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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、がん免疫複雑系を対象として、一細胞レベルでがん多様性が治療抵
抗性を生み出すメカニズムを解明するため、最先端の数理モデリング・人工知能（AI）を駆使した一細胞解析基
盤を開発した。具体的には、（１）細胞集団間の因果効果を推定するためのベイズモデリング技術の開発、
（２）治療抵抗性に至る複雑系のダイナミクスを記述する統計モデリング技術の開発、（３）細胞集団内の分子
制御機構探索のための深層学習技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we target the cancer-immune complex system and 
develop a cutting-edge single-cell analysis platform, leveraging advanced mathematical modeling and 
artificial intelligence (AI), to elucidate the mechanisms by which tumor diversity induces treatment
 resistance at the single-cell level. Specifically, we (1) developed Bayesian modeling techniques to
 estimate causal effects between cellular populations, (2) created statistical modeling techniques 
to describe the dynamics of the complex system leading to treatment resistance, and (3) advanced 
deep learning techniques for exploring molecular regulatory mechanisms within cellular populations.

研究分野： システム生物学

キーワード： ベイズモデル　一細胞解析　細胞間コミュニケーション　細胞運命決定　深層生成モデル　マルチオミ
クス　因子分解　細胞ダイナミクス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、革新的な一細胞オミクス計測技術によるデータ取得、最先端の数理モデリング・人工知能技術
の開発、ヒト臨床検体およびモデル動物によるモデルの概念実証に関する一連の研究を、確固たる研究連携基盤
の上で実施した。本研究で開発した解析手法により、がんの複雑系の解明、さらにはがんの診断、治療、治療効
果予測などの臨床応用に向けた強力な研究開発基盤が構築されることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん研究はいま、これまでにない大きな転機を迎えている。がんとは、ゲノム異常

の発生・蓄積に起因して生じる疾患であり、研究代表者らが行った革新的なオミクス
計測技術と数理モデリング技術に立脚した解析により、従来の技術では全く垣間見る
ことのできなかった重要な特性である「がんの時間・空間・個体間多様性」が浮き彫
りとなり、これら多様性の理解ががんを理解、診断、治療する上で必須となることが
わかった。こうしたがんの多様性をさらに深く理解するためには、従来の「集団の平
均的なプロファイルに基づく解析」ではなく、「集団を構成する個々の細胞を単位と
した解析」が必要である。 
近年、がんの細胞集団を一細胞レベルで単離し、個々の細胞の分子情報を測定する

一細胞オミクス測定技術の進歩が著しい。これに伴い、がん幹細胞の同定、循環腫瘍
細胞の単離、クローン進化パターンの再構成、腫瘍内不均一性の解析、薬剤耐性獲得
の追跡といったがんの多様性に関わる基本的課題に関して、一細胞の解像度でのデー
タ取得・解析が国内外で急速に進んでいる。一細胞解析においては、これまで細胞系
譜・細胞腫の同定、細胞の状態遷移の可視化、細胞の空間配置の再構築などを目的と
した情報解析が主として行われ、がん幹細胞の同定、薬剤耐性獲得の追跡、腫瘍内不
均一性の解析などが行われてきた。しかしながら、これらの知見はまだ観察レベルで
の解析の側面が強く、治療抵抗性を生み出す細胞間の相互作用や因果関係の解明を主
眼に置いた基礎研究はほとんど見られないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、がん免疫複雑系を対象として、一細胞レベルでがん多様性が治療

抵抗性を生み出すメカニズムを解明するため、最先端の数理モデリング・人工知能（AI）
を駆使した一細胞解析基盤を開発する。主として、下記の３つの目標を設定し、これ
を達成する。 
 
1. 細胞集団間の因果効果を推定するためのベイズモデリング技術の開発 
2. 治療抵抗性に至る複雑系のダイナミクスを記述する統計モデリング技術の開発 
3. 細胞集団内の分子制御機構探索のための深層学習技術の開発 
 
まず、最先端の一細胞計測技術（10x Genomics 社 Chromium）を用いて、がん免疫
治療前後の臨床サンプルおよびモデルマウスを対象に一細胞オミクス情報を取得す
る。次に、開発した解析技術を用いて、治療抵抗性を生み出す事象について最も確か
らしい、ないしは最良の説明しうるモデルを構築する。構築されたモデルによって得
られた治療抵抗性に関わる分子・因果関係等に関する仮説の真偽を、モデル生物を用
いた in vitro/ in vivo 実験系で検証する。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、一細胞および空間オミクス計測技術から得られる分子・細胞情報

を基に、細胞間相互作用・ダイナミクスを推定するとともに、これらが作り出す多細
胞のエコシステムを俯瞰するため、最先端のベイズ推論・深層学習を駆使したデータ
解析基盤を開発した。具体的には、下記の解析技術を開発し、これを達成した。 
 
（１）臨床情報に関連する細胞集団を同定するベイズモデリング技術の開発 
（２）細胞集団のダイナミクスを同定するベイズモデリング技術の開発 
（３）細胞動態シミュレーションのための深層生成モデルの開発 
（４）マルチモーダル細胞情報を統合する深層生成モデルの開発 
（５）細胞間相互作用ネットワークを推定する深層生成モデルの開発 
（６）多細胞が作り出す組織構造変化を抽出するベイズ機械学習の開発 
 
４．研究成果 
（１）ヒト黒色腫腫瘍抗 PD-1 免疫療法の臨床反応性に関わる細胞集団の探索 
 抗 CTLA-4 抗体薬、および抗 PD-1 抗体薬などの免疫チェックポイント阻害剤は、
一部の患者に持続的な効果をもたらすことができるが、多くの患者で十分な治療反応
性が得られない分子メカニズムについては、十分に理解されていない。そこで、本研
究で開発した手法 LAMBDA を、ヒト黒色腫腫瘍浸潤 T 細胞集団を包括的にプロフ
ァイリングしたマスサイトメトリーデータに適用し、チェックポイント阻害剤に反応
する 11 個の細胞集団を同定した（図 1A）。興味深いことに、チェックポイント阻害
剤投与で状態が悪化した（PD：progressive disease）細胞集団では、クラスター2 に相
当する細胞集団が多く存在することがわかった（図 1B）。クラスター2 は、CD8＋、
T-bet lo、EOMES hi、PD1hi、Ki67 lo の細胞集団であり（図 1A）、疲弊した T 細胞の



特徴を有する。この結果から、PD-1、CTLA-4、TIM-3 などの様々な共抑圧分子が長
期的に誘導されることで、T 細胞が機能不全に陥ることでクラスター2 に相当する細
胞集団が増加し、免疫チェックポイント阻害剤で PD1／PDL-1 経路をブロックしても
治療反応性を示さないことが示唆された。上記の結果は、Blackburn らにおける研究
とも一致するものであり、開発手法の有効性が示された。 
 
（２）ヒト黒色腫腫瘍における抗 PD-1 免疫療法薬治療前後で変化する細胞集団の探
索 
 本研究で開発した手法 CYBERTRACK を、抗 PD-1 免疫療法を受けたメラノーマ患
者 10 名（治療反応群：5 名、治療非反応群：5 名）における末梢血生検のマスサイ
トメトリーデータに適用し、免疫療法治療前後で変化する 31 個の細胞集団を同定し
た（図 2A）。解析の結果、CD3＋ CD4＋ ヘルパーT 細胞（クラスター12、14、16、
25、30）、CD3＋ CD8＋細胞傷害性 T 細胞（クラスター4、8、11、18、29）、CD16＋ 
CD56＋ NK 細胞（クラスター6、19、24）。CD3＋CD16＋ CD56＋ NKT 細胞（クラ
スター27）、γδT 細胞、CD19＋ B 細胞（クラスター3、7、17）、CD19－ HLA－DR
＋ 骨髄細胞（クラスター2、5、10、26、28、31）などのよく知られた細胞集団が同定
されていることがわかった。また、個々の患者における混合細胞集団の割合の経時的
な変化を図 2B に示す。興味深いことに、ほとんどの細胞集団において、治療に伴う
移行の方向性は患者間で一貫しており、クラスター2、5、10、31 に属する細胞集団
は、非応答者よりも応答者で明らかに多いことがわかった。これらのクラスターでは
骨髄細胞が多くを占めており、HLA-DR を高レベルで発現している骨髄細胞の割合が、
抗 PD-1 治療に対する反応性の強力な予測因子となる可能性が示された。 

 
 
 

図 1: LAMBDA によるヒト黒色腫腫瘍データの解析結果 
A）同定した11個の細胞集団における蛋白の発現プロファイル 
B）臨床反応性の異なる患者サンプルに占める割合 

図 2: CYBERTRACK によるヒト黒色腫腫瘍時系列データの解析結果 
A）同定した31個の細胞集団における蛋白の発現プロファイル 
B）抗PD-1免疫療法前後における同定した31個の細胞集団の割合 
赤は治療反応群、青は治療非反応群を表す。 



（３）扁平上皮がん微小環境における細胞間コミュニケーションの同定 
 解析技術を扁平上皮癌のデータセットに適用し、腫瘍微小環境から得られた単一細
胞間の共局在関係を調べた。特に、腫瘍間質境界でがん悪性度に寄与する可能性があ

るとの報告のある腫瘍特異的ケラチノサイト（Tumor specific keratinocyte; TSK）を中
心とした細胞間コミュニケーションに着目して解析を行ったところ、TSK は線維芽
細胞集団と共局在していることがわかり、特に、腫瘍間質境界において、これらの細
胞集団が、細胞外マトリックスの分解およびリモデリングによる癌細胞の浸潤など、
腫瘍の進行に関与するプロセスに関連する MMP14 、 INHBA が発現している可能
性が示唆された（図 3A、3B）。さらに、扁平上皮癌の異なる臨床検体で、in situ ハイ
ブリダイゼーションと免疫組織化学により、扁平上皮癌の他の生物学的標本における 
INHBA とその二量体であるアクチビン A の発現パターンを確認したところ、腫瘍前
縁に位置する腫瘍細胞と線維芽細胞の両方で INHBA の RNA レベル、タンパク質レ
ベルでの高発現が認められ、その再現性が確認された（図 3C、3D）。 
 
（４）大腸癌浸潤先進部がん微小環境における SPP1+マクロファージとその細胞間コ
ミュニケーションの同定 
 解析技術を適用し、アジア人大腸がん患者（23 名）のシングルセル RNA シーク
エンスデータとアジア人大腸癌患者（1 名）の空間トランスクリプトームデータの統
合解析を実施した。まず、アジア人大腸がん患者（23 名）のシングルセル RNA シー
クエンスデータを用いて次元圧縮を行い、その結果、上皮細胞は 14 個のクラスター
に分類された（図 4A、図 4B）。この 14 種のクラスターの中で、大腸癌浸潤先進部に
局在するクラスター 5 、クラスター 7 の 2 種類に注目したところ、大腸癌浸潤先
進部と共局在している細胞として SPP1+マクロファージが同定された（図 4C）。さら
に、腫瘍の悪性度と関連が指摘されている SPP1+マクロファージを中心とした細胞間
コミュニケーションに着目した解析を行ったところ、大腸癌浸潤先進部の大腸癌細胞
から分泌される HLA-G により SPP1+マクロファージが生産され、SPP1+マクロファ
ージは更なる SPP1+マクロファージを誘引/CD8 の細胞障害性の低下/大腸癌細胞の
増殖能・浸潤能の亢進等をしていることが示された（図 4D、4E）。これらの解析結果
について、大腸癌検体 20 例に対して免疫組織化学染色を施行する事によってその再
現性を確認した。また、マウスの大腸癌細胞における HLA-G ノックアウトによりマ
ウスの皮下移植腫瘍の増殖能低下と SPP1+マクロファージ局所集積の回避を確認し
た（図 4F）。本研究で明らかにした HLA-G は第 2 の免疫チェックポイントを制御
する上で重要な役割を担う分子として期待される。大腸がんでは免疫チェックポイン
ト阻害剤に対する適応として MSI-H 大腸がんが知られており実装化されているが、

図 3:扁平上皮癌のデータセットの解析結果 
A）腫瘍細胞と免疫細胞または間質細胞の間の共局在ネットワーク B) 免疫細胞
または間質細胞から腫瘍細胞への細胞間コミュニケーション C）INHBA特異的
アンチセンスプローブによるISH D）抗アクティビン A 抗体による免疫組織化
学染色 



本研究の成果により症例数の多い MSS 大腸癌に対する新たな治療アプローチにな
る可能性が示唆された。 

 

図 4:大腸癌データセットの解析結果 

A）全大腸癌細胞のUMAPプロット B）上皮細胞のUMAPプロット C）浸潤
前縁部で癌細胞と共局在化した細胞の数 D）SPP1+マクロファージクラスタ
ーにおける受容体-リガンドペアの濃縮を示す相互作用解析結果 E）CD8+T
細胞クラスターにおける受容体-リガンドペアの濃縮を示す相互作用解析結
果 F）MC-38細胞におけるコントロール（sgCTR）、マウスHLA-Gオルソロ
グH2-M3欠失（sgH2-M3#1、#2）した場合の腫瘍体積。n = 10/グループ。
エラーバーはSEMを示す。Dunnの多重比較検定により、**p＜0.01、***p＜
0.001とする。 
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