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第1章 序論

本章では、日本におけるアスベスト使用の歴史とアスベスト問題の

特徴について述ぺる。また、既存のアスベスト繊維の計数方法を整

理しいその問題点を指摘し、本研究の目的を導出する。
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第1章序論

1．1．アスベスト問題の背景

　日本におけるアスベスト問題の社会的な背景と、

環境問題としての特徴について簡単に整理する。

なお、本論文では特定の用語を除いて「石綿」と

は表記せず、「アスベスト」と表記することとする。

1．1．1．アスベスト問題の社会的背景

　アスベストとは、天然に産する鉱物繊維で、蛇

紋石族のクリソタイル（白石綿）と角閃石族のク

ロシドライト（青石綿）やアモサイト（茶石綿）

などが知られている（表L1）。古くは、古代エジ

プトではミイラを包む布として、中国・周の時代

では火涜布（火で洗える布）として、また日本で

は「竹取物語」に登場する「火鼠の皮衣」はアス

ベストであっただろうと考えられている
（Wikipedia）。

　現代においては、耐熱性、耐薬品性、絶縁性な

ど工業上の諸特性に優れているため、建築資材（吹

き付け剤、耐火被覆材、断熱材、床材、壁や天井

の内装材、屋根材）、自動車の部品（ブレーキライ

ニングやブレーキパッド、クラッチ関連部品）、電

気製品、家庭用品など様々な形態で利用されてき

た。詳細はAppendixに整理した。

　2005年のいわゆる「クポタショック」が記憶に

新しいところであるが、それ以前にも、例えば阪

神淡路大震災の折にも、倒壊した建築物の解体作

業現場における曝露が問題になったことがあり、

また、1980年代には学校でのアスベスト使用が問

題になっている。我々がアスベストに曝露する主

要な経路としては経気曝露と経口曝露が存在して

おり、あまり知られていないが、飲料水中にも大

量のアスベストが含まれている。しかし、健康へ

の影響は少ないと考えられており、US　EPAの飲

料水の基準は7MFL（M皿ion　Fibers　per］二iter　of

water）と極めてゆるい基準値となっている（EPA，

2006）e

　一方、アスベストの経気曝露による特有な疾患

は、石綿肺、石綿肺がん、悪性中皮腫（胸膜、腹

膜）などの存在が古くから知られており［厚生労

働省，2006】、1973年にはWHOの機関である国際

がん研究機関（］ARC：Internationa1　Agency　for

Research　on　Cancer）が、アスベストの発がん性

を指摘している（］LARC，1973）。その後、　WHOは

1989年にクロシドライト（青石綿）とアモサイト

（茶石綿）の使用禁止を勧告し、1980～90年代に

かけて、EU諸国やアメリカではアスベストの使

用が次々に禁止された陳敏昭，2008］。日本では、

2004年に1％以上含有する製品の製造などが禁止

され［厚生労働省，2003］、1986年のILOの石綿

表1．1アスベストの種類と鉱物

アスベスト名 化学組成式

蛇紋石族　　クリソタイルJChrysotile（温石綿・白石綿） Mg3SiZOs（OH）4

角閃石族

クロシドライト∫Crocidolite（青石綿）

アモサイト／A血0昼ite（茶石綿）

アンソフィライト／Anthophylite（直閃石綿）

トレモライト1Tre血01ite（透角閃石綿）

アクチノライト∫Atinolite（陽起石綿）

Na2（Fe2＋，Mg）3（Fe3＋）2Si8022（OH，F）2

（Fe，Mg）7S垣022（OH）2

（Mg，Fe）7S玩022（OH）2

Ca2］M［g5Si8022（OH）2

Ca2（Mg，Fe）5Si8022（O且）2

2
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条約を日本が批准したのは2005年8月であった

［ILO，20051。同2005年には特定化学物質等障害

予防規則より分離し、単独の規則である石綿障害

予防規則（いわゆる石綿則）が制定され［厚生労

働省，2005］、また、労働災害認定基準も明確化さ

れている1厚生労働省，2006］。2006年には、労働

安全衛生法施行令が改正され全面禁止（石綿およ

び石綿をその重量の0．1％を超えて含有するすべ

ての物の製造、輸入、譲渡、提供、使用が禁止）

となった［厚生労働省，2006］。

　日本におけるアスベスト産出量はごくわずかで

あるので、輸入量はそのまま消費量と考えること

ができる。戦後1949年に輸入が再開されて以来、

1970年代に輸入のピークを迎え、全面禁止になっ

た2006年に至るまでに累計の輸入量は960万ト

ンあまりと見積もられている［日本石綿協会，

2007］（図1．1）。国内においては、アスベストは

全面禁止となっているため、製造にかかわる作業

者の曝露、製造工場の近隣での曝露、作業者が衣

類などに付着した状態で自宅に持ち帰ったアスベ

ストによる家族の曝露という可能性は、現段階で

は解決されていると考えてもかまわない。現在は、

高度成長期に大量に使用されてきたアスベストの

影響が、クボタの例のように長い潜伏期間を経て

製造や取り扱いに携わってきた人への健康影響と

して現れており、特に申皮腫の認定件数が急増し

ている［厚生労働省労働基準局，20051［厚生労働

省労働基準局，2008］（図12）。また、アスベス

トの吹き付けや保温材を使用した建築物の老朽化

が進むのに伴い、21世紀中頃にかけて改修や解体

が最盛期を迎えることは避けられない。今後2020

年をピークとして、毎年100万トン以上のアスベ

スト含有建築材料が廃棄物として発生するとの予

測（図1．3）がなされており［日本石綿協会，2007］、

解体作業時のアスベストが環境へ飛散する懸念が

高まっている。このように、アスベスト問題は製

造のフェーズの問題ではなく廃棄のフェーズの問

題にシフトしている。いったん環境中に放出され

たアスベストは通常の環境条件下で分解、変質し

にくい性質を持ち、今後、中国などの途上国も日

本と同じ歴史をたどることが予想されるため、大

気中アスベスト濃度の測定を簡便にかつ精度よく

実施する手法が求められている。
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図1．1　日本の石綿の輸入量の推移

　［日本石綿協会，2007】より作成
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1．1．2．一般環境におけるアスベスト濃度

　環境省が一般環境におけるアスベスト濃度のモ

ニタリングを行っている。表1．2に平成7年およ

び17～19年の結果を示した。この調査は、平成

元年12月27日付け環大企第490号通知「大気汚

染防止法の一部を改正する法律の施行について」

に基づき、各地点で3日間（4時間X3回）測定し

て得られた個々の測定値を地点ごとに幾何平均し、

その値を当該地点の石綿濃度としたものである

［環：境省，2008］。敷地境界基準が10frL［環境庁，

1989］であるので、この濃度よりも低いことが必須

であるが、11YLを超える濃度を示した地域がわず

かにあるだけで、ほとんどの観測地域でO，5　i7Lに

満たない濃度となっており、一般環境の濃度は十

分低いことがわかる。

1．1．3．環境問題におけるアスベスト問題の特徴

　アスベスト問題を時間という観点から考えると、

曝露から症状発生までの顕在化時間と、発生源の

継続時間という二つの特徴が存在することが分か

る。

　はじめに、我々をとりまく環境の変化が健康に

具体的な影響を及ぼすまでの「顕在化時間」から

考える。アスベスト曝露に特有な症状として中皮

腫があるが、曝露から発症までは30～40年とい

われており、アスベスト問題は、曝露から影響が

顕在化するまでの時間が長いという特徴があると

いえる。この時間が長いほど、発生源への対策が

遅れ、予防対策が遅れるため被害が広がってしま

う可能性がある。また、長い時間が経過して過去

の発生源が失われてしまうと、発生源の特定が困

難になってしまう。

　もうひとっ重要な時間は発生源の「継続時間」

であるeアスベストの場合、含有製品の製造工場

は存在しないと考えてよいが、含有する建築資材

を利用した建物が解体される度に、その解体工事

現場が発生源となりうるため、アスベスト発生源

の「継続時間」は、これから数十年という長さで

継続すると考えられる。また、建物のような社会

ストックが発生源となるため、根源的な対策は難

しく、解体時に飛散防止を十分に行い、同時に作

業従事者の安全を確保するという対処療法的な対

策しか打つことができない。そのため、常に解体

作業に際しては、周辺環境における濃度の測定・

管理が必要になってくる。

表1．2一般環境のアスベスト繊維濃度

幾何平均値∬L
地域分類

平成7年度　　平成17年度　　平成18年度　　平成19年度

石綿製品製造事業場等

廃棄物処分場等

蛇紋岩地域

高速道路および幹線道路沿線

住宅地域

商工業地域

農業地域

内陸山間地域

離島地域

1．04

0．47

0．64

0．34

0．11

0．18

O．47

0．24

O．21

0．38

L16

0．30

O．53

O．30

O．23

0ユ3

020

O．11

0ユ8

O．35

028

0．39

O．22

027

0．40

0．36

0．31

0．38

0．33

0．42

0．52

0．33

020

0．40

0．42

0．40

［環境省，2008］

5
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S．2．計数手法

　もうひとつ、アスベスト問題の特徴を挙げると

すれば、その計数手法が挙げられる。アスベスト

は鉱物繊維であり、特定の形態を持たないことも

あって、これまで分析の自動化／機械化が進んで

おらず、依然として人の手によって顕微鏡を用い

た分析（繊維種の同定や繊維濃度の測定作業）が

行われている現状にある。一方、社会的な分析の

要請は高まるばかりで、2006年の労働安全衛生法

施行令改正では、アスペスト含有製品の規制対象

が、その重量の1％を含む製品から、0．1％を含む

製品に変更され階生労働省，2006］、また、対象

も主要3種類のアスベスト（アモサイト、クリソ

タイル、クロシドライト）だけでなく、トレモラ

イト、アクチノライト及びアンソフィライトにま

で対象が広げられており、これまでは使用が認め

られていた製品もその含有量を再調査しなければ

ならないケースも生じている。

　古くからこの作業に携わり、標準となるような

分析技術を持っ技術者は高齢化しているため、今

後同じ精度を保ちながら分析を続けるには、次の

世代の分析技術者の養成が重要な課題となってい

る。しかしこれからの時代、アスベストの分析技

術を身に着け、一生をその技術とともに生きて行

くことを選択する若い技術者をどれだけ確保でき

るだろうか。測定者個人に依存するような分析技

術ではなく、標準化された分析技術が必要である

ことは明らかであり、分析技術という観点からは、

アスベスト問題は非常に重要な時期に差し掛かっ

ていると考えるべきである。

　本節では、アスベストの主要な計測手法につい

て整理し、その問題点を抽出する。現在、アスベ

スト（繊維状物質）の主な計数方法として、位相

差顕微鏡法（PCM法）、電子顕微鏡法（SEM／TEM

法）、および、分散染色法（DS法〉がある。

6

1．2．1．位相差顕微鏡法（PCM法）

　PCM（Phase　Contrast　Microscopy）法は、国

内外の機関により測定法が規定されており、計数

手法として最もよく用いられている手法である

［環境庁，1989】［環境省，2007］［日本作業環境測定

協会，2004】［日本作業環境測定協会，2005］　［JIS，

2006］　［日本石綿協会，1988】（NIOSH，1994）

（WHO，1997）。規定によって若干の相違があるも

のの（表L3）、原則として以下の手順で行われる。

1．

2．

3．

4．

5．

メンブレンフィルタを用いて、試料空気を対

象に応じて一定量吸引する。

このメンプレンフィルタをアセトン蒸気で透

明化処理し、トリアセチンでスライドグラス

に固定することで標本を作製する。

作製した標本を位相差顕微鏡の総合倍率400

倍（接眼レンズ10倍、対物レンズ40倍）を

用い観察し、視野内に描かれたアイピースグ

レイティクルの大円（直径300μm）に存在す

る粒子を観察する。

長さ5μm以上、幅が3　pm未満、アスペク

ト比3以上の条件を満たす繊維状物質につい

て計数を行う。

それぞれの計数条件に従い、総計数繊維数も

しくは観察した視野数が上限値に達するまで

計数を行う。

　PCM法は、一般環境大気中のアスベスト繊維数

濃度を求める手法として利用されているが、計数

対象繊維がアスベストであるか否かの判断はでき

ず、繊維数濃度を知るための手法である。そのた

め、同定が必要な場合には他の分析手法を併用し

なければならないe
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表1．3　気中のアスベスト濃度測定手法

繊維状物質測定
室内環境等における

アスベストモニタリング
空気中の

出典 石綿粉塵濃度 繊維状粒子
マニュアル マニュアル

測定方法 測定方法

日本作業環境
規定機関 日本石綿協会 環境省 JIS

測定協会

年次 2004年 1988年 2007年 2006年

一般大気

対象 作業環境 室内環境 （発生源周辺地域／ （指定なし）

パツクグラウンド地域）

サンプリング 47
25 25 47　（4等分） （指定なし）

ブイルタ［mm］ （2等分）

フィルタ有効径
21～23 35 22 35 （指定なし）

［皿］

フィルタ平均
0．8

孔径［μ皿］

捕集空気流速
フィルタ面速

5Llmin 10L「mm
採塵量が

4．0～5．Oc皿∫B 0．3mg∫cm2以下

サンプリング 通常は1L∫minで になるよう、
2時間 4時間

時間 15分以上 目的に応じて設定

フィルタ
アセトン・ トリアセチン法 （フタル酸ジメチル／シュウ酸ジエチル法）

処理方法

対物レンズ倍率40倍、接眼レンズ倍率10倍、総合倍率400倍の光学顕微鏡
顕微鏡

（位相差観察が可能なもの）

観察方法
1視野＝φ300草m

長さ5μ1n以上、幅 3声以下、アスペクト比3以上

生物顕微鏡と位相差顕微鏡を

切り替えた際の計数値の差を

求める

計数方法
繊維数200本以上あるいは

100視野になるまで計数くた
繊維数200本以上 繊維数100本以上

50視野になるまで だし、50視野まで計数したと
あるいは あるいは50視野に

計数 きにアスベストが1本以上計
50視野以上計数 なるまで計数

数された場合は、50視野まで

としてよい。）

7
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1．2．2．電子顕微鏡法

　開口数がO、65～0．75程度の光学顕微鏡では、観

察可能な繊維幅（＝水平方向の分解能）が0．3～O．4

pmまでに限られてしまうため、それより細い繊維

の観察ができない1。一方、電子顕微鏡（SEM：走

査型電子顕微鏡／TEM：透過型電子顕微鏡）を用

いた場合は、これより細いアスベストも容易に観

察できる。またEDX（エネルギー分散型X線分析

器）を備えた電子顕微鏡では、アスベスト繊維iご

との化学組成を知ることができるので、種類の同

定が可能である。

　SEMでは画面上に見られる像から繊維形態を

認識し、必要に応じてEDXスペクトルを調べて繊

維の種類を同定しながら計数する。TEMでは蛍光

板状に投影された像を見て、繊維の形態からアス

ベストか否かを判断する。その上で必要に応じて

EDX分析で化学組成を、電子解析で繊維の結晶構

造を調べ、アスベストの種類を判定しながら計数

する。

　SEM／TEM法では、微細な繊維の計数や種別

同定が可能である一方で、分析装置が大規模であ

りサンプルの前処理も煩雑である。また、観察視

野が狭くなるため、計数誤差大きくなる恐れもあ

る。SEM／TEM法の詳細な手順も整理されてい

る［日本石綿協会，1988］［日本作業環境測定協会，

2004】が、フィルタ上で観察される面積が非常に狭

く、装置の普及に問題があり、電子顕微鏡法が一

般的な手法として普及するとは考えにくい。

1分解能Rは、光学系で2点として認識できる最小の幅と

して定義することができ、開口数NA、光の波長λを用い

てR＝⊥で表わされるものであるe現在用いられている
　　2NA位相差顕微鏡の対物レンズの開ロ数．iVAは0．75程度で・

光の波長」を550m（基準波長）とすると、分解能Rは
およそ0．32　pmとなり、このレベルの分解能が位相差顕微

鏡を用いた観察の限界である。

8

1．2．3．分散染色法

　分散染色法（Disp　ersion　Staining、　DS法）［日

本作業環境測定協会，20041は、位相差顕微鏡を用

いて繊維種別の同定を可能にする手法である。分

散染色法は測定対象の繊維状の物質の屈折率と浸

液の屈折率を一致させ、屈折率が光の波長によっ

て変化する性質（＝分散）を利用して、サンプル中

の測定対象繊維だけを光学的に着色して識別する

方法であるe繊維種ごとの屈折率と発色を表L4

に整理し、分散染色の実例を図L4に示した。

　分散染色法の発色原理は以下のようになってい

る。コンデンサーレンズの前側焦点面に小さな円

形状（Centra1　Stop）または環状（A皿ular　StOp）

の光源絞りを置き、この面と共役な対物レンズの

後側焦点面に光源絞りの像を遮断するように円形

状または環状のマスク（遮蔽マスク）を置く。こ

れによって、ステージに試料がないときは、光源

絞りを通過した照明光は対物レンズを通っても遮

蔽マスクによってすべてカットされるので、視野

は暗黒になる暗視野照明となる（図1．5）。

　図1．6は試料を示したもので、試料Sが適当な

浸液Lに浸されている液浸物体を観察対象とする。

波長による物体の屈折率の変化を分散と呼ぶが、

一般的にアスベスト繊維などの試料の分散は、液

体の分散より小さいと考えられる。試料Sと浸液

Lが緑の波長（λ＝550㎜）での屈折率が等しく、

それぞれの波長λに対する屈折率nBS℃が、図1．7

示したような曲線（分散曲線）を描くとすると・

図L6の下側から白色の平行光線が入射した場合

には、底辺と平行な表面を持っている中央部では

各波長の光線はそのまま直進する。しかし、左右

の斜めの境界部では、緑色の光（G）に対しては

試料Sと浸液Lでの屈折率は等しいので直進する

が、青色の光（B）に対しては

　　「試料Sの屈折率」＜「浸液Lの屈折率」

であり、赤色の光（R）に対しては

　　「試料Sの屈折率」〉「浸液Lの屈折率」
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表1．4　アスベスト繊維の屈折率と分散色

繊維の種類／屈折率（nB5°c） 浸液の屈折率（nBsec） 分散色

クリソタイル／1．532～1、549

アモサイト／1．635～1．696

クロシドライト／1．654～1．701

アンソフィライト／1．596～1，694

アクチノライト／1．620～1．688

　トレモライト／1．599～1．620

1．550

1．680

1．700

L680

1．690

1．700

1．605

1．640

1．605

1．640

赤紫～青

　桃

　青

　燈色

　桃

　青

　燈色

　青

　橿色

　青

［日本作業環境測定協会，2004】

クリソタイル

nB5ec＝L550

ロックウール

nも5°c＝1．640

アモサイト

nBS“c＝1．680

トレモライト

n65℃　＝1．640

アンソフィライト

　nS5°c＝1．605

　　図1．4　分散染色画像の実例

［1ヨ本作業環境測定協会、2006】より抜粋

　　　　　　　　9

クロシドライト

n65ec＝1．700
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であり、BとRはそれぞれ図1．6に示したように

屈折して進む。このようにして進んだ光のうち、

直進光は先に述べた後側焦点面の遮蔽マスクでカ

ットされて、中間像面に達しない。これに対して、

屈折した光は遮蔽マスクを回避して、

　「白色一緑色＝赤紫色」

の像を形成する。試料Sの屈折率＝浸液Lの屈折

率の点の波長によって、像の色の違いとなる。こ

のように固体と液浸物体の分散の違いを、像の色

の違いとして観察する方法を利用したのが分散染

色法である。現在、分散染色法は、環境省のマニ

ュアル［環境省，2007】やJIS［JIS，2006］に採用さ

れている。

　分散染色法は、従来のPCM法で用いる位相差

顕微鏡を用いて繊維種別同定が可能であるが、そ

の前処理には、低温プラズマ灰化装置を用いて数

時間から一晩程度の灰化処理が必要であるため、1

サンプルの処理にかなりの時間を要することが問

題である。

己

図1．5　分散染色の光学系（左：CentraI　StOp、右：Annular　Stop）

　　　　　　　　［日本作業環境測定協会，2004］より

10
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カバーガラス

B

S：試料

L：浸液

スライドガラス

図1．6　液浸液物体における光の分散

　［日本作業環境測定協会，2004］

1．60

1．59

　1．58

ミ

9　1．S7
．⊆

．匡

91・56
ε

　1．55

1．54

1．53

　400
450 500

550　　　　600

Wavelength【nm］

650

図1．7　浸液（L）と試料（S）の分散曲線

　　　［日本作業環境測定協会，2004】

700 750

11
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1．3．PCM法の問題点

　PCM法は、装置が比較的安価であり、現在元も

広く用いられているアスベストの計数手法である

が、計数結果にばらつきが大きく、古くから精度

管理に大きな問題を抱えている。

1．3．t．計数操作全体のばらっき

　PCM法による計数の誤差は、サンプリング、標

本作製、計数の3つのプロセスでそれぞれ発生し

ていると考えられる［本間，1991工。これらのすべ

ての要素を含んだ計数操作全体のばらつきをRSP

（相対標準偏差）2で示した事例は多数存在してお

り、その値には非常に幅がある。

　ある熟練者のRSDは15．7％であった（Taylor，

et　al．，1984）。適切な捕集量（100廿mm2以上）で

あれば測定者内のRSDは10～17％。測定者間の

RSDが17～25％、測定機関間では45％となった

（MOS且，　1994）。また、経験のない20人の計測者

間のRSDが46．9％に達した例もある［本間，1991］。

同様に、経験のない7名の計測者間のRSDは

17％で、この7名の計測者内のRSDは14％であ

った【本間，1991］。

　NIOSHのProficiency　A皿alytical　Testi皿9

（PAT）プログラムでは、計測機関内のRSDは0．18

～0．28、計測機関間のRSDは0．33～0．44程度で

あった（Schlecht，　et　aL，1986）。また、　NIOSHの

Ma皿ual　ofAnalytical　Methodsでは、サンプルあ

たり80～100繊維の計数を求めているので、RSD

は10～12％になると考えられている（NIOSH，

1994）。また、長さと幅に関する計数基準は統一さ

21醐（Relative　Sta皿dard　DeViation）はSD（Standard．

DeViat　ion）を算術平均m（mean）で割ることで得られる

（RSD　＝　SD／m）。すなわち、変動係数OV（CceMeient　of

Variation）と同義である。資料によってはOVで表現され

ているものも多数存在するが、本論文ではaSDに表記を
統一する。

れていても、計数基準の細部の解釈、理解が計測

者によって異なることが多く、あるサンプルに対

して、測定者内のばらつきに比べて、計測者間あ

るいは測定機関間のRSDはこれよりも大きくな

ると考えられる（Baron，　et　a1．，1987）。

1．3．2．計数におけるばらつき

　計数に関する誤差要因としては、SiZing、

Oversight、　ldent迅cation、　Recordingの4つの

要素が存在すると考えられる（Pang，2000）。

Sizingは5　prnあるいは3μmという基準とな

る長さの誤認識、Oversightは、視力や繊維の徹

底的な探索の欠如、顕微鏡の調整不備などによる

繊維の見逃しである。　ldentificationは重なったり、

束になったりしている繊維の誤計数であり、

Record　ingは誤記録である。　Pa皿gらによれば、

アモサイトではSiZing、クリソタイルでは

Oversightが支配的となっており、繊維種の違い

も影響していることが指摘されている。

1．3．3．視野選択のばらつき

　表1．3に示したように、PCM法で観察される視

野数は50視野程度が一般的であるが、φ25皿m

（有効径22mm）のフィルタでは、φ300μmの

視野を50視野観察しても、わずか0．93％の面積を

観察したにすぎない。フィルタ上の繊維の捕集が

十分に均一であれば問題ないが、フィルタ上の捕

集には偏りがあることは既に指摘されており

（Hook，　et　aL，1983）、1％に満たない観察割合では、

その妥当性、代表性には疑問が残る。とりわけ、

低濃度となる一般環境空気中のアスベストの濃度

測定では、視野の代表性を担保するためには、多

視野観察が必要であると考えられる。しかしなが

ら、現行の目視による観察では、多視野観察には

限界がある。

12



第1章序論

1．3．4．トレーサビリティ

　トレーサビリティの欠如も、現行のPCM法の

問題点として指摘できる。顕微鏡による目視観察

であるため、測定者がどの視野を観察したのか、

後に再現することは不可能である。そのため、ど

のように分析したのかではなく、誰が測定したの

という観点で分析全体が評価されている。計数操

作を自動化し、観察した視野を画像として残すこ

とができれば、トレーサピリティは大きく向上す

ると考えられる。

1．3．5．熟練者の確保

　現在、アスベスト計数に携わっている技術者は

団塊の世代が中心であり、高齢化が進んでいるこ

とが強く懸念される。熟練者と経験のない計測者

では大きく精度が異なることは上述の通りである

が、今後、彼ら熟練者の技術を引き継いで行くこ

とは、社会にとっても大きな負担となっている。

1．3．6．PCM法の問題点の整理

　このように、PCM法は精度管理に問題があるが、

その根本的な原因は、計数作業が計数者個人に依

存しているこ．とにある。そのためには、PCM法の

自動化、機械化を実現し、測定者によるバイアス

を除去し、計数のぱらつきの抑制を実現すること

が重要である。また自動化によって、多視野観察

も可能になれば、視野選択によるぱらつきも抑制

することができる。

1・．4．自動計数技術

　既存の自動計数技術について整理する。自動計

数技術は前述のPCM法の問題点を解決する重要

な可能性を持っているが、これまでに検討された

例は数えるほどしかない。

i、4．1．Magiscan

　Magiscanは商用のハードウェアとして

Joyce・I　oebl社によって販売されたものである。

ソフトウェアは、Manchester大学がARC

（Asbestosis　Re　search　Council）のi援助のもとに、

アスベスト計数に特化したImage　Analyzerの

開発プロジェクトを立ち上げたことに由来してい

る。当初の装置のパフォーマンスは十分期待でき

るものであったので、HSE（Health　an、d　Safety

Executive，　U．K）が採用し、引き続き開発がすす

められた。1982年のバージョンが最終バージョン

であり、その後開発は進められていない。

（KENNY，1984）

　システムは、位相差顕微鏡にビデオカメラ（160

×160㎜）を撒し、512×512声1の醸の
64階調（6bit）のグレースケール画像を取得して、

自動計数を行う。最も暗い画素を画像から認識し、

細線化処理によって骨格を抽出して認識する。視

野の移動やフォーカスの調整は自動化されていな

い。分解能はおよそ0．3μmと考えられ、1視野の

観察に10秒程度要している（Baron，　et　a　1．，1987）e

　当初、Magiscanは目視観察と良好な一致が確

認された（KENNY，1984）ため、参照分析者

（reference　analyst）としてManchester

Asbestos　Program（PAT）やRegUlar

Interlal｝oratoTy　Counti皿9　Exchanges（RICE〕

（Brown，　et　al．，1994）（Crawford，　et　al．，1984）、

Asbestos　Fibre　RegU．lar　lnf｛）rma1　Cou皿ting

13
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Arrange　ment（AFRICA）（Crawford，　et　a　l．，1992）

といった精度管理プログラムで利用された実績が

ある。しかし、細い繊維の見逃しや、ひとつの繊

維が複数の繊維として分割して認識されるなど問

題点も指摘され、顕微鏡の数倍の価格も普及のネ

ックとなった3（Baron，　et　al．，1987）。結局、

Magi8canは参照分析者としては利用されなくな

った（Baro且，2001）。

土4．2．AFACS

　AEAC　S（AsbestOs　Fib　ers　Automatic　Counting

Sy8tem）は井上らが開発した自動計数システムで

ある（lnoue，　et　a1．，1998）。位相差顕微鏡に接続し

たCCDカメラで画像（512×512　pixe1、256階調

グレースケール）を取得し、画像処理によって計

数を行う点は前述のMagiscanと類似している。

Magiscanとの大きな違いは、アスベスト認識のた

めの2値化の手法が工夫されている点である。画

像処理において、2値化は非常に重要な技術であ

り、井上らの手法では、背景の輝度の分布が正規

分布に従うと仮定して、実際の輝度分布と正規分

布とのかい離が最小となるようにthresholding

va王ue　kTを決定し、このkTを上回る部分を繊維

として認識するものである。

　井上らはこのシステムの精度を6計測機関とク

ロスチェックし、計測機関の0γは50％と大きか

ったが、AFACSの計数値は計数値全体の中央値と

なり、目視計数値の最大値と最小値を除いた4計

数機関の平均値の約±8％に含まれ、妥当な値であ

ったとしている［井上，ほか，1999】。しかし、普及

の実績はなく、今のところAFACSが使用された

事例は、井上らの研究例に限られている。

1　．4．3．画像処理を用いた自動計数技術の問題点

　画像処理を用いた自動計数技術（Magiscanと

AFACS）の問題点としては、

　・画像輝度によって繊維を認識している点

　・深度方向の繊維分布を考慮していない点

　・顕微鏡作業が自動化されていない点

が挙げられる。

　画像輝度は、サンプルの状況や光学系の調整に

よって大きく異なる可能性があるため、一定の基

準として扱うことは難しいと考えられる。

Magisca　nでは最も暗い画素を繊維あるいは混在

粒子の候補として抽出しているが、ダークコント

ラスト方式であってもラティテユードを超える位

相差量がある場合には繊維は白く（明るく）観察

されることもあるため、位相差量の大きくなる太

いアモサイト繊維は見逃す恐れがある。また、

AFACSでは輝度分布が正規分布に従うことを仮

定し、高輝度側で正規分布から乖離した部分を繊

維画素であると見なしているが、正規分布の仮定

の妥当性については疑問が残る。また極めて浅い

焦点深度に対して、繊維は深度方向にそれよりも

広く分布、存在しているため、ある焦点深度で得

られた画像だけでは、その視野の繊維を計数する

には情報量が不十分であるといわざるを得ない。

さらに、計数作業だけでなく顕微鏡操作も測定者

聞のばらつきの一因であり、作業負荷が大きな部

分である。そのため、顕微鏡操作もある程度自動

化されなければ、自動化された装置として市場に

受け入れられるとは考えにくい。

　これらの問題を解決することができれば、測定

者の操作に依存していた計数のばらっきを抑制す

ることが可能になると同時に、作業者の負荷軽減

と作業員確保の負担を緩和することができるeま

た、多視野観察も可能になるため、視野選択によ

る計数のばらつきも抑えることが可能になる。さ

らに、計測内容をすべて電子データで記録できる

ため、トレー・…一サビリティの改善にも寄与すると考

えられる。

3当時、顕微鏡が＄18，000一のところ、ソフトウェ

アが＄106，000・と高価であった。（Baron，　et　al．，1987）
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1．5．本研究の目的

　これまでに述べたように、アスベストの問題は

かつての製造や使用のフェーズから、廃棄のフェ

ーズの問題となっている。今後顕在化する恐れが

あるのは、アスベストを含有した建築資材を使っ

た建築物が、解体される際に大気中への飛散する

問題である。飛散対策を十分に行えば、周辺で極

端な高濃度は出現しないため、対象となるのは比

較的低い濃度領域となる。この低い濃度域を、計

数者個人に依存することなく、ばらっきを抑制さ

せながら、自動的に計数するシステムの開発が期

待されているといえる。

　このような背景を踏まえ、本研究では位相差顕

微鏡を用いたPCM法を自動化する、気中アスベ

スト繊維自動計数システムを開発することを目的

とした。その実現のために、まず多視野観察によ

って抑制できる計数のばらつきを推計する。この

結果から、一般環境レベルで必要となる観察視野

数を明らかにする。

　次に作製された標本を自動的にステージにセッ

トし、視野を移動させ、フォーカスを合わせ、画

像を取り込むという一連の自動化したシステムを

開発する。さらに、得られた画像から画像処理に

よって繊維状物質を計数するアルゴリズムを構築

する。

15
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本章では、多視野観察による精度の改善の可能性について、モンテ

カルロシミュレーションによって計数結果のばらっきを推計し、そ

の結果から様々な濃度において、妥当な精度を保証するために必要

となる視野数を検討する。
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2．1．緒言

　本章では、視野数が計数のばらつきに及ぼす影

響を検証する。多視野観察をモンテカルロ法でシ

ミュレーションし、一般環境レベルの濃度で捕集

されたサンプルを精度よく観察するために必要と

なる視野数を推計することを目的とする。

2．2．PCM法の精度に関する表現

2．2．1．統計学的な誤差表現

　PCM法には誤差要素が多数存在するため、精度

管理は極めて困難な課題であるが、計数操作一般

に、次のような統計学的な誤差表現が可能である。

　捕集されたアスベスト繊維が覆う面積は、フィ

ルタ面積に比べてごく僅かで、フィルタ上にラン

ダムに分布していると考えると、繊維を数える操

作はボアソン過程と考えることができる。そのた

め、計数におけるRSDは計数繊維数をNとする
と、

∫V＝dS

　＝（cq／A．）×αη

　＝・nCVT／πDE2

　Ct　nVT

RSD＝1／｛］V （2．1）

で与えられる（IUPAC，1995）。また、　PCM法で

は、単位面積あたりの繊維数は標本上でばらつき

があるものの、ばらつきの程度は標本上で偏りが

ないことを前提としており、すなわち、単位面積

（観察視野）あたりの平均繊維数は（繊維密度め

は一定とみなすことができるので、捕集繊維数2V

は式2．2で与えられる。

（2．2）

ここで、繊維密度d∬皿m2、濃度C飢、有効ブイ

ルタ面積Aεmm2、フィルタ有効径DE　mm、サン

プリング体積qL、捕集流量γL／min、捕集時間T

mil1、計数視野面積Smm2、視野数n、1視野あ

たりの面積αMm2である。さて式2．1より、計数

繊維数を増やすことで精度が改善すると考えられ、

さらに式2．2より、フィルタの面積や観察視野の

面積は規定の情報であり、濃度は未知の情報であ

るとすると、視野あたりの繊維数を増加させる方

法、あるいは、観察視野数を増加させる方法のど

ちらかでRSDを抑制することができることがわ

かる［井上，ほか，2007］。

　前者は、捕集流量や捕集時間を増やすことで実

現可能であるが、同時に空気中の他の粒子の混入

を助長するため、計数環境を悪化させる恐れがあ

り、また、どれだけ捕集量を増やすことが望まし

いのか、事前に定量的に把握することは困難であ

る。

　一方後者は、多視野観察時の計測者の疲労とそ

れに伴う精度低下が懸念される。しかし、計数プ

ロセスを自動化することによって、計測者の負担

を軽減することができれば、実現可能な選択肢と

なりえると考えられる。例えば、表1．3に示した

標準的な条件（フィルタ径：φ47mm、捕集速度：

10L／皿in、捕集時間：4hr、観察条件：200本以

上あるいは50視野）で捕集を行った場合、異なる

濃度条件下で式2．1と2．2から得られる計数に伴

うRSD（■）を図2．1示した。比較的高濃度領域

（繊維濃度10f／L程度まで）では、約10％のRSD

で計数が可能であるが、それ以下の濃度領域では、

従来の計数条件では大きなばらつきとなることが

わかる。
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図2．1　標準的な計数条件でのアスベスト濃度と統計学的な誤差の関係

標準的な条件として、フィルタサイズ：φ47mm、捕集速度：10　Umin、捕集時間：4

hr、観察条件：200本以上あるいは50視野を想定した。

　図2．1（●）にはそれぞれの濃度における観察視

野数も示している。視野数の上限を50視野と定め

ているため、濃度が低くなると、200fを計数す

る前に視野上限に達していることがわかる。すな

わち、この視野数の上限設定が計数される繊維数

の増加を抑えてしまっているため、低濃度ほど

RSDが大きくなっていると考えられる。濃度が低

ければ低いほど、多視野観察が重要となることが

わかる。

2．22．検出限界と定量限界

　PCM法の検出限界（Detection　Limit）は、　n

視野（通常50視野）観察したときにlfだけ繊維

が存在するときの濃度の95％信頼区間から次のよ

18

うに定められている（式2．3）

作業環境測定協会，2004】。

［JIS，2006］［日本

De亡ection　Limi亡

　＝（2．645×AE）／（α×n×（～）　（2、3）

しかし、定量限界（Quantification　Limit）に関し

ては、これまで十分に議論されておらず、むしろ

検出限界と混同されている例すらみられる。50視

野観察してわずか1fしか存在しないような低濃

度では、50視野の選択方法によって結果が左右さ

れてしまう可能性が高い。視野の選択方法によら

ず、精度が担保されるような定量限界を正しく定

めることは重要である。
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2．3．シミュレーション条件

をランダムに行うことは、各種規定に記載されて

いる［環境省，2007］［日本作業環境測定協会，

2004］。

多視野観察をシミュレーションによって再現す

るために、以下の条件を設定した。

2．3．1．考慮するばらつきの要因

　本シミュレーションでは、多視野観察による観

察繊維数の増加の影響だけを評価するために、「視

野に存在する繊維は正しく計数される」と仮定す

ることにしたeこれによって、試行ごとの計数の

ばらっきは、

　・フィルタ上の繊維分布

　・フィルタ上の視野選択

の二つの要素のばらつきにのみ依存することにな

る。しかし、同時に二つのランダムさを変化させ

ることは合理的ではないので、視野選択のランダ

ムさのみを変化させ、繊維分布のランダムさは固

定することとした。つまり、仮想的に繊維を捕集

した標本（以下・仮想標本）を2種類作成して、

この標本に対してランダムに視野を選択するとい

う試行を繰り返すこととした。なお、視野の選択

2．3．2．観察視野数と試行回数

　観察視野数は現状最大でも100視野であるとこ

ろを、その20倍の2，000視野までの観察を評価す

ることにした。また、試行回数は200回とした。

2．3．3．濃度条件

　現実的な低濃度条件として、10、5、1、O．5、0．1

廿Lの5つの条件を検討することとした。10　t）CLは

敷地境界基準に相当し、0．1肌，は実際の大気環境

水準より少し低い濃度となる。作業環境を除いて、

この濃度レンジを検誘すれば十分であると考えら

れる。

2．3．4．サンプリング条件

　サンプリング操作は、環境省のアスベストモニ

タリングマニュアル匡環境省，2007】（以下、マニ

ュアル）に従うこととしたe概略は表2．1にまと

めた。マニュアルでは、捕集に使用するメンブレ

ンフィルタの直径D　は47皿m（＝有効径DEは

35㎜）であり、その1∫4片を鱗すると定めら

表2．1サンプリング条件

項目 規定値

フィルタ直径D

フィルタ有効径DE

フィルタの分割割合r

フィルタ有効面積A

捕集速度γ

捕集時間T

捕集体積e

観察視野径DF

視野面積a

最大視野数・M

47m皿

351nm

114

240．5皿M2

10　Umin

4hr

2，400　L，

300　pm

O．0707m血2

3，400
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れているため、観察できるフィルタの有効面積AE

は240．5血m2となる。また、観察視野径DFは

300μmであるので、1視野の面積αは0．0707

mm2であり、観察できる最大の視野数Mは理論

的にはおよそ3，400視野となる。しかし、観察視

野が円形であるため3，400視野を観察することは

不可能であり、また、シミュレーションの簡単の

ため、1視野相当面積を持つ正方矩形領域（以下、

仮想視野）を視野として扱うこととした。この仮

想視野の1辺のサイズは、266μmであり、114片

のフィルタの半径上に66個並ぶサイズとなって

いる。

　また、濃度己茸Lの空気を捕集したとき、観察

対象となるフィルタ1∫4片上に存在する総繊維

数NFiは式2．4で与えられる。

lV’Fiニr×　Ci　×q （2．4）

ここで、rはフィルタの分割割合（＝1∫4）、0は捕

集体積←2，400　L）であるので、総繊維数NFiは

濃度Ciの関数となる。

2．4．手法

2．4．1．使用したソフトウェア

　乱数の生成からRSDの計算まですべての作業

はExcel　2007（Microsoft社）にて行った。シミ

ュレーションの詳細は曙崎，2004］などを参考に

した。

2．4．2．仮想視野への配分確率

2．4．2．1均一分布

　PCM法では、単位面積当たりに捕集された繊維

および粒子は、標本上でばらつきがあるものの、

ぱらつきの程度には偏りがないことを前提として

いるeこの状況を以下では「均一分布」と呼び、

この分布に従う仮想標本では、この前提を再現す

るために、すべての仮想視野に等しい確率で繊維

が配分されることにした。この確率Puは総仮想視

野数Mの逆数で与えられる（式2．5）。

Pu＝1／M＝const．
（2．5）

2．4．2．2　中央分布

　一方、現実的には必ずしもフィルタ上の繊維の

分布はランダムになるとは限らず、やや中央に集

中した分布（以下、中央分布）になることが知ら

れている（Lai，　et　al．，　2006）。

　単位面積あたりの繊維数のぱらつき自体が標本

上で偏りが生じ、中央付近に高密度に繊維が分布

するため、ランダムに視野を選択すると、均一分

布に比べて計数結果のぱらつきが大きくなること

が予想される。しかし、現実の捕集状態を理論的

に再現することは困難であるため、ここでは、申

央に集中した現実的な分布を与える確率分布の一

例として、2次元の正規分布（式2．6）を用いるこ

とにした。
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f（x，y）＝、：σ、exp［一（xi：≧2）］（2・6）

x，yはフィルタ中央を原点とする座標系（x≧0

およびy≧0）で、仮想視野の一辺の長さを単位

長さとする。標準偏差σは、中央への集積度合い

を表すパラメータとなる。これを用いて、中央分

布に従う配分確率Pcは式2．7で与えることとした。

Pc＝Pu　Xγxf（x，y） （2．7）

すなわち、均一分布の確率（Pv）に視野の座標に

依存する重み（γxア（x，y））を乗じるものである。

なお、γは確率の規格化パラメータであり、次式

で与えられる。

γ＝1ノΣf（x，y） （2．8）

2．4．3．仮想視野データの作成方法

　次の手順で仮想視野データを作成した。

1．すべての仮想視野に1～3，400までのIDと座

　　標（x，y）を与える。

2．ある濃度Ciにおける、フィルタの1∫4片上に

　　存在する総繊維数NFiを計算する。

3．以下の手順で、ランダムに仮想視野をひとつ

　　選択する。

3．1．均一分布の場合は、1～3，400の整数乱数を

　　ひとつ発生させ、その数字をmに持つ仮想

　　視野をひとつ選択する。

3．2．中央分布の場合は、1～3，400の整数に、中

　　央分布に従う重みを付けた整数乱数をひと

　　つ発生させ、その数字をmにも持つ仮想視

　　野をひとつ選択するe

4・選択された仮想視野に繊維を1本配分する。

5・総繊維数NFiがすべて仮想視野に配分される

　　まで3と4を繰り返す。

2．4．4．選択視野データの作成方法

　マニュアルでは、視野選択はランダムに行うと

記載されている。本シミュレーションでも、ラン

ダムに視野を選択する方法をとった。ただし、選

択された視野が重複しないように注意する必要が

ある。また、乱数で選択視野を都度選択すると、

シミュレーションの記録を保持し、必要に応じて、

再現することが困難になるため、あらかじめ2，000

視野まで視野を選択する試行を200回分の視野選

択データを作成しておくことにした。

　各試行において、重複のない2，000視野を選択

するデータは以下の手順で作成した。

1．

2．

3．

4．

5．

6．

7．

すべての仮想視野に1～3，400のIDを与える。

1～3，400の整数乱数をひとつ発生させる。

2で発生させた乱数がこれまでに発生した乱

数と重複していないか確認するe

重複が確認されたら、2に戻る。

重複していなければ、選択する視野としてそ

の］〔Dを記録する。

重複のない2，000視野が選ばれるまで、2～5

を繰り返す。

2～6を200回繰り返す。

21



第2章　視野数と精度の関係

2．5．結果

2．5．1．総繊維数NF

　各濃度（10、5、1．0．5、0．1肌）で1／4片のフ

ィルタに捕集される総繊維数は式2．3より、6，000、

3，000、600、300、60fとなった。それぞれ、1

仮想視野あたりの繊維密度は、1．8、0．88、O．18、

0．088、O．018　fi仮想視野となる。濃度0．1　ffLでは、

100視野観察しても2本の繊維を観察できるかど

うかという非常に低い捕集密度であることがわか

る。

2．5，2．フィルタ上の繊維分布

　繊維の捕集分布が均一分布に従う場合のフィル

タ上の繊維分布を図2．2～2．6に示した。■で表現

された仮想視野に繊維が配分されており、その色

が濃いほど仮想視野あたりの繊維本数が多いこと

を示している。

　同様に、繊維の捕集分布が中央分布に従う場合、

za度　1　enで標準偏差σをフィルタの有効半径の

1／2、1／3、1／4とした場合の繊維分布を図2、7－・2．9

に示した。図2．4の均一分布の1ψLのケースと

比べると、σ＝1／2は均一分布と類似しており、標

準偏差σが小さくになるにつれて中心部に集ま

る傾向が確認できた。標準偏差σ＝1／4では、ほ

とんど中心部に配分されてしまうため、以降の解

析では正規分布を用いる場合、これら3つの中で、

均一分布とは異なる現実的な分布の例としてσ＝

ll3を利用することとした。改めて、標準偏差σ＝

1／3の場合の繊維分布を図2．10～2，14に示した。

図2．2　フィルタ上の繊維分布（均一分布：10肌）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章　視野数と精度の関係

　　　　　　　　　　　Random　distribution：5［f／L］

　　口田
P°
　　　　　　　e，
；三．礼　　・・
　　　　　　　　　‖。
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図2．3　フィルタ上の鋤唯分布（均一分布：5∬L）

　　　　　　　　　Random　distribution：1【f／Ll

図2．4　フィルタ上の繊維分布（均一分布：1肌）
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Random　distribution：0．5［f／L］

図2．5　フィルタ上の繊維分布（均一分布：0．5肛）

　　　　　　　　　　Random　distribution：0．1［flL】

図2．6　フィルタ上の繊維分布（均一分布：0．1frL）
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Normal　distribution（σ＝1／2）：1［f／1】

図2．7　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ＝U2，1　fiL）

　　　　　　　　　　　　Normal　distribution（σ＝1／3）：1［f／L］

墨≒

図2．8　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ；113，lfγL）
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Normal　distribution｛σ＝1／4｝：1【f／L］

　　0　　1　　2　　3　　4　　5

頃　　　　　田

　　　　唱
　　　　　　垣　■
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ロ

・、㌔・㌔　：

図2．9　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ＝　V4，1肌）

Normat　distribution（σ＝1／3｝：10［f／L：

　　　■

　　　ficF｝

　♪
．■訪

図2．10　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ＝1’3，10登L）
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Normal　distribution（σ＝1！3）：5［f／L］

吋』 S　‘。

　　』x　四■

　　　　　　　　謡．．

　　　　　　　　　　　渡

　　　　　　　　　　踏壬1“

図2．11　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ＝　V3，5　t7L）

　　　　　　　　　　　Normal　distribution　｛σ　＝1／3）：1【f／L］

　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　’1

’■・．

Y耐
■・

　オ

t

図2．12　フィルタ上の繊維分布（中央分布：o＝1∫3，1m⊃（図2．8再掲）
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Normal　distribution（σ＝1／3｝：O．5【f／L］

図2．13　フィルタ上の繊維分布（中央分布：σ＝　II3，　O．5　frL）

Normal　distribution（σ＝1／3｝：0．11f／L1

図2．14　フィルタ上の繊維分布（中央分布：o＝113，　O．1旺）
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25．3．視野数と繊維数の関係

　繊維の捕集分布が均一分布に従う場合の、視野

数と繊維数（累積値）の関係を図2．15に、中央分

布（σ＝113）に従う場合を図2．16に示した。横軸

に視野数、縦軸に繊維数をとり、200回の試行す

べてをプロットしてある。仮定した分布によらず、

濃度が高いほど同じ観察視野数における観察繊維

数のばらつきが大きくなっている。また、同一濃

度、同一観察視野数で比べると、均一分布に比べ

て中央分布を仮定した方が、観察繊維数のばらつ

きが大きくなっている。

2．5．4．視野数と繊維数のRSDの関係

　繊維の捕集分布が均一分布に従う場合の、視野

数と繊維数のRSDの関係を図2．17～18に、中央

分布に従う場合を図2．19～20に示したeRSDは、

200回の試行における繊維数の標準偏差を繊維数

の平均で除したものである。横軸に視野数、縦軸

にRSDをプロットしたが、仮定した分布によらず、

低濃度ほど少視野数でのぱらつきが多い結果とな

っている。また、300視野程度までの少視野数の

領域で、．RSDは濃度と仮定した分布によらず急激

に減少しているe一方、300視野を超えると、そ

れほど大きなRSDの減少は見られなくなってい

る。

　さらに、高濃…度（5あるいは10frL）かつ100

視野程度までに限ってみると、均一分布に比べて、

中央分布を仮定した場合の方が、RSDが大きくな

っている。一方、低濃度（1　f7L以下）ではこのよ

うな傾向は見られなかった。
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図2．17　繊維数のRSDと視野数の関係（2，000視野：均一分布）

100

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－10［f／L】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－5［f！L］

80　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－1［f／L］
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－05［f／L1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　0　1　［f／L】

60

40

20

1：L
　　　　50　　100　　　　　　200　　　　　　300　　　　　　400　　　　　　500

　　　　　　　　　　　　0bseved　Field［一】

　図2．18　繊維数のRSDと視野数の関係（500視野：均一分布）
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図2．20　繊維数のllEIDと視野数の関係（500視野：中央分布：σ＝1／3）
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2．6．考察

2．6．1．濃度と必要視野数の関係

　すべての視野を観察し、視野選択による計数結

果のばらつきは考慮する必要がなくなることが理

想的である。しかし、全3，400視野を観察するの

は、たとえ機械化・自動化されたとしても容易で

はない。計数のばらつきに対してある程度の許容

範囲を設けて、その範囲にぱらつきが抑えられる

ような視野数と濃度の関係を検討する必要がある。

　ある測定値に対するばらつきの許容度は一般に

定量限界として議論される。IUPACは、定量限界

（Quantification　Limit，　Lelについて次のように

述べている（rUPAC，1995）。「Quantification

Limitは仮説検定ではなく、相対標…準偏差（RS］〕）

で与えられる。つまり、あるレベルLにおける平

均的なぱらつきが一定以下であることによって

Quantification　L血itが決定される。

Lq＝kq　Oq
（2．9）

σQはそのレベルでの標準偏差、kqは乗数であり、

この乗数はRSDの逆数に一致する。IU？ACのkq

に関する規定値は10である」。このようにPCM

法の定量限界をRSDが10％となる濃度である

考えると、図2．17～20から明らかなように、濃度

によって必要となる視野数が大きく異なる。例え

ば、均一分布を仮定する場合、各濃度が定量限界

を満たすために必要な視野数は、濃度10肌では

100視野、濃度5　i）CLでは200視野、濃度1　fXlaで

は600視野、濃度O．5　tn）では1，400視野、濃度

0．1肌に至っては、2，000視野観察してもRSD

は10％を下回ることはない。また忘れてならな

いのが、このシミュレーションでは存在する繊維

はすべて正しく計数されると仮定していることで

ある。実際の観察では、さらに計数結果はばらつ

くことになるので、さらに必要な視野数は増加し

てしまう。また、現実的に目視で観察可能な視野

数は100視野程度であると考えられている

（National　Occup　ational　Health　and　Safety

Com血issi岨，2005）ので、100視野の観察でRSD

が10％を下回る濃度は敷地境界基準と同程度の

10nであり、これより低濃度の環境の測定には

適していないことになる。

　一方、NIOSHのstandaエd　methodではRSD

は20％を満たすべき水準としている（NIOSH，

1995）。環境庁（当時）［環境庁，1989】も同様な通

達を出している。20％であれば、必要となる視野

数はもう少し現実的になる。均一分布を仮定する

と、各濃度が定量限界を満たすために必要な視野

数は、濃度10　fVLでは15視野、濃度5　f7Lでは30

視野、濃度1　i7Lでは100視野、濃度0．5肌で

は300視野、濃度0．1frLでは1，000視野程度の

観察がそれぞれ必要になるeつまり、許容される

RSDが20％であれば、濃度1frL程度までは定量

可能と考えることができる。

　このように、許容されるRSDの与え方によっ

て、目視による観察における現実的な定量限界は

変化しうるが、20％と考えても、大気環境で観測

されるようなO．5　tiCL程度の低濃度の計測には適し

ていないことがわかる。低濃度であっても、多視

野観察することで、ばらつきを抑えることが可能

であるので、多視野観察を可能にする装置・シス

テムが必要であると考えられる。

2．6．2．少視野数かつ高濃度条件でのばらつき

　図2．18と図220を比較するとわかるように、

高濃度、（5あるいは10　fiL）かつ100視野程度ま

でに限ってみると、均一分布に比べて、中央分布

を仮定した場合の方が、RSDが大きくなっている。

これは、仮想視野あたりの繊維数のぱらつきによ

るものだと考えられる。図2．21に各濃度における

仮想視野あたりの繊維数の標準偏差を示した。低

濃度では、仮定する分布によらず標準偏差に大き
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な違いは見られないが、高濃度では中央分布を仮

定した方が、標準偏差が倍程度大きいことがわか

る。少視野数ではこのばらつきが平準化されない

ため、中央分布を仮定した方が計数のばらっきが

大きくなっている。逆に、低濃度ではどちらの分

布を仮定しようとも、計数結果に違いはなく、繊

維分布の形状には依存しないことがわかる。

2．6．3．視野選択方法

　本章では、視野の選択方法はPCM法の規定に

従いランダムに選択することとした。しかし、こ

れまでに述べたように、フィルタ上の実際の分布

が、中央ほど繊維密度が高くなるような分布であ

るならば、すなわち、「単位面積当たりに捕集され

た繊維および粒子は、標本上でばらっきがあるも

のの、ばらつきの程度には偏りがないこと」とい

うPCM法の前提が成り立たないならば、視野選

択方法も検討の必要がある。しかし、ここでは多

視野観察時の統計学的な計数のばらつきのみを解

析の対象としたため、視野選択方法については検

討を行わなかった。今後の課題であるといえる。

2．7．結言

　本章では、多視野観察による精度の改善の可能

性について検討した。モンテカルロシミュレーシ

ョンによって計数結果のばらつきを推計し、さま

ざまな濃度において、視野数と計数のばらつきの

指標となるRSDの関係を整理した。その結果、現

行の最大観察視野数である100視野程度の観察を

前提として、許容されるRSDをIUPAC同様10％

とすると、目視観察によって定量可能な濃度はお

おむね10肌程度であった。また、もう少し緩や

かな基準（20％）を設けているNIOSHや環境庁

に従うとしても、定量限界は1班n程度であるこ

とが明らかになったe実際の大気環境で観測され

るような、低濃度サンプルの計測には300視野あ

まり多視野観察が必要であり、観察者の疲労の影

響を受けない機械化・自動化が必要であると結論

付けられた。
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図2．21　仮想視野の繊維数密度の標準偏差
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第3章 自動標本観察システム

　本章では、PCM法における顕微鏡操作と撮像操作を泊動化する、自

t動標本観察システムの開発を行った。　　　　　　一　／・　C
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3．1．緒言 3．2．システムの概略

　これまでに、PCM法を自動化する試みはいくつ

か存在しているが、いずれも顕微鏡に接続したビ

デオカメラやCCDカメラで撮影し、得られた画

像をコンピュータで自動計数することを目的とし

たもの（Baron，　et　al．，1987）　（lnoue，　et　aL，

1998）であって、画像を得るまでの顕微鏡操作を

自動化した事例は見当たらない。主要なアスベス

ト繊維であるクリソタイルを例にとると、PCM法

の主要な誤差要因は、繊維の見落とし（Over呂ight）

であり、その寄与は78．3％と非常に大きく（Pang，

2000）、視野内の繊維を正しく認識するための、正

確な顕微鏡操作が重要であると考えられる。多視

野観察を可能にするには、視野を適切に移動し、

フォーカスを調整し、画像を撮像するという顕微

鏡操作全体を自動化する必要がある。

　本章では、PCM法による多視野観察を可能にす

るために、顕微鏡操作を自動化した自動標本観察

システムの開発を目的とした。この自動化によっ

て、目視観察の計測者の負担を軽減し、多視野観

察時にも顕微鏡操作の熟練度に由来する計数のば

らつきを抑制することが可能になると期待される。

　なお、本章ではPCM法の自動化に係る部分に

ついてのみ触れ、分散染色法に係る部分の詳細は

Appendixにまとめた。また、サンプルの捕集およ

びスライドの作成手順は、本論文の目的とする自

動化の対象からは外れるため詳述していない。

　本システムのプロツク図を図3．1に、全体図を

図3．2に示した。また、採用したハードウェアは

表3．1にまとめた。なお装置のアセンブルは、当

該分野に実績のある企業に4依頼した。

　本システムに用いた位相差顕微鏡は、ニコン製

位相差顕微鏡ECLIPSE　80i　TP・DPH（以下、位

相差顕微鏡）である。位相差観察用対物レンズに

は、ニコン製CFI　Plan　Flour　DM　40XおよびCFI

PIan　Flour　DLL　40X（以下、対物レンズ）を用い

た。位相差顕微鏡に接続したCCDカメラは、フ

ローベル製3CCDカメラADP－240（1∫3型、有

効画素1024（H）×768（▽）×3、皿DS接続、以下、

CCDカメラ）である。

　位相差顕微鏡のフォーカス制御にはフローベル

製AFコントローラAF・σD（以下、　AFコントロ

ーラ）を用いたe搭載したCCDカメラの映像信

号はMコントローラを経由して、画｛象取得のた

めにMatrox社製キャプチャーカードMeteor

II　Digita　1　METE　OR2DIG64L（以下、キャプチャ

ーカード）に入力される。AFコントローラは入力

された映像信号をもとに、合焦点位置を計算し、

顕微鏡粗微動ダイアルに装着されたモーターをコ

ントロールし、合焦点位置ヘステージを移動させ

る。

　合焦点位置が決定した後、この再びモーターを

駆動し、焦点位置を挟む一定範囲をスキャンし、

複数枚の画像を深度方向に一定間隔で取得し、深

度合成画像（後述3．3．4節）を作成する。

　また、アスベスト標本を効率的に多数観察でき

るように、標準プレパラートが2枚装着可能な専

用サンプルホルダ（図3．3）を作製し、中央精機製

MSS・50Aを位相差顕微鏡に装着できるように改

4王子計測機器株式会社
htt　p：／twwvv：．　Oji・keisoku．co．jp∫
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造したステージ（以下、自動XYステージ）を用

いた。さらに、自動XYステージ上の標本を自動

的に入れ替えるためのオートローダを開発した。

第3章　自動標本観察システム

なおこれらのシステム全体は、開発した専用の制

御ソフトウェアによってコントロールされる。

1

一＿一⊥ iF

．←－

図3ユ標本観察ユニットの概略図

　　　（A～Jは表3．1に対応）
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図3．2　自動標本観察システムの全体像（左：オートローダ、右：その他全体）

　　　図3．3　サンプルホルダ拡大図

スライドが2枚搭載可能になるように改造されている．
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表3．1自動標本観察システムに用いた装置

装置名 メーカ 型番ほか

A位相差顕微鏡

B対物レンズ

C　3CCDカメラ

　オートフォーカス
D
　コントローラ

Eキャプチャーカー一・　”

F　XY自動ステージ

　XY自動ステージ
G
　コントローラ

Hサンプルホルダ

1　オートローダ

　オートローダ
」

　コントローラ

K自動回転アナライザ

　自動回転アナライザ
L
　コントローラ

Nikon

Nikon

フローベル

ECLIPSE　80i　TP－DPH

CF工Plan　Flou正DM　40X

および、CFI　Plan　Flour　DLL　40X

ADP・240（113型、有効画素1024（H）×768（V）

X3、　LV工）S接続）

フローベル　　AF・σD

Matrox

中央精機

中央精機

独自開発

独自開発

独自開発

独自開発

独自開発

Meteer　II　Digital

　　　METEOR2DIG64L

MSS・50A

QTCM2

標準プレパラート2枚装着可能

標準プレパラート40枚装着可能（サンプルホ

ルダ20段）
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3．3．システム構成要素の詳細

3．3．1．分解能（対物レンズとCCDカメラ）

　位相差画像を用いて自動計数するには、高コン

トラストな画像であることが求められるため、対

物レンズには、標準搭載の目視観察に適したDLL

レンズだけでなく、より高コントラストな観察が

可能なDMレンズも搭載した。

　位相差顕微鏡は、標本の位相差量を光の干渉を

利用して明暗のコントラストに変換して観察でき

る顕微鏡である。位相差量に応じて物体を黒く（暗

く）見せるダークコントラスト方式と、逆に物体

を白く（明るく）見せるブライトコントラスト方

式があるが、本システムではダークコントラスト

方式を採用した。ダークコントラスト方式は、目

視による観察では一般的に用いられている方式で

あるeダークコントラスト方式は、対物レンズに

おける直接光の吸収量の違いで、D肌、　DL、　DM

の3種類の対物レンズを選択できる。標本の位相

差量が増加するに従い像の暗さも増すが、ある限

度を越すと逆に像が明るくなるため、標本の位相

差量に制約を受ける。この位相差の許容量はラテ

ィテユード（latitude）と呼ばれる。それぞれの位

相差対物レンズは、一般的コントラストのDLLレ

ンズ、中間的コントラストのDLレンズ、高コン

トラストのDMレンズというコントラスト特性を

持つ。DLLレンズはコントラストとラティテユー

ドがよくバランスしていて、ラテイテユードは低

域および中域の物体をカバーし、位相物体5だけで

なく振幅物体6にもかなりの適応性があるため、一

般的な位相差物体の観察に適している。DLレン

5位相物体は，光が侵入すると、透過光の強度は変わらず、

位相のみが変わる無色透明な物体。生細胞は位相物体の代

表的な例。光学的等方体とも。

6振幅物体は∴光が侵入すると光が吸収されたりして光の

振幅が変化する物体e不透明な物体や染色した標本が相当。

振幅物体は明視野観察で観察可能。吸収物体あるいは光学

的異方体とも。

ズはDLLレンズに比べて少しコントラストを上

げた性能になっていて、ラティテユードは中間的

である。DMレンズはコントラストがやや硬調で

ラティテユードが狭くなっており、低位相差の観

察に適している。具体的には、DMレンズでは1／8

波長、DLL　L！ンズでは1∫4波長を超えると、コン

トラストが反転して、黒く見えていたものが曰く

飛んだようになって、観察を妨げる。

　一般にアスベスト測定における位相差顕微鏡で

の観察は、サンプルにあわせて、位相差対物レン

ズのコントラストを選択することが重要である。

図3．4上側がDMレンズ、下側がDLLレンズを

用いたときの同一視野（クリソタイル）の画像を

示した。とりわけ細い繊維において、DMレンズ

で取得した画像が高コントラストであることがわ

かる。空気中の浮遊繊維測定の場合、太く粗大な

繊維は浮遊しにくいので、おのずと測定対象が微

細繊維に絞られるため、DMレンズがもっとも適

している。したがって、本システムでは既定の対

物レンズとしてはDMレンズを用いることとした。

　さて、この対物レンズの理論分解能Rは、開口

数ハrAがO．75であり、光の波長を550皿E（緑）

とするとR＝O．37pmである。これに遜色ない分

解能を有するCCDカメラが必要であるが、本シ

ステムで採用したCCDカメラの分解能は0．116×

0．116pm／piXe1（正方画素）となっており要件を

満たしているe

　なお、本システムで採用した3CCDカメラ

ADP240以外にも、フローベル製超高感度

EM－CCDカメラADT　100（以下、高感度CCD）

も検討した。高感度CCDは2「3インチ正方画素型

フレ三ムトランスファー型CCD固体撮像素子

（TI社インパクトロンCCD）を使用し、通常の

撮影から最大1600倍の超高感度画像データを10

bitデジタル出力することが可能である。また、

ADP・240に比べて視野が縦横それぞれ2倍、面積

で4倍に拡大される。

　図3．5に高感度CCDによるサンプル画像（クリ
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図3．4　対物レンズの比較（上：DM、下：DLL）

　　　　　　　　　　　41



ソタイル）を示した。本研究開発において十分な

仕様であり、視野も広がるメリットはあるが、モ

ノクロであるため、分散染色への転用ができない。

また、アスベスト認識に必要な輝度領域は現状の

ADPでも十分であるとの判断から採用にいたら

なかった。今後システムをPCM法に限定し、さ

らに感度を高めるシステムを構築するときには候

補の1つである。

第3章　自動標本観察システム

　さて、JIS［JIS，20061では、　HSEtN：PL検出限

界試験用スライド（（｝uen，　et　al．，1984）のグルー

プ5以上が観察できる者に行わせるとよい、とさ

れているが、同スライドを本システムで実際に観

察したところ、グループ6のラインまで観察可能

であり、十分な分解能を有している（図3．6）。

図3．5超高感度カメラによるサンプル画像（クリソタイル）
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　　　　　図3．6HSEiNPLスライドのグループ6の撮像例

対物40倍レンズ（DMレンズ）でHSE／NPLスライドのNo．6グループ（0．34　pm間隔）

を撮影したもの。粒子の重なりによって見えにくい部位もあるが総じてNo．6のラインが

観察できている。

3．3．2．自動XYステージ

　単位面積当たりに捕集された繊維および粒子は、

標本上でばらつきがあるものの、ばらつきの程度

には偏りがないことを前提に、環境省や日本作業

環境測定協会の手順では、観察視野の選定は、ラ

ンダムに視野を選択することとされている［環境

省，2007］　［日本作業環境測定協会，2004］。一方、

現実にはフィルタの辺縁部では単位面積当たりの

繊維密度は減少してしまうことを考慮すべきだと

いう指摘もある（Lai，　et　aL，2006）。本研究では既

存の視野の移動方法や選択方法の是非は議論しな

43

いが、今後の議論を可能にするためにも、自動観

察システムでは定型の視野移動パターンを与える

だけでなく、観察位置をステージ上の座標として

任意に与えることができるように実装する必要が

ある。

　ab　3eo　pmの観察視野を移動させるには、少なく

とも数百pm程度の距離を速やかにかつ精度よく

移動することが必要である。本システムに搭載し

た自動XYステージの最少移動距離は1pm、最

大移動速度は8，000μmlsであり、観察視野の移

動には十分な精度・速度を持ち合わせている。ま
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た、専用のソフトウェア（3．4．7節にて詳説）を開

発し、論理原点の設定、論理原点への移動、マイ

クロメートル単位でのステップ移動、観察する視

野を任意に座標指定することが可能となっている。

また、ジョイステtックによる操作も可能であり、

ステージの移動速度は5段階（8000，4000，2000，

1000，500pm／s）に設定可能である。顕微鏡操作

に不慣れな計数者であっても、ジョイスティック

を使用すれば、適切な視野制御が可能となる。

3、3．3．オートフォーカスのアルゴリズム

　ステージの深度方向（Z方向）の移動範囲に対

して、現在PCM法で用いられている位相差顕微

鏡の焦点深度はわずか0．5pm程度7と非常に浅い

ため、繊維が存在する深度に適切にフォーカスを

調整することは最も技量を要する操作である。こ

の操作を自動化することができれば、計測者間の

技量のぱらつきを抑制し、精度の向上に大きく寄

与すると考えられる。

　本システムでは、AFコントローラに搭載された

機能によって合焦点が実現されている。そのアル

ゴリズムは以下の通りである。通常、画像情報に

よる合焦点位置は、各画面において画像コントラ

ストを計算し、コントラストがピーク（極大）と

なる位置をサーチすることで算出されているeコ

ントラストカーブの概念図を示した（図3．7上）。

ここで、コントラストとは画像中の輝度の分散値

に相当する。通常、コンパクトデジタルカメラな

どでは、被写界深度が深いため、フォーカス領域

のコントラストカーブは単峰性のプロファイルを

持つことが多く、すべての領域を詳細にサーチす

ることは速度面において現実的ではない。高速に

動作をさせるために、ラフにピーク位置を検出（＝

ラフサーチ）し、次に検出位置周辺を詳しく検出

（＝詳細サーチ）する方法が使用されている。

　このように、コントラストピークが高々1つの

場合には、ラフサーチで一つ目のピークが検出さ

れれば、それ以降の領域をラフサーチする必要が

ないため、高速動作が実現可能となるeしかし、

アスベストの位相差顕微鏡画像では、そもそも繊

維が視野に占める割合が小さいのでピークが低く

なり、むしろフィルタの透明化処理に起因する地

模様やハローなどが、無視できない大きさの画像

ノイズとなって観察される（図3，7中）。複数のピ

ークを適切に認識してフォーカスを調整する必要

があるe

　そこで本システムでは、メーカから公開されて

いるAFコントローラのAPI（ApPlication

Programming　lnte曲ce）を用いて、サーチ開始

位置から・20～10μmという広い範囲すべてを2μm

ごとにラフサーチし、正しい繊維のコントラスト

ピーク位置を検出した上で、そのピーク検出位置

から・3－3μmの範囲を02μmごとに詳細サーチ

するよう改良を行った（図3．7下）。また、ピーク

が検出されない場合には、3回までサーチを繰り返

す設定になっている。ラフサーチを十分に行うた

め、フォーカス位置を検出する速度は犠牲になっ

てしまうが、より確実に合焦点位置が検出するた

めの対策となっている。

？本システムの光学系の焦点深度（」Oo冗Depth　of　Focus）

は次式で与えられる。

　　DoF　＝＿座＿＋　n
　　　　　2　NA2　　　　　　　　7　NAXM

nは対物レンズと試料の間の媒体の屈折率（空気ならば＝
1）、Aは光源波長（通常・550　nm）、2VAは開口数、　M
は対物レンズの倍率である。［野島，2004］
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コ

ン
上

フ
ス
ト

1

2nd．詳細サーチ

ラフサーチ

コ

ン
上

つ
ス
ト

　　　　　　Z軸位置

背景のコントラスト

　　　ピーク

2nd．詳細サーチ

1st．ラフサーチ

Z軸位置

繊維のコントラスト

　　　ピーク

：コ

ン

b
つ
ス
ト 2nd．詳細サーチ

1st．ラコサー手

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z軸位置

　　　　　　　　　　　　　　　　図3．7　コントラストカ・一一pブ　　　　　　　、

上：通常の単峰型のコントラストピークa中1アスベスト画像に特有なコントラストピークe高い本来のコント

ラストピーク位置のほかに背景のコントラストピーク位置が存在する。下：改良したコントラスFサーチアルゴ

リズム。できるだけ広い範囲をラフサーチすることで、繊維本来のコントラストピークを認識するよう工夫した。
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3．3．4．深度合成アルゴリズム

　ォートフォーカスではフォーカス領域全体の情

報、すなわち、輝度の分散に基づいて画像全体の

焦点が最適となるような合焦点位置を決定する。

しかし、アスベスト測定用の対物レンズの焦点深

度は0．5pmと非常に浅く、ある繊維をある焦点

深度で観察したとき、焦点の合っている部分と合

っていない部分が存在することになる。そのため

実際の目視観察では、観察されるべき繊維の全体

を把握するためにステージを常に上下させている。

しかし、CCDから得られた単一焦点深度の画像に

は、焦点のずれによる画像の「ぼけ」を生じるた

め、アスベストのような極めて細い繊維の計数に

おいて、長さや幅の誤差要因となることが懸念さ

れる。つまり、画像処理によってアスベスト繊維

を自動計数するためには、ある視野における合焦

点位置の画像だけではなく、その上下の深度に存

在する繊維も含めた画像（以下、深度合成画像）

を合成する必要がある。

　そこで本システムでは、以下に述べる手順で深

度方向に複数の画像を合成することにした。まず、

AFコントローラによる合焦点位置を中心に、深度

方向に02pm間隔でXYステージを移動させ、

同一視野で焦点位置の異なる画像30枚を取り込

む。画素ごとの30枚の画像における輝度変化は、

合焦点位置画像が白点（明るい点）であれば極大

値、合焦点位置画像が黒点（暗い点）でれば極小

値となる。したがって、画素ごとに極致を抽出し、

その部位から画像を新たに合成することにより、

視野内すべての位置で合焦点が達成された画像が

合成される。なお、30枚の画像をコンピュータ側

に取り込んだ後、深度合成処理は顕微鏡とは独立

にコンピュータ側で実行される。

　深度合成の一例（視野の抜粋）を図3、8に示し

た。画像（1）～（7）は深度合成のプロセスで得られた

画像の抜粋である。画像（4）はオートフォーカスに

て得られたフォーカス位置で得られた画像であり、

画像（1）～（3）は合焦点位置の上側、画像（5）～（7）は

合焦点位置の下側、それぞれ0．8μm間隔の画像

の抜粋となっている。画像（4）では中央の太い繊維

にフォーカスが合っているが、その下にある細く

小さい繊維には合っていないため、画像（4）からこ

の細い繊維を正しく計数することは困難である。

一方、この細い繊維にフォーカスが合っているの

は画像（2）であり、これらの画像を含めて深度合成

で得られた画像が画像（8）である。中央の太い繊維

だけでなく、細い繊維にもフォーカスが合ってい

ることわかる。このように合成された画像を対象

とすることで、単一画像で深度方向に繊維分布を

持つ標本の自動観察が可能になる。この画像合成

技術は、繊維の見落としを防ぐ上で、非常に有用

である。

3．3、5．オートローダ

　通常の顕微鏡のステージには1枚しか標本を装

着できないため、連続して多数の標本を観察する

ことができない。自動観察システムとしての利点

を生かすためには、ステージに装着されている標

本を自動的に交換する仕組みとして、オートロー

ダの搭載が必要である。

　オートロ・一ダは顕微鏡のステージ形態に依存す

る装置であるため、本システムでは、自動XYス

テージに装着できるオートローダユニットを独自

開発した。オートローダユニットは、2枚のプレ

パラート保持可能な支持体を20枚装着すること

ができる。つまり全ての支持体にプレパラートを

セットすることにより最大40枚の標本を自動的

に交換、連続観察ができることにとなる。

　支持体を固定するチャックの開閉、ステージの

移動などの基本動作はオートローダコントローラ

内にあるPLC（Programmable　］Logic　Controller）

にて制御を行っている。このPLCにPC上で起動

するコントロー一…一ルプログラムが指令を与えること

により、決められた動作を行う。さらに、このコ

ントロールプログラムを計測ソフトウェアから制

御することにより、所定の支持板をXYステージ
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（1）

（3）

〈5）

〈7）

（2）

（4）

（6）

（8）

　　　　　　　　　　　　　　　　図3．8　深度合成の実例

深度合成のプロセスで得られる画像のうち0．8μmステップの画像と深度合成画像を示した。4はオートフ

ォーカスによる合焦点位羅の画像であり、1－－3はこれより浅い位置（上旬、5－－7はこれより深い位置（下

側）で得られた撮影された画像である。また、8は深度合成によって得られた画像である。
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上に装着することが可能となっている。オートロ

ー一・ _の詳細な仕様・設計はAppendixにまとめた。

3．3．6．制御ソフトウェア

　本システムは、複数の装置を組み合わせている

ため、統合的な制御を実現する仕組みが必要であ

る。本研究では、システム全体を制御するための

ソフトウェアも開発した。ソフトウェアのメイン

ウィンドウ（図3．9）には、観察視野以外に、AF

コントローラの制御、自動XYステージの制御な

どがインタラクティブに実行できるように実装さ

れている。このソフトウェアを使うことで、計測

者は、一切顕微鏡に触れることなくリモートでア

スベスト観察が可能となる。つまり、接眼レンズ

を覗いた姿勢を長時間継続する必要はなく、通常

のデスクワーク同様に、マウスとキーボードの操

作だけでアスベストの観察が可能であり、作業効

率の改善が期待できる。

　　　　　　　　　図3．9　制御用ソフトウェアのメインウィンドウ

ハードウェアのパラメータ設定から、観察操作までをこのソフトウェアによって実行可能になっている。
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3．4．システムの検証

3．4．1．オートフォーカスの精度検証一石綿クロ

　　　スチェック試料の場合

　オートフォーカスの精度を検証するために、日

本作業環境測定協会が行っているアスベスト計数

の精度管理事業で用いられている試料（以下、石

綿クロスチェック試料）を用いて、オートフオー

カスの精度を検証した。この試料には、クリソタ

イルと模擬建材粒子が捕集されており、クリソタ

イル繊維は5pm程度より長いものは概ね除外さ

れているため、現実的な試料となっている。クロ

スチェックのために、異なる計数者が同一視野を

観察できるようにガイド（図3．10）が印刷された

特殊なカバーグラスを使用しており、50視野の特

定が可能となっている。

　この試料5サンプル（A～E）を用いて、以下の

手順でオートフォーカスの精度を検証した。

　1）ガイドによって指定された50個の視野に順

　　　に視野を手動で調整する。

　2）オートフォーカスを行い、アルゴリズムに

　　　よってコントラストピークが認められフォ

　　　ーカス位置が特定できた場合を成功、フォ

　　　ーカス位置が特定できなかった場合を失敗

　　　として記録。

　3）同視野に目視によるフォーカス調整も行う。

　4）オートフォーカスと目視フォーカスの結果

　　　から、次のように結果を分類。

塵皇⊥：

　オートフォーカスが成功判定され、実際

に正しく繊維にフォーカスされているもの

1iklZLZ：

　オートフォーカスは成功判定されたもの

のフォーカス領域内の粒子などにフォーカ

スが寄ってしまいフォーカスに少しずれが

認められるもの。

失敗ユ：

　オートフォーカスが失敗判定されたもの

のうち、目視でフォーカス調整した際に当

該視野に繊維が存在しなかったもの。

圭kSL2：一

　オートフォーカスが失敗判定されたもの

のうち、目視でフォーカス調整した際に当

該視野に繊維が存在したもの。

「失敗1」はフォーカス対象が存在しないため、

アルゴリズム上は正しい失敗と位置づけられるの

で、オートフォーカスの本質的な失敗は「失敗2」

である。

　検証の結果を表3．2に整理した。成功判定され

たもの（成功1＋成功2）は250視野中222視野

であり、失敗判定されたもの（失敗1＋失敗2）は

わずか28視野であった。成功判定されたもののう

ち、正しくフォーカスされたもの（成功1）は192

視野で、少しフォーカス位置にずれが認められた

もの（成功2）が30視野あった。また、失敗判定

されたもののうち、視野中に繊維が存在したもの

（失敗2）は6視野にとどまり、残りの22視野は

実質的な成功（失敗1）であった。このように、

成功1、成功2、および失敗1を合わせると、9割

の視野でオートフォーカスの成功したみなすこと

ができる。本システムオートフォーカス機構は石

綿クロスチェック試料には十分な精度で動作する

ことが確認されたといえる。また、オートフォー

カスの検索範囲は、ラフサーチが30μ1n、詳細サ

ーチが6μmとしているが、この検証結果からは

妥当な検索範囲設定であったとみなすことができ

る。
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φ　300　pm

rt／＿

／

　　　　　　　図3．10　クロスチェック試料の視野ガイド

長方形の2隅を丸くカットしたものが複数並んでおり、カットされた部分で囲まれる点

　線の円内がφ　300　pmに相当し、観察位置を特定することが可能となっている。

表3．2　石綿クロスチェック試料によるオートフォーカスの検証結果［視野数1

AF成否 A B C D E 合計

AF成功
49 38 42 45 48 222

成功1　　　35　　　36　　　38　　　38

成功2　　　14　　　2　　　4　　　7

45　　　　192

3　　　　　30

AF失敗
1 12 8 5 2 28

失敗1　　　0

失敗2　　　　1

3

9

3

5

0　　　　0　　　　　6

5　　　　　2　　　　　22

　AF成否は、アルゴリズムによる判定結果による。1と2の分類は次の通りe成功1は、目視

によるフォーカスと一致するもの。成功2は、目視によるフォーカスとはずれが見られるもの。

失敗1は、視野中に繊維が存在したもの。失敗2は、視野中にフォーカスの対象となる繊維が

存在しないもの。
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3．4．2．オートフォーカスの精度検証一除去現場

　　　サンプルの場合

　吹き付けアスベストの除去現場でサンプリング

されたサンプルに適用した。サンプリング場所は、

a）除去作業は終了しており隣接する部屋で除去

作業が行われている地点、b）除去作業中の部屋で

セキュリテイゾーンに近く、空気の取り込み側に

あたり作業中であっても比較的濃度の低いと想像

される地点、C）除去作業前の部屋で除去作業中の

部屋には隣接しているが、b同様にセキュリティ

ゾーンに近く濃度は低いと想像される地点、d）セ

キュリティゾーンの外（建物内の廊下部）の4地

点である（図3．11）。除去作業中は液体が散布され、

極度の濃度も高くなり捕集には適さないので、作

業の休憩時間を選んでサンプリングを行った。そ

れぞれのサンプリング地点での捕集条件は表3．3

にまとめた。高濃度が予測されたため、あらかじ

め捕集量は少なく設定した。また、石綿クロスチ

ェック試料の場合とは異なり、視野ガイドっきの

カバーガラスは用いず、標準的な手順でサンプル

を作成した。

　サンプルはそれぞれ300視野ずつ観察し、オー

トフォーカスの成否を記録した。除去現場でのサ

ンプルで非常に高濃度であるため、「失敗1」のよ

うに視野にターゲットが存在しないためにフォー

カスに失敗してしまうという可能性は極めて低い

ので、失敗の分類は「失敗1」と「失敗2」を分

けることはしなかった。同様に、成功視野も粒子

が多いため、微妙なフォーカスのずれは考慮せず、

「成功」とだけ記録した。

表3．3　除去現場での捕集条件

サンプル
捕集速度

Wmin

捕集時間

mi皿

捕集体積

　L

フィルタ径

m．m

A
］3

C

D

2

2

2

2

5

5

30

10

10

10

60

20

φ25

φ25

φ25

φ25

表3．4除去現場サンプルによるオートフォーカスの検証結果

サンプル
　オートフォーカス

成功視野数（成功率）

a

b

C

d

300（99．7％）

297（98．7％）

291（96．70／o）

7（2．3％）

サンプルa～cは、除去現場内部でサンプリングしたもの。サン

プルdはセキュリティゾーン外部（建物内廊下部）でサンプリ

ングされたものe
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　4サンプルのオートフォーカスの成否を表3．4

にまとめた。除去作業現場の負圧環境下でのサン

プリングとなったa～cのサンプルでは、ほぼすべ

ての視野でオートフォーカスが成功した（3サン

プルの平均成功率は98．3％）。一方、セキュリティ

ゾーン外のサンプルdでは、わずか2．3％しかオー

トフォーカスが成功しなかった。この原因は次節

で考察する。

＼　　　　d◎
．

　b

禔Eモ

．二！

@　　＿

．○ ご．』：㌧1，1』’01ご：：’：1ご「だ． ：ご：こ、．」．ゴ．ご二∴．：．：こ．，』：＿、』：1．．．吉

　　．』．一．一

◎

口施工区域
ロセキュリティゾーン

2m

　　　　　　　　　　　図3．11除去現場でのサンプリング地点

a～dは測定地点eaは除去作業が終了した部屋、bは除去作業中の部屋、cは除去作業をまだ行っていない部

屋、dはセキュリティゾーン外部。また、　bの部屋から負圧集塵機で屋外へ排気されている。
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3ムaオートフオーカスとシステムの適用範囲

　　　との関係

　正しくフォーカスが調整されない場合には、以

降の操作を一切行うことができないためオートフ

ォーカスによるフォーカス調整の可否が・システ

ムの適用範囲を決定する最大の要素となる。そし

て、オートフォーカスの可否は、繊維状物質だけ

でなく、非繊維状物質も含めた全粒子の濃度が重

要であると考えられる。

　石綿クロスチェック試料では、1割の視野でオ

ートフォーカスに失敗したが、失敗2（視野にフ

ォーカス対象なし）に比べて失敗1（視野にフォ

ーカス対象あり）が少なかったことからも、共存

する非繊維状粒子の影響が大きいと考えられる。

実際、今回使用した石綿クロスチェック試料には、

人工的にチャンバーで発じんされたアスベスト繊

維のほかに、模擬建材粒子が含まれており、この

存在がオートフォーカスの成功を支えていると推

察される。同様に、作業現場内部で得られたサン

プル（a～c）は、トータルの粒子濃度が高くもれ

なくオートフォーカスに成功した。しかし、セキ

ュリティゾーンの外で得られたサンプルdは、作

業現場の都合でサンプリング時間が10分、サンプ

リング量が20Lと少なかったため、図3．12示す

ように繊維状粒子も非繊維状粒子も捕集量が少な

く、視野に何も存在しないような状況であったた

め、オートフォーカスが有効に機能しなかった。

こういったケースは例外と考えてよいが、例えば、

φ1μm程度の球形のラテックス粒子をフォー・・一カシ

ングのターゲットとして追加捕集させるなどの対

策を講じる必要がある可能性も指摘できる。ある

いは、捕集時に粉じん計を併用して、おおよその

捕集量を把握しながら捕集時間をフレキシブルに

変更するという方法も考えられるeしかし、第1

章で述べたように、本論文ではサンプルの調整技

術は対象とはしていないため、詳締な議論は行っ

ていない。なお、一般大気環境では、既定の捕集

量（2，400L）を捕集すると、過剰捕集となって計

数を阻害する可能性はあるが、過少捕集となる可

能性は低く［環境省，2007］、一般大気環境レベル

でのフォーカス調整は問題ないと想像される。

　以上の事柄から、本システムの適用範囲として

は、除去現場サンプル（a～e）の結果から相当高濃

度な領域まで対応可能であり、低濃度側はフォー

カスターゲットが存在する範囲であれば、対応可

能であると結論できる。
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1番目の視野 100番目の視野

　　　200番目の視野　　　　　　　　　　　　　　　　　　300番目の視野

図3．12　除去現場のセキュリティゾーン外部で得られたサンプルの視野画像例

　セキュリティゾーン外部で得られたサンプルを300視野撮像し、そのうち1，100，200，300番目に観察された

視野を抜粋掲載。1番目の視野にはわずかに非繊維状の粒子が存在し、オートフォーカスが成功し得られた画

像であるが、それ以外の視野は粒子が存在しないためオートフォーカスに失敗し、手動でフォーカスを調整し

て撮像した画像である。
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3．4．4．速度性能

　本システムの速度性能を以下のように評価した。

標本観察の操作は、

　1）ある視野に移動し

　2）フォーカスを調整し

　3）深度合成画像を作成する

という3つの単位操作に分けることができる。複

数の標本にこれらの操作を続けて繰り返すことで・

それぞれの単位操作に要する平均時間を計測した。

なお、現行のいずれのルールに従った場合にも、

視野はランダムに選択するとされているが、ラン

ダムに視野選択した際の距離のばらつきによる速

度のばらつきは、装置の速度性能とは無関係の要

素である。そこで、フィルタ中心を通過する30°

角度間隔の直径上を等間隔に移動して視野を選択

することにした。CCDによる観察サイズがおよそ

φ100μmであるので、移動距離は200μmとした。

直径上に100視野観察ができるので、60°間隔の

6本の直径上をすべて観察すると、600視野の観

察が可能である。使用した標本は、前述のオート

フォーカスの性能評価に用いたものと同じ、日本

作業環境測定協会のクロスチェック試料であり、3

標本に同じ時間測定を行った。

　その結果を表3．5整理したe1視野の観察に要

する時間は17秒前後であり、おおよその内訳は、

フォーカスの調整に3秒、画像の深度合成に10

秒、視野の移動に1秒であった。全体の時間には

単位操作間の待ち時間などが含まれるため、単位

操作の平均時間の和は全体の平均時間とは必ずし

も一致しない。

表3．5　標本観察単位操作の所要時間［8】

Ca8e　1 移動 AF 合成 全体

平均

標準偏差

RSD

O．87

0．02

2．9％

3．09

1．66

53．8％

9．63

0．21

2．2％

17．47

2ユ5

12．3％

Ca8e　2 移動 顛 合成 全体

平均

標準偏差

醐

0．87

0．03

3．0％

2．44

1．00

41．1％

9．62

0．10

LO％

16．73

1．09

6．5％

Case　3 移動 畑 合成 全体

平均

標準偏差

醐

0．86

0．02

2．3％

3．06

1．72

562％

9．58

0．16

1i6％

17、48

2．22

12．7％

移動は視野移動、，AFiはオートフォーカス、合成は深度合成画像の作成とい

うそれぞれの標本観察の単位操作に対応している。3つの単位操作の平均時

間の和と、全体の平均時間が一致しないのは、単位操作間の待ち時間などが

全体には含まれるためである。
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　視野の移動に要する時間はよく安定しており・

そのRSDは3％以下となった。これは、使用し

ている自動ステージの安定性を裏付けるものであ

るといえる。同様に、深度合成に要した時間も、

単位操作としては最長の時間を必要としているが・

よく安定していることが確認できた。深度合成は、

30枚の画像を次々にコンピュータ側に取り込ん

で、取り込みが完了するとコンピュータ側で合成

画像を作成する流れになっており、この二っのプ

ロセスが非常に安定していると考えられる。

一方、オートフォーカスに要した時間は、RSPが

50～60％と大きくばらついた。これは、既定のラ

フサーチで詳細サーチの対象とするコントラスト

ピークが見つけられなかった際に、3回まで繰り

返してラフサーチを行うように設定されているた

めである。1回のラフサーチでコントラストピー

クが発見されれば短くなるが、ラフサーチを3回

行い、結果としてコントラストピークを認識でき

ず、オートフォーカスに失敗してしまうと、1回

で成功した場合の3倍程度時間を要することにな

り、これがばらつきを生んだ原因であると考えら

れる。

　さて、得られた画像を用いて自動計数する場合、

後述するアルゴリズムでは1視野に1秒を要さな

いため［井上，ほか，2007］、1視野の観察に必要な

時間は18秒で十分であると考えられる。このサイ

ズの視野であれば、50視野の観察は15分程度で

実現可能と計算できる。日本作業環境測定協会の

実際の測定者数名にヒアリングを行ったところ、

50視野の観察に要する時間は20～30分との回答

が得られた。また、かつて計測時間を調べた結果

からも、同程度の面積の観察に要する時間は30

分あまりと見積もられる（Crawford，　et　aL，1987）。

視野面積を度外視すれば、50視野の観察は目視観

察と同程度の速度水準にあることが分かる。

　しかし、実際の目視観察視野はdi　30e　pmである

ので、現状のおよそth　100　pmの視野の観察では、

面積にして9倍Sの隔たりがあるため、速度として

は視野当たり現状の9倍の性能が求められること

になる。現在のシステムでは、機器動作の安定性

を優先した実装となっているため、速度面での改

良は今後の課題である。速度向上には、次のよう

なアプローチが考えられる。

3．4．4．1コマンド間の待ち時間の削減

　制御プログラムから機器に向けて発信されるコ

マンドはシリアル通信であるため、安定性を考え

ると、コマンド間に150皿s程度の待ち時間（wait）

をおく必要がある。深度合成で30枚の画像を取り

込んでいるが、取り込みのコマンドを送信するた

びに150m8のWaitが発生しているので、単純

に150msX30回＝4．5　sのロスが生じている。

速度性能の評価とは別に行った検証で、深度合成

のプロセスのうち、画像をコンピュータに取り込

む処理に要している時間はおよそ7秒、取り込ん

だ画像からコンピュータで深度合成画像を合成す

る処理に要している時間がおよそ3秒と見積もら

れているため、取り込みの大半が待ち時間となっ

ていることが分かる。安定稼働が確認できれば、

こういった待ち時間を短縮することで速度向上に

寄与することが期待できる。

3．4．4．2処理の並列化

　深度合成に使用する画像を取り込んだ後の合成

処理は、顕微鏡とは独立にコンピュータで行われ

るため、取り込みが完了すれば、次の視野に移す

ことができる。現状では、画像取り込みまでに要

する時間と、画像合成以降に要する時間では前者

の方が長いため、前者と後者を並列処理させるこ

とで、見掛け上、処理に必要となる時間を前者だ

けとみなすことも、理論的には可能であるe

8正確には、採用したCCDの視野サイズは縦89．08　pm、
横118．78　pmであり、φ300　p皿の視野面積相当の観察

には、6．7視野の観察が必要であるe
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3．4．4．3観察視野の拡大（CCDサイズの変更）

　今回採用した3CCDのサイズは113インチであ

るが、市場には今回の条件を満たすような解像度

を有している1インチの3CCDも存在している9。

CCDの1辺の長さがおよそ3倍になるので、面積

が9倍になり、結果として相当の速度向上に寄与

すると考えられる1o。しかし、取り扱う情報量が

増えるため、画像取り込みや合成にそれぞれ要す

る時間が増加する恐れも否定はできない。

3．4．4，4観察視野の拡大（対物レンズの変更）

今回採用した対物レンズは、各種規定に基づい

て40倍の倍率を有するものであるが、20倍の対

物レンズ11も市販されている。倍率が半分になる

ので、視野面積は4倍に広がることになり、CCD

の変更と同様に速度向上に寄与すると考えられる。

CCD観察時の分解能が半分になるが、現状の

CCDであれば約023　pm／IE方画素と計算され大

きな問題はない。また、光学分解能は開口数（NA）

に依存するが、NA＝O．75であれば現在採用して

いる対物レンズと同じで、光学分解能は0．366

pmとなりHSErNPL検出限界試験用スライドで

グループ6と同じになり十分であるといえる。一

方、NAが0．40程度になると、光学分解能が0．688

pmまで低下するため、利用することは望ましく

ないと考えられる。また、倍率低下によって透過

光量が増加するため、光を通しやすい（白く輝く）

粒子のそばにある細い繊維はハレーションして見

9例えば、ADH－200（フローペル製）は200万画素、有

効解像度は1920H×10SO　V、30癒sの1型3CCDで、
Cマウント対応であるため、顕微鏡の接続も容易である。

Io正確には、1∫3インチのCCDのサイズは、対角が16　mm、

横12．7mm、縦9．6　mmであるのに対して、1インチの

CCDのサイズは、対角が6㎜、横4．8　mm・、縦3、6　m・m

であり、厳密に3倍ではない。また、『インチ」と呼ばれ

るが、1インチ＝　25．4　mmとはなっていない。これは、

CCDが使用される以前の1インチの撮像管の対角が16

mmであったことに由来している。
ll　Nikon製の位相差対応対物レンズとしては、　CFI　Pla丑

Apo　DM　20X（NA＝O．75）、　CFI　S　F1咀or　DL　20X（NA＝

O・75）、CFI　Plan　DL　20X（NA　＝　e．40）などがあるe本文記

載のとおり、NAがO．75程度であれば、理論一とは選択肢と

なりうる。

えなくなる可能性があるなどのデメリットも想像

される。

3．4．4．5速度性能のまとめ

　上記以外にも、現在市販の汎用オートフォーカ

スコントローラで制御しているフォーカス調整を、

専用のオートフォーカスコントローラを開発する

ことができれば、さらに処理速度の向上が望める

など、さまざまな処理時間削減の可能性が考えら

れる状況である。

　本研究で到達した段階は、装置の安定動作を重

視した速度性能までしか達成されておらず、目視

観察に比べて数分の一程度の速度であるが、前述

の処理時間削減の可能性や、精度や感度が衰える

ことなく24時間休みなく観察作業を行うことが

できること、今後、速度向上は十分期待できると

考えられる。

3．5．結言

　位相差顕微鏡を用いた目視によるアスベスト繊

維計数法を自動化するシステムを開発した。シス

テムは、位相差顕微鏡、CCDカメラ、オートフォ

ーカスコントローラ、自動XYステージなどから

構成される。従来の自動化手法は顕微鏡画像から

繊維を計数する処理に限られていたが、本システ

ムは画像取得までの機械的な顕微鏡操作の自動化

に着目した点で新規なものである。システムの性

能はフォーカス調整に大きく依存するが、フォー

カス調整はフォーカス対象領域にターゲットとな

る物質が捕集されている限り十分な精度であるこ

とが確認された。速度性能は、現段階では装置が

プロトタイプであり安定動作を優先したため最適

化されていないが、改善の余地は多く存在し、今

後の高速化は十分に期待できる。
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本章では、自動標本観察システムによって得られる画像から、繊維

状物質を計数するためのアルゴリズムの開発を行った。
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4．1．緒言

　本章では、標本観察システムで得られた画像を

用いて、PCM法および分散染色法において繊維状

物質を自動計数可能なアルゴリズム［井上，ほか，

2007］を開発することを目的とした。ただし、分散

染色法に係る内容の詳細はAppendixにまとめた。

4．2．アルゴリズムの概略と画像処理ライブ

　　ラリの利用

　画像中の繊維状物質を計数するには、まず、

　・計数対象となるオブジェクトの抽出（オブ

　　ジェクトの認識）

　・計数条件との適合を確認（オブジェクトの

　　計数）

という2つのステップが必要となる。また、得ら

れた画像が画像解析に耐えうる画質・条件を備え

たものである保証はないため、必要に応じて画像

の調整や、計数対象から除外するなどの前処理を

行う必要もある。さらに、PCM法で得られる画像

には色彩情報は存在せず、輝度情報だけであるが、

分散染色法で得られる画像には色彩情報も含まれ

る。色彩情報の有無によって異なる前処理を用意

する必要があると考えられるので、

　・PCM法の対象画像の調整（前処理　PCM

　　　法）

　・　分散染色法の対象画像の調整（前処理　分

　　　散染色法）

の二つを用意する。図4．1にフロー図を示した。

　なお本研究では、この3つのステップで必要と

なる画像処理技術を、実績のあるMatrox社製の

汎用画像解析ライブラリであるMatrox　Imaging

Library（以下、　MIL）を利用して実現することと

した。画像処理技術分野では、既に多くの知見の

蓄積がなされており、必要な画像処理機能をオリ

ジナルにスクラッチからコーディングする必然性

はないと判断したためである。なお、アルゴリズ

ムはVisual　Basic　6（Microsoft社）によってプロ

グラムとして実装し、アルゴリズムの検証を行っ

た。

1　　　二
　　画像
　ストレージ

』　　入力画像

前処理

オブジェクトの認識

オブジェクトの計数

計数値の
　出力

図4．1　自動計数のフロー図
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4，3．前処理

PCM法と分散染色法では得られる画像が大き

く異なるため、前処理はPCM法と分散染色法で

異なる処理を開発した・

4．3．1．PCM法の前処理

　PCM法の前処理のフローを図4．2示した。PCM

法で扱う画像は、位相差情報に基づくグレースケ

ールの輝度情報だけであるので、RGBカラーの3

レイヤのうちGレイヤだけを扱えば十分である。

これは、人がRGB情報から輝度情報を得る際に、

主としてGレイヤを中心に認識しているためであ

る12。

　このステップでは、得られたグレースケールの

画像に対して、PCM法による入力画像が自動計数

可能な画像であるかどうかを検討し、必要に応じ

て補正処理を行う。自動計数が困難となる画像に

は一般に以下の3点が考えられる。

1）

2）

3）

画像中に輝度の傾きがある場合

対象物の背景に対するコントラストの弱

い画像である場合

混在する粒子等の異物が多く対象物の認

識が困難な画像である場合（過剰捕集条件

の除外）

また、繊維の認識の妨げとなるので、あらかじめ、

　4）繊維とは異なる画像情報は消去する（背景

　　　ピーク輝度による補正）

という操作もこのステツプで行うe処理の例を図

4．3に示した。

12RGBカラーの3レイヤの情報からグレースケールの輝
度情報Yを得るには、

Y＝029891×R十〇．58661xG十〇．11448xB
という換算式を用いることが多く、係数からGの寄与が大
きいことがわかる。

4．3．1．1画像中に輝度の傾きがある場合

　顕微鏡で撮像された画像ではよく見られる問題

であり、本研究開発では既存のシェーディング補

正［大山，ほか，2006］を適用することとした。し

かし、現在用いているシステム系では、ほとんど

シェー一一一ディング補正を必要とするような画像は得

られないため、本アルゴリズムの評価においては

使用していない。採用したシェーディング補正の

詳細はAppendixに記載した。

4L3．12対象物の背景に対するコントラストの弱

い画像である場合

　グレースケールの画像において、コントラスト

とは輝度の差と言い換えることができる。アスベ

スト繊維と背景との輝度との違いが明瞭であれば、

4．4節で述べるオブジェクトの認識手法によって

認識させることは容易である。逆に、対象物と背

景の輝度の分離が十分でないと、対象物の認識は

困難となるe画像の輝度分布を、8bitのグレー空

間全体に拡大することで、コントラストを増幅す

る手法は一般的に用いられている［高木，ほか，

2004］。しかし、通常の手法では線形的に増幅する

だけであるため、アスベスト繊維と背景の輝度の

比だけでなく、不要なノイズと背景の輝度の比も

一様に増幅されてしまい、判別し易さの改善は保

障されない。

　ところで、位相差顕微鏡には対物レンズによっ

て、ダークコントラスト法とプライトコントラス

ト法が存在する。前者では、繊維は暗い像として、

後者では繊維は明るい像として得られる。また、

画像の大部分を占める背景に対応する輝度は、そ

の画線の輝度分布（輝度ヒストグラム）のピーク

近傍に存在する。そのため、アスベスト繊維は低

輝度あるいは高輝度のいずれかに存在することに

なり、背景輝度（以下、ピーク輝度）からアスベ

スト繊維が存在する輝度側にテールを引いた分布

となることが多い。そのため、輝度レンジの増幅

は、テールを引いた輝度側にのみ実施すれば十分
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　　　　　卜画像一／

Eliil＝］

　　　1

　　　　　　　　　　　　　x””　　　　　　／　　　　　一．tt、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　入力画像　　／
　　／－r’r－LS－．　マ　　／　　　　　　　　　　　　、＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

　　　ストレ＿ジ　i
　1　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シェーディング補正
　＼．一　　　　　　　　　　　　／　　　　　　　　　i
　　L～　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　l　　　　　　　　　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ

　　　＿一．二L－

〈・・画像．〉　　鶴罐
　　　　　　　　ノ

　　　　　l　　i
　　　　　　　　　　　　　｜

　　　　　　　　　　　く　　　　　　　　輝度レンジ

　　　　　　　　　　　i　　i

ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

1　　　　　　　　　　］　1
　　　　　‘　　i　背景ピーク輝度による補正

　　　　　　　　　　図42　前処理（PCM法）のフロー図

低輝度側

論理三定議

　　　　i　i
，．＿＿　　l

　　　　　　l
　　　　　　I

　　　　　　↓

ぐ次の画像へ／
　　』＼　　　　　　ノ
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（a：元画像）

e－’了，

　イヤ

∴ピ　　　　．
｝・’．i’　，’

1・㍗∵

き∪⑨

、丸・

二，．・一

（c：輝度増幅）

ゾ
ノ

禽

●

：

゜●

＼

’＼／

　　＼

＼

（b：グレー画像）

〉ノ
ノ

（d：ピーク輝度による補正）

●

●

σ

図4．3PCM画像の前処理の流れ

である。ここでは、MILで提供されている輝度増

幅手法のうち、非線形関数を用いて選択的に輝度

レンジの端の領域ほど大きく輝度レンジが増幅す

る手法を採用した。

　　　　　19＝9mi。　一　fln［1－P（9）］

　　　　　a

P（9）＝Σ乳9mi、　h（∫）／Σテ三Zmi，　h（∫）

（4ユ）

（4．2）

パラメータ9minは、輝度の連続性を保証するた

めに、輝度ヒストグラムの90％タイルを与える

輝度、もう一つのパラメータαは増幅した輝度の

レンジが8bitを超えないように、画像ごとにそ
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れそれ定めることとした。ただし、式4．1～42で

示した関数は、高輝度側にテールを持つ場合しか

適用できないため、低輝度側にテールを持つ場合

は画像の理論否定演算13（NOT）を行ってから輝

度を増幅させ、再度、理論否定演算によって画像

を復帰させる必要がある。

　JISの位相差顕微鏡法［JIS，2006］では、顕微鏡

での観察はダークコントラスト法とブライトコン

トラスト法のいずれで行ってもよいとされている

が、経験的には目視観察にはダークコントラスト

法が適しているとされている。本研究で採用した

132進数で0→1、1→0とする演算となり、いわば補集合
を与える演算となる。画像においては、濃淡が逆転する処

理になる。
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対物レンズも、第3章で述べたとおりダークコン

トラストレンズであるため、本システムで得られ

た画像の処理は、論理否定演算を行うこととした。

4L3．1．3混在する粒子等の異物が多く対象物の認

識が困難な画像である場合（過剰捕集条件の除外）

　アスベスト繊維以外の粒子などが多数混在する

画像では、被覆率が高くなるため、背景輝度のピ

ークが低く抑えられることが想像される。その一

例として、表4．1に示すような比較的高濃度でか

つ広い濃度域のアモサイト標準サンプル（n＝15）

の画像を200視野撮影し、その背景の輝度ピーク

画素数が画素全体に占める割合を図4．4に示した。

なおここで用いた画像には前述のコントラストに

関する補正は施していない。背景の輝度ピーク画

素が占める割合は、アスベストが主たる粒子であ

る場合には、ブイルタ単位面積当たりの繊維数が

6廿mm2程度の濃度でも、250∬lnm2を超えるよ

うな高濃度であっても大きな変化は見られず、背

景のピーク輝度は全体の画素のおよそ20～25％を

占めていることがわかる。

表4．1アモサイト標準サンプル

試料No．
繊維i数濃度

　ガcm3

目視による

計数繊維i数

　　f

目視による

観察視野数

フィルタ単位面積

あたりの繊維数

　　釘mm2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

0ユ3

0．33

0．66

1、09

128

1．50

1．82

2．02

2．24

2．38

2．63

2．82

3．18

3．31

5．36

22

56

112

185

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

50

50

50

50

46

39

32

29

26

25

22

21

18

18

11

　6．3

16．0

32、0

52．5

61．6

72．2

87．6

97．2

108

115

127

136

153

159

258

　本サンプルは、チャンパー内で様々な濃度のアモサイト標準粒子を発生させて・有効ろ過径23

mm、直径25　mmメンブレンフィルタを使用し、流量2Wn血で10分間サンプリングを行った

上で、通常の手順で標本作製したものである。サンプルは・位相差顕微鏡に接続した・20e万画

素相当（1728　×　1152ピクセル）のデジタルカメラで撮影したものである。
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口

昌

言

’昌

工

鷺

品

ち

ぎ

言

弓

言

0．30

⑪，25

o．2⑪

⑪、15

0．1⑪

O．⑪5

0

　　　　　　　：◆　◆　　　　◆
　　　　　　・・◆・◆・．

　　　　　　　　　　◆
◆　◆　　　　◆
　　　◆

◆

・i・◆・・

◆

0 5〔｝ 100　　　　　150　　　　2（，⑪

　　　　　　　　ハ　Fiber　deIrsity［f，11ull’］

250

図4．4　ピーク輝度の占める割合とサンプル濃度の関係

300

現実的な適用を考慮すると、この程度の背景割合

が実現されるようにサンプリング時に捕集量をコ

ントロールすることが望ましいと考えられる。本

自動計数アルゴリズムでは他の粒子の存在も考慮

して、ひとまず、背景輝度ピークが全体の10％を

下回るサンプルは捕集量過多と考えて除外するこ

ととした。

4．3．2．分散染色法の前処理

　分散染色法で得られる画像はカラーであるので、

PCM法とは異なる前処理が必要となる。しかし、

分散染色法に関する内容は本論文の主題からは外

れるので、詳細はAppendixに記載した。

4．3．1．4繊維とは異なる画像情報の消去（背景ピ

ーク輝度による補正）

　前述のように、対物レンズの選択によって、ダ

ークコントラストレンズであれば繊維は暗い像と

して、ブライトコントラストレンズであれば繊維

は明るい像として得られる。そのため、使用した

対物レンズによって、背景のピーク輝度に対して

繊維の存在しない輝度領域（高輝度側あるいは低

輝度側）が決定され、その輝度領域の画像情報は

重要ではない。そこで、不要な領域の輝度を持つ

画素をすべて背景ピーク輝度で置換することとし

た。
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4．4．オブジェクトの認識

Tとするa実際には、濃度ヒストグラムは滑らか

ではなく、小さな極小値、極大値が存在するため

自動的に決定することは容易ではない。

　画像処理分野の技術のうち、形状認識にかかわ

る技術の多くは2値化画像（画素が1bitで表現

された画像）を対象としている。本研究において

も、画像から繊維状物質を認識するプロセスは2

値化画像を用いることとした。処理フロ・一…－bを図4．5

に示した。

4．4．1．従来の2値化手法

　グレースケール画像から何かしらのオブジェク

トを認識することは、画像を一定の基準で2値化

することと同義といっても過言ではない。画像中

のオブジェクトすべてが必要な対象物であり、対

象と背景のコントラストが十分である場合には2

値化のクライテリアを決定することは容易である

が、実際には主として対象と背景の境界部分に微

妙な輝度変化が存在するため、クライテリアの決

定は容易な作業ではない［高木，ほか，2004］。

　対象画像の状態、撮影条件などの条件に変化が

ない場合には、固定のクライテリアを用いる方法

（しきい値処理法）が用いられるeしかし、この

ようなケースはまれであり、通常は画像ごとにク

ライテリアを決定する必要がある。一般によく用

いられる手法としては、p・タイル法モード法、

判別分析法がある｛谷口，1996］［村上，2004］。

　p・タイル法は、対象物が画像内で占めるおおよ

その面積比率、pが既知の場合は、2値化画像中の

画素値1（1・画素）の割合がPとなるように閾値T

を定める手法である。画像の中の対象図形のおお

よその面積が分かっているときに有効な方法であ

るが、適用範囲は限られる。モード法は、双峰性

の輝度分布（2っのピークを持つ輝度分布）を前

提としており、対象とする図形と背景の濃度値の

差が大きく、ヒストグラムにはっきりと谷が出来

るときに有効な方法であり、谷間となる点を閾値

　判別分析法は、濃度ヒストグラムにおける対象

物と背景の分散比を最大にする閾値丁を統計学的

に決定しようとする手法であり、p一タイル法やモ

ード法のような前提条件は不要である。濃度ヒス

トグラムを二つのクラスαとC2に分割する場合、

次の分離度η（T）が最大になるように閾値Tを選

定するe

η（T）一⇒劉 （4．3）

σ竃（T）はクラス間分散（lnterclass　Variance）、

a岳（T）はクラス内分散（1紅traclas8　V頭anee）で・

それぞれ、次の式で与えられる。

クラス内分散

嬬＝ωi・堵＋ω、㎡

一寿1曇一＋Σ在一叶

　　　　　　　　　　　　　　　（4．4）

クラス間分散

σ9＝ω、（μ、一μT）2＋ω、（μ、一μT）2

1 Σ函一脚Σ』一叫

（4．5）

ここで、σ品÷嬬＝峠　（峠：全分散）、ω1，ω2はク

ラスCl、　C2の生起確率（正規化された画素数）、

μ1，μ2、および、吋，吋はそれぞれクラス砿02

に属する画素の濃度の平均値および分散である。

この手法は、2つクラスの分布の割合が極端に異

なる場合に、クライテリアの大きいほうのクラス
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1
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2回目の抽出へ：

オブジェクト

の計数へ

図4．5　オブジェクト認識のフロー図

側に偏るという性質をもつ。例えば、背景に比べ

て対象物の面積が極端に小さい場合、対象物を大

きめに抽出するクライテリアが選ばれてしまう

［高木，ほか，2004】。アスベスト繊維はまさにこの

ケースに相当するため、安定した2値化手法であ

るとは言い難い。

4．4．2．エッジ認識による2値化手法

　このように、一般的には有力な2値化手法であ

っても、必ずしもアスベスト繊維の認識は適して

いない。そこで、本研究では局所的な輝度の大小

ではなく、2次元的な輝度の変化に着目して対象
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物を認識する手法を考案した。すなわち、画像中

の輝度のエッジに着目する手法である。エッジと

は対象物と背景の境界を表す曲線群であり、画像

における輝度の変化からエッジを定めることが可

能である。定性的に表現するならば、明瞭なエッ

ジはコントラストが十分な画像の輝度変化の大き

な場所で得られ、逆に、弱いエッジは低コントラ

ストで滑らかな画像中のゆるやかな輝度の変化か

ら得られるものである。

　エッジは、通常画像輝度の1次微分、2次微分

に相当する局所オペレータによって抽出される。

前者の典型例はSobe1やPi’e”・ittのオペレータ
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がある（式4．6、4．7）。後者の典型例としては

Laplaeianオペレータ（4連結と8連結）がある

（式4．8）。これらのオペレータは高速に演算可能で

あるがノイズの影響を受けやすい。そこでノイズ

除去のためのスムージングも同時に適用可能な

Shen悟Castanフィルタを用いることとした
（Shen，　et　a1．，1992）。このフィルタは、　MILで利

用可能なIIR（In丘垣te　Impul8e　Response）ブイ

ルタの一つであり、式4．9に示すような関数で重

みづけを行う。MILのエッジ検出機能の既定のフ

ィルタとなっており、近傍の影響が画素中央から

の距離に応じて速やかに減衰する特徴があるため

検出力が高いことが知られている。

Sobel’

fx－
P≡i　i　il

fy＝ w㌶司

Prem’tt∫

fx－
P≡iil］

方＝ P買打

（4．6）

なお、エッジ検出フィルタにはいくつかの設定す

べきパラメータが存在し、最適化を検討したいと

ころであるが、さまざまな画像に対応可能な一意

なパラメータを定めることは困難であるので、こ

こではエッジ検出の精度よりも汎用性を重視して、

2段階でエッジの検出を行うこととした。すなわ

ち、1段階目にはノイズ除去をそれほど行わなく

ても検出可能な明瞭なエッジを優先的に検出し、1

つ以上のオブジェクトが抽出された画像では、2

段階目にはある程度ノイズ除去しないと検出され

ないような不明瞭なエッジを検出するように設定

した。MILにおけるパラメータ設定の詳細は、表

4．2整理した。

　Shen　’Castanフィルタを適用することによって、

スムージングを行いつつエッジが抽出されるが、

必ずしもオブジェクトの周囲すべてがエッジとし

て認識されない可能性が残る。そこで、断片的な

エッジを一定の条件を満たす場合に結合するとい

う後処理を行う（エッジの結合）。この処理の条件

は表くL3にまとめた。エッジの結合によって、認

識されたエッジがホールを形成した場合、その内

部を8連結14でエッジの連続性を認識して、その

内部塗りつぶし、オブジェクトとして抽出する。

（4．7）

Laplaeian：

（4連結）一 m盟

（8連結）－
P≡憩

÷1

≡il

　（4．8）

Shen・o皇β彪rゴ

　　＝κe一β1π1

（4．9）

z4連結とは対象画素とそれをとりかこむ周辺画素との連

続性の定め方である。8連結は、ある画素の周囲8画素す

べてを接続の候補とする方法であり、一方4連結は、上下

左右の4画素のみを接続の候補とする方法である。
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表4．2エッジ検出の設定条件

設定項目（プロパティ） 1回目設定内容 2回目設定内容

ExtractionFilter．FilterTypeプロパティ

（エッジ検出フィルタの種類）

edgeShen

（既定値）

edgeShen

（既定値）

ExtractionFilter．Modeプロパティ

（エッジの計算方法（カーネル／再帰）の指定）

edgeRecursive　　　　　　　　　edgeRecursive

（IIRフィルタの既定値）　　（工［Rフィルタの既定値）

ExtraetionFilter．Smoothnessプロパティ

（平滑化の強度の指定0～100）

50

（既定値は50）

80

（既定値は50）

EdgeTypeプロパティ

（エッジの種類の選択稜線／輪郭）

edge　ContOur　　　　　　　　edge　Contour

（FIRフィルタの既定値）　　（F］Rフィルタの既定値）

Thresh」old．Modeプロパティ

（エッジ判定基準）

edgeThresholdHigh

（既定値）

edgeThresholdHigh

（既定値）

Accuracyプロパティ

（求める精度）

edgeAceuracyHigh

（既定値）

edgeAecuraqyHigh

（既定値）

MILのEdgeFinderオブジェクトの主要パラメータの設定内容。エッジ検出フィルタの種類

（ExtractionFilter．FilterTypeプロパティ）には、5種類（edgeDeriche，　edgeFreichen，

edgePreWitt，　edgeShen・，　edgeSobel）あり、選択したedgeShenはその既定値。エッジの計算方法

（EXtactionFilter．S皿ootlmessプロパティ）はカーネル計算（edgeKernel）と再起計算

（edgeRecursive）から皿Rフィルタの既定値であるedgeRecursiveを選択e平滑化の強度

（Ext　tactionFilter．Smoot！皿essプロパティ）のみ1回目と2回目で異なる設定となっており・1

回目は既定値の50に設定し、2回目は80に設定。エッジの種類（EdgeTypeプロパティ）は

edgeCrest（稜線）とedge　ContOur（輪郭）が選択できるが、極致ではなく変化の急激な部分が

必要なのでedge　Contourを選択。エッジ判定基準（Threshold・Modeプロパティ）は6種類

（。dg。Thr・sh・1dliOw，・dg・Thresh・ldMedium，・dg・Thr・・h・ldHigh・・dg・Th「esh・ldV・ryMgh，

edgeThresholdUserDefined。　edgeThresheldDisable）あり、既定のedgeThreshold且ighを選択。

エッジ検出の精度（Accuraqyプロパティ）は3種類（edgeAccuraCyDisable，　edg白AccuracyHigh，

edgeAccuraCyVeryHigh）からedgeA㏄uエacyHighを採用e
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表4．3　エッジ連結の成立条件

設定項目（プロパテ4） 設定内容

F皿GapParameters．Angleプロパティ

（連結する二つエッジ端のなす角度既定は360°）

360

（全方向）

Fi皿GapParameters．Candidateプロパティ

（連結するエッジの候補の選択）

edge　CandidateAny

（異なるエッジのエッジ端も結合する）

Fi皿GapPara皿eters．ContinUityプロパティ

（連結するエッジの連続性0～100）

50

（距離と連続性ともに中程度）

F皿GapParameter8、Distanceプロパティ

（連結するエッジ端の最大距離）

10

（1e　piXe1未満）

Fi皿GapPara皿eters．Polarityプロパティ　　　　EdgePlarityConstants．edgePolarityAny

（連結するエッジの傾斜条件明→暗と暗→明の区別）　　（エッジの傾斜方向を考慮しない）

　MILのEdgeFinderオブジェクトのエッジ連結に関するパラメータの設定内容。エッジ端を中心として

A皿gleプロパティとDistanceプロパティで定義できる扇形の領域が重なるエッジの組が連結の候補となる。

ここでは、A皿gleプロパティに360、　Distanceプロパティに10としているので、エヅジ端を中心とした半

径10pixe1の円形の領域となる。　Candidateプロパティで、同一エッジのエッジ端のみ連結

（edgeCandidateSame）と異なるエッジ端も連結（edgeCandidateA皿y）が選択できるが、ここでは異なる

エッジを連結することが目的なのでedge　CandidateAnyを選択。連結できるエッジの候補が複数見つかった

場合には、エッジ間の距離とエッジの連続性を考慮して決定するeこの決定はContinUityプロパティに依存

し、この値が0のときは距離を優先し、100のときは連続性が優先される。ここでは50としてある。また、

エッジには明→暗のエッジと暗→明のエッジが存在するが、Polarityプロパティで同一傾斜のエッジを接続

する（edgePolaritySa皿e）と異なる傾斜のエッジも接続する（edgePolarityAny）が設定でき・ここでは傾

斜を区別はせずに連続するようにPolarityプロパティにはedgePolarityAnyを設定した。
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4．5．オブジェクトの計数

背景ピーク輝度pと比較して十分な差6が認めら

れない場合には、この段階で計数対象から除外す

ることとした。

　オブジェクトの計数のフローを図4．6に示した。

抽出されたオブジェクトは、JISに従い、

　・長さ5μm以上

　・幅（直径）3　pm未満

　・アスペクト比3以上

を計数基準とした［JIS，2006］。本アルゴリズムで

使用しているMILでは、繊維状のオブジェクト

の長さ、幅、アスペクト比の算出可能である。

しかし、輝度むらやにじみ、ピントの合っていな

い箇所で見受けられるリング状のハレーションの

一部を抽出してしまうケースを除外する必要があ

る。そこで、オブジェクトの平均輝度4が画像の

［q－pi＞δ （4．10）

ここで、δは20とすることにした。また、使用す

る対物レンズがダークコントラストであるので、

オブジェクトの平均輝度gに比べて、背景ピーク

輝度pは大きいので、実際には絶対値記号は外す

ことができ、

P－q＞δ

と表現できる。

（4ユ1）

　画像
ストレージ

　’・／．

t・t @入力画像　　、

前処理

オブジェクトの認識

オブジェクトの計数　1　・

認識された　＼
オブジェクト

計数値の
　出力

i〈一長さ・幅・アスmp°Fttlllll〉・・－P－1．・，，．，．”．i

：　…　　　篇ぎ・l
l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

t＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿　　　　　　　　　　　　　　　　＿1

計数値の
　出力

図4．6　オブジェクト計数のフロー図
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4．6．自動計数の実例

　本アルゴリズムの妥当性を検証するために3つ

のサンプルに適用した。1つ目は、実験室で発じ

んさせたアモサイトサンプル（n＝15）、2つ目は

第3章でも使用した「石綿クロスチェック試料」

（n＝5）、3つ目は同様に第3章でも使用した除

去現場サンプル（n＝4）である。1つ目のサンプ

ルは表4．1に示した標準サンプルであり、比較的

濃度が高く、従来のPCM法による計数情報が与

えられている。2つ目のサンプルにはPCM法によ

る濃度情報は与えられていないが、3つ目のサン

プルには濃度情報が与えられている。また、1つ

目と3つ目のサンプルでは濃度の比較を行い、2

つ目の視野間の計数結果の比較を行ったe

4．6．1．アモサイトサンプルへの適用結果（多視野

　　　観察時の濃度比較）

　本アルゴリズムによる各サンプル200画像当た

りの計数結果と、目視による計数結果から推計し

た200視野総繊維数を比較した（図4．7）。両者の

結果は良い一致を示しており、ばらつきが少なく

良好な計数結果となっていることがわかる。

　自動計数にも過少・過大評価につながる誤計数

が存在するはずであるが、この濃度レンジでは計

数される繊維が膨大で、個別の視野あるは繊維に

対して自動計数の真偽を確認することは現実的で

はないため行っていない。むしろ多視野を観測す

ることで、そういった誤差が相殺されることが示

唆されているといえるだろう。現実的には、1サ

ンプルあたり200視野、4000本という計数は目視

では困難であるが、自動計数では障害とはならな

6ρ00

5，000

ミ
エ
　　4ρ00

構

⊥63ρ00
已

　　2ρ00

皿

1，000

0

◆

1

◆

◇

y＝0．91x＋1．6＊102

@　　R㌔0．93

1

0 1、000　　　2，000　　　3．000　　　4，000　　　S、OOe　　　6．000

　　　　目視による濃度lf1L］

　　図4、7　アモサイト標準サンプルへの適用結果

PCM法の規定に従って熟練者が計数した結果と自動計数結果の比較。自動計

数では一律200視野を観察し、サンプル数はn＝15。
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4，000

　　3，50。L’2回目　　　　　　　　　　■
　　　　　　　1回目
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■
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ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■L
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0

　　　　　　　　　　サンプル
10　11　12　13　14　　15

　　図4．8　エッジ検出1段階目と2段階目の計数繊維構成

1回目のエッジ検出で計数された繊維が大半であるが、2回目のエッジ検出で計

数された繊維も全体の1割程度存在しており、2段階の繊維認識の有効性が確認

された。

い。実際、今回の15サンプル、3000視野、合計

22，000本あまりの計数作業に要した時間は、一般

的なノートパソコン15でおよそ30分程度に過ぎず、

自動計数は圧倒的な速度と精度で計数可能である

ことが示された。

　また、図4．8には、エッジ検出1段階目と2段

階目で検出された繊維の構成を示した。サンプル

によって若干の差はあるが、おおむね9割の繊維

を1段階目のエッジ検出で計数し、2段階目のエ

ッジ検出で残りの1割程度が計数されていること

がわかる。エッジ検出を1段階で最適化せず、2

段階に分けて検出することにした結果、1割程度

の計数漏れを防ぐことができたことがわかる。

151ntel　Core　2　Duo　T72002，00GHzのCPU搭載のノートバ

ソコン。ただし、MIL8とVB6の環境ではシングルコアとして動
作

4．6．2．　「石綿クロスチェック試料」サンプルへの

　　　適用結果（視野ごとの計数比較）

　「石綿クロスチェック試料」サンプル（n＝5、

それぞれ50視野）に本アルゴリズムを適用し、自

動計数と目視による計数の視野ごとの計数誤差を

検討した。画像はオートフォーカスを用いず、手

動でフォーカスを調整し撮像した。目視観察によ

って、視野あたりの繊維数は大半が0または1fで

あることが分かっているため、目視と自動計数の

相関係数による議論ではなく、計数結果の一致度

合いを評価した。

　表4．4に目視計数と自動計数結果が一致した視

野数、過少だった視野数、過剰となった視野数を

サンプルごとに示した。また、過少あるいは過剰

となった視野に関してはその視野での過少、過剰

繊維数も併記した。計数の一致度合いは60～90％

程度となり、平均するとおよそ75％の視野（250
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表4．4　「石綿クロスチェック試料」の計数結果（視野ごとの比較）

試料ID
計数過少視野数

　（繊維数）
計数一致視野数

計数過剰視野数

　（繊維数）

A
B

C

D
E

13（・15）

5（・5）

7（・8）

9（・9）

8（・12）

32

45

38

31

39

5（5）

0（0）

5（5）

10（12）

3（3）

計 42（・49） 185 23（25）

日本作業環境測定協会の「石綿クロスチェック試料」を用いて視野ごとの自動計数

結果が、目視計数結果が一致、過少あるいは過剰となった視野数を集計。カッコ内

には、数え漏らしたあるいは数えすぎた繊維数を示した。

視野中185視野）で計数結果は一致した。また計

数過剰となった視野（23視野）に比べて、計数過

少となった視野（42視野）が多い結果となった。

また5つのサンプルで、計数過少となった視野数

において、数え漏れた繊維数は49fであるので、

過少計数視野あたりの過少繊維数は1．2et視野で

あった。同様に、計数過剰となった視野において、

数え過ぎた繊維数は25fであるので、過剰視野視

野あたりの過剰視野数は1．1ガ視野であった。こ

のように、過少計数あるいは過剰計数した視野に

おいても、計数誤差は1f程度であり、多視野観

察を考えると、その影響はわずかなものと考えら

れ、妥当な結果となっていることがわかる。

4．6．3．除去現場サンプルの適用結果（実サンプル

　　　への適用）

　3．4節でも使用した、吹き付けアスベストの除去

現場でサンプリングされたサンプルに適用した。

サンプリング場所は前述の通り、a）除去作業は終

了しており隣接する部屋で除去作業が行われてい

る地点、b）除去作業中の部屋でセキュリティゾー

ンに近く、空気の取り込み側にあたり作業中であ
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っても比較的濃度の低いと想像される地点、c）除

去作業前の部屋で除去作業中の部屋には隣接して

いるが、b同様にセキュリティゾーンに近く濃度

は低いと想像される地点、d）セキュリティゾーン

の外の4地点である（図3．11参照）．

　本アルゴリズムの計数結果と同地点での二名の

目視計数者（XとY）の目視計測結果と比較し結

果を表4．5に示した。計数者Xは日本作業環境測

定協会のクロスチェック事業でBランクの資格を

もち、計数者Yは同事業のCランクの資格を有し

ている経験者である。また、目視計数者Xは同一

の標本を観察しているが、目視計数者Yは同一地

点でサンプリングされた異なる標本を観察した結

果である。なお、本アルゴリズム（本システム）

の観察視野は目視観察に比べると狭いため、計数

繊維数及び観察視野数は比較できないが、濃度の

み対等に比較できる。

　同一サンプルを観察した計測者Xと比較すると、

作業環境における数千～数百if7Lの濃度レベル

の実測サンプル（bとc）の計数結果はよく一致し

ているといえる。しかし、サンプルaでは、本ア

ルゴリズムが過剰計数となっている。この原因の
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一っには、繊維濃度が高いことよりも混在する粒

子濃度が高いことが原因であろうと推測される。

大きな粒子が多くなると透過光量が多くなり「ハ

ロー」と呼ばれる際立って明るい画像ノイズが増

加する。その結果、エッジによる対象物認識には

不利な条件となり、本来認識する必要のない巨大

な粒子の一部を誤っ’て繊維と認識してしまうケー

スが見られた。また、繊維に付着した微小粒子が

エッジを変化させるため、繊維が切断されて認識

されるケースも見られ、過剰計数につながってい

ると考えられた。

　また、セキュリティゾーン外部のサンプルdは、

前述の通りオートフォーカスでのフォーカス調整

に多くの視野で失敗したので、失敗した視野は個

別に目視でフォーカスを調整して撮像した画像を

用いた。このサンプルは、数f）CL程度の濃度が想

像され、計数者Xはそのレベルの結果となってい

るが、本アルゴリズムの結果はちょうどその10

倍となっており、本アルゴリズムが過剰計数にな

っている恐れがある。この原因は、エッジとして

抽出する対象がないために、微小な画像背景の輝

度の変化をエッジととらえて、背景の地模様を繊

維として認識していることが原因だろうと考えら

れる。

　計数者Yは計数者Xに比べると全般的に低く、

特に、サンプルbでは10分の1以下の結果とな

っている。いずれの計数結果も真の値はそもそも

不明であるが、同一地点で捕集された異なる二つ

のサンプルが、それぞれ異なる計数者によって観

察されると、このような違い、ばらつきを生むこ

とがありうることを改めて示した結果であるとい

える。

表4．5　除去現場サンプルの計数結果

サンプル 本アルゴリズム 計数者X 計数者Y

a

計数繊維数f

観察視野数一

　濃度肌

　863

　300

1．0　×　104

212．5

　16

7ユX103

　203

　19

5．7×103

b

計数繊維数f

観察視野数・

　濃度f工

　520

　300

6．2×103

　200

　17

6．3×103

　11

　50

1．1×102

c

計数繊維数f

観察視野数・

　濃度茸L

　281

　300

5．6×　le2

　201

　29

6．2×102

　171

　50

3．0×102

d

計数繊維数f

観察視野数・

　濃度f7L

　10

　289

62×10

6

50

6

1

50

＜15

本アルゴリズムは観察視野数が目視に比べて狭いため、視野数および繊維数では直接比較で

きないが、濃度は比較可能である。
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4．6．4．本アルゴリズムの適用範囲

　以上の3種類のサンプルへのアルゴリズムの適

用結果から、本アルゴリズムの適用が可能、ある

いは望ましくない環：境は以下のように考えること

ができる。　　　　　・

　人工発じんしたサンプルへの適用結果から、混

在する粒子がほとんど見られないようなサンプル

であっても、100～数千ilDtlLといった高濃度であ

れば目視と極めてよい一致が見られ、スタンダー

ドを用いたサンプルへの適用性は高いといえる。

また石綿クロスチェック試料への適用結果も良好

であり、現在試料の標準値は熟練者の目視観察に

よって得られているが、これを置き換えることが

できる可能性があるといえる。

　しかし、作業現場（アスベスト除去作業）での

サンプルは、目視計測とばらつく結果も見られた。

濃度が高くなると、過剰計数する傾向がみられた。

そのため、混在する粒子の多い環境でサンプ1Jン

グされた場合には、あまり適していないと考える

ことができ、アルゴリズムの改良あるいは捕集量

を事前に制御するような機構の開発が今後の課題

となる。また、極端に捕集量が少なく非繊維状の

粒子すら存在しないようなサンプルでは、オート

フォーカスもエッジ検出も正しく動作せず、本シ

ステムの運用には適していないことが明らかとな

った。

4．7．自動計数アルゴリズムのまとめ

　従来の画像の輝度に着目するのではなく、画像

の背景と対象物の境界である「エッジ」に着目す

ることで、位相差顕微鏡画像からアスベスト繊維

を認識し計数するアルゴリズムを開発した。また、

PCM法だけでなく分散染色法にも対応できる画

像前処理も開発した。

　アルゴリズムを汎用の画像解析ライブラリを用

いてVisua1　Basicで実装した自動計数プログラム

を開発したe適切な前処理を行った後に、エッジ

を2段階で抽出することで、繊維を高い精度で認

識し、かつ高速に計数することが可能となった。
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