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研究成果の概要（和文）：iPS細胞などの多能性幹細胞は、高度な培養技術を必要としており、現状は熟練者の培養ス
キルに依存している。今後このような幹細胞を広く活用するには「最適な培養法の標準化」が必須であり、そのために
は細胞培養工程全体の数値化法の開発が急務である。本研究では、iPS細胞をモデル細胞として、未分化能との関連が
深いことが知られるiPSコロニー形について、全コロニー・全履歴の形態情報の変化を数値化・可視化する手法「Total
 Culture Fingerprint法」を開発した。これによって培養工程の各種ストレスと、これに関わる幹細胞の品質低下とコ
ロニー形態の変化について定量的なモデル化が可能なことを示した。

研究成果の概要（英文）：Pluripotent stem cells, such as iPS cells, require highly trained culture skills, 
therefore the present cell culture production process greatly rely on experts' skills and experiences. To 
widely distribute the stem cell technology, the quantitative understanding and standardization is 
essential. In this study, we have developed an image-based profiling method, "Total culture fingerprint", 
to record and monitor the quality changes during their culture. By our method, we have found that the 
stress levels and effects on disturbance of iPS cellular quality can be monitored and modeled by 
real-time analysis of their colony morphologies, which are known to be an indicator of their quality 
change.

研究分野：医療支援工学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、iPS 細胞など万能細胞の応用は、創
薬薬剤評価や革新的臨床治療など実用的応
用が急速に進んでいる。しかしながら、多く
の万能性細胞は、通常のがん細胞や正常細胞
に比べて、培養が極端に難しく、どこの施設
でも研究できる対象では無い。この原因は、
万能細胞の日々の品質を見極める「コロニー
状態の目利き技術」があまりにも職人的で、
数値的に標準化できていなかったことに一
因がある。 
 しかし現存する細胞評価手法の多くは破
壊的であるため、培養方法は「結果論の評価
（＝エンドポイント評価）」でしか評価され
て来なかった。培養経過が「評価できないブ
ラックボックス」であることは、「培養の上
手・下手を生む原因」が未だに特定できてい
ない原因の一つであり、標準化の大きな課題
である。この解決のため、世界では再生医療
研究ハブ期間（英、Peter Andrews）、Stem Cell 
Initiative (Fiona Watt)、 Ontario Stem Cell 
Consorsium（Peter Zansdra）、NIHなどが技術
標準化を進めている。しかし、やはり侵襲的
な評価の「途中過程を連続評価できない」と
いう欠点は致命的で、最終結果を左右する
「途中のミス」「現状を回復する上手いスキ
ル」の原因究明ができないということから細
胞培養工程や手技は科学的に証明・理論化さ
れてきておらず、定量的な理論は極めて少な
い。 
 本研究は、長年の細胞培養工程管理の考え
方を改革し、容器内の全細胞の全培養履歴を
評価できる「Total Culture Fingerprint法」を開
発するものである。これは、申請者・加藤の
iPS コロニーの画像解析技術を応用した「容
器内全ての万能細胞コロニー生育履歴の指
紋化法」の提案であり、培養経過を最初から
最後まで数値化することで、培養標準化と培
養法選択や教育指導を支援するものである。 
 申請者・加藤は、2012～2013 NEDO 「ヒ
ト幹細胞産業応用促進基盤技術開発」におい
て、iPS 細胞の培養中において「未分化 iPS
コロニーを見分ける画像診断技術」を開発し
てきた（特許出願中 2013、論文投稿中）。こ
の研究の中で、加藤は「人間の目利き」とい
う感覚的作業を「定量的システム」にしてき
た（右上図）。また、既存の画像解析やトラ
ッキング技術に「コロニー形態のバイオイン
フォマティクス解析」を導入し、容器内の全
iPS コロニーをトラッキング評価できること
を確認している（右下図・例示）。 
本研究ではこの先行技術を発展させ、これま
で数量的記述・評価が不可能だった iPS細胞
培養工程の全貌を指紋化する技術と、その有
効性の実証研究を行う。 
基盤となる画像解析技術 （1）iPSコロニ
ー認識画像処理法、（2）iPS 細胞の形態情報
プロファイリング技術は先行研究で確立済
のため、本研究は ①経時的に積み上げた

iPS 細胞の「全コロニー全経時のデータ」を
いかに情報処理するか、 ②上記情報解析の
結果で、細胞培養結果は従来法よりどこまで
緻密に評価できるか、を検証する。 
本研究によって開発する画像を用いた

Total Culture Fingerprint 法の有用性は（連続
性）常時観察可能なこと、や様々な定期間隔
の自動スケジュール実行が可能なこと、（記
録性）全コロニーの形情報＝12～25指標の形
態カルテ増殖情報＝トラッキング結果がコ
ンピュータにデータベースとして記録が可
能、（網羅性）容器内の約 90％（メニスカス
領域以外）のコロニーを全て評価可能、に加
えて（培養経過の定量比較能）指紋的プロフ
ァイルが生成される、ことであろう。 
 
２．研究の目的 
 
 iPS 細胞をはじめとした万能性細胞の多く
は、高度な培養技術を要する。このため、こ
れらを医療・産業で広く・安定して利用する
には、「最適な培養法の標準化」が必須であ
る。 
 しかし細胞評価手法の多くは破壊的であ
るため、培養方法は「結果論の評価（＝エン
ドポイント評価）」でしか評価されて来なか
った。培養経過が「評価できないブラックボ
ックス」であることは、「培養の上手・下手
を生む原因」が未だに特定できていない原因
の一つであり、標準化の大きな課題である。 
 本研究は、長年の細胞培養工程管理の考え
方を改革し、容器内の全細胞の全培養履歴を
評価できる「Total Culture Fingerprint法」を開
発するものである。これは、申請者・加藤の
iPS コロニーの画像解析技術を応用した「容
器内全ての万能細胞コロニー生育履歴の指
紋化法」の提案であり、培養経過を最初から
最後まで数値化することで、培養標準化と培
養法選択や教育指導を支援するものである。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、万能細胞培養過程を丸ごと画像的
細胞変化から可視化する技術「Total Culture 
Fingerprint 法」を開発することで、低コスト
かつ迅速でありながら緻密に細胞培養を標
準化可能な革新的融合技術として世界に提
案するものである。 
この研究は「インフォマティクス的開発」と
「実験的開発」の融合研究であるため、 
・項目 1（可視化技術開発）： Total Culture 
Fingerprint法の開発  
・項目 2（実験的実証）    ： Total Culture 
Fingerprint法の有効性検証 
を並行して進める。 
 本研究では、万能細胞として京大 iPS株で
ある 201B7を研究対象として、下記 3つの培
養条件を検証し、本技術が万能細胞培養の標
準化に利用できる可能性を示す。 
・条件 I：  培養手技の差 （細胞塊形成能、



異常コロニー除去能、酵素処理時間） 
・条件 II：  プロトコルの差 （培地交換頻
度、播種後静置時間、播種密度） 
・条件 III： 基礎細胞環境の差 （Feeder細
胞の差、On Feeder/Non-Feeder の差、培地の
差） 
 
４．研究成果 
 

H26年度は、万能細胞培養過程を丸ごと画
像 的 細 胞 変 化 か ら 可 視 化 す る
TotalCultureFingerprint 法を開発するために、
iPS 細胞株 201B7 株を用い、特に（条件 I：
培養手技の差）について複数の条件を検証し
た。具体的にはこれまで経験的には重要だと
されながらも一度も定量評価されたことが
なかった「ピペッティングによる物理的スト
レスの差」「培地交換頻度と量の差」「コロニ
ークリーニングの有無の差」「Rock 阻害剤の
添加の有無」に関して、約 2万枚の位相差顕
微鏡画像（約 96 経時ポイント）の撮影と画
像処理、そして、ここから得られるコロニー
形態情報とその変化のプロファイルを取得
した。さらに、このような僅かな手技やスキ
ルの差で生まれる品質変化を、4 種類の未分
化・分化マーカーで最終的には免疫染色し、
これを定量評価した結果を蓄積した。解析の
結果、わずかな手技の差（3条件ともに）は、
コロニーの形態変化（特にテクスチャ情報の
変化）とその増殖率の変化として現れること
がわかったため、これを同時に表現できる新
規可視化法として、描画のための各種条件の
最適化後、TotaclCultureFingerprint法アルゴリ
ズムとして完成させることに成功した。この
図示法は、細胞の形、増殖率を全て同じ図の
中に変化量として表現することができ、大量
のコロニーの形状評価として様々な条件の
比較が定量的に行える技術となった。この技
術によって、これまでは別々な情報かつ「バ
ルク＝ヘテロ性のわからないひとまとめの
情報」であった iPSコロニーの培養中の変化
を、両方合わせながら評価可能かつ、集団の
中に現れるヘテロ性の評価が可能となった。
また、本解析を通じて iPS細胞株の品質評価
において増殖率という観点が重要かつ有効
であることが示された。培養容器中の全コロ
ニーの全履歴をプロファイリングすること
によって、我々は培養中に生じる大小のコロ
ニーサイズ、培養中のコロニー形成時期など、
様々なファクターが異なるコロニーのほと
んどにおいて、増殖率（倍加率）というパラ
メータは極めて安定している確率が高いこ
とを発見した。培養途中に形成されるコロニ
ーと培養初期に形成されるコロニーは、その
後のパラクラインやオートクラインの効果
から、培養状態や生育は異なっているのでは
ないかと長らく考えられてきていたが、我々
のデータはそれを観察と定量化によって科
学的に検証できたと言える。また、言い換え
れば、これだけ安定している増殖率というパ

ラメータにおいて、それが変異するコロニー
の多くは統計的に希少であるため、品質とし
て逸脱している確率は高く、履歴を全て解析
することによってそのようなパラメータの
変化が形態（コロニー形状）とも強く相関し
ていることが示された。即ち形態パラメータ
と増殖パラメータは共に影響しあっている
パラメータでもあるため、本開発方である
TotalCultureFingerprint 法を用いてこそ、細胞
集団の中の品質変化をデリケートに表現・評
価できる可能性が高いことが示唆されたと
言える。 

H27年度（最終年度）では、昨年度に確率
した TotalCultureFingerprint法を用い、いくつ
かの条件を絞り混む必要があったが、培養技
術の最適化に必要な実験項目や、可視化技術
の科学的意味の解明について検証を行った。
具体的には、条件 I（培養手技の差）として
細胞塊の砕き方と異常コロニー除去能につ
いて、条件 II（プロトコルの差）として播種
密度の差について、条件 III（基礎培養環境の
差）として On Feeder/Non-Feederの差、およ
び、コーティング剤（ビトロネクチン・
iMatrix）の影響について、201B7株における
応答性およびリアルタイムの培養プロファ
イルの差を定量的に比較し、Fingerprint 法の
汎用的な有効性について確認すると共に、研
究ゴールでもあった指紋化の有効性につい
て、生物学的な情報との相関性を検証した。
結果として、各種生成コロニーの収量を比較
した結果、iPS 細胞コロニーの収率は「初期
接着数」を左右する条件（砕き過ぎ、播種密
度、コーティング剤の違い）が最も大きく収
率に影響すること、培養 5～7 日目後の収量
の増減が播種後 1日目で既に決定しているこ
とを明かとした。また、各コロニーの OCT3/4
の陽性率を数値化し、各種培養条件を定量的
に比較した結果、抗酸化ストレスが活性化す
るようなストレス（物理ストレスや培地への
乳酸の蓄積）が培養プロファイルを大きく乱
すことがわかった。また、条件 I については
異常コロニーの除去を意図的に減らした条
件と増やした条件を、遺伝子発現および代謝
産物の変化から比較したところ、形態の異常
なコロニーの増加は、コロニーの遺伝子発現
パターンと大きく連動しており、コロニーの
エネルギー生産がミトコンドリア非依存的
なものに変化することと相関していること
が明かとなり、構築した可視化方法の感度お
よび細胞品質との連動性を確認することが
できた。我々の解析は、通常のｉPSや ES細
胞の研究で評価されているような「分化前・
分化後」というような明らかに異なる生体条
件を比較するのではなく、「分化前を維持し
ている１つの条件であるはずの状態」の中に
おいて、自然発生的に生じる生体の揺らぎ・
バラツキの現象である。このバラツキの現象
を引き起こす主たる原因の解明にはまだ至
っ て い な い が 、 我 々 の 開 発 し た
TotaclCultureFingerprint法は、コロニー形態情



報の定量的なデータと、遺伝子発現データお
よび代謝プロファイリングデータとを連動
させることで、この「わずかな状態のほころ
び」という品質変化のメカニズムとして、ス
トレスというトリガーが細胞の応答性の方
向性をわずかに変化させ、それがドミノ式に
積み重なって脱未分化が誘導され、それが
ECM 賛成やストレス対応の遺伝子発現の恒
常状態を乱すことによって形態が変化して
いる結果である可能性を初めてポイントア
ウトすることができたと言える。この様な評
価方法は、今回のように生物現象との密接な
相関解析によって現象の解明を行うための
ツールや測定機器として機能するだけでな
く、今後は細胞培養そのものをバリデーショ
ンするようなツールとして利用が広がるこ
とが期待される。 
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