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研究成果の概要（和文）：大開口数ホログラムの高速記録法と高分解能画像の高速再生法、およびレンズレス実時間３
次元顕微鏡を開発した。また、光学実験を行い、無歪高分解能(1μm以下)な画像、焦点深度の1000倍以上の撮像深度の
水中遊泳微生物の画像、および物体光位相分布の正確な記録と再生を示した。反射型レンズレスホログラフィック顕微
鏡を開発し、波長掃引レーザ光を用いて３次元断層顕微鏡の原理を確認した。微小球からの反射光と斜め入射照明光を
用いたホログラム記録方法を提案した。テストターゲットを用いた実験を行い、大開口数物体光波の記録と再生画像の
高分解能化が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：A lens-less holographic microscope has been developed for 4-D measurement of micro
organisms swimming in water. Intensity and phase images with a high resolving power and with a large depth
 are precisely reconstructed for moving objects in air or even in dielectric media. High-resolution micros
copic tomography has also been developed for optical measurement of living tissue by using the lens-less r
eflection-type holographic microscope. Experimental results demonstrate tomographic 3-D imaging with diffr
action limited resolution. A new method has been proposed in order to develop a super-resolution lens-less
 holographic microscopy. Four or more holograms with different incident angles of illuminating light are r
ecorded to generate one hologram with a large value of the numerical aperture (NA). NA of the generated ho
logram can be enlarged up to a value larger than 1, and a resolution of the microscopy can be improved up 
to a value higher than one half of the wave length. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 顕微鏡技術　デジタルホログラフィ　3次元断層顕微鏡　レンズレス　超高分解能　生体計測　生体細胞

基礎生物学　形態・構造



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) ホログラフィック顕微鏡として Lyncee 

Tec 社製の顕微鏡がすでに市販されているが、
結像レンズを使用しているために撮像深度
は小さく、媒質中物体の観察も困難である。
結像レンズを使用しない顕微鏡としてイン
ライン・ホログラフィによる顕微鏡も開発さ
れているが、正確な位相測定は困難であり、
被写体も微粒子のようなものに限定される。 

(2) 断層画像観察は主に生体画像診断に用
いられ、医療技術として大きな役割を担って
いる。しかし、細胞レベルの病変を診断する
には 1µm 以下の分解能が要求される。現在
まで波長 数 µm の近赤外光を 用いる
OCT(Optical Coherence Tomography)が活
発に研究・開発され眼底検査などに用いられ
ているが、面方向の光学的分解能は照明スポ
ット光の直径で決まるので高分解能化は難
しく観察可能な深度も制限される。 

(3) 通常の光学顕微鏡では、空気中の開口
数は１以下であり達成可能な分解能は半光
波長より低くなる。この限界を超えるものと
し て 照 明 光 が 作 る 干 渉 縞 を 利 用 し た
SIM(Structured Illumination Microscopy)がある
が、非常に高価でその構造や取扱いは複雑で
ある。また、反射型 SIM の開発は原理的に難
しい。ところで、ホログラフィック顕微鏡で
は光波の記録や変調および複数光波の合成
が可能であり、光回折の性質を利用すると高
分解能化が期待できる。 
 

２．研究の目的 

(1) 水中遊泳微生物の 4次元（空間＋時間）
観察を可能にする高分解能レンズレス顕微
鏡を開発する。 

(2) 反射型レンズレスホログラフィック顕
微鏡と波長掃引レーザ光を用いた３次元断
層撮像の原理を提案し、細胞レベル高分解能
断層撮像が可能であることを示す。 

(3) 照明光入射角を変えて複数枚のホログ
ラムを記録し、大開口数の物体光波を計算機
合成して再生画像の高分解能化を実現する。 
 
３．研究の方法 

(1) 大開口数ホログラムの高速記録法と無
歪高分解能画像の高速再生法を新たに開発
する。ワンショット記録は、オフアクシス球
面波参照光を用いて行う。空間周波数フィル
タリングにより複素振幅オフアクシス・ホロ
グラムとして取り出し、空間ヘテロダイン変
調して画像再生に必要な複素振幅インライ
ン・ホログラムを求める。 
画像再生は、物体光の平面波展開を用いて

行う。まず、サンプリング間隔を光波長以下
に細分化し、データ補間を行って各サンプリ
ング点における値を求める。ホログラムの分
割と分割ホログラムの重ね合わせを行って
１枚の微小ホログラムを合成し、この合成ホ
ログラムから被写体の 3次元像を再生する 

 

図１．透過型ホログラフィック顕微鏡の光学
系 

 

 

(a)                 (b) 

図２．水中遊泳微生物再生画像：ゾウリムシ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．水中遊泳微生物の位相差画像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．タマネギ鱗葉の断層画像 
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(a) ホログラム一枚 (b) 合成ホログラム 

図５．USAF テストターゲットの再生画像 

 

 

 (2) 断層撮像手法を用いて生体組織の断
層撮像実験を行う。物体光と照明光をホログ
ラムに同時記録し、レーザ光の波長を変えな
がらホログラム多数枚を記録する。次に、同
時記録したホログラムから照明光と物体光
を分離して取り出し、光波長が異なる多数の
物体光と照明光を用いて断層画像を生成す
る。玉ねぎの鱗葉を生体試料として断層撮像
の実験を行い、実験結果を示しながらこの断
層撮影法の特徴を明らかにする。 
(3) 種々の線間隔を持つ回折格子からの回
折光を開口数 NA で記録すると、記録可能な
波数 d k /2 の帯域幅は  /4 NA となる。
と こ ろ が 、 照 射 光 の 入 射 角 θ i を

NANA i  sin の範囲で変化させながら
複数枚記録すると、波数 k の帯域幅を

 /8 NA まで広げることができる。 
 
４．研究成果 

(1) 大開口数ホログラムの高速記録法と高

分解能画像の高速再生法、およびレンズレス

実時間３次元顕微鏡を開発した。また、光学

実験を行い、無歪高分解能(1μm 以下)な画像、

焦点深度の 1000 倍以上の撮像深度の水中遊

泳微生物の画像、および物体光位相分布の正

確な記録と再生を示した。 

実験に用いた透過型ホログラフィック顕微

鏡の光学系を図１に示す。レーザ光源として

半導体励起固体レーザ（波長 532nm、出力

50mW )を、撮像装置としてカメラリンク CCD

カメラを使用した。 

図２(a)と図２(b)はそれぞれ、深さ 0.69mm

および 1.49mm の水中を素早く移動中のゾウ

リムシを１枚の記録ホログラムから再生した

画像である。この画像の分解能は 1µm 以下、

焦点深度 1.5µm、撮像深度約 2mm であり、撮

像深度は焦点深度の 1000 倍以上の値になっ

た。この結果より、素早く移動する微生物の

低エネルギー照射 ・水中・大深度・４次元・

高速撮像が可能であることが分かる。図３は、

光位相差から求めた水深 1.49mm のゾウリム

シの画像を示す。光位相差分の計算により、

通常の顕微鏡では困難な透明生体細胞の４次

元（空間＋時間）観察が可能になる。また、

細胞の屈折率が分かれば光位相差よりその厚

さを求めることもできる。 

(2) 反射型レンズレスホログラフィック顕
微鏡を開発し、波長掃引レーザ光を用いた実
験を行って３次元断層顕微鏡の原理を確認
した。深度の大きい細胞レベル高分解能断層
画像の撮像が可能であることを示し、断層画
像の分解能および断層の厚さとして理論値
と一致する値を得た。また、玉ねぎの鱗葉を
試料にして実験を行い、細胞レベルで表皮組
織の観察が可能な高分解能断層画像を得た。 

図４は、奥行き 10µm 間隔で作成した断層
画像を示す。タマネギ鱗葉の細胞壁によって
照明光が反射されるので細胞壁の部分は白
くなり、断層内にある細胞壁を画像として観
察できる。CCD から距離 40.39mm の付近で
は幅 15µm程度の小さい表皮細胞を確認でき、
それから奥に向かって進むと幅 50µm程度の
大きな内部細胞を確認できる。これらの断層
画像から半透明な生体組織の内部構造を求
めることができ、断層画像データを集積する
と生体組織内部の体積画像データを得るこ
とができる。 

(3) ホログラフィック顕微鏡の超高分解能

化を目的として、微小球からの反射光と斜め

入射照明光を用いたホログラム記録方法を提

案した。この方法により、開口数が１を超え

る物体光記録が可能になり、透過型に限らず

反射型の顕微鏡に対してもその分解能を光回

折限界の２倍まで高めることができる。 テス

トターゲットを用いた実験を行い、大開口数

物体光波の記録と再生画像の高分解能化が可

能であることを示した。 

図５(a)は一枚のホログラムから再生した

画像を示すが、ノイズによる画質の低下を確

認できる。これらのノイズは、滑らかな金球

を用いることによって取り除くことができる。 

被写体を透過した照明光 Q は一点に集光す
るのに対して、被写体によって散乱された光
は点の周りに広く分布する。この集光を利用
して物体光 O から光 Q を分離して取り出し、
O と Q を用いて開口数の大きい物体光 O’’を
求めた。図５(a)は、O’’から求めた画像を示
す。１枚のホログラムの NA=0.28 から求まる
分解能が 0.95µm となるのに対して、図５(b)
では線間隔 0.78µm の最小部分を見分けるこ
とができ、物体光の合成による分解能化を確
認できる。また、図５(a)に示す再生画像と
比較して画質が大きく改善されている。 
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