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研究成果の概要（和文）：　ヒト脳腫瘍および非腫瘍組織を質量分析して得られたマススペクトルを、各種の診
断結果ラベルと共に蓄積してデータベースを構築した。さらに蓄積されたデータをサブグループに分けた後にロ
ジスティック回帰で機械学習し、一個抜き交差検証で判別性能を確認した。その結果、腫瘍のグレードおよび
MRI検査やその他の検査法の結果を80%以上の正答率で予測できることが明らかとなり、脳腫瘍の診断に有用であ
ることが示唆された。また、生体から組織を摘出せずダイレクトに探索部位の成分分析と診断を可能とするため
に、質量分析装置のイオン導入孔の遠隔化と、検体採取プローブの構築を完了した。

研究成果の概要（英文）：We constructed a mass spectral database of human non-tumor and cerebral 
tumor tissues with labels of tumor grades (grade I-IV) and patient information. To confirm the 
discrimination ability of learning machine (logistic regression)-based diagnostic algorithm, stored 
data were divided into the sub groups, and leave-one-out cross-validation was performed. As a 
result, the discrimination accuracy for non-tumor/tumor or tumor grade were over 80%. This result 
suggest that our system is useful for diagnosis of human cerebral tumor. In addition, we constructed
 the real-time and remote sampling probe. It enables us to perform intraoperative diagnosis without 
extirpation of tissues.

研究分野：腫瘍診断学、分析化学、解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で開発するシステムは悪性神経膠腫の存在診断および質的診断の術中支援を、これまでにない迅速性と
判定精度で遂行可能とするものであり、手術時間の短縮や切除領域の正確な判断により患者の予後改善に寄与す
ることができる。検証の結果、腫瘍の検出に加えてグレード判別も可能であることが確認でき、これによって例
えば腫瘍のグレード4で保険が適用される脳内留置用徐放性製剤を用いるか否かの術中判断にも利用できる。ま
た、ここで構築されたデータは膠芽腫の代謝マップそのものであるため、腫瘍特異的な代謝経路の阻害をターゲ
ットにした、新規抗がん剤の開発に応用できることも意義の一つである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 脳腫瘍治療の現状 
 悪性神経膠腫の標準治療は可及的な外科的摘出後の放射線化学療法であるが、最も悪性であ
る膠芽腫では標準治療を行っても生存期間中央値が 1年 4ヶ月程度である。これは既存手技に
よる腫瘍の可視化領域よりも遥かに広範囲に腫瘍細胞が存在するためであり、症例ごとの切除
範囲決定のための明確な指標を提供可能な、新規術中迅速診断法の開発が望まれている。現状
での術中迅速診断は HE染色標本の形態学的観察により下されるが、切片作成から診断結果の
提示までに数十分を要するため、術中における頻回の提出は実質的に困難である。よって大部
分は執刀医の経験の下に切除領域が決定されているが、前述のように悪性神経膠腫はさらに周
辺へ浸潤している可能性が高く、その領域を正確に識別するのが困難である。 
 
(2) 質量分析と機械学習を基盤としたがん迅速診断技術 
 申請者はこれまでに検体を前処理無く迅速に質量分析し、その結果を機械学習によって判別
することで肝細胞がんや腎細胞がんの診断を行うシステムの開発を行ってきた。当該システム
はがんの検出能力が高く、また検査のスループットを向上させるために生体からの組織の直接
サンプリングを可能とするプローブの開発も進めていることから、これらの技術を悪性神経膠
腫の術中診断に応用することが好適であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では山梨大学で独自開発された大気圧イオン化法を搭載した質量分析装置と、機械学
習を基盤とした判別アルゴリズムを組み合わせて、悪性神経膠腫の存在診断と質的診断を術中
に遂行可能な統合システムを構築することを目的とする。さらに脳組織を摘出することなく生
体からダイレクトに成分の採取と分析を可能とするプローブを開発し、システムに組み込むこ
とを目指す。データ判別アルゴリズム部には学習機械を採用し、マーカー分子となる特定のピ
ークの発現量比較に依存せず、マススペクトルパターンの変化を基に判別を行う。これにより
マーカーに依存した従前の方法論では超えられない、生体の多様性によりその限界が見えてい
た精度の壁を打ち破ることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
(1) 患者より摘出されたグレード I〜IVの脳腫瘍あるいはその周辺の非腫瘍組織を 50%エタノ
ールでホモジナイズし、遠心上清を探針エレクトロスプレーイオン化法-シングル四重極型質量
分析装置 (DPiMS-2020, 島津製作所) を用いて質量分析する。得られたマススペクトルは患者
に付随する病理診断結果や各種の検査結果などのラベルと共に蓄積し、関係データベース 
(Relational DataBase, RDB) を構築する。 
 
(2) マススペクトルは質量電荷比 (m/z) とイオン強度からなるが、判別分析を行うために m/z
の bin幅と数の設定や、イオン強度を相対値化する方法などのデータ前処理手順を検討する。
さらに、機械学習であるロジスティック回帰 (Logistic Regression, LR) を用いた判別アルゴ
リズムを構築し、サブグループに分けられたマススペクトルを一個抜き交差検証 
(Leave-One-Out Cross-Validation, LOOCV) して判別性能を確認する。 
 
(3) 組織を摘出することなく in situでの判別を可能とするために、質量分析装置にイオン化さ
れた生体成分が導入される孔の遠隔化を行う。また検体を採取してイオン化し、それを質量分
析装置に移送するための検体採取プローブの構築を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 脳組織検体の前処理および質量分析と RDB構築 
 摘出された脳の非
腫瘍およびグレード
I〜IV の腫瘍組織 90
切片 (グレード II〜
IV 88切片) を収集し
た。検体の前処理は
約 5  mg の切片を
100 µlの 50%エタノ
ールでホモジナイズした後に遠心することとし、9 µlの遠心上清を質量分析に供する (図 1)。
計 1,110マススペクトルを得たが、グレード Iの腫瘍はほとんど入手できず、機械学習を行う
ための必要数に満たなかったため除外し、解析にはグレード II〜IV の腫瘍に由来する 1,020
マススペクトルを用いた。各マススペクトルに付随するサブグループへの分別用ラベルとして
は非腫瘍、腫瘍の他に Gd MRI像所見、MRI FLAIR像所見、5-ALA検出の有無、IDH-1変異
の有無、MIB-1染色結果を数値化して RDBに登録した。 
 各サブグループに含まれるマススペクトルを平均化して比較したところ (図 2)、ピークの出
現パターンは類似しており、目視による特定分子の存在量の差異を確認することはできなかっ



た。よってマーカー分子の同定およびそれを用いた腫瘍の判別は難しいと判断し、本研究では
機械学習を用いた判別のみを行うこととした。 

 
(2) 機械学習を用いたサブグループ判別 
 腫瘍グレード (G) および各種検査結果のラベルにより分けられた、マススペクトルのサブグ
ループを 2〜4 群で判別分析した。その結果、それぞれの正答率は非腫瘍対 GII-IV 83.03%、
非腫瘍, GII対 GIII, IV 91.37%、非腫瘍, GII, III対 GIV 89.12%と実用レベルであった。非腫
瘍および GII〜IVの 4群判別では正答率 75.88%とやや低めではあったが、今後データベース
を拡充することで改善が見込まれる。また、Gd MRI Negative対 Positiveおよび FLAIR MRI 
Negative対 Positive ではいずれも 80%以上と画像診断の結果も予測が可能であることが明ら
かとなった。また IDH-1 変
位の有無、MIB-1 染色性も
判別が可能であり、特に
5-ALA シグナル検出 low 対
highでは 95%と、他の検査
方法論による結果とも高い
相関が見られた (図 3)。以上
の結果は当該システムが脳
腫瘍診断において従前の複
数の検査方法論に相当する
情報を提供できる可能性を
示唆している。 
 
(3) リアルタイム術中診断に向けた装置の改良およびプローブの構築 
 生体より組織を摘出することなく、in situでの判別結果を提示することが可能となれば、よ
り正確に腫瘍の切除領域を判断することが可能となる。質量分析では装置インターフェースの
イオン導入孔直近にイオン化部が配置
されているが、これを遠隔化し、生体組
織に存在する成分の直接イオン化と、そ
の分析装置への移送を可能とすること
を目指した。分析装置のイオン導入孔に
ステンレス管を用いたイオン移送路と
バキュームポンプによる吸引を行う機
構を構築し、イオンを遠隔部位から減衰
なく移送することを可能とした。さらに
ステンレス管をフレキシブルチューブ
に変更し、イオン化部を任意の部位に移
動することを可能とした。加えてイオン
化部の小型化と、検体をダイレクトに吸
引可能な検体採取プローブを構築する
ことで、ペンを持つような感覚で生体成
分の in situ 分析が可能となった。現在
当該システムの実用化に向けて、前述の
判別アルゴリズムと統合した一体化シ
ステムの構築と性能の検証、改良を進め
ている。 
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