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(57)【要約】
　蛍光画像を用いて、生物学的試料の明視野染色プロトコルに類似する明視野型画像を生
成する方法が提供される。生物学的試料上の所定領域の２つ以上の蛍光画像を取得する段
階、前記蛍光画像を明視野色空間にマッピングする段階、明視野画像を生成する段階、及
び任意選択で鮮明化変換補正を適用する段階が含まれる。また、蛍光画像を用いて生物学
的試料の明視野型画像を生成するための画像解析システムが提供される。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明視野染色プロトコルに類似する明視野型画像を生成する方法であって、
生物学的試料上の所定領域の２つ以上の蛍光画像の画像データを取得する段階、
特徴ベース情報又はピクセル強度データ情報を少なくとも部分的に利用して画像データを
解析することにより、非線形推定モデルを含むマッピングパラメータを生成する段階、
前記マッピングパラメータを蛍光画像に適用する段階、
２つ以上の蛍光画像を明視野色空間に変換する段階、及び
明視野型画像を生成する段階
を含む方法。
【請求項２】
　前記非線形推定モデルが、
Ｒ＝２５５ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ａ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．ａ［Ｄｙｅｎ］ｚ［Ｄｙｅｎ］）
Ｇ＝２５５ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｂ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
Ｂ＝２５５ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｃ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
（式中、Ｒ、Ｇ及びＢは前記明視野型画像で生じる赤色、緑色及び青色のピクセル値であ
り、
ｚは所定のピクセル位置で観測される蛍光色素量に関するスケーリング係数であり、
ａ、ｂ及びｃは前記明視野色空間に対応する減衰係数であり、
ａ［Ｄｙｅｎ］、ｂ［Ｄｙｅｎ］、ｃ［Ｄｙｅｎ］の３つの数は、予め選択した色又は所
望の色を用いて定義した仮想染色におけるｎ番目の色素の減衰係数の定数倍である）とし
て定義される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　定数［Ｄｙｅｎ］が、
ｍｉｎ（ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ
［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］））＝１／２５５
となるように選択される、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　鮮明化変換補正を前記明視野型画像に適用することを更に含む、請求項１乃至請求項３
のいずれか記載の方法。
【請求項５】
　前記鮮明化変換補正が畳み込みフィルタを含み、畳み込みフィルタのカーネルが行列
【数１】

である、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　前記明視野型画像が赤色、緑色及び青色の３チャンネル色空間を有する免疫染色型画像
に対応する、請求項１乃至請求項５のいずれか記載の方法。
【請求項７】
　前記２つ以上の蛍光画像の内の１つ以上の画像が自己蛍光性である、請求項１乃至請求
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項６のいずれか記載の方法。
【請求項８】
　前記明視野画像を取得する段階が、前記生物学的試料を２つ以上の組織化学的染色剤又
は免疫組織化学的染色剤で逐次に染色する段階を含む、請求項１乃至請求項７のいずれか
記載の方法。
【請求項９】
　前記特徴ベース情報が核、上皮及び間質から成る群から選択される１つ以上の特徴を含
む、請求項１乃至請求項８のいずれか記載の方法。
【請求項１０】
　マッピングパラメータを第２の所定領域の２つ以上の蛍光画像に適用する段階であって
、前記第２の所定領域は同じ生物学的試料又は異なる生物学的試料に由来する段階を更に
含む、請求項１乃至請求項９のいずれか記載の方法。
【請求項１１】
　前記明視野型画像を用いて病理学的診断をする段階を更に含む、請求項１乃至請求項１
０のいずれか記載の方法。
【請求項１２】
　前記病理学的診断が癌に関する、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　前記明視野型画像を用いて定量解析する段階を更に含む、請求項１乃至請求項１２のい
ずれか記載の方法。
【請求項１４】
　前記定量解析する段階が、分子経路を核、上皮及び間質から成る群から選択される１つ
以上の形態学的構造の関数として識別することを含む、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　蛍光画像を用いて、生物学的試料の明視野染色プロトコルに類似する明視野型画像を生
成するための画像解析システムであって、
生物学的試料上の所定領域の２つ以上の蛍光画像を取得するように構成されているデジタ
ルイメージング装置と、
処理装置であって、
特徴ベース情報又はピクセル強度データ情報を少なくとも部分的に利用して画像データを
解析することにより、非線形推定モデルを含むマッピングパラメータを生成し、
前記マッピングパラメータを前記蛍光画像に適用し、
前記２つ以上の蛍光画像を明視野色空間に変換し、
明視野型画像を生成するように構成されている処理装置と、
前記明視野画像を表示する表示装置と
を含むシステム。
【請求項１６】
　前記非線形モデルが、
Ｒ＝２５５ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ａ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．ａ［Ｄｙｅｎ］ｚ［Ｄｙｅｎ］）
Ｇ＝２５５ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｂ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
Ｂ＝２５５ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｃ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
（式中、Ｒ、Ｇ及びＢは前記明視野型画像で生じる赤色、緑色及び青色のピクセル値であ
り、
ｚは所定のピクセル位置で観測される蛍光色素量に関するスケーリング係数であり、
ａ、ｂ及びｃは前記明視野色空間に対応する減衰係数であり、
ａ［Ｄｙｅｎ］、ｂ［Ｄｙｅｎ］、ｃ［Ｄｙｅｎ］の３つの数は、予め選択した色又は所
望の色を用いて定義した仮想染色におけるｎ番目の色素の減衰係数の定数倍である）とし
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て定義される、請求項１５記載のシステム。
【請求項１７】
　前記定数［Ｄｙｅｎ］が、
ｍｉｎ（ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ
［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］））＝１／２５５
となるように選択される、請求項１６記載のシステム。
【請求項１８】
　鮮明化変換補正を前記明視野型画像に適用することを更に含む、請求項１５乃至請求項
１７のいずれか１項記載のシステム。
【請求項１９】
　前記鮮明化変換補正は畳み込みフィルタを含み、畳み込みフィルタのカーネルが行列
【数２】

である、請求項１８記載のシステム。
【請求項２０】
　前記処理装置が、既に分析した１つ以上の生物学的試料由来のマッピングパラメータを
記憶するように更に構成されている、請求項１５乃至請求項１９のいずれか１項記載のシ
ステム。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に、蛍光顕微鏡で取得した１組のバイオマーカー画像を新しい色空間に
マッピングする方法であって、マッピングした画像の強度値が明視野モダリティを表す方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）による伝統的な組織学的染色では、好塩基性色
素ヘマトキシリン（Ｈ）を用いて細胞核を青色に染色し、好酸性色素エオシン（Ｅ）を対
比染色剤として用いて細胞質、結合組織（コラーゲン）、筋線維、結合組織及び赤血球を
染色する。エオシンは組織中の様々な細胞成分と相互作用し、エオシンが結合している分
子の帯電性に基づいて様々な色合いのピンク色を生じる。免疫診断及び分析での可視化に
は別の色素産生染色剤（chromogenic stain）が用いられており、例えばブラウンジアミ
ノベンジジン（ＤＡＢ）染色が一般的である。
【０００３】
　蛍光色素と共に分子マーカー（色素及び抗体）を用いて細胞成分を択一的に標識するこ
とができることが多い。例えば、ＤＡＰＩ（ＤＮＡに特異的に結合する蛍光色素）で細胞
核を染色することができる一方で、直接コンジュゲートされた抗体により、又は一次二次
増幅検出により検査対象の分子が標的化されている組織中の別の領域を免疫蛍光的に標識
することができる。赤血球（ＲＢＣ）等のいくつかの構造に関して、１組のフィルタによ
って捕捉された組織の自己蛍光を検出に用いることができる。蛍光イメージングモダリテ
ィは、これらの組織構造の各々を個別に捕捉してそれにより正確な局在化及び定量化を可
能にするという利点を有する。
【０００４】
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　しかしながら、蛍光画像に基づく組織病理学的診断は一般的な方法ではなく、その理由
は、病理学者の診断に不可欠である構造的細部及び形態学的細部を蛍光画像が提供しない
からである。ブラウン染色技法と組み合わされることが多い明視野Ｈ＆Ｅ染色も好まれる
ことが多いが、その理由は、数十年にわたって病理学検査室に集められた、これらの技法
に関する大量の知識が存在するからである。
【０００５】
　蛍光画像を疑似明視野画像に変換するための方法は公知である。しかしながら、この方
法では一般に、特定の色空間（波長）が各蛍光色素に再割当てされ、その結果、蛍光画像
が明視野空間で再着色される。この方法では、蛍光画像は、生物学的試料がＨ＆Ｅ等の特
定の明視野染色プロトコルに供された場合に得られるであろう生物学的試料の画像を表す
画像には転換されない。２００９年９月２９日に出願された「Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ａ　Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ　Ｉｍａ
ｇｅ　Ｕｓｉｎｇ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｉｍａｇｅｓ」と題する米国特許出願第１
２／５６９３９６号には、特定の明視野染色プロトコルから画像が直接得られたかのよう
に、生物学的試料の構造的特徴及び構造的細部が識別される明視野画像を蛍光画像から作
成する方法が開示されている。この米国特許出願は参照により本明細書に組み込まれる。
【０００６】
　しかしながら、コントラストを高めると共に細胞境界等の構造的特徴を識別する必要が
ある。核、細胞膜及び細胞質等の内部の特徴を区別して識別する能力を向上させる必要も
あり、その理由は、これらの領域ではフル解像度がない可能性があるからである。そのよ
うなものとして、エッジコントラスト等の先鋭度を高めた仮想染色画像（ＶＳＩ）が望ま
しい。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第９８／５５０２６号
【発明の概要】
【０００８】
　述べたように、これまでは蛍光マーカーを単独で用いて核、上皮及び間質を識別するこ
とにより、細胞コンパートメントに関する情報を得ていた。本方法では蛍光マーカーの形
態学的機能が蛍光バイオマーカーの形態学的機能と組み合わされており、本方法は、細胞
形態学経路及び生物学的経路に部分的に基づいて組織中のタンパク質の発現及び疾患経路
を確認するために用いられる。本開示の発明は、蛍光顕微鏡によって取得した１組のバイ
オマーカー画像及び自己蛍光画像を新しい色空間にマッピングする方法であって、マッピ
ングした画像の強度値がＨ＆Ｅ染色等の明視野モダリティを表す方法を説明する。
【０００９】
　一実施形態において、蛍光画像を用いて、生物学的試料の明視野染色プロトコルに類似
する明視野型画像を生成する方法が提供される。本方法は、生物学的試料上の所定領域の
２つ以上の蛍光画像の画像データを取得する段階、特徴ベース情報又はピクセル強度デー
タ情報を少なくとも部分的に利用して画像データを解析することにより、非線形推定モデ
ルを含むマッピングパラメータを生成する段階、前記マッピングパラメータを蛍光画像に
適用する段階、２つ以上の蛍光画像を明視野色空間に変換する段階、明視野型画像を生成
する段階、及び鮮明化変換補正を明視野型画像に適用する段階を含む。
【００１０】
　別の実施形態において、蛍光画像を用いて、生物学的試料の明視野染色プロトコルに類
似する明視野型画像を生成するための画像解析システムが提供される。本システムは、生
物学的試料上の所定領域の２つ以上の蛍光画像を取得するように構成されているデジタル
イメージング装置と、マッピングパラメータを適用して、２つ以上の蛍光画像を、鮮明化
変換を含む明視野型画像に変換するように構成されている処理装置とを含む。
【００１１】
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　本発明のこれらの及び別の特徴、態様及び利点は、添付の図面を参照して以下の詳細な
説明を読む際により理解されるようになるであろう。添付の図面において、複数の図面に
わたって同一の部分が同一の符号で表される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ヘマトキシリン対比染色剤でＤＡＢ染色した２つの代表的な細胞ペレットの明視
野顕微鏡から得たカラー画像のモノクロ表現を示す図であり、（ａ）は赤色のチャンネル
を表し、（ｂ）は緑色のチャンネルを表し、（ｃ）は青色のチャンネルを表す。
【図２】蛍光顕微鏡から得た免疫染色試料のモノクロ蛍光画像を示す図である。画像（ａ
）は細胞核を選択的に標識するＤＡＰＩ波長における蛍光強度を表し、（ｂ）は上皮成長
因子受容体を標識する、コンジュゲートした抗体により放射された波長における蛍光強度
を表す。
【図３】本明細書で教示した方法に従って蛍光画像を処理することにより得たカラーＶＳ
Ｉのモノクロ表現を示す図である。画像（ａ）は赤色のチャンネルを表し、（ｂ）は緑色
のチャンネルを表し、（ｃ）は青色のチャンネルを表す。視野内の細胞を図１の画像と同
じペレットから得る。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　特許請求した本発明の主題をより明確且つ簡潔に説明すると共に示すために、以下の説
明及び添付の特許請求の範囲中で用いる特定の用語に関して以下に定義を説明する。
【００１４】
　用語「抗体」は、別の分子の特定の空間的構成及び極性構成と特異的に結合し、それに
より前記構成と相補的であると定義される免疫グロブリンを指す。抗体はモノクローナル
又はポリクローナルであることができる。宿主の免疫化及び血清（ポリクローナル）の回
収等の当分野で公知の技法により、連続したハイブリッド細胞株を作製し、分泌されたタ
ンパク質（モノクローナル）を回収することにより、又は少なくとも天然抗体の特異的結
合に必要なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列又はその突然変異型をクローニン
グして発現させることにより、抗体を作製することができる。抗体は完全な免疫グロブリ
ン又はそのフラグメントを含むことができ、免疫グロブリンは、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ
、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３及びＩｇＭ等の様々なクラス及びアイソ
タイプを含む。機能性抗体フラグメントは、完全長の抗体と同等の親和性で結合を保持す
ることができる抗体の一部（例えばＦａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）２又はＦａｂ’）を含
むことができる。更に、特定の分子に対する結合親和性が実質的に維持される限り、免疫
グロブリン又はそのフラグメントの凝集体、ポリマー及びコンジュゲートを必要に応じて
用いることができる。
【００１５】
　用語「結合剤」は、生物学的試料中の１種以上の標的と結合することができる分子を指
す。結合剤は標的と特異的に結合することができる。好適な結合剤は、天然ペプチド又は
修飾ペプチド、タンパク質（例えば抗体、アフィボディ又はアプタマー）、核酸（例えば
ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ又はアプタマー）、多糖（例えばレクチン、糖）、脂
質、酵素、酵素基質又は酵素阻害剤、リガンド、受容体、抗原又はハプテンの１種以上含
むことができる。分析する試料及び検出に使用可能な標的に応じて適切な結合剤を選択す
ることができる。例えば、試料中の標的がリガンドを含み、共に結合剤が受容体を含むこ
とができ、又は標的が受容体を含み、結合剤がリガンドを含むことができる。同様に、標
的が抗原を含み、結合剤が抗体若しくは抗体フラグメントを含むことができ、又はその逆
も可能である。いくつかの実施形態において、標的が核酸を含み、結合剤が相補的な核酸
を含むことができる。いくつかの実施形態において、標的及び結合剤の両方が互いに結合
可能なタンパク質を含むことができる。
【００１６】
　用語「生物学的試料」は、インビボ又はインビトロで得られる生物学的組織又は生体液
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起源の試料を含む、生物学的被験体から得られる試料を指す。そのような試料は、ヒトを
含む哺乳類から分離された体液（例えば血液、血漿、血清又は尿）、器官、組織、断片及
び細胞であることができるがそれらに限定されない。生物学的試料はまた、組織（例えば
器官又は組織の一部分）を含む生物学的試料の切片を含むこともできる。生物学的試料は
また、生物学的試料からの抽出物、例えば生体液（例えば血液又は尿）由来の抗原を含む
こともできる。
【００１７】
　生物学的試料は、原核生物起源又は真核生物（例えば昆虫、原生動物、鳥類、魚類、爬
虫類）起源であることができる。いくつかの実施形態において、生物学的試料は哺乳動物
（例えばラット、マウス、ウシ、イヌ、ロバ、モルモット又はウサギ）起源である。特定
の実施形態において、生物学的試料は霊長類（例えばチンパンジー又はヒト等）起源であ
る。
【００１８】
　用語「発蛍光団」又は「蛍光信号ジェネレータ」は、特定波長の光が照射されて励起し
た際に異なる波長で光を放射する化合物を指す。発蛍光団をその発光プロファイル又は「
色」の観点から説明することができる。緑色の発蛍光団（例えばＣｙ３、ＦＩＴＣ及びオ
レゴングリーン）は一般的に５１５～５４０ナノメートルの範囲の波長で発光すると特徴
付けられ得る。赤色の発蛍光団（例えばテキサスレッド、Ｃｙ５及びテトラメチルローダ
ミン）は一般的に５９０～６９０ナノメートルの範囲の波長で発光すると特徴付けられ得
る。発蛍光団の例として、４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチルベン－２，
２’ジスルホン酸、アクリジン、アクリジン及びアクリジンイソチオシアネートの誘導体
、５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）、４－
アミノ－Ｎ－［３－ビニルスルホニル）フェニル］ナフタルイミド－３，５ジスルホネー
ト（ルシファーイエローＶＳ）、Ｎ－（４－アニリノ－１－ナフチル）マレイミド、アン
トラニルアミド、ブリリアントイエロー、クマリン、クマリン誘導体、７－アミノ－４－
メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）、７－アミノ－トリフルオロメチルクマリン
（7-amino-trifluoromethylcouluarin）（クマラン１５１（Coumaran 151））、シアノシ
ン；４’，６－ジアミニジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）、５’，５”－ジブ
ロモピロガロール－スルホンフタレイン（ブロモピロガロールレッド）、７－ジエチルア
ミノ－３－（４’－イソチオシアナトフェニル）４－メチルクマリン、４，４’－ジイソ
チオシアナトジヒドロ－スチルベン－２，２’－ジスルホン酸、４，４’－ジイソチオシ
アナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸、５－［ジメチルアミノ］ナフタレン－１－
スルホニルクロリド（ＤＮＳ、ダンシルクロリド）、エオシン、エオシン誘導体（例えば
エオシンイソチオシアネート）、エリスロシン、エリスロシン誘導体（例えばエリスロシ
ンＢ及びエリスロシンイソチオシアネート）；エチジウム；フルオレセイン及び誘導体（
例えば５－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ））、５－（４，６－ジクロロトリアジン
－２－イル）アミノフルオレセイン（ＤＴＡＦ）、２’，７’－ジメトキシ－４’，５’
－ジクロロ－６－カルボキシフルオレセイン（ＪＯＥ）、フルオレセイン、フルオレセイ
ンイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ＱＦＩＴＣ（ＸＲＩＴＣ）；フルオレスカミン誘導
体（アミンとの反応時に蛍光を発する）；ＩＲ１４４；ＩＲ１４４６；マラカイトグリー
ンイソチオシアネート；４－メチルウンベリフェロン；オルトクレゾールフタレイン；ニ
トロチロシン；パラロサニリン；フェノールレッド、Ｂ－フィコエリトリン；ｏ－フタル
ジアルデヒド誘導体（アミンとの反応時に蛍光を発する）；ピレン及び誘導体（例えばピ
レン、ピレンブチレート及びスクシンイミジル１－ピレンブチレート）；リアクティブレ
ッド４（Ｃｉｂａｃｒｏｎ．ＲＴＭ．ブリリアントレッド３Ｂ－Ａ）、ローダミン及び誘
導体（例えば６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ））、６－カルボキシローダミン
（Ｒ６Ｇ）、リサミンローダミンＢスルホニルクロリド、ローダミン（Ｒｈｏｄ）、ロー
ダミンＢ、ローダミン１２３、ローダミンＸイソチオシアネート、スルホローダミンＢ、
スルホローダミン１０１及びスルホローダミン１０１のスルホニルクロリド誘導体（テキ
サスレッド）；Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭ
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ＲＡ）；テトラメチルローダミン、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩ
ＴＣ）；リボフラビン；ロゾール酸及びランタニドキレート誘導体、量子ドット、シアニ
ン、ピレリウム色素、並びにスクアラインが挙げられるがそれらに限定されない。
【００１９】
　用語「インサイチュ」は原位置で、例えばインタクトな器官若しくは組織で、又は器官
若しくは組織の代表的部分で起こる事象を一般的に指す。いくつかの実施形態において、
生体、器官、組織試料又は細胞培養物を含む様々な源に由来する細胞に関して標的のイン
サイチュ分析を行なうことができる。インサイチュ分析は、標的が起源の部位から取り出
された際に失われる可能性がある背景情報を提供する。したがって、標的のインサイチュ
分析とは、細胞膜が完全にインタクトであるか又は標的と結合したプローブが細胞内に残
るという部分的にインタクトであるかに関わらず、全細胞又は組織試料中にある、標的と
結合したプローブの分析を表す。更に、本明細書に開示した方法を用いることにより、固
定されている又は未固定の細胞又は組織試料中において標的をインサイチュで分析するこ
とができる。
【００２０】
　用語「プローブ」は、結合剤と信号ジェネレータ又は酵素等の標識とを有する作用剤を
指す。いくつかの実施形態において、結合剤及び標識（信号ジェネレータ又は酵素）は単
一のエンティティ中で具体化される。結合剤及び標識を直接的に（例えば結合剤中に組み
込まれた蛍光分子を介して）、又は間接的に（例えば切断部位を含むことができるリンカ
ーを介して）取り付けて単一の段階で生物学的試料に適用することができる。代替実施形
態において、結合剤及び標識は別々のエンティティ中で具体化される（例えば、標識と結
合することができる一次抗体、及び一次抗体に結合することができる酵素又は信号ジェネ
レータ標識二次抗体）。結合剤及び標識（信号ジェネレータ又は酵素）が別々のエンティ
ティである場合、結合剤及び標識を単一の段階又は複数の段階で生物学的試料に適用する
ことができる。用語「蛍光プローブ」は、蛍光信号ジェネレータとカップリングした結合
剤を有する作用剤を指す。
【００２１】
　用語「信号ジェネレータ」は、１つ以上の検出技法（例えば分光測定、比色分析、分光
分析又は目視検査）を用いて検出可能な信号を生じることができる分子を指す。検出可能
な信号の好適な例として、光信号及び電気信号又は放射性信号を挙げることができる。信
号ジェネレータの例として、発色団、発蛍光団、ラマン活性タグ及び放射性標識の内の１
種以上が挙げられる。前述したように、プローブに関して、いくつかの実施形態では信号
ジェネレータ及び結合剤が単一のエンティティ（例えば蛍光標識を有する標識結合タンパ
ク質）中に存在することができる。また、結合剤及び信号ジェネレータは別々のエンティ
ティ（例えば受容体タンパク質、及び特定の受容体タンパク質に対する標識抗体）である
ことができ、別々のエンティティは試料への導入前又は導入時に互いに結合する。
【００２２】
　用語「固体担体」は、その上で生物学的試料中に存在する標的を固定することでき、続
いて本明細書に開示した方法で検出することができる物体を指す。物理吸着により、共有
結合を形成することにより、又はそれらの組み合わせにより、固体担体上に標的を固定す
ることができる。固体担体としてポリマー材料、ガラス材料又は金属材料を挙げることが
できる。固体担体の例として、膜、マイクロタイタープレート、ビーズ、フィルタ、テス
トストリップ、スライド、カバースリップ及び試験管が挙げられる。
【００２３】
　用語「特異的結合」は、２つの異なる分子の内の一方の分子を、他方の分子と比して特
異的に認識し、他方の分子に対する認識は実質的により低いことを指す。これらの分子は
、１つ以上の静電的相互作用、水素結合又は疎水性相互作用から生じる２つの分子間の特
異的認識をもたらす領域を分子の表面又はキャビティ内に有することができる。特異的結
合の例として、抗体－抗原相互作用、酵素－基質相互作用、ポリヌクレオチド相互作用等
が挙げられるがそれらに限定されない。いくつかの実施形態において、約６～約８のｐＨ
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及び約０℃～約３７℃の範囲の温度等の周囲条件下で、結合剤分子は標的に対して約１０
５Ｍ-1以上の固有平衡会合定数（ＫＡ）を有することができる。
【００２４】
　用語「標的」は、生物学的試料中に存在する場合に検出することができる生物学的試料
の成分を指す。標的は、それに対する特異的結合剤（例えば抗体）が天然に存在している
、又はそれに対する特異的結合剤（例えば小分子結合剤又はアプタマー）を調製すること
ができる任意の物質であってよい。一般的に、結合剤は、標的の１つ以上の別々の化学的
部分、又は標的の三次元構造成分（例えばペプチドの折り畳みに起因する３Ｄ構造）を介
して標的に結合することができる。標的は、天然ペプチド又は修飾ペプチド、タンパク質
（例えば抗体、アフィボディ又はアプタマー）、核酸（例えばポリヌクレオチド、ＤＮＡ
、ＲＮＡ又はアプタマー）、多糖（例えばレクチン又は糖）、脂質、酵素、酵素基質、リ
ガンド、受容体、抗原又はハプテンを１種以上含むことができる。いくつかの実施形態に
おいて、標的はタンパク質又は核酸を含むことができる。
【００２５】
　用語「仮想染色画像」（ＶＳＩ）は、明視野染色プロトコルから得た画像をシミュレー
トする生物学的試料の画像を指す。仮想染色画像は、明視野画像と同様のコントラスト、
強度及び発色を有する。これにより、核、上皮、間質又は任意の種類の細胞外マトリック
ス材料の特徴を含むがそれらに限定されない生物学的試料中の特徴を、明視野染色プロト
コルを生物学的試料に直接用いたかのように特徴付けることができる。
【００２６】
　本発明は、検体検出、組織化学、免疫組織化学又は免疫蛍光等の分析、診断又は予後診
断の用途に適用することができる方法に一般的に関する実施形態を含む。いくつかの実施
形態において、本明細書に開示した方法を、組織化学、免疫染色、免疫組織化学、免疫ア
ッセイ又は免疫蛍光に特に適用することができる。いくつかの実施形態において、本明細
書に開示した方法を、免疫ブロッティング法、例えばウェスタンブロット又は免疫アッセ
イ（例えば酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ））に特に適用することができる。
【００２７】
　生物学的試料中の複数の標的を逐次染色して検出する方法は、２００７年９月２８日に
出願された「Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ｓａｍｐｌｅｓ」と題する米国特許出願第１１／８６４０８５号でより詳細に説明されて
おり、この出願は参照により本明細書に組み込まれる。試料中の標的を共局在化する方法
は、２００７年３月１５日に出願された「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏ
ｒ　Ａｎａｌｙｚｉｎｇ　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｓａｍｐｌｅｓ」と題す
る米国特許出願第１１／６８６，６４９号、２００６年８月７日に出願された「Ｓｙｓｔ
ｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｃｏ－Ｒｅｇｉｓｔｅｒｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉ－Ｃ
ｈａｎｎｅｌ　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ａ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｍｉｃｒｏ　Ａｒｒａｙ」と題
する米国特許出願第１１／５０００２８号、２００６年１１月３０日に出願された「Ｓｙ
ｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｓｃｏｒｉｎｇ　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ａ
　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｍｉｃｒｏ　Ａｒｒａｙ」と題する米国特許出願第１１／６０６５８２
号、及び２００７年２月２８日に出願された「Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｓｅｇｍｅｎｔａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍａｇｅ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ」と題する米国特許出願第１１／６８
００６３号で説明されており、各出願は参照により本明細書に組み込まれる。
【００２８】
　蛍光画像を疑似明視野画像に変換する方法は公知である。しかしながら、これらの方法
では一般に、特定の色空間（波長）が各蛍光色素に再割当てされ、その結果、蛍光画像が
明視野空間に再着色される。これらの方法では、蛍光画像は、生物学的試料がＨ＆Ｅ等の
特定の明視野染色プロトコルに供された場合に得られたであろう生物学的試料の画像を表
す画像に転換されない。特定の明視野染色プロトコルから画像が直接得られたかのように
、生物学的試料の構造的特徴及び構造的細部が識別される明視野画像を蛍光画像から作成
する方法も公知である。明視野染色プロトコルに類似する画像を仮想染色画像（ＶＳＩ）
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と称することができる。そのような方法は、前述した米国特許出願第１２／５６９３９６
号で説明されている。
【００２９】
　本開示の発明は、蛍光顕微鏡で取得した１組のバイオマーカー画像を新しい色空間にマ
ッピングする方法であって、マッピングした画像の強度値が明視野モダリティを表し、Ｖ
ＳＩを生成するために用いることができる方法を説明する。本方法は、２つ以上の蛍光画
像中の対応する点及び校正関数から取得したデータを用いることを含み、校正関数は、生
物学的試料の明視野画像から得られるか、又は予め選択した色若しくは所望の色を用いて
定義される。標準的な生物学的染色プロトコルに精通している病理学者又は顕微鏡使用者
であることができるオペレータにより、予め選択した色又は所望の色を選択することがで
きる。校正関数により、「減衰係数」と呼ばれるａ［赤］、ａ［緑］、ａ［青］の３つの
パラメータを用いて蛍光画像を明視野色空間にマッピングする強度変換が推定される。
【００３０】
　ヘマトキシリン、エオシン又はジアミノベンジジン（ＤＡＢ）等の可視色素で標識され
た、検査対象のバイオマーカーにおける幅広い染色強度を有する１つ以上の生体試料を調
製することにより、推定パラメータを得ることができる。次いで、試料を明視野でイメー
ジングすることができ、並びに赤色、緑色及び青色のピクセル強度レベルの分布を算出す
ることができ、ピクセル強度レベルは区間［０，１］に正規化される。平均（ｌｏｇ強度
）に関して最小値の色が識別される。一般性を失うことなく、特定の色を仮定することが
できる。例えば、色が緑色である場合、（ｌｏｇ赤／ｌｏｇ緑）及び（ｌｏｇ青／ｌｏｇ
緑）の平均値が算出され、３つの数（平均［ｌｏｇ赤／ｌｏｇ緑］、１、平均［ｌｏｇ青
／ｌｏｇ緑］）が減衰係数として用いられる。
【００３１】
　代替実施形態において、実際の明視野色素を参照することなく減衰係数を得ることがで
きる。代わりとして、設計者は適度に強い染色に用いるべき色を選ぶことができる。その
色が、チャンネルＲ、Ｇ及びＢが区間［０，１］に正規化されている線形色モデルにおけ
る（Ｒ、Ｇ、Ｂ）である場合、その時には減衰係数は単純である（ｌｏｇＲ、ｌｏｇＧ、
ｌｏｇＢ）。この手法により、本方法において天然には存在しない色素を用いる明視野染
色をシミュレートすることができる。
【００３２】
　次に、２つの方法、即ち強度ベース及び特徴ベースにより、複数の蛍光画像における点
を対応させることができる。
【００３３】
　特徴ベース法では、蛍光画像及び明視野画像の両方に関して、核、上皮、間質又は任意
の種類の細胞外マトリックス材料の画像が取得される。手動プロセスを用いて、又は自動
的に特徴ベースの構造を選択することができる。両方のモダリティからの画像において、
対応する構造が選択される。蛍光画像に関しては、所定のバイオマーカーに合わせて調整
された適切な励起エネルギー源と、放射光を収集するのに適したフィルタとを備えた蛍光
顕微鏡を用いて画像を捕捉することができる。同様にして、顕微鏡下で試料を移動させる
ことなく同時に、又は逐次に複数のバイオマーカーをイメージングすることができる。述
べたように、異なるバイオマーカーに関しては励起波長及びフィルタを変更することがで
きる。特定の実施形態において、明視野画像及び蛍光画像の両方を取得することができる
ように顕微鏡を設計することができる。そのような顕微鏡の一例は、校正された複数の光
路及び複数のカメラを含むことができる。その場合、試料の明視野画像を得ることができ
、次いでこれを赤色（Ｒ）、緑色（Ｇ）及び青色（Ｂ）のチャンネルに分割することがで
き、特徴ベースの構造の色及び強度が測定される。
【００３４】
　強度ベース法では、電子的センサ、磁気的センサ、光学的センサ又は機械的センサによ
り顕微鏡下で試料領域の位置を制御することができ、そのため、次の画像を取得するため
に試料領域を同じ位置に近接して繰り返し配置することができる。一般的に、強度ベース



(11) JP 2014-521979 A 2014.8.28

10

20

30

40

50

の位置合わせを広範な種類のバイオマーカーに適用することができる。一般的に、基材（
例えばＴＭＡ、スライド、ウェル又はグリッドが挙げられるがそれらに限定されない）上
に固定されるか、又は別の方法で設けられる生物学的試料は分子バイオマーカーで標識さ
れ、蛍光顕微鏡によりイメージングされる。
【００３５】
　一実施形態において、抗体又はタンパク質に結合した蛍光色素等の様々な分子バイオマ
ーカーを用いることができる。その場合、所定のバイオマーカーに合わせて調整された励
起エネルギー源を用いて、及び放射光を最適に収集するのに適した様々なフィルタを用い
て、蛍光顕微鏡下で試料がイメージングされる。顕微鏡下で試料を移動させることなく同
時に、又は逐次に複数のバイオマーカーをイメージングすることができる。異なるバイオ
マーカーに関しては励起波長及びフィルタを変更することができる。バイオマーカーとし
て下記リストのマーカーを挙げることができるがそれらに限定されず、下記リストでは、
各マーカーの１つ以上の機能が簡単に説明されているが、必ずしも全ての機能が説明され
ているわけではない。
Ｈｅｒ２／ｎｅｕ：乳癌及び胃癌のおいて過剰に発現する上皮増殖因子、モノクローナル
抗体による治療は腫瘍の増殖を遅らせる
ＥＧＦ－Ｒ／ｅｒｂＢ：上皮増殖因子受容体
ＥＲ：一部の乳癌の腫瘍の増殖に必要であり、核中に位置しており、陽性患者においてエ
ストロゲンを制限する療法を決定するためにＩＳＨで検出されるエストロゲン受容体
ＰＲ：ＤＮＡに結合するホルモンであるプロゲステロン受容体
ＡＲ：アンドロゲン受容体はアンドロゲン依存性腫瘍増殖に関与する
Ｐ５３：腫瘍抑制遺伝子は、ＤＮＡの損傷を感知し、ヒトの癌の５０％で不活性されてい
る
β－カテニン：癌の発癌遺伝子は、細胞膜から核に転位し、細胞付着において、及び潜在
遺伝子調節タンパク質としての両方で機能する
ホスホ－β－カテニン：βカテニンのリン酸化体は、サイトゾル中で分解し、核に転位し
ない
ＧＳＫ３β：Ｗｎｔ経路中のグリコーゲンシンターゼキナーゼ－３βタンパク質は、β－
カテニンをリン酸化して、ホスホ－β－カテニンとし、プロトソーム中で急速に分解する
ＰＫＣβ：メディエータＧタンパク質結合受容体
ＮＦＫβ：核に転位した際の炎症に関する核因子カッパＢマーカー
Ｂｃｌ－２：Ｂ細胞リンパ腫発癌遺伝子２は、アポトーシス阻害剤として作用する
サイクリンＤ：細胞周期の制御
ＶＥＧＦ：血管形成に関する血管上皮増殖因子
Ｅ－カドヘリン：上皮細胞で発現する細胞－細胞相互作用分子であり、その機能は上皮癌
で失われる
ｃ－ｍｅｔ：チロシンキナーゼ受容体
　この段階では、コンパートメント情報を保有する１種以上の追加の蛍光形態学的マーカ
ーを含むこともできる。このマーカーは、次の段階と共通の情報を保有するように選択さ
れ、逐次染色が含まれる場合には画像を位置合わせするために用いられる。その場合、生
物学的試料の領域は、ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）色素等の明視野色空間で可
視的である１つ以上の形態学的マーカーで再標識され、再びイメージングされる。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、形態学的マーカーとして下記のものを挙げることができ
るがそれらに限定されない。
ケラチン：上皮細胞に対するマーカー
Ｐａｎ－カドヘリン：細胞膜に対するマーカー
平滑筋アクチン：筋肉に対するマーカー
ＤＡＰＩ：核に対するマーカー
ヘマトキシリン：ＤＮＡに対するマーカー（青色染色剤）
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　これらの形態学的マーカーの一部を、明視野顕微鏡を用いてイメージングすることがで
き、一部を蛍光顕微鏡でイメージングすることができる。いずれの場合にも、形態学的マ
ーカーは前の段階と共通の情報を有するように選択される。例えば、前の段階で核をイメ
ージングするためにＤＡＰＩが用いられる場合、次の段階では明視野顕微鏡下で核をイメ
ージングするためにヘマトキシリンを用いることができる。両方とも同じコンパートメン
トを染色することから、画像の位置合わせ技法により画像を合わせることができる。核染
色剤であるＤＡＰＩを追加の蛍光形態学的マーカーとして用いて、明視野画像においてヘ
マトキシリンで染色された核を蛍光画像と位置合わせすることができる。ハードウェア及
びソフトウェア位置合わせ技法の両方を用いて試料領域の画像が重ね合わされて情報が記
憶され、それによる技術的効果は、位置合わせ又は別の方法で試料領域のマルチチャンネ
ル画像を生成することである。
【００３７】
　したがって、強度ベース法により、逐次イメージング及び共位置合わせ技法を用いて同
じ生物学的試料から分子マーカー及び形態学的マーカーの両方をイメージングすることが
できる。続いて、蛍光画像及び明視野画像の両方に関して、生物学的試料の領域上の所定
の点に関するピクセル強度を位置合わせして比較することができる。特徴ベース法と同様
に、明視野画像は赤色（Ｒ）、緑色（Ｇ）及び青色（Ｂ）のチャンネルに分割される。
【００３８】
　強度ベース法又は特徴ベース法のいずれにおいても、蛍光画像から明視野色空間への変
換では非線形変換式において推定マッピングパラメータが用いられる。赤色、緑色、青色
の値又は色空間（Ｒ、Ｇ、Ｂ）を用いて非線形変換式を表すことができ、変換は下式で表
される。
Ｒ＝２５５ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ａ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
Ｇ＝２５５ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｂ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
Ｂ＝２５５ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｃ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２］
－．．．）
　式中、スカラーｚ［Ｄｙｅ１］、ｚ［Ｄｙ２］、．．．は、所定のピクセル位置で観測
される蛍光色素の分位値である。３つの数（ａ［Ｄｙｅｎ］、ｂ［Ｄｙｅｎ］、ｃ［Ｄｙ
ｅｎ］）は、予め選択した色又は所望の色を用いて定義した仮想染色におけるｎ番目の色
素の減衰係数の定数倍である。出力色値（Ｒ、Ｇ、Ｂ）が画像において読取り可能な範囲
のコントラストを表示することができるように定数が選択される。
【００３９】
　一実施形態において、ｚ［Ｄｙｅ１］、ｚ［Ｄｙ２］、．．．に関して０．９９５の分
位値が見出され、
ｍｉｎ（ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ
［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］））＝１／２５５
となるように定数が選択される。この実施形態では、出力色のダイナミックレンジで８ビ
ット画像の可能なダイナミックレンジがほとんど満たされ、結果として強いコントラスト
が生じる。
【００４０】
　仮想染色画像が作成された後に鮮明化変換を仮想染色画像に適用することができる。一
実施形態において、カーネルが行列
【００４１】
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【数１】

【００４２】
である線形畳み込みフィルタとして鮮明化変換を実施することができる。鮮明化変換の適
用により、エッジがよりはっきりとした、より鮮明な外観である出力画像が得られ、より
細部を見ることができる。
【００４３】
　変換パラメータが算出されると、試料の１つ以上の選択領域を用いて、仮想Ｈ＆Ｅマッ
ピング、又はブラウンＤＡＢ染色等の同様の仮想画像を用いて１組の蛍光画像からＶＳＩ
に変換することができる。分子バオマーカーは好都合なことに、明視野画像のみを用いて
は見ることができない機能情報及びコンパートメント情報を提供する。例えば、画像解析
アルゴリズムは、病理学者又はオペレータに明視野モダリティ（Ｈ＆Ｅ）を表す画像強度
値を提供しながら、試料コンパートメントを分離するために追加されたチャンネルを利用
することができる。例えば、ケラチンに対するＤＡＢ染色プロトコルを表すＶＳＩでは、
細胞核が紫色の色合いで示され、上皮細胞及び線維芽細胞の細胞骨格が茶色の色合いで示
されるであろう。
【００４４】
　別の実施形態において、マッピングパラメータを推定すると、変換アルゴリズムを別の
蛍光画像に適用してＶＳＩを生成することができる。別の蛍光画像は、同じ生物学的試料
の異なる領域由来であることができる。例えば、生物学的試料の供給源は、新鮮な、凍結
された及び／又は保存された器官若しくは組織試料又は生検若しくは吸引物から得た固体
組織；血液又は任意の血液成分；脳脊髄液、羊水、腹水又は間質液等の体液；又は被験体
の妊娠若しくは成長における任意の時点からの細胞であることができる。いくつかの実施
形態において、組織試料は初代又は培養した細胞又は細胞株を含むことができる。
【００４５】
　別の実施形態において、ＶＳＩを生成するために用いられる別の蛍光画像は、異なる生
物学的試料由来であることができる。異なる生物学的試料は、類似の機能を有することが
できる生物学的被験体の組織から得た類似の細胞の集合体を含むことができる。ヒト組織
の好適な例として（１）上皮、（２）血管、骨、及び軟骨を含む結合組織、（３）筋肉組
織並びに（４）神経組織が挙げられるがそれらに限定されない。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、生物学的試料は、健常な組織試料又は疾患の組織試料に
由来する組織切片（例えば結腸、乳房組織及び前立腺に由来する組織切片）を含む。組織
切片は組織試料の一部又は一片、例えば組織試料から切り取られた組織又は細胞の薄片を
含むことができる。いくつかの実施形態において、組織試料の複数の切片を採取して分析
することができる。
【００４７】
　本明細書に開示した方法を生物学及び医学における分析、診断及び治療の用途に適用す
ることができる。いくつかの実施形態において、本明細書に開示した方法を組織化学、特
に免疫組織化学に適用することができる。本明細書で説明した方法に従って、患者からの
細胞試料又は組織試料の分析を診断的に（例えば特定の疾患を有する、特定の毒素に曝さ
れた、又は特定の治療若しくは臓器移植によく反応する患者を識別するために）、及び予
後診断的に（例えば特定の疾患を発症する可能性がある、特定の治療によく反応する可能
性がある、又は特定の臓器移植を受け入れる可能性がある患者を識別するために）用いる
ことができる。本明細書に開示した方法により、同じ生物学的試料由来の複数（例えば潜
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在的には無限の数）の標的（例えば疾患マーカー）の正確且つ確実な分析を促進すること
ができる。
【００４８】
　特定の実施形態において、生成されるＶＳＩを病理学的診断に用いることができ、疾患
を示す１つ以上の分子経路を分子マーカーに基づいて識別する段階を更に含むことができ
る。本方法を様々な疾患に用いることができるが、本方法が特に適している疾患の一種は
癌であり、癌として上皮癌が挙げられるがそれに限定されない。上皮癌として乳癌、前立
腺癌及び結腸癌が挙げられるがそれらに限定されない。
【００４９】
　特定の実施形態において、核、上皮及び間質から成る群から選択される１つ以上の形態
学的構造の関数として分子経路を識別することを含む定量解析に、生成されたＶＳＩを用
いることができる。例えば、染色された蛍光画像をＨ＆Ｅ座標系に変換し、共に観察する
ことにより解析を向上させることができる。
【００５０】
　本方法を実施するための画像解析システムは一般的に、蛍光空間及び明視野空間の両方
において分子マーカー及び形態学的染色剤で染色したデジタル画像を少なくとも一時的に
記憶する手段と、逐次染色が含まれる場合には１回以上の位置合わせを用いて画像を共位
置合わせするための処理装置とを含む。処理装置はまた、明視野画像及び２つ以上の蛍光
画像の特徴ベース情報又はピクセル強度データ情報を少なくとも部分的に解析してマッピ
ングパラメータを算出することにより２つ以上の蛍光画像をＶＳＩに変換するように構成
されている。
【００５１】
　本システムは、１つ以上の画像を表示する手段、インタラクティブビューア、仮想顕微
鏡、及び／又は通信ネットワークを介して１つ以上の画像を送信する手段を更に含むこと
ができる。処理装置はまた、形態学的特徴の分割に少なくとも部分的に基づいて１つ以上
の画像を互いに重ねることもできる。
【００５２】
　特定の実施形態において、処理装置はまた、既に分析した１つ以上の生物学的試料由来
のマッピングパラメータを記憶するように構成されている。これにより、変換アルゴリズ
ムを別の蛍光画像に適用してＶＳＩを生成するための手段が提供される。別の蛍光画像は
、同じ生物学的試料の異なる領域由来であることができ、又は異なる生物学的試料由来で
あることができる。本システムではまた、ユーザが多くの利用可能な変換から選択するこ
と、及び期待される出力（生成されるＶＳＩ）の目視検査にインタラクティブに基づいて
変換パラメータを更に調整することができる。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、上述した１つ以上を自動化し、及び自動化システムを用いて
実施することができる。いくつかの実施形態において、自動化システムを用いて全ての段
階を実施することができる。
実施例：細胞ペレット試料に関する仮想染色と実際のＤＡＢ染色との比較
　細胞の遠心分離、細胞のアガロースゲル中への固定、ホルマリン固定、及び抗原賦活化
により、異なるレベルの発現を示す１５のヒト細胞株の試料を調製した。次いで、従来の
免疫ペルオキシダーゼ＋ＤＡＢ染色を用いて、及び直接コンジュゲートした蛍光抗体によ
り細胞ペレットの連続切片を調製し、両抗体は、ヒト上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）を
対象にしている。ＤＡＢ染色試料はヘマトキシリンで対比染色し、明視野顕微鏡を用いて
カラーでイメージングした。免疫蛍光試料はＤＡＰＩで対比染色し、ＤＡＰＩで及び蛍光
抗体の波長で、自動化蛍光顕微鏡においてイメージングした。
【００５４】
　免疫蛍光画像のピクセル強度及びＤＡＰＩ波長における蛍光画像のピクセル強度の両方
を直線的にスケーリングし、そのため、入射光が加えられていない場合に検出器により返
された平均ピクセル強度を０．０の値にマッピングし、所定の波長での全ての画像におけ
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るピクセル強度の０．９９５の分位値を１．０の値にマッピングした。次いで、式
Ｒ＝２５５ｅｘｐ［－０．８ＥＧＦＲｌｏｇ（２５５）－０．６ＤＡＰＩｌｏｇ（２５５
）］
Ｇ＝２５５ｅｘｐ［－１．０ＥＧＦＲｌｏｇ（２５５）－１．０ＤＡＰＩｌｏｇ（２５５
）］
Ｂ＝２５５ｅｘｐ［－１．４２８ＥＧＦＲｌｏｇ（２５５）－０．３４ＤＡＰＩｌｏｇ（
２５５）］
（式中、ＥＧＦＲは免疫蛍光波長においてスケーリングしたピクセル強度を表し、ＤＡＰ
ＩはＤＡＰＩ波長においてスケーリングしたピクセル強度を表す）を用いてＶＳＩを作成
した。
【００５５】
　この作成後、
【００５６】
【数２】

【００５７】
のカーネルを有する畳み込みフィルを適用してＶＳＩを鮮明化した。
【００５８】
　図１は、ヘマトキシリン対比染色剤でＤＡＢ染色した２つの代表的な細胞ペレットの明
視野顕微鏡から得たカラー画像のモノクロ表現を示す。示すように、（ａ）は赤色のチャ
ンネルを表し、（ｂ）は緑色のチャンネルを表し、（ｃ）は青色のチャンネルを表す。左
側のペレットでは、ＥＧＦＲ抗原に対する発現が強く染色されており、右側のペレットで
は弱く染色されており、又は全く染色されていない（ＥＧＦＲに対して陰性である）。蛍
光画像及び仮想染色画像は両方とも顕微鏡上の同じ画像から得られている。
【００５９】
　図２は、蛍光顕微鏡から得た免疫染色試料のモノクロ蛍光画像を示す。画像（ａ）は細
胞核を選択的に標識するＤＡＰＩ波長における蛍光強度を表し、（ｂ）は上皮成長因子受
容体を標識する、コンジュゲートした抗体により放射された波長における蛍光強度を表す
。
【００６０】
　図３は、本明細書で教示した方法に従って蛍光画像を処理することにより得たカラーＶ
ＳＩのモノクロ表現を示す。画像（ａ）は赤色のチャンネルを表し、（ｂ）は緑色のチャ
ンネルを表し、（ｃ）は青色のチャンネルを表す。視野内の細胞は図１の画像と同じペレ
ットから得られている。左側のペレットではＥＧＦＲ抗原に対する陽性が強く染色されて
いるが、右側のペレットでは弱く染色されており、又は全く染色されていない。図３にお
ける染色パターンを観察して図１におけるものと同じ細胞特徴を示すことができるが、細
部がより鮮明である。図３は、図２に示すのと同じ情報を正確に表示するが、ヒトの目が
より容易に読み取ることができる形態である。
【００６１】
　これらの方法は、分子病理学と標準的な解剖学的病理学とを統合させる。Ｈ＆Ｅに基づ
く染色は、標準的な病理学で用いられる最も一般的な明視野顕微鏡染色技法である。前述
したように、ヘマトキシリンは細胞核を青色に染色するが、対比染色剤としてのエオシン
は細胞質及び結合組織をピンク色に染色する。明視野顕微鏡用の代替染色として用いるこ
とができる多数の別の公知の染色剤の組み合わせが存在している。例えば、核酸をイメー
ジングするためにフォイルゲン染色を用いることができ、又は結合組織の繊維をイメージ
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ングするためにオルセインを用いることができる。
【００６２】
　これらのマルチチャンネル法は、形態学的染色剤若しくは蛍光バイオマーカーに限定さ
れず、又は更に病理学に限定されない。生物学的試料の何らかの情報の態様又は特徴を可
視化することができ、そのためデジタルイメージングして処理することができる任意の染
色剤がこれらの方法に適しているだろう。好適な染色剤として、細胞学的染色剤又は形態
学的染色剤、免疫学的染色剤（例えば免疫組織化学的染色剤及び免疫細胞化学的染色剤）
、細胞遺伝子学的染色剤、インサイチュハイブリダイゼーション染色剤、細胞化学的染色
剤、ＤＮＡマーカー及び染色体マーカー、並びに基質結合アッセイ染色剤が挙げられるが
必ずしもそれらに限定されない。別の医学的用途及び生物科学的用途も、拡張されたマル
チチャンネルを利用することができる。これらのマルチチャンネル法は、光学的相互作用
、化学的相互作用及び生物学的相互作用に限定されることなくマーカーを逐次にイメージ
ングすることができる柔軟なフレームワークを提供する。
【００６３】
　本明細書には本発明の特定の特徴のみが例示及び説明されているが、当業者は多くの修
正及び変更を想起するだろう。したがって、添付した特許請求の範囲は、本発明の範囲及
び精神に含まれるそのような修正及び変更の全てを包含することを意図することを理解す
べきである。
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