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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体サンプルに付される蛍光標識に対する励起光を出力する光源と、
　上記光源から出力される上記励起光が上記生体サンプルの所定の部位に照射される際、
当該生体サンプルの背景光をカットオフするための暗視野照明系と、
　上記光源から出力される上記励起光を上記生体サンプルの上記部位に集光させるように
して照射することにより、当該励起光により上記蛍光標識が発光して得られる上記生体サ
ンプルの上記部位の蛍光像を拡大する対物レンズと、
　上記対物レンズにより拡大される上記部位の上記蛍光像が結像される撮像素子と、
　上記生体サンプルの厚み方向に上記対物レンズの焦点を移動させる焦点移動制御手段と
、
　上記対物レンズの上記焦点が上記生体サンプルの厚み方向に移動される間、上記撮像素
子を上記部位の上記蛍光像を結像させて露光させ、上記対物レンズの上記焦点の移動終了
時点を契機として、上記対物レンズにより拡大される上記部位の上記蛍光像を上記撮像素
子から取得する撮像制御手段と、
　上記撮像制御手段により取得された上記蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態であ
りながら円形状とすべき条件を満たす輝点を計数するようにして、上記細胞核あたりの上
記輝点に関する値を算出する算出手段と
　を具える蛍光像取得装置。
【請求項２】
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　上記撮像素子の露光により特定のポイントに生じるノイズのパターン像を用いて、上記
蛍光像から上記ノイズを除去する除去手段
　を具える請求項１に記載の蛍光像取得装置。
【請求項３】
　上記算出手段は、
　上記蛍光像における上記細胞核ごとに、円形状とすべき条件を満たす上記輝点を計数し
、上記条件を満たさない輝点が存在した細胞核を除いて、上記細胞核あたりの上記輝点に
関する上記値を算出する
　請求項１に記載の蛍光像取得装置。
【請求項４】
　上記算出手段は、
　上記蛍光像における上記細胞核ごとに、円形状とすべき条件を満たす上記輝点として、
上記生体サンプルの標的分子を標識する蛍光マーカの輝点であって円形状とすべき条件を
満たす第１の輝点と、対照とすべき分子を標識する蛍光マーカの輝点であって円形状とす
べき条件を満たす第２の輝点とを計数し、上記条件を満たさない第１の輝点及び第２の輝
点が存在した細胞核と、第２の輝点数が設定される数と相違する細胞核とを除いて、上記
細胞核あたりの上記第１の輝点を上記第２の輝点で除算した値の平均を算出する
　請求項１に記載の蛍光像取得装置。
【請求項５】
　上記対物レンズにより拡大される上記部位の上記蛍光像を用いて、上記生体サンプルの
蛍光像を生成する生成手段と、
　上記生体サンプルの蛍光像に対する、上記算出手段での算出に際して除かれた上記細胞
核の位置を示す情報を、上記生体サンプルの蛍光像に関連付けて記録する記録手段と
　を具える請求項３又は請求項４に記載の蛍光像取得装置。
【請求項６】
　生体サンプルに付される蛍光標識に対する励起光を出力する光源と、当該光源から出力
される上記励起光が上記生体サンプルの所定の部位に照射される際、当該生体サンプルの
背景光をカットオフするための暗視野照明系と、上記光源から出力される上記励起光を上
記生体サンプルの上記部位に集光させるようにして照射することにより、当該励起光によ
り上記蛍光標識が発光して得られる上記生体サンプルの上記部位の蛍光像を拡大する対物
レンズとを用いて上記生体サンプルを暗視野照明しながら、上記生体サンプルの厚み方向
に上記対物レンズの焦点を移動させて、当該対物レンズの焦点を移動させている間、上記
対物レンズにより拡大される上記生体サンプルの上記部位の上記蛍光像が結像される撮像
素子を上記部位の上記蛍光像を結像させて露光させる露光ステップと、
　上記対物レンズの焦点の移動終了時点を契機として、上記対物レンズにより拡大される
上記部位の上記蛍光像を上記撮像素子から取得する取得ステップと、
　上記取得ステップで取得した上記蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態でありなが
ら円形状とすべき条件を満たす輝点を計数するようにして、上記細胞核あたりの上記輝点
に関する値を算出する算出ステップと
　を有する蛍光像取得方法。
【請求項７】
　コンピュータに対して、
　生体サンプルに付される蛍光標識に対する励起光を出力する光源と、当該光源から出力
される上記励起光が上記生体サンプルの所定の部位に照射される際、当該生体サンプルの
背景光をカットオフするための暗視野照明系と、上記光源から出力される上記励起光を上
記生体サンプルの上記部位に集光させるようにして照射することにより、当該励起光によ
り上記蛍光標識が発光して得られる上記生体サンプルの上記部位の蛍光像を拡大する対物
レンズとを用いて上記生体サンプルを暗視野照明しながら、上記生体サンプルの厚み方向
に上記対物レンズの焦点を移動させて、当該対物レンズの焦点を移動させている間、上記
対物レンズにより拡大される上記生体サンプルの上記部位の上記蛍光像が結像される撮像
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素子を上記部位の上記蛍光像を結像させて露光させる露光ステップと、
　上記対物レンズの焦点の移動終了時点を契機として、上記対物レンズにより拡大される
上記部位の上記蛍光像を上記撮像素子から取得する取得ステップと、
　上記取得ステップで取得した上記蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態でありなが
ら円形状とすべき条件を満たす輝点を計数するようにして、上記細胞核あたりの上記輝点
に関する値を算出する算出ステップと
　を実行させるための蛍光像取得プログラム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は蛍光像取得装置、蛍光像取得方法及び蛍光像取得プログラムに関し、例えば蛍
光染色された組織切片を観察する分野に適用して好適なものである。
【背景技術】
【０００２】
　生体サンプルは、組織切片等をスライドガラスに固定し、必要に応じて染色を施した後
に保管される。一般に、保管期間が長期間となると、組織切片の劣化や退色等により生体
サンプルに対する顕微鏡での視認性が悪くなる。また、生体サンプルは、作成された病院
等の施設以外の施設で診断されることもあるが、該生体サンプルの受け渡しは一般に郵送
であり、一定の時間を要する。
【０００３】
　このような実情等に鑑み、生体サンプルを画像データとして保存する装置が提案されて
いる（例えば特許文献１参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２００３－２２２８０１公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　ところで、蛍光染色された組織切片の蛍光像を取得する場合、該組織切片の厚み方向に
所定間隔ごとに焦点を移動させ、これら焦点での蛍光像それぞれを画像データとして生成
すれば、標的とされる分子を標識する蛍光マーカを取りこぼすことなく取得できる。しか
しながらこの場合、１つの生体サンプルに対する蛍光像の枚数が膨大となり、生体サンプ
ルあたりの処理負荷及びデータ容量が増大してしまう。
【０００６】
　一方、厚み方向に対する焦点の間隔を広げれば１つの生体サンプルに対する蛍光像の枚
数が減るため、生体サンプルあたりの処理負荷及びデータ容量を低減させることができる
。しかしながら、厚み方向に対する焦点の間隔を広げると、焦点深度の浅い対物レンズを
用いた場合等では蛍光マーカを取りこぼす可能性があり、該蛍光マーカの測定精度が悪く
なる。
【０００７】
　本発明は以上の点を考慮してなされたもので、処理負荷及びデータ容量を低減させつつ
も蛍光マーカに対する一定の測定精度を保ち得る蛍光像取得装置、蛍光像取得方法及び蛍
光像取得プログラムを提案しようとするものである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　かかる課題を解決するため本発明は、蛍光像取得装置に、生体サンプルに付される蛍光
標識に対する励起光を出力する光源と、光源から出力される励起光が生体サンプルの所定
の部位に照射される際、当該生体サンプルの背景光をカットオフするための暗視野照明系
と、光源から出力される励起光を生体サンプルの部位に集光させるようにして照射するこ
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とにより、当該励起光により蛍光標識が発光して得られる生体サンプルの部位の蛍光像を
拡大する対物レンズと、対物レンズにより拡大される部位の蛍光像が結像される撮像素子
と、生体サンプルの厚み方向に対物レンズの焦点を移動させる焦点移動制御手段と、対物
レンズの焦点が生体サンプルの厚み方向に移動される間、撮像素子を部位の蛍光像を結像
させて露光させ、対物レンズの焦点の移動終了時点を契機として、対物レンズにより拡大
される部位の蛍光像を撮像素子から取得する撮像制御手段と、撮像制御手段により取得さ
れた蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態でありながら円形状とすべき条件を満たす
輝点を計数するようにして、細胞核あたりの輝点に関する値を算出する算出手段とを設け
るようにした。
【０００９】
　また本発明は、蛍光像取得方法において、生体サンプルに付される蛍光標識に対する励
起光を出力する光源と、当該光源から出力される励起光が生体サンプルの所定の部位に照
射される際、当該生体サンプルの背景光をカットオフするための暗視野照明系と、光源か
ら出力される励起光を生体サンプルの部位に集光させるようにして照射することにより、
当該励起光により蛍光標識が発光して得られる生体サンプルの部位の蛍光像を拡大する対
物レンズとを用いて生体サンプルを暗視野照明しながら、生体サンプルの厚み方向に対物
レンズの焦点を移動させて、当該対物レンズの焦点を移動させている間、対物レンズによ
り拡大される生体サンプルの部位の蛍光像が結像される撮像素子を部位の蛍光像を結像さ
せて露光させる露光ステップと、対物レンズの焦点の移動終了時点を契機として、対物レ
ンズにより拡大される部位の蛍光像を撮像素子から取得する取得ステップと、取得ステッ
プで取得した蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態でありながら円形状とすべき条件
を満たす輝点を計数するようにして、細胞核あたりの輝点に関する値を算出する算出ステ
ップとを設けるようにした。
【００１０】
　また本発明は、蛍光像取得プログラムにより、コンピュータに対して、生体サンプルに
付される蛍光標識に対する励起光を出力する光源と、当該光源から出力される励起光が生
体サンプルの所定の部位に照射される際、当該生体サンプルの背景光をカットオフするた
めの暗視野照明系と、光源から出力される励起光を生体サンプルの部位に集光させるよう
にして照射することにより、当該励起光により蛍光標識が発光して得られる生体サンプル
の部位の蛍光像を拡大する対物レンズとを用いて生体サンプルを暗視野照明しながら、生
体サンプルの厚み方向に対物レンズの焦点を移動させて、当該対物レンズの焦点を移動さ
せている間、対物レンズにより拡大される生体サンプルの部位の蛍光像が結像される撮像
素子を部位の蛍光像を結像させて露光させる露光ステップと、対物レンズの焦点の移動終
了時点を契機として、対物レンズにより拡大される部位の蛍光像を撮像素子から取得する
取得ステップと、取得ステップで取得した蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態であ
りながら円形状とすべき条件を満たす輝点を計数するようにして、細胞核あたりの輝点に
関する値を算出する算出ステップとを実行させるようにした。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、生体サンプルに付される蛍光標識に対する励起光を出力する光源と、
当該光源から出力される励起光が生体サンプルの所定の部位に照射される際、当該生体サ
ンプルの背景光をカットオフするための暗視野照明系と、光源から出力される励起光を生
体サンプルの部位に集光させるようにして照射することにより、当該励起光により蛍光標
識が発光して得られる生体サンプルの部位の蛍光像を拡大する対物レンズとを用いて生体
サンプルを暗視野照明しながら、生体サンプルの厚み方向に対物レンズの焦点を移動させ
て、当該対物レンズの焦点を移動させている間、対物レンズにより拡大される生体サンプ
ルの部位の蛍光像が結像される撮像素子を部位の蛍光像を結像させて露光させ、対物レン
ズの焦点の移動終了時点を契機として、対物レンズにより拡大される部位の蛍光像を撮像
素子から取得し、当該取得した蛍光像における細胞核ごとに、ぼけた状態でありながら円
形状とすべき条件を満たす輝点を計数するようにして、細胞核あたりの輝点に関する値を
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算出するようにしたことにより、生体サンプルの厚み方向へ所定間隔ごとに焦点を合わせ
それら焦点での蛍光像を取得する場合に比べて蛍光像の取得数を減らしながらも、使用さ
れる対物レンズの焦点深度にかかわらずに蛍光マーカの取りこぼしを防止することができ
ると共に、輝点がぼけた状態の蛍光像において円形状とすべき条件を満たす輝点を計数す
ることで、生体サンプルあたりの処理負荷及びデータ容量を低減することができ、かくし
て処理負荷及びデータ容量を削減しつつもある一定の蛍光マーカの計数精度を保ち得る蛍
光像取得装置、蛍光像取得方法及び蛍光像取得プログラムを実現することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】生体サンプル像取得装置の構成を概略的に示す図である。
【図２】蛍光像を概略的に示す図である。
【図３】データ処理部の構成を示すブロック図である。
【図４】サンプル像を取得する場合におけるＣＰＵの機能的構成を示すブロック図である
。
【図５】生体サンプルに対する領域ごとに取得の説明に供する略線図である。
【図６】遺伝子計数処理手順を示すフローチャートである。
【図７】厚み方向への焦点の移動と、蛍光マーカの輝点との関係を概略的に示す図である
。
【図８】蛍光マーカの一部が厚み方向で重なる場合における厚み方向への焦点の移動と、
蛍光マーカの輝点との関係を概略的に示す図である。
【図９】対照マーカが規定数よりも増減する場合の説明に供する略線図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　以下、発明を実施するための形態について説明する。なお、説明は以下の順序とする。
＜１．実施の形態＞
［１－１．生体サンプル像取得装置の構成］
［１－２．データ処理部の構成］
［１－３．サンプル像取得処理の具体的内容］
［１－４．効果等］
＜２．他の実施の形態＞
【００１４】
＜１．実施の形態＞
［１－１．生体サンプル像取得装置の構成］
　図１において、本一実施の形態による生体サンプル像取得装置１を示す。この生体サン
プル像取得装置１は、顕微鏡１０、データ処理部２０及び撮像素子３０を含む構成とされ
る。
【００１５】
　顕微鏡１０は、生体サンプルＳＰＬを配置可能な面をもち、その面に対して平行方向及
び直交方向（ｘｙｚ軸方向）に移動可能なステージ（以下、これを可動ステージとも呼ぶ
）１１を有する。
【００１６】
　生体サンプルＳＰＬは、血液等の結合組織、上皮組織又はそれらの双方の組織などの組
織切片又は塗抹細胞を、所定の固定手法によりスライドガラスＳＧに固定したものであり
、該組織切片又は塗抹細胞には必要に応じて染色が施される。この染色には、ＨＥ（ヘマ
トキシリン・エオジン）染色、ギムザ染色又はパパニコロウ染色等に代表される一般染色
のみならず、ＦＩＳＨ(Fluorescence　In-Situ　Hybridization)や酵素抗体法等の蛍光染
色が含まれる。
【００１７】
　可動ステージ１１の一方の面側には光学系１２が配され、該可動ステージ１１の他方の
面側には照明系１３が配される。この照明系１３は、明視野照射と、暗視野照射とに切換
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可能である。
【００１８】
　明視野検鏡モードの場合、照明系１３から明視野照射される光は、可動ステージ１１に
穿設される開口から、該可動ステージ１１の一方の面に配される生体サンプルＳＰＬに到
達する。
【００１９】
　顕微鏡１０は、この照明光から反射又は散乱により得られる生体サンプル部位の像を、
光学系１２の第１の対物レンズ１２Ａ及び第２の対物レンズ１２Ｂによって所定の倍率に
拡大する。そして顕微鏡１０は、これら第１及び第２の対物レンズ１２Ａ及び１２Ｂによ
り拡大される像を、撮像素子３０の撮像面に結像するようになされている。
【００２０】
　一方、暗視野検鏡モードの場合、照明系１３から暗視野照射される光は、可動ステージ
１１に穿設される開口から、該可動ステージ１１の一方の面に配される生体サンプルＳＰ
Ｌの背景光をカットアウトする照明光として到達する。
【００２１】
　また暗視野検鏡モードの場合、励起光源１４から、蛍光染色で用いられる蛍光マーカに
対する励起波長を有する光（以下、これを励起光とも呼ぶ）が照射される。顕微鏡１０は
、この励起光を、第１の対物レンズ１２Ａ及び第２の対物レンズ１２Ｂ間に設けられるダ
イクロイックミラー１２Ｃで反射させて第１の対物レンズ１２Ａに導き、該第１の対物レ
ンズ１２Ａによって可動ステージ１１上の生体サンプルＳＰＬに集光させる。
【００２２】
　生体サンプルＳＰＬに蛍光染色が施されていた場合、該生体サンプルＳＰＬのターゲッ
ト部位に付される蛍光マーカが励起光により発光し、該発光によって得られる光（以下、
これをマーカ光とも呼ぶ）は第１の対物レンズ１２Ａに到達する。
【００２３】
　顕微鏡１０は、このマーカ光により得られる生体サンプル部位の像を、光学系１２の第
１の対物レンズ１２Ａ及び第２の対物レンズ１２Ｂによって所定の倍率に拡大する。そし
て顕微鏡１０は、これら第１及び第２の対物レンズ１２Ａ及び１２Ｂにより拡大される像
を、撮像素子３０の撮像面に結像するようになされている。
【００２４】
　ここで、生体サンプルＳＰＬの蛍光像を一例として図２に示す。この図２は、乳腺組織
におけるＨＥＲ２（Human　Epithelial　growth　factor　Receptor　type　2）遺伝子と
、プローブ（abbott社のＨＥＲ－２ＤＮＡプローブキットのPathVysion）とをＦＩＳＨ法
によりハイブリダイゼーションさせて得られたものである。図２（Ａ）における乳腺組織
は正常人から採取し、図２（Ｂ）における乳腺組織は乳癌患者から採取したものである。
【００２５】
　図２に示すとおり、悪性の乳腺組織では、正常の乳腺組織に比べて、標識物質の蛍光マ
ーカ（矢印で示す部分）が増量している。この図２からも明らかなように、ＨＥＲ２遺伝
子は乳がん、卵巣がん、子宮がん、胃がん、膀胱がん、小細胞肺がん又は前立腺がん等の
悪性腫瘍では増殖するため、悪性腫瘍の進行の程度を表す指標として視認させることがで
きる。
【００２６】
　データ処理部２０は、明視野検鏡モードでは照明系１３を明視野照明させ、撮像素子３
０を用いて明視野状態における生体サンプルＳＰＬの像を取得し、これを所定形式のデー
タ（以下、これをサンプルデータとも呼ぶ）として保存する。
【００２７】
　一方、データ処理部２０は、暗視野検鏡モードでは照明系１３を暗視野照明させるとと
もに励起光源１４を駆動させ、撮像素子３０を用いて暗視野状態における生体サンプルＳ
ＰＬの像を取得し、これをサンプルデータとして保存するようになされている。
【００２８】
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　このようにこの生体サンプル像取得装置１は、スライドガラスＳＧに配される生体サン
プルＳＰＬを、明視野画像又は暗視野画像のサンプルデータとして保存することができる
ようになされている。したがってこの生体サンプル像取得装置１は、スライドガラスＳＧ
自体を保存する場合に比して、固定や染色等の状態を劣化させることなく長期にわたって
生体サンプルＳＰＬを保存することが可能である。
【００２９】
［１－２．データ処理部の構成］
　次に、データ処理部２０の構成について説明する。このデータ処理部２０は、図３に示
すように、制御を司るＣＰＵ(Central　Processing　Unit)２１に対して各種ハードウェ
アを接続することにより構成される。
【００３０】
　具体的にはＲＯＭ(Read　Only　Memory)２２、ＣＰＵ２１のワークメモリとなるＲＡＭ
(Random　Access　Memory)２３、ユーザの操作に応じた命令を入力する操作入力部２４、
インターフェイス２５、表示部２６及び記憶部２７がバス２８を介して接続される。
【００３１】
　ＲＯＭ２２には、各種の処理を実行するためのプログラムが格納される。インターフェ
イス２５には、可動ステージ１１、照明系１３、励起光源１４及び撮像素子３０（図１）
がそれぞれ接続される。
【００３２】
　表示部２６には、液晶ディスプレイ、ＥＬ（Electro　Luminescence）ディスプレイ又
はプラズマディスプレイ等が適用される。また記憶部２７には、ＨＤ（Hard　Disk）に代
表される磁気ディスクもしくは半導体メモリ又は光ディスク等が適用される。ＵＳＢ（Un
iversal　Serial　Bus）メモリやＣＦ（Compact Flash）メモリ等のように可搬型メモリ
が適用されてもよい。
【００３３】
　ＣＰＵ２１は、ＲＯＭ２２に格納される複数のプログラムのうち、操作入力部２４から
与えられる命令に対応するプログラムをＲＡＭ２３に展開し、該展開したプログラムにし
たがって、表示部２６及び記憶部２７を適宜制御する。
【００３４】
　またＣＰＵ２１は、展開したプログラムにしたがって、インターフェイス２５を介して
可動ステージ１１、照明系１３、励起光源１４及び撮像素子３０を適宜制御するようにな
されている。
【００３５】
［１－３．サンプル像取得処理の具体的内容］
　ＣＰＵ２１は、蛍光染色された生体サンプルＳＰＬの像（以下、これをサンプル蛍光像
とも呼ぶ）の取得命令を操作入力部２４から受けた場合、該取得命令に対応するプログラ
ムをＲＡＭ２３に展開する。
【００３６】
　この場合、ＣＰＵ２１は、サンプル蛍光像の取得命令に対応するプログラムにしたがっ
て、図４に示すように、光源制御部４１、ステージ移動制御部４２、蛍光像取得部４３、
遺伝子計数部４４及びデータ記録部４５として機能する。
【００３７】
　光源制御部４１は、暗視野照射するよう照明系１３を駆動させるとともに、励起光を照
射するよう励起光源１４を駆動する。
【００３８】
　ステージ移動制御部４２は、生体サンプルＳＰＬの対象とすべき部位（以下、これをサ
ンプル部位とも呼ぶ）が撮像範囲に位置するよう可動ステージ１１を順次移動させて、例
えば図５に示すように、該撮像範囲ＡＲに対して生体サンプルＳＰＬを割り当てる。なお
、この図５では、撮像範囲ＡＲに割り当てるべき生体サンプルＳＰＬの領域が重ならない
態様となっているが、隣接する領域の一部が重なる態様であってもよい。
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【００３９】
　またステージ移動制御部４２は、対象とすべきサンプル部位が撮像範囲ＡＲに移動され
るごとに、可動ステージ１１をＺ軸方向（対物レンズ１２Ａの光軸方向）に移動させて、
サンプル部位に対する焦点を厚み方向に移動させる。
【００４０】
　蛍光像取得部４３は、対象とすべきサンプル部位をステージ移動制御部４２が撮像範囲
ＡＲに移動するごとに、Ｚ軸方向（光軸方向）への可動ステージ１１の移動が開始された
時点から終了する時点まで撮像素子３０を露光させる。
【００４１】
　そして蛍光像取得部４３は、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）への移動
が終了する時点で、当該移動終了時点と移動開始時点との間の露光により得られるサンプ
ル部位の蛍光像を、撮像素子３０から取得する。
【００４２】
　また蛍光像取得部４３は、各撮像範囲ＡＲに割り当てられるサンプル部位の蛍光像を、
所定の連結アルゴリズムを用いて連結することによってサンプル蛍光像（第１及び第２の
対物レンズ１２Ａ及び１２Ｂの倍率によって拡大された生体サンプルＳＰＬ全体の蛍光像
）を生成する。
【００４３】
　遺伝子計数部４４は、蛍光像取得部４３がサンプル蛍光像を生成した場合、計数に要す
るとして設定される情報に基づいて、ターゲットとされる遺伝子（以下、これを標的遺伝
子とも呼ぶ）を標識する蛍光マーカ（以下、これを標的マーカとも呼ぶ）を細胞核ごとに
計数する。
【００４４】
　設定情報として、標的マーカが呈する色（以下、これを標的マーカ色とも呼ぶ）と、細
胞核を標識する蛍光マーカ（以下、これを核マーカとも呼ぶ）が呈する色（以下、これを
核マーカ色とも呼ぶ）とが設定される。
【００４５】
　対照とすべき遺伝子（以下、これを対照遺伝子とも呼ぶ）を標識する蛍光マーカ（以下
、これを対照マーカとも呼ぶ）が用いられている場合、該対照遺伝子が正常の細胞核内に
存在する数が設定される。またこの場合、対照遺伝子を標識する蛍光マーカ（以下、これ
を対照マーカとも呼ぶ）が呈する色（以下、これを対照マーカ色とも呼ぶ）も設定される
。
【００４６】
　これら設定情報は、蛍光染色に使用すべきプローブの製造元や、蛍光マーカの種などの
使用条件によって一義的に決まる。具体的には、例えば図２で使用されたabbott社のＨＥ
Ｒ－２ＤＮＡプローブキットの場合、ＨＥＲ２遺伝子の標的マーカ色は「赤」として設定
され、核マーカ色は「青」として設定される。またこの場合、染色体上のＨＥＲ２遺伝子
の隣に位置する遺伝子が対照遺伝子とされ、該対照遺伝子の対照マーカ色は「黄緑」とし
て設定され、その数は「２」として設定される。
【００４７】
　なお、設定手法には、例えば、使用条件を入力させ、該使用条件と、マーカ色と、対照
遺伝子数の対応付けを表したデータベースから、設定すべき色又は数を検出するといった
手法が適用可能である。
【００４８】
　ちなみに使用条件の入力手法には、例えば、キーボード等からプローブの製作元又は蛍
光マーカの種等を直に入力させる手法や、当該プローブの製作元又は蛍光マーカの種等を
プルダウン表示し、キーボード等から選択させる手法がある。またデータベースは、イン
ターネット等のネットワークから取得するようにしてもよく、記憶部２７に記憶し、必要
に応じて更新するようにしてもよい。
【００４９】
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　ここで、遺伝子計数部４４における計数手法の一例を、図６に示すフローチャートを用
いて説明する。
【００５０】
　遺伝子計数部４４は、蛍光像取得部４３がサンプル蛍光像を生成した場合、この遺伝子
計数処理手順を開始し、第１ステップＳＰ１に進む。遺伝子計数部４４は、第１ステップ
ＳＰ１では、細胞核が呈するとして設定される核マーカ色に対応する画素であり、所定閾
値以上の輝度となる画素が隣接する領域を細胞核として検出し、第２ステップＳＰ２に進
む。
【００５１】
　遺伝子計数部４４は、第２ステップＳＰ２では、第１ステップＳＰ１で検出した細胞核
ごとに、当該細胞核内での標的マーカを計数し、第３ステップＳＰ３に進む。
【００５２】
　暗視野検鏡では一般に数十[nm]程度以下の構造は輝点となるため、標的マーカ又は対照
マーカは輝点として撮像される。この実施の形態では、可動ステージ１１におけるＺ軸方
向（光軸方向）への移動が開始された時点から終了する時点まで撮像素子３０が露光され
ているので、ぼけた輝点（以下、これを膨張輝点とも呼ぶ）となる。
【００５３】
　つまり、図７に示すように、対物レンズ１２Ａの焦点面ＦＰが蛍光マーカＦＭに対して
合っていない状態から徐々に合い、その後また焦点が合わなくなる（図７（Ａ））。この
ため膨張輝点ＥＳＰ（図７（Ｂ））は、蛍光マーカＦＭに焦点面ＦＰが合った状態で撮像
される輝点ＳＰ（図７（Ｃ））に比べて大きい像として得られる。
【００５４】
　ただし膨張輝点ＥＳＰの形状自体は変わらず円形状となる。ところが、生体サンプルＳ
ＰＬを厚み方向からみたときに、２以上の蛍光マーカＦＭが近傍に位置する場合又は２以
上の蛍光マーカＦＭの一部が重なる場合、輝点は円形状ではなくなる。
【００５５】
　なお、生体サンプルＳＰＬを厚み方向からみたときに２つの蛍光マーカＦＭの一部が重
なる場合を例として図７と対比の観点で図８に示す。この図８からも分かるように、２以
上の蛍光マーカＦＭが厚み方向からみたときに近傍に位置する又はその一部が重なる場合
、いくつの標的マーカに基づく輝点であるのかが判別し難くなる。
【００５６】
　したがってこの第２ステップＳＰ２では、設定される標的マーカ色を呈し、かつ円形状
とすべき条件を満たす輝点が、標的マーカとして計数される。なお、円形状とすべき条件
は、例えば、所定閾値以上の輝度でなる画素が隣接する領域を輝点とし、該領域における
長径と短径との比が閾値以上となる場合等とされる。
【００５７】
　遺伝子計数部４４は、第３ステップＳＰ３では、第１ステップＳＰ１で検出した細胞核
のうち、円形状とすべき条件を満たさない標的マーカの輝点が存在した細胞核を、該細胞
核あたりの標的マーカの計数精度が低いとすべき類（以下、これを低精度類）として分類
し、第４ステップＳＰ４に進む。
【００５８】
　遺伝子計数部４４は、第４ステップＳＰ４では、対照遺伝子数及び対照マーカ色の設定
の有無を判定し、当該設定があると判定した場合には第５ステップＳＰ５に進み、当該設
定がないと判定した場合には第６ステップＳＰ６に進む。
【００５９】
　遺伝子計数部４４は、第５ステップＳＰ５では、第１ステップＳＰ１で検出した細胞核
ごとに、当該細胞核内での対照マーカを計数する。
【００６０】
　ちなみにこの対照マーカは、第２ステップＳＰ２と同様に、設定される対照マーカ色を
呈し、かつ円形状とすべき条件を満たす輝点とされる。なお円形状とすべき条件は、標的
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マーカの場合と、対照マーカの場合とで同一としてもよく、相違させてもよい。
【００６１】
　ここで、サンプル蛍光像において対照遺伝子数よりも多い数の対照マーカが計数される
細胞核は、図９（Ａ）に示すように、複数の細胞核がその厚み方向に重なることに起因す
る可能性がある。この場合、標的マーカの数は１つの細胞核に存在するものとして計数さ
れたものでないことになる。
【００６２】
　一方、サンプル蛍光像において対照遺伝子数よりも少ない数の対照マーカが計数される
細胞核は、図９（Ｂ）に示すように、がんの進行や手技に起因して細胞核が破壊されてい
る可能性が高い。この場合も、標的マーカの数は１つの細胞核に存在するものとして計数
されたものでないことになる。
【００６３】
　なお、この図９は、図２で使用されたabbott社のＨＥＲ－２ＤＮＡプローブキットの場
合を例として示している。つまり、この場合、正常である１つの細胞核では対照遺伝子が
２つとなる。
【００６４】
　したがって遺伝子計数部４４は、第１ステップＳＰ１で検出した細胞核のうち、対照遺
伝子数と相違する数の対照マーカが存在する細胞核を低精度類として分類し、第６ステッ
プＳＰ６に進む。
【００６５】
　遺伝子計数部４４は、第６ステップＳＰ６では、第４ステップＳＰ４において対照遺伝
子数及び対照マーカ色の設定がないと判定した場合、第１ステップＳＰ１で検出した細胞
核から、第３ステップＳＰ３において低精度類として分類した細胞核を除く。そして遺伝
子計数部４４は、残りの細胞核あたりの標的マーカの平均を算出する。
【００６６】
　一方、遺伝子計数部４４は、第４ステップＳＰ４において対照遺伝子数及び対照マーカ
色の設定があると判定した場合、第１ステップＳＰ１で検出した細胞核から、第３ステッ
プＳＰ３と、第５ステップＳＰ５との一方又は双方において低精度類として分類した細胞
核を除く。そして遺伝子計数部４４は、残りの細胞核あたりの標的マーカの平均と、該細
胞核あたりの対照マーカの平均と、該細胞核あたりの標的マーカを対照マーカで除算した
値の平均とを算出する。
【００６７】
　遺伝子計数部４４は、第７ステップＳＰ７では、低精度類として分類した細胞核を、実
際に視認して確認すべき部位として、サンプル蛍光像での当該細胞核の位置を検出し、こ
の遺伝子計数処理手順を終了する。
【００６８】
　データ記録部４５は、蛍光像取得部４３がサンプル蛍光像を生成した場合、該サンプル
蛍光像の全部又はサンプル蛍光像を復元可能な一部を示す画素情報を含むサンプルデータ
を生成し、これを記憶部２７に記録する。
【００６９】
　またデータ記録部４５は、遺伝子計数部４４が第６ステップＳＰ６で算出した平均を示
す平均情報と、該遺伝子計数部４４が第７ステップＳＰ７で検出した位置を示す位置情報
と、サンプル蛍光像に関する識別情報とを示す付加データを生成し、これをサンプルデー
タに関連付けて記憶部２７に記録する。
【００７０】
　この識別情報は、例えば、生体サンプルＳＰＬの採取者名、採取者性別、採取者年齢及
び採取日付等といった情報である。なお、データ記録部４５は、この識別情報を入力すべ
きことを所定のタイミングで通知し、サンプルデータが生成されたときに識別情報が得ら
れていない場合には、該識別情報を入力すべきことを警告するようになされている。
【００７１】
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［１－４．効果等］
　以上の構成において、この生体サンプル像取得装置１は、対象とすべきサンプル部位が
撮像範囲ＡＲに移動されるごとに、可動ステージ１１をＺ軸方向（対物レンズ１２Ａの光
軸方向）に移動させて、サンプル部位に対する焦点を厚み方向に移動させる。
【００７２】
　また生体サンプル像取得装置１は、Ｚ軸方向（光軸方向）への可動ステージ１１の移動
が開始された時点から終了する時点まで撮像素子３０を露光させ、当該終了時点でその露
光により得られるサンプル部位の蛍光像を撮像素子３０から取得する。
【００７３】
　この生体サンプル像取得装置１では、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）
への移動期間が蛍光像の露光期間とされるため、厚み方向に所定間隔ごとに焦点を合わせ
それら焦点での蛍光像を取得する場合に比べて、蛍光像のデータ取得数が減る。したがっ
てこの生体サンプル像取得装置１は、生体サンプルあたりの処理負荷及びデータ容量を低
減することができる。
【００７４】
　また、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）への移動期間が蛍光像の露光期
間とされるため、厚み方向におけるいずれの位置に蛍光マーカ（標的マーカ）が存在した
としても、該蛍光マーカが同等の輝点として捉えられる。
【００７５】
　したがってこの生体サンプル像取得装置１は、使用される対物レンズの焦点深度にかか
わらず、蛍光マーカの取りこぼしを防止することができ、該蛍光マーカに対する一定の測
定精度を保つことができる。
【００７６】
　ところで、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）への移動期間を露光期間と
して取得された蛍光像では、蛍光マーカに基づく輝点が膨張輝点となる（図７参照）。計
数自体には問題ないが、２以上の蛍光マーカＦＭが厚み方向からみたときに近傍に位置す
る又はその一部が重なる場合、いくつの標的マーカに基づく輝点であるのかが判別し難く
なる（図８参照）。
【００７７】
　しかしながらこの生体サンプル像取得装置１は、円形状とすべき条件を満たす輝点を、
蛍光マーカに基づく輝点として計数し、当該条件を満たさない輝点が存在した細胞核を除
いて、細胞核あたりの輝点の平均を算出する。
【００７８】
　したがってこの生体サンプル像取得装置１は、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光
軸方向）への移動期間を露光期間として取得された蛍光像であっても、細胞核あたりの輝
点の平均を正確に計数することができる。
【００７９】
　これに加えて、生体サンプルＳＰＬに対して対照遺伝子を標識する蛍光マーカ（対照マ
ーカ）が用いられた場合、生体サンプル像取得装置１では、当該対照遺伝子数と、対照マ
ーカ色とを設定可能である。
【００８０】
　この場合、生体サンプル像取得装置１は、円形状とすべき条件を満たさない輝点が存在
した細胞核を除くだけではなく、設定される対照遺伝子数と相違する数の対照マーカが存
在する細胞核も除いて、細胞核あたりの輝点の平均を算出する。
【００８１】
　図９を用いて上述したように、対照遺伝子数よりも多い又は少ない数の対照マーカが計
数される細胞核は、標的マーカの数は１つの細胞核に存在するものとして計数されたもの
でない可能性が高い。
【００８２】
　したがって生体サンプル像取得装置１は、円形状とすべき条件を満たさない輝点が存在
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した細胞核のみならず、設定される対照遺伝子数と相違する数の対照マーカが存在する細
胞核も除くことで、細胞核あたりの輝点の平均をより一段と正確に算出することができる
。
【００８３】
　さらにこの生体サンプル像取得装置１は、細胞核あたりの輝点の平均の算出に際して除
かれた細胞核の位置を示す位置情報を、サンプルデータに関連付けて記憶部２７に記録す
る。
【００８４】
　したがってこの生体サンプル像取得装置１は、位置情報に基づいて、細胞核あたりの輝
点の平均の算出に際して除かれた細胞核を表示部２６に対して即座に提示することが可能
となる。このことは、ユーザに対する使い勝手及び蛍光マーカの測定精度の信頼性を高め
る観点では有用である。
【００８５】
　以上の構成によれば、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）への移動期間を
露光期間とした蛍光像を取得するようにしたことにより、処理負荷及びデータ容量を低減
させつつも蛍光マーカに対する一定の測定精度を保ち得る生体サンプル像取得装置１を実
現できる。
【００８６】
＜２．他の実施の形態＞
　可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光軸方向）への移動が開始された時点から終了す
る時点まで撮像素子３０を露光させた場合、該撮像素子３０の特性により、特定のポイン
トにノイズが発生することがある。この固定ノイズは、略円形状の輝点となるため、標的
マーカに基づく輝点と区別できず、この結果、遺伝子計数部４４での計数精度が悪くなる
場合がある。
【００８７】
　そこで、蛍光像取得部４３によって生成されたサンプル蛍光像から標的マーカを計数す
る形態に代えて、該サンプル蛍光像に対して固定ノイズを除去したサンプル蛍光像から標
的マーカを計数する形態が適用されてもよい。
【００８８】
　具体的には固定パターンのノイズを除去するノイズ除去部が、例えば蛍光像取得部４３
と、遺伝子計数部４４との間に設けられる。このノイズ除去部は、蛍光像取得部４３がサ
ンプル蛍光像を生成した場合又は対象とすべきサンプル部位の蛍光像を生成した場合、該
サンプル蛍光像又はサンプル部位の蛍光像と、撮像素子３０における固定ノイズのパター
ン像とをマッチングする。ノイズ除去部は、このパターンマッチング結果に基づいて固定
ノイズの位置を認識し、サンプル蛍光像又はサンプル部位の蛍光像から固定ノイズを除去
する。
【００８９】
　パターン像は、照明系１３から暗視野照射された状態において、生体サンプルＳＰＬを
可動ステージ１１に配することなく、該生体サンプルＳＰＬに対する露光時間と同一の露
光時間で露光させた像である。
【００９０】
　なお、このパターン像の取得手法は、生体サンプルＳＰＬに対するサンプル蛍光像の撮
像を開始する前にその都度キャリブレーションを行って取得する手法や、ネットワーク又
は記憶媒体から所定のタイミングで記憶部２７に記憶する手法などがある。
【００９１】
　このようにノイズ除去部を適用した形態では、可動ステージ１１におけるＺ軸方向（光
軸方向）への移動期間を露光期間としたことに起因する、標的マーカに基づく輝点の計数
精度の劣化を回避することができる。
【００９２】
　また上述の実施の形態では、対照遺伝子数及び対照マーカ色の設定がない場合、円形状
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とすべき条件を満たさない標的マーカの輝点が存在した細胞核が、細胞核あたりの輝点の
平均の算出に際して除くべき細胞核とされた。しかしながらこの場合、対照遺伝子数と相
違する数の対照マーカが存在する細胞核を低精度類として分類されることはないため、図
９を用いて上述したように、標的マーカの数は１つの細胞核に存在するものとして計数さ
れたものであるか否かが分からないことになる。
【００９３】
　したがってこの場合は特に、正常の細胞核ではない可能性を有する細胞核を低精度類と
して分類するステップを、例えば第１ステップＳＰ１と、第２ステップＳＰ２との間に設
ける。このようにすれば、遺伝子計数部４４は、対照遺伝子数及び対照マーカ色の設定が
ない場合であっても、細胞核あたりの輝点の平均を正確に算出することができる。
【００９４】
　具体的には、細胞核の辺縁が滑らかであるとすべき条件もしくは細胞核が円乃至楕円で
あるとすべき条件を満たさない細胞核が、正常の細胞核ではない可能性を有する細胞核に
相当するので、当該細胞核が低精度類として分類される。
【００９５】
　細胞核の辺縁が滑らかであるとすべき条件は、例えば、細胞核が呈するとして設定され
る核マーカ色に対応する画素であり、所定閾値以上の輝度となる画素が隣接する領域の辺
縁ではコーナーが非検出である場合等とされる。また、細胞核が円乃至楕円であるとすべ
き条件は、例えば、細胞核が呈するとして設定される核マーカ色に対応する画素であり、
所定閾値以上の輝度となる画素が隣接する領域における長径と短径との比が閾値以上とな
る場合等とされる。
【００９６】
　また上述の実施の形態では、細胞核あたりの標的マーカの平均が算出された。しかしな
がらこの実施の形態に加えて又は代えて、該細胞核あたりの標的マーカの最大値もしくは
最小値又はサンプル像での標的マーカの総数を算出する形態が適用されてもよい。
【００９７】
　また上述の実施の形態では、生体サンプルＳＰＬにおけるターゲットとして遺伝子が適
用された。しかしながら生体サンプルＳＰＬにおけるターゲットはこの実施の形態に限定
されるものではない。たとえば、細胞膜チャンネルなどの蛋白、糖蛋白又は糖鎖など、種
々の分子をターゲットとしてこの実施の形態を適用することができる。
【００９８】
　また上述の実施の形態では、サンプル蛍光像から標的マーカが計数されたが、当該計数
結果からがんの進行度を判定する形態が適用されてもよい。この形態では、具体的にはが
んの陽性又は陰性を判定する判定手段が、例えば遺伝子計数部４４と、データ記録部４５
の間に設けられる。
【００９９】
　この判定手段では、細胞核あたりの標的マーカの平均あるいは細胞核あたりの標的マー
カを対照マーカで除算した値の平均と、陽性とすべきとして設定される閾値とを比較して
、生体サンプルＳＰＬに対してがんの陽性又は陰性が判定される。なお、がんの陽性を判
定した場合、細胞核あたりの標的マーカの平均あるいは細胞核あたりの標的マーカを対照
マーカで除算した値の平均に基づいて、がんの進行度を判定させるようにしてもよい。
【０１００】
　また上述の実施の形態では、細胞核内での標的マーカが計数された後に、細胞核あたり
の標的マーカの計数精度が劣る類とすべき細胞核を分類した。しかしながらこの実施の形
態に代えて、当該分類後に、細胞核内での標的マーカを計数する形態が適用されてもよい
。
【０１０１】
　また上述の実施の形態では、固定とされる対物レンズ１２Ａの光軸方向に可動ステージ
１１を移動させた。しかしながらこの実施の形態に代えて、可動ステージ１１を固定とし
、その可動ステージ１１に対してＺ軸方向（光軸方向）に対物レンズ１２Ａを移動させる
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形態が適用されてもよい。
【産業上の利用可能性】
【０１０２】
　本発明は、遺伝子実験、医薬の創製又は患者の経過観察などのバイオ産業上において利
用することができる。
【符号の説明】
【０１０３】
　１……生体サンプル像取得装置、１０……顕微鏡、１１……可動ステージ、１２……光
学系、１２Ａ，１２Ｂ……対物レンズ、１３……照明系、１４……励起光源、２０……デ
ータ処理部、２１……ＣＰＵ、２２……ＲＯＭ、２３……ＲＡＭ、２４……操作入力部、
２５……インターフェイス、２６……表示部、２７……記憶部、３０……撮像素子、４１
……光源制御部、４２……ステージ移動制御部、４３……蛍光像取得部、４４……遺伝子
計数部、４５……データ記録部、ＳＰＬ……生体サンプル。

【図１】 【図２】
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