
(57)【要約】

【課題】血液にじみ分析等における、低い濃度及び高い

濃度の細胞検知及び弁別を行う。

【解決手段】細胞を含むサンプルを準備する方法であっ

て、細胞を含む第１の材料をスライドの上に配置し、第

１のタイプの抗体を追加し、第２のタイプの抗体を追加

し、第１のマーカーを、第１のタイプの抗体及び第２の

タイプの抗体の１つと関連付け、第２のマーカーを、第

１のタイプの抗体及び第２のタイプの抗体の１つと対応

付けるステップを含み、準備されたサンプルが真のポジ

ティブ画像事象から殆どの偽ポジティブを弁別し除去す

るためのフィルタリングを可能とするために十分なスペ

クトラム解像度を有する信号を放射するように構成され

、更に、興味の対象である細胞であるかを決定するため

の、より高い解像度の検知方法によって確認される方法

。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 興 味 の 対 象 で あ る 潜 在 的 な 細 胞 （ potential cells of interest） を 含 む 画 像 事 象 （ ima
ging events） を 検 知 す る こ と が 意 図 さ れ る 、 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 走 査 シ ス テ ム で 使 用 す る
た め に 、 興 味 の 対 象 で あ る 潜 在 的 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 準 備 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 興 味 の 対 象 で あ る 潜 在 的 な 細 胞 を 含 む 第 １ の 材 料 を 、 ス ラ イ ド の 上 に 配 置 し 、
　 前 記 興 味 の 対 象 で あ る 潜 在 的 な 細 胞 を タ ー ゲ ッ ト 化 す る （ target） よ う に 構 成 さ れ た 、
少 な く と も 第 １ の タ イ プ の 抗 体 を 追 加 し 、
　 前 記 第 １ の タ イ プ の 抗 体 を タ ー ゲ ッ ト 化 す る よ う に 構 成 さ れ た 第 ２ の タ イ プ の 抗 体 を 追
加 し 、
　 少 な く と も 第 １ の マ ー カ ー 又 は タ グ を 、 前 記 第 １ の タ イ プ の 抗 体 及 び 前 記 第 ２ の タ イ プ
の 抗 体 の 少 な く と も １ つ と 関 連 付 け （ associating） 、 そ し て 、
　 第 ２ の マ ー カ ー 又 は タ グ を 、 前 記 第 １ の タ イ プ の 抗 体 及 び 前 記 第 ２ の タ イ プ の 抗 体 の 少
な く と も １ つ と 対 応 付 け る 、
ス テ ッ プ を 含 み 、
　 前 記 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 走 査 シ ス テ ム に よ っ て 動 作 さ れ た と き に 、 前 記 準 備 さ れ た サ ン プ
ル が 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ 画 像 事 象 か ら 、 殆 ど の 偽 ポ ジ テ ィ ブ を 弁 別 し 、 除 去 す る た め の フ ィ
ル タ リ ン グ を 可 能 と す る た め に 十 分 な ス ペ ク ト ラ ム 解 像 度 を 有 す る 信 号 を 放 射 す る よ う に
構 成 さ れ 、 フ ィ ル タ リ ン グ さ れ た 画 像 化 事 象 が 、 次 に 、 そ れ ら が 真 に 、 興 味 の 対 象 で あ る
細 胞 で あ る か を 決 定 す る た め の 、 よ り 高 い 解 像 度 の 検 知 方 法 に よ っ て 確 認 さ れ る （ confir
med） 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 １ の マ ー カ ー 又 は タ グ の 量 、 及 び 前 記 第 ２ の マ ー カ ー の 量 が 、 等 し く な い 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 １ の マ ー カ ー 又 は タ グ が 、 前 記 第 １ の タ イ プ の 抗 体 と 関 連 付 け ら れ 、 前 記 第 ２ の
タ イ プ の マ ー カ ー 又 は タ グ が 、 前 記 第 ２ の タ イ プ の 抗 体 と 関 連 付 け ら れ て い る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 興 味 の 対 象 で あ る 潜 在 的 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 走 査 す る た め の 、 レ ー ザ 走 査 シ ス テ ム
で あ っ て 、
　 ス ラ イ ド で あ っ て 、 当 該 ス ラ イ ド 上 に サ ン プ ル が 配 置 さ れ る ス ラ イ ド を サ ポ ー ト す る イ
メ ー ジ ャ ・ ス テ ー ジ 、
　 励 起 光 波 長 に お い て 励 起 光 を 放 射 す る 光 源 、 及 び 、 放 射 さ れ た 蛍 光 を 、 前 記 サ ン プ ル に
衝 突 す る コ リ メ ー ト さ れ た 励 起 光 に 変 換 す る 光 学 系 で あ っ て 、 前 記 励 起 光 と 前 記 サ ン プ ル
の 間 の 相 互 作 用 が 、 当 該 励 起 光 の 波 長 と は 異 な っ た 波 長 に お い て ル ミ ネ セ ン ス 光 を 生 成 す
る も の で あ り 、
　 前 記 ル ミ ネ セ ン ス 光 の 少 な く と も 一 部 を 収 集 す る よ う に さ れ た 入 力 開 口 、 及 び 、
　 前 記 入 力 開 口 と 光 学 的 に 連 絡 し 、 前 記 入 力 開 口 に よ っ て 収 集 さ れ た 前 記 ル ミ ネ セ ン ス 光
を 放 射 す る 出 力 開 口 、
を 備 え 、
　 獲 得 さ れ た 画 像 化 事 象 に 対 し て 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ と 真 の ポ ジ テ ィ ブ の 間 を 弁 別 す る た め
に 十 分 な ス ペ ク ト ル 的 な 解 像 度 を 有 す る 信 号 を 放 射 す る た め に 前 記 サ ン プ ル が 準 備 さ れ 、
当 該 真 の ポ ジ テ ィ ブ が 、 興 味 の 対 象 で あ る 細 胞 の 検 知 を 確 認 す る も の で あ る 、
レ ー ザ 走 査 シ ス テ ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 検 知 シ ス テ ム に 関 連 す る 。 そ し て 、 血 液 に じ み （ blood sm
ears） 、 生 物 学 的 分 析 （ assays） 等 に お け る 、 低 い 濃 度 及 び 高 い 濃 度 の 細 胞 検 知 及 び 弁 別
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に 関 連 し て 特 別 の 応 用 分 野 を 持 つ 。 そ し て 、 そ の よ う な 特 別 の 応 用 分 野 へ の 特 別 の 参 照 と
と も に 説 明 さ れ る 。 し か し 、 本 コ ン セ プ ト は 、 種 々 の 実 質 的 に 平 面 の 表 面 及 び サ ン プ ル の
上 の 、 他 の タ イ プ の 、 低 い 、 又 は 高 い 濃 度 の 特 徴 （ features） の 検 知 及 び 弁 別 に も 応 用 が
見 出 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 検 知 シ ス テ ム は 、 印 刷 、 生 物 ／ 生 命 及 び 医 学 科 学 を 含 む 多 く の 産 業 で
広 く 用 い ら れ て い る 。 そ し て 、 他 の 検 知 シ ス テ ム の 中 で も 、 バ イ オ チ ッ プ ・ リ ー ダ 、 及 び
、 レ ー ザ 走 査 細 胞 メ ー タ （ cytometers） に お い て 具 体 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ の よ う な 装 置 の １ つ の カ テ ゴ リ ー に お い て 高 い 解 像 度 を 実 現 す る た め に 、 レ ー ザ 光 が
、 顕 微 鏡 の た め の レ ン ズ に 類 似 す る レ ン ズ （ objectives） を 通 じ て 案 内 さ れ る 。 こ れ ら の
レ ン ズ は 、 マ ル チ プ ル の レ ン ズ 要 素 を 利 用 し て 、 高 拡 大 、 及 び 、 し ば し ば 、 近 ミ ク ロ ン 、
又 は 、 サ ブ ・ ミ ク ロ ン の 解 像 度 を 実 現 す る 。 励 起 光 と 放 射 光 の 双 方 は 、 こ れ ら の レ ン ズ を
通 じ て 案 内 さ れ る の で 、 レ ン ズ の 重 い 荷 重 、 及 び 、 そ れ ら の 小 さ な 開 口 （ aperture） が 、
速 度 で あ っ て 、 当 該 速 度 に お い て レ ー ザ 光 が 移 動 さ れ 得 る 速 度 を 制 限 し 、 そ れ に よ っ て 、
サ ン プ ル の 走 査 の 速 度 を 制 限 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 出 願 2004/0071330号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 出 願 2004/0071332号
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 興 味 の 対 象 で あ る 、 潜 在 的 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 準 備 し 、 新 規 の 励 起 及 び 放 射 の 収 集
（ collection） の た め に レ ー ザ ・ ベ ー ス の シ ス テ ム の レ ー ザ を 使 用 す る た め の 方 法 、 及 び
、 直 接 及 び 比 率 ベ ー ス の 測 定 の た め の 、 得 ら れ た デ ー タ の 使 用 を 含 む デ ー タ の 利 用 が 提 供
さ れ る 。 １ か ら ２ ０ μ ｍ 又 は そ れ よ り 大 き い 直 径 の 範 囲 を 有 し 、 従 来 的 な よ り 方 又 は 新 規
な や り 方 で 蛍 光 を 励 起 す る レ ー ザ ・ ス ポ ッ ト を 採 用 す る 画 像 化 シ ス テ ム に お い て 、 準 備 さ
れ た サ ン プ ル は 、 獲 得 さ れ た 画 像 化 事 象 の 中 の 正 し い ポ ジ テ ィ ブ か ら 殆 ど の 誤 り ポ ジ テ ィ
ブ （ positives） を 弁 別 し 、 除 去 す る た め の フ ィ ル タ リ ン グ を 可 能 と す る た め に 十 分 な ス
ペ ク ト ラ ム 特 性 を 持 つ 信 号 を 放 射 （ emit） す る よ う に 構 成 さ れ る 。 こ れ ら の フ ィ ル タ リ ン
グ さ れ た 事 象 （ events） は 、 そ の 後 、 画 像 さ れ 、 短 い 時 間 内 に お い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 の よ う
な 、 他 の 、 よ り 高 い 解 像 度 の 装 置 で 確 認 （ confirmed） さ れ 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 図 １ を 参 照 し て 、 フ ァ イ バ ・ ア レ イ 走 査 技 術 （ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ ） を 採 用 す る イ メ ー ジ ャ 10の １
つ の 実 施 例 が 示 さ れ る 。 イ メ ー ジ ャ 10は 、 ス ラ イ ド 16の 表 面 の 少 な く と も 一 部 の 上 に 配 置
さ れ た 生 物 学 的 滲 み （ smear） 14を 持 つ サ ン プ ル 12を 検 査 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 研 究 の 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る よ う に 、 サ ン プ ル 12は 、 対 象 か ら 血 液 又 は 血 液 の 一
部 分 の よ う な 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ な い 、 生 物 学 的 液 体 の サ ン プ ル を 引 出 す （ drawing
） こ と に よ っ て 準 備 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 例 に お い て 、 サ ン プ ル は 、 ス ラ イ ド に 付 着 し た
細 胞 （ cell） の 単 層 で あ る 。 特 に 、 赤 い 細 胞 が 除 去 さ れ た 血 液 細 胞 が 、 考 え ら れ る 。 液 体
サ ン プ ル は 、 異 な っ た 種 類 の 生 物 学 的 分 子 に 選 択 的 に 結 合 （ bonds） す る 、 蛍 光 を 染 め る
た め に 結 合 さ れ た （ conjugated） 生 物 学 的 マ ー カ ー の よ う な 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ な い
蛍 光 材 料 で 処 理 さ れ る 。 蛍 光 材 料 は 、 た ん ぱ く 質 、 核 酸 （ nucleic acid） 、 又 は 、 他 の 分
子 の よ う な 細 胞 の 表 面 上 に 、 又 は 、 そ の 中 に 存 在 し 得 る 。 選 択 さ れ た 癌 細 胞 タ イ プ 、 胎 児
（ fetal） 細 胞 、 又 は 、 考 慮 さ れ る べ き 他 の 適 切 な 細 胞 を 含 む 、 医 学 的 関 心 の 対 象 で あ る
、 い く つ か の 異 な っ た 細 胞 タ イ プ を マ ー キ ン グ す る た め に 適 切 な マ ー カ が 、 業 界 で 知 ら れ
て い る 。 脳 細 胞 、 肝 臓 細 胞 の よ う な 他 の 器 官 、 及 び 、 バ ク テ リ ア 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 、 及
び 、 他 の も の を 含 む 、 膨 大 な 細 胞 タ イ プ の た め の マ ー キ ン グ 材 料 を 開 発 す る た め の 作 業 が
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為 さ れ て い る 。 マ ー キ ン グ 材 料 は 、 好 ま し く は 、 選 択 さ れ た 波 長 又 は ス ペ ク ト ラ ム の 光 、
Ｘ 線 照 射 、 電 子 ビ ー ム 照 射 、 等 に よ る 照 射 の よ う な 、 選 択 さ れ た 励 起 照 射 に 応 じ て 、 蛍 光
又 は 燐 光 の よ う な 特 徴 的 な 発 光 出 力 を 放 射 す る 。 特 徴 的 な ル ミ ネ セ ン ス は 、 一 般 的 に 、 特
徴 的 な 波 長 、 又 は 、 波 長 の ス ペ ク ト ラ ム 範 囲 を 持 つ 。 有 機 的 染 料 （ 即 ち 、 フ ル オ ロ フ ォ ア
（ fluorphores） ） が 、 支 配 的 な タ グ 付 け 工 程 で あ る 一 方 、 量 子 ド ッ ト （ quantum dots）
及 び ナ ノ 粒 子 プ ロ ー ブ と し て 知 ら れ る 他 の マ ー カ の 使 用 を 含 む 他 の 技 術 が 存 在 す る 。 こ れ
ら 、 及 び 他 の 材 料 及 び 技 術 を 用 い る シ ス テ ム が 、 有 利 に 、 本 出 願 の コ ン セ プ ト を 採 用 し 得
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 よ り 小 さ い サ イ ズ は 、 実 装 に 依 存 す る 。 し か し 、 例 と し て 、 生 物 学 的 液 体 に お い て 、 １
０ ０ 万 細 胞 当 た り 、 関 心 の 対 象 の 約 １ つ と い う 、 希 薄 な 細 胞 の 細 胞 濃 度 （ cell concentra
tion） に 対 す る １ つ の 状 況 に お い て は 、 滲 み 14は 、 百 万 か ら ５ ０ ０ ０ 万 、 或 い は そ れ よ り
多 い 細 胞 を 含 み 得 、 約 １ ０ cm 2 か ら １ ０ ０ cm 2 或 い は そ れ よ り 広 い 面 積 を 占 有 し 得 る 。 勿 論
、 サ ン プ ル 内 の 予 想 さ れ る 細 胞 の 濃 度 、 及 び 、 所 望 の 最 小 測 定 可 能 な 細 胞 濃 度 に 適 し た 、
よ り 大 き い 、 又 は 、 よ り 小 さ い 滲 み （ smears） が 準 備 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 サ ン プ ル 12は 、 サ ン プ ル 12を サ ポ ー ト す る 、 線 形 的 に 移 動 可 能 な ト ラ ッ ク 20を 含 む 、 イ
メ ー ジ ャ 移 動 （ translation） ス テ ー ジ 18（ 部 分 図 に 示 さ れ る ） の 上 に 載 置 さ れ る 。 モ ー
タ 22は 、 歯 車 装 置 （ gearing） を 介 し て ト ラ ッ ク 20と 接 続 し 、 ト ラ ッ ク 20及 び サ ポ ー ト さ
れ た サ ン プ ル 12を 、 ｘ 方 向 （ 矢 印 28で 示 さ れ る ） 内 の ｙ 方 向 （ 矢 印 26に よ っ て 示 さ れ る ）
に 沿 っ て 移 動 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 光 フ ァ イ バ の 束 の よ う な 光 パ イ プ 30は 、 サ ン プ ル 12の 近 傍 の 第 １ の 端 部 32、 及 び 、 サ ン
プ ル 12か ら 離 れ た （ distal from） 第 ２ の 端 部 34、 を 含 む 。 第 １ の 端 部 32は 、 全 体 的 に 線
形 （ linear） な 、 或 い は 、 高 ア ス ペ ク ト 比 の 、 矩 形 の 入 力 開 口 （ aperture） 36を 規 定 す る
ア レ ン ジ メ ン ト に お い て 互 い に 実 質 的 に 並 行 に さ れ た 複 数 の 第 １ の フ ァ イ バ 端 （ fiber en
ds） を 含 む 。 入 力 開 口 36の 長 い 方 の 寸 法 （ dimension） は 、 Ｘ 方 向 と 整 列 さ れ る （ aligned
） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 光 フ ァ イ バ の 束 30は 、 第 ２ の 端 部 34が 、 コ ン パ ク ト な 、 全 体 的 に 円 形 の （ circular） 出
力 開 口 38を 規 定 す る 複 数 の 第 ２ の フ ァ イ バ 端 を 含 む よ う に 、 第 １ の 端 部 32か ら 第 ２ の 端 部
34へ 至 る 間 の 断 面 寸 法 、 及 び 、 形 状 を 変 形 （ morphs） さ せ る 、 或 い は 、 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 適 切 な 実 施 例 に お け る 走 査 放 射 （ 光 ） 源 40は 、 生 物 学 的 滲 み 14の マ ー キ ン グ で 用 い ら れ
る マ ー キ ン グ 材 料 を 励 起 す る よ う に 選 択 さ れ た 波 長 又 は 波 長 範 囲 で 励 起 光 （ 放 射 ビ ー ム ）
44を 生 成 す る レ ー ザ 42を 含 む 。 励 起 光 44は 、 電 気 的 入 力 に 応 じ て 回 転 す る （ 矢 印 48で 示 さ
れ る ） 反 射 的 表 面 を 有 す る ガ ル バ ノ メ ー タ （ galvanometer） 46に よ っ て 角 張 っ て （ angula
rly） 走 査 さ れ る 。 光 学 的 合 焦 レ ン ズ 50は 、 角 張 っ て 走 査 さ れ た 励 起 光 64を 、 サ ン プ ル 12
の 上 に 、 そ し て 、 よ り 特 定 的 に 、 生 物 学 的 滲 み 14の 上 に 合 焦 す る 。 ガ ル バ ノ メ ー タ 46に よ
っ て 生 成 さ れ た 、 角 張 っ た 走 査 は 、 好 ま し く は 、 ス ポ ッ ト （ spot） の 形 状 （ form） で あ る
、 励 起 光 の 線 形 の ス ゥ イ ー ピ ン グ （ linear sweeping） 又 は 高 速 走 査 （ 矢 印 52で 示 さ れ る
） に 変 換 さ れ る （ translates into） 。 こ の ス ポ ッ ト の 形 状 は 、 現 時 点 で は 、 入 力 開 口 36
の 下 に 、 そ し て 、 入 力 開 口 36の 長 い 方 の 寸 法 に 平 行 に ア レ ン ジ さ れ た 線 形 軌 跡 （ linear t
rajectory） に 沿 っ た 生 物 学 的 滲 み 14上 で 、 そ の 直 径 が ８ μ ｍ 又 は そ れ よ り 大 き い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト 56は 、 ガ ル バ ノ メ ー タ 46及 び 移 動 ス テ ー ジ （ translation stage） 1
8と 通 信 し て 、 サ ン プ ル 12の 軌 跡 54及 び 線 形 移 動 26に 沿 っ て 、 放 射 ビ ー ム 44の 線 形 ス ゥ イ
ー ピ ン グ 又 は 走 査 52を 調 整 し て 、 軌 跡 54の 全 長 （ span） と 、 入 力 開 口 32の 長 い 寸 法 、 の 小
さ い 方 に よ っ て Ｘ 方 向 に お い て 制 限 さ れ る （ bounded） サ ン プ ル の 選 択 さ れ た 領 域 に 亘 る
放 射 ビ ー ム 44の ラ ス タ リ ン グ （ rastering） を 有 効 化 （ effectuate） す る 。 好 ま し く は 、
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軌 跡 54の 全 長 は 実 質 的 に 、 入 力 開 口 32の 長 い 方 の 寸 法 と 整 合 す る （ comport with） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 走 査 放 射 源 40及 び 入 力 開 口 36は 、 固 定 さ れ た 相 対 位 置 に ア レ ン ジ さ れ 、 ガ ル バ ノ メ ー タ
46は 、 Ｘ 方 法 に 沿 っ た 、 励 起 ビ ー ム 44の 線 形 の ス ゥ イ ー ピ ン グ を 与 え 、 サ ン プ ル 12は 、 移
動 ス テ ー ジ 18に よ っ て 、 Ｙ 方 向 に 沿 っ て 線 形 に 移 動 さ れ る こ と に よ っ て 、 ２ 次 元 的 ラ ス タ
リ ン グ を 有 効 化 （ effectuate） す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 適 切 な 信 号 検 知 器 58が 配 置 さ れ て 、 出 力 開 口 38か ら 発 せ ら れ た 、 収 集 さ れ た 特 徴 的 な （
characteristic） 放 射 （ luminescence） を 検 知 す る 。 第 １ の レ ン ズ 60は 、 レ ー ザ 光 の よ う
に 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ ず に 、 実 質 的 に 光 を コ リ メ ー ト （ collimate） す る 。 ブ ロ ッ キ
ン グ ・ フ ィ ル タ 62が 選 択 的 に 提 供 さ れ て 、 収 集 さ れ た 光 か ら 、 散 乱 さ れ た レ ー ザ 光 を 除 去
す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 コ リ メ ー ト さ れ た 、 収 集 さ れ た 光 を 、 光 検 知 器 ア レ ン ジ メ ン ト 66の 上 に 合 焦 す る た め に
、 第 ２ の レ ン ズ 64が 提 供 さ れ 得 る 。 コ ン パ ク ト な 出 力 開 口 38と 、 合 焦 光 学 系 60、 64を 結 合
す る こ と に よ っ て 、 単 一 の 光 検 知 器 で あ り 得 る 光 検 知 器 ６ ６ は 、 空 間 的 に 分 散 さ れ た 線 形
入 力 開 口 36の た め の 信 号 検 知 を 提 供 す る 。 取 り 扱 わ れ る 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る 、 一 般 的
に 低 い 、 収 集 さ れ た 特 徴 的 な 放 射 強 度 （ intensities） に 起 因 し て 、 光 検 知 器 98は 好 ま し
く は 、 光 電 子 増 倍 管 （ photomultiplier） チ ュ ー ブ （ tube） で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト 56は 、 ガ ル バ ノ メ ー タ 46及 び 移 動 ス テ ー ジ 18と 通 信 し て 、 サ ン プ ル
に 亘 っ て 放 射 ビ ー ム 44を ラ ス タ リ ン グ （ raster） す る 。 放 射 ビ ー ム 44と 、 生 物 学 的 に じ み
4内 の 扱 わ れ た 細 胞 の 相 互 作 用 に よ っ て 生 成 さ れ る 特 徴 的 な 放 射 は 、 入 力 開 口 36に よ っ て
収 集 さ れ 、 光 フ ァ イ バ の 束 30に よ っ て 出 力 開 口 38に チ ャ ネ リ ン グ （ channeled） さ れ 、 信
号 検 知 器 58に よ っ て 検 知 さ れ る 。 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト 56は 、 光 検 知 器 66か ら 、 検 知 さ れ た
信 号 を 受 信 し 、 検 知 さ れ た 信 号 を 、 サ ン プ ル 12上 の 放 射 ビ ー ム 44の 位 置 的 座 標 と 対 応 さ せ
る （ correlates） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト 56は 、 適 切 な 形 で 、 検 知 さ れ た 信 号 、 及 び 、 空 間 座 標 情 報 を フ ォ ー
マ ッ テ ィ ン グ し 、 情 報 を 内 部 メ モ リ 内 に 記 憶 し 、 情 報 を 、 磁 気 又 は 光 デ ィ ス ク の よ う な 不
揮 発 性 の 記 憶 媒 体 に 書 き 込 み 、 座 標 が 空 間 座 標 情 報 に マ ッ ピ ン グ さ れ 、 強 度 （ intensity
） 又 は カ ラ ー が 検 知 さ れ た 信 号 強 度 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 画 像 要 素 の ア レ イ を 含 む 画 像 表 現
を フ ォ ー マ ッ テ ィ ン グ し 、 デ ィ ス プ レ イ 68等 の 上 に 表 示 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 述 の よ う に 、 走 査 オ ペ レ ー シ ョ ン 中 に は 、 レ ー ・ ザ ビ ー ム に よ っ て 生 成 さ れ た ス ポ ッ
ト と 、 サ ン プ ル 内 の タ グ 付 け さ れ た 細 胞 の 相 互 作 用 が 、 こ れ ら の タ グ （ 又 は マ ー カ ） が 、
蛍 光 の よ う な 放 射 を 、 発 す る こ と を 引 き 起 こ す こ と に な る 。 通 常 、 こ れ ら の タ グ は 、 細 胞
内 に 集 合 さ れ （ clustered） 、 放 射 ス ポ ッ ト に よ る 走 査 に よ っ て 、 そ れ ら が 励 起 さ れ 、 再
放 射 （ reemit） し た と き に 、 高 い 強 度 の 画 素 を 生 成 す る 。 以 下 の 議 論 に つ い て 、 検 知 さ れ
た 未 知 の タ グ の ク ラ ス タ （ cluster） は 、 「 画 像 事 象 （ image event） 」 と し て 説 明 さ れ る
。 こ の 「 画 像 事 象 （ image event） 」 に 対 し て は 、 更 な る 調 査 が な さ れ る こ と が 保 証 さ れ
る 。 放 射 ス ポ ッ ト の サ イ ズ は 、 イ メ ー ジ ン グ 装 置 の 解 像 度 を 規 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 そ の よ う な 小 さ な 構 造 （ structures） で 作 業 を 行 う と き に 、 汚 れ や ほ こ り の 粒 子 の よ う
な ノ イ ズ 、 又 は 、 そ の 他 の 細 胞 が 、 サ ン プ ル 12の 上 に 発 見 さ れ 得 る 。 そ し て 、 獲 得 さ れ た
画 像 情 報 に 影 響 を 与 え 得 る 。 特 に 、 イ メ ー ジ ャ 10は 、 レ ア な 細 胞 （ rare cells） の 識 別 と
は 無 関 係 な 画 像 デ ー タ を 蓄 積 し 得 る 。 時 と し て 、 こ の ノ イ ズ が 、 「 偽 の ポ ジ テ ィ ブ （ fals
e positives） 」 と し て 検 知 さ れ 得 る 。 画 像 獲 得 及 び 処 理 中 に 、 こ の ノ イ ズ を 除 去 す る こ
と が 望 ま し い 。 そ れ 故 、 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト 80、 及 び ／ 又 は 、 シ ス テ ム 10の 他 の 要 素 を 介
し て 、 フ ィ ル タ リ ン グ 手 順 が 実 施 さ れ 、 レ ア な 細 胞 と 関 連 し な い 情 報 を 除 去 す る 。 フ ィ ル
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タ リ ン グ 技 術 は 、 画 素 の ナ ン バ ー 、 強 度 、 考 察 の 対 象 で あ る 画 像 事 象 の フ ェ ー ズ （ phase
） 及 び 形 状 、 を 含 む フ ィ ル タ リ ン グ ・ オ ペ レ ー シ ョ ン を 実 行 す る た め に 、 画 像 事 象 （ imag
e event） の 種 々 の 特 性 （ characteristics） を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 １ つ の 実 施 例 に お い て 、 調 査 中 の 画 像 事 象 の 画 素 の 数 （ number） を カ ウ ン テ ィ ン グ す る
こ と に よ っ て 、 画 像 事 象 は 、 レ ア で な い 細 胞 （ 偽 の ポ ジ テ ィ ブ ） 、 又 は 、 レ ア な 細 胞 （ 真
の ポ ジ テ ィ ブ ） 画 像 事 象 と し て 分 類 さ れ 得 る 。 調 査 対 象 の レ ア な 細 胞 タ グ ・ ク ラ ス タ の 大
体 の サ イ ズ を 知 る こ と に よ っ て 、 画 素 の 数 が 指 定 さ れ た 範 囲 よ り 少 な い か 、 当 該 範 囲 よ り
大 き い か の い ず れ か を 有 す る 、 そ れ ら の 画 像 事 象 を フ ィ ル タ リ ン グ （ filter out） す る た
め の 範 囲 が 、 設 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 も し 、 レ ア な 細 胞 の 範 囲 が 、 １ か ら １ ２ の 範 囲 内 の
画 素 の 数 に 相 関 す る こ と が 知 ら れ る な ら ば 、 １ ２ よ り 大 き い 画 素 範 囲 を 有 す る 画 像 事 象 は
、 フ ィ ル タ リ ン グ ・ オ ペ レ ー シ ョ ン に お い て 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の フ ィ ル タ リ ン グ の 実 施 例 に お い て 、 画 像 事 象 の 形 状 が 、 無 関 係 の 情 報 を フ ィ ル タ リ
ン グ す る た め に 用 い ら れ る 。 特 に 、 多 く の 場 合 に お い て 、 レ ア な 細 胞 、 又 は 、 レ ア な 細 胞
の ク ラ ス タ に 関 連 し て い る 画 像 事 象 は 、 画 像 化 さ れ 、 放 射 ス ポ ッ ト の イ ン パ ル ス 応 答 に よ
っ て 滲 ま さ れ て い る レ ア な 細 胞 に 対 応 す る 既 知 の 形 状 を 持 ち 得 る 。 も し 、 検 知 さ れ た 形 状
が 、 関 連 す る レ ア な 細 胞 、 及 び ／ 又 は 、 レ ア な 細 胞 の ク ラ ス タ の た め に 予 想 さ れ た も の と
は 異 な る も の な ら ば 、 こ れ は 、 検 知 さ れ た 画 像 事 象 が 、 ほ こ り 、 又 は 、 汚 れ の 粒 子 、 又 は
、 サ ン プ ル か ら の 他 の 無 関 係 な 信 号 の よ う な ノ イ ズ で あ る と い う こ と を 指 示 す る こ と に な
ろ う 。 こ の ア レ ン ジ メ ン ト に お い て 、 フ ィ ル タ リ ン グ に お い て 支 援 す る た め に 、 既 知 の パ
タ ー ン ・ マ ッ チ ン グ の ソ フ ト ウ エ ア が 、 画 像 化 シ ス テ ム 10に お い て 実 装 さ れ 得 る 。 こ の フ
ィ ル タ リ ン グ ・ オ ペ レ ー シ ョ ン に お い て 、 ス ポ ッ ト 自 身 の 解 像 度 サ イ ズ に 比 し て 、 よ り 詳
細 な 構 造 を 持 っ た 画 像 事 象 を 観 察 し な い こ と が 予 想 さ れ 得 る 。 特 に 、 構 造 自 身 は よ り 小 さ
い か も し れ な い に も 関 わ ら ず 、 画 像 事 象 は ス ポ ッ ト ・ サ イ ズ よ り 小 さ く な い か も し れ な い
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 レ ア で な い 細 胞 画 像 事 象 か ら 、 レ ア な 細 胞 画 像 事 象 を 識 別 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 、 更
な る フ ィ ル タ リ ン グ 工 程 は 、 調 査 中 の 画 像 事 象 の 強 度 を 追 跡 す る こ と に よ る も の で あ る 。
例 え ば 、 よ り 高 い 強 度 が 、 画 素 獲 得 位 相 （ phase） と 同 位 相 で あ る レ ア な 細 胞 画 像 事 象 に
対 し て 検 知 さ れ 得 る こ と 、 及 び 、 よ り 高 い 強 度 が 、 よ り 少 な い 画 素 を も 与 え 得 る こ と 、 が
予 測 さ れ 得 る 。 位 相 を 外 れ た 画 像 事 象 は 、 そ れ ら の エ ネ ル ギ ー が 、 い く つ か の 隣 接 画 素 と
共 有 さ れ る こ と に よ っ て 、 画 素 当 た り の 強 度 は よ り 小 さ い が 、 よ り 多 く の 画 素 を 提 供 す る
こ と に な り 得 る 。 更 に 、 い く つ か の 特 定 的 で な い （ non-specific） 細 胞 （ 即 ち 、 レ ア な 細
胞 に 関 連 し な い 細 胞 ） に お け る タ グ の 結 合 （ binding） に お い て は 、 画 像 事 象 を 生 成 し 得
る が 、 そ れ ら の 画 像 事 象 は 、 レ ア な 細 胞 結 合 （ binding） ク ラ ス タ か ら 予 測 さ れ る 強 度 に
比 し て 、 よ り 低 い 強 度 を 持 ち 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 上 に お い て は 、 レ ア な 細 胞 事 象 （ 真 の ポ ジ テ ィ ブ ） を 、 画 像 化 シ ス テ ム に よ っ て 検 知
さ れ た 画 像 事 象 か ら ス ク リ ー ニ ン グ （ screen） す る た め に 使 用 さ れ 得 る 技 術 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し か し 、 い く つ か の 偽 の ポ ジ テ ィ ブ が 検 知 さ れ 、 上 述 の フ ィ ル タ リ ン グ 概 念 を 採 用 す る
こ と に よ っ て 考 慮 の 対 象 か ら 除 去 さ れ 得 る 一 方 、 偽 の オ イ ジ テ ィ ブ の 多 く が 、 除 去 さ れ な
い こ と に な る 。 何 故 な ら 、 使 用 さ れ る フ ィ ル タ リ ン グ 基 準 は 、 余 り に 厳 密 に 設 定 さ れ 得 な
い か ら で あ る 。 例 え ば 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ の ポ テ ン シ ャ ル 逆 効 果 （ potential adverse effe
ct） に 起 因 し て 、 フ ィ ル タ が サ イ ズ ／ 強 度 基 準 を 採 用 す る と き に 、 サ イ ズ ／ 強 度 値 に 対 す
る 特 定 の パ ラ メ ー タ は 、 全 て の 偽 ポ ジ テ ィ ブ が 除 去 さ れ る よ う な レ ベ ル に 設 定 さ れ 得 な い
。 特 に 、 １ つ の 状 況 に お い て 、 不 顕 性 の （ occult） 癌 細 胞 の 汚 染 （ stain） パ タ ー ン は 不
規 則 的 で あ り 、 不 正 確 又 は 未 知 で あ り 、 そ れ 故 、 も し 、 厳 格 な （ 即 ち 狭 い ） サ イ ズ ／ 強 度
基 準 が 設 定 さ れ る な ら ば 見 逃 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 現 存 す る フ ィ ル タ リ ン グ 技 術 は 、 調 査 さ
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れ る 必 要 の あ る 偽 ポ ジ テ ィ ブ の 量 を 、 管 理 可 能 な 量 ま で 下 げ る 能 力 を 持 た な い 。 こ の 無 能
力 に 対 す る １ つ の 特 定 の 理 由 は 、 上 述 の Ｆ Ａ Ｓ Ｔ タ イ プ の レ ー ザ ・ ベ ー ス の 画 像 化 技 術 に
お け る 、 不 十 分 は 空 間 的 解 像 度 に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ の よ う な 、 大 規 模 な ビ ュ ー ／ フ ァ ー ス ト （ view/fast） 走 査 シ ス テ ム に お け る
不 十 分 な 空 間 的 解 像 度 の 問 題 に 取 り 組 む や り 方 は 、 サ ン プ ル の 準 備 を 、 検 知 手 順 中 に 、 真
の ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 に 特 有 の 、 ス ペ ク ト ラ ム 的 に 弁 別 可 能 な サ ン プ ル の 特 性 が 、 放 射 さ れ る
よ う な や り 方 に 改 善 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 上 述 の フ ィ ル タ リ ン グ 技 術 に 加 え て 、 及 び ／ 又 は 、 そ れ と の 組 合 せ で 、 準 備 さ
れ た サ ン プ ル の ス ペ ク ト ル 的 な 特 性 を 改 善 し て 、 画 像 事 象 間 の よ り 容 易 な 弁 別 を 可 能 と す
る こ と に よ っ て 、 偽 ポ ジ テ ィ ブ が Ｆ Ａ Ｓ Ｔ ベ ー ス の タ イ プ の シ ス テ ム に お い て 最 小 化 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 従 来 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 （ 即 ち 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ で な い タ イ プ の イ メ ー ジ ャ ） に お い て 、 特 に
マ ル チ プ ル ・ カ ラ ー の 顕 微 鏡 分 析 で の 応 用 に お い て 、 広 帯 域 の 励 起 源 （ 例 え ば 、 高 圧 水 銀
ア ー ク ラ ン プ 、 キ セ ノ ン ・ ラ ン プ ） が 、 特 定 の フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluorophores） （ 又 は 染
料 （ dyes） ） を 励 起 す る た め に 最 適 化 さ れ た バ ン ド パ ス 又 は ロ ン グ パ ス （ longpass） フ ィ
ル タ と と も に 使 用 さ れ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluorophores） と プ ラ イ マ リ の 抗 体 が 一 緒 に
さ れ 、 そ れ ら が 細 胞 タ ー ゲ ッ ト （ 抗 原 （ antigen） ） に 結 合 さ れ る と き に 、 適 切 に 照 射 さ
れ た 際 に ア セ ン ブ リ 全 体 が 蛍 光 発 光 す る よ う に 、 フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluorophores） は 、 プ
ラ イ マ リ の 抗 体 に 事 前 に 結 合 さ れ （ pre-conjugated） 得 る 。 或 い は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合
さ れ た （ fluorophore-conjugated） セ カ ン ダ リ の 抗 体 が 、 使 用 さ れ 得 る 。 そ し て 、 こ の セ
カ ン ダ リ は 、 そ れ が 、 特 別 に プ ラ イ マ リ の 抗 体 を タ ー ゲ ッ ト と す る よ う に 、 ホ ス ト （ 当 該
ホ ス ト 内 で プ ラ イ マ リ が 高 め ら れ た （ raised） ） か ら の 血 清 に よ っ て 免 疫 さ れ る 。 セ カ ン
ダ リ の 抗 体 を 用 る こ と は 、 信 号 増 幅 に 起 因 し て 、 よ り 明 る い 信 号 が 得 ら れ る と い う 利 点 を
持 つ 。 何 故 な ら 、 セ カ ン ダ リ の 抗 体 の マ ル チ プ ル の コ ピ ー が 、 単 一 の プ ラ イ マ リ の 抗 体 に
結 合 し 得 る こ と に よ っ て 、 画 像 事 象 の 弁 別 に つ い て の よ り 大 き な 容 易 性 を 提 供 し 得 る か ら
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 走 査 シ ス テ ム に お い て 、 レ ー ザ ・ ス ポ ッ ト ・ サ イ ズ は 、 通 常 、 数 ミ ク
ロ ン か ら １ ０ ミ ク ロ ン の 範 囲 内 に あ る 。 Ｐ Ａ Ｒ Ｃ （ 出 願 人 ） の Ｆ Ａ Ｓ Ｔ シ ス テ ム に お い て
は 、 ス ポ ッ ト ・ サ イ ズ は 直 径 に お い て 、 大 体 、 ８ μ ｍ 又 は そ れ よ り 大 き い 。 こ れ は 、 人 間
の 血 液 細 胞 （ ～ １ ０ μ ｍ ） の サ イ ズ 、 及 び 、 潜 在 的 な 循 環 し て い る 癌 細 胞 の サ イ ズ に 近 い
。 そ れ 故 、 細 胞 の 構 造 的 特 性 を 観 察 （ view） す る た め に 必 要 と さ れ る 、 サ ブ ・ ミ ク ロ ン の
解 像 度 を 提 供 す る こ と は で き な い 。 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ イ メ ー ジ ャ に お い て ガ ル バ ノ メ ー タ を 伴 っ た
レ ー ザ 走 査 を 用 い る こ と は 高 速 を 実 現 で き る が 、 そ れ は 、 こ の 、 よ り 低 い 解 像 度 の 犠 牲 の
下 で の 話 と な る 。 つ ま り 、 特 定 の 画 像 事 象 が 、 自 動 蛍 光 欠 陥 （ auto-fluorescent artifac
t） 、 染 料 集 合 （ dye aggregate） で あ り 得 る 偽 の ポ ジ テ ィ ブ を 表 す か 、 又 は 、 真 の ポ ジ ジ
テ ィ ブ 、 即 ち 、 本 当 に ラ ベ リ ン グ （ genuinely labeled） さ れ た 細 胞 タ ー ゲ ッ ト 、 を 表 す
か を 弁 別 す る た め に 不 十 分 な 解 像 度 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 蛍 光 の 単 一 の 帯 域 （ single band） の た め の サ イ ズ 及 び 強 度 の 分 析 、 及 び ／ 又
は 、 説 明 さ れ た フ ィ ル タ リ ン グ 技 術 の み の 使 用 は 、 有 効 な 偽 ポ ジ テ ィ ブ 除 去 の た め に は 十
分 で あ り 得 な い か も し れ な い 。 何 故 な ら 、 多 く の 他 の 事 項 が 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ の 蛍 光 パ タ
ー ン に 類 似 す る 蛍 光 パ タ ー ン を 与 え 得 る 、 即 ち 、 そ れ ら の ス ト ー ク の シ フ ト （ Stoke's Sh
ift） が 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ に 付 着 し た フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluorophores） の ス ト ー ク の シ フ
ト に 類 似 す る 、 或 い は 、 そ れ と 同 一 で あ る か ら で あ る 。 こ こ で 、 ス ト ー ク の シ フ ト は 、 吸
収 さ れ た ク ア ン タ （ quanta） 、 と 、 放 射 さ れ た ク ア ン タ （ quanta） の 間 の 波 長 に お い て 異
な る こ と が 知 ら れ て い る 。 放 射 さ れ た 波 長 は 、 エ ネ ル ギ ー 保 存 に 起 因 し て 、 入 射 波 長 よ り
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長 い か 、 或 い は 、 そ れ と 等 し い 。 差 が あ れ ば 、 そ の 差 は 、 材 料 の 原 子 格 子 内 に 、 熱 と し て
吸 収 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 蛍 光 パ タ ー ン に 影 響 を 与 え 得 る 他 の 事 項 に は 、 血 液 サ ン プ ル 及 び 小 さ な ほ こ り 粒 子 又 は
染 料 集 合 か ら の 自 動 蛍 光 （ auto fluorescence） が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 血 流 内 を 循 環 し て
い る 潜 在 的 な エ ピ セ リ ア ル （ epitherial） （ 癌 的 で あ り そ う な （ likely cancerious） ）
を タ ー ゲ ッ ト と す る た め に 、 逆 時 計 方 向 の プ ラ イ マ リ 抗 体 （ マ ウ ス ・ ア ン チ ・ ヒ ュ ー マ ン
（ mouse anti-human） ） が 、 １ ： １ ０ ０ 希 釈 に お い て 使 用 さ れ る こ と 、 及 び 、 タ ー ゲ ッ ト
と さ れ た 細 胞 を 識 別 す る た め に 、 Alexa 488結 合 の や ぎ ア ン チ ・ マ ウ ス （ Alexa 488-conju
gated goat anti-mouse） の よ う な セ カ ン ダ リ の 抗 体 を 、 １ ： １ ０ ０ ０ の 希 釈 に お い て 使
用 す る こ と が 想 定 さ れ る 。 準 備 さ れ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ タ イ プ の イ メ ー ジ ャ に よ っ て ス キ ャ ン さ れ
た 一 般 的 な サ ン プ ル に お い て 、 数 千 又 は そ れ よ り 多 い 潜 在 的 な ヒ ッ ト 又 は 画 像 事 象 が 、 Al
exa 488の 通 常 の 放 射 バ ン ド 、 即 ち 、 525nm　 +/-　 20nmに お い て 登 録 さ れ 得 る 。 し か し 、
少 し （ a few） だ け が 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ で あ り 得 、 又 は 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ は 全 く 存 在 し な
い か も し れ な い 。 真 の ポ ジ テ ィ ブ と 偽 の ポ ジ テ ィ ブ の 間 の 、 強 度 、 及 び ／ 又 は 、 ス ポ ッ ト
・ サ イ ズ に お け る 差 は 、 単 純 に 言 え ば 、 弁 別 可 能 と さ せ る た め に は 十 分 に は 明 確 で は な い
。 偽 の ポ ジ テ ィ ブ を 弁 別 す る た め の 、 こ の 無 能 力 は 、 潜 在 的 な 数 千 の こ れ ら の 偽 の ポ ジ テ
ィ ブ を 画 像 化 す る た め に 顕 微 鏡 分 析 の 膨 大 な 時 間 を 費 や す と い う 結 果 を も た ら す 。 そ れ ゆ
え 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ か ら 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ を よ り 良 く 弁 別 す る た め に 、 サ ン プ ル に 蛍 光 抗
体 結 合 （ fluorescent antibody conjugates） が 適 用 さ れ る 方 法 に お け る 新 規 な 戦 略 が 実
現 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ を ス ク リ ー ン ・ ア ウ ト （ screen out） す る た め に
適 用 さ れ る フ ィ ル タ リ ン グ を 改 善 す る た め の 追 加 の 情 報 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 特 に 、 サ ン プ ル の 改 善 さ れ た ス ペ ク ト ラ ム の 特 性 は 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ を 特 有 的 に 識 別 す
る 放 射 比 シ グ ニ チ ャ （ emission ratio signatures） を 生 成 す る た め に 同 じ 細 胞 を タ ー ゲ
ッ ト 化 す る （ target） た め の 種 々 の や り 方 で 、 背 景 蛍 光 を 除 去 す る た め の 非 従 来 的 な 励 起
及 び 放 射 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 及 び 、 マ ル チ プ ル の マ ー カ ー （ 例 え ば 、 染 料 （ dyes
） 等 ） を 採 用 す る こ と に よ っ て 、 実 現 さ れ 得 る 。 １ つ の 場 合 に お い て 、 非 従 来 的 な 励 起 （
excitation） 及 び 放 射 （ emission） は 、 レ ー ザ 及 び マ ー カ ー 又 は タ グ を 一 緒 に 採 用 す る こ
と を 含 み 、 こ の 場 合 に は 、 マ ー カ ー 又 は タ グ の 最 適 な 蛍 光 を も た ら さ な い 。 以 下 の 議 論 に
お い て 、 例 は 、 蛍 光 染 料 と し て の マ ー カ ー を 参 照 す る 。 し か し 、 他 の 適 切 な マ ー カ ー も ま
た 、 本 概 念 と と も に 使 用 す る た め に 適 切 で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 以 上 の 説 明 が 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ シ ス テ ム を 議 論 し て き た 一 方 、 以 下 の 戦 略 は 、 励 起 の た め に 単
一 の レ ー ザ を 用 い る 、 他 の 発 光 （ 例 え ば 、 蛍 光 等 ） シ ス テ ム に 適 用 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ
れ る べ き で あ る 。 更 に 、 説 明 さ れ た 戦 略 及 び 概 念 は 、 第 １ の レ ー ザ を 用 い る 一 方 、 他 の レ
ー ザ （ １ つ あ る い は そ れ よ り 多 い ） が 、 追 加 の 情 報 の た め の 他 の タ グ を 励 起 す る （ exciti
ng） た め に 使 え る 状 態 に さ れ る （ freed-up） こ と に よ っ て 特 定 性 を 増 加 さ せ る た め に 、 ２
つ 或 い は そ れ よ り 多 い レ ー ザ を 採 用 し て い る シ ス テ ム に お い て も 採 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 図 ２ に 示 さ れ る 第 １ の 実 装 に お い て 、 セ カ ン ダ リ の 抗 体 に 対 し て 、 １ つ の 結 合 さ れ た （
即 ち 関 連 し た （ associated） ） フ ル オ ロ フ ォ ア （ fluorophore conjugated） を 用 い る 替 わ
り に 、 ２ つ が 用 い ら れ る 。 特 に 、 こ の 手 順 は 、 既 知 の 技 術 に よ っ て 、 関 心 の 対 象 の 細 胞 タ
ー ゲ ッ ト 72に 結 び 付 け ら れ た （ bound to） プ ラ イ マ リ の 抗 体 （ １ s t Ａ Ｂ ） 70を 説 明 す る 。
細 胞 タ ー ゲ ッ ト は 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 サ ン プ ル と 共 に ス ラ イ ド 上 に 配 置 さ れ た 材 料
の 一 部 で あ る 。 次 に 、 ２ つ の 異 な っ た フ ル オ ロ フ ォ ア ７ ６ （ * ） 、 ７ ８ （ + ） の バ ー ジ ョ ン
を 有 す る （ 同 じ タ イ プ の ） マ ル チ プ ル の セ カ ン ダ リ の 抗 体 74が 、 そ れ に 選 択 的 に 結 合 さ れ
る （ selectively conjugated thereto） 。 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア 76,78の 双 方 は 、 同
じ プ ラ イ マ リ の 抗 体 70を タ ー ゲ ッ ト 化 す る よ う に 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 異 な っ た 濃 度 に お い て 使 用 さ れ た と き に 、 そ れ ら の 放 射 強 度 は 、 使 用 さ れ る 濃 度 を 反 映
す る 。 例 え ば 、 Alexa 488 や ぎ ア ン チ ・ マ ウ ス 及 び Alexa 555 や ぎ ア ン チ ・ マ ウ ス が 、 プ
ラ イ マ リ の マ ウ ス ・ ア ン チ ・ ヒ ュ ー マ ン サ イ ト ・ ケ ラ チ ン （ cytokeratin） を タ ー ゲ ッ ト
化 し 、 競 合 さ せ る （ compete for） た め に 使 用 さ れ 得 る 。 し か し 、 選 択 さ れ た Alexa 染 料
の 量 子 特 性 （ quantum properties） を 列 挙 す る 、 以 下 の 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 そ し て 、
Alexa染 料 の 励 起 及 び 放 射 曲 線 （ 488及 び 555） を 示 す 図 ３ に 説 明 さ れ る よ う に 、 488nmレ ー
ザ が 使 用 さ れ る と き に 、 Alexa 488は 、 Alexa 555（ 14.2％ ） よ り 高 い 効 率 （ カ リ フ ィ ル ニ
ア の Carlsbadの Molecular Probe/Invitrogen Corporationか ら の デ ー タ に よ る と 75.1％ ）
に お い て 励 起 さ れ る 。 図 ３ に お い て 、 Alexa染 料 （ Ｅ Ｘ ＿ 488（ 80） 、 Ｅ Ｘ ＿ 555（ 82） 、
Ｅ Ｍ ＿ 488（ 84） 、 及 び 、 Ｅ Ｍ ＿ 555（ 86） ） の 励 起 及 び 放 射 ス ペ ク ト ラ ム が 、 吸 収 又 は 放
射 効 率 （ ％ 効 率 ） ． 対 ． 波 長 （ 波 長 （ nm） ） に よ っ て プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 １
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 サ ン プ ル の ス ペ ク ト ラ ム の 解 像 度 を 改 善 す る た め の 、 本 出 願 の 第 １ の 手 順 を 引 き 続 き 参
照 す る と 、 Alexa 488抗 体 の 量 （ 例 え ば １ ４ ） に 比 し て 、 Alexa 555の よ り 大 き な 量 の （ 例
え ば １ ６ ） 抗 体 （ 特 に 、 Alexa 555に 結 合 さ れ た や ぎ ア ン チ ・ マ ウ ス 抗 体 ） が 、 用 い ら れ
る 。 よ り 特 定 す る と 、 Alexa 488(18)抗 体 と 比 較 し た 、 100： 1の 濃 度 （ concentration） 比
に お け る Alexa 555(16)が 提 供 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、 （ 図 １ の レ ー ザ 42の よ う な ） 488nm
の レ ー ザ に よ っ て 励 起 さ れ た と き の Alexa 488の 放 射 強 度 よ り 大 き い 、 Alexa 555放 射 強 度
（ 及 び ／ 又 は 、 収 集 さ れ 得 る 放 射 さ れ た フ ォ ト ン の 量 ） を 生 成 す る こ と が 可 能 と な る 。 勿
論 、 所 望 の ス ペ ク ト ラ ム 解 像 度 を 提 供 す る 、 非 対 称 な マ ー カ ー ア レ ン ジ メ ン ト を 生 成 す る
た め に 、 他 の 濃 度 比 も 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 更 に 、 例 え ば 血 液 自 動 蛍 光 （ auto fluorescence） は 、 一 般 的 に 、 488nmレ ー ザ に よ っ て
励 起 さ れ た と き に 、 Alexa 488（ ～ 525nm） の 放 射 ピ ー ク の 周 り に 放 射 ピ ー ク を 持 ち 、 Alex
a 555(～ 580nm)の ピ ー ク に お い て 非 常 に 少 な い ピ ー ク 持 つ か 、 全 く ピ ー ク を 持 た な い 。 １
つ の 488nmレ ー ザ に よ っ て 励 起 さ れ た 際 の 、 種 々 の 癌 細 胞 ラ イ ン （ cancer cell lines） の
試 験 は 、 Alexa 488染 料 に 対 し て 100： 1で Alexa 555染 料 が 使 用 さ れ た と き に 、 事 実 上 、 決
定 さ れ た 真 の ポ ジ テ ィ ブ の 全 て が 、 1.0よ り 大 き い 放 射 強 度 比 （ 画 素 当 た り の 平 均 強 度 の
形 式 に お い て 、 580nm対 525nm） を 持 ち 、 真 の ポ ジ テ ィ ブ の 大 多 数 が 、 ２ 又 は そ れ よ り 大 き
い こ と を 示 し た 。 偽 の ポ ジ テ ィ ブ の 大 多 数 は 、 1.0よ り 小 さ い 比 を 持 つ こ と が 決 定 さ れ た
。 そ れ 故 、 1.0又 は そ れ よ り 小 さ い 放 射 比 を 持 つ 「 画 像 事 象 」 は 、 無 視 さ れ 得 、 蛍 光 顕 微
鏡 の よ う な 、 よ り 高 い 解 像 度 の 装 置 の 使 用 に よ っ て 画 像 化 さ れ な い 。 い く つ か の 偽 の ポ ジ
テ ィ ブ は 、 セ カ ン ダ リ の 抗 体 の ラ ン ダ ム な 集 合 か ら 生 じ る （ stemmming） 。 或 い は 、 非 特
定 的 に 結 合 さ れ て い る （ non-specifically bound） プ ラ イ マ リ は 、 ＞ 1.0の 放 射 比 を も 持
ち 得 、 こ れ に よ り 、 上 述 の 手 順 を 用 い て フ ィ ル タ ・ ア ウ ト （ filtered out） さ れ な い こ と
に な る 。 試 験 さ れ た 癌 細 胞 ラ イ ン に つ い て 、 上 述 の 比 が 関 連 す る も の と 考 え ら れ る 一 方 、
他 の 細 胞 ・ ラ イ ン 又 は 患 者 の サ ン プ ル （ patient sample） が 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ 及 び 真 の ポ
ジ テ ィ ブ と 関 連 す る 、 異 な っ た 比 を 持 ち 得 る と 理 解 さ れ る 。 そ れ 故 、 こ れ ら の 細 胞 サ ン プ
ル に 対 し て 、 こ れ ら の 他 の 細 胞 サ ン プ ル の 試 験 に よ っ て 得 ら れ た 比 は 、 勿 論 、 フ ィ ル タ リ
ン グ の た め に 使 用 さ れ る こ と に な る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 従 っ て 、 上 述 の 「 非 対 象 的 な 」 セ カ ン ダ リ の 抗 体 染 料 （ antibody-dye） の 濃 度 を 使 用 し
、 フ ィ ル タ リ ン グ ・ パ ラ メ ー タ と し て 適 切 な 放 射 比 カ ッ ト オ フ を 選 択 す る こ と に よ っ て 、
偽 の ポ ジ テ ィ ブ の 量 が 、 大 き く 削 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 上 述 の 非 対 称 コ ン セ プ ト は 、 偽 ポ ジ テ ィ ブ の 改 善 さ れ た 検 知 及 び 除 去 を 提 供 す る が 、 こ
の 手 順 に 関 連 す る い く つ か の 問 題 が 存 在 す る 。 特 に 、 Alexa 488放 射 の 、 Alexa 555 放 射
領 域 （ ～ 580nm。 Alexa 488放 射 の テ イ ル 、 例 え ば 、 図 ３ の Ｅ Ｍ ＿ 488（ 84） 、 を 参 照 。 ）
へ の し み だ し （ bleeding） と 組 み 合 わ さ れ た 、 488nmレ ー ザ に よ る Alexa 5551の 低 い 励 起
効 率 は 、 実 質 的 に 十 分 高 い 、 Alexa 555の 量 を 使 用 す る こ と を 要 求 す る 。 更 に 、 弱 い 信 号
、 そ し て そ れ に よ る 非 検 知 を 避 け る た め に 、 Alexa 488濃 度 は 、 通 常 の 、 又 は 、 広 く 用 い
ら れ て い る 1000ｘ 希 釈 に 比 し て 、 余 り に も 低 い 値 で は あ り 得 な い 。 例 え ば 、 実 質 的 に 、 全
て の 真 の ポ ジ テ ィ ブ が 、 ＞ 1.0の 放 射 比 を 持 つ 高 い 確 率 を 保 証 す る た め に Alexa 555が 30ｘ
希 釈 に お い て 使 用 さ れ る 一 方 、 Alexa 488は 、 3000ｘ 希 釈 に お い て 使 用 さ れ う る 。 し か し
、 一 般 的 な セ カ ン ダ リ の 抗 体 ス ト ッ ク （ 例 え ば 、 1ｍ Ｌ あ た り 2mg） の 30ｘ 希 釈 は 、 「 非 常
に 濃 い （ very concentrated） 」 と 考 え ら れ 、 こ れ は 、 非 特 定 の 染 色 （ non-specific stai
ning） に 起 因 し て 、 よ り 多 く の 偽 ポ ジ テ ィ ブ の 可 能 性 を も 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 非 対 称 実 装 （ implementation） に お け る 第 ２ の 問 題 は 、 単 一 の プ ラ イ マ リ 抗 体 70に 結 合
す る （ binding to） ２ つ の セ カ ン ダ リ 抗 体 76、 78の 競 合 的 な 性 質 が 、 そ の よ う な 結 合 （ bo
nding） が 、 し ば し ば 、 異 な っ た 実 験 に 亘 っ て 、 特 に 、 容 易 に 飽 和 さ れ 得 る 低 い 抗 原 表 現
レ ベ ル （ antigen expression level） を 持 つ 細 胞 に お い て 、 無 矛 盾 （ consistent） で は な
く な り 得 る と い う 結 果 を 意 味 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ４ に 戻 っ て 、 こ こ に 表 さ れ る の は 、 サ ン プ ル の ス ペ ク ト ラ ム 的 な 弁 別 性 を 改 善 す る た
め に 使 用 さ れ る 第 ２ の ア プ ロ ー チ で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ
ア 結 合 さ れ た （ fluorophore-conjugated） セ カ ン ダ リ の 抗 体 を 用 い る 替 わ り に 、 １ つ の （
又 は 第 １ の ） フ ル オ ロ フ ォ ア 　 ９ ０ （ ＋ ） が 、 関 心 の 対 象 の 細 胞 94に 結 合 さ れ る （ bound
） 、 プ ラ イ マ リ の 抗 体 92に 結 合 （ conjugated） さ れ る 。 他 の （ 又 は 第 ２ の ） フ ル オ ロ フ ォ
ア 　 96（ * ） は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 さ れ た プ ラ イ マ リ （ 又 は １ 番 目 の タ イ プ （ １ s t  type
） ） 抗 体 92を タ ー ゲ ッ ト 化 す る た め に 選 択 さ れ 準 備 さ れ た 、 セ カ ン ダ リ の タ イ プ の 抗 体 98
に 結 合 さ れ る 。 図 ４ に 記 載 さ れ る よ う に 、 こ の 結 合 は 、 順 次 的 で あ り 、 非 競 合 的 で あ り 、
完 了 す る （ go to completion） こ と が 許 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 述 の 特 定 の 例 は 、 （ プ ラ イ マ リ の 抗 体 と し て の ） Alexa 488マ ウ ス ・ ア ン チ ・ ヒ ュ ー
マ ン ・ シ ト ケ ラ チ ン （ cytokeratin） 92、 及 び 、 （ セ カ ン ダ リ の 抗 体 タ イ プ と し て の ） Ale
xa 555や ぎ ア ン チ ・ マ ウ ス 98を 採 用 す る 。 こ の ス キ ー ム に お い て 、 セ カ ン ダ リ 抗 体 結 合 さ
れ た フ ル オ ロ フ ォ ア （ secondary antibody conjugated fluorphore） （ Alexa 555） 96の
信 号 が 増 幅 さ れ る が 、 プ ラ イ マ リ の 結 合 さ れ た （ conjugated） フ ル オ ロ フ ォ ア （ Alexa 48
8） 90は 、 よ り 弱 い チ ャ ン ネ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 第 ３ の ア プ ロ ー チ に 戻 っ て 、 図 ２ と の 関 係 で 議 論 さ れ た よ う に 、 弱 く 励 起 さ れ た チ ャ ン
ネ ル （ 例 え ば 、 Alexa 555） に 対 し て 高 い 第 ２ の 抗 体 濃 度 （ concentration） を 用 い る 替 わ
り に 、 図 ５ で 示 さ れ る コ ン セ プ ト は 、 セ カ ン ダ リ の 抗 体 （ 例 え ば Alex 555） を 増 幅 す る た
め の 、 Tyramide信 号 増 幅 （ Ｔ Ｓ Ａ ） の よ う な 、 酵 素 （ enzyme） ベ ー ス の 信 号 増 幅 方 法 を 使
用 す る 手 順 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Tyramide信 号 増 幅 は 、 信 号 を 増 幅 す る 化 学 的 反 応 に 接 触 作 用 を 及 ぼ す た め に 酵 素 を 使 用
す る こ と を 含 む 。 図 ５ に お い て 、 関 心 の 対 象 の 細 胞 102に 結 合 さ れ た （ bound） 、 非 結 合 さ
れ た （ non-conjugated） プ ラ イ マ リ の 抗 体 100が 用 い ら れ る 。 し か し 、 通 常 の 染 料 結 合 さ
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れ た 第 ２ の 抗 体 （ dye-conjugated 2 n d  antibody） の 替 わ り に 、 酵 素 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ （ horse radish peroxidase:HRP） 106に 結 合 さ れ た （ conjugated） 第 ２ の 抗 体 104が
使 用 さ れ て 、 プ ラ イ マ リ の 抗 体 100を タ ー ゲ ッ ト 化 （ target） す る 。 次 に 、 非 反 応 性 フ ォ
ー ム （ form） の 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 染 料 （ 例 え ば 、 Alexa 555） 、 過 酸 化 水 素 H 2 O 2  112 (Δ )
、 及 び 、 テ ィ ラ ミ ド 混 合 物 （ tyramide mixture） １ １ ４ （ □ ） 、 の よ う な 、 マ ー カ ー 110
（ * ） を 含 む 試 液 （ reagent） 、 が 適 用 さ れ る （ applied） 。 （ Ｈ 2 Ｏ 2 ） 112の 存 在 下 で の Ｈ
Ｒ Ｐ 106は 、 非 反 応 性 の テ ィ ラ マ イ ド 114を 、 求 核 （ nucleophilic） た ん ぱ く 質 チ ロ シ ン （
tyrosine） 側 鎖 に 束 ね ら れ る （ binding to） こ と に よ る 、 束 ね ら れ た （ bound） ２ 番 目 の
抗 体 （ bound 2 n d  antibody） 104の 場 所 の 近 傍 に 析 出 す る （ deposits） 、 短 命 の 自 由 基 （ s
hort-lived free-radical） の テ ィ ラ マ イ ド ・ フ ォ ー ム 114'（ Ｍ ） に 変 換 す る 。 こ の 自 由
基 の メ カ ニ ズ ム は 、 マ ル チ プ ル の 反 応 的 な フ ル オ ロ フ ォ ア ・ テ ィ ラ マ イ ド （ 110、 114'）
が 、 析 出 さ れ る こ と を 可 能 と す る こ と に よ っ て 、 染 料 （ dye） 110か ら の 信 号 を 増 幅 す る 。
変 換 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア ・ テ ィ ラ マ イ ド （ 110、 114'） の 短 命 の （ short-lived） 性 質 は
、 そ れ ら が 、 分 散 （ diffuse） せ ず 、 ２ 番 目 （ ２ n d ） の 抗 体 タ イ プ 104の 近 傍 で 局 所 的 に 滞
在 （ stay） す る こ と を 意 味 す る 。 こ の ス キ ー ム に お い て は 、 染 料 110（ 例 え ば 、 Alexa 555
） は 、 第 ２ の 抗 体 104に 直 接 結 合 さ れ た 染 料 （ 例 え ば 、 Alexa 488） に 比 し て 、 非 常 に 大 き
な 倍 数 だ け （ many more times） 増 幅 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 手 順 は 、 染 料 110と は 異 な っ た レ ベ ル に お い て 、 他 の セ カ ン ダ リ の 抗 体 104へ の 結 合 の
フ ォ ー ム で 、 他 の 染 料 （ 例 え ば 、 Alexa 488） 116を 取 り 込 む こ と に よ る 、 非 対 称 染 料 濃 度
を 生 成 す る た め の 、 Ｔ Ｓ Ａ の 使 用 を 介 し て 取 得 可 能 な 増 幅 コ ン セ プ ト を 利 用 す る 。 そ し て
、 特 定 の 実 施 例 に お い て 、 染 料 116の 量 は 、 染 料 110の 量 よ り 少 な く な ろ う 。 Ｔ Ｓ Ａ が 、 増
幅 技 術 と し て 引 用 さ れ た 一 方 、 他 の 既 知 の 生 物 学 的 増 幅 技 術 も ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ６ を 参 照 し て 、 こ こ に は 、 サ ン プ ル の ス ペ ク ト ラ ム 的 な 解 像 度 を 増 加 さ せ る た め の 更
な る 手 順 が 示 さ れ る 。 こ の 例 に お い て は 、 第 １ の タ イ プ （ プ ラ イ マ リ ） の 抗 体 120が 、 再
度 、 既 知 の 技 術 を 用 い て 、 関 心 の 対 象 の 細 胞 122に 結 合 さ れ る （ bound） 。 こ の 手 順 は 、 次
に 、 ２ 番 目 （ ２ n d ） の タ イ プ の （ セ カ ン ダ リ の ） 抗 体 126と 関 連 す る 単 一 の フ ル オ ロ フ ォ
ア 染 料 124を 用 い る 。 こ れ は 、 そ れ 自 身 で 、 １ 番 目 （ １ s t ） の 抗 体 120を タ ー ゲ ッ ト 化 す る
よ う に 構 成 さ れ る 。 単 一 の 染 料 124は 、 放 射 が 収 集 さ れ て 新 規 な や り 方 で 使 用 さ れ る よ う
な 、 非 従 来 的 な や り 方 で 励 起 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 １ つ の 例 に お い て 、 染 料 124は 、 Alexa 555で あ り 得 、 Alexa 555結 合 さ れ た 抗 体 （ Alexa
 555 conjugated antibody） 126は 、 488nmレ ー ザ に よ っ て 励 起 （ excited） さ れ る 。 488nm
レ ー ザ で の 、 そ の 励 起 効 率 は 、 た っ た 、 14.2％ な の で （ 表 １ 参 照 ） 、 わ ず か に 、 よ り 高 い
、 Alexa 555の 濃 度 が 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 染 料 の 通 常 の 1000ｘ 希 釈 の 替 わ り に 、 150ｘ 希
釈 が 使 用 さ れ て 、 励 起 効 率 に お け る 損 失 を 補 償 す る 。 こ の 希 釈 は 、 調 査 中 の サ ン プ ル の 上
に 適 用 さ れ る べ き （ 燐 酸 塩 （ phosphate） バ ッ フ ァ さ れ た 塩 水 （ saline） の よ う な ） バ ッ
フ ァ に お け る 抗 体 染 料 （ 又 は マ ー カ ー ） の 希 釈 で あ る 。 よ り 特 定 的 に は 、 希 釈 は 、 約 1000
ｘ 希 釈 と い う 、 受 け 入 れ ら れ た 業 界 標 準 よ り 、 ６ か ら ７ 倍 少 な い 範 囲 内 に あ る 。 次 に 、 Al
exa 555が 励 起 さ れ る と き に 、 そ の 通 常 の 放 射 ピ ー ク （ ～ 585nm） の 周 り の 十 分 な 蛍 光 が 、
画 像 化 シ ス テ ム に よ っ て 効 率 的 に 収 集 さ れ 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 利 点 は 、 血 液 自 動 蛍 光
（ blood auto fluorescence） （ 即 ち 、 488nmレ ー ザ で 励 起 さ れ た と き に 、 そ の 殆 ど が 、 52
5nmの 周 り の 放 射 ピ ー ク の 近 傍 で 発 生 す る ） か ら 生 じ る 偽 の ポ ジ テ ィ ブ の 数 が 、 劇 的 に 削
減 さ れ る こ と で あ る 。 中 程 度 の 濃 度 が 使 用 さ れ る の で 、 抗 体 の 高 濃 度 （ concentration）
に 起 因 す る 染 料 の 集 合 は 、 大 き く 削 減 さ れ る 。 濃 度 （ concentration） の 試 験 は 、 種 々 の
表 現 レ ベ ル の 細 胞 ラ イ ン を 用 い る こ と に 影 響 を 与 え る が 、 全 て の 真 の ポ ジ テ ィ ブ が 、 検 知
さ れ る 間 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ は 管 理 可 能 な レ ベ ル に 保 持 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 代 替 的 な 手 順 に お い て 、 こ れ ら の 画 像 化 事 象 の 蛍 光 が 引 き 受 け ら れ （ undertaken） 、 殆
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ど の 自 動 蛍 光 （ autofluorescence） が 発 生 す る よ う な 、 よ り 短 い 放 射 波 長 （ 例 え ば 、 488n
mレ ー ザ を 用 い た と き に 525nm） に お い て 収 集 さ れ 得 る 。 よ り 長 い 波 長 （ 例 え ば 、 Alexa 55
5染 料 に 対 し て 585nm） に お け る 放 射 と 一 緒 に 、 そ れ ら の 比 率 は 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ を フ ィ ル
タ リ ン グ ・ ア ウ ト す る た め の 、 追 加 の 顕 著 な デ ー タ の 組 を 与 え る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の サ ン プ ル 準 備 手 順 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な タ ン デ ム 染 料 （ （ Molecular Probes Div
ision of Invitrogen Corporationか ら 販 売 さ れ る ） DyeMer 488/630） の よ う な タ ン デ ム
（ tandem） 染 料 を 採 用 す る 。 例 え ば 、 図 ７ は 、 DyeMer 4881630染 料 に 対 す る 吸 収 カ ー ブ を
示 す 。 こ れ は 、 そ れ が 、 615nmの 周 り の そ の メ イ ン の 吸 収 ピ ー ク の 他 に 、 488nmに お い て 、
良 く 励 起 す る が 、 放 射 カ ー ブ 150に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 そ の 殆 ど の 放 射 が 、 630nmに お
け る ピ ー ク の 周 り に あ る こ と を 示 す 。 タ ン デ ム 染 料 は 、 ２ つ の 染 料 の 結 合 （ conjugates）
で あ り 、 第 １ の 染 料 の 放 射 が 、 第 ２ の 染 料 に よ っ て 吸 収 さ れ る も の で あ る 。 第 １ の 染 料 か
ら の 放 射 の 大 多 数 が 吸 収 さ れ る が 、 小 さ な パ ー セ ン ト が 、 依 然 と し て 、 そ の 通 常 の 波 長 （
即 ち 、 Alexa 488に 対 し て 525nm） 内 で 放 射 さ れ る こ と に な る 。 そ れ ゆ え 、 525ｎ ｍ と 630ｎ
ｍ の 周 り の 双 方 の 放 射 を 収 集 す る こ と に よ っ て 、 自 動 蛍 光 で は な く 、 む し ろ タ ン デ ム ・ タ
イ プ の 染 料 の 比 率 を 表 す 比 率 が 得 ら れ 得 る 。 特 徴 、 サ イ ズ 、 及 び ／ 又 は 、 強 度 の よ う な 、
し か し 、 そ れ に 限 定 さ れ な い 他 の 情 報 と カ ッ プ ル さ れ て 、 そ し て 、 本 出 願 書 類 で 以 前 に 議
論 さ れ た 基 準 の 組 の よ う な 、 フ ィ ル タ リ ン グ 基 準 の 組 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 染 料 集 合
（ dye aggregates） か ら の 、 多 く の 数 の 偽 ポ ジ テ ィ ブ が 、 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 上 述 の よ う な コ ン セ プ ト を 用 い て 、 レ ー ザ ・ ベ ー ス の 走 査 工 程 中 に 、 本 発 明 の 発 明 者 達
は 、 １ ０ - 5 及 び そ れ よ り 良 い 特 定 性 （ specificity） を 実 現 し た 。 換 言 す れ ば 、 約 百 万 の
細 胞 を 有 す る サ ン プ ル に 対 し て 、 偽 の ポ ジ テ ィ ブ は 、 た っ た の １ ０ 細 胞 に 制 限 さ れ 得 る 。
こ れ ら の 細 胞 （ 真 の ポ ジ テ ィ ブ 、 及 び 、 フ ィ ル タ リ ン グ 後 の 削 減 さ れ た 偽 の ポ ジ テ ィ ブ ）
は 、 次 に 、 顕 微 鏡 的 シ ス テ ム の よ う な 、 よ り 高 い 解 像 度 検 知 シ ス テ ム に よ っ て 、 短 い 次 官
で 検 討 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 種 々 の こ れ ま で に 開 示 さ れ た 、 及 び 、 他 の 特 徴 及 び 機 能 、 又 は 、 そ の 代 替 物 が 、 多 く の
他 の 異 な っ た シ ス テ ム 又 は ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 、 望 ま し く 結 合 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。 ま た 、 種 々 の 、 現 在 予 測 で き な い 、 又 は 、 予 期 さ れ な い 、 そ の 、 代 替 物 、 修 正
、 変 形 、 又 は 、 改 善 が 、 当 業 者 に よ っ て 、 後 に 為 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 そ
し て 、 こ れ ら は 、 添 付 の 請 求 項 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 図 １ 】 本 出 願 の 実 施 例 に よ っ て 形 成 さ れ た 画 像 化 装 置 の 斜 視 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 拮 抗 的 獲 得 方 法 （ competitive acquisition method） に お け る ２ つ の ２ 次 的 抗 体
を 採 用 す る ラ ベ リ ン グ ・ ス キ ー ム を 表 す 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 Alexa染 料 の 励 起 及 び 放 射 ス ペ ク ト ラ ム を 示 す 。
【 図 ４ 】 結 合 さ れ た （ conjugated） プ ラ イ マ リ 及 び 結 合 さ れ た セ カ ン ダ リ 方 法 の シ ー ケ ン
シ ャ ル な ア プ リ ケ ー シ ョ ン を 採 用 す る ラ ベ リ ン グ ・ ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ５ 】 信 号 の 印 加 の た め の Tyramid信 号 ア プ リ ケ ー シ ョ ン を 採 用 す る ラ ベ リ ン グ ・ ス キ
ー ム を 示 す 。
【 図 ６ 】 単 一 染 料 構 成 （ single dye configuration） を 採 用 す る ス ペ ク ト ラ ム 解 像 度 を 改
善 す る た め の 更 な る 手 順 を 示 す 。
【 図 ７ 】 サ ン プ ル の ス ペ ク ト ラ ム 解 像 度 を 改 善 す る た め に 出 力 信 号 の 比 率 が 用 い ら れ る 、
二 重 染 料 増 幅 手 順 （ dual dye amplification procedure） の 使 用 の 出 力 を 示 す 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
１ ０ 　 イ メ ー ジ ャ
１ ２ 　 サ ン プ ル
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１ ４ 　 生 物 学 的 滲 み
１ ６ 　 ス ラ イ ド
１ ８ 　 ス テ ー ジ
２ ０ 　 線 形 的 に 移 動 可 能 な ト ラ ッ ク
２ ２ 　 モ ー タ
２ ６ 　 線 形 移 動
２ ８ 　 矢 印
３ ０ 　 光 パ イ プ
３ ２ 　 第 １ の 端 部
３ ４ 　 第 ２ の 端 部
３ ６ 　 矩 形 の 入 力 開 口 （ aperture）
３ ８ 　 出 力 開 口
４ ０ 　 走 査 放 射 （ 光 ） 源
４ ２ 　 レ ー ザ
４ ４ 　 励 起 光 （ 放 射 ビ ー ム ）
４ ６ 　 ガ ル バ ノ メ ー タ （ galvanometer）
４ ８ 　 矢 印
５ ０ 　 光 学 的 合 焦 レ ン ズ
５ ２ 　 矢 印
５ ４ 　 サ ン プ ル 12の 軌 跡
５ ６ 　 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト
５ ８ 　 信 号 検 知 器
６ ０ 　 第 １ の レ ン ズ
６ ２ 　 ブ ロ ッ キ ン グ ・ フ ィ ル タ
６ ４ 　 励 起 光
６ ６ 　 光 検 知 器 ア レ ン ジ メ ン ト
６ ８ 　 デ ィ ス プ レ イ
７ ０ 　 プ ラ イ マ リ の 抗 体 （ １ s t Ａ Ｂ ）
７ ２ 　 細 胞 タ ー ゲ ッ ト
７ ４ 　 セ カ ン ダ リ の 抗 体
７ ６ 　 フ ル オ ロ フ ォ ア
７ ８ 　 フ ル オ ロ フ ォ ア
８ ０ 　 電 気 的 制 御 ユ ニ ッ ト
８ ２ 　 Ｅ Ｘ ＿ 555
８ ４ 　 Ｅ Ｍ ＿ 488
８ ６ 　 Ｅ Ｍ ＿ 555
９ ０ 　 フ ル オ ロ フ ォ ア （ Alexa 488）
９ ２ 　 プ ラ イ マ リ の 抗 体
９ ４ 　 関 心 の 対 象 の 細 胞
９ ６ 　 セ カ ン ダ リ 抗 体 結 合 さ れ た フ ル オ ロ フ ォ ア （ secondary antibody conjugated fluo
rphore） （ Alexa 555）
９ ８ 　 光 検 知 器
１ ０ ０ 　 非 結 合 さ れ た （ non-conjugated） プ ラ イ マ リ の 抗 体
１ ０ ２ 　 関 心 の 対 象 の 細 胞
１ ０ ４ 　 第 ２ の 抗 体
１ ０ ６ 　 酵 素 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ horse radish peroxidase:HRP）
１ １ ０ 　 マ ー カ ー
１ １ ２ 　 過 酸 化 水 素 H 2 O 2  
１ １ ４ 　 テ ィ ラ ミ ド 混 合 物 （ tyramide mixture）
１ １ ４ ’ 　 短 命 の 自 由 基 （ short-lived free-radical） の テ ィ ラ マ イ ド ・ フ ォ ー ム

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-192819 A 2007.8.2



１ １ ６ 　 他 の 染 料 （ 例 え ば 、 Alexa 488）
１ ２ ０ 　 第 １ の タ イ プ （ プ ラ イ マ リ ） の 抗 体
１ ２ ２ 　 関 心 の 対 象 の 細 胞
１ ２ ４ 　 単 一 の フ ル オ ロ フ ォ ア 染 料
１ ２ ６ 　 ２ 番 目 （ ２ n d ） の タ イ プ の （ セ カ ン ダ リ の ） 抗 体
１ ５ ０ 　 放 射 カ ー ブ

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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料置于载玻片上，添加第一类抗体，添加第二类抗体，将第一标记与第
一种抗体之一和第二种抗体之一相关联，并将第二种标记与第一种抗体
和第二种抗体中的一种相关联被配置为发射具有足够光谱分辨率的信号
以包括和准备样本以使得能够过滤以区分和消除来自真正正图像事件的
大多数误报，通过更高分辨率检测方法确定的方法，用于确定它是否是
感兴趣的细胞。 点域1
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