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【手続補正書】
【提出日】令和3年9月24日(2021.9.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つ以上の期間中に生物学的活性細胞を同定する方法であって、前記方法は、前記１つ
以上の期間の各々について、
　ａ．サンプル容器内に含有されるサンプルの複数の蛍光活性画像を生成することであっ
て、前記サンプルが、生物学的活性細胞を含み、前記複数の蛍光活性画像の各画像が、そ
れぞれの複数のピクセル値を含み、各ピクセル値が、画像フレーム内のそれぞれのピクセ
ル位置に対応する、生成することと、
　ｂ．前記複数の蛍光活性画像から蛍光範囲画像を生成することであって、複数の蛍光活
性画像から蛍光範囲画像を生成することが、前記蛍光範囲画像について複数のピクセル値
を決定することを含み、前記蛍光範囲画像について所与のピクセル値を決定することが、
前記複数の蛍光活性画像の各々から、前記画像フレーム内の前記所与のピクセル値のピク
セル位置に対応するピクセル位置を有するピクセル値のセットの範囲を決定することを含
む、生成することと、
　ｃ．前記蛍光範囲画像に基づいて、対応する期間中の前記サンプル容器内の１つ以上の
活性オブジェクトの、前記画像フレームに対する位置を決定することであって、前記１つ
以上の活性オブジェクトの各々が、前記対応する期間中に前記サンプル内に存在する少な
くとも１つのそれぞれの生物学的活性細胞の一部分である、決定することと、
　ｄ．前記対応する期間中の前記サンプル容器内の前記１つ以上の活性オブジェクトの各
活性オブジェクトについて、前記対応する期間にわたる前記１つ以上の活性オブジェクト
の各々のそれぞれの時間変化活性レベルを決定することと、
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記工程ｄ．において、各時間変化活性レベルが、前記複数の蛍光活性画像の各々から
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、対応する活性オブジェクトの前記決定された位置に近接したピクセル位置を有するピク
セル値のセットに基づいて決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記１つ以上の期間の特定の期間中に前記サンプル容器内の１つ以上の活性オブジェク
トについて決定された前記時間変化活性レベルに基づいて、活性オブジェクトのサブセッ
トを選択することをさらに含み、
　前記特定の期間中の前記サンプル容器内の前記１つ以上の活性オブジェクトから特定の
活性オブジェクトを選択することが、前記特定の活性オブジェクトについて決定された前
記時間変化活性レベルが少なくとも１つのバーストを示すことを決定することを含む、
　請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記活性オブジェクトの選択されたサブセットについて決定された前記時間変化活性レ
ベルに基づいて、前記活性オブジェクトの選択されたサブセット内の活性オブジェクトの
各ペア間のパターン又は協調度の少なくとも１つを決定することと、
　前記活性オブジェクトの選択されたサブセット内の活性オブジェクトの各ペア間の前記
決定されたパターン又は協調度の少なくとも１つを表示することと、
　をさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　１つ以上の期間中に生物学的活性細胞を同定する方法であって、前記方法は、前記１つ
以上の期間のそれぞれについて：
　ａ．サンプル容器内に含まれるサンプルの複数の蛍光活性画像を生成することであって
、前記サンプルが生物学的活性細胞を含み、前記複数の蛍光活性画像の各画像がそれぞれ
の複数のピクセル値を含み、各ピクセル値がそれぞれ、画像フレーム内のピクセル位置に
対応する、生成することと、
　ｂ．対応する期間中の前記サンプル容器内の１つ以上の活性オブジェクトの前記画像フ
レームに対する位置を決定することであって、前記１つ以上の活性オブジェクトのそれぞ
れが、前記対応する期間中の前記サンプル内に存在する少なくとも１つのそれぞれの生物
学的活性細胞の部分である、決定することと、
　ｃ．前記対応する期間中の前記サンプル容器内の前記１つ以上の活性オブジェクトのそ
れぞれについて、前記対応する期間にわたるそれぞれの時間変化活性レベルを決定するこ
とと、
　ｄ．前記１つ以上の活性オブジェクトについて決定された前記時間変化活性レベルに基
づいて、前記１つ以上の活性オブジェクトから活性オブジェクトのサブセットを選択する
ことであって、前記１つ以上の活性オブジェクトから特定の活性オブジェクトを選択する
ことが、特定の活性オブジェクトについて決定された前記時間変化活性レベルが、少なく
とも１つのバーストを示すことを決定する、選択することと、
　を含む、方法。
【請求項６】
　前記工程ｃ．において、前記１つ以上の活性オブジェクトの前記それぞれの決定された
位置に近接したピクセル位置を有する、前記複数の蛍光活性画像の各々からのピクセル値
のそれぞれのセットに基づいて、前記対応する期間にわたるそれぞれの時間変化活性レベ
ルを決定する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記サンプル容器がインキュベータ内に配置されている、請求項１から６のいずれかに
記載の方法。
【請求項８】
　特定の期間中の特定の活性オブジェクトの時間変化活性レベルを決定することが、
　前記特定の期間中に生成された前記複数の蛍光活性画像の各々から、前記特定の活性オ
ブジェクトの前記決定された位置に近接したピクセル位置を有するピクセル値のセットに
基づいて未修正の時間変化活性レベルを決定すること、
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　前記未修正の時間変化活性レベルに基づいて、前記特定の期間にわたる前記特定の活性
オブジェクトの光退色の時間変化レベルを決定することと、
　前記特定の期間中の前記特定の活性オブジェクトの前記時間変化活性レベルを、前記未
修正の時間変化活性レベルから前記時間変化レベルの光退色を除去することによって決定
することと、
　を含む、請求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　（ａ）前記１つ以上の期間の第１の期間及び前記１つ以上の期間の最終期間が、２４時
間よりも長い時間、３日より長い時間、３０日より長い時間で離隔されるか、又は
　（ｂ）前記１つ以上の期間が、指定された割合で経時的に規則的に離間しているか、又
は
　（ｃ）前記１つ以上の期間のうちの少なくとも２つ又は３つが、２４時間以内に生じる
、
　請求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記（ｂ）において、前記指定された割合が、１日１回よりも大きい、又は、１日２回
よりも大きい、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　（ａ）前記１つ以上の期間の第１の期間中に位置する前記活性オブジェクト及び前記１
つ以上の期間の異なる期間中に位置する活性オブジェクトは、前記サンプル内の前記同じ
生物学的活性細胞の部分である、及び／又は
　（ｂ）前記１つ以上の期間の特定の期間中に前記サンプル容器内の前記１つ以上の活性
オブジェクトについて決定された前記時間変化活性レベルに基づいて、前記特定の期間中
の前記サンプル容器内の活性オブジェクトの各ペア間のパターン又は協調度の少なくとも
１つを決定することと、前記特定の期間中に、前記サンプル容器内の活性オブジェクトの
各ペア間のパターン又は協調度のうちの前記決定された少なくとも１つを表示することと
、をさらに含む、及び／又は
　前記生物学的活性細胞が、ニューロン、平滑筋細胞、横紋筋細胞、心筋細胞、又は分泌
細胞の少なくとも１つを含む、
　請求項１から１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記サンプル容器内の前記１つ以上の活性オブジェクトの前記画像フレームに対する位
置を決定することが、前記ピクセル位置の１つ以上のセットを決定することを含み、各セ
ットが、前記１つ以上の活性オブジェクトのそれぞれの活性オブジェクトの前記画像フレ
ーム内の範囲に対応する、請求項１から１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　前記１つ以上の期間の特定の期間中に特定の活性オブジェクトの時間変化活性レベルを
決定することが、前記特定の活性オブジェクトに対応する前記決定されたピクセル位置の
セットに対応する、前記特定の期間にわたるピクセル値の総活性レベルを決定することを
含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記１つ以上の期間の特定の期間についての複数の蛍光画像を生成することが、顕微鏡
を操作して前記複数の蛍光活性画像を生成することを含み、
　当該方法は、
　前記特定の期間についての前記複数の蛍光画像を生成する前に、前記顕微鏡が前記特定
の期間についての前記サンプルの前記複数の蛍光活性画像を生成できるように、作動した
ガントリを操作して前記サンプル容器に対して前記顕微鏡を配置することをさらに含む、
　請求項１から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　前記１つ以上の期間の特定の期間に対応する特定の複数の蛍光活性画像の各蛍光活性画
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像において表されるサンプルのそれぞれの光退色度を決定することと、
　前記特定の期間の前記蛍光範囲画像を生成する前に、前記特定の複数の蛍光活性画像の
それぞれの前記蛍光活性画像を、前記それぞれの決定された光退色度に従って補正するこ
とと、
　をさらに含む、
　請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記生物学的活性細胞が、前記生物学的活性細胞の活性レベルに関連する蛍光特性を有
するフルオロフォアを含み、前記サンプルの所定の蛍光活性画像を生成することが、前記
フルオロフォアの励起波長で前記サンプルを照明することと、前記フルオロフォアの発光
波長で前記サンプルから応答的に発出される光を画像化することと、をさらに含む、請求
項１から１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　前記フルオロフォアが、カルシウム感受性フルオロフォアを含む、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　それぞれの決定された時間変化活性レベルに基づいて、前記１つ以上の期間の少なくと
も１つの間の前記オブジェクトの１つ以上のそれぞれの平均強度レベルを決定することを
さらに含み、及び／又は
　それぞれの決定された時間変化活性レベルに基づいて、前記１つ以上の期間の少なくと
も１つの間の前記オブジェクトの１つ以上のそれぞれの平均バースト割合を決定すること
をさらに含む、
　請求項１から１７のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　細胞培養容器の動画をキャプチャすることと、
　前記動画から静的な範囲画像を生成することと、
　を含み、
　前記範囲画像が、完全なスキャン期間にわたって、各ピクセル位置において、最大蛍光
強度から減算された最小蛍光強度を表すピクセルで構成される、
　方法。
【請求項２０】
　（ａ）前記範囲画像をセグメント化することによって、オブジェクトを定義することを
さらに含み、及び／又は
　（ｂ）前記オブジェクトから、前記完全なスキャン期間からすべてのオブジェクトの各
バーストの強度を導出することをさらに含む、
　請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記（ａ）において、
　前記オブジェクトから、前記完全なスキャン期間からの平均オブジェクト平均強度を導
出することと、
　前記オブジェクトから、前記完全なスキャン期間にわたるすべてのオブジェクトトレー
スのペアワイズ相関分析を導出することと、
　前記オブジェクトから、前記完全なスキャン期間からすべてのオブジェクトの平均バー
スト持続時間の平均を導出することと、
　の一又は複数をさらに含む、
　請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記（ｂ）において、前記完全なスキャン期間からのすべてのオブジェクトの平均バー
スト強度の平均として、全体的なバースト強度メトリックを導出することをさらに含む、
請求項２０に記載の方法。
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【請求項２３】
　非一時的コンピュータ可読媒体であって、コンピューティングデバイスの１つ以上のプ
ロセッサによって実行される場合、前記コンピューティングデバイスに、請求項１から２
２のいずれかに記載の方法を実行するコンピュータ操作を実行させる、少なくともコンピ
ュータ可読命令を格納するように構成されている、非一時的コンピュータ可読媒体。
【請求項２４】
　システムであって、
　１つ以上のプロセッサと、
　非一時的コンピュータ可読媒体であって、前記１つ以上のプロセッサによって実行され
る場合、前記システムに、請求項１から２２のいずれかに記載の方法を実行させる、少な
くともコンピュータ可読命令を格納するように構成されている非一時的コンピュータ可読
媒体と、を備える、システム。
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