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1.背 景

研究代表者 は流れ場 の画像計測のため,多 数の トレーサー粒子(1000×1000画 素の画像

で約10,000個)を 自動 的に追跡 して流速場 を計測で きる粒 子追跡速度計測法(Particle

TrackingVelocimetry;PTV)を 開発 した.自 動粒子追跡 アル ゴ リズムとして,カ ルマンフ

ィル ター による次時刻の粒子情報の予測,κ2乗 検定による同一粒子の対応付け,の2つ 要

素か らな り,統 計 ・確率学的な基礎 に基づいてお り,計 測精度は現在提案 されている方法

の中で も トップクラス と世界的に評価 されている.

最近,バ イオイ メージング分野においても,細 胞等の試料 に蛍光粒子等マーカー付着 さ

せ,そ の動 きを顕微鏡 下で画像計測 し,様 々な機能 の解明す る計測技術 が進んでいる.し

か し,画 像計測にお ける粒子の移動は現在人 間の手で行ってい るのが現状である.本 申請

で提案す る手法が開発 されれば,人 間の手で行 って数 日かかる作業が数十分程度 と極端に

短縮す ることができる.さ らに近畿大学で開発 された超高速 ビデオカメラ と組み合わせ る

と,こ れまで知 られていない様 々現象 を明 らかにすることが出来き,こ の分野の研究に大

きな影響を与えるもの と思われる.

2.目 的

現状では,本 研究室で開発 したカルマンフィルター とx2検 定法を用いた 自動粒子追跡 プ

ログラム(KC法)は,い くつかのパ ラメータ設定が必要 とな り,一 般の研究者 には使用 し

づ らい ものとなっている.ま た,得 られた結果か ら流体運動の特性量を抽出す る効率的な

方法がなかった.本 研究では,近 畿大学で開発 した 自動粒子追跡 ソフ トの効率化のために,

以下の ような事項 に関 して開発 を行 った.

1.自 動粒子追跡速度計測法の1つ であるKC法 におけるカルマンフィル ターで用い られ る

誤差項の 自動設定法の開発

2.微 分干渉顕微鏡によ り微小空間内の粒子の3次 元位置計測法の検討
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3.研 究組織

[近畿大学]

研究代表者 社会環境工学科 ・准教授 ・竹原幸生 研究総括

共同研究者 社会環境工学科 ・教 授 ・江藤剛治 高速 ビデオカメラの開発

共同研究者 電気電子工学科 ・講 師 ・沖中知雄 固体材料への画像計測の適用

共同研究者 シニアサイエ ンティス ト・田中厚夫 微分干渉顕微鏡 による粒子画像のシ

ミュレーシ ョン法の開発

[学外]

共同研究者 関西電力株式会社 ・久末 信幸 可視化実験,数 値シ ミュレーシ ョン

4.研 究方法

4.1KC法 におけるカルマンラィル ターで用 いられる誤差項の自動設定法の開発

カルマンフィル ターにおける状態方程式お よび観測方程式の誤差項 を評価す る必要があ

る.現 時点では,予 想 され る誤差量 を一定値 として予測を行っているが,こ の誤差項を時々

刻々 と計測値か ら評価 できれ ばよ り高精度 に粒子情報をカルマンフィル ターにより予測で

きる.最 適 な誤差項の評価のために,計 測結果をある領域 ごとに分割 して,統 計量 を求 め

る方法 を考 える.領 域 を分割す る際,計 測値の個数によ り誤差の推定精度 が変化す る.分

割領域内の粒 子数が少 なすぎる とデー タ数が少ないため,誤 差成分の影響 を強 く受 ける.

逆に分割領域を大 きく取 りす ぎると,誤 差分布 が均一化 され,局 所的 な誤差分布がわか ら

な くなる.い かに分割領域を決定すれば,よ り最適な誤差分布 を推定できるかの判定基準

をシミュレーシ ョンによ り求めた.

以下にシ ミュレーシ ョン手順 を示す.

① 第1時 刻 の粒子位置 を定 める.1000×1000pixel四 方の範囲の中に粒子が均一に分布す

るよ うに一様乱数で粒子位置を決定する.今 回,粒 子数を1000,5000,10000個 の3

パ ターン作成する.

② 各粒子の移動量を定める.そ れぞれの粒子は1時 刻 にx方 向に10pixel,y方 向にOpixel

移動す ることとす る.

③ 移動量のx成 分,y成 分 に標準偏差1.Opixelの 正規乱数 を発生 させ,誤 差 として加 える.

④ 第1時 刻の粒子位置か ら,③ の移動量分進んだ粒子位置 を第2時 刻の粒子位置 とする.

第2時 刻での移動量 も②,③ と同様 に して与える.

⑤ 第20時 刻まで同様 にして作成す る.

画像 中 の誤 差 の統 計 を取 るた めに,画 像 を2×2,3×3,4×4,5×5に 分 割 し,そ の領 域
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図 一2

内の粒子情報 に対 して統計量を とる.分 割 したそれ ぞれの区域にお ける予測値 と実測値 の

誤差の標準偏差 と区域内の粒子数 を求 めた.

4.2微 分干渉顕微鏡によ り微小空間内の粒子の3次 元位置計測法の検討

微小領域下での流れ場 の三次元計測 を,微 分干渉顕微鏡 下での画像の ピン ト変化を利用

して,三 次元計測 をす る手法 について検討 した.ま ず理化学研究所 の河野氏が撮影 した微

生物 クリプ トモナスの運動 を,高 速撮影 した例 を図一2に 示す.楕 円中の部分がクリプ トモ

ナスである.ク リプ トモナスが水を噴出 し,移 動 してい る様子を2000コ マ1秒で高速撮影

している.水 中には直径0.356pmの ポ リスチレ・ンビーズを トレーサー粒子 として入れ込ん

である.

本研究室で開発 されたKCを 用いて,流 れ場を計測 した結果の例 を図一3に示す.二 次元

平面での流速分布 が明瞭に計測 出来てい るのが分かる.微 分干渉顕微鏡 のピン トが合 う面

は非常に薄いため,ピ ン ト面か ら観察する標本が数pm移 動す るだけで見え方が異なる.

この特徴を利用 して三次元計測の可能性を検討す る.

標本 の輝度変化 を利用 し,微 分干渉顕微鏡 のピン ト面に対 して,粒 子 が奥行 き方向の ど

の位置にあるか把握す ることを目的 として実験 を行 った.実 験 には河野氏が使用 した顕微

鏡 システム と同様のものを用いて,CCDカ メラ(KodakProfessionalDCS760)で 撮影 し

た.撮 影 した画像の輝度分布 を分類 し,標 本の三次元位置の推定法を検討す る.河 野氏の

撮影環境 と同様 にするため顕微鏡に60倍 の対物 レンズを装着 し,直 径0.356pmの 粒子 を

使用 した.

実験では粒子を水で薄 めガラスプ レパ ラー ト上で観察 した.計 測にはガ ラス面に固定 し

た粒子 を撮影 した.ピ ン トを変化 させ,再 度 ピン トを元の位置に戻 した際,元 の粒子画像

が得 られることを確認 した.撮 影は2pmご とにレンズを粒子 に近づけなが ら合計26枚 撮

影 した.26枚 目に撮影 した画像 を0μmと して,基 準 とした.最 大50pmの レンズ光軸方

向のデータを取ることが出来た.

また,シ ミュ レーシ ョンによ り微分干渉顕微鏡 により得 られ る画像の輝度分布 を求める
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H

図一4領 域内の粒子数 と誤差の分状態

ことにより,実 測値 との比較に より3次 元位置 を正確計測す ることができる.今 回は微分

干渉顕微鏡 によ り得 られ る画像 の輝度分布 をシミュ レーシ ョンによ り求める方法を開発 し

た.

5.研 究成果

5.1KC法 にお けるカルマンフィルターで用い られ る誤差項 の評価

領域内の粒子数 と予測誤差の標準偏差の関係 を図一4に 示す.図 より粒子数 が増えるにつ

れ標準偏差のばらつきは小 さくなっている.粒 子数600～1000辺 りか ら標準偏差のばらっ

きは一定 となってい る.

標準偏差のば らつ きがほぼ一定 となる最小の粒子数が最適 の分割領域 とす る.粒 子数 を

100毎 で区切 り,そ れぞれ の区間に含まれ るデータを平均 した結果 を図中に曲線で示す.最

初右下が りに変化 していた点が,800を 超えた辺 りで一定の値 を保つ ようになっている.こ

の ことか ら,一 つの領域内に800個 程度の粒子が含まれ るよ うに設定すれば最適 な誤差分

布を推定できると考え られ る.

5.2微 分干渉顕微鏡 における ピン トの変化 による撮影画像の分類

撮影画像の例を図一5に 示す.撮 影 した画像の中で粒子外周部分の輝度が高く,は っき り

見える画像 をピン トが合っている画像 として選び,基 準 とした.基 準 とした粒子を図一5(A)

に示す.図 一5(A)よ り粒子の三次元方向位置を画像の特徴か ら分類す る.

(ピ ン ト面よ り上方にある場合)図 一5(B)に ピン ト面から6pm上 方にある粒子画像 を示

す.図 一5(A)と 比較する と二つの異な る特徴 が分かった.① 粒子外周部分の輝度が低 く,

粒子の輪郭を明確 に見ることができない点.② 図一5(A)で は一重の黒い輪 が,図 一5(B)

一544一



平成20年 度産学連携研究推進事業 成果報告書

(A)基 準粒子 (C)6pm下 方

図一5微 分干渉顕微鏡の撮影粒子画像

では輪が二重 に見える点であ る(図 一5(B)内 の矢印で示す).ま た上方か らピン ト面に近

づ くにつれて,粒 子の輪郭 がはっき りと表れ,粒 子の中心付近 にある黒い曲線が外側の黒

い曲線 に近づ く様子が分かった.

(ピ ン ト面より下方にある場合)図 一5(C)に ピン ト面か ら6pm下 方にある粒子画像 を示

す.図 一5(A)と 比較すると,輝 度の低い部分が高い部分を取 り囲んでいる.ピ ン ト面か ら

下方 に離れ るにつれて,輝 度の高い部分,低 い部分が逆転 し,粒 子中心の輝度が高 くなっ

ていくことが分かった.(図 一5(C)内 の矢印で示す)

これ らの特徴か らピン ト面 に対 して,粒 子が上下 どち らにあるか区別できる点 と奥行 き

によって輝度が変化 してい くことか ら指標 を作成 できる点が分かった.よ って粒子の三次

元位置を把握できる可能性がある.

また同時に,微 分干渉顕微鏡下での粒子画像のシ ミュ レーシ ョン法の開発を行った.図 一6

に今 回行 ったシ ミュレー シ ョンの概念図を示す.シ ミュレー ション法は以下の とお りであ

る.

1)屈 折率分布 を関数分解(Wavelet関 数等の活用)し て近似.

関数の重み係数 をパ ラメー タとして与えて屈折率分布 を仮説

2)測 定対象(仮説)の 各点か らの レイ トレースで結像シ ミュ レー ト

3)シ ミュレー ト像 と現実のDICM画 像 との誤差がよ り小 さくなるようなパ ラメータを

次々に探 していく(階 層的な探索)。

今回は簡単な試料のモデル として,屈 折率1.4の 三角形(2次 元モデル)を 用いて,開

発言語LabVIEWに よるシ ミュレー ションの枠組み ・方式を構築 した.

得 られた結果 を図一7に 示す.微 分干渉顕微鏡では透明三角形体が存在す る場所で輝度変

化が生 じる.6図 一7中 の輝度が高 くなっているところが三角形の透明体が存在す るところで

ある.2次 元モデルでは様々な形状のものを計測対象領域 にセ ッ トすれば微分干渉顕微鏡 に

よって得 られ る画像をシ ミュレー トできる.
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δ シアー量(位置のズレ)

伝達関数
編 編 纐 姻 一訟1瓜 点 聯 幅 一毒(群+の

俸毒((綴ガ ξア惚 ガ ζ翔)曜ζ
eXP汝 【】

第1項)試 料媒体 内の点源から表面での屈折を経て レンズに至る

光学的距離に相当する位相差

第2項)レ ンズを通過する際に生 じる位相差

第3項)レ ンズか ら像点までの距離に相当する位相差

図一6微 分干渉顕微鏡下での画像シミュレーション法の概念図

縫蕪 熱羅 灘鞭 灘 灘 灘灘灘 馨難灘撚灘雛難 灘

図一8シ ミュレー シ ョンによ り得 られた微分干渉顕微鏡 によ り得 られ る

画像の輝度分布
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6.今 後の展開

本研 究室 で開発 したカルマ ンフィル ター とx2検 定法 を用いた 自動粒子追跡 プ ログラム

(KC法)は,い くつかのパ ラメータ設定が必要 とな り,一 般の研究者 には使用 しづ らいも

の となっている.ま た,得 られた結果 か ら流体運動の特性量を抽出す る効率的な方法がな

かった.本 研究では,近 畿大学で開発 した自動粒子追跡 ソフ トの効率化のために開発 を行

った.得 られた結果 と今後の展開を以下に示す.

1.自 動粒子追跡速度計測法の1つ であるKC法 にお けるカルマ ンフィル ターで用い られる

誤差項の評価法 について検討 を行 った.粒 子数が800個 以上になるよ うに領域 を設定 し

て誤差項を評価すれ ばよい ことが分かった.今 後,時 々刻 々の誤差を評価するプ ログラ

ムをKC法 に組み込み,よ り高精度な粒子追跡ができる

2.微 分干渉顕微鏡 により微小空間内の粒子の3次 元位置計測法の検討 を行 い,ボ ケによる

3次 元計測 の可能性 を示 した.ま た,シ ミュ レーシ ョンに微分干渉顕微鏡下での画像を

作成するプログラムを作成 した.今 後,シ ミュレーシ ョンと組み合 わせ て,高 精度 に粒

子位置を計測できる手法を開発す る.
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