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(57)【要約】
【課題】高輝度の蛍光物質内包ナノ粒子を免疫組織化学
法の蛍光標識材料に用いることにより、同一切片、同一
蛍光視野で細胞等の形態情報とともに抗体分子情報を提
供できるようにすることで、病理診断の工数低減、診断
精度の向上を図る。
【解決手段】本発明によれば、組織切片に、特定抗原を
認識する抗体と、当該抗体に結合した、複数の蛍光物質
を内包するナノ粒子とを構成要素に含む蛍光標識材料に
よる染色、及びＨＥ（ヘマトキシリン－エオジン）染色
を施し、前記染色を施された組織切片に所定波長の励起
光を照射して前記組織切片に蛍光を発光させ、当該蛍光
の像を顕微鏡により結像させることにより、前記組織切
片における細胞形態情報及び前記特定抗原の分子の情報
を同時に生成する。
【選択図】図６



(2) JP 2012-208106 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織切片に、特定抗原を認識する抗体と、当該抗体に結合した、複数の蛍光物質を内包
するナノ粒子とを構成要素に含む蛍光標識材料による染色、及びＨＥ（ヘマトキシリン－
エオジン）染色を施す工程と、
　前記染色を施された組織切片に所定波長の励起光を照射して前記組織切片に蛍光を発光
させ、当該蛍光に基づき、前記組織切片における組織又は細胞の形態情報、及び前記特定
抗原の分子の情報を同時に生成する工程と、
　を含む病理診断情報生成方法。
【請求項２】
　前記所定波長の励起光は、５６０～６３０ｎｍの範囲であり、前記蛍光物質は、前記励
起光により５８０～６９０ｎｍの範囲にピークを有する蛍光を発するものである請求項１
に記載の病理診断情報生成方法。
【請求項３】
　前記組織又は細胞の形態情報、及び前記特定抗原の分子の情報が同一視野で得られる請
求項１又は２に記載の病理診断情報生成方法。
【請求項４】
　前記組織又は細胞の形態情報、及び前記特定抗原の分子の情報は、前記蛍光の像を顕微
鏡により結像することにより生成される請求項１～３の何れか一項に記載の病理診断情報
生成方法。
【請求項５】
　前記特定抗原の分子の情報は、ドット状の蛍光で表される請求項１～４の何れか一項に
記載の病理診断情報生成方法。
【請求項６】
　特定抗原を認識する抗体と、当該抗体に結合した、複数の蛍光物質を内包するナノ粒子
とを構成要素に含む蛍光標識材料による染色と、ＨＥ（ヘマトキシリン－エオジン）染色
と、が施された組織切片が載置された一のスライドに、所定波長の励起光を照射する照射
手段と、
　前記照射手段による励起光の照射により前記組織切片から発光された蛍光の像を結像す
ることにより前記組織切片における組織又は細胞の形態情報及び前記特定抗原の分子の情
報を同時に生成する結像手段と、
　を備える病理診断情報生成システム。
【請求項７】
　前記照射手段は、５６０～６３０ｎｍの範囲の波長の励起光を照射するものであり、
　前記蛍光物質は、前記励起光により５８０～６９０ｎｍの範囲にピークを有する蛍光を
発するものである請求項６に記載の病理診断情報生成システム。
【請求項８】
　前記結像手段により結像された像を撮像してデジタル画像データを生成する撮像手段と
、
　前記撮像手段により生成された画像データに基づき表示用の画像を生成する画像処理手
段と、
　前記画像処理手段により生成された画像を表示する表示手段と、
　を備える請求項６又は７に記載の病理診断情報生成システム。
【請求項９】
　前記表示手段に表示する画像の切替を指示するための操作手段を有し、
　前記画像処理手段は、前記撮像手段により生成された画像データから前記組織切片の特
定抗原の分子の情報のみを抽出して抗原分子画像を生成する手段と、前記撮像手段により
生成された画像データから前記組織切片の組織又は細胞の形態情報のみを抽出して細胞形
態画像を生成する手段を有し、
　前記表示手段は、前記操作手段からの切替指示に応じて前記抗原分子画像と前記細胞形



(3) JP 2012-208106 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

態画像を切替表示する請求項８に記載の病理診断情報生成システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織の自家蛍光またはＨＥ（ヘマトキシリン－エオジン）染色に用いられる
エオジンが発する自家蛍光と、蛍光物質内包ナノ粒子の発する蛍光とを利用することによ
り、組織の形態に関する情報と目的とする生体物質（代表的には抗原分子）に関する情報
を同一視野で観察することのできる免疫組織化学法を利用した病理診断情報生成方法及び
病理診断情報生成システムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断では、まず採取した組織を固定するために脱水し、パラフィンによるブロック
化といった処理を行った後、２～８μｍの厚さの薄片に切り、パラフィンを取り除き、染
色して顕微鏡にセットして観察を行う。病理診断の分野では、特許文献１～３に見られる
ように顕微鏡観察は広く用いられている手法であるが、病理医は、この顕微鏡観察におい
て、細胞の核の大きさや形の変化、組織としてのパターンの変化等の形態学的な情報、染
色情報をもとに診断を行っている。
　また、画像のデジタル化技術の発達に伴い、病理診断の分野においても、顕微鏡及びデ
ジタルカメラ等を用いて観察対象のデジタル画像（病理画像）を取得し、この病理画像か
ら、病理医が病理診断を行う際に必要となる情報を抽出・計測して表示する自動化された
病理診断支援装置が普及してきている。
【０００３】
　例えば、特許文献４には、病理画像から細胞核領域及び細胞質領域をそれぞれ特定する
核・細胞質分布推定手段と、病理画像から腺腔領域（細胞をほとんど含まない領域）を特
定する腺腔分布抽出手段と、癌細胞が存在するか否かを判定する癌部位推定手段と、癌の
進行度を判定する進行度判定手段と、癌細胞の分布図や進行度等を表示する画像表示手段
と、を有するし病理診断支援装置が開示されている。
【０００４】
　また、特許文献５には、正常部位と癌部位をそれぞれ選択的に染色するような２種類の
染料で病理標本を染色し、更にスペクトル画像からランベルト・ベールの法則を用いて染
色濃度を評価し、癌細胞の有無を判定する癌細胞の検出方法が開示されている。
【０００５】
　しかし、いずれの評価法を用いた場合でも、組織染色方法は従来の色素染色法（例えば
、ＨＥ染色（ヘマトキシリン－エオジン染色）、酵素を用いた色素染色法（例えば、ＤＡ
Ｂ染色）であり、その染色濃度は温度、時間等の環境条件により大きく左右され、病理診
断支援装置の正確な定量測定性能を活かしきれていない。
【０００６】
　一方、特許文献６には、所定の励起波長において、組織切片が発する自家蛍光の波長域
と近接しない蛍光波長を有する（自家蛍光のストークスシフトよりも（たとえば約８０ｎ
ｍ以上）長波長のストークスシフトを有する）蛍光物質を用いて染色することにより、自
家蛍光と標的分子に由来する蛍光とを異なる色で区別して観察する方法が開示されている
。しかしながら、この方法には、安価で好感度なモノクロカメラが使えない、適切な光学
フィルターを用いることができず、励起光によるノイズが増大するという問題点があり、
実用的な診断を行うことは実質的に不可能であった。
　また、色素に代わる標識試薬として定量性能が高い蛍光色素が組織染色の研究に用いら
れているが（非特許文献１参照）、その発光輝度は組織の発する自家蛍光と比較して暗く
、極微量のバイオマーカーを発光レベルによって自動判別することはできない。
【０００７】
　また、上記の従来の病理診断はいずれも、二枚以上のスライドで同一の部位を観察する
こととなる。複数のスライドを使用した診断は、例えば、次の手順で行われる。
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　まず、いわゆるＨＥ染色を施された組織切片標本を載せたスライドと、ＨＥ染色された
組織切片に隣接する組織切片を免疫組織化学染色法により染色することにより得られた組
織切片標本を載せたスライドと、を用意し、病理医がＨＥ染色を施された組織切片標本を
顕微鏡観察することにより腫瘍判断を行う。
　続いて、免疫組織化学染色法により染色することで得られた組織切片標本に、ＨＥ染色
された標本で判定された腫瘍部分をてらし合わせ、腫瘍部分を判別する。そして、免疫組
織化学染色した組織切片標本の腫瘍部分を顕微鏡観察する。
　この観察は、非常な手間と熟練を有し、属人性が高く、病理診断における診断ばらつき
の要因ともなり、標準化の妨げとなっている。また、顕微鏡を覗くこと自体が病理医の疲
労を誘発し、作業効率や診断精度を低下させている。そこで、デジタルカメラ等のデジタ
ル画像生成装置で顕微鏡観察される対象のデジタル画像を生成しビュワーに表示させるこ
とで、疲労低減を図る手法（例えば、特許文献７参照）、２枚の切片より得られた画像を
重畳（合成）して１枚の画像とすることで診断効率の向上を図る手法（例えば、特許文献
８参照）も知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開平９－１９７２９０号公報
【特許文献２】特開２００７－２７１５０３号公報
【特許文献３】特開２０１０－０７８３７７号公報
【特許文献４】特開２００４－２８６６６６号公報
【特許文献５】特表２００１－５２５５８０号公報
【特許文献６】国際公開ＷＯ２００３／０１０５４２号パンフレット
【特許文献７】特開２００６－１５３７４２号公報
【特許文献８】国際公開ＷＯ２００８／１０８０５９号パンフレット
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】「病理と臨床　Ｖｏｌ．２５　２００７年臨時増刊号　診断に役立つ免
疫組織化学」文光堂　２００７年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　近年、抗体医薬を中心とした分子標的薬治療の広がりに伴い、分子標的薬をより効果的
に使用するため、正確な診断法の必要性が高まっている。病理診断においても、より正確
に疾病の診断を行うため、極微量のバイオマーカーを組織切片上で定量的に検出すること
が求められている。また、病理診断に必要な工数の低減も求められている。
【００１１】
　本願発明者等は、免疫組織化学法における蛍光標識材料として、複数の蛍光物質を内包
したナノ粒子（蛍光物質内包ナノ粒子と称する）を用い、この蛍光標識材料による染色及
びＨＥ染色された組織切片に適切な波長を有する励起光を照射することにより、細胞等の
自家蛍光によりその組織又は細胞の形態情報（細胞形態情報）が得られると同時に、その
自家蛍光に埋没することなく、蛍光物質内包ナノ粒子が発する蛍光により目的とする特定
抗原の分子の情報（抗原分子情報）が得られることを見出した。
【００１２】
　本発明の課題は、高輝度の蛍光物質内包ナノ粒子を免疫組織化学法の蛍光標識材料に用
いることにより、同一切片、同一蛍光視野で細胞等の形態情報とともに抗体分子情報（細
胞機能情報）を提供できるようにすることで、病理診断の工数低減、診断精度の向上を図
ることである。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
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　上記課題を解決するため、請求項１に記載の発明の病理診断情報生性方法は、
　組織切片に、特定抗原を認識する抗体と、当該抗体に結合した、複数の蛍光物質を内包
するナノ粒子とを構成要素に含む蛍光標識材料による染色、及びＨＥ（ヘマトキシリン－
エオジン）染色を施す工程と、
　前記染色を施された組織切片に所定波長の励起光を照射して前記組織切片に蛍光を発光
させ、当該蛍光に基づき、前記組織切片における組織又は細胞の形態情報、及び前記特定
抗原の分子の情報を同時に生成する工程と、
　を含む。
【００１４】
　請求項２に記載の発明は、請求項１に記載の発明において、
　前記所定波長の励起光は、５６０～６３０ｎｍの範囲であり、前記蛍光物質は、前記励
起光により５８０～６９０ｎｍの範囲にピークを有する蛍光を発するものである。
【００１５】
　請求項３に記載の発明は、請求項１又は２に記載の発明において、
　前記組織又は細胞の形態情報、及び前記特定抗原の分子の情報が同一視野で得られる。
【００１６】
　請求項４に記載の発明は、請求項１～３の何れか一項に記載の発明において、
　前記組織又は細胞の形態情報、及び前記特定抗原の分子の情報は、前記蛍光の像を顕微
鏡により結像することにより生成される。
【００１７】
　請求項５に記載の発明は、請求項１～４の何れか一項に記載の発明において、
　前記特定抗原の分子の情報は、ドット状の蛍光で表される。
【００１８】
　請求項６に記載の発明は、
　特定抗原を認識する抗体と、当該抗体に結合した、複数の蛍光物質を内包するナノ粒子
とを構成要素に含む蛍光標識材料による染色と、ＨＥ（ヘマトキシリン－エオジン）染色
と、が施された組織切片が載置された一のスライドに、所定波長の励起光を照射する照射
手段と、
　前記照射手段による励起光の照射により前記組織切片から発光された蛍光の像を結像す
ることにより前記組織切片における組織又は細胞の形態情報及び前記特定抗原の分子の情
報を同時に生成する結像手段と、
　を備える。
【００１９】
　請求項７に記載の発明は、請求項６に記載の発明において、
　前記照射手段は、５６０～６３０ｎｍの範囲の波長の励起光を照射するものであり、
　前記蛍光物質は、前記励起光により５８０～６９０ｎｍの範囲にピークを有する蛍光を
発するものである。
【００２０】
　請求項８に記載の発明は、請求項６又は７に記載の発明において、
　前記結像手段により結像された像を撮像してデジタル画像データを生成する撮像手段と
、
　前記撮像手段により生成された画像データに基づき表示用の画像を生成する画像処理手
段と、
　前記画像処理手段により生成された画像を表示する表示手段と、
　を備える。
【００２１】
　請求項９に記載の発明は、請求項８に記載の発明において、
　前記表示手段に表示する画像の切替を指示するための操作手段を有し、
　前記画像処理手段は、前記撮像手段により生成された画像データから前記組織切片の特
定抗原の分子の情報のみを抽出して抗原分子画像を生成する手段と、前記撮像手段により
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生成された画像データから前記組織切片の組織又は細胞の形態情報のみを抽出して細胞形
態画像を生成する手段を有し、
　前記表示手段は、前記操作手段からの切替指示に応じて前記抗原分子画像と前記細胞形
態画像を切替表示する。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明によれば、高輝度の蛍光物質内包ナノ粒子を免疫組織化学法の蛍光標識材料に用
いることにより、同一切片、同一蛍光視野で、細胞等の形態情報とともに抗原分子の情報
（細胞機能情報）を観察（顕微鏡鏡胴観察）できるため、病理医の診断精度の向上、利便
性向上を図ることができる。
【００２３】
　また、本発明によれば、病理診断のための検査過程で使用するスライドは１部位に対し
１枚のみですむので、顕微鏡へのスライドの着脱工数が低減され、更に保管するスライド
も同様に１枚のみですみ、省スペース化も可能となる。
　更に、本発明によれば、１枚のスライドの少なくとも１回の撮影で、組織切片の自家蛍
光及びエオジンの自家蛍光の画像である細胞形態情報と、蛍光標識材料からの蛍光の画像
である抗原分子情報を含む画像データを生成可能となるので、従来に比べて検査工数を削
減することができる。
　更に、本発明によれば、１回の撮影で細胞形態情報と抗原分子情報を含む画像データが
得られるので、細胞形態情報と抗原分子情報を個別に撮影して重畳（合成）した画像デー
タとは異なり、細胞形態情報と抗原分子情報の位置合わせ（病理医の記憶による位置合わ
せ、画像処理による位置合わせ）自体が不要である。そのため、位置合わせ精度に左右さ
れずに正確な診断を行うことができる。また、顕微鏡鏡胴観察方式の他に、デジタル撮像
系を用いて生成された画像データをビュワー等の表示手段に表示する構成とすることで、
一人で、或いは複数人のカンファレンスで、標準化された画像で正確な診断を行うことが
でき、診断精度を向上させることができる。
　更に、組織切片の細胞形態情報のみを抽出した画像、組織切片の抗原分子情報のみを抽
出した画像や双方を含む画像を操作手段の指示に応じて切り替えて表示手段に表示する構
成とすることで、病理医が何れかの情報（細胞形態情報又は抗原分子情報）の画像におい
て任意の領域に注目した状態で、視線を動かさずに他方の情報を確認すること等ができ、
また、個々の病理医の診断スタイルに応じたフローとすることができ、診断の利便性が向
上する。
　また、本発明を乳がんに適用した場合、本発明で得られる画像データは、従来より乳房
画像診断用に普及しているモノクロのモニタを使用して出力表示することができるので、
新たにカラー用モニタ等の設備投資が不要となる。
　また、抗原分子情報は、細胞形態情報を表す組織の自家蛍光やエオジン蛍光に比べて高
輝度なドット状の蛍光として表されるので、観察者が抗原分子情報を細胞形態情報と区別
して容易に視認することができ、診断性能を向上させることができる。このような本発明
の方法は、モノクロカメラを用いた場合にも、抗原分子に結合した蛍光物質内包ナノ粒子
が発する高輝度の蛍光を、細胞等が発する自家蛍光から区別して認識することができる。
また、光学フィルターを用いて励起光によるノイズをカットすることも妨げられないので
、高感度の測定を維持することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】エオジンの励起波長、発光波長と蛍光強度の関係を示す図である。
【図２】標識材料Ｄを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
【図３】標識材料Ｅを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
【図４】標識材料Ａを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
【図５】標識材料Ｂを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
【図６】標識材料Ｃを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
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【図７】本発明を適用した乳房診断システムの全体構成例を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
－蛍光標識材料－
　本発明の免疫組織化学法では、蛍光標識材料として、生体物質認識部位およびこれに結
合した蛍光物質内包ナノ粒子とを構成要素として含むものを用いる。
【００２６】
　〔蛍光物質〕
　蛍光物質内包ナノ粒子に内包される蛍光物質は、具体的には、蛍光有機色素または量子
ドットである。２００～７００ｎｍの範囲内の波長の紫外～近赤外光により励起されたと
きに、４００～９００ｎｍの範囲内の波長の可視～近赤外光の発光を示す蛍光物質を用い
ることが好ましい。なお、蛍光物質の励起波長および発光波長は、蛍光物質内包ナノ粒子
に内包させた場合もそうでない場合も、ほぼ同じである。蛍光物質内包ナノ粒子には、い
ずれか１種の蛍光物質のみを内包させてもよいし、２種以上の蛍光物質の混合物を内包さ
せてもよい。
【００２７】
　ここで、組織およびエオジンの自家蛍光は、たとえば３５０ｎｍの励起波長を照射した
場合はおよそ４００～６００ｎｍにわたる（約４４０ｎｍにピークを有する）波長の蛍光
を発し、４９０ｎｍの励起波長を照射した場合はおよそ５００～６５０ｎｍにわたる（約
５４０ｎｍにピークを有する）波長の蛍光を発する。したがって、同じ波長の励起光を照
射したときに組織およびエオジンの自家蛍光と波長が重複する蛍光を発するものを、蛍光
標識材料のための蛍光物質として選択することにより、共通のカットフィルターを用いて
、同一視野において、それらの蛍光を観察することが可能である。この場合、蛍光物質内
包ナノ粒子が発する蛍光は高輝度なので、組織等の自家蛍光に埋もれることなく識別する
ことができる。組織等の発する自家蛍光の強度および蛍光物質内包ナノ粒子が発する蛍光
の強度は、それらの蛍光波長の重なり具合が好ましいものとなるような励起光の波長や蛍
光物質を選択することにより、適切なバランスを有するものとなるよう調整することが好
ましい。
【００２８】
　蛍光有機色素としては、フルオレセイン系色素分子、ローダミン系色素分子、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標、インビトロジェン社製）系色素分子、ＢＯＤＩＰＹ（登録商
標、インビトロジェン社製）系色素分子、カスケード系色素分子、クマリン系色素分子、
エオジン系色素分子、ＮＢＤ系色素分子、ピレン系色素分子、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録
商標）系色素分子、シアニン系色素分子、ペリレン系色素分子、オキサジン系色素分子等
を挙げることができる。
【００２９】
　具体的には、５－カルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－フルオレセイン、５
，６－ジカルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－２’，４，４’，５’，７，７
’－ヘキサクロロフルオレセイン、６－カルボキシ－２’，４，７，７’－テトラクロロ
フルオレセイン、６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフル
オレセイン、ナフトフルオレセイン、５－カルボキシ－ローダミン、６－カルボキシ－ロ
ーダミン、５，６－ジカルボキシ－ローダミン、ローダミン　６Ｇ、テトラメチルローダ
ミン、Ｘ－ローダミン、及びＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０，Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　４０５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４３０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５１４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５５、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　６１０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３５、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　６８０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７５０、ＢＯＤ
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ＩＰＹ　ＦＬ，ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ　４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ　
５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ　５５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、ＢＯ
ＤＩＰＹ　５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６
５０、ＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６５（以上インビトロジェン社製）、メトキシクマリン
、エオジン、ＮＢＤ、ピレン、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７等を挙げることができる。
【００３０】
　量子ドットとしては、II－VI族化合物、III－Ｖ族化合物、又はIV族元素を成分として
含有する量子ドット（それぞれ、「II－VI族量子ドット」、「III－Ｖ族量子ドット」、
「IV族量子ドット」ともいう。）のいずれかを用いることができる。
【００３１】
　具体例としては、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ
、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅが挙げられる。
　上記量子ドットをコアとし、その上にシェルを設けた量子ドットを用いることもできる
。以下本明細書中シェルを有する量子ドットの表記法として、コアがＣｄＳｅ、シェルが
ＺｎＳの場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。例えば、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳ／Ｚｎ
Ｓ、ＩｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇｅ／Ｇｅ
Ｏ2、Ｇｅ／ＺｎＳなどが挙げられる。
【００３２】
　量子ドットは必要に応じて、有機ポリマーなどにより表面処理が施されているものを用
いてもよい。例えば、表面カルボキシ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社
製）、表面アミノ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社製）などがあげられ
る。
【００３３】
　〔蛍光物質内包ナノ粒子の作製方法〕
　蛍光物質内包ナノ粒子は、上述したような蛍光物質がナノ粒子内部に分散したものであ
り、蛍光物質はそれを被覆するナノ粒子と化学的に結合していても、していなくてもよい
。
【００３４】
　ナノ粒子を構成する素材は特に限定されるものではなく、ポリスチレン、ポリ乳酸、シ
リカなどを挙げることができる。
　蛍光物質内包ナノ粒子は、公知の方法により作製することができる。例えば、蛍光有機
色素を内包したシリカナノ粒子は、ラングミュア８巻２９２１ページ（１９９２）に記載
されているＦＩＴＣ内包シリカ粒子の合成を参考に合成することができる。ＦＩＴＣの代
わりに所望の蛍光有機色素を用いることで種々の蛍光有機色素内包シリカナノ粒子が合成
できる。
【００３５】
　量子ドットを内包したシリカナノ粒子は、ニュー・ジャーナル・オブ・ケミストリー３
３巻５６１ページ（２００９）に記載されているＣｄＴｅ内包シリカナノ粒子の合成を参
考に合成することができる。
【００３６】
　蛍光有機色素を内包したポリスチレンナノ粒子は、米国特許第４３２６００８号（１９
８２）に記載されている重合性官能基をもつ有機色素を用いた共重合法や、米国特許第５
３２６６９２号（１９９２）に記載されているポリスチレンナノ粒子への蛍光有機色素の
含浸法を用いて作製することができる。
【００３７】
　量子ドットを内包したポリマーナノ粒子は、ネイチャー・バイオテクノロジー１９巻６
３１ページ（２００１）に記載されているポリスチレンナノ粒子への量子ドットの含浸法
を用いて作製することができる。
【００３８】
　蛍光物質内包ナノ粒子の平均粒径は特に限定されないが、通常は３０～８００ｎｍ程度



(9) JP 2012-208106 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

である。また、粒径のばらつきを示す変動係数も特に限定されないが、通常は２０％程度
である。ここでいう平均粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微鏡写真を
撮影し十分な数（たとえば１０００個）の蛍光物質ナノ粒子について断面積を計測し、そ
の計測値を相当する円の面積としたときの直径を粒径として求められる算術平均であり、
変動係数は、上記のようにして測定した粒径分布から算出した値（１００×粒径の標準偏
差／平均粒径）である。
【００３９】
　〔蛍光標識材料の作製方法〕
　蛍光標識材料における生体物質認識部位は、目的とする生体物質と特異的に結合する物
質により構成される部位である。目的とする生体物質は、それと特異的に結合する物質が
存在するものであれば特に限定されるものではないが、代表的にはタンパク質（ペプチド
）および核酸（オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド）が挙げられる。したがって、そ
のような目的とする生体物質に結合する物質としては、前記タンパク質を抗原として認識
する抗体やそれに特異的に結合する他のタンパク質等、および前記核酸にハイブリダイズ
する塩基配列を有する核酸等が挙げられる。具体的には、細胞表面に存在するタンパク質
であるヒト上皮細胞成長因子受容体２（ＨＥＲ２）に特異的に結合する抗ＨＥＲ２抗体、
細胞核に存在するエストロゲン受容体（ＥＲ）に特異的に結合する抗ＥＲ抗体、細胞骨格
を形成するアクチンに特異的に結合する抗アクチン抗体などが挙げられる。中でも抗ＨＥ
Ｒ２抗体および抗ＥＲ抗体は、免疫組織化学法を乳がんの投薬選定のために利用する際の
好ましい生体物質認識部位である。
【００４０】
　生体物質認識部位と蛍光物質内包ナノ粒子の結合の態様としては特に限定されず、共有
結合、イオン結合、水素結合、配位結合、物理吸着及び化学吸着等が挙げられる。結合の
安定性から共有結合などの結合力の強い結合が好ましい。
【００４１】
　また生体物質認識部位と蛍光物質内包ナノ粒子の間を連結する有機分子があってもよい
。例えば生体物質との非特異的吸着を抑制するためポリエチレングリコール鎖を用いるこ
とができ、例えばＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製ＳＭ（ＰＥＧ）１２を用いるこ
とができる。
【００４２】
　蛍光物質内包シリカナノ粒子へ生体物質認識部位を結合させる場合、蛍光物質が蛍光有
機色素の場合でも、量子ドットの場合でも同様の手順を適用することができる。例えば、
無機物と有機物を結合させるために広く用いられている化合物であるシランカップリング
剤を用いることができる。このシランカップリング剤は、分子の一端に加水分解でシラノ
ール基を与えるアルコキシシリル基を有し、他端に、カルボキシル基、アミノ基、エポキ
シ基、アルデヒド基などの官能基を有する化合物であり、上記シラノール基の酸素原子を
介して無機物と結合する。具体的には、メルカプトプロピルトリエトキシシラン、グリシ
ドキシプロピルトリエトキシシラン、アミノプロピルトリエトキシシラン、ポリエチレン
グリコール鎖をもつシランカップリング剤（例えば、Ｇｅｌｅｓｔ社製ＰＥＧ－ｓｉｌａ
ｎｅ　ｎｏ．ＳＩＭ６４９２．７）などがあげられる。
【００４３】
　蛍光物質内包シリカナノ粒子とシランカップリング剤との反応手順は、公知の手法を用
いることができる。例えば、得られた蛍光色素内包シリカナノ粒子を純水中に分散させ、
アミノプロピルトリエトキシシランを添加し、室温で１２時間反応させる。反応終了後、
遠心分離又はろ過により、表面がアミノプロピル基で修飾された蛍光物質内包シリカナノ
粒子を得ることができる。続いてアミノ基と抗体中のカルボキシル基とを反応させること
で、アミド結合を介して抗体を蛍光有機色素内包シリカナノ粒子と結合させることができ
る。必要に応じＥＤＣ（1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl]carbodiimide Hydrochlorid
e：Ｐｉｅｒｃｅ社製）のような縮合剤を用いることもできる。
【００４４】
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　必要により、有機分子修飾された蛍光物質内包シリカナノ粒子と直接結合しうる部位と
、分子標的物質と結合しうる部位とを有するリンカー化合物を用いることができる。具体
例として、アミノ基と選択的に反応する部位とメルカプト基と選択的に反応する部位の両
方をもつｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ（Sulfosuccinimidyl 4[N-maleimidomethyl]-cyclohexane
-1-carboxylate：Ｐｉｅｒｃｅ社製）をリンカー化合物として用いて、アミノプロピルト
リエトキシシランで修飾した蛍光物質内包シリカナノ粒子のアミノ基、および抗体中のメ
ルカプト基のそれぞれと上記リンカー化合物の有する官能基とを反応させることにより、
上記リンカー化合物を介して抗体が結合した蛍光物質内包シリカナノ粒子を作製すること
ができる。
【００４５】
　蛍光物質内包ポリスチレンナノ粒子へ生体物質認識部位を結合させる場合、蛍光物質が
蛍光有機色素の場合でも、量子ドットの場合でも同様の手順を適用することができる。す
なわち、アミノ基など官能基をもつポリスチレンナノ粒子へ蛍光有機色素または量子ドッ
トを含浸して、上記官能基をもつ蛍光物質内包ポリスチレンナノ粒子を作製し、以降前記
と同様にＥＤＣもしくはｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣを用いることで、抗体が結合した蛍光物質
内包ポリスチレンナノ粒子ができる。
【００４６】
　－免疫組織化学法－
　本発明の免疫組織化学法は、前述したような蛍光標識材料を用いて組織切片を染色する
工程および必要に応じてＨＥ染色を行う工程（「染色工程」と称する。）と、励起光を照
射して所定の情報を得る工程（「観察工程」と称する。）とを含む。
【００４７】
　〔染色工程〕
　本発明の免疫組織化学法における染色工程は上述したような特定の蛍光標識材料を用い
て組織切片の染色を行う。染色する対象は病理切片組織に限定されず、細胞染色にも適用
可能である。本発明の染色方法が適用できる切片の作製法は特に限定されるものではなく
、公知の方法により作製された切片を用いることができる。たとえば、病理切片として汎
用されているパラフィン包埋切片を用いる場合は、次のような手順で染色すればよい。
【００４８】
　１）脱パラフィン処理
　キシレンを入れた容器に病理切片を浸漬させ、パラフィンを除去する。温度は特に限定
されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は３分以上３０分以下である
ことが好ましい。必要により浸漬途中でキシレンを交換してもよい。
【００４９】
　ついで、エタノールを入れた容器に病理切片を浸漬させ、キシレンを除去する。温度は
特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は３分以上３０分以
下であることが好ましい。必要により浸漬途中でエタノールを交換してもよい。
【００５０】
　さらに、水を入れた容器に病理切片を浸漬させ、エタノールを除去する。温度は特に限
定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は３分以上３０分以下であ
ることが好ましい。必要により浸漬途中で水を交換してもよい。
【００５１】
　２）賦活化処理
　公知の方法にならい、目的とする生体物質の賦活化処理を行う。賦活化条件に特に定め
はないが、賦活液としては、０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１ｍＭＥＤＴＡ
溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液などを用いることができる。
加熱機器はオートクレーブ、マイクロウェーブ、圧力鍋、ウォーターバスなどを用いるこ
とができる。温度は５０～１３０℃、時間は５～３０分で行うことができる。
【００５２】
　ついで、ＰＢＳを入れた容器に賦活処理後の切片を浸漬させ、洗浄する。温度は特に限
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定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は３分以上３０分以下であ
ることが好ましい。必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００５３】
　３）蛍光標識材料による染色処理
　生体物質認識部位および蛍光物質ナノ粒子を備えた蛍光標識材料のＰＢＳ分散液を調製
し、病理切片に載せて、目的とする生体物質と反応させる。複数の生体物質を目的として
染色する場合は、各生体物質に対応した生体物質認識部位および互いに異なる蛍光物質内
包ナノ粒子を備えた蛍光標識材料のＰＢＳ分散液をそれぞれ調製し、それらを病理切片に
載せて、それぞれ目的とする生体物質と反応させればよい。病理切片に載せる際には、そ
れぞれの蛍光標識材料のＰＢＳ分散液をあらかじめ混合してもよいし、別々に順次載せて
もよい。
【００５４】
　温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。反応時間は３０分以
上２４時間以下であることが好ましい。なお、蛍光標識材料による染色を行う前に、ＢＳ
Ａ含有ＰＢＳなど公知のブロッキング剤を滴下することが好ましい。
【００５５】
　ついで、ＰＢＳを入れた容器に染色後の切片を浸漬させ、未反応蛍光物質内包ナノ粒子
を除去する。温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間
は３分以上３０分以下であることが好ましい。必要により浸漬途中でＰＢＳを交換しても
よい。
【００５６】
　また、本発明では、細胞または組織自体が発する自家蛍光を利用してそれらの形態観察
を行うことができるため、その他の染色液等を用いる必要はないが、光学顕微鏡による組
織観察において汎用されているＨＥ（ヘマトキシリン－エオジン）染色をあわせて行って
もよい。ヘマトキシリンは青紫色の色素であり、細胞核、骨組織、軟骨組織の一部、漿液
成分など（好塩基性の組織等）を染色する。エオジンは赤～ピンク色の色素であり、細胞
質、軟部組織の結合組織、赤血球、線維素、内分泌顆粒など（好酸性の組織等）を染色す
る。このうちエオジンは自家蛍光を発するので、本発明における所定の蛍光標識材料によ
る染色とともにＨＥ染色を行った場合は、励起光を照射した際に、組織等が発する自家蛍
光とともに細胞質等を染色したエオジンが発する自家蛍光により、細胞または組織の形態
に関する情報をより取得しやすくなる。
　染色処理後、カバーガラスを切片に載せて封入する。必要に応じて市販の封入剤を使用
してもよい。
【００５７】
　〔観察工程〕
　観察工程は、上記工程により染色された組織切片に励起光を照射することにより、組織
の自家蛍光及びエオジンの自家蛍光に基づく細胞または組織の形態情報（細胞形態情報）
を取得し、かつ前記蛍光標識材料による蛍光に基づく細胞または組織内の前記特定抗原分
子の情報（抗原分子情報）を取得する工程である。
【００５８】
　励起光は、組織および必要に応じて用いられるエオジンが所望の波長の自家蛍光を発し
、かつ蛍光標識材料中の蛍光物質が所望の波長の蛍光を発する、適切な波長を有するもの
であればよく、励起光の照射手段も特に限定されるものではない。たとえば、蛍光顕微鏡
が備えるレーザ光源から、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させるフィルターを用
いて、適切な波長および出力の励起光を染色された組織切片に照射すればよい。
【００５９】
　図１に、エオジンの励起波長、発光波長と蛍光強度の関係を示す。
　エオジンは蛍光物質であり、この蛍光は細胞形態情報の視認性向上に寄与するものであ
る。しかし、エオジンの励起光吸収や蛍光の蛍光（発光）強度が大きくなるにつれて、抗
原分子情報である蛍光標識材料からの蛍光の視認性が落ちてしまう。そこで、励起光波長
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としては、エオジン自体の過度の発光を抑制し、蛍光標識材料の視認性を上げる（両者の
光量差を確保して両者を区別して認識可能とする）ために、エオジン自体が励起光を吸収
しない又は励起光吸収し難い（従って、励起光によるエオジンの蛍光発光量が少ない）波
長を選定することが好ましい。ここで、図１に示すように、励起光波長が５６０ｎｍ以上
でエオジンの励起光の吸収はゼロとなり、一方、エオジンの蛍光がみられる限界（上限）
は６３０ｎｍ付近である。従って、観察工程における励起光波長は５６０～６３０ｎｍの
範囲のものを選択するのが好ましい。より好ましくは、エオジンの蛍光発光量がピークの
１／３程度となる５７５ｎｍ付近である。また、前記蛍光物質としては当該励起光により
５８０～６９０ｎｍの範囲、より好ましくは６００～６３０ｎｍの範囲にピークを有する
蛍光を発するものを用いる（したがってこの領域の発光波長を有する蛍光を測定するよう
にする）ことが好ましい。この範囲にピークを有する蛍光物質であれば、上記範囲の励起
光を選択したときに、エオジンの蛍光と区別可能な程度の光量差を確保できるからである
。
【００６０】
　細胞形態情報および抗原分子情報は、同一視野で取得する、すなわち、一枚の染色切片
から得られる、組織の自家蛍光および蛍光標識材料が発する蛍光の両方が同一の視野に含
まれるようにしつつも、それらを区別して認識し、それぞれに基づいて細胞形態情報およ
び抗原分子情報を取得することが好適である。もちろん、必要であれば、たとえば組織の
自家蛍光または蛍光標識材料が発する蛍光の一方を十分に低減しうる適切なフィルターを
用いることにより、ある視野で細胞形態情報のみを取得するようにし、他の視野で抗原分
子情報を取得するようにしてもよい。
【００６１】
　また、細胞形態情報および抗原分子情報は、迅速な観察が行えるよう（蛍光）顕微鏡の
鏡筒から取得するようにしてもよいし、（蛍光）顕微鏡に設置されたカメラ（デジタル撮
像手段）が撮影した画像を別途表示手段（モニタ等）に表示し、それを観察することによ
り取得するようにしてもよい。用いる蛍光物質によるが、顕微鏡の鏡筒からの目視により
十分に抗原分子情報を取得することができなくても、カメラが撮影した画像から抗原分子
情報を取得することが可能な場合もある。
【００６２】
　前記抗原分子情報を取得することとしては、たとえば、蛍光の輝点数または発光輝度を
基に、一細胞あたりの標的抗原分子数もしくは標的抗原輝度を計測することが挙げられる
。用いた蛍光物質の吸収極大波長および蛍光波長に対応した励起光源および蛍光検出用光
学フィルターを選択すればよい。輝点数または発光輝度の計測には、市販の画像解析ソフ
ト（例えば、株式会社ジーオングストローム社製全輝点自動計測ソフトG-Count）を用い
ることが好適であるが、計測手段は特に限定されるものではない。
【実施例】
【００６３】
　［合成例１］蛍光有機色素（Ｃｙ５）内包シリカナノ粒子の合成
　下記工程（１）～（４）の方法により、蛍光有機色素としてＣｙ５を内包するシリカナ
ノ粒子（以下「ナノ粒子Ａ」と称する。）を作製した。
工程（１）：Ｃｙ５のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル誘導体（ＧＥヘルスケア社
製）１ｍｇ（０．００１２６ｍｍｏｌ）とテトラエトキシシラン４００μＬ（１．７９６
ｍｍｏｌ）を混合した。
工程（２）：エタノール４０ｍＬと１４％アンモニア水１０ｍＬを混合した。
工程（３）：工程（２）で調製した混合液を室温下撹拌しているところに、工程（１）で
調製した混合液を添加した。添加開始から１２時間撹拌を行った。
工程（４）：反応混合物を１００００ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去した。エ
タノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順でエタノールと
純水による洗浄を一回ずつ行った。
　得られたナノ粒子Ａの１０００個について走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ；日立社製Ｓ－８
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００型）観察を行ったところ、平均粒径は１１０ｎｍ、変動係数は１２％であった。
【００６４】
　［合成例２］量子ドット（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）内包シリカナノ粒子の合成
　下記工程（１）～（４）の方法により、量子ドットとしてＣｄＳｅ／ＺｎＳを内包する
シリカナノ粒子（以下「ナノ粒子Ｂ」と称する。）を作製した。なお、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ
の発光波長のピークは６５５ｎｍである。
工程（１）：ＣｄＳｅ／ＺｎＳデカン分散液（インビトロジェン社Ｑｄｏｔ６５５）１０
μＬとテトラエトキシシラン４０μＬを混合した。
工程（２）：エタノール４ｍＬと１４％アンモニア水１ｍＬを混合した。
工程（３）：工程（２）で調製した混合液を室温下で撹拌しているところに、工程（１）
で調製した混合液を添加した。添加開始から１２時間撹拌を行った。
工程（４）：反応混合物を１００００ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去した。エ
タノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順でエタノールと
純水による洗浄を１回ずつ行った。
　得られたナノ粒子Ｂの１０００個についてＳＥＭ観察を行ったところ、平均粒径は１３
０ｎｍ、変動係数は１３％であった。
【００６５】
　［合成例３］蛍光有機色素（テキサスレッド）内包シリカナノ粒子の合成
　工程（１）の原料としてＣｙ５のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル誘導体（ＧＥ
ヘルスケア社製）の代わりにテキサスレッドスルホニルクロライドを用いたこと以外は合
成例１と同様にして、蛍光有機色素としてテキサスレッドを内包するシリカナノ粒子（以
下「ナノ粒子Ｃ」と称する。）を作製した。
　得られたナノ粒子Ｃの１０００個について走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ；日立社製Ｓ－８
００型）観察を行ったところ、平均粒径は１０８ｎｍ、変動係数は１１％であった。
【００６６】
　［作製例１］ナノ粒子Ａに抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料の作製
　上記合成例１で作製したナノ粒子Ａに、以下の手順により抗ＨＥＲ２抗体を結合させ、
標識材料（「標識材料Ａ」と称する。）を作製した。
工程（１）：ナノ粒子Ａ１ｍｇを純水５ｍＬに分散させた。アミノプロピルトリエトキシ
シラン水分散液１００μＬを添加し、室温で１２時間撹拌した。
工程（２）：反応混合物を１００００ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去した。
工程（３）：エタノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順
でエタノールと純水による洗浄を１回ずつ行った。生成物のＦＴ－ＩＲ測定を行ったとこ
ろ、アミノ基に由来する吸収が観測でき、ナノ粒子Ａをアミノ基修飾できたことを確認で
きた。
工程（４）：工程（３）で得られたアミノ基修飾したナノ粒子Ａを、ＥＤＴＡ（エチレン
ジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有したＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）を用いて３ｎＭ
に調整した。
工程（５）：工程（４）で調製した溶液に、最終濃度１０ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）
１２（サーモサイエンティフィック社製、succinimidyl-[(N-maleomidopropionamid)-dod
ecaethyleneglycol]ester）を混合し、１時間反応させた。
工程（６）：反応混合液を１００００ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去した
工程（７）：ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離
を行った。同様の手順による洗浄を３回行った。最後に５００μＬＰＢＳを用い再分散さ
せた。
工程（８）：抗ＨＥＲ２抗体を１００μｇを１００μＬのＰＢＳに溶解させたところに、
１Ｍジチオスレイトール（ＤＴＴ）を添加し、３０分反応させた。
工程（９）：反応混合物についてゲルろ過カラムにより過剰のＤＴＴを除去し、還元化抗
ＨＥＲ２抗体溶液を得た。
工程（１０）：ナノ粒子Ａを出発原料にして工程（７）で得られた粒子分散液と工程（９
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）で得られた還元化抗ＨＥＲ２抗体溶液とをＰＢＳ中で混合し、１時間反応させた。
工程（１１）：１０ｍＭメルカプトエタノール４μＬを添加し、反応を停止させた。
工程（１２）：反応混合物を１００００ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後
ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同
様の手順による洗浄を３回行った。最後に５００μＬＰＢＳを用い再分散させた抗ＨＥＲ
２抗体が結合したナノ粒子Ａ（標識材料Ａ）を得た。
【００６７】
　［作製例２］ナノ粒子Ｂに抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料の作製
　ナノ粒子Ａの代わりにナノ粒子Ｂを用いたこと以外は作製例１と同様の手順により、ナ
ノ粒子Ｂに抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料（「標識材料Ｂ」と称する。）を作製し
た。
【００６８】
　［作製例３］ナノ粒子Ｃに抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料の作製
　ナノ粒子Ａの代わりにナノ粒子Ｃを用いたこと以外は作製例１と同様の手順により、ナ
ノ粒子Ｃに抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料（「標識材料Ｃ」と称する。）を作製し
た。
【００６９】
　［作製例４］蛍光有機色素（Ｃｙ５）に抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料の作製
　Ｃｙ５に抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料（「標識材料Ｄ」と称する。）を以下の
手順により作製した。
工程（１）：抗ＨＥＲ２抗体１００μｇを１００μＬのＰＢＳに溶解させたところに、１
Ｍジチオスレイトール（ＤＴＴ）を添加し、３０分反応させた。
工程（２）：反応混合物についてゲルろ過カラムにより過剰のＤＴＴを除去し、還元化抗
ＨＥＲ２抗体溶液を得た。
工程（３）：Ｃｙ５のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル誘導体（ＧＥヘルスケア社
製）１ｍｇ（０．００１２６ｍｍｏｌ）を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍ
Ｍ含有したＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）を用いて３ｎＭに調整した。
工程（４）：工程（３）で調製した溶液に、最終濃度１０ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）
１２（サーモサイエンティフィック社製、succinimidyl-[(N-maleomidopropionamid)-dod
ecaethyleneglycol]ester）を混合し、１時間反応させた。
工程（５）：工程（４）で得られた反応混合物に工程（２）で得られた還元化抗ＨＥＲ２
抗体溶液をＰＢＳ中で混合し、１時間反応させた。
工程（６）：１０ｍＭメルカプトエタノール４μＬを添加し、反応を停止させた。
工程（７）：ゲルろ過カラムにより過剰のメルカプトエタノールを除去し、Ｃｙ５で標識
化した還元化抗ＨＥＲ２抗体（標識材料Ｄ）溶液を得た。
【００７０】
　［作製例５］量子ドット（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）に抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料
の作製
　ライフテクノロジー社製Qdot Antibody Conjugation Kitのプロトコールに従って、量
子ドット（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）に抗ＨＥＲ２抗体を結合させた標識材料（「標識材料Ｅ」
と称する。）を作製した。具体的な手順は以下の通りである。抗ＨＥＲ２抗体を20mMジチ
オスレイトール（ＤＴＴ）で還元処理を行い、ゲルろ過カラムにより過剰のＤＴＴを除去
することにより、還元化抗体溶液を得た。一方量子ドットはＳＭＣＣと反応後ゲルろ過カ
ラムにより過剰のＳＭＣＣを除去することにより還元化抗体と反応可能なマレイミド化量
子ドットを得た。得られた還元化抗体とマレイミド化量子ドットを混合１時間反応後100
μMになるようメルカプトエタノールを加え反応を停止した。反応、反応停止後の溶液を
ゲル濾過する事で量子ドットを結合した抗ＨＥＲ２抗体を得た。
【００７１】
　＜標識材料Ａ～Ｅを用いた組織免疫染色および観察＞
　上記作製例で作製した標識材料Ａ～Ｅを用い、下記の手順に従って、ヒト乳房組織の隣
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接切片の免疫染色を行った。この隣接切片は、コスモバイオ社製の組織アレイスライド（
CB-A712）から選ばれた、あらかじめ測定したＦＩＳＨスコアが１～９までの２４切片で
ある。
１）キシレンを入れた容器に病理切片を３０分浸漬させた。途中３回キシレンを交換した
。
２）エタノールを入れた容器に病理切片を３０分浸漬させた。途中３回エタノールを交換
した。
３）水を入れた容器に、病理切片を３０分浸漬させた。途中３回水を交換した。
４）１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）に病理切片を３０分浸漬させた。
５）１２１度１０分オートクレーブ処理を行った。
６）ＰＢＳを入れた容器に、オートクレーブ処理後の切片を３０分浸漬させた。
７）１％ＢＳＡ含有ＰＢＳを組織に載せて、１時間放置した。
８）１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．０５ｎＭに希釈した抗ＨＥＲ２抗体結合した標識材料Ａ
～Ｅを、各組織切片に載せて３時間放置した。
９）ＰＢＳを入れた容器に、染色後の切片をそれぞれ３０分浸漬させた。
１０）４％中性パラホルムアルデヒド溶液で１０分間固定処理した後、ＨＥ染色を行った
。
１１）Ｍｅｒｃｋ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ社製Ａｑｕａｔｅｘを滴下後、カバーガラスを載
せ封入した。
【００７２】
　上記手順により染色した切片について、カールツアイス社製正立顕微鏡Ａｘｉｏ　Ｉｍ
ａｇｅｒ　Ｍ２を用いて、所定の波長を有する励起光を照射しながら、所定の波長を有す
る蛍光について、顕微鏡設置カメラ（モノクロ）からの画像の取得および顕微鏡鏡筒から
の観察を行った。
　なお、上記カメラは画素サイズ６．４μｍ×６．４μｍ、縦画素数１０４０個、横画素
数１３８８個（撮像領域８．９ｍｍ×６．７ｍｍ）を有している。
　励起波長および観察した蛍光の発光波長は、蛍光物質として（単体か、蛍光物質内包
ナノ粒子に内包されているかを問わない）Ｃｙ５を用いた場合はそれぞれ６３０ｎｍおよ
び６８０ｎｍであり、ＣｄＳｅ／ＺｎＳを用いた場合はそれぞれ３８５ｎｍおよび６２０
ｎｍであり、テキサスレッドを用いた場合はそれぞれ５９０ｎｍおよび６２０ｎｍである
。蛍光標識からの蛍光の識別具合についての結果を表１に示す。
【００７３】
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【表１】

【００７４】
　また、図２～図６に、上記顕微鏡設置カメラから取得した画像を示す。
　図２は、標識材料Ｄを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。
る。エオジン由来の微弱発光（自家蛍光）による細胞形態情報は観察できるが、抗原分子
情報は細胞形態情報に埋もれて識別できない状態になっている。なお、顕微鏡鏡筒から観
察した場合も同様の観察像となっている。
　図３は、標識材料Ｅを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。エオジ
ン由来の微弱発光（自家蛍光）による細胞形態情報は観察できるが、抗原分子情報は細胞
形態情報に埋もれて識別できない状態になっている。なお、顕微鏡鏡筒から観察した場合
も同様の観察像となっている。



(17) JP 2012-208106 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

　図４は、標識材料Ａを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。輝点状
に見える抗原分子情報とゆるやかにつながるエオジン由来の微弱発光（自家蛍光）による
細胞形態情報が識別可能な状態となっている。なお、顕微鏡鏡筒からは抗原分子情報と細
胞形態情報は識別することができなかった。
　図５は、標識材料Ｂを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。輝点状
に見える抗原分子情報とゆるやかにつながるエオジン由来の微弱発光（自家蛍光）による
細胞形態情報が識別可能な状態となっている。なお、顕微鏡鏡筒から観察した場合も同様
の観察像となっている。
　図６は、標識材料Ｃを用いた場合に顕微鏡設置カメラから取得した画像である。輝点状
に見える抗原分子情報とゆるやかにつながるエオジン由来の微弱発光（自家蛍光）による
細胞形態情報が識別可能な状態となっている。なお、顕微鏡鏡筒から観察した場合も同様
の観察像となっている。
【００７５】
　顕微鏡鏡筒からの観察では、表１に示すように、標識材料Ｂ及びＣを用いた場合に、バ
ックグラウンド（組織の自家蛍光＋エオジンの自家蛍光）と蛍光標識材料からの蛍光とは
明確に識別可能となっている。
　しかも、細胞形態情報（組織の自家蛍光＋エオジンの自家蛍光）と抗原分子情報（蛍光
標識材料からの蛍光）とは、同一スライド上で観察されるので、本来の相対位置関係を保
持した状態であり、病理医が従来のように複数のスライド上の像を自身の頭脳の中で重畳
する必要がなく、また、例えば、特許文献８に記載のような、誤診を招かないように顕微
鏡設置カメラから取得した画像から精度良い重畳画像を合成するコンピュータ処理も不要
である。そのため、観察者やコンピュータによる位置合わせ精度に左右されずに診断を行
うことができる。
【００７６】
　更に、抗原分子情報を示す蛍光標識からの蛍光はドット状の蛍光（輝点ドットという）
で現れるので（図６参照）、抗原分子情報を確認（視認）するには輝点ドットを確認（視
認）すればよく、極めて単純化される。従って、観察者は短時間に、且つ精確に、細胞形
態情報と抗原分子情報を視認でき、疲労も大幅に低減され、自己の保持する診断能を長時
間にわたって維持することが可能となる。また、被験者一人当たりに要する検査時間（組
織の採取→染色→観察→診断）も大幅に短縮され、施設内の診断効率は大幅に向上する。
【００７７】
　一方、顕微鏡設置カメラ（モノクロ）により顕微鏡に装填された１枚のスライド上の組
織切片の画像を取得し必要に応じた画像処理を施してモニタ等の表示装置に表示（ビュワ
ー表示という）した場合、表１に示すように、標識材料Ｂ及びＣに加え、標識材料Ａを用
いた場合においても、バックグラウンド（組織の自家蛍光＋エオジン自家蛍光）と蛍光標
識材料からの蛍光とは明確に識別可能となっている。
【００７８】
　従来はＨＥ染色に基づく発光情報は色彩情報として単独に使用されていたが、本実施例
のモノクロ出力方式においては、組織の自家蛍光とエオジン蛍光の合算値で細胞形態情報
が表現されるので、図６に示すようにモノクロであっても細胞形態情報の視認性が向上し
ている。
　尚、本実施例においては、ＨＥ染色を行いエオジン発光と組織の自家蛍光の両方を細胞
形態情報としているが、ＨＥ染色を行わずに組織の自家蛍光のみを細胞形態情報とするこ
とも可能である。
【００７９】
　また、本実施例においては、モノクロタイプのデジタルカメラを使用しているが、顕微
鏡に装着使用可能なカラータイプのデジタルカメラが準備されている場合には、顕微鏡へ
装着するフィルターや励起光波長等を必要に応じてモノクロカメラ撮影時から条件変更す
るか、或いは、顕微鏡設定はそのままに、デジタルカメラで生成されたデジタル画像デー
タに対する画像処理条件を変更するか、或いは、両者（撮影系及び画像処理系）の変更を
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行うことにより、図２～図６と同様のモノクロで結果を得ることができる。　
【００８０】
　また、ＨＥ染色画像を従来から見慣れた色合いで観察すべく、ＨＥ染色発光のみを対象
としたカラー撮影を追加することも可能であるが、この場合には、１枚のスライドに対し
２回の撮影、或いは顕微鏡鏡筒観察を行うこととなる。この場合には、それぞれの撮影毎
（顕微鏡鏡筒からの観察毎）に顕微鏡の励起光やフィルターをそれぞれふさわしい設定に
調整する必要がある。カラーのＨＥ染色による細胞形態情報とモノクロ画像（後述する同
時染色画像）とを対応付けて保存することも可能である。
【００８１】
　顕微鏡鏡筒からの直接観察方式に比べ、ビュワー表示は診断の即時性は低下するが、観
察者である人間が視認できない波長域の蛍光標識材料の蛍光波長に対し、画像処理で波長
変換して人間が視認できるようにすることが可能である。そのため、励起光波長の選定や
蛍光標識材料の選択の自由度（設計自由度）を高めることが可能である。
【００８２】
　また、顕微鏡鏡筒を覗きながら、個々の切片を載せたスライド毎に診断を行う方式では
、スライドに対する顕微鏡のピント合わせ～細胞形態情報（バックグラウンド）視認～抗
原分子情報（輝点ドット）の視認という一連の操作確認を行う間に長時間観察者が顕微鏡
を覗いている必要があり、目の筋肉の疲労を誘発し易い。特に、施設に備わっている顕微
鏡の視野範囲は一般的にスライド上の採取細胞領域に比べて小さく、スライド固定ステー
ジのｘ-ｙステージを移動させながら長い時間にわたって観察を行うのでこの傾向が強く
なる。
　これに対し、ビュワー表示方式では、観察者はピント調整の間のみ顕微鏡を覗き込めば
よく、診断時には覗きこむ必要がないので、疲労度合いが低減される。
　なお、放射線撮影技師と読影医との関係のように、役割分担を行うと診断効率を高める
ことができる。例えば、ピント調整自体（及びピント調整後の撮影画像取得）を診断医で
はなく他の作業者が行い、診断医は複数人分の画像データを一人で、或いは複数人のカン
ファレンス形式で、ビュワーを見ながらまとめて行うように役割分担すれば、施設全体と
しての診断効率を高めることができる。
【００８３】
－本発明を適用した乳房診断システムの例－
　以下、本発明を適用した乳房診断システム１００について説明する。
　図７に、乳房診断システム１００の全体構成例を示す。図７に示すように、乳房診断シ
ステム１００は、乳房撮影装置１、画像処理装置２、表示装置３、顕微鏡４、顕微鏡設置
カメラ５、画像処理装置６、サーバー装置７、ＨＩＳ（Hospital Information System）
／ＲＩＳ（Radiology Information System）８を備えて構成されている。乳房撮影装置１
、画像処理装置２、表示装置３、画像処理装置６、サーバー装置７、ＨＩＳ／ＲＩＳ８は
、ＬＡＮ（Local Area Network）等の通信ネットワークＮを介してデータ送受信可能に接
続されている。また、画像処理装置６は、顕微鏡設置カメラ５からの画像データを取得可
能に接続されている。
【００８４】
　乳房診断システム１００においては、まず、ＨＩＳ／ＲＩＳ８により登録された撮影オ
ーダ情報（撮影対象の患者や部位に関する情報）に基づいてＸ線装置や超音波診断装置等
の乳房撮影装置１によって乳房撮影が行われる。撮影により得られた乳房画像の画像デー
タは画像処理装置２で画像処理が施された後、表示装置３に表示され、読影医による診断
（一次診断）が行われる。そして、この診断において病変の疑いがある場合に、バイオプ
シー（生体検査）が実施され、顕微鏡４の鏡筒から、または顕微鏡設置カメラ５により取
得された組織切片の画像データに基づいて病理医による診断（二次診断）が行われる。
　ここで、画像処理装置２、画像処理装置６、表示装置３、サーバー装置７、ＨＩＳ／Ｒ
ＩＳ８は、ＣＰＵ，ＲＡＭ等により構成される制御部、キーボード、マウス等により構成
される操作部、プログラムやデータ等を記憶する記憶部、モニタ等により構成される表示
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部、通信ネットワークＮに接続されている装置とデータ送受信を行うための通信部等を備
えるコンピュータ装置である。
【００８５】
　乳房撮影装置１においては、ＭＬＯ（斜位方向）－Ｌ（左）、ＭＬＯ－Ｒ（右）、ＣＣ
（上下方向）－Ｌ、ＣＣ－Ｒの合計４枚の乳房画像が撮影されるのが一般的である。
　撮影に際しては、特開２００５－３０５１３７号公報に記載のようにＣＲ（Computed R
adiography）カセッテをしようする方式、或いは、特開２００４－３２１７８３号公報に
記載のようにＦＰＤ（Flat Panel Detector）を使用する方式の２種の方法に大別される
が、複数枚の撮影（上記のように４枚の撮影）が行われるので、両方式に共通しているの
は、左右乳房の画像の取り違えが生じないように、乳房撮影装置１と画像処理装置２とが
連携し、個々の撮影画像（乳房画像）と撮影オーダ情報、特に左右の部位情報との対応付
けを正しく行うことである。ＭＬＯ画像は画像自体から左右の判別は可能であるが、ＣＣ
画像に対しては画像単体を見ても左右の判別がつかないからである。
【００８６】
　撮影に際しては、乳房を圧迫板で挟みこんだ状態でＸ線照射を行うため、連続して同じ
乳房の撮影を行うと被験者に苦痛を与える。そこで、左右交互（Ｌ・Ｒ・Ｌ・Ｒ又は　Ｒ
・Ｌ・Ｒ・Ｌ）に撮影を行うのが一般的である。撮影により得られた乳房画像の画像デー
タには、左右の部位情報や患者ＩＤ等の付帯情報が付帯される。
【００８７】
　また、生成された４枚の乳房画像の画像データは、画像処理装置２に出力され、当該画
像処理装置２において表示装置３への表示用の画像データが生成される。例えば、画像処
理装置２において左右の乳房画像の比較読影が可能となるように、ＭＬＯ画像、ＣＣ画像
毎に左右の胸壁を合わせるように配置されて出力されるのが一般的である。
　この際には、例えば、特開２００２－１５８８６２号公報に記載のように、個々の乳房
画像に対応付けられた部位情報や撮影方向（撮影条件）に基づき画像の回転処理方向を予
め定め、ＭＬＯ、ＣＣのそれぞれの方向の胸壁合わせの画像が自動的に生成される。マニ
ュアル処理ではＣＣ画像で左右を取り違える可能性があるので、マニュアルの操作は禁止
される。同様に、左右の区別を示す付帯情報の安易な修正も禁止される。誤った生体検査
が行われてしまうことを防止するためである。
　更に、特開平０９－２３８９３３号公報に記載のように、左右の乳房画像における乳房
領域の上下方向の位置合わせを行い、読影医の左右乳房の比較読影を行い易いように、視
線移動を水平方向のみに限定することが望ましい。
【００８８】
　また、上記のようなＸ線撮影の他に、特開２００９－１９５６１３号公報に記載のよう
に、超音波診断装置を使用した乳房診断も行われている。特開２００９－１９５６１３号
公報には、超音波画像を用いて病変部の候補領域の弾性を測定することで病変部位か否か
を診断するものである。
【００８９】
　また、診断精度を向上させるため、乳房撮影装置１として、例えば、特開２００２－３
２８４４０号公報に記載のような位相コントラスト撮影を実施可能な撮影装置を用い、拡
大撮影された画像データを画像処理装置２で縮小して診断医の見慣れたライフサイズ（等
倍)の画像とするとともに、腫瘤等の病変の辺縁部の視認性を向上させ、診断精度を向上
させる手法を用いることも可能である。
　更に、特開２００９－０７７７８０号公報に記載のように、Ｘ線撮影による乳房画像と
乳房の超音波画像の両画像に基づき、より精度の高い診断を行うことも知られている。
【００９０】
　また、診断精度を高めるために、ＣＡＤ（Computer-Aided Diagnosis）検出結果をセカ
ンドオピニオンとして用いるケースもある。画像処理装置２には、異常陰影候補を検出す
るためのＣＡＤが搭載されており、腫瘤陰影や微小石灰化クラスタ等の異常陰影候補と推
定される候補領域をＣＡＤにより乳房画像中から抽出し、その検出結果情報を取得する。
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乳房画像や異常陰影候補の検出結果は、表示装置３に表示され、読影医の診断に供される
。異常陰影の領域候補の表示方法には、例えば、特開平０８－２９４４７９号公報に記載
のように、主画像＋抽出された異常陰影領域の拡大画像を表示するもの、特開２００５－
１２４６１７号公報に記載のように主画像エリアはそのままに、縮小画像中に異常陰影候
補領域を示すアノテーションを入れる方法とがあるが、医師の診断方式に応じて何れの方
法を採用しても構わない。
【００９１】
　画像処理装置２において画像処理された乳房画像は、付帯情報とともにサーバー装置７
に送信される。画像処理装置２においてＣＡＤによる異常陰影候補の検出が行われた場合
には、異常陰影候補の検出結果情報も併せてサーバー装置７に送信される。
　サーバー装置７においては、上述の付帯情報、乳房画像、ＣＡＤによる検出結果情報が
対応付けて記憶される。
【００９２】
　上記により得られた乳房画像の診断結果に基づき、次ステップではバイオプシー（生体
検査）が実施される。
　バイオプシーにおいて生体組織を採取するに際しては、生検針位置を被写体の関心領域
に対して正しき位置合わせすることが重要であり、乳房の場合には、Ｘ線を使用したスカ
ウト撮影、ステレオ撮影、３次元撮影等や超音波撮影等を行い、生検針の位置合わせを行
う。例えば、乳房撮影装置１において、特開２０１０－１１５４０５号公報や特開２０１
１－１０４１１７号公報等の手法を用いることができる。
　また、ＣＡＤにおいて、左乳房に異常陰影候補の検出結果が無く、右乳房に異常陰影候
補が検出された場合には、右乳房の組織取得を行う筈である。従って、例えば、特開２０
０８－０００５０８号公報に記載のように、乳房撮影装置１の被写体台に左右の何れの乳
房が載置されたかをレーザセンサ等により検知し、ＣＡＤの検出結果と比べ、異なる場合
には警告を出力することで、左右の取り違えと患者の苦痛を未然に防止することができる
。また、バイオプシーの生検針の位置決め撮影時には、ガイド及び／又は検針の陰影が画
像中に明確に現れるので、これを検知して左右の乳房の取り違えがあった場合には、警告
を出力することで、誤診を防止することができる。
【００９３】
　また、画像処理装置２においてＣＡＤを使用することが可能な場合には、ＣＡＤにおけ
る検出アルゴリズムを２段階閾値方式とし、明白なＴＰ（True Positive）ゾーン、明白
なＦＰ（False Positive）ゾーン、中間のグレーゾーンの３つのゾーンに分類し、グレー
ゾーンがＴＰかＦＰかの判別にバイオプシーを使用することが好ましい。投薬治療の結果
を見る場合には、ＴＰゾーンの組織を用いてバイオプシーを行うことになる。
【００９４】
　採取された組織は、所定の厚さの切片に切除されてガラス製スライド（スライド）上に
載置され、上述の実施例における蛍光標識材料（顕微鏡からの観察の場合には標識材料Ｂ
又はＣ、ビュワー表示の場合には標識材料Ａ～Ｃの何れか）を用いた染色及びＨＥ染色が
行われる。そして、染色された切片が顕微鏡４での観察に供される。観察は、顕微鏡４の
鏡筒から直接、又は、顕微鏡設置カメラ５により取得された顕微鏡４の視野範囲の画像を
表示装置３においてビュワー表示することにより行うことができる。
【００９５】
　顕微鏡４は、照射手段、結像手段を有し、照射手段によりスライドを載置するスライド
固定ステージに載置されたスライド上の上記の染色が行われた組織切片に所定波長の励起
光を照射し、結像手段により励起光の照射によって組織切片から発光された蛍光を結像す
る結像手段を有するものである。なお、照射手段が照射する励起光の波長は、上述のよう
に５６０～６３０ｎｍの範囲であることが好ましく、前記蛍光物質としては当該励起光に
より５８０～６９０ｎｍの範囲、より好ましくは６００～６３０ｎｍの範囲にピークを有
する蛍光を発するものを用いることが好ましい。
　顕微鏡設置カメラ５は、顕微鏡４の結像手段により結像面に結像される像を撮像してデ
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ジタル画像データを生成する撮像手段である。なお、顕微鏡設置カメラによる顕微鏡から
の画像データ取得は周知であり、例えば、特許文献１に開示される手法を用いることがで
きる。
【００９６】
　本願発明者等の分析によれば、乳房の場合、左右同時に腫瘤や微小石灰化を発症するこ
とは稀であり、また、左右の何れかの乳房に対し、複数の異常陰影候補が存在していた場
合であっても、通常は１回の生検針により１箇所の乳房組織の採取が行われるのみである
。本発明によれば、この採取された組織切片を染色して作成されるスライドも一枚である
。従って、一人の患者に対し、１個のスライドという１：１方式となり、患者とスライド
の対応付けが極めて容易となる。例えば、スライドの端部にスライドの識別ＩＤを示すバ
ーコード等を貼付しておき、患者の組織切片をスライドに載せる際に、画像処理装置６に
おいて患者名を選択し、画像処理装置６に接続されたバーコードリーダーで使用するスラ
イドのバーコードを読み取ることで、患者情報とスライドＩＤを容易に対応付けることが
できる。また、顕微鏡４による観察後に画像処理装置６のバーコードリーダーによりスラ
イドＩＤを読み取って、診断結果（ＴＰ、ＦＰ）を入力すれば、患者情報、スライドＩＤ
に診断結果を対応付けることができる。患者情報とスライドＩＤとの対応付けは、サーバ
ー装置７に送信され、記憶される。
【００９７】
　また、本発明によれば、１回の生体検査においてスライドは１枚のみしか使用しないの
で、従来の２枚のスライドを使用する方式のように、本来顕微鏡４にセットすべきスライ
ドと異なるスライドを装填してしまうような（例えば、細胞形態確認用のＨＥ染色スライ
ドと、免疫化学染色法により染色されたスライドと間違う）ミス自体発生しないので、尾
幅な省力化を達成できる。
【００９８】
　顕微鏡４の鏡筒から観察する場合、顕微鏡４の光源（励起光）の波長を、まずは従来か
ら見慣れたＨＥ画像（カラー画像）を表示するように設定しておき、当該ＨＥ画像中の関
心領域に視線を集中し、しかる後、光源波長を切り替えて、輝点ドットを発光させれば、
視線を集中していた関心領域における輝点ドットの点在具合を一目で、短時間に視認判別
することができる。
　顕微鏡４の一度に見ることのできる視野範囲が比較的狭い場合、病理切片上の診断対象
領域を数回に分けて観察することとなるが、複数の視野のうち所定の視野に注目して、当
該視野が顕微鏡４の観察範囲となるように顕微鏡４のスライド固定ステージを調整し、光
源波長を切り替えても、上記と同様の効果が得られる。
【００９９】
　また、最初に顕微鏡４のスライド固定ステージを順次ｘ方向又はｙ方向に移動操作して
、顕微鏡設置カメラ５により各視野の撮影を繰り返し、画像処理装置６において、撮影に
より得られた各視野の画像データから輝点ドット（数、或いは、数×輝度の積算値）を算
出し、予め定められた法則、例えば、輝点ドットが多いほうから、或いは、少ないほうか
ら、或いは、所定数の範囲にあるものから等に基づき画像を順に画像処理装置６の表示部
に表示することとしてもよい。また、予め定められた順に表示部に表示された画像を診な
がら、顕微鏡４において対応する視野位置となるようにスライド固定ステージを調整して
、顕微鏡４の鏡筒より各視野の観察を行うことも可能である。つまり輝点ドット（数、或
いは、数×輝度の積算値）という特徴量に応じて、細胞形態情報の観察すべき順番を可変
制御することも可能である。
　なお、撮影された画像からの輝点ドットの計測は、画像処理装置６に搭載された画像解
析ソフトウエア（例えば、株式会社ジーオングストローム社製の全輝点自動計測ソフトＧ
－Ｃｏｕｎｔ等）により行うことができる。各画像データの輝点ドットが計測されると、
輝点ドットの計測結果及び各画像が対応付けて予め定められた順に画像処理装置６の表示
部に表示される。その中から、観察者（技師や病理医）は、診断に使用する画像データを
画像処理装置６の操作部により選択することができる。或いは、輝点ドットの計測結果が
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最大となる画像データを診断用画像として画像処理装置６において自動的に決定すること
としてもよい。診断用画像の画像データは、画像処理装置６において先に入力された患者
情報及びスライドＩＤと対応付けてサーバー装置７に送信され保存される。更に、ビュワ
ー表示方式の場合は、画像処理装置６において、診断用画像の画像データに基づいて以下
に示す表示を行うための表示用の画像データが生成され、スライドＩＤ及び患者情報とと
もに表示装置３に送信される。そして、表示装置３のモニタ上に当該表示用画像が表示さ
れることで病理医の診断に供される。なお、以下に示すいずれの表示を行うかは、予め設
定しておくことができる。
　表示装置３はモノクロであってもよい。本発明で得られる画像データは、従来より乳房
画像診断用に普及しているモノクロのモニタを使用して出力表示することができるので、
新たにカラー用モニタ等の設備投資が不要となる。
【０１００】
　上述のビュワー表示方式においては、診断効率を高めるためにいくつかの表示方法が考
えられる。１番目の表示方法は、細胞形態情報（組織の自家蛍光＋ＨＥ染色によるエオジ
ンの自家蛍光）と抗原分子情報（蛍光標識材料からの蛍光による輝点ドット）とを１枚の
画像で表示出力する方法である。この場合、顕微鏡設置カメラ５における１回の撮影によ
り得られた画像データを表示するのみであり、この画像データに細胞形態情報と抗原分子
情報が含まれているので、細胞形態情報と抗原分子情報との位置合わせが不要であり、撮
影から表示出力までの診断準備期間が最短となるメリットがある。また、位置合わせの精
度に依存せずに診断を行うことができる。勿論、細胞形態情報と抗原分子情報の相対位置
関係は本来固有の状態に維持されているので視認による弁別確認も可能である。
【０１０１】
　２番目の表示方法は、細胞形態情報を表す画像と抗原分子情報を表す画像とを分離して
表示出力する方式である。
　本発明における抗原分子情報のための蛍光標識材料は組織の自家蛍光やエオジンの自家
蛍光に比べて大きな蛍光を発するようになされている。従って、細胞形態の確認時に抗原
分子情報を表す輝点ドットはノイズとなる可能性がある。また、励起光の波長と蛍光標識
材料の選定やビュワー（表示装置３）側のダイナミックレンジ及び画像処理条件等によっ
ては、抗原分子情報を表す輝点ドット（蛍光）が観察者を幻惑し、細胞形態情報の視認に
影響を及ぼすことも懸念される。
　このような事態を防止するため、細胞形態情報を抽出した画像（細胞形態画像）と抗原
分子情報を抽出した画像（抗原分子画像）とを表示装置３の操作部による切替指示に応じ
て切り替えて表示することが好ましい。具体的には、表示装置３のモニタ画面の同じ領域
（画像表示領域）内に、操作部からの切替指示に応じて細胞形態画像と抗原分子画像がパ
ラパラめくりのように切替表示する。本発明においては、顕微鏡４に装填した１枚のスラ
イドの１回の撮影による画像データを使用するので、細胞形態情報と抗体分子情報とが相
互の位置関係（本来の固有の位置関係）を保っている。従って、細胞形態情報と抗原分子
情報の何れかを示す画像において任意の領域に着目し、当該領域に着目した状態で他の情
報の画像に切り替えると、視線移動をすることなく診断に必要な情報を直ちに得ることが
できる。
【０１０２】
　抗原分子情報はドット状の蛍光として画像上に現れており、全体画像の画像データ中か
ら当該輝点ドット部分を視認することは容易である。同様に、画像処理により輝点ドット
を抽出することは容易である。抗原分子画像の生成は、細胞形態情報と抗原分子情報を含
む全体画像から輝点ドットのみを抽出して、それ以外の領域には一定の輝度値、例えば、
黒のような最低輝度値を割り付けることで生成することができる。輝点ドットは、全体画
像から予め定められた閾値以上の輝度値の領域を抽出することで取得することができる。
　このように、輝点ドットのみを抽出した画像を生成することにより、輝点ドットの視認
性が大幅に向上し、瞬時に全貌を把握することが可能となる。
【０１０３】
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　一方、細胞形態画像の生成は、細胞形態情報と抗原分子情報を含む全体画像から輝点ド
ットのみを抽出して、輝点ドットの領域に、隣接する細胞形態情報を表している画素の出
力値を使用してｘ方向(又はｙ方向)の隣接値に基づく一次元補間値を割り付ける、或いは
、輝点ドットの領域に、隣接する細胞形態情報を表している画素の出力値を使用してｘｙ
方向の隣接値に基づく二次元補間値を割り付ける等により生成することが好ましい。これ
は、輝点ドット部分と周囲の細胞形態情報との連続性を維持でき、観察時に違和感を与え
ることがないので好ましい。尚、輝点ドットの領域に一定の輝度値、例えば、グレーとな
るような中間値を割り付けてもよい。
【０１０４】
　細胞形態画像、抗原分子画像の何れを先に表示するかは、病理医の診断スタイルに応じ
て適宜設定することが可能である。
　また、細胞形態画像、抗原分子画像に加えて、本来の両情報の位置関係を有した全体画
像を加えた３種の画像を操作部からの切替指示に応じて切り替え表示することとしてもよ
い。この場合においても、表示順は診断スタイルに応じて、適宜設定することが可能であ
る。
【０１０５】
　また、本発明においては、抗原分子情報は全体画像中での視認性は十分確保されている
ので（図６参照）、抗原分子画像は使用せず、細胞形態画像と全体画像とを切り替えて表
示することも可能である。従来の染色による診断ワークフローは、細胞形態情報（従来に
おいては色味情報）を観察するフローであるので、当該診断フローと同様に、細胞形態画
像を先に表示し、続いて全体画像を表示することが望ましい。
【０１０６】
　また、一のスライドに対し、ＨＥ染色画像撮影（カラーによる撮影）も併せて実施して
いる場合には、表示装置３の操作部からの切替指示に応じて、同一視野で撮影されたＨＥ
染色画像と上記の全体画像（ＨＥ染色画像に対して、同時染色画像と呼ぶ）とを表示装置
３のモニタ上に切替表示することとしてもよい。ＨＥ染色画像（カラー）と同時染色画像
（モノクロ）の切替は、同一スライドの顕微鏡４における同一視野範囲を撮影することに
より得られた画像であるため、上述の細胞形態情報と抗原分子情報との切替表示時と同様
に、位置合わせの画像処理が不要である。また、病理医が視認に基づく位置合わせをする
必要がないことは勿論である。なお、この場合には、表示装置３のモニタとしてはカラー
モニタを用いる。　
　この場合の表示態様としては、ＨＥ染色画像を先に表示するパターン１と、同時染色画
像を先に表示するパターン２が考えられる。パターン１では、病理医が従来から診断に使
用しているＨＥ染色画像から表示するので、従来の観察方法との親和性が高く、特に経験
の豊富な病理医にとって観察がし易い。パターン２では、抗原分子情報を容易に観察でき
る同時染色画像から表示するので、病理医の経験等に関係なく注目すべき範囲が容易に特
定でき、診断の効率化を図ることができる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　両パターンとも、表示装置３の表示画面の同じ領域（画像表示領域）内において、操作
部からの切替指示に応じてＨＥ染色画像と同時染色画像がパラパラめくりのように切替表
示される。ここで、上述のように、切替表示されるＨＥ染色画像と同時染色画像とは同一
スライドの顕微鏡４における同一視野範囲を撮影することにより得られた画像である。従
って、病理医は視線を動かさずに、両画像の相対的位置関係を容易に把握して観察を行う
ことができる。
【０１０７】
　また、表示する画像をＨＥ染色画像とし、同一視野を撮影した同時染色画像から輝点の
抽出を行い、抽出された輝点をＨＥ染色画像に重畳表示してもよい。このようにすれば、
病理医が見慣れたＨＥ染色画像を観察しながら、視線を動かさずに、必要最低限の抗原分
子情報を得ることができる。また、輝点の表示／非表示は、操作部により切り替えられる
構成とすることが好ましい。
【０１０８】
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　また、上述のパターン１のように、初期表示をＨＥ染色画像とし、操作部からの切替指
示により同時染色画像に切り替える表示態様において、ＨＥ染色画像から公知の細胞核（
Ｈ染色部）検出を行い、同時染色画像を表示する際に検出された細胞核の位置を重畳表示
してもよい。このように、同時染色画像において細胞核の情報がわかると、病理医が細胞
の位置を特定する際の支援となるので好ましい。この細胞核の表示／非表示は、操作部に
より切り替えられる構成とすることが好ましい。
【０１０９】
　また、上述のパターン２のように、初期表示を同時染色画像とし、操作部からの切替指
示によりＨＥ染色画像に切り替える表示態様において、同時染色画像から輝点ドットが集
中している部分を抽出してＲＯＩ（関心領域）を設定し、ＨＥ染色画像に切り替えた際に
、ＨＥ画像上にＲＯＩを示す枠を重畳表示することとしてもよい。ＲＯＩが複数ある場合
は、同時に表示しても、操作部の所定のキーの押下に応じて輝点ドットの多い順に表示す
ることとしてもよい。また、ＲＯＩの設定は、自動で緒行うこととしてもよいし、その表
示された同時染色画像上から操作部を用いて病理医が指定することとしてもよい。このよ
うに、ＨＥ染色画像上で輝点ドットの集中しているＲＯＩを表示することで、病理医は、
抗原分子情報の多い注目すべき領域を容易に認識することができ、注目すべき領域のみを
観察することができる。また、抗原分子情報が集中している領域の細胞形態情報をしっか
り確認することが可能となる。
【０１１０】
　ビュワー表示方式の何れかの方法による観察後、観察された細胞組織における乳癌発症
の有無（確定診断結果）が表示装置３において入力されると、入力された確定診断結果が
スライドＩＤ及び患者情報に対応付けてサーバー装置７に送信され、サーバー装置７にお
いて確定診断結果がスライドＩＤ及び患者情報に対応付けて記憶される。また、患者情報
を介して、患者情報に対応付けられている乳房画像（＋ＣＡＤ結果）に対し、確定診断結
果が対応付けられる。なお、表示のために作成した個々の画像（細胞形態情報を抽出した
画像、抗原分子情報を抽出した画像等）は全体画像に基づいて短時間で作成可能であるの
で、必要に応じて作成すればよい。従って、スライドから生成された画像については少な
くとも全体画像を保存することとし、細胞形態情報や抗原分子情報の画像は保存しない。
これにより、サーバー装置７のデータ容量の大幅な増加を抑えることができる。なお、診
断の証拠として、スライドも施設内に保存する。
　なお、表示用の画像データの生成（細胞形態情報の抽出、抗原分子情報の抽出、細胞核
（Ｈ染色部）の検出を含む）は、画像処理装置６において行うこととして説明したが、表
示装置３において行うこととしてもよい。また、画像処理装置２、表示装置３、画像処理
装置６は一体としてもよい。
【０１１１】
　上記実施の形態における記述内容は、本発明の好適な一例であり、これに限定されるも
のではなく、発明の趣旨を逸脱しない範囲で適宜変更可能である。
【符号の説明】
【０１１２】
１００　乳房診断システム
１　乳房撮影装置
２　画像処理装置
３　表示装置
４　顕微鏡
５　顕微鏡設置カメラ
６　画像処理装置
７　サーバー装置
８　ＨＩＳ／ＲＩＳ
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染色，所述荧光标记材料包含识别特定抗原的抗体和与所述抗体结合并包含多种荧光物质的纳米颗粒作为构成元素，并且 对HE
（苏木精-曙红）染色，对染色的组织切片照射预定波长的激发光以向组织切片发出荧光，并通过显微镜对荧光图像进行成像， 同
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