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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞は、生体の恒常性に関与するため周りの細胞とクロストークしていると
考えられる。しかしながら、間葉系幹細胞集団の不均一性は幹細胞特有のシグナルの同定、組織内の細胞間相互
作用解析を困難にしている。本研究では、雑多な集団として扱われてきた間葉系幹細胞を遺伝子発現により分類
した。その結果、間葉系幹細胞クローンを用いた遺伝子発現解析より、FZD5が間葉系幹細胞で高発現しているこ
と示した。また、間葉系幹細胞と造血幹細胞の共培養実験系を用いて、間葉系幹細胞分泌因子が造血幹細胞の骨
髄細胞への分化を促進することを証明した。

研究成果の概要（英文）：Mesenchymal stem cells are believed to interact with surrounding cells to 
contribute to the homeostasis of the organism. However, the heterogeneity of the mesenchymal stem 
cell population makes it difficult to identify stem cell-specific signals and analyze cell-cell 
interactions within tissues. In this study, we classified mesenchymal stem cells based on gene 
expression, which have been treated as a heterogeneous population. As a result, gene expression 
analysis using mesenchymal stem cell clones revealed that FZD5 is highly expressed in mesenchymal 
stem cells. Furthermore, using a co-culture experimental system of mesenchymal stem cells and 
hematopoietic stem cells, we demonstrated that mesenchymal stem cell-secreted factors promote the 
differentiation of hematopoietic stem cells into bone marrow 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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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、レポーターマウス及びリネージトレーシングマウス用いた間葉系幹細胞の可視化や骨髄細胞に対す
る解析は国内外で進められている。しかしながら、間葉系幹細胞集団の不均一性により、特有のシグナルを同定
することが困難であり、培養による性質変化はさらに解析を複雑化する。本研究では、「幹細胞・前駆細胞を含
む間葉系細胞亜集団の特性はどのようなものか？」について明らかにし、それぞれ集団を細胞表面抗原と単一細
胞による遺伝子発現解析により詳細に定義し、再生治療への関与・細胞間のクロストークを解析する。     

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 間葉系幹細胞(MSCs)は、骨髄およびその他の臓器に存在する組織幹細胞として定義され、紡錘

形の形態、自己複製能力および多分化能力によって特徴付けられる（Science,1999）。間葉系幹

細胞は培養ディッシュへの接着を利用して骨髄細胞から単離されるが、in vitro での長期培養

は MSCs の細胞老化を引き起こす(Aging,2011)。また、抗炎症性サイトカイン産生の低下や骨折

修復能力の低下など、治療活性を阻害することも報告されている(Plos Biol,2008)。したがっ

て、細胞の培養増幅は細胞治療にとって重大な障壁となる可能性がある。さらに、炎症性サイト

カインによる刺激・細胞間接触・細胞内シグナル伝達経路の調節不全など、他のさまざまな要因

が細胞老化を促進する（J Clin Invest, 2012）。間葉系幹細胞に影響を与えるシグナルの解析

は、間葉系幹細胞の未分化維持機構の解明や老化メカニズムの理解に貢献する可能性がある。 

 1974 年に発見されて以来間葉系幹細胞は「細胞を増殖させる培地」で培養されており、分化・

老化が進行している間葉系幹細胞を用いた実験結果が報告されている。「間葉系幹細胞は静止状

態にあり、老化せずに組織内に存在している」という in vivo での定義と「間葉系幹細胞は増殖

性であり、継代培養すると老化が促進される」という in vitro の定義に大きなズレが生じてい

る。実際、臨床応用に用いられている間葉系幹細胞は、in vitro で増殖させた（老化が進んだ）

細胞を幹細胞ソースとして利用している。生体内では間葉系幹細胞はどのような状態か？治療

効果に効いている細胞群はどれか？という問いに対して、未だ答えることができていないのが

現状である。間葉系幹細胞集団の不均一性により、特有のシグナルを同定することが困難であり

（Cell Transplant, 2016）、培養による性質変化はさらに解析を複雑化する。本研究では、「幹

細胞・前駆細胞を含む間葉系細胞亜集団の特性はどのようなものか？」について明らかにするた

め、それぞれ集団を細胞表面抗原と単一細胞による遺伝子発現解析（Single cell RNA-Sequence：

scRNA-Seq）により詳細に定義し、再生治療への関与・クロストークを解析する。                         

 

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及び表面抗原を指標として間葉系幹細胞を詳細

に分類することを目的とする。細胞集団の解析や培養方法を改善することにより、雑多な集団と

して扱われてきた間葉系幹細胞の本質を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 間葉系幹細胞の未分化マーカーの同定 間葉系幹細胞の増殖能力・多分化能力の指標とな

るようなマーカーを調べるため、幹細胞機能の異なる細胞群の根底にある分子機構を調査する。

我々の以前の研究では、ヒト間葉系幹細胞を構成するコロニー形成集団から生じるクローンが、

その能力に基づいて数種類に分類できることを実証した（Mabuchi et. al., 2013）。本実験で

は、これらの細胞の挙動の根底にある分子機構を調査するために、遺伝子発現プロファイルを分

析する。 

 

(2) 分泌因子に着目した細胞機能の解析 間葉系幹細胞から放出される分泌因子を抽出し、造

血幹細胞に与える影響を調べる。実際に細胞外に分泌されているかどうか培養上清の解析や、添

加実験などを行い炎症・再生に関わっている分子を同定する。 

 



４．研究成果 

(1) 間葉系幹細胞の未分化マーカーの同定 

 ヒト間葉系幹細胞を構成する単一細胞クローン（REC）は、増殖能力が高く、多分化能力を有

していることを同定している（Mabuchi et. al., 2013）。本実験では、これらの細胞の挙動の根

底にある分子機構を調査するために、REC の遺伝子発現プロファイルを分析した。 REC と比較し

て増殖能力や分化能力が低い細胞（MEC/SEC）と比較した結果、REC に高く発現している遺伝子

（57 遺伝子）を抽出した（REC の発現レベルが MEC/SEC の発現レベルよりも少なくとも 1 倍以

上高い遺伝子群）。 遺伝子発現およびオントロジー分析により、REC で上方制御される遺伝子に

は、Wnt シグナル伝達遺伝子が含まれることが明らかになった。これらのデータを踏まえ、その

後の REC の特徴付けにおいて Wnt-Fzd 経路に焦点を当てた。FZD ファミリーの遺伝子の中で、

FZD5 は REC で特異的に発現されており(図 1A)、定量的 RT-PCR により、MEC/SEC と比較して 

REC で高発現されている遺伝子であった (図 1B)。ウェスタンブロッティングおよび免疫染色

により、REC における FZD5 の特異的発現がタンパク質レベルで確認された(図 1C、1D)。ヒト骨

髄中から培養を経ずに単離した細胞画分を調べたところ、FZD5 が間葉系幹細胞分画（LNGFR+THY-

1+）でのみ発現していることが示唆された (図 1E、F)。これらのデータより、FZD5 が未分化な

間葉系幹細胞において特異的に発現されることが示された。さらに、FZD5 が多分化能の維持に

機能的に重要な役割を果たしているデータを得ることができた(Stem Cells, 2021）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：高機能間葉系幹

胞で特異的に発現さ

れる FZD5 の解析  

(A) FZD ファミリー

遺伝子発現のヒート 

マップ。(B)定量的 

RT-PCR によって測

定された、REC、MEC、

および SEC におけ

る相対的な FZD5 発

現レベルの解析。(C) 

FZD5 のウェスタン

ブロット分析。 GAPDH を内部対照として使用した。(D) REC、MEC、および SEC における FZD5 

(赤) および核 (青) の免疫染色。 (E) 骨髄単核細胞の各画分における相対的な FZD5 mRNA 発

現レベル。 (F)ヒト骨髄からの LNGFR+THY-1+または LNGFR-THY-1-画分の新たに選別された細胞

における FZD5(緑色)および核(青色)の免疫染色。  



(2) 分泌因子に着目した細胞機能の解析 

 造血幹・前駆細胞（HSPCs）は骨髄ニッチに未分化状態で存在する (Schofield、1978)。ニッ

チ内で、間葉系幹細胞は造血幹細胞の分化を制御している(Omatsu et al., 2014)。この相互作

用の背後にあるメカニズムを解明するために、造血幹細胞(c-Kit+Sca-1+Lineage- 細胞: KSL 細

胞)と間葉系幹細胞(CD45-CD31-Ter119-PDGFRa+Sca-1+ 細胞: PaS 細胞)を単離した。間葉系幹細

胞によって分泌される因子を調べるために、LPS で刺激した後の PaS 細胞から得られた培養上清

を使用して分析した。LPS 処理 PaS 細胞の培養上清を KSL 細胞に添加すると、未処理 PaS 細胞と

比較して細胞数と骨髄系細胞の割合が増加した(図 2A,2B)。特に、CD11b 陽性細胞クラスターは

集団を大幅に増加させた(図 2C)。これらの結果は、間葉系幹細胞分泌因子が造血幹細胞の骨髄

細胞への分化を促進することを示すと考えられる。さらに我々は、PaS 細胞から分泌される分泌

因子の特徴を調べ、Ccl2 を同定した。マウス骨髄細胞から、CD34 陰性の長期 HSPCs、CD34 陽性

の短期 HSPCs、骨髄性共通前駆細胞(CMPs)、および GMPs に分離し(図 2D)、リコンビナントマウ

スCcl2を添加した。その結果、GMPs集団においてCD11b陽性骨髄系への分化を促進した(図 2E)。

Ccl2 シグナル伝達が GMP の骨髄系細胞への分化を促進する機構を解明するために、マウス造血

幹細胞の培養液に Ccl2 を添加し、scRNA-seq を用いて Ccl2/Ccr2 下流シグナルを解析した。そ

の結果、細胞集団を表すクラスターを 9つのクラスターに分類することができ、主要な画分は骨

髄性細胞を特徴とする細胞集団であった（図 2F：ドット枠）。さらに、Ccr2 の下流にある代表的

なシグナル伝達遺伝子の発現を解析したところ、KRas、Raf1、Nfkb1、および Nfkb1 が骨髄細胞

クラスターで高く発現していることが示唆された (図 2G)。 

 

図 2：間葉系幹細胞由来分

泌因子による分化制御 

(A) リポポリサッカライ

ド (LPS)による間葉系幹

細胞（MSCs）への刺激の後、

得られた培養上清を造血

幹前駆細胞（HSPCs）添加

した。 (B) グラフは細胞

数と骨髄系細胞の割合を

示す。(C) CD11b 細胞表面

抗原のクラスター分析。

(D) 造血細胞集団に対す

る Ccl２の影響の解析。

FACS で分離した血球性細

胞集団 (LT-造血幹/前

駆細胞 [HSPC]、ST-HSPC、

CMP、および顆粒球/マク

ロ フ ァ ー ジ 前 駆 細 胞 

[GMP])に対する分化調節。（E）棒グラフは FACS プロファイルにおける骨髄細胞の比率を示す。

(F)単一細胞の遺伝子発現を指標とした細胞集団の同定。Ccl2 刺激後のマウス HSPC の UMAP 

プロット、ドット枠は骨髄性細胞を特徴とする細胞集団を示す。（G）マウス HSPC の細胞を分類

する骨髄マーカー (Itgam、Ly6g、および S100a8) の発現。  
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