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1.　はじめに

電子顕微鏡分野では長年にわたり対物レンズの球面収差低

減が最大の技術的課題であったが，近年多極子レンズによる

収差補正技術 1,2）が実用化され，サブオングストローム分解

能への展開が期待されている．最新の収差補正器では，対物

レンズ取込み半角 θが数 10 mrad 程度の範囲まで波面収差補

正が可能である 3）．これを対物レンズの開口数（Numerical

Aperture, NA = sinθ）に直すと，NA ～ 0.1 のオーダーにかな

り近づきつつある事を意味する．

一方，光学顕微鏡対物レンズでは古くより組み合わせレ

ンズによる収差補正が実施されており，乾燥系対物レンズ

について，0.9 ～ 0.95 の NA が実現されている．光学顕微鏡

では対物レンズ NA の増加によって，分解能改善とともに焦

点深度が急激に浅くなる事がよく知られている．この 3 次

元結像特性により試料の 3 次元的観察が可能となっている．

先に述べた，電子顕微鏡対物レンズの NA が急増しているこ

とに注目すると，今や電子顕微鏡においても光学顕微鏡と

同様の 3 次元結像特性の議論を行うべき段階が来たように

感じられる．

さて本講座では光学顕微鏡，電子顕微鏡を区別せず，結像

光学系としての 3 次元光学的伝達関数（3D-OTF; 3D Optical

Transfer Function）の定義と性質を最初に議論する．その上で，

光学顕微鏡でのデフォーカスシリーズ観察実験の結果とそ

れらの 3 次元スペクトルを示す．引き続き，3 次元光学的伝

達関数（3D-OTF）の理論式を基に，観察実験結果の解釈を

試みる．最後に照明・結像系の能動的な制御と逐次画像処理

を組み合わせた 3 次元結像特性の改善手法への発展について

述べる．

2.　3次元光学的伝達関数の定義

通常の顕微鏡観察では，結像光学系のデフォーカス量 Δf

をパラメーターとして 2 次元観察像強度分布のデフォーカス

シリーズ i(r2D,Δf) = i(x,y,Δf) を得る．ここで r2D = (x,y) は試料

面内の 2 次元座標である．しかしこの像強度分布を生じる原

因となった観察試料の物理量（吸収，位相変化など）は必ず

しも 2 次元分布とはかぎらない．一般的にこれを 3 次元試料

関数 f(r) = f(x,y,z) と書く．座標系 r = (x,y,z) は試料に固定さ

れているものとする．ここで z 軸は光軸であり，慣習に従っ

て試料から見て結像レンズ側に正の向きを取る．試料をこの

ように 3 次元分布関数として取り扱うならば，2 次元観察像

強度 i(r2D,Δf) もまた 3 次元化すべきである．デフォーカス Δf

に対応する z 座標は，結像光学系近軸焦点面（Gauss 面）の

z 座標と見なせばよい．デフォーカス定義の慣習上の違いか

ら，光学顕微鏡の分野では，通常 z = Δf であるが，電子顕微

鏡分野では z = −Δf とする場合が多い．この対応関係を用い

てデフォーカスシリーズ i(r2D,Δf) を 3 次元観察像 i(r) = i(x,y,z)

に書き換えるものとする．

3 次元観察像 i(r) と 3 次元試料関数 f(r) の間に線形性があ

る場合（線形結像）には，3 次元観察像 i(r) は，x, y, z に対

する 3 次元コンボリューション記号，∗∗∗を用いて，

i(r) = g(r)∗∗∗f(r), （1）

と書ける．g(r) は結像光学系の 3 次元点拡がり関数（3D-psf;

3D-Point Spread Function）と呼ばれる．よく知られた実空間

と Fourier 空間の関係より，f(r), i(r), g(r) それぞれの 3 次元

スペクトル，F(g), I(g), G(g) の間には，以下の関係，
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I(g) = G(g)·F(g), （2）

が成立する．上式で g = (u,v,w) は 3 次元空間周波数ベクトル

である．u, v, w をそれぞれ g の x, y, z 方向成分とする．ここ

で面間隔 d の 3 次元平行縞の 3 次元空間周波数ベクトル g は

平行縞面の法線方向（前方，後方の 2 方向，±g）を向き，

その絶対値は |±g| = 1/d である．この空間周波数定義を用い

ると，3 次元 Fourier 変換 F3DFF {} および逆変換 F3DFF −1{} の定義

式は，

F(g) = F3DFF {f(r)} =
∞

∫∫∫
−∞

f(r)·exp(−i2π·(g·r))·dr,

および，

f(r) = F3DFF −1{F(g)} =
∞

∫∫∫
−∞

F(g)·exp(i2π·(g·r))·dg, （3）

となる．

3 次 元 点 拡 が り 関 数 g(r) の 3 次 元 ス ペ ク ト ル

G(g) = F3DFF {g(r)} は，結像光学系の 3 次元光学的伝達関数

（3D-OTF; 3D Optical Transfer Function）と呼ばれ，試料の 3

次元スペクトル情報（3 次元空間周波数情報）が 3 次元観察

像にどう伝達されるかを複素数で表現するものである．ここ

で（2）式を実空間の観察像 i(r) にもどすと，

i(r) = F3DFF −1{I(g)} =
∞

∫∫∫
−∞

F(g)·G(g)·exp(i2π·(g·r))·dg,

=
∞

∫∫
−∞

{
∞

∫
−∞

F(g)·G(g)·exp(i2π·w·z)·dw}

·exp(i2π·(g2D·r2D))·dg2D, （4）

となる．w に関する 1 次元 Fourier 変換は，位置 z での像 2

次元スペクトル，I(g2D,z) であり，

I(g2D,z) =
∞

∫
−∞

F(g)·G(g)·exp(i2π·w·z)·dw, （5）

で求められる．

さて試料がごく薄く，z = 0 に位置する場合には，デルタ関

数を用いて，3 次元試料関数 f(r) を δ(z)·f2Dff (r2D) で置き換える．

この時，3 次元試料関数のスペクトル F(g) は，w に依存せず，

F(g) = F2D(g2D) と書ける様になる．ここで F2D(g2D) は 2 次元

試料関数 f2Dff (r2D) の 2 次元スペクトルである．これにより上

式の，位置 z での観察像の 2 次元スペクトルを求める積分は，

F2D(g2D) を積分外に出して，以下のように書きなおせる．す

なわち，

I(g2D,z) =
∞

∫
−∞

F2D(g2D)·G(g)·exp(i2π·w·z)·dw 

= F2D(g2D)·G(g2D,z). （6）

ここで，G(g2D,z) は位置 z（ごく薄い試料ではデフォーカス

に対応）をパラメーターとする，通常の意味での 2 次元光学

的伝達関数（2D-OTF）であり，3D-OTF，G(g) を用いて，

G(g2D,z) =
∞

∫
−∞

G(g)·exp(i2π·w·z)·dw, （7）

で与えられる．これによりごく薄い試料の場合，インフォー

カス（z = 0）での 2D-OTF は，3D-OTF の w 軸方向への投

影積分である事が判る．

画像処理の分野では 2 次元スペクトルを用いた 2 次元

Fourier 空間上での画像処理が広く行われている．このよう

な画像処理の延長として 3 次元 Fourier 空間での画像処理を

考えてみよう．図 1には 3 次元試料関数 f(r) とその 3 次元ス

ペクトル F(g) の対応に加えて，典型的な 3 次元フィルタリ

ング処理である，w 軸（光軸方向空間周波数）へのローパス

フィルターの適用結果を模式的に示した．uv 面近傍のみの

スペクトルを残すように w 軸方向にローパスフィルターを

適用する．これにより uv 面上に残留する 3 次元空間周波数

情報はそれらの g ベクトルが光軸に直交することから，すべ

て光軸に平行な 3 次元平行縞のみで構成され，焦点深度が拡

大される．結果的にローパスフィルター通過帯域の逆数に比

例して焦点深度が拡大された 3 次元像に変換される．この方

法はすでに 1970 年代に光学顕微鏡において行われており，

Häusler による焦点深度拡大処理 4）としてよく知られている．

ここで w 軸方向のローパスフィルターは 3 次元空間周波数

図 1　3 次元試料関数 f(r) とその 3 次元スペクトル F(g) の対応，ならびに w 軸（光軸方向空間周波数）へのローパスフィルター

の適用結果．ローパスフィルター通過帯域の逆数に比例して焦点深度が拡大された 3 次元像に変換される．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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空間で実施せずとも，Häusler が行ったように単にデフォー

カスを変化させ，画像の積算を取るのみで（実空間で）実行

可能である．さらにこの状況は色収差を含む結像光学系で自

然に生じていることに注目されたい．

光学顕微鏡であれ，電子顕微鏡であれ，3 次元光学的伝達

関数 3D-OTF は，照明条件と結像光学系開口数および波面

収差関数，さらには試料そのもの（何を試料関数に選ぶか）

によって大きく変化する．以下では光学顕微鏡を用いた 3 次

元像観察実験の例を示してこの状況を説明する．

3.　3次元結像観察実験

光学顕微鏡による 3 次元結像の観察例（試料面内観察像と，

光軸に平行な断面像）を図 2に示した．試料は，スライド

ガラス上に付着した有機脂肪酸のミクロンオーダー液滴（単

なる指紋であるが，位相物体と見なせる）と，0.5–1 μm の

SiC 粉末（振幅（吸収）物体と見なせる）である．対物レン

ズは，開口数 NA = 0.5 の Olympus ulwdCDPLAN40 であって，

補正環によりほぼ球面収差 0 に調整してある．また光源波長

λは約 550 nm である．

光学顕微鏡であれ電子顕微鏡であれ結像光学系の結像特性

は照明光の空間的コヒーレンスに大きく左右される．まず

図 2（a）は対物レンズの瞳全域を照明するインコヒーレン

ト照明でのデフォーカスシリーズである．位相物体と見なせ

る有機脂肪酸液滴のコントラストはごくわずかしか現れてい

図 2 スライドガラス上に付着した有機脂肪酸のミクロンオーダー液滴と，0.5–1 μm の SiC 粉末の光学顕微鏡による 3 次元結

像の観察例（a）インコヒーレント照明でのデフォーカスシリーズ，（b）ほぼ垂直コヒーレント照明（照明系 NA ～ 0.02）で

のデフォーカスシリーズ．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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ないが，振幅物体である SiC 粉末のコントラストは黒く明瞭

で，デフォーカスの変化と共にインフォーカス前後で対称に

ぼけが生じている．zy 平面（光軸に平行な断面）での観察

像では，スライドガラス面上で y 軸方向に並んだ一つ一つの

SiC 粒子が 3 次元的に拡がって観察され，3 次元点拡がり関

数に対応している状況が判る．

一方図 2（b）は，ほぼ垂直コヒーレント照明（照明系開

口数 NA ～ 0.02）でのデフォーカスシリーズである．イン

フォーカスでは主として振幅物体のコントラストが観察され

るが，その前後では位相物体のコントラストも強く現れてい

る．ここで位相物体のコントラスト変化はインフォーカス前

後で黒から白に変化するのに対し，振幅物体のコントラスト

は対称的に変化している．これらの結果は振幅（吸収）物体

と位相物体では 3 次元点拡がり関数が異なり，異なった 3 次

元光学的伝達関数 3D-OTF が対応する事を示唆している．

図 3（a）には，図 2（a）のインコヒーレント照明時観察

像の 3 次元スペクトル（対数圧縮したパワースペクトル）を

表示した．一つ一つは wu 断面（zx 面に対応）であり，異なっ

た v 値（y 方向空間周波数）を持つ．v = 0 の wu 断面は回転

中心の断面である．SiC 粉末はかなり小さくその 3 次元試料

関数のスペクトル F(g) は全方向の g に対し，高い空間周波

数まで値を有している．観察像の 3 次元スペクトルが

I(g) = F(g)·G(g) で与えられることを考えると，インコヒーレ

ント照明時の 3D-OTF，G(g) は，w 軸に突き刺さった，中央

図 3 図 2 のデフォーカスシリーズの 3 次元スペクトル（パワースペクトルを対数圧縮して輝度表示）；（a）インコヒーレン

ト照明でのデフォーカスシリーズ・パワースペクトル，（b）ほぼコヒーレント照明でのデフォーカスシリーズ・パワースペク

トル．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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部が閉じた浮き輪状の領域外では急激に 0 となって情報伝達

の切断が起きているように見える．

3D-OTF 伝達域の w 方向（光軸 z 方向空間周波数）の幅は，

試料面内空間周波数 g2D = (u,v) がほぼ NA/λ// になる 0.9–

1.0 μm−1 付近で最大となり，およそ −0.25 μm−1 < w< +0.25 μm−1

の範囲を通過させている事が判る．面内空間周波数が 0 に近

づくと，w 方向の通過帯域も 0 に近づく．面内空間周波数が

低い領域では，焦点深度は深くなり，面内空間周波数が NA/

λになるあたりで焦点深度は最も浅くなる．さらに面内空間

周波数が高くなると，焦点深度は逆に深くなっていく．図 3
（a）の 3 次元パワースペクトルからは明確ではないが，面

内空間周波数が 2·NA/λ/ に近づくにつれ，w 方向通過帯域は

0 に近づいていくように見える．

更に垂直コヒーレント照明の場合についても，図 3（b）
に観察像の 3 次元パワースペクトルを示した．特に v = 0 の

回転中心の wu 断面では，原点で接する 2 つの円弧上に強い

パワースペクトルが観察される．3 次元的に見れば，原点で

w 軸に突き刺さった 2 つのお椀の面以外では G(g) が 0 となっ

て，大きな 3 次元的情報欠落が生じている．これら 2 つのお

椀は後で判るように回折理論で言うところの Ewald 球に対

応している．インコヒーレント照明時の中央部が閉じた浮き

輪状の領域もまたこれらのお椀から求められる．試料面内

（uv 面）での最大通過空間周波数はコヒーレントカットオフ

と呼ばれるが，この実験では NA/λ/ に近い，0.9–1.0 μm−1 程

度である．またコヒーレントカットオフでの Ewald 球殻の

w 値は，ほぼ ± 0.25 μm−1 になる．これらはインコヒーレン

ト照明時の w 方向カットオフ値と対応している．

垂直コヒーレント照明時の 3 次元パワースペクトルには，

2 つの Ewald 球のお椀面上以外にも，お椀の間や周囲に弱い

パワースペクトルのハローが観察される．これらのハローは

試料からの散乱が増えるにつれ，急激に強度を増し，インコ

ヒーレント照明時の 3 次元パワースペクトルと同様の外形を

持つようになる．以下，図 2，3の実験結果を説明できる 3

次元結像理論 5）を紹介する．詳細については著者による総合

報告 6）なども御参照頂きたい．

4.　コヒーレント照明時の結像光学系 3次元光学的伝達関数

これまでの議論では観察の対象となる試料関数の物理量を

不明確にしたまま取り扱った．顕微鏡の結像特性を議論する

にはこれを明確にする必要がある．透過型顕微鏡において観

察の対象たる物理量としては，用いる照明波に対し観察可能

なコントラストを生じることが前提であり，試料の強度透過

率や振幅透過率を用いることが多い．生物試料などについて

は位相変化も観察の対象とするので，より一般的に試料の複

素透過率を考える事にする．

ごく薄い試料の 2 次元複素透過率 f2Dff (r2D) は，試料前面位置

z = 0− での照明波の時間 t を含む波動関数 ϕ0(r2D,z = 0−,t) と透

過後試料後面位置 z = 0+ での透過波の波動関数 ϕt(r2D,z = 0+,t)

により，

ϕt(r2D,z = 0+,t) = f2Dff (r2D)·ϕ0(r2D,z = 0−,t), （8）

で定義される．照明波として振幅 1，波長 λ，振動数（周波数）

f，波数ベクトル k0 の平面波を用い，f2Dff (r2D) を 2 次元 Fourier

変換で表現すると，

ϕt(r2D,z = 0+,t) = f2Dff (r2D)·exp(i2π(k0,2D·r2D−ft)),

=
∞

∫∫
−∞

{F2D(g2D)·exp(i2π·((k0,2D+g2D)·r2D)−ft)}·dg2D, （9）

である．ここで，k0,2D は k0 の試料面内成分である．また波

数ベクトルに 2π を含まない定義を用いたので，|k0| = 1/λ/

になる．さて上式で表される試料後面での 2 次元波動関数の

波数ベクトル k0,2D + g2D には w 成分が追加され，後方に伝搬

する散乱波（回折波）ks となる．

上式ではごく薄い 2 次元試料を仮定したが，弱散乱の仮定

の下で，厚みのある 3 次元試料に拡張してみたい．3 次元試

料を多数のごく薄い切片にスライスすれば z 座標の異なる

個々の切片で複素透過率 f2Dff (r2D,z) が定義できるが，これら

の値はほぼ 1 であり切片を通過する際の振幅と位相に対応す

る微小変化量がそれぞれ実部，虚部として加算される形であ

る．これらの変化量を単位長さあたりに換算し，3 次元複素

散乱関数 f(r) と見なす．さらに直接透過波を考慮する為，

f(r) の 3 次元スペクトル F(g) について，g = 0 の近傍では直

接透過波の複素振幅に対応したデルタ関数とする．観察試料

が吸収のない弱位相物体であれば，f(r) 中の直流成分を除い

た変動成分（g ≠ 0）については虚数部のみが残り実数部は 0

となる．逆に弱振幅物体であれば，実数部のみが残り虚数部

は 0 となる．

さて上記複素散乱関数 f(r) の 3 次元スペクトル F(g) を用

いると，弱散乱仮定（Born 近似）の下で，（9）式の F2D(g2D)

を 3 次元スペクトル F(g) で置き換え，エネルギー保存条件，

1/λ/ = |k0| = |k0+g| に対応するデルタ関数，δ(|k0+g|−1/λ/ ) を

導入する事で，g に対する 3 次元積分の形で後方伝搬波の波

動関数 ϕt(r,t) が表現できる．すなわち，

ϕt(r,t) = ∫∫∫ δ(|k0+g|−1/λ/ )·F(g)·exp(i2π·((k0+g)·r−ft))·dg,
 （10）allg

となり，Bragg 回折波 ks = k0+g が，δ(|k0+g|−1/λ/ )·F(g) の複

素振幅で生じる事を表している．

弱散乱試料では，直接透過波 k0 の振幅 a0 は 1 に近く，試

料後面に出来る直接透過波と多数の回折波との間に形成され

る不動の 3 次元干渉縞 ±g = ±(ks−k0) として試料の空間周波

数情報が伝達される．しかし回折波 ks = k0+g が Ewald 球に

乗らず，Bragg 回折条件を満たさねば，3 次元空間周波数情

報は一切観測できない．コヒーレント照明では，結像光学系

を通る以前に 3 次元的に見て大幅な空間周波数情報の欠落が

生じている事に注目されたい．

我々が像を観察する場合には，試料透過後の 3 次元伝搬波

を，結像光学系を通して結像光学系の後ろに配置されたスク

リーンに投影する．結像光学系の役割は，直接透過波 k0 と

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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回折波 ks = k0+g を再度，試料面と共役なスクリーン面上で

干渉させる所にある．結像光学系では，直接透過波と回折波

は光学系瞳による通過制限（瞳切断）を受けると共に，通過

出来た波については結像光学系の波面収差関数による位相変

化を被る．図 4に示すように進行方向が k0’ ならびに ks’ に

変わった直接透過波と回折波は，スクリーン面近傍で干渉し，

3 次元干渉縞 ks’-k0’ を形成する．直接透過波もしくは回折波，

あるいは両者が瞳切断により結像光学系を通過できなかった

時，3 次元干渉縞は形成されず，その元になった試料の 3 次

元空間周波数情報も観測される事は無い．

結像光学系の瞳制限と波面収差関数の影響は本来，結像光

学系通過後の 3 次元干渉縞に生じるものであるが，「試料近

傍における見かけの 3 次元干渉縞」を考える場合には，これ

らが試料後方に伝搬する際にあらかじめ考慮しておく．試料

後面から射出された波数ベクトル k(|k| = 1/λ/ ) の平面波につ

いて，結像光学系の複素伝達特性 H(k) を，H(k) = 1·exp

(−i·γ(k))（k；瞳内），および，H(k) = 0（k；瞳外）とすれば，

3 次元化された試料後方伝搬波動をあらわす（10）式は，見

かけの上で，

ϕt(r,t) = ∫∫∫
allg

H(k0+g)·δ( k0+g −1/λ/ )·F(g)

·exp(i2π·((k0+g)·r−ft))·dg, （11）

と書ける．この表現は結像光学系を通して見た「みかけの」

伝搬波である事に注意する必要がある．これで試料を含め 3

次元化された試料後方伝搬波動の式が得られた．

2 次元複素透過率 f2Dff (r2D) を拡張した，試料の 3 次元複素

散乱関数 f(r) は，実数部関数 fRff (r) と虚数部関数 fIff (r) により，

f(r) = fRff (r)+i·fIff (r) と書ける．ここで fRff (r)，fIff (r) は共に実数関数

であり，対応する 3 次元スペクトル，FR(g)，FI(g) を用いて，

F(g) = FR(g)+i·FI(g) となる．

後方伝搬波動を表す（11）式を，F(g) について fRff (r) に対

応する FR(g)，fIff (r) に対応する FI(g) に分離し，かつ弱散乱の

仮定に従い g = 0 の直接透過波の複素振幅をコヒーレント照

明波 k0 の関数として，特別に a0(k0) と書けば，上式は，

ϕt(r,t) = a0(k0)·H(k0)·exp(i2π·(k0·r−ft))+ ∫∫∫
g≠0

δ(|k0+g|−1/λ/ )

·{FR(g)+i·FI(g)}·exp(i2π·((k0+g)·r−ft))·dg, （12）

となる．これら「みかけの」試料後方伝搬波を強度 i(r,k0) =

ϕt(r,t)·ϕt*(r,t) に直すことで，「みかけの」3 次元観察像が得

られる．積分変数の変換と，FR(g) と FI(g) の g に対する対称

関係を利用して書き直せば，i(r,k0) は，位置に依存しない背

景強度 ibg(k0) と，線形結像成分 ilin(r,k0) ならびに非線形結像

成分 inon-lin(r,k0) の和として求められる．ibg(k0) を除いて，

ilin(r,k0) は，

ilin(r,k0) = ∫∫∫
g≠0

{GR(g,k0)·FR(g)+GI(g,k0)·FI(g)}

·exp(i2π·g·r))·dg, （13）

と Fourier 逆変換で表現できる．像強度 ilin(r,k0) は，試料 3

次元複素散乱関数 f(g) の実数部 fRff (g)，虚数部 fIff (g) に対して

線形であり，それぞれ独立した 3 次元光学的伝達関数

（3D-OTF），GR(g,k0) および GI(g,k0) を持っている．これらは，

コヒーレント照明波 k0 の関数として，

GR(g,k0) = δ(|k0−g|−1/λ/ )·(+1)·a0(k0)·H(k0)·H*(k0−g)

+δ(|k0+g|−1/λ/ )·(+1)·a0*(k0)·H*(k0)·H(k0+g),

 （14）

および，

GI(g,k0) = δ(|k0−g|−1/λ/ )·(−i)·a0(k0)·H(k0)·H*(k0−g)

+δ(|k0+g|−1/λ/ )·(+i)·a0*(k0)·H*(k0)·H(k0+g),

 （15）

で与えられる．上 2 式の 3D-OTF は 3 次元観察像の g ベク

トルが取り得る範囲を規定する．

図 5に任意の照明波 k0 の下での GR(g,k0) および GI(g,k0)

の概形と OTF 値を示した．入射方向に沿った原点で相接す

る 2 つの Ewald 球，δ(|k0+g|−1/λ/ ) および δ(|k0−g|−1/λ/ ) の上

で，かつ瞳切断，H*(k0)·H(k0+g) および H(k0)·H*(k0−g) を受

図 4 振幅格子によって発生した回折波 ks=k0+g と直接透過波 k0 が試料後面に作る 3 次元干渉縞と，結像光学系を通過し，

進行方向が k0s’ ならびに k0’ に変わった回折波と直接透過波が，スクリーン面近傍で再度干渉し，3 次元干渉縞 g’=(ks’−k0’) を
形成する様子．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】



講座　結像光学系の 3 次元結像特性 127

けていない 2 球殻（お椀）以外では OTF 値は完全に 0 であり，

コヒーレント照明時観察像の 3 次元情報欠落の大きさを物

語っている．

図に記入したように，Ewald 球の球殻上での OTF 値は

GR(g,k0) と GI(g,k0) 共に，照明入射側（δ(|k0+g|−1/λ/ ) に相当），

結像系レンズ側（δ(|k0−g|−1/λ// ) に相当）の両 Ewald 球殻につ

いて共通な係数，a0*(k0)·H*(k0)·H(k0+g) と a0(k0)·H(k0)·H*(k0−

g) が含まれる．この様に類似してはいるが，GR(g,k0) では，

+1，+1 の対称係数，GI(g,k0) では，+i，−i の反対称係数がそ

れぞれの Ewald 球殻に付くところに本質的に異なる点があ

る．これらの違いは複素散乱関数の実数部と虚数部からの回

折波波面の進み方の相違が原因となっている．

上の 2 式で表せる 3D-OTF の Ewald 球殻は GR(g,k0) と

GI(g,k0) についてまったく同形であり，垂直コヒーレント照

明の下では w 軸原点から見て左右対称になる．結像光学系

の瞳切断を考慮すれば，面内空間周波数に対するカットオフ

周波数は，NA/λ/ になる．これはコヒーレントカットオフ周

波数として知られている．またこの面内カットオフ周波数で，

照明入射側および結像系レンズ側の Ewald 球殻の w 値は，

w = ±{1−(1−(NA)2)1/2}/λ/ になる．先に示した実験条件を代入

すれば，NA/λ/ = 0.91 μm−1，{1−(1−(NA)2)1/2}/λ/ = 0.244 μm−1 で

あり，図 3（b）の 3 次元スペクトルから求まる値に近い．

直接透過波と回折波が結像光学系の瞳切断を受けず，かつ

試料が弱散乱性で，a0(k0) = 1，H(k0) = exp(−i·γ(k0)) および，

H(k0+g) = exp(−i·γ(k0+g)) と書ける場合，照明入射側，結像系

レンズ側の両 Ewald 球殻について 3D-OTF，GR(g,k0) および

GI(g,k0) の共通部分は，それぞれ位相因子，exp(i·(γ(k0)−

γ(k0+g)))，exp(−i·(γ(k0)−γ(k0−g))) のみとなる．これらは波面

収差によって観察像（試料複素散乱関数実数部，虚数部共に）

の 3 次元縞が法線方向に移動するが，コントラストはまった

く変化しない事を示している．

最後の非線形結像成分 inon-lin(r,k0) は，fRff (g)，fIff (g) に対し線

形ではなく，スペクトルの形で，

F3DFF {inon-lin(r,k0)} = Inon-lin(g,k0)

= ∫∫∫
g’≠0,−g

{δ(|k0+g’+g|−1/λ/ )·δ(|k0+g’|−1/λ/ )

·H(k0+g’+g)·H*(k0+g’)}·F(g’+g)·F*(g’)·dg’,

 （16）

と求められる．非線形結像を表す上式は形式上，回折波

k0+g’ を照明波とした結像の g’ についての合成の形を取って

いる．k0+g’ は結像系の瞳全体をカバー出来るので，非線形

結像成分の g ベクトルは，図 6に示すように，2 つの Ewald

球殻には制限されず，図示されている瞳制限の範囲に拡がっ

て分布する．これにより試料面内方向に最大 2·NA/λ/ ，光軸

方向に最大 ±{1−(1−(NA)2)1/2}/λ/ まで，結像光学系の開口数

NA に対応して拡がる事が示される．試料の散乱が小さいと，

弱い回折波間の干渉である為，非線形結像成分は線形結像成

分に比べ相対的にコントラストが小さくなる．一方，試料か

らの散乱が大きくなると急激にコントラストが増加する．試

料散乱関数との間に線形性が無い為，定量的な像解析には適

さない．

先に示した観察実験では垂直コヒーレント照明時の 3 次元

パワースペクトルに，Ewald 球殻以外に，球殻の間や周囲に

弱いハローが観察されている．これらは非線形結像成分の寄

与による．コヒーレント照明の下で線形結像成分が 3 次元的

に帯域制限を受け，Ewald 球殻上にのみ存在する一方，非線

形結像成分がハローとして分布することは，3 次元 Fourier

空間上でのフィルタリング処理で両者の分離が可能であるこ

とを示唆している．

さらに上記 3 次元結像の取り扱いを部分的コヒーレント照

明，さらにはインコヒーレント照明の場合に拡張したい．し

かしながら厳密な解析には 3 次元相互変調係数（3D-cross

modulation coefficient）の取り扱いが必要となり見通しが立

てにくくなるので，以下では弱散乱性試料に限り，コヒーレ

ント照明時の 3D-OTF の考え方を延長する．

弱散乱物体で主体となる 3 次元線形結像のスペクトル

図 5　コヒーレント照明 k0 の下での，試料 3 次元複素散乱関数 f(r) の実数部に関する線形結像 3D-OTF，GR(g,k0) および虚数

部に関する線形結像 3D-OTF，GI(g,k0) の概形と OTF 値．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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Ilin(g,k0) は，部分的コヒーレント照明の下では，光源強度分

布 σ(k0) を荷重とする，照明波 k0 の 3 次元積分で与えられ，

Ipc,lin(g) =  { ∫∫∫
allk0

σ(k0)·δ(|k0|−1/λ/ )·GR(g,k0)·dk0}·FR(g)

+{ ∫∫∫ σ(k0)·δ(|k0|−1/λ/ )·GI(g,k0)·dk0}·FI(g),
 （17）allk0

になる．照明波の入射角度の拡がりに伴う線形結像成分の

3D-OTF の形状変化を図 7に示す．

光源強度分布 σ(k0) が狭くコヒーレント照明に近い状況で

は，ほぼ 2 つの Ewald 球殻の近傍のみに 3 次元スペクトル

が集中する．σ(k0) が拡がると，3 次元スペクトルの球殻の

厚さが徐々に増す．σ(k0) が k0 によらず一定値のインコヒー

レント照明では線形結像成分 3 次元スペクトルもコヒーレン

ト照明時の非線形結像成分と同じ，試料面内方向に最大

2·NA/λ/ まで，光軸方向に最大 ±{1−(1−(NA)2)1/2}/λ/ まで，結像

光学系の開口数 NA に対応して拡がる．

図 7には無収差光学系を仮定して，試料散乱関数実数部・

虚数部に対する OTF の係数値を合わせ記入した．σ(k0) が広

がり，空間的コヒーレンスが低下すると両 Ewald 球殻が重

なり合う．この時，入射側 Ewald 球殻上での k0 と k0+g の組，

ならびにレンズ側 Ewald 球殻上での k0’ と k0’−g の組が同じ

図 6　非線形結像成分の 3 次元スペクトル Inon-lin(g,k0)=Inon-lin*(−g,k0) の概形．g ベクトルは 2 つの Ewald 球殻に制限されること

なく，図示されている範囲に拡がって分布する．

図 7　照明波の入射角度の拡がりに伴う線形結像成分 3D-OTF の形状変化と試料散乱関数実数部・虚数部に対する OTF の係

数値（無収差光学系仮定）．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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g の結像に関わり，OTF 値は双方の和で評価する必要がある．

この様な状況で，試料 3 次元複素散乱関数の虚数部 FI(g)

に関する 3D-OTF については OTF 値の係数が +i，−i で反対

称である事より，相殺する現象が起こる．さらに，インコヒー

レント照明で無収差結像系ではそれらが同等に OTF 値に寄

与し，複素散乱関数の虚数部 FI(g) のコントラストがほぼ消

失する．一方複素散乱関数の実数部 FR(g) については OTF

値の係数が +1，+1 と対称であってコントラストの消失は発

生しない．図 7（c）がその状況に当たる．

観察試料が弱位相物体である時，複素散乱関数の実数部

FR(g) はほとんど 0 で，虚数部 FI(g) のみが生じる．3 次元ス

ペクトルの分布範囲，ならびに位相物体のコントラストがほ

ぼ消失する状況は，インコヒーレント照明下の観察実験

（図 2（a），図 3（a））に明瞭に現れている．

5.　3次元結像理論に基づく結像方式の提案

3 次元結像理論では試料複素散乱関数虚数部（位相）情報

が，実数部（振幅位相）情報と同様，デフォーカスシリーズ

の 3 次元スペクトル中に（3 次元的に大きな帯域制限を伴っ

てはいるが）保存されている事が示される．さてコヒーレン

ト照明下でデフォーカスシリーズが収集されている場合，3

次元 Fourier 空間上での画像処理によって Ewald 球殻の照明

側で −i の係数，レンズ側に +i の係数を乗じて GI(g,k0) を対

称化すれば，インフォーカスで試料散乱関数の虚数部にコン

トラストが付く．一方，GR(g,k0) が反対称となり，実数部の

コントラストは消失する．これにより位相板無しの位相差顕

微鏡法が実現できる．

この方法では波面収差関数 γ(k) が既知である場合，結像

光 学 系 複 素 伝 達 関 数 に よ る， 両 Ewald 球 殻 上 で の

H*(k0)·H(k0+g) および H(k0)·H*(k0−g) の OTF 係数値が確定

するので，逆フィルターによる波面収差補正も同時実施可能

である．さらに Ewald 球殻近傍のみの情報を抽出して，非

線型結像情報を排除出来る．電子顕微鏡で実用化するには，

高輝度電子銃と，数十枚以上のデフォーカスシリーズを試料

ドリフトの影響を受けずに高速に連続収集するハードウェ

アーが必要になる 7）．著者らは本手法を「3 次元フーリエ・

フイルタリング法」と呼んでおり，収差補正とともに非線形

結像による乱れの無い位相像が得られている．

上記の方法は際立った特徴を持つ一方，回折現象による本

質的な 3 次元的帯域制限を伴い，深さ情報などの 3 次元検出

には向かない．さて深さ方向の情報を検出する手法の一つで

ある CT 法では，試料回転によるローテーションシリーズ収

集の上で，投影定理に基づき，欠落した 3 次元情報を補完・

再生する事が行われている．CT 法では投影定理に基づき投

影情報を利用するが，本講座で述べた焦点深度拡大観察はま

さに投影情報を得るものである．先に示したように，インコ

ヒーレント照明下での観察像 3 次元スペクトルは uv 平面上

にスペクトルが存在し，w 方向の帯域制限により投影像が求

められる．しかし虚数部（位相）情報にほとんどコントラス

トが生じない．この為，光学顕微鏡・電子顕微鏡共に実数部

（振幅）情報が加わる様，試料の染色が行われる．

試料散乱関数の虚数部（位相）情報を用いて CT 法を実現

するには，虚数部（位相）情報の焦点深度拡大が不可欠であ

る．詳細は省略するが，動的なホローコーン（コヒーレント）

照明と焦点深度拡大および逐次フィルタリング処理を組み合

わせて複素散乱関数実数部（振幅）と虚数部（位相）の独立

分離抽出と非線形結像排除が実現される．加えて結像光学系

の波面収差関数が回転不変形であれば，無収差結像が実現さ

れ，収差補正が不必要になる 8）．本方式は著者による光学顕

微鏡による予備的検討実験を経て，大阪大学のグループによ

り透過型電子顕微鏡への適用の結果が報告されている 9）．

この様な照明・結像系の能動的な制御と逐次画像処理を組

み合わせた顕微鏡観察法は，従来の静的な結像法に制限され

ない 3 次元結像特性をもたらす点で多大な可能性を有する．

3 次元結像特性の解析はそれらの基盤となり，光学顕微鏡の

みならず，電子顕微鏡についても誠に重要な意義を持つ事を

指摘して本講座のまとめとしたい．
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