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研究成果の概要（和文）：非線形ホログラフィック並列細胞操作技術を備えた４次元マルチモーダル顕微鏡の構
築に向けて，ディジタルホログラフィーまたは強度輸送方程式を用いて，位相と蛍光情報の空間３次元と時間１
次元の同時観察可能な４次元マルチモーダル顕微鏡を構築し，動植物細胞に適用した。さらに計算機ホログラフ
ィーによりマルチ光スポットを形成し，レーザーアブレーション等による並列細胞加工で植物の幹細胞化の誘導
可能性を調べる技術を導入した。

研究成果の概要（英文）：In order to construct a four-dimensional multimodal microscope with 
nonlinear holographic parallel manipulation of cells, we constructed four-dimensional multimodal 
optical microscopes with simultaneous observation of phase and fluorescence in three-dimensional 
space and one-dimensional time using digital holography or transport of intensity equation, and 
applied them to animal and plant cells. In addition, we introduced a technique of creating 
multi-spots using computer-generated holography for inducing stem cells in plant by parallel cell 
processing such as laser ablation.

研究分野： 応用光学

キーワード： マルチモーダルイメージング　４次元イメージング　ディジタルホログラフィー　強度輸送方程式　計
算機ホログラフィー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光技術によるイメージング情報は生命科学や物理学など多くの研究分野の進展に役立ってきた。本研究では，位
相と蛍光の２つの物理量を同時に空間３次元と時間１次元の４次元観察することを可能にし，動植物において生
きた細胞観察に適用できることを実証した。これらの研究成果は，生命科学研究に有用なツールを提供すること
に繋がる。また，観察だけでなく植物の幹細胞化誘導に向けた光操作機能を有するシステムが完成すれば基礎研
究，応用研究に役立つものと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年のノーベル化学賞受賞に見られるように STED (Stimulated Emission Depletion)や

STORM (STochastic Optical Reconstruction Microscopy) などバイオ分野において新規な超解
像光学顕微鏡が次々と誕生している。これらは回折限界以下の大きさの対象の観察を可能にし，
細胞内の微小な構造や生命現象の解明に役立つ。一方，生命科学においては，微小な構造や現象
の解明に加えて，複数細胞間のネットワーク構造の３次元観察や，生きたままの状態における観
察や反応制御への要求が高まっており，現在主流であるシャーレ上の２次元反応場から今後は
生体内部の状態に近い３次元反応場へと実験系が移行することが期待されている。３次元組織
内部の細胞における複数物理量を非接触，低侵襲にイメージングし，かつ細胞を操作することの
できる技術は今後の生命系研究のキー技術になると期待できる。 
  
２．研究の目的 
これまでの光学顕微鏡として，位相や蛍光など複数の物理量を同時観察するものはなく，さら

に一度の計測で複数物理量の３次元情報を取得するものもない。本研究では，蛍光及び位相の同
時４次元マルチモーダルイメージング技術を開発することで，植物における幹細胞化プロセス
を一細胞レベルから複数細胞の範囲で観察することに用いる。さらにホログラフィックフェム
ト秒レーザー加工技術により，細胞に対してプログラマブルな３次元光照射により自在に細胞
を刺激し，幹細胞化を誘導する光操作技術に利用可能な基礎技術の開発を試みる。この多次元情
報のマルチモーダルイメージング技術とホログラフィック並列加工技術を一体化した新規光学
顕微鏡システムを開発するための基礎研究を実施する。具体的には，(1) 生物の構造や分子局在
といった複数の物理量を，生きたまま３次元，リアルタイムかつ同時に観察できるマルチモーダ
ル多次元イメージング技術の創出と，(2) 植物細胞での幹細胞化プロセスを発現させるための細
胞機能３次元並列操作技術の創出を目指す。そのために，(1) 位相及び蛍光を同時，３次元かつ
リアルタイムに観察可能とするマルチモーダル４次元イメージング技術と，(2) ホログラフィー
を用いて３次元の複数かつ任意の位置にフェムト秒レーザー加工による非線形ホログラフィッ
ク細胞機能制御技術を開発する。この２つの技術を一体化させることで，生命科学研究に必要不
可欠な３次元細胞操作技術を備えた４次元イメージングを可能する革新的プラットフォームを
提供できる。さらに，開発する細胞機能操作可能な新規光学顕微鏡システムでは，従来行われて
いるフィルタ交換やピント合わせなどの操作を完全に排除したオペレーションフリーを実現し，
ユーザーが望む情報を自在に映像化できるだけでなく，細胞機能を自在に制御できる。これによ
り顕微鏡をブラックボックスとして利用する多くのユーザーにも受け入れられることからバイ
オ分野にブレークスルーをもたらす。 
 
３．研究の方法 
蛍光タンパク質によって標識された細胞核の情報を蛍光イメージングで取得し，細胞壁や細

胞厚さの情報を定量位相イメージングで取得することで，生きた植物細胞の状態を多角的に観
察することが可能となる。そのためには，蛍光と位相の３次元情報を同時取得可能なマルチモー
ダル３次元イメージング技術の開発が必須である。本研究では，この開発に向けて２つの異なる
方法を提案した。第１の方法はマルチモーダルディジタルホログラフィック顕微鏡であり，第２
の方法は強度輸送方程式を用いたマルチモーダル顕微鏡である。以下，２つの方法を説明する。 
蛍光及び位相情報取得において時間的に安定し，コンパクト化に適した共通光路型マルチモ

ーダルディジタルホログラフ
ィック顕微鏡の実験系を提案
した。その実験系を図１に示
す。この顕微鏡は蛍光ディジタ
ルホログラフィーと位相ディ
ジタルホログラフィーの２つ
で構成される。図１の右側が蛍
光ディジタルホログラフィッ
ク顕微鏡であり，左側が位相計
測用ディジタルホログラフィ
ック顕微鏡である。蛍光ディジ
タルホログラフィック顕微鏡
では，対物レンズの焦点面付近
にある蛍光物体から出た蛍光
は対物レンズで平行光に近い
状態になる。ここで，蛍光物体
の奥行き位置情報は２次の位

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 共通光路型マルチモーダルディジタルホログラフィッ

ク顕微鏡システム (Kumar et al., J. Biomed. Opt., 2020) 

In the next experiments, the capability of the proposed DHM system is demonstrated on
a 3-D biological sample, the living plant cells. As the observation target, we used the moss
Physcomitrella patens (Physcomitrella).49 In Physcomitrella, the genome is sequenced,50 the
cell identity is clear,49 and the body size is compact, all of which make Physcomitrella one
of the model organisms for modern biology. Therefore, Physcomitrella is suitable as the obser-
vation target using the proposed system. Figure 7 shows the experimental results of the proposed
DHM on the living plant cells of protonemata, the hypha-like structure of Physcomitrella. The
recorded hologram of the 3-D sample is shown in Figs. 7(a) and Figs. 7(b)–7(e) show the
wrapped phase maps of the four different in-focus planes obtained from the recorded hologram,
where blue arrows indicate the in-focus regions. Video 1 depicts the movie of the recovered
in-focus phase imaging from one plane [corresponding to the in-focus plane of Fig. 7(b)] to
another [to the in-focus plane of Fig. 7(e)].

3.2 Multimodal System

In this section, we demonstrate the performance of the multimodal imaging system developed by
combining the common-path off-axis DHM and the common-path off-axis FDHM, in order to
retrieve simultaneously both the 3-D phase and 3-D fluorescence images. Figure 8 shows the
schematic of the proposed multimodal system. Here, we use two image sensors for fluorescence
and phase imaging. For the applications of biological samples, the optical power difference is
too much to record both holograms by a single image sensor because the fluorescence light is
too weak to avoid phototoxicity. However, two cameras create an image registration problem.
In other applications, such as material sciences, a single image sensor is ideal for fabricating an
integrated multimodal system. The performance of the proposed multimodal system is demon-
strated by performing experiments on microsphere fluorescent beads and fluorescent protein-
labeled living plant cells. A blue laser (wavelength, λ ¼ 473 nm) is used as a light source for
the incoherent DHM system, to excite the fluorescent object used in the study. The laser beam
is spatially filtered, collimated, and then reflected from a dichroic mirror (DM1, Thorlabs,
DMLP490R) and entered into the objective lens (40× magnification, NA ¼ 0.65). The incident

Fig. 8 Optical schematic of the proposed multimodal system for the measurement of the 3-D
fluorescence and the 3-D phase of the specimen.
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相項として含まれる。計算機で３次元再構成を行うためにはこの２次の位相項を保持する必要
がある。また，蛍光は低コヒーレンス光であるため，回折光学素子を用いて干渉可能な２つの光
波を生成する。蛍光の干渉を形成するために，本研究では，液晶素子による位相変調型空間光変
調素子（SLM）の偏光依存性を利用する。常光線は SLM の変調を受けることなく，そのまま通
過する。一方，異常光線は SLM で変調され，レンズと回折格子により２次の位相分布が変化し，
さらに伝搬方向が傾く。この２つの光波は偏光子を通過し，干渉する。この干渉縞はイメージセ
ンサで記録される。変調された２次の位相項により蛍光物体の奥行き情報が保持され，傾いた伝
搬方向により等傾角に近い干渉縞が得られ，一度の記録で蛍光物体の３次元情報を記録できる。
記録された干渉縞は蛍光ホログラムと呼ばれ，オフアクシスホログラフィー処理により蛍光の
振幅分布と位相分布が得られる。この蛍光の振幅分布と位相分布を用いて，光伝搬計算を行うこ
とで，測定対象である蛍光物体の３次元像が再構成される。位相計測用ディジタルホログラフィ
ック顕微鏡には，長時間のタイムラプス計測に適した同軸型光学系を構築した。プリズムとピン
ホールを用いることで，物体を通過したレーザー光波を２つに分け，ピンホールにより平面参照
波を形成する。さらに２波長を用いた同軸型配置を新規に提案し，位相変調量の観測範囲を拡張
した。 
次に３次元マルチモーダル観察技術として強度輸送方程式と光伝搬計算を組み合わせたシス

テムを構築した。ディジタルホログラフィーと比較して強度輸送方程式による方法は，物体光の
みで計測できるため，光エネルギー利用効率が高い。さらに結像面近くで観察できるため，光強
度を大きくできる利点がある。そのため，光毒性を回避し，細胞にダメージを与えない計測手法
の開発に繋がる。光学系を図２に示す。強度輸送方程式では位相推定のために光軸方向に位置を
変化させた物体光の複数枚の強度画像を用いる必要がある。そのため，可変焦点レンズを用いる
ことで，機械的可動部なしで対物レンズ下のフォーカス面の奥行き位置を変化させることがで
きる。本研究では，蛍光３次元測定に強度輸
送方程式を利用した点と，蛍光と位相の同
時イメージングを実現した点で新規性があ
る。 
非線形ホログラフィック細胞機能制御技

術では，計算機ホログラフィーにより３次
元マルチ光スポットを形成し，レーザーア
ブレーション等により細胞に障害を与える
ことで幹細胞化のトリガーを生成すること
を目指す。そのため，再生増幅器付きフェム
ト秒レーザー（波長 800 nm，繰り返し 1 
kHz）の光源を用い，最大 3 mJ のパルスエ
ネルギーで植物細胞に刺激を与える。 
  
４．研究成果 
初めに，マルチモーダルディジタルホロ

グラフィック顕微鏡の結果を示す。蛍光タ
ンパク質が遺伝子導入されたヒメツリガネ
ゴケを用いた実験結果を図３に示す。図３
(a)は通常の蛍光顕微鏡で観察
した像である。細胞は奥行き方
向に分布しているため，物体を
奥行き方向に移動させることで
焦点面が変化する。そのため，
３枚の蛍光画像でフォーカスの
合う位置が異なることが観察さ
れる。このように，従来の蛍光
顕微鏡では一度に３次元情報を
記録できない。提案した手法で
は，蛍光ホログラムを取得し，
それから蛍光分布の振幅と位相
を得る。この振幅分布と位相分
布を用い，光伝搬計算により伝
搬距離を設定することで断層画
像として３次元蛍光分布を再構
成した。図３(b)が異なる伝搬距
離での 3 枚の再構成像である。
3 枚の画像で焦点の合う細胞核
の蛍光画像が異なることから３
次元再構成が可能であることが
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図３ 植物細胞ヒメツリガネゴケの蛍光と位相同時イメー
ジング結果; (a) 従来の蛍光顕微鏡による奥行きの異なる
画像, (b) 提案手法の蛍光再構成像, (c) 提案手法の位相
再構成像 (Kumar et al., J. Biomed. Opt., 2020) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 強度輸送方程式を用いたマルチモーダル
ディジタル顕微鏡  (Sudheesh et al., JSTQE,  
2021) 
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Fig. 1. Schematic of proposed 3D imaging setup. L: Lens, TL: Tube lens,
ETL: Electrically tunable lens, MO: Microscope objective lens, M: Mirror, DM:
Dichroic mirror, and WF: Wavelength filter. Here, LED1 is used to excite the
sample for fluorescence imaging and LED2 is used to illuminate the sample for
phase imaging. The use of suitable wavelength ranges of DM2 and WF separate
the incoming light from sample for phase and fluorescence to be recorded by
different image sensors. Image sensors and ETL are controlled by computer for
recording the images for further processing.

structural and functional information in the biological specimen
on a single platform at low light condition with simultaneous
fast recording are in high demand. Furthermore, obtaining both
features with simple and innovative 3D methods are at utmost
demand for biological applications.

In this work, we propose a multimodal cross-sectional imag-
ing of quantitative phase and fluorescence in an integrated
system. Here, cross-sectional observation of both features are
obtained by using the TIE algorithm and numerical refocus-
ing using Fresnel propagation. The proposed system is simple
and highly efficient due to non-involvement of any reference
beam, in contrast with interferometric based multimodal imag-
ing techniques. Our imaging technique also has the capability
to obtain 3D features like holographic multimodal systems at
lower cost (due to the use of inexpensive components) and
with reduced light requirements (as it uses a single light beam
technique). The performance of the proposed multimodal system
is verified by conducting various experiments on fluorescent
microspheres and fluorescent protein-labeled living cells of the
moss Physcomitrella patens (Physcomitrella). In the case of
fluorescence imaging, it is assumed that some degree of spatial
coherence is available after the propagation with sufficient dis-
tance when the fluorescent objects are small enough and sparsely
distributed.

II. PROPOSED 3D IMAGING SYSTEM

The schematic diagram of the proposed imaging system,
performing simultaneously quantitative phase and fluorescence
imaging in arbitrary cross-sectional planes, is shown in Fig. 1.
Two light sources and two image sensors are used. We note

that it is possible to use a single color image sensor to capture
two light waves with different wavelengths. However, in the
plant cell experiment, a high-sensitive image sensor is required
to capture the weak fluorescence light to avoid optical damage
of the plant cell. For fluorescence, a blue light-emitting diode
(LED), denoted LED1 in Fig. 1, is used to excite the sample and
another LED (LED2) is used for phase imaging. The light from
LED1 is reflected from the dichroic mirror (DM1), which allows
the light to enter the microscope objective lens (MO) to excite the
fluorescent objects under study. The fluorescent light emitted by
the objects passes through DM1 and then through the 4f system
after passing through a tube lens (TL). The 4f imaging system
also includes an electrically tunable lens (ETL) that is inserted in
the focal plane between the two lenses. It should be noticed that
the use of an ETL in this configuration allows us the recording
of the stacks of images with slightly different focus without
changing the magnification. A bandpass/wavelength filter (WF)
is used to selectively record fluorescent light with the image
sensor after passing through another dichroic mirror DM2. For
phase imaging, LED2 is used to illuminate the sample. In this
case, the light passes through the same components as in the
case of fluorescence up to DM2, minimizing the requirement
of components unlike other multimodal systems performing in-
terferometric or holography based multimodal imaging. Finally,
the reflected light from DM2 is recorded for phase imaging by
another image sensor.

Firstly, we would like to discuss briefly the principle of TIE
imaging and then how it can be used for 3D phase and fluores-
cence visualization. Basically, the TIE describes the relationship
between the derivative of intensity with respect to the optical axis
and the phase at the image plane. It can be written as follows
[22]–[28]

−2π

λ

∂Iz(x, y)

∂z
= ∇. [Iz(x, y)×∇φz(x, y)] , (1)

where (x, y) are the spatial coordinates perpendicular to the
optical axis, λ is the wavelength, Iz(x, y) is the in-focus intensity
distribution, and φz(x, y) is the phase distribution at the same
plane. The symbol ! denotes the 2D gradient operator and z
indicates the positions along the optical axis of the lateral plane
(x, y).

To solve the TIE for obtaining the phase distribution, φ0(x, y)
[22]–[31], the following equation is used:

φ0(x, y) = − 2π

λ
FT−1Bigg[

1

4π2(u2 + v2)
FT

[
∇.

∇
I0(x, y)

× FT−1

{
1

4π2(u2 + v2)
× FT

{
∂I0(x, y)

∂z

}}]]

(2)

Here, (u, v) represents the coordinates in the Fourier transform
(FT) domain. Now, we assume that the object is located at
a distance z along the optical axis. The intensity distribution,
I0(x,y) can be recorded by the optical setup as shown in Fig. 1
with the image sensor located at axial position z = 0, that is,
at an out-of-focus plane. The intensity derivative used in (2) is



 

 

わかる。図３(c)は再構成された位相画像である。図３(b)とは異なり，ヒメツリガネゴケの細胞
形状，厚み，葉緑体を鮮明かつ定量的に計測することに成功した。また，細胞の境界を見ること
で焦点の合った位置が分かる。このように，蛍光と位相を同時に３次元計測することで細胞の状
態を多角的に知ることが可能になることを実験で実証した。この時間安定化させた一体化顕微
鏡システムの性能評価として時間的に位相揺らぎの大きさを計測した。位相揺らぎの標準偏差
は，２光波が空間的に分かれるマッハツェンダー型干渉計では 0.2 rad であったのに対して，構
築した光学系では 0.01 rad へと 20 分の 1 に低減させることに成功した。次に溶液中を浮遊する
蛍光ビーズを用いてタイムラプス計測が可能であることを実証した（図４）。焦点の合った再生
距離と位置を調べることで時間とともに移動する蛍光ビーズの様子を再現することに成功した。
システム設計では，パラメータとして波長幅に加えて，光源の大きさを導入することで実験条件
に近づけた評価用シミュレータを構築した（図５）。さらに，定量位相計測を温度分布計測に適
用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 浮遊する蛍光ビーズの位置追跡結果 

(Kumar et al., J. Biomed. Opt., 2020) 
図５ シミュレータによる蛍光ホログラ
ムの性能評価 

 
次に，強度輸送方程式を用いたマルチモ

ーダルイメージングの結果を示す。測定対
象として，蛍光タンパク質が遺伝子導入さ
れヒメツリガネゴケを用いた。その結果を
図６に示す。図６上段は位相画像であり，下
段は蛍光画像である。それぞれは再生距離
の異なる再構成画像である。図３と同様に，
蛍光を通じて細胞核の状態をモニタでき，
位相画像からは細胞形状，厚さ，葉緑体を知
ることができる。蛍光画像から奥行き位置
を計算機内で変えることで焦点の合う細胞
核が左上，中央，右下と変化することがわか
る。このように計算機上で後から焦点の合
う画像を再構成できるのが提案手法の最大
の利点である。また，蛍光と位相ともに定量
的な計測が可能であることを実証した。さ
らに，構築したシステムをマウスの脳神経細胞の観察に適用した。図７に結果を示す。図７(a)
の 3 枚の画像はデフォーカスしておりボケた画像になっているが，強度輸送方程式により位相
を抽出し，伝搬計算により図７(b)に示すように焦点の合った鮮明な画像が再構成されることが
分かる。以上の成果より，植物，動物の細胞観察に適用し，提案手法が３次元観察に利用可能な

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６ 強度輸送方程式を用いた位相・蛍光同時
３次元イメージング結果(Sudheesh et al., JSTQE, 
2021) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(a) (b) 

図７ マウスの脳神経細胞の蛍光画像の再構成結果; (a) 3 枚の強度画像，(b)伝搬計算後の
フォーカス像 



 

 

ことを実証した。 
次に，非線形細胞操作に関しては，中心波長 800 nm，繰り返し 1 kHz，パルスエネルギー3.5 
mJ の再生増幅器付フェムト秒レーザー光源を用いて，計算機ホログラフィーにより３次元マル
チ光スポットの作製を行い，ヒメツリガネゴケにダメージを与える実験に着手した。この光照射
により幹細胞化を誘導するためには，室温の維持や，細胞の長時間保持などの環境を整えて，パ
ルス光の露光エネルギー，スポット数などを変化させて，幹細胞化が起こる条件を抽出する必要
がある。 
以上の結果より，非線形ホログラフィック並列細胞操作技術を備えた４次元マルチモーダル

顕微鏡の構築に向けて，ディジタルホログラフィー及び強度輸送方程式を用いた空間３次元と
時間１次元の位相と蛍光を同時観察可能な４次元マルチモーダル顕微鏡を完成した。さらに計
算機ホログラフィーによるマルチ光スポットを形成し，レーザーアブレーション等による並列
細胞加工による幹細胞化を誘導することに向けた技術を導入した。これらの結果より，生命科学
分野において新しい顕微鏡を構築することに成功したが，幹細胞化を光照射で誘導する実証に
向けて，今後研究を継続する必要がある。 
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