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研究成果の概要（和文）：シダ植物およびコケ植物において細胞研究の多様な解析ニーズに適した実験細胞株
（standard cell line：SCL）を新規に確立し、さらに独自のシングルセル比較定量解析システムを開発して、
それらを用いた細胞分裂・形態形成様式の比較解析を行うことで、植物が進化の過程で獲得してきた増殖システ
ムに迫ろうと試みた。その結果、シダのSCL候補の確立と理研バイオリソースへの委託、その実用的なプロトプ
ラスト作成法の確立と論文発表、蛍光抗体染色やGFPによる細胞分裂装置の観察、新規画像解析システムの独自
開発と論文発表についてそれぞれ相応の成果を得た。

研究成果の概要（英文）：We have tried to newly establish standard cell lines (SCLs) suitable for 
various analysis needs of cell research in fern and moss plants. Further, we have also tried to 
develop new unique system for single-cell comparative quantitative analyses. The results are as 
follows. We established a fern SCL candidate and commissioned it to RIKEN BRC. Using this cell line,
 the practical protoplast preparation method was established, and the short report was published. 
The observations of the cell division apparatus by fluorescent antibody staining or GFP were 
performed. Also, we developed a new image analysis system and published the paper.

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
新規開発のSCLと画像解析ツールのいずれについても波及効果は著しいと考えられる。今後、これらによる被子
植物、シダ植物、コケ植物の細胞現象の比較解析により得られる成果が期待される一方で、本研究で開発された
シングルセル画像解析ツールは幅の広い目的に使用できるものが完成しており、他の研究分野への応用も大いに
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 
陸上にはコケ植物、シダ植物、裸子植物、被子植物など多様な形態と増殖様式を持った植物
群が存在している。過去にはゲノム解読が終了したシロイヌナズナをはじめとする被子植物以
外には遺伝子工学を用いた研究ができる実験材料が無く、形態形成や増殖に関する遺伝子の進
化を調べることも困難であった。その後、コケ植物のヒメツリガネゴケやゼニゴケでは、ゲノ
ム解析とともに遺伝子操作も可能な実験系などが多数確立されてきており、様々な遺伝子の研
究も進んでいる。しかし、コケ植物と被子植物の間に位置するシダ植物は全般的にゲノムサイ
ズが大きいこともあって、ゲノムプロジェクトからも敬遠されてきた。 
一方、我々は過去にモデル細胞としてタバコ BY-2 細胞を確立したが、これは高等植物の培
養細胞としては極めて高い増殖能を持つ細胞株で、動物の HeLa 細胞に比肩する植物の細胞生
物学的研究の standard cell line（SCL） となっている。また、私の主催する研究室では各種培
養細胞および植物体を実験材料とし、独自開発の細胞や手法を用いて、植物細胞の形態形成・
環境応答における細胞骨格や液胞の可視化解析に取り組んできた。さらに、新たな画像解析ツ
ールの考案、実装を独自に研究、開発を行ってきた。一方で、顕微鏡を駆使した生物画像処理
分野の発展は著しく、顕微鏡技術の革新およびコンピューターの処理速度向上と併せ、単位時
間あたりに撮像される画像のデータ量は膨大になっている。多量な実験画像から高速かつ客観
的に知見を得るためには、画像処理ソフトウェアを用いた定量解析がますます必要とされつつ
ある。 
我々のスキルによる上記の問題の解決を視野に入れて、シダ植物などの SCLおよび画像解析
ツールの開発を考案した。 
 
２．研究の目的 
陸上には多様な形態・生理を持った植物群が生存しており、それらの成長・増殖に必須な細
胞分裂・分化形態形成の様式もまた多様である。しかし、その研究ツールとして非常に有用な
世界標準の実験細胞株（standard cell line：SCL）は被子植物などのごく一部を除いては確立さ
れておらず、細胞生理学・分子生物学的研究に適した細胞実験系は極めて限定されている。本
研究では、シダ植物およびコケ植物において細胞研究の多様な解析ニーズに適した SCLを新規
に確立し、それらを用いた細胞分裂・形態形成様式の比較解析を行うことで、植物が進化の過
程で獲得してきた増殖システムに迫ろうとするものである。具体的には、シダ植物のリチャー
ドミズワラビとコケ植物のゼニゴケに着目し、各植物種において新規の懸濁培養細胞を作成し、
分裂増殖の解析に適した SCLの確立を目指した。次に、これらの細胞を用いて細胞骨格などを
ラベルした可視化細胞や分裂同調培養法などの実験観察系を整え、独自開発のイメージング画
像定量解析を行い、タバコ BY-2 細胞などのデータと照合することで、被子植物、シダ植物、
コケ植物の細胞分裂・形態形成様式の比較解析を行い、植物の成長・増殖様式の進化に迫るこ
とを目的とした。一方で、このようなシングルセルの比較形態情報解析を定量的かつ容易に行
うとともに、今後さらに膨張を続ける研究用画像に対応するために、高機能かつ必要十分な画
像処理技術のみを平易なユーザインターフェイス（UI）で達成する画像ソフトウェアの開発も
併せて目的とした。 

 
３．研究の方法 
細胞分裂や細胞形態形成などの比較解析には細胞生理学、分子生物学および生化学的な手法
を駆使して研究を進展させていくことが必要となる。そのためには先ず、対象とする各々の植
物種で解析を行い得る実験系を確立することが重要である。懸濁培養細胞(suspension culture)
は利便性、安定性などから非常に有用な材料と考えられるが、そのためには均一で増殖の速い
優秀な細胞株を作成する必要がある。そこで本研究では、①シダ植物のリチャードミズワラビ
とコケ植物のゼニゴケから培養細胞株を誘導し、分裂頻度や観察の利便性などに優れた
standard cell line（SCL）に育成すべく、様々な培養条件を検討した。 ②使用に耐える cell line
が確立した段階で、細胞核（染色体）、微小管などを蛍光抗体染色やGFPでラベルし、細胞分
裂・形態形成に伴う諸現象の観察と画像取得を進めた。（比較のため組織の細胞の画像取得も併
せ行った。） ③取得した画像群よりクラスタリング等の手法を用いた評価と画像定量解析を行



うべく、クリックベースの UI を有する新規の画像解析ソフトウェアの開発を行った。また、
それを用いた細胞内構造の解析も試行した。なお、①～③の研究を進める上では、特に微小管
より成る分裂装置と細胞核（染色体）をはじめとするオルガネラの形態形成に着目して、被子
植物、シダ植物、コケ植物の細胞現象の比較解析を念頭において実行した。 
 

４．研究成果 

本研究では、シダ植物およびコケ植物において細胞研究の多様な解析ニーズに適した実験細
胞株（standard cell line：SCL）を新規に確立し、それらを用いた細胞分裂・形態形成様式の比
較解析を行うことで、植物が進化の過程で獲得してきた増殖システムに迫ろうと試みた。具体
的には、シダ植物のリチャー ドミズワラビとコケ植物のゼニゴケに着目し、各植物種において
新規の懸濁培養細胞を作成し、分裂増殖の解析に適した SCLの確立を目指した。一方、これら
の細胞を用いて細胞骨格などの比較解析を行い得るイメージング画像定量解析のツールを目指
し、独自のシングルセル解析システムの開発を行った。最終的には、タバコ BY-2 細胞などの
解析データと照合することで、被子植物、シダ植物、コケ植物 の比較解析を目指している。 
３年間の成果としては、 
１）無菌的に成育したリチャードミズワラビおよびゼニゴケ植物体よりカルスを誘導し、生長
のよいカルスをもとに懸濁培養細胞を作成した。植物ホルモンなど 様々な条件の液体培地の入
ったフラスコへの定期的な移植でシェーカーでの振盪培養が安定した時期を見計らって、移植
毎にステンレスの金属フィルターに目の粗いものから順次通して、なるべく小さな細胞集団
（fine cell culture）を選抜した。次に、これらの fine cell culture を暫定的な候補とし、増殖
速度を早めるべく培養条件を再検討した。具体的には、植物ホルモン濃度（なるべく低濃度に
慣らした）、振盪培養条件（培養温度、回転速度・半径、液体培地の量、シェーカーの機種を
検討）、ミネラル組成（ベースはMS培地でも追加のミネラルを検討）などである。これによ
り、リチャードミズワラビについて、増殖速度が早く、かなり fine cell culture である SCL 候
補の cell line が得られたので、それを用いて、細胞分裂様式の観察や細胞形態形成のスタート
ツールとなる実用的なプロトプラストの作成と培養系の開発を行い、実用性の高い実験系を目
指した。このリチャードミズワラビの培養細胞は、SCLとして配布できるように簡便な培養条
件についても再検討し、理研バイオリソースにCr-AH株として委託した（平成 30 年 12 月 17
日に委託したが、31 年 1 月末に「6 回程継代を行いました。問題なく増殖し、維持しています。」
とのご報告を頂いている）。また、Cr-AH株を用いた実用的なプロトプラストの作成と培養の
実験系を確立し、短報として公表した（Hasezawa and Akita, 2018）。 
２）細胞分裂時の細胞核（染色体）、微小管などの可視化を目指し、ヒストンやチューブリン
と GFP、RFP などの融合遺伝子の導入による可視化細胞の作成および蛍光抗体染色の 2 法に
より、分裂様式の分裂期を通した経時観察を試みた。ゼニゴケに関しては既に可視化された植
物体から培養細胞を誘導し、その細胞と植物体組織について分裂様式を精査し、不等分裂の際
に特徴的な微小管構造に包まれた核が中央から辺縁部へと移動するという興味深い現象を見出
し、この微小管構造の移動にアクチン細胞骨格が関与していることも明らかになった（Sakai et 
al. in preparation）。リチャードミズワラビについては未だアグロバクテリウムの感染条件など
検討が必要であるが、蛍光抗体染色では実用に耐える染色像が得られ、その分裂様式について
検討した（Akita et al. in preparation）。  
３）近年、画像解析技術や人工知能に関するアルゴリズムの発達により画像処理ソフトウェア
の高機能化が達成されつつあるが、それら高度な技術を活用するためには、環境整備やパラメ
ータチューニングなど様々な場面において、プログラミング言語を用いた操作が求められ、計
算機の開発スキルに乏しい生命科学研究者にとっては、画像処理を行う上での大きな壁になっ
ている。その問題を解決すべく、形態解析と自動分類の機能をもつクラウドベースの細胞画像
解析システム IMACEL を開発した。IMACEL の特色は、目的に合わせた最適なアルゴリズム
の組み合わせを対話的・半自動的に構築することである。そのためにまず、アップロードされ
た解析対象画像から複数の特徴量を算出する。その後、解析対象画像の特徴量と類似する学習
済み画像データをシステム内で探索する。その結果に基づき、妥当と思われる画像処理過程を
施した解析中間画像群をユーザーに示し、ユーザーの研究目的に適した画像処理過程を選択さ



せる。具体的な画像処理については、グレースケール化、白黒反転、二値化、穴埋め、輪郭抽
出等が実装されている。また、パブリッククラウドであるMicrosoft Azure 上に実装したため、
計算機リソースが乏しい研究環境であっても、高速で安全性の高い解析を行うことができる。
これにより、研究室・研究者ごとに異なる多様な解析ニーズに対し、それぞれ適切な画像解析
法を高速高精度に提供することが可能になった。このシステムの細胞分裂様式やオルガネラ形
態解析への適用については、細胞の蛍光および明視野像などをもとにした解析が容易になり、
論文として発表するとともに関連製品の開発も行った（Shimahara et al., 2018, 2019）。 
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