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顕微鏡

　最近のほとんどの実験室用顕微鏡は
ケーラー照明セットアップを備えてい
る。このセットアップは、ハロゲンま
たは水銀ランプ、集光（焦光）レンズ、
視野（焦光）絞りで構成されている。ケ
ーラーセットアップは、試料全体をグ
レア（まぶしさ）のない均一な光強度で
照射するが、制御に限界があるパッシ
ブ照明系であると見なされている。
　この限界に対処するために、アクテ
ィブな照明システムの開発が進められ
ている。これにより、顕微鏡の照明設
計に新たな次元の光制御が追加される
ことになる。ここ数年で、LED技術が
成熟してきており、プログラマブル
LEDアレイをアクティブ照明光源とし
て用いることにより、顕微鏡イメージ
ングにおけるイメージングの柔軟性と
機能が強化できる。特に、プログラマ
ブルLEDアレイは、明視野、暗視野、ス
テレオイメージング、機械的スキャニン
グの不要な3Dイメージング、ピクセル
シフト超解像度イメージング、そして高
ダイナミックレンジイメージングに用いる
ことができる。

それぞれのイメージング
　従来の顕微鏡の集光レンズは、明視
野、暗視野、3Dおよびステレオイメージ
ング用途では、プログラマブルLEDア
レイに替えることができる（図1）（1）。明
視野では、照明開口数（NA）は対物レ

ンズのNAと整合が取れており、そのた
め、アレイ中央域のLEDを光らすだけ
でよい（図1、b-1）。暗視野イメージング
では、その照明のNAは、対物レンズの
集光NAよりも大きくなければならな
いので、アレイエッジでLEDを光らすこ
とができる（図1、c-1）。このス手法を使い、
ヒトデ胚の暗視野画像と対応する明視野

画像も図に示した（図1、b-2とc-2）。
　プログラマブルLEDアレイは、機械的
スキャニングのない3Dステレオイメージ
ングにも使用可能である（1, 2）。個々の
LEDが個別の入射角で試料を照射す
る。したがって、取り込んだ画像のフ
レーム毎に、試料の個別の透視図が得
られる。概念的には、そのような方式
はCTスキャンと同じである。CTでは、
試料を機械的に回転させて多様な透視
図を得ている。したがって、フーリエ
の再構成理論を用いてこの試料の3D
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プログラマブルLEDアレイを利用することで、光学顕微鏡で多様なイメージング
アプローチが可能になる。暗視野イメージング、3D静止イメージング、ピクセル
シフト超解像度イメージング、それに高ダイナミックレンジイメージングなどだ。

プログラマブルLEDアレイで
多様化する顕微鏡
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図1　従来の顕微鏡の集光はプログラマブルLEDアレイに置き換わる（a）。LEDアレイと
試料ステージとの間にレンズはない。挿入図は、LEDアレイ試作品。10×10リンベース
拡散白色LED（BetluxBL-L513UWC。160°の広い照射角を持つ）。中央のLEDは、
明視野イメージング（b-1, b-2）用に点灯、一方エッジLEDは暗視野（c-1, c-2）用に点灯
している。（出典G. Zheng et al（1）;Caltech提供）
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図2　異なる個別のLED
を照射することで取り込
まれた画像をベースに、
ヒトデ胚の3D画像を再
構成することができる。
種々の深度の画像を示
した。このプロセスには
機械的なスキャニングは
不要（出典G. Zheng et 
al（1））
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画像を再構成することができる。ヒトデ
胚の異なる深度での再構成された画像
は図2に示した。
　前述のイメージング法は、単一のLED
スキャンプロセスによっても一度に達
成できる。この手法には機械的可動パ
ーツが関わらないので、イメージング
速度はカメラの取込フレームレートに
よって限定されるのみである。

超解像度イメージング
　ピクセルシフト（画素ずらし）技術は、
Leica DC500, Zeiss Axiocam, Nikon 
DXM1200などのハイエンドデジタルカ
メラで用いられている。ピクセルシフト
カメラの原理は図3（a-1）に示した。そ
のようなカメラでは、同じ被写体の画像
を9枚撮る。1回の取込の間に画像セ
ンサが高精度な機械的マイクロスキャ
ニングプロセスでサブピクセルずれる。
画像取込後、画像再構成プロセスによ
り高い空間分解能（より小さな有効ピク
セルサイズ）で最終画像が作成される。
　ピクセルシフトイメージング技術は、
簡単なプログラマブルLEDアレイを用
いても行える（3、4）。図3（a-2）に示し
たように、試料（実際の試料もしくは
仮想試料）を画像センサの前に置く。
LEDアレイからの傾斜照明により、試
料の陰影像（shadow projection）がイ
メージセンサの全面で画素サイズ以下
でシフトする。アレイの3つの個別LED
に対応して（緑、黒、赤の矢印と線を
参照）試料の3つの陰影像が見られる。
影のズレ量は、透過スペーサと光源の
傾斜度、ズレ量に比例する。各原画像
フレーム間の影のズレが物理的なピク
セルサイズよりも小さい限りにおいて、
複数のサブピクセルシフト、低解像度
の投影画像からの情報を組合せ、ピク
セルシフト再構成技術により、1個の
高解像度画像を作ることができる。

　図3bは、プログラマブルLEDによる
ピクセルシフト技術を用いて再構成し
た融合性ヒーラ細胞のカラー画像（ヒ
ーラ細胞は、不死の細胞株で、生物医
学研究に用いられている）である。図
3c-1とd-1は、図3aの小領域からと
った原画像。3c-2とd-2は、ピクセル
シフト技術を用いて再構成した3c-1
と3d-1に対応している。再構成され
たこれらの高解像度画像からただち
に、ヒーラ細胞内に複数の顆粒核（赤
い矢印で示した）や核が識別できる。

高ダイナミックレンジイメージング
　各LEDをスイッチングしたり減光した
りすることで、プログラマブルLEDア
レイは、高度に構造化されたパタンに
照射することが容易であり、これによ
って画像のような照明ができる（5, 6）。
高ダイナミックレンジ（HDR）イメージ
ングは、このタイプの照明装置の1つの
用例である。ハイエンド顕微鏡カメラ
の典型的なダイナミックレンジは、55〜
70dB。プログラマブルLEDアレイ（ある

いは、指定可能なLEDピクセルを持つ
他の顕微鏡投影デバイス）を用いてダイ
ナミックレンジを高めようとする分かり
やすいアプローチは、逆の反射/透過
マップを試料に投影することになる。
この点で、35dBのプロジェクタと50 
dBのカメラとの組合せで85dB HDRイ
メージングシステムが実現される。
制約を乗り越えるために、アクティブ
照明システムが開発されつつある。こ
れにより、顕微鏡照明設計に向けた光
制御に新たな局面が加わる。
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図3　ピクセルシフトカメ
ラでは、空間分解能はマイ
クロスキャニングにより高
まる（a-1）。プログラマブ
ルLEDアレイを用いたピ
クセルシフトイメージング
では、投影のサブピクセル
シフトは、LEDアレイから
の傾斜照明によって実現さ
れる（a-2）。例では、融合
性細胞試料の広視野カラー
画像を示している。点線で
囲った部分は40倍対物レ
ンズ視野を示す（b）。（b）
の 小 領 域 原 画 象（c-1, 
d-1）も、ピクセルシフト
技術を用いて再構成した高
分解能画像とともに示した

（c-2, d-2）。




