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Abstract 
For the specimen illumination in conventional bright-field light microscopes, incoherent light sources such as 

halogen lamps or mercury tubes are used, but there is a certain limitation of image brightness as we cannot focus 
light source images in small spots. On the other hand, laser light sources with single wavelengths and parallel 
light path would be useful as we can focus for bright illumination. However, due to high speckle noise coming 
from complicated reflections on the surfaces of optical lenses and beam stops equipped inside microscope system, 
laser is almost useless for light sources. In this study, we designed a novel optics to scan laser light on the front 
focal plane of condenser lens, i.e., aperture plane, that is, with light sources placed optically at an optically infinite 
distance from specimens. Diatom standard specimens were used for the observation in both the phase contrast 
image and the dark field microscopy, and we could reduce speckle noise under applicable magnitude. Although we 
could not solve the problem of biased brightness of illumination depending on specimen angles, the new optics 
presented here is expected to be useful for the observation of fine structures with high image brightness. 
 
１．緒言 

 

光学顕微鏡は生物学において広く使われる実験装置であり，肉眼では不可視な物体を視覚的に拡大する光学機器で

ある．一般に，照明用の光源として，ハロゲンランプ，白熱灯，超高圧水銀灯やキセノンランプなど，コヒーレンス性

の低い光源を使うことが多い．対照的な光源として，コヒーレントなレーザー光を光学顕微鏡の光源に用いると，鏡筒

部分にある絞り，中間レンズを含む光学系等，さらに照明系にもあるレンズ・絞りなど無数に存在する光学素子で起こ

る散乱や回折によって生じる迷光が，結像面上で互いに干渉し合う．さらに，結像に直接関わる光線との間でも干渉し

合うことで，複雑な干渉縞（スペックルノイズ）が生じる結果となる．さらに，光軸に平行にコンデンサレンズ内に入

射したレーザー光線は，光軸方向の位置に関係なく，絞りなどの影となる像を生じるために，拡大像そのものがまった

く試料のものとはかけ離れたものとなることが多い（Fig. 1）． 
レーザー光を照明光として用いるメリットも多いのは事実である．共焦点蛍光顕微鏡では，光源は無限遠方にある点

と見なせて，試料面上で小さく集光できる特性を生かした光学系としている．試料面で観察する箇所以外には照明光が

当たらないように，つまり，常に試料面上の一箇所だけに注目して結像させる設計にすることで，上のスペックルノイ

ズの問題を解決している．レーザー光を用いるもう一つの利点は，単波長であり，蛍光顕微鏡でない限り，色収差を考

慮しなくても済む設計が可能である．さらに，集光特性を生かして，非常に高い像輝度での観察も可能となる． 
上の利点を生かし，スペックルノイズを軽減する方法は，これまで様々な試みがあるが，多くは，レーザー光の位相

をランダムにするための方法，例えば，中途に入れた振動フィルターや散乱液を用いたり，光ファイバーを通したりす

る方法が知られているが，いずれも，レーザー光の大きな特色である集光特性を犠牲にせざる得ない[1,2]．本研究では，

従来型の光学系をできるだけ活用し，スペックルノイズを軽減させると共に，レーザー光の集光特性を残したまま，高

い観察輝度が達成できる光学系を設計した．その構成から，機能検査の試験を行ったので，ここに報告する． 

*　中央大学大学院理工学研究科生命科学専攻　〒112－8551　東京都文京区春日1－13－27
**中央大学理工学部生命科学科　〒112－8551　東京都文京区春日1－13－27
aお茶の水女子大学湾岸生物教育研究センター　〒294－0301　千葉県館山市香11
b大阪大学大学院理学研究科生物科学専攻　〒560－0043　大阪府豊中市待兼山町1－1



─ 94 ─

佐藤毅　　白根智崇　　和田祐子　　今井洋　　上村慎治

 
Fig. 1 通常照明とレーザー光照明の比較．ケイ藻標準試料（8 form test plate, K.D.Kemp, Navicula lyra）を用い，簡易暗

視野照明法により，通常ハロゲン照明光（a）とレーザー光照明（b）を比較した（Plan 20DC, NA0.4）．スケールは，100 
µm．後者では，観察像に重なって，強いスペックルノイズが見られる． 
 

２．方法 

 

照明光源 
顕微鏡（Optiphoto, Nikon）の照明には，半導体赤色レーザー（iBEAM660, Toptica Photonics,を用いた．波長は

660 nm，ビーム径は，縦 2.72 mm，横 2.55 mm，最大出力は75 mW である．半導体レーザーの電源切り替えや出力

等の設定はRS232C 通信用ソフトウェア（HyperTerminal）で行い，出力を最小の 1 mW に設定して用いた．像輝度

の調整上，さらに減光する必要があったため，偏光ビームスプリッタ，および 1/2 波長板を用いて光量の調節を行った． 
照明用のレーザー光は，ビームエクスパンダ（1/4-20, 3X Beam Expander, Edmond）を通し，径約 3 mm の平行光

として簡易型暗視野照明，位相差顕微鏡用コンデンサレンズに導入した．レーザー光は，コンデンサレンズ（NA 1.25, 
Phase Contrast, Nikon）の前焦点面の環状絞り（リング絞り）を通さずに，直接顕微鏡光学系に導入する方が，環状

絞りによる回折，散乱がなく照明系としては理想的であると考えられる．しかし，本研究のレーザーのビーム径は，位

相差顕微鏡用の環状絞りのスリット幅と比較すると大きすぎ，かつ暗視野照明用の環状絞りのものと比較すると小さ

すぎる（Fig. 2）．本研究では，コンデンサレンズの各環状絞りの有無が像に与える影響についても検討した． 
 

 

Fig. 2 位相差顕微鏡用の環状絞り，および簡易型暗視野照明用環状絞りと，環状に走査するレーザー光の位置関係を

示す模式図．位相差用環状絞りのスリット幅はレーザー光径より小さいため，位相差用環状絞りにおいて回折光が発生

する． 

 
走査用ミラー 

本研究の特色は，光源として用いるレーザー光を直接顕微鏡光学系に導入するのではなく，圧電素子を用いて，任意

の角度と速度ですりこぎ運動させた反射ミラー，および，アキシコンレンズを使い，レーザー光を任意の直径で環状に

走査して照明光として用いる点（Fig. 2, 3）である．この反射ミラーはレーザー光の環状走査用に用いているが，以

降，走査用ミラーとよぶことにする． 
アキシコンレンズ[3,4]は，はじめは角度を付けた光拡散素子として考案されたものであるが，現在，平行なレーザー

光をベッセルビームに変換する光学素子として用いることが多い[5 - 7]．ここでは同じ角度のアキシコンレンズをFig. 
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3 に示すように，組にして用い，平行な環状照明光として使用した[8, 9]．ベッセルビームにする時の円錐頂点の波長ス

ケールの精度は必要とせず，アキシコンレンズの側面傾斜角度のみが重要となるために，加工上の精度は高い必要はな

いのが特徴である． 
走査用ミラーの駆動装置として，ノート型コンピュータ（ProBook 4730s, Windows7, 64 bit，日本ヒューレット・

パッカード）を用い，作成した正弦波データ（LabVIEW 2011, version 11.01f2）をDA コンバーター（NI 9263 with 
BNC/NI USB-9162，National Instrument）を通して出力してもちいた．Fig. 4にLabVIEWで作成したアプリケー

ションのブロックダイアグラムを示す．この DA コンバーターの３チャンネルには，振幅と周波数は任意の値を出力

できるようにし，各チャンネルの位相差は 2/3πとした（Fig. 5）．正弦波１波長ごとのサンプル数は 250 とした．こ

の条件では出力する周波数は 400 Hz が上限となる． 
得られた位相のずれた正弦波信号は，ピエゾ駆動電源（E-509.S3, E-503.00，Physik Instrumente）を通して昇圧

し，走査用ミラー用のピエゾアクチュエーター（S-316.00, Physik Instrumente）へ送った．この装置の最大傾斜角は

1200 µrad, 共振周波数は 5.5 kHz である．内蔵された 3 個のピエゾアクチュエーターへ 0π，2/3π，4/3πずつずれ

た周期で正弦波信号を送ることで，ミラー部が傾斜し，円錐型に広がるレーザー光となる．この出力信号の周波数を 50 
Hz 以上に上げるとピエゾアクチュエーター内の機械的なノイズが増える傾向が見られたので，アナログ出力モジュー

ルとピエゾ駆動電源の間のチャンネルごとに 0.1 µF／10 kΩ の減衰回路を入れて用いた． 
 

 
Fig. 3 走査用ミラーの模式図．内蔵された３本の圧電素子に電圧を供給することで伸縮する．ミラーが傾斜すること

で，環状に広がるレーザー光となる．アキシコンレンズを通すことで，コンデンサレンズへ平行な環状照明光として導

入することができる． 
 

 
Fig. 4 LabVIEWのブロックダイアグラム 
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その他光学素子 
暗視野照明に必要な大きさの径を持つ環状照明光を形成させるために，前述のように，走査用ミラーの下流に２つの

アキシコンレンズを設置しレーザー光の走査径を拡大した（Fig. 3, Fig. 6）．レーザー光をアキシコンレンズの中心

に導入することでも，環状の照明光に変換可能である[8,9]．しかし，この場合にはアキシコンレンズの頂点の研磨精度

が大変重要となり，また，中心部を屈折せずに抜けるレーザー光を完全には取り去ることはできない．この解決策とし

て，本研究では，アキシコンの円錐斜面を用いることにした．アキシコンレンズを通すことで，走査用ミラーによって

円状に走査するレーザーのスポットは，点から円弧状に広がるが，上流側のアキシコンレンズ（径 25.4 mm, 角度 160°，

夏目光学）を使い，環状に走査するレーザー光をより光軸の外側へと屈折させ，下流側に配置したもう一つのアキシコ

ンレンズ（径 50.0 mm, 角度 160°，夏目光学）を使い，再び平行光として顕微鏡光学系に導入した．位相差顕微鏡を

用いる場合，暗視野のそれと比較して環状照明のための径が小さいので，アキシコンレンズは使用しなかった． 
走査用ミラーによって環状型にしたレーザー光は，Fig. 6 に示す第３の平面鏡（32945, 径 25 mm, Edmund Optics）

を通して，光学顕微鏡（Optiphoto, Nikon）のコンデンサレンズへ導入した．コンデンサレンズを通過した環状レーザ

ー光は，対物レンズ内後焦点面にある位相板内のフィルター用リングと共役な大きさとし，これを芯出し望遠鏡で視認

しつつ，各光学ミラーの傾斜角を調節した．顕微鏡拡大像は，CMOS カメラ（VC-4303, Micro Vision）で撮影した．

Fig. 6 に実際の装置全体の模式図を示す．レーザー光源の出口からコンデンサレンズの開口絞り位置までの光路はおよ

そ 2.4 m である． 
 

 
Fig. 5 LabVIEW からアナログ出力モジュールへ指令するプログラムの概要図．出力値は正弦波に電圧を乗算し各チ

ャンネルに位相差を与えた数値である． 
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Fig. 6 実験光学系の模式図．照明光はレーザーから顕微鏡下部に取り付けたミラー３を通過後，顕微鏡のコンデンサ

レンズ，対物レンズ，CCD カメラへ到達する．走査用ミラーのミラー部の傾斜角を高速で回転させることで環状のレ

ーザー光を形成させ，アキシコンレンズでレーザー光の走査径を拡大する．走査用ミラーを駆動するためのアナログ信

号を出力する出力モジュールの各チャンネルは AO（アナログ出力）と COM（アース）から取り出した信号をピエゾ

素子駆動装置に導入した．この接続で，時定数調整のために 10 kΩの抵抗と 0.1 μF のコンデンサを用いた． 
 
 
３．結果と考察 

 
レーザー光照明の走査効果 
レーザー光を照明に使用する際の問題点はスペックルノイズが発生し，像質を低下させることである．これまでレー

ザー光の位相をランダマイズしたり，振動する光学素子を光路に挿入したりする方法が用いられてきた[10 - 13]．本研

究では，照明光の減衰を極力抑え，スペックルノイズを効果的に軽減する手段として，試料へ照射するレーザー光の照

射角を刻々と変化させることにした．この光路変化に伴い，スペックルノイズの形状も変化することを利用し，加算平

均することで，スペックルノイズを軽減させることができると期待した． 
レーザー光の走査がスペックルノイズにもたらす影響を調べるために，走査を止めレーザー光をある１点に停止さ

せて試料を照射した場合と，レーザー光を環状に走査した場合とで，比較した結果を Fig. 7に示す．走査していない

時に，位相差観察像で見られたマイクロメータの周辺に現れた強いスペックルノイズの多くが，環状にレーザー光を走

査することでキャンセルされ，より均一な輝度での観察像となった．この変化は，位相差像で特に大きく，0 次光を多

く含むことになる位相差顕微鏡像の特徴を反映しているものと考えられる（Fig. 7c, 7d）．暗視野照明像においても，

レーザー光を走査した結果，スペックルノイズが軽減することがわかった． 
 

画像処理による画質の改善 

本研究で開発した顕微鏡照明法は，走査用ミラーを駆動することで像の中のスペックルノイズの発生箇所が時間的

に変化し続けるので，撮影記録する場合，1 枚のスナップショットよりは，動画として連続録画し，その後に動画を編

集処理する方が，よりノイズ軽減の効果が大きいと考えた．動画の編集処理の方法として，各フレームにおいて点在す

るスペックルノイズを打ち消すために全フレームを加算平均する手法を用いた． 
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Fig. 7 レーザー光のコノスコープ面環状走査の効果．a と b, 位相差顕微鏡像．c と d, 暗視野照明観察像．a と c, 

レーザー光の走査していない時．d と b, レーザー光の走査開始後． 
 
位相差顕微鏡を用い，レーザー光を 20 Hz で走査し，20 倍対物レンズを用いて動画記録（30 fps）したものをもとに

処理した例を Fig. 8に示す．20-30 枚の画像を加算平均することで，レーザー走査，1 回のサイクル分の画像が平均化

され，スペックルノイズが軽減されることがわかった．以降，位相差および暗視野顕微鏡で画像を得る際には，サンプ

ルを録画しフレームを，少なくともレーザー光走査一周期分以上の加算平均を行うことにした．加算平均回数は，30，
300，600 のフレーム数の間で大きな差がなかったことから，レーザー光走査の 1 周期分の積算時間で十分であると判

断した． 
レーザー光の走査速度を 1 ～150 Hz の影響を調べた結果を Fig. 9に示す．走査回数に応じて観察像の輝度が上昇

することがわかった．これは，単位時間あたりの照射量が同じであることを考えると不自然な印象であるが，加算平均

時のスペックルノイズの振幅の違いが現れていると考えられる．遅い走査時間では，飽和輝度に近い，より明るい点と

輝度の低い位点が，より大きなコントラストで記録されるためと推測している．本研究では，走査周波数 150 Hz 以上

での高速のレーザー光走査も試みたが，ピエゾ素子駆動装置の出力の限度を超えており，走査径が小さくなる傾向があ

った．この場合，後述する暗視野照明法で用いるアキシコンレンズを使用することで解決できると考えられる．150 Hz
のレーザー光走査速度，20 fps での動画記録の場合，各フレーム間の画像に変化が少なく，比較的，均一な輝度での実

時間記録ができることがわかった．この撮影条件で，以降の撮影観察は行うことにした． 

 
Fig. 8 スナップ撮影画像（a）と加算平均した像（b）の比較（ケイソウ Surireila gemma の標本）．20 倍対物レンズ，

レーザー走査速度 20 Hz，CCD カメラ（30 fps）で撮影した位相差顕微鏡観察像．  
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Fig. 9 走査周波数が位相差像に与える影響．a – d,  1，10，40，150 Hz のレーザー光走査速度で照明した時のケイ藻

標準標本の観察像．1 秒間撮影し加算平均を行った結果． 
 
環状絞りの有無による位相差像の比較 

コンデンサレンズ前焦点面に置かれている位相差用や暗視野照明用の環状絞りは，従来の光学顕微鏡では必要不可

欠である．本研究では，走査用ミラーでレーザー光光を環状に走査している機構上，これらの環状絞りは本来不要のは

ずである．しかし，用いたレーザー光のビーム径が，位相差顕微鏡用のコンデンサレンズにある環状絞りより若干大き

く，コンデンサレンズに入射する前段階で位相差用環状絞りを用いて成形する必要があった．Fig. 10に，この位相作

用環状絞りの効果について調べた結果を示す． 
撮影条件は，走査周波数 150 Hz で 1 秒間撮影したのち，加算平均したものである．芯出し望遠鏡で調べた対物レン

ズ後ろ焦点面の観察像も合わせて撮影した．その結果，環状絞りを通さないと，完全な位相差顕微鏡条件が達成できず，

明視野照明に近い観察像となることがわかった．また，環状絞りを通すことで，観察像は改善され，より位相差顕微鏡

像に近い像が得られることがわかった．さらに，スペックルノイズに関しては，大きな変化はなく，環状絞り面でのレ

ーザー光の散乱の影響は少ないと考えられる．これは，試料面とは光学的には無限遠の関係になるコンデンサ焦点面で

のレーザー散乱のためと推察される． 

 

Fig. 10 位相差顕微鏡用環状絞りの有無による観察像の変化．レーザー光走査速度 150 Hz，対物レンズ 20 倍，CCD
カメラ（30 fps）で 1 秒間撮影し加算平均を行った．環状絞りをコンデンサレンズの上流に挿入することで，位相差顕

微鏡の条件が達成されることが確認できる．目立ったスペックルノイズの増減はなかった．この環状絞りの有無による

観察像の違いは，暗視野照明条件下では少ない．しかし，後述するように，試料の方向による輝度の差が大きい問題点

となっていることが明らかとなった． 
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従来の光学顕微鏡と本顕微鏡の位相差像比較 
従来のハロゲン光源を使ったインコヒーレント光照明による位相差顕微鏡観察像と本顕微鏡で観察される位相差像

との比較を行った（Fig. 11）．走査型レーザー照明法の条件は，前述の走査周波数 150 Hz，レーザー出力 1 mW，環

状絞り有り，撮影時間 1 秒の加算平均像である． 
本研究で開発した位相差顕微鏡で得られた位相差像は，従来のそれと比較して画像全体の平均輝度が高いことがわ

かった．本来は，70mW の出力を持つレーザー光を低く減光している点からも，観察像の輝度を上げる方法として走

査型レーザー照明法は有力な照明法になることを示唆している．観察像の上で輝度の不均一な部分が見られるが，アキ

シコンレンズの光軸や走査軸の調整など，今後の改善で解消できると期待している．得られた観察像をもとにフーリエ

変換後の周期構造分析を行った結果，ケイ藻標本独特の周期構造も同等に観察されている点も確認できた．拡大像の分

解能という点でも目立つ大きな差は無いと考えられる． 
 

暗視野照明法における集光特性と問題点 
本研究で開発したレーザー光走査法を暗視野照明法に用いたとき，観察試料の方向によって輝度の変化が大きく現

れることがわかった．特に，マイクロメータのように一方向へ向きの揃った標本があるときは（Fig. 12a - d），その

差は顕著である．従来の暗視野照明による観察では，方向によらずに一様な照明条件となるのに対して，「４」の刻印

のように角度の異なるものが混在した場合，方向による輝度の変化が大きく現れた． 
標本を 90°回転して撮影した時の前後の比較も行った（Fig. 12e - g）．ケイソウ標本のNitzschia sigma は，長軸

に対して直交する方向に特徴的な周期構造を持つケイソウであるが，プレパラートを回転した場合，ある決まった角度

近辺でしか，この構造を観察できなかった．本光学系の第３ミラーの位置および角度を調節することで，擬似的に斜光

照明法にすることが可能であるが，別の角度の周期構造を観察するように再調整は可能であるが，試料の持つ周期構造

の全てを同時に観察することができなかった． 

 
Fig. 11 従来の観察像（上側）と本研究で開発したレーザー走査型照明法による位相差顕微鏡像（下側）との比較．

それぞれのケイ藻標準試料を用いた． 
 



─ 101 ─

走査型レーザー照明を用いた位相差および暗視野照明顕微鏡法の開発

この現象は照明光の偏光特性と，レンズの歪み，および，レンズ曲面での偏光[14, 15]が影響している可能性が高い．

試料へ照射するレーザー照明光は 1/2 波長板とビームスプリッタを通して直線偏光となって顕微鏡光学系に入射する．

試料を透過し発生する散乱光や，走査用ミラーを通して試料への照射角を回転させた場合でも，偏光方向が変化するこ

とはない．この偏光状態が観察試料の輝度に影響を与えているのかを確認するため，ビームスプリッタ下流に 1/4 波長

板を導入しレーザー光を円偏光にした照明光も試みた．さらに偏光特性の小さい微分干渉顕微鏡用の対物レンズを使

用した場合においても，第３ミラーの位置調整を行わない限り特定方向の周期構造しか確認されなかった．アキシコン

レンズの代わりに，凸レンズ２枚を組み合わせる，あるいは凸レンズより球面収差の小さい平凸レンズと凸レンズを組

み合わせる方法とアキシコンレンズ２枚を組み合わせるなどの，コンデンサに至るまでの光学系の改善も必要かも知

れない． 
観察試料の方向特性の問題点は未解決であるが，マイクロビーズのような微小で等方的な物体を照明する照明方法

として，本研究で開発した手法は有効であることが示された（Fig. 13）．これは，Noda ら[8]が示した方法に類似して

いる．違いは，本研究の照明法がレーザー光をコンデンサ開口絞り上で円形に走査する方法を用い，試料に照射される

レーザー光の方向が刻々と変わる条件となっているのに対して，Noda らの方法で，位相が揃い試料に対して円錐状に

集光する光路のレーザービームとなっている点である．Noda らの示す集光特性には，まだ強いスペックルノイズが見

られるが（Noda ら，Fig.2c 参照），本研究では，高い観察輝度が達成できた上に，スペックルノイズの面での改善が

見られている．nm～pm 精度の位置計測への応用も可能と考えられる． 

 
Fig. 12 従来型および本暗視野顕微鏡で得たマイクロメータ像の比較．撮影条件は図１，４と同一である． 
 

 

４．結び 

 

本研究では，従来の光学顕微鏡の照明光をハロゲンランプ光からレーザー光に換えた新しい位相差顕微鏡及び暗視

野顕微鏡を組み立て，その性能を評価した．位相差顕微鏡は，従来のそれと比較して輝度が高く，スペックルノイズの

少ない観察像が達成できた．スペックノイズキャンセラーとしての実用化に近づくことができた．本研究の暗視野照明

法で試したのと同様に，開口絞り面の絞りを介さずに照明光を導入することで，さらに像の改善が可能と思われる．ま

た，光の波長に関しては，本来は，位相差顕微鏡用の位相板は緑色領域の光で正確に 1/4 波長の位相差を与える設計と

なっているので，この点でも，改善できる余地はある．本研究で調べた暗視野照明法は，観察画面内の限られた方向の

試料しか検出できなかった．これは，円偏光照明としても改善されず，現状では従来の暗視野顕微鏡より像質が悪く実
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用化には程遠い．しかし，マイクロビーズのような微細で方向性のない観察試料の場合，非常に高い輝度の暗視野照明

が達成でき，nm～pm 計測のための照明方法として利用できる可能性が高い． 
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図13 暗視野照明条件下で観察した直径0.34 µmのマイクロビーズ像．a～eと，コンデンサを試料に近づけながら観

察した結果．観察像の輝度分布を示したグラフを右に示す，スケールは50 µm． 
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