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緒緒  言言  

 
腫瘍微小環境において、がん細胞が形成する生態系は数理科学分野における「複雑系」として定義される。近年、   

一細胞オミクス測定技術の進歩により、がんの病態解明が進むことが期待されているが、がんの多様性がもたらす治療

抵抗性の因果関係に迫るためには、要素還元論に基づく従前のアプローチには限界がある。 
本研究では、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・人工知能を駆使した一細胞解析基盤を開発する。本研究で推進する情報学、統計

科学、工学、医学、生物学などの異分野から構成されるユニークな共同体制により、がん免疫複雑系の解明、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。 
 

方方  法法  

 
本研究では、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・機械学習技術を駆使した一細胞解析基盤を開発した。主として、下記の 2 つの  

目標を設定し、これを達成した。 
11．．ママススササイイトトメメトトリリーーデデーータタかからら臨臨床床情情報報にに関関連連すするる細細胞胞集集団団をを同同定定すするるベベイイズズモモデデリリンンググ技技術術のの開開発発［［11］］  
高次元フローサイトメトリーおよびマスサイトメトリーは、単一細胞の解像度で 10 個以上のタンパク質プロファイ

ルの全身レベルの細胞特性評価を可能にし、病気の診断や臨床転帰の予測などの多くの生物学的応用において活用され

ている。本研究では、未知の細胞集団の同定と、これらの集団と臨床情報との関連性の発見を同時に行うために、

LAMBDA（Latent Allocation Model with Bayesian Data Analysis）と呼ばれる新しい解析手法を開発した。LAMBDA
はフローサイトメトリーやマスサイトメトリーのデータの特性を表現するために、ゼロ膨張分布などの異なる分布でモ

デル化していることが特徴である。開発した手法の概念図を図1Aに示す。 
22．．ママススササイイトトメメトトリリーーデデーータタかからら細細胞胞集集団団ののダダイイナナミミククススをを同同定定すするるベベイイズズモモデデリリンンググ技技術術のの開開発発［［22］］  
近年、マスサイトメトリーに代表される高次元シングルセル技術の進歩により、経時的実験で細胞集団の動態を 

追跡することが可能になった。しかし、経時的マスサイトメトリーデータの解析に特化したツールがないことが臨床

への応用展開において課題となっている。本研究では、未知の細胞集団の同定と、これら細胞集団の経時的ダイナミ

クスの発見を同時に行うための解析手法として、CYBERTRACKという新しいモデルベースの統計的フレームワーク

を構築した。CYBERTRACKは、全人口の1％未満で構成される希少な細胞集団の動態や細胞集団が大きく変化する

変化点を同定できることが特徴である。開発した手法の概念図を図1Bに示す。 
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図1．開発手法LAMBDAとCYBERTRACKの概念図 
A）開発手法LAMBDAの概念図。 
B）開発手法CYBERTRACKの概念図。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． ヒヒトト黒黒色色腫腫腫腫瘍瘍ににおおけけるる抗抗  PPDD--11  免免疫疫療療法法のの臨臨床床反反応応性性にに関関わわるる細細胞胞集集団団のの探探索索  
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［1］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［3］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2A）。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2B）。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2A）、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［4］とも一致するものであり、開発手法の有効性が示された。 
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図2．開発手法 LAMBDAによるヒト黒色腫腫瘍マスサイトメトリーデータの解析結果 

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）同定した11個の細胞集団の臨床反応性の異なる患者サンプルに占める割合。 

 
22．． ヒヒトト黒黒色色腫腫腫腫瘍瘍ににおおけけるる抗抗  PPDD--11  免免疫疫療療法法薬薬治治療療前前後後でで変変化化すするる細細胞胞集集団団のの探探索索  
本研究で開発した手法［2］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［5］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3A）。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3B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3．開発手法 CYBERTRACK によるヒト黒色腫腫瘍時系列マスサイトメトリーデータの解析結果 

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。 
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33．． 細細胞胞運運命命決決定定過過程程ににおおけけるる細細胞胞集集団団のの時時間間的的ダダイイナナミミククススのの解解明明  
本研究で開発した手法［2］を、がん免疫以外の文脈における免疫細胞集団のダイナミクスを捉えることができるか

を評価するために、ヒト臍帯血から造血幹細胞および前駆細胞（HSPCs）を精製し、赤血球を促進する環境下で採取し

た時系列マスサイトメトリーデータ［6］に適用し、ヒト赤血球生成過程の時間経過による細胞集団の系統動態を同定

した（図4A）。データは 8 つの時点（0日目、4日目、6日目、8日目、10日目、11日目、12日目、14日目）で採取

されており、巨核球を促進する転写因子と考えられる FLI1 が、巨核球系への分化を直接引き起こすかどうかを   

調べるため、2 日目に Flag タグ付き FLI1（Flag-FLI1）を発現するレンチウイルスを細胞に感染させた。この結果、

データには、感染したFlag-FLI1発現細胞と非感染細胞が混在しており、抗Flag抗体を用いて区別することが可能で

ある。解析の結果、CD34＋ HSPCs（クラスター12、13）、CD34＋ CD38＋ PU.1＋ GATA1＋ common myeloid 
progenitors （CMPs）（クラスター8）、CD71＋ CD235ab＋ erythroid （クラスター4、10）、CD41＋ CD49f＋ CXCR4
＋ megakaryotic cell（クラスター5、16）、CD44hi GATA2hi basophils （クラスター7）などの細胞系譜が確認された

（図 4A）。興味深いことに、今回の解析で検出された 2 つの巨核細胞集団は、異なるレベルの Flag タグを発現して  

おり、クラスター16 では Flag の発現が非常に高かったが、クラスター5 では低～中程度にとどまっていた。このこ

とから、クラスター16 は Flag-FLI1 の異所性発現によって誘導された系譜であり、クラスター5 は内因性の発生に

よって出現した巨核細胞系譜である可能性が示唆された。また、細胞集団の混合比率の経時的な変化を図 4B に示す。

この推定された混合比率は、細胞集団の連続的な出現を示しており、造血中の異なる時点で異なる集団がピークに達す

ることを示している。0日目にはHSPCが主な集団となり、続いてCMPが4日目にピークを迎える。続いて、異所性

のFlag-FLI1を持つ巨核細胞集団が急速に増加し、内在性の巨核細胞と好塩基球の数が徐々に増加し、8～11日目頃に

ピークを迎える。最後に、赤血球細胞集団は12 日目頃から拡大し始め、14 日目まで優勢であった。4日目、12 日目、

14日目には全体の混合比率が劇的に変化したが、6日目、10日目、11日目には安定していたことが推定されているこ

とがわかった。これらの結果から、開発手法が細胞集団の時間的ダイナミクスを容易に解釈できるツールとして有用で

あることが示された。 
 

 
 

図4．開発手法 CYBERTRACK によるヒト赤血球生成過程における時系列マスサイトメトリーデータの解析結果 
A） 同定した20個の細胞集団における蛋白の発現プロファイル。 
B） 細胞運命決定過程における20個の細胞集団の割合。 
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