイオインフォマティクス解析を行う。 
 
（4）定量 PCR(qPCR) 
皮膚創部（直径 6 mm）を液体窒素で急速冷凍した後、TissueLyserII(Qiagen）を用いて粉砕す
る。その後、RNA を抽出し(Qiagen）、cDNA 合成（Thermo Fisher）を行う。合成した cDNA を鋳
型として QuantStudio 12K Flex（Thermo Fisher）を用いて qPCR を行う。 
 



 

 

４．研究成果 
（1）シングルセル解析 
皮膚創部におけるマクロファージは、生体防御、線維芽細胞の活性化など多様な役割を担ってい
る。一般的にそのサブタイプは、M1 マクロファージ（炎症性マクロファージ）もしくは M2 マ
クロファージ（抗炎症性マクロファージ）に分類されている。皮膚創部では、他の性質を有する
マクロファージも存在すると考えられているが、未だ詳細なサブタイプの同定には至っていな
い。そこで、受傷後 3 日目に存在するマクロファージの多様性を解明するため、シングルセル
解析を試みた。 
 まず、皮膚組織から F4/80 ポジティブマクロファージの精製を行い、生細胞の存在を検証し
た。その結果、十分な数の生きたマクロファージを確認することができた。 
 次に C1 を用いてシングルセル解析用 cDNA ライブラリー作製を試みた。まず、解析用プレ
ートに精製したマクロファージを流入し、生死判定用試薬を用いて細胞状態の確認を、蛍光顕微
鏡を用いて行った。その結果、解析用プレート内でも生細胞を確認することができた。 
 最後に、C1 を用いて cDNA ライブラリー作製に着手した。その結果、十分な品質を保った 
cDNA ライブラリーを作製することができなかった。その理由としては、C1 準備中もしくは作動
中に細胞死が起きているもしくは、RNA 抽出が不十分であることが推察された。今後は、細胞死
を防ぐために固定細胞を用いたシングルセル解析を行う等、手法の改良が必要と考えている。 
 
（2）空間的トランスクリプトーム解析 
皮膚創部サンプル（1、3、7、14日）を用いて一連の Visium 解析を行った。その結果、各サン
プルにおけるクラスター数及び各クラスターにおいて有意に発現上昇している遺伝子数につい
て下記の結果を得た。 
 

 
受傷後 3 日目の Visium 解析については再度検証する必要がある。その他のサンプルについて
は、現在のところ、問題なく情報解析を行えると考えている。 
 一方、炎症が惹起しない PU.1 KO マウス由来皮膚創部サンプルを用いて NGS 解析を行い、
炎症及び瘢痕関連遺伝子の網羅的同定を行った。その結果、1,057 種類の候補遺伝子を抽出に成
功した。 
 7 日目に発現する遺伝子群は、瘢痕形成に関連している可能性が高い。そこで、Visium 解析

で同定した遺伝子群と PU.1 KO マウス解析で同定した炎症・瘢痕関連遺伝子群を照合した。そ

の結果、新規炎症依存的瘢痕関連遺伝子として遺伝子 A を同定した（図 1）。さらに、皮膚創傷

治癒過程における遺伝子 A の発現動態解析を qPCR を用いて解析を行った。その結果、正常皮

膚と比較して受傷後 7 日目以降、有意に発現上昇していた（図２）。 

  

1日（遺伝子数） 3日（遺伝子数） 7 日（遺伝子数） 14日（遺伝子数） 

クラスター1(0) クラスター1(10) クラスター1(374) クラスター1（110)  

クラスター2（128） クラスター2（10） クラスター2（80） クラスター2（118） 

クラスター3（23）   クラスター3（178） クラスター3（237） 

    クラスター4（8） クラスター4（10） 

      クラスター5（100） 

図 1 Visium を用いた遺伝子 A 発現解析 

受傷後 7 日目の創部に 遺伝子 A高発現スポット

（紫色）を多数認めた。左下図は HE 像である。 
図２ qPCR を用いた遺伝子 A 
の発現解析 



 

 

（3）まとめ 
Visium は規定領域（55 µm2/spot）における遺伝子発現を解析するため、シングルセルレベルに
おける遺伝子発現を見落とす場合がある。一般的なシングルセル解析は、Visium では同定でき
なかった僅かしか存在しない細胞の遺伝子発現を検出できるメリットがある。今後はシングル
セル解析結果と Visium 解析結果を統合して、組織位置情報・細胞間相互作用を考慮して、詳細
な分子メカニズムを解明する。 
 今回新たに見出された瘢痕形成関与すると推察される遺伝子 A については発現細胞を同定
し、さらに遺伝子改変マウスを作製して研究を進捗させる。 
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