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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、新たな品質管理システムを開発することである。初

めに、最新の細胞画像解析技術を用いて分化誘導中の細胞画像から増殖曲線、細胞面積、外部

刺激に対する細胞面積変化、回転運動等の細胞特徴量とその経時的変化を記録した。これらの

評価を生化学的、分子生物学的機能的評価の結果と対比させることで、培養細胞の分化度や機

能異常を検知する細胞診断の基準を決定し、細胞診断ソフトウエアを開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to test the feasibility of 

morphology-based prediction system of osteogenic differentiation. First, cell morphology 

was continuously recorded and analyzed with a latest computed system. These data were 

compared with the results from biochemical assays and potential indices to predict cell 

differentiation status and functional abnormality were selected. A software was developed 

using those indices.  
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１． 研究開始当初の背景 

再生医療は基礎研究から実用化を視野
に置く段階になっており，細胞を用いた
治療に問題が発生した場合には，これま
で以上の大きな影響を与えることが懸
念されるため、治療用細胞の品質管理は，
まさに待つことのできない課題である．
中でも目的とする細胞であることの確
認やがん化の検出に関する品質管理技
術が重要であるが、その基盤となる技術
や理論的根拠は確立されていない。これ
まではサンプリングにより抽出細胞を
用いた破壊的検査を行い、遺伝子発現、
蛋白発現による品質管理が行われてき

た。さらに厳密な検討のためには移植実
験などによる確認が必要であった。しか
しながら、これらの検査には時間が必要
であり、また検査費用も高額とならざる
を得ない。従来熟練した研究者は、細胞
の形態や増殖傾向等の挙動から異常を
検知していた。細胞の種類による形態的
特徴や、分化誘導による形態変化は経験
的には知られているものの、客観的評価
が可能な数値的目標とはなっていなか
った。われわれは、医工連携により開発
された最新の画像解析技術を用いて、画
像の数値化と多変量解析により細胞増
殖能を予測するプログラムの開発を行
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ってきた（加藤他、2008）。さらに、予
備実験の結果からは、細胞の分化誘導に
よる形態変化は、画像中の細胞特徴量に
より定量的に評価可能である可能性が
示唆されている。これらの経験から、細
胞の画像から複数の指標を解析するこ
とにより、細胞の種類や分化度など培養
細胞の品質管理に必要とされる非侵襲
的細胞診断技術の開発が可能と考えた。
また、われわれの研究室では骨再生の臨
床研究を行っており（H16 より）、本研
究の成果を活用することが可能である。 

 

２． 研究の目的 

再生医療の実用化には、治療効果のみで
なく目的とする細胞が培養されたかど
うか、あるいは治療効果を持つ細胞へと
分化させたことの確認など細胞の品質
管理が重要となる。しかしながら、品質
管理を中心とした実用化支援技術の開
発は遅れている．培養細胞の品質管理に
は、通常サンプリングによる破壊的検査
が行われるが、本来は移植される細胞に
対する非侵襲的な評価方法の開発が望
まれる。これまでの研究から、細胞の形
態は種類によって異なり、また分化誘導
によって変化することが示唆されてい
る。熟練者は経験的に細胞の形態から状
態を判断しているが、明確な数値基準な
どは示されていない。本研究の目的は、
細胞の画像と最新の画像解析技術を応
用することにより、細胞の種類や分化度
を評価する新たな品質管理システムを
開発することである。 

 

３． 研究の方法 

本申請では、骨再生に用いられる骨髄間
質細胞（BMSCs）を対象として、細胞
の骨分化の程度や骨再生能を細胞画像
から予測する解析するモデルを構築す
る。はじめにボランティアの BMSCsを
画像撮影装置を内蔵した細胞培養装置
にて培養し、分化誘導因子を添加した群、
および非添加群に分け、それぞれの細胞
の連続画像撮影を行った。次に、それぞ
れの細胞の骨分化の指標としてアルカ
リフォスファターゼ（ALP）活性とカル
シウム沈着量、移植後の骨形成量を解析
した。これら従来から用いられてきた骨
分化の指標や実際の骨形成の程度と画
像解析データとをバイオインフォマテ
ィクスの手法を用いて解析し、それぞれ
の指標を事前に画像データから予測す
るための統計学的モデルを構築した。さ
らに、このモデルを実際に骨再生の臨床
研究にて用いる細胞へと適応すること
で、細胞の品質管理システムへの応用の

可能性についても検討した。 

（１）BMSCs の分化誘導過程における
画像データの取得と骨分化マーカーの
解析 

ボランティア（３名）より採取した骨髄
液を用いて、BMSCs の培養を行った。
ヒト BMSCsの画像解析については、既
に東京大学医科学研究所倫理審査委員
会の承認ずみである（21-66-0304）。継
代後の細胞を 150mlフラスコへ播種し、
細胞を培養しながら連続して画像を撮
影することのできる装置（BioStation 

CT,ニコンインスティック）にセットし、
連続撮影を行う。 

次にそれぞれの細胞について骨分化の
指標である ALP 活性、カルシウムの沈
着量を測定した。 

 

（２）画像データの解析と統計学的解析 

分化誘導中の画像と骨分化マーカーや
移植後の骨形成能との相関を統計学的
に解析にした。 

具体的な手順は以下の通りである。 

① 写真画像の二値化とノイズ除去 

② ソ フ ト ウ エ ア （ Metamorph, 

Molecular Device）による細胞特徴量の
解析 

細胞面積、長軸長、短軸長、楕円形度等
120項目を解析に用いた。 

③変動係数による有効変数の絞り込み 

細胞間によるばらつきを考慮して、変動
係数が 30 以下の有効な変数に絞り込ん
だ。  

④細胞特徴量を用いた多変量解析 

③にて絞り込んだ各項目を経時的に解
析し、分化誘導群に特徴的に表れる変化
量を選択した。次に、選択された変化量
と細胞機能としての ALP 活性、カルシ
ウム沈着量、in vivo骨形成量との相関を
Multiple Regression Analysis(MRA), 

Classification and Regression Trees 

(CART)を用いて解析し、これらの指標
の予測に最適なモデルを構築した。 

（３）画像解析情報による新規細胞の機
能予測 

平成 23 年度の研究により作成された細
胞画像によるBMSCsの分化予測プログ
ラムを用いて、未知の細胞の機能予測が
可能かどうかを検証した。具体的にはボ
ランティア（3名）から骨髄穿刺を行い、
われわれの開発した培養プロトコル
（Agata et al., Tissue Engi. 2010）に従
って BMSCsの培養を行った。１継代の
細胞を用いて分化誘導時の画像撮影と
解析を行い、ソフトウエア上での予測
ALP値、カルシウム沈着量、および移植
後の in vivo 骨形成能の予測の正確性に



 

 

ついて検討を行った。 

（４）細胞の画像解析による BMSCsの
品質管理プログラムの作成 

画像解析による細胞の分化予測プログ
ラムは、広くは再生医療に用いる細胞の
品質管理プログラムの一部と考えるこ
とができる。平成 24 年度には、分化予
測プログラムを応用して、細胞の品質管
理に必要とされる情報（目的とする細胞
が培養されているかどうか―細胞の同
一性の検討、細胞の規格化に関する検討
―骨形成能を持つ細胞へと分化してい
るかどうか）が検出可能かどうか検討し
た。 

 
４． 研究成果 

初めに、最新の細胞画像解析技術を用い
て分化誘導中の細胞画像から増殖曲線、
細胞面積、外部刺激に対する細胞面積変
化、回転運動等の細胞特徴量とその経時
的変化を記録した。これらの評価を生化
学的、分子生物学的機能的評価の結果と
対比させることで、培養細胞の分化度や
機能異常を検知する細胞診断の基準を
決定し、細胞診断ソフトウエアを開発し
た。次に、この非侵襲的細胞診断技術を
用いて、実際の臨床研究における品質管
理に用いて、その有用性を検証した。骨
分化は複雑な現象であり、当初限られた
パラメーターのみで正確な予測は困難
であった。しかしながら、 ridge 
regression model を用いることにより、
未知サンプルのＡＬＰ活性を、画像情報
のみから２０％未満の誤差で予測でき
ることが示された。本研究により、実際
の臨床においても細胞画像のみから骨
分化度を推測することは可能と考えら
れた。本研究の成果は論文として公表し
た（文献１．Matsuoka et al., Pros One 
in press）。 
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