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論文要旨

第1掌緒言

人聞は外部情報の約8割を視覚から得ていると言われており、視覚情報は極めて重要である.

長さや重さなどの情報と比較して画像データが持つ視覚情報量は膨大であるため、重要でありな

がら視覚情報の解析や評価は容易ではなかった。視覚情報の肉眼での評価には熟練した技術が必

要とされる場合も多いが、コンピュータとデジタル撮影装置、それぞれの発達により、視覚情報

を定量的かつ客観的に処理する事が可能となり、視覚情報を解析する画像解析は、現在では、基

礎的な部門では、人工衛星を剥用したリモートセンシングによる植物の分布の研究から染色体の

構造研究まで、また実業での応用部門でも米粒の被害粒検出など、広範囲に利用されるようにな

ってきた。

ところで、染色体は、遺伝子の本体である DNAを含有する構造体である。染色体上の遺伝子の

位置は遺伝子の発現や遺伝に深くかかわり合っていることから、詳細な染色体地図の作製は、遺

伝病の予防や治療、優れた農作物の品種育成などの面から極めて意義が大きい。この染色体地

図の作成にも、これまで画像解析法が適用されてきたが、 1997年に開発された、第2

世代の植物染色体画像解析システム CHlASn(Chromosome I'llage Analyzing System Version 2 )にお

いては、高価な専用の画像処理装置が必要であり、限られた研究者しか利用できず、このことが

染色体地図のみならず染色体研究の隆路になっていた。さらに、植物の草姿に関する品種におい

てもその客観的評価に画像解析は有用であり、 1990年代にダイズの草姿の評価の試みがされてき

たが、染色体地図作成と同様、専用の画像処理ユニットが必要なため普及が望めなかった。

以上のような植物研究面における商像解析法の現状に鑑み、本研究では、第1に、高額な専用

の画像処理ユニットを用いず、パ-yナノレコンピzータのみで植物の画像解析が可能なプログラ

ムを開発することを目的に研究に取り組んだ。同時に、高精度カメラではなく汎用デジタルカメ

ラによる画像も対象に、低コストで、汎用性のある薗像解析システムを開発した。第2に、開発

(氏名加藤成ニ，No.2)

したプログラムを用いて、イネ科ならびにマメ科植物を対象に染色体地図の作製を行った。第3

に、植物形態の画像解析による鉢花の品質評価を行った。

論文は次の構成からなる4第1章は緒言、 v第2章はパーツナノレコンピュータのみで動作する

αnASUIの開発、第3章は開発した口nASUIおよび FISH法を用いたイネ科同質倍数性作物で
あるサトウキピの全染色体の染色体地図の作製、第4*は減数分裂のパキテン期染色体に出現す
るクロモメアと呼ばれている染色体構造を正確に捉える技術の開発とそれを用いたイネ第9染色

体の高精度染色体地図の作製、第5輩は染色体地図を効率的に作製できるようにαnASIIIを改
良した染色体画像解析システムαnASN の開発とそれを用いたアカクローパの染色体地図の作
製について論じた。第6章は立体物である鉢花の商像解析を行った。山梨県の特産品であるクP

スマスエPカの品質評価に対して画像解析技術の導入を図った。第7章は総合討稀である。

第2章植物染色体図像解析システムCHIAS111の開発

CHlAS (植物染色体商像解析システム)は、専用の画像処理装置を必要としたため、限られた研

究施設でしか利用できなかった。第2世代のシステム (CHIASII，CHlAS minj)も開発」されたが、

専用の薗像処理装置を必要とする点は、従来システムと同様であった。そこで、パ-yナルコン

ピュータによる小型の染色体の織別・同定のための植物染色体画像解析システムの開発を行った。

前中期染色体に特異的に現れる染色体の凝縮型 (Cp)を測定することにより、定量的染色体地図ー

を作成する方法を開発した。

第3章函像解析法によるサトウキピ染色体の定量的染色体地図の作製

開発したαnASIIIを用い、画像解析法と FISH法を用い、同質倍数体であるサトウキピ野生種
の蔚培養由来半数性個体の染色体の解析を行った。体細胞分裂前中期染色体の凝縮型を測定する

事により、サトウキビで初めての定量的染色体地図とイディオグラムを得た。 458および 58リ

ボソーム RNA遺伝子をプロープに用いたマルチカラーFISHの結果、それぞれを染色体地図上の

3p3.1と6q1.3に位置付ける事ができ、サトウキピ半数性個体は8本の染色体基本数から構成され

る4倍体であることが明らかとなった。

第4章画像解析法によるイネパキテン期第9染色体の高解像度定量的染色体地図の作製

減数分裂パキテン期の染色体は、凝縮が進んでいないため高解像度の染色体地図の作製に適し

ている。また、クロモメアと呼ばれるクロマチンの構造体がこのステージでは特異的に観察され

る。イネ第9染色体は、 DAPI(4'，6-di副nidincト2-phenylindole)およびPI(propidiumiodide)による二重

染色で GC含量の高い領域が観察され、他のパキテン期染色体からきわだった特徴を有する。そ

こで本染色体を対象に、植物染色体画像解析装置口丑ASUIを用いたクロモメアの解析および定

量的染色体地図の作成法を開発した。その結果、サテライト領域を含む22のクロモメアから構成

されるパキテン期染色体地図を得ることができた。PIとDAPIの二重染色法ど FISHを組み合わせ

ることにより、 GC97チな領域が仁形成領域 (NOR)であることも確認した。さ5に体細胞分

裂前中期における定量的染色体地図および分子マーカーを用いた連鎖地図との比較を行った。前

者では腕比に相違が確認され、後者では染色体の短腕部において顕著な差が見られた。パキテン

期高精度定量的染色体地図が他の染色体地図では有しえない固有の特徴を持っていることが明ら

かとなった。

第5章 自動染色体画像解析システムCHIASIVの開発

効率的な染色体の織別・同定と定量的な染色体地図の作製を目的として、新しい植物染色体函

像解析システム αnASNを開発した。このシステムは米国国立衛生研究所(NlH)が開発した
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Java言語によるパプ!J:;tクドメインの画像処理ジフトウェアImageJを用いて、パ-:Jナルコンピ

ュータ上のWindowsおよび MacOSXで作動する。マメ科植物であるレッドクローパー

(Trifolium pratense L.)の体細胞前中期染色体を用い、 CHIASIVの有効性を検註した。 CHIAS

IVを用いた画像解析法と FISHを組み合わせることによりレッドクローパーの定量的な染色体地

図を作製した。α型ASIVでは、染色体の自動ツート機能を始めとした解析手順の自動化を取り入
れた。その結果、口llASIV使用時の核板解析に要する時聞は、 CHIAsm使用時の3分の1程度

まで大幅に短縮できた。

第6章画像解析を用いたクリスマスヱリカの品質評価

山梨県総合農業技術センタ}で開発したクロスマスエリカは南アフリカを原産地とするツツジ

科エリカ属の低花木スズランエリカ (Ericajormosa)をクリスマスツPー仕立てにした鉢花である。

このクリスマスエリカは高価格で流通しているが、長期的に価格を維持するためには品質の維持が

重要となるため、客観的な品質評価基準が求められていた。そこで、クリスマスエリカの品質評価

のため、画像解析を用いた花の面積による客観的な指擦を作成した。汎用デジタルカメラとパブ日

ツクドメインソフトウェアである ImageJを用い.RGBカラー画像を各色由来の8bitグレイスケー

ノレ画像に分解した後、濃度値より樹形輪郭の投影面積および開花している花の面積を測定すること

により、指標値となる開花指数を算出した。画像解析で測定した開花指数とモニタによる肉眼での

評価を比較した結果、高い相関を示した。これらの結果から、画像解析による値の客観化が実用性

のあることが明らかになった。

第7章総合討議

本研究では、まず第1に、マクロレベルならびにミクロレベルでの汎用性のある画像解析シス

テム CHIASIIIの開発に着手した。本画像解析システムの利点は、専用入力装置や画像処理プロ

セyサを用いることなく、汎用入力装置とパーソナノレコンピュータを組み合わせたことにある。

これにより多くの研究者が函像解析を利用可能になった。第2にイネ科ならびにマメ科植物を用

いて画像解析技術による数値化の有効性を検証した。植物の染色体研究を効率的に行う際に、染

色体画像解析と FISH法を組み合わせることが重要あり、それらの方法を確立し、誕明したことが

本論文の意義である。植物染色体研究に、函像解析法を用いる有用性としては、染色体の回転、

並べ替え、疑似カラー化などによる肉眼観察への支援、染色体上の濃淡値を数値化した染色体地

図の作成、染色体上への遺伝子の正確なマッピング等がある。本研究で開発した商像解析プログ

ラム臼llASIVを用いることにより、ゲノムの全体像の解明につながる染色体構造(ヘテロクロ

マチン、ユークロマチン、セントロメアおよびNOR等)の正確な位置情報を有する定量的染色体

地図の作製が可能となった。 DNA塩基配列情報、連鎖地図そして、細胞学的定量的染色体地図の

遺伝情報の統合は、遺伝学的な情報として有用である。本研究で開発された CHIASIV I士、イン

ターネy ト上で公開されており、現在までに世界 12カ国からの利用要請があり、ホウレンYウな

どの園芸植物で、 αllASIVを用いた細胞学的染色体地図が作成されている。

第3に、クリスマスエリカの開花程度の評価は、植物体にも画像解析法が有効である事を示し

た。 1株当たり数千'の花を咲かすクPスマスエリカの場合、花数を測定する事は実用的ではない

が、画像解析により白い花の占有する面積を定量化することにより可能となった。現在、山梨県

では実際の出荷規格にこの数値を利用している。第5章で示した処理の自動化を植物形態に適応

することにより、植物の果実や葉をデジタノレ表示する事も可能であり、収量の正確な予測にも貢

献すると考えられる。

(氏名加藤成二，No.4)

本研究が示した結果は、画像解析法の植物の定量や評価に対する可能性を証明した。積物研究

には、画像処理が多用されており、不可欠なツールとなっている。更にその手法は、顕微鏡や目

視といった、ミクロ、マクロな画像化が可能なあらゆる植物研究の分野へ広がっていくことが予

想される。今後、この分野の研究の発展が期待される。
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要 旨

植物研究における画像解析は、細胞の構造解明から人工衛星を利用したリモートセンシ

ングによる植物の分布の研究まで広範囲に利用されているが、高価な専用の画像処理装置が

必要であり、限られた研究者しか利用できなかった。本研究は、まず、安価なパーソナノレコ

ンピュータ (PC)を使用して汎用デジタルカメラで鍍影した画像を対象に解析可能なシス

テムを開発した。次に、開発した画像解析法の有用性、汎用性を、各種植物の染色体ならび

に鉢物の外部形態の画像解析に応用して、詳細な染色体地図の作製ならびに鉢物の品質評価

が可能であることを明らかにし、実証したものである。

論文は7章からなる。第1章緒言では、本研究の意義ならびに先行研究について述べた。第

2章「植物染色体画像解析システムCH1AS1IIの開発Jでは、 PCによる小型の染色体の識別

同定のための植物染色体画像解析システム(CHIASIII)を開発し、前中期染色体に特異耐

に現れる染色体の凝縮型画像を基に、定量的染色体地図作製が可能であることを示した。 1車

3章「画像解析法によるサトウキビ染色体の定量的染色体地図の作製』では、 CHIASIIIt: 
FISH法を用い、体細胞分裂前中期染色体の凝縮型画像を対象にして、サトウキピの定量的努

色体地図の作製が可能であることを世界で初めて実証した。第4章『商像解析法によるイキ

パキテン期第9染色体の高解像度定量的染色体地図の作製』では、イネ減数分裂のパキテ:ペ

期染色体に出現するクロモメアを正確に捉える新たな技術を開発し、 CHIASIIIに改良を加

え、高精度な染色体地図を作製できることを示した。第5章『自動染色体画像解析システ止

CH1AS 1Vの開発Jでは、 CHIASIIIをさらに改良して、染色体の並べ替えや回転等の複雑な

処理を自動化したCHIASIVを開発し、これを用いて、アカクローパの染色体地図を短時間

で作製できることを示した。第6章『画像解析を用いたクリスマスエりカの品質評価Jでは

山梨県の特産品である鉢花(クリスマスエリカ)の開花について画像解析を行い、鉢花の揖|

質評価が可能であることを明らかにした。第7章総合討論では、本研究で開発した画像解析

の学術的な意義と今後の研究の方向について総合的に考察した。

本研究の新規性ならびに評価できる点としては、第1に、開発したCHIASは、専用入力

装置や画像処理プロセッサを用いることなく、汎用入力装置とPCを組み合わせて画像解析

が可能な優れたシステムであることである。本研究で開発されたシステムは、一部特許取得

している。インターネット上で公開しており、現在までに世界12カ国からの利用要誇があ

り、園芸植物で染色体地図が作製されている。第2に、画像解析により鉢花の開花の評価が

可能であ号事を示したことにある。このことは果樹・果菜の果実や観葉植物や草芋の業の画

像評価の可能性を示唆するものであり、その評価のデジタル化により、収量や品質の正確な

予測にも貢献すると考えられる。さらに、植物画像情報の定量化を可能にする本システムの

開発とそのインターネット上での公開により、近い将来、植物研究における画像解析法の適

用分野が拡大することが予測され、基礎的研究のみならず実用面での発展が大いに期待され

る。
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