
1.　は　じ　め　に

生体などの内部観察装置には，非破壊観察法を用いるも

のと，破壊観察法を用いるものと 2つに大別することがで

きる．非破壊観察法には磁気共鳴画像（magnetic reso-

nance imaging，MRI）［1］，X線撮影［2］や超音波顕微鏡［3］

を用いる方法などがあるが，これらの観察法では，色情報

を取得することができない．色情報が取得できる非破壊観

察法には共焦点レーザー顕微鏡［4］を用いる方法があるが，

試料の透明度に依存することから，試料表面から 100  mm
程度に限定されている．そのため被観察物の色情報を取得

するには破壊観察法を用いるのが現状である．内部観察で

は，多くの場合一度の観察で得られる情報は 2次元情報で

ある．物体内部の被観察物は，観察時に制約される特定の

平面内や，その平面の方向に沿った形状をしているとは限

られていない．従って立体的複雑な形状を持っている場

合，特定断面の 2次元の画像だけでは物体内部の形状の把

握には自ずと限界がある．そこで，近年の生体観察では，

1つの試料から切片を多量に作製し，これら切片の画像を

取得し重ね合わせることで試料の内部構造を含んだ立体構

造を観察する 3次元画像構築の技術が用いられるようにな

った．しかし，この観察法を利用すると試料相互の位置決

め精度や，切片作製時の試料の変形が大きな問題となる

［5］．そこで，本研究室において，回転刃と試料送り機構か

らなるマイクロスライサに，切片の画像ではなく，切られ

る試料本体側の切削断面画像を取得する装置により構成さ
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れる 3次元内部構造顕微鏡（3D-ism）を開発し，試料の切

削断面の作製から切削断面の画像の取得までの工程の自動

化を実現した［6―8］．

しかし，この3次元内部構造顕微鏡を用いての観察では，

照明斑による切削断面と取得画像との色成分の偏差，空洞

部での底面の写りこみにより高品位な 3次元画像が得られ

ないため，取得した 2次元画像を 3次元画像構築する工程

において画像修正を余儀なくされている．この画像修正

は，非常に時間を費やす作業であり，如何に高品位な 3次

元画像の構築に適した切削断面の 2次元画像を取得できる

かが，自動化のポイントとなっている．

本研究では，このような問題を解決するため，従来の機

構に変わり，照明斑が少なく，また，被写界深度が浅い密

着光学系（contact image sensor，CIS）方式のイメージス

キャナに着目し，直進運動刃と試料送り機構からなるマイ

クロスライサに切削断面画像を取得するイメージスキャナ

を付加した，従来の装置に比べ小型で，且つ画像修正の不

要な生体内部観察システムを開発し，本システムの有効性

を検証した．

2.　生体内部観察システム

2・1　従来の生体内部観察システム

従来の生体内部観察システムを図 1に示す．従来のシス

テムでは，CCDカメラで画像を取得していた．そのため

照明斑や，空洞部での底面の写りこみの問題があった．

照明に斑があると，切削断面と取得される切削断面画像

の色成分において照明斑に対応して偏差が生じる．従っ

て，切削断面から構築される 3次元画像も，実際の被観察

物に対して色情報に関して偏差が生じる．そのため各断面

で常に一定の照明で画像を取得する必要がある．

生体試料には魚の浮き袋のように内部に空洞が存在する

ことや，また，試料を固定する包埋材に気泡が生じること

もあり，空洞の底面の写りこみが多々見られる．3次元画

像では，各切断面は高さ方向に対して位置情報を持つた

め，切削断面画像に空洞の底面が写りこむと，切削断面と，

空洞の底面が同じ高さに位置するという誤差が生じる．そ

のため，空洞の底面の写りこみを防ぐ必要がある．

2・2　CIS方式イメージスキャナの採用

イメージスキャナでは，ラインライトで照射して走査す

るため，均一に対象物面を照射し，照明斑が改善できる． 

一般的な画像取得装置では，対象物面がピントの合う位

置では，対象物面で反射した光が受光素子（フォトダイ

オード）でスポットを結び，受光素子に入射する光量は最

大となる．対象物面がピントの合う位置から外れた位置で

は，反射した光は受光素子でスポットを結ばないため光量

が落ちる．CCDカメラでは，2次元に受光素子があるた

め，受光素子でスポットを結ばない場合，隣接する受光素

子に光が入射し，不鮮明な画像となるだけで全体として光

量はさほど変化しない．一方，イメージスキャナでは，一

次元に受光素子が並んでいるため，全体として光量は減

る． また，CCD方式のイメージスキャナに比較して CIS

方式のイメージスキャナは被写界深度が浅く（1 mm以

下），この効果は大きい．

イメージスキャナでは，反射率の高い試料でも対象物面

の色情報を読み取りが可能なように，対象物面に対して入

射角をつけて照射し，正反射成分の受光を防ぐ仕組みにな

っている．入射角をつけて照射するため，対象物面が鉛直

方向に位置ずれすると，照射位置が水平方向にずれ，対象

物面での反射光が受光素子に入射されず，撮影面が暗くな

る．以上 2つの特性から被観察物の空洞部や，包埋材の気

泡部分では底面の色情報が取得されず，空洞部が再現され

る．

本研究で開発する生体内部観察システムでは，上記の理

由より，CIS方式のイメージスキャナを採用した．

本研究で開発したシステムの概観を図 2に示す．画像取

得装置をイメージスキャナに変えたことにより，CCDカ

メラ，レンズの光学系が不要となり，装置の小型化を実現

した．本システムを用いて，生体試料をスライスして断面

画像を取得し，平面画像情報を多数積み重ね，3次元画像

として視覚化（volume rendering）する．

イメージスキャナを用いた断面画像の取得方法は，パラ

フィン等を用いて固定した生体試料（20［H］ × 50［L］× 30

［W］ mm）をクロスローラ自動位置決めステージ（駿河精

機（株）製，KS101-20，分解能 1 mm）を用いて数 mm～数

（104） 生体医工学　43巻 1号（2005年 3月） 

図 1　従来の生体内部観察システム 
Fig. 1　The conventional internal observation system.



十 mm上昇させる．そして，切削刃（Feather製，C35）と
イメージスキャナ（富士通（株）製，RS-C40U，表現色 1,677

万色，解像度 600 dpi）が固定されているプレートをスライ

ドレールに沿ってリニアモータ（日本トムソン（株）製，

LT100CGS-200/10，分解能 1 mm，最高速度 2 m/s）で往復
運動させる．このとき，スライス方向において，上昇した

生体試料の表面を切削刃で鉋のようにスライスし，生体試

料の断面を露出させる．スキャン方向において，露出した

生体試料の断面をイメージスキャナでスキャンし，生体試

料の断面画像を取得する．このように，1往復で切削刃に

よるスライス作業とイメージスキャナによるスキャン作業

を行い，繰り返し駆動することによって生体の断面画像を

連続的に取得する．

システムの構成を図 3に示す．本システムを制御するた

めに，制御ソフトウェアを開発し，リニアモータとステー

ジ，及びイメージスキャナを制御した．

このシステムで縦横比の適切な切削断面画像を取得する

ため，リニアモータとイメージスキャナを同期させる．リ

ニアモータに内蔵されているリニアエンコーダの位置信号

をリニアモータドライバからマイクロコンピュータを介し

て，イメージスキャナに入力することにより同期させた．

取得した切削断面画像は，パーソナルコンピュータにデジ

タル画像として保存した．

3.　実験および結果

3・1　CCDカメラとスキャナ方式の比較

3・1・1　照明の影響　　切削断面には切削刃により，ス

ライス方向にカッターマークが生じる．試料送り 30 mm，
切削速度 300 mm/sで切削した赤いクレパスの切削断面の

表面粗さを長深度形状測定顕微鏡（（株）キーエンス製，

VK-8500）で測定した．図 4にその結果を示す．

スライス方向は 1A ― 1B方向である．1A  ― 1B間の算術平

均粗さ（Ra）は 1.944  m m，2A  ― 2B方向では 3.584 m mであ
った． 

CCDカメラで画像を取得する場合，照明の照射方法が

問題となる．ここでは，照明を垂直に入射する場合と，偏

射照明の場合について考察した．

試料に垂直に入射する場合（図 4），試料に対して照明斑

が比較的少なくなるが，試料の正反射成分を取得すること

から，反射率の高い試料では色情報を取得できない．

図 5（ａ）（ｂ）は実体蛍光顕微鏡システム（（株）キーエン

ス製，G25/ S20 / S21/ L10 / L11）で取得した赤いクレパ

スの断面画像である．倍率 25倍，照明の入射角度を 45˚で

入射し，（ａ）では，カッターマークに対して平行に，（ｂ）で

は，カッターマークに対して垂直に照射している．図 5よ

り編射照明の場合は，カッターマークの影響を避けるた

め，カッターマークに垂直な光成分は除去する必要があ

る．また偏射照明では照明と被照射面との距離偏差が増え

工藤謙一ほか：リニアスライサによる生体観察システム （105）

図 2　システムの概観
Fig. 2　Overview of the internal observation system.

図 4　クレパスの切削断面
Fig. 4　Section of crayon pastel.

図 3　システム構成
Fig. 3　Construction of the system.



るため照明斑が多くなる．

イメージスキャナの照明は偏射であり，正反射成分を読

み込まない．また，照明方向がナイフマークと平行である

ため，ナイフマークによる影響が少ない．イメージスキャ

ナで取得した画像を図 6に示す．

3・1・2　空洞部に対する影響　　開発したシステムに，

高感度冷却 CCDカラーカメラ，被写界深度ズームレンズ，

落射照明ユニット（（株）キーエンス製，VB-6010 / G25 / 

L11）を取り付け，CCDカメラとイメージスキャナで切削

断面画像をそれぞれ取得し，その断面画像を 3次元画像構

築し，比較評価を行った． CCDカメラでの撮影では，

ズームレンズの倍率を 25倍，照明は入射角 45˚で，カッ

ターマークに対して垂直に照射した．

固定剤であるパラフィン（融点 60～ 62℃）に，パラフ

ィンの不透明度を上げるために顔料（カーボンブラック）

を，またパラフィンの気泡を除去し，顔料の発色を良くす

るためにステアリン酸を混合した．赤いクレパスを底面に

垂直に設置した後，溶解させた固定剤を型に流し込み固定

した．観察対象物に空洞がある場合を想定して，クレパス

の表面部に対してボール盤で深さ 2.2 mm，直径 2.4 mmの

穴を加工した．図 7に試料の模式図を示す．

実験条件は，試料をスライスする厚さを 42 mm，スライ
ス時の切削刃（すくい角 50˚，逃げ角 15˚，引き角 30˚）の

速度を 300 mm/s，イメージスキャナのスキャン速度を 10 

mm/sで行った．

得られた断面画像 120枚から高速 3次元解析ソフトウェ

ア（3Dボリューム，ラトックシステムエンジニアリング

製）を用いて，3次元画像を構築した．CCDカメラの画像

では 1ピクセルを 9.2 mm，イメージスキャナの画像では 1
ピクセルを 42.3 mmで設定した．ソフトウェア上で全体的
な明るさ，コントラスト，及びガンマの調整を行った．

図 8（ａ）（ｂ）に CCDカメラで取得した断面画像から構

築した3次元画像，及び空洞部付近を切り出した画像，（ｃ）

（ｄ）にイメージスキャナで取得した断面画像から構築した

3次元画像，及び空洞部付近を切り出した画像をそれぞれ

示す．

（ａ）では落斜照明は図の左方から入射角 45˚で照射し

た．（ｃ）ではイメージスキャナは左から右に走査した．

図 8より CCDカメラで取得した断面画像から構築した

画像では，空洞の底面に照明が届くと，切削断面だけでな

く空洞の底面の画像も取得されてしまい，構築された 3次

元画像では，本来ならば空洞である部分が再現されない．

照明が届かない部分では，空洞部分が再現されていること

が分かる．

一方，イメージスキャナで取得した断面画像では，輪郭

は多少不鮮明になるものの空洞部分が再現されていること

が分かる．

切削断面画像の空洞部分の最深部近傍 10 × 10ピクセル

（420 × 420  mm）を抽出し ,各断面での輝度の平均値を測定
した．また空洞の深さは各断面の間隔が 42  mmであること
から算出した．図 9に結果を示す．イメージスキャナで取

得した画像では輝度が急激に落ちることにより，空洞部の

再現が可能となった．

3・1・3　考察　　前項より，CCDカメラで空洞部を再現

するためには，空洞の底面に照明が届かないように入射角

度を大きくする必要がある．しかし，入射角度を大きくす

ると照明斑が多くなる．解像度の面では CCDカメラの方
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図 5　偏射照明によるクレパスの切削断面画像
（ａ）カッターマークに平行，（ｂ）カッターマークに垂
直．

Fig. 5　Sections of crayon pastel by oblique illumination.
 （ａ） Parallel to knife wound,（ｂ） perpendicular to 

knife wound.

図 6　イメージスキャナで取得したクレパスの切削断面
Fig. 6　Section of crayon pastel by image scanner.

図 7　試料の模式図
Fig. 7　Pattern diagrams of the sample.



が現状では優れているが，近年イメージスキャナの高解像

度化が進んでいる．また，観察試料が大きければ解像度に

大差はなくなる．従って試料サイズが大きければ，ディス

トーションも起こらないイメージスキャナが最適な画像取

得装置であるといえる．

3・2　生体試料の 3次元画像構築

本システムを用いて，背黒いわしの 3次元画像構築を行

った．背黒いわしは水分を含むため，パラフィン置換を行

いにくく，そのため生体試料を冷凍包埋した．本実験で用

いた凍結包埋剤（Tissue Tek製，OCTコンパウンド）の

不透明度を上げるため，黄色のポスターカラーで着色し

た． OCTコンパウンドを気泡が入らないように注意しな

がら流し込み，試料を － 30℃の雰囲気中に放置し冷凍し

た．

実験条件は，生体試料をスライスする厚さを 42 mm，ス
ライス時の切削刃（すくい角 50˚，逃げ角 15˚，引き角 30˚）

の速度を 500 mm/s，イメージスキャナのスキャン速度を

30 mm/sで行った． 

得られたスライス断面画像から，色補正などの画像修正

を行わずに，高速 3次元解析ソフトウェアを用いて，3次元

画像を構築した．図 10に背黒いわしの 3次元画像を示

す． 図 11に背黒いわしの内部の画像を示す．
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図 8　CCDカメラとイメージスキャナで取得した画像から構築
したクレパスの 3次元画像
（ａ）CCDカメラ，（ｂ）CCDカメラ，空洞部，（ｃ）イ
メージスキャナ，（ｄ）イメージスキャナ，空洞部．

Fig. 8 3D images of a crayon pastel taken by CCD camera 
and image scanner.
（ａ） CCD camera, （ｂ） CCD camera, hollow portion,
（ｃ） image scanner, （ｄ） image scanner, hollow 
portion.

図 9　イメージスキャナでの空洞の深さと輝度の関係
Fig. 9　Relation of depth of crater to brightness.

図 10　背黒いわしの 3D画像
Fig. 10　3D image of a sardine.

図 11　背黒いわしの内部画像
Fig. 11　3D internal image of a sardine. 



4.　お　わ　り　に

従来の回転刃機構の 3次元内部構造顕微鏡に変わり，直

動刃機構のマイクロスライサに断面画像取得装置としてイ

メージスキャナを用いて，生体試料のスライスからスライ

ス断面画像取得までの一連の連続作業を自動的に行うこと

のできる，従来に比べ小型の生体内部観察システムを開発

した．

本研究で開発したシステムを用いて，イメージスキャナ

の有効性を示した．また，背黒いわしのスライス断面画像

を取得した．これよりスライスから高品位な 3次元画像の

構築までの自動化が可能となった．
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