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研究成果の概要（和文）：本研究では、間葉系幹細胞のHeterogeneityを解明するため、Single-cell RNA 
sequenceによる間葉系幹細胞亜集団の解析を行った。マウス四肢組織に存在する間葉系幹細胞は、複数の集団に
分類することができた。一方で、刺激によって間葉系幹細胞遺伝子パターンを獲得するクラスターの存在(クラ
スター10)を確認した。レポーターマウスを用いて生体でのクラスター10細胞を解析した結果、細胞群はマウス
の四肢のさまざまな部分に分布しており、成長もしくは損傷などの刺激により活性化し、間葉系細胞を供給する
リザーバー細胞である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted an analysis of subpopulations of mesenchymal 
stem/stromal cells (MSCs) using single-cell RNA sequencing to elucidate the heterogeneity of the MSC
 population. MSCs present in mouse limb tissues could be classified into multiple groups. 
Additionally, we identified a cluster (Cluster 10) that exhibited acquisition of MSC gene patterns 
in response to stimulation. Using reporter mice that visualize genes specifically expressed in 
Cluster 10, we confirmed that Cluster 10 cells are localized at the ends of the femur bone. These 
Cluster 10 cells were found to be distributed in various parts of the mouse limbs and suggested to 
function as reservoir cells that are activated by growth or injury stimuli to supply mesenchymal 
cells.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 間葉系幹細胞　Single-cell RNA sequence　細胞多様性　細胞間クロストーク
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞を用いた臨床応用が進んでいるが、細胞種類や性質の均一性が担保されておらず、治療効果の観点
からのクオリティーコントロールの設定が急務である。申請者は細胞表面抗原を指標とした幹細胞特性解析を行
ってきたが、治療効果の規格値設定は表面抗原マーカーのみでは不十分である。本研究では、申請者の技術と単
一細胞の遺伝子発現を統合して解析することにより、幹細胞としての根本的な性質の理解を得る。組織幹細胞の
詳細な知見を把握し、本国際共同研究を通して発信することは、国際的なコミュニティーの連携や密接なチーム
ワークの創発の場となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 組織幹細胞は組織の恒常性を維持するため、複雑な生命システムに基づいて幹細胞性を維持

していると考えられる（Science 2009）。間葉系幹細胞は、培養することで組織から抽出するこ

とができ、損傷モデルに移植することで組織修復および抗炎症効果などを有することが実証さ

れている。しかし、細胞移植における有効性を発揮する細胞群が明らかではなく、治療効果の規

格値設定が非常に困難である。 

 基課題（国際共同研究のベースとなった課題）では、蛍光色素や抗体などの標識を用いること

なく細胞特性を分析する技術の開発を目指し、新たな指標を用いた幹細胞の解析を行っている。

間葉系幹細胞及び分化細胞（血球系細胞・間葉系細胞）を分離し、誘電サイトメーターにより電

気物性を測定した。その結果、間葉系幹細胞は分化細胞よりも比誘電率(Cm)が低く、細胞種によ

り細胞物性の違いがあることが示唆された。本国際共同研究課題では、間葉系幹細胞の

heterogeneity を解析すべく、英国 University of Cambridge の Dr. Mendez-Ferrer 研究室との

共同研究を進める。これまでに申請者は、間葉系幹細胞を組織から分離するための細胞表面マー

カーの解析を行ってきており （Scientific Reports 2017, Stem Cell Reports 2013, Nature 

Protocols 2012, JEM 2009）、本国際共同研究を通し間葉系幹細胞の特定精度を飛躍的に向上さ

せる。細胞表面抗原のみでは限界があった間葉系幹細胞亜集団の同定を単一細胞レベルでの遺

伝子発現や細胞機能とリンクさせることで、細胞特性解析の解像度を高める。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、単一細胞レベルでの遺伝子発現を指標として間葉系幹細胞を分類することによ

り、組織恒常性に関与する細胞集団の特定を行う。また、得られる単一細胞解析の結果を個体レ

ベルで解析するため、英国 University of Cambridge の Dr. Mendez-Ferrer 研究室との共同研

究を進め、生体内での間葉系幹細胞亜集団の特性解析を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 間葉系細胞亜集団の同定とクラスタリング  

 マウス四肢組織に含まれる間葉系細胞亜集団を解析するため、Single-cell RNA sequence に

よる単一細胞遺伝子発現解析を行う。生後 3 日のマウス四肢からコラゲナーゼ処理により細胞

を採取し、そこから抽出された単一細胞由来の RNA をもちいて RNA sequence を行ったのち、類

似した遺伝子発現集団を 2次元プロットに変換する手法（t-SNE 解析法）により細胞を特性別に

分類する（Genome Biol. 2013, 2018）。 

 

(2) 間葉系細胞亜集団の分離・in vivo 局在解析  

実験(1)で得られた各集団に特異的な遺伝子およびマーカーを調べ、特徴的なマーカーを同定す

る。マーカーを指標に細胞集団を分離し、in vitro における増殖能力・分化能力を調べる。間

葉系細胞亜集団の in vivo における局在を解析するため、特異的なマーカー発現をリアルタイ

ムに可視化できるマウス（レポーターマウス）を用いて骨髄内・筋組織内の観察を行う。 

 

 

 



４．研究成果 

 本研究では、単一細胞レベルでの遺伝子発現を指標として間葉系幹細胞を分類することによ

り、組織恒常性(組織修復)に関与する細胞集団の特定を行うことを目的とした。特に、単一細胞

解析の結果を個体レベルで解析するため、University of Cambridge の Dr. Mendez-Ferrer との

共同研究においてレポーターマウスと Single cell RNA sequence 法を組み合わせて、in vivo

における間葉系幹細胞亜集団の特性解析を進めた（Mabuchi Y,et al,Front Cell Dev Biol. 

2021）。当初の予定では、2020 年 4 月 1 日から 2021 年 3 月 31 日の 1 年間の渡英予定であった

が、英国をはじめ世界のコロナ感染症の状況を踏まえて渡航期間の短縮を行った（2020 年 8 月

17 日から 2021 年 3 月 30 日）。コロナ状況下により研究環境はかなり制限された中ではあった

が、実施可能な範囲での実験や解析を実施し、研究データを得ることができた。 

 

(1) マウス四肢組織に含まれる細胞集団の解析 

 間葉系幹細胞の特性分布を俯瞰的に解析するため、Single-cell RNA sequence 法による単一

細胞遺伝子発現解析を行った。遺伝子発現を指標に間葉系幹細胞のクラスターを解析したとこ

ろ、複数の集団に分類することができた（図 1A）。青色の細胞クラスターが四肢組織に存在する

細胞集団のクラスターであり、赤色の集団は細胞を培養した後に得られた細胞集団を解析した

クラスターである。興味深いことに、生体内では間葉系幹細胞の遺伝子パターンを有していない

クラスター10（丸枠）は、培養によって間葉系幹細胞の細胞表面マーカーや分化能力を獲得する

ことが示唆された（図 1B）。細胞特性解析を迅速に進めるためには、各集団に特異的に発現して

いる遺伝子の同定と、その遺伝子のレポーターマウスが必要になる。ケンブリッジ大学 Dr. 

Mendez-Ferrer 研究室では間葉系幹細胞を含む組織幹細胞群の追跡が可能なマウス系統を複数

有しており、それらのマウスを用いた優れた in vivo トレーシング解析技術を持っている。本研

究では、間葉系幹細胞に変化しうる集団（クラスター10）に高発現している遺伝子のレポーター

マウスを用いて、細胞特性解析を進めることにした。 

 

図 1：単一細胞の遺伝子発現を指標とした細胞集団の同定  

(A)次世代シークエンサーにて単一細胞に発現している遺伝子発現をもとに t-SNE 解析を行った

（Quartsz-Seq2）。(B)クラスター10 由来の細胞（Aの丸枠）を分離・培養したところ、間葉系幹

細胞マーカーの発現や脂肪細胞や骨細胞への多分化能力を有していた。 

 



(2) レポーターマウスによるクラスター10 由来細胞の in vivo 解析 

 クラスター10 細胞で高発現している遺伝子の発現を、蛍光色素 Venus にてモニターできるマ

ウス（クラスター10 レポーターマウス）を用いて、マウス骨髄および筋肉におけるクラスター

10 細胞の局在を調べた。その結果、大腿骨において骨幹（Diaphysis）と比較し骨端（Metaphysis）

に Venus 陽性細胞が局在していることが確認できた（図 2：上段）。また Venus 陽性細胞は、筋

組織（Muscle）にも存在しており、それらの細胞は CD146 マーカーを発現していることが示され

た。CD31 マーカーを発現する血管内皮細胞とは重ならなかった（図 2：下段）。 

 

以上の結果から、クラスター10 細胞はマウスの四肢のさまざまな部分に分布しており、成長も

しくは損傷などの刺激により活性化し、間葉系細胞を供給するリザーバー細胞である可能性が

示唆される。今後は、損傷モデル・老化モデルをもちいて、クラスター10 細胞のリネージトレ

ーシングによる組織恒常性への関与を解析することが重要である。間葉系幹細胞の

heterogeneity は認識されてはいたものの、その特性が不明なままであったが、本研究結果によ

り間葉系細胞亜集団の存在を同定し、その一部の機能を示すことができた。 

 

図 2：遺伝子発現を指標としたクラスター10細胞の局在解析  

（上段）骨髄大腿骨および筋肉におけるクラスター10細胞（Venus: 緑色）の局在解析を行った。

（下段）Venus 陽性細胞の大腿骨における骨端（Metaphysis・下段左）、骨幹（Diaphysis・下段

中央）、および骨格筋組織（Muscle・下段右）における局在を示す。Venus にたいして CD146 も

しくは CD31 との染色（マゼンタ)との共染色像を示す。筋組織中の Venus および CD146 を共発

現している細胞を白矢印、核染色は Hoechst 染色（青色）にて表示している。 
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