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要約

　高コントラストで高分解能・三次元分解能をする共焦点型偏光顕微鏡を開発し、

その結像特性の解析およびその有効性を実験により示した。

　第1章では、従来の偏光顕微鏡について説明しする。偏光顕微鏡の特徴、従来

の偏光顕微鏡がもつ問題点について述べた。

　第2章では、共焦点レーザー顕微鏡のもつ三次元分解能などの特徴について説

明した。．

　第3章では、共焦点型偏光顕微鏡の原理について述べた。従来の偏光顕微鏡の

問題点である，対物レンズによる偏光面の回転による像への影響を知るため、焦点

面に出来る電場分布をベクトル理論により解析した。その電場分布から、検出器

の前のレンズの焦点位置にピンホールをおき中心のみを検出することで、対物レ

ンズで偏光面の回転した成分を除去できることを示した。対物レンズにより偏光

面の回転した成分を除去できる量はピンホールのサイズに依存するため、そのサ

イズについて検討した。

　第4章では、実際に共焦点型偏光顕微鏡のシステムを構築し、ポリスチレンラ

テックス球、アスコルビン酸の結晶、生物試料を観察した。従来の偏光顕微鏡と

比較し高コントラストで、かつ三次元分解能を有することを示した。

　第5章では、拡張Mieの散乱理論を使って共焦点型偏光顕微鏡の結像特性を解

析した。そして、従来の偏光顕微鏡で偏光観察を行うと、対物レンズの偏光面の

回転の影響を受け、精度良く偏光特性を測定できないことが分かった。共焦点系

を導入することで光軸方向に分解能を有することも確認した。数値計算による解

析結果と実験による観察結果は一致した。さらに、平面基板上の微小球による電

磁場解析法を開発し、共焦点型偏光顕微鏡で基板上の微小球を観察した場合の基

板の影響を検討した。

　第6章では、共焦点型偏光顕微鏡を蛍光観察に応用した。蛍光の偏光を観察す

ることで分子の配向を観察できることを示した。ペリレンの結晶において、高感

度に三次元で分子の配向を観察した。生体観察ではリボソームを蛍光標識し、そ
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の分子配向を観察した。共焦点型偏光顕微鏡を、蛍光偏光解消測定に導入すれば、

生体膜の状態や抗体一抗原反応などの生体分子間相互作用を高感度かつ三次元に

解析することができることを示した。

2



序論

　偏光顕微鏡は試料の微小な構造によって散乱された光の偏光面の回転を検出す

ることにより、高感度に弱散乱体を観察する手法として、岩石、鉱物、液晶、複屈

折性結晶、光弾性効果、磁気カー効果、高分子素材などの研究に用いられてきた。

しかしながら、偏光顕微鏡を高分解能化すると、対物レンズで光が集光される際、

その対物レンズで偏光面が回転し偏光状態が乱れてしまう、という問題点があっ

た。そのため、観察像のコシトラストが低下してしまい数ミクロンオーダーの生

物細胞の観察には適していなかった。

　一方、共焦点顕微鏡は1961年にM．Minskyによって提案され、その後T．　Wilson

とC．Sheppardらによって研究が進められた。共焦点顕微鏡は、試料の1点のみ

に光を集光し、そのスポットからの散乱光を検出器の直前に置かれたピンホール

を通過し、た光のみを検出する。そのため、フォーカス面以外からの散乱光の影響

がなく占コントラストの観察像が得られる．さらに、樵点蹴鏡は縦方向

の分解能があるため、光学的薄切による3次元観察が可能である。

　T．Wilsonらは1995年に共焦点型の偏光顕微鏡を提案し、その結像特性につい

て議論した。彼らは、微小な点物体における結像特性を弱散乱近似を用いて解析

した。

　偏光顕微鏡は、微小な屈折率変化などによって生じる偏光面の変化を検出する

ため、弱散乱近似の適用には限界があり、また実際の実験結果の評価に点物体の

近似を用いることはできない。特に、生物試料は複雑な3次元構造をしているた

め、弱散乱近似を適用することは困難である。

　本研究では、偏光顕微鏡に共焦点光学系を導入し、高コントラスト、高分解能

を実現した共焦点型偏光顕微鏡のコントラストの低下とピンホールのサイズとの

関係などについて議論した。また、拡張型Mie散乱理論を初めて顕微鏡の結像特

性解析に応用し、偏光顕微鏡の3次元結像特性の解析を行った。拡張型Mie散乱

理論を適用することにより、弱散乱近似を用いずに、偏光顕微鏡のベクトル的な

結像特性を明らかにした。そして、開発した顕微鏡を用いて、生物細胞の微小な
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構造の観察や偏光特性の解析をした。さらに、蛍光試料の観察にも応用し、蛍光

色素により標識した生物細胞の蛍光の偏光特性を測定した。蛍光は、色素分子の

発光軸の方向（発光にかかわる電子の振動方向）に沿って偏光するため、蛍光の偏

光状態を測定することで、蛍光標識した部分の繊維の方向や表面状態、細胞膜の

リン脂質の配列、流動性や回転拡散の速さ、アクチンの繊維軸まわりの回転など

の情報が得られる。
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第1章　偏光顕微鏡

1．1　複屈折性

　複屈折とは、物質中を光が通過するとき、光の振動面（偏光）の向きによってそ

の進む速度が異なることである。図1．1に複屈折結晶の光の伝播について示す。gc

方向に振動する光がy方向のそれよりも試料の中をゆっくり通過する。その結果、

複屈折結晶から出た光は、通過速度の差の分だけ位相差が発生する。これは、複

屈折結晶がx軸とy軸とで異なる屈折率を持つからである。高分子配向膜、液晶

高分子、光学結晶、などは複屈折性を示す。また、等方性の物質でも外部から応

力を加えたりすると一時的に異方性を示し（光弾性効果）、複屈折を生じる。

1．2　従来の偏光顕微鏡の原理

　　R　図1．2に従来の偏光顕微鏡の光学系を示す。光源からの光を偏光子で直線偏光と

し、試料を照明する。試料で散乱した光を対物レンズで集光し、検光子で偏光面

の回転した成分のみを検出し、電荷結合素子（CCD）上に結像する。

　偏光特性をもつ試料を偏光面が直交した偏光子と検光子との間に置けば、試料

による偏光面の回転が観察できる。試料を回転させながら観察することで、偏光

面を回転させる構造がその配向に応じて現れる。このように偏光顕微鏡は、入射

させた直線偏光の光の偏光面が試料により、どれくらい回転したのかを観察する

できる顕微鏡である。液晶、複屈折性結晶、光弾性効果、磁気カー効果などを高

感度に検出するために用いられている。

1．3　従来の偏光顕微鏡の問題点

　偏光顕微鏡において、試料による偏光面の回転がまったく無くても、光は検光

子を通過し検出される。これは、光が対物レンズにより集光される際、その対物

レンズにより偏光面が回転してしまうからである。従来の偏光顕微鏡は、対物レ
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ンズによる偏光面の回転により、試料の偏光特性を精度良く観察できない。また

観察像のコントラストも悪くなる。この対物レンズによる偏光面の回転は、対物

レンズのNAが大きいほど、大きい。これが、従来の偏光顕微鏡の高分解能化が

困難であった理由である。
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　　　　　　　　　　　　　　　　Birefringent　crystal

図1．1：Propagation　of　the　light　in　birefringent　crystal．
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図1．2：Polarizaton　Microscopy．

er

ve

en

er

8

／



第2章　共焦点レーザー走査顕微鏡

2．1　共焦点レーザー走遮顕微鏡の原理

　図2．1にレーザー走査共焦点顕微鏡の光学系を示す。光源には安定化したレー

ザ・一・・…を用い、レーザー光を対物レンズにより試料上の一点のみに集光し、試料で

散乱した光を同じ対物レンズで集める。その光はレンズにより集光し、ピンホー一

ルを通過した光（赤線）のみを検出器で検出する。そして、レーザー光で試料を走

，査することで観察像を得る［1］。

　共焦点顕微鏡は、焦点からの光のみ検出するので光軸方向にも分解能を有する。

青線で示すように、試料の観察箇所が対物レンズのフォ・一・・…カス位置からずれてい

たとすると、反射光は、検出器位置に結像しない。したがって、ほとんどの光がピ

ンホールを通過することはできない。そのため、対物レンズのフォーカス位置か

らずれた像は観察されず、フォーカス位置だけの観察像を得ることができる。こ

れは、反射型共焦点レーザー走査顕微鏡の大きな特徴である。

　図2．2に反射型共焦点レーザー走査顕微鏡とレv－・一・‘ザv・・・…走査顕微鏡で得られた集積

回路の観察像を示す。反射型では、焦点の合った部分だけが観察され、焦点から

外れた部分は消えていることがわかる。それに対して、レー一ザー走査顕微鏡の観

察像では、焦点から外れた部分もぼやけた像として観察されている。また、共焦

点顕微鏡の観察像のほうがコントラストが高く、シャV－…一・プである。

　反射型共焦点レーザー走査顕微鏡では、従来の顕微鏡でトレードオフの関係に

あった、回折限界による分解能と焦点深度との問題を解決した。分解能を高くす

るためにNAの大きな対物レンズを用いると焦点深度が短くなるが、光軸方向に

焦点を移動させることで深い焦点深度を実現できるようになった図。

　また、レーザー走査顕微鏡は、1点のみに光を集光するため、高コントラスト

の観察像が得られる［1］［31［4］。従来の光学顕微鏡では、生きたままの生物細胞など

の厚みのある試料の観察において、フォーカス面以外からの散乱光が、観察像の

コントラストを著しく低下させる。フォーカス面以外からの散乱光の影響を受け
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ないので、従来だと染色しなければ見えないような細菌類や細胞を、無染色で高

コントラストで観察できるようになった［5，6］。

　図2．3に共焦点レーザー走査顕微鏡でウニの卵を観察した結果を示す。光軸方向

に2．1μm間隔でフォy・・・…カス面をずらしている。焦点のあった部分だけが観察でき

ていることが分かる。焦点の合っていない部分は、従来の顕微鏡のようにぼやけ

ていくのではなく、消えていっている。このように共焦点レーザー走査顕微鏡は、

フォ・・一一…カス面だけを観察できるので、フォーカス面を光軸方向に走査することで

試料の三次元の情報を得ることが可能である。

　レーザー走査共焦点顕微鏡は蛍光観察においても非常に有効である［7，8，9］。蛍

光観察は微弱光観察であるため、フォTカス面以外からの光は観察像の質の低下

に大きな影響を与える。レーザー走査共焦点顕微鏡では、フォーカス面以外から

の光を検出器の直前においたピンホールによりカットするため、フォーカス位置

だけの蛍光分布が観察される。そこで、フォーカス位置を光軸方向に走査するこ

とで、三次元で構造を見ることが出来る。

10



Objective

Stabilized　laser

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　speClmen

　　　　　　　　　　　　　　　　Detecto　r

図2．1：0ptical　configuration　of　confocal　laser　scanning　micoroscope

　　　　　　　　　　　　　　　　　11



（a）

（b） －5pm

図2．2：0bservation　results　of　IC　pattern　with（a）confocal　laser　scanning　micoro－

scope　and（b）laser　scanning　microscope．
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2epm

図2．3：Threedimensional　observation　results　of　echinoid　with　confocal　laser　scan－

ning　micoroscope　with　various　focal　planes．　The　z　step　size　was　2．1μm．
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第3章　共焦点型偏光顕微鏡

　従来の偏光顕微鏡には、高分解能化のために開口数の大きい対物レンズを用い

ると、コントラストが低下する問題点がある［10］。本章では、それらの問題を解

決するために、ベクトル理論により点像分布よりコントラストの低下のメカニズ

ムを解析する。そして、共焦点型偏光顕微鏡の原理について述べる。また、ピン

ホールのサイズについても検討した。

3．1　ベクトル理論による点像解析

　　ベクトィレ理論を用いて、対物レンズによる偏光面の回転の影響について検討す

　る［11］［12］［13］。図3．1に計算モデルを示す。直線偏光の光が対物レンズによって、

　焦点に集光される場合を考える。対物レンズの半径と焦点を結んだ直線と対物レ

　ンズの中心と焦点とを結んだ直線とが成す角をθと置く。入射光の電気ベクトル

　は図3．1のy軸に平行な直線偏光と仮定する。また、入射光の波面法線とx－y平

　面の法線を含む面を入射面とする。そして、入射面に対し平行な成分をp偏光、垂

　直な成分を＄偏光とする。図3．2（a）にp偏光、s偏光の光がそれぞれ対物レンズ

　により集光され、偏光面が回転する様子を示す。p偏光では、図3．2（a）に示すよ

　うに、偏光面はz軸方向に倒れ、Ex成分が発生している。それに対し、図3．2（b）

　に示すようにs偏光では偏光面の回転は無い。また、対物レンズのNA＝・　sinθが

　大きいほど、Ez成分が大きくなる。像面にp偏光で入射する光（図3．2（a））は、

　E。＝o、Ey＝IEIcosθ、　E。＝IEI　sinθであり、8偏光で入射する光（図3．2（b））

・　は、Ex＝IEI、　Ey　＝　E、＝0である。この二つの状態を区別して像面への寄与を

　考える。図3．3は、入射瞳を光の入射側から見た状態である。像面上にp偏光、8

　偏光として入射する成分をEp、　E、とおくと、図3．3より各成分は次式で書ける。

Ep　　＝＝　　IEI　sin（ρ＝＝　IEI
η

E。＝IEIC・sg＝　IEI
　　ξ

（3．1）

（3．2）
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像面上での電場のベクトル成分Eい鞠、E、に対するEp、　E、の寄与は、

　　Ex　：＝　Ep　bosθcos（p－」Es　sin　g　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．3）

　　Ey　　：　Ep　cosθsin〈p十Es　cos　gク　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．4）

　　Ez　・＝　　Ep　sinθ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3．5）

である。式（3．3）～（3．5）に式（3．1）、（3．2）を代入し、sinθ＝～秤，cosθ＝ζか

ら、点Q（ξ，η）から像面への寄与δEξ・η（P）は、

　　δE旨η（』）－exp國ξ輌y一ζ小尼

　　　・　・嚇（ζ一・）dS　　　（3・6）
　　δEξη（x，y，　z）　＝　　exp［一一ik（ξx＋ηy一ζx）］・，／ii

　　　　　e・　・驚（ζ一・）dS　　　（3・7）

　　δES・η（x，y，z）＝＝exp　［一一ik（ξx＋ηy一ζz）］匠ηdS　　　　（3．8）

ここで一

　　dS三d．皇L＝塑
　　　　　cosθ　　　　　　　　　　ζ

である。したがって、像面上での電場ベクトル成分（Ex、叫、　E。）は、

E・（鋤一・∫ムexp卜ik（ξx＋ηy　一　〈z）］

　　　　　　　×嚇（山偏）dξ吻

場（鋤一・∫ムexp國ξx切一一一　〈z）］

　　　　　　　×嚇（η2万＋ξ2偏）dξ吻

E・（鋤一・∫ムexp［蹄＋η酬η偏dξ吻

（3．9）

（3．10）

（3．11）

（3．12）

と書ける。ただし、0は、波長と焦点距離から決まる積分定数である。また、磁

場のベクトル成分（Hx，ffy，　H。）はマクスウェルの方程式

▽×E－一μ・宜一ｰH　　　　（3・・3）
から求めることが出来る。
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図3．1：Coordinate　system．
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（a） 1フ　polarization

y

z

z

　　（b）　s　polarization

図3．2：Rotation　of　polarization．
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図3．3：Each　component　of　electric　vector．
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3．1．1　ベクトル理論による焦点近傍の光強度分布

　3．1節で導いた、式（3．10）、（3．11）、（3．12）を用いて焦点面の光強度分布を求め

た。図3．4に各成分の計算結果を示す。図3．4（a）はNAが0．95、図3．4（b）はNAが

0．35場合の計算結果である。図3．4（a）からNAO．95の場合は、入射光がy成分し

か持っていなかったにもかかわらず川E、12、IE、12成分が発生していることが分か

る。また、lEy　i2成分が中心対像ではなくy軸方向に伸びた楕円になっていること

が分かる。これは、図3．3の瞳上のη軸上近辺から来る光は、像面ではほぼp偏光

となるため、NAが大きくなればなるほど像面へ寄与が減るからである。それに対

し、図3．4（b）NA　O．35では、　IExl2、1瓦12成分はほとんど発生していない。また、

IEy　12成分は、　y軸方向に伸びておらず、円形をしている。

　図3．5に対物レンズのNAと偏光面の回転した成分IE。12、　IE。　12との関係を示

す。横軸に対物レンズのNA，縦軸に偏光面の回転した成分の全体に対する割合

（IExl2＋IE。12）／（IExl2＋IEyl2＋IE。12）をとった。　NAが小さいと偏光面の回転は

ほとんど無いが、NAの大きさの増加とともに偏光面の回転は大きくなる。例えば

図3．5より、NA　O．9の場合入射光のIEyl2成分の20％もの光がIE、12、　IE、12成分に

なっていることが分かる。このように偏光顕微鏡において、分解能を上げるため

にNAの大きい対物レンズを使うと、その対物レンズにより偏光面が回転してし

まう。Ey成分は検光子で除去できるが、対物レンズによって発生したEx、　E。成

分は、検光子を通過してしまい検出される。そのため、精度のよい偏光特性の解

析の困難、観察像のコントラストの低下などの問題を引き起こす。
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IEx　12 IEy　12 IEz　12

（a）　NA　O．95

IExl2 IEy　12 IEzl2

（b）　NA　O．35

図3．4：Electric　field’s　intensity　distribution　in　focal　plane．
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図3．5：The　ratio　of　intensity　of　x　and　z　components　to　total　intensity　v8　the　NA．
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3．2　共焦点型偏光顕微鏡の原理

　図3．6に共焦点型偏光顕微鏡の光学系を示す。従来の偏光顕微鏡に共焦点光学

系を導入した。光源からのレーザー光を偏光子で直線偏光とし、対物レンズで試

料上の一点に集光する。試料で散乱した光を同じ対物レンズで集め、ビームスプ

リッタ・一…Aで検出系へ導く。そして、検光子で偏光面の回転した成分のみを取り出
　　　　　　　ゼベ
し、レンズで結像する。検出器の直前にピンホールを置き、対物レンズにより偏

光面が回転した成分を除去する。ピンホールにより、図3．4（a）のIEの12、　IEiz　12成分

のx　・y　in　Oの強度のみを検出する。図3．4（a）から分かるように、　x　・y　＝・Oで

の電場の強度はゼロになっている。したがって、対物レンズにより偏光面の回転

した光はピンホールを通過することはできない。そのため高分解能化のためにNA

み大きい対物レンズを用いてもコントラストが低下することは無い。しかし現実

には、偏光面が回転した成分を除去できる量は、ピンホールのサイズによって異

なる。次にピンホールサイズについて検討する。

3．2．1　ピンホールサイズの検討

　図3．7にピンホールのサイズとそのピンホールを通過する光の量との関係を

示す。横軸にそれぞれのレンズのNAでのエアリーディスクの半径で規格化し

たピンホールの半径、縦軸にピンホールを通過する光の強度と全体の光の強度

（屍p＋IEyl2＋IE。12）との割合をとった。ピンホールを通過する光の強度は、す

べてのNAで、ピンホールの半径の増加とともに強くなっていく。しかし、ピン

ホールの半径がエアリーディスクの半径より大きくなると、ピンホールを通過す

る光の強度はほぼ一定となる。これは、検光子を通過する成分（IExl2＋IE。12）がピ

ンホールをすべて通過してしまうからである。この結果から、共焦点顕微鏡での

最もよいとされるエアリーディスクと同じピンホールサイズ［14］［15］より、小さい

ものを選ばなければいけないことが分かる。また、共焦点型偏光顕微鏡での観察

においては、観察する試料に対して得たいコントラストと対物レンズのNAとか

ら、図3．7を用いて、ピンホールのサイズを決定する。
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　　　Beam
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図3．6：The　optical　configuration　of　ploarization　confocal　microscope．
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図3．7：The　ratio　of　intensities　of　x　and　z　components　to　the　total　intensity　vs　the

pinhole　size　fbr　lenses　of　various　NA．
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第4章　共焦点型偏光顕微鏡による
　　　　　　　観察　　／

4．1　共焦点型偏光顕微鏡の実験光学系

　図4．1に共焦点型偏光顕微鏡の光学系を示す。光源に波長632．8nmのヘリウム・

ネオンレーザーを、NAO．65、倍率40倍の対物レンズを用いた。光源からのレー一

ザー光はビームエキスパンダーで拡げ＼レーザー光をλ／4板で円偏光とし、グラ

ントムソンリズム（消光比5．0×10－5）で直線偏光とする。グラントムソンプリズ

ムを回転させることで任意の方向の偏光面をもつ直線偏光が取り出せる。直線偏

光のレ・・・…ザー光は対物レンズ（NAO．65、倍率40倍）で試料上の一点に集光される。

試料により散乱した光は同じ対物レンズで集められ、ビームスプリッターで検出

系へと導かれる。検出系では、グラントムソンプリズムで偏光面の回転した成分

のみを検出する。このグラントムソンプリズムは、入射側のものと光学軸が直角

になるように置いた。偏光面の回転した成分はレンズにより集光され、ピンホV・・…‘

ルを通過した光のみを光電子増倍管（Hamamatu　H5781－01）で検出する。検出した

光強度は、ADボードを通してコンピュータ・…一・に取り込む。走査はコンピューター

からGP－IBを使いステージを動かして行った。また、ピンホールサイズは30μm

のものを使った。これは、図3．7から、対物レンズによる偏光面の回転で発生した

IE瓢P，　IE。12成分の約3％の光がピンホールを通過する条件である。

4．2　ラテックス球の観察

4．2．1　コントラストの改善

　図4．2（a）に共焦点型偏光顕微鏡で三つの直径25μmのラテックス球を観察した

結果を示す。図4．2（b）（c）は、図4．2（a）の赤線部分の断面をとったものである。（b）

が共焦点型偏光顕微鏡によるもの、（c）が従来の偏光顕微鏡によるものである。図

4．2（a）より、ラテックス球のエッジ部分で偏光面が回転していることが分かる。し
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図4．1：Experimental　set－up　of　ploarization　confocal　microscope．
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かし、入射光の偏光方向と平行な部分と垂直な部分のエッジは検出されていない。

これは、偏光方向と平行な部分と垂直な部分では偏光面が回転しないことを意味

する。

　断面図4．2（b）と4．2（c）とを比較すると、（b）共焦点型偏光顕微鏡では全くバイア

ス成分がのっておらず、コントラストが高い。それに対し、（c）従来の偏光顕微鏡

では、バイアス成分がのってしまっている。バイアス成分は対物レンズにより集

光されるときに偏光面が回転したEx，E。成分である。共焦点型偏光顕微鏡は、対

物レンズによる偏光面の回転の影響を受けないため、コントラストが高いことが

分かった。

（a）

0　　　　　　35

　Position（pm）

　　　（b）

0　　　　　　35

　Position（pm）

　　　（c）

図4．2：The　observation　results　of　three　polystyrene　particles　with　the　confocal

polarization　microscope（a）．（b）Part　of　the　cross　section　of　the　particle　edge．

（c）The　same　cross　section　as（b）but　observed　with　a　conventional　polarization

mlcroscope・
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4．2．2　三次元分解能

　図4．3に共焦点型偏光顕微鏡で直径25μmのラテックス球を焦点面を変えて観察

した結果を示す。焦点面を3μmつつ対物レンズから遠ざかる方向へ動かした。開

発した偏光顕微鏡は、共焦点系なので三次元分解能を有している。球の4つの明

るい部分が中心部から外側へと広がっていっている。それぞれの焦点面での球の

断面の半径がそれぞれ異なっているためで、その焦点面での球の断面の円に対応

したエッジが検出されている。このように共焦点型偏光顕微鏡は、三次元分解能

を有するため、三次元偏光解析が可能である。

4．37スコルビン酸の観察

　図4．4にアスコルビン酸の結晶を（a）共焦点型偏光顕微鏡、（b）従来の偏光顕微

鏡により観察した結果を示す。偏光子と検光子とはクロスニコルの関係である。共

焦点型偏光顕微鏡では、結晶の方位が異なる部分、A部とB部を高コントラスト

に区別することが出来る。しかし、従来の偏光顕微鏡では、A’部とB’部の結晶の

方位の違いを観察できていない。また、共焦点型偏光顕微鏡では、結晶に出来た

傷（図中の矢印の部分）の細かい構造を観察できていることがわかる。従来の偏光

顕微鏡ではぼやけてしまっており、詳しい構造を知ることは出来ない。このよう

に共焦点型偏光顕微鏡は、対物レンズの偏光面の影響を受けないため、微小な偏

光面の回転を検出できる。

4．4　ナイロンの断面観察

　図4．5にナイロンの断面の（a）共焦点型偏光顕微鏡による、（b）従来の偏光顕微

鏡による観察結果を示す。従来の偏光顕微鏡ではナイロンの断面全体が観察され

ているが、共焦点型偏光顕微鏡では焦点の合った部分しか観察されていないこと

が分かる。そのため、観察像がぼやけてしまっている。図4．5（c）に観察像の断面

図を示す。実線が共焦点型偏光顕微鏡の観察像のA－A’の、破線が従来の偏光顕微

鏡の観察像B－B’の断面図である。共焦点型では、対物レンズによる偏光面の回転

した成分の影響を受けないため、その成分によるバイアス成分が無くなっている

ことが分かる。従来の偏光顕微鏡は、試料による偏光面の回転がないにもかかわ

らず、検出強度のピークに対して50％もの光が検出されてしまい、コントラスト
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図4．3：The　observation　results　of　particles　with　various

size　was　3μm．

f（）cal　planes．　The　z　step
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が低下している。また、共焦点型偏光顕微鏡では、従来の偏光顕微鏡に比べ、細

かい構造を観察できている。
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4．5　生物試料の観察

4．5．1　複眼の観察・

　図4．6に共焦点型偏光顕微鏡でトンボの複眼を観察した結果を示す。複眼の一っ

一つの要素である個眼のエッジの部分が検出されている。そして、光軸方向に3μm

つつ焦点をずらしていくと、その焦点面に対応した個眼のエッジが明るくなって

いる。

　個眼は半球であるため、ラテックス球を観察した図4．3のようにエッジ部分が4

つに分かれて明るくなると考えられる。しかし、観察結果はそのようにならなかっ

た。原因は、個眼が半球であって球ではないためと、試料が大きく傾いていてそ

れぞれの個眼の真上から照明していないためである。共焦点型偏光顕微鏡は、分

解能を上げるためにNAの大きい対物レンズを用いても、高コントラストであり、

三次元分解能を有するので、これまで観察が難しかった数ミクロンオーダーの生

物細胞の偏光特性の解析にも適用可能であることが分かった。

4．5．2　仮道菅の観察

　図4．7（a）一（d）に共焦点型偏光顕微鏡で、（e）一（h）に従来の偏光顕微鏡で仮道を三

次元に観察した結果を示す。光軸方向には、1μm間隔である。偏光子と検光子は

クロスニコルである。図4．7（b）矢印A、Bから、細胞内の球状の組織を観察でき

ていることが分かる。しかし、図4．7（b）矢印A’、B’においてはその組織を観察で

きていない。また、共焦点型偏光顕微鏡は、従来の偏光顕微鏡では観察できない、

細胞の外壁（図4．7（c）C部，（g）C’部）の細かい構造を観察できていることが分かる。

さらに、共焦点型では、対物レンズによる偏光面の回転の影響を受けないのでバッ

クグランド成分がなくなり、高コントラストである。また、光軸方向に焦点を動

かすと、観察できる部位が変わることが分かる。高コントラストである。共焦点

型偏光顕微鏡は、高い偏光検出能、空間分解能を有しおり、細胞の観察にも適し

ている。

31



4．6　まとめ

　ベクトル理論により焦点での電場分布を解析し、偏光顕微鏡の高分解能化で高

開口数の対物レンズを用いると偏光面の回転が問題になることを示した。開口数

が0．9において、対物レンズによる偏光面の回転により約20％の光が検光子を通過

する。そして、従来の偏光顕微鏡に共焦点系を導入することにより、対物レンズ

による偏光面の回転の影響を除去できることを示した。ピンホールが対物レンズ

で偏光面の回転した成分を除去できる光量は、そのピンホ・・一・一・hルのサイズにより決

まる。そこで、ピンホールのサイズと対物レンズにより偏光面の回転した成分を

除去できる光量との関係を明らかにした。この結果から、一般に共焦点顕微鏡で

の最も良いとされるピンホー・・…ルのサイズ（対物レンズのエアリーディスクと同じ半

径）より、小さいものを選ばなければいけないことが分かった。さらに、実際の共

焦点型偏光顕微鏡での観察においては、観察する試料に対して得たいコントラス

トと対物レンズのNAとから、ピンホールのサイズを決定しなければならない。

　また、実際に共焦点型偏光顕微鏡を作製し、ポリスチレンラテックス球の三次

元観察を行った。共焦点型偏光顕微鏡は対物レンズによる偏光面の回転の影響を

受けることなく、試料の偏光特性を正しく高コントラストに観察でき、かつ三次

元分解能を持つことが分かった。従来の偏光顕微鏡ではポリスチレンラテックス

球による偏光面の回転がないところでも光が検出されてしまい、試料の偏光特性

を正しく観察できない。また、アスコルビン酸の結晶の観察を行った。そして、従

来の偏光顕微鏡に比べ、微小な偏光特性を観察できることを示した。結晶の三次

元観察を行い、従来の偏光顕微鏡では観察できない結晶内部の偏光特性を観察す

ることができた。共焦点型偏光顕微鏡は、対物レンズによる偏光面の回転の影響

を受けないだけでなく、試料内部の偏光特性も観察することが可能であり、三次

元偏光解析に非常に有効な手段であることが分かった。

　そして、共焦点型偏光顕微鏡による生物試料の観察においても、従来の偏光顕

微鏡では観察できない細かい構造を高感度に検出できた。
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（a）Confocal　polarization　microscopy
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図4．4：The　observation　results　of　ascorbic　acid：（a）confocal　polarization　micro－

scope　and（b）conventional　polarization　microscope．
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図4．5：The　observation　results　of　section　of　nylon：（a）confocal　polarization　mi－

croscope　and（b）conventional　polarization　microscope．（c）Profile　along　A－A，　line

in（a）and　B－B，　line　in（b）．
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図4．6：The　observation　results　of　dragonfly　eye　with　confocal　polarization　micro－

scope　with　various　fbcal　planes．　The　z　step　size　was　3μm．
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20μm

図4．7：The　observation　results　of　tracheid．（a）一（d）confocal　polarizaiton　micro－

scope．（e）一（h）conventional　polarization　micorscope．　The　z　step　size　was　1μm．
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第5章　共焦点型偏光顕微鏡の結像特
　　　　　　　性の解析

5．1　Mieの散乱理論を用いた共焦点偏光顕微鏡の結像

　　　特性の解析

　共焦点顕微鏡の結像特性はSheppardらのグループにより、部分コヒーレント伝

達関数を用いて導出された［16，17，18，2］。その結果、共焦点型は従来のインコヒー

レント照明顕微鏡と等価の結像特性をもち、共焦点型はより広い空間周波数帯域

を有することが分かった。しかし、これはスカラー理論であり、偏光を扱う共焦

点型偏光顕微鏡ではベクトル理論を用いる必要がある。ここでは、拡張型Mieの

散乱理論を用いて共焦点型偏光顕微鏡の球に対する結像特性を解析する。球形状

の試料としては、ポリスチレンラッテクス球、金粒子がある。これは、細胞表面

抗原に対する免疫学的マ・一・一・・カーや抗原・抗体・レクチンを結合した生体分子反応

性粒子の作製に応用される。生体にも核やリソソームなど球形をした生物細胞も

数多く見られる［19，20，21］。

5．2　拡張型Mieの散乱理論

　図5．1に一般的なMieの散乱理論（a）と拡張型Mieの散乱理論（b）との違いを示

す。一般的なMieの散乱理論は平面単色光が入射した場合の球の内部及び周囲の

電磁場分布を与える［22］。拡張型Mieの散乱理論は任意の入射光に対し、球の内

部及び周囲の電磁場分布を与える［23］。共焦点偏光顕微鏡の結像特性の解析には拡

張型Mieの散乱理論を用いる。

　図5．2に座標系を示す。球の中心を原点とし、球の半径をαとする。入射光はz

軸のマイナスからプラス方向へと伝播する。球を囲む媒質は非伝導で、かつ、こ

の媒質も球も非磁性と仮定する。
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　時間依存牲をexp　（－tωt）とすると、電気および磁気ベクトルの時間に依存しな

い部分は、・球の内外で時間を含まないMaxwellの方程式

czerlH＝　－k1　E

CZLrlE＝：k2H

を満足する。ただし、

　　k1一巴（E十づ4πρ）

　　　　　　c　　　　　　　

　　k2＝巴
　　　　　　C
である。通常の波数んは

ん2＝ヨ1ん2

（5．1）

（52）

（5．3）

（5．4）

（5．5）

で与えられる。ここで、球を囲む媒質に関する量は上付添字1によって表し、球

に関する量は添宇lllで表すものとする。

　境界条件はEとHの接線成分が球表面前後で連続、すなわち

欝蹴｝where・r　＝α　　　（5・6）

である。

　境界条件を満足するために、入射場E（i）とHωおよび球の内部における場E（ω），H（ω）

と共に、球を囲む媒質では、2次的な（散乱または回折）場E（s），H（s）を考える。

2つの領域における全電場は

　　　E＝三：ξ）E㌘㌶　　　　　（5・7）

と表される。磁気ベクトルも同様に表される。

今回の問題では、

によって定義される球座標r，θ，φを用いる。任意のベクトルAの成分の直角座標

から球座標への変換は、
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で与えられる。これらの公式をCZLrlAに適用すると、

　　（c卿一r2▲nθ｛∂（ZZtAtli；zii’PeS’nθL∂筈；θ）｝　　（5…）

　　（c岨）らs；θ｛∂絵L∂（ZfAtll；fiprS’nθ）｝　　（5・1・）

　　（c2LrlA）ip　＝i｛∂！ll／e））一一∂絵）｝　　　　（5．・2）

となる。以上より、場を記述する方程式（5．1）（5．2）を球座標で表すと、

　　嚇一r2▲nθ｛∂（Z！Hliiil¢eS’nθL∂6碧）｝　　（5・・3）

　　綱一γsとθ｛∂霊L∂（ZtHEi；llt°rS’nθ）｝　　　（5・・4）

　　鋼弓｛∂（rHθ）　　∂（Hr　　∂r　　　　∂θ）｝　　　　（5・・5）

　　　砿一r2▲nθ｛∂（Z：ECZ；zl｝ipeS’nθL∂筈夢）｝　　（5・・6）

　　　緬一rs蓋θ｛∂舞L∂（ZtEk：：SiprS’nθ）｝　　　（5・・7）

　　　鳩弓｛∂（rEθ　　∂r）一箒）｝　　　　　　　（5．・8）

となり、境界条式（5．6）は、

　　　認1：騒1：馴　一α　　（5・・9）

とかける。式（5．13）～（5．18）と式（5．19）がMieの理論の基礎i方程式である。

　これらの方程式の解を、それぞれ式（5．13）～（5．18）を満たし、互いに1次独立な

場（eE，eH）と（mE，mH）の和として表す。ただし、これらは、

　　eEr　：Er　eHr＝0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．20）

および

　　mEr＝・＝o　　m1Elr：・＝Hr　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．21）

を満たすものとする。これらの表示が基礎方程式と矛盾しないことを確認する。式

（5．14）と式（5．15）でH。　＝e　H，　・Oとすると

　　　　　　　1∂
　　綱θ一厄（re　Hip）　　　　　　　　　（5・22）
　　　　　　　1∂
　　krEip－一砺（TeHθ）　　　　　　　　（5・23）
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となる。これを、式（5．17）と式（5．18）とに代入すると

（∂2　　　十k2∂r2）　（r・He）一☆誓

（∂2　　　　十k2∂r2）陶一＋妬誓

（5．24）

（5．25）

が得られる。式（5・13）と共に、式（5・24）（5．25）が、eE。，e」ffeおよびe　Hipを記述する

方程式である。しかし、これらの解がすべて物理的な場を表すのではなく、補助

条件diveH　・Oを満たさなければならない。このとき、　eu，＝0という仮定で補

助条件を球座標で表すと

　　　∂　　　　　　　∂
　　菰（sin　eeHe）＋が∬φ）＝：°　　　　　　（5・26）

となり、式（5．26）が成立すれば、式（5．16）は自動的に満足される。なぜならば式

（5．22）（5．23）を式（5．16）に代入すると

　　・一玲2…inθ曇［£（sin　e・　He）＋島剛　　　（5・27）

となり、式（5．26）が成立すれば、上式が恒等的に満足されるからである。まった

く同様にして、mE．＝0の場合にも成立する。

　磁場の動径成分がゼロである解は、電気波（electric　wave）と呼び、電場の動径

成分がゼロである解は、磁気波（magnetic　wave）と呼ばれる。以下に、これらは

Debyeポテンシャル（Debye’s　potential）というスカラーポテンシャルerlとmllか

らそれぞれ導かれることを証明する。

　はじめに、式（5．16）においてeH．＝0であることを用いると、　eEφとeEθはスカ

ラー関数の勾配

　　　　　　　1　∂σ
　　e　Eip＝＝rsin砺　　　　　　　　　（5・28）
　　　　　　1∂σ
　　eHθ＝FSIitr　　　　　　　　　　（5・29）
によって表現できる。そこで

　　　　　　∂（ren）
　　σ　＝：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．30）
　　　　　　　∂r

と置くと、式（5．28）は、

　　eEe　－1∂i緩）　　　　　　（5．3・）
　　　　　　　1∂2（reH）
　　e　Eip＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．32）
　　　　　　rsinθ　∂γ・∂φ
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となる。これよe“式（5．22）（5．23）は、

　　e　Hip－k・漂一÷∂（litgll）

晴一
刳妤皷ﾃθ∂筈；H）

であれば満足される。式（5．33）（5．34）を式（5．13）に代入すると、

　　‥－rs：θ｛島（sinθ袈）＋嘉袈｝

が得られる。ここで

P－
i嘉＋k2）　（r・ll）

と置く。式（5．10）（5．11）（5．12）を式（5．24）（5．25）に代入すると、

　　sinθ旦＋竺一〇
　　　　∂θ　　　　　　　　∂φ

　　8仇θ壁＋竺＝＝o
　　　　∂φ　　　　　　　　∂θ

が求まる。上式の和をとると、

　　悟＋念）（P　＋・　E・）一・

これより、P＋e　E。＝constとなり、定数をゼロと置くと、

　　霊H）＋蕊nθ藷（sinθ顎）＋βS：2環

とすると満足する。この式より、式（5．35）は、

　　eE。一＝∂2纂H）＋k2r・ff

とが証明できる。

（5．33）

（5．34）

（5．35）

（5．36）

（5．37）

（5．38）

（5．39）

一十k2elI　＝：　0　　　（5．40）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．41）

と書ける。以上より、式（5．31）一（5．41）式（5．13）一（5．18）に基礎方程式の解であるこ

　同様に、磁気波に対して行えば、erIに対する式（5．40）と同じ微分方程式を満た

すポテンシャル吋1から、すべての場が導ける。基礎方程式の完全な解は、2つの

場を加えることで、以下のように書ける。

　　耳一嘱＋ME。一：∂2緩H）＋k2r・n　　　（5・42）

　　Ee－eEe＋mEe　・i∂i繹）＋k2isgi／ki」ne∂（rMII∂φ）　　（5・43）
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　　疏当鴨一rs：θ∂霊）一　k2；∂（rmH∂θ）　（5・44）

　　耳r嘱＋MHr－∂2纂n）＋k2rMI・　　　（5．45）

　　面一晴＋m∋∂霊L兎・アs蓋θ∂6碧）　（5・46）

　　Hdi－・eHip＋mrs蓋θ∂霊）＋k・i∂：評）　（5・47）

　ポテンシャルeHとmllは共に、微分方程式（5．40）の解であるが、式（5．40）は波

動方程式

　　▽2H十k2H　　＝：　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（5．48）

を球座標に直したものである。また、境界条件は、Eθ，Eφ，HeおよびEφが、球表

面r＝a上で連続より

　　　k・refi，　k2rmll，念（rell），嘉（rmfi）　　　　　　　（5．49）

となる。これでこの回折問題は、前述の境界条件を満足する波動方程式の2つの

互いに独立な解を求めることに帰着する。

　波動方程式（Helmholtz）の最も一般的な変数分離による解は、

　　　　　　oo　　l
　　rll＝ΣΣ［ぶψz働＋BimXi（kr）1編（θ，φ）　　　　（5・50）
　　　　　　1＝O　m＝－1

と表される。AlmとBlmは任意定数、ψzと）（llはRicatti－Bessel　function［24］、｝7m（θ，φ）

はsherical　harmonic　function［25］である。したがって、入射場（添字i）、散乱場

（添字8）内部：場（添字ω）のスカラーポテンシャルは式（5．50）と同じように表す

ことが出来る。入射場は、

　　　　　　　　oo　　l
　　　reH（’）＝ΣΣ砿ψ1（kr）Ylm（θ，φ）　　　　　　（5．51）
　　　　　　　　’g：°　m：－l

　　rmll（の＝：ΣΣ易刷⑰編（θ，φ）　　　　　　（5．52）
　　　　　　　　1＝＝0　m＝　－1

である。ただし、XIは原点で閉じておらず物理的におかしいので除外した。散乱

場は、

　　　　　　　　oo　　l
　　　reH（s）＝ΣΣ輪ξ『（k、r）Ylm（θ，φ）　　　　　　　（5．53）

　　　　　　　　竺プ

　　rmH（8）：ΣΣ61mξ｝（為1り塩（θ，φ）　　　　　　　（5．54）
　　　　　　　　1＝0　m＝－1

　　　　　　　　　　　　　　　　　42



ただし、ξチ＝ψ一痴とする。球の内部場は、

　　　　　　　　oo　　l
　　rell（ω）＝ΣΣεlmψ1（k2r）Ylm（θ，φ）　　　　　　　（5．55）

　　　　　　　　竺㌣

　　rmll（ω）＝ΣΣ仏ψz（励編（θ，φ）　　　　　　（5．56）
　　　　　　　　1　：O　m　＝－1

と表される。

　式（5．51）一（5．56）を式（5．42）一（5．47）に代入することで、入射場、散乱場、内部場

の電磁場分布が求められる。また、これらの式の1・Oの項は∂Yoo／∂θ＝＝Oなので

取り除いた。したがって、入射場は、

牢藷主1［1（1＋・踊（kir）　Yim（e・ip）］　　（5・57）

El’）弓蕊（kl　Atmthll（klr）∂畷φ）

　　　　　　　＋励BZmψ刷巧：i豊φ））　　　（5・58）

E！’）一繕主1（imkiAimthi，（k・r）∂畷φ）

　　　　　　　品m働X《iヒ」φ））　　　　（5・59）

であり、散乱場は、

E！s）一藷息［Z（1＋・）al・ξi（kir）　Yi・　（e，　ip）］　　（5・6・）

Els）一顯↓（k・aim62，　（k・r）∂響φ）

　　　　　　　＋乞臨ξチ⑭巧《i嵩φ））　　　（5・6・）

　　Els）弓㍍（imki　al・ξ9，（k・r）∂響φ）

　　　　　　　－k・bimC2　（k・r）巧鵠φ））　　　　（5・62）

であり、内部場は、

　　E！s）一顯主膓［1（Z＋・）Clmψ1（k2r）yi・　（e，　to）］　　（5・63）

　　Els）一繕息（た2C↓mψ↓，（kir）∂畷φ）
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　　　　　　　＋imk2dgmtht　（k2r）巧《i9参φ））　　　鯛

　　毒）弓曇憲（imk2Cl・thlノ（kir）∂弩9φ）

　　　　　　　一’一　k2dlmthl　（k2T）巧《i票」φ））　　　　（5・65）

と表される。

　次に、散乱場における係数α1伽blm、内部場における係数CI鋤φmを求める。境界

条件（5．49）とH1　・ll（i）＋H（s）とn2＝H（w）とからαlm，blm，Clm，dgmは

砺m一 f罐ご畿㌶）Alm　　（5・66）

1　m環膿慧ご膿㌶i）Blm　　（5・67）

輪一 �T識畿織）Alm　（5・68）

φm一 D耀三諾麟！2釜）Blm　（5・69）

と表される。nは複素比屈折率であり、次式で表される。

n＝（n2／n、）1／2 （5．70）

　最終段階として、係数Alm，Btmを入射場から求める。入射場が球の表面上に形

成する電磁場分布の動径成分E！i）（α，θ，φ）は、sperical　harmonicsを用いて次のよ

うに表される。

　　　　　　　　　oo　　l
LEIi）（α，θ，φ）＝ΣΣel．Ylm（θ，φ）　　　　　　　　　（5．71）

　　　　　　　　　1＝1m＝一召

ただし、

　　　　　　2π　　π

elm一
福唐塩ｦ）（a，　e，　il）脇（ぴφ脚

r＝＝αを代入した式（5．57）と式（5．71）より

　　1（1＋1）
　　　　　　Almthl（k1α）＝elm
　　　α2

したがって、係数▲吻ぴmは、

　　し「（　　　α21＋1）ψ1（k1α）ズ∬sinθ蜘φ）Yi；；｝（乱φW
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（5．72）

（5．73）

（5．74）



く

また、同様iに磁場から

　　易m「（1＋蒜（kia）r∬血θ埣）（a，　e，　ip）Yi；1・（乱φw　（5・75）

と表される。

　これらを要約すると、．任意の光が球に入射したときの、散乱場及び球の内部の

場は次のように求めることが出来る。係数、4加，Blmは、入射場が球の表面に形成

する電磁場を積分することで求めることが出来る。係数Alm，、Blmと式（5．66）一（5．69）

より、係数αZm，blm　，Cim，φmが求まる。そして、最後に式（5．57）一（5．65）から、球の周

囲の入射場、散乱場、および球の内部の電磁場分布が決定する。

　例として、図5．3に球に集光したガウスビームが入射した場合の球の周囲及び内

部の電場の強度分布を示す。図5．3（a）に示すように球の位置を左から右へ動かした。

球の半径をα　・2．5λ、屈折率をn・1．33＋5．0×10－6i、波長をλ＝1．06μmとした。

また、入射光の集光したガウスビーム［231のビームウエストの半径をWo　・O．8αと

した。球の位置は、y　・　－O．9α，－0．8α，－O．7α．．．＋0．8α，＋0．9αと変えた。球の内部

と球の外部で屈折率が異なるために干渉縞のピッチが異なっていることが分かる。

また、球の端にビームが入射すると、球とその外部との境界面で光が全反射を繰

り返しながら伝播していることが分かる。
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Plane　wave

（a）

Arbitrary　incident　wave

　　　Spherical　particle

（b）

図5．1：（a）Mie　theory．（b）Expanded　mie　theory



z

y

Incident　beam

図5．2：Coordinate　sysytem．

47



lnc　i　dent　beam

（a）

（b）

図5．3：（a）Calculation　model　of　expanded　mie　scaterring　theory．（b）Calculation

results　of　intensity　distribution　in　y－z　plane　f（）r　a　transverse　polarized　TEMoo

mode　focused　Gaussian　beam　propagating　in十z　axis　directon　incident　upon　a

homogeneous　sphere　various　focal　point　positioning．
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5．3　共焦点型偏光顕微鏡の結像特性

5．3．1　計算手順

　共焦点型偏光顕微鏡で微小球を観察したときの三次元結像特性をMieの理論を

用いて解析する。図5．4に計算モデルを示す。レーザー光を偏光子で直線偏光とし、

対物レンズで試料上の一点に集光する。散乱光を対物レンズで集め検出系へと導

く。そして、検光子で偏光面の回転した成分を取り出し、結像レンズで結像し、ピ

ンホーヲレを通過した光のみを検出する。入射場には、第3．1．1章のベクトル理論を

用い、散乱場は上で述べた拡張型Mieの散乱理論を用いて求めた。共焦点型偏光

顕微鏡において1点あたり検出される光強度は、散乱場の電場の振幅分布を球か

ら十分に離れた平面（z＝Zo）で、積分して求める。散乱場の電場分布をE、（x，　y，　z）

とすると1点あたり検出される光強度∫（x，y）は、以下のように表される。

∬励一1ピピ現M輌」「 （5．76）

そして、焦点位置（x，gy）を走査して、共焦点型偏光顕微鏡で微小球を観察したとき

の観察像を得る。
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Analyzer

Objective
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z
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図5．4：Calculation　model　fOr　the　image　fbrmatioll　characteristic　analysis　to　observe

aspherical　particle　with　confbcal　ploarization　microscope．
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5．3．2’計算方法の検証

T．Wilon［10］らが理論的に求めた点散乱物体の共焦点型偏光顕微鏡像と比較す

る。図5．5に微小球の半径を変えたとき、共焦点型偏光顕微鏡で得られる像を示

す。観察像はx－－y平面の光強度分布を表す。図5．5（a）は、半径α＝2．5λ、（b）は、

半径α＝1．5λ、（c）は、半径α＝O．5λである。微小球の半径を小さくしていくと、

T．Wilon［10］らの結果と一致することが分かる。これより、この計算方法は正しい

といえる。
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寸

4a

y
（a）

（b）

（c）

図5．5：Calculated　results　for　the　images　obtained　by　use　of　a　confocal　polarization

microscope．　The　mages　are　of　particles　with　radii　of（a）αニ2．5λ，（b）α＝1．5λ，

（c）α＝＝0．5λ．
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5．3．3　従来の偏光顕微鏡と共焦点型偏光顕微鏡との結像特性の比較

　図5．6に微小球を観察したときに得られる像の計算結果を示す。図5．6（a）は共

焦点型偏光顕微鏡、（b）は従来の偏光顕微鏡の場合の計算結果である。球の半径を

α・2．5λ、屈折率をn・・1．33＋5．0×10”一’6i、波長をλ＝1．0μm、’対物レンズのNA

を0．9とした。そして、焦点面を光軸方向にz　・＝　一一〇．5α，0．0，＋0．5αと変えた。

　共焦点型偏光顕微鏡では、偏光面の回転しない偏光子と検光子の方向で強度が

ゼロになっているが、従来の偏光顕微鏡では、光が検出されていることが分かる。

さらに、従来の偏光顕微鏡は、球の中心部分で光が検出されている。これは、焦

点面以外からの偏光面の回転を検出しているためだと思われる。共焦点型偏光顕

微鏡は、光軸方向に分解能をもつため、焦点面以外からの光の影響は受けていな

いことがわかる。

　図5．7に、図5．6の焦点がz＝Oの場合の像の断面図を示す。球の中心と、急の

エッジ部y＝αで断面をとった。（a）は共焦点型偏光顕微鏡、（b）は従来の偏光顕

微鏡の場合の計算結果である。中心部の断面図より、共焦点型偏光顕微鏡は対物

レンズによる偏光面の回転の影響を受けないため、球による偏光面の回転がない

場所で光強度は低くなっていることがわかる。それに対し、従来の偏光顕微鏡で

は対物レンズによる偏光面の回転の影響を受けて、球による偏光面の回転のない

ところ（球の中心部および偏光子、検光子の方向）でも光強度が高くなっている

のが分かる。

　図5．8に光軸方向に走査したときの（a）共焦点型偏光顕微鏡と（b）従来の偏光顕

微鏡との応答の比較を示す。球の中心を走査したときの応答（赤線）を見ると、共

焦点型偏光顕微鏡は対物レンズによる偏光面の回転をまったく受けておらず、ま

た、y・＝O．1α（青線）では、球の境界で光強度が強くなっている事がわかる。この

ことから、今日焦点型偏光顕微鏡は、光軸方向に分解能を持つことが考えられる。

従来の偏光顕微鏡は、対物レンズの偏光面の回転の影響を受け、球の偏光特性を

検出できていない。

　このように、共焦点型偏光顕微鏡は、対物レンズによる偏光面の影響を受けな

いため、従来の偏光顕微鏡に比べ、精度良く試料の偏光特性の解析が行えること

が分かった。さらに、光軸方向に分解能を有していることが分かった。これより

共焦点型偏光顕微鏡は、偏光特性の三次元解析に非常に有効なツールであるとい

える。
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z＝－0．50

AnaIyzer

z＝0．0 z＝＋0．5a

（a）Confocal　polarization　microscope

（b）Conventional　polarization　microscope

図5．6：Calculation　results　of　image　observed　a　spherical　particle　with（a）confocal

polarization　microscope，（b）conventional　ploarization　microscope．
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図5．7：Cross　sction　of　image　of　calculation　results．
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5．4　平面基板上の微小球の電磁場解析

　5．2節では、微小球に光が入射した場合の散乱について述べた。この節では、基

板上の微小球に光が入射した場合の光の散乱について解析する。細胞内の核など

は細胞膜上に存在しており、その細胞膜の影…響を考える必要がある。また、生物細

胞は培地で培養、観察される。基板上に細胞を固定したセンサ・・…一・などが開発され

ており、平面基板上での微小球のイメージングや電磁場分布の解析が必要とされ

ている。平面基板上では、微小球と平面基板との間で多重散乱が起こり、イメー

ジングなどに影響を及ぼすと考えられ、基板の影響を考慮した光の散乱場の解析

が必要である。

5．4．1　計算手順

　図5．9に計算モデルを示す。球の半径をα、屈折率をni、球の周囲の媒質の屈折

率をn．、基板の屈折率をn、、球の中心から基板表面までの距離をdとする。ここ

で開発した計算手法は、FullerとKattawarの順次散乱の手法［26］と5．2節の任意

の電磁場が球に入射した場合の散乱場を扱う拡張型Mieの散乱理論を用いている。

　次に計算手順について示す。始めに、単一の球に対して外部から入射光が入っ

たとし、その球による散乱場を拡張型Mieの散乱理論を用いて計算する。この結

果から、球の下の平面基板上の電磁場分布を求めることができる。次に平面基板

上の電磁場分布の平面波展開［27］を行う。平面基板上の電場分布をE（x，y，のとす

ると、基板に入射する平面波は2次元フーリエ変換より次式で書ける。

A職）－fX工E（x，y，の×exp［－2πi（fx　x十fy　Y）］輌 （5．77）

　そして、それぞれの平面波の入射角に対して、p成分、8成分に分け、フレネル

の反射率を計算し、反射光を求める。それらの平面波を伝播させ、再び球に入射

させる。この反射光と外部からの入射場が単一球に入射したとして、同様の計算

を繰り返す。この繰り返し計算を電場分布が変わらなくなるまで繰り返す。この

ようにして、平面基板上の微小球による散乱場を計算することができる。この繰

り返し計算は、誘電体球と誘電体基板のような弱い相互作用の場合は、数回で収

束する。
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図5．9：Calculation　model　of　Mie　scattering　on　or　above　the　substrate．
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5．4．2　計算方法の検証

　図5．10に開発した計算方法とBartonの結果［231とを比較した結果を示す。実線

（のは、入射光がガウシアンビームで、平面基板がない場合の光散乱場のz軸断面

であり、Bartonの結果である。破線（b）、（c）、（のは、それぞれ平面基板の位置が

z＝＋1．3α（d＝1．3α）、z＝＋2．5α（d・＝2．5a）、　z＝＋9．0α（d＝9．0α）の場合であ

る。微小球と平面基板との距離dが小さくなるにつれ、平面基板のない場合の結

果の実線（のに近づいていっていることが分かる。特に、d＝＝－9．0αでは、基板のな

い場合の結果とほとんど同じである。この結果より、開発した計算方法は、十分

に正しいと言える。　　　　　　　　一

／
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図5．10：The　cross　sections　of　electromagnetic　field　along　the　z　direction．　The

solid　line（a）represents　Barton’sresult　in　Ref．［23］：the　scattered　field　without　a

substrate．　The　broken　lines（b），（c）and（のare　the　cross　sections　when　a　dielectric

substrate　exits　at　the　z：＝十1．3α（d＝1．3α），　z＝十2．5α（dニ2．5α）and　z＝＝十9．0α

（d＝・9．0α），respectively．
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5．4．3　平面基板上の微小球による光散乱

　平面基板上の微小球による光散乱場を求め、開発した計算方法を検証する。誘

電体球と誘電体基板の場合と金属球と誘電体基板の場合について述べる。

誘電体球と誘電体基板

　図5．11に誘電体平面基板上の金属微小球による光散乱場の計算結果を示す。図

は、y－z平面の光強度分布である。微小球の半径αは光の波長と同じ、屈折率nz

は、1．5である。平面基板の屈折率n、は、1．5とした。入射光は収束光とし、対物

レンズの開口数は0．9である。また、入射光の偏光方向は、x軸方向である。

　図5．11（a），5．11（b），5．11（c）は、微小球の中心にレーザー光を集光した場合の電場

の強度分布である。微小球下部から平面基板までの距離dは、oo、1．5λ、0．1λと

した。図5．11（a）では、微小球の上部で入射光と球で反射した光が干渉しているこ

とが分かる。また、図5．11（b）では、微小球と平面基板との間に干渉縞ができてい

る。これは、微小球で散乱した光が平面基板で反射したからである。微小球と平

面基板との距離が非常に近い場合の図5．11（c）では、平面基板にカップリングした

光が発生していることが分かる。

　図5．11（d），5．11（e），5．11（f）は、（x，y，z）＝（0．0，1．5α，0．0）にレv・一・一・ザs・・・…L光を集光した

場合の電場の強度分布である。微小球下部から平面基板までの距1離dは、oo、1．5λ、

0．1λとした。この焦点位置の場合では、入射光は微小球の中を伝播していることが

分かる。これは、入射光が微小球と周囲との界面で全反射を繰り返しながら、伝播

しているからである。また、図5．11（a），5．11（b），5．11（c）と同様に、微小球の上方で

入射光と反射光による干渉縞が発生している。図5．11（f）では、微小球の表面で発

生した近接場が平面基板とカップリングしている。カップリングした光は臨界角で

ある41．8°の方向に伝播している。また、図5．11（e）の平面基板と微小球との距離

dが1．5λの場合では、カップリングは起こっていない。このことから、図5．11（f）

におけるカップリングは近接場が寄与しているということが言える。このような

ことは考えられることであり、計算方法が正しいことを示している。
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Focal　position　y＝0・0
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d＝1．57v

d＝0．1λ
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（b）

（c）

y＝1・25a

y
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図5．11：The　scattered　intensity　distributions　in　the　y－zplane　by　a　dielectric

particle　near　a　dielectric　substrate．　The　refractive　indices　of　both　the　particle　and

the　substrate　are　1．5．　In（a），（b）and（c）the　laser　beam　is　fbcused　at　the　center

of　a　particle　or（x，　y，，2i）＝（0，0，0），　while　in（d），（e）and（f）the　beam　is　focused　at

（x，y，　z）＝（0，1．25α，0）；（a）and（d）show　the　scattered　field　wi七hout　the　substrate

or（1＝oo；（b）and（e）show　the　field　of（d＝2．5a，　and（c）and（f）show　the　field　of

d＝1．1α．
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金属球と誘電体基板

　図5．12に誘電体平面基板上の金属微小球による光散乱場の計算結果を示す。図

は、y－－z平面の光強度分布である。微小球の半径αは光の波長と同じ、屈折率物

は、0．9744＋1．850iである。これは、波長633nmにおける金の屈折率である。平

面基板の屈折率n、は、1．5とした。入射光は収束光とし、対物レンズの開口数は

0．9である。また、入射光の偏光方向は、x軸方向である。

　図5．12（a），5．12（b），5．12（c）は、（x，y，z）：（0．0，0．0，0．75α）にレーザー光を集光し

た場合の電場の強度分布である。微小球下部から平面基板までの距離dは、oo、

1．5λ、0．1λとした。微小球の上部で入射光と球で反射した光が干渉していること

が分かる。干渉縞のビジビリティは、図5．11（a）の誘電体球の場合より高くなって

いる。なぜなら、誘電体球に比べ金属球の方が反射率が高いためである。また、微

小球が金属であるため入射光が直接伝播できないにもかかわらず、微小球の下で

電場が強くなっていることが分かる。また、図5．12（b）、図5．12（c）から、微小球

の下の電場の強度は、微小球と基板との距離が近いほど強くなっていることが分

かる。

　図5．12（d），5．12（e），5．12（f）は、微小球の中心からz軸方向に0．75αだけずらした

位置にレーザー光を集光した場合の電場の強度分布である。微小球下部から平面

基板までの距離dは、oo、1．5λ、0．1λとした。この場合は、図5．12（a）と同様にビ

ジビリティの高い干渉縞が形成されている。しかし、焦点の位置が微小球の中心

より下にあるため、微小球の上部だけでなく、微小球の両側面からの反射光の寄

与も大きいため、干渉縞は円形になっている。図5．12（c）より、微小球の下で電場

が増強されていることが分かる。この微小なスポットの強度は約10倍程度増強さ

れている。また、全幅半値幅は、y軸方向で0．23α、　z軸方向で0．25αである。これ

は、微小球と平面基板との多重散乱により、電場が増強された結果である。さら

に、図5．12（c）より金属球に入射した光により発生した近接場が平面基板とカップ

リングして、基板中を伝播していることが分かる。

　図5．13に、図5．12（d），5．12（e），5．12（f）のz軸の断面図を示す。平面基板と微小球

との距離が近い場合に、非常に強度が強く、局在化されたピV・一…クが、球の下にで

きていることが分かる。このピークの半値幅は、x軸方向で0．25αと非常にシャー

プである。このピークは、レー一ザートラッピングを利用したニア・フィールド顕

微鏡［28］に非常に有効である。この電場増強は、ニア・フィ・・・・…ルド顕微鏡で用い

られていることであり、開発した計算方法が正しいことを示している。
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Focal　position　z＝0．0
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d＝1．57L
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（c）
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図5．12：The　scattered　intensity　distributions　in　the　y　一　z　plane　by　a　metal　particle

near　a　dielectric　substrate．　The　refractive　indices　of　the　metal　particle　and　the

substrate　are　O．9744十1．850i　and　1．5，　respectively．　In（a），（b）and（c）the　laser

beam　is　focused　at　the　center　of　the　particle　or（」C，y，　z）＝（0，0，0），　while　in（d），

（e）and（f）the　beam　is　focused　at＠，　y，　z）＝（0，0，0．75α）；（a）and（d）show　the

scattered丘eld　without　the　substrate　or　dニoo；（b）and（e）show　the　field　of

d　＝＝2．5α，and（c）and（f）show　the　field　of　d＝1．la．
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図5．13：The　cross　sec七ions　of　Figs．3（d），3（e）and　3（f）along　z　axis．　The　fu11　width

a七half　maximum　of　the　peak　is　about　O．25α．
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5．4．4　平面基板上の球に対する共焦点型偏光顕微鏡の結像特性

　　　　　　へ
　5．3節では、平面基板のない場合について解析した。ここでは、平面基板上の微

小球を偏光顕微鏡により観察した場合の結像特性について解析し、平面基板の影

響について議論する。図5．14に計算モデルを示す。x軸方向に偏光した直線偏光

の入射光を対物レンズの微小球の一点に集光する。散乱光は5．4．1小節で述べた平

面基板上での拡張型Mieの散乱理論を用いた。そして、検光子を通過するy、　z成

分から偏光顕微鏡により検出される信号を求めた。

　図5．15に微小球の下に基板がある場合の（a）共焦点型偏光顕微鏡、（b）は従来

の偏光顕微鏡の結像特性の計算結果を示す。球の半径をα＝2．5λ、屈折率をn＝

1．33＋5．0×10－6i、波長をλ＝1．0μm、対物レンズのNAを0．9とした。そして、

焦点面を光軸方向にz＝－0．5α，0．0，＋0．5αと変えた。これらの条件は、5．3節と同

じである。そして、平面基板の屈折率は、n、＝1．57とした。共焦点型偏光顕微鏡

では、基板のない場合と同様に偏光面の回転しない偏光子と検光子の方向で強度

がゼロになっている。しかし、基板のある場合には、明るい部分が多重になって

いる。これは、基板からの反射光の影響である。従来の偏光顕微鏡では、z＝O．0、

z＝＋0．5αにおいて偏光子の方向で光が検出されてしまう。
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図5．14：Calculation　model　for　the　image　formation　characteristic　analysis　to　ob－

serve　a　spherical　particle　on　substrate　with　confocal　ploarization　microscope．
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Polarizer

z＝－O．5a

Analyzer

z＝O．0 z＝＋O．5a

（a）Confocal　polarization　microscope

（b）Conventional　polarization　microscope

図5．15：Calculation　results　of　image　observed　a　spherical　particle　on　the　substrate

with（a）confocal　polarization　microscope，（b）conventional　ploarization　micro－

scope・
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5．5　まとめ

　拡張型Mieの散乱理論を用い、共焦点型偏光顕微鏡の球に対する結像特性を解

析した。その結果、従来の偏光顕微鏡では、球による偏光面の回転のない部分で

も、偏光面の回転を検出することを示した。光軸応答でも、球による偏光面の回

転ではない擬i似ピークが検出された。それに対し、共焦点型偏光顕微鏡では、従

来の偏光顕微鏡で見られた擬似ピークは見られなかった。共焦点型偏光顕微鏡は、

球による偏光の回転だけを検出でき、三次元分解能を有することを示した。

　さらに、平面基板上の微小球に対する光散乱を解析する方法を開発した。誘電

体球と誘電体基板の場合には、微小球で発生した近接場が基板とカップリングし、

臨界角方向へ伝播した。金属球と誘電体基板の場合では、金属球と平面基板の間

の多重散乱により電場が増強された。また、平面基板を徐々に遠ざけていくとMie

の散乱理論と一致した。これらは、開発した方法が正しいことを示している。

　そして、平面基板上の球に対する共焦点型偏光顕微鏡の結像特性について解析

した、共焦点型偏光顕微鏡では、球による偏光面の回転しない部分では偏光子と

検光子の方向で強度がゼロになっている。しかし、基板のある場合には、明るい

部分が多重になっている。これは、基板からの反射光の影響があることを示して

いる。

　ここで開発した平面基板上の微小球による光散乱を解析する手法は、プローブ

先端での電場増強を利用するニア・フィールド顕微鏡［28，29，30］、摩擦計測［31］、

粘性の三次元分布の計測［32］、生体の力学量の測定［33］の解析にも非常に有効であ

る。これらの計測は、レーザートラッピング［34］を平面基板上で行い、微小球の

ずれ量を検出しているため基板の影響を無視することはできない。付録Aに基板

上の球に働く光放射圧の解析について述べる。
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第6章　共焦点型偏光顕微鏡の蛍光偏

、　　　光観察への応用

　蛍光観察は、観察部位だけを蛍光プローブにより染色することにより、高感度

に試料を観察することができる手法であり幅広く用いられている。特に組織細胞

化学や分子生物学の分野において、細胞内でのDNAやRNA［35，36，37］、あるい

は様々な蛋白、Caイオン濃度などの局在や定量を目的として、様々な研究に用い

られている［38，39］。また、細胞内での分子間の相互作用や分子構造の解析に応用

されている［40，41］。

6．1　蛍光偏光観察の原理

　蛍光分子の遷移モーメントはその分子の構造によって決まるある方向を向いて

いる。そのため、その励起確率は励起光の偏光方向に依存する。図6．1に示すよう

に蛍光分子の遷移モーメントと励起光Pの偏光方向とすると、蛍光分子が励起光

で励起される確率は次式で書ける。

P（α）＝P。C・S2α （6．1）

ここでαは分子の遷移モーメントと励起光の電場ベクトルがなす角度である。分

子の遷移モーメントと励起光の電場ベクトルが平行のときに励起確率が最大とな

り、分子の遷移モーメントと励起光の電場ベクトルが垂直のときに励起確率が0に

なることが分かる。図6．2に直線偏光で蛍光を励起した場合の励起確率を示す。蛍

光分子が励起光の電場ベクトルの振動方向と平行であれば、励起される確率が高

いため蛍光は強くなる。それに対し、励起光の電場ベクトルの振動方向と垂直の

場合には蛍光は励起されない。

　このように蛍光は、蛍光分子の発光にかかわる電子の振動方向に沿って偏光す

る［42］。

70



TranSitiOn　moment
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of　excitatiorl　light

図6．1：Relation　between　the　electric　field　vector　of　excitation　light　and　the　tran－

sitional　moment　of　a　fluorescence　molecule．

polarization　direction
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図6．2：Excitation　probability　of　fiuorescence．
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6．2　蛍光顕微鏡の原理

　蛍光分子とは特定の波長の光を吸収して（図6．3aのλ1），それよりも長い波長の

光（図6．3aのλ2）を放出する分子のことである。蛍光顕微鏡は、その蛍光分子を試

料内め注目する特定の分子に結合させ、蛍光分子の分布、偏光、蛍光寿命や動き

などを観察する顕微鏡である。図6．3（b）に蛍光顕微鏡の光学系を示す。光源の照

明光は＼励起フィルターで蛍光分子が吸収する波長以外の光はカットされる。こ

れにより、観察を邪魔する背景光が減弱される。この励起光が、対物レンズを通

し集光され試料を照明する。蛍光試料から発せられる蛍光は、励起光と逆向きに

進んで対物レンズを通してダイクロイックミラーに到達する。ダイクロイックミ

ラーは、特定の波長以下の光を反射して、それ以上長い波長の光を透過する性質

を持つ。そのため、蛍光はこのミラーを透過するが、励起光が試料で反射した成

分は透過できない。そして、吸収フィルターで、注目する蛍光以外の波長をカッ

トして、検出器により検出する。
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図6．3：（a）Excitation　and　emission，　relations　the　refiection　and　transmission　char－

acter　of　excitation　fi1七er，　absorption丘lter　and　dichroic　mirror．（b）Optical　path　of

且uorescence　microscope．
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6．3　共焦点型偏光顕微鏡による蛍光観察

　図6．4に蛍光観察のための共焦点型偏光顕微鏡の光学系を示す。光源には波長

λ＝514．5nmのAr＋レーザーを用いた。光源からのレーザー光はビ・・・…ムエキスパン

ダーで拡げ、レーザー光をλ／4板で円偏光とし、グラントムソンリズムで直線偏

光とする。用いたグラントムソンプリズムの消光比は5．0×10－5である。グラント

ムソンプリズムを回転させることで任意の方向の偏光面をもつ直線偏光が取り出

せる。励起光であるレーザー光を、ダイクロイックミラs・・・・…‘（付録B）で方向を変

え、対物レンズ（NAO．65、倍率40倍）で試料上の一点に集光する。そして、蛍光

分子を励起し、蛍光を発光させる。蛍光と散乱光が同じ対物レンズで集められる

が、ダイクロイックミラーで励起光の波長である514．5nmの波長の散乱光をカッ

トし、さらにフィルター（付録D）で波長524nm以下の蛍光以外の光を取り除く。

そして、グラントムソンプリズムで偏光面の回転した成分のみを検出する。このグ

ラントムソンプリズムは、入射側の㊥のと光学軸が直角になるように置いた。偏光

面の回転した成分はレンズにより集光され、ピンホールを通過した光のみを光電

子増倍管（Hamamatu　H5781－01）で検出する。検出した光強度は、　ADボードを通

してコンピューターに取り込む。走査はコンピューターからGP－IBを使いステー

ジを動かして行った。
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図6．4：0ptical　configuration　of　ploarization　confocal　microscope　for　fluorescence．
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6．3．1 臭化擬イソシアニン色素（PIC－Br）の蛍光の偏光観察

　臭化擬イソシアニン色素のJ凝集体は、2次、3次の光学的非線形性をもつ物質

である。図6．5にサンプルの作製法を示す。40mgのPVAを沸騰した2m1の水に溶

かし、10mgの臭化擬イソシアニン色素をくわえた。これをVertical　spin－coating

した。Vertical　spin－coatingすることで分子の向きを1方向にそろえることが出来

る。図6．6に作製したサンプルの特性を示す［43］。入射光の偏光方向により吸収が

大きく異なっていることが分かる。

　図6．7に共焦点型偏光顕微鏡でシアニンを観察した結果を示す。ここでは、励起

光の偏光方向に対する励起効率の違いを観察するため、検光子を使用しない。図

6．7（a）はVertical　spin－coatingの回転方向と平行な偏光の励起光を入射した場合、

図6．7（b）はVertical　spin－coatingの回転方向と垂直な偏光の励起光を入射した場合

である。図6．7（a）と（b）とでは、蛍光が強く発光している場所が異なっている。こ

れは、Vertical　spin－coatingにおいてすべての分子が同じ方向を向かなかったため

と考えられる。また、観察像中心部では、円形の欠陥が観察されている。これは、

図6．7（a）と（b）において観察されているため、ここでは、分子がランダムになって

いると考えられる。蛍光強度は、図6．7（b）に比べ図6．7（a）が最大で約2倍強くなっ

ている。このように、励起光の偏光方向とJ凝集体の向きとにより発光する蛍光

強度が異なることが確認できた。
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図6．5：Schematic　diagram　of七he　vertical　spin－coating　method．
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図6．6：Absorption（thin　solid　lines）and　dichoic（dotted　line）spectra　of　erien七ed

J－aggregates　of　PIC－Br　in　a　PVA創m　measured　at　room　temperature，　Absorption

spectra　were　measured　fbr　parallel（11）and　parpendicular（⊥）ploarizations　to　ori－

entation　axis．　Calculated　spectrum　is　also　depicted　fbr　parallel（closed　bar）and

perprndicular（open　bar）polarizations．
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（a） （b）

図6．7：0bservation　results　of　Cyanine　dye．（a）parallel　polarized　incident　beam

in　the　direction　of　the　rotation．（b）perpendicular　polarized　incident　beam　in　the

direction　of　the　rotation．
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6．3．2　ペリレンの蛍光の偏光観察

　図6．8に有機物質のペリレンの蛍光を従来の偏光顕微鏡（a）と共焦点型偏光顕微

鏡（b）で観察した結果を示す。光軸方向に5μmずつ光軸方向に動かして観察した。

また、共焦点型偏光顕微鏡では、クロスニコル（入射側と検出側のグラントムソ

ンプリズムの光学軸が直角）のときを0°として検出器側のグラントムソンプリズ

ムの角度を0°、60°、90°と回転して観察した。図6．8（a）と（b）0°のときから、

共焦点型偏光顕微鏡の方が非常にシャープな観察像であることが分かる。これは、

従来の偏光顕微鏡では、励起された蛍光がすべて検出され、共焦点系では検出器

の直前に置いたピンホールで対物レンズの焦点以外で励起された蛍光はカットす

るためこのような結果となっている。また、光軸方向に動かした結果も同様の理由

から、従来の偏光顕微鏡ではほとんど変化の見られない観察像となっている。共

焦点型偏光顕微鏡では検出器の直前に置いたピンホールの効果により光軸方向に

分解能を有していることが分かる。さらに、共焦点型偏光顕微鏡で検出器側のグ

ラントムソンプリズムを回転させ、蛍光の偏光を解析することにより、蛍光分子

の配向を解析することができる。図6．8（b）の矢印A、B、　C、　Dの強度を比較する

と、矢印Bで蛍光強度が最大となっている。このことから、矢印Bの部分では、

蛍光分子は30°方向を向いていることが分かる。また、図6．8（b）のグラントムソ

ンプリズムの回転角が0°の場合の観察像の矢印E，F，Gより、内部では蛍光分子が

0°方向に配向していることが分かる。このように、共焦点型偏光顕微鏡は、蛍光

分子の三次元的な配向を観察できることがわかる。
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図6．8：0bservation　results　of　the　fluorescence　of　perylene　wtih（a）conventional

ploarization　microscope，（b）confocal　ploarization　microscope．
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6．3．3　1，6－diphenyl－1，3，5－hexatriene（DPH）結晶の蛍光偏光観

　　　　察結果

　図6．9に1，6－dipheny1－1，3，5－hexatriene（DPH）の構造を示す。　DPHは、吸収と発

光の遷移双極子が分子の長軸と平行になっている円筒形の分子である。従って、そ

れらの蛍光偏光は分子の回転運動がない状態で高く、周囲との相互作用に起因す

る分子の長軸方向の変化に非常に敏感である。

　図．6．10にDPHの蛍光を共焦点型偏光顕微鏡（a）と従来の偏光顕微鏡（b）で観察

した結果を示す。励起光源には、波長408nmの青色ダイオードレーザs・・…－Lを用いた。

使用したダイクロイックミラーの特性を付録Cに示す。偏光子と検光子はクロス

ニコルである。光軸方向には、1．5μmずつ光軸方向に動かして観察した。DPHの

結晶の中央部は、フォトブリーチングを起こさせて、蛍光が出ないように欠陥を

作製した。共焦点型偏光顕微鏡では、その欠陥の周りで偏光面が回転しているこ

とが分かる。これは、欠陥を作製する際に発生した熱により、分子の配向が乱れ

たためと思われる。また、その欠陥の様子を、光軸方向にも高分解能に観察でき

ていることが分かる。従来の偏光顕微鏡ではコントラストが低く、欠陥を観察で

きていないことが分かる。さらに、光軸方向に動かしても、内部構造を観察する

ことができない。図6．11に図6．10（a）A－A’と（b）B－B’との断面を示す。実線が共焦

点型偏光顕微鏡、破線が従来の偏光顕微鏡の断面図である。共焦点型では欠陥部

を高コントラストに観察できていることがわかる。また、細かい構造を観察でき

ている。共焦点型偏光顕微鏡は、従来の偏光顕微鏡に比べ、コントラストは3．1倍

向上している。これは、共焦点光学系が、対物レンズによる偏光面の回転だけで

なく、焦点以外からの蛍光をカットできるためである。
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図6．10：0bservation　results　of　the　fluorescence　of　DPH　wtih（a）confocal　ploariza－

tion　microscope，（b）conventional　ploarization　microscope．
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6．4　蛍光偏光観察の生物への応用

　図6．12に抗原一抗体の蛍光偏光測定の例を示す［44］。蛍光標識された抗体が抗

原と結合する。そうすると、蛍光分子はある一定の方向を向く。従って、蛍光の偏

光を測定することで抗体の向きが分かる。また結合していない抗体は、ブラウン

運動しているために偏光度は低い。この他にもDNA一タンパク質［45，46］、タン

パク質一タンパク質［47］などの生体分子間相互作用に応用することができる。次

に、図6．13に生体膜の蛍光偏光観察について示す。図に示すように生体膜の分子

は配向しており、それを蛍光標識し観察することで生体膜の分子の配向性がわか

る。蛍光が非常に偏光した状態で観察できれば、生体膜の配向性が高いというこ

とやその分子の向きがわかる。さらに、局所領域の流動性や構造のゆらぎなども

知ることができる［48，49，50］。アクチンフィラメント、微小管や線維束の配向性

などの観察にも応用することができる［51，52］。
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　図6．12：Biomolecular　interaction．
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図6．13：0rientation　of　cell　membrane．
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6．4．1　リポソe－・一ムの配向性の解析

リボソームの作製

　図6．14にリボソームの作製法を示す。まずはじめに、リン脂質（1，2－Distearoyl－

sn－Glycero－3－Phosphocholine（図6．15））2．5mgをクロロホルム1．Omlに溶した。そ

して、リ？脂質溶液の入った試験管を回しながら、窒素ガスを吹き付け溶媒を気化

させた。さらに、真空脱気を12時間行い、溶媒を完全になくした。リン脂質の膜

が試験管の底に付着した。次に、その試験管に水1m1を加え、65℃で撹件した。そ

して、蛍光プロ・・…一・ブ5－buty1－4，4－difluoro－4－bora－3a，4a－diaza－　s－indacene－3－nonanoic

acid（C4－BODIPY⑧500／510　Cg，　Molecluar　Probes（図？？）1mgをDMSO　lmlに

溶かしたものをリボソームの入った溶液に加えた。図6．17に作製したリボソーム

の構造を示す。リボソームはリン脂質が球状に並んだ物質である。

リポソー一ムの観察結果

　図6．18に（a）共焦点型偏光顕微鏡と（b）従来の偏光顕微鏡でリボソームを観察

した結果を示す。共焦点型偏光顕微鏡では、リボソームは明るい部分が4つに割

れている。これは、図6．19に示すように、入射光の偏光方向と、平行な成分をも

つ蛍光分子は励起され、垂直な部分の蛍光分子は励起されない。そして、入射光

の偏光方向と平行な成分の蛍光は、検光子によりカットされる。そのため、リポ

ソームの観察像の明るい部分が4つに割れるのである。このように、蛍光の偏光

状態を観察することで、リボソームの膜の状態を観察できることが分かる。一方、

従来の偏光顕微鏡では、観察像は4つに割れておらず、蛍光の偏光を高感度に観

察できないことが分かる。
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図6．14：The　method　of　producing　liposome．
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図6．16：The　structure　of且uorescence　probe．
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図6．17：The　structure　of　lipsome　labelled　by且uorescence　probe．
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図6．18：0bservation　results　of　the　liposome　stained　with　BODIPY　wtih（a）con－

fbcal　ploarization　microscope，（b）conventional　ploarization　microscope．
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図6．19：The　image　fbrmation　of　liposome．
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6．5　まとめ

　蛍光観察に共焦点型偏光顕微鏡を応用し、従来の偏光顕微鏡に比べ、高コント

ラストでかつ三次元分解能を有することを示した。従来の偏光顕微鏡では観察で

きない蛍光性結晶の内部の分子の配向性や欠陥を観察することができた。これは、

共焦点光学系により、対物レンズにより偏光面が回転した成分が励起した蛍光や

対物レンズの焦点以外で発生した蛍光を除去しているためである。共焦点型偏光

顕微鏡は、従来の偏光顕微鏡に比べ、コントラストは3．1倍向上した。また、生物

への応用では、蛍光プローブの蛍光偏光を観察することにより、従来の偏光顕微

鏡では困難であったリボソームの分子配向を観察することができた。このように

共焦点型偏光顕微鏡は、蛍光偏光観察においても非常に有効な手段であることが

分かった。DNA一タンパク質、糖一レクチンなどの生体分子間相互作用や生体膜

の配向性や流動性、線維束の配向性などに応用できる。また、2光子励起蛍光顕微

鏡と組み合わせることにより、これから青色レーザーに使われるGaNやZnOな

どの半導体材料の配向や内部欠陥などの観察、評価への応用が期待できる。
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第7章　総括

　第1章では、従来の偏光顕微鏡は、対物レンズで偏光面が回転してしまうため

高分解能化が難しいという問題点について述べた。

　第2章では、共焦点レーザー顕微鏡のもつ特徴（高コントラスト、光軸方向の分

解能など）について説明した。　　　　　　　　　　　一

　第3章では、従来の偏光顕微鏡の問題点である，対物レンズによる偏光面の回転

による像への影響を知るため、焦点面に出来る電場分布を求めた。その電場分布

から、検出器の前のレンズの焦点位置にピンホールをおき中心のみを検出するこ

とで、対物レンズで偏光面の回転した成分を除去できることが分かった。さらに、

偏光面の回転した成分を除去するためのピンホ・…一…ルのサイズについて検討した。そ

の結果、共焦点型偏光顕微鏡のピンホS…一・ルは、共焦点顕微鏡で最適とされるエア

リ・・・・…ディスクと同じ半径のピンホールでは大きすぎ、偏光面の回転した成分を除

去できないことがわかった。共焦点型偏光顕微鏡では、対物レンズのNAと観察

像に要求されるコントラストからピンホールサイズを決定しなければならないこ

とを示した。

　第4章では、実際に共焦点型偏光顕微鏡を構築した。そして、様々の試料を観察・

し、その有効性を示した。共焦点型偏光顕微鏡によるポリスチレンラテックス球

の観察では、球のエッジ部分で偏光面が回転する様子が観察できた。しかし、偏光

子と検光子の方向では偏光面は回転しない。試料を光軸方向に動かし、焦点面を

変えると、その球断面の円の半径に対応したエッジ部分が観察できた。従来の偏

光顕微鏡に比ベバイアス成分がカットされており、高コントラストであった。アス

コルビン酸の結晶の観察において、従来の偏光顕微鏡に比べ、高コントラストで

あり、結晶の構造の解析に有効であることを示した。また、生物試料として昆虫

の複眼や仮道菅を観察した。その結果、生物試料の偏光特性を三次元に観察する

ことができ、従来の偏光顕微鏡では得ることのできない知見を得ることができた。

　第5章の拡張Mieの散乱理論を使った共焦点型偏光顕微鏡の結像特性の解析に

おいて、数値計算による結果と実験による観察結果が一致した。また、従来の偏

光顕微鏡で偏光観察を行うと、対物レンズの偏光面の回転の影響を受け、精度良
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く偏光特性を測定できないことが分かった。共焦点系を導入することで光軸方向

に分解能を有することも確認した。さらに、平面基板上の微小球による電磁場解

析法を開発し、共焦点型偏光顕微鏡で基板上の微小球を観察した場合の基板の影

響を検討した。

　第6章では、共焦点型偏光顕微鏡を蛍光観察に応用した。蛍光の偏光を観察す

ることで分子の配向を観察できることを示した。共焦点型偏光顕微鏡によるペリ

レンの観察では、分子の配向の3次元観察を行った。検光子を回転することで分

子の配向を決定できる。また、生物細胞の観察へ応用では、リボソームを蛍光標

識し、その分子配向を観察した。共焦点型偏光顕微鏡を、蛍光偏光解消測定に導

入すれば、生体膜の状態や抗体一抗原反応などの生体分子間相互作用を高感度か

つ三次元に解析することができる。
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微小球に働く放射圧の解析

　近年、研究が進んでいるレーザートラピングの放射圧について述べる。レーザー

トラッピングは光が及ぼす力を使って小さい粒子、細胞をっかまえ、これを自在

に動かすことができる技術である。このレーザートラッピングは、ニア・フィール

ド顕微鏡、摩擦i力顕微鏡、表面力顕微鏡、粘性の三次元測定、生体の力学量の測

定などに幅広く用いられており、ナノテクノロジー・バイオテクノロジーにおい

て重要な技術である。これらのアプリケーションは、粒子に働く放射圧や捕捉位

置を計測している。平面基板上でトラップした場合、放射圧や捕捉位置は多重散

乱により決まる。したがって、これらのシステムの分解能、精度を向上には、平

面基板の影響を考慮する必要がある。

A．1　微小球に働く放射圧の計算

　微小球に働く放射圧Fは、球表面で単位ベクトルとマクスウェルの応力テンソ

ルTとの内積を積分することで求めることができ、次式で書ける。

＜F＞一く分・Tas＞ （A．1）

　だたし、〈〉は時間平均を表す。マクスウェルの応力テンソルTは微小球の電

磁場分布より次式で書ける。

T一
VEE＋HH　一　i　（EE2＋H2）・） （A．2）

A．2　微小球に働く放射圧の計算結果

　図A．1に計算条件を示す。球の半径はα　・O．25λ、球の屈折率はnp　・＝（1．59，0．0）、

平面基板の金で屈折率はn、＝（0．9744，1．850）である。球の周りの媒質の屈折率は
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n，＝1．33、対物レンズの開口数は1．2とした。また、対物レンズに入射する平面波

はx軸方向に偏光している。対物レンズの焦点位置と平面基板との距離はZf　＝2．Oα

である。ポテンシャルの計算範囲は、図A．1の灰色部分で、サイズは2．Oα×2．0α

である。図A．2に微小球のポテンシャルと光の散乱場の計算結果を示す。光散乱場

の分布より平面基板からの反射光により、干渉縞が発生していることが分かる。そ

して、微小球は干渉縞の明線部分でトラップされやすくなることが分かる。微小球

がトラップされる位置が、多重散乱により発生した干渉縞により2箇所になってい

ることがわかる。平面基板がある場合のトラップ位置は、x・＝0．25λとx　・一一〇．58λ

である。平面基板がない場合のトラップ位置は、z＝0．37λである。図A．3にポテ

ンシャルの断面図を示す。平面基板のある場合は、多重散乱により発生した干渉

縞によりポテンシャルが変調されていることが分かる。この変調の間隔は、λ／2で

ある。また、平面基板の近くで、基板方向に押しつける力が発生している。これ

は、微小球と平面基板との間での多重散乱により電場が増強され、微小球下部で

電場が増強された結果である。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　ULasl）「　xp°la「izati°n

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Objective　NA　1．2

Surrounding　medi
water（ne＝1　．33）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ex　pa「ticle（a＝O・25λTnp＝1・59）

　　　　　　　㌍2・Oa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gold　substrate
　　　　　　　　　　　　　7f／／／／〃ns＝（・・9744，1・85・））

図A．1：Calculation　condition　of　potential　of　radiation　fbrce　for　a　spherical　particel

near　a　substrate．

102



（0．0，0．1，0．23）

u．

　10

（0．0ρ．O，O．23）

図A．2：Calculation　results　of　potential　of　radiation　force　for　a　spherical　particel

near　a　substrate　and　light－intensity　distributions．
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図A．3：Cross　sction　of　the　potential　along　z－axis　with　substrate，　without　substrate
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ダイクロイックミラv…一・d・・の特性

（アルゴンイオンレ・・・…一・・Lザ・一・・・・…用）

t　”t i一一一’一

『

§

『

爵

c

tSl

婁

、

図B．1：The　character　of　dichroic　mirror　fbr　Ar＋laser（λ　＝514．5nm）．
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付録C　ダイクロイックミラーの特性
　　　　　　（青色ダイオN・・’・’一・…ドレ・・・・…d－Lザー用）

㎏
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7◎◎ 800

図C．1：The　character　of　dichroic　mirror　for　blue　diode　ldser（λ　＝408nm）．
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ブイルターの特性
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