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研究成果の概要（和文）：本研究では植物の子葉表皮組織を構成するほぼすべての細胞に対して成長過程におけ
る個々の細胞の位置と形態に加え、細胞形態を制御する細胞骨格系の構造を経時的に計測する技術開発に取り組
んだ。光毒性を軽減する培養条件および撮影条件を検討するとともに、細胞形態および細胞骨格系の構造特徴を
定量的に評価する画像解析フレームワークを開発した。本研究成果の一部は研究期間中に13報の原著論文として
発表した。

研究成果の概要（英文）：Despite the considerable progress in recent biology, we still have a large 
gap in our knowledge between cell and developmental biology. To elucidate how cell morphogenesis 
contributes to organogenesis, large-scale live cell imaging system is required. However, in order to
 realize such an advanced live cell imaging technique, there are problems such as laser 
phototoxicity and time consuming to process a big data of microscopic images. To overcome these 
problems, we aimed to optimize the monitoring conditions for plant cotyledon growth and develop the 
image analysis framework to quantitatively evaluate cell morphology and cytoskeletal organization 
based on large-scale microscopic images. With the support of these techniques, we also aimed to 
understand the mechanisms of plant cotyledon organogenesis at a single cell resolution.

研究分野： 植物細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞と器官の形態形成の制御機構の解析はこれまで細胞生物学分野と発生生物学分野においてそれぞれ独立して
進められてきた。しかし、これらの分子的な知見は必ずしも一致しておらず、生物の多階層的な形態形成制御機
構を統一的に理解するには至っていない。本研究で開発した技術は、このような階層間の乖離を解消するための
基盤要素技術と位置付けられる。本技術の成熟により、器官の発生や形態形成に対する細胞レベルでの現象の寄
与が検証できるようになり、その結果として得られる知見は多階層的な生物形態形成機構の統一的な理解に資す
ることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本提案の背景にある問題意識は、形態形成機構に関する細胞・器官レベルの知見の乖離であ

る。言うまでもなく器官は細胞の集合体のため、細胞の形態や配置の制御機構は器官の形態形
成機構と無関係ではない。しかし、両者を統合的に理解するに足る分子的な知見は未だ十分で
はない。この原因は、生物の形態形成の多階層的な制御機構の複雑性に加えて、細胞レベルと
器官レベルの表現型を同時に評価する研究手法の欠如にあると考えられる。 
昨今発展の目覚ましいライブセルイメージング計測技術は、細胞内で時々刻々と変化する構

造を可視化、定量解析することにより細胞の形態形成制御機構の解明に貢献してきた。このよ
うなライブセルイメージング計測技術を器官や組織を構成する全ての細胞にまで大規模化でき
れば、生物の形づくりの階層横断的な理解に向けて極めて有益な情報の取得が期待される。近
年、試料の透明化技術の開発や計算機性能の向上などを背景に、脳や個体など固定サンプルを
用いて１細胞の解像度を有するイメージング計測技術が注目されている（Susaki and Ueda 
(2016) Cell Chem Biol）。しかし、生体試料の経時的な大規模ライブセルイメージング計測を実
現するには、生体試料への光毒性や動画像処理に係る計算機負荷などの課題が残されている。 
そこで本研究では、研究代表者が強みを持つライブセルイメージングと画像解析の検討によ

り、器官組織を構成する全ての細胞の位置、形態、細胞骨格構造の経時変化を計測する技術の
確立を目指した。また、本手法に基づいて植物の子葉器官の形態形成機構の細胞生物学的な理
解を深めることを目指した。具体的には、モデル植物のシロイヌナズナを材料にし、楕円型か
ら団扇型へと形を変えながら成長する子葉器官を研究対象とした。子葉の形は葉肉組織や維管
束組織を覆う表皮組織によって規定される。興味深いことに、表皮組織を構成する細胞は子葉
発達の初期段階ではレンガ状の形をしているが、子葉の発達が進むにつれて互いに複雑に入り
組み合いながら拡大成長し、ジグソーパズルのような形へと変化を遂げる。このジグソーパズ
ル型への変形は主要な細胞骨格である微小管とアクチン繊維の相互排他的な機能発現によって
担われていることが広く認められている（Xu et al. (2010) Cell）。その一方で、団扇型の器官形
態とジグソーパズル型の細胞形態との関係や、組織における個々の細胞の位置に応じた細胞変
形機構、などに関する理解は未だに十分ではない。本研究ではこれらの問題に取り組むべく、
子葉の表皮組織を構成する全細胞の位置、形態、細胞骨格構造の特徴といった多次元情報を経
時的に解析するイメージング計測技術を開発に取り組んだ。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、植物の子葉表皮組織を構成する全ての細胞に対して、成長過程における個々の
細胞の位置、形態、細胞骨格構造の変化を計測する技術の確立を目指した。本研究の背景とし
て研究代表者が抱いた問題意識は、生物の形態形成機構に関する細胞レベルの知見と器官レベ
ルの知見との乖離である。これまでの細胞生物学分野の成果から、子葉表皮細胞のレンガ型か
らジグソーパズル型への形態形成は、微小管とアクチン繊維が細胞表層に偏在して細胞の拡大
成長を局所的に調節することによって実現することが広く認められている（Xu et al. (2010) 
Cell）。しかし、子葉器官における楕円型から団扇型への形態形成に異常を示す変異体の原因遺
伝子は必ずしも微小管やアクチン繊維に直結したものではなく、これら変異体における細胞骨
格の動態に関する知見は不十分である。このように、多階層的な形態形成機構の理解のために
必要な分子的知見は未だに揃っておらず、その道筋すらついていない状況が続いていた。この
状況を打破すべく、植物の子葉表皮をモデルに細胞形態と器官形態を同時に解析するイメージ
ング計測技術を確立する本課題に取り組んだ。将来的には本手法を基盤技術として、動植物を
問わず、細胞生物学の言葉で器官発生を理解するような研究の潮流を生み出すねらいもある。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成するため、観察実験と画像解析の両面から大規模イメージング計測に向け
た研究開発を実施した。すなわち、(1) 試料栽培条件の検討と顕微鏡画像データサンプリング
の最適化により、子葉表皮組織全体における細胞形態と細胞骨格の大規模な経時観察系を確立
するとともに、(2) 膨大な広視野時系列顕微鏡画像データから個々の細胞の位置、形態、細胞
骨格構造といった多次元情報を自動計測する画像解析技術の確立を目指した。以下、項目別に
詳述する。 
(1)子葉成長過程における表皮細胞形態および細胞骨格動態の大規模経時観察系の確立 
研究開始当初の予備的実験では数時間の撮影間隔で 1 週間ほど子葉を経時観察した場合、光

毒性による成長遅延が生じてしまうことが判明した。そこで本研究では、光毒性を軽減するた
め、以下に記す(1-1) シロイヌナズナ実生の栽培条件の検討と、(1-2) 顕微鏡画像データサンプ
リング法の最適化、に取り組んだ。これらによって経時観察実験系の確立を目指した。 
(1-1) 子葉サンプルの培養条件の検討 
 植物材料には蛍光タンパク質による細胞骨格系の可視化株が確立されているシロイヌナズナ
を用いた。細胞骨格の可視化マーカーとして、GFP-ABD2（アクチン繊維; Higaki et al. (2010) Plant 
J）あるいは GFP-tubulin（微小管; Abe and Hashimoto (2005) Plant J）を恒常的に発現する形質転
換体を利用した。観察試料の調製には、吸水させた滅菌種子の種皮を実体顕微鏡下で剥いて得
た実生をガラスベースディッシュ上に置き、Murashige-Skoog ゲル培地で覆う方法（Peterson and 
Torii (2012) J Vis Exp）を踏襲した。研究開始当初の予備実験により、本手法によって表皮細胞



形態および細胞骨格の経時観察は十分に可能であるものの、1 週間ほどの長期間に渡って数時
間間隔のライブセルイメージングに供した試料では、撮影に供しなかった試料に比べて子葉の
成長速度がおよそ 4 割低減するという問題が判明していた。そこで本研究では、後述する顕微
鏡画像データサンプリング法の最適化と並行して、光毒性の影響を低減する培地組成の条件検
討を実施した。具体的には、子葉面積の拡大速度を評価指標にし、ショ糖と培地支持体（ゲラ
ンガム）の濃度検討を行った。この条件検討は後述のデータサンプリング間隔の検討とは独立
して実施した。すなわち、光毒性の影響が認められるほど十分に細かい時間間隔での顕微鏡撮
影条件において、子葉成長への悪影響を最小限に留める条件を探索した。これにより、シロイ
ヌナズナ子葉の表皮組織における細胞成長を効率的かつ安定的にモニタリングできる培養条件
の最適化を狙った。 
(1-2) 顕微鏡画像データサンプリング法の最適化 
 表皮細胞の撮影には、スピニングディスク式共焦点ユニットと高感度カメラによる顕微鏡シ
ステムを用いた。これによって子葉表皮組織を構成する全ての細胞を網羅しながらも細胞骨格
１本１本を視認できる広域・高分解能の経時観察像を取得した。本観察実験系はおよそ 1 週間
もの長期に渡るため、試料への光毒性が問題となる。この光毒性に対する、最も単純かつ効果
的な対処策は、撮影回数を減らすことである。しかし当然ながら、高い時間分解能を保てなけ
れば細胞形態や細胞骨格構造の追跡は困難になる。そこで、変化が盛んな時期には十分に細か
い時間間隔で撮影し、逆に変化が緩やかな時期には撮影間隔を伸ばすといった撮影計画の最適
化を実施した。これによって光毒性を最小限に留めつつ、細胞変形や細胞骨格構造の変化を効
率的に追跡できると考えた。具体的には、まず光毒性をほとんど無視できる程度に十分に長い
時間間隔で経時観察を行い、取得した経時観察像において追跡が困難になった細胞数の時間分
布を定量評価することで、追加撮影すべき時期を特定する。追加撮影が必要な時期の時間間隔
を密にして撮影し直す。この取得画像に対して、先と同じ評価を行う。この一連の作業を光毒
性が認められる直前まで繰り返すことで、シロイヌナズナ子葉を用いた本実験系における撮影
計画の最適化を図った。 
(2) 細胞形態と細胞骨格の多次元的な構造特徴を定量的に評価する画像解析系の開発 
 (1)で述べた観察実験により取得した顕微鏡画像を活用し、(2-1) 表皮細胞の領域分割（セグ
メンテーション）による細胞の位置と形態の計測、(2-2) 細胞骨格構造の抽出と特徴の計測に取
り組んだ。 
(2-1) 表皮細胞の領域分割（セグメンテーション）と形態計測 
本研究では、細胞体積の大半が液胞により占められる植物細胞の特徴を利用し、細胞骨格の

マーカーである GFP-ABD2 および GFP-tubulin の細胞中央部の光学切片像から半自動的に細胞
形状を領域分割する画像処理法の開発に取り組んだ。また、細胞の領域分割画像から組織にお
ける自身の位置に加えて、細胞変形を理解する上で重要な形態学的尺度（細胞面積、円形度、
縦横比、稠密度など）の自動計測にも取り組んだ。 
(2-2) 細胞骨格構造の抽出と特徴の計測 
細胞骨格構造の抽出には、研究代表者の研究グループが確立したアクチン繊維の自動抽出法

（Higaki et al. (2010) Plant J）を踏襲した。本手法を微小管にも適用するため、幅や曲率など繊
維抽出に係るパラメタの最適化を実施した。また、この抽出画像から細胞骨格構造の特徴（密
度、束化、配向、並行性、細胞長軸に対する細胞骨格の平均角度など）を多面的に自動計測す
る画像解析ワークフローの開発に取り組んだ。以上の計測技術の開発においては、膨大な画像
データ群から即座に数値データを取得できるよう、高速性を重んじた画像処理技術の導入と実
装を検討した。 
 
４．研究成果 
 前項(1)で述べた方法に従い培養条件および撮影条件に対応する子葉成長データを得た。これ
により、子葉の成長に対する悪影響を最小限に留める実験条件を把握することができた。また
前項(2)で述べた方法に従い、共焦点レーザー顕微鏡により三次元的に撮像した組織画像から表
皮細胞を高精度かつ自動的に領域分割（セグメンテーション）するとともに細胞形態を多面的
に定量評価する画像解析フレームワークを開発した。研究開始当初に予期していなかった展開
として、画像解析による細胞骨格の束化の定量評価方法について顕著な進捗を得た。細胞骨格
の束化を定量評価法として、研究代表者たの研究グループが開発した繊維状構造を構成する画
素群の輝度分布の歪度を利用する方法（Higaki et al. (2010) Plant J; Higaki (2017) Plant Morpho）
が標準的な手法として国内外を問わず広く活用されている。ところが本研究を進める過程で、
細胞骨格を構成する画素群の輝度分布の変動係数がより汎用的な束化の評価指標になりうる可
能性を見出すことができた。本手法を含めた細胞骨格構造の画像解析に関しては、国内外の複
数の研究グループとの共同研究によって様々な生物試料画像を用いた実証実験を実施すること
ができた。本研究の解析対象とした葉表皮細胞（Dou et al. (2018) Plant Physiol）のみならず、根
の細胞（Takatsuka et al. (2018) Plant Physiol.; Hirano et al. (2018) Nature Plants）や受精卵（Kimata et 
al. (2019) PNAS）、さらには動物の神経細胞（Tanka et al. (2019) Genes Cells）など様々な生物試
料に対する本システムの有用性を確認することができた。なお、次項に示す通り、本研究期間
中に 13 報の原著論文（すべて査読付き）を発表した。 
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