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細胞画像イン フ ォ マ テ ィ クス に よる細胞品質評価法

加藤　竜司 ＊ ・ 本多　裕之

　「細胞 の品質」は，長 らく多 くの研究者に と っ て触れて

は い けない 不可侵領域で あっ た と言え る．昨日 の細胞と，

今 日の 細胞 は ど れ ほ ど違 う の か ？　今回購入 した 細胞

は，前回購入 した細胞と同じなの か ？　 こ の答えを本気

で探そうとする と誰もがうんざりし，研究は
一・

歩も進ま

な くな っ て し ま う，しか し，20世紀初頭か ら続 く 「感覚

的に 品質が維持される細胞培養」 の まま で い い のだろ う

か ？　 こ の ような 「感覚」 を 「工 業的実学」 として 技術

的 に 昇華させ る こ と こ そ，生物工 学の得意な こ と で はな

い のだろうか ？　筆者らは こ こ に，次世代の 細胞計測
・

評価技術 の 必要性を感じる もの で ある，

細胞品質管理 へ の ニ
ーズの 高ま り

　細胞とい う不安定な対象に対する品質管理の ニ ーズ

は，細胞 を用 い た 産業の 発展 とともに急増 しつ つ あ る．

　細胞の品質管理が特に強 く求め られ る分野に再生医療

がある．再生医療は患者の 自己細胞を生体外で人工 的に

培 養し，疾患の 修復 ・治療に 用 い る歴 史的 に も新し い 医

療技術である．近年では，世界的に も多 くの 先端医療機

関に お い て 治療用細胞を調製する施設が整備され，再生

医療は多 くの患者に提供され姶めて い る．

　再生医療は，医療として さまざまな安全性基準を満た

さなくて はならない ．こ の よ うな 「安全性を担保する技

術が なければど ん な最新医療で あ っ て も治療に 使えな

い 」 とい う現実が医学系研究者に 浸透 した こ とによ り，

い ままで の細胞培養が い か に適当だ っ た の か，とい うこ

とが 強く認識され つ つ あ る，現在国内で は，従来の 医薬

晶 （化合物な ど）とは安定性 が大きく異な る 「細胞か ら

成る医薬品」 を い か に安全に生産管理で きる か，とい う

指針が産官学が
一一丸とな っ て作 られ つ つ あ る．すなわち，

今や 「不安定な細胞で あっ て も品質評価が で きなけれ ば

い けな い 」 とい う時代である と言え る，しか し，未だ経

験に 基づ く細胞培養技術に支え ら れ た 再生医療分野 で

は，まだ産業化の 成功例がなく，細胞品質の計測 ・評価

技術には大きな期待が寄せ られて い る，

　筆者らは，こ の よ うな細胞 を扱う産業化技術 の 一
つ と

して，培養中の 細胞画像を用 い たイン フ ォ マ テ ィ クス 解

析 （多変量 ・統計解析） の有用性を提唱して い る．

細胞画像情報を用い た細胞品質評価の 試み

　細胞 の品質を非破壊的に推察する ための情報 として，

培 養中の 細胞 の 形 が重要であることは経験的に よ く知ら

れて お り，細胞培養の予順書や教科書にも多 くの記載が

見られる．この ため，経験的に用 い られてきた細胞 の 形

の情報か ら細胞品質が推定 で きれ ば 従来必要 とされ る

細胞評価の た めの 高 コ ス 1・で手間の かか る 生化学的な

ア ッ セ イを大幅に軽減できる可能性がある．

　学術的に は，核の形 と癌転移の 関連，細胞形 と神経細

胞分化度の 関連，角化細胞の増殖度 と形態の数式化な ど，

細胞形態 と細胞括性 との 関連性の解析は複数報告されて

い る．高木 ら は，細胞の多角形度 とい うパ ラ メ ータ や，

位相差シ フ トレーザー顕微鏡などの非侵襲計測技術で測

定さ れた細胞の厚み の情報が，間葉系幹細胞の骨分化の

度合い との 関係が あ る こ とを先駆的に 明 示 して い る 1）．

紀ノ岡らは，細胞の 二次元
・三 次元 に お ける静的 ・動的

な変数を導入し，画像観察に よ っ て軟骨細胞などさまざ

ま な細胞の品質評価を実証する こ と で，産業応用 の た め

の 自動培養シ ス テ ム へ の道の りを明示 して い る2｝．

　 しか し，これまで の細胞画像で の 吊質評価法の 多くで

は，（a ）正 確な画像処理 の た め染色が必要 とな る こ と，

（b）検証する形態指標の特定が恣意的である こ と，（c）他

群分類を行えて い ない こ と，な どの課題が残 され て い た．

非染色画像の ため の細胞情報処理

　 般 的に，画像処理の ため に染色が必要とされる最大

の 原因は，非染色 の細胞画像 （明視野や位相差）の 画像

処理が非常に難解 であ るこ とに起因する．蛍光な どで染

色した細胞画像は，S〆N 比が高い だけで な く画像内 の教

師値を明確に特定できる．人間は，瞬時に 画像全体を総

合的に評価 した り，想像力を働かせ る こ とによ っ て，非

染色 の画像で あ っ て もどれ が細胞で あ る か を判別 して い

る．しか し，画像処理ア ル ゴ リズ ム で画像中の 細胞を判

別するためには，「この ピクセ ル は細胞で ある 」 「こ の ピ

クセ ル は ノ イズ で あ る1 とい う明確な答え が 必要 とさ れ

る．通常，非染色細胞培養画像は，感覚的に しか画像中

の物体を規定で きな い ため，画像処理だけの専門家では

処理 ア ル ゴ リズ ム を開発する こ とが で きな い ．

　筆者らは，観察画像の撮像品質を機器的に安定化する

こ とで撮影 ノイズを減らし，細胞培養技術者 として さま

ざまな条件 の 画像 を自前 で 準備 ・ 教師データ化し なが ら

処 理 ア ル ゴ リズ ム を構築す るに よ っ て，複数の細胞種

（fibroblast，　kcratinocytc，　cpithelial 　ccll，　smooth 　musde

ccll
，　myoblast ，　mescch γmal 　stcnl 　ccll ，　chondrocyte ，　neu −

ral 　cell，　sar （：oma ，　melanocyte ，　induced　pluriPotenL　ccll，
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図1．開発位 相差画像処理アル ゴ リズム の 有効性

embryonic 　stem 　ccll）1こユ ニ バ ーサ ル に適応で き る画像

処理 ア ル ゴ リ ズム を構築する こ とに成功し て い る （図 1）．

細胞形態解析へ の イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス の導入

　細胞品質に相関する有効か つ 安定な形態指標を発見す

る こ とは．品質評価モ デル の頑強性に直結する．研究者

が恣意的に選んだ形態指標 （例 ：長細さ）が細胞品質 と

相関を 示す こ と は，研究者の感覚が優れ て い れば可能 で

あ り，多くの場合有効で あ る．

　しか し，産業化技術 として の高い 実用性を保証するた

め に は 「他 の指標だ ともっ とい い の で は な い か ？」．「な

ぜ その指標が い い の か ？」 とい う可能性を追求する必要

が あ る．すなわ ち，網羅的か つ 客観的なパ ラメ
ー

タ候補

の探索の 必 要性で あ る．こ れは，遺伝子解析が
「
研究者

の注日する 1〜2遺伝子 で説明しようとする」もの で あ っ

た もの が，「ゲ ノ ム 上 の 全遺伝子 をマ イクロ ア レ イ解析し

なければ現象を理解で きな い
」 と い う 形 に変化 した こ と

と同様で ある．人間が思い つ くだ けで 説明で きる生命現

象は非常に少な い の で あ る．

　こ の よ うな網羅的な探索や，多数の 変量 （パ ラメータ）

の 解釈に は，生物統計や多変量解析 とい うイ ン フ ォ
・
マ

テ ィ クス の 考え方の 導入が 重要 とな っ て くる．

　細胞増殖率予測モ デ ル 　　図 2A は，臨床患者 10人 （29

歳〜72歳）か ら得た初代 ヒ ト線維芽の継時的な位相差顕

微鏡画像 （420 枚）を用い て，14 日後の 細胞増殖率を予

測す る 線形モ デル の 予測精度を示 して い る，筆者らは，

取得した画像中の 全細胞に対して，2．9種類 の 形態指標の

統計量 （平均，標準偏差）とその 継時的変化量 （全 184

項 日）を説明変数 と し て算出 し，目的変数 として 14 日後

に実験的 に カ ウ ン トした細胞増殖率を予測す る multiple

regrcssion 　analysis （MRA ）を行っ た．

　結果，MRA の最適モ デル 構築 に は，（a ）楕円形度の 標
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図2．形態 指標 の 網羅 探索 と組 み合 わせ の効果，（A）細胞増殖率予測 モ デル，（B）混在異種細胞判別モ デル ．
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準偏差の播種 1日目
一

ウ 3 日目の変化量，（b）播種1 日目の

細胞数，（c）播種 3 日目の 内接円の 大きさの標準偏差，と

い う3変数が最適であることがわか っ た．図2A が示 すよ

う に，変数は単独より複数組み合わ せ た方が予測精度が

向上することが明らか とな っ た．すなわち，研究者 が恣

意的に当てた
一

つ の 指標よりも，網羅探索して見 つ ける

「指標の組み 合わせ」の方が品質予測には重要であ る こ と

がわか る．

　混在異種細胞判別モ デ ル 　　図2B は，人工皮膚シート

の晶質管理モ デ ル の
一

例 として，治療用の 角化細胞中に

混入して しま っ た線維芽細胞の割合を，画像情報の みか

ら予測 する異種細胞判別 モ デ ル の 例 を示す．

　筆者らは正常 ヒ b角化細胞に 正常線維芽細胞を数パ ー

セ ン ト混在 させた共培養条件に お い て，BioStation　CT

（ニ コ ン）を用 い て数百枚の 位相差顕微鏡画像を取得 し

た．特に形に変化の現れた培養後開始後 16時問目の 角化

細胞 100％ の 画像 と線維芽細胞 100％の 画像中か ら各々

1800個 （約 30画像ずつ ）の 19種類の形態指標 を説明変

数 として算出し，目的変数 として細胞の種類を分類で き

る か を判別分析にて 検証 した．

　そ の結果 形態指標の ヒ ス トグラムとして描画 する と，

人間が 2 つ の 細胞を見分ける最大の形態特徴 と考えられ

た 「細胞の長さ」だけで は，1つ 1つ の 細胞を明確に分類

する こ とが不可能な こ とがわか っ た （図2B）．これはT 細

胞は増殖前 ・中 ・後などさまざまな状態の ヘ テ ロ な集団

で ある た め，別な種類の細胞で あ っ て も同じ形をして い

る集団が常に存在 して しまうため である．これに対して，

19 指標 を多変量 として 全投入 した判別 式を用 い た モ デ

ル で は，ZScore （各サ ン プル データ の判別式 との距離）

に よっ て 両細胞の ヒ ス トグラム は明確に判別で き，両細

胞に誤認識される分画をノ イズ除去する と，さ らに 明確

に 2群を判別でき る ようになる こ とがわか っ た．すなわ

ち，形態指標を用 い た品質評価で は，複合的なイン フ ォ

マ テ ィ ク ス解析が重要で ある こ とがわかる．

　細胞品質分類モデル 　　図 3 は，人為的に継代を連続

的に繰 り返した初代正常ヒ ト線維芽細胞の継時的位相差

顕微鏡画像を用い て ，各細胞の品質（継代数ごとの ダメ
ー

ジ度合い ）を多群分類した結果を示す．

　細胞の 品質は，多 くの場合 rlつ の 数字で は表せ な い 」

複合的な状態を指すこ とが多い ．つ まりマ ー
カ
ー

として

測定でき る品質もあれば　さまざまなマ ーカ ー変化の複

合点か ら総合的 に しか評価できな い 品質 もあ る．こ の た

め，細胞品質の 定性評価 ＝状態の カテ ゴ リー分類法は，

非常に利用範囲が 広い と考え られ る，

　筆者らは初代ヒ ト正常線維芽細胞 を強制的に連続継代

し，継代 ごとの 継時的画像 （525 枚） の 画像中か ら，15

種類 の 形態指標 の 画像中の統計量 （平均，標準偏差） と

そ の継時的変化量 を説 明変数 として算出し，目的変数と

老化細胞検出

生存率低下

図3．細胞品質の 多群分類GART モ デル

して細胞の継代数 （ダメ
ージ レ ベ ル）を予測する分類 モ

デル CART （classi 五cation 　and 　regression 　trccs ）解析の

有効性を検証した，

　結果，各継代の細胞画像は形態的 な差を持 っ て明確 に

カ テゴリ
ー

分類で き，継代数が近ければ近縁に分類され

る ことがわか っ た．また，各分類 には複数 の 形態指標 を

有効 に組み合 わせ るこ とが重要である こともわか っ た．

同時に測定 した生細胞率 老化細胞数 細胞骨格量，テ

ロ メア活性な どを総合的に評価す る と，継代 7〜8に椙 当

する形態的特徴 を持つ 細胞は研究な どに用い る べ きでは

ない こ とがわか っ た．すなわち，「そろそろ継代数が増え

てきた」 とい う感覚で はな く，各状態を画像だけで 診 断

できる可能性が示唆された．

　細胞 の 品質管理 の た め の計測 ・ 評価技術 の 進歩は，細

胞関連科学の産業化に は必要不可欠である，本研究部会

が よ り多くの生物工 学研究者の 研究推進の 拠 り所 とな る

こ とを祈念した い ．

　こ こで 紹介 した研究は，株式会社ニ コ ン との 共 同研 究 お よび，
NEDO 若手グ ラン ト09C46036a に よ っ て 支援 され た もの で あ る．
また研究 を遂行 した研究室の メ ンバ ー

（山 本若菜，名倉 良英，向

出和 博．小 島健 児　三 輪 明 日香）に 深 く感謝 した い．
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