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研究成果の概要（和文）：生きた状態での生体組織の内部での細胞遊走の経時的な動態を観察することで細胞周囲の環
境を解析する方法論の開発を目的として、細胞移動の数理モデルに基づいて大域データ対応付けを行うことで多数の細
胞の挙動を追跡する手法と、ランダムフォレストを半教師あり学習に応用することで個々の細胞の状態を判別する手法
を開発した。それらの手法を実際の細胞画像に適用することで、従来の画像解析手法よりも高い精度を達成できること
を示した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a methodology for analyzing environments of cells in 
living tissues by observing the time-lapse migration dynamics of the cells. For this purpose, two novel 
methods were developed: a method for tracking a large number of cell migrations by global data 
association based on a mathematical model on cell movement, and a method for identifying cell states by 
applying random forests to a semi-supervised classification. By using these methods to cell images, the 
methods demonstrated better prediction performance compared with widely-used image analysis programs.

研究分野：バイオインフォマティクス
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生きた状態での生体組織の内部（以下、
生体環境と呼ぶ）では、細胞や生体分子の動
きが常に行われている。従来の組織・形態学
上の「静的」な解析では、生命現象の「スナ
ップショット」を見るのみで、その動く実像
を捉えることはできなかった。近年、３次元
の空間情報に加え、時間軸を持った情報を可
視化する 4D イメージング技術が開発され、
生物の生きた状態のままで、外部から組織や
細胞などの形態や構造と、その動きを低侵襲
で観察することが可能となった。 
 
(2) 硬い石灰質に囲まれた骨組織の内部は、
従来、生きたままでの観察が極めて困難であ
ると考えられていたが、本研究の連携研究者
である石井らは、マウス頭頂骨を 4D イメー
ジング技術の一つである2光子励起により観
察することで、生きた骨髄内を外部から非侵
襲的に高解像度で観察できる実験系を確立
した。さらに、この実験系を用いて破骨細胞
の元になる前駆細胞が、血中と骨表面の間を
移動する様子をリアルタイムで可視化する
ことに成功した。本研究では、生体環境内に
存在する細胞を 4D イメージングにより観察
し、細胞の動きを通じて、生体環境を解明す
る手がかりを得ることを目指した。 
 
２．研究の目的 
(1) 骨髄機能の生理・病理には、未だ不明な
点が数多く残されている。骨髄周辺では、血
液系や免疫系の前駆細胞が、ケモカインなど
の誘導物質により制御されて然るべき位置
に移動した後、成熟細胞に分化することでそ
の機能を果たしている。しかし、生体環境内
は非常に多数の分子が入り組んだ状態であ
り、各場所での誘導物質の濃度変化を直接的
に計測することは困難である。そこで、本研
究は、誘導物質の濃度勾配を検出して移動す
る破骨前駆細胞を取り上げ、骨の再構築（リ
モデリング）についての知見を得ることを目
的とした。この目的を達成するために、次の
(2), (3)の副目標を設定した。 
 
(2)  4D イメージングから破骨前駆細胞の動
きをトラッキングして詳細に計測すること
で、誘導物質の濃度勾配に対する細胞遊走の
動的（経時的）かつ定量的な数理モデルを構
築する。 
 
(3) (2)で構築した数理モデルと、実際に生
体組織中に存在する多数の細胞の動きを計
測した結果を詳細に比較・照合することで、
細胞の状態を判別する手法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 時間フレームでの経時観測蛍光画像中
で画像処理により細胞の領域を検出するこ
とで、4D イメージングデータからの細胞のト
ラッキングを行った。3 次元画像が時間フレ

ームごとに取られる 4D イメージングデータ
からの経時観測画像から、セグメンテーショ
ンにより細胞領域を検出する手法をいくつ
か考案し、それぞれのセグメンテーション結
果をもとに細胞のトラッキングによる動き
の検出を行った。 
 
(2) 細胞の経時的な動きをとらえるための
数理モデルの構築を行った。具体的には、細
胞の状態に応じて蛍光の変わる多色蛍光マ
ーカーを利用して、細胞周期の可視化を行っ
たイメージングデータから細胞核の自動検
出と追跡を、混合正規分布モデルを基にして、
EM アルゴリズムでブートストラップサンプ
リングとハンガリー法による最適割り当て
を行う新たな方法を開発した。 
 
(3) 細胞遊走の数理モデルの詳細化を行っ
た。具体的には、大域データ対応付けに基づ
いて細胞のトラッキングを行う新たな手法
を開発した。従来の大域データ対応付けでは、
フレーム単位の対応付けにより短い細胞移
動の軌跡であるトラックレットを生成し、細
胞移動の仮説の尤度に基づきトラックレッ
トの対応付けを行うことで、全体の軌跡を最
適化していた。しかし、細胞移動の仮説の適
切な尤度計算は難しく、トラックレットの対
応付けに誤りが生じる問題があった。本研究
では、大域データ対応付けを一定フレーム領
域でスライドしながら反復実行することに
より細胞追跡精度を改善する手法を開発し
た。 
 
(4) 顕微鏡によって得られた観察データを
用いて外観から細胞の状態を判別する手法
を開発した。従来は、動画像データからの細
胞の状態判別には、あらかじめ正解の状態が
わかっている画像を訓練データとして用い
る教師あり学習の手法が広く用いられてい
たが、訓練データを十分な数だけ作成するの
は非常に困難であった。そこで、本研究では
教師あり学習の一つであるランダムフォレ
ストを、訓練データとして正解が既知のデー
タと正解が未知のデータの両方を使う半教
師あり学習に応用し、分類器の判別結果の確
信の度合いが高いデータを訓練データに追
加する共訓練に基づく手法を開発した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞のトラッキングによる動きの検出
については、当初想定していたよりも、細胞
の形状や動きの変化が多様かつ複雑で、単純
にトラッキングをしても、周囲の細胞と重な
るなどして動きを誤って検出するケースが
あった。そこで、画像のセグメンテーション
による細胞領域の検出を精度よく行う手法
について検討し、その結果をもとにトラッキ
ングを行うことで、検出の誤りを削減できる
ことを確認した。 
 



(2)細胞周期の可視化を行ったイメージング
データからの細胞核の自動検出と追跡を、混
合正規分布モデルに基づいて新たに開発し
た手法により行った。追跡結果を次の図に示
す。EM アルゴリズムによる最適割当てを行う
ことで、ノイズの影響を低減でき、細胞核が
大きく移動したときや、細胞が密集した状況
下でも、細胞の動きに追従して高い精度でト
ラッキングできることが示された。 
 

 
 
(3)大域データ対応付けに基づいて新たに開
発した細胞追跡手法により、実際に、濃度勾
配に従い遊走する破骨細胞の観察画像に対
して実験を行った。その結果、細胞移動の軌
跡であるトラックレット（次の図を参照）の
対応付けの精度が従来の追跡手法よりも改
善されていることが確認できた。これにより、
低コントラスト、不定形、隣接・結合が存在
するなどで自動追跡が困難であった細胞の
動きを高精度で追跡できることが示された。 
 

 
 
(4) 本研究で開発した、細胞の外観から細胞
の状態を半教師あり学習により判別する手
法を使って、実際の細胞画像で細胞状態の判
別を行った。その判別結果を、正解との一致
数（TP）および偽陽性の数（FP）を基にして、
画像分類ソフトウェアであるWndchrmおよび、
従来の機械学習法である SVM（サポートベク
タマシン）、決定木，ランダムフォレストに
よる判別結果と比較した（次の図を参照）。
その結果、TPを従来の手法と同程度もしくは
より多くの値に維持しながら、FP を減少でき
ることが示された。また、本手法によって訓
練データの追加を繰り返し行うことで偽陰
性の値が減少する傾向が確認された。このこ
とより、途中の判別過程で確度の高いデータ
を新たな訓練データに加えて判別を繰り返

す半教師あり学習の効果が得られているこ
とが確認できた。 
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