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研究成果の概要（和文）：　本研究では、再生医学において使用される培養角膜内皮細胞集団と、実際に再生さ
れた角膜内皮組織の顕微鏡画像について、パーシステントホモロジーの手法を用いて細胞配列の局所的な構造秩
序の解析を行った。その結果、高品質な細胞群では数十程度から成る細胞集団が協同的に秩序だった領域を形成
することが示された（山本ら、発表準備中）。
　さらに、再生した角膜内皮組織の術後3年時点における長期予後の評価を行った。その結果高品質細胞率の高
い患者群においては、術後6ヶ月だけでなく術後3年においても細胞配列秩序が高水準で維持されることを明らか
にした。（上野、山本ら(2022)）。

研究成果の概要（英文）：In this research, we shed light on both of the in vitro cultured human 
corneal endothelial cells and the regenerated corneal endothelial tissues in vivo, and proposed a 
novel methodology to quantify the degree of local collective order of cellular arrangement based on 
the persistent homology analysis. We found that the corneal endothelial tissues regenerated with the
 higher proportions of mature cell subpopulation display the local structures composed of tens of 
cells that exhibit high degree of collective order locally (Yamamoto et al, in preparation).  
Moreover, we evaluated the long-term prognosis of regenerated human corneal endothelial tissues by 
the cell injection therapy, and demonstrated that patients treated with higher proportion of mature 
cell subpopulations sustained the higher collective order compared to those with lower proportion of
 mature cell subpopulations (Ueno, ... Yamamoto, et al. (2022)).

研究分野： ソフトマター物理

キーワード： 細胞集団　自発構造秩序　位相的データ解析　医学物理　上皮組織
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究課題では、これまで研究代表者・山本、研究分担者・上野らが取り組んできた「再生医療における細胞
品質と細胞配列構造秩序の関係」の理解を更に深め、細胞集団における局所的な配列秩序と相状態を定量評価す
る方法論を新たに提唱した。実際に高品質細胞群によって再生した角膜内皮組織では、配列秩序のより高い領域
が局所的に形成されていることを明らかにした。更にこれまでの成果に加え、再生組織の長期予後を評価する物
理的バイオマーカーとしても細胞配列秩序が重要な定量指標となることも実証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞は互いに接着して協同的に運動しながら生物の組織を

形作る。各組織では固有の細胞配列構造の実現により機能を
発現し、恒常性によりその秩序が維持される。しかし癌のよ
うな遺伝子変異や外傷などが加わると本来の秩序が乱れ、組
織機能が喪失する。上皮組織のひとつである角膜内皮におい
ても、組織の正常性の指標として細胞密度やサイズ分布、六
角形細胞率などが検証されてきたが、このような細胞の形状
と組織機能との相関は不明であった（総説：McCarey, et al., 
Cornea (2008)など）。一方、研究代表者・山本はこれまでの研
究において研究分担者・上野らと共に、細胞集団の配列秩序
をコロイド物理の手法で解析することで、「培養されたヒト角
膜内皮細胞」の品質と「これを用いてヒト生体内で再生した
角膜内皮組織」の機能が正確に評価できることを示し、高品
質・高機能な細胞集団ほど高い空間秩序を形成することを明
ら か に し て き た  (Yamamoto, et al., Nature Biomedical 
Engineering (2019))（図 1）。このように多細胞集団の配列秩序
は組織の生体機能に重要な意味を持つことが示唆されるが、
この秩序がどのように発生・維持されるのかをソフトマター
物理や非線形物理の観点から定量解析し明らかにするという
研究はこれまでになかった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、『上皮系細胞集団における細胞配列秩序の局所的な構造を定量し、その発

生と維持を細胞スケールの精度で定量的に記述する新たな物理モデルを構築することができる
か』を明らかにするために、多細胞集団がつくる局所的な配列秩序を測定・定量し、そこから集
団全体の相状態と安定性を記述する新たな枠組みを提案することを目的とした。細胞集団の秩
序形成過程において、細胞間の配列の変化および各細胞の形状変化・運動のデータを取得し、局
所的な秩序が維持・喪失するダイナミクスの評価を行った。細胞サイズや張力などを変数とした
従来の物理モデルでは、細胞形状や配列が実験結果を正しく記述できないという課題があった
が、一方ソフトマター物理学においては、系の秩序を記述する重要な概念としてオーダーパラメ
ーターが挙げられる。近年は液晶などのみならず自己駆動型コロイドの集団においても、隣接粒
子同士の位置関係を秩序変数として定義することでその相転移挙動が記述されている。また細
胞集団においても配列秩序が系全体の状態を記述する重要な指標となることを申請者らが示し
てきた。本研究ではこの知見をさらに発展させ、細胞集団の配列秩序時空間パターンを細胞スケ
ールの精度で記述し、細胞集団における局所的な配列秩序と系全体の相状態の関係を解明する
ための新たな物理モデルの創出を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では再生医療の基準で管理された品

質のヒト角膜内皮細胞を用いて、その細胞集
団が作る秩序構造を局所的に特徴付ける方法
を開拓した。細胞集団に含まれる高品質細胞
の割合と細胞配列の空間パターンの関係に着
目し、集団秩序の自発的な形成過程をタイム
ラプス観察し、細胞の形状・運動と局所的な
秩序のダイナミクスを解析した。局所的な細
胞配列秩序に基づく新たなオーダーパラメー
ターと秩序の安定性を記述するために、特に
パーシステントホモロジーによる解析を行っ
た。パーシステントホモロジー（例えば
Edelsbrunner, et al., Discrete & Computational 
Geometry (2002), Hiraoka, et al., PNAS (2016)な
ど）は空間内の点の集合に対する位相幾何学
の手法である。図 2 のように複数の細胞重心
から描かれる円の重なりがつくる“空洞”の生成と消滅からパーシステント図を構成することで、
集団の秩序をマルチスケールに記述することができる。そこで本研究では細胞輪郭を抽出し、各
細胞の重心位置からパーシステントホモロジー解析を行った。パーシステント図を比較するこ
とで、細胞亜集団ごとに特徴的な位相構造を抽出した。これらの特徴的な位相構造を有する細胞
配列を「逆問題」の手法で可視化する(Obayashi, Bulletin of the Japan Society for Industrial and Applied 

図１：ヒト角膜内皮細胞の配列
秩序評価法の開発。培養細胞お
よび再生角膜の両方を統一的
に評価する手法として、細胞重
心の動径分布関数に基づく平
均力ポテンシャルを計算し、細
胞品質が正確に評価できるこ
とを示した。 

図 2：パーシステントホモロジー解析の概要。
a. フィルトレーション法によって細胞重心か
ら半径 r の円を成長させ、複数の円の重なりに
よって“空洞”が生成・消滅するときの半径の組
(rb, rd)を取得する。 b. 点集合 = { } に対
するフィルトレーション法で得られる全ての
(rb, rd)の組をパーシステント図上にプロット
することで、点集合 がもつ位相構造の特性を
可視化し適切な情報の縮約を行う。 



Mathematics (2016))ことで、組織内における局所秩序の分布を表現する手法の確立を試みた。さ
らに、細胞配列秩序の定量化の臨床的意義を更に発展させるため、再生角膜内皮組織の長期予後
を細胞重心の動径分布関数によって評価し、再生角膜内皮組織の安定性との関係を検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究ではまず、角膜内皮組織の再生医学で新規に開発されてきた「細胞注入法」(Kinoshita et 
al., New England Journal of Medicine (2018))において使用される培養角膜内皮細胞集団の顕微鏡画
像と、それらを用いて実際に再生された術後 6 ヶ月時点における角膜内皮組織のスペキュラー
顕微鏡画像について、パーシステントホモロジーによる解析を行った。2 次元細胞形状から各細
胞の重心位置を抽出し、この点集合(point cloud) = { } に対してフィルトレーション法を適
用してパーシステントダイヤグラム{( , )} を作成した。ここでは構造の差異に特に焦点を
当てるため、それぞれの画像において平均細胞サイズによる規格化を行った。細胞品質を反映す
る局所構造を抽出するために、高品質細胞の割合によって全サンプルを 2 群分割し、重みづけ関
数 ( , ) = tan { ( − ) }を用いたパーシステントイメージ 

( , ) = ( , ) ∙ exp −
( − ) + ( − )
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( , ) ∙ exp −

( − ) + ( − )
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において最大の差異が与えられるパラメーターセ
ット( , , )をグリッドサーチ法により探索した。2
群の分離度の評価にはロジスティック回帰を用い、
Leave-One-Out 法を活用した交差検証法により精度
評価を行った。この方法により、高品質細胞率 80％
以上または 80％以下の 2 群に分類した場合、それぞ
れの群に特徴的な局所構造を反映した分布を持つ
再構成パーシステント図を得ることができた（図
3a）。さらに再構成パーシステント図から逆問題を解
くことで各群の特徴を反映する実空間構造を取得
し、スペキュラー顕微鏡画像に対して高品質細胞
群・低品質細胞群それぞれに特徴的な位相構造をマ
ッピングすることに成功した（図 3b）。特筆すべき
事項として、高品質群に特徴的な位相構造（図 3a に
おける 領域 A に対応）では、1 つのリング構造を形
成する細胞数が有意に大きいことが明らかになり、
高品質細胞によって再生した角膜内皮組織では数
十個の細胞が協同的に秩序だったドメインを形成
することが示された。この結果により、これまでに
研究代表者・山本、研究分担者・上野らが見出して
きた「高品質・高機能な細胞集団ほど、コロイド物
理の手法に基づいて解析した配列秩序が高くなる」
という挙動において、配列秩序の特に高い領域が寄
与していることが明らかになった。現在、これらの
成果をもとにした論文発表の準備を行うとともに、
移植前の細胞集団のタイムラプス画像におけるパー
システントホモロジー解析の結果との比較検討を行
っている。 
 さらに、細胞注入療法によって再生した角膜内皮
組織の長期予後を評価するために、術後 3 年時点で
のスペキュラー顕微鏡画像を取得し、細胞重心位置
の動径分布関数から平均力ポテンシャルを計算し
た。その結果高品質細胞率の高い患者群においては、
平均力ポテンシャルのうち隣接細胞間に由来する極
小値の周りの曲率（「バネ定数」） = ′′( )/ の
値が、術後 6 ヶ月だけでなく術後 3 年においても高
い値で維持されることを明らかにした。実際にこの
群では角膜組織の臨床的指標も高水準で維持されて
いることが示され、研究代表者・山本と研究分担者・
上野らはこれらの結果をまとめ国際誌に発表した
（ Ueno et al., American Journal of Ophthalmology 
(2022)）（図 4）。 

図 3：a. 細胞注入療法による再生角膜内
皮のスペキュラー顕微鏡画像を高品質
細胞率に基づいて 2群に分割したときの
高品質群（赤）・低品質群（青）にそれぞ
れ特徴的な構造を示す再構成パーシス
テント図。 b. 再構成パーシステント図
で得られた領域 A~D に所属する点
( , )について、逆解析により得られ
たリング構造の実空間マッピング。 

図 4：a. 細胞注入療法による再生角膜
内皮の術後 6 ヶ月および 3 年のスペキ
ュラー顕微鏡画像。Group 1（上段；高
品質細胞率 80％以下）では 24Wk =
19 × 10 /μm 、 3Yr = 21 × 10 /
μm 、Group 2（下段；高品質細胞率
80 ％以上）では 24Wk = 41 × 10 /
μm 、 3Yr = 53 × 10 /μm  となり、よ
り秩序だった配列構造が長期にわたり
保たれることを示した。 b. バネ定数
K の分布の箱ひげ図。術後 6 ヵ月と 3
年のどちらでも、Group 2（高品質細胞
率 80％以上）の群でバネ定数が有意に
高く保たれることを示した。 
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