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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　照明光を発する光源と、その光源からの照明光を集束させて観察試料を照明する集光側
コンデンサレンズを含む集光光学系と、観察試料からの散乱光を受光してその拡大像を結
像する対物レンズを含む結像光学系とを備えた暗視野顕微鏡において、
　集光光学系では、照明光を観察試料面に対して垂直に入射すると共に、集光側コンデン
サレンズが長焦点距離のレンズであり、開口数の小さい領域でのみ照明光を観察試料に照
射する構成とし、
　結像光学系では、その後ろ焦点面の結像中心部に、照明光を全て常時遮断する遮光部材
が備わり、絞りが不要であると共に観察試料と遮光部材との間に位置する対物レンズから
射出された散乱光のみを撮像面に集光させて、観察試料の暗視野像を得る構成とする
　ことを特徴とする暗視野顕微鏡。
【請求項２】
　照明光を発する光源と、その光源からの照明光を集束させて観察試料を照明する集光側
コンデンサレンズを含む集光光学系と、観察試料からの散乱光を受光してその拡大像を結
像する対物レンズを含む結像光学系とを備えた暗視野顕微鏡において、
　集光光学系では、照明光を観察試料面に対して垂直に入射すると共に、集光側コンデン
サレンズが長焦点距離のレンズであり、開口数の小さい領域でのみ照明光を観察試料に照
射する構成とし、
　結像光学系では、その後ろ焦点面の共役像の結像中心部に、照明光を全て常時遮断する
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遮光部材が備わり、絞りが不要であると共に観察試料と遮光部材との間に位置する対物レ
ンズから射出された散乱光のみを撮像面に集光させて、観察試料の暗視野像を得る構成と
する
　ことを特徴とする暗視野顕微鏡。
【請求項３】
　結像光学系に、１次像から２次像を形成すると共に、その間に後ろ焦点面の共役像を形
成するレンズを配置した
　請求項２に記載の暗視野顕微鏡。
【請求項４】
　後ろ焦点面の共役像の結像中心部に配設される遮光部材が、
　径　φe＝φ・f1／Ｌ
（φは後ろ焦点面において遮光する領域の径、f1は後ろ焦点面の共役像を結像するレンズ
の焦点距離、Ｌは第２対物レンズの焦点距離）
の遮光板である
　請求項３に記載の暗視野顕微鏡。
【請求項５】
　１次像から２次像を形成する結像側光学系を複数のレンズで構成し、そのレンズの中で
後ろ焦点面の共役像を結像するレンズの合計の焦点距離が、
　fｔ＝Ｌ・φe／φ
（Ｌは第２対物レンズの焦点距離、φeは遮光部材の径、φは後ろ焦点面において遮光す
る領域の径）
である
　請求項３に記載の暗視野顕微鏡。
【請求項６】
　１次像と２次像の間にミラーを備える
　請求項１ないし５に記載の暗視野顕微鏡。
【請求項７】
　請求項１ないし６に記載の暗視野顕微鏡と、それによる像を受像するカメラを備えた構
成において、
　接眼レンズの焦点調整により、観察試料にフォーカスを行ない、
　集光側コンデンサレンズの位置調整により、ケーラー照明を行ない、
　結像側レンズの位置調整により、観察試料を撮像面にフォーカスし、
　１次結像面の絞り調整とミラーの位置調整により、視野中央をカメラ中央に一致させ、
　遮光部材の光軸方向位置調整により、背景光が最も暗くなる位置に設定することで、光
軸の調整を司る
　ことを特徴とする暗視野顕微鏡の調整方法。
【請求項８】
　マイクロメーターにより、遮光部材の光軸に垂直な方向を調整する
　請求項７に記載の暗視野顕微鏡の調整方法。
【請求項９】
　集光側コンデンサレンズ上の視野絞りを最小にし、
　光をカメラに入れない状態で、ブラックレベルの調整により、その値がマイナス値にな
らないように設定し、
　光をカメラ側に切り替え、観察試料にフォーカスしたまま、開口絞りの調整により、像
が暗くなる位置に設定し、
　光強度及び開口絞りの調整により、光量を増大させると共に開口数を絞る
　請求項７または８に記載の暗視野顕微鏡の調整方法。
【請求項１０】
　ブラックレベルの調整により、観察試料の背景を最適化する
　請求項７ないし９に記載の暗視野顕微鏡の調整方法。
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【請求項１１】
　光強度の調整により、観察試料の散乱光を増大させる
　請求項７ないし１０に記載の暗視野顕微鏡の調整方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、暗視野顕微鏡とその光軸の調整方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　照明光を発する光源と、その光源からの照明光を集束させて観察試料を照明する集光側
コンデンサレンズを含む集光光学系と、観察試料からの散乱光を受光してその拡大像を結
像する対物レンズを含む結像光学系とを備えた暗視野顕微鏡は公知である。
【０００３】
　図１は、従来の一般的な暗視野顕微鏡の原理を示す説明図である。
　光源からの光は、高い開口数の集光側コンデンサレンズを介し、円環状の照明光（１０
）として、フローセル（２０）内の観察試料（２１）に照射される。試料（２１）により
照明光は散乱されるが、照明光（１１）そのものは対物レンズ（２２）内にある開ロ絞り
（２３）により遮断される。そのため、散乱光（１２）のみが対物レンズ（１２）から射
出される。それをカメラの撮像面に集光させれば、試料（２１）の暗視野像が得られる。
【０００４】
　光は、その波長より小さな粒子や構造によっても散乱されるので、暗視野顕微鏡を用い
れば、可視光の波長以下の大きさのものでも観察することができる。
　例えば、徴小管の太さはわずか24nm程度であるが、水銀ランプを光源とした暗視野顕微
鏡によって可視化可能となる。
　暗視野顕微鏡には、他に、装置や操作が比較的簡易である、高いコントラスト像が得ら
れる、前処理無しで生の試料が見える、超分子の運動や形態変化を動的に観察できる、な
どの利点がある。
【０００５】
　暗視野顕微鏡に関する従来技術としては、特許文献１～４が挙げられる。
　特許文献１は、明視野と暗視野とを容易に切り換え可能にする照明系に関し、特許文献
２は、分解能を低下させることなく対象の微小物体だけを観察可能にする構成に関し、特
許文献３は、生きているバクテリアの鞭毛のような極めて微細な物体の観察を可能にする
構成に関し、特許文献４は、高速処理可能な自動焦点合わせと暗視野顕微鏡における高輝
度化に関する。
【０００６】
【特許文献１】特開平９－２９７２６６「顕微鏡」
【特許文献２】特開平９－１５５０７「暗視野顕微鏡」
【特許文献３】特開平８－１２２６５１「透過暗視野顕微鏡」
【特許文献４】特開平５－３４６５３２「顕微鏡における自動焦点合わせ装置及び暗視野
顕微鏡」
【０００７】
　このような従来技術による暗視野顕微鏡では、対物レンズ（２２）内に絞り（２３）が
必要であり、また開口数の高い集光側コンデンサレンズを用いる必要があるという制約が
あった。
　もし、開口数の低い長焦点のコンデンサレンズで照明できれば、フローセル（２０）の
上側に空間が確保されるので、実験観察の応用範囲が広がるなどの利点がある。
　しかし、これを実現する暗視野顕微鏡は従来にはなかった。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
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　そこで、本発明は、対物レンズ内の絞りが必要なく、また開口数の低い長焦点のコンデ
ンサレンズでも照明できる暗視野顕微鏡と、その光軸の有効な調整方法を提供することを
課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
 上記課題を解決するために、本発明の暗視野顕微鏡は次の構成を備える。すなわち、照
明光を発する光源と、その光源からの照明光を集束させて観察試料を照明する集光側コン
デンサレンズを含む集光光学系と、観察試料からの散乱光を受光してその拡大像を結像す
る対物レンズを含む結像光学系とを備えた暗視野顕微鏡において、集光側コンデンサレン
ズが長焦点距離のレンズであり、結像光学系における後ろ焦点面(Back Focal Plane)の結
像中心部に、照明光を遮断する遮光部材が備わることを特徴とする。
【００１０】
　ここで、結像光学系に、１次像から２次像を形成することにより、後ろ焦点面の共役像
を形成し、そこに遮光部材を配置してもよい。この構成により、対物レンズの外に遮光部
材を配置することが可能になり、構成の簡素化に寄与する。
【００１１】
　後ろ焦点面の共役像の結像中心部に配設される遮光部材に、径φe＝φ・f1／Ｌ（φは
後ろ焦点面において遮光する領域の径、f1は後ろ焦点面の共役像を結像するレンズの焦点
距離、Ｌは第２対物レンズの焦点距離）の遮光板を用いて、有効な遮光に寄与させてもよ
い。
【００１２】
　１次像から２次像を形成する結像側光学系を複数のレンズで構成し、そのレンズの中で
後ろ焦点面の共役像を結像するレンズの合計の焦点距離を、fｔ＝Ｌ・φe／φ（Ｌは第２
対物レンズの焦点距離、φeは遮光部材の径、φは後ろ焦点面において遮光する領域の径
）として、遮光部材の大きさは一定のまま、開口数を調整できるようにしてもよい。
【００１３】
　また、１次像と２次像の間にミラーを設けて、デュアルポート化に寄与させてもよい。
【００１４】
　このような暗視野顕微鏡と、それによる像を受像するカメラを備えた構成において、接
眼レンズの焦点調整により、観察試料にフォーカスを行ない、集光側コンデンサレンズの
位置調整により、ケーラー照明を行ない、結像側レンズの位置調整により、観察試料を撮
像面にフォーカスし、１次結像面の絞り調整とミラーの位置調整により、視野中央をカメ
ラ中央に一致させ、遮光部材の光軸方向位置調整により、背景光が最も暗くなる位置に設
定することで、光軸の調整を司ってもよい。
【００１５】
　ここで、マイクロメーターにより、遮光部材の光軸に垂直な方向を調整してもよい。
【００１６】
　更に、集光側コンデンサレンズ上の視野絞りを最小にし、光をカメラに入れない状態で
、ブラックレベルの調整により、その値がマイナス値にならないように設定し、光をカメ
ラ側に切り替え、観察試料にフォーカスしたまま、開口絞りの調整により、像が暗くなる
位置に設定し、光強度及び開口絞りの調整により、光量を増大させると共に開口数を絞っ
て、所望のコントラストを得ることに寄与させてもよい。
【００１７】
　ブラックレベルの調整により、観察試料の背景を最適化して、像を見やすくしてもよい
。
【００１８】
　光強度の調整により、観察試料の散乱光の光量を増大させて、好適な輝度を得てもよい
。
【発明の効果】
【００１９】
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 本発明の暗視野顕微鏡によると、結像光学系における後ろ焦点面の結像中心部に遮光部
材が備わるので、対物レンズに絞りが必要なくなり、また開口数の低い長焦点のコンデン
サレンズで照明可能である。そのため、観察試料部位に空間が確保され、実験観察の応用
範囲が広がる。
　また、本発明の暗視野顕微鏡の調整方法によると、通常の安価な光学系や顕微鏡やカメ
ラ等のシステムを生かしたまま、精確な光軸調整が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下に、図面を基に本発明の実施形態を説明する。なお、本発明の趣旨から逸脱しない
範囲で、実施例におけるスペックは適宜設計変更可能である。
　本発明者は、暗視野顕微鏡の本質を見直し、次のように本発明の原理を得た。暗視野顕
微鏡の本質は、照明光（１１）を何らかの光学部材で遮断し、散乱光（１２）のみを画像
化する手段とみなせる。図１に示したように従来技術では、この照明光（１１）が円環状
になっているのは、絞りによって効率的に遮断できるからである。すなわち、遮光の手段
から照明の形態が決まっていたのである。
　それに対し、逆に、照明の形態が限定されているとする。例えば、長焦点距離のコンデ
ンサレンズしか使えない場合もある。そのような場合には、遮光の形態を変えることによ
って、暗視野顕微鏡として機能させることが可能になる。
【００２１】
　図２は、本発明による暗視野顕微鏡の原理を示す説明図である。
　光源からの光は、開口絞り（２４）を経た後に長焦点距離の集光側コンデンサレンズ（
２５）を介し、開口数の小さい領域でのみ、照明光（１０）はフローセル（２０）内の試
料（２１）に照射される。
　例えば、磁気ピンセットや溶液交換システムを用いるような条件下では、このような照
明方法を選ばざるを得ない。
【００２２】
　試料（２１）により照明光は散乱されるが、照明光（１１）そのものは、対物レンズ（
２２）の後ろ焦点面に配設された遮光部材（２３）によって、その結像中心部が遮断され
る。そのため、対物レンズ（１２）から射出された散乱光（１２）のみをカメラの撮像面
に集光させれば、試料（２１）の暗視野像が得られる。
　遮光部材（２３）としては、光を反射するアルミ等の光反射材を中央に選択的に蒸着し
た透明な光学部品や、逆に光を吸収するスウェード等の光吸収材を中央に貼り付けたガラ
ス板などが利用可能である。
【００２３】
　光学系の光束は、視野絞りと開口絞りによって規定される。視野絞りが像の大きさを規
定するのに対し、開口絞りは光束の太さ、すなわち開口数を規定する。
　開口数の大きさは対物レンズ毎に規定される。なお、接眼レンズを用いた目による観察
では、開口絞りの前方にあるレンズによる開口絞りの像が入射瞳であり、開口絞りの後方
にあるレンズによる開口絞りの像が射出瞳であり、開口絞り、入射瞳、射出瞳はそれぞれ
共役の関係になっている。
　また、試料面からの光束は、試料面の各点と入射瞳径を結んだもの、像面への光束は、
射出瞳径と像面の各点を結んだものとなる。
【００２４】
　一般に、開口数（ＮＡ）は次式で与えられる。
（式１）
　ＮＡ＝n sinθ
（nは屈折率、θは光の照射角）
【００２５】
　開口数は、試料（２１）に対して照明光（１０）がどのくらいの角度で照射されている
かを知るための指標になる。その照射角度が急であればあるほど、像の分解能が高くなる
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。小さな粒子であるほど光の散乱角が大きいので、開口数の高い領域でとらえた光ほど、
像の高周波成分が含まれ、微細な構造が観察可能になる。このように、開口数は像の分解
能を決める重要な量である。
　また実際の照射角θの代わりに、対物レンズ（２２）の特性を開口数で表現する理由に
ついても、スネルの法則を考えれば明らかである。光が異なる媒質の境界で屈折しても、
n sinθという値は保存されるので、実際の照射角θそのものを記述するより有効である
。
【００２６】
　対物レンズ（２２）（無限遠系）において、ある開口数の満たす瞳の直径φは、次式で
近似できる。
（式２）
　φ＝２・ＮＡ・L／Ｍ
（Lは第２対物レンズの焦点距離、Ｍは対物レンズの倍率）
【００２７】
　瞳は、後ろ焦点面の大きさとみなせる。像面を平行な光が通過した時、その光が集光す
る場所が後ろ焦点面である。また、像面に理想的な点光源があった時、そこからある開口
数で広がる光の直径を、ここでは瞳の直径とみなせる。
　ここで、対物レンズ（２２）の後ろ焦点面においては、開口数は角度ではなく半径を意
味する。試料（２１）面では角度をイメージするが、後ろ焦点面においては、式（２）で
計算される領域の円環に相当する。また、コンデンサレンズで試料を照明する場合、その
開口数は対物レンズ（２２）でも同じである。
【００２８】
　図２では、対物レンズ（２２）の後ろ焦点面に遮光部材（２３）を配設しているが、カ
メラポートの後方にレンズを配設し、それにより１次像から２次像を作れば、その間に後
ろ焦点面の共役像を形成することができる。この共役像に遮光部材を配設してもよい。
【００２９】
　この時の遮光板の径φeは、次式で表される。
（式３）
　φe＝φ・f1／Ｌ
（φは後ろ焦点面において遮光する領域の径、f1は後ろ焦点面の共役像を結像するレンズ
の焦点距離、Ｌは第２対物レンズの焦点距離）
【００３０】
　この式（３）を式（２）に代入すると、下式（４）が得られる。
　式（4）では、Lが消えているので、顕微鏡の種類によらずこの式が有効であることが分
かる。
（式４）
　ＮＡ＝φe・Ｍ／２f1
【００３１】
　なお、接眼レンズを用いた目による観察では、接眼レンズの射出瞳が、アイポイントと
呼ばれる瞳面である。像面の関係と同様に、瞳面も互いに関係しながら射出瞳が後段レン
ズの入射瞳となってリレーされていく。そのため、対物レンズ（２２）より先のレンズ系
では独自に瞳の位置を定義できない。対物レンズ（２２）と鏡筒の距離も変化しうるので
、複数の光学系をつなげる場合には、瞳のマッチングが必要となる。
【００３２】
　また、本発明は、高速撮影などにより特に強い光の照明を必要とする場合に、レーザー
を光源とした暗視野照明にも応用できる。従来のシステムでは、レーザー光を暗視野コン
デンサーに入射する際、光強度を損なわないために光を試料面に対して斜めに入れる必要
があった（例えば、
【非特許文献１】）。　それに対し、本発明では、アーク型光源と同様に、レーザー光を
試料面に対して垂直に入射する。その照明光は後ろ焦点面で点像となり、それを中央部の



(7) JP 4925036 B2 2012.4.25

10

20

30

40

50

遮光部材（２３）で遮断することにより暗視野照明となる。斜光照明よりも、等方的な照
明となるので、より均一な画像が得られる利点がある。
【非特許文献１】Yasuda, R., Noji, H.,Yoshida, M., Kinosita, K., Jr. & Itoh, H. R
esolution of distinct rotational substeps by submillisecondkinetic analysis of F
1-ATPase. Nature 410, 898-904 (2001)
【実施例】
【００３３】
　複数の光学機器メーカーによる市販品の光学部品を組み合わせて、本発明の原理に基づ
く暗視野顕微鏡を製作した。
　１次像から２次像を形成するレンズとしてf1＝60mm、f2＝150mmの組み合わせを用い、
ガラス面上のゴミを観察したところ、通常の暗視野顕微鏡と変わらない良好な結果が得ら
れた。ただし、フィルターでハロゲンの波長帯域を絞った場合、十分な光量が得られない
という問題が残った。
　コンデンサレンズの開口数が高くなれば、照明光の光量が増えるので、遮光しなくては
ならない開口数も増加するが、試料（２１）を照明する光の量も増加する。開口数1.45の
対物レンズ（２２）を用いるなら、その中央を更に開口数0.25塞いでも試料（２１）から
の散乱光（１２）は十分に得られると考えられる。
【００３４】
　遮光部材（２３）として遮光板を使用する場合は、設置する遮光板を、様々な大きさの
ものに取り替え自在に構成してもよい。
　遮光部材（２３）の径を可変に構成する代わりに、１次像に近い結像レンズを取り替え
るようにし、その焦点距離f1が可変になるように構成してもよい。式（4）から明らかな
ように、f1を短くすれば、光学系全体にとっての遮光板の開口数を大きくすることができ
る。
また１次像から２次像を形成する結像側光学系を複数のレンズで構成し、そのレンズの中
で後ろ焦点面の共役像を結像するレンズの合計の焦点距離がfｔ＝Ｌ・φe／φとなるよう
にし、遮光部材（２３）の大きさは一定のまま、開口数を調整できるようにしてもよい。
【００３５】
　ここで、デュアルポートテレビアダプタなどを付設する場合は、１次像と２次像の間に
ミラーを配置し、後ろ焦点面の共役像もミラーの前に位置するように設定することが好ま
しい。
【００３６】
　f１を40mmとし、遮光している開口数、すなわち照明に使っている開口数を0.375とした
。f１が60mmの場合に比べて、(60／40)２＝2.25倍だけ光が強くなるが、遮光することに
よってロスしている対物レンズの領域は(1.45－0.375／1.45 － 0.25)2 ＝0.80となる。
従って、光は約1.8倍増加させられる。
【００３７】
　図３は、直径0.2μmのビーズを観察したプロファイルである。
　試料のビーズは、ポリスチレン製であり、ガラス表面に結合している。
　１次像から２次像を形成するレンズをf１＝40mm、 f2＝150mm、遮光板の径φ＝500μm
の条件で観察したところ、ビーズが十分な明るさで観察された。CCDカメラのゲインを最
大にし、蛍光観察のためのダイクロイックミラーとエミッションフィルターを取り付けた
状態にもかかわらず、図示の通り十分な強度でビーズ１個が観察できることが分かった。
【００３８】
　図４は、細菌の滑走運動を実際に撮影した図である。
　運動性の細菌であるMycoplasma Mobileの１個体を観察したところ、その滑走運動が問
題なく観察できることが分かった。
　細菌（３０）（３０’）は、図４（Ａ）に示す始点位置から、矢印で示す線（３１）（
３１’）に沿って移動し、図４（Ｂ）に示す終点位置に達した。
【００３９】
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　光軸の調整は、下記の手順が好適である。
　（１）試料に焦点を合わせる。
　（２）ケーラー照明になるように、コンデンサレンズのxyzを調整する。なお、ケーラ
ー照明には、光源像をコンデンサレンズの焦点面に投影し、視野絞りが試料面上に正しく
結像し、かつ、必要な部分にまで絞り込め、観察に見合うだけの開口数を持つコンデンサ
レンズおよび照明系であることが必要である。
　（３）光をカメラ側に切り替え、コンデンサレンズf１の位置を動かして、試料が撮像
面にフォーカスするようにする。これによって、接眼レンズのピントとカメラのピントが
一致する。
　（４）１次結像面の絞りを絞って、視野の中央がカメラの中央に一致するようにミラー
を調整する。
　（５）遮光板を光軸方向に移動させ、カメラに当たる光が最も暗くなる位置に設定する
。マイクロメーターで、遮光板のxy方向も動かしながら行なうことが好ましい。
【００４０】
　次に微調整として、開口絞り・光量・カメラのブラックレベルを変えながら、最適な像
が得られる条件を探す。
　（６）コンデンサレンズの上の視野絞りを最小にし、光をカメラに入れない状態で、マ
イナスの値が出ないように、カメラのブラックレベルを調整する。
　（７）光をカメラ側に切り替え、試料に焦点が合っている状態で、開口絞りを少しずつ
絞っていき、急に画面全体が暗くなる位置に設定する。この状態で、中央遮光板によって
遮光されている開口数と、コンデンサレンズの開口数が一致する。
　（８）光の強度を上げ、画面全体が飽和しそうになったら、開口数を更に絞る。この２
つの作業を交互に繰り返すことで、最適なコントラストが得られる。
　（９）背景が8bitの～10程度になるように、ブラックレベルを調整すると、像が一層見
やすくなる。必要であれば、輝度をモニターしながら、光量を更に上げる。
【産業上の利用可能性】
【００４１】
 本発明の新しい原理の暗視野顕微鏡によると、従来の光学系や顕微鏡やカメラ等のシス
テムを生かしたまま、対物レンズの絞りが必要なくなり、また開口数の低い長焦点コンデ
ンサレンズでも照明が実現できるようになった。
　それに伴い、観察試料面の上側に空間が確保できるので、実験の応用範囲も広がった。
このような照明方法を採らざるを得ない磁気ピンセットや溶液交換システムを用いるよう
な条件下には特に有効である。
　暗視野顕微鏡は、ICパターンの検査など工業分野にも用途が広く、産業上非常に有用で
ある。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１】従来の一般的な暗視野顕微鏡の原理を示す説明図
【図２】本発明による暗視野顕微鏡の原理を示す説明図
【図３】ビーズを観察したプロファイル
【図４】細菌の滑走運動の撮影図
【符号の説明】
【００４３】
　１０　観察試料への照明光
　１１　照明光
　１２　散乱光
　２０　フローセル
　２１　観察試料
　２２　対物レンズ
　２３　結像側開ロ絞り、遮光部材　
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　２４　集光側開口絞り
　２５　集光側コンデンサレンズ
　３０，３０’　細菌
　３１，３１’　細菌の運動軌跡

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】
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