
JP 6801846 B2 2020.12.16

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軸外ホログラフィのためのイメージングシステムであって、
　試料ビーム経路と、参照ビーム経路と、に分割される光を放出する照明源と、
　検出において、検出された参照光は、検出された散乱光に対して角度オフセットして試
料の角スペクトルが生成されるように、前記試料ビーム経路に沿って収集された前記散乱
光と、前記参照ビーム経路に沿って収集された前記参照光と、の両方を検出する検出シス
テムと、
　前記検出システムに接続されるデータプロセッサと、を備え、
　前記試料ビーム経路は、
　前記試料を直線集束ビームで照明すべく、前記試料ビーム経路に沿って、前記光の焦点
を合わせる照明オプティクスと、
　懸濁培地に懸濁された細胞を含む試料を、前記直線集束ビームを横断して連続して流す
基板で画定されたフローチャネルであり、前記フローチャネルは、前記試料ビーム経路内
の前記細胞の回転を抑制する大きさを有する、フローチャネルと、
　前記試料ビーム経路に沿って、試料から散乱された光を収集する収集オプティクスと、
を含み、
　前記データプロセッサは、検出された前記参照光と検出された前記散乱光とを使用して
、前記フローチャネル内の前記試料の様々な位置ηに対する干渉イメージを取得し、前記
干渉イメージを処理して前記角スペクトルの位相データおよび振幅データを３次元表示に
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マッピングし、前記マッピングされたデータを２次元フーリエ変換することができ、処理
された前記角スペクトルを空間周波数領域内の前記試料の散乱ポテンシャルにさらにマッ
ピングすることができる、イメージングシステム。
【請求項２】
　前記照明源は、コリメートされた照明源または多波長の照明源である、請求項１に記載
のイメージングシステム。
【請求項３】
　前記照明源から放出される前記光を、前記試料ビーム経路と前記参照ビーム経路とに分
割するためのスプリッタをさらに備え、
　前記参照ビーム経路は、検出された前記参照光を検出された前記散乱光に対して角度オ
フセットする傾斜ミラーを含むオフセットオプティックスを含む、請求項１または２に記
載のイメージングシステム。
【請求項４】
　前記試料および前記直線集束ビームを互いに相対的に並進させるスキャンシステムまた
は前記試料を前記直線集束ビームを横断して並進させるスキャンシステムをさらに備え、
　前記細胞は、生分解性である、請求項１から３のいずれか一項に記載のイメージングシ
ステム。
【請求項５】
　前記フローチャネルは、前記試料の推定された幅サイズの１５０～２００％の間の断面
直径を含み、前記断面直径は、前記フローチャネルの断面高さである、請求項４に記載の
イメージングシステム。
【請求項６】
　（ｉ）前記フローチャネル内の前記試料の回転を低減させる、および（ｉｉ）前記フロ
ーチャネル内の前記試料の安定性を増大させることのうち少なくとも１つのために、前記
フローチャネルの（ｉ）断面高さ、および（ｉｉ）断面幅のうち少なくとも１つが、選択
され、
　任意で、前記フローチャネルの前記断面高さは、前記フローチャネルの前記断面幅とほ
ぼ同じであり、前記フローチャネルの前記断面高さおよび前記断面幅を選択すべく、前記
フローチャネルの前記断面高さおよび前記断面幅に基づく回転推定値が使用される、請求
項５に記載のイメージングシステム。
【請求項７】
　前記フローチャネルの（ｉ）断面高さおよび（ii）断面幅のうち少なくとも１つが、経
験データに基づいて選択され、
　前記経験データは、複数のテストされたフローチャネルの各々の中を流れる参照物質の
イメージングに基づいて、複数のテストされた前記フローチャネルに対する複数の回転推
定値を含む、請求項５または６に記載のイメージングシステム。
【請求項８】
　前記フローチャネルの中心線と前記収集オプティクス近傍の表面との間の前記基板の厚
みは、２００μｍ未満である、または、前記フローチャネルの中心線と前記収集オプティ
クス近傍の表面との間の前記基板の厚みは、１００μｍ未満である、請求項４から７のい
ずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項９】
　当該システムはマルチモードシステムであり、前記マルチモードシステムは、前記試料
の推定されたまたは実際の試料の回転を検出する、回転検出システムを含む、または、前
記マルチモードシステムは、前記試料のための複数の体積の測定を検出する共焦点顕微鏡
システムを含む、請求項１から８のいずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項１０】
　前記マルチモードシステムは、それぞれが異なる波長範囲のための複数のイメージング
システムを含み、前記マルチモードシステムは、それぞれがフローチャネル沿いの異なる
ポイントにおける、複数の開口を含む、または任意で、前記マルチモードシステムは、共
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有された開口を含む、請求項９に記載のイメージングシステム。
【請求項１１】
　検出された前記参照光と、検出された前記散乱光との間の前記角度オフセットは、検出
された前記参照光のビーム軸と、検出された前記散乱光のビーム軸との間の角度オフセッ
トである、または、検出された前記参照光と、検出された前記散乱光との間の前記角度オ
フセットは、２．５～４ピクセルの間の、複数の未処理の干渉イメージにおけるフリンジ
周期によって特徴付けられる、請求項１から１０のいずれか一項に記載のイメージングシ
ステム。
【請求項１２】
　前記照明オプティクスは、円筒形レンズおよび集光レンズを含み、
　前記円筒形レンズは、照明経路沿いの光の焦点を、前記集光レンズの後焦点面の線に合
わせ、
　前記集光レンズは、前記線の焦点を試料平面上に再度合わせる、請求項１から１１のい
ずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項１３】
　前記集光レンズは、高開口数のレンズであり、開口数は０．５より大きい、または、前
記開口数は１．０より大きい、または、前記開口数は１．３より大きい、請求項１２に記
載のイメージングシステム。
【請求項１４】
　前記収集オプティクスは、高開口数対物レンズを含み、前記高開口数対物レンズは、０
．５より大きい開口数、または、１．０より大きい前記開口数、または、１．３より大き
い前記開口数を含む、請求項１から１３のいずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項１５】
　前記収集オプティクスは、さらに、前記高開口数対物レンズの下流側に、収集された前
記散乱光の焦点を合わせるための管形レンズを含み、前記収集オプティクスは、さらに、
前記管形レンズの下流側に、円筒形レンズを含む、請求項１４に記載のイメージングシス
テム。
【請求項１６】
　前記検出システムは、試料ごとに少なくとも３０イメージのスキャン解像度を使用し、
任意で、前記検出システムは、試料ごとに少なくとも１００イメージのスキャン解像度を
使用する、請求項１から１５のいずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項１７】
　少なくとも２度の検出された角解像度とともに、少なくとも－３０度から３０度の検出
された角度範囲、または、少なくとも－４５度から４５度の検出された角度範囲、または
、少なくとも－６０度から６０度の検出された角度範囲で特徴付けられる、請求項１から
１６のいずれか一項に記載のイメージングシステム。
【請求項１８】
　前記データプロセッサは、ｋｘ（空間座標ｘに対応する空間周波数）方向およびη方向
に沿って、フーリエ変換を計算し、それにより、サイノグラムを提供し、さらに前記サイ
ノグラムのｘ空間座標とｙ空間座標に対するフーリエ変換を計算し、それを、フーリエ回
折定理を使用して３Ｄ空間周波数領域にマッピングする、請求項１から１７のいずれか一
項に記載のイメージングシステム。
【請求項１９】
　軸外ホログラフィシステムを使用するフローサイトメトリの方法であって、
　試料を、基板のチャネルを通して移動させる段階であり、前記チャネルは前記試料の回
転を抑制する大きさを有する、段階と、
　前記チャネル内で、移動する前記試料を収束光で照明する段階と、
　検出器を用いて、前記試料からの散乱光及び前記試料からの前記散乱光から角度オフセ
ットされた参照光を検出する段階であり、前記試料からの前記散乱光及び前記参照光は光
源からの照明光に応答する、段階と、
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　検出された前記参照光と検出された前記散乱光とを使用して、前記チャネル内の前記試
料の様々な位置ηに対する干渉イメージを形成する段階と、
　前記干渉イメージを処理して角スペクトルの位相データおよび振幅データを３次元表示
にマッピングし、前記マッピングされたデータを２次元フーリエ変換し、処理された前記
角スペクトルを空間周波数空間内の前記試料の散乱ポテンシャルにマッピングする段階と
、
を備える、方法。
【請求項２０】
　イメージデータをデータプロセッサで処理する段階と、前記試料の複数の位相イメージ
を生成する段階と、をさらに備える、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記試料の３次元（３Ｄ）イメージを生成する段階をさらに備え、
　前記試料は、生物流体または細胞を含む生物物質を含む、請求項１９または２０に記載
の方法。
【請求項２２】
　前記試料の屈折率を決定する段階と、前記試料のイメージを電子ディスプレイ上に表示
する段階と、をさらに備える、請求項１９から２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　制御システムを前記試料上で光をスキャンする複数のスキャンパラメータでプログラミ
ングする段階をさらに備える、請求項１９から２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　集束円筒形光学要素で、光の焦点を前記チャネル上に合わせる段階と、前記チャネル内
の流体の流速を調整する段階をさらに備える、請求項１９から２３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項２５】
　前記干渉イメージからの位相データを生成する段階、および、前記干渉イメージからの
振幅データを生成する段階をさらに備える、請求項１９から２４のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２６】
　計算された散乱ポテンシャルを提供すべく、反復計算を実行する段階をさらに備える、
請求項１９から２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記試料の屈折率を決定する段階、または、前記試料の屈折率分布を決定する段階をさ
らに備える、請求項１９から２６のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、３Ｄホログラフィックイメージングフローサイトメトリに関する。
　［関連出願への参照］
　本出願は、２０１３年２月５日に出願された米国仮特許出願第６１／７６１、０７９号
に関連し、それに基づく優先権を主張する。当該出願の全開示は、本明細書に参照により
全体として組み込まれる。
【０００２】
　［政府のサポート］
　本発明は、アメリカ国立衛生研究所により授けられた、付与第ＥＢ０１５８７１号の下
、政府のサポートとともになされた。政府は、本発明において複数の特定の権利を有する
。
　［背景技術］
【０００３】
　フローサイトメトリは、液体のストリームを流れる多数の細胞を調べるテクノロジであ
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り、通常、光学スペクトルスコピーと組み合わされる。フローサイトメトリは、ゲノムレ
ベルにまでおける細胞の特性評価を可能にする。フローサイトメトリにおけるコントラス
トメカニズムは、遺伝子操作によって外部的に管理または生成された蛍光である。しかし
ながら、最も自然な状況において、複数の生物標本を観察するには、標本の複数の固有特
性を利用する、汚染のない複数の方法が好ましい。さらに、蛍光標識は、とりわけ複数の
一次細胞に対し、必ずしも実行可能な選択肢ではない。複数の標識薬剤の光退色および不
均一なバインディングは通常、複数の標的分子を正確に定量化するのを難しくする。
【０００４】
　屈折率は、光干渉断層撮影および光散乱分光法を含む、様々な画像診断法における、固
有コントラストソースとして機能する。同時に、屈折率は、複数の有機分子の密度に関連
付けられ得、その体積積分は、細胞内または複数の細胞器官内の非水の合計内容量を提供
し得る。複数の細胞の屈折率における変動および変化は、複数の発癌形質転換に結び付け
られてきた。複数の均質バルク材の屈折率は、既知の屈折率を有する他の物質に対し、標
本の臨界角を測定する、臨界角屈折計を使用して取得され得る。複数の薄膜層物質につい
ては、入射光のエリプソメトリ測定脱分極が精密であるとして既知である。しかしながら
、複数の生物学的細胞のような非均質な標本の屈折率は、より細心の扱いを要求する。
【０００５】
　断層撮影位相差顕微鏡（ＴＰＭ）は、複数の生体細胞内の屈折率の３Ｄマッピングを可
能にする新規な技術である。ＴＰＭの最近の複数の開発は、細胞内レベルにおける複数の
生体細胞の生理学的状態に係る汚染のない監視を約束する。通常、屈折率の断層イメージ
ングは、標本上の様々な照明角度における複数のイメージの記録を要求する。従って、既
存の複数の方法は、データ取得中に固定されている標本に対する照明角度を変更するため
の複数の移動要素を有していたか、あるいは標本を回転させていた。結果的に、断層イメ
ージングのスループットは通常低く、それによりＴＰＭが日常の生物学的研究に使用され
るのを妨げてきた。
【０００６】
　屈折率は、物質内の光波の速度に関連付けられることができる。従って、標本による波
面歪は、標本によって誘発される光波の全位相（時間）遅延を表す。波面歪は、シャック
ハルトマンの波面センサ、干渉法、またはインラインホログラフィ（または伝播ベースの
複数の方法とも呼ばれる）で測定され得る。これらの技術の中で、干渉法は光レジームに
おいて特に適切であり、そこでは、相当大きなコヒーレンス長を持つ複数の光源が容易に
利用可能である。位相遅延は、標本の光学経路の長さ、光の伝播方向に沿った屈折率の積
分に比例する。従って、本明細書に記載の通り、波面測定と連携して、断層撮影再構成ア
ルゴリズムを使用することで、深さ分解屈折率マップが取得されてよい。断層撮影屈折率
測定は通常、Ｘ線コンピュータ断層撮影のように、試料への入射角が変化される、コリメ
ートされたレーザビームを使用して実行される。あるいは、屈折率マップは、空間的イン
コヒーレントビームを使用すること、および試料の対物フォーカスをスキャンすることで
取得されてよい。しかしながら、いずれのアプローチにおいても、照明方向または対物フ
ォーカスが変化される間、試料は固定されている必要があり、それにより、イメージング
のスループットを制限する。
【０００７】
　結果的に、複数のイメージングシステムの速度および精度を改善するには、断層撮影位
相差顕微鏡における、さらなる複数の改善が必要とされる。
【発明の概要】
【０００８】
　ホイヘンス原理は、平面波は、複数の平行な直線集束ビームから合成され得、その相対
位相が波の伝播方向を決定すると規定する。従って、本明細書において、試料の直線集束
ビームをスキャンし、散乱光の複数の角スペクトルを測定する、複数のシステムおよび方
法が提供される。有利には、深さ分解屈折率マップは、直線集束ビームの様々な位置に対
し取得される複数の角スペクトルから取得されてよい。このイメージング技術は、波合成
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または合成開口断層撮影とも呼ばれる。
【０００９】
　複数の例示的な実施形態において、複数の複素量である複数の角スペクトルは、位相シ
フト干渉法（ＰＳＩ）で測定されてよい。フィルタされた逆投影アルゴリズムが断層撮影
再構成に適用されてよい。しかしながら、ＰＳＩでは、試料は位相シフトステップ中に固
定されている必要があり、従って、複数のイメージは、断続的に取得され、それにより、
イメージングスループットを制限する。また、フィルタされた逆投影アルゴリズムは複数
の厚い細胞には理想的ではない。従って、本明細書で教示される通り、複数の角スペクト
ルの測定に対し、軸外デジタルホログラフィを採用すること、およびスカラー回折理論に
基づくアルゴリズムを、断層撮影再構成に対し適用することによって、イメージングスル
ープットおよび適用可能性（特に、複数のより厚い細胞に対し）が増大されてよい。複数
の例示的な実施形態において、本明細書で教示される複数のシステムおよび方法はまた、
マイクロ流体チャネル内を連続的に流れる複数の細胞の３Ｄ屈折率イメージングに有利に
使用され得る、高開口数セットアップのために特別に設計されたマイクロ流体チャネルを
利用する（本明細書において、経験的に示される通り）。
【００１０】
　本発明は、マイクロ流体チャネル内を連続的に流れる複数の細胞のような物質の、３Ｄ
ホログラフィックイメージングのための複数のシステムおよび方法に関する。好ましい実
施形態において、レーザビームのような光は、線を流れる複数の細胞から散乱される複数
の角スペクトルを測定するのに使用される、マイクロ流体チャネル内の線に焦点が合わさ
れる。複数の複素散乱場の測定については、標本の各位置に対する場のワンショット記録
を可能にすべく、軸外デジタルホログラフィが使用される。細胞タンブリングを減少させ
、高‐ＮＡ集光レンズおよび対物レンズの使用を可能にするよう構成されたマイクロ流体
チャネルが、システムの実視野にわたり、物質を運搬するのに使用される。データ再構成
については、複数の細胞内の複数の焦点がぼけた細胞器官から生じる、複数の回折アーテ
ィファクトを減少させ、入射ビームの限定的な角度範囲による複数のアーティファクトを
減少すべく、反復的な制約手順を適用するために、光回折断層撮影が使用される。従って
、本発明は、３Ｄホログラフィックイメージングフローサイトメトリのための複数のシス
テムおよび方法を提供する。
【００１１】
　好ましい実施形態は、チャネル内を移動する試料の複数の位相イメージを検出すべく、
２次元検出器アレイを使用する。次にデータプロセッサが、複数の位相イメージを提供し
、試料内の屈折率分布を計算すべく、イメージデータを処理する。好ましい実施形態にお
いて、イメージデータの位相および振幅コンポーネントは、３Ｄサイノグラムにマッピン
グされ、データのフーリエ変換が実行され、次にデータは周波数領域内の散乱ポテンシャ
ルにマッピングされる。再構成処理が適用され、３Ｄ屈折率分布が取得される、３Ｄ散乱
ポテンシャルを提供すべく、逆フーリエ変換が実行される。
【００１２】
　本発明の好ましい実施形態において、屈折率分散を測定し、分子構成を定量化すべく、
複数の異なる波長でチャネルを照明する、複数の光源が使用され得る。複数の異なる波長
で作動する２つの異なる光源からの光は、例えば、共通の試料供給経路に沿って結合され
得、試料を通過後、２つの異なる検出で、スプリットされ得る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】３Ｄホログラフィックイメージングフローサイトメトリシステムの概略図であ
る。
【図１Ｂ】フローサイトメトリを使用してイメージされたオブジェクトの３Ｄ表現を形成
する、Ｎ個の２次元イメージを示す。
【図１Ｃ】試料から散乱される複数の角スペクトルを記録するのに使用される、複数の例
示的な光学システム（ＣＬおよびＣＬ１～ＣＬ３：円筒形レンズ、Ｍ１およびＭ２：ミラ
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ー、Ｂ１およびＢ２：ビームスプリッタ、Ｌ：集光レンズ、ＯＬ：対物レンズ、ＴＬ：管
形レンズ、およびＳＰ：試料平面、ＦＰ：後焦点面およびＩＰ：像平面）および複数の測
定に使用されるマイクロ流体チャネルの概略図である。
【図１Ｄ】試料から散乱される複数の角スペクトルを記録するのに使用される複数の例示
的な光学システム（ＣＬおよびＣＬ１～ＣＬ３：円筒形レンズ、Ｍ１およびＭ２：ミラー
、Ｂ１およびＢ２：ビームスプリッタ、Ｌ：集光レンズ、ＯＬ：対物レンズ、ＴＬ：管形
レンズ、およびＳＰ：試料平面、ＦＰ：後焦点面およびＩＰ：像平面）および複数の測定
に使用されるマイクロ流体チャネルの概略図である。
【図１Ｅ】チャネル内を流れる１０μｍのポリスチレンビーズの合成イメージを示す。
【図２】未処理の干渉イメージを示す。それぞれ、対数尺度で示される線イメージのフー
リエ変換の大きさ（底が１０）および抽出された振幅と位相イメージである。
【図３Ａ】一連の未処理の干渉イメージおよび試料の異なる複数の位置に対し記録された
対応する複数の位相イメージを示す。
【図３Ｂ】サイノグラムであり、kηの様々な値に対し、プロットされた複数の複素散乱
場である。
【図３Ｃ】マッピング後のＲＫＯヒト大腸癌細胞の空間周波数スペクトルを示す。（ｉ）
はkx-ky断面を、（ｉｉ）はkx-kz断面を、（ｉｉｉ）は（ｉｉ）の点線を含むky-kz平面
の断面である。（ｉ）のスケールバー（１μｍ１）は、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）にも適
用される。
【図４Ａ】例示的なＲＫＯ細胞の再構成された屈折率マップである。（ｉ）は断面中心（
スケールバー、５μｍ）、（ｉｉ）は１５μｍ間隔で抽出された複数の高さにおける複数
の断面、および（ｉｉｉ）は３Ｄレンダリング後の同一細胞の底部の半分である。
【図４Ｂ】体積（０．９８０±０．１１０）の正規化された推定および１０μｍの複数の
ポリスチレンビーズの屈折率値（０．９８６±０．０３２）を示す。Ｎ＝８;ＲＰＭＩ８
２２６体積（１６５４±６９ｆｌ）および複数のＲＫＯ細胞（１８４５±７０ｆｌ）、Ｒ
ＰＭＩ８２２６乾燥質量（３４５±１３ｐｇ）および複数のＲＫＯ細胞（３００±１１ｐ
ｇ）およびＲＰＭＩ８２２６乾燥密度（１７０±５ｇ／ｌ）および複数のＲＫＯ細胞（１
４５±５ｇ／ｌ）。両方の細胞に対し、Ｎ＝６０。
【図４Ｃ】体積および密度の正規化された推定を示す。
【図５】本発明の複数の好ましい実施形態による、屈折率分布を決定するためのプロセス
順序である。
【図６Ａ】試料データを測定および分析する複数の好ましい方法を示す、プロセスフロー
図である。
【図６Ｂ】試料データを測定および分析する複数の好ましい方法を示す、プロセスフロー
図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　複数の生物標本の屈折率（ＲＩ）は、余分な造影剤によって引き起こされる、光退色ま
たは悪影響の心配が一切なく、調査され得る固有コントラストのソースである。また、Ｒ
Ｉは、細胞レベルおよび細胞内レベルにおける、複数の細胞のメタボリズムに関する豊富
な情報を含む。本出願は、マイクロ流体チャネル内を連続的に流れる複数の生物試料に係
る複数の３次元（３Ｄ）ＲＩマップを提供する、可動部分のないアプローチを開示する。
特に、複数の高速で流れる試料から散乱される光の複数の角スペクトルを記録すべく、ラ
イン照明と軸外デジタルホログラフィが使用される。また、測定されたスペクトルから複
数の試料に係る複数の正確なＲＩマップを取得すべく、光回折断層撮影アルゴリズムが適
用される。本明細書に記載の複数の経験的研究に示される通り、本開示に係る複数のシス
テムおよび方法は、複数の生きたＲＫＯヒト大腸癌細胞および複数のＲＰＭＩ８２２６多
発性骨髄腫細胞のラベルフリー３Ｄイメージング、並びに測定された複数の３ＤのＲＩマ
ップからこれらの細胞の体積、乾燥質量、および密度を取得するにおいて、有効であるこ
とが実証された。これらの結果は、開示された複数のシステムおよび方法は、単独で、ま
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たは複数の既存のフローサイトメトリ技術と組み合わせて、多数の細胞に関する、汚染の
ない定量的な特性評価を有利に可能にすることを示す。
【００１５】
　本発明は、ホログラフィック位相サイトメトリを実行するための複数のシステムおよび
方法に関する。複数のオブジェクトの複数の位相イメージを測定すべく、断層撮影位相イ
メージングが開発されており、これは、測定のためにホルダに固定される複数の小さな用
意された試料の屈折率の測定を可能にする。断層撮影位相差顕微鏡の複数のシステムおよ
び方法に関する追加の詳細は、２００８年７月１０日に出願された米国出願第１２／２１
８、０２９号に見出され得、その全内容が参照により本明細書に組み込まれる。屈折率の
定量的測定におけるさらなる複数の改善、および複数の回折のない高解像度３Ｄイメージ
を提供することは、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓ、Ｖｏｌ．１７、Ｎｏ．１（２００９
）におけるＳｕｎｇ他の「Ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ　ｔｏｍｏｇｒａｐ
ｈｙ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｌｉｖｅ　ｃｅｌｌ　ｉｍａｇｉｎｇ
」に記載されており、その全内容が参照により本明細書に組み込まれる。複数の外因性の
造影剤を追加することなく、複数の試料成分に係る複数の分子濃度を決定すべく、屈折率
マップが使用され得る。従って、本明細書に記載された複数の方法を使用して、さらなる
複数の定量的特性が決定され得る。
【００１６】
　ホイヘンスの原理は、平面波は同相にあり、かつ、平らな波面上に整列された複数の点
光源を重ね合わせることによって、合成され得ることを規定する。漸進的に点光源および
検出器を移動することによって、拡張された試料をイメージすべく、合成開口レーダは例
えば、この原理を利用する。検出システムが標本内の複数の散乱ポイントの３Ｄ構造を再
構築するのに必要な情報を収集できるよう、本発明の複数の好ましい実施形態は、標本を
直線集束ビームにわたり並進させるためのシステムを提供する。光レジームに、これが、
位相シフト干渉法を使用する、合成開口断層撮影（ＳＡＴ）とともに実装され得る。しか
しながら、以前は、位相シフトステップ中に、標本は固定されている必要があった。従っ
て、標本は並進ステージに搭載され、複数の離散ステップにおいて直線収束ビームを横切
って移動された。
【００１７】
　円筒形の収束波（図１Ａ）は、収束線上で同相にある、複数の平面波成分に分解され得
る。特に、円筒形レンズで集束された、電場の複素振幅は、次のように、非近軸条件下で
記述され得る。
【数１】

　式（１）
　式中、被積分関数は、複素振幅P(λfp)および波ベクトル(p,0,w(p))を備えた平面波を
表す。ここで、関数w(p)は、w(p)=((1/λ)2－p2)1/2と定義され、変数λおよびｆは、そ
れぞれ照明光の波長および円筒形レンズの焦点距離である。瞳孔関数P(x)は、円筒形レン
ズの光学収差、または該当する場合はアポディゼーションを表す。定量的位相イメージン
グでは、瞳孔関数は直接測定され得、複数のイメージから差し引かれ得る。従って、我々
は以降の式において、瞳孔関数を省略する。
【００１８】
　標本からの散乱場は、入射場のための遠距離場および一般伝送モードで測定されること
に留意されたい（図１Ａ）。スカラー回折理論から、散乱場の複素振幅は、次のように記
述され得る。

【数２】
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　ここで、
【数３】

　は、スカラー波動方程式（ヘルムホルツ方程式）のためのグリーン関数である。λは、
再び媒体内の入射光の波長であり、K=2π/λは、は波数である。
【００１９】
　関数V(x,y,z)=k2(1-(n(x,y,z)/n0)

2) は、標本の散乱ポテンシャルであり、式中、n(x,
y,z)およびn0は、それぞれ標本および周囲媒体の屈折率を表す。平面波照明については、
式（２）が、従来の光回折断層撮影の複素散乱位相を提供する点に留意されたい。本開示
によると、標本を複数の平面波を含む直線集束ビームで照明し、散乱光の複数の角スペク
トルを測定する、複数のシステムおよび方法が提供される。断層撮影再構成では、試料が
直線集束ビームを通過する間、一連の角スペクトルEsamp(kx,y;η)が試料の様々な位置η
について記録されてよく、変数ｋｘは空間座標ｘに対応する空間周波数座標である。光学
収差による任意の背景位相を除去すべく、実験を開始する前に、複数の角スペクトルEbg(
kx,y)も記録してよい。一次Rytov近似を用い、測定された複数の角スペクトルEsamp(kx,y
;η)およびEbg(kx,y)は、標本の散乱ポテンシャルV(x,y,z)に次のように関連付けられ得
る。

【数４】

　式（３）
　ここで、
【数５】

　ここでも、変数kxは、空間座標ｘに対応する空間周波数であり、角スペクトル
【数６】

　は、異なる複数の値ηに対し測定される（図１Ａを参照）。式（３）をyとηについて
フーリエ変換すると、次の式が導かれる。
【数７】

　式（４）
　ここで、
【数８】

　は、

【数９】

　のyとηに対する二次元フーリエ変換である。式（４）は、測定された複数の角スペク
トルを空間周波数領域内の標本の散乱ポテンシャルに関連付ける。従って、



(10) JP 6801846 B2 2020.12.16

10

20

30

40

50

【数１０】

　式（５）
　式（５）は、測定された、標本からの散乱された複数の角スペクトルを、空間周波数領
域内の標本の散乱ポテンシャルにマッピングする方法を提供する。
【００２０】
　図１Ｃおよび１Ｄは、例えば、図１Ｂに示されるような試料からの複数の角スペクトル
を記録するのに使用される例示的なシステム４０を示す。このマッハツェンダタイプの干
渉計は、ワンショット測定における複素場の振幅と位相の両方の記録を可能にする。当該
システムは、例えば、Ｈｅ‐Ｎｅレーザ（λ＝６３３ｎｍ)の光源４２を含んでよい。光
源４２からのビーム光を拡張すべく、初期ビーム整形オプティクス（例えば、集光レンズ
のペア）が使用され、その後で、ビーム光は、第１のビームスプリッタＢ１を使用して、
参照ビーム（コリメートされた）および試料ビームにスプリットされる。高開口数の集光
レンズ（例えば、開口数＝１．４）および円筒形レンズＣＬ（例えば、ｆ＝１００ｍｍ）
を使用し、直線集束ビームが試料ビームから生成される。直線集束ビームは、マイクロ流
体チャネル２０に対し、視野（ＦＯＶ）平面に焦点が合わされる。従って、システムは、
複数の細胞からの複数の角スペクトルを記録しつつ、直線集束ビームを横切って、マイク
ロ流体チャネル２０に複数の細胞の連続的な流れ１６を提供する。ＣＭＯＳカメラ４４の
特定のフレームレートに対し、約４００～５００イメージ／細胞を取得するように、流速
は調整され得る（例えば、約１５μｍの細胞直径を前提とすると、５０００フレーム／秒
のイメージ取得レートおよび約１５０μｍ／秒の流速に対応）。取得された複数のイメー
ジについて、５０００フレーム／秒のイメージ取得レートが使用され、それは検出器４４
での光子束に基づいて判断された。試料に対する高スキャン解像度（例えば、高フレーム
レート）およびイメージングシステムの高開口数（ＮＡ）の両方が、高い空間分解能を実
現するのに重要である。しかしながら、スキャン解像度を増大させると、イメージングス
ループットを低減させ得ることに留意されたい。高ＮＡ油浸レンズの作動距離は通常、２
００μｍ未満であり、これには上部ＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）層の厚みを使用
することを含み、複数のマイクロ流体チャネルの全高はそれに応じて小さくなる（例えば
、チャネル内部での細胞タンブリングおよび回転を最小化すべく、チャネル高さは複数の
細胞の平均直径より僅かに大きくてよい）。ソフトリソグラフィー処理の正確な制御を使
用し、これらの基準を満たすマイクロ流体デバイスが作成され、位相イメージングに使用
された。取得された複数のイメージについて、使用されたチャネル断面の寸法は、３０×
４００μｍ２（高さ×幅）であった。いくつかの実施形態において、フローチャネルの中
心線と、収集オプティクス近傍の表面との間の基板の厚みは、２００μｍ未満、または好
ましくは１００μｍ未満である。
【００２１】
　複数の例示的な実施形態において、フローチャネルは、例えば、試料の推定された幅サ
イズの１５０から２００％の間の高さといった、断面直径を含んでよい。いくつかの実施
形態において、（ｉ）フローチャネル内の試料の回転を低減する、および（ｉｉ）フロー
チャネル内の試料の安定性を増大させることのうち少なくとも１つのために、フローチャ
ネルの（ｉ）断面高さ、および（ｉｉ）断面幅のうち少なくとも１つが、選択されてよい
。いくつかの実施形態において、フローチャネルの断面寸法の高さおよび断面寸法の幅は
、ほぼ等しくてよい。そのような複数の実施形態においては、回転は本明細書に記載され
た通り推定されてよい。いくつかの実施形態において、フローチャネルの（ｉ）断面高さ
、および（ｉｉ）断面幅のうちの少なくとも１つは、例えば、複数のテストされたフロー
チャネルの各々を流れる参照物質のイメージングから導かれた、複数のテストされたフロ
ーチャネルに対する複数の回転推定値等の経験データに基づいて選択されてよい。例えば
、そのような回転を補償すべく、試料の推定されたまたは実際の回転に基づいて、回旋が
適用されてよい。
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【００２２】
　イメージデータを処理する、データプロセッサ４５が検出器４４に接続されている。メ
モリ４７は、電子ディスプレイデバイス４９上でユーザーに対し、表示するためのデータ
を格納できる。プロセッサ４５は、システムの複数の作動パラメータを制御するためにも
使用され得ることに留意されたい。
【００２３】
　図１Ｄは、本発明の好ましい実施形態により、使用されるフローチャネルデバイス５０
の概略図をさらに示す。適切な３Ｄ再構成のため、複数の細胞の高さおよびマイクロ流体
チャネル２０内のそれらの速度は、それらが直線集束ビームを流れる間、およそ一定であ
ることが要求される。チャネル２０は、基板５０６上に、レンズ（ＯＬ）に隣接して配置
される実視野５４とともに形成される。マニホールド５８が、流入ポート６０および流出
ポート６２を通る流体を制御すべく、使用され得る。マイクロ流体チャネルを用いて、水
チャネル内の複数のポリスチレンビーズの流れが、照明のためのレーザのような、光源４
２を備えた高視野顕微鏡を使用して記録された。図１Ｅは、０．０１秒間隔で抽出された
、複数の未処理のイメージの合成イメージである。ビーズの変位から、流速は、１ｍｍ／
秒で均一であると推定され、複数のビーズの流れ方向の直線運動は、横断方向における移
動は無視できることを示す。特記すべきことは、インラインホログラフィシステムでは、
複数のビーズの高さの変化は、複数の回折リングの変化から認識され得、それはここでは
無視できることが示される。
【００２４】
　図２は、（ｉ）記録された干渉イメージおよび（ｉｉ）そのフーリエ変換の振幅の例を
示す。点線の円内の領域は、標本からの散乱された角スペクトルの情報を含む。この情報
は、軸外デジタルホログラフィによって、非散乱光とは別に記録される（中心がピーク）
。点線領域を選択し、点線領域を中心に移動させ、その逆フーリエ変換をすることで、複
数の複素角スペクトル
【数１１】

　が取得され得る。図２の（ｉｉｉ）および（iv）は、図２の（ｉ）のイメージから取得
された複数の角スペクトルの振幅と位相をそれぞれ示す。
【００２５】
　図３Ａ～図３Ｃは、空間周波数領域における複数の複素場の例示的マッピングを示す。
複数の未処理の干渉イメージ、従って、試料の様々な位置ηに対する複数の角スペクトル
が取得され得る（図３Ａ）。次に、ｋｘおよびη方向に沿うデータキューブのフーリエ変
換が行われ、それにより図３Ｂに示すようなサイノグラムを提供する。xおよびyは、空間
座標であり、ｋηは照明角度に対応することに留意されたい。次に、サイノグラムのｘと
ｙに対しフーリエ変換を行い、それを３Ｄ空間周波数領域に、式（５）のフーリエ回折法
則を使用しマッピングする。あるいは、元のデータキューブのｘとｙに対するフーリエ変
換を単純に行い、それを、式（４）を使用して、３Ｄ空間周波数領域にマッピングするこ
とができる。
【００２６】
　図３Ｃは、マッピング後のＲＫＯヒト大腸癌細胞の空間周波数マップ
【数１２】

　の複数の断面イメージを示す。好ましい実施形態において、複数の試料が直線集束ビー
ムを横切って流れ、これは照明角度を回転ビームの配置において直線的に変更することに
等しい。従って、りんごの芯に似た空の領域が、図３Ｃ（ｉ）のイメージの中心近くに示
され得る。ｋｘ‐ｋｚ断面（図３Ｃ（ｉｉ））は、同様の欠損領域を示し、これは集光レ
ンズおよび対物レンズの限定された角度範囲による。これらの空の領域は、複数のいわゆ
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る欠損角アーティファクトを生成し、それらは反復的な再構成処理において、試料のアプ
リオリ情報を取り込むことによって、抑制され得る。この実施形態において、複数の細胞
の複数の平均屈折率値を正確に提供する、質量密度の非負性を利用するアルゴリズムが使
用された。欠損角データのより完全な補正のために、例えば、屈折率プロファイルの区分
的平滑化のような、追加の複数の制約を、再構成処理において適用できる。また、空間分
解能および光学的断面機能は、１軸スキャンを採用する平面波断層撮影に対するものと同
じである。
【００２７】
　図４Ａから４Ｂは、空間周波数領域における複数の複素場の例示的マッピングを示す。
特に、図４Ａは、２００回反復後の、ＲＫＯヒト大腸癌細胞の屈折率マップを示す。図４
Ａの（ｉ）に、断面中心が細胞の核および核小体を明瞭に示している。図４Ａの（ｉｉ）
は、様々な高さに対して抽出された複数の水平断面図を示す（複数のスライス間の間隔は
１５μｍ）。結果は、細胞内の様々な構造を、高度な光学的断面機能を用いて示している
ことに留意されたい。図４Ａの（iii）は、同一細胞の３Ｄレンダリングイメージによる
底部の半分を示す。複数の収集された光学的断面は、メモリに格納され得、複数の別個の
スライスまたは領域が表示のために選択され得る。
【００２８】
　複数の細胞の質量と体積を測定することは、どのように、複数の細胞が成長し、それら
の成長は制御できるのかという、生物学の根本的問題につながる。生物標本の屈折率は、
標本内の複数の有機分子の集まりに比例する。この関係を採用すると、細胞内の乾燥密度
と呼ばれる、非水物質の密度を次から取得できる。

【数１３】

　式（６）
【００２９】
　量αは、平均比屈折率インクリメントであり、α＝０．１８（ｇ／ｍＬ）－１である。
屈折率マップから、試料の体積は閾値化することで直接的に（例えば、複数のボクセル数
を数えることによって）、あるいは球状であることを前提とすると、投影面積から計算可
能である。細胞内の合計乾燥質量は、３Ｄ密度マップ、式（６）を細胞体積で積分するこ
とで取得され得、平均乾燥密度が合計乾燥質量を細胞体積で割り算することで取得される
。この方法を検証するために、屈折率１．５４の屈折率整合油を流れる、１０μｍの複数
のポリスチレンビーズがイメージされた。当該ポリスチレンビーズ（Ｎ＝８）の測定され
た直径は、標準偏差０．３５μｍの９．８９μｍであり、屈折率は標準偏差０．００５の
１．５８３であった。これらの値は、製造業者によって提供される複数の値（１０μｍ、
１．５８５）と非常によく一致する。製造業者の複数の値で正規化される場合、複数のビ
ーズの体積および屈折率は、それぞれ０．９８０±０．１１０および０．９８６±０．０
３２であり、これらは図４Ｃに示される。これらの値は、体積および密度の測定に対し、
提案される方法の精度に対する複数の推定値として使用されてよい。
【００３０】
　図４Ｂ（ｉ～ｉｉｉ）は、イメージされた複数のＲＫＯヒト大腸癌細胞（Ｎ＝６０）お
よびイメージされた複数のＲＰＭＩ８２２６ヒト多発性骨髄腫細胞（Ｎ＝６０）の体積、
乾燥質量、および乾燥密度をそれぞれ示す。測定が非同調細胞集団に対し適用されたので
、質量と体積の分布は広範である。興味深いことに、複数のＲＰＭＩ８２２６細胞（１６
５４±６９ｆｌ）の平均体積は、複数のＲＫＯ細胞（１８４５±７０ｆｌ）のそれより１
１．６±６．３％小さい一方で、複数のＲＰＭＩ８２２６細胞（３４５±１３ｐｇ）の平
均乾燥質量は、複数のＲＫＯ細胞（３００±１１ｐｇ）のそれより、１５．０±５．８％
大きい。２つのタイプの細胞の体積は、統計的に異ならないが（ｐ＞０．０５、両側ｔ検
定、Ｎ＝６０）、複数のＲＰＭＩ８２２６細胞（１７０±５ｇ／ｌ）は、それらのより大
きい質量に起因し、複数のＲＫＯ細胞（１４５±５ｇ／ｌ）より、１７．２±５．４％大
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きな平均（乾燥）密度を有することに留意されたい。乾燥質量および密度の両方は、２つ
のタイプの細胞で大きく異なる（ｐ＜０．０１、両側ｔ検定、Ｎ＝６０）。
【００３１】
　３Ｄホログラフィックイメージングフローサイトメトリ（３Ｄ　ＨＩＦＣ）は、マイク
ロ流体チャネルを連続的に流れる複数の細胞の３Ｄ屈折率マップを提供する。特に、複数
の試料は、直線集束ビームを横切って流れ、システムは、軸外デジタルホログラフィを使
用して、複数の試料から散乱された複数の角スペクトルを記録した。複数の回折および欠
損角アーティファクトを適切に処理する再構成アルゴリズムを採用することによって、シ
ステムは複数の細胞の３Ｄ屈折率マップを高い空間分解能および精度をもって生成する。
当該方法は、可動システム要素を何ら要求せず、従って、当該方法は、既存のフローサイ
トメトリ構成の下流側に容易に組み込まれることができ、さらにスクリーニングの精度を
向上させる。より重要なことには、屈折率マップは、細胞または細胞内レベルにおける質
量分布に関連付けられ得る豊富な情報を含み、従って、複数の細胞器官のメタボリズムを
測定するために使用される。当該システムは、屈折率コントラストを使用することで、汚
染のない、精確な、単一の細胞特性評価を提供する。
【００３２】
　ＲＫＯヒト大腸癌細胞は、１０％のＦＢＳ（インビトロゲン、１０４３８０２６）およ
び１％の１００Ｘペニシリンストレプトマイシン溶液（インビトロゲン、１５１４０－１
２２）で補足されたダルベッコ変法イーグル培地（インビトロゲン、２１０６３－０２９
）で培養された。複数のＲＰＭＩ８２２６ヒト多発性骨髄腫細胞は、１０％のＦＢＳ、お
よび１％の１００Ｘペニシリンストレプトマイシン溶液で補足されたＲＰＭＩ　１６４０
培地（インビトロゲン、１１８３５－０３０）で培養された。７０～８０％の密集度で、
複数の細胞は０．２５％のトリプシンＥＤＴＡ（インビトロゲン、２５２００－１１４）
で収集され、新鮮な培地に１：１００で希釈され、シリンジでマイクロ流体チャネル内に
注入された。複数の１０μｍのポリスチレンビーズおよび屈折率液体がＰｏｌｙｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ，Ｉｎｃ（１７１３６－５）およびＣａｒｇｉｌｌｅ（１８０９Ｘ）からそれぞ
れ購入された。
【００３３】
　マッハツェンダ干渉法に基づく軸外ホログラフィのための、システム４０に係る例示的
な模式図を示す図１Ｃおよび１Ｄに戻ると、例えば、Ｈｅ‐Ｎｅレーザ（λ＝６３３ｎｍ
）のような光源からのレーザビームが、試料ビームおよび参照ビームにスプリットされ（
例えば、第１のビームスプリッタＢ１を使用して）、（例えば、第２のビームスプリッタ
Ｂ２を利用して）検出面の前（検出器４４において）で後から結合されている。前述の通
り、試料ビームは最初に、円筒形レンズＣＬ（例えば、ｆ＝１００ｍｍ）を用いて、高Ｎ
Ａ集光レンズＬ（例えば、ＮＡ＝１．４）の後焦点面のラインに焦点が合わされている。
高ＮＡ集光レンズＬを使用して、ラインビームは試料平面ＳＰ上の細いラインビームにし
っかり再度焦点を合わされている。試料平面は元の試料ビームに対し直交してよく、より
広い角度範囲を有してよい。複数の試料粒子（例えば、細胞）は、マイクロ流体チャネル
内のこのラインビームを横切って流れ、複数の細胞からの散乱光の複数の角スペクトルは
、高‐ＮＡ対物レンズＯＬを使用して収集される。集光は、筒型レンズ（ＴＬ）を使用し
て、集束させられ、筒型レンズの後で、ビームは円筒形レンズＣＬ２（例えば、ｆ＝４０
０ｍｍ）を使用して拡張される。非焦点軸に沿って４ｆ構成にイメージを供給すべく、２
つの他の円筒形レンズＣＬ１およびＣＬ３（例えば、ｆ＝２００ｍｍ）がビーム経路に使
用されてよい。参照ビームに対し直交するようにビーム軸を変更すべく、ミラーＭ１が筒
型レンズ（ＴＬ）および円筒形レンズＣＬ１～ＣＬ３の間に使用されてよく、それにより
、第２のビームスプリッタＢ２を使用して、それらの再結合を可能にする。検出面に入射
する角スペクトルの拡大イメージは、参照ビームとともに干渉イメージを作成する。軸外
ホログラフィ用に、参照ビームの角度は、例えば、傾斜ミラーＭ２を使用して、収集され
た試料ビームに対し僅かに傾斜４６されている。円筒形レンズＣＬ２の後焦点面に配置さ
れた相補型金属酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）カメラ（１０２４ＰＣＩ、Ｐｈｏｔｒｏｎ）は
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、複数の干渉イメージを例えば、５０００フレーム／秒でキャプチャすべく、内部クロッ
クまたは別個のコントローラによって作動され得る。データプロセッサ４５は、本明細書
に記載の通りデータを処理し、システム動作を制御すべく、コンピュータ可読媒体に格納
された複数の命令を実行するソフトウェアを用いてプログラムされ得る。複数の例示的な
実施形態において、集光レンズＬおよび／または対物レンズＯＬは、０．５より大きい、
好ましくは１．０より大きい、より好ましくは１．３より大きい、高開口数によって特徴
付けられてよい。
【００３４】
　特に、軸外ホログラフィを使用すると、流れる試料の各位置に対しワンショットで、角
スペクトルの振幅と位相の両方を記録することが可能になる。従って、複数の例示的な実
施形態において、試料ビームに対する参照ビームの僅かな傾斜は、複数の未処理の干渉イ
メージにおける３ピクセルフリンジ周期を生じさせるべく構成される。例示的な実施形態
において、検出された参照光および検出された散乱光の間の角度オフセットは、２．５～
４ピクセル間の未処理の干渉イメージにおけるフリンジ周期によって特徴付けられる。
【００３５】
　複数の例示的な実施形態において、検出システムは、試料ごとに少なくとも３０イメー
ジ、好ましくは試料ごとに少なくとも１００イメージ、より好ましくは試料ごとに少なく
とも２００イメージのスキャン解像度を使用してよい。いくつかの実施形態において、検
出された角度範囲は、少なくとも－３０度から３０度、好ましくは少なくとも－４５度か
ら４５度、より好ましくは少なくとも－６０度から６０度であってよい。従って、検出さ
れた角度分解能は、少なくとも２度、またはより好ましくは少なくとも１度であってよい
。
【００３６】
　３次元の屈折率測定は、最小摂動で細胞全体および複数の内部の細胞器官の質量を測定
することによって、細胞メタボリズムを定量化することを可能にする。平面波の断層撮影
を使用することで、付着力のある状態で成長する複数の細胞は、複数の浮遊細胞のように
、サイズ別の成長速度を有する一方で、分裂非対称は前者の方がより高いことが実証され
た。低ノイズ回折位相差顕微鏡と連携し、哺乳類の軟骨細胞は、体積増加に関する３つの
異なる段階を受けることが本明細書において、さらに実証され、また示される。最近の結
果は、多波長における屈折率測定から、複数の細胞の分子固有の指標が取得され得ること
を示す。
【００３７】
　本明細書に示されるように、マイクロ流体チャネル内を連続的に流れる複数の細胞の屈
折率イメージングのための複数のシステムおよび方法が提供される。特に、記載された複
数のシステムおよび方法は、流れる試料の各位置に対し、ワンショットで複素角スペクト
ルを測定可能な軸外デジタルホログラフィを使用する。断層撮影再構成のために、スカラ
ー回折理論に基づくアルゴリズムが採用され、異なる複数の高さを流れる焦点がぼけた複
数の細胞器官または細胞に起因する複数のアーティファクトが修正されてよい。これらの
複数の技術を使用すると、フロー構成における異なる複数のタイプの細胞に関する屈折率
の複数の３Ｄマッピングを取得でき、それによって、複数の細胞の体積、乾燥質量および
乾燥密度のような複数の特性を定量化できる。これは、フロー構成で細胞密度を取得する
ための複数の先行技術に対し、複数の顕著な利点を与える。先行技術は、２つの異なる密
度の液体に対し、懸濁されたマイクロチャネル共振器を使用する、浮遊質量測定に依存す
る。その場合、各測定に対し、当該液体を切り替えることは、健全な、自然な状態におけ
る複数の細胞の高スループットまたは長期のイメージングに対し理想的ではないことがあ
る。
【００３８】
　本明細書から導かれ、採用される断層撮影再構成アルゴリズムは、チャネル内の細胞の
鉛直位置は固定されており、かつ、データ収集の間、または各セルの直線集束ビームを横
切って完全に通過する間に対し、細胞の回転は無視できることを前提とする。コリメート
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されたレーザ照明の下、高速カメラを用いて、複数の細胞を観察すると、細胞タンブリン
グは、本明細書に記載の設計条件およびフロー条件に対し最小であることが確認され得る
。しかしながら、マイクロ流体チャネル内を流れる複数の細胞を安定化させるメカニズム
を用いずに、細胞の回転の可能性は、完全に除外され得ない。複数のマイクロ流体システ
ムにおいて、細胞の回転は、フロー速度に比例し、細胞のサイズに反比例する、細胞に働
くせん断力によって引き起こされる。細胞がチャネルの高さの真ん中に位置する際、細胞
の複数の側面における流体速度の差が減少するので、チャネルの高さの半分より大きい細
胞は、このせん断力によってあまり影響を受けない。複数の空気欠陥とともに複数のＰＤ
ＭＳビーズをイメージングすることにより、データ取得中（０．１秒）における、複数の
細胞（平均直径：～１５μｍ）の最大回転は、約５×１０－３のレイノルズ数において、
約４度であると推定できる。この回転の最小効果は、図４Ａの、複数の再構成された例示
イメージ内の細胞と核の複数のはっきりした境界によってさらに確認される。回転してい
れば、おそらくぼやけを生じさせたことであろう。
【００３９】
　好ましい実施形態において、屈折率分散を測定すべく、チャネル内を流れる物質を照明
するため、複数の異なる波長の光が使用され得る。断層イメージングに対する複数の波長
の使用に関するさらなる詳細は、Ｓｕｎｇ他のＰＬＯＳＯＮＥ、Ｖｏｌ、７、１１（２０
１２）の「Ｓｔａｉｎ－Ｆｒｅｅ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｍｏ
ｓｏｍｅｓ　ｉｎ　Ｌｉｖｅ　Ｃｅｌｌｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｒｅｇｕｌａｒｉｚｅｄ　Ｔｏ
ｍｏｇｒａｐｈｉｃ　Ｐｈａｓｅ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ」に見出され得、その全内容は
参照により本明細書に組み込まれる。従って、試料の複数のイメージが、異なる複数の照
明波長において取得され得る。
【００４０】
　各角スペクトルの振幅と位相は、上記の軸外ホログラフィセットアップによって記録さ
れる。図２の（i～iv）は、未処理の干渉イメージの処理方法を示す。検出器上の放射照
度は、次のように表され得る。
【数１４】

　式（７）
　ここで、Is(x,y)およびIRは、それぞれ試料ビームおよび参照ビームの放射照度であり
、Δφ（x,y）は、当該２つのビームの間の位相差である。ベクトル（p,q）は、参照ビー
ムの角度に対する、検出面上の試料ビームの入射角を示す。ベクトルの大きさおよび角度
は、未処理の干渉における、複数のフリンジ（図２の（ｉ）の挿絵を参照）の間隔および
向きをそれぞれ示す。図２の（ｉｉ）は、図２の（ｉ）のフーリエ変換の大きさ、または
対数尺度（底１０）の式（７）を示す。点線の円内の領域は、次によって記述され得る。
【数１５】

　式（８）
　ここで、
【数１６】

　は、
【数１７】

　のフーリエ変換である。点線の円内の領域を選択し、それを周波数座標の元に移動させ
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、その逆フーリエ変換を取ることによって、関数Φ(x,y)を取得できる。図２の（iii）お
よび図２の（iv）内の複数のイメージは、図２の（i）から取得された、それぞれ振幅イ
メージと位相イメージである。
【００４１】
　複数のマイクロ流体デバイスは、微細加工されたマスタモールドで、ポリジメチルシロ
キサン（ミシガン州ミッドランドのダウコーニングのＰＤＭＳ）を成型することによって
生成された。モールドは、後述される複数の標準的なフォトリソグラフィックテクノロジ
を使用して製造された。シリコンウェハが２００℃にセットされたオーブンで３０分間焼
成され、酸素プラズマ（カリフォルニア州コンコルドのＭａｒｃｈ）で洗浄され、その後
、およそ３０μｍの最終厚みを実現すべく、１８５０ｒｐｍでＳＵ－８　２５フォトレジ
スト（マサチューセッツ州ニュートンのＭｉｃｒｏｃｈｅｍのＳＵ８）で回転塗布され、
製造業者によって推奨される、標準的な手順に従い処理された。ＰＤＭＳの薄膜層（厚み
＜２００μｍ）が作成され、真空チャンバで約１時間ガス抜きされ、その後、６００ｒｐ
ｍで、ウェハ上に１５秒間回転塗布された。６５℃で約８時間焼成後、より厚い、硬化さ
れたカット済みの複数のＰＤＭＳピース（長さ～１ｃｍ、幅～０．５ｃｍ、高さ～０．３
ｃｍ）とともに、マスタを覆うＰＤＭＳ薄膜層は、酸素プラズマに２０秒間さらされ、入
口領域および出口領域（図１Ｅ）に接着された。モールドは、７５℃で１０分間焼成され
、切断され、マスタモールドからゆっくり剥離され、その後、デバイスの入口穴と出口穴
を画定すべく、０．７５ｍｍパンチャで穿孔された。最後に、穿孔されたメンブレンベー
スのチャネルデバイスとともに、４８×６５ｍｍのＮｏ．１金被覆カバーガラス（ペンシ
ルバニア州ピッツバーグのＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）が酸素プラズマに２０
秒間さらされ、複数のマイクロ流体チャネルを画定すべく、注意深く７５℃において１０
分間接着された。可撓性のあるプラスチック管の２つが、～３ｃｍの長さに切断され（マ
サチューセッツ州ウーバンのＧｒｅｅｎｅ　Ｒｕｂｂｅｒ　Ｃｏ．，社のタイゴン、ＩＤ
０．０１０インチ×ＯＤ０．０３０インチ）、その後、デバイスの入口穴と出口穴に挿入
された。次に、複数の試料装填の目的のため、シリンジが接続されるのを可能にすべく、
３０ｇの鈍化針（ニュージャージー州デイトンのＢｒｉｃｏ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｕｐｐ
ｌｉｅｓ）が当該２つの管の一方に挿入された。もう一方の流体試料ソースは、システム
と共に使用するため、流入ポートに接続され得る。イメージされた試料を、流出ポートか
ら収集すべく、試料収集コンテナが使用され得る。
【００４２】
　図５に示されるのは、本発明の複数の好ましい実施形態によるプロセス順序１００であ
る。そこでは、データプロセッサ４５が、イメージング検出器からイメージデータを受信
し、フローチャネル内のシステムの実視野を移動する試料に係る複数の２次元および３次
元イメージを生成すべく、イメージデータを処理し、試料の屈折率の３次元分布を決定す
る。データプロセッサが以下の一連の命令を実行するように、ソフトウェアプログラムが
メモリ内に格納され得る。オブジェクトの複数の３次元イメージを生成すべく、一連の干
渉イメージが検出される１０２。各未処理のイメージからの位相データおよび振幅データ
が抽出され１０４、さらなる処理のためにメモリ内に格納され得る。複数の抽出された場
は、３Ｄサイノグラム１０６にマッピングされ得、そこにおけるηは様々な座標である。
サイノグラムのx-y平面に対するフーリエ変換が計算され１０８、その結果が周波数領域
の散乱ポテンシャルにマッピングされる１１０。本明細書に記載の通り、反復的な再構成
処理が適用され１１２、逆フーリエ変換が使用され１１４、計算された屈折率分布１１６
を生成する。
【００４３】
　本発明の複数の好ましい実施形態は、試料に関する補足情報を生成すべく、多様なイメ
ージング機能を使用できる。これは、測定される物質をさらに特性化すべく、追加の複数
の分析処理も提供できる。図６Ａは、前述の通り、複数の干渉イメージが、異なる複数の
角度２０２から取得される、プロセスフロー順序２００を示す。フーリエマッピング２０
４後、測定される物質の形態をより正確に反射すべく、平滑化制約２０６がデータに適用
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され得る。例えば、細胞物質は通常、中心に、より均一な屈折率分布を有し、細胞の境界
において急な推移を受ける。対象の複数の細胞が、チャネル内を流れる周囲媒体よりも、
より高い屈折率を有することを示し得る、正制約も使用されてよい。複数の試料エラーに
起因して発生し得る周波数空間の空の領域に入力すべく２１０、追加のデータも使用され
得る。収束２１２が測定され得、必要に応じて所望の収束値を実現すべく、複数の制約ス
テップが反復２１４され得るよう、この正規化処理は反復プロセス順序の一部として使用
され得る。
【００４４】
　図６Ｂのプロセス順序２５０に見られるように、複数の好ましい実施形態は、異なる複
数の特性を決定すべく２５４、チャネル内の複数の開口または領域を介する測定２５２を
提供し得る。本明細書に全般的に記載される干渉イメージングに加え、測定中、フロー内
の複数の細胞が回転しているかどうか、回転速度を判断し、かつ、回転速度を修正すべく
角度試料数を増大させる等、複数のイメージングパラメータを調整するために使用され得
る、複数の補正信号を生成すべく、第２の領域における複数の測定のために、第２の検出
器が使用され得る。あるいは、結果的に得られるイメージデータが、より低い角度サンプ
リング処理のために、修正され得るよう、試料の全体積をイメージすべく、試料からの光
を反射する第２のレーザ光源を使用する共焦点イメージングが使用され得る。この方法を
使用して、試料の蛍光は測定され得る。別のオプションは、第２の波長における複数のイ
メージ、および物質の異なる複数の構造的または組成的特性を検出すべく比較される複数
のイメージを生成する。このデータは、本明細書に記載された複数の反復技術を使用して
、分析され得る２５６。データは、さらなる処理または表示のために格納され得る２５８
。
【００４５】
　本発明は、複数の特定の好ましい実施形態に関連して本明細書において記載されており
、当業者は本出願を読んだ後、本明細書に記載された複数のデバイスおよび方法に対し、
複数の変更、複数の均等物による複数の置換、他の変形をもたらすことができる。本明細
書に記載された各実施形態は、他の複数の実施形態とともに開示された、そのような変更
を含むこともできる。
　本明細書によれば、以下の各項目に記載の構成もまた開示される。
［項目１］
　軸外ホログラフィのためのイメージングシステムであって、
　試料ビーム経路と、参照ビーム経路と、に分割される光を放出する照明源と、
　検出において、検出された参照光は、検出された散乱光に対して角度オフセットするよ
うに、前記試料ビーム経路に沿って収集された前記散乱光と、前記参照ビーム経路に沿っ
て前記参照光と、の両方を検出する検出システムと、を備え、
　前記試料ビーム経路は、
　試料を直線集束ビームで照明すべく、前記試料ビーム経路に沿って、前記光の焦点を合
わせる試料照明オプティクスと、
　前記試料ビーム経路に沿って、試料から散乱された光を収集する収集オプティクスと、
を含んでいる、イメージングシステム。
［項目２］
　前記照明源は、コリメートされた照明源である、請求項１に記載のシステム。
［項目３］
　前記照明源は、多波長の照明源である、請求項１に記載のシステム。
［項目４］
　前記照明源から放出される前記光を、前記試料ビーム経路と、前記参照ビーム経路とに
分割するためのスプリッタをさらに備える、請求項１に記載のシステム。
［項目５］
　前記参照ビーム経路は、検出された前記参照光を、検出された前記散乱光に対して角度
オフセットする、オフセットオプティクスを含む、請求項１に記載のシステム。
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［項目６］
　前記オフセットオプティクスは、傾斜ミラーを含む、請求項５に記載のシステム。
［項目７］
　前記試料および前記直線集束ビームを互いに相対的に並進させる、スキャンシステムを
さらに備える、請求項１に記載のシステム。
［項目８］
　前記スキャンシステムは、前記試料を、前記直線集束ビームを横断して並進させる、請
求項７に記載のシステム。
［項目９］
　前記スキャンシステムは、懸濁培地に懸濁された試料を、直線集束ビームを横断して流
す、基板で定義されたフローチャネルを含む、請求項８に記載のシステム。
［項目１０］
　前記試料は細胞である、請求項９に記載のシステム。
［項目１１］
　前記フローチャネルは、前記試料の推定された幅サイズの１５０～２００％の間の断面
直径を含む、請求項９に記載のシステム。
［項目１２］
　前記断面直径は、前記フローチャネルの断面高さである、請求項１１に記載のシステム
。
［項目１３］
　（ｉ）前記フローチャネル内の前記試料の回転を低減させる、および（ｉｉ）前記フロ
ーチャネル内の前記試料の安定性を増大させることのうち少なくとも１つのために、前記
フローチャネルの（ｉ）断面高さ、および（ｉｉ）断面幅のうち少なくとも１つが、選択
される、請求項９に記載のシステム。
［項目１４］
　前記フローチャネルの前記断面高さは、前記フローチャネルの前記断面幅とほぼ同じで
あり、前記フローチャネルの前記断面高さおよび前記断面幅を選択すべく、前記フローチ
ャネルの前記断面高さおよび前記断面幅に基づく回転推定値が使用される、請求項１３に
記載のシステム。
［項目１５］
　前記フローチャネルの（ｉ）前記断面高さおよび（ii）前記断面幅のうち少なくとも１
つが、経験データに基づいて選択される、請求項１３に記載のシステム。
［項目１６］
　前記経験データは、複数のテストされたフローチャネルの各々の中を流れる参照物質の
イメージングに基づいて、複数のテストされたフローチャネルに対する複数の回転推定値
を含む、請求項１５に記載のシステム。
［項目１７］
　前記フローチャネルの中心線と、前記収集オプティクス近傍の表面との間の前記基板の
厚みは、２００μｍ未満である、請求項９に記載のシステム。
［項目１８］
　前記フローチャネルの中心線と、前記収集オプティクス近傍の表面との間の前記基板の
厚みは、１００μｍ未満である、請求項９に記載のシステム。
［項目１９］
　当該システムはマルチモードシステムである、請求項１に記載のシステム。
［項目２０］
　前記マルチモードシステムは、前記試料の推定されたまたは実際の試料の回転を検出す
る、回転検出システムを含む、請求項１９に記載のシステム。
［項目２１］
　前記マルチモードシステムは、共焦点顕微鏡システムを含む、請求項１９に記載のシス
テム。
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［項目２２］
　前記共焦点顕微鏡システムは、前記試料のための複数の体積の測定を検出する、請求項
２１に記載のシステム。
［項目２３］
　前記マルチモードシステムは、それぞれが異なる波長範囲のための複数のイメージング
システムを含む、請求項１９に記載のシステム。
［項目２４］
　前記マルチモードシステムは、それぞれがフローチャネル沿いの異なるポイントにおけ
る、複数の開口を含む、請求項１９に記載のシステム。
［項目２５］
　前記マルチモードシステムは、共有された開口を含む、請求項１９に記載のシステム。
［項目２６］
　検出された前記参照光と、検出された前記散乱光との間の前記角度オフセットは、検出
された前記参照光のビーム軸と、検出された前記散乱光のビーム軸との間の角度オフセッ
トである、請求項１に記載のシステム。
［項目２７］
　検出された前記参照光と、検出された前記散乱光との間の前記角度オフセットは、２．
５～４ピクセルの間の、複数の未処理の干渉イメージにおけるフリンジ周期によって特徴
付けられる、請求項１に記載のシステム。
［項目２８］
　前記試料照明オプティクスは、円筒形レンズおよび集光レンズを含み、
　前記円筒形レンズは、照明経路沿いの光の焦点を、前記集光レンズの後焦点面の線に合
わせ、
　前記集光レンズは、前記線の焦点を試料平面上に再度合わせる、請求項１に記載のシス
テム。
［項目２９］
　前記集光レンズは、高開口数のレンズである、請求項２８に記載のシステム。
［項目３０］
　前記集光レンズは、０．５より多い開口数を含む、請求項２９に記載のシステム。
［項目３１］
　前記集光レンズは、１．０より多い開口数を含む、請求項２９に記載のシステム。
［項目３２］
　前記集光レンズは、１．３より多い開口数を含む、請求項２９に記載のシステム。
［項目３３］
　前記収集オプティクスは、高開口数対物レンズを含む、請求項１に記載のシステム。
［項目３４］
　前記対物レンズは、０．５より多い開口数を含む、請求項３３に記載のシステム。
［項目３５］
　前記対物レンズは、１．０より多い開口数を含む、請求項３３に記載のシステム。
［項目３６］
　前記対物レンズは、１．３より多い開口数を含む、請求項３３に記載のシステム。
［項目３７］
　前記収集オプティクスはさらに、前記対物レンズの下流側に、収集された前記散乱光の
焦点を合わせるための管形レンズを含む、請求項３３に記載のシステム。
［項目３８］
　前記収集オプティクスはさらに、前記管形レンズの下流側に、円筒形レンズを含む、請
求項３７に記載のシステム。
［項目３９］
　前記収集オプティクスはさらに、前記管形レンズの下流側に、非焦点軸に沿い４ｆ構成
を実装するための、一連の円筒形レンズを含む、請求項３７に記載のシステム。
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［項目４０］
　検出された前記散乱光は、前記試料から散乱された複数の角スペクトルを含む、請求項
１に記載のシステム。
［項目４１］
　前記検出システムは、試料ごとに少なくとも３０イメージのスキャン解像度を使用する
、請求項１に記載のシステム。
［項目４２］
　前記検出システムは、試料ごとに少なくとも１００イメージのスキャン解像度を使用す
る、請求項１に記載のシステム。
［項目４３］
　前記検出システムは、試料ごとに少なくとも２００イメージのスキャン解像度を使用す
る、請求項１に記載のシステム。
［項目４４］
　少なくとも－３０度から３０度の検出された角度範囲で特徴付けられる、請求項１に記
載のシステム。
［項目４５］
　少なくとも－４５度から４５度の検出された角度範囲で特徴付けられる、請求項１に記
載のシステム。
［項目４６］
　少なくとも－６０度から６０度の検出された角度範囲で特徴付けられる、請求項１に記
載のシステム。
［項目４７］
　少なくとも２度の検出された角解像度で特徴付けられる、請求項１に記載のシステム。
［項目４８］
　少なくとも１度の検出された角解像度で特徴付けられる、請求項１に記載のシステム。
［項目４９］
　前記試料の様々な位置ηに対する複数の角スペクトルを含む、複数の未処理の干渉イメ
ージを取得すべく、検出された前記参照光と、検出された前記散乱光とが使用される、請
求項１に記載のシステム。
［項目５０］
　前記検出システムは、ｋｘ（空間座標ｘに対応する空間周波数）方向およびη方向に沿
って、フーリエ変換を計算してそれにより、サイノグラムを提供し、さらに前記サイノグ
ラムのｘ空間座標とｙ空間座標に対するフーリエ変換を計算し、それを、フーリエ回折定
理を使用して、３Ｄ空間周波数領域にマッピングする、請求項４９に記載のシステム。
［項目５１］
　前記検出システムは、データプロセッサに接続される、請求項１に記載のシステム。
［項目５２］
　フローサイトメトリの方法であって、
　試料を、チャネルを通して移動させる段階と、
　前記チャネル内で、移動する前記試料を収束光で照明する段階と、
　照明光に応答して、前記試料からの光を検出する段階と、
　前記試料のイメージを形成する段階と、を備える、方法。
［項目５３］
　前記試料の複数の位相イメージを生成する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方
法。
［項目５４］
　前記チャネルを横断して延びる線上の前記チャネルを照明する段階をさらに備える、請
求項５２に記載の方法。
［項目５５］
　イメージデータをデータプロセッサで処理する段階をさらに備える、請求項５２に記載



(21) JP 6801846 B2 2020.12.16

10

20

30

40

50

の方法。
［項目５６］
　前記試料の３次元（３Ｄ）イメージを生成する段階をさらに備える、請求項５２に記載
の方法。
［項目５７］
　前記試料は、生物物質を含む、請求項５２に記載の方法。
［項目５８］
　前記試料は、生物流体を含む、請求項５２に記載の方法。
［項目５９］
　前記試料は、細胞を含む、請求項５２に記載の方法。
［項目６０］
　前記試料は、癌性細胞を含む、請求項５２に記載の方法。
［項目６１］
　前記試料の屈折率を決定する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
［項目６２］
　前記試料のイメージを電子ディスプレイ上に表示する段階をさらに備える、請求項５２
に記載の方法。
［項目６３］
　制御システムを前記試料上で光をスキャンする複数のスキャンパラメータでプログラミ
ングする段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
［項目６４］
　収束円筒形光学要素で、光の焦点を前記チャネル上に合わせる、請求項５２に記載の方
法。
［項目６５］
　前記チャネル内の流体の流速を調整する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法
。
［項目６６］
　前記試料の干渉イメージを生成する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
［項目６７］
　前記イメージからの位相データを生成する段階をさらに備える、請求項５２から６６の
いずれか一項に記載の方法。
［項目６８］
　前記イメージからの振幅データを生成する段階をさらに備える、請求項５２から６７の
いずれか一項に記載の方法。
［項目６９］
　位相データおよび振幅データを３次元表示にマッピングする段階をさらに備える、請求
項５２から６８のいずれか一項に記載の方法。
［項目７０］
　３次元表示は、サイノグラムである、請求項５２に記載の方法。
［項目７１］
　マッピングされたデータの２次元フーリエ変換を形成する段階をさらに備える、請求項
５２から７０のいずれか一項に記載の方法。
［項目７２］
　フーリエ変化された角スペクトルを、空間周波数領域内の前記試料の散乱ポテンシャル
にマッピングする段階をさらに備える、請求項７１に記載の方法。
［項目７３］
　計算された散乱ポテンシャルを提供すべく、反復計算を実行する段階をさらに備える、
請求項７２に記載の方法。
［項目７４］
　３次元散乱ポテンシャルを決定すべく、逆フーリエ変換を実行する段階をさらに備える
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、請求項７１から７３のいずれか一項に記載の方法。
［項目７５］
　前記試料の屈折率を決定する段階をさらに備える、請求項５２から７４のいずれか一項
に記載の方法。
［項目７６］
　前記試料の屈折率分布を決定する段階をさらに備える、請求項５２から７５のいずれか
一項に記載の方法。
［項目７７］
　照明光を前記チャネルの視野に供給する段階をさらに備える、請求項５２から７６のい
ずれか一項に記載の方法。
［項目７８］
　検出器において、参照光ビーム経路を、試料光ビーム経路に対し傾斜させる段階をさら
に備える、請求項５２から７７のいずれか一項に記載の方法。
［項目７９］
　前記参照光ビーム経路および前記試料光ビーム経路は、ゼロより大きい角度で傾斜され
ている、請求項７８に記載の方法。
［項目８０］
　検出器で干渉パターンを検出する段階をさらに備える、請求項５２から７９のいずれか
一項に記載の方法。
［項目８１］
　供給オプティクスで、光源からの光を前記試料に連結する段階をさらに備える、請求項
５２から８０のいずれか一項に記載の方法。
［項目８２］
　収集オプティクスで、前記試料からの光を検出器に連結する段階をさらに備える、請求
項５２から８１のいずれか一項に記載の方法。
［項目８３］
　照明ビームを作動された光学素子に移動する段階をさらに備える、請求項５２から８２
のいずれか一項に記載の方法。
［項目８４］
　前記作動された光学素子は、可動ミラーを含む、請求項８３に記載の方法。
［項目８５］
　前記作動された光学素子は、スキャナを含む、請求項８３に記載の方法。
［項目８６］
　イメージデータを平滑化制約で処理する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法
。
［項目８７］
　イメージデータを正制約で処理する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
［項目８８］
　周波数空間の領域に入力するデータを生成する段階をさらに備える、請求項５２に記載
の方法。
［項目８９］
　前記試料を第１の波長および第２の波長で照明する段階をさらに備える、請求項５２に
記載の方法。
［項目９０］
　データを正規化する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
［項目９１］
　前記チャネル内の前記試料の領域の回転を測定する段階をさらに備える、請求項５２に
記載の方法。
［項目９２］
　前記チャネル内の前記試料の共焦点イメージを取得する段階をさらに備える、請求項５
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［項目９３］
　前記試料内の蛍光を検出する段階をさらに備える、請求項５２に記載の方法。
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