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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　レンズを用いない密着型イメージング装置を用いてミクロンサイズ又は１μｍ未満の粒
子あるいは有機体を検出するための、光学的検出方法であって、前記粒子（Ｐ）又は有機
体が液滴（Ｇ）中に浸漬され、そして前記検出が感光電池又は感光素子のマトリックス（
３）を用いて行われ、前記液滴が、前記感光電池または感光素子のマトリックスと光源と
の間に、拡大光学レンズなしに、挿入される１つの透明なスライドによって保持され、前
記方法が、前記液滴の蒸発している間に行われる、少なくとも１つの第一の検出ステップ
を含む光学的検出方法であって、
　前記方法が、前記液滴の蒸発している間に規則的な時間間隔で行われる、検出ステップ
の連続を含み、
　さらに、各検出ステップが、所与の平面において見出される、粒子又は有機体の分布の
測定を可能にし、前記平面が、蒸発時間に依存する、前記感光素子のマトリックスから離
れて位置し、得られた粒子又は有機体の前記分布の組み合わせが、当初の蒸発していない
液滴内における粒子又は有機体の三次元分布が、再構成されることを可能にする
　ことを特徴とする光学的検出方法。
【請求項２】
　前記方法が、前記液滴の蒸発後に行われる、少なくとも１つの第二の検出ステップを含
むことを特徴とする、請求項１に記載の光学的検出方法。
【請求項３】
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　前記液滴をその蒸発部分から分離する界面（Ｚ）において、前記検出が前記液滴の周辺
で行われることを特徴とする、請求項１に記載の光学的検出方法。
【請求項４】
　前記液体が水又は生理的緩衝液であることを特徴とする、請求項１～３のいずれか一項
に記載の光学的検出方法。
【請求項５】
　前記生理的緩衝液が、トリスヒドロキシメチルアミノメタン（ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘ
ｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ）の略称を示す、"Ｔｒｉｓ"であることを特
徴とする、請求項４に記載の光学的検出方法。
【請求項６】
　前記液体が、湿潤剤を加えることにより湿潤状態にされることを特徴とする、請求項１
～５のいずれか一項に記載の光学的検出方法。
【請求項７】
　前記液体中の前記湿潤剤の体積濃度が、数百分の１％～数％の間にあることを特徴とす
る、請求項６に記載の光学的検出方法。
【請求項８】
　前記液滴が透明のスライド上又はセンサーの表面上に置かれている、請求項１～７のい
ずれか一項に記載の光学的検出方法。
【請求項９】
　前記液滴を支持する前記スライドが官能化されることを特徴とする、請求項１～８のい
ずれか一項に記載の光学的検出方法。
【請求項１０】
　保持部の上に置かれている前記液滴が周囲温度に対して冷却される、請求項８又は９の
いずれかに記載の光学的検出方法。
【請求項１１】
　前記感光電池または感光素子のマトリックスから前記液滴が離れている距離が、０．１
ｍｍ～２ｍｍの間にあることを特徴とする、請求項１に記載の光学的検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の分野は、生物学的診断及び解析用の密着型イメージング装置及び検出方法に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的診断用の光画像の分野において、密着型イメージング以外の特定の検出に焦点
を絞った場合、２つの方法が一般に用いられる。これらの方法はフローサイトメトリー及
び蛍光分子画像である。
【０００３】
　フローサイトメトリーは、レーザーの光線をカットする様々な細胞を数え、特徴を示し
、分類する有力な技術である。作り出された回折パターンを解析することにより、細胞の
寸法を決定することができる。蛍光測定は、さらに細菌の様々な科の識別を可能にする。
この技術の欠点は、それが高価で複雑な装置を必要とすることである。別の欠点は、走査
される立体角が比較的小さく、調査され得る領域を制限することである。
【０００４】
　蛍光分子画像は、それが極めて有効なため、生物学的診断において広く用いられている
方法である。蛍光測定は個々の事象に対して敏感である。蛍光マーカーを使用すると、顕
微鏡を用いて個別の分子を検出可能である。良好な結果を得るためには、蛍光分子により
放出されるエネルギー（「発光」エネルギーと呼ばれる）から蛍光分子を励起するための
エネルギー（「励起」エネルギーと呼ばれる）を、完全に分離することが必要である。優
れたフィルターが今日存在するが、それらは光線束の調整、特に小さな光線の開口を有す
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ること、を強いる。その結果、この方法が使用する光学システムは複雑で大きな寸法とな
る。蛍光画像はまた、解析される媒体に前もって蛍光体を追加することを必要とし、プロ
セスを侵襲的にする。
【０００５】
　従って、これらの複雑で高価な技術を、広範な観察領域を有する非侵襲的な密着型イメ
ージング装置で置き換えることが要望されている。
【０００６】
　これらの技術は、細胞、細菌、又はより一般的にミクロンサイズの粒子を、前述の進歩
した光学システムを必要とせずに検出することを可能にするため、ますます発展している
。密着型イメージング装置の略図を図１に示す。この装置は小さい光源、例えば発光ダイ
オードであり得る光源１、光源の開口を制限する絞り２、及びＣＣＤ（電荷結合素子）又
はＣＭＯＳ（相補型金属酸化膜半導体）の感光素子（ｐｈｏｔｏｓｉｔｅｓ）のマトリッ
クスであり得る、撮像装置又はセンサー３を備える。そのような撮像装置は、各感光素子
に関連するマイクロレンズを一般に含む。絞り２は必須ではないが、それが有れば有利で
ある。このマトリックス３と光源１との間に挿入されるのは、調査されるべき物体５を保
持する、顕微鏡の薄板タイプの透明なスライド４である。
【０００７】
　この対象物はミクロンサイズの粒子を含む溶液である。これらの粒子は細胞又は細菌、
あるいはマイクロスフェアーのような他の粒子のような、生物学的粒子であってもよい。
解析された液滴は透明なスライド４の上に置かれ、そのメニスカスは、空気であってもよ
い周囲の気体と接触する。マトリックス３は図１に示されていない画像ディスプレイ及び
／又は処理システムに接続されている。対象物を保持しているスライド４からダイオード
１が離れている距離は、望ましくは１ｃｍよりも大きく、例えば数ｃｍ、典型的には２ｃ
ｍ～５ｃｍの間にあってもよい。センサーの表面から対象物が離れている距離は、０．１
ｍｍ～２ｍｍの間にある。これは密着型イメージングと称されているが、調査される対象
物はセンサーと直接的に接触して置かれず、上記に示す距離にある。スライドはシリカ又
は水晶のような透明の材料で作られ、その厚さは数十μｍ～１ｍｍの間で変化する。拡大
光学レンズの無い、この非常に単純な装置は或る場合において、フローサイトメトリー、
高解像度の光学顕微鏡検査法、又は蛍光分子画像のような、従来の光学計数法の代替とな
り得る。
【０００８】
　過去数年間にわたり、幾つかのチームが密着型イメージングを用いて大きな成果を得て
いる。例えば、米国の大学であるＵＣＬＡ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌｉｆｏ
ｒｎｉａ，　Ｌｏｓ　Ａｎｇｅｌｅｓ＝カリフォルニア大学、ロサンゼルス校）に本拠を
置くチームは、細菌を検出し識別するために密着型イメージングを使用した。この方法は
次の出版物：“Ｌｅｎｓｆｒｅｅ　ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｆｏｒ　
ｏｎ－ｃｈｉｐ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ａｎｄ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ”　（「オンチ
ップ細胞計測及び診断のための、レンズを用いないホログラフィックイメージング」）ｂ
ｙ　Ｓｕｎｇｋｙｕ　Ｓｅｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｈｅ　Ｒｏｙａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　
ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（英国王立化学協会），　Ｄｅｃ．５，２００８－２００９，
９，　７７７－７８７に記述されている。この出版物に記述されている装置において、細
菌は２枚の板の間の液体中に置かれ、その全体は感光素子のマトリックス上に置かれてい
る。単色の照明源は、良好な空間干渉性を得るように直径１００μｍの絞りによりフィル
タリングされている。従って、感光素子のマトリックスにおいて、或る回折パターンが各
々の浸漬された細胞に対して得られる。著者らによれば、得られた回折パターンは十分に
良く解像され、１つの種を他の種から明確に区別できるため、様々な細菌の具体的な計数
が可能である。
【０００９】
　ＵＣＬＡチームによって提案された方法は巧みである。しかしながら、それは欠点を有
する。すなわち、それは必然的に高価な、高感度のＣＣＤセンサーの使用を要する。例え
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ば、使用されたセンサーはＫｏｄａｋのＫａｉ－１０００２高感度ＣＣＤセンサーであっ
た。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　低価格のＣＭＯＳ又はＣＣＤセンサーのような標準のセンサーが使われた場合、シラノ
ールのマイクロスフェアー、ラテックスのマイクロスフェアー、又は大腸菌のような、様
々な直径１μｍのミクロンサイズ粒子の回折パターンを依然として観察できる。しかしな
がら、その検出効率は非常に低く、せいぜい約１％である。例えば、図２は、粒子Ｐの中
心を通るセンサーのｘ軸に沿って得られた信号Ｓを示す。信号Ｓは、ここで様々な画素に
より測定された、縦座標軸に沿ったグレーレベルを示し、画素は横座標軸を形成し、すな
わち図２は分析結果を示す。信号対雑音比（ＳＮ比）は非常に低く、粒子の検出を可能に
するには、ほとんど十分でないことが見られる。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明による方法は、これらの欠点を持たない。それは実際、高感度センサーを必要と
せずに、密着型イメージング装置を用いてミクロンサイズの粒子が検出されることを可能
にする。本発明による方法の主な特徴は、液滴（この中に、検出されるべきミクロンサイ
ズの粒子（細菌、細胞、マイクロスフェアー等）が見出される）が蒸発している間か、又
は前記液滴が蒸発した後に測定を行うことである。従って、先行技術の測定と異なり、液
滴は２枚の板の間には置かれない。さらに、液滴は蒸発できるように気体、例えば空気と
接触しなければならない。これは蒸発中又は蒸発後において、検出が非常に効果的である
ことが観察されたためである。
【００１２】
　より正確には、本発明の主題は、密着型イメージング装置を用いてミクロンサイズ又は
１μｍ未満の粒子あるいは有機体を検出するための、光学的検出方法であり、前記粒子又
は有機体は液滴中に浸漬され、そして検出は感光電池又は感光素子のマトリックスを用い
て行われ、前記方法が、液滴の蒸発している間に行われる、少なくとも１つの第一の検出
ステップを含むことを特徴とする。液滴は、撮像装置と接触しているか又はそこから近距
離に位置するスライド上に置かれるか、又は撮像装置上に直接置かれ得る。
【００１３】
　有利には、前記方法は、液滴が蒸発した後に行われる少なくとも１つの第二の検出ステ
ップを含む。
【００１４】
　有利には、検出は、液滴をその蒸発部分から分離する界面において、液滴の周辺上で行
われる。
【００１５】
　有利には、前記方法は、液滴が蒸発している間及び／又は液滴が蒸発した後に、規則的
な時間間隔で行われる検出ステップの連続を含み、各検出ステップは所与の平面において
見出される、粒子又は有機体の分布を測定することを可能にし、前記平面は、蒸発時間に
依存する、感光素子のマトリックスから離れて位置し、得られた粒子又は有機体の前記分
布の組み合わせは、当初の蒸発していない液滴内における粒子又は有機体の三次元分布が
再構成されることを可能にする。
【００１６】
　液体は水又は、検出されるべき粒子が細菌の時には生理的緩衝液、例えばトリスヒドロ
キシメチルアミノメタン（ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈ
ａｎｅ）の略称を示す、“Ｔｒｉｓ”であることと有利である。好適な実施形態において
、液体は湿潤剤、例えばＴｗｅｅｎ　２０　［すなわちｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ
（２０）ｓｏｒｂｉｔａｎ　ｍｏｎｏｌａｕｒａｔｅ＝ポリオキシエチレン（２０）ソル
ビタンモノラウレート］を含む。
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【００１７】
　最後に、透明なスライド又はセンサーの表面のいずれかである、液滴の保持部は官能化
されてもよい。それはまた親水性にされ得る。それはまた周囲温度より低く冷却され得る
。
【００１８】
　本発明は非限定的な例として与えられる、以下の記述を読むことにより、そして添付図
により、より良く理解され、他の利点が明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】密着型イメージング装置を示す。
【図２】低感度の感光素子マトリックスで得られた検出信号を示す。
【図３】本発明による検出方法の原理を示す。
【図４】本発明による方法を用いて、低感度の感光素子マトリックスで得られた検出信号
を示す。
【図５】本発明による方法を実施する、連続的な検出ステップを示す。
【図６】生理食塩水の緩衝液滴内、及び液滴の蒸発から生じる膜内にある細菌の観察を表
わす図を示す。分析結果（図６ａ及び６ｄ）は、水平軸ｘに沿った位置の関数としての検
出された強度を示す。
【図７】蒸発前後の、同じ生理食塩水の緩衝液滴内にある細菌の観察を表わす図を示し、
液滴は親水性又は疎水性のスライド上に堆積されている。曲線７ａ及び７ｃは、液滴に沿
って位置する点における、時間の関数としての検出された強度を示す。
【図８】直径５００ｎｍのポリスチレン粒子の画像と、この画像のｘ軸に沿った横方向の
分析結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　上記で見られたように、低感度のセンサーの使用により、大きなＳＮ比が得られない。
本発明による方法により、ＳＮ比、そして結果的に検出効率を増加することができる。先
行技術による検出システムは液滴内の微小粒子又は微小有機体を検出する。しかしながら
、粒子が浸漬されているとき、それらは高感度センサーが使用されない限り検出するのが
困難である。例えば、図３の左側の視図は、時間Ｔにおける、粒子Ｐを含有する液滴Ｇの
一部分の画像を示す。上述のような密着型イメージング装置のセンサーが、この画像を捉
えるために使用された。センサーの感度が低すぎる場合、粒子は認識出来ない。
【００２１】
　しかしながら、液滴が蒸発するとき、とりわけ粒子が液滴のメニスカスの所にあるとき
、粒子、細菌、又はマイクロスフェアーは、空気－液体の界面において非常にはっきりと
現われる。例えば、図３の右側の視図は、時間Ｔ＋ΔＴにおける、部分的に蒸発した後の
上記液滴Ｇの一部分の画像を示す。粒子Ｐは、蒸発した液滴の領域Ｚにおいてはっきりと
現われている。文字Ｌで表わされる右上の隅に位置する部分は、当初は溶液で覆われてい
なかったスライドの部分に対応する。
【００２２】
　図４は例えば、粒子Ｐの中心を通るセンサーのｘ軸に沿って得られる信号Ｓの分析結果
を示す。ＳＮ比は、今や粒子の検出を可能にするのに十分高いことが見られる。表わされ
たＳＮ比は、浸漬された大部分の細胞の検出を想定し得るのに十分な程、高く、数十％の
オーダーである。この方法は再現可能である。本発明による方法は、従って実施が簡単で
ある。それは基本的に、液滴が蒸発する間に測定を実行することにある。１つの測定又は
検出ステップは、基本的に密着型イメージング装置の撮像装置の感光素子により検出され
た信号を記録し、それらの振幅を解析することにある。
【００２３】
　蒸発の間に照らされた粒子間の、この増加したコントラストに関する物理的説明は複雑
である。実験に基づく例の以下の記述に示されるように、この増加は粒子を覆う薄い残留
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膜の形成に起因し得るが、この膜は液滴が蒸発した後も幾分かの間残っている。液滴を支
持するスライド上で液滴を形成する液体の湿潤特性に応じて、この膜は、短寿命であり数
秒又はそれ未満のうちに消滅するか、又はこの膜は耐久性があり数秒間、数十秒間、ある
いは数分間までも残るかのいずれかである。粒子を覆うこの残留膜はマイクロレンズとし
て作用し、従って驚くほど高いＳＮ比で細菌の検出を可能にすると考えられる。信号の強
度は、粒子が蒸発ライン上にあるとき実際に最大化され、粒子が液滴のメニスカスの所に
あるとき３倍となる。
【００２４】
　一定の条件下では、液滴が蒸発するときその高さが基本的に減少し、蒸発は液滴の上部
から下部に向かって生じるが、液滴の縁から中心に向かっては蒸発しない可能性がある。
これは例えば、スライドが数度だけ傾いている場合に生じる。この効果は当初の蒸発して
いない液滴において、粒子又は有機体の三次元分布を再構成するために用いることができ
る。これを達成するためには、液滴が蒸発している間に、規則的な時間間隔で検出ステッ
プの連続を行うことで十分である。各検出ステップは与えられた平面において、粒子又は
有機体の分布が測定されることを可能にし、前記平面は蒸発時間に依存する感光素子のマ
トリックスからの距離であり、得られた前記粒子又は有機体の分布の組み合わせは、当初
の蒸発していない液滴内の粒子又は有機体の三次元分布が再構成されることを可能にする
。図５はこの原理を例証する。この図において、粒子を含んでいる液滴の蒸発中の異なる
３つの時点が示されている。一方には液滴の一部分の三次元視図、そして他方には密着型
イメージング装置のマトリックス検出器によって取得された、対応する画像がある。三次
元視図は、液滴又はそれらの分布の実寸法を表わしていないことに注意されたい。時間Ｔ
０において、液滴からは僅か２つの粒子が現われ、検出器の画像内で識別できる。それら
は白い円で表わされている。蒸発の３０秒後の時間Ｔ１においては、より多数の粒子が液
滴から現われ、検出器の画像内で識別できる。最後に、蒸発の４５秒後の時間Ｔ２におい
て、蒸発は実際的に終わっている。全ての粒子が現われ、検出器の画像内で識別できる。
従って、瞬間Ｔ０、Ｔ１、Ｔ２等において取得された各種の連続的画像から、液滴内の粒
子の三次元分布を知ることが可能である。
【００２５】
　本方法を完全に制御することが望まれる場合、蒸発を赤外線ダイオード又は電気ヒータ
ーを用いて、あるいは液滴のメニスカスの上方で気体を吹き付けることにより、調節して
もよい。加熱手段はまた基板内へ組み込まれてもよい。基板は、例えばその上にＩＴＯ（
インジウムスズ酸化物）の薄膜が堆積されている、水晶のスライドであってもよく、この
膜はそのとき電気抵抗を形成することができる。液滴の大きさ、使用された液体、及び実
験条件に応じて大きさのオーダーを与えると、液滴が蒸発するのに必要な時間は数秒～数
十秒であり、液滴の体積は１μｌ～２０μｌの間、あるいはそれを超える。
【００２６】
　Ｔｒｉｓ（トリスヒドロキシメチルアミノメタン（ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈ
ｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ））又は浄水のような、様々な液体が使用され得る。Ｔ
ｒｉｓは数日の間、細菌の保存を可能にする食塩溶液であるという利点を持つ。それは従
って生理的緩衝液として広く用いられる。後で示されるように、液滴を支持するスライド
は疎水性であり過ぎることがなく、親水性であり過ぎることもないことが望ましい。本方
法は様々なタイプの粒子と共に機能する。例として、直径１μｍのシラノールのマイクロ
スフェアー、直径１μｍのラテックスのマイクロスフェアー及び細菌が挙げられ得る。証
明のための試験が大腸菌又は枯草菌に対して行われた。本方法は、液滴当り１粒子から液
滴当り１０万粒子までの広い範囲の濃度で機能する。
【００２７】
　勿論、光源から来る照明は出来る限り均質であることが望ましい。言い換えれば、メニ
スカスの表面は各点において基本的に等しい強度で照らされる。照明が一定の空間干渉性
を有すること、すなわち光源の前に置かれた絞りが小さい寸法を持つこともまた望ましい
。例えば、１００μｍの直径を有する絞りを使うことが可能である。
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【００２８】
　この画像取込装置は、それがウェブカメラの場合に低価格のＣＣＤセンサー、又はＣＭ
ＯＳセンサーの感光素子からデジタル画像を取り込む電子カード、発光ダイオード、絞り
及びガラスのスライドのみを含むため、単純で安価である。センサーの画素もしくは感光
素子は、およそ２～１０μｍの平均サイズを有し得る。これらのセンサーは、画素のサイ
ズが２μｍ以下の高感度センサーよりも大幅に安価である。本センサーは低価格ＣＭＯＳ
又はＣＣＤセンサーである。
【００２９】
　特定の細菌を細菌培地から分離するために、抗体によって「官能化」されたガラスのス
ライドを用いることにより、検出を改善できる。そのとき、検出及び検出された細菌の識
別が可能であり、識別はスライドの官能化に依存する。
【００３０】
　検出試験は図１に示すような装置を用いて行われた。光源１は５５５ｎｍを中心とする
波長で発光する、１．７Ｗの発光ダイオード（Ｌｕｘｅｏｎ（登録商標）　Ｋ１Ｌｕｘｅ
ｏｎ　ＩＩＩ）であった。光源は基板４の１０ｃｍ上方に置かれた。後者は７０ｍｍ×２
５ｍｍ×０．１５ｍｍのガラス製顕微鏡スライドであった。センサー３は、８ビットのダ
イナミック・レンジを有する８００×６００画素のＣＭＯＳ画像センサーであった。各画
素のサイズは３μｍ×３μｍであった。このセンサーはウェブカメラ（Ｖ－Ｇｅａｒ　Ｔ
ａｌｋＣａｍ　２０００型）から取り出された。基板４を光検出器３に出来る限り近く置
くために、検出器を覆っているプラスチックの膜は取り除かれた。
【００３１】
　約１μｌの体積を有する液体サンプルは、センサー３に対向する基板４の上に堆積され
た。液滴は次に数分間の期間にわたり蒸発できるようにされた。この実験において、使用
された溶液はｐＨ８の１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ食塩溶液であった。望ましくは、商標
名Ｔｗｅｅｎ　２０により知られる、０．１体積％のポリソルベート２０（ポリオキシエ
チレン（２０）ソルビタンモノラウレート（ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ（２０）ｓ
ｏｒｂｉｔａｎ　ｍｏｎｏｌａｕｒａｔｅ））が加えられてもよい。
【００３２】
　図６ａ、６ｂ及び６ｃは、直径１００μｍの絞りを光源と液体サンプルとの間に置くこ
とにより、空間的に可干渉性にされた光線によって、サンプルが照らされたときに得られ
た、それぞれ、横方向の分析結果ＰＩ、画像、及び前記画像の三次元表示を示す。このよ
うにして、液滴内に存在する細菌によって生み出された回折パターンを観察することが望
ましい。液滴の体積は約１μｌである。
【００３３】
　Ｓ．Ｓｕ　Ｓｅｏによる文献“Ｌｅｎｓｌｅｓｓ　ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ　ｉｍａｇ
ｉｎｇ　ｆｏｒ　ｏｎ－ｃｈｉｐ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ａｎｄ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ｓ”（「オンチップ細胞計測及び診断のための、レンズを用いないホログラフィックイメ
ージング」），Ｌａｂ　Ｃｈｉｐ　９（６），７７７－８７（２００９）に記述されてい
るように、ホログラフィック回折パターンが観察される。
【００３４】
　図６ｄ、６ｅ、及び６ｆは、サンプルが同じ光源により、ただし絞り無しで照らされた
ときに得られた、それぞれ、横方向の分析結果ＰＩ、画像、及び前記画像の三次元表示を
示す。液滴はこれらの画像が生み出される前に蒸発していた。基板は十分に親水性であっ
たため、液滴が蒸発している間、基板及びその上に堆積された細菌を覆う湿潤膜が残って
いた。基板が親水性であり、サンプルの溶液が湿潤で低い表面張力を有したため、この膜
はさらに長時間残存した。そのため、これは超湿潤膜形成と称される。
【００３５】
　試験の間に行われた構成は、この場合超音波で清浄にされ、エタノールと、湿潤剤（０
．１％のＴｗｅｅｎ）の追加により湿潤状態にされた上述の生理的緩衝液とで濯がれたガ
ラスである、親水性のスライドが使用されたため、好ましい。図７に例証されるような構
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成において、液滴の蒸発に続いて、形成された超湿潤膜は適所に長い時間、すなわち数分
間、さらには数時間にわたり、残ることが観察された。
【００３６】
　図６ｄ、６ｅ及び６ｆは、それぞれ図６ａ、６ｂ及び６ｃと比較されるべきである。湿
潤膜により覆われた細菌の接触画像から得られるＳＮ比は、液滴内に浸された細菌の接触
画像に対して２０倍増加することが観察され、それによってこれら細菌を明白に検出する
ことができる。
【００３７】
　溶液の蒸発からもたらされる膜の形成は、本発明による方法のキーポイントの１つであ
る。そのような膜は、細菌の上方に形成される１つ以上のマイクロレンズの役目を果たす
。これは、約４５と非常に高いＳＮ比で、細菌を検出できるかの理由を説明する。
【００３８】
　これらの例において、ＳＮ比（ＳＮＲ）は次のように定義される：
【数１】

ここで、
―　Ｉ＝画像の各画素の振幅、
―　μ＝ノイズを表わすと考えられる領域における、画素の平均振幅　
―　σ＝ノイズを表わすと考えられる領域における、画素の振幅の標準偏差　
である。
【００３９】
　水滴が蒸発するとき、そのような膜の形成が細菌の表面において観察される。使用され
る溶液に応じて、そして特にその湿潤特性と表面張力特性に応じて、膜はより長い又はよ
り短い時間の間残る。この膜の厚さを推定するため、様々な直径の重合体のマイクロスフ
ェアーに対して試験が行われた。マイクロスフェアーの直径が５μｍを超えたとき、膜は
組織的に破断することが観察された。従って、この膜の厚さは数μｍ未満、さらには５μ
ｍ未満であることが結論付けられた。基板の表面上に形成される膜の破断は、図１に略図
で示されている、前述の装置で画像を作り出すことにより、容易に検出可能であった。
【００４０】
　２つの試験が、使用された緩衝溶液に関して、１つは疎水性の基板上で、もう１つは親
水性の基板上で、上述の緩衝液を用いて行われた。「疎水性」及び「親水性」という表現
は、この基板と接触する液滴の接触角が、それぞれ９０°よりも大きい、及び小さいこと
を意味すると理解され、これは広く受け入れられている定義である。
【００４１】
　図７ａ及び７ｂは基板が疎水性であるときに得られた結果を例証する。図７ａは図７ｂ
に示す細菌の画像における、横方向分析結果の時間的変遷を示し、本分析結果は細菌の画
像の中央を通っている。ｔ＜４８秒（図７ｂ－１）に関して液滴は蒸発し、何ら有意な信
号は検出されていない。ｔ＝４８秒とｔ＝４９秒の間では、液滴の蒸発は細菌を覆う短寿
命の膜の形成をもたらす（図７ｂ－２）。実際、細菌上に形成するこの膜の影響に対応し
て、信号の増加が観察される。基板が疎水性であるため、膜は急速に消失し、それはｔ＞
４８．５秒間で観察された信号の強度の急速な低下を説明する（図７ｂ－３）。
【００４２】
　図７ｃ及び７ｄは、液滴を支持する基板が親水性であるときに得られた結果を例証する
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。図７ｃは図７ｄに示す細菌の画像における、横方向分析結果Ｐの時間的変遷を示し、本
分析結果は細菌の画像の中央を通っている。ｔ＜７秒の間、液滴は蒸発し、何ら有意な信
号は検出されていない（図７ｄ－１）。ｔ＝７秒において、細菌は薄膜のみに覆われてい
る（図７ｄ－２）。基板が親水性であるため、膜は基板の表面上及び細菌の表面上に長時
間残る（図７ｄ－３）。従って、高い強度の信号が前の場合よりもずっと長期間にわたっ
て観察され、その期間はここでは数十秒である。液滴が蒸発を終了したとき、膜は消失し
て細菌はもはや検出されない。
【００４３】
　これらの図は、本発明による方法により、細菌を含んでいる液滴の蒸発する瞬間に、そ
して特に液滴／外側の媒体の界面が細菌に達するとき、すなわち細菌が薄膜のみにより覆
われる瞬間に、溶液内の細菌が検出されるのが可能となることが、確認される。溶液の湿
潤度に応じて、膜の形成は短寿命（１秒又は２秒間の残存）か、あるいは耐久性があるか
のいずれかである。考慮されている基板上の溶液の湿潤度が大きいほど、膜の形成はより
耐久性がある。「耐久性がある」の表現は、数十秒又は数分、あるいは数時間さえも持続
する膜を意味するものと理解される。
【００４４】
　従って、耐久性がある膜を得ることが望まれるとき、湿潤剤を溶液に加えることが好ま
しい。そのような湿潤剤は、例えば０．１体積％の濃度を有する、上記に定義されたＴｗ
ｅｅｎ　２０である。
【００４５】
　本試験における使用のために選ばれた溶液は、蒸留水中で１０ｍＭに希釈された、Ｐｈ
＝８を有する緩衝液Ｔｒｉｓ　ＨＣｌであった。この緩衝液を用いて、とりわけ満足すべ
き結果が得られた。Ｔｒｉｓはトリスヒドロキシメチルアミノメタン（ｔｒｉｓ（ｈｙｄ
ｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ）又は２－アミノ２－ヒドロキシメチ
ル－１，３－プロパンジオール（２－ａｍｉｎｏ２－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ－１，
３－ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏｌ）の略称である。
【００４６】
　他の緩衝液が使用されてもよい。細菌の識別が望まれるとき、細菌を生きたまま保つ生
理的緩衝液が好ましい。Ｔｗｅｅｎのような湿潤剤の追加は、一般的に非常に有用である
ことが分っており、より耐久性がある微小な膜の形成を可能にする。そのような湿潤剤の
体積濃度は、例えばおよそ数百分の１％～数％、望ましくは数百分の１％～数十分の１％
である。使用され得る他の緩衝液の中では、ＰＢＳ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ
ｅｄ　ｓａｌｉｎｅ＝リン酸緩衝生理食塩水）又は、非生物学的用途に対しては、蒸留水
が挙げられ得る。
【００４７】
　上記の例は細菌の観察について記述しているが、本発明は細菌よりも小さい粒子又は生
物学的対象物に適用され得る。図８は、上記の例において記述されたような、同じ生理食
塩水緩衝液の液滴の蒸発に引き続いて形成される超湿潤膜で覆われた、ポリスチレンのマ
イクロスフェアーの観察から来る画像（図８ａ）及び分析結果ＰＩ（図８ｂ）を示す。こ
のマイクロスフェアーの直径は５００ｎｍである。検出されたＳＮ比は高く留まっている
（約２０）。
【００４８】
　さらに、液滴の保持部を周囲温度未満に冷却することにより、液滴の蒸発が遅くなり、
残留膜はより耐久性を増す。例えば、周囲温度が２０℃のとき、保持部は５～１０℃の間
の温度に冷却され得る。
【００４９】
　次に、冷却された撮像装置を使用することもまた可能であり、それは検出された信号の
ＳＮ比が増加できるようにする。
【産業上の利用可能性】
【００５０】
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　本発明による方法の産業上の用途の非限定的な例として：
―　病院、製薬又は食品加工の環境における、細菌及び真菌の含有量に関する空気品質の
モニタリングと、
―　微生物、細胞生物学、及び細胞病理学を含む前臨床研究用の診断測定及び診断ツール
と、
―　体液中の生物学的粒子の濃度測定と
が挙げられ得る。
【００５１】
　例えば、細菌性の尿路感染についても言及され得る。細菌に対する尿の検査は、１μｌ
あたりの白血球数が１０を上回る白血球尿（尿中に白血球が存在）、又は膿尿症と関連す
る、一種微生物（一種類の細菌）の細菌尿が、１μｌあたりの細菌数が１００を上回る、
多数の細菌集落を伴って発見されるとき、尿路感染の確認を可能にする。
【００５２】
　以上のような測定は、本発明による方法を用いて容易に行われ得る。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図６】 【図７】
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