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レーザー光の顕微鏡への応用

永井昌平・朝倉利光

レーザーを光学へ応用する新しい試みとして，レーザーを光源とした顕微鏡を試

作するための予備実験を行なった，レーザービームの性質，いろいろな光学系に

よる顕微鏡の実験およびレーザー顕微鏡の設計の考察などについて報告する．

　　　　　　　　1．はじめに
　レーザーの開発以来，その応用については多くの人々

が研究している．その中でも光学機械への応用は有望な

ものがあり，その方向への予備実験がなされている．顕

微鏡の光源としても取り上げられ，すでにLangら1）や

Peppers2）により実験成果が報告された．これらの研究で

は，既成の顕微鏡の光源として連続発振のガスレーザー

やパルス状発振のルビーレーザーを用いた場合，試料上

の光のエネルギー密度や試料自体に与える効果および観

察される像などについて，今までの一般の光源を用いた

場合との比較がなされた，したがってレーザーを光源と

した新しい光学系からなる顕微鏡による実験ではなく，

単に今までの顕微鏡の光源として用いたに過ぎない．

　ここではレ・一・一・ザーを光学へ応用する新しい試みとし

て，レー一ザーを光源とした新しい光学系による顕微鏡を

試作するための予備実験を行なった3｝．レーザー光は可

干渉距離が非常に長く，かつ共振器の両端からの光が可

干渉である．このため干渉顕微鏡に関し，かなりの簡易

化が可能となる．すなわち可干渉距離が長いということ

は，参照波面に関してまったく任意の光路を通ってくる

ことが許される．従来は参照光々路と照明光々路の光路

差は零でなければならず，そのため両光路中の光学系も

まったく同じものを使う必要があった．ところがレーザ

ーを光源に使用すれば，光路長が異なっても容易に干渉

縞が観察され，この干渉縞の間隔も参照光々路中の一部

光学系を移動することにより調整でき，光路差零の近辺

に調整する必要もなく，調整はきわめて容易である．

　さらに従来のものでは半透明鏡を光が通ることが多

く，光量が減少して非常に暗かったが，レーザーを光源

とした場合には光源自体が強力なものであり試料のいか

んを問わず，かなりの明るい視野が得られる．その上共

振器の両端からのレーザービームが利用できるので，光

量に関しては今までの光源の場合に比較して十二分のも

のが得られる．

　このようなレーザー一一光の特色を生かせば，従来の顕微

鏡とりわけ千渉顕微鏡を簡易化できる．ここではレーザ

ービームの性質と，それを用いての干渉顕微鏡の光学系

の考察とその実験結果を報告する．

　　　　　　　2．　レーザービームの光学

　光源としてガス・レーザーを用い，この発光体はHe

とNeの混合気体で，高周波の無極放電方式で励起して

いる．一般にレーザー発振は多モードになっているが，

試料を一様に照明するためには単一モードで発振した光

を使うことが望ましい．そのためにはレーザー発振器内

に挿入したピンホールを十分小さくして単一モードで発

振させ，それを光源として集光レンズ（顕微鏡対物レン

ズなどを用いる）を通してその焦点面に試料を置いてそ

れを照射する．ここで注意すべきことは，レーザービー

ムを使った場合に焦点面上にできるスポットの形態であ

る．集光レンズの開口が一一Stに照明された場合には，そ

れのfナンバーにより決定される直径d－2．44え！（！－

F／Z）で，Fは集光レンズの焦点距離，　Dは出射瞳面で

の開口の直径）のAiry　discが焦点面上にできる．しか

し一般に単一モードにより開口を照射した場合には，モ

ードの径が開口のそれより小さいために一様に照明する

ことなく，上記のようなAiry　discは生ぜず，焦点面上

にできるスポットは次のようにして求めなければならな

い・すなわち単一モード（TEM・・）の強度分布を調べる

とガウス分布をしていることがわかり，その振幅分布を

　　　　　r2
a（r）；aoe一諏でおくことができ，　d1は常数であるがこ

こでは中心の振幅分布が1／eに低下した7一の位置を示

す．このようなガウス関数で表わされる振幅分布の光束

が集光レンズに入り，その開口がこの光束より大きい場

合には，焦点面上にできる回折像は再びガウス関tw　b（S）

　　　s2
－boe一源で表わされる振幅分布となる（ガウス分布の

フーリエ変換はガウス分布となることから出る）．ここ

でd・一 p2fで・∫書で碗集光レンズ礁点臨

d・は集光レンズに入るときのレーザー光源の直径であ

るが，ここではガウス分布であるとしてその中心振幅が

1／eとする位置の直径である，これからわかるように焦

点面上の回折像はAiry　discとならず，ガウス分布状の

回折像となる．以上のことを実験に用いたレーザー光束

について計算すると，焦点面上にできるガウス状回折像
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の直径はd2＝6．44μ（d1－4mm，　F＝32mm，　A＝6328　A）

である．したがって焦．，，X［ril’上にできる回折像の直径は

Airy　discの［．」コ央回折像のそれより約2，6f：1大きいが，

実際には荷次回折縁は生じないためAiry　discより試料

を照明する光源としては適している．また，圓折像の

encircled　energyの計算からわかる二とは，　Airy　discの

場合の1．11央［コ折f象に表巾する光里は全光量の84％であ

るが，ガウス分r［ゴの回折像の場合には中央の振幅が1／e

になる範囲に入る光量は全光量の87％となり，囮折像

における光量の集中度もガウス分布状の回折像の方がよ

い（二の．ような．二とはapodizationの研究からなされて

いろ．1，

　このような考察からわかるように，レーザ．一ピームを

用いる場合には光｛乏を考えに入れた光子現象の取扱いを

行なわねばならない．多モード発振によるレーザー光を

用いる場合丁も，光学系の胴口より光束の［IFエ径が小さい

ときには上と同じ．ような取扱いが必要てある．

　　　　　　　5．透過型干渉顕微鏡

　（1）Mach－Zehnder型

　1）　反射鏡による参照光の伝送　第1図はMach・

Zehnder型7F渉計を利用したもので，　l　a）は従来の干渉

　　　　Gl

　　　s・1．一訓陪ヤ骨

　　　　　　　　　　lI

レ葺峠劃甥．骨
　　　　　　l　Pl

　　　　　寺・一・母魂

　　　　　　　　　　　lb）

Gl．　G2：半透明鏡　M1，　M2：反射鏡　C，α：集光

レンズ　ob，　ob’：対物レンズ　oc：接眼レンズ　P二

試料　P’：参照試料　R：波而補正レンズ

第1図　従来のMach－Zehnder型干渉顕微鏡と

　　　　レーザーを用いた干渉顕被鏡の比較

顕微鏡であり，‘b）はレーザーを光源に用いた場合の干

渉顕微鏡の光路図を示したものである．従来のもので

は，参照光々路G1－M2－G2と，照明光々路G1－MI－G2

の光路差を零にするため，コンデンサーC，C「および対

物ob，olコrをまったく同じレンズを用い，かつ試料ガラ

スPと同じ参照試料P’を置かねばならない，これに対

して（b）のように，レーザー光源を「巨いたものでは，

参照光の光路を考慮する必要がなく，まったく巽なった

2

生　庸　「r　究

光路を通ることが許される．ただし参照光々路に波．fl・甫

正レンズRを置き，それを適当に移動するこyζより．

参照波面を浦正して適当な数の十渉縞を得ろよう：：す

る．さらに適当な補正板を入れれば、いっそう良い浦王

を行なうことができる．この場合照明系は，ンーヂー土

の指向性が良いため、ケーラー照l！l孫にす1二三は恵1孝

がなく，したがってコンデンサーレンズは全婁二野をり1ろ

くするような適当な位Lエにもってくる．

　レーザーを光原とした上のような方法で澱った写『が

第2図である．試料は液体を薄くのばしたものであ…コ，

　　　　　　　　　　　（b）

　　　　　　　　　　第2図

対物レンズは4QXを使用した，（a）は参照波面が適当

でなく：F渉縞の数が多すぎたものであり，（b）は波面補

正レンズを移動して補正を行ない，縞数を．少なくしたも

のである．

　2）マクロな光伝ガラスによる参照光の伝送　この至

学系は湾3図に示すとおりで，1）のレ合と腎じである

が参照光をガラスロッドによって伝送したところに桂1
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　　　　　鳴走レ’t
　　　．ド遷川i饒

轡チ．義一．善．謄

　　　．叉料／

1　　　［

置．「物レンズ

　　　ト． 」童 il…　1さfi

　　tず塩、、．

　画、　　　　．岐げ・E詞ill／レン7．

　　　　　　　　　　J
　　　　　　　　　　．ガラスロTト

第3図　ガラスロッドを用いたレーザー干渉顕微鑓
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がある，．二の場合に使用されたガラスロッドは，長さ

300mrn，断面が15×15　mmの止〃形のものである．．二

こでのロッドは1⊥’エ線状であるが，折曲したガラスロッド

を用いても実験を行なっている，このようなマクロなガ

ラスロッドを用いると，参照光の調艇が容易になるばか

りでなく，外気の影響からも防がれ、得られる干渉縞が

きわめて安定し，その上取りはずしも使利であり目的に

そったいろいろな方法でロッドの配置ができる．さらに

折曲したガラスロッドを用いると，参照光のしめる空間

を縮少できる利点もある．第4図はこの方法で得られた

顕微境写真で，試料は雲「ユ板の1．llM－，対物は10　Xを使

用してある．

　　　　　　　　　　第4図

　（2）両側ビームを利用した干渉顕微鏡

　第5図はレーザー光源の両端から出た〕ヒを利用した透

過型下渉顕微鏡の光路図を示すもので、一端を出たレー

ザービームは照明光々路としてコンデンサー，試料，対

物レンズを通り，他端から出たビームは波面補正レンズ

を通り，像面に適当な参照波面を与える．したがって試

料の位相喜モに応じた等高陳状の縞を得る二とができる，

この場合もコンデンt一レンズは全視野を「り1るくするよ

うな位置におかれる，この方法の利点は両側ピームを用

いるため，亀星がIll．側ビームを利用するときの2倍とな

・←．一．

区射鏡＼．

　　　　＼
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　　　　　　＼　　　　　　＼

．痴頃禰LEレンLV
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　　／
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　　　　　第5図　両側ビームを用いた透過型

り非常にllljるい観察を行なうことができる、

　二の方法で得られた写真が第6図で，試料は雲母板，

対物は40Xを利用した，（a）は波面補正を行なわなか

ったもの一bはそれを行な一・て縞数を少なくしたもの

である．
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　　　　　　　　　　　（b）

　　　　　　　　　　第6図

　　　　　　　4，反射型干渉顕微鏡

　（1）Linnik型

　Linnik型干渉顕微鏡の簡易化を行なったものが第7

図である．従藍のものでは参照光の通る反射鎧側に試＊≡t

　　　　　　　　　　ム
　　　　　　　　　ili・墨以

・彗芝粧一
　　　璽墾／型

　　　　　　　　　　　　　　＼述」と

　　　　湾7図　片側ビームを用いた反射型

側の対物レンズとまったく等しいものを置かねばならな

かったが，レーザー光を用いることによりその必要がな

第8図

3
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くなうた．この反射就と球而境あるいiまレンス系と！く射

馳の組合せを月」いると任意の参照波面が｛7られる．

　二の1ア法によって得られた写真が弟8図で，試料は黛

許面のfU一れ，対物レンズは6Xを使用した．

　泥）両側ビームを利用した干渉顕微鏡

　．搭9図がレーe’一）冒原の両側からII；11た尤を利用した叉

　　　　　　　　　　　レーサー光」

　　　看．一’e．｝．
　　　’

q屯

年

1＼一射饒

↑tt

レ

生　産　研　究

的．

脚7
　　漏．1．史

1姦限．，

却”脇／

　　．一．ノ

　　　』星璽
波「fl［補IEレ〆ズ

　　　　　　　　　　　　　　s．　」∫t料

　　　　　　第9図　両側ビームを用いた反射型

射型干渉顕微鏡の光路図である．光源の一端から出た光

は照「lll光々路として，コンデンサーレンズと対物レンズ

を通り試料を照明する．一方他端から出た光は，波面補

正レンズを通って適当な参照波面を与える．このさい照

明光々路の光は半透明鏡を2回通るのに対し，参照光々

路の光は1回であるから，両光路による光の強度が異な

り，．干渉縞のコントラストが悪くなる、そのため参照光

々路にλ俘板を入れ偏光而をgoc変え，接眼部の偏光板

を囲転して高コントラストの縞を得るようにしてある．

　上の方法で撮った写真が第10図である．試料は蒸着

面汚れ，対物は6Xを使用してある．

　　　　　　　5．回　折　効　果

　レーザーを光源としたときの特徴は，レーザー光のコ

ヒーレンスが良いため物体のedgeによる回折現象が顕

著に現われることである．すなわち少し焦点ずれを与え

ると著しい回折現象が現われる，その例が第11図であ

り，（a）は焦点面，〔b｝は焦点ずれを与えたときである．

したがって透明物体などを検鏡した場合，その物体を見

つけることは容易であり，かつ回折現象を見て焦点を合

わせることも比較的簡．単である．しかし厚さのある複雑

（a）

　　　　　　　　　　　（b）

　　　　　　　　　　第11図
な物体に対しては，焦点面にある部分は明瞭に現われる

が，それからずれた部分では回折現象が著しくなり，全

体として不明瞭になることがある，したがってできるだ

け厚さのない試料を作って観察すればよい．しかし一般

の生物学の試料に対しては，この回折効果が大きく悪影

響することはない，その例が第12図でありt／／a）は［tコ

色光源，（b）は位相差法，〔c）はレーザー光によるもの

である，この3者を比較すると，全休としていちばん良

く出ているのがレーザー光を用いた場合である．！b）の

位相差法の写真では部分的にはかなり明瞭な所がある

が，周辺で明るく不明瞭になっている．これに比較して

レーザー光源の場合には，細部も周辺も一様に明瞭に出

ている．ただし焦点がずれた試料に対しては，回折効果

が強く出て部分的に不明1豪になっている．このようにレ

ーザー光を用いた顕徴鏡は，位相差顕微鏡より物体全依

激羅
慧

誌瀦編

鎌議，

　（a）

第12図

麟轍
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　　　　　　　　　　　　（c）

　　　　　　　　　　　第12図

の細部を明瞭にする働きがある．

　　　　　　　　　6．考　　　　察

　以上のことから，レーザー光をそのまま顕微鏡光源と

した場合，かなり複雑な生物試料にも適し，かつ位相物

体の厚さや屈折率の測定にも適していることがわかる．

また干渉距離が長いということは，参照光々路がどのよ

うな光路を通ってもかまわないという利点があり，従来

の干渉顕微鏡を簡易化し，かつ調整が容易となってい

る、またここで用いたレーザー光のモー一ドの影響は，視

野を一様な明るさにするか否かに関係する以外は，顕微

鏡写頁の豫そのものにはほとんど悪影響がない．したが

って多モード発振で十分な光量を用いることができる．

　また実験結果から，レーザー光が単一波長であるため

に0次の縞を見つけることが困難であること，および回

折の影響で視野が汚れる（これがスリガラスの回転など

により解決できる）などの欠点があることがわかった．

しかしこれらの欠点は利点に比べて小さいものであろ

う，この利点を生かせば，ここで行なった実験に用いた

光学系および機能をすべて備えた干渉顕微鏡を工台にま

とめることが可能である．その一つの提案として第13図

のような光学系が考えられる，このような光学系を用い

ると，今までの実験のすべての機能を含むことになる．

すなわち，

　．1）Mach－Zehnder型

　　　　照明光々路7MiGiM4M3MsG2

　　　　参照光々路：M、GIM2G2（Mgははねのけてある）

M昏
昏

レーザー光源
M画

し：

Gl

P

Mb
bp 3 3 卜

一一一 一一一一一一一一一 一一一一一一

謡
1、　、

M．　幽

M匹
M

M，．一，：反射鏡

M”，3，s：微動調整可能

Mo　：90°回転

Ms　：180°回転

My　：はねのけ式で微動可能
G、，2：半透明鏡

L、，2　：補正レンズ（徴動可能）

　　　第13図
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　（2）両側ビームによる透過型

　　　　照明光々路；MsM6MTMsG2

　　　　参照光々路：MIM2G2（Mgははねのけてある）

　‘3）Linnik型

　　　　照明光々路：MsM6G2PG2

　　　　参照光々路：M5MeG2MgG2

　（4）両側ビームによる反射型

　　　　照明光々路二M5M6G2PG2

　　　　参照光々路rM、M2G2

　このような全機能を有する顕微鏡にも，二三の問題点

がある．第1は鏡筒長の問題で，一般に反射型で200

mm，透過型で160・mmで両者で異なることである，し

かしこの件については，鏡筒長200　rnmに設計された生

物用対物が市販されているので，これを用いることで解

決できる．第2の問題は，鏡機をコンパクトに造り上げ

ることであるが，鏡機の大きさはレーザー共振器の大き

さで決まる，現在入手可能なレーザー光源には，小型の

もので正60mm，300　mmなどがあるが，寿命の点で

3QO　mmのものが160　rnmより3倍くらい長い．またパ

ワーの点でも160mmのものは，300　mmのものに比べ

て数分の一程度であり，このようなことから300mmの

ものを使うのが望ましい．ここで300　mmのものを使

用したとすると，全体の大きさが400・mm×300mmX

200mm程度のものになり，使用上不便を感じることは

ないと思われる．現在このような考察から，第13図の

光学系を有する干渉顕微鏡を設計中である．

　ここで述べたものは選定研究費によるものであり，久

保田教授，小瀬助教授のご指導をいただいており，ここ

にお礼申し上げる．　　　　　（1965年7月13日受理）
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