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要旨

我々のグループでは，試料を薄く切断（薄切）した後の断面を撮影して得られた画像情

報を元に，試料の立体像を構築するシステムの開発を行ってきた．しかし，骨や歯などの

硬いものを薄切したり，多くの枚数を薄切する場合，刃が損耗し，試料表面にナイフマー

クが発生するという問題があった．そこで，我々は新たに，精密加工を用いて仕上げた試

料断面を観察する生体内部構造観察システムを開発した．

1 はじめに

近年，MRI(Magnetic Resonance Imaging)，超音波及びX線CT(Computed Tomogra-

phy)，共焦点レーザ顕微鏡などの進歩によって，生体内部構造のより詳細な観察が可能と

なってきた．しかし，これらの観察方法には以下の問題点がある．

• 微細な生物や細胞などの観察には，MRIやCT，超音波では分解能が不十分である．

• 共焦点レーザ顕微鏡は，観察範囲に制約があり厚みのある試料の観察には適さない．
そこで，我々のグループでは，試料を薄くスライスした後の断面を撮影して得られた画

像情報を元に，試料の立体像を構築するシステムの開発を行ってきた [1, 2]．このシステ

ムは破壊検査であるため，保存が必要な試料や，入手困難な試料を観察することができな

いという欠点がある．しかし，以下の利点がある．

• 切片が不要なため，短時間で試料全体の観察ができる．

• 観察時に試料の位置が変化しないため，立体像の再構築が容易である．

• 観察した断面画像を記録しておくことで，いつでも高品位な情報を再利用できる．



• 内部を実際に観察するため，光学顕微鏡での観察に近い色情報を得ることができる．
このシステムを用いることで，生物の内部構造の解析 [3, 4, 5, 6, 7, 8] やシミュレーショ

ンモデルの構築 [9, 10, 11, 12] が実現されている．

しかし，試料を薄く切断（薄切）する際に，薄いミクロトーム用替刃を用いるため，骨

や歯などの硬いものを薄切したり，多くの枚数を薄切する場合，刃が損耗し，試料表面に

ナイフマークが発生するという問題がある．

そこで，我々は新たに，単結晶ダイヤモンドバイトを用い，正面フライス加工によって

仕上げた試料断面を観察する，生体内部構造観察システムを開発した [13, 14, 15, 16]．

2 手法

図 1に，生体内部構造観察システムの全体図を示す．本システムは，試料断面を精密加

工する試料切削部，精密加工された断面を撮影する試料観察部，試料観察部からの画像を

記録する画像記録装置，及びそれらを制御する制御装置で構成される．

本システムの主要操作は，以下の通りである．

試料包埋 生体軟組織は普通の状態では精密加工には適さない．そのため，樹脂内に試料

を浸して硬化させたり，凍結包埋材内に試料を浸して凍結させたりして，試料を精密加工

しやすい形状・硬さにする．詳細は 2.1で述べる．

断面創成 包埋された試料を試料切削部に取り付け，単結晶ダイヤモンドバイトを回転さ

せ，刃の軌道に対して切削したい厚さだけ試料を送り，突き出すことによって，試料断面

を正面フライス加工する．詳細は 2.2で述べる．

断面撮影 精密加工された試料断面を，試料観察部で撮影する．試料断面を撮影し，画像

記録装置に記録する．詳細は 2.3で述べる．

画像処理 記録された画像から，ボリュームレンダリングする（断面画像を積み重ねる）

ことで，立体画像を再構築する．立体画像は，表面のみならず，内部の情報も有しており，

任意断面の観察や，特定部分の抽出などが可能である．詳細は 3.2で述べる．

2.1 試料

実験対象として，ブタ大腿骨皮質骨を用いた．ブタ大腿骨から皮質骨を摘出の後，ホル

マリンで固定した．固定後，PBSにて 3日間洗浄し，アルコール上昇脱水系列によって

試料内部を脱水し，アクリルと同様のメタクリレート系樹脂 (Technovit–7100:Kulzer)に

包埋した．包埋は予備浸積液に 3日浸積した後，硬化剤を混合した溶液に入れ替えて 4◦C

の条件下で重合させた．図 2に完成した試料を示す．完成した試料はエポキシ系接着剤に

よって固定した．



図 1 Overview of the System

図 2 Embedded Porcine Cortical Bone



2.2 試料切削部

試料切削部は，3軸制御精密加工機 (UVM–350(J):東芝機械)を基に開発した．スピンド

ル移動ステージを定盤化し，スピンドルの取り付け位置を移動させることで，試料観察部

の設置を実現した．表 1，表 2に試料切削部の主な仕様を示す．
表 1 Specifications of Cutting System(Stage)

X–axis Y–axis Z–axis

Motion Range 0∼400mm 0∼220mm 0∼150mm

Motion Resolution 0.1µm 0.1µm 0.1µm

Velocity Range 0∼10000mm/min 0∼10000mm/min 0∼2000mm/min

表 2 Specifications of Cutting System(Air Spindle)

Air Spindle

Diameter 60mm

Velocity Range 3000∼30000min−1

観察試料をX，Y方向に移動する試料移動ステージに固定して，スピンドルにバイトホ

ルダ (直径 30∼100mm)と共に単結晶ダイヤモンドバイト (ニューディバイトCL–305:アラ

イドマテリアルを取り付け，切削加工をおこなった．バイトの先端半径は 0.5mm，すく

い角 0◦，逃げ角 7◦である．切削加工はドライカットでおこなった．試料表面にエアーを

吹き付けて切り屑を除去し，試料を冷却した．また，エアー吹き出し口に対向する位置に

排気口を取り付け，切り屑を吸い取った．図 3に切削加工中のダイヤモンドバイトと試料

の配置を示す．

2.3 試料観察部

試料観察部は，スピンドル移動ステージに取り付け，CCDカメラ (CCD)，レンズ (Lens)，

リングライト照明 (Ring Light) および光源 (Light Source)から構成される．

観察には，高感度 3CCDカメラ (JK–TU52H:東芝)を用い，試料の色情報を取得した．

照明には光ファイバー製リングライトを用い，ハロゲン光をレンズの周囲から偏射照明す

ることによって試料断面を照射した．なお，試料観察部はスピンドルと同じくスピンドル

移動ステージに取り付けられているため，最初に試料断面に焦点を合わせることで，以降

切削によってピントがずれることはない．

2.4 制御部

NC(TOSNUC 888)によってスピンドル回転速度，スピンドル移動ステージ送り速度，

試料移動ステージ送り速度および切り込み深さ，切削時のエアーの吹き付けおよび撮影

トリガ信号を制御する．Gコードによって観察の工程を指定して，自動的に撮影をおこ

なった．図 4に切削と撮影の工程を示す．はじめにスピンドルを回転させ，ステージを移

動 (–X方向)することによって試料上端を切削する．次に観察部の下まで試料を移動させ，
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図 3 Appearance of Cutting

断面画像を撮影・記録する．その後，試料を初期の X位置に移動させ，スピンドル移動

ステージを試料側 (+Z方向)に移動する．この工程を任意の回数繰り返して，試料上部か

ら下部までのすべての断面画像を自動的に撮影する．

3 実験結果

3.1 切削条件選定

切削条件の選定のために，包埋したブタ大腿骨皮質骨を切削した後，試料断面の表面粗

さを，非接触レーザープローブ三次元測定器 (NH–3N:三鷹光器)を用いて測定した．

切削条件は，バイトの周速 282.7/min(工具径 30mm，スピンドル回転速度 3000min−1)，

深さ方向切り込み量10µm，試料送り速度15∼180mm/min（一刃当たり送り量5∼30µm/rev）

である．最大高さ粗さRzの測定結果を図 5に示す．一刃当たり送り量 10µmが最適条件

であった．また，試料断面の観察画像から，選定切削条件において良好な切削が行われた

ことを確認した．

3.2 3次元可視化

選定した切削条件を用いて，試料を連続切削し，断面画像を記録した．観察には，明

視野用超長作動距離対物レンズ (M Plan Apo 5×: ミツトヨ)を使用した．断面全体を観

察するために，6×3枚のマッピング観察を設定し，連続 300断面において 5400枚のフル

カラー画像 (640×480画素，24bit，6.2µm/画素) を自動取得した．マッピング画像から作

成した断面全体画像のサイズは 2892×1398画素 (18×8.7mm) であった．図 6に第 75断

面全体画像を示す．図 7に図 6□枠部の他断面での画像を示す．切削の進行に伴い，断面

が変化する様子が分かる．そこで，同□枠部 (4×3mm)の 300枚連続断面画像群から，ボ



図 4 Schema of Experimental Path

図 5 Maximum Height Roughness of Bone Surface after Cutting



リュームレンダリング法によってフルカラー立体像および任意断面を構築した．図 8に試

料内部構造の 3次元可視化像を示す．立体像からは，骨軸方向 (図 8縦方向)に平行に並ん

で走行する複数のハバース管，および骨軸垂直方向 (図 8横方向)に走行し，ハバース管

同士を接続するフォルクマン管の抽出が可能であった．

図 6 A Sectional Image of Porcine Cortical Bone

図 7 Sectional Images of Porcine Cortical Bone

4 結言

生体硬組織を含む生体試料の観察が可能な生体内部構造観察システムを開発した．開発

したシステムを用いて，骨試料に対し至適切削条件を見出すことができた．選定した切削

条件における試料断面性状は，光学顕微鏡での観察には十分であることを確認した．

選定した切削条件を用いて，18×8.7×3mm の試料全体を，6.2×6.2×10µの分解能で観

察可能であった．この精度での観察は，他に類を見ない．所要時間は 6時間，総データサ

イズは約 3.4GBであり，自動的かつ連続的に大規模な内部情報の取得が可能であった．ま

た，注目した 4×3×3mmの領域に対し，連続断面画像から立体像を再構築し，任意断面

を作成することで，試料の 3次元内部構造の観察が可能であった．



図 8 Reconstructed Porcine Cortical Bone

本提案手法は硬組織を含む，複雑な構造を有する生体内部を高分解能かつ高精度に観察

することを可能とした．また，従来困難であった大きな対象領域に対しても，連続断面画

像の自動取得が可能であり，生物の内部構造観察に新たな道を切り拓いたと考える．
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