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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでボトルネックとなっていた多次元ライブセルイメージングの画
像解析に係る人的コストを劇的に軽減するAI技術を活用し、次世代型の定量的細胞生物学研究によってH+
-ATPase 細胞膜輸送機構の解明を目指した。具体的には、(1)細胞骨格構造の定量評価に欠かせないセグメンテ
ーションにおける深層学習による画像変換の活用法の検討、(2)深層学習による顕微鏡画像の画質改善による光
毒性の軽減および時間分解能の向上の検討、(3)機械学習による細胞骨格パターンの自動分類と分析、(4)これら
の技術を利用して気孔開閉を制御する膜小胞および表層微小管の薬剤耐性に関する動態解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism of H+-ATPase plasma 
membrane delivery through next-generation quantitative cell biology research by leveraging AI 
technology to dramatically reduce the human cost associated with image analysis of multidimensional 
live cell imaging, a bottleneck until now. Specifically, we (1) explored the application of image 
transformations using deep learning for segmentation, an indispensable task for quantitatively 
evaluating the cytoskeletal structure; (2) investigated the improvement of phototoxicity and time 
resolution through the enhancement of microscopic image quality by deep learning; (3) automated the 
classification and analysis of cytoskeletal patterns through machine learning; and (4) using these 
technologies, we conducted dynamic analysis related to drug resistance of membrane vesicles and 
superficial microtubules that control stomatal movement.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： 気孔開閉運動　微小管　膜小胞　イメージング　画像解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、AI技術を利用して植物細胞生物学研究を推進する方法を実践的に検討した。具体的には、細胞骨格
構造の定量評価を改善するセグメンテーション手法、顕微鏡画像の画質改善を目指した深層学習モデルの開発、
細胞骨格パターンの自動分類と分析など、研究者の分析作業を省力化するだけでなく、従来よりもより健全な状
況の細胞をより詳しく調べることのできる技術の開発に取り組んだ。さらに、これらの手法を用いて植物の孔辺
細胞に焦点を当て、気孔の環境応答性を担うH+-ATPase細胞膜輸送機構の解明を目指して実践的な研究を行っ
た。このAIを活用した手法は、生物学の幅広い分野での利用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
大気二酸化炭素濃度はノコギリの刃のような季節変化を繰り返しながら上昇し続けており、

2019 年 5 月には米ハワイ州マウナロア観測所で観測史上最高値となる 415.26 ppm に達した。こ
の大気二酸化炭素濃度の増加とほぼ同期して年間平均気温も上昇を続けており、温室効果ガス
である二酸化炭素の急激な濃度上昇が地球温暖化の主たる原因である可能性も長らく指摘され
ている。昨今の社会的な要請を踏まえて、大気二酸化炭素固定の鍵となる植物の気孔の環境応答
機構の解明は今世紀を生きる人類が避けて通ることのできない極めて重要な課題と言っても過
言ではない。植物は大気二酸化炭素濃度に応答して気孔開度を適切に調節する。この分子機構は
長らく不明であったが、研究代表者を含む共同研究グループによるシロイヌナズナ二酸化炭素
応答変異体の単離と機能解析によって状況は一変した（Nature Commun 2013）。二酸化炭素応答
変異体 patrol1 の原因遺伝子は、興味深いことに、動物の神経細胞におけるシナプス小胞プライ
ミング因子 MUNC-13 の植物ホモログであった。MUNC-13 は種々の小胞輸送制御因子との相互
作用を介してシナプス小胞と神経細胞膜との融合を時間空間的に制御する。申請者のイメージ
ング解析から、GFP-PATROL1 は孔辺細胞の細胞膜直下に膜小胞を形成し、およそ 2-10 秒細胞膜
に繋留された後に消失するといった神経細胞の開口放出と酷似した動態を示すことが判明した。
さらに重要なことに、気孔開口を駆動する H+-ATPase AHA1 の細胞膜への局在性が patrol1 変異
体において著しく低減することも判明した（Nature Commun 2013）。以上より、PATROL1 は気孔
開口を駆動する H+-ATPase AHA1 の細胞膜への局在化（細胞膜輸送）を介して、環境に応答した
気孔運動を制御することが見出された。また、複数の実験結果から植物細胞の表層に局在する微
小管（表層微小管）が、PATROL1 が介在する細胞膜輸送に関与する可能性が示唆された 
一方、我々は上述の一連の研究を進める過程で数々の技術的な困難に直面してきた。例えば、

蛍光標識された膜小胞や細胞骨格の共焦点画像からその動態を定量評価する場合、ノイズ低減
やシグナル強調のための画像処理フィルタのパラメタチューニングや、擬陽性のシグナルを除
去するための後処理等が必要になる。これらの作業は手動で行われることも多く、また撮影対象
や撮像条件の変更によって再検討が要求される。そのため、画像解析に多大な人的コストを要し、
研究全体のボトルネックとなってしまっていた。 
近年はいわゆる「第 3 次 AI ブーム」と評されるように、世界的に様々な分野で AI の成功例

が報告されており、アカデミア・企業研究を問わず AI の開発と運用に莫大な投資が行われてい
る。生物医学分野における AI 画像解析研究の成功例としては、皮膚がん（Nature 2017）や乳が
ん（Med Image Anal 2017）の検出精度が専門家に匹敵あるいは凌駕したという報告が有名である。
また、高次元画像データ処理の観点からは医学三次元画像から任意の立体構造を自動抽出する
V-net と呼ばれる手法も提案されている（3DV 2017）。また、類似技術は連続電子顕微鏡画像の自
動セグメンテーションなどにも活用されており、今後も継続的な発展が見込める。その一方で、
主に基礎細胞生物学分野で取得される立体・時間・波長など高次元情報を含むライブセルイメー
ジングデータへの AI 画像解析技術の適用は端緒についたばかりである。そのため本申請研究は、
AI 画像解析技術を生物学的発見に直接的に繋げる次世代型細胞生物学研究の鏑矢として位置付
けられ、関連分野への技術的な波及効果も期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでボトルネックとなっていた多次元ライブセルイメージングの画像解析

に係る人的コストを劇的に軽減する AI 技術を活用し、次世代型の定量的細胞生物学研究によっ
て H+-ATPase 細胞膜輸送機構の解明を目指した。具体的には、(1)細胞骨格構造の定量評価に欠
かせないセグメンテーションにおいて深層学習による画像変換の活用法の検討、(2)深層学習に
よる顕微鏡画像の画質改善による光毒性の軽減および時間分解能の向上の検討、(3)機械学習に
よる細胞骨格パターンの自動分類と分析、(4)これらの技術を利用して気孔開閉を制御する膜小
胞および表層微小管の薬剤耐性に関する動態解析を実施した。 
また、本研究では植物の孔辺細胞を研究対象としているが、当然、AI 画像解析技術の適用範

囲は孔辺細胞に留まるものではない。我々は他種の植物細胞や動物細胞の顕微鏡画像解析の解
析支援・共同研究を数多く実施する中で、従来の画像解析技術では十分に対応できない状況も数
多く経験してきた。本研究の成果物やノウハウをそのようなケースに適用することで、幅広い細
胞生物学的課題に対してブレークスルーをもたらす可能性も期待できる。そこで、開発技術の汎
用性を検討するために共同研究に基づいて多様な顕微鏡画像の分析も実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 深層学習を援用した細胞骨格構造のセグメンテーション手法の検討 
本研究では、細胞骨格構造の定量評価の前処理としてのセグメンテーションに深層学習を活

用した画像変換の有用性を検討した。本手法は、原画像とその原画像から目視と手動による閾値
設定によるセグメンテーションで得た細線画像のセットにより訓練した深層学習モデルを用い
て画像変換を行い、変換画像に対して自動閾値決定アルゴリズムによるセグメンテーションを



行うものである。本提案手法を、精度と人的コストの観点から既存手法と比較検討した。 
 

(2) 深層学習を援用した顕微鏡画像の画質改善の検討 
 深層学習に基づく画質復元技術を使い、短時間露光の低画質な画像からでも、高画質な画像を
得ることができれば、光毒性の軽減や経時観察における時間分解能の向上が見込める。そこで、
同一細胞を異なる露光時間で撮影した低画質および高画質の共焦点顕微鏡画像を訓練データと
し、深層学習に基づいて画質を復元させる深層学習モデルを構築した。画質復元を前提とした撮
像条件を最適化するため、異なる露光時間および訓練画像数の組合せで復元精度を評価した。 
 
(3) 機械学習による細胞骨格パターンの自動分類と分析 
 細胞骨格構造のパターンに基づいて自動的に細胞を分類し、その分類の基準となった特徴を
分析する解析系の開発に取り組んだ。我々がこれまでに確立してきた細胞骨格構造の定量評価
法とランダムフォレスト分類により、細胞骨格関連変異体あるいは細胞骨格の阻害剤処理を自
動検出できるか検討した。 
 
(4) 植物気孔における PATROL1 および表層微小管の分析 
 上述の開発技術を活用し、気孔開口を駆動する H+-ATPase AHA1 の細胞膜への局在性を担う
PATROL1 および表層微小管の関連を、チューブリン重合阻害剤 propyzamide を用いて検討した。
具体的には、GFP-PATROL1 と微小管マーカーmCherry-TUB6 を恒常的に発現するシロイヌナズ
ナ形質転換体を用いて、播種後 10-14 日の子葉を propyzamide で処理し、表層微小管と GFP-
PATROL1 の共焦点撮像と画像解析によって表層微小管および GFP-PATROL1 ドットの密度の定
量評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 深層学習を援用した細胞骨格構造のセグメンテーション手法の検討 
 表層微小管画像を訓練データとした深層学習モデルを用いた特徴量計測（提案手法）、手動で
のセグメンテーションによる計測（正解データ）、従来の自動的セグメンテーションによる計測
（既存手法）を比較した。なお、表層微小管の特徴量としては、平均角度、並行度、密度を計測
した。また、セグメンテーションの精度を評価するため、各種の手法で得られた細線画像から計
測される表層微小管構造の特徴量を計測し、正解データ画像の計測値への当てはまりのよさを
決定係数で評価した。解析の結果、既存手法よりも提案手法の方が正解データに近い傾向が認め
られた。また、同様の解析をシロイヌナズナ孔辺細胞の微小管およびアクチン繊維でも実施した
ところ、やはり提案手法の方が高精度であった。以上の結果より、速度と精度を両立した本提案
手法の汎用性の高さが示唆された。 
 
(2) 深層学習を援用した顕微鏡画像の画質改善の検討 
スピニングディスク式共焦点顕微鏡を用いて異なる露光時間で撮像した細胞骨格画像を訓練

データセットとし、短い露光時間で取得した画像から長い露光で取得した画像に復元する深層
学習モデルを作成した。訓練した画質復元モデルを使い、復元精度を画像相関法により定量評価
した。その結果、訓練画像の枚数を増やすほど復元精度が高まっている傾向にあり、露光時間が
長いほど復元のバラつきが少ない傾向が認められた。我々の生物材料および顕微鏡条件では、訓
練画像セット数が N=100 もあれば、露光時間が 50 ミリ秒と高速で撮影した画像でも高精度な復
元が可能となることが示唆された。 

 
(3) 機械学習による細胞骨格パターンの自動分類と分析 
機械学習に基づく自動分類のための細胞骨格構造の定量評価系の有用性を検討した。微

小管の並行度、密度、束化という三つの特徴量に基づき、ランダムフォレスト法を用いて変
異体と野生株の自動分類を行った。その結果、79.1％の精度で両者を分類できることが判明
した。また、薬剤処理したサンプルは同じ手法により 88.0％の精度で分類できた。これらの
結果から、三種類という限られた特徴量でも遺伝型や化合物処理の有無を自動識別するこ
とが可能であることが示された。また、ランダムフォレスト法を使えば、各特徴量の分類へ
の貢献度（重要度）を定量評価できる。さらに、特徴量の計測値の多寡がどの程度分類に影
響しているか示す部分従属プロットを得ることで、例えば微小管の束が減少する傾向や微
小管の並行性が増す傾向を確認した。一連の結果から、特徴量セットが広範な表現型を記述
でき、汎用的な細胞骨格の解析に適用可能である可能性を示唆した（Yoshida et al. 2022）。 
 
(4) 植物気孔における PATROL1 および表層微小管の分析 

GFP-PATROL1 と微小管マーカーmCherry-TUB6 を恒常的に発現するシロイヌナズナ形質転換
体の子葉を 0、100、200、400 µM propyzamide 処理して観察を行ったところ、100 µM 以上で処
理した個体は DMSO と比べて明らかに微小管が壊れていることが確認できた。加えて、
propyzamide 処理によって微小管が壊れるにつれて GFP-PATROL1 ドットの密度も減少している
可能性が示唆された。そこで、propyzamide の処理濃度に対する表層微小管と GFP-PATROL1 ド
ットの密度の定量評価を上述の開発技術なども活用し、実施した。その結果、表層微小管の密度



は propyzamide の処理濃度が上昇するにつれて減少することが確認できた。加えて、GFP-
PATROL1 ドット密度についても、propyzamide の濃度が上昇するにつれて有意に減少することが
認められた。以上の結果から、微小管破壊によって GFP-PATROL1 ドットが減少した可能性が見
出された。すなわち、表層微小管が PATROL1 ドットの細胞膜近傍への局在化に寄与し、これら
が介在する AHA1 の細胞膜輸送、ひいては気孔開閉運動に貢献する可能性を見出した。 
また、動植物を問わずさまざまな生体試料および顕微鏡で取得された画像データに対して関

連技術を適用し、技術の汎用性を実証するとともに当該分野の推進に寄与した（Higaki et al. 2020, 
Lu et al. 2020, Hotta et al. 2022a, b, Wint et al. 2023）。 
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