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研究成果の概要（和文）： 

病理組織の画像解析において，これまでほとんど利用されることの無かった暗視野画像の活用法につい

て検討した．その結果，肝臓の病理組織標本画像において，鍍銀ＨＥ染色標本から線維と核位置を同時に

抽出する手法を実現した．また，ＨＥ染色標本からの細胞膜の抽出を実現すると共に，核位置と輪郭の抽

出精度を改善した．即ち，暗視野画像は病理組織の画像解析に有用であった．また，これらの機能を組み

込んだ診断支援システムを実現した．システムは核の位置と輪郭，細胞膜の自動抽出とＧＵＩを用いた修

正機能を持ち，様々な特徴量を算出することができる． 

 
研究成果の概要（英文）： 

Dark field image was applied for the analysis of histological images. As a result, a method to 

extract nuclear positions and fibers from the images of hepatic histological sections stained with 

silver and HE (hematoxylin-eosin) was realized. The accuracy for extracting nuclear positions, 

nuclear contours and cell membranes in HE-stained hepatic histological images was also improved. 

So, dark field images were useful in the analysis of histological images. A diagnosis support system 

was developed. The system has functions to automatically extract nuclear positions, nuclear 

contours and cell membranes. The user can easily correct wrong results using a graphical user 

interface, and can calculate various useful features. 
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１．研究開始当初の背景 

病理組織診断は切除した組織をスライス，
染色し顕微鏡で観察する診断手法であり，癌
などの確定診断に用いられる最も高精度な
診断手法である．その診断は専門医（病理医）
により行われるが，日本の病理医の数は 1500

名ほど（人口比で米国の 1/5）しかおらず，
専門外の外科医などが病理診断を行う事態
となっている．また，技量や経験の個人差な
どによる誤診の恐れが指摘されている．実際
に同じ組織に対して別の病理医が異なる診
断結果を下すことは多く，それが最終的な診
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断結果とされるだけに，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，病理医が
観察してい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，初期の癌と非癌部の鑑別には核密度
が有用と考えられており，そうした診断に有
用な特徴量を定量的に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．
画像解析により診断に有用な指標を提示す
るシステムもあるが，機器が非常に高額であ
るうえ，画像解析を容易とするために通常の
診断業務ではほとんど利用されることの無
い特殊な染色法を必要とするため，日本にお
いて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，誤診の低減が望まれてい
る初期の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機
能を実現し，それを用いた診断支援システム
を実現した．これはＨＥ染色標本の画像から
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
ンパ球や内皮細胞の核など，肝細胞の核に紛
らわしいものがあるため，核総数の３割程度
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，細胞膜は重要な
構成要素であるが，核などの他の構成要素と
色が似ているために抽出することが困難で
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考えた．病理医が
標本を観察する際に用いる明視野は，標本を
透過した光を観察する手法であり，標本によ
る光の吸収量の違いが観察できる．一方，暗
視野は透過光が対物レンズに入らないよう
に照明し，対象物により反射・散乱された光
のみを観察する方法である．通常は微小物体
の観察に利用するものであるため，病理組織
標本に対して用いられたことはほとんど無
い．しかし，暗視野は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おり，それ
らの活用により新たな解析技術の実現が期
待できる． 
 
２．研究の目的 

本研究では，病理組織標本の画像解析にお
いて，これまでほとんど試みられることの無
かった暗視野画像に的を絞り，その新しい可
能性を追求する．具体的には，病理組織標本
を構成する様々な要素（核，線維など）につ

いて，暗視野撮像時の諸特性を明らかにする
と共に，その結果を元に核などの各構成要素
を識別する手法を実現する．そして，最終的
には診断に有用な特徴量を算出する機能を
実現するのが本研究の目的である．なお，実
現した機能を容易に利用できるようにする
ためのＧＵＩも実現する．なお，解析対象と
する病理組織としては，背景などで述べた理
由により病理医のニーズが高い肝組織を候
補とする． 
 
３．研究の方法 

肝病理組織標本の暗視野画像，明視野画像，
および位相差画像を撮像し，それらを元に病
理組織の構成要素（核や細胞膜など）の抽出
の可能性について検討した．その結果，以下
の課題の解決に有望そうであることが解り，
その実現を図った． 
(1)鍍銀ＨＥ染色標本からの線維と核の抽出 

鍍銀ＨＥ染色とは，線維を染める鍍銀染色
と診断に通常利用されるＨＥ染色を組み合
わせたものである．鍍銀染色を組み合わせる
ことで，核だけでなく線維の抽出も可能にな
るため，組織の構造的な特徴を抽出しやすく
なると共に，N/C 比などの特徴量の抽出も容
易になることが期待できる． 
(2)ＨＥ染色標本からの細胞膜の抽出 
 ＨＥ染色標本中での細胞膜は核などと似
た色をしているため，細胞膜だけを抽出する
ことはこれまで困難だった．暗視野画像など
を組み合わせることで，その抽出の実現を図
った．細胞膜の抽出が可能となると，核の抽
出機能と組み合わせることで N/C比などの特
徴量の算出が可能となる． 
(3)核位置と核輪郭の抽出精度改善 
 核位置と核輪郭の抽出は明視野画像でも
実現しているが，暗視野画像などを組み合わ
せることで，さらなる精度改善を図った．こ
れにより，人手による修正の手間の低減が期
待できる． 
(4)N/C比算出機能 
 核位置と輪郭の抽出機能と細胞膜の抽出
機能を組み合わせることで N/C比の算出機能
の実現を図った．N/C 比は核と細胞質の面積
比である．初期の肝細胞癌の N/C比は非癌部
に比べて高くなるとされており，診断に有用
な特徴量の一つである． 
(5)診断支援システム 
 N/C 比算出機能などを組み込んだ診断支援
システムの実現を図った． 
 
４．研究成果 
(1)鍍銀ＨＥ染色標本からの線維と核の抽出 

実現した手順の概要は以下のとおりであ
る． 
[銀顆粒抽出] 図１(a)の明視野画像から線
維を抽出するにあたっては，線維と同じよう
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に黒色をしている銀顆粒との区別が難しい
という問題がある．一方，図１(b)の暗視野
画像では，銀顆粒は黒いものの線維は明るく
映っている．そこで，暗視野画像における両
者の差を利用することで，まず銀顆粒を抽出
した． 
 
 
 
 
 
 
         

(a)明視野           (b)暗視野 
図１ 鍍銀ＨＥ染色標本の画像 

 
[線維抽出] 明視野画像から銀顆粒領域を削
除した画像から線維を抽出するが，銀顆粒以
外にも核の輪郭や細胞膜の一部が暗く染ま
っており，単純な 2 値化では線維との識別が
難しい．一方，それら線維に紛らわしい領域
は暗いものの，領域中の最も暗い画素値を比
較すると，線維よりも高いことがわかった．
そこで，線維に紛らわしい領域が抽出されな
い閾値で 2 値化した画像を線維のシード(種)
として，閾値を上げながらシードに隣接する
領域のみを追加していき，線維のみを抽出し
た． 
 
 
 
 
 
 
 

(a)線維の種       (b)線維抽出結果 
図２ 線維の抽出 

 
線維の長さを評価基準として９枚の標本

を用いて精度評価を行った結果，線維の抽出
正解率 91.9％，誤抽出率 12.3％であった． 
[核位置抽出] 核位置は暗視野画像（図３(a)）
から銀顆粒と線維領域を除いた画像（図３
(b)）を作成し，２値化やオープニング処理な
どを組み合わせて抽出する．実験による評価
を行った結果，抽出正解率は 83.4％，誤抽出
率は 25.4％であった． 
 
 
 
 
 
 
 

(a)暗視野画像    (b)銀顆粒と線維除去 
図３ 核位置の抽出 

 

(2)ＨＥ染色標本からの細胞膜の抽出 
細胞膜の色は明視野画像では他の構成要素

に似ており抽出が難しい．そこで，暗視野画
像と位相差画像の色情報を組み合わせること
で抽出を試みた．特徴量としては画素の色情
報（ＲＧＢとその色度）を利用した．手動で
作成した正解画像よりサンプリングした学習
データとテストデータを用いて細胞膜とそれ
以外の領域(非細胞膜)の抽出正解率を評価し
た．なお，識別器には階層型ニューラルネッ
トワークとＳＶＭ（サポートベクターマシン）
を用い，両者を比較した． 
３種類の画像の色情報の様々な組み合わせ

について比較実験を行った結果，特徴量とし
て「明視野画像の色と色度，暗視野画像の色，
位相差画像の色」を用い，識別器としてニュ
ーラルネットワークを用いた場合に最も良い
結果が得られた．なお，計算時間の点でもＳ
ＶＭよりもニューラルネットワークの方が少
なく，優れていた．３種類の画像を用いた場
合と「明視野画像の色と色度のみ」を用いた
場合のテストデータに対するＲＯＣ曲線（細
胞膜と非細胞膜の抽出正解率の関係）の例を
図４に示す．３種類の画像を用いることで抽
出正解率は改善した．  
ＲＯＣ曲線のうち，細胞膜抽出正解率が

70％に相当するところでの細胞膜抽出結果に
対して小領域削除を施した結果画像の例を図
５(b)，(c)に示す．図中の黒色は正しく抽出さ
れた細胞膜，赤色は細胞膜として誤抽出され 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 細胞膜抽出のＲＯＣ曲線 
 
 
 
 
 
 
 

(a)明視野画像 
 
 
 
 
 
 
(b)明視野画像のみ     (c)３種類の画像 

図５ 細胞膜抽出結果 



 

 

た領域，シアン色は抽出されなかった細胞膜
である． 
明視野のみの場合には非細胞領域のうち

9.6%が細胞膜として誤抽出(赤色)されている
が，3 種類の画像を用いることで誤抽出率は
2.2%と 1/4 以下に低減された． 
  
(3)核位置と核輪郭の抽出精度改善 
 手順の概要は以下のとおりである． 
[明視野と暗視野のＲ合成画像]暗視野画像
と明視野画像の様々な合成の仕方について
実験的に評価した結果，両画像のＲチャンネ
ルを重み付き合成した場合に精度が改善さ
れることが解った．明視野画像，暗視野画像，
および両者のＲ合成画像の例を，それぞれ図
６，図７，図８に示す． 
[核強調画像の作成]核と核以外の領域の色
情報（明視野，暗視野，位相差の色と色度）
を用いて学習したニューラルネットワーク
を用いて核を抽出した２値画像を作成し，そ
れを平滑化してＲ合成画像と重み付き合成
した画像（核強調画像）(図９)を作成する． 
[類洞内のリンパ球除去]核位置抽出の際に
はリンパ球などの類洞内の物体が誤抽出の
原因となるが，類洞を抽出し，その内部から
核が抽出されないようにすることで，誤抽出
を低減する． 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 明視野画像  図７ 暗視野画像 
 
 
 
 
 
 
 
図８ Ｒ合成画像     図９ 核強調画像 

 
早期肝細胞癌の標本 10枚から癌部，非癌部

を各 1枚ずつ撮影した計 20枚の標本画像を用
い，抽出精度を評価した．核位置の抽出精度
(修正率)を表１に示す．修正率は次式で算出
される「修正が必要な位置の割合」であり，
低いほど良い．核強調画像と類洞内の核候補
点除去を組み合わせることにより，修正率を
6.6[%]改善し，11.5[%]にまで低減できた． 
 

修正率＝1－正解率＋誤抽出率 
 

核輪郭については，抽出された輪郭と正解
との誤差が基準以内である場合を正しく抽

出されたと判断した．核輪郭の抽出正解率を
表２に示す．核強調画像を利用することで，
正解率を従来の明視野のみを用いる場合に
比べ 2.8[%]改善し，89.3[%]に向上できた． 

 
表１ 核位置抽出の修正率 

明視野 明視野のみ 18.1[%] 

明視野＋
暗視野＋
位相差 

R合成のみ 15.0[%] 

R 合成核強調＋
類洞 

11.5[%] 

 
表２ 核輪郭抽出の正解率 

明視野 明視野のみ 86.5[%] 

明視野＋
暗視野＋
位相差 

R合成のみ 88.1[%] 

R合成核強調 89.3[%] 

 
(4)N/C比算出機能 
 実現した細胞膜抽出機能などを利用して
N/C 比算出機能を実現した．算出手順の概要
は以下のとおりである． 
[核抽出]核位置と核輪郭を自動抽出し，ＧＵ
Ｉの修正機能で必要に応じて修正し，核の面
積を得る． 
[細胞膜抽出] (2)で説明した細胞膜抽出機能
により細胞膜を抽出する．なお，抽出された
結果から細胞膜の教師データを修正し再学
習，再抽出処理を繰り返すことで抽出精度を
改善できる． 
[細胞膜の自動閉領域化] 抽出した細胞膜は，
図１０のように必ずしも閉領域になるとは限
らない．そこで，途切れた細胞膜部分の補正
を自動化することで，手動で修正する手間の
削減を図った． 
補正は，基本的に細胞膜の途切れた位置（端

点）と角となっている点（角点）のうち位置
が近いものを補間することによって行う．そ
のため，まず細胞膜抽出結果の小領域を削除
後，細線化を行う．次に，画像上の端点を検
出する．そして，通過点（端点や分岐点では
ない点）について，隣接する画素を両方向そ
れぞれについて最小二乗法で直線近似し，2
直線の角度が 150 度以下となる画素を角点と
して検出する．次に，検出した端点及び角点
が一定距離以内となる組み合わせについて，
距離が近いものから以下の条件を満たすもの
を直線で繋ぐ． 
①繋いだ直線で小領域が形成されない：細線
化画像に存在するひげの影響で，繋いだ直線
で小領域が形成されることがある．しかし，
細胞はある程度の大きさを持つことから，小
領域を形成する直線は細胞膜を補正する線で
はないと判断する． 
②繋いだ直線が他の線と交差しない：細胞膜
は細胞を囲む 1 つの線であるから，他の線と
交差することはない．  



 

 

これらの条件を満たして繋ぐことができた
直線を，細胞膜を補正する線として細胞膜抽
出結果上に描画する．自動補正後の画像例を
図１１に示す． 

また，自動補正後に閉領域になっているか
視覚的にわかりやすくするため，リアルタイ
ムでのラベリングで閉領域を検出し，自動的
に赤色にする機能を実装した．これにより，
閉領域かどうかが即座に判断可能となった．
図１２に自動補正前の結果，図１３に自動補
正後の結果例を示す．自動補正を用いても補
正できない細胞膜に対してはＧＵＩ上で手動
で補正を行う． 
 
 
 
 
 
 
図１０ 自動補正前  図１１ 自動補正後 
 
 
 
 
 
 
 
図１２ 自動補正前 図１３ 自動補正後 

 
実現したＧＵＩを用いて，標本画像から N/C

比を算出する実験を行った．なお，ＧＵＩは
Ｃ＃で作成した．実験には 800×600 画素の 5
標本を用い，全て手動で細胞膜を抽出した場
合，自動で細胞膜抽出を行い手動で補正した
場合，手動補正の前に自動補正機能を使用し
た場合の 3 つの場合を比較した．なお，N/C
比算出が目的であるため，核が含まれる細胞
の細胞膜のみを比較対象とした．また，自動
補正機能使用後には閉領域とならなかった細
胞に対して手動補正を行い，細胞全ての面積
を算出できる状態とした． 
細胞膜の自動補正機能が有る場合と無い場

合について，細胞補正率（細胞のうち手動で
閉領域化する必要があるものの割合），細胞
面積の誤差，N/C 比の誤差を求めた．なお，
正解の細胞面積としては細胞膜を手動抽出し
たものを用いた．結果を表３に示す．細胞補
正率は約 92%から約 59%へと大幅に改善され，
細胞膜を手動で補正する手間が大幅に軽減で
きた．さらに，面積の誤差，N/C 比の誤差と
もに自動補正機能により約 2/3 に低減され，
自動補正機能は手間の軽減だけでなく，精度
改善にも有効であった． 

 
 
 

 

表３ 細胞膜自動補正の効果 

自動補正 
細胞 
補正率 

面積 
誤差 

N/C比 
誤差 

無 92.0% 2.90% 0.41% 

有 58.7% 1.91% 0.28% 
 
(5)診断支援システム 
実現した機能を診断支援システムに組み

込み，利用者が容易に利用できるようにした．
システムのうち N/C比算出用ＧＵＩを図１４
に示す．実現したシステムは核の位置と輪郭，
細胞膜の自動抽出とＧＵＩを用いた修正機
能を持ち，様々な特徴量を算出することがで
きる． 
複数の標本を用いた評価の結果，算出でき

る特徴量のうち，少なくとも核密度，核の円
形度，核の集中度（核の局所的な密集を定量
化した特徴）については初期の肝細胞癌の診
断に有用となる可能性が明らかとなった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１４ N/C比算出用ＧＵＩ画面 
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