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研究成果の概要（和文）：本研究の成果は大きく分けて、３つに区分される。
１つ目は、ドップラー位相シフトホログラフィーによる三次元速度計測の手法開発で、単眼にて物体の三次元速
度が計測可能であることを実証した。また、顕微鏡下での計測を目的とした拡大光学系を用いた計測が可能であ
ることも示すことが出来た。２つ目の成果は、メダカ胚の心臓内血流の非接触in-vivo計測で、ＰＩＶにより生
体内の血流の非接触計測を実現した。３つ目は、顕微鏡下での三次元計測方法の開発で、顕微鏡下でステレオ撮
影を可能とする特殊な光学プリズムを設計した。

研究成果の概要（英文）：The results of this study can be classified in to three parts.
First, the three-dimensional velocity measurement by the Doppler-phase-shifting holography has been 
developed.  It can measure the three-dimensional velocity by single camera and the expanding optics 
which is necessary for the microscopic observation has also been utilized.  Second, the in-vivo 
velocity measurement in the heart of Medaka embryo has been achieved by using Particle Image 
Velocimetry.  Third, the special optical prism which enables the stereoscopic measurement under 
microscope has been designed. 

研究分野： 熱工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、in-vivoにて生体の心臓内血流をPIVにより実測した初めて研究成果であり、生物学的にも工学的に非
常に有意義な研究である。本研究では、血流の二次元計測までしか行えなかったが、単眼観察しか出来ないとい
う顕微鏡下で三次元計測を可能とする二種類の計測方法の提案も行われており、将来的に生体内血流の三次元計
測の可能性を示した。
また、遺伝子操作し、人工的に循環器系異常持たせたゼブラフィッシュの血流計測を行い、遺伝的心疾患の早期
発見の可能性を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含めた脊椎動物の発生機構や疾病の原因を探るには、人為的に変異体を作り出して検
討するという手法が有効である。ヒト疾患モデルとしての実験動物には、これまでマウスやラッ
トがもっぱら用いられてきたが、哺乳類は体内で発生するため、光学的な観察は容易ではない。 
 一方、メダカやゼブラフィッシュなどの小型魚類は体外発生を行い、卵膜も透明なため、臓器
異常などを外部から容易に観察することが出来る。また、魚類は脊椎動物としての基本的な体制
を備えており、主要な臓器の発生や構造がヒトとよく似ている。また、全てのゲノムが解読済み
で、ヒトの遺伝子との相同性も約８割という高い割合で保存されている。 
 従って、人為的に遺伝子操作したメダカ胚の発生異常を観察すれば、種々の遺伝性疾患の病理
解明及び有効な治療法の開発に対する新たな重要な知見が得られるものと考えられる。本研究
では、その中でもメダカ胚の心臓内血流に着目し、将来的には遺伝性心臓疾患の原因遺伝子の特
定をも視野に入れ、メダカ胚の心臓内血流の異常を三次元的に計測することを目的とする。 
 一方、ＰＩＶ（粒子画像流速計）やＰＴＶ（粒子追跡流速計）は、流れの可視化を利用した流
体計測技術で、流れ場の詳細な速度分布の計測が可能であり、多くの分野で成果を上げている。
顕微鏡下でのμＰＩＶ（マイクロＰＩＶ）は、顕微鏡の被写界深度が非常に浅いことを利用し、
断面内の二次元速度分布が計測可能であるが、顕微鏡は単眼観察なため、視差が必要なステレオ
法は適用出来ず、三次元計測は出来ない。また、結像面を奥行き方向にスキャンする共焦点顕微
鏡を用いることで、奥行き方向の位置計測は可能であるが、奥行き方向の速度計測は出来ない。
従って、メダカ胚の心臓内血流の異常を三次元的に検出するには、心臓内血流を単眼で三次元的
に計測することが可能な新たな流体計測手法を開発することが極めて重要な研究課題である。 
 ホログラフィーは、三次元の光伝播を記録するため、原理的には三次元の位置計測が可能であ
る。しかし、顕微鏡下の観察に適用可能なインライン型ホログラフィーは０次の物体光の影響が
強く、位置計測に必要な＋１次の回折光だけを捉えることは難しい。近年、この問題に対し、位
相の異なる複数の干渉光から回折光の強度分布だけを算出する位相シフト法が種々提案され、
精度の高い位置計測が可能となった。その一つであるドップラー位相シフト法は、参照光に速度
を与えることで、物体光と参照光の間に光のドップラー効果による「うなり」を発生させ、干渉
光に含まれるうなりの周波数成分のみを抽出することで、精度の高い位置計測を可能とする計
測手法である。研究代表者は、このドップラー位相シフト法において、物体光に速度がある場合
も同様のドップラー効果が起こることに着目し、干渉光のうなりの周波数から物体の奥行き方
向速度が計測可能であると考え、物体の三次元速度が計測可能な新たな測定法(2-3),(7-9)を開発
した。 
 また、研究分担者は小型魚類を材料とした遺伝学・発生生物学が専門で、主にメダカの発生メ
カニズムに関する研究を行って来た。大学内での異分野合同の研究会において、お互いの研究成
果を披露し、議論し合ううちに、両者の得意分野を融合することで、新たな研究の展開が可能で
あると考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、発生期のヒト疾患モデルとして用いられるメダカ胚における心臓内血流の三次
元流動の詳細を、ドップラー位相シフトホログラフィーとＰＩＶもしくはＰＴＶを併用するこ
とで、顕微鏡下での単眼観測によって三次元計測することを目標とする。 
 メダカ胚は卵膜が透明で、発生初期は心臓や大動脈などの臓器も透明であり、赤血球濃度も低
いため、その流動は顕微鏡下で容易に観察することが可能である。また、得られた動画をＰＩＶ
やＰＴＶの原理を用いて解析すれば、その流動の二次元計測はさほど難しくはない。しかし、胚
の形状はほぼ球であるため、その血流は極めて三次元的である。一般的に、顕微鏡下の観察では、
ステレオ法に必要な十分な視差が取れないため、三次元的な観察はほぼ不可能である。従って、
メダカ胚における心臓内血流の三次元流動を観測し、発生期の異常を検知するためには、単眼観
測にて三次元流動の詳細を明らかにする新たな計測手法の確立が必要である。 
 一方、ホログラフィーは、原理的には単眼観察で三次元計測が可能であることが知られている
が、奥行き方向の計測精度が低いという問題点があった。それに対し、位相シフト法を用いると
奥行き方向にも精度の高い計測が可能であることが示されたが、時間シフト法では非定常計測
が不可能であり、空間シフト法では複数台のカメラの画素の精密な位置合わせが必要である。こ
れに対し、ドップラー位相シフト法は、高速度カメラを用いることで、カメラ一台で物体の三次
元位置を非定常に計測することが可能である。更に、研究代表者は、参照光が速度を持つ場合だ
けでなく、物体光が速度を持つ場合にも光のドップラー効果が起きることに着目し、ドップラー
効果による「うなり」のビート周波数から物体の奥行き方向速度の計測が可能であることを示し
た。 
 そこで本研究では、メダカ胚の心臓内血流に対し、顕微鏡下でドップラー位相シフト法を用い
たデジタルホログラフィーによる観察を行い、更に二次元のＰＩＶもしくはＰＴＶの原理を併
用することで、メダカ胚の心臓内血流の三次元流動の詳細を計測することを目的とする。 
 研究代表者らは、既にこの計測原理を用いた物体の三次元速度の計測に成功しており、本研究
ではこの手法を顕微鏡下のメダカ胚の心臓内血流に適用することを試みる。 
 発生期のメダカ胚の心臓内血流は、赤血球濃度が低く、離散的な粒子画像の運動を用いて流体
の二次元流速を計測するＰＩＶやＰＴＶによる二次元計測を行うことは不可能ではないと予測



される。しかし、発生期は赤血球の色彩も弱く、画像のコントラストが低い。そこで、本研究で
は、まず、色彩の薄い発生期のメダカ胚の心臓内血流に対するＰＩＶによる二次元流速測定を実
現する。これと並行して、ドップラー位相シフト法を用いたデジタルホログラフィーによって、
顕微鏡下でも物体の奥行き方向速度が計測可能であることを示す。更に、コントラストの低い赤
血球からの散乱光を用いたホログラムの観測を実現することで、これら全ての要素技術を組み
合わせた結果として、顕微鏡下での生体内血流の三次元計測を実現する。 
 
３．研究の方法 
 図１はメダカ胚の顕微鏡写真であるが、図に見られるように、メダカ胚は卵膜が透明で、発生
初期は心臓や大動脈なども透明なため、可視化は容易である。また、赤血球濃度が低いため、血
流の画像には適度な濃淡があり、オプティカルフローと同じ原理のＰＩＶによる二次元流速測
定を実現出来る可能性は高い。本研究では、メダカ胚の血流に対し、まず通常の生体顕微鏡下で
高速度カメラによる撮影を行い、得られた動画をＰＩＶ解析することで、二次元の流速測定を行
う。また、後のデジタルホログラフィーによる三次元流速測定が計画通りに進まない場合に備え、
メダカ胚の姿勢を容易に固定出来るメダカ胚固定装置を試作し、これを用いて、メダカ胚に対す
る縦横２方向からのＰＩＶ計測結果から擬似的な三次元流速分布を再構成出来るように準備し
ておく。 
図２は、ドップラー位相シフト法を用いたデジタルホログラフィーのマイケルソン型干渉光学
系の概略図である。粒子群のように移動する波源から発せられる波面（物体光）を一様な波面（参
照光）と重ね合わせて観測面にて干渉縞を観測すると、光のドップラー効果によって物体光には
周波数シフトが起きており、参照光と重ね合わせることで、光の周波数差に基づく「うなり」が
発生し、時間的に明暗が変化する。この時、観測面の各位置で観測されるビート周波数は一定で
はなく、個々の物体の速度によって周波数シフトが異なる。得られた動画の各点に着目し、着目
点の輝度の時間変化から、ＦＦＴによりビート周波数を算出し、その周波数成分の光波のみを抽
出することで、着目点のみの干渉光を検出することが可能となる。更に、抽出した移動物体の干
渉光から計算機内で逆伝播計算を行えば、物体の三次元位置を精度良く計測することが可能と
なる。得られた二時刻の再生像に対し、ＰＩＶの原理を適用すると面内の二次元速度も計測可能
となる。 

 
４．研究成果 
 本研究の成果は大きく分けて、３つに区分される。 
 １つ目は、ドップラー位相シフトホログラフィーによる三次元速度計測の手法開発で、単眼に
て物体の三次元速度が計測可能であることを実証した。また、顕微鏡下での計測を目的とした拡
大光学系を用いた計測が可能であることも示すことが出来た。 
 ２つ目の成果は、メダカ胚の心臓内血流の非接触 in-vivo 計測で、ＰＩＶにより生体内の血流
の非接触計測を実現した。 
 ３つ目は、顕微鏡下での三次元計測方法の開発で、顕微鏡下でステレオ撮影を可能とする特殊
な光学プリズムを設計した。 
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