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概要

生体・医療分野において，現行の細胞観察方法には，被写界深度が浅い，侵襲性が

あるという二つの問題がある．本研究では，定量位相イメージングの技術によるこれ

らの問題の解決を試みる．定量位相イメージングの中でも特に光学系が簡易な強度輸

送方程式 (TIE: Transport of Intensity Equation)を用いた定量位相イメージングを採用

し，以下の三つの手法を提案する．

はじめに，浅い被写界深度に対する解決方策として，強度輸送方程式を用いた定量

位相イメージングによる数値的オートフォーカシング，オートフォーカス TIEを提案

する．オートフォーカス TIEにより，薄い単一物体や同一平面内に存在する複数の薄

い物体の光軸方向の移動に対応したフォーカシングが可能となる．物体光軸位置を特

定するための 3種類の統計量を導入し，シミュレーションおよび光学実験による特定

精度の比較により，本手法に適したものを選定する．

次に，オートフォーカス TIEを発展させた適応的オートフォーカシングを提案する．

適応的オートフォーカシングは画素ごとに物体光軸位置を特定可能なため，異なる深

さ位置に存在する複数の物体や光学系の被写界深度よりも厚い 3次元物体への視野全

体でのフォーカシングが可能となる．生きた植物細胞を用いた光学実験により，適応

的オートフォーカシングの有用性を示す．

最後に，侵襲性への解決方策として，強度輸送方程式を用いた定量位相イメージン

グを計算ゴーストイメージング (CGI: Computational Ghost Imaging) に導入した，強

度輸送計算ゴーストイメージング (TI-CGI)を提案する．TI-CGIにより，微弱照明下

において定量位相イメージングが実現でき，試料の非侵襲な定量観察が可能となる．

シミュレーションによりランダムノイズ耐性を評価し，位相シフトディジタルホログ

ラフィとの比較実験により，TI-CGIの有用性を示す．

本研究において提案する三つの手法は，現行の細胞観察方法の問題である浅い被写

界深度および侵襲性の問題を解決することから，生体・医療分野の発展に寄与するも

のであると期待される．



Abstract

In a biomedical field, existent cell observation methods have problems of shallow depth

of field and invasiveness. This study solves the problems by using quantitative phase

imaging (QPI). The QPI based on the transport of intensity equation (TIE) is adopted

because of its simple optical setup. This study proposes three methods as follows.

First, a numerical autofocusing method based on the TIE is proposed to solve the prob-

lem of shallow depth of field. The method, termed autofocus TIE, enables one to focus

on a thin object or multiple thin objects in a single plane. Three kinds of statistics are

introduced and evaluated by numerical and optical experiments. The suitable statistic is

determined for the autofocus TIE.

Second, adaptive autofocusing is proposed, which expands the autofocus TIE to allows

focusing on three-dimensional objects in different depth positions. The depth informa-

tion can be determined pixel by pixel by the adaptive autofocusing. Therefore, focused

complex amplitudes can be obtained in an entire field of view. The effectiveness of the

adaptive autofocusing is confirmed by an optical experiment using living plant cells.

Third, the TIE-based QPI is applied to computational ghost imaging (CGI) to solve

the problem of invasiveness. The method, termed transport-of-intensity CGI (TI-CGI)

achieves the QPI under low-intensity illumination and allows noninvasive cell observa-

tion. A numerical experiment is performed to evaluate random noise tolerance of the

TI-CGI. An optical experiment is carried out to compare the phase imaging quality of the

TI-CGI and phase-shifting digital holography.

The three methods are expected to contribute to the development of a biomedical field

by solving the problems of shallow depth of field and invasiveness.
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第 1章 序論

1.1 研究背景

光は波であり，振幅と位相の情報をもつ．振幅は物体を透過もしくは反射した光の

明るさの情報であり，我々ヒトの目や一般的なカメラで捉えることが可能である．一

方，物体の厚さ・表面形状・屈折率の情報をもつ位相は直接，観察することができな

い．位相を可視化する位相イメージングは生体医療分野で用いられる顕微鏡に応用さ

れ，光学の一大分野として数えられる．位相イメージングは振幅情報をもたない透明

物体の内部構造を観察可能にする．すなわち，染色を施さずに生細胞やレンズなどの

無色透明な光学素子の観察が可能である．位相イメージングを実現するために従来か

ら，位相差顕微鏡 1, 2)，微分干渉顕微鏡 3, 4) が用いられてきた. 位相差顕微鏡では，対

物レンズの瞳面（フーリエ面）において回折光もしくは非回折光のいずれかに位相遅

延を与えることにより，観察対象の位相を明暗のコントラストに変換し可視化する．

この画期的な発明により Zernike は 1953 年にノーベル物理学賞を受賞した．一方，

Nomarskiは 1952年に微分干渉顕微鏡を開発した．この顕微鏡は，光源からの光波を

Nomarskiプリズムによって互いに直交する二つの偏光に分波し，試料上のわずかに異

なる 2 点を通過させ再び合波・干渉させることにより試料の位相勾配を可視化する．

位相差顕微鏡および微分干渉顕微鏡は，蛍光顕微鏡と並んで現在でも主流な細胞観察

法として用いられるが，どちらも位相分布の “定性”観察にとどまる．これに対し，位

相分布を “定量”的に取得可能な定量位相イメージング手法は，従来までの主観的観察

に頼らない新たな試料観察・評価手法として一般に普及しつつある．

定量位相イメージングとしておもな手法を表 1.1 に示す．干渉計測 5)（ホログラ

フィ）は定量位相イメージングに最もよく用いられる手法である．他の手法と比較し

て計測物体を制限する近似の導入がなく高精度な計測をおこなうことが可能である一

方，物体光路に加えて参照光路を必要とするため振動への耐性が低いといえる．物体

光と参照光に角度差を設けて干渉させるオフアクシスの配置を用いる 6, 7)，もしくは拡

散板などの光学素子を追加する 8–10) ことにより単一露光での位相分布取得が可能であ

るが，空間分解能が低下する．角度差をつけないオンアクシスの配置を採用し位相シ

フト法 11) を用いることにより分解能低下が防げるが，複数回の露光を必要とする．

強度輸送方程式は，1983年に Teagueによって提案された，強度分布と位相分布お

– 1 –



第 1章 序論

よび強度分布の光軸方向微分を関連づける偏微分方程式である 12)．これを用いること

により試料強度の光軸方向変化（デフォーカス）に基づき，位相分布を算出することが

可能である．強度輸送方程式は近軸近似に基づくため，光軸方向に変化の急峻な複素

振幅分布をもつ物体に対して，計測精度は低下する．位相分布算出のためには，光軸

方向の強度変化を計測，すなわち異なる光軸位置において強度分布を取得する．した

がって光学系は一般の結像光学系（場合によっては不要）と撮像素子を走査するため

のステッピングモータなどの機構のみにより構成されるため，比較的簡易であるとい

え，従来の光学顕微鏡と親和性が高い 13–16)．上述のように機械的走査をおこない複数

回の露光が必要であるという短所があるが，光源および撮像素子をマルチスペクトル・

マルチバンドなものに変更 17)，もしくは空間光変調器 (SLM: Spatial Light Modulator)

などの光学素子を追加する 18–20) ことにより，単一露光による位相計測も可能である．

Shack-Hartmann 波面センサ 21–23) はマイクロレンズアレイを撮像素子の前に配置

し，撮像素子面上にあらわれる集光スポットの変位に基づき波面勾配（位相分布）を

計測する機器である．マイクロレンズアレイと撮像素子により構成される簡易な光学

系により実現されるが，得られる位相分布の空間分解能は撮像素子の 1画素（数 µm）

ではなく，マイクロレンズの大きさ（数 100 µm）に制限される．

Gerchberg-Saxtonアルゴリズム 24) に代表される反復位相回復アルゴリズム 25–27) は

撮像素子を走査して光軸位置の異なる複数平面における強度分布を取得し，それらを

拘束条件として反復的に位相分布を回復する．光学系は強度輸送方程式を用いる場合

と同様，簡易であるが，解析的解法ではないため計測精度は他の手法と比較して劣り，

長い計算時間を要する．また，解が所望の値とは異なる値に収束してそこから抜け出

せなくなる停滞 (stagnation)と呼ばれる特有の問題を抱える 28)．

表 1.1 おもな定量位相イメージング手法

手法 計測精度 空間分解能 計算コスト ロバスト性

干渉計測（ホログラフィ） ○ ○ ○ ×
強度輸送方程式 △ ○ ○ ○

Shack-Hartmann波面センサ ◯ × ◯ ○

反復位相回復アルゴリズム △ ◯ × ◯

微分位相コントラスト △ ◯ ○ ◯
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1.2 研究目的

微分位相コントラスト 29) は物体照明パターンを変化させる 30)，もしくは結像光学

系の瞳面において物体フーリエスペクトルに振幅マスクを施す 31) ことによって取得

した複数の強度分布をもとに位相分布を算出する．簡易な結像光学系により実現され

るが，弱回折近似 32, 33) (weak object approximation)に基づくため計測対象が吸収が小

さくかつ厚みの薄いものに制限される．一般的に照明もしくはマスクパターンを変化

させながらの複数回露光が必要であるが，強度輸送方程式を用いる場合と同様，光源

および撮像素子をマルチスペクトル・マルチバンド化することにより，単一露光によ

る位相計測が可能となる 34, 35)．

また近年，取得される情報のスパース性に着目した圧縮センシング 36, 37) や，大量

のデータセットを用意し，所望の解を出力するネットワークを構築する機械学習を用

いた定量位相イメージング 38–44) の研究が盛んにおこなわれている．これらの手法は，

従来の手法では不可能であった光学系の空間分解能 45) などの物理的制限を打破する

ことができる新たな道筋を示す手法として注目されている．

1.2 研究目的

1.2.1 現行の観察技術の課題

定量位相イメージングの応用が最も期待されている分野は生体・医療分野である．

当該分野における細胞観察には現在，蛍光観察がおもに用いられている．蛍光観察

では 2014 年にノーベル化学賞を受賞した STED (STimulated Emission Depletion) 顕

微法 46, 47) や PALM48, 49) (PhotoActivated Localization Microscopy) に代表されるよう

に，イメージングの高分解能化が積極的に研究されている 50–55)．ただし，高分解能

化および蛍光観察にはそれぞれ課題がある．高分解能化のためには高 NA (Numerical

Aperture) の対物レンズを用いる必要がある．そのため必然的に被写界深度は浅くな

り，物体が光軸方向に移動した場合フォーカス位置から外れやすくなる．また，視野

内に複数の物体が存在し，それらが異なる深さに位置する場合，すべての物体に同時

にフォーカスを合わせることは困難となる．当該分野においては近年，高分解能化と

広視野化の需要が高まっているが，被写界深度が浅くなることは，この広視野化を達

成する上で大きな障害となる．さらに，蛍光観察をおこなう際は蛍光染色に起因する

光毒性が原因となり，細胞が変質・死滅してしまうという問題が生じる 56, 57)．特に，

再生医療の分野では iPS細胞 (induced Pluripotent Stem cells)の評価観察方法が必要と

されている 58)．最終的に体内に移植される iPS 細胞には変質があるべきではないた

– 3 –
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め，蛍光観察は不適である．

1.2.2 高分解能化に伴う課題の解決方策

定量位相イメージングは上述の問題を解決する可能性を有する．物体の位相分布が

計測可能であるため，フォーカスのはずれた光軸位置における位相分布を計測し，後

に計算機内で伝搬計算をおこない物体にフォーカスした位相分布（および振幅分布）

が取得可能である．すなわちリフォーカスが可能である．ただし，一般に物体の光軸

方向の移動距離は既知でないため，数値的オートフォーカシングを用いて物体の光軸

位置を特定する必要がある．ここで「数値的」は，商業用のカメラでよく用いられて

いるレンズの位置を物理的に動かすオートフォーカシングと対比して，像取得後に計

算機内においてオートフォーカシングをおこなうという意味をあらわしている．以降，

本論文では数値的オートフォーカシングを単にオートフォーカシングと呼ぶ．オー

トフォーカシングは，ホログラフィをイメージングに用いた顕微鏡であるホログラ

フィック顕微鏡の分野で盛んに研究されてきた 59)．振幅分布の鮮鋭度（シャープネス）

を評価指標としたオートフォーカシング手法 59–61) が提案されているほか，フーリエ

スペクトルに基づく手法 59, 62) など多くの手法 63) が提案されている．ホログラフィッ

ク顕微鏡は商用化されているものの，高価なためその使用は研究用途に限られ，細胞

観察用の顕微鏡として広く一般に普及するには至っていない 64)．高価な理由はおもに

二つある．一つ目は，図 1.1(a)に示すように干渉を得るため物体光路のほかに参照光

路を必要とする点である．光路を分波するための素子が必要であり，一般の光学顕微

鏡と比較して光学系を構成する素子数が増える．二つ目は，干渉に基づくため振動に

弱いという点である．物体光と参照光が精度良く撮像素子面において重なり合わなけ

ればならないため，振動を抑制する機構を必要とする．そこで，本研究では図 1.1(b)

に示すように光学系が比較的簡易である強度輸送方程式 (TIE: Transport of Intensity

Equation) を用いた定量位相イメージング 12) に着目した．強度輸送方程式は近軸近

似に基づくが，光の吸収が大きくなく局所的な位相差が小さい薄い生細胞（大きさ：

数 µm～十数 µm，位相差：1～π rad程度）を計測対象とした場合，位相計測精度は問

題にならない 13, 16, 66)（近軸近似による物体の制限は第 2.2節において議論する）．干

渉を必要としないため，強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングは既存の光学

顕微鏡に容易に組み込むことが可能である．その光学系の簡易さから強度輸送方程式

は細胞観察だけでなく，トモグラフィ 67–70) やホログラフィックメモリ 71) への応用が

– 4 –



1.2 研究目的

Light source

Collimator

Beam splitter

Beam splitter

Mirror

Phase shifter

Object

Image sensor

Lens Lens

Light source

Collimator

Object

Image sensor

Lens Lens

(a)

(b)

図 1.1 干渉計測および強度輸送方程式を用いる場合によく使用される光

学系の比較．(a) 干渉計測に用いられる Mach-Zehnder 型干渉計，(b) 強度

輸送方程式を用いた定量位相イメージングに用いられるテレセントリック

結像光学系（4- f 光学系ともよばれ 65)，ここで f はレンズの焦点距離をあ

らわす）. 干渉計測には一般に物体光路とは別の参照光路が追加で必要とさ

れる．

研究されている．ホログラフィック顕微鏡と比較して，強度輸送方程式を用いた定量

位相イメージングにおいて，オートフォーカシングの研究はほとんどおこなわれてい

ない（細胞固有の評価基準 (cellular duty ratio)を用いる特殊な手法 72) や機械的オート

フォーカシングを伴う手法 73) は提案されている）．本研究ではホログラフィック顕微

鏡において用いられる鮮鋭度の評価指標として代表的な分散，勾配，2次微分に基づく

方法 59, 74) を強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングに応用したオートフォー

カス TIEを提案する 75)．振幅分布が一様もしくはほぼ一様な物体に対して，三つの評

価指標の物体光軸位置の特定精度をそれぞれ数値シミュレーションおよび光学実験に

より比較する．

オートフォーカシングでは，1)被写界深度よりも互いに大きく離れた光軸位置に複

数の物体が存在する場合，すべての物体にフォーカスを合わせることは困難である．

それに加えて，2)被写界深度よりも厚みのある物体（3次元物体）に対してはその物

体の一部にしかフォーカスを合わせることができない．これらの問題を解決するため

– 5 –



第 1章 序論

に本研究ではオートフォーカス TIEを発展させた適応的オートフォーカシングを提案

する 76)．適応的オートフォーカシングでは，従来のオートフォーカシング手法を局所

的に用いることにより，画素ごとに（適応的に）物体の光軸位置を特定する．これに

より，フォーカシング可能な光軸方向の範囲は被写界深度に制限されず，上述の 1)，

2) 二つの状況に対応可能である．類似手法 77) が提案されているが，これには局所評

価領域のサイズによって物体位置の特定精度が低下するという問題がある 78)．類似手

法では経験則からこのサイズを決定しているが，適応的オートフォーカシングではそ

れを自動的に決定可能である．また評価領域のサイズは物体の部位によって異なるこ

とが示されているが，本手法ではそれを適応的に決定し用いることにより，物体光軸

位置の特定精度を向上させる．植物学の分野においてモデル生物として広く使用され

ているヒメツリガネゴケ 79–83) を計測対象として光学実験をおこない，適応的オート

フォーカシングの有用性を実証する．

1.2.3 侵襲性に対する解決方策

定量位相イメージングは上述のように像取得後にフォーカシングが可能という利点

だけでなく，蛍光染色を必要としないため，光毒性による細胞変質・死滅を軽減できる

というメリットがある．さらに，細胞の厚さ・屈折率情報が反映された位相分布が定

量的に取得可能なため，従来の定性的な細胞観察にとどまらず，細胞の状態を定量的

に評価可能である．Popescu らは取得された定量位相から細胞の乾燥質量 (dry mass)

が計測可能なことを示しており 84)，計測された乾燥質量から細胞の動態や増殖，分

化状態が特定可能である．ただし，蛍光を用いないとしても，光源の強度によっては

依然として細胞を傷つけるリスクがある．長時間の観察を続けた際は光量の影響が顕

著にあらわれる．光の吸収による細胞の損傷を防ぐためには光源の強度を減光フィル

タを用いて減光すればよいが，一方で撮像素子において電子が熱的にランダムに運動

することにより生じる熱雑音 85) や，光の量子的ゆらぎによる量子雑音 85, 86)（Poisson

ノイズ，ショットノイズ）が所望の信号に対して支配的となって信号対雑音比 (SNR:

Signal-to-Noise Ratio)が低下し，高品質なイメージングの妨げとなる．

そこで，本研究では SNR の低い環境においても高品質な強度イメージングを可能

とする計算ゴーストイメージング 87, 88) (CGI: Computational Ghost Imaging)に着目し

た．計算ゴーストイメージングは，点検知器とともに参照光波取得用のエリアセンサ

（撮像素子の配置，もしくは点検知器の 2次元走査により実現）を必要とするゴースト
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イメージング 89, 90) を，一つの点検知器のみで実現可能な手法である．ここで，点検

知器は面積をもつが，一般的な撮像素子と比較して強度の分布ではなく 0次元の強度

値を計測する素子であることを強調するため，本論文ではその名称を用いる．従来の

ゴーストイメージングおよび計算ゴーストイメージングの光学系の比較を図 1.2に示

す．ゴーストイメージングは当初，量子論的立場から光子の量子もつれに関する研究

として発表され 89, 90)，その後，古典論的立場から参照光波をスペックルパターンに置

き換えた議論がなされた 91, 92)．ゴーストイメージングでは，物体に照射する参照光波

のパターン（複数用いる）と，その都度点検知器により取得される物体透過もしくは

反射後の強度値の総和との相関性に基づき，物体の相対的な 2次元透過率分布もしく

は反射率分布を再構成する．従来のゴーストイメージングでは磨りガラスや拡散板を

回転させるなどして照明光波を変化させ，そのパターンをエリアセンサにより取得し

(a)

(b)

Light source

Collimator

Object

Point detector

Lens

SLM

Beam splitter

Light source

Collimator

Object Point detector

Lens

Area sensor
(Image sensor)

Diffuser

図 1.2 ゴーストイメージングおよび計算ゴーストイメージングに使用さ

れる光学系の比較．(a) ゴーストイメージング，(b) 計算ゴーストイメージ

ング. 従来のゴーストイメージングでは点検知だけでなく拡散素子を回転さ

せて発生させたスペックルパターン（参照光波の強度分布）の計測が必要

とされる．
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ているが，その操作を SLM88) や DMD93, 94) (Digital Micromirror Device) による光波

の振幅変調に置き換え任意の照明パターンを与えられるようにしたものが計算ゴース

トイメージングである．以上のとおり，計算ゴーストイメージングは一つの点検知器

を用いた強度計測により物体の 2次元強度分布の再構成が実現可能なため，レンズに

より集光した光強度を点検知することにより SNRを高めることができる．また，照明

パターンを切り替えて繰り返し強度計測をおこなうことにより，ランダムに生じるノ

イズの影響を低減する効果（分光計測の分野では Fellgett利得と呼ばれる）もある 95)．

しかしながら，計算ゴーストイメージングで取得可能な情報は物体の強度（振幅）分布

であり，細胞の厚さ・屈折率情報が反映された定量位相は取得できない．この問題を

解決するために，位相シフトディジタルホログラフィを応用した計算ゴーストイメー

ジング 96, 97) が提案されているが，光学系が複雑になり，さらに強度の計測回数が 4枚

の位相がシフトされたホログラムを取得するために 4倍になる．コアキシャル配置を

採用することにより単一光路によりホログラムを取得する手法 98) も提案されている

が，この手法も複数のホログラムの取得を必要とする．

本研究では，簡易な光学系を用いて従来の計算ゴーストイメージングと同じ計測回

数により位相分布の取得を可能にするため，強度輸送方程式を導入した強度輸送計算

ゴーストイメージング (TI-CGI: Transport-of-Intensity Computational Ghost Imaging)

を提案する 99)．TI-CGI では，振幅分布が一様な物体を想定し，SLM の位置を変更

した光学系を用いて計算ゴーストイメージングにより取得した 1 枚のデフォーカス

像から物体の位相分布を強度輸送方程式により算出する．したがって，微弱な光を用

いた生細胞の非侵襲かつ定量的な評価手法として用いることが期待される．本論文で

は，評価試料としてマイクロドットレンズ 100) を用いた光学実験により TI-CGI を実

証する．

以下に，本論文において提案する手法をまとめる．

　 1) オートフォーカス TIE：強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングにおい

てオートフォーカシングが実現可能な手法

　 2) 適応的オートフォーカシング：オートフォーカス TIEを改良した，画素ごとに

物体位置を特定可能な手法

　 3) 強度輸送計算ゴーストイメージング (TI-CGI)：簡易な光学系を用いて微弱照明

下において定量位相イメージングを実現可能な手法
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1.3 本論文の構成

本論文の構成と内容を以下に記す．

第 2章では強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングの原理を述べる．強度輸

送方程式の導出の過程を概説し，その物理的意味を示す．さらに，フーリエ変換を用

いた強度輸送方程式の位相分布に対する解法を述べる．

第 3 章ではオートフォーカス TIE の原理を述べる．鮮鋭度の評価のために用いる

三つの関数を示し，それらのランダムノイズ耐性を数値シミュレーションにより評価

する．ゾウリムシ (P. multimicronucleatum)の標本を試料として用いた光学実験をおこ

ない，3種類の評価関数の性能を比較するとともにオートフォーカス TIEの有用性を

示す．

第 4 章では適応的オートフォーカシングの原理を述べる．ヒメツリガネゴケ

(Physcomitrella patens) を用いた光学実験により適応的オートフォーカシングの有

用性を示す．

第 5章では TI-CGIの原理を述べる．微弱照明を想定してランダムノイズを付加し

たシミュレーションをおこない，TI-CGIのノイズ耐性を評価する．さらに，マイクロ

ドットレンズを評価試料として用いた光学実験により位相シフトディジタルホログラ

フィと位相計測結果を比較し，TI-CGIの有用性を実証する．

最後に，第 6章で本論文の総括を述べる．
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第 2章 強度輸送方程式を用いた定量位相イメー

ジング

2.1 強度輸送方程式の概要

強度輸送方程式は近軸近似のもと，強度分布と位相分布が強度分布の光軸方向微分

にしたがって変化することを記述する偏微分方程式である．強度輸送方程式は 1983年

に Teague によって導出され，それを用いた定量位相イメージング法が彼によって提

案された 12)．Teagueは Dirichlet問題として強度輸送方程式を解くことにより計測光

波の位相分布がその境界上の位相とデフォーカス強度の取得により計測可能であるこ

とを示した．その後，Gureyev らが強度輸送方程式を Neumann 問題として解くこと

により，境界上の位相計測が不要となった 101)．すなわちデフォーカス強度分布の取

得のみにより，対象の位相分布の計測が可能となった．強度輸送方程式に対して当初，

Teagueによって Green関数による解法 12) が示されたが，後年，Zernike多項式 101, 102)

やフーリエ変換 102–105) を用いる解法などさまざまなもの 104, 106, 107) が示された．文

献 108) に基づき，表 2.1に解法の比較をまとめる．一般的に，実装の容易さと計算速度

の高速性から，フーリエ変換が用いられることが多い．フーリエ変換を用いるため周

期的な境界条件が課されるという欠点があるが，symmetrized solution110) を用いるこ

とにより，ある程度境界付近の誤差を低減することもできる．実装の容易さと計算速

度の高速性の観点から，本論文でもフーリエ変換を用いた解法を採用し，2.3節ではそ

表 2.1 強度輸送方程式の解法の比較

解法 長所 短所

Green関数 12, 109) 理論的解析解 膨大な計算量

マルチグリッド 104) 実装が容易 低周波ノイズ，反復計算

Zernike多項式 101, 102) 高速，収差計測に最適
円形開口にのみ適用可能，

実装が困難

フーリエ変換 102–105)
高速，正則化効果，

実装が容易
周期的な境界条件

コサイン変換 106, 107) 高速，境界条件の緩和 視野に制限
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れについての議論をおこなう．また，Teagueは強度輸送方程式を時間的にも空間的に

もコヒーレントな光波について導出したが，現在では時空間的に部分的にコヒーレン

トな光波についても成り立つことが示されている．強度輸送方程式におけるコヒーレ

ンシーの問題については，はじめに Streiblが 1984年に相互強度関数 (mutual intensity

function)に基づき解析し 111)，その後，Paganinらが Poyntingベクトルの時間平均に

基づき解析した 112)．2018年には Zuoらが円環照明を用いた部分的にコヒーレントな

環境において，弱回折近似に基づき導出される weak object transfer function 30–32) と

強度輸送方程式を用いることにより，デフォーカス強度分布から高分解能に定量位相

分布が計測可能なことを示している 113)．あらゆるコヒーレンスの状態に対して成立

するという点は，低コヒーレンスな光波を用いると干渉が得にくくなる干渉計測と比

較して，強度輸送方程式の長所であるといえる．このように強度輸送方程式を用いた

定量位相イメージングには部分的にコヒーレントな光波を用いることが可能であるが，

本論文では数値計算の実装の容易さのため，時空間的にコヒーレントな光波に対する

強度輸送方程式を扱う．

本章では強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングの原理を述べる．2.2 節で

は，強度輸送方程式の導出を概説し，その物理的意味を述べる．2.3節において強度輸

送方程式のフーリエ変換による解法を示す．

2.2 強度輸送方程式の導出と物理的意味

時空間的にコヒーレントな光波に対する強度輸送方程式は均質媒質中における近軸

（放物型）の Helmholtz方程式(
∇2
⊥ + 2ik

∂

∂z

)
u(x, y; z) = 0 (2.1)

から導出される 12, 114)．ここで，(x, y; z) は z を光軸とする近軸座標系，

∇⊥ = (∂/∂x, ∂/∂y) は光軸 z に垂直な平面 (x, y) に対する 2 次元微分作用素，

k = 2π/λは波数（ただし，λは波長）をあらわす．i =
√
−1は虚数単位である．光波

の複素振幅分布を

u(x, y; z) =
√

I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)} (2.2)

とおく．ここで，I(x, y; z)は強度分布，ϕ(x, y; z)は位相分布である．式 (2.2)を式 (2.1)

に代入し，その虚部を取ることにより 115) 強度輸送方程式

∇⊥ · [I(x, y; z)∇⊥ϕ(x, y; z)] = −2π
λ

∂I(x, y; z)
∂z

(2.3)
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が導出される（詳細は付録 A-1に示す）．

強度輸送方程式の物理的意味を考える．左辺の [...] 内の I(x, y; z)∇⊥ϕ(x, y; z) は

Poynting ベクトルをあらわす 112, 116)（Born らの解説にしたがえば幾何光学におけ

る Poyntingベクトルと呼べる 117)）．I(x, y; z)がエネルギ密度の時間平均をあらわし，

∇⊥ϕ(x, y; z) は Poynting ベクトルの方向をあらわす．すなわち，強度輸送方程式は

Poynting ベクトルの発散が強度分布の光軸方向微分に比例することをあらわしてい

る．また，Ichikawaらは式 (2.3)左辺を

∇⊥ · [I(x, y; z)∇⊥ϕ(x, y; z)] = ∇⊥I(x, y; z) · ∇⊥ϕ(x, y; z) + I(x, y; z)∇2
⊥ϕ(x, y; z) (2.4)

と展開して強度輸送方程式の物理的意味を解釈している 118)．右辺第 1 項を局所的

な傾斜波面 ∇⊥ϕ(x, y; z) に起因する強度分布の横方向シフトによる強度変化をあら

わすプリズム項，第 2 項を局所的な波面の曲率 ∇2
⊥ϕ(x, y; z) に起因する光波の発散・

収束による強度変化をあらわすレンズ項と呼んでいる．本論文ではより直感的な理

解のために Woods らの解析 109) にしたがい，光軸位置 z において一様な強度分布

I(x, y; z) = I (const.)をもつ光波（純位相物体を観察する場合）に対して成立する強度

輸送方程式

∇2
⊥ϕ(x, y; z) = −2π

λI
∂I(x, y; z)

∂z
(2.5)

の物理的意味を示す．式 (2.5) は式 (2.3) の左辺の強度分布を定数 I とみなし，両辺

を I により割り算することによって導出される．式 (2.5)左辺は位相（波面）の曲率，

右辺は光軸方向の強度変化をあらわす．式 (2.5)が示す光波の振る舞いを図示すると，

図 2.1 のようになる．図 2.1 は光軸位置 z において一様な強度分布 I をもつ光波が微

小距離 ∆zだけ伝搬した場合の強度変化をあらわしている．すなわち，位相の曲率（左

辺）が正の場合は伝搬に伴い光波は発散し，局所的な強度は減少する（右辺）．反対に，

位相の曲率が負の場合は伝搬に伴い光波は収束し，局所的な強度は増加する．以上の

ように近軸近似における光波に対して強度輸送方程式は明確な物理的意味をもち，顕

微鏡を用いて位相物体を観察する際，デフォーカスによって強度変化を発生させ可視

化する手法の理論的根拠を与える 114)．ここで，近軸近似の条件は

|λµmax| ≪ 1 and |λνmax| ≪ 1 (2.6)

である 119)．µ，ν はそれぞれ x，y に対応する空間周波数であり，添え字 max は最大

の空間周波数をあらわす．この条件は伝搬計算における Fresnel近似に相当する 119)．
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式 (2.6)から明らかなように，強度輸送方程式は波長の短い電子顕微鏡 120–122) や X線

顕微鏡 103, 123) において真価を発揮する．また，可視光においても薄い細胞試料 13, 16, 66)

やレンズ 124, 125) など，局所的な位相差の小さい物体を計測する場合には最大の空間周

波数が小さいため，十分な精度で位相計測が可能である．

2.3 フーリエ変換による解法

式 (2.3)に立ち戻り，これを位相分布 ϕ(x, y; z)について解く．ここで，Poyntingベ

クトルを Helmholtz分解し，

I(x, y; z)∇⊥ϕ(x, y; z) = ∇⊥ψ(x, y; z) + ∇⊥ × V(x, y; z) (2.7)

とおく 12, 105, 112, 116)．右辺第 1 項と第 2 項はそれぞれ，スカラーポテンシャル，ベク

トルポテンシャルと呼ばれる．ψ(x, y; z)は，最終的に ϕ(x, y; z)を求める過程で補助的

に用いられる変数であるため，補助変数 (auxiliary variable) と呼ばれる．吸収が極端

に大きい場合はベクトルポテンシャルを考慮に入れる必要がある 116) が，一般的な光

Dz

Phase (Wavefront)

Positive
curvature

Negative
curvature

z

In
te

n
s
it
y

High

Low

z+Dz

図 2.1 強度輸送方程式により記述される光波の振る舞い．微小距離 ∆zだ

け離れた 2平面間における強度変化をあらわす．
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2.3 フーリエ変換による解法

波を扱う場合，ベクトルポテンシャルは無視できるため，式 (2.3)は補助変数 ψ(x, y; z)

を用いて

∇2
⊥ψ(x, y; z) = −2π

λ

∂I(x, y; z)
∂z

(2.8)

とあらわされる（ベクトルポテンシャルが無視できない場合に，その成分を反復的に

回復する手法も提案されている 116)）．式 (2.8) は補助変数 ψ(x, y; z) に関する Poisson

方程式である．Poisson 方程式はフーリエ変換を用いて解けることが知られている．

式 (2.8)の両辺を 2次元フーリエ変換すると

−4π2(µ2 + ν2)Ψ(µ, ν; z) = −2π
λ

FT
[
∂I(x, y; z)

∂z

]
,

4π2(µ2 + ν2)Ψ(µ, ν; z) =
2π
λ

FT
[
∂I(x, y; z)

∂z

]
(2.9)

となる．ここで，Ψ(µ, ν; z)は ψ(x, y; z)の 2次元フーリエ変換，FT[...]は 2次元フーリ

エ変換演算子をあらわす．式 (2.9)を Ψ(µ, ν; z)について解く場合に，(µ, ν)は原点を含

むため，単純に両辺を 4π2(µ2 + ν2)で割り算することはできない（不良設定問題と呼

ばれる）．したがって，式 (2.9)左辺の 4π2(µ2 + ν2)を A(µ, ν)，右辺を B(µ, ν; z)とおい

た際の最小化問題

Ψ̂(µ, ν; z) = min[ ||A(µ, ν)Ψ(µ, ν; z) − B(µ, ν; z)||22 + ||αΨ(µ, ν; z)||22 ] (2.10)

を設定する 126, 127)．ここで，||...||2 は Euclid ノルム，α は正則化パラメータである．

式 (2.10)を Tikhonovの正則化を用いて解くと，

Ψ̂(µ, ν; z) =
2π
λ

A(µ, ν)
A2(µ, ν) + α2 FT

[
∂I(x, y; z)

∂z

]
(2.11)

となる 67, 126, 127)．右辺の A(µ, ν)/{A2(µ, ν)+α2} = W(µ, ν)はWienerフィルタのような

はたらきをする．W(µ, ν)を単純に 1/{A(µ, ν) + α}とおいた場合も同様の効果が得られ
る 123) ため，本論文ではそれを採用する．Ψ̂(µ, ν; z)を Ψ(µ, ν; z)と書き改め，式 (2.11)

の両辺を 2次元逆フーリエ変換すると，

ψ(x, y; z) =
2π
λ

IFT
[
W(µ, ν)FT

[
∂I(x, y; z)

∂z

]]
(2.12)

を得る．ここで，IFT[...] は 2 次元逆フーリエ変換演算子をあらわす．したがって，

ψ(x, y; z)は撮像素子により取得した強度分布から強度分布の光軸方向微分の値を推定

しそれを代入することにより算出可能である．推定の方法は後述する．
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第 2章 強度輸送方程式を用いた定量位相イメージング

式 (2.7)においてベクトルポテンシャルを無視したのち，両辺を I(x, y; z)で割り算す

ると，

∇⊥ϕ(x, y; z) =
∇⊥ψ(x, y; z)

I(x, y; z)
(2.13)

となり，さらに式 (2.13)の両辺の発散を取ると，式 (2.12)より

∇2
⊥ϕ(x, y; z) = ∇⊥ ·

[∇⊥ψ(x, y; z)
I(x, y; z)

]
=

2π
λ
∇⊥ ·

1
I(x, y; z)

∇⊥IFT
[
W(µ, ν)FT

[
∂I(x, y; z)

∂z

]]
(2.14)

となる．式 (2.14) は位相分布 ϕ(x, y; z) に関する Poisson 方程式である．したがって，

ψ(x, y; z)の場合と同様，フーリエ変換を用いて解くことが可能であり，

ϕ(x, y; z) = −2π
λ

IFT
[
W(µ, ν)FT

[
∇⊥ ·

1
I(x, y; z)

∇⊥IFT
[
W(µ, ν)FT

[
∂I(x, y; z)

∂z

]]]]
(2.15)

を得る 105, 128)．式 (2.15) において λ はイメージングに用いる光源の波長であり，

W(µ, ν)は撮像素子により取得した強度分布の画素サイズ pおよび画素数 Nimage から

求められる値であり，実験条件により定まる．µ，ν は µ = ν = N/(pNimage)より算出

可能である（ただし，N は原点からの距離 [pixel] である）．すなわち，式 (2.15) 内

の未知変数は強度分布 I(x, y; z)とその光軸方向微分 ∂I(x, y; z)/∂zであり，これらの値

を実験的に取得することにより観察対象の位相分布 ϕ(x, y; z) が計測できる．ただし，

∂I(x, y; z)/∂z は実験的に直接取得可能な物理量ではないため，異なる光軸位置におい

て取得した複数の強度分布を用いて，前進差分近似 12)

∂I(x, y; z)
∂z

≈ I(x, y; z + ∆z) − I(x, y; z)
∆z

(2.16)

や中心差分近似 114)

∂I(x, y; z)
∂z

≈ I(x, y; z + ∆z) − I(x, y; z − ∆z)
2∆z

(2.17)

を用いてその値を推定する．より多くのデフォーカス像を取得し，より高次の差分近

似 122, 129) や多項式近似 129, 130)，Savitzky-Golayフィルタ 131)，Gauss過程回帰 66)，空

間周波数マルチフィルタ 132) などを用いることにより，さらに高精度な推定も実現で

きる．ここで，図 2.2(a) に示すように ∆z > 0 はそれぞれの強度分布を取得する光軸

位置間の距離である．これらの強度分布は一般的に撮像素子を光軸方向に走査して取
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2.3 フーリエ変換による解法

得されるが，シングルショットで同時取得する手法も複数提案されている 17–20)．ただ

し，シングルショット手法では計測対象の制限や追加の素子が必要という問題が生じ

るため，本論文では撮像素子の走査を採用している．結像光学系を用いて (x, y; z) に

物体（計測対象）面を結像した場合，I(x, y; z) はインフォーカス像，I(x, y; z ± ∆z) は

デフォーカス像となる．それらを式 (2.15)に代入して計測対象の位相分布 ϕ(x, y; z)が

算出される．この定量位相イメージングのプロセスを図 2.2(b)に示す．あるいは，物

体面から光軸方向に離れた平面を (x, y; z)としてその平面における位相分布を式 (2.15)

により算出して複素振幅分布 u(x, y; z)を算出し，それに伝搬計算をおこなうことによ

り物体面の複素振幅分布を算出することが可能である．第 3章と第 4章ではこの操作

に基づいて計測をおこなう．また特に，純位相物体についてはインフォーカス像が一

様 I となるため，デフォーカス像 I(x, y; z+∆z)（もしくは I(x, y; z−∆z)）の平均や背景

強度から I が算出可能なことが知られている 99, 133)．すなわち，式 (2.16)を用いるこ

Image sensor

I(x, y; z) I(x, y; z+Dz)I(x, y; z-Dz)

Dz

z

Dz

(a)

(b)

P
h

a
s
e

 [
ra

d
]

0.5p

0I(x, y; z) I(x, y; z+Dz)I(x, y; z-Dz)

TIE solver

Intensity distributions

図 2.2 (a) 強度分布群の取得と (b) 強度輸送方程式を用いた定量位相イ

メージングの概要．
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第 2章 強度輸送方程式を用いた定量位相イメージング

とにより，1枚のデフォーカス像のみの取得によって位相分布 ϕ(x, y; z)が算出可能で

ある．本論文において第 3章と第 4章では物体から離れた光軸位置において式 (2.17)

を，第 5章ではインフォーカス像をデフォーカス像から算出して式 (2.16)をそれぞれ

用いる．

差分近似の精度は位相計測精度に影響を与えるため，∆zの決定には注意を払う必要

がある．∆zが小さいほど差分近似の精度は向上するものの，デフォーカスに伴う強度

変化が微小となり，撮像素子において生じる熱雑音などのノイズが所望の強度分布に

対して支配的となる．この場合は上述した推定精度向上手法 66, 122, 129, 131, 132) を用いる

か，∆zを長く取りノイズよりも強い強度変化を得，ノイズの影響を低減する必要があ

る．低次の差分近似，式 (2.16)，(2.17)を用いる場合は，差分近似の精度とノイズ低減

のバランスを取るように ∆zを決定する 15)．また，正則化パラメータ αはノイズの度

合いや物体の空間周波数成分に応じて経験的に決定される 67)．
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第 3章 オートフォーカス TIE

3.1 緒言

本章では，強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングにおいて，単一の薄い物

体や同一平面内に存在する複数の薄い物体の光軸方向の移動に追従してフォーカスの

合った複素振幅分布を取得可能にすることを目的として，当該イメージング手法に

オートフォーカシング技術を導入したオートフォーカス TIEを提案する 75)．3.2節で

は強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングにおけるオートフォーカシングの原

理を述べる．分散，勾配，2次微分に基づく 3種類の振幅分布の鮮鋭度評価方法 59, 74)

を示す．3.3 節ではシミュレーションにより 3 種類の評価関数のランダムノイズ耐性

を調査する．3.4節において光学実験によりオートフォーカス TIEを実証する．最後

に 3.5節において本章の結言を述べる．

3.2 オートフォーカス TIEの原理

オートフォーカス TIEに用いる光学系を図 3.1(a)に示す．オートフォーカス TIEは

光学顕微鏡のような結像光学系においても使用可能であるが，位相計測後に数値的に

物体面（物体光軸位置）を検出可能なため，イメージング対象に対して撮像素子の空

間分解能が十分な場合，結像光学系を用いる必要はない．図 3.1(b)，3.1(c)に示すよう

に，オートフォーカス TIEの原理を 2段階に分けて説明する．

第 1 段階では，デフォーカス面における位相分布を計測する．デフォーカス面を

(x, y; z)と定め，撮像素子を光軸方向に走査して (x, y; z)とその前後 (x, y; z ± ∆z)の 3

平面において強度分布 I(x, y; z)，I(x, y;±∆z)を取得する．式 (2.15)と式 (2.17)を用い

てデフォーカス面 (x, y; z) における位相分布 ϕ(x, y; z) を算出する．算出された位相分

布と取得された強度分布から複素振幅分布 u(x, y; z) =
√

I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)}を算出
する．

第 2 段階でははじめに，この複素振幅分布に対して角スペクトル法による伝搬計

算 134)

u(x, y; z + d) = IFT
[
FT [u(x, y; z)] exp

(
i2πd

√
1
λ2 − µ2 − ν2

)]
(3.1)

をおこなう．ここで d は伝搬距離であり，u(x, y; z + d)は距離 d 伝搬後の複素振幅分

布である．伝搬距離 d を dmin ≤ d ≤ dmax と変化させ複素振幅分布 u(x, y; z) を数値伝
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Light source

Collimator

Object

Image sensor

Phase retrieval at
defocus plane

Numerical propagation
&

Searching object plane
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...

Numerical propagation

...

...

...

Intensity distributions obtained at different depth positions

TIE

solver

Phase at defocus plane

Sharpness evaluation

Object phase

Amplitude

(a)

(b)

(c)

(1)

(1)

(2)

(2)

z

VAR, GRA, LAP

Detect object position

from smallest focus value

Best focus

図 3.1 (a)オートフォーカス TIEに用いる光学系，(b)デフォーカス面に

おける位相計測，(c)オートフォーカシングの概要．

搬し，各伝搬距離において振幅分布

a(x, y; z + d) = |u(x, y; z + d)| , (dmin ≤ d ≤ dmax) (3.2)

を算出する．すなわち，伝搬距離が異なる振幅分布の 3次元スタックを得る．3次元
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3.2 オートフォーカス TIEの原理

スタックの画素数は Nimage × Nimage × |dmax − dmin|/dstep である．ここで，dstep > 0は伝

搬距離の刻みであり，被写界深度 135)

DOF =
Nimage p

Nimage p + p′
d (3.3)

程度に定める．p′ は伝搬後の画素サイズであり，角スペクトル法を用いる場合は

p = p′ である．続いて，振幅分布の鮮鋭度を評価する．本論文では，分散

VAR =
1

N2
image

Nimage∑
x,y=1

{a(x, y; z + d) − ā(z + d)}2 , (3.4)

勾配（微分フィルタ，absolute gradient operator）

GRA =
" √(

∂a(x, y; z + d)
∂x

)2
+

(
∂a(x, y; z + d)

∂y

)2
dxdy

≈
Nimage−1∑

x,y=1

√
{a(x, y; z + d) − a(x + 1, y; z + d)}2 + {a(x, y; z + d) − a(x, y + 1; z + d)}2 ,

(3.5)

2次微分（Laplacianフィルタ）

LAP =
"
{∇2
⊥a(x, y; z + d)}2dxdy

≈
Nimage−1∑

x,y=2

{a(x − 1, y; z + d) + a(x + 1, y; z + d) + a(x, y − 1; z + d) + a(x, y + 1; z + d)

−4a(x, y; z + d)}2 , (3.6)

に基づく 3種類の評価方法 59, 74) を導入する．ここで，ā(z+ d)は a(x, y; z+ d)の (x, y)

平面内の平均値である．式 (3.5)および式 (3.6)の 2行目に示したものは離散表現のう

ちの一例である．光軸方向に評価値 (focus value)を比較することにより，物体光軸位

置 zobject を特定する．特定方法は物体の特徴によって異なる．対象が吸収に分布をも

つ物体の場合は，図 3.2(a)に示すように評価値が最大値を取る光軸位置を zobject とし

て採用する．これは，デフォーカス面と比較して物体面において振幅分布が最も鮮明

になるためである．一方，図 3.2(b)に示すように，純位相物体や一様またはほぼ一様

な吸収をもつ物体を対象とした場合は，物体面において鮮鋭度が最も低くなるため，

評価値が最小値を取る光軸位置を採用する．これら二つの特徴をもつ物体が混在する

– 21 –



第 3章 オートフォーカス TIE
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図 3.2 物体光軸位置の決定方法．(a)吸収に分布をもつ物体の場合，(b)純

位相物体やほぼ一様な吸収をもつ物体の場合．

場合は，物体光軸位置の特定は困難である．しかしながら，4章において述べる適応的

オートフォーカシングでは画素ごとに鮮鋭度を評価するため，得られる曲線を最小二

乗近似するなどして上に凸，下に凸の判別をおこなうことにより，物体の特徴に応じ

た光軸位置の特定が可能であると考えられる．なお，図 3.1(c)の「Best focus」は純位

相物体を計測した場合の特定位置をあらわしている．最終的に，決定された zobject に

おいて複素振幅分布 u(x, y; zobject)の偏角

ϕ(x, y; zobject) = argument{u(x, y; zobject)} (3.7)

を取ることにより，物体の位相分布 ϕ(x, y; zobject)を取得する．

3.3 シミュレーションによるランダムノイズ耐性評価

3 種類の評価方法の性能をシミュレーションにより比較した．ノイズなしとランダ

ムノイズありの 2通りに対して，それぞれの評価方法を用いて物体光軸位置の特定を

おこなった．図 3.3(a)に示す位相分布を計測物体（イメージング対象）とし，その振

幅分布は一様 a(x, y; zobject) = 1とした．したがって，各評価関数が最小値を取る光軸

位置を物体位置として特定した．物体の画素数は 256 [pixel] × 256 [pixel]，画素サイ

ズは 4.65 [µm] × 4.65 [µm] である．図 3.1(a) に示す光学系を想定し，光源の波長は

685.2 nmとした．物体から撮像素子面（TIEによる位相分布の算出面）(x, y; z)までの

距離 dtrue = z − zobject を 50 mmとし，撮像素子の走査間隔は ∆z = 1 [mm]とした．各
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3.3 シミュレーションによるランダムノイズ耐性評価

0.5p

0
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(c)

TIE solver

(a)

図 3.3 (a)計測物体，(b)取得された強度分布，(c) TIEにより計測された位相分布．

評価関数の物体位置の特定精度を

e = |(−dtrue) − dfocus| (3.8)

により評価した．ここで，dfocus は各評価関数が最小値を取る際の伝播距離である．本

シミュレーションでは，伝搬距離は負の値を取るため，dtrue に負号を付与している．

はじめに，ノイズなしの場合のシミュレーション手順とその結果を示す．

i) 物体の複素振幅分布 exp{iϕ(x, y; zobject)} に角スペクトル法による伝搬計算をお
こなった．伝搬距離を 50 mm, 50 ± 1.0 mm として数値伝搬し，図 3.3(b) に

示す異なる光軸位置における 3枚の強度分布 I(x, y; z)，I(x, y; z ± ∆z)を取得し

た．なお，伝搬に伴う光波の回り込み（離散 Fourier変換による円状畳み込み）

を防ぐために，物体の位相分布を 1024 [pixel] × 1024 [pixel] までゼロ詰めし

て伝搬した 136)．ゼロ詰めした範囲の振幅は 1 である．図 3.3(a)，3.3(b) には

1024 [pixel] × 1024 [pixel]のうち，256 [pixel] × 256 [pixel]を抽出したものを

示している．

ii) 3.2節の第 1段階に示すように，取得された強度分布から式 (2.15)と式 (2.17)を

用いて図 3.3(c)に示す位相分布を算出した．その後，複素振幅分布 u(x, y; z) =
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第 3章 オートフォーカス TIE

√
I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)}を算出した．

iii) 算出された複素振幅分布に対して，3.2節の第 2段階に示すように，角スペクト

ル法による伝搬計算をおこない，振幅分布の 3次元スタックを取得した．ここ

で，dmin，dmax，dstep はそれぞれ，−60 mm，−40 mm，0.10 mmとした．

3 種類の評価関数の振る舞いを図 3.4 に示す． 図 3.4 中には，伝搬距離 −45 mm，

−50 mm，−55 mmにおける振幅分布を示している．伝搬距離 −50 mmにおいて，ほ

ぼ一様な振幅分布が得られており，各評価関数はその伝搬距離において最小値を取っ

ている．したがって，オートフォーカス TIEにより物体位置が特定可能なことが示さ

れた．図 3.5に，評価関数によって特定された伝搬距離 −50 mmにおいて算出された

位相分布を示す．計測対象と同様の位相分布が得られ，これによりオートフォーカス
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図 3.4 評価関数の振る舞い（ノイズなし）．
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3.3 シミュレーションによるランダムノイズ耐性評価

[rad]

0.5p

0

図 3.5 オートフォーカシングによる物体特定位置における位相分布（ノイズなし）．

TIEにより定量位相イメージングが可能なことが示された．

次に，ノイズありの場合のシミュレーション手順とその結果を示す．各評価関数の

ノイズ耐性を調査するために撮像素子において生じるランダムノイズを想定し，ノイ

ズなしのシミュレーション手順の ii) において取得された強度分布すべてに Gaussian

ノイズを付加した．入射光の平均強度 1に対して，Gaussianノイズの平均値は 0，標準

偏差は 0.030（SNR = 33に相当）とした．再現性を確認するために，異なる Gaussian

ノイズのパターンを用いて ii)，iii)の操作を 30回繰り返し，物体光軸位置の特定精度

を比較した．式 (3.8)の算出結果を 30回の計測に対して平均したものを表 3.1に示す．

表 3.1から分散に基づく評価方法が，他の評価方法よりも特定精度が低いことがわか

る．この原因を明らかにするため，30回の計測のうちの評価関数の振る舞いの一部と

取得された分布群の一部をそれぞれ図 3.6，3.7 に示す． 分散に基づく評価関数の振

る舞いをノイズなしの場合と比較すると，ノイズありの場合はバレーの幅が広くなっ

ていることがわかる．一方，他の二つの評価方法では，ノイズなしの場合と比べてバ

レーの幅はほぼ変化していない．図 3.7に示すように，ノイズを付加した場合は位相

分布および振幅分布に雲が掛かったような誤差が生じている 15)．強度輸送方程式を用

表 3.1 ノイズありの場合の物体位置特定精度の比較

評価方法 誤差の平均 [mm]

VAR 0.0806

GRA 0.0645

LAP 0.0645
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図 3.6 評価関数の振る舞い（ノイズあり）．

いた定量位相イメージングにおいて特有のこの誤差は cloudy noise と呼ばれている．

この誤差は空間周波数フィルタW(µ, ν)に起因する．空間周波数フィルタW(µ, ν)は低

空間周波数を強調するように作用する．そのため，∂I(x, y; z)/∂z のフーリエ変換に含

まれるランダムノイズのうち低空間周波数が相対的に強調され，算出位相分布に雲の

ような低周波ノイズとしてあらわれる．分散を用いた場合は振幅分布の平均値と各画

素値の差を取るため，この低周波ノイズが評価結果に悪影響を与えることが考えられ

る．一方，勾配と 2次微分に基づく評価方法は隣接画素の差分を取るため，この低周

[rad]

0.3π

-0.2π
[rad]

0.5π

-0.1π

(a) (b)

Amplitude Phase

図 3.7 ノイズありの場合の (a)デフォーカス面における位相分布，(b)物

体面における計測された振幅分布と位相分布．
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3.4 オートフォーカス TIEの光学実験

波ノイズの影響を低減することが可能である．

以上の結果から，ノイズなしの場合はいずれの評価方法を用いてもオートフォーカ

ス TIEを用いて物体の光軸位置が特定可能なことが示された．また，ランダムノイズ

の影響が無視できないとき，振幅分布が一様な物体の光軸位置を特定する場合は勾配

もしくは 2次微分に基づく評価方法を用いることが適していることが示唆された．

3.4 オートフォーカス TIEの光学実験

光学実験により 3 種類の評価方法の性能を比較した．図 3.8 に示すゾウリムシ (P.

multimicronucleatum) の標本を計測対象とした．図 3.8 は計測対象の一部を白色照明

の下，光学顕微鏡を用いて拡大して取得した強度分布である．この標本はキシロール

バルサムにより封入されて赤紫色に染色され，染色部はほぼ一様な振幅分布をもつ．

図 3.1(a)に示す光学系を想定し，光源には中心波長 685.2 nm，半値全幅 8.3 nmのスー

パールミネッセントダイオードを用いた．可干渉性の低い光源を用いた理由は，試料

を構成するスライドガラスとカバーガラスにおける内部反射により生じる不要な干渉

を避けるためである．半値全幅が 8.3 nm程度であれば，コヒーレントな光波に対応す

る強度輸送方程式，式 (2.3)を用いた場合でも，単一波長の光源を用いた場合とほぼ同

図 3.8 計測対象であるゾウリムシの標本の強度分布．透過型の光学顕微

鏡を用いて白色照明の下で取得した．
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等の計測精度で位相計測が可能であることが示されている 130)．撮像素子の画素サイ

ズは 4.65 [µm] × 4.65 [µm]である．標本内には複数のゾウリムシが散在しているが，

それらと撮像素子の距離が等しく 65 mmと一定になるように標本を光軸に垂直に配置

した．すなわちすべてのゾウリムシは同一平面内に存在する．走査間隔 ∆zを 1.0 mm

として自動ステージを用いて撮像素子を移動させ，物体からの距離が 65 mm，65±1.0

mmの光軸位置においてそれぞれ，強度分布 I(x, y; z)，I(x, y; z±∆z)を取得した．ここ

で，物体と強度分布 I(x, y; z)を取得するときの撮像素子までの距離 65 mmを基準距離

とする．

取得された強度分布を図 3.9(a)に示す．図 3.9(a)左の強度分布内の白い矩形で示し

た領域は，図 3.8の視野に相当する．物体の移動に応じてその光軸位置が特定可能な

ことを示すために，手動ステージを用いて物体を光軸正方向に 1.0 mm移動させ，基準

距離を 64 mmとした．物体を移動させたのち，物体からの距離が 64 mm，64±1.0 mm

の光軸位置においてそれぞれ，強度分布 I(x, y; z)，I(x, y; z±∆z)を取得した．物体移動

後に取得された強度分布を図 3.9(b)に示す．物体移動前後に取得された強度分布から

I(x, y; z-Dz)

(a)

(b)

I(x, y; z) I(x, y; z+Dz)

I(x, y; z-Dz) I(x, y; z) I(x, y; z+Dz)

図 3.9 取得された強度分布．(a)物体移動前，(b)物体移動後．
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3.4 オートフォーカス TIEの光学実験

式 (2.15)，(2.17)を用いて算出した位相分布をそれぞれ，図 3.10(a)，3.10(b)に示す．

算出された位相分布を用いて複素振幅分布 u(x, y; z) =
√

I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)}を算出
した．dmin，dmax，dstep をそれぞれ，−67 mm，−61 mm，0.10 mmとして伝搬計算を

おこない，物体光軸位置を特定した．

物体移動前後の評価関数の振る舞いをそれぞれ図 3.11(a)，3.11(b) に示す．染色さ

れたゾウリムシの振幅分布はほぼ一様であるため，最小値を取る伝搬距離を物体光軸

位置として特定した．物体移動前の図 3.11(a) において 3 種類の評価関数は −63 mm

から −65 mm の間で最小値を取っている．一方，物体移動後，図 3.11(b) において 2

次微分に基づく評価関数 (LAP)は −67 mmにおいて最小値を取っているが，物体位置

は −63 mmから −64 mmであると考えられるため，最小値ではなく極小値を取る伝搬

距離を LAPにより特定された物体光軸位置とした．物体移動前後に各評価方法によっ

て特定された物体光軸位置（伝搬距離）を表 3.2に示す．VAR，GRA，LAPにより物

体移動前後に特定された物体光軸位置の差はそれぞれ，0.8 mm，1.1 mm，1.2 mmで

ある．物体を移動させた距離は 1.0 mmであるため，表 3.2は GRAを用いた場合が最

も高精度に物体光軸位置を特定可能であることを示している．各評価方法によって物

体移動前後に特定された伝搬距離における振幅分布と位相分布を図 3.12 に示す．図

3.12(a)，3.12(b)はそれぞれ物体移動前後における伝搬後の複素振幅分布である．すべ

ての振幅分布と位相分布において図 3.8の視野に相当する領域を拡大して表示してい

る．算出された位相分布は −π～π radの範囲で値が折り畳まれているが，拡大された

位相分布は当該領域でアンラップしたものを示している．ここでアンラップ処理は，

0.4p

-0.5p
[rad]

図 3.10 算出された位相分布．(a)物体移動前，(b)物体移動後．
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図 3.11 評価関数の振る舞い．(a)物体移動前，(b)物体移動後．

隣り合う画素の位相差が ±πを超えた場合，2πを減算・加算するという最も簡単なも

のを用いた．VARを用いて特定された光軸位置における振幅分布は物体移動前後どち

らにおいても明らかにデフォーカスされている．また，LAP を用いた場合は，GRA

を用いた場合と比較して振幅分布がわずかにデフォーカスされている．続いて拡大し

て表示した位相分布に着目すると，移動前後で試料は時間変化していないにもかかわ

らず，VAR，LAPを用いて特定された光軸位置では異なる位相値が得られている．一
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3.4 オートフォーカス TIEの光学実験

表 3.2 各評価方法により特定された物体移動前後の光軸位置とその差

評価方法 伝搬距離（移動前）[mm] 伝搬距離（移動後）[mm] 差 [mm]

VAR −63.4 −62.6 0.8

GRA −64.8 −63.7 1.1

LAP −64.3 −63.1 1.2

方，GRAを用いた特定位置における位相分布の位相値は移動前後で変化していない．

したがって，GRAを用いて物体の光軸位置が最も正確に特定されたといえる．

実験における評価関数の振る舞いを示す図 3.11とシミュレーションにおける振る舞

いを示す図 3.4，3.6を比較すると，異なる変化を示している．いずれの評価関数のバ

レーもシミュレーションと比較してバレー幅が広がっている原因として，光源に低コ

ヒーレンス光源を用いたことが挙げられる．時間的に低コヒーレントな光源を用いた

場合に強度輸送方程式を用いて得られる位相分布は，光源の波長スペクトルに応じて

重みづけされた一般化位相である 17, 112)．すなわち，位相分布には中心波長以外の波

長に対応する位相分布が含まれる．これに対して中心波長を用いて伝搬計算をおこな

うと，物体面において中心波長に対する複素振幅分布は合焦するが，その他の波長に

対する複素振幅分布は合焦しない．したがって，中心波長以外に対応するデフォーカ

スされた複素振幅分布が重複するため，バレー幅を広げる結果を招いたと考えられる．

さらにシミュレーションと比較して LAP の物体光軸位置の特定精度が低下した原因

として，物体の高空間周波数成分の欠落が考えられる．LAPは GRAと同様，エッジ

検出に基づくが，微分を 2回適用することから GRAと比べ，エッジをより強調する．

エッジ検出は振幅分布の高空間周波数成分を強調することに相当する．撮像素子の大

きさに制限され，物体の高空間周波数成分が取得できなかった可能性があり，これが

LAPによる物体光軸位置の特定精度を低下させたと考えられる．また，VARと LAP

について，シミュレーションとは異なる振る舞いを示している．これに対して，高空

間周波数の欠落のほか，光学実験においては複数の物体が散在していることが考えら

れるが，詳細な原因は明らかでない．振る舞いの変化を解明するためには，種々の物

体を用いて光学実験をおこなうことにより精査する必要があると考えられる．以上の

結果から，オートフォーカス TIEを用いて振幅分布が一様な物体の光軸位置を特定す

る場合，勾配に基づく評価関数 (GRA)を用いることが適切であることが実験的に示さ

– 31 –



第 3章 オートフォーカス TIE

れた．

3.5 結言

本章では，物体の光軸方向への移動に追従してその光軸位置を特定し，物体に合焦

した複素振幅分布を取得可能な手法としてオートフォーカス TIEを提案した．シミュ

レーションおよび光学実験においてそれぞれ，実際の細胞観察で想定される純位相物

体および振幅分布が一様な物体を用いてオートフォーカス TIEの原理検証をおこなっ

た．シミュレーションと光学実験の結果から，物体の空間周波数成分を十分に取得可

能な光学系においては GRAと LAP，高い空間周波数成分が取得できない光学系を用

いる場合は GRAを用いることにより，比較的高精度に物体の光軸位置が特定できる

ことが示された．本論文で示した強度取得方法では撮像素子を移動させることから強

度分布の取得に数秒を要するため，応用例として動きの遅い植物細胞などの逐次観察

が挙げられる．シングルショットを実現する光学系 17–20) を採用することにより，神

経細胞などの動きの速い細胞への対応も可能であると期待される．
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図 3.12 特定された物体光軸位置における振幅分布および位相分布．(a)

物体移動前，(b)物体移動後．
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第 4章 適応的オートフォーカシング

4.1 緒言

本章では，複数の物体が光学系の被写界深度に収まらない場合や，被写界深度よりも

厚い 3次元構造をもつ 3次元物体をイメージングする場合に，すべての物体・構造に合

焦した複素振幅分布を取得可能な手法として，適応的オートフォーカシングを提案す

る 76)．適応的オートフォーカシングは従来のオートフォーカシングを局所的に用い，

画素ごとに適応的に物体光軸位置を特定する．また，類似手法 77) と異なり，光軸位置

の特定精度に影響を及ぼす局所評価領域のサイズを変化させ適応的に用いることによ

り，特定精度を改善する．4.2節では適応的オートフォーカシングの原理を示す．本研

究では異なるサイズの局所評価領域における評価値を適切に比較するために，オート

フォーカス TIEとは異なる評価関数として変動係数 (CV: Coefficient of Variation)を導

入する．4.3節では適応的オートフォーカシングの有用性を，生きたヒメツリガネゴケ

(Physcomitrella patens)を用いた光学実験により示す．最後に 4.4節において本章の結

言を述べる．適応的オートフォーカシングはオートフォーカス TIEでは計測が困難で

あった観察対象の定量位相イメージングを可能にするが，その反面，計算コストが増

大するという欠点もある．オートフォーカス TIEと適応的オートフォーカシングの使

い分けの指針を 4.4節の結言において示す．

4.2 適応的オートフォーカシングの原理

適応的オートフォーカシングの光学系は，オートフォーカス TIE と同様，光学

顕微鏡のような結像光学系においても使用可能であるが，イメージング対象に対し

て撮像素子の空間分解能が十分な場合，図 3.1(a) に示したように結像光学系を用い

る必要はない．適応的オートフォーカシングの原理を 2 段階に分けて述べる．第

1 段階ではオートフォーカス TIE 同様，3 枚のデフォーカス像取得後，強度輸送方

程式を用いて位相分布 ϕ(x, y; z) を算出し，デフォーカス面における複素振幅分布

u(x, y; z) =
√

I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)}を取得する．第 2段階では図 4.1に示す手順にし

たがって物体の光軸位置を画素ごとに探索し特定する．まず，i)取得された複素振幅

分布に式 (3.1)を用いて伝搬計算をおこない，式 (3.2)を用いて異なる深さ位置におけ

る振幅分布の 3 次元スタックを算出する．ここまではオートフォーカス TIE と同様

の手順である．次に，ii) 鮮鋭度を評価する．オートフォーカス TIE の場合は各振幅
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z

Amplitude

i) Propagation of the obtained complex amplitude

ii) Evaluation of the sharpness for each pixel and depth

     while changing the size of evaluation area n

iii) Creation of a depth map

3×3

Evaluation area

Pixel of
interest

n

n

5×5
n×n

図 4.1 適応的オートフォーカシングの流れ．

分布の全面 Nimage [pixel] × Nimage [pixel]において鮮鋭度を評価したが，適応的オート

フォーカシングでは振幅分布の各画素 (x, y)を中心とする n [pixel] × n [pixel]の局所

領域に対して鮮鋭度を評価する．ここで，最適な n の大きさは物体の構造に依存し，

類似手法 77) では経験的にこの大きさを決定している．さらに，物体が複雑な構造や形

状をもつ場合（例えば，細かい構造と粗い構造が混在する場合），最適な nは物体の部

位によって異なる 77)．そこで，適応的オートフォーカシングではこの nの大きさを変

化させ，適応的に物体光軸位置の特定に用いる．すなわち，各画素 (x, y)とその周囲の

鮮鋭度を nを変化させながら評価し，評価値を光軸方向に比較することによって，画

素ごとに適応的に物体の光軸位置 zobject(x, y)を特定する．得られた物体の光軸位置分
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布 zobject(x, y)を本論文では深さマップと呼ぶ．適応的オートフォーカシングでは，上

述のように局所領域を設けることによって画素ごとに物体光軸位置を特定可能になる

だけでなく，低空間周波数の分布は局所的に見ればほぼ一様とみなせるため，cloudy

noiseの影響を低減する効果も期待される．

評価領域の大きさ nを固定して用いる類似手法と適応的オートフォーカシングによ

り得られる，ある画素 (x, y)における評価値の振る舞いの比較を図 4.2に示す．図 4.2

は物体光軸位置を評価関数が最大値を取る光軸位置として決定する場合の例を示す．

図 4.2(a)に示すように，類似手法では評価領域の大きさ nが固定されており，nに対

する軸をもっていない．前述のとおり，最適な nは物体の部位によって異なる場合が

あるため，nを一定として用いた場合，物体光軸位置の特定精度は低下する．一方，適

応的オートフォーカシングでは評価領域の大きさ nを変化させるため，各画素に対し

て図 4.2(b)に示すような分布が得られ，この分布中から最大値（もしくは最小値）を

探索し，それを光軸方向に比較することにより物体の光軸位置を特定する．すなわち

最適な nの大きさは自動的に決定され，画素ごとに適応的に使用される．これにより

物体光軸位置の特定精度が向上されることが期待される．

また本論文では，適応的オートフォーカシングの有用性を，振幅に分布をもつ物体

であるヒメツリガネゴケを用いて示す．類似手法では振幅に分布をもつ物体を対象と
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図 4.2 評価関数の振る舞いの比較．(a)類似手法，(b)適応的オートフォー

カシング．最大値を取る伝搬距離を物体光軸位置として特定する場合の例

を示す．

– 37 –



第 4章 適応的オートフォーカシング

し，評価関数として分散を用いているが，さらなる物体光軸位置の特定精度向上のた

め，本論文では CV

CV =
1

an×n(z + d)

√√√
1
n2

+(n−1)/2∑
i, j=−(n−1)/2

{a(x + i, y + j; z + d) − an×n(z + d)}2, (4.1)

を用いる．ここで，an×n(z + d) は局所領域 n × n 内の振幅分布の平均値をあらわす．

式 (4.1)右辺の平方根は局所領域 n × n内の標準偏差である．右辺の 1/an×n(z + d)によ

り，標準偏差が規格化されるため，異なる nに対して適切に鮮鋭度の比較をおこなう

ことが可能である．評価値が最大値を取る光軸位置を zobject として採用する．さらに，

第 3章において振幅が一様な物体を対象とした場合に最も高精度な位置特定が可能で

あった GRA に対する CV の利点を図 4.3 を用いて述べる．図 4.3 は振幅値が 0 で一

定の領域の中心に振幅値 1の突出値をもつ画素が一つ存在する場合に GRAと CVの

値を比較したものである．nを 3 pixelから 5 pixelに変化させたとき，GRAの値は変

化せず，CVの値は増加する．これは nの増加に伴い，GRAは突出値をノイズのよう

に見なしてその影響を低減するのに対して，CV は突出値の影響を増幅していること

を意味する．したがって，nの大きさを変化させながら振幅分布にばらつきのある物

体の光軸位置を特定する場合，GRAよりも CVが適していると考えられる．

最終的に得られた深さマップ zobject(x, y)を参照し，対応する複素振幅を繋ぎ合わせる

ことにより，全画素において物体に合焦した複素振幅分布 u(x, y; zobject) = u(zobject(x, y))

が取得される．ただし，伝搬距離に応じて算出される位相値にバイアスが付加される．

バイアスが付加されたままの複素振幅を繋ぎ合わせた場合，物体の位相分布を得るこ

1

0 0 00 0

0 0 00 0

0 0 00 0

0 0 0 0

0 0 00 0 for n = 3

     GRA = 3.4

     CV = 3.8

for n = 5

     GRA = 3.4

     CV = 4.8

図 4.3 評価関数 CVと GRAの比較．
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とはできない．そのため，複素振幅を繋ぎ合わせる際に，各画素においてバイアスの

位相値 kzobject(x, y)を減算する必要がある．類似手法ではこの議論が欠落しており，得

られた実験結果について振幅分布の評価しかおこなっていない．

4.3 適応的オートフォーカシングの光学実験

適応的オートフォーカシングの原理を光学実験により検証した．実験に用いた光学

系を図 4.4 に示す．計測物体にはヒメツリガネゴケ 79–83) を用いた．ヒメツリガネゴ

ケはその幹細胞形成能力が高いために，モデル生物として細胞生物学，発生生物学な

どの研究に広く用いられている．本研究ではヒメツリガネゴケの生きた葉を 2枚用意

し，それらを水とともにスライドガラスおよびカバーガラス間に封入しプレパラート

を作製した．物体の光軸位置に差を設けるために，図 4.4に示すように光軸に対して

60 deg. 傾けてプレパラートを配置した．撮像素子からプレパラートの中心までの距

離，すなわち基準距離を 38 mm とした．光源の波長はヒメツリガネゴケの吸収が小

さい緑色の波長帯域を使用し，532 nm とした．吸収が小さい波長帯域を用いた理由

は，近軸近似の精度を向上させるためである．実験に用いた撮像素子の画素サイズは

4.65 [µm] × 4.65 [µm]である．撮像素子の走査間隔 ∆zを 1.0 mmとして，図 4.5(a)に

示すように 3 枚の強度分布を取得した．取得された強度分布から式 (2.15)，(2.17) を

用いて算出した位相分布を図 4.5(b)に示す．dmin，dmax，dstep をそれぞれ，−40 mm，

−36 mm，0.10 mm として適応的オートフォーカシングを用いた．なお，評価領域 n

は nmin = 3 [pixel] から nmax = 155 [pixel] まで 2 pixel 刻みで変化させた．nmin には

Target objects (two leaves of the moss)

Collimator

z

Image sensor

Light source

60 deg.

38 mm

x

y

x

y

図 4.4 適応的オートフォーカシングの光学実験に用いる光学系．
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使用可能な最小のサイズを用い，nmax は図 4.5(a)に示すように物体の厚い領域を十分

覆うことが可能なサイズとした．CV が最大値を取る光軸位置を物体の光軸位置とし

て決定した．適応的オートフォーカシングを用いる際に各画素において採用された評

価領域 nのマップを図 4.5(c)に示す．図 4.5(c)に示すように，各画素において異なる

サイズが採用されている．特に，図 4.5(c)の左に拡大して示した画像からわかるよう

に，小さい幅をもつ葉の先端では小さい評価領域が採用されている．これにより物体

光軸位置の特定精度が向上すると考えられる．図 4.5(d)に取得された深さマップを示

す．ここで，物体の存在しない背景部分については光軸位置が不定であるので議論し

I(x,y;z+Dz)
TIE
solver

0

2p

[rad]

(a) Captured intensity distributions

I(x,y;z)
I(x,y;z-Dz)

(b) Retrieved phase distribution

f(x,y;z)

1 mm
n=155

3

155

[pixels]
-36

-40

[mm]

-37

-38

-39

(c) n map (d) Depth map

Adaptive autofocusing

Leaf 1

Leaf 2

x

y

z

図 4.5 (a)実験により取得された強度分布と (b)それらから回復された位

相分布，(c)適応的オートフォーカシングにおいて採用された評価領域の大

きさ nのマップ，(d)取得された深さマップ．
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ない．深さマップから物体の光軸位置の特定精度を評価する．Leaf 1 の左端と Leaf

2の右端の伝搬距離の差の絶対値は 1.9 mmである．それら 2か所の x 軸方向の距離

は 3.3 mmである．これらの値からプレパラートの光軸 zに対する傾きを算出すると，

arctan(3.3/1.9) = 60 [deg.]である．これは設定した角度と一致するため，これにより

適応的オートフォーカシングによって物体の光軸位置の特定が可能なことが示された．

取得された深さマップを参照して，視野全体で物体に合焦した複素振幅分布を取得

した．適応的オートフォーカシングにより取得された振幅分布と位相分布を図 4.6(a)

に示す．位相分布中の π rad付近の値（赤色であらわされる位相値）は葉緑体をあらわ

す 82)．比較のため，まず，図 4.6(b)に伝搬距離を 38 mmとして取得した複素振幅分

布を示す．振幅分布を比較すると，適応的オートフォーカシングを用いた場合では視

野全体において合焦しているのに対し，単に伝搬計算をおこなった場合では拡大画像

(b) Complex amplitude obtained by direct propagation of 38 mm

0 2p[rad]

(a) Complex amplitude obtained by the proposed method

PhaseAmplitude

0 2p[rad]

PhaseAmplitude

図 4.6 (a) 適応的オートフォーカシングにより取得された複素振幅分布，

(b)伝搬計算により直接取得された複素振幅分布．単に伝搬計算を用いた場

合では振幅分布にぼけが生じており，位相分布では物体のエッジにおいて

デフォーカス由来の位相誤差が生じている．

– 41 –



第 4章 適応的オートフォーカシング

からわかるように合焦していない．特に葉の先端で顕著にデフォーカスされているこ

とが確認できる．さらに位相分布を比較すると，伝搬計算した場合は物体のエッジに

おいてデフォーカス由来の誤差が生じている（水色であらわされる位相値）のに対し，

適応的オートフォーカシングにより得られた位相分布ではその誤差が低減されている．

次に，評価領域の大きさ nを固定した結果と深さマップおよび複素振幅分布を比較

する．図 4.7 に深さマップの比較を示す．図 4.7(b)，4.7(c) に示す n を固定した場合

の深さマップでは端の領域（黒枠状の領域）で深さ情報が得られていない．これは局

所領域を設ける性質上，(n − 1)/2 [pixel]の領域で CV値が算出できないためである．

適応的オートフォーカシングでは，最小のサイズ 3 [pixel] × 3 [pixel]を用いることが

可能であるため，深さ情報が欠落するのは 1 pixel のみである．図 4.7(b) に示された

n = 77 [pixel] で得られた深さマップの左側の拡大図では，黄色の破線で示した物体

の幅が広い領域で誤った深さ情報が得られていることがわかる．これは評価領域の大

きさがその幅に対して十分に大きくないためである．適応的オートフォーカシングで

は適応的に評価領域の大きさを変化させ，物体の幅が広い領域にも対応可能なため，

図 4.7(a)の左側の拡大図では物体の深さ情報が得られている．n = 155 [pixel]と固定

-36 -40[mm]

(b) Depth map obtained by constant n of 77 pixels

-36 -40[mm]

(c) Depth map obtained by constant n of 155 pixels

-36 -40[mm]

(a) Depth map obtained by the proposed method

Corresponding amplitude

Corresponding amplitude

図 4.7 深さマップの比較．(a) 適応的オートフォーカシング，(b) n = 77

[pixel]，(c) n = 155 [pixel]．破線で示した領域で違いが顕著にみられる．
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した場合の図 4.7(c)右側の拡大図では，橙色の破線で示した領域において，物体に角

度が付いているにもかかわらず，ほぼ一様な深さ分布が得られてしまっている．この

領域では，小さい評価領域が用いられるべきであり，適応的オートフォーカシングで

はそれが可能であるため，より精度よく深さ分布が得られている．

n を固定した場合と比較して，適応的オートフォーカシングではより高精度に物体

の光軸位置が特定可能であることが示された．ただし，適応的オートフォーカシング

においても深さ位置の検出に誤差が生じている箇所がある．特に図 4.7(a)左側の拡大

図の破線内において顕著にあらわれているように，深さ情報が欠落している箇所があ

る．この誤差は物体の構造が細かい箇所において生じている．撮像素子の大きさなど

の制限により光学系の空間分解能が十分でなかったために高空間周波数成分が欠落し，

構造の細かい箇所において深さ情報の誤差が生じたと考えられる．

続いて複素振幅分布を比較する．図 4.8(a)，4.8(b)にそれぞれ，評価領域を n = 77

[pixel]，n = 155 [pixel] と固定して取得した複素振幅分布を示す．図 4.6(a) に示す

適応的オートフォーカシングにより取得された振幅分布と，図 4.8(a) に示す n = 77

[pixel]として取得された振幅分布を比較すると，定性的に同様のものが得られている．

図 4.8(b)に示す n = 155 [pixel]として取得された振幅分布にはぼけが確認できる．特

に，右側の拡大図における葉の先端においてぼけが顕著である．さらに，図 4.8(a)，

4.8(b)に示す位相分布では，物体のエッジにおいてデフォーカス由来の位相誤差が生

じている．これに対し，適応的オートフォーカシングではその誤差が低減されている．

以上より，適応的オートフォーカシングを用いることにより，評価領域の大きさ nを

固定する場合と比較して，高精度に物体の複素振幅分布が取得可能であることが示さ

れた．

4.4 結言

本章では物体の光軸位置を画素ごとに特定し，視野全体において合焦した複素振幅

分布が得られる手法として，適応的オートフォーカシングを提案した．ヒメツリガネ

ゴケの葉を計測対象として光学実験をおこなった．作製したプレパラートを (x, y) 平

面から傾けて配置し，物体光軸位置に差を設けた．実験結果から，適応的オートフォー

カシングを用いることにより，物体の光軸位置が画素ごとに特定可能であることが示

された．また，類似手法に相当する評価領域を固定した場合と深さマップ，複素振幅

分布を比較した．適応的オートフォーカシングは評価領域が一定である場合と比較し，
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(a) Complex amplitude obtained by constant n of 77 pixels

0 2p[rad]

PhaseAmplitude

(b) Complex amplitude obtained by constant n of 155 pixels

0 2p[rad]

PhaseAmplitude

図 4.8 評価領域の大きさを固定して取得された複素振幅分布．(a) n = 77

[pixel]，(b) n = 155 [pixel]．n = 155 [pixel] の場合は物体の幅が狭い領域

において振幅分布にぼけが確認できる．両者の位相分布には適応的オート

フォーカシングと比較して，物体のエッジにおいてデフォーカス由来の誤

差が顕著にあらわれている．

より高精度に物体光軸位置を特定し，より高精度に複素振幅分布が計測可能であるこ

とが示された．局所領域の大きさを変化させる性質上，類似手法と比較して計算コス

トが膨大である（本実験条件の場合，Intel Core i5 2.8 GHzの性能のコンピュータを用

いて二日を要する）．ただし，GPU (Graphics Processing Unit)を用いて異なる nや異

なる伝搬距離に対して並列処理をおこなうことにより，計算時間の大幅な削減が可能

である．適応的オートフォーカシングは，顕微観察において高 NAレンズを用いるこ

とにより被写界深度が浅くなってしまう問題に対する解決方法として，応用が期待さ

れる．

以下にオートフォーカス TIEおよび適応的オートフォーカシングの使い分けの指針

を示す．表 4.1に示すとおり，オートフォーカス TIEを用いて計測可能な対象は適応
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4.4 結言

表 4.1 オートフォーカス TIEと適応的オートフォーカシングの比較

手法 計測対象 計算コスト

オートフォーカス TIE
単一の薄い物体

（同一平面内の複数の薄い物体）
低い

適応的オートフォーカシング 複数の 3次元物体 高い

的オートフォーカシングのそれに内包される．したがって，適応的オートフォーカシ

ングのほうが汎用性が高いといえる．一方，オートフォーカス TIEは計算コストが低

く，上述したコンピュータの性能であれば，計算時間は数十秒である．適応的オート

フォーカシングの計算時間を削減するためには GPU を搭載した高価なコンピュータ

が必要である．以上の議論から，光学系の被写界深度に収まる程度に厚みが薄くかつ

単一の物体を計測する場合はオートフォーカス TIE，それ以外の場合は適応的オート

フォーカシングを用いることが望ましい．
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5.1 緒言

本章では，SNRの低い環境において高品質な定量位相イメージングを実現すること

を目的として，計算ゴーストイメージングに強度輸送方程式を用いた定量位相イメー

ジングを導入した TI-CGIを提案する．TI-CGIはディジタルホログラフィを用いた手

法 96–98) と比較して，光学系が簡易，強度計測回数が少ないという特長をもつ．本章で

は強度輸送方程式を用いる過程において，振幅が一様である物体を計測対象とし，1枚

のデフォーカス像から位相分布を回復する方法 99, 133) を用いる．5.2 節では計算ゴー

ストイメージングの基本原理を述べる．5.3 節では強度輸送方程式を用いた定量位相

イメージングを計算ゴーストイメージングへ導入する原理を述べる．TI-CGIでは，物

体のデフォーカス像を計算ゴーストイメージングの原理に基づき取得するために光学

系を変更する．5.4節においてシミュレーションにより TI-CGIの原理を確認し，ラン

ダムノイズ耐性を評価する．5.5節では TI-CGIを用いて低 SNR環境下において定量

位相イメージングが可能であることを実験的に実証する．最後に，5.6節において本章

の結言を述べる．

5.2 計算ゴーストイメージングの原理

ゴーストイメージングは物体に照射される参照光波と，物体透過・反射後の強度総

和の相関性から物体の強度分布を再構成する手法である．従来のゴーストイメージン

グでは参照光波を撮像素子などにより取得する必要があるが，SLMなどを用いて任意

に与える手法が計算ゴーストイメージングである．そのため計算ゴーストイメージン

グでは撮像素子が不要であり，点検知器のみにより物体の強度分布が取得可能である．

計算ゴーストイメージングに用いる光学系を図 5.1(a)に示す．図 5.1(a)は透過型の配

置を示している．SLMや DMDなどの光波の振幅分布を変調する素子が物体の前方ま

たは直前に配置される（実際に直前に配置することは困難であるため，変調素子に表

示された参照光波を結像光学系を用いて投影する）．必ずしも点検知器の前方にレンズ

を配置する必要はないが，レンズを用いて光波を集光することにより単位面積あたり

の光子数が増えるため，SNRを高めることができ，露光時間も短縮できる．

以下に強度の計測手順を示す．i)任意の強度パターン Mr(x, y)を変調素子に表示し，

物体に照射する．添え字 r = 1, 2, ...,mは計測回数をあらわす．物体直前ではなく，前
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Original series
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図 5.1 (a)計算ゴーストイメージングの光学系，(b) Hadamardマスク．

方に変調素子を配置した場合は角スペクトル法 134) により物体面における参照光波の

透過率分布 Mr(x, y)を算出する．変調パターンには当初，ランダムパターンが用いら

れていたが，Hadamard マスクを用いることによってより少ない計測回数で高品質な

イメージングが可能であることが示されている 95)．ランダムパターンを用いる場合に

おいて，低空間周波数なパターンを用いてノイズの影響を低減し，計測回数を低減す

る手法も提案されている 137)．以降は Hadamard マスクを用いることを前提に原理を

述べる．イメージングに要求される画素数 Nimage × Nimage の Hadamard行列をWalsh
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5.2 計算ゴーストイメージングの原理

順（1と −1の入れ替わりが少ない順）に並べ直し，各列と各行を全通り掛け算するこ

とにより Nimage × Nimage 枚の Hadamardマスクが算出される 95)．図 5.1(b)の Original

seriesに示すように Hadamardマスクは −1の値をもつ．−1は光学的に実現できない

ため，図 5.1(b)の Positive seriesに示すように −1を透過率 0に置き換えて Mr(x, y)と

して用いる．Positive series のみでも強度分布の再構成が可能であるが，図 5.1(b) の

Negative series に示すように，Positive series の 0 と 1 を反転させたものも同時に用

いる 138)，すなわち，Mr,positive(x, y) と Mr,negative(x, y) として二つのマスク群を用いる

ことにより，SNRを向上させることが可能である．Hadamardマスクを用いることに

よって高品質なイメージングが可能となる理由は，ランダムに発生させたパターンと

比較して，Hadamardマスクは数学的に各マスクの 1の値同士が重り合う領域が全体

の 50%と一定で相関性が低く，かつマスクを変化させた際に透過率が 0と 1を取る頻

度が画素ごとに同一であるためである 95, 138)．ただし，物体直前ではなく前方に変調

素子を配置した場合は，自由伝搬後の物体面において各マスク同士の相関性は保たれ

ず SNRは向上しないため Hadamardマスクを用いるメリットはない．ii)物体透過後

の強度総和

br =

"
Mr(x, y)I(x, y; z) dxdy (5.1)

を点検知器により計測する．ここで，物体面を (x, y; z)とした．I(x, y; z)は物体の強度

分布であり，強度総和 br は分布をもたない．分布をもたない計測 “点”強度から物体

の “2 次元” 強度分布が再構成されるという点が “ゴースト” イメージングと呼ばれる

ゆえんである．二つのマスク群を用いる場合は，

br =

"
Mr,positive(x, y)I(x, y; z) dxdy −

"
Mr,negative(x, y)I(x, y; z) dxdy

= br,positive − br,nagative (5.2)

として後の計算に用いる．iii) i) と ii) をマスクを変更して m 回繰り返す．Positive

seriesのみを用いる場合は，イメージングに要求される画素数 Nimage × Nimage が繰り返

し数mとなる．二つのマスク群を用いる場合，計測回数は 2倍 (m = Nimage×Nimage×2)

となる．本論文では，イメージング品質の向上のために二つのマスク群を用いる方法

を採用する．
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与えた参照強度 Mr(x, y)と計測強度 br から相関関数

G(x, y) =
1
m

m∑
r=1

(br − ⟨b⟩)Mr(x, y)

= ⟨bM(x, y)⟩ − ⟨b⟩ ⟨M(x, y)⟩ (5.3)

を用いて物体強度分布 I(x, y; z) を再構成する．ここで，⟨...⟩ は集合平均をあらわす．
式 (5.3) はスペックル場の 2 次統計に基づき，スペックル強度分布の相関関数より導

出され 139–141)，天文学や量子光学の分野では Hanbury Brown-Twiss効果として知られ

る（導出の詳細は付録 A-2に示す）．相関関数 G(x, y)は強度計測回数 r の増加ととも

に物体強度分布 I(x, y; z)に近づく．

5.3 TI-CGIの原理

TI-CGIでは，計算ゴーストイメージングの光学系を変更し，物体のデフォーカス像

を取得する．取得されたデフォーカス像から強度輸送方程式に基づき物体の位相分布

を回復する．TI-CGIに用いる光学系を図 5.2に示す．ここでは物体面を (x, y; z)とし，

計測物体を振幅分布が一様な物体 u(x, y; z) =
√

I exp{iϕ(x, y; z)}とする．図 5.1(a)に示

す一般的な計算ゴーストイメージングの光学系と異なり，TI-CGIでは SLMが物体後

方に微小距離 ∆zだけ離して配置されている．図 5.2において，SLM面では物体複素

振幅分布が ∆z 伝搬したデフォーカス分布があらわれる．そのデフォーカス分布に対

Light source

Collimator

Object

Point detector

Lens

SLM

Dz

図 5.2 TI-CGI の光学系．物体後方に微小距離 ∆z だけ離して変調素子を

配置する．これにより物体のデフォーカス像が取得可能となる．
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して SLMを用いてマスクをする．すなわち，式 (5.2)は

br =

"
Mr,positive(x, y)I(x, y; z + ∆z) dxdy −

"
Mr,negative(x, y)I(x, y; z + ∆z) dxdy

(5.4)

と書き改められる．したがって，式 (5.3)を用いて物体のデフォーカス像 I(x, y; z+∆z)

が再構成される．前進差分近似を用いるために，再構成されたデフォーカス像の平均

値を取り物体のインフォーカス強度を推定する 99, 133)．すなわち，

I(x, y; z) = I ≈ Ī(z + ∆z) (const.) (5.5)

を計算する．最終的に，式 (2.15)および式 (2.16)を用いて物体の位相分布 ϕ(x, y; z)が

算出可能である．

物体からの回折光が変調マスクで十分に覆える場合に，物体面 (x, y; z) とデフォー

カス面 (x, y; z + ∆z) において光のエネルギが保存されるため，デフォーカス像か

らインフォーカス強度を近似的に算出できる．振幅に分布をもつ物体 u(x, y; z) =√
I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)}を計測する場合は，上述の近似を用いることができないため，

(x, y; z+∆z)とは異なるデフォーカス面もしくは物体面における強度分布を計算ゴース

トイメージングの原理にしたがい取得する必要がある．その場合は，変調素子を光軸

方向に走査するか，もしくは二つ用いるなどして I(x, y; z + ∆z)と異なる強度分布を取

得する．以降のシミュレーションおよび光学実験では，振幅分布が一様な物体を用い

て TI-CGIの原理を実証する．

5.4 TI-CGIのシミュレーション

シミュレーションにより TI-CGI の原理を実証する．図 5.2 に示す光学系を想定

し，光源の波長は 532 nm とした．SLM の画素サイズは 36 µm× 36 µm とした．

変調パターンとして，64 [pixel] × 64 [pixel] の Hadamard マスクを用いた．なお，

イメージング品質の向上のために Negative series も用いたため，強度計測回数は

m = 64 × 64 × 2 = 8192 である．図 5.3 に示す二つの純位相物体を計測対象とした．

図 5.3(b)は光学実験において計測するマイクロドットレンズ 100) を想定して与えた位

相分布である．ランダムノイズ耐性を検証するため，ノイズなしとノイズありの 2通

りについて位相分布を計測した．ノイズありの場合は，微弱光照明を想定し，3.3節よ

りも強い Gaussianノイズ（標準偏差 0.083，SNR=6.0に相当）を用いた．ここで入射

光の平均強度は 1である．一般的なイメージセンサでは露光時間を数秒から十数秒に
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図 5.3 シミュレーションにおける計測対象．(a)ガウス状の位相分布，(b)

マイクロドットレンズ状の位相分布．

しなければ物体像が取得できず，かつ計算ゴーストイメージングを用いて物体像が再

構成可能な限界程度 95) のノイズを想定し，この標準偏差を与えた．

以下にシミュレーション手順を示す．

i) 物体の複素振幅分布 u(x, y; z) =
√

I exp{iϕ(x, y; z)}を与え，SLM面まで ∆zの距

離角スペクトル法を用いて数値伝搬した．差分近似の精度とノイズの影響を低

減することのバランスを考慮し，伝搬距離 ∆zは図 5.3(a)，5.3(b)に対してそれ

ぞれ 30 mm，10 mmとした．

ii) Hadamard マスクの透過率分布を乗算した後，レンズにより集光することを想

定して複素振幅分布をフーリエ変換した．その後，フーリエ変換後の強度の総

和を算出し，点検知器による計測強度 br とした．なお，ノイズありの場合は

SLM面と点検知器面の 2面において Gaussianノイズを付加した．

iii) すべてのマスクに対して上の操作をおこない，式 (5.3) によりデフォーカス像

I(x, y; z + ∆z)を再構成した．再構成されたデフォーカス像の平均値 Ī(z + ∆z)を

算出してインフォーカス強度を推定し，式 (2.15)および式 (2.16)を用いて物体

の位相分布 ϕ(x, y; z)を算出した．

算出された位相分布の精度を二乗平均平方根誤差 (RMSE: Root Mean Squared Error)

RMSE =

√√√√
1

N2
image

Nimage∑
i, j=1

{ϕtrue(i, j; z) − ϕret(i, j; z)}2 (5.6)

により評価した．ϕtrue(x, y; z) は与えた位相分布，ϕret(x, y; z) は TI-CGI により回復さ

れた位相分布である．
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シミュレーションにより得られたデフォーカス像およびその平均値，位相分布を

図 5.4 に示す．図 5.4(a)～(c) はノイズなし，図 5.4(d)～(f) はノイズありでガウス状

の位相分布を計測した結果である．図 5.4(g)～(i)はノイズなし，図 5.4(j)～(l)はノイ

ズありでマイクロドットレンズ状の位相分布を計測した結果である．図 5.4(c)，5.4(i)

に示す緑色の直線上の位相プロファイルの比較を図 5.5に示す．いずれの計測結果に

おいても，定性的に計測対象と同様の位相分布が得られている．位相プロファイルの

比較から，特にマイクロドットレンズ状の位相分布を計測した場合に位相差が小さく

計測されたが，これは Fourier変換による解法を用いる際の境界条件 106, 107) が原因で

あると考えられる．ガウス状の位相分布をノイズなし，ノイズありで計測した結果の

RMSEはそれぞれ，0.055 rad，0.26 radであった．これらの値は与えた位相分布の最

大の位相差 2πに対してそれぞれ，0.90%，4.1%の値である．また，マイクロドット

レンズ状の位相分布をノイズなし，ノイズありで計測した結果の RMSEはそれぞれ，

0.21 rad，0.22 radであり，それぞれ最大の位相差 0.8πに対して 8.8%，9.9%である．

ただし，マイクロドットレンズ状の位相分布の計測精度を評価する場合は，境界条件

による誤差の影響を低減するために，図 5.4に黄色い破線で示す領域内部で RMSEを

算出した．以上の結果より，TI-CGIを用いて定量位相イメージングが可能なことが示

され，強いノイズが想定される微弱照明下においても 10%以下の誤差で位相計測が可

能であることが明らかとなった．

5.5 TI-CGIの光学実験

微弱照明下における光学実験により TI-CGI の有用性を示す．図 5.2 に示す光学系

を用いた．出力 50 mW，波長 532 nm のファイバレーザを光源として用い，透過率

1.0%，0.10%の 2枚の ND (Neutral Density)フィルタを光源の後方に配置し，光量を

10 万分の 1 にした．この光量は，一般の撮像素子では露光時間を数十秒にしなけれ

ば撮像が不可能なほどの極微弱光である．画素サイズが 36 [µm] × 36 [µm] の SLM

(LC2012, Holoeye Photonics AG) を Hadamard マスク表示用に用いた．Hadamard マ

スクの画素数は 64 [pixel] × 64 [pixel]としたため，強度計測回数は m = 8192である．

点検知器の代わりに画素サイズ 4.65 [µm] × 4.65 [µm] の CCD カメラを用いた．1.0

[mm] × 1.0 [mm]の点検知器を想定し，撮像素子の画素数 1280 [pixel] × 960 [pixel]の

うち，中央 215 [pixel] × 215 [pixel]の領域の強度総和を計算ゴーストイメージングの

再構成に用いた．計測対象は図 5.6に示すマイクロドットレンズ 100) である．マイク
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図 5.4 シミュレーションにおいて TI-CGIにより取得されたデフォーカス

像 [(a)，(d)，(g)，(j)]，インフォーカス強度 [(b)，(e)，(h)，(k)]および位相

分布 [(c)，(f)，(i)，(l)]．(a)～(c)ノイズなし，(d)～(f)ノイズありの場合の

ガウス状の位相分布の計測結果．(g)～(i)ノイズなし，(j)～(l)ノイズありの

場合のマイクロドットレンズ状の位相分布の計測結果．マイクロドットレ

ンズ状の位相分布を計測した際は (i)内の破線内部で RMSEを算出した．

ロドットレンズは図 5.6中の拡大図に見られるように，ドット状の分布をもつ．ドッ
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図 5.5 位相プロファイルの比較．(a)ガウス状の位相分布の計測結果，(b)

マイクロドットレンズ状の位相分布の計測結果．

トの直径は 470 µmであり，ドットとそれ以外の領域で位相差がある．この拡大図は

ドット構造を可視化するために光学顕微鏡を用いてデフォーカスして取得した顕微画

像であり，合焦面ではほぼ一様な強度分布をもつ．マイクロドットレンズから SLM
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Defocused microscopic
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図 5.6 光学実験における計測対象．右側の拡大図は光学顕微鏡を用いて

わずかにデフォーカスして取得した強度分布である．

までの距離はシミュレーションと同様，∆z = 10 [mm]とした．

TI-CGI により取得されたデフォーカス像とその平均値，位相分布をそれぞれ

図 5.7(a)，5.7(b)，5.7(c)に示す．取得されたデフォーカス像と位相分布からドット構

造が確認できる．また，横方向のストライプ状の模様が両分布に見受けられる．これ

は変調素子として液晶型の SLM を用いたため，ピクセル間のクロストークにより振

幅変調にムラができたためであると考えられる．誤差が横方向にあらわれている原因

としては，SLMが表示方向に特性をもつことが考えられる．変調素子として DMDを

用いることにより，この誤差は解消可能である．

TI-CGIの計測精度を評価するために，定量位相イメージングとして最もよく用いら

れる手法である位相シフトディジタルホログラフィ 11) を用いて取得した位相分布と比

較する．位相シフトディジタルホログラフィは現在，定量位相イメージングにおいて

主流の手法であり高精度な位相計測が可能であるため，比較対象として用いた．位相

シフトディジタルホログラフィでは，光学系は図 1.1(a)に示す Mach-Zehnder型干渉

計を用い，位相シフト量は 0，π/2，π，3π/2 radとした．なおこのとき，TI-CGIの場

合と同一の光源を用い，NDフィルタは挿入していない．位相シフトディジタルホロ

グラフィを用いて取得した位相分布を図 5.7(d) に示す．図 5.7(c)，5.7(d) に示す黄線

上の位相プロファイルの比較を図 5.8に示す．TI-CGIの面内分解能は撮像素子でなく

SLMの画素サイズに依存するため，位相シフトディジタルホログラフィよりもサンプ

リングが粗い．しかしながら，両者の位相プロファイルはほぼ一致している．TI-CGI
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図 5.7 実験結果．TI-CGIにより取得された (a)デフォーカス像，(b)イン

フォーカス強度，(c) 位相分布．(d) 計測精度の比較評価のために位相シフ

トディジタルホログラフィにより取得された位相分布．

を用いた場合は，位相差が小さく計測されているが，これはシミュレーションと同様

の結果であり，境界条件が原因であると考えられる．本実験において TI-CGI を用い

た場合の光量は，1度の強度計測に対して通常の 10万分の 1であり，一連の 8192回

の強度計測に要する光の総量は通常の 8192/100000≈1/12 である．一般の撮像素子を

用いる場合，50 mW光源の光量を 10万分の 1にして撮像すると露光時間を数十秒に

しなければならない．長い露光時間を要すると，生きた細胞の観察は困難であり，露

光中に生じる振動によりイメージングの品質が劣化する．一方，TI-CGIの場合，本実

験で用いたリフレッシュレートが 60 Hzの SLMでは可能ではないが，10 kHz以上の

高速変調が可能である DMDを用いれば，1秒未満のイメージングが可能である．し

たがって，生きた細胞の定量評価への応用が可能であると考えられる．以上の結果か

ら，TI-CGIは微弱照明下において位相シフト法と同等の精度で定量位相イメージング

が可能であることが示された．

– 57 –



第 5章 強度輸送計算ゴーストイメージング

0 100 200 300 400
Position in plane [mm]

0

1.0

R
e

la
ti
v
e

 p
h

a
s
e

 [
ra

d
]

図 5.8 TI-CGIと位相シフトディジタルホログラフィにより取得した位相

プロファイルの比較．

5.6 結言

本章では，簡易な光学系を用いて微弱照明下において定量位相イメージングを実現

する手法として TI-CGIを提案した．TI-CGIは，干渉を用いる従来法 96–98) と比較し

て光学系が簡易，強度計測回数が少ないという利点をもつ．シミュレーションにより，

TI-CGIの原理を確認し，ランダムノイズ耐性を評価した．さらにマイクロドットレン

ズを評価試料として用いた光学実験により，微弱照明下において一般的な位相計測法

である位相シフトディジタルホログラフィと同等の精度で定量位相イメージングが可

能であることを示した．TI-CGIは，微弱照明を用いて吸収が小さく厚みの小さい生細

胞を非侵襲に観察・評価する技術への発展が期待される．
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本論文では，現行の細胞観察において課題である高分解能化により被写界深度が浅

くなる問題と，光毒性や強度の強いレーザ光による侵襲性に対する問題への解決方策

として，オートフォーカス TIE，適応的オートフォーカシング，TI-CGIの三つの手法

を提案した．オートフォーカス TIEは薄い単一の試料や同一平面内に存在する複数の

物体に数値処理によりフォーカスを合わせることが可能な手法である．オートフォー

カス TIEを発展させ，異なる深さ位置に存在する複数の物体や 3次元構造をもつ物体

（厚みのある物体）に視野全体においてフォーカスを合わせることを可能にした手法が

適応的オートフォーカシングである．これら二つの手法は高分解能化に伴う問題への

解決方策として提案した．さらに侵襲性に対する問題の解決策として，光量が少ない

環境においても簡易な光学系を用いて比較的高品質な定量位相イメージングを可能と

する手法として TI-CGI を提案した．本論文の総括として，以下に各章の内容をまと

める．

第 1章では，本研究の根幹的な技術である定量位相イメージングについて各手法の

特徴を比較し，近年の研究動向をまとめた．さらに，生体・医療分野における研究動

向と課題を示し，その課題に対する定量位相イメージングによる解決方策と指針を示

した．

第 2章では，本論文において提案するすべての手法に対する要素技術である強度輸

送方程式を用いた定量位相イメージングの概要を述べた．本論文の理解の一助となる

よう，Woods らの解析にしたがい，強度輸送方程式の物理的意味を示した．さらに，

強度輸送方程式の Fourier 変換による解法を示し，典型的な状況について強度輸送方

程式を用いた定量位相イメージングの具体的な実験操作を示した．

第 3章では，強度輸送方程式を用いた単一平面に対するオートフォーカス技術とし

てオートフォーカス TIEを提案した．はじめに，オートフォーカス TIEの原理を述べ

た．分散，勾配，2次微分に基づく 3種類の統計量による評価方法を示し，物体光軸

位置の特定方法を述べた．次に，振幅が一様な物体に対して，シミュレーションによ

りオートフォーカス TIEの原理を確認するとともに，3種類の評価方法のランダムノ

イズ耐性を評価した．ノイズなしの場合は，いずれの評価方法を用いても物体光軸位

置が特定可能なことが示された．ノイズありの場合は，勾配もしくは 2次微分を用い

ることにより高精度に光軸位置が特定可能なことが明らかとなった．分散を用いた場
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合に特定精度が低下する原因として，強度輸送方程式を用いた定量位相イメージング

に特有な低空間周波数ノイズを挙げ，勾配・2次微分を用いることによりこの低周波ノ

イズの影響が低減可能であると考察した．最後に，ゾウリムシの標本による光学実験

によりオートフォーカス TIEの有用性を示した．評価関数として勾配を用いることに

より高精度に物体光軸位置が特定可能なことが示された．シミュレーションの結果と

比較して 2次微分による精度が低下した原因として，光学系の分解能が不十分なこと

による高空間周波数情報の欠落を挙げた．オートフォーカス TIEは撮像素子を機械的

に走査することから，動きの遅い植物細胞の逐次観察に応用可能であると考えられる．

シングルショット手法を取り入れることにより，さらに動きの速い動物細胞への適用

も期待される．

第 4 章では，被写界深度を超えて複数の物体が存在する場合や 3 次元構造をもつ

物体に画素ごとにフォーカス可能な手法として適応的オートフォーカシングを提案し

た．はじめに，適応的オートフォーカシングの原理を述べた．局所評価領域の大きさ

を固定して使用する類似手法と比較して，局所評価領域の大きさを変化させることの

メリットについて言及した．さらに，類似手法では述べられていなかった位相値を繋

ぎ合わせる際の注意点を述べ，その解決方法を示した．次に，適応的オートフォーカ

シングの有用性をヒメツリガネゴケを試料として用いた光学実験により示した．局所

評価領域の大きさを固定した実験結果と比較し，適応的オートフォーカシングを用い

ることにより，より高精度に物体の光軸位置を特定し，デフォーカスによる位相計測

の誤差が低減可能であることが明らかとなった．適応的オートフォーカシングもオー

トフォーカス TIEと同様，シングルショット手法を取り入れることにより生きた細胞

の逐次観察への応用が期待される．適応的オートフォーカシングは計算コストが高い

という短所があるため，被写界深度が十分である場合は計算機の性能へのコスト削減

を考えると，オートフォーカス TIE を用いることが望ましいといえる．このように，

オートフォーカス TIE と適応的オートフォーカシングの使い分けが考えられる．ま

た，実用化に際しては，両手法とも物体の空間周波数に応じた光学系の分解能の調整

や，その分解能が物体光軸位置の特定に及ぼす影響をさらに精査する必要があると考

えられる．

第 5章では，SNRの低い微弱照明環境において定量位相イメージングを実現する手

法として TI-CGI を提案した．ディジタルホログラフィを応用した従来手法と比較し

て，TI-CGIは光学系が簡易かつ強度計測回数が少ないという長所をもつ．はじめに要
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素技術である計算ゴーストイメージングの原理を述べた．本論文ではイメージング品

質向上のために，Hadamardマスクを用いる方法を示した．続いて，TI-CGIの原理を

述べた．TI-CGIでは光波の振幅分布を変調する素子を物体後方に配置してデフォーカ

ス像を取得することにより，強度輸送方程式を用いた定量位相イメージングを適用可

能にした．次節でシミュレーションにより TI-CGI の原理確認とノイズ耐性の評価を

おこなった．その結果，TI-CGIは一般的な撮像素子では像の取得が困難な環境におい

ても，比較的高品質な定量位相イメージングが可能であることが示された．最後に，

TI-CGI の有用性を光学実験により示した．ND フィルタを用いて光量を極限まで少

なくした状況において，減光をおこなわずに位相シフトディジタルホログラフィによ

り取得した位相分布と計測精度を比較した．その結果，位相シフトディジタルホログ

ラフィと同等の精度で定量位相イメージングが可能であることを示した．TI-CGIは，

iPS細胞などの生体試料の非侵襲観察および定量評価への応用が期待される．TI-CGI

はインフォーカス像をデフォーカス像から仮想的に取得するため，実用化に際しては

さらに物体の吸収の影響を精査する必要があると考えられる．

本論文では，いずれの手法においても比較的大きな物体を計測対象としてきたが，

実際に µmオーダーの小さな細胞の観察に応用する場合は，対物レンズを物体の後ろ

に挿入して拡大するのみで理論的には回折限界程度の分解能で定量位相イメージング

が可能である．また，既存の顕微鏡システムに組み込むことも可能である．本論文に

おいて提案した手法はすべて，生体・医療分野への応用を展望して提案したものであ

る．初めは透明な細胞を可視化するために提案された位相イメージングも発展を遂げ，

“定量”の 2文字が冠され，位相分布が定量的に取得可能となった．さらには，回折ト

モグラフィ 142) を用いることにより，異なる物体回転角度や照明角度において取得さ

れた定量位相から 3次元屈折率分布が得られることが示されており，提案手法をそれ

に応用することにより高精度かつ多次元な情報に基づく細胞の客観的な評価方法の確

立が期待される．また近年では，定量位相イメージングによる病理診断 143–145) の検討

がなされており，生体・医療分野と定量位相イメージングは切っても切れない関係に

ある．互いの分野がともに発展していくために分野間の協力は必要不可欠であり，生

体・医療分野の要求を満たしていくために新たな手法を創出することが，我々，応用

光学に携わる研究者の醍醐味の一つではないかと思う．本論文において提案した三つ

の手法が，生体・医療分野の発展に寄与することを願う．
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付録 A-1 強度輸送方程式の導出の詳細

以下に強度輸送方程式の導出を示す．均質媒質中における近軸の Helmholtz方程式(
∇2
⊥ + 2ik

∂

∂z

)
u(x, y; z) = 0

∂2

∂x2 u(x, y; z) +
∂2

∂y2 u(x, y; z) + 2ik
∂

∂z
u(x, y; z) = 0 (A.1)

から出発する．光波の複素振幅分布

u(x, y; z) =
√

I(x, y; z) exp{iϕ(x, y; z)} (A.2)

を式 (A.1)に代入する．xの微分に関する項を計算すると，
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となる．yの微分に関する項も同様である．zの微分に関する項を計算すると，

2 ik
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となる．式 (A.3)，(A.4)を exp{iϕ(x, y; z)}/
√

I(x, y; z)で割り算すると（yの微分に関す

る項も xと同様に），
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となる．その後，式 (A.5)，(A.6)，(A.7)を用いて式 (A.1)をあらわし，その虚部を取

ると，[
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となる．式 (A.8)を ∇⊥ を用いてあらわすと，

I(x, y; z)∇2
⊥ϕ(x, y; z) + ∇⊥I(x, y; z) · ∇⊥ϕ(x, y; z) = −k
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λ
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(A.9)

強度輸送方程式，式 (A.9)を得る．
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付録 A-2 相関関数の導出の詳細

以下に相関関数の導出を示す．相関関数はスペックル場の二次統計に基づく解析に

より導出される．異なる 3次元空間の座標において観測されるスペックル場 S (x, y; z)，

S (x′, y′; z′)の相互相関関数は

⟨S (x, y; z)S (x′, y′; z′)⟩ = ⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ + | ⟨s∗(x, y; z)s(x′, y′; z′)⟩ |2

= ⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ [1 + |h(x, y, x′, y′; z, z′)|2] (A.10)

とあらわされる 140, 141)．ここで，s(x, y) はスペックル場の複素振幅分布，

h(x, y, x′, y′; z, z′)は

h(x, y, x′, y′; z, z′) =
⟨s∗(x, y; z)s(x′, y′; z′)⟩√
⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩

(A.11)

である．さらにフレネル領域では，h(x, y, x′, y′; z, z′) が 2 点の座標間の距離にのみ依

存するため，

h(x, y, x′, y′; z, z′) = h(x − x′, y − y′; z − z′) (A.12)

と書ける 140)．

図 1.2(a)に示すゴーストイメージングの光学系において，物体強度分布を I(x, y; z)，

物体に照明されるスペックルパターンを S r(x, y; z)，エリアセンサにより取得される強

度分布を S r(x′, y′; z′)とおく．ここで，r = 1, 2, ...,mは測定回数である．スペックルパ

ターン S r(x, y; z) により照明された物体 I(x, y; z) を透過，もしくは反射した後の強度

総和は，

br =

"
S r(x, y; z)I(x, y; z) dxdy (A.13)

とあらわされる．異なるスペックルパターンで m回照明した際の br の平均は，

⟨b⟩ =
"
⟨S (x, y; z)⟩ I(x, y; z) dxdy (A.14)

となる．ここで，⟨...⟩ は m 回の集合平均をあらわす．br と S r(x′, y′; z′) の積を考え

ると，

⟨bS (x′, y′; z′)⟩ =
"
⟨S (x, y; z)S (x′, y′; z′)⟩ I(x, y; z) dxdy (A.15)
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となる．式 (A.15)に式 (A.10)を代入すると，

⟨bS (x′, y′; z′)⟩ =
"
⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ [1 + |h(x, y, x′, y′; z, z′)|2]I(x, y; z) dxdy

= ⟨b⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩

+ ⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩
"

I(x, y; z)|h(x, y, x′, y′; z, z′)|2dxdy

(A.16)

となる．式 (A.16)の 1行目から 2行目の変形において，スペックルパターンは十分に

ランダムかつ計測回数 mが十分多いとして

⟨S (x, y; z)⟩ = ⟨S (x′, y′; z′)⟩ ≈ const. (A.17)

を用いた（Hadamardマスクを S r(x, y; z)および S r(x′, y′; z′)とした場合，集合平均は

完全に定数となる）．式 (A.12)の関係を用いて，式 (A.16) 2行目の積分をあらわすと，"
I(x, y; z)|h(x, y, x′, y′; z, z′)|2dxdy =

"
I(x, y; z)|h(x − x′, y − y′; z − z′)|2dxdy

(A.18)

となる．スペックルパターンが十分細かい場合，h(x − x′, y− y′; z− z′)は原点付近に鋭

いピークをもつため，デルタ関数と近似できる．すなわち，式 (A.18)は，"
I(x, y; z)|h(x − x′, y − y′; z − z′)|2dxdy ≈

"
I(x, y; z)|δ(x − x′, y − y′; z − z′)|2dxdy

= I(x, y; z) ⊗ δ(x′, y′; z′)

= I(x, y; z) (A.19)

とあらわされる．ここで，⊗ は畳み込み積分演算子である．したがって，式 (A.16)

より

⟨bS (x′, y′; z′)⟩ = ⟨b⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ + ⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ I(x, y; z) ,

I(x, y; z) =
⟨bS (x′, y′; z′)⟩ − ⟨b⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩
⟨S (x, y; z)⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ (A.20)

が得られる．再び，式 (A.17)を用いることにより，式 (A.20)右辺の分母を定数とみな

せるため，相関関数

I(x, y; z) = ⟨bS (x′, y′; z′)⟩ − ⟨b⟩ ⟨S (x′, y′; z′)⟩ (A.21)

が得られる（I(x, y; z)を G(x, y)，S (x′, y′; z′)を M(x, y)とすることにより，式 (5.3)に

一致する）．
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