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＜特集「医学系研究における画像解析と臨床への応用」＞

胸腺上皮性腫瘍の画像解析を用いた
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抄　　録

胸腺上皮性腫瘍は比較的稀な疾患であるがゆえにその治療に関するエビデンスが得られ難く，適応の

ある薬物療法は数少ない．デジタル・イメージ画像解析の応用は，胸腺上皮性腫瘍で新たながん薬物療

法において有用なツールとなる可能性がある．一つはprogrammed death cell-1（PD-L1）発現の画像解析

である．リンパ球が豊富な胸腺腫は，腫瘍細胞の同定が難しく目視でのPD-L1発現の評価が困難なため，

画像解析による客観的評価が望ましい．もう一つは多重免疫染色である．多重免疫染色によるリンパ球

解析は，胸腺上皮性腫瘍の腫瘍浸潤リンパ球や自己免疫性疾患発症に関与する腫瘍随伴リンパ球をパラ

フィン切片によって後方視的に評価する事ができ，免疫チェックポイント分子の発現や自己免疫性疾患

発症のメカニズムを解明しうる．これらの知見により，新たな抗がん剤治療，特に免疫療法の適応を決

めるエビデンスを構築できる可能性がある．

キーワード：胸腺上皮性腫瘍，画像解析，多重免疫染色．

Abstract

Establishing evidence-based novel anti-tumor drugs for managing thymic epithelial tumor（TET）is dif-

ficult due to its relatively rare nature. Because thymomas have abundant lymphocytes, it may be challeng-

ing to identify tumor cells and calculate PD-L1 expression. Quantitative assessment using digital image analy-

sis may be utilized to resolve this issue. Multiplex immunohistochemistry enables retrospective evaluation

of tumor-infiltrating lymphocytes in TETs, and the paraffin sections using multiplex immunohistochemistry

are used to evaluate the tumor-associated lymphocytes involved in the development of autoimmune diseases,
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は　じ　め　に

胸腺上皮性腫瘍は一次免疫組織である胸腺か

ら発生する比較的稀な悪性上皮性腫瘍で，その

組織型は低悪性度のType A胸腺腫から高悪性
度のType B3胸腺腫や胸腺癌，胸腺内分泌腫瘍
まで様々である．Type B胸腺腫では未熟リンパ
球を多く含み，胸腺腫の特徴的な合併症として，

重症筋無力症などの自己免疫性疾患を発症する．

胸腺腫に随伴する未熟リンパ球が自己抗体産生

に関与する事が知られているが，詳細な機序に

ついては不明な部分が多い．本稿では，臨床的

および組織学的にさまざまな様相を呈する胸腺

上皮性腫瘍について，当教室と分子病態病理学

教室との共同研究で行なっている画像解析を用

いた免疫チェックポイント分子の解析や，自己

免疫性疾患発症のメカニズム解明の試みについ

て紹介する．

胸腺上皮性腫瘍における臨床の課題

胸腺上皮性腫瘍は，WHO組織分類で核異形や
細胞構造により胸腺腫・胸腺癌・胸腺内分泌腫

瘍に分類され，胸腺腫はさらに胸腺上皮性腫瘍

の形態とリンパ球の多寡によりType A，AB，
B1，B2，B3に分類される1）．組織学的にType
A，TypeB1などは悪性度が低くType B3は悪性
度が高く周囲臓器への浸潤能を有し予後不良と

される．低悪性度の胸腺腫であっても悪性上皮

性腫瘍に分類されるため切除可能であれば外科

切除の適応となる．自己免疫性疾患の発症に腫

瘍周囲の胸腺組織も関与するとされる場合は胸

腺腫を含む胸腺全摘出術2），もしくは胸腺部分切

除が推奨される3）4）．根治切除不能な腫瘍は薬物

療法が主体であり，シスプラチンとアンスラサ

イクリン系を含むレジメンが推奨されているが，

希少腫瘍のためランダム化比較試験が行なえず，

そのエビデンスは第 II相試験や後方視的研究に
よる報告のみによる5-8）．新たな抗癌剤治療が模

索されており，近年多くの癌種で効果が示され

ている免疫チェックポイント分子阻害薬につい

ても幾つかの臨床試験が実施され9-12），Choらが
行なった抗programmed death cell-1（PD-1）抗
体であるpembrolizumabの第 II相試験は一定の
抗腫瘍効果を示したが，約70％に自己免疫性疾

患を合併し，他の癌種と比較しても高い頻度で

あったため，臨床に導入されるには課題の残る

結果であった10）．

免疫療法のbiomarkerとなるPD-L1発現につ
いて，胸腺上皮性腫瘍では複数の論文で高発現を

示す事が報告されており13-16），報告によって発現

にばらつきがあるが，悪性度の高い組織型で高

発現を示す傾向にある．我々のグループでも66

例の胸腺上皮性腫瘍のPD-L1発現を検索した14）．

手術切除されたホルマリン固定パラフィン包埋

切片を用いて，抗 PD-L1抗体（clone: SP263）
による免疫染色を行い，2名の病理医によりPD-
L1陽性腫瘍割合（Tumor proportion score: TPS）
を算出し，各組織型におけるPD-L1発現率，お
よび予後との相関を確認した．組織間でPD-L1
発現率は大きく異なっており，低悪性度とされ

る Type Aや Type B1胸腺腫では TPSは低く，
Type B2，B3ではTPSが有意に高い結果となっ
た（Figure 1A）．また興味深いことにType A胸
腺腫の中でも浸潤傾向を有し予後不良とされる

Atypical Type A胸腺腫17）では高発現を示した

（Figure 1B）．PD-L1高発現群・低発現群の予後
を比較すると，高発現群で有意に予後不良で

あった（Figure 1C）．胸腺上皮性腫瘍は悪性度
が高く予後不良な症例でPD-L1高発現を示して
おり，免疫チェックポイント阻害薬が有効な集

and elucidate the expression of the immune checkpoint molecules and the mechanism of autoimmune dis-

ease development. The findings from these analyses may be used to determine the indication for new anti-

tumor therapies, especially those utilizing immune checkpoint inhibitors.

Key Words: Thymic epithelial tumors, Digital image analyses, Multiplex immunohistochemistry.
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Figure 1. 胸腺上皮性腫瘍のPD-L1免疫染色．A: 各組織型でのPD-L1免疫染色．B: Atypical type A胸腺腫のPD-L1

免疫染色．C: PD-L1発現高値群/低値群を比較したKaplan-Meir曲線．（TPS: tumor proportion score）

Figure 1B

Figure 1C

Figure 1A
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団が含まれる可能性がある．

胸腺腫は23 -32 .8％に重症筋無力症を発症
し18-20），その他にも頻度は低いが赤芽球癆や関節

リウマチ，低ガンマグロブリン血症，Sjogren症
候群，橋本病などの自己免疫性疾患を発症する

ことがある20）．正常胸腺では，外側の皮質構造

と内側の髄質構造が存在する．骨髄由来の前駆

T細胞が胸腺皮質髄質境界領域の血管から胸腺
皮質へ移入し，T細胞受容体遺伝子（TCR）の
再構成を受けCD4/CD8陽性T細胞（double pos-
itive: DP）に分化する．胸腺皮質上皮細胞に提
示された自己ペプチド（MHC複合体）による正
の選択（positive selection）を受け，CD4陽性T
細胞あるいはCD8陽性T細胞（single positive:
SP）に分化する．皮質から髄質に移入し負の選
択（negative selection）を受ける．胸腺髄質上
皮細胞や樹状細胞に提示された自己ペプチドに

高い親和性をもつ細胞は死滅する21）．胸腺髄質

細胞はMHC複合体においてゲノム上の全ての遺
伝子を発現しており，AIRE（autoimmune regu-
lator gene）がこれを調整する22）．胸腺腫はT細
胞分化誘導をある程度保持するが23），AIREの欠
損などによりnegative selectionが障害され24）25），

自己反応性T細胞が淘汰されずに自己免疫性疾
患を発症する機序が報告されている26）．まだま

だ詳細なメカニズムは不明な部分が多く，pro-
grammed death-1/programmed death ligand-1
（PD-1/PD-L1）シグナルによる免疫寛容につい
ても，胸腺腫の自己免疫性疾患と関連している

可能性があると考えている．

胸腺上皮性腫瘍と画像解析

1．胸腺腫瘍のPD-L1と画像解析

各免疫チェックポイント阻害薬には治療適応

となるTPSのカットオフ値が設定されており，
病理医がPD-L1発現腫瘍細胞を目視でカウント
し判定する．腫瘍の染色性の不均一や再現性，

樹状細胞・マクロファージによる偽陽性により，

測定者間でスコアの乖離が生じる事が課題とさ

れる27）．特に胸腺上皮性腫瘍のTPS測定は，随
伴するリンパ球を多く含むため腫瘍細胞の同定

が難しい（Figure 2A）．我々は，客観的で定量

的なPD-L1の評価のため，Whole-Slideのデジタ
ルスライド技術を応用した画像解析によるTPS
の算出を試みた．殆どの胸腺上皮性腫瘍で発現

するpan-cytokeratinの免疫染色とPD-L1の免疫
染色の全病理切片をスライドスキャナNano
Zoomer でデジタルデータとして取り込み，染
色領域をRegion Of Interest（ROI）として画像
解析ソフトFiji で自動解析した．pan-cytoker-
atin発現領域を分母，PD-L1発現領域を分子と
し，画像解析による TPS（TPS using image
analysis; TPS-IA）として算出した（Figure 2B）．
各組織におけるTPS-IAは目視で算出したTPS
（TPS-V）と良く相関し，TPS-IA高発現群で有意
に予後不良であり，予後予測因子としても有用

であった．ただし胸腺癌では細胞異型が強く

pan-cytokeratinの発現が不均一でTPS-IAとTPS-
Vに乖離が見られた．Pan-cytokeratinを用いた
PD-L1の画像解析は胸腺腫において有用なツー
ルであった14）．この手法はTPSを面積として測
定している点で，PD-L1発現細胞をカウントす
るTPS-Vと本質的に異なっており，細胞認識ソ
フト等を応用しさらなる技術の進歩が望まれる．

近年免疫チェックポイント阻害薬が使用される

がん領域でのPD-L1発現デジタル解析の研究は
飛躍的に進歩している．Whole-Slideのデジタル
スライド技術は既に広く臨床病理で用いられて

いる28）．さらに自動機械学習やDeep Learning
を用いたアルゴリズムを利用した細胞認識で腫

瘍細胞を正確に検出する手法が開発されており，

非小細胞肺癌での画像解析によるPD-L1発現率
は，病理医との高い一致率を報告している29）．

また機械学習は免疫細胞の除去や組織染色など

人為的な偽陽性を少なくする30）．今後も免疫療

法は様々な腫瘍への適応拡大が予想され，PD-L1
発現の画像解析はさらなる発展が期待される．

2．胸腺上皮性腫瘍の多重免疫染色を用いたリン

パ球解析

胸腺上皮性腫瘍に特徴的である自己免疫性疾

患発症の機序について調べるには，腫瘍随伴リ

ンパ球の研究が不可欠である．リンパ球解析で

はフローサイトメトリーなどシングルセル解析
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を用いる事が多いが，新鮮検体が必要であり希

少な胸腺腫で多くのサンプルを収集する事は難

しい．最近ではNational Institutes of Health/
National Human Genome Researchが公開して
いる遺伝子データベース情報とシングルセル解

析の結果を繋ぎ合わせ，より多くの情報を拾集

し結論を導くような研究も報告されている31）．

我々は，多重免疫染色法による胸腺上皮性腫瘍

のリンパ球解析を試みている．多重免疫染色は，

辻川らが開発した研究手法で32），水溶性の発色

剤を用いて免疫染色を行い，スライドを画像

データに取り込み，細胞の位置を合わせる事で

各細胞における複数の抗体の発現を確認できる．

病理標本上でシングルセル解析ができるように

なる．この手法を用いれば，病理標本を用いて

後方視的にリンパ球解析ができるため，希少な

胸腺腫瘍にとって解析サンプル数を増やす事が

できる大変有用なツールである．我々は株式会

Figure 2.胸腺上皮性腫瘍の画像解析．A: 胸腺腫の腫瘍細胞とPD-L1発現．B: PD-L1スコアの画像

解析: Tumor proportion score by image analysis（TPS-IA）＝画像解析PD-L1発現領域

（下段左）/画像解析サイトケラチン発現領域（下段右）．

Figure 2A

Figure 2B
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社SCREENとの共同研究で，胸腺上皮性腫瘍の
多重免疫染色によるリンパ球解析を行なってい

る．多重免疫染色の工程で重要な「細胞認識」

をDeep Learningによるプログラムを用いる事
で，非常に密な胸腺腫随伴リンパ球でも効率よ

く細胞を識別する事ができる．これまでに小児

胸腺内の多重免疫染色よるリンパ球解析を行い，

小児胸腺内における各分化段階におけるリンパ

球の分布を組織切片上で確認する事ができた

（Figure 3）．胸腺上皮性腫瘍はリンパ球の関与
が大きく，多重免疫染色による腫瘍浸潤リンパ

球や自己免疫性疾患を誘発する腫瘍随伴リンパ

球の解析によって，胸腺上皮性腫瘍の腫瘍免疫

や自己免疫性疾患の機序が明らかになるかもし

れない．

3．画像解析による免疫チェックポイント阻害薬

の新規biomarker探索

先に述べたようにPD-L1高発現を示す胸腺上
皮性腫瘍において，免疫チェックポイント阻害

薬による自己免疫性疾患の合併は新規癌薬物療

法を模索する上で重要な課題である．我々は，

胸腺腫内の腫瘍随伴リンパ球の多重免疫染色を

行い，リンパ球分画を分類し自己免疫性疾患に

関連する遺伝子が発現しているか分析する事で，

自己免疫性疾患発症を予測する遺伝子およびリ

ンパ球レパートリを同定する事を目的とした研

究を行なっている．また抗腫瘍効果を有する浸

潤リンパ球（Tumor Infiltrating Lymphocyte）
についても，多重免疫染色で同時に評価できる．

これらの結果から，免疫チェックポイント阻害

薬による抗腫瘍効果があり，かつ副作用を最小

限に抑えられるbiomarkerとしてのリンパ球が
選別できる可能性がある．

お　わ　り　に

胸腺上皮性腫瘍の研究では基礎研究が多く，

自己免疫性疾患発症の機序についての制御性T
細胞やAIRE遺伝子の関与など，重要な因子が多
数報告がされているが，臨床に応用されるよう

な研究は少ない．画像解析や多重免疫染色のよ

うな，これまでの基礎研究結果を臨床に応用で

きる研究手法を模索する事が重要であると考え

る．

謝　　　　　辞

本研究にあたり小児胸腺を御提供頂きました

小児心臓血管外科・山岸正明先生，前田吉宣先

Figure 3. 多重免疫染色による小児胸腺のリンパ球解析．（左図）各分化段階のリンパ球をプロット

したデジタル統合画像．（右図）CD4/CD8発現のイメージサイトメトリー．
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