
(57)【要約】

【課題】蛍光顕微鏡においては、複数波長の励起光の場

合、生起する二つの蛍光ピークが、重畳して、正確な励

起光ごとの蛍光ピークが同時に得られず、特に多色励起

光での蛍光ピークの重畳は、細胞の動態計測、あるいは

薬剤と細胞との関係の検出測定などが困難であった。

【解決手段】第１のダイクロイックミラー２で、励起光

の波長から順次間歇的に選択した２励起光と、試料から

生起した２蛍光を分離し、この２蛍光を更に第２のダイ

クロイックミラー４で反射、透過させて単独の蛍光ピー

クに分離し、これらを電子的検出器５，６で検出し、必

要があれば励起波長順に蛍光ピーク表示させ、２蛍光ピ

ークを連続的に観察する。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 蛍 光 ピ ー ク を 発 生 す る 物 質 が ラ ベ リ ン グ さ れ た 試 料 に 励 起 光 を 照 射 し て 、 試 料 か ら 生 起
す る 蛍 光 ピ ー ク を 測 定 す る も の に お い て 、 励 起 光 源 か ら 波 長 順 に 間 歇 的 に 順 次 ２ 励 起 光 を
選 択 す る と と も に 、 こ れ ら の 順 次 に 選 択 さ れ る ２ 励 起 光 で 試 料 を 照 射 し 、 生 起 し た ２ 蛍 光
ピ ー ク を 透 過 さ せ る ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 介 し て 励 起 光 と 蛍 光 ピ ー ク と を 分 離 す る と と
も に 、 こ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 順 次 透 過 す る ２ 蛍 光 ピ ー ク を 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク
ミ ラ ー を 介 し て 反 射 、 及 び 透 過 さ せ て 分 離 検 出 し 、 か つ 励 起 光 の 波 長 順 に 蛍 光 ピ ー ク の 配
列 を 修 正 表 示 す る よ う に し た 蛍 光 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 に 複 数 の 励 起 光 を 順 次 照 射 し て 、 生 起 す る 複 数 の 蛍 光 ピ ー ク を ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ
ー を 介 し て 測 定 す る も の に お い て 、 励 起 光 源 か ら 波 長 順 に 間 歇 的 に 順 次 ２ 励 起 光 を 選 択 す
る 光 源 部 と 、 こ の 順 次 に 選 択 さ れ る ２ 励 起 光 で 試 料 を 照 射 し 、 生 起 す る ２ 蛍 光 ピ ー ク を 透
過 さ せ て 分 離 す る 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー と 、 こ の 分 離 さ れ た ２ 蛍 光 ピ ー ク の 一 方 を
反 射 し 、 他 方 を 透 過 さ せ て ピ ー ク 分 離 す る 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー と 、 こ の ダ イ ク ロ
イ ッ ク ミ ラ ー で 分 離 さ れ た 夫 々 の 蛍 光 ピ ー ク を 検 出 す る ２ 個 の 電 子 的 検 出 器 と 、 こ れ ら の
検 出 器 出 力 を 励 起 光 の 波 長 順 に 修 正 表 示 す る 表 示 部 と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 顕 微
鏡 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー の 後 方 に 、 更 に 反 射 ・ 透 過 の 波 長 特 性 が 相 違 す る ダ イ
ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 配 置 し 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 分 離 さ れ た 蛍 光 ピ ー ク が さ ら
に 分 離 さ れ る よ う に 構 成 し た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 蛍 光 顕 微 鏡 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 蛍 光 測 定 に お い て 、 二 つ の 蛍 光 を 連 続 的 に 観 測 す る 際 、 機 械 的 に フ ィ ル タ を
交 互 に 取 替 え て 画 像 を 所 得 し な く と も 、 同 時 に 蛍 光 を 所 得 で き 、 時 間 的 な ロ ス の な い 最 適
な 蛍 光 測 定 法 及 び 蛍 光 顕 微 鏡 に 関 す る も の で 、 特 に 細 胞 の 分 裂 挙 動 を 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察
す る 、 あ る い は 薬 剤 と 細 胞 と の 関 係 を 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 す る な ど 、 蛍 光 を 発 生 す る 複 数
の 蛍 光 物 質 で ラ ベ リ ン グ し た 細 胞 に 複 数 波 長 の 励 起 光 を 照 射 し て 複 数 の 蛍 光 ピ ー ク を 生 起
さ せ 、 細 胞 （ 試 料 ） の 分 裂 挙 動 の 状 態 を 連 続 的 に 観 察 す る 等 に 適 し た 蛍 光 測 定 方 法 及 び 蛍
光 顕 微 鏡 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 か ら 、 細 胞 構 造 や 分 子 の 局 在 等 を 観 察 す る た め に 、 蛍 光 顕 微 鏡 や レ ー ザ 顕 微 鏡 が 使
用 さ れ て い る 。 蛍 光 顕 微 鏡 で は 、 試 料 内 の 注 目 す る 特 定 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 蛍 光 分 子
（ 蛍 光 プ ロ ー ブ 等 と 呼 ば れ 、 例 え ば 注 目 す る た ん ぱ く 質 の 抗 体 に 蛍 光 分 子 を 共 有 結 合 さ せ
た も の 等 が 使 用 さ れ る ） を 付 け て 、 こ の 分 子 の 分 布 や 動 き を 励 起 光 の 照 射 に 伴 っ て 発 生 す
る 蛍 光 ピ ー ク を 観 察 す る こ と で 把 握 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 動 植 物 の 細 胞 で は 、 誕 生 か ら 死 滅 ま で 細 胞 分 裂 を 繰 り 返 し な が ら 生 存 す る こ と か
ら 、 細 胞 分 裂 の 形 態 変 化 、 動 態 変 化 の 観 察 、 特 に 外 来 性 の 物 質 や 遺 伝 子 等 に よ る 細 胞 分 裂
の 形 態 変 化 へ の 影 響 を 観 察 す る こ と は 、 生 物 学 的 に 特 に 重 要 で あ り 、 こ の 観 点 か ら 、 従 来
、 細 胞 分 裂 に 作 用 す る 物 質 、 例 え ば 、 核 膜 、 染 色 体 、 中 心 体 、 動 原 体 、 紡 錘 体 等 の ダ イ ナ
ミ ッ ク な 変 化 が 追 跡 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
上 記 の よ う に 細 胞 分 裂 の 形 態 （ 動 態 ） 変 化 を 観 察 す る 場 合 、 通 常 顕 微 鏡 が 使 用 さ れ る が 一
般 の 顕 微 鏡 観 察 で は 、 細 胞 内 部 で の 詳 細 な 形 態 変 化 を 観 察 す る こ と は 困 難 で あ る た め 、 従
来 か ら 細 胞 観 察 に 当 た っ て は 上 記 の よ う な ラ ベ リ ン グ さ れ た 蛍 光 分 子 の 分 布 や 動 き を 観 察
す る た め に 蛍 光 観 察 が 一 般 に 行 わ れ て い た 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 第 １ 図 に こ の 蛍 光 観 察 を 行 う 一 般 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 を 示 す 。 こ の 図 に お い て 、 Ｍ
は ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 、 試 料 Ｓ を 励 起 す る 励 起 光 は 反 射 し 、 試 料 で 生 起 す る 蛍 光 を 透
過 し て 、 励 起 光 と 蛍 光 と を 分 離 す る も の で 、 光 源 Ｏ Ｓ か ら の 励 起 光 は 、 開 閉 シ ャ ッ タ ー Ｓ
Ｈ 、 フ ィ ル タ Ｆ を 経 由 し て 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｍ に い た り 、 図 で は ９ ０ 度 上 方 に 反 射
さ れ て 試 料 Ｓ を 励 起 照 射 す る 。 こ の 結 果 試 料 Ｓ よ り 励 起 光 の 波 長 よ り 若 干 長 い 波 長 の 蛍 光
ピ ー ク が 発 生 （ 生 起 ） し 、 こ の 蛍 光 ピ ー ク は 、 そ の ま ま ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｍ を 透 過 し
て 、 例 え ば 電 子 的 検 出 器 Ｄ Ｅ （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 上 が 一 般 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 の 構 造 、 機 能 で あ る が 、 上 記 し た よ う に 近 年 、 試 料 （ 細 胞 ）
内 の 複 数 物 質 の 形 態 、 動 態 を 追 跡 す る た め に 、 複 数 の 蛍 光 色 素 で 細 胞 を 染 色 し （ ラ ベ リ ン
グ し ） 、 そ れ ぞ れ の 蛍 光 ピ ー ク を 発 現 さ せ る 多 色 蛍 光 法 が 利 用 さ れ て い る 。 し か し 、 上 記
に 説 明 し た 蛍 光 顕 微 鏡 で は 、 そ の 構 成 上 、 １ 励 起 光 ご と に 蛍 光 観 察 、 換 言 す れ ば 単 色 の 繰
り 返 し の 蛍 光 観 察 し か 行 え ず 、 複 数 の 蛍 光 発 色 現 象 を 同 時 多 面 的 に 観 察 す る こ と は 困 難 で
あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 蛍 光 顕 微 鏡 を 利 用 し て 多 色 蛍 光 観 察 を 行 う 方 法 と し て 、 蛍 光 顕 微 鏡 に 電 子 的 検 出
器 （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） な ど の 撮 像 素 子 を 採 用 し 、 一 方 で は 励 起 フ ィ ル タ 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ
ラ ー 、 吸 収 フ ィ ル タ の 組 み 合 わ せ を 含 む 複 数 種 の フ ィ ル タ セ ッ ト を 用 意 し 、 こ れ ら の 各 フ
ィ ル タ セ ッ ト を 所 定 の タ イ ミ ン グ で 切 り 替 え 移 動 さ せ 、 そ れ ぞ れ の タ イ ミ ン グ で 撮 影 し た
多 く の 蛍 光 観 察 画 像 を 重 ね 合 わ せ て 試 料 な ど の 動 態 、 形 態 映 像 を 得 る 方 式 も 行 わ れ て い る
が 、 フ ィ ル タ の 切 り 替 え に 時 間 を 要 し 、 複 数 の も の の 挙 動 を 時 間 差 な く 正 確 に 比 較 す る こ
と は 困 難 で あ っ た （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － ３ ３ １ ８ ８ ７ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 の 特 許 文 献 １ に 記 載 の 装 置 に お い て は 、 複 数 組 の 励 起 フ ィ ル タ 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ
ラ ー 、 吸 収 フ ィ ル タ の 組 み 合 わ せ セ ッ ト を 、 所 定 の タ イ ミ ン グ で 切 り 替 え て そ れ ぞ れ の タ
イ ミ ン グ で 撮 影 し た １ 励 起 光 （ 波 長 ） ご と に 映 像 を 得 て い る た め 、 上 記 に も 説 明 し た ご と
く タ イ ミ ン グ 切 り 替 え の 遅 れ で 蛍 光 ピ ー ク 発 生 時 に 必 要 な 画 像 の 撮 影 時 期 を 逃 が し 、 ま た
機 械 的 移 動 に 伴 う 光 軸 の ズ レ の た め 画 像 の 鮮 明 さ が 損 な わ れ 、 更 に は 重 畳 す る 蛍 光 ピ ー ク
を 励 起 光 ご と に 正 確 に 測 定 す る こ と は 機 構 的 に 難 し く 、 連 続 に 変 化 す る 試 料 の 形 態 変 化 を
多 面 的 に 、 正 確 に 、 迅 速 に 連 続 追 従 し て 撮 影 す る た め の 更 な る 新 規 な 方 法 、 新 規 な 構 成 が
望 ま れ て い た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 発 明 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 複 数 の 蛍 光 ピ ー ク の 発 色 現 象 を 同 時 多 面 的 に
観 察 で き 、 か つ 連 続 的 に 生 起 す る 蛍 光 ピ ー ク が 重 畳 し な い よ う に 検 出 で き る 方 法 及 び そ の
装 置 を 提 供 す る も の で あ り 、 蛍 光 ピ ー ク を 発 生 す る 物 質 が ラ ベ リ ン グ さ れ た 試 料 に 励 起 光
を 照 射 し て 、 試 料 か ら 生 起 す る 蛍 光 ピ ー ク を 測 定 す る も の に お い て 、 励 起 光 源 か ら 波 長 順
に 間 歇 的 に 順 次 ２ 励 起 光 を 選 択 し 、 こ れ ら 順 次 に 選 択 さ れ る ２ 励 起 光 で 試 料 を 照 射 し 、 生
起 し た ２ 蛍 光 ピ ー ク を 透 過 さ せ る ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 介 し て ２ 励 起 光 と ２ 蛍 光 ピ ー ク
と に 分 離 す る と と も に 、 こ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 透 過 し た ２ 蛍 光 ピ ー ク を 、 第 ２ の ダ
イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 反 射 、 及 び 透 過 さ せ て 分 離 、 検 出 し 、 か つ 励 起 光 の 波 長 順 に 蛍 光 ピ
ー ク の 配 列 を 修 正 表 示 す る よ う に し た 蛍 光 測 定 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に こ の 発 明 の 蛍 光 顕 微 鏡 は 、 試 料 に 励 起 光 を 順 次 照 射 し て 、 生 起 す る 複 数 の 蛍 光 ピ ー
ク を ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 介 し て 測 定 す る も の に お い て 、 励 起 光 源 よ り 波 長 順 に 順 次 ２
励 起 光 を 間 歇 的 に 選 択 す る 光 源 部 と 、 こ の 選 択 さ れ る ２ 励 起 光 を 反 射 し て 試 料 を 照 射 し 、
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試 料 か ら 生 起 す る ２ 蛍 光 ピ ー ク を 透 過 さ せ て 励 起 光 と 蛍 光 ピ ー ク と を 分 離 す る 第 １ の ダ イ
ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー と 、 こ の ミ ラ ー を 透 過 し た ２ 蛍 光 ピ ー ク の 一 方 を 反 射 、 他 方 を 透 過 さ せ
て 分 離 す る 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー と 、 こ の 第 ２ の ミ ラ ー で 分 離 さ れ た 夫 々 の 蛍 光 ピ
ー ク を 検 出 す る ２ 個 の 検 出 器 と 、 こ れ ら の 検 出 器 出 力 で あ る 蛍 光 ピ ー ク を 励 起 光 の 波 長 順
に 修 正 表 示 す る 表 示 部 と か ら な る こ と を 特 徴 と し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 更 に 前 記 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー の 後 方 に 、 更 に 反 射 ・ 透 過 の 波 長 特 性 が 相 違 す る
ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 配 置 し 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 分 離 さ れ た 蛍 光 ピ ー ク が
さ ら に 分 離 さ れ る よ う に 構 成 さ れ 、 多 数 の 蛍 光 を 測 定 で き る 機 構 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 上 の こ の 発 明 の 構 成 に お い て は 、 光 源 か ら 波 長 順 に 間 歇 的 に ２ 励 起 光 を 選 択 す る の で
、 波 長 順 の 連 続 的 に 選 択 し た 励 起 光 で は 、 発 生 す る 蛍 光 ピ ー ク が 重 畳 し て い て も 、 一 つ 置
き 、 あ る い は 二 つ 置 き の 間 歇 的 な 励 起 光 で あ る の で 、 蛍 光 ピ ー ク が 重 畳 す る こ と な く 出 現
す る 。 ま た 、 複 数 の 蛍 光 ピ ー ク を 観 察 す る 際 、 フ ィ ル タ の 切 り 替 え を 必 要 と し な い た め 、
こ れ ら の 蛍 光 変 化 を 連 続 し て 観 測 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 こ の 発 明 に よ れ ば 、 例 え ば 緑 色 、 赤 色 、 青 色 、 さ ら に 黄 色 な ど の い ろ い ろ の
色 の 蛍 光 を 発 生 さ せ る 蛍 光 物 質 （ 蛍 光 試 薬 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｙ Ｆ Ｐ 等 ） は 知 ら れ 、 こ れ ら を も っ
て 細 胞 を ラ ベ リ ン グ し た 試 料 に あ っ て は 、 生 起 す る 蛍 光 ピ ー ク は 、 隣 り 合 っ た 励 起 光 源 を
使 用 し た 場 合 で は 重 畳 す る 場 合 が あ り 、 試 料 の 形 態 、 あ る い は 動 態 反 応 を 観 測 し よ う と し
て も 、 重 畳 し て い る ゆ え 、 正 確 に 計 測 、 検 知 、 観 測 で き な い 場 合 が 発 生 す る 。 し か し な が
ら こ の 発 明 の よ う に 使 用 す る 励 起 光 を 、 例 え ば 、 一 つ 置 き に 、 あ る い は 二 つ 置 き に 、 波 長
順 に 間 歇 的 に ２ 励 起 光 を 選 択 し 、 こ の 選 択 し た ２ 励 起 光 で 試 料 を 励 起 す る こ と で 、 蛍 光 ピ
ー ク が 重 畳 す る こ と を 防 ぎ 、 正 確 な 蛍 光 ピ ー ク が 得 ら れ る と 同 時 に 、 ２ 励 起 光 で 、 試 料 の
形 態 、 あ る い は 動 態 反 応 が 、 フ ィ ル タ を 切 り 替 え る こ と な く 同 時 観 測 で き る 。 換 言 す れ ば
励 起 光 の 各 々 に 対 応 し た 生 起 す る 蛍 光 ピ ー ク が 明 確 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 も ち ろ ん 分 裂 進 行 中 に お い て も 、 繰 り 返 し 検 出 す る こ と に よ り 映 画 の コ マ の よ う に 、 そ
の 進 行 状 況 を 観 察 す る こ と が 可 能 と な る 。 特 に 波 長 が 重 畳 す る 蛍 光 ピ ー ク も 、 間 歇 的 に 励
起 光 が 順 次 選 択 さ れ て い る の で 、 換 言 す れ ば 、 蛍 光 ピ ー ク が 重 畳 し な い よ う に 励 起 光 が 選
択 さ れ て い る の で 、 ２ 励 起 光 ご と に 単 独 の ２ 蛍 光 ピ ー ク を 得 る こ と が で き る の で 、 重 畳 を
心 配 す る 必 要 は な く な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 上 の 説 明 で は 、 波 長 順 に 間 歇 的 に 選 択 し た 励 起 光 で 試 料 を 照 射 す る の で 、 試 料 か ら 生
起 す る 蛍 光 ピ ー ク は 、 複 数 の 励 起 光 の 連 続 的 な 波 長 順 に は 並 ん で い な い 。 よ っ て 、 こ の 発
明 に お い て は 、 間 歇 的 に 選 択 し た 励 起 光 に よ っ て 発 生 し た 蛍 光 を 、 表 示 部 に お い て 波 長 順
に 蛍 光 ピ ー ク を 並 べ 替 え る 、 つ ま り 修 正 表 示 し て 表 示 部 で 表 示 す る こ と も 可 能 で あ り 、 細
胞 分 裂 の 進 行 時 を 含 め た 分 裂 状 況 が リ ア ル タ イ ム に 詳 細 に 正 確 に 直 接 観 察 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 説 明 で は 、 発 生 し た 蛍 光 ピ ー ク を 励 起 波 長 順 に 修 正 表 示 す る と し て い る が 、 も ち ろ
ん 修 正 表 示 の 必 要 性 が あ る 場 合 は 、 こ の よ う に 構 成 し て お く の が よ り 便 利 で あ る と い う 趣
旨 で あ り 、 総 て が す べ て 修 正 表 示 の 必 要 は な い こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た こ の 発 明 に お い て は 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を ２ 段 階 に 使 用 し て 、 同 時 に ２ 励 起 光
に よ る ２ 蛍 光 ピ ー ク を 得 る こ と が で き る が 、 ３ 段 階 に ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 使 用 す る こ
と で ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー の 波 長 特 性 は 、 か な り 複 雑 に な る が 同 時 に ４ 励 起 光 に よ る ４ 蛍
光 ピ ー ク も 得 る こ と も 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 以 下 、 図 面 を 参 照 し つ つ こ の 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 に つ い て 説 明 す る 。
第 ２ 図 は 、 こ の 発 明 の 原 理 を 説 明 す る も の で あ る 。 図 に お い て 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 で ラ ベ
リ ン グ さ れ た 試 料 は 、 Ａ （ 青 、 ４ ３ ３ ｎ ｍ ） ， Ｂ (緑 、 ４ ８ ８ ｎ ｍ )， Ｃ （ オ レ ン ジ 、 ５ ４
８ ｎ ｍ ） ， Ｄ （ 赤 、 ５ ６ ３ ｎ ｍ ） で 示 し た 波 長 の 励 起 光 で 励 起 照 射 を 受 け る と 、 全 蛍 光 と
し て 示 し た 、 ａ （ ４ ７ ５ ｎ ｍ ） ， ｂ (５ ０ ７ ｎ ｍ )， ｃ （ ５ ５ ９ ｎ ｍ ） ， ｄ (５ ８ ２ ｎ ｍ )の
ご と き 蛍 光 ピ ー ク が そ れ ぞ れ 生 起 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の と き 、 励 起 光 Ｂ 、 Ｃ で 発 生 す る 蛍 光 ピ ー ク ｂ ， ｃ は 重 畳 し て 発 生 し 、 重 畳 部 分 が 災
い し て 正 確 な 測 定 が 難 し く な る 可 能 性 が あ る 。 こ の 発 明 は 、 例 え ば 、 間 歇 的 に 励 起 光 Ａ ，
Ｃ を 一 組 、 励 起 光 Ｂ ， Ｄ を 一 組 、 と 一 つ 置 き に ２ 励 起 光 を 順 次 選 択 し 、 こ の 励 起 光 Ａ ， Ｃ
に よ り 図 の 蛍 光 Ｘ の ａ ， ｃ の 蛍 光 ピ ー ク を 得 、 励 起 光 Ｂ ， Ｄ に よ り 図 の 蛍 光 Ｙ の ｂ ， ｄ の
蛍 光 ピ ー ク を 得 る も の で あ る 。 こ の 結 果 、 全 蛍 光 で は 波 長 ｂ ， ｃ の 蛍 光 ピ ー ク は 裾 部 分 で
重 畳 し て い た が 、 蛍 光 Ｘ 、 蛍 光 Ｙ で 示 す ピ ー ク 波 長 で は こ れ ら の ピ ー ク は 重 畳 す る こ と な
く 明 確 に 分 離 し て 出 現 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の 図 に お い て 、 Ｄ １ の 一 点 差 線 で 示 す 枠 は 、 こ の 発 明 に 用 い ら れ る 第 １ の ダ イ ク ロ イ
ッ ク ミ ラ ー の 波 長 特 性 で 、 山 の 部 分 は こ の 波 長 範 囲 で は 蛍 光 を 透 過 さ せ 、 谷 の 部 分 で は 励
起 光 を 遮 断 す る （ 反 射 す る ） 働 き を す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 す な わ ち 、 励 起 光 Ａ に 対 し て は 若 干 波 長 の 長 い 蛍 光 ピ ー ク ａ が 、 励 起 光 Ｃ に 対 し て は 若
干 波 長 の 長 い 蛍 光 ピ ー ク ｃ が 夫 々 発 生 す る 。 同 じ く 、 励 起 光 Ｂ ， Ｄ に あ っ て も そ の 試 料 か
ら は 、 蛍 光 Ｙ の よ う に 蛍 光 ピ ー ク ｂ ， お よ び ｄ が 発 生 す る 。 こ れ ら の 蛍 光 Ｘ ， Ｙ の よ う に
、 間 歇 的 に 連 続 し て 選 択 し た ２ 励 起 光 を 用 い て そ の 蛍 光 を 得 る 場 合 、 Ｄ １ で 示 す 波 長 特 性
を 持 つ 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 そ の 谷 の 部 分 で 励 起 光 は 全 て
カ ッ ト さ れ （ 反 射 さ れ ） 、 山 の 部 分 で は 蛍 光 ピ ー ク の そ の 一 部 が 透 過 し 、 結 果 と し て 励 起
光 と 蛍 光 ピ ー ク と は 完 全 に 、 か つ 正 確 に 分 離 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 上 の よ う に 、 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １ で 、 蛍 光 ピ ー ク 成 分 ａ ， ｂ ， ｃ ， ｄ が
励 起 光 か ら 夫 々 分 離 さ れ る が 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ ２ の 波 長 特 性 を 、 図 の よ う
に 、 蛍 光 ピ ー ク ａ ， ｂ は 透 過 さ せ る が 、 ｂ ， ｄ 成 分 は カ ッ ト す る （ 反 射 す る ） 波 長 特 性 を
持 た せ て お く 。 こ の 結 果 、 図 か ら 明 ら か な よ う に 励 起 光 Ａ 、 Ｃ で 生 起 し た 蛍 光 ピ ー ク ａ ，
ｃ は 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １ で 励 起 光 と 分 離 さ れ 、 次 い で 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク
ミ ラ ー Ｄ ２ に よ っ て 蛍 光 ピ ー ク ａ は 透 過 し 、 ピ ー ク ｃ は 反 射 さ れ 、 蛍 光 ピ ー ク ａ ， ｃ は 夫
々 分 離 さ れ 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 同 じ よ う に 、 励 起 光 Ｂ 、 Ｄ に よ る 蛍 光 ピ ー ク ｂ ， ｄ も 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １
で 励 起 光 と 分 離 さ れ 、 次 い で 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ ２ で ピ ー ク ｂ と ｄ が 分 離 さ れ
る こ と に な る 。 し た が っ て 、 図 の Ｄ １ 、 及 び Ｄ ２ の ご と き 波 長 特 性 を 持 つ ダ イ ク ロ イ ッ ク
ミ ラ ー を 利 用 す る こ と の よ っ て 、 ４ 励 起 光 に よ り 生 起 し た 蛍 光 ピ ー ク は 全 て 分 離 独 立 し て
検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 ３ 図 は 、 励 起 光 と し て ６ 波 長 の 時 の 考 え 方 を 説 明 す る も の で あ る 。
　 こ の 図 に お い て は 、 励 起 光 と し て 二 つ 置 き の 波 長 を 間 歇 的 に 選 択 す る も の で あ る 。 励 起
光 Ａ ， Ｄ を 選 択 す れ ば 、 図 の 蛍 光 Ｘ の よ う に 蛍 光 ピ ー ク ａ ， ｄ が 得 ら れ 、 励 起 光 Ｂ ， Ｅ を
選 択 す れ ば 蛍 光 Ｙ の よ う に 蛍 光 ピ ー ク ｂ ， ｅ が 得 ら れ 、 同 じ く 励 起 光 Ｃ ， Ｆ に よ っ て 、 蛍
光 Ｚ の 蛍 光 ピ ー ク ｃ ， ｆ が 得 ら れ る 。 こ の 図 に お い て も 、 図 か ら 明 ら か な よ う に 、 一 点 差
線 に 示 す よ う な 波 長 特 性 を 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １ に 持 た せ 、 同 じ く 点 線 で 示 す
よ う な 波 長 特 性 を 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ ２ に 持 た せ る こ と に よ り 、 励 起 光 と 蛍 光
の ピ ー ク が 分 離 で き て 正 確 に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 す な わ ち 、 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １ は 、 励 起 光 を 全 て 反 射 し 、 蛍 光 の み を 透 過
し て 、 励 起 光 と 蛍 光 を 分 離 し 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ ２ は 、 蛍 光 ピ ー ク ａ ， ｂ ，
ｃ は 透 過 し 、 ピ ー ク ｄ ， ｅ ， ｆ は カ ッ ト （ 反 射 ） す る 波 長 特 性 を 夫 々 持 つ も の で あ る 。 た
だ し 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ ２ の 透 過 、 反 射 の 波 長 特 性 は 、 逆 に な っ て い て も 良
い 。 な お 、 こ れ ら の 波 長 特 性 を 持 た す ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー は 、 イ オ ン プ レ ー テ イ ン グ 法
、 イ オ ン ス パ ッ タ リ ン グ 法 な ど の 手 法 で 作 成 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 上 記 の 図 ２ ， ３ に お い て は 、 得 ら れ た 蛍 光 ピ ー ク は 、 励 起 光 の 波 長 順 に は 並 ん で
い な い が 適 宜 必 要 に 応 じ て こ の 蛍 光 ピ ー ク を 励 起 光 の 波 長 順 に 得 ら れ る 蛍 光 ピ ー ク と し て
並 べ 替 え る こ と は 、 容 易 に 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 第 ４ 図 に こ の 発 明 の 蛍 光 顕 微 鏡 の 実 施 例 と し て 概 略 構 成 図 を 示 す 。 た だ し 、 こ の 図 は 、
顕 微 鏡 が 本 来 装 備 し て い る 接 眼 レ ン ズ 、 コ レ ク タ レ ン ズ 、 対 物 レ ン ズ な ど は 省 略 し て 、 こ
の 発 明 に 関 連 す る 要 部 の 構 成 の み を 示 し て い る 。 （ こ の 概 略 構 成 図 の よ う な ダ イ ク ロ イ ッ
ク ミ ラ ー を 使 用 す る タ イ プ の 蛍 光 顕 微 鏡 は 落 射 蛍 光 顕 微 鏡 と 呼 ば れ 、 試 料 の 観 察 面 に 励 起
光 が 直 接 照 射 さ れ て 明 る く シ ャ ー プ な 像 が 得 ら れ る た め 、 一 般 的 に 広 く 用 い ら れ て い る 。
）
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 に お い て 、 １ は 光 源 で 、 例 え ば 水 銀 ラ ン プ あ る い は ハ ロ ゲ ン ラ ン プ 、 あ る い は レ ー ザ
光 源 で あ る 。 ２ は 、 第 １ 図 に お い て 説 明 し た ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー で 、 図 ２ ， ３ で 説 明 し
た ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー Ｄ １ に 対 応 す る も の で 、 光 源 か ら の 励 起 光 と 試 料 ３ か ら の 蛍 光 と
を 分 離 す る た め の 光 学 素 子 で 、 特 定 の 波 長 の 光 （ 励 起 光 ） は 反 射 し 、 そ れ 以 外 の 波 長 の 光
（ 蛍 光 ） は 透 過 さ せ る 特 性 を 持 っ て お り 、 こ の 特 性 は 変 更 可 能 で あ る 。 こ の ミ ラ ー ２ は 、
図 で も 明 ら か な よ う に 、 入 射 光 路 Ｏ に 対 し 約 角 度 ４ ５ 度 で 配 置 さ れ 、 光 源 １ か ら の 入 射 光
（ 励 起 光 ） は 、 試 料 ３ 方 向 に こ の ミ ラ ー で 反 射 さ れ （ こ の 図 で は ９ ０ 度 上 方 ） 、 光 路 Ｐ 上
を 試 料 ３ 方 向 へ 導 か れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 試 料 ３ は こ の 入 射 光 （ 励 起 光 ） に よ っ て 励 起 さ れ 、 例 え ば 細 胞 （ 試 料 ） に ラ ベ リ ン グ さ
れ た 蛍 光 物 質 は 蛍 光 を 生 起 し 、 こ の 蛍 光 は 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ２ を 透 過 し 、 第 ２
の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ４ に 入 射 す る 。 こ こ で 説 明 す る 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー は 、
図 ２ 、 図 ３ で 説 明 し た 波 長 特 性 を 持 つ も の で 、 図 の 一 点 鎖 線 Ｄ １ で 示 す 範 囲 の 波 長 を 透 過
す る も の で あ る 。 な お 、 試 料 ３ は 、 顕 微 鏡 の ス テ ー ジ 上 の Ｃ Ｏ ２ チ ャ ン バ ー （ 図 示 せ ず ）
内 に 導 入 さ れ て お り 、 こ の 中 に は 、 例 え ば 、 細 胞 を 培 養 す る こ と が 出 来 る よ う に Ｃ Ｏ ２ イ
ン キ ュ ベ ー タ 内 に 近 い 環 境 を 保 つ た め に 空 気 と 炭 酸 ガ ス と の 混 合 気 体 が 封 印 さ れ て い る 。
ま た 生 細 胞 の 観 察 の た め に は 、 底 面 に 円 形 の カ バ ー グ ラ ス が 貼 り 付 け ら れ た グ ラ ス ボ ト ム
デ イ ッ シ ュ が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 し た 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ４ は 、 蛍 光 分 離 （ 分 割 ） 手 段 と し て の 図 ２ ， ３ で
Ｄ ２ と し て 示 す 波 長 特 性 を 持 ち 、 図 の よ う に 光 軸 に 対 し 約 ４ ５ 度 の 角 度 で 配 置 さ れ 、 第 １
の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー を 透 過 し て き た ２ 蛍 光 ピ ー ク の う ち 一 方 は 光 路 Ｑ 上 を 二 次 元 的 電
子 的 検 出 器 （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） ５ 方 向 に 透 過 し 、 残 り の 蛍 光 ピ ー ク は 同 じ く 光 路 Ｒ 上 を 二 次
元 的 電 子 的 検 出 器 （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） ６ 方 向 に 反 射 し 、 そ れ ぞ れ の 蛍 光 ピ ー ク は 、 分 離 さ れ
て カ メ ラ で 検 出 さ れ る 。 な お 、 符 号 の ７ は 、 励 起 フ ィ ル タ 装 置 で 、 光 源 １ の 幅 広 い 波 長 域
の 励 起 光 源 か ら 、 特 定 波 長 の 励 起 光 を 選 択 す る 励 起 フ ィ ル タ で あ り 、 ８ 及 び ９ は 、 各 電 子
的 検 出 器 （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） ５ 、 ６ の 前 方 に 配 置 さ れ た 散 乱 光 な ど を 遮 断 す る 特 定 波 長 の 選
択 （ 吸 収 ） フ ィ ル タ 装 置 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の 上 記 の 励 起 フ ィ ル タ 装 置 ７ は 、 試 料 に ラ ベ リ ン グ し た 蛍 光 物 質 の 励 起 に 必 要 な 光 （
波 長 ） を 励 起 光 源 １ か ら 抽 出 す る た め 複 数 の 光 学 素 子 （ フ ィ ル タ ） 群 で 構 成 さ れ 、 赤 、 シ
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ア ン 、 オ レ ン ジ 、 青 な ど の 特 定 の 波 長 の 光 （ 光 源 ） を 透 過 す る よ う に 選 択 さ れ る 複 数 の バ
ン ド パ ス フ ィ ル タ 等 が 一 般 に 用 い ら れ る 。 な お 、 こ の フ ィ ル タ 装 置 は 複 数 の 励 起 光 か ら 間
歇 的 に ２ あ る い は ３ 個 の 励 起 波 長 を 順 次 得 る た め 、 複 数 の フ ィ ル タ が セ ッ ト さ れ た 回 転 フ
ィ ル タ ー ホ イ ー ル が 一 般 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た こ の フ ィ ル タ 装 置 ７ は 、 こ の 発 明 で は 、 光 源 か ら 選 択 さ れ た ２ 波 長 成 分 を 同 時 に 選
択 す る よ う に 構 成 さ れ 、 ま た 光 源 が レ ー ザ 光 源 の 場 合 は 、 例 え ば 波 長 の 相 違 す る レ ー ザ 照
射 口 の 数 本 纏 め 、 そ の ２ 本 ず つ を 選 択 で き る よ う 構 成 さ れ る 。 こ の 意 味 か ら フ ィ ル タ 装 置
は 、 励 起 光 （ 波 長 ） 選 択 部 、 あ る い は 波 長 選 択 部 と も 称 し え る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 一 方 選 択 フ ィ ル タ 装 置 ８ ， ９ の 各 々 は 、 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー ４ で 分 離 さ れ た 試
料 か ら 目 的 と す る 蛍 光 と そ の 他 の 不 必 要 に 重 畳 し て い る 散 乱 光 な ど を 分 離 す る 光 学 素 子 （
フ ィ ル タ ） 群 で 構 成 さ れ 、 励 起 漏 れ 光 （ 試 料 や 光 学 系 か ら の 散 乱 光 ） な ど の 通 過 を 阻 止 す
る 働 き を す る 。 な お 、 こ れ ら の 選 択 フ ィ ル タ 装 置 も 複 数 の フ ィ ル タ が セ ッ ト さ れ た 回 転 フ
ィ ル タ ー ホ イ ー ル が 一 般 的 に 用 い ら れ る 、 励 起 フ ィ ル タ 装 置 の 波 長 選 択 に 対 応 し て 必 要 な
フ ィ ル タ が 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 １ ０ は 、 フ ィ ル タ 駆 動 機 構 で 、 上 記 に 説 明 し た 各 フ ィ ル タ 装 置 ７ ， ８ ， ９ を 連 動 駆 動 す
る も の で 、 励 起 フ ィ ル タ 装 置 ７ で の フ ィ ル タ 選 択 （ 励 起 光 、 励 起 光 源 の 選 択 ） に 伴 い 、 こ
の 励 起 フ ィ ル タ で 選 択 し た ２ 励 起 光 で 発 生 す る 蛍 光 波 長 が 分 離 検 出 さ れ る よ う に 選 択 フ ィ
ル タ 装 置 ８ ， ９ は 適 宜 駆 動 さ れ 、 対 応 す る フ ィ ル タ を 選 択 す る 。 す な わ ち フ ィ ル タ 装 置 ７
に よ る 選 択 励 起 光 に 対 す る 発 生 蛍 光 に 対 し 、 フ ィ ル タ 装 置 ８ 、 ９ で 選 択 し た フ ィ ル タ で 散
乱 光 な ど を 除 き よ り 正 確 な 蛍 光 ピ ー ク が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 方 、 １ １ は シ ャ ッ タ ー 機 構 で 、 光 源 １ か ら の 光 路 Ｏ を 開 閉 し 、 且 つ こ の 開 閉 時 間 は １
２ の 信 号 取 込 み 制 御 機 構 で コ ン ト ロ ー ル さ れ る と と も に 、 こ の 制 御 機 構 １ ２ は 、 光 路 Ｏ の
開 閉 時 間 に 対 応 し て 電 子 的 検 出 器 ５ ， ６ の 動 作 範 囲 を 制 御 す る 。 す な わ ち 、 こ の シ ャ ッ タ
ー 機 構 １ １ の 開 閉 範 囲 （ 励 起 タ イ ミ ン グ ） と 電 子 的 検 出 器 （ Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ ） の 検 出 動 作 タ
イ ミ ン グ は 、 信 号 取 り 込 み 制 御 機 構 １ ２ を 介 し て 連 動 さ れ 、 シ ャ ッ タ ー の 開 時 間 に 励 起 タ
イ ミ ン グ に 遅 れ て 発 生 す る 蛍 光 ピ ー ク を 正 確 に 電 子 的 検 出 器 ５ ， ６ で 取 り 込 み 検 出 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に こ の 信 号 読 み 取 り 制 御 機 構 １ ２ は 、 上 記 の 電 子 的 検 出 器 ５ ， ６ 、 シ ャ ッ タ ー 機 構
１ １ 、 及 び フ ィ ル タ 駆 動 機 構 １ ０ を 介 し て フ ィ ル タ 装 置 ７ 、 ８ 、 ９ に も 接 続 さ れ て お り 、
間 歇 的 な 励 起 光 に 伴 う 蛍 光 ピ ー ク を 、 励 起 光 の 波 長 順 に 対 応 し て 並 べ な お し た 蛍 光 ピ ー ク
、 す な わ ち 連 続 蛍 光 波 長 ピ ー ク と し て 修 正 表 示 し て 表 示 部 １ ３ に 表 示 す る こ と も で き る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 構 成 に よ っ て 、 観 察 対 象 と な る 細 胞 分 裂 挙 動 の 蛍 光 顕 微 鏡 下 で の 観 察 、 あ る い
は 薬 剤 と 細 胞 と の 関 係 を 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 で き る な ど 、 細 胞 分 裂 （ 試 料 ） 、 動 態 変 化 を
継 続 的 に 、 明 確 に 観 察 す る 場 合 な ど に 好 適 に 利 用 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 図 １ 】 従 来 の 蛍 光 顕 微 鏡 に 概 略 説 明 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 こ の 発 明 の 考 え 方 を 説 明 す る 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 同 じ く こ の 発 明 の 考 え 方 を 説 明 す る 変 形 図 で あ る
【 図 ４ 】 こ の 発 明 の 概 略 構 成 を 説 明 す る 図 で あ る
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 　 １ 　 光 源
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　 　 ２ 　 第 １ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
　 　 ３ 　 試 料
　 　 ４ 　 第 ２ の ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
　 　 ５ ， ６ 　 電 子 的 検 出 器 （ Ｃ Ｃ Ｄ ）
　 　 ７ 　 励 起 フ ィ ル タ 装 置
　 　 ８ ， ９ 　 選 択 フ ィ ル タ 装 置
　 １ ０ 　 フ ィ ル タ 駆 動 機 構
　 １ １ 　 シ ャ ッ タ ー 機 構
　 １ ２ 　 信 号 取 り 込 み 制 御 機 構
　 １ ３ 　 表 示 部
　 １ ４ 　 表 示 部
　 Ｏ Ｓ 　 光 源
　 Ｓ Ｈ 　 開 閉 シ ャ ッ タ ー
　 Ｆ 　 フ ィ ル タ
　 Ｓ 　 試 料
　 Ｍ 　 ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー
　 Ｄ Ｅ 　 電 子 的 検 出 器
　 Ｏ ， Ｐ ， Ｑ ， Ｒ 　 光 路
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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