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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞サンプル集団から収集された画像により疾患状態を検出する疾患状態検出方法であ
って、
　（ａ）サンプル画像データが、同時に収集された個々の細胞の複数の画像を含み、前記
疾患状態の存在が未知であるような前記サンプル画像データを収集するために前記細胞サ
ンプル集団を画像化するステップと、
　（ｂ）前記疾患状態を示唆する画像データを取得するように、前記疾患状態を示すこと
が知られている疾患細胞集団を画像化するステップと、
　（ｃ）前記疾患細胞集団の画像化によって取得された画像データ中に前記疾患状態を示
唆する少なくとも１つの測光又は形態的マーカーを同定するステップと、
　（ｄ）前記疾患状態が前記細胞サンプル集団中に存在するという決定によってなされる
ように、前記疾患状態を示唆するように同定された少なくとも１つの測光又は形態的マー
カーが、前記サンプル画像データ中に存在するならば、検出するために集められた前記サ
ンプル画像データを自動的に分析するステップと、
　を含むことを特徴とする疾患状態検出方法。
【請求項２】
　前記同時に収集された個々の細胞の複数の画像が、少なくとも
　（ａ）複数スペクトル画像と、
　（ｂ）複数モード画像からなる群から選択された少なくとも１つのタイプの画像と
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　を含むことを特徴とする請求項１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項３】
　前記疾患状態を示唆する少なくとも１つのマーカーを同定するステップが、測光パラメ
ータを含む少なくとも１つのマーカーを同定するステップを含むことを特徴とする請求項
１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項４】
　前記疾患状態を示唆する少なくとも１つのマーカーを同定するステップが、形態パラメ
ータを含む少なくとも１つのマーカーを同定するステップを含むことを特徴とする請求項
１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項５】
　前記疾患状態を示唆する少なくとも１つのマーカーを同定するステップが、前記疾患細
胞集団には存在するが健常細胞集団には存在しない細胞タイプを同定するステップを含む
ことを特徴とする請求項１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項６】
　前記疾患状態を示唆する少なくとも１つのマーカーを同定するステップが、前記疾患状
態を示唆する第１の細胞タイプと第２の細胞のタイプとの比率を同定し、健常状態を示唆
する比率が前記疾患状態を示唆する比率と異なるステップを含むことを特徴とする請求項
１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項７】
　前記画像データを取得するように、前記細胞サンプル集団を画像化するステップが、前
記細胞サンプル集団と前記細胞サンプル集団を画像化するために使用されるイメージング
システムが相対動作をしている間に、前記細胞サンプル集団を画像化するステップを含む
ことを特徴とする請求項１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項８】
　前記疾患状態が、慢性リンパ性白血病であることを特徴とする請求項１に記載の疾患状
態検出方法。
【請求項９】
　前記画像データを分析するステップが、健常細胞集団に存在するよりも高い割合のリン
パ細胞を前記細胞集団が含むかどうかを判断するステップを含むことを特徴とする請求項
８記載の疾患状態検出方法。
【請求項１０】
　前記細胞集団を画像化する前に前記細胞集団に試薬を加えるステップをさらに含み、前
記試薬は、
　（ａ）１つ又は複数の細胞特徴の同定を容易にするように標識化し、
　（ｂ）疾患細胞の同定を容易にするように標識化し、
　（ｃ）異常細胞の同定を容易にするように標識化し、
　（ｄ）独自の光学信号を有する反応基質からなる群から選択される少なくとも１つの試
薬を含み、前記反応基質は前記疾患状態を示唆する遊離生体分子に選択的に結合するよう
に構成され、それにより前記独自の光学信号を前記画像データ内で検出することによって
前記疾患状態が存在することを示すことを特徴とする請求項１に記載の疾患状態検出方法
。
【請求項１１】
　（ａ）前記細胞サンプル集団中に検出された疾患状態が処置された後、患者から新しい
細胞集団を収集するステップと、
　（ｂ）新しい画像データを収集するために前記新しい細胞集団を画像化するステップと
、
　（ｃ）前記処置の有効性を評価するために前記新しい画像データを分析するステップと
　をさらに含むことを特徴とする請求項１に記載の疾患状態検出方法。
【請求項１２】
　前記画像データを取得するように前記細胞集団を画像化するステップが、紫外線光を発
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生する光源を使用して前記細胞集団を照射するステップを含むことを特徴とする請求項１
に記載の疾患状態検出方法。
【請求項１３】
　前記画像データを収集するように、前記細胞集団を画像化するステップが、明視野画像
、暗視野画像及び蛍光画像というタイプの画像からなる群から選択される、少なくとも２
つのタイプの画像を同時に収集するステップを含むことを特徴とする請求項１に記載の疾
患状態検出方法。
【請求項１４】
　細胞集団から収集された画像データを取得及び分析するように構成されたイメージング
システムであって、前記画像データは、同時に取得された個々の細胞の複数の画像を含み
、疾患状態を検出することを可能にし、
　（ａ）個々の細胞から移動する光を通過し、集光経路に沿って移動するように配設され
た集光レンズと、
　（ｂ）前記集光レンズを通過した光を分散し、それにより分散光を生成するように、前
記集光経路に配設された光分散要素と、
　（ｃ）光学要素を介して前記光分散要素によって生成された前記分散光を焦点合わせす
るように配設され、焦点合わせされた分散光を生成するイメージングレンズと、
　（ｄ）前記イメージングレンズによって生成され、前記焦点合わせされた分散光が前記
個々の細胞の複数の画像からなり、前記複数の画像が前記画像データを含むように、前記
焦点合わせされた分散光を受け取るように配設されたＴＤＩ検出器と、
　（ｅ）前記光分散要素によって分散された他方の分散光を、前記細胞の速度に対応する
変調タイミング信号を生成する光学回折格子を介して受け取るように配設された光検出器
と、
　（ｆ）前記画像データが、前記細胞集団が前記疾患状態を示唆する少なくとも１つのマ
ーカーを含むかどうかを判断し、前記光検出器によって生成された前記変調タイミング信
号に応答する前記ＴＤＩ検出器のクロック速度を調整するように、前記細胞集団の個々の
細胞から収集された前記複数の画像の前記画像データを分析するように構成されたプロセ
ッサと
　を備えたことを特徴とするイメージングシステム。
【請求項１５】
　（ａ）個々の細胞に伝達する紫外線光を発生するレーザー光源と、
　（ｂ）４００～４６０ｎｍスペクトルバンドで回折制限されたイメージング性能を容易
にするように構成された光学要素と
　をさらに備えたことを特徴とする請求項１４に記載のイメージングシステム。
【請求項１６】
　前記プロセッサが、前記疾患状態が存在する範囲を定量化するようにさらに構成されて
いることを特徴とする請求項１４に記載のイメージングシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞集団から収集された画像により疾患状態を検出する疾患状態（ｄｉｓｅ
ａｓｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）検出方法に関し、より詳細には、イメージングフローサイ
トメータを使用した血液及び細胞の分析に係る疾患状態検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞血液病理学（ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｈｅｍａｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ）は、従来、メ
イグリュンワルド／ギムザ染色又はライト／ギムザ染色による血液塗抹標本（ｓｔａｕｎ
ｅｄ　ｂｌｏｏｄ　ｆｉｌｍ）の形態的分析（ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎａｌｙ
ｓｉｓ）及び細胞酵素学（ｃｙｔｏｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ）を含む、様々なスライドベー
スの手法によって同定及び検査が行われてきた。さらに、これらの病理を理解するために
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、フローサイトメトリー（ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）による細胞集団分析など他の
手法、及び遺伝子の発現、遺伝子の突然変異、染色体の転座及び複製を判定するためのポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ；ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）
やイン・サイチュー（ｉｎ　ｓｉｔｕ）ハイブリダイゼーションなどの分子的方法が加わ
った。
【０００３】
　このような手法を使用することによって、診断能力の向上、疾患のメカニズム及び進行
の理解、ならびに新しい治療法の評価に進歩がもたらされたが、そのような技術は、それ
ぞれ標準化及び頑健性に関する問題を抱えており、ほとんどは日常的な臨床検査で使用さ
れるには至っていない。
【０００４】
　従来の血液学的臨床検査には、最小限の人的介入で多数の末梢血試料を迅速かつ自動的
に分析する技術を含んでいる。Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ
　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｉｎｃ．（Ｆｕｌ
ｌｅｒｔｏｎ、ＣＡ）、及びＴＯＡ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｋｏｂｅ、Ｊａｐａｎ）
などの企業では、処理量、分析の正確度、ならびに各試料検査時に収集する情報内容を適
度に増加することに関して、これらの技術は進歩し続けている。しかし、細胞血液病理を
示唆、すなわち、ある特定のパラメータに関して変動の許容範囲から外れている試料に関
しては、従来のスライドベースの手法が広く使用され、考え得る異常の原因が判断される
。
【０００５】
　血液学（ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ）では、診断基準は、細胞の数、サイズ、形状及び染色
パターンの異常の形態的同定に基づいて行われる。これらは数十年間にわたって、細胞集
団分析で、モノクローナル抗体を用いた様々な細胞表面の決定基の染色、及びフローサイ
トメトリーによるデータの収集により補われてきたが、診断的評価の最も重要な要素は、
末梢血塗抹標本の目視検査、顕微鏡を使用した骨髄及びリンパ節の生検であり、これによ
り推定される異常の主観的分類が可能になる。
【０００６】
　患者の組織及び血液の塗抹標本を手作業で評価することは、煩雑で時間がかかり、検査
室間及び観察者間での変動性が非常に大きい。このプロセスは、染色の変動性（縦断的分
析に悪影響を及ぼす）、評価者の偏り、及び最適未満の試料の作製（血液塗抹標本に「汚
染」細胞及び変則的なリンパ球が多い）を含む、多くの変動性及び過失の原因による影響
を受ける。数百個の細胞を形態的概観によって手作業で分類することは、経時的に観察さ
れる変化、又は治療の結果としての変化の評価において、統計力が乏しく信頼性が低い。
【０００７】
　慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ；Ｃｈｒｏｎｉｃ　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ　Ｌｅｕｋｅ
ｍｉａ）は、悪性の形質転換事象（例えば、染色体転座）により骨髄が過剰なリンパ球（
白血球の一種）を産生する癌の一種である。このＣＬＬは、欧米社会で最も多いタイプの
白血病である。通常、幹細胞（未成熟細胞）は骨髄で起きる命令による分化のプロセスに
よって、成熟血液細胞へと成長する。成熟血液細胞には次の３種類がある。それは、（１
）体内の全組織に酸素を運ぶ赤血球；（２）感染と闘う白血球；及び（３）血栓を形成し
て出血の防止を助ける血小板である。一般に、これらの血液細胞の数及びタイプは厳密に
規定されている。ＣＬＬでは、リンパ球と呼ばれる白血球の一種が慢性的に病的に過剰産
生される。リンパ球には次の３種類がある。それは、（１）感染との闘いを助ける抗体を
産生するＢリンパ球；（２）感染と闘う抗体をＢリンパ球が産生することを助けるＴリン
パ球；及び（３）癌細胞及びウイルスを攻撃するキラー細胞である。ＣＬＬは、一般に悪
性転換したＣＤ５＋Ｂリンパ球細胞のクローン増殖を表す、末梢血のＢリンパ球細胞数の
増加を伴う疾患である。
【０００８】
　現在、この病患状態は確立された化学療法を使用して治療されているが、ＣＬＬ細胞上
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に発現した細胞表面抗原を標的とするモノクローナル抗体（例えば、Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ
）を含む、多くの新しい治療法が開発されている。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄ
ａｔａ　Ｂａｓｅの最近のデータによれば、この疾患に関する５年生存率は約４８％であ
り、１０年後まで生存するこの疾患の患者はわずか２３％に過ぎない。近年、患者集団を
個々の臨床アウトカムを有する２つのサブ集団に層化することのできる、多くの予後因子
が同定されている。生存率の減少と相関傾向のある因子は次の通りである。それは、ＺＡ
Ｐ７０の発現（Ｔリンパ球細胞のシグナリングに必要なチロシンキナーゼ）、ＣＤ３８発
現、非突然変異Ｉｇ　Ｖｈ遺伝子、及び染色体異常の増加である。しかし、これらの因子
の日常的な評価は、データの標準化及び解釈における技術的な問題により、標準的な臨床
試験までにはなっていない。
【０００９】
　形態的評価が依然として血液病理の「ゴールドスタンダート（ｇｏｌｄ　ｓｔａｎｄａ
ｒｄ）」であり、ＣＬＬの患者は形態的な不均一性を示す。特定の形態的プロファイルを
臨床的予後と相関させる試みが行われているが、現在のところ広く認められている関連性
はなく、ＣＬＬの形態的サブ分類及びその臨床的予後との相関は、依然として探索中であ
る。
【００１０】
【特許文献１】米国特許第６，２４９，３４１号明細書
【特許文献２】米国特許第６，２１１，９５５号明細書
【特許文献３】米国特許第６，４７３，１７６号明細書
【特許文献４】米国特許第６，５８３，８６５号明細書
【特許文献５】米国特許出願第０９／９８９，０３１号明細書
【特許文献６】米国特許第６，６０８，６８２号明細書
【特許文献７】米国特許第６，５３２，０６１号明細書
【特許文献８】米国特許第６，７６３，１４９号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　したがって、血液関連の疾患及び異常の調査をしやすくするように、末梢血白血球を含
む血液、及び骨髄及びリンパ節などの細胞成分（細胞を懸濁液中で処理しやすい）を自動
的に分析するのに適切な方法及び装置を提供することが望ましい。血液及び他の体液（及
び細胞コンパートメント）からの画像を迅速に収集するための方法及び装置を提供し、そ
のような画像を分析して、疾患に関連する細胞異常又は細胞分布異常を同定するためのソ
フトウェアツールを提供することが特に望ましい。
【００１２】
　本発明は、このような状況に鑑みてなされたもので、その目的とするところは、細胞集
団から収集された画像により疾患状態を検出する疾患状態検出方法を提供することにある
。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本願明細書に開示された概念の実施態様は、細胞集団からの複数スペクトル画像の収集
及び画像の収集において、同定可能な測光及び／又は形態的マーカーを使用する、集団の
少なくとも１つの特徴を測定するための収集された画像の分析に関し、マーカーは疾患状
態と関連する。マーカーという用語は、細胞（又は細胞群）の１つ又は複数の画像を使用
して判断される、細胞（又は細胞群）の光学的又は空間的特徴をいう。例示的な適用では
、細胞は体液及び細胞コンパートメントから取得され、特に好ましい実施では血液から取
得され、最も好ましくは細胞コンパートメントが骨髄及びリンパ節であり、さらに特に好
ましい実施では測光及び形態的マーカーの両方を分析に使用する。特に好ましくは、実施
を制限するものではないが、個々の物体の複数の画像がそれぞれ同時に収集される。
【００１４】
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　本願明細書に開示された概念の一実施態様に従って生体細胞を分析するために使用する
ことのできる例示的なステップは、細胞集団から画像データを収集し、画像データから１
つ又は複数の細胞サブ集団を同定することを含んでいる。一実施形態では、疾患状態に関
連する異常を示す細胞に対応するサブ集団が同定される。そのようなサブ集団は、１つ又
は複数の測光及び／又は形態的特徴が一般に疾患状態に関連する細胞異常に関連すること
を示す実験的証拠に基づいて同定することができる。例えば、収集された画像からの測光
及び／又は形態的データを分析する。そのようなデータは、細胞の１つ又は複数の特徴に
関連することができる。特徴という用語は、細胞の１つ又は複数の画像から容易に区別す
ることのできる特定の構造、領域、特徴、特性、又は細胞の部分のこと指すことが意図さ
れている。選択された特徴の少なくとも１つの特徴を測定することを可能にするように、
収集された画像からの測光及び／又は形態的データを分析する。特定の疾患状態において
見られる細胞異常と実験的に関連する特徴を、データ中に検出することができ、最初に画
像化された細胞集団に特定の疾患状態が見られるかどうかを判断する。
【００１５】
　さらに他の実施形態では、細胞自体が測光及び／又は形態的パラメータによって同定す
ることのできる異常を示していなくても、疾患状態を検出することができる。そのような
実施では、試料は、正常な特徴的な形態及び測光的マーカーによってそれぞれが同定され
る複数の異なるサブ集団を含んでいる。疾患状態が存在しない場合、サブ集団同士の互い
に対する比率は、測定可能な範囲で患者ごとに異なる。悪性の疾患状態が存在する場合、
疾患状態は、サブ集団同士の比率を変化させることができ、比率の変化が正常範囲を超え
ることによって疾患状態が存在することを示すことができる。例えば、ＣＬＬ（上述した
背景技術で述べた疾患状態）は、血液中のリンパ細胞の比率を変化させる。リンパ細胞自
体は異常を示さないが、感染に対する正常な反応又は悪性の転換事象の結果として考えら
れるリンパ細胞数の増加が正常範囲を超えることによって、疾患状態が示唆される。
【００１６】
　健常な患者の血液細胞集団について検討する。他のタイプの血液細胞に対するリンパ細
胞の比率は、血液細胞タイプに従って画像を分類するように血液細胞の全集団の画像デー
タを分析することによって、測定することができる。同じプロセスをＣＬＬ患者の血液細
胞集団に適用すると、他のタイプの血液細胞に対するリンパ細胞の比率は、ＣＬＬに罹患
していない患者で同定された比率と大きく異なる。したがって、細胞集団を分析して集団
に存在するサブ集団を同定し、疾患状態の存在を示すサブ集団の比率の変化を測定するこ
とによって、疾患状態を検出することができる。
【００１７】
　さらに他の実施形態では、無特徴の細胞タイプの存在によって疾患状態を検出すること
ができる。そのような実施形態では、試料は、特徴的な形態及び測光的マーカーによって
それぞれが同定される複数の異なるサブ集団を含んでいる。疾患状態が存在しない場合、
測定可能な範囲内で患者ごとに異なるが、試料内で予想されるサブ集団のみが明らかとな
る。疾患状態が存在する場合、試料内で完全に変則的な細胞タイプを明白にすることがで
きる。例えば、乳癌の転移は血液中のあるレベルの明らかな上皮細胞の存在によって証明
される。したがって、細胞集団を分析して集団に存在するサブ集団を同定し、疾患状態の
存在を示す変則的なサブ集団の有病率を測定することによって、疾患状態を検出すること
ができる。疾患状態は、変則的な細胞の集団の形態及び測光的マーカーを分析して特徴的
なサブ集団を含んでいるかどうかを判断することによって、さらに明確にすることができ
る。例えば、細胞サイズに対する核サイズの高い比率を定義するマーカーによって証明さ
れるように、大部分の細胞が速い速度で分裂すると、癌が侵攻性であることを特徴付ける
ことができる。
【００１８】
　さらに他の実施形態では、細胞サブ集団及びその相対的な存在度を分析するだけではな
く、細胞試料中に浮遊する（細胞に関連しない）生体分子を分析することによっても疾患
状態を検出することができ、そのような実施形態では試薬を細胞試料に加えることができ
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、試薬は特定の生体分子の存在度をそれぞれが示す反応基質を含んでいる。各反応基質（
例えば、微小球体）は、それが優先的に結合する生体分子の種類を同定するとともに、試
料中の生体分子の存在度を示す、独自の光学特徴を含んでいる。反応基質と細胞が混ざり
合った試料画像を分析することによって、反応基質と細胞を区別し、複合的な方法で試料
中の分子及び細胞の分析を実施することができる。
【００１９】
　集団及びサブ集団の画像データはいくつかの異なる手法を使用して操作することができ
る。例示的な手法はゲーティング（ｇａｔｉｎｇ）と呼ばれ、測光又は形態的イメージン
グに関するデータの操作である。他の例示的な手法はバックゲーティングであり、ゲーテ
ィングされたデータのサブセットをさらに定義することを含んでいる。厳密に必要ではな
いが、好ましくは、収集された画像データ、特に同時複数チャンネルイメージングを使用
して収集された画像データに信号処理を実施して、クロストークを低減して空間分解能を
強化する。
【００２０】
　特に好ましい実施形態では、疾患状態を示す細胞集団からの画像データが収集される。
疾患状態に関連した１つ又は複数の測光又は形態的マーカーが同定される。上述したよう
に、そのようなマーカーは、健常細胞（ｈｅａｌｔｈｙ　ｃｅｌｌ）と疾患細胞（ｄｉｓ
ｅａｓｅｄ　ｃｅｌｌ）の間のいくつかのパラメータの測定可能な差異を示唆することが
できる。健常細胞を疾患細胞と区別するために使用されるそのような測光又は形態的マー
カーは、一般に特定の特徴と関連している。同定されたマーカーは、疾患細胞から収集さ
れた画像データに存在するデータを示すことができるが、健常細胞から収集された画像デ
ータには存在しない可能性が高い。同定されたマーカーは、また、疾患状態を示す細胞か
ら収集された画像データに存在するデータを示すことができ、健常細胞から収集された画
像データにも存在するが、定量化可能及び同定可能な程度は異なる可能性が高い。マーカ
ーは、疾患状態がないことに関連するサブ集団ではなく、疾患状態に関連するサブ集団の
測定可能な変化を表すことができる。上述した例を使用して、他の血液細胞タイプに対す
る血液のリンパ細胞数の増加は、ＣＬＬ疾患状態を示唆する。
【００２１】
　１つ又は複数の同定マーカーが実験的に確立された後、細胞集団を画像化し分析して、
同定マーカーが試料集団中に存在するかどうかを判断し、疾患状態が存在するかどうかを
判断することができる。特に好ましくは、実施を制限するものではないが、疾患状態は慢
性リンパ性白血病（ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ）であ
り、マーカーはリンパ細胞サブ集団のサイズ又は形状の増加に関する。
【００２２】
　分析を容易にするために、本願明細書に開示された概念の少なくとも１つの態様は、疾
患細胞又は健常細胞のいずれかを標識化（ｌａｂｅｌｉｎｇ）し、健常細胞及び疾患細胞
の混合集団をともに画像化することを対象とし、それにより同定マーカーが細胞の混合集
団から測定されるようになっている。標識化によって、標識化された細胞のサブ集団を、
混合集団試料から収集された画像化されたデータから抽出することが可能になる。したが
って、標識化によって集合画像データを疾患細胞に対応する画像及び健常細胞に対応する
画像に分離することが容易になり、疾患細胞に対応する測光及び／又は形態的マーカーを
より簡単に同定することが可能になる。
【００２３】
　本願明細書に開示された手法のさらに他の実施態様は、疾患状態を示す患者の治療の監
視に関する。治療前に患者の細胞集団を画像化することによって、ベースラインデータを
収集する。好ましくは、細胞集団は血液などの体液から取得される。治療の間、治療プロ
セスの様々な段階の間及び後に患者から収集した追加の細胞集団を画像化することによっ
て追加データを取得する。そのようなデータは、疾患状態対正常細胞を表す細胞の量、又
は集団に存在するサブ集団の比率の変化のいずれかによって示されるように、疾患状態に
ある患者の改善状態を定量的に示唆する。そのような定量化は、標準的な顕微鏡及び／又
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は従来のフローサイトメトリーでは実行不可能であることが重要である。
【００２４】
　本願明細書に開示された手法の好ましい実施では、生体細胞の集団から収集された画像
は複数モード画像の収集を含んでいる。すなわち、収集された画像は以下のタイプの画像
の少なくとも２つを含んでいる。それは、細胞から放射された光に対応する１つ又は複数
の画像、細胞によって伝達された光に対応する１つ又は複数の画像、及び細胞によって散
乱された光に対応する１つ又は複数の画像である。そのような複数モードイメージングは
以下のタイプの画像のいずれか又は組合せを包含することができる。それは、（１）１つ
又は複数の蛍光画像及び少なくとも１つの明視野画像；（２）１つ又は複数の蛍光画像及
び少なくとも１つの暗視野画像；（３）１つ又は複数の蛍光画像、明視野画像、及び暗視
野画像；及び（４）明視野画像である。（スペクトルによって分離された）複数の異なる
蛍光画像の同時収集は、（２つの異なるスペクトルフィルタで伝送された光を使用した）
複数の異なる明視野画像の同時収集と同様に、有益であり得る。好ましくは、複数モード
画像が同時に収集される。
【００２５】
　この発明の開示は、いくつかの概念を簡略化された形態で導入するために示したが、以
下の発明を実施するための最良の実施形態でさらに詳細に説明される。しかし、この発明
の開示は、特許請求に範囲に記載された主題の主要又は重要な特徴を特定するものではな
く、特許請求に記載された主題の範囲を判断する際の助けとして使用されるものでもない
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　１つ又は複数の例示的な実施形態の様々な態様及び付随する利点、ならびにその修正は
、添付の図面と併せて読むと以下の詳細な説明を参照することによってより理解しやすく
なるとともに、以下で容易に明らかとなるであろう。
【００２７】
　＜図及び開示された実施形態は限定的ではない＞
　例示的な実施形態が、図面の参照した図において例示されている。本願明細書で開示さ
れた実施形態及び図は、限定的ではなく例示的であるとみなすべきである。
【００２８】
　＜概要＞
　本発明の開示は、フローサイトメトリーの速度、試料の取扱い、細胞ソーティング能力
を、複数の形態の顕微鏡の画像、感度、及び分解能ならびに完全な可視／近赤外線スペク
トル分析と組み合わせて、血液の病患状態に関連するデータを収集及び分析し、特に慢性
リンパ性白血病を検出及び監視することができる、フローイメージングシステムの使用方
法を包含する。
【００２９】
　本願明細書に開示された概念の一実施態様は、流体のフロー中に巻き込まれた生体細胞
を画像化及び分析するためのシステム及び方法に関する。少なくとも１つの実施形態では
、複数の生体細胞の画像、すなわち、以下のタイプの画像の少なくとも２つを含む、複数
の画像を同時に収集する。それは、明視野画像、暗視野画像、及び蛍光画像である。画像
は生体細胞の集団のために収集される。画像が収集された後、画像を処理して画像のサブ
集団を同定することができ、サブ集団では病患状態との関連が実験的に測定される光度及
び／又は外形特性を共有する。
【００３０】
　以下の開示、及びそれに添付される特許請求の範囲に関して「細胞集団（ｐｏｐｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌ）」という用語は、複数の物体を含む細胞群のことをいう。し
たがって、細胞集団は複数の細胞を含まなくてはならない。
【００３１】
　本願明細書に開示される技術を実行するために必要な画像データの収集に使用される好
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ましい画像システムは、以下の原理特性を組み込んでいる：
１．高速測定；
２．大量又は連続的な試料を処理する能力；
３．高スペクトル分解能及び帯域；
４．良好な空間分解能；
５．高感度；及び
６．低い測定変動性。
【００３２】
　特に、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器（Ａｍｎｉｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、
Ｓｅａｔｔｌｅ　ＷＡ）で具現化されている、最近開発されたイメージングフローサイト
メータ技術は、上述した原理の特性をそれぞれ達成する上で大きな進歩を成し遂げている
。ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器は、図１に関して以下に詳述するフローイメージ
ングシステムの商業的な実施形態である。フローサイトメトリーの技術分野におけるこれ
らの重大な進歩は、本発明の譲受人に譲渡された特許（例えば、特許文献１乃至５参照）
に記載されている。ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）のプラットフォームは、本願明細書
に開示された概念に従って処理される画像データを収集するための特に好ましいイメージ
ング機器を表しているが、本願明細書に開示された概念は特定の機器の使用のみに限定さ
れるものではない。
【００３３】
　上述したように、生体細胞集団から画像データを収集するステップに加えて、本願明細
書に開示された概念の一実施態様は、画像化された細胞集団において病患状態に関連する
少なくとも１つの特性を測定するように、収集された画像データを処理するステップを含
んでいる。好ましい画像分析ソフトウェアパッケージは、ＩＤＥＡＳ（商標）（Ａｍｎｉ
ｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｓｅａｔｔｌｅ　ＷＡ）である。ＩＤＥＡＳ（商標）パッ
ケージは、細胞集団を規定及び特徴付けるために使用することのできる、複数の形態及び
蛍光強度測定を含む約２００の特徴をすべての細胞で評価する。ＩＤＥＡＳ（商標）パッ
ケージによって使用者は、生物学的に関連のある細胞のサブ集団を規定し、ゲーティング
及びバックゲーティングなど標準的なサイトメトリー分析を使用して、サブ集団を分析す
ることが可能である。しかし、本願明細書に開示された概念を適用するために他の画像分
析法又はソフトウェアパッケージを実施することもでき、開示された好ましい画像分析ソ
フトウェアパッケージは、本願明細書に開示された概念を制限するのではなく例示的なも
のである。
【００３４】
　＜好ましいイメージングシステムの概要＞
　図１は、フロー中の物体から複数の画像を同時に収集するために使用することのできる
例示的なフローイメージングシステムを示す概略図である。つまり、流体フロー５０４内
に巻き込まれた物体５０２（生体細胞など）の画像を収集するときにＴＤＩを使用する、
好ましいフローイメージングシステム５１０（ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）プラット
フォームを機能的に記述）の概略図である。
【００３５】
　フローイメージングシステム５１０は、ＴＤＩイメージング検出器５０８とフローイメ
ージングシステム５１０を通る流体のフローを同期させるために使用する速度検出サブシ
ステムを含んでいる。このイメージングシステム５１０は、物体の複数の画像を同時に収
集することができることが重大である。また、イメージングシステム５１０の特に好まし
い実行は、複数スペクトルイメージング用に構成され、次の６つのスペクトルチャンネル
で操作することができる。それは、ＤＡＰＩ蛍光（４００～４６０ｎｍ）、暗視野（４６
０～５００ｎｍ）、ＦＩＴＣ蛍光（５００～５６０ｎｍ）、ＰＥ蛍光（５６０～５９５ｎ
ｍ）、明視野（５９５～６５０ｎｍ）、及び深赤色（６５０～７００ｎｍ）である。ＴＤ
Ｉ検出器５０８は、ピクセルあたり１０ビットデジタル分解能が可能である。好ましいイ
メージングシステム５１０の開口数は、一般に０．７５であり、ピクセルサイズは約０．
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５ミクロンである。しかし、このフローイメージングシステム５１０は、６スペクトルチ
ャンネルに限定されるものでも、上述した開口数又はピクセルサイズ及び解像度に限定さ
れるものでもないことを、当業者であれば理解するであろう。
【００３６】
　移動物体５０２は、光源５０６を使用して照らされる。この光源５０６は、レーザー、
発光ダイオード、フィラメントランプ、ガス放電アーク灯又は他の適切な発光源とするこ
とができ、フローイメージングシステム５１０は、広帯域又は１つ又は複数の望ましい光
波長を物体の速度及び１つ又は複数の他の特徴の検出に必要な強度で物体に照射するよう
に使用される、レンズ、開口、及びフィルタなどの光学調整要素を含むことができる。物
体からの光は、ビームスプリッター５０３によって２つの光路に分割される。一方の光路
に沿って移動する光は、速度検出器サブシステムの方向に向かい、他方の光路に沿って移
動する光は、ＴＤＩイメージング検出器５０８の方向に向かう。光を所望の方向に向かわ
せ、光の焦点を合わせるために、複数のレンズ５０７を使用する。図示されていないが、
例えば、物体内／物体上の蛍光又は燐光分子によって発せられる波長に対応する狭帯域の
波長の光、又は光源５０６によってもたらされる波長を有する光のみを速度検出サブシス
テム及び／又はＴＤＩイメージング検出器５０８に到達させるために、１つ又は一揃いの
フィルタを有することができる。その結果、所望しない光源からの光が実質的に排除され
る。
【００３７】
　速度検出器サブシステムは、物体からの変調光を増幅する光学回折格子５０５ａ、光感
知検出器５０５ｂ（光電子増倍管又はソリッドステート光検出器）、信号調整ユニット５
０５ｃ、速度計算ユニット５０５ｄ、及びシステムを通る流体のフロー５０４にＴＤＩイ
メージング検出器５０８を確実に同期させるタイミング制御ユニット５０５ｅを含んでい
る。光学回折格子は、好ましくは、物体から受け取った光を変調する交互になった複数の
透明及び不透明のバーを含み、光を送った物体の速度に対応する変調周波数を有する変調
光を形成する。好ましくは、光回折格子の光学倍率及び刻線ピッチは、照射しようとする
物体のサイズとバーの幅がほぼ同じになるように選択される。したがって、細胞又は他の
物体から収集された光は、物体がインテロゲーション領域、すなわち、視野を横切るとき
、光学回折格子の刻線を通って交互に遮断及び通過する。変調光は、光感知検出器の方向
に向かい、物体の速度を測定するためにプロセッサが解析することのできる信号を発生す
る。速度計測サブシステムを使用して、タイミング信号がＴＤＩイメージング検出器５０
８に送られる。
【００３８】
　好ましくは、信号調整ユニット５０５ｃは、プログラマブル計算デバイスを含むが、こ
の目的でＡＳＩＣチップ又はデジタルオシロスコープを使用することもできる。光検出器
の周波数が計測され、その周波数の関数として物体の速度が計算される。ＴＤＩイメージ
ング検出器５０８のクロック速度を調整するように、速度依存信号がＴＤＩ検出器タイミ
ング制御５０５ｅに周期的に送られる。当業者であれば、ＴＤＩ検出器の出力信号におけ
る縦軸方向の画像のスメアリングが許容範囲内となるように選択されたわずかな公差の範
囲内に、ＴＤＩ検出器を通る物体の画像の速度を一致させるように、ＴＤＩ検出器のクロ
ック速度が調整される。速度の更新速度は、フロー（物体）の速度が変化するときクロッ
ク周波数を公差バンド内に維持するのに十分な頻度で行われなければならない。
【００３９】
　物体５０２から光感知検出器５０５ｂへの光部分、及び物体５０２ａからＴＤＩイメー
ジング検出器５０８への光部分に分割するために、ビームスプリッター５０３が使用され
ている。ＴＤＩイメージング検出器５０８に向かう光路には、物体５０２ａからの光を複
数の波長に分離する、複数の積層された２色フィルタ５０９がある。レンズ５０７の１つ
を使用して、ＴＤＩイメージング検出器５０８に物体５０２ａの画像を形成する。
【００４０】
　フローイメージングシステム５１０に使用されているようなＴＤＩ検出器の操作理論は
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次の通りである。物体がフロー管５１１（図１）を通って移動しＴＤＩ検出器によって画
像化される体積を通過すると、物体からの光が物体の画像を形成し、これらの画像がＴＤ
Ｉ検出器の表面を移動する。ＴＤＩ検出器は、好ましくは、所定の電荷列が画像内のある
列に固定されたまま、又はそれと同期されたままとなるように電荷が各クロック周期にｒ
ｏｗ－ｂｙ－ｒｏｗ方式で移動することができる特別に設計された電荷結合素子（ＣＣＤ
）アレイを含んでいる。電荷の列は、アレイの最下層に到達するとアレイからメモリへと
移動する。画像及び対応する生成された信号がＣＣＤアレイを通って伝播すると、物体の
画像に対応する、ＴＤＩ検出器によって生成された信号の各行の強度が時間とともに積分
される。この手法は、非積分タイプの検出器に比べてＴＤＩ検出器の信号雑音比を大きく
改善する。これは物体の低レベル蛍光放射による画像に応答することを目的とした検出器
の大きな利点となる特徴である。ＴＤＩ検出器の適正な操作では、ＣＣＤアレイを通って
移動する物体の画像の速度と同期される際に、ＣＣＤアレイ全体にわたって電荷信号をク
ロック制御する必要がある。この同期を容易にする正確なクロック信号は物体の速度を測
定することによって提供することができ、本願明細書に開示された概念では、物体の速度
、したがって、ＴＤＩ検出器のＣＣＤアレイを通って移動するときの画像の速度の正確な
推定を使用する。このタイプのフローイメージングシステムは、本発明の譲受人に譲渡さ
れた特許（例えば、特許文献１参照）に開示されており、その完全な開示、明細書、及び
図面を、参照によって本願明細書に特に援用する。
【００４１】
　図２は、図１に示したフローイメージングシステムによって記録（生成）された画像を
表す図である。図１のフローイメージングシステムによって生成された画像を表す図であ
る。列５２０は「ＢＦ」とラベル付けされ（ｌａｂｅｌｅｄ）、流体フロー５０４に巻き
込まれた球体物体５０２が光源５０６からの光を吸収することによって形成される画像を
含んでいる。「ＢＦ」ラベルとは、画像にコントラストを形成する方法に由来する用語で
ある「明視野（ｂｒｉｇｈｔ　ｆｉｅｌｄ）」のことをいい、それにより光が領域を通過
し、領域での物体による光の吸収によって画像に暗領域が形成される。したがって、この
画像では、背景は明るくなり、物体は暗くなる。したがって、列５２０は「明視野チャン
ネル」である。明視野画像を含むことは、本願明細書に開示された概念の範囲を制限する
ものではなく、例示的なものである。好ましくは、本願明細書に開示された概念は明視野
画像と蛍光画像の組合せ、又は暗視野画像と蛍光画像の組合せを使用する。
【００４２】
　図２に示す残りの３つの列５２２、５２４、５２６は、それぞれ「λ１」、「λ２」及
び「λ３」とラベル付けされている。これらの列は、流体フロー内に巻き込まれた物体に
よって放出された光を使用して生成された画像を含んでいる。好ましくは、そのような光
は（透過光を使用して生成される画像とは対照的に）蛍光プロセスを通して放射される。
当業者には明らかなように、蛍光は、入射光の吸収によって励起された物体による光の放
射（又は他の電磁放射線）である。一般に、蛍光は励起放射が続いている間のみ持続する
。蛍光発光するときに生成される光のスペクトルに基づいて、多くの物質（特に蛍光色素
）を同定することができる。したがって、列５２２、５２４、及び５２６を「蛍光チャン
ネル」という。
【００４３】
　他の例示的なフローイメージングシステムが、本発明の譲受人に譲渡された特許（例え
ば、特許文献２及び特許文献６参照）に開示されており、その完全な開示、明細書、及び
図面を、背景材料として参照によって本願明細書に特に援用する。上記及びこれら２つの
特許に詳述され本願明細書に参照によって援用されたイメージングシステムは、生体細胞
集団の画像を取得するために使用される従来のイメージングシステムに比べて大きな利点
を有する。これらの利点は、光学分散システムのいくつかの画像システムを、ＴＤＩ検出
器の方向に向かう細胞及び他の物体の画像に応答して出力信号を生成するＴＤＩ検出器と
併せて使用することによって得られる。単一の物体の複数の画像を同時に収集できること
が重要である。各物体の画像は、分析のための共通のＴＤＩ検出器を使用して、物体の特
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徴を吸収、散乱、反射又は放射によって区別するようにスペクトルに分解することができ
る。他のフローイメージングシステムは、複数の検出器を含み、それぞれが単一のスペク
トルチャンネル専用である。
【００４４】
　これらのフローイメージングシステムを使用して、光散乱、反射、吸収、蛍光、燐光、
ルミネセンスなどを含む光信号を測定することによって、細胞及び他の物体の形態、測光
及びスペクトル特性を測定することができる。形態的パラメータは、面積、外周、テクス
チャー、又は空間周波数、重心位置、形状（すなわち、円形、楕円形、バーベル形など）
、体積、及びこれらのパラメータの選択された対（又はサブセット）の比率を含んでいる
。同様のパラメータを使用して、本願明細書に開示された概念によって核、細胞質、又は
細胞の他のサブコンパートメントを測定することもできる。好ましいイメージングシステ
ムでの光度測定によって、核の光学的密度、細胞質の光学的密度、背景の光学的密度、及
びこれらの値の選択された対の比率を測定することができる。本願明細書に開示された概
念によって画像化される物体は、光を放射するように蛍光又は燐光へと励起することもで
き、励起を伴わずに光を発生するルミネセント光とすることもできる。それぞれの場合に
おいて、物体からの光は、本願明細書に開示された概念を使用するＴＤＩ検出器上で画像
化されて、放射された光の存在及び振幅、光信号を発生する細胞又は他の物体における離
散位置の数、信号源の相対的位置、及び物体の各位置で放出された光の色（波長又は帯域
）を測定する。
【００４５】
　＜イメージングシステムを利用した体液の疾患状態に関する分析＞
　上述したように、本願明細書に開示された概念の実施態様は、疾患状態との関連が実験
的に測定された少なくとも１つの測光又は形態的特徴を同定するための、生体細胞集団か
らの複数スペクトル画像の収集、及び収集した画像の分析の両方を含んでいる。したがっ
て、本発明の開示する一実施態様は、細胞集団中の細胞の特徴を識別し、疾患状態の存在
を検出しやすくするように、フロー中の物体（例えば、細胞）のマルチモード画像から得
られた、測光及び形態的特徴の両方の使用に関する。例えば、正常細胞及び疾患細胞の両
方によって提示される特徴の量子化を可能にして、疾患状態を示唆する疾患又は異常細胞
を検出しやすくするように、形態的及び測光的データを提供する総合的な複数スペクトル
イメージングと組み合わせることのできる、懸濁液又はフロー中の細胞を分析するための
方法を以下に詳細に述べる。これまで、そのような方法は標準的な顕微鏡及び／又はフロ
ーサイトメトリーでは可能ではなかった。
【００４６】
　上述したように、好ましいフローイメージングシステム（例えば、ＩｍａｇｅＳｔｒｅ
ａｍ（商標）プラットフォーム）を使用して、フロー中の細胞の複数スペクトル画像を同
時に取得し、明視野、暗視野、及び蛍光の４チャンネルに対応する画像データを収集する
ことができる。ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）プラットフォームは、上述したイメージ
ングシステムに基づいた商業的実施形態である。一般に、細胞はコアストリームへと流体
力学的に集束され、暗視野及び蛍光画像のために直角に照射される。細胞は明視野イメー
ジングのためにスペクトル制限された光源（例えば、フィルタリングされた白色光又は発
光ダイオード）によって同時に透過照明される。光はイメージング対物レンズで細胞から
収集され、ＣＣＤアレイ上に投影される。光学システムは開口数が０．７５、物体空間の
ＣＣＤピクセルサイズが０．５ミクロン2であり、１秒あたりほぼ１００細胞のイベント
速度で、高い分解能イメージングを可能にしている。この例では各ピクセルは１０ビット
の強度分解能でデジタル化され、ピクセルあたり３０の最低ダイナミックレンジを提供す
る。実際には、複数ピクセルにわたって信号が分布することによって、一般に画像あたり
４０を超える有効ダイナミックレンジが得られる。さらに、ＣＣＤの感度は複数スペクト
ル画像ごとに独立して制御することができ、１つの物体に関連するすべての画像にわたっ
て合計約６０のダイナミックレンジが得られる。ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）プラッ
トフォームは本願明細書に開示された概念に従って画像データを取得するために特に好ま
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しいフローイメージングシステムを表すが、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）プラットフ
ォームは開示された概念を制限するものではなく、例示的なイメージングシステムを表す
ものである。以下に詳述されている、画像分析を可能にするのに十分な、生体細胞集団の
画像を収集することのできるイメージング機器は、本願明細書に説明された概念に従って
実行することができる。
【００４７】
　好ましいイメージングシステム、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）プラットフォームを
再び参照すると、光はＣＣＤに投影される前に、様々なスペクトルバンドを検出器の様々
な横方向位置に方向付ける、スペクトル分解光学システムを通過する（そのようなスペク
トル分解は、イメージングシステムの様々な好ましい実施形態の説明と併せて上述されて
いる）。この技術を使用して、画像は一組の複数のサブ画像（好ましくは、明視野、暗視
野及び４つの異なる蛍光画像を含む６つのサブ画像）へと光学的に分解され、各サブ画像
は異なるスペクトル（すなわち、色）成分に対応し、残りのサブ画像から空間的に分離さ
れる。このプロセスは、細胞の重なり部分から発生することのある検出器信号を物理的に
分離することによって細胞内の信号の同定及び量子化を容易にする。スペクトル分解は、
また、マルチモードイメージング、すなわち、明視野、暗視野及び複数色の蛍光の同時検
出も可能にする。スペクトル分解のプロセスは、従来の複合画像のデジタル画像処理によ
ってではなく、画像作成プロセスの間に行われる。
【００４８】
　ＣＣＤは、検出器と画像化される物体の間の相対動作が速くても感度及び画質を維持す
るように、ＴＤＩを使用して操作することができる。あらゆるＣＣＤと同様に、画像の光
子はピクセルのアレイで光電荷に変換される。しかし、ＴＤＩ操作では、光電荷は検出器
を下ってフローの軸と平行にピクセルからピクセルへと連続的に移動する。光電荷の移動
速度が細胞の画像の速度と同期されると、カメラを物理的にパンすることと同様の効果と
なる。信号の積分時間が従来のフローサイトメトリーより長いオーダーの大きさであるに
もかかわらず、画像の縞模様は避けられる。例えば、機器は毎秒約３０メガピクセルの連
続的データ速度で作動し、各物体から１０ミリ秒の信号を積分することができ、取得する
細胞画像内のわずかな蛍光プローブでも比較的高速で検出することが可能である。高い層
流の非脈動流を達成するためのポンプ及び流体システム設計に注意をはらうことによって
、イメージングプロセスの時間スケール上での細胞の回転又は横方向移動が排除される（
例えば、特許文献７参照）。
【００４９】
　リアルタイムアルゴリズムは、物体の画像の存在を検出し、データ保存の基準として使
用することのできる基本的な形態及び測光特徴の数を計算するように、ＣＣＤから読み出
されたすべてのピクセルを分析する。１０，０００～２０，０００細胞を包含するデータ
ファイルは、一般に約１００ＭＢの大きさであり、したがって、標準的なパーソナルコン
ピュータを使用して保存し分析することができる。ＴＤＩの読出しプロセスは「デッドタ
イム」なしに連続的に作動し、このことはすべての細胞を画像化することができることを
意味し、２つ以上の細胞を接触式又は非接触式に同時に画像化することは、データ取得に
対する障害がないことを示す。
【００５０】
　このようなイメージングシステムを使用して、光散乱、反射、吸収、蛍光、燐光、ルミ
ネセンスなどを含む光信号を測定することによって、細胞及び他の物体の形態、測光及び
スペクトル特性を測定することができる。本明細書で使用されるとき、形態パラメータ（
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ）（すなわち、形態測定）は、基本的
（例えば、核の形状）又は複合的（例えば、細胞のサイズと核のサイズの差として細胞質
のサイズを同定）とすることができる。例えば、形態パラメータは、核面積、外周、テク
スチャー又は空間周波数成分、重心位置、形状（すなわち、円形、楕円形、バーベル形な
ど）、体積、及びこれらの形態パラメータの選択された対の比率を含むことができる。細
胞の形態パラメータは、また、細胞質のサイズ、テクスチャー又は空間周波数成分、体積
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などを含むことができる。本明細書で使用されるとき、上述したイメージングシステムで
の光度測定によって、核の光学的密度、細胞質の光学的密度、背景の光学的密度、及びこ
れらの値の選択された対の比率を測定することができる。画像化する物体を蛍光又は燐光
へと励起して光を放射させ、又は励起せずに光を発生するルミネセントとすることができ
、それぞれの場合において物体からの光をイメージングシステムのＴＤＩ検出器で画像化
して放射光の存在及び振幅、光信号を発生する細胞又は他の物体における離散位置の数、
信号源の相対的位置、及び物体の各位置で放出された光の色（波長又は帯域）を測定する
ことができる。
【００５１】
　本発明の開示は、フロー中の物体のマルチモード画像から得られた測光的特徴及び形態
の両方を使用する方法を提供する。そのような方法は、画像化される細胞集団に疾患状態
に対応するマーカーが存在するかどうかを測定するための細胞分析装置として使用するこ
とができる。上述したように、マーカーは疾患状態に関連した細胞の異常を示唆すること
ができ、又はマーカーは画像化される細胞集団に存在するサブ集団の比率の変化を示唆す
ることができ、比率の変化は疾患状態を示唆する。好ましくは、細胞集団は、イメージン
グシステムを通って流れる流体に巻き込まれている間に画像化される。本明細書で使用さ
れるとき、ゲーティングとは測光又は形態的イメージングに関連するデータのサブセット
のことをいう。例えば、ゲートは、さらに分析しようとする粒子の特徴を規定するために
使用することのできる、データのサブセットの数値的な又は形状的な境界とすることがで
きる。ここで、ゲートは、例えば「イン・フォーカス（ｉｎ　ｆｏｃｕｓ）」細胞、又は
尾部のある精子細胞、又は尾部のない精子細胞、又は精子細胞以外の細胞、又は精子細胞
集団又は細胞デブリを包含するプロット境界として規定されている。さらに、バックゲー
ティングはサブセットデータのサブセットとすることができる。例えば、他のマーカーか
らのヒストグラムと組み合わせた前方散乱対側方散乱プロットを使用して、最初の細胞の
サブセット内の細胞のサブセットをバックゲートすることができる。
【００５２】
　本明細書に記載のイメージングシステムを使用する際、物体がルミネセントである場合
（すなわち、物体が光を発生する場合）、物体（細胞）の画像を作成するために他の光源
を必要としないことは明らかであろう。ただし、本願明細書に説明された多くのイメージ
ングシステムの適用は、画像化される物体への入射光を提供するために１つ又は複数の光
源を使用する必要があろう。当業者であれば、光源の位置が物体の入射光及び検出器を使
用して画像から得られる情報の種類の相互作用に実質的に影響を及ぼすことを理解するで
あろう。
【００５３】
　物体に入射光を照射して画像化することのほかに、光源は物体からの光の放射を励起す
るために使用することもできる。例えば、蛍光色素（ＦＩＴＣ、ＰＥ、ＡＰＣ、Ｃｙ３、
Ｃｙ５、又はＣｙ５．５）と結合したプローブに接触した細胞は、光によって励起される
と蛍光発光し、対応する特徴的な放射スペクトルが、励起した蛍光色素プローブから発生
し、ＴＤＩ検出器上で画像化することができる。あるいは、光源を使用して蛍光色素プロ
ーブを物体上で励起させ、ＴＤＩ検出器が、プリズムによってもたらされた物体からの光
のスペクトル分散の結果として、プローブによって作成された蛍光スポットをＴＤＩ検出
器上の異なる位置で画像化できるようにする。ＴＤＩ検出器の表面上のこれらの蛍光スポ
ットの配置は、物体における放射スペクトル及びその位置によって決まる。
【００５４】
　各光源は、所望されるイメージングシステムの適用に応じて、コヒーレント、非コヒー
レント、広帯域、又は狭帯域光のいずれかとすることができる光を発生することができる
。したがって、狭帯域光源が必要でない適用にはタングステンフィラメント光源を使用す
ることができる。プローブからの蛍光の放射を励起するなどの適用には狭帯域レーザー光
が、好ましく、これは狭帯域レーザー光が物体によって散乱された光から発生される物体
のスペクトル分解された歪みのない画像も可能にするためである。この散乱光画像は、い



(15) JP 4982385 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

ずれかのスポットの放射スペクトルがレーザー光の波長と異なる波長である限り、ＴＤＩ
検出器上に生成された蛍光スポットから別個に分解される。光源は、連続波（ＣＷ）又は
パルスレーザーなどのパルスタイプのいずれかとすることができる。パルスタイプの照明
源を使用する場合、ＴＤＩ検出に関連した積分期間を延長することによって複数パルスか
らの信号の積分が可能になる。さらに、光をＴＤＩ検出器と同期させてパルスさせる必要
がない。
【００５５】
　特に、血液などの体液中に見られる細胞集団の画像データを収集する際の使用では、光
源として３６０ｎｍのＵＶレーザーを使用し、イメージングシステムの光学システムを４
００～４６０ｎｍ（ＤＡＰＩ放射）スペクトルバンドに回折制限された画像性能に最適化
することが望ましいといえる。
【００５６】
　本願明細書の開示と一致した実施形態では、画像化される物体とイメージングシステム
の間に相対動作が存在することを理解されたい。ほとんどの場合、イメージングシステム
を動かすより物体を動かす方がより簡便である。いくつかの場合では、物体を静止させた
ままとし、物体に対してイメージングシステムを動かすことが企図されている。さらに代
替案として、イメージングシステム及び物体の両方を動かすことができ、それらの動作を
異なる方向及び／又は異なる速度とすることができる。
【００５７】
＜例示的な高レベル方法のステップ＞
　図３は、本願明細書に開示された概念の一実施態様で実行される全体的な方法ステップ
のフローチャートを示す図である。つまり、疾患状態を同定するために細胞集団の画像に
基づいて細胞集団を分析するために使用することのできる例示的なステップを概略的に示
すフローチャート４００である。
【００５８】
　特に好ましい実施形態では、細胞集団は血液などの体液から取得される。まずブロック
４０２では、上述した例示的なイメージングシステムなどのイメージングシステムを使用
して、疾患状態が存在することが知られている第１の生体細胞集団から画像データを収集
する。ブロック４０４では、疾患状態に関連した少なくとも１つの測光又は形態マーカー
が同定される。後述する実験的試験では、２つの個々に異なるタイプのマーカーを開発し
た。１つのタイプのマーカーは健常細胞と疾患細胞の測光及び／又は形態的差異の同定に
関する。そのようなマーカーを同定する１つの技術は、癌細胞を蛍光標識で標識化し、蛍
光標識された癌細胞の画像を健常細胞の画像と比較して、癌細胞に関連した複数の測光及
び形態的マーカーを同定することである。以下に詳述するように、そのようなマーカーは
健常細胞と癌細胞の平均的な核の大きさの差異、及び健常細胞と癌細胞の蛍光画像の差異
を含んでいる。これらの差異は、癌細胞の画像である可能性が高い画像を同定し、健常細
胞の画像である可能性が高い画像を同定するように、細胞集団の画像データの処理に基づ
いて定量化することができる。
【００５９】
　他のタイプのマーカーは、疾患状態のない細胞集団に見られるサブ集団と、疾患状態に
ある細胞集団に見られるサブ集団とのいくつかの差異の同定に関する。例えば、ＣＬＬは
血液中のリンパ細胞の数が他の種類の血液細胞の数に比べて増加する疾患状態である。し
たがって、リンパ細胞と他の種類の血液細胞の数の比率の変化によって疾患状態を示唆す
ることができる。
【００６０】
　疾患状態に関連した測光及び／又は形態的マーカーが同定されると、疾患状態が存在す
る、又は存在しないことが知られていない、第２の細胞集団から画像データが収集される
。ブロック４０８では、第２の細胞集団から画像データが収集され、次いで、先に同定さ
れたマーカーの存在について画像データが分析され、第２の細胞集団に疾患状態が存在す
るかどうかを判断する。
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【００６１】
　上述したイメージングシステムを使用して細胞集団から画像データを収集する場合、画
像データは、非常に迅速に収集することができることが重要である。一般に、分析（すな
わち、最初にマーカーを同定する、又は細胞集団における先に同定されたマーカーの存在
を判断するための、収集された画像データの分析）は、オフライン、すなわち、画像デー
タの収集後に実施される。現在実施されているイメージング処理ソフトウェアは、簡単に
利用できるパーソナルコンピュータを使用して、数十分以内に比較的大きい細胞集団（す
なわち、数万個の細胞）を分析することができる。しかし、より強力な計算システムが開
発され、簡単に利用可能になると、画像データをリアルタイムで分析することが可能にな
るであろう。したがって、画像データのオフライン処理は限定的ではなく例示的であるも
のであり、画像データのリアルタイム処理が代替的であることが企図されている。
【００６２】
　マーカーが健常細胞と疾患細胞のいくつかの測光及び／又は形態的差異に関する場合、
特に第１の集団が疾患細胞及び健常細胞の両方の混合を含む場合、イメージング機器を使
用して第１の細胞集団（疾患状態と関連することが知られている集団）の画像データを収
集する前に、疾患細胞又は健常細胞のいずれかを標識化することが望ましいといえる。こ
の方法は、収集された画像データを疾患細胞に対応する画像及び健常細胞に対応する画像
に分離することを容易にし、２つを区別するために使用することのできる測光及び／又は
形態的マーカーの同定を容易にする。ただし、第１の集団は疾患細胞のみを含むことがで
き、健常細胞のみを含むことが知られている細胞集団の画像データと第１の集団の画像デ
ータを比較する場合、疾患細胞を健常細胞から区別するために使用することのできる測光
及び／又は形態的マーカーを容易に同定することができる。
【００６３】
　マーカーが、疾患状態のない細胞集団に見られるサブ集団と、疾患状態と関連した細胞
集団に見られるサブ集団とのいくつかの測光及び／又は形態的差異に関する場合、第１の
細胞集団（疾患状態に関連することが知られている集団）に対応する画像データを分析し
て、健常細胞集団（ｈｅａｌｔｈｙ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）に見ら
れるサブ集団と、疾患状態を有する細胞集団（ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
　ｈａｖｉｎｇ　ｔｈｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；疾患細胞集団）に見ら
れるサブ集団とのいくつかの測光及び／又は形態的差異を同定することができる前に、健
常細胞集団に見られるサブ集団に対応する画像データを提供しなければならない。
【００６４】
　厳密に必要ではないが、本願明細書に説明された技術の作業実施形態では、他の処理を
実施して複数チャンネルイメージングのクロストーク及び空間分解能を低減した。実施さ
れたクロストークの低減処理は、本発明の譲受人に譲渡された特許（例えば、特許文献８
参照）に説明されており、その明細書、開示及び図面を背景材料として参照することによ
って本願明細書に特に援用する。当業者であれば、他のタイプのクロストークの低減法を
代替的に実施することができる。
【００６５】
　＜例示的な測光／形態的疾患状態マーカーの同定＞
　本発明の開示の内容では、上述した複数スペクトルのイメージングフローサイトメータ
は、慢性リンパ性白血病などの疾患状態を検出し監視する目的で、ＤＮＡ含有量及び核の
形態を定量化するためにＵＶ励起性能及びアルゴリズムを使用する。３６０ｎｍＵＶレー
ザー及び４００～４６０ｎｍ（ＤＡＰＩ放射）スペクトルバンドに回折制限されたイメー
ジング性能に最適化された光学システムを含むフローイメージング機器を使用するほかに
、画像データを処理するためにイメージング処理システムが使用される。パーソナルコン
ピュータで実行する画像処理ソフトウェアは、例示的なイメージング処理システムを示し
ている。イメージング処理ソフトウェアは細胞の画像に基づいて細胞の測光及び／又は形
態的特性の判断を可能にするアルゴリズムを組み込んでいる。例示的なアルゴリズムは、
マスキングアルゴリズム、核の形態を規定するアルゴリズム、細胞周期定量化ヒストグラ
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ムのためのアルゴリズム、ＤＮＡ含有量を分析するためのアルゴリズム、不均一な色度を
分析するためのアルゴリズム、Ｎ／Ｃ比率を分析するためのアルゴリズム、粒状度を分析
するためのアルゴリズム、ＣＤ４５の発現を分析するためのアルゴリズム、及び他のパラ
メータを分析するためのアルゴリズムを含んでいる。さらに、イメージング処理ソフトウ
ェアは、細胞の試料集団を評価して疾患状態マーカーが存在するかどうかを判断するよう
に構成されたソフトウェアに基づいた分析ツールである、分類装置といわれるアルゴリズ
ムを組み込んでいる。癌細胞の存在の判断では、分類装置は先に同定された癌細胞に関連
した測光及び／又は形態的特性に対応する測光及び／又は形態的特性を有する画像につい
て、試料集団の画像を分析する。
【００６６】
　ＣＬＬを検出するために分析される細胞集団の試料の場合、画像を（血液細胞の異なる
タイプに基づいて）異なる細胞サブ集団へと分離し、サブ集団の比率がＣＬＬの存在を示
唆するかどうか（例えば、リンパ細胞の数が通常より多いなど）を判断するように、分類
装置で試料集団の画像を分析する。好ましくは、ＣＬＬを検出するように構成された分類
装置は血液細胞を以下のサブ集団へと分離する。それは、リンパ細胞、単球、好塩基球、
好中球、及び好酸球である。ＣＬＬを検出するように構成された分類装置は、健常患者及
びＣＬＬ患者からの実験的データに基づく。分類装置のＣＬＬのプロファイルは、同じ診
断を受けた様々な患者の分類装置データを収集し比較することによって改善することがで
きる。好ましくは、分類装置の最適化のために、ＣＬＬ細胞のサブ集団の存在及び診断的
有意性を評価するために、各患者から多量（１０，０００～２０，０００細胞）のデータ
セットを収集する。そのように最適化された分類装置を使用して、患者の治療反応を監視
し、治療後の残留疾患を評価することができる。
【００６７】
　上皮細胞癌（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ）の検出には、
高速のデータ取得が必要であることが重要である。そのような細胞は、末梢血リンパ細胞
（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ）の１００，０００細胞から
１，０００，０００に１つであることが報告されている。上述されたＩｍａｇｅＳｔｒｅ
ａｍ（商標）サイトメータ及びＩＤＥＡＳ（商標）分析ソフトウェアパッケージはこの適
用に理想的に適している。末梢血リンパ細胞からの画像は、一般にアーチファクトがない
血液塗抹標本の作製において得ることができる。試料あたり多数の細胞（数万から数十万
）を集積し、サブ集団の分析により高い信頼度をもたらすことができる。認められたマー
カー（ＣＤ５、ＣＤＩ９など）で免疫蛍光染色することによって、形態学との相関がより
簡単になる。定量的細胞分類装置は、人の評価による主観性を排除し、以前は取得できな
かった信頼度を患者間の比較に与える。縦断的研究もまた定量的分析によって非常に有益
となり、特に顕微鏡スライド及び／又は比較的少数の細胞のデジタル写真を検索する従来
の方法と比較すると、大量の細胞画像ファイルをデジタルで保存し検索することができる
。
【００６８】
　＜蛍光法を使用した形態的特徴の識別＞
　体液からの細胞集団の画像データに基づく体液中の癌細胞の検出に使用される技術は、
明視野及び蛍光画像の同時形態的分析のための初期吸光率及び蛍光染色プロトコルの開発
であった。
【００６９】
　まず、試験では色素染色及び蛍光色素の同時使用が考えられた。上述したイメージング
システムは、明視野画像ならびに各細胞の複数色の蛍光画像を生成する能力があるため、
分析のための従来の色素染色及び蛍光色素の両方を同時に使用する可能性が考えられた。
しかし、色素染色は、通常生存可能な細胞の細胞膜には浸透しないため、かつ上述した光
学システムは、レーザーの側方散乱画像を収集できるため、従来エオシンなどの色素によ
って取得された細胞粒状度に関する多くの情報を、細胞染色をする必要なしに、レーザー
の側方散乱画像を使用して取得することができた。数多くの細胞透過蛍光色素によって、



(18) JP 4982385 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

固定及び色素染色をする必要なしに核の形態が得られる。これらの考慮に基づいて、形態
的特徴の識別の蛍光による代替案によって従来の染色法より優れた方法が提供されること
が明らかになった。
【００７０】
　上述した光学システムとの併用に有用な、蛍光による色素染色の主な代替案は蛍光ＤＮ
Ａ結合色素である。そのような多様な色素は４８８ｎｍで励起可能であり、いくつかのＳ
ＹＴＯ色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）、ＤＲＡＱ５（ＢｉｏＳｔａｔｕｓ）
、７－ＡＡＤ、Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ　Ｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）などを含んでいる。これらの
色素はＴｏｌｕｉｄｉｎｅ　Ｂｌｕｅ、Ｍｅｔｈｙｌ　Ｇｒｅｅｎ、Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｖ
ｉｏｌｅｔ、Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ、Ｃａｒｍａｌｕｍ、Ｃｅｌｅｓｔｉｎ
ｅ　Ｂｌｕｅ、及びＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎなどの核染色色素の代替案である。蛍光ＤＮ
Ａ結合色素は核の形状及び境界、その領域、そのテクスチャー（不均一な色度の類似性）
を規定するため、ならびにＤＮＡ含有量情報を提供する目的で、一般に上述の光学システ
ムでの使用のために開発された分析プロトコルに含まれる。
【００７１】
　上述したソフトウェア画像分析プログラムであるＩＤＥＡＳ（商標）は、蛍光核画像の
利用を拡大するために、同じ細胞の異なる画像から特徴の組合せを評価することを可能に
する。例えば、細胞質領域のみを含むマスクを生成するための手段として、核画像のマス
クを（細胞全体をカバーする）明視野画像のマスクから除去することができる。規定され
た後、細胞質マスクを使用して、細胞質領域、Ｎ／Ｃ比率、細胞質と核のプローブの相対
的蛍光強度などを直感的な「Ｆｅａｔｕｒｅ　Ｍａｎａｇｅｒ」によって計算することが
できる。Ｎ／Ｃ比率の定義のためのＦｅａｔｕｒｅ　Ｍａｎａｇｅｒセッションの例が、
図４に示されている。図４は、図３に示した方法ステップを実行するために使用される例
示的なグラフィカルユーザインターフェースを示す図である。細胞画像に関連した基本的
な特徴はリストから選択され、単純なｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｕｉｌｄｅｒを使用して
代数的に結合される。
【００７２】
　＜測光パラメータ及び／又は形態的パラメータの測定＞
　本願明細書に開示された概念の例示的な実施形態では、ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標
）データ分析及び細胞分類はＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアパッケージを使用した取得
後に実施される。注釈したＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアスクリーンでのヒト末梢血の
分析のキャプチャ画像が図５に示されている。ＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアは数万個
の細胞からの画像を含むデータファイルの可視化及び測光／形態分析を可能にし、それに
より定量的画像分析とフローサイトメトリーの統計力を結合する。
【００７３】
　図５は、ヒトの末梢血の分析に適用される、図３の方法ステップを実行するために使用
される例示的なグラフィカルユーザインターフェースを示す図である。図５に示す例示的
なスクリーンショットは、２０，０００個のヒト末梢血単核細胞からの画像及び定量的デ
ータを含んでいる。全血を赤血球溶解剤で処理し、細胞を抗ＣＤ４５－ＰｅｒＣＰ　ｍＡ
ｂ（赤色）及びＤＮＡ結合色素（緑色）で標識化した。ＦＬ１及びＦＬ４スペクトルバン
ドを使用して、各細胞を蛍光ならびに暗視野及び明視野に画像化した。この図では、暗視
野チャンネル５１ａ、緑色蛍光チャンネル５１ｂ、明視野チャンネル５１ｃ、及び赤色蛍
光チャンネル５１ｄでの複数の細胞の画像を簡単に同定することができる。そのようなサ
ムネイル画像ギャラリー（インターフェースの左上方）によって、細胞集団の「リストモ
ード」検査が可能になる。細胞画像は、４つの異なる細胞タイプ（好酸球５３ａ、ＮＫ細
胞５３ｂ、単球５３ｃ及び好中球５３ｄ）を、画像ギャラリーにおいて可視化するために
擬似染色する及び重ね合わせる、又はインターフェースの下方に示すように拡大すること
ができる。
【００７４】
　ソフトウェアは、また、画像から計算された特徴の１次元及び２次元プロットも可能に
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する。２次元プロットでの細胞を表すドット５５を「クリック」して、ギャラリーの関連
画像を見ることができる。同様に逆も可能である。細胞画像は、その細胞が表示される全
プロットで対応するドットを強調表示するように選択することができる。さらに、「バー
チャル細胞ソート」機能を使用して、ゲート５７をプロット上に引いて次いでギャラリー
で検査することのできるサブ集団を規定することができる。画像から計算され、又はユー
ザによって定義された（すなわち、基本的及び単純なｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｕｉｌｄ
ｅｒを代数的に使用して自動的に結合されたリストから選択された）特徴をプロットする
ことができる。ドットプロット５９ａ（図５の中心左側に表示する）は、従来のフローサ
イトメトリーで測定された側方散乱強度と同様である暗視野粒状度測定（ｙ軸）に対する
ＣＤ４５発現（ｘ軸）の分析から得られたクラスターを示している。プロット５９ａは、
リンパ細胞（フルカラー画像では緑色）、単球（フルカラー画像では赤色）、好中球（フ
ルカラー画像ではターコイズ色）、及び好酸球（フルカラー画像ではオレンジ色）を表し
ている。ドットプロット５９ｂ（図５の中心右側に表示する）は、ｘ軸にＣＤ４５発現の
「核周波数（ｎｕｃｌｅａｒ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）」である核テクスチャーパラメータ
（ｎｕｃｌｅａｒ　ｔｅｘｔｕｒｅ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ）を代用し、推定されるＮＥＣ
細胞集団（フルカラー画像では紫色）を表している。左側のドットプロットで紫色の集団
を背景表示することによって、この集団がリンパ細胞集団（フルカラー画像では緑色）と
同じＣＤ４５発現の平均値を有することが示される。この周波数パラメータは、開発され
ＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアパッケージに組み込まれた形態的及び測光的特徴のセッ
トの１つである。以下の表１は、全画像（又は適切であればサブ集団）について同定する
ことのできる、測光的定義及び形態的定義の例示的な一覧を示す。図５は、その複製を簡
単にするために修正されていることを理解されたい。フルカラー画像では、細胞及びデー
タを見やすくするために、細胞を含む各フレームの背景は黒色であり、各ドットプロット
の背景は黒色である。
【００７５】
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【００７６】



(21) JP 4982385 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

【表２】

【００７７】
　形態を定量化した特徴は表１にイタリック体で示されている。各特徴は、画像データセ
ットがソフトウェアへとロードされると、各細胞の６タイプの画像（同時に取得された暗
視野、明視野、及び４つの蛍光画像）について自動的に計算される。
【００７８】
　画像ごとに３５を超える特徴が計算され、６つの画像をすべて使用する分析では、ユー
ザ定義による特徴を入れずに細胞あたり合計２００を超える特徴となる。各細胞には独自
の連続番号及びタイムスタンプも割り当てられており、細胞集団の動的検査が可能になる
。
【００７９】
　＜癌細胞に関する測光／形態的マーカーの選択＞
　膀胱の上皮細胞を使用して正常細胞と上皮癌細胞の形態的差異を検査することが最初に
提案された。しかし、分析された膀胱洗浄の初期試料は、試料あたりの細胞数が非常に変
動的であり、一般にＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器で実際に使用するには少なすぎ
ることが示された。したがって、膀胱細胞の代わりに乳房の上皮細胞を使用した。乳房細
胞は、この種の正常な主要な細胞が商業的に利用可能であり（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ／Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）、専用の成長媒体で短期間組織培養して接着細胞として増殖するので
選択された。さらに、乳癌患者の転移から採取した乳房上皮癌細胞は、Ａｍｅｒｉｃａｎ
　Ｔｙｐｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から入
手可能である。腫瘍ごとの変動性をより良く管理するために、３つの異なる乳房上皮癌細
胞株を試験した。それは、ＨＣＣ－Ｉ　５００、ＨＣＣ－１　５６９、及びＨＣＣ－１４
２８である。これらの細胞株は３人の別個の患者の転移から樹立され、ＡＴＣＣから凍結
ストックとして購入した。細胞株はプラスチックに固定して成長させ、通常の組織培養法
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によって増殖し、実験的に使用した。
【００８０】
　正常及び癌性の乳房上皮細胞を、３７℃でトリプシン／ＥＤＴＡで短期間培養すること
によって別個に採取した。細胞は１％ＦＣＳを含む冷たいリン酸緩衝液（ＰＢＳ）で１回
洗浄し、計数し、実験的に使用した。３つの別個の乳房上皮癌細胞株を、以下に述べる実
験のために等比率でプールした。
【００８１】
　正常な乳房上皮細胞を、細胞を適切な所定のｍＡｂの希釈液で、４℃で３０分間培養す
ることによって、ＨＬＡクラスＩ　ＭＨＣ細胞表面タンパク質のフルオレセイン結合モノ
クローナル抗体で染色した。乳癌はクラスＩ　ＭＨＣの発現をダウンレギュレートさせる
ことが知られているが、予防措置として正常細胞を１％パラホルムアルデヒドで固定し、
癌細胞への受動的変化を制限した。結合された乳癌細胞株も１％パラホルムアルデヒドで
固定し、正常乳房細胞集団に加えた。ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器を作動させる
前に、４８８ｎｍレーザーで励起させることができ赤色帯域で放射するＤＮＡ結合色素で
あるＤＲＡＱ５（ＢｉｏＳｔａｔｕｓ．Ｌｔｄ、Ｌｅｉｃｅｓｔｅｒｓｈｉｒｅ、ＵＫ）
を試料に加えた。正常乳房上皮細胞の抗クラスＩ　ＭＨＣ　ｍＡｂでの標識化によって、
正常細胞と癌細胞の混合中で正常細胞を同定することができ、それにより客観的な「真実
」が得られ、正常上皮細胞を上皮癌細胞から区別する画像特徴の同定がしやすくなる。
【００８２】
　正常な末梢血は、ＡｌｌＣｅｌｌｓ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）から入手した。すべ
ての末梢白血球細胞にあるレベルで発現する、ＦＩＴＣ結合抗ＣＤ４５　ｍＡｂで全血を
培養した。次いで、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＬｙｓｅ（商標）で、
室温で３分間全血を培養することによって、赤血球細胞を溶解した。細胞はＰＢＳで洗浄
し、計数し、１％パラホルムアルデヒドで固定した。乳房上皮癌細胞を上記のように作製
し、１％パラホルムアルデヒドで固定し、末梢血細胞に加えた。次いで、ＤＲＡＱ５を核
色素として加え、細胞をＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器で分析した。
【００８３】
　上述した細胞混合物（通常は乳房上皮細胞と乳癌細胞の混合、及び正常な末梢血細胞と
乳癌細胞の混合）の画像データを含む画像ファイルを、ＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェア
パッケージを使用して分析し、以下の結果が得られた。
【００８４】
　データファイルにスペクトル補償を実施した後、正常乳房上皮細胞（抗ＨＬＡ－ＦＩＴ
Ｃ陽性）を癌細胞（抗ＨＬＡ－ＦＩＴＣが非染色）と比較する最初の視覚検査を実施した
。図６は、正常な（すなわち、健常な）乳房上皮細胞の画像を示す図で、図７は、蛍光チ
ャンネルのデータの定量化が疾患状態のマーカーとしてどのように機能するかを示す、乳
癌（すなわち、疾患）細胞の画像を示す図である。それぞれの図では、各水平行は単一細
胞の同時に取得された４つの画像を含んでいる。
【００８５】
　列６１ａ及び７１ａの画像は、青色レーザーの側方散乱画像（すなわち、暗視野画像）
に対応し、列６１ｂ及び７１ｂの画像は、緑色のＨＬＡ－ＦＩＴＣ蛍光画像に対応し、列
６１ｃ及び７１ｃの画像は、明視野画像に対応し、列６１ｄ及び７１ｄの画像は赤色の核
蛍光画像に対応する。上述したように、好ましいイメージングシステムは、単一細胞の６
つの異なるタイプの画像（暗視野画像、明視野画像、及び４つの蛍光画像）を同時に収集
することができ、図６及び図７では、蛍光チャンネルの２つが使用されていない。図６及
び図７は、その複製を簡単にするために修正されている。フルカラー画像では、図６及び
図７の背景は黒色であり、列６１ａ及び７１ａの画像は青色であり、列６１ｂ及び７１ｂ
の画像は緑色であり、列６１ｃ及び７１ｃの画像はグレーの背景にグレースケール画像で
あり、列６１ｄ及び７１ｄの画像は赤色である。
【００８６】
　図６及び図７のフルカラー画像を視覚的に比較すると、図６の列６１ｃの正常乳房上皮
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細胞の画像（緑色の蛍光チャンネル）が鮮明であり、図７の列７１ｃの癌細胞の画像（緑
色の蛍光チャンネル）はほとんど区別できないことが、すぐに明らかとなろう。暗視野画
像（列６１ａ及び７１ａ）のいずれも特に強くはなく、図６の正常乳房上皮細胞の暗視野
画像（列６１ａ）は、図７の癌細胞の暗視野画像（列７１ａ）より有意に強度が高いこと
も明らかとなろう。容易にできるさらに他の定的観察は、図７の癌細胞の赤色蛍光画像（
列７１ｄ）の平均強度が、図６の赤色蛍光画像（列６１ａ）の平均強度より非常に高いこ
とである。他の定性的観察によれば、正常細胞は高い異質性を有し、一般により大きく、
核の強度がより低いことが示される。その後の分析では、これらの差異を定量化し、識別
能力を有する可能性のある別のパラメータを発見することが求められる。対応するＩＤＥ
ＡＳ（商標）分析のスクリーンキャプチャが図８に示されている。
【００８７】
　図８は、健常な乳房上皮細胞の画像を乳癌細胞の画像と自動的に区別するために使用す
ることのできる複数の異なる測光及び形態的ディスクリプタを示す図で、図３に示した方
法ステップを実行するために使用される例示的なグラフィカルユーザインターフェースを
示す図である。
【００８８】
　図８に示す分析は、図の左上方のドットプロット８１から進んだ。明視野領域対アスペ
クト比と定義された、ドットプロット８１に基づいて、単細胞が最初に同定された。面積
がデブリを除外するのに十分な大きさであり、アスペクト比が－０．５より大きい、とい
う基準に基づいて推定される単一細胞を含む集団の周りにゲート（別個に示さず）を設定
し、細胞のダブレット及びクラスターを排除した。クリック・オン・ドット可視化機能を
使用してゲート内外のランダム細胞を調べることによって、ゲーティングの正確度を試験
した。
【００８９】
　次いで、正常細胞にのみ適用される抗ＨＬＡ－ＦＩＴＣマーカーを使用して、正常な乳
房細胞を乳癌細胞と区別した。ＦＩＴＣ強度の実線の黄色のヒストグラム８５ａを生成し
ドットプロット８１の右側に示した。ＦＩＴＣ陽性（正常乳房上皮細胞）及びＦＩＴＣ陰
性（乳房上皮癌細胞）の周りにゲート８３を設定し、それにより２０３１の正常細胞のサ
ブ集団及び６１１の癌細胞のサブ集団が得られた。次いで、これらのサブ集団を使用して
、微分ヒストグラムに基づいて正常細胞と癌細胞を定量的に識別する特徴を同定した。図
８は、その複製を簡単にするために修正されている。フルカラー画像では、細胞及びデー
タを見やすくするために、細胞を含む各フレームの背景は黒色であり、各ドットプロット
及びヒストグラムの背景は黒色である。この修正によりドット８１ａの均一な分布が得ら
れたが、そのような均一な分布はフルカラー画像には見られなかった。
【００９０】
　図８の残りの１０のヒストグラム（すなわち、ヒストグラム８５ｂ～８５ｋ）は、正常
細胞８７ａ（フルカラー画像では緑色で表示）及び癌細胞８７ｂ（フルカラー画像では赤
色で表示）の微分ヒストグラムであり、各ヒストグラムは異なる定量的特徴を示す。１０
の識別特徴は次の５つの個別のクラスに分類される。それは、散乱強度、散乱テクスチャ
ー、形態、核強度、及び核テクスチャーである。微分ヒストグラム８５ｂ、８５ｃ、及び
８５ｄは、異なるが相関する次の３つの散乱強度特徴を使用して、２つの集団間の差異を
示す。それは、「散乱平均強度」（強度合計を細胞面積で割る）、「散乱強度」（強度合
計から背景を引く）、及び「散乱スポット小計」（部分的最大値の強度合計）である。３
つの散乱強度特徴はすべて良好な識別を示したが、「散乱平均強度」（ヒストグラム８５
ｂ）が最も選択的であった。
【００９１】
　微分ヒストグラム８５ｅ及び８５ｆは、強度プロファイル勾配測度（「散乱勾配ＲＭＳ
」；ヒストグラム８５ｅ）又はより選択的なピクセル強度の変動性（「散乱周波数」；ヒ
ストグラム８５ｆ）のいずれかを使用して、散乱テクスチャーを定量化した。
【００９２】
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　微分ヒストグラム８５ｇ、８５ｈ及び８５ｉは、細胞面積（明視野、ヒストグラム８５
ｇ）、核面積（ＤＮＡ蛍光画像から、ヒストグラム８５ｈ）、及び細胞質面積（細胞／核
面積、ヒストグラム８５ｉ）をプロット化した。癌細胞株は明視野では全般的に小さく、
細胞画像からの定性的観察を確認した。癌細胞株の核面積は正常細胞の面積より比例的に
小さかった（例えば、核／細胞面積比率は識別的ではなかった）が、細胞質面積は癌細胞
で有意に小さかった。
【００９３】
　最後に、微分ヒストグラム８５ｊ及び８５ｋは、核平均強度（ヒストグラム８５ｊ）及
び核周波数（不均一な色度、ヒストグラム８５ｋ）をそれぞれプロット化した。散乱の場
合と同様に、これらの特徴は両方ともいくらかの識別力があった。
【００９４】
　この工学的実験でＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器によって収集され、ＩＤＥＡＳ
（商標）ソフトウェアパッケージを使用して分析された複数スペクトル／複数モード画像
によって、暗視野散乱、形態、及び核染色において正常な上皮細胞と上皮癌細胞の間に多
数の有意な差異が示された。組織培養に適合された細胞は、その細胞特徴を変化させた可
能性のある選択プロセスを受けたことが十分に理解されているが、これらのデータは、同
定された上述した形態及び測光的特徴を使用して、正常細胞を転換された上皮細胞及び可
能であれば他の種類の細胞と分離する、自動化された分類装置を設けることが可能である
ことを示している。
【００９５】
　他の実験的調査では、正常末梢血細胞及び乳癌細胞の混合物から収集した画像データを
分析した。図５に示すように、ヒト末梢血の細胞分類は、各細胞の複数の画像を同時に取
得するように構成されたフローイメージングシステムを使用して、かつ自動画像分析プロ
グラム（例示的なイメージングシステムはＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器であり、
例示的な画像分析プログラムはＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアパッケージである）を使
用して、達成することができる。暗視野の光散乱特性の分析と組み合わせたＣＤ４５の発
現を使用して、フローイメージングシステムによって収集された画像データに基づいて、
細胞を次の５つの個々の集団に分離することができる。それは、リンパ細胞、単球、好中
球、好酸球、及び好塩基球である。ヒト末梢血の個々のサブ集団へのこの分離は、図９に
より詳細に示されており、様々なサブ集団の例示的な相対的存在量データを含んでいる。
【００９６】
　図９は、ヒト末梢血の細胞を測光的特性に基づいて様々なサブ集団へと分離することを
図式的に示す図である。分類の正確度は、集団に特異的なモノクローナル抗体マーカー、
及び散乱におけるバックゲーティングマーカー陽性細胞対ＣＤ４５のプロット、ならびに
関連画像の形態分析を使用して判断した。図９に示すグラフのｘ軸は、抗ＣＤ４５－ＦＩ
ＴＣ強度に対応し、ｙ軸は、暗視野散乱強度に対応する。
【００９７】
　本願明細書に開示された技術（ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍ（商標）機器で例示される上述
のフローイメージング機器システム、及びＩＤＥＡＳ（商標）ソフトウェアパッケージで
例示される画像分析ソフトウェアの使用）が上皮癌細胞を正常なＰＢＭＣと識別できるか
どうか判断するために、腫瘍細胞と正常ＰＢＭＣの人工的な混合物を上記の通り作製した
。細胞混合物は、一般に上述したように、ＰＢＭＣサブ集団を区別するために抗ＣＤ４５
－ＦＩＴＣ　ｍＡｂ及び蛍光ＤＮＡ結合色素で標識化した。正常末梢血の単核細胞及び癌
細胞のスパイクを示すＰＢＭＣ試料での散乱対ＣＤ４５の二変量プロットの比較が、図１
０Ａ及び１０Ｂに示されている。
【００９８】
　図１０Ａは、細胞集団から収集された画像データに基づいて正常末梢血の単核細胞（Ｐ
ＢＭＣ）の分布をグラフで示す図で、乳癌細胞は含まない。図１０Ｂは、両方の細胞タイ
プを含む細胞集団から収集された画像データに基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞の分布
をグラフで示す図で、乳癌細胞の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の分布とどのように区別可能で
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あるかを示している。この分析では、外れ値集団を目視検査することによって確認される
ように、癌細胞１０１ａは正常に定義されたＰＢＭＣ集団１０１ｂのかなり外側にある。
【００９９】
　図１１Ａは、乳癌細胞の細胞質面積の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の細胞質面積の分布とど
のように区別可能であるかを示し、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収集された画像
データから得られた細胞質面積の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞の分布を図式
的に示す図で、図１１Ｂは、乳癌細胞の散乱周波数の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の散乱周波
数の分布とどのように区別可能であるかを示し、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収
集された画像データから得られた散乱周波数の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞
の分布を図式的に示す図である。
【０１００】
　癌細胞１１１ａは、また、図８で同定された形態的及び測光的特徴（例えば、核面積、
細胞質面積、散乱強度、及び散乱周波数）のいくつかを使用して、正常ＰＢＭＣ１１１ｂ
と識別することができる。図１１Ａは、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収集された
画像データから得られた細胞質面積の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞の分布を
グラフで示し、乳癌細胞の細胞質面積の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の細胞質面積の分布とど
のように区別可能であるかを示す。図１１Ｂは、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収
集された画像データから得られた散乱周波数の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞
の分布をグラフで示し、乳癌細胞の散乱周波数の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の散乱周波数の
分布とどのように区別可能であるかを示している。これらの特徴は、当初正常乳房細胞と
乳癌細胞を識別するために同定されたが、乳房上皮癌細胞とＰＢＭＣの間の高レベルの識
別を示した。正常上皮細胞はより明確にＰＢＭＣと区別され、これらのパラメータを使用
して上皮癌細胞と識別されることが重要である。
【０１０１】
　図１０Ａ、図１０Ｂ、図１１Ａ及び図１１Ｂは、複製を簡単にするために修正されてい
る。フルカラー画像では、細胞及び／又はデータを見やすくするために、ドットプロット
を含む各フレームの背景は黒色であり、ＰＢＭＣ細胞及び癌細胞を表すドットは異なる色
で表される。
【０１０２】
　上述した結果は、個々の画像（すなわち、１つ又は複数の上記の同定された測光及び／
又は形態的パラメータを使用して、癌細胞及び健常細胞に対応するサブ集団に分離された
画像）を目視検査することによって確認した。上述したスパイクを示すＰＢＭＣデータか
ら画像ギャラリーデータを生成した。
【０１０３】
　図１２は、乳癌細胞の明視野及び蛍光画像を組み合わせることによって生成された細胞
の合成画像を示す図である。明視野及びＤＲＡＱ５　ＤＮＡ蛍光（画像分析ソフトウェア
で画像処理を行ったもので赤色）のオーバーレイ合成を使用して得られた癌細胞集団から
の代表的な画像を含んでいる。図１３は、細胞集団の画像データから得られた散乱データ
によって定義することのできる、５つの異なるＰＢＭＣ集団の代表的な画像を示す図であ
る。核の形態について暗視野散乱、ＣＤ４５（緑色）、及びＤＲＡＱ５（赤色）を使用し
て定義された、５つの末梢血単核細胞集団の画像を含んでいる。２つの図はサイズスケー
ルが異なることに留意されたい。図１２は、その複製を簡単にするために修正されている
ことを理解されたい。フルカラー画像では、図１２の背景は黒色であり、細胞を含む各フ
レームは茶色／灰色であり、各細胞の核は赤色である。図１３も同様にその複製を簡単に
するために修正されている。フルカラー画像では、図１３の背景は黒色であり、各細胞の
外周は緑色であり、各細胞の核は赤色である。
【０１０４】
　上述した試験は、画像データが同時に収集される、細胞の混合集団からの複数スペクト
ル／複数モード画像データを分析することによって、正常上皮細胞のサブ集団を、転換し
た細胞のサブ集団から光学的に識別することができる可能性を実証していることが重要で
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ある。上述した試験は、また、画像データが同時に収集される、細胞の混合集団からの複
数スペクトル／複数モード画像データを分析することによって、血液中の上皮癌細胞を検
出することができる可能性を実証している。
【０１０５】
　本願明細書に説明された概念を特定の疾患状態の概念に適用することに関して、例示的
なイメージングシステムの作動速度が比較的高いため（約１００細胞／秒又は約３５０，
０００細胞／時間）、かつ各細胞で収集された画像情報の量が比較的多いため（高分解能
の明視野画像、暗視野画像、及び４つの蛍光画像）、本願明細書に開示された概念は慢性
リンパ性白血病の検出及び監視に特に適している。
【０１０６】
　そのような適用では、同時複数スペクトル／複数モードイメージングシステムに３６０
ｎｍＵＶレーザーが組み込まれ、イメージングシステムの光学が４００～４６０ｎｍ（Ｄ
ＡＰＩ放射）スペクトルバンドに回折制限されたイメージング性能に最適化される。上述
した実験的試験で使用された例示的なイメージングシステム（すなわち、ＩｍａｇｅＳｔ
ｒｅａｍ（商標）機器）では、蛍光励起にソリッドステート、２００ｍＷ、４８８ｎｍレ
ーザーを使用している。そのようなレーザーの波長は広域の蛍光色素を励起するが、ＤＡ
ＰＩは励起できないため、ＤＮＡに化学量論的に結合する細胞周期分析には最適ではない
。さらに、ビームは狭幅を有するように構成され、細胞ごとの測定誤差が増加する代わり
に全体的な感度は改善される。ＤＮＡ色素としてヨウ化プロピジウムを使用するフィージ
ビリティ試験は、４８８ｎｍレーザーを使用するイメージングシステムが、約５％の変動
のＧ０／Ｇ１ピーク係数を有する細胞周期ヒストグラムを生成することができることを示
す。
【０１０７】
　ＣＬＬに関連したＤＮＡ含有量の変化を検出するために高分解能の細胞周期ヒストグラ
ムを生成するためには、３６０ｎｍＵＶレーザーに最適化されたＤＡＰＩを代わりに使用
する。ビームは比較的広い照明交差部（約１００ミクロン）を有するように構成され、一
般的な作動条件ではＤＡＰＩ励起の一貫性は細胞間で１％以内となる。全体的に細胞周期
ヒストグラムＣＶは約２～３％であると考えられる。さらに、上述した実験的試験で使用
される例示的な機器の光学は４６０～７５０ｎｍに回折制限され、ＤＡＰＩスペクトル放
射バンドはカバーしない。したがって、形態の窪みや不均一な色素など診断値の詳細な核
の特徴を測定するために、そのような光学は、４００～４６０ｎｍスペクトルバンドの回
折制限イメージング性能を達成するように構成されている光学に置き換えられる。
【０１０８】
　特に、本願明細書に開示された概念をＣＬＬに関連したＤＮＡ含有量の変化の検出に使
用するためには、上述した以外に正常な試料の核の形態を定義する他のマスキングアルゴ
リズム及び特徴を組み込んだ、画像処理ソフトウェアを設けることが望ましい。
【０１０９】
　上述した例示的な画像処理ソフトウェアで利用可能な形態的特徴のセットは、核のロビ
シティ（ｌｏｂｉｃｉｔｙ）、陥入部の数、及び同様のパラメータを定量化する境界輪郭
の特徴を含んでいない。そのような特徴は、従来の血液病理学者が使用していた多くの核
形態の定性的観察を取り込むので、白血病の分析において非常に高い有用性がある。その
ようなアルゴリズム及び特徴を組み込むことによって、正常細胞、前駆体、及び転換した
細胞の自動分類の改善が可能になる。
【０１１０】
　上述した実験的試験で使用される境界輪郭のマスキングアルゴリズム及び関連する特徴
は、イメージング平面に対する方向の関数として、それぞれのタイプの細胞の約３分の１
で好酸球、好中球、単球、好塩基球、及びリンパ細胞の細胞分類を改善する。（６つの可
能な方向において）２つのうち１つの好ましい方向の細胞は、先に使用されたアルゴリズ
ム及び特徴による利益を受けない。細胞の分類を改善するために、正常細胞の分布が予想
される位置内の統計的分解能を高めることによって、正常細胞と転換した細胞の間の第１
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パス分類装置へと導き、回転方向とは関係なく正常白血球を一貫して分類するように境界
輪郭アルゴリズム及び特徴を拡大することができ、それにより、予想される位置に該当し
ない異常細胞にフラグをつける能力が向上する。そのような分類装置は、一般に上述され
た技術を使用して識別をさらに改善するために、正常リンパ細胞と転換したリンパ細胞の
間で観察された形態的差異の特徴を明らかにすることができる。
【０１１１】
　イメージング分析ソフトウェアをＣＬＬに関連したＤＮＡ含有量の変化を検出するよう
に構成するために、自動分類装置をソフトウェアパッケージに組み込む。自動分類装置は
少なくとも１つ又は複数の以下の測光及び／又は形態的パラメータを組み込む。それは、
ＤＮＡ含有量、核の形態、不均一な色素、Ｎ／Ｃ比、粒状度、ＣＤ４５発現、及び他のパ
ラメータである。上述したように、分類装置は血液細胞集団に対応する画像データを分類
するように構成され、集団を以下のサブ集団へと分類する。それは、リンパ細胞、単球、
好塩基球、好中球、及び好酸球である。
【０１１２】
　フロー中の細胞から同時に収集された複数モード画像に基づいたＰＢＭＣの自動微分分
析が、上述したものと同様のイメージングシステム、及び上述したものと同様のイメージ
ング処理ソフトウェアを使用して実施される。ＰＢＭＣは、ＦＩＴＣ結合抗ＣＤ４５及び
ＤＮＡ結合色素、ＤＡＰＩで染色される。末梢血白血球は、一般に、図５、図９、及び図
１３に示すように、リンパ球、単球、好塩基球、好中球、及び好酸球へと５部分の微分分
析で分類される。
【０１１３】
　ＣＬＬ患者の末梢血白血球からのデータセットを上述したように取得し、分析する。正
常末梢血白血球のために開発された分類法をこれらのデータセットに適用し、ＣＬＬ細胞
の同定を正常なプロファイルと比較することによって判断する。様々な分類装置が評価さ
れ、一般に、図８のヒストグラムに関して上述したように、ＣＬＬ細胞が最も良く例示さ
れるセグメントを判断する。これらには次のものがある。それは、細胞のサイズ、核のサ
イズ、核対細胞質の比率、核の輪郭、核のテクスチャー、及び細胞質の粒状度である。結
果をＣＬＬ患者試料の標準的な血液塗抹標本と比較して、技術の正確度を判断する。
【０１１４】
　抗ＣＤ－４５をマーカーとして使用する正常染色プロトコルのほかに、画像データを収
集する前に、末梢血白血球をＣＤ５及びＣＤ２０へのモノクローナル抗体、ならびにＤＡ
ＰＩで染色する。この方法は、認められたフローサイトメトリー基準に従ってＣＬＬ細胞
の同定を可能にする。このように、形態的基準を免疫表現型と相関させることができる。
【０１１５】
　複数のＣＬＬ患者からの多量の（１０，０００～２０，０００個の白血球）データセッ
トによって、血液細胞をサブ集団（すなわち、リンパ細胞、単球、好塩基球、好中球、及
び好酸球）に分類するために使用することのできる測光及び形態的マーカーの最適化及び
選択が容易になる。
【０１１６】
　ＣＬＬ細胞には形態的な不均一性が観察される。しかし、患者の末梢血の塗抹標本を一
貫的に準備し評価することが技術的に困難であることから、その程度についての正確で客
観的な理解はこれまで達成されていなかった。上述した複数モードのイメージングシステ
ムを使用してＣＬＬ患者から多量のデータセットを取得することによって、形態的な不均
一性の程度を、イメージング処理ソフトウェアパッケージを使用して客観的に分析するこ
とが可能になる。上述した開発された分類装置は、これらのデータセットに適用され、特
定の分類装置の程度（例えば、核のサイズ、Ｎ／Ｃ比など）を分析することによって評価
された形態的不均一性を、ＣＬＬ細胞の多量の集団に適用する。この分析に基づいて、Ｃ
ＬＬ細胞の最大パーセンテージを最も正確に同定する分類装置が最適化され、集団全体が
分類装置によって含まれるようになる。
【０１１７】



(28) JP 4982385 B2 2012.7.25

10

20

30

40

50

　上述したように、ＣＬＬに適用されるとき、本願明細書で開示された技術は、細胞集団
を健常細胞に対応するサブ集団及び疾患細胞に対応するサブ集団に分離するためには使用
されない。その代わり、血液細胞集団から収集した画像データは、血液細胞集団を血液細
胞タイプ（すなわち、リンパ細胞、単球、好塩基球、好中球、及び好酸球）に基づいてサ
ブ集団へと分離するために使用される。ＣＬＬは血液細胞集団に見られるリンパ細胞数の
増加（すなわち、リンパ細胞サブ集団の増加）と関連するので、リンパ細胞の増加を検出
することによって疾患状態（すなわち、ＣＬＬ）の存在が示される。本願明細書に説明さ
れた好ましい方法は、血液細胞集団を複数の異なるサブ集団に分離することを含むが、Ｃ
ＬＬ検出法は血液細胞集団を単純にリンパ細胞サブ集団及び非リンパ細胞サブ集団に分離
することによって実行することもできる。健常患者での平均リンパ細胞サブ集団を示す実
験的データを使用して、平均より高いリンパ細胞サブ集団を検出することによって、ＣＬ
Ｌ疾患状態が示唆される。
【０１１８】
　最初にＣＬＬ疾患状態を検出することに加えて、上述したイメージング及び分析法をＣ
ＬＬ患者を縦断的に追跡するために適用して、治療への反応、臨床反応の安定、及び疾患
の再発を判断することができる。正常及び残存ＣＬＬの両方を含む、末梢血の集団の変化
を追跡し、臨床アウトカムと相関させることができる。
【０１１９】
　＜例示的な計算環境＞
　上述したように、本発明の一実施態様は、細胞集団の一部から同時に収集された複数の
画像の画像分析を含んでいる。例示的な画像分析ソフトウェアパッケージを参照する。図
１４及び以下の関連する説明は、本発明を実施するための適切な計算環境の簡略で一般的
な説明を示すものであり、必要な画像処理は、一般に、図１４に示すものと同様の計算デ
バイスを使用して実施される。当業者であれば、必要な画像処理は、ラップトップ及び他
のタイプのポータブルコンピュータ、マルチプロセッサシステム、ネットワークコンピュ
ータ、メインフレームコンピュータ、手持ち式コンピュータ、パーソナルデータアシスタ
ント（ＰＤＡ）、ならびにプロセッサ及び機械の指示を記憶するためのメモリを含み、プ
ロセッサで実行されるとき複数の機能を実行する他のタイプの計算デバイスを含む、多く
の異なるタイプの計算デバイスによって実施することができる。
【０１２０】
　本発明で必要とされる画像処理の実行に適切な例示的な計算システム１５０は、入力デ
バイス１５２、及び出力デバイス１６２、例えば、ディスプレイに機能的に接続されてい
る処理ユニット１５４を含んでいる。処理ユニット１５４は、本発明の機能を実行するた
めの（測定する集団によって少なくとも１つの特徴の提示を可能にするための、物体の集
団から同時に取得された複数の画像の分析）、画像処理／画像分析プログラムを含む機械
の指示を実行する中央処理ユニット（ＣＰＵ１５８）を含んでいる。少なくとも１つの実
施形態では、機械の指示は、一般に、上述したものと同様の機能を実行し、図３に示すフ
ローチャートならびに例示的なスクリーンショットを参照する。当業者であれば、この目
的に適したプロセッサ又は中央処理ユニット（ＣＰＵ）は、Ｉｎｔｅｌ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ、ＡＭＤ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｍｏｔｏｒｏｌａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ、及び他の供給者から入手可能である。
【０１２１】
　処理ユニット１５４には、ランダムアクセスメモリ１５６（ＲＡＭ）、及び一般に読出
し専用メモリ（ＲＯＭ）を含む非揮発性メモリ１６０、ならびにハードドライブ、光学ド
ライブなどいくつかの形態のメモリストレージも含まれる。これらのメモリデバイスは、
ＣＰＵ１５８に双方向接続されている。そのようなストレージデバイスは、当業者には良
く知られている。機械の指示及びデータは、非揮発性メモリ１６０から一時的にＲＡＭ１
５６内にロードされる。メモリには、オペレーティングシステムソフトウェア及び補助ソ
フトウェアも保存されている。別個に示されてはいないが、計算システム１５０を起動す
るのに必要な電力を供給するために電源が必要となる。
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【０１２２】
　入力デバイス１５２は、限定はされないが、マウス、キーボード、マイク、モデム、ポ
インティングデバイス、又は他の入力デバイスを含む、オペレーティング環境への入力を
容易にするどのようなデバイス又は機構とすることもできる。図１４には特に示されてい
ないが、計算システム１５０は、図１に概略的に示すようなイメージングシステムと論理
的に接続されており、所望の画像処理を実施するように、収集された画像データを計算シ
ステム１５０で利用できるようになっている。もちろん、計算システムを直接イメージン
グシステムに論理的に接続するのではなく、イメージングシステムによって収集されたデ
ータを、ポータブルメモリメディアなど多くの様々なデータ転送デバイスを使用して、又
はネットワーク（有線又は無線）経由で、単純に計算システムに転送することもできる。
出力デバイス１６２は、出力画像を人が視覚的に認識するように設計されたモニター又は
コンピュータディスプレイを最も一般に含んでいる。
【０１２３】
　以上、本願明細書に開示された概念を、それを実行するのに好ましい実施形態及びその
修正と併せて説明したが、当業者であれば、添付の特許請求の範囲の範囲内において本願
明細書に開示された概念に他の多くの修正を行うことができる。したがって、本願明細書
に開示された概念の範囲は、上述した説明によってどのようにも制限されるものではなく
、添付の特許請求の範囲を参照することによって全体的に判断されるものである。排他的
な権利を主張する本発明は添付の通り定義される。
【図面の簡単な説明】
【０１２４】
【図１】フロー中の物体から複数の画像を同時に収集するために使用することのできる例
示的なフローイメージングシステムを示す概略図である。
【図２】図１に示したフローイメージングシステムによって記録（生成）された画像を表
す図である。
【図３】本願明細書に開示された概念の一実施態様で実行される全体的な方法ステップの
フローチャートを示す図である。
【図４】図３に示した方法ステップを実行するために使用される例示的なグラフィカルユ
ーザインターフェースを示す図である。
【図５】ヒトの末梢血の分析に適用される、図３の方法ステップを実行するために使用さ
れる例示的なグラフィカルユーザインターフェースを示す図である。
【図６】正常な（すなわち、健常な）乳房上皮細胞の画像を示す図である。
【図７】蛍光チャンネルのデータの定量化が疾患状態のマーカーとしてどのように機能す
るかを示す、乳癌（すなわち、疾患）細胞の画像を示す図である。
【図８】健常な乳房上皮細胞の画像を乳癌細胞の画像と自動的に区別するために使用する
ことのできる複数の異なる測光及び形態的ディスクリプタを示す図で、図３に示した方法
ステップを実行するために使用される例示的なグラフィカルユーザインターフェースを示
す図である。
【図９】ヒト末梢血の細胞を測光的特性に基づいて様々なサブ集団へと分離することを図
式的に示す図である。
【図１０Ａ】乳癌細胞を含まない細胞集団から収集された画像データに基づいて、正常末
梢血の単核細胞（ＰＢＭＣ）の分布を図式的に示す図である。
【図１０Ｂ】乳癌細胞の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の分布とどのように区別可能であるかを
示し、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収集された画像データに基づいて正常ＰＢＭ
Ｃ及び乳癌細胞の分布を図式的に示す図である。
【図１１Ａ】乳癌細胞の細胞質面積の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の細胞質面積の分布とどの
ように区別可能であるかを示し、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収集された画像デ
ータから得られた細胞質面積の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞の分布を図式的
に示す図である。
【図１１Ｂ】乳癌細胞の散乱周波数の分布が正常ＰＢＭＣ細胞の散乱周波数の分布とどの
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ように区別可能であるかを示し、両方の細胞タイプを含む細胞集団から収集された画像デ
ータから得られた散乱周波数の測定に基づいて正常ＰＢＭＣ及び乳癌細胞の分布を図式的
に示す図である。
【図１２】乳癌細胞の明視野及び蛍光画像を組み合わせることによって生成された細胞の
合成画像を示す図である。
【図１３】細胞集団の画像データから得られた散乱データによって定義することのできる
、５つの異なるＰＢＭＣ集団の代表的な画像を示す図である。
【図１４】図３に示した方法ステップを実行するために使用される例示的な計算システム
を概略的に示す図である。

【図１】 【図２】
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