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電子顕微鏡画像のデータマイニング
ZEISS arivis Hub & Proの画像解析ワークフロー
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はじめに
電子顕微鏡（EM）画像のセグメンテーションと解析は、しばしば
複雑で困難が伴います。したがって、従来の画像解析手法（輝度
の閾値処理、空間フィルタリング、オブジェクト分離）や機械学
習を用いたアプローチも、必ずしも人間の専門家のようには機能
せず、欠点や非効率な面があります。

ジョージ・ワシントン大学ナノファブリケーション・イメージング
センターの研究者たちは、広範囲かつ高分解能の走査電子顕微鏡
（SEM）画像を、生物学的透過型電子顕微鏡（TEM）に匹敵する
品質と分解能で取得する革新的な手法を開発しました。最初の応
用として、22q11.2欠失症候群の動物モデルにおいて、舌下神経核
（脳断面図 IAの冠状断面図にその位置を示す、図 1A）における
抑制性神経伝達物質 GABA（γ -アミノ酪酸）の変化を調査する
ことを目指しました。

（1）

GABAの標識は、組織の広範な領域全体にわたって、極めて高い
コントラストと一貫性をもって実現されました（図 1Bおよび 1C

は脳切片全体、高分解能データの取得箇所を赤で示す）。しかし
ながら彼らは、金粒子の正確なカウントだけでなく、GABAの変化 

をシナプス終末において詳細に解析できる適切なデータ構造と 

計算インターフェースを必要としていました。

ZEISS arivis Hubおよび Proによるソリューション
研究チームが使用していた .RAW形式の画像データを、arivisの
スケーラブルイメージストレージ形式（*.SIS）に直接変換するこ
とで、画像サイズにかかわらず、arivisの各種ソフトウェアツール
上で任意のデータ領域に即座にアクセス・操作できるようになり
ました。今後、彼らは画像の範囲・ボリューム・情報密度のすべ
てにおいて、さらに大規模なデータの取得を計画しています。そ
うしたニーズに対して、SIS形式とそれを支える arivisのインター
フェースは、スムーズで体系的な探索を可能にする理想的な基盤
となります。取得されたデータは、arivis Hubに直接アップロード
され、研究チームおよび協力する専門家グループがすぐにアクセ
スできる状態になりました。これにより、シナプス終末やミトコン
ドリアのセグメンテーションを専門家が共同で行うクラウドソーシ
ング型のアプローチが実現しました。SEM画像の解析ワークフロー
の詳細は以下で説明しています。また、ZEISS arivisプラットフォー
ムを活用した解析フローの概要についても併せて紹介します。

求められる計算プラットフォームの要件：
• シナプス終末を専門的かつ共同で正確にトレースできること
• 金粒子を（アルゴリズムによって）自動的にカウントできる
こと

• 各金粒子を対応する特定のシナプスと関連付けられること
• データセットの拡大に対応できるスケーラビリティ（画像サ
イズ、計算処理、可視化結果の拡張性）を備えていること

図 1：イメージング位置を示す冠状 IA脳切片の図（A）。高分解能データ取得部位を 

赤で示した脳切片全体（B, C）。
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標準的なウェブブラウザのインターフェース（図 2A）上で、各専
門家は舌下神経核内の広範な領域に存在するすべてのシナプスブ
トンを、形態（小胞の大きさや形、活性領域の構造など）にかか
わらず塗り分けました。シナプス終末内のミトコンドリアについて
も、別個のアノテーションとして輪郭を描き、タグ付けしました。
それぞれの専門家は、自身のアノテーションと他の協力者によるア
ノテーションとを明確に識別することができました。また、ウェブ
上でホストされたこれらのアノテーションは、任意のタイミングで
簡単にウェブブラウザを通じてローカルの *.SISデータセットに転
送できるようになっていました。これにより、各シナプス終末あた
りの GABAの密度を定量化するための解析戦略を、アノテーション 

の作成と並行して構築・最適化することが可能となりました。 
最終的に、この解析戦略はすべてのアノテーション済み画像に適用 

されました。

arivis Proの画像解析パイプラインを活用した解析
信頼性の高い解析アルゴリズムを構築するには、生データを注意
深く観察し、結果を最適化するためのフィードバックに基づいたア
プローチをとることが不可欠です。解析パイプラインの構築に先
立ち、まず画像を処理・解析の観点から慎重に検討しました。図
2Bは、大判の電子顕微鏡画像の一部を示しています。ここで示し
た視野の一部を取り出し、以降の解析処理の流れを説明するため
の対象領域として、紫色のシェーディングで強調しています。この
画像は、2kV・400pAmpの電子ビームと、後方散乱電子検出（CBS）
を用いた弾性散乱検出によって取得されたものであり、対比染色
剤であるウラン信号に対して金粒子が明確に識別できます。

図 2Cは、樹状突起上に活動領域を形成する 2つのシナプス
ブトンを示しています。紫色の線は、ピクセルの輝度をスキャ
ン（下のグラフ）するために用いられたもので、矢印は各金
粒子に由来する信号を示しています。図 2Cおよび下のグラフ
では、ウランによる対比染色と金粒子との輝度差が非常に顕
著です。ピクセル輝度に対してプロットしたラインスキャンを
見ると、単一の輝度閾値を適用することで個々の金粒子の信
号（青矢印）を識別できることから、1.6 nmのピクセル分解
能が解析に十分であることがわかります。この分解能は、近接
する金粒子の輝度差を閾値で分離する（赤矢印）ためにも有効
ですが、一方で、密集した粒子群（緑矢印）を分離するには 

不十分です。そのため、処理戦略としては、形態情報に基づく 

追加の画像処理が必要となります。

GABAを標識したナノ粒子の信号は、SEM画像上で非常に強く現
れますが、研究者たちは TEMで得られるデータとの整合性を図る
ため、画像を反転処理していました。ただし、画像処理の観点か
ら見ると、このような反転処理は必ずしも理にかなっているとは言
えません。というのも、一般的には、暗い背景に対して明るく標
識された対象物の方が、その逆よりもセグメンテーション処理が
容易だからです。そのため、ZEISS arivis Proの解析パイプラインに
おける最初の処理ステップとして、画像に反転フィルターを適用し、
金粒子が画像中でもっとも明るい要素として認識されるようにしま
した。続く処理ステップでは、シナプスブトンをその他の画像デー
タから分離するための処理が行われます。

図 2：ソフトウェアのスクリーンショット。高分解能 SEM画像におけるアノテーション

と解析の様子。

図 2A：ウェブインターフェースを用いて、専門家が舌下神経核に存在するシナプス 

ブトンおよびシナプス終末内のミトコンドリアをアノテーション。

図 2B：大判 EM画像の一部。紫色の枠で示した領域が、解析対象として選ばれた部分。

図 2C：樹状突起上に活動領域を形成する 2つのシナプスブトンのクローズアップ。 

紫色の線はピクセル輝度スキャン（下のグラフ）に用いられたもので、各矢印は金粒

子からの信号を示す。
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図 2D上段：シナプスブトンのマスキング：ウェブ上で共同セグメンテーションされた

シナプスブトンをもとに、画像中のピクセルをマスキング。これにより、後続の解析 

ステップではシナプスブトン内部に対応するピクセルのみが処理対象となります。

図 2D下段：ミトコンドリアの逆マスキング：ミトコンドリア内の GABAプールは、神

経伝達物質としての GABAではなく、その分解経路に関連している可能性が高いと考

えられます。そのため、ウェブ上で共同セグメンテーションされたミトコンドリアのオ

ブジェクトを用いて、シナプスブトン内の画像ピクセルからミトコンドリアに対応する

部分を逆マスキングで除去しました。この処理により、後続ステップではミトコンドリ

アを除いたシナプスブトン内のピクセルのみが対象となります。次の画像処理ステップ 

では、GABAを標識する金粒子の信号を分離するための処理が実行されます。

図 2E上段：GABAを標識する金粒子の信号を分離する強度閾値処理。GABAを標識す

る金粒子のコントラスト（図 2C参照）は、大判画像全体にわたって非常に一貫してい

ました。そのため、単一のグローバルな強度閾値で、金粒子の信号をその他の構造情

報から分離することができました。閾値を超えたピクセルのみが次の処理ステップへと

渡されます。アルゴリズムの初期最適化において、この段階でわずかにぼかしを加え

ることで、正確な GABAシグナルの検出率が向上し、後続のシードベース・ウォーター

シェッドセグメンテーションがより効果的になることがわかりました。これは、検出器

のゲインや比較的短いピクセル積算時間によって画像データに様々なホワイトノイズが

含まれているため、十分に予想されたことでした。

図 2E中段：明るいオブジェクトを強調するための形態学的処理：この処理では、入力

画像と、構造要素による反復的な侵食・膨張との差分を計算します。構造要素の半径

より大きな要素だけがこのフィルターを通過します。この手法は、画像中の小さく明る

い要素、つまりこの場合では GABAを標識する金粒子の明るいコア部分を抽出するの

に非常に有効です。前段階のガウスぼかしと組み合わせることで、より高い正確性で

GABAシグナルを検出できることが確認されました。

図 2E下段：シードベース・ウォーターシェッド処理：この最終ステップでは、自動的

にシードを検出し、ウォーターシェッドアルゴリズムを適用します。ガウシアンスケー

ルを使用してオブジェクトのシードを抽出し、ウォーターシェッドアルゴリズムによっ

て境界を明確化します。すべての金粒子が輝度閾値のみで分離できるわけではないため

（図 2Cおよびグラフ上の緑矢印を参照）、これは必要不可欠な処理です。
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セグメンテーションオペレーターの設定：
ZEISS arivis Proの解析パネルで「Blob-Finder（ブロブファインダー）」
と呼ばれる処理が、すべての金粒子の輪郭を抽出するために選択
されました。これは、3D画像においてボリューム内のブロブ（塊）
を分離するシードベースのウォーターシェッド処理として機能しま
す。2D画像においても同様の動作で、丸みを帯びたオブジェクト
を分離します。

「直径（Diameter）」パラメーターについて、オペレーターのプレ
ビュー機能を使って様々な関心領域でテストセグメンテーション
を実行しながら、経験的に調整・最適化しました。この作業はシ
ンプルで効率的に行えました。本処理では、「閾値（Threshold）」
の設定は重要ではありませんでした。なぜなら、ピクセルレベル
での閾値処理は、すでに前段階で実行済みだったためです。「スプ
リット感度（Split Sensitivity）」は最大値に設定し、接触している
すべての金粒子を個別のオブジェクトとして分割できるようにしま
した（図 2F上段）。

最後に、データ構造を分かりやすく保つために、この操作に「GABA」
という名前を付けました（オペレーターを右クリックすることで名
称変更機能にアクセスできます）。これにより、このセグメンテー
ション処理で検出されたすべてのオブジェクトが、データベース上で
「GABA」として命名・タグ付けされるようになります。金粒子がセグ
メンテーションされた後、さらにフィルタ処理を行うことで、金粒子
に対応する正確なピクセルのみを抽出し、最終的にはそれぞれの金
粒子を対応するシナプスブトンに関連付けることが可能になります。
すべてのフィルタリング処理とオブジェクト間の関連付けは、ソフト
ウェアによって記録されます。このデータベースに登録された機能や
タグは、ソートやカスタムオブジェクト機能の計算の基準として活用
できるほか、色やグラデーションで視覚的に表示することも可能です。

パイプラインの最終成果物は、元の画像ピクセル位置にマッピング
されたオブジェクトデータベースです（図 2F下段）。様々な形態測
定パラメーターが、元画像上の位置に対応する形で可視化されて
おり、各オブジェクトと全体の分布との空間的な関係も維持されて
います。この例では、元のピクセル情報は非表示となっており、シ
ナプスブトンのオブジェクトのみが表示されています（ミトコンド
リアは除外済み）。色分けは、各終末部位に存在する GABA標識金
粒子の濃度に基づいています。また、分布に歪みがあるため、カラー
テーブル内の赤の強度もそれに比例して歪んでおり、強く標識され
たシナプス・ブートンが少ないことが強調して示されています。

結果
マウス舌下神経核における GABA終末密度分布の色表示：図 3A

（WT）および図 3B（LgDel）は、先に示した XIIN領域の高倍率
（80,000倍 /SFV）タイルスティッチング SEM画像です。ここでは、
10 nmの金粒子で標識されたすべてのシナプス終末について、色
分けされた分布を示しています。LgDel個体では、青（密度が低
い）方向へのシフトが見られ、XIINにおけるシナプス前終末内の
GABA量が、WT個体に比べて減少していることを示しています。

LgDel個体の舌下神経核におけるシナプス前終末の GABA含有量
については、埋め込み後免疫金標識法と SEMを用いた定量解析に
より明らかにされました（データはご要望に応じて提供可能です）。

図 3Aと図 3B：最終的なセグメンテーションと解析結果。XIIN 領域の高倍率

（80,000倍 /SFV）タイルスティッチング SEM画像。赤枠で示された部分のクローズアッ

プとともに、10 nmの金粒子でセグメンテーションされたすべてのシナプス終末につい

て、色分けされた分布を示しています。

図 2F：ソフトウェア操作画面。「直径（Diameter）」パラメーターおよび「スプリット

感度（Split Sensitivity）」の設定（上段）、ならびにコロカライゼーション（中段）オブジェ

クトデータベースを元画像のピクセル位置にマッピングし、色で可視化したもの（下段）。



A

B

C

6

ZEISS arivis Proおよび Hubの共同ワークフローの概要
ステップ 1：シナプス前終末とミトコンドリアのセグメンテーション
（ウェブブラウザ、共同作業）
画像およびオブジェクト情報は、ウェブホストで管理され、標準
的なウェブブラウザ・インターフェースを介してすべての共同作業
者が利用できるようにしました。EMデータがウェブサーバーにアッ
プロードされ、各ユーザーが自身の認証情報とアクセス権を設定
すると、画像内の任意の領域に情報を追加し、アノテーション対
象を「終末部位（Terminals）」や「ミトコンドリア（Mitochondria）」
などのタイプごとにタグ付けすることができました。

ステップ 2：GABAカウント用の最適化されたアルゴリズムの開発
（ノートパソコン、個人作業）
ウェブベースのセグメンテーションと並行して、ZEISS arivis Pro

（旧 Vision4D）を用いた解析戦略の開発と最適化が進められまし
た。豊富な機能を備えたマルチスレッド対応のインタラクティブ
な画像処理プラットフォームであり、強力かつ高精度な処理アル
ゴリズムを迅速に試作できます。すべての処理は、直感的な GUI

上で統合・パラメータ化されており、コーディングは一切不要で
す。視覚的・定量的なフィードバックもリアルタイムで得られるた
め、あらゆるハードウェア環境で効率的にアルゴリズムを最適化
できます。このアルゴリズム開発は、arivis Analysis Pipelineを使い、
標準的なノートパソコン上で実施されました。

ステップ 3：シナプス終末の GABA密度の算出、カスタムカラー
表示、結果の検証 
（ワークステーションおよびノートパソコン、共同作業）
シナプス終末およびミトコンドリアの完全なデータセットと、最適
化された解析パイプラインは、高性能ワークステーションに簡単
にダウンロードでき、GABA密度の計算も迅速に完了しました。す
べての金粒子について、自動的にセグメンテーションと各シナプ
ス終末への関連付けが行われた後、その結果は EM画像上で誰で
も閲覧可能になります。その後、様々なカスタム機能、カラーテー
ブル、スケーリングが共同で検討され、最終的に GABA密度の 

視覚表現が完成しました。

図 4A～ C：ZEISS arivisによる共同画像解析ワークフローの各ステップ。

将来を見据えたコラボレーションツールとクロスプラットフォーム対応ソフトウェアソリューションの利点
科学研究の要件は実験ごとに異なりますが、多くのイメージング研究者が共通して求める要素がいくつかあります。ZEISS arivisプラッ
トフォームは、SIS形式を活用することで、専門家が生データに直接アクセスし、解析や処理のあらゆる側面を自在にコントロールで
きる柔軟性を提供します。また、研究者の目的や環境に応じて、インターフェースにも柔軟に適応します。今回のプロジェクトでは、
SEMをはじめとするイメージングシステムから、高性能ワークステーションや一般的なノートパソコン、さらにはウェブ環境まで、コー
ディングや ITサポートを必要とせずにシームレスに移行できたことが、最大限の効率でプロジェクトを遂行できた大きな要因となり 

ました。

さらに、ZEISS arivisプラットフォームは、没入型かつ協働的で生産性の高い解析とセグメンテーションを可能にする ZEISS arivis Pro VR

も提供しています。AIモデルのトレーニングには ZEISS arivis Cloudを活用し、arivis CloudのWebダッシュボード上でオンラインセグメ 

ンテーションや AIモデルのトレーニングを行うことができます。こうして作成された AIモデルは ZEISS arivis Proに取り込んで自動化 

された解析パイプラインを構築でき、その後は ZEISS arivis Hubを用いることでスケーリング可能です。

研究者イメージングシステム

arivis  
画像解析

アノテーション

研究者

arivis  
画像解析

解析ワークフロー開発

arivis  
画像解析

研究者

解析

結果
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ソースデータの仕様
試料調製およびイメージングは、ジョージ・ワシントン大学ナノファブリケーション・イメー
ジングセンターにて、Cheryl Clarkson-Paredes氏、Chris Brantner氏、Anastas Popratiloff氏
によって実施されました。これらのデータは、2018年 11月に開催された Microscopy and 

Microanalysisおよび Society for Neuroscienceの研究会議で段階的に発表されました。

組織切片はまずシリコンウェハー上に配置され、従来のプロトコルに従って埋め込み後の
免疫金標識処理が行われました。切片は最初に 1%過ヨウ素酸ナトリウムで 20分間処理
され、エポキシ樹脂のエッチングが施されました。その後、1% NGSで 10分間ブロッキ
ング処理を行い、続いてウサギ抗 GABA抗体（A2052、Sigma-Aldrich）を 1% NGSを含
む TBST中で 37 °C、3時間インキュベートしました。一次抗体の認識には、ヤギ抗ウサギ
IgGの 10 nm金標識二次抗体（15726-1、Ted Pella）を使用し、1% NGSおよびポリエチ
レングリコール（5 mg/ml）を含む TBST中で 37 °C、1時間インキュベートしました。

走査電子顕微鏡観察は、浸透モードで同心円後方散乱検出器を用いて実施されまし
た。個々の画像は、視野サイズ 6.38 µm（3072 x 2048ピクセル）で取得されました。
GABAを標識する金粒子は容易に識別でき、円形に見えます。GABA陽性および陰性の
シナプス終末のサンプリングを増やすために、舌下神経核の広範な領域（119 x 102 µm、
70645 x 60616ピクセル）をスティッチング処理し、膨大なデータセットを作成しました。

参考文献
1. A Harmonious Image Analysis Workflow For Large Format Electron Microscopy: Web-based Collaboration and Local Processing Enabling 

Rigorous GABA-Post-Embedding Immunogold Quantification. C. Clarkson-Paredes
1
, C.A. Brantner

1
, C. Zugates

2
, M. Rust

2
, *A.S. Poptratiloff

1
;

 1: Nanofabrication and Imaging Center (GWNIC), The George Washington University, Washington, DC,

 2: Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany.ポスター発表、SfN 2018。



医
療
措
置
ま
た
は
診
断
用
で
は
あ
り
ま
せ
ん
。
一
部
の
製
品
は
入
手
で
き
な
い
国
が
あ
り
ま
す
。
詳
細
は

ZE
IS

S 
ジ
ャ
パ
ン
に
お
問
い
合
せ
く
だ
さ
い
。

JP
_4

5_
01

3_
01

2 
| バ
ー
ジ
ョ
ン

 1
.1

 | 
CZ

 0
7-

20
25

 | 
設
計
、
お
届
け
す
る
製
品
の
内
容
、
技
術
的
な
内
容
は
予
告
な
く
変
更
さ
れ
る
場
合
が
あ
り
ま
す
。

| ©
 C

ar
l Z

ei
ss

 M
ic

ro
sc

op
y 

G
m

bH

ZEISSの SNSアカウントをフォロー：カールツァイス株式会社
リサーチマイクロスコピーソリューション
Tel 0570-00-1846
info.microscopy.jp@zeiss.com

Carl Zeiss Microscopy GmbH
07745 Jena, Germany
microscopy@zeiss.com
www.zeiss.com/arivis

https://facebook.com/zeissmicroscopy
https://twitter.com/zeiss_micro
https://youtube.com/zeissmicroscopy
https://www.linkedin.com/company/carl-zeiss-microscopy-gmbh
http://www.instagram.com/zeiss_microscopy
https://www.zeiss.com/arivis

