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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　観察対象である試料に色素を導入し、上記色素を励起する励起光を試料に照射し、その
励起光により励起されて発生される蛍光を結像して蛍光像を得る蛍光顕微鏡において、
　上記励起光として、上記色素を励起させる励起エネルギーよりもエネルギーの低い可視
域又は赤外域のＣＷ光を照射する励起光照射手段を備え、
　照射された上記励起光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた上記近
接場光に基づく非断熱過程に基づいて上記色素を励起させること
　を特徴とする蛍光顕微鏡。
【請求項２】
　上記励起光照射手段は、上記試料としての細胞に上記励起光を照射し、
　照射された上記励起光に基づいて上記細胞における何れかの構成要素に上記近接場光を
発生させること
　を特徴とする請求項１記載の蛍光顕微鏡。
【請求項３】
　上記励起光照射手段は、予め金属性の微粒子を添加した上記試料に上記励起光を照射し
、
照射された上記励起光に基づいて上記試料中の微粒子に上記近接場光を発生させること
　を特徴とする請求項１記載の蛍光顕微鏡。
【請求項４】
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　上記励起光照射手段は、先端部から近接場光を滲出可能な光ファイバプローブであり、
その滲出させた近接場光による上記非断熱過程に基づいて上記色素を励起させること
　を特徴とする請求項１記載の蛍光顕微鏡。
【請求項５】
　観察対象である試料に照明光を照射し、上記試料が発する光を結像して像を得る光学顕
微鏡において、
　上記照明光として、上記試料を構成する分子を励起させる励起エネルギーよりもエネル
ギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光を照射する光照射手段を備え、
　照射された上記照明光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた上記近
接場光に基づく非断熱過程に基づいて上記試料を構成する分子を励起させ、励起させた分
子から発生される蛍光を結像して蛍光像を得ること
　を特徴とする光学顕微鏡。
【請求項６】
　観察対象である試料に色素を導入し、上記色素を励起する励起光を試料に照射し、その
励起光により励起されて発生される蛍光を結像して蛍光像を観察する蛍光観察方法におい
て、
　上記励起光として、上記色素を励起させる励起エネルギーよりもエネルギーの低い可視
域又は赤外域のＣＷ光を照射し、
　照射した上記励起光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、
　発生させた上記近接場光に基づく非断熱過程に基づいて上記色素を励起させること
　を特徴とする蛍光観察方法。
【請求項７】
　上記試料としての細胞に上記励起光を照射し、
　照射した上記励起光に基づいて上記細胞における何れかの構成要素に上記近接場光を発
生させること
　を特徴とする請求項６記載の蛍光観察方法。
【請求項８】
　上記試料に予め金属性の微粒子を添加した上記試料に上記励起光を照射し、
　照射した上記励起光に基づいて上記試料中の微粒子に上記近接場光を発生させること
　を特徴とする請求項６記載の蛍光観察方法。
【請求項９】
　光ファイバプローブの先端部から近接場光を上記試料へ滲出させ、この滲出させた近接
場光による上記非断熱過程に基づいて上記色素を励起させること
　を特徴とする請求項６記載の蛍光観察方法。
【請求項１０】
　観察対象である試料に照明光を照射し、上記試料が発する光を結像して像を得る光学観
察方法において、
　上記照明光として、上記試料を構成する分子を励起させる励起エネルギーよりもエネル
ギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光を照射し、
　照射した上記照明光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた上記近接
場光に基づく非断熱過程に基づいて上記試料を構成する分子を励起させ、励起させた分子
から発生される蛍光を結像して蛍光像を得ること
　を特徴とする光学観察方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料の蛍光像を表示する機能を備えた蛍光顕微鏡に関し、特に細胞を始めと
した各種生体を蛍光観察する上で好適な蛍光顕微鏡、蛍光観察方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　蛍光観察は予め標本や対象物等の試料に色素を導入し、試料に特定波長の励起光を照射
し、試料から発生する蛍光を観察する。この蛍光観察は、細胞の微細構造や分子の局在状
況等を観察する上で好適である。
【０００３】
　ところで、この色素を効率よく発光させるためには、上述した励起光として紫外光を照
射する必要がある（例えば、特許文献１参照。）。しかし、この紫外光は、皮膚癌の原因
で知られるように、観察すべき細胞に損傷を与えてしまう可能性がある。このため、生き
たままの細胞を蛍光観察する場合や、細胞本来の活動をリアルタイムに蛍光観察したい場
合に、この紫外光の照射は必ずしも適していない。しかも、紫外光を細胞への照射した場
合には、その紫外光が細胞に吸収されて減衰してしまう場合もあることから、蛍光観察に
おける励起光として極力紫外光以外の波長の光を使用する必要性があった。
【０００４】
　また可視－赤外のパルス光源を用いた多光子励起による色素発光を用いた蛍光観察方法
も提案されている。
【０００５】
　しかしながら、かかる蛍光観察方法によれば、パルス光源が別途必要となり、システム
構成が高価になってしまう。またパルス光は、光強度が大きくなるため、生じる熱によっ
て細胞そのものが破壊されてしまうという問題点があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開２００１－２１２０７０号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】大津元一、小林潔“ナノフォトニクスの基礎”オーム社、Ｐ１４１、Ｐ
２０６～Ｐ２０８（２００６年）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　そこで本発明は、上述した問題点に鑑みて案出されたものであり、特に細胞を始めとし
た試料を蛍光観察する際において、その細胞へのダメージを極力軽減させることが可能で
あり、しかもシステム構成を簡略化させて安価とすることが可能な蛍光顕微鏡、蛍光観察
方法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】
【０００９】
　請求項１記載の蛍光顕微鏡は、観察対象である試料に色素を導入し、上記色素を励起す
る励起光を試料に照射し、その励起光により励起されて発生される蛍光を結像して蛍光像
を得る蛍光顕微鏡において、上記励起光として、上記色素を励起させる励起エネルギーよ
りもエネルギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光を照射する励起光照射手段を備え、照射
された上記励起光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた上記近接場光
に基づく非断熱過程に基づいて上記色素を励起させることを特徴とする。
【００１０】
　請求項２記載の蛍光顕微鏡は、請求項１記載の発明において、上記励起光照射手段は、
上記試料としての細胞に上記励起光を照射し、照射された上記励起光に基づいて上記細胞
における何れかの構成要素に上記近接場光を発生させることを特徴とする。
【００１１】
　請求項３記載の蛍光顕微鏡は、請求項１記載の発明において、上記励起光照射手段は、
予め金属性の微粒子を添加した上記試料に上記励起光を照射し、照射された上記励起光に
基づいて上記試料中の微粒子に上記近接場光を発生させることを特徴とする。
【００１２】
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　請求項４記載の蛍光顕微鏡は、請求項１記載の発明において、上記励起光照射手段は、
先端部から近接場光を滲出可能な光ファイバプローブであり、その滲出させた近接場光に
よる上記非断熱過程に基づいて上記色素を励起させることを特徴とする。
【００１３】
　請求項５記載の光学顕微鏡は、観察対象である試料に照明光を照射し、上記試料が発す
る光を結像して像を得る光学顕微鏡において、上記照明光として、上記試料を構成する分
子を励起させる励起エネルギーよりもエネルギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光を照射
する光照射手段を備え、照射された上記照明光に基づいて上記試料中に近接場光を発生さ
せ、発生させた上記近接場光に基づく非断熱過程に基づいて上記試料を構成する分子を励
起させ、励起させた分子から発生される蛍光を結像して蛍光像を得ることを特徴とする。
【００１４】
　請求項６記載の蛍光観察方法は、観察対象である試料に色素を導入し、上記色素を励起
する励起光を試料に照射し、その励起光により励起されて発生される蛍光を結像して蛍光
像を観察する蛍光観察方法において、上記励起光として、上記色素を励起させる励起エネ
ルギーよりもエネルギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光を照射し、照射した上記励起光
に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた上記近接場光に基づく非断熱過
程に基づいて上記色素を励起させることを特徴とする。
【００１５】
　請求項７記載の蛍光観察方法は、請求項６記載の発明において、上記試料としての細胞
に上記励起光を照射し、照射した上記励起光に基づいて上記細胞における何れかの構成要
素に上記近接場光を発生させることを特徴とする。
【００１６】
　請求項８記載の蛍光観察方法は、請求項６記載の発明において、上記試料に予め金属性
の微粒子を添加した上記試料に上記励起光を照射し、照射した上記励起光に基づいて上記
試料中の微粒子に上記近接場光を発生させることを特徴とする。
【００１７】
　請求項９記載の蛍光観察方法は、請求項６記載の発明において、光ファイバプローブの
先端部から近接場光を上記試料へ滲出させ、この滲出させた近接場光による上記非断熱過
程に基づいて上記色素を励起させることを特徴とする。
【００１８】
　請求項１０記載の光学観察方法は、観察対象である試料に照明光を照射し、上記試料が
発する光を結像して像を得る光学観察方法において、上記照明光として、上記試料を構成
する分子を励起させる励起エネルギーよりもエネルギーの低い可視域又は赤外域のＣＷ光
を照射し、照射した上記照明光に基づいて上記試料中に近接場光を発生させ、発生させた
上記近接場光に基づく非断熱過程に基づいて上記試料を構成する分子を励起させ、励起さ
せた分子から発生される蛍光を結像して蛍光像を得ることを特徴とする。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明を適用した蛍光顕微鏡によれば、細胞に対して励起光として紫外光を照射するこ
となく、赤外光又は可視光を照射することにより、非断熱過程に基づいて電子を励起準位
まで励起させることができ、発光させた蛍光によって組織観察を行うことが可能となる。
その結果、試料としての細胞に従来であれば紫外光を照射しなければ得られなかった蛍光
を、あくまで赤外光や可視光の照射によって得ることができる。この赤外光や可視光は、
紫外光と比較して細胞に与えるダメージ、損傷を軽減させることが可能となる。また、紫
外光を細胞への照射した場合には、その紫外光が細胞に吸収されて減衰してしまう場合も
あるが、本発明では可視光や赤外光を細胞へ照射するため、このような減衰を防止するこ
ともでき、蛍光を発生させる上でのエネルギー効率を向上させることが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】本発明を適用した蛍光顕微鏡の構成を示す図である。
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【図２】試料における細胞の例について説明するための図である。
【図３】色素を構成する分子のポテンシャルエネルギーの概念図である。
【図４】非断熱過程のメカニズムについて説明するための図である。
【図５】近接場光プローブを利用した蛍光顕微鏡の例を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下、本発明の実施の形態について詳細に説明する。図１は、本発明を適用した蛍光顕
微鏡１の構成を示している。この蛍光顕微鏡１は、励起光源１１と、励起光源１１の光出
射側に配設された励起フィルタ１２と、この励起フィルタ１２を通過した光を反射するダ
イクロックミラー１３と、ダイクロックミラー１３に対して試料２側に配設された対物レ
ンズ１４と、ダイクロックミラー１３に上方に順に配置されてなる吸収フィルタ１５、接
眼レンズ１６とを備えている。ちなみに、この蛍光顕微鏡１は、いわゆる落射型蛍光顕微
鏡を例に挙げているが、これに限定されるものではなく、透過型蛍光顕微鏡として適用さ
れるものであってもよい。
【００２２】
　励起光源１１は、励起光を出射するデバイスで構成され、例えば、超高圧水銀灯やキセ
ノンランプ、発光ダイオード、レーザーダイオード等の何れかからなる。この励起光源１
１は、ＣＷ（Continuous Wave）光を発光することを前提としている。励起光源１１から
射出された光は、励起フィルタ１２に入射されることになる。
【００２３】
　励起フィルタ１２は、所定の帯域の光の通過を制限する、いわゆる帯域フィルタとして
構成されている。本発明を適用した蛍光顕微鏡１において、この励起フィルタ１２は、紫
外域の光の通過を制限するとともに、可視域、赤外域の光のみ通過可能となるように構成
されている。この励起フィルタ１２を通過した可視域、赤外域の励起光は、ダイクロック
ミラー１３へと送られる。
【００２４】
　ダイクロックミラー１３は、多重反射膜で構成されており、励起フィルタ１２を通過し
てきた励起光を対物レンズ１４側へ反射する。また、このダイクロックミラー１３は、対
物レンズ１４から送られてきた、後述する蛍光をそのまま通過させて吸収フィルタ１５へ
と導く。
【００２５】
　対物レンズ１４は、ダイクロックミラー１３を反射してきた励起光を、ステージ２１上
に載置された試料２の表面へと集光させる。また、この対物レンズ１４は、試料２からの
蛍光を取り込み、これをダイクロックミラー１３側へと出射する。
【００２６】
　吸収フィルタ１５は、ダイクロックミラー１３を通過してきた光のうち、蛍光成分のみ
を通過させ、その他の成分をカットする。また、接眼レンズ１６は、吸収フィルタ１５を
通過してきた蛍光を結像させる役割を担う。この結像された焦点に例えば光センサを配置
することにより、これを画像表示用のデータを生成することが可能となる。また接眼レン
ズ１６を介して肉眼で直接観察することも可能となる。
【００２７】
　次に、本発明を適用した蛍光顕微鏡１を用いた蛍光観察方法について、説明をする。
【００２８】
　先ず観察対象としての試料２に色素を導入する。この添加する色素は、一般的な蛍光色
素であればいかなるものを使用してもよく、紫外域の波長の光により励起されて所定の波
長の蛍光を発する。この色素の例としては、ローダミン、ＤＣＭ（(ジアノメチレンピラ
ン誘導体）等を適用するようにしてもよい。
【００２９】
　以下の例において、この試料２は、細胞を始めとした生体を想定しているが、これに限
定されるものではなく、いかなる対象物を観察対象としてもよい。
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【００３０】
　次に励起光源１１からＣＷ光としての励起光を発光する。励起光源１１から出射された
光は、励起フィルタ１２を通過し、紫外域の光がカットされ、可視域、赤外域の光のみ通
過する。この通過した励起光は、ダイクロックミラー１３を反射し、対物レンズ１４を介
して試料２に照射される。その結果、試料２内において近接場光が発生する。
【００３１】
　図２(a)は、この試料２における細胞４の例を示している。細胞４は細胞壁４１によっ
て囲まれてなり、リボゾーム４３を始めとした各種構成要素により成り立っている。この
ような細胞４に対して励起光を照射すると、例えば細胞４中の小胞体４４等において近接
場光が発生する。ちなみに、この細胞４中においては、励起光を照射することにより、小
胞体４４以外に各種構成要素において近接場光が発生しえる。
【００３２】
　また、図２(b)において、この細胞４に対して予め金属性の微粒子４７を添加するよう
にしてもよい。その結果、この細胞４に対して励起光を照射すると、この微粒子４７にお
いて近接場光が発生することになる。特に、この微粒子４７を添加することにより、近接
場光をより確実に発生させることが可能となる。
【００３３】
　このように、細胞４内において近接場光を発生させると、以下に説明する非断熱過程が
生じることになる。
【００３４】
　図３は、色素を構成する分子のポテンシャルエネルギーの概念図を示している。色素を
構成する原子同士が分子として結合している場合は、電子は結合状態のポテンシャルにい
るため、原子核間距離を一定に保った状態で安定している。しかし光子エネルギーにより
分子軌道中の電子が励起されると、電子は分離状態のポテンシャルに移り、それぞれに分
離することによりエネルギーが下がるため、分子が原子に分解されることがある。
【００３５】
　しかし、上述のように細胞４中において近接場光を発生させると、非断熱過程が生じる
。この非断熱過程とは、図４に示すように、原子同士の結合をバネで置き換えたモデルで
考えることができる。一般に伝搬光の波長は分子の寸法に比べると遥かに大きいため、分
子レベルでは空間的には一様な電場とみなせる。その結果、図４(a)に示すように、バネ
で隣り合う電子は同振幅、同位相で振動させられる。色素の原子核は重いため、この電子
の振動には追従できず、伝搬光では分子振動は極めて起こりにくい。このように伝搬光で
は、分子振動が電子の励起過程に関わることを無視することができるため、この過程を断
熱過程という（非特許文献１参照。）。
【００３６】
　断熱過程により色素分子を分解するには、電子を励起準位まで上げる高エネルギーの紫
外光が必要になる。
【００３７】
　一方、近接場光の空間的な電場勾配は非常に急峻に低下する。このため近接場光では隣
り合う電子に異なる振動を与えることになり、図４(b)に示すように、この異なる電子の
振動により重い原子核も振動させられる。近接場光が分子振動を起こすことは、エネルギ
ーが分子振動の形態を取ることに相当するため、近接場光では図３に示すように、振動準
位を介した励起過程（非断熱過程）が可能となる。このように原子核の振動準位を介した
励起過程は、通常の光学応答である断熱過程に対し、原子核が応答し動くため、非断熱過
程という（非特許文献１参照。）。非断熱過程では、図３に示すように振動準位を介し電
子を励起するため、エネルギーの低い可視光や赤外光でも分子の分解を引き起こさせるこ
とが可能となる。
【００３８】
　このように、細胞４内において近接場光を発生させることにより、予め細胞４中に導入
した色素は、非断熱過程に基づいて励起状態へ励起されることになる。この非断熱過程で
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は、エネルギーの低い可視光や赤外光であっても、上述した振動準位を介した励起過程に
より励起させることが可能となる。そして、この励起準位まで電子を励起させた後、当該
励起準位から蛍光が発光することになる。この発光させた蛍光に基づいて細胞４の内部構
造や活動状況を観察することが可能となる。
【００３９】
　本発明を適用した蛍光顕微鏡１によれば、細胞４に対して励起光として紫外光を照射す
ることなく、赤外光又は可視光を照射することにより、非断熱過程に基づいて電子を励起
準位まで励起させることができ、発光させた蛍光によって組織観察を行うことが可能とな
る。その結果、試料としての細胞４に従来であれば紫外光を照射しなければ得られなかっ
た蛍光を、あくまで赤外光や可視光の照射によって得ることができる。この赤外光や可視
光は、紫外光と比較して細胞４に与えるダメージ、損傷を軽減させることが可能となる。
また、紫外光を細胞４への照射した場合には、その紫外光が細胞に吸収されて減衰してし
まう場合もあるが、本発明では可視光や赤外光を細胞４へ照射するため、このような減衰
を防止することもでき、蛍光を発生させる上でのエネルギー効率を向上させることが可能
となる。
【００４０】
　また本発明によれば、励起光としてＣＷ光を使用する。その結果、パルス光源を使用す
る場合と比較して、システム構成をより安価にすることが可能となる。また、励起光とし
てＣＷ光を使用することにより、光強度が大きくなることも無くなり、パルス光の如く光
照射により生じる熱によって細胞４そのものが破壊されてしまうのを防止することが可能
となる。
【００４１】
　なお、本発明は上述した実施の形態に限定されるものではない。例えば、近接場光を発
生させる手段として、いわゆる光ファイバプローブを使用するようにしてもよい。
【００４２】
　図５は、近接場光プローブを利用した蛍光顕微鏡５の例を示している。蛍光顕微鏡５は
、物体表面からの距離が光の波長よりも小さい、極めて近接した領域に局在する近接場光
を検出して物体の形状を測定するものである。具体的には、この蛍光顕微鏡５は、全反射
条件下で試料５３に励起光を照射されることにより生じた近接場光５２ａを、光ファイバ
プローブ５４のナノメートルサイズの先端部５６の先端によって散乱させる。この蛍光顕
微鏡５では、光ファイバプローブ５４の先端部５６によって散乱された光が当該先端部５
６を通じて光ファイバのコアに導かれる。そして、コア内に導かれた光は、コア内を伝搬
し、光ファイバのもう一方の端部（出射端）から出射し、検出器により検出される。そし
て、このとき、光ファイバプローブ５４を試料５３上で走査させることにより、２次元的
な検出光の画像を得ることができる。
【００４３】
　このような構成からなる光ファイバプローブ５４を利用し、その先端部５６から滲出さ
せた近接場光５２ａを直接試料に接触させることにより、その近接場光５２ａに基づいて
、非断熱過程を通じて色素を構成する電子を励起準位まで励起させることができ、発光さ
せた蛍光によって組織観察を行うことが可能となる。このとき、励起光として紫外光を照
射することなく、赤外光又は可視光を照射することにより、非断熱過程に基づいて電子を
励起準位まで励起させることができ、紫外光と比較して細胞４に与えるダメージ、損傷を
軽減させることが可能となり、また蛍光を発生させる上でのエネルギー効率を向上させる
ことが可能となる。特にこの光ファイバプローブ５４を利用することにより、細胞４内に
おける何れかの構成要素に近接場光を発生させることについて特段必要とすることなく、
あくまで光ファイバプローブ５４のみを介して近接場光を滲出させれば足りることから、
細胞４内において近接場光を比較的容易に発生させることができる。
【００４４】
　また、本発明は、上述した蛍光顕微鏡１の構成に限定されるものではなく、光学顕微鏡
として適用されるものであってもよい。かかる場合において、観察対象である試料に照明
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光を照射し、上記試料が発する光を結像して像を得る点においては、従来の光学顕微鏡と
同様であるが、可視域又は赤外域のＣＷ光を照射する点において相違する。そして、この
可視域又は赤外域の照明光を試料に照射することにより、試料中に近接場光を発生させ、
発生させた上記近接場光に基づく非断熱過程に基づいて試料を構成する分子を励起させる
。蛍光観察と同様に、あえて色素を導入することは必須とはならないが、試料に含まれて
いる分子の中で、可視域又は赤外域の近接場光による非断熱過程に基づいて励起するもの
も少なからず存在する。これにより、励起させた分子から発生される蛍光を結像して蛍光
像を得ることも可能となり、上述した蛍光顕微鏡１と同等の効果を得ることが可能となる
。
【符号の説明】
【００４５】
１　蛍光顕微鏡
１１　励起光源
１２　励起フィルタ
１３　ダイクロックミラー
１４　対物レンズ
１５　吸収フィルタ
１６　接眼レンズ

【図１】 【図２】
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