
 
 

Biological specimen 3D morphology 
 and refractive index separation 

 

DHM TM 技術と特許をもつデカップリング手法は、造影剤も、生体内 

侵襲性も、光毒性もなく、透明の生物標本の以下の特性をリアル 

タイムで可視化を (10000 fps まで) 提供します： 

 

 3D 標本形態測定 

 吸収作用 
 タンパク質濃度に関連する屈折率 

 
これらの異なるパラメータと共に提供することで、透明な生物標本の構造とダイナミクスを解析し、認識す

るために強固で、使い易く、用途の広い機器を生命科学分野に Lyncée Tec 社は、提供します。 

 

 

リアルタイムの非侵襲な定量測定と 3D 形態学的

な解析と細胞の屈折率、単細胞生物または より複

雑な生物標本は、それらの自然のままの環境で生き

ている標本に起こる生物学的な過程を可視化し、研

究することは、非常に重要です。 例えば、生理的、

病理学的な過程か、または外部の刺激 （ドラッグス

クリーニング等） から結果として生じる細胞膨張を

評価し、定量化するために 3D 形態学的な変化の

測定に使用することができます。 屈折率は、細胞内

の液の流れとタンパク質濃度に関する情報を得ま

す。 

 

透明な生物標本の吸収特性だけを記録する従来の

光学顕微鏡は、細胞の形状と 3D 形態学的な変化

を定量化することができません。 他方では、広く使

用される位相差顕微鏡 (PhC) そして/または、ノマ

ルスキー微分干渉コントラスト (DIC) を含むコントラ

ストを高める古典的なテクニックは、透明標本の可

視化を可能にします。 しかしながら、対応する細胞

構造に関するそれらの画像の解釈を解りにくくさせる

ハロー (PhC) または、シェーディング オフ (DIC) 

を含むよく知られている光学的なアーティファクトに

苦しみます。 

 

干渉測定技術に基づいていて、観察する透明な生

物標本によって、引き起こされた波面変形の正確な

定量的測定を実行する能力を持つ DHM TM T 1000  

は、生命科学に十分適している機器です。 特許をと

ったデカップリング手法と組み合せた DHM TM T 
1000 は、以下の特徴をもつ 3D 形態学と屈折率

測定を行います： 

 

• 水平解像度 300 nm まで 

• ナノメータの厚さの解像度 （10 nm 感度） 

• Z 軸に沿った平均屈折率 

• 非造影剤 

• 非侵襲 

• 非光毒性 （照射強度 200 μW / cm2） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DHM TM T 1000 で得られた HEK 293 細胞の透過光

の定量的な位相シフトの 3D 表現。 

 

 

そのうえ、Koala ソフトウェアに搭載されたデジタル

ツールは、記録したデータの強力な以下のような後

処理と同様に有効なオンライン画像解析を可能にし

ます： 

 

• 時間的なモニタリング 

• デジタルフォーカシング： 標本の動きの補正 

• 光学収差のデジタル補正： 調整ミスの抑制や

標本潅流チャンバーの変位 



生きている生物標本の動態解析のために非侵襲機

器を提供することによって、DHM TM 技術は、生命

科学の必要性に完全に適合します： 3D 形態学と形

状、体積変化、タンパク質濃度、特に水の流動。 

 

 

 

 

 

 

左： 
イチイ花粉粒子 （直径 30 μm） 

中央： 
未分化 PC 12 細胞株 （観察視野 64 × 64 μm2

 ） 
右： 

マウス皮質のニューロンネット （100 × 100 μm2
 ） 

 
定量的位相差 
 
DHM TM T 1000 で得られた位相画像は、細胞内の

領域と比べて、潅流媒質中のより早い光の速度のた

めに位相遅れの空間的な分布を含みます。 物理的

に、屈折率 n = c/v 、c は、真空中での光の速度で、

v は、媒質中の光の速度です。 位相 (Φ ) は、

πλ 2/Φ=OPL  の関係により、光路長 OPL に

関連されます。 λ  は、顕微鏡光源の波長です。 

各画素 i の現在の場合において、光路長は、以下

の通りです： 

 

( ) ( ) DnhnniOPL mimic +−= ,   
 

ih  は、画素 i  に対応する細胞の厚さ、 icn ,  は、

細胞の厚さ ih  に沿った細胞内の屈折率の平均値

です、全体の屈折率と呼ばれます、 mn  は、潅流液

の一定の屈折率です、そして D は、潅流チャンバ

ーの高さです。 製品の Dnm  は、細胞外で、どこ

でも測定することができる参照値です。 実験中に、

セットアップの機械的か、または熱の不安定性の補

正を可能にするので、この参照値をモニターすること

は重要です。 各画素 i  に関して、細胞に特定の

信号 ( ) imic hnn −,  の要素は、細胞の厚さ ( ih  )、

全体の屈折率 ( icn ,  )、および細胞外の媒質屈折

率 ( mn  ) に依存します。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1： 潅流チャンバーの図解は、培養中のニューロン

をモニターしています。 h： 細胞の厚さ； in ： 細胞内

屈折率； D： 潅流チャンバーの高さ； mn ： 潅流液の

屈折率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2： 図表は、位相信号 (挿入図の赤い輪郭線を描い

た表面の平均) が、潅流時間に対して描かれたグラフ

を示します。 下部の矩形は、次を示します： (黒色) の

とき、標準液 (Mannitol 50 mM) か、または (破線) の

とき、デカップリング液 (Nycodenz 50 mM) を潅流し

ます。 1 と 2 に記録された位相信号の比較は、全体

の屈折率と標本の細胞の厚さの測定を別々に可能に

します。 



デカップリング手法の手順 

 

特許を取った方法は、細胞の厚さと全体の屈折率の

測定を切り離すことを可能にします。 連続して、標

準潅流液を潅流することにあり、同じ浸透性 （細胞

容量変化を避けるために） をもつが、異なった屈折

率 nnn mm δ+='  の第2番目の溶液を潅流するこ

とにあります。 この操作のシーケンスは、図 2 で
説明されます。 各画素 i  に関して、私たちは、2
つの位相記録 ),( 2,1, ii ΦΦ  を得ます。 1 番目の

ものは、標準液の潅流時に得られ （点 1）、デカップ

リング溶液が、潅流チャンバーの標準液を完全に置

き換えるときに、 2 番目のものを得ます。 （点 2） 
 

imici hnn )(/2 ,1, −=Φ λπ  

 

imici hnnn )]([(/2 ,2, δλπ +−=Φ  

 

この方程式を解くことで、画像の各画素の全体の屈

折率 icn ,  と細胞の厚さ ih  を得ます。  

図 3 は、赤血球の厚さ測定を示します。 

 

 

 

 

 

 

厚さと屈折率の説明 

 

例えば、低張ショックから相応の細胞膨張として、厚

さの変化を解釈することができます。 屈折率は、溶

媒 ( 0n ) の屈折率と溶質の性質による特定の屈折

増加に比例して媒質に関係づけられます： 

 

Cnn ic α+= 0,  

 

C は、溶質 (主にタンパク質) の濃度であり、溶液の

容積あたりの質量というように表現します。 したがっ

て、屈折率の測定は、既知のパラメータ α  の細胞

内タンパク質の濃度の良い推定を提供することがで

きます。 このパラメータの値とこの方程式の詳細は、 

Ref. 2 （参照 2 ） で見つけられます。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3： デカップリング手法を用いた赤血球の厚さ測定 

 

 

 

DHM TM T 1000 技術は、生物標本構造の非侵襲解析を可能にし、3D 形態測定とタンパク質濃度に関連す

る屈折率の両方に関係する定量的な位相測定のおかげでダイナミクスを提供する強力な機器です。 
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