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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞運動及び／又は特質を評価する方法であって、
　複数の細胞の画像に対応する画像データを受信するステップと、
　前記複数の細胞に関連する運動パターンに基づいて、前記画像データを複数のクラスタ
にセグメンテーションするステップと、
　前記複数のクラスタの各々のクラスタにおける画像データから運動信号を抽出するステ
ップであって、前記各々のクラスタの画像強度の主成分の分析に基づいて前記画像データ
から前記運動信号を抽出するステップと、
　各クラスタからの前記運動信号に基づいて細胞運動特質又は細胞学的性質のうちの少な
くとも１つを評価するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　細胞運動又は細胞学的性質のうちの少なくとも１つの評価に基づいて複数の細胞に対し
て適用された１つ以上の処置の効果を測定するステップを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　画像データをセグメンテーションするステップが、
　静止成分を除去するステップと、
　画像データの特徴を抽出するステップと、
　特徴に基づいて複数のクラスタを識別するステップと
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を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　画像データが非重複ブロックに分割され、各非重複ブロックが、前景又は背景の特質を
有する画素の割合に基づいて前景ブロック又は背景ブロックとして識別される、請求項３
記載の方法。
【請求項５】
　前記画像データの特徴を抽出するステップが、前記画像データのテクスチャベースの特
徴又は強度ベースの特徴を抽出するステップを含む、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　前記画像データの特徴を抽出するステップが、自己相関関数に基づく運動感応性の特徴
を抽出するステップ、又は運動ベースの特徴を抽出するステップを含む、請求項３～５の
うちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記画像データの特徴を抽出するステップが、テクスチャベースの特徴若しくは強度ベ
ースの特徴のスペクトルのプロファイルを抽出するステップ、又は画像データの自己相関
関数に基づく運動感応性の特徴を抽出するステップを含む、請求項３～６のうちのいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記複数の細胞が、始原細胞又は筋細胞のうちの少なくとも１つを含む、請求項１～７
のうちのいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　各クラスタの前記運動信号が、或る周波数の周期運動を含む、請求項１～８のうちのい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　１つ以上の有形的コンピュータ読み取り可能なメディア上に提供されるコンピュータプ
ログラムであって、
　複数の細胞の経時的に取得された画像に対応する画像データを受信するための第1の処
理と、
　前記複数の細胞に関連する運動パターンに基づいて、前記画像データを複数のクラスタ
にセグメンテーションするための第２の処理であって、個々のクラスタは、前記複数の細
胞の一部分のみを表し、前記画像データは、前記複数のクラスタにセグメンテーションさ
れる前に運動成分に分離されない第２の処理と、
　前記複数のクラスタの各々のクラスタから運動信号を抽出するための第３の処理であっ
て、前記各々のクラスタの画像強度の主成分の分析に基づいて前記クラスタから前記運動
信号を抽出するための第３の処理と、
　各クラスタからの前記運動信号に基づいて細胞運動特質又は細胞学的性質のうちの少な
くとも１つを評価するための第４の処理と、
　前記複数のクラスタの細胞運動特質を示す出力を生成するための第５の処理と、
を実行するための実行可能命令を記憶するメモリ
を備えるコンピュータプログラム。
【請求項１１】
　前記画像データを複数のクラスタにセグメンテーションするように構成された命令が、
可能性のあるクラスタを反復して識別するように構成された学習アルゴリズムを備える、
請求項１０記載のコンピュータプログラム。
【請求項１２】
　前記画像データが非重複ブロックに分割され、各非重複ブロックが、前景又は背景の特
質を有する画素の割合に基づいて前景ブロック又は背景ブロックとして識別され、学習ア
ルゴリズムが、複数のクラスタの１つに対して各前景画素を割り当てるように構成される
、請求項１１記載のコンピュータプログラム。
【請求項１３】
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　運動信号を抽出するように構成された命令が、個々のクラスタの画像強度の主成分の分
析を実行する命令を備える、請求項１０～１２のうちのいずれか一項に記載のコンピュー
タプログラム。
【請求項１４】
　各クラスタの前記運動信号が、或る周波数の周期運動を含む、請求項１０～１３のうち
のいずれか一項に記載のコンピュータプログラム。
【請求項１５】
　光学的に複数の細胞を解析するように構成された画像装置と、
　前記画像装置を介して前記複数の細胞の画像を取得するように構成されたデータ取得回
路と、
　前記複数の細胞に関連する運動パターンに基づいて、前記複数の細胞の画像からの画像
データを複数のクラスタにセグメンテーションし、個々のクラスタにおける画像データか
ら、前記個々のクラスタの画像強度の主成分の分析に基づいて運動信号を抽出し、個々の
クラスタの前記運動信号に基づいて細胞運動特質又は細胞学的性質のうちの少なくとも１
つを評価するように構成されたデータ処理回路と、
を備える画像解析システム。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本技術は、概して、薬理効果を評定するために用いられ得る細胞培養、組織、及び有機
体の評価及び評定に関する。特に、本技術は、細胞運動の評価及び評定における視覚的運
動解析の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　製薬産業の注目は、典型的には、患者の疾病又は疾患の処置にて効果的な、最新且つ医
学的に有用な薬剤を開発することである。さらに、概して、このような最新且つ有用な薬
剤には、有害な副作用がほとんど或いは全くないことが望ましい。但し、明らかなように
、薬剤として有用であり得る化合物の数は、最終的に開発される数をはるかに上回る。結
果として、製薬産業は、追加試験及び開発に値するわずかな薬剤候補を選択しようとして
、莫大な数の薬剤候補を選別する。
【０００３】
　このようなスクリーニング技術の１つは、細胞培養の１つ以上の特質に対する化合物の
効果を判定するために、簡単な生物系に基づいた評定（例えば、細胞分析）を利用する。
このような細胞分析は、インビボ動物実験に比べると、相対的に低価格であり、そのため
、化合物の大規模スクリーニングを行うのにコスト効率が良い。特に、典型的な細胞分析
は、細胞培養にとって重要な化合物を適用し、その後、培養を形成する細胞の１つ以上の
特質を評価することを含んでいてもよい。特性の評価に基づいて、化合物の効果が評価さ
れてもよい。
【０００４】
　但し、一部の実例では、重要な特質に対する化合物の効果を評定するのは難しい場合が
ある。例えば、一部の実例では、重要な特質は、単一の細胞に起因し得、その代りに、細
胞群の特質であり得る。このような特質の一例は、心臓の拍動など、対応する臓器の律動
的運動又は周期的運動に対応し得る心臓細胞などの細胞の協調運動である。
【０００５】
　現在、しかしながら、迅速、客観的、且つ再現可能な方式で、このような協調運動を効
果的に評定する方法はない。例えば、協調的な細胞運動での処置効果を評定するための最
新技術の１つは、化合物を伴う処置の後にオブザーバに細胞培養の映像を見せて細胞の協
調運動に対する化合物の効果の評定をさせることを含む。しかしながら、このようなオブ
ザーバに基づいた解析は、主観的で、手間取り、概して再現可能ではない。
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【０００６】
　代替え的に、培養の細胞の１つ以上の電気的性質の骨材面積（ａｇｇｒｅｇａｔｅ　ａ
ｒｅａ）測定が行われてもよく、１つ以上の電気的性質の変化に基づいて、細胞の運動に
対する化合物の効果の評定が行われてもよい。しかしながら、このような電気生理学によ
る分析は、相対的に低い処理能力であるだけでなく、分析を行うことを含む技術的困難性
による問題であり得、マススクリーニングには適さない可能性がある。さらに、骨材電気
測定と細胞運動との間には不十分な相関があり得る。このような骨材電気測定は、細胞運
動の協調的な性質を評定するのには有用ではない場合がある。
【０００７】
　そのため、細胞に対する化合物の効果を判定する際に、細胞運動に関連する特質など、
細胞の一部の特質をさらに効果的に評定することができることが望ましい。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】英国特許出願公開第２４７９６２８号明細書
【発明の概要】
【０００９】
　本技術によれば、運動データは、１つ以上の細胞の画像から導き出される。画像は、画
像データ自体に基づいてセグメンテーション（分割）され、個々のクラスタの各々の画像
データは、運動信号を抽出するために分析される。運動信号は、その後、１つ以上の運動
成分上に、時系列解析などの時間ベースの解析などを行うことによって、１つ以上の細胞
の性質又は運動を評価するために用いられてもよい。細胞の評価に基づいて、細胞に対し
て施された処置の効果は、評価されてもよいし、及び／又は、いくつかの若しくはすべて
の細胞の状態が判定されてもよい。
【００１０】
　本技術の１つの態様において、細胞運動及び／又は性質を評価するための方法が提供さ
れる。この方法は、１つ以上の細胞の複数の画像を取得し、複数のクラスタ内に画像をセ
グメンテーションする動作を含む。１つ以上の細胞の運動信号は、複数のクラスタの各々
毎に抽出される。細胞運動特性又は細胞学的性質のうちの少なくとも１つは、運動信号に
基づいて評価される。
【００１１】
　本技術のさらなる態様において、コンピュータプログラムは、１つ以上のコンピュータ
読み取り可能な通信媒体上に提供される。コンピュータプログラムは、複数の細胞の経時
的に取得された画像に対応する画像データを受信するように構成された実行命令を記憶す
るメモリを含む。さらに、コンピュータプログラムは、複数のクラスタ内の画像データを
セグメンテーションするように構成された実行命令を含み、個々のクラスタの各々は、複
数の細胞の一部分のみを表現し、画像データは、複数のクラスタ内にセグメンテーション
される前に運動成分に分離されない。さらに、コンピュータプログラムは、複数のクラス
タのそれぞれの各クラスタから運動信号を抽出し、それぞれの各クラスタからの運動信号
に基づいて細胞運動性質又は細胞学的性質のうちの少なくとも１つを評価し、複数のクラ
スタの細胞運動特質を示す出力を生成するように構成された実行命令を含む。
【００１２】
　本技術の付加的な態様において、画像解析システムが提供される。画像解析システムは
、複数の細胞を光学的に解析するように構成された画像装置と、画像装置を介した複数の
細胞のデータ取得回路とを含む。画像解析システムは、また、複数のクラスタ内の複数の
細胞の画像から画像データをセグメンテーションし、個々のクラスタの各々の画像データ
から運動信号を抽出し、個々のクラスタの各々の運動信号に基づいて細胞運動特質又は細
胞学的性質のうちの少なくとも１つを評価するように構成されたデータ処理回路を含む。
【００１３】
　本特許又は特許出願は、色彩が施された少なくとも１つの図面を含む。この特許又は特
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許出願の公報のカラー図面を含む複製は、リクエスト及び必要な料金の支払いにより特許
庁によって提供されることになる。本発明のこれら及び他の特徴、態様、及び効果は、添
付の図面を参照しながら以下の詳細な説明を読めば、より適切に理解されることになる。
ここで、添付の図面を通じて、同様の符号は、同様のパーツを表現する。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本技術の態様による、細胞の画像データを取得する際に用いられる好ましいシス
テムの概略図である。
【図２】本技術による、培養細胞の処置効果を判定するための動作を表すフローチャート
である。
【図３ａ】画像データから抽出された混合運動信号のグラフ表示である。
【図３ｂ】画像データから抽出された分離運動信号のグラフ表示である。
【図４】セグメンテーション法の例を表すフローチャートである。
【図５ａ】拍動細胞を有する部位に対して適用された前景マスクを表現する画像である。
【図５ｂ】図５ａの画像の個々の前景ブロックを示す。
【図５ｃ】図５ｂの３つの個々の前景ブロック毎の外見関数（ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ｆ
ｕｎｃｔｉｏｎ）を示す。
【図５ｄ】図５ｂの３つの個々の前景ブロック毎の自己相関関数を示す。
【図５ｅ】図５ｂの３つの個々の前景ブロック毎の略周期運動の特徴を示す。
【図６ａ】図５ａの画像を表現する親和性マトリックスである。
【図６ｂ】図５ａの画像を表現する親和性伝播クラスタを示す。
【図６ｃ】図５ａの画像を表現する分類（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ）である。
【図７ａ】合成データを表現する画像である。
【図７ｂ】図７ａの２つの識別された部位を表現するデータを示す。
【図７ｃ】図７ａの３つの識別された部位を表現するデータを示す。
【図８ａ】２つの部位を含むデータ毎のセグメンテーション結果を表現する画像である。
【図８ｂ】抽出された運動信号の例を示す。
【図８ｃ】３つの部位を含むデータ毎のセグメンテーション結果を表現する画像である。
【図８ｄ】図８ｃに対して抽出された運動信号を示す。
【図９ａ】セグメンテーション結果を表現する画像である。
【図９ｂ】セグメンテーション結果を表現する画像である。
【図９ｃ】セグメンテーション結果を表現する画像である。
【図９ｄ】セグメンテーション結果を表現する画像である。
【図９ｅ】セグメンテーション結果を表現する画像である。
【図９ｆ】図９ａに対して抽出された運動信号を示す。
【図９ｇ】図９ｂに対して抽出された運動信号を示す。
【図９ｈ】図９ｃに対して抽出された運動信号を示す。
【図９ｉ】図９ｄに対して抽出された運動信号を示す。
【図９ｊ】図９ｅに対して抽出された運動信号を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本技術は、自動化された光学的方法又は半自動化された光学的方法を用いる、処置され
た及び／又は未処置の細胞培養の高スループットスクリーニングを対象とする。例えば、
１つの実施形態において、本技術は、細胞運動中の化合物の処置効果を評定するために利
用されてもよく、それによって、処置された細胞の運動又は協調運動中の化合物の効果に
対する洞察力（ｉｎｓｉｇｈｔ）を場合によっては提供する。このような例において、高
スループット顕微鏡は、細胞の処置された一群の映像を取得するために利用されてもよい
。映像（例えば画像データ）のフレームは、経時的に細胞運動を表現するデータを生成す
る、特定の特質又はパターンを有するクラスタ内の画像をセグメンテーションするために
本明細書に提供されるように解析されてもよい。本明細書において提供されるのは、新規
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性を有する運動ベースのセグメンテーション法であり、ここで、細胞の画像データは、異
なる拍動リズムを有する部位内にセグメンテーションされる。特定の実施形態において、
技術は、予め部位の数又は特質を指定せずに実施されてもよい。部位は、その後、改善さ
れた細胞運動解析に対して個別に特徴づけられ得る。
【００１６】
　ビデオ顕微鏡を介しての細胞運動の解析は、非侵襲性であり、少なくとも部分的に自動
化される。一部の技術は、全体画像（例えば、運動データの判定前のセグメンテーション
されない画像）の全体的な運動フィールドの解析を含んでいてもよいが、このような全体
のフィールド解析は、相対的に均一の運動特質を示す細胞の密集した母集団に対して、よ
り適している場合がある。あまり密集していない細胞の母集団、又は運動特質におけるイ
ントラフィールドの変動性を示すいかなる密度の細胞に対しては、全体画像の全体的な動
作分析が、画像内の変動性をマスク化してもよい。すなわち、全体画像から抽出された全
体的な信号は、異なる運動特質の混合を表現してもよい。
【００１７】
　さらに、同期運動を伴う細胞集合は、クラスタ内の異なる不均質な運動軌道を有しても
よく、軌道は、細胞の相対的位置及び／又は拍動細胞までの距離に依存する。そのため、
クラスタは、運動軌道に基づいて分離されなくてもよい。
【００１８】
　本明細書において提供されるのは、特定の実施形態において、異なるパターンで拍動す
る部位の個別の測定を容易にするために細胞からの画像データをセグメンテーションして
個々クラスタを抽出することを含む、運動ベースのセグメンテーションを組み込む技術で
ある。技術は、様々な平板培養密度（ｐｌａｔｉｎｇ　ｄｅｎｓｉｔｙ）の細胞、又は変
化する培養及び／又は運動パターンを伴う細胞とともに、用いられてもよい。このような
技術は、細胞運動の改善された解析を提供することができる。技術は、画像データ自体に
直接基づいて画像をセグメンテーションすることを含む。一部の実施形態において、セグ
メンテーションは、運動フィールドデータには基づかないし、又は軌道ベースのセグメン
テーションではない。
【００１９】
　このように、セグメンテーション画像からの細胞運動は、細胞運動に対する効果が要求
され得る場合の、異なる処置又は環境要因の評価に用いられてもよい。例えば、本明細書
において論じられる技術は、不整脈を引き起こす可能性などに対する、心拍周期に対する
効果のための薬剤候補を評価するのに有用であり得る。このようなスクリーニングの状況
において、様々な候補化合物は、ＱＴ間隔又は重要な他の認識された心臓サイクル間隔で
のそれらの効果のために評価されてもよい。例えば、薬剤候補は、それらが、不整脈原性
に対してリンクされるように理論付けられたＱＴ間隔を延ばすか否かを評定するためにス
クリーニングされてもよい。このような実装において、候補化合物は、未処置で、所定の
頻度にて協調的で律動的な方式で動く、成熟した心筋細胞のシート又はパネルに対するそ
れらの効果を判定するために分析されてもよい。増加若しくは減少する律動的な運動の頻
度をもたらすことによって、又は協調運動を妨害することによって、心筋細胞の律動的な
運動を変化させる化合物は、心拍周期に対する可能性のある効果のためのさらなる精査に
値し得る。本明細書に提供されるように、技術は、画像フィールド内のクラスタ又は細胞
のグループから運動を評定してもよい。
【００２０】
　前述のものを念頭において、本技術によって動作することができる好ましい画像処理シ
ステム１０は、図１に表される。概して、画像処理システム１０は、信号を検出して、信
号を下流のプロセッサによって処理され得るデータに変換する、画像装置１２を含む。以
下にさらに十分に記載されるように、画像装置１２は、画像データを生成するために、光
学原理などの様々な物理的原理によって、動作してもよい。概して、画像装置１２は、写
真フィルムなどの従来のメディア又はデジタルメディア内の、任意の次元の、画像データ
を生成する。例えば、いくつかの実施形態において、画像装置１２は、画像データの１つ
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若しくは限られた数のライン又は部分的なライン（すなわち、実質的に一次元の画像デー
タ）を生成してもよい。他の実施形態において、画像装置１２は、エリア、すなわち、円
形、正方形、矩形、又は同様のエリアを取り巻く実質的に二次元の画像データを生成して
もよい。さらに、１つの実施形態において、画像装置１２は、ある程度の倍率を提供して
もよいが、他の実施形態においては、画像装置１２は、倍率をほとんど若しくは全く提供
しない。例えば、１つの実装において、画像装置１２は、適切な発光波長（可視光、赤外
光、及び／又は紫外光の波長など）における倍率の下での画像及び／又は映像の取得に適
する、高スループット顕微鏡などの顕微鏡であってもよい。例えば、画像装置１２は、ラ
インスキャンカメラ、蛍光顕微鏡、共焦点蛍光顕微鏡、レーザスキャニング共焦点顕微鏡
、又は全内部反射蛍光顕微鏡を含む任意の適切な画像化装置であってもよい。
【００２１】
　表現された実施形態において、画像装置１２は、３７℃且つ５％のＣＯ2などの適切な
培養状態の下で、１００μｍ×１００μｍの培地のスラブなどの適切な培地のスラブ１８
上に成長された、ミオサイト又は他の適切な細胞１６の培養などの細胞培養１４を画像化
するように構成される。細胞（スラブ）のこのような一群が、１つ以上の細胞１６を提供
することができる１つの可能的なメディアである一方で、１つ以上の細胞１６は、他のサ
イズ若しくはメディアの構成で代替え的に提供若しくは成長されてもよいし、いくつかの
実装において、解析のためのボリュームとして提供されてもよい。細胞培養１４は、典型
的には、所望の分析を行うのに適した、又は他の場合には所望の処置効果を評定するのに
適した、細胞型及び成熟度になるだろう。いくつかの実施形態において、細胞培養１４は
、筋細胞などの所望の細胞型に成熟又は成長される始原細胞又は他の細胞を含んでもよい
。
【００２２】
　１つの実施形態において、画像装置１２はシステム制御回路２２の制御下で動作する。
システム制御回路２２は、画像処理に使用するための、可視光、赤外光及び／又は紫外光
、Ｘ線、電子ビームなどのような各種の電磁波の放射を制御する回路などの、広範囲の回
路を含んでもよい。同様に、いくつかの実施形態において、システム制御回路２２は、タ
イミング回路、試料の動きと連動したデータ取得と連係するための回路、画像装置１２及
び／又は画像化された試料の位置を制御するための回路、などを含んでもよい。
【００２３】
　本状況において、画像処理システム１０は、また、システム制御回路２２によって、及
び／又はデータ取得回路２６及び／又はデータ処理回路２８などのシステム１０の関連す
る構成要素によって、実行されるプログラム及びルーチンを記憶するための磁気記憶媒体
、ソリッドステート記憶媒体、又は光記憶媒体などのメモリ素子２４を含んでもよい。記
憶されたプログラム又はルーチンは、本技術のすべて若しくは一部を行うためのプログラ
ム又はルーチンを含んでもよい。
【００２４】
　表現された実施形態において、データ取得回路２６は、画像装置１２から画像データを
取得するために利用される。光学的な実施形態において、データ取得回路２６は、画像装
置１２上若しくは画像装置１２内に配置される、デジタルカメラ内にある素子などの１つ
以上の光検出素子を介して、画像データを取得するように構成されてもよい。取得される
画像データは、事実上デジタル若しくはアナログであってもよいし、一部の実施形態では
、連続画像若しくはこのような連続画像から構成される連続映像を表現してもよい。最初
に取得される画像データが事実上アナログである場合の実施形態において、データ取得回
路２６は、また、アナログデータをデジタル形式に変換するように構成されてもよい。同
様に、データ取得回路２６は、所望の場合、データストリーム及びファイルのコンパイル
だけでなく、データを平滑化するシャープにする、デジタルダイナミックレンジの調節な
ど、取得される画像データのいくつかの初期処理を提供するように構成されてもよい。
【００２５】
　データ取得回路２６によって取得される画像データは、表現された実施形態におけるデ
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ータ処理回路２８などによって加工されてもよい。例えば、一部の実施形態において、デ
ータ処理回路２８は、オーダリング、シャープ化、平滑化、特徴認識など、画像データの
様々な変換又は解析を行ってもよい。処理に先立って又は処理の後に、画像データは、有
線又は無線のネットワーク接続などを介して、画像処理システム１０に接続された画像保
管通信システム又はワークステーションなどの、メモリ素子２４又はリモート装置内など
に保存されてもよい。
【００２６】
　生画像データ若しくは処理画像データは、いくつかの実施形態において、オペレータワ
ークステーション３２に提供されてもよいし、又はオペレータワークステーション３２上
に表示されてもよい。このような実施形態において、オペレータワークステーション３２
は、システム制御回路２２とのインタフェースなどを介して、オペレータが、画像処理シ
ステム１０の上記動作及び機能を制御又は監視することを可能にするように構成されても
よい。オペレータワークステーション３２は、汎用又は特定用途向けのコンピュータ３４
として提供されてもよい。プロセッサに加えて、コンピュータ３４は、また、磁気及び光
学的大容量記憶装置、ＲＡＭチップなどの内部記憶装置を含む様々なメモリ及び／又は記
憶構成要素を含んでもよい。記憶構成要素及び／又はメモリは、コンピュータ３４によっ
て、又は画像処理システム１０の関連する構成要素によって実行される、本明細書に記載
の技術を実行するためのプログラム及びルーチンを記憶するために用いられてもよい。代
替え的に、プログラム及びルーチンは、コンピュータ３４から遠隔であるが、コンピュー
タ３４上に存在するネットワーク及び／又は通信インタフェースによってアクセス可能な
、コンピュータアクセス可能な記憶装置及び／又はメモリ上に記憶されてもよい。
【００２７】
　オペレータワークステーション３２のコンピュータ３４は、また、様々なネットワーク
又は通信インタフェースだけでなく、様々な入力／出力（Ｉ／Ｏ）インタフェースを備え
てもよい。様々なＩ／Ｏインタフェースは、構成情報を閲覧及び入力するために、及び／
又は画像処理システム１０を動作させるために用いられてもよい、ディスプレイ３６、キ
ーボード３８、マウス４０、及び／又はプリンタ４２などのオペレータワークステーショ
ン３２のユーザインタフェース装置との通信を可能にしてもよい。様々なネットワーク及
び通信インタフェースは、インターネットだけでなく、ローカル及び広域のイントラネッ
トと、ストレージネットワークとの両方に対する接続を可能にしてもよい。必要に応じて
、又は所望のように、様々なＩ／Ｏ及び通信インタフェースは、配線、回線、又は適切な
無線インタフェースを利用してもよい。
【００２８】
　簡潔さのために単一のオペレータワークステーション３２が表現されているが、画像処
理システム１０は、実際には、１つ以上のこのようなオペレータワークステーション３２
と通信してもよい。例えば、画像処理スキャナ又は画像処理ステーションは、画像データ
取得手順内に含まれるパラメータを調整するために用いられるオペレータワークステーシ
ョン３２を含んでもよく、その一方で、結果を閲覧及び評価するために、異なるオペレー
タワークステーション３２が提供されてもよい。
【００２９】
　説明の目的で、本技術の一部の機能及び態様が、個別で別個のもののように、又は一部
の構造又は回路には関連するように、記載された。しかしながら、説明を簡潔にするため
に、このように厳密に区別されているのであって、限定として見なされるべきでない。例
えば、簡潔さのために、先の説明は、離散的な画像処理システム１０及びオペレータワー
クステーション３２を介した実装を記載する。しかしながら、認識されるように、画像処
理システム１０によって実行されると記載されたデータ取得、データ処理、システム制御
などの一部の機能は、その代りに、オペレータワークステーション３２上で実行されても
よいし、又は、それらのいくつかの機能は、画像処理システム１０上で実行されて、それ
以外の機能は、オペレータワークステーション３２上で実行されるという異なる態様を有
してもよい。事実、実際上、画像処理システム１０に起因するすべての機能は、実質的に
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は、画像装置１２に起因する機能の可能性を除いて、オペレータワークステーション３２
上で実行されてもよい。言いかえれば、データ取得回路２６、メモリ２４、データ処理回
路２８、及び／又はシステム制御回路２２は、オペレータワークステーション３２を内に
設けたハードウェア又はファームウェアとして、及び／又はオペレータワークステーショ
ン３２によって実行可能ソフトウェアとして、提供されてもよい。例えば、本明細書にお
いて記載された回路のいくつか又はすべては、オペレータワークステーション３２のコン
ピュータ３４の適切なプロセッサ又はコプロセサ上で実行されるルーチンのように、提供
されてもよい。実際は、用語「回路（ｃｉｒｃｕｉｔｒｙ）」は、本明細書において用い
られるように、専用若しくは汎用のハードウェア又はファームウェアの実装、及び／又は
記載された機能性を実装するのに適したプロセッサで実行可能ソフトウェアの実装を包含
することは理解されるべきである。特定の実施形態において、本技術は、インセルアナラ
イザ（ＩＮ　Ｃｅｌｌ　Ａｎａｌｙｚｅｒ）６０００などのインセルプラットホーム（Ｉ
Ｎ　Ｃｅｌｌ　ｐｌａｔｆｏｒｍ）（ＧＥライフサイエンス社、 ニュージャージー州ピ
スカタウェイ）上に実装されてもよい。本明細書において提供されるような、ハードウェ
アの改善（改善される画像装置など）及びソフトウェアの改善により、このようなプラッ
トホームが実施されてもよいことは理解されるべきである。１つの実施形態において、イ
ンセルアナライザ６０００又は他の適切な細胞画像化装置は、少なくとも１フレーム／秒
（若しくは少なくとも５、１０、２０、又は３０フレーム／秒）の画像を取得するカメラ
と、取得される画像のセグメンテーションための技術を容易にするソフトウェアのアップ
グレードとにより改善されてもよい。
【００３０】
　前述のものを考慮して、図２をここで参照すると、本技術の１つの態様を例示する実装
の例が記載される。表現された実装において、１つ以上の細胞１６は、１つ以上のそれぞ
れ処置された細胞５２を生み出すために所望の化学的又は物理的な刺激により処置される
（ブロック５０）。細胞１６は、哺乳類細胞、ヒト細胞、不死化細胞系（ｉｍｍｏｒｔａ
ｌｉｚｅｄ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ）、筋細胞（心筋細胞など）、始原細胞、などを含む
任意の適切な細胞型であってもよい。いくつかの実施形態において、１つ以上の細胞１６
、すなわち、細胞培養１４（図１）の一部として、試験管内に提供されてもよいが、他の
実施形態においては、インビボ細胞（モデル生物又は組織サンプルの細胞など）が利用さ
れてもよい。例えば、１つの実装において、内部の光学検査を助成するモデル生物の細胞
が利用されてもよい。このような有機体の一例は、内部臓器、組織、及び細胞を視覚的に
観測することを可能にする半透明な特質を有するゼブラフィッシュである。ポテンシャル
モデル有機体の他の例は、ショウジョウバエ属の線虫や様々な種などを含む。このような
インビボ実施形態において、有機体に対して所望の処置を施す前又は後に、モデル生物又
は有機体は、有機体を固定化するために、概して透明なメディア内に固定されてもよい。
その後、固定された有機体において重要な内部の細胞、組織、又は臓器が、微視的に観測
されてもよい。
【００３１】
　認識されるように、本明細書において用いられるように用語「処置（ｔｒｅａｔｍｅｎ
ｔ）」は、細胞１６に対して適用された様々な物理的又は化学的刺激を包含してもよい。
例えば、処置は、細胞１６の物理的環境に対する電気的改善、機械的改善、熱的改善、又
は他の改善を含んでもよい。同様に、処置は、細胞１６に対する化合物の適用又は化合物
の混合を含んでもよい。このような化合物は、薬理効果又は副作用に関して検討されてい
る試験化合物又は薬剤の候補であってもよい。このような薬剤処置の実装において、施さ
れた化合物は、細胞培養１４に対する効果に関してテストされる、例えば、タンパク質、
オリゴペプチド（例えば長さ約５～約２５のアミノ酸）、有機小分子、多糖、脂質、脂肪
酸、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドなどの、自然発生的又は合成の任意の分子で
あってもよい。試験化合物は、化合物構造多様性の十分な範囲を提供する組み合わせ型若
しくは無作為化されたライブラリなどの試験化合物のライブラリの形式にすることができ
る。さらに、いくつかの実施形態において、細胞は「不活性化する」によって、又は異な
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る同化作用若しくは家族性の細胞障害を模倣するために特定遺伝子をサイレンシングする
ことによって、遺伝子組み換えされてもよい。
【００３２】
　処置された細胞５２が一旦生成されれば、画像５６は、処置された細胞から取得される
（ブロック５４）。１つの実施形態において、画像５６は、所定の時間間隔（２分の１秒
、１秒、２秒、３秒毎になど）で連続して取得されてもよい。代替え的に、画像５６は、
映像の一部として取得されてもよい、すなわち、画像５６は、映像のフレームであっても
よい。１つの実装において、画像５６が生成される周波数は、観察下での運動の周波数の
約２倍（又はそれ以上）である。例として、もし心筋細胞の運動が観察下にあり、このよ
うな運動が約４Ｈｚの周波数を有することが確信されれば、画像５６が生成されるレート
は、この例、すなわち、８フレーム／秒又はそれ以上（例えば１０～２０フレーム／秒）
では、約８Ｈｚ以上になるだろう。高スループット顕微鏡を用いるなど、画像５６が倍率
の下で取得される実施形態において、画像５６は、２倍、４倍、８倍、１６倍、３２倍、
又は他のいくつかの適切な倍率で処置された細胞を表現してもよい。
【００３３】
　画像５６に基づいて、セグメンテーション画像データ６０は、生成されてもよい（ブロ
ック５８）。表現された実施形態において、セグメンテーション画像データ６０は、画像
データに基づいて、一般的な特質（例えば心筋細胞に対する拍動周波数）を備えた細胞の
個々のクラスタの識別を表現する。特定の実施形態において、セグメンテーションが行わ
れる前では、画像データ内のクラスタの数は未知である。他の実施形態において、クラス
タの数は、予め定められる。
【００３４】
　細胞の運動パターンに基づいた細胞のセグメンテーションは、運動信号を正確に抽出す
ることを容易にする。すべての細胞が繋がれ同じリズムにて鼓動することが想定されるよ
うに、運動フィールドの解析に基づく一部のアプローチは、それほど効果的ではない。し
かしながら、異なる運動パターンを経る複数のセル集団の場合、抽出される信号は、すべ
ての集団とは異なる運動特質の混合であり、そのために、分離するのが難しい。さらに、
このような技術は、細胞集団が高密度で、ほとんどの画像を占有するという想定を用いて
もよいが、そうではないこともある。細胞の運動パターンに基づく細胞のセグメンテーシ
ョンは、また、困難な作業である。心筋細胞は、同様の外見を有しており、繋がれており
、異なる拍動パターンを備えた部位の中では明瞭な境界はない。したがって、従来のテク
スチャ又は強度ベースのセグメンテーションは、それほど効果的ではない。さらに、同じ
拍動リズムの下での組織の軌道は、細胞集団内のそれらの相対的位置と拍動細胞までの距
離とに依存して、非常に異なる可能性がある。そのため、物体認識及びコンピュータビジ
ョンにおいては十分に研究されている、運動軌道及び画像クラスタリングに基づくセグメ
ンテーション方法は、心筋細胞セグメンテーションに関して有効に働かない。運動軌道ベ
ースの方法の別の弱点は、結果が、例えばオプティカルフローや変形可能な位置決めなど
の運動推定の精度に依存するということである。細胞運動が小さ過ぎる若しくは大き過ぎ
る、細胞がテクスチャを欠く、又は、映像コントラストが経時変化する場合、算出される
運動フィールドは、それほど正確でなく、セグメンテーション結果において誤差が生じる
場合がある。
【００３５】
　運動セグメンテーションのアプローチは、先の技術によって示された問題を解決する。
個々のクラスタの各々が一旦識別されれば、運動信号６４は、それぞれの各クラスタから
抽出される（ブロック６２）。すなわち、２つ以上の細胞のクラスタがある実施形態にお
いて、運動信号６４は、全体的な画像運動データを表現しないが、その代りに、個々のク
ラスタの各々を表現する。運動信号６４を抽出するために、様々な技術が適用されてもよ
い。いくつかの実装において、セグメンテーション画像データ６０から運動信号６４を抽
出するために、従来のオプティカルフローアルゴリズムが適用されてもよい。このような
実装において、強度制約などの制約は、抽出される運動信号６４上のある程度の品質管理
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て、他の運動抽出技術が利用されてもよい。このような代替的な運動抽出技術の例は、運
動データを抽出するために変形可能な位置決めアルゴリズム又はこのようなアルゴリズム
の修正版を利用する。
【００３６】
　運動信号６４が複雑であり得るため、解析を容易にする複雑性のいくつかを除去又は低
減することは、望ましい場合がある。これは、様々な方法で達成されてもよい。例えば、
１つの実施形態において、運動信号６４は、観測された運動を評価又は特徴づけるために
用いられ得る、それぞれの成分を生成するために分解される。このような分解は、運動フ
ィールドに対して反対に、テクスチャ（すなわち画像強度）を移動させるために主成分分
析を用いて実行されてもよい。他の実施形態において、本明細書において提供される技術
は、運動フィールドに基づくＰＣＡ及びセグメンテーションと連動して用いられてもよい
。例えば、ｋ番目のクラスタ化された部位は、Ｃkにおける画素数であるＮkにより、
【００３７】

【数１】

【００３８】
として示される。移動するテクスチャは、
【００３９】
【数２】

【００４０】
として表現される。低次元の運動信号は、それから、ｔ＝０…Ｎに対してＴk（ｔ）の集
合に対してＰＣＡを適用することによって抽出される。図３ａは、異なる拍動数を有する
２つの心筋細胞の映像シーケンスから派生された全体的な画像の運動フィールド成分の混
合信号表現を示す。単一の信号６８は、２つの拍動数を示すソース画像にもかかわらず、
解析に起因する。図３ｂは、異なる信号７０、７２が２つの拍動数の表現である、本明細
書において提供された技術にしたがって、セグメンテーションされた２つのクラスタから
抽出された第１の主成分の例を示す。
【００４１】
　図４は、クラスタ内の画像データをセグメンテーションする具体化である（例えばブロ
ック５８）。画像シーケンス７８の前景セグメンテーション（ブロック８０）は、細胞運
動信号に寄与しない、組織を伴う、又は組織を伴わない、静止部位を除去する。一例にお
いて、心筋細胞の場合、このような部位は、拍動心筋細胞に対して同様の外見を有し得、
それらの間の識別可能な境界を欠くことがある。特定の実施形態において、静止背景は、
画素ｘ毎の時間ｔの間の強度Ｉの標準偏差（ｓｔｄ）である次式（２）
【００４２】
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【数３】

【００４３】
などの、画像強度の時間的変化に基づいて除去されてもよい。前景は、モルフォロジー演
算に追従して、ヒストグラム解析によって選択された閾値による閾値設定σt（ｘ）によ
ってセグメンテーションされる。結果として生じるバイナリ型前景マスクは、ｍ（ｘ）と
して示される。静止する特徴が除去された後、特徴抽出が実行される（ブロック８２）。
特徴抽出の一例は、周期的特徴及び同期細胞の同様の周波数スペクトルに基づく略周期運
動特徴（ＮＰＭＦ）である。まず、計算を低減してノイズに対して堅牢にするために、画
像は、等しいサイズの非重複ブロックに分割される。具体例において、ブロックサイズは
、３２×３２になるように選択される。但し、任意の適切なブロックサイズが選択されて
もよい。例えば、各ブロックは、単一画素から構成されてもよいし、又は、２×２、４×
４、６４×６４、又は他のサイズのブロックであってもよい。ブロックの大部分が前景画
素を含むと判定されると、そのブロックは、前景ブロック（ＦＢ）と指定される。他の場
合には、ブロックは、背景ブロックになるように指定される。各々のＦＢｂi毎に、外見
関数は、細胞運動によってもたらされる移動テクスチャを記載する。外見関数は、１つの
実施形態において、前景画素毎に経時変化する平均強度、すなわち次式（３）
【００４４】
【数４】

【００４５】
であってもよい。
ここで、Ｉ（ｘ，０）は、初回フレームにおける画像である。異なる拍動数のＦＢに対す
る外見関数は、多くの場合異なるが、同じレートで拍動するＦＢも、また、細胞位置に依
存する細胞及び細胞運動の不均質なテクスチャなどのように、他の外観特徴のために、異
なる場合がある。
【００４６】
　したがって、特徴抽出は、また、ａi（ｔ）の自己相関関数（ＡＣＦ）に基づく運動感
応性の特徴を含んでもよい。時系列ａi（ｔ）とすると、ＡＣＦは、タイムシフトの関数
τとして自身の相互相関として、すなわち次式（４）
【００４７】
【数５】

【００４８】
で、定義される。
ここで、
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【００４９】
【数６】

【００５０】
は、それぞれ、ａi（ｔ）の平均値及び分散値であり、Ｅは、期待値を表現する。統計的
に、ＡＣＦは、繰り返しのパターンを識別し、時系列での時間変化を検出するために用い
られる。ＡＦに比べて、ＡＣＦは、心筋細胞運動の略周期性の改善された特徴付けをもた
らすことができる。さらに周期特性を強調するために、ＮＰＭＦは、スペクトラムＲf（
τ）として定義されてもよい。
【００５１】
【数７】

【００５２】
ここで、Ｆは、フーリエ変換を表現し、｜・｜は、モジュラスであり、Ｆiは、周波数ω
の関数としてｂiのＮＰＭＦである。ＮＰＭＦは、ＡＦ又はＡＣＦよりも記述的であって
もよいし、同じ拍動リズムによるＦＢと類似しており、異なるリズムによるＦＢとは別で
ある。
【００５３】
　特徴抽出の後のクラスタリング（ブロック８４）は、学習ステップを含んでもよいし、
含まなくてもよく、例えば、反復して実行されてもよい。１つの実施形態において、親和
性伝播（ＡＰ）は、ＮＰＭＦに基づいてクラスタ及びクラスタ画像の数を学習するために
用いられる。まず、すべてのＦＢのペア間のペアの類似性を含む親和性マトリックスＳ＝
［Ｓ］（ｉ，ｊ）が構築される。１つのペアＦＢのｂiとｂjとの間の類似性は、それらの
ＮＰＭＦ間のピアソンの相関係数として、すなわち次式（６）
【００５４】
【数８】

【００５５】
によって、定義されてもよい。
【００５６】
　ＡＰは、それから、親和性マトリックスに対して自動的に適用され、クラスタ及びクラ
スタの代表値の数を判定し、ＦＢをクラスタのおよその代表値でクラスタ化する。クラス
タの数が未知で、通常、異なるデータとは異なるので、これは、自動化される高スループ
ット解析のために特に有益である。ＡＰも、また、クラスタの数が既知の場合にＦＢをク
ラスタ化するために適用することができる。クラスタが定義された後、前景画素は、それ
らの類似性に基づいて、クラスタの代表値に分類される（ブロック８６）。計算を減らす
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性値が最高値になる代表値のクラスタに対して割り当てられる。その後、各ＦＢは、その
隣と同じクラスタに属するか否かをチェックされる。隣と同じクラスタに属するのであれ
ば、このＦＢ内部の前景画素は、そのクラスタに割り当てられ、それ以上の動作は必要な
い。属さない場合には、ＦＢは、等しいサイズのさらに小さな４つのＦＢに分割される。
前景画素がすべて分類されるまで、そのプロセスは繰り返される。結果として、各クラス
タは、同期運動を伴う別個の部位を表現する。運動信号は、ＰＣＡなどを介して、ブロッ
ク９０にてセグメンテーション画像データから生成されたものである。
【００５７】
　図５ａ～図５ｅは、２つの非同期拍動部位を有するデータセットの略周期運動特徴の例
である。図５ａは、前景マスクであり、図５ｂは、３つのマークされた選択ブロック１０
０、１０２、１０４を有する前景ブロックを示す。図５ｃ、図５ｄ、及び図５ｅは、図５
ｂに表現されたデータセットのブロック１００、１０２及び１０４に対する、外見関数、
自己相関関数、及び略周期運動特徴を表現する。図５ｃにおいて、外見関数１１０は、ブ
ロック１００に対応し、外見関数１１２は、ブロック１０４に対応し、外見関数１１４は
、ブロック１０２に対応する。図５ｄにおいて、データは、ブロック１００、１０２（そ
れぞれ自己相関関数１２０、１２２に対応する）が同じ同期部位に属し、ブロック１０４
（自己相関関数１２４に対応する）が異なる部位であることを示す。図６ａは、親和性マ
トリックスを示し、図６ｂは、クラスタリング結果を示し、図６ｃは、同じデータセット
に対するセグメンテーション結果を示す。
【００５８】
　定量的結果を提供するために、実際の心筋細胞運動から派生した運動フィールドを用い
て、基準心筋細胞画像（図７ａに示す）を変形することによって生成された合成データセ
ットを用いて、技術は、評価された。運動フィールドは、異なるリズムで拍動する２つの
部位を有するデータセットから以下のように派生された。まず、経時的変形は、デーモン
レジストレーションを用いて、算出された。双方の部位に対して、マスクは、経時的な強
度変化の閾値設定によって生成され、第１の拍動サイクルの間のマスク内部の運動フィー
ルドが、識別され、抽出された。合成運動フィールドの周期シーケンスは、異なる周期及
び振幅で２セットの運動フィールドを繰り返し、ガウシアン平滑化を行い、それらを相互
に追加することによって、生成された。その後、画像シーケンスは、合成運動フィールド
を用いて、基準心筋細胞画像を変形し、ガウス雑音を追加することによって生成された。
合成運動フィールドの例は、図７ｂ～図７ｃに示される。１０個のデータセットが、異な
る拍動周波数を有する２つの同期部位（１５０、１５２）により生成された。ｉ番目の部
位の周波数は、ｆiとして指定された。１０個のデータセットにおける比ｒ1＝ｆ2／ｆ1は
、１．２から３．０まで０．２段階で変動する。別の１０個のデータセットが、部位２（
１５２）として同様のパターンだが異なる振幅及び周期で移動した、第３の部位が含まれ
た（１５８）ことを除く同様の方法で生成された。比ｒ2＝ｆ3／ｆ1は、１．６から３．
４まで０．２段階で変化し、部位３の運動振幅は、部位２（１５２）の２／３であった。
データセットは、すべて、１０００個の時間フレームを含んでいた。基準画像が移動部位
と静止部位との間に境界がない心筋細胞の密集した母集団を含むので（図８ａ）、テクス
チャ又は画像強度に基づくセグメンテーションが妨げられた。
【００５９】
　本アプローチは、図８ａ～図８ｄに示されるようなすべてのデータセットに対するクラ
スタの数を正確に識別した。双方の例において、これらの画素の運動が小さいので（図７
ｂ～図７ｃを参照）、小さな画素１６０の集合は、部位１（１５０）として誤って分類さ
れ、それらのテクスチャは、隣のものと同様である。それにもかかわらず、誤って分類さ
れた画素は、画素の総数のごく一部のみで、したがって、抽出された信号の影響は無視で
きる。表１は、すべてのデータセット内の正確に分類された画素の比を概説する。
【００６０】



(15) JP 6540506 B2 2019.7.10

10

20

30

40

50

【表１】

【００６１】
　本明細書に記載された技術の一例において、心筋細胞の６つの動画が顕微鏡を用いて取
得された。それらの中で、３つは、単一細胞の画像上の密集した心筋細胞の母集団上に画
像化された。データセットには、１５フレーム／秒から３０フレーム／秒まで変化するフ
レームレート、２６４×３２２画素から４８０×７２０画素までの画像サイズ及び、数秒
から数分までの映像の長さがあった。それらの中で、図６ｃ、図９ａ、及び図９ｂは、単
一細胞を含んでおり、移動する細胞は、正確に、識別されてセグメンテーションされた。
図９ｃ～図９ｅは、密集した細胞集団を有するデータの結果を示す。これらのデータセッ
トにおいて、心筋細胞は、非均一の密度を有する全体画像をほとんど占有し、したがって
、前景のセグメンテーションは実行されなかった。図９ｃ及び図９ｄの両方は、２つの部
位内に正確にセグメンテーションされ、第１のもの（赤）は、同じリズムで移動する細胞
であり、第２のもの（青）は、無視できる運動を伴う組織を囲んだ。図９ｅにおいて、全
体画像は、運動がほとんどない少数の分離された小さな部位（青）を除いて、１つの接続
部位内に正確にクラスタ化された。図５ｄ及び図９ｆ～図９ｊは、５つのデータセット毎
に抽出された信号を示す。
【００６２】
　本発明の技術的効果は、運動などの細胞の特質上の薬物毒性又は効果のための評定手法
を含む。本開示の特定の実施形態において、技術は、可能性のある薬品治療により処置さ
れた細胞を評定するために用いられてもよい。ベースラインに相関する有効な変更の欠乏
は、処置された細胞のための毒性の欠乏を示してもよい。
【００６３】
　この書面による明細は、最良の形態を含み、あらゆる装置若しくはシステムを作成して
用いること、且つあらゆる統合された方法を実行することを含む、あらゆる当業者が同様
に実施することを可能にするために開示された発明の例を用いる。発明の特許の範囲は、
請求項によって規定され、当業者に対して生じる他の例を含んでもよい。このような他の
例は、それらが特許請求の範囲の文字どおりの言語と異ならない構造要素を有するのであ
れば、又は、それらが特許請求の範囲の文字どおりの言語と実質的に差がない同等の構造
要素を含むのであれば、特許請求の範囲の範囲内であるように意図される。
【符号の説明】
【００６４】
１０　画像処理システム
１２　画像装置
１４　細胞培養
１６　細胞
１８　スラブ
２２　システム制御回路
２４　メモリ
２６　データ取得回路
２８　データ処理回路
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３２　オペレータワークステーション
３４　コンピュータ
３６　ディスプレイ
３８　キーボード
４０　マウス
４２　プリンタ
５２　細胞
５６　画像
６０　セグメンテーション画像データ
６４　運動信号
７０、７２　信号
７８　画像シーケンス
１００、１０２、１０４　ブロック
１１０、１１２、１１４　外見関数
１２０、１２２　自己相関関数
１５０、１５２、１５８　部位

【図１】 【図２】
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【図４】

【図５ａ】

【図５ｂ】

【図５ｃ】
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【図５ｄ】

【図５ｅ】

【図６ａ】

【図６ｂ】 【図６ｃ】

【図７ａ】
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【図７ｂ】

【図７ｃ】

【図８ａ】

【図８ｂ】

【図８ｃ】

【図８ｄ】

【図９ａ】

【図９ｂ】
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【図９ｃ】 【図９ｄ】

【図９ｅ】 【図９ｆ】
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【図９ｇ】 【図９ｈ】

【図９ｉ】 【図９ｊ】
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