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(57)【要約】
 新規な改良共焦点蛍光顕微鏡について開示する。新規
顕微鏡は、既存の顕微鏡共焦点撮像装置に比して顕著な
利点を有する。従前の共焦点撮像装置と同様、本発明は
、従来の広視野及び共焦点蛍光撮像装置に比して利点を
有する。ただし、本発明は、部品が簡単で、例えばピン
ホール又はスリットのような物理的空間フィルタを必要
としないため、コスト及び複雑さの面での共焦点技術の
欠点も解消し、大幅に節約できる。
【選択図】　図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
１以上の励起放射用光源及び蛍光標的からの蛍光発光を検出する１以上の検出器を備える
蛍光標的の共焦点蛍光顕微鏡走査用の装置であって、上記１以上の検出器手段が蛍光発光
のランダムアクセス読出しが可能であることを改良点とする装置。
【請求項２】
前記１以上の光源が、レーザー、レーザーダイオード、発光ダイオード、ランプ及びこれ
らの組合せからなる群から選択される、請求項１記載の装置。
【請求項３】
前記光源が２以上のレーザーを含む、請求項２記載の装置。
【請求項４】
前記複数のレーザの発光波長が異なる、請求項３記載の装置。
【請求項５】
前記１以上の検出器手段が、二次元画素の独立したリセット及び読出しが可能な１以上の
二次元画素ベース受光器を備える、請求項１記載の装置。
【請求項６】
前記１以上の検出器がＣＭＯＳ検出器を備える、請求項５記載の装置。
【請求項７】
前記１以上の光源が、撮像すべき領域の実質的に全体を照射する手段を備える、請求項１
記載の装置。
【請求項８】
前記１以上の光源が、標的上の一点を照射する手段を備え、撮像すべき領域の全域に点照
射を走査する手段をさらに備える、請求項１記載の装置。
【請求項９】
前記１以上の光源が、標的の直線部分を照射する線形成手段を含む、請求項１記載の装置
。
【請求項１０】
前記線形成手段が、パウエルレンズ、シリンドリカルレンズ、回折格子、ホログラフィッ
ク素子及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項９記載の装置。
【請求項１１】
前記線形成手段が、１以上のビーム偏向素子によって標的の全域を移動する光の線を標的
上に生じる、請求項９記載の装置。
【請求項１２】
前記放射が２以上の光源から発せられ、１以上の光源からの放射線が、光シャッターを備
える分散プリズム、光シャッターを備える反射格子、光シャッターを備えるダイクロイッ
クミラー、光ファイバスイッチ及び回転ミラーからなる群から選択される光学選択素子に
よる標的の照射と結合している、請求項２記載の装置。
【請求項１３】
前記ビーム偏向素子が、１以上のガルバノメーターを備える、請求項１１記載の装置。
【請求項１４】
前記検出器が、ローリングシャッタ手段を備えたＣＭＯＳ検出器である、請求項１１記載
の装置。
【請求項１５】
前記ローリングシャッタが、標的上の直線の像の幅以下の幅を有する、請求項１４記載の
装置。
【請求項１６】
前記ローリングシャッタが、標的上の直線と光学的に共役している、請求項１５記載の装
置。
【請求項１７】
前記蛍光発光の読出しが、照射領域の走査と同期される、請求項１４記載の装置。
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【請求項１８】
前記蛍光標的が１以上の蛍光マーカーを含む、請求項１記載の装置。
【請求項１９】
前記標的が、顕微鏡スライド又はマイクロタイタープレート上にある、請求項１記載の装
置。
【請求項２０】
さらに、励起光を照射系に結合するとともに標的上で照射領域を走査するため、対物レン
ズの後部の中心に配置された鏡を備える、請求項８記載の装置。
【請求項２１】
さらに、蛍光標的の発光波長の光を効率的に透過し、蛍光標的の励起波長の光を反射又は
減衰する１以上の光学フィルタを検出器手段の前に備える、請求項１１記載の装置。
【請求項２２】
前記１以上のフィルタがリニア可変フィルタである、請求項２１記載の装置。
【請求項２３】
蛍光標的の励起波長に相当する波長の光で標的を走査し、光が標的を横断する際の蛍光発
光データを収集することによって蛍光標的の画像を得る方法であって、請求項１記載の共
焦点撮像装置で画像を得ることを改良点とする方法。
【請求項２４】
前記光源が１以上のレーザーを含む、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
前記１以上の検出器手段が、画素の独立したリセット及び読出しが可能な１以上の二次元
画素ベース受光器を備える、請求項２３記載の方法。
【請求項２６】
前記１以上の検出器がＣＭＯＳ検出器を備える、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
前記ＣＭＯＳ検出器がさらにローリングシャッタ手段を備える、請求項２６記載の方法。
【請求項２８】
前記ローリングシャッタが、標的上の直線の像の幅以下の幅を有する、請求項２７記載の
方法。
【請求項２９】
前記ローリングシャッタが、標的上の直線と光学的に共役している、請求項２７記載の方
法。
【請求項３０】
前記１以上の光源が、撮像すべき領域の実質的に全体を照射する手段を備える、請求項２
３記載の方法。
【請求項３１】
前記１以上の光源が、標的上の一点を照射する手段を備え、撮像すべき領域の全域に点照
射を走査する手段をさらに備える、請求項２３記載の方法。
【請求項３２】
前記１以上の光源が、線形成手段を含む、請求項２３記載の方法。
【請求項３３】
前記線形成手段が、パウエルレンズ、シリンドリカルレンズ、回折格子、ホログラフィッ
ク素子及びこれらの組合せからなる群から選択される、請求項３１記載の方法。
【請求項３４】
さらに、蛍光標的の発光波長の光を効率的に透過し、蛍光標的の励起波長の光を反射又は
減衰する１以上の光学フィルタを検出器手段の前に備える、請求項２３記載の方法。
【請求項３５】
前記１以上のフィルタがリニア可変フィルタである、請求項３４記載の方法。
【請求項３６】
前記１以上のフィルタが、標的を横断する励起光の動きを追って移動する、請求項３５記
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載の方法。
【請求項３７】
前記標的が、顕微鏡スライド又はマイクロタイタープレート上にある、請求項２３記載の
方法。
【請求項３８】
１以上の蛍光マーカーで標識された１以上の標的を含む被写体の撮像方法であって、
（ａ）蛍光マーカーの吸収帯と少なくとも部分的に重なる発光スペクトルを有する１以上
の光源から電磁放射線を放射する段階と、
（ｂ）被写体の撮像領域全体又は一部をカバーする照射域を形成する照射光学系を通して
被写体を照射する段階と、
（ｃ）照射系と同一又は異なる光収集系を用いて、照射域内に位置する蛍光マーカーから
の蛍光発光を収集する段階と、
（ｄ）撮像領域と光学的に共役な位置での画素の独立したリセット及び読出しが可能な１
以上の二次元画素ベース検出器を配置する段階と、
（ｅ）光学検出器内の検出領域の形状及び大きさを、光学的に共役な照射域の像と同一又
はそれ以下に調節する段階と、
（ｆ）検出領域内に位置する画素からの信号を読取ることによって検出器の検出領域に届
いた蛍光発光を検出する段階と、
（ｇ）検出器の検出領域外に位置し、照射域と光学的に共役していない検出器の画素をリ
セットする段階と、
（ｈ）ビーム走査系を用いて被写体の撮像領域内の照射域を走査する段階と、
（ｉ）検出器の検出領域を移動し、光学検出器の画素へのランダムアクセスを用いて照射
域との光学的共役を維持する段階と、
（ｊ）撮像領域上での照射域の走査時に得られる受光器の検出領域からの信号（部分像）
から被写体の撮像領域の像を形成する段階と、
（ｋ）複数の光源での逐次的画像収集のため複数の光源について段階（ａ）から当該方法
を繰り返す段階と
を含んでなる方法。
【請求項３９】
さらに、点、直線、円又は矩形の形状を有し得る被写体上の照射域の形状を制御するため
ビーム整形光学系を用いることを含む、請求項３８記載の方法。
【請求項４０】
さらに、１以上の蛍光マーカーを含み、
　ロングパス、バンドパス又はリニア可変光学フィルタを用いて蛍光発光を濾波すること
を含む、請求項３８記載の被写体の撮像方法。
【請求項４１】
前記１以上の光源が、レーザー、レーザーダイオード、発光ダイオード、ランプ及びこれ
らの組合せからなる群から選択される、請求項３８記載の方法。
【請求項４２】
１以上の検出器手段が、ＣＭＯＳ検出器及びＣＣＤ検出器からなる群から選択される、請
求項３８記載の方法。
【請求項４３】
前記標的が顕微鏡スライド又はマイクロタイタープレート上にある、請求項３７記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、光学顕微鏡法の分野、具体的には、共焦点蛍光顕微鏡法の分野並びに共焦点
蛍光顕微鏡法による蛍光標識標的の画像取得法に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　一般に、大半の蛍光顕微鏡は、蛍光画像情報の取得及び処理方法に基づいて以下の上位
群のいずれかに分類できる。
【０００３】
　広視野型顕微鏡。これらの顕微鏡では、通常の顕微鏡におけるように従来の広視野法を
使用し、蛍光発光を収集することによって、標的を撮像する。一般に、適当な（１以上の
）波長の励起光を蛍光染色又は蛍光標識試料に照射し、発光を用いて画像を得るが、励起
光と発光を分離するため光学フィルタ及び／又はダイクロイックミラーが用いられる。
【０００４】
　構造光顕微鏡。これは、顕微鏡の光軸方向の空間分解能を向上させる改良型顕微鏡であ
る。この機能によって、撮像標本の光学的切片効果（ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎｉ
ｎｇ）が得られる。構造光照射装置の主要部品は一次元光学格子である。格子パターンを
、標本に組織的に投影し、対物レンズの焦点面内で試料上を移動させる。発光を収集・蓄
積して、画像を形成する。かかる「構造光」画像は、格子上の異なる位置で取得した標本
の３つの画像の処理後に得られる。
【０００５】
　通常、格子の投影像は、対物レンズの焦点面内で物体の強度に強い空間変調を生じるが
、焦点面の上下領域の強度変調は著しく低減する。発光を収集する際に、画像処理アルゴ
リズムは、格子で規定される主像面の上下からの弱い信号を除去する。したがって、得ら
れる像には、迷光又は焦点ずれデータがない。さらに、構造光照射デバイスでは、ホスト
広視野型顕微鏡の照射源を利用するので、顕微鏡のすべての蛍光能力が保持される。
【０００６】
　Ｔｒｕｅ共焦点顕微鏡。共焦点顕微鏡は、撮像に専用光学系を使用する。最も単純なシ
ステムでは、関連するフルオロフォアの励起波長で動作するレーザーを試料上の１点に集
束させると同時に、照射点からの蛍光発光を小面積検出器に結像させる。試料の他のすべ
ての領域からの放射光は検出器の前に配置された小さなピンホールで除去され、検出器は
照射スポットからの発光を送信する。励起スポット及び検出器は、試料をラスターパター
ンで走査し、完全な像を形成する。速度及びスループットを改善・最適化する様々な方法
は当業者に周知である。
【０００７】
　線共焦点顕微鏡。これは共焦点顕微鏡の変形であり、蛍光励起源がレーザービームであ
るが、ビームを一点ではなく試料上の細い線に集束させる。次いで、蛍光発光は、空間フ
ィルタとして作用するスリットを通して光学検出器に結像させる。試料の他の領域から放
射された光は焦点がずれたままであり、スリットでブロックされる。二次元像を形成する
ため、試料上で線を走査すると同時にラインカメラを読取る。このシステムは、適当な光
学配置を用いることによって複数のレーザー及び複数のカメラを同時に使用できるように
拡張できる。
【０００８】
　しかし、かかる線共焦点顕微鏡は通例複雑で高価であり、多くの用途には実用的でない
。共焦点及び線共焦点顕微鏡の利点と他のシステムの単純さ及び経済性とを併せもつ顕微
鏡に対する切実なニーズが存在している。
【特許文献１】米国特許第４８２６２９９号明細書
【非特許文献１】ＣＭＯＳ　Ｉｍａｇｅｒｓ：Ｆｒｏｍ　Ｐｈｏｔｏｔｒａｎｓｄｕｃｔ
ｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，Ｏｒｌｙ　Ｙａｄｉｄ－Ｐｅｃｈｔ
　ａｎｄ　Ｒａｌｐｈ　Ｅｔｉｅｎｎｅ－Ｃｕｍｍｉｎｇｓ（Ｅｄｉｔｏｒｓ），Ｓｐｒ
ｉｎｇｅｒ（Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ），１ｓｔ　ｅｄｉｔｏｎ（Ｍａｙ　３１，２００４）
【非特許文献２】Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏｔｅ　ＭＴＤ／ＰＳ－０２５９　Ｓｈｕ
ｔｔｅｒ　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＣＣＤ　ａｎｄ　ＣＭＯＳ　Ｉｍａｇｅ　ｓ
ｅｎｓｏｒｓ
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明では、新規な改良共焦点蛍光顕微鏡について開示する。新規顕微鏡は、既存の顕
微鏡共焦点撮像装置に比して顕著な利点を有する。従前の共焦点撮像装置と同様、本発明
は、従来の広視野及び共焦点蛍光撮像装置に比して利点を有する。ただし、本発明は、部
品が簡単で、例えばピンホール又はスリットのような物理的空間フィルタを必要としない
ため、コスト及び複雑さの面での共焦点技術の欠点も解消し、大幅に節約できる。システ
ムは、さらに、底の薄い９６、３８６及び１５３６ウェルプレートを始めとする様々なマ
イクロウェルプレート、顕微鏡スライドと適合しており、様々な蛍光染料に対応できる。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　このシステムは、対応する蛍光又は蛍光染色又は標識された標的にアライメントされた
異なる励起波長で動作する１以上の、さらに好ましくは２以上の光源（好ましくはレーザ
ー）を備える。各標的からの蛍光発光は、バンドパス光学フィルタを用いて濾波され、放
射データは、１以上の撮像デバイス、好ましくは２以上の撮像デバイスで集められる。シ
ステムは、上述の従来の広視野蛍光顕微鏡に比べ、画質の改善及び感度の向上を始めとす
る幾つかの顕著な利点を呈する。さらに具体的には、通常の蛍光顕微鏡法では、材料の焦
点面の上下の蛍光を発するので、不都合なバックグラウンド蛍光を生じる。従来の広視野
蛍光顕微鏡では、こうしたバックグラウンドは効果的に抑制されず、そのためかかる顕微
鏡では、標的細胞物質からの比較的小さな信号が大きなバックグラウンド信号の「上に載
」り、バックグラウンド信号によって影響される。例えば、生物試料を収容したマイクロ
タイタープレートを広視野蛍光顕微鏡で撮像すると、ウェルプレートの透明プラスチック
の底及び細胞物質上の培地からのバックグラウンド信号が、通常、細胞物質の信号よりも
実質的に大きくなってしまう。かかる像の解析は、普通、バックグラウンドを推計して差
し引くことによって行われる。
【００１１】
　しかし、こうした推計は、以下の問題を生じる。
（１）バックグラウンドの結果、信号における統計的雑音が増大する。かかるバックグラ
ウンド蛍光は、像における雑音の通例９０％超をなし、バックグラウンド雑音の寄与度を
推計して補正しなければならないので、特徴の識別能力が低減する。さらに、こうした推
計は幾つかの仮定を伴うため、解析及び解釈が複雑になり、システムの感度が低下する。
（２）バックグラウンドの推計及び除去には、計算に費用と時間がかかる。典型的には、
かかるシステムでは解析時間の約５０％がバックグラウンドの推計に費やされる。バック
グラウンドが不規則で高いコントラスト構造を有する場合（例えば、高蛍光性粒子が培地
中を漂っているアッセイ）、バックグラウンドの正確なモデルを構築できないので、像の
かなりの部分は解析が困難であると思われる。
【００１２】
　共焦点撮像顕微鏡を用いると、焦点面からの蛍光信号に対してバックグラウンド蛍光が
２０～１００倍抑制され、正確な像が得られる。しかし、共焦点顕微鏡は、操作及び使用
が複雑で費用がかかる。本発明のシステムでは、蛍光発光の検出用にランダムアクセスが
可能な１以上の検出器を備える簡素化された検出サブシステムの導入によってシステムの
コスト及び複雑さが低減する。検出器は、好ましくは低コストのＣＭＯＳ光学センサであ
り、室温でセンサを動作する場合にも暗電流による寄与を無視できる程度に抑制する。た
だし、適当なＣＣＤカメラのような他の画素ベースの検出器も使用できる。好適な検出デ
バイスは、ＣＭＯＳ　Ｉｍａｇｅｒｓ：Ｆｒｏｍ　Ｐｈｏｔｏｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
　ｔｏ　Ｉｍａｇｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，Ｏｒｌｙ　Ｙａｄｉｄ－Ｐｅｃｈｔ　ａｎ
ｄ　Ｒａｌｐｈ　Ｅｔｉｅｎｎｅ－Ｃｕｍｍｉｎｇｓ（Ｅｄｉｔｏｒｓ），Ｓｐｒｉｎｇ
ｅｒ（Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒ），１ｓｔ　ｅｄｉｔｏｎ（Ｍａｙ　３１，２００４）に記載
されており、その開示内容は援用によって本明細書の内容の一部をなす。
【００１３】



(7) JP 2008-507719 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

　好ましい実施形態では、検出器は、さらに、光検出に用いる検出器の瞬間領域を制限す
るためにローリングシャッタ手段を備える。この領域の大きさ（例えば線共焦点撮像の場
合のローリングシャッタの幅）は、典型的には、検出器と光学的に共役した照射領域と同
じ又はそれ以下である。
【００１４】
　さらに、本システムは励起光を与えるため１以上、好ましくは２以上の光源を用いる。
フィルタ付又はフィルタなしのランプのような発光できる光源であればどのような光源で
あっても使用できる。かかる光源は、当業者には明らかであろう。かかる照射用に好まし
い光源としては、高輝度の狭帯域光源、さらに好ましくはレーザーが挙げられる。
【００１５】
　好ましい実施形態では、励起光は、標的上に一点ではなく直線の形態で集束され、直線
を標的表面上で走査する。上述の通り、線共焦点撮像装置は当技術分野で公知であり、好
ましいシステムでは、複雑さとコストを増すことなく従来の直線システムの利点が得られ
る。結像標的上の直線形の照射領域は、当技術分野で公知の任意の手段で生じさせること
ができるが、好ましくはパウエルレンズで生じさせる。
【００１６】
　他の好ましい実施形態では、直線形成手段は、ローリングシャッタモードで動作するＣ
ＭＯＳ検出器と対をなし、安価で単純で使用の簡単な線共焦点スキャナを与える。
【００１７】
　検出器は、さらに、励起光の除去に使用できる狭帯域レーザー線に特有のフィルタを備
えていてもよい。この種のフィルタは、フルオロフォアの発光スペクトルに合わせて調整
された光学帯域幅をもつ他のフィルタと併用できる。ある好ましい組合せでは、Ｒｕｇａ
ｔｅノッチフィルタをＳｃｈｏｔｔ　Ｖｅｒｉｌリニア可変フィルタと直列に使用する。
光学検出器の前のリニアフィルタの位置を適宜制御することによって、同じ励起レーザー
を用いて複数のフルオロフォアを撮像できる。
【００１８】
　また、柔軟性があるため、複数のモードでの動作が可能なハイブリッド顕微鏡を製作で
きる。かかるハイブリッドデバイスの好ましい実施形態では、一方の動作モードでは、ハ
イブリッド顕微鏡は、本発明の方法で動作する線共焦点顕微鏡であり、第２の動作モード
では、ハイブリッド顕微鏡は、顕微鏡の視野全体を照射するように照射系を調整した場合
に標準広視野顕微鏡として動作する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　上述の本発明の共焦点撮像システムは、図１に概略が示されており、上述の通り、蛍光
（又は蛍光染色若しくは蛍光標識した）標的を励起する１以上の光源及び蛍光発光を検出
する１以上の検出器を備える。システムは、共焦点及び広視野顕微鏡に一般にみられる他
の部品を備えていてもよい。以下、これらの部品及び他の部品についてさらに詳しく説明
する。多数の部品について、複数の実施形態が可能である。一般に、好ましい実施形態は
、標的の用途に応じて異なる。本明細書の目的に関して、好ましい標的の用途は、様々な
フルオロフォアを撮像できる高スループット細胞スクリーニングである。
【００２０】
　部品の説明
　レーザー光源
　光源は、上述の通り、励起波長の光を標的に届けることができる光源であればどのよう
なものでもよいが、好ましくは１以上の励起レーザーがシステム内に組み込まれる。好ま
しい実施形態では、近ＩＲ乃至近ＵＶの光学スペクトルをカバーする４個以上のレーザー
が存在する。これらの個々のレーザーに由来する光は、適当な直径、方向及び平行度の自
由空間ビームとして光を発振するか、或いは光ファイバ光送出システムを介して光学列の
残り部分に結合することができる。他の好ましい実施形態では、光は、所定のビーム径（
その達成には常法を用いることができる）を使用するか、又は光ファイバ（理想的には単
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一モード偏光保存ファイバを用いる）を介して、平行度の高い平行ビームとして送られる
。好ましい実施形態では、各励起レーザーは、Ｍ２＜１．２、ＲＭＳ雑音１Ｈｚ～１０Ｍ
Ｈｚ＜０．５％及び所定の偏光状態で、ＴＥＭ００モードで動作する。実用的な数のレー
ザーを使用できる。
【００２１】
　レーザー選択モジュール
　励起レーザー光は、レーザー選択モジュール（２）に送られる。このモジュールでは、
レーザーのうちの１つからの光を選択し、それをビーム整形モジュール（３）内に向ける
。他のレーザーからの光はブロックされる。レーザー選択モジュールの可能な実施形態と
しては、特に限定されないが、以下のものが挙げられる。
（１）分散プリズムと各レーザーの光学シャッター。所望のレーザーは、１つを除くすべ
てのシャッターを閉じることによって選択される。
（２）反射格子と各レーザーの光学シャッター。所望のレーザーは、１つを除くすべての
シャッターを閉じることによって選択される。
（３）ダイクロイックミラーのスタックと各レーザーの光学シャッター。所望のレーザー
は、レーザーに対し１つを除くすべてのシャッターを閉じることによって選択される。
（４）光ファイバスイッチ。
（５）回転ミラーベースのビーム偏光器。回転ミラーは、選択されたレーザーからの光を
ビーム整形モジュールに向けるために使用することができる。この場合、すべてのレーザ
ービームは、（ｉ）ミラーの回転軸に垂直な同じ光学平面内にあるようにアライメントさ
れ、(ii)ミラーに集束しミラーの回転軸上に位置する点に当たる。所望のレーザーは、ガ
ルバノメーターのような機械式アクチュエータを用いて鏡の回転角を調節することによっ
てビーム整形モジュールに向けられる。これは、単純で安価であるため好ましい実施形態
であり、出力レーザービームの方向のドリフトを動的に補正する機能を備える。
【００２２】
　ビーム整形モジュール
　励起レーザー光は、好ましくは、ビーム整形装置（３）によって適切に整形される。ビ
ーム整形装置の可能な実施形態としては、特に限定されないが、レーザービームエキスパ
ンダが挙げられる。好ましい実施形態では、ビームエキスパンダが使用され、その光学素
子は、レーザーを切り替えたときにビームエキスパンダの焦点の調節を最小限で済むよう
に色収差が補正される。レーザービームの直径は、対物レンズ（７）の後瞳の直径に等し
くなるように優先的に拡大される。他の実施形態では、使用されるビームエキスパンダの
タイプは、特定の用途に依存し、ビーム整形器なしのレーザービームエキスパンダ及び色
収差なしの鏡ベースのビームエキスパンダが後に続くアナモルフィックプリズムを備えて
いてもよい。
【００２３】
　直線形成モジュール
　線共焦点モードでの動作の場合、励起レーザー光は、平行レーザー光ビームを一方向の
みに発散する集束ビームに変換する直線形成素子（４）を通過する。出力ビームの完全発
散角Δθは、次式で与えられる。
【００２４】
　　Δθ＝２×ａｒｃｔａｎ（Ｄ／（２×ｆ））　（１）
式中、ｆは、対物レンズ（７）の焦点距離であり、Ｄは、図１の平面に垂直な方向の標的
（８）上の撮像領域の線寸法である。
【００２５】
　線形成素子の好ましい実施形態としては、特に限定されないが、パウエルレンズ（米国
特許第４８２６２９９号明細書に記載されており、その内容は援用によって本明細書の内
容の一部をなす。）が挙げられる。第２の円錐柱面の形状は、好ましくは、範囲Δθで１
０％以内の均一な照射と、対物レンズ（７）を通して８０％超のレーザ光透過率の両方が
得られるように指定される。
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【００２６】
　シリンドリカルレンズ、回折格子及びホログラフィック素子のような代替線形成素子も
使用できる。
【００２７】
　走査モジュール
　走査モジュールは、顕微鏡の視野を横切る形で対物レンズの焦点面において励起光の走
査を行う。
【００２８】
　励起レーザー光は、好ましくは、図１の平面内の軸を中心に傾けることができる鏡（５
）によって反射される。傾斜角は、アクチュエータ（６）によって設定される。鏡（５）
は、適宜、対物レンズ（７）の後部を中心とする、又はその後部から軸方向にオフセット
された幅の狭い鏡を備えていてもよい。これは、好ましい実施形態であり、以下のように
好ましい幾何学的形状及び反射特性を有する。
幅：対物レンズの後部アパーチャの直径の約１／１０倍。
長さ：対物レンズの後部アパーチャの直径の約１．６倍。
光学的に平坦。
３００ｎｍ～８００ｎｍでの反射率が高い。
【００２９】
　鏡のこれらの特定の特性には、以下の重要な幾つかの利点がある。
（１）すべての励起波長に対し単一の鏡を使用することが可能になる。これによって、マ
ルチバンドダイクロイックミラーに関して、システムを様々なレーザーに適合させる適応
性が大幅に高まる。
（２）最も広い点で対物レンズの後部アパーチャを使用する。これにより、達成可能な最
も低い回折レベルが得られ、さらにこれにより、試料のレーザー照射の線の幅は達成可能
な最も狭い幅となる。
【００３０】
　達成可能な視野は、単純な１傾斜鏡戦略で可能であるため大きい。２つの鏡を用いるこ
とによって、ビームの方向を変更するのとビームを平行移動するのとを同時に行える。
【００３１】
　システムは、さらに、オプションのダイクロイックミラーとともに使用することもでき
る。ダイクロイックミラーは、すべての励起レーザーからの放射線が効率的に反射され、
蛍光発光に対応する波長範囲内の光が効率的に透過されるような設計となっている。Ｒｕ
ｇａｔｅ技術に基づくマルチバンドミラーは、好ましい実施形態である。
【００３２】
　走査アクチュエータ
　アクチュエータ（６）の実施形態としては、特に限定されないが、角度位置を検出する
ための積分センサを備えるガルバノメーターが挙げられる。ガルバノメーターは、適当に
チューニングされたサーボシステムで駆動される。ベアリングシステムは、磨耗を効果的
に排除するためのフレクシャー及びベアリングの摩擦の問題に基づいている。これは、好
ましい実施形態である。
【００３３】
　顕微鏡対物レンズ
　励起レーザー光は、好ましくは、対物レンズ（７）を通過する。この実施形態では、対
物レンズは、
・所望の視野での幾何収差及び色収差について補正度が高い。
・適当な視野の平坦さを有する。
・近ＵＶ乃至近ＩＲまでの光を透過する。
・最良の実用的な光学分解能を得て、実用的な量の蛍光発光を集めるために実用上最高の
開口数をもつ。
・試料支持材（８）の光学的厚さの試料毎の変動により持ち込まれる球面収差の補正に対
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する措置を含む。
・対物レンズが支持材と接触する危険を冒すことなく厚さ最大１．５ｍｍまでの試料支持
材（８）を通して試料を撮像できるように１．２ｍｍ以上の作動距離を有する。
【００３４】
　好ましい実施形態としては、球面収差カラーをもつＰｌａｎ－Ｆｌｕｏｒ対物レンズが
挙げられる。好ましい実施形態に関して、対物レンズは、１５倍～３０倍の範囲の倍率及
び６．７ｍｍ～１３．３ｍｍの範囲の焦点距離を有する。
【００３５】
　好ましい動作については、励起レーザー光は、試料を支える固体透明光学材料（８）を
透過する。この支持材の厚さ、曲率及び光学特性は、試料毎に異なっていてよい。励起レ
ーザー光は、試料（９）上に入射する。システムが適切に集束される場合、試料は、レー
ザ光の線を照射される。試料中の蛍光材料は、光の線の照射の結果として蛍光を発する。
好ましい実施形態では、照射の線が一様である距離は０．８ｍｍを超える。
【００３６】
　蛍光が支持材（８）を通過し、対物レンズ（７）により集められる。
【００３７】
　蛍光は、鏡の実施形態に応じて、鏡（５）を通過するか、又は鏡（５）のそばを通る。
鏡（５）が、ダイクロイックミラーである場合、レーザー照射の有意な除去にはこの鏡が
関わる。この除去によって、光学フィルタ（１１）及び（１４）の遮断要件が低減される
。
【００３８】
　蛍光は、オプションのダイクロイックミラー（１０）を通過する。この鏡は、オートフ
ォーカスシステム（図に示されていない）からのビームを光学経路内に挿入するために使
用される。
【００３９】
　レーザー線阻止フィルタ
　蛍光は、蛍光を効率的に透過し、励起レーザーの波長をブロックする適当な光学フィル
タ（１１）を通過する。フィルタは、フィルタからの反射がカメラ（１６）の視野の外に
あるように図１の平面に垂直な軸を中心に適宜傾斜される。
【００４０】
　複数のフィルタが使用される場合、アクチュエータ（１２）をフィルタ変更に使用する
ことができる。アクチュエータ（１２）の好ましい実施形態としては、特に限定されない
が、以下のものが挙げられる。
・高速リニアスライダー。これは、フィルタ（１１）が３～６個のフィルタのうちの１つ
である場合に好ましい実施形態である。
・２状態高速（＜２５ｍｓｅｃ）アクチュエータ。これは、フィルタ（１１）が２個のフ
ィルタのうちの１つである場合に好ましい実施形態である。
・アクチュエータなし。このオプションは、単一フィルタ（１１）がある場合、又はすべ
ての光学濾波がエミッションフィルタ（１４）で実現される場合に適用される。
【００４１】
　フィルタ（１１）の好ましい実施形態としては、特に限定されないが、Ｒｕｇａｔｅノ
ッチフィルタが挙げられる。複数のＲｕｇａｔｅフィルタをシステム内に取り付けること
ができる。これらのフィルタはそれぞれ、励起レーザー波長に対応する多数の狭く、反射
率の高い帯域を有することがある。システムに取り付けられたフィルタのうちに、システ
ム内に取り付けられたすべての励起レーザーにより放射される光を効率的に反射する１以
上のフィルタがある。他の好ましい実施形態としては、以下のものが挙げられる。
・単一帯域Ｒｕｇａｔｅフィルタのセット。
・多波長Ｒｕｇａｔｅノッチフィルタ。システムに搭載されているすべての励起レーザー
の波長に対応する複数の狭く反射率の高い帯域。
・異なる種類のフィルタの組合せ。かかる組合せは当業者に公知である。
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・フィルタなし。このオプションは、すべての光学濾波がフィルタ（１４）で実現される
場合に適用可能である。
【００４２】
　好ましい実施形態では、フィルタ（１１）は蛍光発光をビグネッティングしない。
【００４３】
　チューブレンズ
　蛍光は、結像レンズ（１３）を通過する。
【００４４】
　好ましい実施形態では、
・レンズの幾何学歪みは、カメラ（１６）で撮像される領域にわたって非常に低い（＜．
２％）。
・レンズは、他のすべての幾何収差及び色収差について補正される。
・高品質中望遠写真レンズが好適である可能性が高い。
【００４５】
　エミッションフィルタ
　蛍光は、オプションのアクチュエータ（１５）によって制御される好適な光学フィルタ
（１４）を通過する。このフィルタは、蛍光を透過し、他の波長の光を減衰する。
【００４６】
　フィルタ（１４）の可能な実施形態としては、特に限定されないが、以下のものが挙げ
られる。
・リニア可変フィルタ、例えば、Ｓｃｈｏｔｔ　Ｖｅｒｉｌフィルタ。一定の光学パスバ
ンドの直線は、線形の照射領域に平行に向き付けられる。これは、好ましい実施形態であ
る。このフィルタは、移動する励起ビームと同期して移動し、画像収集時に一定の光学帯
域幅を与えることができる。
・標準色素特有蛍光フィルタ。
・フィルタなし。このオプションは、すべての光学濾波がレーザー線阻止フィルタ（１１
）で実現される場合に適用可能である。
【００４７】
　好ましい実施形態では、フィルタ（１４）は蛍光発光をビグネッティングしない。
【００４８】
　光学検出器
　上述の通り、好ましい検出器は、蛍光を検出し、結像することができるＣＭＯＳ及びＣ
ＣＤ検出器を備える。本発明の好ましい実施形態では、検出器は、画素の独立したリセッ
ト及び読出しが可能である（ランダムアクセス機能）。
【００４９】
　好ましい実施形態では、蛍光発光は、ローリングシャッタ（フォーカルプレーンシャッ
タとも呼ばれる。）を備えるＣＭＯＳ検出器（１６）上に集束される。このタイプのカメ
ラの動作の説明については、Ｅａｓｔｍａｎ　Ｋｏｄａｋ　Ｃｏｍｐａｎｙが出版してい
る「Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏｔｅ　ＭＴＤ／ＰＳ－０２５９　Ｓｈｕｔｔｅｒ　Ｏ
ｐｅｒａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＣＣＤ　ａｎｄ　ＣＭＯＳ　Ｉｍａｇｅ　ｓｅｎｓｏｒｓ
」参照（その開示内容は援用によって本明細書の内容の一部をなす。）。
【００５０】
　直線走査モードでは、レーザーは、ＣＭＯＳ検出器の行に平行に向き付けられた一様に
照射される直線に集束される。この直線がＣＭＯＳカメラのローリングシャッタ上に結像
される試料の領域の中心に来るようにする制御メカニズムが適所に備えられる（上で説明
されている）。この直線は、ローリングシャッタがカメラを横断する際の移動する。こう
して、その照射光の線によって発生する蛍光発光がセンサに集められる。
【００５１】
　好ましくは実施形態では、フィルタ（１４）は蛍光発光をビグネッティングしない。
【００５２】
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　本発明の撮像装置は、基本的には、２つのモード、つまり、後述のような、逐次及び同
時多波長撮像で動作することができる。
【００５３】
　好ましいシステムの動作
　一般的な動作では、１以上の蛍光マーカーを含む１以上の標的が、以下のように撮像装
置で撮像される。
（１）とにかく部分的に蛍光マーカーの吸収帯と重なる発光スペクトルをもつ１以上の光
源からの電磁放射線は、標的に向けられ、ビーム整形光学系は、点、直線、円及び長方形
の形状をもつ被写体上の照射域の形状を制御するために使用される。標的は、照射光学系
を通して照射され、撮像領域全体又は一部をカバーする照射域を形成する。
（２）次いで、蛍光発光は、照射系と同じ又は異なっている可能性のある光収集系を用い
て照射域内に位置する蛍光マーカーから集められ、蛍光発光は、ロングパス、バンドパス
、又はライナー可変光学フィルタを用いて濾波される。
（３）画素の独立のリセット及び読出し（ランダムアクセス機能）を行える二次元画素ベ
ース受光器（検出器）のうちの１以上が、撮像領域と光学的に共役な位置に配置され、光
学検出器内の検出領域の形状及び大きさは、光学的に共役な照射域の像に等しいか、それ
よりも小さくなるように調節される。受光器の検出領域に送られる蛍光発光は、検出領域
内に配置された画素から信号を読出すことによって検出される。（ｉ）迷光及び平面外蛍
光のような照射領域の外側で受けた光信号を除去し、（ｉｉ）対処しないと全画像収集時
間において累積するであろう熱雑音のような固有検出雑音を低減するために検出器の検出
領域外に位置する光学検出器の画素がリセットされる。
（４）照射域は、ビーム走査系を用いて被写体の撮像領域内で走査され、受光器の検出領
域は、光学検出器の画素へのランダムアクセスを用いて照射域との光学的共役を維持する
ように移動される。
（５）被写体の撮像領域の像は、撮像領域の全域に照射域を走査している間に得られる受
光器の検出領域からの信号（部分像）から形成され、前述の段階は、複数の光源での逐次
的画像収集のため繰り返される。
【００５４】
　逐次的撮像モードにおける撮像装置の動作
　逐次モードでは、蛍光像は、「一度に１つのフルオロフォア」アプローチを用いて次々
に収集される。
【００５５】
　逐次モードでは、本発明の撮像システムは、以下のように動作する。
【００５６】
　標的（９）は、Ｘ－Ｙステージを用いて撮像位置に移動される。次いで、所望の光源か
らの励起放射線は、標的上に集束され、蛍光発光を発する。
【００５７】
　次に、対物レンズ（７）の位置は、手動及び／又はオートフォーカスシステムを用いて
、最適なピントが合うように調節される。
【００５８】
　検出器（１６）は作動され、露光を開始する。重要な収集パラメータは、ローリングシ
ャッタの幅及びローリングシャッタがカメラを「横切る」速度である。
【００５９】
　ローリングシャッタがカメラ（１６）を横切ると、鏡（５）の傾斜は、励起レーザー光
の線の位置がローリングシャッタ領域の真ん中に残るように調節される。フィルタ（１４
）がリニア可変フィルタである場合、このフィルタの位置は、さらに、フィルタの位置が
カメラのローリングシャッタと同期するように露光時に変更されなければならない。
【００６０】
　同時多波長撮像モードにおける撮像装置の動作
　同時多波長撮像モードでは、撮像システムは、複数の蛍光像を同時に取り込むように構
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成される。
【００６１】
　同時多波長共焦点顕微鏡の設計に関する主要な問題の１つは、顕微鏡対物レンズに対す
る色収差補正の範囲が限られていることである。これは、次のことを意味する。
（１）照射光学経路の場合－照射領域（点又は直線）は、対物レンズの色収差補正のスペ
クトル範囲内にある励起線に関して焦点が合い、補正されたスペクトル範囲（典型的には
ＵＶ範囲）の外にある励起波長に対する照射領域は焦点がずれている。
（２）放射光学経路の場合－補正範囲内で光を放射する蛍光標的の像は、焦点が合ってい
るが、補正から遠いスペクトル範囲内にある放射をもつ蛍光標的の像は、焦点がずれてい
る。
【００６２】
　これらの問題は、当技術分野において周知である。
【００６３】
　複数のレーザー又は他の光源を使用する同時撮像及び波長のサブグループ化を行うこと
が提案されている。これらのサブグループは、励起波長の各サブグループに対する顕微鏡
対物レンズの色収差が許容範囲内に収まるように選択される。
【００６４】
　好ましい実施形態では、システムは、６７０、６３８、５３２、４８８、４０５及び３
７４ｎｍの励起波長で蛍光撮像することを必要とする。約３００ｎｍ（６７０ｎｍ～３５
７ｎｍ）の全波長範囲は、典型的な顕微鏡対物レンズの補正されたスペクトル範囲よりも
かなり広く、したがって、これらすべての波長の同時の「焦点が合う」撮像は可能でない
。しかし、これらの波長は、以下のような複数のサブグループにまとめることができる。
・赤色グループ（６７０ｎｍ及び６３８ｎｍ、３２ｎｍ範囲）。
・青色－緑色グループ（５３２ｎｍ及び４８８ｎｍ、４４ｎｍ範囲）。
・ＵＶグループ（４０５及び３７５ｎｍ、３０ｎｍ範囲）。
【００６５】
　各サブグループ内の励起波長のスペクトル範囲は、かなり狭く（＜４０ｎｍ）、サブグ
ループ波長の同時の「焦点が合う」撮像は可能になる。かかるシステム内の多数の光学検
出器は、サブグループ内の波長の数に等しくなければならない。
【００６６】
　図２は、３つのサブグループを使用する２つの波長の同時撮像に対するこのアプローチ
を実証するシステムの光学構成を示している。
【００６７】
　システムでは、それぞれ２つの波長からなる３つのサブグループに分けられた６つのレ
ーザー励起源を用いている。各サブグループ内のレーザーのレーザービームは、以下の方
法のいずれかを用いて光学的に合併される。
・偏光ビームコンバイナ、
・ダイクロイックビームコンバイナ、
・光ファイバビームコンバイナ。
【００６８】
　システムは、以下のように動作する。
（１）レーザー選択ミラー又は他の好適な技術に基づく光学スイッチは、選択されたサブ
グループからの集合ビームを光学系内に結合する。
（２）集合ビームは、ビーム形成光学系（ビームエキスパンダ及びパウエルレンズ）を通
り、走査ミラーから反射され、顕微鏡対物レンズを通り、標本上に集束される。
（３）励起光は、走査ミラーを移動することによって標本の全域に走査される。
（４）励起された蛍光発光は、顕微鏡対物レンズで集められる。
（５）蛍光標的の像は、チューブレンズで形成される。
（６）蛍光発光は、ダイクロイックミラーによる２つのチャネルによって分割される。
（７）各チャネルにおける蛍光発光は、エミッションフィルタを通る。レーザー線阻止フ
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（８）各チャネルにおける蛍光像は、ＣＭＯＳカメラのような光学検出器によって取り込
まれる。
（９）検出器は両方とも、走査ミラーで同期される。
（１０）各検出器は、本特許出願の他の部分で説明されている方法（「ローリングシャッ
タ」モード）で像を集める。
（１１）同じ手順を各サブグループについて繰り返す。
（１２）システムの以下の調節は、各サブグループの撮像の前に実行されなければならな
い。
（ａ）ビーム形成光学系は、サブグループ中心波長について調節しなければならない。
（ｂ）顕微鏡対物レンズ焦点位置は、サブグループ中心波長について調節しなければなら
ない。
（ｃ）適当なダイクロイックミラーは、光学経路内に挿入されなければならない。
（ｄ）適当なエミッションフィルタは、各撮像チャネル内に取り付けられなければならな
い。
【００６９】
　本発明の技術的思想及び範囲から逸脱せずに、本明細書に開示した発明に数多くの修正
及び変更を加えることができることは明らかであろう。本明細書に記載された特定の実施
形態は、もっぱら例示を目的としたものであり、本発明は、特許請求の範囲によってのみ
限定される。
【図面の簡単な説明】
【００７０】
【図１】本発明の好ましい装置の概略図。
【図２】本発明の多波長装置の概略図。
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