
  

光学的・電子的手法によるショウロ
胞子懸濁液の濃度測定

I-03

明間民央1),2)

1)鳥取大院・連合農学
2)森林総研きのこ・森林微生物領域

要点：顕微鏡とカウンターで数えるより早くて楽な方法を確立した

・血球計算盤を撮影して、Fijiで背景除去・二値化・計数

・証拠写真を残せる、高価な機材は必要ない
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伝統的な胞子懸濁液の濃度測定

顕微鏡とカウンティングチェンバー(以下CC)で計数

時間と労力が必要、数字は残るが証拠は残らない

CCは使うたびに洗って乾燥させて組み立てる、面倒

（プラ製の使い捨てCCもある）

事前に適切な胞子密度の試料を調製する必要がある

胞子密度を知るために事前に適切な密度に調製？？

→職人の勘が必要、まずはこれを何とかしたい
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ニュートンリングで平行出し
チェンバーの深さ決定のため



  

試料調整用の簡易光学測定
フローサイトメーター？

とても高価、野外サンプルに耐える？

胞子懸濁液は「濁っている」→濁度計では？

Makers, IoT向けのセンサーに濁度計がある

マイコンボードArduinoで制御、読み出し

ホストPCの端末ソフトTeraTermで読み出し

パーツ代合計5,000円ほど

3Dプリンター(3万円～)でケース類作成
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野外サンプルの例、動物の糞なら
寄生虫卵、土壌なら砂が混ざる



  

簡易光学測定装置

センサー：Gravity: Analog Turbidity Sensor For Arduino ($9.90)

配線コネクター：GROVEベースシールド ($8.90)

マイコンボード：Arduino Uno R3 (3,300円)
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センサー拡大：溝を挟んで
赤外線センサーが設置され
ている



  

簡易光学測定装置
濁度計は本来この向きで使用し、測定対象の水に浸して測定する
ビーカーにサンプルを入れる？→消費量が多すぎる！
センサーに迷光が入射することによるノイズもある
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上下を逆にし、3Dプリンターで製造した遮光
カバーを設置した→値が安定
センサー光路のみの5 mm厚の「セル」作成
18 mm角のU字型部材にカバーガラスを接着
→サンプル300 μLで測定可能になった



  

簡易光学測定・読み出し
PCにUSBでArduinoを接続し、プログラム (スケッチ)をArduinoに送信
Arduinoはスケッチに従いセンサーを制御、読み出しを行う
読み出しデータはUSBを介してシリアル(COM, 大昔のRS-232C)で出力
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PCのターミナル(TeraTermなど)でCOMポートを読む
とArduinoの出力が見える
電子天秤などと同様、値が安定したら記録
有償ソフトは不要、スケッチはサンプル通り、難易度
は小中学校程度

PC Arduino SensorコネクターUSB

スケッチ送信

COM出力



  

濁度計による測定結果
濃厚胞子懸濁液を10, 50, 100, 500, 

1000倍して測定

垂直のラインがCCで数えやすい範囲

そこに収まるのはOD3.33付近

(500, 1000倍相当)

桁程度は分かる、PCレス化すれば

「当たりを付ける」役には立つだろう

まだセンサーの「美味しいところ」を

使う余地はあるかも知れない
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CCによる計数の半自動化
カウンティングチェンバー(CC)で数えるのには時間がかかるし疲労も大きい
→カメラで画像を取得して画像処理により計数する
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こんな画像は必要ない

CCのフレーム情報と胞子が胞子と分かるだけの
形状情報が必要

高精細画像は不要、120万画素級の汎用カメラを
使用（安価）

CCは試料室厚さ確保のため必要、４室のプラ品
を使用（安価）（案外反復使用に耐える？）

開口絞りと焦点を調節して光学的に画像の情報を希釈する



  

CCによる計数の半自動化
４倍対物を使用、残念ながら試料室

の全部は収まらないため2枚の画像

を合成する、これは上半分

CCのグリッドは不鮮明、胞子はある

ことが分かるだけ、照明ムラもひど

いが、これで用は足りる
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CCによる計数の半自動化

先ほどの画像をFiji (ImageJ)で処理

モノクログレースケール化

Image ->  Type -> 8bit

背景消去

Process -> Subtract Background

左は見やすく誇張したもの、実際

はずっと低コントラスト
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CCによる計数の半自動化
一度に取り込めないのでやむを得ず合成

レイヤー機能があるソフト（GIMPを利用）

で2枚の画像をレイヤーとして重ね、上側を

半透過にして、特徴的な胞子の並びやゴミ

を手がかりに重ね合わせる、数分の作業

ステッチツール（パノラマ合成ソフト）で

は失敗が多く、ここだけは手作業が早い
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CCによる計数の半自動化

上下を揃えてレイヤーを

統合、CCの計数範囲を切

り取り画像生成

グリッドはノイズの元に

なるので消す、GIMPなら

トーンカーブを利用
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CCによる計数の半自動化
Fijiに戻って二値化・計数する

・二値化

Image -> Adjust -> Threshold

必要に応じて閾値を調整する

・粒子の計数

Analyze -> Analyze Particles

Size=10-100px　粒子の大きさ制限

Circularity=0.5-1.0　真円度制限
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CCによる計数の半自動化
粒子の計数結果（右）

大小のゴミは消去され、

胞子らしい丸みとサイズ

のものを計数、131個

手カウント不要

証拠写真が残る
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トラブルが起きなければ（Fijiでは時々あるが）圧倒的に楽に早く計数出来る
ソフトはフリーで十分、高価な機材は不要
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