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【背景および目的】

　近年の再生医療において疾患または損傷によって生じ
た組織欠損は，自家組織および細胞を用いて修復される。
上皮組織の場合，細胞移植後の治療効果は移植される上
皮細胞内の幹細胞の割合に依存すると言われており，培
養中に幹細胞集団を維持することは重要である。幹細胞
を評価する方法の多くは分子生物学的分析が用いられて
いるが，その方法は侵襲的である。また，経時的に解析
できないため，ある特定の時点での細胞特性を評価して
いるにすぎず，再生医療の治療に使用する細胞の品質評
価には適切ではない。安定して細胞 / 組織ベースの再生
医療製品の提供を行うために，細胞に応じた非侵襲的な
品質管理ツールを作成する必要がある。
　口腔ケラチノサイトに対し，細胞 / コロニーの動きを
非侵襲的，かつ定量的に分析するために，医学生物学領
域で細胞挙動と機能の研究にしばしば利用されている
Optical Flow（OF）とNormalized Cross Correlation（NCC）
という 2 種類のアルゴリズムの適用を試みた。細胞品質
管理ツールとして適用するために，両アルゴリズムから
独自の細胞運動能を示すパラメータとして平均運動速度

（Mean Motion Speed, MMS） と 平 均 活 動 度（Mean 
Dynamic Index, MDI） を算出し，細胞増殖能と関連す
る指標であることを示せれば，口腔ケラチノサイトの非
侵襲的品質管理に利用できるのではないかと考えた。そ

こで本研究では， MMS および MDI と口腔ケラチノサ
イトの細胞増殖能との相関関係を解析し，MMS と MDI
が再生医療や薬理学的スクリーニングにおける細胞品質
管理ツールとして使用可能か検証した。

【材料および方法】

　インフォームドコンセントを得た患者歯肉から単離し
た口腔ケラチノサイト 3.0-4.0 × 105 を 35㎜ Dish に播種
し，4 日間培養後 15 分間隔で 24 時間タイムラプス撮影
を行った。撮影後に得られた細胞 / コロニー画像から動
画を作成し，標的とした細胞 / コロニーの運動能の指標
として MMS と MDI を算出した（図 1）。細胞増殖能は
Population doublings （PD）を指標とし，対象のコロニー
のタイムラプス撮影開始時の細胞数とタイムラプス終了
から 24 時間後の細胞数から算出した（図 2）。その後，
MMS および MDI と PD の相関関係分析を行った。

【結　　　果】

　個々の細胞 / コロニーの運動能は OF と NCC のアル
ゴリズムで的確に定量化され，それらのパラメータであ
る MMS と MDI の指標が細胞 / コロニー運動の定量的
測定に適用可能であることが示された。また，各コロニー
の MMS と MDI，およびそれらの PD との散布図から，
２つの細胞運動能と細胞増殖の指標との間に，正の相関
関係を示した（図 3）。
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図１　口腔ケラチノサイトの運動能解析に用いたアルゴリズム
OF は 2 つの連続する画像間の動きを追跡できる画像処理アルゴリズム
であり，NCC は 2 つの画像間の類似度を測定するアルゴリズムである。
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【考察および結論】

　口腔ケラチノサイトの細胞 / コロニーの細胞運動能の
解析に OF と NCC アルゴリズムを適用したところ，
MMS と MDI は問題なく算出された。この画像解析デー
タは，手動追跡によるデータとも相同性を示したことか
ら，MMS と MDI という指標は細胞 / コロニーの動き
の非侵襲的・定量的分析ツールとして信憑性があること
が検証された。また，口腔ケラチノサイトの MMS と
MDI は PD との間にゆるやかな相関関係を認め，細胞
増殖能の予測として OF と NCC は非侵襲的で定量的な
細胞評価ツールとして細胞品質管理用に利用可能である
ことが示唆された。
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図２　口腔ケラチノサイトの細胞増殖能の算出
以下の計算式を用いて PD を算出した。
PD = ［log （B/A）］［log 2］－ 1

図３　口腔ケラチノサイトの細胞運動能と細胞増殖能との相関
OF は中程度の正の相関性，NCC は弱い正の相関性を示した。


