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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　透明体と該透明体上に載置された観察体とからなる観察試料を載せるステージと、
　該ステージに載せられた前記観察試料と対峙するように前記ステージより下方に配置さ
れる対物レンズと、
　前記ステージと前記対物レンズの少なくとも一方を観察光路の光軸と平行方向に駆動さ
せる焦準駆動部と、
　前記観察体へ下方から照射光を照射する照射光源と、
　前記観察光路に配置され前記照射光を前記観察光路に導入する照射光導入手段と、
　前記照射光源とは波長が異なる光源で、前記対物レンズの下方から前記観察試料に対し
てオートフォーカス用の検出光を出射する焦点検出光源と、
　前記観察光路に配置され前記観察光路の光軸方向に対して前記検出光の波長成分を反射
し、前記照射光の波長を透過させる検出光導入手段と、
　前記観察試料から反射した前記検出光を前記対物レンズを介して受光する検出光受光手
段と、
　前記検出受光手段の結果から前記焦準駆動部を制御することで前記観察試料にオートフ
ォーカスをすることが可能なオートフォーカス部と有し、
　前記検出光導入手段は、前記観察光路において前記観察体の下方に配置され、かつ前記
対物レンズと前記照射光導入手段の間に配置されており、前記観察試料から反射した前記
検出光は、前記照射光導入手段を通過することなく前記検出光受光手段にて受光すること
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　を特徴とする倒立顕微鏡システム。
【請求項２】
　前記検出光受光手段は、前記観察試料における前記観察体と前記透明体との境界面から
反射した前記検出光を受光すること
　を特徴とする請求項１に記載の倒立顕微鏡システム。
【請求項３】
　前記検出光導入手段は前記観察光路に対して脱着可能な構成となっていることを特徴と
する請求項1又は請求項２に記載の倒立顕微鏡システム。
【請求項４】
　前記照射光源は、前記試料の蛍光を励起するためのするための蛍光観察用励起光源であ
り、
　前記照射光導入手段は、
　励起フィルター、ダイクロックミラー及び吸収フィルターを配置した蛍光フィルターユ
ニットを観察光路に選択的に配置するための蛍光フィルター切り換え部であること
　を特徴とする請求項1から３何れか１項に記載の倒立顕微鏡システム。
【請求項５】
　蛍光観察可能な倒立顕微鏡システムにおいて、
　透明体と該透明体上に載置された観察体とからなる観察試料を載せるステージと、
　該ステージに載せられた前記観察試料と対峙するように前記ステージより下方に配置さ
れる無限遠対物レンズと、
　前記無限遠対物レンズの下方に配置された結像レンズと、
　前記ステージと前記対物レンズの少なくとも一方を観察光路の光軸と平行方向に駆動さ
せる焦準駆動部と、
　前記観察体へ下方から照射光を照射する照射光源と、
　前記観察光路に配置され前記照射を前記観察光路に導入する照射光導入手段と、
　前記照射光源とは波長が異なる光源で、前記無限遠対物レンズの下方から前記観察試料
に対してオートフォーカス用の検出光を出射する焦点検出光源と、
　前記観察光路に配置され前記観察光路の光軸方向に対して前記検出光の波長成分を反射
し、前記照射光の波長を透過させる検出光導入手段と、
　前記観察試料における前記観察体と前記透明体との境界面から反射した前記検出光を前
記無限遠対物レンズを介して受光する検出光受光手段と、
　前記検出受光手段の結果から前記焦準駆動部を制御することで前記観察体と前記透明体
との境界面にオートフォーカスをすることが可能なオートフォーカス部と有し、
　前記検出光導入手段は、前記観察光路において前記無限遠対物レンズと前記結像レンズ
の間に配置され、かつ、前記観察光路において前記無限遠対物レンズと前記照射光導入手
段の間に配置されており、
　前記観察体と前記透明体の境界面から反射した前記検出光は、前記照射光導入手段を通
過することなく前記検出光受光手段にて受光すること
　を特徴とする倒立顕微鏡システム。
　
【請求項６】
　前記検出光導入手段と前記焦点検出光源との間の光路に挿脱可能に設けられ、前記対物
レンズに応じて前記焦点検出光源から出射した前記検出光の光束径を変更する光束径変更
手段を備えたことを特徴とする請求項１から５何れか１項に記載の倒立顕微鏡システム。
　
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、主に顕微鏡による標本に対してフォーカス検出を行い、フォーカスを維持す
る倒立顕微鏡システムに関する。



(3) JP 4886056 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

 
【背景技術】
【０００２】
　従来、静電容量センサや光学スケールにより対物レンズと標本の距離を測距してフォー
カスを維持する方式が考案されている。しかし、この方式は、空間的な距離を測距してい
る為、例えば温度変化に伴う硝材の屈折率変化に起因して、対物レンズ自身が室温変化に
よってフォーカスドリフトを発生し、対物レンズのＷＤ（Working Distance 作動距離）
が変化した場合にはフォーカスが維持できない。
【０００３】
　これを解決する手段として、特開平６－３５７８号公報の「焦点検出装置」のように、
レーザー投射式のフォーカス検出装置が考案されている。これによれば、対物レンズを介
してフォーカスを検出するいわゆるＴＴＬ（Through The Lens）方式である為、対物レン
ズ自身の温度変化による光学的なフォーカスドリフトが発生してもその影響は受けない。
【特許文献１】特開平６－３５７８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかしながら、フォーカス検出光路には対物レンズ以外のレンズを含む光学系が配置さ
れており、これらのレンズに温度変化による光学的なフォーカスドリフトが発生すると、
観察光学系とフォーカスドリフト量が異なってしまい、フォーカスを維持する事ができな
くなってしまう。
【０００５】
　本発明は、この様な実状を考慮して成されたものであり、その目的は、長時間のタイム
ラプス観察において顕微鏡のフォーカスを安定に維持できる倒立顕微鏡システムを提供す
ることである。
 
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　　本発明の倒立顕微鏡システムは、透明体と該透明体上に載置された観察体とからなる
観察試料を載せるステージと、該ステージに載せられた前記観察試料と対峙するように前
記ステージより下方に配置される対物レンズと、前記ステージと前記対物レンズの少なく
とも一方を観察光路の光軸と平行方向に駆動させる焦準駆動部と、前記観察体へ下方から
照射光を照射する照射光源と、前記観察光路に配置され前記照射光を前記観察光路に導入
する照射光導入手段と、前記照射光源とは波長が異なる光源で、前記対物レンズの下方か
ら前記観察試料に対してオートフォーカス用の検出光を出射する焦点検出光源と、前記観
察光路に配置され前記観察光路の光軸方向に対して前記検出光の波長成分を反射し、前記
照射光の波長を透過させる検出光導入手段と、前記観察試料から反射した前記検出光を前
記対物レンズを介して受光する検出光受光手段と、前記検出受光手段の結果から前記焦準
駆動部を制御することで前記観察試料にオートフォーカスをすることが可能なオートフォ
ーカス部と有し、前記検出光導入手段は、前記観察光路において前記観察体の下方に配置
され、かつ前記対物レンズと前記照射光導入手段の間に配置されており、前記観察試料か
ら反射した前記検出光は、前記照射光導入手段を通過することなく前記検出光受光手段に
て受光することを特徴とする。
　また、本発明の顕微鏡システムは、蛍光観察可能な倒立顕微鏡システムにおいて、透明
体と該透明体上に載置された観察体とからなる観察試料を載せるステージと、該ステージ
に載せられた前記観察試料と対峙するように前記ステージより下方に配置される無限遠対
物レンズと、前記無限遠対物レンズの下方に配置された結像レンズと、前記ステージと前
記対物レンズの少なくとも一方を観察光路の光軸と平行方向に駆動させる焦準駆動部と、
前記観察体へ下方から照射光を照射する照射光源と、前記観察光路に配置され前記照射を
前記観察光路に導入する照射光導入手段と、前記照射光源とは波長が異なる光源で、前記
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無限遠対物レンズの下方から前記観察試料に対してオートフォーカス用の検出光を出射す
る焦点検出光源と、前記観察光路に配置され前記観察光路の光軸方向に対して前記検出光
の波長成分を反射し、前記照射光の波長を透過させる検出光導入手段と、前記観察試料に
おける前記観察体と前記透明体との境界面から反射した前記検出光を前記無限遠対物レン
ズを介して受光する検出光受光手段と、前記検出受光手段の結果から前記焦準駆動部を制
御することで前記観察体と前記透明体との境界面にオートフォーカスをすることが可能な
オートフォーカス部と有し、前記検出光導入手段は、前記観察光路において前記無限遠対
物レンズと前記結像レンズの間に配置され、かつ、前記観察光路において前記無限遠対物
レンズと前記照射光導入手段の間に配置されており、前記観察体と前記透明体の境界面か
ら反射した前記検出光は、前記照射光導入手段を通過することなく前記検出光受光手段に
て受光することを特徴とする。
　
【発明の効果】
【０００７】
　本発明によれば、フォーカス検出に使用する光線が蛍光フィルタを透過する事がないの
で、フォーカス検出の為の受光素子へ入射するフォーカス検出光量のロスが少ない。これ
により、安定してフォーカスを維持できる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　以下、図面を参照しながら本発明の実施の形態について説明する。
【０００９】
　第一実施形態
　以下、本発明の第一実施形態を図１と図２と図３Ａと図３Ｂに基づき説明する。本実施
形態は、顕微鏡フォーカス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図１は、本発明の
第一実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。図１には、左側に顕微鏡の側面が描かれ
ており、右側に顕微鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。図２は、図１におけ
る標本周りの抽出図である。図３Ａは、図１の右側に示されたセンサヘッドの上面図であ
る。図３Ｂは、図３Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【００１０】
　まず、顕微鏡部の構成、作用に関して説明する。
【００１１】
　顕微鏡部は、標本となる細胞１０３を乗せたカバーガラス１０４が載置されるＸＹステ
ージ１２９と、ＸＹステージ１２９の下方に配置された対物レンズ１０５と、対物レンズ
１０５を介して細胞１０３を観察するためのＣＣＤ１３６と、ＣＣＤ１３６と対物レンズ
１０５とを光学的に結合する光路切り換えプリズム１２１とを有している。顕微鏡部は、
さらに、細胞を眼で観察するための接眼レンズ１１０と、接眼レンズ１１０と対物レンズ
１０５とを光学的に結合するミラー１２２と、ミラー１２２と接眼レンズ１１０の間に配
置されたリレーレンズ１０９とを有している。顕微鏡部は、さらに、光源１１１とコンデ
ンサレンズ１１３とを含む透過照明光学系と、水銀ランプ１１４と落射蛍光投光管１１５
と蛍光フィルタカセット１１９とを含む落射蛍光照明系とを有している。
【００１２】
　透過照明用の光源１１１からの照明光は、透過照明支柱１１２に設けられた透過照明用
の光学要素、コンデンサレンズ１１３を介して、標本となる細胞１０３とカバーガラス１
０４を照明する。
【００１３】
　また、落射蛍光照明用の水銀ランプ１１４からの照明光は、落射蛍光投光管１１５を介
して蛍光フィルタカセット１１９に配された励起フィルタ１１６により細胞１０３に染色
された蛍光色素を効率的に励起できる波長のみに選択的に透過され励起光となり、ダイク
ロイックミラー１１７により観察光軸１０８と同軸的に導光すると共に対物レンズ１０５
へ向けて反射され、対物レンズ１０５を介して細胞１０３に染色された蛍光色素を励起す
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る。ここで、蛍光用フィルタである、励起フィルタ１１６、ダイクロイックミラー１１７
、吸収フィルタ１１８は蛍光フィルタカセット１１９にそれぞれ四種類装着されており、
ターレット式等の公知の切り換え機構により、使用する蛍光色素に合わせて光路上に挿脱
、切り換えできるようになっている。
【００１４】
　一方、カバーガラス１０４に乗せた細胞１０３はＸＹステージ１２９に積載されており
、図示しないＸＹハンドルにより細胞１０３の観察したい位置に移動できるようになって
いる。細胞１０３の下には細胞１０３の像を無限遠に投影する為の対物レンズ１０５がレ
ボルバ１０６にねじ込まれている。図中には対物レンズ１０５は一本しか装着されていな
いが、レボルバは五本の対物レンズが装着可能になっており、入力手段１７２に配された
図示しないボタン等で押すと、制御部１３８によりモータ１７４を介してその外周を回す
事で所望の対物レンズに切り換えられるようになっている。また、図示していないが、セ
ンサによりレボルバ１０６の回転位置を検出し、光路に入ってる対物レンズを制御部１３
８で認識できるようにもなっている。さらに、レボルバ１０６はビス止めされたレボルバ
嵩上げ部材１２６を介して上下ガイド１２５に保持されておりモータ１２３により上下さ
せる事で細胞１０３にピントを合わせられるようになっている。なお、モータ１２３は制
御部１３８から制御されるが、焦準ハンドル１２４を回転させる事でレボルバを上下させ
る事もできるようになっている。
【００１５】
　対物レンズ１０５から出射された無限遠に投影される平行光は、結像レンズ１２０によ
り対物レンズ一次像面１３０ａ、１３０ｂへ結像される。ここで、蛍光観察の場合は細胞
１０３から発した蛍光が対物レンズ１０５から出射され、ダイクロイックミラー１１７を
透過し、吸収フィルタ１１８により観察に必要な波長に選択的に透過され結像レンズ１２
０へと導かれ対物レンズ一次像面１３０ａ、１３０ｂへと結像する。
【００１６】
　光路切り換えプリズム１２１は、観察光軸１０８上に挿脱可能に保持されている。１３
６で観察する場合は、光路切り換えプリズム１２１が観察光軸１０８上に挿入され、対物
レンズ一次像１３０ｂは光路切り換えプリズム１２１で反射され、ＣＣＤ１３６で観察で
きるようになっている。一方、眼で観察する場合は、光路切り換えプリズム１２１が観察
光軸１０８から外され、対物レンズ一次像面１３３ａはミラー１２２により接眼レンズ１
１０へ向けて反射される。さらに対物レンズ一次像面はリレーレンズ１０９によりリレー
され、接眼レンズ１１０により眼で観察できるようになっている。
【００１７】
　透過照明観察の場合も、蛍光フィルタを光路から外して観察を行う事以外は蛍光観察と
同様である。
【００１８】
　次に顕微鏡フォーカス維持装置に関して構成、作用を説明する。
【００１９】
　顕微鏡フォーカス維持装置は、大きく分けて、レーザー光ビームによりフォーカス検出
を行うセンサヘッド１３７と、センサヘッド１３７と対物レンズ１０５とを光学的に結合
する顕微鏡側の光路切り換え部とで構成されている。まず、顕微鏡側の光路切り換え部か
ら説明する。
【００２０】
　光路切り換え部は、ダイクロイックミラー１３４と、ダイクロイックミラー１３４を固
定ガイド１３１に対して移動可能に保持している可動ガイド１３２とを含んでいる。
【００２１】
　ダイクロイックミラー１３４は、センサヘッド１３７からの８００ｎｍのレーザー光の
みを反射し、観察に必要な可視光は全て透過する特性となっており、センサヘッド１３７
のセンサヘッド光軸１７０から出射されるレーザー光ビームを観察光軸１０８へ同軸的に
導くと共に対物レンズ１０５へ向けて反射させる。このダイクロイックミラー１３４は可
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動ガイド１３２に接着またはバネ等で固定されている。また、可動ガイド１３２には観察
光軸１０８上のダイクロイックミラー１３４の下にＩＲカットフィルタが接着固定されて
いる。このＩＲカットフィルタは眼にレーザー光が入る事を防止する為に８００ｎｍのレ
ーザー光をカットし観察に必要な可視光のみを透過させるようになっている。
【００２２】
　可動ガイド１３２はそのガイド部１３２ａを介して固定ガイド１３１のガイド部１３１
ａに対して図１左図中の矢印の方向（検鏡者に対して前後方向）に移動可能になっており
、操作レバー１３３を前後に動かす事でダイクロイックミラー１３４、ＩＲカットフィル
タ１３５を観察光軸１０８から挿脱できるようになっている。さらに可動ガイド１３２に
は遮光板１７１が固定されており、図１中の左図のようにダイクロイックミラー１３４が
光路から外れた場合に遮光板１７１がセンサヘッド光軸１７０上に挿入され、レーザー光
ビームが顕微鏡本体１６９の右側に出射されないようになっているので、検鏡者に有害な
レーザー光が照射される心配がないようになっている。
【００２３】
　なお、固定ガイド１３１は下前側ステージ嵩上げ部材１２７ａと下奥側ステージ嵩上げ
部材１２７ｂにビス止め固定されて顕微鏡本体１６９に保持されると共に、センサヘッド
１３７をセンサヘッド１３７の勘合部１５０ａを介して保持固定している。
【００２４】
　このようにレボルバ１０６と蛍光フィルタカセット１１９の間にダイクロイックミラー
１３４の切り換え機構とセンサヘッド１３７のマウントを配置しているので、このスペー
スを確保する為に、前述したようにレボルバ１０６をレボルバ嵩上げ部材１２６で嵩上げ
すると共に、ＸＹステージ１２９、透過照明支柱も嵩上げしている。ＸＹステージ１２９
は顕微鏡本体１６９にネジ固定された下側ステージ嵩上げ部材１２７ａ、１２７ｂと、下
側ステージ嵩上げ部材１２７ａ、１２７ｂにネジ固定された上側ステージ嵩上げ部材１２
８ａ、１２８ｂにより嵩上げされており、ＸＹステージ１２９は上側ステージ嵩上げ部材
１２８ａ、１２８ｂにビス固定されている。
【００２５】
　ここで嵩上げ部材が二体化されているのは、もともとＸＹステージ１２９を顕微鏡本体
１６９に固定していたネジを利用して嵩上げをしようとすると、嵩上げ部材をＸＹステー
ジ１２９と共締めしなくてはならず、そうするとＸＹステージ１２９を外しただけで嵩上
げ部材も固定されなくなってしまい、さらには嵩上げ部材に固定されている固定ガイド１
３１、センサヘッド１３７までもが固定されなくなり、センサヘッド１３７と顕微鏡本体
１６９との光学的な心がずれる事で安定してフォーカス維持できなくなる為である。
【００２６】
　次にセンサヘッド１３７に関して主に図３Ａと図３Ｂに基づき説明する。
【００２７】
　センサヘッド１３７は、レーザーダイオード（ＬＤ）１４５と、ＬＤ１４５からのレー
ザー光ビームの径を規制するビーム径規制シボリ１４４と、ビーム径規制シボリ１４４か
らの円形ビームを半円形ビームに変える瞳分割シボリ１４２と、レーザー光ビームを偏向
するミラー１４０と、レーザー光ビームをコリメートする結像レンズ１３９とを有してい
る。センサヘッド１３７は、さらに、出射光と戻り光とを分離するビームスプリッタ１４
１と、ビームスプリッタ１４１からの戻り光ビームを偏向するミラー１４８と、戻り光を
検出するフォトダイオード（ＰＤ）１４９とを有している。センサヘッド１３７は、さら
に、高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シボリ１４３と、これを光路上に適宜配置するた
めのモータ１７５とを有している。
【００２８】
　レーザーダイオード１４５から発振した８００ｎｍのレーザー光ビーム１４６ａはその
中心に円形の開口が設けられたビーム径規制シボリ１４４により必要なビーム角度に規制
され、さらに瞳分割シボリ１４２により円形ビームが半円形ビームに規制され、ビームス
プリッタ１４１を透過し、ミラー１４０を反射して、結像レンズ１３９によりレーザー光
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ビームがコリメートされる。図３Ａ中、参照符号１４６ｂがレーザー投射側の光ビームを
表している。ここで、ビーム径規制シボリ１４４はＬＤ１４５から出射するレーザー光ビ
ームのうちの必要ない光ビームを規制する事でフレアー等によるフォーカス検出の誤作動
を防いでいる。
【００２９】
　センサヘッド１３７から出射したコリメートされたレーザー光ビームはダイクロイック
ミラー１３４で反射され対物レンズ１０５で集光され、図２の矢印のようにカバーガラス
１０４と細胞１０３の境界面で反射され、再び対物レンズ１０５、ダイクロイックミラー
１３４を介してセンサヘッド１３７に戻ってくる。図３Ａ中、参照符号１４６ｃは標本で
反射して戻ってきたレーザー光ビームを表しており、検出側の光路になっている。
【００３０】
　センサヘッド１３７に戻ってきたレーザー光は、ミラー１４０、ビームスプリッタ１４
１、ミラー１４８で反射されると共に、結像レンズ１３９で光電変換機能をもった受光素
子であるフォトダイオード１４９上へ集光されて入射する。ここで検出側の光路に瞳分割
シボリ１４７が配置してあるが、これは途中の光路で発生したフレアーなどのフォーカス
検出に有害なレーザー光ビームをカットする目的で配置されている。
【００３１】
　これまでの説明から分かるように、本実施形態の顕微鏡フォーカス維持装置では、フォ
ーカス検出光路は、蛍光観察装置すなわち蛍光フィルタカセット１１９よりも対物レンズ
１０５の側から導光されている。ここで、フォーカス検出光路は、対物レンズ１０５から
ダイクロイックミラー１３４を経由してセンサヘッド１３７に至る光路である。レーザー
光ビームの導光は、レーザー光と観察光の一方を反射し他方を透過するダイクロイックミ
ラーによって行われる。レーザー光の波長は蛍光観察に使用する波長と異なっている。
【００３２】
　次に以上の構成によるフォーカス検出方法の簡単な概要を説明する。
【００３３】
　ＰＤ１４９は、瞳分割シボリ１４２、１２７による瞳分割方向に垂直な方向で瞳分割面
を境界としてＡ相とＢ相の二つの領域にその出力が分かれた二分割のフォトダイオードで
あり、ＰＤ１４９に入射したレーザー光ビームはＰＤ１４９で光電変換され、そのＰＤ１
４９の出力がフォーカス位置の変動と共に図１５のような変化をする。図１５は、二分割
のフォトダイオードのそれぞれの出力をＡ相、Ｂ相として縦軸に、標本側でフォーカスの
光軸方向の移動を横軸にとったグラフである。図中のＡ＋ＢはＡ相の出力とＢ相の出力を
加算した値である。
【００３４】
　ＰＤ１４９の出力に対しては制御部１３８で様々な所定の演算が施され、また、同時に
制御部１３８ではフォーカス駆動の為のモータ１２３も制御することで、最終的には図１
５中のＡ相の出力とＢ相の出力が同一になったフォーカス位置を合焦位置と判断する事で
フォーカスの検出を行う。
【００３５】
　より詳しくは、まず、このＡ＋Ｂの値に対して対物レンズの種類や標本の反射率ごとに
ある適正なスレッシュホールドの値を予め設定しておく。次に、フォーカスを移動させな
がらＡ＋Ｂがこのスレッシュホールドを超えているかどうかを監視する。そして、Ａ＋Ｂ
がスレッシュホールドを超えた所で初めてフォーカス検出の為の演算、例えば（Ａ－Ｂ）
／（Ａ＋Ｂ）がゼロになったかどうかの演算を行う。
【００３６】
　ここでＡ＋Ｂがスレッシュホールドを超えるフォーカスの範囲をフォーカス補足範囲と
呼ぶ。スレッシュホールドが低く過ぎるとフォーカス補足範囲が広くなるのでフォーカス
検出の為の演算を行う範囲も広くなり、演算する時間が増えてしまうのでフォーカス検出
に時間がかかってしまう。また、大きくデフォーカスされた状態のレベルの低いフォーカ
ス信号（受光素子の出力）をも演算しなくてはならないので相対的にノイズ成分の影響を
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受けやすく誤作動を起し易くなる。
【００３７】
　一方、スレッシュホールドが高すぎる場合にはフォーカス補足範囲は狭くなるが、あま
りにフォーカス補足範囲が狭くなってしまうと、フォーカスを移動させながらＡ＋Ｂがこ
のスレッシュホールドを超えているかどうかを監視（以降フォーカスサーチと呼ぶ）する
際に、フォーカス補足範囲を取り逃がさないようにフォーカス方向の送りステップを細か
くしなくてはならず、やはりトータルでのフォーカス検出に時間がかかってしまう。この
ようにフォーカス補足範囲は狭すぎても広すぎても都合が悪く、適正なフォーカス補足範
囲に設定しておく必要がある。
【００３８】
　対物レンズ１０５の倍率やＮＡ、ＷＤによって実際にはフォーカス検出の為に様々なパ
ラメータがある。例えば図１５に基づいて説明したＰＤ１４９のＡ相とＢ相の出力の合計
Ａ＋Ｂの値に対する「スレッシュホールド値」、スレッシュホールド値から決定される「
フォーカス補足範囲」、Ａ＋Ｂがスレッシュホールドを超えたかどうか監視（フォーカス
サーチ）する際の「フォーカス送りステップ」、さらに、フォーカスサーチを行う「フォ
ーカスサーチ範囲」、図１５にも記載のように、最後に合焦と判定する際の「合焦許容範
囲」、ＰＤ１４９に入射するレーザーパワーに応じて変更するＰＤ１４９の「積分時間」
などがある。
【００３９】
　本実施形態では対物レンズ１０５の瞳面（結像レンズ１３９と対物レンズ１０５の間）
でのレーザー光ビームは直径１１ｍｍ程度に設定しているが、例えば１０倍の対物レンズ
であれば瞳径は直径１４ｍｍ程度、１００倍の対物レンズであれば瞳径は直径５ｍｍ程度
であり、１０倍の対物レンズであればレーザー光ビームは瞳径よりも小さいので対物レン
ズの枠でけられる事なく全て対物レンズに入射するが、１００倍の対物レンズではレーザ
ー光ビームの径が瞳径よりも大きいので対物レンズの枠でけられてしまい、最終的にＰＤ
１４９に入射するレーザーパワーは１０倍の対物レンズと１００倍の対物レンズでは異な
る。よってＰＤ１４９の出力であるＡ＋Ｂの値も異なり、当然、前記「スレッシュホール
ド値」、「フォーカス補足範囲」、「積分時間」を対物レンズごとに変更しなくてはなら
ない。
【００４０】
　また、対物レンズのＮＡと倍率によって標本側の焦点深度が異なるので、当然、「合焦
許容範囲」、「フォーカス送りステップ」を対物レンズごとに変更しなくてはならない。
「フォーカスサーチ範囲」も例えば対物レンズのＷＤが異なれば、標本と対物レンズ先端
が衝突する危険性も異なるので、対物レンズごとに適正に設定する必要がある。
【００４１】
　これらのフォーカス検出の為のパラメータは、レボルバ１０６により検出された光路中
の対物レンズの種類から、制御部１３８によりその対物レンズに適正の値に自動的に設定
されるようになっている。つまり、フォーカス検出光路と観察光路の変倍に合わせて、フ
ォーカス検出パラメータを変更可能となっている。ここで、観察光路は、対物レンズ１０
５から光路切り換えプリズム１２１を経由してＣＣＤ１３６に至る光路である。
【００４２】
　なお、これらのフォーカス検出の為のパラメータは対物レンズ以外に標本の反射率によ
ってのその適正値が異なってくるが、本実施形態ではカバーガラス１０４と細胞１０３の
境界面で反射したレーザー光を検出しているので、標本によって大きく反射率が異なるこ
とはなく、フォーカス検出パラメータを変更していないが、反射率の大きく異なる標本を
観察する場合は別途、適正値に変更、設定しなくてはならない。
【００４３】
　次に高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シボリ１４３に関して説明する。
【００４４】
　フォーカス検出は前述のようにカバーガラス１０４と細胞１０３との境界面でのレーザ
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ー光の反射を利用しているが、細胞の屈折率よりも大きいＮＡのレーザー光ビームは、カ
バーガラス１０４と細胞１０３との境界面で全反射してしまう。これは細胞の屈折率より
小さいＮＡのレーザー光の反射率に比べ数百倍の反射率となる。例えば、６０倍や１００
倍程度のオイル対物レンズはＮＡが１．４５程度あるが、細胞や培養液は屈折率が１．３
３～１．３８程度であり、ＮＡが１．３８から１．４５の間のレーザー光は全て、カバー
ガラス１０４（やカバーガラス）と細胞１０３の境界面で全反射してしまう。特にこの範
囲のＮＡのレーザー光は、対物レンズの瞳の周辺の領域、つまり対物レンズ内の枠に近い
所を透過するため、枠による散乱などで特に迷光となり易い。発生した迷光は、フォーカ
ス精度に悪影響を与える。
【００４５】
　そこで、レボルバ１０６で光路中に挿入された対物レンズを検出し、それが細胞の屈折
率よりも大きいＮＡの対物レンズだった場合は、制御部１３８によりモータ１７５を介し
て高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シボリ１４３を光路に挿入する。つまり、レーザー
光ビーム径を細胞や培養液の屈折率よりも小さいＮＡに相当するレーザー光ビーム径とし
ている。より詳しくは、対物レンズ１０５のＮＡが細胞や培養液の屈折率より大きい場合
にのみ、細胞や培養液の屈折率より小さいレーザー光ビーム径となるようにレーザー光ビ
ーム径を可変にしている。この高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シボリ１４３はちょう
ど細胞の屈折率よりも大きいＮＡの光ビームだけを規制するので、フレアー等が発生しな
くなりフォーカス精度へ悪影響を除去できる。
【００４６】
　ここで、細胞の屈折率に相当するＮＡが同じであっても、対物レンズの倍率が異なると
対物レンズの瞳径が異なるので、異なるシボリ径の高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シ
ボリ１４３を用意しなくてはならない。そこで、図３Ａ中では高ＮＡ対物レンズ専用ビー
ム径規制シボリ１４３が一種類しかないが、必要に応じて複数のシボリ径の高ＮＡ対物レ
ンズ専用ビーム径規制シボリを用意して光路に挿脱できるようにしてもよい。
【００４７】
　次に、フォーカスを維持する際の温度変化による影響の説明を行う。
【００４８】
　ＬＤ１４５から出射したレーザー光ビームをコリメートし、かつＰＤ１４９へレーザー
光ビームを集光させる結像レンズ１３９は、顕微鏡本体１６９内の結像レンズ１２０と同
じ曲率、肉厚、硝材の全く同じレンズを使用している。従って、ＬＤ１４５の発光点とＰ
Ｄ１４９は対物レンズ一次像面１３０ａ、１３０ｂとは光学的に全く共役な位置になって
いる。つまり、レンズの温度変化に起因する焦点距離の変化から対物レンズ一次像面が光
軸方向に移動（デフォーカス）しても、それはフォーカス検出光路も、観察光路も同じ量
だけ対物レンズ一次像面が移動するので、顕微鏡フォーカス維持装置が正常に作動すれば
フォーカス検出光路と観察光路の相対的なフォーカスズレはなく、室温変化や顕微鏡の光
源、電源の熱による温度変化が生じてもフォーカスを維持可能となっている。なお、ここ
での観察光路とは、対物レンズ一次像面で観察をしているＣＣＤ１３６側の光路に適用さ
れる。
【００４９】
　すなわち、フォーカス検出光路と観察光路の温度変化に対するフォーカスドリフトは同
一となっている。また、フォーカス検出光路と観察光路は同一の部材で構成されている。
さらに、フォーカス検出光路と観察光路は共に対物レンズ一次像の結像光学系を構成して
いる。
【００５０】
　次に、本実施形態の装置において、検鏡者が生きた細胞のタイムラプス観察を行う手順
を説明する。
【００５１】
　予め、蛍光観察の場合は蛍光照明用の光源である水銀ランプ１１４を、透過照明観察の
場合は光源１１１を点灯させておき、所望の対物レンズ１０５、蛍光観察の場合は細胞１
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０３に染色された蛍光色素に合った蛍光フィルタ、フォーカス検出の為のレーザー光ビー
ムを導くダイクロイックミラー１３４は光路に入れておく。もちろん制御部１３８がレボ
ルバ１０６で検出した対物レンズの種類に応じてフォーカス検出の為のパラメータを自動
的に認識し、必要に応じて高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規制シボリ１４３は自動的に挿
脱される。光路切り換えプリズム１２１は、初めは観察光軸１０８から外して眼で観察で
きる状態にしておく。
【００５２】
　検鏡者はカバーガラス１０４に乗せた細胞１０３をＸＹステージ１２９にセッティング
し、焦準ハンドル１２４を回転させる事でフォーカスを合わせると共にＸＹステージ１２
９を動かして観察したい場所を探す。ここで、一般に眼で観察したほうがＣＣＤ１３６よ
り広い範囲を観察できるので、眼で観察したい場所を探しているが、ＣＣＤ１３６で探し
ても問題ない。次に、光路切り換えプリズム１２１を観察光軸１０８に挿入し、ＣＣＤ１
３６の光路に切り換え、制御部１３８への入力手段１７２に配されたフォーカス維持ボタ
ンを押す事でフォーカス維持機能が作動し、細胞１０３とカバーガラス１０４の境界面に
正確に合焦し、図示しないＣＣＤ１３６のモニタ上に細胞１０３の顕微鏡画像が表示され
る。そして観察したい詳細の場所をＸＹステージ１２９でモニタの中心にもってくる。
【００５３】
　次に、細胞１０３の画像を取得したい時間の間隔やタイムラプス実験の総時間を入力手
段１７２で設定し、同じく入力手段１７２に配されたタイムラプス実験開始ボタンを押す
と、設定した時間間隔ごとにフォーカス維持機能が作動し、その後、ＣＣＤ１３６の露出
を行い、その画像をメモリ１７３に自動的に保存する。これらの連携は制御部１３８によ
って制御されている。
【００５４】
　なお、本実施形態ではＸＹステージ１２９は手動であるが、これも電動化し、異なる場
所の細胞の位置を記憶させておけば、上記のタイムラプス観察を多くの細胞や多くの部位
で行う事もできる。
【００５５】
　以上のような構成、作用によれば、検鏡者が常に顕微鏡の前に居なくても自動的にフォ
ーカスの合った顕微鏡の画像が一定時間間隔ごとに取得、保存できるので、検鏡者の負担
を大きく軽減できる。また、フォーカス検出に使用しているレーザー光は８００ｎｍで、
蛍光観察や透過照明観察に使用する波長と異なるので、観察光に迷光となる心配がなく、
また、フォーカス検出に使用するレーザー光ビームを観察光軸に導く際に、レーザー光の
波長を反射して、観察光の可視光を透過するダイクロイックミラーを使用しているので、
レーザー光、観察光ともにロスすることなく、明るく観察できると共に、安定してフォー
カスを維持できる。さらに、レーザー光ビームを蛍光フィルタよりも対物レンズ側から導
光しているので、レーザー光が蛍光フィルタを透過する事がなく、やはりロスがないので
、より安定してフォーカスを維持できる。
【００５６】
　ここで、本実施形態では、フォーカス検出光路と観察光路で全く同じレンズを使用して
いるが、光学的なフォーカスドリフトが全く同じレンズを使用すれば、レンズ自体が同じ
でなくても良い。また、本実施形態では、ＬＤ１４５、ＰＤ１４９を対物レンズ一次像面
に配置し、ＣＣＤ１３６で対物一次像を観察しているが、必ずしも対物レンズ一次像であ
る必要はなく、フォーカス検出光路と観察光路で全く同じレンズを使用したり、光学的な
フォーカスドリフトが全く同じレンズを使用したりすれば、同様の効果が得られる。
【００５７】
　さらに、眼での観察光路も同様にしておけば、ＣＣＤ１３６による観察だけでなく、眼
での観察でも同様にフォーカスを維持することができる。また、図には示していないが、
眼での観察と同様にすれば、観察光路はディスクスキャン式のコンフォーカル光学系、レ
ーザー顕微鏡の検出光学系であっても同様の効果が得られる。
【００５８】
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　なお、レーザー顕微鏡の検出光学系の場合は、例えば落射蛍光照明装置やＣＣＤ１３６
の代わりに装着されることが多いが、この場合、本実施形態のように対物レンズを嵩上げ
してしまうと、レーザー光ビームをスキャンするガルバノミラー等と対物レンズの瞳の位
置が共役でなくなってしまい周辺光量不足などの問題が発生する。しかし、ガルバノミラ
ーを対物レンズの瞳に投影する瞳投影レンズを光軸方向に動かしたり、ガルバノミラーを
光軸方向に動かしたりできるようにしておけば、この問題は解決する。
【００５９】
　また、光学的なフォーカスドリフト以外にも、光学素子の保持部材などの熱膨張に起因
するフォーカスドリフトもあり、これらの影響を除去する為に、フォーカス検出光路中と
観察光路中の光学素子の保持部材の材質を同一にする事でさらにフォーカス維持精度を上
げる事もできる。
【００６０】
　さらに、本実施形態では瞳分割レーザー投射式の顕微鏡フォーカス維持装置に関して説
明したが、像面にピンホールを配置してその透過光量が最大になるフォーカス位置を検出
するコンフォーカル方式など、フォーカス検出光路と観察光路が独立した光路を有する場
合には同様の作用、効果を有する。
【００６１】
　第二実施形態
　次に本発明の第二実施形態を図４Ａと図４Ｂに基づき説明する。本実施形態は、第一実
施形態のセンサヘッドに代替可能なセンサヘッドに向けられている。図４Ａは、本発明の
第二実施形態のセンサヘッドの上面図である。図４Ｂは、図４Ａに示されたセンサヘッド
の正面図である。
【００６２】
　第一実施形態と図１に示す顕微鏡部、顕微鏡フォーカス維持装置の顕微鏡側の光路切り
換え部は同じであり、センサヘッド１３７もその一部のみが異なるので、その異なる部分
に関してのみ説明を行い、その他の構成に関しては同一の符号を付け詳細な説明は省略す
る。
【００６３】
　本実施形態のセンサヘッド１３７には第一実施形態の高ＮＡ対物レンズ専用ビーム径規
制シボリ１４３はなく、代わりに複数の異なるシボリ径のビーム径規制シボリ１４４ａ、
１４４ｂがＬＤ１４５の直後に配置されている。この複数のシボリ径のビーム径規制シボ
リ１４４は、そのシボリ径が組み合わせる対物レンズの瞳をちょうど満たす径になってお
り、レボルバ１０６で検出した光路中の対物レンズの種類の情報から、制御部１３８はモ
ータ１７５を介して光路中の対物レンズの瞳径と同じシボリ径のビーム径規制シボリ１４
４を光路に挿入するようになっている。さらに、ビーム径規制シボリ１４４のシボリ径つ
まりは対物レンズの瞳径が大きい場合はＬＤ１４５の元のパワーを落とし、シボリ径が小
さい場合はＬＤ１４５の元もパワーを上げる事で、対物レンズ１０５に入射するレーザー
パワーが一定になるように制御部１３８で制御している。
【００６４】
　つまり、本実施形態のセンサヘッド１３７は、組み合わせる対物レンズ１０５の瞳径に
合わせてレーザー光ビーム径とＬＤ１４５のレーザーパワーを変更可能にしている。さら
に、レーザー光ビームを対物レンズ１０５の瞳径と同一にしている。また、レーザー光ビ
ーム径を変更しても対物レンズ１０５に入射するレーザーパワーが変わらないようにＬＤ
１４５のレーザーパワーを変更している。
【００６５】
　以上の本実施形態の構成、作用によれば、対物レンズの種類、つまりは瞳径によらず対
物レンズに入射するレーザーパワーが一定となるので、例えば第一実施形態のようにレー
ザー光ビーム径を比較的瞳径の大きい対物レンズに合わせて設定した場合に比べ、瞳径の
小さい対物レンズでもレーザー光ビームが対物レンズの枠でけられる事がない。このため
、より大きなレーザーパワーをフォーカス検出の為に利用でき、安定してフォーカス維持



(12) JP 4886056 B2 2012.2.29

10

20

30

40

50

ができる。
【００６６】
　また、ビーム径を一定に保ったまま、レーザーパワーだけを対物レンズの瞳径に合わせ
て変えることで対物レンズに入射するレーザーパワーを一定にする方法も考えられるが、
この方法の場合にはレボルバ１０６の対物レンズ取り付けネジ穴から出射するレーザーパ
ワーは一定ではないので、もし仮にレーザーパワーが高い状態の時に対物レンズを誤って
外してしまうと、そのレーザーパワーによっては人体に障害を与える可能性もある。しか
し、本実施形態では対物レンズを外してもそこから出射されるレーザーパワーは常に一定
であるので、あらかじめ人体に安全なパワーに設定しておけば危険が少ない。
【００６７】
　なお、本実施形態では複数のシボリ径のビーム径規制シボリ１４４を光路に選択、挿脱
する事でビーム径を規制しているが、シボリ径が可変のビーム径規制シボリを使用しても
同様の作用と効果を有する。
【００６８】
　さらに、本実施形態では、対物レンズに入射するレーザーパワーを一定にする為に、複
数のシボリ径でビーム径を規制しているが、第一実施形態と同様に、光路中に配された対
物レンズの種類を認識し、必要に応じてカバーガラス１０４と細胞１０３の境界面での全
反射を防ぐようなビーム径にも設定しても良い。その際も本実施形態と同様に対物レンズ
に入射するレーザーパワーを一定に保つようにすれば、同様の効果も得られる。
【００６９】
　第二実施形態の変形例
　次に第二実施形態の変形例に関して説明する。
【００７０】
　第三実施形態ではビーム径規制シボリのシボリ径を対物レンズの瞳径に合わせて変更で
きるようにしたが、本変形例では、組み合わせる対物レンズのうち最も瞳径の小さい対物
レンズにビーム径規制シボリのシボリ径を合わせたものである。つまり、レーザー光ビー
ムを対物レンズ１０５の瞳径と同一にしている。
【００７１】
　その結果、対物レンズの瞳径によらず、対物レンズに入射するレーザーパワーは一定で
、第二実施形態と同様の効果を有すると共に、対物レンズを外してもレーザーパワーは一
定で、かつビーム径規制シボリの変更やＬＤ１４５の元のパワーの変更がないので、より
信頼性が高く、人体に安全である。瞳径の大きい低倍の対物レンズの場合にはレーザー光
ビームが瞳を満たさなくなるので、焦点深度が深くなり多少フォーカスの検出精度が悪く
なるが、低倍対物レンズでは室温変化によるフォーカスドリフトはもともと少なく、また
、タイムラプス観察では高倍の瞳径の小さい対物レンズが主に使用されるので実質的に問
題はない。
【００７２】
　第三実施形態
　次に本発明の第三実施形態を主に図５Ａと図５Ｂに基づき説明する。本実施形態は、第
一実施形態のセンサヘッドに代替可能なセンサヘッドに向けられている。図５Ａは、本発
明の第二実施形態のセンサヘッドの上面図である。図５Ｂは、図５Ａに示されたセンサヘ
ッドの正面図である。
【００７３】
　第一実施形態と図１に示す顕微鏡部、顕微鏡フォーカス維持装置の顕微鏡側の光路切り
換え部は同じであり、センサヘッド１３７のみが異なるので、センサヘッド１３７に関し
てのみ説明を行い、その他の構成に関しては同一の符号を付け詳細な説明は省略する。
【００７４】
　本実施形態のセンサヘッド１３７は、第一実施形態と第二実施形態のレーザー投射式の
顕微鏡フォーカス維持装置とは異なり、像のコントラストを検出して合焦させる方式であ
る。図５中、結像レンズ１３９は第一実施形態と同様、顕微鏡に内蔵の結像レンズ１２０
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と同じものである。
【００７５】
　対物レンズ１０５から出射した透過照明観察または蛍光観察の光線の内、ダイクロイッ
クミラー１３４で反射された８００ｎｍ以上の波長の光線は、結像レンズ１３９で集光さ
れると共に、ミラー１５１で反射され、ビームスプリッタ１５２でその一部が透過し、Ｃ
ＣＤラインセンサ１５４よりも少し離れた位置に対物レンズ一次像１５５ａを形成する。
一方、ビームスプリッタ１５２で反射された光線は、ミラー１５３で反射し、ＣＣＤライ
ンセンサ１５４よりも少し手前で対物レンズ一次像１５５ｂを形成する。
【００７６】
　このような構成において、フォーカス検出方法を簡単に説明する。詳しくは特開平６－
７８１１２号公報の「画像取込装置」に記載があるので参照されたい。
【００７７】
　ＣＣＤラインセンサ１５４は対物レンズ一次像１５５ａの光軸と１５５ｂの光軸の間の
中心を境目にして大きく二つの領域に分かれており、対物レンズ一次像１５５ａ側を前ピ
ン、１５５ｂ側を後ピンと呼ぶ。そしてＣＣＤラインセンサ１５４の前ピン、後ピンの各
領域で、その互いに隣り合った画素同士の輝度の差分を取るなどして制御部１３８により
コントラストを演算できるようになっている。
【００７８】
　対物レンズ一次像１５５ａと１５５ｂはＣＣＤラインセンサ１５４に対してちょうど同
じ距離に形成されているので前ピン、後ピンのコントラストが等しくなった位置を合焦位
置と判断してフォーカス検出を行っている。実際には第一実施形態と同様に制御部１３８
がこのセンサヘッド１３７とモータ１２３によるフォーカス駆動を制御し、ＣＣＤ１３６
によりフォーカスの合ったタイムラプス画像を撮像、保存できるようになる。
【００７９】
　なお、蛍光観察の場合で観察波長が８００ｎｍよりも短い波長の場合は、透過照明観察
光によりフォーカス検出を行い合焦した時点で、蛍光フィルタを光路に入れることで蛍光
観察に切り換えてＣＣＤ１３６等で撮像してもよい。また、蛍光観察で８００ｎｍ以上の
波長で観察している場合でも、細胞１０３のダメージを少なくする為に励起光を照射した
くない場合は前述と同様にしても良い。
【００８０】
　以上の構成、作用により光路差コントラスト方式でも第一実施形態と同様の効果を得る
ことができる。コントラストが高い位置を合焦位置と判断したほうが都合のよい標本や実
験の場合には有効な組み合わせとなる。
【００８１】
　第四実施形態
　次に本発明の第四実施形態を図６と図７Ａと図７Ｂに基づき説明する。本実施形態は、
顕微鏡フォーカス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図６は、本発明の第四実施
形態の顕微鏡全体の構成を示している。図６には、左側に顕微鏡の側面が描かれており、
右側に顕微鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。図７Ａは、図６の右側に示さ
れたセンサヘッドの上面図である。図７Ｂは、図７Ａに示されたセンサヘッドの正面図で
ある。
【００８２】
　第一実施形態と図６に示す顕微鏡フォーカス維持装置の顕微鏡側の光路切り換え部は同
じであり、顕微鏡部も透過照明観察を微分干渉観察に限定しただけである。また、センサ
ヘッド１３７もその一部のみが異なるだけで、その異なる部分に関してのみ説明を行い、
その他の構成に関しては同一の符号を付け詳細な説明は省略する。
【００８３】
　まず図６に基づき微分干渉観察の構成、作用に関して説明する。
【００８４】
　第一実施形態で記載の構成に加え、透過照明光軸１０１上にはコンデンサレンズ１１３
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の上にポラライザ１５６、コンデンサレンズ１１３の中には照明側ＤＩＣプリズム１５７
が、観察光軸１０８上にはレボルバＧの中に観察側ＤＩＣプリズム１５８、ポラライザ１
５６とその振動方向が直交したアナライザ１５９が配置されている。また、観察側のＤＩ
Ｃプリズム１５８は、レボルバ１０６により観察光軸１０８から挿脱可能に保持されると
共に、コントラスト調整つまみ１６０を回転させる事で観察光軸１０８に垂直な方向に移
動可能になっており、これによりレタデーションを変化させてＤＩＣ像のコントラストを
調整できるようになっている。さらに、観察側ＤＩＣプリズム１５８の観察光軸１０８か
らの挿脱と、コントラスト調整ツマミ１６０によるレタデーションの変化はセンサ１６１
とセンサ１６２により検出され、制御部１３８で認識できるようになっている。
【００８５】
　このような構成において、透過照明支柱１１２の光源１１１から出射した照明光はポラ
ライザ１５６で直線偏光に変換され、照明ＤＩＣプリズム１５８により所定のレタデーシ
ョンを発生させられると共に常光線と異常光線に分けられ、細胞１０３とカバーガラス１
０４を照明する。そして細胞１０３からの像は対物レンズ１０５により無限遠に投影され
、観察側ＤＩＣプリズム１５８により所定のレタデーションを発生させられると共に、再
び常光と異常光が合成され、アナライザ１５９を透過し、以降、第一実施形態の透過照明
観察と同様にＣＣＤ１３６、眼等で観察可能となっている。
【００８６】
　次にセンサヘッド１３７の構成に関して図７Ａと図７Ｂに基づき説明する。
【００８７】
　第一実施形態と異なる点は、簡略化の為にビーム径規制シボリ１４４を固定した事、ビ
ームスプリッタ１４１を偏光ビームスプリッタ（ＰＢＳ）１４１ｂにした事、λ／４板１
６３をＰＢＳ１４１ｂより結像レンズ側に配置した事である。λ／４板はモータ１６４で
制御部１３８から回転制御可能になっている。また、ＰＢＳ１４１ｂは図７Ａ中の紙面に
平行な矢印方向の直線偏光を透過し、紙面に垂直な方向の直線偏光を反射する特性となっ
ている。
【００８８】
　このようなセンサヘッドの構成において、まず微分干渉観察でない場合の作用に関して
説明をする。
【００８９】
　ＬＤ１４５から出射したレーザー光ビームは図７Ａの矢印で示す方向の直線偏光になっ
ており、ビーム径規制シボリ１４４、瞳分割シボリ１４２、ＰＢＳ１４１ｂを透過し、ミ
ラー１４０で反射され、λ／４板１６３を透過する事で円偏光となって、結像レンズ１３
９でコリメートされ対物レンズ１０５へと出射される。ここで、微分干渉観察でない場合
は、制御部１３８がセンサ１６２により観察側ＤＩＣプリズム１５８が光路に入っていな
い事を認識し、モータ１６４によりλ／４板１６３を予めＬＤ１４５の偏光方向に対して
その光学軸が４５°傾いた位置にセットする。
【００９０】
　対物レンズ１０５から戻ってきたレーザー光ビームは再び結像レンズ１３９で集光され
ると共に、λ／４板１６３を透過し、円偏光がＬＤ１４５の偏光方向と直交した直線偏光
に変換される。そして、ＰＢＳ１４１ｂで反射され、瞳分割シボリ１４７を透過してＰＤ
１４９に入射し、第一実施形態と同様にフォーカス検出を行い合焦位置を判定する。この
ように微分干渉観察でない場合は、レーザー投射光路と検出光路が偏光分離されているの
で、ＰＢＳ１４１ｂによりどちらの光路もロスなく透過、反射レーザーパワーの利用効率
が良い。
【００９１】
　次に、微分干渉観察の場合の作用に関して説明する。
【００９２】
　センサヘッド１３７内はλ／４板１６３の回転方向以外は微分干渉観察以外の場合と全
く同じ為説明は省略する。センサヘッド１３７から出射したレーザー光ビーム１４６ｂは
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ダイクロイックミラー１３４で反射され、観察側ＤＩＣプリズム１５８を透過し、対物レ
ンズ１０５で細胞１０３に集光され、カバーガラス１０４と細胞１０３の境界面で反射さ
れて再び対物レンズ１０５で無限遠に投影されると共に、観察側ＤＩＣプリズム１５８を
透過し、センサヘッド１３７に戻ってくる。
【００９３】
　この際、観察側ＤＩＣプリズム１５８を二回透過するので、ここでもレタデーションが
発生し、λ／４板１６３の光学軸がＰＢＳ１４１ｂを出射した直線偏光に対して４５°の
ままでは、ＰＢＳ１４１ｂを出射した直線偏光のレーザー光ビームが、λ／４板１６３と
観察側ＤＩＣプリズムをそれぞれ二回透過してＰＢＳ１４１ｂに戻ってきても、ＰＢＳ１
４１ｂを出射した直線偏光に直交した偏光状態にはならず、ＰＢＳ１４１ｂで反射する際
にレーザーパワーをロスしてしまう。
【００９４】
　そこで、制御部１３８はコントラスト調整つまみ１６０のセンサ１６１で検出した観察
側ＤＩＣプリズム１５８のレタデーション量を打ち消すようなレタデーションをモータ１
６４でλ／４板１６３を回転させる事で発生させ、結果的にはＰＢＳ１４１ｂに戻ってく
るレーザー光ビームがＰＢＳ１４１ｂを出射した直線偏光に直交した偏光となり、ＰＢＳ
１４１ｂをロスなく反射してＰＤ１４９へと導かれる。もちろん微分干渉観察の場合は、
予め制御部１３８がセンサ１６２により観察側ＤＩＣプリズム１５８が光路に入っている
事を認識したうえで前述の動作を実行している。
【００９５】
　このように、本実施形態では、コントラストの調整に伴って発生するレタデーションを
打ち消すレタデーションを発生させるために、偏光ビームスプリッタ１４１ｂと標本との
間にλ／４板１６３を回転可能に設けている。さらに、発生したレタデーション量を検出
するセンサ１６１とセンサ１６２を有しており、センサ１６１とセンサ１６２で検出され
たレタデーション量に基づいてλ／４板１６３で発生させるレタデーションを自動的に補
正している。
【００９６】
　以上の構成、作用によれば、ＤＩＣプリズムの挿脱や、コントラストの調整によらずＰ
Ｄ上でのレーザーパワーをロスする事がないので安定してフォーカス維持が可能となる。
【００９７】
　なお、本実施形態ではもともと入っていたλ／４板を回転させる事でレタデーションを
打ち消しているが、別のλ／４板やレタデーション発生素子を使用しても良い。
【００９８】
　また、本実施形態ではコントラスト調整つまみ１６０のセンサ１６１から観察側ＤＩＣ
プリズム１５８のレタデーションを検出して、それを打ち消すようなレタデーションを発
生させているが、ＰＤ１４９の出力が最大になるようにレタデーションを発生させるよう
にしても良い。これでも結果的には観察側ＤＩＣプリズム１５８のレタデーションを打ち
消すレタデーションを発生させている事になる。
【００９９】
　さらに、本実施形態ではＰＤ１４９に入射するレーザーパワーが観察側ＤＩＣプリズム
によって変動しないようにしているが、観察側ＤＩＣプリズムの挿脱やレタデーションに
よって変化するＰＤへの入射レーザーパワーに応じて、スレッシュホールドなどのフォー
カス検出の為のパラメータを変更するようにしても良い。
【０１００】
　第五実施形態
　次に本発明の第五実施形態を図８と図９Ａと図９Ｂに基づき説明する。本実施形態は、
顕微鏡フォーカス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図８は、本発明の第五実施
形態の顕微鏡全体の構成を示している。図８には、左側に顕微鏡の側面が描かれており、
右側に顕微鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。図９Ａは、図８の右側に示さ
れたセンサヘッドの上面図である。図９Ｂは、図９Ａに示されたセンサヘッドの正面図で
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ある。
【０１０１】
　第一実施形態と図８に示す顕微鏡部、顕微鏡フォーカス維持装置の顕微鏡側の光路切り
換え部はほとんど同じであり、センサヘッド１３７のみが異なり、また、センサヘッド１
３７もその一部のみが異なるだけで、その異なる部分に関してのみ説明を行い、その他の
構成に関しては同一の符号を付け詳細な説明は省略する。
【０１０２】
　第一実施形態ではＣＣＤ１３６による観察光路もフォーカス検出光路も結像レンズによ
る対物レンズの一次像を利用していたが、これでは観察光路の倍率も対物レンズを交換し
ない限り変倍はできない。
【０１０３】
　本実施形態では、図９Ａに示すように、センサヘッド内に結像レンズ１３９以外に変倍
レンズ１６５を光路から挿脱可能にしている。この点において、第一実施形態と相違して
いる。なお、説明の簡略化の為にビーム径規制シボリ１４４を固定してある。図８に示す
ように、ＣＣＤ１３６の対物レンズ側にはセンサヘッド１３７内と同じ変倍レンズ１６５
が予め装着されている。つまり、フォーカス検出光路と観察光路のそれぞれで同一の倍率
で変倍できるようにしている。
【０１０４】
　センサヘッド１３７内の変倍レンズ１６５は光路から挿脱してもＬＤ１４５、ＰＤ１４
９は像面と共役な位置に保たれるようになっているので、その他の構成、作用は第一実施
形態とほとんど同じである。ただ、変倍レンズ１６５の挿脱によって、ＰＤ１４９上での
レーザー光ビームのＮＡが変り、また、総合倍率も変わるので、フォーカス検出の為のパ
ラメータは変更する必要がある。よって、制御部１３８がモータ１７７で変倍レンズ１６
５を挿脱し、図示しないセンサでその挿脱の状態を検出する事で、自動的に最適なフォー
カス検出のパラメータに設定するようになっている。
【０１０５】
　以上の構成、作用によれば、対物レンズを変更する事なく観察倍率を変更でき、かつ安
定してフォーカスを維持できる。
【０１０６】
　第六実施形態
　次に本発明の第六実施形態を図１０と図１１Ａと図１１Ｂに基づき説明する。本実施形
態は、顕微鏡フォーカス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図１０は、本発明の
第六実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。図１０には、左側に顕微鏡の側面が描か
れており、右側に顕微鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。図１１Ａは、図１
０の右側に示されたセンサヘッドの上面図である。図１１Ｂは、図１１Ａに示されたセン
サヘッドの正面図である。
【０１０７】
　図１０において顕微鏡部分は第一実施形態からレボルバ、ステージ、透過照明支柱の嵩
上げ部材を取り除き、ダイクロイックミラーの切り替え部を除いた構成となっており、そ
の他の構成、作用はほとんど同じである。
【０１０８】
　ただ、ＣＣＤ１３６が顕微鏡本体に直接装着されていなく、センサヘッド１３７を介し
て装着されている点が異なる。
【０１０９】
　本実施形態のセンサヘッド１３７は、次の点で第一実施形態と相違している。センサヘ
ッド自体が顕微鏡に内蔵の結像レンズ１２０より像側の光路から導光しているので、この
結像レンズ１２０がレーザー光ビームのコリメートの機能も共有しており、センサヘッド
１３７内には結像レンズが存在しない。また、センサヘッド光軸１７０上にＣＣＤ１３６
が装着されており、ミラー１４０ｂは、センサヘッド側のレーザー光を反射し、観察光を
ＣＣＤ１３６へ向けて透過するダイクロイックミラーとなっている。なお、説明の簡略化
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の為にビーム径規制シボリ１４４を固定してある。これ以外の構成、作用は第一実施形態
と全く同じである。
【０１１０】
　以上の構成、作用によれば、ステージ等の嵩上げ部材が不要で結像レンズもフォーカス
検出用と観察用で共用しているので安価に容易に構成でき、顕微鏡にあとから簡単に装着
できる。
【０１１１】
　第七実施形態
　次に本発明の第七実施形態を図１２に基づき説明する。本実施形態は、顕微鏡フォーカ
ス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図１２は、本発明の第七実施形態の顕微鏡
全体の構成を示している。図１２には、左側に顕微鏡の側面が描かれており、右側に顕微
鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。
【０１１２】
　本実施形態は、図１２に示される顕微鏡部分において、次の点で第六実施形態と相違し
ている。蛍光フィルタカセット１１９がモータ１６８で切り換えられるようになっている
。また、センサヘッド１３７が蛍光フィルタカセット１１９と結像レンズ１２０の間のダ
イクロイックミラー１６６で右側から導光されている。さらに、ダイクロイックミラー１
６６がモータ１６７で電動で切り換えできるようになっている。加えて、ＣＣＤ１３６が
顕微鏡本体１６９に直接装着されている。その他の構成、作用は第六実施形態と全く同じ
である。なお、センサヘッド１３７は図３Ａと図３Ｂの第一実施形態と全く同じである。
【０１１３】
　以上のような構成において、制御部１３８はフォーカス検出時にはダイクロイックミラ
ー１６６を光路に入れ、蛍光フィルタは光路から外し、ＣＣＤ１３６の露出時には逆にダ
イクロイックミラー１６６を光路から外し、観察に必要な蛍光フィルタを光路へ挿入する
ようになっている。
【０１１４】
　このように、本実施形態では、フォーカス検出光路は無限遠対物レンズ１０５と結像レ
ンズ１２０の間から導光されている。本実施形態でも、レーザー光ビームの導光は、レー
ザー光と観察光の一方を反射し他方を透過するダイクロイックミラー１６６によって行わ
れる。レーザー光の波長は蛍光観察に使用する波長と異なっている。
【０１１５】
　フォーカス検出時のみダイクロイックミラー１６６を光路に入れている。好ましくは、
フォーカス検出時のみダイクロイックミラー１６６を光路に入れる動作を有効・無効と選
択できるとよい。より好ましくは、組み合わせる対物レンズの種類と検鏡法に応じてダイ
クロイックミラー１６６を光路に入れる動作を有効か無効に設定できると共に、対物レン
ズ１０５の切り換えと検鏡法の切り換えに連動して自動設定されるとよい。
【０１１６】
　以上のような構成、作用によれば、ダイクロイックミラー１６６がＣＣＤ露出時に光路
から外れるので、ダイクロイックミラーのわずかな観察光のロスも防ぐ事ができる。また
、８００ｎｍ以上のＩＲ光を観察したい場合にもダイクロイックミラーで反射されること
なく観察できる。さらに、フォーカス検出時には蛍光フィルタが光路から外れるので、蛍
光フィルタによるレーザー光のロスも最小限に押さえられる。また、ＩＲ蛍光観察用のフ
ィルタやバンドパスのバリアフィルタなどで８００ｎｍのレーザー光を透過しないフィル
タを使用している場合にも、蛍光フィルタが光路から外れるので、レーザー光がカットさ
れる心配がない。
【０１１７】
　なお、本実施形態における落射蛍光投光管１１５の代わりにレーザー顕微鏡装置やディ
スクスキャン装置を装着した場合は蛍光フィルタの代わりにミラーが装着されるが、この
ような場合にも蛍光フィルタと同様の作用により同様の効果が得られる。また、ＣＣＤ１
３６が装着されている部分にレーザー顕微鏡装置を装着して例えばツーフォトン励起をす
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る場合などは励起光が８００ｎｍ～１１００ｎｍ程度になるが、レーザー顕微鏡で画像取
得する際のレーザー光ビームのスキャン中は、ＣＣＤ１３６の露出中と同様にダイクロイ
ックミラー１６６を光路から外しておけば、励起光がダイクロイックミラー１６６でカッ
トされる心配がない。
【０１１８】
　第八実施形態
　次に本発明の第八実施形態を図１３と図１４Ａと図１４Ｂに基づき説明する。本実施形
態は、顕微鏡フォーカス維持装置を備えた顕微鏡に向けられている。図１３は、本発明の
第八実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。図１３には、左側に顕微鏡の側面が描か
れており、右側に顕微鏡の対物レンズ周辺部分が一緒に描かれている。図１４Ａは、図１
３の右側に示されたセンサヘッドの側面図である。図１４Ｂは、図１４Ａに示されたセン
サヘッドの正面図である。
【０１１９】
　本実施形態は、図１３に示される顕微鏡部分において、次の点で第七実施形態と相違し
ている。センサヘッド１３７を蛍光フィルタと結像レンズの間から導光していたのを、観
察光軸１０８上のミラー１２２の下の底面ボートに装着している。このため、蛍光フィル
タと結像レンズの間のダイクロイックミラーとその切り換え機構がなくなっている。代わ
りに、ミラー１２２が図示しないモータ駆動によりセンサヘッド１３７側の光路と眼での
観察光路に切り換えられるようになっている。なお、蛍光ミラーカセットは説明の簡略化
の為に電動から手動になっている。図１４Ａと図１４Ｂに示されるように、センサヘッド
１３７は第六実施形態からＣＣＤ１３６を外し、ミラー１４０ｂがダイクロイックミラー
だったのを通常のミラー１４０に変更した点のみ異なり、その他は第六実施形態と全く同
じである。
【０１２０】
　以上の構成、作用によれば、センサヘッド１３７を底面ボートに装着したので、他の実
施形態のようにセンサヘッドが邪魔にならず、他の顕微鏡の周辺装置を自由に配置できる
。
【０１２１】
　以上、第一実施形態から第八実施形態まで倒立型顕微鏡をベースに説明したが、可能な
構成は正立型顕微鏡に適用してもよい。
【０１２２】
　まとめ
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置における光学的なフォーカスドリフ
トの発生に起因する性能低下の改善に向けられている。
【０１２３】
　特開平６－３５７８号公報の「焦点検出装置」のように、レーザー投射式のフォーカス
検出装置では、フォーカス検出光路には対物レンズ以外のレンズを含む光学系が配置され
ている。これらのレンズに温度変化による光学的なフォーカスドリフトが発生すると、観
察光学系とフォーカスドリフト量が異なってしまい、フォーカスを維持する事ができなく
なってしまう。
【０１２４】
　他の従来例として、観察用のＣＣＤカメラ等のビデオ信号を利用してコントラストの高
い位置を検出する事でフォーカス検出を行ういわゆるビデオフォーカス式と呼ばれる方法
が一般に知られている。この方法によれば観察光路とフォーカス検出光路が全く同じ為、
レンズの温度変化による光学的なフォーカスドリフトの問題は解決される。しかし、大量
なビデオ信号の情報を演算処理する為にフォーカス検出スピードが遅い、フォーカス検出
精度が低いといった問題がある。
【０１２５】
　本発明は、ひとつには、光学的なフォーカスドリフトの発生に起因する性能低下が改善
された顕微鏡フォーカス維持装置であり、下記の各項に記す顕微鏡フォーカス維持装置を
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含んでいる。
【０１２６】
　１．　本発明の顕微鏡フォーカス維持装置は、対物レンズを介したフォーカス検出光路
と対物レンズを介した観察光路を独立に備えた顕微鏡において、フォーカス検出光学系と
観察光学系の温度変化によるフォーカスドリフトを同一にした事を特徴とする。
【０１２７】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、室温が変化してもフォーカス検出光学系と
観察光学系の温度変化によるフォーカスドリフトの差が発生しない。これにより、室温が
変化する長時間のタイムラプス観察において安定してフォーカスを維持できる。また、フ
ォーカス検出光学系も観察光学系も共に対物レンズを介しているので対物レンズ自身にフ
ォーカスドリフトが発生しても、フォーカス検出光学系も観察光学系も同一のドリフトと
なるので、異なる対物レンズに交換しても安定してフォーカスを維持できる。
【０１２８】
　２．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、フォーカス検出光学系と観察光学系を同一の部材で構成した事を特徴とする。
【０１２９】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出光学系と観察光学系の温度
変化によるフォーカスドリフトの差が発生しない。これにより、確実で容易にフォーカス
検出光学系と観察光学系の温度変化によるフォーカスドリフトを同一にでき、安定してフ
ォーカスを維持できる。
【０１３０】
　３．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第２項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、フォーカス検出光学系と観察光学系を共に対物レンズ一次像の結像光学系とし
た事を特徴とする。
【０１３１】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出光学系と観察光学系の温度
変化によるフォーカスドリフトの差が発生しない。これにより、安価に省スペースでフォ
ーカス検出光学系と観察光学系の温度変化によるフォーカスドリフトを同一にでき、安定
してフォーカスを維持できる。
【０１３２】
　４．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、フォーカス検出光路と観察光路のそれぞれで同一の倍率で変倍できるようにし
た事を特徴とする。
【０１３３】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出光学系と観察光学系の温度
変化によるフォーカスドリフトの差が発生せず、かつ所望の観察倍率に変更できる。これ
により、安定してフォーカスを維持できると共に所望の観察倍率に変更できる。
【０１３４】
　５．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第４項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、フォーカス検出光路と観察光路の変倍に合わせて、フォーカス検出パラメータ
（フォーカス補足範囲、フォーカス送りステップ、合焦と判定する許容フォーカス範囲）
を変更可能にした事を特徴とする。
【０１３５】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、所望の観察倍率に変更しても最適なフォー
カス検出が可能になる。
【０１３６】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置におけるレーザーパワーの不足の改
善に向けられている。
【０１３７】
　特開平６－３５７８号公報の記載の「焦点検出装置」のレーザー投射式のフォーカス検
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出方式の場合、対物レンズの瞳径によらずレーザー光ビーム径やレーザーパワーは一定で
ある。金属標本のように十分な反射率がありレーザー検出用の受光素子に入射するレーザ
ーパワーが十分に高い場合は問題ないが、生物標本のようにカバーガラス、スライドガラ
ス等の細胞が接着している面からのレーザー反射光を検出しようとした場合、反射率が低
く、レーザー検出用の受光素子に入射するレーザーパワーが不十分な場合がある。特に瞳
径の小さい対物レンズを使用する場合、投射されたレーザー光ビームの一部しか対物レン
ズに入らない為に標本に照射されるレーザーパワーが小さくなってしまい、フォーカス検
出が難しくなる。
【０１３８】
　もとの光源となるレーザー自身の出力自体を上げてしまえばこの問題は解決するが、レ
ーザーパワーを上げると標本である生きた細胞へのダメージが増えるだけでなく、レーザ
ー光による観察者への皮膚や眼に対する障害の危険度も増す。また、それを回避する為の
安全装置などが必要になり装置が大型で高価なものになってしまう。なお、前述のように
レーザー検出用の受光素子に入射するレーザーパワーが小さくなってしまう瞳径の小さい
対物レンズに合わせてもとの光源となるレーザー自身のパワーを上げてしまうと、瞳径の
大きい対物レンズに交換した場合や、対物レンズ自体を外した際に、標本上にはさらに大
きなパワーのレーザー光が照射される事になり、ますます細胞へのダメージや観察者への
障害の危険が増してしまう。
【０１３９】
　本発明は、ひとつには、レーザーパワーの不足が改善された顕微鏡フォーカス維持装置
であり、下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置を含んでいる。
【０１４０】
　６．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、レーザー投射方式のフォーカス検出
光路を備えた顕微鏡において、組み合わせる対物レンズの瞳径に合わせてレーザー光ビー
ム径と光源のレーザーパワーを変更可能にした事を特徴とする。
【０１４１】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、細胞や検鏡者に照射される可能性のあるレ
ーザーパワーを最小限に抑えつつ、フォーカス検出可能なレーザーパワーを維持できる。
つまり、細胞へのダメージを最小限に押さえ、検鏡者へのレーザー障害を回避しつつ、フ
ォーカス検出可能なレーザーパワーを維持する事ができる。これにより、安全に安定して
フォーカス維持ができる。
【０１４２】
　７．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第６項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、レーザー光ビームを対物レンズの瞳径と同一にした事を特徴とする。
【０１４３】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、対物レンズによらず投射されたレーザー光
ビームは全て対物レンズを透過し、対物レンズでけられる事がないので、枠反射等で発生
するフレアーによりフォーカス信号にノイズが乗る事を防げる。これにより、安定してフ
ォーカスを維持できる。
【０１４４】
　８．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第６項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、レーザー光ビーム径を変更しても対物レンズに入射するレーザーパワーが変わ
らないようにした事を特徴とする。
【０１４５】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、対物レンズに入射するレーザーパワーが変
わらないように元のレーザー光源のパワーをレーザー光ビーム径に合わせて自動的に変更
するようにしたので、対物レンズによらず標本上でのレーザーパワーを一定にでき、細胞
や検鏡者に照射される可能性のあるレーザーパワーを最小限に抑えつつ、フォーカス検出
可能なレーザーパワーを維持できる。つまり、細胞へのダメージを最小限に押さえ、検鏡
者へのレーザー障害を回避しつつ、フォーカス検出可能なレーザーパワーを維持する事が
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できる。これにより、安全に安定してフォーカス維持ができる。
【０１４６】
　９．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第７項の顕微鏡フォーカス維持装置
において、レーザー光ビーム径を変更しても対物レンズに入射するレーザーパワーが変わ
らないようにした事を特徴とする。
【０１４７】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、対物レンズに入射するレーザーパワーが変
わらないように元のレーザー光源のパワーをレーザー光ビーム径に合わせて自動的に変更
するようにしたので、対物レンズによらず標本上でのレーザーパワーを一定にでき、細胞
や検鏡者に照射される可能性のあるレーザーパワーを最小限に抑えつつ、フォーカス検出
可能なレーザーパワーを維持できる。つまり、細胞へのダメージを最小限に押さえ、検鏡
者へのレーザー障害を回避しつつ、フォーカス検出可能なレーザーパワーを維持する事が
できる。これにより、安全に安定してフォーカス維持ができる。さらに、レーザー光ビー
ム径を対物レンズの瞳径に同一にしたので、投射されたレーザー光ビームは全て対物レン
ズを透過し、対物レンズでけられる事がないので、枠反射等で発生するフレアーによりフ
ォーカス信号にノイズが乗る事を防げる。また、対物レンズを外しても出射するレーザー
パワーは一定なので検鏡者にとってより安全である。
【０１４８】
　１０．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、レーザー投射方式のフォーカス検
出光路を備えた顕微鏡において、組み合わせる対物レンズの最も小さい瞳径とレーザー光
ビーム径とを同一にした事を特徴とする。
【０１４９】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、光源の元のレーザーパワーが一定でも対物
レンズによらず標本に照射されるレーザーパワーを一定に保てる。これにより、対物レン
ズを外しても出射するレーザーパワーは一定でかつ、レーザー光ビーム径や元の光源のレ
ーザーパワーを変更する必要がないので、より信頼性が高く検鏡者にとってより安全であ
る。
【０１５０】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置における全反射に起因する迷光によ
る性能低下の改善に向けられている。
【０１５１】
　特開平６－３５７８号公報に記載の「焦点検出装置」のレーザー投射式のフォーカス検
出方式の場合、対物レンズの瞳径によらずレーザー光ビーム径やレーザーパワーは一定で
ある。しかしながら、生物標本のようにカバーガラス、スライドガラス等の細胞が接着し
ている面からのレーザー反射光を検出しようとした場合、細胞の屈折率よりも大きいＮＡ
の対物レンズを使用すると、細胞の屈折率よりも大きいＮＡのレーザー光は接着面で全反
射してしまう。これは細胞の屈折率より小さいＮＡのレーザー光の反射率に比べ数百倍の
反射率となり、それが迷光となってフォーカス精度に悪影響を与えてしまう。
【０１５２】
　本発明は、ひとつには、全反射に起因する迷光による性能低下が改善された顕微鏡フォ
ーカス維持装置であり、下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置を含んでいる。
【０１５３】
　１１．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、レーザー投射方式のフォーカス検
出光路を備えた顕微鏡において、カバーガラスやスライドガラスと細胞や培養液との境界
面からのレーザー反射光を利用してフォーカス検出する場合、レーザー光ビーム径を細胞
や培養液の屈折率よりも小さいＮＡに相当するレーザー光ビーム径とした事を特徴とする
。
【０１５４】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、カバーガラス、スライドガラスと細胞、培
養液との境界面で全反射する事がなく迷光が発生しにくい。つまり、レーザー光ビームに
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起因する迷光が最小限に押さえられる。これにより、フォーカス信号へのノイズを軽減で
きるのでより安定してフォーカスを維持できる。
【０１５５】
　１２．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１１項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、対物レンズのＮＡが細胞や培養液の屈折率より大きい場合にのみ、細胞や
培養液の屈折率より小さいレーザー光ビーム径となるようにレーザー光ビーム径を可変に
した事を特徴とする。
【０１５６】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、細胞、培養液の屈折率よりＮＡが小さく瞳
径が大きい対物レンズを使用する時は瞳径に合わせて大きいレーザー光ビームを確保でき
、フォーカス検出に十分なレーザーパワーを標本に照射する事ができる。これにより、安
定してフォーカスを維持できる。
【０１５７】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置において蛍光観察装置との組み合わ
せにおけるフォーカス検出光の確保に向けられている。
【０１５８】
　従来の光学的なＴＴＬ方式のフォーカス維持装置はそのフォーカス検出光路を蛍光照明
装置よりも像側から導光している。この為、蛍光観察する場合はフォーカス検出に使用す
る波長が蛍光観察用フィルタであるダイクロイックミラー（以下ＤＭ）、バリアフィルタ
を透過する事になるが、ＤＭ、バリアフィルタの透過波長特性によっては、フォーカス検
出に使用する波長を透過しない場合があり、その場合にはフォーカス検出が不可能となる
。フォーカス検出時に蛍光観察用フィルタを光路から外せばよいが、そうすると時間のロ
スが発生し、標本内の多くの場所の情報を得たい場合や、短い時間間隔でタイムラプス画
像を得たい場合には特にスループットの低下につながる。
【０１５９】
　また、特開平１１－７２７１５号公報の「倒立顕微鏡」にはレーザー光学系や光センサ
光学系を蛍光照明装置よりも対物レンズ側から導光する方法が考案されているが、これは
フォーカス検出光路に限定しているものではない。フォーカス検出に使用する波長は観察
光への迷光とならないように一般に観察には使用しない不可視光が多い。一方、蛍光用フ
ィルタは蛍光観察に必要な波長以外は透過しない特性が一般的である。この為に、前述の
ような問題が発生する。これは蛍光観察装置とフォーカス維持装置の組み合わせ特有の問
題である。
【０１６０】
　本発明は、ひとつには、蛍光観察装置との組み合わせにおいてもフォーカス検出光が確
保される顕微鏡フォーカス維持装置であり、下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置
を含んでいる。
【０１６１】
　１３．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、フォーカス検出光路と観察光路を
独立に備えた顕微鏡において、フォーカス検出光路を蛍光観察装置よりも対物レンズ側か
ら導光するようにした事を特徴とする。
【０１６２】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出に使用する光線が蛍光フィ
ルタを透過する事がないので、フォーカス検出の為の受光素子へ入射するフォーカス検出
光量のロスが少ない。これにより、安定してフォーカスを維持できる。
【０１６３】
　１４．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１３項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、フォーカス検出に使用する光の波長は、蛍光観察に使用する光の波長と異
なっている事を特徴とする。
【０１６４】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の為の波長が蛍光観察光に
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迷光となって入ってくる心配がない。これにより、コントラスト良い蛍光観察が可能とな
る。
【０１６５】
　１５．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１４項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、フォーカス検出光路の導光手段は、フォーカス検出に使用する光と蛍光観
察に使用する光の一方を反射し他方を透過するダイクロイックミラーである事を特徴とす
る。
【０１６６】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の光線も観察用の光線もロ
スを最小限に押さえられる。これにより、安定してフォーカスを維持できると共に、明る
い観察像が得られる。
【０１６７】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置における対物レンズの一次像のリレ
ーに起因する性能低下の改善に向けられている。
【０１６８】
　特開平１１－７２７１５号公報の「倒立顕微鏡」にはレーザー光学系や光センサ光学系
を対物レンズと結像レンズの間から導光する事が示唆されているが、やはりフォーカス検
出光路に限定しているものではない。また、正立型顕微鏡ではフォーカス検出光路を対物
レンズと結像レンズの間から導光している方法が一般には知られているが倒立型顕微鏡で
は公知となっていない。
【０１６９】
　倒立型顕微鏡において結像レンズより像側からフォーカス検出光路を導光しようとする
と、例えば特開平６－７８１１２号公報に記載の「画像取込装置」の光路差コントラスト
検出方式の場合には、主光線が像面に垂直なテレセントリック光学系になっていないと正
確にフォーカス検出ができない。一方、結像レンズによる対物レンズの一次像はテレセン
トリック光学系になっていない。この為、テレセントリック光学系になるようにフォーカ
ス検出の為の受光素子近傍まで対物レンズ一次像をリレーする必要がある。リレー光学系
を構成するには新たなスペースが必要になるが、倒立型顕微鏡の場合は顕微鏡本体の周辺
に撮像装置や細胞を操作する為のマニピュレータ、レーザー刺激装置などの様々な装置が
配されており、限られたスペースでフォーカス維持装置を構成する事は難しい。
【０１７０】
　また、特開平６－３５７８号公報に記載の「焦点検出装置」のレーザー投射式のフォー
カス検出方式の場合には、前述の光路差コントラスト検出方式と異なり、対物レンズ一次
像面にフォーカス検出の為の受光素子が配されていてもよい。しかし、結像レンズから像
面までの距離は１８０～２００ｍｍ程度の決められた寸法になっている。その寸法の内の
多くの部分は倒立型顕微鏡本体の内部に入っている為に、正立型顕微鏡とは異なり、倒立
型顕微鏡本体の外側でフォーカス維持装置を構成することはスペース的に難しい。対物レ
ンズ一次像をリレーすればこの問題は解決するが、前述の光路差コントラスト検出方式の
場合と同様に、今度は倒立型顕微鏡周辺の様々な装置との干渉を避けた限られたスペース
でフォーカス維持装置を構成する事は難しい。
【０１７１】
　また、前記二つのどちらのフォーカス検出方式にしてもリレーする事で観察光学系との
レンズの温度変化による光学的なフォーカスドリフトを同一にする事が難しくなる。
【０１７２】
　本発明は、ひとつには、対物レンズの一次像のリレーを必要としない顕微鏡フォーカス
維持装置であり、下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置を含んでいる。
【０１７３】
　１６．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、フォーカス検出光路と観察光路を
独立に備え、無限遠対物レンズと無限遠対物レンズの像を結像させる結像レンズを有した
倒立型顕微鏡において、無限遠対物レンズと結像レンズの間からフォーカス検出光路を導
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光した事を特徴とする。
【０１７４】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、例えば光路差コントラスト検出方式の場合
、対物レンズ一次像をリレーする必要がない。また、例えばレーザー投射式のフォーカス
検出方式の場合、フォーカス検出の為の受光素子の配置に合わせてフォーカス検出光路の
結像レンズを配置するだけで対物レンズ一次像をリレーする必要がない。また、結像レン
ズの配置を自由にできるので、つまりは受光素子の配置をも自由にでき、倒立型顕微鏡本
体周辺の様々な装置と干渉する心配が少ない。
【０１７５】
　１７．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１６項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、フォーカス検出に使用する波長は、観察に使用する波長以外の波長を使用
した事を特徴とする。
【０１７６】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の為の波長が観察光に迷光
となって入ってくる心配がない。これにより、コントラスト良い観察が可能となる。
【０１７７】
　１８．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１７項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、フォーカス検出光路の導光手段は、フォーカス検出に使用する波長と蛍光
観察に使用する波長のどちらか一方を反射し、どちらか一方を透過するダイクロイックミ
ラーである事を特徴とする。
【０１７８】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の光線も観察用の光線もロ
スを最小限に押さえられる。これにより、安定してフォーカスを維持できると共に、明る
い観察像が得られる。
【０１７９】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置における観察光のロスの改善に向け
られている。
【０１８０】
　従来、フォーカス検出光路と観察光路を独立に備えた顕微鏡のフォーカス維持装置は、
観察光路へのフォーカス検出光路の導光手段であるハーフミラー、ダイクロイックミラー
等が常に光路に入っている。しかし、フォーカス検出時以外は必要ないにも関わらず導光
手段が常時光路に入っている為、観察光のロスとなっている。特に蛍光観察の場合は観察
光が微弱であり、少しでもコントラスト良く観察する為には僅かな観察光のロスも避けた
い。また、ＣＣＤ等による蛍光撮影を行う場合には、観察光のロスはＣＣＤの露出時間を
長くしてしまい、蛍光色素の退色が早まるばかりでなく、生きた細胞の場合には細胞への
ダメージも大きくなる。
【０１８１】
　本発明は、ひとつには、観察光のロスが改善された顕微鏡フォーカス維持装置であり、
下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置を含んでいる。
【０１８２】
　１９．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、フォーカス検出光路と観察光路を
独立に備え、フォーカス検出光路の観察光路への導光手段を有した顕微鏡において、フォ
ーカス検出時のみ前記導光手段を光路に入れた事を特徴とする。
【０１８３】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、観察光線のロスがない。これにより、明る
くコントラスト良く観察ができる。
【０１８４】
　２０．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第１９項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、フォーカス検出時のみ前記導光手段を光路に入れる動作を有効、無効と選
択できるようにした事を特徴とする。
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【０１８５】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、導光手段の挿脱による振動や、時間のロス
と、前記導光手段による観察光のロスとどちらを犠牲にするか選択できる。これにより、
実験の目的によって使い分けることができる。
【０１８６】
　２１．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第２０項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、組み合わせる対物レンズの種類と検鏡法に応じて前記導光手段を光路に入
れる動作を有効か無効に設定でき、かつ対物レンズの切り換えと検鏡法の切り換えに連動
して自動設定可能とした事を特徴とする。
【０１８７】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、対物レンズや検鏡法ごとに導光手段の挿脱
による振動や、時間のロスと、導光手段による観察光のロスとどちらを犠牲にするかを自
動的に選択できる。例えば、高倍対物レンズで透過観察を行う場合には、観察画像の明る
さは十分なので、時間のロスや振動による画像の劣化への影響を除去する事を優先させた
り、低倍対物レンズで蛍光観察する場合は、低倍なので振動の影響は少なく、観察画像が
暗いので、蛍光のロスを最小限に抑える事を優先させたりと、実験の目的に合わせて自動
設定できる。これにより、実験中にわざわざ設定を変更する必要がなく実験の省力化がで
きる。
【０１８８】
　本発明は、ひとつには、顕微鏡フォーカス維持装置におけるレタデーションの発生に起
因する性能低下の改善に向けられている。
【０１８９】
　前述の特開平６－３５７８号公報に記載の「焦点検出装置」のように、レーザー投射式
のフォーカス検出方式の場合、直線偏光のレーザー光源とλ／４板を組み合わせて投射側
のレーザー光ビームと受光側のレーザー光ビームを偏光ビームスプリッタ（ＰＢＳ）によ
り偏光分離してレーザーパワーのロスを防いでいる事が多い。しかし、微分干渉検鏡時に
は対物レンズとλ／４板の間に微分干渉プリズムが挿入されるので、微分干渉プリズムに
よりレタデーションが発生し、レーザー光の偏光面が回転する為、フォーカス検出の為の
受光素子へ入射するレーザーパワーがダウンしてしまう。このため、レーザーパワーに余
裕がない場合は安定してフォーカス検出ができなくなってしまう。
【０１９０】
　また、微分干渉観察の場合標本に合わせてコントラストを変更できるようになっている
が、このコントラスト変更の一つの手段として、微分干渉プリズムを光軸に垂直な方向に
移動させる事でレタデーションを変更させて行っている。他の手段として、セナルモン式
といわれる偏光板とλ／４板（フォーカス検出光路中のλ／４板とは異なる）を組み合わ
せて偏光板を光軸を中心に回転させる事でレタデーションを変更してコントラストを変更
している方法もある。いずれの手段もフォーカス検出光路中のλ／４板と対物レンズの間
に挿入されており、フォーカス検出用のレーザー光ビームが透過する光路中にあるのでコ
ントラストの変更つまりはレタデーションの変更によってレーザー光の偏光面が回転して
しまい、フォーカス検出の為の受光素子へ入射するレーザーパワーが変動してしまう。
【０１９１】
　フォーカス検出の為の受光素子へ入射するレーザーパワーが変動してしまうという事は
、例えば図１５におけるＡ＋Ｂのスレッシュホールドを一定にしておいてもフォーカス補
足範囲が変わってしまう事になる。その結果、適正なフォーカス補足範囲にならず、フォ
ーカス検出に時間がかかったり、ノイズにより安定してフォーカス検出ができなくなった
りする。
【０１９２】
　本発明は、ひとつには、レタデーションの発生に起因する性能低下が改善された顕微鏡
フォーカス維持装置であり、下記の各項の記す顕微鏡フォーカス維持装置を含んでいる。
【０１９３】
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　２２．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、直線偏光のレーザー光源を備え、
レーザー光源を対物レンズを介して標本に投射するレーザー投射光路と、
　レーザー検出光路と、
　レーザー投射光路をレーザー検出光路へ同軸的に導光する偏光ビームスプリッタと、
　偏光ビームスプリッタと標本の間に配した直線偏光を円偏光に変換する１／４波長板と
、
を備えたフォーカス検出装置を有する顕微鏡において、
　１／４波長板と標本の間に、微分干渉観察時に使用するレタデーション変更手段を有し
ており、　偏光ビームスプリッタと標本の間に前記レタデーション変更手段で発生したレ
タデーションを打ち消すレタデーションを発生させるレタデーション補正手段を設けた事
を特徴とする。
【０１９４】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の為の受光素子に入射する
レーザーパワーのロスを防ぐ事ができる。これにより、安定してフォーカスを維持できる
。
【０１９５】
　２３．　本発明の別の顕微鏡フォーカス維持装置は、第２２項の顕微鏡フォーカス維持
装置において、前記レタデーション変更手段によるレタデーション量を検出するレタデー
ション検出手段を有しており、レタデーション検出手段で検出されたレタデーション量に
基づきレタデーション補正手段のレタデーションを自動的に補正可能にした事を特徴とす
る。
【０１９６】
　この顕微鏡フォーカス維持装置においては、フォーカス検出の為の受光素子に入射する
レーザーパワーのロスを防ぐと共に、レーザーパワーの変動も防ぐ事ができ、フォーカス
補足範囲を適正に維持する事が可能となる。これにより、安定してフォーカスを維持でき
る。
【図面の簡単な説明】
【０１９７】
【図１】本発明の第一実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図２】図１における標本周りの抽出図である。
【図３Ａ】図１の右側に示されたセンサヘッドの上面図である。
【図３Ｂ】図３Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図４Ａ】本発明の第二実施形態のセンサヘッドの上面図である。
【図４Ｂ】図４Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図５Ａ】本発明の第二実施形態のセンサヘッドの上面図である。
【図５Ｂ】図５Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図６】本発明の第四実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図７Ａ】図６の右側に示されたセンサヘッドの上面図である。
【図７Ｂ】図７Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図８】本発明の第五実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図９Ａ】図８の右側に示されたセンサヘッドの上面図である。
【図９Ｂ】図９Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図１０】本発明の第六実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図１１Ａ】図１０の右側に示されたセンサヘッドの上面図である。
【図１１Ｂ】図１１Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図１２】本発明の第七実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図１３】本発明の第八実施形態の顕微鏡全体の構成を示している。
【図１４Ａ】図１３の右側に示されたセンサヘッドの側面図である。
【図１４Ｂ】図１４Ａに示されたセンサヘッドの正面図である。
【図１５】二分割のフォトダイオードのそれぞれの出力をＡ相、Ｂ相として縦軸に、標本
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側でフォーカスの光軸方向の移動を横軸にとったグラフである。
【符号の説明】
【０１９８】
１０１…透過照明光軸、１０４…スライドガラス、１０５…対物レンズ、１０６…レボル
バ、１０８…観察光軸、１０９…リレーレンズ、１１０…接眼レンズ、１１１…光源、１
１２…透過照明支柱、１１３…コンデンサレンズ、１１４…水銀ランプ、１１５…落射蛍
光投光管、１１６…励起フィルタ、１１７…ダイクロイックミラー、１１８…吸収フィル
タ、１１９…蛍光フィルタカセット、１２０…結像レンズ、１２１…光路切り換えプリズ
ム、１２２…ミラー、１２３…モータ、１２４…焦準ハンドル、１２５…上下ガイド、１
２６…レボルバ嵩上げ部材、１２７ａ…レボルバ嵩上げ部材、１２７ｂ…レボルバ嵩上げ
部材、１２８ａ…レボルバ嵩上げ部材、１２９…ＸＹステージ、１３０ａ…対物レンズ一
次像面、１３０ｂ…対物レンズ一次像、１３１…固定ガイド、１３１ａ…ガイド部、１３
２…可動ガイド、１３２ａ…ガイド部、１３３…操作レバー、１３３ａ…対物レンズ一次
像面、１３４…ダイクロイックミラー、１３５…Ｒカットフィルタ、１３６…ＣＣＤ、１
３７…センサヘッド、１３８…制御部、１３９…結像レンズ、１４０…ミラー、１４０ｂ
…ミラー、１４１…ビームスプリッタ、１４１ｂ…偏光ビームスプリッタ、１４２…瞳分
割シボリ、１４３…対物レンズ専用ビーム径規制シボリ、１４４…ビーム径規制シボリ、
１４４ａ…ビーム径規制シボリ、１４５…レーザーダイオード、１４６ａ…レーザー光ビ
ーム、１４６ｂ…レーザー光ビーム、１４６ｃ…参照符号、１４７…瞳分割シボリ、１４
８…ミラー、１４９…フォトダイオード、１５０ａ…勘合部、１５１…ミラー、１５２…
ビームスプリッタ、１５３…ミラー、１５４…ＣＣＤラインセンサ、１５５ａ…対物レン
ズ一次像、１５５ｂ…対物レンズ一次像、１５６…ポラライザ、１５７…プリズム、１５
８…プリズム、１５９…アナライザ、１６０…コントラスト調整ツマミ、１６１…センサ
、１６２…センサ、１６３…λ／４板、１６４…モータ、１６５…変倍レンズ、１６６…
ダイクロイックミラー、１６７…モータ、１６８…モータ、１６９…顕微鏡本体、１７０
…センサヘッド光軸、１７１…遮光板、１７２…入力手段、１７３…メモリ、１７４…モ
ータ、１７５…モータ、１７７…モータ。
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