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(57)【要約】
ａ．免疫細胞によって発現される抗原（マーカー）に特異的に結合する抗体を使用するこ
とによる自動スライド染色システムによって得られる１つ以上の組織切片の免疫染色され
た薄片を準備する工程、ｂ．高解像度のスキャンを読み取ることによって工程ａ．のスラ
イドのデジタル化を進め、これにより分析しようとするスライドの高精細度（４．６μm
／ピクセル又はそれより良好）のデジタル写真が得られる工程、ｃ．デジタル写真上の組
織切片の薄片を検出する工程、ｄ．（ｉ）腫瘍（ＣＴ）及び（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分
（ＩＭ）を規定するために、組織切片の薄片を分析する工程、ｅ．同じ表面積を有する均
一に分布した単位を有する参照サイズ格子を準備する工程、前記格子は、分析しようとす
る腫瘍のサイズに適合している、ｅ１．免疫染色の品質を確認する工程、ｆ．各単位の染
色細胞を検出及び定量し、これにより、各単位の染色された免疫細胞の数又は密度を評価
する工程、からなる工程を含む、腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための
方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．免疫細胞によって発現される抗原（マーカー）に特異的に結合する抗体を使用する
ことによる自動スライド染色システムによって得られる１つ以上の組織切片の免疫染色さ
れた薄片を準備する工程、
　ｂ．高解像度のスキャンを読み取ることによって工程ａ．のスライドのデジタル化を進
め、これにより分析しようとするスライドの高精細度（４．６μm／ピクセル又はそれよ
り良好）のデジタル写真が得られる工程、
　ｃ．デジタル写真上の組織切片の前記薄片を検出する工程、
　ｄ．（ｉ）腫瘍（ＣＴ）及び（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）を規定するために、
組織切片の前記薄片を分析する工程、
　ｅ．同じ表面積を有する均一に分布した単位を有する参照サイズ格子を準備する工程で
あって、前記格子は、分析しようとする腫瘍のサイズに適合している、工程、
ｅ１．免疫染色の品質を確認する工程、
　ｆ．各単位の染色細胞を検出及び定量し、これにより、各単位の染色された免疫細胞の
数又は密度を評価する工程
からなる工程を含む、腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための方法。
【請求項２】
　各単位の染色細胞の検出及び定量が、腫瘍（ＣＴ）及び腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）で
別々に実施される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　参照サイズ格子が全く準備されない、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記抗体が、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＣＤ４５ＲＯ又はＧＺＭＢマーカー
に特異的な抗体からなる群より選択される、請求項１ないし３の一項記載の方法。
【請求項５】
　以下の組合せ：ＣＤ３＋ＣＤ８、ＣＤ３＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ３＋ＣＤ２０、ＣＤ３＋
ＧＺＭＢ、ＣＤ８＋ＣＤ２０、ＣＤ８＋ＧＺＭＢ、ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ２０＋Ｇ
ＺＭＢ、ＣＤ２０＋ＣＤ４５ＲＯ、ＧＺＭＢ＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４＋ＣＤ８、ＣＤ４＋
ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４＋ＧＺＭＢ、ＣＤ４＋ＣＤ２０と、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、Ｃ
Ｄ４５ＲＯ、ＣＤ４及びＧＺＭＢマーカーの中の３つのマーカーの全ての組合せとからな
る群より選択される２つ又は３つの抗体が使用される、請求項１ないし４の一項記載の方
法。
【請求項６】
　自動免疫染色装置が工程ａ）の実施に使用される、請求項１ないし５の一項記載の方法
。
【請求項７】
　（ｉ）腫瘍（ＣＴ）と（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）の境界を規定するための組
織切片の前記薄片の分析が、適切なソフトウェアによって実施される、請求項１ないし６
の一項記載の方法。
【請求項８】
　１０×１０－９ｍ２ないし１０００×１０－９ｍ２の表面積を有する六角形、正方形又
は長方形の単位が使用される、請求項１、２及び４ないし７の一項記載の方法。
【請求項９】
　各単位の染色された免疫細胞の評価された数又は密度が、Ａ群：
　－　染色細胞の最大数、
　－　染色細胞の最大密度、
　－　染色細胞の数の合計、
　－　染色細胞の表面積の合計、
　－　染色細胞の密度の合計、
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　－　染色細胞の平均数、
　－　染色細胞の平均密度、
　－　染色細胞の最大数、
　－　染色細胞の数の中央値
の数値から選択される、請求項１ないし８の一項記載の方法。
【請求項１０】
　－　単個染色細胞、
　－　少なくとも３個の染色細胞を含むクラスター中の染色細胞、
　－　単個染色細胞又は少なくとも３個の染色細胞を含むクラスター、
　－　全ての染色細胞、
　－　最も染色された単位、
　－　無作為な単位
からなるＢ群の基準に従って、細胞又は単位を検出することをさらに含む、請求項１、２
及び４ないし９の一項記載の方法。
【請求項１１】
　患者を、その予想される生存率又は癌処置に対するその応答に従って群に分離する工程
をさらに含む、請求項１ないし１０の一項記載の方法。
【請求項１２】
　所与のマーカーについての免疫細胞の数又は密度の数値を、前記マーカーの予め決定さ
れた参照値と比較し、予め決定された参照値は、前記癌の進行の特定の予後及び／又は患
者の生存率及び／又は癌処置に対する応答に相関する、請求項１１記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、腫瘍組織における免疫細胞を定量するための方法及びその応用に関する。
【０００２】
発明の背景
　ＥＰ－Ａ－ＥＰ１９４３５２０及び国際公開公報第２００７０４５９９６号は、癌の進
行及び／又は生存率に関する患者の予後のためのインビトロにおける方法、及び／又は、
処置（化学療法、放射線量療法、生物学的療法、免疫療法）に対する応答の予測のための
インビトロにおける方法を記載し、該方法は、以下の工程：
　ａ）前記患者からの腫瘍組織試料において、前記患者の局所獲得免疫反応の状態を示す
少なくとも１つの生物学的マーカーを定量する工程；及び
　ｂ）前記の少なくとも１つの生物学的マーカーについて工程ａ）で得られる数値を、同
じ生物学的マーカーについての予め決定された参照値と比較し；予め決定された参照値は
、前記癌の進行の特定の予後又は前記患者の生存率又は処置応答（例えば、化学療法、放
射線療法、生物学的療法、免疫療法）の予測に相関し、これにより「良好な応答者」対「
悪い応答者」を予測する工程
を含む。
【０００３】
　腫瘍組織試料は、（ｉ）全原発性腫瘍（全体として）、（ｉｉ）該腫瘍由来の組織試料
、（ｉｉｉ）前記腫瘍を直接取り囲む組織からの組織試料（前記組織は、より具体的には
腫瘍の「浸潤周辺部分」と命名され得る）、（ｉｖ）前記腫瘍と近接したリンパ島、（ｖ
）前記腫瘍の最も近くに位置するリンパ節、（ｖｉ）術前に実施された腫瘍生検、及び（
ｖｉｉ）遠隔転移病巣からなる群より選択され得る。
【０００４】
　生物学的マーカーは、好ましくは、工程ａ）において、腫瘍の２つの領域、すなわちそ
れぞれ（ｉ）腫瘍（ＣＴ）及び（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）から回収された腫瘍
試料において定量される。
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【０００５】
　上記の方法は、組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）上で実施された。しかしながら、プロセ
スの大半の工程は手作業で実施され、測定の再現性に関する問題が観察され得る。例えば
、穿孔すべき腫瘍領域の選択に関する病理医間の相違は、ヘマトキシリン－エオシン対比
染色検査に基づいて起こり得る。さらに、病理医によって選択される領域を正確に穿孔す
る難しさが観察される。このような典型的な間違いは、各工程で起こり得る。これらの文
書で記載された方法は、癌患者の生存率を予測するための高い能力を得ることを可能とす
るが、さらにより良好な品質を有する、特に自動化の再現性を有し結果を比較できる方法
に関する研究が現在進行中である。
【０００６】
　Halama et al, Quantification of prognostic immune cell markers in colorectal c
ancer using whole slide imagining tumour maps, analytical and quantitative cytol
ogy and histology, Vol. 32, 6, Dec 2010, pp.333-340によって強調されているように
、組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）を使用したサンプリング用組織プローブは、頻繁に癌組
織において観察されるような空間的不均一性のある標的分子の場合には特に問題である。
Halama et alは、データ取得のために完全組織スライド顕微鏡を提案する。しかしながら
、本研究は、腫瘍の空間的異質性を解釈することのできるパラメータを発生する特別な診
断アルゴリズムの実例を示していない。Halamaは、この診断アルゴリズムが作られ、経過
観察研究が実施されるまで、腫瘍マップが単一の患者において予後予測因子としての価値
を有するかどうかを判定することができないと結論づけている。
【０００７】
発明の要約
　今回、出願人は、癌に罹患している患者の免疫スコア（すなわちイムノスコア）を得る
ために、腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための方法を発見した。
【０００８】
　腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための新規な方法の使用は、国際公開
公報第２００７４５９９６号に記載の方法の自動化、繰り返し性及び再現性を確実にし、
従って、癌患者の生存率及び処置に対する応答を予測するための研究室間の試験のための
標準的な試験法を提供することが驚くべきかつ意外な様式で注記されている。
【０００９】
　新規な方法は、ＥＰ－Ａ－ＥＰ１９４３５２０及び国際公開公報第２００７０４５９９
６号の方法と比較して、繰り返し性及び再現性に関する問題が特により少ない。
【００１０】
好ましい態様の説明
　本出願の主題は、それ故、
　ａ．免疫細胞によって発現される抗原に特異的に結合する抗体を使用することによる自
動化スライド染色システムによって得られる１つ以上の組織切片の免疫染色された薄片を
準備する工程、
　ｂ．高解像度のスキャンを読み取ることによって工程ａ．のスライドのデジタル化を進
め、これにより分析しようとするスライドの高精細度（４．６μm／ピクセル又はそれよ
り良好）のデジタル写真が得られる工程、
　ｃ．デジタル写真上の組織切片の薄片を検出する工程、
　ｄ．（ｉ）腫瘍（ＣＴ）及び（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）を規定するために、
組織切片の薄片を分析する工程、
　ｅ．同じ表面積を有する均一に分布した単位を有する参照サイズ格子を準備する工程で
あって、前記格子は、分析しようとする腫瘍のサイズに適合している、工程、
　ｆ．各単位の染色細胞を検出及び定量し、これにより、各単位の染色された免疫細胞の
数又は密度を評価する工程
からなる工程を含む、腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための方法である
。
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【００１１】
　典型的には、前記抗体は、免疫細胞によって発現されるタンパク質に特異的であり、よ
り特定すると、免疫細胞表面マーカーに特異的である。例えば、前記抗体は、国際公開公
報第２００７０４５９９６号に記載のようなマーカーに特異的であり得、考えられる免疫
細胞は、Ｂ細胞、好ましくはＴ細胞であり得る。例えば、本発明のＴ細胞は、ＣＤ３＋細
胞（Ｔ細胞）、ＣＤ８＋細胞又はＧＺＭＢ＋細胞（細胞障害性Ｔ細胞）、ＣＤ４＋細胞（
ヘルパーＴ細胞）、ＣＤ４５ＲＯ＋細胞（記憶Ｔ細胞）の亜群のＴ細胞である。特定の態
様において、前記抗体は、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＣＤ４５ＲＯ及びＧＺＭ
Ｂマーカーに特異的である。
【００１２】
　２つ以上のマーカーが使用される場合、上記の工程は、好ましくは、各マーカーについ
て別々に実施される。例えば、抗ＣＤ３抗体がある組織薄片のために使用され、抗ＣＤ８
抗体は別の組織薄片、好ましくは組織の隣接薄片のために使用される。異なるマーカーを
検出するために使用される抗体が異なって染色される場合、多重の、例えば二重の検出が
代替的には行なわれ得る。それ故、各マーカーに対して１つの検出可能なシグナルを利用
可能である。
【００１３】
　免疫組織化学的検査すなわちＩＨＣは、生物学的組織中の抗原に特異的に結合する抗体
の原理を使用することによって、細胞における組織切片の抗原（一般的にはタンパク質）
を検出する慣用的なプロセスを指す。免疫組織化学的染色は、抗体－抗原の相互作用の可
視化を可能とする。それは多くの方法で実施することができる。最も一般的な場合では、
抗体を、発色反応を触媒することのできるペルオキシダーゼなどの酵素にコンジュゲーシ
ョンさせる。あるいは、抗体をフルオレセイン又はローダミンなどのフルオロフォアにタ
グ化させてもよい。
【００１４】
　本発明に使用される抗体は、典型的には市販されている。特に、ＣＤ３マーカーを本発
明の方法の実施に選択する場合、Roche Ventana (Tucson, AZ, USA)から市販されている
２ＧＶ６抗体が適切であり得る（Chetty R, et al., J Pathol. 173(4): 303-307, 1994
）。特にＣＤ８マーカーを本発明の方法の実施に選択する場合、Dako (Denmark)から市販
されているＣ８／１４４Ｂ抗体が適切であり得る（Mason DY, Cordell JL, Gaulard P, T
se AGD, Brown MH. Immunohistological detection of human cytotoxic/suppressor T c
ells using antibodies to a CD8 peptide sequence. J Clin Pathol 1992:45:1084-8）
。
【００１５】
　プロセスを実施する場合に２つ以上のマーカーを検出することができる。特定の態様に
おいて、以下の組合せを使用し得る：ＣＤ３＋ＣＤ８、ＣＤ３＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ３＋
ＣＤ２０、ＣＤ３＋ＧＺＭＢ、ＣＤ８＋ＣＤ２０、ＣＤ８＋ＧＺＭＢ、ＣＤ８＋ＣＤ４５
ＲＯ、ＣＤ２０＋ＧＺＭＢ、ＣＤ２０＋ＣＤ４５ＲＯ、ＧＺＭＢ＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４
＋ＣＤ８、ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４＋ＧＺＭＢ、ＣＤ４＋ＣＤ２０、並びにＣＤ３
、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４及びＧＺＭＢマーカーの中の３つのマーカー
の全ての組合せ。本発明を実施するための好ましい条件下で、ＣＤ３＋ＣＤ４５ＲＯ、Ｃ
Ｄ８＋ＣＤ４５ＲＯ及びＣＤ３＋ＣＤ８の組合せが最も好ましく、より特定すると後者が
好ましく、なぜなら、これらの抗体で得られるバックグラウンド染色が低いからである。
【００１６】
　種々の種類の腫瘍の組織切片を、本発明のプロセスに使用し得る。腫瘍組織試料は、（
ｉ）全原発性腫瘍（全体として）、（ｉｉ）腫瘍に由来する組織試料（生検）、（ｉｉｉ
）切除された腫瘍試料、及び（ｉｖ）遠隔転移病巣試料を包含する。
【００１７】
　染色された組織切片の薄片の具備された１つ以上のスライドを、本発明の方法に使用し
得る。通常、良くない染色が得られない限り、１つのマーカーに対して１つの単一のスラ
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イドで十分である。
【００１８】
　例えば、自動的な染色スライドの調製を可能とするBenchMark（登録商標）ＸＴなどの
自動免疫染色装置（IHC automate）を、免疫組織化学染色工程ａ）の実施に使用し得る。
【００１９】
　工程ａ．のスライドのデジタル化は、スキャンを読み取ることによって、例えば標準的
なサイズ（２６mm×７６mm）のスライドのスキャンを可能とする高解像度のHamamatsu Na
noZoomer（登録商標）2.0-HTスキャナーを用いて行なわれる。このスキャナーは、高精細
度デジタル写真（２０倍：０．４６μm/ピクセルが好ましい）及び（４０倍：０．２３μ
m/ピクセル）を提供する。
【００２０】
　検出、すなわちデジタル写真上の組織切片の薄片の境界の規定は、熟練した技術者、通
常、医師によって人工的に行なわれ得るか、又は適切なソフトウェアによって実施され得
る。
【００２１】
　（ｉ）腫瘍（ＣＴ）と（ｉｉ）腫瘍の浸潤周辺部分（ＩＭ）との境界を規定するための
組織切片の薄片の分析もまた医師によって人工的に行なわれ得るか、又は適切なソフトウ
ェアによって実施され得る。通常、健康な組織、腫瘍及びその間の浸潤周辺部分に対応す
る３つの領域が得られる。
【００２２】
　好ましくは、この工程の前に、組織切片の薄片は、検出されたエレメント及び領域の１
つ以上の色、強度、稠密度、空虚度、組織密度、対比染色を使用した核密度、顆粒性、形
状、サイズなどの基準に従って、類似の特性の領域へと分類される。
【００２３】
　工程ｅ．において、分析しようとする腫瘍のサイズに適合させた参照格子が準備される
。好ましくは六角形、正方形又は長方形の網の目の格子が使用される。正方形の網の目の
格子が特に好ましい。
【００２４】
　個々の網の目（以下、「単位」という。）の表面積は、例えば、２．５×１０－９ｍ２

ないし２５×１０－６ｍ２、好ましくは１０×１０－９ｍ２ないし１０００×１０－９ｍ
２、特に１００×１０－９ｍ２ないし１０００×１０－９ｍ２、より特定すると３００×
１０－９ｍ２ないし８００×１０－９ｍ２、非常に特定すると約６５０×１０－９ｍ２で
ある。
【００２５】
　１０×１０－９ｍ２ないし１０００×１０－９ｍ２、特に１００×１０－９ｍ２ないし
１０００×１０－９ｍ２、より特定すると３００×１０－９ｍ２ないし８００×１０－９

ｍ２、非常に特定すると約６５０×１０－９ｍ２の表面積を有する六角形、正方形又は長
方形の単位が好ましい。
【００２６】
　５００ないし１０００μm、好ましくは約８００μmの長さの一辺を有する正方形の網の
目の参照格子が最も好ましい。なぜなら、このような領域における免疫細胞の適切な代表
的な平均が１ないし５０００個の細胞の範囲であるからである。
【００２７】
　好ましい参照格子には、例えば、２ないし５０００個、好ましくは１０ないし２０００
個、特に１００ないし１０００個、より特定すると４００ないし７００個の単位が与えら
れている。
【００２８】
　約８００μmの長さの一辺を有する４００ないし７００個の正方形の単位を有する格子
が最も好ましい。
【００２９】
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　単位は、試料の全表面を覆う。
【００３０】
　対象の細胞の密度は、組織試料の表面積の単位あたり、例えばmm２あたりに計測された
前記の対象細胞の数として表現され得る。対象の細胞の密度はまた、全細胞又は全細胞亜
集団（１００％に設定）あたりの特定の細胞サブセット（例えばＣＤ３＋Ｔ細胞）の比率
からなり得る。方法の工程ｇ）において、使用される各生物学的マーカーについて１つを
超える定量値を得ることは、１つの生物学的マーカーにつき唯１つの定量値が決められて
いる場合よりも、より正確な最終的な癌の予後又は処置応答の予測を可能とする。
【００３１】
　腫瘍組織における免疫細胞の数又は密度の評価のための方法に続いてさらなる工程が行
なわれ、そこでは染色の品質が、得られる結果の正確度にとって重要なパラメーターであ
り得る場合、組織の薄片の染色の品質を確認することが重要である。
【００３２】
　それ故、本発明を実施するための好ましい条件下で、前記方法はさらに、組織の薄片の
染色の品質を確認する工程ｅ１．を含む。
【００３３】
　染色の品質の確認は、好ましくは適切なソフトウェアを用いて、各単位及び分布を示す
全腫瘍領域について検出された陽性細胞の染色強度の分布を計算することによって実施さ
れ得る。
【００３４】
　腫瘍領域において検出された全ての陽性染色細胞の関連する（例えば褐色の）染色強度
の平均、中央値、最小値及び最大値が、分析される各スライドについて計算され得及び提
供され得る。
【００３５】
　染色強度の数値及び分布を、各マーカーについて決定された参照（正常範囲の強度）と
比較することができる。
【００３６】
　検出工程ｆ．において、各単位の陽性細胞の数を計測する。各単位の表面は公知である
ので、単位表面積あたりの陽性細胞の密度もまた公知である。工程ｆ．は、熟練した技術
者、通常、医師によって人工的に行なわれ得るか、又は適切なソフトウェアによって実施
され得る。前記方法は、患者からの腫瘍組織試料において、癌に対する前記患者の免疫反
応の状態を示す少なくとも１つの生物学的マーカーを定量することを可能とする。
【００３７】
　前記方法は、患者を、その予想される生存率又は癌処置に対するその応答に従って群に
分類するために使用され得る。使用される各生物学的マーカーについてのここでの上記の
数値を、同じ生物学的マーカーについての予め決定された参照値と比較し得；この予め決
定された参照値は、前記癌の進行の特定の予後及び／又は患者の生存率及び／又は癌処置
に対する応答（「良好な応答者」対「悪い応答者」）に相関する。
【００３８】
　以下のパラメーター：
　－　染色細胞の全数
　－　単位表面積あたりの染色細胞の密度
　－　隔離された染色細胞の全数（他の染色細胞と接触していない）
　－　染色細胞のクラスター内の染色細胞（少なくとも１個の染色細胞が最少３個の染色
細胞と接触している）の全数
を、所与のマーカーに対する各単位の染色細胞を定量するために使用し得る。
【００３９】
　本発明を実施するための好ましい条件下において、
　－　腫瘍の各領域（ＣＴ及びＩＭ）を分析する
　－　各単位の染色細胞の密度を決定する
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　－　検出される染色細胞の密度に従って、グラデーション、例えば緑色から赤色（最小
密度から最大密度へ）に従って各単位に色を割り当てる。これらの工程は好ましくは適切
なソフトウェアによって実施される。
【００４０】
　好ましくは、各腫瘍領域（ＣＴ及びＩＭ）における染色細胞の密度は、最大密度を有す
る、１ないし１０００単位、好ましくは２ないし１００単位、より好ましくは３ないし１
０単位、最も好ましくは３単位の平均密度によって決定される。最大密度を有する単位の
選択は、好ましくは、適切なソフトウェアによって実施される。ＣＴ及びＩＭ領域の各々
について１つの値が得られる。数値が閾値を上回る場合、試料は陽性と判断される。それ
故、１つのマーカーについて、４つの可能性が可能である：ＣＴ＋及びＩＭ＋、ＣＴ－及
びＩＭ－、ＣＴ＋及びＩＭ－、ＣＴ－及びＩＭ＋。２つ以上のＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０
、ＣＤ４５ＲＯ及びＧＺＭＢマーカーを使用する場合、同じ可能性が、第２のマーカーに
ついても可能である。
【００４１】
　本発明者らは、前記方法が、考慮される単位の表面積の３０％以上、好ましくは４０％
以上が細胞で満たされている場合に信頼性があることを発見した。
【００４２】
　いくつかの単位の平均密度以外の基準が、Ａ群、Ｂ群及びＣ群の亜基準の組合せに好ま
しくは基づいて可能である。
【００４３】
Ａ群
　１．陽性細胞の最大数（陽性細胞は、ソフトウェアによって検出された染色細胞を指す
）
　２．陽性細胞の最大密度
　３．陽性細胞数の合計
　４．陽性細胞の表面積の合計
　５．陽性細胞の密度の合計
　６．陽性細胞の平均数
　７．陽性細胞の平均密度
　８．陽性細胞の最大数
　９．陽性細胞の数の中央値
　１０．陽性細胞の密度の中央値
【００４４】
　Ａ群において、基準２、５、７及び１０が好ましい。なぜなら、それらは分析される組
織の表面積を考慮に入れるからである。
【００４５】
Ｂ群
　１．単個陽性細胞
　２．少なくとも３個の陽性細胞を含むクラスター中の陽性細胞
　３．単個陽性細胞又は少なくとも３個の陽性細胞を含むクラスター
　４．全ての陽性細胞
　５．最も陽性の単位、好ましくは３つの陽性単位
　６．無作為な単位、好ましくは３つの無作為な単位。
【００４６】
　Ｂ群において、基準４及び５が好ましい。なぜなら、基準は検出される全ての陽性細胞
を考慮に入れ、３つの最も染色された単位を選択することによって異質性を減少させるか
らである。一方で、３ないし１５個の無作為な単位は、非常に迅速な結果を得ることを可
能とする。なぜなら、この手順は、全腫瘍の定量を回避し得るからである。染色スライド
の分析の結果は１０～１００倍迅速である。
【００４７】
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Ｃ群
　１．腫瘍領域ＣＴ
　２．腫瘍領域ＩＭ
　３．腫瘍領域ＣＴ及びＩＭ
【００４８】
　Ｃ群において、基準３：「腫瘍領域ＣＴ及びＩＭ」が好ましい。なぜなら、この方法は
、患者を識別するのに最も強力であり、群間のハザード比が最も高いからである。
【００４９】
　このような基準の組合せの例は、例えば、ＣＤ３などの細胞マーカーを含む：
【００５０】
【表１】

【００５１】
　このような基準（Ａ群の亜基準は陽性細胞の数の中央値である）の組合せの他の例とし
ては、例えば、以下が挙げられる：
　１－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞の数の中央値（単個細胞又は少なくとも３個の細胞を含むクラ
スター）、
　２－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（単一細胞）の数、
　３－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の数の中央値、
　４－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（単個細胞又は少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の密
度の中央値、
　５－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
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る、単位における陽性細胞（単個細胞又は少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の数
の合計の中央値、
　６－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（単一細胞）の数の合計の中央値、
　７－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の数の合計の中央
値、
　８－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（単個細胞又は少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の密
度の合計の中央値、
　９－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有す
る、単位における陽性細胞（単個細胞又は少なくとも３個の細胞を含むクラスター）の平
均数の中央値、
　１０－　腫瘍領域ＣＴ及びＩＭにおける単位の全表面積の４０％以上の組織表面積を有
する、単位における陽性細胞（単一細胞）の平均数の中央値。
【００５２】
　上記の基準の各組合せについて、各マーカーについて（例えばＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８
、ＣＤ２０、ＣＤ４５ＲＯ又はＧＺＭＢマーカー）、試料がこの基準により陽性又は陰性
と考えられるかどうかを判定することを可能とする閾値が決定される。
【００５３】
　各領域における各マーカーについて、各方法についての閾値が決定される。閾値は、前
記癌患者の集団を使用して、任意の閾値、集団の平均又は中央値に対する閾値を採用して
、又は好ましくは患者を識別する最適なｐ値、又は患者を識別する最適なハザード比、又
は患者を識別する最適なｉＡＵＣ値を使用して決定される。
【００５４】
　例えばＣＤ３については、適切な数値はおよそ以下である：
【００５５】
【表２】

【００５６】
　これらの数値は、使用されるソフトウェアの校正調整、例えばシグナル強度閾値又は細
胞検出、及び分析される患者のタイプ（原発性腫瘍、転移病巣、癌ステージＩ、ＩＩ、Ｉ
ＩＩ、ＩＶ）、研究される腫瘍のタイプ（大腸癌、乳癌、肺癌、黒色腫など）に基づいた
調整に従って変化する。
【００５７】
　各マーカーについての各参照閾値は、以下の工程を含む方法を実施することによって予
め決定され得る：
　ｍ）ｉ）抗癌処置を受け、続いて、抗癌処置の後に癌の再燃又は癌の再発が全くない、
Ｔｉｓ、又はＴ１、又はＴ２、又はＴ３又はＴ４及びＮ０、又はＮ１、又はＮ２、又はＮ
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３及びＭ０又はＭ１として慣用的には分類される癌患者からの腫瘍組織試料の収集；ｉｉ
）抗癌処置を受け、続いて、抗癌処置の後に癌の再燃又は再発が起こった、Ｔｉｓ、又は
Ｔ１、又はＴ２、又はＴ３又はＴ４及びＮ０、又はＮ１、又はＮ２、又はＮ３及びＭ０又
はＭ１として慣用的には分類される癌患者からの腫瘍組織試料の収集、からなる群より選
択される腫瘍組織試料の少なくとも１つの収集を準備する工程、
　ｎ）工程ｍ）で準備された腫瘍組織試料の収集に含まれる各腫瘍組織試料について、前
記生物学的マーカーを定量する工程、これにより前記生物学的マーカー及び前記腫瘍組織
試料の収集についての定量値の収集が得られる；
　ｏ）工程ｎ）の終了時に得られる定量値の前記収集から、前記生物学的マーカーについ
ての平均定量値を計算する工程、これにより、特定の癌の予後又は処置に対する応答に相
関する前記生物学的マーカーについての予め決定された参照値が得られる。
【００５８】
　上記の工程ｍ）の定義に言及される「抗癌処置」は、腫瘍組織試料を収集する前に癌患
者が受けた任意の種類の癌療法（放射線療法、化学療法、生物学的療法、免疫療法、及び
手術、例えば腫瘍の外科的切除を含む）に関する。
【００５９】
　最小統計有意値の観点から、閾値参照値は一連の数値であり得る。例えば、１ないし１
０の仮説上の尺度では、理想の閾値が５であるならば、適切な（例示的な）範囲は４～６
であり得る。それ故、患者は、数値を比較することによって評価され得、５を超える数値
は、例えば、良好な予後を示し、５未満の数値は、例えば悪い予後を示す；又は患者は、
数値を比較し、尺度で数値を比較することによって評価され得、４～６の範囲を上回る数
値は、例えば良好な予後を示し、４～６の範囲を下回る数値は、例えば悪い予後を示し、
４～６の範囲内に該当する数値は、中間の予後を示す。
【００６０】
　上記の閾値を決定するための方法の工程ｏ）の特定の好ましい態様において、患者の実
際の臨床転帰に関する前記情報は、（ｉ）無病生存期間（ＤＦＳ）及び（ｉｉ）全生存期
間（ＯＳ）からなる群より選択される。
【００６１】
　その予想される生存率に従って患者を群に分類するために、１つを超える生物学的マー
カーについての予め決定された参照値が利用できることが好ましい。従って、一般的に、
複数の生物学的マーカーについて上記した予め決定された参照値を得るためにいずれか１
つの方法を単純に反復することによって、１つ以上の予め決定された参照値（群）が、本
明細書に包含される癌に対する免疫応答の状態を示す複数の生物学的マーカーについて決
定される。
【００６２】
　好ましい予め決定された参照値は、悪い癌の予後と良好な癌の予後とを区別する対象の
生物学的マーカーの定量値の中央値からなる。
【００６３】
　特定の予め決定された参照値の正確度は、特定の生物学的マーカーについての定量値を
得るために、従って、特定の癌の転帰に関連した平均値（予め決定された参照値）を計算
するために使用される組織試料の数と共に増加する。好ましくは、対象の各生物学的マー
カーについての非常に関連性の高い予め決定された参照値の観点から、前記の予め決定さ
れた参照値は、特定の臨床転帰を辿った同じ複数の癌保有患者を起源とする組織試料で測
定された前記マーカーの複数の定量値の平均値からなる。
【００６４】
　より好ましくは、正確な予め決定された参照値を評価するために、参照値は、特定の生
物学的マーカーについての少なくとも５０個の定量値から、従って、特定の悪い又は良好
な臨床転帰（例えば診断から５年間以上のＤＦＳ又はＯＳ）を辿った少なくとも５０人の
癌保有患者を起源とする組織試料を使用して予め決定される。
【００６５】
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　好ましい態様において、予め決定された参照値は、特定の生物学的マーカーについての
少なくとも６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０
、１６０、１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０
、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０
、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０
、４６０、４７０、４８０、４９０、５００個以上の定量値から得られる。
【００６６】
　参照値を予め決定するための他の態様は、ＥＰ－Ａ－ＥＰ１９４３５２０及び国際公開
公報第２００７０４５９９６号に開示されている。
【００６７】
　本発明の最も好ましい方法は、完全にコンピューター化された方法である。
【００６８】
　上記の方法は、以下の通りに実施され得る：
【００６９】
　腫瘍組織試料を調製する。腫瘍組織試料は好ましくはホルマリン中で固定し、パラフィ
ン（ワックス）又はエポキシなどの硬い固定剤に包埋し、これを型に入れ、後に硬化させ
て容易に切断されるブロックを生産する。材料の薄片を、ミクロトームを使用して調製し
、スライドガラス上に置き、染色スライドを得るために、例えばBenchMark（登録商標）X
Tなどの自動免疫染色装置を使用して免疫組織化学検査にかける。いくつかのマーカーを
考慮する場合、異なる染色スライドを調製する。
【００７０】
　各単位の腫瘍内免疫細胞の数又は密度を、上記の方法に従って評価した場合、上記の基
準の組合せの１つが選択され、マーカー又は各マーカーについての数値が得られる。得ら
れた数値を、マーカー及び基準の組合せの閾値／参照値と比較する。
【００７１】
　得られた数値が閾値／参照値を上回る場合、腫瘍は「＋」又は「高い」などの引用が割
り当てられ、得られた数値が閾値／参照値よりも下である場合、腫瘍は「－」又は「低い
」などの引用が割り当てられる。
【００７２】
　上記の方法を単一のマーカーを用いて実施し、ＣＴ及びＩＭを別々に考慮する場合、腫
瘍及びそれ故、患者は、高い／高い、高い／低い、低い／高い、低い／低いであり得る。
３つのカテゴリーの患者を得ることができる：「２つ高い」、「１つ高い」、「０高い」
。このような場合、０から２までの免疫スコア（すなわちイムノスコア）を得ることがで
きる。
【００７３】
　上記の方法を２つのマーカーを用いて実施し、ＣＴ又はＩＭのいずれか（好ましくは）
を考慮する場合、腫瘍及びそれ故、患者はまた、高い／高い、高い／低い、低い／高い、
低い／低いであり得る。３つのカテゴリーの患者を得ることができる：「２つ高い」、「
１つ高い」、「０高い」。またこのような場合、０から２までの免疫スコア（すなわちイ
ムノスコア）を得ることができる。
【００７４】
　上記の方法を２つのマーカーを用いて実施し、ＣＴ及びＩＭを別々に考慮する場合、腫
瘍及びそれ故、患者は、高い／高い／高い／高い、低い／低い／低い／低い、高い／高い
／高い／低い、高い／高い／低い／低い、及び高い／低い／低い／低いであり得る。後者
の３つについて、評価は、マーカー及び陽性領域ＣＴ又はＩＭには無関係であり得る。
【００７５】
　任意の慣例を使用し得る。例えば「＋」、「陽性」、「高い」、「Ｈｉ」は、同じ結果
（多くの染色細胞）を評価するために等価である。
【００７６】
　このような場合、０ないし４の範囲の免疫スコア（すなわちイムノスコア）は以下のよ
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うに要約され得る：
　スコア４：４つの「高い」評価
　スコア３：３つの「高い」評価
　スコア２：２つの「高い」評価
　スコア１：１つの「高い」評価
　スコア０：０の「高い」評価
【００７７】
　本発明による方法は、その再現性、繰り返し性及び日常的な慣行で方法を実施できるこ
とのために、有利な特性を有する。
【００７８】
　本発明のプロセスは、所望であれば全腫瘍についての数値を得ることを可能とし、情報
は組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）に限定されない。
【００７９】
　本発明の範囲は、以下に示された実施例を言及することによってより良く理解され得、
その目的は、本発明の利点を説明することである。
【００８０】
　本発明の主題はまた、参照閾値を含むサポートを含む、上記方法を実施するためのキッ
トである。
【００８１】
　本発明のさらなる主題は、上記方法を実施するためのソフトウェアの具備されたコンピ
ューターである。
【００８２】
　上記方法を実施するための好ましい条件はまた、上記で考えられた本発明の他の主題に
も適用され、特に、前記の上の方法を実施するためのキットにも適用される。
【図面の簡単な説明】
【００８３】
【図１】図１は、デジタル写真上に検出された組織切片の薄片の写真を示す。
【図２】図２は、１つ又はいくつかの基準に従って、類似の特性の領域に分けられた図１
の組織切片の薄片の写真を示す。
【図３】図３は、腫瘍及び腫瘍の浸潤周辺部分が規定されている写真２に類似した写真で
ある。
【図４】図４は、組織切片の３つの領域を示した写真である：上には腫瘍、下には健康な
組織、及びこれらの領域間には浸潤周辺部分。
【図５】図５は、分析される腫瘍（腫瘍及び浸潤周辺部分）のサイズに適合した、正方形
の単位を有する参照サイズ格子を示す。腫瘍は灰色であり、Ｖ字形である。
【図６】図６は、典型的な１単位の写真である。黒い点は、染色細胞、すなわち、マーカ
ーを含む細胞に対応する。
【図７】図７は、ソフトウェアによって検出される全ての陽性細胞についての褐色染色の
強度の関数としての、１つの格子単位について得られた染色の品質を示す、代表的な曲線
を示す。染色の品質の評価は、好ましくは、組織切片の全ての単位上で実施される。
【図８】図８は腫瘍の写真である。所与の単位における染色細胞の数に従って、より暗い
色又はより暗くない色がソフトウェアによって割り当てられる。
【図９】図９は、図６の一部の拡大図であり、染色細胞（黒）がより明瞭に明らかとなっ
ている。
【図１０】図１０は、本発明を実施するためのシステムのブロック図である。
【図１１】図１１及び１２は、本発明による方法の工程を実施するための手段の一例を示
したプログラミングフロー図である。
【図１２】図１１及び１２は、本発明による方法の工程を実施するための手段の一例を示
したプログラミングフロー図である。
【図１３】図１３は、実施例２の定量法、特に腫瘍切片におけるＣＤ３＋細胞の検出（結
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腸直腸癌の全スライド分析）を示す。上の図：組織試料の腫瘍と浸潤周辺部分との境界、
次の図、組織切片は３つの領域に分類される：右上の腫瘍、左及び右下の健康な組織、並
びに浸潤周辺部分の最も明るい領域。
【図１４】図１４は、実施例２の定量法、特に腫瘍切片におけるＣＤ８＋細胞の検出を示
す（結腸直腸癌の全スライド分析）。上の図：組織試料の腫瘍と浸潤周辺部分との境界、
次の図、組織切片は３つの領域に分類される：右上の腫瘍、左及び右下の健康な組織、並
びに浸潤周辺部分の最も明るい領域。
【図１５】図１５は、無病生存期間の関連ｐ値による最適な閾値の計算を示し（ログラン
ク検定）、ｐ値、対、２０ないし２０００個のＣＤ３＋細胞/mm２の密度を示す。
【図１６】図１６は、腫瘍の染色薄片の１０個の異なる単位についてのＣＤ３及びＣＤ８
に対する染色強度の分布の比率についてのヒストグラムを示す。
【図１７】図１７～１９は、ＣＤ３免疫染色後の細胞の染色強度に関するＣＴ及びＩＭ腫
瘍領域に検出される陽性細胞の比率を示すヒストグラムを示す。
【図１８】図１７～１９は、ＣＤ３免疫染色後の細胞の染色強度に関するＣＴ及びＩＭ腫
瘍領域に検出される陽性細胞の比率を示すヒストグラムを示す。
【図１９】図１７～１９は、ＣＤ３免疫染色後の細胞の染色強度に関するＣＴ及びＩＭ腫
瘍領域に検出される陽性細胞の比率を示すヒストグラムを示す。
【００８４】
　腫瘍の組織切片の３つの領域を示す写真を得るための本発明による１つの手順を図１０
に示す。
【００８５】
　手順は、工程１０における「組織の境界の限界設定」から始まり、その時、スライドの
デジタル写真を、組織切片の境界を得るために分析する。
【００８６】
　その後、工程１２の「組織試料を均質な領域へと区分け」において、領域の色、検出さ
れたエレメント及び領域の対比染色の強度、核領域の密度、稠密度、空虚度、組織密度、
顆粒性、形状、サイズなどのパラメーター、又はこれらのパラメーターのいくつかを分析
し、組織切片を、前記パラメーターに従って類似の特性を有する均質な領域へと分ける。
通常、約１～１０cm２の表面積を有する組織試料について、１００ないし１０００の領域
、典型的には２０００ないし４０００の均質な領域が得られる。
【００８７】
　その後、工程１４の「腫瘍の限界設定」において、コンピューター（又は当業者、通常
医師）は、工程１２の結果を鑑みて、細胞核のサイズ及び形態、細胞核の色などのパラメ
ーターを考慮して、腫瘍及び浸潤周辺部分の限界をデジタル的に設定する。当業者がこの
工程を実施する場合に、例えば、当業者はコンピューターのマウス又はそのタッチペンを
使用することができる。
【００８８】
　その後、工程１６の「腫瘍中心及び浸潤周辺部分の限界設定」において、組織切片を３
つの領域に分ける：腫瘍、健康な組織及び浸潤周辺部分。ソフトウェアは、腫瘍の境界の
各側上で５００μmの幅であり、それ故１mmの幅を有する、健康な組織と腫瘍の間の「浸
潤周辺部分」と命名された中間領域を規定する。事実、本発明者によってなされた長期の
研究により、１mmの幅が、浸潤周辺部分の最も代表的なものであることが証明された。
【００８９】
　工程１８の「腫瘍のサイズに適合させた格子の準備」において、腫瘍のサイズに適合さ
せた長方形の格子及び浸潤周辺部分が作られる。長方形の格子は、典型的には５００ない
し１０００μmの長さ、好ましくは８００μmの長さの一辺を有する、正方形の単位から構
成される。
【００９０】
　工程２０の「単位あたりの染色細胞単位の数」において、染色細胞を、細胞の色、単一
細胞の予想されるサイズ、細胞の形状、又は染色の強度などのパラメーターを考慮して計
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測する。
【００９１】
　工程２２の「染色細胞数を単位表面積で割る」において、染色（陽性）細胞の数を、単
位表面積（例えば、８００μmの長さの一辺を有する正方形では０．６４×１０－６ｍ２

）で割る。このようにして、単位表面積による染色（陽性）細胞の密度が得られる。
【００９２】
　工程２４の「染色細胞の密度による各単位への色の割り当て」において、ソフトウェア
は、密度の関数として各単位に色を、例えば明黄色から暗赤色まで割り当てる。
【００９３】
　以前に記載されているように、この手順は、１つを超えるマーカーが前記方法に使用さ
れる場合、各マーカーについて別々に実施され得る。例えば、手順をＣＤ３細胞について
、その後ＣＤ８細胞について実施する。
【００９４】
　患者を群に分類するための本発明による１つの手順を図１２に示す。この実施例におい
て、以下のパラメーターの組合せが選択された：Ａ、陽性細胞の平均密度、Ｂ、３つの最
も染色された単位、並びにＣ、腫瘍領域ＣＴ及びＩＭ。
【００９５】
　手順は、工程３０の「腫瘍中心における３つも最も染色された単位の検出」で始まる。
「腫瘍中心」は、「腫瘍周辺部分」と対照的に使用される。ソフトウェアは、上記の工程
２４のデータに従って、３つも最も染色された単位（例えば最も暗い赤い単位）を検出す
る。
【００９６】
　工程３２の「腫瘍中心における陽性細胞の平均密度の計算」において、染色（陽性）細
胞の平均密度を計算する。
【００９７】
　工程３４の「腫瘍中心における陽性細胞の平均密度に関する参照値」において、閾値／
参照値が、前記パラメーターの組合せ及び前記マーカーについての閾値／参照値を含むデ
ータベースによって提供される。データベースは、好ましくは、各パラメーターの組合せ
及び各マーカーについての閾値／参照値を含む。
【００９８】
　工程３６の「腫瘍中心における陽性細胞の平均密度を参照値と比較」において、工程３
２の値を、工程３４の閾値／参照値と比較し、必要な情報を提供する。工程３２の値が工
程３４の閾値／参照値を上回る場合、試料は例えば「高い」と判断され、逆の場合には「
低い」と判断される。
【００９９】
　手順は、例えば２つのマーカー並びに腫瘍領域ＣＴ及びＩＭについて実施される。
【０１００】
　スコアは、前記情報から得ることができ、予想される患者の生存率は、信頼できる方法
で評価され得る。なぜなら、ヒトによる介入及び評価は最小限に限定されているからであ
る。
【０１０１】
実施例
実施例１：腫瘍組織の染色スライドの製造
　選択された４μmの腫瘍ブロックの２つの組織パラフィン切片を作成し、免疫組織化学
的検査のために顕微鏡スライド（Superfrost-plusスライド）上に脱イオン水中で沈着さ
せた。組織パラフィン切片を室温で乾燥させ、５６℃～５８℃のオーブン中で一晩インキ
ュベーションした。
【０１０２】
　免疫染色を、ＣＤ３及びＣＤ８（CONFIRM CD3 (2GV6, Ventana)及びCD8 (C8/144B; Dak
o)）のための体外診断に認証された抗体を用いて実施した。関連したプロトコールは、ブ
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ロッキング、エピトープ回収、及び検出の重要な工程を含んでいた。スライド上の細胞核
を染色することを目的とした改変メイヤーヘマトキシリン法を適用して（ヘマトキシリン
ＩＩ、Ventana）、専用のソフトウェアを用いて染色細胞を最適に検出した。Benchmark X
T自動装置（Roche-Ventana）と共に使用されたプロトコールは以下であった：
【０１０３】
【表３】

【０１０４】
　ＣＣ１は、僅かに塩基性のｐＨを有するトリスをベースとした緩衝液である。ＣＤ８の
ための一次抗体希釈剤はＫ００４であった（Clinisciences）。
【０１０５】
デジタル写真を得るために腫瘍組織の染色スライドをスキャンする
　スライドのデジタル画像への数量化を、２０倍モードでスキャナー（NanoZoomer 2.0-H
T, Hamamatsu）を用いて実施した。デジタル画像のフォーマットは、Definiens Develope
r XD画像分析システムと適合性であった。スキャンされた画像上の不均質な色を回避する
ために、ホワイトバランス、明暗及びシェーディングに関する校正を実施した。
【０１０６】
実施例２：ソフトウェア処理による染色スライドの分析
　病理医は、ＣＤ３及びＣＤ８についての各免疫組織化学検査のデジタル画像をアップロ
ードし、専用画像分析ソフトウェア（Definiens Developer XD）を用いて分析を始める。
　半自動手順は、以下のための工程を含む：
　－　組織の自動検出、
　－　組織の単位への自動的区分け、
　－　人工産物（折り畳み、断裂、気泡など）の手作業による除去、
　－　デジタルツールとしてのブラシを使用しての、病理医による腫瘍領域の手作業によ
る選択、
　－　浸潤周辺部分の自動的検出、
　－　腫瘍の各単位における染色細胞の自動的検出、
　－　染色細胞の免疫染色及び量を検証するために、ソフトウェアによって検出される陽
性細胞の染色強度の分布、平均及び中央値についてのグラフの分析；この分析は各単位上
で、組織切片の全ての単位上で実施される、
　－　染色強度の数値及び分布を、それぞれＣＤ３及びＣＤ８についての参照値と比較す
る；染色強度が類似の数値を有するならば（約２０％の増減はあるが同じ数値）、試料組
織は正確に染色されたと判断され；例は本明細書において以下に示される、
　－　各腫瘍領域（ＣＴ及びＩＭ）における３つの最も浸潤した単位の同定及び証明、
　－　各腫瘍領域における３つの最も浸潤した単位の平均密度の計算。
【０１０７】



(17) JP 2015-525349 A 2015.9.3

10

20

30

40

50

【表４】

【０１０８】
【表５】

【０１０９】
　患者が各腫瘍領域において各マーカーについて高い又は低いかどうかを決定するために
、最も浸潤した３つの単位の平均密度を、参照集団の研究において以前に定義された最適
閾値の平均密度と比較する。
【０１１０】
　臨床的に局在化した結腸直腸癌（ＵＩＣＣ ＴＮＭステージＩ－ＩＩ）の参照集団にお
いて、患者を無病生存期間に関して区別するための最適閾値は、以下である。
【０１１１】
【表６】

【０１１２】
　分析された症例では、腫瘍はＣＤ３について高い／高い、ＣＤ８について高い／高い。
結果として免疫スコアはＩ－４である。
【０１１３】
実施例３：無病生存期間についての関連ｐ値による最適な閾値の計算の例（ログランク検
定）
無病生存期間についてのｐ値の計算（ログランク検定）
　２０ないし２０００個のＣＤ３＋細胞／mm２の各値について、前記数値未満の腫瘍（Ｃ



(18) JP 2015-525349 A 2015.9.3

10

20

30

40

50

Ｔ領域）におけるＣＤ３＋細胞の密度（下の曲線上の丸い点）を有する患者の数（従って
患者群を与える）を決定した。
【０１１４】
　腫瘍における２０ないし２０００個のＣＤ３＋細胞／mm２の各閾値（丸い点及び対応す
る曲線）について患者群を比較するログランク検定のｐ値を計算した。
【０１１５】
　結果を図１５に示す。
【０１１６】
　Ｘ軸は、細胞／mm２で表現された細胞密度を示し、Ｙ軸はログランクＰ値を示す（図の
下における丸い点及び対応する曲線）。ハザード比（四角い点及び対応する曲線）及びｉ
ＡＵＣｃ統計量（鋭い曲線）も示される。
【０１１７】
　患者は「低い」（所与のカットポイントを下回る）及び「高い」（このカットポイント
を上回る）として分類される。２０ないし２０００個の細胞／mm２の数値をこの実施例に
おいて試験する。例えば、１００個の細胞／mm２の数値については、１００個のＣＤ３＋
細胞／mm２未満の患者は「低い」群であり、１００個以上のＣＤ３＋細胞／mm２を有する
患者は「高い」群である。カプランマイヤー曲線を、高い患者と低い患者を比較してプロ
ットし、ログランクＰ値を計算する（Ｐ＝０．０１、この実施例において）。
【０１１８】
　結果は、７０ないし７００個の細胞／mm２の数値が、腫瘍内のＣＤ３＋について有意で
ある（丸いプロット）（Ｐ＜０．０５）ことを示す（図１５参照）。最適なＰ値の閾値は
、最小Ｐ値に対応する値によって提供され、これはこの実施例においては２００個の細胞
／mm２で見られる。従って、最適な閾値は２００個の細胞／mm２で設定される。
【０１１９】
　最適な閾値は、類似のアプローチを使用して、各腫瘍領域内の各マーカーに関して、陽
性細胞の密度以外の数値に関して決定され得る。
【０１２０】
実施例４：免疫組織化学的検査の繰り返し性及び再現性
　ＣＤ３及びＣＤ８の免疫組織化学的検査についての繰り返し性及び再現性は、異なる方
法に従って研究された（３つの最も染色された単位の基準）。
【０１２１】
繰り返し性方法１：
　腫瘍の１つのスライドを免疫染色し（ＣＤ３又はＣＤ８について）、スキャナーで数値
化する。デジタル画像を１０回、同じオペレーターによって画像分析ソフトウェアを用い
て分析する（別の言葉で言えば、１０回の同じ免疫染色の分析を同じオペレーターによっ
て行なう）。変動係数（ＣＶ）を決定する。
【０１２２】
結果：
　ＣＤ３；
　ＣＴ領域についてのＣＶは３．２０％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは７．１１％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは５．１６％である。
　ＣＤ８；
　ＣＴ領域についてのＣＶは１．８８％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは３．０７％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは２．４８％である。
【０１２３】
繰り返し性方法２：
　４つの腫瘍試料を分析する。各腫瘍試料について、４つの隣接スライドを実施する。ス
ライドを同じ実験で免疫染色し（ＣＤ３又はＣＤ８について）、同じ操作でスキャナーを
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用いて数値化する。デジタル画像を、同じオペレーターによって同じ操作で画像分析ソフ
トウェアを用いて分析する。変動係数（ＣＶ）を、隣接スライド間の各ＩＨＣ（ＣＤ３又
はＣＤ８）について決定する。
【０１２４】
結果：
　ＣＤ３；腫瘍１～４番
　ＣＴ領域についてのＣＶは５．４１％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは１０．５９％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは８．００％である。
　ＣＤ８；腫瘍１～４番
　ＣＴ領域についてのＣＶは８．７３％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは９．０９％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは８．９１％である。
【０１２５】
再現性方法１：
　組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）からの腫瘍試料の１つのスライドを分析する。スライド
を免疫染色し（ＣＤ３又はＣＤ８について）、スキャナーで数値化する。デジタル画像を
、ＣＤ３については１２回の操作及び２４回の操作で同じオペレーターによって画像分析
ソフトウェアを用いて分析する（別の言葉で言えば、１２回の同じ免疫染色の分析が同じ
オペレーターによって行なわれる）。
【０１２６】
　－　変動係数（ＣＶ）が決定される。
【０１２７】
結果：
　ＣＤ３；ＴＭＡスポットについてのＣＶは１％未満である。
　ＣＤ８；ＴＭＡスポットについてのＣＶは１％未満である。
【０１２８】
再現性方法２：
　腫瘍試料の１つのスライドを免疫染色し（ＣＤ３又はＣＤ８について）、スキャナーで
数値化する。デジタル画像を１０回、画像分析ソフトウェアを用いて２人のオペレーター
によって分析する。変動係数（ＣＶ）は両方のオペレーター間で決定される。
【０１２９】
結果：
　ＣＤ３；
　ＣＴ領域についてのＣＶは３．４２％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは７．０３％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは５．２３％である。
　ＣＤ８；
　ＣＴ領域についてのＣＶは２．７２％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは適用不可能である（ＩＭは検出不可能）。
　腫瘍（ＣＴ）の分析についてのＣＶは２．７２％である。
【０１３０】
再現性方法３：
　２つの腫瘍試料を分析する。各腫瘍試料について、５つの隣接するスライドを実施する
（Ｃ１～Ｃ５）。スライドを異なる操作で免疫染色し（ＣＤ３及びＣＤ８）、異なる操作
で数値化する。デジタル写真を画像分析ソフトウェアを用いて２人のオペレーターによっ
て分析する（スライドＣ１、Ｃ３及びＣ５についてはオペレーター１番；スライドＣ２及
びＣ４についてはオペレーター２番）。変動係数（ＣＶ）は、隣接スライドについて両方
の研究者の間で各ＩＨＣ（ＣＤ３及びＣＤ８）について決定される。
【０１３１】
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結果：
　ＣＤ３；
　ＣＴ領域についてのＣＶは１７．８９％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは５．３７％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは１１．６８％である。
　ＣＤ８；
　ＣＴ領域についてのＣＶは１４．９０％である。
　ＩＭ領域についてのＣＶは８．７１％である。
　腫瘍（ＣＴ及びＩＭ）の分析についてのＣＶは２．７２％である。
【０１３２】
実施例５：ＣＤ３及びＣＤ８についての免疫染色の品質制御の実行の詳細な例
　実施例１に従ってＣＤ３及びＣＤ８について免疫染色された１０個の単位を無作為に選
択した。単位の強度平均＋／－１ＳＤを決定した。
【０１３３】
　得られた平均値は、ＣＤ３：２３９＋／－４３（範囲２８２～１９６）であり、ＣＤ８
：２１７＋／－４４（範囲：２６１～１７３）である。前記数値は、所与の患者の各試料
の免疫染色の品質を検証するための参照値と判断される。上記の範囲は、参照平均値から
２０％増減の差異に対応する。当業者は、種々の理由から、耐容閾値は広がり得るか（例
えば２２％又は２５％の増減）、又は好ましくは狭くなり得ることを理解している（例え
ば５％、８％、１０％、１５％の増減）。
【０１３４】
チーム１
　実施例１に従ってＣＤ３について免疫染色された１０個の単位を無作為に選択した。単
位の強度平均＋／－１ＳＤを決定した。得られた結果は平均＝２３４＋／－６４である。
ＣＤ３についての染色強度の分布のヒストグラムは、得られたＣＤ３の染色強度が、ＣＤ
３の参照染色強度に近く、２８２～１９６の範囲内であることを示す。
【０１３５】
　それ故、試料は、正しく免疫染色されていると判断される。
【０１３６】
　チーム１によって測定された染色された免疫細胞の密度：ＣＴ：１７９５個の細胞／mm
２、ＩＭ：２３１９個の細胞／mm２が実証される。
【０１３７】
チーム２
　同じプロトコールが、チーム１によって調べられたスライドに隣接するスライド上で作
業している第２のチームによって実施された。
【０１３８】
　得られた結果は平均＝２５１＋／－５６であり、２８２～１９６の範囲内である。上記
の参照値を鑑みて、それ故、試料は、正しく免疫染色されていると判断される。
【０１３９】
　チーム１によって測定された染色された免疫細胞の密度：ＣＴ：１６６５個の細胞／mm
２、ＩＭ：２１９８個の細胞／mm２が実証される。
【０１４０】
　隣接スライドについてチーム１及びチーム２によって得られた腫瘍領域［腫瘍（ＣＴ）
のコア及び浸潤周辺部分（ＩＭ）］におけるＣＤ３の密度の数値は実際に類似している。
【０１４１】
チーム３
　同じプロトコールが、チーム１によって調べられたスライドに隣接する他のスライドで
作業している第３のチームによって実施された。得られた結果は平均＝１４８＋／－２７
である。ＣＤ３についての染色強度の分布のヒストグラムは、得られたＣＤ３の染色強度
が、ＣＤ３の参照染色強度とはかけ離れていることを示す（２８２～１９６の範囲外）。
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【０１４２】
　それ故、試料は、不正確に免疫染色されていると判断される。
【０１４３】
　チーム３によって測定された染色された免疫細胞の密度：ＣＴ：９１４個の細胞／mm２

、ＩＭ:１７０７個の細胞／mm２は実証されない。
【０１４４】
　上記の結果は、参照の非存在下、及び免疫染色の品質制御がなされない下、非常に異な
りかつ不正確な結果が得られることを示す。
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摘要(译)

一种用于评估肿瘤组织中免疫细胞的数量或密度的方法，包括以下步
骤：a。通过使用与免疫细胞表达的抗原（标记物）特异性结合的抗体，
提供通过自动载玻片染色系统获得的一个或多个免疫染色的组织切片。
湾进行步骤a的幻灯片的数字化。通过高分辨率扫描捕获，获得待分析载
玻片的高清晰度（4.6μm/像素或更好）数字图片，c。检测数字图像上的
组织切片d。分析组织切片切片以定义（i）肿瘤（CT）和（ii）肿瘤的侵
入边缘（IM），例如，提供具有均匀分布的具有相同表面的单元的尺寸
参考网格，所述网格适合于待分析的肿瘤的尺寸e1。检查免疫染色的质
量，f。检测和定量每个单元的染色细胞，由此评估每个单元染色的免疫
细胞的数量或密度。
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