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組織画像から得られた空間系列データのスペクトル解析
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　我々は組織の空間パターンの定量的情報を得るために、マウス肺組織画像から得られた空間系列データに対してス

ペクトル解析を行った。我々がすでにマウスの小腸に関して報告したように、肺組織においても、組織構造を反映し

たスペクトル解析結果が得られた。組織の定量的解析方法におけるスペクトル解析の有用性が強く示唆される。

1　はじめに

　定量的病理学は現在様々な手法が用いられている。

例として形態計測、立体学、ニューラルネットワーク、

自己組織マッピング、フラクタル次元、スペクトル解

析等を挙げることができる1”7）。これらの手法のうち、

スペクトル解析は病理組織における空間構造の数学的

変位の情報を抽出するのに有用である。

　Mattfeldt　2）は乳腺症と乳ガン組織に従来型のスペ

クトル解析を適用し、これら二つの組織的での、空間

的変位の違いを分類した。その中で、乳腺症と乳がん

組織における空間的変異のパワースペクトルは、！一β

と記述される、べきスペクトルであると結論づけた。

　Miseら8）はマウス小腸組織画像から得られた空間

系列データに対して、最大エントロピー法（Maximum

Entropy　Method；MEM）に基づいたスペクトル解析

を行い、これをモデル画像と詳細に比較検討すること

により、スペクトル解析の結果が組織構造の外観や内

部構造をよく反映させたものであることを明らかに

し、さらにその病的変異との対応が可能であることを

示した。MEMスペクトル解析は、組織標本から得ら

れる空間系列データのように、短い長さのデータの周

期性を明らかにするのに有用である9’13）。

　我々は本研究で、肺の組織標本を用いて、同様のス

ペクトル解析を行い、前回の小腸の場合と同様に肺の

場合でも、スペクトル解析結果が組織の外観や内部構

造を反映させうるかどうかを検討した。

2材料と方法

2．1マウス組織標本

　正常成体雌IRCマウスを用い、頸椎脱臼法で安楽

死させた。組織は4％ホルムアルデヒドを含む中性緩

衝液によって室温で固定し、パラフィン包埋後5マ

イクロメートルの切片とした後、一般的なヘマトキシ

レンおよびエオシン標本とした。

2．2　マウス組織の画像データ

　マウス各組織のプレパラート画像をニコンEclipse

E600光学顕微鏡で拡大観察した（対物レンズは10

倍）。視野はニコン・イメージ解析システムArc－1

とデジタルカメラNikonDxM　1200で1280ピクセル

×1024ピクセルのカラー画像に変換された。カラー

画像はハードディスクにTiff形式で保存された。そ

れぞれの画像は512×512ピクセル（これはマウス

小腸切片の337μm四方に相当する）に切り取られる。

すなわち、1ピクセルはO．658pm（＝337μm／512）に

相当する。次に、カラー画像は白黒画像に変換され、

それぞれの画素は0（黒）から255（白）の間の整数

値を取る。すなわち、白黒画像の明るい部分が暗い部

分よりも大きな値を示す。
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2．3　空間系列データの作成

　グレー画像から空間系列データを得るために、水平

方向、x軸（0から511として記述される）の各座標

において、垂直方向y軸の512の列（oから512と
して記述）の値を合計した。その結果、512の連続し

たデータS（x）（それぞれ0から130，560）がスペク

トル解析の空間系列データとして保存される。

2．4　スペクトル解析

　今回のスペクトル解析はMEMに基づいている。

MEMスペクトル解析では、パワースペクトル密度

（PSD）は空間系列データから計算される。　MEM－

PSDの式P（プ）げ：周波数）、は等間隔にサンプリン

グされた△xに対して、以下のように記述される。

P（f）　一
P．Ax

　　　　　　　　　　　　2　　　
1＋Σ　i．，k　exp［一i2πfaAx］

　た＝一用

（1）

ここでP，，，は次数〃2（あるいはラグ）の予測誤差フィ

ルターの出力であり、γ，n，、kは対応するフィルター係数、

m＝0、1、2、＿、M（Mは最適フィルター次数）の値

である。P，，と”Y　，n，　kは、　Burgの手続きを用い、　Yule－

Walkerの方程式を解くことによって決定される。　M

の値の決定方法に関しては引用文献11の§5．1を参

照されたい。（1）式の詳細については、SeidoとOhto－

mo　14’15）およびTokiwanoら16）らが述べている。

3　結　　果

　肺組織のプレパラートから得られた4画像に関し

てスペクトル解析を行った。例として、4画像のうち

の1つの画像に関して、得られた解析結果をFig．1に

示す。Fig．1（a）は肺の組織標本から得られたグレー

画像、Fig．1（b）はグレー画像から得られた空間系列

データである

　Fig．1（c）にグレー画像から得た空間系列データ

［Fig．1（b）］のMEM－PsDの片対数プロットを周波

ta　f（単位：1／pixel）が0。125以下の範囲で示す。この

PSD［Fig．1（c）］には多くの明らかなスペクトルピ

ークがはっきりと観察される。それらのスペクトルの

周期（T＝1／　f）とそれに対応する周波数（f）、そし

て強さ（パワー）を、パワー値が大きい順に20のス

ペクトルを選んで、Tablel（a）に示す。　PSDのパワ

ー値は、それぞれのPSDのピークを挟む空間を積分

することで求める。

　最も支配的なスペクトル・ピーク［Fig．1（c）］は、

！＝0．001（791．1一ピクセル周；期）に観察されるが、こ

れは画像の幅512ピクセルよりも大きい。画像の幅

512ピクセルよりも短い周期のもので、もっとも支配

的なピークは、基本モードfI＝0．003（286．4ピクセル

周期）に観察される。fiの高調波！2（＝fi×2）、！3（＝

！1×3）、．．．、プlo（＝！1×10）はPSD［Tablel（a）］

のf＝0．007、0．011、＿、0．034で観察され、これはそ

れぞれ144一、94一、＿、29一ピクセル周期に対応する。

！「！loのスペクトルがfiの高調波であるのか、ある

いはグレー画像から得られた空間系列データの周期特

性を示すものであるのかを明らかにすることは非常に

重要である。

　肺組織画像のスペクトル解析結果のうち、パワー値

が大きい20のスペクトル・ピークをTable　1（a）に

まとめる。パワー値が最も大きいピーク！＝0．001の

）
Oa
O

（
r
O

400

030

A

200

100

o

o

（b）

　E

　：
S（X）8

　塁

　　o

100 200 300 400 500

（c）

Pff）

100 200 300 400 500　x

　登

　　O　O．　05　O．　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f（1／pixel）

Fig．1：肺組織の解析結果

肺の組織標本から得られた解析結果。1（a）肺の組織

標本から得られたグレー画像、1（b）グレー画像から

得られた空間系列データ、1（c）空間系列データのス

ペクトル解析結果の片対数プロット

蹴榊　　←！一・・61（16－pixel）
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パワー値は4174．3、基本モード！1＝0．03のパワー値

は2006．6である。。パワー値の右肩に示す片括弧の数

字は、パワー値の大きい順を示している。

　同様に、他の3画像についても空間系列データを得、

スペクトル解析を行った。スペクトル解析の結果から、

パワー値が大きい20のスペクトル・ピークを選んで、

それらのピークの周期（T＝1／f）とそれに対応する

周波数（f）と強さ（パワー）と共にTable　l（b）一（d）

に示す。基本モード！1は、画像の幅512ピクセルよ

りも短い周期で、かつ他のピークと比較してパワー値

の大きいものから選び、ここから高調波f2一プloに対

応するピークを決定した。

　（b）では最も支配的なスペクトル・ピークは、！＝

0．001（886．〇一ピクセル周期）に観察されるが、これ

は画像の幅512ピクセルよりも大きい。画像の幅512

ピクセルよりも短い周期のもので、もっとも支配的な

ピークは、基本モードf，・＝O．003（287．1ピクセル周期）

に観察される。この高調波f2（＝！1×2）、プ3（＝！1

×3）、＿、！lo（＝！1×10）　はPSDの！＝0．006、

0．012、＿、0．038で観察され、これはそれぞれ159一、

85一、一．、26一ピクセル周期に対応する。

　（c）では最も支配的なスペクトル・ピークは、f；

0．001（926．4一ピクセル周期）に観察されるが、これ

は画像の幅512ピクセルよりも大きい。画像の幅512

ピクセルよりも短い周期のもので、もっとも支配的な

ピークは、基本モードf1　＝O．009（116．6ピクセル周期）

に観察される。この高調波！2←fi×2）、f3（＝fi

×3）、＿、fio（＝fi×10）はPSDのf＝O．019、0．023、

．．、0．071で観察され、これはそれぞれ54一、43一、

．．、14一ピクセル周；期に対応する。

　（d）では最も支配的なスペクトル・ピークは、！

＝O．OO1（747．9一ピクセル周期）に観察されるが、こ

れは画像の幅512ピクセルよりも大きい。画像の幅

512ピクセルよりも短い周期のもので、もっとも支配

的なピークは、基本モード！1＝0．006（287．1ピクセ

ル周期）に観察される。この高調波f2（＝プ1×2）、！

3（＝　fi×3）、＿、！［o（＝！1×10）　はPSDの！

＝0．011、O．020、＿、0．060で観察され、これはそれ

ぞれ90一、50一、＿、17一ピクセル周期に対応する。

4回忌　察

　Mise8）らは、マウス小腸組織画像から得られた空

間系列データに対してスペクトル解析を行い、これを

モデル画像と詳細に比較検討するとこにより、スペク

トル解析の結果が組織構造の外観や内部構造をよく反

映させたものであることを明らかにした。

　Table　1（a）において、基本モード！1＝0．003、（286，4

ピクセル周期）、！2＝0．007、（286．4ピクセル周期）と

したが、それぞれのパワー値は2006．2XlO3および

1992．3×103とほぼ同等である。これは、！2がflの

高調波だけではなく、肺組織の構造を反映している可

能性を示す。

Tab】e　1：4つの画像から得られた空間系列データのスペクトル解析結果。

1ピクセルは0．658μm（＝337μm／512）に相当する・＊：特徴的なピークの周期。周波数、周期、パワー値も太字で

示している。n）：パワー値の順位
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　同様に、！8＝0．028（36．3一ピクセル周期）のパワー

値も肺組織の構造を反映している可能性を示す。

　また！1の高調波以外に、！＝0．016、（638一ピクセ

ル周期）およびf＝0，061、（16．3一ピクセル周期）にパ

ワー値の大きい特徴的なピークが観察される。Tablel

（a）では、これら4っのピークを太字で、周期にアス

タリスク（＊）を添えて表示している。

　Fig．1（a）に、これら4つの周期が組織画像におい

てどの程度の幅であるかを示す。スペクトル解析結果

のピークの周期を組織構造と対応させるためには、

Miseら8）の報告で行われているように、モデルと比

較して詳細な検討をすることが必要であるが、肺胞管、

肺胞、上皮などの幅と近いことがわかる。

　他の3つの肺組織画の揚合［Tablel（b）、（c）、（d）］、

基本モードはFig．1（a）の肺組織とは異なる値に同定

された。Table　1（b）では基本モードfi＝0．003（287．1

ピクセル周期）、（c）では基本モードfi＝0．009（116，6

ピクセル周期）、（d）では基本モード！1＝0．006（1047．6

ピクセル周期）と同定された。4つのスペクトル解析

結果を比較すると、いずれの肺組織画像でも、60か

ら90ピクセル、30から36ピクセル、16から20ピ

クセル周期の特徴的なピークが得られることがわか

る。Table　l（b）、（c）、（d）で、これらのスペクトル・

ピークを太字で、周期に＊を添えて表示している。

　このことから、60～90ピクセル、30～36ピクセ

ル、および16～30ピクセルは、肺組織に共通する

構造からもたらされたものである可能性が高い。この

幅は、Fig．1に示したように肺胞管、肺胞、上皮の幅

と近く、これらの構造は組織画像によらず同様な大き

さを示している。これは、肺胞管、肺胞、上皮の構造

がスペクトル解析結果のスペクトル・ピークとして得

られている可能性を示唆している。

　人間は組織画像を見たとき、様々に異なった標本を

見ても、同様のものを分類認識することが可能である。

同様のものとはすなわち、パターンであり、画像全体

にパターンが現れているものであれば、それは画像か

ら得られる空間系列データのスペクトル・ピークに反

映する。

　今後さらに多くの画像を解析し、共通して見えてく

るものはどのようものであるか、他の組織、特に肝臓

や脾臓などの実質臓器の場合はどのような情報を得る

ことが可能であるか興味深い点である。

　組織とモデルの空間系列データの定量的評価
（Table1）は、本研究で用いたスペクトル解析の手法が、

これまで使われてきた従来型のスペクトル解析の不利

な点、すなわち有限時系列データを一。。から。。まで周

期的に延長する非現実的仮定や、window関数を導入

しなければならないことによる分解能の低下などの問

題を乗り越え、スペクトル解析を高精度に行うことに

よって可能でなった18－20）。この正確さは、カオス・

システムの数学的モデルとして広く知られている
R6sslerモデル、　susceptibles／exposed／infectives／reco－

vers（SEIR）モデルなどを用いたこれまでの研究に
よって、確認されている7’9’10）。今回のスペクトル解

析方法が、カオス解析、立体学、自己組織化マップな

ど、他の定量的組織学手法と同様に、組織やそのモデ

ルの空間構造の定量的評価を行うための有用なツール

となることが期待される。
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