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研究成果の概要（和文）： 

環境モニタリングのためのデジタルホログラフィを用いた水棲微小生物に対する自動追跡機
構をもつ観測システムの開発を行う．微小生物の三次元的な行動，形状変化、屈折率分布を高
精度にリアルタイムで計測するために統計手法に基づいた任意位相シフト法とラジアルキャリ
ア法を開発した．実験とシミュレーションにより，水中を移動する緑藻類微小生物の追跡と体
内屈折率の計測ができることを確認した． 

 

研究成果の概要（英文）： 
Digital holographic real-time aquatic microorganism monitoring system was studied for 

environmental monitoring. The statistical generalized phase-shifting method and the 

radial carrier method was developed to measure three-dimensional action, shape change 

and internal refractive index profile of the microorganism in real time. The proposed 

method was confirmed by the experiment and simulation. The tracking of the green algae 

microorganism under water and the internal refractive index measurement were 

successfully performed by the proposed method. 
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１．研究開始当初の背景 

 科学技術と環境との共生が現代の科学技
術の問題として取り上げられている．そのた
めには環境をモニタリングして、環境変化を
検出・分析する技術がこれまで以上に重要に
なると考えられる．最近、生物の行動様式の
観察や生存率などを用いるバイオアッセイ

と呼ばれる環境モニタリング技術が注目さ
れている．  

 環境の変化は，まず微小生物の行動や生態
変化に現れると考えられ，微小生物の状態を
モニタリングすることは，環境状態をリアル
タイムに検知する方法として有効であると
考える．ナノ材料のような極小物質に対して
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は大型生物よりも微小生物のほうがスケー
ル的な関係から影響は直接的に現れるもの
と考えられる．しかし、微小生物のモニタリ
ングは顕微鏡システムを使うため行動範囲
が制限されてしまい、その評価も難しく、定
量的なモニタリングを行うためには困難が
多い． 

 最近、デジタルホログラフィ技術が生体計
測に広く用いられている．ホログラフィ技術
は三次元的な情報を記録することが可能で
あり、デジタル技術との融合より対象物体の
構造や位相情報（屈折率変化）も定量的に計
測することができる．これらの特徴を微小生
物の観測に応用することにより、三次元的な
行動モニタリングと生体内における屈折率
変化の同時検出が可能になると考えられる． 

 

２．研究の目的 

 本研究では、デジタルホログラフィを用い
た水棲微小生物の行動様式の変化と体内屈
折率変化に基づいた環境モニタリング技術
の開発を行う． 

（１）デジタルホログラフィによる水生微小
生物の定量的モニタリング技術の開発 

 デジタルホログラフィを用いて微小生物
の計測をすることにより、微小生物の三次元
的な位置変化と屈折率変化を計測すること
ができる．位置情報は微小生物の行動変化に
関する情報を、屈折率変化は環境変化によっ
て引き起こされる生体内の変化に関する情
報を示すと考えられる．そこでこれらの計測
を同時に高精度に実行する計測システムを
開発する． 

（２）グラフィックプロセッシングユニット
(GPU)を用いた計測システムの高速化 
 デジタルホログラフィの再生は数値計算
によりソフトウェア的に行うが，位相歪み補
償や自動追跡処理を同時に行うと現在では
オフラインで処理するしかない。そこで本研
究では並列処理に優れている GPUを用いてこ
れらの処理を高速化し、リアルタイム処理を
実現する． 
（３）バイオアッセイに基づいた環境モニタ
リングへの応用 

 デジタルホログラフィを用いて得られる
微小生物の行動変化および屈折率変化を統
合し、環境モニタリングに利用する手法を開
発する．これらの情報に基づいた化学物質な
どの微小生物への影響の定量化を行う． 

 

３．研究の方法 

（１）水棲微小生物観察のためのデジタルホ
ログラフィ光学系の構築 

 計測光学系は水棲微小生物は位相物体と
見なせるためマッハツェンダー干渉計を用
いた．デジタルホログラフィではイメージセ
ンサによる撮影領域を最大にするためにイ

ンライン光学系が用いる．自然環境下におけ
る観察を考慮すると、自由度の高い光学シス
テムが望ましい．そこで光ファイバを用いた
計測システムも検討する． 

（２）定量的位相計測のための統計的任意位
相シフト法の開発 

 デジタルホログラフィにおいて，インライ
ン光学系を用いると物体光に加えて透過光
と共役光が同時に再生される．不要成分を除
去するためには位相シフト法を用いること
が多いが，正確に位相シフトした 3枚のホロ
グラム情報が必要である．位相シフト法を実
行するためには，高価な高分解能位相シフタ
と高精度な位相キャリブレーションが必要
である．本研究では，フレネル回折場の位相
ランダム性に基づいた統計的任意位相シフ
ト法を提案し，任意の位相シフト量かつ位相
キャリブレーション無しで正確な定量的位
相計測ができることを示す．これにより生体
内の屈折率変化計測を安価な計測システム
で行えるようになる． 
（３）リアルタイムモニタリングのためのラ
ジアルキャリアデジタルホログラフィ技術
の開発 

 自由に移動する微小生物をモニタリング
するためには，1 枚のホログラム情報から再
生像を得る必要がある．位相シフト法は少な
くとも 3枚のホログラム情報が必要でありリ
アルタイム処理には適していない．本研究で
は球面参照波によりつくられるラジアルキ
ャリアを用いた新しいデジタルホログラム
再生法を提案する．この手法ではイメージセ
ンサの直前におかれた点光源だけが必要で
あり，位相シフタや特殊カメラは必要ないと
いう利点がある．原理的に 1枚のデジタルホ
ログラムだけあればよく，超高速カメラを用
いれば超高速現象の位相計測も可能である． 
（４）GPUによる再生ソフトウェア開発 
 統計的任意位相シフト法やラジアルキャ
リア方式の処理を高速に行うために GPUを用
いた自動追跡再生プログラムを開発する．並
列処理対応アルゴリズム開発とその実装を
行う． 
（５）微小生物の行動変化と屈折率変化のモ
ニタリング 

 環境汚染物質を加えた環境下における微
小生物の行動変化と屈折率変化を同時にモ
ニタリングし、両者の関係を明らかにする．
これらの情報からバイオアッセイとして利
用できる変化を抽出してリアルタイムでの
環境モニタリングを実現する．これらの結果
をまとめることにより、環境モニタリングの
定量的な評価法を開発する． 

 
４．研究成果 
（１）統計的一般化位相シフトデジタルホロ
グラフィの提案とその適用条件の解明 



 

 

位相シフト量を 0～2π に拡張した統計手
法に基づいた一般化位相シフト法を考案し
た．また，位相ランダム性が成立しない物体
に対しても統計手法が適用できる条件を明
らかにした． 
インラインデジタルホログラフィ光学系

において，物体光を }exp{|| jAA ，参照光
を 2,1,0),exp(||  ijRR ii  とする．ここで参
照光は平面波を仮定しており， i は i番目の
位相シフト量を表す．まず 3枚の位相シフト
デジタルホログラムを撮影し，p 番目と q 番
目のホログラムの差分 ΔIpq を求める．次に
差分ホログラムのフレーム全体の二乗平均
を求めると，  )2/(sin||8|| 222

pqpq RI   
})2sin(||||{ 22  qpAA  となる．物

体光が位相ランダム性を持つならば， 
 2222 ||)2/(sin||8|| ARI pqpq  のよう

に表すことができる．ここで〈〉はフレーム
全体の平均値を求める演算子， pqpq  

で あ る ．し た がっ て， 相 対位 相 値は
)1arccos( pqpq E  で得られる．ここで

122 )||||4(  AR ,  2|| pqpq IE である．
位相シフト範囲を[0,2π]に拡張するために
相対位相値の符号を考慮した評価関数

202012120101)(   cccfn ， 1pqc

を考える．  mfn 2)(  となる条件は巡回差
分条件と呼ばれ，この条件を満たす評価関数
の符号が相対位相値の正しい符号となる．本
研究では，ゼロクロス条件で最適な評価関数
を，一般的な解探索アルゴリズムを用いて解
κ0 を求め，符号も含めた相対位相値が

)1arccos(ˆ 0 pqpqpq Ec   となることを明
らかにした．ここで pqĉ は最適評価関数の係
数である．これによりホログラム面における
物体光が得られ，逆フレネル変換により物体
面における物体光を得ることができる． 
図 1にミツバチの脚を対象物体とした実験

結果を示す．任意の位相シフト量をもつ 3枚
のホログラム情報に対して提案手法を行い，

角スペクトル法を用いて再生したものであ
る．不要成分が十分に除去されて物体光の微
小構造も明瞭に再生されており，正確に位相
推定が行われていることがわかる．ホログラ
ム再生処理は GPUによる並列処理により高速
化されている． 
統計手法はフレネル回折場における位相

ランダム性が成り立たないと正確に位相シ
フト量の推定ができない．本研究ではシミュ
レーションにより，位相ランダム性は，空間
的なランダム性は必要なく，確率密度関数が
一様分布 )(,2/1)(  p で表され
るならば，周期性のある位相分布でも統計手
法が実行できることを明らかにした． 
提案手法により，統計手法の制限がなくな

り，どのような複素振幅物体に対しても位相
シフト法が実行可能になった．従来の位相シ
フトデジタルホログラフィは，一般に π/2
の整数倍の位相シフト量を参照波に与える
必要があり，これを行うためには高価な精密
位相シフタと高精度な位相キャリブレーシ
ョンが必要であった．提案手法は位相シフト
量の制御が全く必要ないので，安価な位相シ
フタによる計測システムの大幅な低コスト
化を実現する．原理的に顕微鏡システムでも
適用できるので細胞観察やナノデバイス評
価などの応用も可能である． 
（２）ラジアルキャリアデジタルホログラフ
ィによるリアルタイム計測 

 三次元空間を自由に移動する微小生物を
モニタリングするためには 1フレームごとに
三次元情報を得る必要がある．これをデジタ
ルホログラフィで行うためには 1枚のホログ
ラム情報から 1枚の再生情報を得る手法が必
要になる．本研究では点光源参照波によって
つくられるラジアルキャリアを用いたイン
ラインデジタルホログラフィ方式を考案し
た． 
 この方式ではまず点光源参照波をイメー
ジセンサの直前のナイキスト標本化条件を
満たす位置に配置した光学系を用いる(図 2)．
この条件でホログラム記録を行うと，物体光
は点光源から発した球面波によりラジアル
方向に変調される．そのため干渉縞の 0次成

0.2 mm 0.2 mm 

図 1 (a)位相シフトデジタルホログラム，

(b)再生強度，（c）再生位相の拡大図． 

(a)     

(b)                      (c)        

図 2 ラジアルキャリアデジタルホログラフィ計測

システム．レンズ Lの焦点が点光源となる． 
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分と干渉成分 は周波数領域で狭帯域ハイパ
スフィルタを用いて分離することができる．
物体光と共役光は重なっており単純なフィ
ルタリング処理では分離できないが，ホログ
ラム面から点光源が置かれた位置までフレ
ネル変換すると，物体光が広がった光波，共
役光がフーリエスペクトルになることを発
見した．そこで物体のスペクトルが狭帯域で
あることを仮定して，この再生面においてマ
スク処理で共役光を除去する手法を考案し
た．これらの処理を GPUを用いたデジタル処
理で高速におこなうことにより，リアルタイ
ムで 1フレームごとに三次元情報を得ること
が可能になった．  
 図 3にラジアルキャリアにより変調された
ホログラムとその再生像を示す．左側は従来
から行われている点光源を遠方に置いた手
法，右側が提案手法である．インライン光学
系では図 3(e)のように再生像が歪むため一
般に利用されないが，本研究で提案する近接
点光源方式では図 3(f)のように明瞭な再生
像を得ることができる．位相シフトを行わな
いインラインデジタルホログラフィにおい
て，特殊なカメラや技法を用いずに 0次光と
共役光を除去して物体光を得る手法は他に
はほとんどなく，リアルタイム計測には最も
適した手法といえる．  

（３）微小生物の行動変化と屈折率変化のモ
ニタリング 
 緑藻類ボルボックスの三次元行動の計測
を行った．微小生物は 30×10mm のガラスセ
ル内に入れ自由に移動できる状態にした．こ
の微小生物は光に向かって動く光走行性が

あるが，ガラスセル全面に平行光を照射した
ため，特定の方向に動く様子は観察されなか
った．ラジアルキャリアデジタルホログラフ
ィ方式を用いてフレームレート 10fpsでリア
ルタイム計測を行った． 
図 4に連続撮影されたホログラムからの再

生強度と位相を示す．微小生物はメディアン
フィルタと二値化処理を組み合わせて重心
位置を求めることで認識した．微小生物の三
次元的な位置は，強度情報より XY 軸平面の
位置を，再生距離と位相情報より奥行き方向
の位置 Zを確定し，これを連続して行うこと
により三次元移動の軌跡を求めた．位相情報
より微小生物の体内の屈折率情報が得られ
ることを確認した．今回の計測システムでは
拡大光学系を用いていないため生物体内の
屈折率計測は十分な精度は得られなかった
が，周囲の環境との位相コントラストは十分
にあるため，提案システムで物体位置計測と
ともに生体内の変化も検出することが可能
であり，三次元移動する水棲微小生物の実時
間モニタリングが可能であることがわかっ
た．温度変化や化学物質注入などの環境変化
に対する行動変化は観察されたが現在のシ
ステムでは定量的な評価は難しかった． 
今後はガラスセルの大型化や環境変化の

導入位置と観察位置の分離などの観察シス
テムの改良および高フレームレートのデジ
タルカメラによる詳細な物体の行動変化と
屈折率変化の解析が必要である． 
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図 3 遠方に点光源を置いた場合（左側）と近接

点光源の場合（右側）の(a),(b) ホログラム, 

(c),(d) スペクトル分布，(e),(f) 再生像． 

図 4 再生強度（左側）と再生位相（右側）． 
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