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第1章 緒

1.1 本研究の目的

生物学の分野においては,網膜細胞の機能と形態の解析は従来から重要な研究テーマである.

研究対象に網膜細胞が着目される理由は,体表に現われた唯一の神経細胞であること,および,

網膜のみで刺激の受容,情報処理を行い,脳への反応伝達を行うことなどが確かめられている

ためである.すなわち,網膜は｢体表に現われている脳の一部｣ということができる.従って,

網膜の研究は,視覚のメカニズムを解き明かすのみでなく,脳の機能の解明の一助を担うとい

える.視覚のメカニズムを解明することにより,医学的には視覚障害の治療に応用できる.ま

た,工学的には,パターン認識,コンピュータグラフィックスの分野に応用できる.さらに,

脳の機能が解明され,思考のメカニズムが明らかになれば,ニューロコンピュータ,人工知能

など幅広い応用が期待される.

網膜の機能の解析に関しては,光刺激や電気刺激を与えて反応する細胞に電極を挿入して,

その反応インパルスを抽出することにより刺激の伝達経路を求めたり,モデルの推定を行った

り,各細胞がいかなる刺激に反応し,いかなる反応を示すか等を実験により求める方法がとら

れている.これらは,直接機能を明確にするが,電極を挿入する持続時間の限界,多数の神経

細胞から同時に刺激を取り出すことの困難さ,電極を挿入することによる神経細胞に及ぼす影

響などの理由により必ずしも体系的に,また,統計的に解析を行うことは容易ではない.

一方,形態解析は,機能解析における電気生理の実験に比較して,多数の細胞像を体系的に

扱うことが容易である.例えば,一つの部位の細胞を多数個同時に解析することが可能であり,

また,樹状突起等の連結関係を追跡すれば網膜内の神経細胞のネットワーク関係を明確にする

ことができる.

従来までの計算機による神経細胞像の形態解析は,樹状突起の枝分かれパターンの解析,細

胞像の3次元像再構成等,一つの像を詳細かつ正確に記述する試みに力が注がれてきた.これ

には一つの細胞の記述にあたり,多くの記憶容量と計算時問が必要で,そのため,画像データ

ベースのように多数の細胞像を用いた検索等の処理には,これらの記述方法は,あまり効果的

でない.

元来,生物学の分野においては,実験で算出される数値データや画像データは数多く膨大で

あるが,これらのデータの管理や画像の認識に計算機を用いているところは少なく,画像の認

識を目的とするシステムや研究支援用データベース提案の試みはきわめて稀である.従来は,

記録紙に記述した実験データや,顕微鏡画像の写真,スケッチ画等を,研究者が整理,保存し,

経験に基づき解析,検討を加えてきた.従って,これら多量のデータを保存,管理でき,さら

-1-



第1章 緒 論

に統計処理,検索や画像認識などをデータベース化して形態解析を行えば,従来と異なり巨視

的に神経細胞の形態を明らかにすることができる.この形態解析の結果と機能に関する解析結

果を統合できれば,多数の細胞がお互いに関連しあっている網膜に閲し,視覚システムとして

のメカニズムをより詳細に解明することができる.また,機能の解析に関しては,多数の個体

を対象とした統計解析が容易に行え,種としての網膜の特徴付け,異種生物や生物の成長に伴

う比較結果も得られると考えられる.そこで,本研究においては,主にナマズの網膜の神経節

細胞の形態解析を目的とした細胞画像認識システムの構築とそれを応用した解析について検討

を加えた.

研究対象は,ナマズ等の神経節細胞の2次元画像である.ナマズを対象とした理由は,以下

の3点である.

(1)従来の研究で網膜の神経節細胞から脳への連結関係のモデルが明確にされている.

(2)構造が比較的単純である.

(3)電気生理等機能に関する解析が多数行われている.

また,神経節細胞について解析を行った理由は,網膜内では軸索を持っ唯一の細胞で,脳と

の連結関係を持っ細胞である.網膜内で受容細胞が光を受容し,水平細胞,双極細胞,アマク

リン等で情報処理された信号が最終的に神経節細胞に伝達され,さらに情報処理し脳への信号

伝達を行うと考えられる.従って,神経節細胞が最も複雑な機能を持ち,かつ脳の神経細胞に

機能面で最も類似していると考えられるからである.

さらに,2次元画像として解析を行った理由は次のとおりである.すなわち,網膜は,R.Y.

Cajalが提案した(1)ように層構造をなしている.網膜の構造を解析するためには,網膜を上か

ら眺めるtop viewと横から眺めるside viewによるものとがある.side viewは層構造を解

析したり,層の連結関係を解析する手段に用いる.1つの層のみに着目して解析する場合は,

top viewが適切である.本研究において対象とする神経節細胞は,網膜の最も内側の層に存

在し,細胞体や樹状突起が水平方向に広がっている.これは形態解析において,光学顕微鏡像

を対象に行ったが,焦点深度をわずかずっ変化させても形態に変化はなかったことから判断で

きる.さらに,解析は一つの層における1つの細胞の細胞体像や主樹状突起の本数等の特徴量

を対象に行った.これらの理由から,tOp Viewの投影像である2次元画像による解析で十分

であると考えられる.

以上の各理由により,本研究ではナマズの網膜の神経節細胞の形態解析を目的とした細胞画

像認識システムの構築を行った.このシステムにおいては,染色した網膜の神経節細胞の光学

顕微鏡像を対象とし,画像処理の手法を用いて細胞像を抽出し,形態に関する特徴量の計算を

行った.抽出した細胞像に関しては,データ圧縮を行い,形態の特徴量とともに画像データ

ベースに保存した.画像データベースに保存されたデータに対し,統計解析,多変量解析など

の手法を適用し各種の解析を行った.

一
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目的とした解析内容は,以下の4点である.

(1)ナマズ網膜神経節細胞の形態分類

(2)生物の成長過程,異種生物問における形態比較

(3)注入酵素と抗体反応を示す細胞形態の特徴付け

(4)光刺激に対する反応の変化の解析

本研究のように形態を組織的に解析する試みは,網膜の機能を明確にするためにも意義あるこ

とといえる.

1.2 関連する従来の研究と本研究の位置づけ

網膜細胞に関する研究の概略,計算機形態学の流れを簡単に述べ,本研究の位置づけを行う.

網膜細胞の機能に関する解析は,主に網膜に光,電気刺激を与え,その出力を特定の神経細

胞に電極を挿入して抽出することにより行う.研究例としては,空間周波数や変調周波数を変

化させた光刺激を網膜に照射してその応答特性の相違から,X,Y,W-Cellと分類したも

の(2)･(乱(4)･(5)･(6),刺激の相違により反応する細胞の種類,応答開始時間,反応継続時間の変化を解

析したもの(7)･(8)･(9)･(10),入力に白色経書光を用いて,神経節細胞,アマクリン細胞から出力信号

を抽出し,神経節細胞間,あるいは神経節細胞とアマクリン細胞の間の伝達関数を推定するも

の(11)･(12)▼(13)･(14)等がある.

機能のみでなく形態と機能とを関連付ける試みもなされている.解析例としては,形態に関

するグループ分けを行い,形態の変化に関して刺激に対する応答動作の相違を解析するものが

ある(15)･(16)･(17)･(18).これは,神経節細胞の樹状突起の形状から,α,β,γ-Cellに分類し,それ

と刺激に対する反応動作の相違から分類されたⅩ,Y,W-Cellとを対応付けるものなどであ

る.次に,電気生理の実験により刺激に対する応答動作を解析しておき,その動作が既知の細

胞に関する形態解析を行うものがある(19)･(20)･(21)･(22)･(23)･(24)･(25).これは,Ⅹ,Y,W-Ce11各々に関

する形態解析,あるいは,応答動作が異なる細胞のシナッブス形状,視神経繊維の相違等を解

析するものである.その外,神経伝達物質を有する細胞を特定酵素との抗体反応により抽出し

て,その形態解析を行うもの等もある(26),(27)･(28)･(29)

次に,形態解析であるが,網膜を含む神経細胞の形態の組織的な記述は,前世紀末から今世

紀初頭R.Y.Cajalにより始められた(1).彼は,網膜細胞をその側面像から受容器,双極細胞,

水平細胞,神経節細胞,アマクリンの5つの型に分類した.彼の多数の細胞を対象とした直観

による分類は古典的形態学として現在まで続いている.神経細胞の構造を,その細胞の存在位

置から特徴付けたり,その構造を体系化する試みは,Richardson,Ste11,Boycottらにより

行われた(30)･(31).また,R.Molinerは,細胞の樹状突起の形態で分類,あるいは,特徴付けを

行った(32)･(33).形態を定量データの測定によって特徴付ける試みは,Palkovitsのネコの脳の細

胞数,分布の測定等がある(34).また,Bok,Shollらは,神経の形態を数学的法則で記述する定

11

~
∂

~



第1章 緒 論

量解析を行った(35)･(36)･(37).計算機を使用しない神経細胞の定量解析は,それを顕微鏡で観察し

ながら,グラフ用紙等にトレースしたり,トレースした輪郭線を切り出し,立体的に積み上げ

て測定した.そのため,多くのデータを扱うことは困難であり,また正確さにも欠けていた.

1970年頃になり,計算機の普及にともない,神経細胞の形態解析にも計算機が用いられる

ようになった.それらは大約次の4種類の研究に分類できる.

第1は,細胞像を計算機に取り込み,その簡単な数値データの抽出,表示を,自動あるいは,

半自動で行うシステム構成である.これは,Wann,Lindsay,Glasser,Punn,Boyle,

Capowskiらにより行われた(3軌(39)･(40).測定される定量データは,例えば樹状突起の太さ,長

さ,細胞体の面積等である.

第2は,計算機内での細胞の3次元像再構成である.これは,電子顕微鏡像を用いた,Cro-

Wther,Reddy,2次元切片画像より3次元像再構成を行ったWeinstein,Eliasらの研究が

ある(41)･(42)･(43).これらは,ライトペン等で,各切片ごとの輪郭線を追跡して,計算機に入力し,

計算機内では,別々の記憶領域(ページ)に記憶する.そして,そのページを重ねることによ

り,計算機内で3次元像を再生する.すなわち,従来までは,紙に輪郭線を措き,それを切取

り積み上げて立体像を作っていたものを,計算機で実行させる試みである.また,3次元像の

表示に関しては,隠線消去等の問題点がある.

第3は,樹状突起の枝分かれパターンを計算機で解析する試みである.これは,Capowski,

Fox,Barnard,Cawanらが行った(44).枝分かれパターンの記述に関しては,細胞像を操作

者が見ながら,その枝分かれ点を示し,その座標値を計算機に入力する.そして,計算機内で

はそれをスケルトン表示し,枝分かれの数,枝の長さ等の測定を行う.

第4に,計算機を用い,形態の特徴量を抽出し,形態分類,統計解析を行う例である.形態

分類に関しては,Shantzによるカエルの網膜細胞の3次元の構造解析に基づく形態分類(45),

Hitchcockらによるキンギョの網膜の神経節細胞の樹状突起のパターンに基づく形態分類(46),

Dunn-meyne11らによるナマズの網膜の神経節細胞の,細胞体,樹状突起の形状と樹状突起

の分布の深さに基づく分類(47),ネコ,ネズミ等の神経節細胞の細胞体の面積,樹状突起の太

さ等に基づく分類(48)等が報告されている.

形態に関する統計解析の例としては,Frankらによるカエルを対象とした細胞体の大きさ,

位置,樹状突起の形状と細胞体形態の関連(49),Petersonらによるカメを対象とした細胞体の

大きさに関する統計解析(50),Oysterによるウサギの網膜の神経節細胞を対象とした細胞体の

面積に関する統計解析(51)･(52)などがある.これらの研究に関して,計算機を用いデータベース

化し,形態分類,統計解析,多変量解析までを総合して行っている例はみない.

一方,画像データベースの研究に関しては,手書き文字(53)や,Ⅹ線写真等の医用画像(54)･(55),

指紋写真(56),考古学データ(57),タンパク質(58),等数多くの応用例がある.本研究は,画像

データベースの応用の例を見ない生物学の神経形態学分野に画像データベースの適用を行った
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ものである.画像処理の技術を適用することにより,画像データベースにおけるデータ入力の

困難さを解決し,自動で画像入力,特徴抽出を行えるようにした.さらに,形態解析に関して

も形態分類,統計解析,多変量解析の手法を総合的に応用することを可能にした.このシステ

ムを応用し,ナマズの網膜の神経節細胞の形態分類,生物の成長過程や異種生物の形態比較,

酵素反応細胞の形態解析に適用し,従来関心が持たれてきた神経細胞の形態解析のテーマ,お

よび,形態と機能の関連の解析のテーマへの応用に関して検討することができた.さらに,光

刺激に対する反応インパルス頻度ヒストグラムの解析にも本研究で構築した細胞画像認識シス

テムを応用し神経細胞の機能に関する解析への応用の可能性も示唆できた.

1.3 本論文の構成

本研究を進めるに当たっての基本方針と手法について述べる.

(1)生物学の研究者が容易にシステムを扱うことを考慮し,対話型処理を基本とし,画像から

得られた形態に関する特徴量のみでなく,機能に関する解析も可能とする設計方針に従った

画像データベースの構築.

(2)多数の細胞像の形態を統計的に解析するため,2次元画像から画像処理で客観的に容易に

抽出できる特徴量を用いた解析を対象とした.従って,特徴量の計算方法や各特徴量を剛､

た解析結果に関する検討を行なう.

(3)多数の細胞画像を計算機へ入力するため,光学顕微鏡の濃淡画像を画像処理して,半自動

で細胞像抽出,保存を行なう.濃淡画像を2値化し,細胞像を抽出するための問値化の手法

とその前処理の効果の検討を行なう,

(4)多数の細胞画像を保存しておくためのデータ圧縮を行なう.2値画像を保存するための

コード化法の検討と,形態を簡単化するための輪郭線近似手法の検討および輪郭線近似の妥

当性の評価.

(5)細胞の樹状突起に関する形態解析を行なうための,細線化手法を用いた樹状突起の骨格線

化の検討と樹状突起の形状パターンの特徴抽出法およびその特徴量を用いた形状解析例.

(6)特徴量を用いた統計解析,形態分類,多変量解析の手法の検討とナマズ網膜の神経節細胞

を用いた解析結果に関する考察.

(7)画像認識システムを用いた形態解析の例として,ナマズ,カエル及びオクマジャクシの神

経節細胞を対象とした解析結果の考察.

(8)画像認識システムを用いた機能の解析例としてナマズ網膜に各種の光刺激を照射したとき

の反応インパルス頻度分布の解析結果の考察.

以上の方針に基づき本研究では,1.1,1.2で述べたように従来検討されなかった多数

の細胞像を対象とした形態と機能の解析を計算機を用いて行なう手段の検討と数々の応用の可

能性を立証することができた.
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以下に本論文の各章の概要を述べる.

第2章では,細胞画像認識システムの設計目的,機能,特徴,ハードウェア構成,機能に関

する概要について述べる.さらに,運用例としてシステムのメニュー例,簡単な解析結果の表

示例を示す.そして,システムにおける計算時間,データの記述容量等システム評価の結果を

示す.

第3章では,細胞画像認識システムへのデータ入力,保存に関する検討結果について述べる.

まず,網膜細胞の光学顕微鏡像から,画像処理の手法で細胞像と細胞体像の抽出,保存を行

なう手法を提案する.内容は,標本化した細胞の濃淡画像を対象とした,ノイズ除去,エッジ

強調,ボケ除去等の前処理法と,細胞画像抽出のための画面の2値化法の検討を行なう.次に,

細胞体と主樹状突起を自動で分離するための方法の提案を行なう.

多数の細胞像をデータ圧縮し保存するために,まず抽出した細胞像,細胞体像の2値画像の

コード化法を検討し,輪郭線のチェインコード法による記述が有効であることを確かめた.次

に,細胞体画像を1次元および2次元の系列で表現する方法とその代数的特徴付けを行ない形

態の特徴抽出を行なうことの妥当性を検討する.最後に,輪郭線近似図形を用いた細胞体画像

の記述に関する検討を行なった.近似手法は,多角形近似法である最大多角形法と最小2乗法,

曲線近似であるフーリエ記述子による近似手法を,そのデータ圧縮率,原画像の特徴量の保存

という観点で比較検討を行なう.その結果,細胞体像の記述にはフーリエ記述子による近似手

法が最も適していた.

第4章では,細胞画像の樹状突起の形状解析のための細線化手法を用いた樹状突起認識法の

検討を行なう.神経細胞の樹状突起は,細胞間,細胞と脳との間の生体信号の伝達に関与して

いる･樹状突起の連結関係の認識は,感覚器官と脳との間の生体信号の伝達経路の推測に有効

であるし,広がりの大きさや樹状突起の本数により細胞の機能,情報処理量の推測が可能とな

る･従って,樹状突起の形状解析は,細胞の形態と機能の関連の解析を可能とし,生物学の分

野において従来より関JL､がもたれたテーマである.

樹状突起は,ふくらみのある細胞体より細長く伸びているので,この形状を計算機で自動認

識するため,細胞像を細線化し,樹状突起の骨格線を抽出し,それを用いて形態解析を行なっ

た･細線化手法は,従来手書き文字等を対象として提案された手法を細胞像のように輪郭線が

なめらかでない画像に適用できるように改良した手法を提案する.提案手法に関しては,シ

ミュレーション図形と,細胞体と主樹状突起を持っナマズの神経節細胞像とを対象とし,従来

法と比較,検討を行ない,計算時間,認識結果ともに提案手法が優れていることを確かめる.

次に,この細線化手法のみでは,認識結果において不十分であったため,2値画像を対象に

輪郭線を平滑化する手法を提案する.さらに,シミュレーション図形を用いて,最適な前処理

の手法の選択法を提案した.最適な前処理を行ない,その効果を細胞像を用いて評価した結果

97%の認識率で樹状突起の骨格線を抽出することができた.
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第5章では,細胞画像認識システムにおける網膜細胞画像の形態に関する特徴抽出を述べる.

まず,本システムで計算可能な細胞体形態の特徴量に関して,画像処凰こより2次元画像から

計算する方法と,系列データ表現における特徴量の計算方法とについて述べる.ナマズの神経

節細胞を対象に,これらの特徴量を求め簡単な統計解析を行なった例も併せて述べる.

また,網膜細胞の樹状突起形状に関する特徴量について述べる.特徴量は,樹状突起の骨格

線より計算する.求めた特徴量を用いて簡単な統計解析を行なった例と樹状突起の分岐パター

ンを計算機で自動認識した例を示す.

次に,特徴量を用いた形態解析手法として形態分類の手法について述べる.形態の類似度を

定義し,基準となる形態と類似したものを抽出するテンプレートマッチング法,および特徴量

空間内で類似したものから順にまとめていくクラスタリング法について述べる.これらの手法

を用いた形態分類の結果例も併せて示す.

最後に,特徴量を用いた形態解析手法として多変量解析の手法について述べる.多変量解析

としては,複数の特徴量を少数偶の主成分に要約する主成分分析法と,既存のグループに対し

新しい細胞がいづれのグループに含まれるかを判定する判別分析法について述べた.主成分分

析の結果,特徴量の数を少なくし,1つの細胞を記述することの有効性を表わす例と,判別分

析に関しては抗体反応の結果でグループ分けされた細胞群と神経節細胞との比較の例を示す.

以上から,大量の細胞画像を対象とした客観的な形態解析に適する特徴量である形態を巨視

的にとらえ,画像処理で自動抽出可能な特徴量を求めることが可能となった.また,細胞画像

認識システムを用い細胞形態解析を行なう時用いる形態分類,多変量解析手法について検討し,

形態解析への応用の可能性を示唆することができた.

第6章では,細胞画像認識システムによる形態解析の一例として,ナマズ,カエル,オクマ

ジャクシの神経節細胞の形態解析の結果を示す.

異種生物の間での細胞形態の比較,生物の成長過程にともなう細胞形態の比較は,従来より

生物学の分野において関心が持たれてきたテーマである.本研究における形態比較の結果,ナ

マズ,カエル,オクマジャクシの細胞体形態の特徴量を比較すると,ナマズとオクマジャクシ

の特徴量の分布形状が類似していた.カエルとオクマジャクシの神経節細胞の比較においては,

大きさに関する特徴量はカエルが大きく分布の範囲も広かった.し串ゝし,細長さ等形状や樹状

突起の本数に関しては,カエルの方が分布のばらつきが小さく類似した形状のものが多かった.

カエルとオクマジャクシの形態比較により,大きさに関する特徴量の値は成長と共に大きくな

るが,細長さ,樹状突起の本数の分布には大きな差異はみられなかった.

第7章は,細胞画像認識システムの統計解析部分を利用して,ナマズの網膜に光刺激を照射

した際の反応インパルス頻度分布を解析した結果について述べる.網膜細胞の機能を解析する

試みは,従来より多数行なわれている.その一例として光刺激を照射した際の網膜細胞の反応

動作を解析する試みがある.本研究では,設計した細胞画像認識システムにより各種の光刺激
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に対し,神経節細胞に挿入した電極より抽出した反応インパルスの頻度分布の形状を画像とし

てとらえ,その特徴量を抽出し,抽出した特徴量を同システムの統計解析部分を利用して解析

を行なった･その結果,光の位置の移動と明るさの変化という2種類の刺激を比較すると,光

の位置の移動は刺激が強いためか反応に関する個体差が少ないこと,網膜に照射される光の量

は神経節細胞の反応の強さに関係し,光の網膜細胞への照射時間は反応時間に比例しているこ

と等が推測された.

第8章は本研究のまとめとして,設計した細胞画像認識システムの生物学の分野における細

胞形態解析に関する研究への応用の可能性に対する展望を述べる.また,本研究を基礎として,

さらにこの研究を発展させる方向について述べる.

ー
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2.1 はしがき

最近の計算機技術の向上とデータベース理論の研究に伴い(59)･(60)･(61)･(62)･(63),各種の分野でデー

タベースシステムが設計,運用されている(64)･(65)･(66).特に,画像処理,パターン認識技術と

データベース理論を組み合わせることにより,手書き文字認識システム(53),医用画像データ

ベース(54)･(55),指紋の照合システム(56),考古学データ管理システム(57)等画像データを保存し,

画像検索,認識等を行うシステムが開発され,有効に利用され,研免 臨床応鼠犯罪捜査等

への一助を担っている.

生物学の分野においては,実験で算出される数値データ,画像データ等は数多く膨大である

が,これらのデータの管現 分析や画像の認識等に計算機を用いているところは少なく,特に

画像の認識を目的とするシステムや研究支援用データベース提案の試み(58)はきわめて稀であ

る.従来までは,記録紙に記述した実験データや,顕微鏡画像の写急 スケッチ画等を,研究

者が整現保存し,経験に基づき解析,検討を加えてきた.従って,これら多量のデータを保

存,管理でき,さらに統計処理,検索や画像認識が容易に行えるシステムが構築できれば,系

続的な研究を進めることができ,生物学の各種の研究において,有用な研究環境を提供できる

と考えられる.また,生物学の分野における画像認識に関わるデータベースシステムが実現で

きれば,細胞の形態と機能の関連の解析(67)･(68),異種生物間における細胞形態,あるいは刺激

に対する反応動作の変化の解析(69),生物の成長に伴う細胞形態の変化(70)等の従来から関心が

もたれてきている各々の研究にきわめて有用であるとともに,相互の研究関連にも重要な役割

を果たすことが期待される.

本章では,本研究の主たるテーマであるナマズの網膜細胞の形態解析について客観的かつ体

系的に行うことを目的とした網膜細胞画像認識システムの構成,特徴,機能に関する概要(71)

を述べる.画像データベースシステムを用いて細胞の形態と機能の解析を行うことにより,従

来までは,主観的判断に基づいてしか行われなかった形態に関するグループ分け,他生物の細

胞形態との比較,さらには,機能と形態の関連の解析などが可能となる.本システムにおいて

は,ナマズの網膜細胞の光学顕微鏡像を対象として,形態の特徴量を計免 保存し,検索,分

類を行うことができる.さらに,ヒストグラムやスキャタグイアグラムの表示,各種統計量の

算出を可能とした.

システム設計上考慮した点は次のとおりである.

(1)操作性を向上させるため画面に表示されるメニューに従い処理を進めるようにした.

(2)データ入力に関しては,計算機で算出可能なデータは,計算後,自動的にデータベースに
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入力することを可能とした.

(3)細胞形態に関する特徴量は,画像処理により自動抽出した.

(4)データベースは,扱うデータの汎用性を考慮した設計であるため細胞の光刺激反応に関す

る実験時系列データに関する解析等細胞の機能に関する解析も可能とした.

(5)細胞画像データの圧縮や特徴量計算における計算時問の短縮を目的として,細胞体の輪郭

線の座標の一次元系列,細胞体像の近似図形(72),あるいは細胞像の骨格線画像を用いて各

種の特徴量が表現できるようにした.

(6)システムの拡張性を考慮して,データの計算方法や,統計解析の方法を容易に追加,変更

できるようにしたことなどである.

本章では,2.2でシステムの設計目的,機能,特徴を,2.3でシステムの構成,2.4

でこのシステムを用いた処理例について述べる.また,2.5でシステムに関する考察を行う.

なお,本章は本研究における概要について述べたもので,第3章以下の各章節は本章における

各項目の具体的事項に関して解析,検討を加えたものである.

2.2 網膜細胞画像認識システムの概要

2.2.1 システムの設計目的

以下に,網膜細胞の形態解析で意図する内容とそれを実現するために付加した細胞画像認識

システムの機能について特徴的な部分を述べる.

(1)大量の画像データを保存し,細胞画像のグループ分けに適したパラメータを抽出し,形態

分類を行う.従って,細胞画像を簡単な手順で計算機に取り込み,画像処理により,細胞像

データの抽出,保存ができる.

(2)任意の網膜細胞に対する分類,形態解析に有用な手法や,使用する特徴量は確立していな

いので,画像あるいは,その近似図形に関して,各種の特徴量を計算できるようにし,また,

それらの追加,変更を容易にした.

(3)細胞形態を種,生物間で定量的に比較できるように,各種の統計解析,特徴量空間におけ

る距離尺度を用いた分類,多変量解析などを可能とした.

(4)検索,分類結果を画像あるいは,ヒストグラム,スキャタグイアグラム,樹形図等各種グ

ラフで表示できる.

2.2.2 システムの特長

システムの特長は以下の通りである.

(1)処理内容をメニュー形式で記述している.従って,操作が簡略である.また,処理に有効

な特徴量,手法が明確でない場合でも,メニューの中から適当な手法,特徴量を選択し,そ
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の処理結果を参照し,より適切な手法等の抽出を可能とした.

(2)解析に用いるデータは,画像処理で画像から計算して入力するだけでなく,キーボード入

力も,プログラムからの計算結果も使用できる.従って,細胞形態に関する特徴以外のパラ

メータを用いた解析を可能とした.

(3)画像データのデータ圧縮の手法を各種使用可能としている.大量の細胞画像データの解析

を目的としているため,可能な限り少ないデータ量で,かっ形態の特徴を失わないデータ保

存を行う.

(4)新しい機能の追加,変更が容易な設計.

2.2.3 ハードウェア構成

本システムのハードウェア構成を図2-1に示す.CPUは,DEC社製VAXll/780を用い

ている.顕微鎧画像の入力には,SpacialData社製ビデオディジタイザOSCONⅡを用いた.

ビデオディジタイザは解像度640×480ドット,濃淡レベルは8bitである.画像データやプ

ログラム等の保存には,456MB磁気ディスクパック装置を,また,解析結果の図形表示には,

TEKTRONIX社製蓄積型ディスプレイ TEK-4014,TEK-4010と,そのハードコピー

装置を用いた.この画像認識システムは,DEC社提供のOSであるVMS(Ver.4.3)上で,

FORTRANで記述･運用している.

2.2.4 システムのファイル構成

画像認識システムは,画像解析,パターン認識,統計解析および画像や特徴パラメータ等の

数値データを管理するソフトウェア群と,細胞画像データ及び細胞像の形態の特徴を表現する

数値データが記述されたテーブルより構成される.これらのソフトウェアは,一つのメインメ

ニューよりすべて選択実行可能である.この機能に関しては,2.3で概説する.データに関

しては,システムのファイル構成図を図2-2に示す.まず画像は,細胞像と細胞体画像の二

値画像データが存在する.さらに,近似法を用い簡単化した画像や,骨格線画像をデータとし

て保存することもできる.これらは,形態の特徴量計算時に参照し,細胞の識別名をキーとし

て,分類結果や細胞像の表示において利用する.細胞像形態の特徴量および細胞に関する属性

は,細胞の識別を行う項目番号と複数個の特徴量の値が記述されたテーブルに保存される.こ

れ以外に,項目番号と細胞の識別名を持っテーブルが存在し,この項目番号で特徴量の記述さ

れている特徴量テーブルとの関係が表現されている.そのはか,システムの説明や細胞データ

に関するメモを記述したテキストデータも,認識システムから記述,参照可能である.

2.3 網膜細胞画像認識システムの機能

網膜細胞画像認識システムは,顕微鏡画像入力･保存部,特徴量計算部,統計解析部,画像
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VAXll/780 System

図2-1 網膜細胞画像認識システムのハードウェア構成図

表示部の四部分で構成される.以下に各部分の機能の概略を述べる.

2.3.1 画像入力

画像入力では,図2-3のブロック図に示すようにビデオディジタイザからの濃淡画像の読

み込み,細胞像抽出のための画像処理による前処理,細胞像抽出,画像データ保存などを行う.

濃淡画像の読み込みは,まず画面の大きさを指定して行う.すなわち,対象とする細胞画像

を全画面からか,画面上の一部から読み込むかについて指定する.次に,サンプリング開始点

を指定する.濃淡画像にノイズが含まれたり,細胞像のエッジがぼけている場合,メニューに

示されたフィルタを選択することにより,細胞像抽出のための前処理が行われる.ここで使用

可能なフィルタは,5×5局所窓を用い任意の重み付平均を行うもの,メディアンフィルタ,

分散値を用いたエッジ強調フィルタ等である(73)･(74).前処理を施した濃淡画像に対し,動的閉

-12一



第2章 網膜細胞画像認識システムの構築

特徴量テーブル

特徴量識別名

ロ データ

2 データ

3 データ

･統計解析･分類

･特徴量の計算

細胞名テーブル

細胞の個数

1 細胞名

2 細胞名

ロ

3 細胞名

･統計解析･分類

･画像表示

メモ用テキストファイル

･データ･サブルーチン

のメモの参照･記入

画像ファイル

細胞の属性

細胞画像

量
l

･画像入力

･特徴量計算

･画像表示

図2-2 網膜細胞画像認識システムのファイル構成図
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値化法を用い,画面を2値化し,細胞像を抽出する.抽出した細胞の2値画像は,データ圧縮

のため,ビットパターンか,ランレングス法,あるいは,チェインコード法により記述し,画

像ファイルを構成する.

なお,画像入力の前処理,画像抽出,保存に関しては,第3章に詳述する.

2.3.2 特徴抽出

特徴量の計算に関しては,図2-4に示すように操作者がメニューより選択した細胞画像の

形態の特徴量の計算と,細胞体と樹状突起の分離と樹状突起パターンの特徴抽出,細胞体画像

および輪郭線近似画像ファイルの生成と,補助機能として,特徴量計算を連続処理するための

細胞名リストの作成を行う.

システムにおいて画像処理で計算可能な特徴量は,細胞体画像の面積,長径,短径,周囲長,

長径/短径,周囲長2/面積,角の数(頂点の数),輪郭線を極座標表示した波形の相関係数,

線形予測係数などである.また,細胞体画像の輪郭線を最大多角形法,最小2乗法,フーリエ

記述子を用い,多角形あるいは曲線近似し,その図形のファイル生成と,近似図形における上

記各特徴量を計算できるようにしてデータの圧縮,計算時問の短縮などに資するよう考慮し

た(72).なお,データ圧縮に関しては,第3章に詳述する.

また,細胞画像は,細胞体と呼ばれる丸みを帯びたふくらみと,樹状突起から構成される.

樹状突起の分離には,細線化手法を用いて行った.樹状突起の端点,分岐点の位置,樹状突起

の本数,突起の角度等の特徴量の計算処理も行っている(75)･(76).さらに,細胞体の形態解析を

行う場合が多いので,樹状突起を除去した細胞体画像の画像ファイルの生成を行う.

なお,細線化手法については第4章に,樹状突起の特徴量の計算処理については第5章に詳

述する.

2.3.3 統計解析

統計解析に関しては,図2-5に示すように,データの追加,変更,特徴量問の四則演算と

その結果の特徴量テーブルへの書き込み,任意の細胞像におけ.る任意の特徴量の出九 特徴量

による検索,分類,ヒストグラム,スキャタグイアグラムの出力等を行う.

細胞ごとに,複数個の特徴量を選択し,それらの四則演算を行い,その結果を特徴量テーブ

ルに追加することも可能である.

検索に関しては,数値データの場合,その最大値と最小値を指定し,文字データの場合には,

文字列を指定して,その文字列を含むデータを検索する.また,ある細胞画像のグループが存

在するとき,別の細胞画像が,そのグループと類似した特徴を有するか検討するために,その

グループに属する細胞と比較する細胞とのマハラノビス距離を計算し,ズ自乗検定を行い評価

できる.さらに,細胞名をキーにした検索も行う.これらの検索は,組み合わせて行うことが
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ノイズ除去

エッジ強調

動的しきい値化法

画像分割

チェインコード法

ランレングス法

ビットパターン

図2-3 網膜細胞画像認識システムにおける画像入力処理の概要を示すブロックダイアグラム

特徴量の計算

細胞識別名リスト

の作成

特徴量の計算

｣主樹状突起の分離

キーボード入力

自動作成

面積､周囲長

輪郭線の複雑さ､等

細胞体画像の保存

主樹状突起の数の

自動認識

図2-4 網膜細胞画像認識システムにおける特徴量計算処理の概要を示すブロックダイアグラム
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検索･統計解析

l｢

データ入力

l

データの変更

データ間の演算

結果の表示

ヒストグラム解析

スキャタダイア

グラム解析

細胞形態の分類

データの入力､

追加

データの消去

四則演算

対数演算

データ名と値

データ名､特徴量

数字､文字列

スキャタ

ダイアグラム

ニ次元ヒストグラム

テンプレート

マッチング

クラスタリング

図2-5 網膜細胞画像認識システムにおける統計解析処理の概要を示すブロックダイアグラム
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でき,前の結果との結びを取ることも交わりをとることもできる.検索と後述する分類とを組

み合わせて行うことも可能で,検索によって抽出された細胞データの集合を対象として分類す

ることも,分類により抽出されたデータの集合を検索することもできる.検索結果は,値,ヒ

ストグラム,スキャタグイアグラム等の形で出力できる.

ヒストグラムは,特徴量を指定し,表示したい値の最大値,最小値,区間数を与えて,指定

したグラフィックディスプレイに出力する.スキャタグイアグラムは,2つの特徴量を指定し,

その最大値と最小値を指定することにより,グラフィックディスプレイに表示する.あるいは,

スキャタグイアグラムを格子で区切り,各格子に含まれるデータ数を対応する位置に数値で表

わした二次元ヒストグラムの出力も可能である.この時2っの特徴量の相関係数も計算する.

さらに,特徴量を用いた分類に関しては,第一の方法は,任意のテンプレートを指定し,そ

れと類似度の大きいものから順に選択するテンプレートマッチングがあり,類似度の大きい細

胞名から順に,テキストファイルに書き込む.このテンプレートマッチングにおける類似度の

距離尺度に関しては,次の3手法(77)を選択できるようにした.

(1)特徴量の組で構成される特徴量空間におけるユークリッド距離.

(2)細胞体の輪郭線を極座標表示した波形より計算した線形予測係数から求める最尤距離.

(3)細胞体画像をその重心を基準に重ね合わせ重なり部分の割合を尺度とする方法.

特徴量空間におけるユークリッド距離に関しては,特徴量の種類,および数は自由に決定で

きる.

第二の分類方法は,類似度の高いものから順にグループとしてまとめるクラスタリングであ

る.クラスタリングの途中経過におけるグループ間の距離は,最長距離,最短距弘 平均距離,

重心距離の中から分類目的に応じて選択できる.その結果はグループ分けのプロセスを樹形図

としてグラフィックディスプレイに表示したり,適当なグループ分けを行い,各グループ毎に,

前述のような検索,ヒストグラム解析等の統計解析を行う.

なお,統計解析処理の方法とその処理例に関しては,第5章に詳述する.

2.3.4 画像出力

細胞名の書かれたリスト名と,細胞像のコード化方法を指定するこ.とにより,対応する細胞

像を指定したグラフィックディスプレイに出力する.また,分類結果のうち,テンプレート

マッチングの結果を表示することもできる.

以上をまとめて図2-6にシステム全体の機能と各部分の入出力関係の概略を示す.

2.4 網膜細胞画像認識システムの運用例とシステム評価

本節では,網膜細胞画像認識システムに閲し,そのメニュー例,処理例,並びにシステム評

価を行った結果について述べる.
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細胞の光学顕微鏡像

画像入力部

~
Y

_______
J

~~l
.

ヒストグラム､ 多変量解析

スキャタ

ダイアグラム
の結果

分類結果

検索結果

図2-6 網膜細胞画像認識システムの機能に関する概略図

図2-7に認識システムのメインメニューを示す･図2-8にメインメニューの1,すなわ

ち画像入力部を選択したときのメニューを示す.

図2-9は,細胞像抽出のための前処理のメニューを示す･図2-10は画像入力部で画像

処動こより抽出されたナマズの網膜の神経節細胞画像の例(a)と,特徴量計算部分で抽出した

細胞体の2値画像(b)の例である･網膜細胞画像認識システムにおいては,このような細胞画

像1000個以上を保存し,解析対象としている.

2値画像の保存におけるデータ容量に関しては,ビットパターンでは,濃淡画像の8分の1

にデータ圧縮される･今回の例においては,ランレングス法によりビットパターンの約40分

の1,チェインコード法では,ビットパターンの約70分の1のデータ容量に圧縮することが

できた･この詳細については,第3章に述べる.

データ圧縮と,特徴量計算の簡略化を目的とし,システムで用意している近似法をナマズの

網膜細胞の細胞体画像に適用した結果,輪郭線の頂点の数は,原画像と比較し,多角形近似法

である最大多角形法では13%,最小2乗法では37%にデータ圧縮された.また,フーリエ記

述子では原画像の頂点の数が平均103画素の画像に対し,次数10までで原画像の特徴をよく

保存する再生画像が得られたので,データ圧縮率は約10%と考えられる.細胞体の特徴主に
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★★★★★ MORPHOLOGICAL ANALYSIS SYSTEM *****

1･DIGITIZATION:Digitize and storinglmage data

2.FEATURE EXTRACTION:Calculate morphologlCalparameters

3.CLASSIFICATION&STATISTICAL ANALYSIS:Classify neurons based onl

the morphologlCalparameters and histogram analysIS and retrieving

4･DISPLAY:Displaylmage data on TV monitor or graphic display

5.DATA CONTENTS:Display orinput memorandum about stored data

6･SUBROUTINE PACKAGE:Manualof subroutine package ofimage processing

Menu number:

図2-7 網膜細胞画像認識システムにおけるメインメニュー

★★★★★ DATA SAMPLING ★★★★★

Sampling process menu

l･Digitizing grayleveledimage

2･Preprocessing

3･Making two valuedimage

4.Measurement
of calibration

5.Filing

6.End of process

Menu number:

図2-8 網膜細胞画像認識システムにおける画像入力部のメニュー

関しては,面積,長径,短径,長径/短径については,原画像に対し,多角形近似法で8%,

最小2乗法で1%,フーリエ記述子は5%以内の変動がみられた.周囲長に関しては,最大多

角形法で24%,最小2乗法で6%,フーリエ記述子で26%の減少となった.上記定量データ

は,細胞体画像に関する特徴量の平均値により求めたものである.なお,この詳細については,

第3章に述べる.

図2-11は,特徴量計算部分のメニューである.図2-12は,この中の特徴量計算(図中

2)を選択したときのメニューで,システムが用意している計算可能な細胞体形態の特徴量の

一覧である.表2-1は,各特徴量を,各10個ずつの細胞体像に関して計算した計算時間を
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★★★★★ PREPROCESSING

Whichdoyouinputdatafromdigitizerorimagefile?

(D or F):

Origlnalgrayleveled file name:

1･Making
compositeimage by3images.

2･Segment
object mass by differenciation.

3･Edge enhancement by dfferenciation.

4･3+search edge connection.

5･Edge enhanCement by gradient.

6･Matrix filtering.

7･Nonlinear
smoothing･

8.Median filter(1-d&2-d).

9.Minimum & maximum filter.

10･3-31inear smoothing filter.

11･Edge enhancement by variance.

12･Reversing.

13.In case you want to
know how the above filter.

14.End of process.

Menu
number:

図2-9 網膜細胞画像認識システムにおける前処理のメニュー

★★★★★

示す.画像処理で特徴抽出を行うため,認識システムの処理の中では,最も計算時問が長くな

る部分である.

図2-13は,統計解析のメニューを示す.図2-14は,統計解析の一例としてヒストグラ

ム表示(図中6)を選択し,1000個のナマズ網膜細胞の細胞体の面積(a)と主樹状突起の本

数(b)のヒストグラムを描いたものである.ナマズの網膜細胞の細胞体の面積は,平均が約

100山m)2で面積の大きい方へ広がった分布を示していることがわかる.主樹状突起の本数は,

3,4本のものが多いことがわかる.

図2-15は,統計解析の例として検索(図中5)を選択して解析を行った結果である.(a)

は,117個の細胞体の長径･短径比のヒストグラムを求めたものである.(b)は,長径/短径

に関して,1.5と1の範囲で検索した細胞体像の長径/短径のヒストグラムを示す.検索され

た数は,59個であった.(c)と(d)は,(a)(b)の細胞体像に関する面積のヒストグラムである.

(d)は(c)と比較して面積の小さい方への偏りが大きいことから,長径/短径が1に近いもの,

即ち,丸い細胞体の面積が,細長いものより小さい傾向にあることがわかる.

図2-16は,統計解析の例として細胞形態分類(図中8)を選択しその結果を表示した例

である.(a)は各列左端の細胞体をテンプレートとしたテンプレートマッチングの結果,(b)
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第2手 綱腰細l胞画像認識システムの構築

⊥ナ′ノ

ヤtk
(b)

ノ ′ l

■ l ′

一 暮 I

図2-10 網膜細胞画像認識システムにおいて扱われるナマズ網膜の神経節細胞の2値画像例

(a)主樹状突起と細胞体を持っ細胞画像(b)細胞体画像

は,クラスタリングのプロセスを表示した樹形図である.

図2-17は,画像表示のメニューを示す.図2-16(a)は,統計解析部分でテンプレート

マッチング処理を行い,その結果をテキストファイルに細胞の識別名で記述し,図2-17の

メニュー1において措いた結果である.
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第2章 網膜細胞画像認識システムの構築

★★★★★ FEATURE DETECTION

Feature detection process menu

l･Making namelist file.

2･Calculating feature
parameters.

3･Cutting and counting prlnClpaldendrites.

4･End of process

Menu
number:

図2-11網膜細胞画像認識システムにおける特徴量計算のメニュー

★★★★★ cALCULATE PROCESS

★★★★★

★★★★★

Feature
parameter menu

l.Area

2･Center of gravlty

3.Major&minor axes

4･The ratio of majOr aXis&minor axis

5.The coefficients of auto-COrrelation

6.The Fourier coefficients

7.Circumference

8･The ratio of the square of circumference and area

9･Average&variance of the radii

lO.End of process

Menu number:

図2-12 網膜細胞画像認識システムにおいて抽出可能な細胞体形態の特徴量の一覧

表2-110個の細胞体像に関する特徴量の計算時問

特 徴 量 CPU占有時間

面 積

重 心
■

2′36〝

周 園 長 6′22"

長径と短径 2′53"

長径/短径 2′52"

半径の平均と分散 2′49"

周囲長2/面積 6′10"

自己相関係数(丁=10) 2′46"

フーリエ級数 3′11"
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第2章 網膜細胞画像認識システムの構築

★★★★★ wELCOME TO THE DATABASE SYSTEM

MayIhelp you?

Please keyln the number,What you want to do

l.Reading new data.

2.Modifying the old data.

3.Calculating two or more data.

4.Making thelist of the stored data.

5.Table searching.

6.Making the histogram of the data.

7･Making the scatter diagram of the data.

8.MorphologlCalclassification.

9.Finishing the allprocess.

Menu number:

図2-13 網膜細胞画像認識システムにおける統計解析処理のメニュー

Area(〟m)2

O
NumberofP-dendrites

8

図2-14 網膜細胞画像認識システムにおける解析例(その1)

(a)ナマズ網膜の神経節細胞の細胞体の面積のヒストグラム

(b)ナマズ網膜の神経節細胞の主樹状突起の本数のヒストグラム
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(a)

第2章 網暇細川包画像認識システムの構築

(b)

3 1

29

(d)

Tota159

AveragelO7･7`

St.dev.63.7

400 0

Area(〟m)2

400

Area(pm)2

図2-15 網膜細胞画像認識システムにおける解析例(その2)

(a)ナマズ網膜の神経節細胞の細胞体117個の長径/短径のヒストグラム

(b)細胞体の長径/短径を1～1.5の範囲で検索した長径/短径のヒストグラム

(c)(a)と同一細胞の細胞体の面積のヒストグラム

(d)長径/短径を1～1.5の範囲で検索した細胞像の細胞体の面積のヒストグラム

2.5 網膜細胞画像認識システムに関する考察

網膜細胞画像認識システムは,多数の細胞画像の各種の特徴量を保存し,統計解析,検索,

分類等を行い,細胞の形態,機能等の解析のための研究支援用システムである.従って,研究

者が計算機の扱いに慣れていない場合でも簡単に操作できるように,メニュー表示による対話

型処理を基本とした.さらに入力の際予期しないデータ入力があった場合,再度入力をうなが

したり,特徴量テーブルへ1キーボードよりデータを入力する場合,常に値の確認も行ってい

る.また,解析結果の出力先に関して,端末,グラフィックディスプレイ装置,プリンタ等,

操作者が自由に選択することができるようにした.

本システムでは細胞画像の近似図形を用いることによって特徴量の計算時問の軽減と保存の

ためのデータ圧縮を考慮した点に特徴がある.

なお,ここに述べたシステムは,既存のデータベースシステムを用いることなく･専用シス

テムとしての設計を行った.それは,現在までの生物学,医学の分野でのデータベースは,病

理標本(54),診断画像(55),症例等のコンサルテーションシステム(78)等が主で,細胞の形態･機

能に関するシステムは存在せず,したがって,既存の汎用データベースシステムを用い･る場合･

-24-



第2章 網膜細胞画像認識システムの構築

ナ ナ■1ヽ一ゝ†lヽ一
template

††lゝ●111一■1-

､ -■ヽ ヽ1/l･一･･r
■

template

▲ ▲一l/･一ヽ､ヽ/
template

図2-16 形態分類結果の表示例

(a)ナマズ網膜の神経節細胞に関して各列左端の細胞体をテンプレートとしてテンプレートマッ

チングを行った結果

(b)ナマズ網膜の神経節細胞に関して,図示した10個の細胞体を対象にクラスタリング処理を

行い,その分類の過程を示した樹形図
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第2章 網膜細胞画像認識システムの構築

★★★★★ DISPLAY PROCESS ★★★★★

Display process menu

l.Classified result.

2.Namelist file data.

3.End of process.

Menu number:

図2-17 網膜細胞画像認識システムにおける表示処理のメニュー

かなりの変更,機能追加が必要と考えられたからである.また,画像の収集から保存,特徴量

計算,統計解析等を総合的に行い,生物学の研究者が意図する解析結果を提供するためには,

設計段階において研究者の解析意図のフィードバックが必要である.さらに,本研究の最終目

的は,現在の形態解析の結果と細胞の機能の解析(79)の結果とを統合し,形態と機能の関連の

解析を行うことにある.それを実現するための拡張性を考慮すると,機能に関する解析システ

ムが専用システムであるため,それとの結合を容易に行うことが必要であった.以上の理由に

より専用システムを開発した.しかし,統計処理等に関しては既存の処理パッケージの追加は

容易に行えるので,科学技術計算t 多変量解析に関して一部それらの利用を行っている.

2.6 むすび

本章では,生物学における網膜細胞形態解析を目的とする画像認識システムの概要を述べた.

システムは,多数の解析プログラムの集合体と,特徴量テーブル,画像データファイルから構

成されている.これは,主に細胞の形態に関する解析を目的として開発を行ってきたが,現在

のシステムで,例えば,網膜に各種光刺激を照射した際の反応インパルスの頻度分布の解析,

網膜に白色雑音を照射した時の受容野パターンの解析,入力白色雑音と出力インパルスより計

算される二次カーネルの形状解析などが可能であり,そのような応用も行った.したがって,

これらを統合し,形態と機能に関して総合的に解析を行うシステムへ拡張が可能である.

さらに,本システムは,生物学の分野における細胞形態解析という目的のみにとどまらず,

画像データと画像から抽出した特徴量であるコードデータの混在した一般的なデータベースと

して用いることもでき,例えば医用分野における画像管理,多数の顕微鏡画像等を扱う臨床検

査,工場の生産ラインにおける部品管理等各種応用も考えられる.さらに,画像解析,統計処

理の手法や使用するパラメータの選択法に生物学の研究者の従来までの経験を反映させること

により,システム内で解析方法,パラメータ等の自動選択を行い,より正確に容易に研究者が

意図する解析を行うエキスパートシステムへの改良も可能と考えられる.

次章以降において,本システムの画像処現検索方法等の理論,アルゴリズムの詳細及び本

システムにより解析を行った結果について述べる.
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第3章 画像処理による細胞像データの収集と保存

およびデータ圧縮

3.1 はしがき

生物学の分野においては,神経細胞の形態と機能との関連の解析(67)や細胞形態の分類(80)･(32)

等が重要な研究テーマとなっている.このような解析を行うためには,多くの細胞像を計算機

に保存し,検索,特徴量の統計解析などを行う画像データベースの設計が必要となる.この問

題に対し,従来までの計算機による神経細胞の形態解析は,樹状突起の枝分かれパターンの解

析(36)･(44),細胞像の三次元像再構成(41)･(42)筈一つの像を詳細かっ正確に記述する試みに力点が

置かれてきた.このため,一つの細胞に関する記述において,多くの記憶容量と計算時間とを

必要とした.従って,画像データベースのように多数の細胞像を用いる処理には,これらの解

析はあまり効果的ではない.そこで,本研究では,これらの問題を解決する目的で,一つの細

胞像の形態を少数のパラメータで記述して特徴づけを行うため,細胞像については,細胞体と

主樹状突起のみに着目した.また,ここで取り扱う細胞は網膜細胞であるので,平面的な取り

扱いが可能で,2次元像として計算機解析を行うことにより多数の細胞像の処理が可能となっ

た.

本章では,まず,網膜細胞の光学顕微鏡像からの細胞像と細胞体像の抽出,保存手法を提案

する.ビデオディジタイザで標本化した画像に関する顕微鏡の光学系からの照明むら,焦点ず

れによるポケ等の問題に対し,画像処理によりノイズ除去,エッジ強調,ボケ除去を行った.

前処理を施した濃淡画像に間値処理を行い細胞体と主樹状突起より構成される細胞像を抽出し

た.さらに,細胞像に関しては,細胞体と主樹状突起を計算機で切り離して細胞体像を抽出し

た.

次に,多数の細胞像の解析を可能とするため細胞像をデータ圧縮し保存するための2値画像,

輪郭線像の記述方法を論ずる.輪郭線は,チェインコードを用い符号化し,2値画像は,ラン

レングス法により符号化することで,データ圧縮を試みた.また,細胞体像に関しては,図形

の1次元データおよび2次元データの代数的特徴付けを行うことによる記述を検討している.

また,細胞体の形態を簡単化する試みとして輪郭線近似図形による細胞体像の記述に関する

検討を行った.近似による記述に関しては,原画像と近似図形の特徴量の比較,データ圧縮率,

および,原画像を用いた形態分類と近似図形による分類結果の比較を行った.この分類結果の

比較の方法に関しては,新しい定量的な評価方法を提案して細胞体に適用した結果についても

述べる.
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第3童 画像処理による細胞像データの収集と保存およびデータ圧縮

3.2 細胞像データ抽出のための画像処理による前処理

形態解析処凰こおいては,主にナマズ網膜の神経節細胞の光学顛徴鏡像を用いた.これをビ

デオディジタイザ(SD社製OSCON)で標本化し.計算機への入力画像とした,図3rlは,

標本化した細胞像の一例である.写真中央に黒く染まっているのが,メチレンブルー法で染色

された神経節細胞である.入力画像は.640×480画素で,濃淡レベルは256レベルである.

細胞像中央のふくらみのある部分を細胞体.それから出ている突起を主樹状突起という.この

写真では,観測されないが.実際の細胞には,この主樹状突起より枝分かれした複雑な樹状突

起が広がっている.細胞体の直径は約30～4P〝mで,入力画像は60倍に拡大した像を用いた.

本処王空では,形態上主要な情報として,細胞体と主樹状突起のみに着目した.

図3-1の写真のように,入力濃淡画像は,ノイズ,エッジのぽけを含む場合がある.この

問題を解決するため,画像処理の手法を用い,ノイズ除去,エッジ強調およびぼけ除去の処理

を行った.

国3-1 メチレンブルー法で染色したナマズ網膜の神経節細胞の光学頗微鏡像を標本化した例.画面の

角牢像度は640:ヾ480,濃淡レベルは256レベルである.

3.2.1 濃淡画像におけるノイズ除去方法

まず,ノイズ除去の方法について述べる.濃淡画像のノイズを除去するためには.一般には

線形平滑化フィルタが用いられる(81】･(82).その例としては,乃×乃局所窓の中央画素の値を窓内

の平均値で置き換え実現するもの,あるいは窓内の中央から外側に重みを小さくする重み付き

平均値で実現するもの,さらに画像を2次元フーリエ変換し,周波数領域におけるローバス

フィルタを用いるもの等がある.しかし,線形平滑化フィルタは,ノイズの除去だけでなく.

エッジが滑るという欠点を持っている,そこで,それを補うための非線形フィルタの例として,

局所分散値を用い,近傍領域を局所分散値が最小となるように定め,その領域の中央画素の値
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第3章 画像処矧こよる細胞像データの収集と保存およびデータ圧縮

(a)Originalimage

｣∴ノ叫｢
(0,0.0.0,1几0,0,0)

(b)Median filter

(0,0,0几0几0)

(0几1･2･3▼4･吊･6) (0,0,0,0几2.2,2.2,2)

う
_イ

(0,1,2,3,4.5,6) (0,0几0,2,2,2,2)

(C)Averaglng

ノ､/ノ
_ノ

(0･0･与･‡･キー0･0) (‡-1･2,3･4-5･5号) (0.0,0,そ,与.2,2,2)

図3-2 孤立点,ランプエッジ,ステップエッジの模式図を用いたメディアンフィルタと平均値による

平滑化フィルタの比較.図下の数値は画素値を表す.

(a)孤立点(左),ランプエッジ(中央),ステップエッジ(右)の原画像

(b)(a)に対する局所窓の大きさ3のメディアンフィルタの適用結果

(c)(a)に対する局所窓の大きさ3の平均値フィルタの適用結果

を近傍領域内の平均値で置き換える方法が提案されている(81).この方法は,計算量が多く処

理時間が長くなる.

本研究における細胞画像認識システムでは以下に述べる2っの非線形ノイズ除去フィルタを

使用可能とした.すなわち,

(1)3×3局所窓において局所分散値を計算し,分散値が閲値以上の場合,その点はエッジの

候補点として平滑化は行わず,分散値が閏値以下の時のみ局所窓内の平均値で中央画素の値

を置き換える平滑化を行う手法である.これによりエッジの滑りは軽減された.また,従来

の非線形フィルタと比較して手続きが簡略で計算量も少なかった.

(2)ノイズ除去方法として,メディアンフィルタを利用する(83).メディアンフィルタは,局

所窓の中央の値を局所窓内のメディアン値で置き換える手法である.図3-2(a)に示す孤

立点,ランプエッジ,ステップエッジの例に対し(b)メディアンフィルタを適用した結果,

(c)平均値によるフィルタ((b)(c)何れも3画素の窓を用いた)を適用した結果を示す.図の

下の数値は,画素値を表している.この結果から,メディアンフィルタは孤立点のようなゴ
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第3童 画像処理による細胞像データの収集と保存およびデータ圧縮

マ塩雑音の除去に効果があり,さらにランプエッジあるいはステップエッジは平滑化しない

という長所がある.メディアンフィルタの局所窓の設定方法に関して,2次元窓を用いるこ

とも1次元の窓を用いることもできる(84).1次元窓を用いると各行独立に計算できるため

並列処理が可能であり計算効率が高くなる.

図3-3(a)にノイズを含む原画像の水平方向と垂直方向のプロフィールを示す.この原画

像に(b)3×3局所窓を用いたメディアンフィルタ,(c)9×1局所窓を用いたメディアンフィ

ルタ,(d)3×3局所窓の平均値による線形フィルタ,(e)3×3局所窓の分散値を用いた非線形

フィルタを適用した際の,(a)と同一の位置のプロフィールを示す.(b)と(c)の比較により,

水平方向のプロフィールに関しては(b)(c)何れも平滑化が行われているが,特に水平方向の

窓が大きい(c)の方が平滑化の度合が大きい.垂直方向に関しては(b)の方がより平滑化され

ていることがわかる.しかし,濃淡画像全体では大きな相違はみられなかった.また,その他

の手法に関しては,平滑化の効果が最も大きいものは(d)の3×3局所窓の平均値を用いたも

のであった.しかし,エッジもかなり滑っている.従って,細胞像抽出の前処理に適している

のは,エッジは保存し経書除去のみを行うメディアンフィルタ(b)(c)および非線形フィルタ

(e)であることがわかる.特に,非線形フィルタはノイズ除去効果はあるが,エッジは保存し

処理の手続きも簡略で画像認識システムに適した手法であった.

3.2.2 細胞像データ抽出のためのエッジ強調法

ここでは,エッジを強調するためのフィルタについて述べる.一般にエッジを強調するため

には,ラブランアンフィルタ等の線形高域強調フィルタが用いられる(85).しかし,これらの

フィルタは,エッジだけでなく,ノイズも強調してしまう.従って,本研究では,画面内の各

画素を,エッジの候補点とそうでない画素に分け,エッジの候補点のみの強調を行った.以下

に,筆者らが検討したエッジ強調のための3っのアルゴリズムについて述べる.

(1)画面内の各画素が,エッジか否かを判定するために,その水平および垂直方向のダラジェ

ント値を用いた.ある画素のブラジュント値は,それを中心とする3×3の局所窓を用いて

計算した.グラジェント値の絶対値が大きいところはエッジとみなし,ラブラシアンフィル

タにより強調した.ブラジェント値が小さい領域は3×3局所窓の平均値を用いた平滑化を

行った.このアルゴリズムは,画面内に多くのノイズを含む場合には不向きであるが,全体

にぼけた画面に対しては有効であることがわかった.

(2)画面全体の各画素について,水平および垂直方向のグラジュント値を計算する.ダラジュ

ント値の絶対値が大きい画素は,エッジかノイズである.それらの画素に関して,ラブラシ

アン値を計算し,その絶対値の大きいところはノイズ,小さいところは,エッジと決める･

エッジはラブラシアンフィルタで強調し,ノイズは,その周り3×3局所窓の平均値で置き

換え平滑化した.この手法では,ノイズはあまり強調されなかった.
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Horizontalprofile

(a)Originalimage

(b)Median filter(3■3)

(C)Median filter(9●1)

(d)Linear smoothing
filter

(e)Non-1inear smoothing
filter

Verticalprofile

図3-3 濃淡画像の水平および垂直方向のプロフィールによる各平滑化フィルタの効果の比較

(a)原画像(b)3×3局所窓を用いたメディアンフィルタ(C)9×1局所窓を用いたメディアンフィ

ルタ(d)3×3局所窓の平均値による線形平滑化フィルタ(e)3×3局所窓の分散値が開値

以下の場合のみ平滑化を行う非線形フィルタ
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(3)画面内の各画素を中心として,5×5局所窓を考える.その窓内の画素の濃淡値の分散値

を計算する.分散値の大きい窓の中央にある画素は,エッジ上の点とみなす.エッジとみな

された画素に関しては,その画素値と,窓内の画素の分散値を加算することにより強調した.

その他の画素に関しては,3×3局所窓の平均値による平滑化を行った.

図3-4(a)に原画像の水平方向のプロフィールを(b)(C)(d)には同じ画面に上記(1)(2)(3)

のエッジ強調手法を適用した画面の同一箇所のプロフィールを示す.この結果よりエッジ強調

の効果が顕著な手法は(2)と(3)であった.しかし,(2)の手法を適用して得られた図3-4

(C)のプロフィールにおいてはノイズも強調している.従って,細胞像抽出の前処理に適した

エッジ強調手法は(3)であった.

3.2.3 画像処理による顕微鏡画像の焦点ずれの補正

顕微鏡の光学系に起因するエッジのぼけ除去の方法を新たに提案する.本研究に用いた網膜

細胞像は,はぼ平面的な形態をしているが,完全に一平面に存在するとは限らない.また,光

学顕微鏡の焦点深度は浅い.従って,顕微鏡の焦点ずれにより細胞の一部がぼける場合がある.

そのぼけを除去するため,まず,一つの細胞優に関して,光学顕微鏡の焦点を,わずかな範囲

で,2～3段階変化させ,2～3枚の画面を標本化した.そして,それら2～3枚の画面を合成

して一枚の全体に焦点のあった画面を構成した.

画面を合成するに当たっては次の手順により実施した.(1)全画面の全画素でブラジェント

値を計算する.(2)グラジュント値の大きいところはエッジの候補点とし,小さいところは背

景もしくは対象物上の画素とする.(3)エッジの候補点に関しては,入力画面の同じ位置を表

す画素において,ブラジュントの絶対値が最大となる画素の濃淡値を合成画面の画素値とする.

すなわち,最も急峻なエッジを選択する.(4)エッジ以外の画素に関しては,背景が対象物よ

り明るい場合,同じ位置を表す画素の中で最も暗い画素の画素値を合成画面の画素値とする.

図3-5に,輪郭線の細い部分は焦点が合い太い部分はエッジがぼけていると仮定し,その方

法を模式図により示す.

3.3 細胞像の抽出方法

前処理を施した画面に対して閏値処理を行い,画面を2値化して細胞を抽出した.本研究に

用いた画面では,細胞と背景のコントラストは,必ずしも画面全体で一様ではない.従って,

画面をいくつかの領域に分け,各領域ごとに異なった濃淡値の間値を与える動的閤値化法(82)

を用いて画面を2値化した.

2値化における閤値の決定法に関しては,♪一夕イル法,モード法等いくつか提案されてい

る(82)･(85).しかし本研究では,閤値の決定は,画面上で境界付近をカーソルで指定し,その画

素値を聞値とし,操作者が画面を見ながら対話型でその間値を修正していく方法を採用した･
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(a)Originalimage

(b)Gradient

(C)Gradient+Laplacian

(d)Variance

図3-4 非線形エッジ強調フィルタの効果の比較

(a)原画像の水平方向のプロフィール(b)3×3局所窓の水平および垂直方向のダラジュント値が

闇値以上の画素のみエッジ候補点としてラブラシアンフィルタにより強調(C)3×3局所窓

のブラジュント値が周値以上でかつラブランアン値が別の閉値以下の画素のみラプラシアン

フィルタにより強調(d)5×5局所窓の分散値を窓の中央画素に加算し強調
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＼｣__′.｡

＼
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≠､ロ__

Sharpest edge

Pixels on object

図3-5 顕微鏡の焦点ずれに起因するポケ除去の手法.左の3画像はわずかに焦点深度を変化させた顕

微鏡画像を表す.細い輪郭線は焦点があっていることを,太い輪郭線はポケを含むことを表

す.左3枚に閲しエッジにおいて対応する画素でグラジェント値が最も大きい画素のみ抽出

合成した画像を右に示す.

(a)

■ ■

-■

一

.1

(b)

図3-6(a)動的闇値化法によリ2値化した画面と(b)細胞像のみ抽出した結果

2値化した画面内には,細胞像のみならず,視神経繊維等のアーチファクトが含まれる.そ

の画面から細胞のみ抽出するため,細胞上の一点を指定し,その点の連結成分のみを抽出した.

図3-6に入力画像を2値化した結果および抽出した細胞像を示す.

3.4 細胞像からの細胞体と主樹状突起の分離法

形態の特徴量を計算するために,まず,細胞体と主樹状突起を分離した.主樹状突起の形態

的定義は,正確にはなされていないが,ここでは,細胞の幅の狭い部分を主樹状突起と･した.
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細胞体を以下の手法により抽出した.細胞の2値画像を用い,その輪郭線に,値1を付与す

る.次に,値1を付与した画素を取り去った画像の輪郭線に値2を付与する.すなわち対象物

上の各画素に関して,最も近い輪郭線上の画素との距離の値を各画素に割り付ける距離変換を

行った(86).この画像において,幅が2ゐ以上の部分を細胞体として抽出する.抽出する方法は,

画素値がん以下,すなわち輪郭線からの距離がゐ以下の全ての画素に関して,その座標値を

(∬,γ)とする.そして,(ェ,ツ)を中心とし,辺の長さが2(烏-1)+1の正方領域内の画素値を

点検する.その正方領域内に,少なくとも一つ値た,すなわち輪郭線からの距離がゐの画素が

あれば,正方領域の中央に位置する画素は,幅が2ゐより広い部分に存在する.すなわち,画

素(ズ,ツ)は,細胞体上にあるとした.この操作を,値∽(∽≦々)の全ての画素に関して行った.

図3-7に,細胞像および細胞体と主樹状突起を分離し別々に表示した結果を示す.

1｣
＼_.j

ノIlrフ図3-7 図上の2つの細胞像の細胞体と主樹状突起を分離表示した例

3.5 細胞像保存を目的とした2値画像の記述方法

画像処理により抽出した細胞像を含む画面は2値で表現されている.従って,ここでは,2

値画像をデータ圧縮し少ない容量で記憶するための記述方法について述べる.

3.5.1 ビットパターン法

2値画像において,対象物上を1,背景が0の画素値を持っとすれば,各画素は1ビットで

表現できる.ビットパターン法は1語32ビットとして各ビットに各画素の値を割り付けて1
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語で32画素の情報を表現するコード化手法である.このコード化手法はコード化および2値

画像再生のアルゴリズムが簡略で処理速度が早い.従って,本研究における画像認識システム

では,各種処理途中で得られる作業用の2値画像の仮の保存にこのコード化手法を用いた.

3.5.2 ランレングス法

次に,細胞画像のように対象物が画面の一箇所に連続領域として集中して存在する場合にお

けるデータ圧縮を目的とする2値画像の記述方法について述べる.

これは,ランレングス法の改良手法である.まず,画面を左上から走査し,対象物上の画素

に出会えば,その画素のズ,ツ座標値を記述する.次に,その画素に引き続く,対象物上の画

素数を記述する.同じ行に,離れて対象物上の画素があれば,その方座標値および引き続く対

象物上の画素数を記述する.行が替わる直前の画素数は負数で記述する.次行では,走査線が

対象物と出会う位置は,その方座標のみ記述する.対象物上の画素が存在しない行には,0を

記述する.

図3-8は,ランレングス法による記述例で,対象物を1,背景を空白で表した2値画像と

している.この手法は,以下に述べる輪郭線のコード化手法と異なり画面内の対象物に囲まれ

た背景のホールが保存される.従って,本研究における画像認識システムでは,樹状突起の枝

分かれが複雑で,突起の交わりを含むような画像データの保存のためにこのランレングス法を

用いた.

Runlength method

Xl X2 Ⅹ3 Ⅹ4 Ⅹ5 Ⅹ6 Ⅹ7

YI

Y2

Y二I

Y4

Y5

Y6

YT

口 口 ロ ロ

ロ ロ ロ 口 ロ 口

口 口 ロ

ロ ロ ロ ロ

口 ロ 口 ロ

DescrlPtion format

Fトト半ヰ壬∃∃∃

巨卜手工±正∃∃三
1-Object space-background

図3-8 ランレングス法によるコード化の例.図上部の格子内の1は対象軌 空白は背景を表す2値画

像であり,ランレングス法によるコード化例を descriptionformat として示す
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3.6 細胞像保存を目的とした輪郭線の記述方法

3.6.1 チェインコード法

輪郭線の記述方法の一つであるチェインコード法について述べる.輪郭線は,2値画像の対

象物上の画素で,かっ,その4近傍に少なくとも一つの背景上の画素を持っものによって構成

される.このコード化法は,輪郭線の始点の座標と追跡方向で記述する.画素単位の追跡方向

は,図3-9に示す8方向のいづれかであるため,画素単位で,8つのコードの中の1つを対

応させる(9).図3-9の例で示すように,輪郭線が一筆書きできなくとも記述可能とするため,

0～7の8方向の方向コードの他に,追跡の終端を示すコードー1を加え,また,複数個の始

点の座標値の記述が可能である.

ここで,輪郭線像から,輪郭線で囲まれる部分を塗り潰した2値画像を再生する方法につい

て述べる.この時,画面の端には輪郭線上の画素が無いものとする.まず,画面の4辺から輪

郭線に到達するまで画面を走査し,走査した画面に背景としての値を割り付ける.次に,輪郭

線と,既に背景とみなされた領域で囲まれた部分を,領域拡張の手法により背景とする.以上

の二つの操作を用いて,画面を背景と対象物に分割することができる.

Chain coding

(u,Ⅴニ6＼2InitialP･Ⅲ
Chain C. □1[∃∃5[ココココ｢丁

図3】9 チェインコードによる輪郭線の記述方法の例.図上左を右に記述した0～7の8方向の方向

コードにより記述した例を示す.-1は,追跡の終端を表すコードである.

3.6.2 輪郭線の極座標表示

細胞体のように重心からの半径が輪郭線と1点のみで交わる画像に関しては,データ圧縮を

行い,さらに回転,移動および,大小に関して不変となるように,細胞体の重心から輪郭線ま

での距離と角度を求め,極座標表示による1次元データの系列を作成する.重心からの半径が

輪郭線と一箇所のみで交われば,その図形は,1次元データに変換できることは,Kashapら

により確かめられている(87).
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極座標展開とは,はじめに,(3-1)式を用い,重心を求める.

Cェ=∑ズ(g)s(≠レS,Gγ=∑来由(グレS
f=1 f=1

(3-1)

ここに,G∫,Cγは重心のズ座捜ッ座標を表し,5は対象物の面積,S(f)は対象物を微小区間に

分割したときの五番目の面積,ズ(才),γ(f)は五番目の微小区間のズ座標およびッ座標である.重

心を求めた乱細胞体の輪郭線を追跡しながら,重心から輪郭線までの距離と角度を調べる.

図3-10に,細胞体を極座標表示した例を示す.

3･6･3 細胞画像の輪郭線の2次元データ系列によ.る表現

重心からの半径が,輪郭線と一点のみで交わる図形は,1次元のデータ系列で表現でき,そ

の他の図形も含めたものは,2次元データ系列で完全に表現できる.本研究において対象とす

る細胞体には1次元のデータ系列で表現できる凸体の形が多いが,一般に凸,凹部を持っ樹状

突起を含んだ細胞像等に関しては,1次元系列の表現では不十分である.

そこで,細胞の輪郭線の2次元のデータ系列への変換を試みた.二つの系列データは,輪郭

線追跡中の,追跡の始点からの距離と輪郭線の∬座標値,および,追跡の距離と輪郭線のッ座

標値で構成した.図3-11の(a)に一つの細胞画像を,(b)に(a)を二つの系列データで表現

した例を示す.

Soma

●

Polar coordinate

(degree)

図3-10 図上の細胞体の重心から輪郭線までの距離をlO間隔で求め極座標表示した例
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3.6.4 輪郭線データの代数的関係による特徴づけ

極座標表示した細胞体画像データについて代数的方法による特徴付けを行う.2次元ユーク

リッド空間の図形の重心から見た重心以外の2つの点を結ぶ直線は,極座標展開により次のよ

うに展開される.いま1次元データにおいて垂心からの距離rl,角度βlなる点AJ(γムβÅ お

よび他の点』2(r2,β2)を結ぶ直線は,2次元ユークリッド空間では次のように表現される.

rlSinOl=arlCOSOl+b

r2Sh∂2=αγ2COSβ2+わ

ここにαとゐは定数である.(3-2)式よりα,わは次のようになる.

a=(rlSinOl-r2SinO2)/(rlCOSOl-r2COSO2)

b=(rlr2Sin(01-02)V(rlCOSOl-r2COSO2)

2っの点』JおよびA2を結ぶ直線上の任意の点A(れ抑ま次式を満足する.

r(sinO-aCOSO)=b

(3-2)

(3-3)

(3-4)

さらに2次元空間の2つの直線の交点を極座標の1次元データの点(γ:のとおくと,この点の

微分値の連続性は成立しない.すなわち正数e,∂>0に対し

r∂-∂'l<∂のとき】d〟dβ-か/d∂'【<ど (3-5)

を満足しない.いま極座標展開の1次元データが連続している時,直交座標系での図形が三角

b

¢
ご
q
∈
葛
J
0
0
U
･
冥

¢
一
句
∈
還
J
0
0
?
ト

Length rrominitialpoint

図3-11(a)細胞の二値画像と(b)(a)を輪郭線追跡の距離と輪郭線のぶ座標値およぴ〝座標値の2次

元系列で表現した例
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形であるための必要十分条件は,そのデータ上 微分値d〟d∂の不連続点が3個あり,隣合

う点Aノh,∂J)･A2(巧,∂2)と,その間の任意の点A(れβ)れ(3-4)式に従うことである.

このことは,三角形が重心からみて3個の直線区間によって構成されるので各直線は(3-4)

式の関係にあることで証明できる.さらに,三角形の辺の交点は3個あり,各々の交点が極座

標による1次元データ上で,その点の微分値が不連続となることから明らかである.

次に,極座標展開による1次元データ上で,四角形であるための必要十分条件は,微分値

d〟d∂の不連続点が4個あり,かっ,この隣合う不連続点Aルム鋸』2(り,∂2)と,その間の

任意の点』(れβ)が(3-4)式に従うことである.同様に平行四辺形であるための必要十分条件

は上記の四角形の条件に加えて,ひとっおきの不連続点区間の1次元データの線積分値が等し

いことである.

同様に,楕円においては,微分値の不連続点は存在せず,長軸と短軸の各々に対応して,1

次元データ上には極大値と極小値とが交互に2個ずっ存在する.従って,1次元データ上で楕

円であるための必要十分条件は極大値と極小値が交互に計4個存在し,隣合う極値の点の問の

線積分値が4区間とも等しくかつ,この極大値の点』｣(γJ,∂J極小値の点A2(掲β2)と,こ

れらの点の問の任意の点』(れ鍬ま次式を満足することである.

T2(cos2e/r12+sin2e/r22)=1 (3-6)

(3-4)式と(3-6)式を比較すると,(3-6)式のγについては,

r>b/(sinO-aCOSO) (3-7)

となることが容易にわかる.

さらに紡錘形であるための必要十分条件は,2っの極小値と2つの微分値d〝冠βの不連続

点が交互に存在し,各区間で(3-7)式を満足することである.

円であるための必要十分条件は,1次元データ上の任意の点のrの値が一定であることであ

る.半円およびそれに近い形の条件として,1次元データ上 微分値d〟dβの不連続点が2

個と極小値が1個存在し,不連続点間の任意の点は(3-4)式を満足し,不連続点と極小値の

点との間の任意の点は(3-7)式を満足する形として特徴づけることができる.

以上のように細胞体図形の基本的な形の表現として1次元データ上の微分値の不連続点,直

線性および極大値,極小値によって特徴づけられることを示した.

ユークリッド空間の2次元データズ(∂),ツ(∂)として展開した場合の特徴づけを上述の極座標

展開の1次元データと関連づけると,まず次式が成立する.

d〟dβ=(∂〟動)(d招の+(∂〟み)(め/冠∂)

ここで,r=(㌔+〆)ノ〝より

∂〟蝕=オ(㌔+〆)J/2=COS∂

∂〟み=ル/(㌔+〆)J/2=Sin∂

(3-8)

(3-9)

従って,微分値d〟dβの不連続性は,(3-9)式が連続であることからd〟dβあるいは,如〟β
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の不連続性として証明できる.

1d〟dβ-dγ/dβ'l≦l(∂〟蝕)(d〟dβト(∂γ/訂)(血/dのl+l(∂γ伽)(め畑の-(∂γ/み,)

(み/dのi (3-10)

ここで,ズつ㌢',〆〒〆の近傍を考える･(3-10)式の右辺は,Cェ=∂r/蝕∴q=∂γ/み,として

G【dγ冠β-血ン冠β'‡+qlめ/dβ一み/dβ'l

となる･これより,dγ冠∂と研βが連続ならば,とょ,も>0,eγ,ち>0が存在し

Max(6x,q,)=6t｡tal

(3-11)式<Et｡ta.=Max(ex,E,)

(3-11)

(3-12)

(3-13)

となる6t｡tal,et｡ta,が存在し,(3-10)式の左辺は連続となる.ここで,Max(a,b)は,a b

の小さくない方を意味する.同様に,(3-10)式の左辺が不連続ならば,右辺のいずれか,あ

るいは,両方が不連続となることが証明できる.

同様に,1次元データの極値,dγ冠β=0について考える.(3-8)式において,

∂〟∂x=COSO,∂1/¢γ=SinOより

COSO(dみ/dO)+sinO(diLnO)=0 (3-14)

(3-14)式で,亘ル/dズ≠-ノ/tanβのときは,d耳〟β≠β,d〆dβ≠0でも,dち佃β=βとなる.ま

た,COSO=SinO=0となることはないので,d7/dO=0であれば,め小出≠-1/tanOのとき,

d〟dβ=0あるいはめ/d∂=0である.即ち,1次元データ上での極値は,d〟dβ=0または,

d〆d∂=βより2次元データ上でも保存される.以上のように1次元データの微分の不連続点,

直線性,極値が2次元データにも保存され,同じような特徴づけが可能となる.これらの細胞

体図形の代数的特徴を用いた分類を行う場合には,図形の許可範囲を設定する必要が出てくる.

この問題は残されているが,上述までの特徴づけは,1次元,2次元データの処理に有効であ

る.

3.7 データ圧縮を目的とした輪郭線近似法による細胞像形態の記述

本節では,細胞体の形態の簡単化のための手法として,輪郭線近似法を適用し,原画像の特

徴量と近似図形の特徴量との比較を行い,データ圧縮を目的として細胞体像の近似図形を用い

形態解析を行うことの妥当性について述べる.また,データ圧縮率,および,原画像を用いた

形態分類と近似図形による分類結果の比較の方法について考察し,新しい定量的な評価方法を

提案して細胞体に適用した結果について述べる.

3.7.1 輪郭線近似のアルゴリズム

画像の輪郭線の近似手法には,多角形近似,スプライン関数,フーリエ記述子を用いた近似

篭 さまざまな手法がある(8軌(89).本研究では,データ圧縮,解析の処至即寺間短縮を目的とし

て,細胞体の輪郭線を,最大多角形法(90),最小2乗法と,フーリエ記述子(gl)による方法の3
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手法を用いて近似し比較検討した･以下にこれら三つの近似方法のアルゴリズムについて述べ

る.

(1)最大多角形法

最大多角形法は,輪郭線上の点をすべて含む多角形,すなわち輪郭線の外接多角形の中で最

小のものを求める手法で,次の手順による.

(ト1)細胞体の輪郭線を追跡しながら,輪郭線上の点を,∬座標,γ座標上の点として順

に,貧富)(ち(ま),ツ♪(才))(f=J,2,…,Ⅳ)とする.ここにⅣは輪郭線を構成する点の個数である.

(1-2)(P(f))に関して重心C伝心),g(γ))を座標の原点とするように座標変換を行う.す

ると,五番目の点の新座標は,(ズ(∠),y(わ)(ま=J,2,…,Ⅳ)となる.

ズ(f)=ち(まトg(ズ)

れブ)=γ♪(わーgb′) (3-15)

(1-3)すべての連続する3点の列(方(g),れわ),((ズ(グ+J),y(f+用(ズ(g+2),y(f+2))につ

いて

F=(ズ(ま+ヱトズ(よ))(y(汗2トy(i))-(ズ(ブ+2トズ(f))(y(グ+ヱトy(f)) (3-16)

を計算する.その結果,

ダ<0のとき(ズ(i+ノ),y(f+j))を削除し,才=f+2 とし,

ダ≧0のとき i=ブ+ノ

とする.f,ブ+J,g+2のいずれかがⅣとなったら,才=ノとし,Ⅳからいま削除した点の数を

引き〃'にセットして,i=JからⅣ'までのすべてに関してダ≧0となったら処理を終了する.

ダ<0のときは(1-3)の処理を繰り返す.

(1-4)残っている点の個数を〟とし,残っている点を(Aズ(ま),Ay(f))(f=J,2,…,〟)とす

る.(A方(f),Ay(わ)を順に結ぶことにより,原画像の輪郭線を完全に包含する凸多角形である

近似図形が得られる.

(2)最小2乗法

最小2乗法は,輪郭線上の点を隣接点との方向変化が小さいもの同士でグループ分けし,各

グループの点に最小2乗法で線分を当てはめ,その線分によって囲まれる図形を近似多角形と

する手法である.その手順は,次のとおりである.

(2-1)細胞体の輪郭線を追跡しながら,輪郭線上の点を順に,

烈才)(ズ♪(f),ル(ま))(≠=J,2,…,〃)として

JXズ(f)=ズ♪(ま+ノトェ♪(ま)

Jyy(f)=ツ♪(f+ノトッ♪(才)

を計算する.

(3-17)

(2-2)β〔ズ(f),Jyy(グ)の値をf=ノから順に調べ,初めてエに方(わ,Jyy(f)がそれぞれ,ゼロ
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以外の値をとったら,その値を侶ズ,侶yに記憶しておく.

(2-3)下式に示す蔦,ちのいずれかが負の値をとるまで計算を続ける.

蔦=〃rズ(才)×侶ズ

ち=Jyy(f)×侶y (f=ノ,2,‥リⅣ) (3-18)

蔦,ちのいずれかが負となったときのまを〃とする.

(2-4)真ゴ)(才=ノ,2,‥リ〟)に対して最小2乗法で直線回帰を行う.得られた回帰直線を

∽(ノ)とする.(2-3)で負となった乃昔,侶yの符号を反転する.

(2-5)(2-3),(2-4)の操作を(才=几4.‥,Ⅳ)について繰り返し,(2-4)で得られた回帰直線

を順に∽(々)(々=2,3,‥.)とする.

すべての輪郭線上の点が,いずれかの直線で近似されたら処理を終了する.

(2-6)(2-5)までで得られた直線∽(よ)(才=ノ,2,‥.,ⅣⅣ)について,∽(f)と∽(ま+J)の交点

をC(才)(ゴ=ノ,2t‥リⅣⅣ-ノ)とし∽(ⅣⅣ)と∽(ノ)の交点をC(〃Ⅳ)とする.このとき,C(才)(f=

J,2,‥リⅣⅣ)を頂点とする多角形が得られた近似図形である.

(3)フーリエ記述子

フーリエ記述子には,1点からの角度変化の総和である全曲率関数をフーリエ展開したZ

形記述子(92),閉曲線上の1点からの長さをフーリエ展開したG形記述子(93)等がある.一本研究

では,細胞体だけでなく主樹状突起まで含めた形態近似への発展を考慮に入れ,閉曲線の近似

に適用できるP形記述子(91)を用いて輪郭線を近似した.P形記述子は,全曲率関数を指数部

としてもっ指数関数をフーリエ変換したもので,この第〟次までを逆変換することにより近

似曲線が得られる.

(3-1)輪郭線上の点を(ズ(f),ツ(f))(f=ノ,2,‥.,Ⅳ)とし,複素数Z(才)を考える.

Z(f)=ズ(ま)+ル(才)

但し,ノは虚数単位とする.

(3-2)山(才)=(Z(f+J)rZ(ま)レ∂を求める.

但し,∂=】Z(才)-Z(才+ノ)【(才=J,2,‥.Ⅳ)

(3-3)c(々)=(ノ/W)∑山(才)exp(-ノ2万富ゐ/Ⅳ)

を計算する.
ハし

ハし{ニ)-々〆い)43
(ゐ)ニ々=0,J,‥.,ル/2

(Ⅳ+ゐ)ごゐ=一昭+ノ,.‥,-ノ
とすると

勅諭)=∑ e(ゐ)exp(ケ2方才々/Ⅳ)

山〟はe(ゐ)の第〟次までを逆変換したものである.

(3-5)ZAよ才)=ZAよの+∂∑山よγ)

を計算する.ZJf)が細胞体の輪郭線の近似曲線である.
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3･7･2 3近似手法によるシミュレーション図形と細胞像形態の近似例

図3-12(a)は,三角形,円,紡錘形を計算機で作成した図形で,これを(b)最大多角形法,

(c)最小2乗法,(d)フーリエ記述子(次数5)の3手法で近似した結果である.図3-13は,

図3-12の図形のいくつかの特徴量を原画像と近似図形に関して求め各軸上にプロットした

ものである･(a)は三角形,(b)は円,(c)は紡錘形の特徴量を表す.すべて凸図形であるため最

大多角形法においては,近似がなされていないことがわかる.また,最小2乗法に関しては,

三角形は,近似されない･さらに,円や紡錘形の曲線部分のように隣接点と大きい角度変化が

ない場合,この手法では近似できないが,角度変化の他に近似曲線と輪郭線の距離の閤値も含

めたため,図のような近似図形が得られた.このシミュレーション図形に関しては,原画像と

形態が異なっている･フーリエ記述子による近似は,曲線近似であるため,円は,完全に再現

できる･また,偏角より得られる関数のフーリエ変換の低周波部分を用いているため三角形,

紡錘形の角の部分が丸くなっている.

(a) (b) (C) (d)

∠ゝ ∠ゝ ∠ゝ ∠ゝ

0 0 0 0

○ く⊃ <> (=)

図3-12 シミュレーション図形を用いた各近似手法の評価

(a)原画像(b)(a)を最大多角形法で(C)(a)を最小2乗法で(d)(a)をフーリエ記述子を用いた近

似手法で各々近似した結果

図3-14は,3個の細胞体に関して(a)の原画像を,(b)が最大多角形温(C)が最小2乗

法,(d)がフーリエ記述子(次数10)により近似した結果である.実際の細胞体に関しては(b)

と(d)において形態がかなり簡単化されていることがわかる.また,最大多角形法では,凹の

部分が失われるため,形態が原画像とやや異なっている.フーリエ記述子による近似図形は,

曲線の大きい変動を保存し,また,細胞体の形態が丸みを帯びているため,視覚的には,良く

近似されている.最小2乗法による近似図形は,原画像の特徴をよく保存している.しかし,

隣合う近似曲線が平行に近い場合,近似図形と原画像の輪郭線の形状がはなはだしく異なる.

このような例では,近似図形の周囲長が原画像の周囲長よりかなり長くなる.従って,以後の
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F亨 F●

(b)
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(C) F.
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FIArea

F王Major axis

F- Minor8Xis
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Ft R8tio or F- tO F!

F-Complexity

F.蕾Corner

00riginal

O Maximum polygon rnethod

l)Least square method

･●
Fourier descriptor

図3-13 シミュレーション図形に各近似法を適用した近似図形の特徴量の比較

(a)三角形(b)円(C)紡錘形に関する,面積(Fl),長径(F2),短径(F3),周囲長(F4),長径/

短径(F5),複雑さ(F6),角の数(F7)で,○印が原画像,①印が最大多角形法,①印が最小

2乗法,●印がフーリエ記述子を表す

(a) (b) (C) (d)

0 0 0 0

♂■ くフ
<ク+♂

⊂7 ⊂フ 亡)

図3-14 3近似手法による細胞体画像の近似例

(a)原画像(b)最大多角形法(C)最小2乗法(d)フーリエ記述子
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解析においては,近似図形の周囲長が,原画像の周囲長の1･2倍を超えたら解析の対象から除

去して行った.

3.7.3 細胞画像とその近似図形の特徴量の比較

細胞体の輪郭線を近似した目的は,保存のためのデータ圧縮を行うことと,形態解析処理の

簡単化のためである.形態解析に近似図形を用いる場合,原画像が持っ特徴量と近似図形の特

徴量とが一致している必要がある.そこで,ナマズの網膜細胞の光学顕微鏡による原画像と,

近似図形からいくつかの形態的な特徴量を抽出して比較した結果について述べる.

細胞体の原画像および3.7.1で述べた3手法により得られた近似図形の各々から,面積,

長径,短径,周囲長,頂点の数,形態の細長さを表す長径/短径,形態の複雑さを表す周囲

長2/面積,の合計7つの形態的な特徴量を計算した.これらの特徴量を用いて,近似図形に

関して評価を行った結果を述べる.

ナマズの150個の網膜細胞体像とその近似図形とについて上述の特徴量を計算し,その平

均値と標準偏差を示したのが表3-1である.頂点の数は,原画像と比較して,多角形近似の

図形ではかなり小さく,データ圧縮がなされていることがわかる.フーリエ記述子に関しては,

形態が滑らかになるため,頂点の数は多くなるが,今回の処理では,次数10までの再生図形

を用いており,データ圧縮はなされている.面積,長径,短径,長径/短径に関しては,平均

値,標準偏差ともに近似図形においては,原画像の特徴をかなり保存している.周囲長は,最

小2乗法による近似図形に関しては原画像の値を保存しているが,最大多角形法とフーリエ記

述子による近似図形は形態が簡単化され,輪郭線の細かい変動が失われるため,周囲長が短く

蓑3-1150個のナマズ網膜の細胞像とその近似図形の形態の特徴量の平均値と標準偏差

近似法 原画像 最 大 最 小 フーリエ

特徴量 多角形法 2 乗法 記述子

面 積払ポ) 平 均 162.10 175.60 164.30 158.00

標準偏差 77.02 85.76 77.79 75.64

長 径払m) 平 均 18.66 19.26 18.85 18.19

標準偏差 4.70 4.81 4.68 4.51

短 径仏m) 平 均 10.87 11.67 10.97 10.37

標準偏差 2.27 2.45 2.28 2.36

周囲長山m) 平 均 65.49 49.66 61.36 48.7

標準偏差 16.29 11.8 14.86 11.52

長径/短径 平 均 1.74 1.67 1.74 1.79

標準偏差 0.37 0.39 0.38 0.40

周囲長2/面積 平 均 27.35 14.56 23.81 15.57

標準偏差 4.17 1.49 4.27 1.84

頂点の数 平 均 102.75 13.41 38.15 138.27

標準偏差 24.84 2.24 11.13 35.03
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なっている.

図3-15は,80個の細胞体とその近似図形から計測した(a)面積,(b)周囲長,(c)長径/短

径,(d)周囲長2/面積についてのヒストグラムを示したものである.□が原画像,匪麻最大多

角形法,■が最小2乗法,田がフーリエ記述子による近似図形のヒストグラムを表す.形態解

析に近似図形を用いるとき,各特徴量に対するヒストグラムの形状が等しいことが必要である.

(a),(C)においては,原画像と近似図形の各棒の高さが等しいことにより,面積,長径/短径

に関しては,原画像と近似図形の特徴量に関する分布形状はよく類似している.特に,最小2

乗法による近似図形の場合,原画像とはとんど同じ分布を示している.周囲長2/面積および

周囲長は,形の簡単さを表すが,最大多角形法とフーリエ記述子による近似図形の分布が右に

大きくずれているのは,形態が簡単化されたことを表現している.

図3-16は,(a)面積,(b)長径/短径,(c)周囲長2/面積の3つの特徴量について,150個

の細胞に関して,原画像の特徴が近似図形で保存されているか否かを解析するために描いた2

次元ヒストグラムである.･各図は,横軸が原画像,縦軸が左から最大多角形法,最小2乗法,

フーリエ記述子(次数10)の各近似図形を表す.表3-2は,更に長径,短径,周囲長を加

えた6つの特徴量の原画像と近似図形の相関係数を表す.面積と長径/短径については,ほと

んど対角線上に分布し,個々の細胞体に関して特徴をよく保存していることがわかる.周囲

長2/面積は,最大多角形法とフーリエ記述子による近似図形の場合,原画像の値より全体に

小さく分布の形状も対角線からはずれている.

図3-17は,先に述べた7つの形態的な特徴量を原画像および3種類の近似図形から計算

し,合計28例の特徴量を150個の細胞に関して主成分分析した結果である.主成分分析は,

対象とする特徴量が,いかなる内港因子で表現できるかを解析するもので,解析した28例の

特徴量は主に2つの因子で表現できた.これらを因子1,因子2と名付け,各特徴量に占める

因子1と因子2の重みを2次元座標(横軸が因子1,縦軸が因子2)にプロットしたものが図

3-17である.座標上で互いに近傍にあるもの,あるいは図の下の表で同一の番号が付与さ

れた特徴量は,類似の意味付がなされると考えられる.図3-17では原画像と近似図形から

得られた同じ特徴量は,頂点の数と周囲長2/面積を除き極く近傍に位置し,各特徴量は原画

像から求めても近似図形から求めても意味づけは変化していないことがわかる.なお,頂点の

数,周囲長2/面積については,前述のように原画像と近似図形において近傍にないことが望

ましい状態である.

3.7.4 近似図形の形態分類への応用に関する検討

細胞画像データベースにおいては,形態に関する検索,分類が必要となる.そこで,ここで

は,原画像を用いた分類結果と近似図形を用いたそれとの比較,検討の方法について提案,考

察して150個の細胞体に適用する.
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図3-15 80個のナマズ網膜の細胞像とその近似図形に関する

(a)面積,(b)周囲長,(C)長径/短径(d)周囲長2/面積のヒストグラム

ロ原画像囲最大多角形法1最小2乗法螢フーリエ記述子を示す

図3-18は表3-1に示す特徴量のうち,頂点の数を除いた6っの特徴量による特徴量空

間内のテンプレートの細胞体との距離の近いものから順に10個取り出し,左から並べたもの

である.近似図形ではテンプレートは,任意の細胞体像より選択したものであるから,テンプ

レート自身も比較する細胞体と同方法で近似図形とし,距離を比較した.特徴量に関しては,

すべて,対象とする細胞優について平均値が0,標準偏差が1となるように正規化した.近似

図形の細胞体の右上に*を示したものは,原画像のテンプレートマッチングにおいて,10個

の内に含まれたものを表す.最小2乗法による近似図形を用いた分類結果は,原画像のそれと

類似している.直観的にみると,原画像を用いた分類結果の方が近似図形を用いた場合よりや

や優れているように思われる.しかし,定量的な評価ではない.
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図3-16150個のナマズ網膜の細胞体像を対象とした(a)面積(b)長径/短径(c)周囲長2/面積の

原画像に対する近似図形の特徴量の2次元ヒストグラム

(a)(b)(c)いずれも左から最大多角形法,最小2乗法,フーリエ記述子による近似図形との比較

表3-2150個のナマズ網膜の細胞体像とその近似図形の特徴量の相関係数

近似法

特徴量

最大多角形法 最小2乗法 フーリエ記述子

面 積 0.986 0.999 0.997

長 径 0.990 0.994 0.986

短 径 0.917 0.989 0.962

周囲長 0.979 0.979 0.982

長径/短径 0.839 0.978 0.935

周囲長2/面積 0.523 0.797 0て62

頂点の数 0.152 0.825 0.953
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図3-17150偶のナマズ網膜の細胞体像を対象に原画像と3種類の近似図形各々7個ずつ求めた特徴

量の主成分分析の結果

そこで,原画像を用いた場合と近似図形を用いた場合の特徴量空間における距離を用いた形

態分類の新しい定量的な評価法を提案する.すなわち,特徴量空間においてテンプレートとの

距離を等間隔に分割し,各区間に含まれる特徴量の分布をもって評価すれば,形態分類の比較

が定量化されることになる･図3-19は,この定量評価法を細胞体150個に適用した結果で

ある･(a)は,6次元特徴量空間においてテンプレートとの距離を4等分し,各区間に含まれ

るデータ数をプロットしたものである.(b)は,各区間に含まれる細胞体のテンプレートとの

距離の平均値と標準偏差,(C)は各区間の細胞休像の面積の平均値と標準偏差,(d)は,長径/短

径の平均値(図中○印)と標準偏差(図中垂直方向の線分)をプロットしたものである.(b)

～(d)はすべて,○が原画像,0が最大多角形法,①が最小2乗i£ ●がフーリエ記述子によ
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図3-18150個のナマズ網膜細胞像と近似図形の面積,昆凰 短径,周囲長,長径/短径,周囲長2/

面積の特徴量空間のユークリッド距離に基づくテンプレートマッチングの結果.左端がテン

プレートで,最も類似度の高いものより10個を抽出している.分類結果は上から原画像,

最大多角形患 最小2乗法,フーリエ記述子による近似図形に関するものを示す.

る近似図形の平均値を表す.座標内に引いた水平方向の直線は,テンプレートの原画像の特徴

量を表す.(b)～(d)のいずれに関しても距離の近い細胞像の平均値は,原画像,近似図形共に

テンプレートの値に近く,標準偏差も小さい.最大多角形法による近似図形は距離が小さくて

も平均値がテンプレートの値と少しく異なる傾向にあり,他のものより分類精度が劣ると考え

られる.長径/短径は,全体に変動が小さいため,距離にかかわらず大きな変化はみられな

かった.

3.8 むすび

本章では,細胞画像認識システムにおいて細胞像を保存するための画像処理による細胞像の

収集･保存の際のデータ圧縮を考慮した細胞像の記述手法の検討結果を述べた.

処理対象とした細胞の光学顕微鏡像は,光学的なノイズ,顕微鏡の焦点ずれや染色むら等に

起因するエッジのボケを含む.光学的なノイズに関しては,局所窓を用いたメディアンフィル

タや分散値の大小で,ノイズかノイズでないかの判定を行い平滑化を行う非線形フィルタによ

り除去できた.エッジのボケ除去のため,焦点深度をわずかずつ変化させて標本化した画像を

重ね合わせることと,重ね合わせた画像の5×5局所窓の分散値を計算し,大きい値を示すと

ころをエッジの候補点とし,その点の近傍点との濃度差を拡大した.その画像に閲し,局所的

に2値化の間値を変化させる動的間値化手法を対話型で行うことにより正確な細胞画像の抽出
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図3【19 近似図形を用いた形態分類結果の評価例

(a)テンプレートと原画像および近似図形との距離を4等分した際各区間に含まれるデータ数(b)

各区間に含まれるデータとテンプレートとの腔離の平均値と標準偏差(C)各区間に含まれ

るデータの面積および(d)長径/短径の平均値と標準偏差.(b卜(d)は,○印が平矧嵐

垂直方向の線分が標準偏差を表す
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を行った.

抽出した細月包像は,細胞体と樹状突起を含む･ここでは,幅の狭いところを画像処理で除去

する手法で細胞体から樹状突起の分離を行った.次に抽出した細胞像および細胞体像に関する

2値画像の記述方法に閲し,ビットパターン法とランレングス法を検討し,網膜細胞像の保存

にはランレングス法がデータ圧縮率が優れているという結論を得た.

さらに,細胞像の輪郭線の記述方法に関して,チェインコード法を応用した手法を提案した.

細胞体のように対象物内にホールを持たない単純な図形に関しては,輪郭線画像から2値画像

が再生できることが確かめられた.本研究の対象とした網膜細胞画像認識システムでは,複雑

な樹状突起の枝分かれパターンを持たない大部分の細胞像および細胞体像をチェインコード法

で記述した.

細胞体像に関しては,その輪郭線の極座標表示あるいは全ての形が表現できる2次元データ

系列による表現を試みた.これにより第5章で述べる形態の特徴抽出が容易に行え,また,

データ圧縮が可能となる.極座標表示により1次元データ系列に関しては,シミュレーション

図形を用いた代数的関係による特徴付けを行い細胞像への応用に対する基礎的検討を行った.

最後に,網膜細胞の形態解析のための画像データベースにおけるデータ圧縮と処理の簡単化

を目的として,細胞体の輪郭線の近似を行い,150個のナマズの網膜細胞像に適用してその特

徴量を比較検討した結果を述べた.そして,細胞の原画優に対する近似図形の評価方法につい

て定量的に評価する方法につき提案を行った.その結果,最大多角形法とフーリエ記述子によ

る近似図形は,データ圧縮に関して優れていることがわかった.最大多角形法は,原画像の特

徴を少し変化させる傾向にあった.曲線近似法であるフーリエ記述子による近似図形は,細胞

体のように丸みを帯びた図形には適しており,形態の特徴は,よく保存していた.また,フー

リエ記述子による近似図形を用いた形態分類の結果は,ヒトが形態を分類するのと類似した結

果となった.
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第4章 樹状突起認識のための網膜細胞画像に
おける細線化手法

4.1 はしがき

神経細胞は,中央部に膨らみのある細胞体とそこから細長く伸びる数本の樹状突起および軸

索から構成される.特に,網膜細胞は平面形状を示し,その樹状突起は細胞体から比較的太い

主樹状突起が伸び,それがしだいに複雑に枝分かれして大きく広がり,他の細胞から伸びる樹

状突起と連結する.樹状突起および軸索は,感覚器官から受容された刺激や細胞内で情報処理

された生体信号の細胞間および脳への伝達に関与している.従って,樹状突起の伸びる方向,

連結関係等を解析することにより,感覚器官から細胞を介しそこで情報処理された信号が脳に

伝達される経路を推測することが可能となる.また,ある細胞の樹状突起の分岐パターン,広

がりの大きさ等を計測することにより,その細胞のもっ機能,情報処理量の推定も可能となる

と考えられる.

従来より神経形態学の分野では,樹状突起の形状に関心がもたれ,顕微鏡のスケッチ画像か

ら樹状突起の長さ,広がりの面積,分岐点の位妄邑 樹状突起の連結関係等の計測が行われてき

た(94)･(37)･(95).特に,この分野で計算機が用いられるようになり,入力はタブレット等で行う半

自動化処理による細胞の樹状突起形状の詳細な計測が行われた(96)･(97)･(98)･(99).しかし,多くの細

胞に関して画像処理による自動化処理を行い,樹状突起の形状認識を行う試みは例をみない.

本章では,網膜細胞画像認識システムにおいて,網膜細胞の樹状突起パターンの形態解析を

行うため,画像処理による樹状突起形状の特徴抽出法を検討した結果について述べる.

細胞の樹状突起は,細胞体と比較して幅が狭く,細胞体を起点とし分岐しながら長く伸びて

いる.従って,その本数,分岐点の位置,長さ等の構造の特徴を抽出するためには,細胞画像

を細線化し,その骨格線を求め,骨格線の構造を解析することが有効な手段である.神経形態

学の分野では,樹状突起の形態解析に細線化手法を用いている例は少ない(100).樹状突起パ

ターンの特徴を細胞像の骨格線から取り出すことが可能となれば,樹状突起の形態解析を,多

数の細胞像を用い,計算機処理することが可能となり,従来までの形態の詳細解析では得られ

なかった知見が得られることが期待できる.

そこで4.2では,細胞像の長く伸びる樹状突起の方向,分岐点の位置等を保存した骨格線

のみを抽出する目的で,従来から提案されている細線化の手法の改良手法を提案する.ところ

で,細線化手法に関しては,文字認識(53),医用画像診断(101)･(86),自動図面読み取り(102),指紋

のパターン認識(56)等を対象として各種提案されており,それらの方法が,樹状突起の画像認

識に対しても適用できると考えられるので,4.3.2においてシミュレーション図形による
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細線化も含めて提案の方法と従来の細線化手法の比軋検討を行った.4.3.3では,この

細線化手法を実際の細胞画像に適用した例について述べている.

次に,4･4では,樹状突起の形状認識を正確に行うため,細線化の前処理の方法,最適な

前処理手法の選択法を検討した.細胞画像は,染色むらや顕微鏡の光学的精度の影響でエッジ

がぼけ,二値化すると輪郭線が滑らかでなくなる.そのため,これを細線化すると樹状突起以

外の骨格線も抽出してしまう.これらの骨格線を除去するため,従来濃淡画像の雑音除去に用

いられてきた局所窓を用いた平滑化の手法を二値画像に応用し,輪郭線の変動を除去した.そ

の結果高い精度で樹状突起のみの骨格線が抽出できた.

4.2 樹状突起認識のための図形の細線化手法

樹状突起の特徴を抽出するため,細胞の二値画像のスケルトンを求める.その方法として従

来からの細線化手法(89)の改良手法(以下これを本手法という)を提案する.以下にそのアル

ゴリズムを述べる.

(1)図4-1(a)に示す3×3窓を考え,中心画素の右隣(図中0)を0一隣接,上を2-隣

接,左隣を4一隣監 下を6一隣接とする.これらを総称して〃⊥隣接とする(〃=0,2,

4,6).さらに背景の画素値を0,対象物上の画素値を1,スケルトンと定義された画素値を

2,そして,作業用として,処理途中で背景に置き換える可能性のある画素値を3とする.

まず,Ⅳ=0とし0一隣接より処理を始める.

(2)画面内で,3×3窓を走査し,中央画素が1,〃一隣接が0である画素をみつける.その

時,3×3窓が図4-1(b),(c),(d)の何れかのパターンと一致しているか調べ,一致して

いれば中央画素に値2を付与し,一致していなければ値3を付与する.但し,図中で同一ア

ルファベットを付与したものは,その中で少なくとも一つ0以外の値を持っことを示してい

る.ここで,従来の手法では,比較パターンは(b)(C)のみであったが,この時図4-2で

示す局所パターンが存在すると,中央の画素を背景に置き換えてしまい,画像が分離されて

しまう.樹状突起のように細い画像の認識には,この性質は適さない.そこで,筆者らは,

図4-1(d)のパターンを追加することを提案する.

(3)3×3窓を全画面走査した後,値3の画素の値を0とする.

(4)Ⅳ=2,4,6と順に変化させ(2)(3)の処理を繰り返す.

図4-3(a)は,網膜細胞の二値画像例で,(b)は,上記提案アルゴリズムの細線化手法を適

用した結果である.樹状突起の骨格線が正確に抽出されている.

4.3 従来の細線化手法と提案手法との比較

4.3.1従来より提案されている細線化のアルゴリズム
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図4-1本手法の細線化アルゴリズムにおけるⅣ-隣接の定義と骨格繚の局所パターンの定義.

(a)N一隣接の定義,(b)(C)(d)骨格線の局所パターン

細線化手法による画像のスケルトン化は,従来からいくつか提案されている(103)･(104)･(105)･

(106)･(107).ここでは,ソフトウェアが公開されているいくつかのアルゴリズム(103)と4.2で述

べた筆者らの提案手法との比較について検討する.これらの方法は,文字認識等を対象として

検討されたものや,細線化処理の高速化 並列処理を検討したもので,筆者らの樹状突起の認

識という研究対象とは異なる.しかし,これらの方法により樹状突起を認識することも可能と

考えられるので,比較検討する.まず,簡単にそれらのアルゴリズムを述べる.

<方法1>Hilditchのアルゴリズム(108)

3×3の窓で画面を走査し,窓の中央が対象物上の画素であり,次の5つの条件を満たすと

き,その画素を背景の画素に置き換え,変化する画素がなくなるまで処理を繰り返す.

(条件)1)窓内の8近傍に一つ以上背景上の画素が存在する.2)窓内の8近傍に二つ以上

の対象物上の画素が存在する.3)中央の画素を背景に置き換えても8一連結性が崩れない.4)

走査途中,既走査画素を含め,窓内に一つ以上の対象物上の画素が存在する.5)既走査部分

の画素も含めて中央画素を置き換えても窓内の連結性は変化しない.この方法で,図4-4
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ロ ロ 0

ロ ロ 0

ロ 0 ロ

図4-2 従来の細線化手法により骨格線が分離される例

(a) (b)

図4-3 ナマズ網膜の神経節細胞の2値画像を細緑化手法により骨格線化した例.

(a)細胞の2値画像(b)(a)を細線化手法により骨格線化した結果

(a)を細線化した結果を図4-4(C)に示す.

<方法2>鶴岡らのアルゴリズム(53)

方法1を改良したもので,方法1の条件凱 5)の8連結の求め方が異なる.即ち,まず,

3×3窓の中央画素を対象物上の画素と置き換えたとき,上下左右の4近傍との連結性が保存

される点を探しその中でさ.らに,8近傍点との連結性が保存されるものだけ背景画素に置き換

える.この方法で図4-4(a)を細線化した結果を(d)に示す.

<方法3>DeutschのアルゴT)ズム(109)

3×3窓を走査し,窓中央の対象物上の画素に閲し,以下に述べる1)～4)の条件全てと5)

の条件は,図4-5(a)(b)のいずれかを満足する点を背景との置き換え可能の画素とする･こ

の操作を置き換える画素がなくなるまで繰り返す.

(条件)1)連結および孤立点除去条件として窓内の周り8点を反時計方向に調べ0から1

へ変化する回数が0,2,4.2)窓内の周り8点に対象物上の画素が2つ以上存在する･3)

左右と上の点の少なくとも1つが背景上の画素.4)左右と下の点の少なくとも1つが背景上

の画素.5)図4-5(a)または図4-5(b)において,Al+A2≧1の条件およびBの内いずれ

か1つがゼロである.図4-4(a)を細線化した結果を(e)に示す.
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(a)

(d)

(b) (C)

(f)

図4-4 ナマズ網膜の神経節細胞の2値画像を提案手法とその比較手法により細線化した結果

(a)細胞の2値画像(b)提案手法(c)Hilditchのアルゴリズム

(d)鶴岡のアルゴリズム(e)Deutschのアルゴリズム

(f)田村のアルゴリズム

8 8 Al

B ロ

A王 ロ B

Al ロ B

B ロ

B B. A2

図4-5 Deutschのアルゴリズムにおいて,背景と置き換え可能な点の局所パターン

<方法4>田村のアルゴリズム(110)

4.2で述べたアルゴリズムと基本的には同じであるが,スケルトンかどうかを判定する局

所窓のパターンが図4-6に示すように異なる.図4-6において,ツは,このうち少なくと

も一つは0であることを示し,Zに関しては,このうち少なくとも一つ1であることを示して

いる.

まず､図4-6のスケルトンのパターンにおいて図4-1に含まれないものは,図4-6
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図4-6 田村のアルゴリズムにおける骨格綽の局所パターン
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1-･-･†･
図4-7 本手法と田村のアルゴリズムの細線化による樹状突起の分岐点における骨格線パターンの相違

(a)細胞の2値画像(b)本手法と(c)田村のアルゴリズムにより

(a)を細線化した結果の分岐点付近の拡大図

表4-11個の細胞像を各細線化手法で細線化を行った際の計算時間の比較

細線化の手法 計算時間

本手法 1′ 24〝

方法1 1′ 03"

方法2 0′ 55"

方法3 1′15"

方法4 2′ 00"

(a)の孤立点保存条件と,(b)(C)(d)とである.樹状突起の認識においては,対象物である細胞

画像のみを細線化するため,(a)の孤立点保存条件は必要ない.さらに,(b),(C),(d)に関して

は,骨格線の分岐点をすべて4連結として保存するものである.ところが,本手法では,この

場合窓の中央画素を背景として置き換え,分岐点は,8連結となる.いずれの方法においても

スケルトンは切断されない.図4-7は,(b)本手法と(c)方法4により図4-7(a)を細線化

し得られた骨格線の3本の樹状突起の分岐点付近の拡大図である.図4-6(c)(d)の骨格線の

パターンを保存する方法4と保存しない本手法による相違が分岐点の骨格線パターンに現れて

いる.図の●は8近傍内の骨格線上に3点以上の点が存在するという特徴によって分岐点とみ

なされた点を表す.本手法では,分岐点は2点のみであるが,方法4における図4-6(c)の

骨格線の局所パターンを持っ(c)では分岐点の候補が5点存在し,実際には2個存在する分岐

点を多数個存在すると誤認する可能性がある.従って,本研究の目的である樹状突起の特徴抽

出のための細線化には図4-1に示す骨格線パターンの方がやや適していると考えられる.

方法4による図4-4(a)の細線化の結果が(f)である.また,図4-4(b)は,(a)の二値画

像を本手法により細線化した結果である.図4(b)～(f)を比較すると,(b)と(e),(f)は,類似

したスケルトンとなっている.特に,今回提案の手法は,方法4と類似したアルゴリズムであ

るが,比較する局所窓のパターンの数が少ない.そのため,計算時間の短いところに特徴があ

る.実際に,1個の細胞に関して,各細線化手法で処理した計算時間の比較を表4-1に示す.

また,1～3の方法では,樹状突起の認識という観点からは,アーチファクトのスケルトンが

多かった.
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4.3.2 シミュレーション図形を用いた各手法の評価

細胞の樹状突起のように細長く伸びる部分のスケルトンを抽出し,角あるいは,輪郭線の変

動に伴うスケルトンの抽出が少ないという観点で細線化手法を検討するためのシミュレーショ

ンの方法とその結果を述べる･･シミュレーションに用いた図形は,三角形に突起を付属させた

図4-8(a)と,図4-8(a)の輪郭線を平均値0で,三角形部分は標準偏差2,突起部分は標

準偏差1の白色雑音で変動させて構成した図4-9(a)である.図4-8,図4-9いずれも,

(b)が本手法(C)(d)(e)(f)が比較のために行った4.3.1で述べた方法1～4による細線化

の結果である･図4-8から(b)(f)と他の手法を比較すると前者は,スケルトンが突起の先端

から三角形の重心までであるが,後者は,それ以外に三角形の角からのスケルトンがえられた.

図4-9からも,輪郭線の変動に伴うスケルトンの数が少ないのは(b)と(f)である.さらに,

樹状突起の認識において,スケルトンの方向は,突起の方向を保存する必要がある.図4-9

(b)(e)(f)は,この条件を満たしている.以上の結果より樹状突起の認識に適する手法は,本

手法と方法4である.また,▲ 表4-2は,シミュレーションにかかった計算時問を示す.(a)

は図4-8に関するもの,(b)は図4-9に関するものである.これらの結果から,計算時間

は,本手法の方が方法4の約2分の1となっている.

(a)

(d)

(b)

(e)

(C)

(f)

｢

図4-8 シミュレーション図形を用いた各細緑化手法の比較

(a)細線化の対象としたシミュレーション図形(b)提案手法

(C)Hilditchのアルゴリズム(d)鶴岡のアルゴリズム

(e)Deutschのアルゴリズム(f)田村のアルゴリズムによる

(a)の骨格線
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(a)

(d)

仰讐断ヂ

(b)

(e)

(C)

冊巧妙F

(f)

図4-9 輪郭線を白色雑音で変動させたシミュレーション図形を用いた各細線化手法の比較

(a)細線化の対象としたシミュレーション図形(b)提案手法

(C)Hilditchのアルゴリズム(d)鶴岡のアルゴリズム

(e)Deutschのアルゴリズム(f)田村のアルゴリズム による(a)の骨格線

4.3.3 網膜細胞画像を用いた従来法との比較検討

本節では,4.3.2において,本手法と大略同様の骨格線が得られた方法4と本手法とを

網膜細胞像を対象として比較検討した結果について述べる.用いた細胞像は,光学顕微鏡のボ

ケ,染色の不鮮明さの影響などから輪郭線が滑らかでない.そこで,細線化を行う前に4.4

で述べる輪郭線の平滑化処理を行った.

ナマズ網膜細胞画像100偶に関して,本手法と方法4とで細線化を行い樹状突起の骨格線

かどうかを検討した.計算機により,第5章で述べる手法で骨格線の端点と分岐点を認識し,

ヒトが細胞画像をみて正しいかどうかを判定した.その結果,本手法では,92個の細胞で樹

状突起の端点と分岐点を正しく認識した.誤って,●認識した内容は,細胞体の重心付近から始

まる骨格線の端点を樹状突起の先端の端点と認識したものが4例,細胞体の輪郭線に尖りが

あった場合にそこからの骨格線を樹状突起と誤認したものが4例であった.方法4においては,

89個の細胞で正しく認識が行われた.方法4で誤認識された11例の内8例は,本手法で認

識できなっかた細胞像と同一のもので,誤認識した理由も同じであった.さらに,その他3例

に関しては,1例は,図4-10(a)に示す樹状突起の無い細胞に関して,細胞体の骨格線が重

心付近に縮退せず,(b)のように長くなり樹状突起と認識した.(C)に本手法で細線化した結果

を示す.骨格線は,重心付近で1点に縮退し,さらに孤立点除去条件により削除された.もう
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蓑4-2 シミュレーション図形を各手法で細線化した際の計算時間の比較

(a)図4-L8(a)に示す三角形に突起を付与した図形(b)図4-9(a)に示す三角形に突起を付与し

た図形の輪郭線を白色雑音で変動させた図形

(a)

2例は,分岐点の数が多く認識された.(d)の細胞像を方法4で細線化した結果を(e),本手法

で細線化した結果を(f)に示す.(f)と比較し(e)には樹状突起以外の短い骨格線が1本現れて

いることが分かる.

以上の結果から,本手法による細線化では,かなり正確に樹状突起の骨格線が抽出できたこ

とが分かる.従って,本手法は,細胞画像の樹状突起の解析には適した細線化手法と考えられ

る.

4.4 樹状突起認識精度向上のための細線化の前処理

4.4.1輪郭線の変動に伴うアーチファクトの平滑化

図4-11は,4.2で述べた手法により抽出した細胞像の骨格線である.(a)は樹状突起の

骨格線のみが抽出されているが,(b)に関しては,輪郭線の変動による骨格線や,細胞体の尖

りに伴う骨格線が抽出された.このような例は,100偶の細胞画像中92個と多数存在した.

従って,ここでは細胞像の輪郭線の局所変動を除去し平滑化することにより樹状突起のみの骨

格線を抽出する方法について述べる.輪郭線の平滑化手法として,以下の4手法について検討

した.
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第4章 樹状突起認識のための網膜細胞画像における細線化手法

ト｢｢
元忙k
図4-10田村の手法と提案手法による骨格線化に相違か現れた細胞像の例

(a)細胞体のみの細胞像(b)田村の手法により抽出した(a)の骨格線

(c)提案手法により骨格線が抽出されなかった例(d)細胞画像

(e)田村の手法と(f)提案手法により抽出された骨格線

<手法1>

全画面を走査し,対象物上の画素に関して4近傍中に対象物上の画素が一つのみの場合,中

央の画素を背景に置き換える･変化する画素が存在しなくなるまでこの操作を繰り返す.

<手法2>

二値画像に閲し,背景を0,対象物上の画素を1とする.画面で3×3局所窓を走査し,局

所窓内9点の平均値を求める･平均値がある開値以下の時,窓の中央画素値を0,すなわち背

景の画素とする･なお閤値の決定法に関しては,4.4.2及び4.4.3で述べる.

<手法3>

二値画像に閲し,背景を0,対象物上の画素を1とする.画面で5×5局所窓を走査し,局

所窓内25点の平均値を求める･平均値がある閥値以下の時,窓の中央画素値を0とする.

<手法4>

二値画像に閲し,背景を0,対象物上の画素を1とする.画面で5×5局所窓を走査し,局

所窓内で図4-12に示す重み付き平均値を計算する.この値がある聞値以下の時,窓の中央

画素の値を0とする.

4･4.2 シミュレーションによる平滑化手法の検討

シミュレーション図形を用いた最適な輪郭線の平滑化手法の決定法および,閉値による平滑
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1J｣＼⊥
ゝ､l~二i■__

図4-11細胞の2値画像を細線化した例

(a)樹状突起の骨格線のみ抽出した例(b)細胞体の尖り,輪郭線の変動アーチファクトの影響によ

る骨格線を含んだ例

ロ ロ ロ ロ ロ

ロ 田 2 巴 ロ

ロ 2 田 2 口

ロ 2 田 2 ロ

ロ ロ ロ ロ Ⅶ
図4-12細緑化の前処理(方法4)

で用いる5×5局所窓の重み

蓑4-3 長方形の幅に対し,各前処理の手法により長方形の一部が縮退した時の闇値(各枠上段)と長

方形が削除されたときの闇値(各枠下段)

幅 手法1 手法2 手法3 手法4

ロ 孤立点 0.3 0.l
0.2

0.4 0.2
0.3

2 保 存 0.5 0.3 0.4

0.7 0.4 0.5

3 保 存 0.5 0.4 0.4

1.0 0.6 0.8

4 保 存 0.5 0.4 0.4

1.0 0.8 0.9

5 保 存 0.5 0.4 0.4

1.0 1.0 1.0
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第4章 樹状突起認識のための網膜細胞画像における細線化手法

化の効果の評価法に関する検討結果について述べる.最適な平滑化法の条件は,輪郭線のラン

ダムな局所変動をすべて除去し,しかも比較的幅が狭く長く伸びる樹状突起が途中で切断され

ないことである･従って,まず突起の幅による切断に関するシミュレーションを行った.シ

ミュレーション図形は,幅を1～5画素の範囲で変化させた長方形である.表4-3は,長方

形の幅(太さ)に対し,各手法で長方形の一部が縮退したときの閤値(上段)と,長方形が削

除された時の間値(下段)とを示す･この結果から,図形の幅が5画素以上であれば,図形は

切断されないことが分かる･幅がそれ以下の場合,手法1では長方形が保存され樹状突起の切

断が生じないことが分かる.手法2～手法4の閤値に関しては,手法2が最も大きい間値をと

る場合でも長方形は保存される.同一の局所窓の大きさ5×5に関しては,重み付き平均値を

用いた手法4の方が手法3に比し図形が削除される値が大きく,図形の切断の可能性は少な

い.

次に,輪郭線の変動に伴う骨格線生成に関するシミュレーションを行った.用いた図形は,

幅5画素の長方形の各辺の輪郭線に正規乱数で長さを決定した局所的な突起を付与したもので

ある･手法,閤値の評価は,次の2変量を用いて行った.すなわち,(1)与えた長方形の辺に

突起として付与された画素数と平滑化により除去された突起上の画素数との比.(2)長方形上

の画素で,平滑化により失われた画素と幅5の長方形上の画素数との比である.これら二つの

値が小さい手法が最も輪郭線変動を除去する効果があり,かつ樹状突起等対象物の切断が少な

い最適な手法と考えられる.

図4-13は,最適な平滑化手法および,平滑化における値決定のための基礎的資料とし

て求めたもので,輪郭線の変動に用いた正規乱数の標準偏差別に,手法2,3,4における闇

値に対する平滑化の評価量を示す.正規乱数の標準偏差は,図右肩にSDで示した.図で○が

手法2,●が手法3,①が手法4を示す.いずれも右下がりの曲線が経書の残留率,右上がり

の曲線が対象物の削除率を示す.図では示していないが,手法1においては,対象物上の点は

削除されなかったが,雑音の残留率に関しては,(a)0.7,(b)0.67,(c)0.54,(d)0.44であっ

た.これらの結果から変動の標準偏差が3以上になると,今回述べた手法では変動に伴うアー

チファクトを除去できないことが分かる.また,標準偏差が1と0.8の場合(図4-13(C)と

(d)),アーチファクトの除去効果が最もよいのは手法2であるが,この手法は対象物上の点が

削除される割合も高い.以上を総合すると,雑音を除去しかっ対象物上の点を残す最適な手法

は,手法4の5×5局所窓を用いた重み付き平均値を利用した場合であることが分かる.さら

に,雑音除去の局所平均値の値は,0.6～0.7の値を採用すればよいと考えられる.

4.4.3 網膜細胞像を用いた前処理の効果の評価

ここでは,シミュレーション結果に基づき細胞像を用い,前処理の効果の評価を行う.まず,

実際の細胞100個を用い,輪郭線の局所変動の標準偏差を求めた.輪郭線の変動の大きさは,

輪郭線を追跡しながら,連続する3点に閲し両端2点を結び,その線分から中央画素までの距
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(a) SD=3 (b) SD=2
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①
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昔
｡
増
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召
還
∈
巴
①
S
叫
O
Z

C
SD=0.8

Threshold

図4-13シミュレーション図形を用いた雑音残留率と対象物の削除率による各平滑化手法の評価

輪郭線変動に用いた正規乱数の標準偏差が(a)3,(b)2,(c)1,(d)0.8の場合

離として定義した.例えば,3点が直線上に並べば0,水平な直線で1点の突起があれば1と

なる.この局所変動の標準偏差を100偶の細胞像で求めた結果,その平均値は0.77,標準偏

差は0.17であった.従って,4.4.2で述べた正規乱数を用い輪郭線を変動させるシミュ

レーションにおいて,図4-13(d)に示す標準偏差を0.8とした結果を用いれば,細胞像を用

いる場合の最適な間値を決定することができる.すなわち,4.4.2で述べた二つの評価量

の和が最小となるものと,雑音がすべて除去された時点で,対象物上の画素の除去率が最も小

さいものとの比較を行った.前者では,手法4すなわち5×5重み付き平均値で間値が0.6の

場合,二つの評価量の和は0.02であった.後者では手法3すなわち5×5局所窓を用いた平

均値で値が0.7の場合,長方形上の画素の除去率は0.36であった.この二つの手法を用い

て,100個の細胞像に関して前処理を行い細線化し,第5章で述べる手法により樹状突起の特

徴抽出を行った結果,手法4における間値0.6の場合は97個,手法3における間値0.7の場

合は93偶の細胞に関して正しく特徴抽出できた.図4-14において,いずれの前処理を用

いても正しい樹状突起の骨格線が抽出できた例を示す.手法4による前処理の結果正しく認識

できたが手法3による前処理では正しく認識できなかった例は,図4-15に示す例のように,
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｢トノ

し
ノ

図4-14前処理として5×5重み付き平均値が0.6以下と5×5局所窓の平均値か0.7以下の画素を除

去するいずれの場合も正しく樹状突起の骨格緑か抽出された例

(a) (b)
(C)

J ノ/ノーー

く⊥ し し

｣
＼｣ _｣図4一-15(a)の細胞画像を細線化する前処理として(b)5×5重み付き平均値が0･6以下の画素を除去した

場合は正しく樹状突起の骨格線か抽出されたが,(C)5×5局所窓の平均値が0･7以下の画素

を除去すると骨格線の切断および削除が生じた例
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銅章 樹扶突起認識のための網膜細他面像における細線化手法

樹状突起の骨格線が切断したり,短い突起が削除される場合であった.二手法いずれの前処理

によっても正しく認識できなかった例は,図4-16に示すように細川包像の垂心と細胞体の垂

心のずれが大きく,細胞体の垂心付近の端点を樹状突起の端点と認識したものである.

以_l二から細胞像を対象として最適な前処理の方法はシミュレーションにおいて稚苗残留率と

対象物の除去率の和が最小となるf法で,5×5局所窓の重み付き平均値が0.6以下の画素を

背景に置き換える手法であるとの結論を得た.

(､ J

ケ レ

､ゝ
図4一-16細胞画像と細胞休画像の重心のずれの影響で,前処理を施しても,骨格線より樹状突起の正し

い特徴抽出か行えなかった例

4.5 むすび

本章では,細胞形態学の分野で関心がもたれ,また,細胞の形態と機能の関連の解析の一助

となる細胞の樹状突起の画像処理による形状認識に関して述べた.樹状突起の特徴抽出をする

ため,突起の骨格線を抽H_ける細線化手法を検討した.この細線化手法は,輪郭線等の変動に

よる局所的な突起の骨格線は除去し,樹状突起のような紬l長い突起の骨格線のみを抽出する必

要がある.この観点から,文字認識などの分野で提案されてきたいくつかの秀れた細線化手法

について検討し,網膜剤=蜘こおける樹状突起のパターン認識に特徴を持っように改良した細線

化手濾を提案した.この改良手法について従来からの抑線化手法との比較も含めて検討したと

ころ,この改良手法が樹状突起のパターン認識に対して適した方法であることが確かめられた.

さらに,光学斯微鏡のボケ,染色の不鮮明さに起因し,変動を示す輪郭線を持っ細胞像の樹
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第4章 樹状突起認識のための網膜細胞画像における細線化手法

状突起の正確な特徴抽出のため,輪郭線の変動を除去する手法として,従来濃淡画像の雑音除

去で行われた局所窓内の平均値を用いた手法を二値画像へ適用することを提案した.この日も

ある画素を稚苗として除去するための平均値の閥値をシミュレーション図形を用いて決定する

方法についても検討した.これにより,今回行った細胞画像の解析には,5×5重み付き平均

値の値が0.6以下であれば雑音とみなし除去する前処理が最適であった.この前処理に関して

は,文字認識等骨格線抽出を必要とする画像処理において,まず輪郭線の局所変動の標準偏差

を求め,その値を用いたシミュレーション結果から最適な前処理の手法を選択し,より正確な

骨格線を求める等の応用が可能である.
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第5章 網膜細胞画像の形態に関する特徴抽出

5.1 はしがき

本研究において構築を行った細胞画像認識システムは,対象とする多数の細胞画像から少数

の簡単な特徴員を抽出し,それをfl】いて定量解析を体系的に行うことを目白勺としている(71)

本章では,第3章,第4章に述べた記述形式により保存されている細胞体画像および樹状突起

の骨格線から得られた形態に関する特徴抽出法と,その特徴員を用いた統計解析,多変異解析

の手法について述べ,さらにナマズ網膜の神経節細胞を対象とする形態解析例について述べる.

画像処理による形態の特徴抽出については,一般図形に関するものがいくつか提案されてい

る(111)川2)川3).また臨床分野においても,細川包画像による診断や癌細胞の抽出(‖4)･(115)-(‖6),染

色体の計測(117)･(118),血球の計数(119)･(120)･(121)など各種の報告がなされている.しかし,生物学の

分野では,第4章に述べたように,1つの細胞像の形態の詳細な解析に多くの関心がもたれ,

多数の鰍胞画像を対象として画像処理の才一法により形態の特徴摘出を行っている例はみない.

本研究では,網膜細胞の2値画像とその近似図形に対して,面積,周囲良などの大きさを表

現する特徴員と,細長さや,輪郭線の複雑さなど形状に関する特徴量を求めた.また,第3章

に述べた細胞体画像の1次元あるいは2次元の系列データを用いた表現に対しては,相関係数,

パワースペクトル密度関数などその周波数に関する特徴量を求めた.樹伏突起に関しては,骨

格線の端点や,分岐点の位置,分岐点間の隣接関係など構造に関する特徴抽出を行った.

本章では,5.2において画像処理による細胞体画像の特徴抽出法と,ナマズ網膜における

神経節細り抱の細胞体画像からの形態に関する特徴員の仙とl_側について述べる.5.3では,画

像処理による樹状突起の骨格線に関する特徴抽出法と,ナマズ網膜における神経節細胞の樹状

突起形状の特徴抽Ll_例,および細胞体形態と主樹状突起の特徴との関連についての解析例を述

べる.次に,細胞画像の形態の特徴員を川いた分類手法とその手法のナマズ網膜の神経節細胞

画像を対象とした適用例,および多変量角椰子手法とその手法を用いた解析例について検討する.

形態解析に関しては,テンプレートの細胞像に対し頬似度の大きいものから順に検索を行うテ

ンプレートマッチングと,特徴員空間において類似度の大きいものから順にグループとしてま

とめていくクラスタリングを行った(122)･(123)多変量解析としては,細胞形態に関して複数個

の特徴量相互の関連を統計的に角神子する主成分分析(Ⅰ24)と,その形態分類への応用,さらに同

種あるいは異なる集団の細胞形態の特徴付けを行う判別分析(122)を行った.

さらに,5.4において分類手法とその手法を用いた角封斤例を,また,5･5において多変

量解析の手法とその応用例について述べる.なお,本章においては第1章に述べた理由により

網膜細胞を3次元としてはとらえず,2次元画像に関して解析している･
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第5章 網膜細胞画像の形態に関する特徴抽出

5.2 画像処理による細胞体形態の特徴抽出

5.2.1 細胞体の2値画像の特徴墨

細胞体の2値画像および細胞体の輪郭線の近似図形から抽U_iした各種の特徴量について以下

に述べる.

(1)面積:2値画像の対象物を構成する画素数をラスタースキャンにより測定し,顕微鏡画像

の標本化時に同時に測定した単位面積当りの構成画素数で除して面積を求める.輪郭線画像

に関しては,輪郭線で囲まれる1点から領域拡張の手法(81)により,輪郭線に囲まれる全領

域を塗りつぶすことにより2値画像を構成して面積を求める.

(2)長径,短径:対象物の垂心を通り2つの輪郭線上の点を結ぶ線分を直径として定義する.

直径を一定角度間隔で測定し,その最大値を長径,最小値を短径と-して定義する.

(3)周囲艮:対象物の輪郭線を追跡し,追跡の距離で周囲艮を定義する.

(4)半径の平均値と分散値:対象物の垂心から輪郭線までの距離を半径として定義する.半径

を一定角度間隔で測定しその平均値と分散値を求める.

(5)長径/短径:(2)の長径と短径の比を求めたもので,図形の細長さを表す特徴量である.

(6)周囲良2/面積:(3)の周囲長の平方と(1)の面積との比で,図形の輪郭線の複雑さを表現す

る特徴量である.

5.2.2 細胞体の系列データ表現における特徴量

次に,3.6.2,3.6.3で述べた細胞体の系列データ表現における特徴量について述

べる.以~~F,系列データをズ=(ズ(よ)==ノ,2,‥.,〃)とする.

(1)相関関数(125):(5-1)式に示す相関関数尺(丁)を求めた.これは,系列データの周期性等を

評価する特徴量である.

月(丁)=∑ズ(よ)ズ(才+T)/(〃∵て)
f=J

(5-1)

(2)フーリエ変換によるパワースペクトル密度関数:系列データを(5-2)式に示す式でフー

リエ変換し,そのパワースペクトルを(5-3)式から求めた.これは,系列の周波数に関する

角神子を行う特徴量である.

方々(月=(ノ/方)∑ズ(f)cos(2所)
i=J

ズ〟)=(ノ/方)∑ズ(才)sin(2所)

瑚= ズβ +ズ′

但し 方々(月:ズ(i)をフーリエ変換した結果の実部

ズ′(乃 :ズ(f)をフーリエ変換した結果の虚部

/ :周波数
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(3)自己回帰モデル当てはめによる線形予測係数(126):系列データに関して任意の点の値ズ(わ

をその点に先行する♪個の値で予測する(5-4)式の自己回帰モデルで表現する.モデルの記

述パラメータである線形予測係数を特徴量とすることで少数の値で系列を表現することが可

能となる.

ズ(才)=∑α(た)ズ(仁ゐ)一十Z(i)

但し(α(ん)lゐ=ノ,2,...,♪):線形予測係数

(5-4)

Z(≠):予測誤差で正規乱数系列となる

(4)線形予測係数から求めたパワースペクトル密度関数(126):(2)と同様,系列の周波数情報を

表現する特徴量である.(2)を平滑化したパワースペクトルとなり周波数情報の特徴抽出に

有利である.線形予測係数を用い(5-5)式でパワースペクトル仰が求められる.

P∽=25zシlノー∑α(射exp(一ノ2花代)｣2

但しSz2:(5-4)式の予測誤差Z(乞)の分散

(5≠5)

α(ん):(5-4)式の線形予測係数

f :周波数(0≦/≦ノ/2)

(5)2系列の相互相関関数:3.6.3で述べた2次元の系列データに関する特徴量で,2

系列の相関の強さ,相関の周期性を評価し,(5-6)式により定義する.

尺叩(丁)=∑ズ(よ)γ¢一丁)/
i=1

T:相関を求める2系列の点の距離(遅れ)

(5-6)

5.2.3 ナマズ網膜の神経節細胞における細胞体形態に関する特徴抽出例

ここでは,ナマズ網膜の神経節細胞における細胞体形態に関する特徴抽出を行い,その基本

統計量による解析例について述べる.

表5-1は,5.2.1に述べた細胞体の2値画像に関する8つの特徴量を500個のナマ

ズ網膜の神経節細胞画像から抽出し,その平均値と標準偏差値を示したものである.この結果,

面積の平均値は166伍m)2でかなりばらつきが大きく,細長さに関しては,平均値が2-1でや

や純良い形態のものが多いことが分かる.

次に,各特徴量の統計分布について検討する.図5-1(a)に,997個の神経節細胞および

対象群として与えた20個の双極細胞の細胞体の面積のヒストグラムを示す.図において双極

細胞は,約50伍m)2の面積の小さい部分に分布が集中している.神経節細胞の面積は･100～

200伍m)2に集中している.さらに,面積の大きい方へ,広がった分布を示す数%の巨大細胞

の存在を裏付けている.図5-1(b)は,細胞体の細長さを表す,長径/短径のヒストグラム

を示す.分布の形状は,対数正規分布に近い分布を示し,長径/短径が3を越えるような細長
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い細胞がかなり存在することが分かる.過半数の細胞は長径/短径が2以下であった.

特徴量の問の関係を示した解析例を図5【2に示す･図5-2(a)に,521個の細胞体の面

積と長径/短径の2次元ヒストグラムを示す.横軸が面積,縦軸が長径/短径を表し,各軸を

25等分して,各格子内に含まれる細胞体の数をプロットしたものである.数の多寡は分布の

多寡を表現する.図では,対角線方向の分布の集中と横軸方向の分布との2つの部分より構成

されていることが分かる.従って,長径/短径が大きい細長い細胞体は,面積も大きいことが

分かる.これに対して,長径/短径の小さい膨らみのある細胞体の面積は分布の広がりが大き

い.図5-2(b)は,粗相包体の面積と輪郭線の複雑さの関係を表す周囲良2/面積の2次元ヒス

トグラムを示す.分布は,細胞体の面積が小さい部分においては,対角線方向に分布が集中し

ているが,大きくなると分布が広がり,輪郭線の複雑さの変動が大きくなっていることが分か

る.

細胞体を一次元系列で表現したときの特徴量の例を図5-3に示す.図5-3(a)は,細胞

体画像の一例である.(b)は(a)を極座標展開し,一次元系列で表現したもa)である.(c)は(b)の

自己相関関数を示す.(a)には,3つの朗著な角がありそれと対応して,(b)には3つのピーク

がみられる.従って,自己相関関数においては,値の大きいところが3箇所存在し,(a)が3

つの周期的な部分から構成されていることを示している.(d)は,(b)の系列をフーリエ変換し

て求めたパワースペクトルである.(e)は,(b)に自己回帰モデルを当てはめて,その線形予測

係数より求めたパワースペクトルを表している.(d)と(e)のいずれにも,(b)における1200を

単位とする周期成分の存在を示すピークが明確に現れている.

図5-4は,(a)の細胞休を3.6.3に述べた2次元系列で表現した(b)と(c)に閲し,その

特徴量として(b)と(c)の相互相関関数を求めたものが(d)である.この細胞は,主樹状突起が右

上と左~Fに伸びている.従って,ズとッの最大値はおよそ同じ位置である.そのため,(d)の

ピークが左端にみられる.このピークの位置は,図形の傾きに依存することが分かる.

5.3 網膜細胞の樹状突起形状の特徴抽出

5.3.1 網膜細胞の樹状突起形状の特徴員

第4章で述べた細線化手法を用いて得られた細胞の2値画像の骨格線を用い樹状突起形状の

特徴抽出を行った.求めた特徴量は,以■Fに述べる骨格線の端点,分岐点の位置,分岐点での

骨格線の分岐方向である.これらから,樹状突起の本数,長さ,そのなす角度,分岐点間の距

離,突起の広がりの面積等の特徴抽出が可能となる.

細胞像の輪郭線に大きな変動がある場合,4.4に述べた前処理では平滑化しきれず微小な

長さの骨格線が残る場合があった.これは誤認識の原因となるので,特徴抽出を行う前に長さ

が3画素以下の骨格線に関しては,その連結性が崩れないことを考慮し除去した.
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蓑5-1ナマズ網膜神経節細胞の細胞体の形態の8つの特微量の平均値と標準偏差

特徴f詫 ヤ 均 値 標準偏差

面 積 山m)2 165.91 84.46

長 径 山m) 20.32 6.29

短 径 山m) 10.19 2.78

矧川長 山m) 72.31 23.31

長径//短径 2.08 0.78

周囲艮2/面楕 32.71 7.75

半径の平均山m) 6.91 1.58

半径の分散山m)2 3.66 4.57

叫1止山此｣J⊥L⊥LJ｣TL]0
300 (〃m)2 600 1

Area or soma

肋山▲仙
3

Major axis/Minor axis

図5-1 ナマズの997偶の神経節細胞と20個の双極細胞の形態の特徴量のヒストグラム

(a)血楕(b)長径/短径

(1)端点:骨格線上で8近傍内の連結点が一つのみの点.ただし,細胞体の尖りに起因する骨

格線の端点は樹伏突起の端点ではないので,以~Fの方法により除外した.すなわち,まず細

胞像の垂心を求め,さらに細胞体の擬似半径rを細胞像の面積5を用いて,γ=侃/わ′/2と定

義し,重心を【l~心とする半径勲〃の円内に含まれる端点は樹状突起の端点としては除外し

た.

(2)分岐点:骨格線上の点で8近傍内に三つ以上の骨格線上の点を持っ点.ただし,分岐点の

8近傍内に他の分岐点が存在すると分岐点に隣接する端点が探索できない.従って,8近傍

内に既に分岐点が存在する場合には,新しい分岐点を既に存在するものと同一のものとして

定義した.

(3)分岐点における各骨格線の伸びる方向:分岐点とそれに隣接する分岐点あるいは端点とを
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図5-2 ナマズ網膜の神経節細胞521個の形態の特徴量の2次元ヒストグラム

(a)面積と長径/短径(b)面積と周囲長2/面積
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(a'ナ

0.25
(1/degree)

0.5

図5-3 細胞体を1次元系列データで表現したときの特徴量の例

(a)細胞体像(b)(a)を極座標展開して得た1次元系列データ

(c)(b)の自己相関関数(d)(b)をフーリエ変換して得たパワースペクトル(e)(b)に自己回帰モデ

ルを当てはめて求めた線形予測係数より推定したパワースペクトル
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(a'/

Circumference

図5-4 細胞体画像を2次元系列データで表現したときの特徴量

(a)細胞体像(b)(a)の輪郭線を追跡し,その追跡の距離に対し輪郭線の∬座標をプロットした系

列データ(C)(a)の輪郭線を追跡し追跡の距離に対し輪郭線のγ座標をプロットした系列

データ(d)(b)と(c)の相互相関関数

直線で結び,隣合う線分のなす角度を反時計方向に求めた.突起が2本の場合,細胞画像の

垂心と2木の実起の端点の3点を折れ線で結び,垂心での反時計方向に求めた角度として定

義した.

5.3.2 樹状突起の形状による細胞像の形態に関する特徴抽出例

ここでは,樹状突起の形状認識の応用例として521個のナマズ網膜細胞における神経節細

胞の形態について統計解析を行った結果を示す.ただし,樹状突起の特徴が誤認識されたもの
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は,視察による修正を加え,以~Fに述べる解析を行った.

図5-5は,521個のナマズ網膜の神経節細胞像の主樹状突起の本数のヒストグラムである.

樹状突起の本数は,3あるいは4本のものが多く,突起の本数の多い方へ偏った分布形状を示

している･また,樹状突起が存在しない細胞は対象群として加えた双極細胞である.

h
U
宏
コ
b
巴
h

Number of dendrites

図5-5 521偶のナマズ網膜の神経節細胞の主馴犬突起の本数のヒストグラム

表5-2は,主樹状突起の本数別に求めた細胞体の形態に関する各種特徴屋の平均値と標準

偏差を示す･表の各個の上が平均値,下が標準偏差である.細胞体の面積,短径等細胞体の大

きさに関する特徴量は主樹状突起の本数の増加に伴い増大する.また,突起が2本のものと5

本以上のものとを比較すると細胞体の面積は約2倍となっている.さらに,細長さを表現する

長径/短径に関しては本数との相関はあまりみられない.樹状突起が無い双極細胞では細胞体

の面積が小さく,長径/短径の小さい円に類似した細胞体であることが分かる.

図5-6は,ナマズの網膜細胞に最も多く存在する3本の樹状突起を持っ細胞201個に閲

し,2木の実起のなす角度の最も小さいものと,2番目に小さいむのとの二次元ヒストグラム

を求めた結果である.図中長方形枠で示すように2箇所に分布が集中している.左上のグルー

プ(Aグループ)は,最も小さい角度が50～800,2番目が120～1500,首Fのグループ

(Bグループ)は最も小さい角度が80～1100,2番目が100～1300である.すなわちAグ

ループは2木の実起が頬似した方向に広がり他の1木がそれらと反対方向に伸びている場合で

ある.Bグループは,3本が等間隔に広がる場合である.各グループの長径/短径のヒストグ

ラムを示したものが図5-7である.(a)がAグルpプ,(b)がBグループのヒストグラムであ

る.(b)は(a)と比較して,値が1に近いところに集中した分布を示している.このことは,3
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蓑5･一-2 521偶のナマズ網膜の神経節細胞の樹状突起の本数別に求めた細胞体形態の各特徴豊の平均値

と標準偏差

本数 面積 短径 長径/ 周囲長2/ 個数

(〝m)2 (〟m) 短径 面積

0 60.31 6.43 1.67 24.71 13

72.18 2.65 0.47 5.50

口 114.62 7.59 2.39 29.50 10

70.67 2.09 1.07 6.36

2 133.91 9.33 2.11 30.73 84

40.17 2.11 0,67 6.55

3 149.57 9.94 2.03 31.58 201

58.35 2.29 0.76 6.79

4 171.94 10.34 2.13 33.89 145

66.42 2.24 0.88 7.46

5 238.07 12.2 2.09 36.55 43

111.55 3.38 0.75 8.

6 290.27 13.04 2.32 39.52 13

91.02 3.39 0.84 11.95

7 298. 13.19 2.23 42.78 10

137.56 4.49 0.59 12.09

8 636.79 21.28 1.98 34.29 2

21.71 2.9 0.61 1.01

本の樹状突起が等間隔に広がる細胞像の細胞体は長径/短径が1に近く,細胞体の形状は円に

類似していると考えられる.逆に,樹状突起の角度に偏りのある場合は,細長い細胞体が多い

ことが分かる.

図5-8は,細胞の主樹状突起の本数と細川包体形態の関係を表したもので,1010個の神経

節細胞の細胞体の面積と主樹状突起の本数との2次元ヒストグラムである.突起の本数が増加

すると,面積が大きくなる傾向にあり,さらに,面積のばらつきも大きくなっている.

図5-9は,次節5.4の図5-11で述べる円,三角形,紡錘形をテンプレートとして,

500個の神経節細胞の細胞体と面積の一致度を尺度としたテンプレートマッチングを行い,抽
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図5-6 ナマズ網膜の神経節細胞の樹状突起が3本のもの201個に対する3本の突起のなす角度に関

する解析例.横軸が2本の突起のなす最小の角度,縦軸か2番目に小さい角度を表す.

出した各50個の細胞画像に関して主樹状突起の本数を計数し,そのヒストグラムを描いたも

のである.この結果から,細胞体の形態により主樹状突起の本数の分布形状の特徴が明確に異

なることが分かる.すなわち,細胞体が,円のものは樹状突起の無いものが多い.三角形のも

のは,その頂点から主樹状突起が伸びているため,3本のものが多い.紡錘形に関しては,突

起が2本と3本のものが多い.

次に,複雑な樹状突起形状を持っ細胞像の形態を解析した結果について述べる.対象とした

細胞は,ナマズの神経節細胞をゴルジ染色しスケッチしたものである.図5-10(a)に対象と

した細胞像を示す.(b)は,構造解析を行うために抽出した(a)の骨格線であり,便宜的に付し

た分岐点の番号も併せて示している.(c)は,各分岐点の連結関係を解析し計算機によりグラ

フ表示したものである.表5-3は,この分岐点の位置,分岐点間の連結関係を計算機で自動

認識した結果を示す.表で右枠の座標点は,左にある分岐点に隣接する分岐点もしくは端点の

座標を表す.例えば,分岐点6(248,238)に隣接する分岐点は8(221,275)と4(200,213)であ

ることを示している.これにより複雑な樹状突起パターンをコード化することが可能となり,

このデータを用いた形態解析への応用も考えられる.
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図5-7 3本の主樹状突起のなす角度によるグループ別の長径/短径のヒストグラム

(a)2木の実起が頬似した方向に他の1本がその反対側に伸びる細胞像(b)3本の突起が等間隔に

広がる細胞像
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図5-8 ナマズ網膜神経節細胞1010偶の主樹状突起の本数と細胞体の面積に関する2次元ヒストグラム
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図5-9 細胞体の形態別主樹状突起の本数のヒストグラム.細胞体形態は,スケッチした円,三角形,

紡錘形の画像と500個の細胞休画像とのテンプレートマッチングを行い類似度の最も大き

いものよリ50個抽出した
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(b)

(C)

図5-10 複雑な樹状突起形状の特徴抽出例

(a)ナマズ網膜神経節細胞をゴルジ染色した光学顕微鏡のスケッチ画像(b)(a)を細線化し抽出し

た骨格線(C)(b)の分岐点の隣接関係のグラフ表示
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蓑トー3 図5-10における細胞像の樹状突起の分岐点の位置およぴその連結関係

5.4 細胞形態の分類法

ここでは,5.2,5.3に述べた細胞の形態に関する特徴屋を用いた形態分類の手法につ

いて述べる.5.4.1では,形態分矧こおける距離尺度である類似度の定義を述べ,5.4.

2では,形態に基づく検索の手段であるテンプレートマッチング法について,さらに5.4.

3では,ある母集団の要素を類似度の大きいものから順にグループとしてまとめるクラスタリ

ング法について述べる.

5.4.1 形態の類似度の定義

形態分類においては,形態の類似度を数値員として定義する.以下に,類似度の定義を述べ
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る･ただし,細胞画像ズの7‡個の特徴員を(ズ′･∬2,…･ズ"),細胞画像yの乃個の特徴量を

レノ,γ2,…,γ")とする.

(1)ユークリッド距離

β叩2=∑(ズー一列)2

(2)重み付きユークリッド距離

β叩2=∑んf(∬f一列)2

ただし(々`lf=ノ,2,…,乃):各特徴量に対する重み

(3)マハラノビスの平方距離

β即2=(耳｢∴叫)'∑~侮f一動)

(5-7)

(5-8)

(5-9)

ただし()'は転置行列

∑はれ個の特徴量の共分散行列

(4)最尤距離(127):細胞形態の特徴量として系列データに自己回帰モデルを当てはめて求める

線形予測係数を用いた場合

β即=C∫+log[(b∫r〟(aγrエ)]+c2+log[(bγ｢γレ(aェ㌧)] (5-10)

ただし cJ=log(a∫a∫) c2=log(aッaγ)

aェ:ズから得られた系列の線形予測係数

aγ:yから得られた系列の線形予測係数

a :(αJ,α2,…,α♪)

b :(ノ,む∫,∂2,…,わ♪)一

み`=2吾αノ恥/aa
｢:(〃∫/〃〃,〃2/〃β,…,〃♪/〃｡)

v:系列の自己相関関数ベクトル

(5)2次元平面上での画像の重ねあわせ:画面内で2っの細胞画像の垂心点を求める.双方

の垂心を一致させる.細胞像ズの面積を5g,細胞像yの面積を5ァとし,2つの細胞の重な

り部分の面積を5gァとする.重なりの度合をβズ沃のと定義する.

βズ沃の=2Sズ〆(Sズ+5ァ) (5-11)

βg沃β)を一方の細胞を固定し,他方を垂心を中心に一定角度間隔で回転させ複数個求める.

類似度の尺度βズyは,(5-12)で示すようにβズ沃のの最大値で定義する.

βgァ=Max(βズア(の) (5-12)

(6)1次元の系列データを用いた重ねあわせ:細胞体画像の類似度の定量化であるが,細胞

体画像を極座標展開し1次元系列データへ変換する.2っの細胞の系列データを(叛`lf=J,

2,…∴指仇/△れ(ryflf=ノ,2,…,36¢/△′)とする.
3∂¢′AJ Jβ¢′AJ J6¢/Al

βg沃β)=2∑叛n/(∑叛f+∑ry`)
i=J i=J i=J

βgy=Max(βg沃∂))
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rxYL :Min(Th･rYE);Min(A･B)はA･Bの大きくないものを表す

βズr(β):一方を固定し,他方を一定間隔で平行移動させて求めた重ねあわせ度

このようにして求めた一致度と(5)で述べた一致度と同じ意味付けがなされることが望ましい.

(5¶13)式において△ト→βとした時の極限では,級数が積分となり2っの画像の重心を一致さ

せているため∑化r∫,∑r∫`,∑rn は何れも線積分となり,かっ(5-11)式におけるSズy,

Sg･5ァと一致する･実際には･△∠=0ではないが十分小さな値をとれば,(5)と(6)の一致度

には,大きな相違は現れなかった･(5)と(6)を比較すると(5)においては,重なりの度合βズ沃β)

を,図形を回転させながら複数個求めるため図形の回転移動を伴うが,(6)においては同一の

処理が角度方向への平行移動で行えるため,計算時間が10分の1以下に短縮できた.さらに,

(5-11)式において大きさを変更したり,グループにおいて大きさを正規化する操作は,2次

元座標で行うため煩雑で計算時間がかかる･しかし,これを(6)の手法で行うには,極座標展

開した各値を一定値で除す操作を行うのみであるので,簡略で計算時間がかからない.従って,

大きさには依存せず形状のみ比較を行えばよいという点において(6)の手法が有利である.

5.4.2 テンプレートマッチング法

形態に関してある基準の細胞画像と,ある集団の細胞画像との類似度の大きいものから検索

する手法･基準となる画像は細胞画像でなく人工的に作成した図形でもよい.

図5-11は,テンプレートマッチングの例として,図左端の3個の円,紡錘形,三角形を

描き,その図形と500個のナマズ網膜神経節細胞の細胞体との類似度を計算し,類似度の大

きいものから順に20個ずっテンプレートの右に並べたものである.類似度は,5.4.1の

(6)に述べた細胞体を垂心から輪郭線までの距離と角度で極座標表示した1次元の系列データ

の一致度をもってした.大きさに関しては,極座標展開した値を半径の最大値で除しているた

め正規化されている･極座標展開は1度間隔で行い,角度方向へは,10度ずっ移動して一致

度を計算した･この結果,画像の傾きや大きさに依存せず大略テンプレートと類似した細胞体

が抽出されている･このように,検索する形態を特徴付ける図形を人工的に作成し,与れとの

テンプレートマッチングを行うことで,画像の検索が可能となる.

次に,テンプレートマッチングによる検索と,人が検索を行った場合の比較を行った.60

個の細胞体像を25名の被験者に示し,各細胞の形に閲し,円,半円,紡錘形,三角形あるい

は,それ以外という判定をさせた.その結果,最も多数の被験者が例えば円と判定した図形を

円のテンプレートとしテンプレートマッチングを行った.距離尺度には,5.4.1の(6)に

述べた極座標展開した1次元系列の一致度を用いた.その結果を表5-4に示すが,テンプ

レートの図形に対し被験者の過半数がその図形と判定したものを人が分類した数として示した.

図形の判定に関しては重複解答を許したため総計は60個を越えている.テンプレートマッチ

ングにおいては,各テンプレートにおいて人が分類した数だけ類似度の大きいものから順に検
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図5-11円,紡錘形,三角形のスケッチ画像と500個のナマズ網膜神経節細胞とのテンプレートマッ

チングの結果.テンプレートと細胞体画像を極座標展開して,1次元系列データとしての重

ね合わせを類似度の尺度とし,類似度の大きいものより20個抽出した結果

索した･その結果,検索された細胞と過半数の被験者が判定した細胞とが一致したものの数を

一致した数の偶に示す.一致判ま,紡錘形が最もよく68%であった.この結果,重ね合わせ

の一致度を尺度としているため,視覚的判断において顕著な特徴となる角の数,角ゐ鋭さ等は,

一致度においての寄与が少ない.これらが,人が分類した結果との相違の一因と考えられる.

図5-12は,テンプレートとして左の4っの細胞体を用い,特徴量として,極座標展開し

た1次元系列をフーリエ変換して求めたパワースペクトルを用いたテンプレートマッチングの

結果である･パワースペクトルは,128点求め,類似度の距離尺度は,128次元の特徴量空間

内でのユークリッド距離とした･500偶の細胞体画像を用いた結果について,最も類似度の大

きいものから20個をテンプレートの右に並べたものである.この結果より,大きさには依存

せず形1犬のみを用いた検索結果となっている.

図5-13は,テンプレートとして左の4っの細胞体を用い,極座標展開した1次元系列の

自己相関関数を特徴量としたテンプレ･一トマッチングの結果である.類似度の距離尺度には,

蓑5-4 細胞体画像に関する分類結果と計算機による分類結果の比較

テンプレート 人が分類した放
一致した数

一 致 率

l~r-】 20 10 0.5

半 円 14 4 0.29

紡錘形 31 21 0.68

三角形 10 4 0.4
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図5-12 500偶のナマズ網膜の神経節細胞を対象としたテンプレートマッチングの結果.特徴量は,

細胞体を極座標展開して求めた1次元系列データをフーリエ変換して求めたパワースペクト

ル.極座標は,256点で展開し,128個のパワースペクトルを特徴量とし,類似度の尺度と

してユークリッド岸巨離を用いた.
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図5-13 500個のナマズ網膜の神経節細胞を対象としたテンプレートマッチングの結果.特徴1は,

細胞体を極座標展開して求めた1次元系列の自己相関関数.類似度は,特徴霊室閣内のユー

クリッド距離.
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a b c d

lI

図5-14 クラスタリングにおける分類手続きの概略図

(a)2次元の特徴星空間(b)クラスタリングの結果得られた樹形図

特徴量空間のユークリッド距離を用いている.この結果,この分類法では,テンプレートと大

きさ,形ともに類似したものを検索していることが分かる.

5.4.3 クラスタリング法

クラスタリングとは,全体の中で類似度の大きいものはまとめ,まとめたグループ間は互い

に遠ざける分類法である.手法は,まず特徴量空間内で最も類似度の大きな2つの細胞像を1

つのグループとする.グループと1つの細胞,細胞間の類似度を計算し,最も大きいものから

順にグループとしてまとめる操作を繰り返す.図5-14に,簡単な例を概略図で示すが,(a)

は2次元の特徴量空間を表し,α～dは,その空間内での4っの細胞の座標を表現する.この

例では,αと∂の距離が最小であるので,類似度が最大となり,まずα∂で1っのグループが

形成される.次に,α∂とc,α∂とd,Cとdの類似度を比較するとcdが最小となり,次にcd

というグループが形成される.最後に,α∂とcdを1っのグループとして全体をまとめること

ができる.この処理過程は,(b)に示す樹形図として表現できる.また,分類は,この樹形図

を設定した高さで切断することにより実現できる.例えば(b)をdノの高さで切断すればα∂と

Cとdの3グループに分類できるし,d2の高さで切断すればα∂とcdの2グループに分類で

きる.

次に,クラスタリングの処理途中において,新グループを構成する際,そのグループと既存

のグループあるいは細胞との距離について述べる.距離は,以下の4っで定義した.各距離の

定義式も同時に示すが,いずれも新しいグループを作成する時点での既存のグループあるいは

細胞との距離に関しては,グループが構成される直前における新しいグループを構成した2つ

のグループあるいは細胞とそれ以外のグループ等の距離を用いて再帰的に定義している.以下

の定義式において,新しく構成されたグループをgとし,gはグループゐとJが融合したとす
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る.融合前のグループ′とんあるいは/とJの距離を功"功とし,新しいグループgと/と

の距離を現とする.

(1)最短距離法:グループに含まれているもっとも近い構成要素間の距敵 この方法は,グ

ループの融合により特徴量空間が濃縮されるため分類感度は低い.

ノ㌔=(ノ/2)上㍉+(ノ/2)功一(ノ/2)l上㍉一々〃l

=‡芸:芸≡芸;……;
(5-一15)

(2)最良距離:各グループに含まれているもっとも遠い構成要素間の距離.グループに融合し

ない部分が融合した部分から離れる特徴量空間の拡散が起こるため分類感度が高い.

ノ㌔=(ノ/2りわ+り/2)β〃+(ノ/2)l功｢功l

=‡≡:≡≡芸;
(5-16)

(3)垂心距離:各グループに閲し,特徴星空間内でその垂心位置をもとめ,垂心間の距離をグ

ループ間の距離として定義する.各グループに含まれる要素数が異なる時,要素数も考慮にい

れた距離.

P夜2=(乃ノ〃g)恥2+(〝/乃g)功2-(乃ノ乃g)(乃/乃g)仇′2 (5-17)

(4)平均距離:グループ′とgに含まれる全構成要素間の距離の平均値として定義する.特徴

量空間内での密度を不変とし,空間が濃縮されたり拡散されたりしない.

上㌔2=(〃ノ乃g)恥2+(〝/〃g)功2 (5-18)

図5-15は,60個の細胞体に関して長径/短径,長径と短径のなす角度,および周囲長2

/面積の3つの特徴量を求めて特徴量空間内におけるユークリッド距離を用いてクラスタリン

グを行った結果である.クラスタリングの過程におけるグループの融合距離には平均距離を用

いている.図はグループの融合過程を表す樹形図の一部を示しているが,距離の小さい箇所で

融合されているものは類似度が大きいことを示す.対象とした細胞には,各種の形態が含まれ

ているが,図に示した部分は紡錘形の形態のものによりグループが構成されている.

図5≠16は,500個の細胞体に関して,極座標展開した1次元系列の自己相関関数を求め,

クラスタリングを行った結果である.自己相関関数は,90度まで求め,特徴量空間内のユー

クリッド距離を類似度の尺度とした.また,グループの融合距離には平均距離を用いている.

図においては,クラスタリングの過程を表す樹形図の一部を示す.視覚的に類似しているもの

が距離の小さい位置でグループとしてまとめられていることが分かる.

図5-17は,100個の細胞体に関する面積と長径/短径より求めた2次元特徴量空間内で
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図5-15 60偶の細胞体像に関して長径/短径,長径と短径のなす角度,および周囲長2/面積をもとめ

特徴量空間内のユークリッド距離によってクラスタリングを行った結果

図5-16 500個の細胞体像を極座標展開して求めた1次元系列の自己相関関数を求めクラスタリング

を行った結果描いた樹形図の一部

-92-



第5章 網膜細胞画像の形態に関する特徴抽出

｡1■･11′/ヽ(15'--′ ナ ● -ヽ

､

■ヽ

†

l

▲▼

●

I
●
■
-
ヽ
-

一
-
-
r

l▲

■

†

_
▼
1
1
▲
■

ヽ鼻

ヽ

′

≠

)

2

2

G

持

)

3

0

G

り

ヽ

/†
闘

㈱

一一■l

;■
図5-17100個の細胞体像に閲し求めた面積と長径/短径を用いクラスタリングを行い,細胞体像の

分類を行った例.グループの融合には,最長距離を用い,特徴量空間内の全要素が1つに融

合された距離を100とした時,距離が20において樹形図を切断したときのグループわけの

状態
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のユークリッド距離によるクラスタリングの結果である.グループの融合距離には,最長距離

を用いている.グループの融合を繰り返し,全てが1っにまとめられる距離を100としたと

き,距離が50におけるグループ分けの様子を示したものである.6っのグループが存在した.

グループ名Giの下に()で示した数はグループの構成要素数を示す.構成要素の多いものは,

その一部を図示している.このグループ分けにおいては,細胞体の面積の小さいもので2つの

グループ(C2,C3)が構成されている.C2は比較的丸みを帯びたもの,C3は細長いものか

ら構成されていることが分かる.C4,C5,C6は,かなり大きい細胞体から構成されたグ

ループである.この結果よりナマズの神経節細胞において,大きさの小さいものは比較的形状

の類似したものが多く,個数も多い.それに比して,大きいものは少数だが形態のばらつきが

大きいことが分かる.

5.5 多変量解析による細胞形態解析

ここでは,特定生物の細胞形態の特徴付け,あるいは,他生物の細胞との形態比較を行うた

め,形態に関する特徴量を用いて多変量解析を行うが,その手法について述べる.

5.5.1主成分分析法

主成分分析とは,1っの細胞に関する複数個の特徴量の持っ情報を,少数個の主成分に要約

することである.♪個の特徴量を(ズ′,ズ2,…,ズn)とし,∽個の主成分に集約できるとすると,

特徴量と主成分の関係は(5-19)で表現できる.

ム=JJJ∬ノ+Jノ2ズ2+‥.+Jj"ズn

ム=′2JズJ+J22ズ2+…+Jg"ズn

ム=らJズJ+ら2∬2+…+ら乃ズ"

(5-19)

ここで,Jヴは主成分ん､カが互いに独立となるように定められる.主成分仇｢ん)は,特徴量

の相関行列只の固有値として求められる.ノウは,固有値ムに対する乃個の固有ベクトルとし

て求められる.また,特徴量全体に対する主成分の累積寄与率は,(ÅJ+ス2+…+ス椚1〃とな

る.従って,最初のm個の主成分を採用し,累積寄与率が十分大きくなれば,∽個までの主

成分で特徴島全体が表現できる.すなわち,特徴量の数のデータ圧縮が可能となる.負荷量の

相関係数は,因子負荷量と呼ばれ,各特徴量に対する主成分の寄与率を表す.また,この値か

ら各主成分の意味付けを行うことも可能となる.次に,各主成分を求めた後各細胞を主成分で

表現したときの値は,(5-20)式で表す主成分得点として表せる.これは,各細胞を各々互い

に独立な特徴で記述したときの値である.

Zi鳥=JJ亀井fJ■+J2鳥ズi2ナ+…+ら鳥∬ゆ♯

ズ行書=(∬が-ちyち

≠94-

(5-20)



第5章 網膜細胞洒順のJlう態に関する特徴仙山

<特徴量>

細胞体 角の数,短径,長径,面積,周囲長,長径/短径

(直交座標) 周囲長2/面積,半径の平均,半径の分散

細胞体

自己相関関数(ACR(1)～ACR(10)),

自己回帰モデルあてはめによるパワースペクトル

(極座標) (PS(1)～PS(10)),

フーリエ変換によるパワースペクトル(F(1)～F(10))

主樹状突起 本数

<相関行列の固有値>

1｣｣ヱ8巨十★十= L∴｢｢0)
<因子負荷行列>

因子1 因子2 因子3 因子4

角 の 数 0.051 0.58 0.28 0.49

主樹状突起の数 0.019 0.76 0.22 0.44

短 径 0.6 0.7 0.32 0.11

長 径
-0.29

0.94 0.1 -0.67

長径/短径
-0.8

0.028
-0.31 -0.38

面 積 0.26 0.91 0.27 0.02

<共通因子の構成要素>

因子1 長径/短径,ACR(1)～ACR(10),

F(3),F(5),F(9)

因子2 主樹状突起の数.短径,長径,面積,

周囲昆 半径の平均,半径の分散

因子3 F(4),F(6)

蓑5-51000個の細胞体を対象に形態に関する40個の特徴量を用い主成分分析を行った結果.各共

通因子に含まれる特徴量,因子負荷行列の一部を示す
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ただし,第ゐ主成分に対する主成分得点をzfたとしズヴ★は,f番目の細胞のプ番目の特徴量を表

し,申ま,ノ番目の特徴量の対象細胞の平均値,勺はその標準偏差を表す.

表5-5ほ,1000個の細胞体を対象に,主樹状突起の本数,細胞体の面積,長径諷 表の

特徴員の偶に記述した40個の特徴量で主成分分析を行っ七結果である.表の固有値は,40

個の特徴重から計算した相関行列の固有値において,寄与率が80%以上のもの4個を示した

ものである.表の因子負荷行列は,因子負荷行列の一部を示し,共通因子は3っの共通因子に

含まれる特徴量を列挙したものである.この結果より,因子1は,細胞体の輪郭線の変動の大

きさを表す特徴量で,因子2は,細胞の大きさを表す特徴量から構成されていることが示唆さ

れた.

図5-18は,表5-5で示した主成分分析の結果を,実際の形態分類に応用したものであ

る･(a)は,図の左に示す4つのテンプレートと,他の60個の細胞体との問で,表1の因子1

の欄に示した,長径/短径等の特徴量の差の平方和を計算し,それぞれ最も小さい細胞体より

10個取り出した結果である.(b)は,表1の因子1と因子2に含まれる特徴量に基づく分類で

あり,(c)は表1の因子1,因子2,因子3の欄に書かれている全特徴量に基づく分類である.

この結果,(a)には細胞体の大きさに関する特徴員は含まれないが,(b)にはそ,れが含まれてい

るため,形に加え大きさも類似した細胞が選択され,総合的には分類精度が良くなっている.

しかし,(b)には大きさの要素が加わったため,輪郭線の形状に関する情報が相対的に減少し

ている.また(b)と(c)が同じ分類結果となったのは,因子3の欄の特徴量は,固有値の値が小

さく分類に対する寄与率が小さいためと思われる.

5.5.2 判別分析法

あらかじめグループ分けされた細胞群に対し,新しい細胞が何れのグループに含まれるかを

判別分析法により判定した.まず,2つのグループが存在する場合を考える.グループをCJ,

C2とし,判別の対象とする細胞を∬`とする.特徴量空間において各グループの垂心と対象細

胞とのマハラノビスの平方距離ββノミβ｡22を求める.

βク′2=∑∑Ⅴけ(ェ仇-ズ`(り(句｢旦(′))

β♂22=宇戸叛(ズ仇-ズ`(2')(ズの-ち(2)) (5-21)

ただしⅤヴは特徴量の相関行列,ズー(ハは,C′の構成要素のf番目の特徴量の平均値である.判

別に関しては,

β♂ノ2>ββ22 のとき ズ∈C2

β｡ノ2<β｡22のとき ∬∈C′

β｡∫2,β｡22ともにズ2払;0.05)を越えるとき5%の有意水準でズはC∫にもC2にも属さないとい

える.

3個以上のグループに関する判別分析についても,同様に,特徴量空間において各グループ
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における垂心点と判別対象とする細胞のマハラノビスの平方距離を計算し,その最小なグルー

プに属すると判別する･また,いずれのグループにおいても重心からの距離がすべて㍍軌

0･05)を越えるとき5%の有意水準でズは何れのグループにも属さないといえる.

図5-19は,ナマズ網膜に神経伝達物質と反応する酵素セルトニンとドーパミンを注入し,

各々反応した細胞体像を(a)と(b)に示す.セルトニンと反応したものは,面積が小さく丸いも

の,ドーパミンと反応した細胞は面積が大きく形態のばらつきが大きいという特徴づけがなさ

れる.これに対し,500個のナマズ網膜の神経節細胞の細胞体に対し(a)に含まれる62個のグ
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図5-18 主成分分析の結果の形態分類への応用

(a)共通因子1を含む特徴量のみ(b)因子1と因子2を含む特徴量(C)因子1～因子3を含む全

特徴量によるテンプレートマッチング
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■ ● ● ●

■ト ■ ● ●

′ ■ ● ■l

● ● ● ●

(a)

(C)

(b)

■●●■
●■●■-

ヽ-■▲
■● ■t

l†■ ■ ■●●■

一-●ヽ ■▼■▼
嶋■暮一 ■■ゝ′
t 暮▼r ▼■■■
図5--19 ナマズ網膜の神経節細胞像500個から酵素反応細胞と形態的に類似した細胞像を判別分析に

より抽出した結果.特徴量は面積と長径/短径

(a)セルトニン(b)ドーパミンと反応した細胞の細胞体像および神経節細胞において(C)(a)と類

似(d)(b)と類似した細胞と判定された細胞体像

ループとのマハラノビスの平方距離を用い検索を行い抽出された細胞像の一部を(c)に示す･

同様に,(b)に含まれる55個のグループとマハラノビスの平方距離を用い抽出した細胞の一部

が(d)である.いずれもズ2仏ご0.β5),すなわち5%の有意水準で検索を行ったものである･特徴

量には,面積と長径/短径を用いている.特徴量の選択の仕方で判別結果が変化すると考えら

れるが(a)と(c),(b)と(d)はかなり類似した細胞で構成されている.
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5.6 むすび

本章では,細胞画像認識システムにおける形態に関する特徴抽出の手法について述べた.ま

ず,形態解析を行うための細胞形態の特徴量に関して検討した.特徴量は,形態を巨視的にと

らえるものをf【t†出し,画像処理で自動的に計算できるものとした.このような特徴量は,大量

の細胞画像を対象とした客観的な形態解析に通すると考えられる.貝体的には細川包画像に関し

ては,大きさに関する面積,長径,短径,周囲長,半径の平均値,細長さを表す長径/短径,

輪郭線の複雑さに関する周囲長2/面積,半径の分散と,極座標展開等により得られた系列

データに関する自己相関関数,フーリエ変換によるパワースペクトル,系列に自己回帰モデル

を適用した際の線形予測係数とパワースペクトル,2つの系列に関する相互相関関数である.

主樹状突起に関しては,本数,突起の分岐点の位置,分岐点における突起の伸びる方向である.

これらの特徴量を用いて,そのヒストグラム,スキャタグイアグラムを1000個のナマズ網膜

神経節細胞について求めることにより,従来明確でなかったり,研究者の主観的判断に基づい

ていた統計的性質を明らかにすることができた.樹状突起に関しても,自動的に構造解析を行

うことが可能となった.

次に,求めた特徴員を用いた形態分類,検索手法に関する検討を試みた.形態分類には,ク

ラスタリング,検索手法としても用いられるテンプレートマッチングの手法を用いた.特徴量

空間における形態の類似度の定義を行い,その難似度を尺度とし,特徴屋空間内において類似

しているものから順にグループを構成するクラスタリングに閲し,グループ間の融合距離等の

検討を行った.これらの分類手法をナマズ網膜神経節細胞に適用した結果,形態的に数個のグ

ループに分類できた.人が形を分類した結果と計算機が分頬を行った結果の比較においては,

特徴量の選択法にも依存するが結果に相違がみられた.

最後に,多変量解析の手法を用いた形態媚析に関する検討を行った.まず,特徴室の数の圧

縮と互いに独立な特徴毒を複数個用いる角印子を目的として主成分分析を行った.次に,あるグ

ループの細胞に対し,他の細胞がそのグループに属するか否かの判別分析をグループと比較細

胞とのマハラノビス距離をズ2検定により行った.主成分分析をナマズの網膜神経節細胞に適

用し,寄与率の大きい主成分のみを分類に用いることにより,他の主成分を加えた分類結果に

劣らない結果が得られた.また,判別分析は,神経伝達物質を有する細胞に対し,神経節細胞

を判別し,これらと類似した細胞を抽出することができた.
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の成長過程および異種生物間の比較

6.1 はしがき

神経形態学の分野では各種の研究が行われているが,その中で生物の成長に伴う細胞形態の

変化の解析,あるいは異種生物間の同一部位細胞の形態比較は関心を持たれたテーマの一つで

ある.

生物の成長過程に伴う形態解析に関しては,例えば,ネコを対象とし,神経細胞の樹状突起

の数,長さ,終端点や分岐点の個数,太さ,あるいは,細胞体の大きさの変化を解析したも

の(128)や,神経細胞の軸索の直径,種類の変化の解析(129),細胞のシナ_ツブスの大きさ,細胞体

の大きさ,樹状突起の端点の数や突起部分の重なりの面積の変化(130)や,細川包体形態および特

定の部位に存在する細胞の個数等の変化の解析を行うもの(131)が報告されている.また,カエ

ルとオクマジャクシを対象として網膜細胞の軸索の有無,長さの変化を解析したもの(132)や

ラットの成長に伴う神経細胞の細抱仇.相≠突起の形状の変化を解析(133)したものがある.さ

らに,カエルとオクマジャクシを対象として脳細胞において酵素抗体反応を示す細川包の存在位

置,分布密度の変化を角牢折する(134)研究や,あるいは特定酵素と抗体反応を示す細胞の個数や

存在位置を比較する研究(29等多数報告されている.これらの解析により,各成長段階におけ

る特定神経の活動の活発さ,神経の成長に必要となるエネルギーの量,神経間のネットワーク

の発達速度,特定神経に神経伝達物質が存在する成長段階等が予測できる.

異種生物の形態比較は,生物の成長過程における形態解析と比較し報告されている例は少な

いが,ラットとサルにより同一部位の神経細胞で特定アミノ酸を有する細胞の大きさの分布の

比較(135),コウモリとラットおよびブタに閲し脳の神経細胞を対象に細胞内染色を施し形態分

類を行い,グループ分けされた各細胞の存在位置や個数の比較(136),ブタとウサギの神経細胞

の細胞体および樹状突起に関する形状,細胞の存在位置,核の大きさの比較(137〉,カメ,ハト,

ラット,ネコおよびサルに閲し,神経伝達物質ドーパミンを受容する神経細胞の個数とその形

態の比較,および,細胞内染色で分類した各細胞体の大きさ,個数の割合などの統計的性質の

比較(29)などが行われてきた.これらから,神経伝達物質の有無の種による比較,発達してい

る脳の部分や神経細川包の種類の比較,ある刺激に対する反応が行われるまでのメカニズムの比

較などの検討が可能となる.

本章では,本研究で構築,応用を行っている細胞画像認識システムを用いて,ナマズとカエ

ル及びオクマジャクシの網膜の神経節細胞の形態比較を行い,各生物の細胞形態の特徴付け,

相違点,類似点,カエルの成長に伴う細胞形態の変化 ナマズとカエルおよびカエルとオタマ

一100-
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ジャクシの細胞形態の比較などについて角牢折した結果を述べる.

6.2 解析内容

解析対象は,ナマズ,カエル,およびオクマジャクシの網膜の神経節細胞で,その個数はナ

マズ100個,カエル68個,オクマジャクシのステージ29が23個,ステージ30が23個で,

それぞれについてメチレンブルー法により染色した光学朗微鏡像である.

解析内容は以~Fの3点である.

(1)形態の特徴量による神経節細胞の特徴づけ

細胞体の大きさ,輪郭線の形状,主樹状突起の本数に関する特徴量を計算し,各生物におけ

る特徴量の平均値,標準偏差,ヒストグラム,2つの特徴量の2次元ヒストグラムなどを求め

ることにより各生物の細胞形態を特徴づける.

(2)神経節細胞に関する形態の類似点および相違点に関する解析

異種生物であるナマズとカエル,あるいはオクマジャクシとカエルに閲し,神経節細胞の形

態に関する特徴量の変化 あるいは統計分布の相違,特徴量空間内でのグループ構成に関する

比較,検討を行う.

(3)神経節細胞を分類する特徴量および類似度の抽出

異種生物であるナマズとカエルの神経節細胞を計算機で自動分類するために適する特徴量お

よびクラスタリング手法における融合距離の検討

6.3 解析結果

図6-1は,解析対象とした細胞の2値画像の例である.(a)ナマズ,(b)カエル,(c)オク

マジャクシの神経節細胞画像である.(a)に関しては形態のばらつきが大きい.(c)は,形態が

全般に類似している.

表6-1は,細胞体の面積,長径,短径,周囲昆細長さを表す長径/短径,輪郭線の複雑

さを表す周囲長ソ面積,半径の平均,および半径の分散の8っの特徴量に関するナマズ,カ

エル,オクマジャクシの平均値と標準偏差である.面積,長径等大きさに関する特徴量は,カ

エルが最も大きく,ナマズとオクマジャクシは同程度である.大きさに関する標準偏差は,ナ

マズが大きい.長径/短径は,ナマズがカエル,オクマジャクシより大きく,細長い細胞休を

持っものが多いことが分かる.

図6-2は,(a)面積,(b)長径/短鼠(c)主樹状突起の本数に関する,各生物別に求めた

ヒストグラムを示す.面積に関しては,ナマズとカエルでは,カエルの方が大きく,分布の範

囲も広い.ナマズは,約150山ポ)に集中した分布となり分布形状はカエルと大きく異なって

いる.カエルとオクマジャクシを比較するとカエルの網膜細胞の方が大きくかつ分布がかなり

ばらついている.オクマジャクシは成長に伴い神経節細胞の大きさは大きくなり,かつ大きさ
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図6-1解析対象とした網膜の神経節細胞の2値画像の例

(a)ナマズ,(b)カエル,(C)オクマジャクシ
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第6章 細川包画像認識システムによる網膜細胞形態の成長過程および異種生物間の比較

蓑6-1各生物の神経節細胞の細胞体形態の特徴量の平均値と標準偏差

左㌔讐 面積(〝m)2 長径(〃m) 短径(〃m) 長径/短径
周囲長

(〃m)
周囲長2/
面 積

半径の

平均

半径の

分散

ナマズ

平均値 185.8 22.1 10.7 2.17 80.3 35.5 7.3 4.7

標準偏差 86 6.4 2.6 0.87 28 10.2 1.4 5.8

カエル

平均値 482.5 34.8 17.5 2.06 124.8 33.2 11.9 11.1

標準偏差 175 7.7 3.4 0.65 32 8.0 2.1 12.2

オタマ

ジャクシ

平均値 214.5 22.5 12.8 1.8 77.5 28.4 8.2 2.9

標準偏差 38 3.2 1.6 0.42 8.6 4.2 0.7 2.4

に関する特徴量のばらつきの範囲も広がることが推測できる.また,オクマジャクシとナマズ

の神経節細胞の細胞体の面積のヒストグラムにおいて類似傾向がみられる.(b)は,細胞体の

細長さを表しているが,ナマズの網膜細胞は,カエル,オクマジャクシと比し値の大きい方に

分布が偏っており,細長い細胞体が多いことが分かる.カエルとオクマジャクシに関しては,

分布形状が類似していることが分かる.(c)の主樹状突起の本数は,ナマズとカエルを比較す

ると,ナマズの方が本数の少ないものが多く存在する.また,カエルとオクマジャクシに関し

ては,主樹状突起が4本のものが多いことが分かる.

図6-3は,横軸に細胞体の面積,縦軸に細胞体の長径/短径の分布を示す2次元ヒストグ

ラムである.横軸,縦軸を各40分割し各格子点に含まれる細胞の個数を数字で表している.

(a)がナマズ(b)がカエルを表している.(a)によりナマズの細胞体は,面積の大きいものは,

長径/短径も大きく細長いものが多いという比例傾向がみられる.ところが,(b)のカエルは,

横軸方向に広がった分布を示し,面積と細長さの比例傾向は朗著に見られず,面積に関する分

布の範囲が広いことに比し,長径/短径は一定の値を持っことが分かる.

表6-2は,各生物において,面積と長径/短径に関して類似度の大きいものから順にグ

ループを構成するクラスタリング手法により分類した結果を比較したものである.最も類似度

の小さい距離を100として,表に示す50,40,30の距離におけるグループの構成要素の数

とその特徴量の平均値およびカツコ内に標準偏差値を表している.この結果よりオクマジャク

シは,互いの類似度が最も大きく距離の小さいところで全体が一つのグループにまとまってい

る.カエルに関しては,特徴量に関する分布の範囲が広いためか,距離が大きく,かつ存在す

るグループの数が最も多い.

次にカエルの成長に伴う網膜細胞の形態比較を行った.比較対象は,足が認められるように

なるステージ29と,足の先端に,第1指,第4指の分化が見られるようになるステージ30

のオクマジャクシおよびカエルで行った.図6≠4は,(a)がカエル,(b)がステージ30,(C)

がステージ29のオクマジャクシの主樹状突起の本数のヒストグラムである.(b)と(C)に関し

ては,相違は見られないが,カエルに関しては,本数の多い細胞が相対的に増加している.
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図6-2 各生物に関する神経節細胞像の(a)細胞体の面鼠(b)細胞体の長径/短径,(C)主樹状突起の

本数に関するヒストグラム.いずれも,上からナマズ,カエル,オタマジャクシである.

図6鱒5は,横軸が細胞体の面積,縦軸が細長さを表す長径/短径である2次元ヒストグラ

ムである.(a)カエル,(b)ステージ30,(c)ステージ29である.成長と共に水平方向の広が

りが大きくなり,面積に関しての分布のばらつきが大きくなっている.それに比し,長径/短

径は,成長に従ってあまり変化していない.さらに,この結果と図6-3の結果を比較すると

(b)と(c)が示すオクマジャクシの2次元ヒストグラムは,図6-3(a)が示すナマズから得ら

れた結果と類似していることが分かる.

最後に,カエルとナマズの特徴を明確に分離する分頬手法に関する検討を試みた.表6-3

は,カエルとナマズの面積に関するクラスタリングを行いグループ間の距離を平均距離,垂心

距離,最長距離,最短距離で定義したときの各グループの構成メンバを表したものである･カ

エルとナマズを最もよく分離しているのは,最長距離を用いたときで,カエルのグループにナ

マズが10個,ナマズのグループにカエルが14個含まれている.逆に,最短距離を用いると

カエルとナマズは,はとんど分類されず同一グループに含まれている.平均距離,垂心距離に
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昔川J｢二 細胞両†射認識システムによる網膜細胞昭魔の成長過程および異種生物問の比較
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図6-3 各生物の神経節細胞の細胞休の面積と長径/短径に関する2次元ヒストグラム

(a)ナマズ,(b)カエル

関しては,類似した傾向であるが,ナマズと類似度が小さいカエルの一部の細胞によりひとっ

のグループが構成され,その他は,カエルとナマズ共に同一のグループに含まれている.以上

の結果から,カエルとナマズの面積のヒストグラムのように,一方は分布の広がりが大きく,
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表6----2 細胞体の面積と長径/短径を用いたクラスター分析の結果

距離 生 物 グループ数 個数 面積(〝m)2 長径/短径

50

ナマズ 2

98 179(73.0)

~■■■■■■-■--一一･､-■--一-■-一叫･→､

2.17(0.87)

1.9(0.57)

1.96(0.45)

2.41(1.07)

2 513(41.7)

カエル 2

53 407.3(111.2)

15 747.9(60.4)

オクマジャクシ 口 45 212.2(34.2) 1.81(0.43)

40

ナマズ 2

98 179(73.0) 2.17(0.87)

2 513(41.7) 1.9(0.57)

カエル 4

28 495.3(62.6) 2.0(0.41)

25 308.8(56.9) 1.9(0.48)

13 729.9(38.1) 2.2(0.6)

2 865.6(40.8) 3.6(2.9)

オタマジャクシ 2

36 198.8(21.3) 1.7(0.3)

9 265.8(20.2) 2.1(0.7)

30

ナマズ 3

80 149.0(30.9) 2.0(0.7)

18 311.0(58.9) 2.8(1.2)

2 513.0(41.7) 1.9(0.6)

カエル 6

19 334.8(35.7) 1.9(0.5)

19 459.4(33.1) 1.9(0.4)

13 729.9(38.1) 2.2(0.6)

9 571.1(35.8) 2.2(0.3)

6 226.5(17.4) 1.8(0.6)

2 865.6(40.8) 3.6(2.9)

オクマジャクシ 3

31 205.1(14.9) 1.7(0.3)

9 265.8(20.2) 2.1(0.7)

5 159.5(7.2) 1.7(0.2)

他方は分布が集中しその分布の中心が広がりの大きい分布の端に存在するよう電場合には,最

長距離を用いることが互いのグループ分けに適しているといえる.

6.4 考 察

(1)カエルとナマズの神経節細胞の形態比較

カエルの神経節細胞は,ナマズに比し大きい傾向にあった.また,大きさに関する特徴量の

分布の広がりも大きかった.細長さを表す長径/短径に関しては,カエルは値が小さく分布も

集中しており丸いものが多いことが分かった.主樹状突起の本数は,カエルは4本のものが多

く,ナマズは2～4本のものが同程度の割合で存在した.

(2)カエルとオクマジャクシの神経節細胞の形態の変化の解析
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(a)

(b)

♯P-dendrite

図6-4 カエルとオタマジャクシの神経節細胞の主樹状突起の本数のヒストグラム

(a)カエル,(b)ステージ30および(C)ステージ29のオクマジャクシ･
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弟6号〔泉=臓画像認識システムによる網膜細胞服僧の成長過程および異種生物問の比較
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図6【5 カエルとオクマジャクシの神経節細胞の細胞休の面積と長径/短径に関する2次元ヒストグラム

(a)カエル,(b)ステージ30および(c)ステージ29のオクマジャクシ

蓑6-3 カエルとナマズの神経節細胞の特徴量空間におけるグループの融合距離の相違による分類結果

の相違

距離 距離の種類 生物 グループ1 グループ2 グループ3

80

最短距離
ナマズ 100

カエル 67

最長距離

ナマズ 10 90

カエル 54 14

平均距離
ナマズ 2 98

カエル 38 30

垂心距離
ナマズ 100

カエル 53 15

最短距離
ナマズ 100

カエル 53 6 6

50

最長距離
ナマズ 10 90

カエル 39 14

平均距離
ナマズ 98

2

カエル 30 15 23

重心距離
ナマズ 100

カエル 53 15

大きさに関しては,オクマジャクシの神経節細胞の方が小さく,分布も集中していた.細長

さ,主樹状突起の本数は,カエル,オクマジャクシともに類似した傾向を示した.

(3)カエル,オクマジャクシ,ナマズの神経節細胞の形態比較

細胞体形態の特徴量に関するヒストグラム,2次元ヒストグラムを比較すると,カエルとオ

クマジャクシより,オクマジャクシとナマズに関して多くの類似傾向がみられた.すなわち,

網膜の神経節細胞の形態は生物の生活場所が水中か陸上か等の存在環境に依存して変化するこ
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とが推測できる.

(4)カエルとナマズの神経節細川包の分類

特徴量に面積を用いてカエルとナマズを同一の特徴屋空間で分類した結果,分布が幅広く広

がるカエルと,分布が集｢I~~】しかっ前者の広がりの端の部分に集巾点が存在するナマズの場合に

は最良距離を川いることにより分頬することができた.

6.5 むすび

網膜細胞形態を多数の細胞像を対象とし,統計的に解析することが可能な細胞画像認識シス

テムにより,ナマズ,カエル,オクマジャクシの神経節細胞の形態比較を行った.その結果,

異種生物である,ナマズ,カエルおよびオクマジャクシの同一部位細胞の形態の特徴付け,カ

エルの戒昆に伴う細川包形態の変化などについて角窄析することができた.

なお,本研究においては網膜細胞画像認識システムによる成長過程および異種生物間の網膜

の神経節細川包の細胞体および主樹扶突起の形態角牢析について取り扱っているため,樹伏突起の

広がりの形扶を基準に提案されているa-Cell,β-Cell等の分類結果については検討対象とし

ていないことを付記する.

一109 一-



第7章 細胞画像認識システムによるナマズ
網膜細胞の光刺激反応

7.1 はしかき

神経細胞の一つである網膜細胞の研究は各種行われている.特にその機能の解析に関しては,

網膜に光または電気刺激を与えて,その出力を特定の細胞に電極を挿入して抽出することによ

り行なう例が多い.解析例としては,網膜に空間周波数や明るさ等を変化させた光刺激を照射

し,その受容野の大きさ,刺激に対する感度の良さ等から,細胞に対しその機能に関する特徴

イ寸けを行いX,Y-Cellと分類したり(2)･(3)･(4)･(5),すでに分類されたX,Y-Cellと機能的に異な

る特徴を持っW-Cellとの比較(6僻子われている.また網膜に正弦波交流の電圧刺激を与えて

その出力パルスを解析することにより網膜細胞の周波数特性,減衰特性,反応の持続時間等を

調べることにより,RodとConeの相互作用を解析するものや(7),光の移動方向と空間周波数

を変化させたときの応答特性を解析するもの(8),あるいは網膜内の細胞に電気刺激を与えたと

きの反応時間,反応の伝達経路に関する解析(9)を行うなどに関して多数報告されている.その

他入力に白色経書光を用いて,神経節細胞やアマクリン細胞等から反応インパルスを抽出し,

入力と出力の相関関係を解析することにより,網膜内での信号伝達のネットワーク解析(11)･(14),

および情報処理のモデル推定(138)･(139),等も行なわれている.

本章では,本研究において構築,応用を行っている細胞画像認識システムの統計解析等の手

法を用いて,網膜の機能に関する解析を行った結果を述べる.解析内容は,網膜細胞の働きを

明らかにする一つの試みとして,電流刺激と各種光刺激を網膜細胞に与えた場合のインパルス

応答の頻度分布に関するものである.

ヒトや動物は,網膜において,各種光刺激を受容し,物の形状あるいは光の明るさ等を認識

する.その認識のメカニズムを解明するには,まず網膜細胞が異なった光刺激を受容した時,

刺激の相違に対して網膜内の各細胞の反応がどのように変化するかを調べる必要がある.そこ

で,多数のナマズの網膜の同一部位の細胞に数種類の光刺激と電流刺激を与えた時,インパル

ス反応の生起時刻,反応時間,インパルス頻度で表現する反応の強さについて解析した.この

とき,同一刺激に対する反応パターンの再現性 さらに,刺激のパターンと反応開始時刻,反

応持続時間,反応の強さ等の相関についても解析を行った.

7.2で,光刺激の種類とインパルスの頻度分布の取り込み実験および計算機への入力につ

いて述べ,7.3で頻度分布パターンの認識と特徴抽出について述べる.7.4では,認識シ

ステムの統計解析の手法を頻度分布パターンの特徴量に適用し,解析を行った結果と考察につ

いて言及する.
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7.2 光刺激反応実験

アメリカナマズより取り出した眼球を用い,その網膜に光刺激を,また水平細胞に電流刺激

をそれぞれ個別に与え,その時のインパルス反応を神経節細胞より取り出した.測定に供した

細胞数は1027個で,複数の異なるナマズから得た.

実験方法は,まず適当な刺激を与え,その反応を観測しながら,中枢に軸索を伸ばしている

神経節細胞の一つに,インパルス応答を取り出すための電極を挿入した.次に同様の方法で,

電流刺激を加えるための電極を水平細胞の一つに挿入し,光刺激を与えない暗黒の下で振幅

20nA,周期360msの正弦波交流をこの電極に流し,神経節細胞よりインパルス応答を取り出

した.受容細胞が光刺激を受け取ると,その刺激は水平細胞に伝達することが確かめられてい

る.従って,水平細胞に電流刺激を与えることは,受容細胞が光を受容したことと同じ状態を

人工的に作り出すことになる.

電流刺激に対する反応を取り出した後,次には電流刺激を与えずに図7-1に示す9種類の一
光刺激を網膜に与え,神経節細胞よりインパルス応答を取り出した.図7-1(a),(b)は,一定の

明るさの棒状の光を水平方向と垂直方向に往復運動させた光刺激である.往復運動の周期は

360msで,運動の範囲は,網膜全体に光が照射されるようにしてある.(c)は網膜全体に光を

当て,その明るさを360msの周期で正弦波変調したものである.(d)は可1央を明るくし,(e)

は[ヰ｣央を暗くし周辺部を明るくした光刺激で,明るい部分の明るさを(c)と同じ周期で正弦波

変調した.中央部分の明暗部の大きさは,神経節細胞の受容野がこれに対応するようにした.

(f)～(h)は,網膜全体に光を当て,図の矢印の方向に明るさを正弦波変調したものである.

7.3 頻度分布パターンの特徴抽出

7.3.1 インパルス頻度分布の入力

取り出したインパルス応答は,スパイクカウンタにより4ms間隔で計数した.360msを1

周期とした16周期について同じ位置の値を平均し,それをインパルス頻度とした.変調正弦

波と正弦波交流の1周期を360msとしているので,正弦波の角度1Oは1msに対応する.図

7-2は横軸に正弦波の角度,縦軸にインパルスの頻度分布をとったものである.S,SY等

の記号は,図7,1のS,SY等の記号に対応している.また,(i)の,Currentは,水平細胞

に電流刺激を与えた時のインパルス頻度分布を示している.これらの,正弦波の00から

10230を40間隔で区切り,各角度に対するインパルス頻度の値をもっ数値系列を計算機への

入力とした.

7.3.2 ピークの検出
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図7-1網膜に与えた9種類の光刺激

(a)棒状の光の水平方向の往復運動(b)棒状の光の垂直方向の往復運動(c)網膜全体に明る

さを正弦波変調した光を照射(d)網膜の受容野のみ明るさを正弦波変調した光照射(e)

網膜の受容野を暗くし,周辺部に明るさを正弦波変調した光照射(り
-(g)矢印方向に

明るさを正弦波変調
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ピ~クとは,ゼロでない頻度が連続して続く部分全体をいう.すなわち,単位角度ごとのイ

ンパルス数を調べ,引き続く単位角度におけるインパルス数がゼロでない部分全体をピークと

した.

ここで剛､たデータは角度が00～10230で2周期半についての情報を含む.ピークの始ま

る角度が3600を周期として±100の範囲にあるピークは同じピークとみなした.例えば,図

7-2(a)では同じ形のピークが2っ半みられるが,これは,全て同じピークとみなされ,1

周期に1っのピークがあることになる.

7.3.3 ピークの形状に関する特徴量

(1)ピークの開始角度と終了角度

ピークの位置の情報としてピークの開始角度と終了角度を求めた.各周期におけるピークの

開始点と終端点は完全に一致しているわけではなくばらつきがある.そこで同一とみなされた

ピークの開始点のメディアン値をそのピークの開始点とし,終端点も同様に定義した.例えば,

インパルス応答が,100･3720･73lOで始まったとすれば,3600が周期であるから,100,120,

110で応答が開始したことになり･このピークの開始点は,この3個の値のメディアン値1lO

と定義できる･図7-3は,インパルス頻度hl～h5を持っ頻度分布を模式的に表示したもの

であるが,Sがピークの開始角度,Eがピークの終了角度である.

(2)ピークの高さと頂点の位置

ピークの形状の特徴として高さを求めた･ピークの高さは,連続する単位角度におけるイン

パルス頻度の最大値で定義した･そして頂点の位置は,高さが最大となる角度とした.図7-

3においては高さがH,頂点の位置がPである.すなわち,ここでは,ピークと頂点との二

つの語を異なった意味で用いており,前者は,頻度分布がゼロでない連続した部分全体を指し,

後者は,ここでいうピークの中で頻度分布の値が最大となる位置を表す.そして,同一とみな

されたピークの頂点の位置は,そのメディアン値で定義し,高さに関しては,いま定義された

位置に頂点をもっピークの高さとした･角度の1周期中にピークが複数個含まれる場合(図7

｣2(h)),高いピークから順に第1ピーク,第2ピークとよぶ.

(3)ピークの面積

ピークの形状の他の特徴量として面積を求めた.面積は,単位角度について連続するインパ

ルス頻度の総和で定義した･図7-3を用いれば,=hiと定義する.3600を周期とするピー

クは,(1)により同一ピークとみなしたが,ピークの面積はそれらの面積の平均値をとった.

また,この面積が設定値より小さいものはピークとみなさず削除した.

7.4 解析結果と考察

本節では,7.3で述べた特徴量に関して細胞画像認識システムの統計解析の手法を適用し,
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図7¶2 刺激に対するインパルス頻度分布の例
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図7-3 インパルス頻度分布の形状の特徴量

S:ピークの開始角度 E:ピークの終了角度 H:ピークの高さ hi:インパルス頻度
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実際に1027個の細胞から得たインパルスの頻度分布を解析した結果について述べる.解析に

関しては,認識システムにおける統計解析部で利用する特徴屋テーブルに7.3で述べた頻度

分布のピークに関する特徴量を入力した.その特徴量テーブルを剛､ヒストグラム,スキャタ

グイアグラム,検索,特徴量相互の計算を行った.特徴量相互の計算に関しては,形態認識と

は異なり頻度分布の解析特有のものとして,3600を1周期とする計算も可能とした.

図7-4では,(a)は第1ピークの頂点の位置,反応の開始角度,および反応時間,すなわ

ち,インパルス反応の終~7角度から開始角度を差し引いたもの,(b)は第1ピークの面積と高

さについて,各々の光刺激に対する1027個の細胞から得られた値の平均と標準偏差をプロッ

トしたものである.SX,SY等の記号は,図7-1に示す光刺激パターンに対応している.

棒状の光を水平方向あるいは垂直方向に移動させた場合の各パラメータの平均値には大きな差

異がなく,標準偏差も小さい･光の移動方向に関しては,ここにあげた五っの特徴量では明確

に区別することができないと考えられる.SX,SYは,光の位置の移動で,その他は,ある

バク~ン,あるいは,ある方向に明るさが正弦波変調されているが,前者の万が全てのパラ

メータに対して標準偏差が小さい.これは,光の有無というような強い刺激に対しては,各細

胞は同じように反応するが,明るさの変動程度の刺激に対しては,刺激に対する感度にかなり

の個体差があり,標準偏差が大きくなったものと考えられる.また,(a)において,反応の開

始角度より頂点の位置の角度が小さいところがあるが,これは,これらの値を3600を周期と

した角度として求めているためと考えられる.

図7-5は,インパルス応答の開始角度のヒストグラムである.(a)は,棒状の光を水平方

向に動かした場合,(b)は光の明るさを左の方向へ正弦波変調した場合である.(a)は900から

2700の間でインパルス応答が開始し,多数の細胞が1800付近でインパルス応答が開始する.

しかし,(b)ははぼ全ての角度で同程度の割合でインパルス応答が開始する.図7-4の場合

と同様に,光の明るさの変化程度の刺激に対する反応には,かなり個体差があることがわかる.

図7鵬6は,光の明るさの変化の方向とインパルスの開始角度の関係を示す.(a)は明るさ

を上から下の方向へ正弦波変調した場合と,右から左へ正弦波変調した場合の第1ピークの開

始角度の差のヒストグラムである･(b)は明るさを上から~Fへと,下から上へ変調した場合の

第1ピークの開始角度の差のヒストグラムである.(a),(b)ともにゼロ付近に分布の中心があ

り,概略同じ分布を示すが,(b)の方がゼロ付近に集まる数がやや多いことがわかる.このヒ

ストグラムから,明るさの変調方向に関しては,インパルスの開始角度では明確に特徴付けら

れないと思われる.

図7-7は,反応時間に関する解析である.四つのヒストグラムを示すが,いずれも第1

ピークの終了角度と開始角度の差,すなわち,反応が継続している時間を表す.(a)は棒状の

光を水平方向に,l(b)は垂直方向に移動させた場合,(c)は明るさを水平方向に,(d)は垂直方

向に正弦波変調させた場合である.これらのヒストグラムから,(a)と(b)および(c)と(d)の
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図7-41027個の細胞を対象とした各光刺激に対する頻度分布の特徴量の平均値と標準偏差

(a)第一ピークの頂点の位置,反応の開始角凰反応時間

(b)第一ピークの面積,高さ

形状は類似しているが､(a)と(c),(b)と(d)の間には明確な差が現れている.(a)と(b)あるい

は(c)と(d)がはば同じ分布を示すことは光の移動あるいは明るさの変化は,それが水平方向

であれ垂直方向であれ反応時間には影響しないことがわかる.しかし,(a)と(c)等が大きく

異なる分布を示すことは,ある位置における光の通過量の積分値に相当するものによって反応

時間が変化することが予想できる.すなわち,(a),(b)の方が,(C),(d)より全体に値が小さく,

光刺激も(a),(b)に対する方が,全体として網膜に入る光量が少ないことを示す.また,光の

明るさの変化に対しては,細胞により反応時間のばらつきがかなり大きいことがわかる.

図7-8は,中央を明るく光らせた場合と,逆に中央を暗くして周りを明るくした場合の反
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図7-5 インパルス応答開始角度のヒストグラム

(a)棒状の光を水平方向に往復運動(b)光の明るさを左方向へ正弦波変調
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(a)明るさを上から下の方向と右から左の方向へ正弦波変調した場合の第1ピークの開始角度の
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図7-8 受容野に光を照射した場合と周辺部に光を照射した場合の頻度分布パターンの特徴量の2次元

ヒストグラム

(a)ピークの面積(b)ピークの開始角度(c)ピークの頂点の位置

応がどのように変化するか調べたもので,全て第1ピークについて解析したものである.(a)

はピークの面積について,(b)はインパルスの開始角度,(c)は最も強い反応が発生した角度に

ついて,二つの光刺激の場合の2次元ヒストグラムを表す.(a)では原点を通る対角線より下

側に多く分布していることがわかりピークの面積っまり反応の強さは,中央だけ明るくした場

合の方が小さいことがわかる.これは,中央だけ光らせた場合の方が光の量が少なく,そのた

め反応が弱くなったとも考えられる.

(b)と(c)では,4隅に多くのデータが集まっているが,これは二つの光刺激のどちらの刺

激に関しても,反応開始角度,掛､反応が発生する角度はほぼ同じであることがわかる.

図7-9は,光刺激に対して頻度分布のピークの面積と高さの関係を示した2次元ヒストグ

ラムである.(a)が受容野部分を暗くし,周辺部を明るくした場合で,(b)は棒状の光を水平方

向に往復運動させた場合である.ピークの面積も高さも反応の強さを反映すると考えられるが,
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第7章 細川包画像認識システムによるナマズ網膜細川包の光刺激反応
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図7-9 頻度分布のピークの面積と高さの関係を示した2次元ヒストグラム

(a)受容野を暗くし周辺部を明るくした場合(b)棒状の光を水平方向に往復運動させた場合

実際(a)も(b)も,特に(b)は,原点を通る右上がりの直線上に多くのデータが集中し,ピーク

の高さと面積は相関が高いことがわかる.また,(a)(b)以外の刺激に関しても大略ピークの面

積と高さの相関は高かった.

7.5 むすび

本章では,細胞画像認識システムを応用し,約1000個のナマズの網膜細胞の光刺激反応パ
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第7章 細胞画像認識システムによるナマズ網膜細胞の光刺激反応

ターンの解析結果を述べた.この結果,光の位置の移動と明るさの変化という二種類の刺激を

比較すると,前者の方が刺激が強いためか細胞間のばらつきが小さく,個体差が少ないことが

わかる.また,網膜への受容刺激としての光の量は反応の強さに関係しており,反応時間は光

が網膜細胞に光刺激として入っている時間に比例すると考えられる.しかし,ここでの解析で

は,光刺激の水平方向と垂直方向の変化に対するピークの特徴量の関連は明らかにできなかっ

た.また,各細胞の各刺激に対するインパルス頻度分布パターンの形状から,3600を周期と

した同一ピークの特徴量にはばらつきが少なく,再現性があることも確認できた.
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本研究は,生物学の分野において従来試みられなかった計算機による多数の細胞画像を対象

とした形態解析を目的とする細胞画像認識システムの構築とその応用に関して検討したもので

ある･神経形態学の分野では従来,主に1っの細胞の形状を詳細に,かっ正確に測定すること

を目的としていた･従って,形態に関する巨視的な分類や,形態と機能との関連の解析の例は

みなかった･本研究において設計を行った細胞画像認識システムは,画像処理による特徴抽出,

統計解析,多変量解析の手法による形態解析が可能であるため,網膜細胞形態の客観的,定量

的,システム的な解析が可能である･そのため,従来行われなかった巨視的な観点の形態分類,

形態と機能の関連の解析,異種生物あるいは生物の成長過程における体系的な形態比較が行え

また,従来形態の詳細解析における問題点であった細胞画像認識の困難さ,画像データ保存

のためのデータ容量の大きさに関しても,細胞画像認識システムでは,画像処理による濃淡画

像の開値化とその前処理手法の提案により自動的に細胞像が抽出可能となり認識が容易になっ

た･また･データ保存に関しても細胞の2値画像等のコード化法の検討の結果,非常に少ない

容量でデータを保存できるようになった.

以~Fに本研究で行った内容,得られた結果を簡単に述べる.

(1)システムの操作性を考慮した設計思想で神経形態学研究支援用画像認識システムの構築を

行なった.

(2)約1500個の網膜細胞画像データのデータベース化の実現を行なった.

(3)網膜の光学顕微鏡画像から画像処理により細胞像データの抽出,保存の自動化を行なうた

めのアルゴリズムの設計と実現を行なった.

(4)細胞像データ保存におけるデータ圧縮を目的とした細胞の2値画像および輪郭線画像の記

述方法の検討を行なった.

(5)画像処理による細胞体と主樹状突起の自動分離を可能とした.

(6)画像処理による細胞体の形態に関する特徴量の抽出を行なった.

(7)細胞の樹状突起の形状解析のための,細胞の2値画像の骨格線化とその特徴抽出法の検討

を行なった.

(8)形態に関する特徴量を用いた形態分類,多変量解析を行なった.

(8)構築した画像認識システムにより,客観的かっ定量的なパラメータを用いてナマズ網膜の

神経節細胞約1000個を対象とした形態分類の結果を得ることができた.

(10)網膜に2種類の酵素を注入し抗体反応を示した細胞に関して反応酵素と細胞形態の関連の
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解析結果が得られた.

(11)カエル,オクマジャクシおよびナマズの網膜の神経節細胞の形態比較を行い,異種生物の

同一部位細胞の形態比較を行なった.

(12)オクマジャクシからカエルへ至る成長過程における網膜の神経節細胞の形態の変化の解析

を行なった.

(13)細胞画像認識システムを利用し,機能に関する解析の一例である光刺激反応インパルス頻

度分布の解析を行なった.

以上の研究内容を総合した結果として設計した細胞画像認識システムは,各種の生物の網膜

細胞の形態解析に応用することができる･従って,従来データ量が多く扱いが困難で主観的判

断に基づく解析しか行われなかった形態解析が,より客観的,定量的,統計的に行える可能性

を確かめることができた.また,本研究における応用例として検討を加えたが,網膜の機能に

関する電気生理の実験結果の解析も行えるため,これらの結果と形態に関する解析結果を統合

し形態と機能の関連に関する解析も可能となると考えられる.

本研究は,1章で述べたように網膜細胞を対象としたため2次元画像としての解析を行った.

しかし,最近の技術の向上に伴い,速い処理速度の計算機,光ディスク等の大容量の記憶装置

の出現により,3次元画像生成 3次元画像解析が比較的容易に行えるようになってきた.

従って,本研究で構築を行った細胞画像認識システムも,細胞画像収集,保存,特徴量の計算

手法を3次元画像用に新たに展開することにより,網膜を対象とした解析のみでなく,脳神経

細胞を対象とした形態解析に応用することが可能となると考えられる.これらの研究の成果は,

思考のメカニズムの解明の一助を担うことが可能になると考えられるし,人工知能,ニューロ

コンピュータ等の研究への応用の可能性も考えられる.本研究を今後以上のような方向へ発展

させていきたい.
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(○印は本論文に関連するもの)
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