
図１．生体の物質、水、ガラスの光吸収と光の波長の関係 3) 。縦軸は

吸収量を相対値で示しています。横軸は波長をナノメーター（ミクロ

ンの 1000 分の１）の単位で表示しています。Cytochrome b（チトク

ロームｂ）、fat（脂肪）、water（水）は、可視光線の吸収は小さく、

haemoglobin（ヘモグロビン）色素のため多少吸収します。Synthetic 

fused silica（合成ガラス）は、それらよりずっと吸収が少なく透明

に見えます。恒星の温度は絶対温度（K）で示してあります。星の温

度が高いほど、青く見えますが、これは光の波長の分布が左側に片寄

るためです。 

高校生のための光学顕微鏡講座 

 

光学顕微鏡と生命科学の接点は、レーウェンフック (1632-1723)やロバート・フック

(1635-1703)らが、実用的な光学顕微鏡を開発して使っていた 17 世紀後半までさかのぼる

ことができます。その後、300 年以上も経過していますが、その中で技術的に大きく発展

した重要な時期を 3 つあげることができます。 

１つ目は 19 世紀後半です。物理学者のアッベ(1873)やレーリー(1874)が光学の理論が確

立し 1) 、レンズを設計したり製作したりする上で、重要な指針を与えてくれました。２つ

目は 20 世紀半、位相差顕微鏡や微分干渉顕微鏡などといった生体試料を染色せずに観察

できる観察法が発明された時期です。当時、すでに電子線を使った電子顕微鏡は実用化さ

れつつあったので、細かな構造が高い解像度で観察できるという点では光学顕微鏡は電子

顕微鏡にはとても太刀打ちできませんでした。しかし、化学的な固定や染色剤で染めると

言った処理が必要なく、生きたままの試料を直接観察できるようになったのは大きな革新

でした。３つ目は、この 20 年ほどの間に著しく改良が進んだ蛍光顕微鏡や共焦点蛍光顕

微鏡などの最新技術です。探している特定の物質に蛍光標識して観察できるようになりま

した。現在の生物学分野では不可欠の技術となっています。このような生物学の分野での

顕微鏡技術の発展の歴史を振りかえる形で、光学顕微鏡の基礎的な原理から、最新の技術

までを解説してゆきたいと思います。 

 

§光学顕微鏡の分解能 

 

光学顕微鏡で使う光は可視

光線と言います。電磁波と呼

ばれる波の一種ですが、水面

を伝わる波と同じように、波

の山と山との間の距離、波長、

を使ってその種類を区別しま

す。波長で言えば 0.36～0.83

ミクロンほどの長さを持った

ものです。これより短い波長

のもの（紫外線）や長いもの

（赤外線）はひとの目には見

えないので、顕微鏡には使え

ない光です。可視光線は、ち



 

図３．一般的な対物レンズ側面の表示

 
図２．小さな点は光学顕微鏡

で観察するとある広がりを

もったパターン（a～f）とな

ります。２点が接近すると区

別できなくなります（e～f）。

この像は顕微鏡写真ではな

く、コンピュータを使って理

論的に予測した像です。 

ょうど太陽光に最も多く含まれる波長の光で、ひとの目は、その波長の光が見えるように

進化して来たのだと考えることもできます。窓ガラスなどの素材は、この可視光線をほと

んど吸収せず、透過します（図１）。そのため透明に見え、顕微鏡の大事な部品となる光学

レンズの素材としても使用できるのです。私たちの体の主成分は水やタンパク質ですが、

こういった物質も幸い可視光線はほとんど吸収しません。そのため可視光線を使うと生物

の細胞や組織の内部まで透き通って観察できるという利点があるのです。これらのいくつ

かの幸運が重なって、光学顕微鏡は、私たちにとってなかなか使い勝手のよい便利な道具

となっています。太陽系で生物を研究できるというのは、なかなか人類は運が良いのかも

知れません。 

顕微鏡の性能を決める要因はたくさんありますが、その中で

もっとも重要なものは分解能です。分解能とは、ある接近した

２つの点が、それ以上近づくと、拡大像の上で区別できなくな

る限界の距離である定義されています（図２）。解像度と呼ばれ

ることもあります。その限界となる距離（ d ）はどのようにな

るか、いろいろな研究者が複雑な理論的考察を行ってきました。

その結果、下のような式で表現できることがわかっています。 

objAN
d

..

   

（ラムダ）は光の波長です。 （カッパ）は、一種の比例

係数です。少し複雑なので後で解説します。N.A.obj は非常に重

要な数字です。これは対物レンズの開口数と呼ばれるもので、 

objobj nAN sin..   

の式で計算します。θobj は、今、皆さんがミクロン

サイズになって観察される側の試料になったと想像し

てください。目の前にあるのは大きな対物レンズで、

多分、そこを通して皆さんを眺めている観察者の眼な

どが見えるかも知れません。この対物レンズの窓の広

がりを示す角度がθobj です。n は皆さんのまわりの物

質の屈折率で、光のスピードがどれだけ遅くなったか

を示す数値です。空気なら 1.0 程度、ガラスなら 1.5

程度です 4) 。数学で習う三角関数、 objsin は、θ obj

の角度を持つ直角三角形の斜辺と他の一辺の比ですが、



これは１よりは決して大きな値にはなりませんね。つまり、上の式から objAN .. はどんなに

大きくても最大 n の値にしかならないことがわかります。 

現在、 objAN .. は最大 1.4～1.7 の対物レンズが市販されています。図３のように、対物レ

ンズの側面には倍率や鏡筒の長さ（接眼レンズと対物レンズの間の距離）と並んで objAN ..

が必ず表記されていなければなりません。これが分解能を決める重要な数値だからです。 

さて、対物レンズの反対側にはコンデンサレンズというものがあって、そこから出てく

る光で観察試料は照明されています。さきほど、小さくなった皆さんが対物レンズを眺め

たのと同じように、反対側の足もとを見ると、そこに見えるコンデンサレンズでも、同じ

ように広がり程度を示す開口数( conAN .. )を決めることができます 5)。この２つの開口数の

比、R ＝ conAN .. ／ objAN .. も、像の分解能を決める大切な数値です。前の分解能の式の中

に出てきた（カッパ）と R との関係が図４のようになっていることがわかったからです。

この関係は、ホプキンス(1950) 6) によって計算されました。アッベやレーリーの示した理

論もすべて網羅したもので 7) 、実際に私たちが使用する光学顕微鏡の分解能をよく表現し

ていると言われています。この式から、分解能を改善するには、 

i) 波長を短くする 

ii)  はを小さくする 

iii) objAN .. を大きくする 

の３つの選択肢しかないことがわかります。限界は、0.2 ミクロンほどで、これよりも接

近した２つの点は、光学顕微鏡を使って判別することは不可能です。見えるか見えないか？

どこの位置にあるか？と言ったこととは別の問題なので、混乱しないようにして下さい。

分解能は２つの点が区別できるかどうかということに限った場合の話ですが、像の鮮明さ

に一番大きく影響する大切な数値です。 

上の開口数の比、R は、観察像の明暗の差となるコントラストにも大きな影響を与える

ことがわかっています。通常の明視野照明で観察する場合、経験的に R＝0.8 程度がもっ

とも自然な印象のコントラストを与え、肉眼での観察や写真撮影にはこの条件が観察する

のが最適です。 conAN .. を大きくする（R>1.0、コンデンサ絞りを大きく開放する）と観察

像はコントラストが低下してピンボケのような像となります。逆に、 conAN .. を小さくする

（R<0.3、コンデンサ絞りを小さく絞る）と不自然に強調されたコントラストの像となり

ます。これは光学顕微鏡を使う時によく経験することかと思います。また、焦点の合う部

分の厚み（物体深度）は 
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図５．位相差顕微鏡の構成。リング上の

絞りのついたコンデンサレンズと位相板

のついた対物レンズを必ず組にして使用

します。位相板の中のある決まった場所

（灰色のリングで示す）を照明する光が

通過するように調整して使わなければな

りません。 

の式で決まります。さらに、観察試料と対物レンズ面までの距離（作動距離）や観察像の

明るさも 
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のように、 objAN .. と切っても切れない深い関係にあります。 objAN .. は光学顕微鏡のいろい

ろな性能を決定する重要な値です。 

 
 
§ 位相差顕微鏡 

 

位相差顕微鏡や微分干渉顕微鏡は、生体試料を観

察する目的で使われます。特にゼルニケ  8) により発

明された位相差顕微鏡は、簡単なレンズの構成で実

現できるので、一般にひろく使われています。観察

試料と背景との間にある屈折率の差（光のスピード

の差を生みます）を明暗の差として変換して観察す

ることができます。 

そのしくみを図５に示してあります。位相差顕微

鏡の特長はその照明光です。コンデンサレンズのす

ぐ下にあるリング状の絞りを通った光だけを使いま

す。また、この光が対物レンズの中のある決まった

場所を通るように設計されていて、そこに位相板と

呼ばれる特殊なフィルターが置かれています。対物レ

ンズの倍率が変わるとこの位相板の大きさも変わりま

す。リング絞りのサイズも合わせて変えなければなり

ません。もちろん、２つの光軸が一致していなければ

ならないので、位相差顕微鏡ではその調節のためのツ

マミなどが附属しています。リング絞りは、コンデン

サ一レンズに附属しているターレットと呼ばれる円板

をまわして変えられるようになっているのが一般的で

す。 

観察像の明暗コントラストを生み出す上で重要な

原理は、観察する資料を通過した光（図５の回折光）

 

図６．位相差顕微鏡（ブライトコント

ラスト）で観察したゾウリムシ。  



 
図７． 微分干渉顕微鏡のしくみ。ウォラ

ストンプリズムに偏光を通すことで、ＡＢ

の異なる道筋を通る互いに直交する２種類

の光に分けることができます。 

は 1/4 波長分だけスピードダウンして遅れたと見なせる点です。これを位相差といいます。

これは数学的な一種の近似計算ですが、そう厚みの厚くない観察試料では、多くの場合正

しい計算となります。そこで、背景の何も試料に当たっていない光を 1/4 波長すすめたり、

逆に、遅らせたりといったことをします。これが位相板の役割です。この光が最終的に観

察像の上で試料を通ってきた光と重ね合わさりますが、そのとき、1/2 波長分の差となっ

て山と谷が一致する場合には観察像の上では互いに打ち消し合い（暗く観察される）ます。

山と山が重なると強め合い（明るく観察される）ます。それぞれ、ダークコントラスト像

（図６）、ブライトコントラスト像と呼ばれますが、対物レンズの中の位相板の種類で、こ

の違いが出ます。光吸収の少ない生体試料でも、明暗の差をつけて明瞭に見える特長があ

ります。小さな細胞内構造や厚みのない細胞の観察などに最適です。 

観察試料を通過する光（回折光）の通り道、あるいは、試料の厚み・屈折率・周期構造

のあるなしによっても実際は微妙に変わります 9)。上の近似計算が必ずしもいつも正しく

はありません。また、位相板の決まった場所を期待通りに通過しない光もあります。つま

り、位相差顕微鏡の計算ミスが時々発生します。サイズの大きな構造物（細胞体や核）や

屈折率が極端に異なる物では、そこにはないはずの縁取りの縞模様が見えたり、白黒が反

転したりするなどの問題が生じます。位相差顕微鏡を使う上での要注意事項です。見えて

いるからといって、そこにものがあるとは限りません。 

 
 
§ 微分干渉顕微鏡 

 

位相差顕微鏡と並んで、微分干渉顕微鏡も生きた

細胞などの観察に使用されています。観察試料の中

で、ある決まった方向へ、わずかな距離（分解能以

下）離れた２点間の屈折率の差を、白黒のコントラ

ストの差として観察できるようになっています。ち

ょっと複雑ですが。 

図７に原理を示します。光は波の一種で、その振

動の方向は水面の波と同じです。進む方向に対して

垂直です。ある垂直な平面の中だけで振動します。

普通の光はいろんな方向に振動する光がミックスさ

れたものですが、１平面のものだけをフィルターで

取りだしたものを偏光と呼びます。そのようなフィ

ルターを偏光板と呼びます。微分干渉顕微鏡はこの

偏光を使います。 



光源からの光をまず、偏光板（ポラライザ）を通し

て偏光にします、次にウォラストンプリズムと呼ばれ

る特殊な光学素子を通過させます。この素子は、ある

決まった振動面の光を、２つの直交する光に分けます。

しかも、それらが横方向へわずかにずれた偏光である

のが特長です（図７の A、Ｂ光路）。この調整はなかな

か微妙で、もちろん光源の光も決まった方向への偏光

となっていなければなりません。プリズムの置く角度

も重要です。 

図では、２つに分けた光の片方、Ｂ光路だけが観察

する試料の中を通過するような場合を示してあります。この場合、Ｂ光路の光は、試料の

厚みと屈折率の分だけ進行が遅れた（位相が遅れた）光となります。あとは、位相差顕微

鏡と似ていて、この位相差を白黒コントラストへと変換すると、像が見えて来ます。この

操作は、対物レンズの後のノマルスキープリズム 10) によって行われます。ノマルスキー

プリズムは発明者の名前が付いたものですが、実際のしくみはウォラストンプリズムと同

じです。２つの光路の光を再合体させて重ね合うようにします。背景の照明光が邪魔なの

で、アナライザと呼ばれる偏光板で取り除くと、A と B、２つの光の間で強め合ったり、

弱め合ったりする様子が、観察像の上で見えて来ます。 

AB２つの光路の横方向のずれは、光学顕微鏡の分解能よりも小さくなるように設計され

ていて、どの２点間はほとんどわかりません。ごく近距離の間の屈折率の差となります。

数学的にはこれは「微分値」と同じようなものなので、「微分干渉顕微鏡」と呼ばれるよう

になりました。「干渉」は、２種類の光が重なって強め合ったり弱め合ったりする現象のこ

とを指します。微分干渉顕微で観察すると全体が灰色で一見コントラストの低いピンボケ

のように見えますが、デジタルカメラで撮影した後、コントラストを強める処理を行うと、

格段に像が改善されます（図８、９）。0.03 ミクロンの細い繊維（微小管など）や直径 0.05

ミクロンの細胞内小胞など、極

めて小さな構造物も観察できま

す 11) 。これは分解能ではなく、

あくまで「検出能力」という意

味の「見える」なので、間違わ

ないでください。 

設計上、コンデンサレンズ、

対物レンズ、両方とも最大限

conAN .. と objAN .. を大きくして

使用できます。つまり、光学顕

 
図８．微分干渉顕微鏡で観察したオパリナ

の繊毛。左下側に向かって影が付いてみえ

ます。この陰影のおかげで、細かな細胞内

の顆粒がよく見えます。  

  

図９．微小管は細胞の中にある直径約 0.03 ミクロンの繊維です。

左は、微分干渉顕微鏡で観察したもので、右が暗視野照明法で観

察したものです。黒い棒は、10 ミクロンの長さを示します。  



 
図１０．暗視野顕微鏡の光学系 

微鏡の分解能の限界まで解像度を上げることができます。また、普通の明視野照明や位相

差顕微鏡に比べると光学的な切片効果 12)も非常に優れているという特長があります。光源

の光を 100%使うのではなく、一部を偏光として使うので、観察像が暗い点、また、観察

するものに一方向へ影が付いて見える（図の AB 光路のずれの方向へ）がある点が欠点で

す。繊維状のものなどは、方向によって見え方が大きく異なります。見えているからとい

って、その形のままであるとは限りません。 

 
§ 暗視野（照明）顕微鏡 

 

暗視野顕微鏡は、観察する試料によって散乱した

り回折したりする光だけを観察する方法です。図１

０に示したような、コンデンサレンズを使います。

この光学系は、位相差顕微鏡によく似ていますが、

対物レンズは、以下に回折する開口数の問題さえな

ければ、どのようなタイプのものでも構いません。

位相差顕微鏡と異なっている点は、照明する光が直

接対物レンズの内部へは入射しないようにしてある

点です。大きな開き角（ conAN .. ）の光だけで試料を

照明するようになっています。経験的に conAN .. ＞

1.0～1.2× objAN .. の条件を選ぶと、明暗のコントラ

ストのはっきりした像となることがわかっています。

objAN .. が 0.05～0.5 程度の対物レンズを使用する場合には、コンデンサレンズのすぐ下側

（開口絞りのある位置）に、直径 10 数 mm の黒い紙（遮光板）を置くだけで暗視野照明

を自作できる。 objAN .. の大きな対物レンズ（倍率 40 倍以上の対物レンズなど）の場合に

は、より大きな conAN .. が必要となるので、特殊な反射凹面鏡を付けた専用のコンデンサレ

ンズを使用しなければなりません。さらに、 objAN .. が大きな場合で、1.2 以上の対物レン

ズ（倍率 100 倍の対物レンズなど）では、 conAN .. ＞1.0～1.2× objAN .. の条件を満たすよう

なコンデンサはなく、光学系として設計もできない（作れない）ので、暗視野顕微鏡とす

ることは残念ながらできません。やむなく、対物レンズの開口数を小さくして（可変のも

のがあるので）、 objAN .. を 0.7～0.9 程度にして使用します。この時の問題は、すでに前に

解説しましたが、分解能が低下する点です（図４、および、ホプキンスの式を参照してく

ださい）。 

暗視野顕微鏡では、背景が暗く、ものが白く光って見えます。コントラストの高い観察

像となるものの、像全体の明るさはあまり強くできません。水銀灯などの非常に明るい光

源や臨界照明法 13) を用いることで像を明るくすることもできますが、写真撮影の場合に

は感度の高いフィルムやカメラを使わないと難しいのは事実です。微小管や細胞内の顆粒

など非常に小さな構造物も高いコントラストで観察できる点が大きな特徴です（図９）。 



 
図１１．ミー散乱による観察像の明るさとサイズとの関係 14) 。

両対数軸のプロットで、サイズによって大きく明るさが変わるこ

とがわかります。 

暗視野顕微鏡で観察される

光は、主にミー散乱と呼ばれ

るものである。空の雲が白く

光って見えるのと同じ現象で

す（空が青く見えるのはレー

リー散乱と呼ばれる現象）。ミ

ー散乱は、観察する試料の大

きさが、光の波長と同程度の

場合に起こるもので、試料の

内側の光の反射や屈折によっ

て説明することができます。

波長によってあまり散乱の強

さが大きく変わることはあり

ませんが、試料サイズに非常

に大きく左右されます（図１１）。観察試料の中に１つでも大きなものが混入していると、

そこからの強い散乱のために他の微細な構造が観察できなってしまいます。そのため、密

度が高いもの、厚みのある試料などは、あまり暗視野顕微鏡の観察には適しません。 
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