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研究成果の概要（和文）：本研究では，(1)インコヒーレント光による広範囲3次元画像情報をホログラフィックに瞬間
記録する技術の開発と高光利用効率を誇るシステムの提案，(2)高画質3次元画像再生可能な処理法の提案，(3)色情報
を多重記録する機能の付加，(4)ホログラフィック顕微鏡自体が有する分解能の評価を行なった。(1)では，技術の実現
可能性を数値的に確認し，簡素且つ高光利用効率のシステムを考案した。(2),(3)では研究の結果，(1)のシステムに機
能付加可能であるという知見を得た。(4)においては，コヒーレント光による評価であるが，ホログラフィック顕微鏡
自体が100nmオーダの開口を可視化可能である実験的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this research, (i) the development of an incoherent three-dimensional 
holographic recording technique and the proposal of a system with high light efficiency, (ii) signal 
processing techniques for reconstructing a high-quality three-dimensional image, (iii) simultaneous 
recording of multiple wavelengths with high light efficiency using the technique of (i), and (iv) 
experimental evaluation of the resolution in digital holographic microscopy were conducted. In (i), the 
technique was numerically simulated and its validity was confirmed. Also, a novel type of the incoherent 
system was proposed. In (ii) and (iii), it was clarified that signal processing and multiwavelength 
imaging techniques can be applied (i). In (iv), it was experimentally demonstrated that digital 
holographic microscopy has the ability for imaging 775 nm apertures with a single-shot exposure although 
the experimental evaluation of an incoherent holographic microscope was not experimentally conducted yet.

研究分野： 光工学・光量子科学
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１．研究開始当初の背景 
最先端の生命科学研究には非接触・非侵

襲・深度イメージングと機能，動態解析が必
要不可欠である。現在までに，蛍光プロ―ブ
を用いた光学顕微鏡技術は生細胞内の生命
機能を担うタンパク質 1 分子単位での動態，
不確定性の観察，機能解明を可能にしてきた
(Nature 374, pp.555-559, 1995; Nat. 
Biotech., 20, pp.287-294, 2002)。近年，細胞
内の数個～数十個のタンパク分子が細胞の
運命決定を担うことが明らかになり(Science, 
329, pp.533-538, 2010.)，生命現象に対し少
数分子が果たす役割や機能を探ることが未
来の生命科学研究分野を担うものとして多
くの研究者が参画しつつある。当該分野では
(1)細胞内の少数分子の 1分子ごと，しかも(2)
同時の高速・深度 3 次元画像観察が要求され
ているが，近接場顕微鏡，共焦点顕微鏡など，
従来の光計測技術ではこれらの要求全てを
満たすことが不可能である。蛍光の 3次元画
像を記録する従来ホログラフィ技術では，試
料を静止させた上での液晶素子の電気的変
調と複数回の撮像が必須で，動く試料への適
用が不可能であった(Nat. Photonics 2, pp. 
190-195, 2008.)。 
研究代表者はこれまでに，カメラのフレー

ムレートで 3次元動画像記録可能なホログラ
フィック顕微鏡法を提案し，深さ 6mm にわ
たる深度で毎秒 15 万コマでの生体の高速 3
次元動画顕微鏡システムを構築，実証してき
た。しかしながら，インコヒーレント光であ
る蛍光への適用にはホログラフィに必要な 2
光波の内，共通光路で，片側の光のみを空間
分割する方法の考案が課題であり，当時，未
だ誰も考案・達成できていなかった。 
 
２．研究の目的 

(1),(2)の要求両方を満たすホログラフィ技
術を提案しそのシステム開発を目的とする。
研究代表者が今回提案する方法では，偏光を
駆使した複数ホログラムの同時記録システ
ムをインコヒーレント光，共通光路での実現
へ展開する可能性を拓く。インコヒーレント
光の 3次元画像情報を単一露光で記録可能に
し，高速・深度の蛍光 3次元画像記録を可能
にする。さらに，複数分子の高速蛍光 3次元
動画イメージングを初めて実現可能にする
方法の創出としてシステム提案を行なう。 
 
３．研究の方法 
図 1の，ホログラフィに基づく光学システ

ムを開発する。空間光変調器により偏光方向
に応じた変調有無の 2 光波を生成し，波長板
とホログラム空間分割素子を用いることで，
単一露光・高画質 3 次元画像記録可能なホロ
グラフィック顕微鏡法に必要なホログラム
を共通光路で記録する。共通光路でホログラ
ム記録することで，蛍光などインコヒーレン
ト光の 3次元画像情報を単一露光で記録可能
にする。 

図 1．提案法に基づく顕微鏡システム概略。 
 
図 2に提案方式の核となる複数蛍光ホログ

ラム同時記録システムの流れを示す。試料か
ら発せられる蛍光とその干渉により生成さ
れるホログラム(以後，蛍光ホログラムと呼
ぶ)を記録する。本方式では蛍光を，拡大光
学系通過後に空間光変調器により‟物体光”
と基準となる‟参照光”に分け，偏光調整素
子である波長板と，ホログラム空間分割素子
により高画質 3次元蛍光画像記録に必要な複
数種類の蛍光ホログラムを単一露光記録可
能にする。記録した 1枚の蛍光ホログラムに
対しホログラフィの像再生処理法を適用す
ることより，単一露光で蛍光の 3次元画像情
報を可視化し，イメージセンサの連続画像取
り込みにより高速の蛍光 3次元動画像記録を
達成する。偏光を利用することにより蛍光の
3 次元イメージングに必要な複数ホログラム
を単一露光で取得する。ランダム偏光でイン
コヒーレントな蛍光は，空間光変調器により
位相変調された垂直偏光の物体光と変調を
受けない参照光に分けられる。次に，ホログ
ラムの空間分割多重記録システムを適用す
る。波長板により 2 波は互い直交する円偏光
となり，偏光方向に応じて位相差を異ならせ
ることができ，ホログラム空間分割素子には
微小偏光子アレイまたは空間光変調素子ア
レイを用い，複数種類のホログラムが生成さ
れる。イメージセンサ面で 2 波が干渉しホロ
グラム記録される。 
 

 
図 2．複数蛍光ホログラム同時記録システム
の流れ。 
 
システム開発に向け，以下の研究を進めた。 
 

(1)計算機シミュレーションにより提案方式
の理論的性能を定量的に評価する。その際
に，3 次元的空間分解能，どの程度までの
微弱光を鮮明に像再生可能か調べる。 



(2)提案法で記録される複数種類の蛍光ホロ
グラムに対し，より高画質 3 次元画像再生
可能な像再生処理法を検討する。 

 
(3)蛍光のカラーイメージング応用に向けて，
複数波長のホログラムを記録できる形態
を検討し，基礎実験により評価する。 

 
(4)励起光源，空間光変調器，精密偏光光学
素子，ホログラム空間分割素子，イメージ
センサ，蛍光顕微鏡システムにより図 1の
光学システムを設計する。ホログラム空間
分割素子の選定を行ない，光学システムを
設計する。また，システムの高品質化に向
け検討する。 

 
４．研究成果 
まず 3(1)の計算機シミュレーションを行

ない，画質・分解能を評価した。深さ方向に
3.13μm 離れた位置に直径 500nm である 2 個
の蛍光ビーズがあると想定し，図 1の系を用
いてホログラムを記録したと仮定した。図 3
に像再生結果を示す。複数回撮像方法(Nat. 
Photonics 2, pp. 190-195, 2008.)で鮮明に
深さ分解イメージングできるのに対し，工夫
なしに単一露光記録では SN 比が低下し画質
も劣化している。一方，当該課題を用いれば
複数回撮像と同程度の画質を誇り，工夫なし
の方法に比べ SN 比を 100 倍程度取れること
が判明した。これを微弱光検出可能性の指標
とした。 

 

図 3．計算機シミュレーション結果。(a),(b)
複数回撮像方法，(c),(d)通常単一撮像，(e),(f)
申請課題の方法による像。 (a),(c),(e)と
(b),(d),(f)で異なる蛍光物質を像再生，深さ差
3.13µm を想定。 

3(2)においては，信号処理方法の検討の結
果，まず，ディジタルホログラフィ一般に信
号成分が減衰し画質劣化することを突き止
めた。干渉パターン記録時一般に，縞が細か
くなるにつれて，撮像素子の各画素で縞の積
分効果が顕著となる。その結果，縞の変調成
分が物体の 3次元画像情報を含んでいるため，
物体の像が暗くなってしまう。当該課題の解
決には計算機技術による補償処理が有効で
あることに着目し，信号減衰の数学モデルの
逆関数を演算することによる解決を試みた。
図 4 に計算機シミュレーション結果を示す。
物体本来の輝度情報復元に成功した。 
 

 

図 4．信号減衰補償の計算機シミュレーショ
ン結果。(a)物体像，(b)信号減衰を伴った再
生像，(c)補償処理を伴った結果。 
 
次に，ホログラムの空間分割多重記録シス

テムに特有の，視野狭窄の問題を信号処理に
より解くアプローチを試みた。当該システム
において，高い光利用効率を保ったまま広視
野 3次元イメージングを達成することが従来
不可能であったため，その解決に当たり記録
されるホログラムにフーリエ縞解析を利用
する信号処理を施すことを試行した。信号処
理法の有効性を確認するために，コヒーレン
ト光を用いた実験であるが基礎実験を行な
った。その結果，図 5に示す通り，全く同じ
一枚のホログラム画像から信号処理方法を
変えるだけで，撮影可能範囲の広域化を達成
できることを明らかにした。 
3(3),(4)においては，以下の研究推進を並

行して行なった。インコヒーレントホログラ
フィにおいてマルチカラーを記録するため
には通常，ベイヤー型のカラーフィルタアレ
イを用いることが一般的である。しかしなが
ら，光吸収による SN 比低下や露光時間増大
による時間分解能低下，波長間クロストーク
によるゴースト発生などの問題を引き起こ
してしまう。しかしながら，異なる分子組成
に異なる波長の蛍光標識を付してしまえば，
複数種類の分子組成の同時 3次元動態可視化
を達成可能にする。そこで，本申請課題の発
展可能性に賭け，単板単色撮像素子を用いて，
分光吸収の利用なしに，マルチカラーイメー
ジングを達成する方法を考案するに至った。
図 6に考案した計測法のシステムと処理手続
概略を示す。ホログラム空間分割素子を偏光
感受性の位相板アレイに置き換え，空間光変
調器で並列ディジタルホログラフィに必要
なホログラムを生成させるときに，波長ごと
に異なる位相シフト量を生じさせる。考案 



 
図 5. 撮影範囲広域化実験結果。(a),(c),(e)
従来の信号処理による再生像。(b),(d),(f)
は，(a),(c),(e)を再生した同じホログラム
から，提案する信号処理方法による再生像。
被写体は(a),(c),(e)において異なる位置へ
配置されている。スケールバーは 5mm。 
 
した信号処理法により単一単色画像から複
数波長情報を像再生可能とすることで，高光
利用効率でマルチカラーインコヒーレント
ホログラフィックイメージングを達成可能
にすることを見だした。また，考案の過程で，
図 6中の空間光変調器の代わりに，レンズ系
と波長板を挿入することで等価の働きをす
ることを見出し，また，当該システム光利用
効率を高められるとの知見を得た。上記の成
果を PCT 出願にて特許出願申請した。 
 

 

(a) 

 

(b) 
図 6．単板単色撮像素子を用いるマルチカラ
ーインコヒーレントホログラフィの(a)光学
システム，(b)処理手続概略。 

また，偏光感受性位相板アレイの開発が困
難であったことに鑑み，既存の素子構成で実
現可能な複数波長記録光学システムの開発
と図 1 システムへの融合可能性を検討した。
波長毎に，空間光変調器で異なる空間変調を
参照光に与え，波長多重ホログラムを得る。
記録したホログラムにフーリエ縞解析を施
すことで単色のホログラムより複数波長情
報を分離抽出する。以上の，波長情報の空間
周波数分割多重記録により，複数波長におけ
る 3次元画像情報をカラーフィルタなしの単
板単色撮像素子で記録・像再生する。コヒー
レント光を用いた実験であるが，ホログラフ
ィック顕微鏡の 100nmオーダの開口に対する
3 次元分解イメージング可能性を示すために，
2 波長ディジタルホログラフィック顕微鏡を
構築し実験した。図 7に結果を示す。図 7よ
り，3 次元空間に置かれた複数の 775nm の開
口に対し，各波長において 3 次元分解イメー
ジングできている様子が伺える。以上より，
ホログラフィック顕微鏡に 100nm オーダの開
口を分解イメージング可能であることが示
され，フーリエ光学に基づく理論的解析より，
インコヒーレントホログラフィにおいても
同様に 100nm オーダの分解能で 3次元イメー
ジング可能であるという知見を得られた。 

 
図 7．実験結果。 (a)-(d)波長 640nm，
(e)-(h)532nm による結果。 (a),(c),(e),(g)と
(b),(d),(f),(h)の深さ差 1760nm。(c),(d), (g),(h)
はそれぞれ(a),(b),(e),(f)内赤矩形の拡大。 



以上，理論的検証を済ませ，光利用効率が
低く像を再生しがたいという課題にいち早
く着手し解決する方法を見出した。また，複
数波長の情報を，カラーフィルタアレイを用
いずに記録・像再生する方法を提案し，当該
課題との融合可能性も示すことができた。そ
して，ホログラフィック顕微鏡自体に 100nm
オーダの開口を 3次元分解イメージングする
能力があることを示し，インコヒーレントホ
ログラフィック顕微鏡でも同様に分解可能
であることが理論的検証より判明した。現在，
改良したシステム構成に則り，より簡素化さ
れた光学システムの構築と実験に着手して
いる。高い光利用効率にて蛍光の 3 次元動画
像記録を行ない，実証結果を示すことを目指
す。また，本課題中に発案したマルチカラー
記録システムとも融合させ，100nm オーダの
カラー蛍光物質の 3次元動態可視化を達成さ
せることが今後の課題である。 
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