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研究成果の概要（和文）：本研究では普及したデバイスである通常の顕微鏡画像を元として、画像解析と機械学
習を組み合わせ、細胞集団中の各種細胞タイプ、細胞状態の検出、判別、定量を簡便に、かつ高精度で行う技術
の確立を行ない、１細胞レベルの網羅的遺伝子発現解析と組み合わせることで、「細胞の表現型」を定量的に記
述する技術の確立を行なった。この技術をiPS細胞の形成過程の解析に適用し、ゲノム再プログラム化の初期過
程に関する新規な知見を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a technology for detecting and quantifying 
various cell types and cell states in a cell population by combining image analysis and machine 
learning based on microscope images. Combined with comprehensive gene expression analysis at the 
single-cell level, we have established a technology to quantitatively describe "cellular 
phenotypes”. By applying this technology to the analysis of the iPS cell formation process, we 
succeeded in obtaining novel insights into the early process of genome reprogramming.

研究分野： 発生生物学、ゲノム科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請では、モデル実験として、iPS細胞について述べたが、iPS形成過程の再プログラム化現象を1細胞レベル
で詳細に解析した例は国内外に無く、それ自身非常に科学的価値の高い知見が得られる可能性がある。この技術
を元にした細胞診断システムができれば、iPS細胞にとどまらず、幹細胞およびその分化細胞の診断や、すべて
の細胞リソースの標準化、品質管理に資することとなり、細胞画像取得、画像解析プログラム、データベース構
築・運用、細胞リソース提供などをパッケージ化し、実用化していくことも可能と思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、iPS細胞などの幹細胞を用いて、細胞の発生・分化、疾患発症機構、創薬スクリーニン
グ等に関する開発研究が精力的に行われている。しかし、培養下の細胞集団の状態は均一なもの
ではなく、細胞分化や薬剤投与後の変動を計測する場合、細胞集団中の個々の細胞の変化を時系
列に則して定量的に計測する必要があるが、現状では細胞集団全体のバルク解析あるいは定性
的な解析が殆どである。多くの場合、細胞状態の識別は研究者の「眼」に頼っており、実験の再
現性、精度や細胞リソースの標準化に関して課題が残る。 
一般に培養細胞を研究に用いる場合、「表現型」という語句を使うことは稀であるが、それは暗
黙のうちに培養下の細胞集団を均一かつ静的なものと考え、実際は動的に変化する個々の細胞
の状態に着目して来なかったためとも考えられる。しかし、iPS細胞を含めたヒト多能性幹細胞
の登場以来、幹細胞を用いてin vitroで、ヒト発生・細胞分化の研究や、疾病研究、創薬開発な
どを行うことが可能となり、細胞集団中の個々の細胞状態の変化を簡便かつ定量的に評価する
手法の確立が望まれるようになってきた。しかし、細胞状態を評価するパラメーターや汎用的手
法は未だ確立されていない。古くから生物学者は顕微鏡を用いて、組織や器官の細胞集団中の
個々の細胞を識別して様々な生物情報を取得して来た。しかし、細胞状態の識別は研究者の「眼」
と経験に頼ったもので、再現性や精度に関しては課題が残っており、また定量的な評価はさらに
困難であった。そこで、画像情報を機械の「眼」で解析させれば、名人芸に頼らない、高精度の
評価システムが構築できるのではないか、というのが着想に至った経緯である。 

 
２．研究の目的 
本研究では普及したデバイスである通常の顕微鏡画像を元として、画像解析と機械学習を組み
合わせ、細胞集団中の各種細胞タイプ、細胞状態の検出、判別、定量を簡便に、かつ高精度で行
う技術の確立を行う（図1参照）。これにより、細胞状態の変化（細胞分化、脱分化、薬剤投与
後の細胞変化、etc）を高精度で追跡するシステムを構築する。さらに、１細胞レベルの網羅的
遺伝子発現解析であるシングルセルRNAシーケンス解析（scRNA解析）を組み合わせ「細胞の表現
型」を定量的に記述する技術の確立を行うことを目的とする。この技術をiPS細胞の形成過程の
解析に適用し、ゲノム再プログラム化過程に関する詳細な知見を得ることを目指す。 

 
３．研究の方法 
 
本提案研究では、モデル実験として、CD34 陽性ヒト臍帯血へ山中４因子を導入し、iPS 細胞をつ
くる過程における細胞状態、細胞タイプの変化をタイムラプス撮影で記録する。通常の繊維芽細
胞などを用いた iPS 細胞形成では、再プログラム化の頻度が非常に低く、圧倒的多数のリプログ
ラミングされていない細胞にリプログラミング途上の細胞が埋没するため、その検出、追跡がほ
ぼ不可能である。それに対し、臍帯血を用いた場合、本来、基質に非付着性の血球細胞がリプロ
グラミングされることにより、基質に付着するようになるため、付着細胞に着目することにより、
あらかじめリプログラミングを開始し、iPS 細胞形成へと向かう細胞のみを追跡することが可能
となる。しかし、リプログラミングを開始しても、すべてが iPS 細胞になるわけではなく、最終
的に iPS 細胞になる細胞は付着した細胞の一部でしかなく、付着した時点ではどの細胞が iPS 細
胞になるかは予測できない。そこで、タイムラプス撮影画像を解析することにより、iPS 細胞は
いつ出現するか、その前駆細胞はどのようなものか、あるいは iPS 細胞に成り得ない細胞はどの
ようなものか、それぞれの細胞タイプ、細胞状態を検出、追跡、定量することにより、ヒト iPS
細胞形成過程の詳細を明らかにする。具体的には、図１に示すように、①細胞画像の取得、②集
団中の細胞の分類、③機械学習、④機械学習結果を元にした細胞の分類、⑤細胞の診断を実施す
る（図２はこの手法による細胞分類の実例；５つの細胞クラスの同定とそれぞれの集団中の割合
を決定）。それと並行して、細胞内の遺伝子レベルの変化を scRNA-Seq 解析によって調べ、画像
解析結果の補強、検証を行う。解析精度を上げるために、まず標準的な数種の iPS 細胞株に関し
て一連の解析を行い、ヒト iPS の標準状態を規定しておく。次に実際に臍帯血から iPS 細胞形成
を誘導し、その過程の細胞の解析を行う。iPS 形成過程では、iPS 形成途上の細胞、iPS 形成に
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至らず異なる方向に分化す
る細胞も出現するが、それ
ぞれの形態を類型化する。
同時に、細胞集団の scRNA-
Seq 解析を行い、t-SNE 解析
などによって遺伝子発現プ
ロファイルを元にした細胞
のクラス分けを行い、形態
情報によって分類した細胞
群と対応させることを試み
る。このために、各クラス特
異的に発現する遺伝子群を
抽出し、それらの遺伝子産
物に対する抗体などを用い
て、クラス分けの補強、検証
を行う。これらのデータを
総合することにより、これ
までその殆どが未知である

ヒト iPS 細胞形成の初期過程（細胞のリプログラミング過程）を明らかにする。 
４．研究成果 
 
畳み込みニューラルネットワーク（Convolutional Neural Network: CNN）構造を用いたヒ
ト iPS 細胞形成過程の解析 
 
研究方法の項に記したように、ヒト臍帯血に遺伝子導入を行い、iPS 細胞形成を誘導し、その過
程の時系列画像を取得した。遺伝子導入により形質転換した細胞が基質に接着し、コロニーを形
成し、増殖と形態変化を経て iPS 細胞（Day11、矢印）が出現することがわかる。この実験系を
用いて、誘導後、4日、7日、8日、9日、10日、11日でそれぞれ 24コロニーから合計 144 枚の
画像を取得した。図 2に示すように、CNN 判別器のトレーニング用に、各画像からテンプレート
画像を切り出し、6クラス：Class1 (細胞無し), Class2 (分離した細胞), Class3(集合始め), 
Class4(細胞クラスター), Class5(密なクラスター), Class6(より緊密)、に分類した。これを用

いて複数の条件でトレーニングを行い、最も高精度な
結果を与える方式、テンプレート数を定めた。この解
析条件を用いて、実際に iPS 細胞形成過程の時系列画
像データの解析を行った。図 3 に解析に用いたオリジ
ナル明視野画像と Class4、Class5、Class6 の細胞の検
出結果を示す。オリジナル画像からわかるように、Day4
では少数の細胞が点在し、その一部が相互に接触した
細胞クラスターを形成していた。その後、細胞増殖に
伴いクラスターサイズの増大と細胞間の緊密度が高ま
り、Day11 においては iPS 細胞からなるコロニーが形
成された。また、iPS 細胞コロニーの周囲には、iPS 細
胞とは異なる形態の細胞も存在していた。この画像を
基にして、Class4、Class５，Class６に属する細胞を
判別し、その分布を可視化した（図 3A）。細胞が接触
し、クラスターを形成している場合を Class4 に分類す
るが、Class4 は非常に少数であるが、既に Day4 にお
いて認められ、Day8 においてはクラスター中央の大部
分を占めるようになった。しかし、Day9 では、中央部
の領域は Class5 に分類される細胞に置き換わってい
き、Day10，Day11 では細胞塊の周囲に残存するにとど
まった。Class5、Class6 はその細胞核やコンパクトな
形態から、iPS 細胞と判定できる。Class6 は、Class5
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の iPS 細胞の増殖が進み、さらにコンパクトな状態になったものと思われる。Class5 を示す
probability image は、Day8 でわずかに認められるが、Day9 では、細胞塊の中央部の広い領域
で認められる。その後、Day9、Day10 では Class6 に置き換わっていくことが見て取れる。この
細胞の変遷を定量的に示したのが図 3B である。Class4 を含め、Class5, 6 が iPS 細胞になると
仮定し、３クラスの面積の和とそれぞれのクラスの面積比を求めると、Day9 (0.82, 0.34, 0.2), 
Day10 (0.18, 0.34, 0.2), Day11 (0, 0.32, 0.6) であった。これからわかるように、Class4
領域は時間と供にほぼ直線的に減少し、一方、クラス 6およびクラス 5＋6コロニーの面積比は、
図３Bに示すように時系列（9-11 日目）に沿ってほぼ直線的に増加することが明らかになった。 
 以上のように、本研究で開発した画像処理・機械学習の細胞表現型解析技術によって、ヒト iPS
細胞形成過程に出現する異なる形態を示す細胞の検出と定量、時系列変化の解析が可能となっ

た。この手法を使って、同一バッチのコ
ロニー群を解析してみたところ、iPS 細
胞出現のタイミングは必ずしもすべて
のコロニーで一致するものではなく、今
回示したコロニーではDay9からClass5
が出現したが、より遅いタイミングで出
現する場合や、途中経過は類似している
が、iPS 細胞が形成されない場合もあっ
た。また、図３の例で見られた Class4-
>5->6 の順ではなく、Class4 を経ないで
Class5が出現する例もあった。恐らく、
Class4あるいはそれ以前の細胞形態（状
態）については、今回のテンプレート設
定は単純化しすぎていた可能性がある
こと、また実際に iPS 細胞形成にはいく
つかのルートが存在する可能性も考え
られた。この点については、Class4 以前
の細胞の特徴抽出、細胞判別の高精度化
によって、今後明らかになっていくこと

が期待される。 
 

 
シングルセル RNA-Seq 法を用いたヒト iPS 細胞形成過程の解析 
上記の解析に用いたと同様の方法で、CD34 陽性ヒト臍帯血から iPS 細胞誘導を行い、時系列に
沿って培養ディッシュから細胞を回収し、単一細胞懸濁液を得た後、これをセルソーターによっ
て分離した。それぞれの単一細胞から RNA シーケンス用のライブラリーを SMART-Seq2 法を用い

て作製し、これをイルミナ HiSeq による
配列解析に供した。解析した細胞数は、
Day3(d3)＝96 個、Day4(d4)＝96 個、
Day13(d13)＝96 個、Day17(d17)＝96 個、
iPS 細胞＝96個の計 480 個に加えて、バ
ルクサンプルとして Day20、それを継代
した細胞（P2）を用いた。UMAP 法、およ
び PCA 法によるクラスター解析の結果
を図４に示す。PCA では、d3を起点とし、
iPS 細胞への軌跡（A）と非 iPS 細胞へ
の経路(B)への分岐が認められる（図4A）。
UMAP（図 4B）では、d3 が明確に 2 つの
クラスターに分離していることがわか
り、他のクラスターとの関係から、d3b

に属する細胞は iPS 細胞形成の経路に乗っているが、d3a 細胞は、それ以前に脱落した集団と推
測される。また d3b と d4 も異なる細胞クラスターとして認められ、iPS 形成初期過程で、遺伝
子発現がダイナミックに変化していることが見て取れる。iPS、P2 はすでに樹立された iPS 細胞
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であるので、近接してクラスタリングしていることがわかるが、d13、d17 の一部の細胞が iPS 細
胞に類似した位置にマップされており、これらの細胞が iPS 細胞としての identity を獲得して
いることがわかる。同時に、d13、d17 の細胞の多くは非 iPS 細胞領域(B)にも認められ、このス
テージでは、ディッシュ内の不均一性が高く、iPS 細胞からなるコロニーと、非 iPS 細胞が混在
している状態となっていることがわかる。これは、上記の画像解析結果からも裏付けられる。今
回は、d4 から d13 と間隔が開いているため、再プログラム化過程の全貌を明らかに出来たわけ
ではないが、これまで解析が技術的に困難であるため、殆ど明らかになっていない再プログラム
化の初期過程において、短時間の間に大規模な遺伝子発現変動、そして恐らくそれを促すための
エピゲノム変動が生じていることを示し得た。 
図 5に示すように全細胞を DBSCAN でクラスター分けをすると、d3a と d3b は予想通り Cluster11

と Cluster2 に分けるこ
とが出来るが、d4の細胞
は C1, C7, C9 の３つの
クラスターに細分され、
Day3から Day4にかけて、
転写プログラムの段階的
な変動が生じていること
が確かめられた。これら
のクラスターに特異的な
マーカー遺伝子を既に複
数検出しており、これら
の遺伝子を手がかりに各
クラスターの変遷の実態

解明、再プログラム化初期過程の分子機構が明らかになっていくことが期待される。 
 以上のように、本研究では、ヒト臍帯血を用いた実験系、画像処理・機械学習、さらにシング
ルセル解析を組み合わせたアプローチがヒト iPS 細胞形成過程の解明に非常に有効であること
を示し得た。今後は、画像データ、発現データを有機的に統合し生物学的情報を抽出するための
解析とその検証実験が必要となると考えている。 
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