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研究成果の概要（和文）：本研究は薬物療法後の微小環境に着目し、がん細胞の再増殖・再進展を規定する分子
機構の解明を目的としている。シスプラチン耐性A549、CAFsを独自に作製し、RNAseqを実施した。その結果、
Ligand XはナイーブCAFsと比較してシスプラチン耐性CAFsでは9.9倍発現が上昇していた。すなわち、抗がん剤
未投与状態では存在しないがん細胞とCAFsの相互作用が新たに生じている可能性が考えられた。
今後は、シスプラチン耐性がん細胞の増殖、浸潤、足場非依存性生存、増殖に、シスプラチン耐性CAFsが関与し
ているかを各種バイオアッセイを用いて検討する。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the molecular mechanisms that govern cancer 
cell re-progression within drug-resistant tumor microenvironment. Cisplatin-resistant A549 and CAFs 
were independently generated and RNAseq was performed. The results showed that Ligand X was 
upregulated 9.9-fold in cisplatin-resistant CAFs compared to cisplatin-sensitive CAFs. In other 
words, it is possible that there is a new interaction between cancer cells and CAFs, which does not 
exist in the untreated state of anticancer drugs.
In the future, we will investigate whether cisplatin-resistant CAFs are involved in the 
proliferation, invasion, and anchorage-independent survival and growth of cisplatin-resistant cancer
 cells using various bioassays.

研究分野：病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤投与により変化するがん微小環境の生物学的特性に関する報告は、世界的に皆無である。また、1) 薬剤耐
性CAFsの概念、2) 再増殖に関わるがん細胞とCAFsの相互作用、に関わる研究は、治療法の開発、バイオマーカ
ーの探索にも繋がり発展性が高い。さらには、本研究の成果により、難治がんの治療標的とされるのは、がん細
胞のみならず CAFsあるいはCAFsが産生する細胞外マトリックスである可能性が生じる。すなわち、難治がんの
薬物治療に対するパラダイムシフトも起こる。

※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（共通）   
 
１．研究開始当初の背景 

肺がんに対する殺細胞性抗がん剤の効果は限定的である。大半の症例では投与後もがん細胞の

一部は残存し、再増殖（再発）をきたす。申請者は、非がん細胞が形成する微小環境は、薬物

感受性を規定することを示してきた。抗がん剤は、がん細胞のみならず非がん細胞にも細胞死

を誘導するが、一部の細胞は残存・再増殖する。従って、抗がん剤投与後のがん組織は、再増

殖する非がん細胞とがん細胞から構成されており、投与前の微小環境とは全く異なっている。

そして“がんの再増殖”を規定するのは、“薬物投与後”の微小環境である。申請者の病理学

的検討より、抗がん剤投与後に手術された症例では、多数の CAFs が“残存がん細胞”周囲に

存在していることが判明している。すなわち、抗がん剤未投与状態（naïve な微小環境）では

存在しない“がん細胞と CAFs”の相互作用が新たに生じ、がん細胞の再増殖に寄与している可

能性を考えた。 

 

２．研究の目的 

以上を踏まえて本研究では、殺細胞性抗がん剤投与後の非がん細胞が形成する特殊な微小環境

を解析し、革新的な肺がん薬物療法の開発を目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究は“薬物療法後の微小環境”に着目し、がん細胞の再増殖・再進展を規定する分子機構の

解明を目的としている。期間内に行った研究の方法について列挙する。 

(1) がん細胞株と CAFs を含んだハイブリッドオルガノイドを (Nomura K et al. Cancer Sci. 

2021)用いて、シスプラチン耐性ハイブリッドオルガノイド作製を試みた。 

(2) がん細胞、CAFs 別々にシスプラチン耐性株の作製を試みた。低濃度暴露から始め、最終的

には 5uM のシスプラチン下にて生存するがん細胞株 (A549 肺腺癌細胞株) および CAFs 細胞株

（肺腺癌組織より培養）の樹立を試みた（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

(3) A549、CAFs、それぞれでシスプラチン耐性株・シスプラチン非耐性株の RNAseq を実施し、    

発現遺伝子の比較解析を行った。 

(4) A549、CAFs のシスプラチン耐性株・シスプラチン非耐性株を用いて、我々のラボで独自に

開発した collagen invasion assay により、薬剤非耐性微小環境・薬剤耐性微小環境での浸潤能

の比較を行った。 

 

４．研究成果 

(1) ハイブリッドオルガノイドを用いた検討 

ハイブリッドオルガノイドの作製には成功したが、シスプラチン free の状態にても、がん細胞

の viability を保ったままでの長期培養が困難であった。（ハイブリッドオルガノイドの HE 標

本を作製して確認した結果、中心部では大半の腫瘍細胞が壊死に陥っていた。） 



(2) シスプラチン耐性株の作製 

シスプラチン耐性株の写真を下図に示す。 

 

naïveのA549細胞、CAFs 

シスプラチン5uM処理により、  

細胞は減少している。 

耐性A549細胞、CAFs（赤枠） 

シスプラチン処理しても、細胞数

に変化はない。 

以上から、シスプラチン耐性の癌細胞およびCAFsの作製に成功した（同一の手法）。 

 

(3) RNAseqの結果 

A549に関しては、耐性株でTNF応答遺伝子、炎症応答遺伝子の発現が増加していた。CAFsに関し

ては、耐性株で形態形成や細胞増殖の負の制御に関与する遺伝子の発現の増加していた。 

薬剤耐性CAFsは、naiveの細胞と比較して増殖が遅いことが判明していたため、上記の結果は

reasonableであった。 

次に、RNAseqの結果を基に、シスプラチン耐性A549とシスプラチン耐性CAFsの予想される相互

作用を解析した。その結果、Ligand X (公表ができないため ”X” と記す) は、naïve CAFsと

比較してシスプラチン耐性CAFsでは9.9倍発現が上昇していた。一方ligand Xの受容体Yは、

naiveA549、シスプラチン耐性A549共に一定量発現していた（下図参照）。 

一方、Ligand A (公表ができないため ”A” と記す) は、naïve A549と比較してシスプラチン

耐性A549では9.5倍発現が上昇していた。ligand Aの受容体Bは、naïve CAFs、シスプラチン耐

性CAFs共に一定量発現していた（下図参照）。 

 

以上の結果からは、抗がん剤未投与状態では存在しない“がん細胞とCAFs”の相互作用が新た

に生じ、がん細胞の再増殖に寄与している可能性が考えられた。 

 

 



(4) Single cell RNAseqの結果 

各細胞株のクラスター分類、クラスターにenrichされている遺伝子群の同定を行った。結果を

以下の図に示す。 

左上は、NaïveなA549とシスプラチ

ン耐性A549の各単細胞の分布を示

したものである。 

左下は、NaïveなCAFsとシスプラチ

ン耐性CAFsの各単細胞の分布を示

したものである。 

右上、右下は、それぞれの細胞株

のクラスター分類を行ったもので

ある。詳細は現在解析中である。 

 

(5) naïveな微小環境・薬剤耐性微小環境での浸潤能の比較 

A549とCAFsをシスプラチン耐性株同士、シスプラチン非耐性株同士で共培養し、我々が独自に

開発したcollagen invasion assay (Int J Cancer, 2015) により、薬剤非耐性微小環境・薬剤

耐性微小環境での浸潤能の比較を行った。結果、CAFs に関しては、耐性株の方が非耐性株より

wound 内への浸潤速度が遅かった。また、wound 内に浸潤した薬剤耐性がん細胞数は、非耐性

のがん細胞数より有意に少数であった。以上の結果より、naïveな微小環境内と比較して、薬剤

耐性微小環境内では、シスプラチン耐性CAFsは耐性A549の浸潤亢進には寄与しない可能性が示

唆された。 

 

癌細胞の転移は、増殖、局所浸潤、血流（またはリンパ流）内における足場非依存性の生存・

増殖、血管外への遊走、局所臓器における生着の過程を経る。今後の検討課題としては、 

1) 薬剤耐性微小環境内では、シスプラチン耐性CAFsは耐性A549の増殖能亢進に寄与するか？ 

2) 薬剤耐性微小環境内では、シスプラチン耐性CAFsは耐性A549の足場非依存性の生存・増殖に

寄与するか？である。 

また、これらの過程に、上述した新たな分子間相互作用が関連しているかどうかを検討する。 
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