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研究成果の概要（和文）：表皮水疱症は、現在根治的治療のない皮膚遺伝性疾患である。我々はこれまでの研究
で骨髄Pdgfra陽性間葉系幹細胞の動員がその病態を改善しうることを発見した。本研究計画では、その骨髄
Pdgfra陽性間葉系幹細胞を単一細胞レベルで網羅的遺伝子発現解析に供した。本研究により、Pdgfra陽性間葉系
幹細胞集団には複数の機能的亜集団が存在することになり、その組織再生メカニズムの一端を明らかにすること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Epidermolysis bullosa (EB) is an intractable skin genetic disorder. 
Previously, we found that bone marrow Pdgfra positive cells have important roles in effective tissue
 regeneration in EB. Here, we performed whole transcriptome analysis on bone marrow Pdgfra positive 
cells at a single cell level and clarified that the cells contained multiple functionally distinct 
cell populations. Our data will serve as a foundation for identification of  the complexed tissue 
regeneration mechanism in EB.

研究分野： 再生医学、エピジェネティクス
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１． 研究開始当初の背景 
 

表皮水疱症は、表皮基底膜を構成する分子
の異常によって起こる遺伝性疾患である。申
請者らが着目するVII型コラーゲンの遺伝子
変異が原因となる栄養障害型表皮水疱症は、
表皮と真皮をつなぎとめるanchoring fibril
の異常により表皮下に反復性の水疱を生じ
る根治困難な疾患である。申請者らのグルー
プは早期から骨髄由来 PDGFRα（血小板増殖
因子受容体α）陽性間葉系細胞に着目し、表
皮水疱症の治療法開発を行っている。信頼性
の高い効果的な新規治療法を確立するため
には、PDGFRα陽性間葉系細胞が病的皮膚を
再構築するメカニズムの分子基盤の解明が
必須である。我々は今までに、損傷組織に動
員された骨髄由来間葉系幹細胞が組織実質
を構成する細胞に分化しうること、損傷組織
に動員された骨髄由来間葉系幹細胞が抗炎
症作用を有することを明らかにしてきた。
PDGFRαは様々な間葉系の細胞に発現してい
ることに加え、これまでの検討で明らかにな
った役割の多様性から申請者は、PDGFRα陽
性間葉系細胞集団は異なった性質を持った
いくつかの亜集団（上皮細胞への分化や炎症
抑制に特化した細胞集団）を含んでいるとの
仮説をたてるに至った。亜集団を同定しそれ
ぞれの機能を解析することで、PDGFRα陽性
間葉系細胞がいかに治療効果を発揮するか、
その分子基盤の一端を明らかにできると考
え、本研究計画を立案した。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系細

胞集団には様々な機能を持った複数の亜集
団が含まれているとの着想を元に、PDGFRα
陽性間葉系細胞による組織再生の分子メカ
ニズム解明を目指した。具体的には、皮膚に
動員される PDGFRα陽性間葉系細胞集団を形
成する亜集団を同定しその役割を解明する
こと、高い治療効果を有する亜集団を同定し
高効率治療法を開発することを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
細胞の機能や性質は、遺伝子発現パターン

によって規定される。遺伝子発現を詳細に検
討することで性質不明の細胞の機能などを
推定できることになる。細胞の性質の詳細を
明らかにすることのできる網羅的遺伝子発
現解析の手法として、次世代シークエンサー
を用いた RNA-seq 法が注目されている。近年
の技術的革新により、単一細胞レベルでの
RNA-seq 法が可能となった。そこで本研究で
は、組織損傷モデルとして皮膚移植モデルを
用いて表皮水疱症における組織再生に関わ
る細胞を単一細胞レベルで網羅的遺伝子発
現解析した。また得られたデータをバイオイ
ンフォマティクス解析し、幹細胞の同定、性

状解析を試みた。 
 
４． 研究成果 

 
（１）マウス体内に存在する間葉系幹細胞を
単一細胞レベルでの網羅的遺伝子発現解析
法の確立:  
近年単一細胞レベル解析について多くの

論文が発表されているが、いまだどのような
細胞にも対応できる実験手法の確立はなさ
れておらず、個々の研究者によるターゲット
細胞に応じた条件検討が必須である。そこで
生体に存在するマウス間葉系幹細胞を信頼
性高く、効率的に単一細胞レベルで解析する
技術の確立を試みた。まず 2015 年に発表さ
れた Drop-seq 法（Macosko et al., Cell, 
2015）を検討した。Drop-seq 法は、微小液滴
内に単一細胞とその単一細胞をユニークに
ラベルするためのバーコードを封入し網羅
的遺伝子発現解析を可能にした、ハイスルー
プット単一細胞網羅的遺伝子発現解析法の
先駆的技術である。本法によるデータ取得は
可能であったが、Droplet 法と不可分である
Doublet 問題（一つの微小液滴に二つの細胞
が封入されてしまう）が生じ、以降の解析に
支障をきたすと判断し検討を中止した。次に
Droplet 法に基づいた単一細胞網羅的遺伝子
発現解析法を可能にした市販キットである
ddSeq/SureCell を用いた解析法を検討した。
本法は、条件検討として試した培養細胞には
有効であったが、生体内の間葉系幹細胞のデ
ータを再現性よく取得することが困難であ
り断念した。最後に古くから用いられている
FACS ソーティングにより細胞を一つずつ独
立してマルチウェルにソートし、ウェルの中
で独立に網羅的遺伝子発現解析ライブラリ
を作製する方法を試した。本法は当初効率よ
く遺伝子を検出することが困難であったが、
細胞調製方法、ソーティングプロトコル、遺
伝子発現解析ライブラリ作製法の細部を詳
細に検討し、信頼性高く単一細胞網羅的遺伝
子発現解析データを取得することに成功し
た。本実験計画では、確立された FACS ソー
ティングを用いた単一細胞網羅的遺伝子発
現解析法を用いた。 
 
（２）単一細胞レベル遺伝子発現解析データ
を用いたバイオインフォマティクス解析法
の検討: 
次に単一細胞網羅的遺伝子発現解析デー

タの解析法について検討した。まずは本実験
法において標準法の一つとなりつつある、
Drop-tools（Drop-seq 法を開発したグループ
が公開している解析ツール群）を用いた手法
を検討した。Drop-tools は、次世代シークエ
ンスの生データから各細胞における遺伝子
発現レベルをシームレスに定量できること
を確認した。さらに詳細に細胞集団中に存在
する亜集団を検出するために有用なアルゴ
リ ズ ム ICGS(Iterative Clustering and 



Guide-gene Selection) を 実 装 し た
AltAnalyze（Olsson et al., Nature 2016）
を検討した。AltAnalyze を用いることにより
感度良く細胞集団に存在する亜集団を、その
亜集団に特徴的に発現する遺伝子、また有意
に見いだされる Gene ontology とともに同定
できることを確認した。Drop-tools は有用で
あるが最終結果を取得するまでに数日の時
間を要し、迅速な条件検討には不向きである
ことも確認した。そこで最近発表された
zUMI(doi: 
https://doi.org/10.1101/153940) と
Seurat(https://github.com/satijalab/seu
seu)を組み合わせることにより、数時間以内
に単一細胞網羅的遺伝子発現解析のデータ
の品質確認ができる系も同時に確立した。両
手法を組み合わせることで迅速な単一細胞
網羅的遺伝子発現解析が可能となった。 
 
（３） 損傷モデル皮膚に集積する末梢循環
細胞の単一細胞レベル網羅的遺伝子発現解
析: 
前項において検討した単一細胞網羅的遺

伝子発現解析にかかる実験法、解析法を用い
てマウス生体内に存在する幹細胞の解析を
試みた。具体的には損傷皮膚に集積する末梢
循環間葉系幹細胞解析するために、末梢循環
間葉系幹細胞のソースである骨髄に存在す
る Pdgfra 陽性間葉系幹細胞の単一細胞網羅
的遺伝子発現解析を行った。その結果骨髄中
に複数の亜集団を検出した。それぞれの亜集
団ごとに特徴的な機能を有することが示唆
された。これは Pdgfra 陽性間葉系幹細胞が
骨髄中に存在する時から、複数の機能的亜集
団を有することを意味し、その機能の多様性
を説明するメカニズムの一端を解明できた。
次に損傷皮膚モデルとして皮膚移植を行い、
移植皮膚片に集積する骨髄由来 Pdgfra 陽性
間葉系幹細胞の解析を行った。しかし解析に
十分な数の Pdgfra 陽性間葉系幹細胞を得る
ことができず解析を断念した。Pdgfra 陽性間
葉系幹細胞は、植皮片において他の細胞に分
化するなどの理由で、Pdgfra の発現を失うこ
とがあるのではないかと推察した。この問題
を解決するためには、Pdgfra-Cre マウスなど
と用いて細胞系譜解析を行う必要があるが、
本年度はマウスの準備が整わなかった。そこ
で全身が緑色蛍光色素であるGFPを発現する
GFP マウスを用いて、同様の植皮実験を行っ
た。植皮片にあつまる末梢循環を介して供給
されたGFP陽性細胞を単一細胞網羅的遺伝子
発現解析に供した。その結果、組織再生時に
植皮片に供給される末梢循環細胞は、血球系
細胞と非血球系細胞を含むことが分かった。
さらにそれぞれの細胞系譜の中には、機能的
亜集団が存在し、多くの細胞種が末梢循環か
ら供給され協調的に組織再生を誘導してい
ることが示唆された。 
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