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(57)【要約】
【課題】位相差顕微鏡をがん細胞など生体細胞の非染色
実時間検査用顕微干渉計として用いて、従来の検査装置
と比較してその機能の細部観察上の優位性を生かし、「
機能的診断法」の有効な支援手段を提供する。
【解決手段】取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零
次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時々刻々に変
化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（
A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1
）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時
々刻々に取得し、当該組み合わせになるいずれかの変化
現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化された時
々刻々の干渉画像を取得する。
【選択図】図６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高
次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試
料の微細部分の観測データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレー
ザ位相差画像取得顕微鏡による生体細胞の観測方法において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観変化現象（A）及び細胞内構造変化現象（B）になる
変化現象からなる観測データを時々刻々に取得すること
　を特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡による生体細胞の観測方法。
【請求項２】
　均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高
次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試
料の微細部分の観測データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレー
ザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変
化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、当該組み合わせ
になるいずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化された時々刻々の干
渉画像を取得すること
　を特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法。
【請求項３】
　請求項２に記載されたレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法におい
て、試料がん生体細胞であって、時々刻々の干渉画像の時間的に前後の干渉画像の比較に
よる当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）
と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と
、になる変化現象を取得し、当該変化現象から変化現象で特定されたがん細胞の種類を同
定することを特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法。
【請求項４】
　均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高
次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試
料の微細部分の観測データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレー
ザ位相差画像取得顕微鏡において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観変化現象（A）及び細胞内構造変化現象（B）になる
変化現象からなる観測データを時々刻々に取得すること
　を特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡。
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【請求項５】
　均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高
次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試
料の微細部分の観測データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレー
ザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置において、
　試料が生体細胞であって、
　当該レーザ位相差画像取得顕微鏡が、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変
化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、
　生体細胞観測手段が、
当該組み合わせになるいずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化され
た時々刻々の干渉画像を取得すること
　を特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置。
【請求項６】
　請求項５に記載されたレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置において
、時々刻々の干渉画像の時間的に前後の干渉画像の比較による当該細胞の細胞外観形状（
A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞
内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象を取得し、当
該変化現象から細胞の種類を同定することを特徴とするレーザ位相差画像取得顕微鏡を用
いた生体細胞観測装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体細胞の核やガラス板中の微小欠陥、気泡など微細な位相物体の通常の顕
微鏡では殆ど見えない微細な位相差を明確に可視化し、位相物体の形状や、物質中の異物
、歪、屈折率変化や、マイクロクラックなどの微細な異常部分を、大視野で画像抽出して
、検査をすることを可能にしたり、内部に核を持つ位相物体である細胞の形状別自動識別
を可能にしたりするなど、透明物体の位相差を用いて被検査物体の種類の識別を行う検査
方法および装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、生体細胞など透明な粒子状位相物体の観測や計測は、位相差顕微鏡［非特許文献
１］を使って行われてきた。しかし、従来の位相差顕微鏡では、照射光にリング絞りを入
れて集光レンズで絞って狭い視野をつくり、試料の後に置かれた対物レンズの後焦点面に
リング状の位相板を置いて観察するという複雑な光学系が用いられた。
【０００３】
　また、従来の位相差顕微鏡は、光源にコヒーレンシィ（可干渉性）のある光源が使われ
ている訳ではなく、光源からの光の波連の位相が空間的にも時間的にも揃っていない。し
たがって、光波の干渉縞は空間的にも時間的にも変動するために、生体細胞中にある核な
どのような位相差物体の干渉画像が必ずしも鮮明ではないという欠点があった。
【０００４】
　なお、光源にレーザを使う位相差顕微鏡［特許文献１］であって、照射光の波連が空間
的にも時間的にも揃っている光源を持つ位相差顕微鏡であっても、画像を鮮明にしよとし
てリング状の照明を用いている位相差顕微鏡［特許文献１］では、従来の位相差顕鏡と同
じく視野が狭く浅く、多数の微細な対象を広い視界中で同時に観察することは困難であっ
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た。
【０００５】
　また、従来の位相差顕微鏡に比べて、測定視界に大幅な自由度を確保するために位相差
コンデンサ部の位相リングを除去しようとする試み［特許文献２］があったが、最終的に
は、画像を鮮明にするためにリング状の照明を用いているから、真の意味での広くて深い
測定視界を持つ位相差顕微鏡は見当たらず、これまで開発されてきた何れの位相差顕微鏡
でも、その視野が狭く浅く、多数の微細な対象を広い視界中で同時に観察することは困難
であった。
【０００６】
　更にまた、従来の位相差顕微鏡では、位相差を含めた異なる形状の複数形状粒子群を同
一形状ごとに同時にその数や挙動を自動的に計測するという機能は持っていなかった。
【０００７】
　本願特許出願人は、このような問題を解決する発明について特許出願をして、特許第５
７３３９４０号［特許文献３］を取得した。
【０００８】
　また、本願特許出願人は、このような問題を解決する発明について特許出願をした。特
許文献４は、当該本件特許出願になるものである。
【０００９】
　特許文献５には、細胞の遺伝子の複数世代にわたって解析可能な細胞画像解析装置が開
示されている。
【００１０】
　特許文献６には、位相差顕微鏡を用いて位相差画像を取得し、位相差画像に対して二次
微分フイルタを用いてエッジを抽出し、当該エッジを持つ浮遊細胞の形状に基づいて当該
浮遊細胞の活性状態を判定することが記載される。
【００１１】
　特許文献７には、全焦点画像を原画像として生成する全焦点画像生成部を有して、当該
原画像から細胞に出現する神経突起を抽出し、当該神経突起の状態を判定することが記載
される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】特許第３４５５１９４号公報
【特許文献２】特開２００３－１９５１８０号公報
【特許文献３】特許第５７３３９４０号公報
【特許文献４】特開２０１７－１２９７６０号公報
【特許文献５】特開２０１２－３９９２７号公報
【特許文献６】特開２００８－２１２０１７号公報
【特許文献７】特許第６０１５１１３号公報
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】「応用工学１」、３－８－２位相差法、（１９９０．７出版）培風館　
鶴田匡夫著
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　特許文献３には、レーザ光源、可干渉性拡大平行レーザ光束を形成するレーザ光拡大平
行光構成光学系、可干渉性平行レーザ光束中に設置されたフーリエ変換レンズ、該フーリ
エ変換レンズの前側に設けられた物体導入手段、該フーリエ変換レンズの後焦点面に設け
られてフーリエ変換像の光回折パターンを通す位相フィルタ、前記フーリエ変換レンズの
後焦点面を前焦点面として設置され、位相フィルタを通過した高次の回折光および零次光
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を集光する逆フーリエ変換レンズ、および該逆フーリエ変換レンズの集光面に結像された
光学像を撮影するために設置された電子カメラ、のそれぞれが光軸上に設置されて、から
構成される、物体導入手段から投写される導入物体の位相差物体干渉像を形成する位相差
画像作成光学系を備え、
　該位相差画像作成光学系は、前記フーリエ変換レンズが可干渉性拡大平行レーザ光束中
に設置されて、前記フーリエ変換レンズの前焦点面導入物体の画像を前記逆フーリエ変換
レンズの後焦点面に結像させる該後焦点面の位置に、前記フーリエ変換レンズの前焦点面
上の光軸上および光軸から直角方向に外方に外れた位置の導入物体の位相差顕微鏡を広い
視野で撮り込むこと
　を特徴とする位相差画像表示装置が記載されている。
【００１５】
　本発明者は、透明な試料を染色せずに観察することのできる有用な技術である位相差顕
微鏡を開発して、従来型の位相差顕微鏡の欠点である、（１）像の輪郭がぼやけること、
（２）試料にない後光のような模様が出る現象（halo effect）を解決して、従来型の位
相差顕微鏡に比べて広い視野、深い被写界深度も持つ位相画像を撮り込むことが出来た。
【００１６】
　従来型の位相差顕微鏡には、上述した２つの課題の他に、（３）異なる透過度に合わせ
たコントラストを最適化が出来ないという解決すべき技術課題がある。特許公報に記載さ
れた技術には、第３の技術課題についての解決方法が提示されていない。
【００１７】
　本願になる発明者は、特許文献３に記載された光学系を保持して、上述した三つの技術
課題を同時に解決することを内容とする特許出願を行い、当該特許出願は、特許文献７と
して公開された。
【００１８】
　当該位相差顕微鏡ががん細胞など生体細胞の非染色実時間検査用顕微干渉計として用い
られるとき、従来の検査装置と比較してその機能の細部観察上の優位性が明らかとなって
きたことで、「機能的診断法」の有効な支援手段としてなり得ることが分かった。
【００１９】
　本発明は、かかる点に鑑み当該位相差顕微鏡を生体細胞、特にがん細胞などの増殖性細
胞観測の非染色実時間検査用顕微干渉計として用いて、従来の検査装置と比較してその機
能の細部観察上の優位性を生かし、「機能的診断法」の実施に際して有効な支援手段を提
供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　課題解決のため、均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含
む散乱回析光の高次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイル
タで干渉させて試料の微細部分の観測データを取得し、画像化された干渉画像を取得する
ことが可能なレーザ位相差画像取得顕微鏡が用いられる。
【００２１】
　より具体的には、レーザ光源、可干渉性拡大平行レーザ光束を形成するレーザ光拡大平
行光構成光学系、可干渉性平行レーザ光束中に設置されたフーリエ変換レンズ手段、該フ
ーリエ変換レンズの前側に設けられた物体導入手段、該フーリエ変換レンズの後焦点面に
設けられてフーリエ変換像の光回折パターンの零次光を直線偏光に変え、高次回折光を円
偏光に変えて透過させる位相フィルタ手段、前記フーリエ変換レンズ手段の後焦点面を前
焦点面として設置され、位相フィルタを通過した高次の回折光および零次光を集光する逆
フーリエ変換レンズ手段、該フーリエ変換レンズ手段の前または後ろに設置された偏光板
、および該逆フーリエ変換レンズ手段の集光面に結像された光学像を撮影するために設置
された電子カメラ、のそれぞれが光軸上に設置されて構成され、偏光板によって強度差が
調整された前記透過した零次光直線偏光と前記高次回折光円偏光とで、物体導入手段から
投写される導入物体の位相差物体干渉像を形成する位相差画像作成光学系を備え、
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　該位相差画像作成光学系は、前記フーリエ変換レンズ手段が可干渉性拡大平行レーザ光
束中に設置されて、前記フーリエ変換レンズ手段の前焦点面導入物体の画像を前記逆フー
リエ変換レンズ手段の後焦点面に結像させる該後焦点面の位置に、前記フーリエ変換レン
ズ手段の前焦点面上の光軸上および光軸から直角方向に外方に外れた位置の導入物体につ
いての、強度差が調整された前記透過した零次光直線偏光と前記高次円偏光によって形成
された位相差物体干渉像を広い視野で撮り込むこと
を特徴とする位相差画像検査装置が用いられ得る。
【００２２】
　上述された位相差画像検査装置は、可干渉性拡大平行レーザ光束を形成するレーザ光拡
大平行光構成光学系の前に回転可能なλ／２板（πフィルタ）を備える
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡による生体細胞の観測方法は、均一強度で平行な
干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高次光までも取り込み
、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試料の微細部分の観測
データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレーザ位相差画像取得顕
微鏡による生体細胞の観測方法において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観変化現象（A）及び細胞内構造変化現象（B）になる
変化現象からなる観測データを時々刻々に取得すること
　を特徴としている。
【００２３】
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法は、均一強度で平行
な干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高次光までも取り込
み、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試料の微細部分の観
測データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレーザ位相差画像取得
顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変
化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、当該組み合わせ
になるいずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化された時々刻々の干
渉画像を取得すること
　を特徴としている。
【００２４】
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法は、上述されたレー
ザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法において、時々刻々の干渉画像の時
間的に前後の干渉画像の比較による当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）
を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含
む細胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象を取得し、当該変化現象から細胞の種類
を同定することを特徴としている。
【００２５】
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡は、均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照
射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高次光までも取り込み、散乱回析光の内、高次光



(7) JP 2019-105703 A 2019.6.27

10

20

30

40

50

と零次光とを光学フイルタで干渉させて試料の微細部分の観測データを取得し、画像化さ
れた干渉画像を取得することが可能なレーザ位相差画像取得顕微鏡において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観変化現象（A）及び細胞内構造変化現象（B）になる
変化現象からなる観測データを時々刻々に取得すること
　を特徴としている。
【００２６】
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置は、均一強度で平行な
干渉性レーザ光を試料に照射し、微細画像情報を含む散乱回析光の高次光までも取り込み
、散乱回析光の内、高次光と零次光とを光学フイルタで干渉させて試料の微細部分の観測
データを取得し、画像化された干渉画像を取得することが可能なレーザ位相差画像取得顕
微鏡を用いた生体細胞観測装置において、
　試料が生体細胞であって、
　当該レーザ位相差画像取得顕微鏡が、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変
化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、
　生体細胞観測手段が、
当該組み合わせになるいずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化され
た時々刻々の干渉画像を取得すること
　を特徴としている。
【００２７】
　本発明のレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置は、上述されたレーザ
位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置において、時々刻々の干渉画像の時間的
に前後の干渉画像の比較による当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含
む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細
胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象を取得し、当該変化現象から細胞の種類を同
定することを特徴としている。
【発明の効果】
【００２８】
　レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いることで、
（１）広い領域を持つ回析光を高次光まで取り込むことで高次光による微細画像再構成で
輪郭明確化が実現される。
（２）フィルタ手段に零次光透過光透過手段を設けることにより、試料透過の零次光が自
己干渉を起こすことを防ぎ、零次光干渉の効果による後光効果（halo effect）を防ぐこ
とが出来る。
（３）偏光板の角度調整により、零次光を減衰させ、バックグラウンド光を弱めることで
、散乱光強度を相対的に強め、零次光のバックグラウンド光と高次散乱光との干渉を強め
、画像のコントラストを強めることが出来る。
【００２９】
　このように、（１）像の輪郭がぼやけること、（２）試料にない後光のような模様が出
る現象（halo effect）を解決して、従来型の位相差顕微鏡に比べて広い視野、深い被写
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界深度も持つ位相画像を撮り込むことが出来、更に（３）異なる透過度に合わせたコント
ラストの最適化を実現することが出来る。
【００３０】
　このような状況下、本発明によれば、レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の
観測方法によって、時々刻々の干渉画像の時間的に前後の干渉画像の比較による当該細胞
の外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B
1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と、核内形状（C1）及
び核内小器官サイズ（C2）を含む核内構造変化現象（C）からなる変化現象を取得するこ
とができる。
【００３１】
　このように、本発明によれば、当該位相差顕微鏡をがん細胞など生体細胞の非染色実時
間検査用顕微干渉計として用いて、従来の検査装置と比較してその機能の細部観察上の優
位性を生かし、「機能的診断法」の有効な支援手段を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】本発明の実施例に用いる位相差画像表示装置の概略構成を示す図
【図２】図１に示された図の内の最上の図を拡大して示す図
【図３】引用文献３に記載された位相差画像表示装置の概略構成を示す図
【図４】本発明の実施例に用いる位相差画像検査装置及び引用文献３に記載された位相差
画像検査装置によって取得されたガラス破片の顕微鏡画像の比較を示す図
【図５】変化現象に基づいて画像化された干渉画像２００を模式的に示す図
【図６】変化現象からなる観測データを時々刻々に取得する状況を示す図
【図７】変化の前後の変化分を時々刻々の干渉画像として取得して表示した例を示す図
【図８】観察した肺がん細胞の全体視野画像を示す図
【図９】図８の全体視野画像が時々刻々に変化する状況を取り出して示した図
【図１０】がん細胞形状変化と細胞核形状変化を捉えた観測データから表示された画像を
示す図
【図１１】図１０の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図
【図１２】がん細胞形状変化と細胞核の形状・核内小器官の変化を捉えた観測データから
表示された画像を示す図
【図１３】図１２の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図
【図１４】がん細胞形状変化と細胞核の形状・小器官変化を捉えた観測データから表示さ
れた画像を示す図
【図１５】図１４の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　以下、本発明の実施例になるレーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置を
説明する。
【００３４】
　レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞観測装置を説明する前に、当該レーザ位
相差画像取得顕微鏡を説明する。
【００３５】
　当該レーザ位相差画像取得顕微鏡は、フーリエ変換像の光回折パターンの零次光を直線
偏光に変え、高次回折光を円偏光に変えて透過させる位相フィルタ手段、例えばフーリエ
変換面の中央に零次光透過の穴を開けたλ／４板（π／２フィルタ）を置き、カメラの前
方に偏光板を置くことで、λ／４板で試料からの零次透過光とλ／４板透過の高次回折光
とに位相差を生じさせ、偏光板で零次透過光（零次直線偏光）と高次回折透過光（高次円
偏光）との強度差を生じさせて、偏光板を、例えば任意に回転させることによって角度を
調節して画像のコントラストを任意に変えることを可能にし、相対的に高次回折透過光の
強度を強めることで調節して、それらの干渉を強めると共に高次回折透過光の微細画像作
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像の寄与度を高めて、広い視野で撮り込んだ試料の輪郭や内部核などの輪郭を明確に画像
化することを特徴とする。
【００３６】
　図１に、当該レーザ位相差画像取得顕微鏡の持つ位相差画像表示装置１００の全体概略
を示す。図２は、図１のimage plane　位置での拡大図である。拡大図についての詳細説
明は、図中に記載した。
【００３７】
　図３は、図１に示した位相差画像表示装置１００を容易に理解できるように対比して提
示した特許文献３に記載された位相差画像表示装置１００Aを示した。
【００３８】
　図１に示した位相差画像検査装置１００（位相差画像表示装置ともいえる）１００及び
図３に示した位相差画像検査装置１００Ａ共、レーザ光源１から照射された可干渉性光は
レンズ２，３を通して平行光束として照射される。可干渉性平行光束中に置かれたフーリ
エ変換レンズ（フーリエ変換レンズ手段、以下同じ）７の前側あるいはフーリエ変換レン
ズ７の前焦点面付近に設置された物体導入手段６に被検査物体を入れれば、そのフーリエ
変換像（光回折パターン）はフーリエ変換レンズ７の後焦点面に形成される。
【００３９】
　図３の位相差画像検査装置１００Aにあっては、該フーリエ変換像の零次光を、位相板
（λ／４板）２０を通し光強度調整の減光フィルタを通して、フーリエ変換レンズ７の後
焦点面を前焦点面として設置された逆フーリエ変換レンズ９を通せば、逆フーリエ変換し
た物体光と位相変換して減光し平行光とされた零次参照光とが逆フーリエ変換レンズ９の
集光面で位相差物体の干渉像が電子カメラ１０で撮像される。
【００４０】
　図３に示される技術は、可干渉性平行レーザ光を検査物体の照射光として使ったために
、検査法は極めて単純になり、従来法のように、照射光のリング絞りと集光レンズの後焦
点面のリング状の位相板の位置合わせに労力を要しない。また、本技術では、フーリエ変
換レンズの後焦点面に位相板と減光フィルタを置くだけで、フーリエ変換像の零次光は確
実に位相画像の参照光になって、位相物体の位相差が光強度画像情報に変えられるから、
本技術は、位相画像の単純化効果を持つ。
【００４１】
　図１に示される位相差画像検査装置１００にあっても、位相板（λ／４板）２０、逆フ
ーリエ変換レンズ９及び電子カメラ１０を備え、上述した効果を達成する。位相差画像検
査装置１００は、位相板（λ／４板）２０と偏光板２３とをペアフィルタ（pair filter
）として構成している。この構成によって、当該実施例は、位相画像の鮮明化という効果
を達成する。更に、回転可能なλ／２板（πフィルタ）２１を組み合わせている。通常、
円偏光と直線偏光は干渉せず、偏光板があってはじめて同じ偏光面の光波が干渉する。こ
の構成によって、当該実施例は、位相画像の更なる鮮明化という効果を達成する。なお、
高次光の他の偏光面を持つ円偏光は物体の細部情報の明確化に寄与する。
【００４２】
　図１において、位相差画像検査装置１００は、レーザ光源１、回転可能なλ／２板（π
フィルタ）２１、可干渉性拡大平行レーザ光束を形成するレーザ光拡大平行光構成光学系
、可干渉性平行レーザ光束中に設置されたフーリエ変換レンズ７、このフーリエ変換レン
ズの前側に設けられた物体導入手段６、このフーリエ変換レンズの後焦点面に設けられて
フーリエ変換像の光回折パターンの零次光だけを通す穴２２を中央に備え高次回折光を円
偏光に変えて透過させるλ／４板（π／２フィルタ）位相フィルタ２０、前記フーリエ変
換レンズの後焦点面を前焦点面として設置され、位相フィルタ２０を通過した高次の回折
光および零次光を集光する逆フーレ家変換レンズ９、このフーリエ変換レンズ７の前また
は後ろに設置された回転可能な偏光板２３、および該逆フーリエ変換レンズの集光面に結
像された光学像を撮影するために設置された電子カメラのそれぞれが光軸上に設置され構
成される、物体導入手段６から投写される導入物体の位相差物体干渉像を形成する位相差
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画像作成光学系を備える。
【００４３】
　この位相差画像作成光学系は、フーリエ変換レンズ７が可干渉性拡大平行レーザ光束中
に設置されて、フーリエ変換レンズ７の前焦点面導入物体の画像を前記逆フーリエ変換レ
ンズ９の後焦点面に結像させる後焦点面の位置に、フーリエ変換レンズ７の前焦点面上の
光軸上および光軸から直角方向に外側に外れた位置の導入物体の位相差像を電子カメラ１
０に広い視野で撮り込むことが出来る。
λ／４板（π／２フィルタ）位相フィルタ２０は、典型的にフーリエ変換レンズ７の後焦
点面に設けられてフーリエ変換像の光回折パターンの零次光を通す穴２２を中央に備え高
次回折光を円偏光に変えて透過させる。穴２２を減光フィルタで塞いで零次光を減光させ
ることはできるが、減光フィルタの強度を連続的変えて、零次光の強度を任意に変えるた
めに穴とすることがよい。したがって、本実施例における穴とは、物理的な穴ばかりでな
く、零次光を通すことに何の障害もない手段をも意味している。
【００４４】
　フーリエ変換レンズ７の前または後に設置された偏光板２３が、光軸上に設置され、強
度差が調整された前記透過した零次光と前記高次回折光とで、物体導入手段から投写され
る導入物体の位相差物体干渉像を形成する。零次光と高次光との強度比を連続的に変えら
れる。
【００４５】
　前記フーリエ変換レンズ７の前焦点面導入物体の画像を前記逆フーリエ変換レンズ９の
後焦点面に結像させる該後焦点面の位置に、前記フーリエ変換レンズ７の前焦点面上の光
軸上および光軸から直角方向に外方に外れた位置の導入物体についての、強度差が調整さ
れた前記透過した零次光と前記高次回折光によって形成された位相差物体干渉像を広い視
野で撮り込む。
【００４６】
　上述したように、可干渉性拡大平行レーザ光束を形成するレーザ光拡大平行光構成光学
系のレーザ光源１の後ろに回転可能なλ／２板（πフィルタ）２１を備える。回転するこ
とで角度が調節される。レーザ光源１の後ろに置いたλ／２板２１は直線偏光しているレ
ーザ光の偏光面を変える（直線偏光の偏光面の角度が変わる）働きをする。λ／２板が無
くても本発明の特徴は得られるが、λ／２板２１を配設することによって偏光依存性を持
つ試料を観測する場合に効果的な働きを得ることが出来る。
【００４７】
　上述したように、偏光板２３は、回転可能であり、回転することで角度が調節される。
【００４８】
　穴あきλ／４板の設置位置は、前記フーリエ変換レンズ７の後焦点面であり、偏光板２
３の配置位置は、穴あきλ／４板の後で逆フーリエ変換レンズ９の前でも後ろでもよい。
【００４９】
　特許文献３に記載された技術では、零次光をλ／４板を通過させ減光フィルタで減光さ
せることで散乱光との干渉を図ることに対し、本実施例では広い領域を持つλ／４板中央
に零次光透過の穴２２を開け、カメラ１０の前方に偏光板２３を置くことにより特許文献
３に記載された技術とは逆に散乱高次光をλ／４板を通過させ、偏光板２３通過で減光し
た零次光と干渉させる。
【００５０】
　λ／２板（πフィルタ）２１は、πフィルタによる偏光面を形成し、λ／２板（πフィ
ルタ）２１の回転によって照射光又は零次光（赤色表示）、及び高次回折光（青色表示）
を、偏光面方向に偏光させる。
【００５１】
　試料を通った零次直線偏光と高次回折円偏光とが形成される。
【００５２】
　π／２フィルタを透過した高次回折円偏光（青色表示）と零次直線偏光（赤色表示）は
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、図に示す形態となる。
【００５３】
　今、偏光板２３の角度が図に示される位置（黒色表示）に調整されたとする。
【００５４】
　図に、穴あきλ／４板２０と角度調節可能な偏光板２３とからなるフィルタ対を透過し
た透過光の形態状態が黒、赤及び青色３色で表示される。偏向板２３の作用によって、偏
光板の偏光透過面（図で黒色表示）の方向と円偏光の高次光（青色表示）の同方向偏光透
過光の強さがベクトルで示されるようになり、高次回折光の微細画像作像の寄与度が高め
られる。
【００５５】
　ここで、λ／４板通過の散乱高次光は円偏光になり、偏光板での減衰が少ないことから
、偏光板２３を零次光の口径にあわせ微細加工する必要がないという簡便さの利点が得ら
れる。
【００５６】
　穴あきλ／４板２０と角度調節可能な偏光板２３とからなるフィルタ対を用いることで
、次のような利点が得られる。
（１）広いλ／４板で回折光を高次光まで取り込むことにより高次光による微細画像再構
成で輪郭明確化が実現される。
（２）λ／４板中央に零次光透過穴を開けることにより、試料透過の零次光が自己干渉を
起こすことを防ぎ、従来型に生ずる零次光干渉の効果による、後光効果（halo effect）
を防ぐことができる。
（３）偏光板の角度調整により、零次光を減衰させ、バックグラウンド光を弱めることで
、散乱光強度を相対的に強め、零次光のバックグラウンド光と高次散乱光との干渉を強め
、画像のコントラストを強め、検査体の輪郭ばかりでなく内部構造までも明確な画像とす
ることができる。
【００５７】
　図４は、位相差画像検査装置１００（図４（ａ））及び引用文献３に記載された位相差
画像検査装置１００Ａによって取得されたガラス破片の顕微鏡画像（図４（ｂ））の比較
を示す図である。
【００５８】
　本実施例によって取得された画像はガラス破片の傾斜部の厚さ情報が図に示されるよう
に内部が等高線になって現れ、位相差情報が引用文献３に記載された位相差画像検査装置
によって取得されたガラス破片の顕微鏡画像に比べて輪郭ばかりでなく内部まで明確に現
われる。
【００５９】
　また、透明物体の微細な情報が細部に亘って明確になり、取得画像は引用文献３に記載
された位相差画像検査装置によって取得されたガラス破片の顕微鏡画像と質的に異なるこ
とが示されている。
【００６０】
　図１、図２において、２のλ／２板（πフィルタ）の代わりにλ／４板（π／２フィル
タ）とし、穴あきλ／４板（π／２フィルタ）の代わりにガラス板の中央に貼った零次光
だけが通る大きさの円形λ／４板とした位相フィルタの組み合わせによっても、上述した
効果と同等の効果を生じさせることができる。この組み合わせフィルタでも、高次回折光
は円偏光となり、零次光は直線偏光となるので、カメラの前に設置された偏光板２3によ
って、同等の効果が生ずる。すなわち、零次光を直線偏光とする零次光の直線偏光化フィ
ルタ手段及び高次回折光を円偏光とする高次回折光円偏光化フィルタ手段を設ける。
【００６１】
　本実施例は、ポリスチレンラテックス２０．３μｍ、１０．３μｍ及び５．０μｍ標準
粒子群についても適用して粒子画像の縁が引用文献３に記載された位相差画像検査装置に
よって取得された顕微鏡画像に比べて明確に現われた。
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【００６２】
　以上に示したように、複数形状の同時並列実時間識別が可能とされる。
【００６３】
　レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いた生体細胞の観測方法において、
　試料が生体細胞であって、
　当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光を試料に照射して画像を形成し、画像に表
示された内の細胞を特定し、特定した細胞についての散乱回析光の高次光までも取り込み
、
　取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時
々刻々に変化する当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変
化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化
現象（B）と、になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、当該組み合わせ
になるいずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化された時々刻々の干
渉画像を取得する。
【００６４】
　当該レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いることで、取り込まれた散乱回析光の内、高次
光と零次光とをフイルタで、継続して干渉させ、時々刻々に変化する当該細胞の細胞外観
形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及
び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象からな
る観測データを時々刻々に取得できることが分かった。
【００６５】
　図５は、変化現象に基づいて画像化された干渉画像２００を模式的に示す図である。
【００６６】
　図５において、変化現象は、当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含
む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細
胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象からなる。
【００６７】
　図５において、細胞外観形状（A1）として、新突起発生　
　　　　　　　　細部サイズ（A2）として、細胞サイズ変化
　　　　　　　　細胞内形状（B1）として、新膜発生、新核内膜発生、新小器官発生、
　　　　　　　　　細胞内小器官減、核内小器官形状変化
　　　　　　　　細胞内小器官サイズ（B2）として、小器官サイズ変化、核内小器官サ
　　　　　　　　　イズ変化
が示される。当該レーザ位相差画像取得顕微鏡を用いることで、細胞外観変化現象（A）
と細胞内構造変化現象（B）とを組み合わせたこれらの変化現象を観察することができる
。
【００６８】
　図６は、取り込まれた散乱回析光の内、高次光と零次光とをフイルタで、継続して干渉
させ、時々刻々に変化する当該細胞の細胞外観変化現象（A）及び細胞内構造変化現象（B
）になる変化現象からなる観測データを時々刻々に取得する状況を示す図である。　
　図６（i）から（v）に示されるように当該細胞の細胞外観及び細胞内構造は、時々刻々
に変化する。このように変化する変化現象が、細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）
を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含
む細胞内構造変化現象（B）として観測され、観測データとして取得される。取得された
観測データは、レーザ位相差画像取得顕微鏡に付随して設けられたコンピュータ、例えば
パソコンに送信され、その画像装置の画面に直ちに撮像された干渉画像として表示される
。
【００６９】
　その画像装置の画面に直ちに撮像された干渉画像として表示する場合に、観測者のニー
ズに従って干画像の内の一部分を画像削除手段用いて削除することで、画面に表示するこ
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とができる。変化現象からなる観測データを時々刻々に取得し、当該組み合わせになるい
ずれかの変化現象もしくは全ての変化現象に基づいて画像化された時々刻々の干渉画像を
取得することができる。
【００７０】
　図７は、細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、
細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）の時々
刻々に変化する現象について、変化の前後の変化分を時々刻々の干渉画像として取得して
表示した例を示す。これらの例では、上図に、新器官発生と小器官サイズ変化が抽出され
て表示された。下図に、細胞外観形状変化としての新突起発生が抽出され、表示された。
これらの変化が双方あった場合には、これらの変化が組み合わされて画面に表示される。
【００７１】
　時々刻々の干渉画像の時間的に前後の干渉画像の比較による当該細胞の細胞外観形状（
A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と、細胞内形状（B1）及び細胞
内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と、になる変化現象を取得し、当
該変化現象から細胞の種類を同定することが可能になる。
【００７２】
　試料がん生体細胞である場合、時々刻々の干渉画像の時間的に前後の干渉画像の比較に
よる当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）
と、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）と
、になる変化現象を取得し、当該変化現象から変化現象で特定された、細胞増殖が激しい
がん細胞の種類を同定することに寄与できる。
【００７３】
　当該細胞の細胞外観形状（A1）及び細胞サイズ（A2）を含む細胞外観変化現象（A）と
、細胞内形状（B1）及び細胞内小器官サイズ（B2）を含む細胞内構造変化現象（B）二に
分けたが、細胞内構造変化現象（B）を細分化して、細胞内構造変化現象と核内構造変化
現象とに分けることができる。
【００７４】
　図８～図１５は、観察した肺がん細胞の変化状況を捉えた画像である。試料が肺がんの
生体細胞である。試料が肺がんの生体細胞に特定されず、特に増殖性細胞の詳細な観測が
必要とされる試料について効果があるが、以下、試料を肺がんの生体細胞に特定して説明
する。
【００７５】
　図８は、観察した肺がん細胞の全体視野画像を示す。
【００７６】
　図９は、図８の全体視野画像が時々刻々に変化する状況を取り出して示した図である。
【００７７】
　図１０は、がん細胞形状変化と細胞核形状変化を捉えた観測データから表示された画像
を示す。
【００７８】
　図１１は、図１０の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図である
。
【００７９】
　図１２は、がん細胞形状変化と細胞核の形状・核内小器官の変化を捉えた観測データか
ら表示された画像を示す。
【００８０】
　図１３は、図１２の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図である
。
【００８１】
　図１４は、全体視野画像の中で特定され、切り出された画像領域内に存在する複数の細
胞の内の他方の細胞について、がん細胞形状変化と細胞核の形状・小器官変化を捉えた観
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測データから表示された画像を示す。
【００８２】
　図１５は、図１４の観測データが時々刻々に変化する状況を取り出して示した図である
。
【００８３】
　よって、図８を見るときには、図９を参照する手法で、二つの図をペアでみることが勧
められる。以下、同様である。また、図８の画像を取得したときに、図９に示される画像
が画像加工ソフトウエアによって容易に取得される。
【００８４】
　図８、図９において、当該細胞に均一強度で平行な干渉性レーザ光が試料である肺がん
生体細胞に照射されて全体視野画像が形成され、画像に表示された複数の細胞の内、いく
つかの細胞を含む領域が特定され、観測領域とされた。観測領域が図面上に枠で示される
。
【００８５】
　図１０、図１１において、画面に、がん細胞形状変化と細胞核形状変化を捉えた干渉画
像が表示された。左上に、模式的にこれらの変化状況を示した。これらの画面から分かる
ように、一つの画面上に、細胞外観変化現象（A）として、がん細胞形状変化ばかりでな
く、細胞サイズに変化が表示され、さらに細胞内構造変化現象（B）として、細胞核形状
変化干渉画像が表示された。
【００８６】
　図１２、図１３において、画面に、がん細胞形状変化と細胞核の形状・核内小器官の変
化を捉えた干渉画像が表示された。左上に、模式的にこれらの変化状況を示した。これら
の画面から分かるように、一つの画面上に、細胞外観変化現象（A）として、がん細胞形
状変化ばかりでなく、細胞サイズが増大した状況を示す変化が表示され、さらに細胞内構
造変化現象（B）として、細胞核の形状・核内小器官変化干渉画像が表示された。
【００８７】
　図１４、図１５において、画面に、他方の細胞について、がん細胞形状変化と細胞核の
形状・核内小器官の変化を捉えた干渉画像が表示された。左上に、模式的にこれらの変化
状況を示した。これらの画面から分かるように、一つの画面上に、他方の細胞について、
細胞外観変化現象（A）として、がん細胞形状変化ばかりでなく、細胞サイズに変化が表
示され、さらに細胞内構造変化現象（B）として、細胞核の形状・核内小器官変化干渉画
像が表示された。図１１に示されるように、一つの画面上に、複数の細胞について、細胞
外観変化現象（A）として、がん細胞形状変化ばかりでなく、細胞サイズに変化が表示さ
れ、さらに細胞内構造変化現象（B）として、細胞核の形状・核内小器官変化干渉画像を
表示することができる。広い領域で細胞内部まで一度に観察することの出来る干渉画像が
提供される。
【００８８】
　これらの画像から分かるように、本実施例によれば、前処理を要さず、検体組織中の癌
細胞の活発な動きを実時間で時々刻々に画像検査することが可能とされ、初期段階のがん
疾患を迅速・明確に診断するための支援画面が提供される。この支援画面は、非染色実時
間の時々刻々検査を可能とさせ、機能的な診断を可能とさせる。がん細胞採取のその場で
の判定を可能とし、判定に要する時間は、数分から１時間もあれば十分であり、短時間診
断に寄与することになる。
【００８９】
　本実施例の実施に際して、生体細胞を染色や薄切理などの加工を要せず、細胞、細胞核
、細胞内小器官の実時間の時々刻々の動きからこれら細胞の観測画像を取得でき、特に増
殖によって動きの激しいがん細胞の観測画像を取得できる。このように、本発明によれば
、当該位相差顕微鏡をがん細胞など生体細胞の非染色実時間検査用顕微干渉計として用い
て、従来の検査装置と比較してその機能の細部観察上の優位性を生かし、「機能的診断法
」の有効な支援手段を提供することができる。
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【符号の説明】
【００９０】
　　１：光源（レーザ）
　　２：レンズ
　　３：レンズ
　　６：物体導入手段
　　７：フーリエ変換レンズ
　　９：逆フーリエ変換レンズ
　１０：電子カメラまたはＣＣＤカメラ
　２０：λ／４板（π／２フィルタ）位相フィルタ（位相フィルタ手段）
　２１：λ／２板（πフィルタ）
　２２：穴
　２３：偏光板

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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