
(57)【要約】

【課題】標本に対する複数の照明光の光量を広い波長域

で連続的に調整でき、安価に構成できる蛍光観察用の落

射照明装置、および蛍光顕微鏡を提供する。

【解決手段】落射照明光源１１と、複数の狭波長域の光

を抽出する励起フィルタ１５と、落射照明光源からの光

を励起フィルタに導く照明光学系１４とを備えた蛍光観

察用の落射照明装置において、照明光学系の光路中で対

物レンズ２１の瞳面と略共役な面に配置された開口絞り

部材１２と、開口絞り部材に近接して配置され、前記光

路に直交する一方向Ａに沿って分光特性が連続的に変化

するフィルタ部材１３と、一方向Ａに沿って開口絞り部

材とフィルタ部材とを相対移動させることにより、開口

絞り部材およびフィルタ部材を通過した後の光のスペク

トルを調整する調整手段１７とを備える。

【選択図】　　　図１

JP 2004-12702 A 2004.1.15



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
落 射 照 明 光 源 と 、 複 数 の 狭 波 長 域 の 光 を 抽 出 す る 励 起 フ ィ ル タ と 、 前 記 落 射 照 明 光 源 か ら
の 光 を 前 記 励 起 フ ィ ル タ に 導 く 照 明 光 学 系 と を 備 え た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て
、
前 記 照 明 光 学 系 の 光 路 中 で 対 物 レ ン ズ の 瞳 面 と 略 共 役 な 面 に 配 置 さ れ た 開 口 絞 り 部 材 と 、
前 記 開 口 絞 り 部 材 に 近 接 し て 配 置 さ れ 、 前 記 光 路 に 直 交 す る 一 方 向 に 沿 っ て 分 光 特 性 が 連
続 的 に 変 化 す る フ ィ ル タ 部 材 と 、
前 記 一 方 向 に 沿 っ て 前 記 開 口 絞 り 部 材 と 前 記 フ ィ ル タ 部 材 と を 相 対 移 動 さ せ る こ と に よ り
、 前 記 開 口 絞 り 部 材 お よ び 前 記 フ ィ ル タ 部 材 を 通 過 し た 後 の 光 の ス ペ ク ト ル を 調 整 す る 調
整 手 段 と を 備 え た
こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て 、
前 記 フ ィ ル タ 部 材 は 、 特 定 の 狭 波 長 域 を 遮 断 し て 残 り の 波 長 域 を 抽 出 可 能 な ノ ッ チ 状 の 分
光 特 性 を 有 す る と 共 に 、 前 記 特 定 の 狭 波 長 域 が 前 記 一 方 向 に 沿 っ て 連 続 的 に 変 化 す る
こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て 、
前 記 開 口 絞 り 部 材 は 、 固 定 的 に 配 置 さ れ 、
前 記 調 整 手 段 は 、 前 記 一 方 向 に 沿 っ て 前 記 フ ィ ル タ 部 材 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 ス
ペ ク ト ル を 調 整 す る
こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ か ら 請 求 項 ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て 、
前 記 開 口 絞 り 部 材 の 開 口 は 、 前 記 一 方 向 に 関 す る 大 き さ が 可 変 で あ り 、
前 記 調 整 手 段 は 、 前 記 開 口 の 前 記 大 き さ を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 ス ペ ク ト ル を 調 整
す る
こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
複 数 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 の 蛍 光 観 察 に 用 い ら れ る 蛍 光 顕 微 鏡 に お い て 、
請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 と 、 対 物 レ ン ズ
を 含 み 、 前 記 標 本 か ら の 蛍 光 を 集 光 し て 前 記 標 本 の 蛍 光 像 を 形 成 す る 結 像 光 学 系 と を 備 え
た
こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 顕 微 鏡 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 複 数 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 を 照 明 す る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 お よ び
そ れ を 備 え た 蛍 光 顕 微 鏡 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
従 来 よ り 、 複 数 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 の 蛍 光 観 察 が 蛍 光 顕 微 鏡 な ど を 用 い て 行 わ れ
て い る 。 複 数 の 蛍 光 物 質 の 各 々 は 、 標 本 の 中 の 異 な る 部 位 に 付 着 し て い る 。 こ の た め 、 各
々 の 蛍 光 物 質 か ら 発 生 す る 蛍 光 に 基 づ い て 、 標 本 の 蛍 光 像 を 取 り 込 む こ と に よ り 、 複 数 の
蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 の 複 数 の 異 な る 部 位 を 同 時 に 観 察 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
と こ ろ で 、 標 本 の 中 の 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 蛍 光 を 発 生 さ せ る た め に は 、 各 々 の 蛍 光 物 質 を
適 切 な 狭 波 長 域 の 照 明 光 で 励 起 し な け れ ば な ら ず 、 各 々 の 蛍 光 物 質 に 対 す る 照 明 光 の 適 切
な 狭 波 長 域 は 一 般 に 異 な る 。 こ の た め 、 標 本 の 蛍 光 観 察 時 、 複 数 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た
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標 本 に は 、 狭 波 長 域 の 異 な る 複 数 の 照 明 光 が 照 射 さ れ る こ と に な る 。 こ の よ う な 複 数 の 照
明 光 は 、 通 常 、 予 め 定 め ら れ た 複 数 の 異 な る 狭 波 長 域 で 光 を 透 過 す る 励 起 フ ィ ル タ に よ り
生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ま た 、 各 々 の 蛍 光 物 質 は 一 般 に 蛍 光 発 生 効 率 （ 照 明 光 の 光 量 に 対 す る 蛍 光 の 光 量 の 比 率 ）
が 異 な る た め 、 標 本 に 照 射 さ れ る 複 数 の 照 明 光 （ 狭 波 長 域 が 異 な る ） の 光 量 が 互 い に 等 し
い 場 合 に は 、 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 発 生 す る 蛍 光 の 光 量 が 異 な っ て し ま う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
そ し て 、 こ の 状 況 で 取 り 込 ん だ 標 本 の 蛍 光 像 に は 、 蛍 光 発 生 効 率 の 高 い 蛍 光 物 質 の 付 着 部
位 が 明 る い 像 と し て 、 蛍 光 発 生 効 率 の 低 い 蛍 光 物 質 の 付 着 部 位 が 暗 い 像 と し て 現 れ る こ と
に な る 。 こ の よ う に 、 標 本 の 蛍 光 像 に 明 る い 像 と 暗 い 像 が 混 在 し て し ま う と 、 標 本 の 何 れ
の 部 位 も 非 常 に 観 察 し 辛 い 。
そ こ で 、 標 本 の 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 発 生 す る 蛍 光 の 光 量 を 等 し く す る た め に 、 標 本 に 照 射
さ れ る 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 調 整 す る 方 法 が 提 案 さ れ た 。 例 え ば 特 許 第 ３ ０ ９ ３ ０ ０ ９ 号
に は 、 光 源 と 励 起 フ ィ ル タ と の 間 に 干 渉 フ ィ ル タ を 配 置 し 、 こ の 干 渉 フ ィ ル タ へ 入 射 す る
入 射 光 束 の 入 射 角 を 変 え て 、 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 調 整 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 な お
、 干 渉 フ ィ ル タ を 透 過 し た 照 明 光 は 、 励 起 フ ィ ル タ を 介 し た 後 、 狭 波 長 域 の 異 な る 複 数 の
照 明 光 と な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ の 調 整 方 法 で は 、 干 渉 フ ィ ル タ の 回 転 角 度 に 応 じ て 、 干 渉 フ ィ ル タ を 透 過 す る 照 明 光 の
ス ペ ク ト ル が シ フ ト し 、 励 起 フ ィ ル タ に 入 射 す る 照 明 光 の ス ペ ク ト ル も シ フ ト す る た め 、
励 起 フ ィ ル タ で 生 成 さ れ る 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 調 整 す る こ と が で き る 。
ま た 、 透 過 波 長 域 の 異 な る 複 数 の 干 渉 フ ィ ル タ を 予 め 用 意 し て お き 、 励 起 フ ィ ル タ の 狭 波
長 域 に 応 じ て 、 何 れ か １ つ の 干 渉 フ ィ ル タ を 選 択 的 に 照 明 光 の 光 路 中 （ 光 源 と 励 起 フ ィ ル
タ と の 間 ） に 配 置 さ せ る こ と で 、 照 明 光 の ス ペ ク ト ル を 変 更 し 、 標 本 に 対 す る 複 数 の 照 明
光 の 光 量 を 調 整 す る 方 法 も 提 案 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し な が ら 、 上 記 の 干 渉 フ ィ ル タ を 回 転 さ せ る 方 法 で は 、 干 渉 フ ィ ル タ を 透 過 す る 照 明
光 の ス ペ ク ト ル の シ フ ト 範 囲 が 小 さ い た め 、 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 調 整 可 能 な 波 長 域 が 狭
い と い う 問 題 が あ っ た 。 ま た 、 励 起 フ ィ ル タ を 異 な る 狭 波 長 域 の も の に 交 換 し た と き に は
、 そ の 都 度 、 励 起 フ ィ ル タ の 狭 波 長 域 に 適 応 す る シ フ ト 範 囲 を 持 つ 干 渉 フ ィ ル タ に 交 換 し
な け れ ば な ら ず 、 作 業 が 煩 雑 化 す る と 共 に 、 コ ス ト 高 と な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
さ ら に 、 上 記 の 干 渉 フ ィ ル タ を 入 れ 換 え る 方 法 で は 、 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 連 続 的 に 調 整
す る こ と は で き ず 、 １ つ の 励 起 フ ィ ル タ に 対 し て 複 数 の 干 渉 フ ィ ル タ が 必 要 な た め 、 コ ス
ト 高 と な る 。
本 発 明 の 目 的 は 、 標 本 に 対 す る 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 広 い 波 長 域 で 連 続 的 に 調 整 す る こ と
が で き る と 共 に 安 価 に 構 成 で き る 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 、 お よ び そ れ を 備 え た 蛍 光 顕
微 鏡 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
請 求 項 １ に 記 載 の 発 明 は 、 落 射 照 明 光 源 と 、 複 数 の 狭 波 長 域 の 光 を 抽 出 す る 励 起 フ ィ ル タ
と 、 前 記 落 射 照 明 光 源 か ら の 光 を 前 記 励 起 フ ィ ル タ に 導 く 照 明 光 学 系 と を 備 え た 蛍 光 観 察
用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て 、 前 記 照 明 光 学 系 の 光 路 中 で 対 物 レ ン ズ の 瞳 面 と 略 共 役 な 面 に
配 置 さ れ た 開 口 絞 り 部 材 と 、 前 記 開 口 絞 り 部 材 に 近 接 し て 配 置 さ れ 、 前 記 光 路 に 直 交 す る
一 方 向 に 沿 っ て 分 光 特 性 が 連 続 的 に 変 化 す る フ ィ ル タ 部 材 と 、 前 記 一 方 向 に 沿 っ て 前 記 開
口 絞 り 部 材 と 前 記 フ ィ ル タ 部 材 と を 相 対 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 開 口 絞 り 部 材 お よ び
前 記 フ ィ ル タ 部 材 を 通 過 し た 後 の 光 の ス ペ ク ト ル を 調 整 す る 調 整 手 段 と を 備 え た も の で あ
る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 発 明 は 、 請 求 項 １ に 記 載 の 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 に お い て 、 前 記 フ
ィ ル タ 部 材 は 、 特 定 の 狭 波 長 域 を 遮 断 し て 残 り の 波 長 域 を 抽 出 可 能 な ノ ッ チ 状 の 分 光 特 性
を 有 す る と 共 に 、 前 記 特 定 の 狭 波 長 域 が 前 記 一 方 向 に 沿 っ て 連 続 的 に 変 化 す る も の で あ る
。
請 求 項 ３ に 記 載 の 発 明 は 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置
に お い て 、 前 記 開 口 絞 り 部 材 は 、 固 定 的 に 配 置 さ れ 、 前 記 調 整 手 段 は 、 前 記 一 方 向 に 沿 っ
て 前 記 フ ィ ル タ 部 材 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 ス ペ ク ト ル を 調 整 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
請 求 項 ４ に 記 載 の 発 明 は 、 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落
射 照 明 装 置 に お い て 、 前 記 開 口 絞 り 部 材 の 開 口 は 、 前 記 一 方 向 に 関 す る 大 き さ が 可 変 で あ
り 、 前 記 調 整 手 段 は 、 前 記 開 口 の 前 記 大 き さ を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 ス ペ ク ト ル を
調 整 す る も の で あ る 。
請 求 項 ５ に 記 載 の 発 明 は 、 複 数 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 の 蛍 光 観 察 に 用 い ら れ る 蛍 光
顕 微 鏡 に お い て 、 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 し た 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装
置 と 、 対 物 レ ン ズ を 含 み 、 前 記 標 本 か ら の 蛍 光 を 集 光 し て 前 記 標 本 の 蛍 光 像 を 形 成 す る 結
像 光 学 系 と を 備 え た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
以 下 、 図 面 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 形 態 を 詳 細 に 説 明 す る 。
本 実 施 形 態 は 、 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ３ ， 請 求 項 ５ に 対 応 す る 。 こ こ で は 、 図 １ に 示 す よ う に
、 標 本 ２ ０ の 蛍 光 観 察 に 用 い ら れ る 蛍 光 顕 微 鏡 １ ０ に 組 み 込 ま れ 、 標 本 ２ ０ を 照 明 す る 落
射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の 例 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
蛍 光 顕 微 鏡 １ ０ に は 、 蛍 光 観 察 用 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の 他 に 、 観 察 系 （ ２ １ ～
２ ４ ） が 設 け ら れ て い る 。 標 本 ２ ０ は 、 例 え ば ２ 種 類 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 生 物 標 本 （
Ｄ Ｎ Ａ や 蛋 白 質 な ど ） で あ り 、 ス テ ー ジ １ ８ 上 に 載 置 さ れ て い る 。 そ し て 、 標 本 ２ ０ は 、
落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） に よ っ て 照 明 さ れ る と 、 四 方 八 方 に ２ 種 類 の 蛍 光 を 発 生 す る
（ 詳 細 は 後 述 す る ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
ま ず 初 め に 、 蛍 光 顕 微 鏡 １ ０ の 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） に つ い て 簡 単 に 説 明 し 、 そ の 後 で 、
落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） に つ い て 詳 し く 説 明 す る 。
観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） は 、 光 軸 ２ ０ ａ に 沿 っ て 標 本 ２ ０ 側 か ら 順 に 、 無 限 遠 系 の 対 物 レ ン
ズ ２ １ と 、 蛍 光 フ ィ ル タ ２ ２ と 、 第 ２ 対 物 レ ン ズ と し て 機 能 す る 結 像 レ ン ズ ２ ３ と 、 カ メ
ラ ２ ４ と が 配 置 さ れ た 構 成 と な っ て い る 。 蛍 光 フ ィ ル タ ２ ２ は 、 標 本 ２ ０ か ら 発 生 す る ２
種 類 の 蛍 光 の 波 長 域 を 透 過 す る 特 性 の 波 長 選 択 フ ィ ル タ で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
標 本 ２ ０ の 蛍 光 観 察 時 、 標 本 ２ ０ か ら 発 生 し た ２ 種 類 の 蛍 光 は 、 対 物 レ ン ズ ２ １ と 後 述 の
ビ ー ム ス プ リ ッ タ １ ６ と 蛍 光 フ ィ ル タ ２ ２ と 結 像 レ ン ズ ２ ３ を 介 し て カ メ ラ ２ ４ の 撮 影 面
に 集 光 さ れ る 。
こ の と き 、 カ メ ラ ２ ４ の 撮 影 面 に は 、 対 物 レ ン ズ ２ １ と 結 像 レ ン ズ ２ ３ の 作 用 に よ っ て 、
２ 種 類 の 蛍 光 に 基 づ く 標 本 ２ ０ の 蛍 光 像 が 形 成 さ れ る 。 撮 影 面 の 蛍 光 像 は 、 カ メ ラ ２ ４ に
よ っ て 撮 影 さ れ 、 標 本 ２ ０ の 蛍 光 画 像 と し て 取 り 込 ま れ る 。 対 物 レ ン ズ ２ １ お よ び 結 像 レ
ン ズ ２ ３ は 、 請 求 項 の 「 結 像 光 学 系 」 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
次 に 、 本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） に つ い て 説 明 す る 。
落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） は 、 光 軸 １ ０ ａ に 沿 っ て 順 に 、 光 源 １ １ と 、 開 口 絞 り １ ２ と
、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ と 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ と 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ と 、 ビ ー ム ス
プ リ ッ タ １ ６ と が 配 置 さ れ 、 か つ 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に 駆 動 部 １ ７ が 接 続 さ れ
た 構 成 と な っ て い る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
ま た 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） は 、 光 軸 １ ０ ａ が 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） の 光 軸 ２ ０ ａ
に 対 し て 直 交 す る 向 き で 、 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） の 対 物 レ ン ズ ２ １ と 蛍 光 フ ィ ル タ ２ ２ と
の 間 に 組 み 込 ま れ る 。 こ の と き 、 光 軸 ２ ０ ａ 上 に は 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の ビ ー
ム ス プ リ ッ タ １ ６ が 配 置 さ れ る 。
標 本 ２ ０ の 蛍 光 観 察 時 、 光 源 １ １ か ら の 照 明 光 は 、 概 略 、 開 口 絞 り １ ２ と ス ペ ク ト ル 可 変
フ ィ ル タ １ ３ と リ レ ー レ ン ズ １ ４ と 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 透 過 し 、 ビ ー ム ス プ リ ッ タ １ ６ で
反 射 し て 、 対 物 レ ン ズ ２ １ を 介 し て 標 本 ２ ０ 上 に 導 か れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら に 、 本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な
基 準 面 が リ レ ー レ ン ズ １ ４ に よ っ て 規 定 さ れ 、 こ の 基 準 面 の 近 傍 に 、 光 源 １ １ と 開 口 絞 り
１ ２ と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ と が 近 接 し て 配 置 さ れ て い る 。 な お 、 対 物 レ ン ズ ２ １
の 瞳 面 は 、 入 射 瞳 面 ま た は 後 側 焦 点 面 と も 言 う 。 リ レ ー レ ン ズ １ ４ は 、 請 求 項 の 「 照 明 光
学 系 」 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
光 源 １ １ は 、 例 え ば 光 ガ イ ド に 導 か れ た 水 銀 や キ セ ノ ン な ど の 多 波 長 光 源 な ど で あ り 、 紫
外 線 や 可 視 光 線 な ど の 照 明 光 を 対 物 レ ン ズ ２ １ 側 の 開 口 絞 り １ ２ に 向 け て 射 出 す る 。 開 口
絞 り １ ２ は 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ の 光 路 中 に 固 定 的 に 配 置 さ れ た 光 学 素 子 で あ る 。 こ の 開 口
絞 り １ ２ に は 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の 光 軸 １ ０ ａ 上 に 細 長 い ス リ ッ ト 形 状 （ 長 方
形 ） の 開 口 １ ２ ａ が 設 け ら れ て い る 。 開 口 １ ２ ａ の 長 手 方 向 は 、 紙 面 に 垂 直 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
こ の た め 、 光 源 １ １ か ら の 照 明 光 は 、 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ を 通 過 す る こ と に よ り 、
上 記 し た 基 準 面 （ 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 面 ） の 近 傍 に お い て 、 開 口 １ ２ ａ に 応 じ
た 所 定 の 断 面 と な る 。 こ の 断 面 は 開 口 １ ２ ａ と 同 形 （ 相 似 形 ） で あ る 。 な お 、 光 源 １ １ は
、 請 求 項 の 「 落 射 照 明 光 源 」 に 対 応 す る 。 開 口 絞 り １ ２ は 「 開 口 絞 り 部 材 」 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ を 通 過 し た 照 明 光 は 、 次 に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に 入
射 す る 。 こ の と き 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 開 口 絞 り １ ２ 側 の 面 に は 、 開 口 絞 り １
２ の 開 口 １ ２ ａ の 像 （ 以 下 「 ス リ ッ ト 像 」 と い う ） が 形 成 さ れ る 。 開 口 絞 り １ ２ と ス ペ ク
ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ が 互 い に 十 分 近 接 し て い る た め 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ 上 の
ス リ ッ ト 像 は 開 口 １ ２ ａ と 同 形 （ 相 似 形 ） で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に 駆 動 部 １
７ が 接 続 さ れ 、 こ の 駆 動 部 １ ７ を 手 動 操 作 す る こ と に よ り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３
を 一 方 向 （ Ａ ） に 沿 っ て ス ラ イ ド さ せ る こ と が で き る よ う に な っ て い る 。 一 方 向 （ Ａ ） は
、 光 軸 １ ０ ａ の 方 向 と ス リ ッ ト 像 の 長 手 方 向 と の 双 方 に 垂 直 な 方 向 で あ り 、 照 明 光 の 光 路
に 交 差 し て い る 。 駆 動 部 １ ７ は 、 請 求 項 の 「 調 整 手 段 」 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
駆 動 部 １ ７ を 操 作 し て ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る と 、
開 口 絞 り １ ２ か ら の 照 明 光 が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に 入 射 す る 位 置 が 一 方 向 （ Ａ ）
に 沿 っ て 相 対 的 に 変 化 す る 。 図 ２ （ ａ ） ～ （ ｃ ） は 、 開 口 絞 り １ ２ と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ
ル タ １ ３ を 光 軸 １ ０ ａ の 方 向 か ら 見 た 図 で あ る 。 そ し て 、 図 ２ （ ａ ） ～ （ ｃ ） に 示 す よ う
に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ 上 の ス リ ッ ト 像 １ ２ ｂ の 位 置 も 一 方 向 （ Ａ ） に 沿 っ て 相
対 的 に 変 化 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
さ て 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ は 、 ス リ ッ ト 像 １ ２ ｂ を 形 成 す る 照 明 光 の ス ペ ク ト ル
を 調 整 す る た め に 設 け ら れ た 光 学 素 子 で あ り 、 ス ペ ク ト ル 調 整 後 の 照 明 光 を リ レ ー レ ン ズ
１ ４ 側 へ 透 過 さ せ る 。 つ ま り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ は 、 照 明 光 の 光 路 中 に 配 置 さ
れ て い る 。
ま た 、 こ の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ は 、 ガ ラ ス 基 板 の 一 方 の 面 （ 開 口 絞 り １ ２ 側 の 面
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） に コ ー テ ィ ン グ を 付 け る こ と に よ り 作 製 さ れ た 干 渉 フ ィ ル タ で あ る 。 ス ペ ク ト ル 可 変 フ
ィ ル タ １ ３ の コ ー テ ィ ン グ 領 域 は 、 一 方 向 （ Ａ ） に 関 し て 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ （ つ
ま り 上 記 の ス リ ッ ト 像 １ ２ ｂ ） よ り 大 き く 確 保 さ れ て い る 。 コ ー テ ィ ン グ の 厚 さ は 、 一 方
向 （ Ａ ） に 沿 っ て 徐 々 に 変 化 さ せ て あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
さ ら に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ は 、 図 ２ （ ｄ ） に 示 す よ う に 、 特 定 の 狭 波 長 域 を 吸
収 ま た は 反 射 に よ り 遮 断 し て 、 残 り の 波 長 域 を 透 過 す る ノ ッ チ 状 の 分 光 特 性 を 有 す る と 共
に 、 そ の 特 定 の 狭 波 長 域 が コ ー テ ィ ン グ 領 域 内 で 一 方 向 （ Ａ ） に 沿 っ て 連 続 的 に 変 化 す る
よ う に 構 成 さ れ て い る 。 つ ま り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 分 光 特 性 は 、 一 方 向 （ Ａ
） に 沿 っ て 連 続 的 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
図 ２ （ ｄ ） の “ Ａ ａ ” ～ “ Ａ ｃ ” は 、 各 々 、 図 ２ （ ａ ） ～ （ ｃ ） に 示 す ス ペ ク ト ル 可 変 フ
ィ ル タ １ ３ の 位 置 Ａ ａ ～ Ａ ｃ に お け る 分 光 特 性 を 例 示 し た も の で あ る 。 図 ２ （ ａ ） ～ （ ｃ
） と 図 ２ （ ｄ ） と の 対 応 か ら 分 か る よ う に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 特 定 の 狭 波 長
域 は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 一 端 側 か ら 他 端 側 に 向 け て 波 長 が 徐 々 に 長 く な る よ
う な 連 続 変 化 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に お け る 特 定 の 狭 波 長 域 の 連 続 変 化 の 幅 は 、 例 え ば 、 短 波 長
（ 例 え ば ３ ５ ０ ｎ ｍ ） か ら 長 波 長 （ 例 え ば ６ ５ ０ ｎ ｍ ） ま で の 広 範 囲 に わ た っ て い る 。 ス
ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ は 、 請 求 項 の 「 フ ィ ル タ 部 材 」 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
し た が っ て 、 上 述 の よ う に し て ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ
せ る と 、 ス リ ッ ト 像 １ ２ ｂ が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 位 置 Ａ ａ に 形 成 さ れ る 図 ２ （
ａ ） の 状 態 で は 、 図 ２ （ ｄ ） の “ Ａ ａ ” の 分 光 特 性 に 応 じ た ス ペ ク ト ル を 持 つ 照 明 光 Ｌ ０

が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ か ら 透 過 す る こ と に な る 。 同 様 に 、 ス リ ッ ト 像 １ ２ ｂ が ス
ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 位 置 Ａ ｂ ， Ａ ｃ に 形 成 さ れ る 図 ２ （ ｂ ） ， （ ｃ ） の 状 態 で は
、 図 ２ （ ｄ ） の “ Ａ ｂ ” ， “ Ａ ｃ ” の 分 光 特 性 に 応 じ た ス ペ ク ト ル を 持 つ 照 明 光 Ｌ ０ が ス
ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ か ら 透 過 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
つ ま り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る こ と に よ り 、 ス ペ
ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 分 光 特 性 （ 特 定 の 狭 波 長 域 ） の 連 続 的 な 分 布 に 応 じ て 、 ス ペ ク
ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過 す る 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル を 容 易 に 調 整 （ 選 択 ） す る こ と
が で き る 。 な お 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過 す る 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル 幅 は 、
開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 に 応 じ て 決 ま っ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
上 記 の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過 し て ス ペ ク ト ル 調 整 さ れ た 照 明 光 Ｌ ０ は 、 次 に
、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ （ 図 １ ） に 入 射 す る 。 既 に 説 明 し た よ う に 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ は 、 対
物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 基 準 面 を 規 定 す る 光 学 系 で あ る 。 こ の た め 、 そ の 基 準 面 の 近
傍 に 配 置 さ れ た ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ か ら の 照 明 光 Ｌ ０ は 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ の 作
用 に よ っ て 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 集 光 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
た だ し 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ を 透 過 し た 照 明 光 は 、 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） の 光 軸 ２ ０ ａ 上 に
導 か れ る 前 に 、 つ ま り 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の 光 軸 １ ０ ａ 上 を 進 行 し て い る 間 に
、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 透 過 す る 。 こ の 励 起 フ ィ ル タ １ ５ は 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 予 め 定 め
ら れ た ２ つ の 異 な る 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ で 照 明 光 を 透 過 す る フ ィ ル タ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ち な み に 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の ２ つ の 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ の う ち 一 方 は 、 標 本 ２ ０ の 中 の
一 方 の 蛍 光 物 質 を 励 起 す る た め に 適 切 な 狭 波 長 域 で あ り 、 ２ つ の 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ の う
ち 他 方 は 、 標 本 ２ ０ の 中 の 他 方 の 蛍 光 物 質 を 励 起 す る た め に 適 切 な 狭 波 長 域 で あ る 。
励 起 フ ィ ル タ １ ５ に 入 射 す る 照 明 光 の ス ペ ク ト ル は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過
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し た 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル と 同 じ で あ る 。 つ ま り 、 リ レ ー レ ン ズ １ ４ に よ っ て 照 明 光 の
ス ペ ク ト ル が 変 化 す る こ と は な い 。 こ の た め 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ は 、 照 明 光 Ｌ ０ の 波 長 域
（ 図 ２ （ ｄ ） 参 照 ） の う ち 、 ２ つ の 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ （ 図 ３ ） の み を 同 時 に 抽 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
し た が っ て 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 透 過 し た 照 明 光 は 、 異 な る 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ の ２ つ の
照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ を 含 む も の と な る 。 こ の ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ は 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５
に 入 射 す る 照 明 光 Ｌ ０ の 一 部 で あ る 。 そ し て 、 ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ が 対 物 レ ン ズ ２ １
の 瞳 面 に 集 光 さ れ 、 対 物 レ ン ズ ２ １ を 通 過 し た 後 、 標 本 ２ ０ に 照 射 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
標 本 ２ ０ の 中 で は 、 一 方 の 蛍 光 物 質 が 例 え ば 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ に よ っ て 励 起 さ れ
、 自 身 の 蛍 光 発 生 効 率 （ 照 明 光 の 光 量 に 対 す る 蛍 光 の 光 量 の 比 率 ） に 応 じ た 光 量 の 蛍 光 を
発 生 す る 。 同 様 に 、 他 方 の 蛍 光 物 質 は 例 え ば 狭 波 長 域 λ ２ の 照 明 光 Ｌ ２ に よ っ て 励 起 さ れ
、 自 身 の 蛍 光 発 生 効 率 に 応 じ た 光 量 の 蛍 光 を 発 生 す る 。
こ れ ら ２ 種 類 の 蛍 光 は 、 上 記 し た 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） の カ メ ラ ２ ４ に 導 か れ 、 カ メ ラ ２
４ に よ っ て ２ 種 類 の 蛍 光 に 基 づ く 標 本 ２ ０ の 蛍 光 像 が 撮 影 さ れ 、 標 本 ２ ０ の 蛍 光 画 像 と し
て 取 り 込 ま れ る 。 こ の と き 、 ２ 種 類 の 蛍 光 の 光 量 が 異 な っ て し ま う と 、 標 本 ２ ０ の 蛍 光 画
像 に は 明 る い 像 と 暗 い 像 が 混 在 す る こ と に な り 、 非 常 に 観 察 し 辛 い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
次 に 、 標 本 ２ ０ の 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 発 生 す る 蛍 光 の 光 量 を 等 し く す る た め に 、 本 実 施 形
態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） を 用 い 、 標 本 ２ ０ に 照 射 さ れ る ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２

の 光 量 を 調 整 す る 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
上 述 し た よ う に 、 本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル
タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る こ と に よ り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過
す る 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル を 容 易 に 調 整 で き る 。
こ の た め 、 例 え ば 図 ４ （ ａ ） に 示 す よ う に 、 開 口 １ ２ ａ の ス リ ッ ト 像 が ス ペ ク ト ル 可 変 フ
ィ ル タ １ ３ の 位 置 Ａ １ に 形 成 さ れ る 状 態 の と き 、 図 ４ （ ｂ ） の “ Ａ １ ” の 分 光 特 性 に 応 じ
た ス ペ ク ト ル を 持 つ 照 明 光 Ｌ ０ が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ か ら 透 過 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
図 ４ （ ｂ ） の “ Ａ １ ” の 分 光 特 性 と は 、 そ の 狭 波 長 域 が 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の 一 方 の 狭 波
長 域 λ １ と 少 し 重 な り 、 他 方 の 狭 波 長 域 λ ２ と は 重 な ら な い よ う な 特 性 で あ る 。 し た が っ
て 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 透 過 す る ２ つ の 照 明 光 の う ち 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ の 光 量
は 、 図 ４ （ ｂ ） の 斜 線 ハ ッ チ ン グ 部 に 示 す よ う に 減 量 さ れ 、 狭 波 長 域 λ ２ の 照 明 光 Ｌ ２ の
光 量 は 、 点 ハ ッ チ ン グ 部 に 示 す よ う に 最 大 光 量 の ま ま 保 た れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
こ の よ う な 設 定 は 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ に よ っ て 励 起 可 能 な 一 方 の 蛍 光 物 質 の 蛍 光
発 生 効 率 と 比 較 し て 、 狭 波 長 域 λ ２ の 照 明 光 Ｌ ２ に よ っ て 励 起 可 能 な 他 方 の 蛍 光 物 質 の 蛍
光 発 生 効 率 が 低 い 場 合 に 有 効 で あ る 。
ま た 、 例 え ば 図 ５ （ ａ ） に 示 す よ う に 、 開 口 １ ２ ａ の ス リ ッ ト 像 が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル
タ １ ３ の 位 置 Ａ ２ に 形 成 さ れ る 状 態 の と き 、 図 ５ （ ｂ ） の “ Ａ ２ ” の 分 光 特 性 に 応 じ た ス
ペ ク ト ル を 持 つ 照 明 光 Ｌ ０ が ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ か ら 透 過 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
図 ５ （ ｂ ） の “ Ａ ２ ” の 分 光 特 性 と は 、 そ の 狭 波 長 域 が 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の 他 方 の 狭 波
長 域 λ ２ と 少 し 重 な り 、 他 方 の 狭 波 長 域 λ １ と は 重 な ら な い よ う な 特 性 で あ る 。 し た が っ
て 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 透 過 す る ２ つ の 照 明 光 の う ち 、 狭 波 長 域 λ ２ の 照 明 光 Ｌ ２ の 光 量
は 、 図 ５ （ ｂ ） の 斜 線 ハ ッ チ ン グ 部 に 示 す よ う に 減 量 さ れ 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ の
光 量 は 、 点 ハ ッ チ ン グ 部 に 示 す よ う に 最 大 光 量 の ま ま 保 た れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
こ の よ う な 設 定 は 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ に よ っ て 励 起 可 能 な 一 方 の 蛍 光 物 質 の 蛍 光
発 生 効 率 と 比 較 し て 、 狭 波 長 域 λ ２ の 照 明 光 Ｌ ２ に よ っ て 励 起 可 能 な 他 方 の 蛍 光 物 質 の 蛍
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光 発 生 効 率 が 高 い 場 合 に 有 効 で あ る 。
本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （
Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る だ け で 、 標 本 ２ ０ に 照 射 さ れ る ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 バ ラ
ン ス を 容 易 に 調 整 す る こ と が で き 、 標 本 ２ ０ の 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 発 生 す る 蛍 光 の 光 量 を
等 し く で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
そ の 結 果 、 カ メ ラ ２ ４ で 取 り 込 ま れ る 標 本 ２ ０ の 蛍 光 画 像 に は 、 標 本 ２ ０ の 異 な る 部 位 に
関 す る ２ 種 類 の 蛍 光 像 が 共 に 適 切 な 明 る さ で 混 在 す る こ と に な り 、 良 好 な 蛍 光 観 察 が 可 能
と な る 。
さ ら に 、 本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ に
お け る 特 定 の 狭 波 長 域 の 連 続 変 化 の 幅 が 広 範 囲 に わ た っ て い る （ 例 え ば ３ ５ ０ ｎ ｍ ～ ６ ５
０ ｎ ｍ ） た め 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る だ け で 、 照
明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 バ ラ ン ス を 広 い 波 長 域 で 連 続 的 に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ま た 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 異 な る 狭 波 長 域 の も の に 交 換 し た と き で も 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ
ィ ル タ １ ３ を 交 換 す る 必 要 が な い 。 つ ま り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 交 換 し な く て
も 、 任 意 の 蛍 光 物 質 の 組 み 合 わ せ に も 柔 軟 に 対 応 す る こ と が で き 、 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光
量 バ ラ ン ス を 連 続 的 に 調 整 で き る 。 そ の 結 果 、 作 業 が 簡 単 化 す る と 共 に 安 価 に 構 成 で き 、
汎 用 性 が 向 上 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
さ ら に 、 本 実 施 形 態 の 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） で は 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を
対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 基 準 面 の 近 傍 に 配 置 す る た め 、 標 本 ２ ０ の 視 野 に お け る 光
学 特 性 の 劣 化 （ 照 明 ム ラ な ど ） が 生 じ る こ と は な い 。 し た が っ て 、 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光
量 バ ラ ン ス を 連 続 的 に 調 整 し た 場 合 で も 、 高 精 度 な 蛍 光 観 察 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
な お 、 上 記 し た 実 施 形 態 は 、 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 （ 一 方 向 （ Ａ ） に 関 す る 大 き
さ ） が 一 定 で あ る 例 を 説 明 し た が 、 図 ６ （ ａ ） ， 図 ７ （ ａ ） に 示 す よ う に 、 光 軸 １ ０ ａ を
中 心 と し て 開 口 １ ２ ａ の 幅 を 変 化 さ せ る こ と も で き る 。 こ の よ う な 変 化 も 、 上 記 の 駆 動 部
１ ７ （ 図 １ ） を 用 い た 手 動 操 作 に よ り 簡 単 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
こ の 場 合 、 図 ６ （ ｂ ） ， 図 ７ （ ｂ ） に 示 す よ う に 、 開 口 １ ２ ａ の 幅 に 応 じ て 、 ス ペ ク ト ル
可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 透 過 す る 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル 幅 を 容 易 に 調 整 す る こ と が で き る 。
開 口 １ ２ ａ の 幅 が 広 い ほ ど 、 照 明 光 Ｌ ０ の ス ペ ク ト ル 幅 も 広 い 。 そ し て 、 標 本 ２ ０ に 照 射
さ れ る ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 を 同 時 に 強 く し た り 弱 く し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ま た 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 基 準 面 の 近 傍 に １ 枚 の ス ペ
ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 設 け た が 、 図 ８ に 示 す よ う に 、 励 起 フ ィ ル タ ３ ５ が ３ つ の 異 な
る 狭 波 長 域 λ １ ， λ ２ ， λ ３ で 照 明 光 を 透 過 す る よ う に 構 成 さ れ て い る 場 合 に は 、 ２ 枚 の
ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） ， １ ３ （ ２ ） を 設 け る こ と も で き る 。 ス ペ ク ト ル 可 変
フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） ， １ ３ （ ２ ） の 分 光 特 性 は 、 上 記 し た ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ と
同 じ で あ る （ 図 ２ 参 照 ） 。 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） ， １ ３ （ ２ ） は 、 駆 動 部 １
７ に よ っ て 独 立 に ス ラ イ ド 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
こ の 場 合 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） ， １ ３ （ ２ ） を 一 方 向 （ Ａ ） に 独 立 に ス ラ
イ ド さ せ る こ と に よ り 、 例 え ば 、 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の ス リ ッ ト 像 が 、 ス ペ ク ト ル
可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） の 位 置 Ａ １ と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ ２ ） の 位 置 Ａ ２ に 形
成 さ れ る よ う な 設 定 と す る こ と が で き る 。
こ の と き 、 図 ８ （ ｂ ） に 示 す よ う に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ （ １ ） の “ Ａ １ ” の 分
光 特 性 （ 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の 狭 波 長 域 λ ２ と 少 し 重 な る 特 性 ） と 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル
タ １ ３ （ ２ ） の “ Ａ ２ ” の 分 光 特 性 （ 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の 狭 波 長 域 λ ３ と 少 し 重 な る 特 性
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） と に 応 じ て 、 次 の よ う な 照 明 状 態 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
つ ま り 、 狭 波 長 域 λ ２ ， λ ３ の 照 明 光 Ｌ ２ ， Ｌ ３ の 光 量 を 、 図 ８ （ ｂ ） の 斜 線 ハ ッ チ ン グ
部 に 示 す よ う に 減 量 し 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ の 光 量 を 、 点 ハ ッ チ ン グ 部 に 示 す よ う
に 最 大 光 量 の ま ま 保 つ こ と が で き る 。 こ の よ う な 構 成 お よ び 設 定 は 、 標 本 ２ ０ が ３ つ の 蛍
光 物 質 で 標 識 さ れ 、 狭 波 長 域 λ １ の 照 明 光 Ｌ １ に よ っ て 励 起 可 能 な 蛍 光 物 質 の 蛍 光 発 生 効
率 と 比 較 し て 、 狭 波 長 域 λ ２ ， λ ３ の 照 明 光 Ｌ ２ ， Ｌ ３ に よ っ て 励 起 可 能 な 蛍 光 物 質 の 蛍
光 発 生 効 率 が 高 い 場 合 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ま た 、 ４ つ 以 上 の 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た 標 本 ２ ０ の 蛍 光 観 察 を 行 う 場 合 に も 、 本 発 明 は 適
用 で き る 。 こ の 場 合 に は 上 記 と 同 様 に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 数 を 増 や せ ば よ い 。
さ ら に 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 特 定 の 狭 波 長 域 を 遮 断 し て 残 り の 波 長 域 を 透 過 す る ノ ッ
チ 状 の 分 光 特 性 を 有 す る ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 例 を 説 明 し た が 、 図 ９ に 示 す よ う に 、
特 定 の 狭 波 長 域 を 透 過 し て 残 り の 波 長 域 を 遮 断 す る バ リ ア 状 の 分 光 特 性 を 有 す る ス ペ ク ト
ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ （ 図 １ ０ ， 図 １ １ ） を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ の よ う な バ リ ア フ ィ ル タ を 用 い る 場 合 に も 、 上 記 の ノ ッ チ フ ィ ル タ を 用 い た 場 合 と 同 様
、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る だ け で 、 ２ つ の 照 明 光 Ｌ

１ ， Ｌ ２ の 光 量 バ ラ ン ス を 容 易 に 調 整 す る こ と が で き 、 標 本 ２ ０ の 各 々 の 蛍 光 物 質 か ら 発
生 す る 蛍 光 の 光 量 を 等 し く で き る 。
さ ら に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ に お け る 特 定 の 狭 波 長 域 の 連 続 変 化 の 幅 が 広 範 囲 に
わ た っ て い る （ 例 え ば ３ ５ ０ ｎ ｍ ～ ６ ５ ０ ｎ ｍ ） た め 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 一
方 向 （ Ａ ） に ス ラ イ ド さ せ る だ け で 、 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 バ ラ ン ス を 広 い 波 長 域 で 連
続 的 に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ま た 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ を 異 な る 狭 波 長 域 の も の に 交 換 し た と き で も 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ
ィ ル タ ３ ３ を 交 換 す る 必 要 が な い 。 つ ま り 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 交 換 し な く て
も 、 任 意 の 蛍 光 物 質 の 組 み 合 わ せ に も 柔 軟 に 対 応 す る こ と が で き 、 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光
量 バ ラ ン ス を 連 続 的 に 調 整 で き る 。 そ の 結 果 、 作 業 が 簡 単 化 す る と 共 に 安 価 に 構 成 で き 、
汎 用 性 が 向 上 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 基 準 面 の 近 傍 に 配
置 す る た め 、 標 本 ２ ０ の 視 野 に お け る 照 明 ム ラ な ど が 生 じ る こ と は な い 。 し た が っ て 、 照
明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 バ ラ ン ス を 連 続 的 に 調 整 し た 場 合 で も 、 高 精 度 な 蛍 光 観 察 が 可 能 と
な る 。
ま た 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 用 い た 場 合 で あ っ も 、 図 １ ２ （ ａ ） ， 図 １ ３ （ ａ ）
に 示 す よ う に 、 光 軸 １ ０ ａ を 中 心 と し て 開 口 １ ２ ａ の 幅 を 変 化 さ せ る こ と で 、 図 １ ２ （ ｂ
） ， 図 １ ３ （ ｂ ） に 示 す よ う に 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ を 透 過 す る 照 明 光 Ｌ ０ の ス
ペ ク ト ル 幅 を 容 易 に 調 整 す る こ と が で き る 。 開 口 １ ２ ａ の 幅 が 広 い ほ ど 、 照 明 光 Ｌ ０ の ス
ペ ク ト ル 幅 も 広 い 。 そ し て 、 標 本 ２ ０ に 照 射 さ れ る ２ つ の 照 明 光 Ｌ １ ， Ｌ ２ の 光 量 を 同 時
に 強 く し た り 弱 く し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
さ ら に 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 １ 枚 の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ で バ リ ア 状 の 分 光 特
性 （ 図 ９ 参 照 ） を 達 成 す る 例 を 説 明 し た が 、 図 １ ４ （ ａ ） に 示 す よ う に 特 定 の 臨 界 波 長 か
ら 長 波 側 を 透 過 す る ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ （ １ ） と 、 図 １ ４ （ ｂ ） に 示 す よ う に 特
定 の 臨 界 波 長 か ら 短 波 側 を 透 過 す る ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ （ ２ ） と を 組 み 合 わ せ る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
な お 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ （ １ ） ， （ ２ ） の 臨 界 波 長 は 、 各 々 、 一 方 向 （ Ａ ） に
沿 っ て 連 続 的 に 変 化 す る よ う に 構 成 さ れ て い る 。 ま た 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ （ １
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） ， （ ２ ） は 、 駆 動 部 １ ７ に よ っ て 独 立 に ス ラ イ ド 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 に も 、 上 記 し た
１ 枚 の バ リ ア フ ィ ル タ （ ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ ） を 用 い た 場 合 と 同 様 の 効 果 を 得 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
さ ら に 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 対 物 レ ン ズ ２ １ の 瞳 面 に 共 役 な 基 準 面 の 近 傍 に 光 源 １ １
と 開 口 絞 り １ ２ を 配 置 し た が 、 こ の よ う な 光 源 手 段 （ １ １ ， １ ２ ） に 代 え て 、 光 ガ イ ド を
用 い る こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 光 ガ イ ド の 出 射 端 面 を ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 近 傍 に
配 置 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 光 源 手 段 （ １ １ ， １ ２ ） に 代 え て 、 水 銀 ラ ン プ と 集 光 レ
ン ズ を 用 い る こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 集 光 レ ン ズ に よ っ て ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 近
傍 に ア ー ク 像 を 形 成 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ま た 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 光 源 １ １ ， 開 口 絞 り １ ２ ， ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の
順 に 配 置 す る 例 を 説 明 し た が 、 開 口 絞 り １ ２ と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 位 置 関 係 は
逆 で も よ い 。 光 源 手 段 （ １ １ ， １ ２ ） に 代 え て 水 銀 ラ ン プ と 集 光 レ ン ズ を 用 い る 場 合 に は
、 開 口 絞 り １ ２ を 省 略 す る こ と も で き る 。
さ ら に 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 開 口 絞 り １ ２ を 固 定 的 に 配 置 す る と 共 に ス ペ ク ト ル 可 変
フ ィ ル タ １ ３ を 一 方 向 （ Ａ ） に 沿 っ て ス ラ イ ド さ せ る 構 成 例 を 説 明 し た が 、 本 発 明 は こ れ
に 限 ら な い 。 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ を 固 定 的 に 配 置 す る と 共 に 開 口 絞 り １ ２ を 一 方
向 （ Ａ ） に 沿 っ て ス ラ イ ド さ せ て も よ い し 、 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ と 開 口 絞 り １ ２
と を 一 方 向 （ Ａ ） に 沿 っ て 相 対 的 に ス ラ イ ド （ 移 動 ） さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ま た 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） と 観 察 系 （ ２ １ ～ ２ ４ ） と が
交 差 す る 箇 所 に ビ ー ム ス プ リ ッ タ １ ６ を 配 置 し た が 、 こ れ に 代 え て ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
を 配 置 し て も 良 い 。 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー は 、 励 起 フ ィ ル タ １ ５ ， ３ ５ を 透 過 し た 複 数 の
狭 波 長 域 の 照 明 光 を 反 射 可 能 で 、 標 本 ２ ０ か ら 発 生 し た 複 数 の 蛍 光 を 透 過 可 能 な 分 光 特 性
を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
さ ら に 、 上 記 し た 実 施 形 態 で は 、 蛍 光 顕 微 鏡 １ ０ に 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） を 組 み 込
む 例 で 説 明 し た が 、 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） は 、 蛍 光 顕 微 鏡 だ け で な く 、 他 の 蛍 光 測
定 装 置 に 組 み 込 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 発 明 の 効 果 】
以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 標 本 に 対 す る 複 数 の 照 明 光 の 光 量 を 広 い 波 長 域 で
連 続 的 に 調 整 す る こ と が で き る と 共 に 安 価 に 構 成 す る こ と も で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 蛍 光 顕 微 鏡 １ ０ お よ び 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） の 全 体 構 成 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 分 光 特 性 （ ノ ッ チ 状 ） を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 励 起 フ ィ ル タ １ ５ の 分 光 特 性 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） に よ る 光 量 バ ラ ン ス の 調 整 方 法 を 説 明 す る 図 で あ る
。
【 図 ５ 】 落 射 照 明 装 置 （ １ １ ～ １ ７ ） に よ る 光 量 バ ラ ン ス の 調 整 方 法 を 説 明 す る 図 で あ る
。
【 図 ６ 】 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 分 光 特 性 と の 関
係 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ １ ３ の 分 光 特 性 と の 関
係 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 ２ 枚 の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ を 設 け た 落 射 照 明 装 置 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 他 の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 分 光 特 性 （ バ リ ア 状 ） を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ノ ッ チ フ ィ ル タ を 用 い た 落 射 照 明 装 置 に よ る 光 量 バ ラ ン ス の 調 整 方 法 を 説 明 す
る 図 で あ る 。
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【 図 １ １ 】 ノ ッ チ フ ィ ル タ （ ３ ３ ） を 用 い た 落 射 照 明 装 置 に よ る 光 量 バ ラ ン ス の 調 整 方 法
を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ の 分 光 特 性 と の
関 係 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 開 口 絞 り １ ２ の 開 口 １ ２ ａ の 幅 と ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ ３ ３ の 分 光 特 性 と の
関 係 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 他 の ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ の 分 光 特 性 （ 臨 界 波 長 型 ） を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ４ の 分 光 特 性 を 有 す る ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ を 用 い た 場 合 の 光 量 バ ラ ン
ス の 調 整 方 法 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
１ ０ 　 蛍 光 顕 微 鏡
１ １ 　 光 源
１ ２ 　 開 口 絞 り
１ ３ ， ３ ３ 　 ス ペ ク ト ル 可 変 フ ィ ル タ
１ ４ 　 リ レ ー レ ン ズ
１ ５ ， ３ ５ 　 励 起 フ ィ ル タ
１ ６ 　 ビ ー ム ス プ リ ッ タ
１ ７ 　 駆 動 部
１ ８ 　 ス テ ー ジ
２ ０ 　 標 本
２ １ 　 対 物 レ ン ズ
２ ２ 　 蛍 光 フ ィ ル タ
２ ３ 　 結 像 レ ン ズ
２ ４ 　 カ メ ラ
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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