
JP 6910068 B2 2021.7.28

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　染色組織画像において関心領域を特定する方法において、
　前記染色組織画像を表す画像データを受け取る工程であって、前記画像データが、染色
された組織画像を表すＲＧＢ空間内のＲＧＢデータを反対色空間に変換して反対色空間デ
ータを生成して、前記反対色空間データを正規化することにより得られた、前記反対色空
間における正規化画像データである、工程と、
　受け取った画像データに基づいて、前記画像データにおける隣接ピクセル間の統計的関
連性を示す相互情報量データを決定することによって前記染色組織画像について局所的空
間的統計を定量化する工程と、
　定量化された局所的空間的統計に基づいて、決定された相互情報量データ及びグラフに
基づくスペクトル・セグメント化アルゴリズムを使用して、前記染色組織画像内の組織学
的構造を特定し、境界を検出する工程と、
　前記染色された組織画像を表す、受け取った画像データと、特定した前記組織学的構造
の前記検出された境界とを使用して、特定した前記組織学的構造がセグメント化された、
セグメント化染色組織画像を生成する工程と、
を含む方法。
【請求項２】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
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　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、紫及びピンクのピクセルの色相値が
複素色面において最大限に分離されるようにピンク及び紫の色が反対に配置される、選択
されたピンク及び紫のピクセルの集まりに基づく直交射影行列を利用することを含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、前記ＲＧＢデータをＨ＆Ｅ－色相チ
ャネル、Ｈ＆Ｅ－彩度チャネル、及びＨ＆Ｅ－明度チャネルに変換することを含み、
　前記反対色空間データを正規化することは、前記反対色空間データにおけるピンク、紫
、及び白のクラスのピクセルを特定し、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピクセルの各
々について統計量をマッチングすることを含み、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピク
セルを特定することは、一変量フォン・ミーゼス分布の混合を用いたＨ＆Ｅ－色相チャネ
ルを使用して色相値をモデル化することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記画像データは、前記反対色空間における正規化色相データを含み、前記相互情報量
データを決定することは、前記正規化色相データにおける隣接ピクセル間の色相角の同時
分布を推定すること、及び前記同時分布の自己相互情報量（ＰＭＩ）を計算することを含
み、前記ＰＭＩは前記相互情報量データである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　特定する工程は、前記ＰＭＩから親和性関数を作ることと、スペクトラルクラスタリン
グを使用して、親和性関数に基づいて前記境界を検出することとを含む、請求項４に記載
の方法。
【請求項６】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、前記セグメント化染色組織画像は、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組織画像である、請求項１
、４又は５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　命令を含む１以上のプログラムを格納する非一時的なコンピュータ可読媒体であって、
コンピュータによって実行されると、コンピュータに請求項１に記載の方法を実行させる
、非一時的なコンピュータ可読媒体。
【請求項８】
　染色組織画像において関心領域を特定するコンピュータシステムであって、
　処理装置を備えており、当該処理装置は、
　前記染色組織画像を表す受け取った画像データに基づいて、前記染色組織画像について
局所的空間的統計を定量化する工程であって、前記画像データが、染色された組織画像を
表すＲＧＢ空間内のＲＧＢデータを反対色空間に変換して反対色空間データを生成して、
前記反対色空間データを正規化することにより得られた、前記反対色空間における正規化
画像データである工程を行うように構成された定量化コンポーネントであって、前記画像
データにおける隣接ピクセル間の統計的関連性を示す相互情報量データを決定することに
よって前記局所的空間的統計を定量化するように構成された定量化コンポーネントと、
　定量化された局所的空間的統計に基づいて、決定された相互情報量データ及びグラフに
基づくスペクトル・セグメント化アルゴリズムを使用して、前記染色組織画像内で組織学
的構造を特定し、境界を検出する工程を行うように構成された特定コンポーネントと、
　前記染色された組織画像を表す、受け取った画像データと、特定した前記組織学的構造
の前記検出された境界とを使用して、特定した前記組織学的構造がセグメント化された、
セグメント化染色組織画像を生成する工程を行うように構成されたセグメント化組織画像
生成コンポーネントと、
を含む、システム。
【請求項９】
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　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、紫及びピンクのピクセルの色相値が
複素色面において最大限に分離されるようにピンク及び紫の色が反対に配置される、選択
されたピンク及び紫のピクセルの集まりに基づく直交射影行列を利用することを含む、請
求項８に記載のシステム。
【請求項１０】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、前記ＲＧＢデータをＨ＆Ｅ－色相チ
ャネル、Ｈ＆Ｅ－彩度チャネル、及びＨ＆Ｅ－明度チャネルに変換することを含み、
　前記反対色空間データを正規化することは、前記反対色空間データにおけるピンク、紫
、及び白のクラスのピクセルを特定し、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピクセルの各
々について統計量をマッチングすることを含み、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピク
セルを特定することは、一変量フォン・ミーゼス分布の混合を用いたＨ＆Ｅ－色相チャネ
ルを使用して色相値をモデル化することを含む、請求項８に記載のシステム。
【請求項１１】
　前記画像データは、前記反対色空間における正規化色相データを含み、前記相互情報量
データを決定することは、前記正規化色相データにおける隣接ピクセル間の色相角の同時
分布を推定すること、及び前記同時分布の自己相互情報量（ＰＭＩ）を計算する工程を含
み、前記ＰＭＩは前記相互情報量データである、請求項８に記載のシステム。
【請求項１２】
　特定する工程は、前記ＰＭＩから親和性関数を作ることと、スペクトラルクラスタリン
グを使用して、親和性関数に基づいて前記境界を検出することとを含む、請求項１１に記
載のシステム。
【請求項１３】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、前記セグメント化染色組織画像は、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組織画像である、請求項８
、１１又は１２のいずれかに記載のシステム。
【請求項１４】
　染色組織画像において関心領域を特定する方法において、
　前記染色組織画像を表す画像データを受け取る工程であって、前記画像データが正規化
ＲＧＢデータであり、前記正規化ＲＧＢデータが、染色された組織画像を表すＲＧＢ空間
内のＲＧＢデータを反対色空間に変換して反対色空間データを生成して、前記反対色空間
データを正規化して、正規化反対色空間データを生成して、前記正規化反対色空間データ
をＲＧＢ空間に変換することにより得られた、正規化データである、工程と、
　前記正規化ＲＧＢデータから決定された核間距離分布に基づいて、前記染色組織画像に
ついて局所的空間的統計を定量化する工程と、
　定量化された局所的空間的統計に基づいて、前記染色組織画像内の組織学的構造を特定
し、境界を検出する工程と、
　前記染色された組織画像を表す、受け取った画像データと、特定した前記組織学的構造
の前記検出された境界を使用して、特定した前記組織学的構造がセグメント化された、セ
グメント化染色組織画像を生成する工程と、
を含む方法。
【請求項１５】
　定量化する工程は、前記正規化ＲＧＢデータから推定核位置をスーパーピクセル形式で
特定することと、各スーパーピクセルとそれに最も近い幾つかの隣接したものとの間の点
別距離に基づいてスーパーピクセル・グラフを作ることと、前記スーパーピクセルを標識
セグメントへとクラスター化することとを含み、
　特定する工程は、前記標識セグメントを前記組織学的構造にマージすることを含む、請
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求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、前記セグメント化染色組織画像は、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組織画像である、請求項１
４又は１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、紫及びピンクのピクセルの色相値が
複素色面において最大限に分離されるようにピンク及び紫の色が反対に配置される、選択
されたピンク及び紫のピクセルの集まりに基づく直交射影行列を利用することを含む、請
求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、前記ＲＧＢデータをＨ＆Ｅ－色相チ
ャネル、Ｈ＆Ｅ－彩度チャネル、及びＨ＆Ｅ－明度チャネルに変換することを含み、
　前記反対色空間データを正規化することは、前記反対色空間データにおけるピンク、紫
、及び白のクラスのピクセルを特定し、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピクセルの各
々について統計量をマッチングすることを含み、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピク
セルを特定することは、一変量フォン・ミーゼス分布の混合を用いたＨ＆Ｅ－色相チャネ
ルを使用して色相値をモデル化することを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１９】
　命令を含む１以上のプログラムを格納する非一時的なコンピュータ可読媒体であって、
コンピュータによって実行されると、コンピュータに請求項１４に記載の方法を実行させ
る、非一時的なコンピュータ可読媒体。
【請求項２０】
　染色組織画像において関心領域を特定するコンピュータシステムであって、
　処理装置を備えており、当該処理装置は、
　前記染色組織画像を表す受け取った画像データに基づいて、前記染色組織画像について
局所的空間的統計を定量化する工程であって、前記画像データが正規化ＲＧＢデータであ
り、前記正規化ＲＧＢデータが、染色された組織画像を表すＲＧＢ空間内のＲＧＢデータ
を反対色空間に変換して反対色空間データを生成して、前記反対色空間データを正規化し
て、正規化反対色空間データを生成して、前記正規化反対色空間データをＲＧＢ空間に変
換することにより得られた、正規化データである工程を行うように構成された定量化コン
ポーネントであって、前記正規化ＲＧＢデータから決定された核間距離分布に基づいて、
前記局所的空間的統計を定量化するように構成された定量化コンポーネントと、
　定量化された局所的空間的統計に基づいて、前記染色組織画像内の組織学的構造を特定
し、境界を検出する工程を行うように構成された特定コンポーネントと、
　前記染色された組織画像を表す、受け取った画像データと、特定した前記組織学的構造
の前記検出された境界を使用して、特定した前記組織学的構造がセグメント化された、セ
グメント化染色組織画像を生成する工程を行うように構成されたセグメント化組織画像生
成コンポーネントと、
を含む、システム。
【請求項２１】
　定量化する工程は、前記正規化ＲＧＢデータから推定核位置をスーパーピクセル形式で
特定することと、各スーパーピクセルとそれに最も近い幾つかの隣接したものとの間の点
別距離に基づいてスーパーピクセル・グラフを作ることと、前記スーパーピクセルを標識
セグメントへとクラスター化することとを含み、
　前記特定コンポーネントは、前記標識セグメントを前記組織学的構造にマージすること
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により特定するように構成されている、請求項２０に記載のシステム。
【請求項２２】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、前記セグメント化染色組織画像は、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組織画像である、請求項２
０又は２１に記載のシステム。
【請求項２３】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、紫及びピンクのピクセルの色相値が
複素色面において最大限に分離されるようにピンク及び紫の色が反対に配置される、選択
されたピンク及び紫のピクセルの集まりに基づく直交射影行列を利用することを含む、請
求項２０に記載のシステム。
【請求項２４】
　前記染色された組織画像は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色組織画像であり
、
　前記ＲＧＢデータを反対色空間に変換することは、前記ＲＧＢデータをＨ＆Ｅ－色相チ
ャネル、Ｈ＆Ｅ－彩度チャネル、及びＨ＆Ｅ－明度チャネルに変換することを含み、
　前記反対色空間データを正規化することは、前記反対色空間データにおけるピンク、紫
、及び白のクラスのピクセルを特定し、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピクセルの各
々について統計量をマッチングすることを含み、前記ピンク、紫、及び白のクラスのピク
セルを特定することは、一変量フォン・ミーゼス分布の混合を用いたＨ＆Ｅ－色相チャネ
ルを使用して色相値をモデル化することを含む、請求項２０に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
[関連出願の相互参照]
　本願は、米国特許法第１１９条ｅ項の下、２０１５年６月１１日に出願された、発明の
名称が「Ａ　Ｃｏｍｍｏｎ　Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ　ｆｏｒ　Ｆｉｎｄｉｎｇ　Ｒｅｇｉｏ
ｎｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ　ｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ　ａｎｄ　Ｅｏｓｉｎ　
（Ｈ＆Ｅ）　Ｓｔａｉｎｅｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｍａｇｅｓ　ａｎｄ　Ｑｕａｎｔｉｆｙ
ｉｎｇ　Ｉｎｔｒａｔｕｍｏｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｓｐａｔｉａｌ　Ｈｅｔｅｒｏｇｅ
ｎｅｉｔｙ　ｉｎ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ／Ｈｙｐｅｒｐｌｅｘｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｍａｇｅｓ」である米国仮出願第６２／１７４，１８７号
に基づく優先権を主張しており、その内容は引用を以て本明細書に組込まれる。
【０００２】
　本発明は、デジタルパソロジー（digital pathology）に関しており、特に、ヘマトキ
シリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色された組織画像中の関心領域を調べるための、そして
、多重化／高多重化（multiplexed/hyperplexed）蛍光組織画像における腫瘍内細胞空間
的不均一性を定量化するための共通のフレームワークに関する。
【背景技術】
【０００３】
　デジタルパソロジーとは、組織学的に染色された組織試料の取得、保存及び表示を言い
、最初に、セカンドオピニオン遠隔病理診断、免疫染色判断や術中遠隔病理診断のような
ニッチな用途で注目を集めつつある。通常、３～５０個のスライドで構成される大量の患
者データが生検標本から作られて、顕微鏡下で病理医により目視で評価されるが、デジタ
ル技術を用いると高解像度モニターで検分される。手作業が含まれるために、現在のワー
クフローの実務は、時間がかかり、間違えやすく、主観的である。
【０００４】
　癌は不均一性疾患（heterogeneous disease）である。ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ
＆Ｅ）で染色された組織画像は、不均一性は、上皮内癌、浸潤癌、脂肪組織、血管及び正
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常な管のような種々の組織学的構造の存在で特徴付けられている。腫瘍内不均一性及び腫
瘍間不均一性の両方に対するプレシジョン・メディシンアプローチの１つは、生検組織の
配列を決定し、そして、具体的には各患者について疾患関連ゲノム・シグネチャーのパネ
ルと単一の患者の腫瘍の明確な領域とを特定することである。しかしながら、ゲノム／エ
ピゲノム・プロファイリングには、組織の粉砕又は腫瘍から複数のコア試料の取出しの何
れかをする必要があり、時間がかかり、不均一状態を理解するには解像度が低い。種々の
組織学的構造間の空間的相互関係は、疾患の兆候を示す。例えば、（浸潤）血管に成長す
る腫瘍巣は、転移のリスクが高まっていることを示唆する。従って、組織学的構造の正確
なセグメント化は、空間的相互関係マップの構築を助けることで、ディープ・モレキュラ
ー・プロファイリングのためにタンパク質、ＤＮＡ及びＲＮＡバイオマーカーを組み合わ
せるプレシジョン・メディシン調査を容易にする。更に、この空間的相互関係マップは、
病理医には探索ツールとして、又は、更なる分子プロファイリングには顕微解剖へのガイ
ドとして役に立ち得る。
【０００５】
　正常な管や上皮内癌のような構造は明確な境界を有するが、浸潤癌やストロマのような
他の多くのものは明確な境界を持たないために、組織学的構造セグメント化はかなり困難
な仕事となる。また、構造形態は、組織源（例えば、胸対肺）と、組織標本手法及び染色
手法とに大きく依存する。歴史的には、核は全てのより高いレベルの組織構造に関してブ
ロックを構築しているので、生物学的画像分析の研究報告は、核をセグメント化すること
に注目してきた。より最近の方法は、核－内腔関連性（nuclei-lumen association）、領
域成長、マルコフ確率場と組み合わせた領域ベース動的輪郭、及び深層学習に基づくアプ
ローチを用いた、前立腺及び胸部の組織画像における腺のような他の組織学的構造のセグ
メント化にまで広がっている。他の幾つかのアプローチは、症状特異エクストラクタ（ex
tractor）及び臓器特異エクストラクタを設計して、ＭＩＴＯＳ（有糸分裂像）及びＧｌ
ａＳ（腺）のような一般に利用可能なデータセットの分析を促進する。例えば、代表的な
腺のセグメント化の方法は、最初に内腔を特定する工程と、次いで細胞の周囲上皮層をサ
ーチする工程とを含んでいる。しかしながら、この方法は、導管腔が腫瘍細胞により完全
に満たされている非浸潤性乳癌の場合には使えない。基本的な数学的基礎理論は、Ｈ＆Ｅ
画像の管理されたセグメント化を発展させてきたが、その基礎理論は、２，３以上の例を
超えて試験されてこなかった。
【０００６】
　さらに、多くの悪性腫瘍においては、分子細胞不均一性は、異なる患者の腫瘍の間で、
１人の患者の腫瘍の異なる部位間で、及び単一の腫瘍内において、際立った特徴となる。
腫瘍内不均一性は、腫瘍微小環境（ＴＭＥ）を含む、表現型的に異なる癌細胞クローン亜
集団と他の細胞型とに影響を及ぼす。これらの癌細胞クローン亜集団及び他の細胞型には
、局所的な骨髄由来ストロマ的幹細胞及び前駆細胞と、腫瘍促進又は腫瘍致死の何れかで
ある免疫炎症性細胞のサブクラスと、癌関連線維芽細胞と、内皮細胞と、周皮細胞とがあ
る。ＴＭＥは、発展する生態系と見ることができ、そこでは、癌細胞がこれら他の細胞型
との異型相互関係にかかわり、利用可能な資源を使用して増殖し、生き延びる。この考え
に則って、ＴＭＥ内の細胞型の間の空間的相互関係（即ち、空間的不均一性）は、疾患進
行及び治療抵抗の主な駆動機構の１つと思われる。従って、ＴＭＥ内の空間的不均一性を
明らかにして、特定の疾患サブタイプを正しく決定し、個々の患者の最適な治療コースを
特定することは是非とも必要なことである。
【０００７】
　今日まで、腫瘍内不均一性は、３つの主要なアプローチを使用して調査されてきた。第
１のアプローチは、腫瘍の特定領域からコア試料を採取し、集団平均を測定する。試料の
不均一性は、全エクソーム解析、エピジェネティクス、プロテオミクス、及びメタボロミ
クスなどの複数の技術を使用して、腫瘍内の複数のコアを分析することにより測定される
。第２のアプローチは、組織からの細胞の分離後に、上記の方法、ＲＮＡＳｅｑ、画像化
又はフローサイトメトリーを使用する「単一細胞分析」を含んでいる。第３のアプローチ
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は、光学顕微鏡画像化の空間分解能を利用して空間コンテクストを維持し、分子特異的ラ
ベルと組み合わされて生体内の細胞のバイオマーカーを測定するものである。
【０００８】
　光学顕微鏡画像化を利用する空間分析によれば、細胞レベル及び細胞下レベルで、大領
域の組織セクション及び／又は複数の腫瘍マイクロアレイセクションの分析が容易になる
。例えば、細胞下レベルの分解能により、特定のバイオマーカーの活性化状態（例えば、
転写因子の核への転移）の特定が可能になる。加えて、質量分析画像化における近年の発
展によれば、多くの細胞構成要素の組織セクションに亘る測定を光学顕微鏡よりも低い分
解能で行うことができる。
【０００９】
　透過光及び蛍光発光を含む腫瘍内の細胞バイオマーカー発現レベルを特徴付けるために
、数種の光学顕微鏡画像化プラットフォームが開発されている。ＤＮＡ、ＲＮＡ及びタン
パク質バイオマーカー、通常同じ試料内に１～７個までの蛍光標識された（多重化蛍光発
光として知られる）バイオマーカーに基づく大領域組織セクション及び組織マイクロアレ
イ（ＴＭＡ）の画像から、蛍光発光に基づく多変量情報が取得されている。現在、幾つか
の市販のプラットフォームを使用して、取得し、処理し、セグメント化し、組織試料のバ
イオマーカーの信号レベルの幾つかの基本的な分析を行うことができる。近年、標識化、
画像化及び蛍光発光のクエンチの反復サイクルにおいて、６０種までの蛍光標識された抗
体と、数種のＤＮＡ又はＲＮＡ交雑プローブとを取得可能なプラットフォームが実証され
ている。また、現在、組織セクション及びＴＭＡにおける細胞外構成要素だけでなく、特
異的細胞型の位置、細胞活性化の状態、細胞バイオマーカー発現レベル及び部位を「マッ
プする」ことも可能である。
【００１０】
　主たる課題は、バイオマーカーのパネルに基づいてＴＭＥ内の重要な空間的関係（相互
関係及びその欠落）を定量化できるアルゴリズムを開発することである。組織セクション
の不均一性の測定における初期の試みは、シャノンエントロピーやラオの二次エントロピ
ーのような生態学的研究からのダイバーシティメトリック（diversity metrics）を適用
した。しかしながら、これらの方法は、多重化（７種までのバイオマーカー）又は高多重
化（７種を超えるバイオマーカー）免疫蛍光（ＩＦ）データには適切でなかった。高次元
データを説明する他の方法には、各バイオマーカーを「オン」又は「オフ」のみにする精
巧な細胞表現型方法がないかもしれない。さらに、これらの方法が、不均一性スコアにお
いてバイオマーカー・パターン間に空間的関係を組み入れることはほとんどない。実際、
ＴＭＥの空間組織は、癌細胞及び非癌細胞から選択されたバイオマーカーの発現レベルに
加えて、重要な診断バイオマーカーであると仮定されてきた。
【００１１】
　他の不均一性特徴化方法は、（ｉ）ネットワークベースのアプローチの使用や多重化の
利点を得ることなく、関心領域のサンプリングにより空間情報を組み入れており、（ｉｉ
）非線形関連性や空間情報を考慮せずに、多重化／高多重化ＩＦデータでバイオマーカー
間の線形関係を分析しており、（ｉｉｉ）腫瘍内の空間構成の特徴付けをすることなく、
多重化細胞表現型の関連性を特徴付けてきた。さらに、他の方法の大半は、腫瘍内不均一
性を単一のスコアとして報告しており、従って、ＴＭＥの２つの空間的に異なる構成を誤
って同じスコアにマッピングすることもあり得る。
【００１２】
　故に、多重化／高多重化蛍光組織画像における、Ｈ＆Ｅ画像のセグメント化及び腫瘍内
細胞空間的不均一性の定量化の分野には、改良の余地がある。
【発明の概要】
【００１３】
　ある実施形態では、Ｈ＆Ｅ染色組織画像において関心領域を特定する方法が提供される
。その方法は、Ｈ＆Ｅ染色組織画像を表す画像データを受け取る工程と、受け取った画像
データに基づいて、Ｈ＆Ｅ染色組織画像について局所的空間的統計を定量化する工程と、
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局所的空間的統計に基づいて、Ｈ＆Ｅ染色組織画像内の組織学的構造を特定する工程と、
受け取った画像データ及び特定した組織学的構造を使用して、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組
織画像を生成する工程とを含んでいる。
【００１４】
　別の実施形態では、コンピュータによって実行された場合、コンピュータに上記の方法
を行わせる命令を含む１以上のプログラムを格納する非一時的なコンピュータ可読媒体が
提供される。
【００１５】
　さらに別の実施形態では、Ｈ＆Ｅ染色組織画像において関心領域を特定するコンピュー
タシステムが提供される。そのシステムは処理装置を含んでおり、当該処理装置は、（ｉ
）Ｈ＆Ｅ染色組織画像を表す受け取った画像データに基づいて、Ｈ＆Ｅ染色組織画像に関
する局所的空間的統計を定量化するように構成された定量化コンポーネントと、（ｉｉ）
局所的空間的統計に基づいて、Ｈ＆Ｅ染色組織画像の組織学的構造を特定するように構成
された特定コンポーネントと、（ｉｉｉ）受け取った画像データ及び特定した組織学的構
造を使用して、セグメント化Ｈ＆Ｅ染色組織画像を生成するように構成されたセグメント
化組織画像生成コンポーネントとを含む。
【００１６】
　さらに別の実施形態では、蛍光組織画像にて腫瘍内細胞空間的不均一性を定量化する方
法が提供される。その方法は、幾つかの蛍光組織画像を表す画像データを受け取る工程と
、受け取った画像データで細胞セグメント化を行い、幾つかの蛍光組織画像にて幾つかの
細胞を特定する工程と、各細胞を複数の所定のバイオマーカー強度パターンの１つに割り
当てる工程と、割り当てられた所定のバイオマーカー強度パターンに基づいて、幾つかの
蛍光組織画像の空間的統計を定量化する工程と、定量化された空間的統計の視覚表示を作
成する工程とを含む。
【００１７】
　別の実施形態では、コンピュータによって実行された場合、当該コンピュータに上記の
方法を行わせる命令を含む１以上のプログラムを格納する非一時的なコンピュータ可読媒
体が提供される。
【００１８】
　さらに別の実施形態では、蛍光組織画像にて腫瘍内細胞空間的不均一性を定量化するコ
ンピュータシステムが提供される。そのシステムは処理装置を含んでおり、当該処理装置
は、（ｉ）幾つかの蛍光組織画像を表す画像データで細胞セグメント化を行い、幾つかの
蛍光組織画像における幾つかの細胞を特定するように構成された細胞セグメント化コンポ
ーネントと、（ｉｉ）各細胞を複数の所定のバイオマーカー強度パターンの１つに割り当
てるように構成された割当てコンポーネントと、（ｉｉｉ）割り当てられた所定のバイオ
マーカー強度パターンに基づいて、前記幾つかの蛍光組織画像の空間的統計を定量化する
定量化コンポーネントと、（ｉｖ）定量化された空間的統計の視覚表示を作成する視覚表
示作成コンポーネントとを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、試料のＨ＆Ｅ染色画像である。
【図２】図２は、Ｈ＆Ｅ色相空間に変換した図１のＨ＆Ｅ画像であって、ヒートマップ（
左）及び角度ヒストグラム（右）として示されている。
【図３】図３は、本開示概念の一態様による第１のセグメント化方法を示すフローチャー
トである。
【図４】図４は、本開示概念の一態様による第２のセグメント化方法を示すフローチャー
トである。
【図５】図５は、本開示概念の一態様による一組の優性バイオマーカー強度パターンを構
築する方法を示すフローチャートである。
【図６】図６は、バイオマーカー強度分布グラフを示しており、縦軸は、本明細書で記載
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される方法で使用される例示的なバイオマーカーについて２つの異なるレジームＬ１及び
Ｌ２を示している。
【図７】図７は、図６に示す２つのバイオマーカー強度レジームＬ１及びＬ２について、
それぞれ得られたパターン辞書を示す。
【図８】図８は、Ｌ１レジームの細胞集団からのバイオマーカー・データの３Ｄ表示を示
しており、各細胞は、辞書中の唯一のパターンに属するようにフェノタイプ化されており
（phenotyped）、別々の色で示されている。
【図９】図９は、バイオマーカー強度レジームＬ１及びＬ２のパターン辞書の最適寸法の
決定を示す。
【図１０】図１０は、レジームＬ１及びＬ２のパターン辞書の統合を示す。
【図１１】図１１は、例示的な実施形態による多重化／高多重化蛍光組織画像の空間的不
均一性を定量化する方法のステップを示すフローチャートである。
【図１２】図１２は、例示的な実施形態により使用される所定の優性バイオマーカー強度
パターンの模式的表示を示す。
【図１３】図１３は、例示的な実施形態による細胞空間依存画像を示す。
【図１４】図１４は、例示的な実施形態によるＰＭＩマップを示す。
【図１５】図１５は、代表的な細胞空間依存画像及びＰＭＩマップを示す。
【図１６】図１６は、代表的な細胞空間依存画像及びＰＭＩマップを示す。
【図１７】図１７は、代表的な細胞空間依存画像及びＰＭＩマップを示す。
【図１８】図１８は、本明細書に記載したＨ＆Ｅ画像をセグメント化する手順を実施する
システムの概略図である。
【図１９】図１９は、本明細書に記載する腫瘍内空間的不均一性を定量化する手順を実施
するシステムの概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本明細書で使用されるように、単数形「１つ」及び「その」は、別段の明確な記載がな
い限り、複数形態も述べている。
【００２１】
　本明細書で使用されるように、２つ以上の部分又は要素を「結合する」という記載は、
１つ以上の中間部分又は要素を介して、それらの部分が、直接又は間接的に、繋げられる
又は共に動作することを意味する。
【００２２】
　本明細書で使用されるように、用語「幾つか」は、１又は２以上の整数（即ち、複数）
を意味する。
【００２３】
　本明細書で使用されるように、用語「コンポーネント」及び用語「システム」は、ハー
ドウェア、ハードウェアとソフトウェアの組合せ、ソフトウェア、又は実行されているソ
フトウェアのようなコンピュータに関連したエンティティを意味する。例えば、コンポー
ネントは、プロセッサ上で作動するプロセス、プロセッサ、オブジェクト、実行可能なフ
ァイル、実行の脈絡、プログラム及び／又はコンピュータであり得るが、これらに限定さ
れない。例としては、サーバで作動するアプリケーション及びサーバはどちらもコンポー
ネントであり得る。１つ以上のコンポーネントが、実行プロセス及び／又はスレッド内に
存在してよく、１つのコンポーネントが、１つのコンピュータに局在してよく及び／又は
２つ以上のコンピュータに配置されてよい。本明細書では、ユーザに情報を表示する幾つ
かの方法は、幾つかの図又はグラフについてスクリーン又はスクリーンショットとして示
されて、説明されているが、当業者は、種々の他の代替法を使用できることを理解するだ
ろう。スクリーン又はスクリーンショットは、表示記述として、グラフィカル・ユーザ・
インターフェースとして、又はスクリーン（例えば、パーソナル・コンピュータ、ＰＤＡ
、携帯電話、又は他の適切なデバイスのどれか）に情報を描写するその他の方法によって
保存及び／又は転送され、ここで、ページに表示されるレイアウト及び情報又はコンテン
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ツは、メモリ、データベース、又は別の格納場所に保存される。また、スクリーン又はス
クリーンショットは、必要に応じて、プリントされてもよい。
【００２４】
　本明細書で使用されるように、用語「スーパーピクセル」は、同様な画像統計を有する
ピクセルのコヒーレントパッチ又はグループを意味する。
【００２５】
　本明細書で使用する方向を示す表現は、例えば、上、底、左、右、上部、下部、前、後
、及びこれらの派生語であってこれらに限定されないが、図に示された要素の方向を示し
ており、明示的に述べられていない限り、特許請求の範囲を限定するものではない。
【００２６】
＜Ａ．Ｈ＆Ｅ染色組織画像のセグメント化＞
　開示されている概念の第１態様は、特に、浸潤癌のような胸部組織、上皮内癌、非定型
及び正常管、脂肪組織及び／又はリンパ球のような組織のＨ＆Ｅ染色画像における組織学
的構造のセグメント化でのデジタル・パソロジー・システムの機能及び動作の改良（例え
ば、処理能力の改良）に焦点を当てている。本発明者らは、空間画像統計は、組織学的構
造の広範なクラスをセグメント化するための判別可能なフィンガープリントを与えると仮
定した。本明細書においてより詳しく記載する本開示概念のこの態様は、２つのグラフ理
論的セグメント化方法を提供しており、各々は、局所的空間的統計の特徴付けに依存して
いる。
【００２７】
　第１の方法では、グラフの各ノードは画像のピクセルに対応しており、エッジは２つの
ノードが同じグループに属する強さに対応している。エッジの強さは、Ｈ＆Ｅ画像におけ
るピンクと紫の染色の間の分離を強調するように作られた反対色空間において、二変量フ
ォン・ミーゼス混合分布の形で、ペアをなすピクセル統計を測定することによって決定さ
れる。スペクトル法がグラフを区分化するのに使用される。第１の方法は、はっきりした
境界を有する構造（例えば、脂肪組織及び血管）のセグメント化においてより成功するこ
とが期待される。
【００２８】
　第２の方法は、無定型な空間範囲を有する組織学的構造（例えば、腫瘍巣）を抽出する
のに好適に設計されている。この策では、仮想の核中心が、Ｈ＆Ｅ画像における核の空間
分布を取得するために作成されるグラフのノードとなる。核間空間距離にデータ駆動閾値
（data-driven thresholds）を適用することにより、ネットワークは、均質な画像パッチ
に区分される。
【００２９】
　本明細書で記載する２つのセグメント化方法は、２つの共通エレメント、即ち、反対色
表示及び外見正規化（appearance normalization）を有しており、これらはそれぞれ、以
下に詳細に記載される。セグメント化方法は、これらが画像統計をどのようにして取得し
、及び方法を区画するグラフにこれらをどのようにしてはめ込むかで相違する。その方法
のこれらの態様は、本明細書で個別に記載される。
【００３０】
　公知の典型的な反対色（反対色軸として赤－緑、黄－青を有する）色相－彩度－明度（
ＨＳＶ）変換が、Ｈ＆Ｅからの赤－緑－青（ＲＧＢ）画像に適用される場合、ピンクと紫
の範囲は、色環の青－赤四分円に限定される。本開示概念のこの態様の目的は、下流の空
間分析パイプラインがより強固になるように、ピンクと紫の色の間の分離を強調すること
である。このために、色空間の構築が最適化されて、ピンク及び紫の色が反対に配置され
る。具体的には、例示的な実施例では、専門家は、ピンク及び紫のピクセルの集まりを選
択することを許された。次いで、特異値分解がデータのこの集まりで行われて、サイズ３
×３の直交射影行列が得られた。本開示概念のこの態様は、反対空間ＨＳＶのように、投
影座標に特定の解釈をもたらす。具体的には、第１の特異ベクトル（非負の値を有するよ
うに強制されている）上への投影は、Ｈ＆Ｅ－輝度値ｂを得る。残り２つの投影座標ｃ２
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及びｃ３は、Ｈ＆Ｅ－彩度ｓ＝ｓｑｒｔ（ｃ２
２＋ｃ３

２）と、Ｈ＆Ｅ－色相θ＝ｔａｎ
－１（ｃ２＋ｉｃ３）である複素面を形成する。この構成から、紫及びピンクのピクセル
の色相値は、複素色面において最大限に分離されると予測される。例として、ここで、試
料Ｈ＆Ｅ染色画像である図１のピンク及び紫のピクセルの平均色相値における角度差は、
図２に示すように、１：７ラジアンであって、図１のＨ＆Ｅ画像をＨ＆Ｅ色相空間に変換
したものであって、図２は、ヒートマップ（左）及び角度ヒストグラム（右）を示してい
る。この広がりは、標準ＨＳＶ反対色空間から得られる約０：４ラジアンの値を超えてい
る。彩度が低い場合、色相値は不安定である。これは、複素面の基点にマップされたピク
セルに関して正しい（ｃ２；ｃ３≒０）。典型的なＨＳＶ表示においては、全ての白のピ
クセルは、低い彩度値を持ち、従って不安定な色相角を有するだろう。ここで留意すべき
は、脂肪組織、内腔、組織の裂け目、及び収縮のため、白のピクセルはＨ＆Ｅ画像の重要
な部分を形成できることである。本開示概念のこの態様の反対色表示では、専門家が選択
したピンク／紫のピクセルの集まりからの回転行列を知得することで、白のピクセルに、
より高い彩度値及びより安定な色相角を与えることができる。しかしながら、複素面の基
点にマップする、低い彩度値（例えば、＜０：００５）を有するピクセルの集団があるだ
ろう。この集団は、使用されたサイズ２Ｋ×２ＫのＨ＆Ｅ画像については約０：３％と経
験的に推定される。
【００３１】
　加えて、区分化、染色及び画像化におけるばらつきは、Ｈ＆Ｅ画像のカラーアピアラン
スの変化となる。従って、例示的な実施形態では、データは正規化される。従来の正規化
方法は、非負値行列因子分解のような染色ベクター評価法（stain vector estimation me
thods）を利用していた。これらの方法は、幾つか画像の色分布がほとんど紫又はほとん
どピンクにひどく傾くので、本開示概念のこの態様については効果がないことが分かった
。本発明者らは、２つの画像のカラーアピアランスは、これらの色統計量がマッチするな
らば、類似すると仮定した。しかしながら、ソース画像及びターゲット画像における全ピ
クセル集団の統計量をマッチングさせることは、意図しないアーチファクトをもたらす可
能性がある。例えば、もしソース画像が主としてピンクのピクセル（ストロマ）を有して
おり、ターゲット画像が主として紫のピクセル（浸潤癌）を有するならば、ソース画像統
計量のターゲット画像統計量へのマッチングは、ソース画像中の多くのピンクのピクセル
を紫に変えてしまい、ストロマから核へとこれらのピクセルの細胞要素の素性を間違って
変化させるだろう。この問題に対処するために、ピンク（エオシン）、紫（ヘマトキシリ
ン）、及び白（例えば、脂肪、収縮）である３つのクラスのピクセルが最初に特定されて
、統計量は、これらのクラスの各々について、別々にマッチングされる。３つのクラスを
特定するため、Ｈ＆Ｅ画像は、説明したように、Ｈ＆Ｅ－色相チャネル、Ｈ＆Ｅ－彩度チ
ャネル、及びＨ＆Ｅ－明度チャネルに変換される。Ｈ＆Ｅ－色相空間は角度があり、この
空間のピンク、紫及び白のピクセルのクラウドの間に分離が与えられると、色相値は、一
変量フォン・ミーゼス分布の混合を用いてモデル化される。角統計の一変量フォン・ミー
ゼス分布は、線形統計の一変量正規分布の等価相対物である。フォン・ミーゼス分布は、
２つのパラメータ、つまり、平均　－π＜μ≦πと、濃度パラメータ　κ＞０とを特徴と
し、ｆ（ｘ）＝｛２κＩ０（κ）｝－１ｅｘｐκｃｏｓ（ｘ－μ）（式中、Ｉ０（κ）は
、０次の第１種変形ベッセル関数である）で表される。Ｋ一変量フォン・ミーゼス分布の
混合は、下式で表される。
【数１】

ここで、ｍｋは、事前確率であり、μｋ及びκｋは、平均パラメータ及び濃度パラメータ
である。低い彩度値及び不安定な色相角を有するピクセルを明示的に構成するために、均
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一な角ノイズが、事前確率が約０．３％である追加の混合要素として加えられる。一変量
フォン・ミーゼス混合のパラメータを、期待値最大化（ＥＭ）アルゴリズムを用いて求め
ることができる。分布の統計は、モーメントの無限集合を特徴とし得る。しかしながら、
例示的な実施形態においては、分析の便宜のため、モーメントは、４次（平均、標準偏差
、歪度、尖度）までのみをコンピュータで計算される。各チャネルにおいて、ソース画像
からの各ピクセルクラスのモーメントが、ターゲット画像にマッチされる。例えば、ソー
ス画像における紫のピクセルのモーメントは、全３チャネル中のターゲット画像における
紫のピクセルのモーメントにマッチされる。Ｈ＆Ｅ反対色空間中の統計量を正規化した後
、得られたピクセル値は、上記の回転行列の逆関数を使用して、（正規化ＲＧＢデータを
生成するために）ＲＧＢ空間に変換される。
【００３２】
　２つのセグメント化方法の２つの共通エレメント、即ち、反対色表示及びアピアランス
の正規化を説明した。次に、各セグメント化方法の残りを詳細に記載する。各セグメント
化方法においては、正規化画像データが入力として使われる。具体的には、正規化Ｈ＆Ｅ
－色相データは、第１の方法において入力として使用され、正規化ＲＧＢデータは、第２
の方法において入力として使用される。
【００３３】
　第１の方法に関して、正常な胸部組織は、それぞれが細胞の集合体である小領域の管を
取り囲む、ピンクで染色された大領域の結合組織（ＣＴ）を有する。これらの細胞の核は
暗い紫に染色されるであろうが、核からの紫の染色が細胞質に波及し得るので、核を取り
巻く細胞質は、ピンク及び紫の混合を示す。統計学的に言えば、これらの核の何れかにあ
るならば、核を表す紫のピクセルと細胞質を表すピンク－紫のピクセルとに囲まれると予
測されるであろう。これらの細胞が管構造物を構成するならば、各細胞の特定の近隣にお
いて、類似の特性を発揮する他の細胞が見つかるはずである。一方、通常は結合組織中に
散乱するのが見られるものが線維芽細胞核にあるなれば、その近隣で、ほとんどピンクの
ピクセルを見つけるであろう。管のような構造内の統計的関連性はその境界のところより
高いと仮定すれば、結合組織のあちこちに散乱した線維芽細胞を無視して、管をセグメン
ト化できるはずである。
【００３４】
　一変量フォン・ミーゼス分布の混合を使用することで、画像ピクセルを、ピンク、紫及
び白のクラスに分離することができるが、腺／管のような組織学的構造の輪郭を描くには
、これらの構造は３つのクラスの全てからのピクセルを含むので、不充分である。本開示
概念のこの態様では、これらの構造をセグメント化するために、管のような構造内におけ
る統計的関連性はその境界にわたるよりも高いと仮定され、この統計的関連性が、二変量
フォン・ミーゼス分布の混合を使用して、本開示概念のこの態様によってモデル化される
。Ｈ＆Ｅ－色相は角変数なので、２つの隣接ピクセルからの色相値の同時分布Ｐ（Ａ，Ｂ
）は、トーラス上にある。この同時密度は、二変量フォン・ミーゼス分布の混合としてモ
デル化される。Ｈ＆Ｅ－色相空間におけるピクセルＡ及びＢの値を、それぞれφ及びψと
する。２つの角変数－π＜φ≦π及び－π＜ψ≦πの二変量分布は、ｆｃ（φ，ψ）＝Ｃ

ｃｅｘｐ［κ１ｃｏｓ（φ－μ）＋κ２ｃｏｓ（ψ－ν）－κ３ｃｏｓ（φ－μ－ψ＋ν
）］となる。ここで、μ、υは平均であり、κ１、κ２＞０は、それぞれ、φ及びψの濃
度であり、κ３は相関係数であり、Ｃｃは正規化定数である。完全な二変量フォン・ミー
ゼスモデルは８つのパラメータを有するが、例示的な実施形態では、正の相互関係を有す
る縮小された５パラメータ・コサイン・モデルを使用する。周辺密度は、ｆｃ（ψ）＝Ｃ

ｃ２πＩ０（κ１３）（ψ）ｅｘｐ｛κ２ｃｏｓ（ψ－ν）｝である。κ３の値は、分布
が単峰性であるか二峰性であるかを示す。具体的には、κ１＞κ３＞０及びκ２＞κ３＞
０である場合において、κ３＜κ１κ２／（κ１＋κ２）であれば、同時密度は単峰性で
あり、κ３＞κ１κ２／（κ１＋κ２）であれば二峰性である。
【００３５】
　Ｈ＆Ｅ－色相空間におけるＨ＆Ｅ画像の隣接ピクセルの値を考慮する場合、トーラス上
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塊には最大で６つの可能性、即ち、紫－紫、ピンク－ピンク、白－白、及び３つの異なる
対相互関係がある。この同時分布をモデル化するために、６個の単峰性二変量フォン・ミ
ーゼス分布の混合を使用する。Ｋ個の二変量フォン・ミーゼス分布の混合モデルは、下式
によってパラメータで表すことができる。
【数２】

μｉ、νｉ、κ１ｉ及びκ２ｉの初期値は、画像の全ピクセルに関する一変量フォン・ミ
ーゼスの混合から作成される。濃度パラメータκ１ｉ及びκ２ｉと、相関パラメータκ３

ｉとは、ｆｉに関する単峰性条件を満たす。κ３ｉは、楕円形パターン（試料化されたデ
ータで観察される）の歪みを回避するために、－１と１の間の値を有するよう拘束される
。上記の制約と合わせて、混合のパラメータは、ＥＭアルゴリズムによって推定される。
先に論じた様に、混合モデルの多くても６つの要素が存在するので、明確なモデル選択の
ステップは、混合モデルに関して保障されない。Ｈ＆Ｅ画像が３つの基本色、つまり、紫
、ピンク及び白の何れか１つを欠く場合、その色に関連した事前確率又はクラスターの混
合比は、０に近くなるであろう。
【００３６】
　Ｈ＆Ｅ反対色空間における隣接ピクセルの色相角間の統計的依存性をモデル化すること
を考える。同時確率を統計的関連性の尺度として使用する場合、結合組織におけるピンク
－ピンクのピクセルペアは、管内部の紫－紫のピクセルペア又はＣＴ－管の境界にわたっ
たピンク－紫のピクセルペアよりも高い確率を有することが分かるかも知れない。しかし
ながら、幾つかのＨ＆Ｅ画像ではピンクが過剰であるために、ＣＴ－管境界にわたったピ
ンク－紫のピクセルペアの組合せは、管内部の紫－紫のピクセルペアと同じ又はそれより
高い確率を有することもある。ピンク－ピンクのペアは最も高い同時確率を持ち、紫－紫
ペアは紫－ピンクペアと同様な同時確率を有することもある。換言すれば、同時確率は正
しい境界を探知するには十分ではないかもしれない。これは、相互情報量（ＭＩ）を使用
して、相対的存在量を修正することで改善できる。ＭＩをコンピュータで計算するために
、下式の特徴

【数３】

（例えば、Ｈ＆Ｅ－色相角）を有する複数のピクセルペア（Ａ，Ｂ）を、閾値未満の距離
内にある画像の全ての場所から無作為に選択する。距離ｄだけ離れた特徴Ａ及びＢの同時
確率は、Ｐ（Ａ，Ｂ；ｄ）で表される。全体的な同時確率は、下式で規定される。
【数４】

ｄの値は、パラメータσに依存しており、具体的には、ｄ＝２＋２｜ｒ｜であり、ここで
、ｒ～Ν（０，σ）である。核は、１０倍の倍率で直径が約１５ピクセルである。セグメ
ント化アルゴリズムは核の集合体をターゲットとするので、サンプルのピクセルペアの間
の距離は、少なくとも核の直径をカバーすべきである。故に、σは３に設定される。自己
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相互情報量（pointwise mutual information）（ＰＭＩ）は、二変量フォン・ミーゼス分
布の混合によってモデル化された同時確率と、一変量フォン・ミーゼス分布の混合によっ
てモデル化された周辺確率Ｐ（Ａ）及びＰ（Ｂ）とによって計算される。具体的には、下
式となる。
【数５】

例示的な実施形態では、ｌｏｇ［Ｐ（Ａ，Ｂ）ρ／｛Ｐ（Ａ）Ｐ（Ｂ）｝］の上限につい
て正規化するために、ρ＝２とされる。
【００３７】
　さらに、親和性関数が、ＰＭＩから規定されて、２つのピクセルを同じ組織学的構造に
グループ化する尤度を示す。エレメントｗｉ，ｊを有する親和性行列Ｗは、ピクセルｉ及
びｊの間の類似性を表す。ここで、

【数６】

である。親和性関数は、標準スペクトルグラフセグメント化方法に対して入力として使用
される。当該方法は、自然画像をセグメント化する現状技術であって、例えば、Ａｒｂｅ
ｌａｅｚ，　Ｐ．らの「Ｃｏｎｔｏｕｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｈｉｅｒａｒｃ
ｈｉｃａｌ　Ｉｍａｇｅ　Ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ」、ＩＥＥＥ　ＴＰＡＭＩ、３３（
５）、８９８－９１６（２０１２２）に記載されている。親和性行列Ｗから、一般化シス
テムの固有対

【数７】

は、下式とわかる。
【数８】

主固有ベクトルマップ（小さい固有値）は、潜在的な組織学的構造の境界位置を示す。周
知のように、単一固有ベクトルは、複素画像における全ての可能性のある境界を取得でき
ないだろう。従って、通常の実施では、多数の主固有ベクトルの方向空間微分からエッジ
強さマップが計算される。後処理ステップが、擬似境界ピクセルを削除するために使用さ
れる。
【００３８】
　図３は、詳細に説明した第１セグメント化方法をまとめたフローチャートである。その
方法は、対象スライドに関する正規化Ｈ＆Ｅ－色相データを受け取るステップ５で始まる
。次に、ステップ１０で、Ｈ＆Ｅ－色相データにおける複数の隣接ピクセル間の正規化Ｈ
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＆Ｅ－色相値の同時分布が推定される。次いで、ステップ１５で、正規化Ｈ＆Ｅ－色相デ
ータに関するＰＭＩが、推定された同時分布に基づいて計算される。ステップ２０にて、
親和性関数が、計算されたＰＭＩから規定される。最後に、ステップ２５で、対象スライ
ドにおける組織が、親和性関数及びスペクトルグラフセグメント化方法（スペクトラルク
ラスタリングとしても知られている）を使用してセグメント化される。
【００３９】
　第２セグメント化方法に関して、局所的空間的統計は、胸部組織における種々の組織学
的構造間で変化する。例えば、腺管上皮内癌の細胞の凝集は、それらの境界が互いに極め
て近接するように集まる傾向にある。これは、生体内腫瘍が増殖するが、管内部に留まる
からである。一方、浸潤癌における上皮細胞は、空間的に遠く離れている。それらはまた
、増殖するが、胸部ストロマに自由に侵入できて、管内に制限されない。正常な管の局所
統計はより規則正しく、特に正常な上皮（内部）及び筋上皮細胞（外側）は、空洞（内腔
）を取り囲む２つの層を形成する。
【００４０】
　脂肪組織では、核は小さくて細胞の片側にある。脂肪組織の大半は、脂肪滴で構成され
る。本発明の発明者は、異なる組織学的構造は、核間距離（局所統計量）の異なる分布を
有すると仮定した。以下に説明するように、本開示概念のこの態様の第２セグメント化方
法は、この仮説に基づいている。
【００４１】
　組織病理学的及び細胞病理学的画像における核のセグメント化は、詳しく研究されてい
る課題である。しかしながら、乳癌における上皮細胞の近接と、有糸核分裂像（分裂細胞
）の広まりとは、核の境界を正確に検出することを困難にし、これはヒトの眼でも困難で
ある。この問題を避けるため、第２セグメント化方法では、推定核位置をスーパーピクセ
ル形式で特定することで、核を近似的に示し、スーパーピクセルを接続するグラフを構築
することで、各スーパーピクセル対に関する隣接・距離情報が得られる。より具体的に言
うと、例示的な実施形態では、Ｈ＆Ｅ画像からスーパーピクセルを作成するために、先ず
、ピクセル色が先に記載したように正規化される。次いで、Ｔｏｓｕｎ，Ａ．Ｂ．及びＧ
ｕｎｄｕｚ－Ｄｅｍｉｒ，Ｃ．「Ｇｒａｐｈ　Ｒｕｎ－ｌｅｎｇｔｈ　Ｍａｔｒｉｃｅｓ
　ｆｏｒ　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｍａｇｅ　Ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏ
ｎ」ＩＥＥＥ　ＴＭＩ、３０（３）、７２１－７３２（２０１１）で提案されているアル
ゴリズムが実行されて、円状にスーパーピクセルが合わせられる。簡単に言うと、このア
ルゴリズムは、先ず、ｋ－平均アルゴリズムを用いて強度に基づいて３つのクラスにピク
セルをクラスター化する。クラスター中心は、主要素分析を使用して、無作為に選択され
たトレーニング画像にわたって決定される。これらの３つのクラスは、紫領域、ピンク領
域及び白領域を示し、これらは、それぞれ、核領域、ストロマ領域及び内腔／白領域に相
当する。次に、このアルゴリズムは、円状のスーパーピクセルを、核、ストロマ及び内腔
／白要素に関するクラスター化ピクセルに合わせる。スーパーピクセル分解後、スーパー
ピクセルの中心座標に基づいてデローニの三角分割が形成され、各スーパーピクセルの近
隣が決定される。各スーパーピクセル・ペアに関する距離情報があれば、グリーディ法で
このグラフを区画し、特定のタイプのセグメントについてマージ規則（merging rules）
を適用することによって、組織学的構造の最終的なセグメント化が達成される。これは以
下の部分で詳述される。提案方法は、核間距離分布を動機とするが、紫及び白のピクセル
クラスの両方からのスーパーピクセルは、管、血管及び脂肪組織のような複合体組織学的
構造を占めると考えられる。例えば、正常な管は、白の内腔領域を囲む２つの細胞層を形
成する紫の核を有する。一方、ストロマ（ピンク）クラスは、バックグラウンドであると
考えられ、グラフ分割ステップに含まれない。
【００４２】
　より具体的には、各スーパーピクセルは、グラフにおけるノードと考えられ、グラフの
接続性は、距離閾値により決定される。各クラスについて、スーパーピクセルの中心とそ
れに最も近い１５個の隣りのもの（デローニの三角分割により特定される）の間の対距離
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（pairwise distance）を計算する。距離閾値τは、距離分布の中央値（δ）に比例する
として設定される。比例定数は、全データベースに関するアルゴリズムのパフォーマンス
を極大化するように設定される。スーパーピクセル・グラフを作った後、貪欲接続要素分
析アルゴリズム（greedy connected component analysis）を使用して、スーパーピクセ
ルを標識セグメントへとクラスター化する。例示的な実施形態では、組織領域に関する最
も大きな１５個のセグメントが選択される。例示的な実施形態における組織画像のサイズ
は２Ｋ×２Ｋなので、管、腫瘍巣、脂肪滴の一握りだけが、与えられた任意の画像にて予
測される。この点で、標識セグメントの２つのセットは、紫及び白のスーパーピクセルか
ら得られている。
【００４３】
　紫のセグメントと白のセグメントを最終的な組織学的構造へとマージするため、数種の
簡単なルールに従い、核クラスターによって形成された重要な構造が見過ごされていない
ことを確かめる。白のセグメントが、紫のセグメントによって完全にカバーされている場
合、紫の全領域は、紫のセグメントのラベルを得る。白のセグメントが紫のセグメントと
重なっている場合、重なった領域に関わらず、重なった部分は紫のセグメントのラベルを
得、重なっていない部分は白のセグメントのラベルを得る。紫のセグメントが白のセグメ
ントにより完全にカバーされている場合、紫の領域は、紫のセグメントのラベルを取り、
残りの白の領域は、白のセグメントのラベルを保持する。これは、血管内に存在する核凝
集を見過ごさないためである。紫及び白のセグメントがマージされた後、残りのラベル化
されていない領域は、バックグラウンド又はストロマと考えられる。
【００４４】
　図４は、詳細に記載した第２セグメント化方法をまとめたフローチャートである。その
方法は、対象スライドに関する正規化ＲＧＢデータを受け取るステップ３０で始まる。次
に、ステップ３５で、ＲＧＢデータから、推定核位置をスーパーピクセル形式で特定する
。次いで、ステップ４０で、各スーパーピクセルとその最も近い隣接したものの幾つかと
の間の対距離に基づいて、スーパーピクセル・グラフを作る。次に、ステップ４５で、ス
ーパーピクセル・グラフを使用して、スーパーピクセルを標識セグメントにクラスター化
又はグループ分けする。最後に、ステップ５０で、標識セグメントを最終的な組織学的構
造へとマージする。次いで、決定された最終的な組織学的構造を、対象スライドをセグメ
ント化（即ち、対象スライドがセグメント化されている画像を作る）ために使用する。
【００４５】
＜Ｂ．腫瘍内空間的不均一性の定量化＞
　本明細書でより詳しく説明されるように、本開示概念の別の態様は、デジタル・パソロ
ジー・システムの機能及び動作における改善（例えば、処理の改善）を提供する。特に、
この態様は、腫瘍内空間的不均一性を定量化する方法を提供し、これは、単一のバイオマ
ーカー、多重化、又は高多重化免疫蛍光（ＩＦ）データを処理する。その方法は、アプロ
ーチが全体論的であり、ＴＭＡにおける全腫瘍組織セクション及び／又はスポットの発現
及び空間情報の両方を使用して、空間的関連性を特徴付ける。本明細書で詳細に記載する
例示的な実施形態では、本方法は、主要な及びマイナーな亜集団の両方の空間的関連性を
明示的に解明する２次元不均一性マップを生成する。腫瘍内空間的不均一性の特徴化は、
癌の進行、増殖及び治療に対する反応について重要な診断バイオマーカーとなり、従って
、本開示概念のこの態様の方法及びシステムは、価値のある診断及び治療ツールとなると
信じられる。
【００４６】
　本開示概念のこの態様によれば、特定のバイオマーカーの所定のセットを使用して、多
重化／高多重化蛍光組織画像における空間的不均一性が定量化される。目的の明確化のた
め、本開示概念のこの態様が、限定でない例示的な実施形態において実施される。当該実
施形態では、３種の乳癌バイオマーカー（エストロゲン受容体（ＥＲ）、ヒト上皮成長因
子２（ＨＥＲ２）及びプロゲステロン受容体（ＰＲ））が、核、細胞膜、細胞質及び上皮
細胞を含むセグメントについてバイオマーカーと組み合わせて使用されて、空間的不均一
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性が定量化される。しかしながら、本開示概念のこの態様において、異なる及び／又は追
加のバイオマーカーが使用されてよいことは理解されるだろう。また、空間的腫瘍内不均
一性を定量化するために自己相互情報量（ＰＭＩ）を用いる本開示概念のこの態様の効果
は、本明細書に記載する特定の例示的な実施形態を超えて広がりうることも理解されるだ
ろう。例えば、本開示概念のこの態様は、数多くの癌及びストロマバイオマーカーで標識
化された全体スライド（whole-slide）ＩＦ画像の分析に広げてもよく、これに限定され
ない。
【００４７】
　さらに、本開示概念のこの態様は、本明細書では表現型とも言う、優性のバイオマーカ
ー強度パターン（使用される特定のバイオマーカーの所定のセットに基づいている）の所
定のセットを使用して、細胞空間的不均一性を測定して定量化する。従って、図５を参照
しながら、最初に、優性バイオマーカー強度パターンを構築する、限定ではない代表的な
方法を以下に説明する。その後、優性バイオマーカー強度パターンを使用して空間的不均
一性を定量化することを説明する。
【００４８】
　図５を参照すると、先ず、ステップ１０５にて、既に細胞セグメント化されたデジタル
・バイオマーカー画像を各コントロール・スライドが含むような一組のデジタル・コント
ロール・スライドを得る（即ち、ここでは細胞セグメント化方法が行われる）。例示を目
的として、本明細書に記載する例示的な実施形態では、少なくとも前記３種のバイオマー
カー（ＥＲ、ＰＲ及びＨＥＲ２）を使用して、コントロール・スライドのバイオマーカー
画像が作成される。次に、ステップ１１０で、コントロール・スライドについて、免疫蛍
光（ＩＦ）データが作成される。具体的には、ステップ１１０では、各バイオマーカー画
像について、バイオマーカー画像における各セグメント化細胞の所定のバイオマーカーの
強度レベルを得ることによって、ＩＦデータが作成される。従って、本明細書の記載から
理解できるように、ＩＦデータは、コントロール・スライドの各バイオマーカー画像の各
セグメント化細胞に関するバイオマーカー強度レベル・データを含むだろう。
【００４９】
　次に、ステップ１１５で、信号強度が真のバイオマーカー発現を示すと仮定して、各バ
イオマーカーの信号強度の分布に基づいて、ＩＦデータからの細胞が、（以下に記載する
閾値を用いて）２つの区画に分離される。図６は、代表的なバイオマーカー（ＥＲ、ＰＲ
、ＨＥＲ２）のそれぞれについて、バイオマーカー強度分布グラフを示している。図６で
示すＬｏｇ－発生分布は、それぞれ、２つ以上の線形方程式によってモデル化できる。こ
れらの２つの異なるモデルが出くわすであろうノッチが、特定のバイオマーカー・チャネ
ルにおいて閾値として設定され、図６のバイオマーカー強度分布グラフでは、垂直線で描
かれている。任意の所与の細胞について、そのバイオマーカー強度の１又は複数が閾値を
超える場合、その細胞はレベル１（Ｌ１）に属する。任意の所与の細胞のバイオマーカー
強度の全てが、それらに対応するバイオマーカー・チャネルにおける閾値未満であれば、
その細胞はレベル２（Ｌ２）に属する。これらの２つの区画は、それらの信号雑音比で解
釈することができ、比較すると、Ｌ１はより高い信号雑音比を有し、Ｌ２はより低い信号
雑音比を有する。細胞の各区画を使用して、バイオマーカー強度パターンの固有のセット
がわかる。Ｌ１及びＬ２データに関するパターン係数の分布は、一般的に異なるガウス的
性質を有することを考えると、このアプローチは、特に賢明である。図６で示すように、
調べたバイオマーカー強度は、長い尾の形をした分布を有しているので、数的に安定した
パターン認識アルゴリズムを導くためにＬｏｇ強度表示が選択される。
【００５０】
　次に、図５のステップ１２０で、本明細書では表現型とも称する優性バイオマーカー強
度パターンのセットを、以下のようにして区画ＩＦデータから知る。先ず、図７に示すよ
うに、ＩＦデータの各区画、Ｌ１及びＬ２について、スパース信号表示を導き出す。より
具体的には、図７を参照すると、列はＩＦデータにおける各細胞を示し、行は各細胞のロ
グ・バイオマーカー強度を示している（それぞれ、上から下にＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ）所
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与のデータ行列Ｘは、行列Ｄ及びＷの積により近似できる。Ｄは、データセットＸにおけ
る細胞の集合から得られる潜在的なバイオマーカー強度パターンの辞書を示しており、各
列は、データから得られるパターンの１つを示し、各行は、各パターンの個々のバイオマ
ーカー強度を示す。Ｗはスパース行列であり、Ｘにおける各細胞を、特定のスケーリング
係数で、Ｄにおける特異的パターンにフェノタイプ化する。従って、各細胞（Ｗにおける
列）は、スパース・コードがあるバイオマーカー・パターン（Ｄにおける列）に相当する
ただ１つの細胞表現型により示される。各行列の色スペクトルは、１つの色、例えば、青
（低強度）から他の色、例えば黄（高強度）まで変化する。行列ＤＷは、実際のデータ行
列とその復元との間の類似性を表すために示されている。行列Ｘ及びＤＷは、それらが最
も一致する辞書エレメントによってカラムソートされており、列である行列Ｘ及びＤＷを
視察することによって、バイオマーカー強度パターンの各々がデータに存在していること
が観察できる。データのこの復元の利益は、少数の解釈可能なバイオマーカー強度パター
ンで、大きなアレイの細胞レベル・データを示して、図８で示すようなデータベースに固
有の高度にクラスター化されたクラウドを記述できる能力である。３ＤＬｏｇ・バイオマ
ーカー強度空間の各細胞は、その表現型でコード化されている色である。辞書Ｄ及び辞書
係数行列Ｗへの所定のデータセットＸの線形表示の復元エラーは、Ｄの次元に、即ち、デ
ータセットＸを記述するために使用されるパターンの数に非常に依存する。
【００５１】
　Ｄの理想的な次元を選ぶために、図９に示すように、データ復元の１０倍クロス検証が
実行される。これらの分析において典型的であるように、次元が増加するにつれて、エラ
ー分散が次元とともに増加し始めるある点まで、復元エラー及びエラーの分散は減少する
。例示的な実施形態では、１１個のパターンの辞書サイズが、データ区画Ｌ１及びＬ２の
両方について、復元エラー及びエラーの分散の両方を最適化することが分かっている。デ
ータＬ１及びＬ２の重なり合わない区画の各々について１１個パターンのセットを知るこ
とで、２つの辞書を、全データセットを記述できる１つの大きなバイオマーカー強度パタ
ーンの辞書にマージすることができた。しかしながら、これらのパターンは、同じ実験条
件下で取得された同じデータセットに由来する区画から別々に得られたので、Ｌ１データ
から得た辞書とＬ２データから得た辞書との間に幾つかの重複があることが分かった。故
に、例示的な実施形態では、ｋ－平均クラスター化を使用して、大きな２２パターン辞書
（各区画からの１１個のパターンを有する）を、本明細書に記載するアプローチから発見
された特有のパターンのみを含むようなより小さな最終辞書に集約する。図１０は、Ｌ１
から得た１１個のパターンと、Ｌ２から得た１１個のパターンとを示している。各バイオ
マーカー・パターンは、そのＥＲ、ＨＥＲ２及びＰＲ強度のステムプロットとしてそれぞ
れ示されている便宜上、ステムプロットの強度パターンは、高、中、低として記述される
であろう。例えば、Ｌ１辞書（左に示している）のパターン８は、ＥＲ高、ＨＥＲ２中、
及びＰＲ低と記述できる。
【００５２】
　図１０において右側に示されたｋ－平均クラスター化の結果は、８個のバイオマーカー
強度パターンの最終辞書次元となる。例示的な実施形態では、最終次元は、クラスター評
価についてのシルエット基準の結果に基づいて選ばれた。なお、１個のパターンは、区画
Ｌ２に特有であり、最終パターン・セットのパターン７が、ＥＲ低発現、ＨＥＲ２中発現
、及びＰＲ高発現であった。これは、データを２つのグループ、Ｌ１及びＬ２に区分する
ことの価値を実証しており、１つの区画では優勢であるが他の区画では優勢ではないパタ
ーンが解明され得る。
【００５３】
　一組の優性バイオマーカー強度パターンを得る代表的な手順を説明してきたが、議論は
、次に、この優性バイオマーカー強度パターンを使用して空間的不均一性を定量化する方
法に移る。具体的には、図１１は、例示的な実施形態による、多重化／高多重化蛍光組織
画像の空間的不均一性を定量化する方法のステップを示すフローチャートである。
【００５４】
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　図１１を参照すると、その方法は、分析すべき複数のデジタル多重化蛍光スライドを得
るステップ１２５から始まる。ステップ１２５で得られるスライドの数は、１個のスライ
ドでも、１人の患者からの複数のスライドでも、又は全患者群の複数のスライドでもよい
。本明細書から理解できるように、ステップ１２５で得られたスライドの各々は、関心腫
瘍のセクションを含んでおり、そのセクションのバイオマーカー画像となる。本明細書の
他の部分で述べたように、例示的な実施形態で使用されるバイオマーカーは、ＥＲ、ＰＲ
及びＨＥＲ２である。次に、ステップ１３０で、細胞セグメント化が、対象スライド（複
数を含む）のデジタル・スライド・データ上で実行される。ステップ１３０では、数多く
の公知の又は後で開発される適切な細胞セグメント化アルゴリズムの何れかが使用されて
よい。次いで、ステップ１３５で、対象スライド（複数を含む）における各細胞について
空間位置及びバイオマーカー強度データが得られる。次に、ステップ１４０で、対象スラ
イド（複数を含む）の各細胞を、細胞のバイオマーカー強度構成に基づいて、所定の優性
バイオマーカー強度パターン（即ち表現型の１つ）の１つに割り当てる。図１２は、１～
８と付された所定の優性バイオマーカー強度パターンの各々の模式的表示１６０を示す。
例示的な実施形態では、各模式的表示１６０は、その模式的表示を他のものから容易に区
別できるように、固有の色（複数を含む）で表されている。次に、ステップ１４５で、細
胞割当てと図１２に示す模式的表示とを利用して、対象組織試料（複数を含む）の不均一
性を目に見えるように表示する細胞空間依存画像（cell spatial dependency image）が
生成される。図１３は、本開示概念の１つの特定の例示的な実施形態による細胞空間依存
画像１６５を示す。図１３でわかるように、細胞空間依存画像１６５は、模式的表示１６
０を使用して、対象スライド（複数を含む）の細胞の間の空間依存性を示す。例示的な実
施形態では、細胞空間依存画像１６５は、以下ケースの確率を記録する：（ｉ）免疫細胞
が癌細胞の近くで発生する場合、（ｉｉ）免疫細胞及び癌細胞が互いを抑制する場合、及
び（ｉｉｉ）免疫細胞及び癌細胞は互いに非依存性である場合。細胞空間依存画像１６５
は、特定の組織構造を示してはいない。
【００５５】
　次に、ステップ１５０で、空間ネットワークを構築して、対象スライド（複数を含む）
における優性バイオマーカー強度パターンの構成を記述する。次いで、ステップ１５５で
、対象スライド（複数を含む）の不均一性を、本明細書で記載したように、スライド（複
数を含む）のＰＭＩマップを生成することによって、定量化する。例示的な実施形態では
、ステップ１５０及び１５５は、以下に述べるようにして実行される。
【００５６】
　対象スライドのバイオマーカー画像（即ち、組織／腫瘍試料）におけるバイオマーカー
・パターンの空間構成を示すために、ネットワークを、対象スライドについて構築する。
腫瘍試料に関する空間ネットワークの構築により、細胞バイオマーカー強度データ（ネッ
トワークのノードで）は、空間データ（ネットワークのエッジで）に固有に結合される。
ネットワーク構築における仮定は、細胞は、ある限界、例えば２５０μｍまで、近くの細
胞とのコミュニケーション機能を有しており、その限界内での細胞のコミュニケーション
機能は、細胞の距離に依存するということである。従って、例示的な実施形態の確率分布
は、対象スライドにおける細胞とそれに最も近い１０個の隣接物との間の距離についてコ
ンピュータで計算される。ハード限界は、（標準偏差を検出するため）この分布の中央値
の１．５倍で選択されて、ネットワーク内の細胞は、この限界内でのみ接続された。次い
で、ネットワークにおける細胞間のエッジは、隣り合う細胞間の距離により重み付けられ
る。
【００５７】
　次に、自己相互情報量（ＰＭＩ）を使用して、対象スライドについて、辞書におけるバ
イオマーカー・パターン、つまり異なる細胞表現型の各ペアの間の関連性を測る。この測
定手法は、線形及び非線形の両方の一般的統計的関連性を取得し、従来の研究はスピアマ
ンのロー係数のような線形計量法を使用していた。バイオマーカー・パターンの各ペアに
ついて、ＰＭがコンピュータで計算されると、対象スライドのデータにおける全ての関連



(20) JP 6910068 B2 2021.7.28

10

20

30

40

50

性の測定値がＰＭＩマップに表示される。典型的なＰＭＩマップ１７０を図１４に示す。
【００５８】
　ＰＭＩマップ１７０は、対象スライドの微小環境内における異なる細胞表現型の間の関
係を記述する。特に、ＰＭＩマップ１７０におけるエントリ１７２は、全ての表現型にわ
たるランダム（又はバックグラウンド）分布により予測される相互関係と比べた場合に、
データセットにおいて、２つの表現型（行及び列の番号で表される）の間の特定の空間的
相互関係がどの程度の頻度で起こるかを示す。赤のような第１色におけるエントリは、表
現型の間の強い空間的関連性を表しており、黒のような第２色におけるエントリは、共局
在化がないこと（表現型の間の弱い空間的関連性）を表す。他の色は、他の関連性を表す
ために使用されてもよい。例えば、緑のような第３色に色付けされたＰＭＩエントリ１７
２は、全データセットにわたる細胞表現型のランダム分布にすきないという関連性を表す
。また、ＰＭＩマップ１７０は、エントリ１７２が青のような第４色で示されると、反関
連性を表してよい（例えば、表現型１がほとんど現れなければ、空間的に近い表現型３）
。
【００５９】
　従って、ＰＭＩマップ１７０は、強い対角エントリ及び弱い非対角エントリを有してお
り、全体的には不均質であるが局所的には均質な腫瘍を記述する。そのようなＰＭＩマッ
プ１７０Ａの例を図１５に示す。この例では、表現型２、４及び８に関する対角エントリ
における関連性が強い。このことは、図１５で示す腫瘍試料画像の個々の微小ドメインの
構成によって示されるように、これらの表現型が、同じ表現型の細胞と空間的に関連して
いることを示唆している。逆に、強い非対角エントリを有するＰＭＩマップ１７０Ｂは、
局所的に不均質な腫瘍を記述することができる。そのようなＰＭＩマップ１７０Ｂの例を
図１６に示す。この例では、細胞表現型１及び６、細胞表現型２及び４、ならびに細胞表
現型３及び８の間の関連性が空間的に局在化している。さらに、ＰＭＩマップ１７０Ｂは
、表現型７の細胞とそれ自身とのただ１つの関連性を示している。図１７で示す例示的な
ＰＭＩマップ１７０Ｃは、腫瘍画像における全ての表現型の間の関連性を示し、従って、
ＰＭＩマップ１７０Ｃは、色が完全に混在している。既存の測定にわたったＰＭＩマップ
の利益は、そのマップが表現型間の空間的関係を再現することである。それらは、細胞構
成の概要だけでなく、腫瘍トポロジーの近似も提供する。簡単にするため、より複雑なＰ
ＭＩマップの例は含んでいないが、全てのＰＭＩマップ１７０は、これらの単純な相互関
係で成り立っていることは理解されるだろう。
【００６０】
　例示的な実施形態では、対象スライドのＰＭＩは、以下のように計算される。過完備辞
書Ｄ（Ｄの各列は別個のパターンｄｉである）へのＩＦデータセットＸ（Ｘの各列は、細
胞ｘｋである）の線形脱構築（linear deconstruction）と、各細胞をただ１つの単一バ
イオマーカー強度パターンに割り当てるスパースコーディング行列Ｗとが与えられると、
本明細書で説明したように（ステップ１４０）、各細胞は、表現型ｆｉ（ｉは、Ｗの列ｗ

ｋにおけるゼロ以外のインデックスである）を有するように割り当てられる。アルゴリズ
ムの潜在的な落とし穴は、信号強度が高い及び低い細胞が、同じ細胞表現型に割当てられ
る可能性があることである。所与のネットワーク又はネットワークセットｓについての１
組のバイオマーカー表現型（ｆｉ，ｆｊ）の間のＰＭＩは、下式で与えられる。
【数９】

ここで、Ｐ（ｆｉｓ）は、表現型ｆｉがネットワークセットｓで起こる確率であり、Ｐ（
ｆｉｔ）は、表現型ｆｉがネットワークの完全集合から得られるバックグラウンド確率分
布である。個々のネットワークを全体として組織スライドの分布と比較するために、バッ
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クグラウンド分布は、全データセットに基づいていることに留意のこと。この構成は、Ｄ
ＮＡ又はタンパク質配列について位置特異的スコア行列（ＰＳＳＭ）に類似しており、バ
ックグラウンド分布は、任意の所与の位置について、配列のデータセットにわたる任意の
特定のヌクレオチド又はアミノ酸を見出す確率を示す。ＰＭＩマップは、所与のネットワ
ークセットｓについて、単語集のパターンの可能なペア毎にＰＭＩスコアで構成される。
不均一性を充分に理解するために、二次元ＰＭＩマップの解釈を唱道してきたが、文献に
ある他の一次元スコアとの比較に関心のある読者の便宜のため、ＰＭＩマップから一次元
不均一性スコア値も導き出すことにする。情報不十分な一次元不均一性スコアは、下式で
規定される。
【数１０】

ここで、より高いスコアは、バックグラウンド分布からのより大きな差異を表す。一次元
スコアは、それらのＰＭＩマップによって示されるように、ＴＭＥの２つの空間的に異な
る構成を同じスコアに間違ってマップする可能性がある。
【００６１】
　対象スライドについてＰＭＩマップ１７０をコンピュータで計算し、有意な相互関係又
は相互関係モチーフを特定した後で、この有意な関連性に寄与した細胞を調べる必要があ
る。有意な相互関係は、ＰＭＩ値が±１に近い場合に考慮される。１に近いＰＭＩ値は、
バイオマーカー・パターンのこの特定の空間的相互関係が、バックグラウンド分布におい
て観察されるよりも頻繁に起こることを意味する。－１に近いＰＭＩ値は、１つのパター
ンがネットワークにおいて観察される場合、他のパターンが、バックグラウンド分布から
予測されるよりも数少なく観察されることが見られることを意味する。０に近いＰＭＩ値
は、バックグラウンド分布によって適切に記述され得る相互関係を意味する。
【００６２】
＜Ｃ．システムの実施＞
　図１８は、本明細書で記載するＨ＆Ｅ染色組織画像セグメント化する手順を実施可能な
例示的なシステム・デジタル・パソロジー（pathology）２００の概略図である。図１８
に示すように、システム２００は、本明細書で説明されているように、Ｈ＆Ｅ染色組織画
像を表すデジタル画像データを受け取って、これらの画像を処理するように構成されたコ
ンピューティング・デバイスである。システム２００は、例えば、ＰＣ、ラップトップ・
コンピュータ、タブレット・コンピュータ、スマートフォン、又は本明細書に記載した機
能を行うように構成された任意の他の適切なデバイスであってよく、これらに限定されな
い。システム２００は、入力装置２０２（例えば、キーボード）、ディスプレイ２０４（
例えば、ＬＣＤ）、及び処理装置２０６を含む。ユーザは入力装置２０２を使用して処理
装置２０６に入力することができ、処理装置２０６は、出力信号をディスプレイ２０４に
提供し、本明細書で詳細に記載するように、ディスプレイ２０４にユーザに対して情報（
例えば、セグメント化組織画像）を表示するようにする。処理装置２０６は、プロセッサ
とメモリとを含む。プロセッサは、例えば、マイクロプロセッサ（μＰ）、マイクロコン
トローラ、又はメモリとインターフェイスで接続する他の適切なプロセッシング・デバイ
スでもよく、これらに限定されない。メモリは、限定ではないが、コンピュータの内部記
憶領域の形をしたデータ記憶のためのＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＰＲＯＭ（複数を含む）、ＥＥ
ＰＲＯＭ（複数を含む）、ＦＬＡＳＨ、記憶レジスタをもたらすものような、種々のタイ
プの内部及び／又は外部記憶媒体の任意の１種又は複数であってよく、例えば、機械読み
取り可能媒体であり、揮発性メモリ又は不揮発性メモリであってもよい。メモリは、本明
細書に記載された開示概念を実施するためのルーチンを含む、プロセッサによって実行可
能な数多くのルーチンをそこに格納している。特に、処理装置２０６は、Ｈ＆Ｅ染色組織
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画像を表す、受け取った画像データに基づいて、本明細書で記載されているように、Ｈ＆
Ｅ染色組織画像に関する局所的空間的統計を定量化するように構成された定量化コンポー
ネント２０８と、本明細書に記載されているように、局所的空間的統計に基づいて、Ｈ＆
Ｅ染色組織画像内で組織学的構造を特定するように構成された特定コンポーネント２１０
と、受け取った画像データ及び特定した組織学的構造を使用して、セグメント化Ｈ＆Ｅ染
色組織画像を生成するように構成されており、次いで、画像をディスプレイ２０４に提供
してもよいセグメント化組織画像生成コンポーネント２１２とを含んでいる。定量化コン
ポーネント２０８は、Ｈ＆Ｅ画像データにおける隣接ピクセル間の統計的関連性を示す相
互情報量データの決定によって局所的空間的統計を定量化するように構成された１つ以上
のコンポーネントを含んでよく、特定コンポーネント２１０は、本明細書に記載された、
相互情報量データ及びグラフに基づくスペクトル・セグメント化アルゴリズムを使用して
組織学的構造を特定するように構成された１つ以上のコンポーネントを含んでもよい。或
いは、定量化コンポーネント２０８は、ＲＧＢデータから推定核位置をスーパーピクセル
形式で特定し、各スーパーピクセルと複数のそれに最も近い隣接ものとの間の点別距離（
pointwise distance）に基づいてスーパーピクセル・グラフを作成して、スーパーピクセ
ルを標識セグメントにクラスター化する１つ以上のコンポーネントを含んでもよく、特定
コンポーネント２１０は、本明細書に記載されているように、標識セグメントを組織学的
構造にマージして特定するように構成された１つ以上のコンポーネントを含んでもよい。
【００６３】
　図１９は、本明細書で記載する空間的腫瘍内不均一性を定量化する手順を実施してもよ
い代表的なデジタル・パソロジー・システム３００の概略図である。図１９で示すように
、システム３００は、本明細書に記載されているように、蛍光組織画像を表すデジタル画
像データを受け取り、これらの画像を処理するように構成されたコンピューティング・デ
バイスである。システム３００は、例えば、ＰＣ、ラップトップ・コンピュータ、タブレ
ット・コンピュータ、スマートフォン、又は任意の他の本明細書で記載する機能性を行う
ように構成された適切なデバイスであってもよく、これらに限定されない。システム３０
０は、入力装置３０２（例えば、キーボード）、ディスプレイ３０４（例えば、ＬＣＤ）
、及び処理装置３０６を含む。ユーザは、入力装置３０２を使用して処理装置１０６に入
力することができ、処理装置３０６は、出力信号をディスプレイ３０４に提供し、本明細
書で詳細に記載されているように、ディスプレイ３０４にユーザに対して情報（例えば、
空間依存画像及びＰＭＩマップ）を表示するようにする。処理装置３０６はプロセッサと
メモリとを含む。プロセッサは、例えば、マイクロプロセッサ（μＰ）、マイクロコント
ローラ、又はメモリとインターフェイスで接続する他の適切なプロセッシング・デバイス
でもよく、これらに限定されない。メモリは、限定ではないが、コンピュータの内部記憶
領域の形をしたデータ記憶のためのＲＡＭ、ＲＯＭ、ＥＰＲＯＭ（複数を含む）、ＥＥＰ
ＲＯＭ（複数を含む）、ＦＬＡＳＨ、記憶レジスタをもたらすものような、種々のタイプ
の内部及び／又は外部記憶媒体の任意の１種又は複数であってよく、例えば、機械読み取
り可能媒体であり、揮発性メモリ又は不揮発性メモリであってもよい。メモリは、本明細
書に記載された開示概念を実施するためのルーチンを含む、プロセッサによって実行可能
な数多くのルーチンをそこに格納している。具体的には、処理装置３０６は、幾つかの蛍
光組織画像を表す画像データで細胞セグメント化を行い、該幾つかの蛍光組織画像の幾つ
かの細胞を特定するように構成された細胞セグメント化コンポーネント３０８と、細胞の
各々を複数の所定のバイオマーカー強度パターンの１つに割り当てるように構成された割
当てコンポーネント３１０と、割り当てられた所定のバイオマーカー強度パターンに基づ
いて、蛍光組織画像の空間的統計を定量化する定量化コンポーネント３１２と、細胞空間
依存画像１６５又はＰＭＩマップ１７０のような、定量化された空間的統計の視覚表示を
作成する視覚表示作成コンポーネント３１４とを含む。定量化コンポーネント３１２は、
空間ネットワークを構築して空間的統計を定量化し、幾つかの蛍光組織画像における所定
のバイオマーカー強度パターンの構成を記述し、所定のバイオマーカー強度パターンのペ
ア毎に自己相互情報量をコンピュータで計算して幾つかの蛍光組織画像の不均一性を定量
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化するように構成された１つ以上のコンポーネントを含んでもよい。
【００６４】
　請求項において、括弧の間に置かれている符号は、請求項を限定するように解釈される
べきではない。用語「備える」又は「含む」は、特許請求の範囲に挙げているもの以外の
要素や工程の存在を排除しない。幾つかの手段を列挙する装置の請求項において、これら
手段の幾つかは、ハードウェアの１つ及び同じアイテムによって具体化されてよい。要素
の前にある用語「１つ」は、そのような要素が複数あることを排除しない。幾つかの手段
を列挙する装置の任意の請求項において、これら手段の幾つかは、ハードウェアの１つ及
び同じアイテムによって具体化されてよい。ある要素が互いに異なる従属請求項において
列挙されるという単なる事実は、これらの要素を組み合わせて使用できないことを示して
はいない。
【００６５】
　説明の目的で、現在、最も実用的で好ましい実施形態であると考えられることに基づい
て本発明を詳細に記載してきたが、そのような詳細は、単に、その目的のためだけであっ
て、本発明は、開示した実施形態に限定されることなく、逆に、添付の請求項の精神及び
範囲内にある変更及び等価な構成を含むものと理解される。例えば、本発明は、可能な範
囲で、任意の実施形態の１以上の特徴を任意の別の実施形態の１以上の特徴と組み合わせ
ることができることを意図しているものと理解される。

【図１】

【図２】

【図３】
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