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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ターゲットサンプルの画像を得るために協働する、励起光源、光学部、画像キャプチャ
部、およびデータ保存部を有した顕微鏡により、強度測定から得られるターゲットサンプ
ルデータの定量的な測定値を標準化する方法であって、
　ａ．光学経路に沿って一時的に配置されるキャリブレーション面によって前記ターゲッ
トサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測定値を収集して前記励起光源に関する
光源補正因子を取得し、
　ｂ．該光源補正因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、光強度の
変動性に関して標準化されたターゲットサンプルデータを取得し、
　ｄ．顕微鏡固有因子を取得し、
　ｅ．前記顕微鏡固有因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、前記
ターゲットサンプルデータを前記顕微鏡の固有因子に関して標準化し、
　ｃ．該標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定値を決定する、
　ことを含む方法。
【請求項２】
　前記顕微鏡が、インコヒーレント光源を使用する光学顕微鏡、偏光光源を使用する光学
顕微鏡、蛍光光源を使用する光学顕微鏡、共焦点レーザー走査顕微鏡システムなどのコヒ
ーレント光源を使用する顕微鏡、およびこれらの組み合わせ、の中から選択される、請求
項１に記載の方法。
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【請求項３】
　前記ターゲットサンプルが生体サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記生体サンプルが、１つの細胞、複数の細胞、組織切片、組織切片のアレイ、および
これらの組み合わせ、の中から選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記生体サンプルが、１以上の染色剤によって処理される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記染色剤が免疫組織化学系の染色剤である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記染色剤が蛍光性である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記光源補正因子が、前記顕微鏡に導入されているキャリブレーション機器を利用する
ことによって得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　キャリブレーション機器の補正因子を決定し、この因子を前記ターゲットサンプルデー
タに適用することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記キャリブレーション機器の補正因子が、前記顕微鏡のデータ保存部に保存される、
請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記顕微鏡固有因子を取得する際に、
　ｄ－１．標準化された応答を生成するように構成されたキャリブレーションターゲット
サンプルを前記励起光源によって照らし、
　ｄ－２．該キャリブレーションターゲットサンプルに光をあてて測定されたターゲット
サンプルデータを取得し、
　ｄ－３．前記光学部の相対的な能力を示す前記顕微鏡固有因子を決定する、
　ことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　ターゲットサンプルデータを得るために協働する、励起光源、光学部、検出部、および
データ保存部を有した顕微鏡により、強度測定から得られる定量的な標準化されたターゲ
ットサンプルデータの測定値を得るための方法であって、
　ａ．顕微鏡固有因子を取得し、
　ｂ．該顕微鏡固有因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、前記顕
微鏡の固有の光学因子に関して標準化されたターゲットサンプルデータの測定値を取得し
、
　ｃ．該標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定値を決定し、
　ｄ．光学経路に沿って一時的に配置されるキャリブレーション面によって前記ターゲッ
トサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測定値を収集して前記励起光源に関する
光源補正因子を取得し、
　ｅ．該光源補正因子を前記ターゲットサンプルデータの測定値に適用し、これにより、
光強度の変動に関してさらに標準化されたターゲットサンプルデータの測定値を得る、
　ことを含む方法。
【請求項１３】
　ターゲットサンプルの画像を得るために協働する、励起光源、光学部、画像キャプチャ
部、およびデータ保存部を有した顕微鏡の励起光源の光をサンプリングするためのキャリ
ブレーション機器であって、
　光学経路に沿って一時的に配置され、前記励起光源からの光を前記顕微鏡の検出部に向
けてほぼ均一に散乱させるキャリブレーション面を含んで構成される、キャリブレーショ
ン機器。
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【請求項１４】
　前記励起光源からの光を、光学経路に沿って対物レンズを通しターゲットサンプルに向
けて反射するとともに、前記ターゲットサンプルからの光の少なくとも一部を、前記顕微
鏡の検出部に向けて透過させるように配置された、ダイクロマティックミラーをさらに含
み、
　前記キャリブレーション面が、キャリブレーション中に、前記ダイクロマティックミラ
ーと前記対物レンズとの間の光学経路を一時的に遮断し、反射した前記励起光の大部分が
、前記ダイクロマティックミラーを通して前記検出部に向け散乱される、請求項１３に記
載のキャリブレーション機器。
【請求項１５】
　前記キャリブレーション面が不透明である、請求項１３または１４に記載のキャリブレ
ーション機器。
【請求項１６】
　前記不透明のキャリブレーション面がフィルターペーパーを備える、請求項１５に記載
のキャリブレーション機器。
【請求項１７】
　前記不透明のキャリブレーション面が剛体表面をもつ、請求項１５に記載のキャリブレ
ーション機器。
【請求項１８】
　前記剛体表面がセラミック表面である、請求項１７に記載のキャリブレーション機器。
【請求項１９】
　前記励起光源からの光および前記ターゲットサンプルからの光の少なくとも一方を減衰
させるように配置された、少なくとも１つの無色のフィルターをさらに含む、請求項１３
または１４に記載のキャリブレーション機器。
【請求項２０】
　前記ダイクロマティックミラーと、無色のフィルターおよびキャリブレーション素子を
、互いに固定された関係となるように保持するよう構成された筐体をさらに含む、請求項
１４に記載のキャリブレーション機器。
【請求項２１】
　前記筐体が、交換可能なフィルター選択メカニズム内に配置可能である、請求項２０に
記載のキャリブレーション機器。
【請求項２２】
　ターゲットサンプルの画像を得るために協働する、励起光源、光学部、画像キャプチャ
部、およびデータ保存部を有した顕微鏡により、強度測定から得られるターゲットサンプ
ルデータの定量的な測定値を標準化するための方法をプロセッサに実行させる命令を記録
したコンピュータ可読媒体であって、
　前記命令が、
　前記励起光源の光に対して標準的な応答を生成するように構成されているキャリブレー
ションサンプルを、前記励起光源により照らし、
　ａ．光学経路に沿って一時的に配置されるキャリブレーション面によって前記ターゲッ
トサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測定値を収集して前記励起光源に関する
光源補正因子を取得し、
　ｂ．該光源補正因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、光強度の
変動性に関して標準化されたターゲットサンプルデータを取得し、
　ｄ．顕微鏡固有因子を取得し、
　ｅ．前記顕微鏡固有因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、前記
ターゲットサンプルデータを前記顕微鏡の固有因子に関して標準化し、
　ｃ．該標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定値を決定する、
　ことを含む、コンピュータ可読媒体。
【請求項２３】
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　ターゲットサンプルの画像を得るために協働する、励起光源、光学部、画像キャプチャ
部、およびデータ保存部を有した顕微鏡により、強度測定から得られるターゲットサンプ
ルデータの標準化された定量的な測定値を得るための顕微鏡システムであって、
　光学経路に沿ってキャリブレーション面を一時的に配置する手段を含み、前記ターゲッ
トサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測定値を収集して前記励起光源に関する
光源補正因子を得る手段と、
　該光源補正因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、光強度の変動
性に関して標準化されたターゲットサンプルデータを得るための手段と、
　顕微鏡固有因子を得る手段と、
　前記顕微鏡固有因子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、前記ター
ゲットサンプルデータを前記顕微鏡の固有因子に関して標準化する手段と、
　該標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定値を決定するための手段と、
　を含んで構成される顕微鏡システム。
【請求項２４】
　強度測定から得られるターゲットサンプルデータの標準化された定量的な測定値を得る
ためのシステムであって、
　ターゲットサンプルを支持するためのステージと、
　前記ターゲットサンプルを照らすための励起光源と、
　前記ターゲットサンプルの画像を検出するための検出部と、
　キャリブレーション中に、前記ステージ上のターゲットサンプルを乱すことなく、前記
励起光源による光のサンプル部分を前記検出部に向け直すため、キャリブレーション面が
光学経路を一時的に遮断するとき、前記励起光源と前記検出部との間の光軸中に一時的に
挿入されるように構成されているキャリブレーション機器と、
　前記検出部と通信し、前記ターゲットサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測
定値を収集して前記励起光源に関する光源補正因子を取得し、該光源補正因子を前記ター
ゲットサンプルデータに適用し、これにより、光強度の変動性に関して標準化されたター
ゲットサンプルデータを取得するとともに、顕微鏡固有因子を取得し、前記顕微鏡固有因
子を前記ターゲットサンプルデータに適用し、これにより、前記ターゲットサンプルデー
タを前記顕微鏡の固有因子に関して標準化し、この標準化ターゲットサンプルデータの定
量的な測定値を決定するように構成されている分析器と、
　を含んで構成されるシステム。
【請求項２５】
　顕微鏡におけるターゲットサンプルの強度測定値を補償するためのシステムであって、
　請求項１に記載のステップを実行するプロセッサを備える、システム。
【発明の詳細な説明】
【優先権】
【０００１】
　本出願は、２００７年６月１５日に出願された米国仮出願第６０／９４４，４０２号の
優先権を主張する。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、顕微鏡法の分野に関し、より詳細には、同一のあるいは異なる顕微鏡システ
ムから得られる定量的な分析結果を標準化することによって、これらの比較を可能とする
ことに関する。
【背景技術】
【０００３】
　顕微鏡法のプラットフォームが定量的になるにつれて、これらのプラットフォーム間の
標準化を可能とする、シンプルな方法とハードウェアの組み合わせを開発する必要が生じ
る。たとえば、蛍光顕微鏡法の応用では、現時点において、システムに関する蛍光強度を
測定するために有効な製品は存在する（たとえば、蛍光ミクロスフェア、蛍光ターゲット
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）が、これらは、顕微鏡のプラットフォームの全体的な構造の変化、あるいは、サンプル
の変化とは無関係の光源の変化に関連した全体的に効率的な因子を提供しない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　ここに記載されているシステムおよびプロセスは、既存の光学顕微鏡システムに関する
規格化因子を提供する。この規格化因子は、定量的な測定結果を標準化および拡縮するた
めに使用することができる。標準化は、異なる機器から得られた定量的な結果の比較を可
能とし、各機器から得られた結果は、同一の標準化を受ける。さらに、このことの延長線
上として、単一のプラットフォームにおいて時間とともに数回の露光を行うといった実験
で、機器効率の規格化因子に寄与する同じハードウェアを、光源強度の変動を測定するた
めに使用することが可能である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一態様においては、本発明は、光学システムとしての顕微鏡（以下、本明細書中では「
光学システム」は「顕微鏡」を意味するものとする。）によって撮像されたターゲットサ
ンプルデータの、定量的な測定値を標準化するためのプロセスに関する。この光学システ
ムは、励起光源、光学部、画像キャプチャ部、およびデータ保存部を有している。この光
学システムの各部は、ターゲットサンプル画像を得るために、協働するべく構成されてい
る。光源の補正因子が励起光源に関して取得される。光源補正因子は、ターゲットサンプ
ルデータに適用され、これにより、光の強度の変動性に関して標準化された、ターゲット
サンプルデータが得られる。さらに、顕微鏡固有因子を取得し、前記顕微鏡固有因子を前
記ターゲットサンプルデータに適用し、該ターゲットサンプルデータを前記顕微鏡の固有
因子に関して標準化する。これにより、標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定
値が決定される。
【０００６】
　他の態様においては、本発明は、顕微鏡システムにおける励起光源の光をサンプリング
するためのキャリブレーション機器に関する。このシステムは、光学経路に沿って配置さ
れたキャリブレーション面を含んでいる。このキャリブレーション面は、励起光源からの
光を、顕微鏡システムにおける検出部に向けて、ほぼ均一に散乱させる。一つの態様によ
ると、このシステムは、ダイクロマティックミラーを含み、このミラーは、励起光源から
の光を反射し、光学経路に沿い対物レンズを介してターゲットサンプルに向かわせるよう
に、および、ターゲットサンプルからの光における少なくとも一部を透過させて、顕微鏡
システムの検出部に向かわせるように配置されている。当該態様では、キャリブレーショ
ン面は、キャリブレーション中に、一時的に、ダイクロマティックミラーと対物レンズと
の間の光学経路を遮断するように、および、反射された励起光の大部分を散乱させて、ダ
イクロマティックミラーを介して検出部に向かわせるように、配置されている。
【０００７】
　他の態様では、本発明は、定量的な標準化されたターゲットサンプルデータの測定値を
光学システムから得るためのプロセスに関する。この光学システムは、励起光源、光学部
、検出部、およびデータ保存部を有しており、これらは、ターゲットサンプルデータを得
るために、協働するよう構成されている。光学システムの固有因子が光学システムに関し
て得られる。光学システム固有因子は、ターゲットサンプルデータに適用され、これによ
り、固有の光学因子に関して標準化された、ターゲットサンプルデータの測定値が得られ
る。さらに、該標準化ターゲットサンプルデータの定量的な測定値を決定し、前記ターゲ
ットサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光強度測定値を収集して前記励起光源に関す
る光源補正因子を取得し、該光源補正因子を前記ターゲットサンプルデータの測定値に適
用し、これにより、光強度の変動に関してさらに標準化されたターゲットサンプルデータ
の測定値を得る。
【０００８】
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　他の態様では、本発明は、顕微鏡システムから標準化測定値を得るためのプロセスに関
する。この顕微鏡システムは、励起光源、光学部、および検出部を有し、これらは、ター
ゲットサンプル画像を得るために、協働するよう構成されている。このプロセスは、光に
対する標準的な応答を生成するために、励起光源を用いてキャリブレーションサンプルに
光をあてるステップを含む。光学部を介して得られる、光をあてられたキャリブレーショ
ンサンプルのキャリブレーションサンプル画像は、検出部によってキャプチャされる。励
起光源による光のサンプル部分を検出部に向けるように構成されているキャリブレーショ
ン機器が、励起光源によって照らされる。配向されたサンプル部分の励起光源サンプル画
像は、検出部によってキャプチャされ、光学経路に沿う変動を補正するためのマシン固有
因子が、キャリブレーションサンプル画像および励起光源サンプル画像から決定される。
マシン固有因子は、顕微鏡システムの固有の変動に関して、ターゲットサンプル画像を補
償するために使用可能である。
【０００９】
　他の態様では、本発明は、コンピュータによって使用可能な媒体に関する。このコンピ
ュータ可読媒体は、ここに記載した１つ以上のプロセスを実行するプロセッサによって遂
行するための、コンピュータ読み取り可能な命令を記録している。
【００１０】
　他の態様では、本発明は、コンピュータによって読み取り可能な命令のプログラムに関
する。この命令は、顕微鏡システムから標準化測定値を得るためのものであり、この顕微
鏡システムは、励起光源、光学部、および検出部を有し、これら各部が、ターゲットサン
プル画像を得るために、協働するよう構成されている。このシステムにおいて、上記の命
令に従い、上述したプロセスが実行される。
【００１１】
　他の態様では、本発明は、標準化された測定値を提供する顕微鏡システムに関する。こ
のシステムは、励起光源の光に対して標準的な応答を生成するように構成されているキャ
リブレーションサンプルを、励起光源の光にあてる手段と、光学部を介して得られる、光
をあてたキャリブレーションサンプルのキャリブレーションサンプル画像を、検出部を用
いてキャプチャするための手段と、励起光源による光のサンプル部分を検出部に向けるよ
うに構成されているキャリブレーション機器を、励起光源の光にあてるための手段と、配
向されたサンプル部分の励起光源サンプル画像を、検出部を用いてキャプチャするための
手段を含んでいる。このシステムは、さらに、キャリブレーションサンプル画像および励
起光源サンプル画像から、光学経路に沿う変動を補正するためのマシン固有因子を決定す
るための手段を含んでいる。このマシン固有因子は、顕微鏡システムの固有の変動に関し
てターゲットサンプル画像を補償するために、使用可能である。
【００１２】
　他の態様では、本発明は、顕微鏡システムにおけるターゲットサンプルの強度測定値を
補償するためのシステムに関する。このシステムは、ターゲットサンプルを支持するため
のステージと、ステージ上に支持されたターゲットサンプルを照らすための励起光源と、
光をあてられたターゲットサンプルの画像を検出するための検出部と、キャリブレーショ
ン時に、励起光源による光のサンプル部分を検出部に向け直すために、励起光源と検出部
との間の光軸に沿って一時的に挿入されるように構成されているキャリブレーション機器
と、を含んで構成される。このキャリブレーション機器は、ステージ上のターゲットサン
プルを乱すことなく、励起光源を向け直すことができるとよい。このシステムは、さらに
、向け直されたサンプル部分から決定される強度補正因子を決定するための、検出部と通
信する分析器を含んでいる。この強度補正因子は、光をあてたターゲットサンプルの検出
画像を調整することによって励起光源の変動を補償するために、使用可能である。
【００１３】
　さらに他の態様では、本発明は、蛍光顕微鏡システムにおける、強度の揺らぎを補正す
るためのプロセスに関する。この顕微鏡システムは、励起光源、光学部、および検出部を
有しており、これらは、ターゲットサンプル画像を得るために、協働するよう構成されて
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いる。このプロセスは、対物レンズと検出部との間の光学経路内に、キャリブレーション
要素を挿入するステップを含んでいる。このキャリブレーション要素は、ダイクロマティ
ックミラーおよびキャリブレーション面を含んでいる。このミラーは、励起光源からの光
をキャリブレーション面に向けて反射するとともに、このキャリブレーション面から戻さ
れた励起光のサンプル部分を、検出器に向けて透過するように構成されている。励起光源
の強度変動は、キャリブレーション面から戻された励起光のサンプル部分から決定される
。キャリブレーション要素は、励起光源の選択されたスペクトルをターゲットサンプルに
向けて反射するように構成された、フィルターのセットに置き換えられる。光の選択され
たスペクトルは、ターゲットサンプルから検出部に向かって送られる。選択された放射光
スペクトルがターゲットサンプルから検出され、ターゲットサンプルから検出された放射
光スペクトルは、励起光源の決定された強度変動を用いて補正される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】顕微鏡システムの一例を示すブロック図である。
【図２】実施形態に係るキャリブレーション機器を示す概略図である。
【図３】実施形態に係るキャリブレーション機器を示す正面図、背面図、左側面図、右側
面図、平面図および底面図である。
【図４】図３に示したキャリブレーション機器の分解斜視図である。
【図５】実施形態に係るキャリブレーション機器によって得られた、励起光源強度の時間
的変化を示す図である。
【図６】第１のキャリブレーションスライドの複数のチャネルに関する定量的な結果の時
間的変化を示す図である。
【図７】第２のサンプルスライドにおける複数のチャネルに関する定量的な結果の時間的
変化を示す図である。
【図８】実施形態に係る定量的な分析結果を標準化するためのプロセスにおけるフローダ
イヤグラムである。
【図９】図８に示した定量的な分析結果の標準化に使用されている、補正因子を得るため
のプロセスにおけるフローダイヤグラムである。
【図１０】実施形態に係る、異なる顕微鏡システム（補正をしないもの、および補正をす
るもの）を使用することによって得られた、比較結果を示す図である。
【図１１】実施形態に従って得られた、補正されていないサンプルデータと補正されたサ
ンプルデータとの比較を示す図である。
【図１２Ａ】標準化を用いずに、異なる顕微鏡システムを使用して同一のサンプルから得
られた典型的な定量的分析結果を示す図である。
【図１２Ｂ】実施形態に従う、図１２Ａに示した定量的結果の補正を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明の上記およびその他の目的、特徴、および利点は、本発明の好ましい実施形態の
、後述するより具体的な説明によって、明らかになる。これらの実施形態は、添付図面に
例示されており、これらの図面では、同一の参照符号は、異なる図面においても同一の部
品を指している。これらの図面は、必ずしも縮尺通りではなく、本発明の原理を例示する
ことに重点を置いている。
【００１６】
　光学部品および光源を含むシステムから、標準化された定量的な分析結果を得るための
システムおよびプロセスがここに記載される。とりわけ、これらのシステムおよびプロセ
スは、ターゲットサンプル（たとえば生体サンプル）の定量的な顕微鏡分析の標準化に関
連している。生体サンプルの例としては、細胞、細胞群、組織切片、組織切片のアレイ（
たとえばマイクロテッシュアレイ）、および、これらのいずれか１つ以上の組み合わせを
挙げられる。生体サンプルについては、１つ以上の染色剤によって処理することができる
。場合によっては、これらの染色剤は、免疫組織化学系の染色剤である。場合によっては
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、この免疫組織化学系の染色剤は、蛍光染色剤である。
【００１７】
　一般的に、顕微鏡システムは、ターゲットサンプルに光をあてるように構成されている
光源、光をあてたターゲットサンプルの拡大画像を作成するように構成されている光学系
、および、拡大画像のデジタル画像をキャプチャするように構成されている検出器（たと
えばデジタルカメラ）を含んでいる。定量的な結果については、キャプチャされたデジタ
ル画像を操作することによって、得ることが可能である。このような画像操作は、当業者
に知られている画像処理技術を含むことが可能である。少なくともいくつかの実施形態で
は、上記のような１つ以上の画像キャプチャおよび画像操作が、プロセッサを利用するこ
とによって実施される。このプロセッサは、あらかじめプログラムされている命令を実行
するコンピュータを含むことができる。
【００１８】
　このシステムは、さらに、光源の標準化サンプルを検出器に向け直すように構成されて
いる、キャリブレーションデバイスを含んでいる。少なくともいくつかの実施形態では、
システムプロセッサが、既存の顕微鏡に関する補正因子を決定するように構成されている
。この補正因子については、キャリブレーションデバイスを用いて得られた、光源の標準
化サンプルに対する測定から、決定され得る。この補正因子を、ターゲットサンプルの検
出画像の強度における何らかの変動を補正するために、（たとえばプロセッサによって）
使用することができる。いくつかの実施形態では、システムプロセッサは、キャリブレー
ション因子を得るための命令（たとえばソフトウェア）に従って動作する。代替的あるい
は追加的に、このシステムプロセッサは、検出画像を補正するための補正因子を使用する
ための命令に従って動作する。このようなキャリブレーションは、何らかの定量的な結果
から、時間とともに生じ得る同一の顕微鏡システムにおける光源の強度の変動性、及び、
異なる顕微鏡システムおよび異なる光源のいずれか又は両方を使用して得られた定量的な
結果の間の変動性を除去するために有用である。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、キャリブレーションデバイスは、光源から検出器に向かう光
の散乱部分を制御するために、光源と検出器との間にある光学経路に沿って配置すること
ができる散乱面を含んでいる。検出された散乱光における変動性を、上記のような補正因
子を明らかにするために使用することができる。
【００２０】
　他の実施形態では、システムプロセッサは、既存の顕微鏡の光学部品に関する補正因子
を、決定あるいは利用可能とするように構成されている。この補正因子については、顕微
鏡の光学部品を使用して標準化サンプルを測定することによって、決定することができる
。この補正因子を、ターゲットサンプルの検出画像の強度に影響を与える、既存の顕微鏡
の光学的特徴における何らかの変動を補正するために、（たとえばプロセッサによって）
使用することができる。
【００２１】
　顕微鏡システム
【００２２】
　ここに記載されているシステムおよびプロセスは、光源を組み込んだ、任意の顕微鏡シ
ステムに対して、一般的に適用することが可能である。これらのシステムおよびプロセス
を使用することができる少なくともいくつかの顕微鏡システムの例は、光学顕微鏡法、蛍
光顕微鏡法、および、共焦点レーザー走査顕微鏡法を含む。コネティカット州ニューヘブ
ンのＨｉｓｔｏＲｘ，Ｉｎｃ．から市販されている、ＰＭ－２０００ＴＭ機器が、典型的
な顕微鏡システムである。これらのシステムおよびプロセスは、準定量的あるいは定量的
な結果を与えるように設定されているシステムに関して、特に有用である。代表的な用途
としては、病理学の分野において使用されているような、免疫組織化学（ＩＨＣ）の使用
を挙げられる（たとえば、Ｍ．Ｃｒｅｇｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ，「Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｐ
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ｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」、Ａｒｃｈ．Ｐａｔｈｏｌ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．，
Ｖｏｌ．１３０、２００６年７月、１０２６～１０３０ページを参照）。一般的には、こ
れらの結果は、顕微鏡システムを用いることによって検査されたサンプルの染色強度に基
づいている。サンプルについては、生物標本とすることが可能である。染色剤については
、一般的な組織染色剤、特異性の染色剤、ＩＨＣ、ＦＩＳＨ、色原体性のもの、蛍光性の
もの、などとすることが可能である。
【００２３】
　Ｃｒｅｇｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．にしたがうと、診断病理学者は、一般的に、２値の（正
あるいは負の）エンドポイント、あるいは、３段階あるいは４段階の評価を用いることに
よって、主観的アプローチにしたがって、ＩＨＣを解釈する。コンピュータを活用するこ
とによって、病理学に基づくスコアリングに内在する変動性を除去するために役立つコン
ピュータプログラムを使用して、ターゲットサンプルに関する自動的な分析を得ることが
可能である。免疫蛍光法では、蛍光生成物は、抗原の部位に沈殿する。これにより、サン
プル内の抗原における、視覚的な位置特定が可能となる。写真によってキャプチャした後
、画像分析用のソフトウェアによって、反応生成物を定量化することが可能となる。さら
に、抗原を、特定の細胞部位（たとえば、核部位、オルガネラ部位、細胞質の部位、膜性
の部位）、あるいは細胞外の部位（たとえば、「Ｃａｍｐ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　８（１１）１３２３－１３２７，２００２」を参照）に配置すること
が可能である。ＩＨＣを分析するための、非常に多くのコンピュータベースのプログラム
が設計されている。たとえば、イリノイ州ロンバードにおけるＢａｃｕｓ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．から入手可能なＢＬＩＳＳおよびＩＨＣｓｃｏｒｅ、カリフォル
ニア州サンファン・カピストラーノにおけるＣｌａｒｉｅｎｔ，Ｉｎｃ．のＡＣＩＳ、お
よび、コネティカット州ニューヘブンにおけるＨｉｓｔｏＲｘ，Ｉｎｃ．のＡＱＵＡ（登
録商標）解析などがある。
【００２４】
　一般的に、蛍光ＩＨＣに関して、タンパク質バイオマーカーによって染色された同一の
ターゲット組織サンプル（特定の抗体および２次的な蛍光検出試薬）から、複数のデジタ
ル画像（たとえば、ＴＩＦＦ、ＪＰＥＧ、ＧＩＦ、ビットマップ、ＰＮＧ）が得られる。
最適化された場合、蛍光染色剤は、吸収度に基づいて発色する染色剤によって得られるも
のよりも、幅の広いダイナミックレンジを与える。各デジタル画像を、２次的な蛍光信号
の個別の１つを通過させるように構成された異なる光学フィルターを用いることによって
、得ることもできる。したがって、２次的な蛍光信号のそれぞれに関して、少なくとも１
つの個別のデジタル信号が得られる。定量的な分析のために、キャプチャされたデジタル
画像が操作され（たとえば、画像処理用のソフトウェアが使用される）、組織サンプルに
おける個別のスコアが得られる。
【００２５】
　さらに具体的に、上述のシステムおよびプロセスを、図１に例示されたシステムに関連
して説明する。
【００２６】
　図１を参照すると、例示した反射光蛍光顕微鏡システム１００は、励起源１０２、対物
レンズ１０４、サンプル支持ステージ１０６、フィルターブロック１０８’および観察ヘ
ッド１１０を含んでいる。サンプル支持ステージ１０６は、光軸に沿って、対物レンズ１
０４の焦点面内にテスト用のサンプルを支持するように構成されている。フィルターブロ
ック１０８’も、対物レンズ１０４と観察ヘッド１１０との間における光軸に沿って配置
されている。フィルターブロック１０８’は、光軸に沿って配置されている２つの対抗す
るポート、および、光軸から外れた位置に配置されている第３のポートを有する、３ポー
トデバイスである。図示されているように、この第３のポートを、２つの対抗するポート
を結合する線に対して直交させることもできる。
【００２７】
　励起源１０２からの光は、フィルターブロック１０８’の直交ポートに向けられている
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。このフィルターブロック１０８’は、励起源１０２からの光の一部を、対物レンズ１０
４に向け直す。この対物レンズ１０４は、好ましくは、比較的に高い開口数を有し、これ
により、対物レンズ１０４は、励起光の大部分をキャプチャすることができる。この対物
レンズ１０４は、励起光をステージ上に配置されているテスト用のサンプルに向ける、集
光レンズとして機能する。いくつかの実施形態では、単一のノーズピース（図示せず）内
に、複数の対物レンズ１０４（たとえば、４Ｘ、１０Ｘ、２０Ｘ、４０Ｘ、６０Ｘ）が含
まれている。このノーズピースを操作して、複数の対物レンズ１０４のいずれか１つを選
択的に光軸上に配置することによって、テスト用のサンプルの倍率を調整することが可能
である。
【００２８】
　テスト用のサンプルからの光（放射）は、対物レンズ１０４を介して、光学経路に沿っ
て進み、フィルターブロック１０８’の対抗しているポートの第１のポートに進入する。
サンプルの光の少なくとも一部は、光学経路に沿って進み続けて、フィルターブロック１
０８’の対抗しているポートの第２のポートから、観察ヘッド１１０に向かって抜け出る
。以下により詳細に示すように、フィルターブロック１０８’は、選択的に、自身を通過
する光をフィルタリングする。蛍光顕微鏡検査法では、様々な蛍光（たとえば、赤、緑、
青）放射を選択的に観察するために、フィルタリングを利用することができる。図示され
ているように、顕微鏡システム１００は、複数のフィルターブロック１０８’，１０８’
’，１０８’’’（まとめて１０８とする）を含むことが可能である。各フィルターブロ
ック１０８は、選択された放射波長を、観察ヘッド１１０に向けて通過させるように調整
されている。それぞれのフィルターブロック１０８を、カルーセルすなわちタレット１１
５内に格納することもできる。これにより、テスト用のサンプルを乱すことなく、それぞ
れのフィルターブロック１０８を迅速に選択することが可能となる。いくつかの実施形態
では、それぞれのフィルターブロック１０８は、回転軸の周りに、タレット１１５内にお
いて放射状に配置されている。タレット１１５は、その回転軸を光軸に対して平行にした
状態で配置されており、これにより、１つのフィルターブロック１０８’が、光軸上に配
置される。タレット１１５を回転することによって、選択的に、１つのフィルターブロッ
ク１０８’が光軸からずらされて、別のフィルターブロック１０８’’，１０８’’’の
１つが光軸上に配置される。
【００２９】
　観察ヘッド１１０は、フィルターブロック１０８からの光の少なくとも一部を、電荷結
合素子（ＣＣＤ）カメラ１１２などの画像収集デバイスに向ける。いくつかの実施形態で
は、テスト用のサンプルを手動で観察することを可能とするために、観察ヘッド１１０が
、追加的に、１つ以上の接眼レンズ（図示せず）を含む。このような接眼レンズを、テス
トの前およびテスト中において、ステージ１０６の配置を調節するため、およびステージ
１０６上でのサンプル１０７の配置を調整するために、使用することが可能である。いく
つかの実施形態では、励起源１０２に対するサンプル１０７の露光時間を制御するために
、第１のシャッター１１７が設けられている。第２のシャッター１１４は、ＣＣＤカメラ
１１２などの撮像デバイスの露光時間を制御するために設けられている。図示されている
ように、シャッター１１４を、テスト用のサンプルと観察ヘッド１１０との間の光学経路
に沿って配置された、独立の部品とすることが可能である。独立のシャッター１１４に代
えて、あるいはシャッター１１４に加えて、シャッターを、ＣＣＤカメラ１１２内に一体
化することも可能である。
【００３０】
　顕微鏡システム１００は、さらに、コントローラ１１６を含んでいる。このコントロー
ラ１１６については、画像取得プロセスの全体を制御するために使用することが可能であ
る。好ましくは、コントローラ１１６は、顕微鏡システム１００の自動制御を可能とする
ために、顕微鏡システム１００の１つ以上の構成部品と接続している。この実施形態では
、コントローラ１１６は、１つ以上の励起源１０２、対物レンズ１０４の軸変換器１１９
（焦点調整）、ＣＣＤカメラ１１２、シャッター１１４、タレット１１５、およびステー
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ジ位置コントローラ１１８と接続している。コントローラ１１６は、プログラムコードの
制御の下で動作する、少なくとも１つのマイクロプロセッサすなわちコンピュータ１１６
を含むことができる。
【００３１】
　動作の際には、コントローラ１１６は、ステージ１０６の位置をあわせるために、ステ
ージ位置コントローラ１１８に対して信号を送信することができる。これにより、テスト
用のサンプルの選択された範囲すなわちスポット１０９が、光軸に一致するように配され
る。コントローラ１１６は、さらに、軸変換器１１９に対して信号を送信することが可能
である。この軸変換器１１９は、ステージ１０６に対して、光軸に沿って対物レンズ１０
４の位置を合わせるとともに、その位置を修正するように構成されている。モーター付の
ノーズピースを含む実施形態に関しては、コントローラ１１６は、ノーズピースに対して
第２の信号を送信することが可能である。これにより、ノーズピースが、焦点調整の前に
、複数の対物レンズ１０４の選択された１つを、光軸に一致するように回転させる。コン
トローラ１１６は、さらに、タレット１１５に対して信号を送信することが可能である。
これにより、タレットの回転が制御され、複数のフィルターブロック１０８の１つが選択
される。これを受けて、タレット１１５が回転し、フィルターブロック１０８の選択され
た１つが、光軸に一致するように配置される。次に、コントローラ１１６は、励起源１０
２に対して信号を送信する。これにより、少なくとも一時的に、この励起源１０２が駆動
され、テスト用のサンプルに光をあてる。シャッター１１４は、通常は閉じており、テス
ト用のサンプルとＣＣＤカメラ１１２との間の光学経路を遮断している。顕微鏡によって
は、機器を初期化する際に、光源１０２が駆動されるものもある。蛍光顕微鏡を用いる場
合、いずれかのテストサンプルを測定する前に、高強度のランプが、励起源１０２の強度
を安定化することを可能とするための、ウォームアップ時間を必要とする。
【００３２】
　このような蛍光システムに関し、光源１０２は、動作中に点灯したままでいてもよい。
このような用途では、光源１０２とテストサンプルとの間に設けられている第１のシャッ
ター１１７は、サンプルを観察してサンプルの画像を取得する準備が整うまでの間、サン
プルに対する照射を遮断するために使用される。テストサンプルの露光を上記のように制
限することによって、サンプルの色褪せを回避することが可能となる。ＣＣＤカメラ１１
２には、場合により、第２のシャッター１１４が設けられている。コントローラ１１６か
らのトリガー信号を受信すると、第１のシャッター１１７は、所定の露光時間だけ開放さ
れた後、再び閉じられる。コントローラからの第２のトリガー信号は、ＣＣＤカメラ１１
２に設けられている第２のシャッター１１４に送られる。このような信号制御による露光
によって、テスト用のサンプルからの制御されたサンプルの放射が、ＣＣＤカメラ１１２
に到達することが可能となる。したがって、第１のシャッター１１７は、少なくとも第２
のシャッター１１４によって制御される露光の全持続期間においては、開放されている。
いくつかの実施形態では、２つのシャッター１１４、１１７の動作を、共通の信号によっ
て制御することができる。あるいは、これらのシャッターを、同期して動作するように構
成することもできる。コントローラ１１６の制御に基づいて、ＣＣＤカメラ１１２は、テ
スト用のサンプルからの光の電子画像をキャプチャする。この画像を、コントローラ１１
６に、あるいは分析用の外部のシステムに転送することも可能である。
【００３３】
　選択的に、２つのシャッター１１４，１１７を独立に制御することによって、各シャッ
ターのタイミングを、異なる効果を生むように変更することが可能である。たとえば、い
くつかの実施形態では、第１のシャッター１１７は、テストサンプルを露光するために所
定の期間だけ開放され、その後に閉じられる。これについては、光源１０２からの光に対
して発光性のテストサンプルを露光させるために、実施することができる。第１のシャッ
ター１１７が閉じられた後、第２のシャッター１１４を動作させることによって、光源の
光による干渉のない状態で、サンプルの発光をサンプリングすることが可能となる。
【００３４】
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　一実施形態では、蛍光顕微鏡システムは、一体化された定量的ＩＨＣ分析システム（た
とえば、コネティカット州ニューヘブンのＨｉｓｔｏＲｘ，Ｉｎｃ．から市販されている
、ＡＱＵＡ（登録商標）解析ＰＭ－２０００ＴＭシステム）の一部である。ＡＱＵＡは、
ＨｉｓｔｏＲｘ，Ｉｎｃ．の登録商標である。このＩＨＣ分析システムは、光を通さない
筐体内に組み立てられている、以下に示す部品から構成されている。蛍光顕微鏡（たとえ
ば、ペンシルバニア州センターバレーのＯｌｙｍｐｕｓ　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｉｎｃ．から
市販されている、オリンパスＢＸ５１落射蛍光顕微鏡）。この顕微鏡は、様々な対物レン
ズ（たとえば、４Ｘ、１０Ｘ、２０Ｘ、４０Ｘ、６０Ｘ）からの選択を制御するための、
モーター付のノーズピース、および様々なフィルターキューブ選択（たとえば、ＤＡＰＩ
における、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５およびＣｙ７、あるいはこれらと等価の波長）からの
選択を制御するための、モーター付のフィルタータレットを備えている。このシステムは
、さらに、モーター付のステージ（たとえば、Ｐｒｉｏｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、部品
番号Ｈ１０１Ａ）を含む。ステージを駆動するＰＣＩカードは、マサチューセッツ州ロッ
クランドのＰｒｉｏｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．から市販されている、モーター
付のステージ（Ｐｒｉｏｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、部品番号Ｈ２５２）である。コント
ロールカードは、コンピュータコントローラ内のＰＣＥ拡張スロットを占有する。焦点制
御は、統合ソフトウェアによって促進される。このシステムは、さらに、光源（たとえば
、カナダ、オンタリオ州のＥＸＦＯ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ＆Ｉｎｄｕｓｔｒｉａ
ｌ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎから市販されている、Ｘ－ＣＩＴＥ１２０システム。この光源は、
水銀／金属ハロゲン化物ランプを備えている）、画像キャプチャのための単色のデジタル
カメラ（たとえば、カリフォルニア州ゴレタのＯＰＴＲＯＮＩＣＳから市販されている、
ＱＵＡＮＴＩＦＩＲＥカメラ）、およびコンピュータコントローラを含む。この実施形態
では、コンピュータは、ＷＩＮＤＯＷＳ　ＸＰ（登録商標）、あるいはより高度のオペレ
ーティングシステム環境を実行する、パーソナルコンピュータである。
【００３５】
　機器の標準化
【００３６】
　特定のシステムを用いることによって得られた定量的な結果を標準化するためには、励
起源の強度の変動性およびデバイスの変動性（すなわち、光学経路に沿った変動性）を明
らかにするように、システムの固有因子を決定すればよい。これを得るために、たとえば
インライン・ランプ強度測定ツールを用いて、励起光源の強度の測定値を得るようにして
もよい。また、標準的なサンプル（またはキャリブレーションサンプル）、すなわちキャ
リブレーション顕微鏡スライドの測定値については、特定のシステムを用いることによっ
て得ることが可能であり、これにより、１つ以上の光学経路因子が規定される。このよう
なキャリブレーションスライドを使用することは、蛍光ベースのＩＨＣ用途に関して、特
に有用である。この用途では、キャリブレーションスライドのサンプル蛍光範囲が、それ
ぞれのバンド幅内において放射を放っている。蛍光放射によって、１つ以上の個々の波長
のそれぞれにおいて、光学経路の特性を評価することができる。これらの測定値について
は、同時に得ることも、また、個別に得ることも可能である。
【００３７】
　光源強度の測定
【００３８】
　一般的に、光源強度の直接の測定を提供するプロセスあるいは機器が、システムに最も
都合よく組み込まれている。光源サンプリング機器は、光源強度のサンプルをキャプチャ
する。いくつかの実施形態では、光源強度のサンプリングされた部分が、検出器（たとえ
ばカメラ）に向かうものもある。光源強度の測定は、システムの光学部分とは無関係に実
施されることが可能である。
【００３９】
　より一般的には、サンプリング用のプロセスあるいは機器は、光源検出器の飽和閾値よ
りも低く、かつ、ノイズレベルよりも高い強度レベルにおいて、光源のサンプルにアクセ
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スする。たとえば、電子センサーによって、露光時間（例えば１０ミリ秒）以内に、光源
の強度をサンプリングすることが可能である。代替的あるいは追加的に、得られたサンプ
ルが既存の検出デバイスにおける感度範囲内に含まれることを確保するために、光源を弱
めることも可能である。
【００４０】
　光源強度のサンプリングを、インライン・ラジオメーターを用いることによって実施す
ることもできる。これにより、光源強度の測定可能な電圧の典型例が得られる。このよう
な測定電圧を、システムによって自動的に処理することも可能である。たとえば、この電
圧を、さらなる処理のためにプロセッサに送信することが可能である。いくつかの実施形
態では、電圧レベルが、電圧のデジタル表現に変換される。このような変換を、アナログ
からデジタルへの変換を用いて実施することも可能である。これにより、サンプリングさ
れた電圧をデジタル処理することが可能となる。このデジタル処理を、プロセッサにおい
て実行される１つ以上のソフトウェア、およびデジタル信号処理に適したハードウェアに
よって実施することも可能である。
【００４１】
　サンプリングされた光源強度を、光源から直接的にあるいは間接的に得ることができる
。いくつかの実施形態では、サンプリングされた光源強度が、少なくとも、サンプリング
結果に対して単独で影響を与え得るシステムの他の部品（光学系（たとえば対物レンズ）
など）とは無関係に得られる。代替的あるいは追加的に、サンプリングされた光源強度が
、光源自体において測定される。これにより、顕微鏡からのいずれの影響も回避すること
が可能となる。
【００４２】
　キャリブレーションキューブ
【００４３】
　いくつかの実施形態では、光源の強度を測定するために光のサンプルを得る目的で、特
別なキャリブレーション機器を使用することもできる。好ましくは、このキャリブレーシ
ョン機器によれば、ターゲットサンプルの画像とほぼ同時に、相対的な光源強度の測定値
を得ることが可能である。少なくともいくつかの実施形態では、これは、相対的な光源強
度の測定値を得るために光学経路へ特別なキャリブレーション機器を導入し、継いで、サ
ンプル画像を得るために光学経路から外すよう切り換えることによって実施される。たと
えば、顕微鏡システムが、回転可能なタレット１１５内にあらかじめ載置されている複数
のフィルターキューブを使用する蛍光システムである場合には、このキャリブレーション
機器を、フィルターキューブの１つ（すなわち、キャリブレーションキューブ）として、
タレット１１５内に含むことができる。これにより、測定の過程において、キャリブレー
ションキューブを、他のフィルターキューブと自動的に交換することが可能となる。
【００４４】
　一般的に、フィルターキューブは、キューブ状のフレームの上面、底面および前面に、
開口部を有している。前面の開口部（すなわちポート）は、光源からの光がキューブに進
入することを可能とする。その後、光は、進入光の軸に対して４５度となるように配され
た内部の反射面によって、反射される。この傾斜した反射面（すなわち鏡）は、サンプリ
ング光の反射部分を、キューブの底面の開口部（すなわちポート）に向け直す。動作中に
おいては、この配向された光を、ターゲット（組織サンプルなど）を照らすために用いる
ことが可能である。向き直された光は、顕微鏡システム内に設けられている対物光学系を
含み得る、光学経路に沿って進む。照明光の少なくともいくらかの部分は、サンプルによ
って反射され得る。少なくともいくつかの用途に関しては、蛍光性による誘導光をサンプ
ルから放射することも可能である。どちらの場合においても、サンプルからの光（反射光
および／または放射光）の少なくとも一部は、同一の光学経路に沿って戻り、底面のポー
トからキューブに進入する。キャリブレーションキューブに進入する光の少なくとも一部
は、傾斜した鏡の傾斜した反射面を通過して光学経路に沿って進み、キューブの上面の開
口部（すなわちポート）から抜け出て、撮像デバイスに向かう。
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【００４５】
　いくつかの実施形態では、キャリブレーションキューブは、底面の開口部を遮断するた
めに光散乱面が貼付された、改良されたフィルターキューブである。動作中においては、
キューブに進入する光は、内部の傾斜した反射面によって反射され、光散乱面に向かう。
この反射光は、光散乱面に到達する。光散乱面からの散乱光の少なくとも一部は、戻され
て内部反射面を通過し、キューブの上面の開口部から抜け出て、撮像デバイスに向かう。
同じ光散乱面を有する同じキャリブレーションキューブを、同じ光源からの光を異なる時
間においてサンプリングするため、あるいは、異なる光源からの光をサンプリングするた
めに、使用することができる。この様式では、キャリブレーションキューブは、標準化さ
れた表面（一般的なサンプルではない）からの散乱光の強度をサンプリングするための手
段を提供する。これは、撮像デバイスによってキャプチャされ、標準化された光強度の測
定値の決定に使用可能である。好ましくは、このようなサンプリングについては、１つ以
上のターゲットスライドおよび対物レンズを再配置することなく、実施することが可能で
ある。
【００４６】
　キャリブレーションキューブは、ランプの強度を測定するためのインライン・アクセス
ツールとして機能する。強度測定ツールは、プロセッサ１１６（図１）と共同して、ラン
プ強度の逸脱を追跡することを可能とするだけでなく、定量的な結果を規格化する直接的
な手段を実現する。このようなランプ強度の逸脱を明らかにすることによって、組織サン
プルにおけるバイオマーカーの発現に対する、正確な測定が促進される。たとえば、同一
構成で標準化されたキャリブレーションキューブを備えた、いくつかの顕微鏡システムに
よって得られたキャプチャ画像からのデータを収集することによって、除去しなければラ
ンプ強度の変動性の原因となるはずのあらゆる影響を、効率的に除去することが可能であ
る。したがって、収集された画像から得られた定量的な分析結果（ＡＱＵＡスコアなど）
を比較することによって、システムの差ではなく、ターゲットサンプルの差を信頼性をも
って表示することが可能となる。キャリブレーションキューブを用いて得られた光源のキ
ャリブレーションデータについては、収集し、蓄積し、さらに様々なシステムソフトウェ
ア・アプリケーション（たとえば、システムの初期化および設定プログラム、画像取得プ
ログラムなど）によって操作することが可能である。これにより、ユーザ干渉を最小化す
ること、および、時間およびコストをごく小さくすることが可能となる。
【００４７】
　一実施形態では、図２を参照すると、キャリブレーション機器すなわちキューブ１３０
は、筐体１３２を含み、この筐体１３２は、第１のポート１３４ａと、これに対向してい
るとともに、これと共通の光軸に沿って一直線上に並んでいる、第２のポート１３４ｂと
を含む。この筐体１３２は、さらに、当該光軸上にはない側面ポート１３４ｃを含む。図
示されているように、この側面ポート１３４ｃは、前記光学経路に対して直交している。
筐体１３２は、さらに、内部反射面１３６を含んでおり、この反射面は、光軸に対してゼ
ロではない角度θを形成している。光は、励起源１０２から、側面ポート１３４ｃを介し
て進入する。反射面１３６は傾斜しており、これにより、進入した励起光の一部が、光軸
に沿って、第２のポート１３４ｂを通過する方向に向け直される。キャリブレーションキ
ューブ１３０は、さらに、光散乱面１３８を含み、この光散乱面１３８は、第２のポート
１３４ｂに関連して配置され、同一の光軸に沿って反対の方向に向けて、励起光を散乱す
る（すなわち戻す）ようになっている。散乱された励起光の少なくとも一部は、反射面を
通過して、第１のポート１３４ａから筐体１３２を抜け出る。この散乱光については、第
１のポート１３４ａと一直線上にあるＣＣＤカメラ１１２によって、検出することが可能
である。
【００４８】
　別の実施形態では、キャリブレーション機器を、鏡面化された表面を有しないように形
成することもできる。たとえば、図２に示したキューブ１３０とほぼ同じ構造において、
内部反射面１３６を、光散乱面と交換することが可能である。この光散乱面については、
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側面ポート１３４ｃを通過した光源１０２からの光に対する方向修正を促進するように、
キューブ内で傾斜させることが可能である。
【００４９】
　光散乱面１３８は、ほぼ一様であり、微小に反射する表面（たとえば艶消し面）である
表面を有している。この表面は、視野の全体にわたって一定の反射率／蛍光性を与えてお
り、これにより、サンプリングされた光源からの光の、均一性が測定される。少なくとも
いくつかの実施形態では、光散乱面１３８は、実質的に均一に光を散乱する。光散乱面１
３８を形成している材料は、高温および高い光強度に対して、劣化および変動することな
く耐えることができなければならない。この材料は、好ましくは、剛体あるいは少なくと
も半剛体であり、黄ばみ、劣化あるいは光褪色しにくいものである。さらに、この材料は
、再生可能であって、比較的に安価である必要がある。いくつかの実施形態では、これら
の条件を満たす特定の金属、セラミックあるいはプラスチック材料を使用することが可能
である。セラミック材料（たとえば、金色および白色のセラミックターゲット）は、オハ
イオ州ウィルミントンのＡｖｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．から市販され
ている。このような材料を、キャリブレーション・キューブフィルター１４８（図３）の
ために、使用することも可能である。代替的あるいは追加的に、このような材料を、標準
的なキャリブレーションスライドのために使用することも可能である。別の実施形態では
、１枚の薄いフィルターペーパーを使用することも可能である。
【００５０】
　蛍光顕微鏡の用途では、ＣＣＤカメラ１１２によって検出される放射光は、励起光より
も実質的に低強度である。ＣＣＤカメラ１１２の飽和を回避するために、励起源自体を検
出したときに、１つ以上のフィルターが、励起源とカメラ１１２との間に含まれて、これ
により、十分に低いレベルにまで光が減衰される。いくつかの実施形態では、１つ以上の
減光（すなわち灰色の）フィルターが、励起源１０２とＣＣＤカメラ１１２との間の光学
経路に沿って設けられている。たとえば、第１の減光フィルター１３８ａが、側面ポート
１３４ｃに設けられており、これにより、筐体１３２に進入する励起光を減衰する。第２
の減光フィルター１３８ｂは、第１のポート１３４ａに設けられており、これにより、Ｃ
ＣＤカメラ１１２に戻される散乱光を減衰する。各フィルター１３８ａ，１３８ｂの減衰
値については、これらの効果の組み合わせによって、励起源１０２からの散乱光によって
ＣＣＤカメラ１１２が飽和しないことを確保してさえいれば、同じであっても異なってい
てもよい。
【００５１】
　実施例：図３に示したキャリブレーションキューブ１３０の実施形態において、キュー
ブ１３０が、正規のＯＬＹＭＰＵＳフィルター筐体（すなわちホルダー）１４０（ＯＬＹ
ＭＰＵＳ部品番号Ｕ－Ｍ６１０、Ｕ－ＭＦ２、ＢＸフィルター・ホルダーキューブ）から
構成されている。この筐体１４０は、放射および励起開口部１４４ａ，１４４ｂに減光フ
ィルター１４２ａ，１４２ｂを備えているとともに、５０／５０ダイクロイックミラー１
４６を備えている。いくつかの実施形態では、個別のフィルターフレーム１４５ａ，１４
５ｂ（図４）を用いることによって、開口部１４４ａ，１４４ｂのすぐ近くに、フィルタ
ー１４２ａ，１４２ｂが保持されている。
【００５２】
　筐体１４０の底部には、光散乱面１３８（図２），１４８（図３、図４）が設けられて
おり、これは、ポート１４４ｃ（図３）上に取り付けられていて、サンプル開口部１４４
ｃを完全に遮断するように配置されている。このキャリブレーションキューブの分解斜視
図が、図４に示されている。
【００５３】
　実施例：一例として、キャリブレーションキューブ１３０は、２５ｍｍの２つの減光フ
ィルター（たとえば、ヴァーモント州ロッキンガムのＣｈｒｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　Ｃｏｒｐ．から市販されている、Ｃｈｒｏｍａ　ｃａｔ．ｎｏ．２２００ａ）を含む
。キューブ１３０は、さらに、ダクロックミラー、５０／５０ビームスプリッター（たと
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えばＣｈｒｏｍａ　ｃａｔ．ｎｏ．２１０００）を含む。これは、フィルターホルダー（
キューブ）１４０（たとえばＣｈｒｏｍａ　ｃａｔ．ｎｏ．９１０１８）の内部に収納さ
れている。散乱面は、フィルターペーパー１４８（たとえば、ペンシルバニア州ウェスト
チェスターのＶＷＲから市販されている、ＶＷＲ　ｃａｔ＃２８３０６－１５３）を含む
ことができる。使用されるフィルターペーパーの特定のブランドは重要ではないが、異な
る顕微鏡システムの全てのキャリブレーションキューブ１３０において、同一のフィルタ
ーが使用されることが好ましく、これにより、結果の均一性が確保される。後述するよう
に、これは重要ではないとしても、異なるフィルターペーパー１４８を使用することによ
って、キャリブレーションキューブ１３０に関して、相対的な測定を実施することが可能
である。これは、共通の（すなわち標準化された）キャリブレーションキューブと比較さ
れる。このような比較を、補正プロセスにおいて明らかにされるオフセットを決定するた
めに、使用することができる。
【００５４】
　他の例では、キャリブレーションキューブ１３０は、顕微鏡フィルターホルダー（たと
えば、ヴァーモント州ロッキンガムのＣｈｒｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｒｐか
ら市販されている、ＯＬＹＭＰＵＳ部品番号Ｕ－Ｍ６１０、Ｕ－ＭＦ２、ＢＸフィルター
・ホルダーキューブ、ｃａｔ＃９１０１８）を含む。この顕微鏡システムに適合する、他
の市販されているフィルターキューブを使用することも可能である。特定の実施例では、
減光フィルターが、ＮＤ１．０部品番号ＵＶＮＤ１．０、ＮＤ１．０減光フィルター（透
過率１０％、２５ｍｍ）、および、ＮＤ２．０部品番号ＵＶＮＤ２．０、ＮＤ２．０減光
フィルター（透過率１％、２５ｍｍ）である。これらは、Ｃｈｒｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　Ｃｏｒｐから市販されている。５０／５０ビームスプリッター／ダイクロイック
は、Ｃｈｒｏｍａ部品番号２１０００、５０／５０ビームスプリッター（３８×２６ｍｍ
）である。キューブの底面には、ＷＨＡＴＭＡＮフィルターペーパー（グレード１、Ｃａ
ｔ　Ｎｏ．１００１－１２５、ペンシルバニア州ウェストチェスターのＶＷＲ）が貼り付
けられている。好ましくは、これらのフィルター材料は、適切な量の光をＣＣＤカメラ１
１２に向けて戻すように散乱する。これにより、合理的な露光時間内に、カメラ１１２に
よって画像を取得することが可能である。たとえば、露光時間を、約３ミリ秒～２００ミ
リ秒の間から選択することも可能である。適用可能なカメラの性能にとって、上記の範囲
外の他の露光時間が適切である場合には、その時間を選択することも可能である。
【００５５】
　ＣＣＤカメラ１１２において受光された散乱光は、好ましくは、より明るくなる（ある
いはより暗くなる）可能性のある他のキューブアセンブリにおける変動を考慮して選択さ
れた露光時間において、カメラの飽和レベルを下回っている。２００ミリ秒よりも長い露
光時間において、散乱材料が、使用可能信号（カメラの飽和限界を下回っている）を出力
することも、望ましいとはいえないが、受け入れられる。
【００５６】
　システムの標準化に使用するために、特別に設計されたキャリブレーション・フィルタ
ーキューブ１３０を、顕微鏡システム１００（図１）のタレット内に導入することが可能
である。このキャリブレーションキューブ１３０は、インライン・ランプ強度測定ツール
として機能し、このツールは、入射する励起光源の強度に対して直接的に比例する散乱光
をサンプリングすることによって励起光の強度を測定するための、手段を提供する。した
がって、サンプリングされた散乱光を、使用中における励起源の光強度の変動を追跡する
ために、使用することができる。このような強度の変動は、励起源における長期的な影響
（エージングなど）から生じる可能性があり、この場合、エージングの通常のプロセスに
おいて、励起源の強度がゆっくりと減衰する可能性がある。変動は、また、他の効果に起
因する可能性のある、短期的な影響からも生じる可能性があり、他の効果としては、たと
えば、とりわけ、大気温度の変動、デバイスの加熱によるデバイスの温度の変動、および
励起電圧および電流を挙げられる。
【００５７】
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　光源における光強度のサンプルが得られる画像取得の際には、励起減光フィルター１４
２ａを介して進む光は、減衰され、ビームスプリッター１４６を通過して、キャリブレー
ション材料１４８（たとえば白色紙のターゲット）によって反射される。次に、反射され
た（すなわち散乱された）光は、放射減光フィルター１４２ｂにおいてさらに減衰され、
その後、カメラ１１２（図４）によってキャプチャされる。減光フィルター１４２ａ，１
４２ｂは、励起光が大きく減衰してキャリブレーション材料１４８に作用する強度が減少
するように、構成されている。放射フィルター１４２ａは、より多くの光を通過させるこ
とによって、デジタルカメラ１１２によって観察される強度の減少に寄与している。
【００５８】
　キャリブレーションキューブの標準化（ＣＣ）
【００５９】
　個々のキャリブレーションキューブは、材料の差異に起因する固有の変動を有している
可能性がある。この差異は、機器から得られた定量的な結果を規格化するために、明らか
にされることが好ましい。製造時においては、普遍的で標準的なキューブを特定すること
が可能である。その後、製造された全てのキューブは、新しいキューブのそれぞれを用い
て一定の光源をサンプリングすることによって、普遍的で標準的なキューブと比較され、
何らかの本質的な差異が明らかにされる。これは、すなわち、キューブ補正あるいはキュ
ーブキャリブレーション因子（ＣＣ）を適用することによる。このキューブキャリブレー
ション因子は、好ましくは、新しいキャリブレーションキューブごとに、初めに決定され
る。場合によっては、その後、システムのメンテナンスのために、キューブキャリブレー
ション因子を周期的に決定することも可能である。さらに、この因子を、キューブの材料
特性の変化（すなわち、エージングによる変化）が生じた可能性のあるときに、決定する
ようにしてもよい。
【００６０】
　実施例：多数の類似したキャリブレーションキューブを特徴づけるために、同一の励起
源およびカメラ配置を用いることによって、１群の５つのキューブ（Ｊ１～Ｊ５）のそれ
ぞれに関して、結果が得られた。キューブの特定の１つ（すなわちＪ５）は、グループの
ための基準キューブとして設計された。このキューブについては、普遍的で標準的なキュ
ーブであると考えることが可能である。この基準キューブＪ５は、テストされる他のキュ
ーブとともに、顕微鏡システム１００（図１）のタレット１１５に対して同時に導入され
た。各キューブＪ１～Ｊ５に関して、キャリブレーションキューブ１３０を介して得られ
る、光源によるサンプリング光の画像が、デジタルカメラ１１２によって取得された。こ
のように取得された光強度の測定値が、テストされた異なるキャリブレーションキューブ
間において比較された。各テストキューブに関して測定された強度における、基準キュー
ブＪ５を用いて測定された強度に対する比率が決定され、キューブキャリブレーション因
子（ＣＣ）が示された。本例の実験では、個別のキューブＪ１～Ｊ５のそれぞれに関して
、１６個の測定値が収集された。各キューブＪ１～Ｊ５に関して得られた強度における、
基準キューブＪ５の強度に対する比率が決定された。表１は、５つのキューブに関して決
定された、基準キューブ（Ｊ５）と比較したＣＣ値を示している。キューブＪ１～Ｊ５の
構造が類似していたため、強度の比率は、全て、１に近くなっている。
【００６１】
［表１］キューブキャリブレーション因子（ＣＣ値）
キャリブレーションキューブ番号　　　　ＣＣ
　　　　　　ＣＣ２　　　　　　　　　０．８９４
　　　　　　Ｊ１　　　　　　　　　　０．９２９
　　　　　　Ｊ２　　　　　　　　　　０．９８９
　　　　　　Ｊ３　　　　　　　　　　０．９０７
　　　　　　Ｊ４　　　　　　　　　　０．８８３
　　　Ｊ５（基準キューブ）　　　　　１．０００
【００６２】
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　一時的な影響を決定するために、２日間にわたって、同一の機器を用いて、各キューブ
に関して光強度の測定値が測定された。両日とも、各キューブを介して、１０個の測定値
のうちの最小値が取り出された（キャプチャされた画像における画素強度の合計）。その
結果が、平均の合計強度として、グラフによって、０～１２０，０００のスケールにおい
て図５に示されている。この結果は、全てのキューブＪ１～Ｊ５を用いた測定において、
光源強度の揺らぎが認められたことを示している。全てのキューブ間における補正係数Ｒ
２の値は、比較的に高いこと（たとえば、＞０．９５）が好ましい。このテスト結果は、
実際の試料画像の取得の際に、光源の強度が揺らぐ可能性があることを示唆している。こ
れらの揺らぎは、ランプが点灯されるたびに、短期間に生じる可能性がある。また、この
揺らぎは、ランプが点灯した状態のままでいて、長時間にわたってゆっくりとした変動が
生じているときにも、生じる可能性がある。
【００６３】
　光源の標準化（ＬＳ）
　光源の標準化ＬＳを決定するための手順の一例では、照らされているキャリブレーショ
ン面のキャプチャされた画像の画素強度が、合計に組み込まれる。画素のために使用され
る特定の強度スケール値ならびに画像内の画素の数に応じて、異なる範囲を特定すること
が可能である。ＡＱＵＡ（登録商標）システムを使用して得られる一例のＬＳ値は、約２
０，０００～１２０，０００におよぶ。ＬＳ因子および選択された強度値から、比率を形
成することが可能である。次に、このような比率を、ターゲットサンプルデータを補償す
るために使用することができ、これにより、光源の変動が本質的に除去される。一例の実
施形態では、選択された値（１００，０００）と、ＡＱＵＡ（登録商標）システムの範囲
内に含まれているＬＳ因子とを用いて、比率が形成される。
【００６４】
　デバイスの光学経路（ＯＰ）の測定
　一般的に、光学経路の補正手順は、既知の反射性、蛍光性を示すキャリブレーションサ
ンプル（たとえば、キャリブレーションスライド）を利用する。これは、特定のデバイス
あるいはシステムにおける光学経路の性能に対する、直接的な測定に利用可能である。キ
ャリブレーションサンプルを、既存の顕微鏡システムの光学経路の固有の性能に関して、
補正因子を得るために使用可能である。異なる顕微鏡システムを同様に補正する場合には
、異なるシステムから得られるターゲットサンプルの結果を、異なる顕微鏡システム間に
おいて、信頼性をもって比較することが可能である。
【００６５】
　非常に大まかにいえば、キャリブレーションサンプルは、以下の特徴を有している。
・システムにおいて通常どおりに分析されたサンプルのいくつかの特徴点を示す（すなわ
ち、蛍光システムに関しては、これらの特徴点は、励起／放射の波長を含むことができる
）。
・光学的な性質（たとえば反射性）を有する、均一な材料（再生可能で、入手可能で、か
つ安価なもの）を用いて構成されている。
・少なくとも蛍光性の用途に関しては、上記した均一な材料を不透明なもの（すなわち、
セラミックなど）とすることが可能である。
・明視野の透過的な用途に関しては、上記した均一な材料は、必要であれば、検出器にと
って受光可能なレベルにまで、光源を減衰させる。
・色褪せを最小化する（蛍光システムに関して）。
【００６６】
　所定の顕微鏡システムにおける光学経路の間の変動は、同一のシステムに関して徐々に
大幅に変化することは、あまりない。したがって、通常の動作においては、光学経路の補
正手順を再実施する明白な必要性はない。少なくともいくつかの実施形態では、光学経路
の補正因子は、製造時において決定される。この光学経路の補正因子を、顕微鏡システム
に対するアフターサービス（たとえば清掃）の後に、再決定することも可能である。
【００６７】
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　コントロール又はキャリブレーションスライド
【００６８】
　標準化された機器キャリブレーションサンプル（コントロールスライドすなわちキャリ
ブレーションスライド）は、キャリブレートされる特定のシステムにおいてデータを取得
するために使用され、これにより、特定の顕微鏡システムおよび光学的配置の、光スルー
プット効率の近似値が求められる。
　たとえば、コントロールスライドを、青色あるいは緑色の蛍光基準スライドを提供する
蛍光基準スライドセットＸＦ９００（ヴァーモント州ブラトルバラのＯｍｅｇａ　Ｏｐｔ
ｉｃａｌ　Ｉｎｃ．から市販されている）とすることが可能である。設定された露光時間
（たとえば、約３ミリ秒～１０００ミリ秒、すなわち、ＣＣＤカメラ１１２の電流範囲）
内に各チャネルにおける十分な信号（すなわち波長）を取得することができる限り、他の
均一なサンプル材料を使用することもできる。また、この材料は、標準的な回数の実行を
経た後に、最小の色褪せを示すことが好ましい。サンプル材料は、各機器を標準化するた
めに使用することができるように、再生可能である必要があるとともに、顕微鏡のステー
ジに適合するようなサイズでなければならない。この材料は、好ましくは、鏡面反射の小
さい環境において、顕微鏡システムにおいて使用されている各フィルターキューブを介し
て取得される、適切な波長帯のスペクトル成分を有する光信号を、放射あるいは反射する
。他の実施例は、着色されたプラスチック、紙、およびセラミックからなる他の反射材料
、金属表面、あるいは、様々なインクおよび染料によって被覆された表面を含んでいる（
ただし、これらに限定されるわけではない）。
【００６９】
　実施例：キャリブレーションスライドが、顕微鏡システム１００のステージ上に載置さ
れた。この顕微鏡システム１００のフィルタータレット１１５（図１）内には、あらかじ
め標準化されたキャリブレーションキューブ１３０（図２）が、前もって取り付けられて
いる。２つの異なる機器コントロールスライドがテストされた。サンプル１は、スペクト
ル近似ＦＩＴＣ／ＧＦＰ（緑色励起）を有する一方、サンプル２は、スペクトル近似ＤＡ
ＰＩ／Ｉｎｄｏ／Ｆｕｒａ（青色励起）を有する。キャリブレーションスライド１に光が
あてられ、３つの異なるフィルターキューブ１０８（図１）のそれぞれ（各チャネルおよ
びキャリブレーションキューブに関するもの）を介して、このサンプルの蛍光性放射から
なる画像が得られた。約３０時間にわたって、９００回を超える反復が実施された。定量
的な結果について、各チャネルに関して、反復ごとに、強度のスコア（「導出されたＡＱ
ＵＡ（登録商標）スコア」）が算出された。これは、ビット深度（すなわち、０～２５５
）を乗じた露光時間で乗じた平均強度である。サンプル１を使用した場合のＦＩＴＣチャ
ネルを介した光強度は、過度に明るく、これは、この材料は、このチャネルにおいて取得
する場合には、光の揺らぎを規格化するためには理想的ではないということを示している
。別の結果として、サンプル２に関する以下に示す結果を参照されたい。これらの結果は
、スライド１に関する反復に対するＡＱＵＡ解析スコアとして、グラフ化された（図６）
。このスコアは、各Ｃｙ３、Ｃｙ５チャネルにおいて得られたキャリブレーションスライ
ド強度スコアに関するもの、およびこれらとは別の、キャリブレーションキューブに関す
るものである。基本的に、Ｃｙ３、Ｃｙ５およびキャリブレーションキューブ・チャネル
において、機器コントロールサンプル１を使用することによって、同一の光強度パターン
が得られ、これは、この機器コントロールスライド材料の色褪せに起因する変動性は、生
じそうもないことを示している。むしろ、変動は、システム１００に固有の、真の光強度
の変動性を示している。定量的な測定において、少なくともサンプルの最初の半分を通し
て、わずかな長期的減少が観察可能である。これと重複して、両方の方向において、比較
的に短期的な変動もある。興味深いことに、異なるチャネルのそれぞれに関して独立に得
られた測定値において、同様の傾向が観察されている。これは、変動が、少なくとも部分
的に、励起源の強度における揺らぎに起因していることを示唆している。
【００７０】
　Ｃｙ３、Ｃｙ５チャネルおよびＦＩＴＣチャネルを介した、第２のキャリブレーション
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スライド（スペクトル近似ＤＡＰＩ／Ｉｎｄｏ／Ｆｕｒａ（青色励起））の画像、および
、キャリブレーションキューブの画像を取得することによって、光源の変動性が、さらに
追跡された（約２０時間にわたって、約４５０回の反復がなされた）。一例の実施形態で
は、上述した「導出されたＡＱＵＡスコア」のような定量的な結果が、各反復に関して決
定された。これらの結果は、スライド２に関する反復に対するＡＱＵＡ解析スコア（図７
）として、グラフ化された。基本的に、Ｃｙ３、Ｃｙ５チャネルおよびキャリブレーショ
ンキューブ・チャネルにおいて、機器コントロールサンプル２を使用することによって、
同一の光強度パターンが得られた。これは、この機器コントロールスライド材料の色褪せ
に起因する変動性は、生じそうもないことを示している。むしろ、変動は、システム１０
０に固有の、真の光強度の変動性を示している。サンプル２を用いたときの、ＦＩＴＣチ
ャネルを介して見られる上記の光の揺らぎパターンは、標準的であり、さらに、このチャ
ネルにおいて画像が取得される場合における標準化のために、使用されることが可能であ
る。多くの反復において、ＦＩＴＣチャネルにおけるマイナスの傾斜として、このスライ
ド材料のわずかな色褪せが見られる。このような色褪せが、通常の動作条件の下で取得さ
れる画像に悪影響を与えるとは考えられない。理想的には、この機器コントロールスライ
ドは、約１０％の色褪せが生じたあとに、交換される。たとえば、サンプル１に関する２
３１回の実行後、および、サンプル２を利用した約２０回の実行後である。
【００７１】
　機器の光学経路の標準化（ＯＰ）
【００７２】
　デジタルカメラ１１２における信号の測定値は、励起源１０２（図１）から顕微鏡シス
テム１００を介して進んできた光から得られ、この測定値は、このシステム１００および
測定されるサンプル１０７の固有の特性によって、変更される。機器１００の光学経路は
、励起光源から顕微鏡に伸びるライトパイプ、フィルターキューブ１０８、および使用さ
れる対物レンズ１０４および蛍光チャネルのそれぞれに関連する、光学系を備えることが
できる。デバイス１００から得られる結果を標準化するために、上記の光学経路内の変動
を補正するマシン固有因子（ＯＰ）を、各デバイス１００に関して設定することができる
。
【００７３】
　特定のシステムに関するマシン固有因子を算出するために、複数の画像（たとえば、１
６個の画像）が、標準的な機器コントロールスライド１０７から得られた。標準化される
各システムに関して、機器コントロールスライド１０７は、同一の材料によって、同一の
構造に構成されていた（したがって、顕微鏡システム１００の影響がなければ、同じ結果
が生じると推定される）。特定の光フィルターキューブ１０８を用いた単一の視野でのカ
メラ撮影の後、すぐに、フィルタータレット１１５が変更され、キャリブレーションキュ
ーブ１３０（図２）が配置された。キャリブレーションキューブ１３０は、対物レンズあ
るいはテスト用のサンプル（すなわちコントロールスライド１０７）のいずれも乱すこと
なく、単独で撮像された。各チャネルに関する露光時間は、固定されていた。各チャネル
において観察された信号強度に対するキャリブレーションキューブの強度の比率は、各フ
ィルターに関する顕微鏡システムの光学経路の効率に関する、マシン固有因子を与えた。
この値は、上記の特定の構造においては、システムにとって適切なものである。この構造
は、倍率、光フィルター、および光学系などの構成によって、決定される。
【００７４】
　システムのマシン固有因子については、その基準を特定の値とすることによって、拡縮
することも可能である。マシン固有因子が、色褪せていない機器コントロールスライドを
用いて得られたデータを使用することによって、決定された。これらのデータは、異なる
日における独立した実験において、複数回の実行（たとえば、５回の実行）から、飽和を
回避するように露光時間を選択して得られたものである。各実行に関して、固有の値が算
出された。実行された固有の値の間における％ＣＶは、極端に低く、このため、固有の値
を算出するためには、１回の実行でも効果的であった。　　
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【００７５】
　実施例：表２は、５つの機器に関して得られた、マシン固有因子を示しており、これら
は、３つのチャネル（ＦＩＴＣ、Ｃｙ３およびＣｙ５）に関して、フィルターを介して得
られた。
【００７６】
［表２］マシン固有因子（ＯＰ値）
機器　　　　ＦＩＴＣ－ＯＰ　　　　Ｃｙ３－ＯＰ　　　　Ｃｙ５－ＯＰ
１　　　　　　１．１５　　　　　　　１．１４　　　　　　１．０９
２　　　　　　１．６１　　　　　　　１．４９　　　　　　１．８６
３　　　　　　１．４６　　　　　　　１．３８　　　　　　１．１８
４　　　　　　１．００　　　　　　　１．００　　　　　　１．００
５　　　　　　１．３８　　　　　　　１．０７　　　　　　１．３２
【００７７】
　マシン固有因子は、さらに、固有の値／経験値として拡縮された。このとき、経験値は
、この特定のシステムにおいて記録された最も低い平均値であった。固有の値は、２つの
異なる青色の機器コントロールスライドを用いることによって決定され、どのスライドを
用いたかに関わらず、再生可能であることが確認された。平均値および変動の百分率（％
ＣＶ）の値が算出された。好ましくは、この％ＣＶは、約２０％未満であり、さらに好ま
しくは、この％ＣＶは、約５％未満である。
【００７８】
　標準化
【００７９】
　上述した標準化因子（ＣＣ、ＬＳ、ＯＰ）は、個々の顕微鏡システムのそれぞれにおい
て収集された定量的なデータを、理想的なシステムのものに変換するために使用された。
１つ以上のシステムに適用される場合、これらから得られたデータは規格化され、このた
め、個々の顕微鏡および光源の揺らぎの、結果に対するいずれの影響も、軽減された。
【００８０】
　図８を参照すると、定量的な分析結果を標準化するためのプロセスのフローダイヤグラ
ムは、予備的な初期化手順３００を含み、そのあとに、テストサンプル手順２００が続く
。初期化手順３００の一部として、ステップ２１０において、機器がセットアップされる
。機器のセットアップは、適切な励起源１０２、フィルターキューブ１０８（図１）、お
よびキャリブレーションキューブ１３０（図２）によって顕微鏡システム１００（図１）
を構成するステップ、コントローラ１１６（図１）が適切なプログラム制御を含むことを
確保するステップ、および顕微鏡システム１００およびＣＣＤカメラ１１２にとって必要
とされ得る任意の初期化ルーチンを実行するステップを含んでいる。機器の設定が完了し
た後では、ＣＣＤカメラ１１２は、コントローラ１１６の制御に基づいて顕微鏡システム
１００を使用することによって、テスト用のサンプル画像を得ることができる。セットア
ップの後、ステップ２２０において、キャリブレーションキューブ１３０に関する補正因
子（ＣＣ）、および顕微鏡システム１００に関するマシン固有因子（ＯＰ）が得られる。
上述したように、マシン固有因子（ＯＰ）については、顕微鏡システムの、製造時やアフ
ターサービス／修理の際に、決定することが可能であり、さらに後で使用するために保存
することもできる。したがって、マシン固有因子ＯＰを得るステップは、あらかじめ保存
されている値を調べるステップを含むことが可能である。後でテストサンプルの画像を分
析する際に使用するために、１つ以上の上記因子（ＣＣ、ＯＰ）を、コントローラ１１６
すなわち画像分析器によって保存することも可能である。
【００８１】
　テスト手順２００の一部として、ステップ２３０において、システム１００によってテ
スト用のサンプルが撮像される。このステップにおいて、光源の補正因子（ＬＳ）が得ら
れる。より詳細にいえば、実際のテストサンプル１０７が、顕微鏡のステージ１０６上に
載置され、ターゲットスポット１０９が、対物レンズ１０４（図１）を含む光軸上に配さ
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れるように、サンプル１０７の位置が決められる。この初期の位置合わせについては、観
察ヘッド１１０（図１）によって手動で実行することも、またコントローラ１１６を使用
することによって自動的に実行することも可能である。あるいは、手動での方向調整と、
その後のコントローラ１１６による調整とを組み合わせることによっても可能である。タ
ーゲットスポット１０９の規則的なアレイを含むテストサンプルに関しては、テストサン
プル１０７は、好ましくは、（たとえば、１つのターゲットスポット１０９に対して）い
ったん位置合わせをされた後、サンプル１０７の追加的なターゲットスポット１０９をテ
ストするために、あらかじめプログラムされたステージ１０６のオフセット調整を用いる
ことによって、位置を修正される。
【００８２】
　ターゲットスポット１０９が光軸上に配されると、システム１００は、ＣＣＤカメラ１
１２（図１）を用いて、ターゲットスポット１０９のサンプル画像を取得する。一例の蛍
光性ＩＨＣシステムに関しては、選択された波長帯（すなわち対象のチャネル）に関して
、フィルターブロック１０８（図１）の個別の１つ（そのチャネルに対応したもの）を用
いることによって、サンプル画像が得られる。キャリブレーションキューブ１３０（図２
）は、タレット１１５（図１）を回転することによって選択される。さらに、励起源の強
度を決定するために、キャリブレーションキューブ１３０を用いることによって、励起源
の基準画像が得られる。必要に応じて、異なるチャネルを介して追加的なサンプル画像を
得るために、追加的なフィルターブロック１０８を使用することも可能である。１つ以上
のチャネル画像が、励起源の基準画像に関連しているのであれば（たとえば、ほぼ同時に
取得されるのであれば）、チャネルおよび励起源のサンプルを得るための特定の順序を、
変更することも可能である。このような関係については、複数の画像の合成画像を形成す
ることによって、あるいは、さもなければ、それらの関係を反映するように画像をラベリ
ングすることによって、実現することが可能である。
【００８３】
　ステップ２４０において後で分析および補正するために、サンプルおよび基準画像を、
カメラ１１２からコントローラ１１６あるいは別体の画像分析器に送信することも可能で
ある。画像分析は、異なるチャネルのそれぞれに関してＡＱＵＡスコアを算出するステッ
プを含むことが可能である。補正すなわち標準化された結果を得るために、ステップ２５
０において、１つ以上の補正因子（ＣＣ、ＯＰ、ＬＳ）が適用される。ステップ２６０に
おいて、テストサンプル１０７の特定のターゲットスポット１０９に関する、標準化出力
データが提供される。同一のテストサンプル１０７の追加的なターゲットスポット１０９
のために、テストサンプル手順２００を繰り返すことも可能である。さらに、１つ以上の
追加的なテストサンプル１０７のために、ステップ２２０において得られた同一の補正因
子を用いて、テストサンプル手順２００を繰り返すことも可能である。
【００８４】
　より詳細にいえば、定量的な分析結果を標準化するために使用される補正因子を得るた
めの、初期化手順３００の典型的なフローダイヤグラムが、図９に示されている。ステッ
プ３１０および３２０において、カメラ１１２（図１）および顕微鏡が、それぞれ初期化
される。これらのステップについては、連続的に実施しても、並行して実施してもよい。
カメラ１１２および顕微鏡システム１００の供給者は、一般的に、これらの初期化ステッ
プ３１０、３２０を、初期化手順の形式で規定している。１つ以上の初期化手順を、自動
化することも可能であるし、また、電源投入時のサイクル（ｐｏｗｅｒ　ｏｎ　ｃｙｃｌ
ｅ）の一部とすることも可能である。
【００８５】
　次に、ステップ３３０において、顕微鏡のステージ１０６（図１）が初期化され、これ
により、テスト中において、テストサンプルを適切に配置することが可能となる。いくつ
かの実施形態では、ステップ３５０において、ターゲットサンプルを含むキャリブレーシ
ョンスライドが、顕微鏡のステージ１０６上に載置される。キャリブレーションスライド
は、光学経路の特性評価の際に既知の応答を得られるように、選択される。これは、顕微
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鏡システムのアフターサービスの際あるいはその製造時に、実行されている可能性がある
。ステップ３６０において、キャリブレーションスライドの画像が得られ、ステップ３７
０において、光学経路の補正因子すなわちマシン固有因子（ＯＰ）が決定される。異なる
顕微鏡システム間における光学経路の変動性を除去する目的で、後の通常動作の際に使用
するために、マシン固有因子を保存しておくことも可能である。機械加工による固有因子
を決定するステップは、キャリブレーション源の強度を決定するために、キャリブレーシ
ョンキューブ１３０（図２）を使用することによって、励起源のサンプル画像を取得する
ステップを含む。励起源のサンプルについては、キャリブレーションスライドの画像を得
るステップとほぼ同時に得ることが好ましく、これにより、サンプル間における強度変動
の可能性が最小化される。
【００８６】
　次に、ステップ３８０において、キャリブレーションキューブの補正因子（ＣＣ）がア
クセスされる。この値については、システムに保存しておくことも可能であるし、あるい
は、この予備的な初期化プロセス３００において手動で入力するようにしてもよい。この
値については、キャリブレーションキューブ１３０から得られた結果と、普遍的に標準的
なキャリブレーションキューブを用いて得られた結果とを比較して、これらの結果の比率
を作成することによって、得ることも可能である。光学経路の補正因子と同様に、キャリ
ブレーションキューブの補正因子の決定についても、通常の使用中において繰り返す必要
はない。上述したように、キャリブレーションキューブは、好ましくは、その性能におけ
る長期的な任意の変動性を減少あるいは除去するように、構築されている。したがって、
キャリブレーションキューブの補正因子の最初の決定を、その製造時に得ることも可能で
ある（工場は、「金製」スタンダード・キャリブレーションキューブを保持し、これは、
補正因子を得るための、製造されたキャリブレーションキューブとの比較に使用される）
。得られた補正因子を、キャリブレーションキューブ自体にマークすることも可能であり
、この補正因子を、サンプリングされた画像の補正において後で使用するために、プロセ
ッサに付与することも可能である。これらが得られた後、ステップ３９０において、マシ
ン固有因子（ＯＰ）およびキャリブレーションキューブ補正因子（ＣＣ）は、画像分析用
のソフトウェアに出力される（たとえば、あらかじめ保存された値を有しているメモリ位
置から読み出される）。このステップは、これらの因子（ＯＰ、ＣＣ）を、保存して実際
のテストサンプルの画像の標準化において後で使用するために、コントローラ１１６ある
いは別体の画像分析器に転送するステップを含むことも可能である。同一のキャリブレー
ションスライドの異なるチャネルに関して、ステップ３６０および３８０を繰り返すこと
、および、これらのステップを、ステップ３９０において、画像分析用のソフトウェアに
対して別々に出力することも可能である。このように、マシン固有因子（ＯＰ）は、決定
され、チャネルごとに保持され、さらに、適切なマシン固有因子を使用してテストサンプ
ルをチャネルごとに後で分析するために、別々に保存される。いくつかの実施形態では、
同一のチャネルに関して、ステップ３６０、３８０および３９０を繰り返すことも可能で
ある。これにより、マシン固有因子を統計的に測定することが可能となる。したがって、
各チャネルに関する複数の結果を得て、これらを、平均的な結果（後の使用のために保存
される）を作成するために使用することが可能である。
【００８７】
　以下の（式１）に示す数式は、各システム１００に関して得られた結果を標準化するた
めに使用された。キャリブレーションキューブ補正因子（ＣＣ）およびマシン固有因子（
ＯＰ）は、各システムに関して決定され、テスト結果の操作において後で使用するために
保存された。次に、特定の標本（すなわちテスト用のサンプル）に関して、標準的な定量
的結果（標本の定量的な生のスコア）が得られた。補正プロセスにおいて、生の定量的な
スコアは、様々な補正因子によって操作され、これにより、異なるシステム間での比較に
適した、規格化された定量的な結果が産出される。
［式１］
標本の定量的なスコア（規格化済）
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＝〔標本の定量的なスコア（生）〕＊〔ＣＣ〕＊〔ＯＰ〕＊〔100,000／ＬＳ〕
【００８８】
　上記式１は、２つの定数（キャリブレーションキューブおよび顕微鏡システムに固有の
もの；ＣＣおよびＯＰ）を使用した直接的な乗法標準化スキームを提供した。これらの因
子の双方は、上述のように拡縮され、これにより、データは、理想的なシステムに標準化
された。したがって、「金製スタンダード」に近いキャリブレーションキューブは、１．
０に近いＣＣをもたらす。同様に、標準的な基準の光学経路に近づく光学経路も、１．０
に近づく。光源の揺らぎ因子（ＬＳ）の場合、経験的に導出された値（１００，０００）
は、この因子に関する理想的な強度値を規定するために使用された。次に、この１００，
０００という値は、各測定において得られた特定のＬＳ値によって、導出された。表３は
、５つの異なる機器に関して得られた、結果として生じた標準化補正因子を示している。
【００８９】
［表３］５つの機器に関する標準化因子
機器　　　　補正：〔ＣＣ〕＊〔ＯＰ〕＊〔１００，０００〕
１　　　　　９７４４６
２　　　　　１１６７０２
３　　　　　１７２７９４
４　　　　　８８３００
５　　　　　１３２０００
【００９０】
　ここに記載した補正因子（ＣＣ、ＯＰ、ＬＳ）を用いることによって、５つの異なる機
器を用いて得られた定量的なデータが、全て、機器１に関連づけられた。この相関結果は
、図１０においてグラフによって示されている。この図からわかるように、補正の前では
、各機器の機器１に対する相関関係は、実質的に機器１とは異なる、重なることのないカ
ーブをもたらしている。しかしながら、補正因子を適用した後では、５つの全ての機器に
関する機器１に対する補正された相関カーブは、実質的に重なっている。これは、機器１
に対しての（および相互の）、高度の相関関係をはっきりと示している。
【００９１】
　実施例：使用にあたって、テストサンプルは、単一の顕微鏡スライド上に、組織サンプ
ルのマトリクスを含む組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）を含むことができる。たとえば、乳
ガン組織のサンプルを含む３６スポット組織マイクロアレイ、ＢＴ４７４、ＭＣＦ７、Ｔ
４７Ｄ細胞株コントロールサンプルが、染色された。この染色プロトコルは、キシレン中
の脱パラフィン、エタノール量の一連の減少による純水への再水和、およびＴｒｉｓ　Ｅ
ＤＴＡにおける抗原回復を含んだ。内因性のペルオキシダーゼ阻害、およびバックグラウ
ンドスナイパーによる阻害の後、ＨＥＲ２（ＣＢ１１）およびサイトケラチン（Ｒａｂｂ
ｉｔ、Ｄａｋｏ）一次抗体が塗布され、１時間後に洗い流された。次に、Ｄａｋｏ　Ｅｎ
ｖｉｓｉｏｎ抗マウスおよびＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ａｌｅｘａ５５５ＧＡＲが塗布され
た。広範囲にわたる洗浄の後、ｃｙ５チラミドが塗布された。次に、ＴＢＳ／Ｔｗｅｅｎ
２０内においてスライドが洗浄された。最後に、Ｄａｐｉを含むマウント媒体が塗布され
、スライドが乾かされた。
【００９２】
　ＨＥＲ２に関する蛍光染色強度、および、得られたＡＱＵＡスコアが、組織マイクロア
レイの組織スポットごとに、機器１および２を使用することによって収集された。これら
は、表３に記載されている。
【００９３】
　スコアは、以下の式２および式３を用いて標準化された。
［式２］
定量的スコア（規格化済）
＝〔定量的スコア（生　機器１）／ＬＳ（機器１）〕＊９７，４４６
［式３］
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定量的スコア（規格化済）
＝〔定量的スコア（生　機器２）／ＬＳ（機器２）〕＊１１６，７０２
【００９４】
　３６スポット組織マイクロアレイの各サンプルに関するＡＱＵＡスコアが、２つの異な
る機器を使用することによって取得された。３６スポット組織マイクロアレイから２つの
機器において取得された生のＡＱＵＡスコアが、図１１Ａに示され、規格化されたＡＱＵ
Ａスコアが、図１１Ｂに示されている。これらは、散布図のフォーマットでグラフ化され
ている。これらの結果は、生のスコアを用いた場合、２つの機器間において、回帰直線の
傾斜の補正係数が２．６：１となることを示している。本発明の標準化方法を用いること
によって、２つの機器間における回帰直線の傾斜の補正係数が、０．９８：１となった。
このことは、標準化によって、スコアの分布が影響されていないことを示している。
【００９５】
　標準化の前と後との序列関係を説明するために、非パラメトリックＳｐｅａｒｍａｎ’
ｓ－ｒｈｏ統計分析が使用された。この分析は、２つの機器から得られたＡＱＵＡスコア
データのセットを用いて実行された。序列は、ＡＱＵＡスコアごとに、最も小さいオリジ
ナル値（＝ランク１）から最も高いオリジナル値までに、割りあてられる。標準化された
データセット、および標準化されていない（生の）データセットに関して、補正係数およ
びＰ値が算出された。データの序列は、標準化によって影響を受けていなかった（表４）
。
【００９６】
［表４］Spearman Rho分析
　　　　　規格化データ　　　　　生データ
Ｒｈｏ：　　０．７２　　　　　　０．７２１
　Ｐ値：　＜０．０００１　　　＜０．０００１
【００９７】
　実施例：上述の実施例において説明したものと同一の３６スポット染色組織マイクロア
レイが取得され、５つの異なる機器においてスコアをとられた。
【００９８】
　その結果によって明らかになったことであるが、５つの異なる機器において取得された
、組織マイクロアレイ組織スポットごとの、生のＡＱＵＡスコアおよび標準化されたＡＱ
ＵＡスコアの変動の百分率（％ＣＶ）は、本発明の方法による標準化によれば、著しく改
善された％ＣＶが得られることを示している。
【００９９】
　表５および表６は、５つの機器において実行され、単一のスライドによって生成された
、回帰直線の傾斜の補正係数を編集したものである。生のＡＱＵＡスコアに基づく相関関
係が、表５に示され、標準化ＡＱＵＡスコアに基づくものは、表６に示されている。この
比較は、複数の有効な画像から生成された数値によって実施された。
【０１００】
［表５］生データ
生データ　　　機器１　　　機器２　　　機器３　　　機器４　　　機器５
　機器１　　　Ｎ／Ａ　　０．４４ｘ　２．５５ｘ　１．６８ｘ　２．５１ｘ
　機器２　　０．４４ｘ　　Ｎ／Ａ　　０．１７ｘ　３．８５ｘ　５．７６ｘ
　機器３　　２．５５ｘ　０．１７ｘ　　Ｎ／Ａ　　０．６６ｃ　０．９８ｘ
　機器４　　１．６８ｘ　３．８５ｘ　０．６６ｘ　　Ｎ／Ａ　　１．５０ｘ
　機器５　　２．５１ｘ　５．７６ｘ　０．９８ｘ　１．５０ｘ　　Ｎ／Ａ
【０１０１】
［表６］規格化データ
規格化データ　　　機器１　　　機器２　　　機器３　　　機器４　　　機器５
　　　機器１　　　Ｎ／Ａ　　０．８８ｘ　０．９５ｘ　１．０９ｘ　０．８９ｘ
　　　機器２　　０．８８ｘ　　Ｎ／Ａ　　０．９２ｘ　１．２４ｘ　１．００ｘ
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　　　機器３　　０．９５ｘ　０．９２ｘ　　Ｎ／Ａ　　１．１４ｘ　０．９３ｘ
　　　機器４　　１．０９ｘ　１．２４ｘ　１．１４ｘ　　Ｎ／Ａ　　１．２３ｘ
　　　機器５　　０．８９ｘ　１．００ｘ　０．９３ｘ　１．２３ｘ　　Ｎ／Ａ
【０１０２】
　５つの機器において取得された、組織マイクロアレイ組織スポットごとの、生のＡＱＵ
Ａ（登録商標）スコアおよび標準化ＡＱＵＡスコアの変動の百分率（％ＣＶ）は、本発明
の方法による標準化によれは、著しく改善された％ＣＶが得られることを示している。
【０１０３】
　３６個の組織マイクロアレイスポットのうちの２６個の有効なスポットに対するＨＥＲ
２染色に関する、平均ＡＱＵＡスコアが、図１２Ａおよび図１２Ｂに示されている。３６
個のサンプルにわたる傾向あるいは比較は、各機器において類似している。一方、個々の
サンプルごとのスコアの分散は、各機器において、約６０％の平均ＣＶを有している。同
じ５つの機器のそれぞれにおいて得られた平均スコアの比較においては、既に標準化され
た図１２Ｂの方が、より高い一貫性を有している（平均ＣＶは、約２０％である）。
【０１０４】
　標準化の前後における平均値間の大幅な相違に関しての、機器が同一であるとする帰無
仮説を用いた分散分析（ＡＮＯＶＡ）テストは、著しいｐ値（＜０．０５）を生み出した
。したがって、複数の機器において収集された周辺平均スコアは、互いに異なっているこ
とを示す帰無仮説は、否定される。標準化の後における０．０５＜のｐ値は、複数の機器
において収集された複数の周辺平均スコアは、このときには、それほど大きく相違してい
ないことを示している。
【０１０５】
　一実施形態は、主として、蛍光顕微鏡に関連しているが、本発明は、一般的に、光学顕
微鏡に対して幅広く適用可能である。様々な実施形態の技術は、キャリブレーション機器
を用いた、任意の光源の強度変動に対する補正、普遍的に標準的なキャリブレーション機
器に対するオフセットを用いた、キャリブレーション機器の変動に対する補正、そして、
特定の光学顕微鏡システムにおける光学経路の効果に対する規格化に適用される。したが
って、本発明の様々な実施形態を、インコヒーレント光源、偏光光源、およびコヒーレン
ト光源を用いた、いろいろな光学顕微鏡（焦点レーザー走査顕微鏡システムなど）に対し
て、一般的に適用することが可能である。
【０１０６】
　典型的な蛍光顕微鏡システムのためのシステム要件は、表７に記載されている。
【０１０７】
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【表７】

【０１０８】
　当業者にとっては当然のことではあるが、様々な補正因子（ＣＣ、ＬＳ、ＯＰ）を得る
ための、１つ以上のステップについては、プロセッサ（コンピュータなど）を利用するこ
とによって、自動的に、あるいは、少なくとも半自動的に、実施することができる。代替
的あるいは追加的に、標準化されたターゲット画像データを決定するため、それらからの
定量的な測定値を決定するために使用される、１つ以上のステップを、たとえばプロセッ
サを利用することによって、自動化することも可能である。たとえば、このようなプロセ
ッサを、あらかじめプログラムされている命令を実行するコンピュータによって実践する
ことも可能である。このように自動化は、病理学に基づくスコアリングに内在する変動性
を除去するために役立つ。
【０１０９】
　以上、本発明が、その好ましい実施形態を参照することによって、特定的に示され、か
つ説明されてきたが、説明したのは、１つの動作上の特徴点であることは明らかである。
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本明細書では、特定の実施形態が詳細に開示されてきた。しかしながら、この開示は、例
示の目的のためだけに、一例として示されたに過ぎないのであって、特許請求の範囲を限
定する意図を有するものではない。とりわけ、発明者は、特許請求の範囲に包含されてい
る本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本発明に対する様々な置換形態、代替
形態、および改良形態を形成することが可能である、と考えている。たとえば、フィルタ
ーの材料の選択、測定および分析ステップの順序づけ、および、利用されているフィルタ
ー、ステージおよび励起源の配置は、本明細書に記載されている実施形態の知識を有する
当業者にとって、当然なし得る事項となると考えられる。

【図１】 【図３】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２Ａ】
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【図１２Ｂ】
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