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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織浸潤リンパ球を使用するがんにおける免疫応答をスコア化するための方法であって
、
　サンプルをＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３特異的結合成分と接触させる工
程と、
　前記サンプルから過剰の特異的結合成分を除去する工程と、
　前記特異的結合成分を検出する工程と、
　前記サンプル内の前記特異的結合成分について存在と分布を評価する工程と、
　前記特異的結合成分の存在と分布を解析することによって組織浸潤リンパ球を使用して
がんをスコア化する工程と
を含む、方法。
【請求項２】
　組織浸潤リンパ球を使用するがんにおける免疫応答をスコア化することを補助するため
の方法であって、
　サンプルをＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３特異的結合成分と接触させる工
程と、
　前記サンプルから過剰の特異的結合成分を除去する工程と、
　前記特異的結合成分を検出する工程と、
　前記サンプル内の前記特異的結合成分について存在と分布を評価する工程と、
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　前記特異的結合成分の存在と分布を解析することによって組織浸潤リンパ球を使用して
がんをスコア化する工程と
を含む、方法。
【請求項３】
　前記サンプルを腫瘍マーカーに対する特異的結合成分と接触させる工程を更に含む、請
求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記腫瘍マーカーに対する前記特異的結合成分が、上皮性腫瘍（癌腫）のためのサイト
ケラチンに対する抗体とメラノーマのためのＳ１００に対する抗体から選択される、請求
項３に記載の方法。
【請求項５】
　ＣＤ３に対する前記特異的結合成分が抗ＣＤ３ウサギ又はマウスモノクローナル抗体で
ある、請求項１から４の何れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　ＣＤ８に対する前記特異的結合成分が抗ＣＤ８ウサギ又はマウスモノクローナル抗体で
ある、請求項１から５の何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　ＣＤ２０に対する前記特異的結合成分が抗ＣＤ２０ウサギ又はマウスモノクローナル抗
体である、請求項１から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　ＦｏｘＰ３に対する前記特異的結合成分が抗ＦｏｘＰ３ウサギ又はマウスモノクローナ
ル抗体である、請求項１から７の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　サンプルをＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３特異的結合成分と接触させる工
程が、前記サンプルを、ウサギ又はマウスモノクローナル抗体から選択されるＣＤ３、Ｃ
Ｄ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３特異的結合成分と接触させることを含む、請求項１から
４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　検出する工程が、前記サンプルを、前記ウサギ又はマウスモノクローナル抗体に特異的
な抗種抗体(anti-species antibody)と接触させることを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抗種抗体がハプテン化された請求項１０に記載の方法、あるいは前記特異的結合成
分がハプテン化され、該ハプテン化された抗体又は前記特異的結合成分を検出する工程が
、前記サンプルを、酵素にコンジュゲートされた抗ハプテン抗体と接触させる工程を更に
含む請求項１から９の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　検出する工程が前記サンプルを検出化合物と接触させる工程を更に含む、請求項１１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記検出化合物が色原体又はフルオロフォアから選択される、請求項１２に記載の方法
。
【請求項１４】
　複数の容器に収容された、
　ＣＤ３特異的結合成分とＣＤ３検出試薬、
　ＣＤ８特異的結合成分とＣＤ８検出試薬、
　ＣＤ２０特異的結合成分とＣＤ２０検出試薬、
　ＦｏｘＰ３特異的結合成分とＦｏｘＰ３検出試薬と、
　組織サンプル内のＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３を検出し、該組織上の前
記検出試薬の存在と分布に基づいてスコア化することを記載しているスコア化の指示書と
を含む、請求項１に記載の方法のためのキット。
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【請求項１５】
　ガラススライド上に配された組織サンプルを調べることによりがんをスコア化するため
のシステムにおいて、
　ＣＤ３特異的結合成分、ＣＤ３検出試薬、ＣＤ８特異的結合成分、ＣＤ８検出試薬、Ｃ
Ｄ２０特異的結合成分、ＣＤ２０検出試薬、ＦｏｘＰ３特異的結合成分、及びＦｏｘＰ３
検出試薬を含む試薬、
　自動染色装置、及び
　画像装置
を含み、
　前記自動染色装置が、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３の存在と分布が特異
的に決定されるような形で前記スライド上に前記試薬を送達するように構成され、前記画
像装置が、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３の存在と分布がスコアを作成する
ために使用できるように構成されている、システム。
【請求項１６】
　多重アッセイで染色されている単一の組織検体中の細胞の型の数を計数するためのコン
ピュータ実装方法であって、
　リンパ球マーカーＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＦｏｘＰ３と腫瘍検出マーカーを含む、
多重アッセイで染色されている前記単一の組織検体を画像化する工程、
　多重アッセイで染色されている単一の組織検体の画像を前記多重アッセイの各マーカー
に対する別個の画像チャンネル中にアンミキシングする工程、
　各チャンネル内の強度情報に基づいて各画像チャンネル内の対象の領域を特定する工程
であって、各チャンネル内の低強度の領域が除去され、高強度の領域が細胞シグナルを表
す工程、
　単一のサロゲート画像を作成する工程であって、サロゲート画像が全リンパ球マーカー
の画像チャンネル情報の組合せである工程、
　細胞検出アルゴリズムを適用する工程であって、該細胞検出アルゴリズムが膜発見アル
ゴリズム又は核発見アルゴリズムである工程、
　各画像チャンネル又は結合チャンネルの画像、あるいはグレースケール又は吸光度画像
等の変換画像、あるいはサロゲート画像におけるリンパ球及びリンパ球の組合せの特徴を
特定する工程、
　既知のリンパ球及びリンパ球の組合せの特徴に基づいて分類アルゴリズムをトレーニン
グする工程、
　検出細胞を擬陽性細胞、ＣＤ３オンリーＴ細胞、ＣＤ３及びＣＤ８ Ｔ細胞、ＦｏｘＰ
３ Ｔ細胞の少なくとも一つ、及びＣＤ２０Ｂ細胞として検出細胞を分類するように特定
された、各画像チャンネル又は結合チャンネルの画像、あるいはグレースケール又は吸光
度画像等の変換画像、あるいはサロゲート画像におけるリンパ球及びリンパ球の組合せの
特徴に、トレーニングされたアルゴリズムを適用する工程、
　分類された細胞のそれぞれの異なった型の数を計数する工程、
　前記組織検体にスコアをつける工程であって、スコアが計数された各細胞型の数に基づ
く工程、
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この開示は、組織浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の検査によってがんに対する免疫応答をスコ
ア化するための方法、キット、及びシステムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　組織学検体のような生物学的サンプルは、明視野照明を使用して光学顕微鏡により組織
病理学的に検査することができる一方；分子病理学は、疾患に関連する生体分子の、分子
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レベルでの検査である。病理組織学的検査から、患者の診断、予後、及び治療選択肢に関
する重要な情報を明らかにすることができる。病理学者は、組織病理学的アーキテクチャ
、組織形態、及び／又は特定の生体分子（例えば、核酸又はタンパク質）の検出に関連す
るシグナルを研究する。現在利用可能な多くのアッセイは、タンパク質（すなわち、免疫
組織化学（ＩＨＣ））、核酸（すなわち、インサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）
）、糖（すなわち、組織化学（ＨＣ））、及び酵素（すなわち、酵素組織化学（ＥＨＣ）
）を検出し、及び／又は定量する。
【０００３】
　様々な由来や様々な患者からのヒト固形腫瘍における不定量の免疫浸潤物の存在が以前
から証明されているが、これらの成分の予後的重要性は未だ完全には理解されていない。
２１世紀の変わり目から今までに転換があり、免疫と炎症ががんの顕著な特徴であると考
えられている。つまり、刊行されたデータを考慮すると、局所炎症ががんの発生に強く影
響を与えることが知られている。一例では、急性の局所炎症の形成は、ＢＣＧによる表在
性膀胱がんのアジュバント療法に使用されている。このアプローチは、今や、この悪性腫
瘍に対する最先端の技術である。対照的に、慢性炎症は、多くの腫瘍（頭頸部、胃、結腸
直腸等々）のアウトカム及び進行に影響を与えることが理解される。同様に、免疫不全は
、ネガティブな予後指標として見られている。
【０００４】
　しかしながら、従来技術に鑑みると、多重ＩＨＣスライドのセット画像又は蛍光染色ス
ライドの画像から免疫スコアを自動計算するための画像解析システムが望ましい。
【発明の概要】
【０００５】
　組織浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の検査によってがんをスコア化するための方法、キット、
及びシステムが開示され、そこでは、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、及びＦｏｘＰ３のパネ
ルが、高リスクのメラノーマ、結腸直腸がん、及び乳がんを含む多くのがんに対する予後
マーカーとして有用であることが見出された。
【０００６】
　腫瘍微小環境に浸潤する免疫細胞（ＴＩＬ）は腫瘍の進行を制限し又は促進しうる。原
発腫瘍内のＴＩＬの数、種類及び位置が予後の役割を有しうることを示す証拠が増えてい
る。これらの知見が、組織中の免疫コンテキストから導出され、特定のリンパ球集団の同
定と評価に基づく潜在的な新スコア化システムの開発につながった。ＣＤ３、ＣＤ８、Ｃ
Ｄ２０、及びＦＯＸＰ３の潜在的な予後的重要性を、広く利用できる標準化された技術を
利用するであろうメラノーマ患者のための「イムノスコア（Immunoscore）」として探求
した。
【０００７】
　ヒト腫瘍の増殖及び再発の制御における適応免疫応答の役割が広く研究されている。遺
伝子発現プロファイリングとインサイツ免疫組織化学的染色によるがんにおける腫瘍浸潤
性免疫細胞の特徴付けが示されている。しかしながら、集合的に、免疫学的データ（腫瘍
サンプル内の免疫細胞のタイプ、密度、及び位置）は、例えば、結腸直腸がんをステージ
分類するために現在使用されている組織病理学的方法よりも患者の生存の良好な予測因子
であることが見出された。その結果は、二つの更なる患者集団において検証された。これ
らのデータは、適応免疫応答がヒト腫瘍の挙動に影響を与えるという仮説を裏付ける。よ
って、腫瘍浸潤性免疫細胞のインサイツ分析は、結腸直腸がんとおそらくは他の悪性腫瘍
の治療における貴重な予後ツールでありうる。
【０００８】
　腫瘍の自然経過は、「インサイツ」増殖、浸潤、血管外漏出及び転移の段階を含んでい
る。これらの段階中、腫瘍細胞は、それらの微小環境と相互作用し、間質、内皮細胞、炎
症及び免疫細胞から入ってくるシグナルによって影響される。実際、腫瘍はしばしば、様
々な数のリンパ球、マクロファージ又はマスト細胞によって浸潤される。後者は慢性炎症
を維持し腫瘍増殖を促進する因子を産生する一方、リンパ球は、マウスモデルにおいて証
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明されているように、がんのアウトカムを制御しうると一般に信じられている。この研究
において、我々は、ヒト腫瘍の大規模コホートからのデータを分析し、特にＴｈ１及び細
胞毒性タイプのメモリーＴ細胞による原発腫瘍の浸潤が、疾患からの解放の面で最強の予
後因子であり、臨床疾患の全ての段階で全生存期間であることを明確に樹立する。我々は
、腫瘍に隣接し、成熟樹状細胞（胚中心として組織化されたＴ細胞及びＢ細胞）からなる
三次リンパ構造が、抗腫瘍反応の部位でありうることを示唆しているデータをレビューす
る。我々は、腫瘍のリンパ節転移のステージ分類に加えて、無病生存期間を予測し、早期
ヒトがんにおけるアジュバント療法に関する決定を支援するために、新たな予後因子とし
てリンパ球浸潤物のタイプ、密度及び位置に基づいての免疫スコアリングを提案する。
【０００９】
　満たされていない医療上の必要性は、患者の免疫応答の測定値に基づくものではない、
節浸潤を伴うどのメラノーマ患者が転移に進行するかを決定する能力である。実務の現在
の標準は、これらの患者を監視し、モニターするか、又は過酷なインターフェロン治療で
患者を治療するかの何れかである。
【００１０】
　多重ＩＨＣスライドは、複数のスライドでの単一のバイオマーカー標識とは異なり、組
織切片中の複数のバイオマーカーを同時に同定するという潜在的な利点を有している。多
重ＩＨＣスライドのスライド解釈プロセスで病理医を支援するために、デジタル病理が、
Ｔ細胞とＢ細胞の異なる型のような、免疫細胞に対するバイオマーカーを視覚的に分離し
定量的にスコア化するのに役立ちうる。次の文献は、組織を評価し及び／又はスコア化す
るための方法を開示しているが、多重スライドには十分ではない：Manual tumor microen
vironment assessment with CD3, CD8, CD45R0 and FoxP3: Paolo Ascierto, "The Medic
al Need for an Immune Scoring/Profiling for Melanoma and Other Cancer Patients,"
 Invited talk, Tucson Symposium, Mar 12-13, Tucson, AZ, 2013；Manual/semi-automa
tic CD3/CD8 counting:　 Galon J Costes A Sanchez-Cabo F Kirilovsky A Mlecnik B L
agorce-Pages C Tosolini M Camus M Berger A Wind P Zinzindohoue F Bruneval P Cugn
enc PH Trajanoski Z Fridman WH Pages F "Type, density, and location of immune ce
lls within human colorectal tumors predict clinical outcome," Science 29;313(579
5):1960-4, 2006；Flow cytometry counting of CD8 and FoxP3: F. Stephen Hodi, "Rec
ent Advances in Combinatorial Therapies," Invited talk, Tucson Symposium, Mar 12
-13, Tucson, AZ, 2013; Immune scoring from H&E: Sherene Loi, Nicolas Sirtaine, F
anny Piette, Roberto Salgado, Giuseppe Viale, Franc，oise Van Eenoo, Ghizlane Ro
uas, Prudence Francis, John P.A. Crown, Erika Hitre, Evandro de Azambuja, Emmanu
el Quinaux, Angelo Di Leo, Stefan Michiels, Martine J. Piccart, and Christos Sot
iriou, "Prognostic and Predictive Value of Tumor-Infiltrating Lymphocytes in a P
hase III Randomized Adjuvant Breast Cancer Trial in Node-Positive Breast Cancer 
Comparing= the Addition of Docetaxel to Doxorubicin With Doxorubicin-Based Chemo
therapy: BIG 02-98," Journal of Clinical Oncology 31(7), pp 860-867, 2013。
　技術的なハードルは一つのスライド上の免疫細胞応答を定量し、必要な免疫マーカーを
組み込むことであった。がんに対する患者の現在の免疫応答の状況を十分に理解するため
には、腫瘍マーカー、Ｂ細胞、全Ｔ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、及び調節性Ｔ細胞集団が全
て一緒に見られるべきであり、スコア化と解釈は、臨床的概念として現実的に機能するた
めには自動化され測定可能でなければならない。
【００１１】
　幾つかのマーカーを多重化する方法はあるが、我々の知る限り、アッセイにこれら５つ
のマーカーを組み入れ、この特定の医学的必要性に取り組み、デジタルアルゴリズムを含
むアッセイは研究域又は商業域の何れにおいても提示されていない。
【００１２】
　我々は、研究プロトタイプの多重化アッセイと、臨床、生物学、及び統計の入力に基づ
く対応するデジタルスコア化アルゴリズムを開発した。我々のアッセイは、一つの腫瘍マ
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ーカー、並びに４つの免疫マーカーを含む。
【００１３】
　まとめると、免疫学的データ（腫瘍サンプル内の免疫細胞の型、密度、及び位置）は、
がんのステージ分類に現在使用されている組織病理学的方法よりも良好な患者の生存の予
測因子であることが見出された。結腸直腸がんでは、その結果は２つの患者集団において
検証された。このデータは、適応免疫応答がヒト腫瘍の挙動に影響を与えるという仮説を
裏付ける。従って、腫瘍浸潤免疫細胞のインサイツ分析は、結腸直腸がん及び他の悪性腫
瘍の治療における価値のある予後ツールでありうる。
【００１４】
　多重ＩＨＣスライド及び／又は蛍光染色スライドのセット画像から免疫スコアを自動的
に計算する画像解析アルゴリズム及び／又はシステムが開発された。該画像解析アルゴリ
ズムは、多重アッセイで染色されている単一の組織検体中の細胞の型の数を計数するため
のコンピュータ実装方法であって、リンパ球マーカーＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０、Ｆｏｘ
Ｐ３と腫瘍検出マーカーを含む、多重アッセイで染色されている前記単一の組織検体を画
像化する工程；多重アッセイで染色されている単一の組織検体の画像を前記多重アッセイ
の各マーカーに対する別個の画像チャンネル中にアンミキシングする工程；各チャンネル
内の強度情報に基づいて各画像チャンネル内の対象の領域を特定する工程であって、各チ
ャンネル内の低強度の領域が除去され、高強度の領域が細胞シグナルを表す工程；単一の
サロゲート画像を作成する工程であって、サロゲート画像が全リンパ球マーカーの画像チ
ャンネル情報の組合せである工程；細胞検出アルゴリズムを適用する工程であって、該細
胞検出アルゴリズムが膜発見アルゴリズム又は核発見アルゴリズムである工程；各画像チ
ャンネル又は結合チャンネルの画像、あるいはグレースケール又は吸光度画像等の変換画
像、あるいはサロゲート画像におけるリンパ球及びリンパ球の組合せの特徴を特定する工
程；既知のリンパ球及びリンパ球の組合せの特徴に基づいて分類アルゴリズムをトレーニ
ングする工程；検出細胞を擬陽性細胞、ＣＤ３オンリーＴ細胞、ＣＤ３及びＣＤ８ Ｔ細
胞、ＦＰ３ Ｔ細胞の少なくとも一つ、及びＣＤ２０Ｂ細胞として検出細胞を分類するよ
うに特定された、各画像チャンネル又は結合チャンネルの画像、あるいはグレースケール
又は吸光度画像等の変換画像、あるいはサロゲート画像におけるリンパ球及びリンパ球の
組合せの特徴に、トレーニングされたアルゴリズムを適用する工程；分類された細胞のそ
れぞれの異なった型の数を計数する工程；前記組織検体にスコアをつける工程であって、
スコアが計数された各細胞型の数に基づく工程を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】図１（Ａ）－（Ｂ）は、（Ａ）２０倍対物レンズ及び（Ｂ）４０倍対物レンズで
撮影された原発性メラノーマ組織（Ａ）及び（Ｂ）の顕微鏡写真であり、暗褐色で検出さ
れたＦｏｘＰ３（図１（Ｂ）において「ＤＢ」と標記された矢印で例示的に示される）、
暗灰色／黒色で検出されたＣＤ８（図１（Ｂ）において「ＤＧＢ」と標記された矢印で例
示的に示される）、青色で検出されたＣＤ３（図１（Ｂ）において「Ｂ」と標記された矢
印で例示的に示される）、赤／赤紫色で検出されたＣＤ２０（図１（Ｂ）において「ＲＭ
」と標記された矢印で例示的に示される）及び緑色で検出されたＳ１００（図１（Ａ）に
おいて「Ｇ」と標記された矢印で例示的に示される）を伴う５重染色を示し、（Ｂ）は原
発腫瘍の左側に見ることができるリンパ球細胞に焦点を当てている。
【００１６】
【図２】図２（Ａ）－（Ｂ）は、（Ａ）２０倍対物レンズ及び（Ｂ）４０倍対物レンズで
撮影された結腸がん組織（Ａ）及び（Ｂ）の顕微鏡写真であり、暗褐色で検出されたＦｏ
ｘＰ３（図２（Ｂ）において「ＤＢ」と標記された矢印で例示的に示される）、暗灰色／
黒色で検出されたＣＤ８（図２（Ｂ）において「ＤＧＢ」と標記された矢印で例示的に示
される）、青色で検出されたＣＤ３（図２（Ｂ）において「Ｂ」と標記された矢印で例示
的に示される）、赤／赤紫色で検出されたＣＤ２０（図２（Ｂ）において「ＲＭ」と標記
された矢印で例示的に示される）及び緑色で検出されたサイトケラチン（ＯＳＣＡＲ）（
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図２（Ｂ）において「Ｇ」と標記された矢印で例示的に示される）を伴う５重染色を示す
。
【００１７】
【図３】図３は舌がん組織の顕微鏡写真であり、暗褐色で検出されたＦｏｘＰ３（「ＤＢ
」と標記された矢印で例示的に示される）、暗灰色／黒色で検出されたＣＤ８（「ＤＧＢ
」と標記された矢印で例示的に示される）、青色で検出されたＣＤ３（「Ｂ」と標記され
た矢印で例示的に示される）、赤／赤紫色で検出されたＣＤ２０（「ＲＭ」と標記された
矢印で例示的に示される）及び緑色で検出されたサイトケラチン（ＯＳＣＡＲ）（「Ｇ」
と標記された矢印で例示的に示される）を伴う５重染色を示す。
【００１８】
【図４】図４は２０倍対物レンズで撮られた肺腺がん組織の顕微鏡写真であり、暗褐色で
検出されたＦｏｘＰ３（「ＤＢ」と標記された矢印で例示的に示される）、暗灰色／黒色
で検出されたＣＤ８（「ＤＧＢ」と標記された矢印で例示的に示される）、青色で検出さ
れたＣＤ３（「Ｂ」と標記された矢印で例示的に示される）、赤／赤紫色で検出されたＣ
Ｄ２０（「ＲＭ」と標記された矢印で例示的に示される）及び緑色で検出されたサイトケ
ラチン（ＯＳＣＡＲ）（「Ｇ」と標記された矢印で例示的に示される）を伴う５重染色を
示す。
【００１９】
【図５】図５は、サイトケラチン腫瘍マーカー（黄色）（「Ｙ」と標記された矢印で例示
的に示される）及び浸潤ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞（緑色）（「Ｇ」と標記された矢印で
例示的に示される）に対する抗体で染色された卵巣腺がん組織（５重）の顕微鏡写真（２
０倍対物レンズ）であり、ＣＤ８細胞が如何にして腫瘍全体に浸潤したかを更に示してい
る。
【００２０】
【図６】図６は、増殖マーカーＫｉ－６７（緑色）（「Ｇ」と標記された矢印で例示的に
示される）、ＣＤ８＋Ｔ細胞（紫色）（「Ｐ」と標記された矢印で例示的に示される）、
及びＣＤ３＋Ｔ細胞（黄色）（「Ｙ」と標記された矢印で例示的に示される）に対する抗
体で染色された正常な扁桃腺組織の顕微鏡写真である。この画像は、ＣＤ８及びＣＤ３細
胞を伴う胚中心におけるＫｉ－６７＋細胞の局在化を確認するもので、ＦｏｘＰ３は暗褐
色で検出され、ＣＤ８は周囲の外套帯で検出された。倍率×２００。
【００２１】
【図７】図７は、乳がん組織の顕微鏡写真（２０倍対物レンズ）で、紫色で腫瘍（「Ｐ」
と標記された矢印で例示的に示される）、緑色で浸潤ＣＤ８＋細胞（「Ｇ」と標記された
矢印で例示的に示される）、及び青色でＣＤ６８＋マクロファージ（「Ｂ」と標記された
矢印で例示的に示される）、及び赤色で検出されたＣＤ２０（「Ｒ」と標記された矢印で
例示的に示される）を示している。
【００２２】
【図８】図８（Ａ）－（Ｄ）は、（Ａ）図７と同様の顕微鏡写真で、（Ｂ）及び（Ｄ）で
はその成分色にアンミキシングされ、（Ｃ）では再結合され、疑似色化されている。
【００２３】
【図９】図９は、本開示に従ったスコア化アルゴリズムのワークフローを示す概略図であ
る。
【００２４】
【図１０】図１０は、本発明に従ったスコア化アルゴリズムの実行例を示す概略図である
。
【００２５】
【図１１】図１１（Ａ）－（Ｂ）は、本発明によるフィルタバンク（Ａ）とリング検出器
（Ｂ）を示す概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
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　患者の免疫応答の測定値に基づくものではない、節浸潤を伴うどのメラノーマ患者が転
移に進行するかを決定する能力を開発する満たされていない医療上の必要性がある。実務
の現在の標準は、これらの患者を監視し、モニターするか、又は過酷なインターフェロン
治療で患者を治療するかの何れかである。
【００２７】
　技術的なハードルは一つのスライド上の免疫細胞応答を定量し、必要な免疫マーカーを
組み込むことであった。がんに対する患者の現在の免疫応答の状況を十分に理解するため
には、腫瘍マーカー、Ｂ細胞、全Ｔ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、及び調節性Ｔ細胞集団が全
て一緒に見られるべきであり、スコア化と解釈は、臨床的概念として現実的に機能するた
めには自動化され測定可能でなければならない。
【００２８】
　幾つかのマーカーを多重化する方法はあるが、我々の知る限り、アッセイにこれら５つ
のマーカーを組み入れ、この特定の医学的必要性に取り組み、デジタルアルゴリズムを含
むアッセイは研究空間又は商業空間の何れにおいても提示されていない。我々のアッセイ
は、一つの腫瘍マーカー、並びに４つの免疫マーカーを含む。
【００２９】
　多重アッセイは、画像解析アルゴリズムと共に、乳がん及び／又はメラノーマの免疫ス
コア計算のためのツールキットを潜在的に提供する。コンピュータによって作成される最
終レポートは、患者の個人的な免疫応答の臨床分析を裏付け、更なる治療を補助するため
に使用されうるが、更なる研究がこの仮説を実証するために必要とされる。
【００３０】
ＴＩＬ
　腫瘍微小環境に浸潤する免疫細胞（ＴＩＬ）は腫瘍の進行を制限し又は促進しうる。原
発腫瘍内のＴＩＬの数、種類及び位置が予後の役割を有しうることを示す証拠が増えてい
る。これらの知見が、組織中の免疫コンテキストから導出され、特定のリンパ球集団の同
定と評価に基づく潜在的な新スコア化システムの開発につながった。我々は、ＣＤ３、Ｃ
Ｄ８、ＣＤ２０、及びＦＯＸＰ３の潜在的な予後的重要性を、広く利用できる標準化され
た技術を利用するであろうメラノーマ患者のための「イムノスコア（Immunoscore）」と
して探求した。
【００３１】
　我々は、研究プロトタイプの多重化アッセイと、臨床、生物学、及び統計の入力に基づ
く対応するデジタルスコア化アルゴリズムを開発した。
【００３２】
　多重ＩＨＣスライドは、複数のスライドでの単一のバイオマーカー標識とは異なり、組
織切片中の複数のバイオマーカーを同時に同定するという潜在的な利点を有しており、そ
れによって組織の一小片内でより多くの情報を実証する。この目的を念頭において、多重
アッセイが、他の腫瘍型と共に、乳がん及びメラノーマに罹患している患者に対して免疫
スコアを提供するように開発された。スライド解釈プロセスで病理医を支援するために、
デジタル病理が、異なる型のＴＩＬのような、免疫細胞に対するバイオマーカーを視覚的
に分離し定量的にスコア化するのに役立ちうる。
【００３３】
ＣＤ３
　ＣＤ３は、一般にＴ細胞のための「ユニバーサルマーカー」である。更なる分析（染色
）が、Ｔ細胞の型、例えば調節性又は細胞傷害性Ｔ細胞を特定するためになされなければ
ならない。ＣＤ３＋Ｔ細胞数の分析は、免疫応答の良好な指標である。
【００３４】
ＣＤ８
　ＣＤ８は、細胞傷害性Ｔリンパ球の特異的マーカーである。これらは、腫瘍細胞を実際
に「殺す」エフェクター細胞である。それらは直接の接触によって作用して、腫瘍細胞の
細胞質に消化酵素グランザイムＢを導入し、それによってそれを殺す。従って、その全体
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の数だけでなく、腫瘍自体に対するその位置を知ることが重要である。腫瘍細胞と直接接
触している細胞のみが細胞死滅に有効であろう。
【００３５】
ＣＤ２０
　ＣＤ２０は、抗体産生Ｂ細胞のマーカーである。而して、それはより完全に発現された
（成熟）免疫応答の指標である。これら抗体産生エフェクター細胞の総数と位置特定が重
要でありうる。
【００３６】
ＦｏｘＰ３
　ＦｏｘＰ３は、調節性Ｔ細胞（いわゆるＴｒｅｇ）の最も特異的なマーカーである核転
写因子である。Ｔｒｅｇは免疫応答を緩和するように機能する。おそらく、Ｔｒｅｇの存
在が、腫瘍に対する抑制性の免疫応答を示すことになろう。
【００３７】
腫瘍マーカー
　上皮性腫瘍（癌腫）では、サイトケラチン染色が、腫瘍細胞並びに正常上皮を識別する
。この情報は、腫瘍細胞が正常な上皮細胞と比較して、サイトケラチンを異常に過剰発現
するという事実と共に、腫瘍対正常組織を識別することを可能にする。神経外胚葉由来の
メラノーマ組織では、Ｓ１００バイオマーカーが同様の目的を果たす。
【００３８】
一次染色／ブルーイング／対比染色
　例示的な実施態様では、前記方法は、サンプルが特異的に染色されるように発色性試薬
を適用することを含む。一実施態様では、特異的染色は、疎水性、インターカレーション
、又は他の非認識会合に関連した接着を介してサンプルの一部を選択的に染色する一次染
色剤の適用を含む。例えば、ヘマトキシリン及びエオシン染色（Ｈ＆Ｅ染色）は、当該技
術分野において周知である。ヘマトキシリン及び一次染色に関連する開示について出典明
示によりここに援用される米国特許出願公開２００８／０２２７１４３が参照される。Ｈ
＆Ｅ染色は、細胞形態の評価に使用され、がんを病理学的に診断するための主要なツール
である。
【００３９】
検出
　該方法は、免疫組織化学（ＩＨＣ）結合試薬又はインサイツハイブリダイゼーション（
ＩＳＨ）結合試薬を、ＩＨＣ結合試薬又はＩＳＨ結合試薬がサンプルに接触するように適
用することを含む。ＩＳＨは、遺伝子異常又は疾患の存在、あるいは標準からの過剰もし
くは過少発現を診断するために使用することができる。例えば、ＩＳＨは、特定の疾患に
関連した遺伝子増幅、欠失、又は転座を検出するために使用されうる。ＩＳＨは、感染細
胞内の微生物及びウイルス配列の検出を可能にするので、感染症の診断にまた有用である
。ＩＨＣは、関心のあるエピトープに特異的に結合する抗体を含む。抗原又は抗原配列と
も呼ばれるエピトープは、臨床的に関心のあるマーカーとして樹立されているタンパク質
の部分である。例えば、エピトープは、タンパク質の変異形態、タンパク質－タンパク質
結合部位、又は対照サンプルにおけるように、通常よりも高い又は低い濃度の何れかで発
現される正常タンパク質でありうる。様々な生物学的サンプル中のエピトープの検出及び
／又は定量は、膨大な数の臨床目的のために使用されている。
【００４０】
　ＩＨＣ及びＩＳＨの両方が核酸プローブ（ＩＳＨ）又は抗体（ＩＨＣ）とサンプル内の
標的との間の特異的認識事象を伴う。この特異的な相互作用は標的を標識する。標識は、
直接的に可視化され（直接標識）、又は更なる検出化学を使用して間接的に観察されうる
。標識の近傍での発色性物質の沈着を伴う発色検出は、シグナルの強度を増幅して視覚化
を容易にする更なる検出工程を含む。増幅されたシグナルの可視化（例えば、レポーター
分子の使用）は、観察者がサンプル中の標的を限局化することを可能にする。
【００４１】
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　発色検出は、簡単でかつ費用対効果の高い検出方法を提供する。発色性基質は、伝統的
には、適切な酵素により作用させられたときに沈殿することによって機能していた。すな
わち、伝統的な発色性物質は、酵素との接触時に可溶性試薬から不溶性の着色沈殿物に転
換される。得られる着色沈殿物は処理や可視化のために特別な装置を必要としない。表１
は、本開示の範囲内で有用な色原体系の非網羅的なリストである。

【００４２】
　表１は、網羅的ではないが、現在入手可能な様々な種類の発色性物質への知見を提供す
る（†国際公開第２０１２／０２４１８５号、Kelly等 “Substrates for Chromogenic d
etection and methods of use in detection assays and kits”）。
【００４３】
　本発明への重要な進歩は、新規のカラースキームのこれまで新規の色原体の沈着と共有
結合を可能にするチラミド－色原体コンジュゲートの使用である。この共有結合は、一連
の増加濃度のアルコール溶液と続くキシレンで検体スライドを脱水することができ、永久
保存のために硬化プラスチックにマウントできるという追加の利点をまた有している。こ
れは、この一般的な組織学的処理により抽出される染料を用いる他の色原体染料染色技術
と比較して、改善された染色の形態及び解像度を生じる。
【００４４】
　本開示の一態様は、色原体コンジュゲートが、伝統的に利用可能な色原体よりもより選
択的に光を吸収するように構成されうることである。検出は、シグナリングコンジュゲー
トによる光の吸収によって実現される；例えば、入射光の少なくとも約５％の吸光度が、
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標的の検出を容易にするであろう。他のより暗い染色では、入射光の少なくとも約２０％
が吸収されるであろう。可視スペクトル内の光の不均一な吸光度が、着色して見える発色
団を生じる。ここに開示されたシグナリングコンジュゲートは、その吸光度のために着色
して見えることがある；シグナリングコンジュゲートは、アッセイで使用されるとき、任
意の色を提供するように見えることがあり、ある特定の色は、発色団部分に関連するスペ
クトル吸光度に応じて、赤、オレンジ、黄、緑、藍、又は紫を含む。別の態様によれば、
発色団部分は、伝統的に使用される色原体（例えば、ＤＡＢ、ファストレッド、ファスト
ブルー）の吸光度よりも狭いスペクトル吸光度を有しうる。例示的な実施態様では、第一
のシグナリングコンジュゲートの第一の発色団部分に関連するスペクトル吸光度が、３０
ｎｍから２５０ｎｍの間、３０ｎｍから１５０ｎｍの間、３０ｎｍから１００ｎｍの間、
又は２０ｎｍと６０ｎｍの間の半値全幅（ＦＷＨＭ）を有する。
【００４５】
　狭いスペクトル吸光度により、シグナリングコンジュゲート発色団部分を伝統的な色原
体とは異なった形で分析することが可能になる。伝統的な色原体と比較して向上した特徴
を持っているが、シグナリングコンジュゲートの検出は簡単なままである。例示的な実施
態様では、検出は、明視野顕微鏡又は等価なデジタルスキャナを使用することを含む。狭
いスペクトル吸光度により、伝統的な色原体の能力を越えるレベルでの発色性多重化が可
能になる。例えば、伝統的な色原体はいくらか日常的に二重化される（例えば、ファスト
レッドとファストブルー、ファストレッドとブラック（シルバー）、ファストレッドとＤ
ＡＢ）。しかしながら、三重又は三色への応用、又はそれ以上は、ある色原体を他のもの
と識別することが、特にそれらが重なるか又は共存している場合、難しくなるので、普通
ではない。ここに開示される技術の例示的な実施態様では、該方法は、異なったシグナリ
ングコンジュゲート又はその組合せを使用して、少なくとも２つから６又はそれ以上まで
を検出することを含む。一実施態様では、生物学的サンプルを光で照明することは、生物
学的サンプルをスペクトル幅の狭い光源で照明することを含み、該スペクトル幅の狭い光
源は、３０ｎｍと２５０ｎｍの間、３０ｎｍと１５０ｎｍの間、３０ｎｍと１００ｎｍの
間、又は２０ｎｍと６０ｎｍの間の第二の半値全幅（ＦＷＨＭ）を持つスペクトル放射を
有する。他の実施態様では、生物学的サンプルを光で照明することは、ＬＥＤ光源で生物
学的サンプルを照明することを含む。他の実施態様では、生物学的サンプルを光で照明す
ることは、生物学的サンプルをフィルタをかけた光源で照明することを含む。
【００４６】
　その全体が出典明示によりここに援用される米国特許出願公開第２０１３０２６０３７
９号が参照される。その全体が出典明示によりここに援用される米国特許出願第６１／８
３１５５２号がまた参照される。
【００４７】
自動スコア化；アルゴリズム
　例示的な一実施態様では、本主題の開示は、アルゴリズムをトレーニングし、スコアを
計算し、そしてアンミキシングすることを含む演算を実行するためにプロセッサによって
実行されるコンピュータで実行可能な命令を格納するための非一時的なコンピュータ可読
媒体である。他の例示的な実施態様では、本主題の開示は、プロセッサと、該プロセッサ
に連結されたメモリとを含むデジタル病理システムであり、該メモリは、プロセッサによ
って実行されると、アルゴリズムトレーニング、スコア計算、及びアンミキシングを含む
演算をプロセッサに実行させるコンピュータ実行可能命令を格納する。
【００４８】
　本発明は、多重アッセイ（例えば、多重ＩＨＣスライドのセット）又は蛍光染色スライ
ド又はスライド群に対して、スコア、例えば免疫スコアを自動的に計算する画像解析シス
テムを含む。該画像解析システムは、多重アッセイで染色された組織の画像を解析するた
め、また解析に基づいてスコアを生成するために例えばプロセッサによって実行されるコ
ンピュータで実行可能な命令を含む、ソフトウェアモジュールとアルゴリズムを含む。画
像解析システムは、同一の生物学的検体中、例えば単一の組織検体中の複数のバイオマー
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カーを同定することができ、任意の組織型に対する多重アッセイに適用可能である。
【００４９】
　例示目的のために、本発明の画像解析アルゴリズムが、多重アッセイにより染色されて
いるがん組織スライドに関連して説明される。本発明の画像解析アルゴリズムの実施化の
一例として、乳房組織スライドが分析される。本発明の例示的な実施態様では、染色され
た組織スライドが画像化及び／又はスキャンされ、対応するカラー画像が作成され、画像
解析システム中に入力される。別法では、画像は、ある供給源から得られる。
【００５０】
　本発明は、明視野及び蛍光画像に適用可能であり、顕微鏡システム（例えば、明視野顕
微鏡システム）又はスキャナーが、スライドを画像化又はスキャンし、明視野画像を得る
ために利用される。マルチスペクトル画像を作成するために、マルチスペクトル画像化シ
ステム（例えば、蛍光顕微鏡又はスキャナー（例えば、全スライドスキャナー）がマルチ
スペクトル蛍光画像を得るために使用される。
【００５１】
　作成され又は得られた画像を解析するために、本発明の画像解析アルゴリズム及び／又
はシステムは、バイオマーカーに対する個々の構成色素と該色素がカラー画像中に現れる
割合を特定する、アンミキシングモジュールに含めうるカラーアンミキシングアルゴリズ
ムを含む。該アンミキシング作業は、その開示の全体が出典明示によりここに援用される
ＩＭＡＧＥ ＡＤＡＰＴＩＶＥ ＰＨＹＳＩＯＬＯＧＩＣＡＬＬＹ ＰＬＡＵＳＩＢＬＥ Ｃ
ＯＬＯＲ ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮとの発明の名称で２０１３年６月３日に出願された米国
仮出願第６１／８３０６２０号に開示されたアンミキシング法に従って実施されうる。各
マーカーに対して分離された画像チャンネルに基づいて、検出アルゴリズムは、区別され
るＩＨＣマーカーの各々に対してＴ及びＢリンパ球の異なる組合せを自動的に特定するよ
うに開発されている。例えば、異なるＴ細胞マーカーが共存し、異なった組合せの色素量
を作り出すかもしれない。加えて、腫瘍マーカー、例えばサイトケラチンマーカー（例え
ばＯｓｃａｒ）を、（例えば、核及び腫瘍領域を識別するために）腫瘍、腫瘍内及び／又
は腫瘍周囲の領域を特定して組織コンテキストを得るために、アッセイにまた含めること
ができる。例示的な実施態様では、画像解析は、バイオマーカー、例えば、Ｏｓｃａｒ、
ＣＤ３、ＣＤ８及びＦｏｘＰ３マーカーを同定し、定量し、及び／又はスコアを生成する
ために、アンミキシング後に実施される。本発明の例示的な実施態様では、各マーカーに
対するスコアは、出力として、組織コンテキスト情報と共に、報告されうる。
【００５２】
　図９は、本発明の画像解析方法及びシステムのワークフローを示す。図９は、本発明に
係る画像解析方法の実行例を示し、乳がん免疫スコアの計算に適用されている画像解析方
法に関する詳細を示している。
【００５３】
　本発明の画像解析方法は、トレーニング段階モジュールに組み込まれうるトレーニング
段階を含む。トレーニング段階では、リンパ球の異なる型並びに偽陽性細胞の例の識別が
、各マーカーについて最初に実施されうる。例えば、図９において、自動検出後、細胞内
シード（例えば、真陽性Ｔ細胞）と細胞外シード（例えば、偽陽性Ｔ細胞）に手作業で注
釈が付される。
【００５４】
　次に、特徴抽出モジュールに組み込みうる、本発明に係る一又は複数の特徴抽出アルゴ
リズムが、シード周りの画像パッチに適用され、細胞の各型（例えば、ＣＤ３細胞、ＣＤ
８細胞及びＣＤ２０細胞）に対する特徴セットが取得される。該特徴は、異なる画像チャ
ネル、例えば、画像のＲＧＢチャンネル、吸光度空間、アンミキシングチャンネル及びグ
レースケール画像から抽出される。ここでは、異なる特徴抽出アルゴリズムを使用するこ
とができる。例えば、図９に示されるように、辞書学習が、異なる細胞外観に対するコー
ドブックを構築するために適用されうる。
【００５５】
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　本発明の例示的な実施態様では、分類モジュールに含めうる、分類アルゴリズムが、画
像、例えば多重アッセイで染色された組織の画像中に存在する細胞の異なった型を分類す
るようにトレーニングされうる。本発明の例示的実施態様では、異なった分類アルゴリズ
ム、例えば、ＳＶＭ、ランダムフォレスト及びブースティング等のアルゴリズムが適用さ
れうる。本発明の例示的な実施態様では、ＳＶＭアルゴリズムが、図９に示されるように
特徴にその特徴に対するラベルを関連づけるために、分類アルゴリズムにおいて利用され
る。
【００５６】
　本発明に係る分類アルゴリズムが適用される、試験段階及び／又は実行段階では、全ス
ライド画像又はその一部が本発明の画像解析方法／システム中に入力される。全スライド
画像又はその一部中の各対象領域に対して、アンミキシング、腫瘍関連ノイズの除去、サ
ロゲート画像の作成、リング又は小塊検出（例えば、膜マーカーを持つリンパ球を見出す
ため）、特徴抽出、分類、及び細胞又はリンパ球の型の計数の工程が適用される。リンパ
球のサロゲート画像（すなわち、全てのＴ細胞を含む画像）が最初に得られうる。そうす
ることによって、我々は最初に全てのＴ細胞を検出し、ついで細胞型を同定するために分
類アルゴリズムを使用することができる。サロゲート画像を作成するために、ｌｏｇ変換
が利用されて、ＲＧＢ画像が吸光度空間に変換され、ついで、我々は腫瘍細胞を検出して
いないので、図９に示されるように、Ｏｓｃａｒチャンネルがノイズ（腫瘍細胞）を除去
するために利用されうる。本発明の例示的な実施態様では、腫瘍細胞情報を含むＯｓｃａ
ｒチャンネル情報が、腫瘍細胞を計数するために、メモリに保存される。多重アッセイ、
例えば５以上のマーカーを有するアッセイのアンミキシングは画像にわたる大きな色の変
動のため信頼できない場合があるので、各アンミキシングチャンネルの代わりにサロゲー
ト画像が検出を行うために利用される。本発明の例示的な実施態様では、ある他の種類の
合成画像、例えば、変換画像（例えば、吸光度画像又はグレースケール画像）又は様々な
チャンネルを組み合わせた画像が利用されうる。次に、入力画像（例えば、ＲＧＢ画像）
は、バイオマーカーの異なるチャンネル、例えばＯｓｃａｒ、ＦｏｘＰ３、ＣＤ３、ＣＤ
８、ＨＴＸ及びＣＤ２０チャンネル中にアンミキシングされうる。
【００５７】
　細胞検出アルゴリズム（例えば、図１０のリング検出器に対応）を細胞検出モジュール
に含めてもよく、リンパ球を検出するためにサロゲート画像に適用される。本発明の例示
的な実施態様では、細胞検出アルゴリズムのリング形状が、リング形状膜マーカーの捕捉
をもたらす（例えば、全ての可能なＴ細胞候補と偽陽性の検出を含みうる）。我々は、リ
ング形状膜マーカーを検出するために実行例（図９）においてサロゲート画像としてオス
カー補正を伴う吸光度画像を使用する。実行段階では、非常に感度がよい細胞検出アルゴ
リズム、例えば、全ての可能な細胞を捕捉し、偽陽性の検出を含みうるアルゴリズムが、
望ましい。本発明の例示的な実施態様では、リング検出器は、細胞を同定するために利用
される、膜マーカーを検出するためにサロゲート画像に適用されうる。図１０は、リング
検出器の単純な例を示している。他の異なるタイプの細胞検出アルゴリズムが細胞を検出
するために画像（サロゲート又はそれ以外）に適用されうることが当業者によって理解さ
れるべきである。
【００５８】
　分類器、例えば、トレーニング段階から学習され又は作成された分類器は、ついで、カ
テゴリー間の全ての細胞候補シード、例えば偽陽性細胞、ＣＤ３オンリーＴ細胞、ＣＤ３
／ＣＤ８ Ｔ細胞、ＦＰ３ Ｔ細胞及びＢ細胞を分類するために使用されうる。
【００５９】
　例示的な実施態様では、ＣＤ３、ＣＤ８、ＦＰ３及びＣＤ２０チャンネルからの情報、
例えば各チャンネルにおける細胞の色及び形状に関する情報を、分類のための特徴として
使用することもできる。図９は、辞書学習アルゴリズムの実行例を示す。この例では、（
１）学習された外観の特徴、例えば、シードの周りの局所パッチから得られた細胞の形状
は、真陽性リンパ球と偽陽性リンパ球を区別するために利用され、（２）染色量の特徴は
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、例えば、ＣＤ３オンリーＴ細胞とＣＤ３／ＣＤ８ Ｔ細胞を分類するために利用される
。
【００６０】
　特に、サロゲート画像中の検出された各真陽性Ｔ細胞に対しては、ＣＤ３及びＣＤ８ア
ンミキシングチャンネルからのＴ細胞の近傍周りのＣＤ３及びＣＤ８ピクセルを得ること
ができ、２つの染色の比が、（１）ＣＤ陽性及びＣＤ８陽性細胞と（２）ＣＤ３陽性オン
リー細胞間を分類するために計算される。本発明の例示的な実施態様では、（ＣＤ８画素
数）／（ＣＤ３画素数）＜閾値ならば、サロゲート画像において同定される細胞は、ＣＤ
３オンリー細胞として標識され、それ以外の場合、ＣＤ３／ＣＤ８細胞として標識される
。
【００６１】
　核を同定するために、我々は核マーカーチャンネル、例えばＦｏｘＰ３は核マーカーで
あるので、ＦｏｘＰ３チャンネル画像を評価する。我々は、ＦｏｘＰ３核を見出すために
ＦｏｘＰ３チャンネル内において、小塊検出モジュールに含められうる小塊検出アルゴリ
ズムを適用する。本発明の別の実施態様では、放射状対称モジュールに含められうる放射
状対称アルゴリズムが、核を検出するために利用されうる。しかしながら、例えば、円変
換を利用して他の小塊検出方法を達成してもよいことは、当業者によって理解されるべき
である。
【００６２】
　腫瘍領域を特定するために、Ｏｓｃａｒチャンネルが利用される。本発明の例示的な実
施態様では、領域検出アルゴリズムが、腫瘍領域を特定するために使用されうる。（図１
１）に示される実行例では、Ｏｔｓｕ閾値法が、腫瘍領域を見出すためにＯｓｃａｒチャ
ンネルに適用される。Ｏｔｓｕ閾値法は、フォアグラウンドとバックグラウンドのための
最良の閾値を見出す方法によって腫瘍領域を特定する。Ｏｓｃａｒチャンネルはまた腫瘍
領域に関連したノイズを除去するために利用される。Ｏｓｃａｒチャンネルはまたリング
状の腫瘍細胞質マーカーを除去するために利用される。細胞質マーカーは時々リング状の
外観をつくるので、我々はリング検出を適用する前にその領域を最初に除去する必要があ
る。我々は、本発明の画像解析アルゴリズム、方法、及び／又はシステムの工程の順序は
変わりうることに留意する。
【００６３】
　図１１（Ｂ）は、我々の実施においてリンパ球検出に利用されうる、本発明に係る例示
的なリング検出器を示している。リング検出器を実装するためには、フィルタバンク、す
なわち、図１１（Ａ）に示されるように、１２の方向を含むマスクのセットが構築されう
る。ブラック領域はリング中心をカバーする－１のピクセルを示し、グレー領域はリング
の境界を覆う１のピクセルに対応し、その結果、このマスクが画像と共に畳み込み処理さ
れると、我々はリング境界と中心との間の強度差を得る。この例では、フィルタの幅は３
ピクセルであり、ブラック領域の長さは５ピクセルであり、グレー領域の長さは１０ピク
セルである。例えば、フィルタの方向の数、幅と長さを含むパラメータは、例えば、検出
が望まれる異なった細胞サイズに対応するように、調整可能である。画像内の各位置（ｘ
，ｙ）に対して、図１１（Ｂ）に示されるように、投票Ｖ（ｘ，ｙ）＝Ｖ（ｘ，ｙ）＋［
ｓｕｍ（Ｉ（Ａ））－ｓｕｍ（Ｉ（Ｂ））］が計算される。投票は、フィルタのブラック
領域とフィルタのグレー領域内の全画素強度の強度値の差に対応する。この投票は、リン
グの中心に１２の方向に沿って（ｘ，ｙ）に蓄積される。１２は方向の単なる一例の数で
あり、異なる数を使用することができることに留意のこと。本発明の例示的な実施態様で
は、複数スケールの検出（すなわち、異なる大きさのリング）を利用して、フィルタのパ
ラメータを調整することにより、異なるサイズの細胞を捕捉することができる。
【００６４】
　一実施態様は、本発明に係る画像解析システム及び／又は方法に関連したユーザーイン
ターフェースと機能に関する。ユーザーインターフェイスは次の機能を提供する：
【００６５】



(15) JP 6605506 B2 2019.11.13

10

20

30

40

50

　「Ｌｏａｄ Ｄａｔａ Ｄｉｒ」ボタンを介してＦＯＶ又は全スライド画像のロードを可
能にする画像ロード機能。例えば「Ｆｉｌｅ Ｌｉｓｔ」パネル内のファイル名をクリッ
クすることにより、リンパ球と腫瘍領域の検出及び／又は検出結果の表示を可能にする組
織領域検出機能。
【００６６】
　ユーザーが細胞検出結果を変更し、注釈を追加し、及び／又は削除することを可能にす
る細胞変更機能。本発明の例示的な実施態様では、ユーザーは、最初に細胞の型を選択し
てポップアップリストから変更し、ついで「Ｍｏｄｉｆｙ Ｃｅｌｌ」ボタンをクリック
して編集を開始することができ、マウスの左クリックは、例えば、シードを削除すること
ができることに対応し、マウスの右クリックは、例えばシードを追加することができるこ
とに対応する。編集がなされた後、キーボード上の「Ｅｎｔｅｒ」キーの起動が、編集が
完了したことを示す。
【００６７】
　腫瘍修正機能は、ユーザーが腫瘍の検出結果を変更することを可能にする。本発明の例
示的実施態様では、「Ａｄｄ Ｒｅｇｉｏｎ」及び「Ｒｅｍｏｖｅ Ｒｅｇｉｏｎ」アイコ
ン又はユーザーインターフェースの領域をクリックすることにより、ユーザーはポリゴン
の描写を開始することができ、例えばマウスの左ダブルクリックにより、ユーザーが、ポ
リゴンの描画が完了したことを示すことを可能にする。
【００６８】
　変更セーブ機能は、ユーザーが「Ｓａｖｅ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ」ボタンの起動
を介して変更を保存することを可能にする。
【００６９】
　最終レポート作成機能は、ユーザーが一又は複数の細胞型の数に基づく、例えば免疫ス
コアを含む最終レポートを作成することを可能にする。例えば、ユーザーは、最終レポー
トを作成するために「Ｇｅｔ Ｒｅｐｏｒｔ」ボタン又はユーザーインタフェースの領域
をクリックすることができる。ボタン、アイコン、画面領域を、機能を有効にするために
利用することができ、全てを他のものの代替として利用することができることが、当業者
によって理解されるべきである。
【００７０】
　本開示に従って使用されるコンピュータシステムの例示的な実施態様は、任意の数のコ
ンピュータプラットフォーム又は複数のタイプのコンピュータプラットフォーム、例えば
ワークステーション、パーソナルコンピュータ、サーバー、ハンドヘルドデバイス、マル
チプロセッサシステム、マイクロプロセッサベース又はプログラム可能な家庭用電化製品
、ネットワークＰＣ、ミニコンピュータ、メインフレームコンピュータ、あるいは任意の
他の現在又は将来のコンピュータを含みうる。例示的な実施態様は、また、タスクが通信
ネットワークに（例えば、ハードワイヤード接続、無線接続、又はそれらの組合せによっ
て）接続されているローカル及び／又はリモート処理装置によって実行される分散コンピ
ューティング環境においても実施することができる。分散コンピューティング環境では、
プログラムモジュールを、記憶保存装置を含むローカルとリモート双方のコンピュータ記
憶媒体に配置することができる。しかしながら、ここに記載された前述のコンピュータプ
ラットフォームは、記載された発明の特殊な操作を実行するように特に構成されており、
汎用コンピュータとは考えられないことは当業者によって理解されるであろう。
【００７１】
　コンピュータは、典型的には、既知のコンポーネント、例えばプロセッサ、オペレーテ
ィングシステム、システムメモリ、記憶保存装置、入出力コントローラ、入出力装置、及
びディスプレイ装置を含む。コンピュータの多くの可能な構成及びコンポーネントが存在
し、キャッシュメモリ、データバックアップユニット、及び多くの他の装置をまた含みう
ることは関連分野の当業者によってまた理解されるであろう。入力装置の例には、キーボ
ード、カーソル制御装置（例えば、マウス）、マイクロフォン、スキャナ等々が含まれる
。出力装置の例には、表示装置（例えば、モニタ又はプロジェクタ）、スピーカ、プリン
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タ、ネットワークカード等々が含まれる。表示装置は、視覚的な情報を提供する表示装置
を含み得、この情報は典型的には画素アレイとして論理的及び／又は物理的に編成されう
る。入力及び出力インターフェイスを提供するための様々な既知の又は将来のソフトウェ
アプログラムの何れかを含みうるインタフェースコントローラがまた含まれうる。例えば
、インタフェースは、ユーザーに一又は複数のグラフィック描写を提供する「グラフィカ
ルユーザーインターフェース」（しばしばＧＵＩと称される）と一般に称されるものを含
みうる。インターフェースは、典型的には、関連する技術分野の当業者に知られている選
択又は入力の手段を使用するユーザー入力を受け入れるようになされる。インターフェー
スはまたタッチスクリーン装置とすることができる。同じ又は別の実施態様では、コンピ
ュータ上のアプリケーションは、「コマンドラインインターフェース」（しばしばＣＬＩ
と称される）と称されるものを含むインターフェースを用いうる。ＣＬＩは典型的にはア
プリケーションとユーザー間のテキストベースのインタラクションを提供する。典型的に
は、コマンドラインインターフェースは、表示装置を介してのテキストラインとして出力
を提示し入力を受け取る。例えば、幾つかの実施化例は、「シェル」と称されるもの、例
えば関連分野の当業者に知られているＵｎｉｘ Ｓｈｅｌｌ、あるいはＭｉｃｒｏｓｏｆ
ｔ．ＮＥＴフレームワークのようなオブジェクト指向型プログラミングアーキテクチャを
用いるＭｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｐｏｗｅｒｓｈｅｌｌを含みうる。
【００７２】
　関連分野の当業者は、インターフェイスが一又は複数のＧＵＩ、ＣＬＩ又はそれらの組
合せを含みうることを理解するであろう。
【００７３】
　プロセッサは、市販のプロセッサ、例えばインテル社製造のＣｅｌｅｒｏｎ、Ｃｏｒｅ
、又はＰｅｎｔｉｕｍプロセッサ、サン・マイクロシステムズ製造のＳＰＡＲＣプロセッ
サ、ＡＭＤ社製造のＡｔｈｌｏｎ、Ｓｅｍｐｒｏｎ、又はＯｐｔｅｒｏｎプロセッサを含
み得、あるいは入手できるか又は入手できるようになる他のプロセッサの一つでありうる
。プロセッサの幾つかの実施態様は、マルチコアプロセッサと称されるものを含み、及び
／又はシングル又はマルチコア構成で並列処理技術を用いることが可能にされうる。例え
ば、マルチコアアーキテクチャは、典型的には、２以上のプロセッサ「実行コア（execut
ion cores）」を含みうる。本例では、各実行コアは、複数のスレッドの並列実行を可能
にする独立プロセッサとして実行しうる。また、関連の当業者は、プロセッサが、３２又
は６４ビットアーキテクチャと一般に称されるもの、又は現在知られ、又は将来開発され
うる他のアーキテクチャ構成で構成されうることを理解するであろう。
【００７４】
　プロセッサは、典型的には、例えば、マイクロソフト社製のＷｉｎｄｏｗｓタイプのオ
ペレーティングシステム；アップルコンピュータ社製のＭａｃ ＯＳ Ｘオペレーティング
システム；多くの供給業者から入手可能なＵＮＩＸ又はＬｉｎｕｘタイプのオペレーティ
ングシステムあるいはオープンソースと称されるもの；他の又は将来のオペレーティング
システム；又はそれらの幾つかの組合せでありうるオペレーティングシステムを実行する
。オペレーティングシステムは、周知の方法でファームウェア及びハードウェアとインタ
ーフェースし、様々なプログラミング言語で記述することができる様々なコンピュータプ
ログラムの機能をプロセッサが統合し実行するのを容易にする。オペレーティングシステ
ムは、典型的にはプロセッサと協働して、コンピュータの他のコンポーネントを統合しそ
の機能を実行する。オペレーティングシステムはまた、全て既知の技術に従って、スケジ
ューリング、入出力制御、ファイル及びデータ管理、メモリ管理、並びに通信制御及び関
連サービスを提供する。
【００７５】
　システムメモリは、所望される情報を格納するために使用でき、コンピュータによって
アクセスできる様々な既知の又は将来の記憶保存装置の何れかを含みうる。コンピュータ
可読記憶媒体は、コンピュータ可読命令、データ構造、プログラムモジュール、又は他の
データなどの情報を記憶するための任意の方法又は技術で実装される揮発性及び不揮発性
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、リムーバブル及び非リムーバブル媒体を含みうる。例としては、任意の一般的に利用可
能なランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、読み出し専用メモリ（ＲＯＭ）、電気的消却・
プログラム可能型読取専用メモリ（ＥＥＰＲＯＭ）、デジタル多用途ディスク（ＤＶＤ）
、磁気媒体、例えば、常駐ハードディスクもしくはテープ、光学媒体、例えば、読み書き
コンパクトディスク、又は他の記憶保存装置が含まれる。記憶保存装置は、コンパクトデ
ィスクドライブ、テープドライブ、リムーバブルハードディスクドライブ、ＵＳＢ又はフ
ラッシュドライブ、あるいはディスクドライブを含む様々な既知の又は将来の装置の何れ
かを含みうる。記憶保存装置のかかるタイプは、典型的には、例えばコンパクトディスク
、磁気テープ、リムーバブルハードディスク、ＵＳＢもしくはフラッシュドライブ、又は
フロッピーディスクのようなプログラム保存媒体から読み取り、及び／又はそれに書き込
む。これらのプログラム記憶媒体、又は現在使用され又は以降に開発されうる他のものの
何れも、コンピュータプログラム製品と考えることができる。
【００７６】
　理解されるように、これらのプログラム格納媒体は、典型的には、コンピュータソフト
ウェアプログラム及び／又はデータを格納する。コンピュータ制御論理回路とも呼ばれる
コンピュータソフトウェアプログラムは、典型的には、システムメモリ及び／又は記憶保
存装置に関連して使用されるプログラム記憶装置に格納される。幾つかの実施態様では、
そこに格納された制御論理回路（プログラムコードを含むコンピュータソフトウェアプロ
グラム）を有するコンピュータが使える媒体を含むコンピュータプログラム製品が記載さ
れる。制御論理回路は、プロセッサによって実行されると、ここに記載の機能をプロセッ
サに実行させる。他の実施態様では、幾つかの機能が、例えばハードウェアステートマシ
ーンを使用してハードウェアに主に実装される。ここに記載された機能を実施するように
ハードウェアステートマシンを実装することは、関連分野の当業者には明らかであろう。
入出力コントローラは、人であれ機械であれ、ローカルであれリモートであれ、ユーザー
からの情報を受け取り、処理するための様々な既知の装置の任意のものを含むことができ
るであろう。そのような装置は、例えば、モデムカード、ワイヤレスカード、ネットワー
クインターフェースカード、サウンドカード、又は様々な既知の入力装置の何れかのため
の他のタイプのコントローラを含む。
【００７７】
　出力コントローラは、人であれ機械であれ、ローカルであれリモートであれ、ユーザー
に情報を提示するための様々な既知の表示装置の何れかのためのコントローラを含みうる
。ここに記載の実施態様では、コンピュータの機能素子はシステムバスを介して互いにや
りとりする。コンピュータの幾つかの実施態様では、ネットワーク又は他のタイプのリモ
ート通信を使用して、幾つかの機能素子とやりとりしうる。関連分野の当業者には明らか
であるように、機器制御及び／又はデータ処理アプリケーションは、ソフトウェアで実施
される場合、システムメモリ及び／又は記憶保存装置にロードされ、そこから実行されう
る。
【００７８】
　機器制御及び／又はデータ処理アプリケーションの全て又は一部は、記憶保存装置の読
み出し専用メモリ又は同様のデバイス内に常駐し得、そのようなデバイスは、機器制御及
び／又はデータ処理アプリケーションが入出力コントローラを介して最初にロードされる
ことを必要としない。機器制御及び／又はデータ処理アプリケーション、又はその一部は
、実行に有利なように、システムメモリ、又はキャッシュメモリ、又はその両方に既知の
方法でプロセッサによってロードされうることは、関連分野の当業者によって理解される
であろう。また、コンピュータは、システムメモリに格納された一又は複数のライブラリ
ファイル、実験データファイル、及びインターネットクライアントを含みうる。例えば、
実験データは、一又は複数の実験又はアッセイに関連したデータ、例えば検出されたシグ
ナル値、又は合成（ＳＢＳ）実験又はプロセスによる一又は複数のシークエンシングに関
連した他の値を含みうるであろう。
【００７９】
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　加えて、インターネットクライアントは、ネットワークを使用して別のコンピュータ上
のリモートサービスにアクセスさせるアプリケーションを含み得、例えば「ウェブブラウ
ザ」と一般に称されるものを含みうる。本例では、幾つかの一般的に使用されるｗｅｂブ
ラウザは、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ社から入手可能なＭｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｉｎｔｅｒｎｅｔ 
Ｅｘｐｌｏｒｅｒ、Ｍｏｚｉｌｌａ社からのＭｏｚｉｌｌａ Ｆｉｒｅｆｏｘ、アップル
コンピュータ社からのＳａｆａｒｉ、Ｇｏｏｇｌｅ社からのＧｏｏｇｌｅ Ｃｈｒｏｍｅ
、又は現在知られておりもしくは将来開発される他のタイプのウェブブラウザが含まれる
。また、同じ又は他の実施態様では、インターネットクライアントは、生物学的用途のた
めのデータ処理アプリケーションなどのネットワークを介して遠隔の情報にアクセスする
ことを可能にする特殊なソフトウェアアプリケーションを含んでいてもよく、又はそのア
プリケーションの一要素でありうる。
【００８０】
　ネットワークは、当業者によく知られている多くの様々なタイプのネットワークの一又
は複数を含みうる。例えば、ネットワークは、通信するためにＴＣＰ／ＩＰプロトコル群
と一般に称されるものを用いることができるローカル又は広域ネットワークを含みうる。
ネットワークは、一般にインターネットと称される相互接続されたコンピュータネットワ
ークの世界的なシステムを含むネットワークを含み得、あるいは様々なイントラネットア
ーキテクチャをまた含みうる。関連分野の当業者は、ネットワーク環境内の一部のユーザ
ーが、ハードウェア及び／又はソフトウェアシステムに対する情報トラフィックを制御す
るために「ファイアウォール」（時にはパケット、フィルタ、又は境界保護デバイスとも
称される）と一般に称されるものを用いることを好むことをまた理解するであろう。例え
ば、ファイアウォールは、ハードウェア又はソフトウェア構成要素又はそれらの何らかの
組合せを含み得、典型的には、例えばネットワーク管理者等のユーザーがセキュリティポ
リシーを導入することを強いるように設計されている。
【００８１】
自動染色システム
　ヴェンタナメディカルシステムズ社（Tucson, AZ）を介して入手可能な例示的自動シス
テムは、ＳＹＭＰＨＯＮＹ（登録商標）染色システム（カタログ＃：９００－ＳＹＭ３）
、ＶＥＮＴＡＮＡ（登録商標）ＢｅｎｃｈＭａｒｋ自動スライド調製システム（カタログ
＃：Ｎ７５０－ＢＭＫＸＴ－ＦＳ、Ｎ７５０－ＢＭＫＵ－ＦＳ、ＶＥＮＴＡＮＡ）、及び
ＶＥＮＴＡＮＡ（登録商標）ＢｅｎｃｈＭａｒｋ特殊染色自動スライドステイナーを含む
。これらのシステムは、放射状に位置させられたスライドを支持する回転カルーセルを含
むマイクロプロセッサ制御システムを用いている。ステッピングモータがカルーセルを回
転させ、スライドの上方に位置する一連の試薬ディスペンサのうちの一つの下に各スライ
ドを配する。スライド及び試薬ディスペンサー上のバーコードが、様々な組織サンプルの
それぞれについて異なった試薬処理をコンピュータの適切なプログラミングによって実施
できるように、ディスペンサーとスライドのコンピュータ制御による位置決めを可能にす
る。
【００８２】
　例示的な計装システムは、制御された環境条件下で１／３インチのガラス顕微鏡スライ
ド上に乗せられた組織片に試薬を逐次適用するように設計されている。機器は幾つかの基
本的機能、例えば試薬適用、（以前に適用された試薬を除去するための）洗浄、ジェット
排出（洗浄の後のスライド上の残留バッファー量を低減させる技術）、試薬を含め蒸発を
防止するために使用される軽油の適用、及び他の機器の機能を実施しなければならない。
例示的な染色機器は回転カルーセル上のスライドを処理する。スライドは静止位置を維持
し、ディスペンサーカルーセルは、固定スライド上で試薬を回転させる。ここに記載され
たプロセスは、様々な物理的構成を使用して実施されうる。スライド上の組織を清浄にし
、染色するプロセスは、上述の基本的な機器の機能の逐次的な繰り返しからなる。本質的
には、試薬が組織に適用され、ついで特定の温度で特定の時間、インキュベートされる。
インキュベーション時間が完了すると、試薬の全てが適用され、染色プロセスが完了する
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まで、試薬はスライドから洗浄されて除去され、次の試薬が適用され、インキュベートさ
れ、洗い流し等がなされる。
【００８３】
　関連する開示については、ヴェンタナメディカルシステムズに譲渡されたＲｉｃｈａｒ
ｄｓ等の米国特許第６２９６８０９号が参照され、これは、個別化された染色又は処理プ
ロトコールを、該プロトコールが異なる温度パラメータを必要とする場合でも各サンプル
が受けることができるように、顕微鏡スライドにマウントされた複数の組織サンプルを自
動的に染色又は処理するための装置及び方法を開示している。より具体的には、記載され
ているものは、標準的なガラス顕微鏡スライドにマウントされ又は取付けられた組織又は
細胞に化学的及び生物学的試薬を自動的に適用する、コンピュータ制御され、バーコード
駆動される染色機器を備えた装置である。コンピュータにより指令されて、分配位置まで
回転し、スライドの上方に位置する第二回転カルーセル上の一連の試薬ディスペンサーの
内の一つの下に各スライドを位置させる、カルーセル上に円形配列で複数のスライドがマ
ウントされる。各スライドは、選択された試薬（例えば、ＤＮＡプローブ）を受けとり、
最適な順序で、必要な時間の間、洗浄され、混合され、及び／又は加熱される。
【実施例】
【００８４】
　次の実施例は、実施可能な実施形態と一般的プロトコルのある特定の特徴を例証するた
めに提供される。本発明の範囲は次の実施例によって実証される特徴に限定されるもので
はない。
【００８５】
ＩＨＣ手順
　次のプロトコルが、ＮｅｘＥＳ Ｖ１０．６を備えたＶＥＮＴＡＮＡ（登録商標）ベン
チマークＸＴ（ＶＭＳＩカタログ番号：Ｎ７５０－ＢＭＫＸＴ－ＦＳ）で実行に移された
。その範囲は例示的なプロセス変動値を提供し、括弧内の値は例示的な値を表す：
【００８６】
　（１）特に新しい切片スライドに対して、スライドに組織を付着させるためにベーキン
グが実施されうる；温度：６０℃－７５℃；インキュベーション時間：４－３２分；オン
ラインベーキングでは、使用されるパラフィンブランドの融点より２－４度、高い温度に
設定、［ベーキングなし］；
【００８７】
　（２）脱パラフィンを実施して、試薬浸透のためにワックスを除去した；独特の脱パラ
フィン選択肢は、標準、拡張及び拡張ＩＩを含む；これらの手順は、困難な組織の最適化
に対して大きな成功を可能にする改善された柔軟性をもたらす；標準はデフォルトであり
、ＥＺ Ｐｒｅｐ（ＶＭＳＩカタログ番号：９５０－１０２）を使用して古典的な脱パラ
フィンプロトコールを再現する；拡張は、選択される場合、ＨＥＲ２ ＤＤＩＳＨ（ＶＭ
ＳＩカタログ番号：７８０－４４２２）からの脱パラフィンを再現するであろう（標準プ
ロトコルに５つの追加のＥＺ Ｐｒｅｐすすぎ工程を加える；拡張ＩＩは、選択される場
合、ＬＣＳ（ＶＭＳＩカタログ＃：６５０－０１０）、［標準脱パラフィン、７５℃、４
分；ＥＺ Ｐｒｅｐリンス；７６℃、４分；リンス］を使用するであろう；
【００８８】
　（３）前処理；スライド上で固定後、オプションの前処理、過剰なタンパク質の除去（
熱と酵素）；使用者が充填可能な固定試薬；３７℃から６０℃の温度；反応バッファー中
４－３２分の使用者が充填可能な「固定剤１」から「固定剤１０」のインキュベーション
時間；［前処理なし］；
【００８９】
　（４）細胞コンディショニング；ＣＣ１（ＶＭＳＩカタログ番号：９５０－１２４）、
ＣＣ２（ＶＭＳＩカタログ番号：９５０－１２３）又は反応バッファー（ＶＭＳＩカタロ
グ番号：９５０－３００）を使用；熱＋バッファー回収のために僅かにアルカリ性のｐＨ
を持つＣＣ１を使用；熱＋バッファー回収のためにｐＨ６．０のＣＣ２を使用、熱のみ回
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収のために反応バッファーを使用；１から５サイクルが選択可能；インキュベーション時
間：４－１６分；温度：６０℃－１００℃、［９５℃で３２分間－８分と続き１００℃で
２４分間の間、ＣＣ１］；
【００９０】
　（５）プロテアーゼ処理：熱回収を使用する細胞コンディショニングは、固定から架橋
を解放する；プロテアーゼはタンパク質に「孔を開ける」；組合せはより良いサンプル浸
透を可能にしうる；酵素の選択とインキュベーション時間は、試薬製造業者、推奨、実験
、酵素選択肢によって決定されうる；ユーザー充填可能なディスペンサーが酵素１－１０
、事前希釈プロテアーゼ１－３（ＶＭＳＩカタログ番号：７６０－２０１８、７６０－２
０１９、７６０－２０２０）；事前希釈ＩＳＨ－プロテアーゼ１－３（ＶＭＳＩカタログ
番号：７８０－４１４７、７８０－４１４８、７８０－４１４９）と共に使用される；イ
ンキュベーション時間４－３２分、［プロテアーゼ非使用］；
【００９１】
　（６）プレ一次ペルオキシダーゼ阻害及びポスト一次ペルオキシダーゼ阻害（ＶＭＳＩ
カタログ番号：２５３－４５７８）；一次が抗原に結合した後、内因性ペルオキシダーゼ
の阻害を可能にする；幾つかの抗原は過酸化水素の影響を受けうる；この選択肢は、その
抗体の染色を改善できる、［ペルオキシダーゼ阻害は不使用］。
【００９２】
　（７）すすぎ試薬；反応バッファーを適用；ＬＣＳを適用、［４分、加熱なし］；
【００９３】
　（８）清澄化プロセス［ここに記載］；
【００９４】
　（９）一次抗体適用；一次抗体温度及び一次抗体希釈の選択肢；一次に対するインキュ
ベーション温度を使用者が変更することを可能にする；一次抗体適用前にスライドに更に
９００μＬの反応バッファーを追加する；［抗Ｖ６００Ｅ（クローンＶＥ１）、３７℃で
１６分間インキュベート］。
【００９５】
　（１０）検出はプローブに「視覚的」分子を関連づける；ＵｌｔｒａＶｉｅｗ又はＯｐ
ｔｉＶｉｅｗ（ＶＭＳＩカタログ番号：７６０－５００，７６０－７００）［ＯｐｔｉＶ
ｉｅｗ］；及び
【００９６】
　（１１）対比染色及びポスト対比染色；組織に「背景」色を追加する；使用者は、希釈
前ＶＥＮＴＡＮＡ試薬並びにユーザー充填可能な対比染色ディスペンサーを含む対比試薬
リストから選択できる；インキュベーション時間は４分から３２分までで選択可能である
；［ヘマトキシリンＩＩ（ＶＭＳＩカタログ番号：７９０－２２０８）での対比染色４分
、ブルーイング試薬（ＶＭＳＩカタログ番号：７６０－２０３７）での４分のポスト対比
染色］。
【００９７】
乳がんの例
　がん性乳房組織スライドをハプテン化一次抗体カクテルで染色し、続いてＨＲＰに連結
された抗ハプテン二次抗体を使用する逐次染色を行った。異なる色の特定の色原体の沈着
が一次抗体の局在化を表した。染色されたスライドをスキャンし、対応するＲＧＢカラー
画像を得た。画像を解析するために、我々は、バイオマーカーに対する個々の構成色素と
それらがカラー画像に現れている割合を特定するためにカラーアンミキシングアルゴリズ
ムを開発した。各マーカーに対して分離された画像チャンネルに基づいて、検出アルゴリ
ズムを、Ｔ細胞の異なった型を自動的に特定するために開発した。画像解析は、Ｏｓｃａ
ｒ、ＣＤ３、ＣＤ８及びＦＰ３マーカーに対して行われた。最終的な出力として、各マー
カーのスコアが報告された。
【００９８】
　我々は、スライド中のＴ細胞分布の異なった組合せを観察し、Ｔ細胞の各型の数と位置
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を特定することにより、我々の解析アルゴリズムを検証した。
【００９９】
　多重アッセイは、画像解析アルゴリズムと共に、乳がん免疫スコアの計算のためのツー
ルキットを潜在的に提供する。コンピュータによって作成される最終レポートは、患者の
個人的な免疫応答の臨床分析をサポートし、更なる乳がん治療へ導くのを助けるために使
用されうるが、このアプローチを検証するために更なる研究が必要とされる。
【０１００】
　それぞれの場合、手動で細胞カウントと領域注釈を行った。各患者のデータを、サンプ
ルノードにわたる中央値の式としてまとめ、ついでこれらの値を、再発群と非再発群間で
比較した。ＣＤ３とＣＤ８の双方に対して周囲／内部比に統計的に有意な差があり、該比
は両方の乳房コホートについて再発患者と比較して非再発患者でより高かった。
【０１０１】
メラノーマの例
　我々は、３４名のメラノーマ患者からのＦＦＰＥリンパ節切除体を収集し、全部で１５
０のリンパ節を分析した。我々は、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ２０及びＦｏｘｐ３（全てヴェ
ンタナメディカルシステムズ）の免疫組織化学発現によって免疫スコアを特徴付けした。
３－４μｍの連続組織切片をヘマトキシリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）に対して切除し、メラ
ノーマの腫瘍マーカー（Ｓ１００）を含む全ての多重マーカーで染色した。組織切片をＶ
ＥＮＴＡＮＡベンチマーク機器での新規な多重染色プロトコール並びに連続切片（スライ
ド）染色を使用して染色した。初期の評価は、出血又は壊死部分を除き、高出力顕微鏡視
野（オリンパスＢＸ５１）を用いて実施した。陽性細胞の数は、Ｘ４００倍率を使用して
５つの腫瘍周囲及び５つの腫瘍内非重複野中のそれらを計数することによって評価した。
各マーカー並びにマーカーの組合せの発現は、臨床成績と相関する最も重要な臨床情報と
一致していた。
【０１０２】
　我々の限られたサンプルサイズは幾つかの結論を制限したが、これらの傾向の違いはま
たＦｏｘＰ３とＣＤ２０の双方に対して明らかなようであった。ついで、我々は、より大
きいメラノーマについて検証することを今計画している高／低リスクスコアを仮定した。
それぞれの場合、手動で細胞カウントと領域注釈を行った。各患者のデータを、サンプル
ノードにわたる中央値の式としてまとめ、ついでこれらの値を、再発群と非再発群間で比
較した。ＣＤ３とＣＤ８の双方に対して周囲／内部比に統計的に有意な差があり、該比は
両方のタンパク質に対して再発患者と比較して非再発患者でより高かった。我々の限られ
たサンプルサイズは幾つかの結論を制限したが、これらの傾向の違いはまたＦｏｘＰ３と
ＣＤ２０の双方に対しても明らかに見えた。ついで、我々は、我々が今、より大きなコホ
ートで検証することを計画している高／低リスクスコアを仮定した。
【０１０３】
画像解析
　画像データを３以上の異なる色原体から個々の寄与分に分離するカラーアンミキシング
アルゴリズムと称されうるカラーアンミキシングアルゴリズムを開発した。新しく開発さ
れた多重色原体明視野アッセイシステムで染色された組織スライドを、標準的な明視野全
スライドスキャナーでスキャンし、後の分析のための個々の染色特異的画像チャンネルを
提供するためにカラーアンミキシングアルゴリズムを適用した。この技術を適用するモデ
ルとして、我々は、ＣＤ３＋Ｔ細胞、ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞、ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ
細胞、ＣＤ２０＋Ｂ細胞、ＣＤ６８＋マクロファージ、及びサイトケラチン＋腫瘍細胞を
標的とする抗体から構成された乳がん組織のための免疫プロファイリングアッセイを設計
した。
【０１０４】
　我々は、異なる細胞型の点と、細胞数の点の両方で、免疫応答の範囲を観察した。また
、免疫細胞は、例えば間質のみ、腫瘍の浸潤縁、及び腫瘍中心のように、組織の異なる領
域に位置していた。免疫細胞分布の様々な組合せが観察されたが、臨床成績と相関してい
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【０１０５】
まとめ
　個々のがん患者における腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）及びマクロファージの検出及び特
徴付けは、患者自身の免疫系が腫瘍に応答してどの程度まで活性化されるかを証明するの
に役立つ。そして、この情報は、予後又は予測試験として、あるいは更なる治療法へのガ
イドとして使用することができる。
【０１０６】
　多重色原体検出システムは、明視野光学顕微鏡で複数の標的を検出するために使用する
ことができる柔軟でかつ感度の良い技術である。例えば、柔軟性は色原体の互換性により
実証され、多重化アッセイは、感度を改善し、非特異的結合又は「クロストーク」を回避
するためにハプテン化抗体を使用して設計することができる。ハプテン増幅を使用するこ
とにより、生成されたシグナルはより強く、弱く発現された抗原の検出を可能にする。
【０１０７】
　この出願で例証された免疫プロファイリングの概念は、多重色原体明視野ＩＨＣの理想
的な用途となり、複数成分の腫瘍微小環境分析を可能にし、単一のスライド染色により試
験効率を促進することにより、医療的価値をもたらす。

【図１】 【図２】
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