
JP 2018-515744 A 2018.6.14

10

(57)【要約】
　本発明は無色３Ｄ　ＳＴＥＤ測定光学工程および光学
方法を提供し、少なくとも２つの一軸性結晶または円錐
回折結晶を含む一軸性結晶における円錐回折効果または
光伝播効果に基づき、光は光ファイバ（レーザバンク）
内で複数のレーザ出力が結合されるレーザ源、または連
続レーザから生成されて、すべて光学バンクの出力から
顕微鏡の対物レンズまで同一の光路またはほぼ同一の光
路を伝播する。本発明は測定光学工程および光学方法と
、構造化対象の少なくとも１つの光ナノエミッタまたは
サンプル内の連続分布の空間位置を判定する無色光学装
置を提供し、該工程は、異なるトポロジ群の少なくとも
２つのコンパクトな光分布のシーケンスをサンプルに投
射することと、少なくとも１つの光ナノエミッタによっ
て放出される光、構造化対象、またはサンプルの連続分
布を検出することと、光分布毎に、検出光から少なくと
も１つの光学像を生成することと、アルゴリズムモジュ
ールと、を含み、該モジュールでは、サンプルとその空
間および／または時間および／またはスペクトル特性の
再構築の式が、逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程であって、
　前記サンプルが、第１の光源から生成される第１の励起光分布によって前記サンプルに
投射される光の関数として光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、前記第１の
光源の波長が前記再放出源の励起波長に整合され、前記第１の励起分布がコンパクトであ
り、
　少なくとも１つの第２の光源から生成される少なくとも１つの第２の抑制または始動光
分布の動作によって、前記少なくとも１つの再放出源を抑制または始動させることができ
、前記第２の光源の波長が前記再放出源の抑制または始動波長に整合され、前記抑制また
は始動分布が、コンパクトであり、第１の偏光の特異分布と前記第１の偏光に直交する偏
光の黒球または「トップハット」として知られる分布との重畳からなり、
　前記工程は、
　別々のレーザまたは連続もしくは白色レーザから作製することができる前記２つの光源
と、
　前記第１の励起分布および前記第２の抑制または始動分布を前記サンプルに投射するこ
とであって、前記２つの分布が光学台の出力から顕微鏡の対物レンズまで同一の光路また
は略同一の光路に沿って拡散することと、
　縦続の少なくとも２つの円錐または一軸性回折結晶を備える一軸性結晶における円錐回
折効果または光の伝播効果に基づき、前記第１の励起分布および前記第２の抑制または始
動分布を無色投射光学装置によって前記サンプルに投射することと、
　を備え、
　前記工程は、さらに、
　前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出すること
と、
　前記検出光から少なくとも１つの画像を生成することと、
　前記少なくとも１つの再放出源の空間分布情報または位置を前記画像から取得すること
と、
　を備える、工程。
【請求項２】
　前記励起および抑制光分布の投射が、少なくとも１つの結晶における円錐回折によって
実行される、請求項１に記載の工程。
【請求項３】
　前記少なくとも２つの結晶を分離するための偏光制御要素を備える、請求項１または２
に記載の工程。
【請求項４】
　前記偏光制御要素は、１または２の無色四分の一波長と色波プレートとのセットを備え
る光学要素であり、前記光学要素が、前記２つの円錐結晶間または２つの一軸性結晶間で
、１８０度に近く、この値から３０度を超えて変化しないように励起ビームと抑制ビーム
との間の偏光回転差を生成するように設計される、請求項３に記載の工程。
【請求項５】
　前記偏光制御要素は、材料が光学活性特性を有する光学要素であり、前記材料の光学活
性の自然分散が、前記２つの円錐結晶間または２つの一軸性結晶間で、１８０度に近く、
この値から３０度を超えて変化しないように、励起ビームと抑制ビームとの間の偏光回転
差を生成するように前記光学要素の厚さが選択される、請求項３に記載の工程。
【請求項６】
　偏光制御要素が使用されず、前記２つの円錐結晶が異なる材料からなり、これらの２つ
の材料の自然分散が抑制波長ではなく励起波長近傍で円錐回折を補償する、請求項３～５
のいずれか１項に記載の工程。
【請求項７】
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　前記励起分布は、ガウス分布またはエアリースポットを備える、請求項１～６のいずれ
か１項に記載の工程。
【請求項８】
　前記第１の光源がレーザである、および／または、前記第２の光源がレーザである、請
求項１～７のいずれか１項に記載の工程。
【請求項９】
　前記第１の偏光が線状または円形である、請求項１～８のいずれか１項に記載の工程。
【請求項１０】
　サンプルの再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程であって、
　前記サンプルが、前記サンプルに投射される光によって励起され、投射光の関数として
判定される法則に応じて光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、前記工程が、
無色またはそれ以外の光の投射モジュールであって、光の波長が上記少なくとも１つの再
放出源の励起波長と整合されて、異なるトポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケン
スを生成する投射モジュールを用い、
　前記工程は、
　前記サンプルを光学走査することと、
　コンパクトな光分布または異なるトポロジのコンパクトな光分布ごと、および前記サン
プルの走査点ごとに、前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出され
る光を検出することと、
　走査点ごとに、画像または１シーケンスの画像を取得することであって、前記１シーケ
ンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうちの１つに対応す
ることと、
　前記サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特
性の式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムを適用することと、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と投射によって前記サン
プルに生成される事前光分布とを組み合わせることと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で結果を表示することと
、
　を備える、工程。
【請求項１１】
　前記アルゴリズムは、
　疎解に適する特定のエミッタ群を使用して前記サンプルの前記光分布を推定することと
、
　事後平均を推定することと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、前記事後平均に基づ
き結果を表示することと、
　を備える、請求項９に記載の光学測定工程。
【請求項１２】
　前記事後平均の推定が、マルコフ連鎖モンテカルロ法（ＭＣＭＣ）型のアルゴリズムに
よって実行される、請求項９または１０に記載の光学測定工程。
【請求項１３】
　サンプルの再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程であって、
　前記サンプルが、前記サンプルに投射される光によって励起され、投射光の関数として
判定される法則に応じて光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、前記工程が、
レーザを含む無色またはそれ以外の投射モジュールであって、波長が上記少なくとも１つ
の再放出源の励起波長と整合されて、トポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケンス
を生成する投射モジュールと、任意で、前記サンプルを光学的に走査する走査モジュール
と、を用い、
　前記工程は、、コンパクトな光分布または異なるトポロジのコンパクトな光分布ごとに
、およびサンプルの走査点ごとに、前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によっ
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て再放出される光を検出する検出モジュールを用い、
　走査点ごとに、画像または１シーケンスの画像を取得する画像取得モジュールであって
、前記１シーケンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうち
の１つに対応する画像取得モジュールと、
　前記サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特
性の式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムモジュールと、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と投射によって前記サン
プルに生成される事前光分布とを組み合わせ、
　陽性の制約条件で標準化される、あるいは標準化されないＭＡＰアルゴリズムモジュー
ルと、
　を備え、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、ＭＡＰアルゴリズム
の結果に基づき結果を表示する、工程。
【請求項１４】
　前記ＭＡＰアルゴリズムが周波数帯限界も含む、請求項１０に記載のサンプル上の再放
出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程。
【請求項１５】
　前記ＭＡＰアルゴリズムがネストロフ型の加速デジタル図を使用する、請求項１０また
は１１に記載のサンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程。
【請求項１６】
　１シーケンスの画像の場合、不明点または走査むらの影響を補償して大幅に低減するた
め、前記サンプルに投射される異なる分布の異なる周波数特徴により、周波数情報の冗長
性が使用される、請求項１３または１４に記載のサンプル上の再放出源の空間分布または
位置を判定する光学測定工程。
【請求項１７】
　前記ＭＡＰアルゴリズムが、低周波成分や疎成分などの少数の項の合計に関連する逆問
題を解くように適合される、請求項１０～１２のいずれか１項に記載のサンプル上の再放
出源の空間分布または位置を判定する光学測定工程。
【請求項１８】
　前記ＭＡＰアルゴリズムが、画像または異なるデジタルマスクにかかる重みを算出し、
類似性の非局在ツリーを標準化として解に適用することによって、解の非局在冗長性制限
を課すように適合される、請求項１０～１３のいずれか１項に記載のサンプル上の再放出
源の空間分布または位置を判定する光学測定工程。
【請求項１９】
　可変サイズのマスクが検出器の面に使用されて、全体または局地的に、異なる軸方向特
徴、または異なるもしくは最適化された寄生光の排除機能を有する画像を取得する、請求
項１０～１４のいずれか１項に記載のサンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定
する光学測定工程。
【請求項２０】
　請求項１～１９のいずれか１項に記載の工程を実行するように構成されるコンピュータ
プログラム。
【請求項２１】
　請求項１～２０のいずれか１項に記載の工程を実行する装置。
【請求項２２】
　サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定装置であって、
　前記サンプルが、第１の光源から作成される第１の励起光分布によって前記サンプルに
投射される光の関数として光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、前記第１の
光源の波長が前記再放出源の励起波長に整合され、前記第１の励起分布がコンパクトであ
り、
　少なくとも１つの第２の光源から作成される少なくとも１つの第２の抑制または始動の
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光分布の動作によって前記少なくとも１つの再放出源を抑制または始動させることができ
、前記第２の光源の波長が前記再放出源の抑制または始動波長に整合され、前記抑制また
は始動分布がコンパクトであり、第１の偏光の特異分布と、前記第１の偏光に直交する偏
光の黒球または「トップハット」として知られる分布との重畳からなり、
　前記工程は、
　前記第１の励起分布および前記第２の抑制または始動分布を前記サンプルに投射する投
射モジュールであって、前記２つの分布が光学台の出力から顕微鏡の対物レンズまで同一
の光路または略同一の光路に沿って拡散する投射モジュールと、
　前記第１の励起分布と前記第２の抑制または始動分布を前記サンプルに投射する無色投
射光学装置であって、縦続の少なくとも２つの円錐または一軸性回折結晶を備える一軸性
結晶における円錐回折効果または光効果の伝播に基づく無色投射光学装置と、
　前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出する光検
出モジュールと、
　前記検出光から少なくとも１つの画像を生成し、前記少なくとも１つの再放出源の空間
分布情報または位置を前記画像から取得する画像生成モジュールと、
　を備える、装置。
【請求項２３】
　サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定装置であって、
　前記サンプルが、光によって励起され、前記サンプルに投射される光の関数として判定
される法則に応じて光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、前記工程が、無色
またはそれ以外の光の投射モジュールであって、光の波長が上記少なくとも１つの再放出
源の励起波長と整合されて、トポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケンスを生成す
る投射モジュールを用い、
　前記装置は、
　前記サンプルを光学的に走査する走査モジュールと、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布ごとに、およびサンプ
ルの走査点ごとに、前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出される
光を検出する検出モジュールと、
　走査点ごとに、画像または１シーケンスの画像を取得する画像取得モジュールであって
、前記１シーケンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうち
の１つに対応する画像取得モジュールと、
　前記サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特
性の式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムモジュールと、
　を備え、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と投射によって前記サン
プルに生成される事前光分布とを組み合わせ、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で結果を表示する、装置
。
【請求項２４】
　前記アルゴリズムモジュールは、
　疎解に適する特定のエミッタ群を使用して前記サンプルの前記光分布を推定することと
、
　事後平均を推定することと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、前記事後平均に基づ
き結果を表示することと、
　を備える、請求項２３に記載の光学測定装置。
【請求項２５】
　サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定装置であって、
　前記サンプルが、前記サンプルに投射される光によって励起され、投射光の関数として
判定される法則に応じて光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、
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　前記装置は、
　レーザを含む無色またはそれ以外の投射モジュールであって、波長が上記少なくとも１
つの再放出源の励起波長と整合されて、トポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケン
スを生成する投射モジュールと、
　任意で、前記サンプルを光学的に走査する走査モジュールと、
　を備え、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布ごとに、およびサンプ
ルの走査点ごとに、前記サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出される
光を検出する検出モジュールと、
　走査点ごとに、画像または１シーケンスの画像を取得する画像取得モジュールであって
、前記１シーケンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうち
の１つに対応する画像取得モジュールと、
　前記サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特
性の式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムモジュールと、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と投射によって前記サン
プルに生成される事前光分布とを組み合わせ、
　陽性の制約条件で標準化される、あるいは標準化されないＭＡＰアルゴリズムモジュー
ルと、
　を備え、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、ＭＡＰアルゴリズム
の結果に基づき結果を表示する、装置。

 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　序文
　本発明は、光学測定方法および装置に関する。本発明は、撮像のすべての分野、特に、
生物学、医学、薬学、半導体、材料研究、度量衡学、制御、測定などを含むがそれらに限
定されない顕微鏡の分野、およびマクロまたはミクロ野における光学的観察から情報を取
得するすべての工程に適用される。
【０００２】
　本発明のために使用される多くの定義を以下の章に組み込む。
【背景技術】
【０００３】
「定義および技術的追加」
　顕微鏡
　光学顕微鏡は、裸眼では小さすぎる対象を観察、解析、測定するのに通常使用される機
器である。図１は、顕微鏡１００のパラダイムを示す。
【０００４】
　光学顕微鏡は、顕微鏡１０を用いる図示しない光源による生物学的または非生物学的サ
ンプル１１の照射と、視覚的観察または検出モジュール１２を用いるサンプルによって放
出、再放出、散乱、または反射される光の時間依存測定と、を含む。生物学上、サンプル
は、異なる位置に配置される単独または複数の異なる生物学的エンティティ１３および１
４を含む。上記対象の例は、特に、細胞、ウィルス、タンパク質、ＤＮＡである。人工の
工業品の観察では、サンプルはたとえば半導体素子であってもよい。
【０００５】
　顕微鏡は、異なる特徴と目的を有する様々な様式に分類される。各種様式のいろいろな
説明、特徴、利点は文献で詳しく記載されており、Ｚｅｉｓｓ、Ｌｅｉｃａ、Ｎｉｋｏｎ
、Ｏｌｙｍｐｕｓなどの会社のウェブサイトに紹介されている。
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【０００６】
　顕微鏡の用途は、様々な方法で分類することができる。これらの方法の１つは、連続的
対象の測定に割り当てられる非常に小さい点光源の表示の観点で顕微鏡の様式を区別する
ことである。
【０００７】
　非常に小さい点光源のケースは先天的にずっと単純である。対象は小数の光点から成る
。後者は少数のパラメータ－以下定義するディスクリプタ－によって表すことができ、物
理的課題とアルゴリズムの複雑性を大幅に簡易化する。連続的対象のケースが示すように
、運動が検討される場合、空間分布または時空は連続的で異なっており、本特許出願でも
説明する。
【０００８】
　蛍光顕微鏡
　蛍光顕微鏡は、顕微鏡の１様式であり、多くの用途で、他の顕微鏡手法と置き換えられ
る。蛍光顕微鏡は、反射や吸収などの他の様式の代わりに、あるいはそれに加えて蛍光現
象を使用することによって有機的または無機的な対象の特性を研究するために使用される
光学顕微鏡である。
【０００９】
　再度、図１を参照すると、生物または人工物の観察において、たとえば材料を特徴付け
るために使用される蛍光顕微鏡が示されている。蛍光顕微鏡では、小さい点光源１５～１
８、たとえば、蛍光物質が、１光子蛍光の物理的現象に基づき、所定の生物学的対象１３
および１４の特定位置に固定される。対象１３および１４によって放出される光を観察す
る代わりに、点光源によって放出される光が観察される。
【００１０】
　サンプルが波長または点光源によって吸収される特定波長の光で照射されることによっ
て、高い別の波長の光の放出を誘導する。蛍光体から発せられる光の回収中、照射光がス
ペクトル放出フィルタの使用によって、低い波長の放射蛍光から分離される。
【００１１】
　蛍光顕微鏡は、小点光源である蛍光物質から発せられる光を調査する。ただし、蛍光物
質の密度が高いとき、蛍光物質は個別に解析されず、連続的対象として処理される。この
段階では、同一のシステムで連続的対象の観察が可能であり、点光源の観察に限定されな
いことに留意することが重要である。
【００１２】
　蛍光物質は、生物学的対象の視覚化のための重要なツールとなっている。２００～２５
０ｎｍの解像限界を超える細部を含む活動および生物学的情報が、蛍光顕微鏡を用いて体
系的に視覚化され測定される。この解像限界はレイリー基準から導き出され、最善のケー
スでは、特別に設計されたシステムにおいて２００～２５０ｎｍに達する。後述の超解像
手法が出現するまでの長い間、蛍光顕微鏡を含む光学手法は、約２００～２５０ｎｍのレ
イリー基準よりも小さな細部を視覚化することはできないと認識されてきた。
【００１３】
　本明細書で詳述するように、蛍光顕微鏡の主な実施例は、走査構造または回転ディスク
構造で使用されることが多い共焦点顕微鏡と広視野撮像顕微鏡である。
【００１４】
　共焦点顕微鏡
　図２は、従来技術の共焦点蛍光顕微鏡２００の概略図である。
　図２の共焦点蛍光顕微鏡は光学機器である。主要なハードウェア構成要素を図２に示す
。主要構成要素は以下を含む。
・光源２０
・図示しない光学機械フレーム
・立方フィルタ２１
・顕微鏡対物レンズ２２
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・検出器アセンブリ２３
・図示しない処理ユニット
【００１５】
　光源２０は、アーク灯またはレーザとすることができ、蛍光に必要な光エネルギーを生
成する。
　図示しない光学機械フレームは、すべての光学部品と付属光学部品を支持し、配向機能
も備える。また、ビームを成形して顕微鏡対物レンズにより最小サイズの焦点を実現でき
る、図示しない光学要素も含む。
【００１６】
　さらに、走査蛍光を有する共焦点顕微鏡では、測定対象に対する点光源の位置を変更す
るための図示しない空間または角度走査機構も備える。
　立方フィルタ２１は各種光学信号を運び、励起光による蛍光信号の混入を防止する。立
方体は励起フィルタ２１０、ダイクロイックミラー２１１、放出フィルタ２１２から成る
。
【００１７】
　顕微鏡対物レンズ２２は、光源によって生成される光を対物レンズ２４の焦点面に集束
させる。最適と考えられる小さなサイズの光分布パターンと光分布は、エアリーディスク
から成る。顕微鏡対物レンズ２２は、蛍光物質から放出される蛍光も回収する。
【００１８】
　走査蛍光を有する共焦点顕微鏡の場合、システムをデスキャンすることができる。すな
わち、戻り光が走査機構を通過して、走査による平行移動を補正することができる。
　検出器レンズ２５は、検出器２６の画像面に、対物レンズ２４の焦点面の拡大画像を生
成する。
【００１９】
　共焦点ホール２７は理論上、検出器２６の画像面に配置される。
　最も実際的なシステムでは、共焦点ホール２７は図示しない撮像面に配置されて、検出
器２６の画像面に再撮像される。
【００２０】
　検出器アセンブリ２３は、照射体積全体での蛍光強度を検出し、それをデジタル信号に
変換する。共焦点走査顕微鏡の場合、検出器アセンブリは、ＰＭＴまたはＳＰＡＤなどの
単独要素の検出器から成る。回転ディスクを有する共焦点顕微鏡の場合、検出器アセンブ
リは、ＣＣＤ、ＥＭＣＣＤ、ＣＭＯＳなどの検出器要素のマトリクスまたはＳＰＡＤのマ
トリクスから成る。
【００２１】
　光源からダイクロイックフィルタまで、すべての構成要素は照射路２０１に搭載される
。検出経路２０２は、ダイクロイックフィルタから検出器アセンブリまでに搭載されるす
べての構成要素を表す。
【００２２】
　標準的な共焦点顕微鏡の基本的光学工程は６つの部分に分割することができる。
・解析される体積への光の投射
・蛍光物質による蛍光の放出
・焦点面での蛍光物質の撮像
・共焦点ホールによって解析される光の焦点面での制限
・光電検出器によって解析される光の統合
・画像の画素値としての測定強度の表示
【００２３】
　蛍光顕微鏡は、Ｎｉｋｏｎ、Ｚｅｉｓｓ、Ｌｅｉｃａ、Ｏｌｙｍｐｕｓなどのいくつか
の製造業者から入手可能である。蛍光顕微鏡は、蛍光に適した標準的な顕微鏡、または蛍
光に合わせて特別に最適化された顕微鏡のいずれであってもよい。現代の顕微鏡は、蛍光
様式に限定されず、同一の光学機械プラットフォームおよび構成要素の大部分を利用する
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多くの各種様式で動作可能な万能機器である。大半の蛍光顕微鏡は、最小限の変更で、い
くつかの追加の特徴を実行できるオープンプラットフォームとして開発されている。他の
蛍光顕微鏡は、医学的または薬学的診断などの特定のタスクに適合させた専用機器である
。
【００２４】
　しかしながら、他の基本的な生物学的活動は、生物学的サンプル内で２００ｎｍ未満の
規模で発生する。このレベルの空間解像では、細胞内規模の生物学的工程、細胞情報の転
送、タンパク質のフォールディングとアンフォールディング、ＤＮＡおよびＲＮＡの変化
などの重要な現象を観察することができる。よって、たとえば、この細胞内情報の測定は
、生物学的活動を理解する新たな道を切り開き、研究および医学的診断の理解と監視を向
上させる。
【００２５】
　ただし、超解像を組み込まない既存の様々な顕微鏡の使用法と既存の顕微鏡は、光学回
折限界までの微細な観察が可能である。このため、使用分野は限られたセットの用途に限
定される。
【００２６】
　超解像
　新たな光学方法である超解像方法は、回折限界よりも高い解像度で画像を取得すること
ができる。超解像方法は、企業、研究所、研究者らによって開発が進んでおり、超解像方
法を用いる機器や超解像顕微鏡が市販されている。超解像法のまとめが、スウェーデン王
立科学アカデミーによって、２０１４年のノーベル化学賞の授与の際に公開されている［
３８］。近年、いくつかの超解像法の比較解析もＳｃｈｅｒｍｅｌｌｅｈ　ｅｔ　ａｌ．
の論文などの文献で公開された［１］。
【００２７】
　超解像に関する最新の参考文献は会社Ｚｅｉｓｓのウェブサイトと会社Ｎｉｋｏｎのウ
ェブサイトに紹介されている。
　新たな超解像手法は、解像限界を超えた情報を取得する。すべての既存の超解像手法の
一番の問題は、解像度、水平方向および長手方向、速度、必要な光強度、生物学的対象の
光毒性、様々な生物学的対象の測定機能の観点で表現される性能の包絡線限界である。こ
の点は、２０１４年のノーベル化学賞の授賞式のＥｒｉｃ　Ｂｅｔｚｉｇの講演でも強調
された。
【００２８】
　また、方法および機器の大部分は、良好な水平方向または長手方向解像の超解像を提供
することができるが、その両方が提供されることはめったにない。
　また、これらすべての機器は複雑であり、高技能のオペレータを必要とする。
【００２９】
　また、通常、これらの機器は、浅い被写界深度、または細胞にとって有害な非常に高い
光強度要件など、動作上の制約が大きいため、生物学的標本のごく一部しか観察できない
。
　超解像の方法および機器が抱えるもう１つの問題は、それらの大半が照明体積において
単独の蛍光物質の特性を発見できるものの、同時に存在する複数の蛍光物質を認識し、そ
れらの特性を測定することができない点である。
【００３０】
　特定の既存の超解像方法および機器が抱える別の問題は、これらの方法および機器が、
標準的なまたは共焦点顕微鏡と置き換えられる一般的ツールとしてユーザに提示され認識
されている点である。しかしながら、既存の超解像方法および機器は、平易さ、頑丈さ、
使いやすさに欠けており、標準的な顕微鏡よりも高額であるため、調査ツールまたは一般
的な診断ツールとして使用できない。
【００３１】
　特定の既存の超解像方法およびツールが抱えるもう１つの問題は、これらの方法および
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ツールの大部分が、標準的な顕微鏡と置き換えられる独立型機器として設計される点であ
る。このようなアプローチは、既存の機器との交換と、すべてのシステムおよび装置なら
びに顕微鏡プラットフォームに関連し、長年かけて開発されてきたすべての知識とノウハ
ウのリニューアルとを必要とする。
【００３２】
　大半の蛍光顕微鏡機器と超解像方法が抱える別の問題は、これらの方法およびツールが
画像取得のパラダイムに基づき設計されており、より多くの画像またはより多くのＲＯＩ
領域、すなわち、関連の二次元または三次元領域に関して基本情報が取得される点である
。本発明のコンテキストで後述するアルゴリズム、システム、超解像方法は、固有の柔軟
性により、新たな取得戦略を開発する。これらの取得手順は、動的または選択的に、最適
化シーケンス取得と双方向延期処理によって定義される。これにより、個々に、あるいは
相対的に、１以上の蛍光対象の形状、幾何形状、力学に基づき定義されるように、有益情
報をさらに高度に最適化することができる。
【００３３】
　既存の蛍光顕微鏡および超解像の方法および機器の大半が抱えるもう１つの課題は、こ
れらの方法および機器が、顕微鏡スライド上のサンプルを調べるために設計される点であ
る。ただし、今日の共焦点顕微鏡は、診断対象組織から発せられる蛍光を照射し表示する
ために使用される光ファイバによって、人体内外の検査のための生体内診断機器として多
くの医学分野で採用されている。現在、超解像は、このような生体内診断を実行していな
い。本発明のコンテキストで後述するアルゴリズム、システム、超解像方法は、生体内診
断の新規な方法を開発し、生検を行う必要性を減らし、患者の待ち時間を短縮する。
【００３４】
　よって、対象または生物学的段階を高精度に測定することができる超解像方法およびツ
ールおよびアルゴリズム方法を提供することが緊急に必要である。
【発明の概要】
【００３５】
　本発明の第１の側面は、サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測
定装置に関し、サンプルは、光によって励起され、サンプルに投射される光の関数として
決定される法則に応じて光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、該装置は、
　レーザを含む無色投射モジュールであって、波長が上記少なくとも１つの再放出源の励
起波長と整合されて、コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布の
シーケンスを生成する無色投射モジュールと、
　サンプルを光学的に走査する走査モジュールと、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布毎に、およびサンプル
の走査点毎に、サンプルの少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出する
検出モジュールと、
　走査点毎に、画像または１シーケンスの画像を取得する画像取得モジュールであって、
１シーケンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうちの１つ
に対応する画像取得モジュールと、
　サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特性の
公式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムモジュールと、を備え
、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と、投射によってサンプ
ルに生成される事前光分布とを組み合わせることができる。
【００３６】
　一実施形態では、アルゴリズムモジュールは、
　疎解に適する特定のエミッタ群を使用してサンプルの光分布を推定することと、
　事後平均を推定することと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、事後平均に基づき結
果を表示することと、を備える。
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【００３７】
　一実施形態によると、事後平均の推定は、マルコフ連鎖モンテカルロ法（ＭＣＭＣ）型
のアルゴリズムによって実行される。
【００３８】
　本発明の別の側面は、サンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定
装置に関し、サンプルは、光によって励起され、サンプルに投射される光の関数として決
定される法則に応じて、光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、該装置は、
　レーザを含む無色投射モジュールであって、波長が上記少なくとも１つの再放出源の励
起波長と整合されて、コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布の
シーケンスを生成する無色投射モジュールと、
　該装置に組み込まれる、あるいは組み込まれない、サンプルを光学的に走査する走査モ
ジュールと、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布毎に、および対象の走
査点毎に、サンプルの少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出する検出
モジュールと、
　走査点毎に、画像または１シーケンスの画像を取得する画像取得モジュールであって、
１シーケンスの画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうちの１つ
に対応する画像取得モジュールと、
　データを処理しサンプルを再構築するために陽性の制約条件で標準化されないＭＡＰア
ルゴリズムモジュールと、を備え、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、ＭＡＰアルゴリズム
の結果に基づき結果を表示する。
【００３９】
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムが周波数帯限界も含む。
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムはネストロフ型の加速デジタル図を使用する
。
【００４０】
　一実施形態によると、１シーケンスの画像の場合、不明点または走査むらの影響を補整
し大幅に低減するため、サンプルに投射される異なる分布の異なる周波数特徴により、周
波数情報の冗長性が使用される。
【００４１】
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムは、低周波成分や疎成分などの少数の項の合
計に関連する逆問題を解くように適合される。
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムは、画像または異なるデジタルマスクにかか
る重みを算出し、類似性の非局在ツリーを標準化として解に適用することによって、解の
非局在冗長性制限を課すように適合される。
【００４２】
　一実施形態によると、可変サイズのマスクが検出器の面に使用されて、全体または局地
的に、異なる軸方向特徴、あるいは異なるまたは最適化された寄生光の排除機能を有する
画像を取得する。
【００４３】
　一実施形態によると、コンピュータプログラムは、上述の実施形態を実行するように構
成される。
【００４４】
　本発明の別の側面はサンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工
程に関し、該サンプルは、光によって励起され、サンプルに投射される光の関数として決
定される法則に応じて、光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、工程は、
　波長が上記少なくとも１つの再放出源の励起波長と整合されて、コンパクトな光分布ま
たはトポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケンスを生成するレーザによって無色投
射することと、
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　サンプルを光学走査することと、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布毎に、およびサンプル
の走査点毎に、サンプルの少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出する
ことと、
　走査点毎に、画像または１シーケンスの画像を取得することであって、１シーケンスの
画像の場合、各画像がトポロジの異なるコンパクトな光分布のうちの１つに対応すること
と、
　サンプルの再構築およびその空間および／または時間および／またはスペクトル特性の
公式が逆ベイズ問題とみなされ、事後分布を定義するアルゴリズムを適用することと、を
備え、
　ベイズ法則により、経験的な法則は、ノイズモデルの確率公式と、投射によってサンプ
ルに生成される事前光分布とを組み合わせることができる。
【００４５】
　一実施形態では、アルゴリズムは、
　疎解に適する特定のエミッタ群を使用してサンプルの光分布を推定することと、
　事後平均を推定することと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、事後平均に基づき結
果を表示することと、を備える。
【００４６】
　一実施形態によると、事後平均の推定は、マルコフ連鎖モンテカルロ法（ＭＣＭＣ）型
のアルゴリズムによって実行される。
【００４７】
　本発明の別の側面はサンプル上の再放出源の空間分布または位置を判定する光学測定工
程に関し、該サンプルは、光によって励起され、サンプルに投射される光の関数として決
定される法則に応じて、光を再放出する少なくとも１つの再放出源を備え、工程は、
　波長が上記少なくとも１つの再放出源の励起波長と整合されて、コンパクトな光分布ま
たはトポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケンスを生成するレーザによって無色投
射することと、
　サンプルを光学走査することと、
　コンパクトな光分布またはトポロジの異なるコンパクトな光分布毎に、およびサンプル
の走査点毎に、サンプルの少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出する
ことと、
　走査点毎に、画像または１シーケンスの画像を取得することであって、１シーケンスの
画像の場合、各画像が異なるトポロジのコンパクトな光分布のうちの１つに対応すること
と、
　陽性の制約条件で標準化されないＭＡＰアルゴリズムを適用することと、
　画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状で、ＭＡＰアルゴリズム
の結果に基づき結果を表示することと、を備える。
【００４８】
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムが周波数帯限界も含む。
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムが、ネストロフ型の加速デジタル図を使用す
る。
【００４９】
　一実施形態によると、１シーケンスの画像の場合、不明点または走査むらの影響を補整
し大幅に低減するため、サンプルに投射される異なる分布の異なる周波数特徴により、周
波数情報の冗長性が使用される。
【００５０】
　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムは、低周波成分や疎成分などの少数の項の合
計に関連する逆問題を解くように適合される。
【００５１】
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　一実施形態によると、ＭＡＰアルゴリズムは、画像または異なるデジタルマスクにかか
る重みを算出し、類似性の非局在ツリーを標準化として解に適用することによって、解の
非局在冗長性制限を課すように適合される。
【００５２】
　一実施形態によると、可変サイズのマスクが検出器の面に使用されて、全体または局地
的に、異なる軸方向特徴、あるいは異なるまたは最適化された寄生光の排除機能を有する
画像を取得する。
【００５３】
　一実施形態によると、コンピュータプログラムは、上述の実施形態を実行するように構
成される。
【００５４】
　本発明の他の実施形態では、光学測定工程がサンプル上の再放出源の空間分布または位
置を判定するように使用され、該サンプルは、所定の法則に応じて、第１のレーザを備え
る第１の光源によってサンプルに投射される光の関数として光を再投射する少なくとも１
つの再放出源を備え、レーザの波長が再放出源の励起波長に整合され、少なくとも１つの
第２のレーザを備える１以上の光源の動作によって再放出源を抑制または始動することが
でき、第２のレーザの波長が再放出源の抑制または始動波長に整合され、工程は、
　２つのコンパクトな光分布がすべてのレーザに関して同一の光路に沿って拡散すること
と、
　第１の励起レーザのコンパクトな光分布が正規トポロジ群、理想的にはガウス分布また
はエアリースポットであることと、
　抑制または始動レーザのコンパクトな光分布が、第１の偏光の渦型の特異分布と、第１
の偏光に直交する偏光の黒球または「トップハット」として知られる線状または円状分布
との重畳から成ることと、
　コンパクトな光分布が、円錐回折の縦続の少なくとも２つの結晶または１セットの一軸
性結晶によって生成され、任意で動的または静的に色偏光またはそれ以外の制御要素によ
って分離されることと、
　サンプルの少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出することと、　
　検出光から少なくとも１つの画像を生成することと、
　画像の直接検出またはアルゴリズム解析を実行して、少なくとも１つの再放出源の空間
分布情報または位置を取得することと、を備える。
【００５５】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素は、１または２の無色四分
の一波長と色波長板とのセットを備える光学要素であり、光学要素が、２つの円錐結晶間
または２つの一軸性結晶間で、１８０度に近く、この値から３０度を超えて変化しないよ
うに励起ビームと抑制ビーム間の偏光回転差を生成するように設計される。
【００５６】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素は、材料が光学活性特性を
有する光学要素であり、材料の光学活性の自然分散が、２つの円錐結晶間または２つの一
軸性結晶間で、１８０度に近くこの値から３０度を超えて変化しないように励起ビームと
抑制ビーム間の偏光回転差を生成するように、光学要素の厚さが選択される。
【００５７】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素が使用されず、２つの円錐
結晶が異なる材料から成り、これらの２つの材料の自然分散が抑制波長ではなく励起波長
近傍で円錐回折を補整する。
【００５８】
　本発明の別の実施形態では、光学装置がサンプル上の再放出源の空間分布または位置を
判定するために使用され、該サンプルは、所定の法則に応じて、第１のレーザを備える第
１の光源によってサンプルに投射される光の関数として光を再投射する少なくとも１つの
再放出源を備え、レーザの波長が再放出源の励起波長に整合され、少なくとも１つの第２
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のレーザを備える１以上の光源の動作によって再放出源を抑制または始動させることがで
き、第２のレーザの波長が再放出源の抑制または始動波長に整合され、工程は、
　２つのコンパクトな光分布がすべてのレーザに関して同一の光路に沿って拡散すること
と、
　第１の励起レーザのコンパクトな光分布が正規トポロジ群、理想的にはガウス分布また
はエアリースポットであることと、
　抑制または始動レーザのコンパクトな光分布が、第１の偏光の渦型の特異分布と、第１
の偏光に直交する偏光の黒球または「トップハット」として知られる線状または円状分布
との重畳から成ることと、
　コンパクトな光分布が、円錐回折の縦続の少なくとも２つの結晶または１セットの一軸
性結晶によって生成され、任意で動的または静的に色偏光またはそれ以外の制御要素によ
って分離されることと、
　サンプルの前記少なくとも１つの再放出源によって再放出される光を検出することと、
　検出光から少なくとも１つの画像を生成することと、
　画像の直接検出またはアルゴリズム解析を実行して、少なくとも１つの再放出源の空間
分布情報または位置を取得することと、を備える。
【００５９】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素は、１または２の無色四分
の一波長と色波長板とのセットを備える光学要素であり、光学要素が、２つの円錐結晶間
または２つの一軸性結晶間で、１８０度に近くこの値から３０度を超えて変化しないよう
に励起ビームと抑制ビーム間の偏光回転差を生成するように設計される。
【００６０】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素は、材料が光学活性の特性
を有する光学要素であり、材料の光学活性の自然分散が、２つの円錐結晶間または２つの
一軸性結晶間で、１８０度に近くこの値から３０度を超えて変化しないように励起ビーム
と抑制ビーム間の偏光回転差を生成するように、光学要素の厚さが選択される。
【００６１】
　本発明の先行する実施形態の特定の構成では、偏光制御要素が使用されず、２つの円錐
結晶が異なる材料から成り、これらの２つの材料の自然分散が抑制波長ではなく励起波長
近傍で円錐回折を補整する。
【００６２】
　本発明の別の実施例は、円錐回折とその位相および偏光効果を使用することによって、
サンプルの各面または撮像対象の各場所における球面収差を局所的に推定する光学方法を
説明する。サンプルは不均一な光分布で照射され、この光分布は、３Ｄ分布が焦点面の上
下に同一の強度の２つのローブを提示するように、非限定例として黒球（またはトップハ
ット）などであってもよい。システムに球面収差が存在する場合、これらの２つのローブ
は同一の強度ではない。この効果は、焦点面の上下で照射する（照射と撮像を切り離す）
ことによって画像、特に共焦点画像を撮影することができる。次に、２つの画像の強度比
を解析することによって、システムの球面収差の量を推定することができる。
【００６３】
　本発明の別の実施例は、円錐回折とその位相および偏光効果を使用することによって、
サンプルの各面または撮像対象の各場所における球面収差を局所的に推定する光学装置を
説明する。サンプルは不均一な光分布で照射され、この光分布は、３Ｄ分布が焦点面の上
下に同一の強度の２つのローブを提示するように、非限定例として黒球（またはトップハ
ット）などであってもよい。システムに球面収差が存在する場合、これらの２つのローブ
は同一の強度ではない。この効果は、焦点面の上下で照射する（照射と撮像を切り離す）
ことによって画像、特に共焦点画像を撮影することができる。次に、２つの画像の強度比
を解析することによって、システムの球面収差の量を推定することができる。
【００６４】
　本発明の別の実施例は、円錐回折とその位相および偏光効果を使用することによって、
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サンプルの各面または撮像対象の球面収差を局所的に推定する光学方法を説明する。縦続
の結晶を介して円錐回折によって光ビームを形成すると、球面収差に直接関連する強度分
布が生成される。この分布は、非限定例として、交差線状偏光子と、光軸が並んだ２つの
二軸性結晶との間で取得することができる。半波長板が２つの結晶間に挿入される。特徴
的な形状のため、この分布は「四つ葉のクローバ」と称される。球面収差が存在しない場
合、この分布は完全に均等ですべて同一の焦点を有する４つのローブを備える。光学シス
テムによって生じる球面収差は、４つのローブの焦点と強度分布における分布の対称性を
同時に乱す。球面収差の値の精密な測定は、ローブの焦点と異なる焦点面での強度比をオ
フセット推定することによって可能である。
【００６５】
　本発明の別の実施例は、円錐回折とその位相および偏光効果を使用することによって、
サンプルの各面または撮像対象の球面収差を局所的に推定する光学装置を説明する。縦続
の結晶を介して円錐回折によって光ビームを形成すると、球面収差に直接関連する強度分
布が生成される。この分布は、非限定的な例として、交差線状偏光子と、光軸が並んだ２
つの二軸性結晶との間で取得することができる。半波長板が２つの結晶間に挿入される。
特徴的な形状のため、この分布は「四つ葉のクローバ」と称される。球面収差が存在しな
い場合、この分布は完全に均等ですべて同一の焦点を有する４つのローブを備える。光学
システムによって生じる球面収差は、４つのローブの焦点と強度分布における分布の対称
性を同時に乱す。球面収差の値の精密な測定は、ローブの焦点と異なる焦点面での強度比
をオフセット推定することによって可能である。
【００６６】
　本発明の別の実施例は、近赤外領域のレーザダイオードによって生成される点監視によ
りビーム走査システムをリアルタイムで較正する光学方法を説明する。ビーム走査システ
ム（ガルバノミラー、双方向性圧電ミラー、またはその他の任意のシステム）によって走
査される点をカメラでリアルタイムで監視する光学方法が実行される。近赤外領域の波長
を使用することで、光学素子の色効果が不要になり、システムが共焦点顕微鏡に投射され
る複数の波長を較正するために利用できる。また、近赤外領域のレーザダイオードを使用
することで、顕微鏡の較正レーザの短い通過で高い限界効果が確実に達成され、波長が蛍
光の通常励起波長よりもずっと高い。
【００６７】
　本発明の別の実施例は、近赤外領域のレーザダイオードによって生成される点監視によ
りビーム走査システムをリアルタイムで較正する光学装置を説明する。ビーム走査システ
ム（ガルバノミラー、双方向性圧電ミラー、またはその他の任意のシステム）によって走
査される点をカメラでリアルタイムで監視する光学方法が実行される。近赤外領域の波長
を使用することで、光学素子の色効果が不要になり、システムが共焦点顕微鏡に投射され
る複数の波長を較正するために利用できる。また、近赤外領域のレーザダイオードを使用
することで、顕微鏡の較正レーザの短い通過で高い限界効果が確実に達成され、波長が蛍
光の通常励起波長よりもずっと高い。
【００６８】
　本発明の別の実施例は、１セットの光分布を相互関係を変更せずに複製する光学方法で
ある変形ウラストンプリズムを説明し、このプリズムは、本発明に記載する方法に関して
、あるいは本発明に記載するＳＴＥＤ方法またはその他の標準的なＳＴＥＤ方法の範囲内
で使用することができる。縦続の複数のウラストンプリズムを使用することによって、入
射ビームを多くの出現ビームに分割することができる。ウラストンプリズムを変形させ、
複屈折の指数と配向が適切に選択される一軸性結晶片を追加することによって複合ウラス
トンプリズムを形成することで、同じ効果を達成することができる。このように、プリズ
ムは、入射ビームを、１面に含まれ、均等な角度で分離される２ｎの出現ビーム（たとえ
ば、８または１６）に分割することができる一軸性結晶の単独ブロックから作製すること
ができる。いったんサンプルに焦点が合えば、その結果、２ｎの点が並べられ、均等に分
割される。入射ビームがＬａｔＳＲＣモジュールを通過していれば、これらの２ｎの点は
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２ｎのエアリーパッチではないが、モジュールによって形成される分布はすべて同一であ
る。このビームスプリッタを使用する利点は、単独の光点ではなく２ｎの光点が存在する
ために、より高速でサンプルを走査することである。
【００６９】
　本発明の別の実施例は、１セットの光分布を相互関係を変更せずに複製する光学装置で
ある変形ウラストンプリズムを説明し、このプリズムは、本発明に記載する方法に関して
、あるいは本発明に記載するＳＴＥＤ方法またはその他の標準的なＳＴＥＤ方法の範囲内
で使用することができる。縦続のいくつかのウラストンプリズムを使用することで、入射
ビームを多数の出現ビームに分離させることができる。ウラストンプリズムを変形させ、
複屈折の指数と配向が適切に選択される一軸性結晶片を追加することによって複合ウラス
トンプリズムを形成することで、同じ効果を達成することができる。このように、プリズ
ムは、入射ビームを、１面に含まれ、均等な角度で分離される２ｎの出現ビーム（たとえ
ば、８または１６）に分割することができる一軸性結晶の単独ブロックから作製すること
ができる。いったんサンプルに焦点が合えば、その結果、２ｎの点が並べられて、均等に
分離される。入射ビームがＬａｔＳＲＣモジュールを通過していれば、これらの２ｎの点
は２ｎのエアリーパッチではなく、モジュールによって作成される分布はすべて同一であ
る。このビームスプリッタを使用する利点は、単独の光点ではなく２ｎの光点が存在する
ために、より高速でサンプルを走査することである。
【００７０】
　本発明の別の実施例は、ポアソンノイズの特性を利用して、パラメータＩ（平均）のポ
アソンＶＡＲの現実値から、パラメータＩ／２のポアソンＶＡＲの２つの個々の現実値を
事後処理により生成する光学方法および光学手順を説明する。乱数または疑似乱数の生成
工程により、二項法則がシミュレートされる。このように生成される２つの測定値の解析
または再構築は分割光子法と称され、確率の観点で２つの個別の結果をもたらし、これら
の２つの結果間の差が示すように、再構築アルゴリズムが測定ノイズに依存する。これら
の２つの再構築の局所比較基準を使用することによって、２つの再構築画像または信号間
に有意差があるとき、最初の測定値に再構築アルゴリズムにおいて異なるパラメータを局
所にまたは全体に適用することができる。また、類似マップまたはその他の任意の比較基
準を使用することによって全体または局所規則性を備えたＭＡＰアルゴリズムなどの別の
アルゴリズムを使用して、１又は複数の標準化パラメータを最適化することができる。ま
た、分割光子法で使用される類似マップまたは基準をグラフィカルにまたはデジタル的に
検討して、再構築の測定ノイズに対する局所または全体的依存を表すことができる。さら
に、二項法則ではなくパラメータの多項法則を用いることによって、一対の測定値ではな
くｎ組の測定値を生成することができる。
【００７１】
　最後に、測定値の事後処理によって、しかしながら、疑似乱数生成器の粒度を変更する
ことによって、数対またはｎ組の測定値を生成する分割光子法を反復することができる。
【００７２】
　本発明の別の実施例は、ポアソンノイズの特性を利用して、パラメータＩ（平均）のポ
アソンＶＡＲの現実値から、パラメータＩ／２のポアソンＶＡＲの２つの個々の現実値を
事後処理により生成する光学装置およびアルゴリズム装置を説明する。乱数または疑似乱
数の生成工程のため、二項法則がシミュレートされる。このように生成される２つの測定
値の解析または再構築は分割光子法と称され、確率の観点で２つの個別の結果をもたらし
、これらの２つの結果間の差が示すように、再構築アルゴリズムが測定ノイズに依存する
。これらの２つの再構築の局所比較基準を使用することによって、２つの再構築画像また
は信号間に有意差があるとき、最初の測定値に再構築アルゴリズムにおいて異なるパラメ
ータを局所にまたは全体に適用することができる。また、類似マップまたはその他の任意
の比較基準を使用することによって全体または局所規則性を備えたＭＡＰアルゴリズムな
どの別のアルゴリズムを使用して、１又は複数の標準化パラメータを最適化することがで
きる。また、分割光子法で使用される類似マップまたは基準をグラフィカルにまたはデジ
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タル的に検討して、再構築の測定ノイズに対する局所または全体的依存を表すことができ
る。さらに、二項法則ではなくパラメータの多項法則を用いることによって、一対の測定
値ではなくｎ組の測定値を生成することができる。最後に、測定値の事後処理によって、
しかしながら、疑似乱数生成器の粒度を変更することによって、数対またはｎ組の測定値
を生成する分割光子法を反復することができる。
【００７３】
　本発明の別の実施例は、画素の事後平均の明確な算出の反復を介して、条件付きでＬＳ
Ｅによって実行される事後期待値の算出を置き換える、ＩＣＥアルゴリズムを用いる光学
方法およびアルゴリズム方法を説明する。
【００７４】
　本発明の別の実施例は、画素の事後平均の明確な算出の反復を介して、条件付きでＬＳ
Ｅによって実行される事後期待値の算出を置き換える、ＩＣＥアルゴリズムを用いる光学
装置およびアルゴリズム装置を説明する。
【００７５】
　本発明の別の実施例は、画像毎に当該領域（ピンホール）に属する信号割合を測定する
光学方法およびアルゴリズム方法を説明する。ピンホール比と称されるこの測定値は、対
象の空間領域内で、検討される全画像内の対象によって再送信される光子の総数に対して
、各画像の当該領域において再送信される光子の割合を比較することから成る。この比は
、対象画像の性質に関する局地的な情報を提供する。ピンホール比が上記の値から逸脱す
る場合、再構築アルゴリズムの特徴を変更することができる。
【００７６】
　本発明の別の実施例は、画像毎に当該領域（ピンホール）に属する信号割合を測定する
光学装置およびアルゴリズム装置を説明する。ピンホール比と称されるこの測定値は、対
象の空間領域内で、検討される全画像内の対象によって再送信される光子の総数に対して
、各画像の当該領域において再送信される光子の割合を比較することから成る。この比は
、対象画像の性質に関する局地的な情報を提供する。ピンホール比が上記の値から逸脱す
る場合、再構築アルゴリズムの特徴を変更することができる。
【００７７】
　本発明の別の実施例は、本発明に記載するオフセット半月と称される分布の具体的な特
徴を利用し、適切な光学方法を用い、ローブ間の強度比を測定することによって、エミッ
タの位置を測定する光学方法およびアルゴリズム方法を説明する。この３Ｄ位置は投射、
すなわち、オフセット半月の１以上の分布を対象に投射し、適合アルゴリズム、たとえば
、本発明に記載のアルゴリズムを用いる際、あるいは、放出、すなわちエミッタによって
送られる光を光学モジュールに通過させて、分布を生成し、戻りＰＳＦを解析する際に使
用することができる。
【００７８】
　本発明の別の実施例は、本発明に記載するオフセット半月と称される分布の具体的な特
徴を利用し、適切な光学装置を用い、ローブ間の強度比を測定することによって、エミッ
タの位置を測定する光学装置およびアルゴリズム装置を説明する。この３Ｄ位置は投射、
すなわち、オフセット半月の１以上の分布を対象に投射し、適合アルゴリズム、たとえば
、本発明に記載のアルゴリズムを用いる際、あるいは、放出、すなわちエミッタによって
送られる光を光学モジュールに通過させて、分布を生成し、戻りＰＳＦを解析する際に使
用することができる。
【００７９】
　本発明の別の実施例は、本発明に記載する「ダークヘリックス」と称される分布の具体
的な特徴を利用し、適切な光学方法を用い、２つのゼロを接続する軸の角度を測定するこ
とによって、エミッタの位置を測定する光学方法およびアルゴリズム方法を説明する。こ
の３Ｄ位置は、投射、すなわち、オフセット半月の１以上の分布を対象に投射し、適合ア
ルゴリズム、たとえば、本発明に記載のアルゴリズムを用いる際、あるいは、放出、すな
わちエミッタによって送られる光を光学モジュールに通過させて、分布を生成し、戻りＰ
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ＳＦを解析する際に使用することができる。
【００８０】
　本発明の別の実施例は、本発明に記載する「ダークヘリックス」と称される分布の具体
的な特徴を利用し、適切な光学装置を用い、２つのゼロを接続する軸の角度を測定するこ
とによって、エミッタの位置を測定する光学装置およびアルゴリズム装置を説明する。こ
の３Ｄ位置は、投射、すなわち、オフセット半月の１以上の分布を対象に投射し、適合ア
ルゴリズム、たとえば、本発明に記載のアルゴリズムを用いる際、あるいは、放出、すな
わちエミッタによって送られる光を光学モジュールに通過させて、分布を生成し、戻りＰ
ＳＦを解析する際に使用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００８１】
　本発明の理解を深められるように、以下の図面を参照して、特定の実施形態に関して本
発明を以下説明する。
【００８２】
　図面を参照して、表される標示は本発明の実施形態を例示的な説明として提示されてお
り、最も有益な説明であり、本発明の原理と概念的側面を理解し易くすると考えられる内
容を提供するためにのみ提示されることを強調しておく。これに関連して、本発明を基本
的に理解するのに必要とされるよりも詳細に本発明の構造上の細部を示すことは目的とし
ておらず、図面と併せて説明を参照することで、当業者にとっては、本発明のいくつかの
形状を実際に具体化する方法は自明であろう。
【００８３】
　図面中、
【図１】図１は、本発明の裏付けに使用される従来技術の共焦点蛍光顕微鏡の簡略図であ
る。
【図２】図２は、蛍光顕微鏡システムの簡略表示図である。
【図３】図３は、本発明の一実施形態に係る円錐回折モジュールの簡略概要図である。
【図４ａ】図４ａは、本発明の実施形態に係る測定パラダイムと抑制体積および共焦点顕
微鏡の簡略表示図である。
【図４ｂ】図４ｂは、本発明の実施形態に係る測定パラダイムと抑制体積および共焦点顕
微鏡の概略図である。
【図４ｃ】図４ｃは、本発明の実施形態に係る測定パラダイムと抑制体積および共焦点顕
微鏡の概略図である。
【図４ｄ】図４ｄは、本発明の実施形態に係る測定パラダイムと抑制体積および共焦点顕
微鏡の概略図である。
【図４ｆ】図４ｆは、本発明の実施形態に係る測定パラダイムと抑制体積および共焦点顕
微鏡の概略図である。
【図５】図５は、ＳＲＣＤＰ顕微鏡プラットフォームの特定の実施形態の概略図である。
【図６ａ】図６ａは、本発明の一実施形態に係るモジュール水平方向の超解像の概略図で
ある。
【図６ｂ】図６ｂは、本発明の別の実施形態に係る水平方向超解像モジュールの別の実施
形態の概略図である。
【図７ａ】図７ａは、円錐回折ρ０のパラメータの複数値に対して、入力および出力の偏
光子の変更に応じた円錐回折モジュールの光分布の表を示す。これらの光分布は、Ｂｅｒ
ｒｙ［２］が開発した式のシミュレーションによって算出されている。
【図７ｂ】図７ｂは、円錐回折ρ０のパラメータの複数値に対して、入力および出力の偏
光子の変更に応じた円錐回折モジュールの光分布の表を示す。これらの光分布は、Ｂｅｒ
ｒｙ［２］が開発した式のシミュレーションによって算出されている。
【図７ｃ】図７ｃは、円錐回折ρ０のパラメータの複数値に対して、入力および出力の偏
光子の変更に応じた円錐回折モジュールの光分布の表を示す。これらの光分布は、Ｂｅｒ
ｒｙ［２］が開発した式のシミュレーションによって算出されている。
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【図７ｄ】図７ｄは、軸位置（ｚ軸）に応じたオフセット半月と呼ばれる分布変動を提示
することによってこれらのディスパッチ表を完成する。
【図７ｅ】図７ｅは２つのゼロを含む新たな分布「ダークヘリックス」を示し、２つのゼ
ロを接続する軸は拡がりに応じて回転する。
【図８】図８は、ダークトラッキングの一実施形態の概略図である。
【図９】図９は、本発明の一実施形態に係る蛍光物質データの超解像アルゴリズム方法の
概略図である。
【図１０】図１０は、ディスクリプタの計算の概略図である。
【図１１】図１１は、ＳＲＣＤＰプラットフォームの制御モジュールの概略図である。
【図１２】図１２は、取得された光分布である、異なる球面収差値での「四つ葉のクロー
バ」分布を示す。
【発明を実施するための形態】
【００８４】
　すべての図面において、類似の参照符号は類似の部品を指す。
【００８５】
　定義および技術的補遺
　生物学的という用語を使用して、血統、人間、動物、または植物にかかわらず生命科学
における生物学的エンティティと、その観察、研究、診断、または治療の目的を説明する
。この用語は、使用する手法の医学的用法を含む。顕微鏡は、生物学の分野において、生
物学的エンティティ（対象）およびその行動を観察、研究、測定するために使用される。
【００８６】
　さらには、人工的観察という用語を使用して、人間または機械によって生成、構築、作
製された対象または要素のすべての測定用途、度量衡、または観察を説明する、たとえば
半導体を観察、研究、測定する、あるいは材料を特徴付ける。
【００８７】
　位相と偏光、偏光測定、ベクトルおよびジョーンズ行列、ストークスパラメータ、測定
手法ストークスおよびジョーンズパラメータの説明に関して、一般的定義を使用する。
　光学回折限界、レイリー基準、エアリーディスクとその半径および直径に関して一般的
定義が使用される。本発明の状況では、超解像、超解像処理、超解像撮像、超解像顕微鏡
法という用語を使用して、光学回折限界よりも高い解像での光学データ取得、光学撮像、
顕微鏡法、人工的観察を説明する。蛍光および蛍光物質に関して一般的定義が使用される
。
【００８８】
　長手方向および軸方向という用語を使用して、軸ｚまたは長軸と称される伝播軸に沿っ
た光の依存を説明する。水平方向という用語を使用して、軸ｘおよびｙと称されるシステ
ムの光軸に直交する軸における光の伝播を説明する。
【００８９】
　ファイバのモードＴＥＭ００と、具体的なファイバに関する英語の用語「フォトニック
結晶ファイバ」ＰＣＦ、「数モードファイバ」ＦＭＦ、渦ファイバ、「デュアルコアフォ
トニック結晶ファイバ」に関して一般的定義が使用される。
【００９０】
　レーザバンクという用語を用いて、１以上の光ファイバにおいて異なる波長または同一
の波長を有するいくつかのレーザを同一の偏光または異なる偏光で結合する装置に言及す
る。
【００９１】
　超振動は、Ｙａｋｉｒ　ＡａｒｏｎｏｖとＳｉｒ　Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｂｅｒｒｙによっ
て定義されている。超振動は、帯域幅が制限される信号が、最速フーリエ成分よりも高速
に振動する局所セグメントを含むことができる現象である［２６］。
【００９２】
　光分布の中心またはセントロイドは重力強度の中心である。光分布の径は、特異波の中
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心ゼロを考慮に入れず、規則波と特異波の両方にとって第１のゼロ強度の径である。
　光分布の大きさに対して低い空間値によって、中心が一致する、あるいは分離する場合
に２つの光分布が並置される。
【００９３】
　本特許出願では、基本メートル法として放出波長を使用する。
　本特許出願では、以下の光学部品：光を送信、屈折、または反射させるすべての光学手
段を含むように解像度が拡大されたレンズ、付属光学素子－２つの他の光学サブモジュー
ルまたはモジュール間の位相および／または偏光の幾何的パラメータまたはパラメータの
インタフェースをとり調節する光学サブモジュール、偏光子、解析器、波長板、ビームス
プリッタ、偏光および非偏光、ビーム結合器、偏光および非偏光に関して一般的定義が使
用される。
【００９４】
　本特許出願では、方位角および放射偏光子に対して一般的定義が使用される。つまり、
方位角および放射偏光子、空間内で可変のすべての偏光要素に関する開発については明示
的または暗黙的に後述する。
【００９５】
　本特許出願では、一般的定義［３］および［３８］は様々な超解像手法に対して使用さ
れる。これらの手法は群に組み合わせることができる。
・以下の手法を組み合わせる可逆的飽和性光学蛍光遷移（ＲＥＳＯＬＦＴ）誘導放出抑制
顕微鏡（ＳＴＥＤ）、基底状態抑制（ＧＳＤ）、飽和構造化照射顕微鏡（ＳＳＩＭ）およ
びＳＰＥＭ（飽和パターン励起顕微鏡）、局在顕微鏡、光活性化局在顕微鏡（ＰＡＬＭ）
、ＦＰＡＬＭ（光活性化局在顕微鏡における３Ｄ局在化）、確率光学再構築顕微鏡（ＳＴ
ＲＯＭ）、ｄＳＴＲＯＭ（直接ＳＴＲＯＭ）、ＳＰＤＭ（スペクトル精密距離顕微鏡）、
「確率ブリンキング」、基底状態抑制（ＧＳＤ）、および類似の手法（使用される頭字語
に関係しない）の手法の組み合わせ
・構造化画像顕微鏡（ＳＩＭ）
・ＦＲＡＰ（光退色後蛍光回復）
・ＴＩＲＦ（全反射蛍光顕微鏡）
【００９６】
　本特許出願では、一般的定義は、標準的な解像または超解像、蛍光または非蛍光の様々
な顕微鏡手法、たとえば「算出顕微鏡」、「相関顕微鏡」、「異なるプラットフォーム顕
微鏡」、ＦＣＳ「蛍光相関分光」、ＦＣＣＳ「蛍光相互相関分光」、またはＰＣＨ「光子
係数ヒストグラム」、ＲＩＣＳ「ラスタ撮像相関分光」、またはＦＲＡＰ「光退色解析後
蛍光回復」に対して使用される。
【００９７】
　本特許出願では、ホーフ変換、ＭＡＰアルゴリズム「最大事後推定」、ＬＳＥ「最小自
乗推定」、ＩＣＥ「反復条件付期待値」の一般的定義が使用される。新たなアルゴリズム
としてＥ－ＬＳＥアルゴリズム「エミッタ－最小自乗誤差」も本特許出願で説明する。
【００９８】
　部分偏光子とは、２つの線状偏光（線状二色性）または２つの円形偏光（円形二色性）
に関して吸収が異なるコンポーネントまたはモジュールを指す。
　動的偏光要素または位相要素とは、偏光または位相が時間の経過と共に、離散的または
連続的に制御下で変動する光学手段を指す。
【００９９】
　これらの動的偏光要素または位相要素は、軸を中心に回転する波長板、液晶技術に基づ
く光バルブ、ポッケルスセルとしても知られる電気光学装置、たとえばＰＬＺＴ材料の構
成要素を用いるカーセル、電子光学共鳴装置、ファラデーセルとしても知られる磁気光学
装置、音響光学または弾性光学装置、あるいはこれらの手段の組み合わせを含むが、それ
らに限定されない。
【０１００】
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　偏光状態が波長に依存する要素を説明するために分散性偏光または位相要素について言
及する。最も単純な分散性偏光サブモジュールは多モードまたは厚波長板である。
　「セントロイドアルゴリズム」に言及して、光分布のセントロイドおよびおそらくは幅
（ＦＷＨＭ－全幅半値）を測定する標準的な手順を説明する。
【０１０１】
　本文献では、一般的定義は、以下の光電部品：光電検出器、ＣＣＤ、ＥＭＣＣＤ、ＣＭ
ＯＳ、ＳＰＡＤ－単光子アバランシェダイオード、ＳＰＡＤマトリックスに対して使用さ
れる。
【０１０２】
　以下の用語を使用する。
・光強度の空間分布に関する光学像
・検出面における所与の瞬間の光学像によって生成される、ＣＣＤの電荷、ＣＭＯＳの電
流、ＳＰＡＤの事象の空間分布を表す電子画像
・デジタル画像は、電子画像の変換によって生成される数字の行列を表す。
【０１０３】
　本文を解釈および理解しやすくするため、ＰＭＴまたはＳＰＡＤなどの単独の画素検出
器の出力に対して画像という用語を使用し、それを単独の画素から成る画像と考える。
　曖昧さが存在しない場合、あるいは、３種類の画像間の区別が不要である場合、最も単
純化された一般的な画像という用語を使用する。
【０１０４】
　画像が、ＣＣＤ、ＥＭＣＣＤ、ＣＭＯＳなどのマトリックス検出器に関して専門用語と
して使用される場合。ＳＰＡＤおよびＳＰＡＤアレイに関して、測定結果は、光子毎の衝
突時間と衝突位置を詳述する光子衝突の時間の順序付けられたリストである。本文献の説
明を簡易化するため、このケースを画像の定義に含む。
【０１０５】
　本文書で説明する画像は、多くの場合、マイクロ画像、つまり、エアリーディスク径の
ごく一部、通常は５未満の径、および／または小数の画素、通常は４＊４～３２＊３２と
ほぼ等しいサイズの画像と特徴付けることができる。
【０１０６】
　デジタル画像Ａｊでは、指数ｍとｎは画素の指数を表し、画素の原点は、後の段落で定
義する解析体積の中心の投射として選択する。
【０１０７】
　ストークスベクトル偏光測定
　偏光測定は、入射光の偏光状態の測定を指す。入射光の偏光状態は、１８５２年にＧｅ
ｏｒｇｅ　Ｇａｒｉｅｌ　Ｓｔｏｋｅｓが紹介し、光学分野で使用される１セットの値で
あるストークスパラメータによって説明することができる。
【０１０８】
　２つの光学ビームの共伝播
　多くのシステムおよび光学装置は、異なる特性の２以上のビームを使用する。ビームは
相互作用してもしなくてもよく、あるいは順次または同時に投射することができる。これ
らのシステムおよび装置の大半で、２つの光路は物理的に相互に分離される。この物理的
分離は、システム構築のレベルで、解決可能であるが、システムの複雑さとコストを大幅
に増大させる１セットの制約が生じる。共通路のシステムとして、２つの分化ビームがわ
ずかな変動で同一の物理路に沿って拡散する１セットの装置に言及する。
【０１０９】
　本発明では、さらには、略共通路のシステムとして、２つの分化ビームが同一の物理路
に沿って拡散するが、光学モジュールで分離および再結合し、光学要素内の光路が総光路
に対して無視できるほど小さい１セットの装置に言及する。この定義は、２つの偏光を組
み合わせる要素、または類似の要素によって短距離で監視される偏光分離器を含む光学モ
ジュールのケースを導入する。上記モジュールを導入しても、共通路システムの機能と利
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点は大きく変更しない。本発明全体を通じて、理解し易くするため、共通路システムが言
及されるときは、略共通路システムのケースを含む。
【０１１０】
　極座標での電界および角モード
【数１】

　光学において、電界成分、すなわち、デカルトまたは極の直交モードにおける振幅、位
相、偏光を分解することは通例である。
　ガウス、エルミート・ガウス、ＨＧＧ、「エレガント」、ラゲール・ガウスモードなど
の直交極モードでの多数の分解が当業者にとって既知である。
　本文書では、電界の振幅の分解を主に使用する。
【０１１１】
　特異波
　１９７４年にＪ．Ｆ．ＮｙｅとＭ．Ｂｅｒｒｙによる独創的な論文［４］が教示するこ
の光学分野の研究テーマは、現在、「特異光学特性」として知られる。規則波と特異波の
例を以下に示す。
　ビーム成形という用語は、所与の形状およびトポロジの波の別の形状またはトポロジへ
の波の変換、特に、規則波の特異波へ、またはその逆の変換を示すために使用される。
【０１１２】
　トポロジおよびコンパクトな光分布
　二者択一的な非限定的条件として後述するコンパクトさの条件の一方を満たす場合、点
源光分布はコンパクトであるとみなされる。
・エネルギーの７５％超が、エアリーの半径の１．７５倍未満の半径の円に含まれる、あ
るいは、
・ゼロ強度の線によって定義され、エネルギーの６５％超を含む光ドメインが、エアリー
の半径の２倍未満の半径の円に含まれる。
　異なるトポロジの異なる点光分布群を区別する。
　光学分野での通常定義における正規分布
　特異分布または特異波。トポロジチャージ（方位角次数）ｌの光学渦としても知られる
。ただし、位相は伝播方向に０～２πｌ変動し、ｌは整数である。
　方位角変動次数ｌを有する振幅分布。ラゲール・ガウス分布とも称される。
　方位角変動次数ｌを有する偏向分布および任意で位相分布。放射偏向ラゲール・ガウス
モードと称される。
【０１１３】
　２つのコンパクトな光分布は、以下の条件の少なくとも１つを満たす場合に異なるトポ
ロジ群であるとみなされる。
　一方が正規であり、他方が特異である。
　一方が点源であり、他方がリング源である。
　２つの異なる光分布の振幅の方位角次数ｌは異なる。
　２つの異なる光分布の偏光または位相の方位角次数ｌは異なる。
　もしくは、所与の体積に投射される２つの光分布が異なるトポロジを有すると考えられ
、面の大部分が一緒に照射される場合、勾配は逆方向である。
【０１１４】
　光ナノエミッタ
　光ナノエミッタは対象に装着される小型の二次エミッタであり、波長のごく一部よりも
ずっと小さく、通常は波長の５分の１のサイズであるが、それに限定されない。光ナノエ
ミッタは入射エネルギーを吸収し、入射光と同一の波長または異なる波長の光を再放出す
る。ナノエミッタによって放出される光は吸収光と干渉性であっても、部分的に非干渉性
であっても、非干渉性であってもよい。ナノエミッタの主な例は蛍光物質とナノ粒子であ
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るが、他の多くの要素も含むことができる。
【０１１５】
　本発明のコンテキストにおけるナノエミッタ光の定義は以下の２つの条件によって決定
される。
　二次点源光エミッタを生成すること
　および
　人工的、生物学的、または有機的エンティティに対してエミッタを所定位置に配置する
こと。
【０１１６】
　ナノエミッタを形成することができる物理的機構は多数あり、たとえば、ＲＥＳＯＬＦ
Ｔ、光活性化現象、光抑制手法、２以上の光子の蛍光、または非弾性分光、ラマン分光、
あるいは当業者にとって既知である任意の他の物理的機構を使用する吸収、分光または反
射、蛍光、放出抑制［５］を含むが、それらに限定されない。光放出という用語を使用し
て、光ナノエミッタによる電磁波の放出を表し、光は干渉性、非干渉性、または部分的に
干渉性である。
【０１１７】
　生物学的または有機的エンティティに付着される吸収性または反射性の散乱粒子を含む
ようにナノエミッタの定義を拡大する。実際に、電磁場上の散乱、拡散、反射、または吸
収粒子の動作は、吸収粒子に関して、バビネの原理に応じて、入射電磁場に重畳される、
粒子からの補足二次野出現の逆位相で説明することができる。
【０１１８】
　本特許出願では、単独のナノエミッタのディスクリプタは、所与の瞬間の光点源として
ナノエミッタを表す情報のセットを指す。ナノエミッタは光点源として考えられるため、
それを表すすべての情報は、限られた数のパラメータ、すなわち、入射光の関数として蛍
光物質によって発せられる光の空間内の位置、強度、強度のスペクトル特徴、コヒーレン
ス、位相、偏光を含む。
【０１１９】
　本特許出願では、構造化対象のディスクリプタに言及する。たとえば、均一線の場合、
それを表すすべての情報は、限られた数のパラメータ、入射光の関数として対象によって
発せられる光の空間内の配向、強度、スペクトル特徴、強度、コヒーレンス、位相、偏光
のどれかを含む。
【０１２０】
　連続分布の場合、対象は、画像処理で通常行われるように、強度の行列として表される
。
　ただし、ほとんどの場合、本発明の明細書では、ディスクリプタの名称の下で、たとえ
ば放出スペクトルによって区別されるいくつかの光ナノエミッタ群が同一のサンプルに存
在するか否かにかかわらず、蛍光物質の幾何的位置、強度、種類を含む単独の幾何的対象
のサブセットのディスクリプタまたはナノエミッタを指す。この説明に使用される簡易化
は、光ナノエミッタの全ディスクリプタを範囲に含める本発明の範囲を変更するものでは
ない。
【０１２１】
　本発明のコンテキストを理解し易くするため、以下の説明は、ナノエミッタが蛍光物質
であり、物理的相互作用が１光子蛍光である最も単純なケースのみを指す。ただし、この
説明は、基本にある物理的現象にかかわらず。上述した、あるいは当業者にとって既知で
あるすべての光ナノエミッタに適用可能である方法および概念の簡略的概説と理解すべき
である。
【０１２２】
　特徴的なことに、ナノエミッタは、入射強度の空間分布全体に影響を及ぼさずに、三次
元位置での入射光強度を正確にサンプリングする。本特許出願では、光ナノエミッタのサ
ンプリング機能として、この顕著な特性に言及する。
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　ただし、上述した本発明の実施形態は、光ナノエミッタのサンプリング能力を備えてい
ない構造化対象および連続分布も測定する。
【０１２３】
　一方に所与の生物学的対象１５および１６、他方に１７および１８を配置した１セット
のナノエミッタまたは構造化対象を示す図１を再度参照する。もしくは、放出された光は
、図１に示していない連続分布、あるいはナノエミッタ、構造化対象、または連続分布の
組み合わせから成ることができる。ナノエミッタ、構造化対象、または連続分布のセット
は、「明るい生物学的対象」のセットとして、一般意味論でＡｌｆｒｅｄ　Ｋｏｒｚｙｂ
ｓｋｉが定義する意味において生物学的対象マップを表す。ただし、説明を簡易化するた
め、曖昧さが発生し得ない場合は、光生物学的対象自体を対象として言及することが通例
である。光生物学的対象は、生物学的対象に関連する情報、主に、時間に対する対象の位
置と配向である時空情報と、細胞の２分割などの場合の形態学情報を含む。
【０１２４】
　少なくとも本発明の一実施形態に係る測定システムは、測定されたマップを算出し、ナ
ノエミッタ、構造化対象の任意の組み合わせのディスクリプタの推定、あるいは連続分布
の空間分布の推定を実行する。この測定マップは、ノイズ、測定条件、システム限界、ま
たは測定の不確定性により、元のマップと異なる。この測定マップの情報は、以下の異な
る抽象レベルに展開させることができる。この第１の抽象レベルは直接測定結果を表し、
事前の生物学的情報を含まず、ナノエミッタ、構造化対象、または標示されたエンティテ
ィも表すことができる連続分布によって表される物理的測定結果である。
【０１２５】
　第２のレベルである幾何的抽象レベルは、幾何的対象の形状で構造化対象または連続分
布のナノエミッタを構成する。この抽象レベルは、発光対象、および位置や配向などの動
的特徴、または形態に関する説明を含む。このレベルで、情報はまだ、１セットの対象を
記載する物理的かつ幾何的情報である。幾何的情報は、測定カード、おそらくはシステム
の外部の補足情報、光点と対象間の関係を使用する。
【０１２６】
　生物学的抽象レベルにより、測定対象と対応する生物学的エンティティとの間の本質的
関係を通じて、生物学的リアリティを理解することができる。このレベルは、生物学的対
象に関する１セットの情報、主に位置、動力学、形状と形態を含む。生物学的情報は、測
定カード、おそらくはシステムの外部の幾何的情報および補足情報、光点と生物学的エン
ティティを有する対象間の関係を使用する。サンプルの生物学的機能に関する多数の結論
は、このレベルで取得することができる。
【０１２７】
　機能的抽象レベルにより生物学的リアリティを認識することができる。このレベルは、
幾何的情報から相関を失われた、「細胞を透過したウィルスを有する」などの生物学的専
門用語での質問に応答する機能情報から成る。
【０１２８】
　制御および計測工程を含む追加の情報レベルを定義することができる。実際、データ取
得工程の自動化を介して、より進んだ制御および計測工程を定義して、より構造化された
生物学的情報を取得することができる。上記工程の１例は、「ロボット顕微鏡システム」
の名称でＳｔｅｖｅｎ　Ｆｉｎｋｂｅｉｎｅｒによって説明されている。
【０１２９】
　本願で定義するこの抽象レベルの説明は、生物学の場合、簡易化のために作成されてい
る。この説明は、必要な変更を加えて、生物学的、医学的、人工的、産業的全分野に対し
て適用可能である。
【０１３０】
　円錐回折
　円錐回折または屈折は、１８３２年にＨａｍｉｌｔｏｎ［６］によって予測され、その
２ヶ月後にＬｌｙｏｄ［７］によって実験的に確認された光学現象である。円錐回折は、
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二軸性結晶の光軸方向での光ビームの伝播を説明している。
【０１３１】
　事実、二軸性結晶では、光軸は結晶軸ｘおよびｚによって生成される面に配置される。
ｚ軸に対する角度は、以下の式のように３つの屈折率に応じてθ０である。
【数２】

【０１３２】
　Ｈａｍｉｌｔｏｎは、中空円錐状の光線の形状で出現すると予測した。円錐屈折は科学
の歴史において重要な曲面であり、電磁波路の理論の実証に１つの役割を果たしてきた。
　２０世紀の最後の数年、円錐回折に対する関心が再度高まった結果、Ｂｅｒｒｙ　ｅｔ
　ａｌ．の理論が完成されて［２］、２００９年に実験で立証された［８］。本明細書で
は、円錐回折に関するより厳密な用語を使用する物理的効果の名称変更を含め、Ｂｅｒｒ
ｙの理論、用語、定義に従う。
【０１３３】
　ただし、「円錐回折」という用語は、本明細書に記載する手法に関連しない他の２つの
手法に対しても使用されることに注意すべきである。
・斜め入射回折は円錐回折とも称される。
・「円錐回折実装」は、ネットワークが曲面に実装される回折ネットワークの実装を指す
。
円錐回折の理論と実験は随分進んだが、「実際的適用はまだ発見されていないようである
」［９］。
【０１３４】
　歴史的に、円錐回折は二軸性結晶で観察されてきた。円錐回折の現象を発揮する無機ま
たは有機二軸性結晶を説明するために円錐結晶に言及する。二軸性結晶の非限定的な例は
、アラゴナイト、ＫＴＰ、ＫＴＡ、ＫＢｉＷ、ＬＢＯ、ＫＮｂＯ３、ＭＤＴ、ＹＣＯＢ、
ＢＩＢＯ、ＤＡＳＴ、ＰＯＭ、ＮＰＰ、ＬＡＰ、ＬｉＩｎＳ２、ＬｉＩｎＳｅ２である。
【０１３５】
　円錐回折効果を弱める、あるいは、より短い光路に沿ってより少ない円錐回折を生成す
るという他の効果も存在する。ただし、これらの効果は、記載される装置の範囲内で利用
することができる。これらの効果は、ポリマー、液晶、外部誘導複屈折効果を含む。ポリ
マーは延伸ポリマーシートや縦続ポリマー化を含むが、それらに限定されない［１０］。
液晶は、サーモトロピック二軸性ネマチック相を含むがそれらに限定されない［１１］。
外部効果誘導複屈折は、非中心対称立方結晶への電界生成光電効果の適用や、光弾性変調
器を含むがそれらに限定されない。
【０１３６】
　円錐回折によって生成される渦の位相は幾何的位相であるため、本質的に無色である。
　追加の色効果は光軸の分散であり、異なるパラメータへの依存性が、波長の関数として
円錐回折の式中に存在する。
【０１３７】
　光軸の色分散により、システムの光軸に対する波長に応じて、結晶の光軸の角度が形成
される。これは、大半の場合、屈折率の分散による。
　屈折率は、セルマイヤーの式により波長に依存する。したがって、光軸の角度は波長の
関数として変動し、結晶軸ｘおよびｙによって形成される面において光軸の色勾配角度を
形成する。
【０１３８】
　屈折率は、結晶の種類にも大きく依存する。可視スペクトル内で最も小さな分光結晶で
あるＭＤＴ結晶では、光軸の方向は５４０ｎｍ～７００ｎｍの範囲で０．１度未満変動す
る。通信ＩＲ内の最無色結晶であるＫＴＰ結晶では、角度は１．３５０ｎｍ～２．１００
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ｎｍの範囲で０．０５度、通信ウィンドウ１４５０ｎｍ～１６５０ｎｍの範囲で０．０２
度未満変動する。一方、角度θ０は、いくつかのＤＡＳＴなどの有機結晶では波長の関数
として大きく変動する可能性がある。
【０１３９】
　光軸の色分散は幾何的光学素子を用いて補正することができる。光軸方向の色分散は、
ガラスまたはその他の光学材料の自然分散、あるいはネットワークまたはプリズムを用い
ることによって補正することができる。この場合、無色手順は、幾何的光学素子の色収差
の補正の標準的な手順と異ならない。この手順は、適切な目標機能を定義する際に利用可
能な市販の光学ソフトウェアパッケージのうちの１つを用いて設計および最適化すること
ができる。
【０１４０】
　他の無色概念は、高および低色分散で逆円錐回折を有する２つの異なる材料を使用する
ことに基づく。
　波長の関数として円錐回折の式に存在する様々なパラメータに依存することで、円錐回
折効果の有効性のパラメータが変更される。
【０１４１】
　後述する円錐線状結晶の場合、基本伝達関数は単位と同一であり、波長にあまり依存し
ない。対照的に、渦伝達関数は波長に依存し、ｔ（λ）と等しい色因数によって示すこと
ができる。
【０１４２】
　後述する正弦波円錐結晶の場合、挙動は円錐線状結晶の挙動と異なる。基本波は波長に
依存し、波渦は波長にほぼ依存しない。実際、シミュレーションが実証するとおり、波渦
は０．５～０．７５のパラメータθ０のごくわずかな変動によって変形する。対照的に、
基本波の形状は波長に依存し、この効果は２つの波である基本波と渦波を用いるシステム
の設計において考慮に入れなければならない。
【０１４３】
　次に、本発明の一実施形態に係る円錐回折モジュール３００の構造を概略的に示す図３
を参照する。
　入射光３０は平行化されると仮定されるが、その他の条件は単純な光学手段を用いて適
合させることができる。
【０１４４】
　構成自体は第１のレンズ３１、円錐結晶３２、任意でレンズ３３を備える。第１の２つ
のレンズ３１および３３は好ましくはケプラー望遠鏡１：１の形状で構成される。以下Ｕ

０と称する画像空間内の第１のレンズ３１の開口数は、以下定義する円錐半径を通じた円
錐［回折］効果のパラメータを決定する。撮像面円錐３５は、第１のレンズ３１の焦点面
に配置され、上述の偏光子または部分偏光子部２９も追加することができる。ただし、入
射光が既に偏向されている光学システムの場合、この要素は不要である。集束レンズ３６
は最終光点のサイズを決定する。このレンズは外部の顕微鏡対物レンズとすることができ
る、あるいは本発明の別の実施形態で実行されているように第２のレンズ３３と結合する
ことができる。サンプルに投射される光の分布は、最初の概算ではベクトル効果を無視し
、画像面において光分布の縮小画像である。ベクトル効果の影響は後述する。縮尺比また
は倍率は顕微鏡対物レンズによって決定される。
【０１４５】
　円筒座標Ｒ、θＲおよびＵ、θＵによって表される、空間変数Ｒ、円錐撮像面、波ベク
トルＵ、光の波長λを前提とする。
　円錐結晶３２から出現する電界の挙動は、半径円錐Ｒ０という単独のパラメータによっ
て完全に特徴付けられる。円錐半径は結晶の材料と厚さに依存する。
【０１４６】
　回折のスカラー理論の限界において、円錐撮像面と顕微鏡対物レンズの焦点の両方で有
効である光分布に関する以下の説明のために、標準化パラメータを導入する。標準化パラ



(27) JP 2018-515744 A 2018.6.14

10

20

30

40

50

メータの導入例は参考文献［２］に記載されている。
【０１４７】
　円筒座標ρ、θＲおよびＵ、θＵによって表される、正規化放射方向位置ρ、正規化波
ベクトルｕ、正規化半径円錐ρ０は、以下の式によって表される。
【数３】

　Ｕ０はシステムの開口数である。
【０１４８】
　様々なレジメが、最小相互作用のすべての体積光学回折効果に関して存在する。最小相
互作用の体積回折効果は以下の特性を有する。
・入射光の変更は、マックスウェル方程式の摂動によって生じる。
・相互作用の規模は、波長、通常は１０μｍよりもずっと大きい。
【０１４９】
　これらの様々なレジメが全く異なる光学効果を生むという事実は、主に音響光学相互作
用の観点から研究されてきたが、円錐回折を含むあらゆる光学作用において存在する。音
響光学に関するラマンの著書を元にした専門用語を使用し、以下のケースを区別する。
【０１５０】
　ρ０≦１、［３７］で言及される線状ラマン・ナスレジメ。効果の単純な面推定を使用
することができる「線状薄円錐結晶」
　ρ０≦１および＞０．５、［３７］で言及される正弦波ラマン・ナスレジメ。効果の面
推定を使用することができる「正弦波薄円錐結晶」
【０１５１】
　ρ０＜３および＞１、［３７］で言及される中間レジメ。ラマン・ナスレジメ効果と後
述するハミルトン・ロイド・レジメとを結合する複雑な効果「平均円錐結晶」
　ρ０≧３、［３７］で言及されるハミルトン・ロイド・レジメと称されるレジメ。音響
光学のブラッグレジメと同様、ハミルトンとロイドによって説明された効果が存在する「
厚結晶」。ハミルトン・ロイド・レジメの結晶または厚円錐結晶、ρ０≧３のみがハミル
トン理論によって説明することができ、ある著者たちによって使用される用語、「不明瞭
な円錐」または「円錐」の形状で結晶内でビームを拡散させ、円錐形状で回析するという
特別な特徴を有する。
【０１５２】
　１８３２年以来、ハミルトン［６］は、「十分な二軸性エネルギー」の必要性を立証す
ることによって、円錐屈折の説明の有効性にとって必要な二軸性結晶の振幅効果に関する
条件を既に指摘している。
【０１５３】
　「２９、フレネルの原理の新たな帰結。したがって、フレネルの原理に基づくと、十分
な二軸性エネルギーの結晶は、外側と内側に２種類の円錐屈折を発揮するはずであり、尖
った光線は外側の円錐状光線を形成し、円形接点の法線が内側円錐に接続される」。
【０１５４】
　円形に偏光された波に関して正規化座標で表される結晶薄円錐Ｅを発生する波（ρ、θ

Ｒ）は２つの波の重畳によって構成され、本明細書では基本波ＥＦ（ρ）、規則波、渦波
ＥＶ（ρ、θＲ）、特異波と称する。これらの２つの波は相互に干渉し、並べられ、逆キ
ラリティ方向で円形偏光される。
【数４】

【０１５５】
　この式では、ＥＦ（ρ）はスカラー基本振幅であり、ＦＶ（ρ）は渦の低減スカラー量
であり、以下の式によって表される。
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【数５】

【０１５６】
　薄線状円錐結晶の場合、基本波はエアリーディスクによって概算することができ、渦波
は以下の式で表される線状渦に近接させることができる。
【数６】

【０１５７】
　部分偏光子２９の動作がパラメータαによる渦波のスケーリングであると仮定すると、
ストークスパラメータは上記の式から導くことができ、βは線状偏光の角度である。
【数７】

【０１５８】
　上述したように、円形偏光波のために円錐結晶から出現する波は、２つの波、基本波、
規則波、渦波、特異波の重畳から成る。均質偏光のすべての入射ビームは、円形右偏光お
よび円形左偏光から成る直交ベース上で分解することができる。したがって、入射ビーム
は２つのビームのコヒーレントな重畳であり、第１のビームは円形右偏光に偏光され、第
２のビームは円形左偏光に偏光される。出現ビームは４つのビームのコヒーレントな重畳
であり、２つの基本波の第１の基本波は円形右偏光に偏光されるビームによって形成され
、第２の基本波は円形左偏光に偏光されるビームによって形成され、２つの渦波は円形右
または左偏光に偏光されるビームによって形成される。ただし、２つの基本波が同一の空
間分布を有し、干渉しあうが各自のトポロジを保持する場合、２つの渦は逆のキラリティ
を有し、複雑な分布を形成する。これらの波の異なる組み合わせは、入力および出力で偏
光を選択し、異なる形状のＰＳＦを生成することによって実行することができる。
【０１５９】
　疎対象
　「疎対象」という用語は、１セットの疎性エミッタ、少ない特定の光エミッタ、または
１セットの疎対象を指し、疎性は参考文献［４１～４３］で定義され、たとえばフィラメ
ントなどの特定の対象に限定されない。疎性エミッタの場合、選択される限界は１２未満
の数であり、各次元のサイズがエミッタの送信波長または反射波長で３未満の波長である
体積に配置される。疎対象を含む３未満の波長のサイズの体積は、縮小サイズの解析体積
と称される。
【０１６０】
　連続対象という用語は、疎対象の定義において上述した状態を満たさない１セットの光
点または連続エミッタを指す。これらの２つのレジメ間の遷移は直線的ではなく、多くの
実験ケースはこれらの２種類の対象間の中間的なケースとなる。
【０１６１】
　次に、共焦点顕微鏡における体積抑制の概念を示す概略図である図４ａ～４ｃを参照す
る。
　体積抑制の機能は、すべての３空間次元において、サンプル体積の観察領域である可能
な限り小さな解析体積に限定される。体積抑制の機能は、以下の２つの効果：小面積、理
想的にはエアリースポット５０のサイズへの投射光の制限と、図２の共焦点ホール２８に
よる光の焦点外れの排除との組み合わせによって解析体積を制限する。これらの２つの効
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果の重畳により、小さな体積である解析体積６０が形成される。この体積は、システムに
よって検出される基本領域のサイズを決定する。
【０１６２】
　複数のナノエミッタ５３～５９から成る疎性または連続対象５１を検討する。ナノエミ
ッタ５３～５５はテスト体積６０に位置し、それらのナノエミッタのみが光源によって励
起され、該ナノエミッタによって放出される光子が検出器モジュールに到達する。照明５
６および５７の円錐に配置されないナノエミッタは入射光によって照射されない。図２の
共焦点ホール２８の共役面に配置されるナノエミッタ５８および５９から放出される光は
、図２の共焦点ホール２８によってほぼすべて遮断される。
【０１６３】
　２つの異なるデカルト座標がシステムで定義される、図４ｃ：
　基準「ｉ」：「ｉ」と称される軸は、解析体積６１のデカルト基準系の中心を表す。
　基準「ａ」：「ａ」と称される軸は、離散点６２とみなされるナノエミッタ上の各光ナ
ノエミッタのデカルト基準系の中心を表す。
【０１６４】
　後述する本発明の別の実施形態を使用する際、渦が解析されるサンプルに投射される場
合、渦中心が通常、解析体積の中心と定義される。
　少なくとも本発明の一実施形態は円錐回折を利用して、手法の基本的な光学モジュール
を実現する。ただし、円錐回折に基づくモジュールを他の光学概念に基づくモジュールで
置き代える別の実施例も、同一の機能を提供することができる。それらの実施例も本発明
の範囲の一部である。別の光学概念は、一軸性結晶、サブ波長格子、構造化レーザモード
、ホログラム素子、その他の当業者によって既知なその他の手法を含むが、それらに限定
されない。
【０１６５】
　概念、手法、光学装置および光電装置は、たとえばＤ．Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ著「Ｐｏｌ
ａｒｉｚｅｄ　Ｌｉｇｈｔ」［１２］、「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｏｎｆｏｃａｌ　
Ｍｉｃｒｏｃｏｐｙ」［１３］、「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｏｐｔｉｃｓ」［１４］に
記載される。
【０１６６】
　光学セマフォ
　本発明の本実施形態では、光学セマフォという用語を使用して、光の特性の関数として
異なるチャネルまたは検出器に入射光を送ることのできる光学受動または能動要素を指す
。最も単純なケースは、波長の関数として光を２つのチャネルに分割するダイクロイック
ブレードである。
【０１６７】
　本発明の本実施形態では、「位置依存光学セマフォ」ＰＤＯＳまたは位置に依存する光
学セマフォという用語を使用して、光をエミッタ点の位置として送る光学セマフォを表す
。ＰＤＯＳは、チャネルまたは検出器ｉ毎に、基準体積内のエミッタ（ｘ、ｙ、ｚ）の位
置に依存する一連の伝達関数Ｔｉ（ｘ、ｙ、ｚ）によって判定される。ＰＤＯＳの次数は
チャネルまたは検出器の数となる。ＰＤＯＳは、伝達関数Ｔｉ（ｘ、ｙ、ｚ）の合計が解
析体積の単位に等しい場合、解析体積内で「無損失」となる。
【０１６８】
　Ｍｉｎｓｋｙ［１５］によって説明される共焦点ホールは、本発明の本実施形態では、
次数１の縮退ＰＤＯＳとみなすことができる。
　ほとんどの場合、ＰＤＯＳの依存は、水平方向および長手方向位置の複素環数である。
ただし、本発明の実施形態では、「長手方向位置依存光学セマフォ」－ＬＰＤＯＳ－また
は長手方向位置に依存する光学セマフォという用語を使用して、エミッタ点の長手方向位
置の関数として光を送る光学セマフォを表す。ＬＰＤＯＳは、チャネルまたは検出器ｉ毎
に、基準体積内のエミッタ（ｚ）の長手方向位置に依存する一連の伝達関数Ｔｉ（ｚ）に
よって判定される。ＰＤＯＳの次数はチャネルまたは検出器の数となる。ＬＰＤＯＳは止
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めに連結されて、システムの水平方向範囲を限定する。
【０１６９】
　光ファイバによる送信
　光ファイバの主用途は、ＴＥＭ００モードの独占的送信である。ただし、ＦＭＦまたは
渦ファイバなどの光ファイバのいくつかの構造は、限定的ではないが主に「フォトニック
結晶ファイバ」ＰＣＦと称されるファイバおよび渦ファイバと称されるファイバに基づき
、２以下または同一の渦度を有する渦モードを含むより複雑なモードの同時または非同時
送信を可能にする。したがって、光ファイバを用いて円錐回折によって形成される光分布
を導き、光学システムを大幅に簡易化することができる。
【０１７０】
　光ファイバを用いて円錐回折によって形成される光分布を導くことができるため、本発
明の実施形態を、胃または胃腸病学的な観察や、腸と尿路の観察を含むが、それらに限定
されない多くの追加用途に適用することができる。
【０１７１】
　また、一部のファイバ「ｄｕａｌ－ｃｏｒｅ　ｐｈｏｔｏｎｉｃ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｆ
ｉｂｅｒｓ」［１６］では、２つのモードの相互作用が可能になり、一方のモードは渦で
あり、追加の物理的機構を提供して様々な伝達関数を生成することができる。
【０１７２】
　数個の波長の測定
　本発明の実施形態では、対象は単色光によって、たとえば、伝統的なレーザまたは単色
ランプを用いて照らすことができる。また、構造によっては、「白色レーザ」と称される
広域スペクトルレーザを使用することができる。システムの主パラメータのうちの１つが
固定され、明瞭に決定されているため、この構造は単純である。ただし、本発明の一実施
形態では、たとえば複数のレーザを個別に使用する、あるいは広いスペクトルを有するラ
ンプやレーザを連続的に使用することによって、数個の波長で対象を照射することができ
る。
【０１７３】
　多くの既存の超解像システムは、いくつかの波長を同時にまたは漸次測定する。実際に
、異なるスペクトル反応を有する蛍光物質で類似したまたは異なる成分をマークして、そ
れらの成分を認識および分離することができる。以下の２つの異なるケースを提示するこ
とが重要である。
・２つの異なる波長で放射し、同一の波長によって励起される蛍光マーカの使用
・２つの異なる波長で放射し、２つの異なる波長によって励起される蛍光マーカの使用
【０１７４】
　なお、２つの異なる波長で放射し、同一の波長によって励起される蛍光マーカを使用す
る場合、超解像位置情報は光の投射から誘導され、異なる波長でも完全に同一であるため
、第１の波長と第２の波長の測定値を再較正するという課題は本質的に存在しない。
【０１７５】
　これにより、実験的較正システムによってのみ限定される精度で、２つの異なる波長で
蛍光物質の位置を相対的に較正することで、異なる波長の２つの画像間の再較正という大
きな問題を排除することができる。
【０１７６】
　円錐回折に基づく光学システムを無色化できることは、多くの用途、特に、本発明の実
施形態において、共通路を有する光学システムの実装の選択ツールである。
　さらに、無色化は、一軸性結晶に基づく光学システム、および、本発明のほぼすべての
他の実施例でも、それぞれ複雑度を増減させて実行可能である。
【０１７７】
　他の既存の蛍光システムは、より広いスペクトルコンテンツを有する光を使用して、ア
ーチファクト、主にスペックルの作用を低下させる。
　同様に、蛍光タンパク質のスペクトル特性は、フェルスターエネルギー伝達手法－フェ
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ルスター（蛍光）共鳴エネルギー伝達（ＦＲＥＴ）を利用することによって、細胞間の分
子相互作用のポテンシャルを測定する。
【０１７８】
　ＰＳＩＴシステムの実施例によっては、１または複数の入射レーザビームの光が光分離
器によって２つのビームに分離され、主ビームがＰＳＩＴシステムの機能を実行し、追加
の低強度ビームがカメラまたは位置検出器によってレーザビームの位置を測定するために
使用される。この装置は、動揺エラーまたはその他の機械的エラーにかかわらず、レーザ
の位置をリアルタイムで高精度に測定する。
【０１７９】
　事前情報および補完情報
　記載する本発明の実施形態は、上述のプラットフォームの光学的または概念的な追加情
報を統合および併合して、以下の抽象レベル：マップ、幾何的抽象レベル、生物学的抽象
レベル、機能的抽象レベルのうちの１つに関してサンプルから抽出される情報の精度を向
上させることができる。
【０１８０】
　より具体的には、スペクトル多様性、いくつかの波長で得られる情報、偏光多様性、異
なる状態の偏光を投射することで得られる情報が、利用可能な情報の範囲を拡げる。
　たとえば渦がゼロの場合など、エネルギーがゼロであることが追加情報であると、いく
つかの光子の「コスト」なしで情報を取得する可能性が開ける。この状況は、自己蛍光な
どの低蛍光現象を検出するために特に重要である。
【０１８１】
　本発明のいくつかの実施形態で説明した形式の１つは、広く知られるダークトラッキン
グと称される。
　光学的測定、対象上の電磁波、または所与の視点からの観察によって取得することので
きる光学必須情報の概念を導入する。この情報は、位置、含有材料、温度、または配向に
関連する対象の多くのパラメータを含む。
　逆に、光学必須情報は、観測器、たとえば、不透明ボックスに配置される素子への光路
が存在しない対象領域に関する情報、あるいは光学転写のない物理的情報を含まない。
【０１８２】
　超解像測定および回折限界
　光学素子は本来、回折限界を介して、任意の光学システムの解像度に限定されると長年
考えられてきた。超解像手法の出現で－異なる分野および異なる名称で－、様々な手段に
よってこの回折限界を超過できることが立証された。
【０１８３】
　本発明に記載の実施形態は、たとえば、基本波によって形成される光分布の重心で渦を
投射することによって同一の強度の２点を検出するなど、事前解像に限定されず、特定の
ケースで後述するように、理想的には、無限数の光子で任意の解像を達成することができ
る。
【０１８４】
　超解像およびＲＥＳＯＬＦＴおよびＳＴＥＤ手法における非線状相互作用の使用
　２つの光ビーム間での材料媒体の非線状相互作用の使用は、超解像システムの基本とし
て、１９９４年にＨｅｌｌによって提案されている［５］および［１７］。Ｈｅｌｌの著
作から多数の異なる手法が生まれて、ＲＥＳＯＬＦＴや「局在顕微鏡」などのいくつかの
手法群がもたらされた。これらの手法に関するいくつかの見解が既に公開されている（［
１］または［３８］）。
【０１８５】
　これらの非線状相互作用は、ＲＥＳＯＬＦＴ技術群および「局在顕微鏡」技術の元にな
る、２つの光子を有する相互作用現象、放出抑制、ブリンキング、光活性化効果を含むが
、それらに限定されない。
【０１８６】
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　ＲＥＳＯＬＦＴ技術群は周知であり、いくつかの参考文献、たとえば、Ｈｅｌｌの論文
［５］とその最初の特許［１７］、Ｓｃｈｅｒｍｅｌｌｅｈ　ｅｔ　ａｌ．［１］による
論文、あるいは近年のＶｉｃｉｄｏｍｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．［１８］またはＷｉｌｌｉｇ
　ｅｔ　ａｌ．［１９］の公開物に記載されている。
【０１８７】
　Ｈｅｌｌによる最初の論文［５］に記載されるＳＴＥＤ手法では、大半の場合、エアリ
ー関数によって記載される光分布によってモデル化される標準的な励起ビームと、ドーナ
ツまたは渦状の抑制ビームとの２つのビームが、対象に順次投射される。抑制効果は、抑
制光分布外で、光分布の中心に配置される蛍光物質の放出を変更せずに、抑制光の分布面
で発見される蛍光物質の蛍光を防止することである。これにより、最初の励起光の分布よ
りも小さな同等放出光の分布が形成される。この手法は、ごく小さなサイズの放出光の均
等分布を生成するが、大きな光抑制エネルギーを必要とする。
【０１８８】
　ＳＴＥＤのいくつかの変形が開発されている。「ＣＷ　ＳＴＥＤ」［２０］、「ゲート
ＳＴＥＤ」［２１］、「変形ＳＴＥＤ」［２２］。ＣＷ　ＳＴＥＤでは、第１のバージョ
ンのＳＴＥＤで使用されるパルスレーザが、より簡易な連続レーザによって置き換えられ
る。「ゲートＳＴＥＤ」では、放出される光子が、抑制ビームを十分な時間受け取らず、
放出光子を蛍光物質から遊離させる放出時間の関数として区別される。「変形ＳＴＥＤ」
は、変調周波数に依存する同期検出と組み合わせて、強度を変調した励起ビームを使用す
る。これにより、抑制ビームによって生じる残余蛍光の励起ビームによって生成される信
号蛍光が区別される。
【０１８９】
　Ｇｏｕｌｄ　ｅｔ　ａｌ．の提案する他の変形［４５］は、水平方向および／または軸
方向抑制分布を別々に、または共に形成するためにＳＬＭを使用する。
　第１のバージョンのＳＴＥＤでは、ドーナツまたは渦は、空間的に変動する位相板によ
って形成される。これを実行するには、励起ビームおよび抑制ビームの２つのビーム用に
２つの別個の光路を必要とする。この光学アセンブリは複雑であり、機械的誘導体に大き
く依存し、複雑な光学配向を要する。更新システムは技術的強度を必要とし、システムコ
ストが高い。また、ある波長に適合された位相板は他の波長に適合されないため、この実
装はクロマチックである。光学システムがアクロマチックでないため、２つの抑制波長を
有するＳＴＥＤを使用するには、より複雑な光学システムが必要である。
【０１９０】
　ＳＴＥＤの実行を簡易化するため、何人かの著者が、２つのビームの励起ビームと抑制
ビームが同一の光路に沿って拡散するＳＴＥＤを生成するという解決策を提案している。
－Ｗｉｌｄｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．は、異なる光学材料の分散特性に基づき、機械的誘導
体に反応しない共通光路付きのＳＴＥＤ顕微鏡を提案している［２３］。この技術は、Ａ
ｂｂｅｒｉｏｒ社によってＥａｓｙＤＯＮＵＴの名称で市販されている［２８］。
【０１９１】
－Ｂｏｋｈｏｒ　ｅｔ　ａｌ．［２４］は、予め配向されたビームの色環状分離を提案し
ている。しかしながら、この解決策は抑制光の一部を遮断する。
－Ｈｏｅｆｆｍａｎ［２５］は、予め配向された光学要素を含むモジュールを使用して、
抑制レーザの光路に渦を生成し、配向を簡易化することを提案している。
【０１９２】
－Ｍｅｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ．［２６］は、位相特異点のない振幅ゼロを生成する回折レン
ズを提案している。
－Ｒｅｕｓｓ　ｅｔ　ａｌ．［２７］は、対物レンズに直接対向して配置されるビーム形
成装置を紹介している。この装置は、４つのセグメントから成る分割波長板の形状で搭載
される複屈折結晶の使用に基づく。ブレードの厚さパラメータの選択を介して、抑制用の
位相ブレードと励起用の中立ブレードから成る要素を作製することができる。
【０１９３】
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－Ｇｏｕｌｄ　ｅｔ　ａｌ．［４５］は、抑制の水平方向および／または軸方向分布を別
々に形成するＳＬＭを使用する。この解決策は、異なる波長に適合させるために動的にパ
ラメータを変動させる。他の著作では、単独のＳＬＭ上の水平方向分布と軸方向分布を統
合している。
【０１９４】
　ただし、上記の提案される解決策は、高度にクロマチックであり、単独の励起抑制波長
用に設計されている。ただし、多くの場合、生物学的用途は、２以上の励起波長を有する
システムを必要とする。実際に、励起または放出波長によって区別される蛍光マーカで様
々な生物学的対象をマークするのが現行の通例である。最も進んだ蛍光システムは４～６
の分化マーカを利用することができる。単独の超解像路が存在すると、システムの利用が
ほぼ限定される。２つの波長を有するＳＴＥＤシステムも市販されている。
【０１９５】
　明らかなことに、複数の波長を備えた無色ＳＴＥＤ顕微鏡または３Ｄ　ＳＴＥＤ顕微鏡
では、２つの異なる波長を有する２つの抑制ビームに同一の光路を使用することで、様々
な蛍光体上の超解像が簡易化される。
【０１９６】
　ＳＴＥＤについて提案されるすべての解決策に関する従来技術では、最初のレーザビー
ムは正規分布、大半の場合、ガウス分布の形状である。これらの最初のレーザビームは後
で、様々な発明者が説明するように、適切な光学システムによって励起ビーム、規則波、
抑制ビーム、特異波に変換される。まだガウス分布の形状であるときは、これらのビーム
を上流に配置するのが比較的簡単である。正規波と特異波に変換されているときは、これ
らのビームを下流に配置するのがかなり複雑である。これらのビームの上流配置は、光フ
ァイバに基づく手法を用いるレーザバンクシステムによって商業的に実行することができ
る。したがって、すべての共焦点顕微鏡と同様、同一の光ファイバの異なる波長で１セッ
トのレーザ出力を生成し、高精度に配置することが比較的容易である。
【０１９７】
　本発明の実施形態で提案する解決策は、この上流配置に基づき、システムを大幅に簡易
化し、複数の波長でＳＴＥＤを実行する。このため、共通光路、収色性、「ビーム成形」
の特性を組み合わせた光学システムを使用することが好ましい。また、異なるビームでは
異なるビーム成形、あるいは可視スペクトルまたは赤外線スペクトル内の任意の波長で、
励起ビームでは規則波、抑制ビームでは特異波を生成することが好ましい。無色ビーム成
形を実行し、可視光または赤外光の全領域にわたって偏光毎に異なり、ある偏光では規則
波、別の偏光では特異波を生成する機能は新規である。ＰＳＩＴモジュールは、共通の光
路、収色性、「ビーム成形」の特性を組み合わせた光学システムを形成する。知られる限
り、どの文献でも、共通路を有し、無色であり、異なるビームで異なるビーム成形が可能
であるシステムは紹介されていない。このようなシステムは、ＳＴＥＤの設計と使用の簡
易化を明らかに向上させる。
【０１９８】
　３Ｄ　ＳＴＥＤ
　多くのシステムは、第三次元におけるＳＴＥＤの概念を拡張するように提案されてきた
。ＳＴＥＤ－３Ｄのセットに使用される解決策は、Ｓｔｅｆａｎ　Ｈｅｌｌチームによる
参考文献３６で提案される「抑制リング」である。「抑制リング」は、強度が焦点野の中
心でゼロであり、焦点外れと共に比較的急速に上昇する「黒球」分布を形成する。光球体
によって三次元で包囲される黒点を形成する「黒球」の実装は、Ｚｈａｎｇ［２９］と本
特許の著者のうちの１人の参考文献３７に記載されている。
【０１９９】
　頭字語
　本特許出願では、本発明の実行に適したプラットフォーム、モジュール、システムを名
付けるため、「円錐回折を用いる超解像」の頭字語ＳＲＣＤを使用する。
【０２００】
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　本特許出願では、「各種トポロジの強度の投射シーケンス」法の頭字語ＰＳＩＴを使用
する。また、ＰＳＩＴ法使用して、２以上の波長で、順次または同時に異なるトポロジの
光強度のシーケンスを投射することもできる。
【０２０１】
　本特許出願では、頭字語のＰＤＯＳ「位置依存光学セマフォ」を使用する。
　ＳＲＣＤＰプラットフォーム「超解像プラットフォームを使用する円錐回折」は、円錐
回折に基づき光学モジュールを使用する顕微鏡用プラットフォームである。
【０２０２】
　本特許出願では、本発明を実行するのにＰＳＩＴ法を実行する光学モジュールを呼ぶた
め、頭字語ＬａｔＳＲＣＳを使用する。
　本特許出願では、ＰＤＯＳ法を実行する光学モジュールを呼ぶため頭字語ＬｏｎｇＳＲ
ＣＳを使用する。
【０２０３】
　以下詳述するＳＲＣＤＰプラットフォームは主に、２つのハードウェアモジュール、顕
微鏡に搭載される２つの新たな補完的光学モジュールであるＬａｔＳＲＣＳおよびＬｏｎ
ｇＳＲＣＳ光学モジュール、アルゴリズムモジュールＳＲＣＤＡ「円錐回析アルゴリズム
を使用する超解像」を備え、超解像サンプルの情報を再構築する。また、ＳＲＣＤＰプラ
ットフォームは、高度な検出モジュール、システムの制御モジュール、ソフトウェアサポ
ートを含む。
【０２０４】
　また、本発明の特定の実施形態は、ＰＳＩＴおよびＰＤＯＳ法、プラットフォームＳＲ
ＣＤ、ＬａｔＳＲＣＳおよびＬｏｎｇＳＲＣＳ光学モジュール、ＳＲＣＤＡアルゴリズム
の実行の多数の変形に関する。
【０２０５】
　発明の詳細な説明
　光分布
　円錐回折によって生じる光分布
　図７ａは、０．３８８の正規化円錐パラメータρ０を有する円錐結晶を通じて形成され
、異なる入力および出力偏光状態の場合のスカラー概算によって算出され、入力または出
力に円状または線状偏光子あるいは放射または方位角偏光子を含む光分布を示す。これら
の光分布は、対物レンズの焦点ではなく撮像中間面で算出され、ベクトル効果から円錐屈
折を分離する。偏光の入力および出力状態は、線状偏光の角度と円状偏光のキラリティに
よって特徴付けられる。
【０２０６】
　図７ｂは、０．８１８の正規化円錐パラメータρ０を有する円錐結晶を通じて形成され
、異なる入力および出力偏光状態の場合のスカラー概算によって算出され、入力または出
力に円状または線状偏光子あるいは放射または方位角偏光子を含む光分布を示す。これら
の光分布は、対物レンズの焦点ではなく撮像中間面で算出され、ベクトル効果から円錐屈
折を分離する。偏光の入力および出力状態は、線状偏光の角度と円状偏光のキラリティに
よって特徴付けられる。
【０２０７】
　これらの図面は、入力または出力に円形、線形、方位角、または放射偏光子を含む多数
の様々な伝達関数を提示する。この説明は、図示する円形、線形、方位角、または放射偏
光子、楕円形のダイクロイックまたは部分ダイクロイック偏光子、空間的に変動する偏光
子を含めることによって完了させなければならない。また、図７ａおよび７ｂに示すよう
に、これらの伝達関数は、標準化円錐パラメータρ０の関数として大きく変動する。また
、２つの円錐結晶、または１つの円錐結晶と１つの一軸性または二軸性結晶（光が円錐回
折と異なる伝播方向に伝播する）を縦続に導入することによって、図７ｃの２つの円錐結
晶のようにずっと大きな伝達関数が可能になる。
【０２０８】



(35) JP 2018-515744 A 2018.6.14

10

20

30

40

50

　要約すると、本特許出願において、円錐回折伝達関数と称するとき、セットの伝達関数
は、縦続の小数（＜６）の結晶と、静的または動的、均一または空間的に変動する偏光要
素とによって取得することができる。
【０２０９】
　主に以下の光分布について述べる。
・基本の図７ａ００および図７ａ１１は平行円形偏光子間で得られ、その分布はエアリー
分布に近似する。
・渦図７ａ０１および７ａ１０は交差円形偏光子間で取得される。
・「三日月」分布またはストークスと称される分布。サブ図面７ａ０、２－５、７ａ１、

２－５、７ａ２－５、０、７ａ２－５、１、図７ｃは「三日月」またはストークスによる
分布の軸方向変動を示す。これらの分布は、円形偏光子と可変角度を有する線状偏光子と
の間で取得される。この分布は非対称であり、軸は線状偏光子軸に従って回転する。
・「半月」分布と称される分布。サブ図面７ａ４２、７ａ３５、７ａ２４、７ａ５３は、
２つの交差偏光子間で取得される。この分布は対称である。
・「オフセット半月」分布で称される分布。異なる軸位置で「オフセット半月」分布を示
す図７ｄは、いくつかの楕円率値に対して２つの楕円偏光子間で取得される。
・図７ｅを参照すると、本発明は、円錐回折の２つの均等な結晶間に半波長板を配置する
ことによって生成される「ダークヘリックス」と称される新規な分布を示している。この
分布の具体的な特徴は、円形入力偏光ありと解析器なし、あるいは入力偏光子なしと円形
解析器ありのいずれかで実現できることである。この特性は、光学システムを簡易化し、
偏光に基づく多くのシステムに固有の光子損失を低減させる。
・より複雑な光分布。図７ｂは、０．５よりも大きい正規化円錐パラメータρ０を有する
結晶を示す。
・追加の光分布の形成。結晶間に静的または動的偏光要素を伴う、または伴わない２つ以
上の結晶が縦続する円錐結晶（図示せず）を使用する。
【０２１０】
　様々な光分布が、入力または出力偏光の変更によって実行される。様々な光分布が同一
の光路をたどり、これらの分布を形成する光学システムは、上述したような共通路を有す
る光学システムである。多数の偏光要素が、異なる波長で異なる偏光を有する。これらの
要素のうちの１つを使用することで、コンパクトな２つの波が形成され、ある波長で規則
波、別の波長で特異波が形成される。このような装置では、場合によっては光学システム
の誤差または変動によって限定される放出抑制の概念が単純化される。
【０２１１】
　上記の説明は、どの光ビームに対しても有効ではなく、励起ビームまたは抑制ビームを
形成する後述の光学ＬａｔＳＲＣＳモジュールに主に関する。
　しかし、円錐回折は、たとえば後述するＬｏｎｇＳＲＣＳモジュールのように、放出ビ
ームを形成するために使用することができる。このモジュールの新規な変形は、水平方向
、主に軸方向の変動を提供するようにＰＳＦを形成することから成る。この放出ビームの
ＰＳＦの変形は「ＰＳＦ」と称され、異なる原理で多くの用途を有する。たとえば、ＰＳ
Ｆを変更して軸方向依存を生成する円錐回折に基づくモジュールでは、後述するように、
１以上のナノエミッタの長手方向位置と水平方向位置を測定することができる。
【０２１２】
　冗長性およびランダム位相変動
　図７に示す基本的な光分布は、いくつかの方法で取得することができる。また、それら
のうちのいくつかは、他の基本的光分布の線状組み合わせとして取得することができ、た
とえば、渦は２つの直交「半月」光分布の合計によって取得することができる。
【０２１３】
　この冗長性により、生物学的対象の多くの測定工程に不可避で存在するランダム位相誤
差を平均化することができる。
　また、新たな光分布は、基本的光分布の数学的組み合わせとして取得することもできる
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。４つの分布「三日月」の数学的組み合わせから算出される「疑似渦」光分布は、原点で
急激な曲線を有する特徴を有する。
【０２１４】
　ベクトル効果および蛍光ダイポールの方向
　これまで開発されてきた理論は、顕微鏡３５の撮像面の光分布について説明する。サン
プルに投射される光の分布は、幾何的撮像の理論に応じて、画像面の光分布の縮小画像で
ある。
【０２１５】
　ただし、本文書で広範に説明したように、高開口数の対物レンズの場合、幾何的撮像理
論は精密ではなく、ベクトル効果を考慮に入れなければならない。これらの効果は主に、
長手方向に偏光される成分の存在による。
【０２１６】
　再度図６ａを参照すると、ベクトル効果を低減するため、最後の解析器を固定させ、出
力偏光を制御する出力偏光適合サブモジュール７４を固定または可変に追加することが有
効であろう。我々が発見したように、円形対称性を有する出力偏光は、ベクトル効果を大
幅に低減し、蛍光ダイポールの方向に適合させることができる。このような偏光は円形、
放射、または方位角とすることができる、あるいは位置に依存する。円形偏光の場合、出
力偏光適合サブモジュール７４は単に四分の一波長差板である。この場合、長手方向偏光
の要素は渦状対称性を有し、高開口数の顕微鏡対物レンズでも、ストークスパラメータの
形状をごくわずかに変化させるだけでシステムに好適に組み込まれる。
【０２１７】
　もしくは、出力偏光適合サブモジュール７４は、可変および／または制御可能とし、コ
ンパクトな光分布毎のトポロジと対称性に適合される。
【０２１８】
　＊変形ウラストンプリズム
　なお、ウラストンプリズムは、入射ビームを、ある角度によって分離される２つの出現
ビームに分割するために使用することができる。縦続の複数のプリズムを使用することに
よって、入射ビームを多数の出現ビームに分離することができる。同じ効果は、ウラスト
ンプリズムを変形させ、複屈折の指数と配向が適切に選択される一軸性結晶片を追加する
ことによって複合ウラストンプリズムを作成し、達成することができる。このように、一
軸性結晶の単独のブロックのプリズムは、入射ビームを、１面に含まれ均等な角度で分離
される２ｎの出現ビーム（たとえば、８または１６）に分割することができる。いったん
サンプルに焦点が合えば、その結果、２ｎの点が並べられて、均等に分離される。入射ビ
ームがＬａｔＳＲＣモジュールを通過していれば、これらの２ｎの点は２ｎのエアリーパ
ッチではなく、モジュールによって作成される分布はすべて同一である。このビームスプ
リッタを使用する利点は、単独の光点ではなく２ｎの光点が存在するために、より高速で
サンプルを走査することである。
【０２１９】
　変形ウラストンプリズムは、本発明に記載の方法と組み合わせて、両者間の関係を変更
せずにすべての光分布を複製することができる。
　変形ウラストンプリズムは本発明に記載のＳＴＥＤ法またはその他の標準的なＳＴＥＤ
法と組み合わせて、両者間の関係を変更せずにすべての光分布を複製することができる。
【０２２０】
　測定パラダイム
　共焦点顕微鏡の機能は、３空間次元で、サンプル体積の観察領域をできる限り小さな解
析体積に限定している。
【０２２１】
　当然の帰結として、共焦点蛍光顕微鏡では、取得される情報は、単独のエンティティと
みなされる全体解析体積に関する単独値である。より明瞭には、解析体積内のナノエミッ
タの位置に関する詳細情報は、共焦点顕微鏡では事前に入手できない。照射体積内でさら
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なる区別を可能にする追加光学情報を生成できないことは、一般的に認められている。
【０２２２】
　次に、少なくとも本発明の一実施形態に係る測定のパラダイムの簡略概念図である図４
ｄを参照する。そのパラダイムは、図４ａに概略的に示す蛍光共焦点顕微鏡のパラダイム
よりもずっと意欲的である。図４ｄでは、テスト体積６０は顕微鏡対物レンズ２２の焦点
面に形成される。テスト体積は、数個のナノエミッタ５３～５９から成る疎対象５１を含
む。システムの結果は、再構築疎対象６３、ナノエミッタリスト、特性リスト６４である
。
【０２２３】
　次に、少なくとも本発明の一実施形態に係るＳＴＥＤの概念に基づく、別の測定パラダ
イムの簡略概念図である図４ｅを参照する。二次元空間（ＳＴＥＤ２Ｄ）または三次元空
間（ＳＴＥＤ３Ｄ）では、この測定パラダイムは、最も小さなサイズの体積である解析体
積でサンプルの観察領域を制限する。図４ｅでは、解析体積６０は顕微鏡のレンズの焦点
面に形成され、数個のナノエミッタ５３～５９を備える疎対象５１を含む。抑制効果を介
して、１以上の抑制波２０００は、解析体積を２００１で表される小さな体積まで低減す
る。本パラダイムでは、共焦点の場合のように、すべての効果が重ね合わされて、より小
さな解析体積６０を生成する。この体積は、システムによって検出される基本領域のサイ
ズを決定する。
【０２２４】
　次に、２つの上述のパラダイムを組み合わせた、本発明の少なくとも一実施形態により
使用される第３の測定パラダイムの概略概念図である図４ｆを参照する。図４ｆでは、解
析体積６０は、顕微鏡のレンズの焦点面に形成され、数個のナノエミッタ５３～５９を備
える疎対象５１を含む。抑制効果を介して、１以上の抑制波２０００は、解析体積を２０
０１で表される小さな体積まで低減する。図４ｄにおいて、この体積は、数個のナノエミ
ッタ５３～５９を備える疎対象５１を含む。しかしながら、図４ｄと異なり、図４ｅと同
様に、基本体積が１以上の抑制波によって縮小される。システムの結果は、再構築疎対象
６３、ナノエミッタリスト、特性リスト６４である。図４ｄ～４ｆの疎対象の使用は例示
であり、これらの図は必要な変更を加えて、連続対象を完全に表すことができる。
【０２２５】
　測定方法
　ＰＳＩＴ測定
　本発明の一実施形態に係るＰＳＩＴ測定方法では、解析体積に、トポロジの異なる１シ
ーケンスの光分布を投射する。
【０２２６】
　ＰＳＩＴ測定方法は以下の機能を実行する。
・サンプルに、異なるトポロジ群のコンパクトな光分布の放出シーケンスを投射する。
・コンパクトな光分布毎に
・サンプルに、ナノエミッタにより光を放出する。
・顕微鏡光学素子により光学像を形成する。
・光検出器上の光学像を取得し、デジタル画像を作成する。
【０２２７】
　より詳細には、以下が着目される。
　送信シーケンスは、異なるトポロジ群の少なくとも２点状の光分布を備える。
　送信シーケンスは、ナノエミッタでラベリングされた生物学的サンプルに投射される。
各ナノエミッタから出現する放射光は、非干渉の場合は各ナノエミッタの光強度、干渉の
場合は電磁界に依存し、光ナノエミッタの三次元空間位置に入射し、ナノエミッタの上記
光サンプリング特性は上述したとおりである。
【０２２８】
　サンプルに投射される送信シーケンスの各光分布パターンに対して、光学像が形成され
る。送信シーケンスのすべての光分布に対応するセットの画像は、１シーケンスの画像と
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称される。
【０２２９】
　本実施形態に係るＰＳＩＴ法は、各ナノエミッタの主に水平方向情報、すなわち、水平
方向位置を取得することができる。
　一実施形態では、ＰＳＩＴ法は、円錐回折によって生成され、入力および出力の偏光状
態の変動によって変更される、異なるトポロジの光分布の投射によって実行される。
　一実施形態では、ＰＳＩＴ法を使用して、２以上の波長で、順次または同時に異なるト
ポロジの光強度のシーケンスを投射することもできる。
【０２３０】
　ＰＳＩＴ法および軸方向超解像
　ＰＳＩＴ法は当初、水平方向の超解像を可能にするように設計されたが、ＰＳＩＴ法は
ナノエミッタの長手方向位置を取得するように使用することができる。実際、ナノエミッ
タの長手方向位置の変動に対して妥当な限度内で比較的無感応である基本的光分布もあれ
ば、比較的高感度である基本的光分布もある。コンパクトな光分布のシーケンスは、長手
方向位置に無関係なものもあり、長手方向位置に依存するものもあり、ナノエミッタの長
手方向位置を明らかにする。
【０２３１】
　また、ナノエミッタの長手方向位置に大きく依存する光分布の場合、一連の基本的光分
布は一方が他方に対して長手方向にわずかにずれており、サンプルに投射して、長手方向
情報を含む１セットの画像を得ることができる。
【０２３２】
　原型ＰＤＯＳ法
　本発明の一実施形態に係るＰＤＯＳ法は、少なくとも２つの検出器の間でナノエミッタ
によって再放出される光の「光学セマフォ」の分布を含む。これは発明者らの１人によっ
て記載されている［３７］。
【０２３３】
　理想的には、光学セマフォの機能は、異なる検出器のテスト体積を異なる領域に分割す
ることである。実質上、光学セマフォは検出器毎に、光ナノエミッタの空間内の位置に応
じて、光ナノエミッタから放射される光の伝達関数を生成し、伝達関数は検出器が異なれ
ば異なる。
【０２３４】
　一実施形態では、ＰＤＯＳ法は、様々な検出器で、対物レンズの焦点面に配置されるナ
ノエミッタから出現する平行光と、焦点面内または焦点面を超えて配置されるナノエミッ
タから出現する非平行光とを分割するように実行される。
【０２３５】
　ＰＤＯＳ法によって、略長手方向情報、すなわち、各ナノエミッタの長手方向位置を取
得することができる。数学的には、本発明のいくつかの実施形態に係る方法は、空間内の
ナノエミッタの空間分布を、１セットの画像から成る未処理情報に変換する伝達関数を提
供する。アルゴリズムは逆算を実行する。該アルゴリズムは、未加工情報内の画像セット
から、空間内のナノエミッタの空間分布を再構築する。
【０２３６】
　変形ＰＤＯＳ法
　ナノエミッタの軸方向および／または水平方向位置に関して放出ビームを形成する光学
方法である変形ＰＤＯＳ法も提示する。この方法は、単独のチャネルで、生成される分布
を表すパラメータのうちの１つの変化を利用して軸方向または水平方向パラメータを測定
するＰＤＯＳ法を実行する。使用されるパラメータは、軸方向の螺旋状変動を有する分布
の角度パラメータ、または分布のローブ間の比－分布は軸方向変動を有する２つのローブ
（またはそれ以上）を備える－のいずれかとすることができる。この方法は、［３７］で
発明者らのうちの１人が説明する原型ＰＤＯＳ法とある程度類似するが、原型バージョン
のＰＤＯＳ法で説明されるように、２つの検出器間の強度比ではなく、軸方向または水平
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方向パラメータの測定に使用される分布のトポロジの変動によって異なる。この方法は、
原型方法に関しては、ＰＳＩＴ法の補完的方法としての用途を有するだけでなく、ＰＡＬ
Ｍ、ＳＴＲＯＭ、またはＧＳＤＩＭ形式などの位置形式ではナノエミッタの軸方向位置の
用途も有する。
【０２３７】
　ＰＤＯＳ法および水平方向測定
　ＰＤＯＳ法は当初、長手方向超解像用に設計されたが、ＰＤＯＳ法はナノエミッタの水
平方向位置の測定にも利用することができる。事実、基本的光分布は、ナノエミッタの水
平方向位置の変動に反応する。面状サンプルの場合、光投射が不可能なとき、ＰＤＯＳ法
は超解像測定を実行するＰＳＩＴ法と置き換えることができる。
【０２３８】
　これらのすべての変形は本発明の一部とみなされる。しかし、本発明者は、１実施例で
は、２つの別々だが補完的な光学モジュールにおいて、水平方向測定値と長手方向測定値
とを分離して、各補完的モジュールの複雑度を低減することを選択している。
【０２３９】
　発明の特定の実施形態の情報
　本発明の特定の実施形態では、中間結果である未加工情報が検出ステップの最後に取得
される。未加工情報は、光分布ｏの場合の、検出チャネルρからの画像を表す１セットの
画像Ａｏｐ（ｍ、ｎ）を備える。
【０２４０】
　共焦点顕微鏡などでは、測定工程は、より大きな対象の小さな体積を解析する。したが
って、共焦点顕微鏡と同様、走査工程、ソフトウェアモジュール統合、表面および／また
は三次元対象のデータ点の解析および視覚化などの追加モジュールを必要とする。
【０２４１】
　数学的には、アルゴリズムは逆問題またはパラメータ推定を解決する。モデル式は既知
であり、モデルはパラメトリックまたは非パラメトリック的に、ナノエミッタの構造に基
づき事前に使用される。最も自然なモデルは小数のナノエミッタの推定からなるが（疎な
対象）、連続モデルも使用して、一次元構造（線、曲線）または特定パターンの存在を推
定することができる。よって、逆問題とパラメータ推定を解決するために、当業者にとっ
て既知なすべての数学的手順を使用することができる。以下、本発明の一実施形態による
測定に特に適合されるアルゴリズムの１例について述べる。
【０２４２】
　また、シンボル値に関して、相互にわずかに距離をおいて配置された２点を識別すると
いう問題に対する新たな解決策を提示する。Ｒａｙｌｅｉｇｈ卿によって研究されたこの
問題は、多くの光学分野において解像基準の基礎となる。
【０２４３】
　詳細な説明の理解を深め、現状技術に対する本発明の貢献をより深く認識するため、本
発明の実施形態の特徴を大まかに説明した。本発明の多くの追加の特徴を以下説明する。
【０２４４】
　システム
　ハードウェアとアルゴリズムプラットフォーム
　本発明の一実施形態に係る方法は、図５に示すハードウェアとＳＲＣＤＰプラットフォ
ーム５００と称されるアルゴリズムプラットフォームである。
【０２４５】
　ＳＲＣＤＰプラットフォーム５００は、上述する２つのＰＳＩＴ法とＰＤＯＳ法を原型
または変形で組み合わせる、ＳＴＥＤ手法を使用する、あるいは、ＳＴＥＤ手法とＰＳＩ
ＴまたはＰＤＯＳ法とを原型または変形で組み合わせることによって本発明の一実施形態
に係る方法を実行する。
【０２４６】
　上記実施形態のうちの１つで、ＳＲＣＤＰプラットフォームは、図５で、複数のナノエ
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ミッタを含む生物学的サンプル１１を観察する。ＳＲＣＤＰプラットフォームによる生物
学的サンプルを観察する結果、観察されたサンプルを表す超解像情報が取得される。
【０２４７】
　ＳＲＣＤＰプラットフォーム５００は図５では以下を含む。
　ハードウェア部では、
・上述の共焦点顕微鏡と類似し、上述するようなすべての適切な構成要素を含むように適
合または最適化される共焦点顕微鏡２００。
・標準的な顕微鏡に搭載される２つの新たな補完的光学モジュール。２つの新たな光学モ
ジュールはＬａｔＳＲＣＳ、７００とＬｏｎｇＳＲＣＳ、８００であり、図６および８を
参照してそれぞれ以下詳述する。ＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００は、本発明の一実
施形態に係るＰＳＩＴ法を実行するのに必要な照射ステップを実行する。もしくは、光学
ＬａｔＳＲＣＳモジュール７００は、本発明の別の実施形態に係るＳＴＥＤまたはＲＥＬ
ＳＯＦＴ手法の実行に必要な照射ステップを実行する。原型または変形光学ＬｏｎｇＳＲ
ＣＳモジュール８００は、本発明の一実施形態により、ＰＤＯＳ法の複数の出現画像にお
ける光強度分布のステップを実行する、あるいは、水平方向または軸方向パラメータの関
数として出現ＰＳＦの変動を実行する。
・ＳＲＣＤＡアルゴリズムモジュール６００は、ＳＲＣＤＰプラットフォームによって生
成される画像から生物学的サンプルの超解像情報を再構築することができる。
・コンピュータ６６およびソフトウェア６７などの他の補足要素が、プラットフォームの
実現に必要な場合がある。
【０２４８】
　検出モジュール
　共焦点顕微鏡を走査する際、検出器は、ＰＭＴまたはＳＰＡＤである単独の要素から成
る検出器である。検出器の取得時間は走査機構によって決定される。
【０２４９】
　改良検出モジュール６５は、小数の画素を有する小型検出器を用いて実装することがで
きる。このようなモジュールは適切な技術の欠如のため、１０～２０年前には可能ではな
かっただろう。今日、小数画素、高速、低ノイズという特徴を有する小型検出器が、いく
つかの技術に基づき利用可能となっている。近年、３２＊３２の小数画素のＳＰＡＤアレ
イは、最大１ＭＨｚの取得速度であることが証明されている。また、改良検出器モジュー
ル６５は、ＣＣＤ、ＥＭＣＣＤ、またはＣＭＯＳセンサを用いて実現することもできる。
小数画素のＣＣＤセンサ、ＣＭＯＳ、ＥＭＣＣＤが存在し、具体的に設計することができ
る。また、ＣＣＤセンサ、ＣＭＯＳ、ＥＭＣＣＤは、いくつかの検出器で利用可能である
該当領域、サブウィンドウまたは「ビニング」、「クロップ」、あるいは「高速運動」モ
ードなどの特徴を利用して使用することができる。
【０２５０】
　本明細書で言及する時空情報は、各蛍光光子の衝突の位置と時間である。実際のシステ
ムでは、時空情報が検出器のノイズによって損なわれて不正確な光子を生成するだけでな
く、非効率な検出によって検出されていない光子が作成され、性能が低下する。ＳＰＡＤ
アレイでは、光子毎に、検出した画素と衝突時間が受信される、すなわち、時空情報全体
が入手可能である。ＣＣＤセンサ、ＣＭＯＳ、またはＥＭＣＣＤの場合、時空情報を概算
するのに複数フレームの取得が必要である。
【０２５１】
　いくつかの実施例では、個別の検出器に言及する。多くの場合、センサは物理的分割す
ることができる、あるいは、単独の検出器上の異なる領域から成ることができる、あるい
はこの２つの組み合わせも可能である。
【０２５２】
　制御モジュール
　図１１および図５を参照して、本発明の好適な一実施形態により、ＳＲＣＤＰプラット
フォーム５００に組み込まれる各種制御要素を説明する。
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【０２５３】
　システム制御装置１１０１の手順を利用して、制御モジュール１１００は、ＳＲＣＤＰ
プラットフォーム５００の光学パラメータ、改良検出モジュール６５の電子パラメータ、
アルゴリズム手順ＳＲＣＤＡ９００の数学的パラメータを監視および変更して、システム
またはユーザが定義する基準に応じて出現情報を最適化する。制御はプラットフォーム６
００、８００、９００の各種要素の制御システム１１０２、１１０３、１１０４を変化さ
せることによって実行される。制御システム１１００は、利用可能であれば、コンピュー
タサポートによって中継される外部情報１１０５も使用する。注：１１０５は図１１には
存在しない。
【０２５４】
　本発明の適用は、本明細書に記載する、あるいは図面に示す細部に限定されないと理解
される。本発明は、様々な形で実施および実行される他の実施形態が可能である。当業者
であれば、本発明の範囲を逸脱せずに、様々な変形および変更を上述するような本発明の
実施形態に適合させることができると容易に理解するであろう。
【０２５５】
　ＳＲＣＤＡアルゴリズム
　上述の再構築アルゴリズムは、ＰＳＩＴおよびＰＤＯＳ法の手段によって解析される所
与の場だけでなく、ＰＳＩＴおよびＰＤＯＳ法によって取得される測定値が他の顕微鏡形
式を利用する追加の測定値によって補強される場合にも適用される。たとえば、シーンの
モデルの特定のパラメータを設定するために、同一の水平方向または軸方向位置、または
異なる位置で、共焦点顕微鏡または広視野顕微鏡の測定を行うことができる。共焦点顕微
鏡の場合、直接モデルは、異なる位置で投射される信号間の有効範囲は、所与の点で、よ
り多くの測定値を考慮に入れるという事実によって補強される。しかし、オフセット投射
される信号は投射信号のリストを追加するだけなので、これらのオフセット信号を検討す
ることは複雑度を追加しない。
【０２５６】
　次に、本発明の一実施形態に係る蛍光物質データの超解像用のアルゴリズム方法９００
の概略図である図９を参照する。
　図９に示すアルゴリズム手順は、蛍光物質の数を定量化し、各蛍光物質の特性を取得し
、各出力パラメータの精度を定量化する。
【０２５７】
　前処理手順１１１は、超解像画像セット１１２で時空情報１１０を再編成する。この作
業は、フィルタバンク手順を用いて実行することができる。データの中間セットは、短い
一連の小さい画像、通常は１６×１６の画素である。前処理手順は約数千の小数の時空要
素に適用され、既存のコンピュータ装置を用いてリアルタイムで実行することができる。
【０２５８】
　主算出ステップであるディスクリプタ手順１１３は、各画像から１セットのディスクリ
プタ１１４とその統計的妥当性を生成する。ディスクリプタは、各画像の強度、画像上の
光分布の存在、正規分布または渦の特徴付け、重心、１次以上のモーメントを含むが、そ
れらに限定されない。
【０２５９】
　第３のステップは、統計的に妥当なディスクリプタのみが保持されるフィルタリング作
業１１５である。
　分類作業１１６はアルゴリズムの最終ステップである。セットのディスクリプタ１１４
と知識ベース１１７に基づき、アルゴリズムは、異なる測定ケースを単独の蛍光物質、長
手方向または水平方向に分割される２つの蛍光物質、あるいは３以上の蛍光物質と認識す
ることができる。
【０２６０】
　ＳＲＣＤＡアルゴリズムは逆問題の伝統的な手法を利用することができる。しかし、３
つの新規な光学的アプローチである変形ＭＡＰアルゴリズム、Ｅ－ＬＳＥアルゴリズム、
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ＩＣＥアルゴリズムが本特許出願に記載されており、本発明の一部を成す。
【０２６１】
　光学モジュール
　ＰＳＩＴ法を実行するＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール
　図６ａを参照して、本発明の一実施形態に係る光学モジュール、ＬａｔＳＲＣＳ光学モ
ジュール、７００、顕微鏡法における具体的機能を説明する。
【０２６２】
　本実施形態に係るＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００は、サンプル内の複数のナノエ
ミッタに、異なるトポロジのコンパクトな光分布のシーケンスを投射する光学モジュール
である。各ナノエミッタは、ナノエミッタへの入射強度に応じた蛍光強度のシーケンスで
蛍光発光し、ナノエミッタの水平方向位置を特徴付ける。大半の実施形態では、トポロジ
の異なるコンパクトな光分布は、規則波と特異波間の可変振幅および位相との干渉によっ
て生成される。好適な実施形態では、規則波と特異波は薄円錐結晶によって形成される。
【０２６３】
　ＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００は、共焦点顕微鏡２００の照射路に配置され、共
焦点顕微鏡対物レンズ２００を用いて、トポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケン
スをサンプル１１に投射する。円錐回折を用いる実施形態では、サンプル１１の特定位置
での入射強度は、光分布パターン毎に、ストークスパラメータの特定の組み合わせに比例
する。
【０２６４】
　ＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００は、正確な位置に入射する光の強度をサンプリン
グし（ナノエミッタ）、入射光に応じて蛍光を再放出するというナノエミッタに固有の上
述の特徴を利用する。注目すべきことに、測定された情報は、コンパクトな光分布内のナ
ノエミッタの位置に直接関係する。この情報は光を吸収し再放出する蛍光物質の機能によ
ってフリーズして、光学チェーンを断つ。この情報は、検出器アセンブリ６５によって回
収可能な出現光分布として蛍光によって運ばれる。
【０２６５】
　入射光が異なるトポロジのコンパクトな光分布のシーケンスに応じて一時的に変動する
場合、再放出された蛍光の強度は同一の割合で変動する。再放出された蛍光のシーケンス
は、トポロジの異なるコンパクトな光分布のシーケンスに比例する。この情報から、後述
するようにナノエミッタの位置を取得することができる。
【０２６６】
　本発明の実施形態に係るＰＳＩＴ法は、顕微鏡における異なるトポロジのコンパクトな
光分布のシーケンスの投射、疎対象と連続対象の相互作用、顕微鏡２２の対物レンズによ
る反射光の回収、改良検出器アセンブリ６５による蛍光の検出または未検出、適切なアル
ゴリズムによる情報の解析を指す。いくつかの実施形態では、改良検出アセンブリ６５は
、単独の検出器を備え、時間関数として全体強度を回収し、他の実施形態では、改良検出
アセンブリは画素の小面積を含み、蛍光の空間分布も回収する。すべての取得情報は、水
平方向超解像画像と称される複数の画像から成る。
【０２６７】
　実施形態のうちの１つでは、特定の水平方向超解像画像に位置する照射体積内のナノエ
ミッタの分担は、ナノエミッタ位置での入射光のストークスパラメータの特定の組み合わ
せに比例する。
【０２６８】
　この新たな情報は、ナノエミッタの位置または連続対象の空間分布をさらに改善し、照
射体積内に存在するナノエミッタの数を定量化し、同一の体積内に存在する複数のナノエ
ミッタを区別するのに役立つ。
【０２６９】
　次に、本発明の一実施形態に係るＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００の概略図である
図６ａを参照する。
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　図６ａは、ＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール７００を示す。該モジュールは、図３の円錐
回折のモジュールの構成要素をすべて含み、円錐回折のモジュール３００と同様に実装さ
れる。走査共焦点顕微鏡の光源の光学素子は、無色かつ無限の複合体であると仮定される
が、他の条件は付属光学素子を用いて適合させることができる。光源から入る入射光は平
行光３０である。光学モジュール７００は、第１のレンズ３１、アクロマチックレンズ３
２または上述する円錐結晶の機能を無色で実行するサブセット、第２のレンズ３３を備え
る。上述の部分偏光子２９も追加することができる。第１の２つのレンズ３１および３３
は好ましくは、１：１の比のケプラー望遠鏡の形状で構成される。円錐撮像面３５は、対
物レンズ３１および３３の共通の焦点面に配置される。第１のレンズ３１の開口数が、後
述の円錐正規化半径を通じて円錐回折効果のパラメータを決定する。第２の対物レンズ３
３は、光の平行度を回復させ、顕微鏡でその光を投射する。該モジュールは、たとえば、
回転四分の一波長板を含む偏光制御装置７１、一対の液晶光バルブまたはポッケルスセル
７２、解析器７３などのサブモジュールをさらに備える。ストークスパラメータの情報は
、空間的に区別され、上述するような一連の情報を担持する光分布のシーケンスを通じて
、シーケンス情報に変換することができる。
【０２７０】
　放出ビームを形成する変形ＬｏｎｇＳＲＣＳ光学モジュール
　ナノエミッタの軸方向および／または水平方向位置に関して放出ビームを形成する光学
モジュールである変形ＬｏｎｇＳＲＣＳモジュールも提示する。本モジュールは、単独の
チャネルでＰＤＯＳ法を実行し、生成される分布を表すパラメータの１つの変動が、軸方
向または水平方向パラメータを測定するために使用される。使用されるパラメータは、螺
旋状軸方向変動の分布に関しては角度のパラメータ、あるいは、軸方向変動の２つ（また
はそれ以上）のローブの分布に関しては分布のローブ間の比とすることができる。本モジ
ュールは、発明者らのうちの１人が［３７］で説明する原型ＬｏｎｇＳＲＣＳモジュール
とある程度類似するが、ＬｏｎｇＳＲＣＳモジュールの原型バージョンに記載されるよう
に［３７］、生成される分布のトポロジの変動が、２つの検出器間の強度比ではなく、軸
方向または水平方向パラメータを測定するために使用されるという点で異なる。このモジ
ュールは、原型モジュールに関しては、ＬａｔＳＲＣＳモジュールの補完的モジュールと
してだけでなく、ナノエミッタの軸方向位置、たとえば位置形式の場合は、ＰＡＬＭ、Ｓ
ＴＲＯＭまたはＧＳＤＩＭ形式などの用途を有する。
【０２７１】
　入力偏光と出力偏光が楕円であり、楕円の主軸の配向が相互に９０度に直交するケース
を詳細に説明する。これらの条件下で生成される分布のうち、いくつかの分布は大きな軸
方向変動を示し、これらの変動を利用して、高い軸方向精度でエミッタの位置を測定する
ことができる。
【０２７２】
　これらの分布は、単独のローブを有する分布と、２つのローブを有する分布の２つの群
に分割される。単独のローブでの分布は、Ｚ軸を中心とした回転効果を有する。このよう
に、線状偏光（楕円率＝０度）と円形偏光（楕円率＝４５度）から生成されるストークス
分布は、下記の表に表す変動を発揮する。適切なアルゴリズムを使用することによって、
分布の配向を検出し、エミッタの位置を高い軸方向精度で類推することができる（図７ｃ
）。
【０２７３】
　また、いくつかのより複雑な基本的光分布は、長手方向の依存度が高い、より複雑に重
複する波から成る。たとえばＺｈａｎｇが［２９］で説明する「三次元暗点」は、発光球
体によって三次元で囲まれる黒点を生成する。これらの「三次元の不明瞭な点」は、ラゲ
ール・ガウス関数の重ね合わせから成り、レーザ空隙内で、Ｚｈａｎｇが示唆するように
ホログラムまたは位相板を用いて、あるいは本発明者が［３７］で示唆するように一軸性
または円錐結晶を用いて達成することができる。
【０２７４】
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　３Ｄ局在化
　２以上のローブを有する特定の分布は、Ｚ軸に沿った両ローブのオフセット効果を発揮
する。よって、オフセット半月と称される分布は、９０度に配向されるが同一の楕円率を
有する２つの楕円偏光から形成され、変形を有する。適切なアルゴリズムを用いて、ロー
ブ間の強度比を測定することによって、軸方向に高精度にエミッタの位置を推定すること
ができ、この変形を図７ｄに示す。この３Ｄ位置は、投射の際、すなわち、オフセット半
月の１以上の分布を対象に投射し、本発明に記載のアルゴリズムなどの適合アルゴリズム
を用いる際、あるいは、放出の際、放出された光を光学モジュールに通過させて、分布を
生成し戻りＰＳＦを解析する際に使用することができる。
【０２７５】
　「ダークヘリックス」分布は、Ｚ軸に沿って２つのゼロを接続する軸の回転効果を提示
する。適切なアルゴリズムを用いて、２つのゼロを接続する軸を測定することによって、
主軸方向に高精度でエミッタの位置を推定することができる。この３Ｄ位置は、投射の際
、すなわち、オフセット半月の１以上の分布を対象に投射し、本発明に記載のアルゴリズ
ムなどの適合アルゴリズムを用いる際、あるいは、放出の際、放出された光を光学モジュ
ールに通過させて、分布を生成し戻りＰＳＦを解析する際に使用することができる。
【０２７６】
　球面収差
　光学蛍光顕微鏡、またはサンプルの照射がサンプルの撮像から切り離される任意の光学
システムでは、サンプルの各面または撮像対象の各場所で局所的に球面収差を推定する発
明が提案される。
【０２７７】
　照射ビームは、円錐回折とその位相および偏光効果を利用することによって照射ビーム
を形成できることが知られている。サンプルは不均一な光分布で照射され、この光分布は
、３Ｄ分布が焦点面の上下に同一の強度の２つのローブを提示するように、黒球（トップ
ハット）であってもよい。システムに球面収差が存在する場合、これらの２つのローブは
同一の強度ではない。この効果は、焦点面の上下で照射する（照射と撮像を切り離す）こ
とによって画像、特に共焦点画像を撮影することができる。次に、２つの画像の強度比を
解析することによって、システムの球面収差の質が得られる。
【０２７８】
　球面収差を測定する別のアプローチは、円錐回折に基づくシステムの別の変形を使用す
る。
【０２７９】
　事前判定と球面収差の測定
　縦続の結晶を介して円錐回折によって光ビームを形成することで、球面収差に直接関係
する強度分布が得られる。
【０２８０】
　この分布は、交差線状偏光子と光軸の並んだ２つの二軸性結晶との間で得られる。半波
長板が２つの結晶間に挿入される。特徴的な形状により、本分布を「四つ葉のクローバ」
と称する。球面収差が存在しない場合、この分布は同一の焦点で４つの完全に均等なロー
ブを備える。
【０２８１】
　球面収差が存在する場合に「四つ葉のクローバ」分布において生成される対称性の破棄
を示す図１２を参照する。図１２は、異なる値の焦点外れと球面収差に関してＭａｔｌａ
ｂの下でシミュレートされた分布を示す。異なる値の球面収差の「四つ葉のクローバ」分
布を示す図から明らかなように、光学システムによって生じた球面収差は、４つのローブ
の焦点と強度分布とにおいて同時に分布の対称性を破棄する。単純な質的観察によって、
球面収差のバイナリ有無検査が可能である。球面収差の値は、ローブの焦点オフセット推
定と異なる焦点面での強度比によって精密に測定することができる。
【０２８２】
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　近赤外領域でレーザダイオードによって生成される点監視によるビーム走査システムの
リアルタイム較正
　本発明に記載の光学システムは、ビーム走査システム（ガルバノミラー、双方向圧電ミ
ラー、またはその他の任意のシステム）によって走査される点をカメラ上でリアルタイム
で追跡するモジュールを組み込むことができる。近赤外領域の波長を使用することで、光
学素子の色効果が不要になり、システムが共焦点顕微鏡に投射される複数の波長を較正す
るために利用できる。また、近赤外領域のレーザダイオードを使用することで、顕微鏡の
較正レーザの短い通過で高い限界効果だけが確実に達成され、波長が蛍光の通常励起波長
よりもずっと高い。
【０２８３】
　これらのすべての変形は本発明の一部と考えられる。しかし、発明者は、特定の実施例
では、２つの光学モジュールにおいて、個々に、しかし補完的に水平方向測定値と長手方
向測定値を分離して、各補完的モジュールの複雑度を低減することを選択している。
【０２８４】
　ＳＲＣＤＡアルゴリズム
　Ｅ－ＬＳＥ再構築アルゴリズムを含む多画像システム
　上記の多画像システムは、対象の同一の二次元または三次元の空間領域から生じる１セ
ットの様々な区別できる画像が、放出空間領域の空間および／またはスペクトル分布を解
析する適切なアルゴリズムを介して登録および解析されるすべての光および光電子システ
ムを指す。この区別は、上述したような空間的に異なる照明の投射によって行うことがで
きる。また、照射のスペクトル成分の変動で区別することもできる。さらに、自然な運動
または対象の外部から強制される運動で区別することもできる。最後に、ＰＡＬＭおよび
ＳＴＲＯＭ工程と、それぞれが異なる頭字語を有する多数の変形とを含む確率検出に基づ
く超解像で使用されるシステムなど、自然または強制確率的効果を介して、二次元または
三次元の対象の空間領域における確率変動で区別することができる。
【０２８５】
　同一の放出空間領域内の画像を区別するその他の手段は当業者にとって既知であり、本
発明の必須部分とみなされる。
　Ｅ－ＬＳＥ再構築アルゴリズムを含む多画像システムは、後述のＥ－ＬＳＥアルゴリズ
ムを使用する多画像システムを指す。
【０２８６】
　変形再構築アルゴリズムＭＡＰ
　このアルゴリズムは、新規であり、従来のＭＡＰアプローチと異なる以下の数学的特徴
の組み合わせを提示するという点で、当業者にとって既知な文献内の既存のアルゴリズム
と異なる。
・ベイズ式
・（概して、全変動型の再構築に事前に規則性を組み込む従来のＭＡＰアプローチとは対
照的に）陽性とは別に事前再構築を含まない。
・ポアソンノイズのモデリングは結果的に、Ｃｓｉｓｚａｒダイバージェンスの形式で書
かれたデータ（周知の結果）に対する添付物となる。
・経験的な法則はＭＡＰによって活用される、すなわち、目的は確率の再構築である（し
たがって、エネルギーの最大最小化問題はデジタル的に解決しなければならず、漸次減少
型の反復的アプローチを介して実行しなければならない）。
・解像ゲイン係数（取得画像の解像に対する再構築のオーバーサンプリング係数）のモデ
ルに導入する。
・再構築の「良好サンプリング」制約を課す（再構築スペクトルの最高周波数が０で強制
される）
・「ピンホール」係数（デジタル共焦点）の導入
【０２８７】
　Ｅ－ＬＳＥ再構築アルゴリズム
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　提案されるアルゴリズムは、選択されたすべての照射によるサンプルの励起後、カメラ
（または複数のカメラ）に記録された画像からサンプルの高解像画像を二次元または三次
元で再構築する。このアルゴリズムは、複数の原理の組み合わせに基づく。
・再構築を逆ベイズ問題として公式化する結果、事後分布が定義される。この経験的な法
則は、ベイズ法により、ノイズモデルの確率公式（他のノイズ源、特にカメラの読取ノイ
ズが任意で重畳される光子の放出の同次多項性に固有であるポアソンノイズ）と、サンプ
ル内の光分布の事前確率（陽性、正規性など）とを組み合わせる。
・Ｅ－ＬＳＥアルゴリズムは上述の変形ＭＡＰアルゴリズムと同じベイズ式を使用するが
、異なって（より完全に）経験的な法則を利用する。実際、法則の平均が事後に算出され
、最大値（大次元の問題により適することが分かっている）の点ではない。１９８４年に
Ｂｅｓａｇによって企図されたアプローチ［３０］は近年、全変動型の事前確率でノイズ
を除去する画像の場合にデジタル的に利用されている［３１、３２］。
・疎解に適する特定のまたは単純な幾何形状のエミッタ群を使用する（限られた数のエミ
ッタ、あるいはエミッタが三次元のケースで曲線または面などの小さな範囲の構造に集中
するサンプル。したがって、実際には、法則の平均は事後と事前の疎解で算出される）。
・経験的な法則の平均（最大値の点ではなく）を使用するため、使用するエミッタの数へ
の依存が低くなる。したがって、使用するエミッタの数を、サンプルで有効に活性化され
る蛍光物質の数に対応させる必要がない。
・上述の参考文献［３１、３２］にあるように、マルコフ連鎖モンテカルロ法型（ＭＣＭ
Ｃ）のアルゴリズムにより事後平均を推定する［３３、３４］。
【０２８８】
　アルゴリズムの一実施形態によると、限定数のエミッタを用いる事前疎性が使用されず
、事後分布の平均が［３１、３２］の場合のように全画像に関して算出される。
【０２８９】
　ポアソンノイズ
　ポアソンノイズのみがモデル化される標準的な実施形態では、事後確率の密度法則が以
下の式で書かれる。
【数８】

　ただし、Ｚは標準化定数であり、光の伝播軸ではなく、これはアルゴリズムで発生しな
い。
【数９】

【０２９０】
　ここで、エミッタ群はベクトルｘ＝（ｘ１、ｘ２、．．．ｘｎ）（ｎは再構築される高
解像画像の場内の個別位置である）と、点ｘ１、ｘ２、．．．ｘｎに配置されるエミッタ
の強度をコード化したベクトルλ＝（λ１、λ２、．．．λｎ）とによって表される。タ
イプｕｉ（ｘ、ｙ）の各量が較正ステップ中に判定される。これは、インデックス照射ｉ
（したがって、ここでｉは照射信号の位置と形状の両方をコード化する）に応答して、高
解像の画像の画素ｘに位置するエミッタによってカメラの画素ｙに送られる強度を表す。
実数の正の数Ｂは、概してサンプル（たとえば、拡散蛍光）とセンサに同時に生じる連続
背景の強度に対応する。最後に、量ｍｉ（ｙ）は単に測定値に対応する（カメラによって
記録される画像）。ｍｉ（ｙ）は、インデックス画像ｉ、すなわち、インデックス照射ｉ
後に記録される画像の画素ｙで測定される強度である。
【０２９１】
　提案されるアルゴリズムは、密度ｐ（ｘ、λ）を与えられた法則に応じて発生するベク
トルｘおよびλによって表されるエミッタを有することから成る。アルゴリズムは反復的
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である。反復毎に、エミッタのうちの１つが（位置または強度で）乱され、この乱れはメ
トロポリス・ヘイスティングスアルゴリズムの原理［３］に応じて許容される、あるいは
されない。再構築画像は反復毎に均等な荷重で平均化されることによって取得され、エミ
ッタは構築されている。アルゴリズムの反復毎に、ｘｊとλｊがそれぞれエミッタの位置
と強度に対応する場合、Ｎ回の反復後の再構築画像Ｉは以下の式によって表される。
【数１０】

【０２９２】
　このアルゴリズムは以下のいくつかの改良を施すことができる。バーンインステップの
導入（最初の反復は再構築で使用されない）、エミッタ初期化の最適化、反復毎の乱れの
最適化（命題の法則）、後フィルタリングステップ（たとえば、光のガウスぶれ）の使用
など。
【０２９３】
　アルゴリズムの結果は、画像の形状あるいはデジタルまたはグラフィックデータの形状
でユーザに送信することができる。
　事前に既知である、あるいは事後に判定される対象の空間領域のグローバルパラメータ
を表す１セットの追加パラメータを含む第２のバージョンでも、同じ再構築アルゴリズム
を使用することができる。
【０２９４】
　このアルゴリズムは２つのバージョンで、対象の二次元または三次元の同じ空間領域か
ら発生する１セットの異なる区別可能な画像が記録および解析されるすべての多画像シス
テムにおいて使用することができる。
【０２９５】
　動的Ｅ－ＬＳＥアルゴリズム
　また、本アルゴリズムの変形である動的Ｅ－ＬＳＥアルゴリズムでは、エミッタの速度
を検討することができる。
【０２９６】
　動的サンプルの観察中、各エミッタを個々に、あるいは様々な速度を有するエミッタ群
を定義することによって、観察対象の速度をＥ－ＬＳＥアルゴリズムに単純に組み込むこ
とができる。「低速度撮影」（すなわち、同一のサンプルの時間をかけた連続的観察）と
して知られる撮像の場合、これは、最初の位置および速度によってパラメータ化されたモ
バイルエミッタから連続画像の同時再構築を行うことによって自然に実行することができ
る。単独の画像を取得する場合、戻りＰＳＦ（運動ブレ）への影響を介してシーンの動的
特徴を検討し、同一のエミッタの複数回観察で変形を相互に対応付けすることもできる。
走査中に取得される様々なマイクロ画像の「重複」適用範囲のため、（走査の時間成分に
より異なる瞬間で）複数マイクロ画像の取得中に要求されるように確保される。
【０２９７】
　ＩＣＥアルゴリズム
　近年、ＩＣＥアルゴリズムが、全変動による正則化の場合に画像からノイズを除去する
ために導入されている［３９］。また、ＩＣＥアルゴリズムは、より複雑な逆問題（ブレ
除去、補間）を解決するためにも使用することができる。この固定点型のアルゴリズムは
非常に迅速に収束し、結果として生じる解は、この問題に関してＬＳＥアルゴリズムと関
連付けられる解と極めて近い。ＩＣＥアルゴリズムの原理は、条件付で、画素の事後法の
平均の明示的算出の反復を介して、ＬＳＥによって実行される事後法の期待値の算出と置
き換えることである。ただし、画像または多画像システムに関する逆問題へのＩＣＥアル
ゴリズムの適用が示されなければならない。
【０２９８】
　較正
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　多くの場合、ＳＲＣＤＡアルゴリズムは、サンプルで抽出される入力測定値だけでなく
、較正として知られるステップ後に取得される理論値に基づくシステムに固有のデータも
使用する。本ステップでは、基準サンプル上で測定が行われて、光学システムの照射関数
ともどり伝達関数（ＰＳＦ）を正確に測定する。
【０２９９】
　様々なＳＲＣＤＡアルゴリズムの特異性と利点
　上述する様々なＳＲＣＤＡアルゴリズムは、従来技術に対する以下の差異と利点を提示
する。
【０３００】
　変形ＭＡＰ：
・解像ゲインの導入と、最高周波数の０でのフォーシング（「ナイトスカイ」型のアーチ
ファクトを制限する）とにより自然に良好にサンプリングされる画像の生成
・制御された光学的複雑度（許容可能な算出時間を維持する）と、高品質の再構築（非線
状最適化による逆問題の解、「再配置」型の線状方法、たとえば［４０］を使用するより
も興味深い）との間の良好な折衷
【０３０１】
　Ｅ－ＬＳＥ：
・柔軟な形状での疎性仮説の導入（エミッタの数にあまり影響されない）
・特に、疎サンプルの場合に超高品質の再構築
・局地情報の量に適合させる方法の機能と、再構築の不安定性の良好な管理（複数の解釈
が起こりうる場合の平均化現象）
・観察されるサンプルに応じて事前に異なる疎性をモデル化できる（限定または組み合わ
せによる点、セグメント、曲線、面、タイプなどのエミッタの使用）
【０３０２】
　複合光学工程のアルゴリズム
　少なくとも本発明の一実施形態に係る複合光学工程はＳＲＣＤＡアルゴリズムの論理的
補完である。実際に、ＳＲＣＤＡアルゴリズムによって取得される再構築の結果、追加画
像が測定性能を向上させることができる。ＳＲＣＤＰ顕微鏡法プラットフォームにより、
ＰＳＩＴまたはＰＤＯＳ法の１セットの光分布から１つ以上の追加画像を取得することが
できる。
【０３０３】
　解像、疎性、照射のトポロジ、陽性
　ＰＳＩＴ法によって生成される照射の特定のトポロジに基づきＰＳＩＴ法を用いること
でナノエミッタの解像限界を超過できることは、参考文献［３７］で発明者らのうちの１
人によって既に説明されており、次の段落にも再度記載する。
【０３０４】
　より具体的には、非線状効果を利用しない顕微鏡法システムは、光学回折によって課せ
られる限界に対して、概して２の超解像係数に限定される［３８］および［４１］。しか
し、疎シーンの場合（撮像ゾーンのサイズよりも相当少ないサンプルの実際のサポート。
たとえば、フィラメントおよび／または特定のソースから成るシーンの場合）、および過
剰に大きな連続背景が存在しない場合（再構築または有効画像の陽性限界など）、この２
の限界はもはや有効ではなく、超過することができると認識され始めている［４２～４４
］。明白な例は、単独の画像を用いて単独の特定源を観察する場合である。この場合、再
構築画像で達成可能な解像度（すなわち、ソースの位置を特定できる精度）は、光学回折
ではなく、光子の量（より正確には、測定値の信号対ノイズ比）によって限定される。
【０３０５】
　ＰＳＩＴ法では、本方法で使用されるトポロジの異なる複数の画像の取得に基づき、発
明者らのうちの１人［３７］が実証するように、固有の解像限界の不在を拡張して、２つ
の近接点（レイリー基準）の検出とそれらの位置の測定に際して、信号対ノイズ比に関連
付けられる解像限界に置き換えることができる。この実証は、直線状に配置されない３点
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の場合の単純な変更によって拡張することができる。この実証は次の段落でも繰り返され
る。この実証は、次の段落に記載され、従来のシステムで使用されるセントロイド法と異
なり、セントロイド法を補完する位置測定のための新たな機構に基づく。
【０３０６】
　複数の特定のソースの場合、均一な照射であれば、信号対ノイズ比の他に、最大超解像
係数は、シーンの特性：ソースの数（測定値の数に対する）、２つのソース間の最小距離
など［４３～４４］に依存する。ＰＳＩＴ法では、最大超解像係数は、上述の係数以外に
、選択された照射に依存する。
【０３０７】
　光の焦点ずれの検出および検討
　多画像システム用の再構築アルゴリズムの使用に対する先行または同時解析ステップに
ついて以下説明する。
【０３０８】
　この原理は上述のアルゴリズムのうちの１つを、単独に限らず利用することに基づき、
当該信号は、主に励起光が投射されている場所に位置決めされる。
　画像毎、すなわち、レーザ位置、光分布、光分布の配向毎に、当該領域（ピンホール）
に属する信号の割合を測定することができる。
【０３０９】
　ピンホール比と称されるこの測定は、対象の空間領域において、検討される全画像で対
象によって再送信される光子の総数に対して、各画像の対象領域で再送信および撮像され
る光子の割合を比較する方法から成る。
【０３１０】
　この比が、ピンホール比に換算して所定モデル（たとえば、面状対象）を実証する、あ
るいは本モデルから大きく逸脱する場合、この比は撮像対象の性質に関する局地情報を提
供する。
【０３１１】
　ここで定義される基準は、０～１の値と、対象がモデルを実証する場合に名目値ＰＲ＿
ｒｅｆとを仮定することができる。ＰＲ＿ｒｅｆより低い値は、理論的または実験的規則
の関数としてモデルを完全にまたは全く実証しない対象と関連付けられる。
【０３１２】
　ピンホール比が上記の値から偏位する場合、異なるパラメータが、対応する再構築アル
ゴリズムに適用される。
　また、たとえば、異なるパラメータまたは光分布で最初に対象を再測定する必要がある
追加測定を行うことによって、別のモデル、したがって、最初のアルゴリズム以外のアル
ゴリズムを使用することができる。
【０３１３】
　また、アルゴリズムを変更して、再構築アルゴリズムで発見されることの多い規則性（
標準Ｈ＾１、疎性１＾１、１＾０、全変動、高次の基準）を事前に再構築される対象に追
加し、測定野に存在するモデル外の対象の影響を低減することができる。
【０３１４】
　測定ノイズに対する再構築の変動性
　システム用の再構築アルゴリズムの前または同時に実行されるステップを説明し、測定
値がポアソンノイズ型のノイズ統計でノイズ化される。
【０３１５】
　ポアソンノイズの特性は、パラメータＩのポアソンＶＡＲのリアライゼーションから（
平均）、事後処理を介してパラメータＩ／２のポアソンＶＡＲの２つの個別のリアライゼ
ーションを生成できることである。
【０３１６】
　乱数または似乱数の生成工程のため、パラメータ（ｎ、ｐ）の二項法則Ｘ１がシミュレ
ートされる。ただし、ｎは最初のポアソン変数の測定値に等しく、この場合、光子の分離
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パラメータｐは０．５に等しい。
【数１１】

【０３１７】
　数学的には、この特性は、総確率と一連の指数Ｒの分解の結果である。
　光学レベルでは、この特性は、分離ミラー５０／５０が蛍光を撮像するカメラの前に配
置され、第２の蛍光ビームを撮像する第２のカメラが同一の撮像条件下で配置される場合
、２つのカメラは最初の信号の半分に等しい平均信号を取得し、常にポアソン法則に従う
という既知の事実を示す。
【０３１８】
　このように生成される両測定値の解析または再構築は分割光子法と称され、２つの個別
の結果を確率として提供する。これらの２つの結果の差が示すように、各測定値の信号対
ノイズ比が、係数平方根（２）の最初の測定で生成されるよりも低い場合でも、再構築ア
ルゴリズムが測定ノイズに依存する。
【０３１９】
　これらの２つの再構築の局所比較基準、ここでは、局所相似基準または局所構造相似イ
ンデックス方法（ＬＳＳＩＭ）が使用されるが、他の画像の局所または全体比較基準を使
用することもできる。
【０３２０】
　この基準が当該基準の観点で不十分であるとき、すなわち、２つの再構築画像または信
号間に有意差が存在するときは常に、最初の測定値に適用される再構築アルゴリズムと異
なるパラメータが適用される。
【０３２１】
　全体または局所規則性限界を有するＭＡＰアルゴリズムなどの別のアルゴリズムを採用
して、類似性マップまたは任意のその他の比較基準を使用して１つまたは複数の標準化パ
ラメータを最適化することができる。
【０３２２】
　また、分割光子法においてグラフィカルまたはデジタル的に使用される類似性マップま
たは基準を考慮に入れて、再構築の測定ノイズへの局所または全体依存を示すことができ
る。
【０３２３】
　さらに、二項法則ではなく、光子分離確率ｐ１、ｐ２．．．ｐｋが異なるパラメータの
多項法則（ｎ、ｐ１、ｐ２．．．ｐｋ）を使用することによって、一対の測定値ではなく
ｎ組の測定値を生成することもできる。
【０３２４】
　最後に、測定値の事後処理によって、しかしながら、疑似乱数生成器の粒度を変更する
ことによって数対またはｎ組の測定値を生成することで分割光子法を反復することができ
る。乱数生成器の場合、数対またはｎ組の個々のポアソン変数が生成されるが、その対ま
たはｎ組は独立していない。このため、一対／ｎ組または数対／ｎ組で取得される可変ゾ
ーンまたは類似ゾーンの誤検出を低減することができる。
【０３２５】
　ＰＳＩＴ法による位置測定点
　ＰＳＩＴ法は、異なる測定機構を用いて高精度にナノエミッタの位置を測定する手法で
あって、セントロイド方法を補足する手法として使用することができる。
【０３２６】
　ナノエミッタがデカルト座標で位置ｘ、ｙ、および極座標でｐ、θに配置されると考え
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る。基本波と、直交軸に沿って並んだいくつかのいわゆる「半月」分布とから成る照射シ
ーケンスがナノエミッタに投射される。
【０３２７】
　前処理手順は２つの画像を生成した。
　シーケンスの３つの画像の合計から成る「トップハット」画像と、２つの半月画像の合
計から成る渦画像である。
　第１のディスクリプタはデカルト位置であり、画像「トップハット」のセントロイドの
アルゴリズムを用いて算出される。
【０３２８】
　図１０を参照すると、因数πによって正規化されるアークタンジェントに等しい、渦波
ＩＶによって照射されるナノエミッタが放出する正規化強度と、基本波ＩＦによって照射
されるナノエミッタが放出する正規化強度との強度比のパラメータｐａを測定することに
よって、放射方向位置ｐを明瞭に測定することができる。実際に、
　・基本波によって照射されるナノエミッタの放出する正規化強度は、基本波の中心で１
からエアリーの半径で０まで変動する。
　・渦波によって照射されるナノエミッタの放出する正規化強度は、渦中心で０から最大
渦で１まで変動し、０からエアリーの半径よりもわずかに高い値に達する。このアークタ
ンジェントは単調関数である。
【０３２９】
　ａｚｉｍｕｔｈ位置は、第１の半月分布ＩＨによって照射されるナノエミッタによって
放射される総強度と、第２の半月分布ＩＶＥによって照射されるナノエミッタによって放
射される総強度との強度比を測定することによって測定することができる。これらの２つ
の強度間の比は、幾何的接線二乗検波である。
【数１２】

【０３３０】
　両方の測定値は冗長である。この冗長性は、単独点として観察される対象を性格付け、
サンプルに存在する可能性のある他の対称から分離するための手段である。
　ナノエミッタの位置を高精度で測定するための本発明の一実施形態に係るＰＳＩＴ法を
直接適用するには、この測定手法を、局所確率光学再構築用の新規な手法に統合する。確
率的手法の適用可能性の制約の１つが測定工程であり、多数の画像を必要とするため、長
い測定時間と強い光毒性を要する。エアリーディスクを超える解像度でマイクロ秒または
ナノ秒の速度で光エミッタの位置を測定する本発明の少なくとも一実施形態に係るＰＳＩ
Ｔ手法を使用することで、確率手法を多くの新規な用途にまで拡大することができる。
【０３３１】
　ＰＳＩＴ法の使用から生じる画像は、画像内の構造化対象、線、円などを認識する一般
的なハフ法を用いて処理することもできる。
【０３３２】
　２点の認識および測定：新たな解像基準
　次に、極座標の位置ρ、θおよびρ、－θを中心に対称的に配置される同一強度の２つ
のナノエミッタを検討する。前の段落に記載するシステムを使用する。３つのディスクリ
プタは以下の結果をもたらす。
・セントロイドは、原点である光分布のセントロイドを測定する。
・識別子ρは、２つのナノエミッタの共通の放射値を測定する。
・θディスクリプタは、半月の場合、θと－θ間の縮退を含み、値θを測定する。
【０３３３】
　上述したように、ディスクリプタρの値がゼロでない場合、ケーススタディは１点では
なく２以上であることが既知である。また、ディスクリプタρおよびθにより、レイリー
基準によって定義される解像度よりもずっと高い解像度で２点の特徴を測定することがで
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きる。さらに、複合工程を用いて、このケースと、３以上の点の大半のケースとを分離す
ることができる。半月が角度θで傾斜した追加の光分布をサンプルに投射することができ
る。この画像の結果に基づき、２点の存在の仮定が確認または否定される。実際に、２点
、線、または角度θの方向に並んだ一連の点の場合、測定されるエネルギーはゼロとなる
。
　測定は事前に限定されない。当然ながら、最初は、信号の質、変動、様々な欠陥に関連
する実際的解像限界が存在する。実際的限界が無視される場合、解像限界は検出された光
子の数に関連付けられる。
【０３３４】
　したがって、実質上、ＰＳＩＴおよび／またはＰＤＯＳ手法を用いるシステムの解像度
は、観察されるサンプルに依存する。疎にマークされるサンプルの場合（すなわち、蛍光
マーカが非密構造の壁、膜、フィラメント、特定ソース型に配置される）、得られる解像
度は（局所的にまたは全体に）係数２を超過することができる。
【０３３５】
　ダークトラッキング
　円錐回折は、あらゆる超解像または超配置手法を、単独の分子の位置に適用することが
できる。次に、「ダークトラッキング」として知られる原型手法を概略的に示す図８を参
照する。
【０３３６】
　図８を参照すると、８０は、初期位相、すなわち、共焦点スキャナまたはその他の既知
の光学方法を用いたエミッタの検出を表す。８１は、エミッタ上のビーム渦の配置位相を
表す。８２は、エミッタが渦中心に対して移動し、検出可能な蛍光を生成するビームの一
部によって励起されるケースを表す。８３は、蛍光が生成および検出されないように（記
録位置Ｘｉ、Ｙｉ）、ビーム渦の中心にエミッタが再配置された状態を表す。８４は、別
個の位置システムが補正位置に応じて要素を再配置する反応ループに対応する。
【０３３７】
　本方法によって使用される光分布は、円錐回折によって生成される渦である。ただし、
この手法は、円錐回折によって生成される他の渦または他の分布を利用することができる
。当該分子がλで励起することができる１以上の蛍光物質によってマークされていると仮
定する。まず、分子の位置が、λで典型的な共焦点画像によって検出される。次に、スキ
ャナの位置が、渦中心が正確にエミッタの位置と合致するようにサンプルを刺激すべく調
節される。蛍光信号が高感度カメラ（たとえば、ＥＭＣＣＤまたはｓＣＭＯＳ）またはＰ
ＭＴによって検出されて、大きな同次多項式効果により低振幅のエミッタの信号を検出で
きる。位置工程は、エミッタがまさに渦中心にあるとき、蛍光信号が存在しないことに基
づく。強度勾配が渦中心に近いとみなされる事実により、エミッタの正確な位置が取得で
きる。エミッタがわずかに移動すれば、エミッタが吸収する強度はもはやゼロではなく、
位置と強度が画像から類推される蛍光信号を放射する。反応ループはエミッタ上の渦の中
心を転換し、エミッタの位置を保存する。反応ループは、カメラ（最大１ｋＨｚ）または
検出器（数ＭＨｚ）の実行速度で実行し、リアルタイムで継続的に分子を追跡することが
できる。エミッタを励起する信号を最小化することによって蛍光で発せられる信号を常に
最小化することが目的であるため、位置を長時間にわたって追跡することができ、このよ
うな小量の光では脱色が発生する可能性が低い。位置の精度は画像の信号対ノイズ比に大
きく依存するため、背景ノイズ（カメラと自己蛍光信号のノイズ）を考慮しなければなら
ない。サンプルは、２つの異なる波長、λ１およびλ２によって励起することができる２
つの異なる蛍光物質によってマークされると仮定する。波長に依存する異なるトポロジを
有する２つのビームは共に伝播する。最初の波長（λ１）は代表的なガウス形式を有し、
サンプルの全体共焦点画像を生成する。第２の波長（λ２）はダークトラッキングのため
に使用される渦ビームである。サンプルを走査するガルバノミラーを制御することによっ
て、ダークトラッキングは、秒当たりの画像数よりもずっと高い頻度でエミッタの位置を
追うように画像カメラのラインが走査される毎に実行することができる。本手法の主要な
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利点は、単独の分子を追跡する別の手法と比較して、単独の走査システムが使用され、追
跡される分子に送られる出力が極めて低い。実質上、コンピュータによって生成されるホ
ログラム、空間変調器、螺旋状波長板などの従来のビーム成形手法が使用される場合、主
に固有の色度により、これらの２つのビームの使用、配向、成形は単純なタスクではない
。アセンブリを簡易化するために円錐回折を使用することができる。適合された光学素子
を使用することによって、結晶を適合させて、１つの波長を有する渦と、同一の光路をた
どる別の波長のガウスビームとを生成することができる。これは、ファイバから開始され
る単純な光路を使用し、多数の実際上の問題を解決する。ダークトラッキング技術を容易
に使用して、従来の粒子位置トラッキング手法が粒子の退色によってペナルティを受ける
多くの生物学的問題を研究することができる。
【０３３８】
　渦を使用する場合のダークトラッキングについて上述した。ただし、１以上の分布を用
いる多くの変形は、例えば、分布は、半月またはストークスベクトル、あるいはゼロ強度
と－可能であれば最大限の強さで－空間次元のうちの１つの関数として勾配とを有する任
意の分布を含むがそれらに限定されないが、ダークトラッキングを実行することができ、
本発明の一部とみなされる。多数の異なる光分布を形成する円錐回折の性能のため、これ
はダークトラッキングを実行する選り抜きの手段となる。
【０３３９】
　次に、本発明の一実施形態に係る無色またはそれ以外の変形ＬａｔＳＲＣＳ光学モジュ
ール７００の概略図である図６ｂを参照する。本モジュールは、モジュール前に以下のい
くつかの要素を追加することによって、上述した図６ａのＬａｔＳＲＣＳ光学モジュール
７００と異なる。
－任意で異なる波長のレーザ７９ａ、７９ｂ、７９ｃ
－レーザ７９ａ、７９ｂ、７９ｃから現れる光ファイバ７８ａ、７８ｂ、７８ｃ
－任意で、レーザ７９ａ、７９ｂ、７９ｃの偏光を静的または動的に変更する偏光制御サ
ブモジュール７７ａ、７７ｂ、７７ｃ。偏光制御サブモジュールは、ファイバの前または
後に配置することができる。しかしながら、たとえば「偏光維持」ＰＭファイバを用いる
実施例では、偏光制御サブモジュール７７ａ、７７ｂ、７７ｃは不要であり、ファイバか
ら発せられる偏光はレーザとファイバの相対位置によって決定される。
－２以上のソースレーザを任意で光ファイバ７８ａ、７８ｂ、７８ｃを介して共通の出力
ファイバ７６ｂに結合するレーザ結合器７６ａ
－上述したように、ファイバからの光を、ＬａｔＳＲＣＳモジュール７００の残りが使用
できる平行光に変換する光学要素７５
【０３４０】
　当業者にとって既知な該装置の多くの変形をこのスキームに追加することができ、本発
明で請求されている。たとえば、２つの光学要素３１と７５は単独の要素に統合すること
ができる、あるいは、共通ファイバの出力パラメータが十分であれば取り外すことができ
る。同様に、共通のファイバ７６ｂは実施例によっては不要な場合がある。
【０３４１】
　また、共通の光ファイバを介して、あるいは、異なる偏光を有する２以上の波長の空間
内に拡散する光によって直接導入することで、あらゆる様々な様相でＲＥＳＯＬＦＴまた
はＳＴＥＤ手法を実行することができる方法および／または装置が実現される。本方法お
よび／または装置では、励起波と抑制波が共通路に沿って拡散し、ＬａｔＳＲＣＳモジュ
ール７００は完全に無色でもよく、上述したような簡易バージョンでは無色ではない。
【０３４２】
　本方法の最も簡易な変形では、励起波と抑制波が２つの線状直交偏光に沿って拡散し、
四分の一波長板－任意で無色で－システムの入口に配置されて、これらの偏光を円形直交
偏光に変換し、一方は基本波、他方は渦を取得する。
【０３４３】
　詳細に後述する特異な偏光を有する統合的方法の新規な変形では、ファイバは複屈折フ
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ァイバであり、抑制レーザのコヒーレンス長よりも大きな路差を生成することで、２つの
直交偏光を非干渉に重畳する。もう１つの解決策は、たとえば、強い複屈折の厚一軸性結
晶を備える偏光サブモジュール（図示せず）を使用することである。また、この同一偏光
の統合的方法では、強度比を制御する偏光サブモジュール、（図示せず）を使用すること
ができる。この強度比を制御する偏光サブモジュールは先の偏光サブモジュールと異なる
が、おそらく一体化させることができる。また、この偏光サブモジュールは、レーザと光
ファイバの間に配置されるレーザ結合器７６ａに組み込むことができる。この強度比制御
用の偏光サブモジュールを使用して、２つの偏光間の強度比と、後述するように、２Ｄ抑
制ビーム（渦）と３Ｄ抑制ビーム（黒球）間の強度比を制御することができる。
【０３４４】
　次に、再度図６ｂを参照する。偏光制御サブモジュール７７ａ、７７ｂ、７７ｃは、励
起路と抑制路に関して同一または異なる光分布のシーケンスを生成するように始動するこ
とができる。また、レーザの強度を調整して、各レーザの強度、励起光分布のシーケンス
、光抑制分布のシーケンスの複合クロノグラムを作成することができる。
【０３４５】
　好適な実施例では、共焦点顕微鏡および原型または変形ＬａｔＳＲＣＳモジュールを用
いて、無色またはそれ以外で、以下が順次投射される。
　まず、エアリー分布または励起基本分布と抑制渦が同時に投射される。結果として生じ
る放出画像は陽画像と称する。
【０３４６】
　第２のステップでは、励起渦と抑制渦が同時に投射される。その結果生じる放出画像は
陰画像と称する。
　第１のステップの変形では、単独のエアリー分布と１つの励起基本分布が投射される。
【０３４７】
　これらの２つの画像の荷重差分から成る画像差。ただし、この画像差は単純な演算差よ
りも進化したデジタル処理とすることができ、２つの画像の周波数成分の関数を含むがそ
れに限定されない、当業者にとって既知な画像最適化のための１セットの数学的処理を組
み込むことができる。良好なパラメータが選択される場合、この画像差はＰＳＦ用語では
、代表的なＳＴＥＤよりも精細なサイズを有し、弱い抑制強度しか必要としない。実際、
渦を抑制する目的は、典型的なＳＴＥＤまたはＲＥＳＯＬＦＴの場合のように相当のエネ
ルギーを要するエアリーパッチのサイズを低減することではなく、エアリー分布または基
本分布よりも励起渦で余剰エネルギーを低減することである。また、エアリーまたは基本
分布の抑制は、２つの照射の数学的差分と等しい、励起渦によって生成される陰画像の差
分と関連付けられる。結果としてＰＳＦのサイズが低減されることが、これらの２つの効
果の組み合わせとなる。
【０３４８】
　また、場合によっては、本実施形態は、「ゲートＳＴＥＤ」で必要とされるような励起
をトリガする必要性を省くことができる。実際に、抑制の完全な適用前に到達する光子は
、複雑な制限システムを追加する必要なく、適切にパラメータを選択することを検討する
ことができる。最後に、抑制渦によって放出される放出光子は励起渦によって放出される
光子とほとんど異ならず、相殺することができるため、変形ＳＴＥＤ「ＭｏｄＳｔｅｄ」
の必要も回避することができる。
【０３４９】
　第２の実施形態では、共焦点顕微鏡および原型または変形ＬａｔＳＲＣＳモジュールを
用いて、励起ビームのシーケンスと抑制ビームのシーケンスが同時に投射され、２つのビ
ームシーケンスが偏光によって区別することができ、異なるトポロジの光分布を形成する
。この装置は、抑制ビームなしで取得されるはずの光分布のシーケンスよりも小さなシー
ケンスを生成する。ＳＲＣＤＡアルゴリズムがこの実施例で使用されて、特定のエミッタ
の空間分布または位置を判定する。抑制と光学素子を組み合わせるこの実施形態では、投
射された抑制ビームの強度と解像の粒度の両方を十分に満足させることができる。
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【０３５０】
　別の実施形態では、共焦点顕微鏡と原型または変形ＬａｔＳＲＣＳモジュールを用いて
、エアリー状の励起ビームと渦状の抑制ビームが同時に投射され、この２つのビームは偏
光によって異なる。動的要素がない場合、この装置は完全無色ＳＴＥＤ装置を形成する。
【０３５１】
　３Ｄ　ＳＴＥＤの螺旋状対称分布の使用
　ＳＴＥＤまたはＳＴＥＤ－３Ｄシステムで実行される解決策は、中心点でゼロ強度であ
り、特定距離にわたって軸に沿ってゼロのままである光分布を使用する。ＳＴＥＤ－３Ｄ
の使用のために、ゼロ強度の位置を有する分布が提案されており、このゼロ硬度の位置は
、軸方向パラメータの関数である螺旋状空間を有する。この分布の好適な実施例は、スト
ークス分布の名称で呼ばれる光分布を用いることによる円錐回折の使用である。これらの
分布は、たとえば、限定的ではないが、ＳＬＭ（空間光変調器）や、瞳孔内に位相および
／または振幅の分布を生成する分割ミラーなどの上述の装置に基づく手法を用いることに
よって実行することができる。螺旋状トポロジの分布を使用して、螺旋状運動を有するゼ
ロ強度を含む分布を形成することは、本発明の一部を成すと言える。具体的には、円錐回
折により分布を実現することは本発明の好適な実施例の１つであるが、ＳＬＭまたは分割
ミラーを用いて、瞳孔内の位相または振幅の分布を生成することも本発明に記載する実施
例の１つとみなされる。
【０３５２】
　２つの偏光の統合方法である本方法の新規な変形では、結晶のパラメータは、基本波が
黒球を生成し、波渦が渦を生成するように選択される。これらの条件下で、直交して偏光
する２つの分布は単独の入力ビームと干渉せず、両ビームの非干渉性重畳の結果、ＳＴＥ
Ｄ３Ｄに必要な２つのビームである渦と黒球が生成される。単独の抑制入力ビームによっ
て２つのビームを生成できることで、光学システムが大幅に簡易化される。また、このシ
ステムは共通路を有するため、簡易に実行することができる。光学ファイバと結晶との間
に静的または動的に配置される偏光サブモジュール（図示せず）を使用して、２つの偏光
間の強度比、ひいては２Ｄ抑制ビーム（渦）と３Ｄ抑制ビーム（黒球）間の強度比を制御
することができる。
【０３５３】
　後述するような単独の偏光の統合的方法の新規な変形では、複屈折ファイバまたは偏光
サブモジュールは、ＣＷレーザの場合は抑制レーザのコヒーレンス長よりも大きな路長差
、および／または引出しレーザまたはゲートＳＴＥＤの場合は引出し時間を生成して、両
直交偏光の非干渉性重畳を生成する。これらの条件下で、２つの分布は相互に干渉しない
。２つの分布が同一の偏光上で直交偏光を生成する際、一方は結晶および光学システムの
パラメータの選択によって黒球であり、他方は渦である。２つのインコヒーレントな分布
から生じるこれらの２つのビームは上述したように干渉しない。本装置はファイバの前で
単独の入力ビームを用いて、ＳＴＥＤ　３Ｄに必要な２つのビームである渦と黒球を個別
に生成する。単独の抑制入力ビームにより２つのビームを生成できることで、光学システ
ムが大幅に簡易化される。また、本システムは共通路を有するため、簡易に実行すること
ができる。これらの２つの変形は２つの分布の出力偏光で区別され、黒球と渦は２つの偏
光を有する統合的方法では直交し、単独の偏光を有する統合的方法では同一である。２つ
の変形はそれぞれ特定の構造にとっての利点を備える。
【０３５４】
　本方法の新規な変形では、上述のすべての装置と両立でき、おそらくは２つの偏光と単
独の偏光を有する２つの統合的方法を補完する円錐回折を用いて、円錐回折の要素は、円
錐回折のパラメータ値がほぼ等しい円錐回折の２つの結晶から成り、偏光サブモジュール
によって分離されるサブモジュールと置き換えられる。偏光サブモジュールは、抑制波長
では、偏光サブモジュールが効果を発揮せず、結晶の作用が追加されて渦および／または
黒球を生成するように選択される。励起波長では、偏光サブモジュールは、９０度または
１８０度で偏光を回転させ、２つの結晶の効果が減算され、送出ビームは入射ビームと同
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一である。この装置により、励起ビーム上に「風変わり」過ぎる分布の生成が防止される
。装置によっては、結晶は円錐回折のパラメータの異なる値を有し、励起ビーム上にも効
果を発揮することができるが、円錐回折のパラメータ値は抑制ビームのパラメータ値と異
なる。この変形は、当業者にとって周知の偏光モジュールのリソースを用いることによっ
て、いくつかの抑制波長と励起波長で達成することができる。
【０３５５】
　本方法の新規な変形では、上述のすべての装置と両立し、２つの偏光と単独の偏光を有
する２つの統合方法を補完でき、妥当な変形を加えて先行の実施例とも両立可能である円
錐回析を用いて、円錐回折の要素は、複数の抑制波長を有する黒球を実現するように、Ｌ
ＢＯとＫＴＰ（ＫＴＡ）などの異なるスペクトル特性を有する縦続の結晶に置き換えられ
る。実質上、円錐回折ρ０の効果を特徴付けるパラメータの分散は、いくつかの波長を有
する分布、特に、形状がこのパラメータに大きく依存する黒球を達成できない。したがっ
て、円錐回折ρ０の効果を特徴付けるパラメータの分散を補整することで、２以上の波長
を有する共通の光路の３Ｄ　ＳＴＥＤを実現することができる。さらに、円錐回折ρ０の
効果を特徴付けるパラメータの分散の補整は、広範囲の波長にわたって、上述したように
結晶を組み合わせる、あるいは、光学システムを二次にスペクトル的に補整する、すなわ
ち、波長に応じてデジタル開口を生成して、円錐回折ρ０の効果を特徴付けるパラメータ
の分散を補整する、または、上述の結晶の組み合わせによって生成される円錐回折ρ０の
効果を特徴付けるパラメータの分散を補正することによって達成することができる。
【０３５６】
　別の実施形態では、共焦点顕微鏡、原型または変形ＬａｔＳＲＣＳモジュールおよびＬ
ｏｎｇＳＲＣＳモジュールを用いて、励起ビームのシーケンスと抑制ビームのシーケンス
が同時に投射され、２つのビームのシーケンスは偏光によって異ならせて、異なるトポロ
ジの光分布を生成することができる。ＬａｔＳＲＣＳモジュールは、抑制ビームなしで取
得されるよりも小さなサイズの光分布のシーケンスを生成する。ＬｏｎｇＳＲＣＳモジュ
ールは、対物レンズの焦点面に配置されるナノエミッタから出射される異なる検出器上の
平行光と、焦点面の近傍または向こうに配置されるナノエミッタから出射される非平行光
とを分離するようにＰＤＯＳ法を実行する。本実施例のＰＤＯＳ法は、原型または変形Ｌ
ａｔＳＲＣＳモジュールによって取得される水平方向情報を補完する、各ナノエミッタの
略長手方向情報、すなわち、長手方向位置を取得する。
【０３５７】
　ＳＲＣＤＡアルゴリズムは、本実施例では、特定のエミッタの空間分布また配置を判定
するために使用される。
　上述の実施例のうちの１つと二軸性結晶とを使用してビーム成形を生成する別の実施形
態では、動的偏光要素が二軸性結晶の前または後に使用されて、場合によっては共焦点顕
微鏡の光学走査中に現れる可能性のある瞳孔の運動を補正する。瞳孔のこの運動効果は、
ＳＴＥＤ技術のいくつかの実施例では、追加走査システムを必要とせずに、性能限界の１
つである［３５］。
【０３５８】
　共焦点顕微鏡を使用する別の実施形態では、異なる波長の２以上の光分布が、原型また
は変形ＬａｔＳＲＣＳモジュールによって投射される。第１の光分布はシーンを疎にする
、すなわち、物理的作用によりエミッタを分離して、疎性仮定が有効である、すなわち、
分離されたエミッタまたは小数のエミッタが存在する領域を形成するように蛍光を放出す
ることのできるエミッタの密度を低くする。この疎性を招く物理的作用は、単独エミッタ
の顕微鏡手法で位置の疎性を生成するために利用される作用と同じである。これらの手法
は、たとえばＰＡＬＭ　ＳＴＲＯＭ、ＤＳＴＲＯＭ、ＦＰＡＬＭ手法などを含む。別の波
長での第２の光分布は、強度が時間の経過と共に変動する蛍光を生成する。この第２の光
分布は、ＰＳＩＴ手法のうちの１つを使用し、離散分布のシーケンスまたは連続分布のシ
ーケンスのいずれかである。離散分布の場合、光は行列検出器または単独の検出器によっ
て検出される。連続分布の場合、行列検出器を使用することもできるが、最も考えられる
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実施例は単独の検出器の使用である。この場合、位置ｘｙに関する水平方向情報とおそら
くは長手方向分布情報ｚは、強度比によって取得することができる。最も興味深いケース
の１つは、時間の経過と共に光電セルが正弦波電圧によって始動される高調波分布のケー
スである。この場合、位置ｘｙは、検出器によって測定される信号の一時的高調波を測定
することによって再発見できる。この検出器は、水平方向位置の情報を間接的に含む単独
の検出器とすることができる。
【０３５９】
　縦続で搭載される２つの結晶（相互に続く）は、参考文献４６に記載されるような結晶
の加算効果（同一方向に配向される場合）、または減算効果（１８０度で配向される場合
）をもたらす。２つの結晶間に回転子を追加して、１８０度偏光面を回転させると、効果
が逆転し、加算効果の代わりに減算効果が生じる。２つの同一の結晶を用いるシステムの
場合、結晶の加算効果が使用されると、２つの結晶の効果が加算される。様々な角度、理
想的には１８０度の倍数の角度で、異なる波長で回転する色回転子を使用する際、２つの
結晶の効果が、一方の波長では相殺され、他方の波長では加算されるモジュールを有する
ことができる。当該回転子は単結晶（たとえば、石英）とすることができ、その厚さが、
２つの最適化波長で結晶の回転力の関数として最適化されて、２つのビーム間に１８０度
の回転差を達成する。２つの円錐結晶を有するシステムの場合、材料の異なる２つの二軸
性結晶を使用することができる。結晶の減算効果が利用され、これらの効果が２つの結晶
に対して異なって波長に依存する場合、モジュールは、効果が一方の波長では相殺され、
他方の波長ではキャンセルされない２つの結晶を有するように最適化することができる。
効果を補整または追加できるＮ個の結晶を有するシステムの工程を生成して、Ｎ個の波長
用にパラメータρ０を最適化することができる。
【０３６０】
　円錐結晶によって作製される３Ｄ　ＳＴＥＤのエネルギー比は固定され、渦のエネルギ
ーは（円形）偏光によって担持され、黒球のエネルギーは他の偏光によって担持される。
第１のダイクロイック方法のダイクロイック要素または偏光を選択的に吸収する要素を使
用することで、この比は変更される。この要素は、円形ダイクロイック要素または線状ダ
イクロイック要素とすることができ、ダイクロイックの前と任意で後ろに偏光要素を追加
する必要がある。代表的だが非限定的なダイクロイック要素は、ブルースター板、または
細長金属ナノ粒子がガラスの外表面に均等に配向され包囲されたダイクロイックガラスで
ある。
【０３６１】
　この一般的な方法のその他の多くの実施例が、以下のように当業者にとって明確になる
であろう。
　－ＬａｔＳＲＣＳモジュール７００によって生成される分布のいくつかは超振動である
。図７ｂでは、図７ｂ００および７ｂ１１のケースは超振動である。超振動は広く高輝度
なリングに囲まれた天然の小さなスポットから成る。抑制リングをこの超振動に投射する
ため、低エネルギーコストで、リングに含まれる蛍光物質の放出を防止することができ、
スポットのサイズが超振動の中心点のサイズとなる。
　－２以上の抑制光分布を順次または同時に形成すると、有益なことに、すべてのＲＥＬ
ＳＯＦＴまたはＳＴＥＤ形式で抑制渦を置き換えることができる。起こりうる効果の１つ
は、ベクトル効果により抑制光分布の形状が向上することである。また、「半月」と称さ
れる分布を３つ以上生成して、偏光の様々な状態を調査することができる。
【０３６２】
　別の実施例
　上述の本発明の実施形態は、蛍光共焦点顕微鏡に組み込むことができる。本発明の実施
形態に係る超解像システムは、顕微鏡の既存の方法に加えて、あるいはそれに代わる新た
な測定方法である。ただし、本発明の実施形態に係る超解像システムは、他の顕微鏡プラ
ットフォームにも同等に組み込むことができる。これらの顕微鏡プラットフォームは、例
として上述したように、広視野顕微鏡、暗視野顕微鏡、偏光顕微鏡、位相差顕微鏡、微分
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干渉コントラスト顕微鏡、ステレオ顕微鏡、ラマン顕微鏡、ライブ細胞撮像、細胞分類、
細胞運動性などの特定タスク専用の顕微鏡、またはその他の任意の機器光学顕微鏡を含む
が、それらに限定されない。
【０３６３】
　別の実施形態では、上述の顕微鏡プラットフォームは、電子顕微鏡法システム（ＣＬＥ
Ｍ－相関光電子顕微鏡法）、あるいは、ＴＥＭ（透過型電子顕微鏡法）、またはＥＢＭ（
電子ビーム顕微鏡法）、またはＳＥＭ（走査型電子顕微鏡法）などの他の類似のシステム
に接続される。
【０３６４】
　本発明の別の実施形態では、顕微鏡プラットフォームは完全ＳＲＣＤＰプラットフォー
ムであり、ＬｏｎｇＳＲＣＳモジュールを備え、ＰＤＯＳ法を実行して、ＳＲＣＤＡアル
ゴリズムを使用する。
【０３６５】
　本発明の別の実施形態では、顕微鏡プラットフォームは部分ＳＲＣＤＰプラットフォー
ムであり、ＳＲＣＤＡアルゴリズムを使用する。
　本発明の別の実施形態では、顕微鏡プラットフォームは部分ＳＲＣＤＰプラットフォー
ムであり、制御モジュールを使用する。
【０３６６】
　本発明の別の実施形態では、顕微鏡プラットフォームはＬｏｎｇＳＲＣＳモジュールも
備え、ＰＤＯＳ法を実行する。
　本発明の使用法と動作に関する追加説明に関しては、上記説明から自明になるはずであ
る。したがって、使用法および動作に関する説明は記載しない。
【０３６７】
　これに関連し、少なくとも本発明の一実施形態を詳細に説明する前に、本発明の適用は
、以下の説明に記載する、あるいは図面に示す構成要素の構造および構成の細部に限定さ
れないと理解すべきである。本発明は他の実施形態も可能であり、様々な方法で実施およ
び実行することができる。また、本明細書で採用する語法および用語は説明のためであり
、限定することを目的とすべきではないと理解される。
【０３６８】
　本明細書で引用する参考文献は、本発明に適用可能な多くの原理を教示している。した
がって、これらの公開物のコンテンツ全文は参考として、追加または代替の細部、特徴、
および／または技術情報の教示に適宜組み込むことができる。
【０３６９】
　光ファイバの有効な使用は、基本送信モードのＴＥＭ００モードである。ただし、限定
ではないが「フォトニック結晶ファイバ」と称されるファイバに基づく光ファイバの構造
により、渦モードを含む複雑なモードでの同時または非同時送信が可能になる。したがっ
て、光ファイバを用いて円錐屈折によって生成される光分布を送り、光学システムを大幅
に簡易化することができる。
【０３７０】
　また、いくつかのファイバ「デュアルコアフォトニック結晶ファイバ」［１６］は、一
方が渦である２つのモード間の相互作用を可能にし、追加の物理的機構を提供して、様々
な伝達関数を生成する。
【０３７１】
　多くの超解像手法は、波長の一部よりも小さなサイズの点光源の測定に基づく。上述の
実施形態による超解像手法によると、点光源だけでなく、構造化対象、たとえば主に線分
、円、または連続対象すら測定することができる。生物学では、この拡張は、フィラメン
ト、ニューロン、微小管などの主要な生物学的エンティティの測定も可能にする。
【０３７２】
　本発明を理解しやすくするため実施形態の説明は、顕微鏡法、より具体的には生物学、
さらにより具体的には蛍光生物学における用途を提示しているが、用途は顕微鏡法の一般
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的な用途や、人工的ビジョンを含むビジョンの全分野に拡張することができる。
【０３７３】
　本発明の実施形態は、異なる光学システムを選択することによって、眼科的観察を含む
がそれに限定されない多数の医学的用途に適用することができる。この適用範囲は、生物
学的または医学的対象の１～１０μｍのミクロン単位の解像に相当する。
【０３７４】
　また、本発明の実施形態は、後述するように光ファイバを介して適用することができる
。これにより、胃および胃腸の観察や結腸と尿路の観察などを含むが、それらに限定され
ない多くの追加用途が可能になる。
【０３７５】
　本発明の適用は、本明細書に記載する、あるいは図面に示す細部に限定されないと理解
される。本発明は、他の実施形態が可能であり、様々な方法で実施および実行することが
できる。当業者であれば、添付の請求項に定義される適用範囲から逸脱せずに、上述した
ような本発明の実施形態に様々な変形と変更を加えることができることを容易に認識する
であろう。
【０３７６】
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【要約の続き】
義し、ベイズ法により、ノイズモデルの確率公式と、投射によってサンプルに生成される光の事前分布とを組み合わ
せる。また、本発明は測定光学方法と無色光学装置を提供し、アルゴリズムモジュールは、点エミッタ群を用いるこ
とによってサンプルの光分布を推定して、疎解に適し、事後平均を推定し、最後に、事後平均に基づき、画像の形状
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