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            Abstract
          
        

        
          최근, 가상현실 기기와 콘텐츠 제작 기술의 발전으로 유명 유적이나 관광지를 3차원 실사로 구현하여 원격으로 체험할 수 있게 되었다. 미시세계를 가상현실로 구현하기 위해서는 실사하는 것이 가장 좋은 방법이다. 본 논문에서는 마이크로 스케일을 갖는 물체의 3차원 정보를 획득하기 위한 구조 조명 현미경 최적화 기술에 대해 다루고자 한다. 구조 조명 현미경 (Structured illumination microscopy, SIM)은 흐려짐을 줄이고 축 해상도를 증가시킬 수 있는 광학 단면 기술을 사용하는 3 차원 측정 방법 중 하나이다. 이때, 최대 단면 강도는 정규화 공간 주파수가 1인 격자 패턴을 사용하여 수행되었으며, 적절한 고공간 주파수 격자 패턴에 의해 광학 단면을 최적화하여 미시세계를 실사화 할 수 있었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Recently, with the development of virtual reality (VR) devices and contents production technology, it is possible to experience famous historic sites or tourist spots remotely. In order to realize the microscale world as VR, it is the best way to take a picture of objects from the real world. In this paper, we introduce the optimization of structured illumination microscopy (SIM) with a grid pattern of a suitable spatial frequency for acquiring three-dimensional information of a microscale object. SIM is one of three dimensional measurement approaches using optical sectioning technique which can decrease a blurring and increase the axial resolution. The optimal sectioning wsas achieved by using a grid pattern with a normalized spatial frequency of unity, and the microscopic world could be realized by optimizing optical sectioning by a suitable high spatial frequency grid pattern.
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      Ⅰ. 서 론 
      최근, 가상현실 기기와 콘텐츠 제작 기술의 발전으로 실제의 세상을 가상공간 상에 구현이 가능하게 되었다. 이로 인해 직접 방문하기 힘들었던 장소들을 쉽게 체험할 수 있게 되었다. 예컨대, 3차원으로 복원된 세계 유명 문화유산들을 탐사하거나, 세계의 유명 관광지를 가상현실 기기를 활용, 시간과 공간의 제약 없이 둘러볼 수 있게 되었다 [1, 2, 3]. 물론 이러한 것들은 가상현실이 아닌 실제 여행을 통해서도 경험이 가능하다. 하지만 실제로 경험이 불가능한 세계는 가상현실을 통해 체험할 수 있다. 영화 ‘앤트맨’, ‘이너 스페이스’ 등에서는 주인공이 매우 작은 크기로 줄어들어 인체 속을 탐험하거나 육안으로 보기 힘든 미시세계를 탐험한다. 현실에서는 직접 미시세계를 탐험하는 것이 불가능하지만 가상현실을 활용한다면 가능할 것이다. 미시세계를 가상현실로 구현하기 위해서는 인공적인 3차원 물체를 제작할 수도 있겠지만, 현실감과 몰입감을 높이기 위해서는 실사화하는 것이 가장 좋은 방법이다. 미시세계를 실사화하기 위해서는 일반 전역 현미경 (conventional wide-field microscopy)이나 전자 주사 현미경을 활용할 수 있으나, 일반 전역 현미경에서는 물체의 3차원 정보 획득이 어렵고 전자 주사 현미경은 전역의 표면 정보를 단시간에 획득하기에는 무리가 있다 [4, 5]. 마이크로 스케일 물체의 전역 3차원 정보를 단시간에 빠르게 획득하는 방법은 바로 구조 조명 현미경을 이용하는 것이다.

      구조 조명 현미경(structured illumination microcopy)은 반도체 및 미세 제품의 3차원 형상 측정에 쓰이는 기술로, 기존 현미경이 갖고 있는 분해능을 뛰어넘는데 이는 빛의 회절현상을 극복하는 몇 가지 방법들로 인해 가능하게 되었다 [6]. 구조 조명 현미경은 공초점 현미경과 비슷한 원리를 따르는데 간단한 시스템으로도 구성이 가능하며, 횡방향 분해능 향상 [7-10]뿐 아니라 축방향 분해능 [11-14] 향상도 가능한 3차원 형상 측정 기술이다.

      일반 전역 현미경은 비초점면에서 모든 공간 주파수가 감쇄되지 않아 현미경 상에 흐릿한 이미지가 보인다 [15]. 여기서, 일반 전역 현미경이 초점이 흐려짐에 따라 DC 주파수가 감쇄되지 않는 점을 이용하면 초점이 맺는 부분만을 효율적으로 이미지화할 수 있다. 구체적으로, 구조 조명 현미경에서는 격자 패턴을 샘플에 조사하여 모아레 효과 (moire effect)에 의해 고공간 주파수를 DC 주파수 근처로 이동시킬 수 있다. 그리고, DC 주파수를 제외한 고공간 주파수만 선택적으로 추출할 수 있다면 현미경 상에 초점이 또렷하게 맺힌 이미지를 복원할 수 있다. 이것은 광학 단면을 통해 수행되며, 수치적으로는 제곱 검출법이라 불린다 [16]. 광학 단면을 위해, 먼저, 3장의 위상 천이된 이미지가 필요하다. 격자 패턴의 상대 위상에 따라 변조된 3장의 위상 천이 이미지는 제곱 검출법에 의해 1장의 광학 단면 이미지로 변환된다. 이 광학 단면 이미지는 임의의 종축 위치에서의 샘플의 강도 (intensity) 정보를 포함한다. 따라서 샘플을 축방향으로 주사하면서 광학 단면을 수행하면, 축방향 강도 (axial intensity)를 구할 수 있다. 이때, 최고 축방향 강도 위치가 초점이 맺는 부분이며, 이를 카메라 전체 픽셀에 대해 계산하면 3차원 높이맵 (height map)을 구현할 수 있다 [14].

      기존 연구에서는 단순히 샘플을 측정하여 분석하는 것에 반해, 본 논문에서는 적절한 고공간 주파수 격자 패턴에 의해 광학 단면을 최적화하여 미시세계를 실사화할 수 있는 방안에 대해 기술한다. 고공간 주파수 격자 패턴에 의해 수행된 광학 단면에서는 광학 전달 함수 (optical transfer function)가 유효적으로 확장되며, 이를 통해 샘플의 고주파수 성분을 측정하여 3차원 정보를 획득할 수 있다. 실사화된 마이크로 스케일 물체 (microscale objects)를 통해 미시세계 가상현실을 구현할 수 있을 것이라 기대된다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 일반 전역 현미경
      종래의 전역 현미경에서, 평면파가 샘플에 조명된 후, 카메라 상에 기록된 이미지는 식 (1)과 같다.
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      여기서 r, Is, h(r)은 각각 격자 패턴의 공간 위치, 샘플로부터 반사되는 빛의 강도, 점상 분포 함수 (PSF; point spread function) 이다.

      식 (1)을 푸리에 변환하여 주파수 스펙트럼을 분석하면 식 (2)로 기술된다.
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      여기서 I0,h~k,S~k은, 샘플로 입사되는 평행광 강도, 광학 전달 함수 (optical transfer function), 샘플의 주파수 스펙트럼이다. 종래의 전역 현미경에서는 초점이 흐려짐에 따라 모든 공간 주파수가 함께 감쇄되지 않는다. 이는 비초점면에서도 샘플의 공간 주파수 성분이 남아있다는 것을 의미한다. 즉, 식 (2)에서 이미징 시스템의 제한된 광학 전달 함수 내의 차단 주파수 (cut-off frequency) 에 의해 DC 주파수 근처의 저공간 주파수만 측정하게 된다. 이 주파수 스펙트럼은 그림 1에서 보는 것처럼, 고공간 주파수 스펙트럼을 포함하지 않고 배경 잡음을 초래하는 종래 이미지 (conventional image)만 포함하기 때문에 초점면에서도 흐릿한 이미지가 현미경 상에 보인다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          The conventional image in the frequency domain.
        
        

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 구조 조명 현미경
      
        3-1 시스템 구성 및 작동 원리
        구조 조명 현미경의 시스템 구성 및 작동 원리는 다음과 같다. 광원으로부터 나온 빛이 격자 패턴으로 디자인된 필름 마스크에 투사된 후, 다시 샘플로 입사되고 위상 천이와 함께 광학 단면을 통해 샘플의 변조 강도를 알 수 있게 된다. 위상 천이는 필름 마스크를 격자 패턴 주기의 0, 2/3π, 4/3π 만큼 기계적으로 움직여서 이루어지고, 광학 단면은 총 3장의 위상 천이된 이미지를 식 (3)의 제곱 검출법에 의해 수행된다. 광학 단면에선 임의의 종축 위치에서의 샘플의 강도를 알 수 있다 [14].
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        이 광학 단면 이미지는 격자 패턴과 샘플의 상이 일치하는 부분만 현미경 상에서 보여주기 때문에 초점이 맺히는 부분이 없으면 정규화 강도 (normalized intensity)가 0에 가까운 이미지를 얻게 되고 반대로 초점이 맺히는 부분에서는 정규화 강도가 1에 가까운 이미지를 얻게 된다.

        광학 단면과 함께 샘플의 축방향 주사를 수행하게 되면 광학 단면 이미지가 적층되고, 카메라 각 픽셀마다 축방향 강도를 구할 수 있다. 이때, 정규화 강도가 1인 축방향 위치가 초점이 맺히는 부분임을 알게 된다. 위 과정을 카메라의 모든 픽셀에 대해 계산하여 3차원 좌표에 표기하면 3차원 높이맵을 추출할 수 있고, 이를 토대로 샘플의 단차를 구할 수 있다.

        본 연구에서는, 구조 조명 현미경의 구동을 위해 그림 2와 같은 결상 광학계를 구성하였다. 광원은 비간섭성 백색광 LED (MWWHLP1, Thorlabs)을 사용하였고, 위상 천이는 격자 패턴이 디자인된 필름 마스크를 압전 스테이지 (Q-522, Physik Instrument) 위에 설치하고 기계적으로 움직였다. 샘플 또한 압전 스테이지 위에 설치하여 위와 같은 방식으로 주사하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Schematic diagram of Structured Illumination Microscopy (SIM) system. 
          
          

          

        

        실험에 사용한 압전 스테이지의 최대 분해능은 1 ㎚ 이므로 대물렌즈 (0.42NA, 20X Plan Apo Infinity Corrected Long WD Objective, Mitutoyo)의 초점심도 내에서 수백 ㎚ 까지 축방향 분해능 (axial resolution)을 제공할 수 있었다. 샘플은 굴곡이 없는 거울을 사용하였고, 축방향으로 1 ㎛ 씩 주사하면서 총 100㎛ 를 주사하였다. 이때, 위상 천이를 통해 변조된 샘플의 강도를 얻을 수 있었다. 위상 천이와 함께 샘플은 축방향 주사를 하게 되는데 격자 패턴이 샘플에 정확히 초점이 맺을 경우, 카메라 (DMK 33GX174e, The Imaging Source)에서 또렷한 이미지가 검출되었다. 이 초점 위치로부터 측정 대상 표면의 단차(높낮이)를 구할 수 있었다.

      

      
        3-2 공간 주기에 따른 축방향 응답의 변화
        정현파 격자 패턴 (sinusoidal pattern)을 샘플에 조사하면,
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        격자 패턴의 주파수 스펙트럼은 고주파수로 확장된다. 이는 아래와 같은 식으로 기술된다.
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        여기서 m은 변조 깊이 (modulation depth), k0는 격자 패턴의 공간 주파수, ϕ0은 격자 패턴의 위상을 뜻한다. 위의 식은 I~k=I~∈⨂S~h~k에 의해 식 (6)으로 변환된다.
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        식 (6)에서 격자 패턴에 의해 광학 전달 함수가 유효적으로 고주파수로 확장되어 샘플의 고공간 주파수 성분을 관찰할 수 있다. 격자 패턴의 공간 주파수가 고주파수로 확장될수록 광학 전달 함수 또한 고주파수로 확장된다. 광학 전달 함수가 유효적으로 확장된 영역은 그림 3.에서 확인할 수 있다. 특히, 이미징 시스템의 차단 주파수 (cut-off frequency)의 0.5배에 해당하는 공간 주파수를 사용하였을 경우, 최대 광학 단면을 얻을 수 있다 [14]. 하지만 위의 식 (6)은 종래의 이미지 (conventional image)를 포함하고 있기 때문에 이를 제거해야할 필요가 있다. 이는 앞서 설명한 광학 단면을 통해 제거가 되며 이를 위해 식 (3)의 제곱 검출법이 수행된다. 광학 단면 후의 주파수 스펙트럼은 식 (7)로 기술된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The structured illumination image in the frequency domain.
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        식 (7)에서 최종적으로 복원된 샘플의 주파수 스펙트럼은격자 패턴의 주파수만큼 확장된 것을 확인할 수 있다. 최종적으로 광학 단면 후에 복원된 샘플의 주파수 스펙트럼 영역은 그림4.에서 확인할 수 있다. 샘플의 고주파수 성분은 미세한 영역을 담고 있으므로 광학 단면을 통해 촬영된 이미지는 미시세계를 실사화한 것이라 할 수 있다. 이때, 사용되는 격자 패턴이 고공간 주파수로 갈수록 샘플의 미세한 영역을 자세히 촬영할 수 있지만 격자 패턴의 대비가 낮아지기 때문에 광학 단면 효과는 떨어지게 된다. 따라서 적절한 고공간 주파수 격자 패턴을 사용하는 것은 자명하다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            The sectioned image in the frequency domain.
          
          

          

        

        위에서 기술한 내용을 증명하기 위해 공간 주파수를 변경하며 광학 단면에 의한 축방향 응답을 측정하였다. 축방향 응답은 식 (8)로 기술된다.
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        여기서 u, v~는 정규화 디포커스, 공간 주파수 (normalized defocus and spatial frequency of a grid pattern)이다. 정규화 공간주파수가 1 일 때, 최대 광학 단면 강도 (optical sectioning strength)를 얻을 수 있다 [14].

        그림 5는 공간 주파수에 따른 격자 패턴의 주파수 스펙트럼을 보여준다. (a) 보다 (b)에서 격자 패턴의 공간 주파수는 커지며, 이에 따라 카메라에서 획득된 격자 패턴의 주파수 스펙트럼도 고주파수로 확장된다. 고주파수로 확장된 격자 패턴의 공간 주파수에 의해 샘플의 고공간 주파수 성분을 관찰할 수 있었다. (b)에서 격자 패턴의 정규화 공간 주파수는 1이었다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The extended frequency spectrum with high spatial frequency of the grid pattern. 50 lp/mm (left), 100 lp/mm (right).
          
          

          

        

        그림 6은 공간 주파수에 따른 축방향 응답의 변화를 보여준다. 격자 패턴의 공간 주파수가 커질수록, 축방향 응답의 반치폭 (FWHM; Full width at half maximum)이 줄어드는 것을 확인할 수 있었다. 반치폭이 줄어들수록 광학 단면의 효과는 커진다. 공간 주파수가 100 lp/mm 인 격자 패턴을 이용한 광학 단면에서의 반치폭은 13㎛ 로 측정되었으며, 공간 주파수가 50 lp/mm 인 격자 패턴을 이용한 광학 단면에서의 반치폭은 16㎛ 로 측정되었다. 따라서, 정규화 공간 주파수가 1인 격자 패턴에서 최대 광학 단면을 얻을 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Measured axial responses
          
          

          

        

        그림 7은 100 lp/mm의 공간 주파수를 갖는 격자 패턴을 사용하여 광학 단면에 의해 복원된 동전의 3차원 높이맵이다. 축방향 주사는 1 ㎛ 간격이며, 총 주사 범위는 100 ㎛ 로 수행되었다. 동전의 높이는 공초점 현미경 (PRECITEC, CHRocodile C.)을 사용하여 측정하였을 때, 측정 불확도 (1 µm)에 의해 30 µm 내외로 추정되었다. 광학 단면에 의한 측정치 역시 30 µm 내외로 추정되어 공초점 현미경 만큼 분별력 있는 높낮이 정보를 제공하였다. 위의 실험 결과를 토대로 마이크로 스케일 물체의 실사화가 가능하다는 것을 증명하였고, 실사화된 마이크로 스케일 물체의 3차원 정보를 이용하여 가상현실을 구현할 수 있을 것이다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            The reconstructed 3D height map. (a) actual image of the dime. (b) side view and (c) top view
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      본 논문에서는, 마이크로 스케일 물체의 3차원 정보를 획득하기 위한 구조 조명 현미경 최적화 방법에 대해서 다루었다. 현미경의 성능을 평가하기 위해 격자 패턴의 물리적 공간 주기를 변화하면서 광학 단면을 수행하였다. 이때, 각각의 축방향 응답의 반치폭을 측정하여 광학 단면 강도를 구할 수 있었다. 광학 단면 강도가 제일 우수한 시스템에서 구조 조명 현미경의 성능은 향상되었다. 최대 광학 단면은 정규화 공간 주파수가 1인 격자 패턴을 사용하여 수행됐다. 이 시스템에서는 고주파수로 확장된 격자 패턴의 공간 주파수에 의해 광학 전달 함수가 효과적으로 확장되는 것을 확인할 수 있었으며, 확장된 광학 전달 함수에 의해 샘플의 고공간 주파수 성분을 성공적으로 측정할 수 있었다. 본 연구에서 실사화된 마이크로 스케일 물체를 통해 미시세계 가상현실을 구현할 수 있을 것이다. 향후에는 배경 잡음이 없는 실사회된 마이크로 스케일 물체를 얻기 위한 연구를 진행하여 미시세계의 가상현실을 피로감 없이 체험하는데 도움을 줄 것으로 예상된다.
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