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研究成果の概要（和文）：本研究で我々は深層学習と人間による対話(Human-in-the-loop)型の画像解析プラッ
トフォームPython-based human-in-the-loop workflow (PHILOW)を開発し、ミトコンドリア内部立体構造クリス
テの詳細な可視化に成功した。そして、この手法を用い、優性遺伝性視神経萎縮症の発症と非常に高い関連が知
られるOPA1タンパク質のクリステ形成制御における新たな役割を解明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel, publicly available, deep learning (DL) 
-based image analysis platform called Python-based human-in-the-loop workflow (PHILOW) implemented 
with a human-in-the-loop (HITL) algorithm. Analysis of dense, large, and isotropic volumes of 
Focused Ion Beam-Scanning Electron Microscopy (FIB-SEM) using PHILOW reveals the complex 3D 
nanostructure of both inner and outer mitochondrial membranes and provides deep, quantitative, 
structural features of cristae in a large number of individual mitochondria. Unbiased clustering 
analysis using this newly developed algorithm unraveled a new function for the dynamin-related 
GTPase Optic Atrophy 1 (OPA1).

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 深層学習　電子顕微鏡　オルガネラ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回開発したPHILOWは、今後様々な深層学習を用いた画像解析に応用され、様々な研究を促進することが期待さ
れる。また、OPA1の機能の新たな理解は、優性遺伝性視神経委縮症などの疾患におけるミトコンドリアの変異と
病態の関連を探る上で重要な一歩となる。今後、本手法を用い、様々なオルガネラが関与した疾患について、原
因究明の加速が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、次世代シーケンス法や CRISPR-Cas9 法の開発により遺伝子情報解析やゲノム編集が超効
率化し、疾患関連遺伝子が数多く同定されている。その結果、細胞内小器官の量や形態を調節す
る遺伝子が生体の恒常性維持に必要であり、それらの遺伝子の変異が病態を引き起こすことが
示唆されてきた (Lee#, Hirabayashi#, et al., Curr. Opin. Physiol., 2018)。しかし、細胞内小器官
の形態解析に必須の電子顕微鏡解析は効率や一貫性が非常に低く、実際にそれら遺伝子の変異
が細胞内小器官の異常を引き起こすかは未だ多くの場合明らかではなかった。 
ミトコンドリアは外膜、内膜の二つの脂質二重膜からなる生体の恒常性維持に非常に重要な細

胞内器官である。中でも内膜上で行われる酸化的リン酸化は生体エネルギー産生に中心的役割
を果たす。酸化的リン酸化を限られた体積中で効率良く行う為に、内膜はクリステと呼ばれる微
細構造をとりその表面積を広げる必要がある。従ってクリステ構造の詳細を定量的に解析する
ことは極めて重要であるが、クリステ構造は非常に複雑であり電子顕微鏡の 2 次元画像の解析
では、十分な情報を得ることは不可能であった。一方で、我々は最近 Focus Ion Beam (FIB) – 
Scanning Electron Microscopy (SEM)を用いた小胞体―ミトコンドリア接触の三次元再構築を
世界に先駆けて行ない、この定量的かつ直感的な方法により当該分野に非常に大きなインパク
トを与えた（Hirabayashi et al., Science (Article), 2017）。従って、この手法をクリステ構造の
解明に応用すれば構造の 3 次元的情報が得られるが、そのためには電子顕微鏡画像内のクリス
テ構造を手動でトレースしなくてはならない。しかし複雑なクリステ構造を手動によりトレー
スし、3 次元構造解析することは膨大な時間と労力がかかり現実的ではなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では電子顕微鏡画像を用い
た細胞内小器官の形態解析を超高
効率かつ客観性の非常に高い解析
へ と 変 革 す る た め に 深 層 学 習
（Deep Learning）を用いた我々独
自のアルゴリズムとプラットフォ
ームを開発した。これにより、電子
顕微鏡画像解析を自動化すること
で細胞の日常的な表現系解析に、オ
ルガネラ間の接触やミトコンドリ
アのクリステ構造など細胞内微細
構造の 3 次元的な定量的解析を加
えることが可能になる。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、クリステ構造の 3 次元再構築データを解析し、面積、体積等の算出を行った。
そして、以下の 1)-4)にあげる研究を行った。本研究においては細胞の遺伝子改変及び電子顕微
鏡用サンプルの作成を平林、FIB-SEM による連続切片画像の取得を Humbel、連続切片画像の
深層学習による解析を平林と河合が担当した。 
1）深層学習による推論の正確性の向上（平林、Humbel、河合） 
2）大きな（数百 GB のデータ）を対象にした深層学習によるデータ処理（平林、河合） 
3）Lamellar および Tubular クリステの深層学習による分類および OPA1 変異細胞におけるク
リステ構造の解析（平林、河合） 
4）in vivo の臓器におけるミトコンドリアとクリステ構造の解明（平林、Humbel、河合） 
 
 
 
 

ゲノム情報解読
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電子顕微鏡解析

細胞内微細構造

自動化により独自の新しい細胞フェ ノ タイプ解析の階層を加える

図 1 本研究の目的 
近年ゲノムの解読と編集の高効率化により病態、DNA 情報、モデル
細胞の確立、の連関が高速化したが、細胞内微細構造の解析は非常に
効率が悪い（白矢印）。本研究ではこの段階を超効率化し（黒矢印）
細胞内微細構造解析を新たな細胞解析の階層として確立する。 



４．研究成果 
通常の電子顕微鏡による観察では
せいぜい 100〜200 ナノメートル程
度の深さまでしかクリステ構造を
観察することができない。また連続
（断層）切片の 3 次元再構築により
観察する手法を用いてもクリステ
構造に対し切片間のステップサイ
ズが大きすぎたり、切片の取得に多
大な労力がかかったりと、クリステ
の全体像の把握は不可能であった。
一方、FIB-SEM は安定的に 10 ナノメ
ートル以下のステップサイズでの
連続切片画像の取得を可能にし、こ
の手法はクリステ構造の解析に非
常に有用である。しかしながら、
FIB-SEM 画像の三次元再構築におい
て、電子顕微鏡画像から目的の構造
を抽出する手作業が大きなボトル
ネックとなっていた。そこで、我々は、コンピュータにも認識しやすい強いコントラスを持つ膜
構造の染色法の開発と、深層学習を用いることで、このボトルネックを克服することを試みた。
まず、Python ライブラリ napari を用い、教師データ作成、深層学習、推論、推論の修正、を単
一プラットフォームで行えるように、独自のプラットフォーム PHILOW を開発し、ソースコード
の公開により世界と共有した。そして、新たに開発した HITL-iterative 法（図 2）と Three Axis 
Prediction (TAP) 法を導入することで（図３）、オルガネラのセグメンテーション効率を大きく
改 善 す る こ と に 成 功 し た  (Suga et al., PLOS Biology, 2023, 
https://github.com/neurobiology-ut/PHILOW)。実際、ミトコンドリア内のクリステ構造の解析
に、HITL-iterative-TAP 法を応用したところ、推論結果は人間によるセグメンテーションの精
度を大きく上回っており、superhuman レベルに達していた。そこで、この方法を用いてマウス
線維芽細胞株 NIH3T3 における 135 個のミトコンドリアと内部のクリステ構造を決定した。これ
はこれまでの研究によるミトコンドリア構造決定の数（数個程度）を大きく凌駕している。決定
された構造を解析した結果、チューブ状 (Tubular) クリステの層状 (Lamellar) クリステに対
する比がこれまで考えられていたよりも非常に大きいことなど、多くの新しい構造的特性を定
量的に明らかにすることが出来た。さらにミトコンドリア内膜融合に働く GTPase Optic Atrophy 
1 (OPA1) をノックダウンした NIH3T3 細胞の 324 個のミトコンドリアとクリステ構造を解析し
たところ、Tubular クリステの割合が顕著に減少していた（図４）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

図３  TAP 法 
これまでの xy 平面の画像のみを用いての構造予測では、垂直方向の予測の不正確性が
顕著であった。TAP 法では、xy 平面の画像から作成した教師データを yz, zx 平面に
も適用する。その結果、一つ一つの voxel に対し、3 方向からの予測による結果が得ら
れる。この３つの結果を統合し、各 voxel のセグメンテーションを行う。  
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3方向からの2次元の深層学習結果の組み合わせにより 3次元的予測を行う

切片と垂直方向に変化が多い部分は判断が難しい

切片と垂直方向に変化が少ない方向のデータで補う

各方向からのデータを統合

し ”true”の確率を計算する

図 2 HITL-iterative 法 
我々の開発してきたプラットフォーム PHILOWを用い
ることで、人間の介在する繰り返し学習を非常に効率
良く深層学習に組み込むことに成功した。 
 



 

 
 
 
 
 
 
 

図４ 深層学習を用いたクリステの構造決定と解析 
(A) FIB-SEM 画像の深層学習を用いたセグメンテーション。上：コントロール、下：OPA1 
KD。黄色：Lamellar クリステ、シアン：Tubular クリステ。(B) ミトコンドリアごとの
Tubular クリステの割合。Mean ± SEM。n= 135 (control), 324 (OPA1 KD). 
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