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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞内構造を標識した形質転換植物、およびイメージング・画像定量解析の手法
を独自に開発して、細胞内構造の動態や細胞形態形成の画像情報処理による解析を行った。具体的には以下の4項目に
ついて実施した。(1)葉表皮細胞のイメージング・画像定量解析、(2)葉表皮細胞壁の人為的変形と細胞形態解析、(3) 
高CO2やUV-B処理による植物細胞の形状変化の解析、(4) イメージング・画像定量解析手法の独自開発。結果として、
各々について多数の重要な知見が得られ、また多くの論文として上梓した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the intracellular structure-labeled transformed plants and 
imaging-quantitative analysis techniques have been developed. The cell morphogenesis and dynamics of the 
intracellular structures were analyzed by the image processing. The following four items were performed. 
(1) imaging-quantitative analysis of leaf epidermal cells, (2) analysis of artificial deformation and 
cell morphology in leaf epidermal cell wall, (3) analysis of the change in plant cell morphogenesis by 
high CO2 and UV-B treatments, (4) development of imaging-quantitative analysis techniques. Finally, a 
number of important knowledges, obtained for each item, have been published in many papers.

研究分野：植物細胞生物学

キーワード： オルガネラ　細胞骨格　細胞壁　イメージング　画像定量解析

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

本研究では細胞内構造を標識した形質転換

植物、およびイメージング・画像定量解析の

手法を独自に開発して、細胞内構造の動態や

細胞形態形成の画像情報処理による解析を

行った。その背景としては、複雑に入組んだ

葉表皮細胞の形態形成における表層微小管

の動態をイメージングにより明らかにする

と同時に、アクチン繊維、分泌小胞などにつ

いても可視化を実施し、これらが制御する細

胞形態形成機構を多角的に研究する必要が

あった。細胞壁によって規定される細胞形状

は個別の細胞機能に加えて、湾曲によって細

胞間の連結面積を増すなどの幾何学的要因

により細胞間信号伝達に影響を及ぼすもの

と考えていた。そこで、我々は双子葉植物の

葉表皮細胞に特徴的なジグゾーパズル形状

の機能を可視化とモデル化によって理解す

る本研究を考案した。本研究では、葉表皮細

胞に植物ホルモン・細胞壁分解酵素、ガス、

紫外線などの処理を行うことで、細胞形状の

変化を誘導する 3種の実験系を採用した。具

体的には、植物ホルモンや細胞壁分解酵素処

理による湾曲の亢進・抑制および高 CO2 環

境や UV-B照射による細胞形態変化・面積の

増減などの表皮細胞の形状変化の実験系を

用いて、細胞形状や細胞間の連結状況を幾何

学的特徴として計測すること、定量的な評価

を行うこと、さらに、これまで我々が可視化

解析を進めてきた細胞内構造、特に葉表皮細

胞の形態形成に重要と考えられる表層微小

管をメインにアクチン繊維、分泌小胞につい

てもイメージング画像定量解析を実施し、細

胞形態との比較解析を行うことで、植物細胞

の形態形成の各プロセスにおけるこれらの

因子の重要度の定量化も可能となると考え

られた。 

 

２．研究の目的 

我々は、画像解析を駆使した植物細胞内構造

の可視化解析系およびシミュレーション解

析系の開発を進めてきた。本研究の目的は、

これまでの経験と技術を活かし、表層微小管

をはじめとする細胞内構造に着目し、組織構

築とこれらの関係について定量的な観点か

ら検証を進めることにあった。はじめに、複

雑な形態をとるシロイヌナズナ葉表皮細胞

の形状を植物ホルモン・細胞壁分解酵素、ガ

ス、紫外線により制御する実験系を用いて、

植物細胞形状の機能を細胞間信号伝達の観

点から検証すべく、イメージング技術によっ

てこれらの条件における細胞形状と細胞連

結様式を組織レベルで可視化する。次に、そ

こで取得された画像をもとに、独自開発の画

像解析手法による細胞形態計測を実施する。

また、細胞連結様式をグラフ構造として記述

し、細胞間信号伝達シミュレーションを実施

する。これにより、複雑な形状の細胞が入り

組んだ葉表皮組織をより単純な細胞ネット

ワークとして表現し、細胞壁が制御する細胞

形状が細胞間信号伝達に及ぼす影響を定量

的に推定することが可能となると考えた。さ

らに、その変化の過程における表層微小管、

アクチン繊維、分泌小胞を可視化・追跡して、

画像定量解析を行い、細胞形状との関連を定

量的に把握する。また、細胞骨格阻害剤等が

細胞形状および細胞連結様式に及ぼす影響

を検討し、細胞間信号伝達における役割につ

いても考察する。これら一連の解析により、

植物細胞の形態形成機構の要因を特定する

ことを最終的な目的とした。 

 

３．研究の方法 

植物細胞の形態形成機構を定量的に解析

すべく、複雑な形態をとるシロイヌナズナ

葉表皮細胞を材料として、細胞内構造を標

識した形質転換植物体およびイメージン

グ・画像定量解析の手法を独自に開発して、

葉表皮細胞の形態形成過程における細胞骨

格等の動態や細胞形態形成の画像情報処理



による解析を行った。実験系としては、葉

表皮細胞の形状を植物ホルモンや細胞壁分

解酵素処理により制御し、細胞壁により規

定される細胞形状および組織構造を定量評

価し、処理濃度との関連を検討した。並行

して、個々の細胞の隣接細胞数および細胞

間の連結面積を測定して表皮組織をグラフ

構造として記述することで、細胞ネットワ

ークとして表皮組織を捉えなおすことを試

みた。このグラフ構造に基づいて仮想的な

信号伝達物質の挙動をシミュレートした。

これにより、仮想的な細胞間信号が伝達さ

れる可能性を検証した。同時に、細胞表層

部の細胞骨格等について可視化解析を実施

し、細胞壁の物性変化との関連を定量的に

把握し、併せて細胞骨格阻害剤が細胞形状

に及ぼす影響を検討した。また、上記処理

法による実験系とともに、高 CO2や UV-B

処理による葉表皮細胞の形状変化の誘導系

を用いて、類似の方法で解析を行った。 

 さらに、この過程で必要になる多様なニ

ーズに対応できる汎用性の高い可視化解析

技術の充実を図った。特に、当研究室で独

自に開発している画像マイニングソフトウ

ェア・シミュレーションソフトウェアにつ

いてフィードバックを反映させ、機能の追

加やユーザーインターフェースの向上を図

った。ソフトウェアはインターネットを通

じて世界の研究者に向けて公開している。 

 

４．研究成果 

(1) 葉表皮細胞のイメージング・画像定量解

析：表皮細胞の形態形成における微小管の

役割について、本研究ではこれまで定性的

に評価されていた微小管配向について定量

的解析を行うことで、表皮細胞における微

小管の役割を明らかにすることを目的とし

た。まず微小管が可視化された GFP-tubulin

発現株を共焦点レーザー顕微鏡により撮像

し、画像処理技術を用いて微小管を線分抽出

すると共に、表皮細胞を領域分割して複雑度

の測定および細胞中心軸の抽出を行い、細胞

形状を評価した。その結果、複雑度からを

示す成熟過程の表皮細胞において微小管は

細胞伸長方向と並行に配向していた。この配

向は、これまで提唱されていた拡散成長より

も、細胞の一部分が伸長する先端成長におけ

る微小管配向と類似しており、表皮細胞の突

出領域は局所的に先端成長様の伸長を行う

ことが示唆された(Akita et al. 2015)。一方、

ゴルジ体トランス槽膜に局在する Sialyl 

Transferase（ST）に蛍光タンパク質 mRFP

を融合したタンパク質 ST-mRFP を発現す

るシロイヌナズナの葉表皮組織において、

ST-mRFPがゴルジ体のほかに、表皮細胞辺

縁部および孔辺細胞端部においても局在す

ることを見出した。mRFP は表皮組織のア

ポプラストに局在することが明らかとなり、

mRFP 抗体を用いた免疫電子顕微鏡法にお

いてもアポプラスト局在が確認された。こ

れらの結果から、表皮細胞の形態形成過程

で 2細胞間からなる湾曲部に標的された局

所的なエキソサイトーシスが存在する可能

性が示唆された(Akita et al. 2016)。 

(2) 葉表皮細胞壁の人為的変形と細胞形態

解析：細胞壁の劇的な湾入が認められるシロ

イヌナズナ実生の子葉表皮組織を材料に、細

胞壁の物性変化が制御する細胞形状の機能

を細胞間信号伝達の観点から検証すべく、葉

表皮細胞の湾曲の亢進あるいは抑制の人為

的な制御を試みた。種々の条件における細胞

形状と細胞連結様式を組織レベルで可視化

し、顕微鏡画像解析・シミュレーションソフ

トウェアを駆使した細胞形態計測を実施し

た。一連の解析により、複雑な形状の細胞が

入り組んだ表皮組織をより単純な細胞ネッ

トワークとして表現し、細胞壁が制御する細

胞形状が細胞間信号伝達に及ぼす影響を定

量的に検討した。当初は人為的に葉表皮細胞

を変形させるためにオーキシンの利用を計



画して予備実験を進めていたが、細胞壁に対

して直接的に摂動を加える処理方法を複数

検討する過程で、セルラーゼ処理により表皮

細胞形状を効率的に変化させ得ることを見

出し、セルラーゼを処理した葉表皮組織の統

計解析に向けた複数データの取得を実施し

た。表皮細胞画像セットから、細胞面積・細

胞周長・細胞複雑度・アスペクト比・稠密度・

隣接細胞数・連結面積などの特徴を測定し、

栽培日数・セルラーゼ濃度・葉における細胞

位置との関連を検討した。セルラーゼ処理に

より細胞形状が変化した条件における表層

微小管構造に関しても十分な撮影例数を得

た上で、当研究室で開発した画像解析プログ

ラムを用いて微小管の密度を定量評価し、細

胞形状との関係を検討した。セルラーゼ処理

により細胞形状が変化した条件における表

層微小管構造に関しても画像解析プログラ

ムを用いて微小管の密度を定量評価し、細胞

形状との関係を明らかにした(Higaki et al. 

revised)。 

(3) 高CO2やUV-B処理による植物細胞の

形状変化の解析：高 CO2処理が気孔の密度

と分布に及ぼす影響についての定量的解析

についての可視化解析を実施した。気孔の位

置を正確かつ高効率に捉えるために孔辺細

胞特異的に GFP を発現するシロイヌナズナ

（Col-0）のエンハンサートラップラインを材

料とし、発芽後 3-8日目における背軸側の子

葉表皮の連続光学切片像を共焦点レーザー

顕微鏡により取得した。一連の取得画像群か

ら葉面積を測定したところ、高 CO2 処理

（1000 ppm）により葉面積が増加する傾向

が認められた。また、気孔の位置を自動抽出

する独自の画像解析プログラムを用いて気

孔の密度と分布を評価した。その結果、高

CO2処理によって気孔密度は顕著な変化が認

められなかったが、最近傍にある気孔どうし

の距離が狭まることがわかった。一方、UV-B

照射による葉細胞の形態変化については影

響が分明ではなかったため、UV-B 照射時に

起こる細胞レベルでのストレス応答機構を

解析するために、タバコ培養細胞 BY-2 を用

いた実験系を確立した。本実験系において

BY-2 の増殖阻害が見られる低線量 UV-B の

照射では死細胞比率の顕著な増加は認めら

れなかった。一方、高線量 UV-Bの照射では

増殖阻害と同時に死細胞比率も増加した。

UV-B 照射時に生成する、シクロブタン型ピ

リミジン二量体（CPD）の修復において、主

要な役割を持つ光回復酵素は、UV-A 照射に

より活性化されることが知られている。低線

量UV-B照射後にUV-A照射をおこなうこと

で、増殖阻害を緩和できた。高線量 UV-B照

射後のUV-A照射では増殖阻害を緩和できな

かったが、細胞死誘導が部分的に抑制された。

低線量、高線量 UV-B 照射の両条件で UV-A

照射により CPD 量減少が見られたが、その

残存量には差が見られた。このことから、

BY-2細胞ではUV-B照射時のCPD生成が引

き金となって DNA 複製阻害が起こり、増殖

阻害として観察されている可能性が示唆さ

れた(Takahashi et al. 2015)。 

(4) イメージング・画像定量解析手法の独自

開発：詳細は省くが上記の研究の遂行に関連

して非常に多くの研究手法の新規開発を行

った（下記の発表論文、学会発表参照）。 
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