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研究成果の概要（和文）：本研究では，蛍光及び位相の同時３次元計測を実現するた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を提案した。２次元蛍光像と３次元位相像を同時取得可能な光学系を構築し，植物
細胞と動物細胞の観察を行ない，同時取得による有効性を実証した。さらに，蛍光の３次元取得に向けて，共通
光路型オフアクシスディジタルホログラフィー法を提案し，一度のホログラム計測で蛍光の３次元情報取得が可
能であることを実証した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we proposed a multimodal digital holographic microscopy 
(DHM) that can realize simultaneous measurement of three-dimensional (3D) fluorescence and 3D phase 
imaging. We fabricated a multimodal DHM that can obtain simultaneously two-dimensional fluorescence 
distribution and 3D phase distribution. The effectiveness of the proposed DHM was confirmed by the 
experimental results of plant cells and mouse's brain cells. Furthermore, for the development of 
single shot measurement of 3D fluorescence distribution, we proposed the common-path off-axis 
incoherent DHM and its feasibility was confirmed by the experiment.

研究分野： 計測光学

キーワード： マルチモーダルディジタルホログラフィック顕微鏡　蛍光　位相
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１．研究開始当初の背景 
バイオ分野の研究に欠かせないイメージン
グ手法として，蛍光標識技術が確立している。
蛍光タンパク質が導入された細胞を観察す
ることで，細胞核や細胞壁などの観察が容易
になり，個々の細胞の状態観察から細胞間の
観察までが可能になっている。現在バイオイ
メージングにおいて蛍光 3次元像を高分解能
で計測するツールとして，共焦点レーザー走
査顕微鏡がある。しかし，この方法では計測
物体の一点ごとに集光し，蛍光信号を得るた
め，３次元像を得るためには集光点の走査が
必要なため，時間がかかり，動的物体の計測
や奥行き位置が異なる複数の細胞の同時計
測は不向きであるという本質的な限界があ
る。 
また，蛍光像だけでなく細胞の大きさや厚
みなどの構造を同時に観察する技術も求め
られる。構造観察の手段としては，位相差顕
微鏡や微分干渉顕微鏡などがある。蛍光３次
元像と位相３次元像を同時に取得するマル
チモーダル顕微鏡は本申請研究の時点で提
案されておらず，蛍光像および位相像を同時
観察することができれば，異なる情報を同時
に取得することができるため，バイオ分野に
おいてより多くの情報を提供することが可
能になる。そのため，バイオ分野における新
しいイメージングツールとして大いに役立
つことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，バイオイメージング分野で革
新的な３次元動画像顕微鏡を提供するため
に，蛍光３次元像と位相３次元像を同時取得
可能なマルチモーダルディジタルホログラ
フィック顕微鏡を提案し，その実証実験を行
う。特に蛍光観察用ホログラムと位相観察用
ホログラムを同時取得するために，位相物体
情報をもつ光波には感度のない偏光依存性
のある２重焦点距離をもつフレネルレンズ
を設計・開発する。このため，サブ波長周期
構造による偏光依存性を発現させる，あるい
は同等の機能をもつ空間光変調素子を用い
ることを検討する。構築した顕微鏡を用いて，
植物細胞の一つであるヒメツリガネゴケや
マウスの神経細胞を観察し，提案したマルチ
モーダルディジタルホログラフィック顕微
鏡の有効性を実証する。 
 
３．研究の方法 
位相３次元および蛍光３次元情報の同時取
得可能なマルチモーダルディジタルホログ
ラフィック顕微鏡の構築に向けて３つの研
究項目を設定した。 
第１の研究項目として，蛍光２次元及び位
相３次元の動画計測可能なディジタルホロ
グラフィック顕微鏡を構築する。これを用い
て，直径 4 µmの蛍光ビーズやオオカナダモ
の自家蛍光と細胞形状の同時取得を行う。ま
た，対象物体の時間変化を測定可能とするた

めに構築したマルチモーダル顕微鏡のタイ
ムラプス計測が可能なソフトウェアを開発
した。 
第２の研究項目として，先に構築した蛍光
２次元及び位相３次元同時計測の利点を生
かし，蛍光２次元観察ではデフォーカス位置
にある物体像は広がった強度分布として観
測される。この広がった強度画像を，位相３
次元計測で得られるデフォーカス距離情報
を用いて，計算機内で光波逆伝搬計算及び波
面補正を適用することでフォーカス面で得
られる画像を推定し，３次元化を行なうこと
に取り組んだ。 
第３の研究項目として，光学系による蛍光
３次元像の取得に向けて，回折格子付き２重
焦点レンズを位相変調型空間光変調素子に
実装する方法を提案する。また，１度の計測
で蛍光像の３次元再生を行うために，周期の
異なる２つの回折格子を用いることで，オフ
アクシスホログラムを形成する方法を提案
する。LED及び蛍光ビーズを用いた実験によ
り提案手法が実現可能であることを実証す
る。 
	
４．研究成果	
はじめに第１の研究項目である，蛍光２次
元及び位相３次元像の同時取得が可能なマ
ルチモーダルディジタルホログラフィック
顕微鏡を構築した。構築した顕微鏡の概要図
と写真を図１に示す。左側の青い破線部分が
落斜型蛍光顕微鏡であり，波長 532	nm の励
起光が対物レンズを通して対象物体を照射
する。発生した蛍光は対物レンズとチューブ
レンズを通過し，バンドパスフィルタにより
不要な波長を除去した後，イメージセンサに
記録される。このため２次元の蛍光像を観察
できる。	

	

(a)	
	

(b)	
図 1	蛍光２次元及び位相３次元像の同時取得
可能なマルチモーダルディジタルホログラフ
ィック顕微鏡.	



右側の赤の破線で囲まれた部分が３次元位
相分布観察用のディジタルホログラフィッ
ク顕微鏡である。波長 632.8	nm の He-Ne レ
ーザーから射出した光はビームスプリッタ
ーで２分割される。透過した光は対象物体を
通過し，チューブレンズを通り，参照光と合
波した後，イメーイジセンサで干渉縞が記録
される。構築したシステムの記録速度は，蛍
光画像が 6 フレーム毎秒，位相画像が 40 フ
レーム毎秒であり，時間変化を取得すること
も可能である。	
	 はじめに HeLa 細胞の位相計測を行なった
結果を図２に示す。定量的に位相が測定され
ている。次に，ヒメツリガネゴケを用いて，
蛍光と位相の同時測定した結果を図３に示
す。ヒメツリガネゴケの葉緑体による自家蛍
光が観察されている。また，位相像からは細
胞の構造が見られる。同時測定の有効性を示
す結果を図４に示す。図４はマウスの神経細
胞のスライスを測定したものである。図 4(a)
には神経細胞と神経繊維の異なる蛍光波長
を画像化したものである。図 4(b)は位相像で
あり，白質と灰白質の境界がはっきりと見え
る。図 4(a)と(b)はそれぞれ異なる情報を示
しており，同時測定の優位性を示している。	
	

	
図２	 HeLa 細胞の位相測定結果.	
	

	
図３	 ヒメツリガネゴケの蛍光像と位相像の
同時測定結果.	
	

	 	
(a)	 (b)	

図4	マウス神経細胞の観察像;	(a)蛍光像,	(b)
位相像.	
	
第２の研究項目として，デフォーカスした
蛍光画像の復元を行ない，蛍光の３次元化を
試みた。第１の研究項目で構築した，蛍光２

次元及び位相３次元分布を測定可能なマル
チモーダルディジタルホログラフィック顕
微鏡を元に，３次元位相分布を用いてデフォ
ーカス距離を算出する。このデフォーカス距
離を元に，焦点位置からずれて観測される２
次元蛍光分布の画像補正を行う方法を提案
した。提案した画像補正方法は，デフォーカ
ス距離分の光波逆伝搬計算と空気と溶液の
屈折率差による球面収差補正である。図５に
実験結果を示す。図５(a)は２次元蛍光画像で
ある。直径 4 µmの蛍光ビーズが２つあり，
左下の蛍光ビーズはフォーカス面にあるが，
右上の蛍光ビーズは奥行き方向にデフォー
カスして広い強度分布となっている。図 5(b)
に示すように，上述の補正により，蛍光ビー
ズの強度分布が補正され，図 5(a)に近い強度
分布に回復できていることがわかる。 
 

  
(a) (b) 

図５	デフォーカスした２次元蛍光画像の補
正；(a)２つの蛍光ビーズの蛍光画像，(b)デ
フォーカス蛍光像の補正結果. 
 
第３の研究項目として蛍光３次元分布の光
学的取得に向けて，共通光路型オフアクシス
インコヒーレントディジタルホログラフィ
ー法を提案した。提案手法の概要を図６に示
す。提案手法の鍵となる点は、微小蛍光信号
から発した光の空間コヒーレンスを利用し
て２つの角度の異なる回折光を生成し，その
２つの光波を干渉させる。このとき２つの回
折光に焦点距離の異なる凸レンズで変調す
ることで３次元計測を可能にする。回折格子
及び凸レンズは位相変調型空間光変調素子
(SLM)を用いて実装される。2 つの回折光を
用いることでレンズなどの光学素子表面の
反射光や SLM での非変調光などのノイズ成
分を除去でき，一度のホログラム記録で蛍光
物体の３次元測定が可能になる。これは従来
法が位相シフト計測により最低３度のホロ
グラム記録が必要であったのを 1回のホログ
ラム記録にすることができ、リアルタイム記

 
図６	 共通光路型オフアクシスインコヒーレ
ントディジタルホログラフィック光学系の概
要図. 



録に有効である。 
提案手法の原理確認実験として，LED光源
及び蛍光ビーズを用いた。図７に LED 光源
を用いた実験結果を示す。LED光源からの光
は直径 10 µm のシングルモード光ファイバ
を通して微小光源として用いられる。バンド
パスフィルタとして中心波長 532 nm，波長
幅 10 nmを用いた。この微小光源からの光を
２つに分割し，奥行き位置の異なる２つの微
小光源として用いた。この実験では回折格子
の周期を同じとしたため，同軸型のホログラ
ムが記録される。そのため図 7(a)に示すよう
に同心円型の干渉縞が２つ見られる。このホ
ログラムを用いてイメージセンサからの距
離変化させて再生した結果を図 7(b)に示す。
再生距離550 mmと940 mmでそれぞれ微小
光源が再生されていることがわかる。次に，
オフアクシス型ホログラムの作製実験とし
て，直径 4 µmの蛍光ビーズを用いた。SLM
は 1920 ´ 1080ピクセル，ピクセル周期 8 µm
であり，回折格子の周期が 24 µmと 25.6 µm
とした。２つの凸レンズの焦点距離として 
1000 mmと 800 mmに設定した。実験結果
を図８に示す。図 8(a)がオフアクシスホログ
ラムであり，(b)にその再生像を示す。点光源
に近い微小光源が再構成されていることが
わかる。図 8(c)にイメージセンサからの伝搬
距離を変化させたときのピーク強度をプロ
ットしたグラフを示す。約 600 mmのところ

でピーク位置が見られ，奥行き方向にも再生
されていることがわかる。 
以上の研究成果から，本研究では，バイオ
分野における新しい顕微鏡として，蛍光及び
位相の同時計測可能なマルチモーダルディ
ジタルホログラフィック顕微鏡の構築に成
功するとともに，蛍光３次元及び位相３次元
像の同時取得に向けた基礎実験に成功した。
また，構築した実験システムを用いて蛍光ビ
ーズ，HeLa 細胞，ヒメツリガネゴケ，マウ
スの神経細胞の観察に適用した。特に，蛍光
信号からは細胞核の情報が得られ，位相情報
からは細胞の大きさや厚さの情報を得るこ
とができるため，対象物体の状態を一度の計
測で多次元的に得ることができる。記録速度
はイメージセンサの画像取得速度に依存す
るが，本実験では蛍光画像が 6フレーム毎秒，
位相画像が 40 フレーム毎秒で取得でき，時
間変化を取得することも可能である。 
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図７	 LED 光源を用いた蛍光３次元記録実
験結果; (a) ホログラム, (b) 再生時の伝搬距
離を変化させたときの再生像. 
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図８	 蛍光ビーズを用いたオフアクシス蛍光
ディジタルホログラフィーの実験結果; (a) 
ホログラム像, (b) 再生像，(c) 伝搬距離に対
するピーク強度の変化. 
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