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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】高機能ダイクロイックミラーを有する高効率な
蛍光顕微鏡を提供する。
【解決手段】蛍光顕微鏡は、高機能ダイクロイックミラ
ーを有し、その反射／透過率の波長特性カーブは、２種
類の励起光のうち一方の励起光の波長帯域をカバーする
第１の反射帯域と、一方の励起光に応じて発生する蛍光
の波長帯域をカバーする第１の透過帯域と、２種類の励
起光のうち他方の励起光の波長帯域をカバーする第２の
反射帯域と、他方の励起光に応じて発生する蛍光の波長
帯域をカバーする第２の透過帯域とを有し、第１の反射
帯域及び第２の反射帯域の反射率は９５％以上であり、
第１の透過帯域及び第２の透過帯域の透過率は９５％以
上であり、第１の透過帯域の波長幅及び第２の透過帯域
の波長幅は２５ｎｍ以上であり、第１の反射帯域から第
１の透過帯域までの立ち上がり幅及び第２の反射帯域か
ら第２の透過帯域までの立ち上がり幅は６ｎｍ以下であ
る。
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　波長の異なる少なくとも２種類の励起光を射出するレーザ光源部と、
　前記レーザ光源部が出射した前記２種類の励起光を標本へ集光する集光部と、
　前記レーザ光源部と前記集光部との間に配置され、前記レーザ光源部が出射した前記２
種類の励起光を反射して前記集光部へ入射させると共に、それら２種類の励起光に応じて
前記標本で発生した２種類の蛍光を透過させる誘電体多層膜からなる高機能ダイクロイッ
クミラーと、
　前記高機能ダイクロイックミラーを透過した光を検出する検出部と、
　を備えたレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記高機能ダイクロイックミラーの反射／透過率の波長特性カーブは、
　前記２種類の励起光のうち一方の励起光の波長帯域をカバーする第１の反射帯域と、
　前記一方の励起光に応じて発生する蛍光の波長帯域をカバーする第１の透過帯域と、
　前記２種類の励起光のうち他方の励起光の波長帯域をカバーする第２の反射帯域と、
　前記他方の励起光に応じて発生する蛍光の波長帯域をカバーする第２の透過帯域とを有
し、
　前記第１の反射帯域及び前記第２の反射帯域の各々の反射率は９５％以上であり、
　前記第１の透過帯域及び前記第２の透過帯域の各々の透過率は９５％以上であり、
　前記第１の透過帯域の波長幅Ｔ1及び前記第２の透過帯域の波長幅Ｔ2の各々は２５ｎｍ
以上であり、
　前記第１の反射帯域から前記第１の透過帯域までの立ち上がり幅Ａ1及び前記第２の反
射帯域から前記第２の透過帯域までの立ち上がり幅Ａ2の各々は６ｎｍ以下である
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項２】
　請求項１に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記第１の透過帯域及び前記第２の透過帯域の各々の透過率は、
　波長幅の９０％以上に亘り９８％以上の値を示す
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項３】
　請求項１又は請求項２に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記第１の透過帯域と前記第２の透過帯域との間隙Ｂは、
　２０ｎｍ以下である
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項４】
　請求項１～請求項３の何れか一項に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度θは、
　０°＜θ＜４５°の式を満たす
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項５】
　請求項１～請求項３の何れか一項に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度θは、
　１０°＜θ＜２５°の式を満たす
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項６】
　請求項１～請求項３の何れか一項に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度θは、
　１０°＜θ＜１５°の式を満たす
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項７】
　請求項１～請求項３の何れか一項に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
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　前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度θは、
　１２°である
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
【請求項８】
　請求項１～請求項７の何れか一項に記載のレーザ励起蛍光顕微鏡において、
　前記検出部は、
　前記高機能ダイクロイックミラーを透過した光のスペクトルを検出する
　ことを特徴とするレーザ励起蛍光顕微鏡。
                                                                                
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、複数種類の励起光と複数種類の蛍光とを分離する高機能ダイクロイックミラ
ーを備えたレーザ励起蛍光顕微鏡に関する。
【背景技術】
【０００２】
　複数種類の蛍光色素で多重染色された標本を共焦点レーザ走査型蛍光顕微鏡で観察する
場合、波長の異なる複数種類のレーザ光が励起光として使用されると共に、それらの励起
光と、それら励起光に応じて生じる複数種類の蛍光とを分離するダイクロイックミラーが
使用される。このダイクロイックミラーの波長特性には、分離波長（反射帯域から透過帯
域への立ち上がり箇所）が複数化されているという特徴がある。本明細書では、このよう
に分離波長の複数化されたダイクロイックミラーを「高機能ダイクロイックミラー」とい
う。
【０００３】
　この高機能ダイクロイックミラーには、通常、ガラス基板上に誘電体多層膜を形成した
ものが使用される。図２０において実線で示すのは、非特許文献１で紹介された高機能ダ
イクロイックミラーの透過率の波長特性カーブである。
【非特許文献１】オリンパスカタログ、共焦点レーザ走査型顕微鏡ＦＶ１０００　ＦＬＵ
ＯＶＩＥＷ　ＵＩＳ２
【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、この波長特性カーブでは複数種類の励起光と複数種類の蛍光とを完全に
は分離できないので、例えば、標本で発生した蛍光の一部が無駄になり、蛍光画像の検出
感度が低下する虞がある。
【０００５】
　そこで本発明は、高機能ダイクロイックミラーを使用しつつも高効率なレーザ励起蛍光
顕微鏡を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明のレーザ励起蛍光顕微鏡は、波長の異なる少なくとも２種類の励起光を射出する
レーザ光源部と、前記レーザ光源部が出射した前記２種類の励起光を標本へ集光する集光
部と、前記レーザ光源部と前記集光部との間に配置され、前記レーザ光源部が出射した前
記２種類の励起光を反射して前記集光部へ入射させると共に、それら２種類の励起光に応
じて前記標本で発生した２種類の蛍光を透過させる誘電体多層膜からなる高機能ダイクロ
イックミラーと、前記高機能ダイクロイックミラーを透過した光を検出する検出部と、を
備えたレーザ励起蛍光顕微鏡において、前記高機能ダイクロイックミラーの反射／透過率
の波長特性カーブは、前記２種類の励起光のうち一方の励起光の波長帯域をカバーする第
１の反射帯域と、前記一方の励起光に応じて発生する蛍光の波長帯域をカバーする第１の
透過帯域と、前記２種類の励起光のうち他方の励起光の波長帯域をカバーする第２の反射
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帯域と、前記他方の励起光に応じて発生する蛍光の波長帯域をカバーする第２の透過帯域
とを有し、前記第１の反射帯域及び前記第２の反射帯域の各々の反射率は９５％以上であ
り、前記第１の透過帯域及び前記第２の透過帯域の各々の透過率は９５％以上であり、前
記第１の透過帯域の波長幅Ｔ1及び前記第２の透過帯域の波長幅Ｔ2の各々は２５ｎｍ以上
であり、前記第１の反射帯域から前記第１の透過帯域までの立ち上がり幅Ａ1及び前記第
２の反射帯域から前記第２の透過帯域までの立ち上がり幅Ａ2の各々は６ｎｍ以下である
ことを特徴とする。
【０００７】
　なお、前記第１の透過帯域及び前記第２の透過帯域の各々の透過率は、波長幅の９０％
以上に亘り９８％以上の値を示すことが望ましい。
【０００８】
　また、前記第１の透過帯域と前記第２の透過帯域との間隙Ｂは、２０ｎｍ以下であるこ
とが望ましい。
【０００９】
　また、前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度θ
は、０°＜θ＜４５°の式を満たすことが望ましい。
【００１０】
　さらに、前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度
θは、１０°＜θ＜２５°の式を満たすことが望ましい。
【００１１】
　さらに、前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度
θは、１０°＜θ＜１５°の式を満たすことが望ましい。
【００１２】
　さらに、前記高機能ダイクロイックミラーに対する前記励起光及び前記蛍光の入射角度
θは、１２°であることが望ましい。
【００１３】
　また、前記検出部は、前記高機能ダイクロイックミラーを透過した光のスペクトルを検
出してもよい。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、高機能ダイクロイックミラーを使用しつつも高効率なレーザ励起蛍光
顕微鏡が実現する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　以下、本発明の実施形態を説明する。本実施形態は、共焦点レーザ走査型蛍光顕微鏡シ
ステムの実施形態である。
【００１６】
　先ず、顕微鏡システムの構成を説明する。図１は、顕微鏡システムの構成図である。図
１に示すとおり顕微鏡システムには、レーザユニット１０と、共焦点ユニット１００と、
顕微鏡本体１１０と、検出ユニット５０と、不図示の制御ユニットとが備えられる。この
うちレーザユニット１０と共焦点ユニット１００との間は光ファイバ１８によって光学的
に結合され、共焦点ユニット１００と検出ユニット５０との間は光ファイバ３８によって
光学的に結合される。
【００１７】
　顕微鏡本体１１０には、複数種類の蛍光色素によって多重染色された標本Ｓがセットさ
れている。ここでは簡単のため、染色に使用された蛍光色素の種類数を２とし、励起波長
が４０５ｎｍである第１蛍光色素と、励起波長が４８８ｎｍである第２蛍光色素とを想定
する。因みに、第１蛍光色素の蛍光波長は、その励起波長の長波長側（おおよそ４３０ｎ
ｍ～４７０ｎｍの範囲）であり、第２蛍光色素の蛍光波長は、その励起波長の長波長側（
おおよそ５１０ｎｍ～６１０ｎｍの範囲）である。
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【００１８】
　レーザユニット１０には、第１蛍光色素の励起波長（４０５ｎｍ）と同じ波長のレーザ
光を発光するレーザ光源１１と、第２蛍光色素の励起波長（４８８ｎｍ）と同じ波長のレ
ーザ光を発光するレーザ光源１２と、全反射ミラー１５と、コンバイナミラー（ダイクロ
イックミラー）１６と、ＡＯＴＦ（音響光学フィルタ）１４と、ファイバカプラ１７とが
備えられる。因みに、レーザ光源１１から射出するレーザ光の波長は、個体差があるため
に、波長４００ｎｍ～４１５ｎｍのばらつきの幅を持ち、レーザ光源１２から射出するレ
ーザ光の波長も同様に、波長４８６ｎｍ～４９０ｎｍのばらつきの幅を持つ。
【００１９】
　共焦点ユニット１００には、コリメートレンズ２１と、全反射ミラー２２Ａと、高機能
ダイクロイックミラー２２と、光スキャナ（ガルバノスキャナなど）２３と、瞳投影レン
ズ２４と、集光レンズ２７と、ピンホール部材２８と、リレーレンズ３４とが備えられる
。このうち高機能ダイクロイックミラー２２は、ガラス基板上に分離膜として誘電体多層
膜を形成したものである。
【００２０】
　顕微鏡本体１１０には、集光レンズ２５と、対物レンズ２６と、標本Ｓを支持する不図
示のステージとが備えられる。対物レンズ２６の焦点が標本Ｓに合った状態では、標本Ｓ
と、光ファイバ１８の出射端と、ピンホール部材２８と、光ファイバ３８の入射端とは光
学的に共役となる。
【００２１】
　検出ユニット５０には、コリメートレンズ５１と、ダイクロイックミラー５２と、エミ
ッションフィルタ５３、５６と、集光レンズ５４、５５と、光電子増倍管（ＰＭＴ）５７
、５８とが備えられる。
【００２２】
　以上の顕微鏡システムにおいて、レーザユニット１０、共焦点ユニット１００、顕微鏡
本体１１０、検出ユニット５０は、不図示の制御ユニットに接続される。その制御ユニッ
トには、各部を制御する制御回路や、画像処理を実行する演算回路などが搭載される。ま
た、その制御ユニットは、コンピュータを介して入力器や表示器に接続される。
【００２３】
　次に、顕微鏡システムの動作を説明する。
【００２４】
　レーザユニット１０において、レーザ光源１２から射出したレーザ光は、コンバイナミ
ラー１６を透過し、ＡＯＴＦ１４、ファイバカプラ１７を介して光ファイバ１８へ入射し
、共焦点ユニット１００へ向かう。また、レーザ光源１１から射出したレーザ光は、全反
射ミラー１５で反射した後、コンバイナミラー１６で反射し、レーザ光源１２から射出し
たレーザ光と共通の光路へ導かれる。なお、このレーザユニット１０から共焦点ユニット
１００に向かうレーザ光の波長選択や光量調整は、ＡＯＴＦ１４によって行われる。
【００２５】
　共焦点ユニット１００において、光ファイバ１８の出射端から射出したレーザ光は、コ
リメートレンズ２１により平行光束に変換され、全反射ミラー２２Ａへ入射する。全反射
ミラー２２Ａへ入射したレーザ光は、全反射ミラー２２Ａで反射し、高機能ダイクロイッ
クミラー２２へ入射する。
【００２６】
　高機能ダイクロイックミラー２２の分離波長は、第１蛍光色素の励起波長（４０５ｎｍ
）の長波長側と、第２蛍光色素の励起波長（４８８ｎｍ）の長波長側とに設定されている
（詳細は後述）。よって、レーザ光源１１から射出したレーザ光に含まれる励起光（波長
４０５ｎｍ）と、レーザ光源１２から射出したレーザ光に含まれる励起光（波長４８８ｎ
ｍ）とは、高機能ダイクロイックミラー２２で反射する。
【００２７】
　高機能ダイクロイックミラー２２で反射した励起光は、光スキャナ２３へ入射する。光
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スキャナ２３へ入射した励起光は、光スキャナ２３の２つの可動ミラーで順に反射してか
ら光スキャナ２３を射出する。光スキャナ２３を射出した励起光は、瞳投影レンズ２４を
介して顕微鏡本体１１０へ向かう。
【００２８】
　顕微鏡本体１１０へ入射した励起光は、集光レンズ２５を介して対物レンズ２６へ入射
する。対物レンズ２６へ入射した励起光は、その対物レンズ２６によって集光され、標本
Ｓ上にレーザスポットを形成する。この状態で光スキャナ２３が駆動されると、レーザス
ポットが標本Ｓ上を二次元走査する。
【００２９】
　標本Ｓのレーザスポット上では、蛍光が発生する。その蛍光は、レーザスポットを形成
した励起光の光路を逆方向に進行しながら対物レンズ２６、集光レンズ２５、瞳投影レン
ズ２４、光スキャナ２３を介して高機能ダイクロイックミラー２２へ入射する。その蛍光
の高機能ダイクロイックミラー２２に対する入射角度は、全反射ミラー２２Ａで反射した
レーザ光の高機能ダイクロイックミラー２２に対する入射角度と同じである。
【００３０】
　高機能ダイクロイックミラー２２の分離波長は、前述したとおり、第１蛍光色素の励起
波長（４０５ｎｍ）の長波長側と、第２蛍光色素の励起波長（４８８ｎｍ）の長波長側と
に設定されている（詳細は後述）。よって、高機能ダイクロイックミラー２２へ入射した
蛍光の多くは、高機能ダイクロイックミラー２２を透過し、集光レンズ２７へ向かう。
【００３１】
　集光レンズ２７へ入射した蛍光は、ピンホール部材２８のピンホールに向けて集光する
。ピンホールに向かって集光した蛍光のうち、ピンホールから外れた領域に入射した余分
な光線は、ピンホール部材２８においてカットされ、ピンホールに入射した必要な光線は
、ピンホール部材２８を通過してリレーレンズ３４へ向かう。リレーレンズ３４へ入射し
た蛍光は、光ファイバ３８へ入射し、検出ユニット５０へ向かう。
【００３２】
　検出ユニット５０において、光ファイバ３８の出射端から射出した蛍光は、コリメート
レンズ５１により平行光束に変換され、ダイクロイックミラー５２へ入射する。そのダイ
クロイックミラー５２の分離波長は、第１蛍光色素の蛍光波長（４３０ｎｍ～４７０ｎｍ
）と第２蛍光色素の蛍光波長（５１０ｎｍ～６１０ｎｍ）との間の波長に設定されている
。よって、検出ユニット５０に入射した蛍光のうち、第１蛍光色素で発生した蛍光（第１
蛍光）はダイクロイックミラー５２で反射し、第２蛍光色素で発生した蛍光（第２蛍光）
はダイクロイックミラー５２を透過する。
【００３３】
　ダイクロイックミラー５２で反射した第１蛍光は、エミッションフィルタ５３、集光レ
ンズ５４を介して光電子増倍管５７へ入射し、ダイクロイックミラー５２を透過した第２
蛍光は、エミッションフィルタ５６、集光レンズ５５を介して光電子増倍管５８へ入射す
る。ここでエミッションフィルタ５３、５６の各々は、誘電体多層膜からなる干渉フィル
タであり、蛍光波長のみを選択的に透過して他の波長を遮光するフィルタである。そのた
めに、エミッションフィルタ５３の透過波長帯域は４３０ｎｍ～４７０ｎｍに、エミッシ
ョンフィルタ５６の透過波長帯域は５１０ｎｍ～６１０ｎｍに設定されている。これらの
フィルタは、第１蛍光色素の励起波長（４０５ｎｍ）と第２蛍光色素の励起波長（４８８
ｎｍ）とを遮光する。したがって、標本Ｓのレーザスポット上で反射したレーザ光が、蛍
光に混入して同じ経路を通ったとしても、光電子増倍管５７、５８に不要なレーザ光とし
て入射するのを防止する。光電子増倍管５７、５８の各々は、不図示の制御ユニットによ
って光スキャナ２３と共に制御され、入射光量を示す電気信号を生成する。よって、前述
した二次元走査の期間中に光電子増倍管５７が繰り返し生成する電気信号は、標本Ｓで生
じた第１蛍光による蛍光画像を示し、前述した二次元走査の期間中に光電子増倍管５８が
繰り返し生成する電気信号は、標本Ｓで生じた第２蛍光による蛍光画像を示す。これらの
蛍光画像は、制御ユニットを介してコンピュータへ取り込まれ、表示器へ表示されたり、
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コンピュータの記憶部（ハードディスクドライブなど）に保存されたりする。
【００３４】
　なお、以上の顕微鏡システムでは、検出ユニット５０の代わりに、図２に示すスペクト
ル検出ユニット６００を使用することもできる。図２に示すとおり、スペクトル検出ユニ
ット６００には、コリメートレンズ６１と、反射型の回折格子６２と、集光ミラー６３と
、マルチチャンネル式の光電子増倍管６４とが備えられる。光電子増倍管６４の受光チャ
ンネルの数は、例えば３２である。
【００３５】
　このスペクトル検出ユニット６００において、光ファイバ３８の出射端から射出した蛍
光は、コリメートレンズ６１により平行光束に変換され、回折格子６２へ入射する。回折
格子６２に入射した蛍光は、波長毎に少しずつずれた方向へ反射する。それらの各波長の
蛍光は、集光ミラー６３へ入射し、集光ミラー６３で反射する。集光ミラー６３で反射し
た各波長の蛍光は、光電子増倍管６４の互いに異なる受光チャンネルに集光し、それぞれ
電気信号に変換される。なお、標本Ｓのレーザスポット上で反射したレーザ光も、蛍光に
混入して同じ経路を通るが、蛍光と波長が異なるので、その大部分は光電子増倍管６４の
受光チャンネルの外側に集光するので、電気信号に変換されることはない。前述した二次
元走査の期間中に光電子増倍管６４が繰り返し生成する各チャンネルの電気信号は、標本
Ｓの蛍光スペクトル画像を示す。この蛍光スペクトル画像は、制御ユニットを介してコン
ピュータへ取り込まれ、表示器へ表示されたり、コンピュータの記憶部（ハードディスク
ドライブなど）に保存されたりする。
【００３６】
　なお、蛍光スペクトル画像を取り込んだコンピュータは、試薬メーカーが公開している
第１蛍光色素の発光スペクトルデータと、試薬メーカーが公開している第２蛍光色素の発
光スペクトルデータとに基づき、蛍光スペクトル画像から、第１蛍光による蛍光画像と第
２蛍光による蛍光画像とを分離（アンミックス）することもできる。
【００３７】
　次に、高機能ダイクロイックミラー２２を説明する。
【００３８】
　図１に示すとおり、高機能ダイクロイックミラー２２の姿勢は、高機能ダイクロイック
ミラー２２に対するレーザ光及び蛍光の入射角度θが４５°より小さくなるよう設定され
る。高機能ダイクロイックミラー２２の前段に配置された全反射ミラー２２Ａは、高機能
ダイクロイックミラー２２の入射光路を折り畳むために配置された光路折り曲げミラーで
ある。
【００３９】
　このように入射角度θを４５°より小さくすると、高機能ダイクロイックミラー２２の
反射／透過率の波長特性が、入射光の偏光方位に依存しにくくなる。その結果、所望の波
長特性を得るのに必要な誘電体多層膜の総膜厚を抑え易くなる。実際、入射角度θを４５
°より小さくすると、高機能ダイクロイックミラー２２の誘電体多層膜の総膜厚は、１９
．３１９３μｍ未満に抑えられる。
【００４０】
　そして、誘電体多層膜が薄化することにより、膜応力が弱くなり、高機能ダイクロイッ
クミラー２２の平面度が維持されるので、レーザスポットの形状も良好に保たれ、その結
果、蛍光画像の空間分解能は高く維持される。また、誘電体多層膜が薄化し層数が減るた
め、高機能ダイクロイックミラー２２の製造コストも抑えられる。
【００４１】
　因みに、入射角度θが小さいほど、誘電体多層膜は薄化し易くなる。例えば、入射角度
θを２５°より小さくすれば、総膜厚は１３．４３６４７μｍ未満に抑えられ、入射角度
θを１５°より小さくすれば、総膜厚は１０．２７７２８μｍ未満に抑えられる。また、
入射角度θを１２°に設定すれば、総膜厚を９．４２４２８μｍにまで抑えることができ
る。
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【００４２】
　但し、入射角度θは、小さ過ぎないことが望ましく、最小でも１０°は確保されること
が望ましい。なぜなら、入射角度θが１０°以下であると、必要な光線が蹴られないよう
高機能ダイクロイックミラー２２からその周辺の光学素子（全反射ミラー２２Ａ又は光ス
キャナ２３）までの距離を大きく確保しなければならなくなり、共焦点ユニット１００が
大型化するからである。
【００４３】
　よって、本実施形態では、入射角度θは０°＜θ＜４５°の範囲内、望ましくは１０°
＜θ＜２５°の範囲内、さらに望ましくは１０°＜θ＜１５°の範囲内（例えば１２°程
度）に設定されるものとする。
【００４４】
　また、本実施形態では、高機能ダイクロイックミラー２２の波長特性を制御し易くなっ
たことを利用し、波長特性を以下のとおり制御する。
【００４５】
　次に、高機能ダイクロイックミラー２２の波長特性が満たす条件を説明する。図３は、
高機能ダイクロイックミラー２２の透過率の波長特性カーブを説明する図である。
【００４６】
　図３に示すとおり、高機能ダイクロイックミラー２２の波長特性カーブには、短波長側
から順に、第１の反射帯域３０１、第１の透過帯域４０１、第２の反射帯域３０２、第２
の透過帯域４０２が並んでいる。
【００４７】
　このうち第１の反射帯域３０１は、２種類の蛍光色素のうち、一方の蛍光色素の励起波
長をカバーし、第２の反射帯域３０２は、他方の励起波長をカバーしている。
【００４８】
　また、第１の透過帯域４０１は、２種類の蛍光色素のうち、一方の蛍光色素の蛍光波長
をカバーし、第２の透過帯域４０２は、他方の蛍光色素の蛍光波長をカバーしている。
【００４９】
　よって、第１の反射帯域３０１と第１の透過帯域４０１との境界波長が高機能ダイクロ
イックミラー２２の一方の分離波長に相当し、第２の反射帯域３０２と第２の透過帯域４
０２との境界波長が高機能ダイクロイックミラー２２の他方の分離波長に相当する。
【００５０】
　ここで、第１の反射帯域３０１の反射率、第２の反射帯域３０２の反射率、第１の透過
帯域４０１の透過率、第２の透過帯域４０２の透過率は、それぞれ９５％以上であり、第
１の透過帯域４０１の波長幅Ｔ1、第２の透過帯域４０２の波長幅Ｔ2は、それぞれ２５ｎ
ｍ以上である。
【００５１】
　したがって、この高機能ダイクロイックミラー２２によると、２種類の蛍光色素の各々
の励起光を顕微鏡本体１１０へ効率よく導入することができ、かつ、標本Ｓで発生した２
種類の蛍光の各々を検出ユニット５０（又はスペクトル検出ユニット６００）へ効率よく
導入することができる。したがって、本実施形態の顕微鏡システムは、２種類の蛍光画像
の各々を高感度に検出することができる。
【００５２】
　なお、検出感度を更に高めるためには、第１の反射帯域３０１の反射率は、その波長幅
Ｒ1の９０％以上に亘り９８％以上の値を示し、第２の反射帯域３０２の反射率は、その
波長幅Ｒ2の９０％以上に亘り９８％以上の値を示し、第１の透過帯域４０１の透過率は
、その波長幅Ｔ1の９０％以上に亘り９８％以上の値を示し、第２の透過帯域４０２の透
過率は、その波長幅Ｔ2の９０％以上に亘り９８％以上の値を示すことが望ましい。
【００５３】
　また、第１の反射帯域３０１から第１の透過帯域４０１までの立ち上がり幅Ａ1は６ｎ
ｍ以下、第２の反射帯域３０２から第２の透過帯域４０２までの立ち上がり幅Ａ2は６ｎ
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ｍ以下である。つまり、第１反射帯域３０１から第１の透過帯域４０１までの立ち上がり
、第２反射帯域３０２から第２の透過帯域４０２までの立ち上がりは、それぞれ急峻であ
る。
【００５４】
　したがって、仮に、２種類の蛍光色素の一方又は双方のストークスシフトが短かったと
しても、２種類の蛍光画像の検出感度が低下することは無い。
【００５５】
　また、第１の透過帯域４０１と第２の透過帯域４０２との間隙Ｂは、２０ｎｍ以下に抑
えられる。また、前述したとおり第１の透過帯域４０１、第２の透過帯域４０２の各々の
透過率は９５％以上と高いので、第１の透過帯域４０１、第２の透過帯域４０２の各々に
リップルは生じていないとみなせる。
【００５６】
　したがって、スペクトル検出ユニット６００（図２）が検出する蛍光スペクトル画像に
は、標本Ｓで生じた蛍光のスペクトルが殆ど欠け無く反映される。その結果、前述したア
ンミックスは高精度に行われる。
【００５７】
　また、第１の反射帯域３０１、第２の反射帯域３０２の各々の反射率は９５％以上と高
いので、検出ユニット５０（又はスペクトル検出ユニット６００）へ不要なレーザ光が入
射する可能性は低い。
【００５８】
　したがって、検出ユニット５０（又はスペクトル検出ユニット６００）は、高いＳＮ比
で蛍光画像（又は蛍光スペクトル画像）を検出することができる。特に、スペクトル検出
ユニット６００の内部では、マルチチャンネル式の光電子増倍管６４に不要なレーザ光が
入射するのを防止する措置として、最も効果的な措置である、誘電体多層膜からなる干渉
フィルタを使用することが出来ず、高いＳＮ比で蛍光スペクトル画像を検出することが困
難なので、効果が高い。
【００５９】
　次に、高機能ダイクロイックミラー２２の実施例を説明する。
【００６０】
　図４、図５は、入射角度θ＝１２°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
２２の構成を示す図である。その構成は、石英ガラス基板上にＮｂ2Ｏ5の誘電体膜とＳｉ
Ｏ2の誘電体膜とが交互に形成されたものである。なお、図５は、図４の続きである。こ
れらの図４、図５に示すとおり、入射角度θ＝１２°の条件下では、誘電体多層膜の総膜
厚は、９．４２４２８μｍに抑えられる。
【００６１】
　図６、図７は、入射角度θ＝１２°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
２２の波長特性カーブである。図６では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に対する
特性とを別々に描いており、図７では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に対する特
性との平均を描いてある。図６に示すとおり、θ＝１２°の条件下では、ｐ偏光成分に対
する特性とｓ偏光成分に対する特性とのばらつきが小さいので、図７に示すとおり、波長
特性カーブの形状は良好になる。なお、ここで言う「良好な形状」とは、反射帯域の反射
率が高く、透過帯域の透過率が高く、反射帯域から透過帯域への立ち上がりが急峻であり
、透過帯域同士の間隙が狭く、リップルの少ない形状のことを指す。
【００６２】
　図８、図９は、入射角度θ＝１５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
２２の構成を示す図である。その構成は、石英ガラス基板上にＮｂ2Ｏ5の誘電体膜とＳｉ
Ｏ2の誘電体膜とが交互に形成されたものである。なお、図９は、図８の続きである。こ
れらの図８、図９に示すとおり、入射角度θ＝１５°の条件下では、誘電体多層膜の総膜
厚は、１０．２７７２８μｍに抑えられる。
【００６３】
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　図１０、図１１は、入射角度θ＝１５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである。図１０では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に
対する特性とを別々に描いており、図１１では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に
対する特性との平均を描いてある。図１０に示すとおり、θ＝１５°の条件下では、ｐ偏
光成分に対する特性とｓ偏光成分に対する特性とのばらつきが小さいので、θ＝１２°の
ときほどではないものの、図１１に示すとおり波長特性カーブの形状は良好となる。
【００６４】
　図１２、図１３は、入射角度θ＝２５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の構成を示す図である。その構成は、石英ガラス基板上にＮｂ2Ｏ5の誘電体膜と
ＳｉＯ2の誘電体膜とが交互に形成されたものである。なお、図１３は、図１２の続きで
ある。これらの図１２、図１３に示すとおり、入射角度θ＝２５°の条件下では、誘電体
多層膜の総膜厚は、１３．４３６４７μｍに抑えられる。
【００６５】
　図１４、図１５は、入射角度θ＝２５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである。図１４では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に
対する特性とを別々に描いており、図１５では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光成分に
対する特性との平均を描いてある。図１４に示すとおり、θ＝２５°の条件下では、ｐ偏
光成分に対する特性とｓ偏光成分に対する特性とのばらつきが小さいので、θ＝１５°の
ときほどではないものの、図１５に示すとおり波長特性カーブの形状は良好となる。
【００６６】
　図１６、図１７は、入射角度θ＝４５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラーの構成を示す図（比較例）である。その構成は、石英ガラス基板上にＮｂ2Ｏ5の誘電
体膜とＳｉＯ2の誘電体膜とが交互に形成されたものである。なお、図１７は、図１６の
続きである。これらの図１６、図１７に示すとおり、入射角度θ＝４５°の条件下では、
誘電体多層膜の総膜厚は大きく、１９．３１９３μｍである。
【００６７】
　図１８、図１９は、入射角度θ＝４５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラーの波長特性カーブ（比較例）である。図１８では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光
成分に対する特性とを別々に描いており、図１９では、ｓ偏光成分に対する特性とｐ偏光
成分に対する特性との平均を描いてある。図１８に示すとおり、θ＝４５°の条件下では
、ｐ偏光成分に対する特性とｓ偏光成分に対する特性とのばらつきが大きいので、図１９
に示すとおり、波長特性カーブの形状は不良となる。
【００６８】
　以上の図４～図１９によると、入射角度θが小さいほど誘電体多層膜が薄化され、しか
も波長特性カーブの形状が良好になることが判明した。したがって、高機能ダイクロイッ
クミラー２２に対する入射角度θを４５°より小さくするだけで、高機能ダイクロイック
ミラー２２の歪み防止と、高機能ダイクロイックミラー２２の高性能化との双方が同時に
達成されることは、明らかである。
【００６９】
　（その他）
　なお、本実施形態の顕微鏡システムでは、標本Ｓを染色する複数種類の蛍光色素（ここ
では２種類）の組み合わせが変更される可能性を想定し、図１に示したレーザユニット１
０、高機能ダイクロイックミラー２２、ダイクロイックミラー５２の各々は、交換可能で
あることが望ましい。その場合、例えば、共焦点ユニット１００には、分離波長の組み合
わせの互いに異なる複数種類の高機能ダイクロイックミラーが装着されたターレット（ホ
イール状の交換装置）が搭載される。
【００７０】
　因みに、交換装置は、ダイクロイックミラーの枚数分だけホイールの径が大きくなり、
大型化してしまうのが常であるが、本実施形態の顕微鏡システムのようにダイクロイック
ミラーに対する入射角度θが４５°より小さい場合は、ダイクロイックミラーの面積を小
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さくすることができるので、その分だけ交換装置も小型化される。
【００７１】
　また、本実施形態では、標本Ｓを染色した蛍光色素の種類数が２である場合を想定した
が、３以上に拡張してもよい。その場合、レーザユニット１０が出射可能なレーザ光の種
類数は３以上に設定され、高機能ダイクロイックミラー２２の分離波長の個数も３以上に
設定され、検出ユニット５０が検出可能な蛍光画像の数（又はコンピュータがアンミック
ス可能な蛍光画像の数）も３以上に設定される。このように蛍光色素の種類数が３以上で
あった場合にも、高機能ダイクロイックミラー２２に対する入射角度θを４５°より小さ
くするだけで、上述した実施形態と同様の効果が得られる。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】図１は、顕微鏡システムの構成図である。
【図２】図２は、スペクトル検出ユニット６００の構成図である。
【図３】図３は、高機能ダイクロイックミラー２２の透過率の波長特性カーブを説明する
図である。
【図４】図４は、入射角度θ＝１２°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
の構成を示す図である。
【図５】図５は、図４の続きである。
【図６】図６は、入射角度θ＝１２°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
の波長特性カーブである（ｓ偏光成分、ｐ偏光成分）。
【図７】図７は、入射角度θ＝１２°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
の波長特性カーブである（ｓ偏光成分とｐ偏光成分との平均）。
【図８】図８は、入射角度θ＝１５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミラー
の構成を示す図である。
【図９】図９は、図８の続きである。
【図１０】図１０は、入射角度θ＝１５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである（ｓ偏光成分、ｐ偏光成分）。
【図１１】図１１は、入射角度θ＝１５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである（ｓ偏光成分とｐ偏光成分との平均）。
【図１２】図１２は、入射角度θ＝２５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の構成を示す図である。
【図１３】図１３は、図１２の続きである。
【図１４】図１４は、入射角度θ＝２５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである（ｓ偏光成分、ｐ偏光成分）。
【図１５】図１５は、入射角度θ＝２５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の波長特性カーブである（ｓ偏光成分とｐ偏光成分との平均）。
【図１６】図１６は、入射角度θ＝４５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラー２２の構成を示す図（比較例）である。
【図１７】図１７は、図１６の続きである。
【図１８】図１８は、入射角度θ＝４５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラーの波長特性カーブ（比較例）である（ｓ偏光成分、ｐ偏光成分）。
【図１９】図１９は、入射角度θ＝４５°の条件下で設計された高機能ダイクロイックミ
ラーの波長特性カーブ（比較例）である（ｓ偏光成分とｐ偏光成分との平均）。
【図２０】図２０は、非特許文献１で紹介された高機能ダイクロイックミラーの透過率の
波長特性カーブである。
【符号の説明】
【００７３】
　１０…レーザユニット，１００…共焦点ユニット，１１０…顕微鏡，５０…検出ユニッ
ト，１８…光ファイバ，３８…光ファイバ，１１…レーザ光源，１２…レーザ光源，１５
…全反射ミラー，１６…コンバイナミラー（ダイクロイックミラー），１４…ＡＯＴＦ（
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