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研究成果の概要（和文）：本計画研究では、細胞間相互作用による細胞社会ダイバーシティー形成・維持機構の
解析と薬剤開発を目指した。骨肉腫では、血小板と相互作用することで腫瘍増殖と転移が促進されていることを
発見し、その克服薬を見出した。治療抵抗性の形質を持つ肺がんのシングルセル解析により、治療薬暴露による
腫瘍細胞のダイナミックな変化とともに、抵抗性細胞と類似した発現を示す細胞亜集団の発見と、がん免疫療法
への抵抗性を付与する新規機構を発見した。血管新生の系で、血管内皮細胞の運動方程式と周囲微小環境・血管
形態のフェーズフィールドを組み合わせた数理モデルから、細胞レベルの現象とマクロな血管網形成を同時に解
析できる系を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to analyze the molecular mechanisms of 
heterogenous multicellular interaction and organ maintenance, and to develop new molecular-targeting
 drugs for diseases caused by abnormal cellular interactions. In osteosarcoma, we discovered that 
interaction with platelets promotes its tumor growth and metastasis, and found a drug to overcome 
it. From single-cell analysis of patient-derived lung tumors harboring treatment-resistant 
phenotype, we revealed the existence of drug-resistant persister cells in the therapeutic 
drug-treated tumors. We also found new resistance mechanisms against cancer immunotherapy. In the 
system of angiogenesis, we constructed a mathematical model that can simultaneously analyze 
cell-level phenomena and macrovascular network formation from a mathematical model of the vascular 
endothelial cell motion and the phase fields of surrounding microenvironment and vascular 
morphology.

研究分野：がん化学療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍組織を１つの臓器と見立て、腫瘍を構成するがん細胞と間質細胞や免疫細胞や血小板との相互作用に着目す
ることで、細胞社会ダイバーシティーの成り立ちを明らかにした。1細胞レベルでの解析を行う手法を確立する
とともに、様々な新規治療標的及び新規治療法の発見に貢献した。これら研究成果は、治療薬耐性化の分子機構
の発見という学術的意義にとどまらず、新たながん治療薬候補の提示といったがん医療への貢献という意味で社
会的意義も極めて高い結果となっている。また、薬剤耐性とその克服に量子化学計算を取り入れることができる
ことも証明することができ、計算機科学と薬学の融合といった新興領域創成への貢献も果たした。

※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 
人体は約 37 兆個の細胞により構成されているが、その細胞集団は均一ではなく、組織幹細胞
より分化した多種多様なダイバーシティーに富む細胞
から構成されている（下図参照）。こうしたダイバーシ
ティーに富む細胞が社会を形成していることが環境変
化に耐えうる強靭な生体・臓器の維持と形成に重要な役
割を果たしている。研究開始当初から続く分子生物学的
解析技術の急速な発展により、細胞社会形成に関わる分
子機構が個別研究により明らかにされつつあるだけで
なく、解明された分子機構を基盤とした再生医療への応
用も展開されている。しかし、立体的かつ機能的な臓器
を試験管内で再構成することは現在の技術でも不可能
であり、このことは、臓器を構成している「細胞社会ダ
イバーシティー」の解明が未だ不十分であることを示している。多種多様な細胞より構築されて
いる臓器の成り立ちを統合的に理解し、その相互作用を制御するといった新たな視点での基礎
研究を進めていく必要があることを示している。 
臓器と同等な組織を構築する腫瘍においても、がん幹細胞から分化したがん細胞だけで存在
できるわけではなく、非がん細胞である宿主由来の線維芽細胞、免疫細胞、血管内皮細胞などが
混在してこれら宿主由来非がん細胞と相互作用することが必須である。研究開始当初から現在
に至るまで、がん細胞を直接攻撃する治療薬だけではなく、血管新生阻害剤などの腫瘍内血管内
皮細胞を標的にした薬剤もがん治療薬として用いられ、一定の腫瘍抑制効果が認められている。
このことは、正常臓器と同様に腫瘍組織内でも細胞社会ダイバーシティーが存在しており、細胞
間相互作用を乱すことが組織破壊へとつながっていることを示している。よって、「細胞社会ダ
イバーシティー」を統合的に理解することは、未だ明らかになっていない生体・臓器の構築機構
解明といった基礎的研究成果が見込まれるだけでなく、再生医療のさらなる進展や疾病治療薬
の創成といった次世代の医療への応用が期待されている。 
臓器内におけるダイバーシティーに富んだ細胞社会の相互作用やその維持機構を統合的に理
解し、キーとなる分子やパスウェイを見出すために
は、細胞間相互作用といった複雑系を数学的に表現
した数理モデルの構築が不可欠である。電力システ
ムや産業システムなどの複雑系の数理モデリング
の構築が研究開始以前から進められていたが、徐々
に脳やがんなどの生命現象を対象にした数理モデ
リングも行われるようになってきた。さらに、研究
開始当初に大きく発展し始めたシングルセル（１細
胞）解析技術により、シングルセルレベルでの定量
的なオーミクスデータの取得も可能になってきて
いた。また、そこから得られる細胞間相互作用の膨
大なデータをビッグデータとして処理する手法も
大きく進展し始めていた。生体恒常性維持に不可欠
な臓器内のシングルセルごとの特性及び環境変化
応答を解析する技術的な裏付けが整いつつある研究開始当初の絶好な機会を捉え、学術上の大
きな意義・インパクトが期待される腫瘍構築の根本原理の解明を、計画研究として進めることに
した。 
 
２．研究の目的 
臓器はダイバーシティーに富んだ多種多様な細胞集団により構成されているが、そのダイバ
ーシティーは臓器内の局所微小環境や偏在する細胞群との相互作用により制御されている。細
胞ダイバーシティーが存在することが、環境や刺激に対する臓器の強靭性（ロバストネス）へと
つながっているが、その詳細は明らかでない。これは、揺らぎのある個々の細胞同士の相互作用
を定量的に解析する手段がこれまでなかったことが原因である。そこで本計画研究では、細胞間
相互作用によるダイバーシティー形成・維持機構を、ヒト組織およびそのマウス移植モデルなど



を用いて、シングルセルレベルで解析することで明らかにすることを目的とした。また、細胞間
相互作用解析から明らかとなった治療薬への抵抗性に関わる分子基盤を見出し、全く新しいコ
ンセプトの治療薬耐性克服法を開発することも目的とした。具体的には、 
（１） がん進展に関わるがん細胞と宿主由来細胞との相互作用に関して、臨床研究に参加同意
をいただいた患者さんの外科手術検体などを用いて分子機構解析を行い、数理モデルを
開発するとともに、数理モデルより明らかになったキーとなる分子やパスウェイを標的
にした新規治療法開発を行う。 

（２） 様々な Driver Oncogene 変異陽性がんの分子標的薬剤耐性機構を解析してきた結果、治
療薬耐性化機構は患者間で多様なだけでなく、転移巣・原発巣などの腫瘍間、さらには
腫瘍内でも多様性を有していることが明らかとなっている。治療薬耐性に関わる細胞間
相互作用変化をシングルセルレベルでゲノム・エピゲノム変化を解析し、細胞ダイバー
シティーを生み出す細胞間相互作用の詳細を明らかにする。 

（３） シングルセルレベル解析により得られた膨大なオーミクスデータと治療抵抗性を獲得
する段階で生じるがん細胞の遺伝子変異蓄積などの分子進化と細胞多様性出現（細胞進
化）に関わるデータを情報基盤として蓄積する。その後に、腫瘍組織形成に関わる細胞
進化モデルを確立し、効果的治療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
以下の研究手法にて、腫瘍組織内のがん細胞ならびに免疫細胞などの役割を明らかにするこ
とで、腫瘍組織構築に関わる細胞社会ダイバーシティーの理解を目指した。 
（１） がんの中でも最も死亡者数の多い肺がんおよび大腸がんに注目し、臨床研究に参加同意
をいただいた肺がん患者・大腸がん患者の原発巣および転移巣の臨床手術検体を中心に、
新鮮臨床検体を収集し、in vitro で培養（PDC）するとともに、検体を直接あるいは PDC
をマウスに移植した PDX モデル・PDC-xenograft モデルの樹立ををこれまでの研究で培
ったノウハウを結集して実施した。特に大腸がんに関しては、同一患者から原発巣およ
び転移巣（肝転移または肺転移）の検体を収集・解析した。また同一患者で採取時期の
異なる（化学療法等の治療を挟んだ）症例も集めた。そして、各患者由来細胞株に対応
する阻害薬感受性などを検討するとともに、耐性症例からはその耐性機構の解明を目指
した。 

（２） 発見した阻害薬抵抗性を生む因子の機能解析やその克服法の探索から、より効果的な標
的の同定と長期に亘って効果が持続できる併用療法の可能性を検討した。 

（３） 腫瘍組織のシングルセル解析、腫瘍内細胞外小胞、液性因子の解析を行うべく、培養細
胞を用いた共培養系、3 次元培養系、臨床手術検体をマウスに移植し作製した PDX モデ
ル、PDC-xenograft、マウス腫瘍細胞を同系マウスに移植した Syngeneic モデル等からの
サンプル処理手法を、腫瘍細胞の生存率に注意しながら検討するとともに、腫瘍細胞を
組織に近い状態で生存率高く安定して保存できる手法も併せて検討した。 

（４） 腫瘍組織内の免疫環境の解析を目指し、マウス同種移植モデルおよび、臨床検体を用い
て、1細胞レベルの遺伝子発現解析と透明化による位置情報解析を並行して行った。 
 

４．研究成果 
肺がん・大腸がんの原発巣および転移巣の検体を収集・解析するとともに、採取した腫瘍組
織から PDC（150 株以上）の樹立と PDX モデル・PDC-xenograft モデルの構築に複数成功してい
る。これら検体を用いて、以下の研究成果を挙げた。 
（１）肺がん組織検体を用いた解析 
① NTRK・ROS1 融合遺伝子陽性がん 
肺がんや大腸がんで低頻度に見られるNTRK融合遺伝子陽性がんに対し現在NTRKチ
ロシンキナーゼ阻害薬が複数臨床試験されているが、我々は、その耐性機構を複数世
界に先駆けて発表することに成功した（Mol. Cancer Ther., 2017 など）。また、その
際にクローン化した細胞株でも、ごく一部の腫瘍細胞から常に抵抗性細胞が生まれて
いることも発見した。また、ROS1 融合遺伝子陽性のがんでは、薬剤に耐性化した細胞
を選択していく中で、逆に阻害薬に依存して増殖することを発見し、そのメカニズム
も新たに見出すことができた（Sci. Reports, 2017 など）。また、ROS1 融合遺伝子陽
性肺がんの耐性克服薬を見出し論文として報告することができた（Nature Commun., 
2019）。 



② EGFR 変異肺がん 
EGFR 変異肺がんを用いた検討では、阻害薬抵抗性変異（EGFR-T790M）の比率が多い
ほど、次世代の阻害薬が有効であることを臨床検体の解析から発見し報告した（Lung 
Cancer, 2018 など）。このことは、腫瘍組織内の多様性があると、次世代の阻害薬で治
療した際の残存腫瘍が多くなりすぐに再発してしまうことを示しており、再発の元と
なる残存腫瘍の性質や腫瘍内環境を明らかにすれば、再発リスクを低減した画期的な
治療法の開発に結びつけられることが示唆された。さらに、EGFR 変異陽性の肺がん患
者から EGFR 阻害薬投薬前ならびに耐
性化して再発後の胸水を取得し、胸水
がん細胞の 1細胞発現解析とクロマチ
ン状態を解析するための 1 細胞 ATAC
シーケンスを実施することで、治療前
と薬剤耐性後の腫瘍細胞の遺伝子発
現レベルとクロマチン状態の多様性
を見出した（右図）。1 細胞レベルで
の遺伝子変異解析の結果、個々のがん
細胞の進化を推定できている。これら
解析を通じ、腫瘍細胞が抵抗性を獲得していくメカニズムや、その過程に関わる因子
群についても明らかにしつつある。また、第一世代 EGFR 阻害薬が効かない抵抗性変異
（EGFR-T790M）の比率が多いほど、EGFR-T790M 変異肺がんにも有効な次世代 EGFR 阻害
薬 Osimertinib が有効であることを見出し、耐性変異の種類と出現頻度推定にも成功
した（Lung Cancer, 2018, J. Thoracic Oncol., 2018 など）。 

③ ALK 融合遺伝子陽性肺がん 
ALK 阻害剤に対して耐性を示した患
者検体より、耐性化に寄与する新たな変
異を見出すとともに、第三世代 ALK 阻害
薬投与により、これまで認められなかっ
た重複変異に伴う耐性化が生じること
を明らかにした（EBioMedicine, 2019 な
ど）。そこで、このあらゆる ALK 阻害薬
に耐性を示す重複変異にも有効な治療
候補薬剤を発見し、右図の様に、コンピ
ュータシミュレーションによりその結合様式の推定に成功した（Nature Commun., 
2021）。また、公募研究代表者である岩見教授と共同研究を実施することで、これまで
に同定した 20種以上の ALK 耐性変異の詳細な薬剤感受性等のデータを用いて、耐性を
獲得したわずかな腫瘍細胞が治療薬存在下で腫瘍中のドミナントな集団となっていく
様子のシミュレーション等を数理モデルを用いて実施し、耐性細胞の増殖速度を推定
した条件下であるが、耐性細胞出現の推定が可能となった。 

④ 肺がんなどによるがん免疫微小環境の変化 
免疫チェックポイント阻害剤である
抗 PD-L1 抗体に耐性となった肺がん患
者検体の解析から、分泌型の PD-L1（右
図：sPD-L1v）が関与する抗 PD-L1 抗体
耐性化機構を発見した（J. Exp. Med., 
2019 など）。マウス腫瘍細胞を同系マウ
スに移植した Syngeneic モデル系でも
確認した結果、分泌型の PD-L1 は抗 PD-
L1抗体のデコイとして働き、がん免疫微
小環境を変化させていることを見出し
た。さらに、がん免疫微小環境を詳細に
1細胞レベルで解析する系が確立し、マ
ウス Syngeneic モデルを用いた腫瘍内
微小環境の解析を行った。また、がん転移形成過程の解析により、宿主血小板との相



互作用ががん免疫微小環境を変化させることで、がんの悪性化が進行していることを
見出した。さらに、がん細胞と相互作用する宿主の血小板の機能を詳細に検討するこ
とで（右図）、血小板由来分子
である LPA を見出すことに成功
した（Oncogene, 2021 など）。
血小板より放出される LPA がパ
ラクライン的にがん細胞膜表面
上の LPA レセプターに作用する
ことでがんの増殖を誘導してい
た。 

（２）大腸がん組織検体を用いた解析 
① 大腸がんでは、KRAS 変異陽性、BRAF 変異陽性に加えて、その他のドライバーがん遺伝
子陽性のがん細胞株が複数得られており、108 のがん関連遺伝子を標的とした次世代
シーケンス解析と標的既知の阻害剤ライブラリーへの感受性試験等の解析から、新た
な治療標的候補因子と候補薬剤の同定に成功している。また大腸がんでは、若年者（45
歳以下）の患者検体から新たなドライバーがん遺伝子陽性の細胞株を複数樹立するこ
とにも成功しており、詳細な解析と新規標的療法の探索へと展開した。 

（３）数理モデルの汎用性の検証 
① 血管新生の系で血管内皮細胞の運動方程式
と周囲微小環境・血管形態のフェーズフィー
ルドを組み合わせた数理モデルを提案し、細
胞混合などの細胞レベルの現象とマクロな
血管網形成が同時に解析できる系を構築し
た（AIMS Bioengineering, 2022）。さらに、
ニワトリ胚中胚葉細胞の集団運動系やショ
ウジョウバエを用いた腸管上皮の細胞多様
性系の研究等でも数理モデル解析を行い、多
種多細胞な系での数理解析基盤が整いつつ
ある。 
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キョウ博、清谷一馬、坂田征士、西尾誠人、竹内賢吾、河本宏、藤田直也、片山量平

片山量平、キョウ博、西尾誠人、藤田直也



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

2019 AACR-NCI-EORTC International Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics（国際学会）

 ２．発表標題

 ３．学会等名
第42回日本分子生物学会年会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

Bo Gong, Kazuma Kiyotani, Seiji Sakata, Ken Takahashi, Seiji Nagano, Shun Kumehara, Satoko Baba, Benjamin Besse, Noriko
Yanagitani, Luc Friboulet, Makoto Nishio, Kengo Takeuchi, Hiroshi Kawamoto, Naoya Fujita, and Ryohei Katayama

Koutaroh Okada, Mitsugu Araki, Tomoko Oh-hara, Makoto Nishio, Yasushi Okuno, Naoya Fujita, Ryohei Katayama

Yosuke Seto, Ryohei Katayama

片山量平、岡田康太郎、藤田直也

 ３．学会等名

2019 AACR-NCI-EORTC International Conference on Molecular Targets and Cancer Therapeutics（国際学会）

SMBE 2019 “The annual conference of the society for molecular biology and evolution”（国際学会）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Identification of secreted PD-L1 variants as a decoy of PD-L1 blockade antibody mediating the therapeutic resistance.

Predication of lorlatinib resistance mechanisms and therapeutic strategies to overcome the resistance in ALK rearranged non-
small cell lung cancer.

Investigation of EMT-mediated anti-cancer drug resistance of cancer cells by single-cell RNA-seq analysis

ドライバーがん遺伝子の活性化変異が誘導する分子標的薬耐性と新たな脆弱性



2019年

2019年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

理研・生命医科学シンポジウム「新たな生命医科学の融合　～ゲノム・免疫・疾患システムを究める～」（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第78回日本癌学会学術総会

第23回日本がん分子標的治療学会

第１６回　日本臨床腫瘍学会学術集会

内堀健、西尾誠人、稲瀬直彦、藤田直也、片山量平

藤田直也

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

オシメルチニブ初回治療のシーケンスで予想される耐性機構としての多重変異について

がん患者検体を用いた腫瘍組織の統合解析と新薬開発

次世代ROS1/NTRK阻害薬DS-6051bによるCrizotinib耐性の克服

分泌型PD-L1スプライシングバリアントを介した免疫チェックポイント治療薬耐性機構の発見

 １．発表者名

 １．発表者名

片山量平、キョウ博、西尾誠人、藤田直也

キョウ博、西尾誠人、藤田直也、片山量平



2017年

2017年

〔図書〕　計1件

2021年

〔産業財産権〕

〔その他〕
新学術領域「細胞ダイバース」ホームページ 
http://cdiversity.umin.jp/index.html 
【ニュースリリース】ALK融合遺伝子陽性肺がんにおける薬剤耐性がん細胞の新たな治療標的候補を発見 
https://www.jfcr.or.jp/laboratory/news/9205.html 
【ニュースリリース】骨肉腫の肺転移機構を解明し、転移阻害薬候補を発見 
https://www.jfcr.or.jp/laboratory/news/8782.html 
【ニュースリリース】スパコンを用いた長時間MDシミュレーションが解き明かす　変異型EGFRタンパク質の構造と治療薬感受性 
https://www.jfcr.or.jp/laboratory/news/8478.html 
【ニュースリリース】ALK融合遺伝子陽性肺がんに対する薬剤耐性克服薬の発見 ～第3世代ALK阻害薬耐性の克服を目指す～ 
https://www.jfcr.or.jp/laboratory/news/8217.html 
【ニュースリリース】ROS1融合遺伝子陽性肺がんに対する新薬候補化合物DS-6051bの共同研究成果 
https://www.jfcr.or.jp/chemotherapy/news/6813.html 
【プレスリリース】分泌型PD-L1バリアントを介した免疫チェックポイント阻害薬耐性機序の発見 
https://www.jfcr.or.jp/chemotherapy/news/6432.html 
【プレスリリース】ALK融合遺伝子陽性肺がんに対する薬剤耐性変異予測と、 既存薬を活用した耐性克服法の発見 ～第3世代ALK阻害薬耐性の克服を目指す～ 
https://www.jfcr.or.jp/laboratory/news/5935.html 
公益財団法人がん研究会がん化学療法センター基礎研究部　ホームページ 
https://www.jfcr.or.jp/chemotherapy/department/fundamental/index.html 
理研フィジカルバイオロジー研究チーム　ホームページ 
http://www.qbic.riken.jp/phb/

 ２．発表標題
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藤田直也（編）

 ２．出版社
羊土社 220

 ２．発表標題

第22回International Symposium on Cancer Chemotherapy（国際学会）

第７６回　日本癌学会学術総会（招待講演）
 ３．学会等名

 ３．学会等名

Koutaroh Okada, Shigeo Sato, Naoya Fujita, Ryohei Katayama

片山量平、藤田直也

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

1st and 2nd generation ALK-TKI rescues the next-generation ALK-TKI resistance mediated by double mutations

Driver Oncogene陽性肺がんにおける獲得耐性の分子基盤と新たな治療戦略
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