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リフォーカシングによる初期胚の自由焦点画像生成 
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あらまし  我々は，インキュベータ内で培養細胞を連続監視するための小型撮影システムを開発している．この

システムはイメージセンサ上に直接細胞を置き，レンズレスで生きた細胞を撮像する方式である．そのため，焦点

の概念がなく，取得される画像は全焦点画像となるため，立体構造の情報が得られない．そこで我々は，複数の擬

似点光源を順次点灯して，都度細胞の全焦点画像を撮像し，それらの画像を元にリフォーカシングを行うことで，

立体構造情報の取得を試みた．これにより，細胞の輪郭を明確化し，さらに光学顕微鏡では困難な合焦面を斜めに

した観測が可能となる．ガラスビーズとマウスの初期胚を対象とした実験を行ったので結果を報告する． 
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Abstract  We are developing a lensless small imaging system, which takes living cells photos inside the incubator. 

We have tried contact or direct imaging, to image objects which are on the image sensor directly. Lensless 

imaging derives omnifocal image. This means structure information are lost. To get structure information and 

clear contours, we adopted refocusing. Any focal image is calculated from images taken with point light source 

array. We tested our system by imaging glass beads and mouse embryos. Refocused images showed clearer 

contours than unprocessed image. Subjects structure was expressed as different images among each focal plane. 

Furthermore, tilted focal image supports observation from leaning inclined view point. 

Keywords  Lensless microscope，Refocusing，Point light source array，Translucent,  Embryo 

 

1. はじめに  
培養細胞は，医学応用に限らずバイオ医薬等細胞由

来物質の製造に使用されている．その際，細胞の状態

を監視し続ける必要があり，細胞の状態監視には顕微

鏡が利用される．  

顕微鏡下の観察では，細胞の培養環境を保つ恒温槽

であるインキュベータからの取り出しによる細胞への

負荷が高く，細胞の死亡や変性の危険がある．そのた

め，インキュベータ内で細胞を監視し続ける簡易なシ

ステムの開発が期待されている．  

我々は，レンズを使用せず，イメージセンサ上で細

胞を培養して，透過光により半透明の細胞塊を撮影す

るレンズレス顕微鏡を開発中である．この装置は，レ

ンズや鏡といった光学系部品が不要となるため，小型
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化が容易となる利点がある．図１にレンズレス顕微鏡

の基本的な構成を示す．この構成では，イメージセン

サに直接被写体を置き，透過光により撮影する．レン

ズは不要であり，イメージセンサと照明の間にあるす

べての細胞の光学像が取得される．そのため，細胞が

重なり合った細胞塊を被写体とすると，個々の細胞の

判別が困難となり，細胞の大きさや形状・配置といっ

た，細胞の状態を判断するために必要な情報を取得す

ることができない．そこで我々は，リフォーカシング

を行うことで，細胞の立体構造を含む状態判別に必要

な情報の取得を試みた．点光源による照明を多方向か

ら照射する多光源撮影を行い，撮影後に自由に焦点面

を設定して，細胞塊中の細胞を観察可能とした．ガラ

スビーズとマウス初期胚を用いて実証したので報告す

る．  

1.1. 関連研究  

1.1.1. レンズレス顕微鏡  
レンズレス顕微鏡については，位相差を利用するも

の [1]，インラインホログラムによるもの [2]，ライトア

レイによるもの [3]がある．位相差によるものは，同一

光源からの光線を分けるための光学系が必要であり，

小型化が困難である．インラインホログラムによるも

のも，バックグラウンド光の必要から，一定以上の小

型化は困難である．ライトアレイによるものは，複数

の光源を同時に照射して得られる，明視野像と暗視野

像を利用して，半透明物質の境界面を明確に撮影する

方法である．一方，我々の提案する方法は，多数の光

源を用いる点でライトアレイによる撮影方法に類似す

るが，点光源を順次照射し，照明位置ごとに撮影した

画像を基にリフォーカシングを行い，合焦画像を合成

する点が異なる．  

1.1.2. リフォーカシング  
リフォーカシングはライトフィールドカメラによ

り記録された４次元光線空間（LF: Light Field）情報よ

り，任意の合焦面の画像を合成する際に用いられる．

LF カメラにおけるリフォーカシングの手順は，以下の

とおりである．１）視点の異なる複数の全焦点画像を

生成し，２）視点の位置に応じて合成しようとする合

焦点に対応する変位量を求め，３）変位を与えた各全

焦点画像を合成する [4]．  

我々が提案するレンズレス顕微鏡は点光源の透過

光により光学像を直接イメージセンサで取得する．位

置の異なる複数の点光源による複数の光学像は，焦点

の概念がないため，上記１）の全焦点画像に相当する．

そのため，光源の位置に応じて変位量を求め，変位を

与えた画像を合成することにより，細胞塊の合焦点画

像を合成することができる．  

 

2. システム構成と撮影手順  

2.1. 構成  
図２は我々の実験システムの写真と概略図である．

細胞培養用のシャーレと一体となったイメージセンサ

（パナソニック製 CCD MN34595PL）上にマウス初期

胚と培養液を入れて撮影を行う．イメージセンサはコ

ンパクトデジカメに使用されている CCD であり，セン

サ表面の集光レンズは取り除いてある．なお，CCD の

画素ピッチは 1.335μm であり，画像サイズは 4656×

3480 である．   

図３に細胞培養用のシャーレと一体となったイメ

ージセンサの上面（左）と裏面（右）の図を示す．細

胞培養用のシャーレの底面に 3mmφの穴をあけ，イメ

ージセンサはシャーレ底面の穴をふさぐように防水可

能な接着剤により貼り付けされている．撮影時には，

シャーレと一体化したイメージセンサを専用のソケッ

トにより基盤に固定する．  

照明は光源（林時計工業製 LA-HDF5010）による白

色光を７mmφ１m のグラスファイバーで導光し，10

μmφのピンホール（駿河精機製 S71-10）を通して照

射している．ピンホールは xy ステージ（駿河精機製

KYG06020-C）によりイメージセンサと平行な面上で

移動可能に構成した．照明の高さとイメージセンサの

 
 

図１ レンズレス顕微鏡の基本構成 .  

 
図３ シャーレと一体化したイメージセンサ．

左：上面，右：裏面．  

図２ 実験システムの照明とイメージセンサ部分．右は概

略図．  
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画素ピッチから計算して十分に小さいピンホールを用

いることで，ピンホールから射出した光束はイメージ

センサの２画素以上に広がらない，擬似的に点光源と

みなすことのできる照明となる．  

 

2.2. 撮影手順  
被写体として，ガラスビーズとマウス初期胚（２細

胞期，４細胞期，８細胞期）を用いた．マウスの初期

胚は半透明物体で，ほぼ球形をしており，直径約 100

μm である．なお，ガラスビーズの直径もこれと揃え

た．  

図４は微分干渉顕微鏡によるマウス胚の写真であ

る．外側を覆う胚膜（透明体）の中に，細胞がある．

２細胞期，４細胞期，８細胞期の正常胚ではほぼ同じ

大きさの細胞が，それぞれ２個，４個，８個備わって

いる．２から８細胞期では，細胞数が増えても胚全体

の大きさに変化はない．したがって，胚に含まれる細

胞の大きさは，細胞数が増えるに従って小さくなる．  

撮影にあたり，まず，マウス初期胚と培養液とをイ

メージセンサを貼り付けたシャーレに入れ，専用ソケ

ットにより基板に固定する．  

照明の高さはシャーレおよびソケットの形状に応

じて調整した．本報告では図５に示すように，照明の

高さは 11.5mm とした．  

ピンホールの位置制御の原点は，イメージセンサ中

心の直上を照明位置の原点とした．図５に，ピンホー

ル配置の決定方法を示す．被写体の高さ方向の中心点

を標準焦点位置とし，照明配置の１単位は，隣り合う

２点からの光線が，標準焦点位置を透過して，イメー

ジセンサ上の１画素ピッチ以上離れた点に到達するよ

うに決定した．なお，本報告で被写体としたマウスの

初期胚は，直径が約 100μm であるため，図５に示し

たように，イメージセンサから 50μm の高さをその中

心位置として標準焦点位置と定め，照明の間隔を決定

した．すなわち，照明 1 単位を 320μm とした．   

ピンホールの位置は，理想的には円状に配置される

ことが望ましく，被写界深度を浅くするためには円の

直径を大きくとることが望ましい．これは，ピンホー

ルの配置が光学レンズに対応するためである [4]．なお，

撮影中の照明の強度は一定とし，照明位置による照明

の強度変化に対する補正は行わなかった．  

撮影は暗室内で行った．図３のシャーレに培養液を

入れ，シャーレ穴，すなわちイメージセンサ上にマウ

ス初期胚およびガラスビーズを配置した．専用ソケッ

トによりイメージセンサ付きシャーレを基板に接続し

た後，xy ステージによりピンホールの位置を移動し，

移動終了後に撮影した．ピンホールを移動するごとに

撮影を繰り返し，リフォーカシングに用いる画像セッ

トを取得した．画像は 16 ビットグレースケールで記録

し，露光時間は約 700ms とした．  

 

3. リフォーカシング  
我々は，異なる照明位置からの透過光によって被写

体がイメージセンサ上の異なる位置に撮影されること

を利用してリフォーカシングを行う．異なる位置に撮

影された被写体のなかで，焦点を合わせたい部分（イ

メージセンサからの距離）が重なるように画像ごとの

変位量を求め，以下の式に従って合焦点画像 R(d,u,v)

を求める．   

 

ここで 1222  nji であり，  d は光源位置の違いに

よるイメージセンサ上の変位量を表す．なお，変位量

d を合焦画像 R(d,u,v)全体で一定とするのではなく，画

素 (u,v)ごとに変化させることで，合焦面を斜めや曲面

にするなど，通常の光学顕微鏡では実現が困難な合焦

画像を生成することが出来る．この場合 d は (u,v)の関

数となる．また，  N は光源の数であり， i=j=0 がイメ

ージセンサ中央の真上に位置する．   

図６にリフォーカシング処理の概要を示す模式図

を示す．焦点面１の位置で合焦したい場合を考える．

このとき，変位量 d とすると，焦点面１上にある物体

に対応する像は明確化させる．一方，焦点面２などの

他の位置では変位量 d で計算されるため，像が明確化

されず，ぼける．このように，リフォーカシングを用

Rሺ݀, ,ݑ ሻݒ ൌ
ଵ

ே
∑ ݑሺ௫,௬ሻሺܫ െ ݅݀, ݒ െ ݆݀ሻ௡
௜,௝ୀି௡  

 
図４ マウス初期胚の微分干渉顕微鏡写真．  

 
図５ 擬似点光源の設置間隔（ 1 単位）の決定方法．  
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いることで，対象物体の立体構造を把握することがで

きるようになる．  

 

4. 実験結果  
本報告では，図７に示すような x 軸方向９単位，y

軸方向９単位の正方形の４隅を削った配置に照明を設

定した．すなわち，n=4，N=57 である．   

4.1. ガラスビーズ 
図８に，直径平均約 100μm のガラスビーズを用い

て撮影した画像を示す．尚，振動等の影響を防ぐため，

ガラスビーズは透明接着剤で図３に示すシャーレ穴内

部のイメージセンサ上に固定した．ａ）はイメージセ

ンサ中央の直上の点光源により撮影された，リフォー

カシングを行っていない画像である．ｂ）～ｄ）はイ

メージセンサに平行な平面を合焦画像としてリフォー

カシングを行った画像である．ａ）の全焦点では重な

ったガラスビーズのすべての輪郭が見えており，上下

関係は不明である．一方，ｂ）の 30μm の合焦画像で

は，白円で囲まれた部分以外のガラスビーズの輪郭は

はっきりしているが，囲まれた部分のガラスビーズの

輪郭はぼけている．また，ｃ）の 40μm の合焦画像で

は，右側の白円で囲まれたガラスビーズの輪郭が明確

になり，ｄ）の 50μm の合焦画像で，左側の白円で囲

まれたガラスビーズの輪郭が明確になった．このこと

から，リフォーカシングにより，各焦点面上にあるガ

ラスビーズの輪郭が明瞭となり，立体構造が取得でき

ることがわかった．  

4.2. マウス初期胚  
図９に４細胞期のマウス胚を被写体として撮影し

た画像を示す．ａ）は全焦点画像であり，ｂ）ｃ）は

イメージセンサに平行な平面を合焦面としてリフォー

カシングを行った画像，ｄ）は合焦面を斜めにしてリ

フォーカシングを行った画像である．全焦点画像ａ）

では，個々の細胞の区別が困難であるが，リフォーカ

シングにより，ｂ）の位置に２つの細胞があり，それ

らの細胞の上に重なるようにして，ｃ）の位置に別の

２つの細胞が確認できる．さらにｄ）では，ｃ）で確

認できる細胞のうち大きい方（左側）と，ｂ）の２つ

の細胞とを通る合焦面により，異なる位置に存在する

これら細胞を同時に確認できた．変位量を合焦画像の

画素ごとに計算することで，画素ごとに異なる合焦位

置を用いることができ，それにより任意の合焦面の画

像が生成できた．   

次に，図１０に８細胞期のマウス胚を被写体として

撮影した画像を示す．図９と同様ａ）は全焦点画像で

あり，ｂ）ｃ）はイメージセンサに平行な平面を合焦

画像としてリフォーカシングを行った画像である．こ

こで，８細胞期胚の細胞は４細胞期胚よりさらに小さ

く，各細胞の直径は 30μm 程度であることに注意する．

ａ）の全焦点画像では，胚膜に沿って見える６個の細

胞と中央に重なる細胞が見える．一方，60μm のｃ）

では全焦点画像ａ）の胚膜に沿った６個の細胞の輪郭

が明瞭化しているが，36μm のｂ）では低い位置にあ

ると見られる２つの細胞の輪郭は確認できない．  

 

5. 考察  
イメージセンサ上に半透明の被写体を直接置いて

撮影するレンズレス顕微鏡において，擬似点光源を複

数用いて透過光による撮影を行った．擬似点光源を用

いて透過光で撮影された画像は，LF カメラの全焦点画

像に相当する．我々は擬似点光源により得られた画像

をリフォーカシングすることで，マウス４細胞期胚中

の細胞の明確な画像を得ることができた．さらに，レ

ンズを使わず，多光源撮影の結果からリフォーカシン

グすることで，任意の合焦面の画像を生成し，光学顕

微鏡では実現不可能な視点変換に相当する画像が生成

できることを確認した．斜めの合焦画像により，初期

胚中の細胞の配置に関わらず，個々の細胞の大きさと

形を確認しやすい画像を得ることができる．  

しかし，８細胞期胚については部分的には細胞の輪

郭を確認することが出来たが，細胞の位置によっては

輪郭線を確認することが困難であった．これは，細胞

 
図６ リフォーカシングによる合焦画像生成の概念図．

 

 
 
図７ 撮影実験時の照明配置．黒丸がイメージセンサ中

心の直上に位置する照明配置の原点である．照明位置の

間隔は照明 1 単位（ 320μm）である．  
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の重なりの多さにより，光が複雑に屈折し，光源から

の直接光以外の光の影響が増したためと考えられる．

これについては，リフォーカシングのみでは解決が困

難であり，直接光と屈折光の分離が必要である．さら

に，レンズレスであるため，画像の解像度はイメージ

センサの画素ピッチに依存する．マウスの初期胚は，

直径が約 100μm と大きく，２細胞期胚，４細胞期胚

の中の細胞も大きい．しかしながら８細胞期さらに分

裂が進み細胞が小さくなると，解像度不足により細胞

の観察が困難になる．ヒトの初期胚もマウスの初期胚

と同様の大きさと形状である．不妊治療の臨床現場で

は，８細胞期胚の細胞の観察が多く行われており，８

細胞期の細胞が明確に判別できることが，実用化のひ

とつの目安である．本報告では４細胞期胚の細胞が判

別でき，その立体的配置が判断できることを示したが，

８細胞期胚の明瞭化が課題である．  

 

6. まとめと今後の課題  
レンズレス顕微鏡の光源として複数の擬似点光源

を用い，リフォーカシングにより任意の合焦面画像を

生成し，マウス４細胞期胚中の細胞を撮影することに

成功した．しかし，臨床で重要な８細胞期胚中の細胞

については，現段階ではすべての細胞の輪郭を確認す

るには至っていない．リフォーカシングにあわせて，

屈折光の分離，解像度を補う手法の導入により，実用

可能な撮影システムの開発を目指す．   
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図９ マウス４細胞期胚を被写体とした撮影結果．上図

は胚内の細胞の配置と設定した合焦面の位置を示

す模式図．ａ）リフォーカシングを行っていない

画像．照明位置はイメージセンサ中央直上．ｂ）

イメージセンサ上 38μm 水平面の合焦画像．ｃ）

イメージセンサ上 70μm 水平面の合焦画像．ｄ）

傾斜平面の合焦画像．傾斜は水平面に対して，画

像右方向へ 10 度下がり，下方向へ 10 度下がる角

度．  

 

 
図 10 マウス８細胞期胚を被写体とした撮影結果．上図

に胚内の細胞の配置と設定した合焦面の位置を

示す．ａ）リフォーカシングを行っていない画

像．照明位置はイメージセンサ中央直上．ｂ）

イメージセンサ上 36μm 水平面の合焦画像．ｃ）

イメージセンサ上 60μm 水平面の合焦画像．  

図８ ガラスビーズを被写体とした撮影結果．図中楕円

部分はガラスビーズの重なり部分を示す．ａ）リ

フォーカシングを行っていない画像．照明位置は

イメージセンサ中央直上．ｂ）イメージセンサ上

30μm 水平面（イメージセンサ平面に平行）の合

焦画像．ｃ）イメージセンサ上 40μm 水平面の合

焦画像．ｄ）イメージセンサ上 50μm 水平面の合

焦画像．  
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