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Our goal is to utilize microorganisms as micro-robots by using galvanotaxis (locomotor response to electri-
cal stimulus). To reach this goal, observation of three-dimensional galvanotaxis must be achieved. Our group has
proposed the technique for autofocusing cells by using the diffraction pattern that appears, which we call Depth-
From-Diffraction method. In this paper, we propose a novel three-dimensional tracking system incorporating the
Depth-From-Diffraction method and the border-following algorithm to observe galvanotaxis of Paramecium cells.
Experimental results shows that the system successfully captured the first ever three-dimensional galvanotactic mo-
tion of Paramecium cells.
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1. まえがき

近年ミクロな領域で計測・制御を行う機会が増加している．そ
のため，操作者を補助しその負担を軽減する自律的かつ多機能
なマイクロロボットの実現が求められている．だがその実現の
ためには，センサとアクチュエータの小型化という大きな問題
を解決しなくてはならない．一方，微生物はその進化の過程で
高性能なセンサとアクチュエータを体内に獲得してきた．この
微生物の機構を利用する事が出来れば，微生物をマイクロロボッ
トとして利用出来る可能性がある．我々はこの観点から，微生
物を高機能なマイクロロボットとみなして制御することを目指
している［1］．
マイクロロボットとしての応用を考える上で，アクチュエー

ション手段の確立は重要であり，これまで主にゾウリムシを対象
に走電性という性質を用いた制御が研究されている［2, 3, 1, 4, 5］
．しかしこれらの研究は顕微鏡焦点面内の 2次元運動制御にと
どまっており，より高性能で自由度の高いタスクを実現するた
めには，3次元空間内での運動が制御できることが望ましい．そ
のためには微生物の 3次元的な位置をリアルタイムで計測する
必要があるが，従来の顕微鏡では対象の 2次元位置しか計測で
きなかった．顕微鏡で得られるのは焦点面の平面画像のみであ
るため，ゾウリムシが 3次元的に動くと，焦点面に対して直交
する成分を含んだ運動を行うことになり，ゾウリムシの 3次元
位置を計測する新たな手法が必要になる．そこで我々は高速な
視覚システムと画像特徴量を用いて，3次元空間を自由遊泳す
る微生物を対象に，単眼視かつリアルタイムにその運動を計測
するシステムを開発した［6］．
本稿ではこのシステムをさらに改良して汎用性を高めるとと

もに，世界で初めてゾウリムシの走電性による運動を 3次元計
測した結果について報告する．

2. ゾウリムシと走電性

ゾウリムシ ( Paramecium caudatum)は体長約 200–250 µm，幅
約 50 µm ほどの楕円体形をしている．細胞表面にほぼ一様に
生えた繊毛を動かして水を押し，その反作用で水中を遊泳する
［7］．この繊毛運動は，細胞の膜電位の変化とそれに伴うイオ

ン濃度変化によって制御される．もし細胞外部に電場をかける
と，膜電位の変動により繊毛運動が変化し，運動に影響が生じ
る．具体的には，緩やかに螺旋を描きながら陰極に向かって泳
ぐようになる．これを負の走電性という．この運動を 3次元的
に計測した研究例はこれまでに見当たらない．本稿では次節に
述べる手法を用いて，ゾウリムシの走電性による運動を 3次元
で計測する．

3. 3次元運動計測

顕微鏡の狭い視野と被写界深度の内部で対象を継続的に観察
するには，対象を常に視野中心，焦点面内に捕捉するトラッキ
ングが有用である．以降では，焦点面内の 2次元トラッキング
と焦点面垂直方向の奥行きトラッキングに分けて考える．

3.1 焦点面内のトラッキング

焦点面内で動く対象をトラッキングする場合，対象の重心座
標が分かれば良い．今回は画面内に複数の対象が存在し各々の
重心を求める必要があること，輪郭近傍の画素が焦点面垂直方
向のトラッキングに重要であることから，複数対象の輪郭を検
知出来る境界線追跡［8］を利用し，画面上の複数のゾウリムシ
の画像モーメント，重心位置，周囲長，輪郭情報などを画像処
理によって取得した．

3.2 焦点面垂直方向のトラッキング

焦点面における画像から垂直方向の変位を推定する手法はい
くつかあるが，複眼視のために大掛かりなシステムが必要な場
合や，空間周波数を利用するために画像全体を走査する処理が
高速性を損なう場合がある．今回は単眼視かつ高速に微生物の
垂直方向の変位を推定できるDepth From Diffractionを利用する
ことにした［6］．
ゾウリムシを焦点を合わせて観察し，その位置から焦点面を

上下にずらすと，対象の輪郭近傍に明暗の回折縞が現れる．具
体的には，対象が焦点面よりも対物レンズに近い位置にあると
きは輪郭外側に明るい縞，内側に暗い縞ができ，対象が焦点面
よりも対物レンズから遠い位置にあるときは縞の明暗のパター



ンが逆転する．一般に多くの細胞は培養液中で光の吸収がほと
んど無く，位相物体としての性質を持つ事から，このような回折
縞が生じるのである．この回折縞に，対象と焦点面の位置関係
に関する情報が含まれていることから，Depth From Diffraction
ではこの明暗の回折縞の分布を計測することで，焦点面垂直方
向の変位を推定する．

3.3 画像特徴量を用いた焦点面垂直方向の変位推定

Depth From Diffractionでは，細胞内外の回折縞パターンを用
いて垂直方向の変位を推定する．前報では並列プロセッサに特
化したアルゴリズムを提案したが［6］，本稿では一般的な視覚
システムに適用可能なより汎用的なアルゴリズムを提案する．
輪郭近傍の回折パターンは輪郭に沿ってあらわれるため，輪

郭のすぐ外側とすぐ内側の輝度パターンを比較することにする．
輪郭上の画素の明るさを輪郭に沿って平均したものを b0 とす
る．また，輪郭の法線方向（ゾウリムシから離れる方向を正と
する）にユークリッド距離で n画素離れた点の明るさを，同様
に輪郭に沿って平均化したものを bnとする．停止しているゾウ
リムシを対象に，垂直方向の変位（Z position）をさまざまに変
えて bnのパターンを測定したところ，回折像が明瞭に観察でき
る上下 ±80µ m程度の範囲内では，b2 −b−1 という特徴量が変
位の絶対値の情報を持っており，また b−4 と b−3 が焦点面の上
か下かの情報を持っていることがわかった．
これらの特徴量のプロットを 4個のゾウリムシについて平均

したものを，図 1に示す．b2 − b−1 は奥行き z = −20µm 近傍
で最小になっていることがわかる．運動計測においては必ずし
も焦点が合っていなくても，焦点面からのオフセットが一定で
あればよい．そこで z = −20µm を目標にステージの変位を制
御することにした．具体的には b2 −b−1 の値から，図 1を 2次
関数でフィッティングした曲線を逐次参照して変位の絶対値を
推定した．また焦点面より上にいるか下にいるかの判定には，
b−4 と b−3 が共に一定値を下回った場合を上，それ以外を下と
して，ステージの移動方向を定めた．この推定された目標点に
ステージを移動させた．トラッキングのレンジとして −70µm
から +30µmを取った．
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Fig. 1 Image features for estimation of Z position.

4. システム構成

システムの概要を図 2に示す．ゾウリムシは XYZ-ステージ
に焦点面に対して斜めに固定された電極付チャンバー内に入れ
られている．電極間にかけられた電圧により，ゾウリムシは走
電性による運動を行い，Profile Imagerと呼ばれる高速ビジョン

システムがこれを撮像して位置を計算する．これをもとに，対
象が常に視野中心・焦点面内に位置するように XYZ-ステージ
が自動的に制御される．これらのプロセスは 2 ms 以内で実行
される．
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Fig. 2 System configuration.

4.1 電極付チャンバー

走電性によりゾウリムシを焦点面に対して 3 次元的に運動
させるためには，焦点面に垂直な方向に成分を持った電場をゾ
ウリムシにかける必要がある．今回は炭素棒によって作られた
チャンバーを焦点面に対して傾けることで実現した (図 3)．電
極に電圧をかけるための DAボード（Interface， PCI-3338）は
リアルタイム OSを搭載した制御用 PC (ART-Linux，Pentium 4，
3.2GHz)に接続されている．
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Fig. 3 Chamber with a pair of electrodes for Paramecium.

4.2 高速ビジョンシステム

微生物の一般的な運動速度がその体長に比して大きいのに対
し，顕微鏡の被写界深度は非常に浅い．今回対象にしているゾ
ウリムシの場合，その移動速度が 1.0–1.5 mm/sであるのに対し，
倍率 10倍，開口率 0.25の対物レンズでは被写界深度は 7 µm
前後であり，僅か数 msで焦点面から外れてしまう．そのため，
走電性による 3 次元運動を正確に計測するためには，msオー



ダーで動作する高速な視覚システムが必要である．今回は Profile
Imager(浜松ホトニクス)と呼ばれる CMOSイメージャを採用し
た［9］．前システム［6］に用いた視覚システム I-CPV［10］よ
りも解像度，感度ともに向上しており，イメージインテンシファ
イアが不要である．最大フレームレートは 2,421 frames/s，最大
解像度は 512 × 512画素である．今回は 232 × 232画素の部分
読み出しを行い，フレームレートは 500 Hz とした．また画像
はグレースケールで撮像され，12ビット ADコンバータでディ
ジタル変換されて，8ビット画像として PCに送られる．
本トラッキングシステムでは Profile Imager を正立顕微鏡

(BX50WI，オリンパス) に設置し，倍率 10 倍で明視野画像を
撮像した．

4.3 画像処理全体の流れ

Profile Imagerが撮像した画像は，2 msごとに画像処理用 PC
(Windows XP，Xeon 2.80 GHz) に取り込まれ処理が行われる．
画像処理用スレッドは Windows マルチメディアタイマ APIを
用いて 500 Hz で実行される．まず取り込んだ画像から固定パ
ターンノイズを除去した後，適当な閾値で 2値化する．2値化
画像に対して境界線追跡を適用し，画面内の全ての対象の輪郭
と 0次・1次モーメントを得る．複数のゾウリムシが画面内に存
在する場合は，高いフレームレートにより，フレーム間での対
象の移動距離がごく僅かである事を利用し，1フレーム前の追
跡対象の重心に最も近い対象をターゲットとした (図 4)．対象
の輪郭近傍の画素の明るさを求め，Depth From Diffractionによ
り焦点面垂直方向の変位を推定する．得られたデータは共有メ
モリ (Interface，LPC-4931)を介して制御用 PCと共有している．
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Fig. 4 Image processing algorithm.

4.4 XYZ-ステージの制御

ゾウリムシを載せた電極付チャンバーは XYZ-ステージ (Hep-
haist，CSZ-080-01) に固定されており，ステージの制御はリア
ルタイム OS搭載 PC (ART-Linux，Pentium 4，3.2 GHz)から行
う．ステージはXYZの 3軸制御が可能であり，各軸に精度 0.25
µmのエンコーダを備えている．

5. 評価実験・結果

本システムのトラッキング性能を検証するために実験を行った．
今回使用したのはゾウリムシの Paramecium caudatumの 27aG3
株である．培養液として液体カロリーメイト・カフェオレ味を
蒸留水で 400倍に薄めたものを用いた．遠心分離機でゴミを取
り除いた後に，電極付チャンバーにセットした．6秒ごとに反
転する 5 Vの電圧を電極間に与え，その時のゾウリムシの運動
を本システムで計測した．
実験の結果，本システムはゾウリムシの走電性による 3次元

運動をトラッキングによって詳細に計測することに成功した．ト
ラッキングの最長継続時間は 28秒であった．
モニタリング用の CCDカメラの映像から静止画を得たもの

を図 5に示す．この映像から対象が常に画面中心に捉えられて
おり，焦点面内でトラッキング出来ている事が分かる．

t = 1.0s t = 2.0s t = 3.0s

t = 4.0s t = 5.0s t = 6.0s

Fig. 5 Images from CCD attached to microscope.

ゾウリムシの軌跡をデータから再構成したものを図 6–8に示
す．図 6中の矢印は走電性による遊泳方向の指令，6秒おきに挿
入されている線は電圧が反転した瞬間を示す．走電性による運
動指令の変化に応じて，ゾウリムシが運動を変化させているこ
とが分かる．また，図 fig:Step-Z-X.epsでは，運動の焦点面に対
する傾きが電場の傾きである 15度にほぼ等しいことから，形成
された電場方向に対して走電性を示している事が分かる．3次
元プロットされた図 8から，ゾウリムシが 3次元的に緩やかな
螺旋を描いている事が分かる．動画として，トラッキング時の
CCDカメラの映像と，CGにより 3次元プロットされたゾウリ
ムシの軌跡を添付した．
これらの結果から，本システムがゾウリムシの走電性による

3次元運動計測に有用であることがわかった．

6. むすび

本稿では，3次元空間内を運動する微生物をトラッキングで
きる計測システムを開発し，走電性によって高速に運動するゾ
ウリムシを計測した．
画像処理アルゴリズムにはまだ改善の余地があり，トラッキ

ング性能をさらに向上させることは可能だと思われる．
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Microscope

Fig. 7 Cross-sectional view of the trajectory of a cell.

この計測システムと走電性による制御を組み合わせることで，
ゾウリムシの 3次元での運動制御の基礎的な枠組みを作る事が
可能になると考えられる．
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