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研究成果の概要（和文）：分化型、低分化型に加え間質も癌組織を構成する成分とすることで、深層学習を用い
た人工知能による病理組織分類とRNA発現を融合した病理組織遺伝子分類を考案した。さらに、vim-RFPバイオセ
ンサーを用いたリアルタイムイメージングにより、間葉系CRCはEMTを発動し、細胞障害性薬剤に対する抵抗性を
示すが、キナーゼ阻害剤、特にイマチニブメシル酸塩とレゴラフェニブは、化学療法によって誘導されたEMTを
逆転させることで、この耐性を打ち消す可能性を示した。患者由来細胞モデルにおいても同様であった。さら
に、転移性間葉系CRCと診断された患者においても、イマチニブが化学療法感受性を増強することを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed an AI-based pathological gene classification integrating deep 
learning histology with RNA profiling and tumor stroma analysis. Using vim-RFP biosensors, we found 
mesenchymal colorectal cancers (CRCs) activate the epithelial-mesenchymal transition (EMT) driving 
chemo-resistance. Excitingly, imatinib and regorafenib reversed chemo-induced EMT, resensitizing 
mesenchymal CRCs. This was validated in patient models, and imatinib enhanced chemo responses in 
metastatic mesenchymal CRC patients.
Our multidisciplinary approach combining molecular imaging, bioengineered sensors and machine 
learning uncovered new strategies to improve outcomes for this aggressive subtype. With an 
interdisciplinary team and innovative technologies, we aim to rapidly translate our findings into 
the clinic and identify additional targets for EMT modulation.

研究分野： 分子イメージングとAI画像の融合

キーワード： 分子イメージング　人工知能と深層学習　上皮間葉転換　大腸癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉型(EMT型)大腸癌は、普通のRAS/RAF野生型にも関わらず癌細胞が少ないため従来の治療指針では無効で、普
通のRAS/RAF野生型ゆえ免疫源性の乏しく、浸潤リンパ球も少なく、さらに間質が障壁となっているため、免疫
チェックポイント阻害薬(ICI)が最も効かない。それゆえ、今までのパラダイムとは全く異なるアプローチが必
要である。本研究は、深層学習によるAIがアナログ分類とデジタル分類の統合することで、組織型と遺伝子発現
を相関させ、EMT阻害剤と化学療法の組み合わせの有効性を示したトランスレーショナルリサーチである。この
方法は、他のがん種にも応用可能であるため発展性があると考える。

※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。
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研究開始当初の背景 
Precision Medicine は分子サブタイプに応じた適切な分子標的薬の使用である。The Cancer Genome 
Atlas が全遺伝子解析の結果、大腸癌は 5 つのシステムの異常により発生し、各システムの強弱でサブ
タイプが決まることを報告した(TCGA, Nature, 2012)。さらに、ドライバー遺伝子は 230 個ほどしかないと
決定した。昨今話題の包括的遺伝子パネル検査(CGP)も、このドライバー遺伝子を調べている。CGP は
保険収載後、既に 5 万例近く実施され、1 症例 50 万円なので 250 億円もの巨額が投じられている。
CGP はコンパニオン診断、とりわけ Tumor mutation burden (TMB)高値は免疫チェックポイント阻害薬
(ICI)の適応となることから、重要な検査となっている。しかし、大腸癌に関してはドライバー遺伝子は非
常に少なく、TMB 低値である高度進行癌が多い。さらには、通常あるような遺伝子変異が全くないことも
しばしばであり、治療薬が見つからないばかりか治療標的すら見つからない。そのため、治療薬の種類
と適応から、RAS/RAF 遺伝子変異の有無と MSI-H の有無からなる遺伝子変異分類が頻用されるが、こ
の分類に当てはまらない、治療不応大腸癌の特徴は不明のままであった。そこで、mRNA による遺伝子
発現分類(CMS 分類)も定義された(Guinney, Nat. Med. ,2015)。この網羅的遺伝子発現の解析で、予後
良好な通常型(分化型)と予後不良な特殊型(MSI-H 型、間葉型)が定義された。しかし、NGS ベースの
解析方法は未だハードルが高く、検査費用も高価で現実的ではない。そこで我々は、従来の病理組織
分類である高・中分化型、粘液型、低分化型に、間質の量も癌を構成する成分と定義すると、分子生物
学的分類と病理分類を統合出来、予後とも相関することを見出し、CMS4 の間葉型は、間質が多く EMT
能力のある癌細胞群であると仮設を立てた。さらに、我々が世界で初めて開発した EMT 可視化蛍光セ
ンサーを用いると、治療不応の EMT 型大腸癌細胞株は化学療法中に EMT を起こし耐性を示した。つ
まり間葉型癌では潜在的 EMT 能力が治療抵抗性の原因で、治療標的となりうる。そこで、間葉型(EMT
型)大腸癌の抽出を簡易化し、EMT 可視化リアルタイムイメージングを用い、EMT 能力のある特殊型大
腸癌の化学療法抵抗性を解明し、EMT の克服を軸とした予後不良特殊大腸癌に対する Precision 
Medicine の開発を目指した。 
 
研究の目的 
1. 深層学習を用い大腸癌病理画像に遺伝子情報を加味した AI 遺伝子画像検出モデルを構築し、

予後不良な特殊型(MSI-H、MSS BRAF 変異、間質型)を自動判定する AI モデルを構築する。 
2. ヒト大腸癌細胞株に EMT 可視化蛍光プローべを導入し EMT 可視化特殊型大腸癌の細胞モデル

と、特殊型大腸癌の patient derived cell lines と xenograft (PDX) マウスモデルを作成する。  
3. リアルタイムイメージングを用い EMT の化学療法抵抗性における役割の解明と、化学療法誘導性

EMT の阻害薬のスクリーニングをする。 
4. 実際の臨床検体を用い化学療法誘導性 EMT を阻害出来るかを検証する。 
 
研究の方法 
1. 深層学習を用い大腸癌病理画像に遺伝子情報を加味した AI 遺伝子画像検出モデルを構築 

The Cancer Genome Atlas (TCGA)のデータベースから、597 人分の H.E.染色画像 1960 枚、遺伝
子変異、遺伝子発現分類(CMS1-4)、を入手した。the Human Protein atlas から 19760 種類の遺伝
子発現データを入手した。UCSB Xena から 1800 種類のシグナルパスウェイデータを入手した。H.E.
染色画像から高中分化腺癌・低分化腺癌・粘液癌、間質、筋組織、脂肪組織の各々224*224 ピク
セルを計 15000 枚用意した(図)。また、これら画像ごとに色付け＝mask 画像を用意した(図)。深層
学習プログラムは、Python を用い VGG19 をベースとした。学習用コンピュータは、CPU はインテル
社製 Core i9 12900、GPU は NVIDIA RTX3090 ti 24GB モデルで構成されたものを用いた。深層
学習を用いた AI 大腸癌分類に従い、遺伝子発現、シグナルパスウェイをクラスター解析した。 

2. EMT 可視化間葉型大腸癌細胞株と GFP 発現線維芽細胞のデュアルイメージング 
デュアルイメージングにより、化学療法誘導性 EMT と間質の関係を明らかにした。 

3. Patient derived cell line を用い化学療法時の EMT 関連因子を RNAseq で検証する 
Patient derived cell lines に化学療法を行い、化学療法抵抗性の EMT の状況を把握し、どのような
分子メカニズムが働いているのかを明らかにした。 

4. 特殊型大腸癌の patient derived cell lines と xenograft (PDX) マウスモデルを作成 
倫理委員会に申請を行い(川崎医科大学 研 6780)、治療不応高度進行大腸癌の癌性腹水・癌性
胸水から初代培養、姑息的手術時での播種から初代培養を行い、patient derived cell lines を確立
した。 

5. EMT 阻害剤が EMT 関連因子を減弱させるかを検証する 
Patient derived cell lines に EMT 阻害剤で暴露を行い、EMT 関連因子を減弱させるかを RNAseq
で検証した。 

 
研究成果 
(1) 深層学習を用いた深層学習を用いて大腸癌遺伝子病理画像分類を構築する 
CMS 分類は、予後不良な間葉型(CMS4)を新たに定義した。我々はこれに注目し、従来の化学療法が
奏功する普通の大腸癌は予後良好な分化型で、KRAS 野生型が CMS2、KRAS 変異型が CMS3、特
殊型である低分化・未分化型のうち ICI が著効する MSI-H が CMS1、ICI が効かない MSS/BRAF 変異



型、間質が豊富な間質型は CMS4、とす
ると、CMS 分類とアナログ分類である病
理組織分類は似通っている、言葉を変
えると病理組織像は RNA 発現で説明で
きると考えた。そこで、H.E.染色画像から
高中分化腺癌・低分化腺癌・粘液癌、
間 質 、 筋 組 織 、 脂 肪 組 織 の 各 々
256*256 ピクセルで計 12600 枚を、それ
ぞれの領域ごとに色付けを行い、mask
画像を作成した(図 1)。VGG19 を用いて
HE 画像とマスク画像を深層
学習させた。14000 枚学習さ
せた重み付けされたAI病理
画像プログラムを用いて、
HE 画 像 を Semantic 
segmentation させると図 2 の
ようになった。AI はすべての
領域に対して分類、検出する
ことからピクセル数をカウント
するだけで領域の面積が算
出されるので、どの組織型が
優位なのか、また先進部はど
の組織型なのか、など任意の
場所での分類が瞬時に可能と
なった。これらを TCGA と我々
のコホートで層別化すると極
めて正確に予後因子として反
映していた(図 3)。 
そこで、この病理分類別に

EMT 関連遺伝子 Vimentin 
(Vim)、Zeb1、SNAI1 (Snail)、
PDGFRB 、 CDH2 (N-
cadherin)、ACTA2 (α-SMA)、
MUC2 、 CDH1 (E-Cadherin)
の mRNA 発現を調べた。
HE-M 型は、他の HE 型と比
較して、Vim、Zeb1、SNAI1、
PDGFRB、CDH2、ACTA2 な
ど の 間 葉 系 マ ー カ ー の
mRNA 発現が有意に高かっ
た。上皮マーカーCDH1 は、
HE-M 型でも HE-D 型と同程
度の mRNA 発現を示した。
対照的に、粘液性マーカー
MUC2 は、HE-Mu 型では
mRNA 発現が有意に上昇
し、HE-P 型では CDH1 の mRNA 発現が顕著に低下した。さらに、CRC 患者間の遺伝子発現の複雑な
相互作用により、複雑な動態が明らかになった。特に、VIM の mRNA 発現は PDGFRB、CDH2、
ACTA2 の mRNA 発現と強い正の相関があり、それぞれの相関係数は 0.86、0.72、0.72 であった(図 4)。
一方、CDH1 の mRNA 発現は、VIM および SNAI1 の mRNA 発現と有意な逆相関を示した(図 4)。興
味深いことに、PDGFRB の mRNA 発現は ZEB1、SNAI1、CDH2、ACTA2 と正の相関を示し、MUC2 の
mRNA 発現は CRC の HE-Mu 型を予測する独立したマーカーであることが示された。間葉系マーカー
の発現と HE タイプとの関係をよりよく理解するために、ロジスティック回帰分析を採用した。この分析か
ら作成された ROC（Receiver Operating Characteristic）曲線は、4 つの HE タイプの予測能力を示し、そ
れぞれの曲線下面積（AUC）は 0.790、0.7806、0.7783、0.7976 であった(図 5)。以上より、CMS4=EMT
型は、病理組織学的には間質優位なタイプということができた。 
 
(2) VIM プロモーター-RFP EMP バイオセンサーは、EMP 型 CRC と非 EMP 型 CRC をリアルタイムで

区別できる 
次に、大腸がん細胞（CRC）株を EMT の可能性がある細胞株とない細胞株に層別化した。Cancer Cell 
Line Encyclopedia（CCLE）データポータルから RKO、HCT116、SW480、COLO320 における VIM、
CDH1、CDH2、SNAIL、ZEB1、ACTA2 の mRNA 発現について解析したところ、COLO320、SW480、
SW620、RKO、HCT116 では EMT マーカーが優位であった(図 6)。一方、DLD1、HCT15、HT29、
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LST180 は EMT マーカーの発現は
低値であった(図 6)。mRNA 発現に
基づくコルプロット解析を用いて相
関関 係 につ い て調 べ た と ころ、
VIM は PDGFR と強い正の相関が
認められ、相関係数は 0.62 であっ
た。さらに、PDGFRB は SNAI1 と正
の相関を示し、その相関係数は
0.60 であった。一方、CDH1 は VIM
および ZEB1 と興味深い負の相関
を示し、それぞれ係数は-0.60 およ
び-0.76 であった。これらは、TCGA の
データと似通っていた。 
EMT バイオセンサーが CRC 細胞株
の EMT ポテンシャルを識別できるか
どうかを確認した。CRC 細胞株に
Vim-RFP EMP バイオセンサーをトラ
ンスフェクションした。Vim-RFP バイ
オセンサーを搭載した HCT116 大腸
がん細胞株（HCT-116-VRV3）と Vim-
RFP バイオセンサーを搭載した RKO
大腸がん細胞株（RKO-VRV3）は、
EMT 誘導剤に曝されると RFP を発
現し、形態変化と一致した。Vim-RFP
バイオセンサーをトランスフェクトした
SW480 結腸がん細胞株（SW480-
VRV3）は、EMT 誘導剤に曝露されな
くても RFP を発現し、構成的 EMT 細
胞タイプと定義された。対照的に、他
の CRC 細胞株 DLD-1、HCT15、
HT29 は RFP を発現しなかった。この
ように、EMP バイオセンサーは、様々
な CRC タイプの EMP 状態をリアルタ
イムで区別するのに適したツールであ
ることを確認した。HCT116-VRV3、
RKO-VRV3、SW480-VRV3 細胞を 5-
フルオロウラシル（5-FU）、オキサリプ
ラチン（OX）、イリノテカン（IRI）で処理
した。EMP イメージングにより、5-FU、
OX、IRI は vim-RFP を発現する
HCT116-VRV3、RKO-VRV3、
SW480-VRV3 の細胞数を有意に増
加させ、EMT の誘導を示した(図 7)。さらに、OX の IC50 と VIM、CDH1、PDGFR、SNAI1 との相関関
係を調べた。Vim の発現が高く、CDH1 の発現が低い CRC 細胞株は、OX に抵抗性であった(図 8)。 
これらの結果は、形態学的変化、mRNA 発現変化、および EMT バイオセンサー発現の統合により、
CRC を EMP 型と非 EMP 型に一致して分類できることを示した。このように、VIM プロモーターに基づ
く EMP バイオセンサーは、化学療法によって誘発された間葉系 CRC 細胞の EMT と視覚的および機
能的に相関していた。 
 
(3) デュアル蛍光イメージングによりメシル酸イマチニブは間葉系癌細胞と間質細胞の EMP を阻害す

ることが明らかになった (図 9) 
線維芽細胞が癌細胞の EMT を誘発されるかどうかを共培養することで調べた。GFP 発現線維芽細胞

を HCT116-VRV3、RKO-VRV3、SW480-VRV3 細胞と共培養した。デュアルカラーリアルタイムイメージ
ングにより、線維芽細胞と共培養した癌細胞は、単培養のがん細胞よりも有意に RFP を発現したことか
ら、線維芽細胞は癌細胞の EMP を誘発していることが示された(図 9)。 
HCT116-VRV3、RKO-VRV3、SW480-VRV3 細胞を GFP 発現線維芽細胞と共培養し、5-FU、OX、IRI
で処理した。デュアルカラーリアルタイムイメージングにより、5-FU、OX、IRI は RFP 発現 HCT116-VRV3、
RKO-VRV3、SW480-VRV3 細胞数を有意に増加させ、がん細胞と共培養した線維芽細胞の増殖を刺
激することが示された。イマチニブと 5-FU、OX、または IRI の併用は、RFP を発現する HCT116-VRV3、
RKO-VRV3、および SW480-VRV3 細胞の数を有意に減少させ、線維芽細胞の増殖を抑制した(図 9)。
これらの結果から、イマチニブは、がん細胞における化学療法誘発 EMP を逆転させ、線維芽細胞の化
学療法誘発増殖を抑制した。これらの結果から、メシル酸イマチニブは間葉系癌細胞の EMP を阻害し、
間質細胞の化学療法反応性増殖を阻害という癌組織全てに作用することが示唆された。 
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(4) 免疫蛍光染色により、RKO、HCT116、SW480 細胞において、殺細胞性化学療法が Vim、N-cad、

Snail の発現を有意に増加させる 
HCT116 と SW480 細胞では、Zeb1 の
発現が殺細胞性化学療法によって増
加 し た 。 一 方 、 E-cad の 発 現 は 、
RKO、HCT116、SW480 細胞におい
て殺細胞性化学療法により有意に減
少 し た 。 イ マ チ ニ ブ は 、 RKO 、
HCT116 および SW480 細胞におい
て、殺細胞性化学療法によって誘導
された Vim、N-cad、Snail および Zeb1
の発現を有意に減少させた。さらに、
イマチニブはこれらの CRC 細胞にお
いて E-cad の発現を回復させた。これ
らの結果から、内在性の EMT 能を持
つ CRC 細胞は化学療法に耐えるが、
キナーゼ阻害剤によって EMT を逆転
させると、これらの CRC 細胞の化学
感受性が回復することが示唆された。
したがって、イマチニブと殺細胞性化
学療法の併用は間葉系 CRC の EMP
を阻害することから効果的な治療法の可能
性がある（図 10）。 
 
(5) 特殊型大腸癌の patient derived cell 

lines の作成 
大腸癌癌性腹水または手術時の腹水中の
癌細胞を初代培養することにより Patient 
derived cell lines を作成した。初代培養に
成功した癌細胞を継代することにより、増殖
することを確認して今後の研究材料として
凍結保存を行った。内訳は、KRAS 野生型
/BRAF 野生型 2 例、KRAS 変異型 4 例で
ある。 

 
(6) NGS による RNAseq によりイマチニブ

は patient derived cell lines においても
EMT を阻害する 

上記で得た、patient-derived cancer cell 
lines に殺細胞剤である 5-FU、OX、EMT 阻
害剤である IMA を暴露した。4 日間暴露後
サンプルを回収し、NGS による RNAseq を
行った。結果は図 11 になる。どの臨床サン
プルでも、5-FU 、OX は VIM 、CDH2 、
SNAI1、ZEB1、TWIST1/2 といった EMT マ
ーカーを上昇させた。一方、イマチニブは
これらを減少させた。 
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図 10 
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