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研究成果の概要（和文）：肝転移を有する大腸癌（CRC）患者24名から得られた原発巣と肝転移巣からDNAを抽出
し、次世代シーケンシングによってTMBの値を評価した。TMBが10/100 Mb以上である場合を高値とした。CTを用
いた機械学習によるRadiogenomics解析と予測モデルの構築が行われた。7名（29.2%）において、原発巣と肝転
移巣のTMB状態が異なることが示された。Radiogenomics解析は、TMBが高値か低値かを予測のために行われた。
ROCでの最大値は、原発CRCでは0.732、肝転移を伴うCRCでは0.812だった。構築モデルの感度は0.857、特異度は
0.600、正確性は0.682であった。

研究成果の概要（英文）：The study population included 24 CRC patients with liver metastases. DNA was
 extracted from primary and liver metastatic lesions obtained from the patients and TMB values were 
evaluated by next-generation sequencing. The TMB value was considered high when it equaled to or 
exceeded 10/100 Mb. Radiogenomic analysis of TMB was performed by machine learning using CT images 
and the construction of prediction models. In 7 out of 24 patients (29.2%), the TMB status differed 
between the primary and liver metastatic lesions. Radiogenomic analysis was performed to predict 
whether TMB status was high or low. The maximum values for the area under the receiver operating 
characteristic curve were 0.732 and 0.812 for primary CRC and CRC with liver metastasis, 
respectively. The sensitivity, specificity, and accuracy of the constructed models for TMB status 
discordance were 0.857, 0.600, and 0.682, respectively. 

研究分野：腫瘍学

キーワード： Radiogenomics　人工知能　AI　癌不均一性　TMB　大腸癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Radiogenomicsの手法を用いれば、生検困難な病巣の遺伝学的情報を類推し、更にはmultisamplingによる弊害
（implantationや施行による副次的障害の発生）を回避することが可能となる。また、遺伝学的な検索は時間
的・経済的に高コストであるが（遺伝子パネル検査：約60万円/1回、3から4週）であるが、この方法論が確立す
れば日常の画像検査で分子生物学的手法を用いた遺伝学的検索の代替となり得る。今後はこのようなアプローチ
が癌の不均一性の克服、ひいては個別化医療の一助となる可能性がある。

※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、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌免疫療法は、古くから注目され蛋白多糖体、細菌製剤による免疫療法の開発に始まり、1900

年代後半には CD8陽性細胞や NK 細胞を用いた細胞療法の開発、その後、サイトカイン遺伝子

による免疫遺伝子療法の開発が行われ臨床試験も盛んにおこなわれるに至った。しかしながら

その有効性は極めて限定的であり、新たな break throughが必要と考えられていた。   

1992年、Honjoらにより PD-1分子が発見され（EMBO J. 1992）、その生理機能の解明により、

免疫抑制に関与することが明らかとなり、関連する分子として、PD-L1、PD-L2、CTLA-4等が同

定された。これらの分子を標的とした免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint 

Inhibitors : ICI）は、2019年の時点では世界 60か国以上において臨床的に使用され、第 4の癌治

療法として活用されている。またその一方で、PD-1や PD-L1に対する ICIには多くのバイオマ

ーカーの候補が知られている。免疫染色を用いた PD-L1 発現の評価は複数の臨床試験にて有用

性が示され、その 1%以上の発現が治療効果に相関することが明らかとなった（Nature. 2014, N 

Engl J Med. 2015, Lancet. 2016）。しかしながらその一方で PD-L1発現とその効果には相関が無い

とする報告も近年散見され一定の見解が得られていないのが現状である（Lancet Oncol. 2016, 

Lancet 2016）。また、TMB（Tumor Mutational Burden）は、NGS（次世代シーケンサー）などを用

いて、腫瘍の変異度を測定する検査法であるが、TMB高値例では、ICIの効果が高いことが報告

されている（Science. 2015, New Engl. J. Med. 2017）。 

しかし、関連する分子生物学的検討には時間と高い費用が必要であり、すべての患者がその利

益を得ることはできない。 

効果が不十分な原因として腫瘍の遺伝学的不均一性が挙げられる。 

腫瘍の不均一性は個別化医療における主要な障壁と考えられている。癌の不均一性には 3 つ

のタイプが考えられる：(1) 腫瘍内の遺伝子の不均一性、(2) 原発巣と転移巣の遺伝子の不均一

性、(3) 治療後の腫瘍の遺伝子変化である、 

Radiogenomics は、コンピュータ断層撮影（CT）や MRI などの一般的な画像検査から遺伝子

変異や増幅などの変化を推定する医科学の新しい分野である。現代医療に使用される画像は質

的なデータとされ、本質的にはデジタルデータである。したがって、対象となる腫瘍の画像を数

値の行列とみなすことで、数学的な方法を用いて量的に評価することが可能である。得られた多

くの具体的な数値は、さまざまな解析方法を用いて処理される。 

これらによって算出された数値が画像特徴量と呼ばれ、さまざまな分析に使用することが可

能である。従来の分子生物学的手法に基づいて、対象の腫瘍の遺伝子変異と発現レベルを定量化

した後、画像から得られた数多くの特徴量の数値と定量化された遺伝的特徴を統合し、潜在的な

予測情報や予後情報を決定することが可能である。 

本研究では、放射遺伝子学の有用性を検証するために腫瘍の不均一性に焦点を当てた。腫瘍変

異負荷（TMB）は、癌細胞のゲノムに起こった遺伝子変異の量を示す値である。TMBが高い腫

瘍では、固有の DNA修復機構が異常である可能性があり、その結果として遺伝子変異が蓄積さ

れる。このような腫瘍では、免疫系に認識されるいくつかの抗原が生成される可能性があり、し

たがって免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の効果が高い可能性があると報告されている。実

際に、これまでの研究で、腫瘍の TMB値がマイクロサテライト不安定性（MSI）と正に相関す

ることが報告されている。これらの腫瘍は大腸癌（CRC）などのいくつかの癌において ICIの対

象となると考えられている。 

２．研究の目的 



今回は TMBについて原発巣、転移巣での評価、加えてそれらの不均一性（heterogeneity）の評

価を行い AIを使用した画像解析からこれらの遺伝学的情報を分析するシステムを確立すること

を目的とした。対象は結腸直腸癌（肝転移症例）とした。Radiogenomicsの手法を用いれば、生

検困難な病巣の遺伝学的情報を類推し、更には multisamplingによる弊害(implantation、施行によ

る副次的障害の発生)を回避することが可能となる。また、遺伝学的な検索は時間的・経済的に

高コストであるが（遺伝子パネル検査：約 60万円/1回、3から 4週）であるが、この方法論が

確立すれば日常の画像検査で分子生物学的手法を用いた遺伝学的検索の代替となり得る。今後

はこのようなアプローチが癌の不均一性の克服、ひいては個別化医療の一助となる可能性があ

る。 

３．研究の方法 

（１）患者  

本研究では、2013年 9月から 2020年 12月までに千葉がんセンターで治療を受けた患者を対

象とした。術後の臨床経過を追跡し、同時性または異時性の肝転移を有する患者が研究に含まれ

た。原発巣と転移巣の両方に対して根治的切除が行われた。24 人の患者が後ろ向きに検討され

た。すべての患者は大腸癌と転移が病理学的に確定されていた。すべての患者から書面による同

意が得られ、研究は当施設の倫理委員会によって承認された（承認番号：H29-006）。 

（２）TMBアッセイ  

原発巣または肝転移巣のサンプルを含むパラフィンまたは凍結組織ブロックの 4 つのセクシ

ョン（厚さ 5-10 μm）から、QIAamp DNA FFPE Tissue Kit（QIAGEN）を使用してゲノム DNAを

抽出した。精製された DNAは、Qubit dsDNA HS Assay Kit（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を使用

して定量された。Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を使用し

て TMBを測定するために、409の癌関連遺伝子のエクソン領域をカバーしていた。各サンプル

について、20 ng のゲノム DNA を使用して Ion AmpliSeq™テクノロジーを用いたライブラリの

作成が行われた。ライブラリからのゲノム DNAは、Ion Library Quantification kit（Thermo Fisher 

Scientific, Inc.）を使用して定量され、最終濃度 8 pMに希釈され、Ion OneTouch ES（Thermo Fisher 

Scientific, Inc.）を使用してエマルジョン PCR で増幅された。ターゲットエクソームシーケンシ

ングは、Ion Proton sequencer（Thermo Fisher Scientific, Inc.）と Ion PI Chip v3を使用して実施され

た。シーケンスリードは Torrent Suite v5.6ソフトウェア（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を使用し

て人間の参照ゲノム（hg19）に対してアラインメントされ、生成された BAM ファイルは Ion 

Reporter™ v5.12および v5.14（Thermo Fisher Scientific, Inc.）に転送され、注釈および TMB計算

が行われた。TMB値（突然変異数/ Mb）の検出には、Oncomine™ Tumor Mutation Load - w3.0お

よび- w3.1 - DNA - Single Sampleワークフロー（Thermo Fisher Scientific, Inc.）が使用された。人

口データベース（UCSC 一般的なシングルヌクレオチド多型（SNP））を使用して生殖系の突然

変異を除外した。アレル頻度が 10％以上でカバレッジが 300 以上の非同義一塩基変異と短い挿

入-削除変異（InDels）の数を、パネルでカバーされるエクソン領域（1.2 Mb）で除して、患者の

ゲノム 1 Mbあたりの体細胞変異の数を計算した。原発巣と肝転移巣の両方で、TMBが 10 mut/Mb

以上の場合を高い TMB状態と定義した。 

（３）CT acquisition 

すべての CTスキャンは 128ディテクタ列 CTシステム（SOMATOM Definition Flash; Siemens, 

Erlangen, Germany）を使用して行われた。造影剤（Iopamidol, Iopamiron 300; Bayer, Leverkusen, 

Germany; 100 mL）は上肢の浅在静脈にパワー注入器を使用して投与された（体重≥55 kgの場合

は 4.5 mL/sで 150 mL、体重<55 kgの場合は 3.6 mL/sで 100 mL）。原発病変については、以下の



パラメータで CTコロノグラフィが行われた：管電圧 120 kVp、管電流 210 mAs、ピッチ 0.6、解

像度 0.68 × 0.68 × 5 mm。注入開始後 35秒後に仰臥位の画像が取得された。その後、注入開始後

300 秒後に腹臥位の画像が取得された。肝転移については非造影および造影画像が取得された。

以下の撮像パラメータが適用された：管電圧 120 kVp、管電流 200 mAs、ピッチ 0.6、解像度 0.68 

× 0.68 × 5 mm。造影剤の注入後、注入開始後 70秒後に撮像スライスが撮影された。腎不全のた

め、2人の患者には造影剤を注入することができなかった。22例では CTコロノグラフィと肝転

移のための造影 CTが分析され、24例では非造影 CTが肝転移のために分析された。 

（４）Tumor segmentation 

放射線医および外科医（それぞれ 15年と 7年の膵臓画像診断経験）が、合意のもとで原発巣

および肝転移巣の関心領域を明確化した。原発巣には仰臥位と腹臥位の造影画像が使用され、肝

転移には非造影および造影画像が使用された。各フェーズは個別にセグメンテーションされた。

複数の肝転移病変がある患者では、TMBが評価された病変のみがセグメンテーションされた。 

（５）Imaging feature extraction 

画像特徴の抽出には、オープンソースの Python パッケージである PyRadiomics v2.2.0

（http://www.radiomics.io/pyradiomics.html）16を使用した。PyRadiomicsは、形態学的、ヒストグ

ラム、テクスチャ解析に基づいて、数学的な手法を用いて画像からさまざまな定量的な値を計算

することが可能である。これらの定量的な値は、ヘテロジェネイティなどの腫瘍の画像特性を反

映する。絶対的な再スケーリング法（-150から 500ハウンズフィールド単位）が適用された。ヒ

ストグラムの作成には、ビン幅 20ハウンズフィールド単位を使用し、画像のグレーレベルを離

散化した。上限と下限の間のピクセル値は 64レベルに再サンプリングされ、上限と下限の外側

の値は切り捨てられた。形態学的、ヒストグラム、テクスチャ特徴は、元の画像から計算された。

また、Laplacian of Gaussianフィルタリングされた画像および wavelet-transformed画像からも同

様の特徴が抽出された。最終的に、各 VOIから合計 1037の特徴が抽出された。 

（６）Statistical analysis 

TMB状態（陽性/陰性）といくつかの臨床および病理学的変数の差の有意性は、カイ二乗（χ2）

検定、Fisher’s exact test 検定、または Mann-Whitney U 検定を用いて評価された。全生存期間

（OS）は、手術から最終観察までの期間（日数）と定義された。2つのグループは、結腸と肝臓

の TMB状態の不一致に基づいて定義された。結腸が高い TMB状態であり、肝臓が低い TMB状

態であるか、または結腸が低い TMB状態であり、肝臓が高い TMB 状態である場合、不一致は

陽性とされた。生存曲線は Kaplan-Meier 法を用いて描かれ、群間の有意な差を評価するために

対数ランク検定が使用された。p値が 0.050未満の場合、有意とみなされた。 

（７）Machine learning 

共線性を回避するため、高い相関関係（ピアソンの r >0.9）を持つ特徴量は削除された。特徴

量の選択は、モデルの予測力を安定させるために 2つのステップで行われた。まず、各画像特徴

量に対してMann-Whitney U検定が実施され、有意な差がある特徴量のみが残された。次に、ラ

ンダムフォレスト関数を使用して再帰的特徴削除による別の特徴量選択が行われた。最後に、早

期および遅期のフェーズから得られた 1037 の特徴量が XGBoost に入力され、TMB の予測モデ

ルの構築が行われた。特徴量選択とモデル構築のステップは、ネストされた交差検証を使用して

行われた。内部の特徴量選択のための交差検証と、モデル構築のための外部の交差検証は、5つ

のフォールドで行われた。 

（８）Model evaluation 

交差検証の平均出力値を用いて受信者操作特性曲線（ROC 曲線）解析が行われた。機械学習



モデルの生存予測を評価するために、Youden 指数の最大点からカットオフ値が定義された（つ

まり、感度 + 特異度 − 1）。機械学習による TMB状態の結腸と肝臓の不一致予測能力は、ROC

解析で計算された閾値で評価された。 

すべての統計解析と機械学習は、R バージョン 4.1.0（R Foundation for Statistical Computing, 

Vienna, Austria）を使用して行われた。 

４．研究成果 

（１）患者背景 

観察期間は 2013 年 1 月から 2021 年 7 月で、初回の原発腫瘍の手術からの中央値は 1063 日

（247日から 2485日）だった。参加者の中央年齢は 64.8歳（範囲：46歳から 82歳）で、男女

比は 12：12だった。原発腫瘍と肝転移のすべての症例において、根治的切除（R0）が行われた。

静脈浸潤は 1例のみ陰性だった。リンパ節転移は 12人の患者にみられた。Union for International 

Cancer Control（UICC）第 8版の分類によると、T3が最大の T因子であり、15例で認めた。TNM

分類（UICC第 8版）によると、同時性の肝転移により、StageIVが最も多く 12例であった。右

結腸の発症は 4例（16.7％）であり、左結腸または直腸の発症は 20例（83.3％）であった。 

（２）TMB status in samples  

TMBは 24人の患者から得られた 48のサンプル全てで評価された。TMBは、1 Mb当たりの

変異頻度が 10以上の場合を高値とし、10未満の場合を低値とした。原発巣では 24人中 8人の

患者で TMBが高く、肝転移巣では 24人中 5人の患者で TMBが高いことが判明した。原発巣の

平均 TMBは 10.93であり、肝転移巣の平均 TMBは 8.14でした。したがって、原発巣と転移巣

の TMB状態には有意な差は見られなかった（p = 0.296）。 

（３）Heterogeneity of TMB between primary tumor and metastatic liver tumors 

24 人の患者のうち、7 人の患者では原発巣と肝転移巣の TMB 状態が異なることが判明した。

5人の患者では、TMBは原発巣のみで高くなっていた。これらの場合、原発巣の平均 TMB値は

23.41であり、転移巣の平均 TMB値は 5.42でした。したがって、その比率は 4.93であり、TMB

状態に有意な差があることを示した。一方、残りの 2つの症例では、TMBは肝転移巣のみで高

かったです。これらの TMB値の比率は 0.48であり、転移巣の TMB値が原発巣の半分であるこ

とを示した。7 つの腫瘍サンプルのうち、5 つは同時性であり、2 つは異時性腫瘍だった。原発

巣と転移巣の TMB状態の一致または不一致において、全生存率に有意な差があった（p = 0.042）。

さらに、原発高/転移低と原発低/転移高の場合についても別々に予後曲線が描かれた。その結果、

原発低/転移高群の予後は不良だった。一致および不一致の症例間で患者の詳細および病理学的

特徴に差は認めなかった 

（４）Discordance in the gene mutation rate among primary and metastatic lesions 

Oncomine ™ Tumor Mutation Load Assay（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を使用して、原発病変

および肝転移病変における突然変異頻度に基づいて変異を有する遺伝子のランキングが行われ

た。上位 20の遺伝子のうち、12が共通して存在することがわかった。ただし、共通の遺伝子で

も、原発巣と肝転移巣の間で変異頻度に差があることが観察された。また、変異が個別に解析さ

れた場合、突然変異遺伝子の不一致がより明確になった。 

（５）Predictivity of machine learning models 

主な腫瘍の AUC値は、造影の腹臥位画像で 0.701、仰臥位画像で 0.732 だった。肝転移の AUC

値は、非造影および造影 CTの画像特徴量でそれぞれ 0.784および 0.812であった。腹臥位画像

での原発病変、および造影画像での肝転移に対する TMB状態の不一致の感度、特異度、および

正確度は、それぞれ 0.857、0.600、および 0.682だった。 
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