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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　病気もしくは状態の分類もしくは検出を提供するシステムであって、
　プロセッサーと、
　前記プロセッサーを介したユーザーインターフェースと、
　前記プロセッサーがアクセス可能な保存場所と、を有し、
　前記保存場所は、スペクトルデータと前記スペクトルデータに対応する病気もしくは状
態との関係性を有する保存データが保存されており、
　前記プロセッサーは、前記スペクトルデータと生物学的試片のスペクトル画像からのス
ペクトルデータとの関係性があるかどうかを特定するために、個体から採取され視覚的画
像とともに登録された生物学的試片のスペクトル画像からの入力されたスペクトルデータ
を、前記スペクトルデータと比較することができ、
　さらに前記プロセッサーは、前記スペクトルデータと前記生物学的試片のスペクトル画
像からのスペクトルデータとの関係性がある場合に、前記スペクトルデータに関係付けら
れた病気もしくは状態の分類もしくは検出を出力できるシステム。
【請求項２】
　病気もしくは状態の分類もしくは検出をコンピューターから提供するための制御ロジッ
クが保存されたコンピューター使用可能媒体を有するコンピュータープログラムプロダク
トであって、前記制御ロジックは、
　個体から採取され視覚的画像とともに登録された生物学的試片のスペクトル画像からの
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スペクトルデータを得るためのコンピューター読み取り可能な第一プログラムコード手段
と、
　前記生物学的試験片のスペクトル画像からのスペクトルデータを病気もしくは状態と関
係付けられた保存されたスペクトルデータと比較するためのコンピューター読み取り可能
な第二プログラムコード手段と、
　前記スペクトルデータと、前記生物学的試験片のスペクトル画像からのスペクトルデー
タとの関連性があるかどうかを特定するためのコンピューター読み取り可能な第三プログ
ラムコード手段と、
　前記スペクトルデータと前記生物学的試片のスペクトル画像からのスペクトルデータと
の関係性がある場合に、前記スペクトルデータに関係付けられた病気もしくは状態の分類
もしくは検出を出力するためのコンピューター読み取り可能な第四プログラムコード手段
と、を有するコンピュータープログラムプロダクト。
【請求項３】
　病気もしくは状態の分類もしくは検出を提供する方法であって、該方法はプロセッサー
およびメモリを含むコンピュータデバイスにより実行され、
　視覚的画像とともに登録された生物学的試片のスペクトル画像からスペクトルデータを
得る工程と、
　前記生物学的試片のスペクトル画像からのスペクトルデータと、病気もしくは状態に関
係付けられている保存されたスペクトルデータとを比較する工程と、
　前記スペクトルデータと前記生物学的試験片のスペクトル画像からのスペクトルデータ
との関連性があるかどうかを特定する工程と、
　前記スペクトルデータと前記生物学的試験片のスペクトル画像からのスペクトルデータ
との関係性がある場合に、前記スペクトルデータに関係付けられた病気もしくは状態の分
類もしくは検出を出力する工程と、を含む方法。
【請求項４】
　保存データは複数の画像から得られていて、
　保存場所内の前記複数の画像の各々が病気もしくは状態と関係付けられている請求項３
に記載の方法。
【請求項５】
　前記分類もしくは検出を出力する前記工程は、前記病気もしくは状態をコンピューター
スクリーンに表示する工程を含む請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記分類もしくは検出を出力する前記工程は、前記分類もしくは検出を電子的に保存す
る工程を含む請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記生物学的試片は、細胞もしくは組織を含む請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　保存データは複数の画像から得られていて、
　保存場所内の前記複数の画像の各々が病気もしくは状態と関係付けられている請求項１
に記載のシステム。
【請求項９】
　前記分類もしくは検出はコンピュータースクリーンに表示される請求項１に記載のシス
テム。
【請求項１０】
　前記分類もしくは検出は電子的に保存される請求項１に記載のシステム。
【請求項１１】
　前記生物学的試片は、細胞もしくは組織を含む請求項１に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本出願は、２０１０年６月２５日に出願された米国特許出願第６１／３５８，６０６、
発明の名称「組織病理学的試片のスペクトル組織病理学によるデジタル染色（ＤＩＧＩＴ
ＡＬ　ＳＴＡＩＮＩＮＧ　ＯＦ　ＨＩＳＴＯＰＨＡＴＨＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＳＰＥＣＩＭ
ＥＮＳ　ＶＩＡ　ＳＰＥＣＴＲＡＬ　ＨＩＳＴＯＰＨＡＴＨＯＬＯＧＹ）」の優先権を主
張するものであり、その内容は、本願中に参照としてすべて取り込まれている。
【０００２】
　本願発明は、医学的診断を提供する生物学的試片をスペクトル画像によって分析する方
法に関する。生物学的試片は、外科的方法、生検、および培養サンプルにより得られた医
学的試片を含んでもよい。
【背景技術】
【０００３】
　種々の病理学的方法は、異常なもしくはがん細胞を検知するために生物学的試片を分析
するのに使用される。例えば、スタンダードな組織病理学では、染色された組織切片を顕
微鏡を使い、病理学者の目視による観察を含む。典型的には、組織切片は、生検により患
者から採られたものであり、サンプルは、凍結されてクリオミクロトームを使って切られ
る、もしくは、サンプルはホルマリン固定され、パラフィン包埋され、その後ミクロトー
ムで切られる。組織切片は、適切な基材の上に乗せられる。パラフィン包埋組織切片は、
続いて脱パラフィン化される。組織切片は、ヘマトキシリン－イオシン（Ｈ＆Ｅ）染色に
より染色され、カバーガラスをかけられる。
【０００４】
　組織サンプルは、１０倍～４０倍の倍率で目視により観察される。拡大された細胞は、
病理学者のメモリにあるデータベースと比較される。病理学者による染色された組織切片
の目視による分析は、核および細胞の形態、組織構造、染色パターン、さらに免疫反応の
浸潤などの細かい特徴を含んでおり、これによって異常な細胞もしくはがん細胞を検知す
る。
【０００５】
　初期の転移もしくはミクロ転移と呼ばれる０．２～２ｍｍほどのサイズのがん細胞の小
さな塊が疑われる場合、隣接する組織もサイトケラチン免疫染色などの免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）液／対比染色により染色されてもよい。このような方法は、通常の臓器、例えばリ
ンパ節などは、これらの染色に反応しないことから、組織病理学の感度を上げる。したが
って、健康な細胞と病気な細胞との比較をより鮮明にすることができる。
【０００６】
　ミクロ転移を検知する初めの方法は、標準的な組織病理学である。例えば、標準的な細
胞病理学によるリンパ節へのミクロ転移の検知は、サイズの小ささやリンパ節組織内にお
ける異常な状態の特徴のなさから非常に大変なものである。しかしながら、このようなミ
クロ転移の検知は、病気の進行を知るためにも最も大事なことである。なぜなら、リンパ
節に転移性の細胞がない場合、がんの進行はとどまっているかもしれないからである。一
方で、リンパ節におけるミクロ転移を見過ごしたことに起因する誤陰性は、より積極的な
治療を提言するべきであったにも関わらず楽観的な診断をだしてしまうことになる。
【０００７】
　進行した病気を診断するためのスタンダードな組織病理学は、すでに構築されているが
、多くの不都合を有している。特に、別々の病理学者による同じ組織切片の一診断におけ
る別々の診断はよく知られた不都合である。これは、この方法による病気の診断と病気の
進行具合は、病理学者のメモリ内のデータベースと対象となる試片を比較することにより
行われるからであり、これは本質的には主観的だからである。異なる診断は、特に、珍し
いガンを診断する際や、病気の初期を診断する際に起こる。さらには、スタンダードな組
織病理学には、非常に時間とお金がかかり、さらにヒトの目に頼っているため、結果を再
度出すことが難しい。さらに、病理学者の疲労や、専門分野などが診断に影響する。
【０００８】
　さらに、腫瘍をほとんど区別できない場合、ガンのタイプを区別するためには多くの免
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疫組織化学染色が必要になる。このような染色は、多数の平行に配置された細胞ブロック
に対して行われることがある。この染色工程は、法外に高額になることもあり、また細胞
サンプルが一つの細胞ブロックから診断できる細胞を少ししか提供しないこともある。
【０００９】
　細胞の形態および組織の構造の特徴などに主に依存するスタンダードな細胞病理学によ
る診断のばらつきを克服するために、細胞および組織の生化学的組成のスナップショット
を撮る分光法が使われている。これにより、状態や病気のバリエーションに起因する生物
学的試片の生化学的組成のバリエーションを検知することを可能にする。分光法により組
織もしくは細胞サンプル検知することで、サンプルの一部分における化学組成のバリエー
ションを検出でき、これによって異常な細胞もしくはがん細胞の存在を検知する。遠赤外
線細胞病理学（細胞の病気の研究）に分光法を利用することを、「スペクトル細胞病理（
ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｃｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ）（ＳＣＰ）」と言い、遠赤外線分光法
を組織病理学（組織の病気の研究）に利用することを「スペクトル組織病理学（ｓｐｅｃ
ｔｒａｌ　ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ）（ＳＨＰ）」と呼んでいる。
【００１０】
　個々の尿管および培養細胞においてのＳＣＰは、Ｂ．Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ　Ｖｉｂｒ
．Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃ．，　４８　１０　（２００８）および　Ｍ．Ｒｏｍｅｏ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ，　１７５８，９１５　（２００
６）に記載されている。画像データに基づくＳＣＰと、口内粘膜および子宮頚部細胞に利
用するＳＣＰは、ＷＯ２００９／１４６４２５に記載に記載されている。口内粘膜細胞に
おいてのＳＣＰを介しての病気の進行のデモンストレーションは、Ｋ．Ｐａｐａｍａｒｋ
ａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ，　
９０，　５８９　（２０１０）に記載されている。ガン領域の影響の検知するためのＳＣ
Ｐの感度および子宮頸部細胞のウィルス感染の感度に関するＳＣＰのデモンストレーショ
ンは，Ｋ．Ｐａｐａｍａｒｋａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｉｎｖ
ｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ，　９０，　５８９　（２０１０）に記載されている。
【００１１】
　階層的クラスター解析（ＨＣＡ）を介した肝臓組織のＳＨＰを使用した組織の初めの無
監督画像のデモンストレーションは、Ｍ．Ｄｉｅｍ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｐｏｌｙｍ
ｅｒｓ，　５７，２８２（２０００）に記載されている。リンパ節内の転移ガンの検知は
、Ｍ．Ｊ．Ｒｏｍｅｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃ
．，　３８，１１５　（２００５）およびＭ．Ｒｏｍｅｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｂｒａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｔｉ
ｓｓｕｅｓ，　Ｗｉｅｌｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｈｏｂｏｋｅｎ，　ＮＪ　（
２００８）に記載されている。大腸組織内のガン診断にＨＣＡ由来データでトレーニング
ニューラルネットワークの使用は、Ｐ．Ｌａｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．Ｃｈｅｍｏｍ
ｅｔｒｉｃｓ，　２０，　２０９　（２００７）に記載されている。リンパ節内のミクロ
転移および個々の転移ガン細胞の検知は、Ｂ．Ｂｉｒｄ．，　Ｔｈｅ　Ａｎａｌｙｓｔ，
１３４，　１０６７（２００９），　Ｂ．Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢＭＣ　Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，　８，　１（２００８），　Ｂ．Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｔｅｃｈ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，　１０，　１３５　（
２０１１）に記載されている。
【００１２】
　分光法は、病気の初期のステージを示唆していることもある生物学的サンプル内におけ
る化学組成の微妙な変化についても警告するため有利である。これに対して、スタンダー
ドな組織病理学では明らかな組織内の形態的変化は、顕著になるまでに時間がかかり、こ
れは、病気の早期の検知を難しくしている。さらには、分光法は、病理学者に、目視によ
り観察するよりも、より短時間に同じサンプルの細胞材料もしくは組織の広域サンプルを
観察することを可能にする。さらに、分光法は、機械による測定に頼っていることから、
客観的であり、デジタルで記録保存され再生でき、さらに数学的／統計的分析用に処理す
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ることができる。したがって、分光法から得られた結果は、スタンダードな組織病理学的
方法で得られた結果よりも正確で、精密である。
【００１３】
　スペクトルデータを得るには、様々技術が使われる。例えば、散乱効果を利用してシス
テム内の分子の振動を判断するラマン分光法を細胞もしくは組織サンプルを解析するのに
使用してもよい。この方法は、Ｎ．Ｓｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｂｒａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｆｏｒ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，　Ｊ．
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（２００８），およびＣ．Ｋｒａｆｆｔ，　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃ．（２０１１）に記載されている。
【００１４】
　ラマン分光法の散乱効果は、１０１０のうち１インシデントのフォトンがラマン散乱を
起こすことから弱いと考えられている。したがって、ラマン分光法は、励起のために可視
可能な狭く限定されたレーザービームもしくは近赤外線レーザービームを使用したとき最
もよく作用する。これは、すなわち、スペクトル情報が採取されたスポットを左右する。
このスポットの大きさは、顕微鏡の絞りおよびレーザーの波長によって変わるが、０．３
μｍ～２μｍの範囲である。この小さいサイズのスポットは、大きな組織領域のデータの
回収をできなくしており、これは、データが多くのスペクトルを含むこともあり、データ
を回収するのに長い時間を要するからである。したがって、ラマン分光法を使用したＳＨ
Ｐは、小さい領域を選ぶ必要がある。この方法は、組織の広域な公平な解析というスペク
トル画像の有利な点を否定している。
【００１５】
　赤外線分光法を使ったＳＨＰも、脳、肺、口内粘膜、子宮粘膜、甲状腺、結腸、皮膚、
胸、気道、前立腺、およびリンパ節を含むが、これに限定されない組織の異常を検知する
のに使用されている。赤外線分光法は、ラマン分光法と同様に、分子の振動に依存してい
るが、吸収効果であり、特定の条件を満たすと、１％～５０％のインシデント赤外線フォ
トンを吸収する。この結果、赤外線分光法によれば、ラマン分光法と比較して、より優れ
たスペクトル品質でより早くデータを回収することができる。さらには、赤外線分光法は
、組織内の小さな組成の変化を検知する感度が非常にすぐれている。したがって、赤外線
分光法を使用したＳＨＰは、ミクロ転移を簡単に検知できることから転移が形成されるま
で検知されないことが多い乳がんなどのガンの治療および予後の診断に特に有利である。
数個の細胞レベルでの転移ガン細胞の小さいクラスターも検知できる。さらには、赤外線
分光法を使用した空間的解像度は、ヒトの細胞のサイズでも可能であり、赤外線アレイ検
知器を備えた市販の機器により数十から数千ピクセルスペクトルを数分で回収できる。
【００１６】
　赤外線分光法を使用したＳＨＰの方法は、Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｐｅｃｔｒａ
ｌ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏ－ｍｅｔａｓｔａｔｅｓ　ｉｎ　ｌｙｍｐｈ
　ｎｏｄｅ　ｈｉｓｔｏ－ｐａｔｈｏｌｏｇｙ”，Ｊ．Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎ．２，　Ｎｏ
．１－２，３７－４６（２００９）(以降　“Ｂｉｒｄ”)に記載されている。この方法は
、リンパ節内のミクロ転移と個々の転移細胞を検知するために赤外線ミクロ分光法（ＩＲ
ＭＳＰ）と多変量解析を使用している。
【００１７】
　Ｂｉｒｄは、７００～４０００ｃｍ－１の間にそれぞれ１６５０スペクトル強度ポイン
トを含む２５６００スペクトルを含むハイパースペクトル生画像を研究している。それぞ
れ４００メガバイトを占めているこれらのデータは、インポートされてから前処理される
。データの前処理は、９００～１８００ｃｍ－１の範囲に波数を限定し、他の処理も含で
いる。赤外線スペクトルの「指紋領域」は、タンパク質のペプチド結合のアミドＩとアミ
ドＩＩ振動バンドで占められている１７００～１４５０ｃｍ－１の範囲の「タンパク質領
域」にさらに分けられる。この領域は、二次構造および三次構造の異なるタンパク質に対
して非常に感度がよく、異なるタンパク質の量に依存する細胞内の特定の事象のステージ
を調べることができる。「リン酸領域」である９００～１３５０ｃｍ－１の低波数領域は
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、ＤＮＡ、ＲＮＡおよびリン脂質にあるリン酸ジエステル結合の複数の振動を含んでいる
。
【００１８】
　Ｂｉｒｄは、一体化したアミドＩバンドを区別する最小強度を、組織を含まない範囲の
ピクセルを除くために課している。そして、ベクタの標準化とスペクトルベクタの二次微
分への変換が行われた。続いて、データは、それぞれ、スペクトル類似性を決定するため
にユークリッド距離を使った階層的クラスター解析（ＨＣＡ）がおこなわれ、さらにクラ
スター形成のためにワード演算（Ｗａｒｄ‘ｓ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）が行われた。
【００１９】
　Ｂｉｒｄの方法によれば、染色された組織切片のスライドの上にマーカーがついており
、これによって、スペクトル分析される未染色の隣接組織にある領域に対応する領域をハ
イライトしている。スペクトル画像およびビジュアル画像の結果は、スペクトル画像と視
覚的画像を物理的に重ねるために、スペクトル画像と視覚的画像をある特定の特徴を使用
者によって位置合わせする。
【００２０】
　Ｂｉｒｄの方法では、スペクトル画像と視覚的画像の対応する領域は、視覚的観察とス
ペクトルデータとの間に関連がないか確認するために検査される。特に、染色された視覚
的画像内において病理学者が観察した異常な細胞もしくはガン細胞は、染色された前記視
覚的画像に重ね合わせたスペクトル画像で対応する領域を観察してもよい。したがって、
疑似カラースペクトル画像内のパターンの外形が、染色された視覚的画像内における公知
の異常な細胞もしくはガン細胞と対応することもある。染色された視覚的画像内で、病理
学者によって、異常な細胞もしくはがん細胞である可能性があると観察された細胞は、疑
似カラースペクトル画像の正確性を確認するのに使用してもよい。
【００２１】
　Ｂｉｒｄの方法は、しかしながら、スペクトル画像と視覚的画像の上でマーカーを視覚
的に合わせる使用者の技術に頼っているため正確ではなかった。この方法は、しばしば、
不正確であった。さらには、Ｂｉｒｄの方法は、視覚的画像とスペクトル画像とを物理的
に重ねていたが、二つの画像からそれぞれ得られたデータを統合することはなかった。画
像を単に物理的に重ね合わせるだけだったので、重ね合わせた画像を将来の分析のために
一緒に保存していなかった。
【００２２】
　さらに、組織の異なる隣接した領域が、スペクトル画像および視覚的画像の対象となっ
ていたことから、Ｂｉｒｄの重ね合わせた画像は、同じ組織領域を映していなかった。こ
れは、スペクトル画像と視覚的画像を合わせるのを難しくしており、したがって、視覚的
画像の形態とスペクトル画像のカラーパターンとの間に差異があることもあった。
【００２３】
　Ｂｉｒｄの重ね合わせる方法における別の問題点として、視覚的画像が赤外線スペクト
ル画像と空間領域が同じでないことがあげられる。したがって、Ｂｉｒｄのスペクトル画
像と視覚的画像との空間解像度は異なっている。典型的には、赤外線画像内の空間解像度
は、視覚的画像の解像度よりも低い。この解像度の違いに関して、赤外線領域に使用され
たデータは、見たいポイントの周辺領域を選択してから拡大し、該領域を診断してもよく
、さらにこれは一つのポイントではない。視覚的画像のすべてのポイントにおいて、診断
を出すために必要な入力ポイントよりも広い領域が赤外線画像内にある。この解像度の違
いに対しての処理は、Ｂｉｒｄでは行われていない。その代わり、Ｂｉｒｄは、Ｂｉｒｄ
では、視覚的画像内のポイントを選択する際は、重ね合わせることによりスペクトル画像
内の情報も同じポイントであるとみなしており、それに従って、診断的合致もだされてい
る。しかし、画像は、視覚的に同じであっても、診断としては同じではない。
【００２４】
　合致した診断を出すためには、使用されるスペクトル画像は、目的の診断的特性を認識
できるようトレーニングされ監督されている診断アルゴリズムから出されたものでなくて
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はならない。したがって、スペクトル画像クラスターは、合致した診断を作るための生化
学的分類により動かされるアルゴリズム分類方式により限定され、使用者の選択による一
致では行われない。これに対して、Ｂｉｒｄは、診断を出すために、「無監督」のＨＣＡ
画像と「監督された」染色視覚的画像とを比較しているだけである。ＨＣＡ画像は、がん
領域をかたどる境界（形状）の一致が病理学者によって視覚的に承認されるまで、手動で
デンドグラムを切ることを含むクラスターを形成するためのルールと限定とを基に、診断
を下すに至っていない共通するスペクトル特性の領域を特定する。この方法は、視覚的な
比較を提供するだけである。
【００２５】
　蛍光発色データの解析に基づく他の方法も存在しており、これは一般的には、外部タグ
の分散に基づいており、例えば、染色もしくはラベリング、もしくは自己蛍光として知ら
れている内在する蛍光発色の変化を利用するもの等がある。これらの方法は、生化学的組
成の認識および組成の変化の認識という意味においては、あまり診断的とは言えない。さ
らに、これらの方法は、ラマンもしくは赤外線などの視覚的分光法の技術である指紋感度
がない。
【００２６】
　スペクトル獲得技術の一般的な問題としては、膨大な量のスペクトルデータが生物学的
サンプルを検査するときに得られてしまうことにある。この結果、データを解析する工程
が、コンピューター的にも複雑になり時間がかかってしまう。スペクトルデータは、混乱
したスペクトル特性を含んでいることがよくあり、これは、細胞もしくは組織の顕微鏡に
より得られた赤外線スペクトルによくみられており、たとえば、散乱もしくはベースライ
ンなどである。したがって、スペクトルデータを前処理することにより、目的の細胞物質
を分離するため、また混在したスペクトル特性を排除することは有用である。
【００２７】
　混在したスペクトル特性の一つとして、ミー（Ｍｉｅ）散乱があげられ、これは、サン
プルの形態依存的な影響である。この影響は、サンプルが、不均一で、さらにサンプルの
調べる波長の大きさである粒子を含んでいる場合、赤外線吸収もしくは反射測定を妨害す
る。ミー散乱は、広域で波状の散乱特徴により起きており、赤外線吸収特性がこの上に重
なってしまっている。
【００２８】
　ミー散乱は、吸収および反射線の形状の混在も引き起こしているときがある。原則とし
ては、純粋な吸収線は、吸収率の周波数依存性に対応しており、通常は、ガウス曲線、ロ
ーレンツ曲線、もしくはそれらの混合である。吸収曲線は、複雑な屈折率の虚部に対応し
ている。反射は、複雑な屈曲率の実部に対応していて、さらに線の形状として分散してい
る。この分散性は、数的ＫＫ変換による吸収線の形状から得られてもよく、もしくはフー
リエ変換（ＦＴ）の実部からでもよい。
【００２９】
　共鳴ミー（ＲＭｉｅ）特性は、吸収および反射バンドの形の混合により起こり、これは
、吸収率が最大を超えたとき（すなわち、吸収バンドの形の上に行ったとき）に屈折率が
変則的な分散を起こすことにより引き起こされる。ミー散乱、もしくは屈折率に依存する
他の光学的影響は、反射および吸収線の形状を混ぜてしまい、バンドの形状をゆがませ、
周波数をずらしてしまう。
【００３０】
　図１は、ＳＣＰおよびＳＨＰの双方において観察された、分散したバンドの形状による
吸収パターンの汚染を示している。図１における下にある線は、生物学的組織の通常の吸
収スペクトルを示している。一方で、上にある線は、ＲＭｉｅの影響の分散成分による非
常にひどく汚染されたスペクトルを示している。スペクトルのねじれは、化学的組成物と
は別にみえるが、むしろサンプルの形状に依存している。バンド強度および周波数のずれ
は、バンドのずれが存在するために、未汚染と汚染されたスペクトル別のグループに分類
してしまうほどスペクトル解析に悪影響を与える。図２では、広く波状のバックグラウン
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ドの特徴を示している。赤外線ミクロ分光（ＩＲ－ＭＳＰ）により重ねあわされた場合、
これらの特徴は、球状粒子たとえば細胞核もしくは球状の細胞などによるミー散乱よるも
のだとされる。
【００３１】
　ＩＲ－ＭＳＰスペクトルで重ね合わせた図１の分散線の形状の外見は、Ｍ．Ｒｏｍｅｏ
，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｂｒａｔｉｏｎａｌ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，　３８，　
１２９　（２００５）（これ以降は、Ｒｏｍｅｏ２００５と言うこともある）において理
論解析と共に報告されていた。Ｒｏｍｅｏ２００５は、ねじれたバンドの形状は、赤外線
スペクトルの吸収特徴の上に分散（反射）成分が重ね合わさったことからおきるとしてい
る。このような影響は、機械の制御ソフトの不正確な位相補正を引き起こしていた。特に
、ＦＴＩＲ分光器内の獲得したままのインターフェログラムは、「チャープ（Ｃｈｉｒｐ
ｅｄ）」を起こしており、もしくはアシンメトリーであることがよくあり、これはＦＴの
前に対称にする必要がある。これは、より短いインターフェロメーターのストロークによ
りダブルサイド型インターフェログラムを回収し、シンメトリーなインターフェログラム
を出す位相補正を計算することで達成できる。
【００３２】
　Ｒｏｍｅｏ２００５では、この処理が問題なく行われていると仮定しているが、これは
ねじれたスペクトル特性を出していた。ねじれたスペクトルの実部と虚部の位相を計算す
ることでねじれたスペクトル特性を補正し、補正された位相の実部と虚部とからパワース
ペクトラムを再構築することを試みた。Ｒｏｍｅｏ２００５は、観察された赤外線スぺク
トルの各吸収バンドにおいて、屈折率が変則的に分散することを報告している。ある特定
の条件下では、種々の量の分散線の形状が、吸収スペクトルと重ねあわされ、もしくは混
ぜあわされることが可能である。
【００３３】
　吸収および反射バンド形状の間の数学的関連性は、クラマース・クローニッヒ（ＫＫ）
変換によって提供され、これは二つ物理的現象と関係している。観察されたスペクトルに
おいて分散（反射）および吸収による影響の混合が確認されており、該影響を「位相補正
（ＰＣ）」とよばれる処理により補正する方法がＲｏｍｅｏ２００５において記載されて
いる。分散および吸収の混在の原因については、間違って機械のソフトウェアの故障にあ
るとされているが、混在影響の原理はほとんど特定されていない。根底にある物理を完璧
に理解していないため、提言された補正方法は適切に動いていなかった。
【００３４】
　Ｐ．Ｂｅｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ　Ａｎａｌｙｓｔ，　１３４，　１５８６（２００９）
およびＰ．Ｂｅｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌｙｓｔ，　１３４　１１７１（２０
０９）は、「共鳴ミー散乱」（ＲＭｉｅＳ）影響により、分散および吸収影響が混ざるこ
とがあると示している。スペクトルのねじれを補正するアルゴリズムおよび方法について
は、Ｐ．Ｂｅｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｒｅｓｏｎａｎｔ　Ｍｉｅ　Ｓｃａｔｔｅｒ
ｉｎｇ　（ＲＭｉｅＳ）　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔ
ｒａ　ｆｒｏｍ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓａｍ
ｐｌｅｓ”，　Ａｎａｌｙｓｔ，　１３５，　２６８－２７７（２０１０）に記載されて
いる。この方法は、Ａ．Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｐｐｌ．　Ｓｐｅｃｔｒｏｓ
ｃ．，　５９，　７０７　（２００５）およびＡ．Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｐ
ｐｌ．　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃ．，　６２，　２５９　（２００８）に報告されている“Ｅ
ｘｔｅｎｓｉｏｎ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｓｉｇｎａｌ　Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ”（ＥＭＳ
Ｃ）法の延長である。
【００３５】
　この方法では、多重線回帰モデルに純粋な吸収スペクトルのＫＫ変換により得られた反
射成分を含ませることで、赤外線スペクトルデータから非共鳴ミー散乱を取り除いている
。この方法は、生データを利用しており、さらに「参照」スペクトラムをインプットとし
て使用している。参照スペクトラムは、反射の影響を計算するための、ＥＭＳＣスケール
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における標準化特性においても使われる。参照スペクトラムは、アプリオリにあるわけで
はないので、Ｂｅｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌあ、全データの平均スペクトラムを使用しており
、もしくは「人工」のスペクトラムを利用しており、例えば、純粋なたんぱく質のマトリ
クスのスペクトラムなどを「シード」参照スぺクラムとして利用している。アルゴリズム
を介して第一パスの後、得られた各スペクトラムは、次のパスでのすべてのスペクトルを
得るための反復法用に使われてもよい。したがって、１０００スペクトルのデータから１
０００ＲＭｉｅＳ－ＥＭＳＣ回収スペクトルから作られ、それぞれが次のパスのための独
立した新しい参照スペクトラムとして使用され、これには１００００００回収処理が必要
である。「ＲＭｉｅＳ－ＥＭＳＣ」アルゴリズムと呼ばれるアルゴリズムを動かすためと
、回収したアウトプットスペクトル安定したレベルのためには、複数回のパス（～１０）
が必要であり、数日に及ぶコンピューターによる処理時間が必要であった。
【００３６】
　ＲＭｉｅＳ－ＥＭＳＣアルゴリズムは、何時間もしくは何日間もの時間がコンピュータ
ー処理に必要なため、スペクトルから散乱および分散線の形状を取り除く迅速なツーステ
ップ法が確立された。これはＢ．Ｂｉｒｄ，　Ｍ．Ｍｉｌｊｋｏｖｉｖ　ａｎｄ　Ｍ．Ｄ
ｉｅｍ，　“Ｔｗｏ　ｓｔｅｐ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　Ｍｉｅ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｃ
ｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｍｉｃｒｏ－ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄａｔ
ａ：ｈｕｍａｎ”ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ｔｉｓｓｕｅ“，　Ｊ．Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎｉ
ｃｓ，　３（８－９）　５９７－６０８　（２０１０）に記載されている。この方法は、
純粋な吸収スペクトルのＫＫ変換から得られた多数の分散成分と、ｖａｎ　Ｈｕｌｓｔ式
（Ｈ．Ｃ．Ｖａｎ　Ｄｅ　Ｈｕｌｓｔ，　Ｌｉｇｈｔ　Ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｂｙ　Ｓ
ｍａｌｌ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，　Ｄｏｖｅｒ，　Ｍｉｎｅｏｌａ，　ＮＹ　（１９８１
）参照）を利用しコンピューターに得られるミー散乱曲線とを、Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　Ｍｕ
ｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｖｅ　Ｓｉｇｎａｌ　Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ（ＥＭＳＣ）法と呼ば
れる処理を経て、データ中のすべてのスペクトルに多数の分散成分を適合する工程を含み
、そしてこれらの混在成分を除いたすべてのスペクトルを再構築する
【００３７】
　このアルゴリズムは、データの中から汚染されていない参照スペクトルを利用すること
により、ＲＭｉｅＳ－ＥＭＳＣアルゴリズムで使用される反復法を使用することを避ける
ことができる。これらの汚染されていない参照スペクトルは、データのプレリミナリーな
クラスター解析を行い、さらに「汚染されていない」スペクトルとしての各クラスター内
の最も高いアミドＩ周波数のスペクトルを選択することで見つけることができる。該スペ
クトルは、数的ＫＫ変換により純粋な反射スペクトルに変換され、上述のようにＲＭｉｅ
Ｓ補正のためのＭｉｅ曲線と共に圧縮された干渉スペクトルとして使われる。この方法は
、早いが、しかしながら、いくつかのスペクトルクラスデータのときのみ上手く働く。
【００３８】
　多くの組織タイプを有しているスペクトルデータの場合、しかしながら、汚染されてい
ないスペクトルを抽出することは非常に煩雑になる。さらに、このような条件下では、最
も適切な干渉スペクトルへのデータ内のすべてのスペクトルの適合が担保されているか不
明である。さらには、このアルゴリズムは、補正のために参照スペクトルを必要としてお
り、たくさんのデータを有するときにおいて最もよく働く。
【００３９】
　上述のように、医学的診断を提供するためのスペクトル画像による生物学的解析の改善
された方法が必要とされている。
　さらには、修正された位相補正方法を基にした、データのインプットを必要とせず、コ
ンピューター処理が早く、細胞および組織のミクロ分光獲得赤外線スペクトルにおいてよ
く観察される混在スペクトルの影響を考慮できる改善された前処理の方法も必要とされて
いる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【００４０】
　本願発明の一課題は、医学的診断を提供するためのスペクトル画像により生物学的試片
を解析する方法に関する。該方法は、生物学的試片のスペクトル画像と視覚的画像を得る
工程と、細胞異常、前がん細胞、がん細胞等を検知するために画像を登録する工程とを含
む。この方法は、前述の問題点を解決するたけでなく、スタンダードな組織病理およびス
ペクトル法に内在する診断のバイアスや不確実性を排除する。
【００４１】
　本願発明の他の課題は、スペクトルデータの位相補正を行うことにより、マイクロ分光
法により得られた赤外線スペクトルにおいてよく観察される混在スペクトルの影響を補正
する方法に関する。この位相補正方法は、反射成分に汚染されている種々の吸収スペクト
ルを補正するのに使用してもよい。
【課題を解決するための手段】
【００４２】
　本願発明においては、スペクトル画像により生物学的試片を解析する方法は、生物学的
試片のスペクトル画像を得る工程と、該生物学的試片の視覚的画像を得る工程と、視覚的
画像とスペクトル画像とを登録する工程とを含む。
【００４３】
　本願発明の課題に係るデータ保存を行う方法は、病気もしく状態を示す視覚的画像の領
域を特定する工程と、視覚的画像の該領域をスペクトルデータの領域と関連付ける工程と
、スペクトルデータと該病気もしくは症状においての関係を保存する工程とを含む。
【００４４】
　本願発明の課題に係る医学的診断を提供する方法は、生物学的試片の分光法データを得
る工程と、該生物学的試片の分光法データを、保存されたデータ内の関連する病気もしく
は状態と比較する工程と、生物学的試片のスペクトル画像と保存データとの間の関連を特
定する工程と、特定に関係した診断を出す工程とを含む。
【００４５】
　本願発明の課題に係る医学的診断を提供するシステムは、プロセッサー、プロセッサー
を介するユーザーインターフェース、プロセッサーがアクセス可能な保存場所を含み、生
物学的試片のスペクトルデータを得て、生物学的試片のスペクトルデータは、病気もしく
は状態に関連した保存データと比較し、生物学的試片のスペクトルデータと保存データと
の間に関連があれば特定し、特定に関連した診断を出す。
【００４６】
　本願発明の課題に係るコンピュータープログラムプロダクトは、コンピューターから医
学的診断を出すようにする制御ロジックを有するコンピューター使用可能な媒体を有する
。該制御ロジックは、生物学的試片のスペクトルデータを得るためのコンピューター可読
な第一プログラムコード手段と、生物学的試片のスペクトルデータと病気もしくは状態と
関連した保存データとを比較するためのコンピューター可読な第二プログラムコード手段
と、保存データと生物学的試片のスペクトルデータとの関連性を特定するためのコンピュ
ーター可読な第三プログラムコード手段と、特定に関連した診断を出すためのコンピュー
ター可読な第四プログラムコード手段とを含む。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】図１は、ＳＣＰおよびＳＨＰの双方で典型的に観察される分散バンド形状による
吸収パターンの汚染を示している。
【図２】図２は、球状粒子によるミー散乱により、細胞のＩＲ－ＭＳＰスペクトルにおい
て典型的に観察される広域で波状のバックグランド特性を示す。
【図３】図３は、本願発明に係るスペクトル画像により生物学的サンプルを解析する方法
のフローチャートである。
【図４】図４は、本願発明に係るスペクトル画像を得る方法のフローチャートである。
【図５】図５は、本願発明に係るスペクトル画像の前処理方法のフローチャートである。
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【図６】図６Ａは、本願発明に係る典型的なスペクトラムを線状バックグラウンドに重ね
合わせたものである。図６Ｂは、本願発明に係る二次微分スペクトラムの例を示す。
【図７】図７は、本願発明に係る実部のインターフェログラムを示す。
【図８】図８は、本願発明に係る干渉されていないスペクトラムと想定した位相補正後の
最大強度を作る位相角度を示す。
【図９】図９Ａは、本願発明に係る、ベースラインの傾きに似た散乱影響の汚染を受けて
いる吸収スペクトラムを示す。図９Ｂは、順方向ＦＴの虚部は、スペクトルの境界におい
て著しく曲げる影響を与えることを示しており、これが本願発明に係る補正されたスペク
トルを汚染することを示す。
【図１０Ａ】図１０Ａは、本願発明において、乳がんからのミクロ転移が確認されている
リンパ節のＨ＆Ｅによる組織病理を示す。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、本願発明に係る図１０Ａのリンパ節に対して行われた階層的ク
ラスター解析（ＨＣＡ）によるデータの細分化を示す。
【図１０Ｃ】図１０Ｃは、本願発明に係る各スペクトラムにおけるアミドＩ振動バンドの
ピーク周波数を示すプロットである。
【図１０Ｄ】図１０Ｄは、本願発明に係るＲＭｉｅＳ補正を使った位相補正後の図１０Ａ
の同じリンパ節の切片の画像である。
【図１１Ａ】図１１Ａは、本願発明に係る図１０ＤのＲＭｉｅＳ補正を使った位相補正後
のＨＣＡの結果を示す。
【図１１Ｂ】図１１Ｂは、本願発明に係る図１１Ａのリンパ節切片のＨ＆Ｅによる組織病
理である。
【図１２Ａ】図１２Ａは、染色された子宮頚部の切片の視覚的な顕微鏡画像である。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、本願発明に係る組織の染色前に集めた赤外線データの階層的ク
ラスター解析から作られた赤外線スペクトル画像を示す。
【図１３Ａ】図１３Ａは、本願発明に係る、Ｈ＆Ｅ染色されたわきの下のリンパ節の切片
の視覚的な顕微鏡画像である。
【図１３Ｂ】図１３Ｂは、本願発明に係る、染色前の組織から集められた赤外線データの
人工ニューラルネットワーク（ＡＮＮ）解析から作られた赤外線スペクトル画像である。
【図１４Ａ】図１４Ａは、本願発明に係る、小細胞肺がん組織の視覚的画像である。
【図１４Ｂ】図１４Ｂは、本願発明に係る、図１４Ａに示す組織のＨＣＡに基づくスペク
トル画像である。
【図１４Ｃ】図１４Ｃは、本願発明に係る、図１４Ａの視覚的画像と図１４Ｂのスペクト
ル画像の登録された画像である。
【図１４Ｄ】図１４Ｄは、本願発明に係る、登録された図１４Ｃの画像のグラフィカルユ
ーザーインターフェース（ＧＵＩ）の例示である。
【図１５】図１５Ａは、本願発明に係る、Ｈ＆Ｅ染色されたリンパ節の組織切片の視覚的
な顕微鏡画像である。図１５Ｂは、図１５Ａに示す切片のグローバルデジタル染色画像で
あり、本願発明に係る、リンパ節の被膜と内部を区別するものである。図１５Ｃは、図１
５Ａに示す切片の診断用デジタル染色画像であり、本願発明に係る、皮膜、転移乳がん、
組織球、活性化Ｂリンパ球、およびＴリンパ球を区別するものである。
【図１６】図１６は、本願発明に係る、グローバルおよび診断的デジタル染色の間の関係
を模式的に示す。
【図１７】図１７Ａは、本願発明に係る、わきの下のリンパ節から得られたＨ＆Ｅ染色し
た切片の視覚的画像である。図１７Ｂは、本願発明に係る、乳がんのミクロ転移のＳＨＰ
に基づくデジタル染色領域である。図１７Ｃは、本願発明に係る、Ｂリンパ球に占められ
た領域のＳＨＰに基づくデジタル染色である。図１７Ｄは、本願発明に係る、組織球に占
められた領域のＳＨＰに基づくデジタル染色である。
【図１８】図１８は、本願発明に係る、個々のがん細胞の検知を示しており、さらにＳＨ
Ｐを介した小さなクラスターの検知も示している。
【図１９Ａ】図１９Ａは、本願発明に係る、肺腺ガン、小細胞がん、扁平上皮がん細胞か
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ら記録された細胞スペクトルを有する生スペクトルデータを示す。
【図１９Ｂ】図１９Ｂは、本願発明に係る、肺腺ガン、小細胞がん、扁平上皮がん細胞か
ら記録された細胞スペクトルの補正されたスペクトルデータを示す。
【図１９Ｃ】図１９Ｃは、本発明にかかる、肺腺がん、小細胞がんおよび扁平上皮がんの
標準的なスペクトルを示す。
【図１９Ｄ】図１９Ｄは、図１９Ｃのスペクトルから算出されたＫＫ変換スペクトルを示
す。
【図１９Ｅ】図１９Ｅは、本願発明に係る、ＥＭＳＣ補正前の多重クラスデータのＰＣＡ
スコアプロットを示す。
【図１９Ｆ】図１９Ｆは、本願発明に係る、ＥＭＳＣ補正後の多重クラスデータのＰＣＡ
スコアプロットを示す。
【図２０Ａ】図２０Ａは、本願発明に係る、肺腺がん、小細胞がん、および扁平上皮がん
の平均吸収スペクトルを示す。
【図２０Ｂ】図２０Ｂは、本願発明に係る、図２０Ａに図示した吸収スペクトルの二次微
分スペクトルを示す。
【図２１】図２１Ａは、本願発明に係る、腺がん、小細胞がん、および扁平上皮がんをそ
れぞれ有する１ｍｍｘ１ｍｍの組織領域のＲ＆Ｅ染色した４スティッチ画像を示す。図２
１Ｂは、本願発明に係る、図２１Ａに図示した組織領域から記録した４スティッチ画像の
赤外線の生画像を１３５０ｃｍ－１～９００ｃｍ－１スペクトル領域での急減ＲＣＡ解析
により構築したバイナリマスク画像である。図２１Ｃは、本願発明に係る、診断的細胞形
質成分の領域から記録された散乱補正スペクトルデータの６クラスターＲＣＡ画像である
。
【図２２】図２２は、本願発明に係るコンピューターシステムの使用に関連した種々の特
徴を示す。
【図２３】図２３は、本願発明に係るコンピューターシステムの使用に関する。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
　特に記載がない限りは、ここで使用する技術的および科学的用語は、本願発明が属する
分野の当業者が通常理解するものと同じことを意味する。しかしながら、上述の方法およ
び材料と同じものを実施もしくは検査に使用してもよいが、好適な方法および材料を以下
に記載する。すべての刊行物、特許出願、特許および他の引用文献はその内容すべてを参
照としてここに組み込んでいる。もしも矛盾がある場合には、定義も含めて、本明細書に
おいて調整する。さらに、材料、方法および実施例等は、例示として記載しているもので
あり、本願はこれに限定されるものではない。
【００４９】
　本願発明の一態様は、医学的診断を提供するためのスペクトル画像により生物学的試片
を解析する方法に関する。生物学的試片は、外科的方法、生検、および培養物から得られ
る医学的試片でもよい。該方法は、生物学的試片のスペクトル画像および視覚的画像を得
る工程と、細胞異常、前ガン細胞およびがん細胞を検知するために該画像を登録する工程
とを含む。該生物学的試片は、組織もしくは細胞サンプルを含んでもよいが、組織サンプ
ルは好ましくは何らかに利用される。この方法は、乳がん、子宮がん、精巣腫瘍、卵巣腫
瘍、前立腺がん、小細胞肺がん、非小細胞肺がん、メラノーマなどの異常もしくはガン化
およびその他の障害を特定するが、決してこれには限定されず、さらにに、炎症、壊死、
アポトーシスを含む非がん化影響についても検知する。
【００５０】
　本願発明に係る一つの方法では、スタンダードな組織病理および他のスペクトル方法に
内在する診断のバイアスもしくは非信頼性を排除、もしくは減して前述の課題を解決する
。さらに、定量および再現可能な手段で、そして従来の組織病理に対して較正されたアル
ゴリズムにより解析されて作られた、組織タイプのスペクトルデータにアクセスできるよ
うにする。この方法により、例えば、異常な細胞およびがん細胞を標準的な組織病理や他
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のスペクトル技術を含む従来技術よりも早期に検知することができるようになる。
【００５１】
　本願発明に係る方法を図３のフローチャートに図示している。図３に示すように、該方
法は、一般的には、生物学的切片を得る工程３０１と、該生物学的切片のスペクトル画像
を得る工程３０２と、該生物学的切片の視覚的画像を得る工程３０３と、画像登録を行う
工程３０４と、を含む。登録された画像は、任意でトレーニング工程３０５を行ってもよ
く、そして医学的診断を得る工程３０６となる。
【００５２】
　生物学的切片
【００５３】
　図３に示す本願発明の方法の例によれば、生物学的切片を得る工程３０１は、ヒトもし
くは動物などの個体から組織もしくは細胞物質を採取することを意味する。組織切片は、
コア生検、パンチ生検、切除などの方法により得ることができるが、これに限定されるわ
けではない。細胞物質は、スワビング（剥離）、洗浄、穿刺吸引（ＦＮＡ）などにより得
られるが、これに限定されるわけではない。
【００５４】
　スペクトル画像および視覚的画像を撮る組織切片は、標準的な組織病理の方法では、凍
結組織ブロック、もしくはパラフィン包埋ブロックから作られる。組織切片は、スライド
の上に載せられ、スペクトル画像もしくは視覚的画像の双方に利用されてもよい。例えば
、該組織は、これに限定されるわけではないが、フッ化カルシウム（ＣａＦ２）を有する
赤外線透過性顕微鏡スライドの上に載せられてもよく、もしくは市販の「ｌｏｗ－ｅ」ス
ライドなどの低反射スライドの上にのせられてもよい。スライドに乗せたあとは、パラフ
ィン包埋サンプルは脱パラフィン化されてもよい。
【００５５】
　スペクトル画像
【００５６】
　本願発明によれば、図３に示す生物学的切片のスペクトル画像を得る工程３０２は、図
４に示すように、生物学的切片のスペクトルデータを得る工程４０１と、データの前処理
を行う工程４０２と、多変量解析を行う工程４０３と、該生物学的切片のグレースケール
もしくは疑似カラー画像を作成する工程４０４とを含んでもよい。
【００５７】
　スペクトルデータ
【００５８】
　図４に示すように、生物学的切片のスペクトルデータは、工程４０１により得ることが
できる。例えば、組織サンプルなどの未染色生物学的サンプルのスペクトルデータは、該
サンプルの化学組成のスナップショットを撮るために得てもよい。該スペクトルデータは
、各ピクセルが細胞核ほどのサイズである詳細なピクセルでの組織切片から得てもよい。
各ピクセルは、それぞれにスペクトルパターンを有しており、サンプルからのスペクトル
パターンを比較すると、組織の生化学的組成において小さくても繰り返しのある違いを示
すこともある。
【００５９】
　スペクトルデータは、赤外線、ラマン、可視、テラヘルツ、および蛍光分光法を含む方
法に得ることができるが、これに限定されるわけではない。赤外線分光法は、全反射法（
ＡＴＲ）および全反射型フーリエ変換赤外線分光法（ＡＴＲ－ＦＴＩＲ）を含むが、これ
に限定されるわけではない。一般的には、赤外線分光法は、その指紋感度により利用され
るが、これはラマン分光法でも同じである。赤外線分光法は、より広域な組織切片に使用
されてもよく、さらに、ラマン分光法よりも扱いやすいサイズのデータを提供するのにも
利用される。さらに、赤外線分光法データは、完全に自動的なデータ入手するのがより簡
単で、さらに解析しやすい。さらに、赤外線分光法は、種々の組織構造および病気の診断
に必要な感度と特異性を有している。
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【００６０】
　スペクトルデータの強度軸は、一般的に、吸収度、反射度、照射度、散乱強度などの光
源の好適な測定を表す。波長は、実際の波長、波数、周波数、もしくは電磁波放射のエネ
ルギーなどと関連する。
【００６１】
　赤外線データを得る工程は、現在使用可能なフーリエ変換（ＦＴ）赤外線画像マイクロ
分光光度計、量子カスケードもしくは非線形光学機器などの波長可変レーザー、もしくは
異なる技術基づく機能的に同等な他の機器を利用して行ってもよい。波長可変レーザーを
使ったスペクトルデータを得る工程は、米国特許出願第１３/０８４，２８７、タイトル
“Ｔｕｒｎｂｌｅ　Ｌａｓｅｒ－Ｂａｓｅｄ　Ｉｎｆｒａｒｅｄ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙ
ｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ”に記載されており、
その内容はすべて参照としてここに組み込まれている。
【００６２】
　本願発明の方法によれば、病理学者もしくは技術者は、染色された組織のどの部分を選
択してもよく、染色前の組織ために集められたハイパースペクトル画像をもとに、組織領
域の分光法に基づく評価をリアルタイムに入手できる。スペクトルデータは、選択された
未染色の組織サンプル内の各ピクセル用に集めてもよい。集められた各スペクトルは、各
組織ピクセルの化学組成の指紋を有している。スペクトルデータの入手は、ＷＯ２００９
／１４６４２５に記載されており、ここに参照としてすべて組み込まれている。
【００６３】
　一般的には、スペクトルデータは、ハイパースペクトルデータを含んでおり、これは各
スペクトルもしくはスペクトルベクタ（吸収、放射、反射等）のＮ＝ｎ・ｍを含む構成物
であり、ここでは、ｎおよびｍは、画像のそれぞれｘおよびｙ面のピクセルの数である。
各スペクトルは、サンプルの特徴的なピクセルと関連しており、ｘ軸およびｙ軸により位
置を示すことができ、ｘは、１＜ｘ＜ｎで、ｙは、１＜ｙ＜ｍである。各ベクタは、ｋ強
度データポイントを有し、周波数もしくは波数ドメインに等間隔に配置されている。
【００６４】
　スペクトル画像のピクセルのサイズは、一般的には、典型的な細胞よりも小さく選択さ
れ、それによって細胞内の解像もできるようにしている。該サイズは、光の回析限界によ
って決定されてもよく、これは典型的には、赤外線では約５μｍから約７μｍである。し
たがって、１ｍｍ２の組織切片では、約１４０２から約２００２ピクセルの赤外線スペク
トルを集めることが出来る。スペクトル「ハイパーキューブ」のＮピクセルのそれぞれに
つき、ｘ面およびｙ面と、強度ベクタ（強度ｖｓ波長）が保存されている。
【００６５】
　前処理
【００６６】
　スペクトルデータを前処理することは、目的の細胞物質を得るため、さらに混在スペク
トルを除去するためにも有用である。図４に関し、スペクトルデータが得られたら、工程
４０２に記載のように前処理を行ってもよい。
【００６７】
　前処理には、サンプルの非診断領域と診断領域とを分けるためにバイナリマスクを作成
してもよく、これによって目的の細胞データを分離してもよい。バイナリマスクを作成す
る方法は、ＷＯ２００９／１４６４２５に記載されており、ここに参照としてすべて組み
込んでいる。
【００６８】
　本願発明に係る前処理する方法は、実部と虚部の間の位相角を調整することによりスペ
クトルの実部と虚部の分離を「位相補正」アルゴリズムにより最適化して、観察された吸
収スペクトル内の分散線を補正する。コンピューターでは早いこの方法は、修正位相補正
法（ｒｅｖｉｓｅｄ　ｐｈａｓｅ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ａｐｐｒｏａｃｈ）に基づく
ものであり、これは、インプットするデータを必要としない。しかしながら、位相補正は
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、ＦＴＩＲおよびＮＭＲ分光法における生インターフェログラム（後者の場合は、自由誘
導減衰ＦＩＤと通常呼ばれている）の前処理において使用されていて、ここでは適切な位
相角は、実験的に決定することができる。この発明の該方法は、屈折率の異常分散に基づ
くミー、ＲＭｉｅおよびその他の影響などの制限要因を考慮する前述の位相補正方法とは
異なっており、これはスペクトルデータに後から適用してもよい。
【００６９】
　本願発明の前処理方法は、崩壊スペクトルを逆ＦＴ変換によりフーリエ空間に変換する
。逆ＦＴは、インターフェログラムの実部および虚部をもたらす。各インターフェログラ
ムの後半は、ゼロフィル（ｚｅｒｏ　ｆｉｌｌｅｄ）であり、それぞれ順ＦＴ変換されて
いる。この処理は、数的ＫＫ変換を介して得られた同じ分散バンドの形状を示す実部スペ
クトルを作り、そして吸収線の形状を含む虚部を作る。正しい位相角を有する実部と虚部
とを組み合わせることにより、位相補正された、加工物を含まない、スペクトルを得るこ
とができる。
【００７０】
　汚染スペクトルを補正するのに必要な位相は、実験的に決定することができないため、
さらにスペクトルとスペクトルの間で変化するため、位相角は、ユーザーが選択できる工
程で、－９０°と９０°において一つ一つ行う方法を使って決定される。「最高」なスペ
クトルは、ピーク位置と強度の分析から決定され、どちらも位相補正のときは変化してい
る。広域で波状のＭｉｅ分散影響はこの方法では明確には補正されないが、コンピュータ
ーによる位相補正を二次微分スペクトルに行っている間に消えるため、分散フリーなバッ
クグランドを得られる。
【００７１】
　本願発明によれば、図４の前処理工程４０２は、図５に示すように、スペクトル領域を
選択する工程５０１と、該スペクトルの二次微分をコンピューター算出する工程５０２と
、データの逆フーリエ変換工程５０３と、インターフェログラムのゼロフィルおよび順フ
ーリエ変換工程５０４と、スペクトルの実部と虚部の位相補正工程５０５と、を含んでも
よい。
【００７２】
　スペクトル領域
【００７３】
　工程５０１では、ハイパースペクトルデータの各スペクトラムは、最適なスペクトル領
域（指紋領域）を選択するために前処理されている。この領域は、８００～１８００ｃｍ
－１の領域でもよく、例えば、Ｘ－Ｈ（Ｘ：原子番号＞１２の重原子）変形モードのよう
に伸びる重原子を含んでいる。図６Ａには、線状バックグラウンドに重ね合わせた典型的
なスペクトルの例を示している。
【００７４】
　スペクトルの二次微分
【００７５】
　各スぺクトルの二次微分は、図５のフローチャートの工程５０２においてコンピュータ
ー処理される。二次微分スペクトルは、強度ｖｓ波数の二次微分によるオリジナルのスペ
クトルベクタに由来する。二次微分スペクトルは、Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ　ｓｌ
ｉｄｉｎｇ　ｗｉｎｄｏｗアルゴリズムを使ってコンピューター処理され、インターフェ
ログラムを適切に切り捨てられた二次関数と掛けることによりフーリエ空間にコンピュー
ター処理できる。
【００７６】
　二次微分スペクトルは、ゆっくりと変化するミー散乱バックグランドを含むベースライ
ンの傾きがないという利点を有している。二次微分スペクトルは、散乱および非共鳴ミー
散乱によりベースライン影響をほとんど受けていないが、ＲＭｉｅＳの影響は受けている
。二次微分スペクトルは、必要であれば、様々な厚さのサンプルを補うためにベクタの標
準化を行ってもよい。二次微分スペクトルの例を図６Ｂに示す。
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【００７７】
　逆フーリエ変換
【００７８】
　図５のフローチャートの工程５０３において、データの各スペクトルに対して逆フーリ
エ変換（ＦＴ）を行っている。逆ＦＴは、スペクトルを、強度ｖｓ波数から強度ｖｓ位相
差に変換することをいう。ＦＴ操作は、２の累乗数の長さのスペクトルベクタにのみ行っ
ているため、スペクトルは、ＦＴ前では、内挿もしくは切り捨てて５１２、１０２４もし
く２０４８（ＮＦＴ）データポイントの長さである。逆ＦＴは、ＮＦＴ/２ポイントの実
部（ＲＥ）および虚部（ＩＭ）インターフェログラムを作る。このようなインターフェロ
グラムの実部の一部分を図７に示す。
【００７９】
　ゼロフィル（ｚｅｒｏ　ｆｉｌｌ）および順フーリエ変換
【００８０】
　各スペクトルにつきインターフェログラムの実部と虚部の両方の後半は、その後、工程
５０４でゼロフィルを行う。ゼロフィルを行ったインターフェログラムは、その後、順フ
ーリエ変換されて、分散および吸収バンド形状を有するスペクトル成分の実部および虚部
スペクトル成分をそれぞれ作成する。
【００８１】
　位相補正
【００８２】
　フーリエ解析から得られた実部（ＲＥ）および虚部（ＩＭ）は、その後、図５のフロー
チャートの工程５０５に示すように位相補正を行う。これにより下記式に示すように位相
がシフトした実部（ＲＥ’）と虚部（ＩＭ’）を作成する。
【数１】

ここで、φは、位相角である。
【００８３】
　位相補正のための位相角φは、不明で、位相角は、－Π／２＜φ＜Π／２の間の使用者
が決める単位で変化し、そして、残余分散線形状の最も低いスペクトルを選択してもよい
。位相補正後に最大の強度を作る位相角は、図８に示すように崩壊していないスペクトル
と考えられる。「オリジナルのスペクトル」と記載され、矢印で記された太いトレースは
、ＲＭｉｅＳの影響により汚染されたスペクトルである。細いトレースは、種々の位相角
によってスペクトルが位相補正時にどのように変化するかを示している。二番目に太いト
レースは、回復したスペクトルであり、これは汚染されていないスペクトルとよく一致し
ている。図８に示すように、最もよく補正されたスペクトルは、約１６５５ｃｍ－１にお
いて最大のアミドＩ強度を示す。このピークの位置は、汚染される前のスペクトルの位置
と一致している。
【００８４】
　本願発明に係る位相補正方法は、工程５０１～５０５に記載されており、吸収スペクト
ルおよび微分スペクトルの双方とよく働く。この方法は、図９Ａに示すように、吸収スペ
クトルがベースラインの傾きに似ている分散影響により汚染されている場合、図９Ｂに示
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すように順ＦＴの虚部は、スペクトル境界で強く曲がってしまい、これにより補正された
スペクトルも汚染されてしまうような、吸収スペクトルを使用したときに起こる問題をも
解決している。二次微分スペクトルを使用することにより、スロープ状のバックグラウン
ドを排除できることからこの影響を排除することができる。したがって、加工物フリーな
スペクトルを得ることができる。いずれにしても、二次微分スペクトルには、階層的クラ
スター解析または、他の分離もしくは診断的アルゴリズムによるスペクトルデータの解析
が行われるため、二次微分に対しても分散補正を行うことが有利である。二次微分スペク
トルは、スペクトルピークの信号の逆を示す。したがって、位相角は、最大のネガティブ
の強度を引き起こすと考えられる。反射成分による汚染は、常にその強度を減少させ、汚
染されていないもしくは「補正された」スペクトルは、１６５０～１６６０ｃｍ－１の間
のアミドＩバンドにおいて最大（ネガティブ）なスペクトルであるため、この方法の価値
は、人工的に汚染されたスペクトルから示すことができることにある。
【００８５】
　実施例１－位相補正アルゴリズムの操作
【００８６】
　位相補正アルゴリズムの操作例を、図１０および１１に示す。この例示は、ヒトのリン
パ節の組織切片から集められたデータに基づいている。該リンパ節は、皮膜下に乳がんの
ミクロ転移が確認されており、図１０Ａの黒い矢印で示している。このミクロ画像は、が
ん化領域にはっきりとした細胞核を示しており、灰色の矢印で示すように活性化リンパ球
の領域で高い細胞性も示している。これらのサンプルの不均一性は、広域なＲＭｉｅＳの
影響によるものである。
【００８７】
　この例のリンパ節切片に対して、階層的クラスター解析（ＨＣＡ）を行い、データの細
分化を行って、図１０Ｂに示す図を得た。がん化組織（濃い緑と黄色）を皮膜（赤）とリ
ンパ球（残りの色）と区別するために、１０クラスターが必要であったが、これらの組織
タイプは区別されにくかった。図１０Ｂで、赤で示される皮膜は、一以上のクラスを含み
、これらは一つのクラスターにまとめられた。
【００８８】
　このデータを細分化する上での問題は、図１０Ｃをみるとわかる。このプロットは、各
スペクトルにおけるアミドＩ振動バンドのピーク周波数を示している。図の右側にあるカ
ラースケールは、リンパ節全体の約１６３０～１６６５ｃｍ－１の間で、そして皮膜の１
６３５～１６６５ｃｍ－１の間でピークが発生することを示している。アミドＩの周波数
の拡散は、ＲＭｉｅＳ影響に強く汚染されているデータに典型的なことであり、これは、
タンパク質の二次構造によって、タンパク質およびペプチドのアミドＩ周波数が１６５０
～１６６０ｃｍ－１の範囲で起きることが知られているからである。図１０Ｄは、ＲＭｉ
ｅＳ補正に基づき位相補正を行った後の同じ組織切片の画像である。リンパ節の全体にお
いて、アミドＩのピークの周波数の変化は、１６５０～１６５４ｃｍ－１の範囲に抑えら
れており、皮膜に関しては、１６５７～１６６５ｃｍ－１の範囲である（皮膜の繊維結合
タンパクは、高いアミドＩバンド位置を示すことで知られるタンパク質であるコラーゲン
からほぼなることが知られている。）。
【００８９】
　その後のＨＣＡから得られた結果を、図１１に示す。図１１Ａでは、がん組織は赤で示
されており、そのがん領域の外形は、図１１Ｂに示すＨ＆Ｅに基づく組織病理によく一致
している（この図は、図１０Ａと同じものである。）。皮膜は、さらに薄い緑色で示す活
性化Ｂリンパ球と共に、二つの異なる組織クラスで現されている（薄い水色と紫）。組織
球とＴリンパ球は、濃い緑、灰色、および青色領域で示されている。図１１Ａで示す領域
は、視覚的な組織病理と合致しており、ここに記載した位相補正方法が、スペクトル組織
病理法の質を著しく向上したことを示している。
【００９０】
　本願発明に係る前処理方法を公知のスペクトル補正の方法と比較した時の有利な点は、
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本願の方法は、約５０００スペクトル／秒という速い実行を提供するということも含み、
さらに、アプリオリな情報はデータに必要ではないことも含む。そして、位相補正アルゴ
リズムは、スペクトル画像、ＳＣＰおよびＳＨＰにおける自動的ながんの検知および診断
のための「デジタル染色」診断操作に組み込むことができる。さらには、位相補正は、画
像の質を著しく向上し、これは、画像登録の正確性に非常に有効であり、そして診断のた
めの位置合わせ（ａｌｉｎｇｍｅｎｔ）および境界を示すのにも役立っている。
【００９１】
　さに、本願発明に係る前処理方法は、反射成分に汚染されている広域な吸収スペクトル
の補正に使用されてもよい。このような汚染は、他の分光法でも起き、分散線形状により
ねじれたバンド形状などの汚染であり、例えば、拡散反射法（ＤＲＩＦＴＳ）、内反射法
（ＡＴＲ）、および他の分光法においては、複雑な屈折率もしくは誘電感受率の実部と虚
部の混合がかなり起き、コーヒレント反ストークスラマン分光法（ＣＡＲＳ）などでも起
きる。
【００９２】
　多変量解析
【００９３】
　多変量解析は、スペクトル差を検知するために前処理したスペクトルデータに対して行
われてもよく、これは、図４の工程４０３に記載されている。ある特定の多変量解析にお
いては、スペクトルは、類似性に基づきグループ化されている。グループ化の数は、生物
学的サンプルに必要な差別化のレベルにより決定される。一般的には、グループ化の数が
多いほど、スペクトル画像においてより詳細になる。詳細に知る必要がないときは、より
少ない数にグループ化される。本願発明によれば、所望のスペクトルデータの区別化のレ
ベルに応じて使用者が適宜グループ化の数を調整してもよい。
【００９４】
　例えば、例えばＨＣＡや主成分解析（ＰＣＡ）などの無監督の方法が使用されてもよく
、また例えば人工ニューラルネットワーク（ＡＮＮ）、階層的人工ニューラルネットワー
ク（ｈＡＮＮ）、サポートベクタマシン（ＳＶＭ）およびまたは「ランダムフォレスト（
Ｒａｎｄｏｍ　ｆｏｒｅｓｔ）」アルゴリズムなどを含む監督方法などの機械学習アルゴ
リズムを使用されてもよいが、これらに限定されるわけではない。無監督の方法は、デー
タの類似性および変化に基づいており、そして、それぞれ、これらの分類によるデータを
細分化もしくはクラスター化するが、細分化もしくはクラスター化用以外には情報を必要
としない。したがって、これらの無監督の方法は、データ内のそのままの類似性もしくは
相違性（変化）に基づいて画像を作成する。反対に監督されたアルゴリズムは、がん、筋
肉、もしくは骨などの代表的スペクトルなどの参照スペクトルを必要とし、そしてこれら
の参照スペクトルに対しての特定の類似性に基づきデータを分類する。
【００９５】
　ＨＣＡテクニックは、Ｂｉｒｄ（Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｔｅｓ　ｉｎ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄ
ｅ　ｈｉｓｔｏ－ｐａｔｈｏｌｏｇｙ”，Ｊ．Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎ．　２，　Ｎｏ．１－
２，　３７－４６（２００９））に記載されており、この内容はすべて本願に参照として
取り込まれている。ＰＣＡについては、ＷＯ２００９/１４６４２５に記載されており、
この内容はすべて本願に参照として取り込まれている。
【００９６】
　本願発明に係る監督された方法の例示は、Ｐ．Ｌａｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．　“Ａｒｔｉ
ｆｉｃｉａｌ　ｎｅｕｒａｌ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ａｓ　ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ　ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ＦＴ－ＩＲ　ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｉｍａｇ
ｉｎｇ”，　Ｊ．Ｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓ　２００６（以後、「Ｌａｓｃｈ」という）
；“２０：２０９－２２０，Ｍ．Ｍｉｌｉｊｋｏｖｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｌａｂｅｌ
－ｆｒｅｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｃｅｌｌｓ：　ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ
　ｆｏｒ　ｉｍａｇｅ　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒａｍａｎ　ｈｙｐｅｒ
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ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄａｔａｓｅｔｓ”（以降、「Ｍｉｌｉｊｋｏｖｉｃ」という），Ａ
ｎａｌｙｓｔ，　２０１０，　ｘｘ，１－１３，およびＡ．Ｄｕｐｕｙ　ｅｔ　ａｌ．，
　“Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａ
ｙ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｏｕｔｃｏｍｅ　ａｎｄ　Ｇｕｉｄｅｌｉ
ｎｅｓ　ｏｎ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｒｅｐｏｒｔｉｎ
ｇ”，ＪＮＣＩ，　Ｖｏｌ．９９，　Ｉｓｓｕｅ　２/Ｊａｎｕａｒｙ　１７，２００７(
以降、「Ｄｕｐｕｙ」という)に記載されており、これらの内容はすべて本願に参照とし
て組み込まれている。
【００９７】
　グレースケールおよび疑似カラースペクトル画像
【００９８】
　多変量解析から得られた類似したグループのデータは、同じ色を適用してもよい。グル
ープ化されたデータは、図４のフローチャートの工程４０４に示すように、「デジタル染
色」されたグレースケールもしくは疑似カラーマップを構築するのに使用されてもよい。
したがって、この方法は、スペクトルデータに含まれた化学的情報に主に基づき生物学的
サンプルの画像を提供する。
【００９９】
　ＨＣＡにより多変量解析された後に作成されたスペクトル画像の例示を図１２Ａおよび
１２Ｂに示す。図１２Ａは、約０．５ｍｍｘ１ｍｍの大きさの染色された子宮頚部切片の
視覚的な顕微鏡画像である。扁平上皮細胞の典型的な層が示されている。図１２Ｂは、染
色前の組織のＨＣＡによる多変量解析後に構築された疑似カラー赤外線スペクトル画像で
ある。この画像は、データ内のスペクトルを互いに数学的に関連させて作られており、こ
れは主にスペクトル類似性に基づいていて、コンピューターアルゴリズムには、なんら参
照スペクトルは提供されていない。図１２Ｂに示すように、ＨＣＡスペクトル画像は、図
１２Ａに示す標準的な顕微鏡を使った適切な染色（例えば、Ｈ＆Ｅ染色など）後に可視化
される組織構造を再現する。さらに、図１２Ｂは、（ａ）におけるケラチンの堆積や（ｂ
）における免疫細胞の浸潤などを含む、図１２Ａでは簡単に検知されなかった特徴を示す
。
【０１００】
　ＨＣＡ解析による疑似カラースペクトル画像の構築は、Ｂｉｒｄに記載されている。
【０１０１】
　ＡＮＮによる解析後に作成されたスペクトル画像の例示を図１３Ａおよび１３Ｂに示す
。図１３Ａは、わきの下のリンパ節のＨ＆Ｅ染色の視覚的な顕微鏡画像である。図１３Ｂ
は、図１３Ａの組織を染色する前に集められた赤外線データのＡＮＮ解析から作られた赤
外線スペクトル画像である。
【０１０２】
　視覚的画像
【０１０３】
　図３の工程３０３に示すように、工程３０３により得られた同じ生物学的切片の視覚的
画像が得られる。前述の工程３０１において得られたスライドに使われた生物学的サンプ
ルは、染色しなくてもよく、もしくは例えば一以上のＨ＆Ｅおよび/またはＩＨＣ染色な
どの標準的な組織病理に使われる公知の方法により適切に染色してもよく、そしてカバー
ガラスで覆ってもよい。視覚的画像の例示を図１２Ａおよび１３Ａに示す。
【０１０４】
　組織病理サンプルの視覚的画像は、病理学の研究室によくあるような標準的な視覚的な
顕微鏡から得ることができる。顕微鏡は、顕微鏡の視野をデジタル的に撮ることができる
高解像度デジタルカメラを備えていてもよい。このデジタルリアルタイム画像は、染色さ
れた組織切片の標準的な顕微鏡の視野に基づいており、組織構造、細胞形態、および染色
パターンを示す。デジタル画像は、例えば写真を作るために、イメージスティッチング（
ｉｍａｇｅ　ｓｔｉｃｈｉｎｇ）を介して組み合わされる多数のピクセルタイル（ｐｉｘ
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ｅｌ　ｔｉｌｅｓ）を有していてもよい。本願発明によれば、解析に使用されるデジタル
画像は、独立したタイル、もしくは写真にするためのスティッチにより組み合わされる多
数のタイルを有していてもよい。このデジタル画像は、保存して、コンピュータースクリ
ーン上で見ることが可能である。
【０１０５】
　スペクトル画像と視覚的画像の登録
【０１０６】
　本願発明に係る方法によれば、スペクトル画像および視覚的画像が得られると、染色さ
れた組織の視覚的画像は、図３のフローチャートの工程３０４に示すようにデジタル染色
されたグレースケールもしくは疑似カラースペクトル画像と共に登録される。一般的には
、画像登録とは、異なるデータを一つの座標系に変換もしくは合致させる処理をいう。画
像登録は、最初の画像を次の画像と合わせるために空間的に合致させるもしくは変換する
ことを含む。該画像は、異なるタイプのデータを有していてもよく、そして画像登録は、
該異なるタイプのデータの合致もしくは変換を可能にする。
【０１０７】
　本願発明によれば、画像登録は、種々のやりかたで行うことができる。例えば、視覚的
画像とスペクトル画像のために一般的な座標系を構築してもよい。一般的な座標系を構築
することが難しい場合や、それが望ましくない場合、該画像を、ポイント写像（ｐｏｉｎ
ｔ　ｍａｐｐｉｎｇ）により登録し、他の画像と合わせる。ポイント写像では、該画像の
双方に共通する特徴もしくは目印になるコントロールポイントを選ぶ。コントロールポイ
ントの位置に応じて、該画像の双方の空間マッピングを行ってもよい。例えば、少なくと
も二つのコントロールポイントを使用してもよい。画像を登録するためには、視覚的画像
にあるコントロールポイントは、スペクトル画像の対応するコントロールポイントと関連
しており、そして互いに合わせる。
【０１０８】
　本願発明に係る他の形態としては、コントロールポイントは、生物学的試片を有するス
ライド上に参照マークを設けて選んでもよい。参照マークは、インク、ペンキなどを含む
がこれに限定されるわけではなく、さらにポリエチレンなどの材料の一部でもよいがこれ
に限定されるわけではない。参照マークは、どんな形状や大きさでもよく、さらに視野に
入っている限りスライドの中心部分、端部、角のどこであってもよい。参照マークは、生
物学的試片が用意されている間に加えられていてもよい。参照マークが、公知のスペクト
ルパターンを有している場合、例えばポリエチレンなどの化学物質や生物学的物質などを
含むがこれに限定されるわけではないが、この参照マークは、較正マークとして使用して
もよく、それにより生物学的試片のスペクトルデータの正確性を確認してもよい。
【０１０９】
　本願発明の他の形態では、例えば病理学者などの使用者によりスペクトル画像および視
覚的画像のコントロールポントを選択してもよい。該使用者は、視覚的画像およびスペク
トル画像の特徴的な部分をその人の経験に基づいてコントロールポイントを選択してよく
、これには端部および境界を含むがこれに限定されるわけではない。細胞や組織などの生
物学的画像は、画像内のどの生物学的特徴からコントロールポイント選んでもよい。例え
ば、そのような生物学的特徴としては、細胞の塊、有糸分裂特徴、細胞巣や細胞索、肺胞
および気管などのサンプル気泡、および異質なサンプル端部などを含むがこれに限定され
るわけではない。スペクトル画像と視覚的画像内の使用者が選択したコントロールポイン
トは、別の人および/または市販向けのトレーニング用として提供するために保存されて
もよい。この方法は、コントロールポイント選択工程において、主観的な最良のトレーニ
ングを可能にする。
【０１１０】
　本願発明の他の形態では、スペクトル画像と視覚的画像内の特徴的な部分を認識するソ
フトウェアを使用してコントロールポイントを選択してもよい。該ソフトウェアは、視覚
的画像およびスペクトル画像内の特徴的部分に対応する少なくとも一つのコントロールポ
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イントを検知する。例えば、特定のクラスター領域内にあるコントロールポイントをスペ
クトル画像内から選択する。クラスターパターンは、視覚的画像内での類似の特徴を特定
するのに利用される。両方の画像内にある該特徴は、移動（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、
回転およびスケーリングにより合わせる。移動（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、回転、スケ
ーリングは、例えば、特徴を選択した後に、マッピング関係性もしくはモデルを作って、
自動化もしくは半自動化されていてもよい。このように自動化された処理は、マッピング
関係性のおおよそのもの提供でき、これはその後、例えば、リサンプリングし、そして変
換して登録の最適化を行う。リサンプリングの技術は、ニアレストネイバー、リニアー及
びキュービックインターポレーションを含むがこれに限定されない。
【０１１１】
　コントロールポイントを合わせた後、座標Ｐ１（ｘ１，ｙ１）を有するスペクトル画像
内のピクセルを、座標Ｐ２（ｘ２，ｙ２）を有する視覚的画像内にある対応するピクセル
と合わせる。この合わせる工程は、スペクトル画像と視覚的画像内の選択したすべてのも
しくは一つのピクセルポイントに行ってもよい。いったん合わせられると、スペクトル画
像と視覚的画像のそれぞれにあるピクセルは、一緒に登録される。この方法によれば、各
スペクトル画像と視覚的画像内のピクセルを、対応する画像内のピクセルとデジタル的に
統合する。本願発明の方法は、同じ生物学的サンプルを分光的および視覚的に検査できる
ため、視覚的画像とスペクトル画像を正確に登録することができる。
【０１１２】
　スライドには、正しい試片を評価していることを確認するために、数字コード、バーコ
ード等の特定用マークを加えてもよい。参照マークと特定用マークは、生物学的試片を表
示もしくは保存するコンピューターにより認識される。該コンピューターは、画像登録に
使用されるソフトウェアを有していてもよい。
【０１１３】
　本願発明の画像登録の例示は、図１４Ａ～図１４Ｃに図示されている。図１４Ａは、小
細胞肺がんの組織サンプルの視覚的画像であり、図１４Ｂは、ＨＣＡを行った同じ組織サ
ンプルのスペクトル画像である。図１４Ｂは、図１４Ａの視覚的画像の右上領域のほとん
どからスペクトルデータを有する。図１４Ａの視覚的画像に図１４Ｂのスペクトル画像が
登録された時の結果を図１４Ｃに示す。図１４Ｃに示すように、図１４Ｂのスペクトル画
像で簡単に見れるスポットと１～４の輪郭を有する丸で囲った部分は、図１４Ａの顕微鏡
画像において見れるスポットと輪郭に非常に近い対応関係にある。
【０１１４】
　スペクトル画像と視覚的画像内のピクセルの座標が登録されると、これらはデジタルデ
ータとして一緒に保存されてもよい。画像全体もしくは画像の一部を保存してもよい。例
えば、サンプル全体の画像を保存するよりも、むしろ診断領域だけデジタルデータとして
保存してもよい。これによって、データ保存に必要なものを著しく減らすことができる。
【０１１５】
　スペクトル画像もしくは視覚的画像のいずれかの特定のピクセル領域を見る使用者は、
他方の画像において対応するピクセル領域に即座にアクセスできる。例えば、病理学者は
、スペクトル画像のどの領域を選択してもよく、例えば、マウスをクリックして、もしく
はジョイスティックコントロールを使って選択してもよく、そして、スペクトル画像と登
録されている視覚的画像において対応する領域をみることができる。図１４Ｄは、本願発
明にかかる、図１４Ｃの登録画像のグラフィカルユーザーインターフェース（ＧＵＩ）の
例示である。図１４Ｄに示すＧＵＩは、病理学者が、視覚的画像とスペクトル画像、登録
画像の間を切り替えることを可能にし、目的の特定の領域を検査することを可能にする。
【０１１６】
　さらに、病理学者が一方の画像を動かしたり操作したりすると、彼／彼女は、登録され
ている他方の画像において対応する部分にアクセスすることもできる。例えば、病理学者
がスペクトル画像の特定の領域を拡大すると、彼／彼女は同じ倍率で視覚的画像内の同じ
領域にアクセスすることができる。
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【０１１７】
　視覚的顕微鏡システムの操作用パラメーター、および顕微鏡倍率、倍率の変化なども機
器特異的ログファイルに保存されてもよい。ログファイルは、アルゴリズムのトレーニン
グのためにアノテーション記録および対応するスペクトルピクセルを選択するために後で
アクセスしてもよい。したがって、病理学者は、スペクトル画像を操作してもよく、そし
て後で、スペクトル画像とそれに登録されたデジタル画像を適切な倍率で両方を表示して
もよい。この特徴は、操作した登録画像を保存できるため、例えば、後で見るためや、電
子送信、もしくは遠隔地から見るときなどにおいて有効である。
【０１１８】
　本願発明の方法によれば、画像登録は、公知の診断が出ている組織切片を一緒に使用し
てもよく、それによりトレーニング工程においてトレーニングスペクトルを抽出する。ト
レーニング工程では、染色された視覚的画像に、ＨＣＡなどからの無監督スペクトル画像
を登録してもよい。画像登録は、組織切片に診断を下すときにも使用されてもよい。例え
ば、組織切片の監督されたスペクトル画像は、それと対応する視覚的画像に登録されても
よい。したがって、使用者は、選択した登録された画像内のどのポイントに基づいても診
断を得ることができる。
【０１１９】
　本願発明に係る画像登録は、生物学的サンプルを解析する先行技術による方法よりも優
れている点が多くある。例えば、病理学者は、生物学的物質を解析する際に、生物学的サ
ンプルの生化学的成分に対して高い感度を持つスペクトル画像に基づいて行うことができ
る。それにより、先行技術よりも、著しく正確に、ミクロ転移を含む小さな異常、前がん
もしくはがん細胞を検知することができる。したがって、病理学者は、彼／彼女による診
断を、生物学的サンプルの視覚的画像の彼／彼女の主観的な観察に基づいて行う必要がな
くなる。したがって、例えば、病理学者は、単純にスペクトル画像を検査するだけでもよ
く、そして、必要に応じて、彼／彼女が見つけた領域に関連する登録された視覚的画像を
参照ればよい。
【０１２０】
　さらに、本願発明に係る画像登録方法は、デジタルデータとの関連性に基づいていて、
すなわちスペクトル画像とイメージ画像におけるピクセルの関連性に基づくことから、先
行技術の方法であるＢｉｒｄ（Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄｅｔ
ｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏ－ｍｅｔａｓｔａｔｅｓ　ｉｎ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ
　ｈｉｓｔｏ－ｐａｔｈｏｌｏｇｙ”，　Ｊ．Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎ．　２，　Ｎｏ．１－
２，　３７－４６（２００９））よりも正確である。Ｂｉｒｄは、画像からのデジタルデ
ータに関連づけることはなく、さらにその代わりに画像を物理的に重ねることで隣接する
組織のスペクトル画像と視覚的画像を視覚的に合致させることによる使用者のスキルに主
に依存している。したがって、本願発明にかかる画像登録の方法は、異常な細胞もしくは
がん細胞に関してより正確で再現性のある診断を提供する。これは、例えば、異常やがん
の兆候を検知するのが難しいとき、病気の早期の段階において正確な診断を提供すること
に役立つ。
【０１２１】
　トレーニグ
【０１２２】
　図３のフローチャートの方法の工程３０３に記載のように、トレーニングセットを任意
で開発してもよい。本願発明によれば、トレーニングセットは、その他のものと一緒に、
特定の病気もしくは状態に関連したスペクトルデータを含む。トレーニングセットの病気
もしくは状態と関連したスペクトルデータは、病理学的試片で通常見られる形態的特徴に
基づくスペクトルパターンに関連した典型的な病理学との関連性に基づくものでもよい。
該病気もしくは状態は、細胞異常、炎症、感染、前がん病変、がんなどを含むが、これに
限定されるわけではない。
【０１２３】
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　本願発明に係るトレーニング工程では、病気もしくは状態を含む視覚的画像の領域を特
定する工程と、視覚的画像の該領域をスペクトル画像の対応する領域に関連させる工程と
、該スペクトルデータと対応する病気もしくは状態の関連を保存する工程とにより開発さ
れる。トレーニングセットは、例えば、データベース等の保存場所に保存され、そしてト
レーニングセットから得られた診断アルゴリズムを提供するための機械学習アルゴリズム
で使用できるようにする。診断アルゴリズムも、将来的な利用のために保存場所に保存さ
れてもよい。
【０１２４】
　例えば、組織切片の視覚的画像は、例えば、ＨＣＡにより作成された、対応する無監督
のスペクトル画像と登録されていてもよい。そして、使用者により、視覚的画像の特徴的
な領域を選択してもよい。この領域は、病気や状態を特定するために使用者により分類お
よび／またはアノテーションされてもよい。登録された無監督のスペクトル画像内に対応
する特徴的領域のもとになるスペクトルデータは、病気もしくは状態とともに分類および
／またはアノテーションされてもよい。
【０１２５】
病気もしくは状態と一緒に分類および／またはアノテーションされたスペクトル画像は、
ＡＮＮなどの監督された解析方法をトレーニングにするのに使われるトレーニングセット
を提供する。このような方法は、例えば、Ｌａｓｃｈ，　Ｍｉｌｉｊｋｏｖｉｃ　Ｄｕｐ
ｕｙにも記載されている。監督されたトレーニング解析方法は、診断用アルゴリズムを提
供する。
【０１２６】
　病気および状態の情報は、機器を備えたアルゴリズムもしくは、使用者によりトレーニ
ングされたアルゴリズムまたはこれらの組み合わせを備えたアルゴリズムに基づくもので
ある。例えば、機器を備えたアルゴリズムは、使用者によって向上れてもよい。
【０１２７】
　本願発明に係るトレーニングセットの利点は、登録された画像を、再生および再現可能
な基準でスペクトルデータを評価するコンサスベースの最良の“黄金律標準”に対してト
レーニングされることにある。したがって、適切な機械による検証とアルゴリズムトレー
ニングを行った後、本願発明に係る方法は、ふつう、非典型的、軽度の腫瘍形成、重度の
腫瘍形成、がんなどの視覚による分類に依存するものよりも、世界的に同じような結果を
出す。各細胞の結果は、適切にスケールされた数的インデックスもしくは分類に合致する
相対的な確立により現す。したがって、本願発明に係る方法は、種々の生物学的構造およ
び病気の診断に必要な感度および特異性を有している。
【０１２８】
　トレーニングセットの診断的限界は、スペクトルデータが、どれくらい病気もしくは状
態と一緒に分類および／またはアノテーションされたかによって限定される。上述のよう
に、このトレーニングセットは、使用者の目的および専門分野によって補われていてもよ
い。例えば、使用者は、Ｈ＆Ｅ染色よりも、一つのもしくはたくさんのＩＨＣ染色のほう
が好ましいと判断することがあるように、ある染色よりも別の染色を好むこともある。さ
らに、例えば、わきの下の乳がん転移などの、特定の状態を認識させるためにアルゴリズ
ムをトレーニングすることもある。腺がんｖｓ非腺がんのみを検出し、皮膜、ＢおよびＴ
リンパ球などのふつうの組織タイプを分類しないというような、ふつうｖｓ異常な組織を
示す、またはバイナリ検出を行うためのアルゴリズムをトレーニングすることもある。Ｓ
ＨＰにより得られた特定の組織の領域もしくは病気の段階は、組織切片のリアルタイム顕
微鏡画像の上に重ね合わせた「デジタル染色」としてもよい。
【０１２９】
　診断
【０１３０】
　スペクトル画像および視覚的画像を登録すると、図３のフローチャートの工程３０３に
示すように、医学的診断を下すのに利用されてもよい。該診断には、細胞異常、炎症、感
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染、前ガン病変、がん、おおまかな解剖学的特徴などの病気や状態を含んでもよいが、こ
れに限定されるわけではない。本願発明に係る方法では、視覚的画像に登録された不明な
病気もしくは症状の生物学的試片のスペクトルデータからのスペクトル画像は、上述のよ
うにトレーニングされた診断用アルゴリズムにインプットされる。診断用アルゴリズムを
作成するのに使用したトレーニングセットの類似性にもとづいて、生物学的試片のスペク
トルデータは病気もしくは状態と関連付けられる。この病気もしくは症状は、診断として
出力されてもよい。
【０１３１】
　例えば、スペクトルデータと視覚的画像は、不明の病気もしくは状態の生物学的試片か
ら得られてもよい。スペクトルデータは、ＨＣＡなどの無監督の方法により解析されても
よく、これはその後、無監督のスペクトルデータを作成するために空間参照データと一緒
に利用される。この無監督スペクトル画像は、上述のように視覚的画像と登録されてもよ
い。無監督の方法により解析された該スペクトルデータは、トレーニングされ監督された
アルゴリズムにインプットされる。例えば、上述のトレーニング工程で記載したように、
該トレーニングされ監督されたアルゴリズムは、ＡＮＮでもよい。トレーニングされ監督
されたアルゴリズムからの結果は、トレーニングセットに基づき、病気もしくは状態の分
類および／またはアノテーションに対応する一以上のラベリングを含んでいてもよい。
【０１３２】
　ラベリングに基づく診断を抽出するにあたり、ラベリングされたスペクトルデータは、
生物学的試片の視覚的画像および／または無監督スペクトル画像に登録されてもよい監督
されたスペクトル画像に使用されてもよい。例えば、監督されたスペクトル画像が視覚的
画像および／または無監督スペクトル画像にＧＵＩを介して登録されたとき、使用者は、
視覚的画像もしくは無監督スペクトル画像内の目的のポイントを選択し、そして監督され
たスペクトル画像内のラベリングされたポイントに対応する病気もしくは状態を提供する
。もしくは、使用者は、特定の病気もしくは状態の登録画像を検索するようにソフトウェ
アプログラムに要求し、そしてソフトウェアは、特定の病気もしくは状態のラベリングが
された視覚的、無監督スペクトル、監督されたスペクトル画像のいずれかにある領域をハ
イライトする。これは、有利には、使用者にリアルタイムの診断を提供することを可能に
し、そして、非常に感度の高い分光法的に得られたデータにアクセスする際に、使用者が
慣れている視覚的画像で見ることも可能にしている。
【０１３３】
　診断には、病気もしくは状態の有無を示す、「ある／ない」などのバイナリ出力を含ん
でもよい。さらに、診断には、病気もしくは状態に合致する確率、指数（Ｉｎｄｅｘ）も
しくは、相対的組成率などの付属的なレポートを含んでもよいが、これに限定されるわけ
ではない。
【０１３４】
　本願発明にかかる方法によれば、病気と必ずしも関係があるわけではない大まかな解剖
学的特徴を区別するために組織切片の大まかな構造的特徴をスペクトルパターンから解析
してもよい。グローバルデジタル染色（ｇｌｏｂａｌ　ｄｉｇｉｔａｌ　ｓｔａｉｎｉｎ
ｇ）（ＧＤＳ）とよばれるこのような処理は、監督されたおよび無監督の多変量方法の組
み合わせを利用する。ＧＤＳは、腺、扁平上皮、内皮、結合組織、骨、脂肪組織などの解
剖学的特徴を解析するが、これに限定されるわけではない。
【０１３５】
　ＧＤＳでは、異なる患者から得られた特定の病気の多数のサンプルを含むトレーニング
データセットから監督された診断用アルゴリズムが構築されてもよい。患者からの個々の
組織切片は、上述のようにスペクトル画像データ入手、得られたデータの前処理、および
ＨＣＡなどの無監督アルゴリズムによる解析などを使って解析されてもよい。該ＨＣＡ画
像は、対応する染色組織と登録され、病理学者によりアノテーションされる。図１５Ａ～
１５Ｃに示すこのアノテーション工程は、組織のタイプもしくは病気の段階および状態の
典型的な兆候、もしくは他の所望の特徴に対応するスペクトルを抽出することを可能にす
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る。この結果としての典型的なスペクトル、およびそれに伴うアノテーションされた医学
的診断は、その後に、例えばＡＮＮなどの、監督されたアルゴリズムをトレーニングする
ために使用されてもよく、すなわち、認識するためにトレーニングされた特徴を特異的に
検知するのに適している。
【０１３６】
　ＧＤＳ法によれば、サンプルは、典型的な染色もしくは免疫組織化学染色により染色さ
れる。病理学者は染色されたサンプルを受け取り、コンピューター画像処理顕微鏡を使っ
て検査して、視覚的画像を調整できるコンピューターからスペクトル画像を得る。病理学
者は、サンプル状のどの組織領域を選択してもよく、そして分光法に基づいた診断を受け
取る。この診断は、グレースケールの画像もしくは疑似カラー画像を、同じスペクトル診
断分類されるすべての領域の輪郭を示す視覚的画像の上に重ね合わせる。
【０１３７】
　図１５Ａは、Ｈ＆Ｅ染色されたリンパ節組織の視覚的な顕微鏡画像である。図１５Ｂは
、リンパ節の皮膜と内部などの全体的な解剖学的特徴の区別の典型的な例を示している。
図１５Ｂは、図１５Ａに示す切片のグローバルデジタル染色であり、リンパ節の皮膜と内
部の違いを見せいている。
【０１３８】
　対応する視覚的画像と登録されているこれらの全体的な解剖学的な特徴領域は、より繊
細な条件での解析をスペクトルパターンデータで行うために選択されてもよい。この次の
段階の診断は、診断マーカーデジタル染色（ＤＭＤＳ）データベースに基づいていてもよ
く、これは、例えばＳＨＰの結果に主にもとづいていてもよいし、もしくは免疫組織化学
（ＩＨＣ）を使って得たスペクトル情報を含んでいてもよい。例えば、上皮細胞の一部を
選択し、選択した領域をスキャンするために、より診断的なデータベースを使って、異常
および／またはがんの典型的なスペクトルパターンの有無を解析してもよい。この方法の
例示は、図１５Ｃに模式的に示されており、ＳＨＰの区別能力をフルに使い、典型的な免
疫組織化学染色の後でしか得られない、リンパ節の内部の組織的な特徴を詳細にする（例
えば、がん、リンパ球など）。図１５Ｃは、図１５Ａに示す切片のＤＭＤＳ画像であり、
皮膜、乳がん転移、組織球、活性化Ｂリンパ球およびＴリンパ球などを区別している。
【０１３９】
　ＧＤＳよＤＭＤＳの間の関係性は、図１６に示す模式図内において、濃い青および紫で
示される平行な進行により示される。ＧＤＳおよびＤＭＤＳは、双方ともに、スペクトル
データに基づいているが、ＩＨＣデータ等の他の情報を含んでいてもよい。実際の診断は
、同一もしくは類似するトレーニングされた診断アルゴリズム、例えばｈＡＮＮ等により
行われる。このようなｈＡＮＮは、まず、組織用に集められたパターンのデータにおいて
大きな変量を検知するための大まかな解剖学的特徴用の組織切片（濃い青の流れで示され
ているもの）を解析する。それに続く、「診断要素」解析は、紫色の流れで示す、スペク
トル情報のサブセットを使ってｈＡＮＮにより行う。例えば、バイナリフォームの多層ア
ルゴリズムを組込んでもよい。ＧＤＳおよびＤＭＤＳの両方は、図１６に示す全組織デー
タベースおよび診断的組織データベースのように、異なるデータベースのサブセクション
を使用してもよく、これによりそれぞれの診断にたどり着き、そしてそれらの結果を染色
された画像に適切に画像登録した後、重ね合わせる。
【０１４０】
　本願発明に係る方法の例では、病理学者は、正確な診断を得るために、特定のインプッ
トを提供してもよい。例えば、病理学者は、染色された画像を視覚的にチェックしてもよ
い。さらに、病理学者は、倍率を変化させるため、もしくはサンプルの視野を変えるなど
して選択的な検査をしてもよい。
【０１４１】
　本願発明に係る方法は、生物学的試片を観察し、画像登録を行っている病理学者により
行われてもよい。もしくは、登録された画像は、デジタルデータを含んでいるため、電子
的にデータを転送してもよく、または該方法は、遠隔操作で行われてもよい。
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【０１４２】
　方法は、以下に示す非限定的実施例により示される。
【０１４３】
　実施例２－リンパ節切片
【０１４４】
　図１７は、左上四分の一に乳がん転移を有する、１ｍｍｘ１ｍｍの大きさのわきのした
のリンパ節のＨ＆Ｅ染色の視覚的画像を示している。図１７Ｂは、乳がん転移のＳＨＰデ
ジタル染色された領域である。例えば、一般的にはミクロ転移の領域を、カーソルをマウ
スを使って動かして選択することにより、図１７Ｂで赤く示すように、ＳＨＰでがんと認
識された箇所はハイライトされる。図１７Ｃは、Ｂリンパ球で占められたＳＨＰによりデ
ジタル染色された領域である。図１７Ｃに示すように、右下部をポイントすることにより
、Ｂリンパ球に占められた領域は淡い青で示される。図１７Ｄは、組織球に占められた領
域のＳＨＰによるデジタル染色を矢印で示す。
【０１４５】
　ＳＨＰによるデジタル染色は、スペクトルおよび診断を含むトレーニングされ認証され
た保存データもしくはデータベースに基づいているため、デジタル染色は、図１７Ｂの場
合のような「転移乳がん」などの診断カテゴリーと直接的に関係する。該システムは、病
理学者により補完的もしくは補助的なツールとして、まず利用されてもよいが、診断的解
析はＳＨＰにより行われてもよい。付属的なツールとして、例えば、結果をバイナリレポ
ートではなく合致確率で出してもよい。図１８は、ＳＨＰによる一つの独立したがん細胞
およびがん細胞のクラスターを示す。
【０１４６】
　実施例３－肺切片の穿刺吸引によるサンプル
【０１４７】
　肺の疑わしい病変の穿針吸引により作られたホルマリン固定したパラフィン包埋細胞ブ
ロックからサンプル切片を切りだした。細胞ブロックは、病理学的解析により肺の腺がん
、小細胞がん（ＳＣＣ）、扁平上皮がんと特定された条件に基づき選択した。試片は、ミ
クロトームを使って切断し、５μｍ程度の厚さにし、その後、低反射（ｌｏｗ－ｅ）ガラ
スの顕微鏡スライドの上に載せられた（Ｋｅｖｌｅｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　オ
ハイオ、米国合衆国）。切片は、標準的なプロトコールによって脱パラフィン化された。
分光法のデータ回収に続き、組織切片は、ヘマトキシリン・エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色を行
い、組織病理学者により形態学的な解析を行えるようにした。
【０１４８】
　この検査には、パーキンエルマースペクトラム１／スポットライト４００　分光光度計
（Ａ　Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　１/Ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ　４００
　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｐｅｃｔｒｍｅｔｅｒ）（株式会社パーキンエルマー、シェルトン
、コネチカット州、米国合衆国）を使用した。Ｎｏｒｔｏｎ－ｂｅｅｒ　ａｐｏｄｉｚａ
ｔｉｏｎ（Ｎａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．Ｏｐｔ．Ｓｏｃ．Ａｍ．，　Ａ２４：３
６４４－３６４８（２００７）参照）とフーリエ変換の前に、赤外線ミクロスペクトル画
像は、１ｍｍｘ１ｍｍの組織領域から撮られ、半透過性（透過／反射）モードで、ピクセ
ル解像度６．２５μｍｘ６．２５μｍ、スペクトル解像度４ｃｍ－１、８インターフェロ
グラムの追加（ｃｏ－ａｄｄｉｔｉｏｎ）で行われた。シングルビームスペクトルの比率
に対して、好適なバックグラウンドスペクトルがサンプル領域の外で集められた。比率化
されたスペクトルは、吸収率にその後変換された。各１ｍｍｘ１ｍｍの赤外線画像は、１
６０ｘ１６０、もしくは２５６００スペクトルを含む。
【０１４９】
　はじめは、生の赤外線ミクロペクトルデータをインポートし、Ｍａｔｌａｂで書かれた
ソフトウェアを使って処理した（Ｒ２００９ａバージョン、Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ，Ｎａｔ
ｃｋ，マサチューセッツ州、米国合衆国）。組織が存在しない領域、もしくは弱いシグナ
ルからノイズを示した領域から記録されたすべてのスペクトルを除去するためにスペクト
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ルの品質試験を行った。品質試験を通過したすべてのスペクトルをベースラインオフセッ
トし（全スペクトルベクターに渡る最少吸収強度を除く）、二次微分に変換し（Ｓａｖｉ
ｔｚｙ－Ｇｏｌａｙアルゴリズム（Ｓａｖｉｔｚｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎａｌ．　Ｃ
ｈｅｍ．，　３６：１６２７（１９６４）参照）、１３ｓｍｏｏｔｈ　ｐｏｉｎｔｓ）、
１３５０ｃｍ－１～９００ｃｍ－１のスペクトル領域において記録された強度数値のみを
含むように切り、そして最終的にベクタを標準化する。
【０１５０】
　処理されたデータは、ソフトウェアへインポートされ、スペクトル類似性を調べるため
に、ユークリッド距離を使いＨＣＡ行い、Ｗａｒｄアルゴリズムを使ってクラスタリング
を行った（Ｗａｒｄ，　Ｊ　Ａｍ．Ｓｔａｔ．　Ａｓｓｏｃ．，　５８：２３６（１９６
３）参照）。その後、ピクセルクラスター画像を示す疑似カラークラスター画像は、サン
プルから撮られたＨ＆Ｅ画像と直接に組み立てられ、比較された。異なるクラスター構造
を示す２～１５クラスターのＨＣＡ画像は、計算されたＨＣＡデンドログラムを異なるレ
ベルで切って組立てた。これらのクラスター画像は、自身が作成したＨ＆Ｅ染色組織の形
態的解析を最もよく再現しているクラスター構造を特定する、病理学者に提供される。
【０１５１】
　下にあるベースラインのシフトに汚染されている赤外線スペクトル、信頼できないシグ
ナル強度の変化、ピーク位置のシフト、もしくはランベルトベールの法則に従わないもし
くはそれに起因しない一般的な特徴は、記録されたスペクトルに対するミー散乱および反
射影響をＥＭＳＣの部分空間モデルバージョンを使用して補正した（Ｂ．Ｂｉｒｄ，　Ｍ
．Ｍｉｌｉｊｋｏｖｉｃ　ａｎｄ　Ｍ．ｄｉｅｍ，　“Ｔｗｏ　ｓｔｅｐ　ｒｅｓｏｎａ
ｎｔ　Ｍｉｅ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｆｒａｒｅｄ
　ｍｉｃｒｏ－ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｄａｔａ：ｈｕｍａｎ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ｔｉ
ｓｓｕｅ”，　Ｊ．Ｂｉｏｐｈｏｔｏｎｉｃｓ，　３（８－９）５９７－６０８（２０１
０）参照）。はじめに、各がんタイプにつき記録された１０００スペクトルを、図１９Ａ
～１９Ｆに記載する赤外線画像からの個別のデータにプールされた。
【０１５２】
　そして、これらのデータに関しては、図１９Ａおよび図１９Ｂに示すように、散乱影響
が最少であるスペクトルを検索し、ノイズに対するシグナルを増加させるために各がんタ
イプの平均値を計算し、そして各細胞タイプのＫＫ変換を計算した。図１９Ａは、肺腺が
ん、小細胞がん、扁平上皮がんから得られた細胞の記録されたスペクトルを有する生のス
ペクトルデータを示す。図１９Ｂは、それぞれ、肺腺ガン、小細胞がん、扁平上皮がんか
らの細胞の記録されたスペクトルを有する補正スペクトルデータを示す。図１９Ｃは、肺
腺がん、小細胞がん、扁平上皮ガンの標準的なスペクトルを示す。
【０１５３】
　ミー散乱影響の部分空間モデルは、ファン・デ・ハルスト予測式（Ｂｒｕｓｓａｒｄ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｒｅｖ．Ｍｏｄ．　Ｐｈｙｓ．，　３４：５０７（１９６２）参照）を
使って核球径範囲６μｍ～４０μｍ、屈折率範囲１．１～１．５を示す３４０のミー散乱
曲線を計算して構築した。これらの散乱曲線に含まれるばらつき（ｖａｒｉａｎｃｅ）の
うち９５％以上を示すはじめの１０主成分を、その後、各がんタイプのＫＫ変換に加えて
、データの一工程ＥＭＳＣ補正の干渉として使用した。ＥＭＳＣ計算は、１０００スペク
トルにつきおおよそ１秒かかった。図１９Ｄは、図１９Ｃのスペクトルから計算されたＫ
Ｋ変換スペクトルを示す。図１９Ｅは、ＥＭＳＣ補正の前のマルチクラスデータのＰＣＡ
スコアプロットを示す。図１９Ｆは、ＥＭＳＣ補正後のマルチクラスデータのＰＣＡスコ
アプロットを示す。該解析は、１８００ｃｍ－１～９００ｃｍ－１のスペクトル領域内の
標準化されたベクタに対して行った。
【０１５４】
　図２０Ａは、それぞれ、肺腺がん、小細胞がん、扁平上皮がんの吸収スペクトルの平均
値を示す。これらは、各細胞タイプにつき、１０００の散乱補正細胞スペクトルから計算
された。図２０Ｂは、図２０Ａに示す吸収スペクトルの二次微分スペクトルを示す。一般
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的には、腺がんと扁平上皮がんは、スペクトルの低波数領域において、似たようなスペク
トルプロファイルを有する。しかしながら、扁平上皮がんは、アミドＩバンドを実質的に
低波数領域で示し、これは口内の扁平上皮がんから記録されたスペクトルデータの観察か
ら得られる（Ｐａｐａｍａｒｋａｋｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０１０），　Ｌａｂ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．，　９０：５８９－５９８）。小細胞がんは、わずかに高波数にシフトする
、非常に強い対称および反対称リン酸バンドを示しており、これは、観察されたスペクト
ルにリン脂質が影響していることを示唆している。
【０１５５】
　サンプル領域のほとんどが、血液と非診断物質からなっているため、データは、診断物
質のみを含むように、さらに散乱影響を補正するために前処理された。さらには、ＨＣＡ
を使い、バイナリマスクを作成し、最終的にデータを分類した。この結果は、図２１Ａ～
２１Ｃに示す。図２１Ａは、腺がん、小細胞がん、扁平上皮がんをそれぞれ含む１ｍｍｘ
１ｍｍの大きさの組織のＲ＆Ｅ顕微鏡画像を４スティッチ（４ｓｔｉｃｈ）したものであ
る。図２１Ｂは、図２１Ａの組織領域から記録された生の４スティッチ赤外線画像の１３
５０ｃｍ－１～９００ｃｍ－１スペクトル領域を急減ＲＣＡ解析（ｒａｐｉｄ　ｒｅｄｕ
ｃｅ　ＲＣＡ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を行うことにより構築したバイナリマスク画像である
。診断的細胞物質および血液細胞の領域を示す。図２１Ｃは、診断的細胞物質から記録さ
れた散乱補正スペクトルデータのＲＣＡ画像の６クラスターである。１８００ｃｍ－１～
９００ｃｍ－１スペクトル領域に対して解析が行われた。扁平上皮がん、腺がん、小細胞
がん、および繊維形成性組織の反応の領域を示す。もしくは、これらの処理は、ＡＮＮな
どの監督されたアルゴリズムで代用してもよい。
【０１５６】
　上述の実施例で示された結果は、生のスペクトルデータの解析は、ＳＣＣと非小細胞が
ん（ＮＳＣＣ）の区別ができることを示している。しかしながら、ＮＳＣＣの二つのサブ
タイプは、生の計測されたスペクトルを、散乱影響に対して補正すると、本願発明にかか
る方法によれば腺がんおよび扁平上皮がんをはっきりとわけることができる。したがって
、これらの実施例から、このスペクトル画像法は、肺がんの主な３つのタイプを特定し、
正しく分類するのに使用できる強い証拠を提供する。
【０１５７】
　図２２は、本願発明に係る方法と一緒に使用される例示的なコンピューターシステム１
００の様々な特徴を示しているが、これに限定されるわけではない。図２２に示すように
、コンピューターシステム１００は、例えばパーソナルコンピューター（ＰＣ）、マイク
ロコンピューター、メインフレームコンピューター、電話器、パーソナルデジタルアシス
タント（ＰＤＡ）、もしくはプロセッサーおよび入力可能な機器などの端末１０２を介し
て、要求者１０１が使用してもよい。サーバーモジュールは、例えば、ＰＣ、ミニコンピ
ューター、メインフレームコンピューター、マイクロコンピューター、もしくは保存デー
タにアクセスできるもしくはデータの処理機能と保存機能とを有する他の機器を、含む。
サバ―モジュール１０６は、例えば、診断に使われる病気のデータを保存する保存場所に
アクセスできる。
【０１５８】
　例えばインターネット１１０などのネットワークを経由して、診断に関連する情報を解
析者１０１およびサーバーモジュール１０６の間で送信してもよい。
【０１５９】
　本願発明は、ハードウェア、ソフトウェア、もしくはそれらの組み合わせと一緒に実施
でき、一以上のコンピューターもしくは他の処理システムで実施してもよい。一態様とし
ては、本願発明は、ここに記載の機能を実行できる一以上のコンピューターシステムに使
用できる。図２３には、このようなコンピューターシステム２００を記載している。
【０１６０】
　コンピューターシステム２００は、例えば、プロセッサー２０４などの一以上のプロセ
ッサーを有する。プロセッサー２０４は、コミュニケーションインフラストラクチャ２０
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６と繋がっている（例えば、通信バス、クロスオーバーバー、もしくはネットワークなど
）。種々のソフトウェアについては、この例示的コンピューターシステムとして記載する
。この記載を読めば、当業者であれば、他のコンピューターシステムおよび／または構造
を使って本願発明をどのように実施するかは明白である。
【０１６１】
　コンピューターシステム２００は、グラフィック、テキスト、および他のデータをディ
スプレイユニット２３０に表示するためにコミュニケーションインフラストラクチャ２０
６（もしくはここに図示しないフレームバッファから）から送るディスプレイインターフ
ェース２０２を含むことができる。コンピューターシステム２００は、メインメモリ２０
８、好ましくはランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、を含んでいてもよく、さらに二次メ
モリ２１０を含んでいてもよい。二次メモリ２１０は、例えば、フレキシブルディスク、
磁性テープドライブ、および光学ディスクドライブ等のハードディスクドライブ２１２お
よび／またはリムーバブルドライブ２１４を含んでもよい。リムーバブルディスク２１４
は、公知のように、リムーバブルストレージユニット２１８から読み込むおよび／または
書き込むことができる。リムーバブルストレージユニット２１８は、フレキシブルディス
ク、磁性テープ、光学ディスクなどに代表され、これはリムーバブルドライブ２１４から
読み取られ、また書き込まれる。リムーバブルストレージユニット２１８は、コンピュー
ターソフトウェアおよび／またはデータが保存されるコンピューター使用可能な保管媒体
を含む。
【０１６２】
　別の例としては、二次メモリ２１０は、コンピュータープログラムもしくは他の指示を
コンピューターシステム２００に与える、類似した他の機器を含んでいてもよい。このよ
うな機器として、例えば、リムーバブルストレージユニット２２２およびインターフェー
ス２２０を含んでもよい。このような例として、プログラムカートリッジおよびカートリ
ッジインターフェース（たとえば、ビデオゲーム機器などにある）を含んでもよく、リム
ーバブルメモリーチップ（例えば、消去可でプログラム可能な読み取り専用メモリ（ＥＰ
ＲＯＭ）、もしくはプログラム可能で読み取り専用メモリ（ＰＲＯＭ）など）および関連
するソケット、そしてリムーバブルストレージユニット２２０からコンピューターシステ
ム２００にソフトウェアとデータを転送できる他のリムーバブルストレージユニット２２
２およびインターフェース２２０を含んでもよい。
【０１６３】
　コンピューターシステム２００は、コミュニケーションインターフェース２２４も含ん
でよい。コミュニケーションインターフェース２２４は、ソフトウェアとデータをコンピ
ューターシステムと外部機器の間で送信できるようにする。コミュニケーションインター
フェースの例示として、モデム、ネットワークインターフェース（例えば、アースネット
カード）、コミュニケーションポート、パーソナルコンピューターメモリカード国際協会
（ＰＣＭＣＩＡ）スロットおよびカードなどを含んでもよい。コミュニケーションインタ
ーフェース２２４を介して送信されたソフトウェアおよびデータは、信号２２８の形態で
あり、これは、コミュニケーションインターフェース２２４で受信することができる電子
的、電磁性的、光学的、もしくは他の信号である。これらの信号２２８は、コミュニケー
ションパス（例えば、チャンネル）２２６を介してコミュニケーションインターフェース
２２４に提供される。このパス２２６は、信号２２８を運び、ワイヤーもしくはケーブル
、光ファイバー、電話線、携帯リンク、ラジオ周波数（ＲＦ）、および／または他のチャ
ンネルにより実行される。ここでは、「コンピュータープログラム媒体」および「コンピ
ューター使用可能媒体」は、通常は、リムーバブルストレージドライブ２１４、ハードデ
ィスクドライブ２１２にインストールされているハードディスク、およびシグナル２２８
を指す媒体として使われている。これらのコンピュータープログラムプロダクトは、コン
ピューターシステム２００にソフトウェアを提供する。本願発明は、このようなコンピュ
ータープログラムのプロダクトにも使われる。
【０１６４】
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　コンピュータープログラム（コンピューター制御ロジックともいう）は、メインメモリ
２１８および／または二次メモリ２１０に保存される。コンピュータープログラムは、コ
ミュニケーションインターフェース２２４を介して受け取ってもよい。このようなコンピ
ュータープログラムを実行すると、ここに記載したように、本願発明に係る特徴をコンピ
ューターシステム２００で行うことを可能にする。特に、該コンピュータープログラムを
実行すると、プロセッサー２０４でこのような特徴を行うことを可能にする。したがって
、コンピュータープログラムは、コンピューターシステム２００の制御を表す。
【０１６５】
　ソフトウェアを使って本願発明を実施する変更例として、ソフトウェアをコンピュータ
ープログラムプロダクトに保存し、そしてリムーバブルストレージドライブ２１４、ハー
ドドライブ２１２もしくはコミュニケーションインターフェース２２４を使って、コンピ
ューターシステム２００に入れてもよい。該制御ロジック（ソフトウェア）をプロセッサ
ー２０４で実行すると、プロセッサー２０４は、ここに記載した機能を行う。他の変更例
としては、例えば、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）などのハードウェア部品を使うハ
ードウェアに主に本願発明を使ってもよい。ハードウェア機器に本願発明の機能を行うよ
うにするのは、当業者であればわかる。
【０１６６】
　さらなる他の変更例として、本願発明は、ハードウェアおよびソフトウェアの両方を組
み合わせて使われる。

【図１】 【図２】
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