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その2 : Video camera 及びVideo tape recorder を介して( 図3, 表1)
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要  約

角膜内皮細胞平均面積を自動的に測定する装置を開発した. Specular microscope で内皮細胞をVideo

camera を介して撮影しVideo tape recorder に録画する. これをコマ送りし最も鮮明な画像を静止させ画像

解析装置に取り込み処理する.30 眼の正常眼を処理した結果,1 眼に要する時間は平均13分強で, この内人手

による画像修正時間は平均4 分弱であった. 同一画像のトレース画像との相関係数はr=0.9335, 平均測定細

胞数87個で日常臨床で要求される正確性はあると判断された.本装置により角膜内皮細胞平均面積が直ちに得

ることができる. この結果本装置は日常臨床においてSpecular microscope をもっと身近なものにする可能

性を有している.( 日眼 91 : 87-93,  1987)
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Abstract

丶Ve developed an apparatus for automated morphometry of the corneal endothelium, which was

photographed through a specular microscope connected to a video camera, and the images were stored

in a video tape recorder. The clearest stationary image was input into an image analyzer to determine

the cell boundaries automatically. Although human interaction is generally necessary, the mean time

required to complete this procedure was about 13 minutes according to the results of the 30 normal

eyes,  of which the time needed for manual correction was about 4 minutes. The mean cell area

obtained by this method correlated well (r=0.9335)  with those obtained by tracing the same images.

This apparatus has clinical meaning to get mean cell area of corneal endothelium immediately, so that

it makes specular microscope more fam Ⅲar to daily clinic. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 91 : 87-93, 1987)
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I 緒  言

角膜内皮細胞の形態測定は角膜機能の評価上, 日常

臨床で特に眼内レンズ手術の前後では不可欠である.

現在行われている一般的な内皮形態測定法にはディジ

タイザー法とイタージアナライザー法1)̃6)がある. 前
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者では内皮細胞の各頂点をなぞる, 後者では原画をト

レースすることにより細胞境界を確定する. しかし両

者共人間の手作業であるため多大の労力と時間を必要

とし, 誤差の源ともなる. また写真を介しているので

引き伸しによる誤差もあり得るし, 撮影, 現像, 引伸

しといった画像の準備も面倒かつ日時を要する. これ
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等 の欠点 を克服す るため人 間 の手 作業 なし に直 接

image analyzer に境 界を確定さぜ, 原画像を自動的に

処理 する角 膜内 皮細 胞形 態自動 測定, Automated

morphometry of endothelial cells7'̃11) が 研究されて

いる.

我 々は前報ll)で, 35mm ネガフィルムから画像を直

接image analyzer に取 り込んで自動的 に細胞境界を

確定, 原 画像を処理する装置を開発し, これによって

相当の省力省時間化か可能になったことを報告した.

しかし35mm フ ィルムを現象する作業が残っているの

でなおデータを即日得ることがで きなかった. また全

ての報告に共通する自動測定の問題点は, 日常臨床で

遭遇す る通常の画質では境界 の不充分な鮮明7)̃11)さ

と共に, 核 を含む細胞内封入体8)̃lo)が障 害となり, 細

胞境界の自動決定はなお不完全で, 人間の判断による

修正・補正が必須7)̃11)なこ とである. そ こで日常臨床

に内皮細胞形態測定のparameter を ル ーティンに活

用するには, 画像処理のAlgorithm の改 善と並んで,

い かに良い画像を得る確率を高めるか, そ していかに

合理的且つ快適, 正確に修正・補正機能を解析過程で

取り入れて卜 くかが非常に重要になる.

今回我々は, こ れ等の点を考慮し, Video camera と

Video tape recorder ( 以下VC 及びVTR と略 す) を

介して内皮細胞境界を確定する方法を開発し, 撮影と

同時に内皮細胞面積を得ることが可能 となり, Algor-

ithm の改 善により更に省力化が図れ, 日常臨床に使用

できるようになったので報告する.
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II 方  法

1) 装 置:50 倍 の 対物 レンズを 装着し た甲 南社製

Clinical specular microscope CSP580 にVC  (NEC,

TI-22AII) を 装着し, 得 られた画像をVTR  (Sony,

U-Matic V0 5800) に 録画する. こ の画像をコー,送 り

して最も鮮明な画像を選び, Digital time base corre・

tor (朋栄, FOR.  A FA-400) を 介してタイムペースエ

ラーを補正し, フレ ームタモリー機能を使ってこれを

完全に静止させ, 画像解析処理装置(NEXUS 6400)

に取 り込み, Microcomputer  (NEC 9801M2) で処 理

する( 図1).

2) 細胞境界確定のAlgorithm

(1) 原画 像を入力し10̃20 回stacking を 行 う.

(2) 画 像の平滑化: 高 周波ノイズを3 ×3 格子でフィ

ルターし除去する.15 ×15 格 子で画面上場所によって

異なる輝度差を平均化する. こ うして得られた平滑化

画像を(1) で 得 られた原画像から差し引き細胞境界を

強調した画像とする.

(3) 二 値化:(2) の 平 滑イ匕画像を以下の二値化処理

(暗い細胞境界を0, 明 るい細胞内部を1, とい う具合

に決める) に かける.

1. 処 理にかける画像の範囲を任意に枠を設定する

ことにより決める.

2. 画 像の輝度のヒストグラムから閾値の最大・最小

を求める.

3. 最大閾値から順次二値化画面を作り,最 小閾値ま

で重ね合ぜて合成画面を作る.

Instant Camera

Image

Processor
(NEXUS 6400)

GP-1B

Monitor
Display

Image
Display

Controller
(PC-9S01 M2)

Key Board

図1 装置 の 系 統図
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最小と最大閾値間のどの段階での二値化画像にで

も, さかのぼって自在に再現できる. また二値化を再

度最初から行うことも可能である. 与 えられた画像か

ら最善の処理画像を得るにはこの二値化の閾値数をい

くつにするかが決定的で, これは人間の判断により決

定される. こ の判断を適確にするためにこれ等の機能

は非常に重要であり, 前 報11)と比べ決定的 に改善され

た点である.

(4) 細 胞境界の復元: 二値化画像では細胞の形がな

お変形しているので, 穴 埋めHo 】e filling, エ ッチ検出,

小粒子除去, 外 周上の小粒子除去といった機能を使っ

て復元する.

(5) 画 像の修正・補正: こ うして得られた画像で も

89-(89)

画質によって細胞同士が一部くっついたり, 細胞の一

部が欠損したりしていることがある. これを原画像を

オーバーラップさせ更にディジタイザー機能で修正す

る.すなわち欠損は線及び面を描くことにより埋める.

線の太さは2Pixelで, 面描は大きさを自在に調節でき

る.融合した細胞の境界設定には2Pixelの太さの線で

個体を分割する. またー・境界内全体の個体も消却でき

る. この部分け人間の判断力と手作業を要する.

(6) 細線化: 各細胞の境界線はなお太く, 幅も不規

則なので, 両細胞を拡大し, 境界を最終的にはlpixel

の線にする.

(7) ラベ リン グ及 び計 測 コmage analyzer の

ROM ルーチンが行う.

表1 VTR 画像から直接処理.して得られた各症例の平均細胞面積(Y), 測定細胞数, 修正時間

及び測定時間と同一VTR 像のトレース画像から得られた平均細胞面積(X) お よび測定細胞数

症例 性 年 齢

VTR 画像
修正時間
(分)

測定時間
(分)

トレ ース画像

平均細胞面績(Y)
(μm2 土SD)

細胞数 平均 細胞面 績(X) 細胞数

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

F

F

F

F

F

F

M

M

M

M

F

F

F

F

F

21

22

23

23

26

24

36

30

54

64

28

24

24

23

21

342 土130

353 土85

339 土88

331 土96

323 土88

336 士92

341 土84

335 土91

359 土H)9

361 土130

355 土122

350 土129

388 士88

393 士96

367 土103

355 土101

391 土112

386 土103

405 士103

417 土111

362 土84

350 上88

346 土88

351 上89

332 尢108

340 土118

323 士93

336 七101

330 土90

326 士88

77

83

69

84

99

101

88

92

86

67

81

70

75

84

88

114

98

106

76

71

101

104

62

54

97

91

98

94

10 1

98

6.8

6.2

4.5

3.8

0

0

0

0

9.3

7.3

7.8

4.0

6.2

6.4

0

4.8

0

3.0

6.5

7.9

3.5

3.9

0

3.3

6.3

7.4

3.5

2.2

2.3

0

15.2

14.1

13.4

11.3

9.5

10.4

9.3

9.8

17.9

18.2

14.9

16.8

16.2

15.2

12.9

15.2

11.5

12.2

14.3

15.7

12.3

12.7

12.2

13.9

16.5

18.0

0.3

9.2

11.5

10.0

361 土126

363 士87

347 士92

340 土101

314 土116

321 士97

336 土84

325 土86

385 土113

374 土126

372 士!02

358 士120

399 土146

412 上!0 1

371 土121

376 土111

386 土98

398 土118

415 土10 1

436 土128

353 士91

361 士86

322 土99

343 士92

326 土10 6

352 士128

335 上95

329 土92

327 上95

311 上97

81

85

83

90

104

110

80

82

99

55

75

65

67

79

70

109

86

99

80

76

90

85

80

72

88

86

89

92

97

H4

卞 均 87 十14 3.9 土2.9 口.3 十2.7
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3) 測定対象:15 人30正常眼(年齢22̃64 歳) を夫々

約20̃30 秒ずつSpecular microscope で角膜中央部

を撮影する( 絞り1/2) 次いで,

(1) このシステムの測定精度を調べるために,先ず,

一眼のVTR に録画された内皮画像( 以下VTR 画像

と略す) を本装置を使用して処理し, 内皮細胞平均面

積を出す. 同時にVideo monitor 上に写ったフリーズ

された同一画像をイソスタントカj ラで撮影し, 得ら

れた陽画像(約200倍)を直接幅0.1mm のペソでトレー

スする(以下トレース画像と略す). このトレース画像

を前報で述べたテレビカメラ, 浜松ホトニクス製

C51001"で撮影し, 本装置の画像処理にかけ内皮細胞

平均面積を出す. 各眼にっき両画像の測定値を比較す

る. つまり現在標準的な方法4)の一つであるイメージ

アナライザー法におけるトレースによる内皮細胞確定

の方法と, 修正・補正を加えたコンピューターによる

自動的な内皮細胞確定の方法とで得られる値を相対的

に比較する.

(2) 各処理過程の時間を計算するようプ9 グラミン

ダし, 画像解析に要した全時間及び画像修正・補正に

要した時間を測定した.

Ill 結  果

(1)VTR 画像の平均細胞面積(Y) とトレース画像

の平均細胞面積(X) を表l に対比して示す. 値は

mean 土S.D.である. これ等の値の回帰直線はY==

0.7190X 十96.5,相関係数r=0.9335 で図2 に示す.

全症例の平均測定時間(mean 土S.D.)は13.3±2.7分
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3  4  5  6 ×100 μm2 X

X:measured  from the traced micrograph of the same  VTR-image

図2 VTR 画 像(Y) と 同 一VTR 画 像 の ト レ ー ス 画

像(X) の 平 均 細 胞 面 積 の1 次 回 帰 式

で, その内修正時間は3.9±2.9分を要した. 処理細胞

数は87±14個で, 完全自動処理つまり修正を必要とし

ないと判断された画像は30例中8 例, 27% であった.

図3 に画像処理の1 例を示す.

IV 考  按

Computer に内皮細胞の境界をできるだけ正確に認

識させる上で重要なのは画像の質である. ピントがよ

く合って鮮明なこと, 全画面上で場所によって輝度差

が少ないこと, これ等の条件が満たされている程自動

化率は高くなり,修正・補正の必要が少なくなる.従っ

て正確性を損なうことのない省力化, 省時間化と言う

図3 a.  Video monitor のVTR 原画像
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b. VTR 画像を画像解析装置で処理して得られた最終画像

c. Video monitoro のVTR 原画像をインスタントカメラで写し, 得られた陽画を

直接トレースした画像( トレース画像) を処理して得られた最終画像

観点から見ると, 細胞境界確定のAlgorithm の工夫と

共に, いかに良質の画像を得る確率を高めるかという

ことが重要となる.

前報の装置11)と比べ今回使用した装置の特色は先

ず,VC 及びVTR の画像を直接解析することにより

35mm フィルムでは必須の写真処理過程が全て省け,

撮影と同時に解析可能となりこれだけで相当の省力化

と時間短縮が可能になったことである. しかもVC で

10̃20 秒撮影すると必ず数コマは非常に鮮明な画像が

91―(91)

キャッチされていて大変有利である.

Hartmann 等10)は最近フレーム・ノモリーを利用し

た自動測定を報告した. この場合は確かにVTR に一

旦撮影して次の処理をするという課程は省ける利点は

ある. またDigital memory system のためS/N 比が

より高いのでより良い画質を得ることができると考え

られる. 従って撮影対象がEye bank eye や, 動物実

験のCadaver eye のように静止している場合は最適

と思える. しかし容量が限られている上, 連続撮影が
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で きないので人眼のように微動している対象を撮影す

る場合, シ ャッターのタイミングが非常に難しく鮮明

な画像を取 り込める迄何度 も撮影し なげればならな

い. 従 って日常臨床で術前後の人眼を撮影し鮮明な画

像を得るにはより困難と思える.

これに対して一一旦VTR に取 り込むと, 画像の解像

度が落ち, 又 撮影された画像を選択しこれを始めて

Image analyzer に 取 り込む という課程が一つ増える

が, 短時間かつ簡単なため特に大きな問題ではない.

一方撮影時間は充分あり1/30 秒毎 の連続撮影が可能な

ためピント合ぜが容易である. 従 って生体眼が対象の

場合はより鮮明な画像を得やすいと考えられ, こ れが

我々がVTR を 選 んだ理由である.

一 般に内皮細胞形態測定では修正が必須の自動測定

も含めディジタイザー法, イ ノージアナライザー法で

も誤差の源は多くあるので, どれか一一つを絶対的な基

準値として把えることは妥当でない. 従 って本自動測

定装置の精度を考える場合, 他 の標準的な方法 との比

較における相関性が問題 となる. イ メージアナライ

ザ ー法, つ まりトレースして細胞境界を確定する方法

との比較では,r 二0.9335 とい う高い相関が得られた

(図2). トレ ース画像では処理されたVTR 画 像 と全

く同一細胞群をトレ ースしてはいない昿 画像の周辺

部の幾つかの細胞を除いて, 同一細胞群を含み( 図3)

処理 された細胞数もほぼ同数( 表1) なこ とから, 日

常臨床に必要な正確性を試す程度の相関関係の吟味の

条件は満たされていると考えてよい. また『司一画像の

再現性に関しては人間の手作業が全くないか, あ って

も極僅かなので, コ ンピューターの本来の機能を考え

て, これを試すのは不必要と考え省卜 だ.

次 に, 解 析される細胞数について考察すると, 平均

87 ±14 とそ の数が少ないのは, 一つは, 今回は焦点深

度を深くする目的で絞りを1/2 に設 定したのでMoni-

tor 上150 程 の細胞しか撮影されていないこと, 多 大の

修正が必要と考えられる細胞を二値化の段階で, 閾値

を少なくすることにより, 意図的に減らしていること

にもよっている. 実際に通常測定されている細胞数は

文献上少なくとも2)4)6)12)̃15)100̃150個で, 理 論的には

測定数が多い程, 全 体の内皮細胞の特徴を より正確に

把んでいると言える. 幾つの細胞数を測定すれば統計

上全体性を損なわないで, そ の特徴を表わし得るかと

いう理論的根拠に関して私の知る範囲では研究はない

ようである. 特 に最小必要な測定数は細胞のばらっ き

(S.D.) が 小さい場合は数10 個でも充分であろうし, こ
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れが大きい場合には100個でも全体の特徴からずれた

値が出ることもあると考えられるので 一概には言えな

い. しかし我々の測定した平均87個という数は, 通常

測定されているより少ないものの, 日常臨床で素早く

オリェソテーシ=lソをつげるには充分の数と考えられ

る. 勿論二値化の段階で閾値を増やせば, 理論的には,

写っている全細胞を取り込むことも可能であり, 絞り

ももっと開けば数百個を取り込むことも可能である.

しかしこれにより取り込まれた細胞数が増えれば, 必

然的に不完全な境界も増加し, 修正時間及び測定時間

が長くなり, 正確性も落ちてくる. そして, 原画像と

の比較・修正はもはや通常の人間の判断力の限界を越

えるものとなる可能性がある. このように解析される

細胞数は正確性を考慮すれば, 基本的には画質によっ

ているが, 修正・補正時間の長さ及び正確性の要素に

も必然的に依存してくる. これ等の諸要素をコント

ロールすること, すなわち, どの閾値で2 値化しどれ

だけ修正を加えれば, 全体として妥当な線で納得でき

る正確性を有する情報が得られるかという判断は, 画

質をimage display 上で見つつ, 人間がある程度経験

的に行う必要がある. しかしこの点を省力化及び自動

化という観点から検討すると, 最高の画質で全て自動

的に測定できるヶ- スで払 境界設定が正しいかどう

かには, 現時点では人間の判断を必要とすることを考

えると,細胞が150程度以下であれば,上記の経験的判

断の必要性は細胞境界確定のAlgorithm の(3) 二値

化で述べた機能を使用すれば, 熟練を必要とせず面倒

な操作も不要なことから, 特に決定的に不利な点とな

らない. この, 全閾値の各値での二値化画像を仟意に

ボタソ操作で取り出せるという機能が前報と比べAl-

gorithm で特に改善された点てある.

従って他の報告も含め自動化と名付けてはいる

か7)̃10),細胞境界をcomputer が自動的に決定すると

いうことであって, その正確性のチェックはどんな場

合でも最終段階では人間の判断力を必要とするので,

言葉の真の意味の自動化はもう一次元上の次世代の

computer の登場を待つしかないと考えられる.

このように他の装置も含めて一般に自動測定装置で

は最善の二値化閾値数の決定の判断および原画像との

比較による画像修正という2 点に関して, なお人間の

判断力が必要である.しかし本装置ではAlgorithm の

工夫とVC およびVTR の採用により全測定時間が13

分強で正確な情報が得られ, また人間による判断にも

極度の集中力を必要としないところから, その作業は
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人 間 の 生 理 的 忍 耐 力 の 範 囲 内 で あ り 日 常 臨 床 に ル ー

テ ィ ン と し て 取 り 入 れ, 直 ち に 内 皮 組 胞 の 情 報 が 得 ら

れ る 道 が 拓 け た.

画 像 処 理 のAlgorithm に 関 す る 今 後 の 課 題 は 画 面

の 適 切 な 平 滑 化 及 び 最 適 の 匸.値 化 で あ る. そ の 為 に は

部 分 的 な 平 滑 化 や 二 値 化 を 行 う方 法, 複 数 の し き い 値

で 二 値 化 し こ れ 等 を 合 成 す る 方 法 等 が 考 え ら れ る が,

今 後 の 課 題 で あ る.

最 後 にVTR で は 大 量 の 情 報 の 保 存, 取 り 出 し に 難

が あ り, retrospectiv に 以 前 の 画 像 を 必 要 と す る 時 に

は や は り35mm ネ ガ フ ィ ル ム の 方 が 優 れ て い る. こ の

点 に 関 し て は 本 文 で も 示 し た よ う に, 同 時 に イ ソ ス タ

ソ ト カj ラ や35mm 力y ラ で 撮 影 を 行 な っ て こ の 画 像

を 保 存 し て お く の が よ い と 考 え て い る.  Monitor 上 の

画 像 を 写 す の で, い ち い ちSpecular microscope に

VC と イ ン ス タ ン ト カ メ ラ を つ け か え る 必 要 が な い

し, ま た 現 像 ・ 引 伸 し とい っ た 処 理 も 不 要 だ か ら で あ

る.
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