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マッピング像やイメージング像から得られる画像データ

は，解析がとても重要であり，データ処理の仕方によって

は全く異なる結果や解釈を得ることがあります。そこで，

本年のミニファイルでは，マッピング像やイメージング像

の取得できる顕微鏡とその画像データ処理について，計

12 テーマを取り上げ，測定原理からアプリケーション事

例まで紹介して参ります。 〔「ぶんせき」編集委員会〕
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光学顕微鏡

1 はじめに

光学顕微鏡は，手軽な形態観察の手段として有効であ

り，また，撮影装置や画像処理装置を組合わせたイメー

ジングシステムを構築することもできて，応用分野は幅

広い。観察法の基本的な原理と特徴を理解していれば，

化学分析の補助としても有効な機器である。本稿では，

光学顕微鏡で何がどう観察できるかを紹介し，顕微鏡理

解へのお手伝いとする。

2 構成と原理

2･1 顕微鏡の構成

試料を透過光で観察するか，反射光で観察するかで大

きく生物顕微鏡，金属顕微鏡とに呼び分けるが，基本的

には，照明装置（透過照明装置や落射投光管），コンデ

ンサー，ステージ，焦準機構，対物レンズ，中間鏡筒，

観察鏡筒，接眼レンズ（撮影レンズ）で構成されている。

最も基本的な構成による「明視野観察」のほか，「暗視

野観察」，「微分干渉観察」，「蛍光観察」（以上，生物顕

微鏡，金属顕微鏡で可能），「位相差観察」，（生物顕微鏡

のみ）などのコントラスト観察法がある。コントラスト

観察法は，専用の装置（コンデンサー，フィルター，対

物レンズ，プリズム素子）を組み合わせることで可能と

なる。試料をスライドガラス，カバーガラスで封入・保

持する場合や平板状の試料の観察には正立型顕微鏡が，

ディッシュなどの容器で保持する試料や厚みある試料の

観察には倒立型顕微鏡が使いやすい。

2･2 顕微鏡の原理

顕微鏡は倍率・分解能・コントラストの三つの機能で

成り立っている。

〈倍率〉：見やすい大きさで見るための機能。総合倍率は

対物レンズ倍率×接眼レンズ（撮影レンズ）倍率で決ま

る。目視での総合倍率の最大値は，生物顕微鏡で 1000

倍～1500 倍，金属顕微鏡で 1500 倍～2250 倍である。

対物レンズが主にその役割を担う。

〈分解能〉：精細に解像して見る機能。対物レンズの開口

数（NA）と光の波長で決まる。分解能 d＝0.61×波長

l/開口数 NA の関係がある。波長を固定すれば，開口

数が大きいほど高分解能（高解像）にできるが，開口数

には上限値（通常 1.40）があるため，0.2 nm 程度が限

界である。

〈コントラスト〉：見やすくはっきりと見る機能。広くは

検出能とも言う。明視野観察では分解能とコントラスト

の両方が開口絞り（コンデンサーや落射投光管に内蔵）

の影響を受ける。たとえば，開口絞り全開では分解能は

良いがコントラストは劣化する（試料によっては，分解

能が悪くなるように見えるものがあるが，これはコント

ラストが悪くなることで起こる現象）。一方，コントラ

スト観察法では，光の散乱・回折・干渉や蛍光発光を利

用して，見たい（見つけたい）対象を高コントラストで

観察・検出ができる。位相差，微分干渉，偏光は，光の

干渉を利用している。光を干渉させる方法はそれぞれ異

なるが，試料で生ずる光の位相差で数 nm 程度あれば，

位相差では無色透明試料の形態を，微分干渉では無色透

明試料の位相勾配を，偏光では光学的異方性のある部位

を，明暗や色のコントラストで観察することができる。

暗視野は，試料で生ずる回折光，散乱光のみを観察す

る。ノイズ光が少ないほど観察視野が暗くなり検出感度

が高くなるので，数 nm の微粒子や段差を検出できる。

蛍光観察は試料の発する蛍光で観察する方法で検出感度

が高い（別途本シリーズで改めて紹介する）。

3 特徴と長所，短所

観察法の特徴，長所，短所を表 1 に示す。

〈注意すべき点〉

◯１標本と使用する対物レンズのカバーガラス厚条件

（対物レンズに表示されている）が合っていること。こ

れが合わないと球面収差の影響で像は劣化する。

◯２透過照明での観察では，試料と媒質の屈折率差が小

さいほうが見えやすいことがある。たとえば，透明な微

粒子，微細繊維の観察では，空気中に置いて見るより

も，試料が溶けない適当な封入材を使ってカバーガラス

をかけた標本にするほうが見やすくなる。顕微鏡に付属

しているイマージョンオイルを使うこともできる。

4 観察法を選択するときの観点

基本的に，透明媒質中の試料の観察は生物顕微鏡で，

不透明基板や基板上の試料の観察は金属顕微鏡が適して

おり，さらにその試料から何を観察したいかで，適する

観察法を選択する。
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表 1 各種観察法の特徴

（生：生物顕微鏡，金：金属顕微鏡を示す）

観察法 特 徴 長 所 短 所

明視野 主に染色試料観察

用（試料にコント

ラストをつける）

明視野照明によ

り，

生：透過率の違い

（色）

金：反射率の違い

で形態を観察でき

る。

開口絞りによっ

て分解能とコン

トラストのバラ

ンスを調整でき

る。

試料と封入材と

に屈折率差があ

れば，開口絞り

を最小にして無

染色試料の形を

観察できる。

分解能以下のも

のは見分けられ

ない。

無色透明な物体

や反射率が均一

の試料は観察困

難。

暗視野 暗視野照明によ

り，

生：透明体中の微

粒子

金：基板上の微粒

子，段差，きず

などを観察・検出

できる。

検出感度が高

く，数 nm の微

粒子や微細な段

差を検出でき

る。

コンタミがノイ

ズの原因となっ

て，検出感度が

悪化する。

位相差 無染色試料観察用

生：透明媒質中，

または透明媒質上

の透明体を明暗コ

ントラストで観察

できる。

ポジティブ（ダー

ク）コントラス

ト，ネガティブ

（ブライト）コン

トラストの 2 種

類がある。

感度が高く，微

細構造が高コン

トラストで観察

できる。

微分干渉でコン

トラストの付き

難い薄い試料で

も観察できる。

プラスチック容

器で観察可。

蛍光観察と併用

可。

厚い（数十 nm
以上）試料で

は，強いハロー

で分解能が損な

われる。

微分干渉より若

干分解能が劣

る。

ピント面以外の

コンタミはリン

グ状のボケ像に

なる。

微分干渉 無染色試料観察用

生：透明媒質中，

または透明媒質上

の透明体

金：基板上の段

差，きず，透明体

などを立体感のあ

る像で観察でき

る。

分解能が高い。

位相差が苦手な

厚い試料が高コ

ントラストで観

察できる。

コントラストの

微調整が可能。

蛍光観察と併用

可。

試料の立体構造

とコントラスト

は対応しないこ

とがある。

プラスチック容

器での観察不

可。

コントラストに

方向性がある。

偏光 光学的異方性の検

出・観察用

生：結晶，液晶，

有機物

金：セラミック

ス，金属の組成，

表面状態

などを明暗や色の

コントラストで観

察できる。

感度が高く，数

nm の リ タ ー

デーション（複

屈折で生ずる光

の位相差）を検

出できる。

対物，コンデン

サーに歪みがあ

ると検出力は低

下する。

表 2 試料の特性と観察法の適合性

明
視野

暗
視野

位相
差

微分
干渉

蛍光 偏光

形の
観察

コントラストがある試料 ◎ △ ○ ○ △ △

無染色，無色透明の試料 △ ○ ◎ ◎ ○ ○

分解能以下の微粒子，微細繊
維の検出，計数

× ◎ × × ○ ×

蛍光標識，自家蛍光による観察 × × × × ◎ ×

光学的異方性の観察 × × × × × ◎

◎：最適，○：適，△：可，×：不適

図 1 観察法によるコントラストの違い
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表 2 に試料の特性と観察法との適合性を示す。

5 観察事例

「透明媒質中の透明な試料」として，生物顕微鏡での

コントラストの比較例を図 1 に示す（試料は，無染色

のカエルの血球）。

明視野観察：血球の色素でかろうじて形態が見えてい

る。

暗視野観察：暗い視野の中に，血球によって回折，散

乱した光で形態が見えている。

位相差観察：ポジティブ（ダーク）コントラスト像。

形態が明暗コントラストで見えている。

微分干渉観察：立体感のある像で見えている。コント

ラストの付き方に方向性（左上右下方向）のある様

子が見える。

6 おわりに

光学顕微鏡のほんの触り部分の紹介である。参考文献

もぜひ参照して欲しい。
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