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研究成果の概要（和文）：機能的な組織損傷再生には、失われた組織を再構築する細胞の供給が必須である。申
請者らは、表皮水疱症モデルマウスを用いて、骨髄由来PDGFRα陽性間葉系幹細胞の供給が損傷組織再生に重要
であることを発見した。本研究では、組織再生に関わる末梢循環骨髄由来PDGFRα陽性間葉系幹細胞における単
一細胞網羅的遺伝子発現解析により機能的亜集団を網羅的に同定し、本細胞の包括的な理解を試みた。解析によ
り、骨髄由来PDGFRα陽性間葉系幹細胞プールにおける機能的亜集団を発見することに成功した。また骨髄由来
PDGFRα陽性間葉系幹細胞が動員された損傷組織内において分化し、多様な機能を発揮しうることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The supply of cells to damaged tissue is essential for functional tissue 
regeneration. Using a mouse model of epidermolysis bullosa, we found that the supply of bone 
marrow-derived PDGFRα-positive mesenchymal stem cells is important for tissue regeneration. In this
 project, we comprehensively identified functional subpopulations in circulating bone marrow-derived
 PDGFRα-positive mesenchymal stem cells involved in tissue regeneration by single-cell RNA-seq 
analysis. We successfully identified functional subpopulations in the bone marrow-derived PDGFRα
-positive mesenchymal stem cell pool. We also demonstrated that bone marrow-derived PDGFRα-positive
 mesenchymal stem cells can differentiate and exert diverse functions in the mobilized damaged 
tissues.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞の高い抗炎症作用や分化能は、再生医療の分野で注目を集め内外で積極的に研究されている。我々
が着目する生体に元来備わっている組織再生メカニズムを促進する組織再生誘導機構では、体外での幹細胞培養
が不要であるため癌化のリスクはなく表皮水疱症新規治療法として有望である。組織再生誘導を担う末梢循環骨
髄由来PDGFRα陽性間葉系幹細胞を単一細胞レベルで網羅的に解析し、その組織修復メカニズムを明らかにしよ
うと試みる本研究は先駆的かつ革新的である。また末梢循環間葉系幹細胞には未解明な点が多く、生物学、発生
学、幹細胞学の観点からも学術的価値は非常に高いと考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  損傷治癒は、複数の反応が協調的に制御され進む極めて複雑な生体反応である。その中で最も
重要な過程は、失われた組織を再構築するための細胞の計画的な供給であるが、そのメカニズム
に関しては未解明な点が多い。我々は、VII 型コラーゲン遺伝子変異を原因とする栄養障害型表
皮水疱症に着目し、損傷治癒過程における細胞供給メカニズムの解明とその知見に立脚した新
規治療法開発を目指してきた。VII 型コラーゲンの機能喪失は、真皮と表皮をつなぎとめる皮膚
基底膜構造の破綻を招き、簡単な外力による表皮剥離を誘発する。その結果表皮水疱症患者皮膚
では生涯にわたり反復性の水疱が生じる。反復性の水疱形成は、しばしば皮膚の瘢痕化を招き、
患者 QOL 低下の大きな要因となる。また一部の瘢痕化した皮膚からは扁平上皮癌が生じる。とく
に重症栄養障害型表皮水疱症患者では若年期において悪性の扁平上皮がんを生じ、その予後は
極めて悪い。表皮水疱症に対する根治的な治療法は存在せず、その開発は喫緊の課題である。表
皮水疱症のように広範に水疱や壊死を伴うような状況では組織再生時、近傍組織からの細胞供
給は想定し難く、水疱部における組織再生メカニズムは謎であった。VII 型コラーゲンの発現が
著しく低い表皮水疱症モデルマウスなどを用いて我々は、以下のような従来想定されていなか
った、末梢循環骨髄由来 PDGFRα（platelet derived growth factor receptor alpha）陽性間
葉系幹細胞の機能的動員を中心とした新規の組織再生メカニズムを発見した(Tamai et.al, 
PNAS 2011, PMID: 21464317)。損傷から放出される核内シャペロンタンパク HMGB1（high 
mobility group box 1）が、骨髄を活性化し末梢循環中の骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞を
増加させることで組織再生を促進すること、骨髄活性化を担う HMGB1 ペプチドの投与は、全身性
の壊死や水疱を伴う表皮水疱症モデルマウスの生存期間を著しく改善することを明らかにした。
生体内組織修復メカニズムを利用した HMGB1 ペプチドによる組織再生誘導治療法は、表皮水疱
症のみならず他の壊死を伴う難治性疾患の新規治療法となりうる可能性をもつ。そこで本研究
では、未解明な点が多い末梢循環中骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞が組織再生を誘導するメ
カニズムを明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
  表皮水疱症患者皮膚では、広範囲に水疱形成による壊死が生じる。そのため近傍組織からの細
胞供給が限定的であると考えられ、どのように失われた組織を再構築する細胞が供給されるの
か謎であった。そのメカニズム解明を目指した研究において、広範囲に壊死を伴うような病態で
は、末梢循環を介した骨髄由来間葉系幹細胞の供給が組織再生を促進することを見出した。末梢
循環骨髄由来間葉系幹細胞は、動員された損傷組織において抗炎症作用を持つことや皮膚構成
細胞へ分化することを明らかにした。その多様な機能、役割から末梢循環骨髄由来間葉系幹細胞
集団には複数の機能的亜集団が存在するとの着想に至った。機能的亜集団はそれぞれ特有の遺
伝子発現プログラムを有すると想像されることから、単一細胞網羅的遺伝子発現解析により、そ
の亜集団を同定できると考えた。本研究では、単一細胞網羅的遺伝子発現解析により末梢循環骨
髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞が組織再生を促進するメカニズムを解明することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、単一細胞網羅的遺伝子発現解析により末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細
胞が組織再生を促進するメカニズムを解明することを目指した。末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性
間葉系幹細胞が多様な役割を担っていることから、複数の機能的亜集団が存在し協調的に組織
再生を担っているとの着想を得た。その仮説を証明するために、単一細胞網羅的遺伝子発現解析
により末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞に存在する機能的亜集団を遺伝子発現情報
により網羅的に同定することに取り組んだ。具体的には以下の二つのサブテーマを達成するこ
とを目指した。まず、組織損傷や HMGB1 ペプチド投与による組織再生誘導時に末梢血中に増加す
る骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞集団中に存在する機能的亜集団の網羅的同定を試みた。さ
らに多様な役割を担う骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞の動員された損傷組織内における分
化系譜の網羅的同定にも取り組んだ。具体的には、PDGFRα-GFP ノックインマウス（PαKI）を
用いた単一細胞網羅的遺伝子発現解析と、得られたデータをもとにしたバイオインフォマティ
クス解析を行った。また表皮水疱症モデルマウスを用いて、損傷修復時に末梢循環に動員される
間葉系幹細胞の性状解析を行った。さらに PDGFRαプロモーター下流に Cre 遺伝子（Pα-Cre）、
Cre タンパク誘導性に赤色蛍光を発する tdTomato 遺伝子（floxed-stop-tdTomato、 tdTomato 遺
伝子先頭にストップコドンを有し、Cre 非存在下では tdTomato 蛍光を発しない遺伝子）をもっ
たマウス（Pα-Cre:tdTomato）を用いて損傷組織に動員された骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細
胞がどのような細胞系譜に分化し組織再生を促進しているか解析した。 
 
４．研究成果 
  まず PDGFRα陽性間葉系幹細胞を解析するためのシングルセル RNA−seq の手法について最適
化を行った。FACS による Sorting の条件や mRNA 増幅の条件を検討することで、PDGFRα陽性間
葉系幹細胞を解析のためのシングルセル RNA-seq 解析プロトコルを確立した。特に mRNA 増幅法
に関しては、全くのオリジナルの手法の開発に成功した。その後骨髄内 PDGFRα陽性間葉系幹細



胞と末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞についてシングルセル RNA-seq 解析を行った。
PDGFRα陽性間葉系幹細胞を標的としたシングルセル RNA-seq データは、一般的なシングルセル
RNA-seq データよりも、検出できる遺伝子数やトランスクリプト数が少ないことが分かった。そ
れらの特徴を勘案し、得られたデータを用いて信頼性の高い解析を実施するために各種パラメ
ータの最適化を行った。その結果、解析した PDGFRα陽性間葉系幹細胞が複数の機能的亜集団を
含むことが明らかになった。各亜集団に特徴的に発現する遺伝子を詳細に解析したところ、これ
らの検出された亜集団は、それぞれ全く異なる機能を発揮しうる集団であることが推測された。
本研究において取得した組織損傷に関わる細胞集団のシングルセル RNA-seq 解析データは、再
生医療研究における研究資源として非常に有用であり、迅速な論文発表を目指している。 
  次に損傷組織に動員された PDGFRα陽性間葉系幹細胞が、組織再生を促進するメカニズムを解
析した。PDGFRα陽性間葉系幹細胞は、組織再生に伴う分化の過程において PDGFRαの発現を喪
失しうることが想定されたため、Pα-Cre:tdTomato マウスを用いて細胞系譜解析を可能にした。
表皮水疱症モデルマウス皮膚に集積する PDGFRα陽性間葉系幹細胞系譜細胞を網羅的に回収し、
シングルセル RNA-seq 解析を行った。その結果、皮膚に動員された PDGFRα陽性間葉系幹細胞が
高い分化能を有することが示唆された。これは末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞によ
る損傷組織再生メカニズムを明らかにする上で重要な知見となった。また骨髄内 PDGFRα陽性間
葉系幹細胞と末梢循環骨髄由来 PDGFRα陽性間葉系幹細胞の異同についても詳細に解析した。各
亜集団に発現する特徴的な遺伝子を解析することにより、骨髄内に存在する、どの PDGFRα陽性
間葉系幹細胞が末梢循環に動員されうるか明らかにすることが出来た。 
  本研究計画で得られたこれらの成果は、複数の国際学会・国内学会において発表された。現在
論文発表の準備中である。 
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