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⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージ解析 
−機械学習による画像抽出− 
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緒⾔ 
 

 矯正⻭科治療は，⻭列に矯正⼒を与えた時に，⻭の周囲の⾻がメカニカルストレ
スを感知して⾻リモデリングを⾏うことでなされる 1)。そのメカニカルストレスを
感知する主要な細胞が⾻細胞といわれている。⾻細胞は⾻芽細胞に由来し⾻系細胞
の 90〜95%を占め，⾻組織中で最も多く存在する 2)。⾻細胞は⾻細胞突起を介して
互いにネットワークを形成しており，そのネットワークは⾻髄側にまで伸びて広く
⾻組織に⾏き渡っていることが確認されている 3, 4)。細胞性ネットワークの⼀部はギ
ャップ結合を介して形成されるため 5, 6)，⾻細胞同⼠は細胞間コミュニケーションに
より同調していると考えられている 7-9)。このように⾻細胞は，⾻細胞性ネットワー
クを形成し豊富に存在することから，いくつかの役割が提唱されてきた。その中で
も，メカニカルストレスに対する⾻細胞の役割が注⽬されるようになってきた 10-18)。
⾻細胞は，メカノセンサーとして機能した後，この細胞性ネットワークを介して⾻
リモデリングを調節している 14)。しかし，⾻に負荷されたメカニカルストレスを⾻
細胞がどのように感知しているのかは明らかになっていない。⼀般に細胞が外的な
⼒を⽣物的に感知するには，細胞の歪みが 10 %以上必要である 19， 20)。しかしなが
ら，⾻細胞を取り囲む⾻基質の歪みは坂道をジグザグに駆け下りた際に最⼤になり，
その時の⼤腿⾻の変形量はわずか 0.3 %である 21)。ここには 10 倍以上の差がある。
よって，⾻細胞は⾻基質の変形を直接的に感知している可能性は低く，わずかな⾻
基質の変形を感知する機構を有するか，あるいは⾻細胞突起の特徴的な形態である
樹状突起に何らかの感知機能があるのかもしれない。 
 そこで我々の教室では，⾻細胞の変形に対する反応を，単離した⾻細胞の⾻細胞
体と⾻細胞突起それぞれを直接刺激した時の⾻細胞内 Ca2+の上昇を指標に評価した。
その結果，⾻細胞の直接刺激による変形に対する反応は⾻細胞突起で⾼いことが⽰
唆された。上昇した細胞内 Ca2+は，刺激した⾻細胞突起を起点として細胞性ネット
ワークに伝播された 22)。しかしながら，実際の⾻細胞突起は⾻細管に取り囲まれて
いるため，⾻細胞突起が変形を感知する機構は明らかになっていない。そのような
中で，着⽬されているのが流体剪断応⼒による⾻細胞の刺激である 23, 24)。流体剪断
応⼒とは，⾻にメカニカルストレスが加わると⾻基質がわずかに歪む。その歪みは，
⾻細管を流れる体液の移動を引き起こし，⾻細胞突起表⾯にずり応⼒を引き起こす。
そのずり応⼒に伴う⾻細胞突起の変形により，⾻細胞突起がメカニカルストレスを
感知するというのものである 25)。Cowin らは，細胞突起と⾻細管のシンプルなモデ
ルを⽤いて流体剪断応⼒の考察を⾏った。その結果，⾻細胞がメカニカルストレス
を感知する機構として流体剪断応⼒の可能性を⽰した 26)。それらのことを検証する
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ために我々の教室では，単離した⾻細胞の細胞内 Ca2+の上昇を指標に評価し，⾻細
胞は流体剪断応⼒によりメカニカルストレスを感知すると報告した 27)。このように，
単離した⾻細胞を⽤いた実験では，⾻細胞は流体剪断応⼒によりメカニカルストレ
スを感知し，その局在は⾻細胞突起である可能性が⾼いということが⽰された。し
かし，これまでの⾻細胞がメカニカルストレスを感知する機構に関する報告は単離
した⾻細胞を⽤いたものや，⾻細胞突起と⾻細管の簡易モデルを⽤いたものであり，
⽣体下での⾻細胞突起と⾻細管の三次元データを⽤いた報告はなされていない。⾻
細胞突起と⾻細管の形態は，⾻細胞がメカニカルストレスを感知する機構に影響を
与えると考えられるため，詳細にかつ三次元的に解明することが必要であると考え
た。 
 ⾻細胞突起および⾻細管の形態観察には，これまで透過電⼦顕微鏡(TEM)や⾛査
電⼦顕微鏡(SEM)が⽤いられてきた 28)。TEM は，分解能が 0.1 nm 程度であるため，
⾻細胞突起および⾻細管の詳細な形態把握が可能である。⼀⽅で 100 nm 以下の薄
切切⽚を観察に⽤いるため，観察深度が浅く⾻細胞性ネットワークの観察はできな
い。近年開発された超⾼圧透過電⼦顕微鏡(UHVEM)は，従来の透過電⼦顕微鏡の
約 15 倍の電⼦線を透過することで約 3 μm ほどの厚みの試料も観察が可能となった
29)。Kamioka ら UHVEM を⽤いて成⼈男性の⼤腿⾻の⾻細胞突起と⾻細管の観察を
⾏い，602 nm の⻑さの三次元再構築と観察および流体シミュレーションを⾏った 30)。
その結果，⾻細胞突起と⾻細管の位置関係は確認できたが，三次元的な形態を把握
するには少なくとも数 μm の観察範囲が必要であることがわかった。 
 近年，Hara らによって開発された 直交配置型 Focused Ion Beam-Scanning 
Electron Microscopy(FIB-SEM)断層撮影法は，細胞や組織を電⼦顕微鏡レベルの⾼
い分解能で三次元構築する新たな⼿法である 31, 32)。収束イオンビーム（FIB）による
試料表⾯の切削と，切削⾯の SEM 観察を繰り返す（シリアルセクショニング）連続
スライス SEM 法の⼀つである。FIB には主にガリウムイオンビームが⽤いられる。
加速され直径数 nm に収束されたイオンビームは樹脂のような柔らかい素材から⾦
属のような硬い組織に⾄るまで，数 nm の精度で任意の形状に切削・加⼯すること
が可能である。Hashimoto らは，直交配置型 FIB-SEM を⽤いてモデリング期の⾻組
織を 25 nm/voxel の解像度で 25 × 25 × 25 μm の⽴⽅領域を観察した。その結果，
ナノサイズのコラーゲン線維から，マイクロサイズの⾻系細胞までを 25 nm/voxel
の解像度で広範囲に観察した 33)。つまり，直交配置型 FIB-SEM では，ナノサイズ
の⾻細胞突起や⾻細管 34)から，マイクロサイズの⾻細胞性ネットワークまでを広範
囲に観察が可能である。 
 直交配置型 FIB-SEM により得られた SEM 像からの組織抽出には，これまで主に
⽬視判定（アノテーション）による⼿動抽出が⾏われてきた。約 1000 枚全ての
SEM 像から組織を⼿動抽出するには数か⽉単位の時間を要する。⼀⽅で，機械学習
は⼤量の組織抽出を，数時間で⾏うことが可能である。そこで，我々は⾻細胞突起
と⾻細管の組織抽出に⼈⼯知能（AI）の⼀部である機械学習を応⽤した 35, 36)。 
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材料ならびに⽅法 
 

1. 試料作製 
 本研究は，岡⼭⼤学動物実験委員会（OKU-2016141）のもと実施した。 
 実験には，8 週齢の ICR マウスを⽤いた。4 %パラホルムアルデヒド固定液(PFA)
と 4 %グルタールアルデヒド固定液（Glu）を⽤いて灌流固定を⾏なったのち，⼤腿
⾻を採取した。採取した⼤腿⾻は 6 ⽇間 OSTEOSOFT(Merck Millipore, USA)にて
脱灰を⾏なった 37)。その後，従来の⽅法に従ってそれぞれ 2 %に希釈した PFA と
Glu を合わせた固定液にて 4 ℃で 24 時間後固定を⾏なった 38)。HEPES 緩衝液を⽤
いて⼗分に洗浄し，⼤腿⾻の⾻端部を切断して⾻幹部の約 10 mm を観察試料とした。
HEPES 緩衝液は，HEPES 120 mM（⽚⼭化学⼯業株式会社，⼤阪，⽇本），塩化ナ
トリウム 200 mM（ナカライテスク株式会社，京都，⽇本）を 1000 ml の純⽔に溶
解させ，1 M ⽔酸化ナトリウム溶液を⽤いて pH 7.4 に調整したのち 443.9 mM の塩
化カルシウム（ナカライテスク）を加えた。洗浄後はまず，4 %四酸化オスミウム
（TAAB, Berkshire, GBR）と HEPES 緩衝液で希釈した 3 %フェロシアン化カリウ
ム三⽔和物(Sigma Aldrich, MO, USA)を同量合わせた溶液に 4 ℃で 1 時間浸漬した。
HEPES 緩衝液を⽤いて⼗分洗浄した。次に 0.94 mM のチオカルボヒドラジド(Alfa 
Aesar, Lancashire, GBR)を 60 ℃の純⽔ 10 ml に溶解させたのち，フィルタリングし
て作製したチオカルボヒドラジド溶液に室温で 20 分間浸漬した。純⽔で⼗分洗浄し
た後，純⽔で希釈した 2 %四酸化オスミウム溶液に 4 ℃で 30 分間浸漬し，染⾊を⾏
なった。染⾊後は純⽔で⼗分洗浄し，試料をエタノール系列（50 %, 70 %, 80 %, 
90 %, 95 %, 100 %無⽔エタノール）でそれぞれ 20 分ずつ脱⽔し酸化プロピレンで
置換した。脱⽔後は，酸化プロピレンとエポキシ樹脂 EPON 812(Agar Scientific, 
Essex, GBR)の等量混合物，酸化プロピレン：エポキシ樹脂＝1：2 の混合物にそれ
ぞれ 6 時間浸漬後，真空下でエポキシ樹脂に⼀晩浸漬した。エポキシ樹脂に包埋し，
60 ℃の常温器で 2 ⽇間重合させた。 
 ⼤腿⾻⾻幹部約 10 mm の包埋試料は，その⻑軸⽅向を⼆等分して約 5 mm の⼤腿
⾻の包埋試料にした。切断⾯が観察⾯となるように規定して 4 × 4 × 1 mm 以下の
⼤きさになるように研磨した。このとき研磨した試料の⻑軸⽅向が平⾏になるよう
に，そして FIB-SEM の観察領域が試料のエッジにくるように研磨した。その後，ク
ロスセクションポリッシャー(CP)を⽤いて研磨を⾏うことで，さらに歪みのない観
察⾯を作製した。観察には，⾻細胞の配向性が保たれている⽪質⾻側の⾻細胞を選
択した 18)。 
 
2. 直交配置型 FIB-SEM を⽤いた⾻組織の三次元的観察 
 試料の観察は直交配置型 FIB-SEM（SMF-1000, 株式会社⽇⽴ハイテクノサイエン
ス，東京，⽇本）を⽤いた。FIB のイオンビームはガリウムイオンを⽤いた。FIB 加
⼯の加速電圧は 30 kV，SEM の加速電圧は 1 kV に設定した。SEM の検出器は，光
軸上に設置された環状⼆次電⼦検出器(InLensSE)とエネルギーフィルタ付環状反射
電⼦検出器(EsB)を混合して使⽤した。 
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 ⾻細胞性ネットワークの観察は，試料断⾯の SEM 像は 20 × 20 μm の領域を
2000×2000 pixel に設定した。観察試料の深さは FIB によるセクショニングピッチ
を 10 nm に設定し，1000 枚の SEM 像を取得した。10 nm/voxel で，20 × 20 × 10 
μm の領域のデータを観察した。⾻細胞突起と⾻細管間隙の詳細な形態観察は，
SEM 像は 4 × 4 μm の領域を 2000 × 2000 pixel に設定した。FIB によるセクショ
ニングピッチは 2 nm に設定し，合計 2000 枚の SEM 像を取得した。2 nm/voxel で，
4 × 4 × 4 μm 領域のデータを得た。取得した連続 SEM 像はソフトウェア
Amira(Zuse Institute Berlin, Berlin, GER)を⽤いて⾻細胞と⾻細胞突起の⾃動抽出を
⾏い，三次元再構築を⾏なった。なお，画像は観察が容易になるように⽩⿊反転し，
TEM 様の画像に変換した。 
 
3. 機械学習による⾻細胞突起と⾻細管の抽出 
 機械学習による⾻細胞突起と⾻細管の抽出は，FIB-SEM により観察した 2000 × 
2000 pixel の連続 SEM 画像を，50 %（1000 × 1000 pixel）に圧縮したのちに⾏っ
た。そのうち⼀続きの⾻細胞突起と⾻細管が確認できる領域を関⼼領域(ROI)とし
た。機械学習には，ソフトウェア ImageJ のプラグインである Trainable Weka 
Segmentation(TWS)を⽤いた 39, 40)。TWS 法では，⼊⼒画像である連続断層画像の⼀
部を⽤いて⾻細胞突起，⾻細管，⾻基質の 3 つの構造に⽬視判定で特徴ピクセル値
を設定した。特徴ピクセル値は，ランダムフォレスト法をもとにランダムに複数選
択され，複数個の決定⽊で得られる重ね付き平均確率に基づいて識別させた。識別
された特徴ピクセル値（教師データ）を⼊⼒画像に適⽤することで⾻細胞突起と⾻
細管および周囲⾻基質の領域抽出を⾏った。 
 
4. 機械学習の精度評価 
 機械学習による⾻細胞突起および⾻細管の領域抽出の有効性を判断するため，精
度評価を⾏った。精度評価には Dice 係数を⽤いた。Dice 係数は以下の式によって
求めた。 
Dice 係数 = 2 × (A∩B) / A + B 
A は機械学習により抽出した⾻細胞突起または⾻細管の領域，B は⼿動抽出した⾻
細胞突起または⾻細管の領域を⽰す。機械学習によって抽出した⾻細胞突起または
⾻細管の領域と，⼿動抽出した⾻細胞突起または⾻細管の領域（正解データ）の類
似度を算出した。Dice 係数の算出は，領域抽出できた⾻細胞突起または⾻細管の連
続 SEM 像数の約 10 分の 1 にあたる 40 枚の連続 SEM 像を⽤いて⾏った。 
 
5. ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージの作製 
 機械学習を⽤いて，領域抽出した⾻細胞突起および⾻細管それぞれの⼆値化デー
タに，ソフトウェア Amira(Zuse Institute Berlin, Berlin, GER)を⽤いて三次元再構築
を⾏なった。三次元再構築を⾏うことで，取得した断層⾯だけでなく任意の断層⾯
も観察することが可能になった。取得した SEM 像の横⽅向を X 軸，縦⽅向を Y 軸，
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⼤腿⾻の⻑軸⽅向を X 軸と規定すると，SEM 像は x-y 平⾯となる。三次元再構築像
では，X-Y 平⾯だけでなく，X-Z 平⾯，Y-Z 平⾯の観察も可能になった。 
 
6. ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージの解析 
 機械学習を⽤いて領域抽出した⾻細胞突起および⾻細管それぞれの⼆値化データ
に，ソフトウェア Dragonfly(Object Research Systems, Montreal, CAN)を⽤いて，
三次元的な三⾓形メッシュモデルを再構成した 41)。⾻細胞突起の直径と⾻細管間隙
の間の内接球の直径を計測し 42)，⾻細胞突起の直径および⾻細管間隙の間の三次元
的距離として評価した。ボクセル数が 4 以下となる直径が 16 nm 以下の内接球の計
測は困難であった。⾻細胞突起と⾻細管間隙の形態解析は，中央値と最⼤値を⽤い
て⾏なった。 

 
 

結果 
 

1. ⾻細胞性ネットワークの⾼詳細三次元的観察 
 直交配置型 FIB-SEM を⽤いることでマウスの⼤腿⾻⾻幹部の⽪質側の 20 × 20 × 
10 μm の領域の⾻細胞性ネットワークを 10 nm/voxel の解像度で観察することがで
きた（図 1 A）。 
図 1 B〜図 1 F に取得した SEM 像（x-y 平⾯）を⽰した。マウスの⼤腿⾻⾻幹部の
⽪質⾻側を，⾻梁の⻑軸⽅向に観察した。その結果，⾻細胞の形態や⾻細胞表⾯か
ら伸びる無数の⾻細胞突起の形態と⾛⾏を観察することができた。rOTO 法（還元
オスミウム，チオカルボヒドラジド，オスミウム）による染⾊を⾏うことで明瞭な
膜コントラストを得ることが可能となった。 
 次に，⾻細胞性ネットワークの三次元的な形態観察を⾏うため⾻細胞と⾻細胞突
起の⾃動抽出を⾏い，三次元再構築を⾏なった(図 2)。図 2 A は左から順に Y 軸を中
⼼にそれぞれ 0 度，60 度，120 度回転させたものである。図 2 B は抽出した⾻細胞
と⾻細胞突起をすべて表⽰し，図 2 A に合わせて回転させたものである。⾻細胞突
起は，⽐較的直線的なものや弯曲したもの，分岐したものなど様々な形態を⽰した。
特に，⾻細胞体から伸びた直後の⾻細胞突起は⽐較的直線的であり，⾻細胞体から
離れるに従って⼤きく弯曲するものや分岐したものが多く認められた。また，⾻細
胞突起は互いに結合しネットワークを形成していた。⾻細管はボクセルサイズ 10 
nm の連続 SEM 像では良好なコントラストが得られず，⾃動抽出と詳細な形態観察
は困難であった。 
 ⾻細管の詳細な形態観察を⾏うため，マウスの⼤腿⾻⾻幹部の⽪質側の 4 × 4 × 
4 μm の領域を 2 nm/voxel の解像度で観察した。直交配置型 FIB-SEM を⽤いた観
察を連続して⼆度⾏い，計 2000 枚の SEM 像を得た（図 2 D F）。⾻細管のコントラ
ストは改善されたが，⾻細管の組織抽出には⾻基質とのごくわずかなコントラスト
の区別が必要であり，⾃動抽出が可能なほど良好なコントラストは得られなかった。
図 2 C の四⾓枠で囲んだ約 4 × 4μm の領域の取得した 1000 枚の SEM 像(X-Y 平⾯)
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を三次元再構築したものを図 2 D に⽰した。得られた SEM 像にソフトウェア Amira
を⽤いて⾻細胞突起のみを⾃動抽出した結果，4 × 4 × 2 μm の領域に 5 つの⾻細
胞突起を確認できた（図 2 E）。図 2 F に図 2 D と連続する 1000 枚の SEM 像を三次
元再構築したものを⽰した。⽩枠に⽰す 2.7 × 1.2 μm の関⼼領域の約 800 枚の連
続 SEM 像に⼀本の⾻細胞突起が観察できた（図 2 G）。 
 
2.  機械学習による⾻細胞突起と⾻細管の抽出 
 直交配置型 FIB-SEM を⽤いて得られた連続 SEM 像は，⾻細胞と⾻細胞突起のコ
ントラストがつきやすく⾃動抽出が可能であった。⼀⽅で，⾻細管はコントラスト
がつきにくいため⾃動抽出は困難であった。FIB-SEM を⽤いた観察は，⼀度の観察
で連続 SEM 像を約 1000 枚取得できるため，⼿動トレースによる⽬的組織の抽出に
は膨⼤な労⼒と時間を要する。そこで，我々は機械学習を⽤いて，図 2 E の⽮頭で
⽰す直線的な⾻細胞突起と図 2 G の凸型に弯曲した⾻細胞突起の 2 種類の⾻細胞突
起と⾻細管を領域抽出した。機械学習を⽤いることで計 1800 枚の連続 SEM 像より
⾻細胞突起と⾻細管の領域抽出を⾏うことができた。 
 
3. 機械学習の精度評価 
 機械学習を⽤いた⾻細胞突起と⾻細管の領域抽出の精度を評価した(図３)。精度
の評価には 40 枚の連続 SEM 像の機械学習による領域抽出結果（図 3 B D F H）と
⼿動抽出による領域抽出結果（図 3 A C E G）の Dice 係数の中央値を⽤いた。図 2 
E の⽮頭で⽰す⾛⾏が直線的な⾻細胞突起の Dice 係数は 88.9 %（図３ I），⾻細管
の Dice 係数は 86.5 %であった（図 3 J）。図 2 G の凸型に弯曲した⾻細胞突起の Dice
係数は 82.7 %(図３K)，⾻細管の Dice 係数は 82.8 %であった（図 3 L）。 
 
４.  ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージの観察 
 機械学習により得られた⾻細胞突起と⾻細管の領域抽出データを⽤いて，図 2 G
の凸型に弯曲した⾻細胞突起と⾻細管の三次元再構築を⾏なった（図 4）。領域抽出
に は 、 直 交 配 置 型 FIB-SEM で 得 ら れ た 2 nm/pixel，2000 × 2000 pixel， ２ 
nm/voxel の連続断層画像の解像度を 50 %に圧縮した 4 nm/pixel，1000 × 1000 pixel，
4 nm/voxel の仮想データを⽤いた。図 4 A〜図 4 C は図 2 F の⽩枠に⽰す
2.7×1.2×1.2 μm の領域の連続 SEM 像を三次元再構築した図を⽰し、左から順に
それぞれ Y 軸を中⼼に 0 度，60 度，120 度回転させたものである。図 4 D〜図 4 F
は図 4 A〜図 4 C に合わせて Y 軸を中⼼にそれぞれ 0 度，60 度，120 度回転させた
ものである。Z 軸⽅向に約 300 枚の連続画像から約 3.5 μm の全⻑をもつ⾻細胞突
起と⾻細管が再構築された。⾻細胞突起表⾯の形態は⽐較的滑らかであるのに対し，
⾻細管壁内⾯の形態は⾮常に複雑であることが分かった。 
 
5.  ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージ解析 
 ⾻細胞突起の直径と⾻細管間隙の間をそれぞれ計測し，⾻細胞突起と⾻細管の⽣
体ボリュームイメージ解析を⾏なった（図 5）。図 4 で⽰した凸型に弯曲した⽣体ボ
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リュームデータの⾻細胞突起の直径の中央値は 73.8 nm，最⼤値は 104.0 nm（図 5 
A），⾻細管間隙の間の中央値は 40.0 nm，最⼤値は 108.8 nm であった（図 5 B）。 

 
 

考察 
 
  今回我々は，直交配置型 FIB-SEM を⽤いることで，⾻細胞突起と⾻細管の三次
元的な形態の観察を 2 nm/voxel の⾼解像度で観察した。得られた連続 SEM 像の領
域抽出に機械学習を応⽤することで，約 3.5 μm の⾻細胞と⾻細管の三次元形態解
析を⾏うことができた。 
 直交配置型 FIB-SEM を⽤いて⾻細胞突起と⾻細管を 2 nm/voxel で観察し，得ら
れた連続 SEM 像を三次元再構築することで，細胞突起の直径は⾮常に細い箇所や太
い箇所などがあり，複雑な形態であることが観察された。これは⾻細胞突起の直径
が約 50〜410 nm と幅があることとも合致する 45)。 
 連続 SEM 像から⾻細胞突起と⾻細管を領域抽出するために，機械学習を応⽤した。
機械学習は連続 SEM 像の⼀部を⽤いて，抽出したい組織の特徴づけ（教師データの
作成）を⼈間が⾏い，そのデータの規則を残りの約 1000 枚の SEM 像に応⽤して領
域抽出を⾏う⼈⼯知能の⼀部である。機械学習を⽤いることで，⾻細胞突起と⾻細
管の領域抽出を教師データに基づいて⾃動的に⾏うことができた。また⼿動抽出で
は，組織抽出を⾏う観察者間の能⼒差や観察者内エラーより結果が左右され，領域
抽出の再現性が低下する可能性がある。我々は，直交配置型 FIB-SEM で得られた連
続 SEM 像の組織抽出に機械学習を応⽤することで，これらの問題を回避することが
出来たと考える 35, 46)。さらに，Dice 係数を⽤いて機械学習の有効性を評価した。そ
の結果，⾻細胞突起と⾻細管の Dice 係数はいずれも約 83 %以上であった。先の報
告で Polan らは CT 所⾒に機械学習(TWS)を応⽤し各臓器を領域抽出した。その結
果 Dice 係数の中央値は約 86 %であった 47)。我々が得た Dice 係数は先の結果に近似
するものであり，⾻細胞突起と⾻細管の領域抽出に機械学習は有効であると考えら
れた。今回 FIB-SEM で得られた約 1000 枚の連続 SEM 像は，⼀度に機械学習を⾏
うためにその解像度を半分の 4 nm/voxel に下げることで連続 SEM 像のデータ容量
を圧縮したのち，機械学習を応⽤した。今後，⼀度の処理枚数を少なく分割するこ
とで，機械学習に適⽤する連続 SEM 像の解像度の低下を回避し，機械学習の精度の
向上が可能であると考える。 
 ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージの観察を⾏うため，機械学習によ
り領域抽出した⾻細胞突起と⾻細管を三次元再構築した。以前，我々の教室では
UHVEM を⽤いて成⼈男性の⼤腿⾻の⾻細胞突起と⾻細管の観察を⾏った 44)。仮想
切⽚の解像度 2.2 nm/voxel で観察した⾻細管の直径約 170 nm の 3.5 倍にあたる 602 
nm の⻑さの⾻細胞突起と⾻細管の三次元的形態観察を⾏った 30)。その結果，⾻細
胞突起と⾻細管の位置関係は確認できたが，三次元的な形態を把握するにはさらな
る観察範囲の拡⼤が必要であった。今回我々は，⾻細胞突起と⾻細管の観察に直交
配置型 FIB-SEM を⽤いることで，観察した⾻細管の直径の約 160 nm の 22 倍にあ
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たる約 3.5μm の⻑さのより⽴体的な⽣体ボリュームイメージの観察を⾏うことがで
きた。その結果，⾻細胞突起表⾯の形態は⽐較的滑らかであるのに対し，⾻細管壁
内⾯の形態は⾮常に複雑であることが分かった。 
 ⾻細胞突起および⾻細管の⽣体ボリュームイメージ解析を⾏うため，ソフトウェ
ア Dragonfly を⽤いて，⾻細胞突起の直径と⾻細管間隙の間の距離を計測した。⾻
細胞突起の直径の最⼤値は 104.0 nm，中央値は 73.8 nm であった。また⾻細管間隙
の間の最⼤値は 108.8 nm，中央値は 40.0 nm であった。今回の計測値は，先に報告
されている⾻細胞突起の直径約 50-410 nm や，⾻細管の直径約 80-710 nm という結
果と⽐較するとやや⼩さい。従来の TEM や SEM を⽤いた⾻細胞突起や⾻細管の観
察は⼆次元的であり，その計測値には観察試料の厚さによる影響を受ける。その⼀
⽅，直交配置型 FIB-SEM を⽤いた観察では，三次元再構築後に形態計測を⾏うため，
形態計測結果への観察切⽚の厚みによる影響を可及的に排除できたことが⼀因とし
て考えられる。また，幼若⾻細胞は⾻⼩腔の細胞を占める割合が⼤きく，⾻細胞に
よっては，わずか数⼗ nm の距離で⽯灰化⾻質と接している。そのため今回観察し
た⾻細胞は幼若⾻細胞であった可能性が考えられる。 
 ⾻細胞がメカニカルストレスを感知するためには⾻細胞突起と⾻細管の存在が重
要であると考えられている。⾻細胞は周囲を硬い⾻基質に取り囲まれた特異な環境
下に存在するため，⽣体下で⾻細胞がメカニカルストレスを感知する現象を確認す
ることは困難である。また，実際の⾻細胞突起や⾻細管の形態は，これまで Cowin
らが⽤いたシンプルなモデルとは違い，⾮常に複雑である 43)。形態の違いは，⾻細
胞がメカニカルストレスを感知する機構に影響を与えると考えられるため，⾻細胞
突起と⾻細管の形態を詳細かつ三次元的に解明することが必要であると考える。今
回我々は，直交配置型 FIB-SEM を⽤いて⾻細胞突起と⾻細管の詳細かつ三次元的な
形態観察を⾏うことができた。よって，今回得られた⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボ
リュームイメージは，⽣体下に近い良好な流体シミュレーションを⾏うことができ
ると考えられた。 

 
 

結論 
 

 直交配置型 FIB-SEM を⽤いることで，⾻細胞性ネットワークの⼀部分である⾻細
胞突起と⾻細管を 2 nm/voxel の解像度で詳細かつ広範囲に形態観察を⾏うことが出
来た。取得した連続 SEM 像の組織抽出に機械学習を応⽤して⾻細胞突起と⾻細管を
⾃動抽出することが可能となった。精度評価の結果，機械学習は連続 SEM 像を⽤い
た⾻細胞突起と⾻細管の領域抽出に有効であることがわかった。機械学習により領
域抽出した⾻細胞突起と⾻細管を三次元再構築することで，約 3.5μm の⾻細胞突起
と⾻細管の⽣体ボリュームを作成することができ，三次元的な形態を観察すること
ができた。 
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図の説明 
 

図 1 直交配置型 FIB-SEM による⾻細胞性ネットワークの観察 
(A)  直交配置型 FIB-SEM で取得した連続 SEM 像を三次元再構築した。 
(B)〜(F)  マウスの⼤腿⾻⾻幹部⽪質⾻側の⾻細胞性ネットワークの観察 
      を⾏なった。⽮印は⾻細胞，⽮頭は⾻細胞突起を⽰している。 
                  左上と右下に２つの⾻細胞を確認できた。 
                  無数の⾻細胞突起を確認できた。スケールバーは 2 μm である。 
 
図 2 ⾻細胞性ネットワークの三次元的形態観察 
(A)  直交配置型 FIB-SEM で取得した SEM 像を三次元再構築した図を⽰す。 
        左から順にそれぞれ Y 軸を中⼼に 0 度，60 度，120 度回転させている。 
        スケールバーは 5 μm である。 
(B)  抽出した⾻細胞と⾻細胞突起をすべて⽰し，(A)に合わせて 
        回転させている。⾻細胞からは無数の⾻細胞突起が伸びており， 
        それらがネットワークを形成している様⼦を観察することができた。 
(C)  図 1 の直交配置型 FIB-SEM で，20 × 20 × 10 μm の領域を 10 nm/voxel で 
        観察した SEM 像を⽰す。スケールバーは 5 μm である。 
(D)  (C)の⽩枠で⽰す 4×4×2μm の領域を直交配置型 FIB-SEM を⽤いて 
   2 nm/voxel の解像度で取得した SEM 像を三次元再構築した図を⽰す。 
(E)  (D)の直交配置型 FIB-SEM で取得した連続 SEM 像から⾻細胞突起のみを 
        ⾃動抽出し三次元再構築した。５つの⾻細胞突起が観察できた。 
(F)  直交配置型 FIB-SEM で，(D)と連続する 4×4×2 μm の領域を 
         2 nm/voxel の解像度で観察した連続 SEM 像を三次元再構築した図を⽰す。 
(G)  (F)の⽩枠に⽰す 2.7×1.2×1.2 μm の選択領域から⾻細胞突起のみを 
   ⾃動抽出し三次元再構築した。凸型の約 3.5 μm の⾻細胞突起を観察できた。 
 
図 3 機械学習の精度評価 
(A)〜(D)  図 2 の(E)の⽮頭が⽰す直線的な形態の⾻細胞突起と⾻細管の  
           SEM 像を⽰す。スケールバーは 5 μm である。 
(E)〜(H)  図 2 の(G)に⽰す凸型に弯曲した細胞突起と⾻細管の SEM 像を⽰す。 
          スケールバーは 1 μm である。 
(A)(E)  SEM 像から⾻細胞突起を⼿動抽出した。 
(B)(F)  SEM 像から⾻細胞突起を機械学習により抽出した。 
(C)(G)  SEM 像から⾻細管を⼿動抽出した。 
(D)(H)  SEM 像から⾻細管を機械学習により抽出した。 
 (I)  図 2 の(E)の⽮頭で⽰す⾻細胞突起の Dice 係数のヒストグラムを⽰す。 
        中央値は 88.9%であった。 
(F)  図 2 の(E)の⾻細管の Dice 係数のヒストグラムを⽰す。 
  中央値は 86.5%であった。 
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(K)  図 2 の(G)に⽰す⾻細胞突起の Dice 係数のヒストグラムを⽰す。 
        中央値は 82.7%であった。 
(L)  図 2 の(G)の⾻細管の Dice 係数のヒストグラムを⽰す。 
        中央値は 82.8%であった。 
 
図 4 ⾻細胞突起と⾻細管の⽣体ボリュームイメージの観察 
(A)〜(C)  図 2 の(F)の⽩枠に⽰す 2.7×1.2×1.2 μm の領域の連続 SEM 像を 
     三次元再構築した図を⽰す。 
     左から順にそれぞれ Y 軸を中⼼に 0 度，60 度，120 度 
                   回転させている。 
(D)〜(F)  直交配置型 FIB-SEM で取得した SEM 像を，機械学習を⽤いて 
     ⾻細胞突起と⾻細管を領域抽出し三次元再構築した。 
     (A)〜(C)に合わせて Y 軸を中⼼にそれぞれ 0 度，60 度，120 度 
                    回転させている。⾻細胞突起表⾯の形態は⽐較的滑らかであるのに対し， 
                    ⾻細管壁内⾯の形態は⾮常に複雑であることが分かった。 
 
図 5 ⾻細胞突起と⾻細管間隙の⽣体ボリュームイメージ解析 
(A)(B)  ⾻細胞突起と⾻細管間隙の間それぞれの内接球の直径を⽤いて， 
    ⾻細胞突起の直径と⾻細管間隙の間を計測した。 
(A)  図 4 で⽰した⾻細胞突起の直径の中央値は 73.8 nm， 
  最⼤値は 104.0 nm であった。 
(B)  図 4 で⽰した⾻細管間隙の間の中央値は 40.0 nm， 
  最⼤値は 108.8 nm であった。 
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図 1 ⽥畑 ⾹織 



 19 
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図 3  ⽥畑 ⾹織 
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図 4  ⽥畑 ⾹織 
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