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(57)【要約】
光学顕微鏡は、試料（３０）を光学的に測定する光学顕
微鏡であって、少なくとも一部に蛍光物質を含み、試料
（３０）が載置される蛍光薄膜（１３）と、電子ビーム
を発生する電子源（１１）と、蛍光薄膜（１３）から可
視光波長未満の波長の微小光源が励起されるように電子
源（１１）で発生された電子ビームを絞って蛍光部材に
照射すると共に、絞られた電子ビームを走査する電子レ
ンズ（１２）と、微小光源で発生され試料（３０）に作
用した測定光を検出する光検出器（２２）と、を備えて
いる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　測定対象物を光学的に測定する光学顕微鏡であって、
　少なくとも一部に蛍光物質を含み、前記測定対象物が載置される蛍光部材と、
　電子ビームを発生する電子ビーム発生手段と、
　前記蛍光部材から可視光波長未満の波長の微小光源が励起されるように前記電子ビーム
発生手段で発生された電子ビームを絞って前記蛍光部材に照射すると共に、前記絞られた
電子ビームを走査する電子ビーム制御手段と、
　前記微小光源で発生され前記測定対象物に作用した測定光を検出する光検出手段と、
を備えた光学顕微鏡。
【請求項２】
　前記電子ビーム発生手段と前記電子ビーム制御手段とが真空部に配置された真空容器を
更に備え、
　前記蛍光部材は、前記真空容器の隔壁に形成された貫通孔の部分に配置されて、前記隔
壁の一部となり、
　前記微小光源は、前記貫通孔を通過する前記電子ビームにより励起される
請求項１記載の光学顕微鏡。
【請求項３】
　前記貫通孔は複数個である
請求項１記載の光学顕微鏡。
【請求項４】
　測定対象物を光学的に測定する光学顕微鏡であって、
　少なくとも一部に蛍光物質を含み、前記測定対象物が載置される蛍光部材と、
　電子ビームを発生する電子ビーム発生手段と、
　前記電子ビーム発生手段で発生した電子ビームを制御して前記蛍光部材内に照射し、前
記蛍光部材内に可視光波長未満の大きさの微小光源を励起させる電子ビーム制御手段と、
　前記微小光源で発生され前記測定対象物に作用した測定光を検出する光検出手段と、
を備えた光学顕微鏡。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、光学顕微鏡に関する。
【背景技術】
【０００２】
　光学顕微鏡は、生きた生物試料をそのまま観察できるため、生命現象の解明において、
非常に有効なツールとして用いられている。様々な機能を有する蛍光プローブが開発され
、位相差光学系、共焦点光学系、全反射蛍光観察法など様々な光学系が利用されることに
よって、細胞機能の解明、単一分子の観察などが実現されてきた。光を用いた生体試料の
観察については、これまでの長い歴史によって、多くの実績と技術の蓄積がある。
【０００３】
　生命現象の解明におけるターゲットの一つとして、細胞やたんぱく質など最小構成要素
一つの機能解明ではなく、複数の構成要素における相互作用、情報伝達のメカニズム、エ
ネルギー伝達のメカニズム、細胞内の情報分子のダイナミクスなどを明らかにすることが
期待されている。生体の器官、臓器などの働きは、生体の最小構成要素である細胞間の相
互作用によって決定されるものである。したがって、器官・臓器の詳細なメカニズムの解
明には、細胞間の相互作用を明らかにすることが必要である。また、実時間観察を行うこ
とによって複数の生体分子のダイナミクスを理解することが必要である。
【０００４】
　一方、光学顕微鏡の空間分解能は、光の波としての性質により制限され、たかだかサブ
ミクロン程度の分解能しか実現できない。したがって、複数の分子間または微小器官の間
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における相互作用、情報の伝達機構を解明には、より高い空間分解能を有する光学顕微鏡
を開発することが必要である。
【０００５】
　光の回折限界を超えた微小領域を光学的に観察する顕微鏡として、近接場（ニアフィー
ルド）顕微鏡が知られている。図１に、近接場（ニアフィールド）顕微鏡の原理図を示す
。図のように、金属で遮蔽されたプローブの先端部にレーザー光が導入される。プローブ
の先端部には数ｎｍ～数１０ｎｍの開口部が形成されている。前記開口部は光の波長に比
べて非常に小さいので、プローブ先端部に導入されたレーザー光は前記開口部を通過でき
ない。しかし、いわゆる近接場（ニアフィールド）効果によりレーザー光の一部が開口部
から外部にしみ出す（エバネッセント波）。このプローブ先端からしみ出した近接場光と
測定対象物との相互作用が観察される。
【０００６】
　このように近接場（ニアフィールド）顕微鏡を用いれば、光の波長未満の微小領域の観
察ができる。しかしながら、近接場（ニアフィールド）顕微鏡では、プローブの先端を測
定対象物に近接させて観察する必要があり、図２のようにプローブを走査して測定対象物
を観察するので、２次元の像を観察するのに非常に時間が掛かる。生体のダイナミクスを
観察するためには実時間観察が必要であるが、従来型の近接場（ニアフィールド）顕微鏡
では実時間観察は不可能である。
【０００７】
　本発明に関連する先行技術文献としては、特許文献１及び２が挙げられる。特許文献１
には、近接場光を用いた近接場（ニアフィールド）顕微鏡において、複数のナノスケール
の孔から光を照射して、近接場を生成する技術が記載されている。また、光を電子ビーム
により励起することが示唆されている。
【０００８】
　特許文献２には、生体試料に光を照射して、発生した近接場光を光電変換膜により電子
線に変換し、電子線を検出する近接場顕微鏡が記載されている。
【特許文献１】特表２００３－５２４７７９号公報
【特許文献２】特開２００６－３０８４７５号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　上述のように、従来の光学顕微鏡では光の回折限界により分解能に限界があった。一方
、光の回折限界を超えて光学的に観察する顕微鏡として近接場（ニアフィールド）顕微鏡
があるが、プローブを観察対象部に近接させて走査させる必要があり、像を形成するのに
時間が掛かる、という問題があった。
【００１０】
　本発明は、上記問題を解決し、光の回折限界を超えた分解能の近接場情報を高速で取得
可能な光学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】
【００１１】
　上記目的を達成するため、本発明の光学顕微鏡は、測定対象物を光学的に測定する光学
顕微鏡であって、少なくとも一部に蛍光物質を含み、前記測定対象物が載置される蛍光部
材と、電子ビームを発生する電子ビーム発生手段と、前記蛍光部材から可視光波長未満の
波長の微小光源が励起されるように前記電子ビーム発生手段で発生された電子ビームを絞
って前記蛍光部材に照射すると共に、前記絞られた電子ビームを走査する電子ビーム制御
手段と、前記微小光源で発生され前記測定対象物に作用した測定光を検出する光検出手段
と、を備える。
【００１２】
　また、本発明の光学顕微鏡は、測定対象物を光学的に測定する光学顕微鏡であって、少
なくとも一部に蛍光物質を含み、前記測定対象物が載置される蛍光部材と、電子ビームを



(4) JP WO2009/148094 A1 2009.12.10

10

20

30

40

50

発生する電子ビーム発生手段と、前記電子ビーム発生手段で発生した電子ビームを制御し
て前記蛍光部材内に照射し、前記蛍光部材内に可視光波長未満の大きさの微小光源を励起
させる電子ビーム制御手段と、前記微小光源で発生され前記測定対象物に作用した測定光
を検出する光検出手段と、を備えている。
【発明の効果】
【００１３】
本発明は、光の回折限界を超えた分解能の近接場情報を高速で取得することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】従来の近接場（ニアフィールド）顕微鏡の原理の説明図である。
【図２】従来の近接場（ニアフィールド）顕微鏡の走査の説明図である。
【図３】本発明の実施形態の光学顕微鏡の構成を示す図である。
【図４】真空容器の隔壁と蛍光薄膜の配置の一例を示す図である。
【図５】隔壁と蛍光薄膜の要部拡大断面図である。
【図６】真空容器の隔壁と蛍光薄膜の配置の一例を示す図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　以下、本発明の好ましい実施形態の例について説明する。図３は、本発明の実施形態の
光学顕微鏡の構成を示す図である。光学顕微鏡は、電子顕微鏡結像系１０と、光学顕微鏡
部２０と、を備えている。
【００１６】
　電子顕微鏡結像系１０は、電子ビームを出射する電子源１１と、電子源１１から出射さ
れた電子ビームを所定位置にフォーカスさせる電子レンズ１２と、電子ビームが照射され
る蛍光薄膜１３と、内部が真空状態になっている真空容器１４と、を備えている。電子原
１１及び電子レンズ１２は、真空容器１１に内に設けられている。蛍光薄膜１３は、真空
容器１１の隔壁に形成された貫通孔を塞ぐように、当該隔壁に貼り付けられ、隔壁の一部
をなしている。そして、試料３０は、貫通孔の上、かつ蛍光薄膜１３の上に配置される。
【００１７】
　また、図３に示すように、光学顕微鏡系２０は、試料３０からの光を集光する対物レン
ズ２１と、対物レンズ２１からの光を検出する光検出器２２と、光検出器２２で検出され
た信号を記録する信号記録部２３と、を備えている。
　図３では、蛍光薄膜１３が、真空容器１４の上面全体に形成されているように見えるが
、実際には大気圧に耐えられるように上面の隔壁に形成された微小の貫通孔を塞ぐような
構成になっている。この構成については後で説明する。
【００１８】
　電子源１１で発生された電子ビームは、電子レンズ１２により蛍光薄膜１３内に（例え
ば、数１０ｎｍオーダーで）フォーカスされる。フォーカスされた電子ビームにより蛍光
薄膜１３内で光が励起され、微小光源（～数１０ｎｍ）が生成される。なお、電子ビーム
は電場や磁場などにより制御可能であるので、電子ビームを制御することにより蛍光部材
内の任意の場所に微小光源を励起させることができ、２次元走査などが可能になる。
【００１９】
　微小光源の大きさは、微小光源の形状が球形（略球形を含む）であれば直径が可視光波
長未満であり、微小光源の形状が球形以外であれば最短軸の長さが可視光波長未満である
。微小光源と試料３０との間の相互作用により生成された光は、対物レンズ２１を通して
光検出器２２で検出される。対物レンズ２１からの光によって光検出器２２で生成された
信号は、信号記録部２３で記録される。
【００２０】
　蛍光発光層（蛍光部材１３）としては、透明な材料に蛍光材料（蛍光物質）を分散した
ものが採用可能である。透明な材料としてはシリコン酸化膜（ＳｉＯ2）、ガラス、若し
くは高分子材料が使用可能である。蛍光発光層の厚さは１μｍ程度あれば十分であるが、
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厚さが可視光波長未満でも構わない。
【００２１】
　蛍光材料を分散させる媒体として透明な高分子材料の好適な例は、高解像レジストとし
て微細加工に使われているポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）である。ＰＭＭＡの分
子構造は、(ＣＨ2Ｃ－ＣＨ3－ＣＯＯＣＨ3)n（ｎは重合度）で示され、例えば、分子量７
．０～７．５×１０5の程度のＰＭＭＡが使用できる。ＰＭＭＡは、他の高分子樹脂に比
べて、透明度が高く、光学特性に優れている。
【００２２】
　透明な材料に分散させる蛍光材料としては、ローダミン系、クマリン系などの有機蛍光
色素、ローダミン系の蛍光色素は、融点が２００℃を越し、メタノール等の有機溶媒に容
易に溶け、緑色の光をあてるとオレンジ色の蛍光を発する分子である。例えば、分子量５
４３．１のローダミン５９０が使用できる。ＰＭＭＡに対するローダミンの濃度は、例え
ば、２ｗｔ％程度が好ましい。
【００２３】
　ポリシロキサンポリマー等の樹脂ガラスに蛍光材料を混ぜた溶媒を用意する。例えば、
ローダミン又は半導体微粒子をアセトン、プロパノール、プロピレングリコールメチルエ
ーテルアセテート（ＰＧＭＥＡ）等の溶剤を用いて、樹脂ガラスに溶解させる。６０℃に
加熱したテトラメトキシシラン（ＴＭＯＳ）の１－プロキシ－２－プロパノール（ＰＧＰ
Ｅ）溶液にマレイン酸水溶液を滴下しこれに、ローダミン又は半導体微粒子を混合して、
６０℃で４時間加熱攪拌した後、減圧濃縮すれば、蛍光材料を含むシロキサン樹脂溶液が
得られる。樹脂ガラスとしては、１００ｎｍ世代以降の半導体装置のＳＴＩ溝に素子分離
絶縁膜を埋め込む塗布型溶液：ＳＯＧ（スピン・オン・グラス）溶液として注目されてい
る過水素化シラザン重合体溶液を用いても良い。
【００２４】
　細胞・組織内の蛍光性物質に紫外線などの励起光をあて発する蛍光を観察する蛍光顕微
鏡は、クロロフィル・脂質・ビタミンなど天然の蛍光性物質を含んだもの（自己蛍光）の
ほか、アクリジンオレンジや４，６－ジアミジン－２－フェニールインドール（ＤＡＰＩ
）等の細胞染色蛍光色素を添加したときの二次蛍光、蛍光抗体法など広く生物学各分野で
利用されている。無機蛍光材料としては、Ｙ3Ａｌ5Ｏ12：Ｃｅ3+（ＹＡＧ：Ｃｅ3+）等の
ＹＡＧなどがある。
【００２５】
　半導体微粒子（半導体粒子蛍光体）ならば、一つの励起光で任意の波長の可視光を得る
ことができる。半導体粒子蛍光体としては、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ半導体微粒子などがある。
過水素化シラザン重合体溶液を１５０℃で３分程度のベーキングをすれば蛍光材料を含む
ポリシラザン（ＰＳＺ）膜ができる。そして、蛍光材料としてＣｄＳｅ／ＺｎＳ半導体微
粒子を用いる場合は、ポリシラザン（ＰＳＺ）膜が形成された後、２００℃より高く６０
０℃以下の温度で水蒸気を含んだ雰囲気で酸化処理を行えば、緻密度の高い蛍光材料を含
む樹脂ガラス膜（シリコン酸化膜）ができる。
【００２６】
　図４は、真空容器１４の隔壁と蛍光薄膜１３の配置例を示す図である。蛍光薄膜１３が
貼り付けられた真空容器１４の隔壁１４ａには、微小な貫通孔１４ｂが形成されている。
この貫通孔１４ｂの内部であって蛍光薄膜１３の上には、測定対象物である試料３０が配
置される。電子ビームは真空容器１４の内部の真空側、試料３０は大気側に配置されるの
で、試料３０を載置する蛍光薄膜１３が真空容器１４の隔壁の一部をなす必要がある。し
かしながら、蛍光薄膜１３は十分な強度を有していないので、大気圧を支えるようにする
には工夫が必要である。図４の例は、比較的小さな試料３０を載置する場合の例である。
隔壁には蛍光薄膜１３を配置するための貫通孔１４ｂが設けられている。
【００２７】
　図５は、隔壁と蛍光薄膜１３の要部拡大断面図である。貫通孔１４ｂの最も狭いところ
の内径は例えば１００μｍ程度であり、蛍光薄膜１３が薄くて強度が十分でなくても、十
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分に大気圧を支えることができる。蛍光薄膜１３の厚さは特に限定はされないが、例えば
１０～５０ｎｍ程度である。蛍光薄膜１３周辺の隔壁の材質は特に限定されないが、加工
が容易なＳｉを用いることが好ましい。
【００２８】
　隔壁に半導体素子用などのシリコン基板を用いる場合は、面方位（100）を表面として
、貫通孔の側面を(111）面とするように、ＫＯＨ溶液などで、エッチングして貫通孔を精
密に作成する事が出来る。この場合、エッチング面の底角はほぼ５４．７度であり、この
ように形成された四角錘の頂角は、ほぼ７０．６度となる。このように、シリコンに限ら
ずエッチングによって結晶性から定まる角度を利用して、ダイヤモンドあるいはＧａＡｓ
などの混晶を用いることが出来る。このように得られた隔壁に真空蒸着などの方法によっ
て金属などの導体を設けて電子ビームを受容する陽極として構成する。
【００２９】
　図６は、真空容器１４の隔壁と蛍光薄膜１３の他の配置例を示す図である。この例では
、蛍光薄膜１３は隔壁の大気側に配置される。このように配置することにより、試料３０
の大きさに制限がなくなるため、試料３０が配置しやすくなる。貫通孔の大きさは、特に
限定されないが、例えば、内径を可視光波長未満（数１０ｎｍ程度）にしても良い。貫通
孔の大きさを小さくすれば、様々な外乱の影響を受けにくくなるとともに、電子ビームを
収束させやすくなり、近接場（ニアフィールド）効果の測定精度を高めることができる。
さらに、貫通孔の内径を小さくした場合、蛍光薄膜１３の強度を下げることができるので
、蛍光薄膜１３を薄くすることができる。これにより、利用３０を近接場に近接させるこ
とが可能になり、非常に高い精度（分解能）での測定が可能になる。
【００３０】
　また、貫通孔を複数個設けることでイメージングも可能である。具体的には、各々の貫
通孔の上に、それぞれ異なる試料を配置すればよい。これにより、複数の試料がリアルタ
イムで同時に測定可能になる。
【００３１】
　以上のように、本発明の実施形態に係る光学顕微鏡は、光の回折限界を超えた分解能の
近接場（ニアフィールド）情報を高速で取得可能であり、光を用いて生きた生物試料を実
時間で観察でき、ナノメートルオーダーの空間分解能を有する実時間・ナノイメージング
手法を実現することができる。上記光学顕微鏡は、実時間で観察可能な高分解能を実現す
ることによって、分子・たんぱく質レベルでの機能解析から細胞・臓器レベルでの機能解
析まで、統一的な観察を行うことが可能となる。
【００３２】
　上記光学顕微鏡は、小さな領域に照射可能な電子ビームを用いて、蛍光部材内に微小光
源を励起できるため、可視光波長未満の大きさの微小光源を生成でき、可視光波長未満の
大きさの微小光源を用いているためナノメートルオーダーの近接場（ニアフィールド）情
報が収集可能である。さらに、上記光学顕微鏡は、微小光源の励起に電子ビームを用いて
いるため、電子ビームの制御が容易であり、高速スキャンが可能であるので、高速に近接
場（ニアフィールド）の画像を得ることができる。また、上記光学顕微鏡は、電子顕微鏡
の技術を光励起に応用することによって、１０ｎｍ以下のスポットを持ちかつ高速に走査
可能な微小光源を実現することが可能となる。さらに、上記光学顕微鏡は、蛍光部材に様
々な発光波長、偏光特性などを有する材料を選択することによって、分光計測、偏光計測
など高機能化を実現できる。
【００３３】
　蛍光薄膜上に生じた微小光源を試料に照射することは、近接場光学顕微鏡において、微
小開口によって生じたエバネッセント波を利用して試料を照明することと原理的に全く同
等である。試料と蛍光薄膜の距離が十分小さい場合、電子線励起によって生じた微小蛍光
光源のエバネッセント波で試料が観察され、回折限界を超えた分解能を実現することが可
能となる。
【００３４】
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　したがって、既にこれまでに開発されてきた光学顕微鏡の光学系を検出システムに応用
することによって、高い空間分解能と多くの機能を持つ検出システムを構築することが可
能である。また試料を配置する蛍光薄膜の部分で光学顕微鏡部と電子顕微鏡部が分離され
るため、試料を配置する部分には真空や金属膜の蒸着などは全く必要なく、通常の光学顕
微鏡と同様の環境で使用することが可能である。
【００３５】
　以上、本発明の実施形態の一例を説明したが、本発明はこれに限定されるものではなく
、特許請求の範囲に記載された技術的思想の範疇において各種の変更が可能であることは
言うまでもない。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】
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