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研究成果の概要（和文）：本研究では，止血機構や脳卒中・心筋梗塞の原因となる血栓症において重要な血液凝
固過程を，広視野かつ非破壊・非侵襲にリアルタイム３次元観測が可能な定量位相顕微鏡であるディジタルホロ
グラフィック顕微鏡を用い，血管内で生じる血栓の3次元凝集構造と血栓形成時間により高精度な血液凝固診断
システムを構築し，開業医レベルで導入可能かつ集団検診等による早期診断・発見に最適で低コストな可搬装置
の設計・開発を行った．

研究成果の概要（英文）：Blood coagulation is an important role in hemostasis process related with 
the cessation of blood loss from a damaged blood vessel. Coagulation disorders increase a risk of 
hemorrhage or thrombosis, which leads to severe diseases related with blood circulation. For 
evaluating blood coagulation process precisely, a wide-field, non-destructive, non-invasive, 
real-time and three-dimensional microscopy is necessary. Recently, digital holographic microscopy 
(DHM) has been proposed for the quantitative phase imaging. DHM has an advantage in that 
three-dimensional (3D) information of an object can be obtained from single hologram by numerical 
refocus using computer, which implies that the mechanical scanning in the depth direction does not 
need and 3D microscopy is realized in real time. In this study, we proposed the dynamic observation 
of a blood coagulation process and 3D blood coagulation structures using DHM and designed portable 
DHM for the observation of blood coagulation.

研究分野：光計測，計測工学，生体計測
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

現在，日本人の死亡原因の約６割が生活習
慣病によるものであり，高齢化社会の進行と
若年層での発症により，今後さらに増加が見
込まれるため大きな社会問題となっている．
生活習慣病により生じる血栓症は血管内で
の血液凝固反応により血栓が形成されて血
管が詰まる血流障害である．この症例は高コ
レステロール症に関連した動脈硬化や血流
の遅い静脈での鬱血が主な原因であり，血栓
が血管から剥がれると脳卒中や心筋梗塞の
ような死亡率の非常に高い症例を引き起こ
す．血栓形成には血液凝固特性が密接に関連
しており，血栓性疾患における血栓形成メカ
ニズムの解明，被験者の血液凝固特性の高精
度な定量化および定期的な凝固検査のため
の低コストな装置の需要が高い． 

 血液凝固は止血機能において重要な役割
をもち，凝固因子と呼ばれるタンパク質に関
する酵素の複雑かつ段階的な反応により，最
終的に粘着性の繊維状タンパク質であるフ
ィブリンが網状構造を形成し，血液細胞に絡
み付いて３次元的凝集構造である血栓を形
成する生体機能である．この機能は血管内を
流れる血液が立体的構造を時系列で形成す
る現象であるため，血液凝固のメカニズムの
正確な理解と評価には，広視野で非破壊・非
侵襲かつ実時間的に３次元的構造を可視化
できる計測法が必要となる． 

近年，新規な光学顕微鏡として，ディジタ
ルホログラフィック顕微鏡（DHM）が提案
されている 1)．DHM で利用されているディ
ジタルホログラフィ技術はレーザ光を 2 つに
分割して被検物体からの物体光と参照光と
の干渉縞画像（ホログラム）を CCD カメラ
で取得し，コンピュータによる光伝搬シミュ
レートにより物体の振幅と位相を持つ完全
な３次元像再生（結像）を実現する．この顕
微鏡は上記の血液凝固過程の観測に要求さ
れるすべての条件を満足する顕微鏡である． 

 

２．研究の目的 

本研究では，既存の顕微鏡では不可能な，
広視野で非破壊・非侵襲かつリアルタイムに
３次元情報を取得可能なディジタルホログ
ラフィック顕微鏡を用いて，血液凝固反応で
生じる血栓の３次元凝集構造の形成過程を
リアルタイムで可視化し，時空間的に血液凝
固特性を定量評価することによって，血液凝
固機能の高確度・高精度な診断装置の提案お
よびシステム構築を目的とする．また，開業
医レベルで導入可能で集団検診や在宅健康
診断による早期診断・早期発見に最適で低コ
ストな可搬装置の設計・開発を行う． 

 

３．研究の方法 

（１）血液細胞観測のための DHM を構成す
る．本研究では細胞観測が前提であり，安定
した計測結果が取得可能な透過型のマッハ
ツェンダー干渉計に基づく DHM を採用する．

660 nm の半導体レーザを光源に使用し，各
種光学素子と CCD カメラにより DHM を構
成する．また，構築した顕微鏡の空間分解能
を確認するためにテストチャートを被験対
象とした実験を行う．このように構成された
DHM を用いて血液細胞の可視化の実験を行
なう．被験物体にはウマ血液を使用し，スラ
イドガラス上に滴下した血液にレーザ光を
照射して CCD カメラによりホログラム画像
を取得する． 

 

（２）ホログラムを計算機に取り込み，数値
計算によるオートフォーカスで再生された
血液細胞の画像から強度および位相分布を
取得するプログラムを開発する．また，血液
凝固における３次元情報を取得するために
マルチフォーカス再生プログラムを開発す
る． 

 

（３）血管内部での血液凝固現象を模擬する
ために，血液と凝固促進剤を注射器によりフ
ローセルに注入した流れ場を被験物体とし
て使用する．DHM によりホログラムをリア
ルタイムに取得する．血液凝固構造の３次元
情報を取得するために，ホログラムにマルチ
フォーカス法を適用して再生像の各画素に
おける合焦距離を推定することで３次元可
視化を実現する． 

 

（４）凝固構造の３次元的定量評価をするた
めに，一般的な特徴抽出法である重心，表面
面積，重心等のパラメータを計算して評価値
を得る．これらの評価値の時系列変化から血
液凝固試験における診断指標である凝固時
間を決定する．また，既存の血液凝固試験に
おける凝固時間であるプロトロンビン時間
との相関を評価し，その妥当性を評価する． 

 

（５）本研究で構成した DHM 装置および解
析プログラムに基づき，小型・簡便・低コス
ト化を図り，開業医レベルでも導入が容易で
集団・在宅検診に可搬な装置設計を行なう． 

 
４．研究成果  
 血液細胞を観測するために図１に示す DHM
を構築した．半導体レーザ(660 nm,130 mW)
からの出射光はハーフミラーにより２つに
分割される．反射光は対物レンズ OB2 とスペ
ーシャルフィルタ SFによりコリメートされ，
参照光として用いる．透過光は観測する試料
に照射された後，透過光が対物レンズ OB3 に
よって拡大される．この光波は OB3 を通過後
にレンズ L2 によってコリメートされて物体
光として用いられる．物体光と参照光が BS
によってカップリングされることで２つの
光波が空間的に干渉し，CCD カメラにより光
干渉縞であるホログラムが記録される． 
 血液細胞イメージングを行うために，馬保
存血を生理食塩水で希釈してヘマトクリッ
ト値を 0.1%とした血液をホールスライドガ



ラスに滴下し，底面に沈降した赤血球を観測
試料として実験を行った．DHM により取得し
たホログラムに対して，試料の振幅および位
相像を再生するために，ディジタルホログラ
フィの再生計算法である角スペクトル法と，
再生計算における合焦距離を変えつつ，再生
像の振幅コントラストを評価関数としたオ
ートフォーカスのプログラムを開発した． 

 
次に，血液凝固構造の立体構造を取得する

ために適用する，マルチフォーカス法のプロ
グラムの作成した．まず，血液凝固構造より
も構造が単純な試料を用いてこのプログラ
ムの妥当性を確認した．そのような試料とし
て，ホールスライドガラスに血液を滴下した
際に生じる赤血球沈降現象中の赤血球のホ

ログラムを取得し，３次元空間分布の復元を
行った．図２に赤血球沈降の際のホログラム，
スライドガラス底面で再生された位相像お
よび復元した赤血球の３次元空間分布を示
す． 
上記の基礎実験および解析プログラムの

作成の後，毛細管内における流れ場を DHM に
より観測し，ホログラムをリアルタイムに取
得することで，血液凝固過程およびその構造
の３次元可視化プログラムの作成を行った．
馬保存血と凝固促進剤の混合液をシリンジ
およびチューブを用いてフローセルに注入
し，流れ場のホログラムを動画で取得する．
使用したフローセルと観測条件の詳細図を
図 3および図４に示す． 

DHM で取得したホログラム動画の各画像に
対して，角スペクトル法を適用し，フローセ
ルの底面に合焦した再生像の位相分布を取
得した結果を図５に示す．図５(a)および(b)
はフローセルに混合液を注入してから２６
秒後および３０秒後に取得されたホログラ
ムを再生して得られた位相分布を示してい
る． 
これらの図と図２(b)の位相分布を比較す

ると，凝固過程の観測における再生像の位相
分布のノイズが大きく，赤血球を観測するの
が難しくなっていることがわかる．この原因
としては，凝固試薬が白色で濁っているため，
血液と混合した際に混濁して再生像の画質
が劣化したためだと考えられる．しかしなが
ら，ホログラム動画から得られた再生像の位
相分布の動画を確認すると，凝固促進剤を混
合していない場合と比較して，時間経過につ
れて複数の赤血球が固まり，フローセルの底
面に貼り付いて動かなくなる様子が観測さ
れている．また，赤血球が静止する時間と凝
固促進剤に凝固時間と比較して，およそ２倍
程度の時間がかかることがわかった.再生像
の画質劣化および凝固時間のズレの問題は
混合する凝固促進剤の量を調整する実験を
行っており,引き続き課題として取り組む予
定である.以上のことから,DHM による血液凝
固過程のリアルタイム観測において一定の

図３：流路内の流れ場の観測実験の概要． 

図１：構築したディジタルホログラフィッ
ク顕微鏡．LD：半導体レーザ；OB：対物
レンズ；M：ミラー；HM：ハーフミラー；
SF：スペーシャルフィルタ；L：レンズ；
BS：ビームスプリッタ． 

図４：フローセルの詳細と観測領域． 

図２：DHM で得られたホログラムおよび 

再生像の位相分布と３次元解析の結果． 

(a) ホログラム (b) 再生像の位相分布 

（底面に合焦） 

(c) 再生像の 

位相分布 

（全合焦像） 

(d) 赤血球の３次元 

空間分布 

（底面に合焦） 



成果が得られた一方で,残された課題がいく
つかあり,引き続き研究を進めていく予定で
ある. 

 以上の方法では位相分布の画質が低く,血
液凝固構造の３次元イメージングは現状で
は困難であると考え，別の方法による実現を
試みた．凝固促進剤を混合していない血液を
フローセル注入した際の流れ場を観測した
際に，流れの方向に対する赤血球の回転が観
測された．この現象に着目して，コンピュー
タ・トモグラフィ法による血液凝固構造の 3
次元構造の復元を行った．上記のホログラム
の再生像の位相分布における画質劣化を低
減するために，シリンジ内で混合液の凝固プ
ロセスを進めてから，混合液をフローセルに
注入することで，凝固構造の観測を実現した．
フローセル内を流路方向に回転しながら流
れる凝固構造のホログラム動画を取得し，再
生された位相分布に対して， 
 図６(a)は１枚のホログラムから再生され
た血液凝固構造の位相分布であり,約９個の
赤血球から構成されている．(b)はホログラ
ム動画から再生された各時間の位相分布の
データの中心行から得られたサイノグラム
である.回転しつつ流れる凝固構造のホログ
ラムを動画で取得するため,各時間が回転角
に対応する.サイノグラムに Filter Back 
Propagation法を適用し, X-Y平面の構造を
復元する.位相分布の各行に対して同様の処
理を行い, Y 軸方向にスタックすることで,
３次元構造を復元した. 

図７は血液凝固構造の３次元的な内部屈
折率分布であり,その平均屈折率は文献値に
おける赤血球の屈折率とおおよそ一致して
おり,３次元構造の復元に成功していると考

えられる.また,この屈折率分布のデータを
２値化して,３次元的な外形分布を表示した
ものを図８に示す.また，これらのデータを
用いて復元された構造の体積,表面面積,重
心,真円度を計算し,３次元的な特徴パラメ
ータを取得した. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 本研究での主要な成果は以上であり,血液
凝固過程のリアルタイム観測においてはい
くつかの課題を残すこととなったが，３次元
構造の復元および３次元的な特徴パラメー
タの取得を実現することができた.赤血球の
定量的な観測のために DHMを使用する研究は
多数あるが，血液凝固現象に注目してその過
程のリアルタイム観測および血液凝固構造
の３次元形状を復元する研究は国内外に例
を見ず新規であり，光生体計測およびバイオ
イメージング分野に対して大きなインパク
トを与えると考えられる．特に医療分野にお
いて脳卒中や心筋梗塞の原因となる血栓症
には血液凝固機能が密接に関連しているた
め，そのメカニズム解明や新規の予防法，薬
剤および治療法の開発等に大きく貢献する
成果であると考えられる． 
 
 
 

図５：血液と凝固試薬の混合液の再生像
の位相分布． 

(b) 30 秒 (a) 26 秒 

図６：血液凝固構造の位相分布とサイノ
グラム． 

(b) サイノグラム (a) 血液凝固構造
の位相分布 

図７：復元された血液凝固構造の
３次元分布． 

図８：血液凝固構造の外形． 
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