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概要

61 

高品位 CCDを用いた生体顕微鏡を開発した。冠循環系の理解に於いて約20μmの微小循環の観測意義は大き

いといわれている。このような細い血管を生理的条件下で観察可能とするのが新システムである。高品位CCD
を用いて High-Visionシステムを迎入することで移動する対象を広い視野で観察可能とした。開発したシステ

ムは空間分解能2.5μm,位置移動の分解能は 1.5 μm,視野サイズは 1.4X 0.8mmの性能を有する。本システムは，

細い血管の微小循環生理の解明に役立つと期待できる。

1. はじめに

冠微小血管は心筋の血流調節の場であり，そ

の拍動特性を評価することは冠循環系の理解に

とって重要である。心筋梗塞などに代表される

虚血性心疾患の病態形成には，微小血管レベル

における血流の破綻が大きく関与してい ると考

えられているか，その詳細は適切な計測方法が
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開発されていなかったため，未だ解明されてい

ない。

心臓を構成する心筋に酸素や栄養を与える冠

微小循環の観測を行う場合，種々の解決すべき

技術的な問題点か存在する。観測対象の心筋自

体か自己の心拍動と共に大き〈動〈こと，また，

虚血か生じやすい心内膜側の微小循環は，血液

で満たされた心腔に面しているため可視化か困

難であることなどが主要な問題点である。冠循

環系に理解に於いて心臓の微小循環の観測意義

は大きいが，このような技術的な問題よりその

観測は容易ではなかった。そこでこれまでは，

生体顕微鏡に様々な工夫を加えて，心臓表面す

なわち心外膜側の微小血管の観測のみか行われ

てきた。

しかし，虚血の生じやすい心内膜側微小血管

の拍動心における観測は，その医学的意義が重

要にも関わらす，方法論的制約により不可能で

あった。

我々の研究グループは，新たに埠入した CCD

生体顕微鏡のアクセス部を工夫したニードルプ

ローブの開発により，初めて拍動下心内膜側微

小循環系の細動静脈像の計測に成功した 1.2）。こ

れにより，生理的に拍動中の心臓での冠微小循

環の観測を可能とし約50μm以上の細い血管の挙

動を明らかにした。 しかしなから，空間分解能

に限界かあるため，冠循環系の調節にと って重

要である前毛細血管レベルでの観察や，微小血

管レベルでの血球の動きの識別は困難であった。

そこで，今回，我々の研究グループは，細動

Relay lens 
(140mm) 

脈血管や微小血管レベルでの血球の動きの観測

を可能とするべく ，CCDを High-Vision化し

広い視野を保ちながら分解能の向上を図った装

置を開発したので報告する。

2 ・システムの構成

Fig. lに開発した高品位ニードル型 CCD生体

顕微鏡システムの構成を示す。本システムは，

ニードル型プローブ，高分解能 CCD撮影部，

レンズ，光源，ライトガイド， High-Visionモ

ニタ， High-Vision ビデオレコーダ，および

High-Vision画像解析システムより構成される。

高分解能 CCD 撮影部には約200万画素の単板

CCDを用いる。これは，従来1)の25万画素の CCD

に比べて 8倍の画素数である。プロープ本体に

はニードル型レンズを装備し，心外膜側から心

筋内，および心内膜側にいたる微小循環の計測

を可能とする。ニードル型レンズは relaylens 

より構成されており，サイズは周囲に配置した

照明光ガイド用光ファイバを含めて直径6mm,長

さ140mmである。光源にはメタルハライドランプ

(160W)を用い，光源から光ファイバで導かれ

た照射光は， relaylens周囲のガイド用光ファ

イバ経て先端から観測視野周囲の組織へ照射さ

れ，組織内で散乱した光によ って観測部位を照

明する。relaylensを通じて結ばれた観測像は

単板 CCDによ って毎秒30フレームのビデオ信

号に変換され，28インチ High-Vision モニタ

(KW-2910HD, SONY)上に430倍に拡大した

像として表示される。また， 同時に High-Vision

n signal 
converter 

Computer (1920x1035 pixels) 

Fig. 1 High Definition CCD Video Microscope 
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ビデオレコーダ (SR-W310,Victor)で記録さ

れる。後に，記録された観察画像を High-Vision

ビデオ信号用 AID コンバータ (DFM, 計測技

研）で AID 変換し画像解析システムにより画

像データファイルとして記録・蓄稜し，濃度調

整およびノイズ除去などの画像処理を行い，血

管径の計測やその拍動の解析が行われる。

3.システムの評価

本システムによる画像の観測性能を評価する

ため，観測画像の歪み，および解像度を評価し

た。また，拍動している血管の形状や大きさの

変化の評価に必要な画像の変位墓の検出精度に

ついても計測 ・評価した。

A)画像歪みの評価

本システムを用いて，50X 50μm正方のマイク

ロメ ッシュ （血球計算盤）を観測し，画像の歪

みを評価した。Fig.2にその時の観測画像を示す。

観測視野サイズは 1.4 X 0. 8mmであり ，視野内全

域において縦横の線はいずれも直線性が良く ，

その間隔もはほ一定であった。よって，画像の

歪みはほぼ無視でき，形状が正確に観測できる

ことが分かる。

B)解像度の評価

解像度評価するために “USAF 1951 Test 

Target’'を観測して 2本の線の識別限界を検討

した。Fig.3 aに本システムで観測した像を，Fig.

3b に比較のため光学顕微鏡で観測した Test

Targetの観測像を示す。TestTargetには，

SOxSO μm2 

0.80 mm 

1.42 mm 

Fig. 2 Measurement of Test Microscale Mesh 
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a. HD-CCD microscope b. Light microscope 

Fig. 3 Observation of USAF 1951 test target 
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縦横に 3本ずつの直線を一組として，No.lから

No. 6まで刻まれている。3本の線の太さとその

間隔は， No.1が最大で毛細血管の径の約半分の

大きさで3.9μmである。順に下へ行くにつれて狭

くなり ，No.6は2.2μmで最小である。Fig.3aに

示した本システムでの観測像から分かるように，

No. lから No.5 (2.5μm間隔）までは 3本の線

として識別が可能であるが， No.6では 3本の線

としての識別は困難であった。したがって，観

測画像の解像度は2.5から 2.2μmの間にあると考

えられ毛細血管レベルの識別が可能であること

が分かった。

C)変位景検出精度の評価

最小メモリ lQμmのマイクロスケールを観察視

野内の横方向，および縦方向に置き，マイクロ

マニピュレータを用いてそれぞれの方向へ 2μm 

ずつ移動させ，各位置でのマイクロスケールの

像を本システムを用いて観測した。

スケールの基準位罹と移動後の各位置でのマ

イクロスケール像の濃度分布曲線をそれぞれ求

め，両者の位置の差によりマイクロスケールの

変位量を計測・評価した。具体的には，櫻度分

布曲線から各マイクロスケール像の最大濃度値

とマイクロスケール像の周囲に出るノイズレベ

ルの平均濃度値との差を求め，その差の 4分の

1の値だけ平均ノイズレベル猿度より高い値を

閾値として設定し，この閾値猿度を示す位罹を

マイクロスケール像のエッジ位置とした。マイ

クロスケールの移動前後において評価したエッ

ジ位置の差を移動量として計測し，マイクロマ

Horizontal 

19 2 ] 

／ Measured 6 I 
distance [μm] 

ニピュレータで設定した値と比較することによ

り，変化最の検出精度を評価した。その結果を

Fig. 4 a, bに示す。Fig.4 aは視野面横方向の，

Fig. 4 bは縦方向の評価結果である。いずれも横

軸はマイクロマニピュレータで設定した移動量

を，縦軸は計測した変化量を示す。縦軸いずれ

の方向においても，最大誤差は 1.5 μm以下である

ことが分かる。したがって，本システムの変化

量検出精度は視野サイズ1.4 mm X O. 8 mmの計測に

おいて 1.5μm以下であるといえ，例えば直径

30μm程度の血管の場合， 5％の精度で径変化を評

価可能である。

4.実測

高品位ニードル型 CCD生体顕微鏡シ ステム

の性能評価の結果，十分な性能を有することが

愈われたので，実際に麻酔開胸犬を対象に左心

室心外膜側微小血管の観測を行った。

Fig. 5 a, bに心外膜側微小血管の観測例を示

す。観測は，心外膜側表面にニードル型プローブ

を軽く当て，用手的に保持して行った。Fig.5 a 

は細動脈の拡張末期，Fig.5 bは収縮末期の観測

像である。それぞれの血管径は，拡張末期は

27.4μm,収縮末期は 25.8μmであっ た。細動脈径

は拡張末期から収縮末期にかけて約6％縮少し，

その径変化を鮮明に観測できた。

5.考察

冠循環細動脈内の圧低下は比較的緩やかであ

り， したかって広範囲にわたる径の観測が要求

Vertical 
12 

， 

6 ロ

3 1 。メ Y:1.023X-0.123 3 
Y=0.985X+0.259 

R2=0.988, n=15 R迄0.966,n=15 

゜ ゜゜
3 6 ， 12 

゜
3 6 9 12 

Displaced distance [μm] 

Fig. 4 Measurement Accuracy of Displaced Distance 
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b. Endo-systole 

Fig. 5 Diameter Change of Coronary Epicardial Arteriole. 

される。そこで本研究では約20μm程度の細動脈

の拍動特性や，同レベルでの血流 ・血球の動態

を把握することを目的として研究を進めた。

従来，我々の研究グループは， CCD生体顕微

鏡の特徴である 1)移動する対象の観察が可能

であること ， 2)生理的状態における生体内臓

器の観察が可能であること， 3) 手軽に使用が

可能であるなどを応用し，アクセス部を工夫し

たニードルプローブを開発することにより，初

めて拍動下心内膜側微小循環系の細動脈 ・細静

脈の観測を行い，生理的拍動中の心臓での心内

膜側微小血管観測手法を確立した。

今回，上記の目的を達成するため，撮像部 CCD

の High-Vision化を行った。新たに，開発した

高品位ニードル型 CCD生体顕微鏡システムは，

その性能評価の結果，視野は 1.4mmX 0.8mm,静

止時の空間分解能は2.5μm，位置変動については

1. 5μmであり ，得られる画像の歪みはほぼ無視で

き，形状を正確に観測ができること，すなわち

毛細血管レベルの識別が可能であることなど十

分な性能を有する こと が分かった。さらに，実

際に冠微小循環を観察したところ，従来のシス

テムでは困難とされてきた，拍動下における約

20μm程度の微小血管の観察ができた。以上のこ

とにより ，本システムは視野サイズを広〈保っ

た上での高分解能イメージングを実現させ，心

拍動のようにダイナミックに動〈観測対象にお

ける微小循環系の評価や，同一視野内での可及

的多数の微小血管の評価を可能とすると考えら

れる。
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