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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料を深さ分解して光学的に捕捉するための方法であって、
　試料またはその一部が線状の照明によって走査され、
　前記試料の照明が焦点内で少なくとも１つの空間方向において周期的に構造化され、
　前記試料からの光が検出されて前記試料の画像が生成され、
　前記画像を基に少なくとも１つの光学的断面画像および／または解像度が高められた画
像が計算される当該方法において、
　平面検出器またはカメラ上でラインごとに非デスキャン検出するために、照明された試
料からの光によって露光された露光ライン間に間隙が生成され、該間隙の位置が変えられ
ることで、それぞれ１つの位置に対し異なる位相画像を含むＭ個の画像が記録され、Ｍは
５以上であり、前記平面検出器または前記カメラ上で生成される各画像上の隣接する露光
ライン間にＭ本（Ｍは５以上）の非露光ラインの間隙が生成されるか、または２．５本の
回折によって制限されるラインよりも大きな距離が２本の露光ライン間において前記平面
検出器または前記カメラ上に形成され、前記構造化の１つの位置で前記間隙の位置が変え
られて試料画像が記録され、この過程がその後、前記構造化のさらなる位置に対して繰り
返され、前記間隙の位置が本質的に全ての試料領域を次々に線状に照明するように変えら
れて試料からの光が検出され、ラインごとの照明および検出の際に、前記照明が複数回ス
イッチオンおよびオフされ、スイッチをオフした区間内では、照明のスイッチがオンにな
る次のポジションに走査移動することを特徴とする方法。
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【請求項２】
　照明された２つの試料部分の間に間隙が存在するように、試料走査の際に光中断が繰り
返される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　画像の計算は、照明された試料領域の間の間隙に割り当てられたカメラ領域を部分的に
または完全にマスキングし、それによって取得された画像を差引計算することによって行
われる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記差引計算は、隣で走査された試料領域が、差引計算された画像内で正しくスケーリ
ングして隣に割り当てられるように行われる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　走査過程中に、前記検出器の前で、ラインによる前記試料の走査方向におけるさらなる
光偏向が行われることを特徴とする請求項１乃至４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　光偏向の速度が、試料と照明光の間の相対移動の速度より大きい、請求項１乃至５のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　光偏向がステップ状又は連続的に行われる、請求項１乃至６のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項８】
　照明ラインの回転の際に、照明光の偏光が回転と同期して回転される、請求項１乃至７
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　複数回の走査が行われ、前記試料上での前記周期的構造化の位置および／または前記試
料上での照明光の位置が変位されて、異なる位相画像を含む複数の画像が記録され、それ
を基に断面画像が計算される、請求項１乃至８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　光中断が、電気光学式変調器および／または音響光学式変調器による強度の低減によっ
て行われる、請求項１乃至９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記照明を周期的に構造化するために、１つの光ビームが複数の部分光ビームに分けら
れ、前記複数の部分光ビームが干渉して重なり合い、１本のラインへと成形される、請求
項１乃至１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記照明と前記試料またはその一部との非線形の相互作用から生じる光が検出される、
請求項１乃至１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記線状の走査が、複数のラインによって同時に行われることを特徴とする請求項１乃
至１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　様々な変調周波数で構造を結像させることにより、光学的断面厚または光学的解像度を
変化させ、複数の波長でそれぞれ照明する際に各々対応する変調周波数を適合させること
によって断面厚さが同じに調整されることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１５】
　試料を深さ分解して光学的に捕捉するための装置であって、
　少なくとも１つの波長で前記試料を線状に照明する手段と、
　少なくとも１つの平面内で照明光を空間的に構造化する手段と、
　試料と照明光との間の相対移動を生じさせる手段と、
　少なくとも１つの検出器上に、前記試料からの光を結像させる手段と、
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　前記試料からの光の位置情報から少なくとも１つの光学的断面画像および／または解像
度が高められた画像を計算する手段と、
を含む当該装置において、
　試料からの光を非デスキャン検出するために平面検出器またはカメラが設けられており
、
　前記平面検出器上で照明された試料からの光によって露光された露光ライン間に間隙を
生成するために、走査過程中に光を中断させる手段と、
　該間隙の位置を変えて、それぞれ１つの位置に対し異なる位相画像を含むＭ個の画像が
記録されるようにする手段であって、Ｍは５以上であり、前記平面検出器または前記カメ
ラ上で生成される各画像上の隣接する露光ライン間にＭ本（Ｍは５以上）の非露光ライン
の間隙が生成されるか、または２．５本の回折によって制限されるラインよりも大きな距
離が２本の露光ライン間において前記平面検出器または前記カメラ上に形成され、前記構
造化の１つの位置で前記間隙の位置が変えられて試料画像が記録され、この過程がその後
、前記構造化のさらなる位置に対して繰り返され、前記間隙の位置が本質的に全ての試料
領域を次々に線状に照明するように変えられて試料からの光が検出される、前記間隙の位
置を変える手段と、
　ラインごとの照明および検出の際に、前記照明を複数回スイッチオンおよびオフし、ス
イッチをオフした区間内では、照明のスイッチがオンになる次のポジションに走査移動す
る手段とが設けられていることを特徴とする装置。
【請求項１６】
　照明用ビーム経路内に強度制御手段が設けられているとともに、前記光中断のために電
気光学変調器または音響光学変調器が設けられている、請求項１５に記載の装置。
【請求項１７】
　ラインごとの走査過程中に前記検出器上における試料からの光をラインごとに不連続的
または連続的に広げるために、検出用ビーム経路内にスキャナが設けられている、請求項
１５又は１６に記載の装置。
【請求項１８】
　相対移動を生じさせる手段として、少なくとも１つのスキャナが設けられることを特徴
とする請求項１７に記載の装置。
【請求項１９】
　異なる位相画像を設定するために、少なくとも１つのスキャナの位置が調節可能である
ことを特徴とする請求項１７又は１８に記載の装置。
【請求項２０】
　照明を構造化する手段として、光軸の周りを回転可能でその透過性が構造化された光学
素子が設けられることを特徴とする請求項１７乃至１９のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２１】
　異なる周波数構造を設定するために、ビーム経路内に旋回可能である異なる周期性を有
する複数の格子が設けられることを特徴とする請求項１７乃至２０のいずれか１項に記載
の装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　照明された試料を光学的に捕捉するための方法および装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　構造化された照明は、顕微鏡法において、［１］広視野における深度弁別のため、なら
びに［２］解像度およびコントラストを高めるために用いられる。その際、一般的には、
［３］格子もしくは周期的構造を試料内に投射することにより、または［４］コヒーレン
トな部分ビームの干渉により、干渉パターンを試料内に生成する。照明構造を変位させる
ことで、周期的構造の様々な位相位置での互いに異なる画像が生成される。これら画像は
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、続いて、光学的断面画像またはコントラストおよび解像度が高まった画像を取得するた
めに、適切に相互に差引計算される。その際、試料の焦点外の領域からの信号が共に検出
されること、および検出器のダイナミックレンジが限られているために信号対雑音比が小
さくなることが不利な影響を及ぼす。この場合、焦点外の信号の強度は利用可能な試料厚
を制限する。これは特に、構造化周波数が回折によって制限される光学系の限界周波数に
近づき、したがって原理上構造化のコントラストが低い場合には大きな問題となる。この
場合には常にコントラストおよび解像度の向上が達成されるべきである。
【０００３】
　この問題の解決策は部分的共焦点検出にあり、この検出は、照明ラインの構造化および
それによって励起される蛍光のスリット検出器による検出の構造化によって可能になる［
５］。ただしこの方法は欠点を有している。この構造化はラインに沿ってしか行われない
。その結果、コントラストおよび解像度向上の効果はこの方向に限られたままである。し
たがって特に非線形の構造化の場合［６］には、あるいは線形の構造化の場合［７］も、
解像度が高められる１つの方向と他の全ての空間方向との間の相違が顕著となる。試料面
内の任意の方向でのライン走査が必要であり、かつ周期的構造の位相位置の調整も必要で
ある。現況技術によれば、このため相対的な位相位置の制御と走査過程のために別々のア
クチュエータが必要になる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許第６，９４７，１２７号明細書
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】ニール、エム　エー　エー（Ｎｅｉｌ　Ｍ．Ａ．Ａ．）、ユスカイティ
ス、アール（Ｊｕｓｋａｉｔｉｓ　Ｒ．）、ウィルソン、ティー（Ｗｉｌｓｏｎ　Ｔ．）
：「従来の顕微鏡での構造化された光による光学的断面の取得方法」、Ｏｐｔ．Ｌｅｔｔ
．２２（２４）：１９０５～１９０７、１９９７
【非特許文献２】ルーコス、ダブリュー（Ｌｕｋｏｓｚ　Ｗ．）、マルシャン、エム（Ｍ
ａｒｃｈａｎｄ　Ｍ．）、「回折による解像限界を超えた光学的解像度」、Ｏｐｔｉｃａ
　Ａｃｔａ　１６、２４１～２５５、１９６３
【非特許文献３】ハインツマン、アール（Ｈｅｉｎｔｚｍａｎｎ　Ｒ．）、クリーマー、
シー（Ｃｒｅｍｅｒ　Ｃ．）、「横方向に変調された励起による顕微鏡法：回折格子を使
った解像度の改善」、Ｐｒｏｃ．ｏｆ　ＳＰＩＥ　３５６８：１８５～１９６、１９９８
【非特許文献４】ニール、エム　エー　エー（Ｎｅｉｌ　Ｍ．Ａ．Ａ．）、ユスカイティ
ス、エー（Ｊｕｓｋａｉｔｉｓ　Ａ．）、ウィルソン、ティー（Ｗｉｌｓｏｎ　Ｔ．）、
「２本のビームの干渉照明によるリアルタイム３Ｄ蛍光顕微鏡法」、Ｏｐｔ．Ｃｏｍｍ．
１５３：１～４、１９９８
【非特許文献５】ハインツマン、アール（Ｈｅｉｎｔｚｍａｎｎ　Ｒ．）、ジョヴィン、
ティー　エム（Ｊｏｖｉｎ　Ｔ．Ｍ．）、クリーマー、シー（Ｃｒｅｍｅｒ　Ｃ．）、「
飽和パターン化励起式顕微鏡法－光学的解像度改善のためのコンセプト」ＪＯＳＡ　Ａ、
１９（８）：１５９９～１６０９、２００２
【非特許文献６】グスタフソン、エム　ジー　エル（Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ，Ｍ．Ｇ．Ｌ
．）、アガルド、ディー　エー（Ａｇａｒｄ，Ｄ．Ａ．）、セダト、ジェー　ダブリュー
（Ｓｅｄａｔ，Ｊ．Ｗ．）、「構造化された照明による広視野蛍光顕微鏡法の横方向解像
度の倍増」Ｐｒｏｃ．ｏｆ　ＳＰＩＥ　３９１９：１４１～１５０、２０００
【非特許文献７】グスタフソン、エム　ジー　エル（Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ，Ｍ．Ｇ．Ｌ
．）、「非線形に構造化された照明での顕微鏡法：理論的には無限の解像度をもつ広視野
蛍光イメージング」、ＰＮＡＳ　１０２：１３０８１～１３０８６、２００５
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００６】
　本発明の目的は、現況技術の欠点を克服することである。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】本発明による顕微鏡の概略的な構造を示す図。
【図２】照明の構造化を示す図。
【図３】変調器（ＡＯＭ）をスイッチオンおよびオフした場合の共焦点検出用カメラ上で
の露光パターンを示す図。
【図４】瞳内の構造化されたライン照明の次数（構造化されたライン分布のフーリエ変換
）を示す図。
【図５】スキャナによる走査方向および位相位置の調整を示す図であり、（ａ）は同期し
た走査移動の場合を示す図であり、（ｂ）は１つのスキャナでの走査の場合を示す図。
【図６】代替案としての検出および図平面に垂直な回転軸を有する追加のガルボ・スキャ
ナ（２４）を備える顕微鏡の概略的な構造を示す図。
【図７】ビーム成形ユニット（８）と共に偏光子が回転することによる光損失および出力
適合による損失の補償を示すグラフ。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　本発明によれば、広視野において構造化された照明の利点（少ない光学コンポーネント
、高い平行化）が、ラインに沿って構造化された照明の利点（コントラストを最大にする
ための部分共焦点による背景信号の抑制、非線形および線形の試料相互作用のための焦点
内の高い強度）と組み合わされる。提案する装置は、高速で可変で精密な走査方向の回転
、および結像した構造化された周期的構造の相対的位相位置の調整を、２つのスキャナだ
けで可能にする。これに加え、可変調整可能な共焦点検出を、同時に検出用ビーム経路内
での非常に僅かな光損失で可能にする。ドイツ特許出願公開第１０１５５００２Ａ１号を
参照されたい。
【０００９】
　本発明による解決策は、検出用ビーム経路内に広視野システムと同じ程度の少しのコン
ポーネントしか含まないライン走査型顕微鏡（図１を参照）であることが好ましい。これ
は具体的には、無限遠のビーム経路向けに補正された対物レンズ（２７）、鏡筒レンズ（
２１）、主カラー・スプリッタ（１９）、放出フィルタ（１７）、およびカメラ（１５）
である。励起用ビーム経路内にビーム成形ユニット（８）があり、このビーム成形ユニッ
トは、変調器（５）によって強度変調された光源（３）の光ビームを、長さに沿って変調
されたラインへと成形する。図１に示した例示的実施形態では、ビーム成形ユニットがラ
イン成形光学系（７）と周期的構造（１３）の組合せによって構成されており、（７）と
（１３）は、光軸（１）の周りを回転し得る機械的なグループ（８）にまとめられている
。好ましくは高速のステッピング・モータによって実現されるビーム成形ユニット（８）
の回転により、試料内に結像されるラインのｘ／ｙ平面内における向きを調整することが
できる。
【００１０】
　本発明によるさらなる一実施形態（図１には図示せず）では、ビーム成形ユニット（８
）を、同様に光軸（１）の周りを回転し得るただ１つの回折性光学素子によって実施する
こともできる。そのような回折性素子は、１方向におけるライン成形およびそれに直交す
る方向におけるライン構造化を、１工程で実施することができる。
【００１１】
　光軸のその後の進路には、第１のスキャナ（９）、第１のスキャナ（９）に直交するさ
らなるスキャナ（２３）、および走査対物レンズ（１１）が存在する。スキャナ（２３）
の回転軸または旋回軸（２５）は、第１のスキャナ（９）の回転軸に対して基本的に直交
して配置されている。この場合、スキャナ（９）は試料内でのラインのｘ方向の変位のた
めに、スキャナ（２３）はラインのｙ方向の変位のために用いられる。
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【００１２】
　両方のスキャナ（９）および（２３）は、共役な瞳面の近傍に存在している。
　図１は、本発明による顕微鏡の概略的な構造を示している。
　（１）は光軸、（３）は光源、（５）は切替可能な減衰器／ＡＯＭ、（８）は円筒レン
ズなどのライン成形光学系（７）を備えたビーム成形ユニット、（９）は図平面に垂直な
回転軸を有するスキャナ、（２３）は図平面に基本的に平行な回転軸（２５）を有するス
キャナ、（１１）は走査光学系、（１３）は試料と共役な中間画像面内に周期構造を有す
るマスク、（１５）は例えばＣＣＤ受像部マトリクスなどの位置解像型平面センサ、（１
７）は放出フィルタ、（１９）は主カラー・スプリッタ、（２１）は鏡筒レンズ、（２７
）は顕微鏡対物レンズ、（２９）は試料である。素子（７）および（１３）は、機械的グ
ループであるビーム成形ユニット（８）にまとめられており、このユニットは、好ましく
は光軸（１）の周りを回転可能に配置されている。
【００１３】
　以下に、両方のスキャナ（９）および（２３）とＡＯＭ（５）の協働による、構造化さ
れたラインの位相ならびに画像視野の走査の変位について説明する。
　以下では一般性を制限することなく例を考察するが、この例では、ラインは試料内でｘ
方向に沿っており、画像視野の走査はそれに垂直なｙ方向に行われる。ｘ方向にラインを
方向付けするには、ビーム成形ユニット（８）の対応する方向付けも必要となる。
【００１４】
　スキャナ（２３）の機能は、このライン方向付けの際に、記録される２つ以上の画像の
間の構造化の位相位置を変えることにあり、その際、スキャナ（９）はｙ方向での走査過
程を担っている。
【００１５】
　それぞれ異なる位相位置での記録画像（「位相画像」）から、断面画像の計算（再構成
）が行われる。ドイツ特許出願公開第１０１５５００２号を参照されたい。
　図２は、照明の構造化を示している。
【００１６】
　スキャナ（９）が時間Δｔ＝ｔ３－ｔ１にわたって線形に走査する間に、カメラが同期
して少なくともΔｔの露光時間で画像を取り込む場合、対象物の広視野画像と同等の結果
が得られる。その際、焦点外の背景もともに検出される。本発明によれば断面画像の計算
に属する各位相画像を記録する際に、ｙ方向での走査過程と同期して、変調器（５）によ
り、照明を同じやり方で周期的にスイッチオンおよびオフする場合に、共焦点フィルタリ
ングが可能になる。
【００１７】
　その際、スキャナは、スイッチのオンおよびオフを伴う連続的な走査移動だけでなく、
有利には、スイッチをオフにした区間内では、照明のスイッチがオンになる次のポジショ
ンへと迅速に移動することもでき、このポジションで照明された走査過程が続行される。
この移動は、ステッピング・モータを用いる場合のようにステップ状に行うことも可能で
あろう。
【００１８】
　本発明に基づく方法により、カメラ面内でｙ方向に構造化された露光が生じる（図３を
参照）。本発明の有利な一形態では、カメラの露光ラインの間隔は、試料上をライン照明
する際の焦点外の背景が、試料内での次のラインの照明に対応するカメラ上の領域内に混
信するのを最小限に抑えるように選択される。ナイキストの定理（検出器ラインは、回折
によって制限されるラインの半分の幅に相当する）に基づき対象物を走査する場合、経験
的に、隣の露光ラインとの間隔Ｍは５～１０ラインで十分であろう。この場合、カメラに
よって捕捉される次の画像では、露光されるラインパターンが好ましくは１ラインだけ変
位され、これは変調器のスイッチをオンする際の対応する遅延によって達成される。つま
り例えば最初に第１ライン、第１０ライン、第２０ラインが露光され、その後第２ライン
、第１１ライン、および第２１ラインが露光される。
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【００１９】
　対象物照明をラインごとに変位させるこの工程は、画像視野内の試料の全ての区間が走
査されるまで繰り返され、その際、この記録過程の結果として１つの位相位置につきＭ枚
の画像が存在する。
【００２０】
　代替案として、露光ラインの間隔調整のために、まず周期的構造の複数の位相位置で記
録を行い、その後、間隔を変えて再び複数の位相画像を記録してもよい。
　これらの画像のそれぞれは、この場合も、既に述べた方法に加えて、好ましくは試料保
全のためにできるだけ低い強度で、同じスキャナ調整で記録を繰り返し、続いで平均化す
ることによって生じ得る。この方法は、試料内での褪色過程に基づくアーチファクトを減
少させ得る。こうして１つの位相位置につきＭ枚の画像を差引計算することにより、共焦
点性を調整することができる。
【００２１】
　特に、個々の画像について、受像部によって捕捉された、露光された受像部ラインの間
に露光された背景を差し引かなければならない。対象物内での露光ラインは、カメラ上の
互いに分離した領域に一義的に割り当て得るので、この背景は、受像部上で容易に識別す
ることができる。
【００２２】
　１つの位相位置の全てのＭ枚の画像を単純に足し合わせると、広視野画像に相当する結
果が得られる。対象物の焦点内の相応の照明されたラインに対応するラインを選択した後
で画像を足し合わせると、共焦点画像が得られる。この工程では、選択されたラインに隣
接する画像領域は前述のようにマスクされ、評価はされない。これは、仮想スリット絞り
の機能に相当する。この利用されないマスクされた画像領域が、焦点外の散乱光の検出位
置に相当するからである。その際、共焦点性は１Ａｉｒｙ－Ｕｎｉｔ（２ラインが選択さ
れる）からＭ　Ａｉｒｙ－Ｕｎｉｔまで変化させることができる（仮想スリット絞り）。
【００２３】
　図３は、変調器（ＡＯＭ）をスイッチオンおよびオフした場合の共焦点検出用カメラ上
での露光パターンを示している。
　この場合、画像記録の速度は、非共焦点検出に比べてＭ分の１に低下する。５０枚の画
像の画像取り込みを基礎とすると、Ｍ＝５の場合（構造化の１つの位相位置での）完全な
画像は１００ｍｓ後に得ることができる。ただし構造化方向ごとに、異なる位相位置でＮ
＝３～５枚の画像を記録しなければならないことを考慮する必要がある。したがって３つ
の構造化方向での線形の構造化の場合、典型的には９枚の画像が生じ［７］、これはＭ＝
５の場合、１つの平面ごとに約１ｓの画像記録時間になる。
【００２４】
　スキャナ（９）が画像視野全体を単調に（速度ｖｓで）走査するのではなく、レーザの
スイッチをオフにした時間内は最大速度ｖｍａｘで移動する場合には、少し有利な状況が
生じる。こうすると、確かにスキャナの制御および同期性に対しより高い要求が課される
が、画像記録時間は、
【００２５】
【数１】

倍に、つまりおおよそＭ倍（ｖｍａｘ＞＞ｖｓの場合）に、またはカメラの最大画像記録
レートまで上昇する。
【００２６】
　線状の構造化された照明では、構造化周波数が増大するにつれて、円形の瞳を通って透
過される比較的高い次数の長さが短くなることに留意しなければならない（図４を参照）
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。これは照明側で、０次との干渉のコントラストが低くなることを意味する。ただし、比
較的高い次数間の干渉のコントラストは、瞳を対称的に通過する場合には変わらず１００
％である。さらに画像内で、回折によって制限されるラインの幅がより大きくなる。限界
周波数に対して正規化された構造化周波数ｆの場合、
【００２７】
【数２】

の拡幅ｂ（ライン幅を完全なＮＡの場合の最小幅で割った）が得られる。
【００２８】
　限界周波数の９０％の典型的な構造化周波数（ｆ＝０．９）の場合は１５％の拡幅が得
られる。限界周波数の９５％で既に拡幅は６０％に上昇する。この拡幅は、構造化周波数
および対物レンズの伝達関数によって決まる解像度には影響を及ぼさないが、焦点外の背
景の抑制には影響を及ぼし、また共焦点フィルタリングのために考慮しなければならない
。
【００２９】
　図４は、瞳内の構造化されたライン照明の次数（構造化されたライン分布のフーリエ変
換）を示している。
　１次の回折次数が干渉し合うことにより、試料上に構造化されたラインが生成される。
回折次数の間隔はｓであり、ａは瞳の大きさである。ｓとｂの比が、限界周波数に対して
正規化された構造化周波数ｆである。
【００３０】
　図３に示したｘ方向に平行なラインは、１つの構造化方向だけを表している。カメラ上
のラインの向きは、ユニット（８）（図１）の回転によって調整することができる。周期
的構造の変位方向および位相位置は、スキャナ（９）および（２３）によって調整される
。
【００３１】
　図５に、ラインの向きが任意である一般的な場合を図示する。
　図５は、同期した走査移動の場合（ａ）および１つのスキャナで走査する場合（ｂ）の
スキャナによる走査方向および位相位置の調整について説明するためのものである。
【００３２】
　この場合、投射された構造の位相位置（双方向矢印）は走査過程中の両方のスキャナ（
９）および（２３）の相対的な一定のオフセットによって決まるが、好ましくはそれに垂
直な走査方向（矢印）は、両方のスキャナの相対速度によって確定される。ただし試料の
走査をスキャナ（９）だけで実施することも可能である。こうするとシステム制御が簡略
化される。走査方式に応じて、一般的に検出器によって決定される画像視野を、ラインが
回転する場合にもできるだけ均質に照らすことを保証することができる。
【００３３】
　ここまで述べてきた装置構成では、試料内に投射される構造の成形はビーム成形ユニッ
ト（８）によって保証されている。本発明によれば、ユニット（８）は、ライン成形光学
系（７）と周期的構造（１３）の組合せから成ることができる。その際、ライン成形光学
系はパウエル・レンズを含むことができる。周期的構造は、位相構造、振幅構造、または
その両方の組合せでよい。さらにビーム成形ユニット（８）全体を回折性光学素子で置き
換えることができる（ドイツ特許出願公開第１０１５５００２号も参照のこと）。この素
子は、変位の回数を減らすために、試料上で１つまたは複数の構造化されたラインを最小
間隔Ｍで生成することができる。
【００３４】
　Ｍラインパターンで試料を順次走査することの潜在的な問題は、画像記録時間中の試料
移動によって発生する。これは、構造化された照明のための方法の原理的な問題であり、
画像記録時間を最小にすることでできるだけ小さく保つべきである。したがって、対象物
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と検出器の間での蛍光損失が最小の、高感度の検出が大きな意味をもつ。Ｍ枚のライン画
像の代わりに１枚だけ画像を取り込み、それにもかかわらず共焦点検出を可能にする、Ｍ
ラインパターンでの順次走査に代わる代替案を以下に説明する。この場合、ライン・スキ
ャナでは対象物がラインごとに順次走査されるという事実を利用する。こうすると、検出
用ビーム経路内で、さらなる素子により、検出光の不連続的なラインごとの偏向を実現す
ることが可能となり、したがって対象物を間隙なしで走査するにもかかわらず、検出器上
に図３のようなラインパターンが生じる。このように画像全体を検出器上で結像させるに
は、検出器が、画像のために必要であるラインのＭ倍のラインを有することが前提条件で
ある。典型的な値は、１枚の画像につき５００ラインである。Ｍ＝５で２５００本の必要
な検出器ライン数が生じる。ライン偏向のための素子として、例えばガルボ・スキャナを
検出器の前で使用してもよい（図６参照、スキャナ（２４））。カメラ上のピクセルサイ
ズが５μｍである場合、最大偏向角度が得られ、上で挙げた例ではカメラ上で（２５００
－５００）×５μｍ＝１０ｍｍの変位が起こる。これは、カメラからスキャナまでの間隔
が５０ｍｍの場合、（１０度の偏向に対して）５度の走査角に相当する。対象物内で走査
されるラインが、ラインの間の間隙にかぶって描き込まれないように、スキャナ（２４）
の不連続的な偏向中に（例えばＡＯＭまたはＡＯＴＦにより）露光をオフにすることが有
用である。ただし連続的な露光の実現も考えられる。なぜならスキャナ（２４）の走査速
度は、スキャナ（９）の走査速度に比べて非常に速くなければならないので、スキャナ（
２４）の移動中の露光は無視することができる。例えば、上で述べたようにｙ方向の偏向
を担うスキャナ（９）と同じ偏向軸をもつスキャナ（２４）は、スキャナ（９）が次の検
出されるラインポジションに進む前に、スキャナ（９）の順次のライン走査の１つのライ
ンポジション内で、例えば１０回の変位した不連続的なスキャン・ジャンプを生じる。そ
の際、スキャナ（９）は連続的に走査することも可能であるが、スキャナ（２４）は高い
偏向速度で常に不連続的に駆動されなければならない。この場合、時間ｔｄにおけるスキ
ャン・ジャンプの合間の時間ｔｉが、カメラ上での有効なライン積分時間に相当する。少
なくともＭ・ｔｄ＜ｔｉでなければならない。
【００３５】
　このスキャン・ジャンプは、平面検出器上に、照明された試料の互いに間隔をあけた信
号を生じ、この信号は、特に図３に基づき上記で詳しく説明したように、その意味通り検
出器の互いに間隔をあけた領域に対応している。
【００３６】
　図６は、代替案としての検出および図平面に垂直な回転軸を有する追加のガルボ・スキ
ャナ（２４）を備える顕微鏡の概略的な構造を示している。
　対象面内での構造化のコントラストができるだけ高い構造化された照明を得るために、
顕微鏡法では通常であるような比較的高い開口数の光学系を使用する場合、偏光に留意し
なければならない。最大のコントラストは、図４に示したように、照明光の偏光が、瞳面
内での回折次数を結ぶ線に垂直（つまり画像面内でのラインの位置に垂直）である場合に
だけ可能である。したがって照明光の相応の偏光は、ビーム成形ユニット（８）の回転と
同期して、絞りの回転と一緒に回転されなければならない。前者は、線形に偏光された励
起光のビーム経路内でλ／２板の回転によって生成し得ることが好ましく、その際、波長
板の回転角度は、ビーム成形ユニットの回転角度の半分である。これに対応して図１およ
び図６のビーム経路内で供給源（３）と主カラー・スプリッタ（１９）の間に回転可能な
波長板を設けることができる。代替案としてビーム成形ユニットが、正しい向きの線形に
偏光された光だけを透過させる偏光子を備えることもできる。これは、回転に応じた光損
失を引き起こし（図７を参照）、この光損失は、適切な同期化された光変調によって補償
することができる。
【００３７】
　図７は、ビーム成形ユニット（８）と一緒に偏光子が回転することによる光損失、およ
び出力適合による損失の補償を示している。
　本発明は前述の実施形態だけに関連するものではない。



(10) JP 5955505 B2 2016.7.20

【００３８】
　当業者には、発明の概念の改変および変更を理解することができる。
　したがって例えば、本発明は多点構成（米国特許第６０２８３０６号を参照のこと）お
よび別の点構成のような別の照明分布にも適用可能であり、ニプコー円板および広視野で
の検出の際にも適用可能である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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【図６】
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