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研究成果の概要（和文）：本研究では、成体毛包幹細胞の多様性とその維持に寄与する細胞外環境の誘導機構を
明らかにするため、分子マーカー非依存的な２つの手法：マウス毛包発生のex vivo 4次元ライブイメージング
法と１細胞トランスクリプトームを統合させたマルチオミックス解析を行った。ライブイメージングにおいて、
毛包の細胞動態を網羅的に追跡することで、毛包幹細胞の起源と細胞系譜を同定することに成功した。さらに、
胎児期毛包組織から経時的に取得したsingle cell transcriptomeの解析から、幹細胞が分化・成熟していく過
程の細胞状態の変遷を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the induction mechanisms of mouse hair 
follicle stem cells and their surrounding microenvironment by combining two marker-independent 
single cell methods, namely the single-cell resolution 4D live imaging and single-cell 
transcriptome. We established an ex vivo live imaging system for developing hair follicles that can 
visualize the cell behaviour and lineages of every cell at single cell resolution. Retrospective 
tracking of the stem and differentiated cells in time-lapse image data revealed the originating 
region of the hair follicle stem cells and their developmental dynamics and lineages. Moreover, we 
obtained single-cell transcriptome data from embryonic hair follicle throughout development and 
transcriptome analysis revealed the changes of cellular status leading to the emergence of stem cell
 population during hair follicle development. 

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、一見均質な細胞から幹細胞と分化細胞が生み出され組織の秩序や恒常性が形成されていく仕組み
を理解することは、毛包だけでなく多くの器官発生に普遍的に存在する「可塑性と頑強性」の理解に繋がると期
待される。さらに、幹細胞の適切な維持・制御に必須な細胞周辺環境の解明につながれば、生体外における毛包
培養や胎仔性幹細胞の誘導・増殖・分化の制御技術の開発に大きく寄与することが期待され、将来的には薬剤評
価系の確立など、皮膚や毛包に伴うがんや疾病に向けた創薬開発に貢献できると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 私たちがモデルとする皮膚とその付属器官で
ある毛包は、生涯にわたって再生を繰り返す器
官であり、幹細胞研究の良いモデルである 
(Trends Genet 8(2):55-61, 1992)。これまでの毛
包表皮幹細胞の研究は、主にマウス成体皮膚を
対象に進められ、マーカー遺伝子の発現と毛包
再生への寄与を基準に、複数種類の細胞から構
成される多様な幹細胞集団の同定や制御因子
の理解が進んだ。さらに我々や他のグループに
より、毛包幹細胞の増殖と分化のバランスは、幹
細胞周囲の微小環境（幹細胞ニッチ）からのシグ
ナルによって適切に制御されること、ニッチと幹
細胞の関係は一方向性ではなく、双方向性に互
いを制御し合っている こ と な どが示 され 
(Fujiwara et al., Cell 2011; Donati, Fujiwara et al., 
PNAS 2014)、幹細胞がニッチとの相互作用の中
で、当初考えられていたよりも柔軟でロバストな
幹細胞維持システムを構築している可能性が示
唆されている。一方で、「発生過程」における組
織幹細胞の「起源と誘導メカニズム」の理解は進
んでおらず、例えば、一見均一な胎仔性の前駆
細胞の集団から、どのようにして多様な毛包組織
幹細胞が正しい場所に正しい時に誘導されるの
か、ニッチと幹細胞の相互依存的な関係が胎仔
期にどのように生み出されるのかについては、い
まだ多くが謎に包まれている。 
 
２．研究の目的 
幹細胞発生過程の解析が進まない一因に、初
期幹細胞を標識しうるマーカー遺伝子がいま
だ同定されていないことが挙げられる。そこ
で本研究では、分子マーカーに依存しない２
つの手法：マウス毛包発生の ex vivo 4 次元ラ
イブイメージング法と１細胞トランスクリプ
トームを統合させたマルチオミックス解析か
ら、多様な成体毛包幹細胞の起源とその誘導
メカニズム、さらに維持機構の成立過程を明
らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）発生過程における幹細胞前駆細胞の起源と
細胞系譜、ダイナミクスの理解 
 毛包幹細胞とその周囲環境の発生過程を明ら
かにするために、多光子顕微鏡システム
(Olympus)と細胞の核および細胞膜を蛍光標識
した遺伝子改変動物(R26-H2B-GFP, R26-Lyn-
Venus, K14-H2B-EGFP)を用いて、マウス毛包
発生の ex vivo 4 次元ライブイメージング法を確
立した。さらに、取得したライブイメージング上で、
分子マーカーに頼らず、細胞の動きや分裂を追
跡し、毛包幹細胞の起源と細胞系譜の同定を試
みた。 

 
(2) 幹細胞と周囲環境の時間的発展過程の理
解 
 ライブイメージングから明らかにされた幹細胞
の細胞系譜に加えて、細胞の分化状態の時間
的な発展を詳細にプロファイリングしていくため
に、各発生ステージの毛包組織から分取した細
胞の 1 細胞 RNA-seq を実施した。この際、発生
初期の幹細胞の前駆的な細胞を標識する分子
マーカーが同定されていないことから、光変換型
蛍光タンパク質を発現するトランスジェニックマウ
スを用いて、各発生ステージの毛包組織を任意
に標識し、細胞を単離した。最終的に、胎齢12.0
日、13.0 日、14.0 日、15.0 日、17.0 日の毛包細
胞の高品質な1細胞トランスクリプトームデータを
取得した。 
 
４．研究成果 
（１）発生過程における幹細胞前駆細胞の起源と
細胞系譜、ダイナミクスの理解 
細胞の系譜は、細胞の分裂と三次元的な位置
変化を基にした、経時的な細胞の追跡結果と最
終的な細胞の分化方向をつなげることで理解で
きる。さらに、細胞系譜の時間を遡ることにより、
幹細胞の起源がいつ、どこで生まれるのかを理
解することができると考えられる。本研究では、マ
ウス胎仔頬髭毛包の初期発生の長期ライブイメ
ージング技術を確立した。本イメージングシステ
ムでは、単層の上皮組織から毛包プラコードが
誘導され、さらに肥厚した毛包上皮組織が間葉
組織に陥入して、毛包特有の形態を形成する過
程、さらに幹細胞領域が形成されるとともに毛産
生細胞が分化して毛を産生するまでの過程を含
む、マウスの胎齢 12 日から 17 日に相当する毛
包発生を１細胞レベルの解像度で連続的に捉え
ることができた。さらに我々は、比較的初期から
発現する幹細胞マーカーを同定している。レポ
ーターマウスを用いて、将来的に幹細胞となる細
胞を可視化した上で、マーカー遺伝子の発現す
る前の時間に遡って細胞を追跡することで、幹細
胞の発生過程における細胞系譜や動態、起源を
同定した。 
 
(2) 幹細胞と周囲環境の時間的発展過程の理
解 
次の課題として、毛包幹細胞の前駆的細胞の
細胞状態が他の細胞とどのように異なるのか、ま
たどのような遺伝子発現の変化を経て組織幹細
胞へと発展するのかを明らかにすることが挙げら
れる。本研究では、マウス毛包器官発生の４次元
ライブイメージングにより同定された毛包幹細胞
の前駆細胞とその周囲細胞集団の細胞状態の
変遷を明らかにするため、毛包陥入が起こる胎



齢 12.0 日、幹細胞領域が発達する前後の胎齢
13.0 日、14.0 日、15.0 日、胎仔性幹細胞集団の
区画化が完成する胎齢 17.0 日の 5 ステージに
ついて、幹細胞前駆細胞と分化細胞を含む細胞
集団を分取し、1細胞 RNA-seq を実施した。この
とき、幹細胞の発生初期の前駆的な細胞を標識
する分子マーカーが存在しないため、KikumeGR
などの光変換型蛍光タンパク質を発現する遺伝
子改変動物を用いて任意の領域を標識し、細胞
を分取して 1細胞RNA-seq を実施する新手法を
確立した。発生過程を通して経時的に取得した
1000細胞を超えるTranscriptome解析では、ライ
ブイメージングでの動態解析結果と一致して、プ
ラコード期の細胞から、細胞運命が分岐してそれ
ぞれの細胞系譜ごとに分化・成熟していく過程が
明らかになった （Fig. 1）。さらに、これまでの既
知マーカーでは分類されなかった新規の幹細胞
集団が同定された。トランスクリプトーム解析は現
在も進行中であるが、本研究において、幹細胞
予定細胞の存在とその周囲環境の成熟過程を、
これまでにない精度で詳細にプロファイリングさ
れることが期待される。 
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Fig. 1 毛包上皮細胞集団のプロファイリング 胎児期
毛包上皮細胞の single-cell transcriptome データを次
元圧縮し、クラスタリングを行った。 
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