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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料内において異なる状態間で切替可能な複数の色素分子（ＵＦ）を検査する顕微鏡で
あって、前記状態の少なくとも１つが蛍光状態であり、各色素分子は、光活性化によって
変化する蛍光特性を有し、
　前記試料の上に配置され、蛍光を収集するように構成された対物レンズ（Ｏ）と、
　位置分解能のある検出器上に前記蛍光を前記対物レンズによって結像するように構成さ
れた光学システムと、
　前記試料内における第１の部分量のＵＦを切り替えるための切替ビームを放射し、該第
１の部分量のＵＦを蛍光へ励起するための励起ビームを放射するための、１つまたは複数
の光源であって、該切り替えが、色素分子の光活性化または光非活性化である、前記１つ
または複数の光源と
　を備え、
　切替用の光源および励起用の光源のうちの少なくとも１つが、前記対物レンズの光軸に
対して少なくともほぼ垂直な方向に前記試料を透過するように放射するように配置されて
おり、
　少なくとも１つの方向へ照明方向に延在するライン状の照明領域を生成するために、前
記光源のための集束装置が設けられ、
　前記集束装置により生成された平坦なシート光が実質的に前記対物レンズの焦点面内に
あり、
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　切替ビームの放射が前記シート光によって行なわれ、かつ蛍光励起が前記対物レンズに
よって前記焦点面内において行なわれるか、または
　切替ビームの放射が前記対物レンズによって行なわれ、かつ蛍光励起が前記シート光に
よって前記焦点面内において行なわれることを特徴とする顕微鏡。
【請求項２】
　蛍光状態にある前記色素分子の分布密度が、前記装置の回折の制限された分解能体積の
逆数よりも小さいことを保証するために、前記切替ビームをコントロールするための制御
ユニットが設けられている、請求項１に記載の顕微鏡。
【請求項３】
　切替用の光源および励起用の光源の少なくとも一方に対して、照明領域を生じさせる集
束装置が設けられており、該照明領域は、照明方向に延びており、対物レンズの光軸に対
して少なくとも近似的に垂直な少なくとも１つの方向で線形である、請求項１または２に
記載の顕微鏡。
【請求項４】
　平坦なシート光が集束装置により生成され、該シート光は試料を透過し、対物レンズの
光軸に対して少なくとも近似的に垂直である、請求項１乃至３のいずれか１項に記載の顕
微鏡。
【請求項５】
　前記集束装置が、非点収差光学系および非球形光学系の少なくとも一方である、請求項
４に記載の顕微鏡。
【請求項６】
　切替および励起のために使用される光源が、波長が切替可能な１つの光源にまとめられ
ている、請求項１乃至５のいずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項７】
　切替および励起のために使用される光源が、同じ波長を有する、請求項１乃至６のいず
れか１項に記載の顕微鏡。
【請求項８】
　１つの波長を有する異なる光源が、切替および励起のために設けられている、請求項１
乃至７のいずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項９】
　異なる方向から励起すること、および切り替えることの少なくとも一方のために複数の
光源が設けられている、請求項１乃至８のいずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項１０】
　互いに対向する２つの光源が設けられている、請求項１乃至９のいずれか１項に記載の
顕微鏡。
【請求項１１】
　異なる方向から入射する少なくとも３つの光源が設けられている、請求項１乃至１０の
いずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項１２】
　複数の光源が、１つの光源の光を分割することによって形成される、請求項１乃至１１
のいずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項１３】
　干渉を生じさせるための複数の光源が、同じ波長を有する、請求項１乃至１２のいずれ
か１項に記載の顕微鏡。
【請求項１４】
　少なくとも１つの光源が側方から入射され、検出方向でパターン化を生じさせる適切な
光学的手段が設けられている、請求項１乃至１３のいずれか１項に記載の顕微鏡。
【請求項１５】
　試料の構造を空間的に高分解能で結像する方法であって、試料は、光活性化によって変
化する蛍光特性を有する分子を含み、
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　切替信号により、第１の状態から第２の状態へ少なくとも一度移行可能である、試料に
おける一部の分子を選択するステップと、
　該切替信号により該一部の分子を第２の状態へ移行させるステップであって、該切替が
、切り替えられた分子間の間隔が顕微鏡の回折制限された光学的分解能以上になるように
行われ、前記第２の状態への移行が、光活性化によって行われる、前記移行させるステッ
プと、
　第２の状態に移行した該一部の分子を蛍光励起し、分子を位置分解能のある検出器によ
り位置特定するステップと、
　第２の状態にある分子から発する光学的測定信号を、対物レンズを介して検出器により
空間的に分解して記録するステップとを含み、
　少なくとも該第２の状態への移行および該蛍光励起の少なくとも一方が、検出方向およ
び対物レンズの光軸の少なくとも一方に対して少なくとも近似的に垂直であり、
　前記第２の状態への移行がシート光によって行なわれ、かつ蛍光励起が前記対物レンズ
によって前記対物レンズの焦点面内において行なわれるか、または
　前記第２の状態への移行が前記対物レンズによって行なわれ、かつ蛍光励起が前記シー
ト光によって前記対物レンズの焦点面内において行なわれる方法。
【請求項１６】
　第２の状態から第１の状態への分子の非活性化が行われる、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　第２の状態に移行させるための光源および蛍光励起するための光源の少なくとも一方に
ついて、照明方向に、少なくとも１つの方向で線形に延びる照明領域を集束することによ
って
行われる、請求項１５または１６に記載の方法。
【請求項１８】
　照明領域が、対物レンズの視野内に線形の光分布を表す、請求項１５乃至１７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項１９】
　照明領域が、対物レンズの視野内での平坦なシート光である、請求項１５乃至１８のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　少なくとも、光活性化および蛍光励起の少なくとも一方が、蛍光検出方向に対して垂直
に行われる、請求項１５乃至１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　１．分子の蛍光特性を変化させることによって個別の分子が光活性化され、ここで該活
性化は、活性化された分子間の間隔が顕微鏡の光学的分解能以上になるように行われ、
２．活性化された分子が励起され、位置分解能のある検出器により分子の位置が特定され
、
３．活性化された分子が非活性化され、
４．該ステップ１から３が繰り返され、ここで検出画像の重畳によって１つの高分解能画
像に統合する、請求項１５乃至２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　１．少なくとも１つのシート光を介して、分子の蛍光特性を変化させることによって個
別の分子が光活性化され、
２．活性化された分子の層が、ｚ方向では、検出光学系のアッベの分解能または照明光学
系の開口数に相当するよりも小さくなるようにｚ方向にパターン化されたシート光を用い
て分子が非活性化され、
３．活性化された分子が励起され、位置分解能のある検出器により分子の位置が特定され
、
４．活性化された分子が非活性化され、
５．該ステップ１から４が繰り返され、ここで検出画像の重畳によって１つの高分解能画
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像に統合する、請求項１５乃至２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　試料領域の活性化および励起の少なくとも一方が、片側から行われる、請求項１５乃至
２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　試料領域の活性化および励起の少なくとも一方が、両側から行われる、請求項１５乃至
２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　試料領域の活性化および励起の少なくとも一方が、２つを超える側、好ましくは３つの
側から行われる、請求項１５乃至２４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　干渉を生じさせるための複数の光源が、同じ波長を有する、請求項１５乃至２５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　２つの光源および干渉によって、縞パターンが試料中に生成される、請求項１５乃至２
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　少なくとも３つの光源および干渉によって、点パターンが試料中に生成される、請求項
１５乃至２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　複数の光源が、１つの光源の光を分割することにより形成される、請求項１５乃至２８
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　励起光がパターン化されている、請求項１５乃至２９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　励起ビーム路中に配置された格子によって前記パターン化がもたらされる、請求項３０
記載の方法。
【請求項３２】
　励起光が点分布（マルチスポット）を有する、請求項１５乃至３１のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項３３】
　活性化光が、変調された走査運動または格子結像により点分布を示す、請求項１５乃至
３２のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料の構造を空間的に高分解能で結像するための装置および方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　いわゆるＳＰＩＭ技法（Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ－Ｐｌａｎｅ－Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
－Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：選択的平面照明顕微鏡）は、例えばステルツァーら（非特許文
献１、２、特許文献１、２参照）に顕微鏡法として記載されている。
【０００３】
　共焦点レーザ走査顕微鏡と同じように、ＳＰＩＭは、広視野技術として、３Ｄ対象物を
光学的断面の形で記録することができる。その利点はとりわけ、速度、試料の退色の少な
いこと、ならびに浸透深度の拡大に見られる。通常はそのために、試料中の蛍光体を、シ
ート光の形のレーザ光によって励起させる。このシート光を、試料を通して走査すること
ができる。
【０００４】
　種々異なる角度から記録された画像を（コンピュータで）組み合わせることによって、
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ボール状のＰＳＦを形成することができる。通常、その拡がりは、使用される検出対物レ
ンズの横方向分解能によって決まるが、この横方向分解能が全体として、従来のＳＰＩＭ
法では、達成可能な光学的分解能を制限する。
【０００５】
　非特許文献３には、周期的な構造をもたせたシート光によるＳＰＩＭ法が記載されてい
る。周期的な構造をもたせたシート光によって、強度の高い個所で蛍光励起が行われる。
この構造化は、焦点のずれた平面からの散乱光を抑制し、構造化された照明により分解能
を向上させるために使用される（後の非特許文献８を参照のこと）。
【０００６】
　特許文献３には、いわゆるＰＡＬＭ法（ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｌｉｇｈｔ　
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：光活性化光学顕微鏡法）が記載されている。この方法は、検出Ｐ
ＳＦの拡がりにしたがって互いに分離された個々の分子の光活性化と、蛍光検出によるそ
の分子の高精度の位置特定に基づくものである。
【０００７】
　ＰＡＬＭ法は、特許文献３に記載のように、従来の顕微鏡と比べて高い光学的分解能を
もつ顕微鏡画像を形成するために、実質的に以下の基本ステップを使用する。
１．）個々の分子の光活性化：活性化によって分子の蛍光特性が変化する（オン／オフ、
発光スペクトルの変化）。その際、活性化は、活性化された分子間の間隔が、基準顕微鏡
の（アッベの分解能限界によって与えられる）光学的分解能以上になるように行われる。
２．）活性化された分子の励起と、位置分解能のある検出器による分子の位置特定。
３．）活性化された分子の非活性化。
４．）ステップ１～３を繰り返し、異なる反復ステップから得られた、ステップ２．）か
らの位置特定された点を重畳して１つの高分解能画像にする。
【０００８】
　活性化は好ましくは広視野照明で、ランダムに分散させて行う。活性化エネルギーを選
択することにより、重なったエアリーディスク（２）を有する分子（１）が、カメラ上に
できるだけ少数しか／まったく発生しないように試みる（図１ａ参照）。しかし重なった
エアリーディスクは甘んじて受け入れるしかないが、評価することができない（図１ｂの
（３））。これによって、活性化された分子の間隔が、カメラ上のエアリーディスクより
大きい、または非常に大きい領域が発生する（４）。分子をランダムに活性化することに
より、分子の位置を特定するために高分解能の画像を生成するには約１００００の個別画
像を評価しなければならない。そのため大きなデータ量を処理しなければならず、測定が
遅くなる（高分解能画像１つ当たり約１分）。個別画像を計算処理して１つの高分解能画
像にするには、約４時間が必要である。
【０００９】
　ＰＡＬＭ法を３Ｄ画像に適用するのは困難である。なぜなら焦点面の外側の分子も活性
化され、したがって退色するが、その蛍光が画像形成の際に使用できないからである。と
りわけ生体試料の場合は、集束コーン全体内で自己蛍光が励起され、この自己蛍光はノイ
ズ信号として評価され、コントラストを極端に低下させる。これによりｚ方向走査の記録
が妨げられ、そのため試料の３Ｄ画像を獲得することができない。
【００１０】
　焦点面の外での光活性化と、障害となる自己蛍光を回避するために、特許文献３には多
光子励起を使用することが記載されている。しかしこの構成は技術的に面倒である。例え
ば色素（ＰＡ－ＧＦＰ）が非線形に活性化可能でなければならず、また色素の損傷または
試料の損傷を引き起こしかねないほどの高い強度を使用しなければならない。
【００１１】
　自己蛍光の問題を回避するために使用される別の方法は、ＰＡＬＭ法とＴＩＲＦ技法と
の組合せである。ここではｚ方向の励起体積が、エバネッセント波のみに制限することで
非常に小さく維持される。ただしＴＩＲＦを用いると、３Ｄ画像を形成することはできな
い。
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【００１２】
　基本的にＰＡＬＭは、位置分解能のある検出によって、さしあたり横方向分解能の改善
しか提供しない。軸方向分解能は、まず第１に使用される検出ＰＳＦの拡がりによって決
まる。これが、ＰＡＬＭとＴＩＲＦ技法を組み合わせるさらに別の理由であり、この組合
せは高い軸方向分解能を提供する（特許文献３も参照）。
【００１３】
　ＰＡＬＭの他にも、アッベの回折限界に相当するよりも小さい、蛍光によって検出可能
な領域が発生するように試料を照明する、分解能を高める別の方法が公知である。
　このことは、種々の方法による非線形の相互作用によって達成される。
・前もって励起された分子を誘導発光により脱励起する（ＳＴＥＤ、非特許文献４参照）
・前もって励起された分子をさらなる励起によってより高い蛍光不能状態に脱励起する（
励起状態吸収（Ｅｘｃｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅ　Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ）、非特許文献５参
照）。
・三重項占有により基底状態を空にする（基底状態の空乏化（Ｇｒｏｕｎｄ　Ｓｔａｔｅ
　Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ）、非特許文献６参照）
・色素を、蛍光状態と、非蛍光状態、さほど蛍光しない状態、または他の特徴付けられた
蛍光状態（別の発光波長、偏光）との間で切り替える（非特許文献７参照）
　この場合、通例、高速のデータ記録には欠点がある点走査法が問題になる。加えて、焦
点外の領域にある試料に不必要な負荷がかかる。
【００１４】
　非特許文献８には、分解能向上のための別のコンセプトとして、蛍光遷移を直接飽和さ
せる形の非線形プロセスが提案されている。この場合、分解能の向上は、周期的な格子状
の構造の照明により試料を照明することに基づくものである。これにより高い物体空間周
波数が、顕微鏡の光学的伝達関数の範囲内に変換される。この変換は、データの理論的後
処理によって間接的に後付けることができる。この方法でも、構造化された照明が試料空
間全体を通過するので、焦点外の領域にある試料に不必要な負荷がかかることが欠点と見
なすべきである。さらにこの方法は現在のところ、厚い試料に使用することができない。
なぜなら、焦点外で励起された蛍光がバックグランド信号としてともに検出器に達し、し
たがってダイナミックレンジを低下させるからである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】ドイツ特許出願公開第１０２５７４２３号明細書
【特許文献２】国際公開第２００４／０５３０５５８号パンフレット
【特許文献３】国際公開第２００６／１２７６９２号パンフレット
【特許文献４】ドイツ特許第１０２００６０１７８４１号明細書
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】ステルツァーら（Ｓｔｅｌｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｌ
ｅｔｔｅｒｓ　３１、１４７７（２００６）
【非特許文献２】ステルツァーら（Ｓｔｅｌｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　
３０５、１００７（２００４）
【非特許文献３】ブロイニンガーら（Ｂｒｅｕｎｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）、Ｏｐｔｉ
ｃｓ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　Ｖｏｌ．３２、Ｎｏ．１３、２００７
【非特許文献４】クラーおよびヘル（Ｋｌａｒ　ａｎｄ　Ｈｅｌｌ）、Ｏｐｔ．Ｌｅｔｔ
．２４（１９９９）９５４～９５６
【非特許文献５】ワタナベら（Ｗａｔａｎａｂｅ　ｅｔ　ａｌ．）、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓ　１１（２００３）３２７１
【非特許文献６】ヘルおよびクロウク（Ｈｅｌｌ　ａｎｄ　Ｋｒｏｕｇ）、Ａｐｐｌ．Ｐ
ｈｙｓ．　Ｂ６０（１９９５）、４９５～４９７
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【非特許文献７】ヘル、ジャコブスおよびカストルップ（Ｈｅｌｌ、Ｊａｋｏｂｓ　ａｎ
ｄ　Ｋａｓｔｒｕｐ）、Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ａ７７（２００３）８５９～８６０
【非特許文献８】ハインツマンら（Ｒ．Ｈｅｉｎｔｚｍａｎｎ、Ｔ．Ｍ．Ｊｏｖｉｎ　ａ
ｎｄ　Ｃ．Ｃｒｅｍｅｒ）、ＪＯＳＡ　Ａ　１９、１５９９－１６０９（２００２）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明の課題は、上記方法の欠点を回避することである。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は、高い画像速度を実現するために最適化された光活性化を用いてＰＡＬＭ顕微
鏡法を実現する方法および装置を記述する。ＰＡＬＭと比較して、３Ｄ画像形成による高
分解能が、非線形の光活性化なしで達成される。焦点外の自己蛍光を低減するためのＰＡ
ＬＭ－ＴＩＲＦの組合せは、必要ない。
【００１９】
　比較的高い浸透深度と、ｘ、ｙ、ｚでの等方性の光学的分解能を達成するために、マル
チビュー法（試料上での複数の照明角度）を有利に使用することができる。
　できるだけ多数の分子が「隙間」（図１ｂの（４））なく、分子のエアリーディスクが
カメラ上で重なることなく（図１ｂの（３））図２に対応して活性化される。個別分子の
エアリーディスクを互いに接して配置すると、有利には球の密な充填が得られる。
【００２０】
　これによってＰＡＬＭ法の速度が上昇し、個別画像の数の低減が達成される。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】従来のＰＡＬＭ法における分子活性化を示す図である。
【図２】本願発明の分子活性化を示す図である。
【図３】ｚ方向における局在化された活性化のための構成を示す図である。
【図４】ｘ，ｚ方向における局在化された活性化のための構造化された活性化を示す図で
ある。
【図５】ｘ，ｙ，ｚ方向における局在化された活性化のための球の最密充填における活性
化を示す図である。
【図６】ｚ方向における局在化された活性化とゼロ位置を有する非活性化のための構成を
示す図である。
【図７】本願発明の光学的実施形態を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明の装置、その作用、ならびに利点を、図３～７に基づいてより詳しく説明する。
　本発明によれば有利には、驚くほど有利にＳＰＩＭ法をＰＡＬＭ法と結び付けることが
提案される。
【００２３】
　図３は、平坦なシート光ＬＢ（円盤光とも称される）を概略的に側面から（照射方向と
観察方向が等しい）示す。このシート光は、例えば円柱レンズ（Ｏ２－ＺＬ）によって生
成され、試料（Ｐ）を通過する。
【００２４】
　試料の上方には、顕微鏡、例えばＣＣＤカメラを備える広視野顕微鏡、レーザ走査顕微
鏡、または構造化された照明を用いる顕微鏡の対物レンズＯがある。
　試料に側方からＳＰＩＭシート光の形で入射するシート光ＬＢによって、図３において
、蛍光励起および蛍光検出の光軸に対して垂直に光活性化が行われる。このシート光は、
実質的にちょうど対物レンズＯの焦点面（Ｆ）内にある。ここで蛍光励起は、焦点面（Ｆ
）内だけで起こり得る。蛍光励起および蛍光検出は、（特許文献３参照）によれば、顕微
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鏡対物レンズＯを介して行われる。したがって、局在化された励起がｚ方向で行われ、非
線形の光活性化がなくても、試料を３次元でＰＡＬＭ法により探査することができる。
【００２５】
　光活性化のための光ビームの幅、すなわちそのｚ方向の拡がりは、有利には、対物レン
ズＯの開口数によって規定されるＰＳＦの軸方向拡がり以下となるように適合されている
。これによって有利には、焦点面の外で蛍光分子が活性化され退色するのが回避される。
加えて、活性化ビームによって規定されるこの平面からしか、蛍光が出現し得ない。した
がってこの装置は、内在的に３Ｄ分解能がよい。
【００２６】
　検出は、従来の手段により、例えば従来からの広視野顕微鏡、共焦点顕微鏡、または構
造化された照明（ＺＥＩＳＳ　ＡＰＯＴＯＭ）によって行われる。
　ただしこの場合は、励起ビームが試料空間全体にわたり自己蛍光を励起してしまうとい
う問題がある。このことは、図３において蛍光を励起するための光ビームに加えて（光活
性化の後に）、シート光（ＬＢ）を検出方向に対して垂直に、Ｏ２－ＺＬを介して入射す
ることにより防止される。これによって、画像形成を妨げる作用をする、焦点外の自己蛍
光信号が発生しないことが保証される。加えて、励起光から特に効率的に分離して蛍光を
検出することができる。なぜならダイクロイックビームスプリッタを用いたスペクトル分
離が必要ないからである。いくつかの切替可能な色素、例えばＤＥＮＴＲＡの場合、光活
性化と蛍光励起が同じ波長により行われる。これは、この方法で特に簡単に実現できる。
【００２７】
　さらに、光活性化が対物レンズＯを介して行われ、蛍光励起が側方から入射されるシー
ト光Ｏ２を介して行われる装置も考えられる。やはり対物レンズＯが検出に用いられる。
この場合も、焦点外の自己蛍光が回避される。活性化ビームにより発生する焦点外の自己
蛍光は、スペクトル的に、それも特に時間的に（蛍光励起は活性化の後に行われる）、本
来の対象となる蛍光信号から分離される。
【００２８】
　この方法の問題は、焦点外で活性化された分子が発生することである。したがってこの
方法では有利には、一画像面を記録した後で、試料領域全体にわたり例えば広帯域照明に
よって非活性化できる、分子が使用される。
【００２９】
　高分解能画像の記録は、本発明の装置においては、（特許文献３参照）に記載のように
上記のステップ１～４により行われる。活性化可能な蛍光色素として、有利には、従来技
術から公知の蛍光性タンパク質、例えばＰＡ－ＧＦＰまたはＤＲＯＮＰＡも使用される。
この際、光活性化は４０５ｎｍで、蛍光励起は４８８ｎｍで、領域中の検出は４９０ｎｍ
超より上で行われる。さらに、可逆的に切替可能な合成色素、例えばＡｌｅｘａ／Ｃｙａ
ｎ構造体を使用することもできる。
【００３０】
　図４ａには、２つのシート光ＬＢ１とＬＢ２によって照明を行う本発明による別の装置
が概略的に示されている。シート光を複数の方向から（ただし検出によって規定される焦
点面内で）干渉計で重畳することによって、図示のｘ方向に沿って焦点面内に干渉パター
ンが発生する。シート光はまた、光活性化および蛍光励起の少なくとも一方のためのレー
ザ光を含むことができる。重畳によっていわゆる定在波場（Ｓｔｅｈｗｅｌｌｅｎｆｅｌ
ｄ：ＳＷ）が生成され、これが図４ｂに縞パターンとして概略的に示されている。例えば
２つのシート光を光活性化のために使用する場合、活性化すべき蛍光発光体の間隔が、検
出のＰＳＦの幅（図４ａのＯ）以上となることを達成することができる。これによって有
利には、ｘ方向に沿って空間的に重畳され、さらにｚ方向で焦点面Ｆの個所に局在する蛍
光発光体が発生しなくなる。検出は、図３による装置と同様に行われる。強度の最小点に
ある試料を照明するために定在波場を焦点面内でずらすことは、２つのシート光間の相対
位相を、例えば位相変調器（Ｐｈａｓｅｎｍｏｄｕｌａｔｏｒ：ＰＨ）により調整するこ
とによって行われる。
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【００３１】
　２つのビームを使用する場合、干渉により、縞状の、ｘおよびｚ方向に局在する活性化
が生じる。２つを超える、有利には３つのシート光ＬＢ１～ＬＢ３（角度１２０゜）が入
射する場合、図５に示すような点パターンＰＭ、すなわちｘ、ｚおよびｙ方向に局在する
活性化が生じ、したがって活性化された蛍光放射体の間隔（１）は、検出のＰＳＦの幅（
図４ａのＯ）以上となる。蛍光励起は有利には、１つまたは複数のシート光を介しても行
われ、これによりやはり焦点外の自己蛍光が回避される。
【００３２】
　図４ａで方向Ｏからの蛍光励起も１つまたは複数の方向で構造化することができ、例え
ば１つのホールパターン（ｘおよびｙ方向での構造化）を有することもできる。これによ
って、蛍光発光体の間隔が検出のＰＳＦの幅以上になることを保証することができる。こ
の種の構造化は、例えば格子構造（ドイツ特許出願公開第１０２５７２３７号明細書）に
より、またはマルチスポット励起（特許文献４参照）により行うことができる。
【００３３】
　さらに光活性化は対物レンズＯを介して行うことができ、蛍光励起を複数の円盤光ビー
ムにより実現することができる。これらの円盤光ビームは、上記の形式の干渉パターンを
生じさせる。したがって、重なり合うエアリーディスクによって活性化された分子は、異
なる強さで励起される。このようにしてカメラ画像中の隙間も回避される。活性化ビーム
により発生した自己蛍光は、時間的および／または空間的に分離される。一平面を記録し
た後、３Ｄ記録のために、試料領域全体にわたり非活性化を行わなければならない。
【００３４】
　光活性化が対物レンズＯにより行われる場合は、構造化された活性化を（例えば上に述
べたような格子の）特別な結像によって、またはスキャンメカニズムによって実現するこ
とができる。そのために光ビームで例えば画像野を走査することができ、その強度を、運
動中に例えば高速のＡＯＴＦによって、活性化パターンが例えば図５に対応して焦点面内
に発生するように変化させる。ただしこの方法では、焦点面の外の分子も活性化される。
横方向のシート光蛍光励起によって、それでも焦点面からの蛍光だけが検出されることを
保証することができる。ただし一平面を記録した後、３Ｄ記録のためには、試料領域全体
にわたって非活性化を行わなければならない。活性化ビームの強度は理想的には、活性化
スポット（ほぼＰＳＦの大きさに相当する）当たり統計的平均で１つの分子だけが励起さ
れるように選択される。このようにして、重なり合うエアリーディスクにより、２つの分
子が同時に活性化される可能性が低減される。画像記録中に、すべての分子を均等に活性
化するために、もちろん活性化パターンの位相をずらさなければならない。活性化ビーム
により発生した自己蛍光は、時間的および／または空間的に分離される。しかし通常は、
活性化強度は小さく、したがって自己蛍光は何の役割も果たさないはずである。
【００３５】
　ここで、光活性化ビームと蛍光励起ビームを交換することができる。そのことの利点は
、焦点面の外で光活性化が生じないことである。そのために、活性化は、構造化せずにシ
ート光を介して、励起は、ＰＳＦに同調して構造化して対物レンズを介して実行すること
ができる。したがって、重なり合うエアリーディスクによって活性化された分子は、異な
る強さで励起される。またこのようにしてカメラ画像中の隙間を回避することができる。
ただしこの場合、焦点外での自己蛍光の問題が生じる。
【００３６】
　説明したすべての変形形態における１つの問題は、ＳＰＩＭ法では一般に使用されるシ
ート光の幅によって決定される軸方向分解能である。シート光を生成するために使用され
るＮＡは、検出対物レンズのＮＡよりも通常は格段に小さいため、システムＰＳＦが非常
に細長くなるという問題が直接的に発生する（横方向の拡がりはＰＡＬＭ法の分解能（ナ
ノメートル範囲）によって決まり、軸方向の拡がりはシート光の幅（マイクロメートル範
囲）によって決まる）。このことは、３Ｄ結像の場合に欠点となる。従来技術から公知の
マルチビュー技法（異なる角度から積層体を記録する）を用いることによってこの問題を
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回避することができ、横方向のＰＡＬＭ分解能に対応する、効果的で十分に均等な空間的
分解能を生じさせることができる。
【００３７】
　光活性化された分子が、活性化のために使用されるシート光の縁部領域で、別の構造化
されたシート光によって非線形の相互作用という意味で、再び非活性化されて、より高い
ｚ方向分解能が達成されると特に有利であることが判明した。これは、上記の方法の１つ
、好ましくは切替法により行うことができる。非活性化ビームとしては、観察される画像
領域の範囲全体にわたって、焦点面にゼロ位置を有するように構造化されたシート光を使
用することもできる。これは図６に示されている。ここでシート光ビームの瞳強度分布（
Ｉ）は、適切な光学系により（例えばパウエル・レンズにより）前もって形成されたライ
ンに相当する。瞳内には、ラインの半分にわたってπ位相跳躍を生じさせる領域（ＩＩＩ
）を有する、位相プレート（ＩＩ）が取り付けられている。ｘｙ平面内に広がるシート光
（Ｖ）が、適切な光学系（ＩＶ）によって生成される。照明光学系（ＩＶ）の被写界深度
の範囲内に、検出光学系（ＶＩＩ）の焦点面に対して平行なゼロ位置平面（ＶＩ）が生じ
、このゼロ位置平面内では分子が脱励起されない。ＳＴＥＤ様の方法に対応して、これに
より、シート光の軸方向拡がりを、光活性化された分子により非線形に強く制限すること
ができ、軸方向分解能を改善することができる。
【００３８】
　図７は、（ｘ方向に構造化された）シート光によって光活性化／光非活性化を行い、Ｃ
ＣＤ広視野検出を行う、前述の有利な方法および適用例を使用するための、一般的な光学
的実施形態を示す。
【００３９】
　試料は例えばＤｒｏｎｐａでマーキングされており、４０５ｎｍでスイッチオン（活性
化）し、４８８ｎｍで励起しまたは再スイッチオフすることができる。
　４０５ｎｍ（光活性化）および４８８ｎｍ（蛍光励起および光非活性化）用のレーザ（
１）が設けられており、ビーム結合器（２）とダイクロイックミラーによって１つにまと
められる。光非活性化と蛍光励起用に、上にＤＥＮＴＲＡの例で説明したように１つの同
じ波長を使用することもできる。これにより１つのレーザ（この場合は４０５ｎｍ）とビ
ーム結合器（２）を省略することができる。
【００４０】
　ＡＯＴＦ（３）が、波長選択と、レーザ波長の高速の切替／減衰のために用いられる。
ＡＯＴＦの照明方向で下流側に、好ましくは、回転可能なλ／２プレート（４）と、２チ
ャネルのためのファイバ結合部を備えるポールスプリッタ（ＰＢＳ）（５）とが配置され
ている。λ／２プレートを回転することにより、両方のチャネルにおける出力を調整する
ことができる。
【００４１】
　シングルモードファイバ（６）を経由して、光は、シート光を生成するための円筒光学
系（７）と結像光学系（８）を通り、光活性化（または非活性化または励起）のためのビ
ーム路（１０）またはビーム路（１１）を経て、試料（１２）に入射する。図４による焦
点面（ｘ構造化）にゼロ位置を生じさせるために、光波長が相応に適合される。強度の最
小点にある試料を照明するために定在波場を焦点面内でずらすことは、２つのシート光間
の相対位相を、例えば位相変調器（ＰＨ）により調整することによって行われる。
【００４２】
　試料（１２）内で生成された光は、検出光学系（１３）（顕微鏡対物レンズ）を通り、
検出ビーム路（１４）内を鏡筒レンズ（１５）と放射フィルタ（１６）を経由して、ＣＣ
Ｄカメラによって検出される。検出ビーム路内には、蛍光励起が検出光学系によって行わ
れる場合にレーザ（２２）または広視野光源（２３）を入力反射するための、オプション
としての（旋回可能な）カラースプリッタ（１８）が破線で示されている。レーザと広視
野光源の間の選択は、オプションとして旋回可能なミラー（２０）を用いて行うことがで
きる。レーザ（２２）または広視野光源（２３）は活性化のためにも使用することができ
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る。この場合、ＤＲＯＮＰＡが色素として使用されるなら、４８８ｎｍの波長の代わりに
４０５ｎｍの波長を用意すべきである。とりわけレーザビーム路（２２）には、画像野を
点で走査することのできるスキャナユニット（２１）が設けられている。スキャナユニッ
ト（２１）とカラースプリッタ（１８）との間に、このために適合された結像光学系（１
９）が設けられている。
【００４３】
　図６に関して上記で述べたシート光のｚ構造化のために、位相プレート（９）を照明ビ
ーム路内に取り付けることができる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】
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