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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マルチプレックス化バイオメトリック画像データに基づいて、組織特徴を解析する方法
であって、
　個別の細胞が描出されて区画へと分割される複数の視野に関して、複数のバイオマーカ
ーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む細胞プロファイルデ
ータを含むデータセットを保存する段階であって、細胞プロファイルデータが、共通性を
有する患者コホートから得られた複数の組織試料から作成され、データセットが、共通性
と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分と
の細胞プロファイルデータの関連をさらに含んでいる、段階と、
　データセットから類似する細胞の複数のクラスターセットを作成する段階であって、複
数のクラスターセットの各々がユニークな数のクラスターを含み、各細胞が、複数のクラ
スターセットの各々の中の単一のクラスターに割り当てられ、複数のクラスターセットの
各々の中の複数のクラスターの各々が、複数の選択された属性であって、そのセットの中
の他のクラスターの中の細胞の複数の選択された属性より、そのクラスターの中の他の細
胞の複数の選択された属性への類似性が大きい属性を有する細胞を含んでいる、段階と、
　複数のクラスターセットの各々の中で、各クラスターに割り当てられた細胞の比率を観
察する段階と、
　共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも
一部分との関連について、観察された比率を検証する段階と、
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　複数のクラスターセットについての少なくとも１つのモデルの性能の比較に基づいて、
予測的なクラスターセットを含む複数のクラスターセットの１つを選択する段階と
を含んでおり、細胞データがトレーニングデータ及びテストデータを含み、類似する細胞
の複数のクラスターセットがトレーニングデータから作成され、比較のための少なくとも
１つのモデルの性能がテストデータから決定される、方法。
【請求項２】
　データセットが複数のバッチと関連し、
　複数のバッチの１つの中の全ての細胞についての細胞全体の中央値強度を、そのバッチ
の中の各細胞についての細胞全体の中央値強度、核の中央値強度、膜の中央値強度及び細
胞質の中央値強度の各々から減じることにより、複数のバッチに関して細胞プロファイル
データを正規化する段階をさらに含んでいて、
　複数のクラスターセットを作成する段階が、正規化されたデータセットから、類似する
細胞の複数のクラスターセットを作成することを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　細胞の類似性が、
ａ）複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少なくとも１つの属
性の比較、
ｂ）細胞の少なくとも２つの属性の比較であって、少なくとも２つの属性の各々が複数の
バイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少なくとも２つの属性の比較
ｃ）細胞の少なくとも３つの属性の比較であって、少なくとも３つの属性の各々が複数の
バイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少なくとも３つの属性の比較、
又は
ｄ）細胞の少なくとも３つの属性の比較であって、少なくとも４つの属性の各々が複数の
バイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少なくとも４つの属性の比較
に基づく、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　細胞の少なくとも１つの属性が、細胞全体の中央値強度、核の強度比、膜の強度比及び
細胞質の強度比からなる細胞の４つの特徴から選択され、
　核の強度比が、膜の中央値強度と細胞質の中央値強度との合計の半分を、核の中央値強
度から減じることにより計算され、
　膜の強度比が、核の中央値強度と細胞質の中央値強度との合計の半分を、膜の中央値強
度から減じることにより計算され、
　細胞質の強度比が、膜の中央値強度と核の中央値強度との合計の半分を、細胞質の中央
値強度から減じることにより計算される、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　請求項１記載の方法であって、
ａ）正常細胞の細胞プロファイルが、類似する細胞の複数のクラスターセットの作成に用
いられるデータセットから除外されるか、或いは
ｂ）観察された細胞の比率が、各クラスターに割り当てられた各視野又は各患者の細胞の
観察された比率である、
方法。
【請求項６】
　観察された比率を検証することが、共通性と関連する視野レベルの評価を含むメタ情報
の少なくとも一部分との関連について、観察された比率を検証することを含み、
　予測的なクラスターセット選択することが、複数のクラスターセットに基づく視野レベ
ルの評価モデルの性能の比較に基づいて、予測的なクラスターセットを選択することを含
む、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　観察された比率を検証することが、状態又は疾患についての予後診断［生存期間］との
関連について、観察された比率を検証することを含み、
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　複数のクラスターセットの１つを選択することが、複数のクラスターセットに基づく患
者レベルの評価モデルの性能の比較に基づいて、複数のクラスターセットの１つを選択す
ることを含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　ａ）複数のクラスターセットの各々の中のクラスターの数に関して少なくとも１つのモ
デルの性能を比較すること、
ｂ）メタ情報の少なくとも一部分との一変量の関連について、選択されたクラスターセッ
トにおいて観察された比率を検証すること、
ｃ）メタ情報の少なくとも一部分との多変量の関連について、選択されたクラスターセッ
トにおいて観察された比率を検証すること、
ｄ）閾値を超える一致率に対応するクラスターセットについての少なくとも１つのモデル
の性能に基づいて、予測的なクラスターセット選択すること、
ｅ）少なくとも１つの予測的なクラスターを、予測的なクラスターセットから同定するこ
と、又は
ｆ）複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づいて、Κ中央値又はΚ平均によ
るクラスター化アルゴリズムを細胞の少なくとも１つの属性に適用することにより細胞の
類似性を決定すること
をさらに含む、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　予測的なクラスターセット選択することが、
ａ）その数を上回ってクラスターセットの中のクラスターの数が大きくなると、統計学的
に有意な性能の増大がもたらされない数のクラスター、又は
ｂ）その数を下回ってクラスターセットの中のクラスターの数が小さくなると、性能の減
少がもたらされる数のクラスター
を有する複数のクラスターセットの１つを選択することをさらに含む、請求項１記載の方
法。
【請求項１０】
　マルチプレックス化バイオメトリック画像データに基づいて、組織特徴を解析するシス
テムであって、
　個別の細胞が描出されて区画へと分割される複数の視野に関して、複数のバイオマーカ
ーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む細胞プロファイルデ
ータを含むデータセットを保存するための保存デバイスであって、細胞プロファイルデー
タを、共通性を有する患者コホートから得られた複数の組織試料から作成し、データセッ
トが、細胞プロファイルデータの、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの
評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との関連をさらに含む保存デバイスと、
　少なくとも１つのプロセッサーであって、
　類似する細胞の複数のクラスターセットをデータセットから作成する段階であって、複
数のクラスターセットの各々がユニークな数のクラスターを含み、各細胞を複数のクラス
ターセットの各々の中の単一のクラスターに割り当て、複数のクラスターセットの各々の
中の複数のクラスターの各々が、複数の選択された属性であり、そのセットの中の他のク
ラスターの中の細胞の複数の選択された属性より、そのクラスターの中の他の細胞の複数
の選択された属性への類似性が大きい属性を有する細胞を含む段階、
　複数のクラスターセットの各々の中で、各クラスターに割り当てられた細胞の比率を観
察する段階、及び
　共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも
一部分との関連について、観察された比率を検証する段階
を少なくとも１つのプロセッサーに実行させるコードを実行するための少なくとも１つの
プロセッサーと、
　複数のクラスターセットについての少なくとも１つのモデルの性能の比較に基づいて、
予測的なクラスターセットを含む複数のクラスターセットの１つを選択できるようにする
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視覚表示デバイス
を含んでおり、少なくとも１つのプロセッサーが、細胞データをトレーニングデータ及び
テストデータへとさらに分割し、類似する細胞の複数のクラスターセットをトレーニング
データから作成し、比較のための少なくとも１つのモデルの性能をテストデータから決定
する段階を少なくとも１つのプロセッサーに実行させるコードをさらに実行する、システ
ム。
【請求項１１】
　データセットが複数のバッチと関連し、少なくとも１つのプロセッサーが、
　複数のバッチの１つの中の全ての細胞についての細胞全体の中央値強度を、そのバッチ
の中の各細胞についての細胞全体の中央値強度、核の中央値強度、膜の中央値強度及び細
胞質の中央値強度の各々から減じることにより、複数のバッチに関して細胞プロファイル
データを正規化する段階
を少なくとも１つのプロセッサーに実行させるコードをさらに実行し、
　複数のクラスターセットを作成することが、正規化されたデータセットから、類似する
細胞の複数のクラスターセットを作成することを含む、請求項１０記載のシステム。
【請求項１２】
　請求項１０記載のシステムであって、
ａ）細胞の類似性が、複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少
なくとも１つの属性の比較に基づくか、或いは
ｂ）観察された細胞の比率が、各クラスターに割り当てられた各視野又は各患者の細胞の
観察された比率を含む、
システム。
【請求項１３】
　少なくとも１つのプロセッサーが、
ａ）細胞の少なくとも２つの属性の比較であって各々が複数のバイオマーカーの少なくと
も１つの発現に基づく細胞の少なくとも２つの属性の比較に基づいて、細胞の類似性を決
定する段階、
ｂ）細胞の少なくとも３つの属性の比較であって各々が複数のバイオマーカーの少なくと
も１つの発現に基づく細胞の少なくとも３つの属性の比較に基づいて、細胞の類似性を決
定する段階、
ｃ）細胞の少なくとも４つの属性の比較であって各々が複数のバイオマーカーの少なくと
も１つの発現に基づく細胞の少なくとも４つの属性の比較に基づいて、細胞の類似性を決
定する段階、
ｄ）正常細胞の細胞プロファイルを、類似する細胞の複数のクラスターセットの作成に用
いられるデータセットから除外する段階、
ｅ）複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づいて、Κ中央値によるクラスタ
ー化アルゴリズムを細胞の少なくとも１つの属性に適用することにより細胞の類似性を決
定する段階、
ｆ）複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づいて、Κ平均によるクラスター
化アルゴリズムを細胞の少なくとも１つの属性に適用することにより細胞の類似性を決定
する段階、
ｇ）複数のクラスターセットの各々の中のクラスターの数に関して少なくとも１つのモデ
ルの性能を比較する段階、或いは
ｈ）少なくとも１つの予測的なクラスターを、予測的なクラスターセットから同定する段
階
を少なくとも１つのプロセッサーに実行させるコードをさらに実行する、請求項１０記載
のシステム。
【請求項１４】
　視覚表示デバイスが、
ａ）その数を上回ってクラスターセットの中のクラスターの数が大きくなると、統計学的
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に有意な性能の増大がもたらされない数のクラスター、又は
ｂ）その数を下回ってクラスターセットの中のクラスターの数が小さくなると、性能の減
少がもたらされる数のクラスター
を有する複数のクラスターセットの１つを選択できるようにする、請求項１０記載のシス
テム。
【請求項１５】
　視覚表示デバイスが、
ａ)閾値を超える一致率に対応するクラスターセットについての少なくとも１つのモデル
の性能に基づいて、複数のクラスターセットの１つを選択できるようにするか、或いは
ｂ）使用者が第１のクラスターの特徴を理解できるようにするために、第１のクラスター
の中の第１の細胞のモンタージュと、第１のクラスターの中の第２の細胞のモンタージュ
とをさらに同時に表示する、
請求項１０記載のシステム。
                                                                                

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般に、それらの元の組織においてインサイチュで検証される個別の細胞にお
けるバイオマーカーの発現を解析及び視覚化し、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は
状態もしくは疾患の処置に対する応答と関連する発現パターンを同定及び理解することに
関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオマーカーの発現を明らかにするように処理された組織検体の検証は、生物学的探
索及び臨床的研究の公知のツールである。このような処理の１つは、バイオマーカーに特
異的な対象の抗体又は抗体断片などの抗体サロゲート、一般にはタンパク質の使用を伴う
。このような抗体又は抗体サロゲートは、適切な条件下でシグナルを発生させることが可
能な部分で直接又は間接に標識することができる。例えば、蛍光部分を抗体に接合させて
、処理された組織を蛍光について精査することができる。得られるシグナルは一般に、バ
イオマーカーの存在だけでなく、存在するバイオマーカーの量もまた示す。
【０００３】
　組織の処理及び検証の技術は、特定の細胞、或いはさらに核、細胞質、もしくは膜など
、所与の細胞区画における所与のバイオマーカーの発現レベルを定量的に決定しうるよう
に洗練されている。これらの区画又は細胞全体の境界は、公知の組織学的染色を用いて位
置特定される。一般に、処理された組織をデジタルイメージングにより検証し、その結果
として、異なるバイオマーカーから発せられる異なるシグナルのレベルを容易に定量化す
ることができる。
【０００４】
　所与の組織検体を多数のバイオマーカーの発現について調べることを可能とする技術が
さらに開発されている。一般に、この技術は、フルオロフォアで標識したプローブで検体
を染色して、１つ以上のプローブが結合したバイオマーカーについてシグナルを発生させ
、これらのシグナルを化学的に漂白し、検体を再染色して、いくつかのさらなるバイオマ
ーカーについてシグナルを発生させることを伴う。互いから容易に差別化されうる限定さ
れた数のシグナルが存在するに過ぎず、特定の段階において限定された数のバイオマーカ
ーだけを検証しうるため、化学的漂白の段階は好都合である。漂白するだけで、複数段階
のために試料を再プローブし、再評価することができる。このサイクリング法は、ホルマ
リン固定化パラフィン包埋組織（ＦＦＰＥ）による試料及び細胞において用いることがで
きる。検体のデジタル画像は、各染色段階の後に収集する。このような検体の継起画像は
、そのシグナルが化学的漂白法により改変されていないＤＡＰＩ染色された細胞核などの
形態特徴を用いて登録しうると好都合である。
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【０００５】
　別の手法は、凍結させた組織検体を、それらを繰り返し染色し、前の染色段階から標識
を光漂白してから、次の染色セットを適用することにより検証することであった。次いで
、評価される各バイオマーカーと関連する蛍光シグナルの強度を、適切な画像から抽出す
る。
【０００６】
　このデータを使用して、バイオマーカーの発現パターンを同定する試みがなされている
。１つの手法は、組織検体の全体においてこのようなパターンを探し出し、閾値を用いて
フルオロフォアシグナルを二値化し、多様な発現プロファイルを作成し、次いで、これを
対象の組織画像にオーバーレイすることであった。
【０００７】
　「Ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　Ｓｉｔｕ　
ｉｎ　Ｔｈｅｉｒ　Ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　Ｏｒｉｇｉｎ」と題する米国特許出願公開第２
０１１／００９１０８１号及び「Ｐｒｏｃｅｓｓ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ａｎ
ａｌｙｚｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｉｎ　
Ｃｅｌｌｓ」と題する米国特許出願公開第２０１１／００９１０９１号はいずれも、本発
明に先行するＧｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃによる研究及び開発の成果について記載
している。
【０００８】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０８１号は、それらの元の組織内の細胞におけ
る複数のバイオマーカーの発現パターンを解析するためのデータを取得する工程について
開示した。個別の細胞又は個別の細胞の細胞内区画における複数のバイオマーカーの発現
レベルが、細胞の元の組織においてインサイチュで測定された。測定は、組織検体を、対
象のバイオマーカーに特異的な抗体又は抗体サロゲートで処理することによれば、簡便に
行うことができるであろう。抗体又は抗体サロゲートは、適切な波長の光で精査すると光
学シグナルを発する部分で直接又は間接に標識された。組織検体は、繰り返し処理され、
各処理は、他の任意の処理に関与するバイオマーカーとは異なるバイオマーカーに特異的
な抗体又は抗体サロゲートを伴い、直前の処理から発生したシグナルは、光学的手段又は
化学的手段により中和された。抗体又は抗体サロゲートを介して対象のバイオマーカーへ
と結合させた各標識の量は、検体を適切な波長の光の下に置き、応答をデジタルイメージ
ングすることにより測定した。細胞は、個別の細胞単位へと分割するのが好都合であり、
それらの細胞内区画（膜、細胞質及び核を含む）が、データ取得の部分であった。データ
ベースは、元の測定値及び各測定値が取り出される位置、細胞又は細胞区画を保存した。
【０００９】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０８１号はまた、それらの元の組織の中の細胞
における複数のバイオマーカーの発現パターンを表すデータを解析する工程についても開
示した。データベースを精査するのに用いられる数値的方法は、バイオマーカーの発現レ
ベルの測定に基づき、特定の属性を対象の各細胞に割り当て、類似するバイオマーカーの
発現属性を有する細胞を併せて群分けすることを伴った。群分けすることは、属性空間内
のそれらの間の距離が最小である細胞を併せて群分けするアルゴリズム、すなわち、各属
性が１つの次元を割り当てられるｎ次元空間におけるそれらの互いからの距離に基づき、
２つの細胞が同じ群に含まれるアルゴリズムを伴った。
【００１０】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０８１号は、特定のバイオマーカーの発現パタ
ーンが類似する細胞群であれば、生物学的状態と所与の細胞属性との間の関連を探索する
ための好都合な基盤でありうることについてさらに開示した。各群分けを検証すれば、所
与の状態もしくは疾患の診断もしくは予後診断と関連する任意の細胞属性又は所与の状態
もしくは疾患のための所与の治療に対する応答と関連する任意の細胞属性を同定しうるで
あろう。
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【００１１】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０８１号は、特定のバイオマーカーの発現パタ
ーンが類似する１つ以上の細胞群を表示する工程について開示した。バイオマーカーの発
現レベルを測定するのに使用される視野についてのデジタル画像の１つ以上にわたるオー
バーレイによれば、群分けを視覚化しうるであろう。オーバーレイによれば、元の画像の
どこに、所与の群のプロファイルを保有する細胞が存在するのかを示しうるであろう。異
なる組織検体に由来する、このようなオーバーレイを伴う画像を比較すれば、１つ以上の
プロファイルを伴う細胞のパターン、すなわち、１つ以上の群に属する細胞のパターンが
、任意の生物学的状態又は生物学的過程を示すかどうかを決定しうるであろう。
【００１２】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０９１号は、細胞試料の個別の細胞における複
数のバイオマーカーの発現レベルを測定し、各細胞のバイオマーカー発現の測定値を、デ
ータベースの中のデータ点として保存し、データベースを、バイオマーカーの発現パター
ンが類似するデータ点について、各バイオマーカーの発現レベルを少なくとも半連続変数
として用いる数値解析によりこのような類似性を決定するコンピュータアルゴリズムを用
いて、精査することを含む工程について開示した。分散が最小であるデータ点を同定し、
併せて群分けした。群には、アルゴリズムにより考慮される各属性についての中央値に基
づく新たなデータ点により表される新たなバイオマーカーの発現プロファイルを割り当て
、こうして、新たなデータセットを形成した。所定数の群が作成されるまで、この段階を
、新たなデータセットにより繰り返した。
【００１３】
　米国特許出願公開第２０１１／００９１０９１号はまた、特定のバイオマーカーの発現
パターンが類似する細胞群を表示するのに群分けデータを用いる方法についても開示した
。方法は、細胞試料の視野の中の１つ以上の群についての画像であって、群の中の各細胞
に、それらが同じ群に属することの目視可能な表示を与える画像を創出することを伴った
。新たな画像は、試料の元の画像へと登録されて、視野の中の群についての画像が継起的
にオーバーレイされ、解析され、表示されることを可能とする。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、先行技術の１つ以上の限界に取り組む。例えば、米国特許出願公開第２０１
１／００９１０８１号及び米国特許出願公開第２０１１／００９１０９１号のいずれも、
可能な関連を探索するための特定のデータセットに適する数の群をどのようにして選択す
るのかについて開示できていない。米国特許出願公開第２０１１／００９１０９１号は、
特定のデータセットの中で所定数の群を作成することについて開示しているが、作成する
群の数をどのようにして選択するのかについては開示していない。特定のデータセットに
適する数の群を選択する手法がなければ、適切な数の群を選択することはできない。群が
少なすぎれば、重要な示差的特徴を伴う細胞が併せて群分けされる結果がもたらされうる
。群分けされた細胞のサブセットの関連は、同定するのがより困難な場合もあり、不可能
な場合もある。群が多すぎれば、不必要に複雑な計算及び解析が結果として必要となる。
群が多すぎれば、重要な示差的特徴を伴わない細胞が個別に群分けされるように、データ
セットをオーバーフィッティングさせる結果がもたらされうる。重要な示差的特徴を有さ
ない２つの細胞群による関連は、同定するのがより困難な場合もあり、不可能な場合もあ
る。
【００１５】
　別の例として述べると、米国特許出願公開第２０１１／００９１０８１号及び米国特許
出願公開第２０１１／００９１０９１号のいずれも、群に関する情報を表示する技術につ
いての開示が限定されている。いずれの公報も、群に割り当てられる細胞の位置を、はる
かに大きな視野の中で印づけうることについて開示している。いずれの公報も、細胞を、
はるかに大きな視野の中で印づけて、それらの同じ視野の中の複数の群の１つへの割当て



(8) JP 6063447 B2 2017.1.18

10

20

30

40

50

を示しうることについてさらに開示している。しかし、はるかに大きな視野の中のそれら
の相対位置以外に、このような表示が任意の特定の群の中の細胞の特徴に対してもたらす
洞察は限定されている。さらに、多次元的類似性による細胞の群分けによって得られる群
は、医療従事者が理解するのに本質的に困難である。したがって、本明細書で教示される
実施形態は、データセットを解析する異なる工程を伴う。
【００１６】
　以下の説明を、添付図を参照しながら読めば、本発明の特徴、態様及び利点がよりよく
理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本明細書で教示される例示的な実施形態を実施するのに適する例示的な演算環境
を示す図である。
【図２】本明細書で教示される実施形態に従い、類似する細胞の予測的なクラスターセッ
トをデータセットから同定するためのモデルを開発する例示的な方法を示す図である。
【図３】本明細書で教示される実施形態に従い、細胞クラスターの特徴を表示する例示的
な方法を示す図である。
【図４】本明細書で教示される実施形態に従い、モデルのクラスターセットを新たな細胞
プロファイルデータに適用する例示的な方法を示す図である。
【図５】本明細書で教示される実施形態に従い、細胞特徴の積率の予測的なセットをデー
タセットから同定するためのモデルを開発する例示的な方法を示す図である。
【図６】本明細書で教示される実施形態に従い、積率のモデルセットを新たな細胞プロフ
ァイルデータに適用する例示的な方法を示す図である。
【図７】マーカーデータ及び形態特徴の第１の２つの積率を含む、がん／正常分類子につ
いてのＲＯＣ（ｒｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
）曲線である。
【図８】マーカーデータの第１の２つの積率を含む、がんだけの分類子についてのＲＯＣ
曲線である。
【図９】マーカーデータ及び形態特徴の第１の２つの積率を含む、がん／正常分類子につ
いての変数重要度プロットである。
【図１０】マーカーデータの第１の２つの積率を含む、がんだけの分類子についての変数
重要度プロットである。
【図１１】がん／正常分類子における上位４つの特徴についての偏変数依存性プロットで
ある。
【図１２】高悪性度／低悪性度分類子における上位４つの特徴についての偏変数依存性プ
ロットである。
【図１３】全コホートの生存モデルについての変数重要度を示すグラフである。
【図１４】全コホートの生存モデルについての偏変数依存性プロットのグラフである。
【図１５】グリソンスコア＞０のコホートに対する生存モデルについての変数重要度を示
すグラフである。
【図１６】グリソンスコア＞０のコホートの生存モデルについての偏変数依存性プロット
である。
【図１７】バッチごとの侵襲性視野（ＦＯＶ）において観察される膜Ｐ１３Ｋｐ１１０ａ
の平均を示す図である。
【図１８】数を変化させる細胞クラスターの特徴に基づき、がん／正常分類子についての
ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）を示す図である。
【図１９】数を変化させる細胞クラスターの特徴に基づき、高悪性度／低悪性度がん分類
子についてのＲＯＣ曲線下面積を示す図である。
【図２０】がん／正常ＦＯＶの２０の細胞クラスターモデルについてのＲＯＣ曲線である
。
【図２１】高悪性度／低悪性度ＦＯＶの２０の細胞クラスターモデルについてのＲＯＣ曲
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線である。
【図２２】がん／正常ＦＯＶの２０のクラスター分類子モデルについての変数重要度を示
す図である。
【図２３】高悪性度／低悪性度がんＦＯＶの２０のクラスター分類子モデルの変数重要度
を示す図である。
【図２４】がん／正常分類子における上位４つの特徴についての偏変数依存性プロットで
ある。
【図２５】高悪性度／低悪性度がん分類子における上位４つの特徴についての偏変数依存
性プロットである。
【図２６】バッチごとに（各パネルにおいて）、かつ、がん対正常（真／偽で示した）の
対比により、クラスター７の細胞について観察されたＦＯＶレベルの比率を示す図である
。ｘ軸は、ＦＯＶの中のクラスター７の比率の平方根である。
【図２７】クラスター７／２０のシグネチャーを示す図である。各水平線の黒丸端は、ク
ラスター７の中の平均であり、他端は、２０クラスター全ての平均である。
【図２８】全コホートに対する生存モデルについての性能メトリックを示す図である。Ｒ
ＳＦによる一致率、並びに３、５及び１０年以内の前立腺がんによる死亡を分類するため
のＡＵＣである。年齢及びグリソンスコアだけを含むヌルモデルの性能を、水平線として
示す。
【図２９】グリソンスコア＞０のコホートに対する生存モデルについての性能メトリック
を示す図である。ＲＳＦによる一致率、並びに３、５及び１０年以内の前立腺がんによる
死亡を分類するためのＡＵＣである。年齢及びグリソンスコアだけを含むヌルモデルの性
能を、水平の黒色線として示す。
【図３０】全コホートの生存モデルについての変数重要度を示す図である。
【図３１】全コホートの生存解析における上位４つの特徴についての偏変数依存性プロッ
トである。
【図３２】グリソンスコア＞０のコホートについての生存モデルの変数重要度を示す図で
ある。
【図３３】グリソンスコア＞０のコホートの２０クラスターのモデルにおける上位４つの
特徴の偏依存性を示す図である。
【図３４】いずれも生存期間の短縮の表示である、クラスター６／８及びクラスター１／
２０のシグネチャーを示す図である。
【図３５】本明細書で教示される実施形態に従う、クラスターの中の２つの細胞の例示的
なモンタージュを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本明細書で教示される実施形態では、マルチプレックス化染色－脱染法を介するなど、
公知の技術を介して作成されるマルチプレックス化バイオメトリック画像を活用する。画
像は、個別の細胞を互いと比較することを可能とする、個別の細胞内におけるバイオマー
カーの発現を例示する。個別の細胞は、より大きな細胞試料の部分である。例えば、細胞
試料は、細胞培養物、組織試料、臓器、腫瘍又は病変に由来する細胞群でありうる。個別
の細胞はまた、異なる対象に由来する類似する組織による検体群の部分でもありうる。こ
れらの細胞群は、１つ以上の疾患モデル又は状態モデルを表す場合もあり、疾患モデル又
は状態モデルの中の異なる段階を表す場合もあり、疾患又は状態の処置に対する１つ以上
の応答を表す場合もある。
【００１９】
　染色された各視野の画像は、適切な顕微鏡及び適切な品質管理ルーチンとカップリング
されたデジタルカメラによるなど、公知の技術を介して作成される。自動式画像の登録及
び解析はまた、描出される個別の細胞、或いはさらに核、細胞質及び膜などの細胞内区画
について、バイオマーカーの濃度レベルを定量化するのにも用いることができる。細胞の
マルチプレックス化解析及び画像解析から得られるデータ値は、単独で保存することもで
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き、さらなる解析の結果であるデータと共に保存することもできる。データベースは、組
織及びそれが得られた組織中の位置を含めて、バイオマーカーの発現強度の測定内容を保
存する。位置は、ある測定値が得られた細胞を含んでいるべきであり、測定と関連する区
画、核、細胞質又は膜を含んでいてもよい。データベースには、保存デバイス１１６又は
ネットワークデバイス１２６において維持されうる情報が保存される。
【００２０】
　図１は、本明細書で教示される例示的な実施形態を実施するのに適する例示的な演算環
境を示す。環境は、関連する周辺デバイスを伴う演算デバイス１００を含む。演算デバイ
ス１００は、本明細書で教示される多様な方法のための実行用コード１５０を実装するよ
うにプログラム可能である。演算デバイス１００は、ハードディスクドライブ、ＣＤ－Ｒ
ＯＭ又は他の非揮発性コンピュータ読み取り可能媒体など、保存デバイス１１６を含む。
保存デバイス１１６は、オペレーティングシステム１１８及び他の関連するソフトウェア
を保存する。演算デバイス１００は、メモリ１０６をさらに含んでいてもよい。メモリ１
０６は、ＤＲＡＭ、ＳＲＡＭ、ＥＤＯ　ＲＡＭなど、コンピュータのシステムメモリ又は
ランダムアクセスメモリを含みうる。メモリ１０６は、他の種類のメモリ又はその組合せ
も含みうる。演算デバイス１００は、保存デバイス１１６及び／又はメモリ１０６内に、
実行用コード１５０のモジュールを実装及び処理するための命令を保存しうる。
【００２１】
　演算デバイス１００はまた、メモリ１０６に保存されるソフトウェアを実行するための
プロセッサー１０２及び１つ以上のプロセッサー１０２’、並びにシステムのハードウェ
アを制御するための他のプログラムも含む。プロセッサー１０２及びプロセッサー１０２
’の各々は、単一のコアプロセッサーの場合もあり、複数のコアプロセッサーの場合もあ
る（１０４及び１０４’）。演算デバイス１００では、演算デバイスの中のインフラスト
ラクチャー及びリソースを動的に共有しうるように、仮想化を使用することができる。仮
想化されたプロセッサーはまた、保存デバイス１１６内の実行用解析コード１５０及び他
のソフトウェアと共に用いることもできる。仮想マシン１１４を用意して、工程が複数で
はなくて唯一の演算リソースを用いていると考えられるように、複数のプロセッサー上で
試行される工程を操作することができる。また、複数の仮想マシンも１つのプロセッサー
と共に用いることができる。
【００２２】
　使用者は、使用者インターフェース１２４又は他の任意のインターフェースを表示しう
るコンピュータモニターなどの視覚表示デバイス１２２を介して、演算デバイス１００と
相互作用しうる。また、視覚表示デバイス１２２は、例示的な実施形態の他の態様又は要
素、例えば、保存デバイス１１６のアイコンも表示しうる。演算デバイス１００は、キー
ボード又はマルチタッチインターフェース１０８及びポインティングデバイス１１０、例
えば、使用者からの入力を受け取るマウスなど、他のＩ／Ｏデバイスを備えていてもよい
。。キーボード１０８及びポインティングデバイス１１０は、視覚表示デバイス１２２へ
と接続することができる。演算デバイス１００は、他の従来の適切なＩ／Ｏ周辺機器を備
えていてもよい。。
【００２３】
　演算デバイス１００は、標準的な電話線、ＬＡＮ接続又はＷＡＮ接続（例えば、８０２
．１１、Ｔ１、Ｔ３、５６ｋｂ、Ｘ．２５）、ブロードバンド接続（例えば、ＩＳＤＮ、
Ｆｒａｍｅ　Ｒｅｌａｙ、ＡＴＭ）、無線接続、コントローラーエリアネットワーク（Ｃ
ＡＮ）又は上記のいずれかもしくは全ての何らかの組合せが含まれるがこれらに限定され
ない多様な接続を介する、ローカルエリアネットワーク（ＬＡＮ）、ワイドエリアネット
ワーク（ＷＡＮ）又はインターネットを介してネットワークデバイス１２６とインターフ
ェースされる、ネットワークインターフェース１１２を備えていてもよい。。ネットワー
クインターフェース１１２は、内蔵型ネットワークアダプター、ネットワークインターフ
ェースカード、ＰＣＭＣＩＡネットワークカード、カードバスネットワークアダプター、
無線ネットワークアダプター、ＵＳＢネットワークアダプター、演算デバイス１００が、
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通信及び本明細書で記載される操作を実施することが可能な任意の種類のネットワークと
インターフェースされることを可能とするのに適するモデム又は他の任意のデバイスを含
みうる。
【００２４】
　さらに、演算デバイス１００は、ワークステーション、デスクトップコンピュータ、サ
ーバー、ラップトップ、ハンドヘルドコンピュータ又は通信が可能であり、本明細書で記
載される操作を実施するのに十分なプロセッサー電源及びメモリ容量を有する他の形態の
演算デバイスもしくは遠隔通信デバイスなど、任意のコンピュータシステムでありうる。
【００２５】
　演算デバイス１００は、任意のバージョンのＭｉｃｒｏｓｏｆｔ（登録商標）Ｗｉｎｄ
ｏｗｓ（登録商標）オペレーティングシステム、異なるリリースのＵｎｉｘオペレーティ
ングシステム及びＬｉｎｕｘ　オペレーティングシステム、Ｍａｃｉｎｔｏｓｈコンピュ
ータ用の任意のバージョンのＭａｃＯＳ（登録商標）、任意の組込み型オペレーティング
システム、任意のリアルタイムのオペレーティングシステム、任意のオープンソースのオ
ペレーティングシステム、任意の特許取得オペレーティングシステム、任意のモバイル演
算デバイス用のオペレーティングシステム又は演算デバイス上で動作し、本明細書で記載
される操作を実施することが可能な他の任意のオペレーティングシステムなど、任意のオ
ペレーティングシステム１１８を実行しうる。オペレーティングシステムは、ネイティブ
モードで動作することも可能であり、エミュレートモードで動作することも可能である。
【００２６】
　図２は、本明細書で教示される実施形態に従い、類似する細胞の予測的なクラスターセ
ットをデータセットから同定するためのモデルを開発する方法２００を例示する。方法は
、例えば、保存デバイス１１６又はネットワークデバイス１２６に保存しうるデータセッ
トを活用する。データセットは、細胞プロファイルデータを含む。細胞プロファイルデー
タは、個別の細胞が描出され、区画へと分割される複数の視野に関して、複数のバイオマ
ーカーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む。細胞プロファ
イルデータは、共通性を有する患者コホートから得られた複数の組織試料から作成される
。共通性は、例えば、患者が疾患又は状態を共有することでありうる。代替的に、共通性
は、例えば、患者が同じ疾患又は状態についての予備診断を共有することでありうる。デ
ータセットは、細胞プロファイルデータの、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者
レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との関連をさらに含む。患者レベルの評
価は、例えば、手術後の生存期間でありうる。
【００２７】
　２２０では、類似する細胞の複数のクラスターセットが、データセットから作成される
。一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが
、複数のクラスターセットを作成する。作成された複数のクラスターセットの各々は、ユ
ニークな数のクラスターを含む。各細胞を、複数のクラスターセットの各々の中の単一の
クラスターに割り当てる。複数のクラスターセットの各々の中の複数のクラスターの各々
は、複数の選択された属性であって、そのセットの中の他のクラスターの中の細胞の複数
の選択された属性より、そのクラスターの中の他の細胞の複数の選択された属性への類似
性が大きい属性を有する細胞を含む。
【００２８】
　細胞の類似性は、複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の少な
くとも１つの属性の比較から少なくとも部分的に決定される。方法２００の一部の実施形
態においてクラスターの作成に用いられる細胞属性は、膜の中央値強度と細胞質の中央値
強度との合計の半分を、細胞核による複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現の中
央値強度から減じることにより定義される核の強度比である。方法２００の一部の実施形
態においてクラスターの作成に用いられる細胞属性は、核の中央値強度と細胞質の中央値
強度との合計の半分を、細胞膜による複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現の中
央値強度から減じることにより定義される膜の強度比である。方法２００の一部の実施形
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態においてクラスターの作成に用いられる細胞属性は、膜の中央値強度と核の中央値強度
との合計の半分を、細胞質による複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現の中央値
強度から減じることにより定義される細胞質の強度比である。方法２００の一部の実施形
態においてクラスターの作成に用いられる細胞属性は、細胞全体の中央値強度である。例
えば、複数のバイオマーカーの各々についての核の強度比は、クラスターセットを作成す
るためのベースでありうる。
【００２９】
　方法２００の一部の実施形態では、細胞の類似性を、複数のバイオマーカーの少なくと
も１つの発現に基づく、細胞の２つの属性の比較から少なくとも部分的に決定する。例え
ば、複数のバイオマーカーの少なくとも１つについての核の強度比及び膜の強度比は、ク
ラスターセットを作成するためのベースでありうる。方法２００の一部の実施形態では、
細胞の類似性を、複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の３つの
属性の比較から少なくとも部分的に決定する。例えば、複数のバイオマーカーの少なくと
も１つについての核の強度比、膜の強度比及び細胞質の強度比は、クラスターセットを作
成するためのベースでありうる。方法２００の一部の実施形態では、細胞の類似性を、複
数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現に基づく、細胞の４つの属性の比較から少な
くとも部分的に決定する。例えば、複数のバイオマーカーの少なくとも１つについての核
の強度比、膜の強度比及び細胞質の強度比は、クラスターセットを作成するためのベース
でありうる。方法２００の実施形態では、細胞の類似性を、他の属性の組合せから決定す
る。方法２００の一部の実施形態では、細胞の類似性を、複数のバイオマーカーの少なく
とも１つの発現に基づく、細胞の４つを超える属性の比較から決定する。
【００３０】
　方法２００の一部の実施形態では、Κ中央値によるクラスター化アルゴリズムを、細胞
属性の関与性のセットに適用することにより、細胞の類似性のクラスターを作成する。方
法２００の他の実施形態では、Κ平均によるクラスター化アルゴリズムを、細胞属性の関
与性のセットに適用することにより、細胞の類似性のクラスターを作成する。一部の実施
形態では、解析コード１５０が、クラスター化アルゴリズムを含む。
【００３１】
　一部の実施形態における複数のクラスターセットは、正規化されたデータセットから作
成される。一部の実施形態では、測定値を正規化して、所与の研究における所与のバイオ
マーカーと関連する全ての測定値の平均及び標準偏差を決定し、この平均値を各測定値か
ら減じ、次いで、得られる差を標準偏差で除することができる。一部の実施形態では、測
定値を画像におけるバイオマーカーの発現強度の対数スケールで表す。これらの実施形態
において対数スケールで表される測定値の減算は、元の生の測定スケールにおける除算に
対応する。他の実施形態では、測定値を正規化して、測定バッチの中の全ての細胞につい
て、細胞全体による発現の中央値強度を決定し、この中央値をバッチの中の各測定値から
減じることができる。このような中央値強度は、特定のバイオマーカーの発現に適用する
ことができる。この正規化又は標準化された値は、データベース内に保存することもでき
、データベースにおけるデータセット処理の一部として作成することもできる。
【００３２】
　一部の実施形態における複数のクラスターセットは、フィルターをかけたデータセット
から作成される。このようなフィルタリングは、品質管理措置として行うことができる。
このようなフィルタリングにより、例えば、マルチプレックス化画像における閾値より少
ない数のピクセルにより表される少なくとも１つの区画を含む細胞と関連する細胞プロフ
ァイルデータを除外することができる。フィルタリングはまた、品質管理を超えた理由で
も行うことができる。このようなフィルタリングにより、例えば、正常細胞と関連する細
胞プロファイルデータを、類似する細胞の複数のクラスターセットを作成するのに用いら
れるデータセットから除外することができる。
【００３３】
　２３０では、複数のクラスターセットの各々の中で各クラスターに割り当てられた細胞
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の比率が観察される。２４０では、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの
評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との関連について、観察された比率が検証される
。観察された比率と視野レベルの評価又は患者レベルの評価との関連は、転帰としての評
価を伴う分類モデルと、予測子としての観察されたクラスターの比率とをフィッティング
させることにより導出することができる。Ｒａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ、ニューラルネッ
トワーク及びロジスティック回帰を含め、複数の分類解析フレームワークが存在する。例
えば、一部の実施形態では、組織の悪性度と、所与の細胞クラスターから観察された細胞
の存在及び数との関連が、組織の悪性度を転帰として伴うＲａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔに
よる分類モデルと、予測子としての観察されたクラスターの比率とをフィッティングさせ
ることにより導出される。他の実施形態では、組織の悪性度と、所与の細胞クラスターか
ら観察された細胞の存在及び数との関連が、組織の悪性度を転帰として伴うニューラルネ
ットワークによる分類モデルと、予測子としての観察されたクラスターの比率とをフィッ
ティングさせることにより導出される。方法２００の一部の実施形態は、選択されたクラ
スターセットにおいて観察された比率を、評価との一変量の関連について検証することを
さらに含む。方法２００の他の実施形態は、選択されたクラスターセットにおいて観察さ
れた比率を、評価との多変量の関連について検証することをさらに含む。
【００３４】
　方法２００の一部の実施形態では、観察された細胞の比率が、各クラスターに割り当て
られた各視野の細胞の観察された比率である。これらの実施形態では、観察された比率が
、共通性と関連する視野レベルの評価との関連について検証され、複数のクラスターセッ
トに基づき、視野レベルの評価モデルの性能を比較することを介して、予測的なクラスタ
ーセットが選択される。
【００３５】
　方法２００の一部の実施形態では、観察された細胞の比率が、各クラスターに割り当て
られた各患者の細胞の観察された比率である。これらの実施形態では、観察された比率が
、状態又は疾患の予後診断との関連について検証され、複数のクラスターセットに基づき
、患者レベルの評価モデルの性能を比較することを介して、複数のクラスターセットが選
択される。
【００３６】
　一部の実施形態では、評価が群分けされる。例えば、前立腺がん患者のコホートでは、
２又は３のグリソンスコアを結果としてもたらす評価を併せて群分けすることができる。
これらの実施形態では、複数のクラスターセットが、群分けされた、患者コホートの共通
性と関連する評価との関連について検証される。例えば、属性の組合せを、グリソンスコ
アが２又は３である試料が併せて群分けされる低度のグリソンスコアとの関連について検
証することができる。他の種類のがんのコホートについての視野レベルの評価は、それら
に固有の関与性の腫瘍悪性度を有する他の種類の腫瘍についての評価を伴いうる。他のが
んの評価システムには、例えば、乳がんについてのブルーム－リチャードソンシステム及
び腎臓がんについてのフールマンシステムが含まれる。一部の実施形態では、がん又は他
の疾患が、２つを超える悪性度又は類型の中に収まりうる評価を示す場合はいつでも、類
似する悪性度又は類型を群分けすることができる。
【００３７】
　２５０では、複数のクラスターセットの１つが、複数のクラスターセットについての少
なくとも１つのモデルの性能の比較に基づき選択される。一部の実施形態では、視覚表示
デバイス１２２が、選択のなされることを可能とする。複数のクラスターセットの各々に
ついて、類似する分類モデルを創出することができる。一部の実施形態では、プロセッサ
ー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが、分類モデルを創出する。各モデル
は、対応するクラスターセットの中の細胞クラスターの比率に基づく評価を予測する。一
部の実施形態では、例えば、各モデルは、対応するクラスターセットの中の細胞クラスタ
ーの比率に基づき、組織の悪性度を予測する。各クラスターセットについてのモデルの性
能は、予測的な性能についての多様なメトリックにより、モデルを開発するのに用いられ
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ないテストデータセットにおいて評価することができる。モデルに基づきクラスターセッ
トを比較するのに用いうる性能メトリックには、感度、特異度、ＲＯＣ（ｒｅｃｅｉｖｅ
ｒ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）曲線下面積（また、一致率と
も称する）が含まれる。次いで、用いられるクラスターセットを、モデルの性能のメトリ
ックの１つ以上に基づき選択することができる。例えば、一部の実施形態では、最高の一
致率と関連するクラスターセットが選択される。他の実施形態では、データが見かけ上オ
ーバーフィッティングであるために、最高の一致率と関連するクラスターセットが選択さ
れない。選択されたセットは、予測的なクラスターセットを含む。方法２００の一部の実
施形態は、複数のクラスターセットの各々の中のクラスターの数に関して少なくとも１つ
のモデルの性能を比較することをさらに含む。
【００３８】
　方法２００の一部の実施形態は、ある数のクラスターを有するクラスターセットであっ
て、それを下回ってクラスターセットの中のクラスターの数が小さくなると、性能の減少
がもたらされるクラスターセットを選択することをさらに含む。方法２００の一部の実施
形態は、ある数のクラスターを有するクラスターセットであって、それを上回ってクラス
ターセットの中のクラスターの数が大きくなると、統計学的に有意な性能の増大がもたら
されないクラスターセットを選択することをさらに含む。方法２００の一部の実施形態は
、例えば、０．８５以上の一致率でありうる、あらかじめ規定された閾値を超える性能メ
トリックに対応するクラスターセットについての少なくとも１つのモデルの性能に基づき
、クラスターセットを選択することをさらに含む。方法２００の一部の実施形態は、少な
くとも１つの予測的なクラスターを、予測的なクラスターセットから同定することをさら
に含む。
【００３９】
　方法２００の一部の実施形態は、細胞データをトレーニングデータ及びテストデータへ
と分割し、類似する細胞の複数のクラスターセットをトレーニングデータから作成し、少
なくとも１つのモデルの性能をテストデータから決定する。
【００４０】
　図３は、本明細書で教示される実施形態に従い、細胞クラスターの特徴を表示する例示
的な方法３００を示す。この方法は、例えば、保存デバイス１１６又はネットワークデバ
イス１２６に保存しうるデータセットを活用する。データセットは、細胞プロファイルデ
ータを含む。細胞プロファイルデータは、個別の細胞が描出され、区画へと分割される複
数の視野に関して、複数のバイオマーカーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメ
トリック画像を含む。
【００４１】
　３２０では、類似する細胞の複数のクラスターの中の第１のクラスターが、データセッ
トから同定される。各細胞は、複数のクラスターの１つに割り当てられる。複数のクラス
ターの中の各クラスターが、複数の選択された属性であって、そのセットの中の他のクラ
スターの中の細胞の複数の選択された属性より、そのクラスターの中の他の細胞の複数の
選択された属性への類似性が大きい属性を有する細胞を含む。２２０に関して上記で論じ
た技術のいずれかにより、細胞の類似性を判定することができ、クラスター化を行うこと
ができる。
【００４２】
　３３０では、第１のクラスターの中の第１の細胞のモンタージュを創出する。一部の実
施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが、モンター
ジュを創出する。モンタージュは、第１の細胞による複数のバイオマーカーの各々の発現
について描述する、少なくともいくつかのマルチプレックス化画像の部分を含む。少なく
ともいくつかの画像の各部分は、第１の細胞及び第１の細胞周囲の対象の小領域を含む。
【００４３】
　３４０では、使用者が第１のクラスターの特徴を理解することを可能とするために、第
１のクラスターの中の第１の細胞のモンタージュを表示する。一部の実施形態では、モン
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タージュを、視覚表示デバイス１２２上に表示する。方法３００の他の実施形態で表示さ
れる第１の細胞のモンタージュは、第１の細胞による複数のバイオマーカーの各々の発現
について描述する視野についての、少なくともいくつかの画像の一連の並置部分を含む。
方法３００の一部の実施形態で表示される第１の細胞のモンタージュは、第１の細胞によ
る複数のバイオマーカーの各々の発現について描述する視野についての、少なくともいく
つかの画像の一連のスーパーインポーズ部分を含む。
【００４４】
　方法３００の一部の実施形態は、第１のクラスターの中の第２の細胞のモンタージュを
創出し、表示することをさらに含む。第２の細胞のモンタージュは、第２の細胞による複
数のバイオマーカーの各々の発現について描述する視野についての、少なくともいくつか
の画像の部分を含む。少なくともいくつかの画像の各部分は、第２の細胞及び第２の細胞
周囲の対象の小領域を含む。図３５は、本明細書で教示される実施形態に従い、２つの細
胞の例示的なモンタージュを示す。とりわけ、図３５は、いずれもが２０クラスターのセ
ットによるクラスター１５の中の２つの細胞のモンタージュであって、左側の細胞が正常
視野（ＧＬＯ）から採取されるのに対し、右側の細胞はグリソン悪性度３の視野（ＧＬ３
）から採取されるモンタージュを例示する。方法３００の一部のこのような実施形態は、
使用者が第１のクラスターの特徴を理解することを可能とするために、第１のクラスター
の中の第１の細胞のモンタージュと、第１のクラスターの中の第２の細胞のモンタージュ
とを同時に表示することをさらに含む。同様に、第１のクラスターの中のさらなる細胞の
モンタージュを創出し、表示することもできる。
【００４５】
　図４は、本明細書で教示される実施形態に従い、モデル化されたクラスターセットを、
新たな細胞プロファイルデータに適用する方法４００を例示する。モデル化されたクラス
ターセットは、例えば、保存デバイス１１６又はネットワークデバイス１２６に保存する
ことができる。モデル化されたクラスターセットは、例えば、本明細書で教示される方法
２００の任意の実施形態を介して展開することができる。
【００４６】
　方法４００は、患者に由来する少なくとも１つの組織試料についての少なくとも１つの
視野に関する細胞プロファイルデータを伴う。細胞プロファイルデータは、複数のバイオ
マーカーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む。視野の中の
個別の細胞は、描出され、区画へと分割される。得られる情報はまた、細胞プロファイル
データ内にも包含される。この方法では、細胞プロファイルデータを、例えば、保存デバ
イス１１６又はネットワークデバイス１２６に保存することができる。
【００４７】
　方法４００の一部の実施形態は、患者から少なくとも１つの組織試料を得ることをさら
に含む。方法４００の一部の実施形態は、患者に由来する少なくとも１つの組織試料を染
色し、イメージングすることをさらに含む。方法４００の一部の実施形態は、複数のバイ
オマーカーの各々の発現を捕捉するマルチプレックス化画像に基づき、患者に由来する少
なくとも１つの組織試料の個別の細胞を描述することをさらに含む。方法４００の一部の
実施形態は、複数のバイオマーカーの各々の発現を捕捉するマルチプレックス化画像に基
づき、患者に由来する少なくとも１つの組織試料の個別の細胞を区画へと分割することを
さらに含む。
【００４８】
　４２０では、少なくとも１つの組織試料の視野の中の細胞の各々が、選択されたクラス
ターセットの中の類似する細胞の複数のクラスターの中の単一のクラスターに割り当てら
れる。一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサ
ーが、細胞を適切なクラスターに割り当てる。選択されたクラスターセットの中の各クラ
スターは、複数の選択された属性であって、そのセットの中の他のクラスターの中の細胞
の複数の選択された属性より、そのクラスターの中の他の細胞の複数の選択された属性へ
の類似性が大きい属性を有する細胞を含む。２２０に関して上記で論じた技術のいずれか
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により、細胞の類似性を判定することができ、クラスター化を行うことができる。一部の
実施形態では、解析コード１５０が、クラスター化アルゴリズムを含む。方法２００に関
して上記で論じた技術のいずれかにより、クラスターセットを選択することができた。
【００４９】
　４３０では、選択されたクラスターセットにおいて各クラスターに割り当てられた細胞
の比率が観察される。方法４００の一部の実施形態では、観察された細胞の比率が、各ク
ラスターに割り当てられた各視野の細胞の観察された比率である。方法４００の一部の実
施形態では、観察された細胞の比率が、各クラスターに割り当てられた各患者の細胞の観
察された比率である。
【００５０】
　４４０では、観察された比率が、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態もしくは
疾患の処置に対する応答との関連について検証される。関連は、選択されたクラスターセ
ットの、視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との
公知の関連に由来しうる。関連は、例えば、方法２００の実施形態に従う解析を介して知
ることができる。一部の実施形態では、関連が、グリソンの組織悪性度との関連である。
一部の実施形態では、関連が、疾患又は状態による生存期間との関連である。
【００５１】
　方法４００の一部の実施形態は、観察された比率を、選択されたクラスターセットにお
いて、選択されたクラスターセットの公知の一変量の関連に由来しうる一変量の関連につ
いて検証することをさらに含む。方法４００の他の実施形態は、観察された比率を、選択
されたクラスターセットにおいて、選択されたクラスターセットの公知の多変量の関連に
由来しうる多変量の関連について検証することをさらに含む。
【００５２】
　図５は、本明細書で教示される実施形態に従い、細胞特徴の積率の予測的なセットを、
データセットから同定するモデルを開発する方法５００を例示する。この方法は、例えば
、保存デバイス１１６又はネットワークデバイス１２６に保存しうるデータセットを活用
する。データセットは、細胞プロファイルデータを含む。細胞プロファイルデータは、個
別の細胞が描出され、区画へと分割される複数の視野に関して、複数のバイオマーカーの
発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む。細胞プロファイルデー
タは、共通性を有する患者コホートから得られた複数の組織試料から作成される。共通性
は、例えば、患者が疾患又は状態を共有することでありうる。代替的に、共通性は、例え
ば、患者が同じ疾患又は状態についての予備診断を共有することでありうる。データセッ
トは、細胞プロファイルデータの、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの
評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との関連をさらに含む。患者レベルの評価は、例
えば、手術後の生存期間でありうる。
【００５３】
　５２０では、少なくとも１つの細胞特徴が、細胞による複数のバイオマーカーの各々の
発現に基づき計算される。少なくとも１つの細胞特徴が計算される前に、細胞プロファイ
ルデータを正規化することができる。一部の実施形態では、測定値を標準化して、所与の
研究における所与のバイオマーカーと関連する全ての測定値の平均及び標準偏差を決定し
、この平均値を各測定値から減じ、次いで、得られる差を標準偏差で除することができる
。一部の実施形態では、測定値が、画像におけるバイオマーカーの発現強度の対数スケー
ルで表される。これらの実施形態において対数スケールで表される測定値の減算は、元の
生の測定スケールにおける除算に対応しうる。他の実施形態では、測定値を標準化して、
測定バッチの中の全ての細胞について、細胞全体による発現の中央値強度を決定し、この
中央値をバッチの中の各測定値から減じることができる。このような中央値強度は、特定
のバイオマーカーの発現に適用することができる。この正規化又は標準化された値は、デ
ータベース内に保存することもでき、データベースにおけるデータセット処理の一部とし
て作成することもできる。
【００５４】
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　少なくとも１つの細胞特徴が計算される前に、一部の実施形態では、さらなる計算に由
来する細胞プロファイルデータのサブセットにフィルターをかける。このようなフィルタ
リングは、品質管理措置として行うことができる。このようなフィルタリングにより、マ
ルチプレックス化画像における閾値より少ない数のピクセルにより表される少なくとも１
つの区画を含む細胞と関連する細胞プロファイルデータを除外することができる。フィル
タリングはまた、品質管理を超えた理由でも行うことができる。このようなフィルタリン
グにより、複数の形態バイオマーカーの各々の発現を、さらなる計算から除外することが
できる。したがって、本明細書で教示される一部の実施形態では、少なくとも１つの細胞
特徴を計算することが、細胞による複数の非形態バイオマーカーの各々の発現に基づき、
少なくとも１つの細胞特徴を計算することを伴う。
【００５５】
　方法５００の一部の実施形態は、細胞による複数の非形態バイオマーカーの各々の発現
に基づき、２つ、３つ、４つ以上の細胞特徴を計算することを伴う。一部の実施形態では
、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが、細胞特徴を計算する
。一部の実施形態では、解析コード１５０が、各細胞特徴についての定義を含む。一部の
実施形態における細胞特徴は、膜の中央値強度と細胞質の中央値強度との合計の半分を、
細胞核による複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現の中央値強度から減じること
により定義される核の強度比を含む。一部の実施形態における細胞特徴は、核の中央値強
度と細胞質の中央値強度との合計の半分を、細胞膜による複数のバイオマーカーの少なく
とも１つの発現の中央値強度から減じることにより定義される膜の強度比を含む。一部の
実施形態における細胞特徴は、膜の中央値強度と核の中央値強度との合計の半分を、細胞
質による複数のバイオマーカーの少なくとも１つの発現の中央値強度から減じることによ
り定義される細胞質の強度比を含む。
【００５６】
　５３０では、第１の積率が、細胞特徴の各々に由来する複数の視野の各々について計算
される。一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッ
サーが、細胞特徴の第１の積率を計算する。本明細書で教示される実施形態は、第２の積
率及び／又は第３の積率を、細胞特徴の各々に由来する複数の視野の各々について計算す
ることをさらに伴いうる。
【００５７】
　５４０では、属性の複数の組合せが、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベ
ルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との関連について検証される。属性の複数の
組合せは、少なくとも計算された第１の積率を含む。視野において観察された全てのバイ
オマーカーの第１の積率と、視野レベルの評価又は患者レベルの評価との関連は、転帰と
しての評価を伴う分類モデルと、予測子としてのバイオマーカーの第１の積率とをフィッ
ティングさせることにより導出することができる。Ｒａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ、ニュー
ラルネットワーク及びロジスティック回帰を含め、複数の分類解析フレームワークが存在
する。例えば、一部の実施形態では、組織の悪性度と、視野において観察された全てのバ
イオマーカーの第１の積率との関連が、組織の悪性度を転帰として伴うＲａｎｄｏｍ　Ｆ
ｏｒｅｓｔによる分類モデルと、予測子としてのバイオマーカーの第１の積率とをフィッ
ティングさせることにより導出される。他の実施形態では、組織の悪性度と、視野におい
て観察された全てのバイオマーカーの第１の積率との関連が、組織の悪性度を転帰として
伴うニューラルネットワークによる分類モデルと、予測子としてのバイオマーカーの第１
の積率とをフィッティングさせることにより導出される。一部の実施形態では、関連が、
特定のグリソン悪性度など、試料の視野レベルの評価との関連である。他の実施形態では
、関連が、疾患又は状態による生存期間など、患者レベルの評価との関連である。
【００５８】
　一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが
、組合せを検証する。第２の積率を計算することを伴う実施形態では、５４０における検
証することが、計算された第１の積率及び第２の積率を含む属性の複数の組合せを、共通
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性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分
との関連について検証することを伴う。第３の積率を計算することを伴う実施形態では、
５４０における検証することが、計算された第１の積率及び第３の積率を含む属性の複数
の組合せを、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の
少なくとも一部分との関連について検証することを伴う。一部の実施形態は、計算された
第１の積率、第２の積率及び第３の積率を検証することをさらに伴う。
【００５９】
　一部の実施形態では、５４０における検証することが、共通性と関連する視野レベルの
評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一部分との一変量の関連について
計算された積率を検証することを伴う。一部の実施形態では、５４０における検証するこ
とが、共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なく
とも一部分との多変量の関連について計算された積率を検証することを伴う。第２の積率
及び／又は第３の積率が計算される方法５００の実施形態では、計算された積率により、
共通性と関連する視野レベルの評価又は患者レベルの評価を含むメタ情報の少なくとも一
部分との一変量又は多変量の関連について検証することができる。
【００６０】
　一部の実施形態では、視野レベルの評価が群分けされる。前立腺がん患者のコホートで
は、例えば、２又は３のグリソンスコアを結果としてもたらす評価を併せて群分けするこ
とができる。これらの実施形態では、属性の複数の組合せを、群分けされた、患者コホー
トの共通性と関連する視野レベルの評価との関連について検証する。例えば、属性の組合
せを、グリソンスコアが２又は３である試料が併せて群分けされる低度のグリソンスコア
との関連について検証することができる。他の種類のがんのコホートについての視野レベ
ルの評価は、それらの固有の関与性の腫瘍悪性度を有する他の種類の腫瘍についての評価
を伴いうる。他のがんの評価システムには、例えば、乳がんについてのブルーム－リチャ
ードソンシステム及び腎臓がんについてのフールマンシステムが含まれる。一部の実施形
態では、がん又は他の疾患が、２つを超える悪性度又は類型の中に収まりうる評価を示す
場合はいつでも、類似する悪性度又は類型を群分けすることができる。
【００６１】
　５５０では、属性の複数の組合せの１つが、属性の複数の組合せについての少なくとも
１つのモデルの性能の比較に基づき選択される。一部の実施形態では、視覚表示デバイス
１２２が、選択のなされることを可能とする。属性の複数の組合せの各々について、類似
する分類モデルを創出することができる。一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１
０２’など、１つ以上のプロセッサーが、分類モデルを創出する。各モデルは、対応する
属性の組合せに基づく評価を予測する。一部の実施形態では、例えば、各モデルは、対応
する属性のセットに基づき、組織の悪性度を予測する。各属性の組合せについてのモデル
の性能は、予測的な性能についての多様なメトリックにより、モデルを開発するのに用い
られないテストデータセットにおいて評価することができる。モデルに基づき属性の組合
せを比較するのに用いうる性能メトリックには、感度、特異度、ＲＯＣ（ｒｅｃｅｉｖｅ
ｒ　ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）曲線下面積（また、一致率と
も称する）が含まれる。次いで、用いられる属性の組合せを、モデルの性能メトリックの
１つ以上に基づき選択することができる。例えば、一部の実施形態では、最高の一致率と
関連する属性の組合せが選択される。他の実施形態では、データが見かけ上オーバーフィ
ッティングであるために、最高の一致率と関連する属性の組合せが選択されない。例えば
、一部の実施形態は、例えば０．８５以上の一致率でありうる、あらかじめ規定された閾
値を超える性能メトリックに対応する属性の組合せについての少なくとも１つのモデルの
性能に基づき、属性の組合せを選択することを伴う。他の実施形態は、他の組合せについ
てのモデルの性能と比較したその組合せについてのモデルの性能に基づき、組合せを選択
することを伴いうる。選択された属性の組合せは、予測的な属性の組合せを含む。方法５
００の実施形態は、積率モデルに由来する少なくとも１つの予測的な非形態的マーカーを
同定することをさらに含んでいてもよい。
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【００６２】
　図６は、本明細書で教示される実施形態に従い、積率のモデルセットを新たな細胞プロ
ファイルデータに適用する方法６００を例示する。積率のモデルセットは、例えば、保存
デバイス１１６又はネットワークデバイス１２６に保存することができる。積率のモデル
セットは、例えば、本明細書で教示される方法５００の任意の実施形態を介して開発する
ことができる。
【００６３】
　方法６００は、患者に由来する少なくとも１つの組織試料についての少なくとも１つの
視野に関する細胞プロファイルデータを伴う。細胞プロファイルデータは、複数のバイオ
マーカーの発現を捕捉するマルチプレックス化バイオメトリック画像を含む。視野の中の
個別の細胞は、描出され、区画へと分割される。得られる情報はまた、細胞プロファイル
データ内にも包含される。細胞プロファイルデータは、例えば、保存デバイス１１６又は
ネットワークデバイス１２６に保存することができる。
【００６４】
　方法６００の一部の実施形態は、患者から少なくとも１つの組織試料を得ることをさら
に含む。方法６００の一部の実施形態は、患者に由来する少なくとも１つの組織試料を染
色し、イメージングすることをさらに含む。方法６００の一部の実施形態は、複数のバイ
オマーカーの各々の発現を捕捉するマルチプレックス化画像に基づき、患者に由来する少
なくとも１つの組織試料の個別の細胞を描述することをさらに含む。方法６００の一部の
実施形態は、複数のバイオマーカーの各々の発現を捕捉するマルチプレックス化画像に基
づき、患者に由来する少なくとも１つの組織試料の個別の細胞を区画へと分割することを
さらに含む。
【００６５】
　６２０では、少なくとも１つの細胞特徴が、細胞による複数のバイオマーカーの各々の
発現に基づき計算される。一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１
つ以上のプロセッサーが、少なくとも１つの細胞特徴を計算する。一部の実施形態では、
解析コード１５０が、各細胞特徴についての定義を含む。細胞特徴は、方法５００に関し
て論じた任意の細胞特徴でありうる。方法６００の一部の実施形態は、方法５００に関し
て論じた細胞特徴の任意の組合せを備えていてもよい。複数の細胞特徴を計算することを
さらに含む。細胞特徴は、細胞による非形態的バイオマーカーの発現から計算することが
できる。
【００６６】
　６３０では、第１の積率が、各視野の各細胞特徴について計算される。一部の実施形態
では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが、細胞特徴の第１
の積率を計算する。方法５００と同様に、方法６００は、各細胞特徴について第２の及び
／又は第３の積率を計算することをさらに含んでいてもよい。
【００６７】
　６４０では、計算された第１の積率が、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態も
しくは疾患の処置に対する応答との関連について検証される。関連は、例えば、方法５０
０に関して記載されたデータセットなどの既存のデータセットに基づく積率のモデルセッ
トから知ることができる。一部の実施形態では、関連が、特定のグリソン悪性度などの細
胞悪性度との関連である。他の実施形態では、関連が、疾患又は状態による生存期間との
関連である。
【００６８】
　第２の積率を計算することを伴う方法６００の実施形態では、６４０における検証する
ことが、計算された第１の積率及び第２の積率を、状態もしくは疾患の診断、予後診断又
は状態もしくは疾患の処置に対する応答との関連について検証することを伴う。第３の積
率を計算することを伴う実施形態では、６４０における検証することが、計算された第１
の積率及び第３の積率を、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態もしくは疾患の処
置に対する応答との関連について検証することを伴う。一部の実施形態は、計算された第
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１の積率、第２の積率及び第３の積率を検証することをさらに伴う。
【００６９】
　一部の実施形態では、プロセッサー１０２、１０２’など、１つ以上のプロセッサーが
、計算された第１の積率を検証する。方法６００の一部の実施形態では、６４０における
検証することが、計算された第１の積率を、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態
もしくは疾患の処置に対する応答との一変量の関連について検証することを伴う。方法６
００の他の実施形態では、６４０における検証することが、計算された第１の積率を、状
態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態もしくは疾患の処置に対する応答との多変量の
関連について検証することを伴う。第２の積率及び／又は第３の積率が計算される方法６
００の実施形態では、計算された積率を、状態もしくは疾患の診断、予後診断又は状態も
しくは疾患の処置に対する応答との一変量の関連又は多変量の関連について検証すること
ができる。
例示的な解析及び視覚化
データセット
　がんのために前立腺の手術を受けた患者コホートに由来する組織試料に由来する情報を
用いて、本明細書で教示される例示的な方法に従う解析を実施した。組織試料は、組織培
養物として定義することができ、ｉｎ　ｖｉｖｏ試料を備えていてもよい。。８０例の患
者に由来する前立腺の組織試料が、解析に利用可能であった。寄与集団のうち、６２例が
前立腺がんを有した。これら６２例の前立腺がん患者のうち、１１例が追跡時になおも存
命であり、２２例が前立腺がんにより死亡しており、残りの２９例は他の原因で死亡して
いた。表１は、本発明者らのデータへの寄与集団の年齢、生存期間及び病理学者により導
出されたグリソンスコアについての集団統計を示す。
【００７０】
【表１】

　本発明の他の実施形態は、異なる共通性を共有する患者コホートに由来する組織試料を
伴う。例えば、一実施形態は、患者が乳がんなど、別の形態のがんを有するか否かを決定
するために患者コホートから採取された組織試料を伴いうる。別の実施形態は、患者がパ
ーキンソン病など、別の疾患を有するか否かを決定するために患者コホートから採取され
た組織試料を伴いうる。同様に、本発明の他の実施形態は、より大きい患者コホート又は
より小さい患者コホートも伴う。
【００７１】
　組織試料は、蛍光ベースのマルチプレックス化免疫組織化学を用いて処理した。解析で
は１４のバイオマーカーを用いた。１４のうち５つのバイオマーカー：ＮａＫＡＴＰアー
ゼ、ＰＣＡＤ、ＤＡＰＩ、Ｓ６及びケラチンを、個別の細胞を分割及び区画化するのに用
いた。残りのマーカーは、ＡＲ、ｐｍＴＯＲ、ＰＩ３Ｋｐ１１０ａ、ＰＩ３Ｋｐ８５ａ、
ベータカテニン、ＥＧＦＲ、切断型カスパーゼ３、ｐＧＳＫ３ａ及び切断型ＰＡＲＰであ
った。全てのバイオマーカーは、定性的な染色品質の点検に合格した。
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　本発明の他の実施形態は、異なるバイオマーカーを伴う。同様に、本発明の他の実施形
態は、より多くのバイオマーカー又はより少ないバイオマーカーも伴う。
【００７３】
　自己蛍光の除去、照度補正及び細胞分割の後、データは、全ての対象で各視野に分割さ
れた各細胞の３つの区画における各タンパク質画像の中央値強度を包含した。細胞は、以
下のフィルターを適用することにより品質管理した。
１．細胞が、バックグラウンド（登録ミスのために不完全なマーカーデータを伴う画像の
境界領域）とオーバーラップしないこと
２．細胞の核の分割が２つ以下であること
３．細胞核が少なくとも５０ピクセルを含有すること
４．細胞質が少なくとも５０ピクセルを含有すること
５．細胞膜が少なくとも５０ピクセルを含有すること。
【００７４】
　本発明の他の実施形態は、異なる品質管理特徴を伴う。同様に、本発明の他の実施形態
は、より多くの品質管理特徴又はより少ない品質管理特徴も伴う。
【００７５】
　イメージング、分割及び品質管理の後に、５４例の患者対象が残った。患者１例当たり
の視野数は、６～９０の範囲であった。５４例の対象においてイメージングされたのべ１
７５７の視野のうち、１３４９の視野が、解析に十分な組織を含有した。これらの１３４
９の視野の各々は、解析チームの病理学者（ＱＬ）により成功裏に評価された。
【００７６】
　特に、グリソンスコアは、全ての視野について、解析チームの病理学者（ＱＬ）により
、０～５のスケールで、手作業により記録された。グリソン悪性度２のデータがまれであ
るために、悪性度２の視野を、グリソン悪性度３の視野と組み合わせた。表２は、視野レ
ベルのグリソン悪性度についての概要を示す。
【００７７】
【表２】

　本発明の他の実施形態は、異なる視野レベルの評価であって、関与性の患者コホートに
影響を及ぼす疾患又は状態に適切でありうる評価を伴いうる。
【００７８】
　対象試料は、５つのバッチに受容され、解析された。表３は、５つのバッチに対するグ
リソンスコアについての解析結果であって、表示項目が組織試料の総数である解析結果を
示す。一部の対象が複数のバッチにおいて解析されたために、表３は、５４例の固有の対
象に由来するのべ６３の組織試料を含む。９例の対象が複数の組織試料を有した：これら
の対象のうちの４例が２つのバッチで解析され、２例が３つのバッチで解析され、２例は
単一のバッチにおいて２回にわたり解析された。最後の対象は、４つの異なるバッチで解
析された。
【００７９】
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【表３】

　無病生存は、手術と死亡又は追跡との間の時間として定義された。この尺度は、対象が
追跡時において存命であるか又は前立腺がん以外の原因で死んだ場合は右側打ち切りとし
て扱われた。患者対象のうちの１８例は、追跡以前に、前立腺がんで死亡した。また、各
患者対象に享受可能な術後の生存期間もデータセットに付加し、これにより、生のデータ
セットを補完した。
【００８０】
　本発明の他の実施形態は、異なる患者レベルの評価であって、関与性の患者コホートに
影響を及ぼす疾患又は状態に適切でありうる評価を伴いうる。
【００８１】
　細胞全体及び区画の中央値強度は、各バッチの中で、バッチの中の全ての対象における
全ての細胞についての全ての細胞全体の測定値の中央値を減じることにより正規化した。
複数のバッチにおいて解析された８例の対象については、視野をバッチで正規化し、次い
で、その後、単一のバッチにおいて解析された対象と同じ形で取り扱った。本発明の他の
実施形態は、収集されたデータのより多くの正規化を伴う場合もあり、より少ない正規化
を伴う場合もあり、異なる正規化を伴う場合もあり、正規化を伴わない場合もある。
さらなる細胞特徴
　各タンパク質について個別に、４つの細胞特徴を細胞レベルのデータから計算した。各
々がｌｏｇ２スケールで定義される４つの特徴は、細胞全体の中央値強度、核の強度比、
膜の強度比及び細胞質の強度比であった。３つの区画比は、核、膜又は細胞質の発現の中
央値強度を、他の２つの区画の平均の中央値強度へと関連付ける。３つの区画比は、以下
の通りに定義した。
【００８２】
　Ｒn＝Ｉn－（Ｉm＋Ｉc）／２
　Ｒm＝Ｉm－（Ｉn＋Ｉc）／２
　Ｒc＝Ｉc－（Ｉm＋Ｉｎ）／２
［式中、Ｉn、Ｉm及びＩcは、核、膜及び細胞質のそれぞれにおけるｌｏｇ２スケールに
よる中央値強度である］。区画の中のマーカーの発現レベル、例えば、膜におけるＮａＫ
ＡＴＰアーゼは、記載される通り、１つの区画の他の２つの区画の平均に対する比と解釈
した。本発明の他の実施形態は、より多くの細胞特徴を伴う場合もあり、より少ない細胞
特徴を伴う場合もあり、異なる細胞特徴を伴う場合もある。
【００８３】
　上記のデータセットは保存された。計算される任意のさらなる細胞特徴を、保存された
データセットに付加することができる。
分類モデル及び生存モデル
　２つの異なる種類の解析（積率解析及び細胞クラスター解析）を行った。次いで、各種
類の解析の結果を、分類モデル及び生存モデルと個別に比較した。
【００８４】
　視野レベルの評価モデルのために、本発明の実施形態では、上記の特徴を伴う、L. Bre
iman's "Random Forests" in Machine Learning 45(1), 5-32 (2001)において記載されて
いるＲａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ分類子を適用した。その結果、グリソン悪性度の視野と
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関連する２つの個別のモデルが得られた。第１のモデルは、グリソン悪性度（すなわち、
２、３、４又は５）の視野を、グリソン悪性度０の視野から識別した。第２のモデルは、
グリソン悪性度４又は５の視野を、グリソン悪性度２又は３の視野から識別した。第２の
モデルでは、グリソン悪性度０の視野を解析から除去した。Ｒ（ｖ．２．１１.０）用の
Ｒａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔパッケージ（ｖ．４．５－３６）をデフォルトの設定で用い
た。２００ツリーを構築した後で、ＯＯＢ（ｏｕｔ－ｏｆ－ｂａｇ）の誤差率が収束した
ので、５００ツリーを分類子に用いた。フィッティングでは、データをサンプリングし、
対象により層別化して（層変数をＲａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔに用いて）、対象を多数の
視野で過剰に重みづけすることを回避した。ＯＯＢ（ｏｕｔ－ｏｆ－ｂａｇ）予測から予
測されるクラス確率を閾値化することにより、ＲＯＣ（ｒｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔ
ｉｎｇ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）解析を行った。ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）を
推定した。変数重要度の結果は、所与の変数に由来するデータにスクランブルをかけると
きの分類精度の低下に基づいた。変数依存性プロットは、予測されるクラス確率の対数値
に基づいた。本発明の他の実施形態は、より多くの視野レベルの評価モデルを用いる場合
もあり、より少ない視野レベルの評価モデルを用いる場合もあり、異なる視野レベルの評
価モデルを用いる場合もある。
【００８５】
　生存（患者レベルの転帰）との関連のために、対象の侵襲性視野（グリソンスコア＞０
）にわたるスポットレベルの特徴の平均及び対象の正常視野にわたる第２の平均を記録し
た。特定の種類の視野を伴わない対象のマーカーの特徴データは、集団の中央値に帰属さ
せた。
【００８６】
　患者レベルの評価モデルのために、本発明の実施形態では、H. Ishwaran et al.'s "Ra
ndom Survival Forests" in the Ann. App. Statist. 2:841-860 (2008)において開示さ
れているＲａｎｄｏｍ　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ＦｏｒｅｓｔモデルなどのＲａｎｄｏｍ　Ｓ
ｕｒｖｉｖａｌ　Ｆｏｒｅｓｔモデルを適用した。Ｒ（ｖ．２．１１.０）用のＲａｎｄ
ｏｍ　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　Ｆｏｒｅｓｔパッケージ（ｖ．３．６．３）をデフォルト変数
で用いた。５０００ツリーを用いてモデルを構築した。表中記載の誤差メトリックは、１
－［Ｈａｒｒｅｌｌの一致率指数（ランダムに選択された対象の対において、最初に死亡
する対象のモデルで予測される転帰が不良であった確率）］であった。Harrell, F,E. et
 al. in "Evaluating the Yield of Medical Tests," J. Amer. Med. Assoc. 247:2543-2
546 (1982)によれば、５０％誤差はランダムモデルであり、０％が完全モデルである。本
発明の他の実施形態は、より多くの患者レベルの評価モデルを用いる場合もあり、より少
ない患者レベルの評価モデルを用いる場合もあり、異なる患者レベルの評価モデルを用い
る場合もある。
【００８７】
　この誤差メトリックは、ＯＯＢ（ｏｕｔ－ｏｆ－ｂａｇ）試料において推定した。変数
重要度の結果は、ランダムな派生割付けを特徴に関するツリーノードに用いるときの、所
与の特徴についての一致率誤差の増大に基づいた。偏変数依存性プロットは、集団内の対
象において常に観察される所与の特徴の関数として集団内で予測される死亡率である相対
死亡率に基づいた。さらに、時間の閾値を３、５及び１０年後に設定し、患者が閾値以前
に前立腺がんで死亡したかどうかを分類することにより、３つの個別の二元分類モデルを
生存データへとフィッティングさせた。
積率解析
　ＦＯＶレベルのグリソン悪性度との関連のために、本発明の実施形態の積率ベースの解
析では、４つの細胞レベルの特徴を、視野レベルの統計にまとめた。視野の中の細胞集団
に基づき、１４のマーカー全てについて、４つずつの発現レベルの特徴全ての平均、標準
偏差及び歪度を記録した。悪性度ＦＯＶとの関連のために、構造マーカー及び標的マーカ
ーを含めた１４のマーカー全てを、予測子として考えた。これは、１４のバイオマーカー
の各々に４つずつの細胞特徴の各々に３つずつの積率（合計１６８のＦＯＶ属性）を結果
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としてもたらした。本発明の他の実施形態は、より多くの視野レベルの属性を用いる場合
もあり、より少ない視野レベルの属性を用いる場合もあり、異なる視野レベルの属性用い
る場合もある。
【００８８】
　例えば、単一の細胞分割に由来する以下の細胞の形態特徴は、多様な実施形態における
積率ベースのモデル内に包含されうる：Ｅｃｃｅｎｔｒｉｃｉｔｙ＿Ｃｅｌｌ、Ｓｏｌｉ
ｄｉｔｙ＿Ｃｅｌｌ　ＭａｊｏｒＡｘｉｓＬｅｎｇｔｈ＿Ｃｅｌｌ、ＭａｊｏｒＡｘｉｓ
Ａｎｇｌｅ＿Ｃｅｌｌ、Ｐｅｒｉｍｅｔｅｒ＿Ｃｅｌｌ、Ａｒｅａ＿Ｃｅｌｌ、Ａｒｅａ
＿Ｎｕｃｌｅｉ、Ａｒｅａ＿Ｍｅｍ、ａｎｄ　Ａｒｅａ＿Ｃｙｔｏ。
積率解析を用いる視野評価の予測
　視野評価モデルを構築するに当たり、ＦＯＶ属性に関して３つの選択肢を考慮した。
（１）蛍光データに基づく特徴を含むか否か、
（２）細胞の形態データを含むか否か及び
（３）蛍光データの何次の積率を含むのか：平均（ｍ１）、平均及び標準偏差（ｍ１２）
又は平均、標準偏差及び歪度（ｍ１２３）。
【００８９】
　本発明の他の実施形態は、視野属性に関してより多くの選択肢を考慮する場合もあり、
より少ない選択肢を考慮する場合もあり、異なる選択肢を考慮する場合もある。
【００９０】
　表４は、異なる積率ベースの特徴セットに基づき、がん性悪性度（グリソン２、３、４
又は５）視野を、正常悪性度（グリソン０）視野と対比して比較する分類子の性能を示す
。積率の次数（ｍ１、ｍ１２又はｍ１２３）の少なくとも１つを含めた全てのＦＯＶ属性
の複数の組合せについて調べた。一部の組合せには、蛍光マーカーデータが含まれ、一部
には、細胞の形態特徴が含まれた。ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）は、蛍光マーカーデータ
の少なくとも第１の積率を含む全てのモデルについて少なくとも９８％であった。形態特
徴はＡＵＣをわずかに増大させるに過ぎなかった。
【００９１】
【表４】

　表５は、高悪性度（グリソン４又は５）のがん性視野を、低悪性度（グリソン２又は３
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）のがん性視野と対比して比較する分類子の性能を示す。ここでもまた、蛍光マーカーデ
ータの少なくとも第１の積率を包含しないモデルでは、ＡＵＣが減少した。
【００９２】
【表５】

　上位のモデルについてのＲＯＣ曲線を、図７及び８に示す。
【００９３】
　上位のモデルについての変数重要度プロットを、図９及び１０に示す。いずれの場合に
も、上位の特徴は、ＮａＫＡＴＰアーゼと関連し、膜の外側で定量化されるか又はＦＯＶ
レベルの標準偏差が大きい。がん／正常分類子における第１の形態特徴は、一覧表の２４
位である核の面積である。
積率解析を用いる患者レベルの評価の予測
　患者レベルの評価モデルを構築するに当たり、ＦＯＶ属性に関して４つの選択肢を考慮
した。
（１）蛍光データに基づく特徴を含むか否か、
（２）細胞の形態データを含むか否か、
（３）蛍光データの何次の積率を含むのか：平均（ｍ１）、平均及び標準偏差（ｍ１２）
又は平均、標準偏差及び歪度（ｍ１２３）及び
（４）患者に由来するどの視野を含むのか：侵襲性組織だけの視野、正常組織だけの視野
、全ての組織の視野又は侵襲性組織の平均から正常組織の平均を減じた視野。
【００９４】
　本発明の他の実施形態は、視野属性に関してより多くの選択肢を考慮する場合もあり、
より少ない選択肢を考慮する場合もあり、異なる選択肢を考慮する場合もある。
【００９５】
　表６は、全患者のデータセットへとフィッティングさせた全ての積率ベースのモデルに
ついての性能メトリックを示す。「包含されるＦＯＶ」列における「ｉｎｖ－ｎｏｒｍ」
というコードは、対象について用いられる特徴が、それらの侵襲性視野において認められ
る平均からそれらの正常視野において観察される平均を減じた差であることを意味する。
特定の場合には、年齢及びグリソンスコアだけを伴うモデルを１１回にわたりフィッティ
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ａｎｄｏｍ　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　Ｆｏｒｅｓｔ手順及びＲａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ手順
に固有のランダムサンプリング誤差と関連する。
【００９６】
　侵襲性視野にマーカーの第１の積率を伴い、形態特徴を伴わないモデルが、好ましいモ
デルであった。ＲＳＦによる一致率のメトリックにおいてこのモデルを凌ぐモデルも存在
するが、３年後及び１０年後のＡＵＣではこのモデルの方が優れており、第１の積率及び
第２の積率を含むモデルを０．８％下回るに過ぎない。さらに、このモデルは、５年後の
ＡＵＣが、ヌルモデルより７３％～９３％大きい。ヌルモデルのＲＳＦによる一致率を大
幅に凌ぐモデルは見られない。
【００９７】
　表７は、グリソンスコアが０を超える患者を除外した患者データセットに適用された、
モデルについての同じ性能メトリックを示す。侵襲性視野におけるマーカー特徴の第１の
積率を含む、表７における上位のモデルは、ＲＳＦによる一致率（６９％→８１％）、５
年後のＡＵＣ（６８％→８９％）及び１０年後のＡＵＣ（６４％→８７％）において、ヌ
ルモデルを大幅に改善している。表６と同様に、表７の太字で強調された行は、年齢及び
グリソンスコアだけを包含したモデルである。
【００９８】
　上位２つのモデルにおける上位４つの特徴についての偏変数依存性プロットを、図１１
及び１２に示す。
【００９９】
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【０１００】
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【表７】

　図１３に示される通り、全コホート解析では、ＰＩ３Ｋｐ１１０ａ、ＰＣＡＤ及びｐＧ
ＳＫ３ａが、マーカーのうちで最も予測的であった。図１４は、膜におけるＰＩ３Ｋｐ１
１０量及びｐＧＳＫ３ａ量の増大、並びに細胞全体におけるＰＣＡＤ量の減少が、生存の
短縮と関連しうることを示す。図１５及び１６で認められる通り、グリソンスコアが０を
超える対象のコホートでは、重要な特徴の覧表が類似した。
【０１０１】
　全ての上位の特徴を明白なバッチ効果について点検したが、バッチ効果は見いだされな
かった。例えば、バッチ１においてわずかな差分が認められるに過ぎない図１７を参照さ
れたい。
細胞クラスター解析
　本発明の実施形態の細胞クラスター解析では、対象により層別化した全コホートからサ
ンプリングされた２０，０００個の細胞についてのΚ中央値によるクラスター化を用いて
、１４のマーカー及び４つの細胞レベルの特徴、５６次元のマーカー空間に基づき、細胞
をΚ群へとクラスター化した。Κを２～５０の範囲として、Ｒ（ｖ．２．１１．０）用の
ＦｌｅｘｃｌｕｓｔライブラリーのｓｔｅｐＦｌｅｘｃｌｕｓｔ関数（ｖ．１．３－１）
を２０連で実行した。次いで、クラスターのセントロイドからの距離を計算することによ



(29) JP 6063447 B2 2017.1.18

10

20

30

40

50

り、全コホート内の細胞をΚクラスターの１つと関連させた。これは、Ｆｌｅｘｃｌｕｓ
ｔ内の予測関数を用いて達成した。次いで、ＦＯＶレベルの細胞クラスターの特徴を、Κ
クラスターの各々に属するＦＯＶの中の細胞の比率として定義した。作成されるΚ群セッ
トの各々について、個別の分類モデル及び生存モデルをフィッティングさせた。本発明の
他の実施形態では、異なるクラスター化アルゴリズムを用いる場合もあり、アルゴリズム
を細胞属性の異なるセットに適用する場合もあり、作成するクラスターセットの異なる範
囲を指定する場合もあり、作成するクラスターセットの特定の数を同定する場合もある。
クラスター解析を用いる視野レベルの評価の予測
　図１８及び１９に見られる通り、がん視野を正常視野と対比する分類子及び高悪性度が
ん視野を低悪性度がん視野と対比する分類子のいずれの性能も、約２０の細胞クラスター
を包含した後で定常化した。細胞クラスターが２０のとき、正常をがんと対比する分類子
のＡＵＣは、トレーニングセット及びテストセットのそれぞれにおいて９６．１％及び９
５．７％であった。細胞クラスターが２０のとき、高悪性度がんを低悪性度がんと対比す
る分類子のＡＵＣは減少した：トレーニングセットにおける８８．０％及びテストセット
における８８．７％であった。形態特徴は、これらのモデル内に包含されなかった。
【０１０２】
　２０の細胞クラスターモデルについてのＲＯＣ曲線を、図２０及び２１に示す。図２２
及び２３において示される通り、がんを正常と対比する分類子及び 高悪性度がんを低悪
性度がんと対比する分類子のいずれの分類子においても、単一のクラスター７が、ＦＯＶ
悪性度について高度に予測的であるものとして突出している。クラスター７は、いずれの
モデルにおいても、上位４つの特徴の残りの特徴と同様、正常組織の指標である（図２４
及び２５を参照されたい）。高悪性度のがんにおいてクラスター７の細胞が少数であるパ
ターンは、５つのバッチ全てにおいて明らかであった（図２６を参照されたい）。
【０１０３】
　クラスター７の細胞のＦＯＶ比率をバッチ効果について点検したが、バッチ効果は見い
だされなかった。
【０１０４】
　クラスター７のシグネチャーを、図２７にプロットする。このクラスターの著明な特徴
は、それら両者の細胞質における量の減少と関連する、ＮａＫＡＴＰアーゼ及びベータカ
テニンの両方の核及び膜における量の増大である。
クラスター解析を用いる患者レベルの評価の予測
　全コホート解析において、年齢及びグリソンスコアによるヌルモデルを幾分か上回って
改善することができるのは、遠隔期生存の予測だけである。これを、Ｒａｎｄｏｍ　Ｓｕ
ｒｖｉｖａｌ　Ｆｏｒｅｓｔによる一致率（ＲＳＦ＿ＣＯＮＣ）、並びに３、５及び１０
年以内の前立腺がんによる死亡を分類するためのＡＵＣ（ＡＵＣ＿＊ＹＲ）を、モデル内
に包含されるクラスター数と対比してプロットする図２８に示す。正常ＦＯＶと対比した
侵襲性ＦＯＶの組入れは、図中の色により差別化される。ヌルモデルより性能が大きい可
能性があるモデルは、５年後以降における生存予測の改善を示したので、侵襲性の特徴を
含むモデルである。一般に、６つのクラスターにより良好な性能がもたらされる。
【０１０５】
　グリソンスコアが０を超えるコホート解析では、少なくとも５つの細胞クラスターを含
むと、生存期間についての一致率のメトリック及び５年後及び１０年後における死亡分類
率が、ヌルモデルより良好である（図２９を参照されたい）。約２０クラスターを含むま
では、生存期間についての一致率が上昇するのに対し、５年後における死亡は、５つだけ
のクラスターによるときの分類が最も良好である。正常ＦＯＶに由来する特徴を含むこと
は一般に、モデルの性能を改善しない。
【０１０６】
　図３０における、全コホートに適用された、侵襲性組織の中の６つのクラスターを包含
したモデルについての変数重要度プロットは、クラスター６が、モデルの中の他の５つの
クラスターのいずれよりはるかに大きく予測的であることを示す。図３１に示される通り
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、クラスター６は、生存期間の短縮と関連する。
【０１０７】
　グリソンスコアが０を超えるコホートについての２０クラスターによる解析では、２つ
のクラスター：クラスター７及びクラスター１が、生存期間を予測するのに比較的重要で
ある。図３２は、グリソンスコアが０を超えるコホートについての生存モデルの変数重要
度を示す図である。クラスター７が生存期間の延長と関連するのに対し、クラスター１は
、生存期間の短縮と関連する。図３３は、グリソンスコアが０を超えるコホートについて
の２０クラスターのモデルにおける上位４つの特徴の偏変数依存性を示す図である。
【０１０８】
　上位のクラスター全てをバッチ効果について点検したが、バッチ効果は見いだされなか
った。
【０１０９】
　クラスター６／８及びクラスター１／２０のシグネチャーを、図３４に示す。これらの
２つのクラスターは、ＮａＫＡＴＰアーゼ、Ｓ６、ベータカテニン、ＰＣＡＤ、ＰＩ３Ｋ
ｐ１１０ａ及びケラチンの明確な局在化を顕徴とする、類似するシグネチャーを示す。こ
れらの２つのクラスターはまた、細胞全体におけるＮａＫＡＴＰアーゼ、ベータカテニン
及びケラチンが幾分か低度であることも示す。
【０１１０】
　本明細書では、本発明の特定の特徴だけを例示及び記載してきたが、当業者は、多くの
改変及び変更に想到するであろう。したがって、付属の特許請求の範囲は、このような改
変及び変更の全てを、本発明の真の精神の範囲内に収まるものとして対象とすることを意
図することが理解される。
【０１１１】
　特許請求の範囲では、特定の限定の組合せについて列挙するが、本発明は、各独立請求
項を、それ自体で、また、明らかに不適合な限定の組合せを除き、関連する従属請求項に
おいて明記される任意の可能な限定の組合せと共に明示的に包摂する。例えば、本発明は
、異なるクラスター化アルゴリズムの適用を要請する２つの従属請求項のうちの１つだけ
を除き、関連する従属請求項の各々において列挙される限定と組み合わせて、独立請求項
１を明示的に包摂する。
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