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　蛍光顕微鏡は医学および生化学です
でに広く応用されているが、最近の画
像品質向上でさらにその応用範囲が広
まっている。しかしながら、より複雑
な分子・細胞構造を研究する技術を使
用しているライフサイエンス企業にと
っては、試料から情報を取得する場合
に深刻な問題が存在する。

　ライフサイエンス企業の光学系デザ
インは、照明が効率的であり、信号損
失を伴わずに蛍光を照明から分離する
十分なフィルタリング性能をもち、試料か
らの光を効果的に捕集するものでなけ
ればならない。またシステムの性能を
向上させることは、試料サイズの減少
や、迅速で正確な試験につながる。

　米ASEオプティクス社（ASE Optics）
はライフサイエンス企業と共同で、光
学系デザインの向上、研究を進めるた
めの新たな技術の特定、さらには、米
ラピッド・マイクロ・バイオシステム社
（Rapid Micro Biosystems）のグロース・
ダイレクト・システム（Growth Direct Sys -
tem）のようなシステムリスク低減など

分子イメージング
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単一および多光子顕微鏡での蛍光捕集の最大化は、励起光源からのノイズを
低減し、レンズ性能の向上も図れる。

蛍光捕捉を向上させる光学系デザイン

図1　サンプルを照射する青色LEDからの蛍光捕
捉を効率的に行うために、米ASEオプティクス社
は米ラピッド・マイクロ・バイオシステム社とグロ
ス・ダイレクト・システムの顕微鏡システム（左図）
を共同開発している。



を行っている。ルイ・パスツールが研究
していた当時から微生物学の試験方法
は変わっていないが、グロース・ダイ
レクト・システムなどの新しい試験シ
ステムにより試験の自動化と高速化が
実現され、増殖時間の短縮と必要とな
るサンプル・サイズが減少した（図1）。
　光学蛍光とは、分子が吸収帯内の波
長で励起光を吸収すると同時に、発光
帯内で長い波長を発光する現象であ
る。フルオロフォアは、試験で同定す
る必要がある特定の分子、または細胞
構造に結合させるために、しばしば試
料に加えられる。多くの場合、フルオ
ロフォアは試験されている分子、また

は細胞の構造内に天然に存在する物質
である。光学蛍光系デザインには、次
の点が必要である。

●励起光で試料を照射すること。
● 試料が発光した光を効率的に捕集す
ること。

● 検出器に到達する前に散乱励起光を
除去すること。

　蛍光顕微鏡システムは単一光子とフ
ルオロフォアとの反応による蛍光を検
出する。通常、このシステムで発光す
る波長は励起波長より長いが、これら
2つの波長の違いはわずかでしかない。
これに対して、典型的な蛍光顕微鏡シ
ステムは、適切な波長の光を供給する
励起源とフィルタ、さらには励起光を
サンプルに向けると同時に、適切な放
出フィルタに通過させて放射光を検出
器に向けるダイクロックビームスプリ
ッタからできている（図2）。

フィルタを使用する際の問題
　フィルタは、弱い放射光の経路から
明るい励起光を分離するためのもので
ある。放射光の蛍光線は極めて細いた
め、フィルタの仕様とデザインには高
度な正確性が求められている。薄膜型
の光学フィルタの進歩により蛍光顕微
鏡が大きく改善されたが、使用するに
はコストと角度感度という困難な課題
がある。
　薄膜フィルタの波長透過特性は入射
角によって変化する。広視野、高開口
数（NA）、励起波長と発光波長との間
を近距離に設定した場合のシステムの
捕集効率は、フィルタのサイズと許容
角によって制限される。
　蛍光イメージングシステムの一般的
なレイアウトでは、システムへの励起
光の注入を光がコリメートされた領域
で行っている。このように設定するこ
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図2　照射および信号チャネルの両方で光を
分離するために、標準的な蛍光顕微鏡デザイ
ンは複数のフィルタを使用している。フィル
タの能力を上げるのは困難な課題であり高コ
ストである。



とで、ビームスプリッタは光源からの
励起光を試料へ選択的に反射して、試
料からの発光を検知システムに伝送す
る。ビームスプリッタが励起波長と発
光波長との間の最短距離を設定する。
　ASE社ではビームスプリッタを画像
光がコリメートされた領域に設置する
ことで、収束または発散線ファンへの
タイトルプレート導入時に現れる収差
が照明および画像形成経路に出ないよ
うにしている。

照明の代替的方法
　グロース・ダイレクト・システムの光
学システムのデザイン策定では、ASE
社のエンジニアリング・チームは代替
的方法の最適化を行った（図3）。この
照明方法は必要とされる性能達成の要
になる方法である。ヒトの目がコロニ
ーを見るのに約500万の細胞が必要な
のに対して、センサでは細胞が発する
青色の蛍光を用いて、たった100個の
細胞で蛍光の特定が可能になった。
　捕集した蛍光の効率を高めるため
に、この光学システムデザインではビ
ームスプリッタを使用しないが、この
デザインでも性能の挑戦課題が残っ
た。そこで、照明源は青光LEDを数
十個並べて均一な光が出るように調整
することで、励起エネルギーのアスペ
クト比を最大化してイメージング問題
の簡素化を図った。LEDにはマイクロ
レンズとフィルタをそれぞれ設置し、
サンプル方向の狭帯域エネルギーを検
出させる。
　こうすることで、単一の長波長通過
光フィルタが蛍光を伝送し、かつ、イ
メージングパスからの励起波長を除去
を行う。それでも試料の光は、フィル
タで処理しなければならない高エテン
デュー（etendue）の状態である。しか
しながら、この光は、標準的なシステ

ムでの45°角度ではなくとも正常な角度
で入射する。これにより、コストが抑
えられ、かつ、サンプルから得たデー
タの質を損なうことなくフィルタに対
する性能要件を軽減している。

適切な材料の選択
　さらには、蛍光透視法に使う光学部
品に関する適切な材料の考察もある。
紫外線で照射された場合に、一部の光
学ガラスは、主にガラスの中の不純物、
または光学接着剤の不適切な選択が原
因となり、特定の波長で蛍光する。

　蛍光する材料を使うと、フィルタリ
ングが難しくなり、検知された光信号
に望ましくないノイズが入る。最適な
材料、結晶、高純度光学材料、非蛍光
性セメントなどの光学部品を特定する
ために、ASE社のエンジニアリング・チ
ームが従事している多くの場合では、
当社顧客が光源による全般的なシステ
ムノイズを低減することが可能である。
　照明源とフィルタ構成が正しく行わ
れて初めて、ASE社は正しい光学デザ
インとパッケージングでのイメージン
グレンズ性能を保証する。最初のレン
ズができるまで、しばしばイメージン
グレンズ性能は蛍光イメージングシス
テムでは見過ごされている。高画素数
のカメラによって1つの結像から非常
に大量のデータが収集できるようにな
ったが、情報量が増大するとレンズの
複雑性も増大する。

現場における蛍光顕微鏡について
　溶融石英、クリアトラン（Cleartran）、
その他の結晶材料などの高純度光学材
料の利用、LEDの拡大、既製品の薄膜
のフィルタの利用、さらには高度な組
立技術などの進捗により蛍光顕微鏡の
応用範囲が広がり、研究室から生産現
場へと移っている。
　ラピッド社のグロース・ダイレクト・
システムは、以前は微生物学者がペト
リ皿での増殖を観察して行う微生物検
査を実施していた、濾過製品を扱う製
薬会社で使われている。光学システム
を使用するラピッド社は従来の微生物
試験法の半分の時間で結果を出す。そ
の結果として、製薬会社の製品生産性
向上とリスク低下、さらには、消費者へ
のより安全な製品の提供が実現した。
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図3　 米ラピッド・マイクロ・バイオシステム
社の顕微鏡システムは、ビームスプリッタを
使わずに、サンプルに高度に均一な照射を行
う。汚染物の有無について薬物ロットの検査
をするシステムは、蛍光でより小さなサンプ
ルから早期の発見、迅速な検査と製品出荷を
可能にする。




