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研究成果の概要(和 文):　 微生物回 りの流れ場計測のために微分干渉顕微鏡 を用いた3次 元

PTV計 測法の開発を行った.3次 元PTV計 測法の原理 として,焦 点面からのズレによる粒子

画像の変化の特徴を計測 し,奥 行き方向の位置を計測する方法を提案 した.ピ ンボケにより粒

子画像にリング状の干渉縞が生 じ,そ れがピン ト面からのズレに応 じて線形的に変化すること

明らかとなった.提 案 した計測手法を用いて,粒 径0.983μmの ポリスチレン粒子を用いて水中

でのブラウン運動を計測 し,理 論値 と比較 した.

 WP-Lig-AgEw (--,) : To measure velocity distributions around a microbe, the three 

dimensional Particle Tracking Velocimetry (3D PTV) with a Differential interference 

contrast (DIC) microscope has been developed. In this method, the properties of 

out-of-focus image of particle are used for estimation of distance from particle to focal plane. 

In the out-of-focus image of particle, a ring like image is generated around the center of the 

particle image and the diameter of the ring like image increases with the distance from the 

particle to focus plane. Experimental results show that the diameter of the ring like image 
is proportional to the distance from a particle to the focal plane. 

  The proposed method has been applied to measurements of the Brownian motion of a 

particle in water. The Results show a good agreement with the theoretical prediction.
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1.研 究開始当初の背景

水域の環境を考える上では,プ ランク トン

等の水中微生物の挙動が重要な因子 となる.
そのため,こ れまで現地観測により微生物の

分布やその経時変化等が計測 されてきた.微

生物の挙動を理解す る上では,そ のようなマ

クロの特性 を理解すると同時に個々の微生

物の挙動の理解 も必要となってくる.流 れに
よる移流のみではなく,微 生物 自身も自らの

運動により移動す ることができ,群 衆を形成



した りする.そ のような微生物個体の運動に

関しては未だ不明な点が多 く,解 明が強く望
まれている.

微生物の挙動 を観察す るのに最 も適 してい
るのは顕微鏡である.特 に微生物は透明な体

をしたものが多 く,通 常の明視野顕微鏡では

微生物を明確に観察するのは困難である.そ
の問題 を解決す るものとして微分干渉顕微

鏡がある.微 分干渉顕微鏡では,透 明な物体
でも輪郭を明瞭に観察することがきる.

また,顕 微鏡下での運動 を画像により計測

する場合,拡 大 して撮影 しているため,ゆ っ
くりした運動でも画像上では高速な運動 に

なってしまい,通 常のビデオカメラでは計測

が困難である.申 請者はこれまで高速 ビデオ

カメラの開発に加わり,既に100万 枚1秒の高

速カメラを開発 している.さ らに,高 速ビデ

オカメラを用いる際に問題 となる光量不足

を解決 した微分干渉顕微鏡 も既 に開発 して
いる.

微分干渉顕微鏡画像の例 として写真一1(研究
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代表者所有の微分干渉顕微鏡 と同型 のもを

使用 して理化学研究所の河野弘幸氏が撮影)
にク リプ トモナスの微分干渉画像を示す.ク

リプ トモナス 自身は焦点面か ら少 しずれた

位置にいるため,ボ ケた画像 となっているが,
形状は明確に認識できる.画 像中に写ってい

る多数の点は トレーサー粒子である.図 一1は

申請者が開発 したPTVに よりクリプ トモナ
スが噴流を出して移動する瞬間を トレーサ
ー粒子の動きから2次 元流れ場を計測 したも

のである.ク リプ トモナスの噴流による周囲

の流れ場が計測できているが,実 際は3次 元

的な流れ場であ り,挙 動の詳細な理解には流

れ場の3次 元計測が必要 となる.

2.研 究の 目的

本研究では,微 生物周辺流体の3次 元的な

動 きの計測か ら微生物の運動を把握す るこ

とを目的とする.流 れ場の計測 として粒子追

跡流速測定法(PTV)を 用いることを想定 し

ている.そ こで微分干渉顕微鏡下でのピンぼ

けによる粒子画像変化を利用 した粒子3次 元

位置計測法を開発することを目的 としてい
る.

微生物の運動により周辺に流れが生 じ トレ
ーサー粒子が3次 元的に移動する.ト レーサ
ー粒子 の奥行き方向の移動 によって粒子画

像に輝度分布の変化,つ まりピンボケが生 じ
る.こ の粒子画像の輝度分布の変化を利用 し

て粒子の3次 元位置を推定する.微 分干渉顕

微鏡下の粒子画像は ピンぼけによ り粒子 の
外縁部分で円形の輝度が高い部分が現れ,リ
ングのように見える(エ アリ回折パターン).

焦点面か らの粒子位置のズ レが大き くなる

と,円 形 リングが広がってい くとい う特徴が

見られた.ピ ンぼけの影響によるリングサイ
ズの変化に規則性があれば,3次 元位置計測

に関す る奥行き方向の指標 になる可能性 が

ある.

3.研 究の方法

(1)微分顕微鏡下の粒子画像の特徴抽出
実験で用いる微分干渉顕微鏡は,光 路上に

2つ のノマルスキープ リズムと呼ばれる特殊

な光学素子 と偏光板(ア ナライザー,ポ ララ

イザー)を 組み込んだ顕微鏡である.微 分干

渉顕微鏡ではノマルスキープ リズムにより,
1本 の光をわずかに離れた平行な2つ の光 と

し,無 色透明な物体に通過 させ,そ の後2つ
の光を干渉 させ,無 色透明な物体に明暗のコ

ン トラス トをつけて観察をすることができ

る.透 明に近い微生物の挙動を把握すること

を想定 して本研究では微分干渉顕微鏡 を使

用する.

実験においては微分干渉顕微鏡 下で水 中

での粒子の奥行方向の位置 を正確に制御す

るのは困難であるため,プ レパラー トガラス
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面 に付 着 した静 止 して い る粒 子 に対 して対

物 レンズ の位 置 を移 動 させ るこ とに よ り焦

点面 か らの位置 を変化 させ た.

まず,蒸 留水25mlを 入 れた ビーカーに直

径0.983μmの 粒 子群 を一滴分散 させ る.そ

の粒 子 を分 散 させ た水 を少 量 プ レパ ラー ト

上 に乗せ,静 止 した粒子 を撮影す るため,30

分 ほ ど放置 し,粒 子撮影 を行 った.目 視 に よ

り微分干渉顕微鏡 を用い て,粒 子の縁がはっ

き りと観察 できる位置 を焦点位置(zニ0μm)

と決 める.焦 点面 に対 して対物 レンズを2μm

間隔 で上 下方 向に移動 させ,粒 子画像 を撮影

した.zニ ー12μm～12μmの 範 囲の全13枚 の

粒子画像 か ら微分干渉顕微鏡 下にお ける3次

元位置 の推定す る方法 を検討す る.撮 影 した

粒子画像 の例 を写真一2に示 す.

写真 一2中 の数 字 は焦点 面か ら粒 子位 置 ま

での距離 であ り,+が 上側,一 が下側 を意 味

して いる.写 真一2よ り分か るよ うに粒 子画像

の周 辺 に は光学 的干 渉 に よ りリング状 の画

像 が生 じてい るのがわかる.ま た,焦 点面か

ら距離 が大 き くなるにつれ て,そ の リングの

大 き さ(半 径)は 大 きくなってい ることがわ

かる.

リング状画 像 の大 き さか ら焦 点面 か ら粒

子 までの距離 は求 めるこ とができるが,粒 子

、
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図一42階 調化画像

が焦点面より上にあるか,下 にあるかは判断

できない.写 真一2より焦点面より粒子が上方

にあるとき,粒 子画像の中心輝度は高 く(周

囲に比べて明るい),焦 点面 より粒子が下方

にある場合は粒子画像の中心輝度が低い(周

囲に比べて暗い)こ とがわかる.

以上の結果により,粒 子画像のリング形状
の大き さと焦点面か らの距離の関係 を明 ら

かにし,さ らに中心の輝度 と粒子位置 と焦点

面の位置関係を明らかにできれば,粒 子の奥

行き方向の位置を求めることができる.

(3)画 像処理による特徴量の抽出法



元 画像 に お け る リング形状 を よ り明確 に

す るため,研 究代 表者 が開発 した粒 子マス ク

法 を用 いた.粒 子マス ク とは,粒 子画像の 中

心輝 度 が大 き く周辺 が 暗い 山 の形 を した輝

度分布 を してお り,こ れ を二次元正規分布 で

近似 した輝度パ ター ンのこ とで,PTV用 の粒

子 画像 抽 出の た めに研 究代 表者 が 開発 した

手法 である.こ の方法に よ り求めた相 関画像

か らリング形状 を計測す るこ ととした.粒 子

マ ス ク法 に よ る一 連 の画像 処 理 の例 を図一2

か ら図一4に 示す.

図一2には微 分干渉顕微 鏡 を用いた1つ の粒

子画像 を取 り上 げた ものを示 してい る.図 一2

よ り分 か る よ うに リン グ状 画像 を認識 す る

こ と出来 るが形 状 を計測 す るには よ り明瞭

かす る必要 がある.図 一3は図一2の元画像に粒

子マ スク相 関を適用 した画像(相 関画像)を

示す.元 画像(図 一2)に 比 べ,マ ス ク相 関画

像 の方 が よ り明確 に リング形状 を認識 で き

るこ とがわかる.今 回は リングの輪郭が最 も

明瞭 になったのは,粒 子マス ク法にお けるマ

スクサイ ズが10pixelの ときで あった.

リング部分 の画像 のみ を抽 出す るため,マ

スク相 関画像 を2階 調化 した.図 一4は相関係

数 の閾値 を0.4と した画像 で ある.こ の得 ら

れた2値 化画像か ら図一4のよ うに リングの一

部 を取 り出す こ とが可能 になった.図 一4よ り

分 かる とお り,リ ング形状の上半分 と下半分

では連続性 がない よ うに見 られ る.よ って,

本研 究 で は リン グ形 状 が明 瞭 な上半 分 の情

報 を用 い て リン グサイ ズ を計測 す る こ と と

した.

図一5に 図一4よ り求 めた2階 調化 した画像

か ら リング画像 の部 分 だ けを取 り出 した図

を示 している.リ ング画像 の上半分の情報か

ら リン グのサ イズ お よび 中心位 置 を計測 す

る.具 体 的には図一4の よ うに抽 出 した リング

上 部分 のみ デ ー タに対 して 最小 自乗 法 に よ
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図一6画 像処理により求めた リング半径
と粒子位置の焦点面からの距離

り円の方程式 を当てはめ,リ ングの半径 ・中

心位置 を求めた.最 小 自乗法 と してはPowell

法 を用 いた.図 一5中に実線で示 した曲線が 当

てはめた円の結果 であ る.

4.研 究成果

(1)リ ングサイズ と粒 子位 置の関係

図一6に粒 子の リングサイズの半径(pixe1)

とピン ト位 置か ら粒 子位置 のズ レ(μm)の

関 係 を 示 す.実 験 に は 直 径0.983μmと

0.513μmの2種 類の粒 子 を用いた.図 一5より,

いずれ の粒 子 に対 して も焦 点 面 か ら距離 に

比 例 して リン グサ イ ズが大 き く広 が るの が

わかる.リ ングサイ ズを測定す る ことで,焦

点面 か らの粒 子位 置 の距離 を計測す る こ と

がで き る こ とが わか った.リ ン グの半径 を

r(pixel),焦 点 面 か ら粒 子 位 置 ま で の 距 離

z(μm)と す る と実験 によ り求 め られ た関係 式

は以 下の よ うになった.

(粒 子 径0.983μmの 場 合)

z=0.127ア ー6.110(焦 点 面 よ り上 方)

z=-0.119r+5.499(焦 点 面 よ り下 方)

(粒 子 径0.513μmの 場 合)

z=0.185r-14.96(焦 点 面 よ り上 方)

z=-0.18併+14.17(焦 点 面 よ り下 方)

上 式 よ り,い ずれ の粒子径 に対 して も焦点

面 の上下 にお け る リン グサイ ズ の増 加 に対

す る焦 点 面か ら距 離 の増加 率 は ほぼ 同程 度

である ことがわかった.ま た,粒 子径が小 さ

くなれ ばその増加率 が大 き くな り,計 測精度

が よくなる ことがわか る.し か し,写 真一2か

らも分 かる とお り,リ ンサイズが大 き くなる
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図一7粒 子位置 と中心輝度の関係

とリング画像が徐 々に不 明瞭 にな り,計 測が

困難 となる.つ ま り,奥 行 き方向の計測範 囲

が狭 くなる.

粒子径0.983μmの 場合 について,求 めた

リング半径 と焦 点 面か らの距離 の 関係 式 と

実 測値 との誤差 の 自乗 平均 平方根 値 を求 め

た.得 られた結果 は焦点面か らの距離がマイ

ナ ス方 向(上 方)で0.44μm,プ ラス方向(下

方)で0.37μmで あった.

(2)粒 子位置 の焦 点面に対す る上下関係

図一6よ り,粒 子が焦点面か らどの程 度離 れ

てい るかは計測 できるが,粒 子位 置が焦点面

よ り上 か下かは判断 できない.写 真一2の観 察

の結果 よ り,粒 子が焦点面 よ り上方に位 置す

る とき,粒 子画像の 中心が明 るくな り,焦 点

面 よ り下方 な らば中心 が暗 くな る とい う特

徴 が観察 された.

画像 処理 に よ り求 めた 中心位置 を用 いて,

輝度 を求 めた.図 一7に結 果 を示す.粒 子が存

在 しない領域,つ ま り背景 の平均輝度 は126

であった.焦 点面 よ り粒 子が下方にあ るとき,

中心輝度 は背景輝度126よ り小 さく,90か

ら100付 近 とな る.そ れに対 して,焦 点面 よ

り粒子 が上方 にある とき,中 心輝 度は背景輝

度126よ り大 き く,z=4μmで 最大値 をと り,

徐 々に減少 してい く.

以上 の結果 よ り,背 景輝 度 を境に して ピン

ト面 よ り上方か下方 を判 断できる.

(3)適 用例

リングサイズ(半 径)と 中心輝度を計測す

ることに粒子の奥行 き方 向の位置を計測で

きることが分かった.平 面方向の位置は円の

中心位置により求めることができ,粒 子の3

次元位置を求めることができる.開 発 した手

法をブラウン運動の計測に適用 した.微 小な

粒子は,水 中でブラウン運動によって不規則

に動いている.粒 子のブラウン運動を3秒 毎

に5分 間撮影 して粒子三次元位置計測を行 う
ことにした.

図一8粒 子の移動経路

図一8に,提 案 した手法を用いて求めた3秒

毎の粒子の3次 元位置を線で結んだ粒子の移

動経路を示 している.粒 子の挙動には規則性
がみられず,ブ ラウン運動の特徴 と合致 して

いる.

ブラウン運動は温度,水 の粘性,粒 子径,

時間によって決まる.時 間t(sec)の 間に微小

粒子の移動距離 κの 自乗平均値は以下の式で

表 され る.

一Σ ん7i'

κ=

3πμ

ここで,kは ボル ツマ ン係 数,Tは 絶対温度

(K),tは 時間 間隔(sec),η は水 の粘性係数

(Pa!sec),aは 粒子 の直径 である.今 回 の実

験 では粒子径0.983μmの 粒子 を用いてお り,

水温 は18℃ であ り,時 間間隔 は3.Osecで あ

った.こ の条件か ら上式 を用いて求 めた移動

距離 の 自乗 平均値 は κ2=0.90(μm2)と な った.

実験 では3秒 間隔 で5分 間 の計測で得 られ

た100個 のデー タを用いて,3秒 間の移動距

離 の 自乗 平均値 を求めた.画 像 平面方向のx

方 向,お よび ア方 向の移動平均距離 はそれぞ

れ,0.965μm,1.03μmと な り,理 論値 とほぼ

同程度 となった.そ れ に対 して,奥 行 き方 向

であるz方 向に関 しては1.99μmと な り,約2

倍程度 となった.
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