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(57)【要約】
　分化した多能性幹細胞のコロニーと未分化の多能性幹
細胞のコロニーとを識別し得るコロニーの識別方法及び
未分化の多能性幹細胞の自動培養方法並びにそれらの装
置を提供する。培養容器内の多能性幹細胞からなるコロ
ニーの撮像画像の画像処理を行うことにより、分化した
多能性幹細胞からなる分化コロニー、未分化の多能性幹
細胞からなる未分化コロニー及び多能性幹細胞が多層に
重なった多層コロニーを識別する。即ち、第１の閾値Ａ
より明るい輝度を有するコロニーを分化コロニーである
と判断し、第１の閾値Ａに等しいかこれより暗く第２の
閾値Ｂに等しいかこれより明るい輝度を有するコロニー
を未分化コロニーであると判断し、第２の閾値Ｂより暗
い輝度を有するコロニーを多層コロニーであると判断す
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多能性幹細胞からなるコロニーの撮像画像により、コロニーの識別を行う方法であって
、前記撮像画像における輝度に基づいて、分化した多能性幹細胞を含む分化コロニーと未
分化多能性幹細胞のみを含む未分化コロニーとを識別することを特徴とするコロニーの識
別方法。
【請求項２】
　前記コロニーの輝度に基づいて、多層に重なった多能性幹細胞を含む多層コロニーを更
に識別することを特徴とする請求項１に記載のコロニーの識別方法。
【請求項３】
　前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記分化コロニーであ
ると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗い輝度の領域のみを有するコロニーを
前記未分化コロニーであると判断する請求項１に記載のコロニーの識別方法。
【請求項４】
　前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記分化コロニーであ
ると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗く第２の閾値に等しいかこれより明る
い輝度の領域のみを有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断し、前記第２の閾
値より暗い輝度の領域を有するコロニーを前記多層コロニーであると判断する請求項２に
記載のコロニーの識別方法。
【請求項５】
　前記第１の閾値は、前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる処理を施
すことにより得られるメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画素数の分
布に対して、判別分析法を適用することにより求められることを特徴とする請求項３に記
載のコロニーの識別方法。
【請求項６】
　前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる処理を施すことにより得られ
るメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画素数の分布に対して判別分析
法を適用することにより、前記第１の閾値が求められ、
　前記撮像画像に一回又は複数回の平滑化フィルタによる処理を施すことにより得られる
平滑化フィルタ画像の画素のうち、前記第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍
率を乗じて得た閾値より小さい輝度値を有する画素のみ抽出することにより前記コロニー
領域のみの画像を得、該コロニー領域のみの画像の各画素について輝度値を横軸とすると
ともに該輝度値を有する画素数を縦軸とするヒストグラムを求め、前記第１の閾値及び該
ヒストグラムの最大値に相当する輝度値のうちの何れか小さい方の輝度値を最大輝度値と
し、該最大輝度値より小さい輝度値の領域において、前記最大輝度値における画素数の９
０％の画素数から、前記最大輝度値の２０％の画素数までの間に存在する前記ヒストグラ
ム上の点の座標を用いて最小二乗法により直線を求め、該直線と前記横軸との交点を前記
第２の閾値として求めることを特徴とする請求項４に記載のコロニーの識別方法。
【請求項７】
　請求項１乃至６の何れかに記載のコロニーの識別方法により前記未分化コロニーと該未
分化コロニー以外のコロニーとを識別する工程、
　前記未分化コロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する工程、
　前記培養容器に細胞剥離剤を導入する工程、
　前記位置情報に基づいて、前記未分化コロニーを剥離させる工程、及び
　該未分化コロニーの剥離により得られる未分化多能性幹細胞を回収する工程
　を包含することを特徴とする未分化多能性幹細胞の自動培養方法。
【請求項８】
　請求項１乃至６の何れかに記載のコロニーの識別方法により前記未分化コロニーと該未
分化コロニー以外のコロニーとを識別する工程、
　前記未分化コロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する工程、
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　前記培養容器に細胞剥離剤を導入する工程、
　前記位置情報に基づいて、前記未分化コロニー以外のコロニーを剥離させる工程、
　該未分化コロニー以外のコロニーの剥離により得られる多能性幹細胞を廃棄する工程、
及び
　前記未分化コロニーを剥離させて未分化多能性幹細胞を回収する工程
　を包含することを特徴とする未分化多能性幹細胞の自動培養方法。
【請求項９】
　輝度値に基づいて画像処理された撮像画像を入力する画像入力手段と、
　前記各コロニーの前記輝度に基づいて、分化した多能性幹細胞を含む分化コロニーと未
分化の多能性幹細胞のみからなる未分化コロニーとを識別する識別手段と、
　を備えたことを特徴とするコロニー識別装置。
【請求項１０】
　前記識別手段は、前記コロニーの輝度に基づいて、多層に重なった多能性幹細胞を含む
多層コロニーを更に識別することを特徴とする請求項９記載のコロニー識別装置。
【請求項１１】
　前記識別手段は、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記
分化コロニーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗い輝度の領域のみを
有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断することを特徴とする請求項９に記載
のコロニー識別装置。
【請求項１２】
　前記識別手段は、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記
分化コロニーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗く第２の閾値に等し
いかこれより明るい輝度の領域のみを有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断
し、前記第２の閾値より暗い輝度の領域を有するコロニーを前記多層コロニーであると判
断することを特徴とする請求項１１に記載のコロニー識別装置。
【請求項１３】
　前記第１の閾値は、前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる処理を施
すことにより得られるメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画素数の分
布に判別分析法を適用することにより求められることを特徴とする請求項１１に記載のコ
ロニーの識別装置。
【請求項１４】
　前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる処理を施すことにより得られ
るメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画素数の分布に判別分析法を適
用することにより、前記第１の閾値が求められ、
　前記撮像画像に一回又は複数回の平滑化フィルタによる処理を施すことにより得られる
平滑化フィルタ画像の画素のうち、前記第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍
率を乗じて得た閾値より小さい輝度値を有する画素のみ抽出することにより前記コロニー
領域のみの画像を得、該コロニー領域のみの画像の各画素について輝度値を横軸とすると
ともに該輝度値を有する画素数を縦軸とするヒストグラムを求め、前記第１の閾値及び該
ヒストグラムの最大値に相当する輝度値のうちの何れか小さい方の輝度値を最大輝度値と
し、該最大輝度値より小さい輝度値の領域において、前記最大輝度値における画素数の９
０％の画素数から、前記最大輝度値の２０％の画素数までの間に存在するヒストグラム上
の点の座標を用いて最小二乗法により直線を求め、該直線と前記横軸との交点を前記第２
の閾値として求めることを特徴とする請求項１２に記載のコロニーの識別装置。
【請求項１５】
　請求項９乃至１４の何れかに記載のコロニー識別装置と、
　前記培養容器に細胞剥離剤を導入する剥離剤導入手段と、
　前記各コロニーの位置情報に基づいて、前記未分化コロニーを剥離させるとともに、該
未分化コロニーの剥離により得られる未分化多能性幹細胞を回収するピペッティング装置
と
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　を備えたことを特徴とする未分化多能性幹細胞の自動培養装置。
【請求項１６】
　請求項９乃至１４の何れかに記載のコロニー識別装置と、
　前記未分化コロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する位置情
報取得手段と、
　前記培養容器に細胞剥離剤を導入する剥離剤導入手段と、
　前記位置情報取得手段において取得した位置情報に基づいて、前記未分化コロニー以外
のコロニーを剥離させ、該未分化コロニー以外のコロニーの剥離により得られる多能性幹
細胞を廃棄し、更に前記未分化コロニーを剥離させて未分化多能性幹細胞を回収するピペ
ッティング装置と、
　を備えたことを特徴とする未分化多能性幹細胞の自動培養装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、未分化多能性幹細胞の識別方法及び装置並びに自動培養方法及び装置に関し
、より詳細には、未分化の多能性幹細胞とそれ以外の多能性幹細胞とを識別する方法及び
装置と、これらの方法及び装置を用いた未分化多能性幹細胞の自動培養方法及び装置に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞などの多能性幹細胞（本明細書においては、「ＥＳ細胞」
と「ｉＰＳ細胞」とを総称して「多能性幹細胞」という。）が人工的に創り出されるに至
り、再生医療などの分野で大きな寄与が期待されている。多能性幹細胞は生体を構成する
種々の細胞に分化し得る分化万能性を有しているため、患者自身のｉＰＳ細胞を用いるこ
とにより、拒絶反応を起こすことなく皮膚、軟骨、骨、血管、神経、臓器等を再生するこ
とが可能となる。
【０００３】
　多能性幹細胞は上述のように分化万能性を有しているため、培養の途中で一部の多能性
幹細胞が分化を開始してしまう場合がある。このように分化を開始した細胞は再び未分化
の状態に戻すことはできず、目的とする臓器や器官の作成には使用できないこととなる。
従って、多能性幹細胞の継代に際しては、未分化多能性幹細胞のみを選択的に継代するこ
とが重要である。
【０００４】
　このような未分化多能性幹細胞の識別は、例えば「ＡＶＩＳＯ社」の「ＣｅｌｌＣｅｌ
ｅｃｔｏｒ」を用い、細胞の染色や蛍光観察により行うことができる。しかしながら、一
般に染色は細胞を固定化してから行うことが多く、また色素が細胞に対して毒性を示すこ
とが多いため、細胞を生きたまま観察することは困難である。また、低毒性の色素を用い
たとしても、細胞にとってはやはり毒であり、再生医療分野への応用には不適切である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、上記従来技術の問題点を解決するために為されたものであり、本発明の目的
は、多能性幹細胞の培養に際してその一部が分化を開始した場合にも、未分化多能性幹細
胞のみからなるコロニーを選択的に識別し得る方法及び装置を提供し、並びに未分化多能
性幹細胞のみを自動的に培養し得る方法及び装置を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明のコロニーの識別方法は、培養容器内の多能性幹細胞からなるコロニーの撮像画
像により、コロニーの識別を行う方法であって、前記撮像画像における輝度に基づいて、
分化した多能性幹細胞を含む分化コロニーと未分化多能性幹細胞のみを含む未分化コロニ
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ーとを識別することを特徴とする。
【０００７】
　なお、「分化した多能性幹細胞」はもはや「多能性」を有しているとは言えないが、本
願では便宜上この用語を使用することとする。
【０００８】
　上記において、前記コロニーの輝度に基づいて、多層に重なった多能性幹細胞を含む多
層コロニーを更に識別するように構成することができる。
【０００９】
　上記においては、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記
分化コロニーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗い輝度の領域のみを
有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断するように構成することが可能である
。
【００１０】
　また、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニーを前記分化コロニ
ーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗く第２の閾値に等しいかこれよ
り明るい輝度の領域のみを有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断し、前記第
２の閾値より暗い輝度の領域を有するコロニーを前記多層コロニーであると判断するよう
に構成することも可能である。
【００１１】
　ここで、前記第１の閾値は、前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる
処理を施すことにより得られるメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画
素数の分布に対して、判別分析法を適用することにより求められる。
【００１２】
　また、前記第２の閾値は、以下のようにして求めることができる。即ち、前記撮像画像
に一回又は複数回の平滑化フィルタによる処理を施すことにより得られる平滑化フィルタ
画像の画素のうち、前記第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍率を乗じて得た
閾値に等しいかこれより小さい輝度値を有する画素のみ抽出することにより前記コロニー
領域のみの画像を得、該コロニー領域のみの画像の各画素について輝度値を横軸とすると
ともに該輝度値を有する画素数を縦軸とするヒストグラムを求め、前記第１の閾値及び該
ヒストグラムの最大値に相当する輝度値のうちの何れか小さい方の輝度値を最大輝度値と
し、該最大輝度値より小さい輝度値の領域において、前記最大輝度値における画素数の９
０％の画素数から、前記最大輝度値における画素数の２０％の画素数までの間に存在する
前記ヒストグラム上の点の座標を用いて最小二乗法により直線を求め、該直線と前記横軸
との交点を求めることにより、第２の閾値を求めることができる。
【００１３】
　本発明の未分化多能性幹細胞の自動培養方法は、上記の何れかに記載の識別方法により
前記未分化コロニーと該未分化コロニー以外のコロニーとを識別する工程、前記未分化コ
ロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する工程、前記培養容器に
細胞剥離剤を導入する工程、前記位置情報に基づいて、前記未分化コロニーを剥離させる
工程、及び該未分化コロニーの剥離により得られる未分化多能性幹細胞を回収する工程を
包含することを特徴とする。
【００１４】
　また、本発明の未分化多能性幹細胞の自動培養方法は、上記の何れかに記載のコロニー
の識別方法により前記未分化コロニーと該未分化コロニー以外のコロニーとを識別する工
程、前記未分化コロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する工程
、前記培養容器に細胞剥離剤を導入する工程、前記位置情報に基づいて、前記未分化コロ
ニー以外のコロニーを剥離させる工程、該未分化コロニー以外のコロニーの剥離により得
られる多能性幹細胞を廃棄する工程、及び前記未分化コロニーを剥離させて未分化多能性
幹細胞を回収する工程を包含することを特徴とする。
【００１５】
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　本発明のコロニー識別装置は、輝度値に基づいて画像処理された撮像画像を入力する画
像入力手段と、前記各コロニーの前記輝度に基づいて、分化した多能性幹細胞を含む分化
コロニーと未分化の多能性幹細胞のみからなる未分化コロニーとを識別する識別手段と、
を備えたことを特徴とする。
【００１６】
　ここで、前記識別手段は、前記コロニーの輝度に基づいて、多層に重なった多能性幹細
胞を含む多層コロニーを更に識別するように構成することが可能である。
【００１７】
　上記において、前記識別手段は、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有する
コロニーを前記分化コロニーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗い輝
度の領域のみを有するコロニーを前記未分化コロニーであると判断するように構成するこ
とが可能である。
【００１８】
　また、前記識別手段は、前記輝度の第１の閾値より明るい輝度の領域を有するコロニー
を前記分化コロニーであると判断し、前記第１の閾値に等しいかこれより暗く第２の閾値
に等しいかこれより明るい輝度の領域のみを有するコロニーを前記未分化コロニーである
と判断し、前記第２の閾値より暗い輝度の領域を有するコロニーを前記多層コロニーであ
ると判断するように構成することも可能である。
【００１９】
　ここで、前記第１の閾値は、前記撮像画像に一回又は複数回のメジアンフィルタによる
処理を施すことにより得られるメジアンフィルタ画像について求めた各輝度値に対する画
素数の分布に対して、判別分析法を適用することにより求められる。
【００２０】
　また、前記第２の閾値は、以下のようにして求めることができる。即ち、前記撮像画像
に一回又は複数回の平滑化フィルタによる処理を施すことにより得られる平滑化フィルタ
画像の画素のうち、前記第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍率を乗じて得た
閾値に等しいかこれより小さい輝度値を有する画素のみ抽出することにより前記コロニー
領域のみの画像を得、該コロニー領域のみの画像の各画素について輝度値を横軸とすると
ともに該輝度値を有する画素数を縦軸とするヒストグラムを求め、前記第１の閾値及び該
ヒストグラムの最大値に相当する輝度値のうちの何れか小さい方の輝度値を最大輝度値と
し、該最大輝度値より小さい輝度値の領域において、前記最大輝度値における画素数の９
０％の画素数から、前記最大輝度値における画素数の２０％の画素数までの間に存在する
前記ヒストグラム上の点の座標を用いて最小二乗法により直線を求め、該直線と前記横軸
との交点を求めることにより、第２の閾値を求めることができる。
【００２１】
　本発明の未分化多能性幹細胞の自動培養装置は、上記の何れかに記載のコロニー識別装
置と、前記培養容器に細胞剥離剤を導入する剥離剤導入手段と、前記各コロニーの位置情
報に基づいて、前記未分化コロニーを剥離させるとともに、該未分化コロニーの剥離によ
り得られる未分化多能性幹細胞を回収するピペッティング装置とを備えたことを特徴とす
る。
【００２２】
　また、本発明の未分化多能性幹細胞の自動培養装置は、上記のコロニー識別装置と、前
記未分化コロニー及び該未分化コロニー以外のコロニーの位置情報を取得する位置情報取
得手段と、前記培養容器に細胞剥離剤を導入する剥離剤導入手段と、前記位置情報取得手
段において取得した位置情報に基づいて、前記未分化コロニー以外のコロニーを剥離させ
、該未分化コロニー以外のコロニーの剥離により得られる多能性幹細胞を廃棄し、更に前
記未分化コロニーを剥離させて未分化多能性幹細胞を回収するピペッティング装置と、を
備えたことを特徴とする。
【発明の効果】
【００２３】
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　本発明のコロニーの識別方法及び装置は、培養容器内の多能性幹細胞からなるコロニー
の撮像画像を得、これを画像処理することにより、各コロニーの輝度に基づいて分化コロ
ニーと未分化コロニーとを識別することを可能としている。従って、多能性幹細胞の培養
に際してその一部のコロニーが分化を開始した場合にも、未分化多能性幹細胞のみを識別
することが可能となる。また、このようにコロニーを識別することにより、未分化の多能
性幹細胞のみを選択的に継代し得る自動培養方法及び装置が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】多能性幹細胞が存在しないディッシュにおける照明光の散乱状態を示す模式図で
ある。
【図２】未分化の多能性幹細胞が存在するディッシュにおける照明光の散乱状態を示す模
式図である。
【図３】分化した多能性幹細胞が存在するディッシュにおける照明光の散乱状態を示す模
式図である。
【図４】多層化した多能性幹細胞が存在するディッシュにおける照明光の散乱状態を示す
模式図である。
【図５】ディッシュ内の撮像画像を示す図である。
【図６】図５のＣの領域を位相差顕微鏡により撮影した画像を示す図である。
【図７】図５のＤの領域を位相差顕微鏡により撮影した画像を示す図である。
【図８】画像処理後における分化コロニー、未分化コロニー及び多層コロニーを識別する
ための第１の閾値Ａ及び第２の閾値Ｂを表す図である。
【図９】分化した多能性幹細胞を含む分化コロニーと、未分化多能性幹細胞のみを含む未
分化コロニーとが混在する培養容器内の模式図である。
【図１０】ディッシュ内の撮像画像を取得する撮像装置（カメラ）を示す斜視図である。
【図１１】ピペッティングにより培養液を吐出して未分化コロニーの剥離を行うピペッテ
ィング装置を示す斜視図である。
【図１２】ピペッティングにより剥離した未分化の多能性幹細胞の回収を行うピペッティ
ング装置を示す斜視図である。
【図１３】１回のピペッティングにより剥離される範囲を表す模式図である。
【図１４】未分化コロニーの大きさが１回のピペッティングにより剥離される範囲より小
さい場合のピペッティング操作を示す模式図である。
【図１５】未分化コロニーの大きさが１回のピペッティングにより剥離される範囲より大
きい場合のピペッティングの範囲を示す模式図である。
【図１６】未分化コロニーの大きさが１回のピペッティングにより剥離される範囲より大
きい場合のピペッティング操作の手順を示す模式図である。
【図１７】未分化コロニーの近傍に分化コロニーが存在する場合のピペッティング操作を
示す模式図である。
【図１８】第１の閾値および第２の閾値の決定方法の説明に使用するための撮影画像を示
す図である。
【図１９】図１８に示す画像について求めた、輝度値に対する画素数の分布を表すヒスト
グラムである。
【図２０】図１８の画像に対して、１０回のメジアンフィルタ処理を行った後の画像であ
る。
【図２１】図１８の画像に対して、１０回のガウシアンフィルタ処理を行った後の画像で
ある。
【図２２】図２１の画像について求めた、輝度値に対する画素数の分布を表すヒストグラ
ムである。
【図２３】第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍率を乗じた閾値を用いること
により得られるコロニー抽出画像である。
【図２４】図２３の画像について求めた輝度値に対する画素数の分布を表すヒストグラム
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である。
【図２５】図２４のヒストグラムを用いて第２の閾値を求める方法を示す説明図である。
【図２６】図１８の画像における、第１の閾値１３２に等しいかこれより暗く第２の閾値
７３に等しいかこれより明るい輝度の領域のみからなる画像である。
【図２７】図１８の画像における、第１の閾値１４０に等しいかこれより暗く第２の閾値
７３に等しいかこれより明るい輝度の領域のみからなる画像である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明の実施形態について、図面を参照しながら以下に説明するが、本発明は以下の記
載に限定されるものではない。
【００２６】
　本発明コロニーの識別方法においては、分化した多能性幹細胞を含む分化コロニーと、
未分化の多能性幹細胞のみを含む未分化コロニーとの識別が行われ、更に多層に重なった
多能性幹細胞を含む多層コロニーの識別も行うことができる。この識別は、培養容器内に
培養されたコロニーを形成している多能性幹細胞の画像処理を行い、画像処理後の画像に
おける各コロニーの輝度に基づいて行われる。なお、ここでの画像処理は、主として各画
素の輝度を、例えばモノクロの０～２５５階調（８ビット）の範囲の輝度にノーマライズ
することをいう。なお、本実施形態では８ビット２５６階調としたが、本発明はこれに限
定されるものではなく、これより階調数を大きく又は小さくすることが可能である。
【００２７】
　輝度によるコロニーの識別は、以下のような知見に基づいている。即ち、図１に示すよ
うに、ディッシュの底面１０に細胞などが付着していない場合、照明光１２はディッシュ
の底面１０を透過した後、殆ど散乱せずに撮像光１３としてカメラなどからなる撮像装置
１１に到達するため、得られる画像は明るいものになる。これに対して、図２に示すよう
に、ディッシュの底面１０に多能性幹細胞等が付着している場合、照明光１２は多能性幹
細胞２１ａによって散乱されることになる。ここで、未分化の多能性幹細胞２１ａでは、
後述する分化した多能性幹細胞に比較して核２２以外の部分の占める割合が小さく、相対
的に大きな核２２を有しているため、図２に示すように、照明光１２は比較的大きく散乱
されることになる。そのため、撮像装置１１に到達する撮像光１４は少なくなり、得られ
る未分化の多能性幹細胞２１ａの部分の画像は暗くなる。一方、分化した多能性幹細胞は
、図３に示すように、核２２に対して核２２以外の部分が大きくなっており、相対的に核
２２の部分が小さくなる。そのため、図２の未分化多能性幹細胞の場合より照明光１２が
受ける散乱は小さくなり、撮像装置１１に到達する撮像光１５は多くなる。従って、得ら
れる分化多能性幹細胞２１ｂの部分の画像は、図２の未分化多能性幹細胞の場合より明る
くなる。更に、多能性幹細胞の培養が過剰に行われるなどにより、図４に示すように、多
能性幹細胞２１ｃが多層に重なった多層コロニーの場合は、照明光１２は図２の場合より
大きく散乱されるため、撮像装置１１に到達する撮像光１６は非常に少なくなり、得られ
る未分化の多能性幹細胞２１ｃの部分の画像は非常に暗くなる。
【００２８】
　なお、上記のように散乱光の強弱によりコロニーの識別を行う場合、照明方法によって
細胞の見え方は異なるので、分化細胞は明るく、未分化細胞は中程度の明るさに、多層化
した細胞は暗く見えるようにするために、照明光として、観察位置に対して透過照明光を
一方向から照射することが好ましい。
【００２９】
　図５は、多能性幹細胞の一種であるｉＰＳ細胞を培養したディッシュを撮影した画像で
ある。図６は図５のＣの領域を位相差顕微鏡により撮影した画像を画像処理したものを示
しており、この領域Ｃは未分化多能性幹細胞からなる未分化コロニーである。また、図７
は図５のＤの領域を位相差顕微鏡により撮影した画像を画像処理したものを示している。
図７における領域Ｅは分化した多能性幹細胞からなり、領域Ｆは多層に重なった多能性幹
細胞が存在する領域である。図６及び図７から分かるように、未分化多能性幹細胞からな
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る未分化コロニーの領域Ｃと、分化した多能性幹細胞の領域Ｅと、多層に重なった多能性
幹細胞の領域Ｆは、撮像画像の明るさにより識別することが可能であることが分かる。な
お、ｉＰＳ細胞の培養を行う場合、ｉＰＳ細胞の増殖環境を整えるためのフィーダ細胞を
ディッシュの全面にｉＰＳ細胞の培養に先だって生育させておく場合があるが、このフィ
ーダ細胞はｉＰＳ細胞よりかなり小さいため、上記の撮像画像においては、バックグラウ
ンドのノイズとして現れる。
【００３０】
　図８は、特定のコロニーが上記３つの領域の何れに相当するかを判断する場合の判断基
準を模式的に示したものである。本発明においては、図８に示すように、コロニーの画像
の輝度が第１の閾値Ａより明るい場合に分化コロニーであると判断され、第１の閾値Ａに
等しいかこれより暗く、かつ、第２の閾値Ｂに等しいかこれより明るい場合に未分化の領
域であると判断され、第２の閾値Ｂより暗い輝度を有するコロニーを多能性幹細胞が多層
に重なった領域であると判断される。
【００３１】
　次に、第１の閾値Ａの決定方法について説明する。まず、図１０に示すように、多能性
幹細胞が培養されたディッシュ４１内を蓋４２を介してカメラ４３により広域撮像画像を
撮影する。次に、この画像を２５６階調にノーマライズすることにより、図１８に示す画
像を得る。なお、ディッシュ４１内の撮影は、蓋４２を外した状態で行ってもよい。
【００３２】
　次に、図１８の画像に対して、メジアンフィルタによる処理を一回又は複数回施すこと
により、メジアンフィルタ画像が作成される。メジアンフィルタは、画像におけるエッジ
情報を残したまま、フィーダ細胞などの画像や細かいノイズを除去する機能を有している
。ここで、メジアンフィルタによる処理回数は、ノイズの大きさ、画像における１画素の
実距離、フィルタサイズに応じて決められる。
【００３３】
　メジアンフィルタによる処理回数を決定する際の具体的な説明は、以下のとおりである
。図１８の画像ではフィーダ細胞がノイズになっている。一般的なフィーダ細胞の大きさ
は、長さが３００μｍで太さが３０μｍ程度であるが、大きいものでは太さが１００μｍ
のフィーダ細胞も存在する。図１８の画像の撮影には、撮像素子間隔が４．６５μｍのカ
メラと倍率が０．２１８倍のレンズを用いており、この場合、１画素の実距離は２１．３
μｍである。ここでは、３×３画素の範囲で処理を行うフィルタを採用し、従って、１回
のフィルタ処理によって例えば左右方向では２画素に相当する実距離の範囲の情報を用い
て処理を行うこととなる。１０回のフィルタ処理では、２０画素に相当する実距離の範囲
の情報を用いて処理を行うこととなる。フィーダ細胞の最大太さである１００μｍの大き
さのノイズに対してフィルタ処理を行う場合、ノイズの大きさの２倍以上の範囲でのフィ
ルタ処理を行うのが効果的である。図１８の画像の場合、２００μｍの範囲で処理を行う
フィルタを採用することが望ましく、そのためには５回以上のフィルタ処理が必要となる
。なお、ここではよりフィルタ効果を高めるために、フィルタ処理回数を２倍の１０回と
した。
【００３４】
　図２０は、図１８の画像に対し１０回のメジアンフィルタ処理を行った後の画像である
。図２０から、メジアンフィルタ処理後の画像では、小さなフィーダ細胞によると思われ
る画像やノイズが除去されていることが分かる。次に、メジアンフィルタ画像について、
輝度値に対する画素数の分布が求められる。更に、この分布に対して判別分析法を適用す
ることにより、第１の閾値Ａが求められる。本実施形態では、第１の閾値Ａ＝１３２が得
られた。
【００３５】
　次に、第２の閾値Ｂの決定方法について説明する。第２の閾値Ｂの決定に際して、まず
、コロニーの存在する領域のみを抽出するためのコロニー閾値が求められる。コロニー閾
値は、図１８に示す画像について輝度値に対する画素数の分布を表すヒストグラム（図１
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９）を用いて決定される。まず、図１８の画像に対して、平滑化フィルタの一種であるガ
ウシアンフィルタによる処理を一回又は複数回施すことにより、ガウシアンフィルタ画像
が作成される。ガウシアンフィルタは、ノイズを除去する機能と、処理対象の画素と周辺
画素との間で大幅な輝度値変化を防ぐ機能とを有し、これにより、滑らかな画像が得られ
る。ここで、平滑化フィルタとして、他の例えば移動平均フィルタを用いてもよい。ガウ
シアンフィルタによる処理の回数は、ノイズの大きさ、画像における１画素の実距離、フ
ィルタサイズに応じて決められ、その詳細な説明は、前述のメジアンフィルタによる処理
回数の決定についての説明と同様である。本実施形態では１０回のガウシアンフィルタ処
理を行った。図２１はガウシアンフィルタを１０回施した後の画像であり、図２２はその
ヒストグラムである。図１８と図２１との比較から、ガウシアンフィルタ処理後の画像の
方が滑らかになっていることが分かる。また、図１９と図２２との比較から、ガウシアン
フィルタ処理後ではヒストグラムのピークが高くなり、ピーク位置も移動していることが
分かる。
【００３６】
　次に、ガウシアンフィルタ処理後の画像において、コロニーの存在する領域とコロニー
が存在しない領域とを識別するためのコロニー閾値が求められる。コロニー閾値は、前述
の第１の閾値に１０５～１１５％の範囲の所定の倍率を乗じることにより得られる。ガウ
シアンフィルタ処理後の画像から、コロニー閾値より小さい輝度値を有する画素のみ抽出
することによりコロニー領域のみの画像が得られる。
【００３７】
　ここで、第１の閾値に乗算される上記倍率は、次に説明する実験によって決められる。
すなわち、仮に設定した倍率によって仮のコロニー閾値を設定し、この閾値を用いて仮の
コロニー抽出画像を作成する。ここで得られたコロニー抽出範囲と、人間が目視観察また
は顕微鏡観察または染色画像から判断したコロニー範囲とを比較し、人間が判断したコロ
ニー範囲が大きい場合は倍率を上げる。また、ここで得られたコロニー抽出範囲と、人間
が目視観察または顕微鏡観察または染色画像から判断したコロニー範囲とを比較し、人間
が判断したコロニー範囲が小さい場合は倍率を下げる。なおこの乗率は、画像の撮影条件
、多能性幹細胞の培養条件、培養する多能性幹細胞株の種類が定まれば一定となる。本実
施形態では上記倍率を１１０％とし、輝度値＝１４５をコロニー閾値とした。
【００３８】
　図２３は、このようにして得たコロニー抽出画像である。なお図２３では、剥離して回
収するのが適さないと判断されるような小面積のコロニーは除外している。また図２３で
は、コロニー内部に存在する輝度値が１４５より大きい領域もコロニーの一部としている
。図２４は、図２３における輝度値に対する画素数の分布を表すヒストグラムである。図
２３ではコロニー以外の部分は全て白色（輝度値２５５）となるので、図２４の輝度値２
５５に対する画素数は非常に大きくなる（図示せず）。
【００３９】
　このようにしてコロニー抽出画像を得た後、第２の閾値が求められる。図２４に示すヒ
ストグラムにおいて、第１の閾値Ａ＝１３２と、このヒストグラムの最大値に相当する輝
度値、即ち、輝度値＝１３０のうちの何れが小さい方が、以下の最小二乗法の計算範囲の
設定における、最大輝度値とされる。本実施形態では、最大輝度値＝１３０である。そし
て、図２５に示すように、輝度値が最大輝度値より小さい領域における、この最大輝度値
に対応する前記ヒストグラム上の画素数（縦座標値）の９０％の画素数から２０％の画素
数までの間に存在するヒストグラム上の点の座標を用いて最小二乗法により直線が求めら
れる。次に、最小二乗法により求めたこの直線と横軸との交点が、第２の閾値Ｂとして求
められる。本実施形態では第２の閾値Ｂ＝７３であった。
【００４０】
　以上のようにして求めた第２の閾値Ｂと、前述の第１の閾値Ａとにより、未分化の細胞
のみの画像が得られる。即ち、第１の閾値Ａ＝１３２に等しいかこれより輝度値が小さく
、かつ、第２の閾値Ｂ＝７３に等しいかこれより輝度値が大きい領域のみからなる画像が
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未分化の細胞のみの画像として得られる。図２６は本実施形態において上記のようにして
得られた未分化の細胞のみの画像である。
【００４１】
　なお、上述のように判別分析法により求めた輝度値１３２を第１の閾値Ａとして用いる
場合、実際には未分化細胞であるにも拘わらず分化細胞であると判断されてしまう場合に
は、判別分析法により求めた閾値に１００％～１１５％（但し、前述のコロニー閾値を得
るための倍率を超えない）の範囲で所定の倍率を乗じることにより得られた輝度値を第１
の閾値Ａとして用いると、より正確に未分化細胞を識別できる場合がある。ここで、判別
分析法により求めた閾値に乗算される上記倍率は、実験によって決められる。
【００４２】
　１００％の倍率によって仮の第１の閾値を設定し、この閾値を用いて未分化コロニーの
みの画像を作成する。ここで得られた未分化コロニーのみの画像において、微小な面積の
未分化コロニー領域が多数存在する場合は、上記倍率を増やし、微小な面積の未分化コロ
ニー領域数がほとんどなくなったときの倍率を判別分析法により求めた閾値に乗算される
上記倍率とする。この乗率を用いて算出した閾値を第１の閾値とする。なおこの乗率は、
画像の撮影条件、多能性幹細胞の培養条件、培養する多能性幹細胞株の種類が定まれば一
定となる。
【００４３】
　図２６では微小な面積の未分化コロニー領域が多数存在しているため、上記乗率を増や
すことが望ましい。
【００４４】
　図２７は、第１の閾値Ａ＝１４０として求めた未分化の細胞のみの画像である。これは
上記乗率を１０６％とした場合である。図２７では微小な面積の未分化コロニー領域が少
なく、第１の閾値としてＡ＝１４０を採用することが望ましいことがわかる。
【００４５】
　次に、以下のようにしてコロニーからの未分化の多能性幹細胞の回収が行われる。図９
は未分化コロニーと分化コロニーとが混在している培養容器の撮像画像を模式的に示して
おり、未分化の領域は濃く、分化した部分は白抜きで示されている。まず、未分化の多能
性幹細胞のみからなる孤立したコロニー３１及び３５は、剥離して回収すべきコロニーと
して選択される。周辺が分化を開始したコロニー３２は剥離すべきコロニーから除外され
る。また、全体が分化してしまったコロニー３３も除外される。更に、内部が部分的に分
化しているコロニー３４も剥離すべきコロニーから除外される。一方、コロニー３６は未
分化の多能性幹細胞のみからなるが、後述するようにピペッティング装置からの液の吐出
により剥離を行うと、ピペッティングの液流の作用が及び得る近傍に存在する分化コロニ
ー３７から分化した多能性幹細胞が剥離してしまうため、コロニー３６は選択されない。
このようなコロニーの選択に際しては、ピペッティング装置に装着するチップの種類や吐
出液の吐出速度等によって物理的な力の作用する範囲が変化することを考慮する必要があ
る。剥離方法としてピペッティングよりも位置精度の高いクローニングリング、ガラスキ
ャピラリ等を用いる場合は、未分化コロニーと分化コロニーとの間の距離が小さくても、
未分化コロニーのみの剥離を行うことができる。
【００４６】
　次に、多能性幹細胞を回収すべき未分化コロニーが選択された後、ピペッティング装置
による多能性幹細胞の回収が行われる。まず、培養容器全体に細胞剥離剤が導入される。
この剥離剤は、剥離を行う所定時間の間、ディッシュの底面に付着した細胞をピペッティ
ング装置の吐出による培養液の液流により剥離させることができ、かつ、液流がない状態
では細胞がディッシュ底面から剥離しないように、その種類、濃度、量等が決められる。
細胞剥離剤を含む剥離液を導入した後、図１１に示すように、選択された未分化コロニー
に対してピペッティング装置４４から培地が吐出され、その液流により未分化の多能性幹
細胞のみが剥離することになる。ピペッティング装置からの培地の吐出は１回に限らず、
同じ位置で又は移動しながら複数回行うことも可能であり、吐出速度、液量なども変更可
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能である。剥離すべき未分化コロニーの剥離が完了すると、図１２に示すように、必要に
応じてディッシュ４１を傾斜させて、未分化多能性幹細胞を含む液がピペッティング装置
４４により回収され、更に継代が必要な場合は、新たな培地を入れたディッシュ４１に分
注されることとなる。
【００４７】
　ここで、未分化コロニーの剥離を行う場合のピペッティング操作について説明する。図
１３に示すように、ピペッティングにより細胞が剥離される範囲の半径をｒとする。近傍
に分化コロニーなどの剥離対象となっていないコロニーが存在せず、完全に孤立している
コロニーの場合で、図１４に示すように、ピペッティングにより剥離される半径ｒが剥離
されるべきコロニーの半径Ｒより大きい場合には、１回のピペッティングによりコロニー
全体を剥離させることができる。また、ピペッティングにより細胞が剥離される範囲の半
径ｒが剥離されるべきコロニーの半径Ｒより小さい場合には、図１５に示すように、複数
回（図１５では４回）のピペッティングにより未分化コロニー全体の剥離が行われる。そ
の場合の手順は、図１６に示すように、まず、２回のピペッティングにより、未分化コロ
ニー４５の上側半分が剥離され、その状態を確認した後、更に２回のピペッティングによ
り、未分化コロニー４５の下側半分が剥離されてコロニー全体の剥離が完了する。一方、
図１７に示すように、未分化コロニー４５の近傍に分化コロニー４６などが存在する場合
は、分化コロニー４６を含む領域４７の部分についてはピペッティングによる剥離を行う
ことなく、領域４８ａ、領域４８ｂ及び領域４８ｃの３つの領域のみについてピペッティ
ングによる剥離が行われる。
【００４８】
　なお、上記では、未分化コロニーのみを剥離させて回収する場合について説明したが、
未分化コロニー以外の全てのコロニーを剥離させてピペッティング装置４４を用いてディ
ッシュから除去した後、ディッシュに残った全ての未分化コロニーを一挙に剥離させて回
収するように構成することも可能である。また、未分化コロニーの回収と未分化コロニー
以外のコロニーの除去とを別々のピペッティング装置を用いて行ってもよい。
【００４９】
　更に、本発明においては、広域の撮像画像から各コロニーの位置情報を取得し、その位
置情報に基づいてコロニーの拡大画像（位相差相当画像）を撮影し、人手によりその画像
を確認、判断することも可能である。また、拡大撮影した画像を元により精度の高いコロ
ニーの選別を自動で行うことも可能である。
【産業上の利用可能性】
【００５０】
　本発明のコロニーの識別方法及び装置並びに未分化多能性幹細胞の自動培養方法及び装
置によれば、未分化の多能性幹細胞のみを選択的に継代することができるので、再生医療
の分野で利用可能である。
【符号の説明】
【００５１】
　　　　　　　　　　１０　ディッシュ底面
　　　　　　　　　　１１　撮像装置
　　　　　　　　　　１２　照明光
　１３，１４，１５，１６　撮像光
　　　　　　　　　２１ａ　未分化の多能性幹細胞
　　　　　　　　　２１ｂ　分化した多能性幹細胞
　　　　　　　　　２１ｃ　多層に重なった多能性幹細胞
　　　　　　　　　　２２　核
　　　　　　　　　　４１　ディッシュ
　　　　　　　　　　４２　蓋
　　　　　　　　　　４３　カメラ
　　　　　　　　　　３１　未分化コロニー
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　　　　３２，３３，３４　分化コロニー
　　　　　　　３５，３６　未分化コロニー
　　　　　　　　　　３７　分化コロニー
　　　　　　　　　　４４　ピペッティング装置
　　　　　　　　　　４５　未分化コロニー
　　　　　　　　　　４６　分化コロニー
　　　　　　　　　　４７　剥離領域
　４８ａ，４８ｂ，４８ｃ　剥離領域

【図１】 【図２】
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【図２６】
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