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1. バイオイメージインフォマティクスの台頭と定量画像

解析

バイオイメージング技術の急速な発展により，生命科学の

様々な分野において画像や動画が実験の一次データとして得

られるようになってきた 1）．しかし多くの場合，画像の持つ

情報の評価方法は画像を「見る」という定性的かつ主観的な

方法にとどまっている．しかしながらバイオイメージには，

細胞や組織の形状，分子の空間局在，タンパク質の発現量な

ど，単純に「見る」だけでは評価しきれない定量的な情報が

含まれている 2）．また，動画データには時間的変動の情報も

含まれる 3）．そして最近では，膨大なイメージングデータが

あまりに簡便に得られるために「見る」ことによりデータを

確認することすら不可能になっている場合もある．バイオイ

メージデータが潜在的に有するこのような情報を最大限活用

するためには，定量的な画像解析や自動的な情報の取捨選択

が不可欠になる．バイオイメージインフォマティクスは生命

科学における画像解析の重要性の高まりとともに，近年台頭

してきた生命情報の一分野である 4）．

ではどのようなことが画像解析を活用することによって可

能になるのであろうか？最も典型的なものは，細胞内小器官，

細胞，組織といったの 2D/3D 物体の個数，位置，形状など

を画像から認識し，その特徴量（体積，長さ，扁平度，接続

関係など）を抽出することである．更に複数の異なるプロー

ブを用いた多色のイメージングデータがあれば，1 色で核な

どを認識し，別色のプローブで特定の分子の発現量などを測

ることも可能になる 5）．

もしデータがタイムラプスで，複数の時間点での情報が得

られる場合，特定の細胞や小胞の追跡により，多数の物体の

運動が作る流れ場のようなものや 6,7），分裂する細胞の系譜

（linearge）の情報が抽出できる 8）．もちろん，各細胞の遺伝

子発現の経時変化も計測可能である 9）．さらに，異なる変異

体についてイメージデータが無数に得られる場合，機械学習

的なアルゴリズムを活用して，イメージデータだけから異な

る変異体などを自動で判別する判別器なども作成できる 10）．

このような技術は特にハイスループットスクリーニングなど

で威力を発揮する．発生のような多細胞が関わる現象では，

野生型と変異体の個体全体での対応関係が複雑になる場合も

多い．モーフィングと呼ばれる画像解析技術は，異なる変異

体の間のグローバルな形状の対応関係を与え Atlas などを作

成するのに活用されている 11）．

2. バイオイメージインフォマティクスのための解析プ

ラットフォーム

イメージデータの画像解析をはじめるにはどうしたら良い

だろうか？ Metamorph 12）など顕微鏡操作のソフトなどには，

基本的な画像解析のコマンドがオプションで含まれている．

特に Volocity 13）など 3D での表示に対応したソフトはレンダ

リングの速度も早く，目的の機能がソフトに搭載されていれ

ばそれを使うのが良い．輝点トラッキングなどの定番タスク
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については G-track 14）のような商用ソフトもある．しかし実

装されていない機能が必要な場合，解析専用のソフトで初め

から処理するほうが楽なことが圧倒的に多い．

無料解析ソフトの定番は ImageJ 15）であり，多数のプラグ

インなどが公開されている（Fiji 16）など）．Java 言語や

Scala 17）を学べば自分で専用のプラグインを作成でき，具体

的な解析のチュートリアルも公開されている 18）．有料にはな

るが，Matlab 19）などの商用ソフトは広範囲の画像解析用関

数をツールボックスとして提供し，Matlab を使った画像解

析の教科書も出版されている 20）．単純操作の並列処理や，

Linux サーバー上での処理もコマンドラインで可能であり，

多数のデータを処理しなければならない場合には有効な選択

肢である．さらなるアドバンスドな処理にも多数の関数が共

有されており 21），高速化には C 言語や画像解析ライブラリー

Open CV 22）なども活用できる．Image J ならば Java Native

Interface（JNI），Matlab なら MEX により，C などで書かれ

た高速な関数を呼び出して利用することができる．最近では，

Matlab ベースのバイオイメージプラットフォームとして Cell

Profier 23）や Cell Organizer 24）などの開発も進んでいるので，

まずは無料のこれらを活用してみるのも一つの方策である．

バイオイメージに特化した解析のサンプルも公開されており

学習しやすい．

解析プラットフォームの選択で注意点が二つある．一つ目

は GUI 作成の簡便さである．自動処理による画像解析の精

度をある程度以上高めることは困難な作業である．解析結果

に完璧さを求める場合，マニュアルによる補正を自動解析に

組み合わせるほうが効率的な場合がほとんどである．GUI の

作成が簡単な ImageJ（+Java）や Matlab などを選択しておく+

ことは，開発の後半で大きな意味を持つことになる．二つ目

は空間 3D のデータを扱う必要があるか，無いか，という問

題である．コンピュータが高速になったとはいえ，3D デー

タの表示やインタラクティブな操作は未だに計算的に重く，

汎用プラットフォームでは開発の難易度が上がる．高速な

3D 表示などに対応しかつ様々なデータ形式に対応した，

Amira 25）などの専用ソフトウェアを併用することも考えなけ

ればならない．

3.　バイオイメージ解析，その前に：測定条件の最適化

バイオイメージ解析の成否に関して画像自体のクオリ

ティーは最も重要なファクターである．以下では画像解析を

はじめる前におさえておくべき計測のポイントを紹介する．

画像データの種類によってポイントは変わる．明視野画像

は S/N（シグナル・ノイズ比）は比較的良いが，画像の輝度

値が必ずしも抽出したい細胞の領域などに対応していない．

エッジフィルター（輪郭強調）やテクスチャー解析（濃淡変

化の特徴化）などによって原画像を変換し，求める領域を抽

出しやくする必要がある．一般に微分干渉顕微鏡による画像

は人間が視認しやすいよう擬似的に影がつくが，この非対称

性は画像解析には向いていない．むしろ，対称性のよい位相

差像のほうが解析に向いている．場合にもよるが，微分干渉

像を解析に利用することは極力避けたほうが良いだろう．

対して，蛍光画像は画像の輝度値が認識すべき対象に対応

していることが多い（例えば核を蛍光プローブでラベル化す

れば，輝度値の高い領域がおおよそ核になる）．しかし，励

起光による退色や細胞・組織への毒性のため一般に画像の

S/N が低い．ノイズフィルターが一般的な対応方法であるが，

むしろ計測条件を変えて S/N を高める条件を見出すことが

有効である．測定の空間解像度や 1 ピクセルあたりの分解能

は画像解析に必要なそれよりも高く設定されていることが多

い．カメラのビニングによる計測ノイズの低減，低倍レンズ

の活用によるシグナルの増加によって驚くほど解析の難易度

は下がる 26）．

明視野・蛍光に共通するが，照明光・励起光の不均一性に

よるバックグラウンドの空間的非一様性も解析の大きな障害

になる．可能な限り測定時に均一な照明になるように工夫を

する．不可能な場合はサンプル無しで測定した画像から非均

一照明の情報を取得して，そのデータを元に補正するやり方

が最も有効である．

3D での計測の場合，Z 軸方向（深度方向）の解像度は X，

Y 軸のそれと比べて大きく損なわれる．その結果，Z 方向で

の物体の分解能が減少し，例えば蛍光ラベルされた核の空間

内での位置を同定する際も，Z 方向の分離能がボトルネック

になって核認識精度が向上しない，などの影響が出る．カメ

ラのビニングにより X，Y の解像度を犠牲にする代わり，よ

り弱い励起光で多数の Z スライスを計測することにより全

体としての認識精度が向上する．

最後に，ここであげた測定系の最適化はその後の画像解析

の結果をフィードバックして，逐次的にチューニングしてゆ

くことが大事である．

4.　粒子オブジェクトのバイオイメージ解析

バイオイメージ解析において最も典型的な解析は，1 分子，

細胞内小胞，細胞核などの粒子状オブジェクトの位置，形状

を同定し，追跡するタスクである．空間が 2 次元で，かつ 1

分子測定のようにバックグラウンドが少ない蛍光測定のデー

タであれば，商用ベースのソフトウェア 14）や Matlab のツー

ルが知られている 27）．解析方法に関する論文も多い 28）．しか

し，組織内や細胞内におけるバイオイメージのようにバック

グラウンドシグナルが大きい，もしくは対象とするオブジェ

クト以外の対象がバックグラウンドとして存在する場合，オ

ブジェクトの同定や追跡はかなり困難な問題になる．また，

細胞の特徴的な形状なども種によって異なるため，対象とす

る系ごとに様々な手法が開発されているのが現状である．例

えば増殖する大腸菌の同定と追跡 29），酵母の同定と追跡 30），

線虫胚の核の同定と追跡（明視野画像 31），蛍光画像 32））など

である．iPS 細胞などへの応用から明視野画像での細胞同定

& 追跡も重要なトピックとなっている 33）．

また 3 次元での細胞同定と追跡は 2 次元と異なり手動での
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作業が困難を極めるため，画像解析の重要な課題になってい

る．特に初期発生の分野において研究が進んでおり，線虫胚，

ショウジョウバエ胚，ゼブラフィッシュ胚における解析がこ

の数年で大きく進んだ 34 ～ 36）．我々も近年マウス胚を対象と

して 37），3 次元での細胞核の同定手法の開発を進めてきた．

核を抽出するマルチスケールフィルターを開発して，80 ～

90％程度の精度で核を同定する手法を開発した（図 1）38）．

さらに解析を進め，現在 99％の精度を達成している．ここ

で最も重要になったのは実は画像解析の複雑さではなく，質

の高いバイオイメージを取得するという点であった．

とは言え，現在のところ 3 次元で同定された無数のオブ

ジェクト（100 個以上）の追跡となると良い手法は未だ確立

していない．また，オブジェクトが増殖で分裂したり細胞死

などで消失したりする状況での画像解析は非常に難しく，高

度な最適化の手法などが必要になってくる 39）．

5.　境界領域のバイオイメージ解析

粒子状オブジェクトに対して，細胞膜などの境界領域の同

定は違った難しさがある．組織のように細胞が無数に存在し

密着している状態では，膜が均一に染色されていることが重

要になる．染色が非均一であれば境界領域が分断されて同定

されてしまう．バックグラウンドに膜以外のシグナルが存在

すると（例えば膜を染色している蛍光タンパクを輸送する小

胞など），膜のない場所が誤って膜として同定されてしまう．

In vivo イメージングにおいてこのような状況は頻繁に生じ，

いかにこれらのノイズに対して安定な同定ができるかが大き

な課題となる．また，粒子状オブジェクトを同定する問題と

のもう一つの差異は，膜の形状の非対称性である．膜はある

方向には長く伸びているが，直交方向の厚みは薄い．このよ

うな空間的非対称性がある場合，ノイズフィルターなどのパ

ラメータ選択が難しくなり，また連結性の判別もより高度な

対処が必要になる．同様の問題は，神経細胞の樹状突起や軸

索を画像解析によって認識する場合にも現れる 40）．

我々はショウジョウバエの羽において，極性形成分子の膜

局在をシグナルとして細胞膜の同定を行った．バンドパス

フィルターやモルフォロジー演算など古典的な解析手法を組

み合わせることにより，ある程度の精度を有する手法は作る

ことができる．この場合でもシグナルの S/N は大きな問題

になり，特にタイムラプスでの測定では精度が大きく犠牲に

なる．我々は逆にタイムラプスデータの連続する時間点での

解析結果を統合することにより精度を上げる手法を開発して

この問題に対応した（Harumoto et al. in preparation）．さらに

細胞が密接している組織内であれば，直接膜を認識するので

なく，まずその補集合である細胞質部分を同定し，そこから

膜を認識するやり方も有効である 41）．

3 次元データにおいて境界領域を同定する問題は潜在的需

要は多いが，ほとんど未開拓である．3 次元での境界領域構

造は，データを 3 次元に表示をして肉眼で調べる場合でも把

握することが難しく，また手動で領域を選択してゆくことも

不可能ではないが恐ろしく時間がかかる．画像解析手法のブ

レイクスルーが強く望まれる分野である 42,43）．

6.　分子発現量のバイオイメージ解析

直接物体を認識する問題とは異なるが，複合的な課題とし

て細胞や細胞内小器官における分子発現量の解析がある 44）．

蛍光シグナルなどの強さは例えば細胞内に発現している分子

や局在の量，プロモーターの活性などを完全に定量的ではな

いものの相対的には反映していると考えることができる．予

め別の蛍光シグナルなどを元に細胞や細胞内小器官などを同

定しておき，その領域内の該当シグナルを計測することに

よって解析が可能になる．すでに，細胞ベースのハイスルー

プットスクリーニングや 45），遺伝的に同一な細胞集団内にお

ける個々の細胞の非遺伝的な発現のばらつきなどを定量化す

る目的で解析が進められている 46,47）．

画像解析としては，シグナルを計測する領域が同定できて

いれば簡単なように思えるが，シグナルの時間発展を計測す

る場合には蛍光分子の退色などの影響を適切に補正する必要

がある 48）．また，シグナルの絶対量を議論することは非常に

難しく，厳密に解析するには 1 分子を同定して，その数で絶

対濃度を推定するような方法などが必要になる 49）．むしろ絶

対量にこだわるよりも，細胞内分子の周期的 or 一過的な増

減の時間間隔などシグナル絶対値の厳密な定量性を必要とし

ない特性量に注目し，画像解析を活用することが有効であ

る 50,51）．概日リズムの分野では，励起光による退色や毒性な

図 1　マウス初期胚における 3D での核同定．文献 38）より改変

して再掲．（A）蛍光ラベル化されたデータに閾値処理をした大

まかな書く領域．（B）核の位置を画像解析により同定した結果．

（C）単純に輝度が局所的に高い場所を選んでもエラーが多く，

誤った候補が同定される．（D）胚の輪郭情報や細胞間の距離な

ど様々な情報を使って正しい核の位置を抜き出してくる．
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どの影響の無い発光プローブを元にした定量的発現動態解析

が発展してきた 52）．発光プローブは一般にシグナルが弱いた

め，時間解像度（長い露光時間が必要）と S/N が大きく犠

牲になるが，最近では様々なタイプの発光プローブの開発も

進んでいる 53）．また発生過程のように多数の細胞が関与する

現象であれば，胚内での遺伝子発現の空間パターンや 54），細

胞系譜のどの細胞で遺伝子発現の変化が現れてくるかなどを

解析 5）するのに有効である．

この技術を使って我々は，概日リズム関連遺伝子のプロ

モーター活性を計測し，外部刺激の強度とタイミングが細胞

集団の時刻と振動強度及ぼす影響を定量的に解析した．その

結果，特定のタイミング・特定の強さの外部刺激が細胞集団

の概日リズムの停止を誘導する Singularity 現象を観測する

ことに成功した．そして，1 細胞レベルでの発光測定データ

を画像解析することによって，1 細胞レベルでの概日リズム

の変化を網羅的に解析し，Singularity のメカニズムが振動の

位相が脱同調することによって実現されることを実証した 55）．

7.　バイオイメージインフォマティクスの課題と展望

バイオイメージインフォマティクスに関連する背景，基本

情報，そして具体的な問題を紹介した．生命科学における画

像解析の重要性は，10 年以上前から国内でも認識されてお

り 56,57），かつ解決すべきタスクなども明確である．にもかか

わらず，バイオイメージインフォマティクスの分野は未だ技

術的にも人材的にも未成熟な状態が続いている．このような

状況を打開し，今後のバイオイメージインフォマティクスと

それに伴う生命科学の発展において解決すべき課題を最後に

2 つほどあげる．

一つは画像解析手法の検証の問題である．画像解析による

処理の自動化は多数のデータや画像の持つ膨大な情報量を扱

いうるという点で，人手では不可能な解析が可能になる．例

えば無数の変異体のデータを画像解析によって特徴化，判別

する，もしくは胚発生のように数百，数千の細胞が関与する

過程を定量的に特徴化するなどの課題があげられるだろ

う 58 ～ 60）．ここでは精度の高い画像解析法が重要になるが，

実は何が正解なのか検証するデータが少なく，精度自体を評

価することもままならない場合が多い．人手で正解データを

作成することがひとつの方向であるが，問題のスケール的に

現実的ではない．複数のイメージングプローブを組み合わせ，

片方で画像認識を，もう片方でその結果の検証ができるよう

なデータをつくり上げることが一見遠回りにも見えるが，長

期的には非常に重要になる．

もう一つは，質的に多様なイメージデータへの対応である．

バイオイメージデータは扱う系に依存してその多様性が膨大

であり，それぞれの画像解析もどうしても個別の問題になっ

てしまう．そして，必ずしも高度な画像解析が必要になるわ

けではない．このような問題には，その系を扱っている生物

系研究者が画像解析アルゴリズムをつくり上げるほうが効率

的である．実験研究者に向けた Image J などを用いた画像解

析チュートリアルや勉強会などが最近開催されるようになっ

ており 61），すこしずつであるが日本語によるテキストブック

も増えてきている 62）．今後，さらなる画像解析技術の普及と

教育が課題になるであろう．

数年前に比べてバイオイメージインフォマティクス分野の

注目度は高まり，幾つかの新学術においてもその基礎を構築

する試みがなされている．しかし，分野として画像の専門家

と生物学者との連携が確立しているとはまだまだ言いがた

い．今後生物学者，画像解析の専門家が相互にお互いの技術

や知識を身に付け，リソースを提供することによって，有益

な連携体制を築いてゆくことがこの分野で世界をリードする

ために急務となるであろう．
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