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異物検査における顕微鏡画像の提示方法の開発

―三点視法―

Presentation method of integrated microscope

 photo image for Food contamination inspection

青木　央

Hiroshi Aoki

要　　　　　　旨

異物検査は、分析機器、IT 技術の進歩により、実施が容易な環境が整って来ている。食品の異物検査
の場合は、通常の生物試料と異なり、材質の異なる物質が混在するという試料を観察する。顕微鏡検査で
得られた、明視野、暗視野、位相差の３つの観察方法により、同定の確実性を向上できるが、これらを一
定の構成式により１枚の画像に説明を表現する方法を開発した。つまりは画像処理のソフトウエア技術に
よって、ハードウエアの欠点を補正できる。検査対象物の観察像の特徴を IT 技術により統合することが
可能で、真正性を変更することなく検査対象物のイメージを専門家ではない一般消費者という第三者に伝
える技術が開発できるだろう。

　食品の苦情や相談の要因を分類すると、腐敗・
変敗、カビの発生、異味・異臭、変色、変質や表
示、取扱方法（調理法、開封方法、保存の仕方）
などがあり、これらと比較して、全体の2割は、「異
物の混入」に関しての苦情となっている。食品の
安全と安心から、この課題に関する消費者の視点
は、年々厳しくなる方向にあり、寄せられる件数
も増加の傾向にある1）。

　クレームが発生したとき消費者から理化学的な
分析検査が求められた場合、解決する手段として
取られる３大手法は、既に一般化していて「顕微
鏡観察」、「赤外分光分析」、「X線定性元素分析」
である。その他にも復元、パイロライザーに代表
されるGC-MSを使った燃焼臭気試験、溶媒への
溶解性を利用してのHPLCやLC-MSを用いた定
量定性試験、さらに、現代ではDNA鑑定法の応
用などさまざまな分析手法が適用されるが、異物
の検査の場合は、サンプルがこれひとつで少量と
いう条件のもとで、確実な分析を実行する必要が
あるため、非破壊検査が優先されるという特殊事
情がある。
　工業技術センターでもこの異物検査でよく実施
される生物顕微鏡観察と赤外分光分析法の２つの
分析手法については、依頼実績が増加傾向にある。

（図１）これには理由があって、ひとつは分析機
器の進歩、それから、写真のデジタル化、インター
ネット情報検索などのIT環境の変化がある。表
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図1　�異物検査でよく実施される試験項目の過去9
年間の受入実績の変化
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１にまとめてみたが、この分析機器の環境の変化
は、異物検査における微小化、非破壊化の要求に
答え、また、その得られた分析データが意味する
ところの所見の回答に必要な知識の取得に貢献す
ることに、多大な進歩があるといえる。

　図1中の写真作成は、検査対象物の復元や外見
証明に利用される。異物混入の問題は特別食品関
係に限ったことではなく、半導体などの電子産業
や、食品とは無関係の機械製造、包装関係資材の
関係のファインケミカル関係などにも発生するが、
特に、食品関係でいえば、金属探知機が普及して
いるので金属異物の混入リスクが低いという事情
がある一方で、食べ物だけに身体への影響が直接
及ぶのではないかなどの危機感と相まって社会的
な事件となるなど関心の高い影響もある。学校給
食の関係は健常な大人と異なり、社会的な弱者と
なる児童、生徒が消費者となり、献立を計画する
提供者は十分な警戒をしている。法規の関係では、
食品衛生法第6条に異物混入の禁止が定められて
いる。
　異物検査ではまず、指摘を受けた検査対象物の
外見検査から始まり、その特徴から顕微鏡を使っ
た細かな検査を進めてゆく。この時使われる顕微
鏡には、実体顕微鏡と呼ばれる概ね30倍程度の拡
大観察の可能な装置と800倍程度の拡大が観察可
能な光学顕微鏡が利用される。
　光学顕微鏡といっても様々な種類があり、生物
系試料に適したものの他、金属試料に適した顕微
鏡もあるが、ここでは生物顕微鏡について話す。
現在の生物顕微鏡で特に正立顕微鏡という構造の
機種は、教科書や学校実習でおなじみのスライド
グラスにカバーグラスを乗せて試料を対物レンズ
の焦点に合わせ、接眼レンズを覗き込んで観察す
る。さらに詳しい説明は文献2）3）を参考にしてい

ただきたいが、この機種は明るい視野の観察像が
得られ極めて一般的である。光学系のうち、この
照明部分の概要を示すと図2のようになる。
　試料の下側から光を照らし透過光を観察するシ
ステムとなっている。この時、ケーラー照明とい
う光学系が組み込まれていて、網膜に光源が結像
するということはない。この観察方法は一般的で
あるが、試料そのものが厚めであると背景光の強
さに透過光が負けて、色調が判りにくいというこ
とが起こる。いわゆる「像がつぶれる」という現
象を引き起す。病理検査などではミクロトームと
いう機械を使ってスライスを薄く10μm以下に
切るということが行われ、このような不具合を解
消するが、パラフィンに包埋しての作業は時間を
要すことや、引き続き実施される赤外分光分析の
妨げになることがあって、検査対象物がこの方法
の適用にならないケースが頻発する。サンプルロ
スのリスクを避けるため、ハンドカットを多用す
ることになって、検鏡用の試料は厚めになるとい
う事情が発生する。

表1　異物検査に使える機器環境の変遷

図2　明視野顕微鏡の光学系のうち照明部分の模式図

図3　暗視野顕微鏡の光学系のうち、照明部分の模式図
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　このような事情が発生する異物の検査で有効な
方法が光を透過ではなく、側面から照射し、その
散乱光を観察するという暗視野法という方法があ
る。透過光の場合は背景が明るいので明視野法と
呼ばれるが、この暗視野法では背景が黒くなる。
その光学系照明部分の模式図を図3にしめしたが、
この方法によると、背景には透過してくる光がな
いので、暗闇の中に試料が観察される。そのため、
検査対象物の質感が判りやすいという特徴がある。
色がつぶれないで再現できるが、異物検査では、
内部構造の詳細が判り難いことがある。
　以上の明視野法と暗視野法により、多くの試料
の観察が可能であるが、特に問題になるのが、水
分の多い試料の場合である。顕微鏡で試料の観察
が可能となるのは、試料に滴下した水と検査対象
物との間に屈折率の差があるときである。生物試
料で特に含水物が多い試料の場合は、どちらの方
法を用いても十分な観察ができない。このような
光学顕微鏡の欠点を解消するために工夫されたの
が、位相差顕微鏡法である。対物レンズに設定さ
れた干渉リングにより、光の位相を意図的に生み
だしてコントラストを強調する方法（図4）は、
フリッツ・ゼルニケ（（Frederik ('Fritz') Zernike、
1888–1966年、オランダの物理学者）の発明にな
るもので、1953年にノーベル物理学賞を受賞して
いる。水分の多い試料の内部状態や外形状がよく
観察されるという特徴がある。このため微生物で
ある細菌やカビ酵母などの外見形状の観察、そし
て煩雑な染色操作が不要で生体組織観察が可能と
なる。しかし、光の干渉を利用するため、色の再
現性はないという欠点がある。

　光学顕微鏡の光学系はそれぞれの観察対象物に
合わせた検鏡法が発達して来ているので、目的に
あった最良の方法を選択する。ところが異物検査
の場合は事情が少し異なってくる。要するに検査
対象物がどんなものか未知という前提に立つので、
観察対象物に合わせた検鏡法の選択があらかじめ
できないのである。そのため、観察作業を進めな
がら検査対象物の説明に適切な観察像の得られる
顕鏡法を探すということが実施される。
　微生物汚染であれば位相法で、プラスチックな
ら暗視野でなどと証拠となる撮影像を得る作業が
始まるが、食材にプラスチック片があって、微生
物の汚染があるという試料が異物の場合は、その
ことを同時に観察できる最良の方法がない。本報
では、この異物検査における特殊事情を考慮し、
顕微鏡画像の特徴を生かした提示方法の工夫を詳
解する。
　図2から図4に示した検鏡法を一つにした光学顕
微鏡のシステムは現存している。基本的には位相
差リングを内蔵した対物レンズは、位相差板とい
われる一種の絞りのようなものを除くと通常の透
過光を用いた明視野顕微鏡と同じ観察が可能であ
る。この3つの検鏡法は同じ位相差用の対物レン
ズで、すなわち検査対象物に対する光軸を変更す
ることなく、照明光の光路を切り替えるだけで切
り替えが可能なのである。光の当て方を変えるだ
けだから、撮像したときに画像のフレームにブレ
が原理的には生じない。そのため、画像の重ね合
わせが容易という特徴がある。しかし、この3つ
の観察法はその光学系の仕組みから同時観察とい
うことは構造上できない。そこで、この構造上不
可能な画像の取得を情報処理技術によって実現し、
３つ観察法がもつそれぞれの欠点を解消し、異物
検査の検体に適した画像の提示ができないかとい
う課題を解決しようとするものである。
　表題の「三点視法」は、「三視点合視法」と表
現した方が判り易いかもしれないが、独自の呼称
である。イメージを第三者に伝えて易くする方法
の工夫で、観察方法の特徴を知らなくてもいい便
利な手法、異なる材料の混在している場合に利点
のある手法になると思っている。
　「三点視法」は、通常の顕微鏡の観察手法であ
る「明視野法」N(x,y)の他に、側面から照明光を
当てる「暗視野法」DF(x,y)、それから、コント図４　位相差光学顕微鏡の光学系のうち照明部分の模式図
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ラストを強調し、水分の多い生物試料に適合した
「位相差法」PH(x,y)の３つの方法によって取得し
た画像を定式により情報処理する方法である。
　従来のように、顕微鏡の組織観察像を従来のフ
イルム式で得ていた場合、

画像 G(x,y)= aN(x,y) + bDF(x,y) + cPH(x,y) 

     但し　a,b,c:定数

　と表現する事、そしてa=b=c=1/3というよう
な重みを設定する。すなわち単純な重ね合わせが
限界であった。しかし、次のような新しい画像:
三点視法 G(x,y)の構成概念式

三点視法 G(x,y)= a DF(x,y)＊ N(x,y) ＋ b PH(x,y)   

  　但し　a,b:補正係数　a+b=1

　が計算できれば、明視野の光の透過、暗視野の
散乱、位相差の屈折率の違いを同時に表現するこ
とが可能になるのではないかと考えた。これが３
点視法である。演算子＊は画像の「畳み込み」と
いう概念で、直感的には顕微鏡照明の仮想的な無
影化を実現し、それに生物試料に適したコントラ
ストを加えるという方式になる。
　以下に実施例を解説する。顕微鏡用の試料は、
定法にしたがって、スライドグラスに採取し、カバー
ガラスをかけて顕鏡する。装置は双眼生物顕微鏡

（Nikon Eclipse-Ni）に、明視野、暗視野、位相差
の３観察法一体型のレンズ・コンデンサセットを
用いた。撮像は、NikonカメラDS-Ri1でBMP形
式によりおこなった。
　この画像処理の計算ソフトであるが、１からの
開発では著者には難しいので、入手可能なPCソ
フトからAdobe Photoshop5.0LEを使用した。こ
のフォトショップ4）は世界的に流通している画像
処理ソフトでバージョンが多彩であるが、この版
はスキャナのバンドル版として広く流通した経緯
がある。
　このPCアプリによる画像処理により、検査対
象物の特徴を1枚の画像に表現した観察結果を図7
に示した。画像処理ソフトの具体的な内部関数は
公開情報がなかったので、試行錯誤でコマンドを

試すことになったが、演算子＊はレイヤーの「乗
算」、演算子+は「オーバーレイ」を用いると結
果が良かった。ａとｂは、「不透明度」を％で設
定すると結果が良かった。
　図5の検査対象物の例では、ゲル状のものに線
維性の物質が混在するが、明視野 N(x,y)の画像
では、線維性のものとゲル状のものの存在が確認
できるが、線維の色調などが再現できていない。
また、ゲル状のものの内部の様子は不明瞭という
観察像になっている。一方、暗視野 DF(x,y)は、
線維性のものの質感がよくわかり、また色調も鮮
やかな赤色であることがよく判るほか、色調の異
なる繊維も混在していることが確認できる。位相
差 PH(x,y)では、ゲル状のものと思われる透明部
分の内部の様子が鮮明になり、カビ菌糸のような
ものの汚染のないことが知れる。このようにそれ
ぞれの画像には観察像の特徴があり、一方で不足
もあるが、この3枚を画像処理により得た三点視
法 G(x,y)の例（図7上段）を見ると1枚の画像で
ほぼ全てを説明できる画像構成になっているので
はないかと思われる。
　図6の場合では、明視野で平坦で茶色に見える
組織は、暗視野でみると色調の黒い組織である。
スライドガラス上で引き伸ばされているこの部分
は位相差でははっきりを繊維性のものが確認でき
る。赤色の色素は左側に塊があるが、さらに細か
な粒子の分布が、実は位相差でみえる繊維性のお
そらくはゲル形成された繊維の濃度差に従って分
散していることが3つの画像により予想される。
三点視法による画像は図７下段に示したが、これ
らの様子が鳥瞰図のようによく見てとれる。繊維
の谷に色素の点粒物の羅列と分布が良く見て取れ
る。半島の先にある飛地のような2つの領域の存
在がはっきり認識できる。右下側のフレームアウ
トした部分は、位相差 PH(x,y)の情報が加算され
ていない部分となるが、観察像は単に黒ずんだ様
子にとどまり、鳥瞰図のような立体感を表現でき
ないことがわかる。
　図7は、G=0.5DF＊N+0.5PHを表現した写真画
像が表現されていて、今回は単純に画像の重みを
等分しているだけであるが、人の目の感覚に近い
画像となっているのではないかと思っている。
　三点視法における補正係数aとbの設定は、最
適化の方法について数理的な根拠を得ているもの
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ではないから、現在のところ経験ある検査担当員
により最適値を探すほかない。この設定が善量な
管理によって公正に行われるのであれば第三者証

明に利用できると思われる。異物検査という特殊
な事情、生物試料と非生物試料が混在する試料の
特性により利用が見込まれる観察方法と思われる。

図5　顕微鏡組織観察の例1 図6　顕微鏡組織観察の例2

上から明視野 N( x ,y )、暗視野 DF( x ,y )、位相差 PH( x ,y )
の各撮影像、観察方法によって全く異なる印象を得る。

上から明視野 N( x ,y )、暗視野 DF( x ,y )、位相差 PH( x ,y )
の各撮影像。若干のフレームシフトがあるが補正できる。

カラー印刷原稿 
 

 

 

 

図 5 顕微鏡組織観察の例 1 

上から明視野 N( x ,y )、暗視野 DF( x ,y )、位相差 PH( x ,y )

カラー印刷原稿 
 

 

 

図 6 顕微鏡組織観察の例 2 

上からら明視野 N( x ,y )、暗視野 DF( x ,y )、位相差 PH( x ,y )

の各撮影像。若干のフレームシフトがあるが補正できる。 
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将来的には、一定の規則にしたがって、客観的に
設定できるように公式化（主観の排除）できれば
よいが、信号処理が心理との関係で容易ではない
ケースの出現に備えて、デープラーニング（深層
学習）の手法の活用により、AI（人工知能）の

活躍を期待してもよい分野ではないかと思う。
　まとめると、異物検査は、分析機器、IT技術
の進歩により、実施が容易な環境が整って来てい
る。顕微鏡検査では、明視野、暗視野、位相差の
３つの観察手法を駆使することにより、同定の確
実性を向上できるが、これらを一定の構成式によ
り１枚の画像に説明を表現できる。
　食品の異物検査の場合は、通常の生物試料と異
なり、材質の異なる物質が混在するという試料を
観察する。画像処理の技術によって、観察目的に
合わせたハードウエアの欠点を補正し、検査対象
物の特徴をIT技術により統合することで、真正
性を変更することなく検査対象物のイメージを専
門家ではない一般消費者という第三者に伝えるこ
とがこれからは大切な技術になると思われる。
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業技術センター研究成果発表会（2017年5月18日）
で公表済みです。
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図7　三点視法による構成画像 G( x ,y ) の例

上段は図5の場合である。色調の再現性は若干落ちるが、良
好で、ゲル状の組織に包埋されている様子が判りやすい。下
段は図6の場合で、中心部の形状が鳥瞰図のように表現でき
る。その半島端部にある2つの飛地のようなものも視認が容
易な表現がされている。フレームシフトがある場合も調整が
可能であるが、右と下にＬ字のような無効画像ができるので
注意が必要である。また、スケールは入れ直しになる。
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