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研究成果の概要（和文）：デジタル顕微鏡画像を用いたコンピューター画像解析により，癌組織の病理組織学的不均一
性を数値化することが容易となり，定量性や再現性の高いバイオマーカー（以下BM）の測定結果が得られた．組織マイ
クロアレイを用いたBMの測定データは全載組織プレパラートを用いた測定データと比べて系統誤差を受けやすく，より
小さな標本抽出ではBM間の相関の喪失が生じうる可能性が示唆された．Bland-Altman plotを組み合わせた仮想組織マ
イクロアレイは，BM発現解析におけるサンプリング法の違いによる系統誤差の検出に有用であり，ヒト癌組織の不均一
性を考慮した信頼性の高いBMの測定に応用可能な技術であると考えられた.

研究成果の概要（英文）：Digital microscopy-assisted, computerized image analysis enabled us to easily 
quantify histopathological heterogeneity in human cancer tissues, leading to a high level of quantitative 
and reproducible capability for biomarker measurement results. Our study suggests that the measurement 
results for certain biomarkers obtained from tissue microarray-based samples can be susceptible to 
systematic bias, and the lack of correlation between biomarkers cannot be avoided as it is in whole mount 
tissue preparations. Virtual tissue microarray in combination with Bland-Altman plot analysis can be 
useful for identifying a systematic bias, and this will help to establish a better sampling strategy for 
reliable biomarker measurements considered for human cancer tissue heterogeneity.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 

癌の早期診断や治療効果，転移・再発・生

存率を予測するためのバイオマーカーの開

発・発見が実験室ベースで相次いで行われて

いる．しかし，これらのマーカーのうち，臨

床的に有効性や有用性が実証され，実際の病

理診断や診療でも応用可能とされるものは 1

割にも満たない．その理由は種々考えられる

が，標本作成過程が標準化され，観察対象の

質が担保されていることを前提とした場合，

測定手段バイアスや観察者間変動といった

測定誤差がバイオマーカーの臨床応用の際

に大きな障害になっていると考えられる． 

例えば，膀胱癌や乳癌，脳腫瘍などでは

Ki-67 index は予後と関連し， Ki-67 index

が高い腫瘍群では，低い腫瘍群よりも予後が

悪いことが複数の研究グループによって報

告されている．また，予後判定の目安として

の Ki-67 index のカットオフ値も報告されて

いる．しかし，これらの研究報告の多くは測

定方法についての記載が十分ではない．また，

全載組織切片の標本か組織マイクロアレイ

のような小さな標本かといったサンプリン

グ方法の違いによる測定データの変動につ

いてはほぼ全くといってよいほど論じられ

ていない． 

こうした背景から，癌組織におけるバイオ

マーカーの測定結果に関して，研究グループ

間での再現性が現実には低いことが国内外

を問わず問題になってきている.  

 

２．研究の目的 

 本研究では，ヒト癌組織標本における各種

バイオマーカー発現の不均一性を調べ, 一

定の測定条件下で、サンプリング方法の違い

が測定結果に及ぼす影響を検討し，臨床応用

可能なバイオマーカー測定システムを考案

することを目的とした． 

 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト肝細胞癌手術例を対象として肝臓組

織内に複数の関心領域(n=48)を設定し，

術中に Shear Wave Elastography を施行

して各関心領域の硬さを測定した．肝摘

出後に各関心領域に一致する肝組織の病

理組織標本を作製し，デジタル顕微鏡画

像を用いてコンピューター画像解析を併

用し，肝組織の硬さを予測する病理組織

学的因子を探索した． 

 

(2) ヒト卵巣癌および子宮体癌を対象として

これらの病理組織標本を作製し，癌組織

内における細胞増殖マーカー(Ki-67)や

ア ポ ト ー シ ス マ ー カ ー (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick end labeling: TUNEL)，p53 等のバ

イオマーカー発現の不均一性を調査した． 

 

(3) ヒト膀胱原発尿路上皮癌(n=30)における

Ki-67 index (KI)とApoptosis index (AI)

に関して，全載組織プレパラート(WMTP)

から得られた測定結果と WMTP からサン

プリングして作製された仮想組織マイク

ロアレイから得られた測定結果との間に

どの程度の乖離があるかを，デジタル顕

微鏡画像とコンピューター画像解析技術

を利用して調べた．Ki-67 染色と TUNEL

染色の WMTP を用いて，直径 1mm と 0.6mm

の小領域をランダムに抽出して仮想組織

マイクロアレイを作製した．いずれの標

本においても最も陽性細胞が集まる領域

で腫瘍細胞 1000 個以上を観察して KI と

AI を測定し，Bland-Altman plot と回帰

分析，Kendall’s tau で解析した． 

 

４．研究成果 

(1) 肝組織の硬さを予測する病理組織学的

因子の解析では，デジタル顕微鏡画像を

用いてコンピューター画像解析を施行



することによって，肝組織の硬さを予測

する病理組織学的因子(膠原線維量，肝

細胞核密度)の抽出が容易となり，関心

領域毎に病理組織学的不均一性を数値

化し可視化することが可能となり，定量

性や再現性の高い解析結果が得られた． 

 

(2) ヒト卵巣癌および子宮体癌を対象とし

た各種バイオマーカーの発現率は，同一

の腫瘍組織内においても部位によって

高低差(不均一性)が認められた．卵巣癌

の代表的な組織型である漿液性腺癌に

おいては，一般的に用いられている最も

発現の高い領域(hot spot)での評価を行

うと，Ki-67 index は通常 90％を超え，

症例間の差はほとんど認められなかっ

た．しかし，同じ腫瘍の中でも最も発現

の低い領域(cold spot)で評価を行うと，

Ki-67 index に症例間に差が生じること

が判明した．また，腹膜やリンパ節等の

卵巣癌の転移先においても，その観察領

域によってバイオマーカー発現に高低

差が認められた．子宮体癌(漿液性腺癌)

においても同様の結果が得られた．以上

より，バイオマーカーの発現状態に不均

一性がみられる場合には，測定方法やサ

ンプリング方法のちょっとした違いに

よって測定結果に大きな影響を及ぼす

可能性が示唆された． 

 

(3) ヒト膀胱原発尿路上皮癌を用いたバイ

オマーカー発現解析では，KI, AI いずれ

も同一の腫瘍の中であっても観察領域

によって相当な不均一性が認められた．

WMTPでの測定と組織マイクロアレイの2

つのサンプリング法による測定結果の

差は概ね許容範囲内に収まった．しかし

ながら，KI の測定値に関して，WMTP と

1mm 径の組織マイクロアレイとの間には

18.1％の加算誤差が，WMTP と 0.6mm 径の

組織マイクロアレイとの間には 22.2％

の加算誤差が認められた．また，AI の測

定値に関して，WMTP と 1mm 径の組織マイ

クロアレイとの間には 5.5％の加算誤差

が，WMTP と 0.6mm 径の組織マイクロアレ

イとの間には 6.3％の加算誤差が認めら

れた．さらに，AIに関して，1mm径と0.6mm

径の組織マイクロアレイいずれにおい

ても比例誤差が認められた．なお，WMTP，

1mm 径の組織マイクロアレイいずれにお

いてもKIと AIとの間には正の相関が認

められたが，0.6mm 径の組織マイクロア

レイにおいてはKIと AIとの間に相関は

見られなかった．以上より，膀胱癌の KI

と AI に関して，組織マイクロアレイを

用いた測定データは WMTP を用いた測定

データと比べて系統誤差を受けやすく，

より小さな標本抽出ではバイオマーカ

ー間の相関の喪失が生じうる可能性が

示唆された．Bland-Altman plot を組み

合わせた仮想組織マイクロアレイは，バ

イオマーカー発現解析におけるサンプ

リング法の違いによる系統誤差の検出

に有用であり，ヒト癌組織の不均一性を

考慮した信頼性の高いバイオマーカー

の測定に応用可能な技術であると考え

られた．  
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