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研究成果の概要（和文）：  植物の細胞内構造をとらえる蛍光像について顆粒状構造、膜蛍光像、内腔蛍光像、繊維構
造の4パターンに大別し、分布、形態、速度、共局在性を評価する一連の画像解析手法を開発した。また核・染色体の
蛍光像からの細胞周期の推定など機械学習に基く画像の自動分類に関して、高精度な分類ソフトウェアを生成するアル
ゴリズムを開発した。
  その結果、表層微小管の配向制御機構、小胞体流動と低温ストレスの関係、アクチン繊維と細胞分裂の関係、小胞輸
送系関連タンパク質の局在とその変化など、植物細胞学の多岐にわたる分野で顕微鏡画像解析に基く定量的知見を提供
した。

研究成果の概要（英文）：Image processing methods of plant intra-cellular structures were developed to 
evaluate distribution, morphology, speed and co-localization through the categorizing of fluorescence 
image into particular, membraneous, lemenous and fiberous pattern. In addition, an algorithm based on 
machine learning technique was established to generate highly accurate classification software to 
estimate phase of cell cycle from fluorescence image of nuclei/chromosomes.
As a result, grounded by microscopic image analyses, quantitative insights were obtained in wide-ranging 
field of plant cytology including a regulatory mechanism of cortical microtubules, an effect of cold 
stress on endoplasmic streaming, a role of actin microfilaments in cell division and dynamic localization 
of proteins related to intra-cellular vesicle transport system.

研究分野： バイオイメージインフォマティクス

キーワード： 植物　細胞・組織　解析・評価　共焦点顕微鏡　生体生命情報学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

  植物の個体は変動する外界に適応する高

い可塑性・環境適応能力を備えている。その

メカニズムの解明は環境問題や食糧問題と

いった、人類が直面する諸問題への取り組み

に欠くことができない。こうした背景もあり、

植物の分子遺伝学的研究は研究開始当初か

ら現在に至るまで進展を遂げ続けている。そ

の結果、環境からの刺激が、いかに感受され、

どのような応答を引き起こすのかについて、

遺伝子発現レベルでは定量的な知見が大規

模に集積しつつある。しかしこうした分子遺

伝学の次元における理解は、細胞、組織、器

官がどう応答し、個体レベルの表現形質とし

て表れるのか、一足飛びに説明できるもので

はない。 

  分子遺伝学的レベルの知見と個体の適

応・応答の間に横たわるギャップを橋渡す第

一の場は細胞であり、解析の主力はイメージ

ングである。可視化ターゲットの拡大や撮像

法の発達は目覚しく、画像データベース構築

によるデータの共有も行われつつある。また

研究開始当時、植物科学の各分野では個々の

研究者が着目している遺伝子・タンパク質に

ついて個別の解析を進めてきたフェイズか

ら、相互作用の理解へと歩みを進めていく途

上にあった。この発展段階では、異なる研究

者、異なる実験系、異なる顕微鏡から得られ

る細胞像を横断的に比較解析するために、細

胞内構造の「形、動き、局在」の客観的表現

である定量情報の取得の意義が高まってい

た。そのためには「実験系 A におけるオルガ

ネラ Bの数はいくつであり、体積は何μm3 で

あり、C タンパク質の何 % が共局在してい

る」といった基本的な情報を画像から自動的

に測定する手法が必要であった。生命科学全

体を見渡すと、HeLa 細胞や iPS細胞などの動

物培養細胞系において、大規模解析のために

画像処理技術のデファクトスタンダードを

目指す取り組みがなされていた。これに比べ、

植物科学における細胞画像の解析技術の普

及は立ち遅れていた。動植物の細胞を比較す

ると、細胞の立体形状、色素体・細胞壁・巨

大液胞の有無など大きな違いがあるため、動

物細胞をモデルとした画像解析系が洗練さ

れ特化していく程、植物細胞への転用は難し

くなっていく。むしろ、植物細胞の構造をふ

まえた画像解析手法の開発が必要であった。 

 

２．研究の目的 

  植物細胞のオルガネラ(細胞膜、細胞壁を

含む)の蛍光像を解析の対象とし、その解析

項目としてオルガネラ研究における基本的

な情報である「形、動き、局在」に着目し、

その客観的かつ定量的な測定手法の確立を

目的とする。対応する具体的な撮影方法とし

ては共焦点レーザー顕微鏡および通常の蛍

光顕微鏡とする。その上で 2 次元画像からの

形と局在の測定、同じ視野を経時的に撮影し

た時系列画像(ムービー)からの動きの測定

に取り組む。 

  画像解析システムは、幾何補正(レンズの

特性等による画像の歪曲の補正)、タイリン

グ(画角より大きな被写体を分割撮影した後

に行う画像の連結)、レジストレーション(撮

影タイミングの違いに因る被写体の位置ズ

レの補正)、ノイズ抑制、領域抽出(解析対象

領域と背景領域の画像上での分離)、抽出し

た領域からの形状測定…等、画像処理のステ

ップを必要に応じて組み合わせることによ

り作成される。その一つ一つのステップにつ

いて要素技術が今なお続々と提案されてい

るため、それらを取捨選択し、個々のステッ

プの動作条件を調整する必要がある。研究者

ごと、顕微鏡画像ごとに、アドホックに作成

されてきたこれまでの画像解析ソフトウェ

アでは、その取捨選択と動作条件の調整(チ

ューニング)が、生物学者とソフトウェア開

発の担当者の協働のもと、経験と試行錯誤に

よって行われてきた。本研究では、それらと

対照的に植物細胞の蛍光像という広い適用

範囲をカバーし、研究者ごとの撮影条件や顕

微鏡の違いを乗り越えて植物細胞内の基本

情報であるオルガネラの「形、動き、局在」

を定量的に取得することを目的とする。その

ために、個々のステップの取捨選択と調整の

自動化手法の開発が本研究の主題となる。従

来の画像解析における「人間による試行錯

誤」の部分を自動化する手法として、複数の

画像処理ステップの候補から適切な組み合

わせを探索する「遺伝的アルゴリズム」を採

用する。また、画像処理ステップの人手によ

るチューニングを代替し自動化する手法と

して、「粒子群最適化アルゴリズム」を採用

する。  

  本研究では開発技術の適用例として、細胞

骨格系と小胞輸送系に着目する。細胞周期の

進行にともなう細胞骨格系の動態、および細

胞外から取り込まれた生体膜プローブがエ

ンドソームを経て液胞膜へと移行する膜輸

送経路に関して、時間経過に従って各細胞内

構造の蛍光輝度ならびに形・数・局在がどの

ように推移していくか、多数の画像から測定

データを得て分析を行う。 

 

３．研究の方法 

  前述のように植物の細胞内構造(オルガネ

ラ等)の基本情報として、形、動き、局在に

着目し、蛍光画像からこれらの形質を正確に

測定するシステムを開発した。可視化されて

いる細胞内構造によって蛍光像を「粒状の構

造」「膜等の境界の構造」「内腔構造」「繊維



構造」にカテゴライズし、それぞれに画像解

析法を確立するという方針のもと、各カテゴ

リーの蛍光画像の撮影・収集を行った。各カ

テゴリーの画像に対する解析ソフトウェア

は、基本的な画像処理ステップを自動的に組

み合わせることによって実現した。この組み

合わせ方の自動探索には遺伝的アルゴリズ

ム、また、各ステップのパラメタ設定の自動

調整には粒子群最適化アルゴリズムを用い

た。 

 

(1) 解析対象と可視化手法に対応した画像

解析戦略の構築と画像収集 

  植物細胞の各オルガネラ・細胞骨格といっ

た細胞内構造について、蛍光画像上の特徴に

よって前述した 4カテゴリーにグループ分け

を行った。生体膜プローブとして蛍光色素

FM4-64 を用いてタバコ培養細胞 BY-2 におけ

るエンドサイトーシス経路を可視化し、画像

撮影を行った。また、液胞内腔および細胞骨

格系については緑色蛍光タンパク質(GFP)に

よる可視化ラインの撮影を行い、全カテゴリ

ーに対応する画像群を整備した。 

 

  (2) 画像処理ステップの組み合わせ及び

パラメタの最適化手法の検討 

  植物細胞に適応した画像解析手法を基本

的な画像処理のステップの適切な組み合わ

せによって実現することとした。その典型的

なパターンは、撮像条件の変動等を補正し、

ノイズ等の撮像装置固有の影響を排除し、細

胞内構造と関係する情報のみを選抜するこ

とにより、注目するオルガネラを抽出した白

黒画像(2 値画像)を得て、そこから面積や位

置等を数値情報として得るというものであ

る。この一連の画像処理ステップの組み合わ

せ方とパラメタ(例えば過剰なノイズ抑制処

理は微細構造の抽出性能を下げてしまうた

め、"匙加減"が重要である)の調整について

の最適化手法を開発した。まず画像処理ステ

ップの組み合わせには遺伝的アルゴリズム

を、そして画像処理ステップのパラメタ設定

として最善の値を自動的に探索するために

粒子群最適化アルゴリズムを、それぞれ導入

した。 

 

(3) 形態・局在解析ソフトウェアの開発 

  (2)で開発した最適化手法を用いて，(1)で

規定したカテゴリーごとに 2次元画像からの

細胞内構造の抽出と、その形態(面積、周長、

個数等)と局在(相互の距離、分布の密度・極

性等)の解析ソフトウェアを開発した。 

 

(4) 各オルガネラの多次元蛍光画像群の収

集と解析 

  時系列画像(ムービー)およびマルチバン

ド画像(多重蛍光標識画像)の撮影を実施し

た。マルチバンド画像撮影については生体膜

プローブ FM4-64 と緑色蛍光タンパク質によ

り標識した細胞内構造(アクチン・微小管等)

の組み合わせを用いることで、エンドサイト

ーシスへの細胞骨格系の寄与と相互作用を

定量的観点から明らかにするための基本情

報を収集した。 

 

(5) 時系列画像からの動き解析ソフトウェ

アの開発 

  (4) にて取得した時系列画像をターゲッ

トとして、オルガネラ・細胞骨格の動きを測

定するアルゴリズムを検討し、解析ソフトウ

ェアとして実装した。また、(1) にて設定し

たカテゴリーのうちエンドソーム等の粒子

状構造の蛍光像に関しては、形状抽出を経由

せずに蛍光輝度の時空間分布から直接に細

胞内の場の流れを求めるアプローチを採用

した。そのためにオプティカルフロー法をシ

グナル-ノイズ比の低い高速撮影の共焦点像

に対応するために拡張した。他のカテゴリー

についてはオルガネラおよび細胞骨格を各

フレームで抽出し、その変形・移動を定量化

する方針を用いた。時系列画像のフレーム

(ムービーのコマ)間の追跡のために、物体追

跡アルゴリズムのオルガネラ追跡への応用

を行った。 

 

(6) マルチバンド画像からの共局在解析ソ

フトウェアの開発 

  (4) で収集したマルチバンド画像をター

ゲットとして、共局在の有無や程度をあらわ

す定量的指標を検討し、共局在解析ソフトウ

ェアとして実装した。蛍光像からの共局在解

析にあたっては、比較する細胞内構造を互い

に異なる励起・蛍光スペクトルをもつ蛍光プ

ローブにより標識し、検出する蛍光帯域(バ

ンド)を分けて撮像することが一般的である。

そこで蛍光像上の両標識の重なり度合いを

反映する指標として、バンド間の輝度相関係

数に着目した。ただし輝度相関のもととなる

蛍光像の輝度は撮像条件の変化に直接左右

されるため、染色や蛍光タンパク質の発現の

強弱、カメラの増幅能力の違い等が輝度相関

係数に大きな変化をもたらすことが懸念と

なる。本研究では多くの植物細胞の蛍光像で

一貫性のある測定結果を得ることを主眼と

するため、輝度相関係数のもつ不安定性の解

決に取り組んだ。そのために本研究では、輝

度相関解析の前処理として撮像条件の影響

を極力低減する輝度の補正のステップを導

入し、(2) にて示した最適化法を用いた開発

を行った。 

 

４．研究成果 



 

(1) タバコ培養細胞 BY-2 と、その形質転換

ライン、およびシロイヌナズナ表皮組織につ

いて各種細胞内構造の蛍光画像の撮影を行

うと共に、植物細胞画像データベースからの

蛍光顕微鏡画像の収集を行った。これらを画

像上の特徴によって(1)粒状構造の蛍光像

(エンドソーム等)、(2)膜等の境界を標識し

た蛍光像(液胞膜、細胞膜等)、(3)内腔全体

を標識した蛍光像(液胞内腔、核内等)、(4)

繊維構造の蛍光像(細胞骨格系、染色体等)に

分け、各カテゴリーに適した解析戦略の構築

を進めた。粒子群最適化アルゴリズムを採用

した結果、カテゴリーごとに空間周波数フィ

ルタと輝度に基く 2値化処理をはじめとする

基本的な画像処理工程の組み合わせを設定

することで、各工程で調整する必要のある多

数のパラメタの決定を自動化するチューニ

ングシステムを開発することに成功した。こ

のシステムの利用により、表層微小管の配

向・密度解析、エンドソームの分布・形態解

析、小胞体の分布・形態解析、細胞質内の顆

粒構造の計数、抗体染色組織像からの標識強

度の定量評価について、それぞれの特性に応

じてカスタマイズされた画像解析ソフトウ

ェアをオンデマンドに作成することができ

た。さらに、小胞輸送関連タンパク質および

チューブリンに関する共局在解析、温度変化

に伴う小胞体の流動速度変化の評価、花粉管

伸長過程の自動追跡に関する画像データの

前処理工程にも本システムを活用すること

ができた。 

 

(2) 前述のカテゴリーを問わずに利用可能

なアプローチとして、多量の画像群の比較を

効率化し、その分類を自動化する手法につい

ても開発を行った。こちらは研究者がアノテ

ーションを行っていない多量の画像群を入

力として、画像群から多数の特徴候補を抽出

し、反復クラスタリングと遺伝的アルゴリズ

ムによりユーザに対して能動的な学習を進

め、適切な画像特徴と分類基準を探索するシ

ステムとして開発した。なお反復クラスタリ

ングは当初自己組織化マップを採用したが、

その後、Evolving Tree 法を導入することで

2 桁近い高速化を達成できた。これにより日

夜各研究室で取得され続けている植物細胞

画像を前述の 4カテゴリーへと自動的に分類

すること自体についても見通しが立ったと

いえる。これはデータベースやウェブ上に展

開する大規模な植物細胞画像群の網羅的解

析への道筋をつけるものである。 

 

(3) 定量化のターゲットとする画像の種類

を 2次元画像から多次元画像、具体的には時

系列画像・動画像ならびに多重蛍光標識画像

(マルチバンド画像)へと拡張し、植物の器

官・組織・細胞に対するイメージング解析法

の開発を行った。 

  シロイヌナズナの葉と根の表皮組織等を

対象として各種細胞内構造の撮影および収

集を続けるとともに、既に取得済の植物培養

細胞画像とあわせて、画像リソースとして拡

充した。なお撮影法は共焦点顕微鏡や全反射

顕微鏡を含む蛍光顕微鏡法を中心としつつ

も、デジタルマイクロスコープによる明視野

画像および透過型電子顕微鏡にも対象を広

げた。なお蛍光画像および明視野画像に関し

ては、連続撮影によって得られる時系列画像

や動画像からの動態解析法を開発すること

ができた。具体的には、オルガネラや細胞骨

格などの細胞内構造の動きや植物器官・組織

の成長について速度測定を行うために、第一

にオプティカルフロー法に基く手法を発展

させた。また、花粉管や根のように動きにお

およその方向性が見てとられる伸長成長す

る対象にしては、第二にその表面の模様や形

状が部位によって異なることを利用して、画

像内の各所に自動的にマーカーを設定し、時

間経過にともなうマーカー位置の変位を画

像内探索によって求める手法を開発した。植

物細胞や組織は互いに相似的な細胞が積み

重なって形作られているため、一般的な特徴

点(マーカー)の自動取得と対応付け(コレス

ポンデス)のアルゴリズムでは結果が不安定

であった。本研究では高速な画像内領域のク

ラスタリング手法((2)の Evolving Tree法参

照)を活用して、異なる時間フレーム間での

領域探索に加えて、同一時間フレーム内での

類似領域探索を行うことで対応した。第二の

アプローチによって、根の伸長測定のように

オプティカルフロー法の適用が困難な画像

条件でも人手の作業によるマーカーの設定

なしに、高測定の可能となった。その適用例

として、細胞の増殖と成長の協調によって成

し遂げられている根の伸長過程について、塩

ストレスによる影響を定量的に明らかにし

た。 

 

(4) 緑色および赤色蛍光タンパク質によっ

て二重標識された植物細胞の時系列画像を

対象として、細胞内構造及びタンパク質の共

局在解析についての取り組みを行った。 

  バンド間での相関係数を指標として用い、

蛍光バンド間の輝度相関係数による共局在

性の評価方法について、ノイズやバックグラ

ウンドの影響を抑制し、膜輸送阻害剤に対す

るタンパク質の共局在性の変化を計測する

ことに成功した。 

  また細胞核や細胞質といった細胞内の一

定に限局している領域内では、輝度相関係数

による局在解析は困難であった。そこで限局



性の細胞内構造に対する共局在性の解析に

あたっては、当該の限局領域内で細胞内構造

が分布しうるパターンを擬似乱数を用いた

モンテカルロシミュレーションによって求

め、実際の観察結果を、乱数から得た擬似パ

ターンとの違いによって評価する方法を新

たに開発した。輝度相関係数を用いた手法で

は対象が細胞内限局性を備える場合偽陽性

が生じやすく、真に 2つの細胞内構造や生体

分子が共局在しているかは信頼性が低くな

りがちである。本研究で開発したシミュレー

ションによる手法では、この共局在性評価に

おける偽陽性率を大きく低下させられた。そ

れともに、共局在性に加えて、ランダムな分

布と相互排他的な分布の差異を捉えた定量

的な評価が可能となった。 
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