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光学顕微鏡 トモグラフィー

工学部 河 田 聡(吹 田4661)

1.は じ め に

光学顕微鏡技術は、最近再び多 くの技術者 、研究者達 に用い られ るようになってきた。 ひとつの需要

は走査型 レーザ顕微鏡 を用いて能動的に、物質情報 を光の エネルギー との結合において引 き出そ うとい

うものであるが、他方、特 に生物試料等 、バィ オサイ エ ンス において受動的 にその構造等 を観察 したい

という需要 も極めて高 い。電子線等 と比べ 、分解 能の点では劣 るものの、試料 にダ メー ジを与 えず、生

きたままで、水 を含 んだ ままで、試料 を計測できることの意義は大 きい。

生 きたまま、すなわ ち、 伽 面 初 な観察 において、もうひ とつ要 求される技術は、3次 元観測法の

開発 である。生物試料に関わ らず とも、一般 に試料は3次 元構造 をもってお り、これ を、従来 のよ うに

何枚 もの薄 い切片にス ライスしていては、 伽 碗 鱒 な計測、特に動的観察は不可能である。Agard

andSedatは 、1983年 、QpticalSectioningと 呼 ぶ3次 元観 察 法 をNatureに 発 表 し5ド 常

に大 きな反響 を得た。 これは、焦点 を少 しずつず らせて撮影 した顕微鏡写真群か ら、観測物体 の3次 元

構造 を再生 しょうとい うもので、彼 らは染色体 の螢光顕微鏡観察への応用 を試 みた。

同じ頃、我 々はX線CTで 確立 された数学的技術 と、光学系の結像特性の知識 を駆使 した光学顕微鏡

トモグラフィーの装置 を試作 し、最近完成 した。 ここでは、この方法の原理 と実際 の応用例 を簡単 に紹

2-5)介 し
ょう。

2投 影 光 学 系

光学顕微鏡 下で トモグラフィー を実現す るためには投影系の装置化 に工夫 が必要で ある。我 々の開発

した方法は、基本的 には通常 の透過型光学顕微鏡 を用 い、照明光学系の光軸をず らすこ とによ り、試料

を斜 め方向か ら観 察す るの と等価の投影像 を得 ようとい うものであ る。照射方 向を顕微鏡軸に対 して回

転 させると、異 なる方向か らの多数枚 の投影像 を得る ことができる。図1に この投影光学系の原理図を

示す。 この系 の特徴は、顕微鏡本体や カメラ及び試料 自身 を一切動 かすことな く、異なる方 向か らの投

影像 が得 られる点 にあ り、また各投影像 は面内(transaxial)分 解 能 を高 く保 ちつつ長被写界深度 を

有する。

一方
、問題点は観察角 度が対物 レンズ とコンデ ンサー レンズの立体角で制限 され、それによ り軸方向

(10ngitudinal)の 分解能 が再 生結果 において制限 され ること、2回 以上の回折や散乱、及び吸収 測

定時 における屈折率分布 の影響 が誤差 として結果に現 われるこ とが挙 げられ る。
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a3次 元 再 構 成 法

図1.の 光学系 で得 られたデータは、 コンピュータに送

られ 、そ こで3次 元物体の分布が再構成 され る。いわゆ

るCT、 コソピューティ ド ・トモグラフィーである。 し

かし、図2を 見れば明 らかなよ うに、通常の臨床用のX

線CTと 、顕微鏡CTは 、原理的に投影方法が異 なって

お り、顕微鏡CTは 物体の上方か らのみ観察するため奥

行分解能が不十分 となる。

このよ うな不完全な測定 データか ら元の信号 を復元 し

ょうとい う研究 は、最近計測や信号処理 の分野 で活発に

行なわれてお1鯛 我 。も、そのよう蝦 念を導入し、
』この問題を克服した

。実際には、物体の空間的拡がりゃ

光学的密度に関する先験情報を結像(投 影)方 程式に巧

みに組み込んでやるのである。

lmaelane

4実 験 例

実験結果のうちから分かり易い例を示そう。図3は 図

1の 投影光学系を用いて、照明方向を変えて観察したア

オ ミドロの顕微鏡写真12枚 である1'10)こ れ らは互い

に似通って見 えるが、これ らを結合して3次 元再構成す

ると、図4の 各 断層像 が求まる1)上 か ら順に、 アオ ミ ド

ロの2重 螺旋構造 と、その中に核 が存在 してい る様子が

実際 に試料をス ライスす ることな く、観察できる。

現在、画像取込等の制御 をパー ソナル コンピュータに

頼 ってい るため、画素数(64×64×12画 素)が 少な く,

計算 は ミニコンピュータで実 行(8分 程度)す るため転

送 等 の タ ー ン ア・ラ ウ ン ドタ イ ム が 長 くな ってしま

う。しか し、近 々、 オ ンライ ンの処理 シス テムが完成す

る予定で、それを用いれば高密度画像 を高速に取 り扱 え

るようにな り、 より微細 な3次 元構造 の観察 や、細胞分

裂等 の動的3次 元観察 も可能 になるもの と期待している。
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光 学 顕 微 鏡 ト モ グ ラ フ ィ ー:投.

影 光 学 系 の 原 理 図5)

(a)(b)

図2.(a)X線CTと(b}光 学 懸微鏡 トモ グラ

フィーにおける投影系の比較。10)

紙面 の埋め草にでもと原稿 をお引受けしたが、低温 セソターだよ りに馴 じまない話題であったか も知

れない。 ご容謝 いただきたい。終 りにあた って、 日頃御指導 いただいてお り、 このテーマの共同研究者

で ある阪大工学 部南茂夫教授 に感謝 いた します。
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図3ア オ ミドロの12方 向か らの照 明に

よる投影顕微鏡像。投影角度は顕微

鏡軸か ら18ミ 方 向は30。 毎暑'10) γ〆た
10丑m

、
図4図3か ら求めた

再構成断面像。

空間拡 が りと非

負密度拘束下で
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