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研究成果の概要（和文）：微小生物の行動解析のための広範囲の計測を可能とするディジタルホログラフィ計測システ
ムを開発した．提案システムは複数のカメラを用いた合成開口法により広範囲の三次元空間の計測を行うことができる
．提案法に適した干渉縞の合成と再生アルゴリズムを開発し，従来方式では困難であった移動物体への対応を行った．
点光源を用いたカメラ位置推定法および実時間記録のための連続的な位相シフト量変化による一般化位相シフト法を提
案した．提案システムにより移動物体の実時間計測を行った．

研究成果の概要（英文）：We develop a wide field digital holographic microscopy for microscopic organism 
behavior analysis. The proposed system can measure the motion of the object widely in the 
three-dimensional space by the synthetic aperture method with multiple digital cameras. Fringe synthesis 
and reconstruction algorithm for the interference fringes captured by the different cameras are presented 
to evaluate moving objects. We propose a camera position estimation method using a point source and a 
generalized phase-shifting method with a continuous fringe-scanning scheme for real time measurement. The 
behavior of the moving object is observed by the proposed system.

研究分野： 応用光学

キーワード： 光計測　ディジタルホログラフィ　計測空間拡張

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

生体は分子，細胞，組織，臓器のような階
層性をもち、それらを統合した個体という生
体システムで機能している．生体の全階層に
おける構造と機能の相互関係の解明のため
に，それらを包括的に統合する個体レベルで
の生体システムの解析があらためて注目さ
れるようになってきた． 

個体レベルの計測には一般に顕微鏡が用
いられる．顕微鏡ではスライドガラス上に試
料を固定して焦点を合わせて観察する．その
ため広範囲の測定のためには試料を結像位
置に移動させる必要がある．また，動きのあ
る微小物体を固定すると動作範囲を制限し
てしまうことになる．微小生物の自由な運動
解析を目的とする場合，従来の顕微鏡技術の
みでは広範囲の三次元的な行動を調べるこ
とは難しいと考えられる．したがって，広い
空間を動く物体を観察するためには、微小構
造を観察する基本性能を維持したまま計測
領域を拡大する新しい顕微鏡手法が必要と
なる． 

ディジタルホログラフィ(DH)は物体光の
ディジタル記録と数値計算によるディジタ
ル再生の二段階のステップで行うイメージ
ング技術であり，三次元的な情報を記録する
ことができる．DHを顕微鏡技術に応用したも
のはディジタルホログラフィック顕微鏡
(DHM)と呼ばれている．DH は，ディジタル撮
像素子，コンピュータ，ソフトウェアの融合
により柔軟かつ高精度な計測技術として発
展している．一般に使用できる撮像素子の画
素の大きさは 3～5μmであり，撮像素子全体
の大きさは十数 mm である．DH で実際に記録
できる干渉縞の大きさは撮像素子の面積と
なる．これは従来の写真技術によるホログラ
フィに比べてかなり小さい．ディジタル再生
では FFTを利用したフレネル回折計算が用い
られている．再生方式はフレネル近似方式と
畳み込み積分方式に分類される．前者は再生
画素間隔が再生距離に反比例するため再生
距離が長いとき広範囲の像再生が可能であ
るが分解能は低い．後者は Rayleigh– 
Sommerfeld 回折積分に基づいた正確な再生
が可能であり，再生画素間隔は撮像素子の画
素間隔と同じである．しかし，広範囲の領域
を再生する目的には適していない． 

DH の再生領域を拡大する手法として合成
開口法がある．合成開口法は異なる位置から
撮影された複数の干渉縞から一つの大面積
の干渉縞を合成する方法である．複数の干渉
縞の記録は移動ステージ上に固定したカメ
ラを平行移動させて広範囲に分布する干渉
縞を逐次記録する手法が用いられている．こ
のとき隣り合った干渉縞は少しだけ重なる
部分を作っておく．複数の干渉縞は重なり部
分に基づいて一枚の干渉縞に合成される．合
成された干渉縞から広範囲の領域の光波分
布を高分解能で再生することができる．しか
し，異なる時間での干渉縞記録になるため静

止物体を対象にすることが一般的であり，移
動物体の計測には適していない． 

 

２．研究の目的 

本研究では，微小生物の行動解析のための
広範囲の計測を可能とする DHM計測システム
を開発する．提案システムでは，複数のカメ
ラを用いた合成開口法に基づいて大面積の
干渉縞をつくり，これを再生することにより
広範囲の三次元空間の物体光分布を求める
ことができる．提案法に適した干渉縞の合成
と再生アルゴリズムを開発し，従来方式では
困難であった移動物体への対応を行う．点光
源を用いたカメラ位置推定法および計測時
間の短縮と実時間記録のための連続的な位
相シフト量変化による一般化位相シフト法
を提案する．提案システムにより移動物体の
実時間計測を行う． 
 

３．研究の方法 

（１）合成開口方式のための点光源を用いた
カメラ位置推定の開発 

 広範囲の三次元空間の光波分布を計測す
るために，複数のカメラを用いた合成開口法
を検討する．複数のカメラを用いる場合にお
いて重要となるのはカメラの位置関係を正
確に設定することである．しかし，厳密に位
置設定を行うことは難しい．そこで本研究で
は外部に置かれた点光源を基準とするカメ
ラ位置推定法を提案する．この方法では点光
源と参照平行光を用いてつくられる同心円
干渉縞を用いる．この干渉縞自体が点光源の
位置情報を含んでいる．非線形最小二乗法を
用いてカメラからの点光源位置を精密に求
めカメラ位置推定に用いる．シミュレーショ
ンと光学実験により有効性を確認する． 

（２）連続的な位相シフト量変化を用いる一
般化位相シフト法の開発 

DHの再生像から不要な 0次光と共役光成分
を除去し必要な情報を含む物体光成分のみ
を抽出するために位相シフト法がよく用い
られる．しかし，一般的な位相シフト法では
位相シフト量π/2で制御された 3枚の位相シ
フト干渉縞が必要であり，比較的長い計測時
間が必要になる．本研究では連続的な位相シ
フト量変化を用いる一般化位相シフト法を
開発し，連続的な記録再生が行えるようにす
る．また，連続記録された多数の干渉縞から
物体光を推定する最小二乗推定アルゴリズ
ムを提案する．  
（３）合成開口 DH 計測システムによる計測
領域の拡張 
 複数のカメラを用いた DH 計測システムを
構築する．カメラ位置推定に基づいた合成開
口法による干渉縞の合成と数値再生を行う．
本研究では再生法として角スペクトル法を
用いる．実際にシステムを構築するとき，カ
メラ筐体が撮像素子自体よりも大きく複数
台を並べて配置することが困難であること
が明らかになった．そこで移動ステージを用



いて擬似的に撮像素子のみを並べて配置す
る方式で原理確認を行う．また，凹レンズに
よる光波の拡大を利用して複数のカメラを
配置する方式とビームスプリッタ(BS)で光
波を分割する方式を検討する．移動物体の連
続計測を行いその有効性を確認する． 
 
４．研究成果 
（１）複数のカメラで撮影された画像を統合
するため各カメラの位置関係を正確に把握
することは重要である．本研究ではカメラの
前方に置かれた点光源を基準として用いる
カメラ位置推定法を提案する． 
図 1に実験システムを示す．まずレーザー

から出た光を平行光に変換して BS で物体光
と参照光に分割する．参照光はさらに分割さ
れ，一方はホログラム記録のための参照光と
なり，他方はカメラ位置推定に用いる点光源
になる．本研究では対物レンズを用いて点光
源をつくっている．ホログラム記録時は各光
路に設置したシャッターを切り替えて点光
源記録と物体光記録を行う． 

 

図 1 実験システム 

 

図 2 点光源と同心円干渉縞 
 
カメラ位置推定では，参照光側の干渉計を

使う．まず点光源と平行光の干渉縞を記録す
る．この干渉縞は同心円形状をもっており，
点光源の位置情報を含んでいる(図 2)．この
干渉縞を数値再生すると点光源の再生像が
得られる．点光源再生像の座標(X,Y,Z)はカ
メラからの点光源の相対的な位置を表して
いる．同様にして別のカメラから点光源再生
像の位置を求める．複数の点光源を用いるこ
とによりカメラ間の相対的な位置関係を知
ることができる． 
点光源の場合，ホログラム面における物体

光(球面波)を逆伝搬計算し，再生像の面積が
最小かつ強度が最大となる位置を点光源の
位置とみなすことができる．しかし，DHでは
再生像のフォーカス位置を正確に求めるこ

とは難しい問題である．XY平面では画素が最
小の面積であり，Z方向の再生強度は数十 μm

の範囲で同じような値を取るため点光源再
生像の位置には曖昧さを伴う． 
そこで本研究では点光源から発した球面

波をホログラム面で評価し最適化手法を用
いて点光源位置を高精度に推定する手法を
提案する．点光源が位置(x0, y0, z0)にある球面
波は P(x,y,z)=exp(ikr+θ0), r={(x−x0)

2
+(y−y0)

2 

+z0
2
}

1/2 
のように表すことができる．ここで θ0

は初期位相，k は波数，振幅は簡単化のため
一定としている．実験で得られた点光源のホ
ログラムからホログラム面における光波分
布すなわち球面波 O(x, y, z)を抽出する． O と
一致する球面波Pを数値的に求めることによ
り点光源の位置を推定することができる．具
体的にはOとPの位相差を用いて最適化手法
により誤差が最小になる座標と初期位相を
求める．しかし，この方法では z 方向の位置
変化に伴いピストン位相項が変化してしま
うため初期位相の推定が困難になり十分に
最適化を行うことができない．そこで反復処
理を行うたびに初期位相を近似的に推定し，
Oと Pの位相差から初期位相分を除いた評価
関数を用いて最適化を行う． 
基本アルゴリズムを以下に示す． 

①おおよその点光源位置(x0, y0, z0)を従来手
法により求め，球面波 P を数値的につくる． 
②同心円干渉縞から光波 O を抽出する．ここ
では同心円干渉縞が半径方向にキャリア成
分を持っていることを利用して 1枚の干渉縞
から物体光を抽出するラジアルキャリア
DH(RCDH)の手法を用いる． 
③O と P の位相差を求め，最大頻度の位相差
φ0 を初期位相の近似値(バイアス位相)とす
る 
④Oの位相分布から Pの位相分布およびバイ
アス位相を引いた位相分布の分散値を評価
関数とする． 
⑤非線形最小二乗法により分散値が最小と
なる点光源の座標を求める．この座標が点光
源の推定座標となる． 
 提案手法の有効性を確認するためシミュ
レーションを行った．撮像素子の中央部を原
点とし，点光源は位置（324.383μm, 262.347μm, 

163.927mm）に置き，初期位相 0[rad]と仮定
した．図 3 に同心円干渉縞と推定球面波の位
相分布を示す．推定された点光源位置と初期
位相は（324.38μm，262.35μm，163.927mm）
および 4.5×10

-5
[rad]であった．異なる初期位

相の場合でも全ての座標軸に対して波長以
下の精度で点光源位置が推定された．点光源
をカメラ前方の視野外にオフセットさせた
条件では，線形位相項によるキャリア成分を
考慮した点光源の初期位置推定を行った．シ
ミュレーションではオフセットの場合でも
波長以下の精度で点光源位置を推定できる
ことが分かった． 

干渉縞にノイズを付加したとき推定誤差
に数波長程度の増加がみられた．オフセット



量が増加すると，同心円構造が消滅した等間
隔干渉縞になり，点光源位置の推定ができな
くなった．提案手法は同心円干渉縞の構造が
保持されている範囲で適用できることおよ
び撮像素子の間隔を狭くするような配置を
取る必要があることが明らかになった． 

 

図 3 (a)同心円干渉縞，(b)RCDHで抽出され
た(a)の位相分布，(c)提案手法で推定された

球面波の位相分布，(d)位相誤差. 
 
光学実験で提案手法を検証した．点光源は

ピエゾステージ上に設置された 4倍対物レン
ズ(NA=0.1)に平行光を入射したときの焦点
を用いた．1024×1024 画素，画素ピッチ
6.45μmのCCDカメラを用いて干渉縞を記録し
た．図 4 に実験結果を示す．点光源は位置
(68.0μm, 189.7μm, 145.6mm)，初期位相 1.35 

[rad]と推定された．図 5に点光源を x軸およ
び z軸方向に 5μmずつ平行移動させたときの
点光源位置の推定結果を示す．平均移動量は，
x軸および z軸方向に対してそれぞれ 5.2μm， 

5.1μm であった．推定誤差は１波長以下であ
った．また移動軸以外の方向にサブ μm オー
ダーの微小な線形移動も測定された．カメラ
姿勢と点光源の移動方向にわずかなずれが
存在していると考えられる．このようなずれ
を考慮すればさらに高精度な位置補正が期
待できる． 

 

図 4 (a)同心円干渉縞，(b)RCDHで抽出され
た(a)の位相分布，(c)提案手法で推定された
球面波の位相分布，(d)位相誤差. 

 

図 5 点光源を(a)x軸，(b)z軸方向に平行移
動させたときの位置変化 

 
（２）連続位相シフト量変化を用いる統計手
法に基づいた一般化位相シフト法を提案す
る．連続的な位相シフト量変化は連続フリン
ジスキャンによるノンストップ計測により
実現する．統計手法は任意の位相シフト量に
対応しているため，精密な位相シフト量制御
なしで高速に連続記録されたホログラムを
用いることができる． 

基本手順は以下のようになる．インライン
DH光学系において，物体光を }exp{|| jOO  ，
参照光を )exp(|| ii jRR  , 2,1,0i とする．

i は i 番目の位相シフト量である．連続フリ
ンジスキャンでは位相シフト量は露光時間Δt

で積分された値となる．統計手法では 3 枚の
位相シフト干渉縞から位相シフト量を推定
する．p 番目と q 番目の連続するフレーム間
の位相シフト量は )1arccos(ˆ 0 pqpqpq Ec  

で得られる．ここで 122 )||||4(  AR ， 
 2|| pqpq IE ，ΔIpq はホログラムの強度差, 

 はフレーム全体の平均値を求める演算子，
係数 pqĉ は符号係数である．位相シフト範囲
は[0,2π]となるため，位相シフト量と露光
時間の同期制御を行わなくても問題は発生
しない．ホログラム面における物体光は

})1()1(){( 20
01

01
200 IeIeReO jjj    , 

)sinsin(sin2 201201   j で求める
ことができる．これを数値再生すれば物体
面における物体光を得ることができる． 
連続フレーム間の位相シフト量が推定で

きるならば最小二乗法に基づいた高精度な
物体光推定ができる．しかし，統計手法は連
続する 3フレーム間で成立し，それに続くフ
レームとは位相連続性が考慮されていない
ため，推定位相シフト量をそのまま最小二乗
法を用いることはできない．そこで全フレー
ムが同じ初期位相と位相回転方向になる補
正法を導入した最小二乗推定法を考案した． 
図 6にランダムな位相シフト量に対して位

相補正を行ったときの第一，第二位相シフト
量を示す．正しい位相関係が成り立つならば



第二位相シフト量は次フレームの第一位相
シフト量と同じ値になるはずである．位相補
正により第一，第二位相シフト量の一致が得
られており位相関係が補正されたことが分
かる．図 7に最小二乗アルゴリズムによる再
生像を示す．推定位相シフト量をそのまま用
いると不要成分の影響が残りノイズが生じ
るが，位相補正を行うとノイズが除去されて
明瞭な物体光が得られている． 

 

図 6 (a)位相補正前，(b)位相補正後の位相

シフト量 

 

図 7 最小二乗推定法による再生像, (a),(b)
位相補正前，(c),(d)位相補正後の強度およ

び位相再生像． 
 

（３）複数のカメラを用いた合成開口ディジ
タルホログラフィ計測システムを構築する．
カメラ位置推定では点光源でつくられる同
心円干渉縞をカメラで撮影し点光源の位置
を求めることによってカメラ位置を推定す
る．しかし，市販のカメラの構造は，撮像素
子が素子自体よりも大きな回路基盤や筐体
で囲まれており撮像素子を密に配列するこ
とができない．そこで撮像素子のみを並べる
配置を移動ステージで擬似的につくる方式
で基本的な実験を行った．また，凹レンズに
よる光波の拡大を利用して複数のカメラを
配置する方式および BS を用いる光波分割方
式を検討した． 

撮像素子のみを並べて配置する条件でカ
メラ位置推定法および提案システムの有効
性を調べた．図 8に 4方向から撮影された干
渉縞を合成したときの結果を示す．単独ホロ
グラムの再生領域に比べて約 4倍の再生領域
が得られており，提案手法により計測領域の

拡大が行えることが分かった． 

 

図 8 (a)合成干渉縞, (b) (a)の再生像． 
 

光波を拡大して複数のカメラを配置する
方式を検討した．光波の拡大は実験システム
において BS とカメラ間に凹レンズをおいて
実現した．カメラを並べて配置できるのでカ
メラ位置推定はオフセット方式で行った．光
波拡大方式においても干渉縞合成を行い明
瞭な再生像を得ることができた．この方式は
市販のカメラをそのまま利用できる利点は
あるが，1 台のカメラの計測範囲が狭くなる
ため広範囲再生のためには多くのカメラが
必要となりコスト面で問題があることが明
らかになった． 

BS 分割方式では，実験システムにおいて
BSを置いて光波を分割し 2台のカメラで記録
する配置とした．カメラは上下の位置関係で
設置されており，上半分と下半分では異なる
カメラで干渉縞が記録されている．連続フリ
ンジスキャンで連続的な位相変化を発生さ
せて干渉縞を同時に記録することにより移
動物体の計測を行うことができる．フレーム
レート 26fpsのカメラを用いて水中を移動す
る藻を対象物体としたときの位相再生像を
図 9に示す．物体移動の様子が再生されてい
ることが分かる．再生距離を変更することに
より異なる奥行き位置の再生像も得られる
ため三次元的な物体の移動を広範囲にわた
って観察することができる．実験結果よりカ
メラごとに異なる位相歪みが存在すること
が分かった．今回は合成後に位相歪み補正を
行ったので再生像にはその影響が残ってい
る．計測精度を向上させるためにはカメラに
起因する位相歪み補正を個別に行う必要が
ある． 

 

図 9 移動物体の再生 (a) 0[s], (b) 0.27[s], 
(c) 0.53[s], (d) 0.80[s]. 

カメラ位置推定法が可能な範囲に撮像素
子をアレイ状に複数配置することができれ
ば提案手法により計測領域はさらに拡大す



ることができる．微小生物の広範囲の行動解
析は提案手法で得られた三次元再生像分布
に対して三次元的な物体追跡の手法を用い
て行うことができる． 
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