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再生医療の 実用化の ため に は 、現 在CPC に て 手作業で 行われて い る 細胞培

養 を、安全性を 担保 しな が ら、よ り効率的に行 う必要 が あ り、自動 化 技術

が必 須で ある 。そ の場 合、1 患者分の 細胞培 養を低価格 の 自動培 養装 置で

行 う考え 方 と、少 し価格 が 高 くな っ て も、多患者 の細胞 をtt−8 で きる よ う

に す る考え 方が あ る．　 現在、各社で 自動培養装置の 開発が 行わ れ て い る 。
（
一

部は 販 売 開 始）公 開清報か ら各社 の 装置開発 をサ ーベ イ し、その 考 え方
の相違 を 明 ら か に する．
　細胞 培 養 で 時間 的 に支 配的な の はイ ン キ ュベ ータ 内 で の 培養で あ るの

で 、イ ン キ ュ ベ ータ は患者毎 に 個別 に 持ち、培地 交換や 継 代 は 共通の 自動
化装置 で行 う こ と で、装置の 経済性が確保 され る と考 えて い る 。多患者細
胞 を扱 う上 で の心 配は 交差汚染で ある。t 患者の 細胞 を扱 っ た 後、その 場
所 を滅菌す る こ とで 、交差汚染に 対す る安全性が 担 保で き る，ま た 、自動
化 には 人 の 判断の 自動化 も必要であ る．産業用 の 視覚装置で培った 視覚処
理 技術 を応 用 し、人の 判断 の 自動化 を行 う。こ の よ う な考 え方 に もとづ き、
当 社 が 科学技術振興機構の 委託開発制度で 開発を 行 っ て い る概要 を報告 す
る 。

再 生医療 など移植用 の培 養プ ロ セ ス に お ける細胞 の品質評価お よび晶質モ
ニ タ リン グはこ れ らの 医 療の 実用化 に必 須 と考えられ る。特に 自家細胞 を

用 い た培養 プ ロ セ スで は 、非侵襲的、非破壊的かつ 短時間で 行え る細胞の

質 的評価法が 必 要 であ る が、現時点で は確立 された方法は ほ とん ど 見 られ

な い 。また、幹細胞 を用 い る培養プ ロ セ ス に おい て 質的評価項 目の 中で も
特 に重要と考え られ る細胞の分化は、一般に細胞形態の 変化を 伴 う場合が

多 い と考えられ る．そ こ で、我 々 は、医療用の 培養プ ロ セ ス の うち 大部分
を 占め る 2次 元培養 （平面培養）におい て 細胞形態 の 変化か ら分化度を診
断す る手法の 確立 を日指 し、従来型の 位相差顕微鏡か ら得られ る 平面的細
胞形態画像データ を利用 した細胞分化度の 診断、お よ びよ り精度の 高い 診
断 を目指 した 接着勤物細胞の 立体形状 測定 の 検討を試み て い る の で紹 介す
る 。　 （1）細胞形態平面画像 デ

ー
タを利用 した細胞分化度の 診断

　分化誘導因子 と して TGF 一βS、デキサ メ タゾン 、IGF を添加 しtt　10％ FCS

DMEM 培地 を用 い て、ヒ ト骨髄 問葉 系幹細胞 （MSCs ）か ら軟骨細胞 へ の

分化培 養を行 っ た。培養 中、位相差顕微鏡 に て観察す る と と もに、リアル

タ イム R1・PGR に よ リア グ リカ ン mRNA の発現率（％）を定量 し、分化度の 指

標 と した。その 結果、分化誘導 因子無添加 の 培養で は発現率は非常 に低 く

細胞形態 も繊維芽状の まま で ほ と ん ど変化 しなか っ たが 、分 化誘導因 子 存

在 ドでは経時的 に 発現率が 増大 し、細胞形態 も多角形様の もの が 多 くな っ

た。顕微鏡画像 を もとに種々 検討 した結果、細胞 1個 の 面 積 お よび 長径／
短律比 によ り特徴づ けられ る特定の 形態の 細胞が 全細胞に 占め る割 合 とア

グ リカン発現率 との 間 に相関が 認め られた。したが っ て 、顕 微 鏡 観 察画 像
を用い た細胞形態の 解析に よ り軟骨細胞 へ の 分化度を非侵襲 的 非破 壊 的に

診 断できる 可能性が 示 さ れ た。さ らに、フ ェ ム ト秒 レ
ー

ザ
ー

を 利 用 した 、
羊
一

接着細胞単位で の 細胞形態とア グ リカ ン 遺伝子発現 との 対 応調 査 も検
討 してい る。
　（2）新規 な顕微鏡 を用 い た接着動物細胞の 立体形状測定法 の 開 発

最近開発 された位相 シ フ トレーザー顕微鏡 （PLM 、エ フ ケ
ー

光 学 研究所〉
で は 、観察対象物 を透過 す る レ

ーザー
光が 対 象物 の厚み と屈 折 率 に よ り生

じる 位相差を定景的 に観 察で き る ことか ら、PLM を使用 した 非破壌的 非侵
襲 的な動物 細胞 の立体形状 測定法 を検討 し たu すなわ ち、浸透圧 を調 節 し

た培地 （SOO　，4DO　rnOsnv
’
L）を用い て 、　CI10 細胞 1−15500株 を S7℃、5緜

CO2 雰 囲気 ドで4日間静置接着培養 した v　 PLM に よ り培養器 視野 内の 位 相
差 分布 を測定 した後、種 々 の 濃度の BSA 溶液 （生理的 浸 透 圧 ） を培養液の

代わ りに加 える こ とに よ 0細胞の 屈折率 を求 め、この 屈 折 率 データ を用い

て細胞 の位相差分 布を細垉 の 厚み 分布に 換算 した 。その 結 果 、浸 透圧 3eo

mOsnL ’Lで 培養 した細胞の 厚み （最大部分）は400　mOsrn ！I．で培 養 した 細
胞 よりも大 きか o た。こ れ は 原于聞力顕 微鏡 （AFM ）に よ る測 定 報告 （グ
ル タル アル デヒ ド固定細胞使用〕 と同 じ傾向で あ り、両 測 定 法 に よ る 厚 み

絶対値 もほぼ等 しか っ た。また 、PLM に よ る 観察は数分 以 内に終 了 で き る

が、未固定の 接着細胞 を PLM ドに放置 し レ
ー

ザ
ー

を照射 し続 けた と こ ろ、
調べ た範囲内 （O〜10分） で は細胞の 形状 に 変化 は認 め られ な か っ た c
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