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〈研究の目的と進め方〉
本研究の目的は、シングルセル発現プロフィール解析

法を遺伝子改変マウスや疾患モデルマウスに適用し、疾
患の発症・進展に関わる鍵因子を同定することである。
各遺伝子変異マウスの病態異常の発症機序を明らかにす
るため、変異遺伝子の発現細胞を標的として発現プロフ
ィール解析を行い、生理・病態の調節因子をゲノムレベ
ルで理解することを目指す。

〈研究開始時の研究計画〉
【方法論】

迅速かつ再現性の高いシングルセル発現解析系を確立
するため、シングルセルRNA増幅のプロトコルを最適化
する。

【疾患の解析】
研究代表者はこれまでに8種類存在するプロスタグラン

ジン(PG)受容体欠損(KO)マウスが、分娩異常や排卵・受
精障害による不妊症などの産婦人科疾患を呈すること、
また発熱やアレルギー性疾患、大腸癌や炎症性腸疾患な
ど種々の炎症モデルにおいてその応答が消失／重篤化す

ることを見いだしている。そこで、各疾患の発症・進展
をつかさどるPG受容体の発現細胞を同定し、この細胞を
標的として発現プロフィール変化を捉える。具体的には、
以下の解析を行う。

〈研究期間の成果〉
【方法論】①マニュアルダイセクション法とレーザーダイ
セクション法により、数十個程度の細胞プールや比較的
大型の細胞・細胞塊(foci)をそれぞれ解析可能であり、微
細な発現プロフィール解析法を確立した(22)。

①レーザーマイクロダイセクション(LCM)法・・・市
販の微量組織回収装置を用いれば、比較的大型の単一細
胞や消化管粘膜の表層上皮、膵島、黄体細胞、卵と卵丘
細胞、糸球体、癌初期病巣 (foci)などの単離解析は可能
であった。

②パッチクランプ電極を用いたマニュアルダイセクシ
ョン法・・・LCM法の限界以下の微小な細胞(φ<10 袙)
でも本法を用いれば回収が可能であった。予備検討の結
果、30 pgのRNAを初発試料としてRNA増幅を行えば、再
現性の高いアレイ結果が得られると判断した。例えばあ
る細胞１個から2-3 pg のRNAが見込まれる場合、シング
ルセル15個をプールし、まとめて回収することとした。
このような臨界域のRNA増幅の場合、キャリア核酸とし
てPoly-Gを用いるとダイナミックレンジが拡大し、細胞
由来のシグナルが最も良く検出できることも見出した。

【大腸炎】
デキストラン硫酸による大腸炎モデルにおいて、EP4

受容体欠損マウスが顕著な増悪化を呈し、発現プロフィ
ールならびに種々の解析の結果、PGE2はEP4を介して
(i)EGFを介した上皮粘膜保護、(ii)自然免疫の抑制、(iii)
リンパ球抑制、の各作用により炎症抑制に機能している
ことが明らかとなった(4)。現在も引き続き、本系を用い
て、PGE2による粘膜上皮での発現プロフィール解析を行
っている。

【大腸癌】
Apc欠損マウスの大腸ポリープ形成におけるプロスタ

グランジン(PG)E2受容体の役割を調べた結果、間質細胞
に発現するEP2受容体がVEGFやラミニン発現を亢進し、
血管形成を促進させること、またCOX-2発現を正のフィ
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ードバック制御により亢進させることでポリープ形成に
重要な働きをもつことを示した (1) ［下図］。また他の固
形癌移植の場合は、EP3によるVEGF誘導ならびに血管形
成が顕著であり、発癌に関与するPGE2の責任受容体は、
その微小環境に存在する細胞の種類に依存することが判
明した(6)。

【発熱】
体温調節と発熱応答にはEP3受容体が関与することを

示した(8)。PGE2が視床下部・視索前野のEP3受容体に
作用して発熱応答を示すことを題材にして、中枢の特定
ニューロンにおける発現変化の補足を試みた。すなわち、
ラット視索前野のEP3陽性ニューロンを単離して、PGE2
刺激による発現変化を調べた。ラット視索前野のEP3陽
性ニューロンを単離して、PGE2刺激による発現変化を調
べたところ、アレイ搭載の8,544遺伝子のうち、PGE2投
与によって発現上昇(>1.5)したものは3遺伝子、発現低下
(<0.66)したものは60遺伝子であり、PGE2刺激で多くの
遺伝子群の発現レベルが低下した。中でも、GABA受容
体がPGE2投与で顕著な発現低下を示し、視索前野での
GABA受容体の発現はEP3受容体に一致した。さらにマウ
ス視索前野でのGABA受容体発現は、野生型ではPGE2に
よって低下したが、EP3欠損マウスでは変化しなかった。

（投稿中）。
【炎症・アレルギーと喘息】
［腹膜炎］腹腔常在性マクロファージには通常EP4受容体
が発現し、LPSによって刺激をうけるとEP4からEP2への
スイッチングが起こり、活性化マクロファージの即時応
答と遅発応答に対応した役割を分担する可能性を見いだ
していた(2)。一方、EP2KOマウスに腹膜炎を誘導する
と、好中球リクルートがWTに比べて悪いこと、腹腔内
の顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)量がWTに比べて低い
ことを見いだした。「PGE2-EP2シグナルが好中球からの
G-CSF産生を促進する」と仮説を立て、種々の解析を行
うとともに腹腔好中球の発現プロフィルを調べた。その
結果、PGE2、EP2アゴニストはG-CSFならびにcAMP誘
導性遺伝子の発現誘導を引き起こした。従って、炎症局
所で産生されるPGE2は好中球細胞内cAMP亢進によりG-
CSF産生を誘導して、顆粒球の分化・リクルートを促進
すると考えられた(19)。

［喘息］アスピリンが喘息発作を引き起こす臨床知見から、
「プロスタグランジン(PG)E2がアレルギーに対して抑制
性に制御する」と仮説を立て、PGE受容体欠損マウスの
喘息応答を調べた。その結果、プロスタグランジン
(PG)E2受容体EP3欠損は遅延型応答を増悪することを見

いだした。そこでさらに喘息増悪の機構を調べた。EP3
アゴニストによる発現プロフィール変化やEP3欠損マウ
スにおける脱顆粒応答を解析した結果、EP3の作用点と
して、①マスト細胞の脱顆粒応答を抑制すること、②肺
胞上皮におけるTARCやeotaxin発現誘導を抑制すること
が判った［下図］。このことから、アスピリン喘息が、内
因性PGE2-EP3シグナル阻害、さらには上皮でのケモカイ
ン発現亢進に起因することを示した(16)。

［マスト細胞］研究代表者らはマスト細胞の接着活性が、
PGE2に依存して亢進すること、この接着活性はRGD配
列依存的であること、またEP3・EP4両受容体の協調作
用によるcAMP産生を介することを見いだした(7)。本来、
Gi共役であるEP3がいかにしてcAMP産生に協調的に働く
のか、またEP3シグナルのもつ意義を解析するため、マ
スト細胞の発現プロフィール変化を解析している。研究
代表者らはまた、PG受容体のGsとの共役の選択性に、
細胞内第２ループに存在する一アミノ酸の変異が鍵を握
ることを発見しており(13)、EP3受容体のi2ループに部位
特異的なRNA-editingが存在するのではないかと仮説を立
て解析を進めている。一方、研究分担者の田中は、骨髄
培養マスト細胞に抗原非存在下でIgEを添加するとヒス
タミン産生活性が向上することを見いだし(5)、これに伴
う発現プロフィール変化を解析中である。

【代謝疾患】
［膵島β細胞］PACAPは、中枢・末梢の様々な組織で生
理作用を発揮する神経ペプチドであり、膵島β細胞に対
してはグルコース依存的なインスリン分泌を促進する。
２型糖尿病を発症するKKAyマウスに、膵島β細胞で
PACAPを過剰発現させると、通常、KKAyマウスで認め
られる高インスリン血症と膵島過形成が抑制される。主
任研究者らは、このようなβ細胞の動的変化を分子レベ
ルで解析するため、LCMにより膵島を回収し、PACAP過
剰発現の有無間で発現プロフィールを比較した。その結
果、PACAP過剰発現した膵島では、Reg（regenerating
gene）遺伝子が発現上昇していた。一方、ラットインス
リノーマであるINS-1細胞を用いた検討から、PACAPは
高グルコース条件下（25 mM）で細胞増殖を抑制し、ま
た持続的なReg遺伝子の発現誘導を促進することが示さ
れた。これらの結果から、2型糖尿病病態において、
PACAPはReg等の特異的な遺伝子の発現誘導を介し、膵
島β細胞の増殖を抑制しうることが示された(21)。

［脂肪細胞］PGE2は、古くから脂肪細胞分化を抑制する
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ことが示されていたが、関与するPG受容体は不明であっ
た。研究代表者は、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化
系に対するPGE2の効果を調べたところ、PGE2、EP4-
agonist、dbcAMPは、全て脂肪細胞分化を抑制し、分化
に伴う遺伝子発現変化を総じて抑制した(14,15) ［下図］。
現在、これらの知見に基づき、EP4受容体欠損マウスの
脂肪細胞における発現プロフィールを解析している。

［腸管GLP1陽性細胞］オーファン受容体GPR120のリガン
ドが遊離脂肪酸であることを発見し、腸管のグルカゴン
様ペプチド(GLP1)陽性細胞に豊富に発現すること、遊離
脂肪酸の刺激によりGLP1分泌が促進されることを示した
(17)。

【分娩遅延】
NSAIDsは分娩遅延を示すことが広く知られているが、

PGF2a受容体(FP)欠損マウスは、妊娠は可能であるもの
の、NSAIDs投与時にみられるように分娩が遅延（消失）
し、胎児は子宮内で死亡する。主任研究者らはこれまで
に、FP欠損マウスの分娩異常は妊娠末期における黄体の
機能亢進に起因することを見いだした(10,11)。そこで野
生型とFP欠損の妊娠15ならびに19日の黄体細胞の発現プ
ロフィールを比較した。野生型とFP欠損の妊娠19日の黄
体細胞の発現プロフィールを比較したところ、FP欠損で
はチトクロムP-450アロマターゼ（Cyp19A1）に代表され
るステロイド合成酵素遺伝子が高く維持されており、ま
たSod2、Sod3など活性酸素ジスムターゼに代表される抗
酸化遺伝子の発現が顕著に亢進していた。これらの発現
変化はウェスタンブロットにより再現された［下図］。今
回の結果から、PGF2aによる黄体退縮には、ステロイド
代謝変化とフリーラジカルスカベンジャータンパク質の
発現低下が重要な鍵を握る可能性が示され、その不具合
により分娩毒性に陥ることが判った(18)。

【不妊症（排卵・受精障害）】
PGE2受容体サブタイプの一つ、EP2受容体の欠損マウ

スは、排卵さらには受精の障害を示すことから、PGE2-
EP2シグナル系の異常が排卵・受精障害による不妊の原

因となっている可能性が考えられる。実際、NSAIDsが
排卵阻害作用を示すことも古くから見いだされている。
排卵刺激となる黄体化ホルモンの刺激によって、卵胞内
のほとんど全ての細胞にCOX-2が誘導されてその後卵丘
細胞に発現が集積する。EP2受容体もまた、その遺伝子
プロモーター解析からも示唆されたようにCOX-2同様の
パターンで発現する(9,12)。従ってEP2欠損マウスの障害
は、卵を取り巻く卵丘細胞の機能不全である可能性が示
唆されたが、具体的にどのような分子機作で受精に毒性
を来すのか不明であった。そこで、野生型ならびにEP2
欠損の３週齢雌マウスに妊馬血清ゴナドトロピン処理を
行い、48時間後にヒト絨毛性ゴナドトロピンを投与して、
その14時間後に卵管から卵と卵丘細胞複合体を回収した。
これを卵と卵丘細胞を個々にシングルセル発現解析に用
いた。受精障害を示すEP2受容体KOマウスの卵丘細胞は、
WTに比してケモカイン遺伝子の発現が亢進していた。
PGE2やdbcAMPは、WT卵-卵丘細胞複合体(COC)のケモ
カイン発現を抑制し、インドメサシンはこれを亢進した。
ケモカインは、WT-COCの体外受精率を低下させ、ケモ
カイン遮断薬は、EP2KO-COCの受精率を回復させたこ
とから、EP2KOの受精障害は、卵丘細胞のケモカイン発
現亢進に起因すると考えられた(20)。

【骨代謝】
PGE2を骨部に潅流投与するとその局所で顕著な骨形成

を認めることを見いだした。PGE2骨形成作用はEP4作動
薬で再現され、EP4欠損マウスでは見られなかったこと、
骨髄培養系でPGE2、EP4作動薬はcbfa1の発現誘導を促
進したことからEP4が骨形成に関与することが分かった
(3)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
従来、シングルセルの解析は、特定の遺伝子産物をRT-

PCRにより検出することが行われていたが、シングルセ
ルレベルのアレイ解析を行った報告はほとんど見られな
いのが現状であった。本研究の最大の特徴は、Eberwine
らによって開発されたT7-RNA増幅法（Eberwine et al. J.
Neurosci 21: 8310. 2001）を基に改良を加え、組織切片か
ら回収・プールしたシングルセルの発現プロフィルを簡
便に解析できる方法を確立した点にある。研究代表者は、
多くの共同研究を通して、シングルセル解像度あるいは
微細組織の発現プロフィール解析の指導を行ってきた

（国内大学・研究所９件、海外製薬企業1件）。本法の紹介
記事が、日経産業新聞に掲載された(22)。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
シングルセル発現プロフィール解析により得られた結

果を検証するためには、免疫組織化学やシングルセル
PCRなど、シングルセルの確認を行う必要があり、これ
らの検証プロセスに多大な時間を要している。ハイスル
ープットIn situ hybridizationや免疫組織などの解析拠点
の整備が望まれる。

〈今後の課題〉
例えばマスト細胞の発現プロフィールは、周囲細胞や

マトリクス、液性因子との相互作用により絶えず変化す
ることから、周囲環境を形成する細胞群とともに解析す
ることで初めて多くのものが見えてくることが期待され
る。従って、周囲環境のインデックスを軸にしてシング
ルセル解析を行って、初めてシングルセル解析の真価が
発揮されるように思われる。このような多検体解析を進
める上で、本シングルセル解析法は十分に成熟したと考
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えるが、一研究室で行うにはあまりに膨大な研究対象で
あり、プロジェクトとして推進する必要があると考える。
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