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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　近位端および遠位端を有する光ファイバープローブ；
近位端で光源に接続されかつ遠位端に第一のフィルターを有するプローブ中の送達光ファ
イバー；
近位端で検出器に接続されかつ遠位端に第二のフィルターを有する、組織からのラマン散
乱光を収集するプローブ中の複数の収集光ファイバー；ならびに
第一のフィルターがロッドの近位表面に置かれた送達光ファイバーに接続されたロッドを
有する光学モジュール、および第二のフィルターが円筒形チューブの近位表面に置かれた
複数の収集光ファイバーに接続された円筒形チューブ、を包含するプローブの遠位端の光
学系、であって、ロッドは、チューブの内部に置かれ且つロッドからチューブを光学的に
隔離するスリーブによってチューブから分離され、光学モジュールは、収集光ファイバー
の遠位端および送達光ファイバーを遠位光学素子からある距離に分離し、遠位光学素子は
、反射または屈折光学素子を含む、光学系、
を含んでなる組織測定用プローブ。
【請求項２】
　遠位光学素子が送達ファイバーおよび収集ファイバーに光学的に接続されたボールレン
ズを含んでなる、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項３】
　複数の収集ファイバーが送達ファイバーの周囲に第一の半径で同心円状に配置されてお
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り、且つ送達光ファイバーの周囲に第一の半径より大きい第二の半径で同心円状に配置さ
れた第二の複数の収集光ファイバーを有する、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項４】
　２秒未満である収集時間をゲートする制御装置をさらに含んでなる、請求項１に記載の
組織測定用プローブ。
【請求項５】
　光学系が１０ｍｍ未満の長さを有する、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項６】
　光学系が４ｍｍ未満の長さを有する、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項７】
　７５０ｎｍより長い波長を有する送達光ファイバーに接続した光源を更に含んでなる、
請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項８】
　遠位光学素子が放射状方向の光を送達かつ収集する、請求項１に記載の組織測定用プロ
ーブ。
【請求項９】
　遠位端が２ｍｍ若しくはそれ未満の直径を有する、請求項１に記載の組織測定用プロー
ブ。
【請求項１０】
　送達光ファイバーの近位端に光学的に接続されているレーザー光源をさらに含んでなる
、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項１１】
　遠位光学素子が屈折光学レンズを含んでなる、請求項１に記載の組織測定用プローブ。
【請求項１２】
　遠位光学素子が放射状方向の光を収集する反射光学素子を含んでなる、請求項１に記載
の組織測定用プローブ。
【請求項１３】
　遠位光学素子がボールレンズの一部分を含んでなる、請求項１に記載の組織測定用プロ
ーブ。
【請求項１４】
　請求項１に記載のプローブと、プローブが挿入されるチャンネルを有する内視鏡とを含
んでなる、内視鏡系。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は全体として若しくは部分的に国立保健研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ）からの助成金第Ｐ４１－ＲＲ－０２５９４号および同第
Ｒ０１－ＨＬ－６４６７５号により援助された。米国政府は本発明においてある種の権利
を有する。
【０００２】
　本出願は、２００２年４月５日出願の米国仮出願第６０／３７０，１９７号明細書の利
益を主張する２００２年６月２１日出願の米国一部継続出願第１０／１７８，０６２号明
細書の一部継続出願である。上の出願の内容全体はそっくりそのまま引用することにより
本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００３】
　光学的方法は疾患の検出にますます使用されている。とりわけ近赤外ラマン分光法はそ
の化学的特異性の故に疾患の診断および疾患の進行の研究の双方に有用なツールであるこ
とが判明してきている。過去１０年にわたり、ラマン分光法は、多くの疾患および生物学
的問題に適用され、また、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで大きな進歩がなされた。より最近、ｉｎ　
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ｖｉｖｏ研究の報告が存在しているが、それらはしかしながら、皮膚若しくは他の容易に
到達可能な器官の研究に限られているか、または実際の臨床使用に対し理屈にあわないほ
ど長い収集時間を必要とする光ファイバー構成を使用しているかのいずれかである。応用
の大多数は光ファイバーを介する遠隔サンプリングを必要とし、また、プローブおよびフ
ァイバー束の大きさは応用により厳格に制限されている。現在の商業的系が提供できない
特定の一例は、血管造影カテーテルによりリアルタイムでｉｎ　ｖｉｖｏのアテローム硬
化性病変を評価して従って各個々の症例での最も適切な処置の指図において心臓専門医を
補助する能力である。これらの目的は現在の系により満たされていない。
【０００４】
　加えて、ファイバーのスペクトルバックグラウンドのいくつかの異なるフィルタリング
方法を使用する遠隔ラマン検知のための従来技術のプローブは、極めて低い光学的スルー
プットを表すか若しくは血管内で使用するには嵩高過ぎるかのいずれかである。従来技術
の設計での一問題は、冠動脈に到達するための経皮カテーテル中へのそれらの組み込みを
妨げる４ｃｍ長の剛性先端を有することを包含する。第二に、これらのプローブを用いて
収集したデータにおいて、ファイバーのラマンスペクトルのかなりの構成部分がなお留ま
っている。さらに、許容できるＳ／Ｎ比（ＳＮＲ）をもつシグナルの収集のために、３０
秒若しくはより長い次数のデータ収集時間が典型的に必要とされる。
【０００５】
　例えば、医学における応用向けに大きさを決められかつ組織からの改良されたスペクト
ルシグネチャ（ｓｉｇｎａｔｕｒｅ）を提供するラマン分光法のためのプローブを包含す
る改良された系および方法に対する必要性がなお存在する。
【発明の開示】
【０００６】
　本発明の系および方法は、血管疾患若しくは癌のような組織状態の診断のため分光学、
例えばラマン分光学的方法を使用することに関する。本発明の系および方法はいくつかの
応用、すなわち乳管内視鏡検査による光学的乳房生検および乳房分析、経皮的血液分析お
よびモニタリング、血管狭窄、胃腸癌の評価、膵管中の異形成に対する走査ならびに皮膚
分析を有する。
【０００７】
　本発明の好ましい一態様によれば、組織測定用の系は、近位端、遠位端および２ｍｍ若
しくはそれ未満の直径を有する光ファイバープローブを包含する。この小さい直径は、最
小限の外傷を伴う冠動脈疾患または他の小管腔若しくは軟組織の診断に本系が使用される
ことを可能にする。送達光ファイバー（１本若しくは複数）は近位端で光源に接続された
プローブ中に包含される。送達ファイバーのフィルターは遠位端に包含される。該系は、
組織からのラマン散乱放射を収集するプローブ中の収集光ファイバー（１本若しくは複数
）を包含し、該収集光ファイバーは近位端で検出器に接続される。第二のフィルターは収
集ファイバーの遠位端に配置される。送達ファイバーに接続された送達導波管、収集光フ
ァイバーに接続された収集導波管およびレンズを包含する光学レンズ系がプローブの遠位
端に配置される。
【０００８】
　送達導波管はロッドを含んでなりかつ収集導波管はロッドの周囲で同心円状である円筒
形チューブを含んでなる。代替の好ましい一態様において、送達導波管は第一のチューブ
を含んでなりかつ収集導波管は第一のチューブの周囲で同心円状である第二の円筒形チュ
ーブを含んでなる。さらに、レンズは送達ファイバーおよび収集ファイバーに光学的に接
続されたボールレンズを包含する。
【０００９】
　好ましい一態様において、該プローブは、送達導波管を収集導波管から光学的に隔離す
るスリーブをさらに含んでなる。該スリーブはパラジウム、銀若しくは金のような金属で
あり得る。ガラス製ロッドチューブおよびスリーブは接着剤で一緒に取り付け得る。外側
の保持スリーブは遠位光学系を光ファイバーに取付け得る。
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【００１０】
　該プローブはさらに、送達ファイバーの周囲に第一の半径で同心円状に配置された第一
の複数の収集ファイバー、および送達ファイバーの周囲に第一の半径より大きい第二の半
径で同心円状に配置された第二の複数の収集ファイバーを含んでなる。
【００１１】
　本発明の別の局面によれば、該プローブは２秒未満である収集時間をゲートする制御装
置を包含する。一態様において光学レンズ系は１０ｍｍ未満の長さを有する。好ましい一
態様において光学レンズ系は４ｍｍ未満の長さを有する。遠位光学系の直径は好ましくは
１～２ｍｍの範囲にある。該光学レンズ系は放射状方向（いずれかの軸外方向と定義し得
る）の放射を送達かつ収集する。光源は７５０ｍｍより長い波長を有し、好ましい一態様
は８３０ｎｍで発射するアルゴンレーザーポンピングＴｉ：サファイアレーザーを使用す
る。代替の一態様において、７８５ｎｍ若しくは８３０ｎｍで発射するＩｎＧａＡｓレー
ザーのようなダイオードレーザーを使用してもよい。
【００１２】
　好ましい一態様において、アテローム硬化症の診断における使用のための本発明の放射
状ラマンプローブは、例えば血管造影に使用される型のカテーテルに組み込まれる。それ
は血液および他の液体と入れ換わりかつカテーテルを動脈中に配置するためのバルーンを
包含する。好ましい一態様はバルーン膨張のためのチャンネルを包含する。さらに、該カ
テーテル系は血液を一時的に液体、例えば生理的食塩水で洗い流すための能力を包含する
。側に若しくは４５°から９０°の範囲にわたる角度でのいずれかで放射状方向に励起光
を向けるように１若しくは数本の光ファイバーを構成し得る。こうした一態様において、
側に配置されたバルーンを使用してファイバーを動脈壁に隣接して接触させ、そして血液
若しくは他の介在する液体を立ち退かす。
【００１３】
　あるいは、送達ファイバーは、プローブの軸に対してある角度の円形パターンに光を向
けるように配置し得る。多様な収集ファイバーが、照明される周囲領域の多様な部分から
同時に光を収集する。本態様において、該プローブは、光送達および／若しくは収集前に
膨張されて血液および他の液体と入れ換わる膨張可能なバルーン中に囲まれる。好ましい
態様において、バルーンは例えば血管造影のような動脈の応用で使用される型のものであ
り、そして、励起光を動脈壁まで通過させかつ動脈壁で生成されたラマン光にバルーンを
通過させて収集ファイバーに戻らせるように薄い素材で作成される。
【００１４】
　本発明は、ラマン分光法を使用するそれらの形態学的組成の定量的評価によるヒト冠動
脈中のアテローム硬化性斑の診断的分類を包含する。ラマン分光法の迅速かつ非破壊的性
質は、光ファイバー技術を使用して臨床の情況で応用される場合に冠動脈斑をｉｎ　ｖｉ
ｖｏで診断する機会を提供する。そのように使用されれば、本発明の好ましい態様はアテ
ローム硬化性病変を分類し、そして斑の不安定性および疾患の進行の程度を評価するのに
使用しうる泡沫細胞（ＦＣ）、壊死中心（ＮＣ）およびコレステロール結晶（ＣＣ）の存
在のようなその形態学的特徴、ならびにそれにより血栓症および急性斑出血のような生命
を脅かす合併症の危険のｉｎ　ｖｉｖｏの定量的評価を提供し得る。そのように使用され
れば、本発明の方法は、アテローム硬化性病変の進展における今までのところは十分に理
解されていないダイナミクスならびに脂質低下および他の治療法の効果への洞察を提供し
うる。
【００１５】
　解剖学（狭窄の程度）よりもむしろ化学的組成および形態学がアテローム硬化性斑の不
安定性を決定しかつ疾患の進行を予測する。好ましい一態様において、ラマン分光法の参
照データの改変もまた、斑を含んでなる微視的形態学的構造を同定するのに使用し得、ま
た、巨視的動脈ラマンスペクトルに対するこれらの微視的形態学的構造の相対的寄与に基
づく診断アルゴリズムを使用して、動脈の病理学的状態を正確に評価し得る。
【００１６】
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　好ましい一態様において、主成分分析（ＰＣＡ）および化学物質参照データを使用する
以前の研究との比較に８種のアテローム硬化症の分類を使用する。これら８分類を３分類
まで減少させる。病理学的検査に際して、ＦＣ、ＮＣおよびＣＣの存在は斑の不安定性お
よび疾患の進行の重要な予測因子である。本発明の態様は、これらの同一の形態学的構造
のラマン分光学的解析が、顕微鏡検査に対する必要性を伴わずに無傷の冠動脈中のアテロ
ーム硬化性病変を診断するのに使用し得ることを示す。これは、ラマン分光法が、量的な
化学的情報のみならずしかしまた血管内超音波（ＩＶＵＳ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）
および血管造影法のような現在の診断的画像化技術で容易に入手可能でないＣＣの存在の
ようなアテローム硬化性病変の組成に関する量的な形態学的情報もまた提供し得ることを
示唆する。
【００１７】
　好ましい一態様において、正常およびアテローム硬化性動脈組織のｉｎ　ｓｉｔｕの細
胞および細胞外の形態学的成分のスペクトルのシグネチャを、共焦点ラマン顕微鏡検査を
使用して測定する。特異的な形態学的構造は、正常な動脈の構造（例えば弾性板）中での
それらの役割および／若しくはアテローム硬化性斑形成（例えば泡沫細胞、壊死中心、コ
レステロール結晶）により選択される。１２種の生化学的成分の基礎スペクトルの一次結
合の最小二乗法最小化は、多様な形態学的構造の生化学的組成に関する情報を提供する。
これらの生化学的成分は、それらが正常動脈組織および／若しくはアテローム硬化性斑中
で高濃度で存在することが既知であった（例えばコラーゲン、エラスチン、ならびに遊離
およびエステル化コレステロール）ため、またはそれらが強いラマン散乱体である（例え
ばβ－カロチン）ために選択される。動脈の乾燥重量の３％に寄与しうるグリコサミノグ
リカン（例えばヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸およびヘパラン硫酸
）は、おそらくそれらが弱いラマン散乱体であり（すなわちそれらは小ラマン断面を有し
）かつ参照データから排除されたため、生化学的モデルおよび参照データのフィットに有
意に寄与しなかった。
【００１８】
　本発明の態様はラマンスペクトルを形態学に関して解釈する。例えば、ラマンスペクト
ルは形態学的構造、例えば特定の化合物と関連し得る泡沫細胞と関連付けることができる
。さらに、例えば多数の化学物質スペクトルから形態学的構造と関連するわずか８種の独
特のスペクトルまでスペクトルの数を減少させてそれによりフィット（ｆｉｔ）の誤差を
減少させ得る。本発明の光ファイバーカテーテル系を使用して脆弱な斑を同定かつモニタ
ーするのに利用可能である診断法は、化学的組成、形態学的構造、内膜層の肥厚化および
上にかぶさるコラーゲン層の薄化についての情報の使用を包含する。好ましい態様はコラ
ーゲンの割合を測定することによるコラーゲンの深さの決定を包含する。さらに、石灰化
の存在をモニターし、また、いかなる縁も潜在的破裂および血餅の指標として同定かつコ
ラーゲンに関して位置を突き止める。さらに、非石灰化斑中のコラーゲン線維の減少した
部分的な（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ）フィットの寄与率は、低下した斑安定性の表示である
。
【００１９】
　ｉｎ　ｖｉｖｏの生物学的組織の分光法のための系および方法の前述のおよび他の特徴
および利点は、付随する図面に具体的に説明されるところの該系および方法の好ましい態
様の以下のより具体的な記述から明らかであろう。図面において、同様の参照文字は異な
る図面を通じて同一の部品を指す。図面は必ずしも一定の率で縮尺／拡大しておらず、代
わりに本発明の原理の具体的説明に力点を置いている。
［発明の詳細な説明］
　本発明は組織のラマン分光法を使用するための系および方法に向けられる。適切な処置
の指図において心臓専門医を補助するための血管造影カテーテルを使用するｉｎ　ｖｉｖ
ｏの応用のための系および方法を開発するための属性は、ｉｎ　ｖｉｖｏ組織に低エネル
ギーレーザー光を送達しかつそれからの生じるラマンスペクトルシグネチャを効率的に収
集することが可能なラマン分光法のための光ファイバープローブの開発である。好ましい
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態様のプローブは小型でありかつ微小光学の設計原理を使用する。
【００２０】
　組織の診断および処置のためのラマン分光法の実施方法は、１９９７年４月１日交付の
米国特許第５，６１５，６７３号明細書、１９９４年４月１９日交付の米国特許第５，３
０４，１７３号明細書、１９９２年９月３日公開の国際特許出願第ＷＯ　９２／１５００
８号明細書および１９９６年１０月３日公開の国際特許出願第ＷＯ　９６／２９９２５号
明細書（全部の参考文献の教示全体は引用することにより本明細書に組み込まれる）に記
述されている。
【００２１】
　こうしたプローブの製造において克服されるべき少なくとも２つの困難が存在する。第
一のものは送達および収集ファイバーそれら自身中で生成されるスペクトルのバックグラ
ウンドシグナルにより、それらは検査されている組織部位からのシグナルより１桁より大
きいことがある。このバックグラウンドシグナルは、フューズドシリカコアからのラマン
光、不純物および特定の開口数（ＮＡ）のファイバーを設計するのに使用されるドーパン
トからの蛍光、ならびに多様なジャケット素材からのシグナルを包含する。送達ファイバ
ーからのレーザー光は、典型的には３ないし４メートルのファイバー中を横切る長い光路
長により強いファイバーのバックグラウンドを生成させる。このファイバースペクトルは
組織表面から散乱されかつ収集ファイバーにより組織のラマンスペクトルと一緒に収集さ
れ、しばしば、組織中への光の比較的短い透過によりわずかおよそ１ｍｍのサンプルから
生成される組織のラマンシグナルを遮蔽する。
【００２２】
　加えて、組織から後方散乱されるレーザー光もまた収集ファイバーにより収集され、そ
してこの散乱されたレーザー光は収集ファイバー中で発する付加的なファイバースペクト
ルを生じさせ、それは検出器に達する組織のスペクトルの質をさらに損なう。目的のスペ
クトルを不鮮明にしかつ歪ませることに加え、強いファイバーのバックグラウンドはシグ
ナルにあるレベルのショートノイズを付加し、そしてこのノイズはしばしば組織のラマン
バンドより大きくなり得る。送達および収集ファイバー双方を解析することは、それら双
方がほぼ等しい量のこのファイバースペクトルのバックグラウンドを生じさせることを示
す。好ましい一態様において、２種の異なるフィルター（一方は送達向けおよび一方は収
集向け）を使用して、望ましくないファイバーのバックグラウンドを抑制する。さらに、
送達ファイバー中で生成されるより長波長のスペクトルのバックグラウンドを遮断しつつ
レーザー励起光を伝播する短波長通過型若しくは帯域通過フィルターで送達ファイバーを
終端させることが望ましい。好ましい一態様において、収集ファイバーは、組織から後方
散乱されるレーザー光を遮断しつつ組織のラマンスペクトルを伝播する長波長通過型フィ
ルターすなわちノッチフィルターにより先行され得る。使用されるいかなるフィルターも
、それらが接続されるファイバーの許容角度（ＮＡ）に対応するある範囲の角度にわたっ
て適切な機能もまた発揮する。
【００２３】
　第二の困難はシグナル収集に関する。これは２成分を有し、その第一のものはラマン効
果の固有に弱い性質に関する。１０億の励起光子ごとからおよそただ１個がラマン光子に
変換される。好ましい一態様において、ハイスループット光プローブ装置は、臨床上現実
的な時間枠で有用であるのに十分なＳ／Ｎ比（ＳＮＲ）でシグナルを収集する。臨床上有
用かつ商業的に実現可能であるために、好ましい一態様はおよそ１～２秒で高ＳＮＲスペ
クトルを収集する。第二の成分もまた、光を大きな面積および角度にわたって広範に拡散
させることをもたらす組織中の吸収および散乱によりさらに損なわれる収集の至適化を取
り扱う。
【００２４】
　好ましい一態様において、光学系の収集能力は、ほぼ収集面積（Ａ）および立体角（Ω
）の積（ＡΩ積）により与えられるそのスループットにより制限される。ＡΩ積は系全体
で保存される。典型的なラマン分光法の系において、スループットは分光器／ＣＣＤ収集
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検出系により決定される。好ましい一態様において、分光器は、１６ｍｍの最大スリット
高を伴いΩ＝０．２４２ｓｒの立体角に対応するｆ／１．８（ＮＡ＝０．２７８）である
。生物学的ラマン分光法に十分なスペクトル分解能を達成するために０．２ｍｍのスリッ
ト幅を使用する。従って、最大収集面積はＡ＝３．２ｍｍ２であり、ＡΩ＝０．７７ｍｍ
２－ｓｒの理論的最大スループットをもたらす。好ましい一態様において、輝度がどうあ
ろうとも入射励起光により組織中で生成される有効なラマン光源が至適に収集されること
を確実にするためにＣＣＤ検出器を使用する。光は１つの大きな面積および４πの立体角
にわたり発射されると考えられるが、しかし、収集角２πにより制限される。従って、収
集立体角と面積との間の至適のトレードオフが本発明の好ましい態様において決定される
。
【００２５】
　好ましい一態様の系において、分光器／ＣＣＤはよりハイスループットの系により置換
される。例えば１つのこうした配置は一連のダイクロイックビームスプリッター、フィル
ターおよびフォトダイオードよりなる。フィルター波長は、最小数の波長で多変量スペク
トル解析を至適化するように決定される。検出器要素の波長および帯域幅の正確な数は検
知されるべき化学的／形態学的構造のスペクトルの特徴に依存する。こうした系は、従来
技術の分光器／ＣＣＤ系よりはるかにより大きなスループットをもたらし、かつ、より小
さく、より安価で、そして冷却を必要とせず、嵩高さおよび費用をさらに排除する。
【００２６】
　図１Ａおよび１Ｂは、本発明の好ましい一態様のラマン散乱光のそれぞれ放射状および
角度の分布についての血液組織の混濁サンプルのラマン発射データの論理、シミュレーシ
ョンおよび結果の比較を図で具体的に説明する。生物学的組織は類似の細胞およびそれら
を取り巻く細胞間物質の集合体である。体内の４種の基本的組織は、上皮組織；血液、骨
および軟骨を包含する結合組織；筋組織；ならびに神経組織を包含する。角膜を除く大部
分の組織は混濁している。それらが微視的構造およびそれらの中に含有される屈折係数の
変動により高度の弾性散乱を表し、そして従ってこうした組織に入る光が大きく拡散され
るためである。従って、該サンプルは図１Ａ、１Ｂ、１０Ａ～１０Ｃ、３８Ａ～３８Ｅで
混濁サンプルと特徴付けられる。好ましい一態様において、例えばモンテカルロシミュレ
ーションのようなシミュレーションを実施して、励起光およびラマン散乱光双方の空間的
および放射状の分布を予測する。好ましい一態様において、放射状の分布は図１Ａに示さ
れるとおりほぼガウス分布である一方、角度の分布は図１Ｂに示されるとおりランバーテ
ィアンである。これらのパラメータ、および光学系を通って伝播されている光の面積およ
び立体角の積の変換を包含する光学的スループット定理を使用して、至適の収集面積およ
び角度が決定される。積ＡΩは一定でありかつＡおよびΩの至適の組合せの選択は図１０
Ａ～１０Ｃに示されるとおり重要であることが認識されるべきである。好ましい一態様に
おいて、およそ０．３５ｍｍの半径および５５°の収集パラメータが血液組織に至適であ
る。動脈組織の至適の収集パラメータはおよそ０．４ｍｍの半径および２０°である。そ
の後に、解析の結果を例えばＺｅｍａｘプログラムのような光学的設計プログラムに取り
込んで最大のシグナル収集に適切な光学系を決定する。
【００２７】
　図３８Ａは、本発明の好ましい一態様の励起およびラマン散乱光の放射状の分布につい
ての図１Ａに関して記述された血液組織と対照的な動脈組織の混濁サンプルのラマン発射
データ１３６０の結果を図で具体的に説明する。曲線１３６２は３種のガウス分布フィッ
トを使用するフィットを具体的に説明する。さらに、図３８Ｂは、本発明の好ましい一態
様の励起およびラマン散乱光の角度分布についての動脈組織の混濁サンプルのラマン発射
データ１３６０の結果を図で具体的に説明する。血液組織の分布および収集効率を具体的
に説明する図１０Ａ～１０Ｃと同様に；図３８Ｃ～３８Ｅは、本発明の好ましい一態様の
動脈組織のそれぞれ積分済放射状分布、積分済角度分布および至適化した収集効率の図解
である。
【００２８】



(8) JP 4588324 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

　光学素子を使用して、組織から収集された光をプローブ中の光ファイバーの遠位端に伝
達する。その後、ファイバー束の近位端を分光器の形状、面積およびＮＡと一致するよう
に再成形する。光透過効率を減少させずかつ有効なカップリングを提供するようにこれら
の手順に従う。収集ファイバーのＮＡおよび収集ファイバーの直径の選択は、分光計のＮ
Ａ、所望のスペクトル分解能、および光学系の整合の考慮、ならびにフィルター入射角に
より設定される限界により決定される。系のトレードオフは選ばれた分光器を包含し、ま
た、所望の分解能がスリット幅を決定する。出力端では収集ファイバーが一直線に配置さ
れ、これは整合光学系により入口スリット上に画像化される。スループット定理を考慮す
れば、収集ファイバーに対する要件は、ファイバーのＮＡおよび直径の積が分光計のＮＡ
およびスリット幅の積に等しいことを包含する。ファイバー直径がスリット幅に等しくか
つファイバーのＮＡが分光計のＮＡに等しいという、より強い条件を満足するファイバー
を選択する場合は整合光学系を使用する必要性が排除され、そしてプローブが分光計中に
直接接続される。積の要件のみが満足され得る場合には整合光学系が必要とされる。代替
の一態様において、分光計は湾曲スリットを使用し、そして収集ファイバーの出力端はい
かなるスリット形状にも一致するよう改変し得る。収集ファイバーの数の上限は、スリッ
ト高若しくはＣＣＤチップのいずれか小さい方より小さいファイバーアレイ画像の高さに
より定義される。しかしながら、収集先端中で利用可能な空間により、より小さい限界が
設定されるかもしれない。
【００２９】
　図２Ａ～２Ｃは、該系の好ましい一態様の冠動脈の形態学的モデルおよび参照のグラフ
表示３０、４０、５０である。該研究は斑の安定性および斑の進行の決定で生化学的組成
を使用する。形態学的因子は、Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　１
０（２００１）６９－８２に発表されたところのＨｅｎｄｒｉｋ　Ｐ．Ｂｕｓｃｈｍａｎ
らによる“Ｒａｍａｎ　ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｃｏ
ｒｏｎａｒｙ　ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ：Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｓｓｅｓ
ｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍｏｒｐ
ｈｏｌｏｇｉｃ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｉｎ－ｓｉｔｕ”およびＣａｒｄｉｏｖａｓｃ
ｕｌａｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　１０（２００１）５９－６８に発表されたところのＨｅ
ｎｄｒｉｋ　Ｐ．Ｂｕｓｃｈｍａｎらによる“Ｄｉａｇｏｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ
　ｃｏｒｏｎａｒｙ　ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ｂｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ－
ｂａｓｅｄ　Ｒａｍａｎ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ”（それらの完全な教示は引用する
ことにより本明細書に組み込まれる）で論考されている。
【００３０】
　図３は、本発明の好ましい一態様の冠動脈のラマン形態計測法のグラフ表示６０である
。正常動脈、非石灰化斑を有する動脈および石灰化斑中の多様な状態に対して相対的フィ
ット係数をプロットする。
【００３１】
　血管内の応用の好ましい態様により、例えば限定されるものでないが拡散源から収集す
るように設計された光学的フィルタリングおよび高スループット光学系を挙げることがで
きるパラメータの全部が、先端の直径を増大させること若しくはその可撓性を損なうこと
なく達成される。多くの従来技術の商業的プローブは７８５ｎｍの励起で使用されるよう
に設計されている。本発明の方法は、７８５ｎｍの励起で組織中で生成される蛍光バック
グラウンドが８３０ｎｍの励起で生成されるものより少なくとも４倍より大きいという認
識を包含する。７８５ｎｍで稼働させることはより長いデータ取得時間を必要とし、それ
はｉｎ　ｖｉｖｏの応用を禁止する。稼働波長が長くなるほど蛍光バックグラウンドに関
して良好になる。好ましい一態様において、８３０ｎｍの使用は、シリコンの帯域ギャッ
プにより支配されるシリコンベースの電荷結合素子（ＣＣＤ）検出器の基礎的な長波長限
界（１１００ｎｍ）により支配される。代替の好ましい態様は、適切な検出器技術ととも
に７８５ｎｍ若しくは１０６４ｎｍの励起光を使用し得る。
【００３２】
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　本発明の好ましい一態様は、数秒若しくはそれ未満のデータ収集時間を可能にするため
の、光ファイバーのバックグラウンドを除去し、例えば冠動脈カテーテル留置での使用を
助長するために剛性の遠位先端の長さを数ｍｍ未満におよび直径を約２ｍｍに制限し、８
３０ｎｍの励起を使用し、そして拡散源からのシグナル収集を最大にする光ファイバーラ
マンプローブを包含する。
【００３３】
　好ましい一態様はロッドおよびチューブの構成を包含し、そこでは光学フィルターモジ
ュールのロッドおよびチューブは個別に被覆され、それは２種の個別のコーティングすな
わち励起光をフィルタリングするための中央の１個および収集した光をフィルタリングす
るための縁の１個を有する単一円板をコーティングすることより容易である。これらの態
様は個々のファイバーを被覆することより好ましい。フィルターは増大された表面積によ
りより良好に付着し得るためである。加えて、ツートーンの円板は単一円板を被覆するこ
とより好ましい。段差若しくは重なる領域を伴わずに滑らかな円形界面をもつ小さな直径
上に同心円状コーティングを付着させることが困難であるためである。さらに、３メート
ルのファイバー長を付着コーティングチャンバーに入れることは困難である。各フィルタ
ーは多量の誘電体薄膜を包含し得る。こうした薄膜フィルターはＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｌ
ｅｃｔｔｒｏ－Ｏｐｔｉｃｓ　Ｉｎｃ，コロラド州ボールダーにより二次加工され得る。
【００３４】
　図４Ａ～４Ｂはラマンプローブを包含する好ましい一態様の装置のそれぞれ長軸方向お
よび横断面図である。装置７０は、送達および収集ファイバー中のファイバーのラマンバ
ックグラウンドを最小にしかつ好ましくは排除するための２片の多（例えば二）波長の微
小光学誘電体フィルターモジュールを包含する。このモジュールは、チューブの１平面上
に収集誘電体コーティングを運搬するチューブ７８中に嵌合された、１平面上に励起誘電
体フィルターコーティングを運搬するロッド８２よりなる。ロッドおよびチューブは、集
成前にそれらのそれぞれのフィルターで個別に被覆されているサファイア若しくはフュー
ズドシリカのいずれかから製造される態様で使用される。ロッドは構成部品間の至適の隔
離を提供するように金属の薄いシート８０で包まれ若しくは被覆される。その後、該モジ
ュールを、プローブの遠位端に、ファイバー束と例えばボールレンズのようなレンズ８６
を有する光線を平行にするためのレンズ系との間に配置する。レンズは励起および収集領
域に効果的に重なる大きな角度かつ大きな面積から光を収集する。ボールレンズはＥｄｍ
ｕｎｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｏｐｔｉｃｓ、ニュージャージー州により二次加工かつ
供給される。好ましい一態様において、抗反射コーティングで被覆されかつ適切な角度の
許容度指数例えば１．７７を有するサファイアレンズは、ＭＫ　Ｐｈｏｔｏｎｉｃｓ、ニ
ューメキシコ州アルバカーキにより二次加工される。このスケールの高品質干渉フィルタ
ーを得ることは高価であるとは言え、フィルターの費用は被覆される片の数に依存せず、
従って、一度に多くのフィルターを被覆してそれにより各プローブの組立費用を低下させ
ることが可能である。さらに、付加的なコーティング作業により多様な応用のためのより
小さな直径のプローブを創製するようにフィルターの大きさを調節し得る。好ましい一態
様において、ファイバーとの適正なレジストレーションのために、フィルターをサファイ
ア若しくはクォーツ製のロッドおよびチューブに付着させる。
【００３５】
　図４Ｃおよび４Ｄは、レンズ系に付着された放物面状鏡を有する代替の好ましい一態様
のそれぞれ長軸方向図および横断面図である。収集角は０ないしおよそ５５°の範囲にあ
ることができ、およそ１ｍｍの収集直径を伴う。放物面状鏡はより広範な角度およびより
大きな面積から光を収集する。
【００３６】
　これらのフィルターを組み込む励起および収集ファイバーの透過特性を図５に示し、こ
こで０ｃｍ－１＝８３０ｎｍである。
【００３７】
　好ましい態様により、ファイバー直径および開口数（ＮＡ）の選択は、以下の考慮、例
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えばファイバーのラマンシグナル（望ましくないバックグラウンドを生じさせる）がＮＡ
の二乗に比例しかつファイバー直径に依存しないこと、低いＮＡがより良好であること、
および直径は影響を有しないことにより支配される。
【００３８】
　励起ファイバーについてはより低いＮＡのファイバーを使用することが有用であるが、
しかしながら、それと論争する論点が存在する。入力端で、それはファイバー中へのエネ
ルギーのカップリングをより困難にする。好ましい一態様において、低ビーム発散を伴う
レーザーで励起する場合、ファイバーおよび整合光学系の取付における理にかなった注意
がこの問題を回避する。出力端ではビームはより制限される。これはファイバーの構成を
より単純かつより効率的にするが、しかし、より小さい面積（スポット）に入射ビームの
出力を限定することにより組織損傷の可能性を最小にするためにより大きな面積を照明す
ることもまた重要であり得る。しかしながら、組織上に入射するより小さい直径のレーザ
ー励起光スポットさえ、前述の弾性散乱の混濁性によりより大きな面積（典型的には１／
２～１ｍｍ直径）を包含するよう広がり、従ってこの考慮を緩和する。好ましい一態様に
おいて、より大きな直径のファイバー若しくは分配された多数のより小さなファイバーを
使用する。好ましい態様は、低ＮＡファイバーが、コアで使用されているドーパントおよ
びＮＡを低下させるファイバーのクラッドにより引き起こされる増大したスペクトルバッ
クグラウンドを典型的に表し、そしてこれゆえに励起ファイバーについて穏当なコアサイ
ズおよびＮＡを使用するという事実と釣り合わせる。
【００３９】
　収集ファイバーについては状況は異なる。収集されたラマンエネルギーはＮＡの二乗に
比例する。従って、シグナル対バックグラウンド解析から、その大きさが分光器のＮＡに
より制限される高ＮＡ収集ファイバーを使用することに一利点が存在する。ここで、ファ
イバーのＮＡおよびファイバーの直径の最良の選択は、分光計のＮＡ、所望のスペクトル
分解能および整合光学系の考慮、ならびにフィルターの許容角度により設定される限界に
より決定される。好ましい一形状においては１若しくは数本の送達ファイバーを使用する
。レーザー源のエネルギーが送達ファイバー（１本若しくは複数）中に効率的にカップリ
ングされ得るからである。しかしながら、図４Ｂに示されるとおり、収集面積を増大させ
るためにより多数の収集ファイバーが重要である。ラマン光の収集を至適化することが重
要であるため、収集面積が最大にされる。全部のこれらの考慮を考慮に入れて、送達ファ
イバー（１本若しくは複数）の数および直径を最小に保ち、同じだけの収集ファイバーの
ための光ファイバープローブの利用可能な断面積を使用することが最良である。
【００４０】
　好ましい態様は以下のトレードオフを包含する。選ばれた分光計について、所望の分解
能がスリット幅を決定する。再度スループット定理を考慮すれば、収集ファイバーに対す
る要件は、ファイバーのＮＡおよび直径の積が分光計のＮＡおよびスリット幅の積に等し
いことである。ファイバー直径がスリット幅に等しくかつファイバーのＮＡが分光計のＮ
Ａに等しい、より攻撃的な条件を満足するファイバーを選ぶことが可能である場合は整合
光学系を使用する必要性が排除され、そしてプローブを分光計に直接接続し得る。積の要
件のみが満足され得る場合には整合光学系が必要とされる。出力端では収集ファイバーが
一直線に配置され、それは整合光学系により入口スリット上で画像化される。ときに分光
計は湾曲スリットを使用し；収集ファイバーの出力端はいかなるスリット形状にも一致す
るように改変し得る。収集ファイバーの数に対する上限は、ファイバーアレイ画像の高さ
がスリット高さ若しくはＣＣＤチップのいずれか小さい方よりも小さいことである。しか
しながら収集先端中で利用可能な空間により、より小さい限界が設定されるかもしれない
。
【００４１】
　好ましい一態様において、プローブのファイバー区分は０．２２のＮＡおよび２００μ
ｍのコア直径をもつ単一の中央励起ファイバーを包含する。ファイバーの緩衝層は、適正
なファイバー／フィルターのレジストレーションを助長するために励起フィルターロッド
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の直径に合致され、そして収集ファイバーからの光学的隔離を提供するためのアルミニウ
ム製ジャケットを有する。２００μｍのコア直径の収集ファイバーは代替の二態様におい
て２種の異なる形状に配置される。第一の態様はそれぞれ内側および外側環の１０および
１７本のファイバーの２個の同心円状リングよりなる。第二の態様は１５本の収集ファイ
バーの単リングを有する。第二の設計はわずかに低下した収集効率を有するとは言え、そ
れはより可撓性でありかつ短い曝露時間に高ＳＮＲスペクトルを収集することがなお可能
である。収集ファイバーは全部、それらが図４Ａ～４Ｄに具体的に説明されるところの至
適のスループットのために分光器にｆ／＃整合されるような０．２６のＮＡを有する。好
ましい一態様におけるプローブの直径は、冠動脈への到達のために２ｍｍ未満である。
【００４２】
　好ましい一態様は、多様な光学素子を使用して所望のＡΩ積を収集し得るようなハイス
ループット収集のための光学系の特定の選択に関する柔軟性を提供する。好ましい一態様
において、ボールレンズは、図１Ａ～１Ｂおよび４Ａ～４Ｂに示されるところの大きな角
度にわたってなお収集しつつ血液組織について０．３５ｍｍ（動脈組織について０．４ｍ
ｍ）の半径にわたる計算された収集に緊密に合致する前面観察（ｆｒｏｎｔ　ｖｉｅｗｉ
ｎｇ）光ファイバープローブに高度に効率的な収集を提供する。サンプルとレンズとの間
に小空間が維持される場合に３０％より大きい収集効率が、組織と接触する（ありうるか
つより再現可能なｉｎ　ｖｉｖｏの配置）場合に１０％より大きい収集効率が達成される
。組織と接触したプローブを用いる好ましい一態様で得られる高質のスペクトルを図６に
提示し、これは１００ｍＷの励起力で１秒で収集した非石灰化アテローム硬化性斑のラマ
ンスペクトルを示す。対照的に、図７は、同一の励起力で１０秒での別の好ましい態様の
系で取った正常動脈のスペクトルを示す。
【００４３】
　図８は、本発明の好ましい一態様の組織測定系を具体的に説明する図解である。アルゴ
ンポンピングＴｉ：サファイアレーザー系若しくはダイオードレーザーのような７５０ｎ
ｍより長い波長で発射する光源２０６を使用する。ダイオードレーザーは、例えばＰｒｏ
ｃｅｓｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、ユタ州ソルトレークシティにより二次加工されるよ
うな７８５ｎｍ若しくは８３０ｎｍで発射するＩｎＧａＡｓレーザーであってもよい。レ
ーザー出力は帯域通過フィルタリングされ、そしてプローブ２０４中に包含される送達光
ファイバー中にカップリングされる。プローブ２０４を動脈２０２に挿入して例えば動脈
中の斑の蓄積を診断かつおそらく治療する。図１５は、本発明の好ましい一態様のプロー
ブを示す冠動脈の一部分の部分断面図である。該系はガイドワイヤおよび大きな動脈を通
すためのガイドカテーテルを包含してよい。好ましい一態様において、脂肪物質４１６に
より部分的に遮断されている動脈中で、ガイドワイヤが最初に次いでバルーン４２０を包
含するカテーテルが動脈中に伸長される。プローブアセンブリはカテーテルの先端に収容
されており、そして収集ウィンドウ４１８を有する。バルーンが動脈４１４に一旦進入す
れば、プローブアセンブリは外科医に動脈の断面図を提供する。バルーンは一時的に血流
を遮断して明瞭な視野を提供し、プローブを安定させかつ心の動きの影響を最小にする。
好ましい態様においては蛍光マーカーを使用してもよい。光が組織に入射し、そして組織
からのラマン散乱光を収集光ファイバーにより収集する。収集された光はノッチフィルタ
リングされかつ分光計の入口スロットに投影される。ノッチフィルターはＲａｙｌｅｉｇ
ｈ散乱レーザー光を除去する。分光器の内側で回折格子が光をＣＣＤ検出器２２８に分散
させる。ＣＣＤインターフェースならびにデータ記憶および処理がパーソナルコンピュー
タのようなコンピュータで提供される。Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓに
より提供されるＷｉｎｓｐｅｃソフトウェアのようなプログラムを使用して、データ処理
および記憶機能を実行するパーソナルコンピュータにＣＣＤインターフェースを接続し得
る。代替の態様においては、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、テキサス州オ
ースチンによるＬａｂｖｉｅｗプログラムを使用してＣＣＤインターフェースをパーソナ
ルコンピュータに接続する。ラマンシグナルをＣＣＤから読み取り、コンピュータにより
収集し、そして後の解析のためのコンピュータで読み出し可能媒体に記憶させるか、若し
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くは臨床の情況ではリアルタイム解析に使用してもよい。
【００４４】
　図９は、本発明の好ましい一態様の組織を通って拡散する励起光を具体的に説明する。
図１０Ａ～１０Ｃは、本発明の好ましい一態様の血液組織についてのそれぞれ積分済放射
状分布、積分済角度分布、および至適化した収集効率の図解である。図１０Ｃはそれぞれ
図１０Ａおよび１０Ｂに具体的に説明されるＡおよびΩを変動させるがしかし積ＡΩを一
定にかつ分光器のものに等しく保つことにより収集効率を具体的に説明する。スループッ
ト定理によりエタンデュが保存され、ここでエタンデュは面積および立体角の積である。
放射状および角度の分布が積分され、そしてそれらの積が至適化曲線３００を決定する。
収集光学系は効率曲線３００の極大で実施するよう設計される。動脈組織についての類似
のグラフでの具体的説明を図３８Ｃ～３８Ｅに提供する。
【００４５】
　図１１は本発明の好ましい一態様の励起スポットの直径のグラフ表示３２０である。図
１２は本発明の好ましい一態様の組織中の励起光の分布の光線図３４０の具体的説明であ
る。図１３は本発明の好ましい一態様のプローブの収集効率の光線図３６０の具体的説明
である。
【００４６】
　図１４は本発明の好ましい一態様のプローブの収集効率を図で具体的に説明する。組織
および空気について測定された分布からの効率を具体的に説明する。プローブの全部の構
成部品は、標準的な冷気体、エチレンオキサイド滅菌に耐え得る医療等級素材から構成さ
れる。例えば低温滅菌処理系のようなＳｔｅｒｉｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏ
ｈｉｏにより提供されるところの代替の滅菌方法を使用し得る。プローブ先端中のフィル
ターモジュールが集成されかつ指数整合セメントのような高純度ケイ酸ナトリウムを使用
してファイバー束に接着される。ラマン分光法における指数整合セメントとしてのケイ酸
ナトリウムの利点は独特であり、そしてその利用性は現在の応用の先を行く。該利点は、
干渉ラマンスペクトルを生じさせないこと、フューズドシリカのものに近い屈折指数を有
しておりそれにより合せ面からの反射の喪失を大きく低下させること、近ＩＲで低い光吸
収を有し、従ってそれは認識しうる吸収の喪失を導入しないこと、関与する小型光学系構
成部品の集成を助長する結合特性を有すること、およびそれが多くの工業的応用での使用
と取引において許容される物品であることを包含する。
【００４７】
　ケイ酸ナトリウムは、代替の酸化ナトリウム中で、水、二酸化ケイ素および水酸化ナト
リウムの多様な組合せを混合することにより創製される三元の化合物である。最終生成物
の光学的および機械的特性はこれらの比を変動させることにより調節し得る。他のアルカ
リケイ酸塩、例えばケイ酸リチウム、ケイ酸カリウムは類似の特性を有し、そしてある種
の応用でまた使用し得る。
【００４８】
　レンズの湾曲により提供されるレンズの効果を損ない得る指数整合が存在しないように
ボールレンズとフィルターとの間にいかなる接着剤も有しないことが重要である。レンズ
は、本発明の好ましい一態様に従って、襞付け保持スリーブで保護されかつ液体がプロー
ブ先端中に漏出することを防止するために医療等級エポキシで封止される。
【００４９】
　好ましい態様のプローブのモジュールの性質は非常に融通が利きかつ多くの光学的態様
を適応させ得る。側方観察プローブ（ｓｉｄｅ－ｖｉｅｗｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ）の付加的
な態様、ならびに代替の応用のための他の前方観察の態様が本発明の系に包含される。例
えば、角度を付けられかつ鏡を付けられたボールレンズ、プリズム若しくは微小光学的放
物線状鏡の使用が効率的な側方観察プローブを可能にする。テーパー付き先端は光学的乳
房生検のためのニードルプローブへの組み込みを可能にし、また、代替の好ましい一態様
におけるわずかにより小さい直径は乳管内視鏡検査による乳房分析を可能にする。他の潜
在的用途は、皮膚分析、経皮的血液被検体モニタリングおよび胃腸癌の評価のためである
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。
【００５０】
　図１６は、本発明の好ましい一態様のレーザー出力のボールレンズからのシグナル４５
０および関数を具体的に説明する。前方観察ラマンプローブは、励起光を集中させかつ組
織からのラマンシグナルを収集するのにサファイアボールレンズを使用する。サファイア
レンズからのラマンスペクトルは、収集されたシグナルを励起レーザー出力に関して較正
してそれにより強度情報を得るための内部標準として使用し得る。この強度情報は典型的
には生物学的ラマン分光法で活用されないが、しかし高められた診断力を提供し得る。グ
ラフのプロットは、好ましい一態様のラマンプローブおよび臨床的ラマン系で取ったデー
タを使用して生成され、そして、サファイアレンズからのシグナルの大きさをプローブが
空中で保持される際の励起力の関数として表す。それは本発明の好ましい一態様を使用し
て組織に送達される出力を測定するための天然の内部標準を暗示する。
【００５１】
　図１７は、好ましい一態様のプローブ４７２および実験系４７４を使用して収集した正
常動脈からのデータの比較を図で具体的に説明する。ラマンプローブの機能を示しかつ検
証するために類似の型の組織を検査する。類似のスペクトルが得られることが示され、そ
して該スペクトルのＳ／Ｎ比（ＳＮＲ）（より大きなＳＮＲがより少ないノイズを有する
系に変わりかつより良好な性能を示すために系の性能の一表示である）もまた検査される
。
【００５２】
　図１８は、本発明のプローブを用いて検査した正常乳房組織のラマンスペクトル４９０
を図で具体的に説明する。該プローブが疾患の診断のための複数の用途を有することを示
すために動脈以外の組織を検査した。該プローブは乳癌の早期診断のための乳管内視鏡検
査手順で使用し得る。
【００５３】
　図１９は、本発明の好ましい一態様により悪性であると診断されかつ本発明の参照デー
タにより予測されるところの乳癌のラマンスペクトルの比較を図で具体的に説明する。好
ましい一態様のプローブを使用して収集したところのデータ５０２を参照データにより生
成させたデータ５０４と比較する。参照データ係数を表１に表にまとめる。
【００５４】
【表１】

【００５５】
　図２０は　本発明の好ましい一態様のプローブを用いて収集した石灰化大動脈のデータ
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との形態学的参照データの比較を図で具体的に説明する。図２０は、１００ｍＷの励起力
で１秒でラマンプローブおよび臨床的ラマン系を用いて得た石灰化大動脈のラマンスペク
トル５２２を具体的に説明する。形態学的参照データとのフィットをスペクトル５２４と
して示す。残差スペクトル５２６を同一スケールで下にプロットする。残差中の特徴の欠
如は観察されたデータと参照データとの間の高レベルの一致を示し、実験的ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ系を用いて発生させた本発明の好ましい態様の参照データを好ましい態様のラマンプ
ローブで取ったデータに適用し得ることを証明する。残差スペクトル５２６中にいかなる
プローブバックグラウンドに対応する特徴も存在しないこともまた注目すべきであり、い
かなる残りのフィルタリングされていないバックグラウンドノイズも正確に除去し得るこ
とを示す。さらに、疾患に罹った動脈から得たラマンスペクトルは、正常動脈から得たス
ペクトルに比較して同じくらい拡散せず、従ってより良好なレベルのＳ／Ｎ比（ＳＮＲ）
をもつスペクトルを提供する。ＳＮＲは組織のラマン断面および光の分布の双方により影
響を受けることに注目すべきである。
【００５６】
　好ましい一態様において、アテローム硬化症の診断における使用のための本発明の非ア
キシャルラマンプローブが、例えば血管造影に使用される型のカテーテルに組み込まれる
。それは血液および他の液体を立ち退かし、かつ動脈中にカテーテルを配置するためのバ
ルーンを包含する。好ましい一態様はバルーン膨張のためのチャンネルを包含する。さら
に、該カテーテル系は液体例えば生理的食塩水で一時的に血液を洗い流すための能力を包
含する。側若しくは４５°から９０°の範囲にわたる角度のいずれかで非軸方向に励起光
を向けるように１若しくは数本の光ファイバーを構成し得る。こうした好ましい一態様に
おいて、側に配置されるバルーンを使用してファイバーを動脈壁に隣接して接触させ、ま
た、血液若しくは他の介在する液体を立ち退かす。
【００５７】
　あるいは、送達ファイバーはプローブの軸に対しある角度で円形のパターンで光を向け
るよう配置し得る。多様な収集ファイバーが、照明された外周領域の多様な部分から同時
に光を収集する。本態様において、プローブは、光送達および／若しくは収集前に膨張さ
れて血液および他の液体を立ち退かす膨張可能なバルーン中に封入される。好ましい態様
において、バルーンは例えば血管造影のような動脈の応用で使用される型のものであり、
そして励起光に動脈壁を通過させかつ動脈壁で生成されたラマン光にバルーンを通過させ
て収集ファイバーに戻らせるように薄い素材で作成される。
【００５８】
　図２１Ａは、本発明の系の組織測定用の側方観察プローブの代替の好ましい一態様の長
軸方向図５５０を具体的に説明する。該態様は角度を付けられた側の表面が楕円形にされ
ている改変アキシコン５５６を包含する。図２１Ｂおよび２１Ｃは、周囲の画像を提供す
るための角度を付けられた表面上の湾曲の最低２種の異なる半径を包含する好ましい代替
の態様である。周囲の画像化は、一態様において、およそ４５°から９０°の角度の範囲
にわたるビームを提供すること、および周囲の画像を得るようにプローブを回転させるこ
とにより得られる。あるいは、送達ファイバーは組織に光を提供し得、そして例えば６画
像のような画像を収集ファイバーで収集して周囲の画像を得る。好ましい一態様において
、フィルター５５４とアキシコン５５６の角度を付けられた部分との間の容積は固体ガラ
ス、好ましくはサファイアを含んでなり、ここで光の再方向付け（ｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏ
ｎ）が全体内部反射を介して発生する。
【００５９】
　図２１Ｂに具体的に説明されるところの代替の好ましい態様において、アキシコン５５
６の角度を付けられた表面５６２が映され、それは反射を可能にする。レーザー光は組織
５６４上に放射状にすなわち非軸方向に向けられる。さらに、表面５６５は楕円形であり
かつサファイアを使用して二次加工される。フィルター５５４とアキシコン５５６との間
の容積は満たされていても若しくは空であってもいずれでもよい。図２１Ｃに具体的に説
明されるところの本態様は、スペクトルのデータが取得されている間に動脈中に液体例え
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ば生理的食塩水を流すため若しくはバルーンを膨張させて血流を一時的に遮断するために
使用し得る開放の中央チャンネル５５８、５６６を提供する。中央チャンネル５５８、５
６６が使用される場合には、プローブは、中央チャンネルの外周の周囲に数本の励起ファ
イバーを配置することを包含する。アキシコンの焦点は調節可能である。前の態様に記述
されたフィルターのチューブ中ロッドの形状は、チューブ中チューブの形状、すなわち中
央チャンネルのための中央の孔をもつ励起フィルターの中央チューブおよび収集フィルタ
ーのための外側のチューブに改変される。
【００６０】
　図２１Ｄは、本発明の好ましい一態様の側方観察プローブすなわち非軸方向観察プロー
ブ、ならびに組織６１２の一部分上に光を送達するカテーテル６１０、および組織から収
集されかつ第二の表面上の１点で再画像化されるラマン光の好ましい一態様の図を具体的
に説明する。該側方観察プローブはその観察開口部から横断する側方を見る素子に隣接し
て設置された膨張可能なバルーン６１４若しくは可撓性ワイヤを包含する。バルーンの膨
張若しくはワイヤの屈曲に際して、該開口部が押されて動脈壁６１６と接触して、血液と
入れ換わりかつ／若しくは十分に定義された収集形状を確立する。
【００６１】
　上に簡潔に論考したとおり、最近の研究は、解剖学（狭窄の程度）よりはむしろ化学的
組成および形態学がアテローム硬化性斑の不安定性を決定しかつ疾患の進行ならびに血栓
および急性斑出血のような生命を脅かす合併症の危険を予測することを示している。例え
ば、コレステロールエステルの存在は斑を軟化させるかもしれない一方、結晶を含まない
コレステロールは反対の影響を有するかもしれない。ラマン分光法は、図３５Ｆおよび３
５Ｇに具体的に説明されるとおり遊離コレステロールからコレステロールエステルを同定
し得る。従来技術の臨床診断技術は斑の解剖学の正確な評価を提供するが、しかしｉｎ　
ｖｉｖｏの斑の形態学を評価する限られた能力を有する。さらに、血管内超音波（ＩＶＵ
Ｓ）、ＭＲＩおよび血管造影法のような従来技術の診断的画像化技術は、管腔の狭窄の程
度についての解剖学的情報を優勢に提供するが、しかし病変の組成について限られた情報
のみを生じる。冠動脈血管造影法（未だ、冠動脈疾患を診断するための「黄金基準」）は
管腔の狭窄の程度を示すが、しかし斑についての化学的若しくは形態学的情報を提供しな
い。事実、不安定なアテローム硬化性斑はしばしば血管造影において「無症状」である。
臨床使用で現在最も正確かつ定量的な技術、ＩＶＵＳは、血管内カテーテルにより送達さ
れる音波の反射を使用して組織密度を精査し、そして画像化情報を提供する。それは、血
管造影上正常に見える冠動脈中の広範囲のアテローム硬化症を示すことによりアテローム
硬化症の理解を大きく前進させた。しかしながら、ＩＶＵＳは粥腫中心の存在を同定し得
るとは言え、それは泡沫細胞（ＦＣ）若しくはコレステロール結晶（ＣＣ）を特異的に同
定し得ず、そしていかなる化学的情報も提供しない。ＭＲＩは非侵襲的技術であるという
利点を有し、そして、磁場勾配を適用することにより生成される電波を使用して再度、組
織密度を精査しかつ画像化情報を提供する。ＩＶＵＳと同様、それは解剖学およびより小
さい程度まで形態学を解析するのに使用し得る。しかしながら、臨床で使用される慣習的
なプロトンＭＲＩ技術は化学シフト情報をほとんど無視かつしばしば抑制する。従って、
現在、斑の形態学および化学的組成は、動脈内膜切除術若しくは粥腫切除術後の摘出され
た組織の顕微鏡検査によってのみ評価し得る。
【００６２】
　本発明の好ましい態様は、光ファイバー技術を使用して潜在的にｉｎ　ｖｉｖｏで実施
し得るラマン分光法を使用する冠動脈中のアテローム硬化症の形態学に基づく診断方法を
包含する。好ましい一態様において、正常なおよび外植された移植レシピエントの心（ｎ
＝１６）からの多様な疾患進行段階のアテローム硬化症の冠動脈サンプル（ｎ＝１６５）
からラマン組織スペクトルを収集する。弾性板（ＥＬ）、コラーゲン線維（ＣＦ）、平滑
筋細胞（ＳＭＣ）、外膜脂肪細胞（ａｄｉｐｏｃｙｔｅ）（ＡＡ）すなわち脂肪細胞（ｆ
ａｔ　ｃｅｌｌ）、泡沫細胞（ＦＣ）、壊死中心（ＮＣ）、コレステロール結晶（ＣＣ）
、β－カロチン含有結晶（β－Ｃ）およびカルシウム鉱質化（ＣＭ）からのラマンスペク
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トルを線形最小二乗法最小化（ＬＳＭ）モデルの基礎スペクトルとして使用して、該冠動
脈組織スペクトルへのこれらの形態学的構造の寄与を計算する。好ましい態様は、多様な
形態学的構造のフィットの寄与率（ｆｉｔ－ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）を使用して非ア
テローム硬化性、石灰化斑、若しくは非石灰化粥腫斑のいずれかとして一組の初期較正デ
ータ中の９７種の冠動脈サンプルを分類する一連の診断のインストラクションを包含する
。該一連のインストラクションは現在、６８種の冠動脈サンプルのうち６４種（９４％）
をプロスペクティブに分類する。ラマン分光法は、摘出および顕微鏡検査に対する必要性
を伴わずに無傷のヒト冠動脈の形態学的組成についての情報を提供する。従って、好まし
い一態様は、ラマン分光法を使用して、ｉｎ　ｖｉｖｏでアテローム硬化性の冠動脈病変
の形態学的組成を解析しかつ斑の不安定性および疾患の進行を評価する。
【００６３】
　本発明は数学的参照データの改変を使用するラマン分光法による冠動脈からの病変の組
成に関する定量的な形態学的情報を取得することを包含する。この形態学的情報を診断の
目的上使用し得る。ラマン分光法により得られた化学的および形態学的情報は、ヒト冠動
脈疾患の診断的評価の基礎となり得る。
【００６４】
　原則として、アテローム硬化性病変の組成に関する定量的な化学的および形態学的双方
の情報を同一のラマンスペクトルから得ることができる。本発明の好ましい一態様は、基
本の組として生化学的成分よりもむしろ形態学的構造のスペクトルを使用してラマン組織
スペクトルをモデル化することにより、冠動脈組織を解析する。参照データの基礎スペク
トルは、コラーゲン線維（ＣＦ）、内部および外部弾性板（ＥＬ）、平滑筋細胞（ＳＭＣ
）、外膜脂肪細胞（ａｄｉｐｏｃｙｔｅ）（ＡＡ）すなわち脂肪細胞（ｆａｔ　ｃｅｌｌ
）、泡沫細胞（ＦＣ）、壊死中心（ＮＣ）、コレステロール結晶（ＣＣ）、β－カロチン
含有結晶（β－Ｃ）およびカルシウム鉱質化（ＣＭ）を包含する正常動脈壁およびアテロ
ーム硬化性斑中で普遍的に観察される形態学的構造から得られる。その後、これらの基礎
スペクトルを使用して冠動脈試料の一組の初期較正のスペクトルを直線的に当てはめ得る
。多様な形態学的構造のフィットの寄与率を使用して、動脈を生化学的モデル中でのよう
にアテローム硬化性若しくは非アテローム硬化性に分類するアルゴリズムが、好ましい一
態様に包含される。好ましい態様の診断性能は、形態学に基づく参照データを、冠動脈の
第二のプロスペクティブな検証の組に適用することにより試験し得る。
【００６５】
　好ましい一態様において、組織の調製は、心移植後１時間以内の外植されたレシピエン
トの心から、多様な段階のアテローム硬化症を表す１６例の患者からのヒト冠動脈サンプ
ル（ｎ＝２００）を得ることを包含する。７例の患者が拡張型心筋症による、および９例
が重症の虚血性心疾患による心不全を有した。外植心からの切開直後に動脈区分を中性緩
衝生理的食塩水溶液ですすぎ、液体窒素中で急速凍結し、そして使用まで－８５℃で保存
した。動脈サンプルは２組で収集し、第一の組は１１３（較正組）、そして第二は８７サ
ンプル（プロスペクティブ検証組）を含有した。
【００６６】
　これらの大動脈サンプルは巨視的および微視的ラマン分光法検査で使用し得そして使用
した。巨視的検査のためにはサンプル（第一および第二の組からそれぞれ９７および９８
）を受動的に室温に加温し、長軸方向に切り開き、管腔側を上向きにアルミニウム製ホル
ダーに置き、そして評価されるべき領域の選択のため１０倍拡大下で検査した。分光学的
検査後に、検討した（ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｅｄ）各スポットにコロイド状インクの小さ
な染みで印を付け、そして１０％中性緩衝ホルマリン中で固定した。
【００６７】
　顕微分光計を使用するラマンスペクトルの収集のために、未染色の横断組織切片（６～
８μｍ）を冠動脈サンプルから切断した。各サンプルの４切片をガラス製顕微鏡スライド
ガラス上にマウントしそして光学顕微鏡検査のため染色した一方、連続的な未染色の横断
切片をＢａＦ２若しくはＭｇＦ２フラット（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｔ
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ｉｆｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、ニューヨーク州タリータウン、およびＳｐｅｃｔｒａ－Ｔ
ｅｃｈ、コネチカット州スタンフォード）にマウントし、リン酸緩衝生理的食塩水（ｐＨ
７．４）で湿らせたまま保ち、そして分光学的実験のため顕微鏡ステージに移した。カバ
ーガラスは使用しなかった。白色光照明下で主要な形態学的構造を選択しかつ１０倍およ
び６３倍拡大下でビデオテープに録画した。
【００６８】
　ホルマリン固定した巨視的組織サンプルを処理し、パラフィンに包埋しかつ印を付けた
位置を通って５μｍ厚の切片に切断し、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色し、そして
２名の経験を積んだ心血管系病理学者により検査した。組織切片は、改訂されたＳｙｓｔ
ｅｍｉｚｅｄ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　ａｎｄ　Ｖｅｔｅｒｉｎ
ａｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（医学および獣医学の体系化命名法）（ＳＮｏＭｅｄ）に従っ
て分類した。較正および検証双方のデータ組中のサンプルは（１）正常（それぞれｎ＝１
２および１）、（２）内膜線維増殖（ｎ＝６１および２５）、（３）アテローム硬化性斑
（ｎ＝３および０）、（４）粥腫斑（ｎ＝６および１６）、（５）石灰化アテローム硬化
性斑（ｎ＝１および３）、（６）石灰化粥腫斑（ｎ＝７および１３）、（７）石灰化線維
硬化性斑（ｎ＝５および１０）若しくは（８）石灰化内膜線維増殖（ｎ＝２および０）の
いずれかと診断した。これらの範疇のいくつかは少ないサンプル数を有したため、診断ア
ルゴリズムの開発のために該８範疇を３診断分類に簡約した。すなわち、分類Ｉ、非アテ
ローム硬化性組織（範疇１および２；ｎ＝７３および２６）；分類ＩＩ、非石灰化アテロ
ーム硬化性斑（範疇３および４；ｎ＝９および１６）；ならびに分類ＩＩＩ、石灰化アテ
ローム硬化性斑（範疇５～８；ｎ＝１５および２６）。
【００６９】
　巨視的および微視的ラマンスペクトルは図２２に示すラマン分光法系を使用して得た。
近赤外（ＮＩＲ）レーザー光（８３０ｎｍ）はＡｒ＋－ポンピングＴｉ：サファイアレー
ザー系５７２、５７４（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｎｏｖａ　９０／Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｐｈ
ｙｓｉｃｓ　３９００Ｓ、Ｃｏｈｅｒｅｎｔ、カリフォルニア州サンタクララ）により生
成させる。レーザー出力は帯域通過フィルタリング（Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ　ＨＬＢＦ、ミネソタ州アナーバー）し、そして、プリズム５７８の挿入に
より、巨視的情況で組織サンプル上に投影したか、若しくは共焦点顕微鏡６００中に投影
しかつ６３倍無限補正液浸対物レンズ（Ｚｅｉｓｓ　Ａｃｈｒｏｐｌａｎ、ＮＡ　０．９
）を用いて組織切片上に集中させたしたかのいずれかであった。巨視的情況では、組織（
サンプリング体積１～２ｍｍ３）からのラマン散乱光をレンズで収集し、ノッチフィルタ
リング５８８し、そしてＣｈｒｏｍｅｘ　２５０ＩＳ／ＳＭ分光測光計（Ｃｈｒｏｍｅｘ
、ニューメキシコ州アルバカーキ）の入口スリットに集中させた。顕微鏡の情況（サンプ
リング体積およそ２×２×２μｍ３）では、組織から散乱されたラマン光を、サンプル上
に光を集中させるのに使用する同一の対物レンズで収集し、ピンホール（系にその共焦点
の特徴を与える）を通過させ、ノッチフィルタリングし、そして分光測光計の入口スリッ
トに投影した。分光器５８０の内側で、回折格子が光を－１１０℃に冷却された深空乏型
（ｄｅｅｐ－ｄｅｐｅｌｅｔｉｏｎ）ＣＣＤ検出器５８２（Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ、ニュージャージー州プリンストン）上に分散させる。ＣＣＤインター
フェース（ＳＴ１３０、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）が、データ記憶
および処理と一緒にパーソナルコンピュータ５８４上に与えられる。
【００７０】
　巨視的測定についてはレーザー出力は３５０ｍＷであり、そしてシグナル収集時間は範
囲１０～１００ｓにある。微視的測定についてはレーザー出力は８０～１２０ｍＷであり
、そしてシグナル収集時間は６０～３６０ｓであり、また、ラマンスペクトルは４００と
２０００ｃｍ－１との間の範囲で収集する（分解能８ｃｍ－１）。
【００７１】
　各スペクトルを周波数較正し、また、分光計系の検出における色の変動について補正す
る。４次の多項式を各スペクトルに当てはめ、そしてスペクトルから減算して残りの組織
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蛍光について補正する。巨視的組織スペクトルは、ＬＳＭによる形態学的構造の基礎スペ
クトルの一次結合として６８０～１８００ｃｍ－１のラマンシフト範囲でモデル化し得る
。このラマンシフト範囲は、この範囲がほとんどのスペクトル情報を含有するために選ば
れる。
【００７２】
　形態学的構造のラマンスペクトルはそれらの最大ピーク強度に関して正規化し得る。２
組のデータ中の全スペクトルは、最後の組の８種の形態学的基礎スペクトルを用いて正確
にモデル化し得る。ラマンスペクトル参照データは形態学的構造の７種の部分的なフィッ
トの寄与率を計算した。第８の構造、β－カロチンは、冠動脈のラマンスペクトルにしば
しば寄与する強いラマン散乱体であるがしかし低濃度でのみ存在する。この理由から、そ
のスペクトルをスペクトルの参照に包含するが、しかし部分的なフィットの寄与率は計算
しない。
【００７３】
　石灰化アテローム硬化性斑中で、ＣＭはしばしばラマン分光法により検査される組織の
大きな容積を占有する。残りの非石灰化領域についての情報を得るため、および、多様な
疾患分類のなかで形態学的構造の部分的なフィットの寄与率を比較するため、カルシウム
鉱質化の寄与を無視して石灰化斑のスペクトルを再正規化し、そして非石灰化領域（ＸＮ

ＣＲにより示される）の形態学的構造の部分的なフィットの寄与率を計算する。
【００７４】
　較正データ組中のスペクトルに対する各形態学的構造の相対的なフィットの寄与率を使
用して、３種の診断分類の１種に組織を分類するための説明のアルゴリズム若しくは一連
の説明を開発する。ロジスティック回帰分析の方法を使用して、各形態学的構造ｌの相対
的なフィットの寄与率（Ｃｌ）の一次結合に基づき鑑別スコアＲＩをＲｉ＝αｉ＋β１ｉ

Ｃ１＋β２ｉＣ２＋・・・・（αｉは一定でありかつβｌｉは各形態学的構造についての
調節可能な係数である）として生成させることができる。ロジスティック回帰分析がフィ
ットの寄与率の正常性についていかなる仮定も行わないため、鑑別解析にこの方法が選ば
れる。
【００７５】
　解析ツール、例えばソフトウェアパッケージＳＴＡＴＡ（リリース５．０、Ｓｔａｔａ
、テキサス州カレッジステーション）を用いる最大最尤度推定を使用して、動脈サンプル
ｊが非アテローム硬化性である（ＰｊＩ）、若しくは非石灰化アテローム硬化性斑を含有
する（ＰｊＩＩ）、若しくは石灰化アテローム硬化性斑を含有する（ＰｊＩＩＩ）確率は
、総和が１になる
【００７６】
【数１】

【００７７】
として決定される。さらに、初期の較正データ組での最尤度比検定を使用して、どの形態
学的構造の相対的なフィットの寄与率が診断に対し重要であるか、およびこれらの相対的
なフィットの寄与率に対するどの診断上の閾値が最も多いサンプルを正確に分類するかを
決定し得る。その後、そのように開発されたアルゴリズムを使用して、第二の検証データ
組中の動脈サンプルをプロスペクティブに分類し得る。
【００７８】
　参照データ中の誤差のレベルを決定するために、使用されているスペクトルのＳ／Ｎ比
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（ＳＮＲ）を解析することが必要である。形態学的参照データの微視的ラマン動脈スペク
トルは自由裁量で長時間収集し得るため、それらは、本発明の好ましい一態様の８種の選
択された冠動脈の形態学的構造のラマンスペクトルを図で具体的に説明する図２３に具体
的に説明されるとおり事実上ノイズを含まない。従って、参照中の誤差の制限する根源は
無傷の動脈の巨視的スペクトル中のノイズによる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ系はショットノイズ
が制限され、そして従っていかなる所定のサンプルについてのノイズもシグナルの平方根
に等しい。標準的多変量解析技術に従えば、濃度の誤差はスペクトル中のノイズに比例す
る。
【００７９】
　　　　　Ｅ＝Ｎ×Ｂ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（３）
式中、Ｂ＝ＰＴ（ＰＰＴ）－１は目的の形態学的基礎スペクトルの較正ベクトルであり、
また、Ｎはサンプル中のノイズである。
【００８０】
　上述された図２Ａ～２Ｃは、ＬＳＭ参照データと一緒の３種の診断分類（正常冠動脈（
図２Ａ）、非石灰化アテローム硬化性斑（図２Ｂ）および石灰化アテローム硬化性斑（図
２Ｃ））のそれぞれを表す冠動脈サンプルから収集した巨視的ラマンスペクトルを示す。
実線は巨視的スペクトルでありかつ点線は参照データを暗示する。残差（データ－フィッ
ト）を同一スケール上に示す。全部のスペクトルについて、計算されるフィットは測定さ
れたスペクトルと良好に一致し、形態学的基礎スペクトルが巨視的組織サンプルのラマン
スペクトルの理にかなって完全な表示であることを示唆する。
【００８１】
　病理学者により３種の診断分類の１種に分類された較正データ組の全９７種の冠動脈サ
ンプルのラマンスペクトルを同一の方法で解析し得る。非アテローム硬化性組織（Ｉ）、
非石灰化アテローム硬化性斑（ＩＩ）および石灰化アテローム硬化性斑（ＩＩＩ）中の全
８種の選択された形態学的構造の相対的なフィットの寄与率の平均±平均の標準誤差をそ
れぞれ図２４Ａ～２４Ｃに示す。これらの図は、ラマン分光法のモデル化が冠動脈組織中
の形態学的変化を検出することが可能であることを明瞭に示す。形態学的ラマン参照デー
タは、予期されたとおり、非アテローム硬化性組織が主としてＡＡ、ＣＦ、ＥＬおよびＳ
ＭＣよりなったことを示した（図２４Ａ）。非アテローム硬化性動脈において、内膜は薄
く、そして、従って分光学的に検査した組織体積への外膜層（比較的大量の脂肪組織を含
有する）の寄与は大きい。ＮＩＲレーザー光が血管壁全体に浸透するからである。非石灰
化および石灰化アテローム硬化性斑中では、形態学的ラマン参照データは疾患の進行とと
もに形態学的組成の劇的な変化を示した。内膜が肥厚化されている非石灰化アテローム硬
化性斑においてはＡＡの寄与が減少した一方、ＦＣ／ＮＣおよびＣＣの寄与は斑中の脂質
の蓄積により増大した（図２４Ｂ）。石灰化アテローム硬化性斑のラマンスペクトルはＣ
Ｍの寄与により支配される（図２４Ｃ）。石灰化アテローム硬化性斑中のＡＡＮＣＲおよ
びＣＦＮＣＲの寄与は、非石灰化アテローム硬化性斑中のＡＡおよびＣＦのものより大き
い。非石灰化斑中の低下したＣＦＮＣＲは低下した斑の安定性の表示である。
【００８２】
　動脈組織中のβ－カロチンの濃度は低いとは言え、モデル化の結果は、図２５に具体的
に説明されるとおり疾患分類の間でのカロチノイドの寄与の大きな差異を示した。最大の
寄与は非石灰化アテローム硬化性斑で見出される。β－カロチンはＮＣに容易に溶解する
親油性物質であるためである。
【００８３】
　ロジスティック回帰分析を使用して、３種の診断分類へのデータの至適の分離を、最尤
度比検定を使用してＰ＜．０００１を伴うＣＭおよびＣＦ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲのフ
ィットの寄与率を使用して得ることができる。加えて、最尤度比検定は、分類の向上が残
りの形態学的構造のいずれの包含からも生じなかったことを決定した（Ｐ＜．０５）。鑑
別スコアは、Ｒｊ１＝－４２０．４＋１８７０．０×（ＦＣ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲ）
－６０９４．３×ＣＭ、およびＲｊ２＝－８．３＋２３．３×（ＦＣ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣ
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ＮＣＲ）＋４７．６×ＣＭであることが決定される。
【００８４】
　各動脈サンプルのＣＭおよびＣＦ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲのフィットの寄与率を、対
応するＲ１およびＲ２値を使用して図２６Ａに具体的に説明されるところの判定図にプロ
ットし得る。非アテローム硬化性組織および非石灰化アテローム硬化性斑の領域を分離す
る境界はＰＩ＝ＰＩＩにより与えられ、これは等式ＣＭ＝－０．０７＋０．３１×（ＦＣ
／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲ）により記述される直線である。非アテローム硬化性組織およ
び石灰化アテローム硬化性斑の領域を分離する境界はＰＩ＝ＰＩＩＩにより与えられ、そ
して等式ＣＭ＝０．１７－０．４８×（ＦＣ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲ）を有する。非石
灰化アテローム硬化性斑および石灰化アテローム硬化性斑の領域を分離する直線はＰＩＩ
＝ＰＩＩＩにより与えられ、そして等式ＣＭ＝－０．０７＋０．３０×（ＦＣ／ＮＣＮＣ

Ｒ＋ＣＣＮＣＲ）を有する。初期較正データ組中の９７サンプルの９５（９８％）につい
て、ラマンに基づく診断アルゴリズムにより決定した判定は病理学者のものと相関した。
【００８５】
　このアルゴリズムは、図２６Ｂに具体的に説明されるところの３種の診断分類の１種に
第二の検証データ組の動脈サンプルを分類するための好ましい態様においてもまたプロス
ペクティブに使用した。プロスペクティブに、アルゴリズムの結果は６８のうち６４（９
４％）について病理学者のものと一致した。双方のデータ組についての病理学的およびラ
マン分光学的診断の比較を表２に示す。
【００８６】
【表２】

【００８７】
分類は（Ｉ）非アテローム硬化性組織、（ＩＩ）非石灰化斑および（ＩＩＩ）石灰化斑で
ある。
【００８８】
　巨視的動脈スペクトルを収集するために使用したｉｎ　ｖｉｔｒｏラマン系はショート
ノイズが制限されるため、データ取得で使用したＮＩＲ技術は極めて高ＳＮＲのスペクト
ルをもたらした。平均のピーク対ピークノイズは正規化したスペクトル上で０．０４カウ
ント未満である。診断的形態学的成分のフィットの寄与率に対する誤差の計算は、ＣＭに
ついて０．０４１という３標準偏差（ＳＤ）の誤差およびＦＣ／ＮＣＮＣＲ＋ＣＣＮＣＲ

について０．０３６の３ＳＤの誤差を生じる。
【００８９】
　別の好ましい態様において、１６の外植された移植レシピエントの心から３５の冠動脈
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サンプルを採取しそして薄切片を調製した。８３０ｎｍレーザー光を用いる高分解能共焦
点ラマン顕微分光計の系を使用して、高Ｓ／Ｎラマンスペクトルを以下の形態学的構造す
なわち内部および外部弾性板、コラーゲン線維、脂肪、泡沫細胞、平滑筋細胞、壊死中心
、β－カロチン、コレステロール結晶およびカルシウム鉱質化から得た。それらのラマン
スペクトルは、コラーゲン、エラスチン、アクチン、ミオシン、トロポミオシン、コレス
テロール一水和物、コレステロールリノレエート、ホスファチジルコリン、トリオレイン
、ハイドロキシアパタイトカルシウム、炭酸カルシウムおよびβ－カロチンを包含する動
脈組織中に存在する主要生化学物質からの基礎ラマンスペクトルの一次結合を使用するこ
とによりモデル化し得る。
【００９０】
　該結果は、多様な形態学的構造が特徴的ラマンスペクトルを有することを示し、それら
は構造間でおよび動脈間でほとんど変動しない。該生化学的モデルは各形態学的構造のス
ペクトルを十分に記述し、大部分の必須の生化学的成分が参照データに包含されているこ
とを示す。さらに、形態学的構造スペクトルの生化学的基礎スペクトルのフィットの寄与
率により示される各構造の生化学的組成は非常に一貫している。従って、正常およびアテ
ローム硬化症の冠動脈中の多様な形態学的構造のラマンスペクトルを、アテローム硬化性
冠動脈病変の形態学的組成を解析するための一次結合モデルで基礎スペクトルとして使用
してよい。
【００９１】
　ラマン分光法は、巨視的および微視的双方の尺度での組織の生化学的解析に対する大き
な潜在能力を有する。この方法の大きな利点の１つは、ホモジェナイズ、抽出、または色
素、標識若しくは他のコントラスト増強剤の使用を伴わずに非破壊的に無傷の細胞および
組織内（すなわちｉｎ－ｓｉｔｕ）でそれらの微小環境中の生化学的分子の濃度、構造お
よび相互作用についての情報を提供するその能力である。加えて、ラマン分光法は、上述
されたところの光ファイバー技術を使用してｉｎ　ｖｉｖｏで実施し得る。
【００９２】
　形態学的因子が斑の安定性および進行の決定において生化学的組成と同じくらい重要で
ありうるという属性を使用して、本発明の好ましい一態様は、ラマン分光法を使用する動
脈組織中のアテローム硬化性病変の形態学に基づく診断を包含する。その目標のために、
上述された共焦点ラマン顕微分光法（ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）を使用して
、正常およびアテローム硬化症のヒト冠動脈組織の個々の細胞および細胞外成分のｉｎ－
ｓｉｔｕラマンスペクトルをｉｎ　ｖｉｔｒｏで得た。その後、これらの微視的形態学的
構造の生化学的組成を、無傷の組織について以前に使用されたと類似の様式で生化学物質
の基礎ラマンスペクトルの一次結合を使用してそれらのラマンスペクトルをモデル化する
ことにより決定した。巨視的ラマン分光法の生化学的解析と同様、これらの巨視的ラマン
分光法の形態学的解析は、最終的に、アテローム硬化性斑の安定性および疾患の進行をｉ
ｎ　ｖｉｖｏで評価するための診断アルゴリズムで使用し得る。様々な段階のアテローム
硬化症を表すヒト冠動脈サンプル（ｎ＝３５）を、外植されたレシピエントの心（ｎ＝１
６）から心移植１時間以内に得た。外植心からの切開後直ちに動脈サンプルを中性緩衝生
理的食塩水ですすぎ、液体窒素中で急速凍結しかつ－８５Ｃで保存した。
【００９３】
　凍結冠動脈サンプルをヒストプレップ（Ｈｉｓｔｏｐｒｅｐ）（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｄｉａ
ｇｎｏｓｔｉｃｓ、ニューヨーク州オレンジバーグ）を用いてクライオスタットチャック
上にマウントした。光学顕微鏡検査およびラマン顕微分光法のための薄い横断組織切片（
６～８μｍ）をクライオスタット／マイクロトーム（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｑ
ｕｉｐｍｅｎｔ、マサチューセッツ州ニーダムハイツ）を使用して切断した。各サンプル
の４切片をガラス製顕微鏡スライドガラス上にマウントし、そしてヘマトキシリンおよび
エオシンで染色した。その後、連続した未染色の切片をＢａＦ２若しくはＭｇＦ２フラッ
ト（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、ニューヨ
ーク州タリータウン、およびＳｐｅｃｔｒａ－Ｔｅｃｈ、コネチカット州スタンフォード
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）にマウントし、リン酸緩衝生理的食塩水（ｐＨ７．４）で湿らせたまま保ち、そして室
温で実施する分光学的実験のため顕微鏡ステージに移した。分光学的測定にはカバーガラ
スを使用しなかった。多数の形態学的構造からスペクトルを収集した場合、各切片をおよ
そ２時間後に新たに切断した切片により置き換えて酵素的分解の結果としての組織中の生
化学的変化を回避した。この２時間の検査時間内ではラマンスペクトルに有意の変化はみ
られなかった。検査した形態学的構造は、正常動脈中で：動脈壁の多様な層中のコラーゲ
ン線維、内部および外部弾性板、中膜平滑筋細胞および外膜脂肪細胞、ならびに内膜アテ
ローム硬化性病変中で：線維性被膜中のコラーゲン線維、泡沫細胞、壊死中心、コレステ
ロール結晶、β－カロチン含有結晶およびカルシウム鉱質化であった。
【００９４】
　本発明の好ましい態様のシステムの図解を図２７に示す。全ラマン分光学的測定は、選
択した形態学的構造の目的の領域以外の周辺表面にある特徴からのシグナルラマン光を抑
制するために共焦点の構成を使用して実施する。観察および解析は位相差系およびステー
ジ制御装置（Ｐｒｉｏｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、マサチュー
セッツ州ケンブリッジ）を備えた顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｓｋｏｐ　５０、Ｚｅｉ
ｓｓ、ニューヨーク州ソーンウッド）を使用した。サンプルの初期検鏡は１０倍拡大（Ｚ
ｅｉｓｓ　Ａｃｈｒｏｐｌａｎ対物レンズ）の位相差顕微鏡を用いて実施した。詳細な検
鏡および顕微分光法は、６３倍無限補正液浸対物レンズ（Ｚｅｉｓｓ　Ａｃｈｒｏｐｌａ
ｎ、ＮＡ　０．９）を用いて実施した。位相差組織検鏡、および顕微分光法のための形態
学的構造の選択は、顕微鏡７５０に接続されたＣＣＤカラービデオカメラ７５８（Ｓｏｎ
ｙ、マサチューセッツ州ケンブリッジ）を使用して録画しかつビデオテープ（ＶＣＲ）７
６４に保存し、それからフレームをディジタル化した（ＰＣＶｉｓｉｏｎ－ｐｌｕｓ、Ｉ
ｍａｇｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、マサチューセッツ州ベッドフォード）。
【００９５】
　近赤外（８３０ｎｍ）レーザー光はＡｒ＋レーザー７４２－ポンピングＴｉ：サファイ
アレーザー系７４４（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｎｏｖａ　９０／Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｐｈｙ
ｓｉｃｓ　３９００Ｓ、Ｃｏｈｅｒｅｎｔ、カリフォルニア州サンタクララ）により生成
させた。レーザー出力は帯域通過フィルタリングし７４６（Ｆ１）（Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐ
ｔｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ＨＬＢＦ、ミネソタ州アナーバー）、そして５０～１００
ｍＷのサンプル７５６上のレーザー出力で、調節可能な鏡（ｍ１）７４８およびダイクロ
イックビームスプリッター（ｍ２）７５４を使用してサンプル上に集中させた。組織サン
プルから発射される光を同一の対物レンズにより収集し、ビームスプリッターを通過させ
、そして取り外し式の鏡（ｍ３）７５２によりピンホール（Ｐ：１００μｍ直径）を通過
させた。この鏡を使用し、サンプルから発射される光を分光計／ＣＣＤ系若しくは白色光
画像をビデオカメラ系のいずれかに向けた。ＣＣＤ／分光計に向けられた光はその後、ノ
ッチフィルタリングしてＲａｙｌｅｉｇｈ散乱光（Ｆ２；Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐｔｉｃａｌ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ＨＳＮＦ）を排除し、そして色消しレンズ（Ｌ）を用いてＣｈｒｏｍ
ｅｘ　２５０ＩＳ／ＳＭ分光器－モノクロメーター（Ｃｈｒｏｍｅｘ、ニューメキシコ州
アルバカーキ）に集中させた。分光器７６６は、－１１０℃に冷却した裏面照射型の深空
乏型ＣＣＤ検出器７６８（Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、ニュージャー
ジー州プリンストン）上の回折格子分散光を包含する。ＣＣＤインターフェース（ＳＴ１
３０、Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を、データ処理および記憶を実施
するＷｉｎｓｃｏｐｅソフトウェア（Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、バ
ージョン１．４．３）を使用するパーソナルコンピュータ７７４に接続した。１００～２
０００ｃｍ－１（８ｃｍ－１分解能）の範囲にわたって最低３個のラマンスペクトル（サ
ンプリング時間１０と１００ｓとの間）を、選択した各部位から得た。
【００９６】
　共焦点ラマン顕微分光計の光収集若しくはサンプリング体積の推定方法は、個々のコラ
ーゲン線維のような小さい若しくは薄い微視的構造からラマンスペクトルを収集するのに
十分な分解能を保証するために小さな（１～２μｍ３）収集体積を使用する。要約すれば
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、１．０μｍ直径のポリスチレンビーズ（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ、フィラデルフィア州
ワリントン）を集中させたレーザー光線により移動させ、そしてラマンシグナルをレーザ
ー焦点の中心に関するビーズ位置の関数として収集した。水平面での顕微鏡ステージの段
階的分解能は１μｍであった。垂直移動を１．１μｍ段階で進めた。ビーズの最大のラマ
ンシグナルを得るように位置を至適化する。側方分解能は、中心位置、およびビーズの中
心から１若しくは２μｍの段階を使用してＸ若しくはＹ方向への８位置の１つのラマンシ
グナルを交互に測定することにより決定する。強い１００４ｃｍ－１のポリスチレンのラ
マンバンドの強度を、平面方向および軸方向の双方でレーザー焦点への距離の関数として
測定する。その後、各方向の結果をガウス分布関数と当てはめ、そして集中された光線の
直径を半値幅（ＦＷＨＭ）での幅全体から決定する。双方の側方向について直径は約１μ
ｍである一方、軸方向は２μｍである。サンプリング体積は約２μｍ３であると計算され
る。
【００９７】
　形態学的構造からのラマンスペクトルのデータ解析は、Ｍｉｃｒｏｃａｌ　Ｏｒｉｇｉ
ｎソフトウェア（バージョン４．１０、Ｃｌｅｃｏｍ、英国バーミンガム）を用いて実施
する。この解析は、宇宙線の除去、トルエンのスペクトルの特徴を使用する波数シフト較
正（Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ　Ｓｐｅｃｉａｌｔｙ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、ケンタッキ
ー州パリス）および較正済タングステン光源を伴うフィルター／分光計／ＣＣＤ検出器系
中の色の変動の補正よりなる。その後、組織スペクトルを適切なスペクトルの減算により
ＢａＦ２若しくはＭｇＦ２のバックグラウンドの寄与率について補正し、そして最小二乗
法最小化（ＬＳＭ）によりスペクトルに当てはめられる４位の多項式の減算により組織蛍
光について補正する。
【００９８】
　各形態学的構造スペクトルは、
　　　　　ｒｔｏｔａｌ＝Ｃ１ｒ１＋Ｃ２ｒ２＋Ｃ３ｒ３・・・　　　　　　　（４）
［式中ｒはラマンスペクトルである］として、１２種の生化学的成分のそれぞれについて
の部分的なフィットの寄与率（Ｃ１）を生成させるための単純な一次結合参照を使用して
７００～１８００ｃｍ－１のラマンシフト範囲でモデル化する。７００～１８００ｃｍ－

１のラマンシフト範囲は、この範囲がほとんどのスペクトル情報を含有するために選ばれ
る。
【００９９】
　試薬等級の商業的化学物質（Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州セントルイス）を使用して、タン
パク質（ＩＩＩ型コラーゲン、エラスチン、アクチン、ミオシンおよびトロポミオシン）
、非エステル化コレステロール（コレステロール一水和物）、コレステロールエステル（
コレステロールリノレエート）、リン脂質（ホスファチジルコリン）、トリグリセリド（
トリオレイン）、カロチノイド（β－カロチン）ならびにカルシウム塩（ハイドロキシア
パタイトカルシウムおよび炭酸カルシウム）を包含する１２種の生化学的成分の基礎スペ
クトルとしての使用のためのラマンスペクトルを得る。これら１２種の生化学的成分は、
正常動脈組織およびアテローム硬化性斑中で見出される最も普遍的なラマン活動性の生化
学種として選択される。加えて、類似の一組の生化学的構成要素が、以前の巨視的組織検
査において観察されたスペクトルに対する参照データの良好なフィットを提供した。これ
らの化学物質からのラマンスペクトルは、形態学的構造からのラマンスペクトルと類似の
方法で記録する。
【０１００】
　参照データ成分は化学的重量で比較し得ない。多様な形態学的構造中の生化学物質の実
際の濃度が未知であるためである。従って、１４４０～１４５５ｃｍ－１（タンパク質お
よび脂質中のＣＨ２結合の結合を表す）のスペクトルの特徴の強度を単一に設定する。こ
の領域中にスペクトルの特徴を欠くβ－カロチン、炭酸カルシウムおよびハイドロキシア
パタイトカルシウムのラマンスペクトルは、それぞれ１１５９、１０８０および９６１ｃ
ｍ－１のスペクトルの特徴に関して単一に設定する。この参照はこうして、多様な形態学
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的構造のラマンスペクトルに対するこれらの化学的成分の相対的なフィットの寄与率につ
いての情報を提供する。各生化学的成分のフィットの寄与率は最大（すなわち１）の画分
として表す。
【０１０１】
　図２８Ａは位相差下で見られる内部弾性板を示す未染色冠動脈切片の顕微鏡写真である
。この構造は２１個の冠動脈サンプル中の合計５４部位で検査する。これらのサンプルの
うち９個では外部弾性板からスペクトルを収集した。図２８Ｂに、６種の異なる内部弾性
板のラマンスペクトルを示す。１６６４および１２６４ｃｍ－１のバンドは、エラスチン
およびコラーゲンのような構造タンパク質のそれぞれアミドＩおよびＩＩＩの振動に帰さ
れる。１４４９ｃｍ－１の強いバンドはタンパク質のＣＨ２およびＣＨ３結合モードに割
り当て得る一方、１００４ｃｍ－１のバンドはフェニルアラニンによる。１３３６および
１１０４ｃｍ－１のバンドはデスモシン／イソデスモシンに帰され、そしてエラスチンに
特異的である。９３３および８５５ｃｍ－１のバンドはプロリンのＣ－Ｃ伸長モードに割
り当て得、そしてコラーゲンに存在する。これらの結果は内部弾性板がエラスチンおよび
コラーゲン双方を含有することを示す。さらに、視覚的検査でこれらのスペクトルは構造
間でほとんど変動を示さず、内部弾性板の生化学的組成が冠動脈サンプル内および間で非
常に一貫していることを示す。外部弾性板から得られるスペクトルは内部弾性板から得ら
れるものに同一である。
【０１０２】
　図２９Ａは、外膜の結合組織中のコラーゲン線維（長さおよそ１０μｍ、直径およそ２
μｍ）を示す位相差顕微鏡写真である。全体で１０サンプル中の１７のコラーゲン線維を
検査した。図２９Ｂは３種の異なる動脈サンプルからのコラーゲン線維からのラマンスペ
クトルを示す。再度、視覚的検査で、外膜（ａ、ｂ）から収集したこれらのスペクトルは
、冠動脈サンプル内若しくはそれらのあいだで線維ごとにほとんど変動を示さず、また、
内膜のアテローム硬化性病変の線維性被膜（ｃ）中のコラーゲン線維から取ったものに同
一である。これらのスペクトルはまた、デスモシンおよびイソデスモシンのバンド（エラ
スチンに特異的）の非存在を除いて弾性板からのものにも非常に類似している。コラーゲ
ン線維のスペクトルはコラーゲンに特異的な非常に目立つヒドロキシプロリンの寄与（８
５５ｃｍ－１）もまた含有する。
【０１０３】
　図３０は、本発明の好ましい一態様の正常およびアテローム硬化性の冠動脈サンプルの
中膜中の平滑筋細胞から記録された４種のラマンスペクトルを示す。合計で３２のスペク
トルを１０個の冠動脈サンプルから記録した。視覚的検査で、個々の平滑筋細胞から取っ
たスペクトル間で有意の差異は観察されなかった。平滑筋細胞のスペクトル中の主スペク
トルの特徴は弾性板およびコラーゲン線維のスペクトル中で観察されたものに類似であり
、そして１６６０および１６２８ｃｍ－１（それぞれアミドＩおよびＩＩＩの振動）、８
５３、９４０、１０３４、１３３６ならびに１４５１ｃｍ－１（Ｃ－Ｃ若しくはＣ－Ｈ屈
曲）、ならびに１００４ｃｍ－１（フェニルアラニン）のタンパク質のバンドにより優位
を占める。タンパク質が優位の平滑筋細胞、弾性板およびコラーゲン線維のスペクトル間
の主な差異は、フェニルアラニン（１００４ｃｍ－１）、デスモシン／イソデスモシン（
１３３６および１１０４ｃｍ－１）ならびにアミドＩＩ（１２６８ｃｍ－１）のバンドの
強度の変動にある。
【０１０４】
　図３１は、本発明の好ましい一態様の外膜中の脂肪細胞（ｆａｔ　ｃｅｌｌ）（脂肪細
胞（ａｄｉｐｏｃｙｔｅ））から収集したラマンスペクトルの例を示す。合計で８個の脂
肪細胞を６個の冠動脈サンプルから検査した。脂肪細胞から収集したスペクトルは非常に
類似であり、そしてエステルのバンド（１７４７ｃｍ－１）、不飽和炭素／炭素のバンド
（Ｃ＝Ｃ；１６５４ｃｍ－１）、ならびに組合さってトリグリセリドを示すＣＨ２／ＣＨ

３のバンド（１４４０および１３０１ｃｍ－１）により優位を占められる。
【０１０５】
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　図３２Ａは粥腫斑の内膜中の泡沫細胞の位相差顕微鏡写真である。これらの細胞中の個
々の脂質小滴は容易に同定し得る。合計で８個の冠動脈サンプル中の３０個の泡沫細胞を
検査した。図３２Ｂに３個の泡沫細胞からのラマンスペクトルを示す（ａ－ｃ）。視覚的
検査で同様とは言え、これらのスペクトルはコラーゲン線維、内部および外部弾性板なら
びに平滑筋細胞のスペクトルより大きい泡沫細胞のあいだでの変動を示す。より具体的に
は、泡沫細胞のスペクトルは、とりわけ１１００ｃｍ－１より下の多数のバンドに関して
弾性板、コラーゲン線維および平滑筋細胞のタンパク質が優位のスペクトルと明確に異な
る。７０２、８７８、９２３および９５７ｃｍ－１のバンドは、エステル化されていない
（遊離）コレステロールおよびコレステロールエステル双方のステロイド核に割り当て得
る。１６７１、１４３９、１２９９および１２７０ｃｍ－１の強いバンドはＣ＝Ｃ伸長お
よびＣＨ２／ＣＨ３屈曲モードによる。１７３５および１０２６ｃｍ－１（コレステロー
ルエステルに特異的）ならびに１０５８および１３２８ｃｍ－１（遊離コレステロールに
特異的）のバンドの存在は、これらの泡沫細胞がエステル化および未エステル化双方のコ
レステロールを含有することを示す。以前に論考されたとおり、非石灰化斑中の低下した
ＣＦＮＣＲは低下した斑の安定性を暗示する。７１９ｃｍ－１（対称のコリンの伸長）、
７６２ｃｍ－１（対称のＯ－Ｐ－Ｏ伸長）および８７８ｃｍ－１（非対称のＯ－Ｐ－Ｏ伸
長）のバンドはリン脂質の存在を、また、１５２３および１１６０ｃｍ－１のものはβ－
カロチノイドの存在を示す。しかしながら、泡沫細胞のスペクトルは、外膜脂肪細胞中で
みられた１７４７、１６５４、１４４０および１３０１ｃｍ－１のトリグリセリドのバン
ドを欠く。
【０１０６】
　合計で、１６個の冠動脈サンプルの３１個の壊死中心領域を検査した。図３２Ｂは壊死
中心から収集したラマンスペクトルの２例（ｄおよびｅ）もまた示す。泡沫細胞のスペク
トルに類似に、壊死中心内の構造ごとに若干の変動が存在する。しかしながら泡沫細胞お
よび壊死中心からの平均的スペクトルは極めて類似しており、双方の形態学的構造の化学
物質含量が極めて類似していることを示す。
【０１０７】
　図３３は、粥腫斑の壊死中心の異なる大きさのコレステロール結晶から取ったラマンス
ペクトルの例を示す。全体で７個の冠動脈サンプル中のコレステロール結晶を検査した。
コレステロール結晶のスペクトルの主なスペクトルの特徴は、１６６８ｃｍ－１（Ｃ＝Ｃ
伸長）、１４４３、１２３８および１２７４ｃｍ－１（ＣＨ２、ＣＨ３屈曲）ならびに１
１７６および１０８５ｃｍ－１（Ｃ－Ｃ伸長）である。１０００ｃｍ－１より下のスペク
トルの特徴はステロイドに帰され、エステル化されていないコレステロールの存在を示す
。主として結晶それら自身若しくは結晶を取り巻く組織の成分中のエステル化コレステロ
ールに対する遊離コレステロールの比の差異を暗示するバンド強度の変動により、個々の
結晶からのスペクトル間でわずかにより多い変動がみられた。
【０１０８】
　壊死中心領域では、黄色結晶がときに位相差下で同定され得た。図３３（ｄおよびｅ）
は２個の異なる冠動脈サンプルからの２個のこうした結晶のラマンスペクトルを示す。合
計で３サンプルからのこれらの結晶のうち７個を検査した。主スペクトルの特徴は１５２
３および１１６０ｃｍ－１にあり、これらはＣ－ＣおよびＣ＝Ｃ伸長によりかつβ－カロ
チンを暗示する。１４４９および９５６ｃｍ－１のバンドの存在を考えれば、これらの黄
色結晶は若干の構造タンパク質およびコレステロールエステルもまた含有するようである
。
【０１０９】
　図３４Ａは石灰化を含有するアテローム硬化性斑の顕微鏡写真である。合計で６個の冠
動脈サンプル中の１５個のカルシウム鉱質化を検査した。２個のアテローム硬化性斑中の
異なる段階の石灰化を表すラマンスペクトルを図３４Ｂに示す。これらのスペクトルの主
な特徴は、それぞれ炭酸カルシウムおよびハイドロキシアパタイトカルシウムを暗示する
ＣＯ３

２－（対称）／ＰＯ４
３－（非対称）およびＰＯ４

３－（対称）伸長に帰される１
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０７１および９５９ｃｍ－１のバンドである。大型のカルシウム鉱質化（図３４Ｂ、ａお
よびｂ）は、壊死中心の微小点状カルシウム鉱質化のもの（図３４Ｂ、ｃ）と異なるスペ
クトルの特徴を示す。主な差異は、最もありそうには取り巻く壊死中心による脂質および
／若しくはリン脂質（１４３３ｃｍ－１）に帰される点状カルシウム鉱質化のスペクトル
中の付加的な特徴の存在である。
【０１１０】
　図３５に具体的に説明されるところの純粋な化学物質の基礎スペクトルを使用して、個
々の形態学的構造のスペクトルを生化学的モデルに当てはめた。図３６Ａ－Ｈの各図は、
形態学的構造の１つのラマンスペクトル、および生化学的モデルの最小二乗法最小化のフ
ィットの結果を示す。残差（データ－フィット）を同一スケールで示す。泡沫細胞および
壊死中心からのラマンスペクトルが非常に類似であったため泡沫細胞のフィットの結果の
みを示す。ノイズの桁でありかつスペクトル間で一貫したパターンを示さない、観察され
たスペクトルへのフィットの残差から判断して、各形態学的構造のラマンスペクトル（図
Ａ～Ｈ）は１２種の生化学物質の基礎スペクトルを使用して十分に記述される。
【０１１１】
　検査した各形態学的構造について、各生化学的成分の寄与を決定した。図３７Ａ～Ｈは
各形態学的構造が特徴的な生化学的組成を有することを確認する。一般に、各形態学的構
造は、主として、１種若しくはそれ以上のより少なく豊富な生化学的成分と組合せた１若
しくは２種の主要生化学的成分から構成される。
【０１１２】
　内部および外部弾性板（図３７Ａ）は主としてより少ないコラーゲン成分を伴うエラス
チンから構成される一方、正常動脈およびアテローム硬化性病変の線維性被膜双方のコラ
ーゲン線維（図３７Ｂ）は主として少ないエラスチン成分を伴うコラーゲンから構成され
る。平滑筋細胞（図３７Ｃ）はアクチンおよび少ないトロポミオシン成分によりほぼ完全
にモデル化された。ミオシンは全く寄与しなかった。
【０１１３】
　外膜脂肪細胞（図３７Ｄ）は、ほとんど独占的に、リン脂質（ホスファチジルコリン）
の少ない寄与を伴うトリグリセリド（トリオレイン）を含有する。対照的に、泡沫細胞お
よび壊死中心（図３７Ｅ）は、コラーゲン、リン脂質およびβ－カロチンのより少ない寄
与を伴い、主として約２：１の比のコレステロールエステル（リノレエート）および遊離
コレステロール（一水和物）を含有する。泡沫細胞は現在のデータで同様のようであり、
そして、それらの生化学的組成に基づいて壊死中心と区別し得ない。しかしながら以下の
評価においてそれらは区別し得る。例えば、およそ１７５０ｃｍ－１のスペクトルの特徴
を使用して泡沫細胞を壊死中心と区別し得る。コレステロール結晶（図３７Ｆ）は約３：
１の比で遊離コレステロールおよびコレステロールエステルを含有する。黄色結晶（図３
７Ｇ）は、コレステロールの少ない寄与を伴いほぼ完全にβ－カロチンからなる。これは
、これらの結晶が実際は高濃度のβ－カロチンを含有するコレステロール結晶であること
を示すかもしれない。カルシウム鉱質化（図３７Ｈ）は、コラーゲン、トリグリセリドお
よび炭酸カルシウムの少ない寄与を伴い主としてハイドロキシアパタイトカルシウムから
構成される。
【０１１４】
　泡沫細胞および他の炎症細胞の存在もまた斑の不安定性である役割を演じているかもし
れない。従って、結晶を含まないコレステロール若しくは泡沫細胞の存在のような形態学
的因子が、アテローム硬化性斑の安定性および進行の決定において生化学的組成と同じく
らい重要であるかもしれない。
【０１１５】
　図３６に示されるとおり、図３５の生化学的モデルは各形態学的構造のスペクトルを十
分に記述し、このことは、大部分の不可欠の生化学的成分が参照中に包含されていること
を意味する。形態学的構造のスペクトルに対する生化学的基礎スペクトルのフィットの寄
与率により示される各構造の生化学的組成は非常に一貫している（図３６Ａ～Ｈ）。最大
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の生化学的変動は泡沫細胞、壊死中心、コレステロール結晶およびカルシウム鉱質化で見
出された。カルシウム鉱質化、コレステロール結晶およびβ－カロチン含有結晶の双方に
おける生化学的変動は（大きさにより反映されるところの）それらの進行段階の差異によ
るかもしれない。泡沫細胞および壊死中心内の生化学的変動（コラーゲン、β－カロチン
およびコレステロールエステルの差異）の原因はより少なく明らかである。多様な進行段
階でのアテローム硬化性斑の脂質組成の変動は、ホモジェナイズ若しくは抽出した組織お
よび培養単球由来泡沫細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究で以前に記述されている。しかしなが
ら、これらの生化学的データは、組織調製の混乱させる影響を伴わないｉｎ　ｓｉｔｕの
若しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養モデルのアテローム硬化性斑成分解析の結果である。
疾患の多様な進行段階でのアテローム硬化性斑中の泡沫細胞および壊死中心のより詳細な
ｉｎ　ｓｉｔｕラマン顕微分光法研究が、この変動の起源をさらに解明するのに役立つか
もしれない。
【０１１６】
　生化学的モデルは微視的な細胞および細胞外の形態学的構造の生化学的組成に関する価
値のある情報を提供したとは言え、それはその限界を有する。このモデルおよび／若しく
は参照の主な限界の１つは平滑筋細胞スペクトルのフィットにより具体的に説明された。
以前のｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究は、冠動脈のような筋肉性動脈の中膜の大多数を含んでなる
平滑筋細胞はミオシンよりもおよそ３倍より多いアクチンを含有するが、しかしほぼ等量
のミオシンおよびトロポミオシンを含有することを示した。しかしながら、生化学的モデ
ルでのフィットの寄与率は、平滑筋細胞が少量のトロポミオシンを伴いかつ事実上ミオシ
ンを伴わずにほとんど独占的にアクチンを含有したことを示した。これらの予期しない結
果は、組織抽出したミオシンとｉｎ　ｓｉｔｕの細胞内ミオシンとの間のミオシンの分光
学的特徴のコンホメーションの差異によるかもしれない。加えて、グリコサミノグリカン
でみられるとおり、弱いラマン散乱体の寄与が過小評価されているかもしれない。
【０１１７】
　観察された変動はまた、参照に包含されていない生化学的化合物の寄与にもよるかもし
れない。例えば１分類のコラーゲンのみを包含した。異なる分類のコラーゲンのラマンス
ペクトルにｉｎ　ｖｉｔｒｏでほとんど差異が観察されなかったため、これは大きな懸念
となるはずはない。しかしながら、アテローム硬化性病変が進行する際の増大する架橋に
より、ｉｎ　ｖｉｖｏのコラーゲンのラマンスペクトルに有意の変化が存在するかもしれ
ない。
【０１１８】
　これらの限界にもかかわらず、同一の生化学的モデルを使用する正常およびアテローム
硬化症の動脈組織の以前の定量的ラマン分光法による生化学的分析の結果は、標準的分析
技術に十分に匹敵した。以前の研究はまた、これらの定量的ラマン分光法の生化学的分析
が、非アテローム硬化性または石灰化若しくは非石灰化アテローム硬化性斑のいずれかに
動脈組織を正確に分類した診断アルゴリズムの基礎として使用し得ることもまた示してい
る。本発明の好ましい態様の結果は、生化学的モデルの改変を使用して、正常およびアテ
ローム硬化症の動脈組織の細胞および細胞外の形態学的成分の相対的比較を実施し得るこ
とを示す。さらに、別の好ましい態様は、冠動脈のアテローム硬化症の診断を可能にする
アルゴリズムの基礎としてこれらの相対的な形態学的比較を使用し得ることを示す。これ
は、ｅｘ　ｖｉｖｏで正常動脈およびアテローム硬化性斑を正確に分類しかつ将来はｉｎ
　ｖｉｖｏで斑の安定性および疾患の進行を予測する目的を伴う定量的ラマン分光法の形
態学的分析の開発における第一段階である。
【０１１９】
　好ましい態様の生化学的モデル参照を使用して、慣習的分析的技術を使用して単離若し
くは精製し得ない無傷の動脈組織中の（泡沫細胞および壊死中心のような）個々の微視的
形態学的構造のｉｎ　ｓｉｔｕの生化学的分析を実施するのに使用されるべき共焦点ラマ
ン顕微分光法が具体的に説明される。さらに、多様な形態学的構造は特徴的なラマンスペ
クトルを有し、それらは期待されるとおり構造ごとに若しくは動脈ごとにほとんど変動せ
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ずかつｅｘ　ｖｉｖｏで正常のおよびアテローム硬化症の冠動脈の形態学の相対比較を実
施するための形態学的参照の基礎スペクトルとして使用し得る。この非破壊的技術は、最
終的には、ヒトにおける斑の安定性および疾患の進行をｉｎ　ｖｉｖｏで評価するため、
ならびに動物モデルでの粥腫発生およびｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞培養物中の脂質代謝を研
究するために使用されるかもしれない。
【０１２０】
　本発明の態様はラマンスペクトルを形態学に関して解読する。例えばラマンスペクトル
は形態学的構造、例えば特定の化合物と関連し得る泡沫細胞と関連し得る。さらに、スペ
クトルの数を、例えば多数の化学物質スペクトルから形態学的構造に関連するわずか８種
の独特のスペクトルまで減少させて、それによりフィットの誤差を低下させ得る。本発明
の光ファイバーカテーテル系を使用して脆弱な斑を同定かつモニターするために利用可能
である診断法は、化学的組成、形態学的構造、内膜層の肥厚化および上にかぶさるコラー
ゲン層の薄化についての情報の使用を包含する。好ましい態様はコラーゲンの割合を測定
することによるコラーゲンの深さの決定を包含する。さらに、石灰化の存在をモニターし
、そしていかなる縁も同定しかつ潜在的な破裂および血餅の指標としてコラーゲンに関し
て位置を突き止める。以前に論考されたとおり、非石灰化斑中のコラーゲン線維の低下し
た部分的なフィットの寄与率が不安定な斑の指標である。
【０１２１】
　好ましい態様は、組織からのラマン分布を特徴付けることにより系のスループットを完
全に利用するような光学系の設計を実施する。該態様は収集効率を至適化し、ノイズを最
小にし、そして１秒で高品質のデータを収集することが可能な小直径の高度に効率的なラ
マンプローブをもたらした。該態様の性能は組織モデルおよびいくつかのｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ組織型を用いたシミュレーションおよび実験により試験され、これらの態様が臨床的に
実現可能な技術としてラマン分光法を進歩させ得ることを示す。
【０１２２】
　ラマン分光法は疾患を診断しかつ生物学的組織を研究するための価値あるかつ正確なツ
ールであることが判明してきている。分子結合の振動および回転についての詳細な情報を
提供するのにレーザー励起が使用される。サンプル中の各化学的部分は独特の分子構造を
有するため、その組成は非弾性散乱励起光の分光学的分析により評価し得る。
【０１２３】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究はラマン分光法の医学的潜在能力を確立した。事実、ラマンスペ
クトルは、他の分光学的方法で得ることができない広範な化学的および形態学的構成要素
についての特定の情報を提供する能力を有するため、多くの疾患が検討されている。例え
ば、冠動脈中の不安定なアテローム硬化性斑の破裂は大多数の致死的心筋梗塞の原因であ
る。斑の破裂の見込みが化学的組成に関係することが確立されており、そして、ラマン分
光法はこれに基づく大部分の犯人の病変を識別する独特の能力を有するかもしれない。こ
の方法がリアルタイム解析を伴い臨床で成功裏に実施され得る場合は、心血管系疾患の診
断および効果的な治療の指導、若しくは悪性腫瘍の特徴付けならびに切除縁をモニターす
ることによるそれらの完全な切除の確認のような広範な応用にそれを使用し得る。
【０１２４】
　多くの医学的応用は、解剖学的考慮によりプローブおよびファイバー束の大きさが厳格
に制限される光ファイバーを使用する遠隔サンプリングを必要とする。例えば、冠動脈の
アテローム硬化症および乳癌を臨床的に評価する能力は、それらが標準的心血管カテーテ
ル中に組み込まれ得るか若しくは光学的針生検のため構成され得るように直径がおよそ２
ｍｍ若しくはそれ未満であるプローブを必要とする。加えて、データ取得時間は多くても
数秒に制限されなければならない。
【０１２５】
　冠動脈アテローム硬化症に関して、脆弱なアテローム硬化性斑の検出は心事象の予測お
よび予防に決定的に重要である。これらの脆弱な斑は臨床上無症状の血管中に存在し、そ
して生化学的変化すなわち泡沫細胞、脂質プール、炎症細胞、厚さ６５μｍ未満である薄
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い線維性被膜および血栓症の存在を特徴とし得る。本発明の好ましい態様は、脆弱な斑を
特徴付けるための前述の因子の存在に関して定量的な生化学的情報および形態学的解析を
提供するためにラマンプローブを使用する。ラマンスペクトルの使用は狭い振動バンドの
使用で分光学上有利であり、化学物質特異的でありかつ情報が豊富である。
【０１２６】
　診断上、ラマン分光法の使用は生検が必要とされないため有利であり；また、それは低
濃度の分子を直接測定して該分子の化学的組成および形態学的特徴を提供する。ラマン分
光法を使用して、斑の安定性を評価し得、疾患の進行をモニターし得、また、斑の退縮お
よび再狭窄を確認することにより治療的介入を評価し得る。
【０１２７】
　過去十年にわたって光ファイバープローブの設計において大きな進歩が存在し、ラマン
分光法が潜在的に有用な臨床技術であることを示している。低－ＯＨフューズドシリカが
、近赤外での使用のための至適のファイバー支持体と決定された。適正な光学的フィルタ
ーの必要性は確立されており、そして多数のプローブ構成が探究されている。
【０１２８】
　多くは商業的に入手可能なプローブを使用するｉｎ　ｖｉｖｏ研究は、皮膚および他の
容易に到達可能な器官に制限されているか若しくは組織の研究に最適化されていない光学
系の構成を有するかのいずれかであった。励起波長の選択のような他の困難に加え、最適
でないプローブ設計は、実際の臨床使用には長すぎる収集時間をもたらしている。従って
、ラマン分光法の臨床的潜在能力を実現することに対する重要な妨害は、ｉｎ　ｖｉｖｏ
組織に励起レーザー光を送達しかつラマン散乱光を効率的に収集することが可能な小直径
の光ファイバーラマンプローブの開発である。
【０１２９】
　ラマンプローブの好ましい態様は、遠隔器官に到達するために可撓性である小さな（お
よそ２ｍｍ）プローブを包含する。該プローブは、分析に使用されるスペクトルモデルの
正確な臨床応用のためにおよそ１秒で高いＳ／Ｎ比（ＳＮＲ）のスペクトルを収集するこ
とが可能である。これは安全なレベルのレーザー曝露で達成され、また、スループットお
よび効率を最大にしつつ全ノイズ源を最小にすることにより達成される。
【０１３０】
　いくつかのノイズ源が存在し、それらは好ましい態様において最小にされる。検出器の
暗電荷および読み取りノイズは低温で冷却した電荷結合素子（ＣＣＤ）検出器を使用する
ことにより低下される。励起波長の選択もまたＳＮＲに影響する。多くのラマンプローブ
設計で行われるところの７８５ｎｍでの励起は、８３０ｎｍの励起に比較した場合に組織
蛍光の最低４倍の増大をもたらす。この増大された蛍光はデータに有意のショットノイズ
を付加する。より長い励起波長が組織蛍光をさらに低下させるとは言え、ラマン断面が同
時に減少される。それらは第四の力に対する励起周波数に依存するからである。さらに、
水の吸収係数はより長波長で急速に増大し、それにより浸透の深さを減少させかつシグナ
ルを減弱させる。８３０ｎｍより大きい励起波長はまたＣＣＤ検出器の使用も妨害し、そ
れにより単一の曝露で完全なラマンスペクトルを収集する能力を損なう。
【０１３１】
　光ファイバーラマンプローブに特異的な主要な一ノイズ源は、送達および収集ファイバ
ーそれら自身で生成されるスペクトルのバックグラウンドの長い間認識されている問題で
ある。このバックグラウンドは検査されている組織部位からのシグナルより数桁より大き
い。それはフューズドシリカコアからのラマン光、不純物および特定の開口数（ＮＡ）の
ファイバーを製造するのに使用されるドーパントからの蛍光、ならびに多様なジャケット
素材からのシグナルより構成される。送達ファイバー中のレーザー光はファイバー中を横
切る長い光路長（典型的には３ないし４メートル）による強いファイバーバックグラウン
ドを生成させる。このファイバースペクトルが組織表面から散乱され、そして収集ファイ
バーにより組織のラマンスペクトルと一緒に集められる。バックグラウンドはしばしば、
組織中への光の比較的短い浸透によりわずかおよそ１ｍｍのサンプルから生成される組織
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のラマンシグナルを遮蔽する。組織から後方散乱されたレーザー光はまた収集ファイバー
にも進入し、追加のファイバーバックグラウンドを生じさせ、そして検出器に達する組織
スペクトルの質をさらに損なう。目的のスペクトルを不明瞭にしかつ歪ませることに加え
、強いファイバーバックグラウンドはシグナルにショートノイズを付加する。このノイズ
はしばしば組織のラマンバンドより大きい可能性があり、そして従って、光学的フィルタ
ーを使用することにより可能な限り多くのバックグラウンドを除去することが必要である
。
【０１３２】
　スループットを最適化しかつ収集効率を最大にする好ましい態様のプローブの設計での
他の考慮は２成分を有する。第一のものはラマン効果の固有に弱い性質に関する。１０億
個の励起光子ごとからおよそわずか１個がラマン光子に変換される。従って、臨床上現実
的な時間枠での正確な分析に十分なＳＮＲをもつシグナルを収集するためにハイスループ
ット光学系を設計することが決定的に重要である。第二の成分は組織それ自身の光学的特
徴に関する。目的のシグナルは、励起レーザーの吸収および生成されたラマン光を介して
直接減弱される。さらに、ラマン光の収集は、大きな面積および角度にわたって光子を広
範囲に拡散させる光散乱により混乱される。従って、他の型の分光計若しくは非混濁（ｎ
ｏｎ－ｔｕｒｂｉｄ）サンプルを検査するのに使用される単純なプローブの設計は、本応
用に理想的でない。
【０１３３】
　好ましい態様は、光ファイバーのバックグラウンドの大部分を除去し、８３０ｎｍの励
起を使用し、組織中で生成されるラマン源からのシグナル収集を最大にして数秒若しくは
それ未満（１若しくは２秒）でのデータ収集を可能にし、そして剛性の遠位先端を長さ数
ｍｍ未満および直径約２ｍｍ未満に制限しつつ安全なフルエンスレベルで作動する光ファ
イバーラマンプローブを包含する。
【０１３４】
　分析は、検出されたファイバーのスペクトルのバックグラウンドが励起および収集双方
のファイバーで等しく生じていることを示している。望ましくないシグナルを抑制するた
め、２種の異なるフィルター（すなわち送達用に１個および収集用に１個）がプローブの
遠位端で必要とされる。送達ファイバーは、ファイバーからのより長波長のスペクトルの
バックグラウンドを遮断しつつレーザー励起光を伝播する短波長通過型若しくは帯域通過
フィルターで終端する。収集ファイバーは、組織から後方散乱されたレーザー光を遮断し
つつ組織のラマンスペクトルを伝播する長波長通過型フィルターすなわちノッチフィルタ
ーにより先行される。フィルターは、それらが作用するファイバーのＮＡに対応する角度
の範囲にわたってこれらの機能を実施する。
【０１３５】
　プローブの遠位端にフィルターを適応させるために、好ましい態様はフィルターモジュ
ールを包含する。このモジュールは、また一平面上にロングパス誘電体コーティングを運
搬するチューブ中に嵌合された、一平面上にショートパス誘電体フィルターコーティング
を運搬するロッドよりなる。集成前にそれらのそれぞれのフィルターとともに別個に被覆
されかつ例えばコロラド州ボールダーのＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｌｅｃｔｒｏ－Ｏｐｔｉｃ
ｓ，Ｉｎｃ．により二次加工されるサファイア若しくはフューズドシリカのいずれかから
作成されるロッドおよびチューブが好ましい態様で使用される。ロッドは構成部品間の光
学的隔離を提供することによりクロストークを予防するために金属製の薄いシートで包ま
れ若しくは被覆される。該モジュールはファイバー束と収集光学系との間にプローブの遠
位端に配置される。好ましい態様のラマンプローブで使用されるフィルターの性能曲線を
図５に示す（０ｃｍ－１＝８３０ｎｍ）。ピーク伝播は典型的には９０％より大きい一方
、望ましくない光の拒絶は９６％より大きい。
【０１３６】
　一般に、光学系のスループット（すなわちエタンデュ）はその収集面積（Ａ）および投
影される立体角（Ω’）の積により与えられ、ここで
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　　　　　Ω’＝πｓｉｎ２（θ）　　　　　　　　　　　　　　　　　（５）
かつ、光学軸に関して測定される収集の半角値（θ）について評価される。全部の光学系
構成部品の反射および伝播の喪失（容易に至適化される因子）と一緒にファイバーカップ
リングの限界を無視すれば、系の収集能力はその最大の制限要素のスループットにより制
限され、そしてこの量は系全体で保存される。
【０１３７】
　理想的な分光法の系においてスループットは分光器／ＣＣＤ検出機器により決定される
。好ましい態様において、分光器はΩ’Ｄ＝０．２２５ｓｒのようなＮＡ＝０．２７８を
有する（Ｈｏｌｏｓｐｅｃ　ｆ／１．８ｉ、Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ，Ｉｎｃ．、ミネソタ州アナーバー）。これは、また８ｍｍの高さも有しかつ従って
スループットを損なわない裏面照射型の深空乏型ＣＣＤ検出器（Ｓｐｅｃ－１０：４００
ＢＲ、Ｒｏｐｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、ニュージャージー州トレントン）に接続され
る。生物学的ラマン分光法に十分なスペクトル分解能（およそ８ｃｍ－１）を達成するた
めに、分光器の入口で０．２ｍｍのスリット幅を使用する。従って、収集の最大面積ＡＤ
＝１．６ｍｍ２であり、検出系についてＡＤΩ’Ｄ＝０．３６０ｍｍ２－ｓｒの理論上の
最大スループットをもたらす。ラマン光源からの光の検出はこの積により制限され、また
、収集光学系は系のスループットを保存するように設計される。
【０１３８】
　組織中の拡散散乱は、それぞれ特定の分布を伴う大きな面積および４πの立体角にわた
るラマン光の発射をもたらす。こうした光源からのシグナル収集の至適化は２段階を必要
とする。第一に、混濁媒体から出るラマン光の分布を決定する。この分布は、収集の面積
（若しくは角度）が変動される際にスループットの制約内での所定のラマン光源について
の潜在的な光収集効率を規定する。これらの特性を使用して、収集光学系の設計のための
効率を最大にするように、収集立体角と面積との間の至適のトレードオフを決定する。
【０１３９】
　光ファイバープローブについて、該プローブの遠位端の光学系はまた、分光器と同一の
ＮＡを有するように選ばれる収集ファイバーへの効率的なカップリングのためラマン散乱
光を変換するようにも設計する。さらに、シグナル収集を至適化するために、収集ファイ
バーに利用される遠位プローブ先端の面積を最大にすることが必要である。これは、分光
器／ＣＣＤにより適応され得かつプローブ直径中に組み込まれ得るものまでの可能な限り
多くの収集ファイバーの緊密に充填された環により囲まれる単一の中央励起ファイバーを
使用することにより達成される。その後、遠位端のファイバーの円形束を、分光器への接
続のため近位端で一列の直線に再成形する。
【０１４０】
　励起光学系の適正な選択もまた決定的に重要である。フューズドシリカ光ファイバー中
で生成されるバックグラウンドの強度はＮＡの二乗に比例するが、しかしコア直径に比較
的依存しない。従って、収集ファイバーのＮＡを分光器に一致させることが望ましいとは
言え、より小さいＮＡをもつ励起ファイバーを使用することが好ましい。このＮＡを低下
させることはまた遠位端での減少されたビーム発散も提供し、それによりショートパスフ
ィルター性能を向上させる。結果は、非常に小さいＮＡ（０．１２）をもつファイバーが
、おそらくクラッドで使用されるドーピング素材から生成される実質的に増大された広帯
域ファイバーバックグラウンドを表すことを示す。従って、中程度のＮＡ（０．２２）を
使用することが最も効果的である。その場合、効率的な収集を助長するようにスポットサ
イズを制限しつつ組織での安全な照明フルエンスを確実にするのに適切な励起ファイバー
直径を選び得る。
【０１４１】
　至適の収集形状の決定は組織からのラマン光の分布の特徴付けを必要とする。この光源
は光源半径ｒおよび発射角θ双方への回旋状の依存を伴う表面から発する所定の輝度Ｂ（
ｒ，θ）を有する。組織からの収集に利用可能なラマン光の総量は
【０１４２】



(32) JP 4588324 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

【数２】

【０１４３】
により与えられ、ここでｄＡ＝（２πｒ）ｄｒおよびｄΩ＝２πｓｉｎ（θ）ｄθ。該積
分は光源の全面積および立体角に持ち越され、その後者は後方散乱の幾何学について２π
に制限される。
【０１４４】
　Ｂ（ｒ，θ）が個別の分布Ｂ１（ｒ）（励起光からの半径方向距離のみの関数）および
Ｂ２（θ）（正規表面（ｓｕｒｆａｃｅ　ｎｏｒｍａｌ）からの角度にのみ依存する）に
独立に分離し得ることが想定される場合には、それぞれを実験的に測定し得る。これらの
分布を使用して、
【０１４５】

【数３】

【０１４６】
［式中Ｉ１（ｒ）およびＩ２（θ）は組織から発する積分済放射状および角度分布である
］
のように、光源から発射される光を近似する。
【０１４７】
　このラマン光源についての光学系の効率は、光源から発射される光全体により正規化さ
れかつスループットの保存により制約される収集光学系の特性にわたって放射状および角
度の輝度を積分することにより計算する。この生じる効率曲線
【０１４８】

【数４】

【０１４９】
を使用して、収集半径と立体角との間の至適のトレードオフを指定することによりプロー
ブ光学系の設計を導く。角度効率η２（θ）はスループットの保存を使用することにより
半径の関数η２（ｒ（θ））に変換し得、総収集効率の単一変数関数ηＴ（ｒ）をもたら
す。
【０１５０】
　アテローム硬化症を診断する応用により導かれて、動脈組織からのラマン光の放射状お
よび角度分布を検査した。正常動脈組織が典型的にその光学特性（例えば散乱および吸収
係数）ならびに相対的ラマン断面により他の動脈疾患状態に比較して最も弱いシグナルを
表すためにそれを使用した。
【０１５１】
　ラマン光の空間的分布Ｂ１（ｒ）の特徴付けを本発明の好ましい態様で決定した。簡潔
には、小型プリズムを介して８３０ｎｍの励起を集中させかつサンプルに向けた。励起ス
ポット直径はおよそ１００μｍでありかつサンプルはリン酸緩衝生理的食塩水（ＰＢＳ、
ｐＨ７．４）を含有するクォーツ製キュベット中に保持した。１４°ないし３３°の角度
範囲でカセグレン対物レンズにより後方散乱光を収集した。ラマン光のこの範囲全体を収
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集し、平行にしかつノッチフィルタリングしてＲａｙｌｅｉｇｈ散乱光を排除した。単一
の１００μｍの中心光ファイバーは、２５０μｍのステップサイズでビームを側方に横切
り移動させて（ｔｒａｎｓｌａｔｅ）離れた空間領域の画像を収集した。該対物レンズか
らの拡大を説明して、これはサンプル表面でのおよそ１０４μｍのステップサイズに対応
する。ファイバーをｆ／１．８分光器に接続しそして光をＣＣＤ検出器上に分散させた。
－ＣＨ２屈曲モードからの１４５０ｃｍ－１のラマンバンドの強度を積分し、最大シグナ
ルに正規化し、そして励起光源からの放射状方向の距離の関数としてプロットした。励起
ビームのいずれの側での結果もほぼ対称であり、そして、２つの側についての平均Ｂ１（
ｒ）を図３９Ｂ（○）に提示する。
【０１５２】
　この放射状分布を多ガウス分布に至適に当てはめ（図３９Ｂ、線）、
【０１５３】
【数５】

【０１５４】
をもたらす（ｒはｍｍ）。最初の項により表される狭い分布は、最も強いラマンエネルギ
ー分布を生じさせる弾道レーザー光により生成されるラマン光に関することがありそうで
ある。他の項は動脈組織の層構造によってもまた影響される拡散光の原因である。その後
、このデータを積分しかつ正規化して、期待されたガウス分布依存性（線）を示す最小二
乗法フィットと一緒に励起ビームからの距離の関数として（○）図３９Ｃに示される放射
状の収集効率η１（ｒ）を決定する。
【０１５５】
　角度分布は開放（ｏｐｅｎ－ａｉｒ）光学系のラマン系のわずかな改変を用いて決定し
た。別個の角度分布Ｂ２（θ）を測定するよりもむしろＩ２（θ）を直接測定した。簡潔
には、８３０ｎｍの励起光が収集レンズとサンプルとの間の小さな鏡により組織上に直接
入射した。ノッチフィルタリング前にビームを平行にするｆ／１．２カメラレンズにより
後方散乱ラマン光を収集しそしてその後ＣＣＤ検出器による検出のためｆ／＃整合レンズ
を介してｆ／４分光器上に集中させた。励起光はおよそ１００μｍ直径まで集中させ、ま
た、収集半径はおよそ１ｍｍであった。収集レンズは、収集角度の変動および積分済角度
ラマン分布の直接測定を見込む開き絞り虹彩により先行された。図４０Ｂは組織からのラ
マン光の実験的に決定されたη２（θ）（○）をプロットする。分布はレンズにより収集
される制限された角度により２０°付近で平坦となる。組織から出る光は一般にｃｏｓ（
θ）すなわちランバーティアン依存に従い、式中θは正規表面に関する角度である。積分
済分布は従って図４０Ｂ中にもまたプロットされる（線）ｓｉｎ２（θ）依存を有するは
ずであり、収集角度の範囲にわたる実験と理論との間の理にかなった良好な一致を示す。
【０１５６】
　図３９Ｃおよび４０Ｂからη１（ｒ）および変換されたη２（θ）→η２（ｒ（θ））
の積を取ることは、系のスループットおよび組織のこの特定の組合せについての効率曲線
ηＴ（ｒ）（図４１）をもたらす。８．６２％という至適の効率は、０．１９１ｍｍの収
集半径および対応する９０°の角度で発生する。これは、分布の縁でより弱いテーリング
に伸長しつつより小さい範囲の角度を収集するよりもむしろ最も強い照明領域からのラマ
ン光の完全な角度範囲を収集することが好ましいことを示す。
【０１５７】
　その後、ラマン光源の特徴付け研究の結果をＺｅｍａｘ　ｖ．１０．０、アリゾナ州ト
ゥーソンのＦｏｃｕｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．により提供される光学的設計基準に
組み込み、光ファイバーへの効率的なカップリングのための集められた光の最大のシグナ
ル収集および変換に最適な光学系を決定する。これらの特定のパラメータ近くで作動する
ように洗練された光学系を設計することが可能であるとは言え、所定の応用により課せら
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れる空間的制約が構築をひどく困難にするとみられる。事実、Ｚｅｍａｘを用いた検討は
、高い屈折率を使用する場合に単純なボールレンズの使用が理にかなった性能をもたらす
ことを示した。いくつかの支持体が検討され、そして、最も高屈折率のガラスがドーピン
グ素材により極めて蛍光性であることが決定された。しかしながら、屈折率が１．７７で
あるサファイアは広角の収集を見込む。サファイアは蛍光を表さず、単一の鋭いラマンバ
ンドのみを有し、そして非常に広範な波長領域を通じて光学的に透明である。加えてサフ
ァイアは極めて硬質であり、従ってそれを複数回使用のラマンプローブに対する優れた選
択とする。
【０１５８】
　生じるラマンプローブの設計を図４Ａおよび４Ｂに提示する。左側はプローブ先端の長
軸方向図を示す一方、右側はファイバーとフィルターの界面の水準での断面図を示す。収
集ファイバーとのクロストークを防止するための光学的隔離のためのアルミニウム製ジャ
ケットをもつ中央励起ファイバーが存在する。このファイバーはショートパス励起ロッド
とレジストレーションに配置される。ロッドはロングパス収集フィルターチューブの内側
に配置され、２者は金属製スリーブにより光学的に隔離される。その後、励起ファイバー
は、レジストレーションされている収集ファイバーのロングパスフィルターチューブの中
央との適正なアライメントを確実にするように緩衝される。中央励起ファイバーは０．２
２のＮＡを伴う２００μｍのコアを有する。収集ファイバーもまた２００μｍのコアを有
するが、しかし０．２７のＮＡ（分光器のものに緊密に整合されている）を有する。フィ
ルターは、屈折率整合光学的セメントでファイバーに固定され、そしてファイバー束／フ
ィルターモジュール全体は接続および保護のためのブラックテフロンで包まれる。プロー
ブ長は４メートルである。
【０１５９】
　フィルターロッドおよびチューブは長さ１ｍｍであり、サファイアボールレンズの適正
な空間配置を確実にする。この形状は２つの考慮を取り扱う。第一に、このファイバーと
レンズの分離では、励起光は大まかに平行にされかつ組織上の密なスポットに集中されず
、それによりサンプルに入射するエネルギー密度を低下させかつ可能な損傷を予防する。
第二に、ボールレンズが組織から出る大きな角度分布をファイバーのＮＡ内にある十分に
平行にされたビームに変換するため、ラマン散乱光の収集ファイバーへの優れたカップリ
ングが確実にされる。ボールレンズは、ひだ付けステンレス鋼チューブにエポキシで固定
され、液体が先端に漏出しないことを確実にする。該ステンレス鋼チューブはその後ファ
イバー束／フィルターアセンブリに固定される。ボールレンズの収集効率を最大にするた
めに、内表面上で使用される接着剤は存在しない。
【０１６０】
　このプローブの総直径は３ｍｍより下である。現在の大きさを制限する因子はボールレ
ンズの直径（フィルターチューブの幅全体を収容するために２ｍｍである）である。分光
器のスループットをより完全に利用する収集ファイバーの２個のリング合計２７本のファ
イバー）をもつラマンプローブを構築するのにこの形状が使用されているため、このフィ
ルターの大きさが選ばれた。実務において、単リングプローブは優れたシグナル収集を提
供しかつはるかにより可撓性かつ構築するのが容易であるため、それを使用し得る。最近
の研究は、収集効率を大きく低下させることなくプローブの直径を減少させ得ることを示
した。中央収集ロッドの直径は構築の容易さのため０．５５ｍｍであるように選んだ。プ
ローブの全構成部品は、外科的処置のための標準的冷気体エチレンオキサイド滅菌に耐え
得る医用等級素材から構築される。
【０１６１】
　ラマンプローブの設計をシミュレーションによりおよび実験的に試験した。シミュレー
ション実験はＺｅｍａｘのプローブモデルを用いて実施し、プローブ設計の２局面を検討
した。第一に、安全性を確実にするために励起スポット直径を検討した。第二に、多様な
ラマン光源についての収集効率を検査してある範囲の条件にわたるプローブ性能を決定し
た。
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【０１６２】
　励起スポットサイズのシミュレーションの結果を図４２に示す。空中に配置されたプロ
ーブを伴う１種（○）およびシミュレーション組織モデルに浸積したプローブを伴う１種
（□；よりありそうな臨床での形状）の２構成を検討した。組織モデルは、水の屈折率お
よび人工組織の散乱特性すなわちｇ＝０．９、平均自由光路＝０．２７ｍｍを用いて構築
した。図から見ることができるとおり、プローブが空中にある場合、レンズからおよそ１
ｍｍ離れておよそ１７５μｍの半値幅（ＦＷＨＭ）へのわずかな集中が存在する。しかし
ながら、散乱の場合にはビームはボールレンズの表面から直ちに発散し始め、２００μｍ
未満のＦＷＨＭより下にならない。このスポットサイズは、臨床の情況で使用されるレー
ザー出力および曝露時間でのいかなる報告された損傷の閾値よりも十分に下のフルエンス
を生じさせる。データ収集プロトコルは５秒未満の時間におよそ１００ｍＷの励起を使用
して設計され、従って典型的に報告されているものよりもはるかに下のフルエンスを生じ
させる。
【０１６３】
　収集効率を類似の方法でＺｅｍａｘモデルから決定した（図１４）。多様な半径のラン
バーティアン光源をプローブと接触させて配置し、そして収集ファイバーの近位端から出
る光の割合を測定した。これらのシミュレーションについて、２７本の収集ファイバーを
伴う二重リングプローブのモデルを実装した。これが分光器のスループットをより完全に
利用しているためである。再度、２つの状況を検討した。第一のものはプローブと接触す
る光源を有したがしかしボールレンズの外表面がいかなる屈折率整合も経験しないように
レンズを空中で維持した（実線を伴う○）。第二のものもまたプローブと接触する光源を
有したが、しかし今やレンズおよび光源は双方とも上述されたシミュレーション組織モデ
ル中に浸積した（破線を伴う○）。プローブは小光源について高い収集効率（３５％まで
）を表すが、しかし、光源がより大きくなる際に効率は下落した。該組織モデルの結果も
また優れており、プローブが屈折率整合性でなかった場合についてより約１．７５倍より
小さい効率を生じさせた。
【０１６４】
　光源からの測定されたラマン分布をモデル化しかつプローブの端に配置した、別の好ま
しい態様の付加的な一構成もまた検討した。これは空気および組織界面についてそれぞれ
３．５％および１．７％の収集効率をもたらした。８．６％という最大の収集効率はスル
ープットを完全に利用することから生じるが、しかしながら、光ファイバーを使用するこ
とにより分光器スリット領域の５３％のみが使用される。従って、期待される最大の収集
効率は４．６％であり、ボールレンズがピーク近くで作動していることを示す。低下した
スループットにより引き起こされる同一の５３％により効率曲線を乗算することにより、
ボールレンズの効率が４５°の収集角に対応する０．２７ｍｍの収集半径を示すことをみ
ることができる。改善の余地はあるものの、これは優れた収集効率でありかつ実行の容易
さは非常に実際的である。
【０１６５】
　ラマンプローブの性能を３方法で実験的に試験した。第一に、多様な既知のラマン散乱
体を検査してフィルター性能を評価した。第二に、組織ファントムを開発してシグナルお
よびバックグラウンド収集に対する散乱および吸収の影響を評価した。最後に、動脈およ
び乳房組織のｉｎ　ｖｉｔｒｏスペクトルを分光学的モデルで収集かつ評価した。
【０１６６】
　これらの検討で使用した実験系の図解を図４３に示す。８３０ｎｍのダイオードレーザ
ー（Ｐｒｏｃｅｓｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、ユタ州ソルトレークシティ）からの光を
２個の円筒形レンズ（ｃ１、ｃ２）により平行にし、帯域通過フィルター（ＢＰ、Ｋａｉ
ｓｅｒ）を通して方向付けし（ｄｉｒｅｃｔｅｄ）、金被覆鏡（Ｍ）により再方向付けし
、そして１０倍顕微鏡対物レンズ（Ｎｅｗｐｏｒｔ、カリフォルニア州アーヴィン）によ
りラマンプローブ励起ファイバーに集中させた。ラマンプローブからの収集ファイバー近
位の一列の直線は、光がノッチフィルタリングされ（ＮＦ）、スリット上に集中されかつ
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ホログラフィックゲート（ＨＧ）による分散のため再度平行にされる前にそれを平行にす
るｆ／１．８分光器に入力される。最後に、分散された光を、ラップトップコンピュータ
とインターフェースされている液体窒素冷却した裏面照射型の深空乏型ＣＣＤ検出器に集
中させる。スリット（Ｓ）はデータ取得中のプローブからのレーザーの励起を可能にする
。これは患者へのレーザー曝露を低下させかつ使用者に対する安全性を増大させる。さら
に、レーザーは、レーザー出力のより正確な制御、レーザー出力のモニタリング、および
系の光学系アライメントに依存しない設定レベルにプローブからの出力を自動的に設定す
るフィードバックループの組み込みのために、コンピュータとインターフェースされる。
【０１６７】
　組織ファントム研究は、人工組織の散乱および吸収特性の範囲を模倣するよう設計した
。サンプルは、散乱のための単分散１．０３μｍラテックスミクロスフェア（Ｄｕｋｅ　
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏｒｐ．、カリフォルニア州パロアルト）、吸収のためのヘモ
グロビン（Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州セントルイス）およびインディアインク（Ｔｒｉａｎ
ｇｌｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、ノースカロライナ州ダーラム）な
らびに脱イオン水の組合せを使用して調製した。ＮａＣｌＯ４のストック溶液を標的ラマ
ン分子として一定濃度でサンプルに添加した。構成要素の多様な組合せを混合して、一定
容量ならびにそれぞれ１．３１、１．７９および２．２５ｃｍ－１、ならびに２２、２９
および３６ｃｍ－１の吸収および低下された散乱係数をもつＣｌＯ４

－濃度の９個のファ
ントムを製造した。これらの光学特性を生じさせるための濃度はＢｏｈｒｅｎとＨｕｆｆ
ｍａｎのＭｉｅ基準の改変版を用いて決定した。
【０１６８】
　ファントムは２”深さ、３／４”幅のガラス製バイアルに入れ、そしてプローブ先端を
サンプリング用液体の表面のすぐ下に浸積した。サンプルは磁気攪拌子により連続的に循
環させてミクロスフェアの沈殿を予防した。二重リングラマンプローブを用いて１００ｍ
Ｗの励起を使用して、１０秒の総積算時間の間、スペクトルを収集した。ＣｌＯ４

－の９
２８ｃｍ－１のバンドを積算してこれらの変動する条件下でのプローブのラマン収集能力
を決定した。プローブのバックグラウンドは収集した最大シグナル（およそ４２０ｃｍ－

１）の強度を検査することにより評価した。バックグラウンドの代替の評価方法は、クォ
ーツのバックグラウンドからの８００ｃｍ－１のラマンバンド若しくはサファイアボール
レンズにより生じられる７５０ｃｍ－１のラマンバンドを積算する。これらの全部は類似
の結果を生じた。
【０１６９】
　最後に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ組織試料を、１００ｍＷの励起出力および１から６０秒まで
の範囲にわたる収集時間を使用して単リングラマンプローブを用いて検査した。大動脈組
織のサンプルは死後に収集した一方、乳房サンプルは外科的切除中に収集した。サンプル
を収集直後に液体窒素中で急速凍結しそして検査の時間まで－８５℃で保存した。サンプ
ルは検査前にＰＢＳ浴中で受動的に室温に温まらせた。スペクトルはタングステン白色光
源を使用してフィルターおよびＣＣＤのスペクトル応答について補正した。残りのファイ
バーバックグラウンドは、粗くしたアルミニウム表面で励起光を向けることにより生成さ
れたシグナルを減算することにより除去した。組織蛍光は５位の多項式を減算することに
より除去した。最後に、実験室で開発した分光学的モデルにスペクトルを当てはめた。乳
房のデータは下述されるモデルに当てはめた一方、動脈のスペクトルは形態学的モデルに
当てはめた。残差はデータ－フィットとして計算し、そして同一スケールで示す。
【０１７０】
　生物学的組織の分光学については６００から１８００ｃｍ－１のラマンの特徴が重要で
ある。図４４は、充填されたＢａＳＯ４（十分に特徴付けられたラマン散乱体）のラマン
スペクトルを示す。最小限の後方散乱が存在するために検出されるファイバーバックグラ
ウンドを典型的にほとんど生成させない液体サンプルと異なり、ＢａＳＯ４は充填される
場合に高度に反射性であり、そしてフィルタリングされないプローブ中で強いファイバー
バックグラウンドを生成させる。このスペクトルは、５５０ｃｍ－１より上ではわずかに
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増大した傾斜するバックグラウンド以外にファイバーバックグラウンドの検出可能な特徴
がほとんど存在しないため、フィルターモジュールの有効性およびプローブの光学的隔離
を示す。８００ｃｍ－１の強いシリカのバンドさえ認識できない。
【０１７１】
　組織ファントム検査の結果を図４５に提示する。過塩素酸（○および実線）ならびにプ
ローブのバックグラウンド（□および破線）からのシグナルを輸送長の関数としてプロッ
トする。プロットされた線は一定の吸収を描き、そして、散乱が増大する際にシグナル収
集がどのように増大するかを示すように描かれる。逆に、収集されたシグナルは所定の散
乱値についての増大する吸収を伴い減少する。類似の傾向がファイバーバックグラウンド
およびラマンシグナル双方でみられるが、しかしながら、散乱の影響はバックグラウンド
についてより劇的である。
【０１７２】
　図４６Ａおよび４６Ｂは、正常大動脈（部位ごとの変動を非常にわずかしか示さない組
織型）を見ることによる、単リングラマンプローブの性能と前述された実験系との間の比
較である。該実験系は、微小光学系の要求により制約されない開放の光学系の構成であり
、そして多くの有用なラマンスペクトルモデルを開発するために使用されてきた。
【０１７３】
　図４６Ａは、同等な励起出力および収集時間を伴う開放の光学系（点）および単リング
ラマンプローブ（線）で取ったデータを示す。該データは系のスペクトル応答およびＣＣ
Ｄ検出器のゲインについて補正されている。組織の蛍光バックグラウンド上のラマンバン
ドを分離することは困難であるとは言え、－ＣＨ２屈曲の１４５０ｃｍ－１のバンド若し
くはフェニルアラニンによる１００４ｃｍ－１のバンドの観察結果は、ラマンプローブか
らのわずかに増大したシグナル収集を示す。ラマンプローブ中の効率的なフィルタリング
にもかかわらず、このデータで観察されるプローブのバックグラウンドのなお若干の証拠
が存在する。ＢａＳＯ４と異なり、組織からのラマンシグナルが極めて弱いためである。
しかしながら、図４６Ｂは、ファイバーバックグラウンドおよび組織の蛍光を減算した後
の結果を示す。ファイバーバックグラウンドの全部のスペクトルの特徴が正確に除去され
ており、そして、正常大動脈のこれらのスペクトルは、サファイアボールレンズからのラ
マン散乱による７５０ｃｍ－１のピーク、およびレンズを固定するために使用したエポキ
シからの１６００ｃｍ－１の直ぐ下の小さなピーク以外はほぼ同一に見える。ラマンプロ
ーブからの生データ中のわずかに増大したバックグラウンドにもかかわらず、平均して、
２種の処理されたスペクトルはプローブの増大された収集効率のため同一のＳＮＲを有す
る。二重リングバージョンのラマンプローブは、該実験系を上回る大きく高められた性能
を示す。
【０１７４】
　ここでは、弱くラマン散乱する正常大動脈が均質であるためにそれを評価した。より高
度に散乱する組織での実験は、該プローブが正常組織についてよりも実験的すなわち実験
室の系でなおより良好な性能を示すことを示唆する。しかしながらこれらの差異は組織の
不均質性のため直接比較することが困難である。
【０１７５】
　好ましい態様のラマンプローブは、臨床上適切な時間尺度で組織の解釈可能なスペクト
ルを収集する能力を提供する。図２Ａ～２Ｃおよび４７Ａ～４７Ｂは１００ｍＷの励起を
用いてわずか１秒で該ラマンプローブで収集された処理済みスペクトルを示す。データは
点で提示し、モデルのフィットを重なる線で示し、また、残差は同一スケールで下にプロ
ットする。図４７Ａは正常乳房組織のスペクトルを示す一方、４７Ｂは悪性乳癌のものを
示す。低下されたシグナル収集を伴うスペクトル（すなわち正常大動脈および悪性乳癌）
についてさえモデルのフィットは優れており、そして残差に残存する全部の特徴はノイズ
である。
【０１７６】
　光ファイバープローブについて、シグナルを最大にすることは、本発明の好ましい一態
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様の分光器／ＣＣＤ検出器系の制約内で収集効率を至適化することを伴う。これは、ラマ
ン光の収集に利用可能なプローブの面積を最大にすること、および収集光学系の適正な設
計のためにラマン光源を特徴付けすることによりなされる。ノイズの最小化は本発明の好
ましい一態様によるいくつかの考慮もまた必要とする。第一に、ＣＣＤ検出器からの固有
のノイズ源は極低温に冷却した裏面照射型検出器を使用することにより低下される。第二
に、励起波長は組織蛍光からのショットノイズを最小にするように慎重に選択した。生物
学的サンプルについて、８３０ｎｍの励起が理想的であることが判明している。最後に、
光ファイバープローブの場合、その関連するショットノイズを低下させるために、ファイ
バーバックグラウンドを可能な限り排除する。
【０１７７】
　本発明の好ましい一態様のラマンプローブで使用される二目的フィルターモジュールは
、残りのバックグラウンドが一旦除去されれば、最小のスペクトルの歪みが存在するレベ
ルまでファイバーバックグラウンドを効果的に低下させる。数種の組織型の高品質スペク
トルは、組織損傷閾値の十分に下の励起出力を使用してわずか１秒で収集し得る。図２Ａ
～２Ｃおよび４７Ａ～４７Ｂに具体的に説明されるフィットからの残差の大きさは組織か
ら収集されたラマンシグナルの強度に依存するが、しかし、大部分の場合はそれらは純粋
にノイズであり、そしてスペクトルの構造を示さない。これに対する唯一の例外は非石灰
化アテローム硬化性斑についてであり、その場合はデータとモデルとの間のスペクトル分
解能の矛盾により残差に若干の小さな構造が存在する。
【０１７８】
　ファントム研究からの結果は、該プローブが励起およびラマン光双方の減弱による増大
された吸収を伴い収集を減少させたことを示す。増大された散乱とともに、より大きなシ
グナル収集効率が観察される。高度に散乱するサンプルからのこの増大されたシグナルは
、ボールレンズが最も効率的に収集する励起ビームにより近くに制限されているラマン光
源の結果である。ファイバーのバックグラウンドについての類似の傾向もまた観察されて
いるが、しかし散乱の影響はより強められている。従って、ラマン散乱体の濃度および断
面が一定である場合は、多様な散乱および吸収特性をもつ組織についてわずかなＳＮＲ変
化のみが見られる。加えて、とりわけサファイアボールレンズからのバックグラウンドシ
グナルのさらなる解析は、サンプルの散乱および吸収特性についての内的較正をもたらし
て疾患の診断についての付加的情報を生じさせるかもしれない。
【０１７９】
　本発明の好ましい一態様の単一リングプローブはプローブ直径を低下し得る。より小さ
い直径は、プローブ中のファイバーの数が低下されてそれにより収集面積を低下させなけ
ればならないことを意味する。しかしながら、ファイバーの数が減少される際に、それら
はまた、最強の散乱が起こる励起ビームにより近づけられる。また、ボールレンズの直径
の減少はより大きなレンズの湾曲をもたらし、それはラマン光源のより中央の領域からの
増大された収集につながる。従って、ラマンプローブの収集面積とラマン光源のサンプリ
ング体積との間のトレードオフに関する付加的な効率曲線が存在する。最悪でも該収集効
率はファイバーの数とともに直線的に低下するかもしれない。合計９本の収集ファイバー
に減少させることは、臨床業務に合理的なＳＮＲを生じさせる１．５ｍｍの総外径および
１．２％の収集効率のラマンプローブをもたらす。
【０１８０】
　本発明の好ましい一態様のラマンプローブは一般的応用性を有しかつ動脈および乳房双
方について十分に能力を発揮する。該設計のモジュールの性質は、標的組織からの所望の
空間的および角度分布を収集するのに多様な光学素子を使用し得るようにハイスループッ
ト収集のための光学系の特定の選択に関して大きな柔軟性を可能にする。
【０１８１】
　側方観察プローブは本発明の好ましい一態様の代替の応用に使用し得る。例えば、角度
を付けられかつ鏡を付けられたハーフボールレンズ、プリズム、若しくは微小光学的放物
線状鏡の使用が効率的な放射状収集を可能にする。テーパー付き先端は光学的乳房生検の
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ためのニードルプローブへの組み込みを可能にし、また、わずかにより小さい直径は異形
成の検出のための乳管内視鏡検査による乳房分析を可能にする。本発明の好ましい一態様
のラマンプローブの収集能力により、他の潜在的用途は、皮膚分析、経皮血液被検体モニ
タリングおよび胃腸癌の評価を包含する。
【０１８２】
　図４８Ａおよび４８Ｂは、本発明の好ましい一態様の３ｍｍ未満の総直径を有する臨床
的プローブを具体的に説明する。
【０１８３】
　本発明の好ましい態様は臨床データの収集に使用されている。レーザー出力較正はテフ
ロンを用いて設定され、かつ、およそ１００ｍＷであり、そして８２～１３２ｍＷの間の
範囲にわたる。血管内視鏡と同様に手術室中を消灯した。末梢血管手術中にデータを収集
した。頸動脈の動脈内膜切除術中に粥腫のスペクトルを収集した。大腿動脈バイパス手術
中に吻合部位および後動脈壁のスペクトルを収集した。
【０１８４】
　図４９Ａおよび４９Ｂは、本発明の好ましい一態様の正常動脈の内膜線維増殖の臨床デ
ータを具体的に説明し、ここで図４９Ａは取得したラマンスペクトルでありかつ図４９Ｂ
は対応する組織学を具体的に説明する。スペクトルは動脈壁に対して直交に保持されてい
るプローブで合計５秒間収集した。それぞれ０．２５秒の２０の蓄積が存在した。１秒お
よび５秒双方のデータを解析した。全データは１秒間積算した。
【０１８５】
　図５０Ａ～５０Ｃは、本発明の好ましい一態様の粥腫斑の臨床データを具体的に説明し
、ここで図５０Ａはラマンスペクトルを、また、図５０Ｂおよび５０Ｃは対応する組織学
の動脈を具体的に説明する。収集した全臨床データに、正常動脈に関してと同一のデータ
解析方法を適用した。図５１Ａおよび５１Ｂは、本発明の好ましい一態様の石灰化斑につ
いて取得した臨床データを具体的に説明し、ここで図５１Ａはラマンスペクトルを、また
、図５１Ｂは対応する組織学を具体的に説明する。図５２Ａ～５２Ｃは、本発明の好まし
い一態様の破裂した斑について取得した臨床データを具体的に説明し、ここで図５２Ａは
ラマンスペクトルを、また、図５２Ｂおよび５２Ｃは対応する組織学を具体的に説明する
。図５３Ａ～５３Ｃは、本発明の好ましい一態様の血栓を伴う石灰化斑について取得した
臨床データを具体的に説明し、ここで図５３Ａはラマンスペクトルを、また、図５３Ｂお
よび５３Ｃは対応する組織学を具体的に説明する。
【０１８６】
【表３】

【０１８７】
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　表３は多様な動脈状態を表す臨床データの解析の結果であったモデル成分を具体的に説
明する。
【０１８８】
　図５４は、本発明の好ましい一態様の単一の中央励起ファイバー１９０２を包含する側
方観察ラマンプローブ１９００を具体的に説明する。該ファイバーの緩衝層は適正なファ
イバー／フィルターのレジストレーションを助長するように励起フィルターロッド１９１
６の直径に整合され、かつ、収集ファイバー１９０８からの光学的隔離を提供するための
アルミニウム製ジャケット１９１０を有する。該側方観察プローブの構成は図４Ａ～４Ｄ
に関して記述された前方観察プローブに類似である。プローブ１９００は送達および収集
ファイバー中のファイバーのラマンバックグラウンドを最小にしかつ好ましくは除外する
ための誘電体フィルターを包含し、また、収集誘電体コーティングを運搬するチューブ１
９１２に嵌合されたロッド１９１６を包含する。該モジュールは、ハーフボールレンズ１
９１８を有する光線を平行にするためファイバー束とレンズ系との間にプローブの遠位端
に配置される。該プローブの直径はおよそ１．５ｍｍであり、そしてそれの周囲に配置さ
れた鞘を有する。
【０１８９】
　図５５Ａ～５５Ｃは本発明の好ましい一態様のシグナル収集に対する血液の影響を具体
的に説明する。
【０１９０】
　図５５Ａは本発明の好ましい一態様のラマンプローブを有する系を使用して収集した生
データを具体的に説明する。
【０１９１】
　図５５Ｂは蛍光が一旦除去されたスペクトルを具体的に説明する一方、図５５Ｃはデー
タが一旦正規化かつ処理されたスペクトルを具体的に説明する。石灰化動脈を血液で灌流
してシグナル収集に対する血液の影響を確かめた。血液スペクトルは動脈スペクトルの１
０％未満であり、また、血液の存在による吸収および散乱は動脈シグナルをおよそ１／３
だけ減少させる。
【０１９２】
　図５６は、本発明の好ましい一態様の臨床実務で使用し得る系の図解を具体的に説明す
る。示される態様は、シャッター２００２により切り替えられかつ内視鏡２００８の生検
チャンネルに挿入されたラマンプローブ２００６中にレンズ２００４で集中されるレーザ
ー出力２００１を使用して、それが領域２０１２にわたって組織を照明し得るように組織
部位２０１０にそれを送達する。収集光学系２２３１は、プローブから分光器／ＣＣＤの
組合せであるプロセッサ２２３６へのラマンシグナルの戻りを提供する。ラマンシグナル
および内視鏡カメラは系２２３６中で個別に操作される。
【０１９３】
　内視鏡カメラ２２２０は、広帯域キセノンアークランプ２２２４からそれ自身の光ファ
イバー照明器２２２２によりその白色光照明を得る。コンピュータ２２３０の制御２２３
２下の非標準的シャッター２２２８を取り付け得る。画像シグナル２２３４はプロセッサ
２２３６により処理されて標準的ビデオシグナル２２３８（コンピュータ２２３０中のフ
レームグラバによりディジタル化される）を生じ得る。観察された組織の状態に関するそ
の情報を伴う処理された画像シグナル２２４０がモニター２２４２に送信される。診断手
順全体は、ケーブル２２４６によりコンピュータに接続されたフットスイッチ２２４４に
より開始し得る。
【０１９４】
　図５７は、本発明の好ましい一態様のｉｎ　ｖｉｖｏラマンスペクトル診断のためのデ
ータの取得において使用される方法２３００の流れを具体的に説明する。上ループ２３０
１は無菌手術室中の適正な励起レーザー出力を確実にするために使用する。臨床処置の前
に較正スペクトルを取得してシステム性能を特徴付ける。テフロン標準のスペクトルを得
て、所望の励起出力をもつ期待されるシグナルを決定する。処置の間に、このフィードバ
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ックアルゴリズム内で滅菌済ラマンプローブを用いて同一の滅菌済テフロンブロックのス
ペクトルを測定する。段階２３１２によるレーザー出力に対する自動化補正を、標的のテ
フロン強度が得られるまで、若しくは予め決められた閾値出力に達するまで継続する。正
しい出力が一旦設定されれば、組織スペクトルの取得が可能にされる。レーザーはデータ
蓄積が開始されるまでシャッターにより遮断される。取得の開始は段階２３１６によりシ
ャッターを開放し、段階２３１８によりスペクトルを収集し、そして段階２３２０により
シャッターを閉鎖する。その後、収集されたデータは、スペクトル診断と一緒にリアルタ
イムで処理かつ表示される。その後システムは次の組織部位を検査する準備ができる。デ
ータ取得および処理の詳細は下に提示する。
【０１９５】
　図５８は、本発明の好ましい一態様のリアルタイム解析ラマン系で使用されるデータの
流れを描く。レーザー、シャッターおよびＣＣＤ検出器の制御は全部、限定されるもので
ないがＬａｂＶｉｅｗを挙げることができるソフトウェアを用いて達成される。検出器制
御のためのドライバはＲ３－ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．により提供されるようなソフト
ウェアに書かれている。いかなるフィルタリングされないプローブバックグラウンドも、
アルミニウム製ブロックにより反射される励起レーザー光を収集することにより特徴付け
する。系のスペクトル応答は、反射率標準（ＢａＳＯ４）により拡散的に散乱される較正
済白色光源のスペクトルを収集することにより特徴付けする。４－アセトアミドフェノー
ル（タイレノール（Ｔｙｌｅｎｏｌ））のスペクトルをラマンシフト較正のため取得する
。
【０１９６】
　生の組織スペクトルおよびアルミニウムスペクトルは、双方とも正規化白色光スペクト
ルでの除算により系のスペクトル応答について補正する。その後、残りのプローブのバッ
クグラウンドを、アルミニウムスペクトルを減算することにより組織データから除去する
。組織蛍光は、５位の多項式フィット、または例えば限定されるものでないがフーリエフ
ィルタリング、点差分導関数、スプライン当てはめ、Ｓａｖｉｔｓｋｙ－Ｇｏｌａｙの導
関数若しくは重み付け減算を挙げることができるいくつかの他の手段を介して除去する。
【０１９７】
　組織の特徴付けは、確立されたラマンスペクトルモデルを用いるデータの通常の最小二
乗法当てはめにより実施する。結果として生じるフィット係数を使用して、ロジスティッ
ク回帰分析で発生させたｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断アルゴリズムに基づく診断を提供する。そ
の後、処理済みデータ、モデルフィットおよび残差（データフィット）を、診断およびフ
ィット係数と一緒にリアルタイムでプロットする。臨床医はリアルタイムデータを使用し
て診断および処置の決定を行い得る。
【０１９８】
　１９９９年には、米国単独でおよそ１７６，０００の乳癌の新規症例が診断され、４４
，０００例が死亡をもたらした。過去２０年間に、乳癌をｉｎ　ｓｉｔｕで診断するため
の光学的技術の使用における増大する興味が存在している。
【０１９９】
　ｘ線マンモグラフィーおよび超音波のような現在の方法論は乳房中の密度変化を探す。
これらの技術は良性および悪性腫瘍を確実に区別し得ず、そして従って疑わしい病変を検
出するためにのみ使用し得かつ診断に使用し得ない。病変が悪性であるかどうかを決定す
るためには組織生検を実施しなくてはならず、そして乳房生検の７０～９０％は病理学的
分析に際して良性であることが見出される。しかしながら、病理学的分析のために組織を
取り出す代わりに、疑わしい病変についての診断情報をｉｎ　ｓｉｔｕで提供するために
ラマン分光法のような光学的技術を使用することが可能である。上述されたところのラマ
ン分光法は、単色励起光で照明されたサンプルから散乱される光により生成されるスペク
トル側波帯を検査する。存在する各化学物質はそれ自身の独特なラマンスペクトルシグネ
チャを有する。乳房に光ファイバー針装置を挿入することにより、病変からラマン分光学
的測定値を収集しかつ化学的情報をほとんど即時に抽出することが可能である。ラマン針
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装置を使用してこうした情報を得ることは、より客観的かつ迅速な（リアルタイムの）診
断および現在使用されている生検技術に比較して患者に対する減少した外傷をもたらす。
【０２００】
　ラマン分光法に加えて、いくつかの他の光学的技術が現在探究されている。これらは光
学的断層撮影法、光ファイバー乳管内視鏡検査および蛍光分光法を包含する。光学的断層
撮影法は可視若しくは近赤外光を使用して乳房の表面上の一点を照明する一方、検出器は
他の点での拡散的に反射若しくは伝播された光を記録する。それが乳房を横断する際に光
シグナルの減弱に関する情報を提供することに加え、散乱および吸収の情報はまた抽出も
されて水、脂質およびオキシ／デオキシヘモグロビン濃度を定量的に測定し得る。良性お
よび悪性腫瘍を区別するためのこの情報の使用は研究中である。さらに、多数の光源およ
び検出器を使用して測定カップを形成し得、三次元画像化を可能にする。
【０２０１】
　光ファイバー乳管内視鏡検査は、結腸、子宮頸部および食道のような器官中の癌を検出
するために開発された内視鏡を乳管の検査に改造している。大部分の乳房の癌および前癌
は乳管および小葉の内層で開始するため、非常に小型のファイバースコープ（直径１ｍｍ
未満）を乳頭を通して乳管に導入して管内の異常（主として乳頭状病変）を探す。光ファ
イバーを介して乳管の内部を照明しかつ見る。該装置を使用して乳管およびその分枝を観
察し得る。
【０２０２】
　蛍光分光法は、食道、結腸、膀胱および口腔中の癌性病変をｉｎ　ｖｉｖｏで検査する
のに成功裏に使用されてきた。乳房の蛍光分光法もまたｅｘ　ｖｉｖｏで研究されており
、診断に対する若干の有望性を示しているとは言え、これまでのところ、これらの結果の
後ろにある化学の理解がほとんど存在しない。蛍光に基づく診断は、癌と結びつけられる
乳房組織中に存在する内在性の蛍光発色団（主としてコラーゲンおよびＮＡＤＨ）の数に
より制限される。対照的に、癌の発生と関連付けられている組織中に存在する多くのより
ラマン活性の分子、例えばコラーゲン、フィブリノーゲン、ＤＮＡ、ハイドロキシアパタ
イトカルシウムおよび多様なグリコサミノグリカンが存在する。
【０２０３】
　ラマン分光法は長年化学分析に使用されてきたが、しかし最近になってのみ研究者たち
にそれを生物医学的問題に応用し始めさせた。臨床の情況でラマンスペクトルを取得する
能力は、小型ダイオードレーザー、ＣＣＤ検出器およびホログラフィックノッチフィルタ
ーのような新技術の開発により可能とされた。これらの構成部品のそれぞれが、以前は達
成不可能な医学的診断のための小型の高効率の系の二次加工に貢献している。
【０２０４】
　正常、良性（線維嚢胞性疾患）および悪性（浸潤型乳管癌）乳房組織からラマンスペク
トルを収集するのに７８４ｎｍの励起を使用して、正常組織中の１４３９ｃｍ－１のバン
ドの１４５０ｃｍ－１へのシフトが悪性組織中で観察された（ＣＨ２屈曲モードの化学環
境中での変化による）。１６５４（Ｃ＝Ｃ伸長およびアミドＩのバンドの組合せによる）
ならびに１４３９ｃｍ－１のバンドの面積比を使用することにより悪性組織と正常組織を
区別することが可能である。この差異は悪性サンプル中の増大したタンパク質濃度に帰す
ることができる。しかしながらこの検査は良性病変を悪性病変と区別するのに使用し得な
い。
【０２０５】
　従来技術の検査はホルマリン中に固定された摘出生検試料を使用した。固定過程は主と
してコラーゲンタンパク質を架橋して組織を化学的に変え、そして従って組織のラマンス
ペクトルのシグネチャに影響を及ぼす。ラマン分光法を使用して、凍結されかつ固定され
ていない組織を使用して組織をｉｎ　ｖｉｖｏで診断し得る。８３０ｎｍの励起を使用す
る正常、良性および悪性の乳房組織サンプル（およそ０．５ｃｍ３）のラマンスペクトル
は以前に報告されている。このデータの主成分分析は、重要な分光学的特徴に基づく正常
、良性および悪性組織の区別を可能にした。しかしながら、主成分分析はこれらの分光学
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的シグネチャの化学的若しくは形態学的起源の同定を可能にせず、また、その時点でのデ
ータ組がクロスバリデーションには少なすぎた（１３例の患者からの６１サンプル）。
【０２０６】
　光ファイバーラマンニードルプローブを使用する乳房組織の臨床測定は、典型的には体
積１ｍｍ３の組織領域をサンプリングする。乳房中の癌関連の変化は組織の生化学的およ
び形態学的組成のわずかな変化を伴う。これらの変化は微視的レベルで起こる。結果とし
て、組織の微視的状態への洞察を提供する診断アルゴリズムを開発するために、個々の形
態学的成分のラマンスペクトルの特徴を特徴付けることが重要である。その場合、巨視的
スペクトルを記述するための構成要素としてこれらの微視的スペクトルの特徴を使用する
モデルを、微視的レベルで該組織の組成についての情報を抽出するのに使用し得る。ラマ
ンスペクトルへの特定の寄与因子を同定することにより、確固たる診断アルゴリズムを開
発し得る。
【０２０７】
　以前の態様において、ラマン分光法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで大動脈および冠動脈組織中
のアテローム硬化性病変の定量的生化学的解析に使用された。これらの研究において、組
織のラマンスペクトルは動脈組織中に存在する主要生化学物質から収集したラマン基礎ス
ペクトルの一次結合を使用してモデル化した。関連するアプローチは、代わりに、大動脈
で普遍的に見出される個々の形態学的特徴のラマンスペクトルを基礎としてモデルを作成
すること、およびモデル化のための基礎スペクトルとしてこれらを使用することであった
。乳癌診断のための類似の形態学的モデルを、本発明の好ましい態様で使用する。
【０２０８】
　ある形態学的特徴を表すためにどの化学物質を使用すべきかの決定が非常に困難である
可能性があるため、形態学的に派生する基礎スペクトルを主に使用する。例えば、細胞若
しくは組織中で見出されるもののような複雑な混合物中の全ての化学物質を同定すること
は可能でないかもしれない。より重要なことは、コラーゲンのような同定し得る成分が多
くの異なる形態でヒト組織中に存在しうることであり、それぞれのものがわずかに異なる
ラマンスペクトルをもつ。乳房組織中で見出されるコラーゲンは、実際、数種の異なる型
のコラーゲンの組合せであるが、しかし、それぞれの型のコラーゲンが個別にモデルに包
含される場合、これは過適合（ｏｖｅｒ－ｆｉｔｔｉｎｇ）につながり得る。単一の、形
態学的に派生するコラーゲンスペクトルを使用することにより、正常若しくは疾患に罹っ
た組織内のその微小環境中のその化学物質成分の像を得る。最後に、実験室で精製される
若しくは商業的供給元からもたらされる化学物質はそれらの天然の状態にない。例えば、
コラーゲンのようなタンパク質は腐食性の酸若しくは他の有機溶媒中にさらされていたか
もしれない。これらの問題の全部は、乳房組織それ自身から得られるラマンスペクトルを
使用することにより回避される。しかしながら、必要な場合は、合成された若しくは商業
的に入手可能な化学物質を使用し得る。
【０２０９】
　ヒト乳房組織の形態学的モデルが、本発明の好ましい一態様のラマン共焦点微小画像化
系を使用して開発される。このモデルは、正常および疾患に罹ったの双方の乳房組織の巨
視的サンプル中で観察される分光学的特徴の全部を特徴付け得る。それはそれらの独特の
ラマンスペクトルにより乳房組織中に存在する形態学的成分を同定し、そして巨視的サン
プルの形態学的特徴を記述するためにそれらを構成要素として使用する。
【０２１０】
　乳房組織のサンプルは外科的生検試料から得た。サンプルを液体窒素中で急速凍結し、
そして分光学的検査まで－８５℃で保存した。その後、サンプルをヒストプレップ（Ｈｉ
ｓｔｏｐｒｅｐ）（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、米国ニューヨーク州オレン
ジバーグ）を使用してクライオスタットチャック上にマウントし、そしてマイクロトーム
（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ、米国マサチューセッツ州ニーダム
ハイツ）を使用して６～８μｍ厚の切片にスライスした。その後、それらの小さいラマン
バックグラウンドシグナルにより選択されるＭｇＦ２フラット（Ｍｏｏｓｅ　Ｈｉｌｌ　



(44) JP 4588324 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

Ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ、米国バージニア州スペリービル）上にこれらの切片をマウント
し、そしてリン酸緩衝生理的食塩水（ｐＨ７．４）で湿らせたまま保った。
【０２１１】
　共焦点ラマン顕微鏡検査を使用して生じたラマンスペクトル画像を未染色組織切片から
収集し、そして、同一切片ならびに連続的ヘマトキシリンおよびエオシン染色切片の位相
差画像と相互に関連付けた。画像を比較のため重ねた。可能な場合は、各形態学的要素の
例を多様な患者および疾患状態から同定した。その後、それらの形態学的起源（すなわち
コラーゲン線維若しくは上皮細胞のような）および組織サンプルの疾患分類に従ってスペ
クトルを分類した。例えば、最初に、正常および悪性サンプルからの細胞外のマトリック
スのスペクトルを分離したまま保った。各形態学的要素のスペクトルのライブラリーが一
旦取得されれば（通常５～６例の患者からの６０～８０個のスペクトル）、それらをそれ
らの変動の程度について解析した。形態学的要素のスペクトルが大きく若しくは一貫して
変動しなかった場合は、該スペクトルを平均し、モデルで使用される形態学的に派生した
基礎スペクトルを創製した。細胞成分について真実であったように、一貫した差異が観察
された場合は、独立に変動する寄与因子の数を同定し、そして独立した基礎スペクトルを
抽出するのに使用した。単一スペクトルが、その形態学的範疇の他のスペクトルと比較し
た場合に付加的なラマンバンドを有した場合は、それらのスペクトルをその範疇から除去
しかつ独立に解析して、該付加的なスペクトルの特徴がモデル中の他の要素により説明し
得ることを確実にした。スペクトルの特徴がモデルの他の要素により説明され得なかった
場合は、新たな基礎スペクトルをモデルに追加し、そして類似のスペクトルシグネチャに
ついてラマン微小画像のデータベースを検索した。この新たなスペクトルを含有する全部
の微小画像の位相差画像および連続染色切片を再評価した。この方法論は新たな形態学的
特徴が同定されることを可能にした。
【０２１２】
　ラマンスペクトルはまた、巨視的乳房組織サンプルおよび実験室で合成されたか若しく
は商業的供給源から得られたかのいずれかの多様な化学物質からも収集した。ラマンスペ
クトルは、モデル開発および画像解析での使用のため以下の商業的に入手可能な化学物質
（Ｓｉｇｍａ、米国ミズーリ州セントルイス）、すなわちアクチン（ニワトリ砂嚢）、β
－カロチン、ハイドロキシアパタイトカルシウム、コレステロール、コレステロールリノ
レエート、コラーゲン（ウシアキレス腱、Ｉ型）、デオキシリボ核酸（仔ウシ胸腺）、リ
ボ核酸（仔ウシ肝）、ホスファチジルコリンおよびトリオレイン、ならびにまた実験室で
合成したシュウ酸カルシウムから得た。
【０２１３】
　実験装備の図解を図２２に示す。同一の系を巨視的組織サンプルおよび微小画像化の双
方に使用した。アルゴンイオンレーザーポンピングＴｉ：サファイアレーザー（Ｃｏｈｅ
ｒｅｎｔ　Ｉｎｎｏｖａ　９０／Ｓｐｅｃｔｒａ－Ｐｈｙｓｉｃｓ　３９００Ｓ、Ｃｏｈ
ｅｒｅｎｔ、米国カリフォルニア州サンタクララ）により提供されるラマン励起光（８３
０ｎｍ）は、帯域通過フィルター（Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、米
国ミネソタ州アナーバー）を横断し、そして２個の鏡を使用してのラマン微小画像化のた
めのプリズムを介する巨視的組織サンプルのためのアルミニウム製ホルダー若しくは上照
明顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｓｋｏｐ　５０、Ｚｅｉｓｓ、米国ニューヨーク州ソー
ンウッド：軸方向分解能およそ１μｍ）のいずれか中に発射した。顕微鏡対物レンズは、
励起を集中かつラマン散乱光を後方散乱の形状で収集の双方を行った。ダイクロイックビ
ームスプリッタおよび鏡の組合せが可変性直径の共焦点ピンホールを通して顕微鏡からの
ラマン散乱光を再方向付けして軸方向分解能を増大させた。巨視的アセンブリを使用した
場合はカメラレンズがラマン散乱光を収集した。巨視的組織サンプル上の光のスポットの
直径はおよそ１ｍｍであり、また、サンプリングした組織体積は典型的に１ｍｍ３であっ
た。双方の構成について、光はホログラフィックノッチフィルター（Ｋａｉｓｅｒ　Ｏｐ
ｔｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を通過させ、そしてその後、液体窒素冷却ＣＣＤ検出器（
Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、米国ニュージャージー州プリンストン）
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に接続した０．２５ｍのｆ／４画像化分光器（モデル２５０ＩＳ／ＳＭ分光器モノクロメ
ータ、Ｃｈｒｏｍｅｘ、米国ニューメキシコ州アルバカーキ）に集中させた。最小の共焦
点開口部直径（およそ１００μｍ）で、該顕微鏡系の空間分解能はおよそ２μｍ３であっ
た。
【０２１４】
　分光器それ自身は調節可能なスリットおよび測定の範囲について３個の回折格子（Ｃｈ
ｒｏｍｅｘ）を保持したタレットを有した。ラマン検査のため、１ｍｍあたり１μｍで刻
みを入れた（ｂｌａｚｅｄ）６００溝の回折格子を１４０μｍの分光器入口スリット設定
と一緒に使用しておよそ８ｃｍ－１の分解能を提供した。大部分の生物学的サンプルは１
０ｃｍ－１より狭いラマン帯域幅を表さなかったため、分光器の入口スリットの１４０μ
ｍの幅を一般に使用して、最大にされた光学的スループットを提供した（ときに、巨視的
測定のために７０μｍの入口スリットを使用した）。
【０２１５】
　顕微鏡の上のＣＣＤカメラ（Ｓｏｎｙ、米国マサチューセッツ州ケンブリッジ）は、白
色光徹照画像との集中されたレーザースポットのレジストレーションおよびビデオテープ
への画像の録画を見込んだ。顕微鏡それ自身は、ノーマルおよび位相差双方のある範囲の
対物レンズを装備した。典型的には、ラマン検査には６３倍無限補正液浸対物レンズ（Ｚ
ｅｉｓｓ　Ａｃｈｒｏｐｌａｎ、開口数０．９）を使用した。検出器および顕微鏡双方の
トランスレーションステージはコンピュータにより制御した。完全なラマンスペクトルを
各組織位置で収集し、そしてその後、顕微鏡対物レンズ下でのラスター走査パターンでト
ランスレーション状態（Ｐｒｉｏｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、
米国マサチューセッツ州ケンブリッジ）を移動させることにより組織のスペクトルの微小
画像を創製した。この方法は典型的には５０×５０μｍ２の画像を生じさせ、その各画素
が４００から１８５０ｃｍ－１までのラマンスペクトル全体を含有した。ｘおよびｙ双方
の方向のステップサイズは典型的に２μｍであり、共焦点顕微鏡の空間分解能と一致した
。スペクトルは通常、５０と１００ｍＷとの間の出力で各画素位置で２０秒間収集し、こ
れゆえに画像全体ではおよそ３．５時間を必要とした。一滴のリン酸緩衝生理的食塩水が
、データ収集中、組織切片を湿ったまま保った。組織に対する光化学的損傷を試験するた
めの検査もまた実施した。２２０ｍＷで、蛍光シグナルの強度は増大する曝露時間（数分
にわたる）とともに減少することが観察された一方、ラマンシグナルは影響を受けないま
ま留まった。この出力でフォトブリーチングが発生したが、しかしラマンスグナルに対す
るその影響は無視できた。このフォトブリーチング効果はより低い励起出力で観察されな
かった。結果として、分光学的データの収集中のフォトブリーチングの影響を低下せるた
めに、出力を２０～３０秒の曝露の間、１００ｍＷより下に保った。
【０２１６】
　取得したラマンスペクトルを、日ごとのデータの再現性を確実にするための処理にかけ
た。最初に、それらは、タングステン光源を使用して系のスペクトル応答について補正し
た。その後、トルエンの既知のラマン線を使用してデータを周波数較正した。その後Ｍｇ
Ｆ２バックグラウンドスペクトルを減算し、そして、スペクトルの５位の多項式（波数の
）への当てはめ、およびその後この多項式のスペクトルからの減算により、幅広いゆっく
りと変動する蛍光バックグラウンドを除去した。また、必要な場合は微分フィルターを使
用して宇宙線からの寄与を除去した。
【０２１７】
　微小画像化若しくは巨視的組織分光学的データを、ＭＡＴＬＡＢの正項最小二乗法当て
はめアルゴリズム若しくは命令のシーケンス（ＭａｔｈＷｏｒｋｓ、米国マサチューセッ
ツ州ナティック）を使用して、モデル基礎スペクトルに同時に当てはめた。独立変動成分
の数の推定値には主成分分析を使用した（ＭＡＴＬＡＢ）。最小二乗法当てはめ技術若し
くは主成分分析のいずれかを使用するために、各ラマンスペクトルを各波長に対応する強
度値のベクトルとして表した。
【０２１８】
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　線形モデルを使用する場合の別の重要な論点は基礎スペクトルの直交性であった。要素
の直交性の程度は、等式
【０２１９】
【数６】

【０２２０】
［式中ｘおよびｙは各波長でのラマン強度として配置される２種の形態学的成分の基礎ス
ペクトルを表す（ｘＴはｘの転置行列である）］
を使用して検定した。ゼロの値は該ベクトルが直交であることを示し、また、１の値はそ
れらが同一であることを意味する。
【０２２１】
　形態学的モデルでの誤差のレベルは、使用されているスペクトルのＳ／Ｎ比により決定
される。モデル基礎スペクトルがノイズの限界内で同一でない（すなわちそれらはノイズ
により「変えられた」同一のスペクトルより直交性である）ことを条件とすれば、通常の
最小二乗法を使用してそれらを分離し得る。基礎スペクトルは必要なだけ長時間収集した
多くのデータ点の平均であるため、それらは事実上ノイズがない。従って、モデル中の誤
差の制限する起源は、当てはめられているデータ中のノイズによる。特定の基礎スペクト
ルのフィットの寄与率の誤差は、当てはめられているスペクトル中のノイズに比例する：
　　　　　Ｅ＝ＮＢ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（１１）
式中Ｂ＝ＰＴ（ＰＰＴ）－１は形態学的基礎スペクトルＰの較正ベクトルであり、また、
Ｎはサンプル中のノイズである。
【０２２２】
　ここで総論された乳房組織中に比較的大きな豊富さで存在する形態学的および化学的成
分についての情報を抽出するのにラマン分光法を使用した。乳房は２種の型の組織すなわ
ち腺および間質を含有する。腺要素は小葉および管よりなる。小葉は上皮細胞の密集した
集団であり、乳を産生かつ管の系に分泌し、管は乳を乳頭に輸送する。管は一層の筋上皮
細胞により囲まれた上皮細胞の一内層よりなる。双方の層は主としてコラーゲンから作成
される基底膜により囲まれる。間質要素はこれらの腺単位に支持的網状構造を提供し、そ
して細胞外マトリックス、線維芽細胞、脂肪および血管を包含する。乳房の腺要素はほと
んど細胞性である一方、間質中には少数の細胞のみ存在する。これらの細胞の大部分は、
細胞外マトリックス（構造タンパク質および炭水化物の支持的網状構造、主としてコラー
ゲンおよびグリコサミノグリカン）の産生を司る線維芽細胞である。脂肪は存在する唯一
の他の主要な形態学的構造であり、そして正常乳房組織の嵩を構成する。ときに、β－カ
ロチン（ビタミンＡへの親油性前駆体）の結晶性沈着物もまた存在する。
【０２２３】
　良性および悪性の乳房病変中の形態学的構造の多くは正常乳房組織中のものと類似であ
る。例えば、線維症は良性および悪性双方の乳房病変中で発生しかつ間質の増殖を伴う。
線維組織は、細胞外マトリックスの大部分と同様に組成が主としてコラーゲンであり、フ
ィブリノーゲンおよびフィブロネクチンのようなタンパク質の存在の増大を伴う。
【０２２４】
　しかしながら、疾患に罹った乳房の形態学的特徴のいくつかは正常乳房組織中のものと
異なる。例えば、乳癌は最も普遍的には、核の拡大、多態性（大きさおよび形状の変動）
ならびに過染色性（より濃く染色する）、異型性の有糸分裂ならびにＤＮＡの異数性（染
色体の増加若しくは喪失）を伴う上皮細胞の急速な増殖として小葉および管で発する。こ
れらの形態学的変化は新たな化学物質の大スケールの産生と関連しないが、しかしむしろ
、乳房中に既に存在する化学物質の相対濃度の変化と関連する。例えば、上の形態学的変
化は核対細胞質比（病理学者により使用される悪性の質的指標）の変化を伴う。
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【０２２５】
　乳癌で観察され得る２種の付加的な形態学的特徴は石灰化および壊死である。石灰化は
、それらが放射密度が高く、マンモグラフィーで検出し得、そしてしばしば癌とともに見
られるため、重要である。乳房Ｘ線像上で類似の形態学的特徴を有する２種の主要な型が
存在する。Ｉ型石灰化はシュウ酸カルシウム二水和物結晶である一方、ＩＩ型石灰化は主
としてハイドロキシアパタイトカルシウムであるがしかし他のリン酸カルシウムおよびお
そらくまた炭酸カルシウムも含有する。シュウ酸カルシウム結晶は悪性病変中よりも良性
でよりしばしば見出され、そして細胞の分泌の産物であると考えられている一方、ハイド
ロキシアパタイトカルシウム沈着物は良性および悪性双方の病変中で見出され、そして細
胞の分解若しくは壊死（死亡）の結果であると考えられている。
【０２２６】
　乳房の化学および構造ならびに疾患の進行により誘導される変化のこの基礎的な知識で
、正常および疾患に罹った乳房組織の主要なラマンスペクトルの特徴の全部を説明するこ
とが可能である。
【０２２７】
　正常、良性および悪性の乳房組織のサンプルから６０以上のラマン画像を収集した。正
常乳管のラマン画像を図５９Ａ～５９Ｂに示す。コラーゲン、細胞質および細胞核の微小
画像をこれらの基礎スペクトルとの画像中の各データ点の通常の最小二乗法当てはめによ
り生じさせる。連続染色切片を比較のため示す。ラマン画像で観察された構造が組織構造
と良好に相関することが明らかである。
【０２２８】
　微小画像化データから、９種の重要な基礎スペクトルすなわち細胞質、細胞核、コラー
ゲン、脂肪、コレステロール様、β－カロチン、ハイドロキシアパタイトカルシウム、シ
ュウ酸カルシウム二水和物および水を同定した。細胞膜のようないくつかの特徴はラマン
画像化を使用して同定したが、しかし、それらが大量で存在せずかつ小さなラマン断面を
有し、そして従って巨視的組織スペクトルに有意に寄与しないため、モデルには包含しな
かった。他者はモデル中で既に要素と同一の化学的組成を事実上有することが見出され、
そして従って、基底膜（細胞外マトリックスと同様ほとんどコラーゲン様から構成される
）の場合に真実であったように別個の形態学的特徴として包含し得なかった。モデル成分
スペクトルを決定するのに使用したスペクトルの数はその形態学的要素の豊富さおよびま
たＳ／Ｎ比の論点にも依存した。例えば脂肪は極めて強いラマン断面を有する。結果とし
て、清浄なスペクトルを生じさせるため各患者から脂肪スペクトルはほとんど必要としな
かった。論考した細胞外マトリックスおよび細胞成分双方がＳ／Ｎ比を増大させるために
より多くのスペクトルを必要とした。乳房組織の完全なモデルに使用した基礎スペクトル
を図６０に示す。
【０２２９】
　図６１で、正常、線維嚢胞性および悪性の乳管から取った線維芽細胞および上皮細胞の
スペクトルを比較する。統計学的解析は、細胞質および細胞核から発する２種の主要な独
立に変動する成分が存在することを示した。ＤＮＡのスペクトル［図６２Ａ］は細胞核［
図６２Ｂ］のものに非常に類似であったとは言え、細胞核のスペクトルはＲＮＡおよびヒ
ストンに関する小さな特徴もまた含有した。同様に、アクチンのスペクトル［図６２Ｃ］
は、細胞質のスペクトル［図６２Ｄ］への主寄与因子であった。細胞質のスペクトルは、
細胞質中で見出される他の要素に関する小さな特徴もまた包含した。
【０２３０】
　細胞質および細胞核から純粋なスペクトルを収集する能力がラマン共焦点顕微鏡の収集
体積により制限されたため、２種の基礎スペクトルを数学的に分離した。２成分を分離す
るために、ラマン画像化系を使用して８例の患者からの数百の細胞（全部の型）のスペク
トルを収集した。最初に、スペクトルを、低核含量（ラマンシグナルを見ることにより決
定した）を伴う細胞領域から取った１種および精製ＤＮＡからの１種の２種の基礎スペク
トルに当てはめた。その後、核領域から取ったスペクトルに対応するとりわけ高いＤＮＡ
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フィット係数（ＤＮＡが豊富）をもつスペクトルを、細胞質中の領域から収集したＤＮＡ
をほとんどないし全く含まない（ＤＮＡが乏しい）スペクトルから分離した。その後、Ｄ
ＮＡが豊富なスペクトルの平均をスケーリングしかつＤＮＡが乏しいスペクトルの平均か
ら減算して、ＤＮＡ含量を伴わない新たな細胞質のみのスペクトルを生じさせた。その後
、この新たな細胞質のみのスペクトルをＤＮＡが豊富なスペクトルの平均から減算して全
部の細胞質の特徴を除去し、核物質のみを表すスペクトルを残した。その後、元のデータ
（ＤＮＡが豊富およびＤＮＡが乏しいの双方）をこれらの２種の改変基礎スペクトルと当
てはめた。精製ＤＮＡおよび低核含量のスペクトルよりむしろ２種の改変基礎スペクトル
を使用して該手順を反復して、最終的な細胞質および細胞核のスペクトルを生じさせた。
この反復処理を使用して、核（ＤＮＡ、ＲＮＡ、ヒストンおよびその他を含有する）をモ
デル化する精製ＤＮＡスペクトルの無能によるアーチファクトを最小にした。これら２種
の基礎スペクトルを使用して、核対細胞質比のような細胞についての重要な診断情報を抽
出し得る。
【０２３１】
　細胞外マトリックスおよび基底膜双方は主としてコラーゲンで構成されている。フィブ
リノーゲンおよびフィブロネクチンのような他の構造タンパク質ならびにプロテオグリカ
ンもまた存在するが、しかし、それらが全体的ラマンスペクトルに有意に寄与しなかった
ほど微小な量でかつ小さなラマン断面でである。図６３は形態学的に派生したコラーゲン
（ほとんどＩ型、しかし若干のＩＩＩ、ＩＶおよびＶ型もまた存在した）のスペクトルお
よび精製コラーゲン（Ｉ型）のものを比較する。それらは非常に類似しているとは言え、
いくつかの小さな差異を８００と１２００ｃｍ－１との間の領域で観察し得る。形態学的
に派生したコラーゲンスペクトルは、７例の患者から、主に細胞外マトリックスの領域か
ら取った２１５のスペクトルの平均であった。
【０２３２】
　脂肪は正常乳房組織のラマンスペクトルに対する最強の寄与因子の１つである。それは
大量で存在しかつ強いラマン断面を有する。ヒト中でのその貯蔵は主にトリグリセリド、
とりわけトリオレインの形態をとる。図６４は、乳房組織から取得した脂肪のラマンスペ
クトルをトリオレインのものと比較し、期待されたとおり、トリオレインがスペクトルに
対する主寄与因子であったことが示された。モデルに包含されかつ図６４に示された脂肪
のスペクトルは、５例の患者からのデータを使用して収集した２８のスペクトルの平均で
あった。
【０２３３】
　悪性の乳管の管腔若しくは悪性腫瘍の中心内の壊死は具体的には細胞分解の生成物であ
る。結果として、その組成は単一乳管内でさえ位置ごとに大きく変動した。３例の患者か
らのラマンスペクトルの解析は、壊死性物質が細胞性物質（細胞質および細胞核双方）に
加えて脂肪、コラーゲン、石灰化（ハイドロキシアパタイトカルシウム）、遊離コレステ
ロールおよびコレステロールエステル（リノレエート）を含有したことを示した。これら
の要素の比は大きく変動し得るため、モデルに包含されるスペクトル（「コレステロール
様」）は、単一患者から収集したモデル中の別の場所で表されないこれらのスペクトルの
共通要素（主としてコレステロール成分）を表す。化学的モデル化は、「コレステロール
様」スペクトルが、細胞性物質（細胞質および細胞核）ならびに脂肪からの小さな寄与を
伴いコレステロールおよびコレステロールリノレエートからの大きな寄与を有することを
告げる。図６５はこれら５要素を使用したデータへの通常の最小二乗法当てはめを示す。
個別に決定し得ない１以上の型のコレステロールエステルが存在するため、コレステロー
ルおよびコレステロールリノレエートの純粋な化学的スペクトルは使用しなかった。コラ
ーゲンについて真実であったとおり、１若しくは２種の純粋な成分を用いるよりも生物学
的に派生した混合物を使用して組織をモデル化することが最良である。壊死性物質はコレ
ステロールおよびコレステロールエステルを含有する乳房組織中の唯一の要素でなかった
。細胞膜もまたこれらの化学物質の双方を含有するとは言え、それらはまたリン脂質のよ
うな他の化学物質も包含する。従って「コレステロール様」に基づくスペクトルは（ただ
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悪性試料だけでなく）全組織スペクトル中に少量で存在することが見出された。
【０２３４】
　ハイドロキシアパタイトカルシウムおよびシュウ酸カルシウム二水和物双方は非常に強
いラマンスペクトルを有する［図６６Ａおよび６６Ｂ］。しかしながら、それらは凍結乳
房組織試料中で普遍的に見出されなかった。石灰化は医学的診断に重要でありかつ従って
石灰化を含有する組織は一般に科学的研究のため放出されないためである。石灰化はたま
の凍結試料中で見出されたとはいえ、それらはしばしば点状石灰化でありかつ研究するこ
とが困難であった。これらの理由から、石灰化がより大きくかつより多数であったホルマ
リン中に固定された乳房組織の６μｍ厚の脱パラフィン化切片から得たスペクトルを包含
した。固定過程が組織タンパク質を変えたが、しかし石灰化の比較的不活性の鉱物沈着物
には影響を及ぼさなかった。従って、脱パラフィン化切片を、ある範囲の患者および疾患
状態からの、経験を積んだ病理学者によりわれわれのために同定されたより多数の石灰化
を解析するのに使用することが可能であった。
【０２３５】
　ハイドロキシアパタイトカルシウムは、３例の患者から凍結切片で、および追加の１１
例の患者の脱パラフィン化組織切片から同定された。凍結および脱パラフィン化サンプル
からのスペクトルは同一であった。使用したハイドロキシアパタイトカルシウムに基づく
スペクトルはこれらのスペクトルの組合せから取得した。シュウ酸カルシウムは、その希
少性により１個の脱パラフィン化組織切片で観察されたのみであった。乳房組織中でのそ
の存在は十分報告されているとは言え、シュウ酸カルシウム二水和物は乳房組織中でハイ
ドロキシアパタイトカルシウムより有意により少なく普遍的である。従って、シュウ酸カ
ルシウム二水和物を本発明の好ましい一態様のモデルへの組み込みのため実験室で合成し
た。双方の石灰化スペクトルは以前に公表されたスペクトルと一致した。
【０２３６】
　β－カロチンは８３０ｎｍの放射で励起される場合に共鳴増強される。結果としてそれ
は極めて強いラマンシグナルを有する。そのピークは目立つとは言え、それはしばしば乳
房全体で脂肪とともに見出される。形態学的に派生したβ－カロチンスペクトルから脂肪
内容物を抽出する必要性を排除するために、商業的に入手可能なβ－カロチンから取得し
たスペクトル［図６６Ｃ］を使用した。β－カロチンの形態学的に派生したラマンスペク
トルを使用して、商業的に入手可能なサンプルが組織中で見出されるβ－カロチンの正確
な表示であったことが確認された。
【０２３７】
　水は弱いラマン散乱体であるとは言え、それは莫大な量によりスペクトルに寄与する。
水はヒト組織のおよそ８０重量％を構成し、また、組織を湿らせたまま保つのに使用され
るリン酸緩衝生理的食塩水中に存在する。以前、動脈の研究で、水がヒト組織のラマンス
ペクトルに有意に寄与しなかったことが決定された。しかしながら、乳房組織のこれらの
研究において、その包含はデータを適正に当てはめるために不可欠であることが見出され
た。水は１６５０ｃｍ－１に集中される単一の比較的幅広いラマンバンドを有する。水が
モデルに包含されなかった場合、他の形態学的成分によるこのバンドの当てはめは不完全
であった。
【０２３８】
　成功裏の形態学的モデル化の重要な要件の１つは、所定の形態学的構造のラマンスペク
トルで患者間の変動がほとんどないことであった。多くの患者からのいくつかのスペクト
ルを平均することによりモデルを開発することにより、該モデルが全部の形態学的特徴の
共通要素を包含することを確実にし得る。細胞外マトリックスのスペクトルは同様であっ
た。細胞外マトリックスのスペクトルは患者に関係なく主としてコラーゲンである。図６
７に、５例の患者からの細胞外マトリックスのスペクトルを示す。患者間の変動性は全部
の形態学的特徴について同様である。観察された小さな差異は他の形態学的特徴の緊密な
近接によった。すなわち、検査されているコラーゲン線維に近い脂肪の小滴が、コラーゲ
ンに加えて観察されている少量の脂肪をもたらしたかもしれない。乳房組織のラマンモデ
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ルの開発において、モデル中の他の基礎スペクトルにより説明されない線形変動性が有意
でなかったことが見出された。
【０２３９】
　モデル成分の直交性を解析する場合、４成分すなわち細胞質、脂肪、コラーゲンおよび
コレステロール様が相互と比較した場合に０．５より大きい値を有することが見出された
（表４）。
【０２４０】
【表４】

【０２４１】
これら４要素は同一官能基の多くを有する（ＣＨ２屈曲、Ｃ－Ｃ伸長など）それでもなお
、それらは、通常の最小二乗法当てはめを使用する場合にとりわけ区別されるのに十分直
交性であった。水および細胞核もまたかなり重なっていた。にもかかわらず、成功裏の当
てはめへの秘訣は、スペクトルの過決定（ｏｖｅｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ）を回避する
ために適切なスペクトル情報を保持しつつ可能な限り少ない要素を使用することであった
。最高の程度の重なり（０．８９）を有するにもかかわらず、脂肪とコレステロール様の
スペクトル間の差異は、図６８Ａ～６８Ｃおよび６９Ａ～６９Ｃのモデルを用いるデータ
フィットのノイズ成分より大きい。これゆえにモデルへのそれらの取り込みは合理的であ
る。前に論考されたとおり、この状況では、モデルの予測値は当てはめられているデータ
のＳ／Ｎ比に依存する。
【０２４２】
　ここで開発された形態学的モデルを使用して、ある範囲の巨視的組織サンプルのスペク
トルの特徴を各サンプルの形態学的組成に関して説明し得る。図６８Ａ～６８Ｃおよび６
９Ａ～６９Ｃで、正常、線維症、腺疾患、線維症／嚢胞症、線維腺腫および浸潤型乳管癌
組織サンプルからのラマンスペクトルを形態学的モデルの基礎スペクトルの一次結合に当
てはめた。１への総和に正規化したモデルにより生じられたフィット係数（図６８Ａ～６
８Ｃおよび６９Ａ～６９Ｃにもまた示される）は、組織全体のスペクトル（独立に変動す
る水を除外する）への正規化した化学的および形態学的基礎スペクトルの寄与の割合を表
す。例えば、図６９Ａ～６９Ｃに示される線維腺腫および悪性サンプルは双方とも大きな
細胞質含量（それぞれ３１および３４％）を有する一方、ここで示される正常サンプルは
有しない。この観察結果は正常組織若しくは他の良性病変さえとも比較した場合に浸潤型
癌および線維腺腫のより大きな細胞性を反映し、それは経験を積んだ病理学者による該サ
ンプルのその後の微視的解析により確認された。モデルのフィット係数と疾患に不随する
ことが既知の形態学的変化との間の強い相関は、該モデルの正確さを証明する。図６８Ａ
～６８Ｃおよび６９Ａ～６９Ｃで観察される小さな残差は、主要な分光学的特徴の全部が
該モデルにより説明されることを示す。同様に、小さな残差は、ある範囲の疾患状態を表
す３７例の患者から収集した１０１の巨視的組織スペクトルを形態学的モデルと当てはめ
た場合に観察された。
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【０２４３】
　ラマン画像を位相差画像およびまた同一画像の連続染色切片と比較することにより、ス
ペクトルおよび従って組織表面にわたる化学的変化をモニターすることが可能である。例
えば、悪性組織中で見出される乳管上皮細胞のスペクトルを正常若しくは良性組織中で見
出されるものと比較し得るのみならず、しかし浸潤型癌の一領域と同一組織切片内の疾患
過程により影響を受けないものとの間で移動を行う際にこれらのスペクトル中の進行性の
変化もまたモニターし得る。画像化はまた、位相差若しくは染色により可視的にされない
化学的／形態学的差異の同定も可能にする。こうした情報を用い、疾患過程ならびにそれ
が組織の形態学および化学双方にどのように影響を及ぼすかのより良好な理解を獲得し得
、そして形態学的モデルを開発し得る。
【０２４４】
　乳房組織の形態学的モデルの構築は３つの仮定、すなわち、第一に、混合物のラマンス
ペクトルが該混合物の個々の成分の重み付け線形和に等しかったこと；第二に、細胞のよ
うな生物学的形態学的特徴が患者間で同一のラマンスペクトルを有したこと；および第三
に、モデルに包含した基礎スペクトルがそれらのラマンスペクトルに基づくそれらの識別
を可能にするのに十分性質が異なったこと、に頼った。
【０２４５】
　収集したラマン微小画像のいくつかのみを、提示されたモデルを創製するのに使用した
とは言え、それらの全部はモデルの包括性を試験するのに使用した。多様な病理学を伴う
広範な患者からのスペクトルデータを使用することにより、該モデルが乳癌を包含する乳
房組織中で見出される全部の主要なスペクトルの特徴を説明することが確実にされた。優
れたモデルフィットはまた、乳房組織のラマンスペクトルがモデルに包含した９種の形態
学的／化学的要素のスペクトルの重み付け線形和に等しいことも確認した。包含された要
素のそれぞれは強い分光学的シグネチャを有し、患者間でほとんど変動せず、そしてシュ
ウ酸カルシウム二水和物を除き大量で存在した。数種の要素は、それらのラマンスペクト
ルが他の要素のものと大きく重なりすぎたために独立に考慮されなかった。この重なりは
、多くの細胞型（上皮細胞、線維芽細胞など）、基底膜および細胞膜（組織のスペクトル
には弱く寄与するがしかし壊死性物質のスペクトルに非常に類似していた）に対する問題
点であった。乳房組織中に存在する他の化学物質は、それらが有意でなかったほど総ラマ
ンスペクトルにほとんど寄与しなかった。例えば、グリコサミノグリカンは細胞外マトリ
ックス中に多量に存在するが、しかし非常に弱いラマン断面を有する一方、マトリックス
メタロプロテイナーゼは少量で存在する。いずれも乳房組織のラマンスペクトル中では観
察されなかった。
【０２４６】
　ラマン微小画像化により同定される形態学的特徴の化学的組成は期待されたとおりであ
った。例えば、細胞外マトリックスはほとんどコラーゲンであることが見出された一方、
脂肪小滴は主としてトリオレインであった。検査した細胞型（線維芽細胞、ある範囲の正
常および疾患に罹った状態からの上皮細胞、ならびに炎症細胞）は全部、同一の基礎的成
分すなわちコレステロールおよびコレステロールリノレエート、アクチンならびにＤＮＡ
より構成された。各細胞は細胞膜（主にリン脂質、コレステロール、トリグリセリドおよ
び数種のタンパク質から構成される脂質二重層）により囲まれている。細胞質（主にサイ
トゾルすなわち細胞を満たす水性溶液）が細胞の嵩を構成している。細胞質内に、細胞内
の制御された動きおよび組織化を可能にする主としてアクチンフィラメントより構成され
る細胞骨格；細胞の機械系（主により多くのタンパク質の作成および産生の調節）に関与
するＲＮＡおよびタンパク質；ならびに多様なオルガネラがある。これらのオルガネラの
最大のものは細胞核である。核はＤＮＡ、ＲＮＡおよびヒストン（ＤＮＡが小型構造を形
成するのを補助することに関与する）が豊富である。
【０２４７】
　細胞の機能に依存して、それは変動する量のこれらの成分およびおそらくいくつかの付
加的なもののそれぞれを有する。例えば、線維芽細胞は細胞外マトリックスの作成および
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維持を司る。そうするために、それらは、それらの細胞質内でコラーゲン、フィブリノー
ゲンおよびグリコサミノグリカンを産生しかつ細胞外空隙にそれらを輸送しなければなら
ない。しかしながら、乳房組織のラマンモデルの開発に関しては、これらの成分は既にコ
ラーゲンのスペクトルに包含されており、そして従って独立に考慮される必要はない。
【０２４８】
　型内若しくは型間のいずれかの細胞の間で最も大きな差異は、細胞核に対する細胞質の
比で観察し得る。この比に何らかの変動が存在することは自然であるが、しかしそれは異
数性の発生により悪性細胞中で大きく誇張されているはずであり、そして悪性を診断する
ために病理学者により使用される。核対細胞質比のようなパラメータが将来、巨視的組織
試料中で測定可能となるかもしれない。
【０２４９】
　多数の非細胞性成分、すなわちコラーゲン（細胞外マトリックスおよび基底膜）、脂肪
、コレステロール様（壊死）、ハイドロキシアパタイトカルシウム、シュウ酸カルシウム
およびβ－カロチンもまた、乳房組織のラマンスペクトルのモデル化に重要であることが
見出された。β－カロチンのような、これらのうちいくつかは強いラマン散乱体でありか
つ従って良好なモデルフィットに必要とされたためにのみ重要であった。「コレステロー
ル様」のようは他者もまた悪性を診断するために病理学者により使用される重要な特徴で
ある。
【０２５０】
　乳房組織のラマンスペクトルに最も多く寄与するタンパク質はコラーゲンおよびアクチ
ンである。コラーゲンは細胞外マトリックスを代表する一方、アクチンは細胞中で見出さ
れる。双方はタンパク質であるため、それらのラマンスペクトルは、とりわけ研究者が以
前に正常、良性および悪性病変の間の差異を探していた１４４０～１６６０ｃｍ－１の領
域で非常に類似している。しかしながら、これらの基礎スペクトルに含有される情報をモ
デルの巨視的組織スペクトルの当てはめに使用する場合は、特定のサンプル中の細胞性物
質（アクチン）および細胞外マトリックス（コラーゲン）の相対量についての情報を抽出
することが可能である。この情報を使用して、下で説明される乳癌を診断するためのラマ
ン分光法に基づくアルゴリズムを開発する。
【０２５１】
　スクリーニングマンモグラフィーは乳癌の早期検出における重要なツールである。特定
の診断的意義の一特徴は乳房Ｘ線像上の微細石灰化の存在である。２種の主要な型の微細
石灰化が乳房組織中で見出される。Ｉ型沈着物はシュウ酸カルシウム二水和物（複屈折性
無色結晶）よりなる一方、ＩＩ型沈着物はカルシウムリン酸塩、主としてハイドロキシア
パタイトカルシウムより構成される。ＩＩ型の微細石灰化は、典型的にはＨ＆Ｅ染色の光
学顕微鏡検査で好塩基性かつ非複屈折性である。
【０２５２】
　臨床的乳房Ｘ線像でＩ型とＩＩ型の微細石灰化を区別するための信頼できる方法は存在
しないが、しかし該型は疾患と相関すると考えられる。シュウ酸カルシウム二水和物結晶
は良性乳管嚢胞中で最も頻繁にみられ、そして癌の病巣では稀に見出される一方、リン酸
カルシウム沈着物は癌腫を包含する増殖性病変で最もしばしばみられる。この分布は、Ｉ
型の微細石灰化が分泌の生成物である一方、ＩＩ型のカルシウム沈着物が細胞の分解若し
くは壊死由来であるという仮説と矛盾しない。
【０２５３】
　ＩＩ型の微細石灰化はＩ型より２ないし３倍より頻繁に発生すると推定されている。マ
ンモグラフィーにより発見される触知不可能なＩＩ型の微細石灰化は、頻繁に乳房内の最
も重要な異常の場所を幾何学的に標的とする。であるから、石灰化は放射線医が乳房Ｘ線
像中で探す重要な成分である。マンモグラフィーで検出された微細石灰化の形状、大きさ
、数および粗さのようなパラメータを疾患と相互に関連付けることを試みるいくつかのア
ルゴリズムが提案された。しかしながら、これらの研究は、濃いマンモグラフィーのバッ
クグラウンド、低密度の石灰化斑点若しくは密に集団となった石灰化により症例をしばし
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ば排除し、そして従ってある種の患者および乳房Ｘ線像のみに制限されている。マンモグ
ラフィーに基づくクロスバリデーションアルゴリズムについての最高の報告された感度お
よび特異性はそれぞれ７１％および７４％である。これらの研究は有望な結果を示すとは
言え、マンモグラフィーで検出された微細石灰化を使用する乳癌の診断は定義しがたいま
まである。微細石灰化のマンモグラフィー上の外見は病変の組織学的型に何らかの関係を
もつ一方、現在、診断はこれに基づいて確実になし得ない。
【０２５４】
　乳房組織中のカルシウム沈着物は形態学的にのみ分類されているため、より厳密な方法
を使用してそれらを検査することにより重要な洞察が得られるかもしれない。ラマン分光
法は、光と物質との間のエネルギー交換に基づく技術である。それは、サンプルに入射す
る光子がサンプルの振動若しくは回転モードへ若しくはそれからエネルギーを移動させる
非弾性散乱過程である。それは２光子過程でありかつ入射する光子の同時の吸収およびラ
マン光子の発射と見なし得る。これら２光子のエネルギー間の差異は１エネルギーレベル
から別のものへの分子の遷移に対応する。エネルギーレベルはすべての分子に独特である
ため、ラマンスペクトルは化学物質特異的である。ラマンスペクトル中の個々のバンドは
特定の分子の動きに特徴的である。ラマン分光法は、使用される出力および励起波長が組
織に対し非破壊的であるためにｉｎ　ｖｉｖｏ測定にとりわけ扱いやすい。ラマン分光法
はｉｎ　ｖｉｔｒｏでこれらの形態学的構造の決定的な化学的解析を提供し得るため、そ
れは乳房組織中の微細石灰化の研究にさらに十分に適する。事実、ラマン分光法は、腎お
よび尿路のようないくつかの他の器官中のカルシウム沈着物を検査するのに成功裏に使用
されている。
【０２５５】
　本発明の好ましい態様は、乳房中の異なる病変に存在する微細石灰化の化学的組成若し
くは構造の差異を強調するためにラマン分光法を使用する。該態様からの結果は、乳房疾
患の発症および進行に付随する化学的変化の理解を進め、かつ、ラマン分光法を使用する
乳房疾患の診断に重要なパラメータを提供する。
【０２５６】
　ラマンスペクトルを、ホルマリン固定したパラフィン包埋乳房組織の６μｍ厚の脱パラ
フィン化切片から取得した。それらの診断の重要性のため、新鮮乳房組織中の微細石灰化
は典型的に科学的研究のため残しておくことができず、そして従って好ましい態様の系は
固定組織切片中の微細石灰化の検査に制限された。微細石灰化は比較的不活性であるため
、固定剤のタンパク質架橋効果は最小限であるはずである。さらに、検査された石灰化か
らのラマンスペクトルの線の形状は、他の器官系の固定されない組織から取得した以前に
発表されたデータと矛盾しない。サンプルをＭｇＦ２フラット（Ｍｏｏｓｅ　Ｈｉｌｌ　
Ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ　Ｉｎｃ．、バージニア州スペリービル）上にマウントした。検
査した各微細石灰化は位相差顕微鏡を使用して写真撮影した。位相差画像およびＨ＆Ｅ染
色した連続切片を、経験を積んだ病理学者（分光法の結果に対し盲検化された）により再
評価し、そしてデータを取得した領域の疾患状態の組織学的診断をした。１１例の患者か
らの乳房生検中の合計３０個のＩ型および６０個のＩＩ型の微細石灰化を、ラマン分光法
を使用して検査し、７４個は組織学的に良性の乳管および１６個は組織学的に悪性の乳管
からであった。良性乳管についての組織学的診断は、乳管上皮過形成、硬化性腺疾患、線
維嚢胞性疾患および線維腺腫からメンケベルク動脈硬化症までの範囲にわたった一方、悪
性乳管の全１６個は腺管上皮内癌（ＤＣＩＳ）と診断された。侵襲性癌はデータを取得し
た領域で遭遇されなかった。患者の全１１例が平均年齢５３．４歳（範囲４１～８５歳）
の白人女性であり、そしてマンモグラフィーで見出された疑わしい微細石灰化について摘
出乳房生検を受けていた。これらの患者は触知可能な乳房病変を有さず、また、線維腺腫
を除いてマンモグラフィー上に他の重要な知見の塊状病変を有しなかった。
【０２５７】
　図７０に示されるラマン顕微鏡検査系（以前に記述されている）を使用してデータを取
得した。簡潔には、ラマン励起光（８３０ｎｍ）を共焦点顕微鏡に発射し、そしておよそ
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２μｍのスポットサイズに集中させた。対物レンズ、６３倍（ＮＡ０．９）；Ｚｅｉｓｓ
　Ａｃｈｒｏｐｌａｎ）双方は励起を集中させかつラマン散乱光を後方散乱の形状で収集
する。顕微鏡の上の電荷結合素子カメラは集中されたレーザースポットの白色光徹照画像
とのレジストレーションを見込む。ダイクロイックビームスプリッタおよび鏡の組合せが
ラマン散乱光を分光器系に再方向付けし、ここでそれは－１００℃に冷却した深空乏型Ｃ
ＣＤ検出器（Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、ニュージャージー州プリン
ストン）により記録される。ＣＣＤ上へのラマン散乱光の分散は画素あたり１．６ｃｍ－

１をもたらす。ラマンスペクトルの全部を６０秒の積算時間および８ｃｍ－１の空間分解
能で取得した。使用した平均レーザー励起出力は１００と１５０ｍＷとの間で変動した。
【０２５８】
　データ処理の全部は例えばＭＡＴＬＡＢ　５．３０中のようなソフトウェアアルゴリズ
ムを使用して実施した。スペクトルは、トルエンの既知のスペクトル線を使用してラマン
シフト周波数較正した。５次の多項式を最小二乗法最小化によりスペクトルに当てはめ、
そしてその後減算して、ゆっくりと変動する蛍光バックグラウンドを除去した。宇宙線は
微分フィルター使用により除去した。
【０２５９】
　図７１Ａは微細石灰化の存在を暗示する特徴を表す試料のＸ線写真である一方、図７１
Ｂはこの試料の薄片から収集した位相差画像を表示する。図７１Ｂ中の小さな囲みにより
強調されている沈着物から取得したＩ型の微細石灰化のラマンスペクトルを図７１Ｃに示
す。このサンプルの全体的組織学ならびに位相差画像中で明らかな特異的な特徴に基づき
、この病変を線維嚢胞性疾患と診断した。シュウ酸カルシウム二水和物に特徴的な振動の
特徴は９１２ｃｍ－１、１４７７ｃｍ－１および１６３２ｃｍ－１に見ることができる。
これらのラマンの特徴はそれぞれＣ－Ｃ伸長、ならびにＣ－Ｏ対称および非対称伸長に帰
され、そして、シュウ酸カルシウム二水和物の以前に発表されたラマンスペクトルと矛盾
しない。
【０２６０】
　図７２Ａおよび７２Ｂは悪性乳管中のＩＩ型の微細石灰化の位相差画像および対応する
試料のＸ線写真を表示する。図７２Ｃは図７２Ａ中で小さな囲みにより強調されている沈
着物から取得したラマンスペクトルを示す。このスペクトルの検査により、微細石灰化が
純粋なハイドロキシアパタイトカルシウムより構成されないことが明らかである。純粋な
化学量論的ハイドロキシアパタイトカルシウムのラマンスペクトルは、４種のリン酸内部
振動モードならびにヒドロキシルイオンの伸長および振動モードによるバンドを含有する
。リン酸振動モードのうち２種は、検査するために選ばれたスペクトル範囲ならびにヒド
ロキシルイオンモードの双方からである。９６０ｃｍ－１の大きなバンドは「遊離」四面
体リン酸イオンのｖ１（ＰＯ４）の完全に対称な伸長モードである。もう１つのリン酸Ｖ

１モードは９４８ｃｍ－１に存在するが、しかし９６０ｃｍ－１の幅広いリン酸伸長モー
ドにより不明瞭にされている。５個のｖ３（ＰＯ４）バンド由来の重なるラマン構造を１
０２８ｃｍ－１と１０６１ｃｍ－１の間で見ることができる。第六のｖ３（ＰＯ４）モー
ドが１０８５ｃｍ－１に出現する。存在するリン酸の特徴は以前に発表されたハイドロキ
シアパタイトカルシウムのラマンスペクトルと矛盾しない。ハイドロキシアパタイトカル
シウム由来のリン酸ピークに加え、このスペクトル中に存在するいくつかの他の振動モー
ドが存在する。タンパク質の寄与を１４４５ｃｍ－１および１６５０ｃｍ－１に見ること
ができる。また、１００４ｃｍ－１に存在する鋭いピークはフェニルアラニンに帰され得
る。脂質からの小さな寄与はＣ－Ｃ伸長およびＣ－Ｈ（ＣＨ２）屈曲としてそれぞれ１１
３０ｃｍ－１および１３００ｃｍ－１に明らかである。
【０２６１】
　最初に、Ｉ型およびＩＩ型の微細石灰化から取得したデータをそれらのラマンスペクト
ルに基づき分離した。特定の波数での振動強度の存在若しくは非存在を使用してＩ型とＩ
Ｉ型の微細石灰化を区別した。シュウ酸カルシウム二水和物に特徴的な９１２ｃｍ－１お
よび１４７７ｃｍ－１の大きなピークを含有するスペクトルをＩ型の範疇にグループ分け



(55) JP 4588324 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

した一方、ハイドロキシアパタイトカルシウムに特徴的な９６０ｃｍ－１に強度を表すス
ペクトルをＩＩ型の範疇にグループ分けした。好ましい一態様で実施した解析において、
Ｉ型およびＩＩ型の微細石灰化への分離は視覚的検査により実施した。しかしながら、ス
ペクトルを正規化しかつ存在するものの強度値に基づいてそれらを９６０ｃｍ－１（ＩＩ
型）若しくは１４７７ｃｍ－１（Ｉ型）のいずれかに区別する自動化コンピュータアルゴ
リズムを代替の一態様で実行し得る。検査したＩ型の微細石灰化の全３０個が線維嚢胞性
疾患の病巣で形成されており、そして従ってＩ型の微細石灰化の全３０個が良性と診断さ
れた。これは、Ｉ型の微細石灰化が分泌の生成物として形成されかつ典型的には嚢胞性病
変中に位置するという事実と矛盾しない。Ｉ型の微細石灰化は悪性病変、とりわけ上皮内
小葉癌で見出されているとは言え、それは非常に稀である。
【０２６２】
　良性および悪性乳房病変中に存在するＩＩ型の微細石灰化を区別するために、主成分分
析（ＰＣＡ）と呼ばれる多変量統計学的解析方法。いくつかの他の器官系の疾患に罹った
組織サンプルを分類するのに類似の方法が使用されている。ＰＣＡはラマンスペクトル全
体を使用し、そして組織の化学的組成についていかなる知識も想定しない。それは一組の
スペクトルデータ全体をいくつかの直交主成分（ＰＣ）スペクトルに解像するケモメトリ
クスの技術である。これらのＰＣスペクトルは正および負の成分を有し得、そしてＰＣが
適正な重み付け係数により乗算される場合にデータ（ノイズにより課される限界内）の全
部を正確に記述する一組の完全なｃａｓｉｓを形成し得る。スコアと呼ばれるこれらの重
み付け係数は化学的画分に類似である。因子分析／ケモメトリクスに基づく一方法として
、ＰＣＡは小さなスペクトルの変動を認識し得、そして従って類似性に基づきサンプルを
区別する。この解析方法はＩＩ型の乳房の微細石灰化の検査によく適する。それらが生物
学的不純物による微小の化学的変動を伴うハイドロキシアパタイトカルシウムより主に構
成されるためである。ＰＣＡは元来および自ずからほとんど物理的情報を提供しないが、
しかしながらそれは物理的情報と相関するスペクトルの傾向の単離に熟練しており、そし
てそれにより診断アルゴリズムの開発の基礎を提供する。さらに、診断的ＰＣスペクトル
の線の形状を純粋な化学物質のスペクトルと比較することにより、意味するところをそれ
らに帰することが可能である。より重要なことには、好ましい一態様のこの解析方法は、
ＩＩ型の微細石灰化のラマンスペクトル内に含有される本当に重要な診断情報が存在する
という原理の証拠を提供する。
【０２６３】
　一組のＰＣデータを決定するための特異値分解アルゴリズムを好ましい一態様で使用す
る。該一組のデータを９６０ｃｍ－１のピーク高に正規化していかなる可能な強度の偏り
も除去し、そしてその後、ＰＣＡを実施する前に平均を中央としてスペクトルの全部に共
通の特徴を除去し、それによりスペクトルの分散を強調した。スペクトルの全６０個を、
９個のＰＣを使用してノイズレベルより上に正確にモデル化し得た。最初の６ＰＣがデー
タ中の全分散の９７％以上の原因である。次に、ロジスティック回帰分析（一判別分析法
）を使用して診断アルゴリズムを生成させ、乳房病変を良性および悪性の範疇に分類する
のにそれを使用した。ロジスティック回帰分析は、各ラマンスペクトルについて計算され
たＰＣの重み付け係数（スコア）を診断の範疇と相互に関連付ける。診断は盲検化された
病理学者により提供した。１個抜きクロスバリデーション解析を使用して確固たるアルゴ
リズムを得た。
【０２６４】
　線維腺腫は検査された他の病変の全部と完全に異なる系統の良性腫瘍である。それは葉
状腫瘍（その悪性の対蹠物は上皮よりむしろ間質が悪性である）に緊密に関係する。さら
に、臨床医は、乳房の病変は身体検査に基づき線維腺腫／葉状腫瘍のファミリーにあるこ
とを典型的に知っており、そしてマンモグラフィーで微細石灰化以外を特徴付ける。これ
らの病変は処置のために外科的に摘出されなければならないため、医師が線維腺腫の診断
のための補助のツールとしてラマン分光法のような技術を使用することはありそうにない
とみられる。これらの理由から、線維腺腫と診断されたサンプルを解析から除外した後に
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、アルゴリズムの性能を評価する。
【０２６５】
　ＰＣＡおよびロジスティック回帰分析の組合せを使用して、ＩＩ型の微細石灰化のラマ
ンスペクトルのシグネチャを検査して、乳房疾患の診断がこれに基づいてなされ得るかど
うかを決定した。３種のＰＣスコアを用いて高レベルの診断の正確さを得た。重要なスコ
アはＰＣ２、ＰＣ３およびＰＣ５に関連する。ＰＣ５はデータ中の全分散の１．０％を説
明する一方、ＰＣ２およびＰＣ３はそれぞれ８．８％および５．２％を説明する。これら
３種のＰＣおよび１個抜きクロスバリデーション法を使用して、１６個のＤＣＩＳのうち
１４個および３９個の良性サンプルのうち３４個を正確に予測し得た。従って、良性およ
び悪性の乳管で発生するＩＩ型の微細石灰化は８８％の感度および８７％の特異性で区別
し得た。サンプルの全部が保持された場合、感度および特異性はわずかにのみ劣化され、
８０％への感度の下落を伴い８８％の感度を維持する。ＩＩ型の微細石灰化の診断アルゴ
リズムの一図解を図７３に示す。アルゴリズムを２次元表示に簡約するために、ＰＣ５お
よびＰＣ２（良性微細石灰化について双方ともより高スコアを有する）を一緒に追加して
単一軸を形成した。このアルゴリズムに基づき、乳管上皮過形成および硬化性腺疾患（最
も普遍的に癌と形態学的に混同される良性状態）と診断されたサンプルの全部が正確に予
測された。線維腺腫中に存在する５個のＩＩ型の間質石灰化のうち４個、ならびにメンケ
ベルク動脈硬化症の４個の動脈石灰化のうち２個および線維嚢胞性疾患中の１３個の乳管
石灰化のうち３個が誤診断された。
【０２６６】
　一般に、ただ１つの微細石灰化を各病変について検討した。しかしながら、２サンプル
で同一病変からの複数の微細石灰化を検討し、そして各所定の病変のスペクトル中に有意
の差異はみられなかった。データがＩ型およびＩＩ型双方の微細石灰化からの組合せられ
たデータである場合、８８％の全体的感受性および７４％の特異性、ならびに９７％の負
の予測値が得られた。これらの結果から生成させた受診者動作特性（ＲＯＣ）曲線を図７
４に示す。固定組織中でのこれらのｉｎ　ｖｉｔｒｏの結果に基づき、ラマン分光法は、
良性悪性乳房病変に関連する微細石灰化をマンモグラフィーより正確に区別する潜在能力
を有することが示される。新鮮組織でｉｎ　ｖｉｔｒｏで、および究極的にｉｎ　ｖｉｖ
ｏで実施された付加的な研究は、乳癌の診断についてＸ線マンモグラフィーと比較したラ
マン分光法の臨床的有用性をより良好に評価し得る。
【０２６７】
　３種の診断的ＰＣスペクトルの検査により、この識別を司る物理的基礎への洞察を得る
ことができる。最も診断上重要なＰＣスペクトルは図７５Ａに示されるＰＣ５であった。
このＰＣスペクトルの検査は９６０ｃｍ－１のリン酸の伸長ピークのブロードニングを示
す。このブロードニングは図７５Ｂに明瞭に示され、ここでＰＣ５はＩＩ型の微細石灰化
の全部からの平均スペクトルが重ねられている。このピークのブロードニングは炭酸カル
シウムの存在に由来することが文献で報告されている。これらの態様において、炭酸化ア
パタイトモデル系へのラマン分光法の応用は、増大した炭酸含量を伴うリン酸ピークのブ
ロードニングを示した。アパタイト構造への炭酸イオンの導入はその単位小室の対称性を
低下させる。ピークのブロードニングは、サンプルの炭酸含量が増大する際のアパタイト
構造中の長範囲の移動秩序の喪失から生じる。該解析は、９６０ｃｍ－１のリン酸の伸縮
モードのＦＷＨＭとサンプルの炭酸カルシウム含量との間の直線関係を見出した。ＰＣ５

中の９６０ｃｍ－１のブロードニングが微細石灰化の炭酸カルシウム含量の変動に由来す
るかもしれないという証拠は、炭酸カルシウムのν１（ＣＯ３）モードに帰される１０７
０ｃｍ－１のピークで明らかである。しかしながら、正および負双方の特徴の包含により
賦与されるＰＣスペクトルの解釈における困難は付加的な検討を必要とする。
【０２６８】
　本当にＰＣ５が存在する炭酸カルシウムの量の変動の原因である場合には、ＰＣ５につ
いてより高スコアを有するスペクトルは、より小さい重み付け係数をもつスペクトルより
多量の炭酸カルシウムを含有する。良性スペクトルは典型的に悪性スペクトルより大きな
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ＰＣ５のスコアを有するため、乳房の良性病変に存在するＩＩ型の微細石灰化はＤＣＩＳ
で見出される沈着物より多量の炭酸カルシウムを含有すると仮定し得る。この仮説を確認
するために、半値幅（ＦＷＨＭ）を各ラマンスペクトル中の９６０ｃｍ－１のリン酸の伸
長ピークについて計算した。良性病変で形成されたＩＩ型の微細石灰化はより高い炭酸カ
ルシウム含量を有するという理論に従い、良性の乳房病変中に存在するＩＩ型の微細石灰
化は１８．０±０．５ｃｍ－１の平均ＦＷＨＭを有したことが見出された。この差異の有
意性は０．０３というＰに反映されている。この値はＷｉｌｃｏｘｏｎの順位和検定（デ
ータの正規分布を想定しない）に基づいて計算した。さらに、誤って診断されたサンプル
のＦＷＨＭを検査する場合には反対の傾向が見出される。悪性と誤って診断された良性サ
ンプルのＦＷＨＭは１５．８±０．５ｃｍ－１であった一方、良性と誤って診断された悪
性サンプルのものは１７．５±０．５ｃｍ－１であり、リン酸の伸長モードの幅が重要な
診断的特徴であることを示す。しかしながら、１０７０ｃｍ－１の炭酸の伸長モードのピ
ーク高は良性サンプル中で平均して４倍より大きいとは言え、それは９６０ｃｍ－１のリ
ン酸の伸長モードのＦＷＨＭと直線的に相関しない。これは、アパタイト構造中の付加的
な不純物が対称性の破壊、およびそれにより９６０ｃｍ－１のピークのブロードニング寄
与することを示す。これらの不純物はＰＣ５の複雑な振動構造中で明らかであるが、しか
し現在のところ同定されていない。ＰＣ５はまた、１４４５ｃｍ－１のＣＨ２、ＣＨ３の
屈曲モードおよび１６５０ｃｍ－１のアミドＩの振動のようなタンパク質を表すいくつか
の特徴も含有する。正の強度を有する炭酸カルシウムの特徴と異なり、タンパク質の特徴
は負の方向をもつ。これは、タンパク質および炭酸含量が逆相関すること、および従って
良性サンプルは悪性サンプルより低いタンパク質含量を有することを示す。
【０２６９】
　良性および悪性病変中のＩＩ型の微細石灰化中に存在するタンパク質および炭酸カルシ
ウムの量は、図７６に示されるＰＣ２の検査により付加的に確認される。このスペクトル
は、正に向けられる炭酸カルシウムの特徴（とりわけ１０７０ｃｍ－１）ならびに負に向
けられるタンパク質の特徴を含有するようにもまた見え、そして、平均して良性乳管中で
形成される微細石灰化のラマンスペクトルにより大きく寄与する。加えてＰＣ２は９６０
ｃｍ－１付近に大きな第二の誘導体様の特徴を表す。この型の構造はデータ中のピークの
ブロードニングを説明し、そして、加えて、良性乳管中で形成されるＩＩ型の微細石灰化
が悪性乳管中で形成されるものよりもより多量の炭酸カルシウム、および従って９６０ｃ
ｍ－１のピークのより大きなブロードニングを有する傾向があるという仮説を裏付ける。
【０２７０】
　ＰＣ３もまた診断上重要であることが見出され、そして図７７に示される。しかしなが
ら、ＰＣ３は、悪性乳管中でＩＩ型の微細石灰化から取得されるラマンスペクトルにより
大きく寄与する。それは正に向けられるタンパク質の特徴を有し、従って、悪性乳管中で
形成された微細石灰化が良性乳管中の沈着物よりもより多量のタンパク質を有するという
理論に付加的な支持を与える。良性および悪性乳管中の微細石灰化中のタンパク質の量は
、１６５０ｃｍ－１のアミドＩの振動のピーク高をモニターすることにより確認される。
このモードの強度は、悪性病変で形成されたＩＩ型の微細石灰化中でおよそ１．５倍より
大きい。加えて、フェニルアラニン（コラーゲンおよび他のタンパク質に関連してしばし
ば見出されるアミノ酸）からの寄与をＰＣ３中で１００４ｃｍ－１に見ることができる。
ＰＣ３はおよそ９６０ｃｍ－１に大きな第一の誘導体様の特徴を表す。この特徴はリン酸
の伸長モードのピークのシフトの原因であり、タンパク質の特徴と正に相関する。これら
のタンパク質の特徴の存在は、ＤＣＩＳで発生する細胞の分解に類似の間質若しくは動脈
の分解の結果であるところの線維腺腫における間質石灰化およびメンケベルク動脈硬化症
における動脈石灰化の誤診断を説明するかもしれない。
【０２７１】
　ラマンプローブを包含する好ましい態様は、良性および悪性病変で見出される微細石灰
化を区別するラマン分光法の診断的潜在能力を示した。加えて、ＰＣＡを使用して、良性
および悪性の乳房病変中に存在するＩＩ型の微細石灰化の化学的組成のわずかな差異が発
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見されている。該結果に基づき、乳房の良性病変中に存在するＩＩ型の微細石灰化は、悪
性病変中で形成されるものより低いタンパク質およびより高い炭酸カルシウムの双方の化
学物質含量を有すると仮定し得る。好ましい態様は、ほとんど組織が得られずかつ病変が
十分に表されていないかもしれないがしかし微細石灰化が存在している乳房の生検で、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでラマン技術を使用する。さらに、該態様は、続いて生検を受ける必要が
ある微細石灰化を伴う患者の選択を補助するためにマンモグラフィーへのｉｎ　ｖｉｖｏ
付属物として使用されるかもしれない。
【０２７２】
　ラマン分光法は、検討されているサンプルについての詳細な質的および量的情報を提供
し得る。ラマン画像化データの組を取得するためのいくつかのアプローチが使用されてい
る。３種の標準的アプローチは、点走査、線走査および直接画像化である。直接画像化は
単一スペクトル成分をもつ完全な画像の収集を必要とする。波長選択性は、それぞれでフ
レームを捕獲する指定された波数間隔により掃引する音響光学的若しくは液晶の調節可能
なフィルターのいずれかを使用することにより達成される。線走査および点走査は、線若
しくは単一点のいずれかを画像化する際に完全なスペクトル（通常、生物学的媒体につい
て４００と１８００ｃｍ－１との間のラマンシフトを包括する）を収集する。これらのア
プローチのそれぞれからの結果として得られるデータの組は、ラマンシフトおよび２本の
空間軸の関数としてのラマン強度のハイパーキューブと見なし得る。
【０２７３】
　組織構造のマッピングに加え、ラマン画像化は疾患過程のｉｎ　ｓｉｔｕの化学的検討
に使用し得る。１つのこうした例がアテローム硬化症であり、該疾患の最終生成物（セロ
イド）は化学組成が未知である自己蛍光脂質生成物と同定されている。画像化を伴う表面
増強ラマン分光法を使用して生存細胞の化学的組成を検討し得る。とりわけ、細胞のＤＮ
Ａおよびフェニルアラニン含量をモニターし得る。
【０２７４】
　スペクトル画像の創製のための古くからの一技術は特定のピーク高の検査による。この
アプローチにおいて、各空間的位置の特定の１ラマンバンドの強度をプロットして画像を
製作する。このモデルは広範に使用されており、そして選ばれた振動周波数に強度を与え
るサンプル中のすべての分子の空間的位置についての情報を提供する。しかしながら、こ
のアプローチは利用可能なデータの小部分のみを利用する。いくつかの別個の部分が特定
の１ラマンバンドに強度を与えるとみられる複雑な生物学的サンプル中では、それらを区
別するためにスペクトル情報の全部を取り込むことが必要である。これは、画像を創製す
る場合に点および線走査を用いてなされるような完全なスペクトルを利用するモデルの応
用により達成される。秘訣は管理可能でそれでもなお情報を提供する形態に情報を圧縮す
ることである。いくつかの普遍的データ圧縮技術は、主成分分析（ＰＣＡ）、多変量曲線
解像（ＭＣＲ）およびユークリッド距離である。形態学的モデル化は、本発明の好ましい
態様でもまた使用されるアプローチである。
【０２７５】
　これらの方法の１つ１つは、化学物質の混合物のラマンスペクトルを混合物の成分のス
ペクトルの一次結合として表し得るという基礎的仮定に頼る。ラマン画像は、モデル内に
含有される基礎スペクトルを画像中の各位置で得られるラマンスペクトルに当てはめるこ
とにより生成される。一般に、より多くの基礎スペクトルがデータスペクトルに寄与する
ほど、フィット係数がより大きくなりかつそのスポットが検査されている成分の画像中で
より明るくなる。ＰＣＡおよびＭＣＲの場合、基礎スペクトルは数学的に導かれる一方、
ユークリッド距離および形態学的モデル化については、基礎スペクトルは実験的に決定さ
れる。
【０２７６】
　ＰＣＡでは特異値分解を使用して基礎スペクトルを計算する。第一の基礎スペクトル（
すなわち主成分）は、データが解析前に平均を中心にされている場合はデータ中の最大分
散を説明する。第二の基礎スペクトルは次の最も大きい分散を説明し、そして基礎スペク
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トルがデータ中のノイズのみを説明するまでそれが続く。それらが相互に直交しかつ従っ
て重なるスペクトル情報を含有しないようなこれらの基礎スペクトルが創製される。これ
らの主成分が画像化データの組に当てはめられる場合に得られるフィット係数を使用して
二次元画像を創製し得る。この画像は、主成分により表されるスペクトルの特徴がサンプ
ル中にどのように分布されているかのマップを提供する。順に、このマップは、組織学的
染色を用いた位相差顕微鏡検査若しくは光学顕微鏡検査のような別の光学技術により観察
される形態学的特徴と相互に関連付け得る。主成分の線形もまた既知の化学物質のラマン
スペクトルと相互に関連付けられるかもしれないが、しかしながら、主成分は負および正
双方のスペクトルの特徴を含有するためにこれは困難である。
【０２７７】
　ＭＣＲはサンプル中に存在する化学物質の現実のラマンスペクトルに類似である基礎ス
ペクトルを抽出するよう設計されている。サンプル中に存在する濃度若しくは基礎スペク
トルの初期推定値を制約付き交互最小二乗法至適化で使用する。基礎スペクトルおよび濃
度についての最小二乗法の解の間を反復することにより濃度および基礎スペクトルの新た
な推定値を生成する。これらの等式は非負性制約に従って解き、基礎スペクトルおよび濃
度の双方が全部正でありかつ従って物理的に関連することを確実にし得る。至適化は、１
反復から次のものまでの濃度および基礎スペクトルの変化が最小となるまで継続する。系
がより複雑になるほど、これらの等式に対する意味のある解を得るために初期推定値がよ
り良好である必要がある。データに固有の多様な成分およびノイズのスペクトルの特徴に
おける高度の重なりにより、ＭＣＲは常に正しい解に収束し得るわけではない。しかしな
がら、解が見出される場合は、生じられた基礎スペクトルはサンプル中に存在する個々の
化学物質のラマンスペクトルに似ている。もう一度、基礎スペクトルのフィット係数を使
用して画像を製作し得る。
【０２７８】
　サンプルについて推測的にほとんど未知である場合はＰＣＡおよびＭＣＲ双方が有用な
技術となる。それらはその化学的起源を知ることなくスペクトル情報を抽出することを可
能にする。ユークリッド距離測定および形態学的モデル化の双方は、双方がサンプルの既
知の化学についての情報を使用して画像を創製する。ユークリッド距離は存在する数種の
化学物質の知識のみを必要とする一方、形態学的モデル化はサンプルのラマンスペクトル
への主要な寄与因子の全部の知識を必要とする。サンプルの大部分の前知識を必要とする
にもかかわらず、形態学的モデル化は最も容易に解釈可能な結果を生じさせる。
【０２７９】
　ユークリッド距離は、データの幾何学的距離に従い、基礎スペクトル（通常は純粋な化
学物質スペクトル）からの画像データのスペクトル分散を分類する。該距離は、等式：
【０２８０】
【数７】

【０２８１】
［式中、ｄはユークリッド距離であり、Ｓはサンプルデータであり、Ｐは純粋な化学物質
スペクトルであり、そしてλはスペクトルが取得される波長を表す］を使用して計算され
る。画像のスペクトルが基礎スペクトルと大きく異なるほど、該距離はより大きくなる。
【０２８２】
　形態学的モデル化はラマン画像を解析するための新技術であり、通常の最小二乗法を使
用して一組の基礎スペクトルをデータに当てはめる。基礎スペクトルの起源はこのアプロ
ーチを非常に有用にするものである。基礎スペクトルは、ラマン共焦点顕微鏡を使用して
一組の代表的サンプルで見出される主要な形態学的特徴から取得する。ｉｎ　ｓｉｔｕで
取得したある範囲の形態学的特徴を使用することにより、ｉｎ　ｓｉｔｕの化学的微小環
境でその形態学的成分を表すスペクトルを得る。基礎スペクトルはサンプル中に存在する
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主要化学物質の全部を説明すべきであるが、しかし、どの基礎スペクトルが正確に解像さ
れ得るかを決定するために、データのＳ／Ｎならびに基礎スペクトルの重なりの程度の双
方を考慮しなければならない。基礎スペクトルは純粋な化合物から取得し得るとは言え、
形態学的に派生した成分が好ましい。それらは実際のサンプル由来であり、そして従って
純粋な化学物質スペクトルよりもｉｎ　ｓｉｔｕで観察されるものにより近いからである
。ときに、目的の化学物質がサンプル内で独立に存在しない場合は純粋な化学物質成分お
よび形態学的に派生した成分の組合せが最良の結果を生じさせる。モデルが良好に選択さ
れている場合、生じられた画像はサンプル中の詳細な形態学的および化学的構造を示し得
る。
【０２８３】
　好ましい態様は、形態学的モデル化をヒト結腸癌細胞ならびにヒト乳房および動脈サン
プルのラマン画像に適用する。この形態学的モデル化方法を、他の普遍的に使用される技
術、主として：ピーク高解析、ＰＣＡ、ＭＣＲおよびユークリッド距離と比較する。
【０２８４】
　乳房組織サンプルを摘出生検試料から得た一方、動脈サンプルは移植の時点で外植心か
ら得た。一旦取り出されれば組織は液体窒素中で急速凍結しそして－８０℃で保存した。
その後、組織サンプルをヒストプレップ（Ｈｉｓｔｏｐｒｅｐ）（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｄｉａ
ｇｎｏｓｔｉｃｓ、ニューヨーク州オレンジバーグ）を使用してクライオスタットチャッ
ク上にマウントし、そしてクライオマイクロトーム（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｅｑ
ｕｉｐｍｅｎｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ、マサチューセッツ州ニーダムハイツ）を使用して６μ
ｍ厚の切片に切断した。いくつかの連続切片を切断し、１つをラマンデータ取得のためＭ
ｇＦ２スライド（Ｍｏｏｓｅ　Ｈｉｌｌ　Ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ　Ｉｎｃ．、バージニ
ア州スペリービル）上に、そして最低２個の他者を組織学的染色のためガラス製スライド
ガラス上にマウントした。染色したスライドガラスはラマンマップで観察された特徴の病
理学的確認に使用した。測定中、組織はＰＢＳ、ｐＨ＝７．４で湿らせたまま保った。ラ
マン微小画像に加え、ＣＣＤカメラを介して未染色組織の位相差画像を録画した。
【０２８５】
　細胞の検討はヒト結腸癌細胞株ＨＴ２９を使用して実施した。それらは１０％ウシ胎児
血清、１００単位／ｍｌのペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（全
部Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ製品、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ニューヨーク州グラ
ンドアイランド）を補充した高グルコースダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）を
使用して増殖させた。細胞は空気中５％ＣＯ２の加湿雰囲気中３７℃でコンフルエンシー
まで増殖させ、そしてトリプシンを使用して懸濁液に分散させた。細胞懸濁液をＭｇＦ２

フラット上に置き、リン酸緩衝生理的食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ＝７．４で緩衝される）です
すぎそして風乾させた。サンプルの乾燥はマッピング実験の間中細胞を固定するために必
要であった。その後、乾燥したサンプルをＰＢＳで再度湿らせ、そしてその後ラマンマッ
プを取得した。乾燥細胞から収集したラマン画像化顕微鏡データを、バルクラマン系を使
用して懸濁液中でなお生存可能な細胞から収集したデータと比較した。乾燥細胞から取得
したスペクトルを使用して、生存可能な細胞から得たスペクトルをモデル化した。モデル
フィットからの残差は観察されなかった。
【０２８６】
　ここに提示された画像のデータを収集するのに使用したラマン微小画像化の設定は点走
査系であった。ラマン励起はアルゴンイオンレーザーポンピングＴｉ：サファイアレーザ
ー（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｎｏｖａ　９０／Ｓｐｅｃｔｒａ－Ｐｈｙｓｉｃｓ　３９０
０Ｓ、Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｃ．、カリフォルニア州サンタクララ）により提供した。
典型的に、５０～１５０ｍＷの８３０ｎｍの励起光を、顕微鏡対物レンズ（６３倍Ｚｅｉ
ｓｓ　Ａｃｈｒｏｐｌａｎ、無限補正液浸、開口数０．９）により２μｍ未満の直径をも
つサンプル上のスポットに集中させた。スペクトル分解能はおよそ８ｃｍ－１であった。
組織のスペクトルマップは顕微鏡対物レンズ下でトランスレーションステージ（Ｐｒｉｏ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｌｔｄ．、マサチューセッツ州ケ
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ンブリッジ）をラスター走査することにより創製した。マップは通常、共焦点顕微鏡の空
間分解能に一致する２μｍのステップサイズを用いて取得した。データ収集時間は、画像
のステップサイズ、ステップ数およびスペクトル取得時間のようないくつかのユーザー定
義パラメータに依存したとは言え、ラマン画像全体は典型的には２～５時間で生成された
。顕微鏡の上のＣＣＤカメラは、白色光徹照若しくは位相差画像との集中されたレーザー
スポットのレジストレーションを見込んだ。
【０２８７】
　全部のスペクトルデータ処理はソフトウェア、例えばＭＡＴＬＡＢ（ＭａｔｈＷｏｒｋ
ｓ，Ｉｎｃ．、マサチューセッツ州ナティック）を使用して実施した。データは、タング
ステン光源を使用してシステムのスペクトル応答について補正し、そしてその後トルエン
の既知のラマン線を使用して周波数較正した。宇宙線は微分フィルターを用いて除去し、
また、ＭｇＦ２フラットからの小さなバックグラウンドを減算した。その後、データを４
次、若しくは５次の多項式と当てはめ、いかなる蛍光バックグラウンドも除去するために
それをスペクトルから減算した。全データはピーク高を１に正規化した。最後に、ＭＡＴ
ＬＡＢを使用して、多様なデータ圧縮技術すなわちＰＣＡ、ＭＣＲ、ユークリッド距離お
よび形態学的モデル化を実行した。好ましい態様において、形態学的モデル化のための当
てはめアルゴリズムとして使用したＰＣＡおよび通常の最小二乗法のアルゴリズムは、限
定されるものでないがＭＡＴＬＡＢのようなソフトウェアから提供された一方、ＭＣＲの
アルゴリズムはＰＬＳ＿Ｔｏｏｌｂｏｘ（Ｅｉｇｅｎｖｅｃｔｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
Ｉｎｃ、ワシントン州マンソン）の一部であった。ＨＴ２９細胞の分光学的モデル化に使
用した純粋な化学物質すなわちトリオレイン、ホスファチジルコリン、コレステロールお
よびＤＮＡ（仔ウシ胸腺）はＳｉｇｍａ（ミズーリ州セントルイス）から購入した。
【０２８８】
　向上された画像コントラストを得るために、空間的フィルタリングに基づく平滑化アル
ゴリズムを好ましい態様のデータに適用した。空間的フィルタリングは、ディジタル画像
中の隣接する画素が関係した情報を含有するという仮定に頼る。中央の画素を取り囲みか
つ包含する一群の画素をカーネルと呼ぶ。平滑化アルゴリズムは３×３のカーネルサイズ
に基づく。好ましいアルゴリズムはカーネルの中心からのそれらの幾何学的距離の逆数に
より寄与する画素を重み付けするマスクを使用する。結果として生じるマスクは：
【０２８９】
【表５】

【０２９０】
であり、ここで各画分はカーネル中の画素の加重を表す。
【０２９１】
　形態学的モデル化は小スケールに関する構造的および化学的情報の収集のための強力な
ツールである。図７８Ａ～７８Ｇで、ヒト結腸癌細胞（ＨＴ２９）のスペクトルをホスフ
ァチジルコリン（Ａ）、ＤＮＡ（Ｂ）、コレステロール（Ｃ）、トリオレイン（Ｄ）、お
よび「細胞質」（Ｅ）（乳房組織モデルについて開発された形態学的に派生したスペクト
ル、主としてアクチン）の純粋な化学物質スペクトルと当てはめる場合に細胞膜、核およ
び細胞質のような特徴が容易に同定される。図７８Ｅ中に示されたボクセルに対応するス
ペクトルは対応するフィットおよび残差と一緒にＧで見ることができる。個々のモデル要
素のフィットの寄与率もまた示す。該スペクトル画像は位相差画像と一致し、５種の基礎
スペクトルの単純なモデルを使用して、サンプルについての構造的および化学的情報を細
胞以下のレベルで得ることが可能であることを示す。画像中に示される細胞は共焦点顕微
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鏡の焦点の面により水平に二分されるため、細胞膜（主としてホスファチジルコリンおよ
びコレステロール）は環状構造として観察され、細胞質およびＤＮＡの寄与はそれ内の別
個の特徴として明瞭に観察される。ＨＴ２９細胞の平均的な核の大きさは１０μｍであり
、細胞のＤＮＡ含量のラマン画像により提供される寸法と矛盾しない。
【０２９２】
　形態学的モデル化はヒト組織サンプルに同様に適用し得る。図７９Ａ～７９Ｇは、形態
学的構造のいくつか（７９Ｂ～Ｆ）の分布を描くラマン画像と一緒に軽度にアテローム硬
化性の動脈の位相差画像（７９ＡおよびＧ）を示す。該画像は、コレステロール（７９Ｂ
）、泡沫細胞および壊死中心（７９Ｃ）が内膜にのみ制限される一方、平滑筋細胞（７９
Ｅ）がより優勢に中膜で見出されることをはっきりと示す。この知見はアテローム硬化性
の血管の既知の構造と一致する。１個の平滑筋細胞と次のものとの間にわずかな分界のみ
が存在する。それらは中膜中で非常に緊密に間隔を置いて配置されかつ重なりさえしてい
るためである。該画像はこの技術の高空間分解能を示し、また、弾性板の穿孔（アテロー
ム硬化症の発症とともに発生することが既知の過程）の証拠を示す。穿孔は内部弾性板（
ＩＥＬ）のラマン画像すなわち図７９Ｄで観察され得る。図７９Ｅに示される平滑筋細胞
はＩＥＬ中の裂け目を通って内膜に移動するのを見ることができる。平滑筋細胞の移動は
アテローム硬化性疾患の進行の一特徴である。加えて、散在する結合組織のバックグラウ
ンドの上の内膜中の顕著なコラーゲン線維（２Ｆ）（位相差画像からは完全に認識するこ
とが困難である特徴）を同定し得る。
【０２９３】
　図８０Ａ～８０Ｇは乳房組織（図８０Ａ～Ｄ）をとりわけ解析するために創製した形態
学的モデルを使用して得られる正常ヒト乳管のラマン画像を示す。これらの画像は、ＤＮ
Ａのリン酸の伸長（１０９４ｃｍ－１）およびアミドＩのバンド（１６６４ｃｍ－１）に
特徴的な２種のラマンバンドの強度をプロットすることにより創製したもの（図８０Ｅお
よびＦ）と比較し得る。形態学的に基づくラマン画像は、特定の成分（細胞質（８０Ａ）
、細胞核（８０Ｂ）、脂質（８０Ｃ）若しくはコラーゲン（８０Ｄ））がスペクトルに強
く寄与する領域（明るい領域）を表す。組織サンプルの組織学的分析はおよそ２５μｍの
直径をもつ正常乳管を示した。この大きさの典型的な乳管は基底膜（主としてコラーゲン
）により囲まれる上皮細胞の環よりなる。管内におよびそれを囲み若干の脂肪がある。形
態学的モデルの画像は乳管の構造をはっきりと示す一方、１０９４および１６６４ｃｍ－

１で見出されるラマンバンドを使用して製作したピーク高画像ははるかにより少なく情報
を提供する。ＤＮＡのリン酸の伸長（１０９４ｃｍ－１、図８０Ｅ）は主として細胞領域
で見出されるはずである一方、タンパク質を暗示するアミドＩのバンド（１６６４ｃｍ－

１、図８０Ｆ）は主に膠原領域で見出されるはずであるとは言え、生じられた画像は細胞
成分もコラーゲンも形態学的モデル画像が示すほど明瞭に示さない。これは、アミドＩの
バンドが細胞骨格を形成するものを包含する多くのタンパク質中で見出され得る一方で、
リン酸の伸長がコラーゲンスペクトル中に存在するバンドと重なるためである。スペクト
ルの重なりによる形態学的特徴を正確に区別することのピーク高分析の無能は、はるかに
より少なく情報を提供する画像をもたらす。
【０２９４】
　図８０Ｇのラマンスペクトルはラマン画像中の単一点を表す。該スペクトルは多くの化
学的成分の混合物であり、その全部がラマンスペクトルに寄与している。該スペクトルを
形態学的モデルと当てはめることにより、データ中の主要なスペクトルの特徴を説明する
ことが可能である。図８０Ｇ中にまた示されるフィットの残差は圧倒的にノイズであり、
ラマン画像化データのハイパーキューブ中の情報の全部がモデルに基づく画像により表し
得ることを示す。
【０２９５】
　形態学的モデル化はラマン画像を表示する有効な一手段であるとは言え、それは検査さ
れているサンプルのはるかに高度な知識を必要とする。前に論考されたとおり、ＰＣＡ、
ＭＣＲおよびユークリッド距離もまたデータを管理可能な形態に圧縮するのに使用し得、
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かつ、系についてほとんど未知である場合にはるかにより有効である。図８１Ａ～８１Ｅ
は、ＰＣＡ、ＭＣＲ、ユークリッド距離および形態学的モデル化の並置した比較を示す。
同一のデータ組から生成させた画像は、コラーゲンマトリックスにより囲まれた３個の乳
管単位（主に細胞）を含有する正常乳房組織のサンプルのものである。見ることができる
とおり、全４種の技術により創製された画像は同様である。ユークリッド距離画像は、他
の技術との容易な比較のために反転として示される（それらは他の方法が表すような類似
性よりはむしろ入力スペクトルとの差異を表すため）。左にコラーゲンに帰することがで
きる寄与が示される一方、右には細胞核（主にＤＮＡ）のよりわずかな寄与を表す。ＰＣ
Ａ（図８１Ａ）およびＭＣＲ（図８１Ｂ）双方とも、７種の独立に変動する基礎スペクト
ルを見出すことが可能であった。乳房組織の完全な形態学的モデルは９種の基礎スペクト
ルを有するが、しかしながら、これは、病理学上非常に重要であるがしかしヒト乳房組織
中では稀にのみ観察されかつこの試料中で全く観察されない微細石灰化のようないくつか
の要素を包含している。
【０２９６】
　第一の２主成分（ＭＣＲを使用して派生したスペクトルのうち２種）、ならびにコラー
ゲンおよび細胞核の基礎スペクトルを図８１Ｅに示す。最初の主成分およびＭＣＲのスペ
クトルはコラーゲンのスペクトル（該画像への最大の寄与因子）に類似である。第二の主
成分およびＭＣＲにより製作したスペクトルは、双方とも、細胞核のスペクトルのいくつ
かの特徴を（負のピークとして）含有するが、しかし製作された画像（図８１ＡおよびＢ
、右）から見ることができるとおり、それらは乳管単位内の核内容物の抽出において形態
学的モデル（図８１Ｄ、右）よりもはるかにより少なく効果的である。図８１Ｄ（右）で
観察される乳管単位の満たされた円形は、この組織薄片の病理学と一致する。
【０２９７】
　図８２Ａおよび８２Ｂは、図８１Ａ～Ｄの左（図８２Ａで示される列）で使用したラマ
ン画像の特定の一列の正規化したフィット係数を示す。ＰＣＡ（△）、ＭＣＲ（□）、ユ
ークリッド距離（○）および形態学的モデル（×）は全部、フィット係数の強度の変化に
より示される組織の膠原領域から細胞領域へのいくつかの形態の遷移を表し、該遷移は形
態学的モデルを使用した場合に最も鋭い。従って、形態学的モデルはサンプルの構成要素
（例えば細胞核）のより多くについての情報を提供するのみならず、しかしそれはまたよ
り高分解能を伴う画像も生じさせる。
【０２９８】
　ラマン画像の最も単純な表示方法は特定の一ラマンバンドの強度あるいは２個のラマン
バンドの比をプロットすることである。この解析方法はデータの小さい一部分のみを利用
し、そして、大部分の生物学的サンプルは類似のスペクトルの特徴をもつ多くの化合物を
含有するために、生物学的系に応用可能でない。スペクトルの重なりは、ピーク高のみに
基づくラマン画像からサンプルについての構造的若しくは化学的情報を得ることを困難に
する。
【０２９９】
　これらの画像化技術すなわちＰＣＡ、ＭＣＲ、ユークリッド距離および形態学的モデル
化は、ラマンのみならず、しかしまた蛍光のような多くの他の分光学的画像化方法にも応
用可能である。各方法はその利点および欠点を有する。いくつかは検査されているサンプ
ルの前知識を全く（ＰＣＡ）若しくはほとんど（ＭＣＲ）必要としない一方、他者は若干
の（ユークリッド距離）若しくは完全な（形態学的モデル化）知識を必要とする。製作さ
れる画質は通常、どれだけ多くの情報が既知であるかと関連する。
【０３００】
　ＰＣＡは使用者からの最小の入力を必要とし、そしてその結果、新たな型のサンプルを
検査するための最良のツールである。ＰＣＡはそれらのスペクトル分散に基づく領域を精
密に示すのに使用される。それらが創製される数学的過程により、主成分はデータ中に存
在するスペクトルの特徴の全部を説明する。しかしながら、主成分それら自身は数学的構
築物であるため、それらは既知の化学物質と相互に関連付けることが困難若しくは不可能
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であり得る。この欠点にもかかわらず、ＰＣＡから得られる情報を使用して、乳房および
動脈組織について開発された形態学的モデルのようなより洗練されたモデルを構築し得る
。
【０３０１】
　ＭＣＲもまた数学的に派生される一方、非負性制約を適用して、発生された基礎スペク
トルがＰＣＡにより生じられたものより多くの同定可能な特徴を有することを確実にし得
る。事実、ＭＣＲを使用して決定されるスペクトルは真の化学物質スペクトルに非常に類
似し得る。ＭＣＲの欠点は、検査されている系が複雑になるほど（とりわけスペクトルの
特徴に大きな重なりが存在する場合）、解析を実施することがより困難になることである
。当業者は、系が十分に単純である場合はＭＣＲが失敗した場合に認識し得かつパラメー
タを相応して調節し得るが、しかし、これはより多くの成分スペクトルがサンプル混合物
に追加される際により困難になる。加えて、より多くの曲線が複雑な系で解像される際に
ノイズがますますより大きな役割を演じる。にもかかわらず、ＭＣＲはサンプルのさらな
る解析を指図するのに使用し得るスペクトルの線形を得るのに極めて有用である。
【０３０２】
　サンプルの成分のいくつか（しかし全部ではない）が既知の場合、ユークリッド距離が
非常に有効である。例えば、検査中の特定の化学物質のスペクトルが既知であるがしかし
バックグラウンド化学物質が未知であるサンプルを有することは珍しいことではない。こ
の場合、ユークリッド距離は、バックグラウンドの知識の欠如により邪魔されずにサンプ
ル内のその特定の化学物質の分布をマッピングし得る。
【０３０３】
　系の詳細な分析のため、とりわけ病理学のスライドガラスに類似の情報内容をもつ画像
を製作するためには、形態学的モデル化が最良の技術である。しかしながら、良好な形態
学的モデルの開発は時間がかかる可能性があり、かつ、他に依存しない多量のデータの取
得を必要とする。モデルが不完全である場合、該画像はより少なく正確な情報を与える。
従って、形態学的モデル化は、徹底的な研究が実施されておりかつモデル開発が実験の一
部である場合に最良に使用される。ラマンスペクトル画像化は生物学的試料中の化学物質
情報を決定するための強力なツールである。困難は、スペクトル情報の全部を十分に利用
して最大の情報内容をもつ画像にそれを簡約することである。好ましい態様は、形態学的
モデル化および画像化のアプローチ方法すなわちＰＣＡ、ＭＣＲおよびユークリッド距離
を包含する。
【０３０４】
　組織若しくは細胞の画像を製作するため画像化の様相とラマン共焦点顕微鏡検査を組合
せる能力が好ましい態様に包含される。本発明の態様は、ラマン画像化を使用してリアル
タイムで細胞以下の過程をモニターするために使用される。
【０３０５】
　図７８Ａ～７８Ｇは、本発明の好ましい一態様の、対応する位相差画像（Ｆ）とともに
ＨＴ２９細胞のラマン画像（Ａ～Ｅ）を具体的に説明する。ラマンスペクトルを、ホスフ
ァチジルコリン（Ａ）、ＤＮＡ（Ｂ）、コレステロールリノレエート（Ｃ）、トリオレイ
ン（Ｄ）および形態学的に派生した細胞質（Ｅ）スペクトルと当てはめて細胞の化学的地
図を製作する。Ｇ：対応するフィット（－）および残差（下、ゼロ線が引かれている）と
一緒に画像Ｅに示された囲み内から取得したスペクトル（・）を示す。各モデル要素のフ
ィットの寄与率を横に列挙する。
【０３０６】
　図７９Ａ～７９Ｇは、本発明の好ましい一態様の、軽度にアテローム硬化性の動脈の位
相差画像（ＡおよびＧ）を具体的に説明し、内部弾性板（ＩＥＬ）およびコラーゲン線維
をＧ中で強調している。コレステロール（Ｂ）、泡沫細胞および壊死中心（Ｃ）、ＩＥＬ
（Ｄ）、平滑筋細胞（Ｅ）、ならびにコラーゲン（Ｆ）のラマン画像もまた示す。ＩＥＬ
の穿孔のような重要な形態学的特徴が観察され得る。
【０３０７】
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　図８０Ａ～８０Ｇは、本発明の好ましい一態様の、形態学的に派生した成分すなわち細
胞質（Ａ）、細胞核（Ｂ）、脂肪（Ｃ）およびコラーゲン（Ｄ）の通常の最小二乗法当て
はめに基づく正常乳管のラマン画像を具体的に説明する。画像ＥおよびＦは単一のバンド
すなわちそれぞれＤＮＡのリン酸（１０９４ｃｍ－１）およびタンパク質に基づくアミド
Ｉ（１６６４ｃｍ－１）ピークの強度をプロットする。ラマン画像（－）中の個々の画素
（細胞性の内容物を含む領域に位置する）のスペクトルへの形態学的に基づくモデル（・
）の当てはめの立証をＧに示す。フィットの残差をスペクトルの下にプロットする（ゼロ
線が引かれている）。
【０３０８】
　図８１Ａ～８１Ｅは、本発明の好ましい一態様の、コラーゲンにより分離されている複
数の乳管単位を含む領域のラマン画像の４種の異なる解析方法の比較を具体的に説明する
。最初の２主成分のフィット係数により製作した画像をＡに示す。Ｂ：これは多変量曲線
解像（ＭＣＲ）により製作した２種の対応する画像を示す。Ｃ：これは形態学的モデルか
らのコラーゲン（左）および細胞核（右）のスペクトルを使用するユークリッド距離に基
づく画像を示す。Ｄ中の画像は、形態学的モデルとの通常の最小二乗法当てはめにより生
じさせたフィット係数を使用して製作し、コラーゲン（左）および細胞核（右）のみを示
すが、しかし完全なモデルを使用した。Ｅ：画像を創製するために使用した基礎ベクトル
を、上から下へ：最初の２主成分、ＭＣＲにより製作した対応するスペクトル、コラーゲ
ンの形態学的に派生したスペクトルおよび細胞核の形態学的に派生したスペクトルを示す
。最後の２スペクトルはユークリッド距離測定および形態学的モデル化双方で使用した。
【０３０９】
　図８２Ａおよび８２Ｂは、本発明の好ましい一態様のＡ：第３列が白線により示される
ラマン画像、ならびに（Ｂ）４種の異なるモデルすなわちＰＣＡ（△）、ＭＣＲ（□）、
ユークリッド距離（○）および形態学的モデル（×）を使用して得た示される列について
の対応するフィット係数の高さを具体的に説明する。
【０３１０】
　本発明の原理を適用し得る広範な態様を鑑み、具体的に説明された態様は例示のみであ
りかつ本発明の範囲を制限すると解釈されるべきでないことが理解されるべきである。例
えば、流れ図の段階は記述されたもの以外の順序で起きてよく、また、より多い若しくは
より少ない要素をブロック図で使用してよい。好ましい態様の多様な要素はソフトウェア
に実装されているとして記述した一方、ハードウェア若しくはファームウェアの実装の他
の態様をあるいは使用してもよく、そして逆もまた真である。
【０３１１】
　汚染を測定および制御するための系および方法に関与する方法が、コンピュータで使用
可能な媒体を包含するコンピュータプログラム製品で例示されうることが当業者に明らか
であろう。例えば、こうしたコンピュータで使用可能な媒体は、その上に保存されたコン
ピュータで読み出し可能なプログラムコードセグメントを有するハードドライブ装置、Ｃ
Ｄ－ＲＯＭ、ＤＶＤ－ＲＯＭ若しくはコンピュータディスケットのような読み出し可能な
記憶装置を包含し得る。コンピュータで読み出し可能な媒体は、ディジタル若しくはアナ
ログ信号としてその上に運搬されるプログラムコードセグメントを有する光、有線若しく
は無線のいずれかのバス若しくは通信リンクのような通信若しくは伝送媒体もまた包含し
得る。
【０３１２】
　生物学的組織の分光法のための系および方法についての作動環境は、最低１個の高速処
理装置および記憶システムをもつ処理システムを包含する。コンピュータプログラミング
の当業者の実務により、本発明は、別の方法で示されない限り、処理システムにより実行
される操作若しくは命令の行動（ａｃｔ）および記号表示を参照して記述される。こうし
た行動および操作若しくは命令はときに「コンピュータ実行」若しくは「処理装置実行」
されると称される。
【０３１３】
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　行動および記号で表示される操作若しくは命令は処理装置による電気的信号の操作を包
含することが認識されるであろう。データビットをもつ電気的システムは、電気的信号表
示の生じる変換若しくは低下、およびそれにより処理装置の作動を再設定若しくは別の方
法で変えるための記憶装置中のメモリ位置のデータビットの管理、ならびに信号のその他
の処理を生じさせる。データビットが管理されているメモリ位置は、該データビットに対
応する特定の電気的、磁気的、光学的若しくは有機的特性を有する物理的位置である。
【０３１４】
　本発明の好ましい態様は、ラマンスペクトルを収集するための側方観察プローブおよび
あるいは前方観察プローブを包含する。好ましい態様は、組織からのラマン分布を特徴付
けることにより系のスループットを完全に利用するための光学的設計を実装する。該態様
は収集効率を至適化し、ノイズを最小にし、そして１秒で高品質データの収集が可能な小
直径の高度に効率的なラマンプローブをもたらした。該態様の性能は、組織モデルおよび
数種のｉｎ　ｖｉｔｒｏ組織型を用いるシミュレーションおよび実験で試験されて、これ
らの態様が臨床上実現可能な技術としてラマン分光法を進歩させ得ることを示した。本発
明の好ましい態様は、乳房中の多様な病変に存在する微細石灰化の化学的組成若しくは構
造の差異を強調するためにラマンスペクトルを使用する。該態様からの結果は、乳房疾患
の発症および進行に付随する化学的変化の理解を進め、かつ、ラマン分光法を使用する乳
房疾患の診断に重要なパラメータを提供する。
【０３１５】
　ラマンプローブを包含する好ましい態様は、良性および悪性病変で見出される微細石灰
化を区別するラマン分光法の診断的潜在能力を示した。加えて、主成分分析（ＰＣＡ）を
使用して、良性および悪性の乳房病変に存在するＩＩ型の微細石灰化の化学的組成のわず
かな差異を発見した。該結果に基づき、われわれは、乳房の良性病変に存在するＩＩ型の
微細石灰化が、悪性病変で形成されるものより低いタンパク質およびより高い炭酸カルシ
ウムの双方の化学物質含量を有すると仮定する。
【０３１６】
　データビットは、磁気ディスク、光ディスク、有機ディスク、および処理装置により読
み出し可能ないずれかの他の揮発性若しくは不揮発性の大容量記憶システムを包含するコ
ンピュータで読み出し可能な媒体に管理してもまたよい。コンピュータで読み出し可能な
媒体は、処理システムで独占的に終了するかまたは処理システムに対しローカル若しくは
リモートでありうる相互接続した処理システム間で分配される、共同若しくは相互接続コ
ンピュータで読み出し可能な媒体を包含する。
【０３１７】
　請求の範囲はそれを遂げることが述べられない限り、記述された順序若しくは要素に制
限されるとして読まれるべきでない。従って、以下の請求の範囲およびそれに対する同等
物の範囲および技術思想内にある全部の態様が本発明として特許請求される。
【図面の簡単な説明】
【０３１８】
【図１Ａ】本発明の好ましい一態様のラマン散乱光の放射状分布についての血液組織の混
濁サンプルのラマン発射データの論理、シミュレーションおよび結果の比較を図で具体的
に説明する。
【図１Ｂ】本発明の好ましい一態様のラマン散乱光の角度分布についての血液組織の混濁
サンプルのラマン発射データのシミュレーション、論理および結果の比較を図で具体的に
説明する。
【図２Ａ－２Ｃ】本発明の好ましい一態様のそれぞれ正常冠動脈、非石灰化斑および石灰
化斑についての冠動脈の形態学的参照データの図解である。
【図３】本発明の好ましい一態様の冠動脈のラマン形態計測法の図解である。
【図４Ａ】本発明の好ましい一態様の組織測定用プローブを包含する装置の長軸方向図で
ある。
【図４Ｂ】本発明の好ましい一態様の図４Ａに具体的に説明されるプローブの横断面図で
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ある。
【図４Ｃ－４Ｄ】本発明の系の放物面状鏡を伴う組織測定用プローブの代替の一態様のそ
れぞれ長軸方向図および横断面図である。
【図５】本発明の好ましい一態様のラマンシフトに関してのフィルターを組み込む励起お
よび収集ファイバーの透過の特徴を図で具体的に説明する。
【図６】本発明の好ましい一態様の１００ｍＷの励起力で１秒で収集された非石灰化アテ
ローム硬化性斑のラマンスペクトルを図で具体的に説明する。
【図７】本発明のｉｎ　ｖｉｔｒｏ系の好ましい態様の正常動脈のラマンスペクトルを図
で具体的に説明する。
【図８】本発明の好ましい一態様の組織測定用の系を具体的に説明する図解である。
【図９】本発明の好ましい一態様の組織を通って拡散する励起光を具体的に説明する。
【図１０Ａ－１０Ｃ】本発明の好ましい一態様の血液組織についてのそれぞれ積分済放射
状分布、積分済角度分布、および至適化した収集効率の図解である。
【図１１】本発明の好ましい一態様の励起スポットサイズの図解である。
【図１２】本発明の好ましい一態様の組織中の励起光の分布の光線図の具体的説明である
。
【図１３】本発明の好ましい一態様のプローブの収集効率の光線図の具体的説明である。
【図１４】本発明の好ましい一態様のプローブの収集効率を図で具体的に説明する。
【図１５】本発明の好ましい一態様のプローブを示す冠動脈の一部分を具体的に説明する
部分断面図である。
【図１６】本発明の好ましい一態様のレーザー出力の関数としてのボールレンズからのシ
グナルを具体的に説明する。
【図１７】本発明の好ましい一態様のプローブおよび正常大動脈の実験系を使用して収集
されたところのデータの比較を図で具体的に説明する。
【図１８】本発明の好ましい一態様のプローブを用いて検査した正常乳房組織のラマンス
ペクトルを図で具体的に説明する。
【図１９】本発明の好ましい一態様のプローブを使用して収集されたところのおよび本発
明の参照データにより予測されるところの悪性乳癌のラマンスペクトルの比較を図で具体
的に説明する。
【図２０】本発明の好ましい一態様のプローブを用いて収集された石灰化大動脈データと
の形態学的参照データの比較を図で具体的に説明する。
【図２１Ａ－Ｃ】本発明の系の組織測定用の側方観察プローブの代替の好ましい態様の長
軸方向図を具体的に説明する。
【図２１Ｄ】本発明の好ましい一態様の組織の一部分上で画像化される光を送達する側方
観察プローブおよび組織から収集されるラマン光の好ましい一態様の図を具体的に説明す
る。
【図２２】本発明の好ましい一態様の複合ラマン肉眼分光法および共焦点顕微鏡系の図解
である。
【図２３】本発明の好ましい一態様の８種の選択された冠動脈の形態学的構造のラマンス
ペクトルを図で具体的に説明する。
【図２４Ａ－２４Ｃ】本発明の好ましい一態様の較正データ組および診断アルゴリズム分
類への７種の形態学的構造のフィットの寄与率の結果を図で具体的に説明し、ここで図２
４Ａは非アテローム硬化性組織を具体的に説明し、図２４Ｂは非石灰化アテローム硬化性
斑を具体的に説明し、そして図２４Ｃは石灰化アテローム硬化性斑を具体的に説明する。
【図２５】本発明の好ましい一態様の３診断範疇に関する較正データ組におけるβ－カロ
チンのスペクトルの寄与を具体的に説明し、ここでカロチノイドレベルは自由裁量単位で
表される。
【図２６Ａ－２６Ｂ】本発明の好ましい一態様のそれぞれ初期較正データ組およびプロス
ペクティブ検証データ組の結果を用いて開発したアルゴリズムの結果を図で具体的に説明
する。
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【図２７】本発明の好ましい一態様の共焦点ラマン顕微分光計を包含する系の図解である
。
【図２８Ａ－２８Ｂ】本発明の好ましい一態様のそれぞれ位相差下で見られる６μｍの未
染色冠動脈切片中の内部弾性板の顕微鏡写真および該内部弾性板のラマンスペクトルであ
る。
【図２９Ａ－２９Ｂ】本発明の好ましい一態様のそれぞれ位相差下で見られる６μｍの未
染色冠動脈切片中のコラーゲン線維を伴う外膜の顕微鏡写真および該線維のラマンスペク
トルである。
【図３０】本発明の好ましい一態様の中膜中の４種の異なる平滑筋細胞のラマンスペクト
ルを図で具体的に説明する。
【図３１】本発明の好ましい一態様の外膜中の４種の脂肪細胞（ｆａｔ　ｃｅｌｌ）（脂
肪細胞（ａｄｉｐｏｃｙｔｅ））のラマンスペクトルを図で具体的に説明する。
【図３２Ａ－３２Ｂ】本発明の好ましい一態様のそれぞれ位相差下でみられる６μｍの未
染色冠動脈切片中の内膜アテローム硬化性斑中の泡沫細胞の顕微鏡写真ならびに泡沫細胞
および壊死中心のラマンスペクトルである。
【図３３】本発明の好ましい一態様の内膜のアテローム硬化性斑中のコレステロール結晶
のラマンスペクトルを図で具体的に説明する。
【図３４Ａ－３４Ｂ】本発明の好ましい一態様の位相差下でみられる６μｍの未染色冠動
脈切片中の内膜アテローム硬化性斑の壊死中心中の石灰化の顕微鏡写真および対応するラ
マンスペクトルである。
【図３５】本発明の好ましい一態様の形態学的スペクトルへの直線的当てはめに使用した
１２種の生化学物質のラマン基礎スペクトルを図で具体的に説明する。
【図３６Ａ－３６Ｈ】本発明の好ましい一態様の冠動脈中の多様な形態学的構造のスペク
トルの観察データと参照データとの間のグラフ比較を提供する。
【図３７Ａ－３７Ｈ】本発明の好ましい一態様の各形態学的構造の生化学的組成を図で具
体的に説明する。
【図３８Ａ】本発明の好ましい一態様のラマン散乱光の放射状分布についての動脈組織の
混濁サンプルのラマン発射データの結果を図で具体的に説明する。
【図３８Ｂ】本発明の好ましい一態様のラマン散乱光の角度分布についての動脈組織の混
濁サンプルのラマン発射データの結果を図で具体的に説明する。
【図３８Ｃ－３８Ｅ】本発明の好ましい一態様の動脈組織のそれぞれ積分済放射状分布、
積分済角度分布および至適化した収集効率の図解である。
【図３９Ａ－３９Ｃ】本発明の好ましい一態様の、正常大動脈から発射されるラマン光の
空間的分布を特徴付け、ここで、図３９Ｂは、測定した（○）個別の放射状分布Ｂ１（ｒ
）および励起ビームからの距離の関数としてのデータへの多ガウス分布のフィット（線）
を示し、放射状の収集効率（η１（ｒ）、○）を、ガウス分布プロファイルを確認する最
小二乗法フィット（線）と一緒に図３９Ｃにプロットする。
【図４０Ａ－４０Ｂ】図４０Ｂに具体的に説明される積分済角度分布（η２（θ）、（○
）、およびランバーティアン光源についての理論的ｓｉｎ２（θ）分布（線）を特徴付け
、ここで、理論および実験は本発明の好ましい一態様により測定された角度範囲について
良好に一致する。
【図４１】本発明の好ましい一態様のラマンプローブの効率を具体的に説明し、ここで半
径の関数としての角度（破線）および放射状（細線）の収集効率を示し、また、これらの
曲線の積は総収集効率ηＴ（ｒ）（太線）である。
【図４２】本発明の好ましい一態様のラマンプローブの励起スポットサイズのシミュレー
ション結果を具体的に説明し、ここで、わずかな集中が散乱を伴わずにボールレンズから
１ｍｍで発生する（○および実線）がしかしプローブが散乱媒体と接触している場合に即
座の発散が起こる（□および破線）。
【図４３】本発明の好ましい一態様のラマンプローブの実験的試験に使用したラマン分光
法装置の図解を具体的に説明する。
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【図４４】本発明の好ましい一態様のフィルターモジュールの効率を示す単リングプロー
ブで収集したＢａＳＯ４のラマンスペクトルを具体的に説明し、ここでこのスペクトル中
にファイバーバックグラウンドの最小限の証拠が存在する。
【図４５】本発明の好ましい一態様のシグナル収集を輸送長さの関数として示す組織ファ
ントム検査の結果を具体的に説明し、ここで、目的の過塩素酸シグナルの強度（○および
実線）を、増大した散乱を伴うシグナル収集の効果を示すために描かれる一定吸収のファ
イバーバックグラウンド（破線を伴う□）の線と一緒にプロットする。
【図４６Ａ－４６Ｂ】本発明の好ましい一態様のラマンプローブとの伝統的な開放光学的
ラマン系の比較を具体的に説明し、ここで、残りのファイバーバックグラウンドと一緒に
ラマンプローブからのわずかに増大した収集を示す生データを図４６Ａに示し、ファイバ
ーバックグラウンドおよび組織蛍光の除去は、７５０ｃｍ－１のピークを除き、プローブ
先端の構成部品からの１６００ｃｍ－１の直ぐ下の同一のスペクトル図４６Ｂをもたらす
。
【図４７Ａ－４７Ｂ】それぞれ正常乳房組織および悪性乳癌のラマンスペクトルを具体的
に説明し、ここでデータは対応するモデルフィット（線）とともに点として示され、また
、残差は同一スケール上で下にプロットされる。
【図４８Ａ－４８Ｂ】本発明の好ましい一態様の３ｍｍ未満の総直径を有する臨床的プロ
ーブを具体的に説明する。
【図４９Ａ－４９Ｂ】本発明の好ましい一態様の正常動脈、内膜線維増殖の臨床データを
具体的に説明し、ここで図４９Ａは取得したラマンスペクトルでありかつ図４９Ｂは対応
する組織学を具体的に説明する。
【図５０Ａ－５０Ｃ】本発明の好ましい一態様の粥腫斑の臨床データを具体的に説明し、
ここで図５０Ａはラマンスペクトルを、また、図５０Ｂおよび５０Ｃは対応する組織学を
具体的に説明する。
【図５１Ａ－５１Ｂ】本発明の好ましい一態様の石灰化斑について取得した臨床データを
具体的に説明し、ここで図５１Ａはラマンスペクトルを、また、図５１Ｂは対応する組織
学を具体的に説明する。
【図５２Ａ－５２Ｃ】本発明の好ましい一態様の破裂した斑について取得した臨床データ
を具体的に説明し、ここで図５２Ａはラマンスペクトルを、また、図５２Ｂおよび５２Ｃ
は対応する組織学を具体的に説明する。
【図５３Ａ－５３Ｃ】本発明の好ましい一態様の血栓を伴う石灰化斑について取得した臨
床データを具体的に説明し、ここで図５３Ａはラマンスペクトルを、また、図５３Ｂおよ
び５３Ｃは対応する組織学を具体的に説明する。
【図５４】本発明の好ましい一態様の側方観察プローブの図を具体的に説明する。
【図５５Ａ－５５Ｃ】本発明の好ましい一態様のシグナル収集に対する血液の影響を具体
的に説明し、ここで該図はそれぞれ血液を伴わない動脈、血液を伴う動脈および血液単独
のスペクトルを具体的に説明する。
【図５６】本発明の好ましい一態様のラマンプローブを有する内視鏡系の図解を具体的に
説明する。
【図５７】本発明の好ましい一態様のｉｎ　ｖｉｖｏラマンスペクトル診断のためのデー
タの取得方法を具体的に説明する流れ図である。
【図５８】本発明の好ましい一態様のリアルタイム解析ラマン系で使用されるデータの処
理を具体的に説明する流れ図である。
【図５９Ａ－５９Ｄ】本発明の好ましい一態様の対応する連続染色切片（Ｄ）を伴う正常
乳管［（Ａ）－（Ｃ）］のラマン画像を具体的に説明する。各画像は検討されている領域
への特定の形態学的要素の寄与を表す。（Ａ）コラーゲン；（Ｂ）細胞質；（Ｃ）細胞核
。
【図６０】本発明の好ましい一態様の乳房の形態学的モデルで使用される基礎スペクトル
を具体的に説明する。（Ａ）細胞質；（Ｂ）細胞核；（Ｃ）脂肪；（Ｄ）β－カロチン；
（Ｅ）コラーゲン；（Ｆ）ハイドロキシアパタイトカルシウム；（Ｇ）シュウ酸カルシウ
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ム；（Ｈ）コレステロール様；（Ｉ）水。
【図６１】本発明の好ましい一態様の正常若しくは疾患に罹ったヒト乳房組織で観察され
た４種の型の細胞のラマンスペクトルを具体的に説明する。（Ａ）線維芽細胞（正常間質
）；（Ｂ）上皮細胞（線維嚢胞性疾患）；（Ｃ）上皮細胞（正常乳管）；（Ｄ）悪性細胞
。
【図６２】本発明の好ましい一態様の細胞中で観察された商業的に入手可能な［（Ａ）、
（Ｃ）］および形態学的に派生した［（Ｂ）、（Ｄ）］ラマンスペクトルの比較を具体的
に説明する。（Ａ）ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ）；（Ｄ）細胞核（乳房組織）；（Ｃ）アクチン
（Ｓｉｇｍａ）；（Ｄ）細胞質（乳房組織）。
【図６３】本発明の好ましい一態様の（Ａ）精製コラーゲンおよび（Ｂ）形態学的に派生
したコラーゲンの比較を具体的に説明する。
【図６４】本発明の好ましい一態様の（Ａ）精製トリオレインおよび（Ｂ）形態学的に派
生した脂肪の比較を具体的に説明する。
【図６５】本発明の好ましい一態様の細胞質、細胞核、脂肪、コレステロールリノレエエ
ートおよびコレステロールと当てはめた壊死中心（「コレステロール様」）のスペクトル
を具体的に説明する。
【図６６】本発明の好ましい一態様の乳房沈着物のスペクトルを具体的に説明する。（Ａ
）シュウ酸カルシウム脱水物；（Ｂ）ハイドロキシアパタイトカルシウム；（Ｃ）β－カ
ロチン。
【図６７】本発明の好ましい一態様の５例の患者の細胞外マトリックスから収集したラマ
ンスペクトルを具体的に説明する。
【図６８Ａ－Ｃ】本発明の好ましい一態様の巨視的乳房組織サンプルへのモデルのフィッ
ト、すなわちモデル（――）、線維症および腺疾患との正常（●）のフィットの質を具体
的に説明する。各スペクトルの下にフィットの残差をプロットする（ゼロ線が引かれてい
る）。横に示したパーセントは、１への総和に正規化した基礎スペクトルのフィット係数
を表す（水のフィット係数は総和に包含されない）。
【図６９Ａ－Ｃ】本発明の好ましい一態様の巨視的乳房組織サンプルへのモデルのフィッ
ト、すなわちモデル（――）、線維腺腫および浸潤型乳管癌との線維症＋嚢腫（●）のフ
ィットの質をさらに示す（残差は下にプロットされている）。
【図７０】本発明の好ましい一態様の共焦点ラマン顕微鏡検査機器系の図解である。
【図７１Ａ－Ｃ】本発明の好ましい一態様の同一サンプルの切片から取ったａ、試料のＸ
線写真およびｂ、位相差画像を具体的に説明する。ｃ、線維嚢胞性疾患の病巣中の乳管嚢
胞の管腔中の分泌に関連して生じるＩ型の石灰化のラマンスペクトル。ラマンスペクトル
を取得した領域を囲みにより強調する。
【図７２Ａ－７２Ｃ】本発明の好ましい一態様の同一サンプルの切片から取ったａ、試料
のＸ線写真およびｂ、位相差画像を具体的に説明する。ｃ．悪性乳房病変中のＩＩ型の石
灰化のラマンスペクトル。ラマンスペクトルを取得した領域を囲みにより強調する。
【図７３】本発明の好ましい一態様の３種のＰＣ（▲、良性；○、悪性）のスコアに基づ
くＩＩ型の微細石灰化の診断アルゴリズムの結果を具体的に説明する。
【図７４】本発明の好ましい一態様の良性および悪性乳房病変中に存在する微細石灰化を
分離するラマン分光法の能力を具体的に説明するＲＯＣ曲線を具体的に説明する。破線に
より表される２種の識別不可能な集団のシミュレーションしたＲＯＣ曲線を比較のため包
含する。
【図７５Ａ－７５Ｂ】本発明の好ましい一態様のａ、ＰＣスペクトル５。ｂ、９６０ｃｍ
－１のピーク（矢印）のブロードニングを具体的に説明するために全部のＩＩ型の微細石
灰化からのスペクトルの平均（点線）と重ねたＰＣスペクトル５（実線）を具体的に説明
する。
【図７６】本発明の好ましい一態様の９６０ｃｍ－１（矢印）周辺の大きな第二の誘導体
様の特徴を表すＰＣスペクトル２を具体的に説明する。
【図７７】本発明の好ましい一態様の１４４５ｃｍ－１のピーク、１６５０ｃｍ－１のア
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ミドＩの振動、および１００４ｃｍ－１（矢印）のフェニルアラニンの特徴のような正に
向けられたタンパク質の特徴を表すＰＣスペクトル３を具体的に説明する。
【図７８Ａ－７８Ｇ】本発明の好ましい一態様の対応する位相差画像（Ｆ）を伴うＨＴ２
９細胞のラマン画像（Ａ－Ｅ）を具体的に説明する。ラマンスペクトルをホスファチジル
コリン（Ａ）、ＤＮＡ（Ｂ）、コレステロールリノレエート（Ｃ）、トリオレイン（Ｄ）
および形態学的に派生した細胞質（Ｅ）スペクトルと当てはめて細胞の化学的地図を製作
する。Ｇは対応するフィット（－）および残差（下、ゼロ線が引かれている）と一緒に画
像Ｅに示された囲み内から取得したスペクトル（●）を示す。各モデル要素のフィットの
寄与率を横に列挙する。
【図７９Ａ－７９Ｇ】本発明の好ましい一態様の軽度にアテローム硬化性の動脈の位相差
画像（ＡおよびＢ）を具体的に説明し、内部弾性板（ＩＥＬ）およびコラーゲン線維をＢ
中で強調する。コラーゲン（Ｃ）、コレステロール（Ｄ）、内部弾性板（Ｅ）、泡沫細胞
および壊死中心（Ｆ）ならびに平滑筋細胞（Ｇ）のラマン画像もまた示す。内部弾性板の
穿孔のような重要な形態学的特徴が観察され得る。
【図８０Ａ－８０Ｇ】本発明の好ましい一態様の形態学的に派生した成分すなわち細胞質
（Ａ）、細胞核（Ｂ）、脂肪（Ｃ）およびコラーゲン（Ｄ）の通常の最小二乗法当てはめ
に基づく正常乳管のラマン画像を具体的に説明する。画像ＥおよびＦは単一バンドすなわ
ちそれぞれＤＮＡのリン酸（１０９４ｃｍ－１）およびタンパク質に基づくアミドＩ（１
６６４ｃｍ－１）のピークの強度をプロットする。ラマン画像（－）中の個々の画素（細
胞性の内容物を含む領域に位置する）のスペクトルへの形態学的に基づくモデル（・）の
当てはめの立証をＧに示す。フィットの残差をスペクトルがプロットされる下にプロット
する（ゼロ線が引かれている）。
【図８１Ａ－８１Ｅ】本発明の好ましい一態様のコラーゲンにより分離される複数の乳管
単位を含む領域のラマン画像の４種の異なる解析方法の比較を具体的に説明する。最初の
２主成分のフィット係数により製作した画像をＡに示す。Ｂは多変量曲線解像（ＭＣＲ）
により製作した２種の対応する画像を示す。Ｃは形態学的モデルからのコラーゲン（左）
および細胞核（右）のスペクトルを使用するユークリッド距離に基づく画像を示す。Ｄ中
の画像は形態学的モデルとの通常の最小二乗法当てはめにより生じさせたフィット係数を
使用して製作し、コラーゲン（左）および細胞核（右）のみを示すがしかし完全なモデル
を使用した。Ｅは画像を創製するために使用した基礎ベクトルを上から下へ：最初の２主
成分、多変量曲線解像により製作した対応するスペクトル、コラーゲンの形態学的に派生
したスペクトルおよび細胞核の形態学的に派生したスペクトルを示す。最後の２スペクト
ルはユークリッド距離測定および形態学的モデル化双方で使用した。
【図８２Ａ－８２Ｂ】本発明の好ましい一態様の（Ａ）第３列が白線により示されるラマ
ン画像（図８１Ｄ、左に同一）、ならびに（Ｂ）４種の異なるモデルすなわちＰＣＡ（△
）、ＭＣＲ（□）、ユークリッド距離（○）および形態学的モデル（×）を使用して得た
示された列の対応するフィット係数の高さを具体的に説明する。
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