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研究成果の概要（和文）：光学顕微鏡の３種類の撮像法（明視野，暗視野，位相差）の合成画像を一度に撮影する手法
を実現した．異なる撮像法の異なるチャンネルの画像や照明方向が異なる暗視野画像を一度の撮影で得る手法も実現し
た．また，複数の撮像法による画像や合成撮影画像が，胃のHE染色標本中のピロリ菌の視認性と抽出精度の改善や，肝
臓のHE染色標本や無染色標本の視認性と画像解析精度の改善に有用であることを明らかにした．また，明視野画像のみ
を用いた場合についても肝臓の標本中の特徴量分布を可視化する手法を実現した．実現した機能の一部を診断支援シス
テムに組み込み，診断に有用な特徴量を抽出できる機能を実現した．

研究成果の概要（英文）：A composite imaging method has been developed that enables the user to directly 
capture a composite image by one-image capturing. The composite images of bright-field, dark-field, and 
phase-contrast images can be captured with an arbitrary composition ratio. Both different channels of 
different capturing methods and two dark-field images with different illumination directions can also be 
captured by one-image capturing. Three kinds of images and their composite images were useful to improve 
both the visibility and the accuracy for extracting Helicobacter pylori in HE-stained gastric 
histological sections. Those images were also useful for improving the visibility and the accuracy for 
image analysis of both HE-stained and unstained liver sections. A method for estimating and visualizing 
the distributions of features in hepatic histological sections was also developed. A part of developed 
functions were introduced in a diagnosis support system to extract useful features.

研究分野：画像処理，画像計測，画像認識，画像応用システム，医用画像
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１．研究開始当初の背景 
病理組織診断はスライスした病理組織を

染色し顕微鏡で観察する診断手法であり，癌
などを診断する最も高精度な診断手法であ
る．しかし，専門医（病理医）の数が少ない
上，診断が主観的に行われるため誤診の恐れ
が指摘されており，診断の客観化による誤診
の低減が強く望まれている． 

診断を客観化する方策としては，診断に使
用する画像から客観的指標を抽出し，提示す
ることが考えられる．肝細胞癌を例にすると，
初期癌の鑑別には核密度が有用と考えられ
ており，そうした診断に有用な特徴量を抽出
して病理医を支援するシステムの実現が強
く望まれている．画像解析による支援システ
ムとしては Dako社の ACIS®があるが，機器が
非常に高額なうえ，特殊な染色法を必要とす
るため日本では全くと言って良いほど普及
していない． 

大多数の一般の病理医を支援するために
は，日常の診断に用いる一般的な染色法を利
用した標本を用い，かつ日常の診断に用いて
いる光学顕微鏡にカメラなどの機器を追加
するだけで安価に実現可能な診断支援シス
テムを実現することが不可欠と考える． 
研究代表者らは，特に初期癌の誤診の低減

が望まれている肝細胞癌の診断支援を目的
として，核密度などの特徴量を半自動で算出
する診断支援システムを実現した．これは標
本の明視野画像から核の位置や輪郭を自動
的に抽出し，核密度などの算出を支援するも
のである．しかし，リンパ球など核に紛らわ
しいものがあるため抽出結果の修正が必要
となり，核の抽出正解率の改善が課題となっ
ている．また，診断に有用な情報である N/C
比（核と細胞の面積比）の算出には細胞膜の
抽出が必要となるが，他と色が紛らわしいた
めにその抽出が困難であった． 

こうした問題点を解決する方法として，研
究代表者は暗視野の利用を試みた．暗視野画
像は病理組織標本に対して用いられたこと
はほとんど無かったが，光の反射率や散乱率
という明視野には無い情報を持っている．そ
うした暗視野画像により得られる新たな情
報を利用し画像解析精度の向上に取り組ん
だ結果，核や核輪郭の抽出正解率を改善でき
るだけでなく，細胞膜の抽出が可能となるな
ど，暗視野画像の有用性が明らかとなった． 

この結果を受けて，研究代表者は２つの展
開を考えた．一つは，同じ顕微鏡で撮影可能
な他の撮像法も利用すれば，さらなる改善が
可能ではないかということである．例えば，
位相差画像は，暗視野画像と同様にコンデン
サを回転させることで容易に撮影できる．こ
れは標本の位相差（屈折率差）を画像化した
もので，明視野や暗視野では得られない情報
を含んでいる．こうした新たな情報を活用す
ることで画像解析精度をさらに改善できる． 

もう一つは撮像法に関する展開である．利
用する撮像法が増えると，コンデンサを回転

させて撮影する回数が増えるため，手間がか
かると同時に画像間の位置ズレが問題とな
る恐れがある．その解決策として，撮像法の
異なる複数の画像を合成した画像を１回の
撮影で得る方法を新たに考案した．この方法
が実現すれば撮影が１回で済むうえ，画像の
ズレが無くなるなど様々なメリットが得ら
れる．また，病理組織標本の観察法としての
利用も期待できる． 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，病理組織標本の画像解析

において，通常は利用されない位相差などの
撮像法の利用を検討すること，及び撮像法を
変えて複数回撮影する代わりに，それら撮像
法の合成画像を一度に撮影できる新たな撮
像手法（合成撮像法）を実現することである．
標本の様々な構成要素について，複数の撮像
法や合成撮像法により得られた画像を用い
た画像解析機能を実現するとともに，観察法
としての有用性も調べる．そして，診断に役
立つ特徴量を算出する診断支援機能を実現
することを目的とする． 
 

３．研究の方法 
(1)合成撮像法 
①擬似撮影 
 暗視野撮影では，暗視野コンデンサにより
明視野の光を遮蔽し，試料へ斜めから光を当
てて散乱光や反射光を撮影する(図 1(左))．
一方，視野絞り上部に図 2(b)の遮蔽板を置き，
暗視野の光のみを透過させることにより，コ
ンデンサを利用せずに同様な撮影を実現す
る．これを擬似暗視野撮影と呼ぶ．明視野と
位相差についても，それぞれ図 2(a)，図 2(c)
の遮蔽板を用いることにより撮影が可能で
ある． 
②合成撮像 
 擬似明視野と擬似暗視野の遮蔽板のパタ
ーンを組み合わせた遮蔽板(図 3(a))を用い
ると，図 1(右)のように両者の光が加算され，
明視野と暗視野を合成した画像を一度に撮
影できる．2 つの撮像法の合成比率は，明視
野部分の光を ND フィルタで減衰することに
より調整できる．具体的には，NDフィルタの
減衰を大きくすることにより，暗視野の割合
を増やすことができる． 
 同様に，遮蔽板のパターンを変更すること
で，位相差と暗視野(図 3(b))，明視野と位相
差(図 3(c))，明視野と暗視野と位相差(図
3(d))の合成画像も撮影可能となる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 暗視野(左)と合成撮像(右)の光の道筋 
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(a)擬似明視野(b)擬似暗視野(c)擬似位相差 

図 2 擬似撮影に使用する遮蔽板 
 
 
 
 
 
(a) 明視野+暗視野 (b)位相差+暗視野 

 
 
 
 
(c)明視野+位相差(d)明視野+暗視野+位相差 

図 3 合成撮像に使用する遮蔽板 
 
(2)ピロリ菌抽出 
 HE 染色標本の明視野画像中のピロリ菌は
色が他と紛らわしいため識別が難しい．そこ
で，他の撮像法や合成撮像法がピロリ菌抽出
に有用かを調べた．具体的にはピロリ菌の領
域と他の領域の色情報のみを教師データと
して学習し，抽出されるピロリ菌の数と誤抽
出数を評価して，明視野よりも有用な撮像法
について検討した． 
 
(3)無染色標本への適用 

病理組織診断および画像解析では，通常は
HE 染色を施した標本が利用される．しかし，
施設の違いや染色条件によって染色の度合
いが異なったり，染色ムラや退色の問題など
がある．一方，染色していない標本（無染色
標本）は通常の明視野ではコントラストが低
く観察には適さない．そこで，明視野以外の
撮像法や合成撮像法の利用について検討し
た．無染色標本では染色度合いの違いや退色
などの問題が本質的に発生しない．また，染
色過程も不要となる． 
 
(4)明視野画像を用いた特徴量分布算出 

明視野画像のみを用いた場合についても，
診断に有用な特徴量の分布を可視化する手
法を実現した．具体的には，肝臓の手術標本
のバーチャルスライドにおける核密度と円
形度などの形状特徴量を可視化する手法を
実現した．核位置の抽出結果には誤りが含ま
れるが，それを考慮した上で核密度の推定誤
差を低減できるように核と判断する条件を
決定した．また，形状特徴の算出についても，
核エネルギを用いて選別した核を用いて算
出することで特徴量の推定誤差を低減した． 
 
(5)診断支援機能 
 複数の撮像法による画像および合成撮影
画像を用いて特に肝臓の病理組織標本を対
象とした診断支援機能の実現を図った． 
 

４．研究成果 
(1)合成撮像法 
①合成撮像法の評価 
 明視野と暗視野の合成画像は，図 3(a)のよ
うな遮蔽板を用いることで，一度の撮影によ
る取得が可能である．明視野のほうが暗視野
より光量が多いため，NDフィルタを用いて明
視野の光量を調整することにより，明視野と
暗視野の光を擬似的に合成している．図 4(a)
に撮影画像を示す．これは明視野部分に
ND2.0を NDフィルタ用いたものである．合成
画像は各撮像法の画像を元に(1)式を用いて
計算機によっても作成できる(図 4(b))．合成
撮像画像は，この計算機合成画像との誤差
（画素値の差の絶対値）により評価する．な
お，α，βは誤差が最少となるように最適化
する． 
 
    βαα ×)f+)f-((1=g 21        (1) 
 
g ：計算機合成画像  

1f ：擬似明視野画像  2f ：擬似暗視野画像 
α：合成比率(0<α<1) β ：コントラスト補正 
 
 明視野と暗視野の合成について，ND 値を
0.4～3.4（合成比率α：0.01～0.95）の間で
変化させて誤差を評価した結果を図 8に赤色
で示す．平均誤差は，図 4に示す ND2.0（α：
0.44）の場合で 0.6％，他の合成比率の場合
でも 1％程度以内であった． 
また，ND2.0 を基準とし，ND の透過率をも

とにした合成比率の理論値を求め，その理論
値の合成比率で計算機合成画像を作成して
合成撮像画像との平均誤差を評価した（図
8(青)）．この場合の誤差は 3%以内であった． 

位相差と暗視野（図 5），明視野と位相差（図
6）の組み合わせについても平均誤差を評価
した結果，それぞれ 2.7％，2.5％程度以内と
良好な結果が得られた．図 7 は図 3(d)の遮蔽
板を用いて撮像した３種類全ての合成撮像
画像である．この場合も誤差は 2.6％と良好
な結果が得られた． 
 
 
 
 
 
 
 

(a)合成撮像        (b)計算機合成 
図 4 明視野+暗視野の合成画像(α=0.44) 

 
 
 
 
 
 
 

(a)合成撮像     (b)計算機合成 
図 5 位相差+暗視野の合成画像(α=0.47) 



 
 
 
 
 
 

(a)合成撮像         (b)計算機合成 
図 6 明視野+位相差の合成画像(α=0.56) 

 
 
 
 
 
 
 

(a)合成撮像         (b)計算機合成 
図 7 明視野+暗視野+位相差の合成画像

(αDF=0.35，αPH=0.28) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 合成撮像と計算機合成の画素値の平均
誤差(明視野＋暗視野) 
 
②複数の撮像法の同時撮影 
 一度で複数の撮像法それぞれの情報を撮
影する手法について検討した．撮影にはカラ
ーフィルタを利用した遮蔽板を用いる．具体
的には，カラーフィルタによって特定のチャ
ンネルの光のみを透過させ，複数の撮像法の
色情報を，互いに干渉しないチャンネル毎に
分離して撮影する． 
 今回利用したカラーフィルタの RGBそれぞ
れの減衰率を調べたところ，赤フィルタと青
フィルタを用いることで，R チャンネルと B
チャンネルをほぼ完全に分離できることを
確認した． 
 明視野，暗視野，位相差のそれぞれの組み
合わせにおいて撮像法の同時撮影実験を行
った．一例として，暗視野部分に赤フィルタ，
位相差部分に青フィルタと光量を調整する
ための ND フィルタを用いた遮蔽板を図 9(a)
に示す．得られる合成撮像画像の R チャンネ
ルはほぼ暗視野のみ，B チャンネルはほぼ位
相差のみの情報を含むことになる． 
 この合成撮像画像と擬似位相差画像につ
いて，両者の Bチャンネル（暗視野）の画素
値の平均誤差が最も小さくなるように明る
さを補正して誤差を算出した結果，画素値の
平均誤差は 1.2%であった．R チャンネル（位
相差）についての平均誤差は 0.3%であった．

同様な実験を明視野，暗視野，位相差の他の
組み合わせについても行った結果，すべて誤
差 2%程度以内で再現できた．以上のことから，
各撮像法 1チャンネルずつではあるが，同時
撮影できることを確認した．これにより，画
像の加算だけでなく，減算など他の利用法も
可能となる． 
図 10 は，別の例として暗視野の照明方向

を変えた画像を合成撮影した例である．暗視
野は反射・散乱光を観察するため，照明方向
を限定すると画像が変化する．そこで，例え
ば図 9(b)の遮蔽板を用いると，右方向（R）
と左方向（B）の照明による暗視野画像を合
成撮影し，それぞれを分離して画像解析に利
用できる． 
 

 
 
 
 
(a)暗視野：R,位相差：B   (b)左：B,右：R 

図 9 カラーフィルタを利用した遮蔽板 
 
 
 
 
 
 
(a)合成撮像 (b)右照明（R） (c)左照明（B） 
図 10 照明方向の異なる暗視野画像の同時
撮影（無染色標本） 
 
(2)ピロリ菌抽出 
 胃の HE 染色標本を用い，３種類の撮像法
による画像とそれらの合成撮影画像を用い
て評価した結果，位相差と暗視野画像の合成
画像を用いた場合に他と比べて良好な結果
が得られた．図 11 の抽出結果例では，明視
野のみを用いた場合に比べて抽出されるピ
ロリ菌数が増加した．また，こうした合成撮
影画像では明視野に比べてピロリ菌の視認
性も改善された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) 明視野     (b)位相差+暗視野 

図 11 ピロリ菌抽出結果（緑：ピロリ菌，黄：
誤抽出） 
 
(3)無染色標本への適用 
 図 12 は肝臓の無染色標本を明視野，暗視
野，位相差で撮影した画像例である．明視野
では通常はコントラストが非常に低く視認
性が悪いが，開口絞りを絞ることでコントラ
ストを改善できることが解った．これら３種
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類の画像を用いて細胞膜の抽出を試み，その
抽出精度を評価した．色情報（色，色度）の
みを用いて学習し，細胞膜とそれ以外の平均
正解率を求めたところ，各撮像法のみの画像
を用いた場合は，明視野 74.3%，暗視野 78.9%，
位相差 77.6%であったが，３種類の画像を全
て組合わせることで最も良い結果（87.6%）
が得られた．図 13 に抽出結果例を示す． 
核位置の抽出については暗視野画像をネ

ガポジ反転した画像に対して従来の核抽出
手法を適用することで，従来の HE 染色標本
と同様に核位置を抽出できることが解った
図 14 に核の抽出結果例を示す． 
合成撮影画像の利用についても検討した

ところ，暗視野と位相差の合成画像を利用す
ることで１種類の画像よりも抽出精度を改
善できることが解った．従って，例えば位相
差のＲチャンネルと暗視野のＢチャンネル
の合成撮影した１枚の画像を用いることで，
細胞膜の抽出と核の抽出の両方を行うこと
が可能となることが解った． 
 

  
 
 
 
 
 
(a)明視野  (b)暗視野   (c)位相差 

図 12 無染色標本の撮影画像 
 

      

(a)明視野(NA0.55)       (b)暗視野   

      

(c)位相差   (d)明視野+暗視野+位相差 
図 13 細胞膜抽出結果 

（黒: 正しく抽出された細胞膜，赤：誤抽出， 
シアン: 抽出されなかった細胞膜） 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 14 核抽出結果例 

(4)明視野画像を用いた特徴量分布算出 
肝組織のバーチャルスライド画像（浜松ホ

トニクス：NanoZoomer利用）と，小ブロック
ごとに抽出した核の平均円形度，核密度を可
視化した画像例を図 15 に示す．ブロックは
約 0.3mm角で，色が暗いほど円形度が低い（核
密度が高い）ことを示している．階級数を決
めると，各階級の標本頻度が均一になるよう
に自動で階級が割り当てられる．こうした特
徴量の分布画像により，核密度や円形度など
の特徴量が他と異なる領域を容易に知るこ
とができる． 
20枚のバーチャルスライドからサンプリン

グした 40 枚のブロック画像を用いて，自動
算出した核密度の精度評価を行った．手動で
求めた正解の核密度との平均絶対誤差は
8.2%であった．図 15の核密度の階級差は 17%
程度であり,誤差は階級 1 つ分以内と良好な
結果が得られた． 
 
(5)診断支援機能 
 複数の撮像法による画像および合成撮影
画像を用い，肝臓の HE 染色および無染色の
病理組織標本に対して核の位置や細胞膜な
どを抽出する機能を診断支援システムに組
み込み，診断に有用な特徴量を抽出できる機
能を実現した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(a) 原画像 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b)円形度 
 
 
 
 
 
 
 
 

(c)核密度 
図 15 肝臓手術標本の特徴量分布 
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