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コンタクトイメージングにおける視認性向上のための
リフォーカシングと高周波照明法の統合

國吉 房貴1,a) 舩冨 卓哉1 久保 尋之1 澤田 好秀2 加藤 弓子2 向川 康博1

概要：コンタクトイメージングは，細胞を培養しながら観察を行うことができるレンズレスの撮像装置で
あり，撮像素子の上に被写体を直接配置し撮影を行う．しかし，コンタクトイメージングによって撮影さ

れる被写体の視認性は低下する傾向にある．そこで本研究では，コンタクトイメージングの視認性を向上

させるために，リフォーカシングと高周波照明法をコンタクトイメージングへ適用することに取り組む．

リフォーカシングは撮像面と照明における双対の概念に基づき，浅い被写界深度を合成するために用いる．

高周波照明法は，散乱光を分離するために用いる．しかし，単純な統合を行った場合，両者の手法を適用

するために大量の撮影が必要になってしまう．そこで本研究では，高周波照明法とリフォーカシングを統

一的な枠組みで定式化することによって，効率的に両者の手法を統合する手法を提案する．さらに，我々

はウニの受精卵を用いて提案手法の有効性を検証した．

1. はじめに

近年，病理学の分野において安全な細胞培養への需要が

高まっている．しかし，温度が一定に保たれた恒温器内で

培養された細胞を観察するために，現在は一旦外部に取り

出してから光学顕微鏡に設置した観察が行われている．し

かし，細胞を恒温器から取り出して観察を行う場合，培養

される細胞に汚れ，運搬時の振動，温度の変化によるスト

レスを与えてしまう危険性がある．そこで我々は受精卵の

培養を目的とし，恒温器内に小型な細胞の観察装置を設置

することによって細胞の培養と観察を同時に行うシステム

を提案する．我々は，撮像素子の上に直接被写体を配置す

ることによってレンズを省いた小型な撮像装置である，コ

ンタクトイメージングを開発している [27]．しかし，コン

タクトイメージングは，レンズを省いた撮像装置であるた

め，光学顕微鏡のように焦点を調節することによって被写

体の重なりを観察する方法や，被写体により散乱した光の

みを分離することによって被写体を鮮明に観察する暗視野

検鏡を適用できない．そこで本研究では，レンズをもたな

いコンタクトイメージングにおける視認性を向上させるた

めに，光線空間の取得に基づくリフォーカシングと散乱光

を分離する高周波照明法を適用する．本研究の主な寄与は

次の 3つである．
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( 1 ) 双対の概念 [19]の導入によってレンズレスで光線空間

を取得する手法を提案．

( 2 ) コンタクトイメージングにおいてリフォーカシングと

高周波照明法を効率的に統合する手法を提案．

( 3 ) 統合のために，高周波照明法とリフォーカシングの式

を統一的な枠組みで定式化する手法を提案．

本論文では，2章で計算機演算を利用したレンズレス顕

微鏡および光学顕微鏡における視認性向上手法についての

関連研究を述べ，3章で提案手法の要素技術であるコンタ

クトイメージングと高周波照明法と光線空間を用いたリ

フォーカシングについて述べる．4章で高周波照明法とリ

フォーカシングを統合する提案手法について述べ，5章で

提案手法の有効性を検証する実験結果を示す．6章でまと

めと今後の課題について述べる．

2. 関連研究

レンズレスで撮影する手法は，顕微鏡を小型化できるた

め，生命科学の分野で広く研究されている．その中で主流

とされるのは，撮像素子上に配置した被写体の像を直接観

察するための手法，蛍光イメージングのための手法，超解像

度画像を取得するための手法である．この中でも最も単純

なものは撮像素子で取得される像を直接観察する画像処理

を必要としない撮像手法である．撮像素子で取得される像

を直接観察する手法は様々な目的で利用される．撮像素子

で取得される像を直接観察する手法は恒温器内に設置可能

な独立の小型顕微鏡を開発することを目的とする研究 [10]
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や，病気の診断アプリ [20]，細胞の性質を顕在化する高い

処理能力を伴う撮影にも用いられる [21]．しかし，これら

の手法では撮影対象となる細胞が撮像素子から離れた場所

に設置されるため，光の回折の影響により細胞の微細構造

を撮影することができないという問題がある．また，レン

ズを省くことによる顕微鏡の小型化は蛍光イメージングに

おいても実現される [8]．また，照明の工夫によって解像度

を高める技術 [3], [11], [26]や，高解像度化された画像のカ

ラー化 [12]も研究されている．

点光源の移動によって微細な細胞にパターンを投影する

手法は，超解像度画像を取得したり [2]，広い視野角で観

察を行うために用いられる [5], [9], [16]．また，照明を利

用した小型な観察装置も開発され [1]，撮像素子の間隔を

ホログラフィックで再構成することによる実験も行われ

る [4]．また，照明パターンを空間的に変化させることに

よって明視野観察，暗視野観察，位相差観察を実現させた

研究も報告されている [6], [15], [22], [25]．フーリエ画像解

析によって視認性を向上させる手法も同様に報告されてい

る [7], [18], [24]．また，照明をあてる角度によって生まれ

る位相差を利用する観察手法も報告されている [23]．しか

し，これらの手法はレンズを含む観察装置のために研究さ

れる手法であり，装置全体を小型化することは困難である．

3. 要素技術

3.1 コンタクトイメージング

コンタクトイメージングは撮像素子の上に被写体を直接

または近くに置き，点光源で被写体に光をあてることに

よって撮影を行う手法である．Greenbaum[5]らは，病理

サンプルのホログラフィック画像を広範囲かつ高解像度で

撮影する装置を提案した．Greenbaumらの観察対象は，厚

さ 7µmの病理サンプルで，機械的に撮像素子を動かすこ

とによって自動的に焦点の調節を行う機能を実装した．し

かし，受精卵などの細胞は，サブミリメートル程度の厚み

をもつため，厚さ 7µmの薄い病理サンプルを対象とした

Greenbaumらの手法は適さない．

我々が開発した初期のプロトタイプを図 1に示す．この

プロトタイプはGreenbaumらの装置と近い構成であり，固

定された点光源と撮像素子が埋め込まれたペトリ皿で構成

される．撮像素子は培養液中の細胞を観察するために防水

加工が施されている．観察対象となる試料は Greenbaum

らのように広視野観察の必要が無いため撮像素子の上に直

接配置する．

3.2 高周波照明法

一般に，光源で照らされたシーン中のある点で観測され

る輝度値には直接光成分と大域光成分が含まれる．直接光

は光源から観測点まで直進性を保ったまま伝播する光であ

り，大域光は被写体で散乱や反射や屈折をすることによっ

CCD

Cells

Point light source

図 1 コンタクトイメージングの初期プロトタイプ [27]

て光源から観測点まで複雑な光路を伝播する光である．直

接光は細胞の輪郭を鮮明化する効果を持つことが知られる

一方，大域光は画像の視認性を損なわせる効果をもつ．直

接光と大域光を分離する手法として Nayarらは高周波照明

法 [17]を提案した．高周波照明法は明暗が繰り返されたパ

ターン（以下，高周波照明と呼ぶ．）を異なる位相で投影し

たシーンを撮影した複数の画像を用いて，計算により直接

光と大域光の分離を行う手法である．位相が異なる高周波

照明が投影されたシーンでは，観測面におけるすべての点

で観測される輝度値の総和は高周波照明を投影しないシー

ンと比較して減衰する．このとき，高周波照明を投影した

場合に観測される直接光と大域光は，

I(x, y) = α(x, y)D(x, y) + βG(x, y) (1)

としてあらわされる．このとき，I(x, y)は (x, y)点におけ

る輝度値を表し，α(x, y)は高周波照明によって決定される

直接光の係数を表す．β は大域光の係数を表す．そして，

D(x, y)は直接光，G(x, y)は大域光を表す．ここで，高周

波照明の位相を N 回シフトさせて撮影を行うことによっ

て得られる各観測点における輝度値は，
I1(x, y)

...

IN (x, y)

 =


α1(x, y) β

...
...

αN (x, y) β


[
D(x, y)

G(x, y)

]
(2)

として表すことができる．画像の各点における直接光と

大域光をベクトルX(x, y)とすると，次式のように表記で

きる．

I(x, y) = C(x, y)X(x, y) (3)

X(x, y)は観測される輝度値との二乗誤差を最小化するこ

とによって，求めることができる．

argmin
X(x,y)

∥I(x, y)−C(x, y)X(x, y)∥ (4)

3.3 リフォーカシング

光線空間を用いた顕微鏡 [13], [14]は，シーン中を伝播す

る光線の集合を表す光線空間を画像の群として記録するこ

とによって，撮影後，任意の位置に合焦した画像（以下，
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リフォーカス画像とする．）を合成するリフォーカシング

の手法を適用した顕微鏡である．そして，アレイ状に配置

したカメラやレンズを用いて画像の群として光線空間を取

得し [13], [14]，取得された画像をそれぞれ平行移動し，加

算平均することによってリフォーカス画像を合成する．リ

フォーカス画像 Rは以下のように表すことができる．

R(x, y, d) =
∑
m

Im(x− d∆xm, y − d∆ym), (5)

Im(x, y)は，画像の群として取得された光線空間中のm番

目の画像である．dは焦点面の深さを示し，∆xm と ∆ym

は画像間に存在する視差を表す．

4. 高周波照明法とリフォーカシングの統合

本章では，コンタクトイメージングにおいて高周波照明

法とリフォーカシングを統合する手法を説明する．まず，

光線空間を用いたリフォーカシングをコンタクトイメージ

ングへ適用する手法を説明する．次に高周波照明法をコン

タクトイメージングへ適用する手法を述べる．そして，高

周波照明法とリフォーカシングをナイーブに統合した場合

にアルゴリズムが非効率化する問題を挙げる．そして，リ

フォーカシングを最小二乗法で解く新たな定式化を提案

し，最後に高周波照明法とリフォーカシングを統合する手

法について述べる．

4.1 コンタクトイメージングにおける光線空間の取得

リフォーカシングを適用するためには，シーン中の光線

を画像の群として取得する必要がある．しかし，コンタク

トイメージングの装置構成はレンズをもたない撮像装置で

あるため，カメラやレンズをアレイ状に配置し光線空間を

取得する手法 [13], [14]を適用することができない．そこ

で本研究では，双対の概念 [19]を導入することによって，

カメラやレンズをアレイ状に配置する従来法をコンタクト

イメージングへ疑似的に適用する．

光源で照らされたシーンを撮影する場合，撮像素子と点

光源の間には双対の関係が存在する [19]．このため，単一

点に配置された点光源と撮像素子の組は，面光源とピン

ホールカメラの組とみなすことができる．双対の関係を

図 2(a)に示す．そして，双対の関係を利用すれば，コン

タクトイメージングにおいて光線空間を画像の群として取

得し，リフォーカスを実現できる．なぜなら，アレイ状に

配置した点光源はアレイ状に配置されたピンホールカメラ

とみなせるためである．本論文では，点光源の配置位置を

mと表記し，点光源を mに配置した場合に取得される画

像を Im と表記する．

4.2 コンタクトイメージングにおける高周波照明の投影

直接光と大域光の分離の手法を適用するためには，高周

Point light
source

Object

CCD sensor Planar light source

Pinhole camera

(a) (b)

図 2 点光源と撮像素子の組と面光源とピンホールカメラの組の双

対関係

(a) (b)

Point light Source

Stripe pattern

Cells

CCD sensor

Direct
Global

図 3 (a) ストライプパターンを点光源と撮像素子の間に設置した装

置を示す．(b) 赤線は被写体を透過し直進する直接光を表す．

そして，青線は被写体にあたることによって散乱する大域光を

表す．

波照明を対象物に投影する必要がある．そして，安定的に

分離を実行するためには，高周波照明を一定量のステップ

ずつパターンをシフトさせて撮影を行う必要がある．従来

の研究において高周波照明の位相を変えるために用いら

れたのは，ディスプレイやプロジェクタである．しかし，

コンタクトイメージングは点光源を照明として用いるた

め，高周波照明を投影する機能をもたない．そこで我々は，

図 3(a)のようにストライプパターン *1 を点光源と撮像素

子の間に挿入し，点光源からの光をマスクすることによっ

て，高周波照明の投影を行う．また，パターンの移動のた

めにストライプパターンを機械的に移動する装置を導入し

た．本研究では，コンタクトイメージングにおける直接光

と大域光を図 3のように定義する．

4.3 コンタクトイメージングにおけるナイーブな統合

位相を変化させた高周波照明を投影し，十分な観測が得

られた場合，高周波照明法とリフォーカシングを順次適用

することが可能である．高周波照明法とリフォーカシング

を順次適用する場合，m回光源の位置を変更し撮影する

*1 高周波照明法では，チェッカーパターンを用いることが一般的で
ある．しかし，簡易に手法の検証を行うために，本研究では 1次
元のパターンを高周波照明法に用いる．
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操作と一定回数ずつパターンを移動させる操作が必要であ

る．そして，撮影された画像に対し高周波照明法を適用す

ることによって，直接光Dm(x, y)と大域光 Gm(x, y)を取

得することができる．このとき，Dm(x, y)は散乱光除去さ

れた全焦点画像とみなすことができる．このため，光源位

置mごとに取得した直接光Dm(x, y)に対してリフォーカ

シングの処理を適用することによって，任意の深さ dに合

焦した直接光画像を取得することが可能である．しかし，

章 4.3の統合は，ストライプパターンと点光源の両方を動

かすため，大量の撮影を行う必要があり，非効率である．

また，ストライプパターンと点光源の両方を動かす装置を

導入する必要があるため，装置全体が大型化してしまう．

装置全体が大型化してしまうと，恒温器内に設置すること

が不可能となる．このため，ストライプパターンと点光源

の移動の併用による統合は実用的とはいえない．

4.4 コンタクトイメージングにおける効率的な統合

前節で述べたナイーブな統合法の欠点は，恒温器内に収

まるコンパクトな顕微鏡を開発する上で大きな問題となる．

そこで本研究では，ストライプパターンを固定し，点光源

の移動のみで高周波照明法とリフォーカスを統合する手

法を提案する．点光源の移動のみで統合を行うことによっ

て，装置の大型化を防ぐ．さらに我々はそれぞれ式の形が

異なる高周波照明法の式 (4)とリフォーカシングの式 (5)

を統一的な枠組みで定式化することによって，撮影回数を

増加させずに統合を行う手法を提案する．

4.4.1 最小二乗法を用いたリフォーカシングの定式化

ストライプパターンを固定し，点光源の移動のみで高周

波照明法とリフォーカスを統合する提案手法は，ストライ

プパターンを固定するため撮影回数が増加せず，また，ス

トライプパターンを動かす装置が不要であるため装置全体

が大型化しないという利点が存在する．しかし，提案手法

では点光源の移動とストライプパターンの移動が同時に実

行されるため，高周波照明法とリフォーカシングを順次適

用することができないため，最小二乗法を用いてリフォー

カスを定式化する．

まず，R̂(x, y, d)を深さ dに合焦した画像とする．そして，

複数の視点mから撮影された全焦点画像を Im(x, y)とする．

ここで，点光源の位置によって決定される視差 (∆xm,∆ym)

に応じて平行移動した画像 Im(x − d∆xm, y − d∆ym) は

R̂(x, y, d)と等価であるとみなすことができる．このとき，

リフォーカス画像間の差であるデフォーカス成分 ϵm(x, y, d)

は，

ϵm(x, y, d) = R̂(x, y, d)− Im(x− d∆xm, y − d∆ym)

(6)

として表すことができる．ここで，デフォーカス成分の二

乗総和の最小化式を以下のように表す．

min
∑
m

∥ϵm(x, y, d)∥2 (7)

式 (7)は R̂(x, y, d)が Im(x− d∆xm, y − d∆ym)を満たす

場合に成り立つ．このとき R̂(x, y, d)は画像の枚数をM と

おき，

R̂(x, y, d) =

∑M
m=1 Im(x− d∆xm, y − d∆ym)

M
, (8)

を解くことにより求まる．

式 (5)の場合，リフォーカス画像 R(x, y, d)は，平行移

動された画像 Im(x− d∆xm, y− d∆ym)の加算平均を計算

することで求まる．一方，式 (8)は，デフォーカス成分を

最小二乗法を用いて解くことによってリフォーカス画像

R(x, y, d)を求める．両者には解の求め方に違いがあるが，

合成されるリフォーカス画像は数式的に等価である．

4.4.2 高周波照明法とリフォーカシングの統合

章 4.4.1において，リフォーカシングの式 (5)を最小二

乗法を用いて解く式 (8)を提案した．本章では，高周波照

明法とリフォーカシングを統合する手法を説明する．

章 4.3において導入された，Dm(x, y) と Gm(x, y)は光

源位置 mにおける直接光と大域光であり，それぞれ全焦

点画像とみなすことができる．ここで，深さ d に合焦し

た直接光と大域光をそれぞれ D(x, y, d)と G(x, y, d)とし

て表す．それぞれの光源位置 mで取得された画像間のデ

フォーカス成分 ϵ′m(x, y, d)は，高周波照明を投影し撮影し

た画像 Im(x− d∆xm, y− d∆ym)とリフォーカスされた直

接光 D(x, y, d)と大域光 G(x, y, d)を用いて以下のように

表すことができる．

ϵ′m(x, y, d) =αm(x− d∆xm, y − d∆ym)D(x, y, d)

+ βmG(x, y, d)

− Im(x− d∆xm, y − d∆ym). (9)

直接光の係数 αm(x, y)と大域光の係数 βmは，高周波照

明法に基づいて被写体を置く前にあらかじめ計測可能な係

数である．本研究では，αm(x, y)をストライプパターンが

ある場合と無い場合に撮像素子上の観測点 (x, y)で観測さ

れた光線がもつ輝度値の比として取得し，同様に，βmをス

トライプパターンがある場合と無い場合に撮像素子で得ら

れる輝度値の総和の比を計測することによって取得する．

なお，αm(x, y)と βm を計測する際は，撮像素子上に被写

体を置かずに撮影を行った．

そして，リフォーカスされた直接光 D(x, y, d) と大域

光 G(x, y, d) はデフォーカス成分 ϵ′m(x, y, d) の二乗総和

∥ϵ′m(x, y, d)∥2を最小化することによって，以下のように取
得することができる．また，図 4にリフォーカスされた直

接光 D(x, y, d)と大域光 G(x, y, d)の概略図を示す．
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CCD sensor

Focus plane

Stripe pattern

Point light source

A pixel

図 4 ストライプパターンを固定し，点光源の移動のみで高周波照明

を投影することによって得られるデフォーカス成分.[
D(x, y, d)

G(x, y, d)

]
=argmin

X
∥I(x, y, d)−C(x, y, d)X∥2

=C+(x, y, d)I(x, y, d) (10)

I(x, y, d) =


I1(x− d∆x1, y − d∆y1)

...

IM (x− d∆xM , y − d∆yM )



C(x, y, d) =


α1(x− d∆x1, y − d∆y1) β1

...
...

αM (x− d∆xM , y − d∆yM ) βM


C+(x, y, d) =

(
C(x, y, d)⊤C(x, y, d)

)−1
C(x, y, d)⊤

5. 実験

5.1 実験環境

図 5に提案手法を検証するために作成した装置を示す．

そして，ストライプパターンは固定し，点光源のみを平行

移動ステージを用いて移動させることによって高周波照明

の位相を変化させる．本実験に用いる被写体は，未染色の

ウニの固定胚である．固定胚の大きさは直径約 100µmで

あり，培養液で満たされたペトリ皿の中に配置する．また，

撮影に用いる撮像素子 (Panasonic MN34595PL)の解像度

は 4, 656× 3, 480であり，ピクセル間の間隔は 1.335µmで

ある．撮像素子はペトリ皿に開けられた穴に埋め込まれて

いる．また，高周波照明を投影するために 40 lpmm (lines

per mm)のストライプパターンを用いる．ストライプパ

ターンは撮像素子から高さ 2.6mmの位置に配置される．

照明として用いる点光源は，LEDと直径 10µmのピンホー

ルで構成される．点光源は撮像素子から高さ 14.9mmの位

置に配置される．また，点光源は平行移動ステージを用い

て移動する．本実験では提案手法の検証を目的とし，点光

源を −5, 020µm から 5, 020µmの範囲で移動し，1,005枚

の画像を撮影し，撮影した画像に提案手法を適用すること

Point light
source 

d0 = 3.2mm
d1 = 11.5mm

Stripe
pattern

d0

CCD sensor
Cells

m

(a) (b)

d1

Distilled
Water

Stripe 
pattern

m

Point light
source

CCD
sensor

図 5 リフォーカシングと高周波照明法を統合する手法の検証を行

うために構成した実験装置

によって有効性の検証を行う．

5.2 実験結果

図 6は提案手法により，高周波照明法とリフォーカシン

グを統合し，焦点位置の調節を浅い被写界深度で実現し，

直接光と大域光の分離を行った結果である．本実験は異な

る 3つの受精卵に対して行った．(a)に初期のプロトタイ

プで撮影した全焦点画像を示し，(b)に提案手法により取

得された画像を示す．初期のプロトタイプで撮影した全焦

点画像中の細胞の輪郭は鮮明であるといえるが，奥行に応

じて現れるぼけが存在しないため，細胞の重なりを観察す

ることができない．特に sample3の全焦点画像を用いて細

胞の重なりを観察することは難しい．一方，それぞれの受

精卵に対して生成したリフォーカス画像は細胞の 3次元的

な構造を鮮明に観察することができる．例えば，sample1

について，図 6(a)の全焦点画像からは，8つに重なる細

胞を見分けることができない．一方，図 6(b)の 10µmと

20µmと 40µmにリフォーカスされた直接光画像を比較す

ると，8つの細胞が 3層に重なっていることが観察できる．

一方，10µmと 20µmにリフォーカスされた大域光画像は，

散乱光により視認性が低下しているものの，重なる細胞の

輪郭を視認することができる．しかし，40µmにリフォー

カスされた大域光画像は，散乱光の影響で視認性が低下し，

細胞の輪郭を視認することが難しい．上層の細胞ほど視認

性が低下する原因については，撮像素子からの距離が離れ

るにつれて細胞の重なりによる散乱光の量が増加したた

めであると考察する．また，大域光画像における細胞の輪

郭は発光しているかのように見え，直接光画像と若干異な

る．同様に sample2について，図 6(b)の 10µmと 30µm

にリフォーカスされた直接光画像を比較すると，8つの細

胞が下層に 4つ上層に 4つ重なっていることが視認できる．

図 6(b)の 10µmと 30µmにリフォーカスされた大域光画

像からも細胞の輪郭が多少確認できるものの鮮明とはいえ
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(a) 通常画像
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(b) 提案手法
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図 6 リフォーカシングと高周波照明法を統合し，ウニの固定胚を撮影した実験結果．(a)の列

に示されるのは，初期のプロトタイプで撮影した全焦点画像であり細胞の重なりを観察

することが困難である．(b) に示されるのは，高周波照明法によって分離された直接光

画像および大域光画像である．そして列状に連なる画像は，リフォーカシングによって

撮像素子から各距離に合焦したリフォーカス画像を示す．また，提案手法を適用するこ

とによって観察することができた細胞を緑線で示し，番号を付与した．
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ない．さらに sample3について，10µmと 20µmと 30µm

と 40µmにリフォーカスされた直接光画像から複雑に重な

る 8つの細胞を観察することができる．しかし，大域光画

像からは，細胞の輪郭はほとんど確認できない．よって，

大域光画像も細胞の観察に用いることができるものの，細

胞によって大域光画像の視認性効果には個体差があること

がわかった．以上の結果より，提案手法は高周波照明法と

リフォーカシングの効果を同時に実現していることを確認

した．また，通常画像では観察できない細胞の重なりを観

察できたことから提案手法にはコンタクトイメージングに

おける視認性を向上させるために有効であるといえる．

6. まとめ

我々は，恒温器内で細胞の培養と観察を同時に行うシス

テムの実現に向けて，レンズを省いた小型な細胞の観察装

置，コンタクトイメージングの開発に取り組んだ．本研究

は，コンタクトイメージングにおける視認性を向上させる

ために，計算機上で焦点位置の調節を行うリフォーカシン

グとシーン中の直接光と大域光を分離する高周波照明法の

統合を行った．また，効率的に統合を行うために，高周波

照明法とリフォーカシングを統一的な枠組みで定式化す

る手法を提案した．さらに，ウニの受精卵を用いた実験に

よって提案手法の有効性を確認した．今後の課題として，

受精卵以外の被写体に対する提案手法の有効性の検証や，

照明を多重化することによる撮影時間を削減すること，2

次元に明暗が繰り返される高周波照明を用いて更なる視認

性の向上を図ることが挙げられる．
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