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官官 presen七paperdeals with七hefollowing problems for七heau七0-

rna七icwhi七ebloαi cell classifica七ion。

(工)A technique for ex七rac七inga nucleus region of the white blood cell 

is described. 工七 can be accomp工ishedby using the his七ogr官 nof 七hedi-

rec七ionaldifference ~ From七hishis七ograrn，an op七おnum七hresholdvalue 

for ex七四C七ingthe nucleus 陀 gionis obtained⑤ 

(2)官le七ex七urepar町田七erswhich e)中resseffectively the difference of 

七he七ex七urebe七weenwhi七eblood cells are proposed。士'ha七 is，the shape 

of七hechromatin in七henucleus and七heamount of the granules are pro-

posed七odiscrimina七ethe differene be七weenmonocytes and 1佐官elympho-

cy七回宿泊七hedifference be七weeneosinophils and basophils， 
respec七ivelyo

1. まえがき

白血球の自動分類は近年その必要性がますます増大し，処理速度および識別精度においても極め

て高度なものが要求されるに至っているO

筆者らは先にこの自動分類システムの構成にあたり，塗株標本中の白血球を 5種類に分類するア

ルゴリズムを示した(3そこでは，特徴パラメータとして容易に抽出できる濃度レベルおよび形状に

関する量を提案し，その有効性を示したO しかし，文献(1)では白血球自動分類の前処理の問題につ

いて触れていなかったO ここでは，まずこの問題を解決する方法を述べている O つぎに，文献(1)で

述べた特徴パラメータだけでは，単球と大リンパ球のように形状が非常に似かよっている白血球の

場合，識別が困難であったが，これを容易にするため特徴パラメータとして“クロマチン量"を提

案しているO さらに，文献(1)では頼粒の検出法として，光電変換器の電圧レベルの変動を用いてい

たが，ここではディジタル処理による新しい方法を提案しているO
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2.前処理

2ー I パターンの観測

対象とする白血球画像は，末梢血液をプレパラート上に塗抹し，メイギムザ染色を施したもので

ある O この顕微鏡画像を，カラーテレビカメラにより，赤(R ) .青(B ).緑(G ) .の 3原色

に対応する電気信号に変換し，それぞれを A-D変換することにより，ディジタル画像. fR(i， j)， 

fB(i，j)， fα(i， j)を得るO 本稿では画像の特定の領域(例えば核領域)を強調するために. 3原

色ディジタル画像を適切な重み. WR，WB，WG' により再合成した画像 f(i，j) を用いる O すなわち

f(i，j)=wRfR(i， j) +wBfB(i，j)十wGfG(i，j) (1) 

である O この過程を図 1に示すO

カラー原画像 3原色画像 3原色
ディジタル画像

/1fR(X，y)|→ l句 (i，j )I:R 

合成された
ヂイヲタル画像

|fC(x，y)|→ lfB(x，y)|→ lfB(川)|宍⑤→|山j) I 
¥lfG(x，y)|→ lf山 )1，(

3原色分離 ディジタル化 色合成

図/ 白血球画像の観測過程

2 -2 核領域の抽出(2値化)

白血球を識別するための特徴として，核の形状，濃度，クロマチン網工などは極めて重要であるO

したがってこれらの特徴量を安定に抽出するためには，画質の悪い場合においても核領域が正し

く抽出される必要がある O 実際，白血球標本の染色むらおよび白血球の種類による濃度値のばらつ

きなどのため，核領域を自動的に正しく抽出することは必ずしも容易ではないo また従来この抽出

f(i，j 

j 
B Dl C D2 N C Di R B 

B:背景領域

R:赤血球領域

C:原形質領域

N:核領域

Di:各領域の境界領域

濃度レパルモデル
f(i，j ~注且

t:' v - -." --.. • j 

実際の濃度分布

図J 白血球画像の濃度モデル
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法(2値化法 )と して多くの手法(もミ提案されているが，それらは対象とする画像の性質に大きく依

存するものであるO そこで，ここではヒストグラム法に属する代表的な 3つの手法を取り上げ，対

象とする白血球画像の性質を基に各方式を比較し，最も有効な手法が差分ヒストグラム法によるも

のであることを示すO

白血球画像は，白血球の核，同原形質，赤血球，背景の各領域から構成され，その濃度レベルを

図 2の様にモ デル化することができ るO また実際の白血球画像を図 3に示すO

(il 濃度ヒストグラム法

一般に画像 f(i，j)の濃度ヒストグラム ho(n)((2)式)では. f(i， j)上で同一濃度を持つ領域

が存在する場合，それに対応して 一つのクラスター(山)が形成される(図 4( a )参照 )0 白血

球画像では，核領域は他の領域に比べて濃度値が最も小さく(濃度レベルが高いほど数値は小さい). 

したが って. ho(n)上で最も nの小さいクラスターが核領域に対応することになる O

ho(n) = N{ (工，j) I f( i ， j) = n} (2) 

つぎに核領域に対応するクラ スターを検出するアルゴリズムを示すO

〔クラスター検出アルゴリズム 〕

81 (e I n) = ho(s ) -ho( n) 

8z (kl n) =.ho(k) -ho(n) 
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とし.

81 (n) =う，ax{8 1 ( e I n ) } 

百z(n)=?x{S2(kln)} 

とした場合

ψ(n)=81(n)・8z(n)

をすべての nについて求め，系例 {ψ(n)}を作る O

この ψ(n)より(5)式を満す nTを求め，これをしきい値とするO

n 
I{J (nT) = MaX，{ I{J (n) I TD孟 1::ho(:i) 三五 TU}

図 3 白血球画像(好塩基球 )

(5) 

ここで. TD，TUは核面積から実験的に定められる定数である。

濃度ヒストグラム法では，全画素の濃度情報を用いるものであり，顕著な濃度差が存在する各領

域を識別するためには簡単であり，有効な手法といえる O しかし，白血球画像では各領域の境界に

連続的な濃度変化が見られるため，特に画質が悪い状態では ho(n)は一様分布に近い状態となり，

一つのクラスターを検出することはほとんど困難となる O また，目的とする核領域が面積において

小さい場合.ho(n)では一つのクラ入ターとして識別することがさらに困難となり.これらの意味で実用的ではないo

(量) ラプラシアン ヒストグラム法

先の手法で，各領域に対応するクラスターの共通部分，すなわち f(i，j) で各領域の境界領域

(Di) における濃度は一種の雑音とみなすことができるo したが って. ho(n)を求める過程におい

て， この領域の濃度を無視することにより，クラスターを顕著なものとすることができる。 これを

基に，画像 f(i，j)のラプラシアン((7)式)を求め，この値の大き い領域(図 2の恥部分 )を対象

として濃度ヒストグラムを求めるものであるO

h1(n)=N {い，j) Iム(i，j)よ 九
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d(工， j)=l4-f(i， j)-{f(i-l，j)+f(i十1， j) 

十f(i， j -1)十 f(i，j十1)}1 
(7) 

すなわち， ラプラシアンヒストグラム法は図 2に示した

モデルの様に各領域が平担，あるいは単調な濃度変化を

有する場合には Ei領域のみの濃度を用いることになり，

原理的に各領域の濃度に対応した極めて分散の小さいク

ラスターを形成することができるO また，各領域の境界

付近曹のみの濃度情報を用いるため，領域の大きさ(面積)

には大きく依存しないo したがって，小さな領域に対し

ても，対応するクラスターを検出することが容易となる O

しかし，白血球画像では図 2に実際の濃度分布として示

-・・・・・・・・・・・・ ・. . ・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ ・b................... ... .. 
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Y吋川."

( c) 画像内で差分値の低い方
'1-0%の濃度ヒストグラム

図'1- 濃度ヒストグラム

したように，各領域あるいは境界領域の濃度は平担あるいは単調な変化ではなく， 2次の変化分が

多く存在する O そのため， (6)式の条件を満す画素は各領域に存在することになり，実際の ht(n)は

図 4( b )に示した様に原理的な予測とは大きくかけ離れたものとなり，この場合，有効な手法と

は言えない。

幽 差分ヒストグラム法

白血球の核を抽出するための 2値化法として最も有効な差分ヒストグラム法を提案する O これは

濃度ヒストグラム hz(けを次の様に求めるものである O

Step 1 平均化:画像 f(i， j)の高い周波数成分の雑音を除去するため，平均化を行なう O

主(i ， j) = * r: L: f( i十 s，j+m) (8) 
v e ，rn=-1 ， 0 ， 1 

Step 2~ 方向差分:画像 f(i， j) の平担な領域と濃度変化を有する領域を区別するため，各画

棄の差分値マ(i， j)を，方向差分を基に次の様に求める O

マ (i，j) =Max {マv(i， j)，V'H(i，jj， V'L(i， j)， V'R(i， j)} (9) 

但し V'v(工， j)=ま I{f(日中I)H(i-l ， j)叫i~l ，j-l)}-{f(Hl ，j-l州 i十1・J片伽l，j+l)}1 

マH(i・ j)=t I { f(七l-凡一

マ丸L(いi，j) = まI { f珂(い旧ト汁1，加(七i，j-l)片川)トH一イ{ドf(七i，j+汁刑刊1け加)甘叫(i出十刊l，j)刈坤}いl 

マR(i ， j) = t I { f(出加(i， j+! ) } -{ f仏上1)+-f(出

。。
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step 3 h2(n)を次のように求めるO

h2(n)=N {Ci， j)lマ(i， j)孟 T2，主(i， j)ニ n} ω  

Step 4 この h2(n)より，先に示したクラスター検出アルゴリズムを用い，核に対応するクラ

スターを検出する O

この手法では，平均化により画像の濃度変化をなめらかなものとし，さらにその変化分(差分値)

の小さい部分，すなわち各領域の内部に対応し，濃度の均一な部分のみに着目し，変化分の大きい

部分，すなわち各領域の境界，あるいは領域内においても雑音などにより，大きな濃度変化が存在

する部分を無視するものである O したがって，図 2におけるモデルに近い状態で，かっ濃度が一定

の部分のみを観測することになり，対応する h2(けは極めて顕著なクラスターを構成することにな

るO また，核濃度に近い濃度を持つ赤血球は，図 2のモデルに示されているように，中央部に濃度

レベルの低い領域が存在するO したがって，赤血球全体として見た場合には，濃度が一定となる領

域は比較的小さくなり，そのため. h2(n)において赤血球領域に対応するクラスターが抑制される

ことになるO 図 4( c )に h2(けを示すO 同図からもこの手法の有効性は明らかであるO

上記の手法を用いて，画像 f(i，j) を2値化する O この一例を図 5に示すO しかしこの 2値ノξタ

ーンにはまだ目的とする核以外に雑音による孤立点，赤血球

の濃度レベルの高い部分および他の白血球の核等が含まれて

いる場合がある O そこでこの 2値ノミターンに対して，まず孤

立点を除去し，つぎに“ 1"の部分に対して輪郭追跡を行な

い， グルーピングを行なう O さらにそれぞれのクポループに対

して，画面の中央に存在し，定められた範囲の大きさ(面積)

をもつものを核領域と判定する O このようにして，核領域の

みを有する 2値ノξターンが碍られるO

2 - 3 擬似原形質の指定

手引きの血液標本では，白血球のまわりに通常多くの赤血 図.) 差分ヒストグラム法による

球が存在する O 白血球の原形質の濃度レベルは種類により異

なるが，一般には背景と赤血球の中間領域を占めるO また原

形質の色も白血球の種類により異なるので，色合成等により

原形質を強調することも困難であるO このため領域解析法等

を用いて原形質を抽出する方法があるが，ことでは比較的簡

単な方法で原形質を擬似的に定めたO まず白血球の原形質の

多くが核を囲む類円形であることに着目し，抽出された核の

周囲上の任意の 2点閣の距離を求め，この最大値を直径とす

る円を考える O つぎにこの円を外側に 2画素分だけ広げ，こ

の円内で核以外の領域を擬似原形質に割りあてる O

3.特徴量

白血球の核及び原形質から得られる特徴量として，次のも

のがあげられるO

ー2値化パターン

亡ζC(ごcc.:-cc(

ccccιCCI~I"'~'KC(寸
仁cc.ccCrC"'l"'......NC((CC
cccιcc仁吋""N~.J N~CCCCCι

仁CCClCζへ ~'J川 '..HJ仁((C(ιr

cccccιC I\; ~j'J'H~.'吋 tJ(((":':(("'--:
亡CC(C (L(; ~，'\I N~NN "JNN I'Ij(( (CC Cι 
(C((正 c<...c(.'.‘、h、~~N~."I~..r("~.NNι

CCC仁「ι(lCζC‘l・j"" lI. N"， ri~ "，， "j ，.. ""N""(C
CCC(c(.c c.. ccc.... "'J"".~".I・:~，!'.，~り N~.N川ζζ

ccc仁亡に仁仁仁ζ(..吋t'IJN吋NNN・ JNNt~N仁 l

CCCCCcCCCCCCC"/J吋CCNN吋N~~~J""ιc
rccrcccιCC (C(NC CCCCN....""...."JNNN 
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cccccccccι亡rcιιCCCCNf\l NNN"' JI，i~
ιCC(ClCCι、吋川NてCUJN刈NI~N~，Utこ

こcccccににC.，tj!¥jf¥jt>....NCCNN".jNW ... 1吋NC
ccccrζcι川~JN~i ".j~NN"-.I rr....rINri吋、、ιι

cccrζ仁川吋'J九・."ltJ rml'¥lf..;f， ~J' 'N ~.~JC l 
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((CιL~J. j川町、iNrJ吋吋NN制川CCC
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図 6 擬似原形質

c 原形質領域

N 核領域
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核面積 A. 核領域を示す 2値画像を、.，d

'
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轟註
言語霊室長
官:r--:宅

呈喜三

PN(工， j)とすると

基
A=506 

S=38.7 

J=0.213 

C=1.779 

A=497 

S=31.7 

J=0.296 

C=l.工9与

好中球

冨冨L吉富子
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~ A=乙PN(i， j) 

域領の

域

他
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P
 

但し

A=347 

S=38.1 

J=0.255 

C=1.706 

核周囲長 L，輪郭追跡法により，核周(2) 

この系囲を構成する画素列が得られるが，

列で，水平，垂直に連結する画素数を n， (a) 
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斜め方向に連結する画素数を mとした場合

M L=n +flm 

核の形状 s(3) 

M S = L2
/ A 

A=991 

S=21.3 

J=0.185 

C=1.109 

A=959 

S=23.0 

J=0.215 

C=1.069 

(b) 単球

A=931 

s=28.1 

J=0.183 

C=1.775 

一般に複雑な形状をもっ核ほど

同

Sの値は，

大きい O

核の平均濃度: DN 

DrL: f (i ， j)' PN (i ， j )/乞PN(i， j) 

付)

但し

f(i，j) 原画像

原形質の平均濃度 Dc(5) 

。。DC=L: f(i， j). PC( i， j)/ ~ Pc (i， j) 
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A=846 

s=14.7 

J=0.169 

C=0.770 

A=591 

s=14.2 

J=0.16均

A=件06

S=J3.8 

J=O.工60核の極断面 2次モーメント J

J =  J A r2
dA/ (f A dA)2 

但し

(6) 

(c) 

核の形状パターン
A:核面積
S:核の形状
J:核の極断面。2次モーメント
C:くぼみ量

C=0.715 C=0.715 。ヵ

リンパ球

図7r 重心から徴小面積 dAまでの距離

一般に円形に近い核ほど小さい。Jの値は，

くぼみ量 c(7) 

話 +

単球とリンパ球の識別において，核の形

状から得られる特徴として，特徴量 Jが有効であることを先

に示しだ1か， ここではさらに単球の核が一般に馬蹄形を皇す

‘くぼみ"の定量化その“くぼみ"に着目し，ることから，

を行なう O まず図 8のように核に外接する多角形を考えるO

このとき，同図の Ai，Bi聞のように互いに連結していない 2

くぼみの検出図r
その 2点聞に“くぼみ"

くぼみ量 Cを帥式のように定めるO

点が，多角形の辺となっている場合，

があると判定し，
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但し L 接周囲長 ei Ai， Bi 間の凹部の長さ. di 多角形の辺 Ai，Bi聞の長さ

(8) クロマチン量:QN 

単球と大リンパ球において特に核の形状からは識別困難なものが存在するO このような場合，

* 検査技士は通常原形質の色調，アズール穎粒，クロマチン網工の相違点に着目して両者を識別し

ているO そこで本稿ではクロマチン網工に着目し，これが単球では比較的繊細徹密であり， リン

パ球では粗大粗荒であることから，局所的な変化をとらえることができ，処理が比較的簡単であ

るラプラシアン演算を用い，その値の平均と分散により，両者の相違を定量化する。
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倒

但し

A 核面積

6 (i， j)= I 4f(i，j)-{f(i-l，j)+f(i十1.j)十f(i，j-l)+f(i，j+l)}1 ~V 

(9) 頼粒量:内

頼粒球である好酸球と好塩基球を他の白血球から識別するために，次の様に頼粒量を定義するO

まず核領域の各画素 (i，j)に対して，その濃度 f(i， j) が伺式を満す画素(工， j)を突起点とする O

f(i， j)よ f(k，e) 

但し

間

(k， e)刊 (i，j)十p，q)1 I トP141四~ n;l} 帥

このようにして求められた突起点を基に，頼粒量 GNを例式で定義するO

M 
G]¥l = 2..，; gm .• m=1 山

但し

grn=コ~ 1 I: { f ( i ， j) -f( k， e)} 
は.l(k，e)'EWn(i，j) 
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M 突起点の総数

GNの値は，核内の局所的な濃度のピークをとらえたものであり，突

起点の数が多く，近傍の画素との濃度差が大きいほど大きくなる O

帥 核の輪郭部分の濃度勾配 :DE 

好酸球と好塩基球を識別する場合，好酸球は原形質に頼粒が充満し

ており，核濃度と原形質濃度との差が小さく，また核の輪郭部分での

濃度勾配が，好塩基球にくらべゆるやかであることに着目し，核の輪

郭部分の濃度勾配 DEを次の様に定義するO まず核内の各画素に対し，

隣接する八つの画素のうち少なくとも一つが原形質の画素である場合， 図ヲ 核の輪郭部分

つれあって染色された様姿を核網工あるいはクロマチン網工と呼んでいるO

本 核内で糸状のクロマチン(核色素)がもつれあって網の目状等の構造をなしているが，そのも
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それらのすべての画素を核の輪郭部分とする(図 9参照 )0つぎにこの領域内の画素(i， j)に対

し四方向について方向差分をとり(帥式参照)，それらの最大値をその画素(i， j)における差分

値とし，領域内で平均したものを DEとする O

4. 特骨量の評価

図 12は原形質濃度 DCと核穎粒量 GNの 2次元分布を示したものである O 好塩基球は，穎粒が験粒

球中最大であり細胞全体を覆っているため. GNの値の大きい方に分布しているO また，好酸球は原

形質に頼粒が充満しているため DCの小さい方に分布している o ( DCの値は，濃度レベルが高い

ほど数値は小さい。) 同図より頼粒球である好酸球と好塩基球が他の白血球，すなわち好中球，単

球， リンパ球から識別可能であることがわかるO さらに図 13より核の輪郭部分の濃度勾配 DEによ

り，好酸球と好塩基球が識別できることが明らかである O

図 7は，好中球，単球，リンパ球の代表的なものについて，核のパターンと面積 A. 形状 S. 極

断面 2次モーメント J. くぼみ量 Oの各特徴量の数値を示したものであり，図 10は，核形状ーく

ぼみ量の 2次元分布を示したものであるO 同図より好中球は一般に核の形状が複雑であるので，単

球， リンパ球から容易に識別できることがわかるO
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小，中リンパ球は，核の濃度レベルも比較的高く，核の形状もほぼ円形であり. S. J. Cなど

の特徴量を用いれば，容易に識別できる。しかし，大リンパ球には核のいびつなものもあり，濃度

レベルも低く，特に単球との識別が困難なものがある O しかし，単球には核に切れ込みがあるもの

が多く， くぼみ量 Cが大きな値を示すため，特徴量 Oは，両者の識別の際に有効な特徴量であると

考えられるO また単球の核にこのような顕著な特徴がなく，肢の形状からは識別が困難な場合には，

クロマチン量Q，Nが有効なノ之ラメータとなることが図] ]から確かめられる。

5 むすび

白血球の自動分類において，核領域を正しく抽出することは，識別精度を向上させる上で極めて

重要である O 本稿では，このためのしきい値を，画像の方向差分による濃度ヒストグラムから求め

る手法を示し，これにより従来，赤血球の存在などのため困難であった画像に対しても，安定に核

を抽出できることを示した。

また新しい特徴量として，好酸球と好塩基球を他の白血球から識別するために“頼粒量"を定め，

その有効性を示したO さらに核濃度から“クロマチン量"を定義し，これが形状からは識別困難で

あるような単球と大リンパ球の識別の際に，有効なパラメータとなるととを示したO
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