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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対物レンズと、照明ビーム経路に沿ってサンプルを照明する光源と、両方の空間方向に
構造化された平らな照明パターンを前記サンプル上に生成する装置と、１つの画像ビーム
経路に沿って前記サンプルから来た光を検出する表面検出器と、前記サンプル上の前記照
明パターンを１つの変位方向にシフトする装置と、前記検出器によって前記光が検出され
たときに、前記変位方向に沿った前記パターンの異なる位置の位相画像として１つの画像
を撮影し、それらの位相画像から、照明されたサンプル領域の全体構造化照明顕微鏡（Ｓ
ＩＭ）画像を計算により再構成する制御ユニットとを備える顕微鏡デバイスにおいて、前
記変位方向が、前記照明パターンの主対称軸に対して斜めであり、前記変位方向が、前記
照明パターンに応じて、前記ＳＩＭ画像の再構成に必要な位相画像の数が、照明パターン
の強度のフーリエ次数の数に等しい理論上最低限必要な値に一致するような態様で選択さ
れることを特徴とする顕微鏡デバイス。
【請求項２】
　前記照明パターンが六角形点パターンであり、前記変位方向が、３つの主対称軸のうち
の１つの主対称軸に対して１から２０度の範囲にあるように選択され、少なくとも７つの
位相画像が最低限必要な値である、請求項１に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項３】
　前記変位方向が、３つの主対称軸のうちの１つの主対称軸に対して４から２０度、好ま
しくは１３から２０度の範囲にあるように選択される、請求項２に記載の顕微鏡デバイス
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【請求項４】
　前記照明パターンを生成する前記装置が、位相画像ごとに、照明されるサンプル表面の
全ての領域を前記照明パターンで同時に照明するようになされている、請求項１から３の
いずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項５】
　前記照明パターンを生成する前記装置が、位相画像ごとに、照明されるサンプル表面の
部分領域において前記照明パターンを逐次的に生成および除去するようになされており、
照明されるサンプル表面が、前記照明パターンで同時には照明されず、一部分ずつ逐次的
に照明されるように、前記部分領域が、全体として、照明されるサンプル表面をカバーし
、前記制御ユニットが、実質的にサンプル表面のちょうど照明された部分領域が結像され
るときにだけ前記検出器の対応する領域がアクティブになるような態様で前記検出器を制
御するようになされている、請求項１から３のいずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項６】
　対物レンズと、照明ビーム経路に沿ってサンプルを照明する光源と、少なくとも１つの
空間方向に構造化された照明パターンを前記サンプル上に生成する装置と、１つの画像ビ
ーム経路に沿って前記サンプルから来た光を検出する表面検出器と、前記サンプル上の前
記照明パターンを１つの変位方向にシフトする装置と、前記検出器によって前記光が検出
されたときに、前記変位方向に沿った前記パターンの異なる位置の位相画像として１つの
画像を撮影する制御ユニットとを備え、照明されたサンプル領域の全体画像が、前記位相
画像から計算により再構成され、前記照明パターンを生成する前記装置が、位相画像ごと
に、照明されるサンプル表面の部分領域において前記照明パターンを逐次的に生成および
除去するようになされており、照明されるサンプル表面が、前記照明パターンで同時には
照明されず、一部分ずつ逐次的に照明されるように、前記部分領域が、全体として、照明
されるサンプル表面をカバーし、前記制御ユニットが、実質的にサンプル表面のちょうど
照明された部分領域が結像されるときにだけ前記検出器の対応する領域がアクティブにな
るような態様で前記検出器を制御するようになされている顕微鏡デバイス。
【請求項７】
　前記照明パターンを生成する前記装置が、前記照明パターンを、一方向に移動するスト
リップの形態で生成および除去するようになされている、請求項６に記載の顕微鏡デバイ
ス。
【請求項８】
　前記ストリップの幅が、前記ストリップで照明されたサンプル領域が少なくとも３本の
検出器線上に結像されるように選択される、請求項７に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項９】
　前記ストリップが縦方向にだけ構造化される、請求項７または８に記載の顕微鏡デバイ
ス。
【請求項１０】
　前記ストリップが横方向に回折限界がある、請求項７から９のいずれか一項に記載の顕
微鏡デバイス。
【請求項１１】
　前記照明パターンを生成する前記装置が、前記ストリップを、前記ストリップを横切る
方向にだけ移動させるようになされている、請求項７から１０のいずれか一項に記載の顕
微鏡デバイス。
【請求項１２】
　前記構造化された照明パターンを生成する前記装置が円柱レンズ・アレイを有し、移動
するストリップの方向が前記円柱レンズの軸方向に対して平行である、請求項７から１１
のいずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１３】
　前記ストリップの縦方向の、前記検出器上での前記ストリップの前記結像が、前記検出
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器表面の部分領域の上だけに及び、曲線状の軌道をたどるために、前記照明パターンを生
成する前記装置が、前記パターンが組み合わせられているときに、前記ストリップを、前
記ストリップを横切る方向だけでなく、前記ストリップの縦方向にも移動させるように作
られている、請求項７から１０のいずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１４】
　前記照明パターンの前記変位方向が、前記ストリップの縦方向に１つの成分を含む、請
求項７から１３のいずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１５】
　前記構造化された照明パターンを生成する前記装置が、物体平面または物体平面と共役
する平面に前記照明パターンを生成するようになされている、請求項７から１４のいずれ
か一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１６】
　前記構造化された照明パターンを生成する前記装置が、前記対物レンズの瞳内のコヒー
レント照明光の干渉する焦点によって、前記照明パターンを生成するようになされている
、請求項１５に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１７】
　前記サンプル上の前記照明パターンをシフトする前記装置が、前記サンプル上の前記照
明パターンをシフトするために、前記対物レンズの瞳内の前記焦点の大きさの相対的な位
相シフトを引き起こすようになされている、請求項１６に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項１８】
　前記サンプル上の前記照明パターンをシフトする前記装置が、前記対物レンズの瞳内の
前記焦点の前記相対的な位相シフトを引き起こすために、前記対物レンズの瞳の中もしく
は瞳の近くのガルバノメトリック走査器、音響光学変調器、または圧電アクチュエータと
ミラーの組合せをその１つのアームに備える干渉計を有する、請求項１７に記載の顕微鏡
デバイス。
【請求項１９】
　前記構造化された照明パターンを生成する前記装置が、１つの中間画像平面に点パター
ンを生成する要素を有する、請求項１５に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２０】
　前記中間画像平面に前記点パターンを生成する前記要素が、前記中間画像平面に位置す
る穴のあいたマスクである、請求項１９に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２１】
　前記中間画像平面に前記点パターンを生成する前記要素が、前記中間画像平面に前記照
明光の焦点を生成するために前記光源と前記中間画像平面の間に配置されたマイクロレン
ズ・アレイである、請求項１９に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２２】
　前記サンプル上の前記照明パターンをシフトする前記装置が、前記中間画像平面と第１
の管状レンズの間の非無限空間にビーム偏向要素を有する、請求項４、１９から２１のい
ずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２３】
　前記ビーム偏向要素が、動力付きの偏向ミラーまたは回転するガラス窓として作られて
いる、請求項２２に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２４】
　前記中間画像平面に前記点パターンを生成する前記要素にわたって照明光を移動させて
、前記照明パターンを逐次的に生成および除去するために、前記照明パターンを生成する
前記装置が、１つの走査レンズを備える走査デバイスを有する、請求項５、６、１９から
２１のいずれか一項に記載の顕微鏡デバイス。
【請求項２５】
　前記点パターンを含む前記中間画像平面に対して絶対的に対称な平面に前記表面検出器
が位置するように作られた、請求項１９に記載の顕微鏡デバイス。
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【請求項２６】
　前記中間画像平面が、前記第１の管状レンズと前記対物レンズのうちの一方によって前
記サンプル上に結像され、前記サンプルが、前記対物レンズおよび前記第１の管状レンズ
と同じ第２の管状レンズによって前記表面検出器上に結像され、色分割器によって、前記
照明ビーム経路が前記画像ビーム経路から分離される、請求項２５に記載の顕微鏡デバイ
ス。
【請求項２７】
　前記サンプルの２光子励起の検出用に作られた、請求項７から２６のいずれか一項に記
載の顕微鏡デバイス。
【請求項２８】
　光源と対物レンズ（２２）からの光で照明ビーム経路（１２）に沿ってサンプル（２４
）を照明することであり、前記光源（１０）は前記サンプル上に両方の空間方向に構造化
された平らな照明パターン（３２）を生成することと、
１つの画像ビーム経路（３４）に沿って前記サンプルから来た光を表面検出器で検出する
ことと、
　前記サンプル上の前記照明パターンを１つの変位方向にシフトすることと、
　前記検出器によって前記光が検出されたときに、前記変位方向（４２）に沿った前記パ
ターンの異なる位置の位相画像として１つの画像を撮影することと、
　それらの位相画像から、照明されたサンプル領域の全体構造化照明顕微鏡（ＳＩＭ）画
像を計算により再構成することと、
　を備える顕微鏡法であって、
　前記変位方向が、前記照明パターン（３２）の主対称軸（４０、４０’、４０’’、１
４０、１４０’）に対して斜めであり、前記照明パターンに応じて、前記ＳＩＭ画像の再
構成に必要な位相画像の数が、照明パターンの強度のフーリエ次数の数に等しい理論上最
低限必要な値に一致するように、前記変位方向が選択される
　顕微鏡法。
【請求項２９】
　前記照明パターン（３２）が六角形点パターンであり、前記変位方向（４２）が、３つ
の主対称軸のうちの１つの主対称軸（４０、４０’、４０’’）に対して１から２０度の
範囲にあるように選択され、少なくとも７つの位相画像が最低限必要な値である、請求項
２８に記載の顕微鏡法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対物レンズと、サンプルを照明する光源と、構造化された照明パターンをサ
ンプル上に生成する装置と、サンプルから来る光の検出器と、サンプル上の照明パターン
を変位させる装置と、照明パターンの異なる位置におけるサンプルの画像を、照明された
サンプル領域の全体画像がそれから計算により再構成される位相画像として撮影する制御
ユニットとを備える顕微鏡デバイスに関する。
【背景技術】
【０００２】
　カメラ・ベースの顕微鏡蛍光（広視野）画像は、焦平面からの所望の情報が、プレパラ
ートの他の平面からの情報によって認識できないほどにまで歪められるという欠点を有す
る。
【０００３】
　選択された層からの分離された情報を見ることができる層画像を生成する目的には従来
、１つまたは複数のレーザ・スポットでサンプルを走査する共焦点レーザ走査法が使用さ
れている。
【０００４】
　ＷＯ９２／１４１１８Ａ１は、表面センサを使用して、構造化された照明（以後、構造
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化照明）を用いて撮影された個々の画像から層画像を計算により生成する顕微鏡を開示し
ている。計算のために使用されるそれらの個々の画像は、プレパラート上の投影された構
造の位置によって異なる（これらの画像を以後「位相画像」と呼ぶ）。ＷＯ９２／１４１
１８Ａ１に記載されているこの照明構造は、計算に必要な２つの位相画像を生成するため
に正確に半周期だけ移動させなければならない２次元格子縞パターンであり、パターンが
シフトされたときの極めて小さな不正確に対して結果が極めて批判的に反応するように、
格子縞パターンの正方形が個々の画素上に正確に結像される必要がある。さらに、周期的
な信号（この場合にはシフトされたパターンの変調）を２点だけでサンプリングすること
は、ナイキスト－シャノンのサンプリング定理（Ｎｙｑｕｉｓｔ－Ｓｈａｎｎｏｎ　ｓａ
ｍｐｌｉｎｇ　ｔｈｅｏｒｅｍ）の違反を表し、これは、系統的および周期的な評価の誤
りにつながる。
【０００５】
　サンプル上に投影されたパターンの異なる位置で生成された位相画像から層画像を計算
して生成するこの方法のより実行可能な１つの別法が、ＷＯ９８／４５７４５Ａ１および
ＷＯ０２／１２９４５Ａ２に記載されている。この方法では、２次元構造化照明パターン
の代わりに、１次元刻線格子（ｒｕｌｅｄ　ｇｒａｔｉｎｇ）が使用され、３つ以上の位
相画像から所望の層画像を計算するためには、サンプル上のこの格子の投影を少なくとも
２回シフトしなければならない。
【０００６】
　「構造化照明」と呼ばれる、上に示した手順を使用して生成された層写真では、焦点外
れ（ｏｕｔ－ｏｆ－ｆｏｃｕｓ）情報が、共焦点レーザ顕微鏡の場合よりも良好に抑制さ
れる。さらに、この方法は、ストロークの向きに対して垂直な方向の分解能を増大させる
。これは、論文「Ｄｏｕｂｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｌａｔｅｒａｌ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｗｉｄｅｆｉｅｌｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｂｙ　
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ」、Ｍ．Ｇ．Ｌ．Ｇｕｓｔａｆｓｓｏ
ｎ、Ｄ．Ａ．ＡｇａｒｄおよびＪ．Ｗ．Ｓｅｄａｔ、Ｐｒｏｃ．ｏｆ　ＳＰＩＥ　３９１
９：１４１～１５０、２０００に記載された方法で使用されている。この方法では、変位
によって生成されたある時刻の３つの格子位置が、ある時刻の３つの回転位置と、格子優
先方向（０°、１２０°および２４０°）に組み合わされた３×３個の位相画像が記録さ
れる。回転に関しては３つの向きで十分であり、反対に、平行移動は、３つではなく５つ
以上の位置を含むことができる。したがって、直線的な平行移動および回転によって生成
された少なくとも９つの位相画像から、最大で２倍に増大した分解能に関して優先方向を
もはや持たない層画像が計算される。
【０００７】
　ＥＰ１　９３６　４２２Ａ１は、構造化照明を使用する顕微鏡であって、位相画像を撮
影するために回転され、格子線に対して垂直な１つの方向にシフトされる刻線格子によっ
て照明パターンが生成される顕微鏡を記載している。この格子は、サンプルから生じた光
の光学的復調にも使用される。１次元刻線格子の代わりに、位相画像を撮影するために格
子線に対して垂直な２つの方向にシフトしなければならない２次元格子を使用することも
できることも述べられている。
【０００８】
　ＤＥ１０　２００７　０４７　４６６Ａ１は、構造化照明を使用する顕微鏡であって、
サンプル上で位相画像を撮影するためにシフトされる照明パターンが、刻線格子または２
次元構造化格子によって生成される顕微鏡を記載している。この格子によって対物レンズ
の瞳の回折分布が生成され、この分布が次いで、例えば回折次数の選択または回転によっ
て操作され、構造化された位相板が回転される。
【０００９】
　ＤＥ１０　２００７　０４７　４６８Ａ１は、構造化照明を使用する顕微鏡であって、
縦方向に構造化された線形の照明によってサンプルが走査され、このサンプルの走査が、
互いにバランスがとられた異なる位相画像を生成するために、異なる位相位置で、すなわ
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ち構造化の方向に線照明をシフトした後に、数回実行される顕微鏡を開示している。サン
プル走査および位相シフトのため、円柱レンズによって照明された照明マスクと管状レン
ズの間に位置するＸ－Ｙ走査器によって、照明線がシフトされる。サンプルから来た光も
同様に、ＣＣＤ検出器に入射する前にこの管状レンズを通過する。走査方向のサンプルの
走査中に光強度を変調するため、光源と照明マスクの間には切替え可能な減衰器がある。
ＣＣＤ検出器上で「非デスキャンド（ｎｏｎ－ｄｅｓｃａｎｎｅｄ）」検出が実施される
。サンプルの走査は、数回繰り返され、検出器上の線パターンは、例えば線１本分だけシ
フトされ、これは、変調器が接続されるときの対応する遅延によって達成される。単一の
位相画像を得るためには、ある線を選択することによっておよびそれに隣接する画像領域
を「捨てる」ことによって生成された個々の画像を１つにまとめなければならない。この
ようにすると、続いて調整可能な共焦点性（ｃｏｎｆｏｃａｌｉｔｙ）が達成される。
【００１０】
　ＤＥ１０１　１８　４６３Ａ１およびＤＥ１０１　５５　００２Ａ１は、構造化照明を
使用する顕微鏡デバイスであって、位相画像を得るために、縦方向に正弦的に変調された
線焦点がサンプル上に投影され、その線焦点を縦方向にシフトすることによって異なる位
相画像が得られ、続いてそれらの位相画像のバランスが互いにとられる顕微鏡デバイスを
開示している。深さ分解能を増大させるため、検出器の上流に、スロット付きの絞りがあ
る。検出器が、中間画像平面を見るＣＣＤカメラであるときには、このスロット付きの絞
りを省くことができると述べられている。
【００１１】
　ＤＥ１０　２００７　００９　５５０Ｂ４は、移動するサンプルを観察する顕微鏡デバ
イスであって、サンプルが、マスクによって構造化された方法で照明され、ＣＣＤチップ
が、適応的に変化可能な絞りとして使用される検出器として使用される顕微鏡デバイスを
記載している。
【００１２】
　広視野という上述の利点にもかかわらず、構造化照明顕微鏡（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ　
ｉｌｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｅ：ＳＩＭ）がいまだに共焦点レーザ走査
顕微鏡（ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｅ：ＣＬ
ＳＭ）に取って代わることができないのは、この方法に深刻な２つの欠点があるためであ
る。
【００１３】
　層画像を生成するのに必要ないくつかの画像を撮影することは、点走査器によって画像
を撮影するよりも少ない時間で済むが、点パターン走査器（回転ディスク）で撮影するの
に比べればはるかに時間がかかる。点パターン走査器と比較したときのこの速度の欠点が
顕著であればあるほど、層画像を計算するためにより多くの位相画像が必要であり、個々
の位相画像の撮影と撮影の間により多くの操作を実行しなければならない。
【００１４】
　サンプルが厚ければ厚いほど、サンプルが強く着色されていればいるほど、パターンに
よって引き起こされる個々の画像の輝度変調は小さくなる。したがって、所望の層情報を
含む、変調で隠される信号は、バックグラウンド雑音によってマスクされ、雑音によって
ますますかき消される。したがって、層画像の信号対雑音比も低下する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】ＷＯ９２／１４１１８Ａ１
【特許文献２】ＷＯ９８／４５７４５Ａ１
【特許文献３】ＷＯ０２／１２９４５Ａ２
【特許文献４】ＥＰ１　９３６　４２２Ａ１
【特許文献５】ＤＥ１０　２００７　０４７　４６６Ａ１
【特許文献６】ＤＥ１０　２００７　０４７　４６８Ａ１
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【特許文献７】ＤＥ１０１　１８　４６３Ａ１
【特許文献８】ＤＥ１０１　５５　００２Ａ１
【特許文献９】ＤＥ１０　２００７　００９　５５０Ｂ４
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】「Ｄｏｕｂｌｉｎｇ　ｔｈｅ　ｌａｔｅｒａｌ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｗｉｄｅｆｉｅｌｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｂｙ
　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ」、Ｍ．Ｇ．Ｌ．Ｇｕｓｔａｆｓｓ
ｏｎ、Ｄ．Ａ．ＡｇａｒｄおよびＪ．Ｗ．Ｓｅｄａｔ、Ｐｒｏｃ．ｏｆ　ＳＰＩＥ　３９
１９：１４１～１５０、２０００
【非特許文献２】http://www.aurox.co.uk/wp-content/uploads/som＿1997＿3.pdf
【非特許文献３】http://www.msg.ucsf.edu/gustafsson/Files/JMicrosc198＿82-87.pdf
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　したがって、本発明の目的は、これらの欠点を緩和すること、および３次元顕微鏡法の
標準機器となりうる耐久性のあるデバイスを利用できるようにすることにある。この目的
は、とりわけ、必要な位相画像の数をできる限り少なくすることによって、位相画像間の
操作の数を減らす（平行移動と回転に代えて平行移動だけにする）ことによって、ならび
に個々の位相画像の変調の深さを増大させるのに適した一連の手段によって達成され、こ
れは、信号対雑音比が向上した層画像につながる。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　この目的は、本発明で請求されているように、請求項１に記載の顕微鏡デバイスおよび
請求項６に記載の顕微鏡デバイスによって達成される。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明で請求されている請求項１に記載の方法の利点は、対応して選択された２次元照
明構造と、この目的のために有利に選択されたサンプルに対する平らな照明パターンの変
位方向とによって、必要な位相画像の数をできる限り少なくすることができることである
。これは特に、個々の位相画像間の必要な操作の回数にあてはまる。先行技術に記載され
ている平行移動と回転の代わりに、１つの平行移動だけが必要である。
【００２０】
　本発明で請求されている請求項６に記載の方法の利点は、照明パターンが、全てのサン
プル領域を同時には捕捉せず、照明パターンが、サンプル上で逐次的に生成および除去さ
れ、その際に、視野全体が捕捉されるまで照明パターンが記録されることである。同時に
、照明されていない全ての検出器領域が非アクティブに切り替えられる。逐次的に組み合
わせられ再び分解されるパターンのこの準共焦点検出によって、変調される深さ、したが
って信号対雑音比を低減させうる事実上全ての散乱光が遮蔽される。
【００２１】
　従属請求項には本発明の好ましい構成が記載されている。
【００２２】
　次に、添付図面を使用して、本発明を、例として詳細に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本発明で請求されている顕微鏡デバイスの概略的な一例を示す図である。
【図２】本発明で使用する照明パターンの第１の例を示す図である。
【図３】図２に似た図だが、別の例を示す図である。
【図４】図１に似た図だが、本発明で請求されている顕微鏡デバイスの１つの代替例であ
って、特にサンプルの逐次照明に適した例を示す図である。
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【図５】マイクロレンズ・アレイ、サンプルおよびカメラ・チップ上での照明パターンの
逐次的な生成および除去を示す図である。
【図６Ａ】図５に似た図だが、円柱レンズ・アレイを使用する変更された２つの異なる実
施形態を示す図である。
【図６Ｂ】図５に似た図だが、円柱レンズ・アレイを使用する変更された２つの異なる実
施形態を示す図である。
【図７】サンプルにわたって六角形照明パターンを連続的にシフトした１つの検出器画素
上の信号の標本特性値（実線）、またはそれぞれの位相画像に対して記録された測定点（
点Ｉn）を示す図である。
【図８】１次次数（実線）、２次次数（破線）および３次次数（点線）に対する図７から
の個々の高調波部分を示す図である。
【図９】式（２３）に基づく格子縞パターンを示す図である。
【図１０】式（４１）に基づく六角形パターンを示す図である。
【図１１】六角形パターンのコントラスト特性（破線）および刻線格子のコントラスト特
性（実線）を、正規化された構造周波数の関数として示す図である。
【図１２】格子縞照明パターンに対する１次次数の周波数空間における変位ベクトルの正
射影を示す図である。
【図１３】六角形照明パターンに対する１次次数の周波数空間における変位ベクトルの正
射影を示す図である。
【図１４】焦点ずれの方向の（ほぼλ／ＮＡの周期を有する）六角形パターンの非コヒー
レント・コントラスト特性にほぼ対応する軸方向の最大値の理論的な強度－点像分布関数
の特性を表す第１の曲線（実線）、およびコヒーレント照明を仮定したｚ方向のこのコン
トラストを表す第２の曲線（破線）を示す図である。
【図１５】図１４の２本の曲線間の緩やかな遷移を示す図であり、２４％から１００％の
間（中間値：２９．４％、３８．５％、４５％、５６％、７０％）の異なる３次元コヒー
レンス長または異なる相対的な瞳刺激に対する（周期的な構造を結像するときの）ｚ方向
の理論上のコントラスト特性が示されている。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　図１は、構造化照明を使用する、本発明で請求されている顕微鏡デバイスの概略的な第
１の例を示す図であり、照明光ビーム１２を生成する光源１０、マイクロレンズ・アレイ
１４、ビーム偏向要素１６、照明光に対する第１の管状レンズ１８、色分割器（ｃｏｌｏ
ｒ　ｄｉｖｉｄｅｒ）２０、顕微鏡対物レンズ２２、サンプル２４から出現した光に対す
る第２の管状レンズ２６、およびカメラ検出器２８（例えばＣＣＤカメラ・チップ）が示
されている。レンズ・アレイ１４は、光源１０と中間画像平面３０の間に位置し、空間の
２方向で構造化された平らな点パターン３１が中間画像平面３０に生成されるような態様
で、励起光ビーム１２を中間画像平面３０に焦点を合わせるために使用される。第１の管
状レンズ１８および対物レンズ２２によって、サンプル２４上に点パターン３１が構造化
照明パターン３２として結像される。図１に示された例によれば、色分割器２０は照明光
を反射するように作られている。サンプルで生成された、例えば蛍光とすることができる
（この場合には照明光が励起光の役目を果たす）光３４は、色分割器２０を通り抜け、対
物レンズ２２および第２の管状レンズ２６によって検出器２８上で結像される。
【００２５】
　異なる位相画像、すなわち３次元的に構造化された照明パターンのサンプル２４に対す
る位相角が異なる画像を記録するため、ビーム偏向要素１６によって、照明パターン３２
をサンプル２４に対してシフトさせることができる。制御ユニット３６は、この位相シフ
トを生じさせるのに必要なビーム偏向要素１６を、カメラ２８による画像撮影と同期させ
、そのようにして位相画像を撮影させる。サンプルの所望の層画像を得るため、位相画像
相互のバランスをとることができる。
【００２６】
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　顕微鏡レンズ・アレイ１４を有する図１に示された装置は、レーザ光、すなわちコヒー
レント光での励起、あるいは中間画像平面３０の上流のマイクロレンズ・アレイによるバ
ターンの生成に特に適している。示された中間画像平面３０に穴のあいたマスク・アレイ
（図示せず）を配置することができる。しかし、この穴のあいたマスク・アレイは、放射
効率をそれなりに低減させる。コヒーレント光でのみ機能する第３の可能性を後に説明す
る。
【００２７】
　図１に示された実施形態では、ビーム偏向要素１６が、中間画像平面３０と第１の管状
レンズ１８の間の非無限空間に位置する。ビーム偏向要素１６は例えば、動力付きの偏向
ミラー、またはピボット回転するように取り付けられたガラス窓とすることができる。動
力付きの偏向ミラーは、サンプル上のパターンの位置に影響を与えるだけでなく、瞳ビー
ムにも影響を与え、ガラス窓は反対に瞳ビームを変化させない。作用を受けた照明ビーム
１２のビーム・オフセットがその角度を変化させないためである。しかしながら、異なる
位相画像を生成するためには、サンプル２４上の照明パターン３２の（照明光波長の大き
さ程度の）比較的に小さなシフトだけが必要であるため、偏向ミラーとして作られたビー
ム偏向要素１６を適当に配置することによって、対物レンズの瞳内のビーム・オフセット
を無視できるほどに小さく維持することができる。ビーム偏向要素１６を管状レンズ１８
と対物レンズ２２の間に配置するときにこれと同じことを達成するためには、ビーム偏向
要素１６を対物レンズの瞳の近くに配置しなければならないであろう。
【００２８】
　本発明で請求されている方法では、３次元的に変調された励起光パターンで励起を実行
し、サンプルから放出された光の残りの３次元変調を評価する。できるだけ大きな変調を
達成するため、変調深さを低減させうるビーム経路上の重要な光学要素の数を最小限まで
減らすべきである。これは、照明パターンが物体平面でだけ生じるとき、または、これが
可能でない場合には、照明パターンが、結像誤差を最大限補償することができるように画
像の平面と共役する平面で生じるときに最もよく成功する。
【００２９】
　図１に示された例では、中間画像平面３０に生成された平らなパターンのサンプル２４
上への投影が使用されるが、代替として、対物レンズの瞳からのコヒーレント照明光の干
渉する焦点によって、所望の構造の照明光をサンプル２４自体にだけ生成することもでき
る。例えば、サンプル平面２４（すなわち対物レンズ２２のもう一方の焦平面）の対物レ
ンズの瞳の六角形に配置された７つの点から生じたコヒーレント光からの干渉は、六角形
のブランケット照明パターン３２（図３参照）を生成する。中間画像平面３０に適当な位
相板を挿入して、テレセントリック光学構造のために対物レンズの瞳にこれらの７つの点
を生成することができる。
【００３０】
　次いで、サンプル２４上で異なる位相画像を撮影するのに必要な照明パターンの変位は
、上述のビーム偏向要素１６によって引き起こすことができるだけでなく、対物レンズの
焦点および瞳の振幅の適当な相対的な位相シフトによっても引き起こすことができる。焦
点を、照明パターンの回折次数に割り当てることができ、焦点の相対的な位相シフトは、
サンプル２４上の照明パターンのフーリエ次数の相対的な位相シフトに正確に一致する。
この位相シフトは例えば、対物レンズの瞳の中もしくは瞳の近くのガルバノメトリック走
査器（ｇａｌｖａｎｏｍｅｔｒｉｃ　ｓｃａｎｎｅｒ）または音響光学変調器によって生
み出すことができ、あるいは無限ビーム経路上の光路に直接に影響を与えることによって
も生成することができる（それが例えば、圧電アクチュエータとミラーの組合せを１つの
アームに備える干渉計として作られているとき）。
【００３１】
　サンプルにおける干渉による所望の照明パターンの生成はさらに、高分解能型の全反射
蛍光顕微鏡法（ｔｏｔａｌ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ　ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｏｒｓｃｏｐｙ：ＴＩＲＦＭ）も可能にする。干渉分光法によって生
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成された照明パターンの局所周波数は、焦点相互間の相対距離に依存するため、適当な物
体との分解能境界付近のこの周波数を選択することによって、すなわち瞳の縁に焦点を配
置することによって、カバー・ガラスからサンプルへの境目において個々の干渉ビーム成
分の全反射を達成することができる。これは、表面分解能が増大したＴＩＲＦ励起を可能
にする。しかしながら、サンプルに干渉パターンが生成されたとき、ＴＩＲＦは、対物レ
ンズの瞳からのサンプル上の６つの点だけが干渉するときにしか保証されないと考えなけ
ればならない。位相板を使用して対物レンズの瞳に六角形のパターンを生成する上で説明
した手順では、その結果として、干渉の０次数の回折から生じた１つの点を中心に有する
六角形に配置された６つの点が回折によって生じる。この０次数の回折が抑制されない場
合には、ＴＩＲＦ測定を損ねるかなりの雑音が生じることになる。そのため、照明ビーム
経路１２上の「より前方の」サンプル２４内の対物レンズの瞳内の干渉に必要な６つの焦
点を生成するのが有利である。この場合、これはさらに、ＴＩＲＦ角度の可変の整合も可
能にする。
【００３２】
　図１に示された実施形態では、位相画像ごとに、照明されることになっているサンプル
表面の全ての領域が、照明パターンで同時に照明される。すなわち、マイクロレンズ・ア
レイ１４（または代替実施形態では点マスクもしくは位相マスク）が、照明光ビーム１２
によって大面積にわたって完全に照明される。典型的には、光学的に刺激されるこの表面
が長方形であり、この表面は、できるだけ均一に光学的に刺激される。
【００３３】
　照明パターンは、六角形の点パターンであることが好ましい。これは、一方では、六角
形パターンが、位相画像のバランスをとった後の画像平面において、例えば格子縞の点パ
ターンよりも３次元的により均質な分解能の増大を提供するためであり（六角形パターン
では、最初に述べたＧｕｓｔａｆｓｓｏｎ他の論文に記載された３回転させた格子とちょ
うど同じ大きさの分解能の増大が達成される）、他方では、六角形パターンがさらに、線
パターンまたは格子縞パターンよりも１．５倍小さい充填率（フィル・ファクタ（ｆｉｌ
ｌ　ｆａｃｔｏｒ））を有するためである。この充填率のため、不必要な雑音が低減され
、したがって不必要な焦平面からの雑音の寄与が低減される。基本的に、３次元的に構造
化された照明パターンでサンプルを照明し、続いていくつかの位相画像を評価することに
よって、照明パターンの３次元位相を変化させるために照明パターンがサンプルに対して
シフトされたいくつかの位相画像が撮影され、次いでそれらの位相画像相互のバランスが
適当な方法でとられたときに、不必要な焦点外れ情報が除去された層写真が生成されるだ
けでなく、関連画像平面内の水平分解能の増大も達成される。そうすることで、空間方向
ごとに分解能を最大２倍に増大させることができる。すなわち、回折によって誘起される
顕微鏡の分解能の境界を最大で２倍上回ることができる（この効果の説明は例えば、最初
に引用したＧｕｓｔａｆｓｓｏｎ他の論文に出ている）。この原理を実際に応用するため
には、位相画像を得るのに必要なサンプルと照明パターンの間の運動を、必要な位相画像
の数および必要な運動の単純さに関して最適化することが好ましい。
【００３４】
　本発明の一態様によれば、パターンの主対称軸に対するパターンの変位方向の角度を巧
みに選択することによって、この変位方向に沿ってパターンを変位させ、この変位方向に
沿って撮影された少数の位相画像を撮影するだけで、分解能が最大限に増大した層写真を
達成することが可能であることが分かった。ここで、変位方向は、照明パターンに応じて
、画像の再構成に必要な位相画像の数が、考慮した照明パターンの周波数次数の数（すな
わち画像の始まりで再結合された照明パターンのフーリエ次数の数）に対して理論上最低
限必要な値に一致するような態様で選択される。周波数空間では、これが、選択された変
位方向に対して、１つの位相画像から次の位相画像への検討中の各周波数次数が、それぞ
れの周波数次数の位相シフトが他の周波数次数の位相シフトとはできるだけ大きく異なる
、すなわちそれぞれの周波数次数がいわばそれ自体の速度でシフトされるという意味でで
きるだけ明白な位相シフトを経験するという基準に対応する。
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【００３５】
　最初に、後にセクション１から３で説明する詳細な数学的導出の重要な結果の概要を示
す。
【００３６】
　図３は、一例として、照明パターンとしての六角形点パターンを示す。このパターンで
は、照明パターンの１次周波数次数だけを考慮したときに、対等な３つの主対称方向のう
ちの１つの主対称方向（図３では符号４０で示された主対称方向）に対する変位方向４２
の角度αが±１９．１１°またはｎ×６０°±１９．１１°（ｎ＝１、２、３、．．．）
である（対等な３つの主対称方向を有する六方対称に基づけば、六角形点パターンには３
つの１次次数があり、それに応じて、格子縞パターンでは１次次数が２つだけである）。
図３に、符号４４で示され、変位方向４２に対して垂直な方向の角度が主対称軸４０’と
ともに示されており、したがって、主対称軸４０’は１０．８９°である。図３では第３
の主対称方向が符号４０”で示されている。セクション２．３で述べるように、１次次数
に対して第２の解もあり、これは具体的には１０．９°である。しかしながら、実用上の
理由から（必要な絶対変位がより小さく、フォールト・トレランス（ｆａｕｌｔ　ｔｏｌ
ｅｒａｎｃｅ）がより大きいため）、第１の解の方が好ましい。好ましくは、実際には、
この角度αが１８．６°から１９．６°の間になるように変位方向４２を選択すべきであ
る。
【００３７】
　図２は、照明パターンとしての格子縞パターンを示す。このパターンでは、照明パター
ンの１次周波数次数だけを考慮したときの変位方向４２と主対称軸１４０の間の理論上最
適な角度αが７１．５６５°である（図２ではもう一方の主対称軸が符号１４０’で示さ
れている）。基本的に、ここでは、この角度をｎ×９０°±７１．５６５°とすることが
できる（セクション２．２によれば、理論上は第２の解もあるが、実際には、六角形パタ
ーンに関して挙げた理由から、第２の解の方が不利である）。しかし、対称性がより高く
、充填率がより小さいため、一般に六角形パターンの方が好ましい。
【００３８】
　照明パターンの１次周波数次数だけを考慮すると、六角形パターンの場合、変位方向４
２に沿った少なくとも７つの異なる位相画像を撮影しなければならず、格子縞パターンの
場合には、５つの異なる位相画像で十分である。
【００３９】
　六角形照明パターンに関してより高い次数を考慮した結果がセクション２．５、特に表
１に示されている。それによれば、例えば六角形パターンの第１および２次次数を考慮し
た最適な変位角は１３．９０°であり（５．２１°である第２の解は不利である）、画像
を完全に再構成するのに１３個の異なる位相画像が必要である。六角形パターンの１次、
２次および３次次数を考慮すると、最適な変位角は６．５９°であり、その場合には、画
像を完全に再構成するのに１９個の異なる位相画像が必要である。表１はさらに、六角形
照明パターンに対して選択される変位角は、実際には、１°から２０°、好ましくは４か
ら２０度（Θ1の解の方がより適しているため）の範囲にあるように選択すべきであるこ
とを示している。正確な値は、それぞれの用途において考慮される照明パターンのフーリ
エ次数の数に依存する。ほとんどの場合には、選択される変位角が一般に１３から２０°
の間であるように、１次次数または１次次数と２次次数を考慮すれば十分である。
【００４０】
　六角形照明については、充填率が格子縞照明についてよりも小さく、照明されるフィー
ルドはそれぞれ、照明されていない領域によって全方向から取り囲まれ、その結果、個々
の位相画像の変調が増幅され、位相画像のバランスをとる際に排除される不必要な焦平面
からの雑音の寄与が低減する。
【００４１】
　異なる位相画像に対するそれぞれの位相は、可能な位相角の範囲全体にわたって均一に
分布することが好ましい。個々の位相画像に対して必要なパターンの変位は励起光の波長
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の大きさ程度である（典型的には、照明パターンの３次元構造化は回折境界付近にあり、
したがって励起光の波長の大きさ程度である）。照明パターンの必要な変位はこのように
非常に小さいため、図１に示されているようにビーム偏向要素１６を非無限空間に配置す
ることは重大な問題にはならない。
【００４２】
　本発明の一態様によれば、照明パターンをサンプルの全ての位置に同時に当て、記録す
ることはせず、視野全体が捕捉されるまでサンプル上で照明パターンを逐次的に生成およ
び除去することで、所望の焦平面以外からの雑音の寄与をさらに低減させることができる
。したがって、位相フィールドごとに、照明することになっているサンプル表面の部分領
域の照明パターンを生成および除去する。それらの部分領域は、全体として、照明するこ
とになっているサンプル表面をカバーする。したがって、それぞれの位相画像は、サンプ
ル表面全体の同時照明によって生成されるのではなく、照明パターンを使用した部分照明
によって逐次的に生成される。これを実行する際には、実質的にサンプル表面のちょうど
照明された部分領域が結像されるときにだけ検出器領域１３７がアクティブになるような
態様で、検出器２８を起動させる。したがって検出器自体は、スロット付きの準共焦点絞
りとして使用される。決められたスロット幅で記録することによってカメラ画像を撮影す
る別の関係から公知のこの技法は、「ローリング・シャッタ（ｒｏｌｌｉｎｇ
　ｓｈｕｔｔｅｒ）」技法とも呼ばれている。
【００４３】
　有利なことに、照明パターンが、「ローリング・シャッタ」が動く方向と同じ方向に移
動するストリップの形態に生成および除去される。これが、六角形パターンを使用して図
５に示されている。図５の上部には、時刻ｔ0における、六方対称に作られたマイクロレ
ンズ・アレイ１４上の照明光ストリップ１１２の位置（図５の左側）、マイクロレンズ・
アレイ１４によって生成された六角形に構造化された照明パターンのストリップ１３２の
サンプル２４上の位置（図５の中央）、およびストリップ１３２によって照明されたサン
プル領域のストリップ型の像１３７のカメラ・チップ２８上の位置（図５の右側。領域１
３７は、時刻ｔ0においてアクティブに切り替えられたカメラ・チップの部分にも対 応す
る）が示されており、図５の下部には、時刻ｔnにおけるストリップ１１２、１３２およ
び１３７のそれぞれの位置が示されており、図５には、ストリップ１１２、１３２および
１３７が移動する方向が符号１３３で示されている。図５には、それぞれの時点でアクテ
ィブでない検出器２８の部分が、符号１３５で示された灰色の部分によって示されている
。
【００４４】
　照明され検出されるストリップ１３２の方向１３３に沿った幅が狭くなるほど、この装
置は、一方向に共焦点である装置により近づき、境界事例では、この装置がストリップ共
焦点顕微鏡（「スリット走査共焦点」）である。ストリップ１３２の幅が、カメラ・チッ
プ２８の高さと一致するように選択される場合、これは、位相画像を撮影する間、照明パ
ターンが動かない図１から３を参照して上で説明した場合に相当する。より幅の狭いスト
リップ１３２を選択するほど、不必要な焦平面上の信号の寄与はより抑制され、その結果
、変調深さが増大し、信号／雑音比が向上する。しかし同時に、露光時間がより短くなり
、それに対応して、所与の信号／雑音比率を達成するためには、パターンの個々の点をよ
り明るくしなければならない。しかしながら、サンプルに当たる光量が増大したときより
もピーク強度が増大したときの方がサンプルの損傷は大きくなるため、共焦点性の増大と
ともに、励起光によるサンプルの損傷も同様に増大する。サンプルの損傷を防ぐためには
、より長い測定時間またはより低い信号対雑音比を許容しなければならない。前者の場合
には、サンプルにわたって照明ストリップ１３２をよりゆっくりと移動させる代わりに、
１つのストリップ位置でいくつかの位相画像を撮影し、それらの位相画像から平均をとる
。照明ストリップの幅を変化させることによって、信号／雑音比、画像撮影速度およびサ
ンプル損傷間のその時点で最良の妥協点を選択することができる。
【００４５】
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　（図５に示されているような）六角形パターンを使用するときには、（図５に示されて
いるような）３線照明ストリップ１３２を使用すると、理論上可能な最も大きな分解能の
増大を達成することができ、いずれにせよ、カメラ・チップ２８上のアクティブな検出ギ
ャップの幅を、このストリップ幅に正確に一致する幅よりもいくらか小さくまたはいくら
か大きく設計することは、アーチファクトを回避するのに有用である。
【００４６】
　この手順は、（例えばＤＥ１０　２００７　０４７　４６８Ａ１に記載された方法とは
対照的に）構造化照明を、カメラ・チップ２８上のデスキャンド（ｄｅｓｃａｎｎｅｄ）
共焦点検出と組み合わせる。例えばＤＥ１０　２００７　０４７　４６８Ａ１に記載され
た方法とは対照的に、照明パターンの逐次的な生成および除去の間に照明光の強度を時間
とともに変調する必要がなく、照明ストリップの１つの位置から次の位置への「フィード
スルー（ｆｅｅｄｔｈｒｏｕｇｈ）」がなく、１回の走査プロセスの終わりに、検出器チ
ップの全ての線を使用する完全な位相画像が既にあり、その後の画像の共焦点補正の必要
がない。
【００４７】
　この提案の方法の実用上の利点を、ｓＣＭＯＳチップを使用して簡単に説明する。その
ローリング・シャッタ・モードにおいて、このチップは、１０ミリ秒の間に１０８０本の
線を読み出すことができる。これは、１０マイクロ秒／画素／線である。８本の画素線上
に「エアリー・ディスク（Ａｉｒｙ　Ｄｉｓｋ）」が投影される場合、１つの六角形基本
セルには、その読出しに２２２マイクロ秒かかる２４本の画素線が属する。したがって位
相画像の撮影には１０，２２２ミリ秒かかる。ビームの戻りにかかる時間を現実的な最大
７６８マイクロ秒と見積もった場合、１つの位相画像を撮影するのに１１ミリ秒かかり、
高分解能の層画像に必要な全ての位相画像の撮影には７倍の時間、すなわち７７ミリ秒が
かかる。したがって、原理上は、２５４０×１０８０画素の画像サイズで、１秒当たり１
３個の層画像が得られる。この目的の共焦点顕微鏡は、この目的により長い時間を必要と
し、同時に、劇的により多くのサンプルをロードする。フィールドのサイズを小さくする
ことにより、それに対応してより速い写真撮影速度を、サンプルローディングを増大させ
ることなく達成することができる。
【００４８】
　図４は、前述のサンプルの逐次構造化照明を実現することができる顕微鏡デバイスを概
略的に示す。図１に基づく構造とは対照的に、光源１０と顕微鏡アレイ１４の間に、走査
デバイス５０、走査レンズ５２および動力付きの走査ミラー５４があり、これらは、マイ
クロレンズ・アレイ１４を照明する目的に使用するレーザ・ビーム１２をマイクロレンズ
・アレイ１４を横切って移動させるためのものであり、このレーザ・ビーム１２の移動は
、マイクロレンズ・アレイ１４が、方向１３３に沿って移動するストリップ１１２の形に
逐次的に照明されるような態様で実施される。その際には、中間画像平面３０に、対応し
て移動する照明された点パターンのストリップが形成され、このストリップは、それに応
じて、逐次的に生成および除去される照明パターンの対応して移動するストリップ１３２
が形成するように、第１の管状レンズ１８および対物レンズ２２によってサンプル２４上
に結像される。サンプル上で照明ストリップ１３２を移動させるためには、サンプル上で
異なる位相画像を得るのに必要な照明光パターンの変位の経路よりもはるかに大きな経路
が必要であるため、この目的のために、光源１０から見て、走査の間、対物レンズの瞳内
のビームの位置が一定であるように対物レンズの瞳と共役する、平面内の中間画像平面３
０の前に位置する、特別な走査デバイス５０を提供しなければならない。走査デバイス５
０は、（マイクロレンズ・アレイ１４を横切って光ストリップ１１２を移動させることに
よって）重大でない照明ストリップ１３２だけを移動させ、走査光学部品を通過する際に
その変調深さが深刻に悪化するであろう非常に決定的に変調された照明光は移動させない
。変調深さの悪化はさらに、位相画像の変調深さを特に劣化させるであろう。図４に示さ
れた構造では、変調された照明画像が、カメラ画像に対して絶対的に対称な平面でのみ生
成されることによって、これらの問題が回避され、その結果、この光学システムの全ての
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誤差が補償される。上で述べたのと同様に、中間画像平面３０の前のマイクロレンズ・ア
レイ１４の代わりに、中間画像平面３０自体に、穴のあいたマスク・アレイ（図示せず）
または位相板（同じく図示せず）を導入することができる。上で述べたのと全く同じよう
に、位相画像を生成するのに必要なビームの偏向が、例えばビーム偏向要素１６を使用し
て実行される。
【００４９】
　図１の例と同様に、六方対称性を有する１つのパターンを使用することが好ましく、そ
の結果、サンプル平面における分解能を最大にすることができる。その際、図４の例でも
、図１の例と同様に、レンズ・アレイ１４の代わりに、中間画像平面３０に置かれた対応
する穴のあいたマスクを使用することができる。
【００５０】
　分解能を最大限に増大させることを断念して、より速い画像速度を達成しようとする場
合には、六角形パターンの代わりに、ストリップ・パターンを、サンプル上の照明パター
ンとして生成し、このストリップ・パターンを、図４および５を参照して六角形パターン
に関して説明した方法で、逐次的に走査し、照明されていないサンプル領域からの全ての
放射を遮蔽することができる（デスキャンド検出）。本発明のこの態様では、１つの位相
画像に対してサンプル上に逐次的に形成される照明パターンが、１つの空間方向、すなわ
ち照明ストリップの縦方向にだけ構造化され、その一方で、この方向に対して垂直な方向
、すなわち照明パターンの逐次的な生成および除去の方向１３３では３次元構造化が実施
されない。これは、「ローリング・シャッタ」の同期した移動によって検出器上だけで起
こる。
【００５１】
　ここでは、サンプルの一方の側の損傷（ストリップの幅が広いほど、サンプルを局所的
に照明する強度は低くなる）と信号／雑音比の向上との間の最適化された妥協を、照明ス
トリップ１３２の選択された幅にわたって変調深さを増大させることによって確立するこ
とができる。
【００５２】
　図６Ａは、高さにおいて回折限界がある１つのストリップ１３２だけが照明され、その
結果、「スリット共焦点」構造の利点が、構造化されたストリップ照明を使用する構造の
利点と組み合わされる境界事例を示す。
【００５３】
　例えば図６Ａに示されているようなストリップ・パターンを生成するため、円柱レンズ
・アレイ１１４を使用することができ、それらのレンズの軸方向は、走査デバイス５０に
よって円柱レンズ・アレイ１１４を横切って移動する照明光ビーム・ストリップ１１２に
よって照明ストリップ１３２が生成および除去される方向１３３と一致する。あるいは、
方向１３３に対してストリップが平行に走るストリップ・マスクを、中間画像平面３０に
おいて使用することもできる。しかしながら、円柱レンズ・アレイ１１４を使用すると、
放射効率が（ほぼ）２倍になる。円柱レンズ・アレイ（または格子）を省くことにより、
古典的なスロット付きマスク共焦点顕微鏡が得られる。その深さ分解能は、本発明で請求
されている装置のそれよりも低いが、画像を撮影するのに単一走査だけが必要であり、３
回の走査を必要としない。
【００５４】
　所望の焦平面の外側にある全ての平面からの情報をできるだけ少なくし、そのようにし
て最も大きな変調深さおよび最適な信号／雑音比を達成するのに適した他の手段は、多光
子励起によってサンプル内に所望の照明パターンを生成することにある。その際には、多
光子励起の既知の層感度が使用され、多光子励起の非線形性の結果として、実質的に所望
の焦平面だけでサンプルの蛍光励起が起こる。このようにすると、サンプル内のさらに深
い位置で光の最大変調励起が達成され、位相画像の計算評価では、サンプルの他の平面か
らの依然として散乱する放出光だけを除去しなければならない。
【００５５】
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　ブランケット点パターン、すなわちカメラ・チップ全体にわたって広がる点パターンは
、あまりに多くの点にレーザ出力を分布させ、励起の二次強度従属性の結果として、非現
実的に高いレーザ出力を必要にするであろう。したがって、先に述べたようにしてレーザ
出力を幅の狭いストリップ１３２上だけに集中させ、そのレーザ出力を、逐次的に生成お
よび除去される点パターンとして、照明することになっているサンプル表面にわたって導
くことが有利である。その結果生じた蛍光は、このときにはアクティブに切り替えられて
いるカメラ・チップ２８の領域１３７上で、前述の方法で、蛍光に対して平行に、逐次的
かつ選択的に検出される。２倍（または３光子励起では３倍）の励起波長はより低い分解
能を提供するが、この方法は主に、良好なコントラスト、高い速度およびサンプルの低い
光子ローディングを目指している。したがって、図６Ａに記載された照明モードは多光子
励起に対して特によく適している。
【００５６】
　センサ幅のストリップ（多光子励起ではこれが一般に約１ストロークであり、これは、
十分に高い局所強度が期待されるのがこの方式だけであるためである）の輝度が、十分な
信号を得るのに十分に高いとは言えない場合には、照明ストロークの幅を短くすることが
できる。走査プロセス中に、ストロークを、走査方向に対して垂直にシフトすることがで
きる場合、すなわち走査デバイス５０が双方向性走査デバイスとして設計されている場合
には、この短いフィールドの欠陥を（少なくとも部分的に）埋め合わせることができる。
この理由で、単一軸走査器５４は、２軸走査デバイス（図示せず）に置き換えられなけれ
ばならない。多光子顕微鏡法は、好ましい１つの方向を有する神経構造体の観察に頻繁に
使用されているため、この「アイル走査（ａｉｓｌｅ　ｓｃａｎ）」は、多くの場合に、
重要な全ての画像要素を検出することができるが、それは、視野の一部分だけにしか及ば
ない。このアイル走査の一例が、図６Ｂに、図６Ａに示した例の変更例として示されてい
る。
【００５７】
　２次元照明パターンでは、できるだけ少ない数の位相画像から最適な結果を得ることを
可能にするためにパターンを直線的にシフトしなければならない最適な角度が存在するが
、ストリップ・パターン（すなわち一方向にだけ変調された１つの照明パターン）を使用
するときには、ストリップを横切る方向の１つの成分の変位が１つの変調位相を有し、３
つの異なる位相画像のうち少なくとも必要な数の画像を撮影することができる限りにおい
て、基本的に、個々の位相画像間の照明パターンの好ましい変位方向は存在しない。同じ
測定装置によって、高速モード（逐次ストリップ構造を含み、必要な位相画像が３つだけ
である）と、例えば少なくとも７つの位相画像を含む六角形照明パターンを使用する１つ
の高分解能モードとを、中間画像平面３０の上流のマイクロレンズ・アレイ１４（または
中間画像平面３０に配置されたいずれも図示されていな穴のあいたマスクもしくは位相板
）以外は置き換える必要なしに、迅速かつ容易に切り換えることを可能にするためには、
六角形パターンに対して最適な変位角をビーム偏向１６が可能にするように、ビーム偏向
１６の向きを選択することが好ましい。この場合、再び、同じ装置を使用して、（少なく
とも）３つの位相画像を生成する線状ストリップ照明の変位を実現することができる。
【００５８】
　照明平面における前述の分解能の増大に加えて、構造化照明はさらに、ｚ方向の分解能
の増大も可能にする。これは、周期的なコヒーレント光パターンを使用した表面照明では
、トールボット（Ｔａｌｂｏｔ）効果により、対物レンズの実際の焦平面の上下に一連の
２次焦点が自動的に生じることによる。両方向の最初の２次焦点は、より低い強度を有す
る反転されたパターンを表す。同時に、ｚ方向のこれらの焦点は全て、個々の回折限界焦
点よりも鮮明である。１次元刻線格子の場合に関して、これは既にＧｕｓｔａｆｓｓｏｎ
他によって記述されている。ここでは、六角形構造を有する２次元照明も、評価された画
像においてより良好な結果を与える。六角形パターンの３本の線だけまた４本以上の線が
同時に照明されるときには、分解能に対して有利な効果も生じる。
【００５９】
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　このように、本発明で請求されている方法を使用すると、光学顕微鏡の横方向と軸方向
の両方の分解能を明らかに増大させることができ、このことは、サンプルの高度に分解さ
れた３次元画像を撮影することを可能にする。
【００６０】
　次に、格子縞パターンおよび六角形パターンに対する最適な変位角の数学的導出を説明
する。

１．１次元構造化照明
　現在において一般的な全ての構造化照明法では、１つの空間方向の１つまたは複数の周
波数を有するパターンが使用される。その際には、いくつかの位相画像を撮影し、撮影と
撮影の間にはパターンまたはパターンの画像をシフトしなければならない。１つの空間方
向の１つの周波数を仮定すると、１番目の位相画像の１つの画素（ｘ，ｙ）の強度は下式
のように書くことができる。
【００６１】

【数１】

【００６２】
ｋgは格子の空間周波数、したがってｐgは周期であり、ｘ0は、座標系の零点に対する強
度ピークの絶対位置である。Ｉ0は非共焦点信号、αlは位相変位の量、Ｉsは、全ての画
素全体に対して光学的断面図（またはさらに準共焦点画像）を与えるいわゆる切断信号（
ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ）を表す。
【００６３】
　一般性を失うことなく、前述の式では格子周波数がｘ方向の周波数である。
【００６４】
　前述の式の未知の変数は、Ｉ0、Ｉsおよびｘ0またはｋgｘ0＝：Φ0である。
【００６５】
　このｃｏｓ関数が複素指数関数で書かれ、Φ（ｘ）：＝ｋgｘ－Φ0を使用する場合には
下式が得られる。
【００６６】

【数２】

【００６７】
（いくつかの位相画像に対応する）添字ｌのいくつかの値に対して、式（１）は一次方程
式系を与える。３つの未知数Ｉ0、ＩsおよびΦ0があることに基づくと、定義または重複
定義された方程式系を得るためには、少なくとも３つの方程式が必要である。
【００６８】
　しかしながら、解決可能性は、αlに対してどんな値を選択するかにも依存する。
【００６９】
　特に３つの行（したがって３つの位相画像）に対しては、この式が下式を与える。
【００７０】
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【数３】

【００７１】
　この３×３方程式系は、
【００７２】

【数４】

【００７３】
の行列式が０でない限り解くことができる。その行列式が０でなければ
【００７４】

【数５】

【００７５】
を逆行列にするにすることができるためである。
【００７６】

【数６】

【００７７】
の行が直交する
【００７８】
【数７】

【００７９】
を選択することによって、条件付けされた可能な方程式系が得られる（最大行列式）。
【００８０】
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【数８】

【００８１】
【数９】

【００８２】
は、因数
【００８３】
【数１０】

【００８４】
を除いた場合にユニタリ行列である。すなわち、
【００８５】

【数１１】

【００８６】
の逆行列は、その随伴行列
【００８７】

【数１２】

【００８８】
に比例する。
【００８９】
　解として、焦点外れ信号
　　Ｉ0＝Ｉ1＋Ｉ2＋Ｉ3　（４）
とは別に、断面図
【００９０】
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【数１３】

【００９１】
が得られる。
【００９２】
　式（３）は、技術文献において、ウィルソン（Ｗｉｌｓｏｎ）アルゴリズムとして知ら
れている（例えばhttp://www.aurox.co.uk/wp-content/uploads/som＿1997＿3.pdfを参照
されたい）。前述の状況を解釈する別の可能性は、個々の位相画像の（空間周波数）スペ
クトルを重畳することである。
【００９３】
　線形蛍光励起用の顕微鏡対物レンズの焦平面では、放射の強度分布Ｅ（ｘ，ｙ）が下式
によって与えられる。
【００９４】

【数１４】

【００９５】

【数１５】

【００９６】
は物体の蛍光体の局所密度、
【００９７】
【数１６】

【００９８】
は励起光の強度である。放射スペクトルに対する畳込み定理に基づくと下式が得られる。
【００９９】
【数１７】

【０１００】
【数１８】

【０１０１】
の場合には
【０１０２】
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【数１９】

【０１０３】
が当てはまり、したがって、
【０１０４】

【数２０】

【０１０５】
も当てはまる。
【０１０６】
　格子を用いた周期的な励起
【０１０７】

【数２１】

【０１０８】
を使用すると、
【０１０９】

【数２２】

【０１１０】
に対する一組のディラック（Ｄｉｒａｃ）デルタ分布が生じる。
【０１１１】

【数２３】

【０１１２】
Ｃgは、物体の厚さが０の場合（したがって焦点外れ信号が全くない場合）に達成するこ
とができる格子のコントラストを表す。式（７）から、位相画像のスペクトルが、物体ス
ペクトルのいくつかの重畳からなることが明らかであり、原点はそのたびに、対応する周
波数にシフトされている。
【０１１３】
　これらの重畳された次数の分離の後、増大した横方向の分解能を有する画像を計算する
ことが可能である（最初に１つの方向）。（例えばhttp://www.msg.ucsf.edu/gustafsson
/Files/JMicrosc198＿82-87.pdfを参照されたい。）
　ここでの次数の分離は、断面図と雑音の分離と正確に同じように機能する。以下ではこ
の概念を超分解能（ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）と呼ぶ。

２．マジック角
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【０１１４】
【数２４】

【０１１５】
　１次元構造化照明に関して、行列
【０１１６】

【数２５】

【０１１７】
は、３×３よりも多くの成分を有することができる。格子周波数がおよそｎ　Ａｉｒｙに
設定される場合、（式（１）と同様に）格子の画像内の回折のｎ個の次数が再結合される
。
【０１１８】

【数２６】

【０１１９】
　したがって、画素
【０１２０】
【数２７】

【０１２１】
上の信号は、Ｎ＝２ｎ＋１個の次数の重畳によって与えられる。添字ｌは、ｌ番目の位相
画像を表し、添字ｍは、対応するそれぞれの周波数の高調波次数を表す。
【０１２２】
【数２８】

【０１２３】
が当てはまる。
【０１２４】
　式（９）を行列表記法で書くことができる。
【０１２５】
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【数２９】

【０１２６】
　Ｍは、取得した測定値（位相画像）の数を表す。式（１０）の右辺のベクトルはＮ＝２
ｎ＋１個の成分を有し、したがって
【０１２７】

【数３０】

【０１２８】
はＭ×Ｎ行列である。
【０１２９】

【数３１】

【０１３０】
が全単射（ｂｉｊｅｃｔｉｖｅ）であり、逆行列にすることができるためには、下式
　　Ｍ＝Ｎ
および
【０１３１】

【数３２】

【０１３２】
が当てはまらなければならない。
【０１３３】

【数３３】

【０１３４】
の成分は下式によって与えられる。
【０１３５】
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【０１３６】
　１つの位相画像から次の位相画像へ常に同じ横方向の変位
【０１３７】
【数３５】

【０１３８】
が起こり、最初の位相画像（ｌ＝１）が全く変位しないとみなされる場合には、下式が当
てはまる。
【０１３９】
【数３６】

【０１４０】
　（一般性を失うことなくｘ方向の）格子のこの特別なケースに対しては、
【０１４１】

【数３７】

【０１４２】
および
【０１４３】

【数３８】

【０１４４】
である。θは、変位方向とｘ軸の間の角度を表し、
【０１４５】

【数３９】

【０１４６】
である。
【０１４７】
　したがって、この格子に関しては、周波数方向に対して垂直な方向を除く任意の変位方
向が可能である。
【０１４８】
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【数４０】

【０１４９】
が選択される場合には、
【０１５０】

【数４１】

【０１５１】
であり、この特別な選択に対する
【０１５２】

【数４２】

【０１５３】
は離散的フーリエ変換を与え、下式が当てはまる。
【０１５４】

【数４３】

【０１５５】
したがって
【０１５６】
【数４４】

【０１５７】
はユニタリ行列に比例する。
【０１５８】
　明らかに、１つの画素上のこの信号は、Ｎ個の点で離散的に走査される（Ｎ個の高調波
部分を有する）周期関数として思い浮かべることができる（図（７）を参照されたい）。
【０１５９】
　それらの高調波部分の相対強度は求められるため、この離散的フーリエ変換は正確な変
換である。図（８）は、図（７）から数学的に分解された部分を示す。
【０１６０】
　格子の代わりに、（いくつかの方向の周波数の次数を有する）より一般的な周期構造が
使用されるときにも、式（１０）の表現は当てはまる。本明細書に記載されているような
より一般的な周期構造に対して最適に解くことができる状況を達成するため、αl,m（し
たがって、ｍ番目の位相画像のｌ番目の次数に対する位相変位）は、式（１３）のように
書くことができるはずであり、
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【０１６１】
【数４５】

【０１６２】
いくつかの方向の周波数を有する構造に対するフーリエ次数は、望みどおりに示すことが
できる。
【０１６３】
　この点に関して、最適に解くことができる、ということは、行列の最適な条件付けまた
は最少の条件数を意味する。行列の条件数は、一次方程式系の解において誤差がどのくら
い伝播するのかを示す。したがって、条件数に対する可能な最も小さな値は１となる。
【０１６４】

【数４６】

【０１６５】
　条件数が最小の（１）となるのは、
【０１６６】

【数４７】

【０１６７】
がユニタリ行列である場合である。（ユニタリ行列（およびそれらの逆行列）の固有値は
全て
【０１６８】

【数４８】

【０１６９】
の単位円上にある。このことから、式（１７）によって、それは
【０１７０】
【数４９】

【０１７１】
に従う）。

２．２　チェス盤
　前述の方法の１つの展開として、いくつかの方向の周波数を含む構造を使用することに
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よって、位相画像が生成されている間にこの構造が一方向にだけ変位するときに、いくつ
かの方向の周波数部分を互いから分離することもできるかどうかを検討した。
【０１７２】
　一方で、これに対する動機付けは、準共焦点構造化照明（格子は１つの向きに移動し、
回転しない）の従来の方法が非常に異方性であること、すなわちコントラストが焦平面か
ら一方向にのみ再構成されることである。
【０１７３】
　他方で、２つ以上の方向の周波数部分の評価は、光軸に対して構造体を回転させず、位
相画像をほとんど使用しない超分解能評価を可能にする。変位が一方向にだけ起こること
は、超分解能を有する構造化照明の使用を単純にし、この概念をより高速かつより堅牢に
する。
【０１７４】
　この状況を式（２）のそれと比較した場合、数学的課題が、個々の周波数を１つの明白
な位相変位で一度に特徴づけること、したがってそれらを識別可能にすることにあること
は明白である。
【０１７５】
　辺の長さａのチェス盤のフーリエ表現
【０１７６】
【数５０】

【０１７７】
は以下のとおりである。
【０１７８】
【数５１】

【０１７９】
　チェス盤は、チェス・ゲームでも一般に行われているように、または図（９）に示され
ているように、この表現で方位が定められる。
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【０１８０】
　したがって、チェス盤の空間周波数ベクトルは一般に下式によって与えられる。
【０１８１】
【数５２】

【０１８２】
　顕微鏡対物レンズの分解能境界に近いチェス盤の周波数が選択された場合には、１次次
数
【０１８３】
【数５３】

【０１８４】
だけが画像に再結合される。
【０１８５】
【数５４】

【０１８６】
　ここでは、チェス盤の２つの周波数方向が添字＋および－で示されている。
【０１８７】
　式（１）と同様に下式が得られる。
【０１８８】

【数５５】

【０１８９】
　式（１）と比べると、この式には５つの未知数
【０１９０】

【数５６】

【０１９１】
がある。したがって、これらの未知数を決定するのに少なくとも５つの位相画像が必要で
ある（Ｎ＝５）。
【０１９２】
　横方向の変位について
【０１９３】

【数５７】

【０１９４】
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【０１９５】
【数５８】

【０１９６】
であり、したがって、これは、周波数ベクトル
【０１９７】

【数５９】

【０１９８】
上への変位ベクトルの正射影によって与えられる。
【０１９９】
　したがって、
【０２００】

【数６０】

【０２０１】
に対する式（２）の場合のようにユニタリ行列を得るためには、
【０２０２】
【数６１】

【０２０３】
となるような変位ベクトル
【０２０４】
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【０２０５】
を探し出す。１つのパラメータκはまだ決定されていない。
【０２０６】
　変位ベクトルΔが、
【０２０７】

【数６３】

【０２０８】
となるようなｘ軸に対する角度θを含む場合には、κの任意の値に対して、上述の式を満
たすことができる。
【０２０９】
　ここで位相変位αl,mは下式によって与えられ、
【０２１０】
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【数６４】

【０２１１】
γは、
【０２１２】
【数６５】

【０２１３】
と
【０２１４】
【数６６】

【０２１５】
の間の角度を表す（θ＝γ＋４５°）。この変位の経路に対して
【０２１６】
【数６７】

【０２１７】
が選択される場合には、
【０２１８】
【数６８】

【０２１９】
が生じる。
【０２２０】
【数６９】

【０２２１】
がユニタリ行列となるような２つの可能なκの値があることを示すことができる。
【０２２２】
　　κ1＝２　（３０）
　　κ2＝３　（３１）
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　これは、２つの異なる方位角（ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ　ａｎｇｌｅ）の下で１つの解
が可能であることを意味する。
【０２２３】
　技術的に見れば、γ＝θ－４５°に対するより小さな角度が生じる解が好ましいはずで
ある。これは、一方で、絶対変位
【０２２４】
【数７０】

【０２２５】
が、γの増大とともに大きくなることによる。しかし、これを、無条件で必要以上に大き
くすべきではない。他方で、κの誤差は、αl,-に直接に依存する。
κの誤差に対しては下式が生じる。
【０２２６】

【数７１】

【０２２７】
　したがって、チェス盤の可能な１つの方位の誤差は、γの値が大きいほど、行列
【０２２８】
【数７２】

【０２２９】
の条件付けに対してより大きな影響を有する。
【０２３０】
　これらの考慮事項に基づけば、より好ましくは、チェス盤に対してはθ1をマジック角
として使用すべきである。
【０２３１】

【数７３】

【０２３２】
　第２の可能な角度は
【０２３３】

【数７４】

【０２３４】
となる。
【０２３５】
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　添字＋および－が付けられた上記の周波数を互いに入れ替えることによって、＋１８．
４３５°の角度が可能であることが明らかである。
【０２３６】
　一般性を失うことなく変位方向がｘ軸に沿って配置される場合、前述の条件は、チェス
盤パターンを回転させることによって達成される。
【０２３７】
　＋１８．４３５°だけ回転させた後、チェス盤は下式によって与えられる。
【０２３８】
【数７５】

【０２３９】
　ｘとｙを入れ替えることによって、このパターンを－１８．４３５°回転させた場合の
表現が得られる。
【０２４０】
　カメラ上のチェス盤のｌ番目の位相画像は以下のとおりである。
【０２４１】

【数７６】

【０２４２】
　式（２８）～（３１）によるαl,mによれば、κ1＝２の場合、
【０２４３】

【数７７】

【０２４４】
に対して、下式が生じる。
【０２４５】
【数７８】

【０２４６】
この行列はユニタリ行列であり、したがって、逆行列はちょうど以下のようになる。
【０２４７】
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【０２４８】
　したがって、断面図の解に対して下式が生じる。
【０２４９】

【数８０】

【０２５０】
　残りの２つの解は、
【０２５１】

【数８１】

【０２５２】
に対する上に挙げた解と複素共役である。したがって、
【０２５３】
【数８２】

【０２５４】
の２乗平均平方根、すなわち
【０２５５】
【数８３】

【０２５６】
に対して、下式が生じる。
【０２５７】
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【数８４】

【０２５８】
　実際には、パターンの方位角θは誤差を有する。前述の評価においてこの誤差を測定し
、補償することができる。
【０２５９】
　較正記録では、（
【０２６０】

【数８５】

【０２６１】
となるように）できるだけ均一に蛍光を発している層上のいくつかの位相画像を記録する
。その際には、そのたびに、パターンを、同じ未知の位相だけ、１つの画像から次の画像
へ変位させる。サンプル内のチェス盤の周波数が既知の場合には、この位相変位を、ほぼ
１／１０周期の理論値に設定することができる。（重要なのは、較正時に、あまりに大き
な変位を選択しないことだけである。）
　方程式（７）と同様に、この状況では、画像の空間周波数スペクトルに対して下式が生
じる。
【０２６２】

【数８６】

【０２６３】
　この一連の較正位相画像のフーリエ変換では、チェス盤次数のそれぞれの正のピーク（
したがって
【０２６４】
【数８７】

【０２６５】
を有するピーク）を探し出し、それらの実数部を、画像の添字の関数として評価する。
【０２６６】
【数８８】

【０２６７】
　したがって、モデル
　　ａ＋ｂｃｏｓ（ｃｘ＋ｄ）　（３７）
に対する当てはめは、チェス盤のそれぞれの周波数方向について、較正物体上のコントラ
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【０２６８】
【数８９】

【０２６９】
、出発位相
【０２７０】

【数９０】

【０２７１】
および探し出した位相変位
【０２７２】

【数９１】

【０２７３】
を与える。決定された＋および－方向の位相変位は、変位方向に対するパターンの方位角
を与える。
【０２７４】

【数９２】

【０２７５】
　ｃ+とｃ-の比は、上で定義したパラメータκと全く同じであり、行列
【０２７６】

【数９３】

【０２７７】
で考慮することができる。
【０２７８】

【数９４】

【０２７９】
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【数９５】

【０２８０】
　このマジック角に対して、κ＝２であり、
【０２８１】

【数９６】

【０２８２】
はユニタリ行列である。偏差のために、
【０２８３】
【数９７】

【０２８４】
を逆行列にすると補正された評価が得られる。
【０２８５】
　２つの可能なマジック角θ2に対しても前述の解法を同様に実施することができる。

２．３　六角形
　上述のチェス盤パターンの代わりに、六角形パターンを使用して、パターンを１つの空
間方向に変位させたときに記録された位相画像を評価することも可能である。
【０２８６】
　これに対する動機付けは、六角形パターンが３つの空間方向の周波数を含むことである
。超分解能構造化照明に対する先行技術では、格子の３つの方位に位相画像が記録される
格子が使用される。従来、相対的に等方性の点像分布関数を最終的に得るために、格子の
方位に関しては１２０°が選択される。この角度は、六角形のベース周波数方向間にも存
在する。
【０２８７】
　図（１０）に示されているようなベース周期ａを有する六角形パターン
【０２８８】
【数９８】

【０２８９】
【数９９】
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に対して、フーリエ表現は、
【０２９１】
【数１００】

【０２９２】
と書かれる。
【０２９３】
　周波数ベクトルに関しては一般に下式が生じる。
【０２９４】

【数１０１】

【０２９５】
　半径がベース周波数
【０２９６】
【数１０２】

【０２９７】
である円上には、予想されるように、六角形の以下の３つのベース周波数ベクトル
【０２９８】
【数１０３】

【０２９９】
がある。
【０３００】
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【数１０４】

【０３０１】
　ｍとｎの符号を入れ替えると、関連する負の周波数ベクトルが得られる。
【０３０２】
　ここで、六角形対称の重要な特性が明らかであり、具体的には、それは、ベース周波数
の周波数ベクトルが正三角形を張ること、または下式が当てはまることである。
【０３０３】

【数１０５】

【０３０４】
　１次次数だけを吟味した場合には下式が得られ、
【０３０５】

【数１０６】

【０３０６】
または、（式（２４）に対応する）位相画像の測定強度が得られる。
【０３０７】

【数１０７】

【０３０８】
　六角形の場合には、７つの未知変数
【０３０９】
【数１０８】

【０３１０】
があり、したがって、評価するためには７つの位相画像が必要である（Ｎ＝７）。
【０３１１】
　チェス盤と同様に、六角形に対しても、以下のように書くことができる。
【０３１２】
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【０３１３】
この場合には、式（４７）に従って、さらに下式が当てはまる。
【０３１４】

【数１１０】

【０３１５】
Φshiftは任意の位相変位を表す。
【０３１６】
　挿入は下式を与える。
【０３１７】

【数１１１】

【０３１８】
　この変位ベクトルとｘ軸の間の角度に関して、角度
【０３１９】
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【数１１２】

【０３２０】
が設定された場合には、前述の条件を達成することができる。
【０３２１】
　ここで、位相変位αl,mに関して下式が得られる。
【０３２２】
【数１１３】

【０３２３】
γは、
【０３２４】
【数１１４】

【０３２５】
と
【０３２６】
【数１１５】

【０３２７】
の間の角度である。
【０３２８】
　再び、
【０３２９】

【数１１６】

【０３３０】
が選択され、下式が得られる。
【０３３１】
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【数１１７】

【０３３２】
　チェス盤の方法と同じく、ここでも、κに対する２つの可能な値がユニタリ行列
【０３３３】
【数１１８】

【０３３４】
を与えることを示すことができる。
【０３３５】
　　κ1＝２　（５７）
　　κ2＝４　（５８）
　したがって、この場合も、変位ベクトルとｘ軸の間の２つの方位角が可能であり、チェ
ス盤の場合と同様の考慮から、γ＝θ－９０°に対してより小さな値が生じる角度が選択
される（
【０３３６】
【数１１９】

【０３３７】
）
【０３３８】
【数１２０】

【０３３９】
　第２の（理論上）可能な角度は
【０３４０】
【数１２１】

【０３４１】
となる。
【０３４２】
　六角形パターンの６０°対称性に基づき、さらに負の周波数方向を考慮すると、｛ｎ６
０°±１９．１０７°｜ｎ∈Ｚ｝の全ての角度が可能であることが明らかである。
【０３４３】
　ここでは、ｘ軸と
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【０３４４】
【数１２２】

【０３４５】
の間の角度がθ1－９０°≒７０．８９°である。上記のように、一般性を失うことなく
、
【０３４６】

【数１２３】

【０３４７】
がｘ軸の方向に選択される場合には、所望の方位に向けるために、六角形パターンを７０
．８９°回転させなければならない。
【０３４８】
　式（５０）～（５６）によるαl,mによれば、κ1＝２の場合、
【０３４９】

【数１２４】

【０３５０】
に対して、下式が生じる。
【０３５１】
【数１２５】

【０３５２】
　これらの解に対して、具体的には下式が生じる。
【０３５３】



(43) JP 6224595 B2 2017.11.1

10

20

30

40

50

【数１２６】

【０３５４】
　チェス盤の場合と同じく、六角形に関しても、較正によって方位の誤差を決定すること
ができ、同様に評価の際に補償することができる。
【０３５５】
　六角形に対する条件（４７）に基づけば、プロージビリティ・テスト（ｐｌａｕｓｉｂ
ｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔ）を実施する１つの可能性が存在する。
【０３５６】
　３つの全ての次数に対する較正に関しては、（ほぼ）常に下式が当てはまらなければな
らない。
【０３５７】
　　ｃ1＋ｃ2＝ｃ3

Ｃkは、式（３７）の場合と同じ当てはめパラメータを意味する。
【０３５８】
　したがって例えば、自動化されたシステムでは、ある較正記録（または評価）が類似的
にまたは誤って規定されたかどうかを確認することが常に可能である。
【０３５９】
　第１章の場合のように、格子が回折の１つの次数だけを含む場合であっても、３つ以上
の位相画像を計算して１つの解を得ることができる。Ｎ個の位相画像が撮影された場合に
はＮ個の周波数次数を互いから分離することができる。１つの次数だけが含まれる場合に
は、残りの次数に対しては解として０が与えられる。
【０３６０】
　このことは、他方で、相対位相変位
【０３６１】
【数１２７】

【０３６２】
を有する格子に式（３３～３５）を当てはめることもできることを意味する。この場合に
は５つの画像を撮影しなければならない。ここで、自明でない解は（３３）および（３４
）である。
【０３６３】
　位相画像間の相対位相変位としてちょうど
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【０３６４】
【数１２８】

【０３６５】
が選択され、合計７つの位相画像が撮影されるときには、全く同じ方法で、式（６０）か
ら（６３）を、格子パターンおよびチェス盤状パターンに当てはめることができる。
【０３６６】
　パラメータκおよびその誤差を、使用するパターンから独立して定式化することができ
る。
【０３６７】
　　κ＝ｃｏｓ（θs）－ｓｉｎθsｔａｎγ　（６５）
　　δκ＝ｓｉｎθs（１＋ｔａｎ2γ）δγ　（６６）
θsは、その構造の対称の角度であり、
【０３６８】

【数１２９】

【０３６９】
γは、前述のとおり、
【０３７０】

【数１３０】

【０３７１】
と
【０３７２】

【数１３１】

【０３７３】
の間の角度である。

２．３．１　六角形のコントラスト
　格子パターンまたはチェス盤パターンとは対照的に、六角形パターンの充填率は（１／
２ではなく）１／３である。
【０３７４】
　このことは、一方で、サンプルにおける光量が小さくなることを意味し、他方で、六角
形のこの充填率を基にすると、やや異なる変調伝達関数が生じることを意味する（これが
図（１１）に示されている）。
【０３７５】

【数１３２】

【０３７６】
は、（ＰＳＦ半値幅に対して）正規化された構造周波数であり、それぞれの場合に、この
構造周波数は０から２の間になければならない。（
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【０３７７】
【数１３３】

【０３７８】
はちょうど光学的カットオフ周波数に対応する。）準共焦点構造化照明に関して、構造周
波数
【０３７９】

【数１３４】

【０３８０】
は、ｚ方向のこの周波数に対する構造の画像が最小の半値幅を有するため特に有利である
。この周波数に対して、非コヒーレントの場合には、六角形に対しておよそ１．２８倍強
いコントラストが得られる。
【０３８１】
　コヒーレントの場合には、この効果が劇的に低下せざるを得ないが、コヒーレントの場
合には、明らかに高いコントラストを提供する位相基板を使用することもできる。

２．４　幾何学的解釈
２．４．１　チェス盤
　式（１２）
【０３８２】

【数１３５】

【０３８３】
を仮定すると、αl,mの成分（したがって
【０３８４】

【数１３６】

【０３８５】
の成分）が、変位ベクトル
【０３８６】

【数１３７】

【０３８７】
の対応するそれぞれの周波数ベクトル上への正射影に依存することは明らかである。
【０３８８】
　チェス盤のマジック角に関して、変位ベクトルの周波数ベクトル
【０３８９】

【数１３８】

【０３９０】
上への正射影は、変位ベクトルの周波数ベクトル
【０３９１】
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【数１３９】

【０３９２】
上への正射影のちょうど２倍である（図（１２）を参照されたい）。例えば４５°の方位
角θが選択された場合、これらの２つの正射影の長さは同じになり、このことから、αl,

mに関して、
　　αl,±1＝αl,±2

となり、したがって∀ｌおよび行列
【０３９３】
【数１４０】

【０３９４】
は特異行列となるであろう。

２．４．２　六角形
　六角形に関しては、マジック角が、変位ベクトルの
【０３９５】

【数１４１】

【０３９６】
上への正射影が
【０３９７】
【数１４２】

【０３９８】
上への正射影のちょうど２倍である変位ベクトルに対して明確に確認された方向を表す。
このことから、式（４７）によって、変位ベクトルの
【０３９９】
【数１４３】

【０４００】
上への正射影は
【０４０１】

【数１４４】

【０４０２】
上への正射影のちょうど３倍になる（図（１３）を参照されたい）。

２．５　他のマジック角
２．５．１　Ｎ＝１３
　コヒーレントなレーザ励起によって、画像内の六角形の２次高調波次数も再結合される
場合が生じることがある。量
【０４０３】
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【数１４５】

【０４０４】
を有する式（４４）～（４６）の３つの１次次数に加えて、式（４３）に基づく周波数
【０４０５】

【数１４６】

【０４０６】
を有する追加の３つの次数に関して下式が生じ、
【０４０７】

【数１４７】

【０４０８】
下式が当てはまる。
【０４０９】
【数１４８】

【０４１０】
または
【０４１１】
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【数１４９】

【０４１２】
　合計６つの次数が再結合され、したがって２・６＋１＝１３の測定が必要である。より
明瞭な定式化のため、セクション２．３の場合のように、ベクトル
【０４１３】

【数１５０】

【０４１４】
および
【０４１５】

【数１５１】

【０４１６】
を
【０４１７】

【数１５２】

【０４１８】
および
【０４１９】
【数１５３】

【０４２０】
の代わりに基底と考える。
【０４２１】
　上記の解法と同様に、この場合も、
【０４２２】
【数１５４】

【０４２３】
および
【０４２４】
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【数１５５】

【０４２５】
に対する位相変位αl,mを検討する。
【０４２６】
【数１５６】

【０４２７】
θ±1およびθ±4は、
【０４２８】
【数１５７】

【０４２９】
と
【０４３０】
【数１５８】

【０４３１】
または
【０４３２】
【数１５９】

【０４３３】
との間の角度を表す。式（７３）～（７６）から下式が得られる。
【０４３４】

【数１６０】

【０４３５】
式（７７）～（７８）は幾何学的に下式を導く。
【０４３６】
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【数１６１】

【０４３７】
　上記のとおり、ここでも、ユニタリ行列を得るためのκおよび最終的には
【０４３８】

【数１６２】

【０４３９】
に対する２つの可能な値が存在する。
【０４４０】
　　κ1＝２　（８８）
　　κ2＝８　（８９）
　したがって、
【０４４１】
【数１６３】

【０４４２】
および
【０４４３】
【数１６４】

【０４４４】
である。関連する
【０４４５】
【数１６５】

【０４４６】
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と
【０４４７】
【数１６６】

【０４４８】
の間の角度γl＝θl－９０°に関して、γ1≒－７６．１０２°およびγ2≒－８４．８°
が生じる。αl,m全体に対するκ＝２に関して、下式が得られ、
【０４４９】

【数１６７】

【０４５０】
したがって、この場合の
【０４５１】

【数１６８】

【０４５２】
もやはりユニタリ行列である。
【０４５３】
　角度θに基づく六角形パターンの方位および１つの画像から次の画像への位相変位
【０４５４】

【数１６９】

【０４５５】
を有する１３個の位相画像の記録によって、六角形の１次次数および２次次数を互いから
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分離することができる。
【０４５６】
　これらの考慮は主にコヒーレントな場合に関する。この場合には、周期的に構造化され
た励起のコヒーレンスから、図（１４）に示すように、軸方向の幅の狭いＰＳＦが生じる
。部分コヒーレント光（例えばコヒーレンス絞りによって容易に生成することができる）
に関しても同様に、ｚ方向の幅の狭い（構造）焦点が生じる。顕微鏡対物レンズの部分的
な照明に関しては、図（１５）に示すように、部分コヒーレンスが生じる。
【０４５７】
　コヒーレント光を使用したときのこの焦点の狭幅化は、使用される構造周波数
【０４５８】
【数１７０】

【０４５９】
が約０．７よりも大きい場合にのみ生じる。ｚ方向のＰＳＦ半値幅の最小値は（コヒーレ
ンス度にかかわらず）常に
【０４６０】

【数１７１】

【０４６１】
である。

２．５．２　Ｎ＝１９
　さらに
【０４６２】

【数１７２】

【０４６３】
を有する周波数ベクトル
【０４６４】
【数１７３】

【０４６５】
を検討した場合、（相対位相変位が
【０４６６】

【数１７４】

【０４６７】
の）１つの解に対して全体で１９個の位相画像が必要であることが明らかである。
【０４６８】
　前述の方法と同様に、ここでもユニタリ行列を構築することが可能である。κの可能な
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【０４６９】
　　κ1＝６　（９５）
　　κ2＝１０　（９６）
式（８７）から、関連するθの値は以下のとおりである。
【０４７０】
　　θ1＝６．５９°　（９７）
　　θ2＝４．３１°　（９８）
２．５．３　その他の解
　ある種の状況下で構造化照明とともに非線形超分解能を使用するためには、計算におい
て、（撮影された対応する数の位相画像に対して）六角形のよりいっそう高次の次数を考
慮する必要があるであろう。Ｎ＝４３の値まで、ユニタリ行列、したがって理論上の最適
解が見つかった。
【０４７１】

【表１】

【０４７２】
表１：Ｎに対する関連値および対応するそれぞれのマジック角を含む六角形に対する全て
の可能な解の概要

３．雑音
　パート（２．１）で既に指摘したとおり、ユニタリ行列
【０４７３】
【数１７５】

【０４７４】
を用いた評価における平均誤差（より正確には誤差の分散の平均値）は不変である。
【０４７５】
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【数１７６】

【０４７６】
　式（１００）を調べるため、左辺の和は平均してｌ＝ｎの寄与だけを与えると考えるこ
とができる。これは、異なる未処理の画像上の測定誤差は相関しないためである。
【０４７７】
　式（１０）と比較すると、
【０４７８】

【数１７７】

【０４７９】
の選択に対する未処理の画像のある種の変調が
【０４８０】

【数１７８】

【０４８１】
倍に増幅されることが明らかである。
【０４８２】

【数１７９】

【０４８３】
したがって、この評価の相対誤差に関して下式が生じる。
【０４８４】

【数１８０】
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　可能な方位誤差を考慮する場合、この誤差には行列の条件数も含まれる。
【０４８６】
【数１８１】

【０４８７】
　入力誤差｜δＩl｜の分布がポアソン分布であると仮定した場合、全体として、この評
価における相対誤差に対して、下式が得られる。
【０４８８】
【数１８２】

【０４８９】
　ここで、γは検出器利得、Ｋは、（検出された焦点外れ部分に応じて）達成されたサン
プル中の構造体のコントラスト、Φin-focusは、焦点が合った部分から放出された単位時
間当たりの光子、τは、未処理画像に対する総露光時間である。
【０４９０】
　計算された未処理画像の数が取得の所要時間に影響しないことは明らかである。評価に
対して異なる値Ｎ1およびＮ2（Ｎ2＞Ｎ1）を使用する任意の２つの方法の誤差を比較した
場合、
【０４９１】
【数１８３】

【０４９２】
の選択にＮ2個の画像を使用する方法の評価誤差は、Ｎ1個の画像だけを計算する方法の評
価誤差と同じであることが明らかである。
【０４９３】
　したがって、取得速度に関して、撮影される位相画像の数は、取得速度を直接に決定す
るものではない。いずれにせよ、以下のことに注意を払うべきである。
【０４９４】
　－　いかなる場合も、Ｎに対する値が、個々の位相画像上の信号強度がカメラの読取り
雑音（ｒｅａｄ　ｎｏｉｓｅ）に近づくほど大きな値には設定されないこと。
【０４９５】
　－　カメラが、τ内に完全な画像を読み出すことができること。
【０４９６】
　チェス盤および六角形に関するパート（２．２）および（２．３）に記載された方法に
関しては、チェス盤の場合の任意の評価では２つ、六角形の場合には３つの独立した断面
または準共焦点画像が存在する。
比較のため：格子を使用し、例えば７つの未処理画像を評価すると、同じ露光時間を有す
る３つの未処理画像が計算された場合よりも
【０４９７】
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【０４９８】
［原文のまま］だけ小さい誤差の準共焦点画像が得られる。いずれにせよ、式（６０）～
（６３）を使用すると、式（６０）（非共焦点画像）および式（６１）（準共焦点画像）
に対する解が１つだけ得られる。残りの解は、（格子の画像に１次次数だけが含まれる場
合［原文のまま］）、０または平均誤差を与える。
【０４９９】
　チェス盤または六角形に対するいくつかの断面を平均することによって、この場合も相
対誤差が低下する。
【０５００】
【数１８５】

【０５０１】
　六角形に関して、充填率に基づいて、最大１．２８倍強いコントラスト値を達成するこ
とができると考えられる場合（セクション（２．３．１）と比較されたい）、特に六角形
【０５０２】

【数１８６】

【０５０３】
に対して、１から２倍小さい誤差が得られる。したがって、理論上は、六角形を使用した
準共焦点構造化照明は、格子と比較して、評価において、４分の１の露光時間で、同じ信
号対雑音を与えるはずである。
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