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【目的】iPS 細胞 （人工 多能性幹細胞）は 、体細 胞 か ら作 られ る多能性幹細胞 と

して 近年多 くの 注 目を集め て い る。iPS 細胞の 培養行 程 は、「良い iPS細 胞」の

管理維持 をす るため に、高い 培養 ス キル が必要 と され る。我 々 は、画 像 中 か ら

IPS細胞 コ ロ ニ
ー

を認識す る ア ル ゴ リズ ム と、コ ロ ニ ー
の 形 態 の 数 量 化 解 析技 術

を開発 して い る。再現性が 高 く安定 した 研究成果 を得 る に は 、生 物 学 的 な細 胞

の 品質管理 と共 に 、毎 日の 培養行程 にお い て リ ア ル タ イ ム な モ ニ タ リン グ が 重

要で あ る。現在、iPS 細胞 を自動培養 し よ うとす る試 みが 数多く な され て い る

が、リア ル タ イム モ ニタ リン グ の た めの ソ フ トウ ェ ア の 開発 は ま だ あ ま り進 ん

で い ない 。我 々 は、人の 感覚や手技 を工 業化す る生 物工 学 の 観点か ら 、iPS培 養

の 熟練培養者の 「手技」 と 「判 断」 との 相関性 を解 析 し、その 客観 的な デ ータ

の 解析か ら 手技 の 標準化 を行 う研究 を進 め て い る 。【方法 お よ び結果】iPS 細 胞

（2DIB7 株）を い くつ かの 作為 的な品質劣化培 養条 件下に お い て 経 時的な位相差

画像取得を 行い 、画 像中の iPS コ ロ ニ
ー

を画像処理 に よ って 認識 した 後．形態

特徴量 へ の 数値変換と特徴量 の 多変量解析 を行 うこ とで 、細 胞品質条件 と コ ロ

ニ ー形態が 、ど れ だけ連動する の か を定量評価す る 手法を開発 した 。評価対象

の iPS 細胞品質と し て継代培養に お ける 細胞品質 の 劣化 等を非侵 襲で どの よ う

に 解析 ・
分 析で きる か を検討 した 。

【目的】ヒ ト細胞 は再生 医療 や創薬 開発 に お い て 広 く使用 され て い るが 、そ の培

養は 感覚 的かつ 不安 定で あ り．培 養手技 に よ っ て 品質が変 化 す る こ とが 知 られ

る。再生医療 の実 現や患 者由来細 胞 を用い た 創薬ス ク リーニ ング 等の 実現に は

細胞培 養の 高度な自動化 ・工 業化を行 う技術が 必 要不可 欠 で あ る 。細 胞播 種の

不均
一

さ は細 胞品質に パ ラ ツ キ を与えて しま う他、ハ イ コ ンテ ン トス ク リーニ

ン グ の 結果 に影響 を与える こ とが 知 られ 、培養 自動化 に は最 適 化が 必 要 で ある。
我々 は 細胞培 養の 自動化お よび リア ル タ イム 評価機能の 向上 の た め 、よ り多 く

の細 胞サ ン プル が均等な増殖
・
変化 し、品質 を維持する こ とが で きる よ う細胞

の播 種方法 に つ い て 検討 した。具体的に は 細胞の 粒径や 撹拌速 度 ・方向、培養

容器 の サ イ ズ・形状な どの 細胞播種性能 に関連 した パ ラ メータの 最適 化 を 目指

した 。【方法】培地 中の 細胞 と流体挙動の シ ミ ュ レ
ーシ ョ ン に 粒子法理 論 に基 づ

く流 体 解 析 ソ フ トウ ェア Particle　Worksを導入 し、細 胞形状
・
容器形状 と撹拌パ

ラ メータ との 関 係 性 を解析 したの で こ れ を報告す る。
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【背景】霊長類 ESIiPS 細胞を、腫瘍細胞株等で 使用 され る一般的な緩慢 凍結 法

で 凍結 保存 す る と、解凍後の コ ロ ＝
一
生着率が極端 に低 くなる た め、国内で は 、

簡易ガ ラ ス 化法に よる 凍結保存が広 く用い られ て い る。し か し なが ら、簡 易ガ

ラス 化法は 、（1｝操作に 熟練が 必要 〔2）それ で も低 コ ロ ニ
ー

生着率 （3）液体 窒 素

中で 凍結細胞の 輸送が 必 要 等の 問題点をもつ 。そ こ で 我 々 は、緩慢凍結法 に よ

り霊長類ES／iPS細胞 を保存 し、ドラ イ ア イ ス で も十分 に輸 送可 能な保存 液の 開

発 を試みた。
【方法】開発 品を用い て 霊長類 ES 細胞を緩慢凍結法に よ り凍結 した。コ ン トロ

ー
ル と して、一つ に 既存の ガ ラ ス化 凍結保存液で 簡 易ガ ラス 化 法、もう

一
つ に

10％DMSO ／霊 長類 ESIiPS 細胞用培地 で緩慢凍結法 に より凍結 した 。凍 結サ ン

プ ルは 液体窒 素中で 3 日以 上 保存 し、その 後、各 々 の 最適条件 に よ り解 凍
・
播

種 し、6 日間培 養し、コ ロ ニ ー生着率 ・ア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ ーゼ 活性 を 比 較

した。
【結果お よ び 考察1 開発品は、既存の ガ ラ ス 化 凍結保 存 と比較 し 約 2 倍、10％

DMSO を含む培地 と比 較 し約4倍コ ロ ニ
ー
生 着率 が 高い こ とが 示 され た 。現在 、

ドラ イ ア イ ス を用 い て 、凍結細 胞の 輸送が可能か否か の 検証 を行 っ て い る。本

開発品 は熟練を要する 簡易ガ ラス 化法凍結保存液 と異 な り、緩慢凍結法 に よ り

誰 で も容易 に 霊長類EStiPSを凍結、解凍で きる。さらに、本開発 品は 、異種成

分 を含 まない ゼ ノ フ リ
ー凍結保存液で ある ため 、今後、ヒ トEStiPS細胞 を用い

た再生 医療 に対応で きる と考えて い る。

【目的 】タ ン パ ク質医 薬品生産 に利用 されて い る動物細胞の 生 産 能 力 は低 く、莫
大 な コ ス トを要 す る。その 理 由の

一
つ は、細胞 が無 限増殖能 を 有す る た め に必

要 な細 胞レ ベ ル に到達 した後も増殖が 過剰 に続 き、こ の 過 剰 な増 殖 に と もな う

急 速 な培養環 境 の悪化 が生 産性 を著 しく損 ねて い る 。そ こ で 、必要 な細 胞数ま

で増 殖 で き た時 点で 、それ以上 の 増殖 を抑 制す る こ とで 、有用 物 質の 生産性 を

改 善で きる と期 待 され る。我 々 は高エ ネル ギ
ー

線照射 に よ る変異導入 を利 用 し、
自己増 殖制 御可 能な 工 業用 動物細胞 株の 取得を 目指 した 。
【方法】組 換 え抗 体が 導入 さ れ たチ ャ イニ

ーズハ ム ス ター卵巣細胞 を モ デ ル と

し、コ ロ ニ ー形 成法 を 用 い て 高エ ネル ギ
ー

線に 対する 放射線感受性 を 調 べ 、生

存率か ら照 射線量 を決定 した。次 に、高エ ネル ギ
ー
線 を照射 さ れ た細 胞 に対 し 、

コ ン フ ル エ ン トまで 増殖 させ て か らヒ ドロ キ シ ウ レ ア と 5一フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で

処 理 して 増殖が 持続 して い る細胞 を選択的 に死滅 させ 、増 殖制 御 株の ス ク リ
ー

ニ ン グ を行 っ た 。その 後、得 られ た ク ロ
ー

ン に つ い て 増 殖 能 と組換 え抗体の 生

産能を評価 した。
【結果 と考察】照 射 とそれに 続 くス ク り一ニ ン グ に よ り 6 つ の 株が 樹 立された。
そ の うち ミ ュ

ー
タ ン ト1は細 胞が 高密 度に増殖 した 後 に増 殖が 自発的に 停止 し、

か つ 組み 換 えタ ン パ ク質の 生産能力 を高 く維持 して お り、その 比生産速度 は親

株の 2 倍で あ っ た。こ の 方法で 現行の 生 産株に 変異 を導入 す る こ とで 、生 産性

に優れ た株 を樹立す る こ とがで きると考 えられ る。
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