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研究成果の概要（和文）：本研究は、再生医療や創薬産業で用いられる未分化細胞の多能性維持状態を維持するために
最適な培地を。迅速かつ効率的に設計する方法の開発であり、培地中の成分の違いによって現れる細胞の形の変化をイ
ンジケータとして用い、「細胞の形を見ただけで培地機能性が評価できる」次世代培地機能性スクリーニング法の確立
とこれを用いた革新的培地開発である。結果、間葉系幹細胞の培養状態の細胞画像を用いて培養環境をプロファイリン
グできること、またそれを利用すると分化の誘導・阻害をするような培地添加因子をスクリーニングできることを確認
し、細胞の品質を評価しながら最適な培地を選択できるような解析システムを構築するに至った。

研究成果の概要（英文）：This research was conducted to develop effective and rapid screening method for de
signing novel cell culture medium for regenerative medicine or medical development. Briefly, we applied th
e cellular morphological bioinformatics analysis method to numerically convert the cellular response to in
dicate the surrounding effects from medium. As a result, we found that clustering-based morphological anal
ysis can categorize the medium effects, also with the combination with cellular activity, and established 
a screening strategy to evaluate the medium additives non-invasively and rapidly. We also found several co
mpounds could stably control the stem cell differentiation through our method.
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１．研究開始当初の背景 
細胞培養は、医薬品・食品・化粧品等の開発

や試験、再生医療、抗体医薬生産、など多方面
において全世界で日常的に行われている。細胞
の中でも、iPS細胞を始めとした万能細胞や幹細
胞などの「未分化細胞」は、創薬開発や安全性
試験において全ての動物実験に代わる検証細
胞として、または細胞医療の可能性を無限に広
げる治療用細胞として、大きく注目を集めてい
る。 

未分化細胞の培養においては、「細胞が増殖
する」だけではなく、「細胞の未分化能が維持さ
れる」ことが必須であるが、未だに有効な培地は
確立しておらず、各研究者は未だに手探りで
1950 年代に開発された培地をわずかに改変す
るにとどまっており、革新的な培地の創出は行わ
れていない。 

細胞培地の開発における最大の問題は、無
限に存在する検討変数（無機・有機成分、原料
のロット、配合比率等）である。筆者はこれまで、
細胞の形態情報をコンピュータ解析することで
「品質を評価する技術」（上図参照：名古屋大
学・ニコン共同出願 10 件）を確立している。この
技術では、画像中の細胞の変化を、長さや太さ
というデータの変化として抽出し、まるで指紋の
ように「品質を比較」できることがわかっている。
筆者は、現在ブレークスルーの少ない細胞培養
工学において、このような細胞形態情報解析技
術を導入することで、細胞の形から培地成分の
有効性をモニタリングしたり、複数種類の培地を
パターン分類できるのではないかと発想し、簡
便かつ超効率的な培地成分検証法として本研
究の開発を立案し、革新的に新しい「未分化能
維持培地」の開発を行うものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、再生医療や創薬産業で用いられ
る未分化細胞の多能性維持状態を維持するた
めに最適な培地を。迅速かつ効率的に設計す
る方法の開発である。 

具体的には、培地中の成分の違いによって現
れる細胞の形の変化をインジケータとして用い、
「細胞の形を見ただけで培地機能性が評価でき
る」次世代培地機能性スクリーニング法の確立と
これを用いた革新的培地開発である。 
 
３．研究の方法 
 本申請では、下記2つの到達課題を設定し、
これらを順次達成することで研究目的を目
指す。 
到達課題 1：培地成分の影響を、培地中の細
胞の画像を用いてパターン分類する技術を
構築する。 
具体的には、細胞：間葉系幹細胞(MSC)を各
種培地で培養した経時的な位相差画像を取
得し、画像中の細胞の形態情報をクラスタリ
ング解析によって分類するアルゴリズムを
開発する。同時に、未分化能と相関する「形」
を実験により数値化し、「目標とする未分化
細胞の形」を既定する。 

 
到達課題２：既存の培地と比較して、未分化
維持能が高い新規培地を設計開発し、有効性
を実証する。 
具体的には、多数の成分調整培地を準備し、
課題 1で決定した「目標とする未分化細胞の
形」に最も近い細胞の形が生じる成分調整培
地をスクリーニングすることで、どんな成分
が効果的かを明らかにする。その後、有効な
成分だけをさらに振った二次スクリーニン
グを行い、各細胞の未分化能を免疫染色と
RT-PCR で定量することで、その有効性を実証
する。 
 
４．研究成果 
H23 年度の研究では、次の３項目を達成した。 
①解析データの準備：研究目標に対して、ヒ
トMSC３ロットを10継代培養（約半年間）し、
全サンプルを３つの分化傾向へと分化させ
るという長期的培養実験をミス無くして実
施し、これに関して役 8000 枚の細胞位相差
顕微鏡画像を取得し、データベースとした。
またさらには培地成分から血清成分を抜い
たもの、脂質成分を変化させたものなどのカ
スタム培地を準備し、これに関しても 1ロッ
トではあるが MSCの培養画像を約 200枚取得
しデータベース化した。②細胞パターン分類
アルゴリズムの開発：C 言語および R 言語を
用いて、上記データに関して K-means クラス
タリング、CART の 2種類の分類方法をプログ
ラム化・比較検討し、両方を用いて解析検証
できるアルゴリズムプラットホームを作っ
た。さらには多次元情報解析方法としての
AutoSOME 解析法のソースコードを元にこれ
を改良し、これらの検証が行えるプラットホ
ームを作った。③標準未分化形態ルールの数
値化：結果、上記開発手法の比較検討により、
MSCの分化程度の変化は約10個の形態分類模
範パターンに整理できることがわかった。さ
らには、MSC の形の違いを細胞比率でプロッ
ト化することによって、低血清状況であって
も品質の良いMSC培養が可能になる条件を絞
り込むことができた。 
H24 年度の研究では次の 2 項目を実施・達成
した。①ロット数の増加による解析モデルの
再現性の確認。平成 23 年度で確立した解析
基礎技術の汎用性・再現性を確認するため、
間葉系幹細胞MSCのロット数をさらに増やし
12 ロットとしてのデータベースの蓄積（約 2
万枚の画像取得）を実施し、さらに培地成分
への反応を数ヶ月の分化培養結果と照らし
合わせて教師値データベースとして整備し
た。さらにこれら 12 ロットにおいてはこれ
まで検討していなかった神経系（外胚葉系）
への分化も検討し、培地成分への反応が細胞
形態をインジケータとして数値化・分類でき
ることを確認した。③再現性を高めるための
新規アルゴリズムの開発。H23 年度で検証し
たK-meansクラスタリングを上記追加ロット
数の画像で検証した結果、アルゴリズムとし



ての汎用性に問題が生じてしまうことが判
明したため、K-means クラスタリングをさら
に改良し、X-means クラスタリングとして新
規アルゴリズムを実装し、その機能性解析を
やりなおした。 
H25 年度の研究では「新規未分化維能維持培
地の実証」を目標としながら次の２つの項目
についての開発を行った。①12 ロットの間葉
系幹細胞に対して、骨、脂肪、神経分化培養
を３継代のストレスに分けて行い、約 36 ロ
ット分の細胞株側の性質を変化させながら、
途中の画像データの取得および分化培養傾
向の画像での比較を行った。画像情報は約 2
万枚の位相差顕微鏡画像で取得し、これを
H23-24 年度で構築してきた新規アルゴリズ
ムを用いて分類を行い、どのような培地と細
胞品質の組合せが、どのような細胞形態をも
たらすかを検証してきた。②３ロットの間葉
系幹細胞に対して6種類の脂肪分化途中に対
する添加因子の検証とその形態画像的な解
析を行った。この結果、いくつかのカスケー
ドの阻害剤において、細胞形態情報からその
影響を事前に評価できるばかりか、分化への
移行を強く阻害できる因子を特定できるこ
とを確認、発見した。当初想定していた単純
な制御因子は6種類の中からは見つからなか
ったが、6 種類が制御するカスケードの調節
が培地成分として有効であることを発見し
たため、培地成分探索として評価すべき項目
が明確に絞り込まれた。さらに申請時の目標
では、分化培養の培地検討は、複数の分化傾
向を検証するものであったが H23-24 年度の
検証結果よりも、培地条件を振りすぎるとア
ルゴリズムの精度が担保されないケースが
あることが確認されてきたため、細胞株のバ
リエーションを増やす実験と有効因子探索
の検証へと実験を分けて行い、どちらも豊富
な画像データと品質バリエーションの組合
せが、画像情報で分類・評価できることを実
証することができ、本研究の大きな目標であ
った培地評価開発に開発した手法が有効で
あること、さらには、いくつかのそのための
カスケードが簡易に絞りこむことができた
ことから、目標としていた開発を行えたと考
えている。 
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