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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　光源と、
　前記光源からの照射光を被観察試料内に集光する対物レンズと、
　前記光源から前記対物レンズに対し照射光線を入射させる光軸中に配置された収束／視
準化レンズ対と、
　前記収束／視準化レンズ対の間に配置され、透過光の位相を光軸横断面の所定範囲内で
変化させることによって、前記対物レンズの観察面を段階的に深度調節するための位相変
更手段と、
　前記光源および前記収束／視準化レンズ対の間の光軸中に共焦点スキャナーと、を備え
、
　前記共焦点スキャナーは、
　前記光源側に配置されたマイクロレンズアレーディスクと、
　前記収束／視準化ディスク側に、前記マイクロレンズアレーディスクと同軸にこれに対
向配置された複数のピンホールを有するニポウディスクと、
　前記マイクロレンズアレーディスクおよび前記ニポウディスクの間に配置され、光源か
らの照射光を透過する一方、前記被観察試料から返ってきた蛍光を反射するダイクロイッ
クミラーと、を備え、
　前記位相変更手段が段階的に光学的特性の異なる複数の位相板セグメントを配列し、各
セグメントが順次光軸を横切るように設置された回転板からなることを特徴とする多層観
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察型光学顕微鏡。
【請求項２】
　前記位相変更手段が各位相板セグメントの要素をなす等方性透明膜の厚さを段階的に変
化させたことにより、それらの光学的特性を異ならしめたことを特徴とする請求項１に記
載の多層観察型光学顕微鏡。
【請求項３】
　前記位相変更手段が各位相板セグメントの要素をなす等方性透明膜の屈折率を段階的に
変化させたことにより、それらの光学的特性を異ならしめたことを特徴とする請求項１に
記載の多層観察型光学顕微鏡。
【請求項４】
　光学顕微鏡の試料台の二次元走査と、前記位相変更手段の位相走査とを同期させること
により、被観察試料の三次元動態を観察できるようにしたことを特徴とする請求項１に記
載の多層観察型光学顕微鏡。
【請求項５】
　前記位相変更手段は、表面上に複数の位相板セグメントを備えた回転板からなり、前記
複数の位相板セグメントは、それぞれ、段階的に互いに異なる光学的特性を有するととも
に、前記回転板の円周方向に順次隣接するように配列されていることを特徴とする請求項
１に記載の多層観察型光学顕微鏡。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は光学顕微鏡、特にリアルタイムにおいて三次元的に被観察試料の動態を観察す
ることが可能な多層観察型光学顕微鏡、及びこれらの顕微鏡に使用可能な多層観察ユニッ
トに関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　顕微鏡一般は焦点整合により被観察試料面の深さに対応するものであり、特に共焦点顕
微鏡は光軸方向に優れた分解能をもち、三次元構造を有する標本の光学的切片像を観察で
きるため、医学及び生物学の分野において近年急速に普及した光学的観察手段である。そ
の原理的構成は、図５に示すように、レーザー光源１から出たレーザービームを、例えば
、二重回転板２ (後に詳述する）におけるレンズアレーディスク９のマイクロレンズで収
束し、ダイクロイックミラー１１を透過させて、もう一方の回転板であるニポウディスク
１０のピンホール中に合焦・出射し、更に対物レンズ１４を介して被観察体に照射し、そ
れにより励起発光した蛍光を観測用光線として折り返し経路に乗せ、同一のピンホールを
通して（所謂、共焦点で）計測するものである。
【０００３】
　この計測はピンホール通過後の蛍光を、ダイクロイックミラー１１で反射し、凸レンズ
１２で収束させて高速ＣＣＤカメラ３に入射させることにより行われる。このような共焦
点顕微鏡により生態組織を観察する場合、被観察体がマウス等であれば、その摘出心２０
等をカニューレ２１を用いて灌流し、心電図計測装置２２でモニターしながら被観察部位
にレーザービームを照射して行うことも、ある程度は効果的に実施される。
【０００４】
　しかしながら、共焦点顕微鏡はその光軸方向の高分解能性の故に、生きた細胞や組織の
三次元像をリアルタイムで捕らえるには、深さの異なるレベルを多層的に観察する必要が
あり、これまでは標本ステージや対物レンズといった重量のあるものを動かさなければ成
らなかったため（例えば、特許文献１、及び非特許文献１参照）、リアルタイムでの三次
元観察は不可能であった。
【特許文献１】特開平０６－３４１９５５号公報
【非特許文献１】オリンパス光学工業（株）カタログ、「走査型レーザ顕微鏡」２００２
年９月３０日検索、インターネットURL:http://www.nagano-it.go.jp/seimitu/setubi/se
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-shuuseki10/se-04laser.html （仕様の欄）
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明の基本目的は、上記のような従来の共焦点レーザ顕微鏡を含む光学顕微鏡システ
ムにおける三次元走査の困難性を光学的に解決した光学系構造を提供することにある。
【０００６】
　本発明の更なる目的は、生きた組織細胞の三次元的な動態をも高速に蛍光顕微鏡観察で
きる光学系構造を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　上記の目的を達成するため、本発明は、光源と、前記光源からの照射光を被観察試料内
に集光する対物レンズと、前記光源から前記対物レンズに対し照射光線を入射させる光軸
中に配置された収束／視準化レンズ対と、前記収束／視準化レンズ対の間に配置され、透
過光の位相を光軸横断面の所定範囲内で変化させることによって、前記対物レンズの観察
面を段階的に深度調節するための位相変更手段と、前記光源および前記収束／視準化レン
ズ対の間の光軸中に共焦点スキャナーと、を備え、前記共焦点スキャナーは、前記光源側
に配置されたマイクロレンズアレーディスクと、前記収束／視準化ディスク側に、前記マ
イクロレンズアレーディスクと同軸にこれに対向配置された複数のピンホールを有するニ
ポウディスクと、前記マイクロレンズアレーディスクおよび前記ニポウディスクの間に配
置され、光源からの照射光を透過する一方、前記被観察試料から返ってきた蛍光を反射す
るダイクロイックミラーと、を備え、前記位相変更手段が段階的に光学的特性の異なる複
数の位相板セグメントを配列し、各セグメントが順次光軸を横切るように設置された回転
板からなることを特徴とする多層観察型光学顕微鏡を構成したものである。
【０００８】
　上記の基本構成によれば、位相変更手段を経て視準化レンズを出た照射光線の波面は、
視準化レンズに向かう位相変更手段の状態ごとに、光軸からその光軸を横断する面内にお
ける周辺にかけて生ずる位相変位の度合が相違し、その位相変位度が大きければ、更に対
物レンズに入射して結ばれる焦点の深度がそれに応じて深くなる。この深度変化の幅は、
照射光線の波長に応じて広くできるが、本発明では可視波長域で１００μｍ程度まで可能
である（使用する対物レンズのＮＡ，倍率に依存する）。
【００１０】
　観測用光線とは、被観察試料の情報を含んだ光線であり、照射光線により励起された蛍
光線あるいは反射光である。
【００１２】
　本発明の好ましい実施例によれば、前記位相変更手段が、各位相板セグメントの要素を
なす等方性透明膜の厚さを段階的に変化させたことにより、それらの光学的特性を異なら
しめることができる。
【００１３】
　本発明の別の好ましい実施例によれば、前記位相変更手段が、各位相板セグメントの要
素をなす等方性透明膜の屈折率を段階的に変化させたことにより、それらの光学的特性を
異ならしめることができる。
【００１４】
　本発明のさらに別の好ましい実施例によれば、本発明を適用する光学顕微鏡の試料台の
二次元走査と、前記位相変更手段の位相走査とを同期させることにより、被観察試料の三
次元動態を観察できる。これにより、蛍光観察光路の終端に配置されたＣＣＤカメラ、例
えば、既存の撮像速度１０００フレーム／秒の、インテンシファイド高速ＣＣＤカメラ等
によれば、生きた組織の三次元的動態などをも、高速に観察することが可能となる。
【００１５】
　更に、標本ステージあるいは対物レンズの移動による第１の光軸方向観察位置制御手段
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と、対物レンズに対しそのレンズから被観察試料に入射すべき照射光線を入射させる光軸
中に配置された収束／視準化レンズ対と、それらのレンズ間に透過光の位相を光軸横断面
の所定範囲内で変化させるための位相変更手段とからなる第２の光軸方向観察位置制御手
段とを設けることにより、深い光軸方向の被観察試料の観察を可能にすると共に、光軸方
向の観察を早い時間で詳細に観測することができる。更に、光学顕微鏡の試料台への試料
光線の二次元走査と第１の光軸方向観察位置制御手段と第２の光軸方向観察位置制御手段
とを同期させることにより、被観察試料の三次元観察を深く且つ特定領域を局部的に詳細
に観察することができる。同期して得られた情報を三次元画像にするためには、事前に第
１の光軸方向観察位置制御手段と第２の光軸方向観察位置制御手段との各々の制御長を規
格化しておくことにより可能になる。また、第１及び第２の光軸方向観察位置制御手段の
各々の制御長を規格化しておくことにより、第２の光軸方向観察位置制御手段によって光
軸方向の長さを早い時間で計測できる。即ち、対物レンズに対し、そのレンズから被観察
試料に照射光線を入射させる光軸中に、収束／視準化レンズ対を配置し、それらのレンズ
間に透過光の位相を光軸横断面の所定範囲内で変化させるための位相変更手段を設けたこ
とにより、対物レンズに入射する照射光線の波面の位相に応じた深度において、前記試料
を合焦点照射するように構成した多層観察型光学顕微鏡を用いて、前記位相変更手段の第
１の設定値により得られる第１の観察面を観察する工程と、前記位相変更手段の第２の設
定値により得られる第２の観察面を観察する工程と、前記第１の観察面と第２の観察面と
の光軸方向の距離を前記位相変更手段の第１の設定値と前記位相変更手段の第２の設定値
との差から測定することができる。
【００１６】
　また、医学生物分野の試料及びエレクトロニクス分野の試料等の三次元検査方法が可能
になる。即ち、光学的に三次元構造を有する被観察試料を作成する工程と、その被観察試
料を標本ステージに設置する工程と、第６の発明の光学顕微鏡の構成を用いてその被観察
試料の三次元デジタルデータを測定する工程と、試料が正常な三次元形状と判断できる三
次元の検査判定基準デジタルデータを設定する工程と、その測定された被観察試料の三次
元デジタルデータと検査判定基準デジタルデータとを比較する工程とから、被観察試料が
正常かどうかを判断することができる。繰り返し三次元データを測定することにより動態
の検査も可能になる。
【００１７】
　医学生物分野の試料の作製は、蛍光材料を試料に混入することにより光学的に鮮明に観
察できる被観察試料を準備できる。エレクトロニクス分野の試料作成は、製造する基体表
面に凹凸を形成する工程となる。
【００１８】
　二次元データの判断のみならず、深さ方向のデータも含んだ三次元データによる検査が
可能になる。半導体集積回路においてはますます表面構造が三次元化していくが、本発明
の三次元検査方法により高速で検査できるようになる。
【００１９】
　本発明のさらに別の好ましい実施例によれば、前記位相変更手段は、表面上に複数の位
相板セグメントを備えた回転板からなり、前記複数の位相板セグメントは、それぞれ、段
階的に互いに異なる光学的特性を有するとともに、前記回転板の円周方向に順次隣接する
ように配列されている。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明の多層観察型リアルタイム光学顕微鏡、特に共焦点顕微鏡によれば、細胞や生体
組織の三次元構造を、そのままの状態で高精度に観察することができる。すなわち、多層
的に観察できない従来の方法では、本来三次元的な生体組織の営みを、シャーレ内での細
胞培養等により二次元平面に置き換えることで可視化しているに過ぎず、生体の自然な姿
を捉えているとは言いがたいものであったのに対し、本発明では、生体の営みを高速且つ
立体的に可視化したものだからである。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　本発明は、細胞組織等の三次元動態の高速観察を可能とする多層観察ユニットを構成し
たものである。顕微鏡全体の構成としては、すでに実用化されている二次元（x-y)平面を
高速に観察する顕微鏡と、それに使用する光源 (レーザー）との間に、前記多層観察ユニ
ット (観察深さ: ｚ方向を多層的に変えて観察するユニット）を構成する位相変更手段と
しての光学位相板配列ディスクを挿入する形をとる。このユニットは順次異なった光学特
性をもつ光学位相板のセグメント (円弧状片）をディスク状に配列構成し、回転すること
により各セグメントが順次光軸を横切るように設置され、かくして高速に観察深さを変更
し、各深さ（層）における二次元スライス像を得て組織細胞の三次元画像を構築・再現す
ることができる。
【００２２】
　適用可能な光学顕微鏡としては、共焦点顕微鏡のほか一般的な蛍光顕微鏡や二光子顕微
鏡、その他対物レンズを用いて被観察試料に光照射する光学顕微鏡を用いることができ、
以下の好ましい実施例においては最も効果的な共焦点顕微鏡について説明する。
【実施例】
【００２３】
　本発明の多層観察型リアルタイム共焦点顕微鏡の好ましい実施例は、図１に示すとおり
である。図１の光学系において、１はレーザー光源、２は二重回転円板式高速共焦点スキ
ャナー、３はインテンシファイド高速ＣＣＤカメラ、４は高速共焦点スキャナー２のピン
ホールを出たレーザー光をコリメート、すなわち視準化する凸レンズ、５は収束レンズ、
６は収束レンズ５から出て反転像化したレーザー光を視準化する第２の凸レンズであり、
このレンズ５，６間に本発明の多層観察ユニット７を構成する位相変更手段としての光学
位相板の配列ディスクが配置される。レンズ６から出た視準レーザー光は蛍光位相差顕微
鏡ユニット８に入射するようになっている。
【００２４】
　高速共焦点スキャナー２は、レーザー光源１側にマイクロレンズアレーディスク９を、
コリメートレンズ４側に多数のピンホールが渦巻き状に配置された所謂ニポウディスク１
０を同軸・対向的に設置したものであり (図５参照）、当然ながらディスク９のマイクロ
レンズアレーも、ピンホールアレーに対応した渦巻き状であり、両ディスク９，１０の高
速回転により、例えば、最速で１０００フレーム／秒で光軸をｘ－ｙ走査することができ
る。
【００２５】
　両ディスク９，１０間には励起用レーザー光を透過し、観察試料から返ってきた蛍光を
反射するダイクロイックミラー１１が配置され、その蛍光反射光路中には凸レンズ１２が
配置され、ＣＣＤカメラ３の受光面に結像するようになっている。ＣＣＤカメラ３は高速
共焦点スキャナー２に対応して最速で１０００フレーム／秒で光軸をｘ－ｙ走査画像を撮
影することができる。
【００２６】
　本発明の多層観察ユニット７は、図１の光学系内においては駆動用モーター１３と共に
、側面でのみ示しているが、その具体的構成例としては、図の上方に取出して斜視図で示
すように、光学特性の異なる複数の位相板セグメントa, b, c ・・・・をディスク状に配
列したものである。光学特性がセグメントごとに段階的に異なる態様としては、各位相板
セグメントの要素をなす等方性透明膜（当該斜視図においては区分図示していない）が同
一膜物質から成る場合において、斜視図で拡大して示すように、その厚さを段階的に変化
させるか、厚さは不変にして屈折率を段階的に変えるか、あるいはその両方の組み合わせ
を採用する。
【００２７】
　多層観察ユニット７を通り、視準化レンズ６から出たレーザービームは、蛍光位相差顕
微鏡ユニット８内の対物レンズ１４に入射し、可変の深度において、ここでは模式的に示



(6) JP 4239166 B2 2009.3.18

10

20

30

40

50

した通り、シャーレ等に収容された細胞・組織試料１５内に焦点を結ぶようになっている
。また、この場合は光学系構成の便宜上、顕微鏡ユニット８内には、対物レンズ１４の前
に平面ミラーからなる光路折り曲げ鏡１６が配置される（図１参照）。
【００２８】
　図２は、上述の光路折り曲げ鏡１６を省略して、収束／視準化レンズ対５，６間に配置
された多層観察ユニット７の位相板により、対物レンズ１４により結ばれる焦点が効果的
に深度調整される手順を示す模式図である。ここに（ａ）は、多層観察ユニット７の光路
中セグメントの位相板要素が最も薄いものであるとき、（ｂ），（ｃ）は順次それより厚
くなった場合であり、レンズ５，６間の基準中間結像面と各中間レベルを整合させて描い
たものである。
【００２９】
　図２（ａ）では、位相板要素が薄いため、収束レンズ５の周縁部から出て位相板要素７
（ａ）内に入り、光軸と交差してから同要素７（ａ）を出るまでの距離が比較的短くなり
 (したがって光軸通過部との距離差も短くなり）、その部分と光軸出射部との位相差 (前
者の位相遅れ）は比較的小さい。したがって、これらの光波が対物レンズ１４により合焦
するレベルは、試料１５内の最上位Ｚ１となる。
【００３０】
　図２（ｂ）では、位相板要素が（ａ）より少し厚いため、収束レンズ５の周縁部から出
て位相板要素７（ｂ）内に入り、光軸と交差してから同要素７（ｂ）を出るまでの距離が
やや長くなり (したがって光軸通過部との距離差もやや長くなり）、その部分と光軸出射
部との位相差 (前者の位相遅れ）もやや長くなる。したがって、これらの光波が対物レン
ズ１４により合焦するレベルは、試料１５内の次のレベル（ここでは中間位）Ｚ２となる
。
【００３１】
　図２（ｃ）では、位相板要素が（ｂ）より更に厚いため、収束レンズ５の周縁部から出
て位相板要素７（ｃ）内に入り、光軸と交差してから同要素７（ｃ）を出るまでの距離が
更に長くなり (したがって光軸通過部との距離差も更に長くなり）、その部分と光軸出射
部との位相差 (前者の位相遅れ）も更に長くなる。したがって、これらの光波が対物レン
ズ１４により合焦するレベルは、試料１５内の更に次のレベル（ここでは最下位）Ｚ３と
なる。
【００３２】
　以上のことから、本発明の実施例においては、多層観察ユニット７の位相板要素がセグ
メントａ、ｂ，ｃ，・・・と変位するごとに厚くなるため、対物レンズ１４の対物面にお
ける光軸点から周縁部にかけて出射する波面の合焦点の深度は、効果的に十分な距離を変
位することが理解できるであろう。また、この深度変位は、前述の実施例のごとく、多層
観察ユニット７における各位相板セグメント要素（等方性透明膜）の厚さが段階的に変化
する場合のほか、厚さは不変にして屈折率を段階的に変える場合、あるいはその両方の組
み合わせを採用する場合にも生ずることは明らかである。
【００３３】
　図３は、本発明の高速共焦点顕微鏡により観察深度を順次変更しながら、光学断層像を
計測し、これらを合成する画像処理により、リアルタイム三次元像を得る手順原理を示す
模式図である。図３（ａ）では、図２（ａ）の位相板セグメント要素により確立した焦点
レベルＺ１において観察試料を二次元走査し、図３（ｂ）では、図２（ｂ）の位相板セグ
メント要素により確立した焦点レベルＺ２において観察試料を二次元走査し，更に図３（
Ｃ）では、図２（Ｃ）の位相板セグメント要素により確立した焦点レベルＺ３において観
察試料を二次元走査したものである。
【００３４】
　各レベルにおいて描いた複数の線１８は、図１に示した高速共焦点スキャナー２の二重
板９、１０におけるマイクロレンズ／ピンホールアレイの本数に応じて形成される走査線
であり、１９はその走査線上においてレーザービーム１７が結ぶ焦点である。かくして、
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これらの合焦点レーザービームによりその試料点から励起・発光した蛍光のうち、往路の
レーザービームと同様の経路を逆にたどる蛍光が、多層観察ユニット７により、同じく波
面位相を調整され、高速共焦点スキャナー２のニポウディスク１０における光軸位置のピ
ンホールを通り、ダイクロイックミラー１１によって反射され、凸レンズ１２を通って高
速ＣＣＤカメラ３により受光及び撮像処理されることは前述した通りである。
【００３５】
　実施例において、図３（ａ）～（ｃ）の過程は、好ましくは1/30秒程度で行われ、高速
ＣＣＤカメラ３で画像取得後三次元像として合成される。例えば、１秒間１０００フレー
ムの高速ＣＣＤカメラを用いて３層の三次元観察を行う場合、１秒間に１０００／３＝３
３３．３の立体像が得られる。
【００３６】
　図４は、生体の左心室２３及び左冠状動脈組織における心筋梗塞巣２４の細胞を、本発
明のリアルタイム共焦点顕微鏡によりリアルタイムで観察するため、カテーテル等、何ら
かの方法でレーザー励起した場合の模式図である。共焦点顕微鏡のレーザー光路先端（対
物レンズ）２５から出たレーザービーム１７は前述の態様にしたがって多層的に二次元走
査され、この領域２４の細胞が三次元画像によりリアルタイムで観察され、例えば、壊疽
を生じていること等が容易に発見できるようになる。なお、２６は心房、２７は大動脈で
ある。
【００３７】
　また、標本ステージあるいは対物レンズを光軸方向に移動することによって左心室２３
全体も観察できる。標本ステージあるいは対物レンズの光軸方向の移動距離と多層観察ユ
ニットによる焦点移動距離を規格化すると共に、同期化して観察することにより、図４の
ように広範囲な観察と局所的な詳細観察とを重ねて三次元観察することができる。
【００３８】
　標本ステージあるいは対物レンズの光軸方向の移動距離と多層観察ユニットによる焦点
移動距離を規格化することにより、早い時間で被観察試料の光軸方向の深さを測定するこ
ともできる。移動距離を規格化する別な方法としては、すでに深さ方向の距離が測定済み
の基準試料を事前に観察することにより、多層観察ユニットによる焦点移動距離を規格化
することもできる。観察できる観察面と多層観察ユニットによる焦点移動距離の差を測定
することにより、その異なる観察面の深さを測定できる。深さを測る場合には、多層観察
ユニットとしてアナログ的に光軸方向の焦点移動距離を制御できる位相変更手段が好まし
い。位相変更手段として印可電界によって制御できるポッケルス効果あるいはカー効果を
持った電気光学結晶デバイスを用いることによりアナログ的に光軸方向の焦点移動距離を
制御することができる。ポッケルス効果を有する材料としては例えばＬｉＮｂＯ３（ニオ
ブ酸リチウム）結晶がある。カー効果を示す材料としては液体であるがＣＳ２がある。本
発明の顕微鏡は、三次元観察及び測長を早い時間で同時にできる。従って、実験用だけで
はなくマイクロデバイス等の生産段階での検査工程に最適である。
【００３９】
　また、多層観察ユニットの収束／視準化レンズの倍率を変えることにより光軸方向の移
動距離範囲を広くできる。被観察試料の大きさに応じて多層観察ユニットの収束／視準化
レンズの倍率を変えることにより、被観察試料を１回の走査で三次元観察することができ
る。収束／視準化レンズの倍率を変える構造を設けたことにより、位相変更手段の少ない
位相変化でも効果的に移動距離範囲を光学的移動距離範囲を広くできる。言い換えれば、
多層観察ユニットを小型化することができる。この位相変更手段の小型化は位相変更の高
速化を容易にする。
【００４０】
　更に、高速に三次元観察ができるので、医学生物分野の試料及びエレクトロニクス分野
の試料の三次元検査が可能になる。即ち、まず、光学的に三次元構造を有する被観察試料
を作製する。例えば、医学生物分野の試料の作製は、蛍光材料を試料に混入することによ
り光学的に鮮明に観察できる被観察試料を準備する。半導体集積回路等のエレクトロニク
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ス分野の試料作製において、製造されるシリコンウエハ表面は一般的にエッチング等で凹
凸が形成される。凹凸の深さの絶対値を含めて正常かどうかを判断したいという、その被
観察試料を標本ステージに設置する。本発明の光学顕微鏡の構成を用いて、その被観察試
料の三次元デジタルデータを測定する。被観察試料が正常な三次元形状であるか否か判断
するために、別途正常な三次元形状の試料を観察して得られたデジタルデータを検査判定
基準デジタルデータとして設定しておく。測定された検査用の被観察試料の三次元デジタ
ルデータと検査判定基準デジタルデータとを比較することにより、被観察試料が正常かど
うかの判定をすることができる。繰り返し三次元デジタルデータを測定することにより、
時間的に変化する動態の検査も可能になる。この動態検査の場合には、三次元データ走査
を正確な時間で同期して評価することにより可能になる。動態の検査は、時間と共に変化
する検査判定基準三次元デジタルデータを検査前に設定しておく必要がある。
【００４１】
　従来のシリコンウエハの集積回路のパターン検査は、二次元的デジタルデータの判断が
一般的であった。本発明の検査方法によれば、深さ方向のデジタルデータも含んだ三次元
デジタルデータによる検査が可能になる。半導体集積回路においては、ますます表面構造
が三次元化していくが、本発明の顕微鏡を用いて三次元検査を高速でできるようになる。
医療分野においても、多くの試料を早く検査する必要がある健康診断のような用途に用い
ることが可能になる。
【産業上の利用可能性】
【００４２】
　以上述べたとおり、本発明の多層観察型リアルタイム光学顕微鏡、特に共焦点顕微鏡に
よれば、細胞や生体組織の三次元構造を、そのままの状態で高精度に観察することができ
る。すなわち、多層的に観察できない従来の方法では、本来三次元的な生体組織の営みを
、シャーレ内での細胞培養等により二次元平面に置き換えることで可視化しているに過ぎ
ず、生体の自然な姿を捉えているとは言いがたいものであったのに対し、本発明では、生
体の営みを高速且つ立体的に可視化したものだからである。
【００４３】
　上記のような本発明の技術的効果は、その観察結果から、これまでは見えなかった多く
の情報をもたらすであろう。それはまた医学・生物学、並びに関連諸分野において、きわ
めて有用であるものと期待される。
【００４４】
　更に、本発明のリアルタイム光学顕微鏡の製作に当たっては、従来の光学顕微鏡の対物
レンズ直前光路中に、前述した多層観察ユニットを挿入するだけでよいため、比較的低コ
ストで実施可能であり、その産業上の利点もまた極めて大きいものがある。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】本発明の多層観察型リアルタイム共焦点顕微鏡の好ましい実施例を示す光学系構
成図である。
【図２】図１の実施例の要部をなす多層観察ユニットの構成図であり（ａ），（ｂ），（
ｃ）の順に焦点深度が深まっていく態様を示している。
【図３】実施例の多層観察型リアルタイム共焦点顕微鏡において、（ａ）最も浅いＺ１レ
ベル、（ｂ）中間Ｚ２レベル、（ｃ）最も深いＺ３レベルにおいて、順次に二次元走査（
光学断層像の撮影）を行い、三次元像を合成する手順を示す模式図である。
【図４】本発明の多層観察型リアルタイム共焦点顕微鏡により、実際の生体組織を観察す
る状態を示す模式図である。
【図５】従来の共焦点顕微鏡により、ラットの心臓組織を観察する状態を示す略図である
。
【符号の説明】
【００４６】
１　レーザー光源
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２　二重回転円板式高速共焦点スキャナー
３　高速ＣＣＤカメラ
４、６　視準化レンズ
５　収束レンズ
７　多層観察ユニット (位相変更手段）
８　蛍光位相差顕微鏡ユニット
９　マイクロレンズアレーディスク
１０　ニポウディスク
１１　ダイクロイックミラー
１２　凸レンズ
１３　駆動用モーター
１４　対物レンズ
１５　細胞・組織試料
１６　光路折り曲げ鏡
１７　レーザービーム
１８　走査線
１９　焦点

【図１】 【図２】
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【図５】
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