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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　画像サイトメータであって、
－試料領域中に光を出射するために構成される第１の光源（１１１、３１３、５０３）と
、
－前記光を前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）から前記サイトメータ（１４０）
の光軸に沿って前記試料領域中へと指向するための光学的手段（５０７）と、
－前記試料領域中に励起光（３０７、３１２）を出射するために構成される第１の励起光
源を備える第２の光源（３０５、１１２ａ、１１２ｂ）と、
－検出素子の配列（５０９）上に前記試料領域の少なくとも一部分の画像を形成するため
の画像形成手段（１２１、１２４、５０１、５０８）と
　を備え、
　前記試料領域は、前記光学的手段（５０７）と前記検出素子の配列（５０９）との間に
位置し、
　前記光学的手段（５０７）が、視準光（５０４、５２０）が前記試料領域中へと指向さ
れるように、前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）からの視準光（５０４、５２０
）を形成するためのものでありかつ前記視準光（５０４、５２０）を前記サイトメータ（
１４０）の光軸に沿って指向するためのものであること、および、
　前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）が、４００ｎｍ未満の波長を有する光を出
射するために構成されること
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　を特徴とし、４００ｎｍ未満の波長を有する前記光が存在するときに形成される前記画
像は、少なくとも明視野画像である、画像サイトメータ。
【請求項２】
　前記サイトメータは、所定の波長領域または複数の波長領域にわたって前記光の強度を
減衰させるため等の光学フィルタ等の減衰手段をさらに備え、かつ／または、
　前記サイトメータは、空間変調等の変調手段をさらに備える、
請求項１に記載の画像サイトメータ。
【請求項３】
　前記減衰手段および／または前記変調手段は、前記第１の光源（１１１、３１３、５０
３）と前記試料領域との間の光路中に配置される、請求項２に記載の画像サイトメータ。
【請求項４】
　前記減衰手段および／または前記変調手段は、前記試料領域と前記検出素子の配列（５
０９）との間の光路中に配置される、請求項２～３のいずれかに記載の画像サイトメータ
。
【請求項５】
　前記変調手段は、前記試料領域を透過される前記視準光の焦点面の近くに配置される、
請求項２～４のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項６】
　前記減衰手段および／または前記変調手段のうちの２つまたはそれを上回るものは、前
記減衰手段および／または変調手段の取り外しまたは交換を可能にする交換手段中に載置
される、請求項２～５のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項７】
　前記交換手段は、回転ユニットを備える、請求項６に記載の画像サイトメータ。
【請求項８】
　２つまたはそれを上回る交換手段は、ゼロ、１つ、２つ、またはそれを上回る減衰およ
び／または変調手段が、同時に前記光軸に沿って位置付けられ得るようなものである、請
求項６～７のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項９】
　少なくとも１つの変調手段は、部分的に不透明である、請求項２～８のいずれかに記載
の画像サイトメータ。
【請求項１０】
　前記変調手段は、部分的に透明である、請求項２～９のいずれかに記載の画像サイトメ
ータ。
【請求項１１】
　前記減衰および／または前記変調手段は、部分的に不透明かつ部分的に透明である、請
求項２～１０のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項１２】
　少なくとも１つの変調手段の一部分は、部分的に不透明であり、前記変調手段の別の部
分は、部分的に透明である、請求項２～１１のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項１３】
　前記サイトメータは、変調手段上の障害物を使用して、明視野モードと暗視野モードと
の間で切り替えられるように構成されることが可能であり、前記障害物は、前記暗視野モ
ードのために構成される、請求項１～１２のいずれかに記載の画像サイトメータ。
【請求項１４】
　前記変調手段は、位相差顕微鏡変調手段を備える、請求項２～１３のいずれかに記載の
画像サイトメータ。
【請求項１５】
　明視野モードと暗視野モードとの間の切り替えは、変調手段によって実現される、請求
項１３に記載の画像サイトメータ。
【請求項１６】
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　前記試料領域は、生物試料を備える、請求項１～１５のいずれかに記載の画像サイトメ
ータ。
【請求項１７】
　前記試料領域は、試料区画（１０１）中の試料を備える、請求項１～１６のいずれかに
記載の画像サイトメータ。
【請求項１８】
　画像サイトメータのための照明システム（１１０）であって、
－光を出射するために構成される第１の光源（１１１、３１３、５０３）と、
－前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）からの前記光を、前記画像サイトメータ（
１４０）の光軸に沿って試料領域中へと指向するための光学的手段（５０７）と、
－励起光（３０７、３１２）を前記試料領域中へと出射するために構成される第１の励起
光源を含む第２の光源（３０５、１１２ａ、１１２ｂ）と
　を備え、
　前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）からの前記光が、４００ｎｍ未満の波長を
有する光を出射するために構成されることを特徴とし、
　４００ｎｍ未満の波長を有する前記光が存在するときに形成される画像は、少なくとも
明視野画像であり、
　前記光学的手段（５０７）は、視準光（５０４、５２０）が前記試料領域中へと指向さ
れるように、前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）からの視準光（５０４、５２０
）を形成するためのものでありかつ前記視準光（５０４、５２０）を前記画像サイトメー
タ（１４０）の光軸に沿って指向するためのものである、照明システム（１１０）。
【請求項１９】
　所定の波長領域または複数の波長領域にわたって前記光の強度を減衰させるため等の光
学フィルタ等の減衰手段をさらに備える、請求項１８に記載の照明システム（１１０）。
【請求項２０】
　生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび／または１つの品質パラメータの評価
のための方法であって、
　露光範囲を画定する平行壁部を有する試料区画（１０１）に、ある体積の前記生物試料
を適用することであって、前記壁部は、画像サイトメータからの光が、前記試料区画（１
０１）の前記壁部を通過することを可能にする、ことと、
　第１の光源（１１１、３１３、５０３）からの光で前記試料区画（１０１）を照明し、
能動検出素子の二次元配列（５０９）上に露光することであって、光は、前記試料区画（
１０１）を通過しており、したがって、空間光強度情報の画像を記録する、ことと、
　第２の光源（３０５、１１２ａ、１１２ｂ）からの励起光で前記試料区画（１０１）を
照明し、前記能動検出素子の二次元配列（５０９）上に露光することであって、蛍光は、
前記試料区画（１０１）を通過しており、したがって、空間光強度情報の蛍光画像を記録
する、ことと、
　個々の生物学的粒子（５２１）からの光強度情報が、背景からの光強度情報とは異なる
と同定されるような方法で、両方の画像を処理することと、
　前記処理の結果を、前記生物試料中の生物学的粒子の前記少なくとも１つの量パラメー
タおよび／または品質パラメータに関連付けることと
　を含み、
　前記試料区画（１０１）を照明する前記第１の光源からの前記光が、４００ｎｍ未満の
波長を有する視準光（５０４、５２０）であり、前記画像サイトメータが、請求項１～１
７のいずれかに記載の画像サイトメータ（１４０）であることを特徴とする、方法。
【請求項２１】
　前記第１の光源（１１１、３１３、５０３）を使用して記録される空間光強度情報の２
つまたはそれを上回る画像は、光強度情報の前記処理で使用される、請求項２０に記載の
方法。
【請求項２２】
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　前記生物試料は、基質上で成長した、および／または成長している細胞の懸濁液である
、請求項２０～２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　前記基質は、透明基質である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　懸濁液中の粒子（５２１）が前記試料区画（１０１）の内側の下方および／または上方
境界まで沈降および／または浮遊することを可能にするために、前記能動検出素子の配列
（５０９）に対する前記試料および／または前記試料区画（１０１）の移動の終了から、
光強度情報の前記記録が開始されるまで、十分な時間が経過することができる、請求項２
０～２３のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、典型的には、低光学倍率での画像サイトメトリ解析のための方法およびシス
テムに関し、解析は、生物学的粒子の検出に基づく。
【背景技術】
【０００２】
　長い間、生物学的材料の解析のために顕微鏡法が使用されてきた。顕微鏡中の対象物を
見るために、対象物が背景の光学的特性とは異なる光学的特性を示すことが必要であり、
この差は、対比と呼ばれる。生物学的粒子は、典型的には、大部分が細胞膜内に含まれる
水から成り、生物学的粒子をそれらの周囲と本質的に同様にする。細胞の内部は、タンパ
ク質、ＤＮＡ、およびＲＮＡ等のある特定の化学成分によって、周囲の液体とは典型的に
は異なり、それらのうちの一部は、例えば、細胞核中に詰め込まれたＤＮＡ等、それが潜
在的に視覚化され得るようなサイズを有する「構造」を形成する。哺乳類細胞、酵母、お
よび細菌等の生物学的粒子は、比較的小さく、典型的には、直径が約２０μｍ未満であり
、何らかの先進技術が適用されない限り、顕微鏡法でそれらを見ることを困難にし得る。
そのような技術の中には、高倍率、位相差、およびＵＶ顕微鏡法があり、デジタル技術の
導入により、いくつかの画像強化技術が導入されてきた。
【０００３】
　高倍率顕微鏡法は、典型的には、×５０またはそれを上回る倍率を使用し、生物学的粒
子の視覚化および同定を補助する微細構造を分離することを可能にする。位相差顕微鏡法
は、高対比を有する画像を生成するために、屈折率の小さい差を利用する。ＵＶ顕微鏡法
は、タンパク質およびＤＮＡの吸光度特性を使用し、それらは、それぞれ約２６０および
２８０ｎｍで光を吸収する。光の吸収度は、顕微鏡中の対比として見られる。短波長のさ
らなる光は、顕微鏡の最大分解能が光の波長によって決まるため、より長い波長の光を使
用して可能であるよりも小さい構造を分離することを可能にする。生物学的粒子中のその
ような小さい構造は、典型的には、核等の細胞の内部構造である。
【０００４】
　画像サイトメトリによる生物学的粒子の評価において、画像中の生物学的粒子の位置を
知ることが最も重要である。これは、生物学的粒子を解析するタスクが試料中の粒子の計
数であるとき、当然のことながら明らかであるが、これはまた、試料および／または細胞
の他の特性に関するほとんどの評価においても同様である。画像中の任意の対象物の同定
に対する必要な条件は、その対象物の画像と周囲の背景の画像との有意な差がある条件を
確立することが可能なことである。
【０００５】
　顕微鏡法の典型的な方法が、屈折率の差、反射性、または減衰等、光の波長を変更しな
い光学的特性に基づく一方で、蛍光顕微鏡法等の方法は、典型的には、物質の量子力学的
特性によってもたらされる、光の波長の移動に基づく。
【０００６】
　顕微鏡法において、そのような差は、概して「対比」と称される。顕微鏡法において対
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比を生成するためのいくつかの方法があり、２つの基本的な方法は、暗視野（ＤＦ）およ
び明視野（ＢＦ）顕微鏡法であり、「視野」信号の強度は、背景の強度を指し、存在し得
る任意の対象物を分離する画像の領域である。したがって、背景が明るく、対象物の画像
が光の減少を表すＢＦとは対照的に、ＤＦ中、背景は、暗く、対象物は、より高い強度を
有する。
【０００７】
　生体細胞等の生物学的粒子の顕微鏡解析を考慮するとき、ＤＦおよびＢＦ顕微鏡法の両
方が、かなり不十分な対比の画像を表示する。したがって、位相差および蛍光顕微鏡法等
の、画像中のより大きい対比を概して提供するため、生物学的粒子の解析で広く使用され
る、さらなる技術がある。両方の方法が、生物学的粒子の同定に対する実施に関して利点
ならびに欠点を有する。位相差顕微鏡法が、特殊な光学的構成要素を必要とする一方で、
蛍光顕微鏡法は、粒子中に存在しれなければならないか、あるいは粒子に結合されなけれ
ばならない、使用されるフルオロフォアシステムによって定義される選択性によって制限
される。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、かなりの対比を有する生物学的粒子の画像を記録するための単純で効果的な
、かつ信頼できる方法を提供し、本発明による方法およびシステムを画像サイトメトリ中
の粒子の同定に特に非常に適したものにする。
【０００９】
　本発明は、画像サイトメータを提供し、
－試料領域中に光を出射するように構成される、第１の光源と、
－視準光を形成し、視準光を第１の光源からサイトメータの光軸に沿って指向するための
集束手段と、
－試料領域中に励起光を出射するように構成される第１の励起光源を備える、第２の光源
と、
－検出素子の配列上に試料領域の少なくとも一部分の画像を形成するための画像形成手段
と、
を備え、試料領域は、集束手段と検出素子の配列との間に位置し、
サイトメータは、明視野モードと、暗視野モードと、蛍光モードとの間で切り替えられる
ように構成されることが可能であり、および／または
第１の光源は、４００ｎｍ未満の波長を有する光を出射するように構成され、および／ま
たは
励起光は、蛍光モードを提供するための光軸に対する入射角である。
【００１０】
　本発明は、画像サイトメータのための照明システムをさらに提供し、
－光を出射するように構成される、第１の光源と、
－第１の光源からの光を、画像サイトメータの光軸に沿って、かつ試料領域中へと指向す
るための集束手段と、
－励起光を試料領域中へと出射するように構成される第１の励起光源を備える、第２の光
源と、
を備え、第１の光源からの光は、４００ｎｍ未満の波長を有する光を出射するように構成
される。
【００１１】
　さらに、本発明は、生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび／または１つの品
質パラメータの評価のための方法を提供し、
－露光範囲を画定する平行壁部を有する試料区画に、ある体積の生物試料を適用するステ
ップであって、壁部は、請求項１～５１に記載の画像サイトメータからの光が、試料区画
の壁部を通過することを可能にする、ステップと、
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－第１の光源からの光で試料区画を照明し、能動検出素子の二次元配列上に露光するステ
ップであって、光は、試料区画を通過しており、したがって空間光強度情報の画像を記録
する、ステップと、
－第２の光源からの励起光で試料区画を照明し、能動検出素子の二次元配列上に露光する
ステップであって、蛍光は、試料区画を通過しており、したがって、空間光強度情報の蛍
光画像を記録する、ステップと、
－個々の生物学的粒子からの光強度情報が、背景からの光強度情報とは異なると同定され
るような方法で、両方の画像を処理するステップと、
－処理の結果を、生物試料中の生物学的粒子の少なくとも１つの量パラメータおよび／ま
たは品質パラメータに関連付けるステップと、
を含む。
本願明細書は、例えば、以下の項目も提供する。
（項目１）
　画像サイトメータであって、
－試料領域中に光を出射するように構成される、第１の光源と、
－視準光を形成し、前記視準光を前記第１の光源から前記サイトメータの光軸に沿って指
向するための集束手段と、
－前記試料領域中に励起光を出射するように構成される第１の励起光源を備える、第２の
光源と、
－検出素子の配列上に前記試料領域の少なくとも一部分の画像を形成するための画像形成
手段と、
　を備え、
　前記試料領域は、前記集束手段と前記検出素子の配列との間に位置し、
　前記サイトメータは、明視野モードと、暗視野モードと、蛍光モードとの間で切り替え
られるように構成されることが可能であり、および／または
　前記第１の光源は、４００ｎｍ未満の波長を有する光を出射するように構成され、およ
び／または
　前記励起光は、前記蛍光モードを提供するための前記光軸に対する入射角である、
画像サイトメータ。
（項目２）
　前記サイトメータは、所定の波長領域または複数の波長領域にわたって前記光の強度を
減衰させるため等の、光学フィルタ等の減衰手段をさらに備え、好ましくは、減衰手段は
、前記光軸に沿った所定の平面に配置される、項目１に記載の画像サイトメータ。
（項目３）
　前記サイトメータは、空間変調等の変調手段をさらに備え、好ましくは、変調手段は、
前記光軸に沿った所定の平面に配置される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメー
タ。
（項目４）
　前記減衰手段および／または前記変調手段は、前記第１の光源と前記試料領域との間の
光路中に配置される、項目２～３に記載の画像サイトメータ。
（項目５）
　前記減衰手段および／または前記変調手段は、前記試料領域と前記検出素子の配列との
間の光路中に配置される、項目２～４に記載の画像サイトメータ。
（項目６）
　前記変調手段は、前記試料領域を透過される前記視準光の前記焦点面の近くに配置され
る、前記項目に記載の画像サイトメータ。
（項目７）
　前記減衰手段および／または前記変調手段のうちの２つまたはそれを上回るものは、前
記減衰手段および／または変調手段の取り外しまたは交換を可能にする交換手段中に載置
される、項目２～６に記載の画像サイトメータ。



(7) JP 6717741 B2 2020.7.8

10

20

30

40

50

（項目８）
　前記交換手段は、回転ユニットを備える、項目７に記載の画像サイトメータ。
（項目９）
　２つまたはそれを上回る交換手段は、ゼロ、１つ、２つ、またはそれを上回る減衰およ
び／または変調手段が、同時に前記光軸に沿って位置付けられ得るようなものである、項
目７～８に記載の画像サイトメータ。
（項目１０）
　少なくとも１つの変調手段は、部分的に不透明である、項目２～９に記載の画像サイト
メータ。
（項目１１）
　前記変調手段は、部分的に透明である、項目２～１０に記載の画像サイトメータ。
（項目１２）
　前記減衰および／または前記変調手段は、部分的に不透明かつ部分的に透明であり、好
ましくは、前記部分のうちの１つは、円形状である、項目２～１１に記載の画像サイトメ
ータ。
（項目１３）
　少なくとも１つの変調手段の一部分は、部分的に不透明であり、前記変調手段の別の部
分は、部分的に透明である、項目２～１２に記載の画像サイトメータ。
（項目１４）
　前記減衰手段は、所定の倍数で光を減衰させる、項目２～１３に記載の画像サイトメー
タ。
（項目１５）
　前記変調手段は、好ましくは、前記試料領域を通過する視準光を実質的に減衰させる、
前記暗視野モードのために構成される障害物を備える、項目２～１４に記載の画像サイト
メータ。
（項目１６）
　前記変調手段は、好ましくは、前記試料領域から出射する非視準光を実質的に減衰させ
る、前記明視野モードのために構成される開口を備える、項目２～１５に記載の画像サイ
トメータ。
（項目１７）
　前記変調手段は、位相差顕微鏡変調手段を含む、項目２～１６に記載の画像サイトメー
タ。
（項目１８）
　前記変調手段は、位相差顕微鏡変調手段を構成し、前記第１の光源によって出射される
前記光の前記実質的な波長は、狭波長帯を有し、好ましくは、前記波長帯の前記幅は、５
０ｎｍ未満である、項目２～１７に記載の画像サイトメータ。
（項目１９）
　明視野モードと暗視野モードとの間の切り替えは、変調手段によって、好ましくは、前
記試料領域と前記検出素子の配列との間に位置する変調手段を挿入および／または交換す
ることによって実現される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目２０）
　前記第１の光源からの前記視準光は、１０度未満、より好ましくは、５度未満の偏角で
視準光から偏位する、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目２１）
　前記検出素子の配列は、ＣＣＤまたはＣＭＯＳセンサ素子の配列である、前記項目のい
ずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目２２）
　前記第１の光源からの前記波長は、２００ｎｍ～７００ｎｍである、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目２３）
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　前記第１の光源からの前記波長は、２００ｎｍ～４００ｎｍである、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目２４）
　前記第１の光源からの前記波長は、３００ｎｍ～３９５ｎｍである、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目２５）
　前記第１の光源からの前記波長は、３２０ｎｍ～３８０ｎｍである、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目２６）
　前記第１の光源からの前記波長は、３５０ｎｍ～３８０ｎｍである、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目２７）
　前記励起光は、前記第１の光源からの光の前記波長とは実質的に異なる波長を有する、
前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目２８）
　前記励起光の前記入射角は、１０～８０度、好ましくは、２０～６０度、より好ましく
は、３０～５０度である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目２９）
　前記励起光の前記入射角は、９０度である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメ
ータ。
（項目３０）
　前記入射角は、１１０～１８０度、好ましくは、１２０～１６０度、より好ましくは、
１３０～１５０度である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３１）
　前記集束手段は、レンズを含む、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３２）
　前記集束手段は、鏡を含む、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３３）
　第３、または第４、または第６の光源等の追加の光源をさらに備え、好ましくは、前記
追加の光源は、励起光源である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３４）
　前記光源は、前記試料領域にわたって、および／または前記検出素子の配列によって撮
像された領域にわたって、実質的に均一な強度を有する光を提供するように構成される光
学的手段に光学的に接続される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３５）
　前記光学的手段は、マイクロレンズの配列を含む、項目３４に記載の画像サイトメータ
。
（項目３６）
　前記光学的手段は、円柱マイクロレンズの配列を含み、好ましくは、円柱マイクロレン
ズの２つの配列を含み、前記円柱レンズの実質的に垂直な配向である、項目３４または３
５に記載の画像サイトメータ。
（項目３７）
　前記光源は、発光ダイオード、および／またはダイオードレーザ、および／またはレー
ザである、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３８）
　前記光源は、１秒未満、好ましくは、０．１秒未満の持続時間、光を出射するように構
成される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目３９）
　前記光源は、０．０００１～０．１０００秒、好ましくは、０．０００１～０．０５０
０秒の持続時間、光を出射するように構成される、前記項目のいずれかに記載の画像サイ
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トメータ。
（項目４０）
　前記光源は、２秒を上回る、３秒を上回る、４秒を上回る、５秒を上回る、６秒を上回
る、７秒を上回る、８秒を上回る、９秒を上回る、または１０秒を上回る等、１秒を上回
る持続時間、光を出射するように構成される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメ
ータ。
（項目４１）
　前記励起光源からの光は、前記励起光ビームからの光線を選択的に除去することによっ
て、前記画像形成手段の入口に到達することから実質的に除外される、前記項目のいずれ
かに記載の画像サイトメータ。
（項目４２）
　光線は、前記励起光ビーム中に１つまたは複数の障害物を配置することによって選択的
に除去され、好ましくは、前記励起光ビームは、前記障害物が配置される平面内で実質的
に視準される、前記項目に記載の画像サイトメータ。
（項目４３）
　前記光源は、調節可能な固体光源である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメー
タ。
（項目４４）
　前記調節可能な固体光源は、調節可能な発光ダイオードである、項目４３に記載の画像
サイトメータ。
（項目４５）
　前記調節可能な固体光源は、調節可能なレーザダイオードである、項目４３に記載の画
像サイトメータ。
（項目４６）
　前記画像形成手段は、１０μｍ～１５０μｍ等、５μｍを上回る被写界深度を提供する
ように構成される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目４７）
　前記画像形成手段は、２００ｎｍ～１０００ｎｍの波長領域、より好ましくは、３５０
ｎｍ～１０００ｎｍの波長領域、より好ましくは、３５０ｎｍ～８５０ｎｍの波長領域の
光を透過するように構成される、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目４８）
　前記画像形成手段は、顕微鏡対物レンズを備える、前記項目のいずれかに記載の画像サ
イトメータ。
（項目４９）
　前記画像形成手段は、前記試料の線形拡大を提供するように構成される、前記項目のい
ずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目５０）
　前記線形拡大は、２０：１よりも小さい、項目４９に記載の画像サイトメータ。
（項目５１）
　前記線形拡大は、１：１～２０：１の範囲、好ましくは、１：１～１０：１の範囲、よ
り好ましくは、１：１～４：１の範囲である、項目５０に記載の画像サイトメータ。
（項目５２）
　前記試料領域は、試料を含む、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目５３）
　前記試料は、生物試料である、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目５４）
　前記試料は、試料区画中にある、前記項目のいずれかに記載の画像サイトメータ。
（項目５５）
　画像サイトメータのための照明システムであって、
－光を出射するように構成される、第１の光源と、
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－前記第１の光源からの前記光を、前記画像サイトメータの光軸に沿って、かつ試料領域
中へと指向するための集束手段と、
－励起光を前記試料領域中へと出射するように構成される第１の励起光源を含む、第２の
光源と、
　を備え、
　前記第１の光源からの前記光は、４００ｎｍ未満の波長を有する光を出射するように構
成される、照明システム。
（項目５６）
　前記集束手段は、前記第１の光源からの視準光を形成するためのものである、項目５５
に記載の照明システム。
（項目５７）
　励起光は、前記光軸に対する入射角である、項目５５または５６に記載の照明システム
。
（項目５８）
　項目２～５１に記載の１つまたはそれを上回る特徴をさらに備える、項目に記載の照明
システム。
（項目５９）
　生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび／または１つの品質パラメータの評価
のための方法であって、
　露光範囲を画定する平行壁部を有する試料区画に、ある体積の前記生物試料を適用する
ステップであって、前記壁部は、項目１～５１に記載の画像サイトメータからの光が、前
記試料区画の壁部を通過することを可能にする、ステップと、
　前記第１の光源からの光で前記試料区画を照明し、能動検出素子の二次元配列上に露光
するステップであって、光は、前記試料区画を通過しており、したがって、空間光強度情
報の画像を記録する、ステップと、
　前記第２の光源からの励起光で前記試料区画を照明し、能動検出素子の前記二次元配列
上に露光するステップであって、蛍光は、前記試料区画を通過しており、したがって、空
間光強度情報の蛍光画像を記録する、ステップと、
　個々の生物学的粒子からの光強度情報が、背景からの光強度情報とは異なると同定され
るような方法で、両方の画像を処理するステップと、
　前記処理の結果を、前記生物試料中の生物学的粒子の前記少なくとも１つの量パラメー
タおよび／または品質パラメータに関連付けるステップと、
　を含む、方法。
（項目６０）
　前記第１の光源を使用して記録される空間光強度情報の２つまたはそれを上回る画像は
、光強度情報の前記処理で使用される、前記項目に記載の方法。
（項目６１）
　前記生物試料は、液体試料である、項目５９～６０のいずれかに記載の方法。
（項目６２）
　前記生物試料は、試料区画中に収容され、前記試料区画は、少なくとも１つの透明壁部
を有する、項目５９～６１のいずれかに記載の方法。
（項目６３）
　前記試料区画の前記壁部は、開放容器の底部である、項目６２のいずれかに記載の方法
。
（項目６４）
　前記試料区画は、２つの透明壁部を含み、好ましくは、前記壁部は、評価されている前
記生物試料の厚さを画定する、項目５９～６３のいずれかに記載の方法。
（項目６５）
　前記生物試料は、基質上で成長した、および／または成長している細胞の懸濁液である
、項目５９～６４のいずれかに記載の方法。
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（項目６６）
　前記基質は、透明基質であり、好ましくは、そのような基質は、前記試料区画の一体化
部であるか、またはそれになることができる、項目６５のいずれかに記載の方法。
（項目６７）
　前記基質は、懸濁液中にある、項目６５～６６のいずれかに記載の方法。
（項目６８）
　前記第１の光源によって前記試料上に露光されるエネルギーは、露光中２００ｎＪ／ｍ
ｍ２未満、好ましくは、１００ｎＪ／ｍｍ２未満である、項目５９～６７のいずれかに記
載の方法。
（項目６９）
　前記第１の光源によって前記試料上に露光される前記エネルギーは、露光中５０ｎＪ／
ｍｍ２未満、好ましくは、２０ｎＪ／ｍｍ２未満である、項目５９～６８のいずれかに記
載の方法。
（項目７０）
　個々の生物学的粒子からの光強度情報は、前記背景からの光強度に対して減衰された光
強度である、項目５９～６９のいずれかに記載の方法。
（項目７１）
　減衰は、光の散乱によって引き起こされる、項目５９～７０のいずれかに記載の方法。
（項目７２）
　散乱は、光の屈折、回折、反射、または干渉によって引き起こされる、前記項目に記載
の方法。
（項目７３）
　減衰は、光の吸収によって引き起こされる、項目５９～７１のいずれかに記載の方法。
（項目７４）
　吸収は、前記試料に添加される試薬によって引き起こされる、項目５９～７３のいずれ
かに記載の方法。
（項目７５）
　光の減衰は、個々の生物学的粒子からの強度が、背景からの強度の５％～７０％になる
ようなものである、項目５９～７４のいずれかに記載の方法。
（項目７６）
　個々の生物学的粒子からの光強度情報は、前記背景からの光強度に対して強化された光
強度である、項目５９～７５のいずれかに記載の方法。
（項目７７）
　光強化は、光の屈折、回折、反射、および／または干渉によって引き起こされる、項目
７６のいずれかに記載の方法。
（項目７８）
　個々の生物学的粒子からの光強度情報は、前記背景からの光強度に対して光の減衰およ
び強化の組み合わせである、項目５９～７７のいずれかに記載の方法。
（項目７９）
　前記光源からの光は、それが前記試料を通過するとき、実質的に平行である、項目５９
～７８のいずれかに記載の方法。
（項目８０）
　前記試料を通過した視準光は、集束手段と検出素子の配列との間に位置する平面に実質
的に焦点が合わせられ、変調手段は、実質的に前記焦点面に配置される、項目５９～７９
のいずれかに記載の方法。
（項目８１）
　空間光強度情報の２つまたはそれを上回る画像が記録され、２つまたはそれを上回る実
質的に異なる変調手段が適用される、項目５９～８０のいずれかに記載の方法。
（項目８２）
　前記試料区画の前記壁部を通過した前記第１の光源からの前記光は、前記壁部の表面に
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実質的に垂直である全体的な配向を有する、項目５９～８１のいずれかに記載の方法。
（項目８３）
　前記試料区画の前記壁部の前記表面は、前記検出素子の配列の視野方向に実質的に垂直
である、項目５９～８２のいずれかに記載の方法。
（項目８４）
　液体試料の前記体積は、前記露光中に静止したままであり、静止は、生物学的粒子の前
記画像の少なくとも一部が、それが１回の露光中に同じ検出素子の実質的に境界内に収容
されるのと同様に動かない状況として定義される、項目５９～８３のいずれかに記載の方
法。
（項目８５）
　液体試料の前記体積は、前記露光中に静止したままであり、静止は、生物学的粒子の前
記画像の少なくとも一部が、それが２回の露光時間中に同じ検出素子の実質的に前記境界
内に収容されるのと同様に動かない、好ましくは、それが４回の露光時間中に同じ検出素
子の実質的に前記境界内に収容されるような状況として定義される、項目５９～８４のい
ずれかに記載の方法。
（項目８６）
　液体試料の前記体積は、前記露光中に静止したままであり、静止は、生物学的粒子の前
記画像の少なくとも一部が、それが前記第１の光源を用いた第１の露光時間から第２の光
源を用いた第２の露光時間中に、同じ検出素子の実質的に前記境界内に収容されるのと同
様に動かない状況として定義され、好ましくは、前記第２の光源の前記露光の結果は、空
間蛍光光強度情報の画像の前記記録である、項目５９～８５のいずれかに記載の方法。
（項目８７）
　前記試料は、前記露光中に静止したままであり、静止は、前記試料中の生物学的粒子の
前記画像が、それが光強度情報の収集中、好ましくは、２回またはそれを上回る露光中に
、同じ検出素子の実質的に前記境界内に収容されるのと同様に動かないように、前記試料
が能動検出素子の前記配列に対して動かない状況として定義される、項目５９～８６のい
ずれかに記載の方法。
（項目８８）
　静止は、前記試料中の生物学的粒子の前記画像が、それが光強度情報の前記収集中、好
ましくは、２回またはそれを上回る露光中に、同じ検出素子の実質的に前記境界内に収容
されるのと同様に動かないように、前記試料が能動検出素子の前記配列に対して動かない
状況として定義される、項目５９～８７のいずれかに記載の方法。
（項目８９）
　静止は、前記試料が前記試料区画に対して動かない状況として定義される、項目５９～
８８のいずれかに記載の方法。
（項目９０）
　静止は、少なくとも１０秒、少なくとも９秒、少なくとも８秒、少なくとも７秒、少な
くとも６秒、少なくとも５秒、少なくとも４秒、少なくとも３秒、少なくとも２秒、また
は少なくとも１秒等の期間にわたるものと定義される、項目５９～８９のいずれかに記載
の方法。
（項目９１）
　懸濁液中の粒子が前記試料区画の内側の下方および／または上方境界まで沈降および／
または浮遊することを可能にするために、能動検出素子の前記配列に対する前記試料およ
び／または前記試料区画の移動の終了から、光強度情報の前記記録が開始されるまで、十
分な時間が経過することができる、項目５９～９０のいずれかに記載の方法。
（項目９２）
　前記沈降時間は、１０秒よりも長く、好ましくは、１０～２４０秒の範囲、より好まし
くは、３０～１２０秒の範囲である、項目５９～９０のいずれかに記載の方法。
（項目９３）
　前記試料区画の内部は、２０μｍ～１，０００μｍの平均厚を有する、項目５９～９２
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のいずれかに記載の方法。
（項目９４）
　前記平均厚は、２０μｍ～１００μｍである、項目５９～９３のいずれかに記載の方法
。
（項目９５）
　前記試料区画の前記厚さは、使用中、前記試料区画に対して個々に決定される、項目５
９～９４のいずれかに記載の方法。
（項目９６）
　前記試料区画は、試料の単一解析を目的とする、項目５９～９５のいずれかに記載の方
法。
（項目９７）
　電磁放射が前記配列上に露光される前記液体試料の前記体積は、０．０１μＬ～２０μ
Ｌの範囲である、項目５９～９６のいずれかに記載の方法。
（項目９８）
　前記体積は、０．０５μＬ～５μＬである、項目５９～９７のいずれかに記載の方法。
（項目９９）
　前記体積は、０．０５μＬ～１．０μＬである、項目５９～９８のいずれかに記載の方
法。
（項目１００）
　電磁放射が前記配列上に露光される前記液体試料の前記体積は、前記試料区画の固定視
野範囲および既知の厚さによって定義される、項目５９～９９のいずれかに記載の方法。
（項目１０１）
　その前記パラメータまたは複数のパラメータが評価される前記粒子は、０．１μｍ～１
００μｍのサイズを有する、項目５９～１００のいずれかに記載の方法。
（項目１０２）
　前記サイズは、０．１μｍ～２０μｍである、項目５９～１０１のいずれかに記載の方
法。
（項目１０３）
　前記サイズは、５μｍ～１５μｍである、項目５９～１０２のいずれかに記載の方法。
（項目１０４）
　前記サイズは、少なくとも１５μｍ、少なくとも１４μｍ、少なくとも１３μｍ、少な
くとも１２μｍ、少なくとも１１μｍ、少なくとも１０μｍ、少なくとも９μｍ、少なく
とも８μｍ、少なくとも７μｍ、少なくとも６μｍ、少なくとも５μｍ、少なくとも４μ
ｍ、少なくとも３μｍ、少なくとも２μｍ、または少なくとも１等、１μｍ～１５μｍで
ある、項目５９～１０３のいずれかに記載の方法。
（項目１０５）
　評価される前記パラメータは、液体試料の体積あたりの前記生物学的粒子の数である、
項目５９～１０４のいずれかに記載の方法。
（項目１０６）
　評価される前記パラメータは、前記生物学的粒子の直径、面積、外周、非対称性、円形
性等の形態学的特性である、項目５９～１０５のいずれかに記載の方法。
（項目１０７）
　評価される前記パラメータは、生物学的粒子の付着および／または凝集度の決定であり
、好ましくは、凝集度は、細胞の凝集塊中の個々の細胞の数の前記実質的な決定を可能に
する、項目５９～１０６のいずれかに記載の方法。
（項目１０８）
　評価される前記パラメータは、生物学的粒子の種である、項目５９～１０７のいずれか
に記載の方法。
（項目１０９）
　評価される前記パラメータは、生物学的粒子の代謝状態である、項目５９～１０８のい
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ずれかに記載の方法。
（項目１１０）
　評価される前記パラメータは、核小体の数、サイズ、および形状等の細胞内特性である
、項目５９～１０９のいずれかに記載の方法。
（項目１１１）
　評価される前記パラメータは、前記空間光強度画像中の生物学的粒子の位置である、項
目５９～１１０のいずれかに記載の方法。
（項目１１２）
　空間光強度情報の画像が記録され、前記空間光強度情報は、前記試料区画の壁部を通さ
れる前記第２の光源からの励起光によって引き起こされる蛍光に関する情報である、項目
５９～１１１のいずれかに記載の方法。
（項目１１３）
　第２の空間光強度情報の第２の画像が記録され、前記第２の空間光強度情報は、第３の
光源からの励起光によって引き起こされる蛍光に関する情報である、項目５９～１１２の
いずれかに記載の方法。
（項目１１４）
　第３の空間光強度情報の第３の画像が記録され、前記第３の空間光強度情報は、前記試
料区画の前記壁部を通される前記第２または第３の光源からの励起光によって引き起こさ
れる、好ましくは、第４または後続の光源からの励起光によって引き起こされる、蛍光に
関する情報である、項目５９～１１３のいずれかに記載の方法。
（項目１１５）
　第４の空間光強度情報の第４の画像が記録され、前記第４の空間光強度情報は、蛍光に
関する情報である、項目５９～１１４のいずれかに記載の方法。
（項目１１６）
　前記第１の空間光強度画像中の生物学的粒子の位置は、生物学的粒子と関連した光強度
情報の別の記録された画像中の光強度情報の存在を決定するために使用され、好ましくは
、もう一方の光強度情報は、蛍光である、項目５９～１１５のいずれかに記載の方法。
（項目１１７）
　生物学的粒子の位置は、空間光強度情報の第１および第２の画像中の情報を組み合わせ
ることによって決定され、前記画像は、前記第１の光源からの照明を使用し、前記画像の
ための実質的に異なる変調手段を適用して記録され、好ましくは、前記画像は、暗視野お
よび明視野画像である、前記項目に記載の方法。
（項目１１８）
　生物学的粒子の位置は、空間光強度情報の３つまたはそれを上回る画像中の情報を組み
合わせることによって決定され、前記画像は、前記第１の光源からの照明を使用し、前記
画像のための実質的に異なる変調手段を適用して記録される、前記項目に記載の方法。
（項目１１９）
　生物学的粒子と関連した光強度情報の存在の決定は、生物学的粒子の種および／または
条件の前記評価のために使用される、項目５９～１１６のいずれかに記載の方法。
（項目１２０）
　生物学的粒子と関連した第２または追加の光強度情報の強度の決定は、生物学的粒子の
種および／または条件の前記評価のために使用される、項目５９～１１９のいずれかに記
載の方法。
（項目１２１）
　生物学的粒子と関連した第２または追加の光強度情報の強度の決定は、バイオマーカを
含む生物学的粒子の種および／または条件の前記評価のために使用される、項目５９～１
２０のいずれかに記載の方法。
（項目１２２）
　生物学的粒子の条件は、代謝条件である、項目５９～１２１のいずれかに記載の方法。
（項目１２３）
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　前記励起光は、前記検出素子の配列の反対側で前記試料区画に入る、項目５９～１２２
のいずれかに記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、本発明による画像サイトメータの一実施形態を図示する。
【図２Ａ】図２Ａは、観察された対比を図示するグラフを示す。
【図２Ｂ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図２Ｃ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図２Ｄ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図２Ｅ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図２Ｆ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図２Ｇ】図２Ｂ－Ｇは、光の異なる波長を使用して記録された、明視野画像を図示する
。
【図３Ａ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図３Ｂ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図３Ｃ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図３Ｄ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図３Ｅ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図３Ｆ】図３は、傾斜した光源の配列および光の遮蔽効果を図示する。
【図４】図４は、蛍光ポリマービーズの強度を図示するグラフを示す。
【図５Ａ－１】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ａ－２】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｂ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｃ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｄ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｅ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｆ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｇ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｈ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｉ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｊ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【図５Ｋ】図５は、明視野画像中の受動的光変調の構成を図示する。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　一実施形態による画像サイトメータの１つの第１の効果は、画像サイトメータが、明視
野モードと、暗視野モードと、蛍光モードとの間で切り替えられるように構成されること
が可能であることである。本発明の好ましい実施形態では、第１の光源は、単一の光源の
みが明視野モードおよび暗視野モードに必要とされるように、明視野光源および暗視野光
源を提供してもよい。したがって、２つのモード間の切替は、光源または光学的手段の変
更よりもむしろ交換手段によって得られ得る。好ましくは、第１の光源は、４００ｎｍ未
満の波長を有する光を出射するように構成される。この観点から、第１の光源は、紫外線
（ＵＶ）明視野光源と見なされてもよい。ＵＶ明視野光源を使用する効果は、そのような
照明が、４００ｎｍよりも高い波長を有する光を出射する光源からの光で記録された画像
と比較して、粒子中のさらなる詳細および／または画像中のより高い対比を提供すること
であることが分かっている。
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【００１４】
　本発明によると、第２の光源は、蛍光モードを提供してもよく、本発明の効果は、蛍光
モードが、第２の光源または第２の光源からの蛍光灯を指向し得る部分を移動させること
なく提供され得ることである。すなわち、蛍光モードは、蛍光灯源の移動または蛍光灯を
指向し得る部分の移動がなくてもよいため、迅速に提供され得る。好ましくは、励起光は
、蛍光モードを提供するための光軸に対する入射角であり、画像サイトメータの光軸は、
試料領域と検出素子の配列との間の軸によって画定される。そのような設定の１つの効果
は、検出素子上に露光された励起光の強度が有意に低減され得ることであることが分かっ
ている。
（減衰手段および変調手段）
【００１５】
　本発明の好ましい実施形態では、画像サイトメータは、１つまたはそれを上回る所定の
波長帯中の光強度を減衰させるため等の、光学フィルタ等の減衰手段をさらに備え、好ま
しくは、減衰手段は、光軸に沿った所定の平面に配置される。さらに、画像サイトメータ
は、空間変調手段等の変調手段をさらに備えてもよく、好ましくは、変調手段は、光軸に
沿った所定の平面に配置される。本発明のいくつかの実施形態では、減衰手段および／ま
たは変調手段は、第１の光源と試料領域との間の光路中に配置される。好ましくは、減衰
手段および／または変調手段は、試料領域と検出素子の配列との間の光路中に配置される
。より好ましくは、変調手段は、光軸に沿って検出素子に向かって試料領域を透過される
視準光の焦点面内に、またはその近くに配置される。
【００１６】
　試料領域を透過される視準光の焦点面内に、またはその近くに配置される変調手段を有
する多くの効果が多くあることが分かっている。まず第１に、高い空間周波数等の対比が
、この位置における変調手段なしの配列と比較して改善され得る。第２に、視準光の焦点
面が画像形成装置の開口絞りであってもよいため、変調手段は、拡張された被写界深度を
もたらし得る。第３に、変調手段は、試料領域中の試料中の粒子によって屈折または分散
された光のみが検出素子に到達することを可能にし、光源から直接出射される光を排除し
得る。変調手段が試料領域を透過される視準光の焦点面内に、またはその近くに配置され
る配列によって、単純に、好適な変調を配置または除去することによって、高対比の明視
野もしくは暗視野画像、または２つの組み合わせを記録する順応性を有する、画像サイト
メータを実現することが可能であり得る。
【００１７】
　本発明のいくつかの実施形態では、減衰手段および／または変調手段のうちの２つまた
はそれを上回るものは、減衰手段および／または変調手段の取り外しまたは交換を可能に
する交換手段中に載置される。交換手段は、例えば、フィルタホイール等の回転ユニット
を含んでもよい。２つまたはそれを上回る交換手段は、ゼロ、１つ、２つ、またはそれを
上回る減衰および／または変調手段が同時に光軸に沿って位置付けられ得るようなもので
あってもよい。２つまたはそれを上回る交換手段を有する効果は、これらが変調手段、減
衰手段、または両方の手段の組み合わされた効果を可能にすることであってもよい。別の
効果は、２つまたはそれを上回る交換手段が、例えば、そのような交換手段が単一の交換
手段より小さくてもよく、より迅速に回転することが可能であるため、同じ数の減衰手段
および／または変調手段を有する単一の交換手段よりも迅速に、減衰手段および／または
変調手段を交換し得ることであってもよい。
【００１８】
　本発明のいくつかの実施形態では、少なくとも１つの変調手段は、部分的に不透明また
は部分的に透明であってもよい。減衰および／または変調手段は同様に、ある部分で部分
的に不透明であり、かつ異なる部分で部分的に透明であってもよく、好ましくは、その部
分のうちの１つまたはそれを上回るものは、円形状である。したがって、少なくとも１つ
の変調手段の一部分は、部分的に不透明であってもよく、変調手段の別の部分は、部分的
に透明であってもよい。好ましくは、減衰手段は、１０－３未満、１０－４未満、１０－
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５未満、または１０－６未満等、所定の倍数で光を減衰させてもよい。
【００１９】
　本発明の好ましい実施形態では、変調手段は、好ましくは、試料領域を通過する視準光
を実質的に減衰させる、暗視野モードのために構成される障害物を備える。本発明の別の
好ましい実施形態では、変調手段は、好ましくは、試料領域から出射する非視準光を実質
的に減衰させる、明視野モードのために構成される開口を備える。明視野モードと暗視野
モードとの間の切り替えが可能になることは、障害物および開口の切り替えによって達成
され得る。したがって、明視野モードと暗視野モードとの間の切り替えは、変調手段によ
って、好ましくは、試料領域と検出素子の配列との間に位置する変調手段を挿入および／
または交換することによって実現され得る。
【００２０】
　本発明の別の好ましい実施形態では、変調手段は、位相差顕微鏡変調手段を含む。した
がって、変調手段は、位相差顕微鏡変調手段を構成してもよく、第１の光源によって出射
される光の実質的な波長は、狭波長帯を有し、好ましくは、波長帯の幅は、５０ｎｍ未満
である。
（第１および第２の光源）
【００２１】
　光学的設定において、完全な視準を得ることが必ずしも可能ではなく、第１の光源から
の視準光が、１０度未満、より好ましくは、５度未満の偏角で視準光から偏位してもよい
ことが認められ得る。
【００２２】
　本発明の実施形態では、第１の光源からの波長は、２００ｎｍ～７００ｎｍである。好
ましくは、第１の光源からの波長は、３００ｎｍ～３９５ｎｍであってもよい。さらによ
り好ましくは、第１の光源からの波長は、３２０ｎｍ～３８０ｎｍであってもよい。最も
好ましくは、第１の光源からの波長は、３５０ｎｍ～３８０ｎｍであってもよい。
【００２３】
　第２の光源からの励起光は、第１の光源からの光の波長とは実質的に異なる波長を有し
てもよい。好ましくは、励起光の入射角は、１０～８０度、好ましくは、２０～６０度、
より好ましくは、３０～５０度であってもよい。代替として、励起光の入射角は、９０度
であってもよい。本発明の別の代替実施形態では、入射角は、１１０～１８０度、好まし
くは、１２０～１６０度、より好ましくは、１３０～１５０度である。
（集束手段）
【００２４】
　本発明の好ましい実施形態では、集束手段は、レンズを含むが、本発明の別の同様に好
ましい実施形態では、集束手段は、曲面鏡を含む。
（追加の光源）
【００２５】
　本発明のいくつかの実施形態では、画像サイトメータは、第３もしくは第４の、または
第５もしくは第６の光源等、追加の光源をさらに備え、好ましくは、追加の光源は、励起
光源である。光源は、調節可能な固体光源および／または調節可能な発光ダイオード等、
発光ダイオード、および／またはダイオードレーザ、および／またはレーザであってもよ
い。調節可能な固体光源は、調節可能なレーザダイオードであってもよい。
（光学的手段および検出素子）
【００２６】
　本発明の好ましい実施形態では、光源は、試料領域にわたって、および／または検出素
子の配列によって撮像される領域にわたって、実質的に均一な強度を有する光を提供する
ように構成される光学的手段に光学的に接続される。光学的手段は、マイクロレンズの配
列を含んでもよい。代替として、光学的手段は、円柱マイクロレンズの配列を含んでもよ
く、好ましくは、円柱マイクロレンズの２つの配列を含んでもよく、円柱レンズは、実質
的に垂直な配向である。検出素子の配列は、ＣＣＤまたはＣＭＯＳセンサ素子の配列であ
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ってもよい。
（露光）
【００２７】
　本発明によると、光源は、１秒未満、好ましくは、０．１秒未満の持続時間、光を出射
するように構成される。好ましくは、光源は、０．０００１～０．１０００秒、好ましく
は、０．０００１～０．０５００秒の持続時間、光を出射するように構成される。しかし
ながら、高感度が蛍光撮像において必要とされるとき等、ある状況において、光源は、２
秒を上回る、３秒を上回る、４秒を上回る、５秒を上回る、６秒を上回る、７秒を上回る
、８秒を上回る、９秒を上回る、１０秒を上回る等、１秒を上回る持続時間、光を出射す
るように構成されてもよい。
（光の遮断）
【００２８】
　本発明の一実施形態では、励起光源からの光は、励起光ビームからの光線を選択的に除
去することによって、画像形成手段の入口に到達することから実質的に除外されてもよい
。光線は、励起光ビーム中に１つまたは複数の障害物を配置することによって選択的に除
去されてもよく、好ましくは、励起光ビームは、障害物が配置された平面内で実質的に視
準される。
（画像形成手段）
【００２９】
　本発明の好ましい実施形態では、画像形成手段は、１０μｍ～１５０μｍ等、５μｍを
上回る被写界深度を提供するように構成される。このようにして、試料領域は、例えば、
試料が異なる深度に位置付けられる粒子を有するとき、試料領域中の試料の鮮明な画像を
取得するために、画像形成手段および／または検出素子の配列が除去される必要がなくて
もよいように、被写界深度中で焦点があっていてもよい。しかしながら、本発明のいくつ
かの実施形態では、画像形成手段、および／または検出素子の配列、および／または試料
区画は、画像形成手段および／または検出素子の配列が試料に対する最適な位置に配置さ
れ得るように、移動するように構成されてもよい。１つの試料または試料の一部が、例え
ば、１つの構成で焦点が合っていてもよいが、別の試料または試料の異なる部分に変更す
るとき、もう一方の試料または試料の異なる部分は、焦点が合っていない可能性があり、
したがって、試料、および／または画像形成手段、および／または検出素子の配列のいず
れかを移動させる必要があり得る。
【００３０】
　本発明の好ましい実施形態では、画像形成手段は、２００ｎｍ～１０００ｎｍの波長領
域、より好ましくは、３５０ｎｍ～１０００ｎｍの波長領域、より好ましくは、３５０ｎ
ｍ～８５０ｎｍの波長領域の光を透過するように構成される。
【００３１】
　本発明のいくつかの好ましい実施形態では、画像形成手段は、顕微鏡対物レンズを備え
る。画像形成手段は、試料の線形拡大を提供するように構成されてもよい。好ましくは、
線形拡大は、２０：１よりも小さい。線形拡大はまた、１：１～２０：１の範囲、好まし
くは、１：１～１０：１の範囲、より好ましくは、１：１～４：１の範囲であってもよい
。
【００３２】
　本発明のいくつかの好ましい実施形態では、画像サイトメータは、２つまたはそれを上
回る画像形成手段が画像の記録間で交換されることを可能にする手段を有して構成される
。撮像手段を交換する目的は、好ましくは、画像の線形倍率を変更すること、および／ま
たは視野深度を変更すること等、画像サイトメータの光学的特性を変更することである。
多くの場合、撮像手段の選択は、試料の先験的に既知の特性に基づき行われるが、本発明
のいくつかの好ましい実施形態では、撮像手段の選択は、解析される試料の評価の結果に
基づき行われる。
（試料）
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【００３３】
　試料領域は、生物試料等の試料を含んでもよい。試料は、試料区画中にあってもよい。
（照明システム）
【００３４】
　本発明によると、照明システムは、明視野光源および蛍光灯源である、画像サイトメー
タに対して必要とされる光源を提供するためのものであってもよい。本発明の好ましい実
施形態では、照明システムと関連した集束手段は、第１の光源から視準光を形成するため
のものである。さらに、励起光は、光軸に対する入射角であってもよい。照明システムは
、すでに記載された画像サイトメータからの特徴のいずれかをさらに有してもよい。
（サイトメトリ方法）
【００３５】
　本発明の一側面では、生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび／または少なく
とも１つの品質パラメータの評価のための方法が提供され、
露光範囲を画定する平行壁部を有する試料区画に、ある体積の生物試料を適用するステッ
プであって、壁部は、第１の光源からの光が試料区画の壁部を通過することを可能にする
、ステップと、
試料区画を通過した光を能動検出素子の配列上に露光するステップであって、したがって
、空間光強度情報の画像を記録する、ステップと、
個々の生物学的粒子からの光強度情報が、背景からの光強度情報とは異なると同定される
ような方法で、画像を処理するステップと、
処理の結果を、生物試料中の生物学的粒子の少なくとも１つの量パラメータおよび／また
は少なくとも１つの品質パラメータに関連付けるステップと、
を含む。
【００３６】
　本発明は、試料との光学的相互作用を含む、生物試料の品質および／または量パラメー
タの評価のための方法およびシステムに関する。試料との光学的相互作用は、好ましくは
、生物試料または該生物試料中の粒子との相互作用との結果として、光の強度および／ま
たは方向の変化をもたらし、好ましい相互作用のいくつかは、反射、屈折、回折、相互作
用、散乱、または吸光度のうちの１つまたはそれを上回るものである。
【００３７】
　本発明の好ましい実施形態では、評価される生物試料は、試料区画中に収容される。試
料区画の好ましい特性は、試料の境界を画定することである。本発明の別の好ましい実施
形態は、試料区画の壁部が、開放容器の底部である場合である。いくつかの実施形態では
、試料区画の境界が、試料の底部または頂部のいずれかを画定する透明壁部によって形成
される一方で、他の同様に好ましい実施形態では、試料区画は、評価される試料の厚さを
画定する、２つの透明壁部によって形成され、試料は、壁部間に配置される。
【００３８】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、評価される生物試料は、生物学的粒子の懸濁液
である。生物学的粒子のそのような懸濁液は、より大きい試料体積の一部分であってもよ
く、評価の目的は、より大きい試料体積の特性を決定または推測することであり得る。別
の同様に好ましい実施形態では、生物試料は、基質上で成長した、および／または成長し
ている細胞の試料である。代替として、試料は、液体試料であってもよい。いくつかの好
ましい実施形態では、基質は、懸濁液中にある一方で、他の同様に好ましい実施形態では
、そのような基質は、試料区画の一体化部であるか、またはそれになることができる。概
して、試料区画中に配置される基質は、実質的に透明であり、多くの好ましい実施形態で
は、透明基質プレートは、試料区画の壁部であることが好ましい。
【００３９】
　本発明の好ましい実施形態では、生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび／ま
たは少なくとも１つの品質パラメータの評価は、個々の細胞の解析である。そのような個
々の細胞は、多くの場合、懸濁液中または基質上のいずれかで単離されるが、そのような
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個々の細胞はまた、細胞の凝集塊中にあってもよく、そのような細胞は、互いに付着する
。本発明の他の好ましい実施形態では、生物試料の少なくとも１つの量パラメータおよび
／または少なくとも１つの品質パラメータの評価は、組織試料等、細胞の大部分の解析で
ある。
【００４０】
　本発明のいくつかの最も好ましい実施形態では、第１の光源は、発光ダイオード（ＬＥ
Ｄ）、および／またはダイオードレーザ、および／またはレーザである。ＬＥＤおよびレ
ーザダイオードの特性のうちのいくつかは、小さい物理的サイズおよび電力効率等、本発
明によるシステムの設計および動作において実質的な利点を提供する。本発明の多くの好
ましい実施形態では、第１の光源からの光の波長は、４００ｎｍ未満である。多くの場合
、第１の光源からの光の波長は、３００ｎｍ～３９５ｎｍ等、２００ｎｍ～４００ｎｍで
あることが好ましい。驚くべきことに、短波長の光の使用は、本発明による生物学的粒子
の評価の実質的な改善を提供し、２００ｎｍ～２５０ｎｍ、２００ｎｍ～３００ｎｍ、２
５０ｎｍ～３５０ｎｍ、および３２０ｎｍ～３８０ｎｍ等の波長帯の光が全て好ましいこ
とが分かっている。
【００４１】
　多くの場合、評価される生物学的粒子は、光が粒子の特性を変化させ得る程度まで光に
感受性があり、光の効果を低減するための１つの好ましい方法は、試料が光に露光される
時間の長さを制限することであり、光源が試料上に光を出射する時間を制限することであ
り、好ましくは、光源からの光の照明の持続時間は、１秒未満であり、より好ましくは、
０．１秒未満である。他の同様に好ましい実施形態では、照明期間は、０．０００１～０
．０５００秒等、０．０００１～０．１０００秒である。エネルギーで表現される場合、
試料は、露光中、１００ｎＪ／ｍｍ２またはそれを下回る、好ましくは、５０ｎＪ／ｍｍ
２またはそれを下回る、２０ｎＪ／ｍｍ２またはそれを下回るもの等、２００ｎＪ／ｍｍ
２またはそれを下回るもので照明されることが好ましい。
【００４２】
　本発明によると、生物学的粒子の評価のための１つの好ましい方法は、試料の体積から
の空間光強度情報の画像の記録に基づき、個々の生物学的粒子からの信号は、背景からの
光強度に対して減衰された光強度信号である。減衰は、反射、屈折、回折、干渉、吸収、
散乱のうちの１つまたはいくつかによってもたらされ得る。これらの実施形態では、生物
学的粒子に関連する光は、背景からの信号よりも強度が低く、個々の細胞からの信号およ
び背景からの信号が互いに異なる方法で画像を処理することが可能であるということに基
づき、好ましくは、粒子からの信号は、背景からの信号よりも実質的に小さく、背景から
の好ましい信号は、粒子に空間的にごく近接している。
【００４３】
　いくつかの好ましい実施形態では、光の減衰は、光の散乱によって引き起こされ、その
ような散乱は、光の屈折および／または反射等の過程に由来する。さらに、これらおよび
他の好ましい実施形態では、減衰は、光の吸収によって引き起こされ、そのような吸収は
、評価下の生物学的粒子の化学成分によって、および／または試料に意図的に添加される
他の化学成分から引き起こされる。したがって、吸収は、試料に添加される試薬によって
引き起こされてもよい。本発明による実施形態では、背景からの信号の強度に対して、生
物学的粒子に関連した光の５％～７０％の減衰が実現される。他の同様に好ましい実施形
態では、背景からの光に対する生物学的粒子に関連した光の減衰は、５０％～９０％であ
る。
【００４４】
　本発明の他の同様に好ましい実施形態では、個々の生物学的粒子からの信号は、背景か
らの光強度に対する光強度信号の強化、例えば、観察された増加である。これは、典型的
には、光信号の集束または他の変化と組み合わせて、散乱、干渉、反射、および屈折等の
過程によって引き起こされ得、強化は、光の空間再分布の結果である。これらの実施形態
では、生物学的粒子に関連する光は、背景からの信号よりも強度が高く、個々の細胞から
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の信号および背景からの信号が互いに異なる方法で画像を処理することが可能であるとい
うことに基づき、好ましくは、粒子からの信号は、背景からの信号よりも実質的に高く、
背景からの好ましい信号は、粒子に空間的にごく近接している。
【００４５】
　本発明のさらに他の非常に好ましい実施形態では、生物学的粒子からの光強度の記録さ
れた画像は、生物学的粒子に関連する信号を含み、そのような画像は、背景からの光強度
に対する光強度の減衰および強化の組み合わせである光強度情報の変化を含む。
【００４６】
　概して、光強度情報の記録中の対比を増加させる効果を有する、本発明の多くの場合好
ましい方法は、試料を通って透過または散乱される光を変調することである。好ましくは
、そのような変調は、光源から能動検出素子の配列までの光路中の所定の平面における光
特性の空間的差異に対応する。そのような変調は、典型的には、不透明、または実質的に
不透明、または透明である手段等、変調手段の使用によってもたらされ、好ましくは、透
明度、例えば、減衰は、所定の特性である。好ましくは、そのような変調手段は、不透明
および透明手段の組み合わせとして実装され、したがって、変調手段は、所定の位置また
は領域では、不透明である一方で、他の所定の位置または領域では、透明である。変調手
段の２つの好ましい実装は、第１に、その中心に穴を有する不透明ディスク、および第２
に、平行な光ビームの直径よりも実質的に小さい直径を有する不透明ディスクである。こ
れらの２つの変調手段が組み合わせて使用されるとき、第１の手段の中心穴の直径は、第
２の手段のディスクの直径と同様または同一である。好ましくは、不透明および／または
透明領域の所定の位置は、変調手段の位置の近くの光学的平面における光源の画像に対応
する。好ましくは、そのような変調手段は、試料を透過される光に対して異なる効果を有
し、光は、生物学的粒子を透過される。変調手段の典型的な好ましい位置は、撮像システ
ムの収集対物レンズに入る平行光の焦点面に近い。
【００４７】
　典型的には、変調手段の好ましい特性は、位相の変化、強度の変化、例えば、光の減衰
、遮蔽、例えば、光の遮断等、変調手段を通過する光を変化させるものである。変調手段
は、好ましくは、これらの特性のうちの１つまたはいくつかを含む。
【００４８】
　多くの好ましい実施形態では、変調手段は、光源と試料との間の位置の光軸に沿って配
置される一方で、試料と能動検出素子の配列との間の光軸に沿った位置に変調手段を配置
することが、同様に好ましい。さらに多くの好ましい実施形態は、光軸に沿って、試料の
両側に変調手段を含む。試料と能動検出素子の配列との間の光軸に沿った位置においての
み、変調手段を含んだ実施形態において、光源からの光は、それが試料を横断する際に実
質的に平行であり、好ましくは、そのような平行光の光強度もまた、能動検出素子の配列
によって撮像される試料の部分にわたって実質的に均一である。
【００４９】
　レンズ等の光学的構成要素が、試料区画からの光を能動検出素子の配列上に集束するた
めに使用されるとき、試料区画を透過される平行光は、多くの場合、光軸に沿った平面で
集束される。これらの条件下で、多くの場合、そのような焦点面にまたはその近くに変調
手段を配置することが好ましい。好ましい実施形態では、生物学的粒子と相互作用し、そ
れを、例えば、偏向、屈折、および／または散乱させる光は、撮像システムの収集対物レ
ンズに入る。さらに、多くの場合、不透明および透明特性等の変調手段の特性は、この焦
点面における光源の画像の形状に実質的に従うように配列されることが好ましい。多くの
場合、変調手段の好ましい特性および形態は、試料区画を透過される光と、生物試料を透
過される光との正味の効果の差である。
【００５０】
　変調手段を含む実施形態では、概して、光の所定の波長帯から成る光を生成する光源を
使用することが好ましく、好ましくは、波長帯は、実質的に狭く、幅がわずか５０ｎｍ、
好ましくは、２０ｎｍ未満等、３０ｎｍ未満でさえある。さらに、典型的には、所定の波
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長の光を使用することが好ましく、好ましくは、光の波長は、主に、２５０ｎｍ～４００
ｎｍ、より好ましくは、３００ｎｍ～３９０ｎｍ等、４００ｎｍ未満である。
【００５１】
　本発明の好ましい実施形態は、位相差画像を生成する方法であるが、試料区画を透過さ
れる光の波長が４００ｎｍ未満である条件下で配列される、変調手段を含む。
【００５２】
　本発明のいくつかの好ましい実施形態は、光路に配置され得るか、または光路から取り
外され得る変調手段を含み、多くの場合、好ましくは、２つまたはそれを上回る異なる変
調手段が含まれる。したがって、２つまたはそれを上回る実質的な異なる変調手段が適用
される場合、空間光強度の２つまたはそれを上回る画像が記録され得る。変調手段を含む
か、または排除することによって光路を変化させることが可能である実施形態において、
試料区画を透過される光からの光強度情報の２つまたはそれを上回る画像を記録すること
が好ましい。したがって、第１の光源を使用して記録された空間光強度情報の２つまたは
それを上回る画像が、光強度情報の処理で使用されてもよい。
【００５３】
　好ましい実施形態では、試料区画の壁部を通される光源からの光は、壁部の表面に実質
的に垂直である全体的な配向を有する。本発明の別の好ましい実施形態では、光源からの
光は、それが試料を通過する際に実質的に平行である。本発明のさらに別の好ましい実施
形態では、試料を通過した視準光は、集束手段と検出素子の配列との間に位置する平面に
実質的に集束され、変調手段は、実質的に焦点面内に配置される。光源からの光が、好ま
しくは、レンズおよび／または鏡等の１つまたはそれを上回る光学的構成要素の使用によ
って誘導されるため、この配向は、光源の光軸として見なされ得、その文脈において、光
源の光軸は、壁部の表面に実質的に垂直である。さらに、いくつかの実施形態では、多く
の場合、試料区画の壁部が、能動検出素子の配列の視野方向に実質的に垂直であることが
好ましい。同様に、光が、概して、レンズおよび／または鏡等の光学的構成要素の使用に
よって、能動検出素子の配列上に集束されるため、これは、検出素子の配列の光軸が壁部
に垂直であることに対応する。したがって、本発明のいくつかの好ましい実施形態は、光
源の光軸および検出素子の配列が実質的に単軸上にあるように、全てが単軸上に実質的に
位置する光源、試料区画、および能動検出素子の配列を備え、この軸は、試料区画の壁部
がこの共通の軸に実質的に垂直になるように、試料区画を通過する。
【００５４】
　本発明の多くの非常に好ましい実施形態は、試料の照明のための２つまたはそれを上回
る光源を含む。２つまたはそれを上回る光源は、典型的には、光軸の配列または波長等の
特性が異なる。２つまたはそれを上回る光源を含む本発明の１つの好ましい実施形態は、
第２の光源からの光が試料区画の壁部を通される場合であり、第２の光源は、主な光の方
向が、ある角度で、好ましくは、垂直面に対して１０～８０度の角度で、試料区画の露光
範囲を画定する壁部を通って入るような方法で、配列される。そのような配列は、典型的
には、２つまたはそれを上回る光源が実質的に永続的な位置に載置されるとき、特に２つ
を上回る光源が載置されるとき、利点を提供する。さらに、そのような角度配列は、背景
光信号の強度を低減し得ることが分かっている。さらに、本発明のいくつかの好ましい実
施形態は、試料区画の壁部を通って光を照明および／または通過させる、４つ等、３つま
たはそれを上回る光源を含む。他の同様に好ましい実施形態は、５つの光源等、４つを上
回る光源を含む。光源の数の増加が、生物学的粒子の評価を実施する可能性を提供するた
め、処理が複数の光強度情報に基づく場合、６つ、７つ、８つ、または１０等、８つを上
回りさえする個々の光源を含む実施形態が好ましい。
【００５５】
　ここで、および本考察の別の場所において、用語「主な光の方向」は、用語「光軸」と
交換され得、典型的には、視準、集束、または分散のためであるかどうか、レンズおよび
／または鏡の機能にかかわらず、１つまたはそれを上回るもの等の光学的手段および／ま
たは鏡と組み合わせて、光源または能動検出素子の配列等の別の能動構成要素によって形
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成される。そのようなシステムの光軸は、概して、対称軸を有する。
【００５６】
　本発明の好ましい実施形態では、２つまたはそれを上回る個々の光源は、好ましくは、
そのような２つまたはそれを上回る光源が実質的に同期して動作され、したがって、出射
される全光エネルギーを増加させる、および／または試料区画の照明範囲を拡大する、お
よび／または試料区画の少なくとも一部のより均一な光強度照明を確実にするような状況
において、例えば、波長に対して実質的に同一の光を出射する。これらの実施形態だけで
なく、本発明の他の同様に好ましい実施形態においても、２つまたはそれを上回る個々の
光源は、好ましくは、１つのそのような光源のみが１度にオンにされるか、または１つの
そのような光源の光のみが１度に試料区画を照明しているように、そのような２つまたは
それを上回る光源が独立して動作されるような状況において、例えば、波長に対して実質
的に異なる光を出射する。異なる光を出射するそのような２つまたはそれを上回る光源の
１つの好ましい特性は、そのような光源のうちの少なくとも１つが、蛍光を生じさせるこ
とであり、好ましくは、そのような蛍光強度情報は、生物試料の少なくとも１つの量パラ
メータおよび／または少なくとも１つの品質パラメータを評価する目的で、減衰された光
強度情報と組み合わせて使用される。
【００５７】
　いくつかの好ましい実施形態では、全ての光源が、試料区画の同じ側に位置する。その
ような実施形態では、多くの場合、そのような光源は、能動検出素子の配列から試料区画
の反対側に位置することが好ましい。
【００５８】
　多くの場合、２つまたはそれを上回る光源は、光源の光軸が試料区画の壁部に実質的に
垂直にならないように、蛍光を生じさせる光源が、試料区画の壁部に対してある角度で配
置されるような方法で、配列されることが好ましい。そのような配列の１つの好ましい利
点は、多くの場合、信号対背景（Ｓ／Ｂ）と呼ばれる、背景からの光の強度に対する生物
学的粒子から出射される蛍光灯の強度の比の増加である。背景が、典型的には、対象の任
意の生物学的粒子の外の光強度情報の画像中の領域である、背景からの光は、多くの源お
よび／または現象に由来し得、それらのうちの一部は、検出素子の配列の光軸に対する光
源の配向等、光源の特性に直接関連する。試料区画の壁部に対してある角度で光源を配列
する他の同様に好ましい利点は、試料区画に対して固定位置で多くの光源を位置付け、し
たがって、機械的手段を使用することなく、２つまたはそれを上回る光源からの光での試
料区画の照明を可能にすることが可能であることである。そのような特性の好ましい利点
は、タスクが、連続した２つまたはそれを上回る異なる波長で試料区画中の試料を照明す
ることであるとき、システムのより単純な構造および／またはシステムをより迅速に動作
させる能力である。さらに、励起光源のそのような配列は、そうでなければ能動検出素子
の配列上に反射されて戻る可能性がある、光源の平面上に出射する光からの内部反射を低
減することが分かっている。
【００５９】
　本発明の１つの好ましい実施形態は、例えば、屈折および／または反射による光の減衰
の記録のための光源の使用である。多くの場合、そのような光源からの光は、光の実質的
な部分が平行または実質的に平行になるように、実質的に視準された方法で試料区画を透
過されることが好ましい。驚くべきことに、そのような実質的に平行な光が、減衰の対比
、すなわち、背景の領域中の透過された光の強度に対する、生物学的粒子による光の減衰
の比を強化することができることが分かっている。本発明のこれらおよび他の好ましい実
施形態では、試料を透過される光の一部分は、正確に平行ではないが、好ましくは、３０
°未満、１５°未満等、平行に対して４５°未満の角度である。光軸に対してわずか５°
の光の発散等、１０°またはそれを下回るもの等のさらに小さい発散が、多くの場合、好
ましい。
【００６０】
　いくつかの好ましい実施形態では、視準された条件下で記録された高対比が、実質的に
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維持され得る一方で、適度な発散が、多くの場合、試料区画を透過され、能動検出素子の
配列上に露光される光の強度を均一にすることに積極的に寄与することが分かっている。
多くの場合、これらの実施形態の多くは、試料区画の実質的に外側のレンズまたは鏡等の
光学的構成要素によってもたらされる、光源の集束点を有する。
【００６１】
　本発明の他の同様に好ましい実施形態では、光の減衰の記録に対して、光の減衰の記録
のための試料区画を通過する光源からの光は、試料区画上に実質的に集束される。好まし
くは、試料区画を透過される光の実質的な部分は、能動検出素子の配列によって記録され
得る。
【００６２】
　本発明の非常に好ましい１つの特徴は、試料区画を通って、および／または試料区画上
に透過される光が、能動検出素子の配列の視野にわたって実質的に強度が均一であること
である。好ましくは、例えば、平均強度に対する強度の変動の比として表現される、均一
な照明からの偏差は、２５％未満、より好ましくは、１０％未満、さらにより好ましくは
、５％未満である。そのような特性は、概して、能動検出素子の配列上で記録される試料
の光学的特性の変動を低下させる効果を有し、多くの場合、照明された光の強度によって
実質的に決まる、特性の発現のより低い変動の結果である。これは、例えば、光の減衰お
よび蛍光の出射の両方に対して明らかである。
【００６３】
　一配列中に配列される多くのレンズから成る光学的手段は、試料区画上に、および／ま
たは試料区画を通して、光源の光出射素子の複数の画像を実質的に集束するために配列さ
れ得る。マイクロレンズのそのような配列は、試料区画の一部分を効果的に照明する、好
ましくは、光が能動検出素子の配列上に露光される部分のみを実質的に照射する目的で、
本発明のいくつかの実施形態では、好ましい。
【００６４】
　マイクロレンズの１つの多くの場合に好ましい配列は、円柱マイクロレンズの配列を含
む。そのようなマイクロレンズ配列は、好ましくは、円柱マイクロレンズの第２の、また
はそれを上回る配列と組み合わせて使用され、典型的には、互いに垂直に配向される。そ
のような配列は、主に、それが、試料区画の一部にわたって均一な照明を作成することに
よって、および／または試料区画の一部上に光源から出射される高い割合の光を透過した
ことによって、照明の効率性を改善する場合、本発明のいくつかの好ましい実施形態に含
まれる。いくつかの好ましい実施形態では、円柱マイクロレンズのそのような２つまたは
それを上回る配列の特性が、実質的に同一である一方で、他の多くの場合好ましい実施形
態において、特性は、能動検出素子の配列の形状に形状が適合される照明を生成するため
に等、実質的に異なる。そのような形状を生成するために変更されるマイクロレンズの配
列の特性は、例えば、レンズのピッチおよび／または焦点距離である。
【００６５】
　多くの場合、１つまたはそれを上回るレンズまたは鏡等、検出素子の配列上に露光され
る光を集束するための光学的手段を含むことが好ましく、そのような光学的手段は、対物
面内の焦点深度として表される、露光された光の信号を集束する能力を有する。本発明の
いくつかの好ましい実施形態では、そのような集束手段は、５μｍよりも大きい、好まし
くは、１０μｍ～１５０μｍの範囲の焦点深度を有する。
【００６６】
　減衰された透過光および出射された蛍光灯の記録の両方のために単一の光学的手段を使
用するために、概して、検出素子の配列上への露光される光の集束のために使用される、
１つまたはそれを上回るレンズが、２００ｎｍ～１，０００ｎｍの波長領域の光に実質的
に透明であることが好ましく、好ましくは、３００ｎｍ～１，０００ｎｍの波長領域にお
いて透明であり、より好ましくは、３５０ｎｍ～８５０ｎｍの波長領域において透明であ
る。好ましくは、集束のために使用される１つまたはそれを上回るレンズは、その範囲内
で光学的に収差補正される。好ましくは、１つまたはそれを上回るレンズの透明性は、光
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の減衰が、領域内で３ＯＤ未満、より好ましくは、１ＯＤ未満であるようなものである。
【００６７】
　蛍光灯等の出射された光が、典型的には、強度が弱い一方で、減衰を決定するために使
用される光等の透過された光は、多くの場合、かなりの強度を有する。したがって、多く
の実施形態では、多くの場合、任意に抑制フィルタを用いて光を減衰させることが好まし
く、好ましくは、試料区画上に出射される光が、減衰される。好ましくは、使用される抑
制フィルタは、１ＯＤを上回って、透過された光の強度を低減する、好ましくは、３ＯＤ
ほど、透過された光の強度を低減する、特性を有する。
【００６８】
　本発明の実施形態における能動検出素子の配列は、典型的には、ＣＣＤまたはＣＭＯＳ
センサのいずれかである。
本発明のいくつかの好ましい実施形態では、光減衰画像に加えて、２つまたはそれを上回
る蛍光（ｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）光強度画像が記録される場合、蛍光灯は、フィルタお
よび／または干渉フィルタ等、波長制限手段を使用して除去され、これらのフィルタが、
画像の記録間に交換され得ることが好ましい。これらのフィルタは、線形平行移動または
回転等によって、移動される固定具上に載置され得る。
【００６９】
　本発明の好ましい実装では、能動検出素子の配列上に露光される光の光学倍率は、対象
物のサイズに対する試料区画中の対象物の任意の次元の投影のサイズの比として定義され
る、２０：１未満である。他の同様に好ましい実施形態は、１：１～２０：１、好ましく
は、１：１～１：１０の光学倍率を有する。いくつかの実施形態では、試料区画の大面積
が撮像される場合、光学倍率は、１：１～４：１の範囲内等、４：１未満であることが好
ましい。
【００７０】
　本発明のいくつかの実施形態が、固定光学倍率を有する手段を含む一方で、いくつかの
同様に好ましい実施形態は、例えば、より低い倍率での細胞の検出およびより高い倍率で
の細胞の後続の詳細な解析を促進するために使用され得る、２つまたはそれを上回る光学
倍率での画像の記録を可能にする手段を含む。いくつかの好ましい実施形態は、可変光学
倍率のための手段、例えば、ズームを含む。
【００７１】
　本発明の好ましい実施形態の多くが、生物学的特性の特性を評価する目的で、多くの光
強度画像を露光することを含むため、試料または試料中の粒子のいかなる移動も、制御下
で保持されることが好ましく、より好ましくは、そのような移動は、最小限に保持される
べきである。したがって、液体試料の体積が露光中に静止していることが好ましく、静止
は、生物学的粒子の画像の少なくとも一部が、それが露光中に同じ検出素子の実質的に境
界内に収容されるのと同様に動かない状況として定義される。さらに、光強度情報の２つ
またはそれを上回る画像の生成のために、検出素子の配列上への光の１つを上回る露光装
置（ｅｘｐｏｓｅｒ）があるとき、静止の状況が維持されることが好ましく、静止は、生
物学的粒子の画像の少なくとも一部が、それが２回の露光時間中に同じ検出素子の実質的
に境界内に収容されるのと同様に動かない、好ましくは、それが３、４、５、または６回
でさえある露光等、２回を上回る露光時間中に同じ検出素子の実質的に境界内に収容され
るような状況として定義される。最も好ましくは、静止の状況は、生物学的粒子の特性の
評価のために処理される光強度情報の全画像の露光中に維持される。
【００７２】
　本発明の好ましい方法において、液体試料の体積は、露光中に静止しており、より好ま
しくは、静止は、露光前、中、後、およびそれらの間である。静止状態は、何も移動しな
い状況であるが、そのような状況は、粒子を含む試料の一部を、例えば、沈降または振動
を通して移動させる、動作中の重力または運動力等の力がある場合があり、そのような力
は、非意図的に、すなわち、能動的起動および／または制御なしで、試料に作用するため
、生物学的粒子が液体中に懸濁したとき等、液体システム中で得ることが困難であり得る
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。したがって、多くの場合、静止を、移動を引き起こし得る意図的な力が、試料、試料区
画、または検出手段に印加されない状況と定義することが好ましい。別の好ましい定義は
、静止が、生物学的粒子の画像の少なくとも一部が、第１または第２の光源を用いた露光
時間を通して等、光源を用いた露光時間中に同じ検出素子の実質的に境界内に収容される
のと同様に動かない状況として定義される場合であり、好ましくは、移動の原因は、意図
的ではない。
【００７３】
　静止の他の同様に好ましい定義は、試料中の生物学的粒子の画像が、それが光強度情報
の収集中、好ましくは、２回またはそれを上回る露光中に、同じ検出素子の実質的に境界
内に収容されるのと同様に動かないように、静止が、試料が能動検出素子の配列に対して
動かない状況として定義される場合であり、好ましくは、移動の原因は、意図的ではない
。さらに、静止の他の同様に好ましい定義は、試料中の生物学的粒子の画像が、それが光
強度情報の収集中、好ましくは、２回またはそれを上回る露光中に、同じ検出素子の実質
的に境界内に収容されるのと同様に動かないように、試料が能動検出素子の配列に対して
動かない状況として定義される場合であり、好ましくは、移動の原因は、意図的ではない
。
【００７４】
　静止状況を得るための１つの多くの場合の好ましい方法は、懸濁液中の生物学的粒子が
、試料区画の内側の下方および／または上方境界まで沈降および／または浮遊することを
可能にするために、懸濁した生物学的粒子を有する試料が、試料および／または試料区画
の移動後、測定を開始するまで十分な時間にわたって動かないでいることを可能にし、し
たがって、試料区画に対する生物学的粒子の静止状況を得ることである。好ましくは、生
物学的粒子の沈降および／または浮遊は、２４０秒未満、好ましくは、４５秒等の１００
秒未満等、比較的短時間に実現される。より好ましくは、沈降時間は、１０秒よりも長い
、好ましくは、１０～２４０秒の範囲内、より好ましくは、３０～１２０秒の範囲内であ
る。静止は、試料が試料区画に対して動かない状況として定義されてもよい。本発明の好
ましい実施形態では、静止は、少なくとも１０秒、少なくとも９秒、少なくとも８秒、少
なくとも７秒、少なくとも６秒、少なくとも５秒、少なくとも４秒、少なくとも３秒、少
なくとも２秒、または少なくとも１秒等の期間にわたるものと定義される。好ましくは、
この期間は、露光前、中、および／または後であってもよい。
【００７５】
　解析される試料の体積は、通常、体積のサイズが、典型的には、解析される個々の粒子
の数に直接関連するため、生物学的粒子の評価の統計的品質に関連する。例えば、生物学
的粒子の評価が、個々の粒子の計数に関係するとき、集計された粒子の総数は、結果の精
度を決定する。解析される試料の体積に影響を及ぼす１つのパラメータは、その壁部によ
って画定される試料区画の厚さであり、したがって、試料区画の内部が２０μｍ～１，０
００μｍの平均厚を有する、本発明のいくつかの実施形態を好む。これらおよび他の好ま
しい実装において、２０μｍ～１００μｍの平均厚を有する。理想的には、試料区画の厚
さは、不均一であるが、驚くべきことに、解析される試料区画の部分の平均厚が既知であ
る限り、不均一な厚さからの実質的な偏差が、評価の結果を損なわないことが分かってい
る。さらに、生物学的粒子の評価が、試料の単一の解析のみを目的とする試料区画等、実
質的に使い捨ての試料区画中で実施される実施形態では、各試料区画の平均厚が既知であ
るか、または好ましくは、本システムの手段によって決定されることが好ましい。
【００７６】
　本発明の好ましい実装では、電磁放射が検出素子の配列上に露光される液体試料の体積
は、０．０５μＬ～５μＬ等、０．０１μＬ～２０μＬの範囲内である。検出素子の配列
上に露光される評価される試料の全体積が、試料厚および検出素子の配列上に露光される
試料区画の部分の面積を含む、いくつかの要因によって決まるため、この体積を決定する
ために本発明のいくつかの特徴を組み合わせることが可能であるが、好ましい実施形態の
多くは、０．０５μＬ～１．０μＬである、単一の露光中に解析される体積をもたらす。
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評価の全体積は、好ましくは、試料区画中の試料の部分を異なる部分と交換することによ
って、あるいは試料区画を移動させ、したがって、試料区画の配列上に試料区画の異なる
部分を露光することによってのいずれかで、試料の付加的部分を露出することによって、
さらに増加され得る。試料または試料の一部分の配置または交換は、ポンプ、プランジャ
等のポンプ手段を用いて、ならびに／または毛管力および／もしくは重力等の力を用いて
、試料区画中に試料または試料の一部分を送り込むことによって達成され得る。試料また
は試料の一部分の配置または交換後、試料または試料の一部分は、本発明に従って、試料
または試料の一部分を解析および／または評価するために、試料区画内で固定され、好ま
しくは、試料または試料の一部分への力の印加等であり、かつ試料区画が動き回され得る
、任意の意図的な作用がないため、固定されている。
【００７７】
　典型的には、検出素子の配列上に露光される試料の体積の決定に有意に寄与する１つの
概して好ましい実施形態は、光強度情報を露光する光学的配列の表示領域であり、表示領
域が実質的に固定された実施形態を含み、または同様に好ましい実施形態では、表示領域
が光学的構成要素の調節に基づき決定され得る。単一の露光中に解析される体積の決定の
ための１つの好ましい方法は、露光システムの能動表示領域に関する情報と、試料区画の
厚さに関する情報を組み合わせることである。本発明の一実施形態によると、試料区画の
厚さは、使用中の試料区画に対して個々に決定される。さらに、試料区画は、試料の単一
の解析を目的としてもよく、多くの好ましい実施形態では、試料区画は、単一の試料の解
析のみに使用され得る。
【００７８】
　生物学的粒子は、種類および特性が様々であるが、概して、本発明の実施形態のいくつ
かにおいて、そのパラメータまたは複数のパラメータが評価される粒径が、０．１μｍ～
１００μｍのサイズであることが好ましい。そのような粒径は、典型的には、粒子の平均
直径であり、いくつかの同様に好ましい実施形態では、生物学的粒子のこの平均サイズは
、０．１μｍ～２０μｍである。本発明の他の好ましい実施形態では、サイズは、５μｍ
～１５μｍである。本発明のいくつかの実施形態では、サイズは、少なくとも１５μｍ、
少なくとも１４μｍ、少なくとも１３μｍ、少なくとも１２μｍ、少なくとも１１μｍ、
少なくとも１０μｍ、少なくとも９μｍ、少なくとも８μｍ、少なくとも７μｍ、少なく
とも６μｍ、少なくとも５μｍ、少なくとも４μｍ、少なくとも３μｍ、少なくとも２μ
ｍ、または少なくとも１等、１μｍ～１５μｍである。
【００７９】
　生物学的粒子ならびにそのような粒子の特性の多様性が大きいため、本発明の実施形態
は、生物試料および／または生物試料の粒子の多数の量および／または品質パラメータを
評価するために使用され得る。そのような好ましいパラメータのうちのいくつかには、液
体試料の体積あたりの生物学的粒子の数、生物学的粒子の直径、面積、外周、非対称性、
円形性、生物学的粒子の付着および／または凝集度の決定があり、好ましくは、凝集度は
、細胞の凝集塊中の個々の細胞の数の実質的な決定を可能にする。他の同様に好ましいパ
ラメータは、生物学的粒子の種、生物学的粒子の代謝状態、核小体の数、サイズ、形状等
の細胞内特性である。
【００８０】
　さらに、評価が、１つの画像が光の減衰を表す、空間光強度情報の２つまたはそれを上
回る画像の記録を含む場合に、試料中の生物学的粒子の多くの場合好ましい１つの特性は
、空間光強度画像中の生物学的粒子の実質的な位置である。粒子のこの位置は、好ましく
は、蛍光等、他の光強度情報を粒子に関連付けるために使用される。これは、例えば、多
くの場合、個々の粒子の大部分の中で、一部の粒子がそのような他の光強度情報を反映す
る一方で、他の粒子が、この光強度情報を実質的に反映しないことが予測され得るときに
、好ましい。そのような光強度情報が実質的に存在しないことは、そのような粒子が、時
として、背景と区別され得る情報を示さないため、光強度情報だけに基づき、そのような
粒子の存在を決定することを困難にし得る。これらの場合、多くの場合、粒子の位置が、
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空間画像強度の他の画像に基づき得られ得ることが好ましい。
【００８１】
　本発明の好ましい実施形態は、生物試料および／または生物学的粒子の特性の評価のた
めの方法を含み、空間光減衰情報の画像が記録される。これらの実施形態の多くは、好ま
しくは、画像情報の処理中に含まれる、空間光強度情報の追加の画像を記録するステップ
をさらに含み、追加の空間光強度情報は、蛍光に関する情報である。いくつかの実施形態
では、この追加の蛍光画像情報は、試料区画の壁部を通される光源からの励起光によって
生成され、減衰画像情報を生成するために使用され、出射フィルタが採用され、したがっ
て、蛍光を生成する。他の同様に好ましい実施形態では、そのような追加の蛍光情報画像
は、追加の光源からの励起光によって生成される。より多くの情報が、概して、空間光強
度情報の１つまたは２つを上回る画像を記録することによって記録されるため、概して、
減衰情報の画像に加えて、２つの追加の蛍光情報画像が画像の処理中に含まれることが好
ましく、典型的には、３つ、４つ、または５つの追加の蛍光情報画像を使用することがよ
り好ましい。本発明の一実施形態によると、空間光強度情報の画像が記録され、空間光強
度情報は、試料区画の壁部を通される第２の光源からの励起光によって引き起こされる蛍
光に関する情報である。他の好ましい実施形態では、第２の空間蛍光灯強度情報は、第３
の光源からの励起光によって引き起こされる。本発明の別の実施形態では、第３の空間光
強度情報の第３の画像が記録され、第３の空間光強度情報は、試料区画の壁部を通される
第２または第３の光源からの励起光によって引き起こされる、好ましくは、第４または後
続の光源からの励起光によって引き起こされる、蛍光に関する情報である。本発明の第３
の実施形態では、第４の空間光強度情報の第４の画像が記録され、第４の空間光強度情報
は、蛍光に関する情報である。
【００８２】
　本発明の実施形態では、生物試料および／または生物学的粒子のパラメータが複数の画
像を含む場合は、処理中に含まれ、通常、必要とされる画像情報を得るために、２つまた
はそれを上回る光源を使用することが好ましい。通常、２つ、３つ、４つ、または５つの
個々の光源である、光源の数および性質は、光の波長および強度、減衰および散乱、なら
びに蛍光の場合、背景抑制等の特性を反映する。
【００８３】
　そのような多重画像処理のいくつかの非常に好ましい実施形態では、生物学的粒子の位
置に関する空間情報が、空間光強度情報の画像の処理の一体化された特徴であることが好
ましい。
【００８４】
　多重画像情報の処理を含む実施形態では、評価され得る生物学的粒子のパラメータは、
好ましくは、生物学的粒子の種、生物学的粒子の条件の評価のうちの１つまたはいくつか
であってもよく、好ましくは、生物学的粒子の条件は、細胞周期、生存能力、活力、アポ
トーシス、運動性等の代謝条件である。本発明の好ましい実施形態では、第１の空間光強
度画像中の生物学的粒子の位置は、生物学的粒子に関連する光強度情報の別の記録された
画像中の光強度情報の存在を決定するために使用され、好ましくは、もう一方の光強度情
報は、蛍光である。本発明の別の好ましい実施形態では、生物学的粒子の位置は、空間光
強度情報の第１および第２の画像中の情報を組み合わせることによって決定され、画像は
、第１の光源からの照明を使用して、画像のための実質的に異なる変調手段を適用して記
録され、好ましくは、画像は、暗視野および明視野画像である。本発明のさらに別の好ま
しい実施形態では、生物学的粒子の位置は、空間光強度情報の３つまたはそれを上回る画
像中の情報を組み合わせることによって決定され、画像は、第１の光源からの照明を使用
して、画像のための実質的に異なる変調手段を適用して記録される。生物学的粒子に関連
する第２または追加の光強度情報の強度の決定は、生物学的粒子の種および／または条件
の評価のために使用されてもよい。代替として、生物学的粒子に関連する第２または追加
の光強度情報の強度の決定は、バイオマーカを含む生物学的粒子の種および／または条件
の評価のために使用されてもよい。
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【００８５】
　本発明の多くの好ましい実施形態では、使用される光源は、調節可能な固体光源である
。調節可能な光源の存在は、本発明によるシステムの設計を有意に単純化することができ
、また、調節可能な固体光源が蛍光灯の励起のために使用されるとき等、より大きい順応
性を可能にする。好ましくは、そのような調節可能な固体光源は、発光ダイオード（ＬＥ
Ｄ）あるいはレーザダイオードのいずれかである。
【実施例】
【００８６】
　（実施例１）
　（画像サイトメータ）
　図１は、本発明のいくつかの好ましい実施形態を含む、画像サイトメータの可能な構成
を図示する。図面は、４つの主な構成要素の群、試料ホルダ（１００）、照明手段（１１
０）、撮像手段（１２０）、および検出手段（１３０）を概説する。最後に、画像サイト
メータの主な光軸（１４０）を図示し、それに沿って、光学的構成要素の大部分が配列さ
れる。
【００８７】
　試料ホルダは、試料が撮像手段と集束整合していることを確実にするために、撮像手段
に対して光軸に沿って移動され得る。試料区画（１０１）は、光路中の試料台（１０２）
上に配置される。試料区画は、典型的には、試料台に取り付けられるが、画像サイトメー
タから除去され、手動あるいは自動過程を通して再び交換され得るように、そこから解放
され得る。試料台は、光軸に垂直な２つの方向で移動することができる。これは、試料区
画内の試料の異なる部分が評価されることを可能にする。
【００８８】
　照明手段は、試料区画の所望の照明を維持するために、光軸に沿って移動することがで
きる。照明手段は、通常、２つまたはそれを上回る光源を含む（３つが示される）。図面
は、光軸状に位置する光源（１１１）を示し、検出器に向かった方向における試料の照明
は、多くの場合、目的が、明視野または暗視野画像等、受動的光減衰および／または散乱
特性の画像を生成することであるときのみ、好ましい。加えて、図面は、２つの蛍光灯源
（１１２）を示し、それらは、光軸に対して傾斜して試料区画を照明し、粒子からの信号
が背景からの信号とは異なると同定される条件を改善することが分かっている。さらに、
単一の配列中に２つの発光ダイオードを配置することによる、単一の波長を出射する光源
（１１２ａ）ならびに２つの波長を出射する光源（１１２ｂ）を図示する。
【００８９】
　撮像手段は、公称倍率等の実質的に異なる特性を有する２つまたはそれを上回る収集対
物レンズ（１２１ａおよび１２１ｂ）を交換することが可能である配列中に、収集対物レ
ンズ（１２１）を備える。２つまたはそれを上回る収集対物レンズは、線形あるいは円形
移動のいずれかによって交換される。光変調手段は、好ましくは、２つまたはそれを上回
り、フィルタ、開口、障害物、または位相差素子等、それぞれＹｉ（１２２）およびＸｉ

（１２３）と表示される、多くの光学的に能動的な構成要素を含む。光変調手段は、光学
的構成要素のそれぞれが収集対物レンズから出射される光のビーム中に配置され得るよう
に、光軸に垂直に移動され得、移動は、線形あるいは円形であってもよい。各光変調手段
は、好ましくは、全ての光変調手段が、この空の位置が光ビーム中に位置するように配列
される場合、変調が行われないように、光学的構成要素のない位置を有する。撮像手段は
、検出器上に収集対物レンズからの光を集束する、集束手段（１２４）を含む。
【００９０】
　検出手段は、光強度情報の集束された画像を記録するために、光軸に沿って移動され得
る。情報は、能動検出素子（１３１）の配列、感光性カメラを使用して収集される。
【００９１】
　画像サイトメータの動作およびデータの収集は、コンピュータ手段（図示せず）によっ
て制御される。コンピュータ手段は、好ましくは、生物学的粒子の自動同定および評価の
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ために使用され得る、画像処理手段を備える。
【００９２】
　（実施例２）
　（低波長顕微鏡法の特性）
　本発明による明視野顕微鏡法における対比を、Ｊｕｒｋａｔ細胞（ヒト白血病細胞株、
サブクローンＡ３、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－２５７０）の試料を測定することによって調査し
た。異なる波長の４つの光源を使用して測定を実施した。光源のうちの３つは、単色狭波
長帯発光ダイオード（ＬＥＤ）であり、第４の光源は、広波長帯白色ＬＥＤであった。全
ての光源が、出射された光が試料を通過するときに視準された、光学的配列中にあった。
【００９３】
　修正なしで狭波長帯ＬＥＤからの出力を使用したが、白色ＬＥＤからの出力は、修正し
て使用し、狭帯域フィルタを使用して修正した。白色ＬＥＤからの広波長帯光は、可視顕
微鏡法の典型的な条件を表す。測定で使用される狭波長帯光の主波長は、以下の表２－１
に列挙される。

【表１】

【００９４】
　懸濁液中にＪｕｒｋａｔ細胞を含む試料を、約１００μｍ厚の試料区画中に搭載した。
試料区画を本光学システム中に配置し、明視野情報を、２×線形倍率を使用して能動検出
素子の配列上に集束した。画像のそれぞれの集束および光強度を、同等の結果を生成する
ために調節した。
【００９５】
　光の相対減衰の基準である、背景の強度に対する細胞の積分強度の比として、個々の細
胞の全強度対比を決定することによって、画像中の情報を解析した。対比決定の結果は、
図２Ａのグラフに示され、光源の波長帯の関数としての観察された対比を示す。グラフ中
、実線は、白色ＬＥＤの広波長帯光を使用するときに観察された全強度対比を表す、４０
０ｎｍ～７５０ｎｍの波長範囲内で引かれる。
【００９６】
　図２Ｂ－２Ｇは、記録された画像の実施例を示す。図２Ｂは、３６５ｎｍの光を使用し
て、２Ｃは、４００ｎｍの光を使用して、２Ｄは、白色光を使用して、および図２Ｅは、
７１０ｎｍの光を使用して記録された画像である。画像は、画像中の対比が、細胞の存在
および空間位置の正確な同定の目的で、生物学的粒子の画像表示に対して深い影響を及ぼ
したことを示す。
【００９７】
　図２Ｆおよび２Ｇは、より高い分解能で収集された画像のセクションを示す。図２Ｆ中
、３６５ｎｍの光を使用した画像であり、図２Ｇ中、７１０ｎｍの光を使用した画像であ
る。画像は、４００ｎｍを下回る波長の光を使用することが、長波長光を使用して収集さ
れた画像よりも詳細を示す画像をもたらすことを示すが、画像は、同様の条件下で収集さ
れる。３６５ｎｍの光の画像は、長波長画像よりも、形状、サイズ、および相対位置に関
するかなりの詳細を示す。
【００９８】
　（実施例３）
　（背景に対する信号の強化）
　生物試料の蛍光解析を実施するとき、画像中の十分な対比を得るために、励起および出
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射光を管理することが重要である。対比を改善するために、基本的に２つのアプローチが
あり、第１に、蛍光の励起に使用されるものよりも長い波長の光を低減するために、励起
フィルタを使用することであり、第２に、能動検出素子の配列に達することから、蛍光灯
よりも短い波長の光を低減するために、出射フィルタを使用することである。
【００９９】
　信号対比が重要な側面である高感度蛍光解析を実施するために、収集された強度情報に
影響を及ぼす本光学システムの全側面を考慮することが必要である。これは、励起強度、
本システムの任意の構成要素の自家蛍光、および光学フィルタの減衰等の側面を含む。生
物試料の蛍光空間強度情報の収集において対比を改善するタスクにおいて、第１に、蛍光
信号の強度を最適化し、第２に、背景信号を最小限に抑えることが重要である。蛍光信号
の強度は、主に、励起光の強度によって決定される。背景信号の強度は、能動検出素子の
配列上への励起光の露光および光学的構成要素の自家蛍光の強度等、いくつかの側面によ
って決まる。
【０１００】
　理想的には、能動検出素子の配列上への励起光の露光は、無限の減衰または遮断を有す
る出射フィルタを使用することによって排除され得る。そのような理想的なフィルタは、
実現することが困難であり、フィルタは、概して、１０－６～１０－７等所与の波長の割
合に光を減衰させ（６～７桁の減衰）、したがって、高品質フィルタに加えて、励起光の
露光に影響を及ぼす他の側面を考慮することが必要である。能動検出素子の配列の視野に
対する励起光源の配向は、検出素子上への励起光の露光に大きな影響を及ぼし得、検出素
子の視野軸に直接沿った全体的な配向は、通常、露光された励起光の最高強度をもたらす
。視野軸を外れた励起光の全体的な配向は、検出素子上への露光された励起光の強度を低
減するであろう。
【０１０１】
　本発明の好ましい実施形態では、励起光は、試料区画と能動検出素子の配列との間の軸
に対してある角度で、試料区画中の試料に向かって指向される。そのような実施形態は、
図３Ａに示され、励起光の全体的な軸は、試料区画と能動検出素子の配列との間の軸に対
して約４０度である。図３Ａ中、試料区画の底部を画定する透明壁部（３０３）および試
料区画の頂部を画定する別の透明壁部（３０４）によって画定される、試料区画からの光
を収集する、収集対物レンズ（３０１）を示す。対物レンズは、出射フィルタ（３０２）
を通して試料区画からの光を透過し、それを能動検出素子の配列（図示せず）上に撮像す
る。
【０１０２】
　励起光は、発光ダイオード（３０５）によって生成され、それからの光は、励起光モジ
ュール（３０６）中の第１のレンズによって収集され、励起光モジュール（３０６）は、
１つまたはそれを上回るレンズ（２つが示される）と、励起フィルタおよび光分散素子等
、１つまたはそれを上回る光変調素子（２つが示される）から成る。励起光モジュールか
らの光は、励起光からの光ビーム（３０７）の境界によって示されるように、試料区画上
に集束される。図面中に示されるような条件下で、励起光の一部は、散乱（図示せず）に
よって、あるいは励起光ビームの一部が、受光角未満である角度で、収集対物レンズ（３
０７ａ）の開口部に入る場合、生じ得る直接照明によってのいずれかで、収集対物レンズ
の視野に入ることができることが可能である。この光の大きな割合が、検出素子（３０９
）に到達するために出射フィルタによって除去されるが、蛍光灯は、到達することができ
る（３１０）。出射フィルタは、大きな減衰を有するが、例えば、１０－７の倍数に限定
され、小さいが光のこの割合が、検出素子に到達することができることを意味する。さら
に、収集対物レンズの素子は、出射フィルタを通過し、検出素子上に背景画像を生成する
であろう、蛍光（自家蛍光）を生成することができる。
【０１０３】
　図３Ｂは、励起光ビーム（３０７ａ）の割合に対応する、収集対物レンズの入口におけ
る光強度の図を示す。励起モジュールの構成要素の配列から、励起光モジュールの開口を
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光される励起光の総量を大幅に低減し、したがって、同様に、蛍光強度を低減する。本発
明の好ましい実施形態は、図３Ｃに示され、障害物（３１１）が、励起光モジュール中に
配置され、したがって、収集対物レンズの視野に入る光線を大幅に除去する励起光（３１
２）の光ビームを変化させる。
【０１０４】
　図３Ｄは、ごく一部が障害物によって除去される、修正された励起光の光ビームの強度
プロファイルを示す。図３Ｅは、収集対物レンズに入る、得られた光強度を示し、図３Ｂ
と比較して、光の延長が大幅に除去されていることを示すが、さらに、本実施例では、２
つの画像のスケーリングが、図３Ｅが約×２００の倍数で増幅されているようなものであ
り、励起光の強度が効果的に低減されていることを図示することに留意することが重要で
ある。
【０１０５】
　以下の表３－１は、励起照明の強度および収集対物レンズに入る励起光の強度に対する
障害物のサイズの効果を示す。表は、試料区画上に露光される励起光の相対量ならびに収
集対物レンズに入る励起光の光ビームの相対量を示す。障害物は、励起光モジュール内の
光の円柱ビーム中に線形スクリーンを配置することによって形成され、報告された値は、
光ビームの直径に対する障害物の挿入である。
【表２】

【０１０６】
　弱蛍光性の粒子、例えば、比較的少ない蛍光色素を含有する粒子の解析における効果が
、典型的な条件を使用して、以下で実証される。本発明の一実施形態において、０．２０
の開口数（ＮＡ）を有する収集対物レンズの使用が仮定される。さらに、粒子の蛍光変換
効率が２×１０－６であること、同様に、試料区画の蛍光変換効率が２×１０－７である
と仮定され、この蛍光は、透明壁部および／または他の材料中の不純物に由来する。出射
フィルタは、収集対物レンズに入る励起光の大部分を減衰させるが、収集対物レンズに入
ると、光は、光学的構成要素ならびに収集対物レンズ中の他の材料中の不純物によって引
き起こされる、実質的な背景蛍光をもたらすことができ、この蛍光の実質的な部分は、出
射フィルタを通過するであろう。したがって、収集対物レンズに入る励起光によって引き
起こされる、検出素子上へと出射フィルタを透過される正味の光強度があり、出射フィル
タを通過する散乱され、露光され、かつ蛍光の光の正味の強度が、５×１０－７になると
仮定されることができる。
【０１０７】
　これらの条件は、背景の全強度が粒子から観察された蛍光強度のものの約３倍であるた
め、生物学的粒子からの蛍光強度を評価することが非常に困難であるシステムを説明する
。励起光モジュール中の励起光ビームに障害物を挿入することによって、収集対物レンズ
に入る光の量を低減し、したがって、背景信号を有意に抑制することが可能である。表３
－１中、同時に、試料区画に入る励起光の総量もまた、はるかに小さい程度まで低減され
ることを示している。この効果は、以下の３－２に図示され、正規化された蛍光および背
景信号を示す。
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【表３】

【０１０８】
　表３－２は、全背景信号が、蛍光強度よりも有意に迅速に低減することを示し、信号／
背景（Ｓ／Ｂ）値で図示される（括弧内は、蛍光信号対背景信号の比の相対変化である）
。表３－２の結果は、これらの条件下で、Ｓ／Ｂ比が、光ビームの直径の約２５％を覆う
よりも、励起光ビーム中に障害物を配置することによって３０倍近く増加することを示唆
する。これらの条件下で、蛍光灯の強度は、２３％のみ減少した。
【０１０９】
　（実施例４）
　（粒子標準の検出）
　典型的には、フローサイトメトリ器具を較正するために使用される、キャリブレーショ
ンビーズを同定および定量化するために、本発明によるシステムを使用した。ビーズは、
蛍光の異なる強度を生成する８つの群を含む、直径３μｍのビーズのセットである、Ｒａ
ｉｎｂｏｗ　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ（Ｐ／Ｎ　ＲＣＰ－３０－５
Ａ）（Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ　ＵＳＡ）であった。
【０１１０】
　約４７５ｎｍの狭帯域の励起光で試料を照明するために、かつ約５３６ｎｍの波長帯に
おける蛍光出射を検出するために、本発明の画像サイトメータを設定した。試料区画から
の光を、ＮＡ　０．２０の４×収集対物レンズを使用して収集し、能動検出素子の配列上
に集束した。ビーズを、供給業者によって提供される説明書に従って取り扱い、約１００
μｍ厚の試料区画中に配置した。
【０１１１】
　空間光強度情報の一連の画像を、能動検出素子の配列によって収集し、第１に、空間明
視野光強度情報の露光を、粒子の位置に関する情報を取得する目的で収集し、第２に、空
間蛍光灯強度の露光を、３００ｍｓの積分時間を使用して収集した。明視野および蛍光画
像の合計で３５個の対を、試料区画を除去することによって試料の異なる部分から収集し
、合計で７０個の光強度画像をもたらした。
【０１１２】
　各明視野画像を使用して、粒子の位置を決定し、この情報を使用して、その位置におけ
る蛍光画像を取得し、各粒子からの蛍光灯の全強度を積分する。合計で１２，７５０個の
粒子を解析し、その結果が、図４に示され、観察された蛍光強度のヒストグラムを示す。
図は、キャリブレーションビーズの供給会社によって与えられる仕様書に従った、８つの
異なる強度の群の明確な区別を示す。これは、本発明による画像サイトメータの感度が、
当時の典型的なフローサイトメータと同様であることを実証する。
【０１１３】
　（実施例５）
　（明視野／暗視野構成）
　付着性ＷｅＨｉ－Ｓ細胞（ネズミ線維肉腫細胞株）の試料を、図５Ａに概略的に図示さ
れる本発明の画像サイトメータ中に配置し、約３６５ｎｍの狭波長帯の光を出射する光源
（５０３）で照明した。検出素子に向かって光を露光する、能動検出素子の配列（５０９
）から２つの透明壁部（５０２および５０３）によって画定される試料区画まで延在する
光軸上に、光源を搭載した。
【０１１４】
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　露光された光を、それが、収集対物レンズ（５０１）の光軸に実質的に平行である光の
ビーム（５０４）を形成するように、光学的手段（５０７）に通した。使用された収集対
物レンズの特性は、光源から出射される平行光が、光の実質的な部分が、検出素子上に光
を集束する収集素子（５０８）によって離れて指向されるように、対物レンズと能動検出
素子の配列との間の光軸に沿って位置する、平面（５０６）上に実質的に集束されるよう
なものである。この配列を使用して、光から出射され、収集対物レンズを通される光の一
部分は、その光が試料中の粒子によって偏向される場合に、試料のその位置からの光が、
光強度を減衰し、したがって、粒子の空間明視野画像を形成する場合を除いて、均一な背
景強度を形成する検出素子に入る。
【０１１５】
　粒子によって偏向される光は、粒子の要素によって影響を受ける。そのように偏向され
る光は、方向を変化させ、いくつかの方向に出射され、異なる方向における光の強度は、
粒子の特性によって決定される。偏向された光の一部は、収集対物レンズに入り、粒子か
ら生じる異なる方向の光の束（５０５）を形成する。収集対物レンズに入る偏向された光
は、それが収集素子に到達するとき、光の実質的に平行なビームを形成し、収集素子上に
集束される。この偏向された光は、試料の明視野画像と混合される、光強度情報の空間画
像を形成し、その実施例は、図５Ｄに示される。
【０１１６】
　図５Ｂは、収集対物レンズと検出素子との間に位置する、光源から出射される実質的に
平行な光の焦点面内に配置される、障害物（５１０）を示す。この障害物は、ディスクの
穴によって形成される開口であり、穴の寸法は、それが、光源からの光が粒子によって分
散される光を排除する検出素子に到達することのみを実質的に可能にするようなものであ
る。得られた画像は、その実施例が図５Ｅに示されるが、明視野光情報の空間画像であり
、対比は、すでに考察された該開口障害物なしの配列と比較して、実質的に改善される。
この配列の追加の特性は、そのような明視野画像が、この明視野画像の集束が、試料区画
を通過する光の視準の程度および障害物の開口の寸法によって大部分が決まるため、収集
対物レンズの集束に対する感度がかなり小さく、したがって、実質的に大きな焦点深度を
有する画像を促進することである。
【０１１７】
　図５Ｃは、収集対物レンズと検出素子との間に位置する、光源から出射される実質的に
平行な光の焦点面内に配置される、障害物（５１１）を示す。この障害物は、それが、粒
子によって分散される光が光源から直接出射される光を排除する検出素子に到達すること
のみを実質的に可能にするような寸法を有し、かつそのように位置する。得られた画像は
、その実施例が図５Ｆに示されるが、試料中の粒子の暗視野光情報の空間画像である。
【０１１８】
　図５Ｇは、屈折率に関する特性が生物学的粒子のものと同様である、球状物体と相互作
用する光線を図示する。視準光（５２０）が粒子（５２１）を照明するとき、光線が、屈
折率の差によって屈折することを示し、屈折の程度は、粒子の光学的特性によって決定さ
れる。粒子（５２２）の周囲を通過する光は、まだ視準された状態で収集対物レンズ（図
示せず）に入る。光の一部は、それらが入口の外側の収集対物レンズの入口の平面を照明
し、したがって、検出素子の配列（図示せず）に到達しないように、大きな角度で分散さ
れる（５２３）。他の光線は、それらが収集対物レンズに入り、したがって、検出素子上
で撮像されるように、小さい角度で屈折される（５２４）。
【０１１９】
　粒子の周囲を通過する視準された光線を考慮すると、これらは、粒子の画像の外側でか
なりの光強度を有し、粒子の内側でほとんどまたは全く光強度を有さず、検出素子上の画
像を形成し、したがって、粒子の影を形成する。粒子と相互作用する光線は、異なる程度
まで屈折され、そのうちのいくつかが、それらが垂直に粒子の境界を交差するため、ゼロ
の屈折角度を有する一方で、異なる分散角度を有するものもある。分散された光線を考慮
すると、これらは、粒子が発光性であった場合に観察される画像とある程度同様であるが
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、粒子の位置と一致しない、異なる暗視野集束点（５２５）を有する、粒子の画像を形成
し、集束点は、粒子のサイズおよび光学的特性によって決定される。
【０１２０】
　図５Ｈ－図５Ｊは、異なる照明条件を使用して記録された懸濁液中のＣＨＯ細胞の画像
を示す。図５Ｈが、細胞の明視野画像である一方で、図５Ｉは、屈折された光が平行光の
焦点面に開口を配置することによって遮断されている（図５Ｂを参照）、明視野画像であ
り、図５Ｊは、視準光が遮断されている（図５Ｃを参照）、暗視野画像であり、全ての画
像は、個々に集束される。最後に、図５Ｋは、特定の染色を示す粒子の蛍光画像である。
図５Ｈ、５Ｉ、および５Ｊの画像は、細胞の数を集計し、個々の細胞の蛍光強度を評価す
るために使用される情報である、個々の細胞の位置および輪郭を決定するために組み合わ
せて使用され、細胞特性を分類するために使用される。
【０１２１】
　収集対物レンズの焦点面内の障害物が交換可能である配列によって、単純に好適な障害
物を配置または除去することによって、高対比の明視野もしくは暗視野、または２つの組
み合わせを記録する順応性を有する、画像サイトメータシステムを実現することが可能で
ある。
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