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(57)【要約】
　体液内の粒子及び可溶化学物質を検出するためのシス
テムおよび方法は、顕微鏡測定装置、試料チャンバー、
試薬からなるシステム並びに体液内の粒子及び化学物質
を検出し、分類し、計数するのに使用される方法からな
る。体液は、試薬と結合してデジタル顕微鏡測定検出器
の集束面内に来る観察用チャンバーの底部に沈殿する粒
子を含む。電磁放射を吸収または放出する取得されたデ
ジタル画像内の領域として識別される粒子は、第１のデ
ジタル画像の所定の領域内の追加的な吸収または放出さ
れた電磁放射に基づいてさらに分類可能である。体液内
の可溶化学物質は、既知の化学反応または抗体反応を用
いて、透過または放出される電磁放射を使用して検出さ
れ、濃度が決定され、顕微鏡測定デバイスは体液を用い
た体外決定について汎用の検出器である。本要約は技術
的開示の対象を簡潔に認識できるようにする要約を必要
とする規則に従って提供される。これは特許請求の範囲
の意味する範囲を妨げ、または限定するために使用され
ないことが理解されるべきである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　視野内において粒子を２次元的物体として分類するための顕微鏡的方法であって、
　ａ）第１の電磁放射源で視野を照射する段階と、
　ｂ）前記視野の第１のデジタル画像を得るために、画像センサに得られた画像を投影す
る段階と、
　ｃ）前記第１のデジタル画像を用いて、前記第１のデジタル画像内の第１の物体を識別
する段階と、
　ｄ）前記第１の物体の輪郭の輪郭座標を用いて、前記第１のデジタル画像内に含まれる
前記第１の物体の領域を画定し、前記第１の物体の領域の境界線を決定する段階と、
　ｅ）前記第１の物体の１つまたは複数の物体特性を決定する段階と、
　ｆ）前記第１の物体の前記第１のデジタル画像に関して、境界から１つまたは複数の画
素を差し引くことにより、接触している粒子を分離する段階と、
　ｇ）前記輪郭座標を用いて、第１の物体の前記輪郭に隣接するが前記第１の物体の外側
にある領域を画定し、前記第１の電磁放射源の背景照度を計算し、前記第１の物体の電磁
照度からこの平均背景照度を差し引く段階と、
　ｈ）前記第１の物体の前記輪郭内の領域の電磁照度を用いて、標準曲線を参照すること
により、光を吸収する前記第１の物体内の粒子の特性を決定する段階と、
　を含む方法。
【請求項２】
　前記第１の物体を第１のサブセットにさらに分類するのに必要なだけの前記第１の物体
の前記第１のデジタル画像の所定の境界内の前記第１の物体についての特有の光学情報を
提供するのに必要な数の電磁放射源で、前記第１の物体に順にインタロゲートする段階を
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記視野の第２のデジタル画像を得るために第２の電磁放射源で前記視野にインタロゲ
ートする段階であって、前記第２の電磁放射源が、第２の物体の電磁特性に基づき、前記
視野内の前記第２の物体を一意的に識別する電磁特性の点で前記第１の電磁放射源とは異
なる、第２の電磁放射源で前記視野にインタロゲートする段階と、次いで、第１の電磁放
射源によって識別された境界内に含まれる物体を下位分類するために、前記第２の物体を
第２のサブセットにさらに分類するのに必要なだけの前記第２のデジタル画像の前記第２
の物体についての特有の光学情報を提供するのに必要な数の追加的な電磁放射源で、前記
第２の物体を露光する段階と、を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記電磁放射源が、１００ｎｍから２０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射
し、前記光が、紫外線スペクトル、可視光スペクトル及び赤外線スペクトルの部分を含む
、請求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記電磁放射源が、１００ｎｍから１０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射
し、前記光が、自然に存在する蛍光色素分子または人工的に導入された蛍光色素分子の蛍
光励起を引き起こし、前記励起された蛍光色素分子によって放出された光が、対応する物
体を分類するための画像を生成するのに使用される、請求項１から４のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項６】
　前記電磁放射源が、１００ｎｍから２０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射
し、前記光が、前記物体内の化学物質または粒子によって吸収され、吸収性の前記物質ま
たは粒子を含む対応する画像が、より低い照度の検出された電磁放射を有する、請求項１
から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　異なる角度で試料と交差する電磁放射源を用いて、異なる照度の前記視野内の物体の電
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磁放射散乱を引き起こす段階を含む、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記検出センサの領域に垂直方向０から８０°で前記視野内の物体と交差する電磁放射
源を用いて、顕微鏡の対物レンズが、異なる角度で散乱される光を捕捉する段階を含む、
請求項１から７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　異なる偏光特性を有する電磁放射源を用いる段階を含む、請求項１から８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１０】
　自然に存在する蛍光色素分子または人工的に導入された蛍光色素分子の蛍光を誘導する
電磁放射源を用いる段階を含む、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ヘモグロビンのソーレー帯からの透過光源を用いて動物または人間の血液からの赤血球
の画像を生成する段階と、前記画像を用いて面積、直径及び体積などの赤血球の粒子特性
及び赤血球内のヘモグロビンの濃度を計算する段階と、を含み、網状赤血球内のレチクリ
ンに付着した核酸結合蛍光色素分子を励起し、蛍光発光を有する赤血球を識別することに
よって、全ての赤血球から網状赤血球が識別される、請求項１から１０のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１２】
　動物または人間の体液からの白血球を蛍光色素分子で処理する段階と、励起光源を用い
て白血球を検出する段階と、を含み、放出された光が、検出センサに投影されて、蛍光発
光する白血球のデジタル画像を形成する、請求項１から１１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
　動物または人間の体液から白血球を検出するために、核酸結合蛍光色素分子を用いる段
階を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記核酸結合蛍光色素分子が、アクリジニウムエステル、チアゾールオレンジ及びエチ
ジウムブロマイドの群から選択される、請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　２次元的蛍光画像に対応する物体の直径、蛍光発光する物質の濃度及び体積を計算する
段階と、前記物体の直径、蛍光発光する物質の濃度及び体積を、白血球をリンパ球、顆粒
球及び単球に分類するのに用いる段階と、を含む、請求項１２から１４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１６】
　白血球内の異なる物質を検出することができるように、異なる蛍光発光化学種を検出す
るための２つ以上の蛍光励起源または２つ以上の蛍光発光検出波長を用いる段階と、白血
球をさらにサブセットに分類するために蛍光の照度及び量を用いる段階と、を含む、請求
項１２から１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　白血球内の細胞質顆粒が光を強く散乱する一方で、顆粒のない細胞質が光を全く散乱し
ないまたは非常に低い照度で散乱するように、前記センサに垂直方向６０°から９０°の
間の角度で顆粒球を照射する３００ｎｍから８００ｎｍの可視光を用いる、請求項１２か
ら１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記センサに垂直方向６０から９０°の角度で３００から８００ｎｍの光を前記同じ物
体に照射することによって下位分類された前記画像から顆粒球を分類する段階を含み、前
記顆粒球が、高い照度の散乱光を有する画像である、請求項１２から１７のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１９】
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　人間または動物の体液からの白血球が、最初に蛍光を用いて、次に無視できる散乱光を
有する画像としてリンパ球及び単球を識別することによって識別される、請求項１に記載
の方法。
【請求項２０】
　１から５０メガピクセルのＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサを用いる段階を含む、請求項１
から１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記電磁放射源が、同一の視野を順に、前記電磁放射源のための空間の制約及び前記視
野を画像化するための時間的制約によってのみ制限された２つから１０個の異なる電磁放
射源でインタロゲートする能力を提供する電子スイッチでオン及びオフに切り替え可能で
ある、請求項１から２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　対象粒子の液体分散を含み、統計的に有意な数の粒子が計数可能である使い捨てまたは
再使用可能な観察用チャンバーを有する段階を含む、請求項１から２１のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項２３】
　前記観察用チャンバーが、５０ミクロンから１０ｍｍの間の厚さを有する、請求項２３
に記載の方法。
【請求項２４】
　検出用前記ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサの間に対物レンズを配置する段階を含み、前記
対物レンズが、物体の寸法を決定するのに十分な倍率を提供し、さらに前記視野内の物体
を統計的に有意な計数ができるように十分な視野を有する、請求項１８に記載の方法。
【請求項２５】
　前記対物レンズが２倍から１５倍の倍率を有する、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　体液内の赤血球及び白血球の両方を、赤血球のソーレー帯を用いて赤血球細胞の分離ま
たは溶解を行わずに検出して、赤血球と、白血球を検出するための核酸結合蛍光色素分子
の蛍光とを識別する段階を含む、請求項１から２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルフォネートなど
の、しかしそれに限定されない球状化試薬を用いて、赤血球を両面陥凹円盤から均一な球
体に変換し、前記球状化試薬が、白血球の形態または散乱特性に影響を与えない、請求項
１から２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　球状化試薬を使用せず、赤血球本来の両面陥凹円盤形状を維持する試薬を使用する、請
求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　白血球の形態または光散乱特性に影響を与えずに、３０秒から１０分以内に選択的に赤
血球を溶解する段階を含む、請求項１から２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　球状化試薬とともに、または球状化試薬を用いずに、赤血球溶解試薬としてｐＨ８．０
の０．１Ｍ塩化アンモニウムを用いる、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　画像センサと、対物レンズと、顕微鏡観察台を照射するための第１の電磁放射源と、を
含む顕微鏡測定装置であって、前記画像センサが、前記顕微鏡測定装置内の前記画像セン
サから収集された画像内の物体を識別し、分類するように構成された分離されたコンピュ
ータに有線で、または無線で接続可能である、顕微鏡測定装置。
【請求項３２】
　前記顕微鏡測定装置が、体液内の粒子または高分子量もしくは低分子量の化学物質を検
出するのに使用され、前記体液が、血液、尿、脊髄液、唾液、腹水、及び肺洗浄液を含む
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がそれに限定されず、単一の測定装置を用いて体外診断試験の完全な範囲を提供する、請
求項３１に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項３３】
　前記顕微鏡測定装置が体外診断試験において血液学検査、尿検査、化学検査、免疫学的
測定法及び／または凝固検査を実行するように構成された、請求項３１または３２に記載
の顕微鏡測定装置。
【請求項３４】
　第１の光学フィルター、第１のミラー及び第１のビームスプリッターの少なくとも１つ
を含む光学フィルターアセンブリーを含み、前記第１の光学フィルターが、照射する放射
、放出する放射または散乱される放射の光特性を改善するように構成され、前記第１のミ
ラー及び／または前記第１のビームスプリッターが、透過及び散乱した電磁放射並びに放
出された電磁放射の方向を決定するように構成された、請求項３１から３３のいずれか一
項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項３５】
　前記光学アセンブリーが、前記対物レンズからの光を垂直平面から水平面に方向を変化
させるように構成され、カメラの高さが２ｃｍから１５ｃｍの間である、請求項３４に記
載の顕微鏡測定装置。
【請求項３６】
　前記顕微鏡観察台の下に配置された環状光のような光源を含み、前記光源が前面落射照
明のために構成された、請求項３１から３５のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項３７】
　前記顕微鏡測定装置が、前記対物レンズを通した前面落射照明を提供するように構成さ
れた、請求項３１から３６のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項３８】
　前記顕微鏡測定装置が、蛍光顕微鏡測定を実行するように構成された、請求項３１から
３７のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項３９】
　前記顕微鏡測定装置が、透過顕微鏡測定を実行するように構成された、請求項３１から
３８のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４０】
　前記顕微鏡測定装置が、光散乱顕微鏡測定を実行するように構成された、請求項３１か
ら３６のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４１】
　複数の電磁放射源を含み、前記顕微鏡測定装置が、前記顕微鏡観察台の物体を異なる電
磁放射源で順に照射することによって、前記物体の同一のセットの透過、光散乱及び／ま
たは蛍光顕微鏡測定を順に実行するように構成された、請求項３１から４０のいずれか一
項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４２】
　前記顕微鏡測定装置が、前記対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向０°から６０
°の間の照射を提供するように構成された、請求項３１から４１のいずれか一項に記載の
顕微鏡測定装置。
【請求項４３】
　前記顕微鏡測定装置が、前記対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向６０°から８
０°の照射を提供するように構成された、請求項３１から４１のいずれか一項に記載の顕
微鏡測定装置。
【請求項４４】
　前記顕微鏡測定装置が、前記観察台と前記対物レンズとの間に配置された１つまたは複
数のＬＥＤを含み、前記顕微鏡測定装置が、透過光で前記顕微鏡観察台の試料を照射する
ように構成された、請求項３１から４３のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４５】
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　前記顕微鏡測定装置が、蛍光励起源の照射時間を２０ミリ秒から１０秒の間で制御して
、前記画像センサが蛍光放射で対象物体を検出するのに十分な蛍光放射照度を達成するよ
うに構成された、請求項３１から４４のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４６】
　前記顕微鏡測定装置が、対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向０°から８０°に
配置されたＬＥＤの照射時間を、２０ミリ秒から１０秒の間で制御して、対象物体を検出
するのに十分な光散乱を達成するように構成された、請求項３１から４５のいずれか一項
に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４７】
　前記顕微鏡観察台が、固定され、または可動であり、前記対物レンズの前面に位置する
試料チャンバーを保持する一方で、前記電磁放射源によって照射されるように構成された
、請求項３１から４６のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４８】
　前記顕微鏡観察台が可動であり、前記試料チャンバー内の１つから１０の観察領域を、
対物系を通して見ることができるように構成され、前記観察台が、手動またはモーター制
御のいずれかで可動である、請求項４７に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項４９】
　前記顕微鏡観察台が、前記画像センサの撮像表面と物体が乗る表面との間に、前記試料
チャンバーを＋／－１０ミクロンなどの固定された距離で保持するように構成され、それ
によって画像を得る前に焦点を合わせる必要性を排除した、請求項３１から４８のいずれ
か一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項５０】
　前記顕微鏡観察台が、前記顕微鏡測定装置が前記電磁放射源の照射照度を調整し、試料
内の物体を分類する際に使用される照度の範囲を検証することができ、作業者が介在する
ことなく、前記顕微鏡測定装置の倍率及び焦点の質的制御が可能となる、固定参照領域を
含む、請求項３１から４９のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項５１】
　顕微鏡測定装置に使用するための試料チャンバーであって、前記試料チャンバーが、試
料を収容するための５から５０ミクロン離隔された２つの平坦な表面を有し、前記試料チ
ャンバーが、５から１００μＬの液体を収容するように構成され、前記試料チャンバーの
形状が、前記試料チャンバーを試料で均一かつ再現性を有して満たすことを可能にし、分
析を完了する前に前記試料が移動することまたは試料が蒸発することを防ぐ、試料チャン
バー。
【請求項５２】
　前記試料チャンバーが、試料を試薬と混合するために使用されるチャンバーを含む、請
求項５１に記載の試料チャンバー。
【請求項５３】
　前記試料チャンバーが、５から５０μＬの試料及び５０から５００μＬの試薬を正確に
測定し、次いで前記試料を前記試料チャンバーの観察領域に導入する前に前記試料を前記
試薬と混合させるための手段を含む、請求項５１または５２に記載の試料チャンバー。
【請求項５４】
　前記試料チャンバーが、それぞれ２つの平坦な表面を有する第１の壁及び第２の壁を有
し、前記第１の壁及び前記第２の壁の厚さが１００ミクロンから４ｍｍの間であり、前記
壁の厚さ及び組成が、そうでなければ背景散乱に寄与し得る、前記表面から前記チャンバ
ー内へのスペクトル反射及び光散乱を最小化するように選択された、請求項５１から５３
のいずれか一項に記載の試料チャンバー。
【請求項５５】
　前記試料チャンバーが、１ｍｍ×１ｍｍから最大５ｍｍ×５ｍｍの観察領域を有し、１
００ミクロンから２０ｍｍの高さを有する、請求項５１から５４のいずれか一項に記載の
試料チャンバー。
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【請求項５６】
　前記試料チャンバーが、試料が６０秒から最大２４時間で沈殿することができるように
構成され、沈殿した粒子が、前記試料チャンバーの底部に堆積し、前記顕微鏡測定装置に
よって観察され、識別され、分類されることができる、請求項５１から５５のいずれか一
項に記載の試料チャンバー。
【請求項５７】
　前記試料チャンバーが、静定時間の間に蒸発が起こらないように、前記試料チャンバー
を充填した後に前記試料チャンバーを閉じる閉鎖部を含む、請求項５１から５６のいずれ
か一項に記載の試料チャンバー。
【請求項５８】
　画像センサ、対物レンズ、照射する放射、放出する放射もしくは散乱した放射の光特性
を改善し、及び／または透過、散乱された電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定
するための任意選択的な光学フィルターアセンブリー、オンとオフとに切り替えることが
できる少なくとも１つの電磁放射源を含む顕微鏡測定装置を用いて免疫学的測定法を行う
方法であって、前記顕微鏡測定装置が、画像化ソフトウェアを含み、前記顕微鏡測定装置
の前記画像センサから集められた画像内の物体を識別し、分類するように構成された分離
されたコンピュータと有線通信または無線通信するように構成され、前記方法が、
　ａ）水溶液内で１分間に０．１ｍｍから１分間に２ｍｍの早さで堆積する分散された固
相粒子に付着された特異的な抗体を用いる段階であって、前記粒子上の前記抗体が、全血
中の検体に特異的に結合する、抗体を用いる段階と、
　ｂ）標識された検体を競合的に用いて、または標識されたキャッピング抗体を非競合的
に用いて、抗体結合された固体相に付着された検体を検出する段階であって、分散された
前記粒子が、観察用チャンバーの底部に沈殿し、前記観察用チャンバーの高さが、前記測
定法のための望ましい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように前記粒子の十分
な濃度を提供するように選択され、前記沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって
識別され、前記第１の画像の物体の境界または輪郭が決定される、検体を検出する段階と
、
　ｃ）第２の電磁放射に露光した後に、前記第１の電磁放射によって画定される前記境界
内にある電磁放射の照度を決定する段階と、
　ｄ）第２の電磁放射に露光した後に、前記第１の電磁放射によって画定される前記境界
の外側にある電磁放射の照度を決定し、前記第１の電磁放射によって画定された前記境界
の外側にある電磁放射の照度を、前記第１の電磁放射によって画定された前記境界内にあ
る電磁放射の照度から差し引き、効果的に背景電磁放射を差し引き、それによって前記第
２の電磁放射の照度が、測定される前記検体の濃度を得るために標準曲線と比較される段
階と、を含む、方法。
【請求項５９】
　分散性固体相物体に付着された所望の化学物質のための結合パートナーを用いた所望の
化学物質の測定を実施する方法であって、顕微鏡測定装置が画像センサと、対物レンズと
、照射する放射、放出する放射もしくは散乱された放射の光特性を改善し、並びに／また
は透過電磁放射、散乱電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するための任意選択
的な光学フィルターアセンブリーと、オンとオフとで切り替えることができる少なくとも
１つの電磁放射源と、を含み、前記顕微鏡測定装置が、画像化ソフトウェアを含み、前記
顕微鏡測定装置の前記画像センサから集められた画像内の物体を識別し、分類し、前記顕
微鏡を視野内の２次元的物体を分類する方法によって動作させるためにソフトウェアを制
御するように構成された分離されたコンピュータと有線通信または無線通信するように構
成され、
　ａ）前記視野内の前記物体を、第１の電磁放射源で照射する段階と、
　ｂ）得られた画像を画像センサ上に投影する段階と、
　ｃ）得られた前記視野内の前記物体のデジタル画像を用いて、ＩｍａｇｅＪソフトウェ
アを用いて前記デジタル画像内の物体として粒子を識別する段階と、
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　ｄ）物体それぞれの輪郭の座標を用いて、前記物体のデジタル画像内に含まれる領域を
、各物体の領域を取り囲んで画定する段階と、
　ｅ）各物体の前記デジタル画像の領域、直径及び平均照度を決定する段階と、
　ｆ）接触する粒子が識別でき、計数でき、適切に分類できるように、前記物体のデジタ
ル画像に関して前記境界から１つの画素を差し引くことによって接触する粒子を分離する
段階と、
　ｇ）前記輪郭座標を用いて、前記物体の輪郭に隣接するが前記物体の外側にある領域を
画定し、前記電磁放射源の背景照度を計算し、この平均背景照度を各物体のデジタル画像
の輪郭内に含まれる前記物体の電磁照度から差し引く段階と、
　ｈ）前記物体の輪郭内の領域の電磁照度を用いて、標準曲線を参照することによって光
を吸収する物体内の化学物質の濃度を決定する段階と、
　ｉ）第１のセットの物体をサブセットにさらに分類するのに必要なだけの前記物体の前
記第１のデジタル画像の所定の境界内の前記物体についての特有の光学情報を提供するの
に必要な数の電磁放射源で、同一の第１の物体に順にインタロゲートする段階と、
　ｊ）ｎ個の追加的な第１の電磁放射源で同一の視野にインタロゲートする段階であって
、各電磁放射源が、前記物体の電磁特性に基づき、前記視野内の物体を一意に識別する電
磁特性の点で異なる、同一の視野にインタロゲートする段階と、次いで第１の照射源によ
って識別された境界内に含まれる物体を下位分類するための数だけの追加電磁放射源で前
記物体を露光する段階と、
　ｋ）分散された固体相に付着された結合パートナーを用いて、体液内の所望の化学物質
を捕捉し、前記所望の化学物質を、第２の標識された化学物質の捕捉パートナーを競合的
に用いて、または前記所望の化学物質の標識された派生物を非競合的に用いて検出する段
階と、
　ｌ）分散された前記粒子が観察用チャンバーの底部に沈殿し、前記観察用チャンバーの
高さが、前記測定法のための望ましい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように
前記粒子の十分な濃度を提供するように選択される段階と、
　ｍ）前記沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって識別され、前記第１の画像の
物体の境界または輪郭が決定される段階と、
　ｎ）第２の電磁放射への露光後に、前記第１の電磁放射によって画定される前記境界内
にある電磁放射の照度を決定する段階と、
　ｏ）第２の電磁放射の露光後に、前記第１の電磁放射によって画定される前記境界の外
側にある電磁放射の照度が決定され、前記第１の電磁放射によって画定された前記境界内
にある電磁放射の照度から差し引かれて決定される段階と、
　ｐ）前記第２の電磁放射の照度を標準曲線と比較して、測定される核酸の濃度を得る段
階と、によって行われる、方法。
【請求項６０】
　前記方法が、対象とする比色分析化学反応の着色された生成物の波長に特異的な透過Ｌ
ＥＤ光を用いる段階を含み、前記方法が、前記ＬＥＤをオンまたはオフにして、所望の波
長の照射を得る、請求項５９に記載の化学的試験を行う方法。
【請求項６１】
　前記顕微鏡測定装置が、対象とする化学反応に対して特異的な放出電磁放射を用いるよ
うに構成された、請求項３１から５０のいずれか一項に記載の顕微鏡測定装置。
【請求項６２】
　前記顕微鏡測定装置が、可動観察台に乗せられた乾燥化学試験紙を用いて化学分析を行
うように構成され、一貫性のある測定値を提供する乾燥反応パッドの領域を計算すること
によって、検出領域が決定される、請求項３１から５０のいずれか一項に記載の顕微鏡測
定装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は一般に、体液内の粒子及び化学物質の体外での検出に関する。具体的には、本
発明は、（１）体液内の粒子を識別し、分類し、計数し、及び／または（２）体液試料内
の可溶化学物質の濃度を決定する、システムおよび方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　体外における医学的診断試験は、疾病診断の一助として、体液内の異常を検出するため
に幅広く使用されている。この試験の多くは、定期的な高額な保守を必要とし、試験を行
い解釈し、装置が正確に動作していることを確認する高度な技術を有する作業者を必要と
する、複雑な、高度に自動化され、高価な装置を用いて、多数の体液試料を処理する、病
院の実験室または標準実験室で行われる。
【０００３】
　実験システムは大きく、高額であるので、これらは家庭内で個人で、またはほとんどの
医師の診察室で、または外来診療所もしくは救急医療室で使用することはできない。試料
を遠隔の実験設備に送付し、患者の挙動または臨床医の介入及び適時な治療を変更できる
、より素早い回答を提供する必要を減ずるために、これらの設定の試験の必要性がある。
【０００４】
　治療試験のそのような点の必要性に合わせるために、いくつかのシステムが既に開発さ
れている。最も注目すべきであるのは、インスリンの使用を制御し、糖尿病患者の食生活
習慣を変化させる一助としての血液グルコースレベルを監視するためのグルコース試験測
定の広範な使用である。装置を必要としない乾燥化学試験紙が、尿の異常の検出（検尿）
、排泄物試料を用いた腸内出血の検出、及び尿試験紙を用いた妊娠の検出のために使用さ
れている。診断の製造業者は、血液及び尿内の細胞を検出するための、集中実験装置より
も複雑でないいくつかのシステムを開発しているが、これらのシステムは依然として動作
に費用が掛かり、複雑であり、そのため血液学の医療装置の真の点の必要性を満たしてい
ない。装置を使用する免疫学的測定法のための医療システムの点では、今日まで大きな成
功を収めていない。
【０００５】
　注目すべきであるのは、典型的には病院の実験室で行われる幅広い試験を行うことがで
きる単一の装置または技術が存在しないことであり、その理由は、実験用分析機器が、こ
れらの種類の測定が必要とする感度及び精度の必要性の要求を達成するために大きく異な
る技術を使用しているためである。使用者が１つの装置を購入するだけで済むようになる
ため、幅広い試験を行うことができる１つの装置があれば、非常に望ましいこととなる。
これは、単に初期投資を低減するだけでなく、多くの異なる装置を操作し、保守する複雑
さを低減することになるであろう。
【０００６】
　最近まで、デジタル撮影を使用した医療用顕微鏡の点における設計は、実現困難であっ
た。微小試料のデジタル撮影は、当面は研究実験施設で行われてきた。最近まで、これら
のシステムに使用されるセンサは高額であった。また、最近まで、センサは画素数が限ら
れ、顕微鏡のデジタル画像の解像度の品質が低く、小さな視野しか見ることができなかっ
た。この制限のために、体液の粒子を正確に識別し、分類し、同時に正確な計数統計をも
たらす十分大きな体積の観察を行うことが困難であった。また、最近まで、顕微鏡に使用
されるセンサのための照射光源も高価であり、保守が難しく、単純な設計で使用すること
が困難であった。
【０００７】
　過去数十年間に、ＣＭＯＳ及びＣＣＤ技術の劇的な進歩がみられ、これらは価格を劇的
に低減させ、画像センサの解像度を劇的に改善してきた。透過、散乱、蛍光及びリン光に
関して微小試料を照射することを可能にする、電磁照射光源の革命（最も注目すべきはＬ
ＥＤ技術）があった。これらの技術的優位性により、現在、安価で高品質であり、耐久性
があるデジタル微小測定を達成する新しい方法でこれらの構成要素を採用するシステムの
設計が可能になっている。照射に対する反応性及び集中実験システムで使用される検出器
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と同等の感度を有するＣＭＯＳセンサの使用で、病院の実験システムと同様の特性での化
学的試験及び免疫学的試験を行うためにＣＭＯＳセンサを使用したデジタル顕微鏡を使用
することが可能になっている。
【０００８】
　既存の病院の実験装置もまた、そのコスト及び複雑さにもかかわらず、欠点を有してい
る。例えば、血液検査及び検尿のために使用される実験用フローサイトメーターにおいて
、検出器を通過して流れる粒子は粒子が干渉しないように大きな幅で離隔されており、得
られる信号はいずれも背景干渉なく単一の粒子から来るものであるという仮定がなされる
。これは、例えば、シスメックス分析機器で分析した尿試料中にアモルファス状結晶が存
在する場合に赤血球と白血球とを識別し、分類する際にエラーを引き起こす。流動分析を
用いる全ての実験用サイトメーター（フローサイトメーター）は、非常に感度が良く高価
な光増倍検出器を使用したとしても、高速で光源を通過する単一の細胞からの信号を検出
するために必要な照射照度を達成するために、高価なレーザー光源を使用しなければなら
ない。この手法は照射、照射検出構成要素、及び高額であり、高度に訓練された人による
操作及び保守を必要とする複雑な流動制御を必要とする。本発明は、識別、分類及び計数
の実際上のこれらの制限の全てを、より低コストで、複雑さを低減しつつ解決する。
【０００９】
　免疫学的測定法は通常、多くの免疫学的測定法によって必要とされる高い感度及び特異
性を達成するために多数の反応段階を連係させる複雑な装置を必要とする。典型的には、
免疫学的測定法は分離段階を必要とする。この段階は具体的には、低コストな分析機器で
は実現困難な、複雑な機械的な流体処理動作を必要とする。本発明は、洗浄の必要性を排
除し、そのため本発明において説明される検出手法を用いた免疫学的測定法は、コスト及
び複雑性が低減される。これは、医療装置の点で望ましい特性である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本開示は、視野内の２次元的物体を分類する顕微鏡測定方法、測定装置及び測定装置の
ための試料チャンバーに関する。さらに、免疫学的測定を行う方法及び所望の化学物質の
測定を行う方法が開示される。
【００１１】
　本開示は、体液を用いた血液学検査、化学検査、尿検査及び免疫学的測定に類似した試
験を行うための体外診断試験システム及び方法に関する。本発明は、それぞれ分離された
顕微鏡測定装置と通信するためのＵＳＢポートまたはＢｌｕｅｔｏｏｔｈ接続などの有線
または無線接続を有する任意のコンピュータを使用しうる。本発明は、測定装置に内蔵さ
れたコンピュータを使用しうる。
【００１２】
コンピュータは、デスクトップコンピュータ程度に複雑なものであっても、ｉＰａｄ　ｍ
ｉｎｉまたはＳａｍｓｕｎｇ　Ｇａｌａｘｙなどのタブレット程度に単純なものであって
もよい。コンピュータは、使用者が試料を識別し、行う試験を選択し、試験手順を初期化
することができるアプリケーションソフトウェアを含む。コンピュータは、高レベルの信
号をＢｌｕｅｔｏｏｔｈを使用して無線で、またはＵＳＢ接続を通した有線で顕微鏡測定
装置に伝送する。代替的に、コンピュータは、測定装置に内蔵されうる。
【００１３】
　視野内において粒子を２次元的物体として分類するための顕微鏡的方法が開示される。
この方法は、第１の電磁放射源で視野を照射する段階と、視野の第１のデジタル画像を得
るために、画像センサに得られた画像（第１の画像）を投影する段階と、を含みうる。本
方法は、第１のデジタル画像を用いて、第１のデジタル画像内の第１の物体を識別する段
階と、第１の物体の輪郭の輪郭座標を用いて、第１のデジタル画像内に含まれる第１の物
体の領域を画定し、第１の物体の領域の境界線を決定する段階と、続いて第１の物体の１
つまたは複数の物体特性を決定する段階と、を含みうる。任意選択的に、本方法は、第１
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の物体の第１のデジタル画像に関して、境界から１つの画素を差し引くことにより、接触
している粒子を分離する段階を含みうる。本方法は、輪郭座標または輪郭座標の少なくと
もいくつかを用いて、第１の物体の輪郭に隣接するが第１の物体の外側にある領域を画定
し、第１の電磁放射源の背景照度を計算し、例えば第１の物体の電磁照度からこの平均背
景照度を差し引くことによって背景照度を補償する段階を含みうる。本方法は、第１の物
体（第１の画像）の輪郭内の領域の電磁照度を用いて、標準曲線またはその他の参照曲線
を参照することにより、光を吸収する第１の物体内の粒子の特性を決定する段階を含みう
る。
【００１４】
　また、画像センサ、対物レンズ、顕微鏡観察台を照射するための第１の電磁放射源を含
む１つまたは複数の電磁放射源、及び／または顕微鏡観察台を照射するための第２の電磁
放射源を含む、顕微鏡測定装置が開示される。画像センサは、顕微鏡測定装置内の画像セ
ンサから収集された画像内の物体を識別し、分類するように構成された分離されたコンピ
ュータに有線で、または無線で接続される。
【００１５】
　さらに、顕微鏡測定装置に使用するための試料チャンバーが開示され、試料チャンバー
が、試料を収容するための５から５０ミクロン離隔された２つの平坦な表面を有し、試料
チャンバーが、５から１００μＬの液体を収容するように構成され、試料チャンバーの形
状が、試料チャンバーを試料で均一かつ再現性を有して満たすことを可能にし、分析を完
了する前に試料が移動することまたは試料が蒸発することを防ぐ。
【００１６】
　免疫学的測定法を行う方法が開示され、本方法は、画像センサ、対物レンズ、照射する
放射、放出する放射もしくは散乱した放射の光特性を改善し、及び／または透過、散乱さ
れた電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するための任意選択的な光学フィルタ
ーアセンブリー、オンとオフとに切り替えることができる少なくとも１つの電磁放射源を
含む顕微鏡測定装置を用い、顕微鏡測定装置が、画像化ソフトウェアを含み、顕微鏡測定
装置の画像センサから集められた画像内の物体を識別し、分類するように構成された分離
されたコンピュータと有線通信または無線通信するように構成される。本方法は、以下の
１つまたは複数の段階を含みうる。
　ａ）水溶液内で１分間に０．１ｍｍから１分間に２ｍｍの早さで堆積する分散された固
相粒子に付着された特異的な抗体を用いる段階であって、粒子上の抗体が、全血中の検体
に特異的に結合する、抗体を用いる段階。
　ｂ）標識された検体を競合的に用いて、または標識されたキャッピング抗体を非競合的
に用いて、抗体結合された固体相に付着された検体を検出する段階であって、分散された
粒子が、観察用チャンバーの底部に沈殿し、観察用チャンバーの高さが、測定法のための
望ましい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように粒子の十分な濃度を提供する
ように選択され、沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって識別され、第１の画像
の物体の境界または輪郭が決定される、検体を検出する段階。
　ｃ）第２の電磁放射に露光した後に、第１の電磁放射によって画定される境界内にある
電磁放射の照度を決定する段階。
　ｄ）第２の電磁放射に露光した後に、第１の電磁放射によって画定される境界の外側に
ある電磁放射の照度を決定し、第１の電磁放射によって画定された境界の外側にある電磁
放射の照度を、第１の電磁放射によって画定された境界内にある電磁放射の照度から差し
引き、効果的に背景電磁放射を差し引き、それによって第２の電磁放射の照度が、測定さ
れる検体の濃度を得るために標準曲線と比較される段階。
【００１７】
　さらに、分散性固体相物体に付着された所望の化学物質のための結合パートナーを用い
た所望の化学物質の測定を実施する方法が開示され、本方法は、画像センサと、対物レン
ズと、照射する放射、放出する放射もしくは散乱された放射の光特性を改善し、並びに／
または透過電磁放射、散乱電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するための任意
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選択的な光学フィルターアセンブリーと、オンとオフとで切り替えることができる少なく
とも１つの電磁放射源と、を含む顕微鏡測定装置を使用し、顕微鏡測定装置が、画像化ソ
フトウェアを含み、顕微鏡測定装置の画像センサから集められた画像内の物体を識別し、
分類し、顕微鏡を視野内の２次元的物体を分類する方法によって動作させるためにソフト
ウェアを制御するように構成された分離されたコンピュータと有線通信または無線通信す
るように構成される。本方法は、以下の１つまたは複数の段階を含む。
　ａ）視野内の物体を、第１の電磁放射源で照射する段階。
　ｂ）得られた画像を画像センサ上に投影する段階。
　ｃ）得られた視野内の物体のデジタル画像を用いて、ＩｍａｇｅＪソフトウェアを用い
てデジタル画像内の物体として粒子を識別する段階。
　ｄ）物体それぞれの輪郭の座標を用いて、物体のデジタル画像内に含まれる領域を、各
物体の領域を取り囲んで画定する段階。
　ｅ）各物体のデジタル画像の領域、直径及び平均照度を決定する段階。
　ｆ）接触する粒子が識別でき、計数でき、適切に分類できるように、物体のデジタル画
像に関して境界から１つまたは複数の画素を差し引くことによって接触する粒子を分離す
る段階。
　ｇ）輪郭座標を用いて、物体の輪郭に隣接するが物体の外側にある領域を画定し、電磁
放射源の背景照度を計算し、この平均背景照度を各物体のデジタル画像の輪郭内に含まれ
る物体の電磁照度から差し引く段階。
　ｈ）物体の輪郭内の領域の電磁照度を用いて、標準曲線を参照することによって光を吸
収する物体内の化学物質の濃度を決定する段階。
　ｉ）第１のセットの物体をサブセットにさらに分類するのに必要なだけ、物体のデジタ
ル画像の所定の境界内の物体についての特有の光学情報を提供するのに必要な数の電磁放
射源で、第１の物体に順にインタロゲートする段階。
　ｊ）ｎ個の追加的な第１の電磁放射源で同一の視野にインタロゲートする段階であって
、各電磁放射源が、物体の電磁特性に基づき、視野内の物体を一意に識別する電磁特性の
点で異なる、同一の視野にインタロゲートする段階と、次いで第１の照射源によって識別
された境界内に含まれる物体を下位分類するための数だけの追加電磁放射源で物体を露光
する段階。
　ｋ）分散された固体相に付着された結合パートナーを用いて、体液内の所望の化学物質
を捕捉し、所望の化学物質を、第２の標識された化学物質の捕捉パートナーを競合的に用
いて、または所望の化学物質の標識された派生物を非競合的に用いて検出する段階。
　ｌ）分散された粒子が観察用チャンバーの底部に沈殿し、観察用チャンバーの高さが、
測定法のための望ましい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように粒子の十分な
濃度を提供するように選択される段階。
　ｍ）沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって識別され、第１の画像の物体の境
界または輪郭が決定される段階。
　ｎ）第２の電磁放射への露光後に、第１の電磁放射によって画定される境界内にある電
磁放射の照度を決定する段階。
　ｏ）第２の電磁放射の露光後に、第１の電磁放射によって画定される境界の外側にある
電磁放射の照度が決定され、第１の電磁放射によって画定された境界内にある電磁放射の
照度から差し引かれて決定される段階。
　ｐ）第２の電磁放射の照度を標準曲線と比較して、測定される核酸の濃度を得る段階。
【００１８】
　顕微鏡測定装置は、幅及び高さの点でｉＰａｄと類似しているが、厚さは数インチであ
る。しかし、より大きな型が、特定の用途では便利でありうる。装置の設計は概念的に単
純であり、製造及び動作が低コストである。
【００１９】
　顕微鏡測定装置は、顕微鏡検出を用いて、体液中の白血球または赤血球などの粒子を検
出する。これを達成するために、本装置は、様々な波長、方向及び特性の照射で試料を順



(13) JP 2016-522880 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

に照射するアレイを有する。試料は、電磁照射を吸収し、散乱し、再放出しうる。これは
対物レンズで拡大され、ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサ上に投影される。センサからのデジ
タル画像がコンピュータに伝送され、画像処理ソフトウェアが画像内の物体を識別し、分
類し、計数する。
【００２０】
　この発明の独特の特徴は、視野を静止状態に保ちつつ、物体の異なる照射手段を用いて
視野の複数の画像を得るという概念である。異なる照射手段を用いて視野の複数の画像を
得ることにより、最終的に、物体を正確に識別し、分類することが可能になる。
【００２１】
　この発明の別の特徴は、１つの電磁放射源を使用した第１のデジタル画像が、この画像
内のそれぞれの物体の１つの照射特性に基づいて物体の座標及び境界を識別するのに使用
され、次いで異なる電磁照射を用いて１つまたは複数の追加的な画像を取得するというこ
とである。各画像を第１の画像に登録する手段を有することにより、各デジタル画像の特
性が、第１の物体の特性であると確認することが可能になる。単一の画像に基づいた通常
の顕微鏡測定では、背景信号が物体に属するものとして誤って認識される可能性がある。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】試料チャンバーの底部へ沈殿した試料内の物体を、第１の電磁放射及び続いて第
２の電磁放射で照射することによって生成されたデジタル画像の例を示す。
【図２】画像処理アプリケーションおよびユーザーインターフェースソフトウェアを含む
コンピュータと共に使用される顕微鏡測定装置の構成を示す。
【図３】顕微鏡測定装置の構成要素の概略図を示す。
【図４】試料チャンバーの側面図及び上面図の概略を示す。
【図５】コンピュータ上のソフトウェアアプリケーション及び顕微鏡測定装置上のファー
ムウェアアプリケーションの例示的な段階並びにソフトウェアアプリケーションおよびフ
ァームウェアアプリケーションが共同して処理を行う例示的な段階を示す。
【図６】血液試料を処理するために作業者が行いうる段階を示す。
【図７】本発明を用いる免疫学的測定アプリケーションを示す。
【図８】網状赤血球アプリケーションのための画像処理段階を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本発明の以下の説明において、本発明の一部を成す図面の説明を参照し、図面には、例
として、本発明の原理及びどのように実施されうるかを示す例示的な実施形態が示される
。その他の実施形態も、本発明を実施するために利用されてもよく、構造的変更及び機能
的変更も、本発明の範囲から逸脱しない範囲でなされうることは理解されるべきである。
さらに、図に関して説明された特徴は、必ずしも図に開示された特徴の特定の組み合わせ
に限定されるものではない。
【００２４】
　本発明は、第１の物体を第１のサブセットにさらに分類するのに必要なだけの、第１の
物体の第１のデジタル画像の所定の境界内の第１の物体についての特有の光学情報を得る
ために、必要な数の、例えば、少なくとも２つ、３つまたはそれ以上の電磁放射源で順に
インタロゲートする段階を含みうる。
【００２５】
　本方法は、視野の第２のデジタル画像を得るために視野を第２の電磁放射源でインタロ
ゲートする段階を含んでもよく、第２の電磁放射源は、第２の物体の電磁特性に基づいて
視野内の第２の物体を特異的に識別する何らかの電磁特性の点で第１の電磁放射とは異な
る。次いで、本方法は、第１の電磁放射源によって識別された境界内に含まれる物体を下
位分類するために、第２の物体を第２のサブセットにさらに分類するのに必要なだけ、第
２のデジタル画像の第２の物体についての特有の光学情報を得るのに必要な数の追加的な
電磁放射源で第２の物体を露光する段階を含みうる。
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【００２６】
　電磁放射源は、１００ｎｍから２０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射する
ように構成され、または放射しうる。光は、紫外線スペクトル、可視光スペクトル、及び
／または赤外線スペクトルの部分を含んでもよい。
【００２７】
　電磁放射源は、１００ｎｍから０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射するよ
うに構成され、または放射しうる。光は、自然に存在する蛍光色素分子及び／または人工
的に導入された蛍光色素分子の蛍光励起を発生させうる。励起された蛍光色素分子によっ
て放出された光は、対応する物体を分類するための画像を生成するために使用されてもよ
い。
【００２８】
　電磁放射源は、１００ｎｍから２０００ｎｍの範囲から選択された波長の光を放射する
ように構成され、または放射しうる。光は、吸収性物質または粒子を含む対応する画像が
、低い照度で検出された電磁放射を有するように、物体内の化学物質または粒子によって
吸収されてもよい。
【００２９】
　本方法は、試料を異なる角度で横切る電磁放射源を用いて、視野内の物体の異なる照度
の電磁放射散乱を発生させる段階を含んでもよい。
【００３０】
　顕微鏡の対物レンズが、第１の電磁放射源について第１の角度及び／または第２の電磁
放射源について第２の角度などの異なる角度で散乱された光を捉えるように、本方法は、
検出センサ領域に垂直方向０から８０°で、視野内の物体と交差する、例えば第１の電磁
放射源及び／または第２の電磁放射源などの１つまたは複数の電磁放射源を用いる段階を
含んでもよい。第１及び第２の角度は、異なるものであってもよい。
【００３１】
　本方法は、同一または第１の偏光特性を有する第１の電磁放射源及び第２の偏光特性を
有する第２の電磁放射源などの異なる偏光特性を有する電磁放射源を使用する段階を含ん
でもよい。
【００３２】
　本方法は、自然に存在する蛍光色素分子及び／または人工的に導入された蛍光色素分子
の蛍光を誘導する電磁放射源を使用する段階を含んでもよい。
【００３３】
　本方法は、血液などの動物または人間の体液からの赤血球の画像を生成するために、ヘ
モグロビンのソーレー帯からの透過光源を使用する段階を含んでもよい。本方法は、これ
らの画像を使用して、赤血球の面積、直径及び体積、並びに／または赤血球内のヘモグロ
ビンの濃度などの粒子の特性を計算する段階を含んでもよい。網状赤血球は、網状赤血球
のレチクリンに付着した核酸結合蛍光色素分子などの蛍光色素分子を励起することによっ
て全ての赤血球の中から識別されうる。本方法は、蛍光発光を有するこれらの赤血球を識
別する段階を含んでもよい。
【００３４】
　本方法は、血液などの動物または人間の体液からの白血球を蛍光色素分子で処理する段
階を含んでもよい。本方法は、例えば励起光源を用いることによって、白血球を検出する
段階を含んでもよい。放出された光は、検出センサ上に投影されて、蛍光発光する白血球
のデジタル画像を形成してもよい。本方法は、動物及び／または人間の血液から白血球を
検出するために、核酸結合蛍光色素分子を使用してもよい。核酸結合蛍光色素分子は、ア
クリジニウムエステル、チアゾールオレンジ及びエチジウムブロマイドの群から選択され
うる。
【００３５】
　本方法は、例えば、２次元的蛍光画像に対応する物体の直径、蛍光発光物質の濃度及び
体積の１つまたは複数の、物体の特性を計算する段階を含んでもよい。本方法は、白血球
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をリンパ球、顆粒球及び単球に分類するために、例えば物体の直径、蛍光発光物質の濃度
、及び／または体積などの１つまたは複数の特性を用いる段階を含んでもよい。
【００３６】
　本方法は、白血球内の異なる物質を検出できるように、異なる蛍光化学種を検出するた
めの２つもしくはそれ以上の蛍光励起源または２つもしくはそれ以上の蛍光発光検出波長
を使用する段階を含んでもよい。本方法は、白血球のサブセットをさらに分類するために
、蛍光の照度及び量を使用する段階を含んでもよい。
【００３７】
　本方法は、例えば、顆粒のない細胞質が光を全く散乱しないか、非常に低い照度でしか
光を散乱しない一方で、白血球内の細胞質顆粒は強く光を散乱するように、センサの垂直
方向６０から９０°の間の角度で顆粒球を照射する、３００ｎｍから８００ｎｍの可視光
を使用する段階を含んでもよい。
【００３８】
　本方法において、血液などの人間または動物の体液からの白血球は、最初に蛍光（第１
の画像）を用いて識別され、次いで、散乱光が無視できる画像（第２の画像）としてリン
パ球及び単球を識別してもよい。
【００３９】
　本方法は、ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサなどの１から５０メガピクセルの画像センサを
用いる段階を含んでもよい。
【００４０】
　電磁放射源は、電子的なスイッチでオン及びオフに切り替えられて、同一の視野を、視
野を画像化するための電磁放射源に関する空間の制約及び時間的な制約によってのみ制限
される、２つから１０の異なる電磁放射源で順にインタロゲートする能力を提供してもよ
い。
【００４１】
　本方法は、対称粒子の液体分散を含み、統計的に有意な数の粒子を計数することができ
る、使い捨て可能な、または再使用可能な観察用または試料チャンバーを有する段階を含
んでもよい。観察用または試料チャンバーは、５０ミクロンから１０ｍｍの間の厚さを有
してもよい。
【００４２】
　本方法は、検出用ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサの間に対物レンズを配置する段階を含ん
でもよく、対物レンズは物体の寸法を決定するのに十分な倍率を提供するが、さらに視野
内の物体を統計的に有意に計数することを可能にする十分な視野を有する。対物レンズは
、２倍から１５倍の間の倍率を有してもよい。
【００４３】
　本方法は、赤血球の分離及び／または溶解を行うことなく、赤血球を識別するための赤
血球のソーレー帯及び白血球を検出するための核酸結合蛍光色素分子の蛍光を用いて、体
液内の赤血球と白血球の両方を検出する段階を含んでもよい。
【００４４】
　本方法は、赤血球を両面陥凹円盤形状から均一な球体に変換するＮ－ドデシル－Ｎ，Ｎ
－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルフォネートなどの、しかしそれに限定さ
れない球状化試薬を使用してもよい。球状化試薬は、白血球の形態または散乱特性には影
響を与えないものであってよい。
【００４５】
　本方法は、赤血球の本来の両面陥凹円盤形状を維持する試薬を使用してもよい。
【００４６】
　本方法は、白血球の形態または光散乱特性に影響を与えずに、３０秒から１０分以内に
赤血球を選択的に溶解する段階を含んでもよい。
【００４７】
　本方法は、球状化試薬を用いて、または用いずに、赤血球溶解試薬として、ｐＨ８．０
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の０．１Ｍ塩化アンモニウムなどの、塩化アンモニウムを使用してもよい。
【００４８】
　顕微鏡測定装置は、体液内の粒子または高分子量もしくは低分子量化学物質を検出する
ために使用されてもよい。体液は、血液、尿、脊髄液、唾液、腹水、肺洗浄液を含んでも
よいがそれに限定されず、単一の測定装置を使用して体外診断試験の完全な範囲を提供す
る。
【００４９】
　顕微鏡測定装置は、体外診断試験における、血液検査、尿検査、化学検査、免疫測定法
及び／または凝固検査の１つまたは複数を実行するように構成されてもよい。
【００５０】
　顕微鏡測定装置は、少なくとも１つの第１の光学フィルター、第１のミラー及び第１の
ビームスプリッターを含む光学フィルターアセンブリーを含んでもよく、第１の光学フィ
ルターは、照射する放射、放出する放射または散乱される放射の光特性を改善するように
構成され、第１のミラー及び／または第１のビームスプリッターは、透過された電磁放射
、散乱された電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するように構成される。
【００５１】
　光学アセンブリーは、カメラの高さが２ｃｍから１５ｃｍの間になるように、対物レン
ズからの光を、垂直平面から水平面に方向を変更するように構成されてもよい。
【００５２】
　顕微鏡測定装置は、顕微鏡観察台の下に配置された環状光のような光源を含んでもよい
。光源は、前面落射照明のために構成されてもよい。
【００５３】
　顕微鏡測定装置は、対物レンズを通して前面落射照明を提供するように構成されてもよ
い。
【００５４】
　顕微鏡測定装置は、蛍光顕微鏡測定を実行するように構成されてもよい。顕微鏡測定装
置は、透過顕微鏡測定を実行するように構成されてもよい。顕微鏡測定装置は、光散乱顕
微鏡測定を実行するように構成されてもよい。
【００５５】
　顕微鏡測定装置は、複数の電磁放射源を含んでもよい。顕微鏡測定装置は、顕微鏡観察
台の物体を異なる電磁放射源で順に照射することによって、同一のセットの物体の透過、
光散乱及び／または蛍光顕微鏡測定を順に実行するように構成されてもよい。
【００５６】
　顕微鏡測定装置は、例えば第１の電磁放射源での対物レンズを通る経路の散乱光の経路
の垂直方向０°から６０°の間の照射を提供するように構成されてもよい。
【００５７】
　顕微鏡測定装置は、例えば第１の電磁放射源及び／または第２の電磁放射源での対物レ
ンズを通る経路の散乱光の経路の垂直方向６０°から８０°の照射を提供するように構成
されてもよい。
【００５８】
　顕微鏡測定装置は、観察台と対物レンズとの間に配置された１つまたは複数のＬＥＤ（
発光ダイオード）を含んでもよい。顕微鏡測定装置は、顕微鏡観察台の試料を透過光で照
射するように構成されてもよい。顕微鏡測定装置は、例えば、画像センサが対象物体を蛍
光放射で検出するために十分な蛍光放射照度を達成するために、２０ミリ秒から１０秒の
間で蛍光励起源の照射時間を制御するように構成されてもよい。
【００５９】
　顕微鏡測定装置は、例えば対象物体を検出するのに十分な光散乱を達成するために、２
０ミリ秒から１０秒の間で、対物レンズを通る経路の散乱光の経路に対して垂直方向０か
ら８０°に配置されたＬＥＤの照射時間を制御するように構成されてもよい。
【００６０】
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　顕微鏡測定装置は、対象の化学反応に特有の放出される電磁放射を使用するように構成
されてもよい。
【００６１】
　顕微鏡測定装置は、可動観察台に乗せられた乾燥化学試験紙を用いて化学分析を行うよ
うに構成されてもよく、一貫性のある測定値を提供する乾燥反応パッドの領域を計算する
ことによって検出領域が決定される。
【００６２】
　顕微鏡観察台は、固定されまたは可動であってもよく、電磁放射源によって照射される
間、試料チャンバーを対物レンズの前方に位置するように保持するために構成されてもよ
い。顕微鏡観察台は可動であってもよく、試料チャンバー内の１つから１０の観察領域を
対物レンズを通して観察することを可能にするように構成されてもよい。観察台は、手動
で及び／またはモーター制御下で可動であってもよい。顕微鏡観察台は、例えば画像を得
る前に焦点を合わせる必要がないように、画像センサの撮像表面と物体が乗る表面との間
に、試料チャンバーを＋／－１０ミクロンなどの固定された距離で保持するように構成さ
れてもよい。
【００６３】
　顕微鏡観察台は、顕微鏡測定装置が電磁放射源の照明照度を調整し、及び／または試料
内の物体を分類するのに使用される照度の範囲を検証することを可能にする、固定参照領
域を含んでもよい。固定参照領域は、作業者が介在せずに顕微鏡測定装置の倍率及び焦点
の質的制御が可能となるものであってよい。
【００６４】
　試料チャンバーは、試料を試薬と混合するために使用されるチャンバーを含んでもよい
。試料チャンバーは、試料を試料チャンバーの観察領域に導入する前に、例えば５から５
０μＬの試料及び例えば５０から５００μＬの試薬を正確に測定し、次いで、試料を試薬
と混合させるための手段を含んでもよい。
【００６５】
　試料チャンバーは、それぞれ２つの平坦な表面を有する第１の壁及び第２の壁を有して
もよい。第１の壁及び／または第２の壁は、厚さが１００ミクロンから４ｍｍの間であっ
てよい。それぞれの壁の厚さ及び／または組成は、そうでなければ背景散乱に寄与し得る
、表面からチャンバー内へのスペクトル反射及び／または光散乱を最小化し、または低減
するように選択される。試料チャンバーは、１ｍｍ×１ｍｍから最大５ｍｍ×５ｍｍの観
察領域を有してもよい。試料チャンバーは、１００ミクロンから２０ｍｍの高さを有して
もよい。試料チャンバーは、試料が６０秒から最大２４時間で沈殿することができるよう
に構成されてもよく、例えば、沈殿する粒子は、試料チャンバーの底部に堆積し、顕微鏡
測定装置によって観察され、識別され、分類されることができる。
【００６６】
　試料チャンバーは、例えば静定時間の間に蒸発が低減されるように、または蒸発が全く
発生しないように、試料チャンバーを充填した後に試料チャンバーを閉じるための閉鎖部
を含んでもよい。
【００６７】
　本発明は、図１、２、３、４、５及び６に示され、以下の説明で記載された要素の１つ
または複数を含むシステムに具現化されうる。
【００６８】
　図１は、粒子または物体２を含む試料チャンバー３を照射する、照射源１を示している
。顕微鏡測定装置１２（図２）は、照射源１をオンに切り替える。照射源１は、試料チャ
ンバー３を照射し、照射源１からの照射は、試料チャンバー３内の粒子または物体２によ
って吸収される。その結果、照射は試料チャンバーを通過して試料チャンバー下部に位置
する２次元ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサ４に落射する。ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサは、
白黒であっても、またはカラーであってもよい。センサは、照射源１に対して感度がなけ
ればならない。図示の目的のために、図１の照射源１は、試料チャンバー及びセンサの平
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坦面に対して垂直であり、そのため透過される放射を図示している。照射源１は、透過照
射に限定される必要はない。
【００６９】
　顕微鏡測定装置（図２に示される１２）からのファームウェアの制御下で、顕微鏡装置
（図２に示される１２）は、透過照射のデジタル画像５を取得する。この例示において、
試料チャンバー３内の粒子または物体２は照射源１からの照射を吸収し、デジタル画像５
は、本質的に白い背景に暗い物体６（照射の吸収の程度に応じた陰影）を有する。デジタ
ル画像５は、顕微鏡装置のファームウェアメモリに保存され、その後、さらなる画像処理
、結果の計算及び装置使用者への報告のためにコンピュータ１０（図２）に伝送される。
【００７０】
　第１の画像５が取得され、保存された後、顕微鏡測定装置１２（図２）は、試料チャン
バー３を同じ位置に保ちつつ、照射源１をオフに切り替え、照射源７をオンに切り替える
。照射源７は、照射源１とは何らかの点（波長、試料に対する位置、コリメーションの程
度または偏光の程度などの照射源の品質）で異なる。
【００７１】
　示された図において、照射源７は、放射の散乱を引き起こす照射源である。照射源７に
より、試料チャンバー３内の物体または粒子２がセンサ４に対して放射を散乱する場合、
散乱された放射はセンサ４の上に投影され、デジタル画像８内で本質的に黒い背景上で白
い領域９（散乱された放射の照度に応じた白色陰影の照度）として観察される。図１は、
試料チャンバー内の物体の１つが光を吸収してデジタル画像６上に暗い点を発生させるが
放射を散乱させず、そのためセンサに放射を散乱させず、デジタル画像８内に白い領域を
発生させない場合を示している。この粒子は他の２つの粒子とはこの１つの特性の点で異
なり、この違いに基づいて、異なる種類に正確に分類可能である。
【００７２】
　図１は本発明の単なる１つのありうる実施形態であることは理解されるべきである。第
１の照射源１または第２の照射源７は、完全に、均一に試料チャンバーを照射することが
できることのみによって制約される、試料チャンバーを取り囲む任意の角度または位置か
らであってもよい。具体的には、照射源は、試料チャンバー及びチャンバー内の物体を、
１０°（試料チャンバーの表面に対してほとんど平行）から試料チャンバーの表面の垂直
方向８０°までの角度で照明してもよい。本発明の１つの実施形態において、６６０ｎｍ
のＬＥＤが、センサに対して平行な観察用チャンバーの表面に対して垂直方向２０から６
０°の間で観察用チャンバー内の物体を照射するために配置され、全血中の顆粒球が、単
球またはリンパ球よりも強く光を散乱させ、異なる粒子の種類であるとして顆粒球を明確
に分類可能にする。
【００７３】
　照射源１及び２は、１００ｎｍから２０００ｎｍの範囲の波長であってよい。照射源１
及び２は、様々な角度にコリメートされもしくはコリメートされなくてもよく、または放
射の品質は、光を偏光することなど何らかの方法で改善されてもよい。放射源は、センサ
４上に投影される放射を放出する粒子または粒子の特定の部分の中に保持される蛍光色素
分子またはリン光発光分子を励起してもよい。本発明は、粒子の種類の識別及び分類を可
能にする特異的な特性を有する対応するデジタル画像を得るために順にオン及びオフに切
り替えられうる照射源の数には制限されない。
【００７４】
　本発明の特徴は、試料チャンバー及び試料チャンバー内の物体を異なる照射源で順に照
射すること及び対応するデジタル画像を処理することである。順次に可能な照射源の数お
よび対応する画像は、図１の具体的な例によっては制限されない。１から１０の順次照射
が、空間及びコストの制限のみに制約されて使用されてもよい。
【００７５】
　本発明の別の特徴は、試料チャンバー及び試料チャンバー内の物体を、安定した動作条
件に達する短い持続時間を必要とする照射源を単にオンまたはオフに切り替えることによ
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って、異なる照射特性（例えば波長、変更、コリメーション、照射角度などだがそれに限
定されない）を有する異なる照射源で照射する能力である。照射源は、この装置で実際的
である１ミリ秒から１０００ミリ秒で、安定な動作条件に到達できるべきである。発光ダ
イオードは、安定な動作条件に到達するのにかなりの時間を必要とし得るキセノンまたは
タングステンランプなどの照射源と対照的に、この利点を提供する照射源の具体的な例で
ある。
【００７６】
　本発明の別の重要な特徴は、観察用チャンバー内の物体または粒子を検出するために第
１の照射源１を使用し、物体の座標、領域及び境界または輪郭を決定するために第１のデ
ジタル画像５を使用することである。第１の照射源１は、フリーウェアとしてＮａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ社から利用可能なＩｍａｇｅＪソフ
トウェアなどの市販の画像処理ツールを使用できるように、物体２の十分なコントラスト
を提供しなければならない。デジタル画像処理の技術分野における当業者に知られたその
ようなソフトウェアおよび同等な市販製品は、５のようなデジタル画像を、画像内の粒子
または物体の検出、計数、面積、直径、形状及び照射照度を可能にする二値画像に変換す
るアルゴリズムを含む。大きさ、照度または形状の閾値は、典型的には顕微鏡測定装置の
メモリ内に保存された所定の基準に合致するデジタル画像内の粒子及び物体を識別し、計
数するために使用される。
【００７７】
　照射源７からの物体の照射は、第２のデジタル画像内の各物体の物体座標を画定するた
めに使用される、デジタル画像８のようなデジタル画像を生成することとなる。デジタル
画像５内の物体の座標は、第２のデジタル画像８内の物体の座標と比較される。どの距離
だけ座標が離れている場合に物体が同一であると依然として考えることができるかについ
ての、顕微鏡測定装置ファームウェア内に埋め込まれた規則を使用して、画像処理ソフト
ウェアは第２のデジタル画像８内の物体を第１のデジタル画像５内の画像と照合する。合
致するものがあれば、デジタル画像８内の物体に関する照射特性は、合致する座標を有す
るデジタル画像５内の対応する物体によるものである。この手法は、干渉（例えば、非特
異的な散乱もしくは蛍光、または、デジタル画像５内の物体に関して課せられた閾値限界
の外側の効果を有する一方で、照射源７に明確な効果を有する粒子に起因する散乱もしく
は蛍光）に起因し得る照射特性を、要因であるとする危険性を低減する。
【００７８】
　２つの異なる画像内の粒子の座標を照合した後、より正確な照射照度の推定を提供する
ために、デジタル画像５及び８内の物体の境界の外側の照射照度が平均され、物体の境界
内の照射照度から背景として差し引かれてもよい。代替的に、信頼性を有するために、物
体の境界の周囲に２から１０画素の境界層を選択し、物体の照射照度に対する背景修正を
行うのに使用してもよい。
【００７９】
　本発明の他の重要な特徴は、試料チャンバーの照射の持続時間を制御する、図２の顕微
鏡測定装置１２の能力である。透過照射の場合、センサ４、試料チャンバー３及び試料チ
ャンバー内の物体２の露光時間は、照射源の照度及びセンサの感度に応じて１から２００
ミリ秒の間で変化させてもよい。物体からの光を散乱させ、または物体の蛍光もしくはリ
ン光を発生させる照射源に関して、センサ４、試料チャンバー３及び試料チャンバー内の
物体２の露光時間は、照射源の照度及びセンサの感度に応じて１００ミリ秒から１０秒の
間で変化してもよい。
【００８０】
　図２は、システムの主要な構成要素を示している。アプリケーションソフトウェアは、
顕微鏡装置１２と通信するためにユニバーサルシリアルバス（ＵＳＢ）ポートまたはＢｌ
ｕｅｔｏｏｔｈ接続能力のいずれかを有する任意の装置であることができる、コンピュー
ティング装置１０上に存在する。
【００８１】
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　コンピューティング装置は、デスクトップパーソナルコンピュータ、モバイルコンピュ
ータ、タブレット（ｉＰａｄ　ｍｉｎｉまたはＳａｍｓｕｎｇ　Ｇａｌａｘｙなど）であ
ってもよい。コンピュータ１０と顕微鏡測定装置１２との間のＢｌｕｅｔｏｏｔｈ通信は
、無線通信のシンボル１１と共に図内に示されている。顕微鏡測定装置の構成要素は図３
により詳細に示されている。体液試料は、１つまたは複数の試薬１４とともに集められ、
混合されて、照射及び画像取得のために顕微鏡測定装置１２内に挿入される試料チャンバ
ー１３内に移送される。
【００８２】
　図３は、構成要素が顕微鏡測定装置内にどのように配置されるかを示す本発明の例示的
な実施形態の概略図である。この図に示された構成要素のその他の構成またはこれらに追
加されるその他の構成要素は、本発明の範囲を逸脱しない範囲で表される。
【００８３】
　試料チャンバー１６上に配置された照射源１５（図４にも詳細に示されている）は、照
射がこの図において試料チャンバー１６の平面に対して垂直方向かつセンサ２６の平面に
対して平行に向けられている場合には、ビームの透過顕微鏡測定のための照射を提供する
。照射源１５はまた、試料チャンバー１６に垂直な平面の０から９０°の角度で試料チャ
ンバー１６を照射する能力を有するライトのアレイであってもよい。この軸外照射は、試
料チャンバー１６内の粒子による照射源１５からの照射の前方散乱を発生させうる。
【００８４】
　試料チャンバー１６は、顕微鏡観察台１７によって適切な位置に保持される。顕微鏡観
察台１７の平面及び試料チャンバー１６は、水平である。顕微鏡観察台１７は固定されて
もよい。顕微鏡観察台１７は、試料チャンバー１６の様々な部分を照射し、顕微鏡撮像を
するための位置決めを、手動でまたはモーターによる制御下で移動してもよい。
【００８５】
　観察台の下には、照射源１８のステージ下部アレイがある。この照射アレイの１つの構
成は、異なる波長で光を放出するＬＥＤライトのリングである。このアレイは、試料チャ
ンバー１６の底面及び試料チャンバー１６の底面に沈殿する粒子を照射する。本発明のい
くつかの実施形態において、このアレイ１８は、試料チャンバー１６内の粒子に対してほ
ぼ直角であるＬＥＤ照射を提供するが、試料チャンバー１６の底面から１０から約８０°
までの照射を提供してもよい。１つの実施形態において、このアレイは、（１）対物レン
ズ１９によって集められセンサ２６上に投影される光の散乱を引き起こす、試料チャンバ
ー１６内の粒子の６６０ｎｍのＬＥＤ照射を提供し、（２）次の段階で、４５０ｎｍから
５００ｎｍのＬＥＤ光で試料チャンバー内の物体を照射し、６５０ｎｍのより長い波長の
蛍光を発生させる粒子内の蛍光色素分子を励起させ、この放出された光は、顕微鏡の対物
レンズ１９によって集められ、センサ２６上に投影される。
【００８６】
　顕微鏡の対物レンズ１９は、試料チャンバー１６、顕微鏡観察台１７及び照射源のステ
ージ下部アレイ１８の下に配置される。顕微鏡の対物レンズ１９は、顕微鏡観察台１７、
試料チャンバー１６及び照射源のステージ下部アレイ１８の平面に対して垂直に配置され
る。対物レンズは、５倍から２０倍の対物系であることができる。対物レンズは、粒子か
らの照射特性を正確に決定する分解能及び能力を犠牲にすることなく、試料チャンバー１
６の単一の視野内で粒子の最大数を観察できるように選択される。試料チャンバー内の粒
子がＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサ２６上に５倍に拡大されるように配置された１０倍の対
物レンズは、これらの多数の実施形態に関して、良い選択である。本発明の１つの実施形
態に関して、ニコンの１０倍の対物レンズ（ＭＲＬ００１０２　ＣＦＩ　Ｐｌａｎ　Ａｃ
ｈｒｏ　１０Ｘ　ＮＡ　０．２５　ＷＤ　１０．５ｍｍ）が使用された。１０倍の対物レ
ンズ１９は、５．１倍の倍率で、粒子をセンサ上に投影し、試料チャンバーが適切な位置
にしっかりと保持されている場合には装置の焦点調節が不要となるように、約１０から５
０ミクロンの被写界深度が可能である。
【００８７】
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　対物レンズ１９を顕微鏡観察台１７及び試料チャンバー１６の下に配置することは、倒
立顕微鏡として当業者に知られている。照射源が、背景干渉をこの構成において最小にす
ることが多いため、この構成は本発明に好適である。倒立型の構成において、照射は試料
照射前に粒子のない試料または試料チャンバー１６の複数の面を通過する必要がない。同
様に、物体から散乱されまたは放出された散乱は、対物レンズ１９によって集められる前
に、粒子のない溶液または試料チャンバー１９の多数の面を通過しない。
【００８８】
　本発明の１つの実施形態において、直角ミラー２０が、対物レンズ１９からの光を垂直
面から水平面に、光学フィルター２７を通してセンサ２６まで導く。このミラーの目的は
、顕微鏡測定装置全体の高さを、２から３インチ未満にして、容易に平坦なテーブル上に
置くことができるようにすることである。本発明はまた、直角ミラー２０を用いず、対物
レンズ１９の直下で光学フィルター２７及びセンサ２６を用いて作ることも可能である。
【００８９】
　図示されたものの代替的な構成要素の配置は、垂直面内の対物レンズからの光を水平面
内のセンサ２６上に方向を変えるビームスプリッターを有する直角ミラー２０と置き換え
ることである。この構成において、ビームスプリッターの下に照射源を配置し、この照射
源からの照射を対物レンズ１９を通して試料チャンバー１６内の粒子に導くことも可能に
なる。この構成は、光を粒子上に集束し、粒子上の液体にはそれほど集束させず、粒子上
の照射を最大化し、その周りの液体内の潜在的に干渉を引き起こす材料への照射を最小化
するという利点を有する。この構成は、対物レンズを通して向けられた照射源を使用して
蛍光励起を引き起こす場合に有用である。この構成において、必要であれば、照射源とビ
ームスプリッターとの間にさらにフィルターを追加し、または照射を調整することが可能
である。
【００９０】
　図３は、直角ミラー２０（またはビームスプリッター）とセンサ２６との間に配置され
た照射フィルター２７を示している。照射フィルター２７の目的は、特定の波長の照射が
センサ２６に到達するのを妨げることである。
【００９１】
　センサ２６は、画素の２次元アレイである。初期の実施形態では０．５メガピクセル程
度の小さなものから、２０メガピクセルまたはそれよりも大きな最大の市販センサまでで
あってもよい。コストの制限内で可能な最大のセンサが最適である。より大きなセンサは
、より良好な解像度を提供し、またはより小さなセンサと同じ解像度で試料のより大きな
領域を観察することができる。センサはカラーセンサであっても、白黒型センサであって
もよい。照射源の波長の選択は色情報を提供し、はるかに制御された方法でこれを行うこ
とができるため、ほとんどの用途に関して、白黒型センサが好適な実施形態である。さら
に、全ての画素が与えられた波長で撮像のために利用可能であるので、白黒型センサを使
用することにより、より良好な解像度が得られる。
【００９２】
　図３の顕微鏡測定装置は、Ｂｌｕｅｔｏｏｔｈカード２５またはＢｌｕｅｔｏｏｔｈド
ングルを使用して無線でコンピュータ１０（図２）と通信することができる。顕微鏡測定
装置はまた、ユニバーサルシリアルバス（ＵＳＢ）２４を用いて、コンピュータ１０と通
信し、及び／またはコンピュータ１０から電力を受け取ってもよい。顕微鏡測定装置はま
た、電池２３によって電力供給を受けてもよい。コンピュータは、測定装置内に任意選択
的に埋め込まれてもよい。
【００９３】
　顕微鏡測定装置は、センサ２５から取得された画像並びに照射源、通信、電力、センサ
及びその他任意の電力を要する装置を制御するために必要な情報及びファームウェアアプ
リケーションを保存するためのメモリ２３を有する少なくとも１つの印刷回路基板を有す
る。印刷回路基板はまた、照射源、通信、電力、センサ及びその他任意の電力を要する装
置を制御する顕微鏡測定装置特有のファームウェアアプリケーションを動作させるマイク
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ロプロセッサ２２も含む。
【００９４】
　図４は、試料チャンバーの１つの実施形態である。図４の上側の概略図は試料チャンバ
ーの側面図である。下側の概略図は、試料チャンバーの上面図である。試料チャンバーは
、使い捨てまたは再利用可能であってもよい。
【００９５】
　試料チャンバーは、液体試料を収容する中空試料ウェル２９を形成するためにスペーサ
ー３２によって離隔された上側光学表面３０及び下側光学表面３３を有する。試料は、排
出ポート３１を通して空気を逃がしつつ、導入ポート２８を通して試料チャンバー内に導
入される。
【００９６】
　上側光学表面３０及び下側光学表面３３は、光学グレードのアクリル、ガラスまたは同
等の光学品質を有する任意の材料からなるものであってよい。どちらの部品も平坦であっ
てよく、試料を含むチャンバー２６に向く表面は試料チャンバーの体積を決定し、そのた
め粒子または可溶化学物質の濃度の計算に影響を与えることとなるため、表面は理想的に
は一方の端面または側面から他方まで＋／－５ミクロンを超える変化があるべきでない。
また、試料を含む中空ウェル２６の底部にある全ての粒子が対物レンズの焦点面にあるよ
うに、これらの許容範囲に合致することが重要である。
【００９７】
　スペーサー３２は、用途に応じて、上側光学表面３０と下側光学表面３３とを５０ミク
ロンから最大１０ｍｍだけ離隔する。スペーサーは個別の材料（例えば、２つの棒状の接
着テープ）または上側光学表面３０もしくは下側光学表面３３のいずれかのモールドされ
た特徴体であってもよい。スペーサー３２、上側光学表面３０及び下側光学表面３３は、
液体が試料ウェル２９から漏洩しないように、一体に接合される。いずれの場合において
も、好適には試料ウェルの高さが＋／－５ミクロンであることを確保する一定の厚さまた
は所定の用途について適切な、信頼性のある体積決定を補償する一定の厚さであるべきで
ある。
【００９８】
　図５は、コンピュータ１０上のソフトウェアアプリケーション（図５の左側の「ユーザ
ーインターフェースコンピュータアプリケーション」）及び顕微鏡測定装置１２上のファ
ームウェアアプリケーション（図５の右側の「顕微鏡測定装置ファームウェア」）の１つ
の可能な実施形態である。矢印は、試料の処理においてコンピュータ１０と顕微鏡測定装
置１２との間に発生しうる通信を示している。
【００９９】
　ユーザーインターフェースコンピューターアプリケーションは、
・作業者がオプションを選択して試料の処理を開始し、
・処理開始信号がコンピュータから顕微鏡に送信され、
・この信号が処理されるべき試料の種類についての情報を含む、
段階５２を含む。
【０１００】
　顕微鏡装置ファームウェアは、
・電源をオンに切り替え、
・暗電流が調整され、
・ＬＥＤ照度が調整され、
・コンピュータに処理準備ができたことの信号を送信し、
・照射の種類及び持続時間を決定するために使用される試料特有の情報が顕微鏡内に保存
される、
段階５４に進行する。
【０１０１】
　ユーザーインターフェースコンピュータアプリケーションは、
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・使用者に試料チャンバーを挿入するように促し、
・使用者は試料チャンバーが挿入され、タイマーを開始させるために顕微鏡に信号を送る
、
段階５６に進行する。
【０１０２】
　顕微鏡装置ファームウェアは、
・タイマーを開始し、所定の経過時間後に処理を開始し、
・必要に応じて任意選択的にモーターまたはポンプを作動させる、
段階５８に進行する。
【０１０３】
　顕微鏡装置ファームウェアは、
・試料チャンバーを、試料に適した電磁照射のそれぞれで順に照射し、
・画像を生成するために使用される照射の種類で識別された各照射後に、デジタル画像を
取得し、
・画像を、画像処理のためにコンピュータに伝送する、
段階６０に進行する。
【０１０４】
　ユーザーインターフェースコンピュータアプリケーションは、
・アプリケーションが、視野内の及び／または視野全体の中の粒子の識別、数、寸法及び
照射照度を決定するために画像処理を行い、
・アプリケーションが、濃度を決定するために計算を行い、
・結果がメモリーに保存され、確認のために使用者に表示され、
・結果が任意選択的にインターネットを介して遠隔地へ送信される、
段階６２に進行する。
【０１０５】
　図６は、作業者が、顕微鏡測定装置１２内に体液試料を導入するために本発明の１つの
実施形態において取りうる段階を示している。この例は、網状赤血球を決定するために使
用される全血試料を示している。全血を得るために、作業者はまずランセットで指を刺し
、精密ピペッティング装置を用いて５から５０μＬの全血を測定して５００μＬから５０
００μＬの試薬とともにコンテナ内に入れ、コンテナを３回もしくはそれ以上裏返して、
または混合物を穏やかに３回もしくはそれ以上吸引と吐出を行って、全血を試薬と混合す
る。作業者は、混合物を試料チャンバーに移し、試料チャンバーを顕微鏡測定装置に挿入
する。
【０１０６】
　図７は、本発明に基づく免疫学的測定への応用を示している。この例において、高分子
３７を含む体液は、粒子３８に付着する白色の三日月形で表された抗体を含む試薬と混合
される。大きな粒子に付着した抗体は、水溶液中で沈殿することができるが、水溶液中で
分散可能である。大きな粒子に付着した抗体は、高分子３７の第１の箇所に結合する。試
薬はまた、星形の付いた影付き半三日月形で表された第２の抗体３９も含む。星形は、標
識を表している。この例では、標識は抗体に共有結合され、標識に蛍光を引き起こさせる
波長の光で照射したときに蛍光を発する分子である。
【０１０７】
　試薬が体液内で混合され、図７に示された試料チャンバー内に置かれると、高分子３７
は、粒子３８に付着した抗体と結合し、蛍光標識を有する第２の抗体３９は、粒子３８に
付着した抗体に結合された高分子３７と結合して、粒子－抗体－高分子－標識抗体の複合
体を形成する。これらの複合体は、試料チャンバーの底部に沈殿し、粒子複合体を画像セ
ンサ４４上に拡大する対物レンズ４３の焦点面に来る。試料チャンバーは、適切な周波数
の光を透過する光学的に透明な材料からなる。
【０１０８】
　試料チャンバーの底部における粒子は、粒子に付着した蛍光ラベルを励起させる波長の
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光で照射される。試料の底面の間のＬＥＤのリング４２は試料チャンバーの底面及び粒子
が結合した標識を照射する。理想的には、これらのＬＥＤは、結合していない（すなわち
、反応していない）標識抗体３９が、試料が励起されたときに蛍光を発する可能性がある
ように、非常に低い角度で粒子を照射すべきである。
【０１０９】
　この種類の免疫学的測定の方式においては、粒子に結合する標識の量が、試料内の高分
子３７の量が増えるにつれて増加する。標準曲線が、観察される標識の照度と分子の濃度
との間の関係を表すために構築可能である。
【０１１０】
　典型的には、この種類の免疫学的測定は、測定を正確にするために、粒子３８に付着し
た抗体に結合した高分子３７に結合されていない標識３９を、標識に結合した粒子４０か
らから分離することを必要とする。
【０１１１】
　図７の免疫学的測定の方式において、分離は、粒子に結合した標識がチャンバーの底部
に沈殿する際に発生する。本発明に開示されるように顕微鏡検出器の焦点面の粒子を撮像
することにより、試料チャンバーの限定された領域の標識だけが検出されることとなる。
試料チャンバーの高さを増加させることにより、分離の程度を増大させ、背景蛍光を低下
させることができる。
【０１１２】
　さらに、標識されていない粒子は試料チャンバーの底部に沈殿することとなるが、チャ
ンバーを完全には覆わない。粒子の間には空間ができることとなり、光は溶液内を貫通し
、粒子に結合されていない標識を励起しうる。蛍光は、測定の感度を劣化させることとな
る非特異的な背景蛍光を発生させることとなる。
【０１１３】
　粒子に結合されていない標識からのこの非特異的な背景蛍光は、第１の光源（例えば、
散乱を発生させる光源）を使用し、この第１の照射を使用して粒子の境界を識別し、次い
でだ第２の蛍光色素分子を励起させる光源により各粒子境界内から放出される蛍光の照度
を決定して焦点面内の粒子を最初に識別することによって、部分的には排除可能である。
さらに、粒子境界の外側の蛍光信号は、測定の精度を向上させるために、粒子に結合した
蛍光から差し引くことができる非特異的蛍光を決定するために使用可能である。
【０１１４】
　小さな分子に特異的な粒子結合抗体が、標識された小さな分子に競合することを除いて
、類似する手法が、競合免疫学測定法について使用可能である。試料チャンバーの底部に
沈殿する粒子結合標識の量は、試料内の小さな分子の濃度に関連する。
【０１１５】
　前述の説明及び図７は、本発明の範囲を免疫学的測定法に限定するものではない。図７
における粒子３８に付着した白色の三日月形状は、生物学的または化学的起源の可溶化学
物質に結合する任意の生物学的または化学的起源の分子であることができる。例えば、こ
れは甲状腺ホルモンに結合するホルモン受容体であることができる。また、可溶核酸に結
合する核酸であることができる。また、可溶ビオチンに結合するアビジンなどの分子であ
ることができる。また、可溶化学物質または生物学的物質に結合する合成キメラ物質であ
ることができる。
【０１１６】
　同じように、図７で符号３９で示された三日月形状の結合パートナーは、標識された抗
体であることができるが、標識されたホルモン受容体、核酸または、標識され、溶液中の
可溶物質に結合することができる任意の生物学的または化学物質であることができる。
【０１１７】
　免疫学的測定は、本発明で検出可能な可溶化学物質（生物学的起源の化学物質を含む）
の検出の一例である。これらの免疫学的測定は、粒子に結合した特定の照射信号を検出す
るという概念に基づいているため、以下の例示的な実施形態も、どのように免疫学的測定
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法が働くかを示している。
【０１１８】
［例１］
　本発明の１つの実施形態は、全血中の網状赤血球を決定するために使用された。
【０１１９】
　５μＬの指を刺した全血は、５０００μＬの試薬と混合された。試薬は６３μｇ／ｍＬ
（０．１９ｍＭ）のラウラミドプロピルベタイン、２０ｍＭの重炭酸ナトリウム、５ｍＭ
のＥＤＴＡ四ナトリウム水和物及び９６ｍＭの塩化ナトリウムを含む。最終的なｐＨは８
．１に、最終的なオスモル濃度は必要であればＮａＣｌまたは水で、２７２ｍＯｓｍであ
るように調整される。この試薬は、０．２ミクロンフィルターでろ過され、室温で最大２
か月、目立った劣化や細胞球状化能力が低下することなく保存された。
【０１２０】
　顕微鏡測定装置は、倒立顕微鏡の代わりに正立顕微鏡であった以外は、図３に示された
構成要素を含む。対物レンズ１９は、Ｎｉｋｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ製の１０倍の
対物レンズである（ＣＦＩ　ＬＵ　Ｐｌａｎ　Ｆｌｕｏｒ　ＢＤ　１０Ｘ）。透過顕微鏡
測定に関して、照射源１５は、照射経路に配置された４１０ｎｍのフィルターを有するＮ
ｉｋｏｎハロゲンランプであった。試料は８０ミリ秒照射され、ビットは２３５に設定さ
れた。
【０１２１】
　蛍光に関して、試料はＮｉｋｏｎ水銀ランプ（Ｎｉｋｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，
Ｘ－Ｃｉｔｅ　１２０Ｘｌ　Ｆｌｕｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ）で２０００ミリ秒照射された。
これは、Ｐｈｉｌｌｉｐｓ　Ｒｅｂｅｌ　Ｌｕｍｉｌｅｄ（７００ｍＡで７０ｌｍのＢｌ
ｕｅ（４７０ｎｍ）Ｌｕｘｅｏｎ　Ｒｅｂｅｌ　ＬＥＤ）で置き換えることもできた。こ
れらの光源は、図３の直角ミラー２０の下に配置された。この照射方法は、図３のステー
ジ下部照射源１８の場所で行われた。
【０１２２】
　図３の直角ミラー２０は、ＦＩＴＣフィルターキューブ（Ｓｅｍｒｏｃｋ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎ　ＦＩＴＣ－３５４０Ｂ）で置き換えられた。このフィルターキューブは、
青い光の狭い帯域のみが対物レンズ１９を通って試料チャンバー１６に通過させることが
できるフィルターに蛍光照射源からの光を通過させるビームスプリッターを含む。Ｓｅｍ
ｒｏｃｋフィルターキューブも、図３の照射フィルター２７と同じ目的を果たすフィルタ
ーを含む。
【０１２３】
　図３のセンサ２６は、５ＭＰのＣＭＯＳカメラ及び画像取得ソフトウェア（カナダ国オ
タワのＰｉｘｅｌｉｎｋ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）であった。１０倍の対物レンズとカ
メラとの間に、０．５倍のリレーレンズ（Ｅｄｍｕｎｄ　Ｏｐｔｉｃｓ，ＮＴ５８－３７
６　０．５倍ビデオ顕微鏡結合器）が設けられて、カメラのセンサーにおいて全倍率は５
．１倍であった。リレーレンズは、対物レンズとセンサとの間の距離を最適化することに
よるこのシステムの最終形態においては除去可能であった。
【０１２４】
　希釈された試料は図４に示されたものと設計の点で類似する市販の顕微鏡測定試料チャ
ンバー（ドイツ国、Ｉｂｉｄｉのｉｂｉｄｉ．ｃｏｍの製品番号８１１２１）内に導入さ
れた。チャンバーは高さ１００ミクロン、幅５ｍｍ、長さ５０ｍｍである（体積は２５μ
Ｌ）。
【０１２５】
　この構成は、容易に市販の構成要素とともに素早く組み立てることができるため、本発
明の原理を示すのに使用された。透過光で試料を照射するためには、図３の照射フィルタ
ー２７と等価なフィルターを除去する必要があった。この手動の介入は、図３に示される
ような最終的な試作機では必要とならなかった。
【０１２６】
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　波長４１０ｎｍの透過画像及び蛍光画像が、各試料について取得された。画像はＮａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ（ＩｍａｇｅＪ）のＩｍａｇｅＪ
オープンソースソフトウェアを使用して処理された。（１）透過画像または蛍光画像内に
観察された粒子の数を、使用者が定義する大きさと照度の閾値に基づいて計数し、（２）
各粒子について透過の粒子のＭＣＨ及びＭＣＶを計算し、（３）網状赤血球を使用者が定
義した照度及び大きさの蛍光の粒子として識別する、特殊なプラグイン（ＩｍａｇｅＪ用
赤血球プラグイン）が書かれた。透過の粒子及び蛍光の粒子の座標がそれぞれ決定され、
蛍光を発する粒子に対応する透過画像内の赤血球細胞を識別するために使用された。
【０１２７】
　図８は、網状赤血球及び赤血球を識別し、分類するために画像ソフトウェア、ここでは
ＩｍａｇｅＪプラグインによって使用される例示的な段階をまとめている。この用途にお
いて、粒子の閾値は、粒子の最小直径を２０画素に、最大直径を８０画素に設定した。「
合致した」蛍光画像及び透過画像内の物体に関して、これらは７０画素よりも離れたもの
であってはならない。蛍光画像内の物体についての照度閾値は、最小照度閾値を４０とし
、最大閾値を２５５とした。
【０１２８】
　第１の（透過）画像が１０２で処理され、続いて第２の（蛍光）画像が１０４で処理さ
れる。続いて、第１及び第２の画像の粒子が１０６で照合され、網状赤血球についての結
果が、１０８でまとめられる。
【０１２９】
　第１の画像を処理する段階１０２は、
　１．画像に渡る背景照度を均一にすること、
　２．背景を差し引き、背景を２５５に設定すること、
　３．標準のＩｍａｇｅＪの機能を用いて画像を２値化すること、
　４．ＩｍａｇｅＪ領域分割を適用して接触している可能性のある粒子を分離すること、
　５．領域分割及び粒子の修正の後に、粒子の計数を決定すること、
　６．領域分割が粒子の計数を５％未満しか増加させなかった場合には、修正された粒子
の計数を記録し、５％を超える場合には試料を希釈して再び処理を行うこと、
　７．ＩｍａｇｅＪを用いて粒子の計数、粒子の座標、直径及び平均照度を、最終結果の
構築の間に決定された照度及び大きさの制限に基づいて決定すること、及び
　８．透過画像内の全ての粒子について結果を保存すること、
の１つまたは複数の段階を含む。
【０１３０】
　第２の（蛍光）画像を処理する段階１０４は、
　１．画像に渡る背景照度を均一化すること、
　２．背景を差し引くこと、
　３．白のレベルを２５５に設定すること、
　４．標準のＩｍａｇｅＪ機能を使用して画像を２値化すること、
　５．ＩｍａｇｅＪ領域分割を適用して接触している可能性のある粒子を分割すること、
　６．領域分割及び粒子の計数の修正の後に粒子の計数を決定すること、
　７．領域分割後に粒子の計数の増加が５％未満である場合には係数は正確であると判断
し、５％よりも大きいと、試料は希釈されて再度処理されなければならないと判断する段
階と、
　８．ＩｍａｇｅＪを使用して粒子の計数、座標、直径及び平均照度を、照度及び大きさ
の制限に基づいて決定すること、及び
　９．蛍光画像内の全ての粒子についての結果を保存すること、
の１つまたは複数の段階を含む。
【０１３１】
　第１及び第２の画像内の粒子を照合する段階１０６は、
　１．透過画像及び蛍光画像内の粒子の座標を比較すること、
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　２．透過画像及び蛍光画像内の粒子の座標が、受容可能として構築において決定された
数よりも小さい場合に、透過画像内の粒子が網状赤血球として分類されること、及び
　３．透過画像及び蛍光画像内の照合された粒子の間の距離を記録すること、
の１つまたは複数を含む。
【０１３２】
　網状赤血球の結果（すなわち、所定の大きさ及び照度より大きな対応する蛍光画像を有
する透過の粒子について）をまとめる段階１０８は、以下の、
　１．透過照度、
　２．粒子ごとの平均画素数、
　３．平均粒子直径、
　４．計算された赤血球の体積、及び／または
　５．計算されたヘモグロビンの濃度、
の１つまたは複数を含む。
【０１３３】
　表１は、本発明の精度データまたは特性を示している。
【０１３４】
【表１】

【０１３５】
　表２は、本発明をＳｙｓｍｅｘ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ　Ａｎａｌｙｚｅｒと比較した
方法を示す。
【０１３６】
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【表２】

【０１３７】
　ここで、
ＲＢＣ濃度：赤血球／μＬ
ＭＣＨ：ｐｇで表した平均赤血球ヘモグロビン量
ＭＣＶ：ｆＬで表した（赤血球の）平均赤血球体積
ＭＣＨｒ：ｐｇで表した網状赤血球の平均赤血球ヘモグロビン量。ＭＣＨｒは主に、光散
乱によるある程度の寄与を有する光学密度の測定であり、細胞体積からの主要でない寄与
を有しうる。
ＣＨｒ：網状赤血球ヘモグロビン量。ＢａｙｅｒはＡｄｖｉａ１２０網状赤血球ヘモグロ
ビン量についてこの略語を使用している。これは、概略的にＭＣＨｒと等価であるべきで
ある。ＣＨｒは光散乱測定である。
ＲＥＴ　ＨＥ：網状赤血球のヘモグロビンである。Ｓｙｓｍｅｘは、網状赤血球ヘモグロ
ビン量のＳｙｓｍｅｘ　ＸＥ－２１００決定についてこの略語を使用する。ＲＥＴ　ＨＥ
は、概略的にＭＣＨｒ及びＣＨｒと等価であるべきである。ＲＥＴ　ＨＥは、前方光散乱
の測定である。細胞の体積及びヘモグロビン量がこの値に影響を与える。細胞体積の影響
は、このパラメータでより顕著である。
【０１３８】
［例２］
　本発明の第２の実施形態は、全血内の顆粒球を決定するために使用された。
【０１３９】
　本実施形態において、図６にまとめられた多くの手動の試料及び試薬操作の段階は、試
料チャンバーを含む特別なカートリッジを使用することによって自動化された。全血は、
ＥＤＴＡバキュテナー内に集められ、このカートリッジ内に挿入された。カートリッジ内
の液体回路は、全血をバキュテナーから、全血を正確に１００μＬに区画する回路に自動
的に移動された。装置は、全血を含む区画を１０ｍＬの試薬で混合チャンバー内に洗い流
した。
【０１４０】
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　試薬は、５３５ｍｇｍの塩化アンモニウム、８４ｍｇｍの重炭酸ナトリウム、３８ｍｇ
ｍのＥＤＴＡ、１０ｍｇｍのアジ化ナトリウム、１ｍｇｍのアクリジンオレンジ及び１０
０ｍＬの蒸留水を含んでいた。アクリジンオレンジは、細胞核内または細胞質内のいずれ
かの核酸に結合されたときにのみ蛍光を発する核酸結合色素である。これはまた、細胞質
内のいくつかの複合炭水化物にも結合可能である。この試薬は、赤血球を溶解して、より
容易に白血球を検出することを可能にする。これは、白血球を正確に検出、分類及び計数
するために必要な白血球の形態の多くを保存する。
【０１４１】
　全血試薬の混合は、カートリッジの近くのモーターに取り付けられた磁石によって回転
する直径１／８インチのステンレス鋼ボールベアリングを用いて混合された。試薬の混合
後、全血混合物は、自動的にカートリッジ内の試料チャンバーに移送されて、光学的画像
が収集された。液体はチャネルを通して空気圧を用いて押し出された。本発明は、任意選
択的に、試料チャンバーへのこれらの段階を含んでもよい。
【０１４２】
　顕微鏡測定装置は、図３に説明された構成要素を含む。この初期試作機は、倒立顕微鏡
であった。対物レンズ１９は、Ｎｉｋｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ製１０倍対物レンズ
である（ＣＦＩ　ＬＵ　Ｐｌａｎ　Ｆｌｕｏｒ　ＢＤ　１０Ｘ）。透過顕微鏡測定に関し
て、照射源１５は約６４０から６８０ｎｍのピーク放出波長を有する赤色ＬＥＤであった
。
【０１４３】
　蛍光に関して、試料は赤色ＬＥＤと青色ＬＥＤとが交互に配置されたリングで照射され
た。この構成は、図３のステージ下部照射源１８と同一であった。青色ＬＥＤは４５０ｎ
ｍから５００ｎｍの間のピーク波長放出を有し、赤色ＬＥＤは６４０から６８０ｎｍの間
のピーク放出を有した。リング内には６個の青色ＬＥＤと、６個の赤色ＬＥＤとが存在し
た。これらは、図５の試料チャンバー１６を、試料チャンバー１６の水平面の下１０から
４５°の間の角度から照射するように配置された。このようにＬＥＤを配置する目的は、
対物レンズの軸から可能な限り９０°に近いように照射源を配置することであった。この
位置において、直角に近い角度で散乱された光は、対物レンズによって捉えることが可能
である。顆粒球は、直角に強く光を散乱する一方で、単球及びリンパ球は光を散乱せず、
そのため直角に散乱された光は、顆粒球を分類するのに使用可能である。
【０１４４】
　装置は、図３に示すように直角ミラー２０を有した。
【０１４５】
　図３のセンサ２６は、０．５ＭＰのＣＣＤカメラであった。カメラは、センサにおいて
５倍から１０倍の倍率の物体を達成できるような対物レンズからの距離に配置された。
【０１４６】
　画像取得ソフトウェアはプロプライエタリであるが、図８に説明されたように透過画像
と蛍光画像とを照合するプラグインとともにＩｍａｇｅＪソフトウェアのそれと類似する
画像処理段階を実施するものであった。しかし、この場合には、第１のデジタル画像は蛍
光画像であり、第２のっデジタル画像は、直角に散乱された光からの画像である。
【０１４７】
　この方法は、本方法を用いた１５試料の顆粒球の計数と、病院の研究所で使用されるＣ
ｏｕｌｔｅｒカウンターの結果との方法の比較において、０．８６の相関係数を有した。
回帰直線の傾きは０．９８であり、回帰直線の接片は０．０であった。
【０１４８】
　また、以下の実施形態のいずれかに従う方法及び装置が開示される。
【０１４９】
　実施形態１は、視野内の２次元的物体を分類するための顕微鏡測定方法であって、
　ａ）視野内の物体を第１の電磁放射源で照射する段階と、
　ｂ）得られた画像をＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサに投影する段階と、
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　ｃ）得られた視野内の物体のデジタル画像を使用して、例えば、ＩｍａｇｅＪソフトウ
ェアなどの画像ソフトウェアを使用することにより粒子をデジタル画像内の物体として識
別する段階と、
　ｄ）各物体の輪郭の座標を使用して、物体のデジタル画像内に含まれる各物体の領域を
取り囲む、領域を画定する段階と、
　ｅ）各物体のデジタル画像の面積、直径及び平均照度を決定する段階と、
　ｆ）接触する粒子が識別され、計数され、適切に分類されることが可能となるように、
任意選択的に、物体のデジタル画像に関して境界から１画素を差し引くことにより、接触
する粒子を分離する段階と、
　ｇ）輪郭の座標を使用して、物体の輪郭に隣接するが物体の外側である領域を画定し、
電磁放射源の背景照度を計算し、この平均背景照度を、各物体のデジタル画像の輪郭内に
含まれる物体の電磁照度から差し引く段階と、
　ｈ）物体の輪郭内の領域の電磁照度を使用して、光を吸収する物体内の化学物質の濃度
を、標準曲線を参照して決定する段階と、
　ｉ）同一の第１の物体を順に、必要なだけの数の電磁放射源でインタロゲートして、第
１のセットの物体をサブセットにさらに分類するのに必要なだけの物体のデジタル画像の
所定の境界内の物体についての特有の光学情報を得る段階と、
　ｊ）ｎ個の追加的な第１の電磁放射源で同一の視野をインタロゲートする段階であって
、各電磁放射源が物体の電磁特性に基づき視野内の物体を一意に区別する何らかの電磁特
性の点で異なる、インタロゲートする段階と、次いで物体を多くの追加的な電磁放射源で
露光して、第１の放射源によって識別された境界内に含まれる物体を下位分類する段階と
、
による顕微鏡測定方法である。
【０１５０】
　実施形態２は、電磁放射源が、紫外線スペクトル、可視光スペクトル及び赤外線スペク
トルの部分を含む１００ｎｍから２０００ｎｍの波長の光である、実施形態１の方法であ
る。
【０１５１】
　実施形態３は、電磁放射源が、自然に存在する蛍光色素分子または人工的に導入された
蛍光色素分子の蛍光励起を引き起こす１００ｎｍから１０００ｎｍの光であって、励起さ
れた蛍光色素分子から放出された光が、対応する物体を分類するための画像を生成するの
に使用される、実施形態１または２の方法である。
【０１５２】
　実施形態４は、電磁放射源が、物体内の化学物質によって吸収される１００ｎｍから２
０００ｎｍの光であり、吸収性の物質を含む対応する画像が、より低い照度の検出された
電磁放射を有する、実施形態１から３のいずれかの方法である。
【０１５３】
　実施形態５は、異なる角度で試料と交差する電磁放射源を用いて、前記視野内の異なる
照度の電磁放射散乱を引き起こす、実施形態１から４のいずれかの方法である。
【０１５４】
　実施形態６は、検出センサの領域に垂直方向０°から８０°で視野内の物体と交差する
電磁放射源を用いて、顕微鏡の対物レンズが、異なる角度で散乱される光を捕捉する、実
施形態１から５のいずれかの方法である。
【０１５５】
　実施形態７は、異なる偏光特性を有する電磁放射源を用いる、実施形態１から６のいず
れかの方法である。
【０１５６】
　実施形態８は、自然に存在する蛍光色素分子または人工的に導入された蛍光色素分子の
蛍光を誘導する電磁放射源を用いる、実施形態１から７のいずれかの方法である。
【０１５７】
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　実施形態９は、ヘモグロビンのソーレー帯からの透過光源を用いて動物または人間の血
液からの赤血球の画像を生成する段階と、これらの画像を用いて赤血球の面積、直径及び
体積並びに赤血球内のヘモグロビンの濃度を計算し、網状赤血球内のレチクリンに付着し
た核酸結合蛍光色素分子を励起し、蛍光発光を有する赤血球を識別することによって、全
ての赤血球から網状赤血球が識別される、実施形態１から８のいずれかの方法である。
【０１５８】
　実施形態１０は、蛍光色素分子で処理された動物または人間の血液からの白血球が、励
起光源を用いて検出され、放出された光が、検出センサに投影されて、蛍光発光する白血
球のデジタル画像を形成する、実施形態１から９のいずれかの方法である。
【０１５９】
　実施形態１１は、動物または人間の血液からの白血球の検出が、核酸結合蛍光色素分子
を用いる、実施形態１０の方法である。
【０１６０】
　実施形態１２は、核酸結合蛍光色素分子が、アクリジニウムエステル、チアゾールオレ
ンジまたはエチジウムブロマイドなどの、しかしこれらに限定されない、実施形態１１の
方法である。
【０１６１】
　実施形態１３は、２次元的蛍光画像に対応する物体の直径、蛍光発光する物質の濃度及
び体積が計算され、白血球をリンパ球、顆粒球及び単球に分類するのに用いられる、実施
形態１０から１２のいずれかの方法である。
【０１６２】
　実施形態１４は、白血球内の異なる物質が検出可能となるように、２以上の蛍光励起源
または２つ以上の蛍光発光検出波長が、異なる蛍光発光する化学種を検出するために使用
され、蛍光発光の照度及び量が白血球をさらにサブセットに分類するために用いられる、
実施形態１０から１３のいずれかの方法である。
【０１６３】
　実施形態１５は、白血球内の細胞質顆粒が光を強く散乱する一方で、顆粒のない細胞質
が光を全く散乱しないまたは非常に低い照度で散乱するように、センサに垂直方向６０°
から９０°の間の角度で顆粒球を照射する３００ｎｍから８００ｎｍの可視光を用いる、
実施形態１から１４のいずれかの方法である。
【０１６４】
　実施形態１６は、センサに垂直方向６０°から９０°の角度で３００から８００ｎｍの
光を同じ物体に照射することによって、これらの画像から顆粒球が下位分類され、顆粒球
が、高い照度の散乱光を有するこれらの画像である。
【０１６５】
　実施形態１７は、人間または動物の血液からの白血球が、最初に蛍光を用いて、次いで
リンパ球及び単球を無視できる散乱光を有する画像として識別することによって識別され
る、実施形態１から１６のいずれかの方法である。
【０１６６】
　実施形態１８は、１から５０メガピクセルのＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサを用いる、実
施形態１から１７のいずれかの方法である。
【０１６７】
　実施形態１９は、電磁放射源が、同一の視野を順に、電磁放射源のための空間の制約及
び視野を画像化するための時間的制約によってのみ制限された２つから１０個の異なる電
磁放射源でインタロゲートする能力を提供する電子スイッチでオン及びオフに切替え可能
である、実施形態１から１８のいずれかの方法である。
【０１６８】
　実施形態２０は、対象粒子の液体分散を含み、統計的に有意な数の粒子が計数可能であ
る使い捨てまたは再使用可能な観察用チャンバーを有する、実施形態１から１９のいずれ
かの方法である。
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【０１６９】
　実施形態２１は、観察用チャンバーが５０ミクロンから１０ｍｍの間の厚さである、実
施形態２０の方法である。
【０１７０】
　実施形態２２は、対物レンズが検出用ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサの間に配置され、対
物レンズが、物体の寸法を決定するのに十分な倍率を提供し、さらに視野内の物体を統計
的に有意な計数ができるように十分な視野を有する、実施形態１８の方法である。
【０１７１】
　実施形態２３は、対物レンズが２倍から１５倍の倍率である、実施形態２２の方法であ
る。
【０１７２】
　実施形態２４は、体液内の赤血球及び白血球の両方を、赤血球のソーレー帯を用いて赤
血球細胞の分離または溶解を行わずに検出して、赤血球と、白血球を検出するための核酸
結合蛍光色素分子の蛍光とを識別する、実施形態１から２３のいずれかの方法である。
【０１７３】
　実施形態２５は、Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンス
ルフォネートなどの、しかしそれに限定されない球状化試薬を用いて、赤血球を両面陥凹
円盤形状から均一な球体に変換し、球状化試薬が白血球の形態または散乱特性に影響を与
えない、実施形態１から２３のいずれかの方法である。
【０１７４】
　実施形態２６は、球状化試薬を使用せず、赤血球本来の両面陥凹円盤形状を維持する試
薬を使用する、実施形態２５の方法である。
【０１７５】
　実施形態２７は、白血球の形態または光散乱特性に影響を与えずに、３０秒から１０分
以内に選択的に赤血球を溶解する、実施形態１から２３のいずれかの方法である。
【０１７６】
　実施形態２８は、球状化試薬とともに、または球状化試薬を用いずに、赤血球溶解試薬
としてｐＨ８．０の０．１Ｍ塩化アンモニウムを用いる、実施形態２６または２７の方法
である。
【０１７７】
　実施形態２９は、ＣＭＯＳセンサと、対物レンズと、照射する放射、放出する放射また
は散乱される放射の光特性を改善するための任意選択的な光学フィルタと、透過された電
磁放射、散乱された電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するための任意選択的
なミラーまたはビームスプリッターと、オン及びオフに切替え可能な電磁放射手段と、を
含み、顕微鏡測定装置内のＣＭＯＳセンサから収集された画像内の物体を識別し、分類す
る画像ソフトウェアを含む分離されたコンピュータと有線または無線通信として、顕微鏡
を作動させるための制御ソフトウェアと、を含む顕微鏡測定装置である。
【０１７８】
　実施形態３０は、独立した電源を有し、または外部電源供給部に接続可能である、実施
形態２９の測定装置である。
【０１７９】
　実施形態３１は、体液内の粒子または高分子量もしくは低分子量の化学物質を検出する
のに使用され、体液が、血液、尿、脊髄液、唾液、腹水及び肺洗浄液を含むがそれに限定
されず、単一の検出測定装置を用いて体外診断試験の完全な範囲を提供する、実施形態２
９または３０の測定装置である。
【０１８０】
　実施形態３２は、体外診断試験において血液学検査、尿検査、化学検査、免疫学的測定
法及び／または凝固検査を実行する、実施形態２９から３１のいずれかの測定装置である
。
【０１８１】
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　実施形態３３は、カメラの高さが２ｃｍから１５ｃｍの間であるように、対物レンズか
らの光を垂直平面から水平面に方向を変化させるためのミラー及び／またはビームスプリ
ッターを用いる、実施形態２９から３２のいずれかの測定装置である。
【０１８２】
　実施形態３４は、顕微鏡観察台の下部に配置された環状光または類似の照明手段による
前面落射照明を提供する、実施形態２９から３３のいずれかの測定装置である。
【０１８３】
　実施形態３５は、対物レンズを通した前面落射照明を提供する、実施形態２９から３４
のいずれかの測定装置である。
【０１８４】
　実施形態３６は、蛍光顕微鏡測定を実行する能力を有する、実施形態２９から３５のい
ずれかの測定装置である。
【０１８５】
　実施形態３７は、透過顕微鏡測定を実行することができる、実施形態２９から３６のい
ずれかの測定装置である。
【０１８６】
　実施形態３８は、光散乱顕微鏡測定を実行することができる、実施形態２９から３７の
いずれかの測定装置である。
【０１８７】
　実施形態３９は、視野内の物体を異なる照明源で順に照射することによって、物体の同
一のセットの透過、光散乱及び／または蛍光顕微鏡測定を順に実行することができる、実
施形態２９から３８のいずれかの測定装置である。
【０１８８】
　実施形態４０は、対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向０から６０°の間の照射
を提供することができる、実施形態３９の測定装置である。
【０１８９】
　実施形態４１は、対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向６０°から８０°の間の
照射を提供する、実施形態３９または４０の測定装置である。
【０１９０】
　実施形態４２は、ＬＥＤと顕微鏡対物系との間に配置された試料に対して１つまたは複
数のＬＥＤを用いて、試料を透過光で照明する、実施形態３７の測定装置である。
【０１９１】
　実施形態４３は、蛍光励起源の照射時間を２０ミリ秒から１０秒の間で制御して、ＣＭ
ＯＳセンサが蛍光放射で対象物体を検出するのに十分な蛍光放射照度を達成する、実施形
態３７の測定装置である。
【０１９２】
　実施形態４４は、対物系を通る経路の散乱光の経路に垂直方向０から８０°に配置され
たＬＥＤの照射時間を、２０ミリ秒から１０秒の間で制御して、対象物体を検出するのに
十分な光散乱を達成する、実施形態３７の測定装置である。
【０１９３】
　実施形態４５は、対物レンズの前面に位置する試料チャンバーを保持する一方で、光源
によって照射される観察台であって、観察台が固定され、または可動であることができる
、実施形態２９から４４の測定装置である。
【０１９４】
　実施形態４６は、観察台が、試料チャンバー内の１から１０の観察領域を、対物系を通
して見ることができ、観察台が手動またはモーター制御のいずれかで移動する、実施形態
４５の測定装置である。
【０１９５】
　実施形態４７は、観察台が、ＣＭＯＳセンサの面と物体が乗る表面との間に、固定した
距離（＋／－１０ミクロン）で試料チャンバーを保持し、そのため、画像を得る前に焦点
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を合わせる必要を排除した、実施形態４５または４６の測定装置である。
【０１９６】
　実施形態４８は、可動観察台が、顕微鏡が光源の照射照度を調整し、試料内の物体を分
類する際に使用される照度の範囲を検証することができ、作業者が介在することなく、顕
微鏡の倍率及び焦点の質的制御が可能となる、固定参照領域を含む、実施形態４５から４
７のいずれかの測定装置である。
【０１９７】
　実施形態４９は、可動観察台が、測定装置が、複数の画像を取得するのに作業者の介在
を必要としないように、画像を取得するための照明手段及びＣＭＯＳセンサを動作させる
、試料チャンバー内の１つの視野から他の視野への移動を検出するために使用するセンサ
を遮断する、実施形態４５から４８のいずれかの測定装置である。
【０１９８】
　実施形態５０は、可動観察台が、試料チャンバーが顕微鏡内に導入され、測定装置内へ
試料チャンバーを導入した後に、１０秒から１０分の間の固定された間隔で、試料チャン
バー内の視野から画像を取得し始める時間を決定するこの能力を用いて、試料チャンバー
内の１つの視野から他の視野への移動を検出するセンサを含む、実施形態４５から４９の
いずれかの測定装置である。
【０１９９】
　実施形態５１は、５から５０ミクロン離隔された２つの平坦な表面の間に保持された試
料を含み、５から１００μＬの液体を含み、チャンバーの形状が、チャンバーを試料で均
一かつ再現性を有して満たすことを可能にし、分析を完了する前に試料が移動することま
たは試料が蒸発することを防ぐ、請求項２９の顕微鏡測定装置のための試料チャンバーで
ある。
【０２００】
　実施形態５２は、試料を試薬と混合するために使用されるチャンバーを含む、実施形態
５１の試料チャンバーである。
【０２０１】
　実施形態５３は、５から５０μＬの試料及び５０から５００μＬの試薬を正確に測定し
、次いで試料を試料チャンバーの観察領域に導入する前に試料を試薬と混合させる、実施
形態５１または５２の試料チャンバーである。
【０２０２】
　実施形態５４は、１００ミクロンから４ｍｍの間の厚さである２つの平坦な表面を有し
、表面の厚さ及び組成が、そうでなければ背景散乱に寄与しうる、表面からチャンバー内
へのスペクトル反射及び光散乱を最小化するように選択された、実施形態５１から５３の
いずれかの試料チャンバーである。
【０２０３】
　実施形態５５は、１ｍｍ×１ｍｍから最大５ｍｍ×５ｍｍの観察領域を有し、１００ミ
クロンから２０ｍｍの高さを有する、実施形態５１から５４のいずれかの試料チャンバー
である。
【０２０４】
　実施形態５６は、試料が６０秒から最大２４時間で沈殿でき、沈殿した粒子がチャンバ
ーの底部に堆積し、実施形態２９から５０のいずれかの顕微鏡測定装置によって観察され
、識別され、分類されることができる、実施形態５１から５５のいずれかの試料チャンバ
ーである。
【０２０５】
　実施形態５７は、静定時間の間に蒸発が起こらないように、試料チャンバーを充填した
後に試料チャンバーを閉じる手段を有する、実施形態５１から５６のいずれかの試料チャ
ンバーである。
【０２０６】
　実施形態５８は、ＣＭＯＳセンサと、対物レンズと、照射する放射、放出する放射また
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は散乱された放射の光特性を改善するための任意選択的な光学フィルターと、透過され、
散乱された電磁放射及び放出された電磁放射の方向を決定するための任意選択的なミラー
またはビームスプリッターと、オン及びオフに切り替えることができる電磁放射手段と、
からなり、顕微鏡測定装置内のＣＭＯＳセンサから収集された画像内の物体を識別し、分
類するための画像ソフトウェアおよび顕微鏡を作動させるための制御ソフトウェアを含む
別個のコンピュータと有線または無線通信するための手段を有し、
　ａ）水溶液内で１分間に０．１ｍｍから１分間に２ｍｍの間の早さで沈殿する、分散さ
れた固相粒子に付着された特異的な抗体であって、粒子上の抗体が全血内の検体と特異的
に結合する抗体を使用する段階と、
　ｂ）標識された検体を競合的に用いて、または標識されたキャッピング抗体を非競合的
に用いて、固相結合された抗体に付着された検体を検出する段階であって、分散された粒
子が観察用チャンバーの底部に沈殿し、観察用チャンバーの高さが、測定法のための望ま
しい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように粒子の十分な濃度を提供するよう
に選択され、沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって識別され、第１の画像の物
体の境界または輪郭が決定される、検体を検出する段階と、
　ｃ）第２の電磁放射に露光した後に、第１の電磁放射によって画定される境界内にある
電磁放射の照度を決定する段階と、
　ｄ）第２の電磁放射に露光した後に、第１の電磁放射によって画定される境界の外側に
ある電磁放射の照度を決定し、第１の電磁放射によって画定された境界内の電磁放射の照
度から差し引き、効果的に背景電磁放射を差し引き、それによって第２の電磁放射の照度
が、測定される検体の濃度を得るために標準曲線と比較される段階と、を含む、
顕微鏡測定装置を用いた免疫学的測定法を行う方法である。
【０２０７】
　実施形態５９は、分散性固体相物体に付着された所望の化学物質のための結合パートナ
ーを用いた所望の化学物質の測定を実施する方法であって、顕微鏡測定装置がＣＭＯＳセ
ンサと、対物レンズと、照射する放射、放出する放射もしくは散乱する放射の光特性を改
善するための任意選択的な光学フィルターと、透過され、散乱された電磁放射及び放出さ
れた電磁放射の方向を決定するための任意選択的なミラーまたはビームスプリッターと、
オンとオフとで切り替えることができる電磁放射手段と、を含み、顕微鏡装置内のＣＭＯ
Ｓセンサから収集された画像内の物体を識別し、分類する画像化ソフトウェア及び顕微鏡
を動作させるための制御ソフトウェアを含む別個のコンピュータと有線または無線通信す
るための手段を有する方法であって、視野内の２次元的物体を分類する方法が、
　ａ）視野内の物体を第１の電磁放射源で照射する段階と、
　ｂ）得られた画像をＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサ上に投影する段階と、
　ｃ）得られた視野内の物体のデジタル画像を用いて、ＩｍａｇｅＪソフトウェアを用い
てデジタル画像内の物体として粒子を識別する段階と、
　ｄ）各物体の領域を取り囲む物体それぞれの輪郭の座標を用いて、物体のデジタル画像
内に含まれる領域を画定する段階と、
　ｅ）各物体のデジタル画像の領域、直径及び平均照度を決定する段階と、
　ｆ）接触する物体が識別でき、計数でき、適切に分類できるように、物体のデジタル画
像に関して境界から１つの画素を差し引くことによって接触する粒子を分離する段階と、
　ｇ）輪郭座標を用いて、物体の輪郭に隣接するが物体の外側にある領域を画定し、電磁
放射源の背景照度を計算し、この平均背景照度を各物体のデジタル画像の輪郭内に含まれ
る物体の電磁照度から差し引く段階と、
　ｈ）物体の輪郭内の領域の電磁照度を用いて、標準曲線を参照することによって光を吸
収する物体内の化学物質の濃度を決定する段階と、
　ｉ）第１のセットの物体をサブセットにさらに分類するのに必要な、物体の第１のデジ
タル画像の所定の境界内の物体についての特有の光学情報を提供するのに必要な数の電磁
放射源で、同一の第１の物体に順にインタロゲートする段階と、
　ｊ）ｎ個の追加的な第１の電磁放射源で同一の視野にインタロゲートする段階であって
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、各電磁放射源が、物体の電磁特性に基づき、視野内の物体を一意に識別する電磁特性の
点で異なる、同一の視野にインタロゲートする段階と、次いで第１の照射源によって識別
された境界内に含まれる物体を下位分類するための数だけの追加電磁放射源で物体を露光
する段階と、
　ｋ）分散された固体相に付着された結合パートナーを用いて、体液内の所望の化学物質
を捕捉し、所望の化学物質を、第２の標識された化学物質の捕捉パートナーを競合的に用
いて、または所望の化学物質の標識された派生物を非競合的に用いて検出する段階と、
　ｌ）分散された粒子が観察用チャンバーの底部に沈殿し、観察用チャンバーの高さが、
測定法のための望ましい感度を達成するための洗浄段階が不要となるように粒子の十分な
濃度を提供するように選択される段階と、
　ｍ）沈殿した粒子の画像が、第１の電磁放射によって識別され、第１の画像の物体の境
界または輪郭が決定される段階と、
　ｎ）第２の電磁放射への露光後に、第１の電磁放射によって画定される境界内にある電
磁照射の照度を決定する段階と、
　ｏ）第２の電磁放射の露光後に、第１の電磁放射によって画定される境界の外側にある
電磁放射の照度が決定され、第１の電磁放射によって画定された境界内にある電磁放射の
照度から差し引かれて決定される段階と、
　ｐ）第２の電磁放射の照度を標準曲線と比較して、測定される核酸の濃度を得る段階と
、によって行われる、方法である。
【０２０８】
　実施形態６０は、対象とする比色分析化学反応の着色された生成物の波長に特異的な透
過ＬＥＤ光を用い、ＬＥＤがオンまたはオフにされて所望の波長の照射を得る、実施形態
５９の方法である。
【０２０９】
　実施形態６１は、測定装置が、対象とする化学反応に対して特異的な放出電磁放射を用
いる、実施形態２９から５０のいずれかの測定装置である。
【０２１０】
　実施形態６２は、可動観察台に乗せられた乾燥化学試験紙を用いて化学分析を行い、一
貫性のある測定値を提供する乾燥反応パッドの領域を計算することによって、検出領域が
決定される、実施系値２９から５０のいずれかの測定装置である。
【符号の説明】
【０２１１】
　　１　照射源
　　２　物体
　　３　試料チャンバー
　　４　ＣＭＯＳまたはＣＣＤセンサ
　　５　デジタル画像
　　６　デジタル画像
　　７　照射源
　　８　デジタル画像８
　　１０　コンピュータ
　　１１　無線通信のシンボル
　　１２　顕微鏡測定装置
　　１５　照射源
　　１６　試料チャンバー
　　１７　顕微鏡観察台
　　１８　照射源
　　１９　対物レンズ
　　２０　直角ミラー
　　２２　マイクロプロセッサ
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　　２３　メモリ
　　２５　センサ
　　２６　センサ
　　２７　光学フィルター
　　２８　導入ポート
　　２９　中空試料ウェル
　　３０　上側光学表面
　　３１　排出ポート
　　３２　スペーサー
　　３３　下側光学表面
　　３７　高分子
　　３８　粒子
　　３９　抗体
　　４２　ＬＥＤのリング
　　４３　対物レンズ
　　４４　画像センサ

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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