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口腔細胞診の画像解析と統計的解析――小規模解析

緒　　　言緒　　　言

　我が国の口腔がんおよび咽頭がんの死亡数は全悪性新

生物の死亡数の2.4％を占め，年々増え続けている1−3）．

口腔がんの90％以上4）を占める口腔扁平上皮癌は，国に

より大きく差があり，南アジアや欧米に多く日本ではか

なり少ないが，死亡率は日本と欧米は同程度となってお

り4），罹患者の死亡率が高いと考えられ，死亡率の低下

が求められる．死亡率の低下のためには口腔扁平上皮癌

の早期発見と正確な診断が必要である．早期発見に有用

と考えられる口腔がん検診は1980年代からヨーロッパ

やインドで先行し，死亡数の低下に寄与していることが

示されてきた5，6）．同時にがんのスクリーニングに擦過

細胞診が有用であることも示されてきた7−9）．続いて日

本でも口腔がん検診がはじまり，当院でも口腔擦過細胞

診の件数が年々増加している．

要　旨要　旨：口腔擦過細胞診の有用性が主張され，その件数が年々増加しているが，他臓器と比べ，良悪の判定がより

困難である．細胞診でのより普遍的でより特異度と感度の高い判定基準を確立するためには，形態を定量的に解析

することが必要である．そこで口腔扁平上皮癌の判定に重要なオレンジG好性扁平上皮細胞について，ImageJを

用いて画像解析し，癌細胞と判定できる形態的因子の抽出を試みた．組織学的に診断された扁平上皮癌症例と良性

症例について，同条件下で撮影された擦過細胞の画像を用いて，核面積，細胞面積，核のヘマトキシリン濃度，オ

レンジG好性細胞の輝度，核・細胞質比（N/C比），核の記述子（不整の程度）を計測した．統計的に有意だった項目

をROC曲線で解析すると，細胞質の面積とN/C比，核の濃度，細胞質の輝度の因子の順に有用と考えられた．ベイ

ズ法で悪性の判定のための事後確率を計算すると，N/C比あるいは細胞質の面積単独による判定ではそれぞれの事

後確率が0.38，0.40と低かったが，4項目をすべて判定のために用いると事後確率が0.97となり，これらの項目を

すべて考慮して総合的に考えることが必要不可欠と考えられ，また，よりよい判定基準の作成に寄与するものと考

えられた．
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　口腔扁平上皮癌の診断に関する擦過細胞診の有用性が

示されてきた9−12）．しかしながら比較的判定技術が高い

と思われる日本の専門施設においても多くの疑陽性例が

あり10，12），より感度と特異度の高い普遍的な判定基準が

求められる．しかし，口腔扁平上癌では本質的に癌の判

定が他臓器より困難であるという問題点を抱えている．

すなわち，第一に 口腔扁平上皮癌では表層に角化を示

す表層分化型癌が大多数を占めているため，他臓器でみ

られるような癌の判定を容易にさせる深層型異型細胞が

採取されにくい．第二に，上皮内癌/異形成/上皮内腫瘍

の組織学的診断基準が確立されていないことも，細胞診

の診断を困難にさせている4）．このように悪性細胞と良

性細胞の形態学的差異が小さい場合，その違いを半定量

的に表現して違いを表すことはしばしば困難である．そ

のために口腔がんでも定量的画像解析が散発的に為され

てきたが13），従来の画像解析装置は高価であり，普遍的
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に用いることができるものではなく，また，解析できる

要素が限られていた．

　近年，無料で入手でき，しかもより多くの要素を解析

できるアプリケーションが開発され，細胞形態を解析す

る多くの目的で限定的に用いられてきたが，細胞診の分

野で多くの要素を解析した例はまだ少ない．この論文で

は，口腔擦過細胞診に有用な形態指標を抽出する目的で

画像解析に統計学的解析を加えて解析する．

研究対象と方法研究対象と方法

　対象：2017年1月から2019年6月の期間に当院で判

定が行われた口腔擦過細胞診のうち，組織学的に扁平上

皮癌と診断された4例と良性病変3例を画像解析の対象

とし，あらかじめ，扁平上皮癌と非腫瘍性病変の形態を

比較するために健常者1名（著者の河原）の歯肉から採取

した細胞を用いた．染色性の減衰の程度を知るためには，

2年ごとに明らかな良性例1例を任意に抽出し，それぞ

れの標本の細胞の中から形態異常のない細胞を各5個選

んで細胞質のオレンジG染色濃度を測定した．

　方法：細胞採取のため綿棒にて病変部を擦過し，直

ちにスライドガラスに塗抹し95％エタノール液に

て湿潤固定を行った．採取された細胞は通法に従い

Papanicolaou染色を施した．作製した標本を光学顕微

鏡にて検鏡し，日本臨床細胞学会認定の1人の細胞診専

門医（著者の河原）と2人の細胞検査士が，細胞判定結果

報告時に複数の細胞検査士がスクリーニングした細胞の

中から，正常と明らかに隔たりのあるオレンジG好性異

常細胞を抽出して，高倍率（対物レンズ40倍）で写真撮

影して，画像解析をした．各症例につき，良性病変で

は20−31個，悪性病変では18−29個解析をした．健常者

ではランダムに85個の細胞を撮影して解析した．画像

解析には米国のNIH14）で開発された ImageJを用いた．

ImageJで用いられる用語の日本語訳の記載には三浦ら

の記載15）に基づいた．解析した項目は，核の面積と染色

濃度の平均値，オレンジG好性細胞質の面積と輝度（濃

度）の平均値および真円度（circularity，=4π×面積/円

周の二乗），円形度（roundness，=4×面積/π×長軸の

2乗），凸度（solidity，=面積/凸包面積）からなる核形不

整の程度で，核・細胞質比（N/C比）は核面積と細胞面積

から算出した．また，特異な色の染色性の評価のために，

ImageJにてRGBの色の3分割を行い，核のヘマトキシ

リンの濃度の評価にはblueの画像を，オレンジGの輝度

の評価にはredの画像を用いた．なお，今回の解析をよ

り単純化させるために，孤立散在性に出現する表層のオ

レンジG好性細胞のみを検索した． 

　統計：良性例すべての細胞（良性群）と個々の悪性例の

4群のそれぞれの比較を行った．また，良性群と悪性例

すべての細胞（悪性群）の2群の比較を行った．正規分布

を示すと考えられる2群のデータ間の比較にはstudent

のt検定を用い，多群の比較には一元配置分散分析を

用い，有意差を示した場合の任意の2群間の比較には

Tukey-Kramerの多重比較法を用いた．正規分布を示さ

ないと考えられた2群の比較にはMann-Whitney法を，

多群間の比較にはKruskal-Wallis法を用いた．p＜0.05

を有意差ありと判定した．以上の良性群と悪性群間で有

意差のあった項目について，ROC（Receiver Operating 

Characteristic）曲線を描いて各測定項目の有用性を

AUC（area under the curve曲線下面積）にて比較し，ま

た適切なカットオフ値を算出した．以上の群間の比較お

よびROC曲線の作成・解析のために統計解析ツールのR

を用いた．統計的に有意な項目の良悪の判定のための確

率を求めるためにベイズ法を用いた．すなわち，ベイズ

の定理により，Bが生じたときにAが生じる事後確率P

（A|B）は 

　　　
P（A|B）＝  

P（A）×P（B|A）

　　　　　　　　　　 P（B）

全確率の法則より

　　　P（B）＝P（A）×P（B|A）＋P（ ）×P（B| ）

これをベイズの定理の分母に代入すると

　　　
P（A|B）＝　　　　　

P（A）×P（B|A）

　　　　　　　　 P（A）×P（B|A）＋P（ ）×P（B| ）

　事前確率P（A）は2017年1月から2019年6月の全症例

中の癌例の頻度8％＝0.08あるいは特定の項目の値が選

ばれた時の事後確率，逆確率P（B|A）は癌細胞がそれぞ

れの項目でのROCで算出されたカットオフ値より大き

いあるいは小さいすなわち悪性側にある細胞の比率，P

（B| ）は良性細胞（非癌細胞）がカットオフ値より悪性

側にある細胞の比率として，実際の計算にはニュージー

ランドのワイカト大学で開発されたデータマイニング

ツールであるWeka16）を用い，計算モデルにはBaysean 

networkを利用してナイーブベイズの計算をした．

　倫理：この研究は新田塚医療福祉センターの倫理委
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員会に承認されて行われた（承認番号　新倫　29-96号，

承認日平成30年1月9日）．

結　　　果結　　　果

Ⅰ．標本作製年度による染色性低下傾向の検討Ⅰ．標本作製年度による染色性低下傾向の検討

　2009年から2019年の標本のオレンジGの染色性は，

予想されたように年とともに明らかな減衰傾向を示し

た（一元配置分散分析　p≺0.05）（図1）． 2019年の標本

と各年次の標本をTukey-Kramerの多重比較で比べると

2009年から2015年までの標本は有意に染色性が低下し

ており，今回の解析に用いた2017年の標本では有意差

は認められなかった．

Ⅱ．健常者の細胞と悪性例の細胞の比較Ⅱ．健常者の細胞と悪性例の細胞の比較

　健常者の細胞（n=85）と悪性群の異常細胞（n=85-90）

を比較すると有意に核面積は大きく，核の染色性はより

濃く，オレンジG好性細胞質の輝度はより高く，細胞質

図1．オレンジGの染色性の年次比較

図2．核の面積（A）と染色濃度（B）の比較．*p≺0.05

はより小さかった．核形不整に関しては真円度と凸度に

有意差があり，円形度には有意差がなかった．少なくと

も細胞変化のない正常細胞と比べて有意差がある項目が

多く，良性病変の細胞と悪性細胞の鑑別に使える可能性

があると考えられ，次の解析に進んだ． 

Ⅲ．良性病変の細胞と悪性例の細胞の比較Ⅲ．良性病変の細胞と悪性例の細胞の比較

1．核の異常

　良性群の細胞と悪性の個々の例の細胞の比較を行った

ところ，核面積は悪性例1例で良性群より有意に大きく，

3例では有意差が認められず，中央値は逆に小さかった

（図2A）．良性群と悪性群の2群間には有意差がなかっ

た．核の濃度は，悪性例3例で良性群より有意に高く，

1例では有意差が認められなかった（図2B）．良性群と

悪性群の2群間には有意差があった．

2．細胞質の異常

　細胞質の面積は，個々の悪性例すべてで良性群より有

意に小さかった（図3A）．細胞質のオレンジGの輝度は，

悪性例3例で良性群より有意に高く，1例では有意差が

認められなかった（図3B）． 良性群と悪性群の2群間に

有意差があった．

3．N/C比

　良性群と個々の悪性例のすべてでN/C比は良性群より

有意に大きかった（図4）．良性群と悪性群の2群間の比

較でも有意差があった．

4．核形不整

　真円度，円形度に良性群と個々の悪性例のすべてに有

意差がなかった（図5A，B）．凸度では，悪性例1例で良

性細胞より有意に小さく，3例では有意差が認められな
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には有意差が認められず細胞質の面積と核の濃度，細胞

質の輝度の間に有意差が認められた．従って，N/C比と

細胞質の面積が同等に良悪の判定に最も有用で，次いで，

核の濃度と細胞質の輝度の順に有用と考えられた． 

　ROC曲線で得られた細胞質の面積，N/C比，核の濃度，

細胞質の輝度におけるそれぞれのカットオフ値，39010，

0.049，53.010，125.879を用いてBayesian networkで

かった（図5C）．良性群と悪性群の2群間でも有意差は

認められなかった．

Ⅳ．良悪の判定における各項目の有用性の統計的解析Ⅳ．良悪の判定における各項目の有用性の統計的解析

　ROC曲線（図6A-D）から算出されたAUCの値は，細胞

質の面積，N/C比，核の濃度，細胞質の輝度の順に大きく，

それぞれの有意差を検討すると，細胞の面積とN/C比間

図3．細胞質の面積（A）と輝度（B）の比較．*p≺0.05

図5．核形不整の比較．真円度（circularity, A）．円形度（roundness, B）．凸度（solidity, C）．

それぞれの計算式は方法の項を参照．*p≺0.05

図4．核・細胞質比（N/C比）の比較．*p≺0.05
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事後確率を求めると，最も有用と考えられたN/C比と細

胞の面積を単独で良悪の判定に用いた場合，それぞれの

事後確率はP=0.38，P=0.40だったが，これらの2項目

を共に用いると事後確率はP=0.82まで高まり，さらに

オレンジGの輝度を考慮に入れるとP=0.89になり，核の

濃度を含めた4項目で見るとP=0.97にまで高まった．4

項目共にカットオフ値よりも悪性側にある細胞は良性例

の全74個中細胞2個にみられたが，カットオフ値から大

きく外れることはなかった．また，4項目ともにカット

オフ値より良性側にある悪性例の細胞はなかった．

　これらの解析で有用と考えられた4項目の値を用い，

4項目共にカットオフ値から大きく離れ，顕微鏡下に容

易に悪性と考えられる細胞群（図7A，B），カットオフ値

が4項目共に大きいがカットオフ値に近い，良性との鑑

別が難しいが，やはり悪性と考えるべき細胞群（図7C，

D），カットオフ値が4項目共に小さいがカットオフ値

に近く悪性に近い形態の細胞だが，やはり良性を考える

べき細胞群（図7E，F）を客観的に抽出でき，細胞像を示

した．

図6．ROC曲線．細胞質の面積（A）．N/C比（B）．核のヘマトキシリン濃度（C）．細胞質の輝度（D）．

AUCはarea under the curve曲線下面積．左上の数字はカットオフ値（座標）．

図7．カットオフ値による細胞比較．明らかな悪性細胞（A，B）．悪性を考えるべき細胞（C，D）．良性を考えるべき細胞（E，F）．
（対物レンズ40倍，Papanicolaou染色）
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考　　　察考　　　察

　悪性新生物の確定診断は病理診断でなされ，組織生検

が広く行われているが，生検はその侵襲性のために患者

の負担が大きい．また，局所麻酔や一般の手術に準じる

周術期管理が必要であるので，患者の時間と費用がかさ

むことになる．これに対して擦過細胞診は手技が簡単で，

非侵襲的な検査であるため患者の負担が小さい．体表に

近いためにその利点が特に大きい口腔擦過細胞診は口腔

がん検診や初診時のスクリーニング，口腔がん術後の長

期経過観察におけるスクリーニングとして有用であると

考えられる．他臓器と比較して，口腔がんは直接みて触

れることができるため発見が容易であると考えられる

が，口腔扁平上皮は炎症性刺激をうけやすい部位にある

ために，早期の悪性病変との肉眼的鑑別が困難になるこ

とがある11）．高分化から超高分化な細胞のみからなるこ

とが多い4）口腔扁平上皮癌の特性から正診率が他臓器よ

り低く，その正診率がしばしば問題になっている12）．早

期発見，早期治療のためのスクリーニングとして正診率

が若干低いことは，利点とのバランスを考えるとやむを

得ないことではあるが，確定診断に伴う侵襲性やその他

の観点から正診率を上げることには大きな意義がある．

　口腔がんの擦過細胞診では深層型異型細胞が採取され

にくいので，偽陰性につながる可能性があり，石橋ら11）

は正診率を高めるためには深層細胞を採取することが重

要だと述べている．我々も経験的には深層型異型細胞が

採られてきた時の細胞診の判定は容易であると感じてい

るが，日常経験する細胞診標本では表層の細胞だけが採

られることは珍しくないので，今回は判定がより難しい

表層のオレンジG好性細胞のみを対象として微細な形態

の違いについて解析した．一般的な扁平上皮癌細胞の形

態的特徴として　N/C比の増大，核の腫大，核形不整，

核クロマチンの増量，クロマチン構造の異常，細胞質の

輝度の上昇などが挙げられる．細胞検査士はこのような

形態の違いを顕微鏡的に観察し，経験的判断によって行

っている．このプロセスは主観的な観察と思考過程であ

り，病理診断からのフィードバックによる自己学習等に

より判定結果が標準化されているが，施設間により違い

があるのが現状である．そのため，細胞形態を半定量か

ら定量的に表現することで，検鏡者間の差異を是正する

研究が報告されている13）．従来の学会発表される定量的

研究の多くは核径や細胞径などの容易に測定できる項目

のみを解析し，後は半定量的に表現することが多かった

が，今回の研究では多くの形態異常の因子を測定するこ

とができ，それらのうちから，細胞面積，N/C比，核の

ヘマトキシリン濃度，細胞質の輝度が良悪を分ける指標

として用いることができることが定量的に明らかになっ

た． 

　核の大きさは同じ扁平上皮癌である肺癌や子宮頸癌と

ともに口腔癌でも癌の判定に有用とされている17）．しか

し，面積において，良性細胞と悪性の個々の例との間に

は1例に有意な差が認められたものの，ほかの3例には

有意差がなかった．これは悪性を疑って細胞診がなされ

ているので，良性の症例に核の大きさが増す再生性変化

を示す細胞が多く含まれていたことに起因することが第

一に考えられる．一方で，体腔液細胞診18）や乳腺細胞診

領域19）で行われた細胞診の定量的測定で，核面積が有用

であることが報告されている．この相違について，口腔

癌では癌表層の分化傾向が著しいため，核の大きさに差

がないことが多いと考えられ，また今回はオレンジG好

性細胞という表面細胞を抽出したため有意な差が出なか

ったと考えられる．

　癌細胞で細胞の大きさが小さくなることは，従来の判

定基準にはなく17），意外な結果だった．正常な重層扁平

上皮は表層に向かって細胞が大きくなるが，癌では高分

化癌でも正常な分化成熟がなされる前に分裂を繰り返す

ことにより小さくなると考えられた．一方，オレンジG

好性細胞の細胞質の輝度に関して，肺扁平上皮癌でも口

腔癌でも輝度が増加することがあることはよく知られて

いる．しかし，肺癌では癌の判定におけるその重要性は

以前より低下しており，どの程度判定に寄与するのかは

明らかではなかったが，今回，3例の悪性症例で良性細

胞と比較して細胞質の輝度は有意に高く，ROC曲線に

よる解析でも4番目に有用な判定因子であることが明ら

かにされた．

　核面積と細胞面積から算出したN/C比に関しては，悪

性細胞の形態の基本的形態異常として重視されてきた

が，今回の研究でも重要な判定因子と解析された．これ

らのことから，オレンジG好性の比較的面積が小さい細

胞が標本中に認められた際は注意が必要であることが示

唆された． 

　核形不整に関して，正常細胞と悪性細胞では真円度，

凸度で有意差が認められ，悪性細胞では正常細胞に比べ

て核がより細長く，凹みが大きいことが示されたが，良
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性群と悪性群では真円度，円形度，凸度のすべてで有意

差が認められなかったことから良悪を判定するための因

子としては用いられないことが示唆された．これは画像

解析の過程において，閾値選択で核の領域を指定するの

だが，繊細な核縁のラインをピクセル単位での指定が困

難であったためかもしれない．一般的に核形不整は悪性

細胞の判定に重要な因子と考えられているので，この

指標に関しては今後より多くの画像解析を重ねること

が必要であるとも考えられるが，Ambroise18）らは同じ

ImageJを用いた体腔液細胞診の解析で核形不整の程度

に差はなかったと報告しているので，口腔の高分化のが

んでも核形不整が現れない可能性が高い．

　個々の単一の因子による細胞を判定できる確率は低い

が，因子を組み合わせることでその確率が上がったこと

から，所見を総合的にみて判断することが必要不可欠で

あることが分かった．また，カットオフ値よりも4項目

共に悪性側にあった細胞の中で良性細胞は2個あったの

で，完璧ではないが，事後確率0.97と高い確率で悪性細

胞を推定することができると考えられた．これにより，

定量的な解析を行わなくても経験的にわかる明らかな癌

細胞以外に，一般に判定が難しいとされる良悪境界領域

の細胞に対して悪性を考える細胞と良性を考える細胞を

区別することが可能となり，自己学習および教育的目的

に利用可能と考えられた．

　以上，ナイーブベイズにより信頼性の高い結果が得ら

れたが，今回の研究では，染色性の減衰という問題のた

めに比較的少数例の解析となったため，解析結果の精度

を高めるためにより多くの症例の解析が待たれる．

結　　　語結　　　語

　口腔擦過細胞診において，細胞質の大きさとN/C比，

核の濃度，細胞質の輝度の順に良悪を判定する因子とし

て有用な所見であり，これらの形態異常を総合的に見る

ことによって，より確実な判定ができると結論された．

　著者全員に本論文に関連し，開示すべきCOI状態にあ

る企業，組織，団体はいずれも有りません．
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