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(57)【要約】
　生体組織と共役された量子ドットなどの蛍光種のスペ
クトル多重分離のための方法およびシステム。多重分離
の処理は、量子ドットの推定されるスペクトルの曲線適
合、および、典型的な量子ドットに対するそのような適
合曲線のパラメータを説明する信頼区間に基づく非線形
回帰を必然的に含む。
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料を画像化するための装置であって、
　前記生体試料上に位置する第１の光源を用いて照光される前記生体試料から取得される
画像化データ、および前記生体試料の画像のうちの少なくとも１つを受け取るように構成
され、前記第１の光源が、第１の統計分布により説明される第１の平均波長および第１の
スペクトル強度を有する入力と、
　前記入力から前記画像化データおよび前記画像のうちの前記少なくとも１つを受け取る
ように、前記画像化データおよび前記画像のうちの前記少なくとも１つに関連するスペク
トルデータを非線形回帰するように、かつ、第１の平均波長での前記生体試料の目標画像
を表すデータを発生させるようになされる処理装置と
を備える装置。
【請求項２】
　前記処理装置に動作可能に接続され、前記生体試料の前記目標画像を表示するように構
成される表示装置をさらに備える、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記表示装置が、前記目標画像上に重畳される前記第１の光源の画像を表示するように
さらに構成される、請求項２に記載の装置。
【請求項４】
　前記生体試料の前記画像が、対応する複数の離散スペクトル帯域幅で取得された複数の
スペクトル的に離散的な画像を表すマルチスペクトル画像を含む、請求項１に記載の装置
。
【請求項５】
　前記生体試料が、前記生体試料上に位置する第２の光源を用いてさらに照光され、前記
第２の光源が、第２の統計分布により説明される第２の平均波長および第２のスペクトル
強度を有し、前記処理装置が、前記画像化データを、前記第１および統計の分布のパラメ
ータに対応する信頼区間の範囲内で、前記第１および第２の統計分布の組み合わせを表す
関数に前記画像化データを適合させることにより非線形回帰するようにさらになされる、
請求項１に記載の装置。
【請求項６】
　病理画像を変換するための方法であって、
　上に第１の蛍光種が配設される組織試料の画像の組を受け取って、前記組織試料を表す
光強度のスペクトル分布を取得するステップと、
　目標スペクトル帯域での前記組織画像を表す光強度の目標分布を導出するように、少な
くとも非線形回帰、および前記蛍光種により規定されるデータ信頼区間に基づいて強度の
前記取得されたスペクトル分布を修正するステップと、
　光強度の前記目標分布を、前記蛍光種により放出される光に対する前記組織試料の光学
応答の視覚的に知覚可能な表現に対応付けするステップと
を含む方法。
【請求項７】
　前記蛍光種を前記組織試料の表面と共役させるステップであって、会合が前記組織試料
の材料構造を表すステップ
をさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　画像の前記組を受け取る前記ステップが、複数の離散スペクトル帯域幅で取得された複
数の２次元（２Ｄ）画像を受け取るステップを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記目標スペクトル帯域およびデータ信頼区間が、前記蛍光種の蛍光スペクトルを規定
する、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
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　前記目標スペクトル帯域が、ガウス分布、逆ガウス分布、指数関数的に修飾されたガウ
ス分布、ガンマ分布、逆ガンマ分布、対数分布、ｔ分布、カイ二乗分布、ｆ分布、指数分
布、ラプラス分布、レイリー分布、ロジスティック分布、マクスウェル分布、ベータ分布
、コーシー分布、パレート分布、レヴィ分布、極値分布、ワイブル分布、およびガンベル
分布からなる群から選定される統計分布を規定する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　対応付けする前記ステップが、光強度の前記目標分布をオフセットして、背景画像雑音
を表す強度分布がないオフセット光強度分布を導出するステップを含む、請求項６に記載
の方法。
【請求項１２】
　オフセットする前記ステップが、
　データ配列の要素に光強度の前記目標分布の値を割り当てるステップと、前記データ配
列の非ゼロの要素の平均値を決定するステップと、前記平均値より低い値を包含する前記
データ配列の要素をゼロにするステップとを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　対応付けする前記ステップが、次数１の十字行列を使用して前記オフセット光強度分布
を変換するステップをさらに含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　画像の前記組を受け取る前記ステップが、第２の蛍光種を有する組織試料の超立方体画
像を受け取るステップをさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１５】
　強度の前記取得されたスペクトル分布を修正する前記ステップが、前記第１および第２
の蛍光種の推定される蛍光スペクトルの線形重ね合わせを規定する適合関数への、前記取
得されたスペクトル分布の非線形回帰を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記推定される蛍光スペクトルを規定するパラメータのうちの少なくともいくつかが、
前記データ信頼区間の範囲内に固定される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　生体試料を画像化するための計算機システム上で使用するための計算機プログラム製品
であって、前記計算機プログラム製品が、その上に計算機可読プログラムコードを有する
計算機使用可能有形媒体を備え、前記計算機可読プログラムコードが、前記計算機システ
ム内にロードされるときに前記計算機システムで実装される装置を確立し、前記装置が、
　前記生体試料の画像を表す画像データ配列を受け取るように構成され、前記画像の各々
が、物体領域内の複数の光源から光学システムを通る画像領域への光によって照光される
前記生体試料を画像化することにより、それぞれ対応する離散スペクトル帯域で取得され
ており、光源の各々が、対応する平均波長を有する入力と、
　前記受け取られた画像データ配列から、前記画像領域の所定の一部分の全域で強度のス
ペクトル分布を決定すること、および、
　強度の前記決定されたスペクトル分布を非線形回帰して、前記複数の光源から光源のス
ペクトル分布を表す回帰されたパラメータを導出すること
により、前記受け取られた画像データ配列のうちの少なくとも１つを、選定された対応す
る平均波長での前記生体試料の慣用画像を表す、少なくとも１つの慣用画像データ配列に
変換するようになされる処理装置と、
　前記取得された画像および慣用画像のうちの少なくとも１つを表示するように構成され
るグラフィカル出力と
を備える計算機プログラム製品。
【請求項１８】
　前記複数の光源からの少なくとも１つの光源が、多色性であり、スペクトルが統計分布
により説明される光を放出する、請求項１７に記載の計算機プログラム製品。
【請求項１９】
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　前記入力が、複数の光源であって、前記複数の光源のうちの少なくとも１つが前記生体
試料に配設される、前記複数の光源からの光によって照光される前記生体試料を画像化す
ることにより取得されている画像を表す画像データの組を受け取るように構成される、請
求項１７に記載の計算機プログラム製品。
【請求項２０】
　前記グラフィカル出力が、前記生体試料に配設される少なくとも１つの光源の画像に重
畳される前記慣用画像のうちの少なくとも１つを表示するようにさらに構成される、請求
項１９に記載の計算機プログラム製品。
【請求項２１】
　前記処理装置が、
　前記画像領域の全域で、前記複数の光源から目標光源の目標強度の分布を表すデータ配
列を生成すること、および、
　前記データ配列の要素を、前記要素に対応する目標強度の値が前記データ配列の非ゼロ
の値の平均未満であるならばゼロに設定すること
により、前記受け取られたデータ配列のうちの少なくとも１つを変換するようにさらにな
される、請求項１７に記載の計算機プログラム製品。
【請求項２２】
　生体試料を画像化するためのシステムであって、
　前記生体試料の表面上に少なくとも１つの光源を包含する前記生体試料からの光を受け
取るように構成される入力、
　少なくとも１つの光学軸に沿って前記入力と光学的に連通する出力、
　前記入力と前記出力との間の前記少なくとも１つの光学軸に沿って配設され、複数のス
ペクトル帯域幅内の前記光を処理して、前記複数のスペクトル帯域幅に対応する複数の画
像形成信号を形成するように構成されるスペクトル的に選択的なシステム、
　前記複数のスペクトル帯域幅に対応する前記複数の画像形成信号を前記出力から受け取
るように、かつ、前記複数の画像形成信号から複数の画像を形成するように構成される検
出器
を含む光学システムと、
　前記検出器と動作可能に接続される計算機処理装置と、
　中に計算機可読命令が組み込まれた有形非一時的記憶媒体であって、前記計算機可読命
令が、前記計算機処理装置上にロードされるときに前記処理装置に、
　前記生体試料を表す強度のスペクトル分布を前記複数の画像から導出させ、かつ、
　非線形回帰アルゴリズムを曲線適合方程式に適用させて、前記生体試料の全域で、前記
少なくとも１つの光源により放出される光の強度の分布を決定させる有形非一時的記憶媒
体と
を備えるシステム。
【請求項２３】
　前記少なくとも１つの光源が蛍光の発生源を含む、請求項２２に記載のシステム。
【請求項２４】
　前記少なくとも１つの光源が量子ドットを含む、請求項２２に記載のシステム。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つの光源が複数の光源を含み、前記曲線適合方程式が、前記複数の光
源により放出される光のスペクトル分布を規定する、請求項２２に記載のシステム。
【請求項２６】
　量子ドット（ＱＤ）を使用して組織試料の生体構造を識別するための方法であって、
　前記組織試料から画像形成光を受け取り、前記画像形成光がＱＤ種により放出される光
を含み、前記ＱＤ種が、前記組織試料の成分と、前記ＱＤ種と前記成分との間の所定の親
和性によって共役されるステップと、
　複数のスペクトル帯域内の前記画像形成光を分析して、前記画像形成光の強度のスペク
トル分布を決定するステップと、
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　パラメータ適合関数および前記パラメータ適合関数のパラメータを規定する信頼区間を
用いて前記ＱＤ種のスペクトル分布を推定するステップと、
　前記ＱＤ種に対応するスペクトル帯域幅内の前記組織試料の前記成分の空間的位置を表
す画像データを導出するステップと
を含む方法。
【請求項２７】
　前記導出された画像データ、および前記所定の親和性に基づいて、前記組織試料の前記
成分を特定するステップをさらに含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　導出する前記ステップが、前記ＱＤ種の前記推定されるスペクトル分布を非線形回帰し
て、前記信頼区間を満足する前記パラメータ適合関数の回帰されたパラメータを決定する
ステップを含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　導出する前記ステップが、前記組織試料の画像を発生させるステップを含む、請求項２
６に記載の方法。
【請求項３０】
　前記パラメータ適合関数が統計分布関数を含む、請求項２６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マルチスペクトル画像のスペクトル分解に関し、より詳細には、量子ドット
を用いてマーキングされた生体試料を特徴付ける画像化データの非線形回帰に関しており
、この非線形回帰は、量子ドット、およびこれらの量子ドットを用いてマーキングされた
組織の成分の個々のスペクトルシグネチャを識別することを考慮したものである。
【背景技術】
【０００２】
　量子ドット（ＱＤ）は、半導体のナノ結晶構造であり、その電子特性は、個々の半導体
結晶の大きさおよび形状と密接に関係がある。量子ドットのエネルギースペクトルは、幾
何学的な大きさ、形状、および閉じ込めポテンシャルの強度を制御することによって量子
閉じ込め効果を規定することにより操作され得る。したがって、ＱＤの直接的に結果とし
て得られる光学的特徴はその呈色であり、同じ材料の、ただし異なる大きさのＱＤは、異
なる色の光を放出し得る。ＱＤの呈色は、ＱＤのエネルギー準位と直接関係がある。一般
にはＱＤが大きいほど、その蛍光スペクトルはより赤色（より低いエネルギー）になる。
逆により小さなＱＤは、より青色（より高いエネルギー）の光を放出する。研究者は、ト
ランジスタ、太陽電池、ＬＥＤ、およびダイオードレーザにおいてＱＤを研究し、医用画
像化用の作用物質として、特にバイオセンシング用途用の蛍光標識として量子ドットを使
用することを試みてきた。
【０００３】
　現代の生物学的分析では、様々な種類の有機色素が使用される。しかしながら年を追う
ごとに、これらの色素のより高い操作上の柔軟性が必要とされてきており、従来の色素は
期待に添うことが不可能であることが多い。
【０００４】
　この目的に対してＱＤが、その役割を急速に務めつつある可能性があり、いくつかの論
点に関して従来の有機色素より優れていることが見出されており、最も直接的に明白であ
るそれらの論点のうちの２つが、（蛍光色素に匹敵する量子収率とともに高い吸光係数に
起因する）より狭い蛍光帯域幅および輝度、ならびに安定性である。生体組織のターゲテ
ィングに対してＱＤを使用する試みが行われてきた。そのようなターゲティングを実施す
るためにＱＤは、組織の選定された一部分に選択的に結合するように組織特異的結合部位
を伴って機能化されることが多い。例えばＱＤは、蛍光分光法を使用する生体組織成分の
検出用の無機蛍光体として使用され得る。ここではＱＤは、組織分子の成分として使用さ
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れ得るものであり、その成分によってこの分子が、対応する型の組織成分を具体的に識別
するような形で蛍光を発するようになる。程なく組織試料のＱＤ固有の蛍光を検出するこ
とにより、組織の生体構造および／または組織成分の場所に関して結論が得られ得る。
【０００５】
　しかしながらいくつかの蛍光種を用いてマーキングされた組織の蛍光の検出は、いくつ
かの未解決の問題を引き起こす。問題の１つは光学的位置合わせの問題点であり、この問
題点は、光学検出器の表面での、組織の成分に選択的に結合された複数の蛍光体により放
出される波面の空間的な重なりから生じる。この空間的な重なりは、空間的に入り組んだ
マルチスペクトル画像をもたらし、物体空間での組織の境界内部の所与の成分の物理的場
所を満足のゆくように識別するために、組織の結果として得られる画像のスペクトル分解
を必要とする。
【０００６】
　蛍光体の個々のスペクトル寄与を分離するために、従来の多重化された蛍光顕微鏡法で
は、一方では広帯域の蛍光体色素および慎重に選択された光学フィルタを、ならびに他方
では線形アンミキシング・スペクトル・アルゴリズムを用いてきた。フィルタに基づく方
法は、スペクトルの相互干渉および不十分な標本化に起因する接近して重なるスペクトル
シグネチャを定量的に区別するそれらの方法の能力が乏しいことが知られている。信号分
離のために線形アンミキシング・アルゴリズムを使用することは、フィルタに基づく取得
により引き起こされる標本化の不足に対処可能であるが、基準スペクトルの慎重な選択を
必要とする。実際には線形アンミキシング・アルゴリズムが最適に動作するために、高い
精度で選択された基準スペクトルまたは（自己蛍光などの）低いアーチファクトの条件の
いずれかが必要とされる。しかしながら動作パラメータの大きな変動および許容差が存在
する現実の用途では、線形アンミキシング・アルゴリズムの変換の精度および安定性は急
速に低下する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　したがって、異なるＱＤが対応する組織成分に選択的に結合される組織のマルチスペク
トル画像の信頼性の高いスペクトル分解、および、ＱＤ固有の組織成分を画定する組織画
像を向上した精度によって生出することが可能な、装置および方法を提供することが所望
されている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の実施形態は、生体試料を画像化するための装置を考慮したものである。装置の
１つの実施形態は、生体試料から取得される画像化データもしくはそのような試料の画像
のいずれか、または両方を受け取るようになされ、試料が、光源が試料に位置する状態で
照光される入力を含む。特定の実施形態では生体試料の受け取られる画像は、対応する複
数の離散スペクトル帯域で取得された複数のスペクトル的に離散的な画像を表すマルチス
ペクトル画像を含む。光源からの光は平均波長により特徴付けられ、そのスペクトル強度
は統計分布により説明される。装置は、入力から画像化データもしくは画像のいずれか、
または両方を受け取るように、受け取られた画像化データまたは画像に関連するスペクト
ルデータを非線形回帰するように、かつ、光源の平均波長での生体試料の目標画像を表す
データを発生させるようになされる処理装置をさらに含む。特定の実装形態では装置は、
処理装置に動作可能に接続され、生体試料の目標画像を表示するように構成される表示装
置をさらに含む。表示装置は、目標画像上に重畳される光源の画像を表示するように追加
的に構成され得る。特定の実施形態では試料での光源の場所は、光源と生体試料の個別の
成分との間の親和性により規定される。関係する実施形態では、試料は複数の光源を用い
て照光され、その場合処理装置は、画像化データを、必然的に含まれる光源の各々のスペ
クトル分布に対する統計的近似の組み合わせを表す関数にこれらのデータを適合させるこ
とにより非線形回帰するように、かつ、そのような統計分布に対応する信頼区間に関して



(7) JP 2014-525028 A 2014.9.25

10

20

30

40

50

回帰の結果を評価するようになされる。
【０００９】
　本発明の実施形態は、病理画像を変換するための方法をさらに考慮したものであり、そ
の方法は少なくとも、（ｉ）上に蛍光種が配設される前記組織試料の画像の組を受け取っ
て、組織試料を表す光強度のスペクトル分布を取得するステップ、ならびに、（ｉｉ）特
定の場合では目標スペクトルデータおよびデータ信頼区間により規定される、目標スペク
トル帯域での組織画像を表す光強度の目標分布を導出するように、少なくとも非線形回帰
、およびこの蛍光種により規定されるデータ信頼区間に基づいて強度の取得されたスペク
トル分布を修正するステップを含む。１つの実施形態では目標スペクトル帯域は、ガウス
分布、逆ガウス分布、指数関数的に修飾されたガウス分布、ガンマ分布、逆ガンマ分布、
対数分布、ｔ分布、カイ二乗分布、ｆ分布、指数分布、ラプラス分布、レイリー分布、ロ
ジスティック分布、マクスウェル分布、ベータ分布、コーシー分布、パレート分布、レヴ
ィ分布、極値分布、ワイブル分布、およびガンベル分布などの統計分布のうちの少なくと
も１つにより規定される。
【００１０】
　代替的または追加的に方法は、光強度の目標分布を、前記蛍光種により放出される光に
対する組織試料の光学応答の視覚的に知覚可能な表現に対応付けするステップを含む。特
定の実施形態では組織試料の光学応答は、蛍光種により放出される光の反射を表し、画像
の受け取られる組は、複数の離散スペクトル帯域で取得された２次元画像を含む。１つの
実施形態では対応付けするステップの処理は、目標分布をオフセットして、背景雑音の強
度がないオフセット光強度分布を導出するステップを必然的に含む。１つの実施形態では
オフセットするステップは、データ配列の要素に光強度の目標分布の値を割り当てるステ
ップ、データ配列の非ゼロの要素の平均値を決定するステップ、および、前記平均値より
低い値を包含するデータ配列の要素をゼロにするステップを必然的に含む。オフセットす
るステップの処理は、次数１の十字行列（ｃｒｏｓｓ－ｍａｔｒｉｘ）の使用を必然的に
含む処理を追加的に含み得る。
【００１１】
　代替的または追加的に方法のある実施形態は、前記蛍光種を前記組織試料の表面と共役
させ、会合が前記組織試料の材料構造を表すステップを必然的に含む。代替的または追加
的には画像の組を受け取るステップは、上に他の蛍光種を有する組織試料の超立方体画像
を受け取るステップを含む。１つの実施形態では強度の取得されたスペクトル分布を修正
するステップは、組織試料と共役された蛍光種の推定される蛍光スペクトルの線形重ね合
わせを規定する適合関数への、取得されたスペクトル分布の非線形回帰を含む。特定の実
施形態では非線形回帰は、推定される蛍光スペクトルを規定するパラメータのうちの少な
くともいくつかが、データ信頼区間の範囲内に固定されることを確実にすることにより実
行される。
【００１２】
　加えて本発明の実施形態は、生体試料を画像化するための計算機システム上で使用する
ための計算機プログラム製品を提供する。そのような計算機プログラム製品は、計算機可
読プログラムコードを有する計算機使用可能有形媒体を包含し、計算機可読プログラムコ
ードは、計算機システム内にロードされるときに計算機システムで実装される装置を確立
し、その装置は、（ｉ）生体試料の画像を表す画像データ配列を受け取るように構成され
、前記画像の各々が、物体領域内の複数の光源から光学システムを通る画像領域への光に
よって照光される生体試料を画像化することにより、それぞれ対応する離散スペクトル帯
域で取得されている入力、および、（ｉｉ）受け取られた画像データ配列のうちの少なく
とも１つを、選定された対応する平均波長での生体試料の慣用画像（ａｃｃｕｓｔｏｍｅ
ｄ　ｉｍａｇｅ）を表す、少なくとも１つの慣用画像データ配列に変換するようになされ
る処理装置を含む。
【００１３】
　試料を照光する光源の各々は、対応する平均波長を有する。少なくとも１つの光源は、
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多色性であり得るとともに、統計分布により説明されるスペクトルを有し得る。１つの実
施形態では入力は、試料に配設される光源によって照光される試料を画像化することによ
り取得されている画像を表す画像データの組を受け取るように構成される。
【００１４】
　１つの実施形態では処理装置は、受け取られたデータ画像配列から、画像領域の所定の
一部分の全域で強度のスペクトル分布を決定することにより、および、強度の決定された
スペクトル分布を非線形回帰して、複数の光源から光源のスペクトル分布を表す回帰され
たパラメータを導出することにより、少なくとも１つの画像データ配列の変換を容易にす
る。特定の実施形態では計算機システムで実装される装置は、取得された画像および慣用
画像のうちの少なくとも１つを表示するように構成されるグラフィカル出力を追加的に含
む。処理装置は、画像領域の全域で、複数の光源から目標光源の目標強度の分布を表すデ
ータ配列を生成すること、および、このデータ配列の要素を、要素に対応する目標強度の
値がデータ配列の非ゼロの値の平均未満であるならばゼロに設定することにより、受け取
られた画像データ配列のうちの少なくとも１つを変換するように追加的になされ得る。
【００１５】
　本発明の実施形態は、生体試料を画像化するためのシステムを追加的に提供し、そのシ
ステムは、光学システムと、光学システムと動作可能に通信する計算機処理装置と、有形
計算機可読記憶媒体とを含む。光学システムは、（ｉ）生体試料と合体させられた少なく
とも１つの光源を包含する生体試料からの光を受け取るように構成される入力、（ｉｉ）
少なくとも１つの光学軸に沿って入力と光学的に連通する出力、（ｉｉｉ）前記入力と前
記出力との間の少なくとも１つの光学軸に沿って配設され、複数のスペクトル帯域幅内の
光を処理して、前記複数のスペクトル帯域幅に対応する複数の画像形成信号を形成するよ
うに構成されるスペクトル的に選択的なシステム、および、（ｉｖ）複数のスペクトル帯
域幅に対応する複数の画像形成信号を出力から受け取るように、かつ、これらの信号に基
づいて複数の画像を形成するように構成される検出器を含む。
【００１６】
　１つの実施形態では、試料での光源は例えば量子ドットなどの蛍光の発生源を含む。１
つの実施形態では計算機処理装置は、光学システムの検出器と動作可能に接続される。１
つの実施形態では有形非一時的記憶媒体は、組み込まれた計算機可読命令であり、計算機
可読命令は、計算機処理装置上にロードされるときに処理装置に、生体試料を表す強度の
スペクトル分布を複数の画像から導出させ、かつ、非線形回帰アルゴリズムを曲線適合方
程式に適用させて、生体試料の全域で、試料と合体させられた光源の光の強度の分布を決
定させる。生体試料に関連する２つ以上の光源が存在するとき、曲線適合方程式は、その
ような複数の光源により放出される光のスペクトル分布の重ね合わせにより規定される。
【００１７】
　本発明の実施形態は、量子ドット（ＱＤ）を使用して組織試料の生体構造を識別するた
めの方法をさらに提供する。そのような方法は、組織試料から画像形成光を受け取り、そ
の画像形成光がＱＤ種により放出される光を含み、ＱＤ種が、組織試料の成分と、ＱＤ種
と組織成分との間の所定の親和性によって共役されるステップ、および、複数のスペクト
ル帯域内の受け取られた画像形成光を分析して、この画像形成光の強度のスペクトル分布
を決定するステップを包含する。方法は、パラメータ適合関数および前記パラメータ適合
関数のパラメータを規定する信頼区間を用いてＱＤ種のスペクトル分布を推定するステッ
プ、ならびに、前記ＱＤ種に対応するスペクトル帯域幅内の組織試料の成分の空間的位置
を表す画像データを導出するステップを追加的に含む。特定のパラメータ関数は、統計分
布関数を含む。
【００１８】
　１つの実施形態では方法は、導出された画像データ、およびＱＤ種と組織試料の成分と
の間の所定の親和性に基づいて、組織試料の成分を特定するステップを追加的に含む。１
つの実施形態では画像データの導出の処理は、ＱＤ種の推定されるスペクトル分布を非線
形回帰して、信頼区間を満足するパラメータ適合関数の回帰されたパラメータを決定する
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ステップを含む。関係する実施形態では導出の処理は、組織試料の画像を発生させるステ
ップを含む。
【００１９】
　本発明は、図面と連関する以下の発明を実施するための形態を参照することにより、よ
り完全に理解されよう。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１Ａは、本発明を用いて使用され得るマルチスペクトル画像化（ＭＳＩ）シス
テムの例を概略的に例示する図である。図１Ｂは、本発明を用いて使用され得るマルチス
ペクトル画像化（ＭＳＩ）システムの例を概略的に例示する図である。
【図２】図２Ａは、重ねられたガウス適合曲線とともに量子ドット種の典型的なスペクト
ルを示す図である。図２Ｂは、重ねられたガウス適合曲線とともに量子ドット種の典型的
なスペクトルを示す図である。
【図３】本発明の方法の実施形態を例示する流れ図である。
【図４】図４Ａは、単一の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果および
対応する画像を示す図である。図４Ｂは、単一の量子ドット種のスペクトル・アンミキシ
ングの実験結果および対応する画像を示す図である。
【図５】図５Ａは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第１の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。図５Ｂは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第１の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。
【図６】図６Ａは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第２の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。図６Ｂは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第２の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。
【図７】図７Ａは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第３の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。図７Ｂは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第３の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。
【図８】図８Ａは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第４の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。図８Ｂは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第４の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。
【図９】図９Ａは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第５の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。図９Ｂは、５つの量子ドット種を用いてマーキングされた生体組織のマルチスペ
クトル画像からの第５の量子ドット種のスペクトル・アンミキシングの実験結果を示す図
である。
【図１０】図１０Ａは、より高い信号対雑音比となって現れる、回帰の従来の方法に対す
る、試料での蛍光種のスペクトルシグネチャをアンミックスする際に本発明のある実施形
態を使用する利点を例示する図である。図１０Ｂは、より高い信号対雑音比となって現れ
る、回帰の従来の方法に対する、試料での蛍光種のスペクトルシグネチャをアンミックス
する際に本発明のある実施形態を使用する利点を例示する図である。
【図１１】より高い信号対雑音比となって現れる、回帰の従来の方法に対する、試料での
蛍光種のスペクトルシグネチャをアンミックスする際に本発明のある実施形態を使用する
利点を例示する図である。
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【図１２】図１２Ａは、本発明のある実施形態による、画像オープニング処理手順の結果
としての残留背景雑音の除去を示す図である。図１２Ｂは、本発明のある実施形態による
、画像オープニング処理手順の結果としての残留背景雑音の除去を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下で明細書では、付随する図面を参照して本発明の実施形態の説明を提供する。図面
では可能であればどこでも、同じ参照番号および標識が、同じまたは類似する構成要素ま
たは要素を表す。しかしながら同様の構成要素または要素が、異なる番号および標識を用
いて表される場合もあることが理解されよう。
【００２２】
　本明細書の全体を通して「１つの実施形態」、「ある実施形態」、または同様の文言に
対する言及は、言及される実施形態に関して説明される個別の特徴、構造、または特性が
、本発明の少なくとも１つの実施形態に含まれることを示唆する。したがって、本明細書
の全体を通して使用される語句「１つの実施形態で」、「ある実施形態で」、および同様
の用語は、必ずではないが、すべてが同じ実施形態を表す場合がある。さらに、本明細書
で説明される本発明の様々な実施形態の特徴、要素、構成要素、構造、詳細、または特性
が、１つまたは複数の実施形態において任意の適した様式で組み合わされ得ることが理解
されよう。特定の特徴、要素、構成要素、構造、詳細、もしくは特性のうちの１つもしく
は複数を用いずに、または、他の方法、構成要素、材料等々を使用して、本発明が場合に
よっては実践され得ることを当業者であれば認めるであろう。したがって本発明のある実
施形態の個別の詳細が、そのような実施形態を説明するどの図面にも示されるとは限らな
い場合があるが、図面にこの詳細が存在することは、説明の文脈において他の方法を必要
としない限り示唆され得る。他の事例では、よく知られている構造、詳細、材料、または
動作が、本発明のある実施形態の態様を不明瞭にすることを避けるために、所与の図面に
示されない、または詳細に説明されない場合がある。
【００２３】
　含まれる概略的な流れ図の図は、全体的に論理流れ図の図として記載される。したがっ
て論理流れの図示される順序および標識されるステップは、提示される方法の１つの実施
形態を指し示すものである。機能、論理、または効果において、例示される方法の１つも
しくは複数のステップまたはそれらの一部分と同等であり得る他のステップおよび方法が
考え出される場合がある。加えて、用いられる形式および記号は、方法の論理ステップを
解説するために与えられ、方法の範囲を限定しないと理解される。様々な矢印の型および
線の型が流れ図の図で用いられる場合があるが、それらは対応する方法の範囲を限定しな
いと理解される。実際いくつかの矢印または他の結合子は、方法の論理流れのみを指し示
すために使用され得る。例えば矢印は、図示される方法の列挙されるステップ間の不特定
の継続時間の待機または監視の期間を指し示す場合がある。加えて個別の方法が行われる
順序は、示される対応するステップの順序を厳重に固守する場合もあればそうでない場合
もある。
【００２４】
　本発明によれば、生体組織のマルチスペクトル画像を処理するための方法および装置が
開示され、この処理は、画像化の処理によって多重化されている複数のスペクトルシグネ
チャから、画像空間においてＱＤなどの蛍光体のスペクトルシグネチャを非線形分離する
ことによる組織の一部分の空間的識別を考えに入れたものである。
【００２５】
　ＱＤは、ＱＤをある特定の抗体またはプローブと共役させることにより、組織の標識付
け病理検査において使用される。これらの抗体またはプローブは、関心のある特定の受容
体、特にウイルスまたはがんと相互に関連がある受容体に結合する。標識付けの処理は、
異なる波長で蛍光を発する複数のＱＤが使用されるという意味で、スペクトル的に多重化
されることが多い。診断目的で結果として得られる組織を使用するために、次いで個々の
ＱＤを観視し、組織内部でのそれらの位置（複数可）を確認することが必要である。した
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がって、組織のマルチスペクトル画像から使用されるＱＤの光学応答をアンミックスする
（または多重分離する、またはスペクトル的に分離する）ための方法が達成される必要が
ある。
【００２６】
　本発明の実施形態によれば、そのようなスペクトル多重分離を実施するために、最初に
組織の画像が、標識付けのために使用されるＱＤのスペクトル特性により規定されるスペ
クトル範囲に集合的に広がるスペクトル帯域で取得される。そのような画像が得られた後
、推定されるＱＤ強度分布関数の非線形回帰が、例えば画素単位を基礎としてさらに遂行
され得る。非線形回帰は、使用されるＱＤを特徴付ける、推定されるスペクトル分布（ス
ペクトルシグネチャ）の組み合わせを表す適合曲線を基礎として実行され得る。非線形回
帰は、非負の値のみを包含する、使用されるＱＤの蛍光スペクトル分布のどれかに対して
曲線適合を実現するためにさらに最適化され得る。本発明は、広い蛍光シグネチャ（例え
ば、多くの折にスペクトル的に重なり、検出される際に信号取得の相互干渉の原因となる
最高５０～６０ｎｍの帯域幅）を有する従来の蛍光色素と比較して類のない、ＱＤにより
提示される画像化条件を活用する。特に本発明は、低次元での、したがって分析的に扱い
やすい空間でのＱＤの関心の（１０～２０ｎｍの程度の）比較的狭いスペクトルシグネチ
ャをパラメータ的に説明する能力を供与する。そのようなパラメータ的な説明および厳密
な最小化条件によって、例えば生体組織を扱う際に共通であるスペクトル信号の変動など
の変化する動作条件に対する、本発明の方法の高い水準の計算的な適応性および安定性が
可能になる。適応性および安定性が増大された結果として、本発明のある実施形態を用い
る全体的な測定システムの出力での信号対雑音比が、関係する技術のシステムと比較して
高められる。例えば図１０Ａおよび１０Ｂは、本発明のある実施形態による非線形方法を
用いる、試料に存在する単一のＱＤ種のスペクトルシグネチャのアンミキシングの結果を
包含する画像（図１０Ａ）、および従来の線形回帰アルゴリズムを用いて得られた画像を
表す。これらの画像間の比較によって、線形の型の回帰が使用されるときに誤って識別さ
れるＱＤ種に対応する視覚的に知覚可能なより高い水準の画像雑音が明確に例示される（
例えば区域１００２Ａ、１００２Ｂ内のアンミックスされた個々のＱＤの密度を、それぞ
れ対応する区域１００４Ａ、１００４Ｂ内の密度と比較されたい）。追加的な例示として
図１１は、２つのＱＤ種、ＱＤ５６５およびＱＤ６５５（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ　Ｃｏｒｐ．）を識別する線形アンミキシング処理手順の結果を表すスペクトル曲
線１１２０を示す。しかしながらこの場合での正しい結果は、本発明の非線形アンミキシ
ング・アルゴリズムが正しく識別した、スペクトル曲線１１１０により示されるような単
一のＱＤ種、ＱＤ５８５（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐ．）の識別で
ある。
【００２７】
　本発明は、マルチスペクトル画像化（ＭＳＩ）システムまたは蛍光顕微鏡法システムな
どの画像化システムとともに用いられ得る。一般にＭＳＩは、画素水準での画像のスペク
トル分布へのアクセスをもたらすことにより、病理標本の分析に対して、計算機化された
顕微鏡に基づく画像化システムを用意する。種々のマルチスペクトル画像化システムが存
在するが、これらのシステムのすべてに共通である動作態様は、マルチスペクトル画像を
形成する性能である。マルチスペクトル画像は、特定の波長での、または電磁スペクトル
の全域での特定のスペクトル帯域幅での画像データを捕捉する画像である。これらの波長
は、例えば赤外部（ＩＲ）などの可視光範囲の範囲を超えた波長での電磁放射を含む所定
のスペクトル成分を選択可能な、光学フィルタにより、または他の機器の使用により選び
出され得る。
【００２８】
　標本の画像の取得を容易にする２つの一般的な型のＭＳＩシステムが、図１Ａおよび１
Ｂに概略的に例示される。図１Ａは光学画像化システム１０４を含む装置１００を示し、
光学画像化システム１０４の一部分１０８は、所定の数Ｎの離散光学帯域を規定するよう
に調節可能であるスペクトル的に選択的なシステムを包含する。光学システム１０４は、
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光学検出器１１６上に広帯域光源１１２を用いて透過状態で照光される組織試料１１０を
画像化するようになされる。示されるように、１つの実施形態では例えば顕微鏡などの拡
大システムを含み得る光学画像化システム１０４は、光学システム１０４の単一の光学出
力１２２と全体的に空間的にそろえられた単一の光学軸１２０を有する。システム１０４
は、スペクトル的に選択的なシステム１０８が、異なる離散スペクトル帯域で画像が取得
されることを確実にするように、（例えば計算機処理装置１２６を用いて）調整または調
節されている際に、組織１１０の一連の画像を形成する。装置１００は、一連の取得され
た画像からの組織の少なくとも１つの視覚的に知覚可能な画像が中に現れる表示装置１２
２を追加的に包含し得る。スペクトル的に選択的なシステム１０８は、光源１１２から試
料１１０を通って検出器１１６に向かって透過させられる光のスペクトルから個別の通過
帯域を、使用者の入力またはあらかじめプログラムされた処理装置１２６の指令のいずれ
かに応答して選択するようになされる、回折格子などの光学分散要素、薄膜干渉フィルタ
などの光学フィルタの集合体、または任意の他のシステムを含み得る。
【００２９】
　いくつかのスペクトル帯域での多数のスペクトル的に離散的な光学画像を同時に入手す
るようになされる装置の代替的実装形態１５０が、図１Ｂに示される。ここではスペクト
ル的に選択的なシステム１５４が、Ｎ個の離散スペクトル帯域に対応するいくつかの光学
出力を規定する。システム１５４は、光学システム１５８からの透過させられた光出力１
５６を取り入れ、識別されるスペクトル帯域で検出器システム１６６上に、この識別され
るスペクトル帯域に対応する光学経路に沿って試料１１０を画像化するような形で、Ｎ個
の空間的に異なる光学経路１６２－１から１６２－Ｎに沿って、この光出力の少なくとも
一部分を、空間的に方向を変える。別の代替的実装形態（示されない）で、実施形態１０
０および１５０の特徴を組み合わせる場合があることが認識される。
【００３０】
　本発明の実施形態によれば生体組織は、ＱＤなどの蛍光種を用いて標識される。使用さ
れるＱＤに対する２つの典型的なスペクトルが図２Ａおよび２Ｂに示され、各々のスペク
トルは、図２Ａ、２Ｂの場合では次式のように一般には表現されるガウス分布である、対
応する曲線適合とともに重ね書きされている。
【００３１】
【数１】

【００３２】
ここでλは波長であり、μは平均値であり、σは標準偏差であり、ａ２は非負の前指数で
ある。図２Ａ、２Ｂの強度分布を説明するパラメータの値が表１に示され、５６５ｎｍの
付近の光を放出するＱＤ種はＱＤ５６５と標識され、６５５ｎｍの付近の光を放出するＱ
Ｄ種はＱＤ６５５と標識される。
【００３３】

【表１】

【００３４】
より従来型のガウス振幅因子ａの代わりに非負のａ２を用いることにより、本発明の実施
形態で使用されるガウス分布は、（ＱＤ光の強度分布の正値と相互に関連がある）正値を
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有する。これに対して、別の統計分布（例えば逆ガウス、指数関数的に修飾されたガウス
、ガンマ分布、逆ガンマ分布、対数分布、ｔ分布、カイ二乗分布、ｆ分布、指数、ラプラ
ス分布、レイリー分布、ロジスティック分布、マクスウェル分布、ベータ分布、コーシー
分布、パレート分布、レヴィ分布、極値分布、ワイブル分布、およびガンベル分布）によ
り密接に近似されるスペクトルプロファイルなどの、ＱＤにより放出される光の他のスペ
クトルプロファイルが本発明の範囲内にあることが認識される。
【００３５】
　図３の流れ図に概略的に提示される本発明のある実施形態によれば、ＱＤなどの光源を
有する所与の生体組織が、例えば４００ｎｍから９００ｎｍなどの（以降は画像化スペク
トル範囲と呼ばれる）画像化波長の範囲にわたって画像化されて、画像化波長に対応する
個々のスペクトル帯域で入手される組織の複数の個々の画像を含む超立方体画像などのマ
ルチスペクトル画像の組を発生させる。画像化は、上記で説明されたようなＭＳＩシステ
ムを用いることが可能である。ステップ３１０では、画像（複数可）が本発明の装置の入
力で受け取られる。一般に、組織がＭＳＩシステムを使用して画像化されている画像化波
長は、個別のＱＤのスペクトルの（中心波長または平均波長などの）特性波長と必ずしも
一致しないということが認識される。１つの実施形態では超立方体画像は、実質的に重な
らないスペクトル帯域で入手されるスペクトル的に離散的な画像を含み得る。ステップ３
１４では、結果として得られるマルチスペクトル超立方体画像から所与のＱＤのスペクト
ルシグネチャを分離するために、動的スペクトル範囲が随意に選択され得る。動的範囲は
、画像化スペクトル範囲より狭い場合があり、好ましくは、所与の使用されるＱＤ種の推
定される蛍光スペクトルを含むスペクトル全範囲に対応する。例えば５６５ｎｍの推定さ
れる平均波長を伴うＱＤ（ＱＤ５６５と呼ばれるＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　
Ｃｏｒｐ．の製品）に対しては、約５２９ｎｍと５９８ｎｍとの間の動的スペクトル範囲
が選定され得る。
【００３６】
　図３を参照して説明されるような以下の処理手続きのステップは、（完全な画像化スペ
クトル範囲内で入手される）完全な超立方体画像に関して、（選定された動的スペクトル
範囲に対応する）超立方体画像の部分集合に関して、または画像の別の組もしくは部分集
合に関して実行され得る。これらのステップは、画素単位を基礎としてスペクトルデータ
を処理することにより、または代替的には、隣接する画素の群にわたる画像強度の平均も
しくは中央値のスペクトル分布を得ることにより１回で画素の集団に関して演算すること
により遂行され得る。単一の画像の大きさは、光学検出設備機器の利用可能な性能に応じ
て使用者の裁量で選定され得るものであり、１つの実施形態では縦横が８００および６０
０の画素であり得る。
【００３７】
　ステップ３１６では、強度のスペクトル分布が、個々の画像の選定された組を分析する
ことにより取得された画像から導出される。ステップ３１８では、強度の導出されたスペ
クトル分布が、例えば各々の画像データ点から、選定された波長範囲にわたって取得され
た強度の最小値を減算することにより基線補正される。基線補正の処理手順は、基線補正
された画像データの発生をもって終結する。代替的には画像は、画像の点（ｘ，ｙ）での
画像データにより規定されるような強度の値から、その画像点に対応する（１次以上の多
項式により表現される）適合関数の値を減算することにより基線補正され得る。基線補正
のためのさらに別の代替方法には、主成分分析（ＰＣＡ）の使用、または、非常に大きな
、例えば数十ｎｍの標準偏差を有するガウス適合関数の使用がある。
【００３８】
　ステップ３２２では、基線補正された画像の各々が、例えば使用されるＱＤ種のスペク
トルのパラメータ規定を使用する非線形回帰によりさらに分析される。例えばレーベンバ
ーグ・マルカート・アルゴリズム（Ｌｅｖｅｎｂｅｒｇ－Ｍａｒｑｕａｒｄｔ　ａｌｇｏ
ｒｉｔｈｍ）（ＬＭＡ）が、関数のパラメータの空間にわたって一般には非線形の関数を
最小化する問題に数値解を与えることが知られている。本発明の着想によれば、ＬＭＡな
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どの非線形回帰アルゴリズムは、画像化される組織試料に配設されるＱＤのスペクトルを
規定する、推定されるパラメータ関数（例えば単一のＱＤ種に対する（１）のガウス関数
、または、組織上のいくつかのＱＤ種に対するガウス分布もしくは他の統計分布の組み合
わせ）と連関して使用され得る。例えば、画像化されている組織に関連する単一のＱＤ種
が存在するときの場合では、非線形ＬＭＡが、上記で述べられたような統計分布のうちの
１つを規定するＱＤスペクトルに適合する関数と連関して使用され得る。比較して、画像
化されている組織に関連する複数のＱＤ種が存在するとき、ＬＭＡが、複数のＱＤ種にそ
れぞれ対応する推定される蛍光スペクトルの重ね合わせを規定する適合関数と連関して使
用され得る。図３の実施形態の以下の検討は、簡単のために組織に関連する単一のＱＤ種
を参照して提示される。
【００３９】
　個別の基線補正された画像から導出される画像データの非線形回帰の目的は、個別のＱ
Ｄ種に関連するスペクトル帯域での組織試料から発出する光強度の空間分布を表す目標デ
ータを生出することである。そのような非線形回帰の精度を向上させるために、目標デー
タが所与のＱＤ種を確信的に識別することを確実にするために、所与のＱＤ種のスペクト
ルプロファイルを規定するために選定されるパラメータ関数にいくつかのパラメータ制約
が課せられる場合がある。そのようなパラメータ制約は部分的には、使用されるＱＤの特
質に、および非線形回帰を実行するために用いられる計算機処理装置の能力に左右される
場合がある。典型的な可視光ＱＤ種は、ガウス関数により近似または適合される場合に、
２０ｎｍほどの程度の半値半幅（ＨＷＨＭ）および約１１…２０ｎｍのσ値により特徴付
けられる光放出スペクトルを有することに留意されたい。これらの典型的な値は、ＱＤの
光強度分布を説明していると推定される個別のスペクトル分布が現実に即したものである
かどうかを判断し、そのことによってデータ処理手続きの間のパラメータ信頼区間を規定
する際に指針として使用され得る。例えば本発明による非線形回帰アルゴリズムに課せら
れる典型的な制約は、目標分布を特徴付ける回帰されるパラメータがパラメータ信頼区間
の範囲内にあるかどうかの評価を含み得る。例としてガウススペクトル分布を規定するＱ
Ｄ種を使用する場合では、典型的なパラメータ制約（パラメータ区間またはパラメータ信
頼区間とも互換的に呼ばれる）は、ｉ）回帰される平均波長の値μｒｅｇは＋／－５ｎｍ
の範囲内などの、その期待値の周囲の狭い範囲内にあること、ｉｉ）回帰される標準偏差
の値σｒｅｇは２０ｎｍ未満であること、ｉｉｉ）Ｒ２値により特徴付けられる非線形回
帰分析の品質は０．９５より大きいこと、および、ｉｖ）非線形回帰の収束を実現するた
めに必要とされる反復の数は１５より小さいこと、を含み得る。これらのパラメータ区間
は変動し得るものであり、市販で入手可能な蛍光種の典型的なパラメータに基づいて選定
されることが理解される。
【００４０】
　上記で述べられた非線形回帰に対する代替方法として、特定の異形の線形回帰手法が使
用される場合がある。この場合、例としてＱＤ光の推定されるスペクトル分布を説明する
ガウス適合関数を使用すると、そのようなガウス関数は、線形回帰処理が乗算項のみに対
処することを可能にするために固定された平均および標準偏差の両方のパラメータを有す
るべきである。例えば線形回帰は、適合関数の非線形振幅に関して、その適合関数のすべ
ての他のパラメータが固定されている状態で遂行され得る。関係する技術のアルゴリズム
とは対照的に、非線形回帰は、ＱＤ種の異なる単位体により放出される光のスペクトル分
布を規定するパラメータ間の必然的な統計的広がりを補償可能であることにもまた留意さ
れたい。例えば、約５６５ｎｍでの、指定された標準偏差値を伴う光を発生させると想定
される所与の種ＱＤ５６５に関しては、どの個々のＱＤも、５６５ｎｍとは幾分異なる平
均波長での、または、スペクトル偏差の指定された値と正確には一致しない標準偏差を伴
う光を発生させる場合がある。非線形回帰アルゴリズムは、ＱＤ種の個々の単位体のＱＤ
間のそのような統計的差に対して責任をもつ必要がない回帰を考えに入れたものである。
特に回帰アルゴリズムの非線形の性質によって、個々のＱＤにより放出される光の強度を
説明する非線形分布の（非負の振幅、平均波長、および標準偏差などの）パラメータでの
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偏差を、部分的には非線形回帰がこれらのパラメータのいずれかに関して実施されるので
、補償することが可能になる。対照的に線形回帰手法は、非負の振幅に関してのみ進めら
れ、ＱＤのスペクトル特性での実際的な広がりを受け入れず、そのことによって回帰の精
度は低減する。
【００４１】
　少なくともステップ３１０の入力マルチスペクトル画像、およびステップ３２２でＱＤ
を説明するデータにより規定されるパラメータ信頼区間に基づく強度の取得されたスペク
トル分布の修正により生出される目標画像データによって、画像空間内の使用されるＱＤ
種をスペクトル的に分解または単離すること、および、組織試料の全域で、使用されるＱ
Ｄ種により放出される光の分布を規定することが可能になる。
【００４２】
　ステップ３２６では、これらの目標データが、以下のように目標画像配列にさらに対応
付けされる。目標画像配列は、使用されるＱＤの目標スペクトル帯域に対応し、画像取得
の間に所与のスペクトル帯域で入手される個々の画像と同一の広がりをもつ、すなわち同
じ寸法を有する。回帰処理が進行する際に、目標画像配列の要素は、対応する画像画素に
関連する目標データ点が選定された信頼区間を満足するならばａ２に設定され、対応する
目標データ点が信頼区間の外側であるならばゼロ値が割り当てられる。ステップ３２６の
データ対応付け処理手順に続いて、随意の後処理手続き３３０が遂行され得る。例えばス
テップ３３０Ａでは、背景雑音を表す目標画像強度データを除去するために、目標画像配
列の非ゼロの要素の平均より低いデータ値を包含する目標画像配列の要素がゼロに設定さ
れ得る。加えてステップ３３０Ｂでは、（画像の高い空間周波数成分を単離し、そのこと
によって個々のＱＤを識別するために）残留背景雑音があれば除去するために、および信
号対雑音比（ＳＮＲ）を上昇させるために画像オープニング処理が遂行され得る。行列に
より表されるような様々な型の数学的「開口」（例えば平円形開口または細隙開口）がこ
の目的で使用され得るが、１つの実施形態では、次数１の十字行列
【００４３】
【数２】

【００４４】
が使用され得る。したがってステップ３３６では、洗練された目標画像配列が、対応する
目標画像を形成するためにさらに使用され、その目標画像は、波長の回帰された平均値で
の光を放出するスペクトル的にアンミックスされた蛍光種（ここではＱＤ）を表し、この
アンミックスされたＱＤ種により放出される光に対する組織試料の光学応答の視覚的に知
覚可能な表現を提供し得る。最後にステップ３４０では、例えば電子監視装置などのグラ
フィカル出力装置で目標画像が表示され得る。追加的または代替的に、ステップ３１０の
入力超立方体画像を構成する個々の画像のいずれかが、別々に、または組み合わせてのい
ずれかで、および目標画像との比較のために表示される場合もある。代替的には目標画像
配列のデータは、デジタルまたはアナログなどの他の形態での将来の処理手続きまたは使
用のために、記憶かつ／または提示される場合がある（示されない）。
【実施例１】
【００４５】
　５６５ｎｍで蛍光を発する単一のＱＤ種（ＱＤ５６５）が結合された状態での前立腺組
織の超立方体画像が、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ（ＡＳＩ、Ｍ
ｉｇｄａｌ　Ｈａ’Ｅｍｅｋ、Ｉｓｒａｅｌ）による画像化システムを使用して４００ｎ
ｍから９０１ｎｍに広がる波長の画像化範囲にわたって取得された。超立方体画像は、９
７個の６５６×８３２画素のスペクトル的に離散的な画像を含んだ。ＱＤ５６５により放
出される光に対する組織の光学応答のアンミキシングを容易にするために、５２９ｎｍか
ら５９８ｎｍの動的スペクトル範囲が選定されたが、このことは、個々のＱＤ５６５の間
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でのスペクトルパラメータの起こり得る差または偏差を考慮したものである。選定された
動的スペクトル範囲内の３０個の個々の画像に対応する画像データから、画像強度のスペ
クトルが５４５，７６２画素の各々に対して決定された。これらのスペクトルデータは、
図３のステップ３１８によって、データ点の各々からスペクトル強度の最小値を減算する
ことによりさらに補正された。ＬＭＡ非線形回帰が、（１）の関数としてのガウス適合関
数を用いて、ならびに、ａ＝１、μ＝５５０および＝１の初期条件を用いて適用された。
所与の画素に対する非線形回帰の結果が上記で説明された信頼区間を満足したならば、そ
のような画素に対応する目標画像配列の要素が、ａｒｅｇ

２の値を用いて創始された。そ
うでなかったならば、目標配列の要素は図３のステップ３２６によってゼロ値が割り当て
られた。目標画像配列は、図３のアルゴリズムのステップ３３０Ａ、３３０Ｂによって背
景雑音を除去するために、および画像オープニング処理を遂行するためにさらに修正され
た。
【００４６】
　前立腺組織に関連するＱＤ５６５のスペクトル・アンミキシングの結果が、図４Ａおよ
び４Ｂに示される。ここで図４Ａは、ＱＤ５６５を用いた前立腺組織の超立方体画像の５
６５ｎｍでのスライスを表す個々の画像であり、一方で図４Ｂは、スペクトル的にアンミ
ックスされた５６５ｎｍの量子ドット４１０の目標画像との、図４Ａの個々の画像の重ね
合わせである。本発明の方法の実装形態は、ＱＤを確信的に識別する方法の能力を立証す
る。
【実施例２】
【００４７】
　異なる実験では、ｎ＝５個の型（５つの種）のＱＤが接合された状態での胸部組織が、
６０８×６５６の光学検出器画素を用いて、４０２ｎｍから８００ｎｍの画像化スペクト
ル範囲での９０個の離散波長で画像化され、そのことによってマルチスペクトル超立方体
画像を取得した。蛍光ＱＤ種は、４９０ｎｍ、５２５ｎｍ、５６５ｎｍ、６２５ｎｍ、お
よび６５５ｎｍの典型的な波長により特徴付けられたものであり、そのことに応じてＱＤ

１＝ＱＤ４９０、ＱＤ２＝ＱＤ５２５、ＱＤ３＝ＱＤ５６５、ＱＤ４＝ＱＤ６２５、およ
びＱＤ５＝ＱＤ６５５（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐ．）と標識され
た。３９８，８４８画素の各々に対して、検出された光強度のスペクトルが、図３のステ
ップ３１６、３１８によって導出され、さらに基線補正された。ＬＭＡ非線形回帰が、図
３のステップ３２２によって、次式の適合関数を用いて、基線補正されたスペクトル強度
に対してさらに適用された。
【００４８】
【数３】

【００４９】
この式は特定の場合では、個々のＱＤ種のスペクトルプロファイルに対する近似として使
用されるｎ＝５個のガウス統計分布の重ね合わせを表す。初期条件が、ｉ＝１からｉ＝５
に対してａｉ＝１、および（μ１＝４９０、μ２＝５２５、μ３＝５６５、μ４＝６２５
、μ５＝６５５）であるように選定された。非線形回帰が、これらの型のＱＤ種に対する
スペクトル分布に対して典型的である標準偏差値に基づいて実行された。全体的には選定
された適合関数の個別のパラメータが固定され、回帰が残りのパラメータに対して実施さ
れる。回帰されたパラメータのすべてが既定のパラメータ区間の範囲内にあると、かつ／
または、しきい値条件が満足されると、回帰は終結させられ、決定された回帰されたパラ
メータが、個々のＱＤ種のスペクトル分布を説明するために、選定された適合関数ととも
に使用される。１つの実施形態では、ｎ＝５個のＱＤ種を用いる状況に適用されるような
非線形回帰処理は以下のように進行する。
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【００５０】
　最初に回帰が、適切な動的スペクトル範囲を用いて、２つの選定された種のスペクトル
に適用される。ここでは回帰は、４０２ｎｍから５８１ｎｍに広がるように選定された動
的スペクトル範囲、および以下の初期条件、すなわち、固定されたσ１＝１０、σ２＝１
０を用いて、ＱＤ１＝ＱＤ４９０およびＱＤ２＝ＱＤ５２５の種に最初に適用された。信
頼区間は、ＱＤ４９０に対する平均波長の回帰される値に対して４７０＜μｒｅｇ，１＜
５００の区間を含んだ。ＱＤ４９０に対する回帰された平均波長がこの信頼区間の範囲内
であったならば、かつ、ＱＤ４９０に対するスペクトル強度振幅値が、（特定の実施形態
では、関心の範囲にわたる画像形成信号の最大強度の１０倍の値として規定される）雑音
しきい値の値を上回らなかったならば、（２）のスペクトル強度分布へのＱＤ４９０種の
寄与が、回帰されたパラメータを用いるガウス適合
【００５１】
【数４】

【００５２】
であるように設定された。そうでなかったならば、スペクトル強度分布（２）へのＱＤ４
９０種の寄与を表す（２）の成分がゼロに設定され、ｆｒｅｇ，１（λ）＝０となった。
　次に、非線形回帰が次式の組み合わせに適用された。
【００５３】

【数５】

【００５４】
この式で用いる初期パラメータは、（ＱＤ２＝ＱＤ５２５に対する）σ２＝１０、（ＱＤ

３＝ＱＤ５６５に対する）固定されたσ３＝１４、（ＱＤ４＝ＱＤ６２５に対する）σ４

＝２０、および（ＱＤ５＝ＱＤ６５５に対する）固定されたσ５＝１０である。このステ
ップでは、回帰される式はＱＤ６５５に関して探索されている。結果として得られる回帰
されたパラメータが、非線形回帰処理手順に対して選定されるように、信頼区間σｒｅｇ

，２＜２、またはσｒｅｇ，４＜２、または［μｒｅｇ，５－μｒｅｇ，４］＜５を満足
するならば、代替的な回帰が、以下のパラメータ、すなわち、σ２＝１０、固定されたσ

３＝１４、固定されたσ４＝１５、および固定されたσ５＝１０を用いて行われる。これ
に対して、結果として得られる回帰されたパラメータが、以下の「誤り」区間（μｒｅｇ

，３≦μｒｅｇ，２、μｒｅｇ，３＞５８５、μｒｅｇ，５≦μｒｅｇ，４、μｒｅｇ，

５＞７００、σｒｅｇ，３≦２、σｒｅｇ，４≦４、σｒｅｇ，４＞３０）のいずれかの
範囲内にあり、それらの区間のいずれかを満足するならば、または、選定された信頼区間
（例えば９５％区間）がａｒｅｇ，４、μｒｅｇ，４、σｒｅｇ，４、ａｒｅｇ，５のい
ずれかに対してゼロ値を含んだならば、スペクトル強度分布（３）へのＱＤ６５５種の寄
与を表す（３）の成分ｆｒｅｇ，５（λ）がゼロに定まった状態となって、ｆｒｅｇ，５

（λ）＝０となり、ＱＤ６５５の寄与は、これ以上は勘定に入れられない。
【００５５】
　後者の場合では回帰の次のステップは、以下の適合式を使用して４０２ｎｍから８００
ｎｍの完全な画像化スペクトル範囲内でのＱＤ２＝ＱＤ５２５、ＱＤ３＝ＱＤ５６５、お
よびＱＤ４＝ＱＤ６２５の回帰を含んだ。
【００５６】
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【数６】

【００５７】
この式で用いる初期パラメータは、σ２＝１０、固定されたσ３＝１４、およびσ４＝２
０である。ここでも、回帰されたパラメータがパラメータ区間μｒｅｇ，３≦μｒｅｇ，

２もしくはμｒｅｇ，４≦μｒｅｇ，３の範囲内にあるならば、または、ａｒｅｇ，２も
しくはａｒｅｇ，３もしくはμｒｅｇ，３もしくはσｒｅｇ，３もしくはａｒｅｇ，４も
しくはμｒｅｇ，４もしくはσｒｅｇ，４に対する信頼区間がゼロを含んだならば、スペ
クトル強度分布（４）へのＱＤ５６５種の寄与を表す（４）の成分ｆｒｅｇ，３（λ）が
ゼロに設定され、ｆｒｅｇ，３（λ）＝０となった。この場合、全体的な適合関数に対す
るＱＤ５６５の寄与は、これ以上は勘定に入れられなかったことになり、残りの非線形回
帰ステップが、残りの２つのＱＤ種、ＱＤ２＝ＱＤ５２５およびＱＤ４＝ＱＤ６２５を用
いて、
【００５８】

【数７】

【００５９】
および４０２ｎｍから８００ｎｍの完全な画像化スペクトルの全域で取得された画像化デ
ータによって実行された。初期パラメータは、固定されたσ２＝１４、および固定された
σ４＝１５であった。
【００６０】
　非線形回帰のこの最後のステップの結果がＲ２＞０．９５であることを確実にしたなら
ば、図３のステップ３２６によって、ＱＤ１＝ＱＤ４９０、ＱＤ２＝ＱＤ５２５、ＱＤ３

＝ＱＤ５６５、ＱＤ４＝ＱＤ６２５、およびＱＤ５＝ＱＤ６５５にそれぞれ対応する目標
画像データ配列に、ｉ＝１、２、３、４、および５の各々に対する回帰された値
【００６１】
【数８】

【００６２】
が割り当てられた。次の随意のステップ（図３には示されない）として、これらの目標画
像配列に対応する目標画像は、例えばＫａｐｕｒら、Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｖｉｓｉｏｎ，
Ｇｒａｐｈｉｃｓ，ａｎｄ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ（第２９巻、２７３～２
８５頁、１９８５年）により検討されたような最大エントロピー法に基づく自動しきい値
処理を使用して、２進形にさらに変換される場合がある。そのような２進変換によって、
特定のＱＤ種に対応する平均波長での組織の画像の形成および視覚化、ならびに、目標画
像の背景上のこのＱＤ種の視覚化および／または識別が容易になる。
【００６３】
　ＱＤ１＝ＱＤ４９０、ＱＤ２＝ＱＤ５２５、ＱＤ３＝ＱＤ５６５、ＱＤ４＝ＱＤ６２５
、およびＱＤ５＝ＱＤ６５５を用いてマーキングされた胸部組織に適用されたような本発
明の方法の例示的な結果が、図５Ａ、５Ｂ、６Ａ、６Ｂ、７Ａ、７Ｂ、８Ａ、８Ｂ、９Ａ
、および９Ｂに提示される。図５Ｂ、６Ｂ、７Ｂ、８Ｂ、および９Ｂは、ＱＤ種の各々に
対して、関心の波長での（すなわちλ１＝４９０ｎｍ、λ２＝５２５ｎｍ、λ３＝５６５
ｎｍ、λ４＝６２５ｎｍ、およびλ５＝６５６ｎｍでの）超立方体画像のスペクトルスラ
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イスに対応する個々の画像を例示する。比較として図５Ａ、６Ａ、７Ａ、８Ａ、および９
Ａは、対応する目標のアンミックスされた画像を表示し、それらの画像の各々は、ＱＤの
それぞれ対応する種の蛍光放出に対する画像組織の光学応答を表す。図５Ｂ、７Ｂ、およ
び９Ｂは、２５倍に増大された強度によって提示され、一方で図６Ｂおよび８Ｂは、５倍
に増大された強度を図示し、このことは両方の場合で、組織に入射する光の相対的強度を
反映したものである。
【００６４】
　図１２Ａ、１２Ｂは、（図３のステップ３３０Ｂの処理手順などの）画像オープニング
処理手順の使用が好ましい場合がある状況の簡単な例示を与える。図１２Ａの画像は、目
標画像データからの背景雑音の除去の後の、図３のステップ３３０Ａの結果として得られ
た単一のＱＤの画像に対応する。識別されたＱＤ（画素群１２０２）に加えて、残留雑音
（画素１２０２、１２０４）の存在が観察され得る。円形開口を表す単位行列
【００６５】
【数９】

【００６６】
を用いて実行される「画像オープニング」処理手順の後、残留背景雑音が図１２Ｂに示さ
れるように除去される。
　本発明は上記で説明された例示的な実施形態によって説明されているが、例示された実
施形態に対する修正、およびそれらの実施形態の変形が、本明細書で開示された発明概念
から逸脱することなく行われ得ることは、当業者には理解されるであろう。例えば本発明
の方法のいくつかの態様は流れ図を参照して説明されたが、流れ図の各々のブロックのす
べてもしくは一部分の、またはブロックの組み合わせの機能、動作、判断等が、組み合わ
され得る、別々の動作に分離され得る、または他の順序で遂行され得ることを当業者は容
易に認識するはずである。さらに実施形態は様々な例示のデータ構造に関して説明されて
いるが、システムは種々のデータ構造を使用して実施され得ることを当業者であれば認め
るであろう。本発明の実施形態に対して選定された特定の値が詳述されているが、本発明
の範囲内で、パラメータのすべての値は異なる用途に合うように幅広い範囲にわたって変
動し得ることを理解されたい。加えて、本明細書で利用されたものとは異なる波長特性を
有するナノ結晶量子ドットの使用。さらには開示された態様、またはこれらの態様の一部
分は、上記でリストアップされなかった形で組み合わされる場合がある。したがって本発
明は、開示された実施形態（複数可）に限定されるとみなされるべきではない。
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【図１０Ａ】 【図１０Ｂ】
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