
(57)【要約】

【課題】　ＤＡＢ免疫染色された細胞群から特定の転写

因子Ｏｃｔ４を発現する転写因子発現細胞の様子を数値

評価する方法を提供する。

【解決手段】　ＤＡＢ免疫染色された細胞群から特定の

転写因子を発現する転写因子発現細胞の様子を評価する

転写因子発現細胞の評価方法は（ａ）前記転写因子発現

細胞を含む細胞群からＤＡＢ免疫染色した細胞を顕微鏡

を介してコンピュータ可読画像データに変換し、（ｂ）

得られた画像データをソフトウェアによりＣＭＹＫイメ

ージ変換し、ＣＭＹＫ変換した画像から青色を減色し、

（ｃ）全体の画像中から黒要素測定値であるＫ値の割合

を求め、さらに、好ましくは（ｄ）前記Ｋ値を予め定め

た複数の黒要素測定値範囲を設定し、各設定した黒要素

測定値範囲の割合を求めて、転写因子発現細胞の濃度分

布を評価する。

【選択図】　　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 群 か ら 特 定 の 転 写 因 子 を 発 現 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 様 子 を
評 価 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 転 写 因 子 発 現 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 し た 細 胞 を 顕 微 鏡 を 介 し て
コ ン ピ ュ ー タ 可 読 画 像 デ ー タ に 変 換 し 、
（ ｂ ） 得 ら れ た 画 像 デ ー タ を ソ フ ト ウ ェ ア に よ り Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ イ メ ー ジ 変 換 し 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ 変 換
し た 画 像 か ら 青 色 を 減 色 し 、
（ ｃ ） 全 体 の 画 像 中 か ら 黒 要 素 測 定 値 で あ る Ｋ 値 の 割 合 を 求 め る
こ と を 特 徴 と す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 さ ら に 、
（ ｄ ） 前 記 Ｋ 値 を 予 め 定 め た 複 数 の 黒 要 素 測 定 値 範 囲 を 設 定 し 、 各 設 定 し た 黒 要 素 測 定 値
範 囲 の 割 合 を 求 め て 、 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 濃 度 分 布 を 評 価 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら に 、
（ ｅ ） 同 一 の 細 胞 群 に 対 し て ２ 又 は そ れ 以 上 の 転 写 因 子 を 用 い て Ｄ Ａ Ｂ 染 色 し 、 前 記 各 転
写 因 子 に よ り 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 の Ｋ 値 又 は 黒 要 素 測 定 値 範 囲 の 割 合 、 又 は 両 者 を 比 較 す
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 が 、 Ｅ Ｓ 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 で あ っ て 、 前 記 転 写 因 子 が Ｏ ｃ ｔ ４ 又 は Ｐ ７ ５ Ｎ Ｔ Ｒ
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細 胞
の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 を 実 行 す る た め の プ ロ グ ラ ム が 格 納
さ れ た コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 が 格 納 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム か ら 構 成 さ
れ た 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 及 び 評 価 装 置 及 び 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 プ ロ
グ ラ ム に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｄ Ａ Ｂ 染 色 は 、 免 疫 染 色 に 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 免 疫 染 色 法 で あ り 、 転 写 因 子 発
現 細 胞 は 、 褐 色 に 染 色 さ れ る 。
　 そ の た め 、 Ｄ Ａ Ｂ 染 色 さ れ た 細 胞 （ 転 写 因 子 発 現 細 胞 ） か ら 、 細 胞 を 定 量 的 に 評 価 ・ 特
定 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｏ ｃ ｔ ４ は 、 最 も 一 般 的 な Ｅ Ｓ 細 胞 を 同 定 す る た め の マ ー カ で あ る が 、 こ れ を 転 写 因 子
と し て 用 い て Ｄ Ａ Ｂ 染 色 し た 場 合 、 そ の 染 色 の 度 合 い を 数 値 で 示 す 指 標 が な か っ た 。 例 え
ば 、 非 特 許 文 献 １ ～ ３ に は 、 マ ウ ス 初 期 胚 （ Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｃ ｙ ｓ ｔ ） で は Ｏ ｃ ｔ ４ の 発 現 程
度 が 異 な る 細 胞 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ こ か ら 分 離 さ れ る Ｅ Ｓ 細 胞 で は Ｏ ｃ ｔ
４ の 発 現 程 度 が 異 な る 細 胞 は 異 な っ た 運 命 、 即 ち 潜 在 的 な 多 分 化 能 力 を 保 持 し な が ら 未 分
化 状 態 で 増 殖 し 続 け る か 、 多 様 な 細 胞 に 分 化 す る か の 特 性 の 違 い を 示 す 分 子 生 物 学 的 解 析
結 果 が 記 載 さ れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 　 Ｏ ｋ ａ ｍ ｏ ｔ ｏ 　 Ｋ ， ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ａ 　 ｎ ｏ ｖ ｅ ｌ 　 ｏ ｃ ｔ ａ ｍ ｅ
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ｒ 　 ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 ｉ ｓ 　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ
ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｌ ｙ 　 ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｅ ｄ 　 ｉ ｎ 　 ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 ｅ ｍ ｂ ｒ ｙ ｏ ｎ ｉ ｃ 　 ｃ ｅ
ｌ ｌ ｓ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ６ ０ ４ ６ １ － ４ ７ ２ ， １ ９ ９ ０ ．
【 非 特 許 文 献 ２ 】 　 Ｐ ｅ ｓ ｃ ｅ 　 Ｍ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ 　 ｅ ｘ ｐ
ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 ｔ ｈ ｅ 　 Ｏ ｃ ｔ － ４ 　 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｆ ａ ｃ ｔ ｏ
ｒ 　 ｄ ｕ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 ｇ ｅ ｒ ｍ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ
． Ｍ ｅ ｃ ｈ ． Ｄ ｅ ｖ ． ７ １ ： ８ ９ － ９ ８ ， １ ９ ９ ８ ．
【 非 特 許 文 献 ３ 】 　 Ｎ ｉ ｗ ａ 　 Ｈ ， Ｍ ｉ ｙ ａ ｚ ａ ｋ ｉ 　 Ｊ － Ｉ ， Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ 　 Ａ Ｇ ． Ｑ ｕ
ａ ｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 Ｏ ｃ ｔ － ３ ／ ４ 　 ｄ ｅ ｆ ｉ ｎ ｅ ｓ
　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ， ｄ ｅ ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｒ 　 ｓ ｅ
ｌ ｆ － ｒ ｅ ｎ ｅ ｗ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｅ Ｓ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 ２
４ ： ３ ７ ２ － ３ ７ ６ ， ２ ０ ０ ０
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 課 題 は 、 細 胞 組 織 の 状 態 を 評 価 す る す る た め に 最 も 日 常 的 で 頻 繁
に 実 施 さ れ て い る 免 疫 染 色 法 に よ る Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 群 か ら 特 定 の 転 写 因 子 Ｏ ｃ
ｔ ４ を 発 現 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 様 子 を 数 値 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る が 、 本
発 明 は Ｏ ｃ ｔ ４ に 限 定 さ れ る も の で は な く そ の 他 の 免 疫 染 色 や 、 さ ら に 特 定 の 物 質 の 存 在
量 を 画 像 評 価 す る こ と に ま で 拡 張 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る 本 発 明 は 、 下 記 事 項 に 関 す る 。
（ １ ） 　 Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 群 か ら 特 定 の 転 写 因 子 を 発 現 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の
様 子 を 評 価 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 転 写 因 子 発 現 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 し た 細 胞 を 顕 微 鏡 を 介 し て
コ ン ピ ュ ー タ 可 読 画 像 デ ー タ に 変 換 し 、
（ ｂ ） 得 ら れ た 画 像 デ ー タ を ソ フ ト ウ ェ ア に よ り Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ イ メ ー ジ 変 換 し 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ 変 換
し た 画 像 か ら 青 色 を 減 色 し 、
（ ｃ ） 全 体 の 画 像 中 か ら 黒 要 素 測 定 値 で あ る Ｋ 値 の 割 合 を 求 め る
こ と を 特 徴 と す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
（ ２ ） 　 さ ら に 、
（ ｄ ） 前 記 Ｋ 値 を 予 め 定 め た 複 数 の 黒 要 素 測 定 値 範 囲 を 設 定 し 、 各 設 定 し た 黒 要 素 測 定 値
範 囲 の 割 合 を 求 め て 、 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 濃 度 分 布 を 評 価 す る
こ と を 特 徴 と す る （ １ ） に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
（ ３ ） 　 さ ら に 、
（ ｅ ） 同 一 の 細 胞 群 に 対 し て ２ 又 は そ れ 以 上 の 転 写 因 子 を 用 い て Ｄ Ａ Ｂ 染 色 し 、 前 記 各 転
写 因 子 に よ り 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 の Ｋ 値 又 は 黒 要 素 測 定 値 範 囲 の 割 合 、 又 は 両 者 を 比 較 す
る こ と を 特 徴 と す る （ ２ ） に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 。
（ ４ ） 　 前 記 細 胞 が 、 Ｅ Ｓ 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 で あ っ て 、 前 記 転 写 因 子 が Ｏ ｃ ｔ ４ 又 は Ｐ ７ ５
Ｎ Ｔ Ｒ で あ る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） か ら （ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 転 写 因 子 発 現 細
胞 の 評 価 方 法 。
（ ５ ） 　 （ １ ） か （ ４ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 を 実 行 す る た め の プ ロ グ ラ ム が 格 納
さ れ た コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 。
（ ６ ） 　 （ ５ ） に 記 載 の コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 が 格 納 さ れ た コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム か ら 構
成 さ れ た 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 評 価 装 置 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う に 構 成 す る こ と に よ っ て Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 群 か ら 特 定 の 転 写 因 子 Ｏ ｃ
ｔ ４ を 発 現 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 様 子 を 数 値 評 価 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 評 価 方 法
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は Ｏ ｃ ｔ ４ に 限 定 さ れ る も の で は な く そ の 他 の 免 疫 染 色 や 、 さ ら に 特 定 の 物 質 の 存 在 量 を
画 像 評 価 す る こ と も 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 Ｄ Ａ Ｂ （ ３ ， ３ ’ － ｄ ｉ ａ ｍ ｉ ｎ ｏ ｂ ｅ ｎ ｎ ｚ ｉ ｄ ｉ ｎ ｅ ） 反 応 よ っ て 免 疫
染 色 さ れ た 細 胞 群 か ら 特 定 の 転 写 因 子 を 発 現 す る 転 写 因 子 発 現 細 胞 の 様 子 を 評 価 す る 転 写
因 子 発 現 細 胞 の 評 価 方 法 に 関 す る 。
　 以 下 の 実 施 形 態 に お い て は 、 転 写 因 子 と し て Ｏ ｃ ｔ ４ を 用 い た 例 を 例 示 し て 説 明 す る が
、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 特 定 の 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 幅 広 く 適 用 さ れ る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま ず 、 所 定 の 細 胞 群 の う ち 、 Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 を 含 む か 否 か を 、 特 定 す る の に 当 た っ て
、 ま ず 当 該 技 術 分 野 に 公 知 の 方 法 に よ り 取 得 し た 細 胞 を 免 疫 染 色 し 、 染 色 し た 細 胞 を 顕 微
鏡 を 介 し て コ ン ピ ュ ー タ 可 読 画 像 デ ー タ （ Ｒ Ｇ Ｂ デ ー タ ） に 変 換 す る 。
　 得 ら れ た 画 像 デ ー タ （ Ｒ Ｇ Ｂ デ ー タ ） を ソ フ ト ウ ェ ア 例 え ば Ａ ｄ ｏ ｂ ｅ 　 Ｐ ｈ ｏ ｔ ｏ ｓ
ｈ ｏ ｐ （ 登 録 商 標 名 ） に よ り Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ イ メ ー ジ 変 換 す る 。 Ｄ Ａ Ｂ 免 疫 染 色 法 に よ り 染 色 し
た 箇 所 （ 本 実 施 形 態 で は Ｏ ｃ ｔ ４ を 免 疫 染 色 し た 箇 所 、 す な わ ち 、 Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 は ）
、 通 常 褐 色 で 表 さ れ て い る の で 、 こ の 画 像 か ら 青 色 を 減 色 す る と 、 画 像 中 Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細
胞 だ け が 黒 色 要 素 （ Ｋ ） を 含 ん で い る こ と と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う に し て 変 換 し た 画 像 は 、 免 疫 染 色 さ れ た 箇 所 が 黒 色 要 素 （ Ｋ ） と し て 数 値 評 価
す る こ と が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 全 体 の 細 胞 群 に お け る 免 疫 染 色 さ れ た 箇 所 が 面 積 比 と し
て 数 値 評 価 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の よ う に し て Ｋ 値 で 示 さ れ た 染 色 細 胞 （ Ｏ ｃ ｔ
４ 発 現 細 胞 ） の 染 色 の 程 度 を 、 Ｋ 値 の 分 布 と し て 示 す こ と が 可 能 と な る 。 図 示 し な い が 、
Ｋ 値 （ す な わ ち 、 染 色 濃 度 ） の 濃 度 分 布 を 分 布 曲 線 と し て 示 す こ と も 可 能 で あ る が 、 例 え
ば Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 の 強 度 を 、 Ｋ 値 の 所 定 の 区 画 、 無 し （ ｎ ） 「 １ ０ ０ ０ 未 満 」 、 弱 （ ｍ ） 「
１ ０ ０ ０ 以 上 、 ５ ０ ０ ０ 未 満 」 、 中 （ ｍ ） 「 ５ ０ ０ ０ 以 上 ９ ０ ０ ０ 未 満 」 、 強 （ ｓ ） 「 ９
０ ０ ０ 以 上 」 の 四 段 階 評 価 で 示 す こ と が で き る 。 本 実 施 形 態 に お け る Ｋ 値 の 所 定 の 区 画 、
無 し （ ｎ ） 「 １ ０ ０ ０ 未 満 」 、 弱 （ ｍ ） 「 １ ０ ０ ０ 以 上 、 ５ ０ ０ ０ 未 満 」 、 中 （ ｍ ） 「 ５
０ ０ ０ 以 上 ９ ０ ０ ０ 未 満 」 、 強 （ ｓ ） 「 ９ ０ ０ ０ 以 上 」 は あ く ま で も 恣 意 的 に 決 定 し た も
の で あ る の で 任 意 に 変 更 す る こ と も 可 能 で あ り 、 ま た ３ 段 階 評 価 、 ５ 段 階 評 価 等 の 区 画 数
も 任 意 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う に 構 成 す る こ と に よ っ て 従 来 数 値 評 価 す る こ と が 不 可 能 で あ り 、 特 に 発 現 程 度
と そ の 分 布 を 調 べ る こ と が 困 難 で あ っ た Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 を 評 価 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に よ る と 、 異 な る 転 写 因 子 を 用 い た 同 一 検 体 を Ｄ Ａ Ｂ 染 色
す る こ と に よ っ て 、 比 較 評 価 を 行 う 。 例 え ば 、 Ｅ Ｓ 、 Ｅ Ｓ 様 細 胞 の マ ー カ （ 転 写 因 子 ） に
は 前 記 の Ｏ ｃ ｔ ４ 以 外 に も Ｄ Ａ Ｂ 転 写 因 子 と し て 種 々 の 転 写 因 子 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 そ し て 、 こ れ ら の 転 写 因 子 は 、 細 胞 の 状 態 に よ り 発 現 の 様 子 が 異 な る こ と も 本 発 明 者 等
の 予 備 実 験 に て 確 認 さ れ て い る 。
　 例 え ば 、 皮 膚 癌 に つ い て 本 発 明 者 等 が 調 査 し た 所 、 Ｏ ｃ ｔ ４ で は 異 常 な し （ ± ） 、 初 期
（ ± ） 、 末 期 （ ＋ ＋ ） で あ り 、 Ｐ ７ ５ Ｎ Ｔ Ｒ で は 異 常 な し （ ± ） 、 初 期 （ ＋ ） 、 末 期 （ ＋
＋ ） と 、 初 期 癌 段 階 で は 異 な る 挙 動 を 示 す 。 ま た 、 食 道 癌 、 子 宮 頸 癌 も 同 様 な 挙 動 を 示 す
。
　 し た が っ て 、 両 者 を 比 較 す る こ と に よ っ て 皮 膚 癌 ・ 食 道 癌 、 子 宮 頸 癌 等 癌 の 診 断 を 行 う
こ と も 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 癌 幹 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と も 可 能 と
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な る と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 同 一 の 細 胞 群 （ 癌 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 群 ） を 異 な る マ ー カ （
転 写 因 子 ） を 用 い て 免 疫 染 色 し て 、 本 発 明 の 評 価 方 法 に よ り 評 価 す る こ と に よ っ て 、 癌 幹
細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 次 に 、 具 体 的 に は 手 順 を 図 １ に 基 づ い て 説 明 す る 。
　 Ｄ Ａ Ｂ （ ３ ， ３ ’ － ｄ ｉ ａ ｍ ｉ ｎ ｏ ｂ ｅ ｎ ｎ ｚ ｉ ｄ ｉ ｎ ｅ ） 反 応 よ っ て 得 ら れ た Ｏ ｃ ｔ
４ 蛋 白 の 褐 色 の 画 像 フ ァ イ ル を 画 像 処 理 ソ フ ト 、 例 え ば Ｐ ｈ ｏ ｔ ｐ ｓ ｈ ｏ ｐ に よ っ て 開 き
、 “ イ メ ー ジ ” メ ニ ュ ー か ら “ モ ー ド ” の “ Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ カ ラ ー ” を 選 択 す る 。 Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ は シ
ア ン （ Ｃ ） 、 マ ジ ェ ン タ （ Ｍ ） 、 黄 色 （ Ｙ ） ． 黒 色 （ Ｋ ） の 色 成 分 で 表 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 次 い で 、 画 像 処 理 ソ フ ト の ス ポ イ ト ツ ー ル を 選 択 し て Ｄ Ａ Ｂ 陽 性 褐 色 部 分 （ こ の 場 合 は
細 胞 核 内 で 機 能 す る 遺 伝 子 転 写 因 子 Ｏ ｃ ｔ ４ で あ る た め 、 褐 色 の 染 色 を 示 す 細 胞 核 ） を 選
択 す る 。
　 次 に 、 描 画 色 の パ レ ッ ト を ク リ ッ ク し カ ラ ー ピ ッ カ ー の ウ イ ン ド ウ を 開 き Ｃ Ｍ Ｙ Ｋ の Ｋ
値 （ 黒 色 ％ 値 ） を 確 認 し 、 さ ら に Ｄ Ａ Ｂ 陰 性 細 胞 核 （ 細 胞 質 及 び 細 胞 膜 に 存 在 す る Ｄ Ａ Ｂ
の 非 特 異 的 発 色 含 む 青 色 が 優 勢 な 部 分 ） を 選 択 し カ ラ ー ピ ッ カ ー で 同 様 に Ｋ 値 を 測 定 す る
。
　 前 者 が 後 者 よ り Ｋ 値 （ ％ ） が 十 分 高 い ％ 値 で あ る こ と を 確 認 し カ ラ ー ピ ッ カ ー の ウ イ ン
ド ウ を 閉 じ る 。 こ の 時 の 前 者 と 後 者 の Ｋ 値 （ ％ ） が 大 き く な い 場 合 は 非 特 異 的 Ｄ Ａ Ｂ 発 色
の 占 め る 割 合 が 高 い と 判 定 さ れ る た め 、 よ り 信 頼 で き る Ｋ 値 を 得 る た め に は 非 特 異 的 染 色
が 少 な い 良 質 の 免 疫 染 色 標 本 を 再 度 得 る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 例 え ば 本 標 本 の Ｋ 値 は 前 者 が ５ ８ ～ ６ ０ ％ 、 後 者 が ２ ２ ～ ２ ４ ％ と な る 。 “ ウ イ ン ド ウ
” メ ニ ュ ー か ら 「 ブ ラ ッ ク 」 の チ ャ ン ネ ル を 選 択 ク リ ッ ク し 画 面 を 白 黒 で 表 現 す る 。 “ 選
択 範 囲 ” メ ニ ュ ー か ら 画 像 全 て を 選 択 し “ 編 集 ” か ら “ コ ピ ー ” 機 能 に よ っ て ク リ ッ プ ボ
ー ド に コ ピ ー す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 “ フ ァ イ ル ” メ ニ ュ ー か ら 「 新 規 」 を 選 択 し 、 モ ー ド を グ レ ー ス ケ ー ル と す る （ 図 １ 、
図 面 １ 「 こ れ を 図 １ － ▲ １ ▼ と す る 」 、 図 １ － ▲ １ ▼ の 下 に 挿 入 、 例 え ば 図 １ － ▲ ２ ▼ 左
上 図 ４ ０ ｗ 　 Ａ ｍ － ４ ０ 週 羊 膜 基 部 羊 膜 上 皮 層 ． 同 様 に 左 下 図 ４ ０ ｗ Ｐ ｒ ｉ － 培 養 し た ４
０ 収 容 幕 細 胞 ） 。 Ｏ Ｋ を ク リ ッ ク す る 。 “ 編 集 ” メ ニ ュ ー か ら “ ペ ー ス ト ” 機 能 に よ っ て
新 規 フ ァ イ ル に Ｄ Ａ Ｂ 発 色 の 画 像 を 移 す 。 “ ウ イ ン ド ウ ” メ ニ ュ ー か ら “ レ イ ヤ ー ” を 表
示 し 、 背 景 レ イ ヤ ー と ペ ー ス ト 画 像 の 二 つ が 確 認 さ れ た ら 、 プ ル ダ ウ ン メ ニ ュ ー か ら “ 画
像 の 統 合 ” 選 択 し 画 像 を 統 合 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 “ フ ァ イ ル ” メ ニ ュ ー か ら 保 存 を 選 択 し 、 フ ァ イ ル タ イ プ を 、 例 え ば Ｔ Ｉ Ｆ Ｆ （ 拡 張 子
． ｔ ｉ ｆ ） と し 保 存 す る 。 例 え ば 、 画 像 解 析 ソ フ ト Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ Ｑ ｕ ａ ｎ
ｔ （ Ｔ Ｍ ） で の Ｏ ｃ ｔ ４ 染 色 値 を 測 定 す る 場 合 ， 「 色 調 補 正 」 か ら 「 階 調 の 反 転 」 を 選 択
し 白 黒 画 像 を 反 転 し て お く 。 本 解 析 で 例 示 さ れ る Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ
（ Ｔ Ｍ ） で 与 え ら れ た 個 々 の 細 胞 核 の 黒 色 濃 度 の 測 定 値 は ほ ぼ ３ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ ０ ま で の
任 意 の 値 を 記 録 し た 。 こ の 実 際 の 測 定 値 （ Ｖ ａ ｌ ｕ ｅ ） は 異 な っ た 標 本 （ 組 織 、 培 養 細 胞
） に お け Ｏ ｃ ｔ ４ の Ｄ Ａ Ｂ 発 色 に よ る 免 疫 染 色 標 本 ご と で ほ ぼ 一 定 の 域 値 を 得 る こ と が 出
来 る こ と か ら 、 再 現 性 が 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 さ ら に 、 こ の よ う に し て 黒 色 要 素 Ｋ の 強 度 に よ り 、 Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 と
し て 表 さ れ た Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 を 詳 細 に 調 査 し た 所 、 そ の Ｋ 値 に よ り 、 Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞
の 挙 動 が 異 な る こ と を 見 出 し た 。 す な わ ち 、 本 発 明 に お い て は 、 黒 色 要 素 測 定 値 が 、 無 し
（ ｎ ） 「 １ ０ ０ ０ 未 満 」 、 弱 （ ｍ ） 「 １ ０ ０ ０ 以 上 、 ５ ０ ０ ０ 未 満 」 、 中 （ ｍ ） 「 ５ ０ ０
０ 以 上 ９ ０ ０ ０ 未 満 」 、 強 （ ｓ ） 「 ９ ０ ０ ０ 以 上 」 の 四 段 階 評 価 で 示 し た 場 合 、 無 し （ ｎ
） 又 は 弱 （ ｗ ） の 場 合 、 Ｅ Ｓ 細 胞 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 と し て の 挙 動 を ま っ た く あ る い は ほ と ん
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ど 示 さ ず 、 逆 に 強 （ ｓ ） の 場 合 に は 上 皮 表 層 に 分 布 し 羊 水 中 へ 脱 落 す る 傾 向 に あ り 、 Ｅ Ｓ
細 胞 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 と し て 、 未 分 化 で は な く む し ろ 分 化 傾 向 ま た は 終 末 期 で あ っ た 。 こ れ
に 対 し て 中 （ ｍ ） の 場 合 に は 上 皮 基 底 層 側 に 位 置 す る 傾 向 に あ り 長 期 生 存 に 有 利 で あ る Ｅ
Ｓ 細 胞 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 と し て 、 未 分 化 状 態 の 維 持 と い う 優 れ た 挙 動 を 保 証 す る 。 し た が っ
て 、 単 に Ｏ ｃ ｔ ４ 陽 性 細 胞 の 存 在 の み な ら ず 、 Ｏ ｃ ｔ ４ の 発 現 程 度 に 幅 が あ る Ｏ ｃ ｔ ４ 陽
性 細 胞 集 団 が Ｅ Ｓ 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 の 存 在 を 保 証 す る 。
　 本 発 明 の 細 胞 群 に は 、 こ の よ う な Ｅ Ｓ 細 胞 又 は Ｅ Ｓ 様 細 胞 と し て 優 れ た 挙 動 を 示 す 中 程
度 の 強 度 を 有 す る Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 が 有 意 に 含 ま れ る こ と が 実 験 的 及 び 解 析 的 に 判 っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の よ う に 本 発 明 の 評 価 方 法 は 、 取 得 し た 画 像 を コ ン ピ ュ ー タ に よ り 一 連 の 処 理 を 行 う
こ と が 可 能 で あ る 。
　 こ の よ う に し て 解 析 し た 結 果 、 例 え ば 、 前 記 の Ｏ ｃ ｔ ４ 発 現 細 胞 を 含 む 細 胞 群 の 場 合 に
は 、 細 胞 全 体 に お け る 染 色 さ れ た 細 胞 の 割 合 、 無 し （ ｎ ） 、 弱 （ ｗ ） 、 中 （ ｍ ） 、 強 （ ｓ
） の 各 々 の 割 合 を プ リ ン ト ア ウ ト し て 、 サ ン プ リ ン グ し た 細 胞 群 を 保 存 す る 容 器 に 貼 る こ
と に よ っ て そ の 細 胞 の 様 子 を 後 段 の 研 究 、 適 用 に 用 い る こ と が 可 能 と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ １ 】
【 図 １ 】 　 本 発 明 の 評 価 方 法 を 示 す 図 面 で あ る 。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种数字评估从DAB免疫染色细胞组表达特定转录
因子Oct4的表达转录因子的细胞的方法。 解决方案：一种评估表达转录
因子的细胞的方法，用于评估表达来自DAB免疫染色细胞组的特定转录
因子的转录因子表达的细胞的外观，方法如下：（a）来自包括转录因子
表达细胞的细胞组的DAB 通过显微镜将免疫染色的细胞转换为计算机可
读图像数据，（b）将所得图像数据通过软件转换为CMYK图像，并从
CMYK转换图像中减去蓝色。 从以下获得的K值的比率为黑元素测量
值，进一步优选地（d）将多个黑元素测量值范围设定为预定的K值，各
设定的黑元素测量值范围的比率 然后，评估表达转录因子的细胞的浓度
分布。 [选型图]图1
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