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研究成果の概要（和文）：本研究では，フローサイトメトリ法に基づく血液検査装置に，無染色で細胞形状のリ
アルタイム３次元計測が可能なディジタルホログラフィック顕微鏡を適用して，高速・高精度診断と各細胞形状
の微視的観察を同時に実現し，従来の顕微鏡ではリアルタイム取得が困難な位相情報による血液細胞の3次元構
造の復元および特徴抽出により，新規な血球識別・分類性能をもつ診断装置の提案とシステムを構築した．ま
た，開業医レベルで導入可能で集団検診や在宅医療による早期診断・発見への貢献のために，最適で低コストか
つ可搬な装置の設計・開発を行った．

研究成果の概要（英文）：In this study, we realized a blood test device for high-speed and 
high-precision diagnosis and the three-dimensional microscopic observation of blood cells by 
applying a digital holographic microscopy to flow cytometry.
 As an analysis method of blood cells in this devise, we proposed and developed a new discrimination
 and classification method of blood cells by reproducing the three-dimensional structures of them 
and then extracting morphological parameters　based on phase information, which is difficult to 
acquire in a real-time measurement using a conventional microscopy. In addition, we designed an 
optimal, low-cost, and portable device that can be introduced by the medical practitioner. This 
device may be useful for early diagnosis and detection through mass screening and home medical care.

研究分野：光計測，計測工学，生体計測

キーワード： 血液細胞　ディジタルホログラフィ　顕微鏡　フローサイトメトリ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，従来の血液検査装置では不可能であった，無染色でリアルタイムかつ３次元的に血液細胞の形状を
計測可能なディジタルホログラフィック顕微鏡を用いて，高速かつ高精度な診断と各細胞形状の３次元顕微観察
を同時に実現した．これにより，細胞形状計測において，従来の顕微鏡では困難だった情報を取得し，新規な血
球識別・分類性能をもつ診断装置の提案とシステムを構築した．また，開業医レベルで導入可能で集団検診や在
宅医療による早期診断・発見への貢献のために，低コストかつ可搬な装置の設計・開発を行った．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

現在，日本は超高齢社会化と若年層での生活習慣病の発症により，さらなる患者数の増加が見
込まれるため，大きな社会問題となっている．特に，ガン，心臓病，脳卒中のような死亡率の非
常に高い症例では，治療開始時期で完治率が大きく変化するため，集団検診などで実施される血
液検査が病気の早期診断・発見において重要な役割を果たしている． 

現在，医療機関に広く普及しているフローサイトメトリ（ＦＣ）法に基づく血液検査装置は，
血液細胞の高速識別・分類が可能で多項目検査を高精度に実行できる．しかし，この装置は大型
かつ高価で，集団検診などに使用する可搬装置に適さない．また，血液ガンである白血病は，赤
血球および白血球の形態異常に密接に関連する症例であり，顕微鏡による各血液細胞の形態診
断が望ましい一方で，高速性や測定精度および人的負担の問題から，集団検診などでは採用され
ていない．そのため，ＦＣ法の高速かつ高精度で多項目診断が可能という長所を保持しつつ，顕
微鏡観察が可能な血液診断装置の実現が望まれる． 

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．ＤＨＭ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ションで物体の振幅・位
相情報を持つ３次元像再生（結像）を実現する．ＤＨＭの特徴を以下に示す． 

⚫ マルチオートフォーカス法を用いた計算機による後処理で，像再生を実行するため，合焦
機構による奥行方向の走査が不要で，リアルタイム３次元計測が可能． 

⚫ 広視野かつ非侵襲で，定量的な位相情報による非染色細胞の高精度計測が可能． 

⚫ 顕微鏡を構成する光学部品が少なく，小型・簡便・低コストで可搬装置の設計が容易． 

これらの特徴から，ＤＨＭはＦＣ法の高速・高精度検査と，顕微鏡による微視的な細胞観察を
同時に実現するために，実装が容易で最適な顕微鏡と考えられる． 

 

２．研究の目的 

本研究では，ＦＣ法にＤＨＭを適用して高速・高精度検査と顕微鏡による細胞観察を同時に実
現し，新規パラメータの位相情報による血液細胞の３次元形状の復元および特徴抽出を行うこ
とで，染色処理が不要で高速かつ高確度・高精度の血液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医療による早期診断・発見への貢献
のために，低コストかつ可搬な血液検査装置の設計・開発を行う． 

 

３．研究の方法 
ＦＣ法にＤＨＭを実装し，高速・高精度で細胞形状観察が可能な血液検査装置の開発のために，

次の６つの研究をおこなう．また，本研究は研究代表者と大学院生２名により実施する． 

（１）ＤＨＭを実装したフローサイトメータの構築する．本研究では血液細胞の観察が前提で
あり，安定した計測データ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ＤＨ
Ｍを採用する．細胞に非侵襲な波長域の６３３ｎｍの赤色Ｈｅ－Ｎｅレーザを光源に使
用し，各種光学素子とＣＣＤカメラにより，安定して細胞形状観察が可能なＤＨＭを構
成する．また，フローセルをＤＨＭに導入してフローサイトメータを構築し，血液細胞
の流れ場の観察を実施する． 

（２）ＤＨＭにより取得したホログラム動画の各フレームの２次元画像から，フローセル内の
血液細胞の３次元空間分布を復元および可視化するために，マルチオートフォーカス再
生のプログラムを開発する．この解析結果のデータから血液診断項目の１つの血球計数
を実行する． 

（３）再生像の位相情報を用いて，各血液細胞の平均位相値，最大および平均厚みなどの幾何
学的形状から１４種類の３次元形状に関連した特徴パラメータを計算するプログラムを
開発する． 

（４）（３）で得られたＤＨＭの３次元形状は，レーザの照射方向に投影された位相が，細胞の
厚みに比例することを利用して取得しており，実際の３次元構造と異なる．これを改善
するために，フローセル内を流れる血液細胞が流路方向に回転することを利用して，各
角度で投影された位相分布を複数取得し，コンピュータトモグラフィ（ＣＴ）処理を適
用して血液細胞の完全な３次元構造を復元する．この構造から表面積や重心などの７種
類の新規特徴パラメータを取得する．復元した構造の画質が投影数に依存するため，高
速撮像が可能なＣＣＤカメラを使用する．また，ＣＴ処理の投影位相を作成する際に，
各細胞を追跡する必要があるため，３次元追跡プログラムを作成する． 

（５）（３）と（４）で得られた２１種類の位相による３次元形状の特徴パラメータにより，主
成分分析を用いた細胞識別・分類の解析プログラムを作成する． 

（６）本研究で構成した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う． 

 

 



 
４．研究成果 
図１に示すような，血液細胞を３次元観察するためのＤＨＭを構築した．細胞に非侵襲な波長

域のＨｅ－Ｎｅレーザ(６３３ｎｍ，２１ｍＷ)からの出射光はハーフミラーＨＭにより２つに
分割される．反射光は対物レンズＯＢ１とスペーシャルフィルタＳＦおよびレンズＬ１によりコ
リメートされ，参照光として用いられる．透過光は観察する試料に照射された後，対物レンズＯ
Ｂ２によって拡大され，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によって再結合することで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． 
 ＦＣを用いた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，シリンジからフローセルに注入する．血液を注入する際に，
オートマイクロメータとスピードコントローラーを用いてシリンジを一定速度で押すことで，
フローセル内の血液の流速を一定に制御する．フローセル内を流れる各血液細胞によって形成
されるホログラム動画をＣＣＤカメラにより記録する．なお，本研究で観察する血液細胞は赤血
とする． 

 
次に，ＤＨＭにより取得したホログラム動画の各

フレームの２次元画像から，フローセル内の血液細
胞の３次元空間分布を復元および可視化するため
に，マルチオートフォーカス再生のプログラムを開
発した．その概要を図２に示す．まず，ホログラム
動画から各フレームのホログラム画像を抜き出し，
角スペクトル法を適用して１つの合焦距離におけ
るフローセル内の流れ場の２次元複素振幅分布の
画像を再生する．これに画像処理を適用し，各赤血
球を検出する．この処理では，複素振幅分布の位相
情報のみを抽出し，各赤血球の背景ノイズ除去，エ
ッジ検出，２値化，膨張，穴埋め，収縮処理と順に
適用した後に，円形ハフ変換を適用して各赤血球を
検出し，２次元位置を取得する． 
この後に，角スペクトル法の合焦距離を変更し

て，奥行方向に焦点を走査しながら再生し，流れ場
の３次元分布を復元つつ，同様の画像処理を適用す
る．赤血球の位相分布のコントラスト値とテンプレ
ートマッチング法により，各赤血球の奥行き方向の
位置を取得することで，最終的に赤血球の３次元検
出が可能なマルチオートフォーカス法を開発した．
この解析結果のデータから血液診断項目の１つの
血球計数を実行した結果を図３に示す．この図にお
いて，ＴＯＴＡＬはＤＨＭによるフローセル内の観
察領域全体での計数結果であり，Ｕｐｐｅｒ，Ｍｉ
ｄｄｌｅ，Ｂｏｔｔｏｍは観察領域を奥行き方向に
対して３分割し，各領域で赤血球の個数をカウント

図１：ＤＨＭを実装したフローサイトメータ．M：ミラー；HM：ハーフミラー；OB：対物
レンズ；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２：マルチオートフォーカス法による赤
血球の３次元検出の解析プログラ
ムの概略図． 



した結果である．時間経過とともに血球数が増加することが確認できる． 
 上記の方法で検出した各赤血球の平均位相値，最大および平均厚みなどの幾何学的形状から
１４種類の３次元形状に関連した特徴パラメータを計算するプログラムを開発した．図４は検
出した赤血球の位相分布を示しており，カラーバーは赤血球の厚みを示している．また，図５は
約３０００個の赤血球に対して計算された，平均直径，平均最大厚み，体積のヒストグラムであ
る．この図における赤線は文献値から計算した各パラメータの値域であり，青線は非回転血球の
みの値域を示している．１４種類のパラメータのヒストグラム結果から，１１種のパラメータで
文献値から計算した値域に収まっており，各パラメータの統計的特性は概ね妥当な結果が得ら
れた．一方で，図５の平均最大厚みのように，文献値による値域からかなり逸脱したパラメータ
が３種あった．この誤差の原因は，再生像の位相ノイズであり，ノイズ低減による計測精度の向
上が今後の課題となる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 さらに詳細な赤血球の３次元情報を取得するために，フローセル内を流れる血液細胞が流路
方向に回転することを利用して，各角度で投影された位相分布を複数取得し，ＣＴ処理を適用し
て血液細胞の完全な３次元構造を復元した．復元した構造の画質が投影数に依存するため，２０
４８×２０４８ピクセルの高画素数で７２ｆｐｓの高速撮像が可能なＣＣＤカメラを使用し,１
２９枚の投影画像を使用した．また，ＣＴ処理の投影位相を作成する際に，各細胞を追跡する必

図３：血球計数の解析結果． 図４：赤血球の位相分布． 

図５：赤血球の特徴パラメータのヒストグラム． 

図６：３次元追跡プログラム． 図７：ＣＴ処理による赤血球の３次元形状の復元． 



要があるため，各フレームの赤血球の重心値を用いた３次元追跡プログラムを作成した．図６と
図７に３次元追跡プログラムの実行結果と復元した赤血球の３次元形状を示す．図６のカラー
バーは奥行方向の距離Ｚｆである．この構造から表面積や重心などの７種類の新規特徴パラメー
タを取得した．   
以上から得られた血液細胞の位相情報に基づく３次元形状の特徴パラメータを利用した，細

胞識別・分類法についての研究を実施した．それぞれの形状パラメータの統計的特性を取得する
ために，フローセルを流れる約１００個の赤血球のデータを用いた．これらの赤血球の形状に対
して適用する主成分分析のプログラムを開発した．その後に，形状が大きく異なる２種の赤血球
を用いて細胞識別・分類を実証する予定だったが，諸事情で入手できず実施できなかった．しか
しながら，当初の目標はおおよそ達成しており，今後は上記のような２種以上の赤血球の入手ル
ートを確保し，取得したデータに解析プログラムを適用することが目的となる．最後に，本研究
で構成した装置および解析プログラムに基づき，小型・簡便・低コスト化が容易な可搬型の装置
設計を行った．使用機器は２分岐ファイバ付き半導体レーザ，対物レンズ，フローセル，小型ビ
ームスプリッタ，ＣＣＤカメラ，注射器，ノートＰＣである．顕微鏡部を構成する対物レンズか
らＣＣＤカメラまでの寸法はおおよそ高さ３０ｃｍ×幅１０ｃｍ×奥行き１０ｃｍ以内であり，
可搬設計が可能であることがわかった．図８に設計した装置の概略図を示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上から，本申請課題における研究は当初の申請書に記載したタイムスケジュールから大き

く遅れることなく進行し，概ね予定通りの研究成果を得ることができた．これらの研究成果を国
際ジャーナル論文４編，国際学会７件（招待講演１件），国内学会１２件で発表した． 
本申請課題における研究では，ＤＨＭを実装したフローサイトメータが，小型化・低コスト化

が容易なことに着目し，最終的には開業医レベルでの導入や集団検診および在宅医療の出張診
断に可搬である装置開発を目的とした．この装置による検査は商用の血糖値測定器以下の血液
量で可能であり，患者の身体的負担は極めて少ない．将来的には一般人も購入可能な家庭用ヘル
スモニタリングシステムを構成し，IT 社会での医療データベースとインターネット遠隔医療に
適合する．本研究成果は血液検査に関連する様々な症例の早期発見に大きく貢献すると考えら
れる． 
 

図８：ＤＨＭを実装したフローサイトメータの可搬設計の概略図． 
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