
2012.9   Laser Focus World Japan24

.feature

　明視野顕微鏡は、生体臨床医学を含
む様々な分野で広く使用されている。
しかし、光学顕微鏡には、視野（FOV：
field of view）が限定されるという基本
的な制約があるため、対象とする希少
な微視的特徴（異常細胞や寄生生物の
特徴など）の検出は、労力を要する、退
屈で比較的コストのかかる作業となる。
また、これらの顕微鏡にはサイズがや
や大きいという制約もあり、現場での
使用には適していない。

デジタルインラインホログラフィ
　レンズレスのオンチップホログラフ
ィック画像処理手法は、このような制

約に対処することを目的としたもので、
コンパクトかつ軽量で、費用対効果の
高い設計を採用して、サイズの大きな
サンプル領域に対する高解像度画像を
提供することができる（1）〜（4）。レンズ
レスのホログラフィック顕微鏡の1つ
を例にとると、その基本的な動作原理
は、発光ダイオード（LED）を照明に使
用する、部分的にコヒーレントなデジ
タルインラインホログラフィに基づい
ている（図1）。マルチモード光ファイ
バに突合わせ結合された各LEDは、約
0.1mmという効果的な開口サイズで標
本を照明する。この照明構造によって、
イメージセンサーのすぐ近くに配置さ

れた標本に当てられる光が十分にコヒ
ーレントで、多様な生物が散在する対
象範囲が、バックグラウンド（つまり、
散乱していない）光と確実に干渉でき
るようになっている。
　その結果得られる干渉パターンには、
例えばCMOSセンサーアレイを使用し
てサンプリングされたインラインホロ
グラムという形態で、対象物の位相情
報が符号化される。これと同じホログ
ラム記録構造も、ユニットフリンジ拡
大を適用することにより、空間分解能
を損なうことなく比較的大きな帯域幅
を持つ対象物に対応することができ
る。一方、センサーアレイ側のピクセ
ルサイズは、サブミクロンレベルにま
で空間分解能を向上させる場合の課題
となる。
　このサンプリング時の制約を緩和す
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携帯型のオンチップホログラフィック顕微鏡は、マルチハイト（複数の高さで
の画像取得が可能）でレンズレスの画像処理によって、高密度で多様な生物
が混在するサンプルの画像を取得する。
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図1　（a）マルチハイトの位相回復処理では、異なる高さで取得した複数の超解像ホログラムの間で伝播を繰り返すことによって、密度が高くコンフ
ルエントな状態のサンプルの画像取得が可能である。結果として得られる複素場が対物面へと逆伝播され、標本の振幅および位相情報が生成される。
（b）レンズレスでマルチハイトのホログラフィック顕微鏡は、重量がわずか122g以下で、約30mm2の視野全体に対してサブミクロンの分解能を
実現する。（c）同じ装置の模式図。



るために、われわれはLEDアレイを使
用した。各LEDを個別にオン／オフす
ることによって、センサー面にある対象
物のレンズレスのインラインホログラ
ムをシフトすることができる。ピクセ
ル超解像技術に基づいて、ピクセルサ
イズがかなり小さいインラインホログ
ラムを合成し、例えば30mm2という、分
解能が同等の一般的な明視野顕微鏡の
FOVよりも100倍以上大きなFOV全体
にわたって、サブミクロンの空間分解能
を実現することができる（1）、（2）、（5）。概
念実証として、部分的にコヒーレントな
インラインホログラフィをベースとす
る、レンズレスのオンチップホログラ
フィック顕微鏡を、例えばマラリア原
虫の画像取得に適用し、チップ上でサ

イトメトリを行い、水生の寄生生物を
高いスループットで検出した（1）、（6）、（7）。

マルチハイトの位相回復法
　比較的最近になって、これと同じプ
ラットフォームに改良を加え、密度が
高くコンフルエントな状態のサンプル
により適切に対処できるようにした。
サンプルが高密度でコンフルエントな
場合は一般的に、レンズレスのオンチ
ップ画像処理において、その伝送構造
に起因する課題が生じる。密度の高い
サンプルに対して生じる画像の歪みに
対処するために、部分的にコヒーレン
トなインラインホログラフィに、マル
チハイトの位相回復アルゴリズムを実
装した（8）〜（10）。

　このアルゴリズムでは、サンプルか
らセンサーまでの距離を変えた、数回
の明暗度測定が必要となる。測定され
た各インラインホログラムには、ピク
セル超解像が個別に適用され、それら
の複数の超解像面の間で（角度スペク
トル手法を採用した）伝播を繰り返す
ことによって、反復的に位相回復が行
われる（図1a）。この反復処理は、ア
ルゴリズムを収束させるために、サン
プル寸法に関する情報を事前に必要と
せず、空間マスクも必要としない。反
復処理は、未知の対象物位相に収束し
つつ、各ホログラム面の超解像範囲の
振幅を増幅する。
　われわれの携帯型設計では、異なる
高さでの複数の明暗度測定結果を取得
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するためにZシフト（Z軸方向移動）ス
テージを実装した（図1b、1c）。このス
テージは、 ナットとネジの原理に基づ
いており、 CMOSイメージセンサーが可
動ナットの上に配置され、ネジは固定
されている。Zシフトノブを手動で回転
すると、イメージセンサーとサンプル
の間の距離が増減する。この設計は費
用対効果が高く、10～15μm程度の
精度を実現する。一方、正確なZシフ
トは、オートフォーカスアルゴリズム
を適用することによってデジタル的に
推測可能であるため、事前に既知であ
る必要はない（7）。

子宮頸部細胞診の画像取得
　この携帯型顕微鏡の性能を検証する
ために、液体を使用するパパニコロー
検査（子宮頸部細胞診）の画像を取得し
た。子宮頸部細胞診は、女性が発症す
る癌として世界で2番目に多い子宮頸
癌のスクリーニングとして代表的な検
査の1つとみなされている。子宮頸癌
による世界の死亡者数は年間約30万
人にのぼり、事前スクリーニング検査
が実施されていない開発途上国では特
に大きな問題となっている。
　図2aは、われわれの携帯型顕微鏡で、
異なる高さでの5回の明暗度測定を使
用して取得した、逆伝播されたレンズレ
ス画像を示している。サンプルは2次
元のコンフルエントな子宮頸部細胞診

（SurePath法を適用、米BD社が実施）
結果で、示されているのは再構成され
たFOVの小さな部分（30mm2）のみで
ある。比較のために、同じFOVに対す
る40倍（開口数0.65）の対物レンズ画
像も添えている。細胞の内部形態の明
暗差は、振幅画像ではっきりと見てと
れるのに対し、細胞の境界については
位相画像の方がより明確に示すことに
注目してほしい。これによって、これら

の細胞の核細胞質比（NC比）の計算が
容易になる可能性がある。NC比が高
い場合は、その細胞が異常または前癌
状態である可能性があることを示す。
　携帯型顕微鏡の性能をさらに検証す
るために、異なる種類の子宮頸部細胞
診（ThinPrep法による液体処理を適用、
米ホロジック社（Hologic）が実施）の画
像取得も行った。この検査に対する、
逆伝播された振幅および位相画像と、

対応する40倍の対物レンズによる顕微
鏡画像を図2bに示す。これらの結果は、
マルチハイトの位相回復によって、空
間マスクやフィルタを使用することな
く、複雑な構造を持つサンプルの再構
成が可能であることを実証するもので
ある。これにより、リソースが限られた
状況下における病理学のニーズに対し
て、この顕微鏡法プラットフォームが
有望であることが明らかとなった。
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図2　レンズレスでマルチハイトのホログラフィック顕微鏡による画像処理結果。（a）コン
フルエントなパパニコロー検査結果（SurePath法を適用）の振幅および位相画像。比較の
ために、40倍の対物レンズによる顕微鏡画像が添えられている。（b）パパニコロー検査結
果（ThinPrep法を適用）の振幅、位相、および従来型の顕微鏡画像。再構成処理に、空間
マスクや対象物寸法といったその他の情報は不要である。




