
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多数の発光部と非発光部とが混在する試料の一部を切り出した測定画像を得る手段と、
　前記測定画像の２次元の位置に対応する輝度を記録する輝度記録手段と、
　該輝度記録手段に記憶した輝度をｎ階調にデジタル処理化するデジタル化手段と、
　前記デジタル処理化された輝度を２次元の位置情報とともに記憶装置に記憶する第１の
記憶手段と、
　前記記憶装置に記憶された輝度情報を読み出し輝度ヒストグラムを形成する第１の演算
手段と、第２の記憶手段に記憶された前記輝度ヒストグラムの閾値となる階調値（Ｇｒｔ
ｈ）により発光部と非発光部とを分割し、発光部から解析値を演算する第２の演算手段と
、第３の記憶手段に記憶された検量線と前記解析値とから濃度を演算する第３の演算手段
とを有
　

　
ことを特徴とする発光強度解析装置。

【請求項２】
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し、
前記閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）が、前記検量線を求めるための少なくとも３以上の

既知の試料の濃度の各々の輝度ヒストグラムをｎ個のすべての階調値（Ｇｒ n = 1、 n）を用
いて、第２の演算手段により階調値毎に演算した解析値と、前記既知の濃度と、の関係を
第３の演算手段により相関係数として求めたもののうち、該相関係数がもっとも１に近い
階調値であり、

前記閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）での解析値と前記既知の濃度との検量線を第３の記
憶手段に記憶させた



　前記解析値が、前記多数の発光部の積分値、合計値、であることを特徴とする請求項１
に記載の発光強度解析装置。
【請求項３】
　前記多数の発光部と非発光部とが混在する試料の一部を切り出した測定画像を得る手段
が顕微鏡であることを特徴とする請求項１に記載の発光強度解析装置。
【請求項４】
　前記顕微鏡が共焦点型の顕微鏡であることを特徴とする請求項 に記載の発光強度解析
装置。
【請求項５】
　前記多数の発光部からの発光が、蛍光、燐光、化学発光または生物発光であることを特
徴とする請求項１に記載の発光強度解析装置。
【請求項６】
　前記試料は、基材上に担持された発光物質を含む化合物質であることを特徴とする請求
項１に記載の発光強度解析装置。
【請求項７】
多数の発光部と非発光部とが混在する試料の一部を切り出して測定画像を得るステップと
、
　前記測定画像の２次元の位置に対応する輝度を記録するステップと、
　前記記録された輝度をデジタル値に変換するステップと、
　該デジタル値に変換された輝度を２次元の位置情報とともに記憶装置に記憶するステッ
プと、
　前記記憶装置に記憶された前記輝度情報を読み出すステップと、
　前記輝度情報を輝度ヒストグラムに加工するステップと、
　前記輝度ヒストグラムを予め決められた閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）により発光部と
非発光部とに分割するステップと、
　前記発光部から解析値を求めるステップと、
　予め求めておいた検量線と前記解析値とから濃度を求めるステップとを有 、
　

ことを特徴とする発光強度解析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、化学物質定量に於ける発光強度解析方法及び装置に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　蛍光物質などの発光強度を特徴にして、薄膜や平板に捕捉された発光物質の定量を行う
ことは、広く行われている。得られた画像の発光強度の面内分布が一様である場合、前記
発光面の発光強度を以って、定量に用いることが可能であるが、発光状態が一様でない場
合、定量性を向上するにために発光部と非発光部を分離する必要が生じる。廣辻等（特許
第２９４７３０５号）や野上（特許第３２７０７２２号）は、発光強度画像を取得後、微
生物内の蛍光物質濃度を測定するにあたり、得られた画像を予め定めたしきい値により２
値化し、計測対象物の切り出しを行い、該当部位の蛍光強度を積分する手法を用いている
。また、大戸等（特許第３１２９６３１号）は、発光酵素で菌を染色し、総発光量と測定
対象物である菌数の検量線を作成し、菌数を求めるあるいは菌１個あたりの平均発光量で
総発光量を割り算して菌数とする方法を用いている。
【特許文献１】特許第２９４７３０５号
【特許文献２】特許第３２７０７２２号
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３

し
前記閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）を、前記検量線を求めるための少なくとも３以上の

既知の試料の濃度の各々の輝度ヒストグラムをｎ個のすべての階調値（Ｇｒ n = 1、 n）を用
いて、階調値毎に演算した解析値と、前記既知の濃度と、の関係を相関係数として求めた
もののうち、該相関係数がもっとも１に近い階調値とし、前記階調値（Ｇｒｔｈ）での解
析値と濃度との関係を示す前記検量線を作成する



【特許文献３】特許第３１２９６３１号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　しかしながら、上記の測定方法では、基本的に計測対象部位の切り出しが必要であり、
測定系に適した任意の処理基準を設定しなければならない。また、光学的な解像度を超え
た画像を処理する場合、切り出しによる形態学的な意義は薄れてしまう。
【０００４】
　本発明に係る目的は、発光強度読み取り装置において、測定画像として信号部とバック
グラウンド部が混在するような画像を処理するにあたり、画像を輝度分布にデジタル化し
、任意の輝度を境界値（しきい値）にして、信号成分とバックグラウンド成分を分割し、
信号成分部分の統計的な解析値を出力する機構を提供し、発光物質標準液の一連の濃度系
列から作られた画像系列を用いて最適な前記境界値を算出し、検量線を作成する機構と、
前記検量線および前記境界値を用いて、未知試料中の発光物質濃度の算出を可能にするこ
とにある。前記手法及び装置は、計測対象を選ばす適用可能である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　上記目的を達成するため、本発明に係る第１の発明は、発光強度読み取り装置において
、測定画像として信号部とバックグラウンド部が混在するような画像を処理するにあたり
、画像を２次元（ｘｙ平面）の輝度分布にデジタル化する機構と、任意の輝度を境界値（
しきい値）にして、信号成分とバックグラウンド成分を分割し、信号成分部分の統計的な
解析値を出力する機構を有する発光強度読み取り方法と装置を提供することにある。本発
明に係る第２の発明は、前記手法及び装置を用いて、発光物質標準液の一連の濃度系列か
ら作られた画像系列を用いて最適な前記境界値を算出し、検量線を作成する機構と、前記
検量線および前記境界値を用いて、未知試料中の発光物質濃度を算出する機構を有する発
光強度読み取り方法と装置を提供することにある。
【発明の効果】
【０００６】
　以上、説明したように、本発明よれば、測定画像として信号部とバックグラウンド部が
混在するような画像を処理し、最適化された検量線を作成し、未知試料中の発光物質の信
号強度の算出と発光物質の定量が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００７】
　本発明の発光強度解析装置は、化学物質の発光を測定することで化学物質の定量解析に
用いるものである。本発明の第１の実施形態は、多数の発光部と非発光部とが混在する試
料の一部を切り出した測定画像を得る手段と、測定画像の２次元の位置に対応する輝度を
記録する輝度記録手段と、該輝度記録手段に記憶した輝度をｎ階調にデジタル処理化する
デジタル化手段と、デジタル処理化された輝度を２次元の位置情報とともに記憶装置に記
憶する第１の記憶手段と、記憶装置に記憶された輝度情報を読み出し輝度ヒストグラムを
形成する第１の演算手段と、第２の記憶手段に記憶された輝度ヒストグラムの閾値となる
階調値（Ｇｒｔｈ）により発光部と非発光部とを分割し、発光部から解析値を演算する第
２の演算手段と、第３の記憶手段に記憶された検量線と解析値とから濃度を演算する第３
の演算手段とを有することを特徴とする発光強度解析装置である。第２の記憶手段に記憶
された前記閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）が、検量線用の少なくとも３以上の既知の試料
の濃度の各々の輝度ヒストグラムをｎ個のすべての階調値（Ｇｒ n = 1、 n）を用いて発光部
と非発光部とに分解し、第２の演算装置で階調値毎の解析値を演算し、ｎ個の階調値（Ｇ
ｒ n = 1、 n）毎の解析値と既知の濃度との相関係数を演算する第３の演算装置と、第３の演
算装置で演算された前記相関係数のうちもっとも１に近い階調値を前記閾値となる階調値
（Ｇｒｔｈ）とし、閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）による解析値と既知の濃度との検量線
とすることが好ましい。解析値は、発光部の積分値、合計値等を用いることができる。
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【０００８】
　多数の発光部と非発光部とが混在する試料の一部を切り出した測定画像を得る手段は顕
微鏡であることが好ましく、共焦点型の顕微鏡であることがより好ましい。また、多数の
発光部からの発光は、蛍光、燐光、化学発光または生物発光であっても良く、試料は、基
材上に担持された発光物質を含む化合物質であっても良い。基材は、平板形状であっても
、３次元的な立体形状をしていても良いが、３次元的な立体形状としては、基板に形成さ
れた貫通孔であることが好ましい。
【０００９】
　更に、本発明は、多数の発光部と非発光部とが混在する試料の一部を切り出して測定画
像を得るステップと、測定画像の２次元の位置に対応する輝度を記録するステップと、記
録された輝度をデジタル値に変換するステップと、該デジタル値に変換された輝度を２次
元の位置情報とともに記憶装置に記憶するステップと、記憶装置に記憶された輝度情報を
読み出すステップと、輝度情報を輝度ヒストグラムに加工するステップと、輝度ヒストグ
ラムを予め決められた閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）により発光部と非発光部とに分割す
るステップと、発光部から解析値を求めるステップと、予め求めておいた検量線と解析値
とから濃度を求めるステップとを有することを特徴とする発光強度解析方法である。検量
線と閾値となる階調値（Ｇｒｔｈ）とは、少なくとも３以上の既知の試料の濃度の各々の
輝度ヒストグラムから、該複数の輝度ヒストグラムをｎ個のすべての階調値（Ｇｒ n = 1、 n

）で発光部と非発光部とに分解するステップと、各階調値の発光部の解析値を求めるステ
ップと、各階調値の解析値と既知の濃度との相関係数を求めるステップと、ｎ個の各階調
値（Ｇｒ n = 1、 n）の相関係数からもっとも相関性が高い階調値を記憶するステップと、該
階調値での解析値と濃度との関係を示す検量線を作成するステップで得ることができる。
解析値を求めるステップは、発光部の積分値、合計値等を求めるステップであることが好
ましい。
【００１０】
　本発明の第１の実施の形態をより詳細に説明する。本実施の形態による発光強度解析装
置は、化学物質を光学的な手法で、測定対象となる化学物質の一部を切り出し、受光素子
に電荷を蓄積し電荷の量により受光した光の強度（輝度）を測定する。受光素子としては
、電荷結合素子（以下、ＣＣＤと称す場合がある）、Ｃ－ＭＯＳセンサや受光ダイオード
が一般的に使われている。ＣＣＤやＣ－ＭＯＳセンサは、素子中に画素となる受光部がマ
トリックス状に形成されているので、平面状の試料からの発光を測定するのに適している
。
【００１１】
　受光素子の画素に蓄積された電荷は、アナログ－デジタルコンバータ（以下、ＡＤＣあ
るいはＡＤコンバータと略す）により、蓄積された電荷量をデジタル値に変換することが
できる。８ｂｉｔのＡＤＣを用いた場合、２ 8（２５６）階調に区分することができる。
ＣＣＤやＣ－ＭＯＳセンサに蓄積された輝度情報は、記憶装置に記憶させるときに画素の
位置情報と輝度情報とを同時に記憶させることが容易である。
【００１２】
　例えば、ｎ行ｍ列の画素からなっているＣＣＤの場合、図７（ｂ）に示すように、一定
の時間で各画素６－１に蓄積された電荷は、一端垂直シフトレジスタ１３に転送され、次
に、１列目が２列目に以下順に転送されｎ列目の素子が水平レジスタに転送される。次に
、水平レジスタに転送された電荷は、ｍ、ｍ－１、ｍ－２・・３、２、１の順に素子外に
順番に転送される。垂直レジスタ内での転送と水平レジスタ内での転送はＣＣＤに供給さ
れるクロック信号により行われる。ＣＣＤの外へ転送される際に電荷は一端電圧に変換さ
れる。ＡＤＣはこのアナログ値の電圧をデジタル値に変換するものである。ＣＣＤから外
部へ転送される情報は、ＣＣＤの画素の位置により決まった順番で転送されるので、予め
記憶装置１６にＣＣＤと同じ記憶領域を設けておけば、ＣＣＤの垂直及び水平シフトレジ
スタの転送信号と同期させることで、デジタルカメラで画像データを記憶させる方法と同
じ方法で記憶させることができる。
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【００１３】
　輝度情報を演算し、輝度ヒストグラムを作成する。作成した輝度ヒストグラムの発光部
と非発光部とを分離する閾値となる階調値は、後述の手順で決められる。
【００１４】
　閾値となる階調値により輝度ヒストグラムから発光部を分離し、発光部を解析し解析値
を得る。得られた解析値と既知の検量線とから濃度が未知の試料の濃度を決定できる。
【００１５】
　定量対象発光物質の既知の複数の濃度の試料を作成する。この時、濃度は少なくとも３
種類以上の濃度の試料を作成することが好ましい。
【００１６】
　作成した複数の濃度の試料ごとに、画像データを採取し、輝度ヒストグラムを作成する
。次に、該輝度ヒストグラムから発光部の解析値（積分値、合計値等）求めるが、発光部
と非発光部とを区分する階調値を階調のすべてについて行う。８ｂｉｔのＡＤＣを用いた
場合は２５６階調であるので２５６の解析値が各濃度の試料に対して得られる。次に、濃
度と、階調値毎の解析値との相関係数を求める。発光部と非発光部との区分が正確にでき
ていれば発光強度を示す解析値と濃度との相関は高いので、最も相関が高い（相関係数が
１に近い）階調値が、発光部と非発光部とを分ける閾値となる階調値となる。濃度と解析
値との相関を示す検量線も同時に得られる。得られた検量線と閾値となる階調値を用いて
濃度が未知の試料の濃度を求めることができる。
【００１７】
　本発明の発光強度解析方法を用いた化学物質定量は、図１の示されるような顕微鏡１に
接続されたＣＣＤカメラ５などにより撮影された化学物質の発光輝度分布画像を処理する
ことで得られるものである。図 1の発光強度解析装置は、顕微鏡１、顕微鏡１からの画像
情報を受ける、ＣＣＤカメラ５及びＣＣＤカメラ６を構成するＣＣＤ６を制御するＣＣＤ
コントローラ７及び画像処理コンピュータ１０から成り立っている。画像処理コンピュー
タ１０はＣＣＤ６からの画像情報を演算し、ＣＣＤを制御する信号をＣＣＤコントローラ
７に送信する演算装置８および演算された画像情報に基づいて画像を表示する画像表示装
置９から成り立っている。顕微鏡１は、試料２と試料からの発光を受ける対物レンズ３と
対物レンズ３により集光した光を目視確認用の光とＣＣＤカメラ用の光とに分光するハー
フミラー（目視による確認とＣＣＤカメラによる観察とを同時に行う必要がないときは単
なるハーフミラーではなく反射鏡を用いることもできる）とハーフミラーにより分光され
た光を受ける接眼レンズ４とから成り立っている。
【００１８】
　本実施の形態では、ＣＣＤカメラを用いたので、受光素子としてＣＣＤが用いられてい
るが、ＣＣＤ以外にもＣ－ＭＯＳセンサや受光ダイオードをマトリックス状に形成したも
のでも良いが、現状ではもっとも高感度であるので冷却ＣＣＤが発光強度解析には良く使
われている。
【００１９】
　発光輝度分布画像は、蛍光、燐光、化学発光、生物発光を利用できる。また、化学物質
からの直接の発光以外の、発光物質により標識された化学物質（例えば、ポリマー、核酸
、タンパク質など）からの発光も利用できる。この結果、本発明の発行輝度分布画像を用
いた解析は、発光物質そのもの発光以外にも、物理的吸着、化学反応、抗原抗体反応や核
酸のハイブリダイゼーション反応等における反応の検出に利用することができる。
【００２０】
　蛍光等の発光画像を処理するので、顕微鏡１は、共焦点型の蛍光顕微鏡を用いることが
好ましい。共焦点型の光学系を用いることで、焦点面以外の蛍光が見えないようにするこ
とが可能となり、更に、厚い試料中の特定の面に焦点を合わせることが可能となる。また
、ＣＣＤカメラ５は、微弱光の検出を目的とするのでＣＣＤ６を冷却する冷却ＣＣＤカメ
ラが好ましい。
【００２１】
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　図４は、図１に示した発光強度解析装置により得られた発光輝度分布画像である。
【００２２】
　次に、図４の発光輝度分布画像を用いた発光輝度解析方法を、図面を用いて詳細に説明
する。
（１）　画像データの採取。
【００２３】
　試料から採取された画像情報は、ＣＣＤの画素に蓄積された電荷量が生のデータである
。採取する発光の強度によりＣＣＤコントローラにより蓄積時間を変更することができる
。測定試料の濃度範囲に応じてＣＣＤの画素への蓄積時間を設定する。ＣＣＤ６の画素に
蓄積された電荷量は、ＣＣＤの列・行に対応する位置情報とともに演算装置に送信され、
演算装置の記憶領域に記憶される。
（２）　輝度ヒストグラムの作成
　採取された画像データは、図５に示すような、ＣＣＤの画素を単位として各画素の電荷
量に基づく輝度ヒストグラムを作成する。輝度は、ＣＣＤの画素に蓄積された電荷をアナ
ログ－デジタルコンバータ（以下、ＡＤＣと略す）によりデジタル変換することで得られ
、８ｂｉｔのＡＤＣを用いた場合は最大で２５６階調の輝度に分類することができる。複
数の画素、例えば、２×２の４画素を１単位として輝度ヒストグラムを作成しても良い。
【００２４】
　複数の画素を１単位として輝度ヒストグラムを作成する場合は、複数画素の電荷量の解
析値（積分値、合計値等）を用いることができる。
（３）　閾値による信号部の確定
　後述の検量線を作成した際の、階調を閾値として、信号とバックグラウンドを分離し、
信号部を確定する。
（４）　信号部の解析値の算定
　信号部からの解析値（積分値、合計値等）を求める。
（５）　解析値と検量線とから濃度の算定
　検量線と得られた信号部の解析値とから、試料の濃度を求める。
【００２５】
　この際の解析値は、検量線を作成した際に用いた解析値と同じ手法を用いることは言う
までもない。
（６）　検量線の作成
６－１　標準試料の作成
　定量対象発光物質標準液の一連の濃度系列を調製し、各濃度の試料を作成する。
６－２　標準試料の画像データの採取
　各濃度の試料のＣＣＤカメラ５による画像データを採取する。
６－３　輝度ヒストグラムの作成
　採取した各標準試料の輝度ヒストグラムを作成する。
６－４　階調毎の信号部の確定
　全ての階調を閾値として信号とバックグラウンドを分離し、階調毎の信号部を確定する
。
６－５　階調毎の信号部の解析値の算定
　階調毎の信号部のデータから解析値（積分値、合計値等）を求める。
６－６　濃度と解析値の相関関係の算定
　得られた各階調の解析値と試料の濃度とを比較し、検量線の相関を調べ、閾値とした階
調と試料の濃度との相関係数との関係を求める（図６参照）。最も濃度との相関が高い階
調を閾値とする。
【００２６】
　この際、解析値を得る方法も種々変えて最も相関の高い解析方法と閾値となる階調を得
ることもできる。
６－７　検量線の選定
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　もっとも濃度と相関の高い階調値の解析値から検量線を選定する。
【００２７】
　図 7を用いて、本実施例の発光強度解析装置の構成と動作とをより詳細に説明する。
【００２８】
　試料からの発光は、ｎ×ｍの画素を持つＣＣＤ６に入射する。入射光は、対応する画素
に入射光の強度に比例した電荷が蓄積される。各画素に蓄積された電荷は、垂直シフトレ
ジスタ１３により水平シフトレジスタ１４に逐次転送される。水平シフトレジスタ１４に
転送された電荷は、水平シフトレジスタ１４によりＣＣＤ６からＡＤコンバータ１５に転
送される。ＡＤコンバータ１５に転送された電荷は、ＡＤコンバータ１５によりアナログ
値からデジタル値に変換される。８ビットのＡＤコンバータの場合２５６階調のデジタル
値に変換される。デジタル値に変換された画素の輝度データは、記憶装置１６にＣＣＤの
位置情報とともに記憶される。
【００２９】
　記憶装置１６は、ダイナミックメモリ（以下、ＤＲＡＭと略す）、ハードディスクデバ
イス（以下、ＨＤＤと略す）等の記憶装置を使うことができるが、大量のデータになるの
でＨＤＤが好ましい。上記の説明は、試料全体を一回で測定できることを想定して説明し
たが、Ｎ×Ｍに分割して測定する場合は、上記の手順をＮ×Ｍ回行えばよいのでこの後の
説明も試料全体を１回で測定できる場合を想定して説明する。
【００３０】
　記憶装置１６に記憶されたｎ×ｍの輝度データは、演算装置１７により各諧調のデータ
の分布が演算される。演算の手順（プログラム）も記憶領域１６に記憶され、演算装置１
７の記憶領域に転送され、演算装置は該プログラムの手順に従って輝度データの諧調の分
布を演算する。演算した階調の分布は、表示装置１８に表示することができる。図５に演
算した階調の分布（輝度ヒストグラム）を示す。
【００３１】
　図５のｌ階調が閾値の場合、ｌ階調以上が信号部となる。この場合、図５（ｂ）の領域
が信号部となり、該信号部を積分した値を解析値とする。解析値は、積分値に限られるも
のではなく、合計値、平均値等を用いることができる。
【００３２】
　検量線を求める場合は、各濃度の標準試料の輝度データ毎に、閾値となる階調を０～２
５５階調すべての階調値について解析値を求め、濃度、閾値となる階調値及び解析値を記
憶装置１６に記憶させる。その後、各濃度の試料の、閾値となる階調値が同じ場合の解析
値と濃度との相関係数を求める。各階調値毎の相関係数は図６に示すような結果が得られ
た。相関係数が１にもっとも近い階調値を閾値とする。閾値となる階調値と濃度と解析値
との関係は記憶装置１６に記憶される。濃度と解析値との関係は、例えば、ｙ：濃度、ｘ
：解析値とした場合、検量線は、ｙ＝ｆ（ｘ）として記憶することもできる。
【００３３】
　未知の濃度の試料の濃度を求める場合は、同様の手順で、輝度ヒストグラムを求め、閾
値となる階調値から信号部からの解析値を検量線に当てはめることで濃度を算出すること
ができる。
【実施例】
【００３４】
　以下、図面を参照して、本発明を実施例により更に具体的に説明する。なお、本発明は
以下の実施例のみに限定されるものではない。
（第１の実施例）
　本実施例では、顕微鏡として、共焦点型の蛍光顕微鏡を用いた。また、発光物質を固定
化する基材として、ポリカーボネート製の多孔性のメンブレンフィルター（例えば、Ｗｈ
ａｔｍａｎ社Ｎｕｃｌｅｐｏｒｅ　Ｍｅｍｂｒａｎｅ）を利用した。発光物質としてロー
ダミン溶液を、フィルターホルダー（例えば、東洋濾紙株式会社ＫＳ－１３）に装着した
前記フィルターを通過させた。ローダミンはポリカーボネートフィルター表面に物理吸着
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した。ポリカーボネートフィルターは、１５μｍ程度の膜厚を持っており、ローダミンは
膜内に３次元的に吸着した。共焦点顕微鏡で観察すると、ポリカーボネートフィルターを
スライスしながら、蛍光画像を取得することができる。
【００３５】
　最初に、検量線を作成した。孔径を０．８μｍ、厚さ１０μｍのメンブレンフィルター
を用い、ローダミンの濃度系列を調製し、それぞれの別個のポリカーボネートフィルター
を通過させた。余分なローダミン溶液を除去するために洗浄しても良い。ローダミンが吸
着したフィルターは、順次、共焦点顕微鏡により、図４に示す蛍光画像を測定した。得ら
れた画像は、図５に示すように２５６階調程度の輝度のヒストグラムに変換した。閾値と
なる階調を求めるために、全ての階調を境界値として、信号成分とバックグラウンド成分
に分解し、輝度の積分値を計算した。各試料の濃度と積分値との相関係数を、各階調毎に
算出し、各階調と相関係数とから最適な閾値となる階調を求めた（図６参照）。本実施例
では、２２２の階調を閾値としたときに濃度との相関がもっとも高かった。閾値となる階
調を基準に検量線を作成した。本実施例では、検量線は１次直線として得られ、解析値と
濃度との関係式として用いた。
【００３６】
　該検量線を用いて、未知濃度のローダミンの定量を行った。
【００３７】
　上記の説明は、ポリカーボネートメンブレンのような３次元的な立体構造を持った基材
の場合、同じ測定深度での画像データを用いた場合の説明である。
【００３８】
　測定厚みも考慮すると、本実施例の厚さ１０μｍのメンブレンフィルターの場合、各濃
度試料画像の採取を、メンブレンフィルターの上面、底面及び中間部の３箇所で求めた輝
度分布の画像データをＣＣＤの画素に対応する位置毎に加算して求めることで測定精度を
上げることができる。また、厚み方向に測定したそれぞれの画像について、解析値を求め
相関を解析することで、より最適な厚み方向の位置と測定する厚さ及び閾値が得られ、測
定精度を上げることができる。
（第２の実施例）
　測定用の基材が活性基を有する場合、定量対象物質を共有結合させて、測定を行うこと
ができる。活性基による表面修飾メンブレン（例えば、日本ポール株式会社イムノダイン
ＡＢＣメンブレン）を利用した場合、該メンブレン表面の活性基は、たんぱく質のアミノ
基と反応し共有結合を形成する。定量対象物質として、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ－４－ｉ
ｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（ＦＩＴＣ）標識抗体をメンブレンに滴下する。濃度系列を
調製し、一定時間反応させた後、ブロッキング試薬（例えば、ウシ血清アルブミン、カゼ
インなど）にて洗浄し、測定に用いる。該メンブレンは、光透過性ではないので、メンブ
レン表面からの蛍光発光を測定する。
【００３９】
　実施例１での画像処理と同様に、輝度ヒストグラムを作成し、相関係数を基にして、最
適な階調値を求める。次に、閾値として得られた階調値に基づいて検量線を作成し、該検
量線を用いて、未知濃度の結合たんぱく質の定量を行う。
【００４０】
　また、前記、ＦＩＴＣ標識抗体を任意の抗原に対する非標識抗体とし、該非標識抗体の
共有結合による固定化、ブロッキング試薬による洗浄、抗原、ＦＩＴＣ標識抗体により順
次メンブレンを処理し、サンドイッチイムノアッセイを行い、抗原の定量法に用いること
もできる。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】本発明に係る測定装置を示す図
【図２】実施例の解析フロー図
【図３】実施例の検量線を作成するフロー図
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【図４】実施例における蛍光画像
【図５】実施例における輝度ヒストグラム
【図６】実施例における検量線の相関係数と境界値の関係図
【図７】本発明に係わる測定装置の詳細概略図
【符号の説明】
【００４２】
　１　顕微鏡
　２　試料
　３　対物レンズ
　４　接眼レンズ
　５　ＣＣＤカメラ
　６　ＣＣＤ
　７　ＣＣＤコントローラ
　８　演算装置
　９　表示装置
　１０　画像処理用コンピュータ
　１１　信号部
　１２　バックグラウンド部
　１３　垂直シフトレジスタ
　１４　水平シフトレジスタ
　１５　記憶装置
　１６　演算装置
　１７　表示装置
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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