
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・特任准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

挑戦的研究（萌芽）

2020～2019

深層学習を用いたヒトES,iPS細胞由来心筋細胞の分化、成熟度評価法の開発

Development of the evaluation method for differentiation and maturity of human 
ES, iPS cell-derived cardiomyocytes with deep learning

１０３０６７０６研究者番号：

藤田　淳（FUJITA, Jun）

研究期間：

１９Ｋ２２６２５

年 月 日現在  ３   ６   ５

円     4,900,000

研究成果の概要（和文）：拍動心筋細胞の動画を全自動撮影し、ベクトル解析によって心筋細胞を同定すること
で非心筋細胞との領域を判別する拍動心筋細胞動画撮影システムを開発した。また、セグメンテーションアルゴ
リズムにより拍動する心筋細胞を効率的に評価する画期的な深層学習法の開発を行い、改良することでより正確
な領域判定を可能にした。心筋と非心筋細胞を見分けるのに有効な分類器を機械学習により構築し、加えて学習
器を可視化することで分類根拠を視覚的に示すことに成功した。拍動心筋細胞動画撮影システムにより効率的に
教師データを取得し、学習機によるデータの解析を行った。さらに心筋細胞への分化、成熟過程における重要な
遺伝子を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a video imaging system for beating cardiomyocytes (CMs). 
The system was able to recognize beating CMs by vector analysis. It automatically captured their 
images and accurately identified regions of both CMs and non-CMs. In addition, we developed an 
epoch-making deep learning method that efficiently evaluated beating CMs by a segmentation 
algorithm, which enabled the more precise judgement of cell region. A classifier that was effective 
in distinguishing between CMs and non-CMs was also constructed by machine learning. Moreover, we 
succeeded in presenting the basis of classification by visualizing the learning device. The imaging 
system made it possible to efficiently acquire a large number of teaching data, which was a bottle 
neck in the existing analysis with artificial intelligence, and a large quantity of data was 
analyzed by the developed learning machine. Furthermore, we confirmed important genes in the process
 of differentiation into CMs and maturation of CMs.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多能性幹細胞由来心筋細胞の汎用化と産業化には大量の心筋細胞の品質を効率よく短時間で評価する方法を確立
する必要性がある。本研究によって心筋細胞の状態を位相差顕微鏡で観察した細胞の画像データのみから評価す
ることが可能になった。これまでの研究では、画像解析のみで多能性幹細胞からの分化誘導効率や成熟度を評価
することは極めて困難であり、学術的、社会的意義は非常に大きい。本研究成果は病態解明と創薬開発における
ES/iPS細胞研究のブレークスルーを達成するものであり、効率的な分化誘導法や成熟化法を開発するための強力
なツールとなる。その成果は循環器領域にとどまらず他領域にも役立つ極めて汎用性の高い技術である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 多能性幹細胞(ES 細胞、iPS 細胞)由来の心筋細胞は無限の可能性を秘めているが、この 10 年
間の研究で臨床応用や産業化にむけて多くの問題点が指摘されている。我々は、ヒト iPS 細胞か
ら心筋細胞を大量培養し、代謝的純化法により高純度な心筋細胞を大量に獲得することに成功
した(Cell Metabolism 2016、Stem Cell Reports 2017)。しかし、心筋細胞への分化誘導効率は
一定でなく ES/iPS 細胞の継代数、エピゲノムの状態、培養士の技術や細胞培養環境等様々な影
響を受ける。さらに分化後の心筋細胞は幼若であることが明らかになっている。心筋細胞の分化
および成熟度を評価するには、ゲノムやエピゲノムの変化、電子顕微鏡による構造解析、電気生
理学的解析が必須となっているが、臨床応用と産業化の品質評価法としては現実的な方法では
ない。なぜならいずれも時間と費用がかかり、培養ごとの細胞の品質評価には結びつかないから
である。すなわち、ヒト ES/iPS 細胞由来の心筋細胞を疾患の病態解明や創薬開発に用いるには
既存の解析法に頼らない簡便かつ革新的な品質評価法の確立が必須である。 
 培養中の細胞からサンプルを抽出することなく形態観察のみで品質評価が可能になれば極め
て有用だが、位相差顕微鏡を用いた目視における細胞の判別には限界があった。そこで、人工知
能(AI)による深層学習を用いた細胞評価法が研究されてきたが、細胞培養におけるこれまでの
AI による機械学習では個々の細胞の形態パターンの選別しかできなかった。本研究では AI 技
術を活用したセグメンテーション(領域分割)アルゴリズムを応用して細胞の動態と個々の細胞
の多次元的な情報を用いる。セグメンテーションアルゴリズムには先行研究が存在するが、研究
分担者によるセグメンテーションアルゴリズムは唯一「インスタンスセグメンテーション」を実
装している。分割したそれぞれの領域を個別の領域として認識することが可能であり、物体が密
集した画像から個々の物体を同定(分割)し、人の目では気づけない特徴を画像解析に応用する
ことで先行研究の分割精度を大きく凌駕することに成功している。 
 画像解析データと細胞の遺伝子発現情報、代謝情報等との対比を行い、心筋細胞の分化誘導効
率と成熟度を評価するアルゴリズムを作製することができれば、心筋細胞の品質評価だけでな
く、効率的な心筋細胞の分化誘導法や成熟化法を開発するための強力なツールとなる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は疾患病態解明、創薬に用いるヒト多能性幹細胞由来の心筋細胞の分化誘導の
運命決定プロセスと成熟心筋細胞への成長過程を AI(人工知能)を用いて解析し、位相差顕微鏡
像のみでヒト ES/iPS 細胞由来の心筋細胞の分化誘導効率と成熟化をモニタリングすることが可
能な簡便で信頼性の高い画期的な品質評価法を確立することである。これまでの形態を識別す
るだけの人工知能(AI)による機械学習と異なり、本研究では研究分担者の開発したセグメンテ
ーション(領域分割)アルゴリズムによる解析を行う。ヒト ES/iPS 細胞から心筋細胞への分化方
向に運命付けられた細胞がどのような増殖、形態変化、拍動を示すのかを解析することで心筋細
胞への分化誘導効率を早期に判別することを可能にする。また、同様の手法で心筋細胞の成熟段
階を評価することが可能になる。これまでの研究では、画像解析のみで多能性幹細胞由来心筋細
胞の分化誘導効率や成熟度を評価することは困難であり、本研究成果により個々のロットのゲ
ノムやエピゲノムを解析しなくても培養細胞の位相差顕微鏡画像のみで心筋細胞の分化誘導効
率と成熟度の評価が可能になる。本挑戦的技術の開発は病態解明と創薬開発における ES/iPS 細
胞研究のブレークスルーを達成するものであり、その成果は循環器領域にとどまらず他領域に
も役立つことが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)画像解析アルゴリズムを用いた多能性幹細胞由来心筋細胞の分化誘導効率評価法の開発  
 多能性幹細胞から心筋細胞への分化誘導効率にはばらつき（フローサイトメトリーでの解析
では分化誘導効率は平均的に 30-90％程度）があり、拍動する心筋細胞領域と主に増殖性細胞で
構成される非心筋細胞領域が混在する。二次元平面大量培養法で Wnt シグナルを活性化する
CHIR99021 により中胚葉細胞へと分化誘導し、Wnt シグナル阻害剤の IWR-1 を用いて心筋細胞へ
と終分化させる (Stem Cell Reports 2017)。複数のヒト iPS 細胞株から心筋細胞へと分化誘導
し、様々な分化誘導効率における拍動心筋細胞の動画データを取得する。取得した動画データを
研究分担者の開発した AI によるセグメンテーションアルゴリズムによって解析し、心筋細胞領
域と非心筋細胞領域の正確な評価システムを開発する。位相差顕微鏡を用いて分化細胞の画像
をタイムラプスイメージングにて撮影し、中胚葉細胞、拍動心筋細胞の動態、増殖、拍動に関し
て深層学習を用いた画像解析を行う。また、各分化誘導過程における未分化幹細胞、中胚葉細胞、
心筋細胞の転写遺伝子や代謝産物の発現を解析し拍動効率と照合する。心筋細胞の分化誘導に
重要な遺伝子、代謝物の発現変動と遺伝子制御ネットワークを同定する。さらに心筋細胞への分
化誘導過程における遺伝子、代謝変化と画像解析のデータがどのようにリンクするかを解析し、
位相差顕微鏡の画像から心筋分化誘導効率を推定するアルゴリズムを作製する。 
(2)画像解析アルゴリズムを用いた多能性幹細胞由来心筋細胞の成熟度評価法の開発 
 分化効率評価法によって高効率な分化誘導が確認された心筋細胞を純化精製培地(無グルコー
ス、無グルタミン、乳酸添加培地)を用いた代謝的純化法によって純化精製する(Cell Metabolism 
2016)。この代謝的純化法により純度 95%以上の心筋細胞を確実に獲得することが可能になる。
分化誘導しただけの心筋細胞と異なり純化精製した心筋細胞は未分化幹細胞や増殖性の非心筋



細胞が除去されているために数ヶ月間にわたり長期培養することが可能である。純化心筋細胞
を長期培養し、遺伝子発現解析と代謝解析を行う。純化精製直後、培養数ヶ月後の純化心筋細胞
を位相差顕微鏡のタイムラプスイメージングで撮影する。心筋細胞の拍動、動態および形態を機
械学習によって解析し、心筋細胞の成熟化を推定するアルゴリズムを作製する。 
 
４．研究成果 
 多能性幹細胞から心筋細胞への分化誘導効率
は実験ごとに大きなばらつきがあるため心筋細
胞の誘導効率を非侵襲的に評価する必要性があ
る。複数のヒト iPS 細胞株を用いて多層性スタ
ックプレートを用いた二次元培養法にて心筋細
胞へと分化誘導し研究を行った。心筋細胞と非
心筋細胞の領域を AIに機械学習で判別させるた
めには大量の教師データを取得する必要性があ
る。しかし、AI に学習させるのに必用十分な教
師データを用意するために手作業で画像撮影を
行うには多大な労力を必要とする。これまでの
機械学習による細胞評価システムの開発データ
では大量の画像を手作業で取得する必要性があ
り、多大な時間と労力を必要とすることがボト
ルネックになっていた。とりわけ、心筋細胞の画
像データを解析するには拍動データを取得する
必要性があるため難度が高い。本研究において
も数百枚から 1000 枚以上の教師データが必要に
なると予想されたため、これまでにない画期的
な拍動心筋細胞の動画撮影システムを開発する
必要があった。そこで初年度は、ソニーのモーシ
ョンベクターと片岡製作所の細胞プロセシング
装置を組み合わせて培養皿上で拍動する心筋細
胞領域を全自動で撮影し、拍動方向のベクトル
解析によって心筋細胞を同定することで非心筋
細胞との領域を判別するシステムを開発した。
このシステムにより汎用性の高い位相差顕微鏡
を用いた心筋細胞同定システムが確立され、研
究を飛躍的に促進することが可能になった。こ
の全自動心筋細胞拍動評価システムにより、人
間の肉眼では判別困難な微細な拍動を有する心
筋細胞を大量の画像データの中から確認するこ
とが可能となり、さらにヒト多能性幹細胞から
心筋細胞への分化誘導過程、純化精製後、成熟過
程においてマイクロアレイ、メタボローム解析
を行い、分化誘導と代謝変化に重要な遺伝子を
確認した。 
 また、研究分担者の舟橋は、セグメンテーショ
ンアルゴリズムにより拍動する心筋細胞を効率
的に評価する画期的な深層学習法の開発を行
い、改良することでより正確な領域判定を可能
にした。さらに、細胞分類を行う学習器について
は、まず心筋細胞よりも解析の容易な神経芽細
胞腫 SH-SY5Y を用いて非侵襲的に位相差顕微鏡
画像から SH-SY5Y 細胞の分化・未分化を判別で
きる学習器を構築した。本学習器の精度は、
Accuracy で 0.943、F-measure でも 0.943 とな
り、先行研究との比較においてはいずれの精度
指標においても本学習器の精度が上回った。さ
らに、局所的な特徴を可視化する Guided Back 
Propagation および大局的な特徴を可視化する
Deep Taylor Decomposition を用いて確認したと
ころ、学習器は分化細胞の特徴としてハロー領域と伸長する神経突起が、未分化細胞の特徴とし
て短い神経突起と細胞のエッジをも抽出していたことが確認された（図 １）。初年度は神経芽細



胞腫 SH-SY5Y を対象に学習を行ったが、同様の
技術を心筋細胞にも適用することによって動画
解析システムと組み合わせることで心筋細胞の
分化誘導効率と純化精製効率を評価することが
可能になると考えられた。本法により心筋細胞
と非心筋細胞を見分けるのに有効な分類器を機
械学習により構築し、加えて学習器を可視化す
ることで分類の根拠を視覚的に示すことに成功
した(Appl. Sci. 2019, 9, 5503)  
 2020 年度には、2019 年度に確立した拍動心筋
細胞動画撮影システムを用いて培養皿上で拍動
する心筋細胞の動画を全自動で撮影し、拍動方
向のベクトル解析によって心筋細胞を同定する
ことで非心筋細胞との領域の判別を可能にし
た。本画像システムにより効率的な教師データ
の取得が可能になり、取得した画像から心筋細
胞のセグメンテーションを行う学習器により解
析した。本研究に用いた画像データは、位相差顕
微鏡による画像が拍動の有無によってヒートマ
ップで二値化され、さらには心筋細胞の蛍光免
疫染色により心筋細胞領域が確認されている。
まず最初に位相差顕微鏡と正解画像セット 172
組を訓練、交差検証、テストへと 7:1:2 の割合に
分割し、それぞれ 119 組、17 組、36 組の画像を
用いて解析を行った。深層学習による心筋細胞
領域のセグメンテーション解析において学習器
を用いた心筋細胞の同定率は 22%程度と低いこ
とが確認された(図２)。心筋細胞領域の割合と
セグメンテーション精度の関係を確認したとこ
ろ、偽陰性の過誤(心筋細胞領域の検出漏れ)は
少なく、偽陽性の過誤 (心筋細胞領域の誤検出)
が多いことがあきらかになった(図３）。また、セ
グメンテーション精度と心筋細胞領域の割合の
関係を定性的に確認すると、心筋細胞領域の割
合が高い画像のセグメンテーション精度は約
80%に達したが、心筋細胞領域の割合が低い画像
のセグメンテーションは約 1%と非常に低いこと
が確認された(図４)。この低い精度となった画
像の心筋細胞領域の割合を確認したところ、想
定していた分化誘導効率である 30-90%より遥か
に低いことがわかった。そこで、次に分化誘導効率の異なるヒト iPS 細胞由来心筋細胞の教師デ
ータを効率良くさらに約 600 組獲得し実験を行った。各々の画像データは Flow cytometry によ
る Troponin-T の陽性率、すなわち心筋細胞の含有率のデータと紐付いているため教師データと
して最適化されている。心筋細胞含有率が約 90%と約 30%のデータを用いることによって心筋細
胞領域の検出力を確認した(図５)。位相差顕微鏡画像と正解画像セットの 565 組を前回と同様
に訓練、交差検証、テストへ 7:1:2 の割合に分割し、それぞれ 392 組、56組、117 組の画像デー
タを用いて解析を行った。これにより学習器による心筋細胞の同定率はセグメンテーション精
度を表す Dice 類似度係数で 0.2223 ± 0.2757 から 0.7858 ± 0.2004 へと飛躍的に改善された
(図６)。心筋細胞領域の割合とセグメンテーション精度の関係からは極端に心筋細胞領域が少
ない画像は除外されたデータセットであることが確認された。また、心筋細胞と非心筋細胞領域
の境界は偽陰性の過誤になりやすく、偽陽性の過誤 (心筋細胞領域の誤検出)は細胞領域に多く
見られた（図７）。今回のデータ解析では偽陰性の過誤(心筋細胞領域の検出漏れ)と偽陽性の過
誤(心筋細胞領域の誤検出)が大幅に改善されていることが明らかになった（Recall (偽陰性の無
さ): 0.4160 ± 0.3757 -> 0.8404 ± 0.1456 Precision (偽陽性の無さ): 0.1724 ± 0.23490.-
> 7508 ± 0.2417) (図３、８)。今回の結果より非心筋細胞領域が少ない教師データでは学習器
はより正確に心筋細胞領域の割合を検出できることがあきらかになった(図９)。これらの結果
より、今後 Recall と Precision をあげることにより心筋細胞の検出率をより高めることが可能
であると予想された。  



 
国内外における位置づけとインパクトと今後の展望 
 従来の抗体を用いた免疫染色法やフローサイトメトリー、および遺伝子解析による品質評価
法では多能性幹細胞由来心筋細胞の汎用化と産業化は困難である。それゆえに大量の心筋細胞
の品質を効率よく短時間で評価する必要性があるため、位相差顕微鏡画像を用いた革新的な品
質評価法を構築する必要性がある。本研究で開発した自動画像取得システムにより、深層学習に
必要な大量の教師データを効率よく獲得することが可能になった。本画像解析システムは iPS 細
胞由来の心筋細胞だけでなく、血管内皮細胞や神経細胞等の他細胞の画像を取得するのにも非
常に有用であり、今後の細胞解析に大きく貢献することが可能である。また、本データを用いて
研究分担者の舟橋は、セグメンテーションアルゴリズムにより、拍動する心筋細胞を効率的に評
価する画期的な深層学習法と最新の機械学習アルゴリズム（これまでのセマンティックセグメ
ンテーションによる評価法とは異なり区画化した領域ごとに心筋細胞を定量的に評価できる画
期的な細胞分類を行う学習器 (Appl. Sci. 2019, 9, 5503）を実装することに成功した。さら
に、その際に得た知見、特に学習に強く寄与した画像の特徴を用いて教師データの解析をい 95%
以上の判定評価を目指している。これらの研究成果より、本研究によってもたらされる細胞評価
システムの確立は幹細胞生物学と再生医療、Organ-on-chip の領域に極めて大きなインパクトを
残したと考えられる。さらに、分化誘導、成熟化の各ステージにおける iPS 細胞由来心筋細胞の
分化、成熟、代謝の遺伝子発現を確認しており、深層学習による画像解析データと組み合わせる
ことにより多能性幹細胞から中胚葉細胞、心筋細胞への分化プロセス、幼若心筋細胞から成熟心
筋細胞への成熟度の評価法を完成させることが可能である。 
 本研究成果によって心筋細胞の状態を位相差顕微鏡で観察した細胞の画像データのみから評
価することが可能になった。これまでの研究では、画像解析のみで多能性幹細胞からの分化誘導
効率や成熟度を評価することは極めて困難であり、学術的、社会的意義は非常に大きい。本研究
成果は病態解明と創薬開発における ES/iPS 細胞研究のブレークスルーを達成するものであり、
効率的な分化誘導法や成熟化法を開発するための強力なツールとなる。その成果は循環器領域
にとどまらず他領域にも役立つ極めて汎用性の高い技術である。 
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