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(57)【要約】
本発明は、免疫蛍光アッセイにより細胞の免疫蛍光病巣
を自動的に判定する方法に関し、発明を実施するために
システム及びキットに加えて合成校正用粒子を用いる。
好ましい実施の態様においては、この方法において前記
免疫蛍光病巣はガンマH2Ax病巣である。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
免疫蛍光アッセイの手段により細胞免疫蛍光病巣を自動的に判定する方法であり、
a.　解析される細胞及び合成校正用粒子の混合物を提供し、その細胞及び粒子は固相に固
定される；
b.　合成校正用粒子を検出し、続いて合成校正用粒子の検出に基づき蛍光顕微鏡装置及び
自動評価システムを校正し及び焦点調節をする；
c. 前記混合物を細胞の標的基質に結合する一以上の抗体と共に培養する；
d. 前記蛍光顕微鏡装置により前記基質に結合した抗体を検出する；及び
e. 前記自動評価システムを用いて前記蛍光顕微鏡装置により生成される画像データから
免疫蛍光病巣を判定する
ステップを含む、前記方法。
【請求項２】
前記免疫蛍光病巣はガンマH2Aｘ病巣である、請求項１の方法。
【請求項３】
前記合成校正用粒子は微小粒子であり、好ましくはその直径が１－１００μmである、請
求項１または２の方法。
【請求項４】
前記合成校正用粒子及び/又は抗体は、蛍光マーカーを用いて特にマークされている、請
求項１乃至３のいずれかの方法。
【請求項５】
前記抗体は、細胞の標的基質に結合する一以上の一次抗体であり、及び蛍光マークされそ
して一次抗体に結合する一以上の二次抗体であり、それにより、結合された基質を免疫蛍
光病巣として検出することを容易にさせる、請求項１乃至４のいずれかの方法。
【請求項６】
前記細胞が、リンパ球、単球、及び/又はマクロファージの様な単核血球、線維芽細胞の
様なインビトロ培養細胞、又は実験細胞株から得られる細胞から選択される、請求項１乃
至５のいずれかの方法。
【請求項７】
ステップb)の前記校正又はステップe)の前記判定には、更に、染色され又はマークされた
細胞核の検出を介して、好ましくはDAPI染色細胞核の検出を介して、細胞を検出し及び位
置を決めることを含む、請求項１乃至６のいずれかの方法。
【請求項８】
前記判定は細胞あたりの病巣の数を判定することを含む、請求項１乃至７のいずれかの方
法。
【請求項９】
ステップe）の前記自動評価システムはソフトウェアとして実行可能な命令を格納するコ
ンピュータ可読メモリを持つコンピュータ装置を含み、前記ソフトウェアは、コンピュー
タによって実行されたときは、オートフォーカス制御、自動化された画像取得、自動画像
解析及び/又は自動化されたパターン認識の機能を実行するモジュールを含む、請求項１
乃至８のいずれかの方法。
【請求項１０】
蛍光顕微鏡装置の焦点調節及び自動評価システムが顕微鏡画像の動的自動焦点化により行
われる、請求項１乃至９のいずれかの方法。
【請求項１１】
細胞および/または細胞集団におけるDNA二本鎖切断数の判定のための請求項１乃至１０の
いずれかの方法の使用であって、前記ガンマH2AX病巣の数は、DNA二本鎖切断の数に比例
する、前記方法の使用。
【請求項１２】
細胞及び/又は細胞集団におけるDNA損傷を判定するための、請求項１乃至１１のいずれか
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の方法の使用であって、前記方法の使用は
a.　試験細胞におけるガンマH2Ax病巣の数は、対照細胞におけるガンマH2AX病巣の数と比
較され、及び
b.　対照細胞と比較して試験細胞における細胞当たりのガンマH2Aｘ病巣の数が多いほど
、試験細胞におけるDNA損傷が増大していることを示す、
方法の使用。
【請求項１３】
細胞及び/又は細胞集団をイオン化照射又は他の任意の種類の放射線曝露、または任意の
他のDNA損傷物質または処置への暴露を判定するための、請求項１乃至１２のいずれかの
方法の使用。
【請求項１４】
請求項１乃至１３のいずれかの方法による免疫蛍光アッセイの手段により免疫蛍光病巣を
自動的に判定するシステムであって、
a.　解析されるべき細胞および合成校正用粒子の混合物であって、それらの細胞および粒
子が固相に固着される、
b.　カメラ、電動走査ステージおよびマルチチャネル発光ダイオード（LED）を備えた蛍
光顕微鏡を含む蛍光顕微鏡装置、及び
c.　ソフトウェアとして実行可能な命令を格納するコンピュータ可読メモリを持つコンピ
ュータ装置を含む自動評価システムであり、前記ソフトウエアはコンピュータによって実
行されたときに、オートフォーカス制御、自動化された画像取得、自動画像解析及び/又
は自動化されたパターン認識の機能を実行するモジュールを含み、その場合二つ以上のカ
ラーチャネルが解析され、それぞれは合成校正用粒子または標的基質に関連した免疫蛍光
病巣のいずれかに対応する、
ことを含む前記システム。
【請求項１５】
請求項１乃至１４のいずれかの方法に基づく免疫蛍光アッセイの手段により免疫蛍光病巣
の自動的な判定のための方法を実施するためのキットであり
a.　その上に解析されるべき細胞が固定される固相の表面に固定された合成校正用粒子を
含む、1種以上の固相体
b.  好ましくは、二次抗体として使用するために、蛍光標識と結合した免疫グロブリン特
異抗体を含む一以上の複合体、及び任意選択的に
c.　合成校正用粒子、一次抗体および/または二次抗体用の洗浄バッファ、カバースリッ
プ、被覆媒体、および/または蛍光標識、
を含む前記キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、免疫蛍光アッセイにより細胞の免疫蛍光病巣を自動的に判定する方法に関し、
同方法は、解析される細胞及び合成校正用粒子の混合物であり、その細胞及び粒子は固相
に固着されている混合物を提供すること、合成校正用粒子を検出することを含み、続いて
、合成校正用粒子の検出に基づく、蛍光顕微鏡機器及び自動評価システムの校正及び焦点
調整、細胞の標的基質に結合する一以上の抗体による前記混合物の培養、蛍光顕微鏡機器
による前記基質に結合している抗体の検出、及び前記自動評価システムを用いて蛍光顕微
鏡機器により生成された画像データから免疫蛍光病巣を判定することを含む。好ましい実
施の態様においては、この方法において、前記免疫蛍光病巣はガンマH2Ax病巣である。
【背景技術】
【０００２】
　異なる免疫蛍光装置及び方法を用いている異なる実験機関について、免疫蛍光アッセイ
を標準化及び自動化することは、バイオアッセイ及び診断における極めて有意義な挑戦で
ある。蛍光による信号を高感度及び高選択性を持って検出しそして評価すること、特に細
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胞ベースアッセイにおいて実施することは、バイオアッセイ及び診断において用いられる
幾つかの最も重要な検出法として、蛍光アッセイの発展をもたらした。蛍光による検出方
法の有利な点は、例えば、蛍光顕微鏡検査方法を用いた場合検出が高感度で行われ、細胞
において標的対象物を蛍光マーキングする比較的簡単な方法を実施することができ、そし
て複数のパラメーターの解析を同時並行して行うことができることであり、この場合異な
る標的対象物を異なるマーカーにより複数のマーキングすることができる。したがって、
この方法は、吸収測定法及び複雑な、問題を含む放射線による測定法の様なより複雑な方
法に取って変わるものである。
【０００３】
　しかし、間接的免疫蛍光試験（IIF）において手動による判定及び評価は種々の主観的
要素に影響され、更に機器特有の技術パラメーターにより影響される。通常使用される細
胞基質及び試薬・物質に加えて、顕微鏡技術は蛍光フィルター、対物レンズ、光源、及び
調査対象となる蛍光パターンの解析を含んでおり、特に異なる各実験機関の間における異
なる顕微鏡装置及び方法を対比することを考慮すると、これらの要素が各々信頼に値しそ
して比較可能な結果を提供できるようにするためには、標準化が必要となる。
その解析に関して利用の可能性が大きいことを示す免疫蛍光アッセイの一つの例は健康産
業がある。しかし異なる実験機関の間に十分な標準化及び/又は自動化を欠いている免疫
蛍光アッセイの例としては、DNAの損傷をDNAの二重鎖切断（DSB）の検出により解析する
ことであり、その場合ガンマH２Aｘは知られたマーカーである。
DNAは、モノヌクレオチドを含む重合体を表し、モノヌクレオチド自身が塩基、デオキシ
リボ糖及びリン酸基を含む。核DNAは遺伝情報の共通のキャリアである。細胞核において
、DNAはヒストンタンパク質により複雑な構造を形成するが、ヒストンタンパク質はヌク
レオソームの形で存在し、ヌクレオソームはクロマチンの配置構造により種々の核のプロ
セスを制御することができる。例えば、核分裂の間に、特定の形態変化がクロマチンで起
きるが、その変化により凝縮した染色体が形成され、これは続いて起こる染色体の娘細胞
への分離を確実なものにするために必須である。DNAの複製及び転写は、その機能を実施
するためにまたクロマチンと相互反応をする必要のある酵素の複雑なシステムによって制
御されており、その機能は細胞代謝を維持するための基礎を成している。DNA分子自身及
び内部でコード化された情報は、その幾つかを上げると、例えば、転写、複製及び細胞分
裂等の種々の細胞及び核プロセスを通じて安定していることが必須である。
【０００４】
　細胞のDNAは、種々の代謝プロセスの直接又は間接的な影響下にあり、そのためそのプ
ロセスはDNAの分子構造を潜在的に変え得る。DNAの構造の変化はDNAの機能を維持又は実
行するために必須であり、例えば、抗体生成細胞の生成中、又は個々の塩基がメチル化さ
れる場合の複製の直後に、一時的な鎖の切断が現われる。
しかし、例えば、DSBの様な圧倒的な数のその様な変化は重要であるとは見做されず又は
予期した事象とは見られず、むしろ全体の生命体にとって潜在的に危険である変異の原因
とみられる。DNAの損傷は、例えば、自由ラジカルの様な代謝物による内因性プロセスに
加えて、外因性プロセス、例えば、イオン化、紫外線照射又は変異原性化学品などにより
起こることもある。
【０００５】
　イオン化照射はヒトにおいて多くの損傷的効果を引き起こし得るが、その場合DNA　DSB
はその最も重要なもの（１－３）の一つである。イオン化照射の生体組織に与える影響は
エネルギーの細胞への移転によるものであり、その際細胞への損傷の程度は複数の要因に
よる。最も重要なものは、放射線核種の放射物理特性、吸収線量、露出時間、生体系の放
射線感受性、放射線のエネルギー密度に加えて領域的なエネルギー蓄積（線エネルギー付
与、LET）(4-7)などである。細胞の生存の可能性はそのDNAの完全性（統合性）（integri
ty）によるが、その場合悪性細胞の根絶は、DNAへの損傷を広く引き起こすことになる。
物理的な変化の結果多くの化学的変化がDNAに起きる。そしてそれによりDNAに損傷が起き
、したがって、細胞の変異及び細胞の潜在的死亡が起きる（８，９）。この意味での最も



(5) JP 2014-524013 A 2014.9.18

10

20

30

40

50

生物学的に関連する損傷はDSB及びDNAの一本鎖切断（SSB）に関する。
【０００６】
　真核細胞ではDNAは高度に凝縮し、クロマチン構造に局地化されており、その場合クロ
マチンの基本要素はヌクレオソームであり、タンパク質コア（ヒストン　八量体）の周囲
に１．７倍で巻き付いている１４６のDNA塩基対を含む。ヌクレオソームのタンパク質コ
アは八量体から形成され、それはヒストンH2A, H2B, H3及びH4を各々二つ含んでいる。各
ヌクレオソームは更にH1ヒストンと結合しており、H1ヒストンは隣接するヌクレオソーム
をつなぐDNAを結合している。アセチル化、非アセチル化、又はリン酸化の様なヒストン
の修飾により、局地クロマチン構造が修飾され、ヒストンの修飾は、複製、転写又はDNA
の修復の様な、種々の核機能の制御において役割を果たしている。
【０００７】
　DSB後のヒストン修飾の一つの例は、セリン１３９上のヒストンH2Axのリン酸化である
。セリン１３９上のリン酸化されたH2Axは通常ガンマH2Axと呼ばれる。H2Axはクロマチン
のH2A群の約１０％を占め、均一に分散している様に見える。もしDSBが起きた場合は、そ
の後数分内にH2Axタンパク質はリン酸化されガンマH2Axを形成する。リン酸化はプロテイ
ンキナーゼ, （毛細血管拡張性運動失調症変異タンパク質（ATM））、DNA依存性プロテイ
ンキナーゼ(DNA-PK)、毛細血管拡張性運動失調及びRAD3関連タンパク質(ATR) (10-12)に
よって起きる。リン酸化はDSBの直近の領域で開始されそこから拡大するため、結果的にD
SB自身から数メガ塩基対までのH2Ax分子がリン酸化される。病巣として検出され得る核複
合体は、ガンマH2Ax、修復タンパク質及び細胞サイクルのためのチェックポイント制御タ
ンパク質として機能するタンパク質を含むタンパク質複合体に関係する。
【０００８】
　DNA二重鎖切断は、パルスフィールドゲル電気泳動法、コメット解析、及びトンネル解
析等の多くの方法を用いて数量化が可能である。しかし、これらの方法は全て比較的感度
が低く、そのため一細胞あたり僅かしかDSBを判定することができない。コメット解析に
ついては、背景事象から信頼性を持って識別できるDSBの閾値は、約４Gyの照射線量の場
合である。この照射線量で約160のDNA DSBが測定される。
免疫化学的研究を通して、免疫蛍光を用いてガンマH2Ax病巣の測定によりDNA DSBの数量
化が可能であることが示された（１３）。この方法を用いて、重イオンによる照射及びイ
オン化された光子の照射後に検出可能な病巣の数は、DNA DSBの予想された数に比例し及
び予想された位置にあることが分かる。DNA DSBを数量化するこの方法は十分な感度があ
り、そのためDNA DSBをミクロGy範囲で測定することが可能である。免疫蛍光を用いてセ
リン１３９上のリン酸化されたヒストンH2Ax（ガンマH2Ax）の染色により病巣を数量化す
る方法は、イオン化放射の効果の後にDNA DSBの数を数量化するための比較的新しい、か
つ感度の優れた方法である。
【０００９】
　ガンマH2Axを用いてDSBを検出する実験はその多くが、蛍光顕微鏡検査法を用いた免疫
細胞化学的実験及び評価及び/又は解析を含む。このアプローチを通して、実験用の細胞
株から得られる細胞に加えて、患者から採取したヒトの単核細胞が、イオン化放射に曝さ
れた後に試験された。しかし、蛍光顕微鏡検査法を用いてガンマH2Ax病巣を判定する方法
は、未だ比較的時間を要する方法であり、そして使用者の好み及び技術装置での差異の影
響を受け、一般的に主観的な解析方法である（１４）。ガンマH2Ax病巣を検出するために
、以前より唯一手動による顕微鏡検査のアプローチが採用されていた。
【００１０】
　知的ソフトウエアアルゴリズムを用いたガンマH2Ax病巣のパターン認識についての記述
は現在のところ幾つかの学術的な研究に限定されている（１４、１５）。これらの研究は
ガンマH2Ax病巣の自動的な検出及び評価の可能性について示している。しかし、現在のと
ころ商業的に用いることの出来る仕組みを用いてガンマH2Ax病巣を自動的に評価するため
のアルゴリズムを適用したと言う例は見当たらない。細胞中の病巣（光の点）を数える必
要があり（０から４０）、そしてその結果は試験された極めて多数の細胞（１スライドに
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ついて１００細胞）について確認することが必要である。免疫蛍光スクリーニングにおけ
る現在の進展について言えば、測定の標準化が可能な、個別に構成することの出来る、モ
ジュール式の、柔軟なそしてコンパクトなシステムに向っている。AKLIDESの様な自動化
された解釈システムは、高感度で、意味のある方法で蛍光信号を検出することの出来る蛍
光、光学測定システムである。その様なシステムは、モータ駆動の逆蛍光顕微鏡、デジタ
ルカメラ、モータ駆動のｘｙテーブル、及び評価及び解析のための好適なソフトウェアを
備えたコンピュータを含む。ビーヅ又は細胞構造の様な検出対象物は、標準化された方法
によりデジタル画像処理アルゴリズムを用いて自動的に認識され記述することができる。
【００１１】
　これまでのところ、自動検出システムを用いてガンマH2Aｘ病巣のパターン認識が可能
であるかについて満足すべき例又は報告がなされていない（１６）。
【００１２】
　ガンマH2Aｘ病巣の自動的パターン認識における困難さは、その様な解析を通して起き
る複雑な免疫蛍光パターンに加えて、細胞ベースアッセイの複雑な構造に関する。さらに
、この方法の標準化において基本的な重要性を持つ校正（calibration）が明確にされて
いなかった。自動化された解釈システムを用いたH2Ax病巣の判定及び解析を可能にする適
切な校正試薬・物質に対する強い要望が存在する。
ガンマH2Aｘ検出を校正する場合の技術上の問題は、信号を数量化するために用いられる
免疫蛍光画像の多様性にある。特に重要な点は別々のガンマH2Aｘ病巣の間での重複及び
間隔（layover）の存在がある。これらによる影響は数量化において重大な問題を起こす
可能性がある。更に、ガンマＨ2Ａｘ病巣を解析するために使用されるシステムの細胞ベ
ースの試験の特性が種々ありまた異なることであり、これが手順の標準化に重大な課題を
もたらす（１７、１８）。
自動化された微視的解釈システムは、解析システムの技術要素、例えば、校正剤（例えば
、合成微小粒子）の様な通常フローサイトメトリーで使用される要素を用いて標準化する
ことができる。
【００１３】
　その様な自動化標準に使用される知的アルゴリズムは、それが提供するガイドラインに
より規定される（１９－２０）。自動的された、客観的な方法は、主観によって影響され
る要因を排除することによりその様な標準化に適している様に見える。この意味において
、自己学習システムは最初の判断としては技術的に適しているように見える。しかし、よ
り詳細に検討してみると、自己学習システムは、事実、ガンマH2Aｘ病巣の解析の標準化
には適していないと思われる。自己学習ソフトウェア（特に既知のパターンを修飾するこ
とができ、また新しいパターンに関してユーザからインプットを得ることができるソフト
ウェア）を備えた装置を世界的に広めることは、各個々の実験機関の個々の分類上の成功
例を向上させると思われる。しかし、現在の状況は、各個々の自己学習システムはお互い
から遠ざかる方向に向っており、そのため学習プロセスは、システムにおいて提供される
元のデータから一層更に離れる傾向にある（２０，２１）。その結果は自己学習システム
は、実験機関の間に共通の標準化を増進させることなく、局地的（その実験機関に特有の
）な改善をもたらすことになる。
【００１４】
　したがって、ガンマH2Aｘ病巣の世界的な規模での分類標準は、方法を校正するために
、例えば、微小粒子の様な標準化された解析参照試薬・物質を用いて、統計的に定義され
た方法によってのみ可能であり、その方法は自動化された光学的な解釈の基礎を提供する
ものである。
【発明の概要】
【００１５】
標準化された試薬・物質及び方法を組み入れることにより、世界中の技術的状況が異なる
にも拘わらず互いに両立することの可能な解析的プラットホームを確立することができる
。技術的状況の違いは顕微鏡についての違い、蛍光の生成方法の違い、又は蛍光病巣の検
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出のための使用ソフトウェアの違いに関係する。
【００１６】
　標準化されたアプローチは、これら違いを克服し最終的に生物サンプルにおいて正確な
、信頼できる蛍光病巣の測定を可能にする。ひいては、これは発明のある面においては、
例えば、ＤＮＡ二重鎖切断の数の増大の様な、免疫蛍光病巣の修飾された数により示され
る疾病の様な、疾病の診断において診断の正確度の向上を可能とする。蛍光病巣の測定が
疾病をマーカーにより示し、そして標準化されたアプローチが、その様なマーカーを調べ
るために大規模に適用される場合、解析及び診断の信頼性は大幅に増大する。更に、デー
タが時間と共に集積され、以後の診断のために利用可能な大規模なデータセットとなる。
標準化されたアプローチによってのみ、自動的された診断はその精確性が向上するが、そ
のためには、異なる顕微鏡の使用状況での数量化に信頼性を以て適用され、そしてその結
果は同一の数量化された結果をもたらすことのできる、新しい方法を必要とする。現状で
は蛍光病巣の数を標準化された方法により評価するための信頼できるアプローチであって
、本願明細書に記載された生物学的サンプルの解析に好適なものは、従来技術には見当た
らない。
【００１７】
　従来技術に鑑み、本願発明の技術的解決課題は、免疫蛍光アッセイの手段により免疫蛍
光病巣を客観的、自動的に判定するための方法を提供することである。
この課題は独立請求項の特徴によって解決される。本願発明の好ましい実施の態様は従属
請求項により提供される。
【００１８】
　したがって、本願発明の目的は、免疫蛍光アッセイの手段により細胞免疫蛍光病巣を自
動的に判定する方法を提供することであり、以下を含む。
a.　解析される細胞及び合成校正用粒子の混合物を提供し、その細胞及び粒子は固相に固
定される；
b.　合成校正用粒子を検出し、続いて合成校正用粒子の検出に基づき蛍光顕微鏡装置及び
自動評価システムを校正し及び焦点調節をする；
c. 前記混合物を細胞の標的基質に結合する一以上の抗体と共に培養する；
d. 前記蛍光顕微鏡装置により前記基質に結合した抗体を検出する；及び
e. 前記自動評価システムを用いて前記蛍光顕微鏡装置により生成される画像データから
免疫蛍光病巣を判定する
　本願発明は蛍光顕微鏡法に現れる全ての免疫蛍光病巣を自動的に判定するために使用す
ることができる。好ましい実施の態様においては、本方法では、前記免疫蛍光病巣はガン
マH2Aｘ病巣である。H2Aｘ病巣は、その細胞核内のサイズ及び他の視覚的及び物理的特徴
から本願発明の方法による解析及び/又は判定に特に適している。H2Aｘ病巣のサイズより
、核内のクラスター化した空間分布をする、潜在的に重複する病巣を考慮すると、数量化
することが非常に困難となり得る。本願発明はこの問題を解決し、Ｈ2Ａｘ病巣の信頼で
きる自動的な数量解析を可能とし、そしてその発明はこれまで知られて来た方法と比べ、
驚くべきまた優れた特徴を持つものである。
【００１９】
　ある好ましい実施の態様においては、この方法では、前記合成校正用粒子は微小粒子で
あり、好ましくはその直径が１－１００μmである。粒子の直径１－１００μmの範囲には
、その直径が約1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 又は100 μmの粒子を含み、ま
たこの範囲の任意の数値のものを含む。しかし、粒子が前記顕微鏡システムの焦点調節及
び校正に適している限り任意のサイズであって良い。この特定サイズ（直径１－１００μ
m）の粒子は、解析される病巣のサイズに関わらず、顕微鏡装置の適当な校正を可能にす
るため、驚くべき優位性を持つ。Ｈ2Ａｘ病巣は、その病巣がより大きい又は小さいサイ
ズである場合に加えて、このサイズの粒子により校正されたシステムを用いて高い信頼度
で解析が可能である。
【００２０】
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　ある実施の態様において、前記方法では、前記合成校正用粒子及び/又は抗体は、蛍光
マーカーを用いて特にマークされていることに特徴がある。好ましい実施の態様において
は、前記方法又はシステムが使用される前に、粒子は既に蛍光試薬によりマークを付され
ている。粒子はまた、蛍光によりマークされた抗体又は他のその様な手段を用いてマーク
を付されても良く、その場合粒子は校正のために検出されそして測定されうる。その各々
の病巣が異なる蛍光マークを表しており、粒子又は病巣に対応するする細胞基質に結合す
る個々の抗体は、もし必要ならば校正の前に固相表面上の細胞及び粒子と共に培養され（
co-incubate）ても良い。形状、色彩又は反射特性のような粒子の物理的及び他の特徴は
、また粒子の検出及び続く校正のために使用しても良く、顕微鏡装置の校正及び焦点調節
が蛍光によるものでなく、むしろ、任意の好適な手段を用いた粒子の検出に基づくもので
あっても良い。
【００２１】
　好ましい実施の態様においては、前記方法において、前記抗体は、細胞の標的基質に結
合する一以上の一次抗体であっても良く、及び蛍光マークされそして一次抗体に結合する
一以上の二次抗体であっても良く、それによって結合された基質を免疫蛍光病巣として検
出することが容易になるという特徴がある。
ある実施の態様において、前記方法では、前記細胞が、リンパ球、単球、及び/又はマク
ロファージの様な単核血球、線維芽細胞の様なインビトロ培養細胞、又は実験細胞株から
の細胞から選択される。
血液又は本願明細書に記載の他の細胞から得られる細胞の解析によって、細胞が容易にか
つ確実及び迅速に解析のための固相に固着しうると言う予想しなかった有利な点があり、
そのため、粒子と組み合わされて解析される対象物は、固定された位置におかれ、確実な
数量化が可能となる。
【００２２】
　好ましい実施の態様においては、前記方法においては、ステップb)の前記校正又はステ
ップe)の前記判定には、更に、染色され又はマークされた細胞核の検出を介して、好まし
くはDAPI染色細胞核の検出を介して、細胞を検出し及び位置を決めることを含む。
他の染色は、例えば、ヘキスト染色、または他のDNA結合性またはDNA識別試薬の様な、DN
Aを検出し、したがって、細胞核の位置を判定するために使用することができる。
【００２３】
　好ましい実施の態様においては、前記方法においては、前記判定は細胞あたりの病巣の
数を判定することを含む。細胞あたりの病巣の計算は、最終的には他のデータセットとの
比較を可能にする自動解析における情報を提供する。そのような数量化は、病巣数の数量
的変化に関連付けられた任意の疾病の診断のために用いることができる。
【００２４】
　ある実施の態様においては、前記方法では、ステップe）の前記自動評価システムはソ
フトウェアとして実行可能な命令を格納するコンピュータ可読メモリを持つコンピュータ
装置を含み、前記ソフトウェアは、コンピュータによって実行されたときは、オートフォ
ーカス制御、自動化された画像取得、自動画像解析及び/又は自動化されたパターン認識
の機能を実行するモジュールを含む。前記評価システムは、顕微鏡装置によって生成され
る画像データに基づいて病巣の解析及び病巣数の計算を可能にする。この評価と病巣数の
決定を行うために、画像は自動的に個々の病巣の形状、サイズ、および強度について解析
される。
【００２５】
　従って、病巣を同定するための規則は、評価システムのコンピュータ装置上で実行され
るコンピュータプログラムにおいて実現される。
【００２６】
　ある実施の態様において、前記方法は、蛍光顕微鏡装置の焦点調節及び自動評価システ
ムが顕微鏡画像の動的自動焦点化により行われる。
本発明はさらに、細胞および/または細胞集団におけるDNA二本鎖切断数の判定のために本
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明細書に記載の方法の使用に関し、その場合ガンマH2AX病巣の数は、DNA二本鎖切断の数
に比例する。上述したように、DNA損傷と言う文脈におけるH2AX形成の基礎をなす関係お
よび生物学的機構が理解される。しかし、このような病巣の信頼性の高い自動化された数
量化のための方法はまだ利用されるに至っていない。
【００２７】
　本発明は、さらに、細胞及び/又は細胞集団におけるDNA損傷を判定するための、本明細
書に記載される方法の使用に関する。その場合、
a.　試験細胞におけるガンマH2Ax病巣の数は、対照細胞におけるガンマH2AX病巣の数と比
較され、及び
b.　対照細胞と比較して試験細胞における細胞当たりのガンマH2Aｘ病巣の数が多いほど
、試験細胞におけるDNA損傷が増大していることを示している。
【００２８】
　ある好ましい実施の態様においては、本明細書に記載の方法は、細胞及び/又は細胞集
団をイオン化照射又は他の任意の種類の放射線曝露、または任意の他のDNA損傷物質また
は処置への曝露についての判定のために適用される。
本明細書に記載された方法を用いて、細胞又は細胞集団で発生したDNAの損傷についての
数量的な情報が得られ、それにより、例えば、本方法をがんまたはがんリスクのある患者
を同定するための診断に適用する場合、原因となる疾患の仕組みについて、または疾患を
識別するための機構についても識見を得ることができる。
DSB誘発の範囲を判定するためにガンマH2Aｘ検出法を用いることは、前がん細胞を検出す
ること、がんの進展段階の判断、がん治療の有効性をモニターすること及び新規な抗がん
剤を開発するために役立つ。
【００２９】
　本発明はさらに、本明細書に記載の方法に従って、免疫蛍光アッセイの手段により免疫
蛍光病巣を自動的に判定するシステムに関し、以下を含む：
a.　解析されるべき細胞および合成校正用粒子の混合物であって、それらの細胞および粒
子が固相に固着されること、
b.　カメラ、電動走査ステージおよびマルチチャネル発光ダイオード（LED）を備えた蛍
光顕微鏡を含む蛍光顕微鏡装置、及び
c.　ソフトウェアとして実行可能な命令を格納するコンピュータ可読メモリを持つコンピ
ュータ装置、を含む自動評価システムであり、前記ソフトウェアはコンピュータによって
実行されたときに、オートフォーカス制御、自動化された画像取得、自動画像解析及び/
又は自動化されたパターン認識の機能を実行するモジュールを含み、その場合二つ以上の
カラーチャネルが解析され、それぞれは、合成校正用粒子または標的基質に関連した免疫
蛍光病巣のいずれかに対応する。
【００３０】
　本発明のシステムは、特に本明細書に記載の方法を実施するために開発された。このシ
ステムは、前記方法に直接かつ特異的に関連する構成要素を含み、したがって、単一性を
有する発明を形成する。
前記システムの内容及び本明細書に記載の方法で適用される試薬・物質は従来技術に対し
て固有の貢献をするものであり、したがって、発明の単一性を有する。本発明はまた、明
確に本発明の方法を実施するために開発されたキットにも関する。
【００３１】
　システムに関しては、前記キットは、本発明のために調製されたコンテンツ（例えば、
粒子が固定されたスライド）を含み、従って、これは単一性を有する本発明の一面を表す
。
したがって、本発明はさらに、本明細書に記載された方法に基づいて免疫蛍光アッセイの
手段により免疫蛍光病巣の自動的な判定のための方法を実施するためのキットに関し、以
下を含む：
a.　その上に解析されるべき細胞が固定されている固相の表面に固定された合成校正用粒
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子を含む、1種以上の固相体
b. 好ましくは、二次抗体として使用するために、蛍光標識と結合した免疫グロブリン特
異抗体を含む一以上の複合体、及び任意選択的に
c.　合成校正用粒子、一次抗体および/または二次抗体用の洗浄バッファ、カバースリッ
プ、被覆媒体、および/または蛍光標識。
【発明の詳細な説明】
【００３２】
合成校正用粒子が微小粒子、ビーズまたは任意の物質または材料の担体に関し、例えば、
本発明の方法に適している当技術分野において知られているもの、たとえば微小粒子、天
然または人工ポリマーの粒子またはビーズ、セファロース、セルロース、ガラス又は金属
酸化物からなるビーズ等がある。校正用粒子は、蛍光マーカーでマークされることが可能
であるか、または追加の蛍光マーキングが必要とされないように、好ましくはすでに蛍光
性がある。蛍光マーキングは、例えばGFPの様な蛍光タンパク質、又はローダミン、フル
オレセイン又はその誘導体、例えば、FITC、TRITC、又は任意の種類の好適なフルオロフ
ォアのような当技術分野で一般に知られているものを含むことができる。
検出すべき標的基質は、抗体結合および/または検出後に免疫蛍光病巣形成をもたらす細
胞内および/または細胞上の空間分布の細胞構造に関する。
【００３３】
　したがって本発明の細胞性免疫蛍光病巣は、任意の直径または形状の免疫蛍光点として
検出するたに十分に区別される、任意の免疫蛍光画像対象物であり、それは、画像の背景
から識別可能であることを特徴とする。また病巣の大きさ、形状、または他の視覚上の特
徴は測定され、本発明の方法の解析のために組み込むことができる。
「自動化」という用語は、それによって、ある程度、好ましくは広範囲に、又は全くユー
ザの直接的な介入なしに、実行可能なプロセスを指し、そうすることによって、システム
および/または方法が、ユーザの主観による影響を受けない様にする。
【００３４】
　免疫蛍光アッセイは、抗体結合または相互作用、又は抗体フラグメントまたは非抗体ペ
プチドの様な抗体様分子の、関心のある基質への結合及びそれによる蛍光に基づいた、続
く相互作用の検出を含む任意のアッセイである。
【００３５】
　解析されるべき細胞および合成校正用粒子の混合物は、任意の割合の混合物であって良
い。
校正用粒子の数は、顕微鏡がそれらを検出し、校正を実行し、そして焦点調節ができるよ
うな、十分な数のものであればよい。固相表面上に、細胞よりも多くの粒子が存在しても
よいし又は粒子よりも細胞が多く存在してもよい。
用語「固定された」又は「不動化された」は、固相に細胞を結合又は付着させる任意の手
段に関する。「固定する」は主として粒子と細胞の物理的な制約を指し、もし顕微鏡が固
相の種々の領域にわたって様々な画像を取得する場合であっても信頼性の高い数量化を行
うことができる。
【００３６】
　用語「固相」は、好ましくはスライドに関するが、粒子および細胞の解析のための表面
を提供する任意の固相に関するものを含む。
ガラス又は合成材料の顕微鏡スライドを用いることができ、例えば、プラスチック又は任
意のミクロタイタープレートまたは微小粒子及び細胞を固定する他のウエル様の構造を持
つものを用いることができる。用語、固相、スライドまたは解析表面は、本出願において
は相互交換可能に使用される。
【００３７】
　合成校正用粒子の「検出」は、それらのサイズ、形状、又は粒子の光や蛍光の強度の測
定に関する。粒子の任意の特性は、その特性が本発明の顕微鏡装置を用いた検出を可能に
する限り、検出およびその後の校正および焦点の調節のために使用することができる。
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顕微鏡装置及び/又は評価システムの校正とは、最適な画像取得のために必要と見做され
る機器の状況についての必要な調整を指す。このような校正措置は、顕微鏡の技術分野の
当業者には知られている。
【００３８】
　顕微鏡装置の焦点調節（focusing）は鮮明な画像を得るために、当業者によって理解さ
れるような焦点調節に関する。その一例は、以下の例において使用されるように、サンプ
ルの微小粒子のデコンボリューション（deconvolution）を介して点広がり関数（PSF）を
計算するものであり、PSFは、続いて病巣の解析のために使用される。
蛍光顕微鏡装置及び自動評価システムは、典型的には、その技術的分野において通常使用
される顕微鏡装置及び画像データの検出及び解析のためのソフトウェアベースのアルゴリ
ズムを実行することができるコンピュータベースの評価システムである。以下に例を示す
。
【００３９】
　図面
本発明はさらに図面に記載されている。これらの図面は本発明の範囲を限定するものでは
ない。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】校正用微小粒子を持つスライド上の固定照射後の細胞におけるガンマH2Aｘ病巣
の免疫蛍光画像である。
【図２】標準化された微小粒子を用いた自動化されたガンマH2Aｘ測定の模式図である。
【図３】検出器で測定された蛍光強度の複雑な依存関係を考慮した微小粒子の強度測定の
主要部である。
【図４】0と1 Gyの188Reに曝露30分後のPC　Cｌ3細胞株中のIR誘発性病巣のリン酸化ヒス
トンH2Aｘ（ガンマＨ2Ａｘ病巣）の免疫蛍光染色である。コントロール（パネルA-C）お
よび1Ｇｙを照射した後の代表的な画像（パネルD-F）の例である。写真は、60倍の倍率で
自動化システムAKLIDESによって制作された。DAPI核染色（A、D）、コントロールにおけ
る背景ガンマＨ2Ａｘ病巣（B）と、照射された細胞のガンマＨ2Ａｘ病巣（E）及び併合さ
れた蛍光画像（C、F）である。パネルGは、デジタルカウント病巣（ドット）の結果を含
む捕獲された細胞（丸）画像を示す。
【図５】デジタルで記録されたデータ（AKLIDES）（セル当たり病巣の数平均±SD）によ
り188Reの種々の用量で照射されたPC Cｌ3細胞について得られた用量反応曲線である。
【実施例】
【００４１】
本発明を以下の実施例によってさらに説明する。これらは、本発明の範囲を限
定するものではない。本明細書に記載された方法は、実施例で実証されるよう
に本発明を実施するために使用したものである。それらは、さらに、実用的
な例示として本発明を説明するために示すものであり、本発明を限定するため
の説明を意図するものではない。
実施例１：合成校正用粒子を用いた免疫蛍光アッセイにより免疫蛍光病巣を自
動的に判定するための本明細書に記載された方法の提示
【００４２】
スライド上の校正用微小粒子の不動化
アプリケーションスポットあたり10μlｍのポリリシン（シグマ、5μg/ ml）で
コーティングしたスライドガラスを湿ったインキュベーションチャンバー中で
4時間培養した。PBSを用いてスライドから非結合ポリリシンをすすいで除去後、
校正用微小粒子懸濁液（アプリケーションスポットあたり6000校正用微小粒子）
10μlを湿ったアプリケーションスポットにピペッティングした。この懸濁液は、
その後、無菌フード下で乾燥させ、一晩スライド上で安静に置いた。
【００４３】
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末梢血単核細胞におけるDSBの検出のためのリンパ球懸濁液の調製
　被験者の血液サンプルを2回反転した。凝固していない血液（比1:1）3mlを遠心分離管
の分離膜上にピペットし、続いて、制動せずに室内温度で10分間、1000×gで遠心分離し
た。単核血液細胞のバンド（band）を注意深く1000μlのピペットを使用して取り込み、
その後、新しい遠心管に移し、氷上に放置した
　すべての続くステップは氷上で実施し、又は遠心分離は温度4℃で行った。単核血液細
胞は、同容量のPBSと混合し、溶液を混合するために管を3～4回反転させた。続いて、混
合物を10分間300×g（1400 rpm）で遠心分離した。上清を、真空ポンプとピペットチップ
を用いて除去した。ペレットは、その後、9ｍｌの蒸留水を用いて再懸濁し、室温で12秒
間再インキュベートし、続いて１mlの冷たい10×PBS緩衝液と混合した。全手順を二回繰
り返した。
【００４４】
　不動化された校正用微小粒子による細胞のスライドへの固定
（カウンタチェンバーを介して）精製された細胞懸濁液中の細胞数を決定した後に150,00
0の細胞を不動化された校正微小粒子を含むスライドの各アプリケーションスポット上に
播種した。細胞懸濁液の対応する容量が、オートクレーブ処理したガラス皿上にピペット
で採られ、培養培地で必要な容量まで充填された。次いで混合懸濁液50μlがスライドの
アプリケーションスポットに移され、室温で1時間インキュベートされた。
【００４５】
　事前に放射性物質（例えば、188Re-過レニウム酸）で処理された実験用細胞株から採ら
れた、細胞の播種のための70,000の細胞が、アプリケーション・スポット毎に使用された
。懸濁液の容量に従って提供後、スライド上の細胞を250 U/分で3分間遠心分離により沈
降させた。細胞の固定は、室温で15分間、1％ホルムアルデヒドによって染色トレイで行
われる。固定後、スライドを穏やかに振盪しながらPBS浴中で5分間3回洗浄する。可動化
された細胞の透過処理のためにスライドを1％トリトン-X100/PBS溶液で5分間、3回インキ
ュベートした。続いて、スライドをPBS浴中で穏やかに振盪させ、3回洗浄する。自由結合
側面をブロックするため、スライドをインキュベーションチャンバーに入れ、その後乾燥
させた。乾燥後、1％PBS-BSA溶液の25μlを各アプリケーションスポットに塗布し、30分
間インキュベートする。
【００４６】
　免疫蛍光染色
　細胞で覆われたスライドをインキュベーションチャンバーに入れ、一次抗体25μlを各
アプリケーションスポット（1:1000のPBS/BSA1％で希釈）に塗布し、室温で1時間インキ
ュベートする。続いて、スライドをPBS溶液の洗浄ボトルを使用して注意深く洗浄した後
、穏やかに振盪しながらPBS中で5分間3回洗浄した。その後、蛍光標識を付された二次抗
体（1:1000 PBS/BSAで希釈1％）25μlをアプリケーションスポットにピペットし、覆う。
スライドは、その後、室温で1時間インキュベートされる。スライドはインキュベーショ
ン後に再度洗浄される。AKLIDESシステムでのスライドの自動解釈のため、被覆媒体がす
べてのアプリケーションスポットに適用され、カバースリップを慎重に取り付ける。画像
例については、図1を参照願いたい。
【００４７】
　AKLIDESシステムを用いた、校正用微小粒子を介した細胞の自動化及び標準化された解
釈
　AKLIDESシステムの技術的な基礎は、電動逆蛍光顕微鏡IX81（Olumpus、Japan）に関す
るものであり、それはAKLIDESソフトウェアにより完全に制御することができる。電動XY
テーブル（IM120、Marzhauser、Wetzlar）、蛍光画像用高感度グレースケールカメラ（PS
4、Kappa, Gleichen）および光源（LED）として制御可能な発光ダイオード（PrecisExcit
e、CoolLed、ＵＫ）を組み合わせて、蛍光テストのための自動化された撮影と処理が可能
である。種々のスライドまたはプレートをサンプルキャリアとして使用することができ、
スライドはマイクロタイタープレート（24、48、96、384、1532ウェル）に加えて、様々
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なフォーマット（1、6、12、18ウェル）を含む。特別に開発されたソフトウェアは各コン
ポーネントの相互作用を制御し、自動集束及びテストの品質管理を行う。続いて、取り込
まれた画像データは、測定中に、画像解析アルゴリズムを用いて直接評価される。異なる
サイズの対物レンズ（1.25倍から60倍まで）及び高透過蛍光フィルター（350～700ナノメ
ートルのスペクトル）を用いて、膨大な数のテストや蛍光対象物を解析しおよび/または
それらを組み合わせることができる。
【００４８】
　自動化されたガンマH2Aｘ測定の模式図については、図2を参照願いたい。
標準化されたサイズと明るさの微小粒子（単位：同等の溶解性の蛍光色素のMESF分子、ソ
ース：Schwartz 2004）が焦点の測定の初めに使用される。
焦点調整用に使用される微小粒子は、使用される細胞株とは無関係である非常に高い焦点
品質が要求される。アーティファクト（artefacts）は同定し、解析から容易に除去する
ことができる。更に、検出波長の全光路が校正される。点広がり関数（PSF）は、サンプ
ルの微小粒子の逆重畳積分（デコンボリューション）により計算され、続いてPSFがガン
マH2Aｘ病巣の解析のために使用される。焦点面の外側の光は、PSFの知識によって算出す
ることができるので、測定精度はこの校正工程を経て増大する。
【００４９】
　病巣の測定は、強度及びサイズ校正のために使用される粒子のある第2の検出チャネル
で起こる。図3は、検出の主要部および強度の計算を示す。微小粒子は、それらのサイズ
および形状の特性により検出され、微小粒子の強度はその中心から測定される。測定され
た病巣のサイズと強度を参照することによって、ガンマH2Aｘ病巣の標準化された解析が
その準備中において直接に可能となる。このアプローチによって、種々の光学的検出方法
及び光学的分解能（optical dissolution）は、本明細書に記載される校正用微小粒子を
用いて比較することができる。
【００５０】
　実施例２：細胞中のDNA二本鎖切断の数を決定するため、DNA損傷を判定するための、ま
たは細胞及び/又は細胞集団の電離放射線または他の任意の放射線への放射線被曝を判定
するための、本明細書に記載の方法を使用。
【００５１】
　放射線核種
　188Re-過レニウム（188Re）が40 GBqのアルミナベース188W/188Reの発生元（ジェネレ
ータ）（ITG、Munchen, Germany）の溶出により得られた。188Reの物理的特性は以下の通
り：物理的半減期16.9時間、最大ベータエネルギー2.1 MeV、ガンマ放射155 keV（15％組
成）。発生元（ジェネレータ）は、キャリアフリー188Re約1.0 GBq/ mlの活性濃度を達成
するように0.9％食塩水5mlにより溶出された。
【００５２】
　細胞培養
　甲状腺ラット細胞株PC Cｌ3（Clinical Cooperation Unit Nuclear Medicine, DKFZ, H
eidelberg, Germany）は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（ATCC）で利
用可能なFRTL5細胞株のナトリウムヨウ素共輸送体（NIS）の正の亜系（サブライン）であ
る。細胞は日常的に、ハム（Ham）のF12培地（GibcoInvitrogen　GmbH, Darmstadt, Germ
any）中で接着単層として増殖され、更に5％ウシ胎児血清、インスリン（10μg/ml）、ヒ
ドロコルチゾン（10nM）、トランスフェリン（5μg/ml）、ソマトスタチン（10 ng/ml）
、グリシン-ヒスチジン-リシン（10 ng/ml）およびTSH（10 mU/ml）を補充した。指数関
数的に増殖する細胞は、アキュターゼ（accutase）（PAA Laboratories GmbH、 Colbe、 
Germany)を用いて日常的に3日ごとに分裂させた。培養物を空気雰囲気中、加湿5％CO2中
で37℃に維持した。培地は放射能の適用前にも2―3日毎に更新させた。
【００５３】
　照射実験
　実験のために、0.5×106細胞/ウェルのアリコートを、活性のない2ml/ウェル容量の標
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準培地中に、6ウェル組織培養プレートに播種し、照射前の二日間事前培養した。NISによ
って媒介される活性放射線核種の搬送を阻害するために、細胞は、188Re（23）の競合阻
害剤として作用するナトリウム-過塩素酸塩（NaClO4）0.4mMの最終濃度で事前培養された
。10分間のNaClO4による培養後、188Re溶液を各線量点について1つのウェル用いて細胞に
添加した。5.7-57 MBq/2ｍ188Reの活性濃度であり、0.5-5 Gy細胞外投与に対応する線量
が使用された（線量点カーネルを使用して計算）（23,24）。照射は、37℃で1時間行った
。188Reによる露光後、細胞をPBSで洗浄して、アキュターゼ（PAA Laboratories GmbH、 
Colbe、 Germany)を添加して、回収した。得られた細胞懸濁液は、1.5mlの培地中に約0.5
×106個の細胞を含んでいた。照射直後にガンマH2Aｘ病巣の評価のために細胞がさらに処
理された。
【００５４】
　免疫組織化学及び病巣解析
　免疫染色のために、照射された細胞は、、250 rpmで、3分間Cyto-spin(Hettich Univer
sal 30 RF, Hettich GmbH, Tuttlingen, Germany）によりスポットあたり約70,000細胞を
ガラススライド上に遠心分離した。その後、細胞を室温で15分間、4％ホルマリンで固定
した。固定後、細胞を3回PBSで洗浄した。細胞膜を透過させるため、0.1％トリトンX100
を添加し、5分間、3回インキュベートし、その後PBSで3回洗浄した。
【００５５】
　30分間、PBS（BSA/ PBS）中で1％ウシ血清アルブミンで培養後、抗ホスホ-ヒストンH2A
.X（Ser139）、クローンJBW301（マウス、モノクローナルIgG1、Millipore GmbH, Schwal
bach, Germany）を１：800のBSA/PBSの希釈液中で、室温で1時間培養した。1:400の希釈
でアレクサフルーア488（Invitrogen, Karlsruhe, Germany）に共役結合させた抗マウスI
gGは、3回の洗浄工程の後に暗室の中で1時間培養した。DNAを染色するために、4,6'-ジア
ミジノ-2-フェニルインドール（DAPI、Sigma-Aldrich、Taufkirchen, Germany）を、別の
洗浄サイクル（3×PBS）後10分後に添加した。スライドを再度2回洗浄し、蛍光封入剤を
載せた（Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Germany）。
【００５６】
　ガンマH2Aｘ病巣の自動化された解釈
　ガンマH2Aｘ病巣のような免疫蛍光パターンを評価するための完全に自動化された解釈
システムAKLIDESの考え方のベースは、パターン認識のための新規の数学的ソフトウェア
・アルゴリズムに基づいている。
ガンマH2Aｘ病巣は、電動走査ステージ(IM120, Marzhauser, Germany)を備えた電動逆蛍
光顕微鏡(Olympus IX81, Olympus, Japan)、400 nmおよび490 nmの発光ダイオード（LED
）（PrecisExcite、CoolLED、ＵＫ）及び電荷結合素子（CCD）グレースケールカメラ(DX4
, Kappa, Germany)を用いて自動的に評価された。
【００５７】
　解釈システムは、装置、オートフォーカス制御、及びパターン認識アルゴリズムを備え
た画像解析するためのモジュールよりなるAKLIDESソフトウェア(Medipan, Germany)によ
り制御される。グレースケール遷移を通して対象物のHaralick画像特性評価に基づく新規
のオートフォーカス技術は、焦点調節、品質評価及び対象物認識のために、蛍光色素とし
てのDAPまたは本発明の微小粒子のいずれかを使用した。AKLIDESシステムの走査アルゴリ
ズムは、スライドウェルの位置を順次選択し、そしてDAPIチャネルモードで細胞層に焦点
を当てる。
【００５８】
　カメラ積分時間を再調整することにより、正常に露光された細胞核像を得ることができ
る。得られた画像は、その後、品質属性が評価される。アーティファクトの場合には、新
たなサブウェルの位置が自動的に選択される。その後、検出された細胞の免疫蛍光が、3
つのZ-層において捕えられる。各層の細胞の特徴及び特徴の組み合わせにより病巣の数の
算出が可能となる（図2）。
【００５９】
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　ガンマH2AX病巣の自動画像処理の技術的側面
　自動画像取得プロセスが60倍対物レンズを用いてDAPI蛍光チャンネルで適切に行われた
。広いｚ-ステップ（10ミクロン）を用いて粗焦点を合わせて、その後に狭いｚ-ステップ
（0.5μm）による細かい焦点合わせにより、主焦点面の検出が可能となった。
【００６０】
　蛍光波長を変更するために、励起波長は、100ミリ秒の典型的なスイッチング時間を与
えるデュアルバンドフィルターセットと組み合わせて切り替えられた。
画像の「オンザフライ」解析を重要視し、アルゴリズムは、性能、拡張性、解析の質によ
って選択した。
【００６１】
　アーティファクトを除去するために、追加の定性的画像解析が、画像コンテンツを等し
いサイズのタイルに分割して、そしてその後タイルの鮮鋭度及び均一性を計算して実施さ
れた。オブジェクトのセグメント化は、ヒストグラムベースの閾値アルゴリズムによって
行われ、続いて画像分離を行った。細胞集合体と大きく損傷した細胞の両方が、対象物の
凸性を解析することによって除外された。セグメント化された核は、局所的、トポロジカ
ル及びテクスチャ（texture）/表面の記述子によって特徴づけられた。ガンマH2AX病巣は
、各細胞内の個々の病巣の数を数えることによって定量化した。個々の病巣の位置は、a)
 8近傍画素より明るい画素、b) ある一つの画素から次の病巣までの最短距離（ピクセル
サイズ：110nm）、およびc）最小の輝度（細胞の明るさの平均値よりも明るい）により定
義された。100細胞を含む最小10フィールドが各スライドで計数された。
0　Gyと1 Gy線量の188Reに暴露された後の、ガンマH2AX病巣の染色とPC CL3細胞中のIR誘
発性病巣の核染色による、免疫蛍光パターンの代表的な画像を図4に示す。
【００６２】
　もし必要なら、追加の品質評価のためにDAPIを蛍光染料として用いることができる（図
4A、4D）。自動的に計数された病巣の結果を図4 Gと図5に示す。
図5から分かるように、核あたりの病巣の数が放射線量の増大に対応して増加している。
　この効果は、蛍光病巣の数を手動（視覚）で評価することに加えて、本明細書に記載さ
れる自動化されたシステムで測定したときに観察された
　これは、細胞におけるDNA二本鎖の切断数、DNAの損傷数又は細胞及び/又は細胞集団の
放射線電離又は任意の放射線に対する曝露を判定するため本発明の自動化された方法およ
びシステムの有用性を実証している。
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