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(57)【要約】
人間または動物の身体で表面下組織または流体の生体内
特性を決定するための装置および方法を開示する。入射
放射線が表面上の一つまたはそれ以上の射入領域に供給
され、入射領域から間隔を置いて配置された一つまたは
それ以上の捕集領域から、光が捕集される。捕集された
光のラマン特徴が検出され、そこから深さ関連情報が導
出される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　拡散散乱上層組織を介して表面下組織または流体の一つまたはそれ以上の特性を生体内
で決定する方法であって、
（ａ）前記上層組織の表面の射入領域に入射光を供給するステップと、
（ｂ）前記上層組織内で散乱した光を、前記射入領域から間隔を置いて配置された前記表
面上の捕集領域から捕集するステップと、
（ｃ）前記捕集された光で、前記入射光に分光的に関連し前記表面下組織に起因する一つ
またはそれ以上のラマン特徴を検出するステップと、を含む方法。
【請求項２】
　前記ラマン特徴から前記表面下組織または流体の前記特性を決定するステップをさらに
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記表面下組織または流体が骨、軟骨、乳房組織、および血液の一つを含む、請求項１
または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記上層組織が皮膚および爪の一つを含む、請求項１、２、または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記検出ステップが、前記捕集された光を分光分散してラマンスペクトルを形成するス
テップを含む、請求項１ないし４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記検出ステップが、前記捕集された光をフィルタリングして前記ラマンスペクトル特
徴の一つまたはそれ以上を取り出すステップを含む、請求項１ないし４のいずれかに記載
の方法。
【請求項７】
　前記捕集ステップが、前記射入領域と前記捕集領域との間の表面全体にわたって複数の
間隔で光を捕集するステップを含む、請求項１ないし６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記特性を決定するステップが、異なる間隔からのラマン特徴を上層組織および表面下
組織または流体内の異なる深さまたは深さの分布に関連付けるステップを含む、請求項７
に記載の方法。
【請求項９】
　前記特性の決定が、深さまたは深さの分布について選択するために異なる間隔からのラ
マン特徴を組み合わせることを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記捕集ステップが、共通射入領域から異なる距離だけ間隔を置いて配置された複数の
捕集領域から光を捕集するステップを含む、請求項１ないし９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　一つまたはそれ以上の捕集領域が射入領域を取り囲む、請求項１ないし１０のいずれか
に記載の方法。
【請求項１２】
　各捕集領域が環帯であり、散乱光が、入射放射線を射入領域に供給するために使用され
る一つまたはそれ以上の照射用光ファイバの周囲に配置された複数の捕集用光ファイバに
よって捕集される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　一つまたはそれ以上の射入領域が共通捕集領域を取り囲む、請求項１ないし９のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
　前記捕集される光の経路に配置された捕集光学系を調整して、捕集領域と射入領域との
間の距離を調整するステップをさらに含む、請求項１ないし１３のいずれかに記載の方法
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。
【請求項１５】
　前記上層組織の表面に隣接して前記捕集領域の外に一つまたはそれ以上のミラー要素を
配置して、光を前記組織に反射させるステップをさらに含む、請求項１ないし１４のいず
れかに記載の方法。
【請求項１６】
　拡散散乱組織の表面下ラマンスペクトルを生体内で測定する方法であって、
ａ）前記組織に入射放射線の光プローブを照射するステップと、
ｂ）前記組織によって散乱した光を捕集するステップと、
ｃ）前記捕集された光の少なくとも一部分を分光分離して、一つまたはそれ以上のラマン
スペクトル特徴を検出するステップと、
を含み、前記組織によって散乱した光が前記組織の表面上の複数の空間位置から捕集され
、各空間位置が照射点から異なる距離にあり、各空間位置で捕集された光の少なくとも一
部分が別々に分光分散されて複数のラマンスペクトルを形成して成り、
ｄ）前記複数のラマンスペクトルを解析して、前記組織の表面下領域のラマンスペクトル
に関する情報を抽出するステップ、をさらに含む方法。
【請求項１７】
　少なくとも二つのラマンスペクトルが捕集され、かつスケールドサブトラクションを用
いて解析され、前記照射点に最も近い距離で捕集されたラマンスペクトルが、前記照射点
からもっと離れた距離で捕集されたラマンスペクトルから減算され、それによって前記組
織の副層のラマンスペクトルの特徴が識別される、請求項１ないし１６のいずれかに記載
の方法。
【請求項１８】
　前記組織の表面の化学組成のラマンスペクトルが既知であり、前記ラマンスペクトルが
、前記捕集された光のラマンスペクトルからの前記既知のラマンスペクトルのスケールド
サブトラクションによって解析される、請求項１ないし１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１９】
　前記複数のラマンスペクトルが多変量データ解析を用いて解析される、請求項１ないし
１６のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　前記複数のラマンスペクトルが主成分解析を用いて解析される、請求項１９に記載の方
法。
【請求項２１】
　少なくとも２０のラマンスペクトルが前記照射点から異なる距離で捕集される、請求項
１９または２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　前記組織が二つ以上の異なる波長で照射され、捕集される光がラマンスペクトルおよび
蛍光の組合せであり、前記方法が、前記捕集された光からラマンスペクトルを抽出するス
テップをさらに含む、請求項１ないし２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記照射点から異なる距離でラマンスペクトルを捕集することが可能となるように、前
記組織、前記捕集光学系、および前記照射点または領域の少なくとも一つが相互に対して
移動する、請求項１ないし２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　可動ステージが設けられ、その上に前記組織が装着され、前記プローブビームが前記組
織の移動を追尾するように構成され、それによって前記組織が、前記照射点から異なる距
離で散乱した光を捕集するために、固定された捕集光学系に対して移動する、請求項２３
に記載の方法。
【請求項２５】
　前記散乱光が前記照射点から異なる距離の点領域から捕集される、請求項２４に記載の



(4) JP 2008-522697 A 2008.7.3

10

20

30

40

50

方法。
【請求項２６】
　前記散乱光が、前記照射点から測定される距離に対して略直角な複数の略平行線から捕
集される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記プローブビームが光ファイバを用いて供給され、前記散乱光が前記プローブビーム
光ファイバの周囲に複数の同心円状に配設された光ファイバを用いて捕集され、それによ
って散乱光が前記照射点から異なる半径の同心リングに捕集される、請求項１６ないし２
３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記捕集された光が、分光計をＣＣＤカメラと組み合わせて使用して分光分散される、
請求項１ないし２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記光プローブまたは入射放射線がｃｗレーザを用いて生成される、請求項１ないし２
８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記光プローブが二つ以上の別個の波長を含み、一つまたはそれ以上のレーザによって
生成される、請求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
　前記光プローブが単一の同調可能なレーザによって生成される、請求項３０に記載の方
法。
【請求項３２】
　前記光プローブの前記二つ以上の別個の波長が二つ以上のそれぞれのレーザによって生
成される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記入射放射線が６００ｎｍより大きい波長を有する、請求項１ないし３２のいずれか
に記載の方法。
【請求項３４】
　前記入射放射線が８００ｎｍより大きい波長を有する、請求項１ないし３３のいずれか
に記載の方法。
【請求項３５】
　患者が標的組織に癌状態を有するか否かを決定する方法であって、
　　請求項１ないし３４のいずれかに記載のステップを実行して、癌状態に特有な一つま
たはそれ以上のラマンスペクトル特徴を前記標的組織で測定するステップと、
　　前記ラマンスペクトル特徴に基づいて、前記患者が前記標的組織に癌状態を有するか
否かを決定するステップと、を含む方法。
【請求項３６】
　患者が前記患者の骨組織に関連する病状を持つか否かを決定する方法であって、
　　請求項１ないし３５のいずれかに記載のステップを実行して、骨組織に特有な一つま
たはそれ以上のラマンスペクトル特徴を測定するステップと、
　　前記ラマンスペクトル特徴に基づいて、前記患者が骨組織の病状を有するか否かを決
定するステップと、を含む方法。
【請求項３７】
　外科的介入無しに表面下組織または流体の生体内皮下検査を実行する方法であって、
　　表面組織にプローブ光ビームを照射するステップと、
　　前記表面の下で散乱する光を、前記プローブ光ビームから間隔を置いて配置された前
記表面上の一つまたはそれ以上の捕集領域から捕集するステップと、
　　前記捕集された光から一つまたはそれ以上のラマンスペクトル特徴を検出するステッ
プと、を含む方法。
【請求項３８】
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　前記表面下組織または流体が骨、軟骨、乳房組織、および血液の一つである、請求項３
７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記捕集領域が前記プローブ光ビームと重複しない、請求項３７または３８に記載の方
法。
【請求項４０】
　拡散散乱上層組織を介して表面下組織または流体の一つまたはそれ以上の特性を生体内
で決定するための装置であって、
　　前記上層組織の表面上の射入領域に入射光を供給するように構成された光源と、
　　前記上層組織内で散乱した光を、前記射入領域から間隔を置いて配置された前記表面
上の捕集領域から捕集するように構成された捕集器と、
　　前記入射光に分光的に関連し、前記表面下組織または流体に起因する一つまたはそれ
以上のラマン特徴を検出するように構成された検出器と、を備えた装置。
【請求項４１】
　前記ラマン特徴から前記表面下組織または流体の一つまたはそれ以上の特性を導出する
ように適応された解析装置をさらに備えた、請求項４０に記載の装置。
【請求項４２】
　前記装置が前記射入および捕集領域間の複数の間隔から光を捕集するように適応され、
前記解析装置が、深さまたは深さの分布について選択するために前記複数の間隔からのラ
マン特徴を組み合わせるように適応された、請求項４１に記載の装置。
【請求項４３】
　前記表面下組織が骨、軟骨、乳房組織、および血液の少なくとも１つを含む、請求項４
０、４１、または４２に記載の装置。
【請求項４４】
　前記上層組織が皮膚および爪の少なくとも一つを含む、請求項４０ないし４３のいずれ
かに記載の装置。
【請求項４５】
　前記検出器が、前記捕集された光を分光分散して前記ラマン特徴を分離するように構成
された分光計を備える、請求項４０ないし４４のいずれかに記載の装置。
【請求項４６】
　前記検出器が、前記ラマン特徴を選択するように構成された一つまたはそれ以上のフィ
ルタを備える、請求項４０ないし４４のいずれかに記載の装置。
【請求項４７】
　前記射入領域または前記捕集領域のいずれかが、前記二つの領域の他方を取り囲む環状
領域である、請求項４０ないし４６のいずれかに記載の装置。
【請求項４８】
　前記環状領域の直径を制御可能に調整するように適応された光学装置をさらに備えた、
請求項４７に記載の装置。
【請求項４９】
　前記射入領域と前記捕集領域との間の間隔を制御可能に調整するように構成されたマス
キング装置をさらに備えた、請求項４０ないし４８のいずれかに記載の装置。
【請求項５０】
　光を前記組織に反射させるように、前記上層組織の表面に隣接して、前記一つまたはそ
れ以上の捕集領域および射入領域の外に配置された一つまたはそれ以上のミラー装置をさ
らに備えた、請求項４０ないし４８のいずれかに記載の装置。
【請求項５１】
　拡散散乱組織内の異なる深さで発生するラマンスペクトルを生体内で選択的に測定する
ための装置であって、
　　前記組織に入射放射線のプローブビームを照射するための光源（１）と、
　　前記組織によって散乱した光を捕集し、かつそれを分光計に渡すための捕集光学系と
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、
　　前記分光計によって分散された光を検出するための検出手段と、
を備え、
　前記装置が前記組織の表面上の複数の空間位置で散乱光を捕集するように適応され、各
空間位置が照射点から異なる距離にあり、各空間位置で捕集された光の少なくとも一部分
が前記分光計（２）によって別々に分光分散されて複数のラマンスペクトルを形成し、前
記装置がさらに、前記複数のラマンスペクトルから前記組織（６、７）の副層のラマンス
ペクトルに特有な特徴を識別するための解析装置（４）を含んで成る、装置。
【請求項５２】
　前記解析装置が、ラマンスペクトルの間でスケールドサブトラクションを実行するよう
に適応された、請求項５１に記載の装置。
【請求項５３】
　前記解析装置が前記ラマンスペクトルに対し多変量データ解析を実行するように適応さ
れた、請求項５１に記載の装置。
【請求項５４】
　前記解析装置が前記ラマンスペクトルに対し主成分解析を実行するように適応された、
請求項５３に記載の装置。
【請求項５５】
　前記照射点からの異なる距離でラマンスペクトルを捕集することができるように、前記
組織、前記捕集光学系、および前記照射点の少なくとも一つを相対的に移動させるための
可動ステージをさらに備えた、請求項５１ないし５４のいずれかに記載の装置。
【請求項５６】
　前記可動ステージが可動試料ステージであり、前記組織の移動に対して前記プローブビ
ームを追尾するための手段が設けられ、それによって固定型捕集光学系に対して前記試料
を移動させることができ、散乱光を前記照射点からの複数の距離で捕集することが可能と
なる、請求項５５に記載の装置。
【請求項５７】
　前記捕集光学系が、前記プローブビームの周囲に複数の同心円状に配設された光ファイ
バを含む、請求項５１ないし５４のいずれか一項に記載の装置。
【請求項５８】
　前記光源がｃｗレーザである、請求項５１ないし５７のいずれか一項に記載の装置。
【請求項５９】
　前記検出手段がＣＣＤカメラを含む、請求項５１ないし５８のいずれか一項に記載の装
置。
【請求項６０】
　前記入射放射線が６００ｎｍより大きい波長を有する、請求項４０ないし５９のいずれ
かに記載の装置。
【請求項６１】
　前記入射放射線が８００ｎｍより大きい波長を有する、請求項４０ないし６０のいずれ
かに記載の装置。
【請求項６２】
　外科的介入無しに表面下組織の生体内検査を実行するための医療皮下検査装置であって
、
　　表面組織を照射するように構成されたプローブ光ビーム源と、
　　前記表面の下で散乱した光を、前記プローブ光ビームから間隔を置いて配置された表
面上の一つまたはそれ以上の捕集領域から捕集するように構成された捕集器と、
　　前記捕集された光から一つまたはそれ以上のラマンスペクトル特徴を検出するように
構成された検出器と、を備えた装置。
【請求項６３】
　前記捕集領域が前記プローブ光ビームと重複しない、請求項６２に記載の装置。
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【請求項６４】
　前記表面下組織の一つまたはそれ以上の特性を前記ラマンスペクトル特徴から導出する
ように構成された解析装置をさらに備えた、請求項６２または６３に記載の装置。
【請求項６５】
　自然のまたは外科的に形成された開口部を介するアクセスにより体内を検査するための
内視鏡として実現される、請求項４０ないし６１のいずれかに記載の装置。
【請求項６６】
　請求項１ないし３９のいずれかの方法を使用して、上層組織の表面領域および上層組織
とは異なる深部組織の副層領域から構成される試料から一つまたはそれ以上のラマンスペ
クトルを捕集するステップを含む、診断方法。
【請求項６７】
　前記１つまたはそれ以上のラマンスペクトルの中で前記試料（６、７）の前記副層領域
のラマンスペクトルに特有な一つまたはそれ以上の特徴を識別するステップと、前記一つ
またはそれ以上の識別された特徴を健常な対照試料から得たものと比較するステップとを
さらに含む、請求項６６に記載の診断方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、拡散散乱光のラマン特徴を検出することによって、生体内の表面下組織の特
性を決定するための方法および装置に関する。例えば、記載する方法および装置は、切開
または穿刺による骨組織の露出を必要とすることなく、皮膚、爪、および他の表面組織を
通して生体内の骨のラマンスペクトル特徴を検出するのに適している。
【背景技術の検討】
【０００２】
　骨および他の生物学的組織および生体組織の調査研究の分野は、無数の解析技術を包含
する。そのような技術は、特定の患者、人間、または動物の骨質または組織組成を評価す
ることが重要であることが明らかになってきた多くの状況に対応して開発されてきた。例
えば骨粗しょう症の人は、健常な母集団と比較して骨折の危険性が著しく高い。変性骨疾
患、例えば骨粗しょう症の診断は、骨折の重大な危険性を軽減するように、彼らの生活習
慣を適応させ、あるいは治療介入を模索することを可能にするのに重要である。さらなる
例は筋骨格組織研究に見出される。この分野の重要な側面は、慎重に選択した正常な動物
および多くの場合は遺伝子導入動物の母集団を使用して、組織組成および分子構造を機能
と比較することである。
【０００３】
　しかし、今まで、骨または他の組織の組成の詳細を検査するための非侵襲的または低侵
襲的方法はほとんどない。遺伝性または代謝性疾患の動物モデルの研究では、標準的手法
は、動物を犠牲にし、研究用の組織試料を採取するというものである。生きている動物を
、最小限の不快感または危害をもたらす方法で、研究することが好ましいことは明らかで
あろう。この必要性は、長期間にわたる組織変化を追跡する研究で最もよく感じられてい
る。
【０００４】
　犠牲的手法は明らかに、人間の患者を検査する際の選択肢ではない。現在利用可能な骨
質評価の方法は主として、放射線写真撮影、および特に二重エネルギＸ線吸収測定法（Ｄ
ＥＸＡ）に基づく。しかし、この技術は骨の無機相（ヒドロキシアパタイト）しか測定で
きず、有機相（主としてコラーゲンＩ）はほとんど見えない。骨の材料強度は、コラーゲ
ンおよびヒドロキシアパタイト組成の両方に依存することが知られている。したがって、
骨質を評価するために必要となる重要なデータ片は、ＤＥＸＡ技術では無視されている。
今まで、有機（コラーゲン）データを得るための唯一の公知の手法は、物理的に露出した
骨または生検によって切除された試料のいずれかの解析を含む。これらは両方とも、往々
にして患者に不快感または苦痛を引き起こし得る。
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【０００５】
　赤外およびラマン分光法は、広範囲の組織および流体の生理化学的状態に関する豊富な
情報を提供する（例えば米国特許第6,681,133号または国際公開第WO01/52739号参照）。
例えば骨の解析では、これらの技術は、ミネラル／マトリックス比、ミネラル結晶化度、
マトリックス架橋、ならびに機械的荷重によって生じる可逆および不可逆変化に関する情
報を提供することができる。残念ながら、これらの方法による解析は表面研究、つまり露
出した骨に関する研究に限定されてきた。赤外放射は一般的に、水に完全に吸収される前
に数μｍ以上組織内に浸透しない。近赤外範囲（７００～８５０ｎｍ）はさらに浸透する
が、多重散乱が詳細な空間情報の損失を引き起こす。試料の深さを探るために使用される
標準技術である共焦点顕微鏡法は、小さい焦点が局所的加熱および組織損傷を引き起こす
ので、生体組織では排除される。さらに、この技術は生物組織のような拡散散乱媒体では
効率がかなり低く、該媒体中の光子の平均自由行路の約１０倍の深さまでしか実行できな
い。
【０００６】
　組成情報を求めて散乱表面の下を探るには、弾性散乱光子が使用されてきた。例えば、
B.B.DasらはRep.Prog.Phys.60、227(1997)に、時間ゲーティング（temporal gating）を
使用する方法を記載している。この技術は、光が拡散散乱媒体に浸透するのに有限時間が
かかるという事実に依存する。したがって散乱事象は、深さが下方になるほど遅く発生す
るので、散乱信号を経時的に監視することで、理論的には、徐々に深くなる散乱中心の性
質に関する情報がもたらされるはずである。
【０００７】
　医療診断に重要になり得る情報の抽出へのラマン分光法の幅広い適用は、表面下ラマン
散乱を測定することが可能なシステムの模索を推進した。そのようなシステムは理論的に
は、皮膚の下の骨および軟骨、軟骨嚢内の椎骨内円板（intravertebral disc）組織、様
々な材料および機能特性の腱および靭帯、再び生体内で膜状被覆によって保護される腸壁
または食道組織の組成解析が可能であるはずである。しかし、Dasらの弾性散乱技術を直
接的にラマン分光法に拡張することはできない。光子の非弾性散乱は、ラマン光を生成す
るには断面がずっと小さいため、ずっと弱いプロセスである。この結果、ずっと弱い信号
が生じる。さらに、ラマン信号は、発光からの干渉または試料の損傷にずっと影響され易
い。
【０００８】
　ラマン散乱からの深さ情報を得るために使用されてき１つの方法は、Jun Wuらによって
「Three dimensional imaging of objects embedded in turbid media with fluorescenc
e and Raman spectroscopy」、Appl.Optics 34(18)、3425(1995)に記載されている。この
論文は、蛍光減衰およびラマン散乱の高速立上りを利用して表面照射と散乱光子の早期検
出との間の遅延時間から深さ情報を推測する技術を記載している。単一光子検出システム
は、試料表面からの後方散乱光子を、それが１ＭＨｚパルスレーザビームによって照射さ
れた時間から監視するように設定される。多数のパルス照射に対する光子到着時間の展開
は、散乱物体の深さの特徴である開始時間遅延を持つことが示されている。
【０００９】
　骨からの信号品質が、病気が存在するか否かの正確かつ適正な診断に到達するのに決定
的になり得る、骨の非侵襲的ラマンプロービングを用いて引き出すことができた利点は、
A.CardenおよびM.D.Morris、J.Biomed.Optics 5，259(2000)から明らかである。しかし、
骨コラーゲンの従来のラマンシグネチャは上層組織からの望ましくないラマン信号によっ
て遮蔽されるので、化学組成に関するデータは一般的に生検によって得られる。
【００１０】
　表面下ラマン分光法を実行する代替的な非侵襲的または低侵襲的方法の必要性が認識さ
れている。そのような方法は、ＤＥＸＡの限界を克服する、より柔軟な生体内解析技術の
基礎を提供することができなければならない。特に、ＤＥＸＡは骨組成に関する部分的情
報を得ることに限定されるが、ラマンベースの技術のより広範囲の適用可能性が望ましい
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。
【特許文献１】米国特許第6,681,133号
【特許文献２】国際公開第WO01/52739号
【非特許文献１】Rep.Prog.Phys.60、227(1997)
【非特許文献２】「Three dimensional imaging of objects embedded in turbid media 
with fluorescence and Raman spectroscopy」、Appl.Optics 34(18)、3425(1995)
【非特許文献３】J.Biomed.Optics 5，259(2000)
【発明の概要】
【００１１】
　したがって、本発明の目的は、骨組織のような生体内の生きている組織の表面下の化学
組成情報を抽出することのできる、ラマン分光法に基づく解析技術を提供することである
。また、本発明の目的は、目標の表面下組織を露出させる切開、穿刺、または他の外科的
介入を必要とすることなく、そのような解析を可能にすることである。
【００１２】
　したがって、本発明は、表面下組織または流体の皮下検査を実行する方法であって、表
面組織にプローブ光ビームを照射するステップと、表面の下で散乱した光を、プローブビ
ームから間隔を置いて配置された表面上の一つまたはそれ以上の捕集領域または場所から
捕集するステップと、捕集された光から一つまたはそれ以上のラマンスペクトル特徴を検
出するステップとを含む方法を提供する。次いで、ラマンスペクトル特徴から生物医学的
または化学的性質を導出することができる。
【００１３】
　より一般的には、本発明は、拡散散乱上層組織を介して表面下組織または流体の一つま
たはそれ以上の特性を決定する方法であって、上層組織の表面の射入領域に入射光を供給
するステップと、上層組織内で散乱する光を、射入領域から間隔を置いて配置された表面
上の捕集領域から捕集するステップと、捕集された光で、入射光に分光的に関連し表面下
組織または流体に起因する一つまたはそれ以上のラマン特徴を検出するステップとを含む
方法を提供する。
【００１４】
　上層組織は皮膚または爪とすることができ、表面下組織または流体は骨、軟骨、乳房組
織、または血液とすることができるが、多くの他の用途があり、その中には、研究対象の
単数または複数の下部層または器官を被覆しかつ保護する膜または粘液のような上部層を
露出させるために、外科的介入が必要になるものがあるかもしれない。研究対象の組織は
、血液、リンパ液、または関節内、目、もしくは膜間の流体のような流体の形を取ること
ができる。
【００１５】
　使用可能なラマンスペクトルデータを導出するのに、多くの場合、単一の射入および捕
集領域で充分である。他の場合、様々な物理的間隔の一つまたはそれ以上の射入および一
つまたはそれ以上の捕集領域を使用することができ、そのようにして得られるスペクトル
データは統合されて、例えば複数の間隔からのデータを使用して、表面下組織のラマン信
号を優先的に選択することによって、表面下組織の所要特性のより正確な決定をもたらす
。
【００１６】
　中央射入領域を取り囲み、あるいはその周囲に配置された単一または複数の捕集領域は
、単純な変位捕集領域全体に増大した捕集面積をもたらすので有利である。代替的に、単
一の捕集領域を取り囲み、あるいはその周囲に配置された単一または複数の射入領域を使
用することができる。同心環状または他の形状の射入および捕集領域は、充分に利用され
ないかもしれない。例えば、リング状の密に詰め込まれた成端用光ファイバは、関連環帯
の約６０％を満たすことができる。捕集または射入環帯の少なくとも１０％を光学的に利
用することが好ましい。
【００１７】
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　関連する射入および捕集領域は重複しないことが好ましい。
【００１８】
　本発明はまた、表面下組織の決定された特性の解釈によって、人間または動物の病状を
診断する関連方法をも提供する。
【００１９】
　本発明は、表面下組織の一つまたはそれ以上の特性を決定するための対応する装置を提
供する。
【００２０】
　本発明はまた、拡散散乱組織の表面下ラマンスペクトルを測定する方法であって、
ａ）組織に光プローブを照射するステップと、
ｂ）組織によって散乱した光を捕集するステップと、
ｃ）捕集した光の少なくとも一部分を分光分離して、一つまたはそれ以上のラマンスペク
トル特徴を検出するステップと、を含み、試料によって散乱した光が試料の複数の空間位
置から捕集され、各空間位置が照射点から異なる距離にあり、各空間位置で捕集される光
の少なくとも一部が別々に分光分散されて複数のラマンスペクトルを形成し、該方法がさ
らに、
ｄ）複数のラマンスペクトルを解析して、組織の表面下領域のラマンスペクトルに関する
情報を抽出するステップ、を含む方法を提供する
【００２１】
　したがって、この方法により、表層下の拡散散乱組織の性質および組成を明らかにする
ために解釈することのできるスペクトル情報が、非破壊的に得られる。本発明は、試料か
ら得られたラマン信号の一種の空間ゲーティング（spatial gating）を効果的に実現し、
表面層とは異なる組成を有する表面下の層からのラマン信号を取り出す。この方法を本書
では空間オフセットラマン分光法（ＳＯＲＳ）と呼ぶ。
【００２２】
　試料内の異なる深さに一つまたはそれ以上の異なる化学組成を有する組織の場合、本発
明では、プローブレーザビームの入射点から異なる量だけ空間的にオフセットされた領域
からのラマンスペクトルの捕集は結果的に、一連のスペクトル（二つ以上のスペクトル）
を生じ、各スペクトルは組織内の異なる深さから発出するラマン信号を含む。得られた一
連のスペクトルは、組織表面層および組織表面下の層から発生したラマン信号の異なる相
対的寄与率を含む。データ系列の収集において、信号捕集点がプローブレーザビームの入
射点から遠ざかるにつれて、表面層信号の寄与率は、組織の大部分の内部のより深い層の
異なる組成によって発生する信号の場合よりずっと早く減少する。これは、より深い表面
下組織の寄与率を直接、またはより高度の分離のため捕集されたスペクトルセットに数値
処理（例えば多変量データ解析またはスペクトル相互のスケールドサブトラクション（sc
aled subtraction））を適用することによって、抽出することを可能にする。
【００２３】
　好適な実施形態では、二つ以上のラマンスペクトルが捕集され、かつスケールドサブト
ラクションを用いて解析される。照射点に最も近い距離からまたは距離で捕集されたラマ
ンスペクトルが、照射点からより遠くで捕集されたラマンスペクトルから減算され、それ
によって組織の副層のラマンスペクトルの特徴が識別される。
【００２４】
　さらなる代替法では、組織の表面の化学組成のラマンスペクトルが既知である場合、捕
集されたラマンスペクトルは、捕集された光のラマンスペクトルからの既知のラマンスペ
クトルのスケールドサブトラクションによって解析される。
【００２５】
　代替的な好適実施形態では、照射点から異なる距離で少なくとも２０のラマンスペクト
ルが捕集され、多数のラマンスペクトルは、多変量データ解析を用いて解析される。多変
量データ解析として主成分解析を使用することができる。
【００２６】
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　本発明の好適な特徴は、二つ以上の異なる波長の組織の照射であり、捕集される光はラ
マンスペクトルおよび蛍光の組合せであるので、ラマンスペクトルは捕集された光から抽
出することができる。
【００２７】
　照射点から異なる距離でラマンスペクトルを捕集することが可能になるように、組織、
捕集光学系、および照射点の少なくとも一つを他のものに対して相対的に移動させること
ができる。例えば被験者の肢または頭を載せる可動ステージを設け、プローブビームが肢
または頭の動きを追尾するように構成することができ、それにより、照射点から異なる距
離で散乱光を捕集するために、被験者の組織は固定捕集光学系に対して相対的に移動する
。
【００２８】
　散乱光は照射点から様々な距離の点領域から捕集することができ、あるいは散乱光は、
照射点から測定される距離に対して略直角な複数の略平行線から捕集することができる。
【００２９】
　代替的に、プローブビームは光ファイバを用いて供給され、散乱光は、プローブビーム
光ファイバを中心とする複数の同心円状に配設された光ファイバを用いて捕集することが
でき、それにより散乱光は照射点から異なる半径の同心リングに捕集される。
【００３０】
　理想的には、光プローブは＞２００ｎｍかつ＜２０００ｎｍであり、一つまたはそれ以
上の準単色レーザ、または例えば温度に関して同調可能であるダイオードレーザによって
生成することができる。ヘモグロビン吸収を回避するためには、光プローブは＞６００ｎ
ｍであることが好ましく、メラニン吸収を回避するためには、波長＞８００ｎｍであるこ
とが好ましい。
【００３１】
　代替的態様では、本発明は、拡散散乱組織内の異なる深さで発生するラマンスペクトル
の選択的測定のための装置であって、組織にプローブビームを照射するための光源と、組
織によって散乱した光を捕集し、かつそれを分光計に渡すための捕集光学系と、分光計に
よって分散された光を検出するための検出手段とを備え、散乱光が組織の表面上の複数の
空間位置で捕集されるように適応され、各空間位置が照射点から異なる距離にあり、各空
間位置で捕集された光の少なくとも一部分が、分光計によって別個に分光分散されて複数
のラマンスペクトルを形成するように構成され、複数のラマンスペクトルから組織の副層
のラマンスペクトルに特定的な特徴を識別するための解析装置をさらに含む装置を提供す
る。
【００３２】
　光源は、一つまたはそれ以上の準単色レーザ、または例えば温度に関して同調可能であ
るダイオードレーザから構成することができる。
【００３３】
　さらなる代替的態様では、本発明は、上層組織の表面領域および上層組織とは異なる深
部組織の副層領域から構成される組織から、上述した方法を使用して一つまたはそれ以上
のラマンスペクトルを捕集するステップを含む、診断方法を提供する。
【００３４】
　組織の副層領域のラマンスペクトルに特有の一つまたはそれ以上の特徴は、一つまたは
それ以上の捕集されたラマンスペクトル内で識別され、健常な対照試料から得たものと比
較されることが好ましい。
【００３５】
　上述した方法および装置は特に、人間または動物の身体の生体内組織の特性を決定し、
かつ組織の生物医学的特性を決定することに適用することができる。
【００３６】
　本発明はまた、記載するラマン技術を用いて皮下および内部組織または流体を検査する
ことができるように内視鏡を組み込んだ、上述した装置を提供する。
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【００３７】
　本発明の実施形態について以下に、単なる実施例として、添付の図面に関連して説明す
る。
【好適な実施形態の詳細な説明】
【００３８】
　ここで、図１を参照すると、動作中の本発明の実施形態が略断面図で示されている。レ
ーザ９を組み込むか、あるいはそれによって供給される光源１０は、本実施例では皮膚層
１５および下にある骨組織２０から構成される生体内組織１４の表面１２の局所的射入領
域を照射するために使用される。光源からの入射放射線は、試料を介して、特に上部皮膚
層を介して拡散散乱される。放射線の一部は組織によって吸収されることがあり、一部は
例えば蛍光による光学発光を引き起こすことがあり、一部は変化せずに組織表面１２から
再び出現する。
【００３９】
　入射放射線の光子の小部分は非弾性散乱して、例えばラマン事象１６によって示される
ようなラマン光子を発生させる。ラマン光子は次に、組織を介して拡散散乱される。一部
は吸収され、例えば蛍光を発生させるが、一部は変化せずに表面１２から出現して捕集器
１８で捕集される。
【００４０】
　ラマン光子が第２ラマン事象を起こす可能性は非常に小さい。
【００４１】
　捕集された光は、例えば検出器２２内のフィルタまたは分光計および適切なセンサを用
いて解析され、決定されたラマンスペクトルまたはスペクトル特徴はさらに解析装置２３
で使用される。検出器は、分散形分光解析技術よりむしろ、フーリエ変換を使用すること
ができる。
【００４２】
　一般的に、大部分のラマン光子は、入射放射線が最も強い光源１０に近い位置で生成さ
れる。これらのラマン光子は、光源１０で光を捕集することによって、例えば光源と共通
の光学系を使用することによって、最もよく検出することができる。しかし、光源からの
距離が増大するにつれて、光源付近から発するラマン光子の強度は、光源からより遠く離
れた位置から、特に組織の深部から発するラマン光子の強度より迅速に低下する。したが
って、光が捕集される位置を、組織が照射される位置から間隔を置いて配置することによ
って、組織内の深部からのラマン光子の優先的サンプリングを達成することができる。
【００４３】
　図１で、ラマン事象１６は表面下骨層２０の最上部で発生する。光源１０と捕集器１８
との間の間隔ｄ、または同等に射入領域１１と捕集領域１９との間の間隔ｄは、特定の深
さに対して選択するように調整することができる。しかし好適な実施形態では、光はある
範囲の間隔ｄで捕集され、解析装置２３は、ｄの様々な値に対して捕集された光のラマン
特徴から組織の深さ依存特性を推測するために使用される。
【００４４】
　特定の層のラマン信号は、幾つかの間隔のラマン信号を数値処理することによって優先
的に選択することができる。同様に、一つまたはそれ以上の層のラマン信号は、類似の数
値処理によって優先的に排除することができる。そのような数値処理は、単純な重み付き
比較、または異なる間隔からの信号の減算によって、もしくはより複雑なＰＣＡ技術を使
用することができる。
【００４５】
　図１で、生体内組織１４は、表面皮膚組織１５と骨組織２０との間にはっきりした境界
線を示す。図２ａないし２ｃには、幾つかの他の組織構造が示されている。図２ａでは、
表面層３０から深層３２に徐々に変化し、深層３２は拡散散乱し、つまり部分的または完
全に不透明であり、層３２を表わすラマン光子は層間の界面に発生する。図２ｂでは、表
面層３０および深層３２はさらなる透明または半透明な層３４によって分離され、それは
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例えば体液で満たされた空間であるかもしれない。図２ｃには、表面層３０の下またはそ
の内部に徐々に変化するかあるいは境目のはっきりした副層３６および３８が埋め込まれ
た、より複雑な組織構造が示されている。
【００４６】
　本書で使用するラマン技術および方法は例えば、癌患部組織の位置を突き止めるために
独立技術として、または乳癌の場合のマンモグラフィのような既存の技術と併用して、癌
組織の非侵襲的検査に適用することができる。乳癌に対する併用手法では、乳房内の疑わ
しい領域を同定するためにマンモグラフィが使用され、次いで疑わしい領域を精査し、そ
れらの性質を識別するためにラマン技術が使用される。これは生検の必要性を緩和し、か
つ即座に結果を出すことができ、したがって患者の外傷を劇的に低減する。乳房組織は多
くの他の型の組織と比較して長い光子散乱行路長および低い吸収係数を示すので、記載す
るラマン技術は、乳房の深層プロービングに特に適している。
【００４７】
　適切な場合、ラマン装置は内視鏡装置に組み込むことができる。このようにして体腔を
精査することができ、あるいは傷つけないようにすることが好ましいが、周囲の組織また
は膜を通してラマンプロービングを行なうことが望ましい身体領域を精査するために、部
分的侵襲技術を使用することができる。例として脳（例えばアルツハイマ病およびハッチ
ンソン病およびＣＪＤを同定するため）、肝臓、心臓、腎臓、前立腺、静脈、神経系、脊
髄、および膝蓋骨がある。他の標的生理学的状態として、腎臓および膀胱内の結石の性質
を探ることを含む。
【００４８】
　記載するラマン方法および装置はまた、特に皮膚を通しての血液特性の非侵襲的検出の
ために使用することもできる。この用途では、本発明は、皮膚に起因する圧倒的なラマン
および蛍光信号を排除して、血管内に含まれる血液からの基本的信号を明らかにするため
に使用される。このようにして、グルコースレベル、酸素化、微生物、コレステロールの
型および量、ならびに尿素、総タンパク質量およびアルブミンのような他の血液成分を検
出し、測定することができる。リンパおよび眼内流体のような他の流体を検査することが
できる。
【００４９】
　組織と光源および／または捕集器との間の結合を改善するために、屈折率整合流体を使
用することができる。光子の散乱を局所的にかつ一時的に低減させるために、グリセロー
ルのような屈折率整合流体を組織内に沈漬させることもできる。これは、記載する技術の
有効な深さを増大させる。屈折率整合流体を「コントラスト剤」または「造影剤」と呼ぶ
ことができる。
【００５０】
　様々なジオメトリを使用して、単一、複数、または可変間隔における光の入射照射およ
び捕集を達成することができる。図３ａには、試料表面に単一の照射または射入領域４０
がある。この照射領域から間隔を置いて、単一の捕集点もしくは領域４２、または破線で
示すように複数の領域が配置される。代替的に、単一の捕集領域、または同等に照射領域
を移動させて可変間隔を提供することができる。
【００５１】
　図３ｂでは、単一の照射領域４０が環状の捕集領域４４によって、または破線で示すよ
うに複数もしくは可変半径の環状の捕集領域によって包囲される。環状の捕集領域の代わ
りに、断続的環帯、または照射点から同様の距離にある複数の別個の領域を使用すること
ができる。
【００５２】
　図３ｃでは、環状の照射領域４６および中央の捕集点４８が使用され、それにより所定
数のラマン光子を発生させるために必要な入射放射線の局所的強度が低減される。環帯は
半径を変化させるか、あるいは一範囲の半径を有する複数の環帯として提供することがで
きる。捕集中心点から同様の距離に分配された複数の分離した照射領域の断続的環帯を使
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用することもできる。
【００５３】
　一般的に、射入または捕集領域のできるだけ大きい部分で、光を捕集し、あるいは入射
放射線を提供することが有益である。しかし実際的実施形態では、カバレージは限定され
る。例えば、円筒状光ファイバを環帯に配設する場合、１０％のカバレージが適正である
かもしれないが、２５％が好ましく、６０％以上が可能であるかもしれない。
【００５４】
　単純な実施形態では、試料表面に近接させた単一の光ファイバによって単一の射入領域
を提供することができ、捕集ファイバの直線状配列によって複数の捕集領域を提供するこ
とができる。光ファイバは同様に、単一および複数の固定間隔の環状および他の形状構成
を提供するように使用することができ、様々な機械的配置を使用して可変間隔を提供する
ことができる。
【００５５】
　可変半径の射入領域または捕集領域を提供するために、図４に示すような光学装置を使
用することもできる。組織と捕集器との間に配置された光学系５０、および／または試料
から検出器までの距離は、組織表面の様々な部分からの光を、光源１０と同心の捕集器１
８に向けるように調整可能である。光学系駆動装置５４によって軸方向５２に並進させる
ことのできるレンズ装置（ならびに／または照射源およびラマン捕集器／検出器）は、可
変半径の環状領域からの光を捕集器に向けるが、他の構成も考えられる。
【００５６】
　上述した配列のいずれかと共に使用することのできるさらなる態様を図５に示す。一つ
またはそれ以上のミラー要素６０が試料表面に提示される。入射またはラマン放射線が捕
集器１８とは離れた位置で組織から出現する場合に、これらのミラー要素は、出現する放
射線を組織内に方向転換させる。これは入射放射線の強度およびしたがって組織内のラマ
ン光子の発生を増大させ、かつ捕集器１８で受けるラマン光子の割合をも増大させる。ミ
ラー要素は、光源１０または射入領域に隣接する表面、および捕集領域に隣接する表面に
は存在しないことが好ましい。
【００５７】
　代替的実施形態では、Applied Optics第３５巻７５８頁に記載されているような非撮像
光学系を使用して、組織表面に直接配置されたマスク、または他の撮像光学系も使用する
場合には結像面上に配置されたマスクの使用により、さらに高い捕集効率を達成すること
ができる。マスクは組織の適切な領域を遮蔽して、所望の空間オフセットのみから信号を
捕集させる。検出器からの順次読出しがマスクに関連付けられて、照射領域と捕集領域と
の間の対応する順次間隔から捕集される光が提供されるように、マスキングは電荷結合素
子のような検出器と同期化することが好ましい。マスキングは機械式とすることができ、
撮像光学系と非撮像型検出器との間で実行することもできる。
【００５８】
　図６ａは、光ファイバ束７２によって検出器２２に結合された光学ヘッド７０を備えた
、本発明の実際的な実施形態を示す。光検出の結果は、ラマン特徴を解析して組織１４の
特性を推測するラップトップまたは他のコンピュータ２３に送られる。光学ヘッド７０の
詳細は、図７ａ（これは縮尺通りではない）の略平面図に示される。光源用光ファイバ７
４の束は、ヘッドの中央領域で成端する。これらの光源用ファイバはエポキシのような充
填材７６に埋め込まれ、環状スペーサ要素７８によって包囲される。捕集用光ファイバ８
０は、スペーサ要素を包囲し再び充填材に埋め込まれかつ外部ケーシングによって包囲さ
れる、環状領域で成端する。この配列は、上述した様々なミラーおよび光学装置を含める
ように適応させることができる。
【００５９】
　この特定の実施形態では、各光ファイバは、直径２００μｍのコア、およびファイバの
太さを２３０μｍにするクラッドを有する。内側の束は７本の光源用光ファイバ７４から
構成され、外側の束は２６本の捕集用光ファイバ８０から構成される。スペーサ７８は、
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捕集用ファイバ８０をヘッドの中心から約３ｍｍ離隔させる大きさに形成され、捕集用フ
ァイバの成端はこの中心の周りに一定の半径の環帯内に略均等に分配される。捕集用ファ
イバは光学または近赤外ラマン作業を実行するのに適していなければならず、シリカから
作ることができる。
【００６０】
　照射用および捕集用光ファイバは、光学ヘッドから約１００ｃｍの距離で、図７ｂに概
略的に示すコネクタで成端する。コネクタは、８２７ｎｍで動作する光源照射準単色レー
ザおよびKaiser Holospec光学解析装置を組み込んだ図６の検出器２２に結合するために
、６本の照射用および２６本の捕集用ファイバを提示する。
【００６１】
　図６ｂでは、本発明は内視鏡として実現される。自然のまたは外科的に形成された開口
部９２を通して人間または動物内に入れるために、挿入管９０が使用される。照射用およ
び捕集用ファイバは検出ヘッド（図示せず）で成端し、挿入管内を通過してコントロール
ハンドル９４に戻る。光検出は、コントロールハンドルまたは接続された検出器ユニット
２２で実行することができる。
【００６２】
　生体内の表面下組織からの深さ特定的なラマンスペクトルを識別するための別の空間ゲ
ーティング解析装置の略図を図８に示す。下述する特徴および変形は、既述のより一般的
な実施形態に適宜、適用することができる。装置は一般的にレーザ１０１、ラマン検出装
置１０２、１０３、および解析装置１０４を備える。装置のプローブビーム１０５は、組
織解析の場合８２７ｎｍで動作することが好ましく、従来の光学系を用いて１２ｍＷのパ
ワーが試料に向けられる、ダイオードレーザのような準単色レーザを使用して生成される
。試料は表面層１０６および表面層とは異なる化学組成の深層１０７を有する。
【００６３】
　図８に示す実際のセットアップは実験である。試料の層は実際の生体内組織の実物大模
型を構成し、便宜上、ステージ上に装着されている。しかし、ほとんど手を加えることな
く、実の生体内組織に置き換えることは簡単である。本実演では、５１４ｎｍで動作する
アルゴンレーザを使用した。
【００６４】
　この装置では、Pellin‐Brocaプリズム（図示せず）を用いてレーザプラズマ線を遮断
した。装置は、レーザビームを試料上に垂直入射で直径３００μｍのスポットまで弱く集
束させるために、焦点距離１ｍのレンズ１０８を含む。試料の照射の結果生成されたラマ
ン光は、ｆナンバ～１を持つ直径２″の捕集レンズ１０９を用いて後方散乱ジオメトリに
捕集され、レンズ１０９により、ラマン検出装置の一部である分光計２のスリット上に倍
率２．５で結像される。従来の撮像用分光計１０２（例えばｆナンバ６．３のSpex Tripl
emate（商標））を使用してラマン光を分散させ、ラマン光をＣＣＤカメラ１０３上に結
像させることが好ましい。カメラ１０３は、液体窒素冷却型裏面照明ディープディプリー
ションＣＣＤカメラ（例えばAndor、DU420‐BU2（２５０ｎｍ）１０２４×２５５能動画
素）であることが好ましい。そのようなカメラのラマンスペクトルの領域のＣＣＤ量子効
率はおよそ６５％であり、２６×２６μｍの画素サイズを有する。分光計１０２の最終ス
テージのスリット幅は１２０μｍに設定された。捕集側の空間選択性を維持するために、
ＣＣＤは２０画素にわたって垂直方向にビニングされた。
【００６５】
　試料上に固定されたレーザビームの入射点を試料に対して維持するために、最終光学系
と一緒にステージを（図８で垂直方向に）移動させる被制御駆動装置（図示せず）を含む
ｘ‐ｙ‐ｚ微小位置決めステージ１１０上に、試料１０６、１０７を装着した。この構成
では、ラマン検出装置１０２、１０３は常に、固定撮像空間域から後方散乱ラマンシフト
光子を捕集し、ポンプビーム入射点を試料の表面上のその位置に維持しながら、試料はこ
の撮像域全体にわたって走査される。残留弾性散乱プローブレーザ光が分光計１０２に到
達するのを阻止するために、フィルタ（図示せず）を使用することもできる。上述したＳ
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ＯＲＳ装置は、プローブビーム入射点から横方向にオフセットした点捕集を使用して配備
することができる（図９）。代替的に、試料、照射点、およびラマン検出装置の一つまた
はそれ以上の間の相対的移動を達成するために、可動ステージまたは他の移動制御手段を
使用することができる。
【００６６】
　第１層１０６が、３００μｍの特注の溶融シリカ製前後ウィンドウ付きで、直径～２０
μｍのＰＭＭＡ（ポリ（メタクリル酸メチル））球体が充填された幅１ｃｍ、高さ～４ｃ
ｍの１ｍｍ光路長キュベットから構成されて成る、層状の拡散性の生体内組織と光学的挙
動が類似したテスト試料について、上述したものと同様の装置を使用して、ラマンスペク
トルを捕集した。球体は、充填中に大きい空隙を除去するためにセルに対する機械的軽打
を使用して、セル内に緩く詰め込まれた。この第１層の後に、乳鉢および乳棒を用いて粉
砕されたトランス‐スチルベン微粉を充填された、光路長２ｍｍの別のセルから構成され
る第２層１０７が続いた。キュベット２０は、試料取扱いの簡単な方法を提供するために
採用したものであって、装置の本質的な特徴ではない。
【００６７】
　第１層１０６を最上部にして配置された試料にプローブレーザビームを入射させて、本
書に記載したＳＯＲＳ法を用いて空間的にオフセットしたラマンスペクトルを、基本的点
状捕集ジオメトリを用いて捕集した（図９）。このジオメトリでは、プローブビームの入
射点から横方向に偏倚した点から捕集が行なわれる。図９に示す捕集点ジオメトリは、本
発明の方法の最も簡単な実現を表わす。他方、ｘ‐ｙ位置決めステージを使用する必要の
無い図１０に示す同心円状ジオメトリは、ずっと高い捕集効率をもたらし有利であるが、
分光計スリットの異なる高さに個々の円を結像させ、ＣＣＤ上のスペクトルの垂直位置が
プローブビームの入射点に対する試料表面上の所与のオフセット捕集距離に対応する状態
で、ＣＣＤ１０３上に分散した後に別個の水平ストリップ上に結像させることを可能にす
るために、光ファイバの使用を伴う。ラマンスペクトルの捕集のための光ファイバ束の使
用は、「Rapid Micro‐Raman Imaging using Fiber‐Bundle Image Compression」と題す
るJiaying MaおよびDor Ben‐Amotzによる論文に記載されており（Applied Spectroscopy
第５１巻第１２号１９９７年）、その内容を参照によって本書に援用する。
【００６８】
　言うまでもなく、依然として本発明に係る空間オフセットラマンスペクトル捕集を達成
しながら、さらなる代替的捕集ジオメトリを使用することができることは明らかであろう
。
【００６９】
　加えて、試料照射無しに、背景および装置のノイズを表わす「試料より上」のラマンス
ペクトルを捕集することができる。次いで、この「試料より上」のラマンスペクトルをラ
マンスペクトルの組から減算して、スペクトルからノイズを除去することができる。
【００７０】
　共鳴ラマン技術を使用してラマンスペクトルを得、それによって検査される単数または
複数の物質の発色団と整合するように入射プローブビームの波長を同調させるときに、ラ
マンシグネチャを電子励起から発生する蛍光（発光）によって無力化することができる。
例えば蛍光は骨の室温または生体内検査で刺激されるが、リン光はより低温の試料で刺激
され易い。同様に、金属システムのラマンプロービングは往々にして、室温リン光を刺激
する。
【００７１】
　そのような場合、ラマンスペクトルは、二つ以上のレーザ波長でＳＯＲＳ法を使用して
回復することができる。これは、蛍光背景のスペクトルプロファイルは通常励起波長に依
存しないが、ラマンスペクトルは励起波長に依存するという事実による。したがって、二
つ以上の異なる照射波長で、照射点から同一の空間距離で捕集されたスペクトルを相互に
減算して、ラマンバンドの微分形プロットを得ることができ、これを数学的に処理して、
より本当らしくみえるラマンスペクトルを得ることができる。ラマンバンドを識別するた
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めのこの技術は、S.E.J.Bell、E.S.O.Bourguignon、およびA.C.Dennisによる「Subtracte
d shifted Raman spectroscopy(SSRS) method」と題する論文に記載されている（Analyst
,1998,123,1729‐1734）。この技術は、P.Matousek、M.Towrie、およびA.W.Parkerによる
同名の論文（IJ.Raman Spec.,33,128-242(2002)）に記載される通り、シフト励起ラマン
差（Shifted Excitation Raman Difference)(SERD）技術とも呼ばれ、その内容を参照に
よって本書に援用する。
【００７２】
　二つ以上の波長の入射照射は、別個のレーザによって、または出力が例えば温度同調を
通して変化するダイオードレーザのような単一のレーザによって、発生させることができ
る。必要とされる波長の差は一般的に、ラマンバンドの幅の約半分、一般的に約５～１０
ｃｍ-1である。
【００７３】
　試料表面上のラマン捕集点およびレーザ入射点に対して様々な程度の空間オフセットで
測定された、上述のテスト試料のための一組のラマンスペクトルを図１１に示す。比較の
ために、別個の計測で測定された純粋層のラマンスペクトルも表示されている。図１１の
最上部のスペクトルは、純粋トランス‐スチルベンのそれであり、最下部スペクトルは純
粋ＰＭＭＡのそれである。零オフセット（０ｍｍ）で測定されたスペクトルは、従来のラ
マン機器を用いて一般的に得られるラマンスペクトルを表わす。それが試料の最上層およ
び最下層の両方からのかなりの寄与率を含み、最上層の寄与率が空間オフセットスペクト
ルでオフセット距離により徐々に低下することは明らかである。実際に適用する場合、最
下層の純粋スペクトルを回復する必要があり、最上層の信号は、より低い層のラマン信号
に対する許容できない歪みを表わす。ラマン捕集点とプローブビーム入射点との間の横方
向オフセットが増加するにつれて、２つの信号間の漸次分離がＳＯＲＳ法を用いて達成さ
れることは明らかであり、図示されたデータセットから明瞭に観察可能である。＞２ｍｍ
の距離では（図１１の３番目のスペクトル）、最上層のラマン信号に対する低層のそれの
比率に、桁違いの改善が達成される。
【００７４】
　図１２は、空間オフセットに対する個々のスペクトルの絶対ラマン強度の依存性を示す
。データは、１５７５、１５９５、１６３２、および１６４１ｃｍ-1における二つの強力
なトランス‐スチルベンバンド、およびＰＭＭＡのおよそ８０９、１４５５、および１７
２８ｃｍ-1におけるバンドの数値当てはめによって得られたものである。プロットは明ら
かに、ラマン捕集点がプローブ照射域から側方に移動するにつれて、つまり横方向オフセ
ットが増大するにつれて、最下層からのラマン信号が、最上層からの信号よりずっとゆっ
くりと減少することを示している。この結果、最上層に対する最下層の全体的相対ラマン
強度比は、図１３に示す通り、空間オフセットの増加と共に改善される。
【００７５】
　上述したテスト試料に対して本発明の装置および方法を使用して達成されるコントラス
トの改善を定量化するために、３．５ｍｍのオフセットでより長い収集時間（１０００秒
）をかけてラマンスペクトルを取得した。図１４は、このスペクトルを、零オフセットで
取得してトランス‐スチルベンバンドと同じ高さまでスケーリングしたラマンスペクトル
と共に示す。純粋トランス‐スチルベンのスペクトルをこれらのスペクトルから減算する
ことによって、我々は個々のスペクトル内のＰＭＭＡ寄与率を得た（図１５参照）。これ
らを当てはめることによって、最上層のスペクトル成分を除去することにより、低層のコ
ントラストが１５倍改善されたことを立証した。別の印象的な観察結果は、この空間ゲー
ティング法を用いて得られる信号対雑音比が、代替的手法と比較して優れていることであ
る。
【００７６】
　１ｍｍのＰＭＭＡ層によるラマントランス‐スチルベン信号の全減衰を零オフセットで
測定したところ、およそ８０であった。従来のラマン分光法にも必然的に存在する拡散プ
ロセスによる信号のこの損失は、しかしながら、例えば図１０に示す円状ジオメトリを採
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用することにより、あるいはより低いｆナンバおよびより高いスループットの分光器を使
用することにより、捕集効率をさらに改善することを通して、事実上相殺することができ
る。
【００７７】
　図１６は、本発明の空間ゲーティング解析装置および方法の別の有用な特徴を実証する
。解析装置は、下層のラマンスペクトルにおける蛍光が最上層に起因する場合、それを抑
制することができる。図１６に示すプロットは、ＰＭＭＡ層に起因する蛍光と比較したト
ランス‐スチルベンラマン信号の相対比のみならず、蛍光の絶対強度をも空間捕集オフセ
ットの関数として提示する。蛍光強度に対するトランス‐スチルベンラマン強度は、２．
５ｍｍの変位を導入することにより、約２倍改善される。
【００７８】
　生のスペクトル内で直接達成可能であるより大きい分離が、表面および表面下の層から
得られるデータに要求される場合、捕集点およびプローブ発射点をオフセットすることに
より、図８の解析装置１０４を用いて多変量データ解析手順を展開することができる。Ｓ
ＯＲＳによって捕集されるデータは、この手法が適用可能であるためには、様々なオフセ
ットで測定されるラマンスペクトルの組が依然として要求されるので、多変量データ解析
には特になじみやすい。効果的な数値分解を達成するために、組内のスペクトルの個数は
理想的には、試料に存在する層の数より少なくとも高い桁数とすべきである。これを実証
するために、主成分解析（ＰＣＡ）の形のこの多変量解析を使用した。
【００７９】
　図８に提示したＰＭＭＡおよびトランス‐スチルベの２層系で取得し、かつ本書に記載
したＳＯＲＳ装置および方法を用いて生成された約２０のラマンスペクトルを、Ｍａｔｌ
ａｂ（商標）Ｒ１１（マサチューセッツ州ナティック、ザ・マスワークス・インコーポレ
イテッド）にインポートし、組み込まれかつ局所的に作成されたスクリプトにより処理し
た。当初のデータセットに対し特異値分解を実行した後で生成された１０個の最大固有ベ
クトルをＰＣＡローテーションに含めた。ＰＭＭＡおよびトランス‐スチルベンの純粋ス
ペクトルはこのデータセットには含まれず、ベースライン補正は行なわれなかった。
【００８０】
　表面および表面下の層のスペクトル特徴の完全な分離が要求される場合、多変量データ
削減技術は有利である。これらのデータ削減技術はまた、中程度から高度のスペクトル重
複がある層、あるいは純粋成分のスペクトルが得られずあるいは不明であるために、個々
の成分のスペクトルバンドエンベロープに対する寄与率が不明の層からのスペクトル特徴
を分離する手段を提供する。
【００８１】
　多変量解析からの回復因子を図１７に示す。該手順は、この方法で捕集されたラマンス
ペクトルを２つの個々の層、すなわちＰＭＭＡ（最上層）およびトランス‐スチルベン（
最下層）の純粋スペクトルにきれいに分解した。純粋トランス‐スチルベンの因子は、お
よそ１５９５ｃｍ-1のバンド（画素７３０）を標的にすることによって回復し、純粋ＰＭ
ＭＡの因子は、およそ８０９ｃｍ-1のバンド（画素８０）を標的にすることによって回復
した。発光背景因子はオリジナル入力スペクトルの１つから構成された。この因子は、一
般的にベースライン補正に使用される、反復多項式当てはめアルゴリズムを使用して生成
された（Lieber CAおよびMahadevan-Jansen A 2003）。この場合、三次多項式を使用して
１００回の当てはめサイクルを用いて、ベースラインを生成した。このベースラインは、
発光背景を表わす因子として使用した。次いでこれらの三つの因子を使用して、誤差が３
％未満のデータセットを再構築した。
【００８２】
　上記の実施例では２０の別個のラマンスペクトルを捕集したが、個々のラマンスペクト
ルのスケールドサブトラクションが可能である場合、わずか二つまたは三つのスペクトル
が必要とされるだけである。多変量データ解析でも、少なくとも識別しようとする成分の
数より多い因子に解析を実行することが好ましいが、そのような解析は、より少数のデー
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タセット、例えばおよそ１０個のスペクトルを使用して首尾よく実行することが往々にし
て可能である。
【００８３】
　以下は、本書に記載した解析装置および方法の有効性を説明するための発明者らの現在
の理論である。この理論は、発明者らによって実行され、実験と非常によく一致する結果
を出しているモンテカルロ散乱モデリングの研究によって裏付けられている。捕集点が空
間オフセットされるとき、異なる層からのラマン信号の関連成分の変化は、光子マイグレ
ーション効果のランダム性から発生する。本質的に光子のマイグレーションは媒体中の「
ランダムウォーク」を引き起こし、光子の方向は、伝搬距離に沿ってトランスポート距離
毎にランダム化される。試料の表面のプローブビームが入射する点からラマン信号を捕集
した場合、プローブ光子密度は試料の露出点が最も高いので、スペクトルは最上層からの
比較的大きい信号寄与率を含む。試料の深さが増大すると、光子拡散プロセスを通して光
子強度が徐々に低下するので、プローブの強度は速く低下する。さらに、試料のより深い
層で発生するラマン光は、それが表面に逆伝搬するにつれて散乱し、同じ拡散を受ける。
したがってこれは、より深い試料層で発生するラマンスペクトルの強度のさらなる低下を
導く。この効果は、試料の表面のプローブビームが入射した点から信号が捕集される場合
、同一ジオメトリでプローブされる光学的に透明な媒体に対して捕集される信号と比較し
て、試料表面で発生したラマン光子の捕集される割合が、深い試料層で発生したものより
実質的に大きくなる。
【００８４】
　しかし、ラマン光がプローブビームの入射点から横方向にオフセットした点から捕集さ
れる場合、試料内のプローブ光強度は、その深さに沿ってより均等に分布するようになる
。これは、入射光が最初は試料中をプローブ入射点から捕集領域まで側方に伝搬しなけれ
ばならず、その過程で光子拡散を通してランダム化されたためである。したがって、プロ
ーブ入射点からオフセットした位置で捕集された散乱ラマン信号は、プローブビーム入射
点から捕集されたスペクトルより高い割合の深層信号を含む。
【００８５】
　したがって、記載した空間ゲーティング解析装置および方法は、拡散散乱媒体内の個々
の層から純粋ラマン信号を抽出する、きわめて強力でありながら単純な手段を提供する。
プローブされる試料の深さは、従来の共焦点ラマン顕微鏡の深さの限界を設定するトラン
スポート距離を優に越えることができる。上の実施例では、媒体のトランスポート距離を
２００μｍと推定した。重要なことは、該装置および方法を「盲目的に」、すなわち個々
の層の化学成分の事前の知識無しに、使用することができることである。該技術はしたが
って、工業および医療用途の両方における拡散散乱物質の高感度表面下非破壊的プロービ
ングのための理想的な資格要件を有する。
【００８６】
　試料が、生体内の皮膚および骨の層のように、二層だけの異なる組成から構成されるこ
とが既知である状況では（これが不明である場合には、この情報を純粋ＰＣＡから直接得
ることができる）、多変量データ解析技術の関与無しに、該装置および方法を使用して、
個々の層の純粋信号を抽出することができる。これは、二つの層の二つのスペクトルが各
々、単数または重複しない複数の識別可能なバンドを含むときに可能である。この状況で
、単純なスケールドサブトラクションを使用して、個々の層の各々のスペクトルを相互に
分離することができる。この過程で、二つの異なる空間オフセットで測定された二つのス
ペクトルのスケールドサブトラクションによって、一つのラマン成分が除去され、一方ま
たは他方のスペクトル成分がこの過程で削除される。この単純な抽出手順の結果を図１８
に示す。解析に使用したスペクトルは、零および２ｍｍのオフセットで測定された。結果
は明らかに満足のいくものであるが、適用可能であるためには、上記条件を満たさなけれ
ばならない。対照的に、上述したＰＣＡ解析は、試料の異なる層の組成について知識が無
い状況で使用することができる。
【００８７】
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　したがって、本発明では、完全なラマンスペクトルを発生させることが全ての場合に不
可欠というわけではないことが明らかである。関係する物質または検出しようとする組成
について多少の知識がある場合、例えば一つまたはそれ以上の帯域通過フィルタを使用し
て個々のラマンスペクトル特徴を検出することも、本書に記載するＳＯＲＳ方法および装
置に含まれる。
【００８８】
　一般的な状況で二つの層の「抑制」または分離の正確な程度は、多種多様なパラメータ
に依存する。これらのパラメータは最上層の厚さ、下にあるマトリックスの厚さ、プロー
ブビーム径、正確な捕集ジオメトリ、使用するプローブ光の波長、および媒体のトランス
ポート距離を含む。非侵襲的表面下プロービングの場合、大まかに言うと、理想的なオフ
セットは、上層媒体の厚さまたは厚さの数倍の規模のはずであると信じられる。また、該
技術が有効であるためには、ビーム径を最上層の厚さより小さくしなければならない。一
般論として、最上層の厚さが薄ければ薄いほど、かつ下層のマトリックスが厚ければ厚い
ほど、二つの成分の優れた分光分離には有利である。
【００８９】
　このため、本発明は特に、非侵襲的医療診断用とで使用するのに特に適している。しか
し、プローブまたはラマン光子がいささかでも吸収されると、結果的に、試料表面からの
ラマン信号の全体収率は減少する。したがって、ＳＯＲＳ解析が有効であるためには、実
質的に吸収の無い波長で測定を実行することが重要である。生体組織の場合、この条件は
ＮＩＲ（～８００ｎｍ）でヘモグロビン吸収領域（＞６００ｎｍ）以外では充分に満たさ
れる。したがって、生体組織の場合、好適なレーザ源は少なくとも６００ｎｍの波長の光
を発生する。８００ｎｍより高い光を発生するレーザ源も、これは入射光のメラニンによ
る吸収を低減するので望ましい。さらにこの波長では、骨組織は比較的低い蛍光を有する
。
【００９０】
　しかし、波長５１４ｎｍまたは＞６００ｎｍの光の使用は、この発明にとって不可欠で
はない。プローブの波長の選択は基本的に、より長い波長により改善する透過深度と、よ
り短い波長で高くなる検出器の量子効率との間のトレードオフである。先述の通り、本書
で使用する検出器１０３は、シリコン技術に基づく裏面照明ディープディプリーションＣ
ＣＤ検出器である。この検出器は、それが現在入手可能な最良の感度および信号対雑音比
であるため選択されているが、代替物を使用することができる。長い波長はラマンスペク
トルのＨ2Ｏモードの励起を回避するが、Ｓｉ検出のカットオフ制限は１．１μｍである
。ＩｎＧａＡｓ検出器はより長い波長で使用することができるが、これらは現在低い感度
を有する。
【００９１】
　ＳＯＲＳ解析の潜在的な医療用途の実施例として、骨組織から測定されたラマンスペク
トルはその生理化学的状態を示唆することが知られている。スペクトルのピークは、リン
酸塩、炭酸塩、水酸化物、ならびに間質および残留水分子のようなミネラル成分、ならび
に有機物質、主としてコラーゲンマトリックスの両方を示す。したがって、ミネラルピー
クおよびコラーゲンピークの相対強度は、骨構造に異常がある場合、正常とは異なること
が予想されるはずである。
【００９２】
　拡散散乱マトリックス内に包埋された化学特定的なシグネチャを生成する技術は、多く
の医療用途に適用可能である。実際、表面下情報の非破壊的抽出は、包埋された病変の検
出および腫瘍、皮膚および血液組成の評価に及ぶ範囲の医療用途を有することが予想され
る。
【００９３】
　本発明の装置および方法により、従来の共焦点顕微鏡法でアクセス可能な深さを優に超
える深さから、実質的に純粋なラマンスペクトルを取り出すことができる。さらに本発明
はｃｗレーザビームの使用と両立し、工業および医療用途の両方における遠隔監視に適し
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【図面の簡単な説明】
【００９４】
【図１】光源１０による照射が生体内骨組織でのラマン散乱１６を導く、本発明の原理を
示す図である。
【図２ａ－２ｃ】本発明を使用することのできる幾つかの異なる組織構成を示す図である
。
【図３ａ－３ｃ】様々な射入および捕集領域の配置を示す図である。
【図４】光学装置５０、５４を使用して環状捕集領域の直径を変化させるための装置を示
す図である。
【図５】ラマン光子の捕集を増強させるミラー６０の使用を示す図である。
【図６ａ】スペクトル検出器２２に結合するための表面下生体内組織解析用の光学ヘッド
を示す図である。
【図６ｂ】本発明を組み込んだ内視鏡を示す図である。
【図７ａ】図６の光学ヘッドの平面詳細図である。
【図７ｂ】図６のコネクタの平面詳細図である。
【図８】生体内組織を表わす試料の表面層下で発生するラマンスペクトルを抽出するよう
にセットアップされた、本発明に係る解析装置を概略的に示す図である。
【図９】本発明に係る空間オフセットラマンスペクトルを捕集するための点状捕集ジオメ
トリを示す図である。
【図１０】本発明に係る空間オフセットラマンスペクトルを捕集するための同心円状捕集
ジオメトリを示す図である。
【図１１】本発明の解析装置を使用して様々なオフセットで発生する２層試料の一連のラ
マンスペクトルを示す図である。
【図１２】図１１の試料のラマンスペクトルの絶対強度のオフセット距離に対する依存性
を示す図である。
【図１３】オフセット距離に対する図１２のラマンスペクトルの比を示す図である。
【図１４】トランス‐スチルベンバンドの同一高さにスケーリングされた同一２層試料の
一連のラマンスペクトルを示す図である。
【図１５】図１４の個別スペクトル内のＰＭＭＡの寄与率を示す図である。
【図１６】同一試料について、空間捕集オフセットの関数としてＰＭＭＡ層から生じる蛍
光と比較したトランス‐スチルベンのラマン信号の相対比を示す図である。
【図１７】本発明に係る解析装置を用いて得られた同一試料の一連のラマンスペクトルの
ＰＣＡ解析の結果を示す図である。
【図１８】本発明に係る解析方法によって得られたラマンスペクトルを使用した、同一試
料に対する単純な減算処理の結果を示す図である。
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