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抄 録
光学顕微鏡は今日，科学，医療，工業などの多くの分野において欠かせないものであり，分野によっ

ては，あたかも空気のような存在であるといっても過言ではない．しかしながら，あるいは，それゆえ
にというべきか，基本的な使い方以外は光学顕微鏡のことを全く知らない，という方は非常に多い．そ
こで本稿では，光学顕微鏡法の歴史を概観することにより，紀元前の光学やレンズを源泉とし，人類が
どのようにして光学顕微鏡を産み出し，研究・改良を重ね，普及させてきたか，さらには，光学顕微鏡
が科学の発展にとって如何に重要であったか，を解説する．20世紀以降の歴史については，特に生命科
学にとって重要である位相顕微鏡，蛍光顕微鏡，超解像顕微鏡，非線形光学顕微鏡，ライトシート顕微
鏡，およびラマン顕微鏡にフォーカスする．蛍光顕微鏡については，本学病理学教室の貢献を詳述す
る．歴史から見えてくる進化の流れを踏まえた上で，光学顕微鏡の未来を展望する．
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Abstract

Opticalmicroscopyisnowadaysanessentialmeansinvariousfieldsofscience,industry,and
medicine.However,manymicroscopeusersdonothavesufficientknowledgeaboutopticalmicroscopy
excepttheactualoperationoftheinstrumentsfordailyuse.Hereweoverviewthehistoryofoptical
microscopyregardinghowtheopticsandlensesintheearlydayshaddevelopedintocurrentoptical
microscopyandhowmicroscopyhascontributedtoadvancementsinscience.Webrieflydescribeseveral
typesofopticalmicroscopythatdevelopedfromthe20thcenturytothepresent,whichareparticularly
importantinthelifesciences,includingbrightfieldmicroscopy,phasemicroscopy,fluorescence
microscopy,super-resolutionmicroscopy,nonlinearmicroscopy,light-sheetmicroscopy,andRaman
microscopy.Wealsolookbackonthehistoricaccomplishmentofthedevelopmentoflaserscanning
confocalmicroscopythatwasmadeinthelate1980sintheDepartmentofPathology,KyotoPrefectural
UniversityofMedicine.Consideringthehistoryofopticsandmicroscopy,wefurtherofferthefuture
prospectsofopticalinstrumentsforthelifesciences.
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光学顕微鏡の発明

人々の光への関心は紀元前にはすでに高く，
Democritus，Aristotleなどの著名な哲学者らも
光に関心をもっていたようである１）．紀元前300
年頃，「幾何学の父」とも呼ばれるEuclidは「光
学」という書物を著し，光の直進性や視覚に関
する理論をまとめている１）２）．レンズは紀元前に
は存在し，光を集めて熱源を生み出すものとし
て利用されていたと考えられている１）．
レンズの像拡大作用については，紀元1世紀，

ローマの哲学者LuciusAnnaeusSenecaが記述
している１）３）．しかし，レンズの像拡大作用を詳
述したのは，Senecaより約1000年の後，光学の
父として知られるイラクのIbnAl-Haythamと
される４）．Al-Haythamは，レンズや鏡を用いた
反射や屈折などの光学実験を精巧に行ったとさ
れ，レンズの像拡大の仕組みのほか，レンズの
中心と辺縁とを通る光線による焦点の位置ズレ

（球面収差）などを「光学の書」にまとめてい
る５）６）．「光学の書」はラテン語に訳され，13世紀
イギリスのRogerBaconもその内容を把握して
いたとされる１）．そのBaconは「大著作」にお
いて，レンズの拡大作用を詳述しているほか，
任意の形状・大きさのレンズを任意に配置する
ことにより顕微鏡や望遠鏡を作製できると記し
ている７）．また，Baconの活躍と同時期には眼鏡
が発明されたらしい１）．この時代は，光学顕微
鏡誕生前夜と言えよう．とはいえ，光学顕微鏡
の誕生はこの時代の300年以上後のことであ
る．
16世紀も末になり，ようやく光学顕微鏡が誕

生した．1590年，オランダのメガネ職人Hans
Janssenとその息子のZachariasJanssenが光学
顕微鏡を発明したとされている１）．Janssen親子
の光学顕微鏡は，2つのレンズを組み合わせた
複式顕微鏡であった８）．
16世紀末に誕生した光学顕微鏡は，すぐに生

物観察に用いられた．RobertHookeは，自作の
複式顕微鏡により昆虫，黴，コルクなどを観察
し，1665年「顕微鏡図譜」にそれらのスケッチ
を残している９）．顕微鏡解剖学の創設者，最初

の組織学者とされているイタリアのMarcello
Malpighiは光学顕微鏡を用いて，肺，腎臓，肝臓
などの微細構造を観察し，1661年毛細血管を発
見した１０）．1674年にはオランダのAntonievan
Leeuwenhoekが倍率100倍を超える単式顕微鏡

（図1）を自作し，微生物を発見した他，精子，原
生動物，昆虫の卵などを観察している１１）．
17世紀は，屈折，反射，回折などの基本的な

光学現象の理解が進んだ時代でもあった１）．
JohannesKepler，WillebrordSnell，IsaacNew-
tonなどの光学への貢献はよく知られるところ
である１）．Newtonは光に関する多数の実験によ
り，媒質による光屈折の角度が光の色に依存す
ること，レンズにより異なる色の光を集光した
場合に結像位置がずれること，屈折の強さが異
なるレンズを組み合わせれば異なる色の光の結
像位置のずれを抑えられること，レンズの代わ
りに反射鏡を利用すれば異なる色の光の結像位
置のずれをなくせること，などを発見してい
る１２）．これらの発見は後に，屈折率の波長依存
性，レンズの色収差，色収差補正レンズ，凹面
鏡として知られるものとなり，光学顕微鏡法の
基礎的事項につながった．

光学顕微鏡の改良と普及

光学顕微鏡の性能を決める重要な要素として
収差がある．収差とは，レンズの形状や屈折率
分散（屈折率の波長依存性）により光線が理想
通りに結像しない現象である．収差には屈折率
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図1 1670年頃製作されたとされるLeeuvenhoekの顕
微鏡のレプリカ．東京都文京区浜野顕微鏡所蔵品．
2017年筆者（田中）撮影．



分散により波長ごとに焦点位置がずれる色収差
とレンズ形状により生じる単色収差とがある．
これら収差を正しく理解しない限り，高性能な
光学顕微鏡を作製することはできない．17世
紀当時，収差のうち理解されていたのは球面収
差（単色収差の1つ）６）と色収差１２）のみであっ
た．
19世紀になり，LudwigvonSeidelらによって

収差が詳細に理解されるようになる１３）．この頃
から，近代的な光学顕微鏡の開発・量産が始
まった．1846年ドイツの機械工CarlZeissは顕
微鏡製造工房を立ち上げ，その後，ドイツの物
理学者ErnstAbbeとともに光学の原理に基づ
いた顕微鏡設計を行い，ドイツの材料学者Otto
Schottと協力し光学設計に基づいたレンズ製造
を行い，高性能な光学顕微鏡を量産した（図
2）１４）．また，ドイツの光学技術者であったCarl
Kellnerは，1849年ケルナー式接眼鏡と呼ばれ
る色収差補正レンズを発明し，同年創立した光
学顕微鏡メーカーによりこれを普及させた．こ
れら2社の誕生は光学顕微鏡の近代化を象徴し
ている．
なお，Zeissの工房は1889年に現在のCarlZeiss

社となり，Kellnerの光学顕微鏡メーカーは1869
年にErnstLeitzに引き継がれ現在のLeica社と
なっている．本学の病理学教室には1922～1924
年（大正11～13年）頃に製造されたLeitzの光
学顕微鏡が現存している（図3）．
収差論のほかにも19世紀に確立された光学顕

微鏡理論は数多存在する．その1つは，Abbeの
回折限界理論である．回折限界理論は，レンズに
より得られる集光スポットサイズdがλ/2nsinθ
（λ：光の波長，n：レンズ－試料間媒質の屈折率，
θ：レンズの最大集光角）より小さくならないこ
とを示したものであり，光学顕微鏡によりどの程
度まで細かい構造を観察できるかという空間分
解能の議論を可能にした．回折限界理論を端緒
に，Abbeは屈折率が大きい液体を利用する液
浸対物レンズを開発し，CarlZeiss社のAugust
K環hlerは波長280nm以下の深紫外光を利用す
る光学顕微鏡を開発した１５）．K環hlerは，光学顕
微鏡観察に不可欠な均一照明法（ケーラー照明

光学顕微鏡法の歴史的概観 789

図2 19世紀に製造されたCarlZeiss社の顕微鏡．
（左）1848年まで製造されていた解剖顕微鏡．（右）現
存する最古の複式顕微鏡の1つ．1862年製造．From
theTimoMappes;photographedbyManfredStich
（ZEISSArchives）．

図3 1922～24年製造のLeitz製単眼式光学
顕微鏡．2017年筆者（熊本）撮影．



法）の発明者として有名である１６）．
19世紀の光学顕微鏡の発展及び普及は，医

学・生物学を著しく発展させた．「近代病理学
の父」と称されるRudolfVirchow，近代細菌学
の開祖とされるLouisPasteurとRobertKochの
成果などは光学顕微鏡なしには成し得ないもの
であろう．
19世紀ドイツで開発された光学顕微鏡は，当

時文明開化を迎えた日本においても急速に普及
し，明治後期～大正にかけて国産顕微鏡が工業
化され始めた．そして，日本の光学顕微鏡は，
千代田光学工業（現在のコニカ・ミノルタ），高
千穂製作所（現在のオリンパス），日本光学工業
（現在のニコン）により発展を遂げた．

生細胞観察へ

19世紀～20世紀前半までの光学顕微鏡は，
ほとんどが明視野顕微鏡であった．明視野顕微
鏡では，試料透過に伴う光強度の減少をそのま
ま観察するため，無色透明の細胞をコントラス
トよく観察できない．この問題を解決したの
は，位相顕微鏡である．位相顕微鏡では試料透
過に伴う光位相のわずかな遅れを光干渉により
検出する．位相の遅れは屈折率を反映し，干渉
法はわずかな位相変化をも検出できるため，位
相顕微鏡は無色透明な細胞内のわずかな屈折率
分布の観察を可能にした．
今日，位相顕微鏡として，位相差顕微鏡と微

分干渉顕微鏡が広く利用されている．位相差顕
微鏡を発明１７）したFritzZernikeは，その功績に
より1953年ノーベル物理学賞を受賞している．

蛍光顕微鏡の発展

位相顕微鏡の登場により，生きた細胞をコン
トラストよく観察できるようになった．しかし
位相顕微鏡により得られる情報は試料の形態情
報であり，生きた細胞の分子情報を顕微鏡によ
り得ることは位相顕微鏡登場後も困難であっ
た．例外として，紫外光顕微鏡により生細胞の
核酸分子をそのまま観察できた１８）が，観察可能
な分子は波長230～300nmに吸収帯を有する核
酸塩基と芳香族アミノ酸などに限られていた

上，紫外光照射による生体ダメージは無視でき
るものではなかった１９）．
生細胞分子イメージングが今日ほどに容易に

なったのは，蛍光顕微鏡の普及によるところが
大きい．1906年に発明された蛍光顕微鏡２１）が
普及したのは，1960年代以降である．この頃，
ダイクロイックミラーを利用する可視光励起の
落射照明蛍光顕微鏡が商品化されている２０）２１）．
これにより，試料への光毒性を抑えつつ，十分
な明るさとコントラストの蛍光顕微鏡画像が得
られるようになった．その後，蛍光プローブの
開発も盛んになり，生細胞の分子イメージング
技術は医学・生物学の分野において欠かせない
ツールとして発展を遂げてきた．
蛍光顕微鏡の発展には，本学の病理学教室が

大きく貢献している２１）ことにも触れておきたい．
可視光励起の蛍光顕微鏡がまだそれほど利用さ
れていなかった1970年頃，藤田晢也教授（現
ルイ・パストゥール医学研究センター所長）は，
フォイルゲン染色した組織の蛍光を可視光によ
り励起できることを発見し，落射蛍光顕微測光
装置によりDNA定量の研究に取り組んでいた．
藤田教授は，蛍光顕微測光によるDNA定量の
精度を向上させるために，1983年，今日最もよく
普及しているガルバノメーター駆動によるビー
ム走査方式の共焦点レーザー走査蛍光顕微鏡の
開発に着手し，3年後これを完成させた（図4）．
血管の3次元イメージングや心臓の高速カルシ
ウムイメージングに代表される共焦点レーザー
走査蛍光顕微鏡を利用した先駆的な医学・生物
学研究は，藤田教授とその後を引き継いだ髙松
哲郎教授（現本学医学フォトニクス特任講座教
授）により世界に先駆けて行われた２２）．
なお，共焦点走査観察法自体は，今日「人工

知能の父」として知られているMarvinMinsky
により1957年に発明２３）されている．当時はま
だレーザー発明以前であり，さらには共焦点と
いう言葉も使われていなかったが，Minskyの
発明は共焦点レーザー走査顕微鏡の原型であ
る．Minskyの発明以降，共焦点観察およびレー
ザー顕微鏡の理論的研究を経て，1980年代から
本格的に共焦点レーザー走査蛍光顕微鏡の時代
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が幕を開けた２６）．

限界を超える光学顕微鏡

共焦点レーザー走査顕微鏡の登場により，従
来の光学顕微鏡より高い空間分解能が得られる
ようになった２４）．また，3次元観察も可能に
なった２４）．さらに，緑色蛍光タンパク質２５）に代
表される生細胞の蛍光ラベリング技術の発展も
あり，任意の分子だけが選択的に検出されるよ
うになった．
しかし，共焦点レーザー走査顕微鏡は空間分

解能，3次元観察，分子イメージングにおいて
それぞれ限界に直面した．
光学顕微鏡の空間分解能は，アッベの回折限

界理論（図5）の通り，光の波長と対物レンズ
の開口数により制限される．対物レンズの開口
数はせいぜい1.4～1.5程度であるため，光学顕
微鏡ではおおよそ200nmより近接した2物体
を見分けることはできない．これは，1980年代
にはすでに広く普及していた電子顕微鏡の空間
分解能より1桁以上劣るものであった．
光学顕微鏡の空間分解能の限界を打ち破る方

法として超解像光学顕微鏡が誕生した．1984
年DieterPohlらは，直径20nm以下の微小開口
から染み出した近接場光により試料を走査する
超解像光学顕微鏡を実現した２６）．この方法は微
小開口の代わりに微小金属構造を利用する井
上，河田の手法２７）とともに，近接場光学顕微鏡

として知られる．近接場光学顕微鏡ののち，蛍
光観察に適したSTED２８），PALM２９）が発明され，
超解像蛍光顕微鏡時代の幕が開ける．超解像
蛍光顕微鏡を発明したWilliam Moerner，Eric
Betzig，StefanHellに2014年のノーベル化学賞
が授与されたことは記憶に新しい．
3次元観察の限界も光学顕微鏡の本質的な限

界である．光は，超音波やX線と比べて物質と
相互作用しやすく，散乱，反射，吸収されやす
いため，試料の深部まで到達しにくい．特に，
屈折率が不均一でありしかも吸収が大きい生体
組織では，表面から30μmくらいまでしか鮮明
な観察は行えない３０）．
形態観察だけを行う目的では，散乱されにく

い近赤外光を利用する光断層撮像法３１）により深
部観察できるようになっていた．しかし，近赤
外光により励起できる蛍光分子は少ないため，
深部蛍光観察は困難であった．
深部蛍光観察は非線形光学顕微鏡の登場によ

り1990年に可能となった３２）．散乱や吸収など
の光学応答は通常，入射光と線形の関係にあ
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図4 病理学教室の藤田教授と高松助手（当時）らがオ
リンパス株式会社と共同開発した共焦点レーザー
走査顕微鏡．1987年高松助手撮影．

図5 光学顕微鏡の限界として知られる回折限
界理論の表式が刻印されているErnstAbbe
の記念碑．ドイツJenaのF翰rstengrabenにて
2014年筆者（熊本）撮影．



る．すなわち，入射されるフォトン（光子）の
数と吸収または散乱されるフォトンの数は正比
例の関係がある．ところが，光強度が非常に大
きい場合，この関係は非線形となる．この非線
形性を利用すれば，光強度が高いところ，すな
わちビーム集光点でのみ選択的に強い光学応答
を誘起できる．これにより今日では，表面から
1mm以上の深部を鮮明に観察できる３０）．
3次元観察においては深部観察以外の課題も

ある．共焦点レーザー走査顕微鏡による3次元
観察では，広い領域を観察する場合，測定点数
が多くなるため画像取得に時間を要する．ま
た，観察面以外にも常に励起光を照射するた
め，3次元観察しているうちに試料の褪色やダ
メージが蓄積してしまう．3次元観察における
このような問題点を解消する光学顕微鏡の1つ
として，ライトシート顕微鏡がある３３‐３５）．その
原理の発明自体は古く，RichardZsigmondyに
より20世紀初頭に暗視野観察法として発明さ
れている３６）．観察光学系と照明光学系とを分け，
それらの光軸を直交させ，照明光学系による
シート状の光により照射される面を観察光学系
により観察するというシンプルなアイデアであ
る．Zsigmondyはライトシート顕微鏡によりコ
ロイド溶液の不均一性を明らかにし，1925年の
ノーベル化学賞を受賞している．
共焦点顕微鏡と比べても見劣りしないライト

シート顕微鏡がレーザー光により質の良いライ
トシートを形成できるようになったのは2000
年代以降である３３）．ライトシート顕微鏡は，ミ
リメートルを超える試料のうち比較的透明性が
高いものの3次元観察に有用であり，胚発生の
研究をはじめとした発生生物学３４）や脳科学３５）の
研究に役立っている．製品としては唯一，Carl
Zeiss社より製造・販売されており，その研究開
発には筆者の1人である熊本が2008年に関
わった．

ラマン顕微鏡

蛍光ラベリング技術により可能となった分子
イメージング技術の本質的な限界は，対象分子
を標識した分子しか観察できないことである．

前処理できない試料，標識が難しい分子，標識
により機能が阻害されてしまう分子などを観察
するニーズは大きい．
1990年に実現されたラマン顕微鏡３７）は分子

の無標識イメージングを可能にした．ラマン顕
微鏡では試料分子自体から発せられるラマン散
乱光を観察する．ラマン散乱光は，物質からの
散乱光のうち，散乱体の種類や状態を反映した
スペクトルを有する非弾性成分であり，1928年
ChandrasekharaVenkataRamanにより発見され
た（Ramanはこの業績によりアジア人として初
めて科学系ノーベル賞（物理学賞）を受賞）３８）．
ラマン散乱光は，弾性散乱成分であるレイリー
散乱に比べて6～8桁，蛍光に比べて12～14桁
微弱であるため検出は容易ではなく，発見後40
年ほどはほとんど利用されなかったが，レー
ザーの発明を契機に分子分析に利用されるよう
になり，やがてデバイスの改良により顕微鏡観
察できるまでに進化した．
ラマン顕微鏡発明の当初は，微弱なラマン散

乱光による画像をできる限り短時間で取得する
ために，蛍光顕微鏡と同様にフィルターを用い
て広視野観察したり３９），共焦点観察の場合は測
定点の数を減らしたり４０）していた．今日では，
検出器，フィルター，光源などのデバイスの改
良とスペクトルイメージング法の発展により，
回折限界空間分解能での生細胞ラマンイメージ
ングが10分以内に行える４１）．さらに，非線形光
学顕微鏡をラマン分光法と融合した非線形ラマ
ン顕微鏡法は，ビデオレートでのラマンイメー
ジングを可能にしている４２）．

展 望

光学顕微鏡法の歴史を振り返ると，その技術
は50年ほどの間に飛躍的に進化し，新たな時代
に突入した感がある．共焦点レーザー走査顕微
鏡をはじめとする，長い歴史軸から見て新しく
登場した光学顕微鏡は，今日の科学，医療，工
業の進歩にはすでに不可欠である．しかもその
利用は観察目的にとどまらず，光による生体活
動を制御する光マニピュレーション研究４３）のプ
ラットフォームとしても広く利用されている．
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光学顕微鏡は今後どのように発展していくの
であろうか．現在の光学顕微鏡は，光源，検出
器，光学フィルターなどのデバイスの発展に余
地があり，今後もしばらく性能向上が見られる
であろう．ビームの位相や方向を時空間制御で
きる空間光変調器やデジタルミラーデバイス，
低解像画像から高解像画像を構築できる圧縮セ
ンシング法，LEDや光コム光源などの比較的新
しいデバイスやアルゴリズムは，光学顕微鏡の
今後を占う鍵となるであろう．別の視点では，
超解像顕微鏡，広視野イメージング，3次元イ
メージング，スペクトルイメージング，さらに
は医学分野において広まっているバーチャルス

ライドなどの実現により，光学顕微鏡画像が30
年以上前とは比べ物にならないほどにビッグ
データとなっている点に，注目すべきであろ
う．1画像のデータサイズが1GBを超えること
はもはや珍しくない．近年注目されている情報
科学や画像解析技術もこれからの光学顕微鏡法
には必要不可欠なものとなろう．
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