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1.は じ め に

微分干渉コントラスト法を用いた顕微鏡は,吸収率 ･

反射率には変化がないが,表面形状 (高さ)に小さな変

化を有するなどの位相に変化を持つ物体の光路差を検出

するものとして,有力なものであり,従来からNomarski

の微分干渉顕微鏡として広 く使われている.Dekkersと

deLangl)は,位相コントラストを得る他の方法として,

走査型電子顕微鏡および走査型光学顕微鏡に対して,分

割型検出器を用いる方法を提案した.これは検出器を2

個の半円に分割して信号の差を取る方式である.彼らは

電子療微鏡を主眼としていて,光顕微鏡に対して,高品

質な像を実現 したのは,HamiltonとSheppard2)･3)であ

る.この方法は,Nomarskiの方法に比べて純粋に位相コ

ントラストを検出することなどの利点がある.

一方著者たちのグループでは以前から,ヘテロダイン

方式の顕微鏡の研究を行ってきているが,上記の分割型

検出器 と同様の方式を用いた差勤塑光ヘテロダイン顕微

鏡を今回提案し,実験を行ったので報告したい.

2.分割型検出器を用いた走査型レーザ顕微鏡

走査型レーザ顕微鏡は,集束した光点を物体に対して

走査して,光学情報を1点ずつ取 り出しそれを再構成し

て 1つの画像 として表示するものである.光学系の構成

方法に関して分類した場合,試料の照明にのみ集束光を

用いるタイプ 1と検出器も点状にしさらに分解能の向上

をはかったタイプ2(あるいは共焦点型)とがある4),5).

分割型検出器を用いる場合は,当然であるがタイプ1を

採用することになる.したがって,ある意味では,分解

能を犠牲にして,コントラストを得るのである.

HamiltonとSheppardによる分割型検出器による方法

を以下に述べる2)･3).図 1のように,試料に集束された

レーザ光は物体を透過あるいは反射した後 2個の半円か

らなる広い面積を持つ光検出器に入射する.試料に位相
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勾配のない場合には各半円部分が同出力となり差をとる

と0になるが,位相勾配が存在するときには,光は偏向

するため検出器の2つの部分からの出力が異なり差が生

じる.位相勾配が小さい場合には差の信号は位相勾配に

比例する.

簡単のために,変動は∬軸方向のみと仮定すれば,像の

強度は,

I(x) -N_mmc(m ;p)T(m)T*(A)

expi127rj(m-A)x)dmdP (1)

ここでr(m)は試料の透過率t(x)のFourier変換で

T(m)-/i(x)exp(2dmx)dx (2)

で与えられる.C(m ;A)は部分的コヒーレント伝達関

数で,

C(m ;A)-n≡p(盲端 ,符)P*(仁 方,甲)

×D(首,〟)dEdq (3)

である.P(首,〟)は対物レンズの睦関数,E,77は規格化

された座標,読,かま規格化された空間周波数で,集束す

る光線束の半頂角をαとして品-ml/sinα,方-pA/

Sinαで定義されている.

透過率t(x)-1+tl(x)ただし 圧 (x日 ≪ 1を持つ薄

い物体に対しては,
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図 1 分割型検出器を用いた走査型レーザ顕微鏡
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∫(χ) :  c  (o :  i l  +zRe{ I -_ ,  <*  :  o)  T, (m)

X exp(2ガ鶴)渤}   (4)
対称な分割型検出器に対してはC(0:0)=0で あり,

C(解 :0)だ けで記述される。

′(χ)=exp(ル
′
χ)の形の位相勾配を持つ場合には,

I(χ)=C(φ
′
/2π:φ

′
/2π)        (5)

すなわちε(%:2)で 記述できる。

したがって, C(解 :0)あ るいはC(z:解 )が求まれ

ば像の強度がわかる。位相勾配が小さい物体に対しては

検出器の前に覆いをつけて環状の分割型検出器にすると

周波数応答がよりよくなることが示される。

Hamiltonら の実験では,試料を走査しそれと同期させ

てCRT上 に画像を得ている。分割型検出器は,シ リコン

のフォトダイォードを2つ に割った物を使用している。

信号の差に関しては, 2方 向あるので,定 電圧を加えて

差 0の 信号に対して最大輝度の半分の輝度になるように

調整する。その結果,反 射型のモー ドでICの鮮明な像,

透過型のモードで国内の上皮細胞の像を非染色で得てい

る。

3.差 動型光ヘテロダインレーザ顕微鏡

31 光 ヘテロダインレーザ顕微鏡の原理

光ヘテロダイン検波では,信 号光 と参照光 とを用い,

それらの位相波面が光検出器上で一致しているときのみ

差周波数成分が検出され,一 致していないときには,受

光器全体 としては打ち消され検出されないω.図 2の よ

うに角周波数ωの光を光学顕微鏡の対物レンズで絞 り,

球面波の参照光 とし,角 周波数ω十△ωの光を照明光 と

する。すると,照 明された試料の各点から出る球面波の

中で,参 照光球面波の中心とビーム ・スプリッタに関し

て対称の位置にある点からの光と参照光 とのビー ト成分

のみが卓越して検出される。これを走査,検 出すること
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で画像が得られる。参照光および照明光をガウスビーム

と仮定したとき,近 軸近似を使うことにより,横 方向分

解能βrおよび奥行き方向分解能B.η求まりが,

Br=v/2物 2(λ2/παg)

×/1+(ω s02+ω202)(π/λz)2ら2   (6)

3ι=(2λzP2/πィ )

×(1+(ωs。
2/z s2+ωR02ル22)π%♂/λ2) (7)

ここで,λはレーザ光の波長,亀は検出器の実効的な開回

径,zP,zsはそれぞれ検出器から参照光源,信号光源まで

の距離,ωs。,ω 20はそれぞれ信号光および参照光の最小

ビーム径である。実験状況下のパラメータを代入すると,

おおよそ,Br=数 μm,3ι =数 十μmで ある.

3.2 差 動型光ヘテロダインレーザ顕微鏡

試料の微小領域(分解能よりは大きいとする)がコヒー

レント光で照明されているとすれば, この領域を通過し

てくる光の角度は,試 料の光学的性質,す なわち試料の

振幅透過率の分布あるいは,位 相分布に依存する。たと

えば,試 料からの光が,θだけ偏向しているとすれば,光

検出器上の光強度分布は,試 料 と光検出器の距離をzと

すれば,ル だけ移動する。光検出器面上の光ヘテロダイ

ン出力は,偏向角θに従って変動するので,光検出器を2

つの半円の領域に分けて考えると,前に述べたHamiltOn

らの場合 と同様に,偏 向により2つ の領域の出力が異な

り,そ の差を取ればその偏向の度合がわかることになる。

この試料による信号光の角度の偏向の原因としては,物

体の振幅透過率の空間的勾配や位相の空間的勾配等があ

る。物体の位相勾配は,振 幅検出の光顕微鏡システムで

はコントラストを与えないので,こ の方法は,位 相勾配

をもつ物体のコントラストを得る唯一の方法であろう。

すなわちこの方式に適した物体 としては,楔 ,位 相格子,

生物試料,細 胞などの屈折率勾配を持つ透明なものが挙

げられる。

33 実 験

実験に用いた光ヘテロダインレーザ顕微鏡の構成を図

3に 示す.He一 Neレ ーザ(0.633μm,15mW)の 光をビー

ム ・スプリッタによって三分する.一 方の光は,電 歪振

動子 に取 り付 けた鏡 を周波数変換器 として△ω (約

440kHz)だ けドップラー・シフトさせて,光 学顕微鏡の

対物レンズを通し,照 明光として試料に当てている。も

う一方の光は,対 物レンズにより絞 り込み参照光として

いる。照明光と参照光は, ビーム ・スプリッタにより重

ね合わせ,光検出器に送 り込み,2乗 検波により△ωの角

周波数成分を取り出し,帯 域通過フィルタでヘテロダイ

ン成分を増幅し,出 力は25kHzに 変換されている。

光ヘテロダインレーザ顕微鏡は,式 (6),(7)か らわ

かるように光検出器の開回径が大きいほど分解能が上が図 2 光 ヘテロダインレーザ顕微鏡の原理
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図 3 光 ヘテロダインレーザ顕微鏡の構成

るので,通 常口径が小さいフォトダイオードではなく,

光電子増倍管を使用している.し たがうて検出器を分割

することができないため,ビ ーム ・スプリッタに対して

対称な位置にもう一つ光電子増倍管を置いてそのおのお

のの面に半円の覆いをつけて面を半分だけ遮へいする

(図4).た だし,覆 いをつける位置は, 2個 の光電子増

倍管露出面を足しあわせたときに, 1つ の光電子増倍管

の面になるようにする。言い換えれば,互 いに同等でな

い面を覆うことになる。 2つ の光電子増倍管からの出力

が試料を置かないときに等しくなるように,増 幅器を使

い調整し,両 者の信号の差を取る。試料がないときには,

この差の出力は0に なっているはずである。この差の出

力を上述の帯域通過フィルタヘ入れている。

試料およびレーザ光を固定しているときには,試 料中

の一点 (厳密に言えば分解能で決まる微小領域)の 情報

だけを捕えるので,全 体の情報を得るには,参 照光源か

試料のどちらかを走査する必要がある。現装置では,試

料が載物台に固定され, 4個 のスピーカによりχ,ノ両方

向に走査される。χ方向は約 3 Hz,夕方向は約1/40Hzの三

角波で馬区動し,そ の電圧をストレージスコープに入力し,

位置制御を行い,画 像を得ている.

図 5(a)は ,横 に置いた光電子増倍管のみを使つて得

た画像である.試 料は,数 字が書いてあるマイクロフィ

ルムであり, 1つ の数字の 1辺 は約0.lmmで ある。オシ

Reference

to band-pass f i l ter

図4 差 動型光ヘテロダインレーザ顕微鏡

ロスコープは像がぼけないようにストレージモードを使

わずに,イ ンスタントカメラを絞 り開放にして撮影した。

図 5(b)は ,下 に配置した光電子像倍管のみを使つて得

た画像である.図 5(a)に 比べて若干画像の品質が落ち

るのは,横 に配置したときに比べて周囲の迷光を拾いや

すく,出 力の安定性に欠けるためと思われる。図6が半

円の覆いをつけた両者の光電子像倍管の差の出力から得

た画像すなわち差動画像である。文字がマイクロフィル

Photomuit ipl ier
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(a)横 に配置した光電子増倍管による像

― ニ ーー ‐  t.… :・‐1‐11,二.,_.

(b)下 に配置した光電子増倍管による像

図5 マ イクロフィルムの像 (非差動)

ム上に均―に感光されていて,文 字と地の境界もフィル

ム面に垂直でぽけずになっていれば,差 の出力は0で あ

り,何 も写っていない画像のはずである。通常の画像の

場合よりも薄くまた文字の太さも細 くなっているのは納

得できる結果である。文字の横方向の部分に欠けたとこ

ろがあるのは,こ の部分が均一なためと予想される。

4.結      論

光ヘテロダインレーザ顕微鏡に対しても,分 割型検出

器の方式を採用することにより,位 相勾配を持つ物体に

対して通常の振幅のみを検知する方式では得られないコ

ントラストが得られると期待される。ここで報告した実

験では,異 なる配置に置いた 2個 の光電子増倍管を使用

したために両者を同等の条件にすることが困難であり,

純粋な差の出力を得ることは困難であった。ヘテロダイ

ン方式の場合でも,や はり回径の大きいフォトダイオー

ドを分割するほうが安定した結果が得られるであろう。

この方式の利点を発揮するのは,位 相物体なので,そ

のような試料を用いて本方式が有効かどうかを確認する

ことが必要である。

本研究にあたり,実 験に多大な協力をしてくださった

本学大学院学生角井素貴氏,山 内忠昭氏に感謝致します。

(1989年8月10日受理)
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