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(54)【発明の名称】 画像分析によるタンパク質の定量法

(57)【要約】
本発明は、標的細胞の免疫組織化学的染色の使用および
細胞の光学密度の決定による組織または細胞サンプル中
の１つまたは複数の標的タンパク質の発現レベルの決定
法を提供する。前記光学密度を、標的タンパク質の発現
レベルが既知のコントロール細胞から作成した校正曲線
と比較する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）標的タンパク質に指向する検出可能に標識した抗体を

使用してサンプルおよび少なくとも第１のコントロール細胞ペレットおよび第２

のコントロール細胞ペレット中の細胞を免疫組織学的に染色する工程であって、

前記第１および第２のコントロール細胞ペレット中の標的タンパク質の発現レベ

ルは既知であり、前記第１および第２のコントロール細胞ペレット中の標的タン

パク質の発現レベルは同一ではなく、

  （ｂ）工程（ａ）で染色した前記サンプルならびに前記第１および第２のコン

トロール細胞ペレット中の染色細胞の光学密度を決定する工程と、

  （ｃ）前記細胞ペレットの細胞中の既知の標的タンパク質量を使用して前記染

色した第１および第２のコントロール細胞ペレットに関する校正曲線を作成する

工程と、

  （ｄ）工程（ｃ）で作成した校正曲線を用いた前記サンプル中の染色細胞の光

学密度と前記標的タンパク質量との比較によって前記生体サンプル中の細胞の標

的タンパク質の発現量を決定する工程とを包含する、細胞を含む生体サンプル中

の標的タンパク質の発現レベルの決定法。

    【請求項２】  前記標的タンパク質が動物の悪性細胞中で特異的に発現する

タンパク質である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記標的タンパク質が、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＨＥＲ－３、

ＨＥＲ－４、エストロゲン受容体、前立腺特異的抗原、ＥＧＦＲ、ＡＫＴ、ｐ１

３キナーゼ、およびＭＡＰキナーゼである、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  前記細胞ペレットが培養細胞株から調製される、請求項１に

記載の方法。

    【請求項５】  前記培養細胞株が一定量の前記標的タンパク質を発現する、

請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  前記細胞ペレット中の標的タンパク質量が免疫組織化学的に

決定される、請求項１に記載の方法。

    【請求項７】  前記標的タンパク質量をＥＬＩＳＡアッセイによって決定す

る、請求項６に記載の方法。
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    【請求項８】  前記標的タンパク質量を前記細胞ペレット中のタンパク質量

に基準化する、請求項１に記載の方法。

    【請求項９】  前記標的タンパク質量を細胞あたりの前記標的タンパク質量

に基準化する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１０】  前記校正曲線による標的タンパク質量を細胞あたりの分子

数で示す、請求項８に記載の方法。

    【請求項１１】  前記生体サンプル細胞染色の光学密度を画像分析を使用し

て決定する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１２】  前記画像分析を、各シグナルが前記生体サンプル中の細胞

を染色するために使用した多数の染色物質の１つに特異的なように染色生体サン

プルの光学密度を含むシグナルを異なる吸光度および透過性を有する光学フィル

ターを使用して処理した多数のシグナルへの分配によって行う、請求項１１に記

載の方法。

    【請求項１３】  前記検出可能な標識がクロマゲン（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）

または蛍光発色団である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１４】  前記第１および第２の細胞ペレット中の前記標的タンパク

質の発現レベルをＥＬＩＳＡによって決定する、請求項１に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本出願は、２０００年１月１２日に提出された、米国特許仮出願番号６０／１

７６，５１４および６０／１７６，５１５（各開示が明白に本明細書中で参考と

して援用される）の継続出願である。

      【０００２】

  （発明の背景）

１．発明の分野

  本発明は、組織または細胞サンプル中の標的タンパク質の発現レベルの決定法

に関する。特に、本発明は、画像分析を使用した組織または細胞サンプル中の標

的タンパク質の発現レベルの決定法に関する。

      【０００３】

２．発明の背景

  臨床医の癌診断補助において、病理学者は２つの重要な問題に直面する。第１

に、病理学者は、患者から採取した組織または細胞サンプルが良性か悪性かを決

定しなければならない。第２に、組織または細胞サンプルが悪性であると決定さ

れた場合、病理学者は癌の病原性を分類し、その臨床および生物学的挙動を決定

しなければならない。

      【０００４】

  患者から採取した組織または細胞サンプルの組織学的試験によって癌診断を確

認しなければならない。このような組織学的試験には、組織の形態学的特徴が光

学顕微鏡下で容易に試験可能な組織染色が必要である。病理学者は、染色組織ま

たは細胞サンプルの試験後、組織またはサンプルを採取した患者の状態および組

織が良性または悪性のどちらかであるかを定性的に決定する。しかし、腫瘍の病

原性を標準的な組織学的技術を使用して確認することは困難である。臨床医は、

癌治療の耐性または応答性と治療法の選択による患者の潜在的悪影響とのバラン

スを保ちながら、病理学者の組織学的分析結果を使用して適切な治療を選択する

（Ｍｕｓｓら、１９４、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３３０、１２６０～６６

）。
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      【０００５】

  自動化（コンピュータ支援）画像分析システムの使用による組織および細胞サ

ンプルの目視検査が増大している。代表的なシステムには、テレビカメラから組

織または細胞サンプルの拡大画像を受信して受信した光学顕微鏡像を処理するコ

ンピュータが含まれる。一般に、画像分析を使用して種々の生物マーカーに対す

る染色物質の親和性を評価する。適切な親和性染色物質の例には、エストロゲン

受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、ＨＥＲ－２／ｎｅｕタンパク

質、および上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）に指向するクロマゲン（ｃｈｒｏｍ

ａｇｅｎ）標識モノクローナル抗体が含まれる。

      【０００６】

  親和性染色とコンピュータ支援画像分析との組み合わせにより、臨床医は患者

に最適な治療（例えば、ＥＲおよびＰＲ陽性の癌のホルモン治療および抗癌遺伝

子受容体療法（ＨＥＲ－２／ｎｅｕ（ヘルセプチン（商標））、ＥＧＦＲ、また

はＣ２５５（商標）のみに指向するモノクローナル抗体または化学療法との組み

合わせなどを使用））をより良好に選択することができる。さらに、画像分析技

術を使用して、他の受容体（ｅｒｂＢ受容体ファミリー（ＨＥＲ－１、ＨＥＲ－

２／ｎｅｕ、ＨＥＲ－３、およびＨＥＲ－４）中の受容体など）、そのリガンド

（ＥＧＦ、ＮＤＦ、およびＴＧＦα）、および下流シグナル（ＰＩ３キナーゼ、

Ａｋｔ、ＭＡＰキナーゼ、およびＪＵＮキナーゼ）を定量することができる（Ｎ

ＩＨコンセンサス開発会議：乳癌におけるステロイド受容体、１９７９、第２巻

６号；Ｋｒａｕｓら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．

Ｓ．Ａ．、８６、９１９３～９７；Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎ、１９９０、Ｓｅｍｉ

ｎ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｂｉｏｌ．１：３３９～４４；Ｈａｎｃｏｃｋら、１９９１

、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５１：４５７５～８０；  Ｐｅｌｅｓら、１９９１、

ＥＭＢＯ  Ｊ．１０：２０７７～８６；Ｐｅｌｅｓら、１９９２、Ｃｅｌｌ  ６

９：２０５～１６；Ａｒｔｅａｇａら、１９９４、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．、５

４：３７５８～６５、Ｐｉｅｔｒａｓら、１９９４、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ９：１

８２９～３８；Ｂａｓｅｌｇａら、１９９９、ＡＡＣＲ  ＮＣＩ  ＥＯＲＴＣ国

際会議議事録、要約書９８；Ｃｏｂｌｅｉｇｈら、１９９９、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏ
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ｎｃｏｌ．１７：２６３９～４８；ＤｉＧｉｏｖａｎｎａ、１９９９、ＰＰＯ  

Ｕｐｄａｔｅｓ：Ｐｒｉｎｃ．Ｐｒａｃｔｉｃｅ  Ｏｎｃｏｌ．１３：１～９；

Ｓｈａｋ、１９９９、Ｓｅｍｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２６：７１～７７；Ｓｌｉｗｋ

ｏｗｓｋｉら、１９９９、Ｓｅｍｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２６：６０～７０；Ｖｉｎ

ｃｅｎｔら、２０００、Ｃａｎｃｅｒ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．Ｐｈａｒｍａｃｏ

ｌ．４５：２３１～３８）。

      【０００７】

  腫瘍サンプルを免疫組織化学分析のみを使用して試験する場合、腫瘍細胞によ

って発現される特異的標的タンパク質の正確な定量は、腫瘍サンプルと共に患者

から採取された正常な組織の存在によって妨げられる。癌治療の生物学的アプロ

ーチ（モノクローナル抗体またはキナーゼインヒビターの使用など）は、腫瘍サ

ンプル中の特異的標的タンパク質の正確な定量に依存する。例えば、ＨＥＲ－２

／ｎｅｕ抗体であるヘルセプチン（商標）の有効性は、腫瘍細胞中で発現される

ＨＥＲ－２／ｎｅｕの量に依存することが示されている（表１）。

      【０００８】

  組織または細胞サンプル中の標的タンパク質の発現レベルのより正確な決定法

の開発が当該分野で必要とされている。このような方法の開発は、癌治療に広く

適用されるであろう。

      【０００９】

（発明の要約）

  本発明は、組織または細胞サンプル中の標的タンパク質の発現レベルの決定法

を提供する。本発明は、特に、画像分析を使用した組織または細胞サンプル中の

標的タンパク質の発現レベルの決定法を提供する。本発明の方法では、コンピュ

ータ支援画像分析システムを使用して免疫組織化学的に染色した組織または細胞

サンプルの光学顕微鏡像を拡大および処理し、染色組織または細胞サンプルの光

学密度を決定する。

      【００１０】

  本発明の１つの方法では、サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベルを、

標的タンパク質に指向する検出可能に標識した抗体を使用したサンプル中の細胞
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および少なくとも第１のコントロール細胞および第２のコントロール細胞の免疫

組織化学的染色（ここで、前記第１および第２のコントロール細胞中の標的タン

パク質の発現レベルが既知であり、前記第１および第２のコントロール細胞中の

標的タンパク質の発現レベルが同一ではない）、前記染色サンプル細胞ならびに

染色された第１および第２のコントロール細胞の光学密度の決定、前記第１およ

び第２のコントロール細胞の光学密度の決定値からの校正曲線の作成、および作

成した前記校正曲線を使用した前記サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベ

ルの決定、によって決定する。好ましい実施形態では、検出可能な標識は、クロ

マゲン（ｃｈｒｏｍａｇｅｎ）または蛍光発色団である。

      【００１１】

  本発明の方法は、先行技術で開示された技術を超えるいくつかの利点を提供す

る。例えば、本発明の方法では、標的タンパク質の発現レベルを組織サンプルの

腫瘍細胞中（患者から腫瘍サンプルと共に採取した正常な組織以外）でアッセイ

することができるので、組織サンプル中の特異的標的タンパク質がより有意義に

定量される。さらに、本発明の方法は、染色条件のばらつきによる細胞染色の変

化に関連する問題を克服する（例えば、標的タンパク質の発現レベルがＥＬＩＳ

Ａアッセイで決定される場合、図１Ａ～１Ｄを参照のこと）。

      【００１２】

  本発明の特に好ましい実施形態は、以下の一定の好ましい実施形態および特許

請求の範囲のより詳細な説明によって明らかとなる。

      【００１３】

（好ましい実施形態の詳細な説明）

  本発明の方法は、画像分析を用いた組織または細胞サンプル中の標的タンパク

質の発現レベルの正確な決定に有用である。具体的には、本発明は、免疫組織化

学的に染色した組織または細胞サンプルの光学顕微鏡像を拡大および処理し、染

色した組織または細胞サンプルの光学密度を決定するためのコンピュータ支援画

像分析システムを使用した組織または細胞サンプル中の標的タンパク質の発現レ

ベルの決定法を提供する。より詳細には、本発明は、患者から採取した組織また

は細胞サンプルの腫瘍細胞中の標的タンパク質の発現レベルの決定法を提供する
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。

      【００１４】

  本発明の方法の１つの実施形態では、サンプル細胞中の標的タンパク質の発現

レベルを、標的タンパク質に指向する検出可能に標識した抗体を使用したサンプ

ル中の細胞および少なくとも第１のコントロール細胞ペレットおよび第２のコン

トロール細胞ペレットの免疫組織化学的染色（ここで、前記第１および第２のコ

ントロール細胞ペレット中の標的タンパク質の発現レベルが既知であり（例えば

、特にＥＬＩＳＡなどの当該分野で公知の方法による決定後）、前記第１および

第２のコントロール細胞ペレット中の標的タンパク質の発現レベルが同一ではな

い）；前記染色サンプル細胞ならびに染色された第１および第２のコントロール

細胞ペレットの光学密度の決定、前記第１および第２のコントロール細胞ペレッ

トの光学密度の決定値からの校正曲線の作成、および作成した前記校正曲線を使

用した前記サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベルの決定によって決定す

る。好ましい実施形態では、検出可能な標識は、クロマゲン（ｃｈｒｏｍａｇｅ

ｎ）または蛍光発色団である。

      【００１５】

  本発明の方法の実施では、生体サンプル中の標的タンパク質量を、標的タンパ

ク質特異的染色の量および程度とサンプル中の標的タンパク質量とを比較する校

正曲線を使用して定量する（すなわち、量を決定する）。これを、細胞、最も好

ましくは高い精度および正確さで決定することができる一定量の標的タンパク質

を産生する培養細胞株の使用によって行うことが最も一般的である。好ましい実

施形態では、異なる量の標的タンパク質を発現する多数の細胞集団をアッセイす

る。このような細胞集団を使用して、異なる細胞集団中の標的タンパク質量の変

化に関連する標的タンパク質特異的染色量を決定する。ＥＬＩＳＡおよび本明細

書中に記載の画像分析によってＨＥＲ－２／ｎｅｕ量を比較するこのような較正

実験の結果の例を表７に示す。一定の好ましい実施形態では、標的タンパク質特

異的染色を、総細胞タンパク質量に関して基準化するか、または示して、生体組

織、好ましくは腫瘍細胞、最も好ましくは悪性腫瘍細胞を測定することが都合が

よい（細胞数の決定は実用的ではないか信頼できない）。本発明の実施では、標
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的タンパク質特異的染色と細胞中で発現した標的タンパク質量との相関関係を、

標的タンパク質特異的染色に関連する物理的パラメータ、最も好ましくは光学密

度に対して標的タンパク質量を比較した校正曲線として示す。本発明の方法を使

用して作成した校正曲線を、アルゴリズム、最も好ましくは一次関数式または対

数式の形態で示すことも有利である。

      【００１６】

  標的タンパク質を、それ自体が標識された特定の試薬（最も好ましくは抗体）

を使用するか、非標識の評定タンパク質特異的抗体および検出可能に標識され、

且つ標的タンパク質特異的抗体を認識する第２の抗体を使用して検出することが

できる。あるいは、検出可能に標識され、且つ標的タンパク質に特異的に結合す

る任意の分子を本発明で使用することができる。本発明の方法の好ましい実施形

態では、２成分免疫組織化学的染色系を使用して、染色タンパク質を対比染色組

織または細胞サンプルとより容易に区別することが出来るように標的タンパク質

および組織または細胞サンプルを個別に染色する。例えば、標的タンパク質を、

ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を使用して染色し、組織または細胞サンプルをエ

チルグリーンまたはメチレンブルーを使用して対比染色することができる。免疫

組織化学的染色後、コンピュータ支援画像分析システムによって作成した組織ま

たは細胞サンプルの光学顕微鏡像を光学顕微鏡で拡大し、１組の画像に分割する

。分割した画像を１組の光学フィルター（一方は、染色に対応する最大吸収を有

し、他方は対比染色に対応する最大吸収を有する）を使用して増強する。本発明

の方法の他の実施形態では、複数の画像分析フィルターを使用して、種々の成分

（例えば、膜、細胞質、および核）中の異なる細胞タンパク質の染色レベルを検

出、識別、および定量する。

      【００１７】

  本発明の方法の好ましい実施形態では、染色物質および対比染色物質のロット

のばらつきを、サンプル細胞ならびに第１および第２のコントロール細胞ペレッ

トの染色に同一の試薬を使用することによって制御することができる。本発明の

方法の別の好ましい実施形態では、染色工程における環境の相違およびばらつき

を、サンプルならびに第１および第２のコントロール細胞ペレットの同時染色に
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よって制御する。

      【００１８】

  好ましい実施形態では、標的タンパク質特異的染色を、本明細書中で定義の光

学顕微鏡または蛍光顕微鏡、画像転送カメラおよびビュースクリーンを含み、最

も好ましくはデバイスの操作を指揮し、最も好ましくは染色組織調製物の一定の

領域の光学密度の形態で収集した情報を保存および操作をするために使用するこ

とができるコンピュータも含む画像分析装置を使用して検出、測定、および定量

する。本発明の実施に有用な画像分析デバイスには、ＣＡＳ２００システム（Ｂ

ｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ  Ｖｉｅｗ、ＣＡ）が含ま

れるが、これに限定されない。

      【００１９】

  本発明の方法を、以下に記載のように、このような画像分析システムを使用し

て実施する。免疫組織化学的染色後、染色サンプルの顕微鏡画像のデジタル化お

よびデジタル化画像の各画素（ピクセル）中の光強度の染色細胞核の割合に対応

する光学密度値への変換によって発現％を定量することができる。

      【００２０】

  より詳細には、コンピュータ処理画像分析を使用して、デジタルグレースケー

ル画像から特定の染色を有する細胞の量を決定することができる。グレースケー

ル画像は、検討中の特定の標的に結合する光強度増強因子クロマゲン（ｃｈｒｏ

ｍａｇｅｎ）などの量を示すので、標的の光増幅および視覚化が可能である。

      【００２１】

  コンピュータ処理画像分析用装置には、顕微鏡スライドの視野からの検体の細

胞群の画像の拡大および表示手段が含まれる。検体細胞集団を、免疫組織化学的

染色法または当該分野で公知の酵素染色法を使用した特異的染色および対比染色

技術を使用して調製する。適切な染色物質および対比染色物質を、コンピュータ

処理画像分析システムを使用したカメラによる特定の酵素およびマーカーの抗体

サンドイッチ複合体を含む細胞とこのような複合体を含まない細胞とを区別する

能力によって選択する。染色後、画像領域をこのような装置によってデジタル化

し、このようなシステムのメモリに保存する。デジタル化画像から、１つの光の
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波長（赤の波長など）または緑色光学フィルターでの画像の形成によって核また

は細胞質画像マスクを形成する。組織マスクを保存し、第２のフィルターを使用

して、光強度増強因子を有する領域の別のフィルター処理画像を形成する。第１

の画像と第２の画像を比較して細胞の特徴を区別し、光強度増強因子で染色した

物質を定量することができる（したがって、研究中の特定の標的の量のアッセイ

）。

      【００２２】

  第１の工程では、細胞中で発現した標的タンパク質を、標的タンパク質に特異

的な検出可能に標識した一次抗体または一次抗体に特異的な検出可能に標識した

二次抗体の添加によって決定する。これらの抗原が存在するならば、抗体をサン

プルと一定時間インキュベートすると複合体を形成する。

      【００２３】

  次いで、複合体を適切な条件下での切片の染色物質（ジアミノベンジジン（Ｄ

ＡＢ）など）での処理により視覚化する。第２の工程では、組織を、別の光強度

増強因子、例えばエチルグリーン、で対比染色する。ペルオキシダーゼおよびエ

チルグリーンを使用した染色技術を例示しているが、特定のクロマゲン（ｃｈｒ

ｏｍａｇｅｎｓ）、ファーストレッド、ファーストグリーンなど、を基本とした

他の染色物質および光強度増強因子（アルカリホスファターゼなど）も適切であ

る。スペクトル研究により、エチルグリーン染色により画像の特徴の相違を２つ

の異なる波長での画像のフィルター処理によって容易に分離することが出来るよ

うに酵素免疫化学法のＤＡＢ沈殿物から良好にスペクトルが分離されることが示

された。これにより、画像を２つの異なる画像（一方は全細胞核が光学的に増強

されたものであり（エチルグリーンまたはファーストグリーン）、他方は受容体

染色（ＤＡＢ）を用いた組織領域のみが光学的に増強されているもの）にデジタ

ル化可能である。好ましい実施形態では、画像を６００ｎｍ（赤色）フィルター

で分離して全対比染色領域の画像を得ることができ、５００ｎｍ（緑色）フィル

ターで分離してＤＡＢ沈殿が染色した組織領域のみの画像を得ることができる。

      【００２４】

  これらの領域をさらに区別するために、画像を視覚化するオペレータが対象領
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域の境界を設定することができる会話型閾値設定技術を使用することができる。

境界を設定すると、光学密度の閾値未満の画像の全ての部分を消去して画像を形

成することができる。第１の画像について閾値を設定し、第２の画像について第

２の閾値を設定する。

      【００２５】

  画像処理法は、レッドフィルターを用いた第１の対象組織のマスク画像の形成

からなる。このマスク画像を保存し、発現タンパク質定量用の別の画像を同一画

像のグリーンフィルター処理バージョンの使用によって獲得する。フィルターの

組み合わせ効果は、組織成分をＤＡＢで染色した組織マスク領域を光学的に増強

し（暗くする）、緑色対比染色のみを使用した組織成分をより明るくすることで

ある。次いで、染色され、且つマスク内のこれらの画像領域のみを使用して画像

分析を行うことができる。

      【００２６】

  ２つの画像の相違および比較の統計分析（ヒストグラムなど）を使用して、定

量する。また、全染色組織領域の比率または割合を、第２の画像の抗体閾値レベ

ルを超えて染色した領域として容易に測定することができる。

      【００２７】

  レッドおよびグリーンフィルターは、本発明の実施ならびにＤＡＢおよび緑色

対比染色に適切である。これにより、対比染色した２つの領域の便利で有利な識

別法が示される。１つの特定の領域または特徴が他方の細胞の特徴を超えるよう

に光学的に増強するために使用することができる、ファーストグリーン、エオシ

ンのような、種々の他の染色または光強度増強法およびフィルター処理法が存在

することが認識される。

      【００２８】

  本発明の方法は、受容体タンパク質（エストロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲス

テロン受容体（ＰＲ）、ＨＥＲ－２／ｎｅｕタンパク質、および上皮増殖因子受

容体（ＥＧＦＲ）など）（これらのタンパク質は特定の生物学的治療アプローチ

（例えば、モノクローナル抗体またはキナーゼ阻害）の決定に主要な役割を果た

す）の発現レベルの決定に特に有用である（Ｂａｃｕｓら、１９９７、Ａｎａｌ
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．Ｑｕａｎｔ．Ｃｙｔｏｌ．Ｈｉｓｔｏｌ．、１９、３１６～２８；Ｂａｃｕｓ

ら、１９９９、Ｂｒｅｓｔ  Ｊ．）。このような決定の例を、本発明の画像分析

の結果をｆｍｏｌ／μｇおよび細胞あたりのＨＥＲ－２／ｎｅｕ受容体数で報告

した表８Ａおよび８Ｂに示す。本発明の方法はまた、他の受容体（受容体のＨＥ

Ｒファミリー、そのリガンド、および他の核抗原、ならびにシグナル伝達受容体

（例えば、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＭＡＰｋ、およびＪＵＮキナーゼ）を含む）の発

現レベルの決定に適切である。ＨＥＲ－４を使用した決定結果の例を、表９に示

す。

      【００２９】

  本発明の方法の好ましい実施形態および組織または細胞サンプルにおけるタン

パク質発現レベルの以前に研究された決定法を超える利点は、図１～６および実

施例１～２を参照すれば最良に理解される。以下の実施例は、本発明の特定の実

施形態およびその使用例である。実施例は、例示目的のみのために記載されてお

り、本発明を制限するために記載されていない。

      【００３０】

（実施例１）

酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）による標的タンパク質の定量

  マウスモノクローナル捕獲抗体およびウサギポリクローナル検出血清を使用し

たサンドイッチ酵素免疫アッセイを使用して、コントロール組織および細胞中の

ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＥＧＦＲ、ＥＲ、ＰＲの発現レベルを決定した。市販のキ

ット（Ａｂｂｏｔｔ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｎｏｒｔｈ  Ｃｈｉｃａｇｏ

、ＩＬ；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、Ｌａ  Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）を使用して、ＥＬＩ

ＳＡアッセイを行った。各組織または細胞サンプルについて得られた比色反応強

度がアッセイの作業領域を超えないようにＥＬＩＳＡアッセイを行った。

      【００３１】

  ＥＬＩＳＡアッセイ中、組織および細胞サンプルを０～４℃に維持した。細胞

ペレットを秤量し、１０体積の冷受容体緩衝液（１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（

ｐＨ７．４）、１．５ｍＭ  ＥＤＴＡ、１０％グリセロール、０．１％アジ化ナ

トリウム、０．５μｇ・ｍｌペプスタチン、０．２ｍＭｐＡ－ＰＭＳＦ）に懸濁
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し、Ｔｅｋｍａｒ  Ｔｉｓｓｕｅｍｉｚｅｒを使用して５秒間ホモジナイズした

。氷上で１５～２０秒間のインキュベーション後、サンプルを再び５行間ホモジ

ナイズした。組織サンプルを細かく砕き、受容体緩衝液に懸濁した。ホモジナイ

ズ後、抗原抽出薬（ＡＥＡ）をホモジネートに添加し（各５０μｌのホモジネー

トに対して１０μｌのＡＥＡ）、サンプルを混合し、その後ＥＬＩＳＡアッセイ

を行うまでサンプルを－７０℃で保存した。

      【００３２】

  ＥＬＩＳＡ分析前に、ホモジネートを４℃、１５，０００ｒｐｍで１５分間遠

心分離し、上清を新鮮なチューブに移した。各上清のタンパク質レベルをＬｏｗ

ｒｙらの方法（１９５１、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、１９３、２６５～２７５

）で決定し、サンプルを５μｇ／ｍｌ総タンパク質に希釈した。次いで、サンプ

ルをＥＬＩＳＡキットに付属の６４ウェルマイクロタイタープレートのウェルに

ロードした。全サンプルを２連でアッセイした。ＨＥＲ－２／ｎｅｕの発現レベ

ル（ｆｍ／μｇ全タンパク質）を、ＥＬＩＳＡアッセイで計算したＨＥＲ－２／

ｎｅｕ量を上記のように計算した総タンパク質量で割ることにより決定した。

      【００３３】

  ＥＧＦＲ、ＥＲ、およびＰＲの発現レベルを、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ発現の決定

のように決定した。

      【００３４】

  校正曲線作成用のコントロール細胞の選択では、ＨＥＲ－２／ｎｅｕまたはＥ

ＧＦＲ発現構築物でトランスフェクトした生物学的に操作した細胞（ＭＣＦ７／

ＨＥＲ－２細胞（Ｐｅｌｅｓら、１９９１、ＥＭＢＯ  Ｊ．、１０、２０７７～

８６）またはチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）など）は、ＨＥＲ－２

／ｎｅｕまたはＥＧＦＲをより一定に発現するので好ましい。

      【００３５】

（実施例２）

画像分析による標的タンパク質の定量

  本発明の方法を評価するために、多数の腫瘍組織におけるＨＥＲ－２／ｎｅｕ

、ＥＲ、またはＰＲの発現レベルを画像分析によって定量した。ＨＥＲ－２／ｎ
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ｅｕ、ＥＲ、およびＰＲ陰性であるか、種々のＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＥＲ、およ

びＰＲ陽性腫瘍量を発現することが他の方法によって以前に示された組織サンプ

ルおよび正常な細胞（０ｆｍｏｌ／ｍｇから５００ｆｍｏｌ／ｍｇの標的タンパ

ク質の反応範囲を対象とする）を分析で使用した。

      【００３６】

  組織または細胞サンプルにおける標的タンパク質の発現を、コントロール（キ

ャリブレータ）細胞のＥＬＩＳＡアッセイおよび画像分析から作成した校正曲線

から得た式を使用して定量した。コントロール細胞を染色および定量し、それに

並行して組織または細胞サンプルを分析した。ＥＬＩＳＡアッセイおよび画像分

析によるコントロール細胞における標的タンパク質定量の再現性を以下のように

評価した。コントロール細胞ペレットを最初に４つの画分に分け、２つの画分中

のＥＲ濃度をＥＬＩＳＡアッセイによって決定し、２つの画分中のＥＲ染色の光

学密度を画像分析によって決定した。表２は、ＥＬＩＳＡおよび画像分析によっ

てＥＲ濃度および光学密度測定の再現性が得られたことを示す。

      【００３７】

  腫瘍組織サンプルにおけるＥＲ発現を定量するために、ＥＬＩＳＡアッセイ（

実施例に記載のように実施）によって決定した３つのコントロール細胞ペレット

中の標的タンパク質濃度（細胞あたりのｆｍｏｌ／等価物またはレセプター）の

画像分析で決定したこれらのペレットの平均光学密度を使用したグラフ作成によ

って校正曲線を作成した。組織サンプルの膜または核領域を含む全ピクセル数に

対応するピクセルあたりの平均合計光学密度を、染色標的タンパク質の総光学密

度をエチルグリーンまたはメチレンブルー染色サンプルの総ピクセル数で割るこ

とによって計算した。腫瘍組織サンプルのＥＬＩＳＡアッセイおよび画像分析の

結果を表３に示す。標的タンパク質発現がＥＬＩＳＡアッセイによる検出の範囲

を超える組織から「＞」ｆｍｏｌ／ｍｇで示したＥＬＩＳＡ値を得た。ＥＬＩＳ

Ａアッセイおよび画像分析によって決定したＥＲ発現レベルは、他の方法を使用

して決定したＥＲ発現レベルに相関していた。

      【００３８】

  別の実験では、ＥＲまたはＨＥＲ－２／ｎｅｕのいずれかを発現することが公
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知の３つの凍結コントロール細胞ペレットを切断し、７つの凍結組織切断サンプ

ルとともに染色した。コントロール細胞ペレットにおけるＥＲまたはＨＥＲ－２

／ｎｅｕの発現レベル（ｆｍｏｌ／ｍｇ総タンパク質）を、ＥＬＩＳＡアッセイ

によって決定した。次いで、コントロール細胞および組織切片を染色し、スライ

ドを画像分析を使用して定量してＨＥＲ－２／ｎｅｕまたはＥＲ染色の平均光学

密度および割合を決定した。ＥＬＩＳＡアッセイで得た標的タンパク質濃度（ｆ

ｍｏｌ／ｍｇ総タンパク質）に対する画像分析で決定した染色コントロール細胞

の平均光学密度のプロッティングによって校正曲線を作成した。図２および３は

、ＨＥＲ－２／ｎｅｕおよびＥＲ発現コントロール細胞から作成した校正曲線を

示す。これらのグラフ由来の式を使用して、組織サンプルにおけるＥＲまたはＨ

ＥＲ－２／ｎｅｕ発現を定量した。腫瘍組織サンプルのＥＬＩＳＡアッセイおよ

び画像分析の結果を、表４に示す。

      【００３９】

  上記の結果は、本発明の方法を使用して腫瘍細胞に発現した受容体タンパク質

の発現レベルを正確に定量することができることを示す。しかし、いくつかの腫

瘍サンプルについてのＥＬＩＳＡアッセイによって決定した標的タンパク質濃度

は、画像分析によって決定された標的タンパク質濃度に直接相関しなかった。腫

瘍サンプル中に存在する正常細胞の結果として、ＥＬＩＳＡによる標的タンパク

質の定量により、画像分析で得られた濃度よりも低いか高い濃度が得られ得る。

例えば、標的タンパク質（例えば、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＥＲ、またはＰＲ）を

発現しない正常細胞の割合により、ＥＬＩＳＡ値が減少し得る。この現象を、組

織サンプル９８～５９４（表４）（ＥＬＩＳＡアッセイで決定した標的タンパク

質濃度が画像分析で決定した濃度より有意に低い）で示す。あるいは、標的タン

パク質を発現する正常細胞（例えば、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＥＲ、またはＰＲを

発現する正常な乳管）の存在により、ＥＬＩＳＡアッセイで定量したＨＥＲ－２

／ｎｅｕ、ＥＲ、またはＰＲレベルが有意に増加し得る。抽出腫瘍サンプルが腫

瘍細胞および周囲の正常な管組織を含む場合、ＥＬＩＳＡアッセイにより標的タ

ンパク質発現レベルがより高くなる可能性があり、その場合、実際には腫瘍細胞

はより低いレベルの標的タンパク質を発現する（表３）。
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      【００４０】

  本発明の方法の他の受容体（ＨＥＲ－３、ＨＥＲ－４、そのリガンド、および

他の因子など）の定量能力を評価するために、ドキソルビシンベースの化学療法

を受けた患者から採取したサンプルに対して画像分析を行った（Ｅｓｔｅｖａら

、２００１、Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ  Ｏｎｃｏｌｏｇｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈに提出

）。表５は、ＨＥＲ－３、ＨＥＲ－４、ヘレグリン、および他の因子ｐ３８で認

められた光学密度単位の範囲を示す（ＤｉＧｉｏｖａｎｎａ、１９９９、ＰＰＯ

  Ｕｐｄａｔｅｓ：Ｐｒｉｎｃ．Ｐｒａｃｔｉｃｅ  Ｏｎｃｏｌ．、１３、１～

９）。

      【００４１】

  本発明の方法を使用して、３５人の患者から採取したパラフィン包埋乳癌組織

におけるＨＥＲ－４、ヘレグリン、およびリン酸化ｐ３８（Ｐ－ｐ３８）に対し

て指向する抗体の予後の役割を分析した（Ｓａｎｔａ  Ｃｒｕｚ、Ｓａｎｔａ  

Ｃｒｕｚ、ＣＡ）。腫瘍が高レベルのＨＥＲ－４およびヘレグリンを発現する患

者は、腫瘍が低レベルのこれらのタンパク質を発現する患者と比較して５年無病

生存率（ＤＦＳ）が低かった。それに対してリン酸化ｐ３８は高タンパク質発現

レベルがＤＦＳの改善に関連することが認められた。患者のこの小さな部分集団

における他のマーカーと生存率との相関関係は認められなかった。ＨＥＲ－４、

ヘレグリン、およびＰ－ｐ３８とＤＦＳとの間に示された関連性を、他の公知の

予後要因で説明されなかった。結論として、画像分析によって得られた結果によ

り、ＨＥＲ－４、ヘレグリン、およびＰ－ｐ３８が初期乳癌患者の予後値を有す

ることが示唆される（Ｅｓｔｅｖａら、１９９９、Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｃａｎｃ

ｅｒ  Ｒｅｓ．）。このような標的タンパク質発現の正確な定量の重要性を表１

に示す（ＨＥＲ－２／ｎｅｕ発現レベル３の腫瘍はヘルセプチンよりも良好に反

応する）。

      【００４２】

  本発明の方法を使用して、種々の細胞株（表６Ａに示す結果）および腫瘍サン

プル（表６Ｂに示す結果）中のＥＧＦＲも定量した。ＥＧＦＲを使用して、画像

分析法により細胞あたりの受容体数を決定した。
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      【００４３】

  最後に、画像分析を使用して、シグナル伝達経路に関連する標的タンパク質の

発現を試験し、これらの標的タンパク質発現レベルと癌遺伝子（Ａｋｔ－２およ

びＨＥＲ－２／ｎｅｕなど）の発現または薬物反応（ヘルセプチン処理後のｐＡ

ＫＴまたはＭＡＰｋの下方制御など）とを相関させた。図５および図６は、画像

分析に使用により、シグナル伝達に関連する標的タンパク質の上方制御または下

方制御が癌遺伝子タンパク質（ＨＥＲ－２／ｎｅｕおよびＡｋｔ－２など）の発

現に相関し得ることを例示する。画像分析を使用して、腫瘍におけるＨＥＲ－２

／ｎｅｕの過剰発現がＡｋｔ－２の過剰発現に関連し、これはおそらくこれらの

癌の攻撃性に寄与することを示すことができる。

      【００４４】

  上記の開示が本発明のある特定の実施形態を強調したが、その全ての修正形態

または変更形態が添付の特許請求の範囲に記載の本発明の精神および範囲内であ

ることが理解されるべきである。

      【００４５】

【表１】

      【００４６】

【表２】
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      【００４７】

【表３】
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      【００４８】

【表４】
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      【００４９】

【表５】

      【００５０】

【表６】



(22) 特表２００３－５１９７９６

      【００５１】

【表７】

      【００５２】

【表８】
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      【００５３】

【表９】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１Ａ～図１ＤはＨＥＲ－２／ｎｅｕを発現するトランスフェクトＭＣＦ－７

細胞の異なるＨＥＲ－２／ｎｅｕ発現の免疫組織化学分析条件下で染色した細胞

の写真である。ＱＤＬキャリブレータ細胞（１Ａおよび１Ｂ）およびトランスフ
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ェクトＭＣＦ－７細胞（１Ｃおよび１Ｄ）を、アルカリホスファターゼ法を使用

して室温で３分間（１Ａおよび１Ｃ）または３７℃で５分間（１Ｂおよび１Ｄ）

染色し、染色強度において異なる結果を得た。しかし、図２に記載の校正曲線を

使用すると、同一の細胞の異なる染色条件下で受容体が正確に定量される（０．

１９ｐｇ／細胞）。

    【図２】

  図２は細胞ペレット中のＨＥＲ－２／ｎｅｕの量（ＥＬＩＳＡで決定したフェ

ムトモル／μｇのタンパク質として示す）と画像分析によって決定した既知の量

のＨＥＲ－２／ｎｅｕを示すＨＥＲ－２／ｎｅｕ染色の光学密度のピクセル平均

との間の関係を示すグラフである。

    【図３】

  図３は細胞ペレット中のエストロゲン受容体（ＥＲ）の量（ＥＬＩＳＡで決定

したフェムトモル／μｇのタンパク質として示す）と画像分析によって決定した

既知の量のＨＥＲ－２／ｎｅｕを示すＥＲ染色の光学密度のピクセル平均との間

の関係を示すグラフである。

    【図４】

  図４Ａ～図４Ｂは乳癌および膀胱腫瘍における上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ

）発現の免疫組織化学分析の顕微鏡写真である。組織サンプルを、アルカリホス

ファターゼ法を使用して染色した。

    【図５】

  図５Ａ～図５ＣはＨＥＲ－２／ｎｅｕ（ＦＥＲ－２）またはコントロール（Ｎ

ｅｏ）ベクターでトランスフェクトしたＭＤＡ－ＭＢ４５３細胞におけるＨＥＲ

－２／ｎｅｕ（ＦＥＲ－２）およびＡｋｔ－２（ＡＫＴ－２）発現のウェスタン

ブロット分析のオートラジオグラム（５Ａ）；患者の組織サンプルにおけるＨＥ

Ｒ－２／ｎｅｕ（２１１４ＨＥＲ－２ＩＨＣ）もしくはＡｋｔ－２（２１１４Ａ

ＫＴ２ＩＨＣ）の免疫組織化学分析または蛍光イン  シチュー  ハイブリッド形

成（ＦＩＳＨ）分析（２１１４ＨＥＲ－２ＦＩＳＨ）（５Ｂ）；および画像分析

による腫瘍サンプルにおけるＨＥＲ－２／ｎｅｕとＡｋｔ－２発現との相関関係

（５Ｃ）の写真である。
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    【図６】

  図６はヘルセプチン、タキソール、またはＰＤ１５３０３５で処理した細胞に

おける活性化Ａｋｔ（ホスホＡＫＴ）、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ（ＨＥＲ－２）、ま

たは活性化ＭＡＰキナーゼ（ホスホＭＡＰキナーゼ）の画像分析から得た結果の

棒グラフである。

【図１】
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【図２】



(27) 特表２００３－５１９７９６

【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】

【図５Ｂ】
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【図５Ｃ】
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【図６】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年１０月３日（２００２．１０．３）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【特許請求の範囲】

    【請求項１】  細胞を含む生体サンプル中の標的タンパク質量の決定法であ

って、前記方法は、

  （ａ）少なくとも第１のコントロール細胞ペレットの第１の部分中および第２

のコントロール細胞ペレットの第１の部分中の標的タンパク質量を決定する工程

であって、前記第１のコントロール細胞ペレットおよび第２のコントロール細胞

ペレット中の標的タンパク質量が同一ではなく、

  （ｂ）前記標的タンパク質に指向する検出可能に標識された抗体を使用してす

くなくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第２の部分および前記第２の

コントロール細胞ペレットの第２の部分由来の標的タンパク質を免疫組織化学的

に染色する工程と、

  （ｃ）少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第２の部分および前

記第２のコントロール細胞ペレットの第２の部分中の染色標的タンパク質の光学

密度を決定する工程と、

  （ｄ）少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットおよび第２のコントロ

ール細胞ペレットについて、工程（ｃ）で決定した前記染色標的タンパク質の光

学密度を使用して、工程（ａ）で決定した前記標的タンパク質量に関する校正曲

線を作成する工程と、

  （ｅ）前記標的タンパク質に指向する前記検出可能に標識した抗体を使用して

前記生体サンプル由来の細胞の一部由来の前記標的タンパク質を免疫組織化学的

に染色する工程と、

  （ｆ）前記生体サンプル由来の細胞の一部中の染色標的タンパク質の光学密度
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を決定する工程と、

  （ｇ）工程（ｄ）で作成した校正曲線の使用により前記生体サンプル中の標的

タンパク質量を決定して前記標的タンパク質量を導き、工程（ｆ）で決定した前

記生体サンプル由来の細胞の一部中の染色標的タンパク質の光学密度と比較する

工程を包含する、方法。

    【請求項２】  前記標的タンパク質が動物中の悪性細胞で発現するタンパク

質である、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記標的タンパク質がＨｅｒ－２／ｎｅｕ、Ｈｅｒ－３、Ｈ

ｅｒ－４、エストロゲン受容体、前立腺特異的抗原、上皮増殖因子受容体（ＥＧ

ＦＲ）、Ａｋｔ、ｐ１３キナーゼ、およびマイトジェン活性化プロテインキナー

ゼ（ＭＡＰキナーゼ）である、請求項２に記載の方法。

    【請求項４】  少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットおよび第２

のコントロール細胞ペレットを培養細胞株から調製する、請求項１に記載の方法

。

    【請求項５】  前記培養細胞株が再生可能な量の前記標的タンパク質を発現

する、請求項４に記載の方法。

    【請求項６】  少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第１の部

分中および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分中の標的タンパク

質量を免疫試薬を使用して決定する、請求項１に記載の方法。

    【請求項７】  少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第１の部

分中および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分中の標的タンパク

質量を酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）によって決定する、請求項６に記

載の方法。

    【請求項８】  少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第１の部

分中および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分中の標的タンパク

質量を、細胞ペレット中の総タンパク質量に基準化する、請求項１に記載の方法

。

    【請求項９】  少なくとも前記第１のコントロール細胞ペレットの第１の部

分中および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分中の標的タンパク
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質量を細胞あたりの総タンパク質量に基準化する、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  前記校正曲線中の標的タンパク質量を細胞あたりの標的タ

ンパク質分子数として示す、請求項８に記載の方法。

    【請求項１１】  前記生体サンプルの染色標的タンパク質の光学密度を、画

像分析を使用して決定する、請求項１に記載の方法。

    【請求項１２】  前記生体サンプルを複数の染色物質で染色し、前記画像分

析を、各シグナルが前記生体サンプル中の細胞を染色するために使用した多数の

染色物質の１つに特異的なように前記生体サンプル中の染色標的タンパク質の光

学密度を含むシグナルを異なる吸光度および透過性を有する光学フィルターを使

用して処理した多数のシグナルへの分配によって行う、請求項１１に記載の方法

。

    【請求項１３】  前記検出可能な標識は、色素原または蛍光発色団である、

請求項１に記載の方法。

    【請求項１４】  前記生体サンプルが被験体から採取された細胞サンプルの

組織である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記少なくとも第１のコントロール細胞ペレットの第１の

部分および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分がパラフィンに包

埋されていない、請求項１に記載の方法。

    【請求項１６】  前記少なくとも第１のコントロール細胞ペレットの第１の

部分および前記第２のコントロール細胞ペレットの第１の部分が親水性基質中に

固定されていない、請求項１に記載の方法。

    【請求項１７】  前記校正曲線が前記染色標的タンパク質の光学密度の自然

対数を使用していない、請求項１に記載の方法。

    【請求項１８】  工程（ｅ）の免疫組織化学的染色を、工程（ｂ）の免疫組

織化学的染色で使用したものと同一の試薬を用いて行う、請求項１に記載の方法

。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０００５
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【補正方法】変更

【補正の内容】

    【０００５】

  自動化（コンピュータ支援）画像分析システムの使用による組織および細胞サ

ンプルの目視検査が増大している。代表的なシステムには、テレビカメラから組

織または細胞サンプルの拡大画像を受信して受信した光学顕微鏡像を処理するコ

ンピュータが含まれる。一般に、画像分析を使用して種々の生物マーカーに対す

る染色物質の親和性を評価する。適切な親和性染色物質の例には、エストロゲン

受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、ＨＥＲ－２／ｎｅｕタンパク

質、および上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）に指向する色素原標識モノクローナ

ル抗体が含まれる。

【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００１０

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【００１０】

  本発明の１つの方法では、サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベルを、

標的タンパク質に指向する検出可能に標識した抗体を使用したサンプル中の細胞

および少なくとも第１のコントロール細胞および第２のコントロール細胞の免疫

組織化学的染色（ここで、前記第１および第２のコントロール細胞中の標的タン

パク質の発現レベルが既知であり、前記第１および第２のコントロール細胞中の

標的タンパク質の発現レベルが同一ではない）、前記染色サンプル細胞ならびに

染色された第１および第２のコントロール細胞の光学密度の決定、前記第１およ

び第２のコントロール細胞の光学密度の決定値からの校正曲線の作成、および作

成した前記校正曲線を使用した前記サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベ

ルの決定、によって決定する。好ましい実施形態では、検出可能な標識は、色素

原または蛍光発色団である。

【手続補正４】
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【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００１４

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【００１４】

  本発明の方法の１つの実施形態では、サンプル細胞中の標的タンパク質の発現

レベルを、標的タンパク質に指向する検出可能に標識した抗体を使用したサンプ

ル中の細胞および少なくとも第１のコントロール細胞ペレットおよび第２のコン

トロール細胞ペレットの免疫組織化学的染色（ここで、前記第１および第２のコ

ントロール細胞ペレット中の標的タンパク質の発現レベルが既知であり（例えば

、特にＥＬＩＳＡなどの当該分野で公知の方法による決定後）、前記第１および

第２のコントロール細胞ペレット中の標的タンパク質の発現レベルが同一ではな

い）；前記染色サンプル細胞ならびに染色された第１および第２のコントロール

細胞ペレットの光学密度の決定、前記第１および第２のコントロール細胞ペレッ

トの光学密度の決定値からの校正曲線の作成、および作成した前記校正曲線を使

用した前記サンプル細胞中の標的タンパク質の発現レベルの決定によって決定す

る。好ましい実施形態では、検出可能な標識は、色素原または蛍光発色団である

。

【手続補正５】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００２０

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【００２０】

  より詳細には、コンピュータ処理画像分析を使用して、デジタルグレースケー

ル画像から特定の染色を有する細胞の量を決定することができる。グレースケー

ル画像は、検討中の特定の標的に結合する光強度増強因子色素原などの量を示す

ので、標的の光増幅および視覚化が可能である。

【手続補正６】
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【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００２３

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【００２３】

  次いで、複合体を適切な条件下での切片の染色物質（ジアミノベンジジン（Ｄ

ＡＢ）など）での処理により視覚化する。第２の工程では、組織を、別の光強度

増強因子、例えばエチルグリーン、で対比染色する。ペルオキシダーゼおよびエ

チルグリーンを使用した染色技術を例示しているが、特定の色素原、ファースト

レッド、ファーストグリーンなど、を基本とした他の染色物質および光強度増強

因子（アルカリホスファターゼなど）も適切である。スペクトル研究により、エ

チルグリーン染色により画像の特徴の相違を２つの異なる波長での画像のフィル

ター処理によって容易に分離することが出来るように酵素免疫化学法のＤＡＢ沈

殿物から良好にスペクトルが分離されることが示された。これにより、画像を２

つの異なる画像（一方は全細胞核が光学的に増強されたものであり（エチルグリ

ーンまたはファーストグリーン）、他方は受容体染色（ＤＡＢ）を用いた組織領

域のみが光学的に増強されているもの）にデジタル化可能である。好ましい実施

形態では、画像を６００ｎｍ（赤色）フィルターで分離して全対比染色領域の画

像を得ることができ、５００ｎｍ（緑色）フィルターで分離してＤＡＢ沈殿が染

色した組織領域のみの画像を得ることができる。
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【国際調査報告】



(39) 特表２００３－５１９７９６



(40) 特表２００３－５１９７９６



(41) 特表２００３－５１９７９６



(42) 特表２００３－５１９７９６



(43) 特表２００３－５１９７９６

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ｇ０１Ｎ  33/53                                       Ｇ０１Ｎ  33/53                 Ｙ    
// Ｇ０１Ｎ  33/574                                                33/574                Ｄ    
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＯＡ(ＢＦ
，ＢＪ，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，
ＭＬ，ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，Ｇ
Ｍ，ＫＥ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ
，ＵＧ，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，
ＭＤ，ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＬ，ＡＭ，ＡＴ，
ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，ＣＡ，Ｃ
Ｈ，ＣＮ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ
，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，
ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，ＪＰ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，Ｋ
Ｚ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＤ
，ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，
ＰＴ，ＲＯ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，Ｓ
Ｌ，ＴＪ，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ
，ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
Ｆターム(参考） 2G045 BA14 BB24 CB01 CB02 DA36
                      FA11 FA16 FB03 FB09 
                2G059 AA02 AA06 BB12 CC16 DD03
                      DD13 EE07 FF01 FF03 FF12
                      HH02 HH06 JJ02 KK04 MM02
                      MM03 MM05 MM09 MM12 PP04



专利名称(译) 通过图像分析定量测定蛋白质的方法

公开(公告)号 JP2003519796A 公开(公告)日 2003-06-24

申请号 JP2001552090 申请日 2001-01-12

[标]申请(专利权)人(译) 文塔纳医疗系统公司

申请(专利权)人(译) 本塔纳医疗系统公司

[标]发明人 バッカスサラエス

发明人 バッカス、 サラ エス.

IPC分类号 G01N33/48 G01N21/27 G01N33/483 G01N33/50 G01N33/53 G01N33/574

CPC分类号 G01N33/574 G01N33/5011 G01N33/57484 G01N2333/495 G01N2333/82 G01N2800/52 Y10T436
/101666 Y10T436/105831 Y10T436/13

FI分类号 G01N33/48.P G01N21/27.A G01N21/27.F G01N33/483.C G01N33/53.D G01N33/53.Y G01N33/574.D

F-TERM分类号 2G045/BA14 2G045/BB24 2G045/CB01 2G045/CB02 2G045/DA36 2G045/FA11 2G045/FA16 2G045
/FB03 2G045/FB09 2G059/AA02 2G059/AA06 2G059/BB12 2G059/CC16 2G059/DD03 2G059/DD13 
2G059/EE07 2G059/FF01 2G059/FF03 2G059/FF12 2G059/HH02 2G059/HH06 2G059/JJ02 2G059
/KK04 2G059/MM02 2G059/MM03 2G059/MM05 2G059/MM09 2G059/MM12 2G059/PP04

优先权 60/176514 2000-01-12 US
60/176515 2000-01-12 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了一种通过使用靶细胞的免疫组织化学染色并确定细胞的光
密度来确定组织或细胞样品中一种或多种靶蛋白的表达水平的方法。 将
光密度与由具有已知靶蛋白表达水平的对照细胞制成的校准曲线进行比
较。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/09e01b89-fb17-4d31-aa68-43c862062364
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026872320/publication/JP2003519796A?q=JP2003519796A

