
(57)【要約】

【課題】波長選択素子を切替えることなく蛍光観察が可

能な蛍光顕微鏡を提供することを目的とする。

【解決手段】標本を照明する光源と、光源と前記標本と

の間に配置された第１の波長選択素子と、第１の波長選

択素子前記標本の間に配置された対物レンズと、標本の

像を撮像する撮像素子と、撮像素子と前記標本との間に

配置された第２の波長選択素子とを備えた蛍光顕微鏡に

おいて、複数の波長の蛍光像を撮像でき、かつ、各ピク

セル毎で波長分離が可能な撮像素子を用いた。

【選択図】　　　　　　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
標 本 を 照 明 す る 光 源 と 、 該 光 源 と 前 記 標 本 と の 間 に 配 置 さ れ た 第 １ の 波 長 選 択 素 子 と 、 該
第 １ の 波 長 選 択 素 子 と 前 記 標 本 の 間 に 配 置 さ れ た 対 物 レ ン ズ と 、 前 記 標 本 の 像 を 撮 像 す る
撮 像 素 子 と 、 該 撮 像 素 子 と 前 記 標 本 と の 間 に 配 置 さ れ た 第 ２ の 波 長 選 択 素 子 と を 備 え 、 前
記 撮 像 素 子 が 複 数 の 波 長 の 蛍 光 像 を 撮 像 で き 、 か つ 、 各 ピ ク セ ル 毎 に 波 長 分 離 が 可 能 な 撮
像 素 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 顕 微 鏡 。
【 請 求 項 ２ 】
励 起 光 と 蛍 光 を 分 離 す る 為 の ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ ー を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ に 記 載 の 蛍 光 顕 微 鏡 。
【 請 求 項 ３ 】
像 を テ レ セ ン ト リ ッ ク な 条 件 で 撮 像 素 子 に 投 影 す る こ と が で き る 光 学 系 を 有 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 蛍 光 顕 微 鏡 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
蛍 光 顕 微 鏡 、 特 に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 観 察 や ク ロ ス コ リ レ ー シ ョ ン の 測 定 に 使 用 で き る 蛍 光 顕 微 鏡
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
細 胞 機 能 の 動 体 観 察 に お い て 、 細 胞 内 カ ル シ ュ ウ ム イ オ ン 濃 度 の 変 動 が 重 要 な フ ァ ク タ ー
と な っ て い る 。 顕 微 鏡 を 用 い た 生 体 内 細 胞 の カ ル シ ュ ウ ム イ オ ン 濃 度 の 観 察 に は 、 Ｉ ｎ ｄ
ｏ － １ ， 　 Ｃ ａ ｍ ｅ ｌ ｅ ｏ ｎ と い っ た １ 波 長 励 起 、 ２ 波 長 測 光 の 蛍 光 指 示 薬 が 用 い ら れ る
。 １ 波 長 励 起 、 ２ 波 長 測 光 形 の 蛍 光 指 示 薬 は 、 異 な る ２ つ の 波 長 の 蛍 光 強 度 の 比 を 求 め る
こ と に よ り 、 蛍 光 指 示 薬 自 体 の 濃 度 に 左 右 さ れ ず に 、 定 量 的 に カ ル シ ュ ウ ム イ オ ン 濃 度 を
測 定 す る こ と が で き る の で 、 多 く の 研 究 者 に 用 い ら れ て い る 。 Ｃ ａ ｍ ｅ ｌ ｅ ｏ ｎ は 、 ２ 種
類 の 蛍 光 タ ン パ ク を 組 み 合 わ せ た 蛍 光 指 示 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ 　 （ ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 　 ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） 　 を 用 い る 観
察 も あ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ 　 を 使 っ た 観 察 法 の 一 つ に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ （ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔ 　 ｒ ｅ ｓ
ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ 　 ｅ ｎ ｅ ｒ ｇ ｙ 　 ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｒ ） が あ り 、 多 く の 研 究 者 に 利 用 さ れ て い
る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ で は 、 標 本 上 の 同 一 の 位 置 で の ド ナ ー の 蛍 光 と ア ク セ プ タ の 蛍 光 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ
光 の 明 る さ を 測 定 す る 。 こ の 実 験 を 行 う 場 合 に も 、 １ 波 長 励 起 ２ 波 長 測 光 を 行 う 場 合 が あ
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
つ ま り 、 カ ル シ ュ ウ ム の 濃 度 を 見 た り 、 ま た 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ で 分 子 の 相 関 を み た り す る 場 合 の
は 、 １ 波 長 励 起 ２ 波 長 測 光 を お こ な う 場 合 が 非 常 に 重 要 に な る 。 こ の よ う に 、 指 示 薬 を 用
い 、 １ 波 長 励 起 ２ 波 長 測 光 を 行 お う と す る と 、 ２ つ の 異 な る 波 長 の 蛍 光 で イ メ ー ジ ン グ す
る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
こ の よ う な 場 合 、 標 本 を 複 数 の 波 長 で 同 時 に 観 察 出 来 る こ と が 好 ま し い 。 そ こ で 、 こ れ ま
で は 、 蛍 光 顕 微 鏡 に １ つ の 撮 像 素 子 を 装 着 し 、 こ の 撮 像 素 子 の 前 に 透 過 波 長 域 の 異 な る 複
数 個 の バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を 有 す る フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル を 配 置 し 、 こ の フ ィ ル タ ー ホ ー
イ ー ル を 回 転 さ せ て 各 波 長 ご と の 蛍 光 像 を 撮 像 し て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ま た 、 複 数 の 撮 像 素 子 を 装 着 す る 構 成 で は 、 各 波 長 の 蛍 光 が 予 め 決 ま っ た 撮 像 素 子 に 向 か
う よ う に 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 蛍 光 を 分 離 し て い た 。 図 ７ は 従 来 の 蛍 光 顕 微 鏡 の 一 つ
で 、 複 数 の 撮 像 素 子 を 装 着 し た 蛍 光 顕 微 鏡 で あ る 。 光 源 Ｌ Ｓ か ら の 照 明 光 は 、 光 路 ７ に 沿
っ て 進 み 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ８ に 到 達 す る 。 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ８ で は 所 定 の 波 長
域 の 励 起 光 だ け が 反 射 さ れ る 。 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ８ で 反 射 し た 励 起 光 は 対 物 レ ン ズ ６
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に 入 射 し 、 標 本 ５ を 照 明 す る 。 励 起 光 で 励 起 さ れ た 蛍 光 色 素 は 、 蛍 光 を 放 射 す る 。 標 本 ５
か ら 放 射 さ れ た 蛍 光 は 、 対 物 レ ン ズ ６ を 通 り 、 さ ら に 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ８ を 通 過 す
る 。 そ し て 、 結 像 レ ン ズ １ ２ を 通 過 し 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー １ ０ に 到 達 す る 。 ダ イ ク ロ
イ ッ ク ミ ラ ー １ ０ で は 所 定 の 波 長 域 の 蛍 光 が 反 射 さ れ 、 残 り の 波 長 域 の 蛍 光 は 透 過 す る 。
ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー １ ０ で 反 射 さ れ た 蛍 光 は 、 第 １ の 撮 像 素 子 ９ 上 に 蛍 光 像 を 形 成 す る
。 一 方 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー １ ０ を 透 過 し た 蛍 光 は 光 路 １ １ に 沿 っ て 進 み 、 第 ２ の 撮 像
素 子 １ ４ 上 に 蛍 光 像 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し な が ら 、 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル を 回 転 さ せ る 方 法 で は 、 高 速 で バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー
を 切 り 替 え る の が 困 難 で あ っ た 。 そ の た め 、 カ ル シ ウ ム の 変 化 や 分 子 の 相 関 の 変 化 を 高 速
で 測 定 し た い 場 合 、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー の 切 り 替 え に 時 間 が か か る た め ２ つ の 蛍 光 波 長
の 撮 像 に タ イ ム ラ グ が 生 じ 、 測 定 精 度 が 低 下 す る と い う 問 題 点 が あ っ た 。 ま た 、 バ ン ド パ
ス フ ィ ル タ ー 切 り 替 え に よ っ て 、 ２ つ の 波 長 の 像 が わ ず か に ず れ る と い う 問 題 が あ っ た 。
さ ら に 、 フ ィ ル タ ー ホ イ ー ル の 回 転 に よ っ て 振 動 が 発 生 し た り 、 複 数 の 波 長 の 蛍 光 を 同 時
に 撮 像 で き な い な ど の 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ま た 、 複 数 の 撮 像 素 子 を 用 い る 方 法 で は 、 光 学 系 の 収 差 や 歪 が 影 響 し た り 、 撮 像 素 子 の 取
り 付 け に よ る ず れ の 影 響 か ら 複 数 の 撮 像 素 子 の 像 を ピ ク セ ル 単 位 で 重 ね 合 わ せ る こ と は 非
常 に 困 難 で あ っ た 。 そ の た め 、 ２ つ の 蛍 光 波 長 の 像 強 度 比 が 正 確 に 求 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 上 記 問 題 点 に 鑑 み て な さ れ た も の で 、 波 長 選 択 素 子 を 切 替 え る こ と な く 、 複 数
の 波 長 の 蛍 光 像 を 同 時 に 撮 像 で き る 蛍 光 顕 微 鏡 、 ま た は 分 光 顕 微 鏡 を 実 現 す る こ と を 目 的
と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 お よ び 作 用 】
上 記 問 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 の 蛍 光 顕 微 鏡 は 、 標 本 を 照 明 す る 光 源 と 、 該 光 源 と 前
記 標 本 と の 間 に 配 置 さ れ た 第 １ の 波 長 選 択 素 子 と 、 該 第 １ の 波 長 選 択 素 子 と 前 記 標 本 の 間
に 配 置 さ れ た 対 物 レ ン ズ と 、 前 記 標 本 の 像 を 撮 像 す る 撮 像 素 子 と 、 該 撮 像 素 子 と 前 記 標 本
と の 間 に 配 置 さ れ た 第 ２ の 波 長 選 択 素 子 と を 備 え 、 前 記 撮 像 素 子 が 複 数 の 波 長 の 蛍 光 像 を
撮 像 で き 、 か つ 、 各 ピ ク セ ル 毎 に 波 長 分 離 が 可 能 な 撮 像 素 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ま た 、 励 起 光 と 蛍 光 を 分 離 す る 為 の ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ ー を 有 す る こ と を 特 徴 と す る
。
ま た 、 像 を テ レ セ ン ト リ ッ ク な 条 件 で 撮 像 素 子 に 投 影 す る こ と が で き る 光 学 系 を 有 す る こ
と を 特 徴 と す る
【 ０ ０ １ ２ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 実 施 の 形 態 の 蛍 光 顕 微 鏡 は 、 複 数 の 波 長 の 蛍 光 を ピ ク セ ル 毎 に 波 長 分 離 し て 撮 像 で き る
撮 像 素 子 を 用 い て い る 。 こ こ で 、 複 数 の 波 長 の 蛍 光 像 を 波 長 分 離 し て 撮 像 で き る 撮 像 素 子
と は 、 た と え ば Ｕ Ｓ Ｐ ５ ， ９ ６ ５ ， ８ ７ ５ 号 公 報 に 示 さ れ て い る 撮 像 素 子 で あ る 。 Ｕ Ｓ Ｐ
５ ， ９ ６ ５ ， ８ ７ ５ 号 公 報 に 開 示 さ れ て い る 撮 像 素 子 ４ は 、 図 １ に 示 す よ う に 、 複 数 の ｐ
層 、 ｎ 層 が 光 軸 方 向 形 成 さ れ て い る 。 こ の よ う な 構 成 に す る こ と で 、 複 数 の 波 長 の 光 ３ を
深 さ 方 向 に 分 離 す る こ と が で き る 。 た だ し 、 Ｕ Ｓ Ｐ ５ ９ ６ ５ ８ ７ ５ 号 公 報 に 開 示 さ れ て い
る 撮 像 素 子 の 各 ピ ク セ ル は 、 深 さ 方 向 に 沿 っ て 、 赤 （ Ｒ ） 、 緑 （ Ｇ ） 、 青 （ Ｂ ） 、 に 感 度
を 有 す る 。 し た が っ て 、 そ の ま ま こ の 撮 像 素 子 を 用 い て も 、 目 的 の 蛍 光 色 素 に 対 応 す る 複
数 の 蛍 光 を 捕 ら え る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
そ こ で 、 撮 像 素 子 の Ｐ 層 や ｎ 層 の 厚 さ を 最 適 化 し て 検 出 す る 蛍 光 の 波 長 に 最 適 化 す る 必 要
が あ る 。 た と え ば 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 こ の 撮 像 素 子 は 、 ３ つ の ｐ － ｎ 接 合 を 有 し て い る

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-13128 A 2004.1.15



。 そ し て 、 そ れ ぞ れ の 深 さ 方 向 の 厚 み は 、 蛍 光 色 素 の 蛍 光 に 最 適 化 さ れ て い る 。 例 え ば 、
Ｃ Ｆ Ｐ ， 　 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ の ３ 種 類 の 蛍 光 色 素 を 用 い る 場 合 は 、 ｐ 層 及 び ｎ 層 の 厚 み
は 、 ４ ７ ６ ｎ ｍ ， 　 ５ ２ ９ ｎ ｍ ， 　 ５ ８ ０ ｎ ｍ の ３ つ の 波 長 を 深 さ 方 向 で 分 光 で き る よ う
な 値 と な っ て い る 。 こ の 結 果 、 各 波 長 を 効 率 よ く 捕 ら え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
ま た 、 通 常 の 顕 微 鏡 に は 励 起 光 の も れ 光 を カ ッ ト す る フ ィ ル タ ー が も ち い ら れ て い る が 、
こ の 撮 像 素 子 を 用 い た 場 合 は 、 励 起 光 の 感 度 を 有 さ な い よ う な 位 置 の ｐ － ｎ 接 合 を 設 け れ
ば 励 起 光 の も れ 光 を カ ッ ト す る フ ィ ル タ ー は 必 ず し も 必 要 な い 。 し か し 、 像 の コ ン ト ラ ス
ト を 非 常 に 気 に す る の な ら 、 励 起 光 の 漏 れ 光 を カ ッ ト す る 為 の フ ィ ル タ ー を 挿 入 し た 方 が
励 起 光 の も れ 光 の 影 響 を 撮 像 素 子 が 受 け な い の で 望 ま し い 。 そ う す る と 、 よ り コ ン ト ラ ス
ト の 良 い 蛍 光 像 が 観 察 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ま た 、 観 察 し た い 色 素 の 蛍 光 以 外 の 光 、 た と え ば 、 標 本 の 自 家 蛍 光 な ど を を カ ッ ト す る と
蛍 光 像 の コ ン ト ラ ス ト は 向 上 す る 。 そ こ で 、 像 の コ ン ト ラ ス ト を 更 に 上 げ た い 場 合 は 、 デ
ュ ア ル バ ン ド フ ィ ル タ ー を 撮 像 素 子 の 前 に 装 着 す る と よ い 。 例 と し て は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 像 を 観
察 し た い 場 合 は 、 Ｃ Ｆ Ｐ の 蛍 光 波 長 ４ ７ ６ ｎ ｍ と Ｙ Ｆ Ｐ の 蛍 光 波 長 ５ ２ ９ ｎ ｍ の 両 方 の 波
長 を 通 し 、 そ れ 以 外 の 波 長 の 光 を カ ッ ト す る デ ュ ア ル バ ン ド フ ィ ル タ ー を 撮 像 素 子 の 前 に
装 着 す る と よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ま た 、 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ で よ く 使 わ れ る 、 Ｇ Ｆ Ｐ や Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ な ど の 蛍
光 タ ン パ ク の イ メ ー ジ ン グ を 行 う 場 合 に は 、 以 下 に 示 す 蛍 光 波 長 を 検 出 で き な け れ ば な ら
な い 。 た と え ば 、 Ｇ Ｆ Ｐ の 場 合 は ５ １ ０ ｎ ｍ が 蛍 光 波 長 の ピ ー ク 、 Ｃ Ｆ Ｐ の 場 合 は ４ ７ ６
ｎ ｍ が 蛍 光 波 長 の ピ ー ク 、 Ｙ Ｆ Ｐ の 場 合 は ５ ２ ９ ｎ ｍ が 蛍 光 波 長 の ピ ー ク 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ の
場 合 は ５ ８ ０ ｎ ｍ が 蛍 光 波 長 の ピ ー ク で あ る 。 ２ 種 類 の 蛍 光 色 素 を 用 い る 場 合 は 、 上 記 蛍
光 波 長 を 参 考 に 設 計 さ れ た デ ュ ア ル バ ン ド フ ィ ル タ ー を 用 い れ ば よ い 。 ま た 、 ３ 種 類 の 蛍
光 色 素 を 用 い る 場 合 は 、 上 記 蛍 光 波 長 を 参 考 に 設 計 さ れ た ト リ プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー を 用
い れ ば よ い 。 例 と し て は 、 ３ 色 同 時 に 見 る た め に Ｃ Ｆ Ｐ ， 　 Ｙ Ｆ Ｐ ， 　 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ を 加 え
て 観 察 し た い 場 合 は 、 ４ ７ ６ ｎ ｍ ， 　 ５ ２ ９ ｎ ｍ ， 　 ５ ８ ０ ｎ ｍ の ３ つ の 波 長 を 通 す ト リ
プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー を 装 着 す れ ば よ い 。 そ う す る と 、 測 定 に 不 必 要 な 波 長 の 光 を カ ッ ト
し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ は お わ ん く ら げ の た ん ぱ く 質 を も と に 作 成 さ れ て い る が 、 光 る た ん ぱ く 質 は
お わ ん く ら げ 以 外 の タ ン パ ク か ら も 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 光 る た ん ぱ く 質 な
ら 何 で も 蛍 光 顕 微 鏡 の 蛍 光 色 素 と し て 使 う こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 光 る タ ン パ ク
質 を 使 わ な く て も 、 ナ ノ ク リ ス タ ル と 呼 ば れ る 量 子 ド ッ ト を 用 い て 、 量 子 ド ッ ト の 発 色 で
標 本 の 変 化 を 観 察 で き る 。 こ の 場 合 、 標 本 で お き て い る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 現 象 や 、 ク ロ ス コ リ レ
ー シ ョ ン な ど の 分 子 の 相 関 を 観 察 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク や 、 ペ プ
チ ド に そ れ ぞ れ 、 光 る 波 長 の 異 な る ナ ノ ク リ ス タ ル を 着 け て あ げ れ ば よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
こ の よ う な 撮 像 素 子 （ 複 数 の ｐ 層 、 ｎ 層 が 光 軸 方 向 構 成 さ れ て い る こ と で 複 数 の 波 長 の 光
を 分 離 で き る 素 子 ） を 用 い 、 撮 像 範 囲 全 体 で 光 量 ム ラ や 色 む ら が な い 像 を 撮 像 し た い 場 合
は 、 像 を テ レ セ ン ト リ ッ ク な 条 件 で 撮 像 素 子 に 投 影 す る こ と が 重 要 と な る 。 つ ま り 、 像 を
瞳 位 置 無 限 遠 で 撮 像 素 子 に 投 影 さ せ な け れ ば な ら な い 。 も し 、 テ レ セ ン ト リ ッ ク に な ら な
い 光 学 系 で 像 を 撮 像 素 子 に 投 影 す る と 、 像 の 中 心 と 周 辺 で は 素 子 に 入 射 す る 光 線 の 角 度 が
異 な る こ と に な る 。 そ の た め 、 波 長 ご と の 深 さ 方 向 の 到 達 距 離 が 像 位 置 で 異 な る 。 そ の 結
果 、 像 に シ エ ー デ ィ ン グ や 、 光 量 ム ラ 、 色 む ら が 生 じ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ま た 、 撮 像 素 子 に 入 射 す る 光 は 波 長 に よ っ て 、 光 軸 方 向 に 到 達 す る 距 離 が 異 な る 。 そ の た
め 、 光 学 系 の 色 収 差 を 素 子 の 感 度 特 性 に あ わ せ て 最 適 化 す る の が 望 ま し い 。 た と え ば 、 先
の ３ つ の 蛍 光 タ ン パ ク を 用 い た 例 で は 、 ４ ７ ６ ｎ ｍ の 波 長 の 光 は 、 素 子 の 表 面 近 傍 で 光 が
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収 束 す る よ う に 光 学 系 を 設 計 す る 。 ま た 、 ５ ２ ９ ｎ ｍ の 波 長 の 光 は 、 撮 像 素 子 の 中 間 部 に
収 束 す る よ う に 、 光 学 系 を 設 計 す る 。 さ ら に 、 ５ ８ ０ ｎ ｍ の 光 は 、 撮 像 素 子 の 深 部 に 結 像
す る よ う に 光 学 系 を 設 計 す る 。 こ の よ う に 光 学 系 を 設 計 す る と 、 撮 像 素 子 に 到 達 し た 光 を
無 駄 な く 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
さ ら に 、 多 波 長 を 分 離 し て イ メ ー ジ ン グ し た い 場 合 は 、 Ｐ 層 と ｎ 層 の 組 合 せ を 多 く す れ ば
良 い 。 た と え ば 、 ｐ 層 、 ｎ 層 、 ｐ 層 、 ｎ 層 、 ｐ 層 、 ｎ 層 、 ｐ 層 と い う 構 造 に す れ ば 、 更 に
波 長 を 細 か く 分 け て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
実 施 例 １
図 ３ に 実 施 例 １ の 蛍 光 顕 微 鏡 を 示 す 。 光 源 Ｌ Ｓ か ら の 照 明 光 は 、 光 路 １ ７ に 沿 っ て 進 み 、
ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ ２ に 到 達 す る 。 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ ２ で は 所 定 の 波 長 域 の 励
起 光 だ け が 反 射 さ れ る 。 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ ２ で 反 射 し た 照 明 光 は 対 物 レ ン ズ １ ６ に
入 射 し 、 標 本 １ ５ を 照 明 す る 。 照 明 光 で 励 起 さ れ た 蛍 光 色 素 は 、 蛍 光 を 放 射 す る 。 標 本 １
５ か ら 放 射 さ れ た 蛍 光 は 、 対 物 レ ン ズ １ ６ を 通 り 、 さ ら に 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ ２ を
通 過 す る 。 そ し て 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ ２ を 通 過 し た 光 は 、 ミ ラ ー １ ９ で 反 射 さ れ 、
２ ０ の 位 置 に 像 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ の ２ ０ の 位 置 に は 図 ２ に 示 し た 撮 像 素 子 が 配 置 さ れ て い る 。 本 実 施 例 で は 、 撮 像 素 子 は
Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ に 最 適 化 さ れ て い る 。 撮 像 素 子 は 、 入 射 側 か ら 三 層 構 造 で 構
成 さ れ 、 １ 層 目 、 入 射 面 側 は 、 ５ ８ ０ ｎ ｍ よ り 短 い 波 長 が 到 達 で き る 厚 み を 設 定 し て あ る
。 中 間 の 層 は 、 ５ ２ ９ ｎ ｍ よ り 短 い 光 が 到 達 で き る 厚 み に 設 定 し て あ る 。 そ し て 、 最 後 の
最 も 深 い 層 は ５ ２ ９ ｎ ｍ よ り 長 い 光 が 到 達 す る 厚 み と な っ て い る 。 そ し て 、 そ れ ぞ れ の 層
に 隣 接 す る ｐ － ｎ 接 合 部 で 発 生 す る 電 位 変 化 を 検 出 し 、 そ れ か ら 、 計 算 を 行 い 、 各 波 長 の
光 量 を 算 出 す る 。 こ れ を 各 画 素 ご と に 行 い 、 各 波 長 に お け る 蛍 光 像 の 情 報 を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 ２
実 施 例 ２ の 蛍 光 顕 微 鏡 を 図 ４ に 示 す 。 本 実 施 例 は 、 実 施 例 １ に 特 定 の 蛍 光 波 長 の み 通 す フ
ィ ル タ ー を 組 み 合 わ せ た も の で あ る 。 フ ィ ル タ ー ２ ３ が ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を
表 す 。
標 本 １ ５ か ら 放 射 さ れ た 蛍 光 は 、 対 物 レ ン ズ １ ６ を 通 り 、 さ ら に 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
２ ２ を 通 過 す る 。 そ し て 、 目 的 の 蛍 光 の み を 取 り 出 す ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー ２ ３
に 入 射 す る 。 ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー ２ ３ で は 、 所 定 の 波 長 の 蛍 光 の み が 透 過 す る
。 目 的 の 蛍 光 の み を 取 り 出 す ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー ２ ３ を 透 過 し た 蛍 光 は 結 像 レ
ン ズ １ ８ を 通 過 し 、 ミ ラ ー １ ９ で 反 射 さ れ 、 ２ ０ の 位 置 に 像 を 形 成 す る 。
こ の ト リ プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー は 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ の 蛍 光 波 長 、 ４ ７ ６ ｎ ｍ
， 　 ５ ２ ９ ｎ ｍ ， 　 ５ ８ ０ ｎ ｍ に 対 応 す る よ う に な っ て い る 。 図 ５ が 透 過 率 を 示 す 図 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 実 施 例 の 顕 微 鏡 は 、 目 的 の 波 長 を 取 り 出 す ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー の 波 長 を 最 適
化 す れ ば 、 ナ ノ ク リ ス タ ル と 呼 ば れ る 量 子 ド ッ ト を 用 い て も 、 標 本 で お き て い る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ
の 現 象 や 、 ク ロ ス コ リ レ ー シ ョ ン な ど の 分 子 の 相 関 を 観 察 す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い
る ト リ プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー は 、 ２ 波 長 を 通 す デ ュ ア ル バ ン ド フ ィ ル タ ー で も 、 ３ 波 長 が
選 択 で き る ト リ プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー で も 良 い 。 こ の 場 合 、 目 的 の タ ン パ ク や 、 ペ プ チ ド
に そ れ ぞ れ 、 光 る 波 長 の 異 な る ナ ノ ク リ ス タ ル を 着 け て あ げ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 ３
図 ６ は 蛍 光 顕 微 鏡 の 撮 像 光 学 系 を 示 す 図 で あ る 。 ２ ５ 、 ２ ６ は 、 撮 像 素 子 に 入 射 す る 光 線
を テ レ セ ン ト リ ッ ク に す る レ ン ズ で あ る 。 こ の よ う な レ ン ズ ２ ５ 、 ２ ６ を 有 す る こ と で 、
撮 像 素 子 に 入 射 す る 主 光 線 を 撮 像 素 子 の 面 と 垂 直 に す る こ と が で き る 。 レ ン ズ ２ ６ か ら 射

10

20

30

40

50

(5) JP 2004-13128 A 2004.1.15



出 す る 主 光 線 は 射 出 瞳 無 限 遠 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 に は 以 下 の 構 成 が 含 ま れ る 。
（ １ ） 　 標 本 を 照 明 す る 光 源 と 、 該 光 源 と 前 記 標 本 と の 間 に 配 置 さ れ た 第 １ の 波 長 選 択 素
子 と 、 該 第 １ の 波 長 選 択 素 子 と 前 記 標 本 の 間 に 配 置 さ れ た 対 物 レ ン ズ と 、 前 記 標 本 の 像 を
撮 像 す る 撮 像 素 子 と 、 該 撮 像 素 子 と 前 記 標 本 と の 間 に 配 置 さ れ た 第 ２ の 波 長 選 択 素 子 と を
備 え た 蛍 光 顕 微 鏡 で あ っ て 、 前 記 撮 像 素 子 が 複 数 の 波 長 の 蛍 光 像 を 撮 像 で き 、 か つ 、 各 ピ
ク セ ル 毎 に 波 長 分 離 が 可 能 な 撮 像 素 子 で あ る 蛍 光 顕 微 鏡 。
（ ２ ） 　 励 起 光 と 蛍 光 を 分 離 す る 為 の ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ ー を 有 す る 。
（ ３ ） 　 像 を テ レ セ ン ト リ ッ ク な 条 件 で 撮 像 素 子 に 投 影 す る こ と が で き る 光 学 系 を 有 す る
。
（ ４ ） 　 標 本 に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 観 察 を お こ な う 場 合 に 必 要 な ド ナ ー と ア ク セ プ タ ー を 有 す る こ と
を 特 徴 と す る 。
（ ５ ） 　 複 数 の 波 長 の 光 を 通 す 為 の バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
（ ６ ） 　 標 本 に 光 る た ん ぱ く 質 、 た と え ば 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｒ Ｆ Ｐ 、 Ｄ ｓ Ｒ ｅ
ｄ 、 を 用 い て 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 。
（ ７ ） 　 ナ ノ ク リ ス タ ル な ど の 光 を 放 射 す る 半 導 体 で で き た ヒ ゛ ー ス ゛ を 標 本 と し て 用 い
、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 観 察 を 行 う 。
（ ８ ） 　 撮 像 素 子 を 冷 却 で き る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 の 蛍 光 顕 微 鏡 で は 、 撮 像 素 子 の 横 方 向 に は 色 ず れ が 生 じ な い の で 、 １ 点 か ら の 複 数
の 波 長 の 像 が 撮 れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 １ つ の ピ ク セ ル が 赤 （ Ｒ ） 、 青 （ Ｂ ） 、 緑 （ Ｇ ） に 感 度 を 有 す る 撮 像 素 子 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ２ 】 １ つ の ピ ク セ ル が ４ ７ ６ ｎ ｍ ， 　 ５ ２ ９ ｎ ｍ ， 　 ５ ８ ０ ｎ ｍ 感 度 を 有 す る 撮 像 素
子 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 実 施 例 １ の 蛍 光 顕 微 鏡 の 構 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ２ の 蛍 光 顕 微 鏡 の 構 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 ト リ プ ル バ ン ド フ ィ ル タ ー の 透 過 率 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 蛍 光 顕 微 鏡 の 撮 像 光 学 系 の 構 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 従 来 の 蛍 光 顕 微 鏡 の 構 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
３ 　 　 　 複 数 の 波 長 の 光
４ 　 　 　 撮 像 素 子
５ 　 　 　 標 本
６ 　 　 　 対 物 レ ン ズ
７ 　 　 　 光 路
８ 　 　 　 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
９ 　 　 　 第 １ の 撮 像 素 子
１ ０ 　 　 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
１ １ 　 　 光 路
１ ２ 　 　 結 像 レ ン ズ
１ ４ 　 　 第 ２ の 撮 像 素 子
１ ５ 　 　 標 本
１ ６ 　 　 対 物 レ ン ズ 、
１ ７ 　 　 光 路
１ ８ 　 　 結 像 レ ン ズ
１ ９ 　 　 ミ ラ ー
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２ ０ 　 　 像 位 置
２ ２ 　 　 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
２ ３ 　 　 ト リ プ ル バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー
２ ５ 、 ２ ６ 　 　 レ ン ズ
Ｌ Ｓ 　 　 光 源

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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