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研究成果の概要（和文）：骨髄由来の重要な細胞系統の1つはMSCである。近年、MSCの分離すマーカーが報告さ
れているが、未だに不均一な細胞集団のため、MSC特性の正確な評価は困難である。本研究では、scRNA-seq分析
を用いて、マウス骨髄MSCに遺伝的に異なる7つの亜集団を同定した。またATAC-seq分析により、エピジェネティ
ックランドスケープ、遺伝的類似性および機能特性を明らかにした。これらの結果は、骨髄微小環境における幹
細胞ニッチシグナルを解明し、in vitroで骨髄を再構成し、骨および骨髄関連疾患の治療へのさまざまな臨床応
用において特定された亜集団の潜在的に重要な役割に光を当てることを可能にした。

研究成果の概要（英文）：One of the important cell lines derived from bone marrow is the MSC. In 
recent years, markers of MSC isolation have been reported, but they are still heterogeneous cell 
populations. Therefore, it is difficult to accurately evaluate the MSC characteristics. In this 
study, scRNA-seq analysis was used to identify seven genetically distinct subpopulations of mouse 
bone marrow MSCs. ATAC-seq analysis also revealed epigenetic landscapes, genetic similarities and 
functional characteristics. These results elucidate stem cell niche signals in the bone marrow 
microenvironment, reconstitute bone marrow in vitro, and are potentially important for 
subpopulations identified in various clinical applications in the treatment of bone and bone 
marrow-related disorders. It made it possible to shed light on the role.

研究分野：再生医学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、骨髄MSCのscRNA-seqにより、MSCには分化状態に多様性を示す7つの異なる亜集団で構成されている
ことを明らかにした。また、各集団は特徴的な分化指向性と機能的特徴を有することを示唆した。また、分離し
た亜集団のbulk RNA-seqおよびATAC-seq解析により、MSCを構成する亜集団の多様性を特徴づけた。
これらの結果は、MSCの本質的な特性の解明に寄与し、骨髄微小環境における幹細胞ニッチシグナルの解明と新
たなin vitro培養法につながると期待される。また、骨および骨髄関連疾患の治療等さまざまな臨床応用への有
用性を示唆する。

※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 

間葉系幹細胞（MSC）はその多くが骨髄中に存在し、一旦組織損傷が起これば障害部位へ遊走

し様々な間葉系組織へ分化することが知られている[Caplan 2013 A Gene Therap]。近年、培養

MSC を用いた骨再生医療が臨床導入され始めている。再生骨作製には大量の細胞を用いるため、

MSC を in vitro にて増殖培養する必要があるが、MSC は単離・培養を開始した直後より、特性の

著しい低下を来す [Caplan 2017 Stem Cells Transl Med]。一方、造血幹細胞移植において、

HSC の定着、特性維持、骨髄再構成には特定の間葉系細胞の存在が重要であることが近年明らか

となってきた[Huelsken 2017 Cell Stem Cell]。この間葉系の細胞は Lepr 陽性細胞、CAR 細胞、

pericyte であり、MSC 様の特性を有することが示されている。しかし、骨髄間葉系幹細胞の特性

維持に関する支持細胞やシグナルについてはほとんど明らかになっていない。申請者らは、個体

発生における 3胚葉の相互作用、あるいは組織形成における上皮・間葉相互作用などの生物学的

な原理を勘案し、骨髄における幹細胞特性維持には HSC/MSC 両幹細胞の相互作用が重要である

と考え、in vitro 共培養系で、その相互作用の存在を明らかにした[Hoshi 2020 投稿中]。しか

し、元来骨髄における両幹細胞は存在頻度が極めて低く、特に MSC は多くのマーカーが報告され

てきたがいずれも分離が困難なため、相互作用の抽出が困難で、相互作用による幹細胞特性維持

に必要なシグナル分子の同定には至っていない。 

 

２．研究の目的 

口腔外科領域において、顎・顔面骨の大型欠損に対する再生・再建、機能や審美性の回復には、

先端的医療の導入、とくに低侵襲で、大型で複雑な欠損にも対応できる骨再生医療の導入が望ま

れる。そのため現在、材料工学や組織工学に基づく再生骨研究が進められているが、吸収や強度

といった高いハードルのため難渋している。申請者らはこれら原因の本質が、幹細胞特性が維持

されている質の高い間葉系幹細胞（high potential MSC）が十分量確保できていないところにあ

る、と考える。培養 MSC による再生骨の生着成功の鍵は、培養 MSC の幹細胞特性を in vitro に

おいても維持しながら増殖培養することである。MSC の自己複製と特性維持の分子機序を解明し、

特性を維持しながら MSC を増殖培養させる方法が確立できれば、MSC の用途が広がり、口腔外科

領域においても再生医療の適応範囲が飛躍的に拡大すると考えられる。一方、申請者はこれまで

骨髄中に存在する MSC と造血幹細胞（HSC）は、共役的な造血—間葉相互作用により幹細胞特性が

維持されると考え、この共益関係の存在を確認してきた[Hoshi 2020 投稿中]。本研究では、相

互作用による MSC 特性維持シグナルを同定し、このシグナル分子を活用した high potential MSC

増殖培養法を確立することである。 

 

３．研究の方法 

１）マウス MSC の純化マーカーの同定 

現在、当研究室では CD31, 45, Ter119 陰性、Sca-1, PDGFR-α陽性で分画される細胞（Pα-S）

[Matsuzaki 2012 Nat Protoc]を MSC として用いているが、分離した細胞のうちの 10∼20％程度

しか特性を有しないことから[Morikawa 2009 J Exp Med]、MSC 特性の本質を探るうえでは純度

をさらに高める必要がある。そこで申請者らは、この問題を解決する方法として、上記マーカー

で分離した細胞を基に、single cell RNA-Seq にて解析を行い、遺伝子発現プロファイルから上

記細胞内に含まれる細胞の特性を同定し、細胞分離可能な表面マーカー解析を行った。 



２）MSC 特性維持に関連するオープンクロマチン領域の検索 

 次に、１）で同定した特性および細胞種の核内ゲノム構造変化を、RNA-seq にて解析を行った。

また並行して、細胞種特異的な特徴を捉えるためのアプローチとして、ATAC-seq によるクロマ

チン構造の解析を行い、オープンクロマチン領域を検出した。これにより各ポイントとの比較か

ら、培養によりオープンクロマチンを形成する領域中の分化制御に関与するエンハンサー領域

の特定を行った。 

３）in vitro 培養系を用いた MSC 特性維持シグナル分子の同定 

 造血‐間葉相互作用により HSC/MSC は特性を維持する可能性がある。したがって、両細胞間で

伝達される幹細胞シグナルを解析することで、特性維持に寄与する因子が同定できると考える。

まず 1）で同定したマーカーを基に純化した MSC を培養し、コロニー形成能、多能性評価等で特

性変化を検証し、最終的なシグナル分子の同定を試みた。 

４）シグナル分子を活用した high potential MSC 増殖培養法の確立 

上記の研究で確立した幹細胞間特性維持シグナルを活用し、再生医療に応用可能な high 

potential MSC 増殖培養法の検討を行った。 

 
４．研究成果 
１）マウス MSC の純化マーカーの同定 

現在、FACS 技術の進歩により骨髄由来幹細胞/前駆細

胞（MSC）を分離するのに有用な選択マーカーは、従

来の方法と比較して細胞集団の分離を劇的に改善す

る。その結果、MSC の特性解析が大幅に進歩し、MSC

の新たな機能として免疫抑制と抗炎症作用が示され

た。しかし、MSC として分離された細胞の半分以上が

異種細胞集団であるため、それらが MSC の主な機能

であるかどうかは依然課題として残る。したがって、

分離された MSC がどのような細胞集団を持っている

かを明らかにすることは重要である。申請者等はま

ず初めに、Pα-S を 30,000 細胞分取し Chromium 

Controller を用いて scRNA-seq を行った。Cell 

Ranger の分布に基づいて、解析可能な 2,367 個の細

胞すべてをカットオフなしでターゲットにした。細

胞間の遺伝子発現状態の類似性をtSNE分析によって

評価し、細胞の多様性を視覚化した。その結果、遺伝的類似性から、7つの異なる細胞亜集団（ク

ラスター）が単離された MSC に存在することが明らかになった。申請者らは、Pα-S分画の亜集

団が分化状態に多様性を示すことを示唆した。そこで、Monocle 3 を用いてクラスターと遺伝子

発現状態のアナロジーを関連付け、疑似時間解析を行い、クラスター4周辺で分化状態が変化し

ていることを確認した（図 1-1）。表面マーカーの包括的解析により、上方調節および下方調節

マーカー遺伝子として着眼し、特に、Cd24a、Cd31（Pecam-1）、Cd39（Entpd1）、Cd45（Ptprc）、

Cd54（Icam1）、Cd121b（Il1r2）、Sca-1（Ly6a）、Ly6c1 がクラスターの FACS 分離に効果的である

ことを明らかにした。これらを組み合わせることで、亜集団は 0.02〜1.12％の割合で分離でき

た。次に、各クラスターの上方調節された遺伝子発現プロファイル上位 10 遺伝子から、アノテ



ーション解析を実施したところ、クラスター1が骨形成および内皮分化特性、クラスター2およ

び 5が骨形成/軟骨形成、クラスター6が脂肪指向性、

クラスター7が血管新生特性を有する可能性を示唆し

た。scRNA-seq の遺伝子発現プロファイルから Seurat

を使用して標準化、次元削減を実施し、軌跡描写や GO

の可視化など、Pα-Sフラクション細胞（n = 2,367）

の scRNA-seq の下流シグナル分析を実施した。クラス

ター1、4は骨髄分化、クラスター2は造血関連、クラ

スター3 は血管新生関連、クラスター5 は免疫細胞関

連、クラスター6 は軟骨細胞関連、クラスター7 は骨

芽細胞関連、骨成長が抽出された。各クラスターに特

徴的な GO term の主成分分析により、クラスター4は

クラスター1、2、および 5に類似していることが明ら

かになった。さらに、クラスター3および 6は、他の

クラスターとは異なる濃縮経路になる傾向を示した。

これらの結果は、クラスター3および 6が高分化であることが考えられる。cisTarget データベ

ースに基づく各クラスターの異なる遺伝子発現プロファイルから、上方調節遺伝子セットから

予測される候補転写因子「Regulon」を各細胞についてスコアリングした。その結果、各クラス

ターに特徴的な転写因子の発現を認めた。注目すべきことに、転写因子の発現は、クラスターの

明確な特徴を浮き彫りにしました。クラスター1 は、骨の発達に寄与する Tbx15、クラスター2

は、骨化プロセスを調節する Runx2 と Cbfb、クラスタ

ー3 は、血球の分化を調節し、骨格筋の発達に役割を

果たす Runx3 と Mef2c、クラスター4 は軟骨の発達を

調節する Sox9 と Nfkb、クラスター5 は、造血の調節

において極めて重要な役割を果たす Pbx1 と Mafb、ク

ラスター6は、embyo の発達を調節する Klf 3、5、お

よび 7、クラスター7は、軟骨細胞の増殖と分化を調節

する Stat3 と Trps1 をそれぞれ発現した（図 1-2）。こ

れらの結果は、先行研究で MSC として分離された細胞

は、すべてのメンバーが異なる遺伝子発現特性を示す

不均一な細胞集団であることを示している（図 2）。 

 

２）MSC 特性維持に関連するオープンクロマチン領域

の検索 

scRNA-seq によって同定されたクラスターの遺伝的特

徴を評価するために、ソートしたクラスター1 から 7

のクロマチンランドスケープと遺伝子発現プロファイ

ルを、ATAC-seq と RNA-seq で解析を行った。ATAC-seq

のピーク強度に基づいてクラスタリング分析を行い、

PCA プロットを作成した。7つのクラスターは、オープ

ンクロマチンシグネチャーの類似性に応じて大きく 2

つのグループに分類できることが分かった。グループ 1はクラスター1、3、4、および 7で構成



され、グループ 2は、クラスター2、5、および 6で構成されていた。グループ 1では、クラスタ

ー4はクラスター1に最も類似しており、次にクラスター3および 7に類似していた。RNA-seq で

得た遺伝子発現データもクラスタリング分析と PCA プロット分析したところ、オープンクロマ

チンシグネチャーと同様にクラスター4 はクラスター1 に最も類似しており、次にクラスター3

および 7に類似しており、scRNA-seq によって同定されたクラスターが正常に分類されたことを

示唆した。これらの結果は、各クラスターが独立した集団であり、クラスター間の遺伝的類似性

があることを示している（図３）。 

  
３）in vitro 培養系を用いた MSC 特性維持シグナル分子の同定 

各クラスターの特性を解明するために、申請者らは

CFU-F 活性、増殖能、分化能を解析した。ほとんどのク

ラスターは CFU-F 活性を示し、細胞増殖能試験で旺盛

な増殖を示した。さらに、三系統分化誘導において、各

クラスターは分化能力の特異なパターンを示した。有

意に高い CFU 活性を示したクラスター1および 5は、骨

形成および脂肪生成に分化する傾向を示し、クラスタ

ー4は、3系統へのすべてに分化能を示した。疑似時間

分析によってクラスター4周辺で分化状態が変化し、ク

ラスター4 が他のクラスターよりも未分化の特徴を示

したことを考えると、クラスター4は幹細胞に最も近い

特性を持っている可能性がある（図４）。 

 

４）シグナル分子を活用した high potential MSC 増殖培養法の確立 

前項で同定したクラスター４は MSC niche の中心であることを勘案すると、幹細胞に近接した

特性を有する可能性が示唆される。一方、骨髄微小環境における HSC niche の主要な構成成分と

して MSC の存在がある。したがって、細胞間相互作用を in vitro で再現するためには、HSC と

クラスター４の協調は重要である。しかしながら、HSC は骨髄中にはごく僅かしか存在しないた

め、HSC を利用した系を立てることは厳しい。そのため、先行研究における造血-間葉相互作用

における幹細胞維持シグナルである SCF や TPO を添加することにより HSC の不在下での MSC 増

殖培養は可能と考えた。実際に、クラスター４培養時に SCF および TPO 添加することにより、特

性が維持されることを示した。また、多能性評価においても同様に培養を続けてもある程度まで

は維持されることを示した。これらの結果より、骨髄におけるクラスター４の特異的分離により、

これまで以上に MSC の特性維持を有する細胞の獲得が可能となり、シグナル分子の添加により

細胞増殖能も促進されることから、骨欠損や組織損傷などの再生医療に役立つ可能性を示唆す

る。 
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Hoshi K et al. 9
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Regenerative Therapy 176-181

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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The period circadian clock 2 gene responds to glucocorticoids and regulates osteogenic capacity

Regenerative Therapy 199-206
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10.1016/j.reth.2019.10.002
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Proliferation medium in three-dimensional culture of auricular chondrocytes promotes effective
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Regenerative Therapy 306-315
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 １．著者名
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年
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Identification of a chondrocyte-specific Indian hedgehog enhancer and Sox9-mediated mechanisms of the enhancer activation
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 ３．学会等名

大庭伸介

Hoshi Kazuto

Hikita Atsuhiko

Hoshi Kazuto

 ３．学会等名

Frontiers 2018 Symposium（招待講演）（国際学会）

13th Asian Congress of Oral & Maxillofacial Surgery（招待講演）（国際学会）
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 １．発表者名
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Exploring the gene regulatory landscape in skeletal cells

シンポジウム８【組織・機能を再現した体外培養系による薬効評価、病態解明】骨代謝ネットワーク再現系を用いた薬効評価

【特別講演】遺伝子発現機構の研究においてNGSでできること・分かること・分からないこと
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