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内容梗概
毛は哺乳類において身体の保護、感覚機能、体温調節など多様な役割を果たしている。

特にヒトにおいては、毛の有無や質が外見や自己イメージの形成に影響を与え、社会的な
意義を持つ重要な要素となっている。そのため、毛の直径の減少や脱落の進行は外見に大
きな変化をもたらし、それに伴い心理的および社会的な苦痛を引き起こすことが知られ
ている。薄毛や脱毛症は単なる美容上の問題にとどまらず、患者の生活の質（Quality of

Life, QOL）に深刻な影響を及ぼし、その改善は社会全体にとっても重要な課題である。
脱毛症の原因としては、遺伝、加齢、ストレス、食生活、免疫系の異常などが挙げられる。
現在、薄毛や脱毛症に対する治療法としては、生活習慣の改善、薬剤療法、植毛手術など
が行われている。しかし、生活習慣の改善だけでは十分な効果が得られず、薬剤療法や植
毛手術には副作用が伴うため、脱毛症の根本的な原因に働きかける治療法の開発が求めら
れている。そのため、脱毛症のメカニズムを分子レベルで解明し、それに基づく予防法や
治療法の基盤となる知見を得ることが不可欠である。
毛は毛包から生え、毛包はヘアサイクルを経て毛を成長させる。成長期には毛包の根元

で毛の元となる毛母細胞が活発に細胞分裂を行い、退行期には毛包が収縮して休止期へと
移行する。このヘアサイクルに異常が生じると、薄毛や脱毛症が引き起こされる。毛包は
毛の成長をつかさどる毛乳頭細胞と、毛包内の他の細胞との相互作用によって、その機能
やヘアサイクルを制御している。また、毛包は外部環境や微生物、毛包組織外の細胞との
相互作用の影響も受ける。以上のことから、細胞間相互作用の解明は、毛の成長および脱
毛症における毛の脱落メカニズムを理解するために不可欠であり、毛乳頭細胞を中心にし
たシグナルの重要性を明らかにすることを目指している。
本学位論文は、第 1章から第 5章で構成される。第 1章では、研究の背景、関連研究と

その課題、それらの課題を解決するために本論文で提案するアプローチ、および本論文で
取り扱う課題について述べる。第 2章では、乳酸菌と共培養した毛乳頭細胞の遺伝子発現
解析を行い、乳酸菌が毛の成長に与える影響を評価するとともに、ヒトにおける乳酸菌の
影響を明らかにすることを目指した。関連研究では、マウスの乳酸菌の摂取が毛の成長に
関連すると報告されているが、遺伝子発現の時系列的変動やヒトでの影響については十分
に評価されていなかった。本研究では、ヒト毛乳頭細胞と乳酸菌との共培養を複数の時点
で行い、RNA-seqにより遺伝子発現を網羅的に解析した上で、主成分分析や階層型クラ
スタリング解析によって時系列的な変動を評価した。また、発現変動遺伝子解析および機
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能性解析により遺伝子群の特徴を評価した。これにより、乳酸菌の影響を総合的に解析す
ることを目指した。
第 3章では、脱毛症患者の毛包シングルセル RNA-seqデータを用いて、複数の条件間

での細胞間相互作用の差異を検出し、脱毛症に関連する細胞種および相互作用を特定する
ための解析手法を提案した。関連研究では、既知のデータベースを用いて信頼性の高いリ
ガンド－レセプターペアを推定した。しかし、複数条件間でのリガンド－レセプターペア
の発現差を統計的に比較することが難しく、また膨大なペアが検出されるため、重要なペ
アを特定できなかった。そのため、本研究では、疑似バルクデータを用いて発現変動遺伝
子解析を行い、条件特異的なリガンド－レセプターペアを同定した上で、最も頻出した細
胞種をターゲットとするペアに絞り込む手法を提案した。
第 4章では、脱毛症患者の皮膚シングルセル RNA-seqデータを用いて、脱毛症患者特

異的な T 細胞サブタイプに発現する遺伝子を特定した。関連研究では、細胞系譜解析に
より脱毛症患者の皮膚内の T 細胞の多様性を評価した。本研究ではそれに加えて、どの
T細胞がどの遺伝子を介して脱毛症と強く関連するのかを特定するため、細胞系譜解析に
加えて細胞間相互作用解析を組み合わせることで、脱毛症特異的な T細胞サブタイプで
発現する遺伝子の検出を行った。シングルセル RNA-seqデータを用いて細胞系譜解析を
実施することで T細胞サブタイプの系譜を明らかにし、差異解析により系譜の始点と終
点で発現差が有意に認められる遺伝子を同定した。さらに、それらの遺伝子が第 3 章で
行った細胞間相互作用解析により得たリガンドと一致するかを評価した。
第 5章では、第 2章から第 4章で得た知見を総括し、毛の成長および脱落における本研

究の寄与について考察した。最後に、今後の薄毛および脱毛症のメカニズム解明に向けた
展望について述べた。
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第 1章 序論
1.1 研究の背景

毛は哺乳類において身体の保護、感覚機能、体温調節など、多様な役割を果たしている
[1]。特にヒトにおいては、外見や自己イメージにも深く関わっており、重要な特徴であ
る。薄毛とは、毛の脱落や毛の直径の減少が進行し、その結果、毛の密度やボリュームが
低下し頭皮が露出する状態を指す。脱毛症は、特定の原因による薄毛の一形態であり、遺
伝、加齢、ストレス、食生活、免疫系の異常などが原因として挙げられる [2]。薄毛や脱
毛症は外見に大きな影響を与えるだけでなく、患者に心理的および社会的な苦痛をもたら
し、その結果、生活の質（Quality of Life, QOL）を深刻に損なう。
脱毛症には、男性型脱毛症、女性型脱毛症、円形脱毛症などさまざまな種類があり、そ

れぞれ発症原因や進行メカニズムが異なることが知られている（1.2.5 節で詳述）。しか
し、これらの疾患のメカニズムには未解明な点が多く、発症原因としては遺伝的要因のほ
か、免疫系の過剰反応や環境要因も関与する可能性が指摘されている。現在、薄毛や脱毛
症に対する治療法としては生活習慣の改善、薬剤療法、植毛手術などがあり、症状や進行
度に応じた対処が行われている。しかし、これらの方法には限界や副作用があるため、脱
毛症の根本的な原因に働きかける治療法の開発が望まれている。そのため、薄毛および脱
毛症の発症メカニズムを分子や細胞レベルで解明し、それに基づく予防法や治療法に必要
な知見を得ることが重要である。
薄毛および脱毛症は、単なる美容上の問題にとどまらず、患者の QOLや心の健康に深

刻な影響を及ぼす。これらの疾患の発症メカニズムを分子レベルで解明することは、治療
法の進展において重要な役割を果たし、患者の QOL向上にも寄与すると考えられる。し
たがって、本研究では、脱毛症に関連する分子メカニズムを明らかにし、予防法や治療法
の基盤となる知見の提供を目指している。

1.2 毛包組織の構造と機能

1.2.1 毛包組織の構造

毛は、毛包という毛を取り囲む組織層から生える [3]。毛包組織の構造を図 1.1に示す。
毛包から露出した部分は毛幹、毛包内部にある部分は毛根と呼ばれる。毛包の一部はやや
隆起して毛隆起を形成し、その中には毛包幹細胞が含まれる。毛根の最下部は球状に膨れ
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図 1.1 毛包組織の構造

て毛球となり、その中に毛乳頭が存在する。毛包は上から半球状に毛乳頭を取り囲む形を
しており、毛乳頭を囲む細胞が毛母細胞である。毛母細胞から毛が発生し、共に上方に発
育していく。また、毛にメラニンを供給する色素細胞も毛母に混在している。角化細胞は
毛包の最外層を形成する。このように、毛包にはさまざまな組織や細胞が含まれている。
また、毛包の外には、免疫細胞である T細胞、骨髄系細胞、リンパ系細胞をはじめ、真皮
を構成する線維芽細胞、血管を構成する内皮細胞、さらに筋細胞、肥満細胞が存在する。

1.2.2 毛包の機能とヘアサイクル

健常な状態の毛および毛包は、ヘアサイクルと呼ばれる一定の周期をもって成長する
[4]。ヘアサイクルは、毛の成長と脱落に伴い、成長期、退行期、休止期を繰り返す。この
周期により、毛包の形状と機能が大きく変化する。図 1.2はヘアサイクルの各段階を模式
的に示しており、毛包の形状や機能の変化を視覚化している。成長期において、毛包の最
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図 1.2 ヘアサイクル

下部には毛乳頭が存在し、毛乳頭細胞からのシグナルを受けた毛母細胞が盛んに細胞分裂
を行うことで、毛の成長が促進される。この時期は一般的に数年続き、毛包が毛の成長を
促進する重要な段階である。成長期を経た毛包は、次に退行期へと移行する。この時期は
数週間続き、毛乳頭細胞の活性が低下するため、毛の成長が止まる。その後、毛包は数か
月間の休止期に入る。休止期には、毛包は毛隆起部にまで退縮し、毛は脱落する。正常な
ヘアサイクルの進行は、毛の健康にとって極めて重要であり、これが乱れると毛の脱落や
直径の減少が進行し、薄毛や脱毛症の原因となる。例えば、成長期が何らかの原因で短縮
されると、毛が十分に成長しないまま休止期に移行し、細くて抜けやすい毛になる。ま
た、退行期から成長期への移行が滞る場合、新しい毛が発育せず、毛のない状態が長く続
くことになる。このように、毛包はヘアサイクルを通じてダイナミックに形態を変化させ
ながら毛の成長を維持しており、そのためには毛包を構成する多様な組織や細胞が緻密な
協調のもとで制御されることが不可欠である。

1.2.3 毛包組織内の細胞間相互作用

毛包を構成する細胞間の相互作用は、毛の成長やヘアサイクルの調節にとって極めて重
要である [4]。例えば、ヘアサイクルの休止期には、毛包の下部に存在する毛乳頭細胞と毛
包幹細胞がWntシグナルを介して相互に作用し、成長期の開始を促す。また、成長期に
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は、毛乳頭細胞から分泌される成長因子が毛母細胞を刺激し、毛母細胞が角化細胞へと分
化することで毛が成長する。さらに、成長期から退行期への移行時には、TGF-β シグナ
ルの伝達を通じて、毛乳頭細胞の活性が低下する。このようにして、毛包内の細胞間相互
作用は、ヘアサイクルの各段階を円滑に進行させるために不可欠な役割を果たしている。
特に毛乳頭細胞は、成長期の開始および維持を担う重要な細胞であり、この細胞と他の細
胞との相互作用が鍵となる。したがって、毛の成長や脱落のメカニズムを解明するには、
毛乳頭細胞を中心とした細胞間の相互作用を詳細に解析する必要がある。

1.2.4 微生物等の外部環境からの影響

毛包の機能は、微生物やウイルスなどの外部環境からの影響を受けることが示されてい
る [5]。例えば、毛包に常在する微生物叢は、ヘアサイクルの調節に影響を与えることが
明らかになっている [6]。また、真菌の一種であるマラセチア属は、ヘアサイクルの成長
期の毛包に感染し、炎症を引き起こすことが知られている [7]。したがって、毛の成長や
脱落メカニズムを包括的に解明するには、毛包外の細胞および外部環境との相互作用解析
が不可欠である。特に、微生物の中でも乳酸菌が、皮膚や毛包と相互作用することで、毛
の発育に寄与することが示唆されている。Yinらによる微生物と毛の健康の研究に関する
システマティックレビューによると、39種類の微生物を対象にした 23報の研究のうち、
20報において 33種類の乳酸菌が含まれていた [8]。このうち、乳酸菌の塗布により毛包
の大きさが増加したこと [9]や、毛乳頭細胞と乳酸菌の共培養で成長因子の産生量が増加
したこと [10]など、乳酸菌と毛包および毛乳頭細胞の相互作用に関する報告がいくつかあ
る。このことから、乳酸菌と毛乳頭細胞の相互作用の解明は、毛の成長メカニズムに対す
る理解を深めるための重要な知見を提供するものと期待される。そこで、本研究でも乳酸
菌と共培養した毛乳頭細胞を解析対象とした。
本研究では、毛乳頭細胞と相互作用させる乳酸菌として Lactiplantibacillus plantarum

subsp. plantarum N793株（以下、N793株）を選定した。N793株はとうもろこしから
単離した、日清食品ホールディングスの乳酸菌ライブラリに属する乳酸菌である（2.2節
で詳述）。

1.2.5 脱毛症の原因と発症メカニズム

1.1 で述べたとおり、脱毛症には様々な種類があり、それぞれに特徴的な症状や原因、
発症メカニズムが存在する。例えば、円形脱毛症は、丸い斑状の脱毛を特徴とする非瘢痕
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性脱毛症であり、重症化すると、頭髪全体や全身の体毛の脱落が見られることがある [11]。
主な原因は遺伝的要因や環境的要因であり、ストレスが誘因となることもある [12]。発症
メカニズムとして、自己免疫反応によって毛包が標的となることが挙げられる。具体的に
は、ヘアサイクルにおいて、成長期の毛包が毛包外から浸潤した免疫細胞である T細胞に
よって攻撃され、その結果、毛包の機能が抑制され、毛の成長が停止する [12]。
アンドロゲン性脱毛症（男性型および女性型脱毛症）は、男女で異なる特徴を示す。男

性では、主に前頭部や頭頂部に脱毛が進行し、生え際が後退する [13]。一方、女性では髪
全体の密度が減少し、特に頭頂部の薄毛が顕著になる [14]。アンドロゲン性脱毛症の主な
原因は、男性ホルモンであるアンドロゲンに対する感受性の高さであり、加齢やホルモン
バランスの変化も発症要因として挙げられる [13, 14]。発症メカニズムとして、アンドロ
ゲンが毛包に結合することにより、ヘアサイクルの成長期が短縮され、次第に毛包が萎縮
し、軟毛化が進むことが報告されている [15]。
これらの脱毛症に共通する特徴として、毛包の機能不全とそれに伴うヘアサイクルの乱

れが見られる。1.2.2 節および 1.2.3 節で述べたように、毛包の機能やヘアサイクルの調
節には、毛包組織内における細胞間相互作用が重要な役割を果たしている。そのため、脱
毛症のメカニズムを解明するには、脱毛症患者の毛包における細胞間相互作用を詳細に解
析することが不可欠であると考えられる。

1.3 毛包組織における細胞間相互作用解析の意義

1.3.1 微生物と毛包細胞との相互作用解析

1.2.4節で述べたように、乳酸菌は毛の成長に関与する可能性が示されている。本研究
では、毛の成長メカニズムの知見を得るため、乳酸菌 N793株と共培養した毛乳頭細胞の
遺伝子発現について解析する。1.2.3節で述べたように、毛乳頭細胞は毛包の発達に重要
な役割を果たしており、1.2.4節で紹介した薄毛を改善する効果を持つ N793株との相互
作用により、毛の成長状態を再現できると考えた。以上の遺伝子発現を解析するために
RNA-seq のデータセットを取得する。このデータセットを使用することで、N793 株が
毛乳頭細胞に与える影響を遺伝子発現の変化として明らかにし、毛の成長に関連する新た
な知見を得ることができると考える。RNA-seqは、細胞集団における遺伝子発現を網羅
的に解析できる手法として広く利用されており、特に薄毛や脱毛症の研究において毛乳頭
細胞を対象とした RNA-seqデータセットは発毛関連遺伝子を探索するために有効である
[8]。そのため、本研究でも、RNA-seqを用いて、乳酸菌 N793株との共培養が毛乳頭細
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胞の遺伝子発現に与える影響を高精度で解析し、毛の成長メカニズムの理解を深めるため
の重要な情報を得ることができると考えた。
これまでの研究の多くは、特定の時点での対照群との比較に基づく発現差のある遺伝子

の同定にとどまっており、遺伝子発現の経時的な変動に関する探究は十分に行われていな
い。したがって、本研究では、毛乳頭細胞と乳酸菌との相互作用を理解するために、時間
的な遷移を考慮した解析を行う。

1.3.2 円形脱毛症患者の毛包組織における細胞間相互作用解析

本研究では、毛の脱落メカニズムの知見を得るため、円形脱毛症患者および健常者の毛
包組織における細胞間相互作用を解析する。1.2.5節で述べたように、脱毛症患者におけ
る毛包は機能不全に陥っており、そのメカニズムを解明するためには、毛包組織内の細胞
間相互作用を詳細に解析する必要がある。そのため、本研究では円形脱毛症患者および健
常者の毛包（局所的なパンチ生検）由来シングルセル RNA-seqデータを用いる。
そもそも、細胞間相互作用には分泌型や接触型などさまざまな様式が存在する。分泌

型では、細胞表面に存在するリガンドとレセプターを介して相互作用が行われ、リガン
ドは細胞から放出され、他の細胞表面のレセプターと結合して信号を伝達し、細胞の応
答を引き起こす。図 1.3に示すように、この相互作用において、リガンドを発現する細胞
は「ソース」、レセプターを発現する細胞は「ターゲット」と呼ばれ、相互作用における
重要な概念である。これまで、リガンドとレセプターの研究は主にタンパク質レベルで行
われてきた。具体的には、リガンドとレセプターが結合する接触部位を蛍光標識を用いて
観察し、接触部位の親和性や結合動態を定量的に測定する実験が行われてきた [16]。しか
し、これらの実験手法は通常、特定のリガンドとレセプター、または限られた細胞種を対
象とするため、細胞間相互作用の全体像を把握するには限界があった。一方、遺伝子レベ
ルでの解析、特にトランスクリプトーム解析は細胞間相互作用の網羅的な解析に有用な手
法として注目されている。特にシングルセル RNA-seq技術は、細胞種ごとのリガンドや
レセプターの発現パターンを網羅的に解析することが可能であり [16]、相互作用の全体像
を明らかにする点で優れた利点を持っている。例えば、CellChatを用いたシングルセル
RNA-seqデータに基づくリガンド－レセプターペアの発現パターン解析が開発され、異
なる細胞集団間のシグナル伝達ネットワークを推定し、細胞間相互作用を網羅的に解析す
る方法が確立されている [17]。本研究では、この技術を活用し、脱毛症患者と健常者の毛
包における遺伝子発現の比較を行い、毛の脱落に関連する新たな知見を得ることを目指し
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レセプターリガンド

ソース ターゲット

図 1.3 細胞間相互作用

ている。
従来の研究では、複数の条件（脱毛症患者と健常者）における細胞間相互作用の発現差

に関して統計的な検定が行われていなかったため、発現差を正確に捉えることに限界が
あった。また、全細胞種の相互作用を考慮する際に、特にどの細胞種が重要であるかを明
確にすることが困難であった。これらの課題を克服するための解析手法を提案し、脱毛症
に特に関連する細胞種の細胞間相互作用を明らかにすることが本研究の中心となる。

1.3.3 円形脱毛症患者の皮膚組織における炎症過程の解析

本研究では、毛の脱落における炎症メカニズムの知見を得るために、円形脱毛症患者お
よび健常者の皮膚組織における T細胞の分化および特異的な遺伝子を解析する。1.2.5節
で述べたように、円形脱毛症は免疫細胞である T細胞の攻撃によって毛包内で炎症が引
き起こされる疾患であり、この炎症過程の解明が重要である。近年の研究では、円形脱毛
症患者の頭皮で、CD4+T細胞や CD8+T細胞の毛包への浸潤や、Treg（制御性 T細胞）
の機能不全が報告されているが、T細胞サブタイプごとの役割に関する詳細な議論は未だ
不十分である [18]。そのため、本研究では円形脱毛症患者および健常者の皮膚由来シング
ルセル RNA-seqデータを用いる。
細胞系譜は、生体内での細胞の起源や分化過程を解明する上で重要な概念であり、その

詳細な解析は脱毛症を含む多様な疾患のメカニズム解明に寄与する。特に、脱毛症患者に
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おけるナイーブ T細胞やエフェクターメモリー T細胞（TEM）などの T細胞サブタイ
プの分化系譜を解析することで、毛の脱落メカニズムに迫る重要な手がかりが得られる。
細胞系譜解析は、特定の条件下において細胞がどのように分化していくかを解明手法であ
る。近年、トラッキング手法を活用したアプローチが開発され、マーカー遺伝子や発現パ
ターンの変化をもとに分化経路の詳細を特定できるようになった。これにより、細胞系譜
の始点と終点で発現する遺伝子の違いを解析し、それらの遺伝子が組織の機能や疾患形成
に与える影響を明らかにできる。本研究では、シングルセル RNA-seq データを用いて、
脱毛症患者の T細胞サブタイプを同定し、ナイーブ T細胞から各サブタイプへの細胞系
譜を解析する。また、細胞系譜の始点と終点における遺伝子発現の違いを比較すること
で、毛の脱落に関与する遺伝子を特定することを目指す。このアプローチは、脱毛症特異
的な炎症過程に関与する T細胞サブタイプや遺伝子に関する新たな知見を提供すること
が期待される。

1.4 本論文の構成と目的

前述の通り、毛の成長メカニズムに対する知見を得るには、毛乳頭細胞と乳酸菌との相
互作用の解析が必要である。一方、毛の脱落メカニズムに対する知見を得るには、脱毛症
患者における毛乳頭細胞と毛包組織の他の細胞との細胞間相互作用を明らかにする必要が
ある。本学位論文は、第 1章から第 5章で構成される。第 1章では、研究の背景、先行研
究とその課題、それらの課題を解決するために本論文で提案するアプローチ、本論文で取
り扱う課題に関して述べた。第 2 章では、薄毛を改善する乳酸菌と共培養した毛乳頭細
胞の遺伝子発現解析を行い、毛の成長に関連する遺伝子を探索した。乳酸菌と共培養した
毛乳頭細胞（共培養群）と通常の培養を行った毛乳頭細胞（対照群）を複数の時点で回収
し、RNA-seqを行った。そのデータを用いて遺伝子発現を定量化し、次元削減手法およ
びクラスタリング解析を行うことで、適切なデータを選定し、発現変動遺伝子解析を実施
した。さらに、得た発現変動遺伝子に対して機能解析を行い、毛の成長に関連する遺伝子
を絞り込んだ。第 3 章では、健常者と脱毛症患者における状態の異なる細胞種において
毛包内の細胞間相互作用を解析し、脱毛症の発症に強く関連する細胞種を特定し、その相
互作用の差分を検出する手法を提案した。具体的には、円形脱毛症患者と健常者の毛包シ
ングルセル RNA-seqデータを使用して、毛包内の細胞間相互作用解析を行った。第 4章
では、脱毛症におけるナイーブ T細胞から分化の進んだ T細胞のサブタイプへの移行過
程を細胞系譜として解析し、その状態変化を検出した。具体的には、円形脱毛症患者と健
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常者の皮膚シングルセル RNA-seqデータを使用して、T細胞の分化過程における細胞系
譜解析を行った。その後、脱毛症患者で検出した系譜の始点と終点における差異解析を行
い、特徴的な遺伝子を検出した。第 5章では、第 2章から第 4章で得た知見を評価し、本
解析の従来の方法との違いについて考察を行った。最後に、薄毛および脱毛症のメカニズ
ムの解明に向けた今後の展望を述べた。
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第 2章 乳酸菌と共培養した毛乳頭細胞における発毛関連遺
伝子の探索

2.1 緒言

乳酸菌とは、グラム陽性で、芽胞を形成せず、嫌気的に炭水化物を発酵させて乳酸を主
要な最終産物として生成する球菌または桿菌である [19]。乳酸菌は、ヒトや他の動物に
対して有益な効果をもたらすことが広く認識されており、腸内環境の改善や免疫系の調
整、さらには炎症の抑制といった多様な生理機能を有している [19, 20, 21]。これらの古
くから知られている効果に加え、皮膚の健康や毛髪の成長に関連することが示されている
[22]。近年の研究では、頭皮の細菌叢に乳酸菌が存在していることが報告され、乳酸菌の
摂取のみならず塗布も頭皮の状態や毛髪の成長に影響を与えることも明らかにされている
[22, 23, 24, 25]。このような背景から、乳酸菌が毛包の発達や毛の成長を促進し、薄毛の
改善に寄与する可能性が注目されている。特に、毛包の発達において重要な役割を果たす
毛乳頭細胞との相互作用に着目することで、乳酸菌が毛の成長に及ぼす影響を分子レベル
で解明することが期待できる。
本章では、乳酸菌と毛乳頭細胞を共培養した RNA-seqデータを解析し、乳酸菌が引き

起こす遺伝子発現の変動を明らかにする。RNA-seqは、細胞内で発現している RNAを
高精度に解析できる技術であり、乳酸菌が毛乳頭細胞に与える影響を網羅的に把握するの
に有効であると考えられる。これまでの研究では、特定の条件下での発現変動の大きい遺
伝子に焦点を当てることが主流であったが、遺伝子発現の経時的な変動パターンに関する
知見は限られている。そこで、本研究では RNA-seqを活用し、毛乳頭細胞の遺伝子発現
プロファイルの時間的変化に着目する。次元削減やクラスタリング解析（2.5節で詳細に
述べる）を用いて、遺伝子発現の時系列的な変動パターンを明らかにする。この解析によ
り、乳酸菌と毛乳頭細胞の相互作用の影響を深く理解し、毛の成長のメカニズムに関する
新たな手がかりを得ることが期待される。

2.2 本研究で使用する乳酸菌

本研究で選定した N793株は、過去の研究において、毛乳頭細胞に対して顕著な活性化
作用を示し、毛の成長に関連する成長因子の産生促進を確認している [26]。さらに、N793
株を含むヘアローションの頭皮への塗布が、薄毛を自覚するヒトにおいて毛髪の密度改善
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に寄与したという報告がある [27]。これらの結果を踏まえ、N793株を本研究で使用する
乳酸菌として選定した。

2.3 関連研究

Levkovichらの研究 [22]は、in vivo における乳酸菌の毛髪成長促進効果を検討してお
り、本研究と同様に炎症抑制シグナルに注目した点で関連が深いため、目的、実験手法、
得られた結果に関して述べる。この関連研究では、老齢マウスを用いて、Lactobacillus

reuteri（現在の名称は Limosilactobacillus reuteri、以下 L. reuteri）を摂取した群と対
照群の皮膚組織を観察し、毛包の発達やヘアサイクルに違いがあるかどうか、さらに L.

reuteri 摂取が抗炎症サイトカインを誘導し、それが毛包の発達やヘアサイクルの制御に
寄与するかを調べた。
以下では、Levkovichらの実験手法について説明する。プロバイオティクスとは、宿主

に有益な作用をもたらす生きた微生物を指す。Levkovichらの関連研究では、プロバイオ
ティクスである L. reuteri を含む食品（以下、プロバイオティクス食品）を摂取した老齢
マウスの皮膚組織および毛の評価を行い、その評価とヒトの健康との関係を調査した。そ
の後、プロバイオティクス食品の効果が乳酸菌そのものに起因するのか、またその効果が
抗炎症作用によるものかを評価した。このため、実験手法は主に以下の 3つのステップに
分けて行われた。

ステップ 1 プロバイオティクス食品を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価
ステップ 2 L. reuteri を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価
ステップ 3 インターロイキン 10欠損およびインターロイキン 17抑制マウスの皮膚組織

および毛の評価

以下では、それぞれのステップにおける詳細な実験手法を説明する。
(ステップ 1)プロバイオティクス食品を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価
プロバイオティクス食品の摂取と皮膚や毛髪との関連を調べるため、プロバイオティ

クス食品を摂取した老齢マウスの皮膚および毛の評価を行う。まず、20～24 週齢の
C57BL/6マウスに対して、市販のバニラ風味プロバイオティクスヨーグルト（0.8 ml/マ
ウス、週 3回）を与える。対照群には、プロバイオティクスを含まない標準食を与える。
各群には 5～10匹のマウスを割り当て、40～48週齢に達するまで飼育する。以下の項目
について評価を実施する。
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(1)毛の光沢: 光沢の評価には、機械的および感覚的手法を用いる。光沢の機械的評価
には、Gossen Starlight II光度計を使用し、1度および 5度の視野で反射光を測定する。
また、複数の評価者がブラインド方式で感覚的に毛の光沢を評価し、1（最も光沢がある）
から 5（最も鈍い）までのスケールで点数をつける。
(2)皮膚組織の厚み: マウスの剖検後、皮膚サンプルを採取し、組織学的手法により皮

膚の厚さを測定する。
(3)毛包の数とヘアサイクル: 皮膚サンプルの組織切片を顕微鏡で観察し、毛包の数と

その毛包におけるヘアサイクルの段階を評価する。
(4)皮脂腺細胞の数: 皮膚の組織切片において、皮脂腺細胞の数を数え、皮脂の分泌量

を定量する。
(5) pH値: 酸性の pHが毛の光沢に影響を与えることが分かっているため、各群のマウ

スにおける皮膚、口腔、膣粘膜、および直腸の pHを測定する。
(ステップ 2) L. reuteri を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価
プロバイオティクス食品の摂取による皮膚や毛髪への効果が、基質（ヨーグルトなどの

食品自体）でなく、プロバイオティクス自体に起因するものであるかを調べるため、プロ
バイオティクスを摂取した老齢マウスの皮膚および毛の評価を行う。まず、20～24週齢
の C57BL/6マウスに対して、抗炎症作用を持つ Lactobacillus reuteri ATCC 6475 を飲
料水に混合し、1日あたり 3.5× 105 生菌/マウスを投与する。対照群には、プロバイオ
ティクスを含まない飲料水を与える。各群の割り当て数、飼育期間、および評価項目は、
「プロバイオティクス食品を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価」の項目に準
じて設定する。
(ステップ 3)インターロイキン 10欠損およびインターロイキン 17抑制マウスの皮膚組織
および毛の評価
Levkovichらは、プロバイオティクスが皮膚や毛の健康に与える効果が、抗炎症メカニ

ズムによるものである可能性があると仮説を立てた。プロバイオティクスの効果に抗炎症
性サイトカインであるインターロイキン-10（以下、IL-10）が必要かどうかを調べるため、
IL-10を完全に欠損した C57BL/6系統の変異マウスに L. reuteri を与える。対照群には
プロバイオティクスを含まない飲料水を与え、各群の割り当て数、飼育期間、および評価
項目は「プロバイオティクス食品を摂取した老齢マウスの皮膚組織および毛の評価」に準
じて行う。
さらに、IL-10が腸や皮膚でインターロイキン-17（以下、IL-17）を抑制する役割を果
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たしていることは広く認識されている [28]。そこで、全身の IL-17レベルの低下がプロバ
イオティクス摂取の効果と同様の結果をもたらすかどうかを検証するため、IL-17Aを抑
制した老齢 C57BL/6野生型マウスにおいて、毛の光沢や皮膚の厚みを評価する。IL-17A

は、抗 IL-17A抗体を 500 µgずつ、週 3回、3～4週間にわたって腹腔内注射で投与する
ことで抑制する。
関連研究の実験結果について述べる。プロバイオティクス食品の摂取による老齢マウス

の皮膚および毛の評価の結果、プロバイオティクス食品を摂取した老齢マウスでは、毛の
光沢、皮膚の厚さ、毛包数の増加、成長期毛包の割合増加、皮脂腺細胞数の増加、酸性 pH

の維持など、顕著な改善を示した。これらの結果は、プロバイオティクス食品が皮膚の健
康維持と毛の光沢向上に寄与していることを示唆している。L. reuteri を摂取した老齢マ
ウスの評価の結果、L. reuteri 摂取により、毛の光沢、皮膚の厚さ、成長期毛包の割合、
皮脂腺細胞数が増加し、これらの効果はプロバイオティクス食品摂取群と同様であり、両
群の間に有意差はなかった。さらに、IL-10欠損および IL-17抑制マウスにおける評価の
結果、IL-10欠損マウスでは L. reuteri 摂取の効果が減少し、IL-10活性に依存する可能
性があることが明らかになった。また、IL-17抑制によって、プロバイオティクス摂取と
同様に皮膚および毛の状態が改善し、IL-17抑制がプロバイオティクス摂取と類似の効果
を再現できることが確認できた。
Levkovichらの関連研究では、乳酸菌の一種である L. reuteri の摂取が老齢マウスにお

いて毛包数の増加およびヘアサイクルの成長期の促進をもたらす効果を示した。さらに、
この効果が抗炎症サイトカインである IL-10の発現増加と、炎症性サイトカイン IL-17の
発現抑制と関連していることを明らかにした。この結果は、乳酸菌が炎症抑制を介して毛
包発達やヘアサイクルに影響を与えるメカニズムを示唆しており、重要な知見を提供して
いる。
この成果に基づき、今後は他の抗炎症効果に関与する他の分子やレセプターの研究が

進むことが期待される。例えば、IL-1RAや TGF-βなどの抗炎症性サイトカイン [29]な
ど、抗炎症メカニズムにおいて重要な役割を果たす分子が他にも存在する。これらの分子
を対象にした研究によって、乳酸菌の抗炎症メカニズムをより包括的に理解することが可
能となり、さらなる知見が得られることが期待される。
また、Levkovichらの研究は、主に抗炎症効果に焦点を当てているが、毛包の発達やヘ

アサイクルの成長期維持に関与する遺伝子の発現解析も今後の研究において重要である。
毛包形成や成長期にはWnt/βカテニンシグナルや TGF-βシグナルの関与が示唆されて
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いる [8]。また、FGF（線維芽細胞成長因子）や BMP（骨形態形成因子）といった因子も
毛包発達やヘアサイクルの各段階で重要な役割を果たすことが知られている [30]。これら
の遺伝子の発現を分析することで、乳酸菌が毛包発達やヘアサイクルに及ぼす影響をさら
に深く理解できると考える。
さらに、Levkovichらの成果をヒトへ応用するためには、マウスとヒトの皮膚構造や生

理的な違いも考慮する必要がある。マウスとヒトには特に毛包のサイズやヘアサイクルの
ダイナミクスにおいて異なる点がある [31]。このような種間差を踏まえた研究が進むこと
で、乳酸菌のヒト皮膚への応用可能性についての理解がさらに進むことが期待される。

2.4 本研究の目的

本研究の目的は、関連研究の結果を踏まえた上で、以下の 2つの主要な点を解明し、毛
の成長メカニズムに関する新たな知見を提供することである。第一に、毛乳頭細胞の遺伝
子発現の時系列的変動を評価する。具体的には、乳酸菌と毛乳頭細胞を共培養し、毛乳頭
細胞を毛の成長状態に誘導した上で、複数の時点における遺伝子発現の比較解析を通じ
て、毛の成長に関連する遺伝子の発現変動を明らかにする。Levkovichらの研究では、乳
酸菌 L. reuteri の摂取がマウスにおける毛包数および成長期の割合の増加と抗炎症作用
に関連していることを示したが、時系列的な遺伝子発現の変動については評価していな
い。この点に関して、本研究では毛乳頭細胞の時系列的な遺伝子発現の変動を詳細に評価
することで、毛の成長メカニズムにおける新たな知見を得ることを目指す。第二に、ヒト
における乳酸菌の影響を評価し、その適用性についての知見を得る。Levkovichらの研究
はマウスを対象としており、ヒトにおける乳酸菌の影響に関する情報は限られている。そ
こで、本研究ではヒト毛乳頭細胞と乳酸菌を共培養し、毛包発達やヘアサイクル、抗炎症
分子の関与を網羅的に解析することにより、ヒトにおける乳酸菌の効果を明らかにするこ
とを目指す。これにより、ヒトの毛の成長メカニズムについて理解を深めることが期待さ
れる。

2.5 本研究の実験手法

本研究では、毛乳頭細胞の遺伝子発現の時系列的な変動を評価し、ヒトにおける乳酸菌
の影響を明らかにするため、以下の方針で実験を行うこととした。

• 乳酸菌末懸濁液を調製し、ヒト毛乳頭細胞を対象に乳酸菌と共培養する群（共培養
群）と乳酸菌を加えない群（対照群）を設ける。
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• 両群ともに 2 時間、6 時間、24 時間の各時点で培養を行い、各時点で細胞を回収
後、RNAを抽出して次世代シーケンシングを用いて遺伝子発現データを取得する。

• 取得したデータは、まず次元削減およびクラスタリング解析を通じて遺伝子発現パ
ターンを可視化し、共培養群と対照群の間で明確な差が見られる時点を特定する。

• 特定した時点において両群の遺伝子発現を比較し、有意な発現変動を示す遺伝子を
検出する。

• これらの遺伝子の機能を解析することで、乳酸菌が毛乳頭細胞に与える影響を解明
するための候補遺伝子を抽出する。

これらの手法により、乳酸菌と共培養した毛乳頭細胞の時系列的な遺伝子発現変動を評
価するとともに、ヒトにおける乳酸菌の影響に関する新たな知見を得ることを目指す。

2.5.1 生物学的実験

生物学的な実験は以下の 3つのステップからなる。

ステップ 1 乳酸菌末懸濁液の調製
ステップ 2 毛乳頭細胞の培養
ステップ 3 RNA抽出、ライブラリ調製およびシーケンシング

それぞれのステップの詳細について説明する。

ステップ 1 乳酸菌末懸濁液の調製

N793株の L-乾燥品を Lactobacillus MRS broth（Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, NJ, USA）に加え、37 ℃で 24 時間、5 ％ CO2 条件下で培養した。そ
の後、遠心分離により培養上清を除去して N793株の菌体を回収した。菌体を蒸留水で洗
浄し、湯せんで加熱殺菌を行った。加熱殺菌後、菌体を再度蒸留水に懸濁し、－ 80℃で
凍結した上で、凍結乾燥機で乾燥して菌体粉末を得た。この粉末をリン酸緩衝生理食塩水
（Phosphate Buffered Saline、以下 PBS）に加え、最終濃度が 1mg/mLとなるよう懸濁
し、乳酸菌末懸濁液を調製した。

ステップ 2 毛乳頭細胞の培養

N793株と共培養した毛乳頭細胞の遺伝子発現変化を明らかにするため、乳酸菌末懸濁
液を添加した培地で毛乳頭細胞を培養した。本研究で使用した毛乳頭細胞は PromoCell
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表 2.1 RNA-seqに供したサンプル

サンプル名 培地 培養時間

0h DMEM 0時間
CTRL 2h DMEM + PBS 2時間
CTRL 6h DMEM + PBS 6時間
CTRL 24h DMEM + PBS 24時間
N793 2h DMEM + 乳酸菌末懸濁液 2時間
N793 6h DMEM + 乳酸菌末懸濁液 6時間
N793 24h DMEM + 乳酸菌末懸濁液 24時間

社（Heidelberg, Germany）の Human Follicle Dermal Papilla Cells（以降 HFDPCs）
であった。細胞培養には Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM, high glucose,

Sigma-Aldrich, USA）を使用した。培地には 10％ FBS（Fetal Bovine Serum）および
1 ％ペニシリン/ストレプトマイシンを添加し、37 ℃、5 ％ CO2 の条件下で培養を行っ
た。HFDPCs を 1.0 × 105 cells/mL の濃度で 12 ウェルプレートに播種した。播種後、
HFDPCを 24時間培養し、培養上清を除去した後、PBSで洗浄した。洗浄したHFDPCs

に対して PBS または乳酸菌末懸濁液を 10 ％含む培地を添加した。毛乳頭細胞の時間経
過に伴う遺伝子発現の変動を明らかにするため、HFDPCsの培養時間を 2時間、6時間、
および 24時間に設定した。HFDPCsの培地および培養時間の条件に基づいて、サンプル
名を付与した。各サンプルの詳細を表 2.1に示す。各サンプルは生物学的反復数が 5で実
験を行った。以下、CTRL 2h、CTRL 6h、CTRL 24hを対照群、N793 2h、N793 6h、
N793 24hを共培養群とする。

ステップ 3 RNA抽出、ライブラリ調製およびシーケンシング

解析に使用する mRNAやその他の RNA分子を得るために、毛乳頭細胞から全 RNA

を抽出した。具体的には、HFDPCs を培養終了後に PBS で洗浄し、培養上清を除去し
た。HFDPCs をマイクロチューブに回収し、－ 80 ℃で凍結保存した。全てのサンプル
を回収・凍結した後、QIAGEN社（Hilden, Germany）の RNeasy Universal Mini Kit

を使用して全 RNA を抽出した。全 RNA の品質確認のため、Quantus Fluorometer お
よび QuantiFluor RNA system（Promega社、Madison, USA）を用いて全 RNAの濃
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度を測定した。その後、5200 Fragment Analyzer System および Agilent HS RNA Kit

（Agilent Technologies社、Santa Clara, USA）を用いて、全 RNAの品質を確認した。
次に、全 RNA をシーケンサーが読み取れる形式に変換するため、ライブラリ調製を

行った。ライブラリの作製には、MGIEasy RNA Directional Library Prep Set（MGI

Tech Co., Ltd.、Shenzhen, China）を使用し、マニュアルに従って実施した。作製した
ライブラリの濃度は、Qubit 3.0 Fluorometer および dsDNA HS Assay Kit（Thermo

Fisher Scientific社、Waltham, USA）を用いて測定した。加えて、Fragment Analyzer

および dsDNA 915 Reagent Kit（Advanced Analytical Technologies社、Ankeny, USA）
を用いてライブラリの品質を確認した。
作製した二本鎖 DNAライブラリを基に、MGIEasy Circularization Kit（MGI Tech

Co., Ltd.、Shenzhen, China）を使用して一本鎖環状化 DNA を作製した。この環状化
DNAをテンプレートとして、シーケンシング精度を向上させるために DNAナノボール
（以下 DNB）を形成した。DNBは環状化 DNAから得られ、これによりシーケンサーで
の読み取り効率と精度が向上する。環状化 DNAは二本鎖の断片がリング状に閉じている
ため、エラーが少なくなる特徴を持つ。最終的に、DNBSEQ-G400RS High-throughput

Sequencing Kit（MGI Tech Co., Ltd.、Shenzhen, China）を用いて DNBを作製し、そ
の後、作製した DNBを DNBSEQ-G400を用いて 2x100 bpの条件でシーケンシングを
行った。シーケンシングの結果、リードと呼ばれる DNA断片の配列情報を含む短い塩基
配列を FASTQ形式で得た。

2.5.2 データ解析手順

データ解析手順は以下の 4つのステップからなる。

ステップ 4 遺伝子発現の定量化
ステップ 5 次元削減およびクラスタリング解析
ステップ 6 発現変動遺伝子解析
ステップ 7 発現変動遺伝子の機能解析

それぞれのステップの詳細について説明する。
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ステップ 4 遺伝子発現の定量化

発現変動遺伝子解析に用いる各サンプルのカウントデータを得るために、シーケンシン
グで得たリードを基に、各サンプルの遺伝子発現を定量化した。具体的には、リードをリ
ファレンスゲノムにマッピングした結果であるアライメントファイルを基に、カウント
データを生成した。まず、リードのアライメントを効率的に行うために、リファレンスゲ
ノムのインデックスを作成した。リファレンスゲノムには、Ensemblから入手した gtf形
式の GRCh38 を使用した。次に、リードをリファレンスゲノムにマッピングし、BAM

形式のアライメントファイルを生成した。その後、アライメントした BAMファイルから
カウントデータを生成した。得られたカウントデータは、Ensembl gene idおよび各サン
プルの発現量データから成る。

ステップ 5 次元削減およびクラスタリング解析

得られたカウントデータの全体的な傾向を把握するために、主成分分析（Principal

Component Analysis, PCA）を用いた次元削減を行った。PCA は、高次元の遺伝子の
発現量データを少数の主成分に圧縮し、サンプル間の遺伝子発現パターンの差異を視覚的
に示すために実施した。
また、サンプルの類似度を可視化するために、階層型クラスタリングを行った。階層型

クラスタリングは、サンプル間の遺伝子発現パターンに基づいて、類似するグループであ
るクラスタを作成する手法である。この解析にはユークリッド距離を距離関数として使用
し、ウォード法を系統樹作成法として採用した。これにより、同一条件下のサンプルが適
切にクラスタリングされているかを確認できる。

ステップ 6 発現変動遺伝子解析

異なる条件において、遺伝子の発現量の違いを定量的に比較し、統計的に有意な発現変
動がある遺伝子を特定するために、発現変動遺伝子解析を行った。解析の条件は以下の通
りである。
CTRL 2h vs N793 2h、CTRL 6h vs N793 6h、CTRL 24hr vs N793 24hr

つまり、対照群と共培養群の同じ時間（2時間、6時間、24時間）における遺伝子発現の
違いを比較した。乳酸菌末懸濁液の共培養による遺伝子発現の変化を各時点で評価し、乳
酸菌末懸濁液の効果を時間ごとに検証する解析である。
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具体的な発現変動遺伝子解析の手順について説明する。まず、解析結果の解釈を容易に
するため、カウントデータの Ensembl gene idを gene symbolへと変換した。次に、各
サンプル間での遺伝子発現量を比較するため、カウントデータの正規化を行った。その
後、正規化したデータを用いて各遺伝子の発現量の変動を条件間で比較した。具体的に
は、対照群と共培養群を比較するために、疑似尤度を利用した F 検定を実施した。この
手法により、各遺伝子の発現量の差が統計的に有意であるかどうかを判定した。各遺伝子
の発現量を fold change（発現量の変動率）として表し、さらに FDR（False Discovery

Rate）を用いて統計的に有意な遺伝子を特定した。logFC（log Fold Change）は、対照
群と共培養群間の発現量の差を対数スケールで示した値であり、正の値は共培養群で発現
が増加、負の値は発現が減少していることを示す。
発現変動遺伝子の絞り込みには、p値（p-value）および FDR（False Discovery Rate）

を用いた。p値は、帰無仮説が真であると仮定した場合に、観察した事象より極端な結果
が得られる確率を示す指標である。通常、p値が 0.05未満であれば帰無仮説を棄却し、観
察した差異が統計的に有意であると判断する。しかし、複数の仮説検定を行う際には、偶
然による偽陽性が増加するリスクがあるため、p値のみでは適切な判断が難しい場合があ
る。これに対し、FDRは多重比較による偽陽性の割合を制御するための指標であり、帰
無仮説を棄却した場合、実際には真でない仮説（偽陽性）の割合を示す。例えば、FDRが
0.05であれば、棄却した仮説のうち 5％が偽陽性であることを意味する。FDRは特に大
量のデータを扱う際に有用であり、信頼性の高い統計的結論を導くために活用される。本
研究では、まず p値を算出し、その後 FDRを用いて多重比較補正を行った。最終的に、
FDR < 0.05の条件を満たす遺伝子を、発現変動遺伝子とした。

ステップ 7 発現変動遺伝子の機能解析

発現変動遺伝子の機能解析を行うために、遺伝子機能や経路に関する解析を実施した。
具体的には、発現変動遺伝子の機能分類を行うため、Gene Ontology（GO）解析を実施
した。GO 解析とは、遺伝子を生物学的過程（Biological Process, BP）、細胞構成要素
（Cellular Component, CC）、および分子機能（Molecular Function, MF）という 3つの
主要カテゴリに分類し、それぞれのカテゴリ内で発現変動遺伝子群に関連する GOターム
を統計的に評価し、有意に関連するタームを抽出する手法である [32, 33]。本研究では調
整済 p < 0.05の条件を満たす BPに属する GOタームを、統計的に有意性の高い遺伝子
の機能とした。具体的な評価指数として、遺伝子比率（gene ratio）を採用した。遺伝子
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比率とは特定のGOタームに関連付けられた遺伝子の数を、解析対象となる全遺伝子の数
で割った値を指す。この指標は、特定の GOタームがどれだけの割合の遺伝子に関連して
いるかを示すために用いた。

使用したソフトウェア

遺伝子発現の定量化において、リファレンスゲノムのインデックス作成およびリードの
マッピングには STAR[34]、カウントデータの生成には RSEM[35]を使用した。次元削減
およびクラスタリング解析において、PCAおよび階層型クラスタリングには TCCを使
用した [36]。発現変動遺伝子解析において、Ensembl gene idから gene symbolへの変換
は biomaRt[37, 38]、データの正規化および発現変動遺伝子の検出には edgeRを使用した
[39, 40]。発現変動遺伝子の機能解析において、GO解析には clusterProfiler を使用した
[41, 42]。

2.6 本研究の実験結果

2.6.1 次元削減およびクラスタリング解析の結果

主成分分析（PCA）による次元削減を行い、各サンプルの遺伝子発現データの全体的
な傾向を可視化した。PCAによる次元削減の結果を図 2.1に示す。PC1および PC2は、
データの分散のそれぞれ 15.9％および 6.4％を占めており、これらの 2つの主成分で全
体の 22.3％の分散を占めていた。PCAプロットにおいて、対照群と共培養群はそれぞれ
異なるクラスタを形成し、特に 24時間後のサンプルにおいて顕著な分離を確認した。ま
た、2時間、6時間、24時間のサンプルは、処理時間に応じて連続的に分布しており、経
時的な遺伝子発現の変化を示した。PC1 は、主に処理条件の違いを反映しており、PC2

は時間経過に伴う遺伝子発現の変化を反映していると解釈した。これにより、乳酸菌末懸
濁液との共培養および時間経過が遺伝子発現に与える影響を、主成分分析によって可視化
した。
次に、サンプルの類似度を可視化するために、階層型クラスタリングを行った。階層型

クラスタリングの結果を図 2.2に示す。クラスタリングは、サンプル間の距離を計算し、
その類似度に基づいて樹状図を作成することで、サンプルをグループ化した。本解析で
は、ユークリッド距離を用いてクラスタリングを行った。クラスタリングで作成した樹形
図をもとに、時系列に沿ったサンプルのグループ化を示した。しかし、対照群と共培養群
が明確に分かれたのは 24時間のみだった。これは、24時間経過後に共培養の影響が顕著
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図 2.1 主成分分析による次元削減の結果

になった可能性を示している。クラスタリングによって得たグループは、PCAによる次
元削減の結果とも整合しており、サンプル間の遺伝子発現パターンに基づく全体的な分布
傾向や類似度を明確に示した。

2.6.2 発現変動遺伝子解析の結果

乳酸菌末懸濁液の共培養による遺伝子発現の変化を各時点で評価し、乳酸菌末懸濁液の
効果を時間ごとに検証するため、対照群と共培養群の同じ時間（2時間、6時間、24時間）
における遺伝子発現の違いを比較した。その結果、対照群と比較して共培養群において、
発現変動遺伝子の基準（FDR < 0.05）を満たす遺伝子を検出した。具体的には、2時間
後の共培養群において、対照群と比較して 134個の遺伝子が有意に上昇し、32個の遺伝
子が有意に減少した。また、6時間後の共培養群では、対照群と比較して 484個の遺伝子
が有意に上昇し、135個の遺伝子が有意に減少した。さらに、24時間後の共培養群におい
て、対照群と比較して 1166個の遺伝子が有意に上昇し、1009個の遺伝子が有意に減少し
た。上記の結果から、乳酸菌末懸濁液との共培養は、24時間後に最も大きな遺伝子発現
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図 2.2 階層型クラスタリングの結果

の変化を引き起こすことが明らかとなった。これにより、乳酸菌末懸濁液が遺伝子発現に
及ぼす影響が時間依存的であることが分かった。以降の解析では、最も変化が大きかった
24時間後の発現変動遺伝子のうち、発現が増加した遺伝子を毛の成長に関連する遺伝子
として選定することとした。毛の成長に関連する遺伝子の代表例として、上位 20遺伝子
を表 2.2に示す。

2.6.3 発現変動遺伝子の機能解析の結果

発現変動遺伝子の機能解析は、共培養条件下での遺伝子発現の変化を理解するために実
施した。本解析では、対照群と共培養群で有意に発現が変動した遺伝子の機能的意義を明
らかにすることを目指した。最も遺伝子発現の変動が大きい培養後 24時間の発現変動遺
伝子のうち、発現が増加した遺伝子である毛の成長に関連する遺伝子を解析に使用した。
GO 解析の結果を図 2.3 に示す。表に記載した GO タームに含まれる遺伝子を表 2.3 に
示す。
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表 2.2 毛の成長に関連する上位 20遺伝子

遺伝子名 logFC p値 FDR

CEMIP 1.19 5.43E-19 7.42E-15

THBS1 0.32 3.90E-15 2.67E-11

TNFRSF11B 0.71 4.59E-14 1.74E-10

CALD1 0.49 5.47E-14 1.74E-10

FGF7 0.80 6.37E-14 1.74E-10

CCN1 0.63 1.98E-13 4.51E-10

ATP8B1 0.62 6.58E-13 1.06E-09

CXCL8 2.16 6.72E-13 1.06E-09

STC1 0.58 6.98E-13 1.06E-09

GPR176 0.56 1.01E-12 1.38E-09

HSPB7 0.82 1.46E-12 1.81E-09

ACTG1 0.28 3.40E-12 3.88E-09

TMEM47 0.59 1.18E-11 1.15E-08

TGM2 0.60 2.11E-11 1.83E-08

SOD2 0.87 2.14E-11 1.83E-08

LOXL4 0.45 2.35E-11 1.89E-08

TFRC 0.59 2.84E-11 2.16E-08

PALLD 0.43 3.35E-11 2.41E-08

RGMB 0.36 4.01E-11 2.74E-08

PLOD2 0.42 7.15E-11 4.66E-08
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図 2.3 Gene Ontology解析の結果
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2.7 本研究の考察

本研究は、Levkovichらの関連研究で明らかになった乳酸菌の抗炎症効果を介した毛の
成長のメカニズムに新たな知見を提供することを目的として、薄毛改善効果を示す乳酸
菌との共培養が毛の成長に及ぼす影響を時系列で解析し、発現変動遺伝子の同定を目指
した。
主成分分析および階層型クラスタリングの結果、乳酸菌末懸濁液との共培養が遺伝子発

現に与える影響が時間経過とともに顕著であることを示した。特に 24時間後には、対照
群と共培養群が主成分空間上で明瞭に分離し、階層型クラスタリングにおいても両群が異
なるクラスタに属することを示した。このことは、乳酸菌が毛乳頭細胞の遺伝子発現に対
して時間依存的かつ明確な影響を与えることを強く示唆している。さらに、24時間とい
う特定の時点での分離の明瞭さは、乳酸菌由来の因子が毛乳頭細胞の遺伝子発現における
変化を誘導するプロセスにおいて、この時点が特に重要である可能性を示唆している。こ
れは、乳酸菌による細胞内シグナル伝達や遺伝子発現調節が、短時間では観察できない
が、一定の時間経過を経て初めて顕著になることを意味する。
発現変動遺伝子解析の結果、対照群と比較して共培養群では毛の成長に関連する既知の

遺伝子を検出した（表 2.2）。例えば、線維芽細胞増殖因子 7 (FGF7)はヘアサイクルの成
長期を誘導および維持する上で重要な役割を果たすことが知られており [43]、乳酸菌との
共培養によりその発現が増加することを示した。このことは、乳酸菌が毛の成長を促進す
る可能性を強く示している。さらに、Gene Ontology解析において検出した GOターム
「wound healing」には、マウスの休止期毛包を成長期に移行させる乳酸菌と共培養した
毛乳頭細胞 [44]で発現していたWNT5Aや線維芽細胞増殖因子 2 (FGF2)が含まれてい
た（図 2.3および表 2.3）。これらの一致した結果は、乳酸菌による毛の成長促進効果が、
これまで報告されているヘアサイクルの成長期誘導および維持のメカニズムと類似の経路
を介して発揮されている可能性を示している。これらの知見は、乳酸菌が毛乳頭細胞に与
える作用の再現性を支持し、毛の成長メカニズムに関する理解を深める一助となるもので
ある。
さらに、発現変動遺伝子解析および Gene Ontology 解析により、抗炎症作用を有

する因子をコードする遺伝子を検出した。例えば、TNF レセプタースーパーファミ
リーメンバー 11β (TNFRSF11B) は炎症を誘導するシグナルである TNF シグナルを
阻害するデコイレセプターである。TNFRSF11B は GO ターム「extracellular matrix
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organization」、「extracellular structure organization」および「external encapsulating

structure organization」に含まれていた（図 2.3および表 2.3）。さらに、TNFRSF11B

を介する抗炎症経路が、Levkovichらの研究にて明らかにされた抗炎症経路とは異なるも
のである点は特筆すべきである。この結果は、乳酸菌が複数の抗炎症経路を通じて作用す
る可能性を示しており、従来報告されていない新規のメカニズムを明らかにするものであ
る。これらの知見は、乳酸菌による炎症抑制作用や毛髪成長促進効果の解明に寄与するも
のである。
一方、毛乳頭細胞単独の RNA-seq データによる解析には限界があることが明らかと

なった。この制約の一因は、GOタームが異なる細胞種や組織で得られた遺伝子発現情報
を統合しているため、単一の細胞種のみではその全体像を捉えきれない点にある。例え
ば、毛乳頭細胞が関与する生物学的過程の一部は、毛包内の他の細胞種との相互作用に
よって調節される可能性が高い。これらの細胞間相互作用によって、毛乳頭細胞における
遺伝子発現の変動が生じるため、毛乳頭細胞単独の RNA-seqデータでは完全な理解を得
ることが難しい。したがって、毛乳頭細胞だけでなく、毛包全体の遺伝子発現データを考
慮することが、毛の成長に関連する遺伝子の機能をより詳細に解析するために重要である
ことが示唆される。今後の研究では、毛乳頭細胞を含む毛包組織全体の遺伝子発現プロ
ファイルを基に、毛の成長に関与する遺伝子群をさらに精密に解析することが必要であ
る。また、乳酸菌との相互作用が毛包やヘアサイクルに与える影響についても、他の細胞
種との相互作用を含めた包括的なアプローチが必要であり、さらなるメカニズムの解明が
期待される。

2.8 結言

本研究では、毛乳頭細胞の RNA-seq データを用いて、毛の成長に関連する遺伝子の
探索を行った。具体的には、薄毛の改善が期待される乳酸菌 N793 株と共培養した毛乳
頭細胞と、対照群の毛乳頭細胞との間で発現変動遺伝子を検出した。その結果、FGF7、
WNT5A、FGF2 といった、ヘアサイクルの成長期を誘導する因子をコードする遺伝
子を検出し、乳酸菌 N793 株が毛の成長に寄与する可能性が明らかになった。さらに、
TNFRSF11B の検出に成功し、乳酸菌による抗炎症作用が毛の成長に与える影響につ
いて、関連研究とは異なる経路で作用する可能性を示した。これらの知見から、乳酸菌
N793株が毛乳頭細胞に対して毛の成長を促進するメカニズムに関して、既存の研究結果
と整合性がとれているとともに、乳酸菌による毛の成長促進効果は複数の経路を介して作
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用することを示した。本研究の成果は、毛の成長に関するさらなる知見を提供するもので
ある。
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第 3章 脱毛症患者の毛包組織での毛乳頭細胞との細胞間相
互作用の解析

3.1 緒言

第 2章では、乳酸菌と毛乳頭細胞の相互作用を通じて、毛の成長メカニズムに関する知
見を得た。これに対し、本章では、毛の脱落メカニズムの解明に焦点を当て、毛包組織に
おける細胞間相互作用の詳細な解析を試みる。
脱毛症は、毛包の機能不全とそれに伴うヘアサイクルの乱れを特徴とする疾患である。

毛包組織においては、細胞間相互作用が毛包の機能維持やヘアサイクルの調節において重
要な役割を果たしている。そのため、脱毛症のメカニズムを解明するには、これらの相互
作用を詳細に解析する必要がある。細胞間相互作用では、細胞が分泌するシグナル分子
であるリガンドと、それを受け取る受容体であるレセプターが重要な役割を果たしてい
る。これらの分子は特定のペアを形成し、細胞間の情報伝達を担うことから、リガンド－
レセプターペアの解析は、相互作用の解明において不可欠である。また、シングルセル
RNA-seq技術は、細胞単位での遺伝子発現解析を可能にし、細胞間相互作用を詳細に解
析するための有用なツールである。
本章では、円形脱毛症患者および健常者の毛包組織由来のシングルセル RNA-seqデー

タセットを用いて解析を行い、円形脱毛症に特有の細胞間相互作用を明らかにする。従来
の解析手法では、複数条件間の発現差を正確に捉えることや、脱毛症において重要な細胞
種を特定することが困難であった。本研究では、複数条件間でリガンド－レセプターペア
の発現差を統計的に検出するとともに、最も頻繁に出現するターゲット（レセプターを発
現する細胞種）に焦点を当てた解析を行うことで、この課題に対応する。本研究では、脱
毛症に特有のリガンド－レセプターペアを解明することで、毛の脱落メカニズムに新たな
知見をもたらすことが期待される。

3.2 関連研究

Anらの研究 [45]では、円形脱毛症のモデルマウスの皮膚組織における細胞間相互作用
解析を通じてリガンド－レセプターペアを推定し、新たな知見を得られる可能性を示し
た。本研究と同様のアプローチを採用した点で関連が深いため、この研究について述べ
る。Anらの関連研究に関して、目的、使用されたシングルセル RNA-seqデータ、解析
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手法、得られた結果に関して述べる。この関連研究は、シングルセル RNA-seqのデータ
セットを用いて、既知のリガンドとレセプターのデータベースを使用した細胞間相互作用
解析を実施し、細胞集団間のリガンド－レセプターペアを明らかにしたことを示した研究
である。
Anらの関連研究では、ケモカインの一種である CXCL12がレセプターである CXCR4

の機能を抑制するとともに、CXCL12の抗体がその抑制作用を阻害することで炎症に関
連する様々な疾患の発症を遅らせるという知見 [46]に着目している。このため、円形脱毛
症のモデルマウスに加えて、それに CXCL12の抗体を投与したマウスを使用している。
Anらの関連研究では、円形脱毛症のモデルマウス、健常状態のマウス、CXCL12の抗

体を投与したマウスのそれぞれの細胞からシングルセルのトランスクリプトームを取得
した。シングルセル RNA-seqには、10x Genomics Chromium システムが用いられた。
シーケンシングは Illumina シーケンシングシステムで実施され、Cell Ranger (v7.2.0)

を使用してデータが処理された。以上の手法より得られた計 28,351の皮膚細胞の単一細
胞ごとの RNA-seqデータが解析に使用された。
解析手法は主に以下の 4つのステップからなる。
ステップ 1 データセットの前処理
ステップ 2 データセットのクラスタリング
ステップ 3 クラスタの細胞種の同定
ステップ 4 細胞間相互作用解析によるリガンド－レセプターペアの推定
以下でそれぞれのステップについて詳細な解析手法を説明する。
（ステップ 1）データセットの前処理
シングルセル RNA-seqデータの解析に際しては、まず前処理として正規化を行い、細
胞ごとの発現量の差を補正する。各細胞の総発現量に基づき、各遺伝子の発現量をスケー
リングし、その後対数変換を行う。正規化したデータを用いて、各細胞の遺伝子発現パ
ターンの差異を解析する。
（ステップ 2）データセットのクラスタリング
graph-based clustering approach [47]による細胞のクラスタリングを実施する。
その後、Louvainアルゴリズム [48]を用いて細胞のクラスタを特定する。このアルゴリ
ズムは、モジュラリティの最適化を局所的に実施し、密に結合したノードの集合をコミュ
ニティとして集約することに特徴がある。
（ステップ 3）クラスタの細胞種の同定
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各クラスタの細胞種は、これらのクラスタ特異的に発現している古典的な皮膚系統
マーカーとして知られている遺伝子を指標として決定する。細胞種の発現パターンを、
UMAP(Uniform Manifold Approximation and Projection) アルゴリズムにより可視化
した。UMAPアルゴリズムは、複数の特徴量を持つ発現データのような高次元のデータ
を低次元に変換して可視化する次元削減アルゴリズムの一つである。
（ステップ 4）細胞間相互作用解析によるリガンド－レセプターペアの推定
細胞間相互作用解析を通じて、クラスタ間の細胞間コミュニケーションネットワークを

推定する。具体的には、リガンドを発現する細胞群とレセプターを発現する別の細胞群
の平均発現値、およびそれらの補因子に基づき、質量作用の法則を用いてネットワーク
を定量的に測定する。この解析には、既知のリガンド－レセプターペア情報を集積した
CellChatDBを利用しており、これによりデータベースに基づく信頼性の高い相互作用の
推定が可能となっている [17]。重要な相互作用は、統計的検定を用いて細胞群のラベルを
ランダムに入れ替えた後、細胞間相互作用の確率を再計算することにより特定する。さら
に、推定した細胞間相互作用に基づいて発現差遺伝子をマッピングし、顕著に変化したリ
ガンド－レセプターペアを抽出する。
以下に、Anらの関連研究の解析結果について述べる。データセットのクラスタリング

の結果、Louvainアルゴリズムによって、21個のクラスタを同定した。次に、クラスタご
との遺伝子発現を計算し、細胞マーカーに基づいて細胞種を決定した。さらに、細胞間の
シグナル伝達のメカニズムを解明するために細胞間相互作用解析を行い、CXCL に関与
するシグナル伝達パスウェイを推定した。
その結果、CXCL12 が健常なマウスと比べて、円形脱毛症のモデルマウスの線維芽細

胞のクラスタで強く発現しており、CXCL のシグナル伝達パスウェイも働いていること
を推定した。一方、円形脱毛症のモデルマウスでは炎症に関連する遺伝子の発現が見られ
たが、CXCL12の抗体の投与によりそれらの発現が抑制されることを確認した。
以下に、An らの関連研究における課題を述べる。An らの研究では、細胞間相互作用

の解析において、クラスタリングと既知のマーカー遺伝子を基に細胞種を特定し、リガン
ド－レセプターペアを推定する手法が採用されている。この手法では、既知のリガンド－
レセプターデータベースを活用することで細胞間相互作用の推定が可能となり、炎症作用
についての結果を得ている。しかし、この手法にはいくつか課題が残っている。具体的に
は、異なる条件間でのリガンド－レセプターペアの発現差を統計検定により比較すること
が難しく、疾患特有の相互作用を明確に抽出することが困難である。また、疾患におい
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て特に重要なリガンド－レセプターペアを統計的な有意性により特定する方法も必要で
ある。

3.3 本研究の目的

本研究の目的は、従来の細胞間相互作用解析手法の課題を克服し、脱毛症に関連する新
たな知見を提供することである。具体的には、まず複数の条件（脱毛症患者と健常者）間
でのリガンド－レセプターペアの発現差を統計的に比較する手法を導入する。Anらの関
連研究では、発現差の視覚的な比較が主に行われており、条件間での統計的有意性を判別
する難しさが課題として残っていた。この課題に対しては、いくつかのアプローチが考え
られる。例えば、ネットワーク解析を用いて疾患特有の相互作用を抽出する方法が挙げら
れるが、これは広範なデータパターンの識別に優れている一方で、統計的な有意性の評
価においては課題が残ることがある。本研究では、Wald検定を用いてリガンド－レセプ
ターペアの発現差を統計的に評価し、微細な差異も明確に検出できる手法を採用すること
で、この課題を解決する。
また、検出したリガンド－レセプターペアの中で、特に疾患にとって重要なペアを特定

することが難しいという課題に対しては、脱毛症患者で頻繁に相互作用するターゲット細
胞に注目し、そのリガンド－レセプターペアの発現差を解析することで、脱毛症の病因
における重要な細胞間相互作用を明らかにすることを目指す。これにより、個々のリガ
ンド－レセプターペアの評価にとどまらず、病理の核心に迫る新たな視点を得ることが
期待される。本研究では、脱毛症患者および健常者のヒト毛包組織由来のシングルセル
RNA-seqデータを活用して、脱毛症特異的なリガンド－レセプターペアを検出すること
を目指す。

3.4 使用したデータセット

脱毛症患者および健常者の毛包における細胞間相互作用を明らかにするため、シングル
セル RNA-seq解析を行った。脱毛症の解析には、Ober-Reynoldsらが取得したシングル
セル RNA-seqデータセット（GSE212450）を用いた [49]。このデータセットには、ヒト
頭皮組織サンプル（4mmパンチにより局所的に区画された領域から得られた生検）から
得られたシングルセル RNA-seqの結果が含まれており、脱毛症患者（AA、n = 5）、健
康な対照ボランティア（C PB、n = 3）、および手術による頭皮組織（C SD、n = 7）の
サンプルが含まれている。本研究では、健康な状態と疾患状態の両方の毛包のシングルセ
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ル RNA-seqデータが必要であったため、C PBと AAのサンプルを採用した。

3.5 本研究の解析手法

本研究では、ヒト毛包組織における脱毛症特異的な相互作用を明らかにするため、以下
の方針で解析を行うこととした。

• ヒト毛包組織由来のシングルセル RNA-seqデータに対して、品質管理、正規化お
よびバッチ効果処理を行い、解析の精度を向上させる。

• データに対してクラスタリング解析を実施し、得たクラスタを基に既知のマーカー
遺伝子を用いて細胞種を推定する。

• 脱毛症との関連が指摘されている細胞種に対しては、サブクラスタリングを行い、
亜集団を捉えることに努め、偽陰性の可能性を減らす。

• 脱毛症特異的な相互作用を検出するため、細胞種ごとに遺伝子発現を平均化し、そ
の結果に基づいて健常者と比較した発現変動遺伝子を同定する。さらに、同定した
遺伝子とリガンド－レセプターペアを組み合わせることで、相互作用を推定する。

• 推定した相互作用において、レセプターを発現する細胞種をターゲットとして、推
定したペアの分布を計算する。

• 脱毛症との関連が高い相互作用を検出するため、最も頻繁に関与する細胞種をター
ゲットとするペアに絞り込む。

本研究の解析手法は主に 6つのステップからなる。

ステップ 1 データセットの前処理および品質管理
ステップ 2 クラスタリング解析と細胞種の同定
ステップ 3 繊維芽細胞および T細胞のサブタイプの同定
ステップ 4 細胞間相互作用解析によるリガンド－レセプターペアの検出
ステップ 5 細胞間相互作用解析により検出したリガンド－レセプターペアのターゲット

の同定
ステップ 6 細胞種間の最も重要な相互作用の検出

以下にそれぞれのステップの詳細について説明する。
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データセットの前処理および品質管理

C PBおよび AAのデータセットを、各細胞に元のサンプル情報をメタデータとして保
持した状態で統合した。データの品質管理指標として、ミトコンドリア遺伝子の発現割合
を算出し、フィルタリング基準に基づいて低品質な細胞を除去した。具体的には、遺伝子
数が 200以上 4000未満であり、かつミトコンドリア遺伝子の割合が 10％未満の細胞の
みを残すようフィルタリングを実施した。この処理により、異常な発現量や高いミトコン
ドリア由来遺伝子の割合を持つ細胞が除外され、解析の精度が向上した。次に、細胞ごと
の発現量の差を補正した。具体的には、各細胞の発現量をその細胞の総発現量で割り、ス
ケーリングファクターを掛けた後に対数値に変換した。各遺伝子の発現量の対数値から全
細胞における平均値を引き、その値を標準偏差で割ることで Zスコアに変換した。この Z

スコアにより、異なる遺伝子間の発現値を比較しやすくし、解析の精度をさらに向上させ
た。主成分分析（PCA）を用いてデータの次元を削減し、最適な次元数を決定するために
エルボープロットを作成した。続いて、UMAPを使用して低次元空間でのデータの可視
化を行い、サンプルや病態による群間の違いを観察した。さらに、異なるサンプル間での
バッチ効果を統計的に補正し、サンプル間の異なる表現がより明確になった。

クラスタリング解析と細胞種の同定

前処理を行ったデータに対して、Louvain アルゴリズムを用いて細胞のクラスタを
特定した。得られたクラスタは、先行研究 [49] にあるマーカー遺伝子の発現レベル
に基づいて細胞種を同定した。具体的には、線維芽細胞のマーカーとして COL1A1、
COL1A2、THY1 を、T 細胞のマーカーとして CD3D、内皮細胞のマーカーとして
SELE,VWF,PECAM1,CD200、角化細胞のマーカーとして KRT10、KRT14、リンパ
系細胞のマーカーとして VWF、PECAM1、肥満細胞のマーカーとして TPSB2、色素
細胞のマーカーとして MLANA、筋細胞のマーカーとして MYL9、TPM1、TAGLN、
骨髄系細胞のマーカーとして CLEC9A、CD79A、CD14 を使用した。

繊維芽細胞および T細胞のサブタイプの同定

線維芽細胞および T 細胞からサブタイプを同定するために、再度クラスタリング解析
を行った。繊維芽細胞は、毛乳頭細胞の上位分類にあたる。また、T細胞は自己免疫疾患
である円形脱毛症において重要な役割を果たす細胞である。線維芽細胞クラスタのサブク
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ラスタリングを行い、毛乳頭細胞および真皮鞘（毛乳頭細胞の前駆細胞）をサブタイプと
して同定した。さらに、T細胞クラスタのサブクラスタリングを行い、次の 5つのサブク
ラスタを特定した：ナイーブ T細胞、中心記憶 T細胞（TCM）、エフェクターメモリー
T細胞（TEM）、末梢性エフェクターメモリー T細胞（TEMRA）、および制御性 T細胞
（Treg）。サブクラスタの注釈は、既知のマーカー遺伝子を用いて行った [49, 50]。具体的
には、毛乳頭細胞細胞に対してはWNT5A、PTCH1、HHIP、毛乳頭細胞の前駆細胞であ
る真皮鞘に対しては SOX2、EDNRA、NCAM1、ナイーブ T細胞に対しては PTPRC、
TCMに対しては CCR7、TEMに対しては GZMA、TEMRAに対しては CST7、Treg

に対しては FOXP3 がマーカー遺伝子として使用した。

細胞間相互作用解析によるリガンド－レセプターペアの検出

脱毛症に関連する細胞種やシグナルを特定するため、クラスタリング解析によって得ら
れた細胞群間の細胞間相互作用解析を実施した。具体的には、まず個々の細胞から得られ
た発現データを細胞種ごとに集計し、平均値を算出して疑似バルクを作成した。その後、
疑似バルクに対して AAと C PBの間で発現変動遺伝子解析を実施し、条件間での遺伝
子発現の差異を統計量として検出した。各細胞種に対する遺伝子の統計量とリガンド－レ
セプターペアのデータベースを組み合わせることにより、AA特異的なリガンド－レセプ
ターペアを同定した。その後、調整された p値が 0.05未満のリガンド－レセプターペア
を、AAに関連する統計的に有意な相互作用として定義した。本手法は、疑似バルクレベ
ルでの発現変動遺伝子解析により、条件特異的な細胞間相互作用の検出を可能としている
点が、Anらの関連研究で使用された従来手法と比べて優れている。

細胞間相互作用解析により検出したリガンド－レセプターペアのターゲットの同定

このステップでは、脱毛症患者で頻繁に相互作用するターゲット細胞に注目すること
で、脱毛症の病因において重要な役割を果たす細胞種を同定した。具体的には、3.5節の
「細胞間相互作用解析によるリガンド－レセプターペアの検出」にて検出したリガンド－
レセプターペアに対して、リガンドを発現する細胞種をソース、レセプターを発現する細
胞種をターゲットとして、推定したペアの分布を計算した。
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細胞種間の最も重要な相互作用の検出

このステップの目的は、脱毛症において重要な役割を果たす可能性が高い細胞間相互作
用を明確にすることである。
具体的には、3.5節の「細胞間相互作用解析により検出したリガンド－レセプターペア

のターゲットの同定」において重要なターゲット細胞として特定した細胞に特異的に関
与するリガンド－レセプターペアを抽出し、それらをWald 統計量に基づいて順位付け
した。

使用したソフトウェア

シングルセル RNA-seqデータの前処理とクラスタリング解析には Seurat 4.3を使用し
た [51]。サンプル間でのバッチ効果の除去には Harmony 1.0を用いた [52]。細胞間相互
作用の解析には、LIANA+法を採用し、複数のリソースを統合したデータベースである
ConsensusDBを使用した [53]。

3.6 本研究の解析結果

クラスタリング解析と細胞種の同定の結果

クラスタリングの結果、24の異なるクラスタを同定した（図 3.1）。マーカー遺伝子の
発現量に基づいて細胞種を同定した結果、9つの細胞種をクラスタに割り当てた（図 3.2）。
具体的には、線維芽細胞（Fibroblasts）、T細胞（Tcells）、角化細胞（Keratinocytes）、筋細
胞（Muscle）、肥満細胞（Mastcells）、骨髄系細胞（Myeloid）、リンパ系細胞（Lymphatic）、
内皮細胞（Endothelial）、色素細胞（Melanocytes）をそれぞれ割り当てた。

繊維芽細胞および T細胞のサブタイプの同定の結果

クラスタ 1、3、および 15 では、線維芽細胞のマーカー遺伝子が高発現を示した ( 図
3.3)。その後のサブクラスタリングにより、毛乳頭細胞および真皮鞘を含む 10の異なる
サブクラスタを特定した。（図 3.5）。サブクラスタ 4 および 6 では、それぞれ真皮鞘お
よび毛乳頭細胞のマーカー遺伝子が高発現を示した（図 3.6）。クラスタ 0、2、および 9

では、T 細胞のマーカー遺伝子が高発現を示した ( fig:featureplot:tcell)。その後のサブ
クラスタリングにより、T 細胞サブタイプを含む 13 の異なるサブクラスタを特定した。
（図 3.7）。T細胞クラスタのサブクラスタリングにより、ナイーブ T細胞、TCM、TEM、
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図 3.1 毛包におけるすべての細胞の UMAP図

図 3.2 毛包における細胞種の UMAP図

TEMRA、Tregなどのサブタイプを含むサブクラスタを特定した。（図 3.8）。図 3.9に最
終的な全細胞種の UMAP図を示す。

細胞間相互作用解析の結果

C PB と比較して、AA に関連する 46 種類のリガンド－レセプターペアを検出した。
これらのペアのうち、毛乳頭細胞をターゲットとするペアのソースとして 14、リンパ系細
胞が 9、ナイーブ T細胞が 8、内皮細胞が 6、骨髄細胞が 4、角化細胞が 2、筋細胞、他の
線維芽細胞、そして TEMをそれぞれ 1ずつ検出した。毛乳頭細胞をターゲットとするリ
ガンド－レセプターペアが最も多かったため、それらをWald統計量に基づいて順位付け
した。毛乳頭細胞をターゲットとしたリガンド－レセプターペアを表 3.1に示す。ソース
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図 3.3 毛包における線維芽細胞のマーカー遺伝子の発現

図 3.4 毛包における T細胞のマーカー遺伝子の発現

図 3.5 毛包における線維芽細胞サブクラスタの UMAP図
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図 3.6 毛包における線維芽細胞サブクラスタにおけるマーカー遺伝子の発現ヒートマップ

図 3.7 毛包における T細胞サブクラスタの UMAP図

図 3.8 毛包における T細胞サブクラスタにおけるマーカー遺伝子の発現ヒートマップ
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図 3.9 毛包におけるすべての細胞種の UMAP図

が異なるがリガンドおよびレセプターが同一であるペアを除外すると、重複を除いたペア
は 11種類だった。
一方、Anらの関連研究 [45]にて使用された従来法を用いて解析したところ、AAでの

み検出できた毛乳頭細胞をターゲットとするペアは、229種類だった。また、ソースが異
なるがリガンドおよびレセプターが同一であるペアを除外すると、重複を除いたペアは
64種類だった。

3.7 本研究の考察

本研究では、ヒト毛包における細胞間相互作用を解析し、脱毛症患者において最も頻繁
に相互作用する細胞種と、それに関連する特異的なリガンド－レセプターペアを明らかに
することを目的とした。具体的には、リガンド－レセプターペアの発現差を検出し、統計
的に比較するために、Wald検定に基づく統計量を用いた順位付け法を導入した [53]。ま
た、検出したペアの中から、最も頻繁に相互作用する細胞種をターゲットに絞り込むこと
で、脱毛症にとって重要な細胞種との相互作用を特定することを目指した。
本研究の解析結果から、円形脱毛症における細胞間相互作用のターゲットとして、最も

頻繁に関与している細胞種は毛乳頭細胞であることが明らかになった。円形脱毛症は、毛
包および毛乳頭の萎縮や縮小、リンパ球の浸潤を特徴とする自己免疫疾患であり [54]、免
疫細胞の攻撃によって毛包内で炎症が生じる。その結果、ヘアサイクルの成長期が短縮
し、毛包が退行期へ移行することが知られている [55]。このことから、毛乳頭細胞が免疫
細胞による攻撃の標的となる可能性を示した。
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表 3.1 脱毛症患者における細胞間相互作用解析で検出した毛乳頭細胞をターゲット細
胞とする相互作用

リガンド レセプター ソース 統計量 調整済み p値

CXCL12 AVPR1A 毛乳頭細胞 5.24 5.42E-15

CXCL12 AVPR1A 真皮鞘 3.99 7.49E-07

CXCL12 SDC4 毛乳頭細胞 3.84 5.42E-15

TGFB3 ENG 内皮細胞 3.31 4.56E-05

TNFSF13B CD40 角化細胞 2.75 4.27E-03

CXCL12 SDC4 真皮鞘 2.60 7.49E-07

DLL1 NOTCH3 内皮細胞 2.49 2.62E-03

ADM CALCRL リンパ系細胞 2.46 3.98E-02

CCL5 SDC4 TEM 2.00 2.20E-04

ADM RAMP2 リンパ系細胞 1.99 3.98E-02

BGN LY96 骨髄系細胞 1.96 7.48E-03

FSTL1 DIP2A 内皮細胞 1.62 3.59E-02

ADAM12 SDC4 真皮鞘 1.52 6.21E-03

CCL5 SDC4 TEMRA 1.37 1.11E-02

本研究において、円形脱毛症に関連する 14 のリガンド－レセプターペアを検出した。
このうち、3 つのペアのソース細胞は真皮鞘または内皮細胞、2 つは毛乳頭細胞または
リンパ系細胞であった。また、残りはそれぞれ角化細胞、骨髄系細胞、TEM、TEMRA

をソースとしていた。一方で、T細胞サブタイプのうち、Treg、ナイーブ T細胞、また
は TCM由来のリガンド－レセプターペアは検出できなかった。Treg細胞は免疫応答の
調整および自己免疫反応の抑制に重要な役割を果たしている [56]。円形脱毛症患者では
Tregの機能が低下または欠如していることが報告されており、これにより過剰な自己免
疫反応が誘発され、毛包への攻撃が生じる可能性があると考えられている。Nourらの研
究によると、脱毛症モデルマウスの皮膚内で Tregが増加すると、毛髪の再生が促進され、
炎症経路が抑制されることが確認されている [57]。さらに、円形脱毛症患者においては、
他の T細胞タイプに比べて Treg細胞の割合が低く、血清中の炎症性サイトカインである
IL-17が増加する一方、Tregが産生する抗炎症性サイトカインである IL-12や IL-35が減
少することも報告されている [58]。本研究で Treg由来のリガンド－レセプターペアが検
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出できなかったのは、円形脱毛症における他の T細胞からの炎症シグナルの増加によっ
て、Treg由来のシグナルが相対的に減少した可能性が考えられる。
円形脱毛症に関連する相互作用のうち、リガンドとして CXCL12を持つペアを 4つ検

出した。C-X-Cモチーフケモカインリガンド 12（CXCL12）は免疫誘引因子として知ら
れるケモカインである。CXCL12 は 3.2 節で述べた関連研究で円形脱毛症を引き起こす
因子として着目されており、この結果は関連研究の結果と整合している。
本研究で同定した CCL5と SDC4のリガンド－レセプターペアについて、円形脱毛症

に関する既報は見当たらない。しかし、CCL5は IFN-γ 誘導性ケモカインの一つであり、
IFN-γ 誘導性ケモカインは、T細胞や NK細胞を炎症部位に誘引する働きがある [59]。そ
のため CCL5が毛乳頭細胞に作用することで、他の T細胞を誘引し、過剰な自己免疫反
応を引き起こす可能性がある。また、SDC4は細胞外マトリックスと関連する分子で、免
疫細胞の誘引や細胞間のシグナル伝達に関与していることが知られている [60, 61]。した
がって、CCL5と SDC4の相互作用を介して、免疫細胞の集積や炎症反応の調節が円形脱
毛症の発症や進行に影響を与えると考えられる。
本研究は、ヒト毛包における細胞間相互作用を解析し、円形脱毛症患者特有の相互作用
と関与するリガンド－レセプターペアを特定した。本研究の成果は、円形脱毛症の病態に
おける新たな分子メカニズムを解明する上で重要な意義を持つ。具体的には、毛乳頭細胞
が免疫細胞の攻撃の影響を受けて炎症反応の中心となる可能性を示し、CCL5 と SDC4

の相互作用というこれまで円形脱毛症において十分に明らかにされてこなかったリガン
ド－レセプターペアが病態に関与していることを示した。これにより、円形脱毛症におけ
る免疫細胞の誘引や炎症反応のメカニズムに新たな視点が加わり、疾患の進行に対する理
解が深まった。さらに、Treg細胞由来のシグナルが健常者と比較して相対的に減少して
いる可能性を示したことは、円形脱毛症の免疫応答における異常を解明する上で重要な知
見であり、免疫応答の調節が乱れることで過剰な自己免疫反応が引き起こされる一因であ
ることが明らかになった。

3.8 結言

本研究では、シングルセル RNA-seqを活用した細胞間相互作用解析において、頻繁に
相互作用するターゲット細胞を考慮し、複数の条件間でのリガンド－レセプターペアの発
現差を統計的に比較する手法を提案した。これにより、従来の研究とは異なり、脱毛症特
異的な相互作用を網羅的に検出し、特に重要な細胞種をターゲットとする相互作用を推定
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することができた。具体的には、ヒト毛包シングルセル RNA-seqを用いて脱毛症患者に
おいて最も頻繁に相互作用する細胞種を特定し、その後、脱毛症患者特異的なリガンド－
レセプターペアを推定した。本解析手法によって、脱毛症特異的な相互作用に関与する細
胞種が毛乳頭細胞であることを特定し、その毛乳頭細胞をターゲットとするリガンド－レ
セプターペアを複数推定することができた。毛の脱落は複数の細胞種間での相互作用に
よって制御されているため、脱毛症特異的な相互作用を網羅的に検出できたことは重要な
成果である。本研究によって得られた知見は、脱毛症の病態に関与する細胞間相互作用の
全体像を明確にし、今後の研究において疾患の分子メカニズムを深く理解するための基盤
を提供する。特に、免疫細胞と毛乳頭細胞との相互作用や新たに同定したリガンド－レセ
プターペアが、炎症反応や免疫応答の調節に重要な役割を果たすことが明らかとなり、こ
れらの相互作用が脱毛症の発症や進行に深く関与している可能性を示した。これにより、
CXCL12、CCL5、SDC4 などの分子が新たな治療標的として注目を集め、免疫細胞の誘
引や炎症反応の調節を通じて治療戦略の実現が進むと考えられる。また、Treg 細胞の機
能低下に関連する免疫応答の調整異常が、円形脱毛症の治療法に新たな視点を提供する可
能性がある。複数の細胞種間の相互作用を包括的に把握することで、新たな治療標的や治
療戦略の発見に貢献する可能性があり、毛の脱落メカニズムの解明に向けた重要な一歩と
なると考えられる。

46



第 4章 皮膚組織内の T細胞の脱毛症での遺伝子発現変化の
解析

4.1 緒言

第 3章では、毛乳頭細胞と毛包内外の他の細胞との相互作用を通じて、毛の脱落メカニ
ズムに関する知見を得ることを目指した。本章では、前章で得たリガンド－レセプターペ
アのソース細胞である T細胞の分化に着目する。
円形脱毛症は、免疫細胞である T細胞が毛包内で炎症を誘発する疾患であり、、その炎

症過程を解明することは、疾患メカニズムを理解する上で極めて重要である。特に、T細
胞の細胞系譜と各サブタイプの役割についての詳細な議論は十分に進んでおらず、さらな
る研究が必要である。
T細胞の細胞系譜を解明することは、毛の脱落メカニズムを理解するための重要な知見

を提供するとともに、円形脱毛症における炎症反応や細胞間相互作用の背後にある生物学
的プロセスを明らかにする可能性がある。このような知見は、疾患メカニズムの解明だけ
でなく、将来的な治療法の開発にも貢献することが期待される。
本章では、円形脱毛症患者および健常者の皮膏組織由来のシングルセル RNA-seqデー

タを使用して解析を行う。第 3章では、毛乳頭細胞と毛包内外の他の細胞との相互作用を
評価するため、毛包組織のデータセットを用いた。一方、本章では、毛乳頭細胞と相互作
用を確認した T細胞の分化を評価するため、T細胞が基本的に毛包外の皮膚組織内に存
在することを踏まえ、皮膚組織のデータセットを使用する。これらの解析では、従来の細
胞系譜解析に加えて、細胞間相互作用解析を組み合わせることで、脱毛症のメカニズムを
より深く理解することを目指す。細胞系譜解析では、細胞を疑似時間軸に沿って並べ、分
化過程を推定する。ここで言う疑似時間軸とは、細胞の分化状態に基づいて、細胞がどの
段階にあるかを推定するための仮想的な時間軸を指す。これは、実際の時間を基にしたも
のではなく、細胞間の遺伝子発現パターンの変化を元にした、分化過程を追跡するための
順序付けを意味する [62]。疑似時間軸に沿った細胞の順序付けにより、各細胞がどの段階
に位置するかを推定し、分化経路を追跡することが可能となる。さらに、細胞系譜の分化
過程における遺伝子発現の動態を調べ、脱毛症特異的な T細胞サブタイプの遺伝子発現
の変化を明らかにする。
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4.2 関連研究

Leeらの研究 [63]は、脱毛症患者の皮膚における T細胞の細胞系譜解析を行っており、
本研究と同様に T細胞の細胞系譜に着目した点で関連が深いため、この研究について述
べる。目的、解析手法、得られた結果、課題に関して説明する。
Leeらの研究では、円形脱毛症（AA）の免疫病理学的メカニズムを解明することを目

指している。AAは自己免疫疾患で、免疫細胞が毛包を攻撃することによって、瘢痕を伴
わない脱毛が引き起こされるが、疾患のメカニズムは十分に解明されていない。この研
究では、ヒトの AA 頭皮生検を用いて、AA における免疫細胞の異質性をシングルセル
RNA-seq通じて解析し、特に T細胞の役割に焦点を当てている。目的は、AAにおける
T細胞の異質性を理解し、疾患の進行におけるその機能的役割を明確にすることである。
以下では、Leeらの解析手法について説明する。解析手法は主に以下の 4つのステップ

からなる。
（ステップ 1）データセットの前処理および品質管理
（ステップ 2）クラスタリング解析と細胞種の同定
（ステップ 3）T細胞のサブタイプの同定
（ステップ 4）細胞系譜解析による T細胞の分化の推定
以下でそれぞれのステップについて詳細な実験手法を説明する。
（ステップ 1） データセットの前処理および品質管理脱毛症患者および健常者の毛包に
おける T細胞の分化および特異的に発現する遺伝子を明らかにするため、シングルセル
RNA-seq 解析を実施した。ヒト皮膚組織サンプルを採取し、シングルセル RNA-seq を
行ったことで、データセットを得ることができた。データセットには、脱毛症患者（AA、
n = 5）と健康な対照ボランティア（CTRL、n = 2）のサンプルが含まれている。データ
セットの品質管理では、ミトコンドリア遺伝子の含量が 10％以上、または UMIカウント
が 200未満または 4000を超える細胞を低品質とみなし、これらの細胞を除去した。品質
管理後、サンプル間のデータを統合し、正規化を行った。
（ステップ 2） クラスタリング解析と細胞種の同定前処理を行ったデータに対して、
Louvainアルゴリズムを用いて細胞のクラスタを特定した。各クラスタの細胞種は、T細
胞などの代表的なマーカー遺伝子の発現や、他のクラスタと比較して発現が上位の遺伝子
および細胞種の遺伝子発現プロファイルデータベースを参照して推定した。
（ステップ 3） T細胞のサブセットの同定 T細胞サブセットの同定は、文献で確立され
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た代表的なマーカーを基に行った。ヒトの T 細胞およびそのサブセットは、マウス遺伝
子のヒトホモログを用いて同定した。
（ステップ 4） 系譜解析による T細胞の分化の推定シングルセル RNA-seqから得た遺
伝子発現データを準備し、細胞ごとの遺伝子発現マトリックスを作成する。次に、細胞間
で発現変動が大きい遺伝子を選定し、その遺伝子群に基づいて次元削減を行う。次元削減
により、細胞の関係性を可視化し、細胞を疑似時間軸に沿って並べ、分化過程を推定する。
以下では、Lee らの解析結果について説明する。クラスタリングおよび細胞種の同定

の結果、16の異なる細胞種を同定した。また、各細胞種のマーカー遺伝子および細胞種
特異的な遺伝子の発現を明らかにした。また、T 細胞サブセットを推定し、免疫細胞全
体に占めるサブセットの頻度を評価した結果、CTRL と比べて AA では CD8+T 細胞、
CD4+Treg、NK T細胞、および γδT細胞の頻度が有意に増加した。T細胞サブセット
のうち、CD8+T細胞を系譜解析した結果、明確なサブセットではなく、エフェクター性
を持つ転写的な連続体を形成する、相互に関連した細胞状態で構成されていることが示唆
された。この成果は、脱毛症患者の T細胞の多様性を示しており、重要な知見を提供して
いる。
こうした成果を踏まえ、細胞系譜解析に加えて細胞間相互作用解析を組み合わせること

で、脱毛症のメカニズムをより詳細に明らかにすることが期待される。Leeらの研究が T

細胞の多様性に焦点を当てたのに対し、Leeらの研究の課題として、どの T細胞がどの遺
伝子を介して脱毛症と強く関連するのかを特定することが重要である。
本研究では、ヒト皮膚由来のシングルセル RNAシーケンスデータを用いてクラスタリ

ングと細胞系譜解析を実施し、幹細胞性を持つナイーブ T細胞から他の T細胞への分化
系譜を推定し、系譜に沿って発現変動する遺伝子を検出することで、脱毛症と強く関連す
る遺伝子を特定することを目指す。

4.3 本研究の目的

本研究の目的は、細胞系譜解析を通じて T 細胞の分化状態および特異的に発現する遺
伝子を明らかにし、脱毛症に関連する新たな知見を提供することにある。具体的には、ク
ラスタリングにより T細胞サブタイプを同定した後、T細胞サブタイプに対して細胞系
譜解析を実施し、脱毛症患者および健常者における T 細胞の分化過程を解明する。さら
に、それぞれの系譜に対し差異解析を行い、脱毛症患者で特異的に発現する遺伝子を検出
する。最終的に、第 3章で得た細胞間相互作用解析の結果から、T細胞をリガンド、毛乳
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頭細胞をターゲットとするリガンド－レセプターペアのリガンドが、系譜に対する差異解
析で得られた発現差遺伝子と一致するかどうかを評価する。このような複合的な解析によ
り、脱毛症における T細胞の分化に関する理解が進み、病態に関わる遺伝子およびシグナ
ルの同定に貢献することが期待される。

4.4 使用したデータセット

脱毛症患者および健常者の毛包における T細胞の分化および特異的に発現する遺伝子
を明らかにするため、シングルセル RNA-seq解析を行った。脱毛症の解析には、Leeら
が取得したシングルセル RNA-seqデータセット（GSE233906）を用いた [63]。このデー
タセットには、ヒト皮膚組織サンプルから得られたシングルセル RNA-seqの結果が含ま
れており、脱毛症患者（AA、n = 5）、健康な対照ボランティア（CTRL、n = 2）のサン
プルが含まれている。

4.5 本研究の解析手法

本研究の解析手法は主に 4つのステップからなる。

ステップ 1 データセットの前処理および品質管理
ステップ 2 クラスタリング解析と細胞種の同定
ステップ 3 T細胞のサブタイプの同定
ステップ 4 細胞系譜解析による T 細胞の分化の推定および差異解析による発現差遺伝

子の検出

以下にそれぞれのステップの詳細について説明する。

データセットの前処理および品質管理

CTRL および AA のデータセットについて、3.5 節の「データセットの前処理および
品質管理」と同様にデータを統合し、品質管理、発現量の補正、次元削減および可視化、
バッチ効果の補正を行った。具体的な手法や基準については第 3章を参照されたい。

クラスタリング解析と細胞種の同定

前処理を行ったデータに対して、Louvain アルゴリズムを用いて細胞のクラスタを特定
した。各クラスタの細胞種を、細胞種の遺伝子発現プロファイルデータベースを参照して
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推定した。

線維芽細胞および T細胞サブタイプの同定

線維芽細胞および T細胞からサブタイプを同定するために、再度クラスタリング解析を
行った。線維芽細胞クラスタのサブクラスタリングを行い、毛乳頭細胞の同定を行った。
また、T 細胞クラスタのサブクラスタリングを行い、次の 5 つのサブクラスタを特定し
た：ナイーブ T細胞、中心記憶 T細胞（TCM）、エフェクターメモリー T細胞（TEM）、
末梢性エフェクターメモリー T細胞（TEMRA）、および制御性 T細胞（Treg）。サブク
ラスタの注釈は、既知のマーカー遺伝子を用いて行った [49, 50]。具体的には、毛乳頭細
胞に対しては PTCH1、ナイーブ T細胞に対しては TSHZ2、TCMに対しては PASK、
TEM に対しては IL7R、TEMRA に対しては CST7、Treg に対しては IL2RA をマー
カー遺伝子として使用した。

細胞系譜解析による T細胞の分化の推定および差異解析による発現差遺伝子の検出

原始的なナイーブ T細胞から各 T細胞（TCM、TEM、TEMRA、および Treg）への
分化を推定した。細胞系譜解析では、細胞種のクラスタを用いてデータの全体的な構造を
明らかにし、この構造を疑似時間と呼ばれる一次元の変数で表現される滑らかな系譜に変
換した。具体的には、4.5節の「線維芽細胞および T細胞サブタイプの同定」で得た T細
胞サブタイプのラベルを入力し、指定した始点と終点のクラスタを基に、分化軌跡に基づ
く最小全域木を作成した。最小全域木は、クラスタ間の類似度を基にすべてのクラスタを
連結し、細胞分化の分岐構造を明確化するために用いられる。次に、最小全域木に基づい
て推定した分化軌跡に沿って、主曲線をフィッティングし、系譜を平滑化した。主曲線
は、データ内の連続的な変化を滑らかに捉えるためのフィッティング手法であり、系譜上
の細胞位置を定量化するための基盤となる。これにより、細胞ごとの疑似時間を定義し
た。その後、AAと CTRLそれぞれの系譜において、始点と終点の間で遺伝子発現の差
をWald検定を用いて統計的に評価した。具体的には、系譜の始点（ナイーブ T細胞に対
応する疑似時間 0の細胞群）と終点（分化した細胞群に対応する疑似時間最大の細胞群）
の間で遺伝子発現の平均値が等しいという仮説を検証し、分化に伴う遺伝子発現の変化が
統計的に有意かどうかを判断した。各系譜（TEM、TEMRA、Treg）について、始点と
終点の間でWald検定を実施し、統計的有意性を評価した。さらに、発現差遺伝子につい
て、第 3章で得られた T細胞をリガンド、毛乳頭細胞をレセプターとするリガンド－レ
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図 4.1 皮膚におけるすべての細胞の UMAP図

セプターペアのリガンドと一致する遺伝子があるかどうかを評価した。最後に、一致した
遺伝子の発現変化を疑似時間に沿ってプロットすることで、細胞分化の過程における遺伝
子発現の変動を視覚化した。

使用したソフトウェア

シングルセル RNA-seq データの前処理とクラスタリング解析には Seurat 4.3 を使用
した [51]。サンプル間でのバッチ効果の除去には Harmony 1.0 を用いた [52]。細胞種
の推定には SingleR[64] および Human Primary Cell Atlas[65] を用いた。細胞系譜解
析には、Slingshot2.8.0[66] および tradeSeq1.14.0[62] を用いた。系譜の差異解析には、
tradeSeq1.14.0[62]を用いた。

4.6 本研究の解析結果

クラスタリング解析と細胞種の同定の結果

クラスタリングの結果、16の異なるクラスタを同定した（図 4.1)。細胞種の遺伝子発
現プロファイルデータベースに基づく細胞種の同定の結果、8つの細胞種をクラスタに割
り当てた。

線維芽細胞および T細胞サブタイプの同定の結果

クラスタ 2、3、および 10 では、線維芽細胞のマーカー遺伝子が高発現を示した。そ
の後のサブクラスタリングにより、毛乳頭細胞を含む 16の異なるサブクラスタを特定し
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図 4.2 皮膚における線維芽細胞サブクラスタの UMAP図

図 4.3 皮膚における T細胞サブクラスタの UMAP図

た（図 4.2）。サブクラスタ 8 では、毛乳頭細胞のマーカー遺伝子の高発現を示した。ク
ラスタ 1、2、4、および 6では、T細胞のマーカー遺伝子が高発現を示した。その後のサ
ブクラスタリングにより、T 細胞サブタイプを含む 9 の異なるサブクラスタを特定した
（図 4.3）。T細胞クラスタのサブクラスタリングにより、ナイーブ T細胞、TCM、TEM、
TEMRA、Tregなどのサブタイプを含むサブクラスタを特定した（図 4.4）。図 4.5に最
終的な全細胞種の UMAP図を示す。
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図 4.4 皮膚における T細胞サブクラスタにおけるマーカー遺伝子の発現ヒートマップ

図 4.5 皮膚におけるすべての細胞種の UMAP図

細胞系譜解析による T 細胞の分化の推定および差異解析による発現差遺伝子の検出の
結果

T細胞分化に関連するリガンド遺伝子を特定するために細胞系譜解析および差異解析を
実施した。細胞系譜解析の結果、CTRLと AAそれぞれでナイーブ T細胞から各 T細胞
サブタイプ（TCM、TEM、TEMRA、および Treg）への分化経路を推定した。それぞれ
の条件で、系譜 1（ナイーブ T細胞から TEM）、系譜 2（ナイーブ T細胞から TEMRA）、
および系譜 3（ナイーブ T細胞から Treg）を得た（図 4.6、図 4.7）。次に、差異解析によ
り CTRLおよび AAそれぞれの各系譜の分化過程に沿った遺伝子発現の変化を評価した
結果、始点と終点とで発現差のある遺伝子を検出できた。検出した発現差遺伝子のうち、
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lineage1

lineage3

lineage2

図 4.6 脱毛症患者の T細胞サブクラスタの細胞系譜解析結果

lineage1 lineage2

lineage3

図 4.7 健常者の T細胞サブクラスタの細胞系譜解析結果

AAの系譜 1（ナイーブ T細胞から TEM）において、第 3章で推定したリガンド遺伝子
に一致する遺伝子である CCL5 を検出した（表 4.1）。AAにおける CCL5 の発現変化を
疑似時間に沿ってプロットした結果を 4.8に示す。系譜 1では疑似時間に沿って遺伝子発
現が増加した一方、系譜 2および 3では顕著な発現変動を示さなかった。

4.7 本研究の考察

本研究では、細胞系譜解析や差異解析を通じて T 細胞の分化状態および特異的に発現
する遺伝子を明らかにし、脱毛症に関連する新たな知見を提供することを目的とした。具
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表 4.1 脱毛症患者の系譜 1（TEM）において、始点と比較して終点で発現差が認めら
れた遺伝子のうち、Wald統計量が特に大きい上位 5遺伝子

遺伝子名 統計量 p値

NKG7 405.0245 0

CCL5 381.4671 0

CMC1 254.7702 0

GZMH 167.8414 0

GZMK 155.6081 0

図 4.8 脱毛症患者の CCL5 の発現量

体的には、クラスタリング解析および細胞種の同定を行い、T細胞サブタイプを特定した
後、T細胞サブタイプに対して細胞系譜解析を実施し、脱毛症患者および健常者の T細
胞の分化過程を明らかにした。さらに、各系譜に対して差異解析を行い、脱毛症患者で特
異的に発現する遺伝子を検出した。最終的に、第 3章の細胞間相互作用解析の結果を用い
て、T細胞をリガンド、毛乳頭細胞をターゲットとするリガンド－レセプターペアのリガ
ンドが、系譜に対する差異解析で得た発現差遺伝子と一致するかどうかを評価した。
本研究において、系譜 1（TEM）の差異解析により、脱毛症患者において CCL5 を有

意に発現差のある遺伝子として検出した。さらに、CCL5 は第 3章で推定した毛乳頭細胞
をターゲットとしたリガンド－レセプターペアの一部として、TEMおよび TEMRAの
リガンドとして機能することが明らかになった。特筆すべきは、CCL5 が脱毛症特異的な
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遺伝子であるという結果が、別のデータセットを使用した第 3章においても一致している
点である。本解析の結果、第 3章の解析結果を再現したことにより、今後の研究や臨床応
用における信頼性が高まると考えられる。
本研究で検出した CCL5は、CCR5のリガンドとして知られている [67]。CCR5を発

現した T 細胞が円形脱毛症患者の毛包周囲に浸潤することが知られているため、CCR5

は円形脱毛症の病態に強く関与するレセプターであると考えられる [68]。さらに、CCR5

を発現する T細胞と CCL5との関係は、円形脱毛症と同様に自己免疫疾患である関節リ
ウマチにおいても報告されている。一般的に、CCL5は CCR5を介して T細胞を毛包に
引き寄せ、その結果、局所的な炎症反応を引き起こすことが知られている [59]。そのため、
CCL5は毛包に免疫細胞を誘引することで、毛包における炎症反応を促進し、毛包の機能
の低下やヘアサイクルの乱れを引き起こす可能性がある。これまで、CCL5が円形脱毛症
と直接関連する報告はないが、上記の考察から病態に関与する可能性が高いと考える。
以上のことから、CCL5は脱毛症患者の毛包における免疫応答において重要な役割を果

たし、脱毛症のメカニズムに関与する可能性を示した。

4.8 結言

本研究では、シングルセル RNA-seqを活用した細胞系譜解析および差異解析において、
系譜の始点と終点で有意な発現差が見られる遺伝子を検出し、それが第 3章で行った細胞
間相互作用解析で明らかにしたリガンドと一致するかを評価した。具体的には、ヒト皮膚
由来のシングルセル RNA-seqデータを用いて、脱毛症患者における T細胞サブタイプの
分化系譜を特定した。その後、細胞間相互作用が認められた系譜の差分解析を行い、得ら
れた遺伝子が T細胞をソースとする細胞間相互作用のリガンドと一致するかを検証した。
この解析を通じて、細胞系譜解析と細胞間相互作用解析の結果が一致する遺伝子とし

て、CCL5 を同定することができた。この成果は、従来の細胞系譜解析ではその重要性が
明らかではなかったものである。この発見は今後さらなる検証を要するが、円形脱毛症に
おける T細胞の分化過程およびその発現遺伝子の理解を深める重要な知見となることが
期待される。
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第 5章 結論
5.1 毛の成長および脱落における本研究の寄与

毛は、身体の保護や感覚機能など多様な役割を果たすだけでなく、ヒトにおいては外見
や心理的健康にも深く関与する重要な要素である。そのため、薄毛や脱毛症は毛の密度や
ボリュームの低下を引き起こし、外見に大きな変化をもたらすことで、患者の QOLや心
理的健康に大きな影響を与える問題である。脱毛症は、免疫異常や遺伝的要因、環境要因
が関与し、毛包機能の低下やヘアサイクルの乱れによって引き起こされる。しかし、発症
メカニズムはまだ解明されていない部分が多く、予防法や診断法、治療法の開発が求めら
れている。毛包の機能やヘアサイクルは、毛包内外の細胞間相互作用によって制御されて
おり、特に毛乳頭細胞と他の毛包を構成する細胞との相互作用は、ヘアサイクルの各段
階が円滑に進行するために重要な役割を果たしている。また、近年のシングルセル RNA

シーケンシング技術の発展により、これらの細胞間相互作用を分子レベルで解析すること
が可能となり、新たな知見が明らかになりつつある。しかし、既存の相互作用解析手法に
は、複数の条件間でのリガンド－レセプターペアの発現差を検出することが難しく、さら
に、検出されたペアの中から疾患にとって特に重要なものを特定することが困難であると
いう課題があり、今後は精度向上が一層求められる。本研究では、これらの課題を解決す
るために、毛包を含む微小環境における細胞間相互作用を複数の手法を統合して解析し、
薄毛や脱毛症に関連する分子メカニズムの解明を目指した。特に毛乳頭細胞に着目し、こ
れまで十分に議論されてこなかった新たな相互作用を明らかにすることで、薄毛や脱毛症
の治療戦略の基盤となる知見を提供することを目的とした。
本研究の第 2章では、乳酸菌とヒト毛乳頭細胞を共培養した RNA-seqデータの解析を

通じて、乳酸菌が毛の成長に与える影響を評価するとともに、ヒトにおける乳酸菌の影響
を明らかにすることを目指した。Levkovich らの研究 [22] では、マウスの乳酸菌の摂取
が毛包数や毛髪成長に関連すると報告されているが、遺伝子発現の時系列的変動やヒトで
の影響については十分に評価されていなかった。本研究では、この点に着目し、ヒト毛乳
頭細胞と乳酸菌との共培養を複数の時点で行い、時系列的な遺伝子発現の変動を解析し
た。解析手法の選定にあたり、時系列データの特徴を捉えるため、主成分分析や階層型
クラスタリング解析を採用し、遺伝子発現の変動を調べた。また、発現変動遺伝子解析
および Gene Ontology解析を通じて遺伝子群の機能的特徴を評価するアプローチを取っ
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た。これにより、乳酸菌の影響を総合的に解析することを目指した。解析の結果、乳酸菌
との共培養により、時間経過とともに遺伝子発現に顕著な変化が見られることが明らかに
なった。また、マウスで毛髪成長に関与するとされる既知の遺伝子を複数検出し、これら
はヒト毛乳頭細胞においても類似の挙動を示した。一方で、マウスでは報告のないヒト特
有の発現変動も観察した。さらに、新たに検出した抗炎症因子の遺伝子は、乳酸菌の毛の
成長作用が単一の経路に限定されないことを示唆しており、予想外の発見であった。この
結果は、乳酸菌が複数の経路を通じて毛髪の成長に寄与する可能性を示しており、新規の
メカニズムを明らかにした点で価値がある。これらの知見は、乳酸菌の効果をより深く理
解するための基盤を提供するとともに、今後のヒトモデルを用いた検証の重要性を示して
いる。
本研究の第 3 章では、脱毛症患者および健常者の毛包における細胞間相互作用を解析

し、脱毛症のメカニズムに新たな知見を提供することを目的とした。An らの関連研究
[45] では、クラスタリングと既知のマーカー遺伝子発現を基に細胞種を特定し、既知の
データベースを用いて信頼性の高いリガンド－レセプターペアを推定した。しかし、この
手法では、複数条件間でのリガンド－レセプターペアの発現差を統計的に比較することが
難しく、また膨大なペアを検出するため、重要なペアを特定するのが困難であった。本研
究では、疑似バルクデータを用いて発現変動遺伝子解析を行った結果に基づき、条件特異
的なリガンド－レセプターペアを同定した。その後、最も頻出した細胞種をターゲットと
するペアに絞り込む手法を提案した。結果として、円形脱毛症患者において毛乳頭細胞が
最も頻繁に相互作用するターゲット細胞であることが明らかとなり、毛乳頭細胞に焦点を
当てたアプローチの妥当性を確認した。これまで毛乳頭細胞は毛の成長やアンドロゲン型
脱毛症において重要な役割を果たすことが知られていたが [4, 15]、円形脱毛症において
も同様に中心的な役割を果たしていることを明らかにした。さらに、同定したリガンド－
レセプターペアの約半数が炎症シグナルに関連しており、毛乳頭細胞が炎症反応の中心と
なる可能性を示した。炎症シグナルを多く検出したことは、円形脱毛症が自己免疫疾患で
あることから予想通りの結果であったが、CCL5-SDC4 というリガンド－レセプターペ
アの関与が明らかになることで、免疫応答のメカニズムに新たな視点が加わった。特に、
CXCL12や CCL5といったケモカインによって免疫細胞が毛乳頭細胞に誘引され、毛乳
頭細胞が免疫細胞の攻撃を受けて炎症反応を引き起こす可能性を示したことは、円形脱毛
症の病態解明における重要な基礎情報を提供し、メカニズムの理解に貢献するものと考
える。
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本研究の第 4章では、脱毛症患者および健常者の皮膚における T細胞の分化およびサ
ブタイプに特異的に発現する遺伝子を明らかにし、脱毛症のメカニズムに新たな知見を提
供することを目的とした。Leeらの関連研究 [63]では、細胞系譜解析により円形脱毛症患
者の皮膚内の T細胞の多様性を評価した。Leeらの成果に加え、どの T細胞がどの遺伝
子を介して脱毛症と強く関連するのかを特定することが重要である。本研究では、細胞系
譜解析に加えて細胞間相互作用解析を組み合わせることで、脱毛症特異的な T細胞サブ
タイプで発現する遺伝子の検出を行った。シングルセル RNA-seqデータを用いて細胞系
譜解析を実施することで T細胞サブタイプの系譜を明らかにし、差異解析により系譜の
始点と終点で発現差が有意に認められる遺伝子を特定した。さらに、それらの遺伝子が第
3章で行った細胞間相互作用解析で明らかにしたリガンドと一致するかを評価した。この
解析の結果、細胞系譜解析と細胞相互作用解析の結果が一致する遺伝子を同定し、Leeら
の関連研究 [63]で示された細胞系譜解析の有用性を改めて確認するとともに、両者を組み
合わせて得た情報が、脱毛症研究における解析の信頼性をさらに高めることを示した。ま
た、差異解析の結果、検出した遺伝子は、炎症部位に免疫細胞を引き寄せ、炎症反応を促
進するケモカイン CCL5をコードする遺伝子であった。CCL5は、円形脱毛症患者の T

細胞で強く発現する CCR5のリガンドとして知られており、CCL5は毛包に免疫細胞を
誘引することで、毛包における炎症反応を促進し、毛包の機能の低下やヘアサイクルの乱
れを引き起こす可能性がある。上記の考察から、CCL5は脱毛症患者の毛包における免疫
応答において重要な役割を果たし、脱毛症の病態の一端を担う可能性を示した。
第 2 章から第 4 章において、多角的なアプローチにより、脱毛症のメカニズムにおけ

る毛乳頭細胞を中心とした炎症反応の重要性が示唆された。これらの結果は、毛包および
皮膚という異なる組織から得られたシングルセル RNA-seqデータの解析でも一貫してお
り、本研究の結論の信頼性を一層高めている。

5.2 今後の展望

本研究が提供した毛の成長および脱毛に関するメカニズムの解明における重要な知見に
ついて、今後の展望を述べる。本研究で見つけたリガンド－レセプターペアが、脱毛症の
進行においてどの時期に関与しているかについて考察する。円形脱毛症との関与が明らか
になった CCL5-SDC4 を始めとしたリガンド－レセプターペアは、脱毛症の初期に関係
する相互作用であると考えられる。これらの相互作用は毛乳頭細胞をターゲットとしてい
るが、毛乳頭細胞が毛の基部で最も発達し多くの細胞と相互作用を行うのは、ヘアサイク
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ルの成長期にあたる。一方、円形脱毛症の症状が進行した毛包には毛がなく、ヘアサイク
ルの休止期の状態だと想定される。ヘアサイクルの休止期では、毛乳頭細胞は退化し毛を
構成する他の主要な細胞と接していない。このことから、今回明らかになった相互作用
は、脱毛症の初期段階における成長期の毛包内の毛乳頭細胞をターゲットにしたものであ
り、脱毛症の症状の進行を予防するための研究につながる知見であると考える。
今回明らかになった相互作用が、脱毛症のメカニズムにおいてどの程度重要であるかを

解明するためには、さらなる解析が必要である。具体的には、脱毛症の進行過程における
相互作用の変化を明らかにすることが重要である。例えば、アンドロゲン型脱毛症では症
状が進行すると毛包が委縮し、治療効果が得にくくなる。同様に円形脱毛症でも、初期の
斑状脱毛から進行すると全頭や全身の脱毛に至り、治療が難しくなる [11]。また、毛包だ
けでなく周囲の組織にまで炎症が広がることも知られている [54]。この進行過程における
毛の脱落部位や毛包の形態変化は、細胞間相互作用が段階的に変化する証拠であり、それ
ぞれの段階における相互作用の変化を解明することで、より詳細な脱毛症のメカニズム
を明らかにできる可能性がある。例えば、症状ごとに採取した毛包由来のシングルセル
RNA-seqを用いて、進行する各段階での細胞種ごとの遺伝子発現の変化を明確にするこ
とで、毛包内の相互作用の進行に伴う変化をより詳細に理解できると考える。
脱毛症の表現型に関しては、複数の細胞種が関与する複数の相互作用が影響しているた

め、まずは網羅的な遺伝子発現の評価が必要であり、本研究を通してトランスクリプトー
ム解析を手法として選択した。しかし、遺伝子発現の変化だけではそのメカニズムを完全
に解明することは難しく、細胞間での相互作用やシグナル伝達経路がどのように絡み合
い、最終的に脱毛症を引き起こすのかを明確にするためには、遺伝子発現データに加え
て、実験的なアプローチによる検証も必要だと考える。1.3.2節で述べたとおり、タンパ
ク質レベルでの実験は、多くても 2種類の細胞種と特定のリガンドとレセプターを対象と
するため、本研究で絞り込んだ相互作用の評価は可能である。
本研究の成果が、脱毛症のメカニズム解明と予防法および治療法開発に向けた基盤とし

て寄与することを期待する。
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