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画素時系列の栂関解析を利踊した

動画像処理による微駐早集騒の速慶分布計測
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　あらまし　バクテリアのように寸法がほぼ～定で，

ランダムな方向に運鋤する微粒子集団の速度分布を，

画素蒔系列の相闘解析を利用した新しい動画像処理法

により計瀾できることを示す．

　1．まえがき

　種々の環境下における微生物の運動性を正確に謙測

する技術は，生物学や医学をはじめ広い分野の注犀を

集めている．多くの場合，レーザ光を利周した動的光

散乱法が籔生物の運動性や寸法の解析に用いられてい

るq｝’ω，しかし，培養液中の運動を解析する場合，微

生物の慈力運動とブラウン運動を分離するのが醒難で筒，

露力運動する徽生物のみの正確な速度分布を決定する

方法はまだナク｝には確立されていない．別のアブ留一

チとして，顕微鏡下の微生物の運動を薩接勤画像とし

て捉え，その運動性を解析する方法が試みられている㈹，

従来提案されている多くの動画像処理では，運動物鉢

の爾藤内の位置座標の確間i変化を遽跡する方法がとら

れている酬6｝．しかし，対象とする粒子数が多くなる

につれて，軌麟の交差等により，各粒子を区溺して追

跡することが圏難になり，運動ベクトル解析のアルゴ

リズムはかなり複雑になることが予想される，

　我々は，こうした問題点にある程度対処できる方法

を摸索する過程で，澗々の運動物体の座標を追跡する

ことをやめ，圃定した画素点における粒子の通過によ

る輝度変化が粒子の速度の清報を持つことを示してき

た伽9｝．ここでは，勤画像中の各画素の輝度信号の

時聞変化に着儀し，その階系列の湊己格関関数を解析

することで，運動粒子群の速度分布を得る新しい動函

像処理法を提案する．

　2，　計測贋ミ理

　まず最も簡単な場合を考えよう．周賜より明るい一
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定の輝度を持つ運勤粒子が，その輝度分擶を保ったま

まある醐索（乙，のを通過する時間を0，進行方向の長

さをLとすると，鋼1に示すように五が爾素サイズ6

より大きければ撃粒子の通過遮度ひは，

　ぴ鷺ゐ／ρ　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1）

により得られる，ここでもし全ての運動粒子に対して

五が一定であれば1／0は栂欝的な速度となる．z）は灘

度変化の波形の綱かい形を反映するので雑音の影響を

受け易い．本研究ではかを藏接測定するかわりに，比

較的雑音の影響を受けない貴として，その波形の全体

の形で決まる絹蘭関数を導入する．すなわち，画素（ム

のの輝度信号の時間変化5εゴωより自己稲関関数砺

（τ）を求め，その梱蘭暗間〆よりその鶴素における通

過速度吻を評懸する．このときC‘ゴ（τ）は次のように

定義される．

砺ω一÷f盛（恥蟻・・÷・・一碗・

　　　　　　　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2｝

ここで趨ゴは粒子の通過しない時点での薩素（あプ）に

おける輝度の値を示す（隅1）．この蘭数が最大値（陶

（o）の1／2に減衰する陣…閥を糧関時間τρとする．通過

波形が矩形波に近いものであれぽ酋はかに比例する

ことがすぐ確かめられる．また，対象粒子が中心に最

大舞度を持つ対称な任意の糠度分布を持つ場合も，そ

の分布が各粒子について一定であれば，1／ピは粒子の橿

対的な速度びを添すことを確認している．全函素につい
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彊1　粒子の逓過による画素（乞，力の輝度信号の

　　　晴間変化㍉ωおよびその窃己相関解析法
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てτもを求めることで画函内を運動する全ての粒子の速

度の情報を得ることができるが，観測時間r中に縄一の

救子が通過した全ての画素にその粒子の速度の構輯が

残されることになる．その粒子の速度が一定であれぽ，

通過した全ての画素で等しい速度となる．すなわち，1／

鳩から求められる速度分布は見かげ上通過した醐素数

倍になっている．以下正味の粒子の速度分箱をこの通過

画素数で割って（あるいは等緬的にτるを乗じて）求める．

　基添的に一緬の粒子のみが蒔間7の間に観測醐紫を

完全に通過する場合には（図2（a））根関蒔聞の逆数1／

τεゴはその粒子の速度を反映する．しかし，図2に示

すようないくつかの場合には絹閣時間は速痩の籏しい

情報を与えなくなる．すなわち，

　㊥　粒子の端の部分が通過する場合（図2（b））

　（ロ〉観測時間丁内に粒子が爾素を完全に通過しない

　　　場含（図2◎）

　の　通過粒子が2欄以上の場合（図2（e））

　㈲　通過粒子の波形に重なりが生ずる場合（図2㈹）

などが考えられる．ωについては一定の輝度レベルをい

き値として定め，函素の中心付近を通過したもののみを

解析するようにした．（ロ｝については解析の対象から除

外した。また（ハ），（二1は画函内に存在する粒子数が多く

なると粒子の軌跡に亙なりが生じ，必然的に起きる現

象である。（ハ）については園2紛に示すような波形分離

が可能であるので，本研究では分離した各々の自己絹

関解析を行って各々の粒子の速獲を区別して求めた．
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醒2　粒子の各画素に対する通過形態と輝度変化

Fl9・2　Various　passing－forms　of　partlcles．

1二｝の場含は，分離が不可能で今園の解析においては誤

差要因となる．この生起確率は，粒子数が数再欄以下

の範囲では絹対的に小さく，また，たとえ発生したと

しても観測時間丁内に粒子が通過する画素数πrと重な

りを生じた画素数㍉の比（πQ／π7）の割合でしか誤差

として効いてこないことになる、すなわち我々の鍵案

している方法では粒子の運動軌跡に璽なりがあっても，

その影響による誤差をかなり小さくできることが期待

され，結果的にかなりの高密度の載子群の速度計測が

可能と考え．られる。

　以下バクテリア（腸内細菌：E．coli）の運動を模擬

した計算機シミュレーションにより，この方法の有効

性を確認する，

　a　針算機シミュレーションによる検討

　31　シミュレーション方法

　護00倍の位相差顕微鏡下（鰺視野）のバクテリアを，

我々の囲発した画像処理システム｛7）（最大10｝蓬zのサ

ンプジングスピーヂで64×64画素の薩薗を連続的

に128枚取り込める）で捉えたとき直径が3～4画素

のほぼ円形の紋子とみなせる．また，その輝度分箱は

中心部に最大輝度を持つガウス分布に類似している．

そこで，粒子内の鐸度分布β（γ）を次のように仮定した．

昨｛轡幽1）渡奪1諮1）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）

ここで16は背景画薩の輝度レベルを示す．また，距

離γの単位は幽索の寸法を1として表現している。こ

のような粒子が64×64画素の爾撫内をそれぞれラ

ンダムな方向に直線運動するものとして，王28放の連

続醐像を発生させた．粒子が重なった場含は，輝度の高

い方の値をその画素の輝度の鎮とし，薩面から紋子が

外れると，すぐ矯～の速度と方向を持つ粒子が薩薗内

のどこかに繊境するようなプログラムとしている．画

禰内の粒子数，粒子の速度分布形等をパラメータとし

て数種のシミュレーション画像を作った．なお，これ

らの粒子の実際の速度は10μm／sが約α35pixe1／

計ameに根盗する．

　3．2　ランダムな方向に嗣一遼度で鋤く場合

　まず，簡単な場含として，全ての粒子が周一の速度で

動く（方向はランダム）場合の解栃結柔を麟3に示す．図

中の分布は粒子数が100で速度が0．35p隻xe1／費ame

の場合の結果で，栢関疇問の逆数は約α3251／fra！ne

に鋭いピークを持つ，ほほ左右対称の分布となってい

る．この分霧がδ関数となれぽ理想的であるが，分布
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形が左噛対称形に近く鋭いことから粒子の速度の情報

がほぼ正確に反映されていることがわかる。一方，シ

ミュレーションで与えた速度と，得られた稲麗疇間の

逆数の分窟のピーク癒との蘭係を閣3にあわせて示し

ている．ほぼ薩総関係が得られており1／τcが相対的

な速度を示すことがわかる．なお，この方法で計測で

きる運動速度の上隈は約α84pixeUセameであるこ

とを確認している．下限については蒋系列を長くとれ

ばかなり低速度まで計測できるが，128僧の晴系列の

場合約o．07pixe至／fra釦aeとなり，他の方法に比べ計

瀾できる速度のダイナミックレソジがかなり広く，速

度分布を解析するのに適した方法といえる．

　3．3　粒子力∫Sac畳ay分布に従い運動する場合

　次に各粒子が分布した種々の速度で運動する場禽を

取り上げた．活性度の高いバクテリアの運動がSaclay｛2）

分布に従うことから，各粒子の速獲分布P（のを

　P（の謹。、exρ（一ψ¢）　　　　　　　　（4｝
　　　　　びc

と仮定した．ここでり、は分獅の最頻値を示し，特性速

度と呼ぼれる．　図4は特性速度死をo．175p圭xe　1／
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図3　一定速度でランダム方向に運動する数子

　　　のシミュレーシ耳ンによる解析侮
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frameに固定し，粒子数Nを変化させた蒔に得られ

た速度分布を示している．各図中実線は式（4はり計算

された理論懸線を承す．また，図中のパラメータ0は

測定値と理論値の誤差の穏安を与えるもので，それぞ

れの分布の函積比として表した．この結果より，我々

がここで提案した方法は％篇0ほ75pixel／倉ameの

特性速度に対しては誤差の許容範囲を10％とすれば

約200偲の粒子数が上限であることがわかる．この

上限の数鑑は特性速度ηぐによって変化するが，鑑と

〃。の積はほぼ一定となった．このことは観測晴間内に

粒子が運動することにより通過していく画素の数が全

画素数に達するところが上限を与えると考えると理解

できる．実際にo。嵩0，175plxeUframe，賊讐200

とすると128fra芝ne中に通過する全画素数〃。はNr

か．×1》。×128鵠4480となり画醸中の全爾素数（64

×64灘4096繭素）と縁ぼ一致した燧となる．

　4　バクテリアの速度分布の計測

　ここでは，我々が提案した方法を環実の醐像処理に

適用した一例を示す．対象としたのは腸内細繭£．coii

の顕微鏡函像である．図5は繭面内に約25匹のバク

テリアが存在している場禽を解析した結果の一例であ

る．図5（a）は遠心分離により運動｛生の高いバクテリア

を取り田したサンプルの結果で，このとき試料は10

μ燃のスペ～サを持つサンドイッチ型セル中にBRI

培養液とともに封入され，37±1℃の条件下におかれ

ている．速度分布はS我c1＆yに近いとはいい難いが，

その平均速渡を図3の結果を用いて換算すると約11．1
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　圏5　バクテリアの遼度分布の解析佛
Fi慕・5　Example　o｛　actual　scene　analys圭s・

μm／sとなり，閲一条件下で動的光散乱法により得ら

れる鰹（約王2μ貌／s）と檬ぽ一致した結果となった．

このことは我々が提案したシミュレーションモデルが

ほぼ妥轟であることを示している．一方，図5（b）は抗

生物質⇔oooμ創m1，クロラムフェニコール）を投与し

た場合の結果で，明らかに高速で運動する菌の割舎が

大輻に減少しているのがわかる．このときの平均速度

は5．9μm／sであった．すなわち提案した動画像処理法

により薬剤の効果（薬剤の存在による運動性の低下）

が実際に捉えられ，実験的にも可能な方法であること

が確認できた．

　＄．むすび

　画素を通過する粒子の輝度の蒔間変化より磨己稲関

関数を用いて速度の清報を計測する新しい方法を擬案

した．この闘像計測法は粒子の径や輝度分布が未知の

粒子群に対しては今後の検討を待つことが多いが，今

園得られた結果よりその特徴を列記すると次のとおり

である．

　1．偶々の粒子を追跡せず，各繭素点に固定した座

標系で観測し，同～の処理を実行しているので多粒子

系を取扱う場合をこは比較的解析アルゴリズムが簡単で

ある。

　2．　64×64画素128fra願eの動画像として解析

した場合の計測可能な速度の範圏は0．07≦ひ≦0，84

（pixel／frame）となり，比較的ダイナミックレンジ

が広く速度分箱の解析に適している．

　a　計測可能な粒子数の上限は，粒子の速度，観瀾

蒔問などで決まるが，今園の条件では％篇0ユ75

pixe叢／frame（Saclay分布）で約20G偲となり，

従来法に比べかなりの高密度の粒子集圃まで計測可能

である．

　以上のような縛徴は多粒子群の統計的性質を評緬す

るのに有効と考えられ，速度分布変化で評億したバク

テリアの薬剤感受性検査などへの応用の可能性を示唆

しているといえよう．
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