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第 1 章 緒言 

 

1.1 機械的刺激に対するメラノーマの応答 
 

 近年，メラノーマの発症率が世界的に増加し続けていることが報告されており，メラノ

ーマに対する効果的な治療法の確立が切望されている[1]–[3]．進展が極めて早いメラノー

マは他の悪性腫瘍に比べて高い死亡率を示し，予後の悪い難治性疾患である[4]．ダカルバ

ジン抗がん剤を用いた化学療法[5], [6]が長年支持されてきたが，アナフィラキシーショッ

クや重篤な肝障害などの極めて深刻な副作用[7]，[8]を示す一方で奏効率は低いことが重大

な懸念事項であった[9]．そこで，近年の分子生物学の隆盛を受けて，特定の遺伝子変異を

治療ターゲットとする分子標的療法[10], [11]や，免疫阻害チェックポイント剤を用いた免

疫療法[12], [13]などの画期的な治療法が次々と開発された．これらの治療法はメラノーマ

のメジャーサブタイプである，表在性拡がり型メラノーマ（superficial spreading melanoma: 

SSM）に対して効果を発揮した．SSM は顔や腕などの紫外線曝露部に発症するため，紫外

線曝露を起因とした多くの遺伝子変異が認められている[14]–[19]．特定の遺伝子変異をタ

ーゲットとした分子標的療法や免疫療法は，SSM に対し極めて高い奏効率を示すことが知

られている[20]–[23]．しかしながら，主に足裏に発症するマイナーサブタイプの末端黒子

型メラノーマ（acral lentiginous melanoma: ALM)は，紫外線曝露との関連性が低く遺伝子変

異の発生自体が少ないため[24], [25]，分子標的療法や免疫療法などの新たな治療法に対す

る感受性が未だ低い[26]．したがって，ALM のような紫外線曝露との関連性の低いマイナ

ーサブタイプに対しても効果的な治療法を開発することが強く求められている．ここで，

マイナーサブタイプの進展プロセスには，紫外線曝露による遺伝子変異とは全く異なるプ

ロセスが存在すると指摘されている[27], [28]．近年，メラノーマの進展プロセスに与える

新たな因子として，メラノーマを囲む物理環境や機械的刺激が注目され始めた．Minagawa

らは，臨床試験において機械的刺激が強く負荷される部位においてメラノーマの進展が促

進されていることを報告した[29]．Liu らは静的な物理的環境の違いによってメラノーマの

進展が変化することを報告した[30]．以上のように，メラノーマは静的な機械的刺激に応

答して進展プロセスを変化させることが徐々に明らかとなってきた．しかしながら，生体

内で発生する機械的刺激や物理環境は常に変動するため，メラノーマの進展プロセスを深
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く理解するためには変動する機械的刺激下における応答性を解明する必要があるが，現時

点でほとんどのプロセスが未解明である．  

そこで，本研究では，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性を細胞

集団レベルおよび単一細胞レベルで解明する（図 1.1）．次節以降，本研究の目的を達成す

るために必要な以下 2 つの要素を説明する．  

 

1. 機械的圧縮刺激印加培養装置（1.2 節）  

2. 四次元細胞顕微鏡法（1.3 節）  
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Fig. 1.1 Conceptual diagram of the questions posed in this study: “How does melanoma respond to 

fluctuated mechanical compression?”．  
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1.2 機械的圧縮刺激印加培養装置 
 本節では，機械工学的観点から細胞試料に対する圧縮刺激の印加と維持培養を両立する

アプローチを網羅的に整理する．機械的圧縮刺激印加培養装置は，入力要素，試料要素お

よび出力要素の 3 つの要素によって分類することができる（図 1.2）．ここで，入力要素と

は圧縮刺激を試料に作用させる機械的要素，出力要素とは試料の応答を測定する機械的要

素を指す．  

 入力要素は，物理的状態と物理的構造の違いによって大別される．物理的状態の観点か

らは液体か固体に分類される．具体的に，液体を用いた圧縮刺激の印加では静水圧[31], [32]，

固体では機械的圧力[33]–[35]が用いられる．物理的安定性に優れる機械的圧力は，静水圧

に比べて安定した圧力刺激の持続的印加を可能とする．物理的構造の観点からは点構造か

面構造の入力要素に分類される．点構造は局所的な圧職刺激を，面構造は広範囲な圧力刺

激の印加を可能とする．点構造による圧縮刺激の印加では，図 1.2 に示すように原子間力

顕微鏡に代表されるカンチレバー構造が用いられる[36], [37]．面構造による圧縮刺激の印

加ではマイクロ流体デバイスに代表される膜機構[38]–[40]や，錘などの円柱機構[41], [42]

が用いられる．  

 試料要素は，生物学的階層および細胞担体構造の違いによって大別される．生物学的階

層の観点からは単一細胞レベルか細胞集団レベルに分類される．細胞-細胞間相互作用を可

能な限り排除する場合は単一細胞レベル，細胞-細胞間相互作用を考慮する場合は細胞集団

レベルで試料を構築する．細胞担体構造の観点からは二次元構造か三次元構造に分類され

る．二次元的な細胞培養皿上で細胞を培養する場合，二次元構造となる．三次元的な細胞

外マトリクス（extracellular matrix: ECM）によって細胞が立体的に分散培養される場合，

三次元構造となる．近年，ECM は細胞試料にとって物理的な足場であると同時に，生化学

的および生物力学的な相互作用の場でもあることが明らかとなってきたため，三次元培養

による細胞試料も広く用いられるようになってきた[43], [44]．   

 出力要素は測定の時間分解能によって分類され，エンドポイント測定またはタイムラプ

ス測定が存在する．エンドポイント測定においては，刺激の印加が開始もしくは終了した

時点においてのみ測定するため詳細な時系列情報は取得できない．一方で，タイムラプス

測定においては，試料の応答を任意の時点で測定するため詳細な時系列情報を取得できる．  

 本研究では，細胞集団レベルおよび単一細胞レベルのメラノーマ細胞で構築される二次

元的もしくは三次元的な細胞培養モデルを試料要素とする．本研究の目的達成には，  
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1. 細胞集団および単一細胞レベルの試料に同様の刺激を安定して負荷できること  

2. 細胞挙動の時系列情報を取得可能であること  

が必要である．上記の必要条件を満たす入力要素と出力要素の性質は，それぞれ  

1. 面構造による機械圧縮を印加可能な入力要素  

2. タイムラプス測定可能な出力要素  

である． 広範囲な刺激を印加できる面構造によって，細胞集団および単一細胞レベルに一

様な圧縮刺激を印加することができる．また，物理的安定性に優れる機械的圧力を用いる

ことで，安定した圧縮刺激を持続的に印加することができる．面構造による機械的圧力を

印加する要素の機構として膜機構もしくは円柱機構が挙げられるが，いずれも圧力印加周

辺部においては局所的な栄養供給不足が発生する．また，円柱機構を用いた圧縮刺激の印

加では，圧縮軸と光軸が重なるため光路を確保できずタイムラプス測定できない．そこで，

本研究においては圧縮刺激印加と栄養供給および光路確保を両立する機構を考案すること

で，時系列情報を取得可能な機械的圧縮刺激印加培養装置を開発する必要がある．  
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Fig. 1.2 Approaches that combines the application of compression to cell with maintenance culture. 
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1.3 四次元細胞顕微鏡法 
 本節では，三次元細胞形状の時間的変化を観察する四次元細胞顕微鏡法を網羅的に整理

する．ここで，細胞顕微鏡法は試料の光学的性質によって適切なアプローチが異なるため，

本節では光散乱性ハイドロゲルに包埋されたメラノーマ細胞を試料として設定する．  

四次元細胞顕微鏡法は，空間情報を測定する三次元細胞顕微鏡法と，時間情報を測定す

るタイムラプスイメージングの組合せによって構築される．一般的に，光散乱性ハイドロ

ゲル内における三次元細胞顕微鏡法では蛍光顕微鏡法が広く用いられている．蛍光顕微鏡

法では，蛍光物質を用いて細胞内の特定の分子を標識する．しかしながら，蛍光顕微鏡法

は光毒性や光退色，生理活性阻害によって細胞挙動を変化させることが知られており，蛍

光顕微鏡法によるタイムラプス観察は生理学的な細胞挙動に影響を及ぼす可能性がある

[45]–[47]．そこで，蛍光物質を用いずに細胞挙動をタイムラプス観察可能なラベルフリー

顕微鏡法の確立が必要である．また，メラノーマ細胞に含まれるメラニン色素は可視光を

含む幅広い波長範囲の光線を強く吸収する[48]．光吸収に伴う光毒性[49], [50]や発熱効果

（光熱効果）[51], [52]はメラノーマ細胞の生化学的反応を大きく変化させる．生理学的環

境下におけるメラノーマの応答性を測定するためには，光照射の回数を限界まで減らした

シングルショットラベルフリー顕微鏡法が必要である．  

近年，計算顕微鏡法と呼ばれる新たな顕微鏡法がシングルショットラベルフリー顕微鏡

法を達成可能な方法論として注目されている．シングルショット計算顕微鏡法は，光学的

アプローチと情報学的アプローチに大別できる．  

光学的アプローチでは，光学理論に基づき光伝搬を解析することで細胞像を計算機上に

再構築する．本節では，光学的アプローチを顕微鏡法および干渉法に分類する．  

顕微鏡法は，光学システムおよび演算システムの違いによって分類できる．光学システ

ムは，照明光の性質によって空間コヒーレント結像系および部分的空間コヒーレント結像

系に大別される．空間コヒーレント結像系では，点光源から発せられた空間コヒーレント

光を単一方向から試料に照射することで光強度分布を取得し，光強度分布からフーリエ変

換法を介して像を再構築する[53], [54]．部分的空間コヒーレント結像系では，位相分布を

持った部分的空間コヒーレント光を試料に照射し光強度分布を取得する[55]．光強度分布

から波動方程式や強度輸送方程式に基づき光伝搬を解析的に計算することで像を再構築す

る[56], [57]．演算システムは，試料内における散乱回数を 1 回に近似する線形演算と，複

数回の散乱を考慮する非線形演算に大別される．線形演算では，光強度分布を試料の振幅
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分布と点像強度分布関数の畳み込み線形システムと近似し，点像強度分布関数のデコンボ

リューションによって解析的に像を再構築する[58]．点像強度分布関数は点光源の像面上

における強度分布を示す関数であり，線形性による取り扱い易さから広く利用されている．

非線形演算では，試料を伝搬する光の波面変化を逐次的に反復計算することで像を再構築

する．反復計算には膨大な計算量が要求されるが，計算機の著しい発展に伴って有限差分

時間領域法[59], [60]やビーム伝搬法[61], [62]などの高精度な非線形演算法が開発されてき

た．これらの演算においては，光輸送方程式によって記述される光伝搬に基づく理論的解

析が必要とされるが，多重散乱位相物体内においては光散乱の等方性を仮定する拡散近似

[63]や 2 次以上の多重散乱を無視するボルン近似[64]など様々な近似を用いる必要がある． 

干渉法では，シングルショットイメージングを可能とするデジタルホログラフィ技術に

注目が集まっている[65]．デジタルホログラフィでは，レーザのような高コヒーレンス光

源を物体光および参照光に分離する[66], [67]．物体光と参照光の位相差によって生成され

る干渉縞を撮像する．干渉縞における光強度分布は位相差によって決定されるため，計算

機上で位相情報を抽出し光伝搬を解析することで三次元像を再構築する．近年，物体光の

2 次元情報を空間的に多重化する空間光変調素子を用いたシングルショットデジタルホロ

グラフィーが開発された[66], [67]．  

以上のように，光学的アプローチによるシングルショット計算顕微鏡法は，厳密な理論

的解析によって高い測定精度が担保されることから，理論的および実験的側面から著しい

発展を遂げてきた．しかしながら，多重散乱位相物体である光散乱性ハイドロゲルでは異

方的な光散乱や強い多重散乱が生じるため，光学的アプローチを用いた本研究における試

料に対するイメージングは現時点で困難である．  

情報学的アプローチは，近年の深層学習分野の発展によって急速に注目され始めた方法

論である．深層学習では，計算機が入力情報と出力情報のデータ構造を学習することで，

入出力関係を結ぶ非線形写像を推定する．深層学習モデルの学習プロセスにおいて，光伝

搬などの物理現象を仮定する必要がないため，現時点の光学的アプローチでは観察の難し

いタスクにおいて新たな道筋を見いだせる可能性が高い[68], [69]．たとえば，Wu らは蛍光

標識した細胞骨格の二次元蛍光顕微鏡像から三次元細胞骨格形状を推測するモデルを開発

した[70]．Blundell らは単分子局在顕微鏡を用いたタンパク質の二次元蛍光顕微鏡像から三

次元タンパク質形状を推測するモデルを開発した[71]．これらの先行研究では，高コント

ラストな細胞像を取得することができる蛍光顕微鏡像が入力画像として用いられた．しか
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しながら，本研究においては細胞形状をラベルフリーに計測する必要があるため，ラベル

フリー顕微鏡像を入力画像とする必要がある．ここで，ラベルフリー顕微鏡像の性質を整

理する．一般的に，明視野顕微鏡で撮像されたラベルフリー顕微鏡像はノイズの少ない画

像となる一方で，低コントラストな画像となる[72]．位相差顕微鏡や微分干渉顕微鏡で撮

像されたラベルフリー顕微鏡像は高コントラストな画像となる一方で，周囲構造に起因す

るノイズやハローなどのアーチファクトが画像に映り込む．以上のように，ラベルフリー

顕微鏡像はコントラストとノイズがトレードオフな関係にあるため，1 枚のラベルフリー

顕微鏡像から三次元細胞像を再構築しようとする試みは未だ存在しない．  

 続いて，深層学習分野における三次元像再構築技術を整理する．一般的な三次元像再構

築技術では，複数の視点（マルチショット）から撮影された二次元画像と三次元データ間

の非線形関数を深層学習モデルによって近似することで，複数枚の二次元画像から三次元

像を再構築する[73]–[76]．マルチショット三次元像再構築に用いられる深層学習モデルで

は，深層ニューラルネットワークが広く使用されている．深層ニューラルネットワークと

は，入力要素と出力要素が重み付きエッジによって接続されたニューラルネットワークの

多層構造によって構築される数理モデルである．ニューラルネットワークでは，入力から

出力を予測し予測値と正解値の誤差を逆伝搬させることで予測精度を向上させる．深層ニ

ューラルネットワークの学習には極めて膨大な計算量が要求されるが，計算機の著しい性

能向上と数理モデルの発展によってマルチショット三次元像再構築の予測精度は劇的に向

上してきた[75], [76]．しかしながら，最先端の深層学習技術を以ってしても，単一の視点

（シングルショット）から撮影された二次元画像から三次元像を再構築するシングルショ

ット三次元像再構築は依存として難しいタスクであることが知られている[77]．これは，

予測する出力次元数が入力次元数に比べて著しく大きい状況下では，精度高く予測するこ

とが極めて困難であるという事実に基づく[78]．  

そこで，二次元データから三次元データへの再構築タスクを何らかの方法によって二次

元データから二次元データへの予測タスクに再定義することで，入力次元数と出力次元数

の解離を克服すれば高精度なシングルショット三次元像再構築顕微鏡法を構築できると仮

説を立てた．本仮説の実証においては，  

(1) 出力要素の三次元データを二次元データに次元変換  

(2) 入力要素の二次元データから，出力要素の二次元データを予測  

(3) 予測された出力要素の二次元データを三次元データに次元変換する  
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の 3 つのステップを踏む必要がある．  

第二ステップに関して，二次元データから二次元データを予測するタスクは深層学習分

野において画像対画像変換タスクとして知られ，汎用な深層学習モデルが多数報告されて

いる[79]–[81]．これらの深層学習モデルは，教師あり学習モデルと教師なし学習モデルに

大別される．教師あり学習モデルでは，一対一の関係にある画像ペアを教師データセット

として構築し，入力と出力の関係を学習する．教師なし学習モデルでは，与えられた画像

群データセットにおける，データ同士の構造を学習する．本研究では，教師あり学習モデ

ルを用いて，入力画像から出力画像を推定する．  

第一および第三ステップの実行に必要な次元変換アルゴリズムを整理する．高次元空間

から低次元空間に情報を埋め込む次元変換アルゴリズムでは，高次元データの特徴量を抽

出し次元数を削減することで低次元空間に埋め込む[82], [83]．特徴量抽出による次元数削

減は不可逆的な情報損失を生じさせる（図 1.3a）．例えば，図 1.3b に示すような三次元物

体を二次元平面に投影する次元変換では，投影面の反対側の情報は埋め込み完了時に完全

に失われる（自己遮蔽）．また，重なり合った複数の三次元物体を二次元平面に投影する次

元変換においても，重なり合った領域の情報は失われ再構築することは原理的に不可能と

なる（相互遮蔽）．自己遮蔽や相互遮蔽による不可逆的な情報損失は三次元再構築タスクに

おいて致命的であり，一度失われた情報を再度取り戻すことは不可能である[84], [85]．す

なわち，情報損失のない可逆的な次元変換法は現時点で存在しない．  

 以上，本研究において，情報損失のない可逆的な次元変換法を開発することで，高精度

なシングルショット三次元細胞計算顕微鏡法を構築する．構築した顕微鏡法とタイムラプ

スイメージングを組み合わせることで，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞

の生理学的な応答性を測定可能なラベルフリー四次元細胞顕微鏡法を確立する．  
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Fig. 1.3 Overview of conventional dimension transformation algorithms. (a) Schematic of the 

dimensionality transformation algorithm. Embedding in a low-dimensional space causes 

irreversible information loss. (b) Schematic of self-shielding and mutual shielding. Irreversible 

information loss is fatal in 3D reconstruction tasks, and once the information is lost, it cannot be 

regained. 
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1.4 研究目的 
 1.1 節では本研究の対象となるメラノーマについて概説し，機械的圧縮刺激に対するメ

ラノーマの応答性を解明することの重要性を述べた．しかしながら，動的な機械的圧縮刺

激に対するメラノーマの応答性は未だ明らかにされていない．そこで，本研究では変動す

る機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性を細胞集団レベルおよび単一細胞レベ

ルで解明することを最終目的とする．本研究目的の達成には，機械的圧縮刺激印加培養装

置および四次元細胞顕微鏡法が必要である．  

 1.2 節では，細胞試料に対する圧縮刺激の印加と維持培養を両立するアプローチを整理

した．細胞集団および単一細胞レベルの試料に同様の刺激を安定して負荷するためには，

面構造の機械的圧力を印加する必要があることを述べた．しかしながら，面構造による圧

力印加では局所的な栄養不足が生じるとともに，圧縮軸と光軸が重なるために光路を確保

できずタイムラプス観察することができない，面構造による機械的圧力の印加と栄養供給，

そしてタイムラプス観察を両立する培養装置は未だ存在していない．  

 1.3 節では，光散乱性ハイドロゲルに包埋されたメラノーマ細胞を試料として設定した

上で，三次元細胞形状の時間的変化を観察する四次元細胞顕微鏡法を整理した．四次元細

胞顕微鏡法は，空間情報を捉える三次元細胞顕微鏡法と時間情報を捉えるタイムラプスイ

メージングによって構築される．一般的に，光散乱性ハイドロゲル内の細胞をイメージン

グする三次元細胞顕微鏡法として，細胞を蛍光標識する蛍光顕微鏡法が広く用いられてい

る．しかしながら，蛍光標識は細胞の生理学的応答を変化させる．また，メラノーマ細胞

は光照射によっても生理学的応答を変化させる．生理学的条件下におけるメラノーマ細胞

の応答性をタイムラプス観察するためには，光照射回数を限界まで減らしたシングルショ

ットラベルフリー顕微鏡法が必要不可欠である．近年，計算顕微鏡法と呼ばれる新たな顕

微鏡法がシングルショットラベルフリー顕微鏡法を達成可能な方法論として注目されてい

る．シングルショット計算顕微鏡法は，光学的アプローチと情報学的アプローチに大別さ

れる．光学的アプローチは厳密な光学理論に基づく高精度測定が担保される一方で，多重

散乱位相物体である光散乱性ハイドロゲルに包埋された細胞形状を捉えることは原理的に

難しい．情報学的アプローチは，近年著しい発展を遂げている深層学習モデルに基づく．

深層学習では光伝搬などの物理現象を仮定せずに入出力データの関係性を推定できるため，

光散乱性ハイドロゲル内の細胞形状を捉えられる可能性がある．一方で，入出力データに

おける顕著な次元数の解離によって 1 枚の二次元顕微鏡像から三次元形状を精度高く測定
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することは難しい．そこで，出力の三次元データを二次元データに可逆的に次元変換でき

れば，測定精度を向上させることができると仮説を立てた．しかしながら，現時点で情報

損失のない可逆的次元変換法は存在していない．  

 以上，本研究では変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性を細胞集団

レベルおよび単一細胞レベルで解明することを目的として，時系列情報を取得可能な機械

的圧縮刺激印加培養装置および光散乱性ハイドロゲル内の細胞形状変化を取得可能なラベ

ルフリー四次元細胞顕微鏡法を確立する．確立した方法論をもって，時間スケールで変動

する間欠的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞集団およびメラノーマ単一細胞の応答性を調

査する．  

本論文における各章の関連を図 1.4 に示す．第 2 章では，圧縮刺激印加と栄養供給およ

び光路確保を両立する機構を考案することで，時系列情報を取得可能な機械的圧縮刺激印

加培養装置を開発する．第 3 章では，光散乱性ハイドロゲル内の三次元細胞形状の時間的

変化を計測可能なラベルフリー四次元細胞顕微鏡法の確立に向けて，情報損失のない可逆

的な次元変換法の開発を介して高精度なシングルショット三次元細胞計算顕微鏡法を構築

する．第 4 章では，間欠的圧縮刺激がメラノーマ細胞集団の進展速度に与える影響を調査

する．第 5 章では，間欠的圧縮刺激がメラノーマ単一細胞の細胞形態分布に与える影響を

調査する．第 6 章では，結言として各章で得られた内容をまとめ，本研究の成果を要約す

る．  
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Fig. 1.4 Relationship between the chapters in this paper. 
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第 2 章 時系列情報を取得可能な機械的圧縮刺激印加 
培養装置 

 

2.1 概要 
 本節において，機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性を経時的に観察可能な

培養装置（Cell culture device for imposing mechanical compression with temporal observation：

CMT）の概要を述べる．  

 図 2.1 に CMT の概要図を示す．本研究では皮膚の立体構造を模擬してハイドロゲル内に

メラノーマ細胞を包埋したメラノーマモデルを刺激印加対象とする．CMT は汎用培養皿，

Cell Culture Insert（pore size; φ 8.0 µm, BD Falcon Inc, Franklin Lakes, NJ, USA）および SUS304

製円筒状錘によって構成される．Cell Culture Insert は底面が PET 製多孔質膜によって構成

される汎用フィルタ培養デバイスであり，円筒形状に加工した錘と併用することで，面構

造による機械的圧縮刺激の印加と栄養供給および光路確保を両立させた．これらの装置を

図 2.1 のように配置することで，機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性をタイ

ムラプス測定できるようになる．円筒状錘の重さを調整することで任意の荷重を観察対象

に負荷することができるが，本研究においては観察対象に 7.7 × 102 Pa の圧縮応力[41], [86]

が印加されるように，内径 25 mm，外径 30 mm，高さ  16 mm になるように加工した．こ

こで，複数の先行研究[41], [86]によって圧縮応力 7.7 × 102 Pa の印加はがん細胞の細胞運

動を促進させることが報告されており，本研究においても細胞運動の活発な 7.7 × 102 Pa

を圧縮応力値に設定した．  

 

Fig. 2.1 Cell culture device for imposing mechanical compression with temporal observation(CMT). 

(a) Photograph. (b) Schematic side view. Red arrows indicate the direction of compression. 
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2.2 性能評価 
 
2.2.1  デジタル画像相関法を用いたクリープ試験 
 

2.2.1.1 概要  

 本節において，CMT の機械的圧縮刺激印加性能をクリープ試験によって評価する．CMT

は粘弾性体であるハイドロゲルを介してメラノーマ細胞に機械的圧縮刺激を印加する．一

般的に，持続的な荷重を粘弾性材料に印加した際，時間経過に伴ってひずみが増加するク

リープ変形が発生する[87]–[90]．CMT における機械的圧縮刺激印加時においては，培養皿

の表面に対して水平方向にクリープ変形が生じるが，水平方向のハイドロゲルの変形はメ

ラノーマ細胞にせん断応力を与える可能性がある． クリープ変形の持続時間（遅延時間）

が機械的圧縮刺激の印加時間に比べて無視できる場合には細胞が受けるせん断応力は無視

できるが，遅延時間が印加時間と同程度もしくは印加時間以上の場合，細胞が受けるせん

断応力は無視することができない．この場合，CMT は機械的圧縮刺激だけでなく，せん断

刺激も細胞に印加してしまうため，メラノーマ細胞に対する機械的間欠的圧縮の効果を評

価する上で交絡因子となってしまう．そこで，本実験において CMT 内におけるクリープ

変形の遅延時間を測定する．  

 

2.2.1.2 試料および実験方法  

 本節におけるクリープ試験においては，機械的圧縮刺激の印加対象としてマイクロビー

ズ包埋 I 型コラーゲンゲルを使用し，機械的圧縮刺激下におけるひずみの変化をデジタル

画像相関法（digital image correlation: DIC）によって測定した．ひずみの時間変化に対して

クリープ曲線を非線形フィッティングすることで，CMT において発生するクリープ変形の

遅延時間を評価した．  

I 型コラーゲンは皮膚内の真皮層を構成する主成分であり[91], [92]，メラノーマモデル

を構成するハイドロゲル材料として採用した．また，本実験においてはクリープ変形のマ

ーカーとして，マイクロビーズを I 型コラーゲンゲルに包埋した．具体的に，コラーゲン

酸性溶液 I-AC 3 mg/ml （KOKEN）と再構成緩衝液（新田ゼラチン）, 10 倍 DF 濃縮培養液

（新田ゼラチン）を 8：1：1 の比率で混合することで最終濃度 2.4 mg/ml の I 型コラーゲン

中性溶液を作製した．再構成緩衝液は 50 mM 水酸化ナトリウム，260 mM 炭酸水素ナトリ
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ウム，200 mM HEPES で構成される．続いて，直径 20 µm のポリスチレン製マイクロビー

ズ(Polybead; 18329, Polysciences Inc.)を I 型コラーゲン中性溶液に最終濃度 5 v/v%で混合

し，直径 60 mm の培養皿に混合液 2 ml を滴下した．温度 37℃，CO2 濃度 5%，湿度 95%に

制御された炭酸ガスインキュベータ内で 20 分間静置させることでゲル化させ，コラーゲ

ンゲルの上部に Cell Culture Insert および円筒状錘を設置した．  

 DIC はサンプルのひずみの時間的変化を連続撮像した時系列画像から測定する非接触計

測法であり[93], [94]，本実験においてはコラーゲンゲルのタイムラプス画像を用いてひず

み変化を測定した．具体的に，CCD カメラ(DP73, Olympus Inc.)を搭載した位相差顕微鏡

（CKX41，Olympus Inc.）を用いて，機械的圧縮刺激印加開始時点から 1 分間隔で 30 分間

のタイムラプス撮像を実施した．DIC では，変形前後のサンプル画像から類似した輝度値

分布を探索することで変形ベクトルを算出しひずみを測定する（図 2.2a）．探索する輝度値

分布は解析窓と呼ばれる．変形前後の画像に任意の解析窓を設定し，解析窓同士の輝度値

分布の相互相関係数を算出する．ここで，変形前の解析窓は固定され，変形後の解析窓は

特定の探索領域内において走査される．相互相関係数が最大となった解析窓の位置を変形

後の位置とし，変形前後の解析窓の変位ベクトルを算出する．画像内に設定した解析領域

において解析窓を走査し，それぞれの地点の変位ベクトルから Green-Lagrange ひずみ

𝑠𝑠𝑥𝑥𝑥𝑥, 𝑠𝑠𝑥𝑥𝑥𝑥, 𝑠𝑠𝑦𝑦𝑦𝑦を算出することでサンプルのひずみ分布を算出する．ここで，𝑠𝑠𝑥𝑥𝑥𝑥, 𝑠𝑠𝑦𝑦𝑦𝑦は画像内の

xy 方向における法線ひずみ成分を，𝑠𝑠𝑥𝑥𝑥𝑥はせん断ひずみ成分を表す．基準時点を刺激印加開

始時点に設定し，任意時点でのサンプル画像と基準時点でのサンプル画像を用いた DIC に

よるひずみ分布の算出によって，ひずみ分布の時間的変化を測定することができる．本実

験においては，数値解析ソフトウェア MATLAB（Version 9.9.0.1570001（R2020b），MathWorks 

Inc.，USA）のオープンソースソフトウェア Ncorr[95]を用いて，DIC によるひずみ測定を

実施した．また，計算量の削減を目的としてサンプル画像内に解析対象領域（Region of 

Interest: ROI）を設定し，ROI における解析窓および探索領域の走査を実施した．  

続いて，ROI における各地点の法線ひずみ成分の二乗ノルム𝑠𝑠 = �𝑠𝑠𝑥𝑥𝑥𝑥2 + 𝑠𝑠𝑦𝑦𝑦𝑦2を算出し，

二乗ノルム𝑠𝑠の中央値𝑆𝑆を任意時点のひずみの代表値𝑆𝑆(𝑡𝑡)として算出した．サンプルのひず

みの時間的変化に対してクリープ曲線を非線形フィッティングすることで遅延時間を算出

する．一般的に，生体組織やコラーゲンゲルなどのバイオマテリアルのクリープ現象は，

一般化 Kelvin-Voigt モデルを用いて記述される[96], [97]．本実験においては，3 要素の一般
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化 Kelvin-Voigt モデルを非線形フィッティングする数理モデルとして用いた．図 2.2b で表

される一般化 Kelvin-Voigt モデルは次式で記述される．  

𝛾𝛾(𝑡𝑡) =
𝜎𝜎0
𝐸𝐸1

 +
𝜎𝜎0
𝐸𝐸2
�1 − 𝑒𝑒−

𝑡𝑡
𝜏𝜏� (2.1) 

𝜏𝜏 =
𝜂𝜂
𝐸𝐸2

(2.2) 

ここで，𝛾𝛾(𝑡𝑡)は時間依存のひずみ関数，𝜎𝜎0は印加応力，𝐸𝐸𝑖𝑖(𝑖𝑖 = 1,2)は弾性係数を，𝜂𝜂は粘性係

数を，𝜏𝜏は遅延時間を示している．非線形フィッティングではオープンソース統計解析ソフ

トウェア R（version 3.5.3）を使用して，非線形最小二乗法である Levenberg-Marquardt 法

[98]を用いて，実験値𝑆𝑆(𝑡𝑡)に対するクリープ曲線𝛾𝛾(𝑡𝑡)を近似した．具体的に，印加応力𝜎𝜎0 =

7.7 ×  102 Pa として，本実験ではパラメタ{𝐸𝐸1,𝐸𝐸2, 𝜏𝜏}を推定した．実験値𝑆𝑆(𝑡𝑡)に対する近似ク

リープ曲線𝛾𝛾(𝑡𝑡)の適合度は Pearson 相関係数を用いて評価した．  

 

 

 

Fig. 2.2 Creep test in CMT. (a) Schematic of digital image correlation method (DIC). (b) Schematic 

of three-element generalized Kelvin-Voigt model. 
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2.2.1.3 結果および考察  

 機械的圧縮刺激下におけるコラーゲンゲルの時間的な変形を撮像した位相差顕微鏡像の

時系列画像を図 2.3a に示す．画像内の黒い斑点はマイクロビーズであり，小枠内に拡大さ

れた図は同一の観察地点においてマイクロビーズが時間経過に伴って移動している様子を

示している．クリープ試験によって取得したひずみの代表値の時間的変化と，一般化

Kelvin-Voigt モデルを用いて非線形フィッティングしたクリープ曲線を図 2.3b に示す．ひ

ずみの時間的変化の測定結果から，時間経過に伴いひずみが増加し一定のひずみに収束す

る様子が認められた．これは典型的なクリープ変形におけるひずみの時間的変化である．

また，Pearson 相関係数の中央値は 0.968（図 2.3c）であり，高い適合度でクリープ曲線を

推定できたことが示された．遅延時間の測定結果を図 2.3d に示す．遅延時間の中央値は 8

分程度であり，機械的圧縮刺激の印加時間として想定する数時間オーダに比べて極めて小

さいことが示された．  

これらの結果から，CMT におけるクリープ変形の遅延時間は機械的圧縮刺激の印加時間

に比べて無視できる程度であり，細胞が受けるせん断応力は無視できる．すなわち，CMT

は機械的圧縮刺激下におけるメラノーマ細胞の応答性を解析するのに適した培養装置とし

て機能していることが示された．  
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Fig. 2.3 Creep test during mechanical compression in CMT. (a) Representative time-lapse images 

acquired by phase-contrast microscopy. The black dot object in the image indicates a polystyrene 

microsphere. The white arrow indicates the direction of displacement. (b) Representative 

experimental data and estimated creep curve fitted by the three-element Kelvin-Voigt model. 

Experimental data are shown as plot points and Estimated creep curve is shown as red solid line. 

(c) Boxplot of Pearson’s correlation coefficients. The median of the Pearson’s correlation 

coefficients between the experimental data and the estimated creep curves was 0.968 (n = 6). (d) 

Boxplot of estimated delay time. The median estimated delay time was 7.74 min (n = 6). 
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2.2.2  細胞培養試験 
 

2.2.2.1 概要  

 本節において，CMT の培養性能を細胞培養試験によって評価する．時系列情報を取得可

能な機械的圧縮刺激印加培養装置として機能するために必要最低限要求される性能は，  

1. 細胞が生存可能な培養環境であること  

2. 機械的圧縮刺激によって細胞内に生化学反応を誘発できる培養環境であること  

3. 時系列情報を取得可能な培養環境であること  

の三点である．そこで，本節においてはマウスメラノーマ由来細胞株（B16F10 細胞，理研

セルバンク）を用いてそれぞれを，  

1. calcein-AM/PI 二重蛍光染色による細胞生存性評価  

2. rhodamine-phalloidin 蛍光染色による F アクチン細胞骨格のリモデリング評価  

3. 画像解析による細胞群挙動の時系列評価  

によって性能評価する．  

 

2.2.2.2 試料および実験方法  

 本節における細胞培養試験においては二次元メラノーマモデルを構築し，CMT の培養性

能を評価した．二次元メラノーマモデルは，メラノーマの発生する皮膚の力学的な三次元

環境を模擬して，二次元平面上に特定の円形領域に播種した B16F10 細胞群と三次元構造

を有する I 型コラーゲンゲルによって構成される（図 2.4）．ここで，二次元メラノーマモ

デルは表皮層から真皮層に浸潤を開始する進展の初期段階を模している．  

二次元メラノーマモデルを構成する B16F10 細胞は高転移性のメラノーマモデル細胞と

して広く用いられる細胞株であり[99]–[102]，高い細胞増殖能と遊走能を有する[103], [104]

ことで外部環境に対する優れた応答性を示す細胞株であることから本研究に適した細胞株

として採用した．具体的に，本研究において B16F10 細胞は凍結アンプル解凍後 2 回の継

代作業を経た後に試料として用いた．維持培養期間では，高グルコース含有ダルベッコ改

変イーグル培地（Dulbecco’s modified Eagle’s Medium–high glucose: DMEM-high glucose，

Gibco）+ 10%ウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum: FBS）+ 1% 抗生物質-抗真菌剤（Antibiotic 

-Antimycotic）に調整した培養液を用いた．維持培養は温度 37℃，CO2 濃度 5%，湿度 95%

に制御された炭酸ガスインキュベータ内で行い，コンフルエントによる細胞同士の接触阻
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害を避けるため 2-3 日に 1 回継代作業を行った．継代作業では，培養液を除去した後にリ

ン酸緩衝食塩水（Phosphate-buffered saline: PBS）を用いた細胞洗浄処理を実施し，トリプ

シン溶液（0.25% Trypsin+0.985 mM ethylenediaminetetraacetic aicd-2Na）を用いたトリプシ

ン処理を，温度 37℃，CO2 濃度 5%，湿度 95%に制御された炭酸ガスインキュベータ内で

2 分 30 秒間静置することで B16F10 細胞を培養皿から剥離し細胞懸濁液を作製した．続い

て，遠心分離器を用いて細胞懸濁液を 1000 rpm で 3 分間，室温で遠心分離することで細胞

を沈殿させ，上清を吸引した後に培養液に再懸濁することで，新しい細胞懸濁液を作製し

た．最後に，新しい細胞懸濁液を適切な細胞濃度で，培養皿に再播種することで継代作業

を実施した．また，メラノーマは生体内環境において，皮膚の表皮層において水平に円状

に進展（水平進展期）した後に真皮層に向けて垂直に進展（垂直進展期）する二段階の進

展様式を示す[105], [106]．二次元メラノーマモデルにおいては，水平進展期直後の垂直進

展期初期を模擬することを目的として，培養皿への播種領域を円形領域に制御した．具体

的に，ポリジメチルシロキサン（polydimethylsiloxane: PDMS）製を用いた円柱状培養モー

ルドを構築し，円柱状培養モールド内に B16F10 細胞を播種および培養することで，播種

領域を円形領域に制御した．PDMS は生体適合性を示すシリコーンであり，PDMS 上で細

胞培養を行う研究にも幅広く利用されている[107]–[109]高分子材料である．PDMS の作製

においては，主剤と硬化剤を 10:1 の比率で混合した後に培養皿に流し込み，真空デシケー

タ内で 30 分間の脱気処理を実施した．続いて，温度 60℃に保たれている乾燥炉内で 3 時

間静置させることで熱硬化を生じさせた後に，培養皿から PDMS を取り除いた．硬化させ

た PDMS に対して直径 4 mm の生検トレパンを用いて円柱状の穴を開けることで，円柱状

培養モールドを作製した．PDMS 製円柱状培養モールドは，作製後に洗浄および乾燥作業，

120 度で 20 分間のオートクレーブ滅菌を経てから培養試験に用いた．  

二次元メラノーマモデルの作製方法を図 2.4 に示す．直径 60 mm の培養皿上に設置した

PDMS 製培養モールド内に B16F10 細胞を 8.0 × 103 cells/cm2 の密度で播種した後に，DMEM-

high glucose + 10%FBS + 1% Antimycotic-Antibiotic で調整した培養液を用いて 1 日間炭酸ガ

スインキュベータ内で静置培養した．1 日間の静置培養期間終了後に培養皿から PDMS 製

培養モールドおよび培養液を除去し，PBS + 1% Antimycotic-Antibiotic で細胞群を洗浄した．

最後に，最終濃度 2.4 mg/ml に調整した I 型コラーゲン中性溶液 2 ml を細胞群の上部から

滴下し，20 分間の炭酸ガスインキュベータでの静置によってゲル化させることで二次元メ

ラノーマモデルを構築した．二次元メラノーマモデルの培養には DMEM-high glucose + 10% 
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FBS + 1% Antimycotic-Antibiotic に調整した培養液を使用し，炭酸ガスインキュベータ内で

の培養を実施した．  

CMT における細胞生存性評価の実験方法を述べる．定常機械的刺激を印加した

compression 群と錘を除した control 群を炭酸ガスインキュベータ内で 32 時間培養した後

に，生細胞染色用蛍光色素 calcein acetoxymethyl ester（calcein-AM: 励起波長 490 nm，蛍光

波長 515 nm）と死細胞染色用蛍光色素 propidium iodide（PI: 励起波長 535 nm，蛍光波長  

617 nm）を用いた二重蛍光染色し，蛍光顕微鏡（CKX41，Olympus Inc.）で撮像することで

定性的な細胞生存性の評価を実施した．calcein-AM は細胞膜透過性を有する蛍光色素であ

り，生細胞の細胞質内エステラーゼによる加水分解効果によって緑色の蛍光を発するため，

生細胞の蛍光標識として用いられている[110], [111]．また，PI は細胞膜非透過性の蛍光色

素であり，細胞核内の DNA の二重らせん構造に結合し赤色の傾向を発する死細胞の蛍光

標識として用いられている[112], [113]．calcein-AM/PI 二重蛍光染色処理では具体的に，培

養終了時に培養液を除去し，無血清培養液 DMEM-high glucose + 1% Antimycotic-Antibiotic

に添加した後に，30 分間炭酸ガスインキュベータ内で静置した．続いて，calcein-AM/PI お

よび無血清培養液を混合し，最終濃度 2 µg/ml に調整することで蛍光染色液を作製した．

二次元メラノーマモデルの静置終了後，無血清培地を除去した後に蛍光染色液を添加し，

炭酸ガスインキュベータ内で 45 分間静置することで蛍光染色を実施した．  

CMT における F アクチン細胞骨格のリモデリング評価の実験方法を述べる．本実験に

おいては，  培養 8 時間および培養 32 時間経過時点における compression 群と control 群に

対して rhodamine-phalloidin (PHDR1, Cytoskeleton Inc.: 励起波長 535 nm，蛍光波長  585 nm)

を用いた F アクチン蛍光染色および蛍光顕微鏡による撮像を実施することで，F アクチン

細胞骨格の形態変化を定性的に評価した．rhodamine-phalloidin はローダミン蛍光色素を標

識したファロイジンによって形成され，F アクチン細胞骨格に対して特異的に結合するこ

とで F アクチン細胞骨格を可視化する[114], [115]．F アクチンは細胞骨格を主に構成する

タンパク質であり，細胞に対する力学的刺激に応答して構造変化（リモデリング）を示す

ことが知られている[116]–[118]．rhodamine-phalloidin 蛍光染色処理では具体的に，培養終

了時に培養液を除去した後に 4% Paraformaldehyde 溶液を添加し 10 分間室温で静置するこ

とで固定処理を行った．固定処理後に Paraformaldehyde 溶液を除去し，0.1% Triton X-100

溶液を添加し 5 分間室温で静置することで膜透過処理を行った．Triton X-100 溶液を除去
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後，0.7% rhodamine-phalloidin 溶液を添加し炭酸ガスインキュベータ内で 30 分間静置する

ことで rhodamine-phalloidin 蛍光染色処理を実施した．  

CMT における細胞群挙動の時系列評価の実験方法を述べる．本実験においては，培養 0, 

8, 32 時間経過時点における compression 群と control 群の細胞占有領域を，CCD カメラ

（DP73, Olympus Inc）を搭載した位相差顕微鏡（CKX41，Olympus Inc.）を用いて経時的に

撮像した．細胞群挙動の時系列変化を定量的に解析するために，培養時間ごとの細胞占有

面積を，汎用画像解析ソフトウェア（ImageJ, NIH）を用いて測定した．具体的に，細胞播

種領域の輪郭を手動抽出し，抽出した輪郭の面積を細胞占有面積として測定した．続いて，

各時刻における細胞占有面積を𝑎𝑎𝑡𝑡  = {𝑎𝑎𝑡𝑡 ∈ ℤ| 𝑡𝑡 ≥ 0, 𝑡𝑡 ∈ ℤ }と定義し，各時刻における浸潤

面積𝐼𝐼𝑡𝑡を次式によって定義した．  

𝐼𝐼𝑡𝑡 = 𝑎𝑎𝑡𝑡 − 𝑎𝑎0 (2.3) 

定量データに対する統計学的仮説検定では，有意水準 5%と設定し片側検定による

Welch’s t-test を実施した．  

 

 

Fig. 2.4 Fabrication of the 2D melanoma model. B16F10 cells were seeded in a cylindrical area in 

the PDMS mold on a cell culture dish. After one day of culture, the mold was removed from the 

dish and covered with neutralized type I collagen gel. 
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2.2.2.3 結果および考察  

 CMT における細胞生存性の評価を目的とした，培養 32 時間時点における calcein-AM/PI

二重蛍光染色像を図 2.5a に示す．緑色蛍光像が生細胞，赤色蛍光像が死細胞を示している．

結果，培養 32 時間経過時点において compression 群および control 群いずれの試料群にお

いても高い細胞生存性を示すことが認められた．CMT の培養環境が，細胞が生存可能な培

養環境であることが示された．  

 CMT における F アクチン細胞骨格のリモデリング評価を目的とした，培養 8 時間およ

び 32 時間経過時点における rhodamine-phalloidin 蛍光染色像を図 2.5b に示す．赤色蛍光像

が F アクチンを示し，細胞播種領域の周縁部を撮像している．培養 8 時間経過時点で

compression 群においては F アクチン細胞骨格の顕著な伸長が認められた一方で，control 群

においては F アクチン細胞骨格の伸長は認められなかった．培養 32 時間経過時点におい

ては，両試料群で F アクチン細胞骨格の顕著な伸長が認められた．これらの結果から，CMT

を用いた機械的圧縮刺激は細胞骨格の伸長を促進させ，生化学反応としての細胞骨格のリ

モデリングが生じることが示された．ここで，Tse らは機械的圧縮刺激（7.7 × 102 Pa）の印

加が乳がん細胞の細胞骨格の伸長を促進させたことを示している[41]．本実験における機

械的圧縮刺激の印加（7.7 × 102 Pa）による細胞骨格の伸長は Tse らの知見と合致する結果

である．これらの結果から，CMT の培養環境が機械的圧縮刺激によって細胞内に生化学反

応を誘発できる培養環境であることが示された．  

 CMT における細胞群挙動の時系列評価を目的とした，培養 0，8，32 時間経過時点にお

ける細胞播種領域の位相差顕微鏡像を図 2.5c に，培養 0 時間時点における細胞播種面積を

基準とした時の培養 8 時間および 32 時間経過時点における浸潤面積の測定結果を図 2.5d

に示す．結果，培養 8 時間経過時点において compression 群の浸潤面積が control 群に比べ

て有意に増加した一方で，培養 32 時間経過時点での両試料群における浸潤面積に有意差

は認められなかった．これらの結果は機械的圧縮変形刺激が B16F10 細胞群の運動能を一

過的に促進させることを示している．ここで，Tse らは培養 16 時間経過時点におけるエン

ドポイント観察によって，機械的圧縮変形刺激が細胞骨格の伸長を介して乳がん細胞の運

動能を促進させたことを報告している[41]．Tse らの先行研究を考慮すると，本研究におけ

る細胞骨格のリモデリング結果および浸潤面積の結果は，8 時間の機械的圧縮刺激は細胞

骨格の伸長を介して B16F10 細胞群の運動能を一過的に促進させたことを示唆している．
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機械的圧縮刺激下における一過的なメラノーマ細胞群挙動を明らかにしたことは，CMT の

培養環境が時系列情報を取得可能な培養環境として機能していることを示している．  

 以上，これらの細胞培養試験の結果より，CMT が時系列情報を取得可能な機械的圧縮刺

激印加培養装置として機能していることが示された．  
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Fig.2.5  Cell culture test in CMT. (a) Fluorescent microscopic images of B16F10 cells in the 

melanoma model stained by calcein-AM/PI (propidium iodide) at 32 h of culture. Live cells exposed 

to calcein-AM showed green fluorescence, while dead cells allowed PI to enter the cell membrane 

and label the cell nucleus with red fluorescence. (b) Fluorescent microscopic images of B16F10 

cells in the melanoma model stained by rhodamine-phalloidin at each time point in the outer edges 
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of the cell-adhered area. White arrowheads indicate an elongation of F-actin filaments. (c) 

Microscopic images of B16F10 cells in control and compression groups. The migration of cells 

subjected to compressive stress was compared to control groups at each time point. The blue lines 

indicate the cell-adhered area at 0 h of culture, the green lines indicate one at 8 h of culture, and 

the red lines indicate one at 32 h of culture. The upper right images show the boundary region 

between the cell-adhered area and the collagen gel, with the white lines marking the boundary. The 

white arrows indicate the invasion of B16F10 cells into the collagen gel. (d) The cell invasion area 

at 8 h and 32 h of culture. Sample size for each group was n=13. Experimental data were examined 

for significant differences using Welch’s t-tests. * indicates a significant difference compared to 

control group (p < 0.05). 
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第 3 章 光散乱性ハイドロゲル内における細胞形状 
変化を計測可能な高速ラベルフリー四次元 
細胞計算顕微鏡法 

 

3.1 可逆的次元変換法 
 

3.1.1  双方向符号化理論 
 本節において，情報損失のない可逆的圧縮変換法（Dimension Transformer: DiT）の構築

に向けて，双方向符号化理論（Bidirectional coding theory: BCT）を確立する．DiT は非負整

数で構成される高次元データを，BCT を用いて一次元下の低次元データに情報損失なく可

逆的に変換する．たとえば，三次元ボクセルデータを二次元データに次元変換する場合，

ボクセルデータを一次元データ列の集合と捉え，BCT を用いてすべての一次元データ列を

一意のスカラーに変換することで 2 次元圧縮マップに次元圧縮する（図 3.1a）．BCT は本

研究において新たに確立した情報符号理論であり，非負整数で構成される一次元データ列

𝐷𝐷 = {𝑎𝑎𝑛𝑛−1,𝑎𝑎𝑛𝑛−2,⋯ ,𝑎𝑎0|𝑎𝑎𝑖𝑖(0 ≤ 𝑖𝑖 ≤ 𝑛𝑛 − 1) ∈ ℕ0 ∧ 𝑛𝑛 ∈ ℕ}と零次元スカラー𝑆𝑆 ∈ ℝの可逆的な変換

を可能にする．  

BCT の基本的枠組みについて述べる．BCT のアイデアは，フーリエ展開に代表される線

形基底展開𝑓𝑓(𝑥𝑥) = ∑ 𝛽𝛽𝑚𝑚ℎ𝑚𝑚(𝑥𝑥)𝑚𝑚 に基づく．線形基底展開とは，対象空間に属する元を基底関

数の線形結合として表現する方法である．一次元データ列の要素𝑎𝑎𝑖𝑖を係数𝛽𝛽𝑚𝑚 = 𝑎𝑎𝑖𝑖，要素の

空間的位置𝑖𝑖を基底スカラー𝑟𝑟の冪指数に据えた基底ℎ𝑚𝑚(𝑥𝑥) = 𝑟𝑟𝑖𝑖を考え，線形結合∑ 𝑎𝑎𝑖𝑖𝑟𝑟𝑖𝑖𝑖𝑖 によ

って一意のスカラーを得る．  

BCT の具体的なアルゴリズムについて述べる．BCT は，一次元データ列𝐷𝐷から零次元ス

カラー𝑆𝑆へ変換する符号化方向において  

1. 瞬時符号化  

2. 基数変換  

3. Min-max 正規化  

の三つのステップによって構築される．零次元スカラー𝑆𝑆から一次元データ列𝐷𝐷へ変換する

復号化方向においては，これら三つのステップの逆順を辿る．  

 瞬時符号化に関して，複数の情報源記号𝑠𝑠𝑖𝑖 (𝑖𝑖 = 1,2,⋯ ,𝑛𝑛)で構成される情報源記号列𝑆𝑆 =

{𝑠𝑠1, 𝑠𝑠2,⋯ , 𝑠𝑠𝑛𝑛}と，情報源記号語を符号化した符号語𝑐𝑐𝑖𝑖 (𝑖𝑖 = 1,2,⋯ ,𝑛𝑛)で構成される符号語列𝐶𝐶 =
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{𝑐𝑐1, 𝑐𝑐2,⋯ , 𝑐𝑐𝑛𝑛}を考える．符号とは情報源記号列𝑆𝑆を符号語列𝐶𝐶に変換する写像𝜙𝜙 ∶ 𝑆𝑆 ⟶ 𝐶𝐶と捉え

ることができ，復号とは符号語列𝐶𝐶から情報源記号列𝑆𝑆に変換する逆写像𝜙𝜙−1 ∶ 𝐶𝐶 ⟶ 𝑆𝑆と捉え

ることができる．瞬時符号化とは瞬時性を満たす符号語列𝐶𝐶′ = {𝑐𝑐′1, 𝑐𝑐′2,⋯ , 𝑐𝑐′𝑛𝑛}に変換する写

像𝜙𝜙′ ∶ 𝑆𝑆 ⟶ 𝐶𝐶′である．瞬時符号𝑐𝑐′𝑖𝑖は前方方向から符号語を読み取った際に直ちに一意の情

報源記号𝑠𝑠𝑖𝑖に復号可能な符号として定義される．瞬時符号は，瞬時性の定義によって情報

源記号列𝑆𝑆と符号語列𝐶𝐶′が全単射関係にある一意復号可能性を同時に満たし，情報源記号列

𝑆𝑆と符号語列𝐶𝐶′は 1 対 1 の関係で対応している．瞬時性の必要十分条件は，符号語列に含ま

れる任意の符号語𝑐𝑐′𝑖𝑖が他の符号語𝑐𝑐′𝑗𝑗(𝑖𝑖 ≠ 𝑗𝑗)の接頭語にならない語頭条件を満たすことであ

る．一般的に，語頭条件の判定には符号語列の集合を枝木のように表した符号木を用いる

（図 3.1b）．符号木とは頂点（節点）と辺（枝）によって構成され，出発点（根）を始点と

して終点までの向きが存在する有向グラフである．符号語を形成する符号記号は枝に，符

号語は節点に表す．始点から終点までの向きにおいて，上位および下位に存在する節点を

それぞれ親および子と呼び，節点において子の無い節点を葉と呼ぶ．ここで，任意の符号

語 A が他の符号語 B の親に相当する節点に存在する場合，A は B の接頭語であるという．

すなわち，語頭条件とは符号語が全て葉に位置する場合と同値である．たとえば，情報源

記号列𝑆𝑆 = {𝑎𝑎, 𝑏𝑏, 𝑐𝑐,𝑑𝑑}を符号語列𝐶𝐶 = {0, 10, 110, 111}に変換する符号化𝜙𝜙1 ∶ {𝑎𝑎 → 0, 𝑏𝑏 → 10, 𝑐𝑐 →

110,𝑑𝑑 → 111}は，符号語が全て葉に位置する語頭条件を満たすため，瞬時符号化であること

が理解できる（図 3.1b）．一方で，符号化𝜙𝜙2 ∶ {𝑎𝑎 → 0, 𝑏𝑏 → 01, 𝑐𝑐 → 010,𝑑𝑑 → 11}は，節点に位置

する符号語が存在するため語頭条件を満たすことができず，非瞬時符号化であることが理

解できる（図 3.1c）．符号化𝜙𝜙1および𝜙𝜙2による符号語はいずれも符号長の異なる非等長符号

であるが，符号長の等しい等長符号に変換する符号化𝜙𝜙3 ∶ {𝑎𝑎 → 00, 𝑏𝑏 → 01, 𝑐𝑐 → 10,𝑑𝑑 → 11}は

常に語頭条件を満たす瞬時符号となる（図 3.1d）．そこで，本研究における瞬時符号化ステ

ップでは，データ列𝐷𝐷を構成する各要素𝑎𝑎𝑖𝑖に対して前方ゼロパディングすることで符号語

列を等長符号に符号化し，情報源記号列であるデータ列𝐷𝐷に対して全単射関係にある符号

語列𝐷𝐷𝑐𝑐 = {𝑏𝑏𝑛𝑛−1, 𝑏𝑏𝑛𝑛−2,⋯ , 𝑏𝑏0}に瞬時符号化した．本研究における瞬時符号化を𝜓𝜓 ∶ 𝐷𝐷 ⟶ 𝐷𝐷𝑐𝑐とす

る時，𝜓𝜓(𝑎𝑎𝑖𝑖) = 𝑏𝑏𝑖𝑖  (𝑖𝑖 = 1, 2,⋯ ,𝑛𝑛)に対応する．ゼロパディングする桁数𝑁𝑁は  

𝑁𝑁 = ⌈log10(𝑟𝑟 − 1)⌉ (3.1) 

𝑟𝑟 = {2𝑏𝑏�𝑏𝑏 ∈ ℕ} (3.2) 

と定義した．ここで，関数⌈𝑥𝑥⌉は⌈𝑥𝑥⌉ = 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚{𝑘𝑘 ∈ ℤ|𝑥𝑥 ≤ 𝑘𝑘}で定義される天井関数であり，自然数

𝑏𝑏はデータ列𝐷𝐷の要素𝑎𝑎𝑖𝑖を格納するメモリに割り振られるビット数である．たとえば，要素
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が 8 ビットのメモリ上に格納されるデータ列𝐷𝐷 = {0, 3, 14, 121}は桁数𝑁𝑁 = ⌈log10(28 − 1)⌉ = 3

で前方ゼロパディングされる符号化𝜓𝜓 ∶ {0 ⟶ 000, 3 ⟶ 003, 14 ⟶ 014, 121 ⟶ 121}によって，

符号語列𝐷𝐷𝑐𝑐 = {003,014,121}を得る．  

 続いて，瞬時符号化によって得られた符号語列𝐷𝐷𝑐𝑐を水平方向に結合した数字列𝐷𝐷𝑛𝑛 =

𝑏𝑏𝑛𝑛−1𝑏𝑏𝑛𝑛−2 ⋯𝑏𝑏0に変換し，数字列𝐷𝐷𝑛𝑛を基数𝑟𝑟によって表現された𝑟𝑟進数𝐷𝐷𝑛𝑛(𝑟𝑟)と捉える．基数変

換法を用いて，𝑟𝑟進数𝐷𝐷𝑛𝑛(𝑟𝑟)を 10 進数𝐷𝐷𝑛𝑛(10)に変換することで 10 進数スカラーを得る（式

3.3）．   

𝐷𝐷𝑛𝑛(10)  = �𝑏𝑏𝑖𝑖 ∙ 𝑟𝑟𝑖𝑖
𝑛𝑛−1

𝑖𝑖=0

(3.3) 

𝐷𝐷𝑛𝑛(10)への基数変換は，𝑟𝑟𝑘𝑘を基底関数，𝑏𝑏𝑖𝑖を係数として線形結合する線形基底展開と捉える

ことができるため，全単射性が担保される．ただし，データ列𝐷𝐷におけるデータ長の情報に

関わるいくつかのゼロパディング情報は，基数変換の際に消失する恐れがある．たとえば，

8 ビットのデータ列𝐷𝐷 = {0, 121, 14}の場合，𝐷𝐷𝑛𝑛(𝑟𝑟) = 000121014であり𝐷𝐷𝑛𝑛(10)  = 0 ∙ 2562 +

121 ∙ 2561 + 14 ∙ 2560 = 30990であるが，BCT における復号化方向において𝐷𝐷𝑛𝑛(10)  = 30990

を𝑟𝑟進数𝐷𝐷𝑛𝑛(𝑟𝑟)′に基数変換した際𝐷𝐷𝑛𝑛(𝑟𝑟)′ = 121014となり，データ列𝐷𝐷の前方情報が消失して

しまう．データ長が任意の有限長であるデータ列に対する基数変換ステップの一意性を担

保するためには，データ長の情報をスカラーに埋め込むことが必要不可欠である．  

 そこで，データ列𝐷𝐷のデータ長𝑛𝑛を用いて次式で定義されるスカラー𝑑𝑑𝑛𝑛によって，基数変

換された 10 進数スカラー𝐷𝐷𝑛𝑛(10)の Min-max 正規化を行い，データ長の情報をスカラーに

埋め込む．スカラー𝑑𝑑𝑛𝑛はデータ列𝐷𝐷に対して，𝐷𝐷𝑛𝑛(10)が取りうる最大値と同値である．  

𝑑𝑑𝑛𝑛 = �(𝑟𝑟 − 1) ∙ 𝑟𝑟𝑖𝑖
𝑛𝑛−1

𝑖𝑖=0

= 𝑟𝑟𝑛𝑛 − 1 (3.4) 

式 3.4 で定義されたスカラー𝑑𝑑𝑛𝑛を用いて，BCT における Min-max 正規化は次式で定義され

る．Min-max 正規化処理は線形関数であり全単射性が担保されている．  

𝑆𝑆 =
1
𝑑𝑑𝑛𝑛

�𝑎𝑎𝑖𝑖

𝑛𝑛−1

𝑖𝑖=0

⋅ 𝑟𝑟𝑖𝑖 =
1

𝑟𝑟𝑛𝑛 − 1
�𝑎𝑎𝑖𝑖

𝑛𝑛−1

𝑖𝑖=0

⋅ 𝑟𝑟𝑖𝑖 (3.5) 

 以上のように，全単射性が担保される 3 つのステップを経ることでデータ列𝐷𝐷を一意の

スカラー𝑆𝑆に埋め込むことができる．図 3.1e にデータ列 D が基数𝑟𝑟 = 2および基数𝑟𝑟 = 256の

場合の計算例を示す．基数𝑟𝑟 = 2とは 1 bit データ列，基数𝑟𝑟 = 256とは 8 bit データ列に対応

する．  
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BCT は全てのステップが線形演算であるため理論的には情報損失を生じさせないが，計

算機を用いた BCT の実装においては，計算機上の浮動小数点演算を起因とする丸め誤差や

フロー現象（オーバーフローおよびアンダーフロー）によって情報損失が生じる場合があ

る．たとえば，10 進数スカラーは単精度浮動小数点演算において 6～9 桁の情報，倍精度

浮動小数点演算では 15～17 桁の情報しか保持することができず，それ以上の桁数の情報

はメモリサイズの不足によって消失する．そこで，本研究においては任意精度演算によっ

て BCT を実装する．任意精度演算では，データ列𝐷𝐷を瞬時符号化した符号語列𝐷𝐷𝑐𝑐の総語長

に相当するメモリサイズを確保することで，上述の情報損失の発生を回避する（図 3.1f）．

具体的に，すべての演算過程において IEEE754-2008 の decimal floating-point format[119]を

用いて演算を行い，仮数部のメモリサイズ（有効桁数）𝑃𝑃を次式のように定義した．  

𝑃𝑃 = � 𝑛𝑛 ∙
⌈log10(𝑟𝑟 − 1)⌉    𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑟𝑟 ≥ 3

                 𝑛𝑛                  𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑟𝑟 = 2 (3.6) 

ここで，𝑛𝑛はデータ列𝐷𝐷のデータ長である．  

 式 3.1～式 3.6 に示されるように，BCT の実装において情報損失を失わずに可逆的に次

元変換するための必須情報は，データ列 D の基数𝑟𝑟とデータ長𝑛𝑛である．両者の情報は次元

変換するデータのメタ情報であるため，次元変換前後のデータを格納するメモリとは異な

る外部メモリに格納および共有した．  
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Fig. 3.1 Conceptual diagram of Dimension Transformer with Bidirectional Coding Theory. (a) 

Schematic of the Dimension Transformer (DiT) in the scenario in which 3D voxel data was 

converted into the 2D compressed map. We first extracted 1D data strings along one axis of the 

voxel data and then converted them to a 0D scalar using Bidirectional Coding Theory (BCT). By 

repeating this transformation on the elements of the compressed surface, dimensional compression 

was achieved. (b) Code tree. The edge is branch, the white point is node, and the black point is leaf. 

The starting point that is the parent of all nodes is called root. The italicized symbol indicates the 

code symbol assigned to the branch, and the red bold text indicates the code word. (c) Example of 

non-instantaneous code. (d) Example of equal-length code. Equal-length code always satisfy 

instantaneity (e) Schematic of the BCT algorithm in data with 1-bit and 8-bit elements. We 

considered the code strings as a scalar in N-ary notation, and then convert it to a scalar in 10-ary 

notation using radix transformation. (f) Schematic of the state of memory storage in the single, 

double, and arbitrary-precision arithmetic. For the arbitrary-precision arithmetic, the memory size 

could be adjusted arbitrarily. 
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3.1.2  性能評価 
 

3.1.2.1 概要  

 本節において，BCT の性能を評価する．BCT が情報損失のない可逆的な次元変換法とし

て機能するために必要最低限要求される性能は，  

1. 符号化および復号化の精度が 100%であること  

2. 現実的な実現可能性を満たすこと  

の二点である．そこで，本節においては数値実験を用いてそれぞれを，  

1. 符号化および復号化精度の評価  

2. 計算量，処理時間およびデータ圧縮率の評価   

によって性能評価する．  

また，情報損失のない可逆的な次元変換法 DiT の実証に向けて，DiT を用いた符号化及

び復号化精度も評価する．  
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3.1.2.2 実験方法  

 任意精度演算を用いた BCT の精度を数値実験により評価した．任意のデータ長を持つ

一次元データ列に対する BCT の次元変換精度がすべて 100%の時，情報損失のない可逆的

な次元変換法の確立を実証できる．具体的に，データ長𝑛𝑛で乱数生成された一次元データ

列𝑋𝑋𝑖𝑖  (𝑖𝑖 = 1,2, … ,𝑛𝑛)を入力，任意精度演算による BCT を用いた符号化および復号化ステッ

プによって得たデータ列𝑌𝑌𝑖𝑖  (𝑖𝑖 = 1,2, … ,𝑛𝑛)を出力とした時に，任意のデータ長における入力

と出力データの一致または不一致をバイナリに評価することで，精度評価を評価した．精

度は次式のように定義した．  

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 = �1 𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑋𝑋𝑖𝑖 = 𝑌𝑌𝑖𝑖
0 𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑋𝑋𝑖𝑖 ≠ 𝑌𝑌𝑖𝑖

 (3.7) 

乱数生成においては疑似乱数生成器 Mersenne Twister[120]を用いて，一様分布の非負整数

乱数列を生成した．対照実験として，単精度および倍精度演算による数値実験を実施し

た．対照実験に関して，データ列およびスカラー間の符号化および復号化ステップにおけ

る BCT の実装は常に任意精度演算で行い，符号化されたスカラーに対する単精度，倍精

度および任意精度浮動小数点形式でのメモリ格納によって，任意精度演算による BCT の

性能を評価した．また，入力データをデータ列に格納するメモリは 1 bit または 8 bit を想

定し，それぞれのビット数における性能評価を実施した．  

 任意精度演算による BCT の実行可能性の評価に向けて，BCT の計算量，処理時間およ

びデータ圧縮率を評価した．BCT の計算量および処理時間が現実的に実行不可能なほど

膨大な計算量または長時間に及ぶ場合，BCT の実行可能性は低い．また，データ圧縮率

の下界を評価することで，情報量保存の観点から BCT の妥当性を評価した．計算量の評

価には，計算量の上界である最悪時間計算量をランダウ記法によって評価した．処理時間

の評価には，Intel(R) Core(TM) i5-8250U CPU @ 1.60GHz 上での実処理時間を計測した．

データ圧縮率の評価には，IEEE754-2008 の decimal floating-point format の定義に基づきデ

ータ圧縮率の下界を理論的に導出した．また，入力データをデータ列に格納するメモリは

BCT の精度評価実験と同様に，1 bit または 8 bit における性能評価を実施した．  

 DiT の性能評価に向けて，BCT の精度評価実験と同様に式 3.7 で定義される精度を用い

て DiT の精度を評価した．DiT を用いて次元変換するオブジェクトの形状は，自己遮蔽お

よび相互遮蔽の発生する形状に設定した．具体的に，自己遮蔽形状には球オブジェクト

(sphere object)，楕円体オブジェクト(ellipsoid object)，トーラスオブジェクト(torus 
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object)，相互遮蔽形状には三次元位置重なりオブジェクト(3D overlapping object)，融合オ

ブジェクト(fused object)，複数位置重なりオブジェクト(complex overlapping object)の計 6

種類を設定した．また，入力データを格納するメモリは BCT の精度評価実験と同様に 1 

bit または 8 bit における性能評価を実施した．  
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3.1.2.3 結果および考察  

 BCT の精度評価の結果を図 3.2 に示す．図 3.2a はデータ列の要素が 1 bit，図 3.2b はデ

ータ列の要素が 8 bit でメモリに格納される場合と対応する．結果，一般的な単精度および

倍精度浮動小数点演算を用いた BCT では情報が失われるのに対して，任意精度演算を用い

た BCT では情報を失うことなく一次元データ列を一意のスカラーに変換できることが示

された．また，単精度および倍精度浮動小数点演算を用いた BCT によって情報損失なく復

号できる最大のデータ長𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚は 1 bit データの場合 23 および 52 であることが示された．

本結果は，IEEE754 浮動小数点形式の演算における仮数部のメモリサイズとそれぞれ一致

している．IEEE 754 浮動小数点形式では，仮数部のメモリサイズは実数の有効桁数に等し

い．そのため，データ長が有効桁数以下であれば，情報を失わずに圧縮できるという適切

な結果となった．8 bit データの場合，最大データ長𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚はそれぞれ 2 および 6 であること

が示された．これは，浮動小数点形式の仮数部のメモリサイズ𝑀𝑀を用いて 𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 =

 ⌊log28 2𝑀𝑀⌋ = �𝑀𝑀
8
�で計算できる．ここで，⌊𝑥𝑥⌋は⌊𝑥𝑥⌋ = 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚{𝑘𝑘 ∈ ℤ|𝑘𝑘 ≤ 𝑥𝑥}と定義される床関

数である．最大データ長𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚と仮数部のメモリサイズ𝑀𝑀の関係性を一般化すると，最大デ

ータ長𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚は次式で算出することができる．  

𝐿𝐿𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 =  �log2𝑏𝑏 2𝑀𝑀� = �
𝑀𝑀
𝑏𝑏
� (3.8) 

ここで，𝑏𝑏はデータ列の要素を格納するメモリのビット数である．式 3.8 は，データのビッ

ト数に合わせて仮数部のメモリサイズを増加させることで最大データ長を増加させること

が可能であることを示唆しており，任意精度演算による BCT を用いた情報損失のない可逆

的な次元変換の成功を裏付けている．  

 BCT の実現可能性の評価に向けた計算量と処理時間の評価に関して，BCT の最悪時間計

算量は𝛰𝛰(𝑛𝑛2)であり，データ長が数千オーダであれば数秒以内に処理が完了することが示

された（図 3.3）．これらの結果から，BCT は実現可能な計算量および処理時間であること

が示された．BCT を構成するアルゴリズムの中で最も計算量が多い演算部は基数変換処理

部である．本研究では基数変換処理を単純な乗算および除算で実装したため最悪時間計算

量が𝛰𝛰(𝑛𝑛2)となったが，Karatsuba アルゴリズム[121]と Schönhage-Strassen アルゴリズム

[122]を用いることで，理論的にはそれぞれ𝛰𝛰(𝑛𝑛1.58)，𝛰𝛰(𝑛𝑛 ∙ log𝑛𝑛 ∙ log log𝑛𝑛)まで計算量を改

善することができる．  
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BCT の実現可能性の評価に向けたデータ圧縮率の下界に関して，理論式の誘導を以下に

示す．データ列の要素を格納するメモリのビット数を𝑥𝑥 ∈ ℕ (𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏)，データ長を𝑦𝑦 ∈ ℕとした

時，データ列の総メモリサイズ𝑇𝑇𝐷𝐷は  

𝑇𝑇𝐷𝐷 = 𝑥𝑥𝑥𝑥 (𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏) (3.9) 

と算出される . また，BCT によって次元変換されたスカラーの総メモリサイズ𝑇𝑇𝑆𝑆は，

IEEE745-2008 decimal floating-point format の定義および式 3.6 による有効桁数𝑃𝑃の定義によ

り，天井関数⌈𝑥𝑥⌉を用いて  

𝑇𝑇𝑆𝑆 = �
 32 �

1
9

(𝑦𝑦⌈log10 2𝑥𝑥 − 1⌉ + 2)� (𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏)    𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑥𝑥 ≥ 2

                 32 �
1
9

(𝑦𝑦 + 2)� (𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏)                 𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑥𝑥 = 1
 (3.10) 

と算出される．式 3.9 および式 3.10 を用いてデータ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦) ∶= 𝑇𝑇𝑆𝑆
𝑇𝑇𝐷𝐷
は次式のように算出

される．  

𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦) =

⎩
⎨

⎧  
1
𝑥𝑥𝑥𝑥

∙ 32 �
1
9

(𝑦𝑦⌈log10 2𝑥𝑥 − 1⌉ + 2)�     𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑥𝑥 ≥ 2

                 
1
𝑥𝑥𝑥𝑥

∙ 32 �
1
9

(𝑦𝑦 + 2)�                  𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑥𝑥 = 1
 (3.11) 

本節における理論的解析の目的は，データ圧縮率の下界𝛼𝛼 ∶= inf  �𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)� 𝑠𝑠. 𝑡𝑡. 𝑥𝑥,𝑦𝑦 ∈ ℕ.を算

出することである．𝑥𝑥 = 1の時，データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)は式 3.11 より  

𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦) =
1
𝑦𝑦
∙ 32 �

1
9

(𝑦𝑦 + 2)�  (3.12) 

である．ここで，𝑝𝑝 ∶= �1
9

(𝑦𝑦 + 2)� ∈ ℕとした時，𝑦𝑦の定義域は  

𝑝𝑝 − 1 < 1
9

(𝑦𝑦 + 2) ≤ 𝑝𝑝 ⟺  9𝑝𝑝 − 11 < 𝑦𝑦 ≤ 9𝑝𝑝 − 2 (3.13)

である．式 3.13 で示される𝑦𝑦の定義域において，データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)の最小値は𝑦𝑦 = 9𝑝𝑝 − 2

の時であり，  

min(𝑓𝑓) =
32𝑝𝑝

9𝑝𝑝 − 2
=

32

9 − 2
𝑝𝑝

 (3.14) 

である．ゆえに，𝑥𝑥 = 1の時データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)の下界は  

𝛼𝛼(𝑥𝑥 = 1) = lim
𝑝𝑝→∞

min(𝑓𝑓) =
32
9
≈ 3.56 (3.15) 

である．続いて𝑥𝑥 ≥ 2の時，データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)は式 3.11 より  
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𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦) =
1
𝑥𝑥𝑥𝑥

∙ 32 �
1
9

(𝑦𝑦⌈log10 2𝑥𝑥 − 1⌉ + 2)� (3.16) 

である．ここで，𝑚𝑚 ∶= ⌈log10 2𝑥𝑥 − 1⌉ ∈ ℕとした時，𝑥𝑥の定義域は  

𝑚𝑚− 1 < log10 2𝑥𝑥 − 1 ≤ 𝑚𝑚⟺  log2(10𝑚𝑚−1 + 1) < 𝑥𝑥 ≤ log2(10𝑚𝑚 + 1) (3.17) 

である．また，𝑛𝑛 ∶= �1
9

(𝑦𝑦𝑦𝑦 + 2)� ∈ ℕとした時，𝑦𝑦の定義域は  

𝑛𝑛 − 1 <
1
9

(𝑦𝑦𝑦𝑦 + 2) ≤ 𝑛𝑛 ⟺  
9(𝑛𝑛 − 1) − 2

𝑚𝑚
< 𝑦𝑦 ≤

9𝑛𝑛 − 2
𝑚𝑚

 (3.18) 

である．式 3.17 および式 3.18 に示される𝑥𝑥および𝑦𝑦の定義域において，データ圧縮率の最

小値は𝑥𝑥 = log2(10𝑚𝑚 + 1)かつ  𝑦𝑦 = 9𝑛𝑛−2
𝑚𝑚

の時であり，  

min(𝑓𝑓) =
32𝑛𝑛

9𝑛𝑛 − 2
𝑚𝑚 ∙ log2(10𝑚𝑚 + 1)

=
1

1
𝑚𝑚 log2 10𝑚𝑚 �1 + 1

10𝑚𝑚�
∙

32

9 − 2
𝑛𝑛

  

⟺ min(𝑓𝑓) =
1

log2 10 + 1
𝑚𝑚 log2 �1 + 1

10𝑚𝑚�
∙

32

9 − 2
𝑛𝑛

 (3.19) 

である．ゆえに，𝑥𝑥 ≥ 2の時データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)の下界は  

𝛼𝛼(𝑥𝑥 ≥ 2) = lim
𝑚𝑚,𝑛𝑛→∞

min(𝑓𝑓) =
32

9 ∙ log2 10
≈ 1.07 (3.20) 

である．したがって，式 3.15 および式 3.20 により，データ圧縮率𝑓𝑓(𝑥𝑥,𝑦𝑦)の下界は   

𝛼𝛼(𝑥𝑥,𝑦𝑦 ∈ ℕ) =
32

9 ∙ log2 10
≈ 1.07 (3.21) 

である．以上より，データ圧縮率の下界は約 1.07 であることが理論的に示され，BCT を用

いた次元変換では次元圧縮後にメモリサイズが増加することが示された．これは，次元変

換による情報損失の回避がメモリサイズの増加につながることを示唆しており，情報量保

存の観点から BCT が妥当なアルゴリズムであることが示された．メモリサイズの増加は，

データ列から圧縮されたスカラーの格納形式に起因する．本研究の任意精度演算では，ス

カラーは IEEE754-2008 の decimal floating-point format で格納されている．式 3.11 に示すよ

うに，IEEE754-2008 形式を用いた任意精度演算では有効桁数の天井関数を用いて算出した

総メモリサイズに応じて記憶メモリを割り当てるため，切り上げ操作による余分なメモリ

割り当てがメモリサイズの肥大化を引き起こしていると推測される．これらの BCT の計算

量，処理時間，データ圧縮率の評価によって，BCT の実現可能性が担保されることが示さ

れた．  
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 DiT を用いた三次元オブジェクトの次元変換の結果を図 3.4～図 3.6 に示す．すべてのオ

ブジェクト形状において DiT の精度は 100%であり，情報損失のない可逆的な次元変換法

DiT の実証に成功した．図 3.4 に示すように DiT は自己遮蔽や相互遮蔽を生じさせるオブ

ジェクト形状であっても，情報損失なく三次元ボクセルデータを二次元圧縮マップに変換

することが示された．また，DiT は ellipsoid や torus などの複雑な形状にも適用可能であり

（図 3.5），fused objects や complex overlapping object などの三次元的に複雑に重なり合った

オブジェクトも次元変換できることが示された（図 3.6）．  

 以上，従来の次元圧縮アルゴリズムで問題となっていた自己遮蔽や相互遮蔽などの情報

損失を回避できる，可逆的な次元圧縮法 DiT の開発に成功した．主成分分析などの従来の

次元圧縮アルゴリズムでは，次元圧縮する対象データをデータ空間の固有空間に投影する

ことでデータの次元を下げる[123]．固有空間と対象データの間の投影誤差は，情報損失を

生じさせる．これに対して，本研究で DiT アルゴリズムはメタデータ空間（データ列のイ

ンデックス番号空間）の基底空間上にデータを写像し，基底変換と正規化処理によってデ

ータの次元を変換する．したがって，投影処理を行わない次元圧縮アルゴリズムを構築し

たことが，情報損失が発生しない DiT の確立に成功した主な理由であると推察される．情

報損失のない可逆的次元変換法の構築に成功したことで，高次元データを取り扱う機械学

習分野や情報源符号化および暗号化技術を取り扱う情報工学分野において様々な波及効果

が期待される．  
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Fig. 3.2 Accuracy of the decoded data strings using BCT (n=1000, mean ± S.D.). The blue line 

indicates the accuracy with arbitrary-precision arithmetic, orange with single precision, green with 

double precision (a) 1-bit elements (b) 8-bit elements. 

 

 

  



42 
 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3.3 Execution time in encoding and decoding with a 1D random number array of integers 

generated from a discrete uniform distribution. The left column indicates the results for data with 

1-bit elements, and the right column for 8-bit elements (n=1000, mean ± S.D.). 
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Fig. 3.4 Reversible dimensional transformation without information loss using DiT. The data values 

contained in the voxels of the original and reconstructed data were all consistent. The top row 

indicates sphere objects(self-shielding), and the bottom indicates 3D overlapped objects(mutual 

shielding). The left column indicates the original data, the center indicates the compressed map, 

and the right indicates the reconstructed data. (a) data with 1-bit elements. (b) data with 8-bit 

elements. Yellow voxels indicate high values, green voxels indicate middle values and blue voxels 

indicate low values. 
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Fig. 3.5 Reconstruction of the self-shielding 3D object with DiT. The data values contained in the 

voxels of the original and reconstructed data were all consistent. The top row indicates the ellipsoid 

and the bottom indicates torus. The left column indicates the original data, the center indicates the 

compressed map, and the right indicates the reconstructed data. (a) data with 1-bit elements. (b) 

data with 8-bit elements. Yellow voxels indicate high values, green voxels indicate middle values 

and blue voxels indicate low values. 
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Fig. 3.6 Reconstruction of mutual shielding 3D object with DiT. The data values contained in the 

voxels of the original and reconstructed data were all consistent. The top row indicates fused objects, 

and the bottom indicates three-dimensional complexed overlapping objects. The left column 

indicates the original data, the center indicates the compressed map, and the right indicates the 

reconstructed data. (a) data with 1-bit elements. (b) data with 8-bit elements. Yellow voxels indicate 

high values, green voxels indicate middle values and blue voxels indicate low values. 
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3.2 シングルショット三次元細胞計算顕微鏡法 
 
3.2.1  概要 
 本節において，光散乱性ハイドロゲル内の三次元細胞形状の時間的変化を計測可能なラ

ベルフリー四次元細胞顕微鏡法の確立に向けて，シングルショット三次元細胞計算顕微鏡

法（single-shot three-dimensional cellular computational microscopy: STCM）を確立する．本研

究においては，近年注目される深層学習モデルを非線形関数近似器として捉え，1 枚の二

次元位相差顕微鏡像から光散乱性ハイドロゲル内の三次元細胞形状を計測する，深層学習

ベースの STCM を構築する．ここで，深層学習においては一般的に，出力次元数が入力次

元数に比べて極めて大きいようなタスクは精度向上が難しいタスクとして知られている 

[78]．具体的に，二次元データから三次元データを推測することは困難であり，深層学習ベ

ースのシングルショットイメージング確立におけるボトルネックとなっている．そこで，

本研究においては，DiT を用いた次元変換によって従来のタスクを入力次元と出力次元が

同等な画像対画像変換タスクに再定義することで出力データの推定精度を向上させ，1 枚

の二次元顕微鏡画像から光散乱性ハイドロゲル内の三次元細胞形状を高い精度で測定可能

な新たなイメージング手法の構築を試みる．  

 STCM 構築のワークフローについて述べる．1 枚の二次元顕微鏡画像を入力，DiT の符

号化ステップを用いて三次元細胞ボクセルデータを次元変換した二次元圧縮マップを出力

とするデータセットを構築する．構築したデータセットを用いて入出力の画像対画像変換

を表現する非線形関数を深層学習により近似させる．学習済みモデルを用いて，1 枚の二

次元顕微鏡画像から二次元圧縮マップを推定し，DiT の復号化ステップを用いて二次元圧

縮マップから三次元細胞形状を再構築する．  
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3.2.2  試料および実験方法 
 本節において，STCM の構築を目指して，データセット構築，ネットワーク構造および

評価方法について述べる．STCM は，3.1 節で構築した DiT および画像対画像タスクにお

いて汎用な条件付き敵対生成ネットワーク（conditional generative adversarial network: cGAN）

である pix2pix モデル[79]で主に構築される．また，STCM は一般的な深層学習のワークフ

ローと同様に学習過程と推論過程の 2 つのステップで構成され，推論過程において学習モ

デルの評価を実施する．  

 

3.2.2.1 データセット構築  

 三次元細胞形状の正解データを構築するための試料として，光散乱性ハイドロゲル内に

分散培養した三次元細胞培養モデルを作製した．三次元細胞培養モデルでは，データセッ

ト内のデータの多様性を確保するため，マウス横紋筋由来細胞株（C2C12 細胞，理研セル

バンク），ヒト乳がん由来細胞株（MCF7 細胞，JCRB セルバンク）およびヒト大腸癌由来

細胞株（DLD1 細胞，JCRB セルバンク）の 3 種類の細胞株を使用して，I 型コラーゲンゲ

ルに分散培養させた．C2C12 細胞はマウス由来の細胞株であり，MCF7 細胞および DLD1

細胞はヒト由来のそれぞれ異なる組織から樹立された細胞株である．また，C2C12 細胞と

MCF7 細胞は間葉系細胞の特徴を示し，DLD1 細胞は上皮系細胞の特徴を示す．このよう

に複数の生物種や異なる組織から樹立された細胞種を選択した三次元細胞培養モデルをデ

ータセットの試料とすることで，本研究で構築する STCM の汎用性を確保した．すべての

細胞種は DMEM-high glucose + 10%FBS + 1% Antimycotic-Antibiotic 培養液を用いて，2.2.2.2

節に記載した手順で炭酸ガスインキュベータ内での維持培養および継代作業の後に試料と

して用いた．続いて，2.2.1.2 節に記載した手順で作製した最終濃度 2.4 mg/ml の I 型コラ

ーゲン中性溶液に，細胞を 6.0 × 104 cells/cm3 の濃度で懸濁することで細胞含有 I 型コラー

ゲン中性溶液を作製した．炭酸ガスインキュベータで 20 分間静置させることでゲル化さ

せ，三次元細胞培養モデルを作製した．三次元細胞培養モデルは C2C12 細胞，MCF7 細胞，

DLD1 細胞ごとに作製し，すべての培養モデルにおいて DMEM-high glucose + 10%FBS + 1% 

Antimycotic-Antibiotic 培養液を用いて炭酸ガスインキュベータ内で 1 日間維持培養した．  

 三次元細胞形状のボクセルデータの取得を目的として，1 日間の維持培養終了時に

calcein-AM を用いて細胞を蛍光染色した．蛍光染色手順は 2.2.2.2 節に記載した手順と同様

である．2.2.2.2 節で述べたように calein-AM は細胞透過性のある色素であり，本実験にお
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いては細胞質の形状を標識する蛍光物質として用いた．三次元細胞形状のボクセルデータ

の取得に向けて，10 倍対物レンズ（UPLFLN10X2PH，Olympus Inc.）を搭載した共焦点レ

ーザ走査型顕微鏡（FV3000 および FV31S-SW v2.3.2.169 software，Olympus Inc.）を用いた

共焦点顕微鏡像の撮像を，z 軸方向に 1 µm ずつ走査することで連続スライス画像を取得し

た．励起レーザの波長は 488 nm，蛍光フィルタの波長は 520 nm とした．また，共焦点顕

微鏡像の取得と同じ位置において，位相差顕微鏡像も同時に取得した．共焦点顕微鏡像は

三次元細胞形状の蛍光顕微鏡像，位相差顕微鏡像は二次元細胞顕微鏡像として用いた．撮

像されたデータは xy 平面が 1024 × 1024 pixel，xy 平面空間分解能が 1.243 µm/pixel，z 軸

方向が 288 pixel であった．  

 データセット構築の手順を述べる．共焦点顕微鏡像の連続スライス画像を z 軸方向に結

合し，三次元蛍光顕微鏡像を取得した（図 3.7a）．ここで，対物レンズと試料の間の大きな

屈折率差によって，共焦点顕微鏡による撮像した三次元細胞形状は z 軸方向に延伸してい

た．そこで，直径 10 µm のポリスチレン性蛍光マイクロビーズ（ Fluoresbrite Plain 

Microspheres (2.5% Solids-Latex) 10.0 µm YG，Polysciences Inc.）を用いたキャリブレーショ

ン試験を実施し，MATLAB の Image Processing ToolBox（Version 11.2）を用いてマイクロビ

ーズ共焦点顕微鏡像の z 軸方向の長さを測定した．結果，共焦点顕微鏡像の z 軸方向の長

さは 40.0 ± 0.0244 µm (n=668, mean ± S.E)であり，z 軸方向に 4 倍程度延伸していること

を明らかにした（図 3.7b）．この結果から，三次元蛍光顕微鏡像から抽出した生の三次元細

胞データ（32 × 32 × 128 pixels）を，局所平均化アルゴリズムを用いて z 軸方向に 4 倍圧縮

し，前処理を実施することで細胞形状全体を捉えた二値化ボクセルデータ（32 × 32 × 32）

を得た（図 3.8a）．前処理では， Minimum フィルタ（kernel size: 5 × 5 × 5），Median フィル

タ（kernel size: 5 × 5 × 5），Gaussian フィルタ（σ: 1.0），Mean アルゴリズムによる二値化お

よび Opening morphology 演算（kernel size: 5 × 5 × 5）の順で実施した．前処理したボクセ

ルデータを，DiT の符号化ステップにおいて二次元圧縮マップ（32 × 32 pixels）に変換し

た（図 3.8b）．圧縮マップのデータ範囲は DiT および BCT の定義により[0, 1]の範囲である．

ここで，ボクセルデータから圧縮マップへの次元変換の過程では任意精度演算を実施し，

圧縮マップは倍精度浮動小数点形式のデータとしてメモリに格納した．これは，現時点で

開発されている深層学習用フレームワークソフトウェアが任意精度演算データに対応して

おらず，半精度，単精度および倍精度浮動小数点形式のデータにのみ対応しているためで

ある．3.1 節で示した BCT の精度評価によって，倍精度浮動小数点形式でのメモリ上の格
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納では，データ長 32 の 1 bit データ列を情報損失なくスカラーに変換できることは既に理

論的および実験的に示されている．本実験におけるボクセルデータの次元変換においても，

情報損失を生じずに精度 100%で次元変換できることが認められた．続いて，蛍光顕微鏡像

取得時に同時に撮像された位相差顕微鏡スタック画像の中から，生の三次元細胞データと

同様の中心座標で撮像された位相差顕微鏡像（32 × 32 pixels）を抽出した（図 3.8c）．位相

差顕微鏡像は，Minimum フィルタ（kernel size: 5 × 5），Median フィルタ（kernel size: 5 × 

5），Gaussian フィルタ（σ: 1.0）の順で前処理を実施した．前処理した後に，Min-max 正規

化を実施することで位相差顕微鏡像のデータ範囲を[0, 1]の範囲に変換し，圧縮マップと同

様のデータ範囲とした．続いて，同じ空間座標で得られた位相差顕微鏡画像と圧縮マップ

のペアをデータセットとした（図 3.8d）．データセット全体を，学習過程に用いる学習デー

タセットおよび推論過程に用いるテストデータセットに分割した．学習データセットは訓

練データセットおよび検証データセットに分割し，訓練データセットで学習されたモデル

の精度をエポック毎に検証データセットで評価した．訓練データセット，検証データセッ

トおよびテストデータセットは約 8:1:1 の比率のサンプルサイズとなるように調整し，最

終的にそれぞれ 264 件，34 件および 34 件とした．また，検証データセットで最高精度を

得たモデルを用いて，テストデータセットにおける推論を実施し性能を評価した．評価す

る精度には，3.2.2.3 節で述べる Intersection over Union（IoU）を使用した．  
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3.2.2.2 ネットワーク構造  

 STCM のネットワーク構造について述べる．STCM のネットワークは pix2pix モデルを

基に構築された．pix2pix モデルは生成器と識別器の 2 つの学習モデルを内包するネットワ

ーク構造であり，それぞれの学習モデルを交互に学習させる．識別器は正解画像と生成器

によって生成された画像の真偽を正確に判断するように学習させる（図 3.8e）．生成器は識

別器を欺くように，正解画像に近い画像を生成するように学習させる．本研究においては，

生成器は二次元位相差顕微鏡画像から二次元圧縮マップへの写像を学習することで，二次

元データから三次元データを直接推定するという計算困難さを回避している．推定された

二次元圧縮マップは DiT の復号化ステップを用いて三次元細胞形状ボクセルデータに変換

されて出力される．識別器のネットワークは PatchGAN[79]，生成器のネットワークは U-

net[124]によって構成される深層ニューラルネットワーク構造である（図 3.8f）．本研究に

おける，STCM の損失関数ℒは次式のように定義した．  

ℒ = 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎min
𝐺𝐺

max
𝐷𝐷

ℒ𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐺𝐺,𝐷𝐷) + 𝜆𝜆ℒ𝐿𝐿1(𝐺𝐺) (3.22) 

ここで，𝐺𝐺は入力画像𝑥𝑥から出力画像𝑦𝑦への写像を学習する生成器を，𝐷𝐷は生成画像に偽ラベ

ルを付け，正解画像に真ラベルを付けるように学習する識別器を示している．また，

ℒ𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐺𝐺,𝐷𝐷)は cGAN の損失関数を，ℒ𝐿𝐿1(𝐺𝐺)は正則化制約条件としての L1 ノルム損失関数

を示す．𝜆𝜆は正則化係数を示し，制約条件としての正則化の強さとして作用する．本研究に

おいては，pix2pix モデルにおいて推奨される正則化係数𝜆𝜆 = 1000での学習を実施した．

ℒ𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐺𝐺,𝐷𝐷)およびℒ𝐿𝐿1(𝐺𝐺)はそれぞれ次式のように定義した．  

ℒ𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐(𝐺𝐺,𝐷𝐷) = 𝔼𝔼𝑥𝑥,𝑦𝑦[log𝐷𝐷(𝑥𝑥,𝑦𝑦)] + 𝔼𝔼𝑥𝑥 �log �1 − 𝐷𝐷�𝑥𝑥,𝐺𝐺(𝑥𝑥)���  (3.23) 

ℒ𝐿𝐿1(𝐺𝐺) = 𝔼𝔼𝑥𝑥,𝑦𝑦[‖𝑦𝑦 − 𝐺𝐺(𝑥𝑥)‖1] (3.24) 

ここで，𝔼𝔼は期待値を示している．生成器は損失関数ℒを減少させる方向，識別器は損失関

数ℒを増加させる方向にネットワークの重みを最適化させ，学習を進める．また，効率的な

学習に向けて，データセット内の圧縮マップに対してバイアス加算演算をオンライン上で

実施した．圧縮マップの輝度値を𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗 (𝑖𝑖, 𝑗𝑗 = 1,2,⋯ ,32)とした時，バイアス加算演算後の輝度

値を𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗∗とした時，演算は次式のように定義される．  

𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗∗ =  �
𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗 + 𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏  𝑖𝑖𝑖𝑖 𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗  ≠ 0
𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗                𝑖𝑖𝑖𝑖 𝐺𝐺𝑖𝑖,𝑗𝑗  = 0 (3.25) 
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ここで，𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏𝑏は輝度値に加算する小数であり，本実験においては 0.5 に設定した．検証時に

おいてはバイアス項を減算した．テストデータにおける推論時には，推定された三次元形

状に対して後処理によるノイズ除去を実施した．後処理では，Closing morphology 演算

（kernel size: 19 × 19 × 19），Opening morphology 演算（kernel size: 1 × 1 × 1）および Median

フィルタ（kernel size: 3 × 3 × 3）処理を実施した．後処理における kernel size は，検証デー

タセットを用いたランダムサーチによって決定した．  

 STCM ネットワークの実装方法について述べる．本研究では，Intel(R) Xeon(R) CPU E5-

1620 v3 @ 3.50GHz および GeForce TITAN X GPU を用いて STCM ネットワークの学習を実

施した．STCM ネットワークは PyTorch フレームワーク[125]によって実装され，倍精度演

算による学習を実施した．損失関数の最適化には Adam アルゴリズム[126]を使用し，エポ

ック数 250 およびバッチサイズ 2 での学習を実施した．学習率は，125 エポック後に直線

的に減衰するように設定した．バッチサイズとは，ミニバッチ法において使用する訓練デ

ータセットの小分割データ件数である．ミニバッチ法とは，訓練データセットを一括で学

習するのではなく，訓練データセットからランダムに抽出された小分割データセットを用

いて学習し，それを反復することで訓練データセット全体を網羅的に学習する学習法であ

り，学習モデルの精度が向上することが知られている．また，STCM の性能を向上させる

ために，データ拡張(data augmentation: DA)を実施した．本研究においては，三次元細胞ボ

クセルデータおよび位相差顕微鏡像を xyz 軸の正負方向に 5 pixel ずつ移動させてクロップ

したデータを訓練データに追加するオフライン DA を実施した．ただし，データリークに

よる不当な精度向上を避けるために，訓練データセットにのみオフライン DA を実施した．

オフライン DA 実施後のデータセットの構成は，訓練データセット，検証データセットお

よびテストデータセットでそれぞれ 2188 件，34 件および 34 件であった．また，1/2 の確

率でデータを左右反転，上下反転および回転させるオンライン DA も実施した．回転角度

は 90 度，180 度，270 度とした．  

 また，STCM ネットワークの性能を比較検討するために，1 枚の二次元画像データから

三次元オブジェクトを推定するタスクにおいて現時点で世界最高精度（ state of the art: 

SOTA）のモデルも実装し，同一のデータセットを用いた性能を評価した．具体的に，SOTA

モデルとして Pix2Vox モデル[75]および Pix2Vox++モデル[76]を用いた．これらのモデルで

はエンコーダ・デコーダモデルである 3D U-net ネットワークが採用されている．両者の先

行研究においては，学習が速いが精度が低い F タイプと，学習が遅いが精度が高い A タイ
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プの 2 種類のアーキテクチャが構築されている．本実験においては Pix2Vox-A および  

Pix2Vox++-A アーキテクチャを用いて学習を実施した．また，STCM ネットワークの学習

と同一条件での学習を実施するために，エポック数 250 およびバッチサイズ 2 での学習を

実施した．その他のハイパーパラメータは，先行研究[75], [76]において推奨されていた値

に設定した．  
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Fig. 3.7 Raw data and calibration test. (a) Representative raw fluorescence staining image of cells 

captured using confocal laser microscopy. Cell shape in the raw data was elongated in the z-axis 

direction. (b) Results of the calibration test using fluorescence microbeads with a diameter of 10 

µm. Length of the beads in the z-axis direction was 40.0 ± 0.0244 µm (n=668, mean ± S.E). 

Considering that the confocal microscopy images were scanned in the z-axis direction with a spatial 

resolution of 1 µm/pixel, it was indicated that the reconstructed images were elongated about 4 

times. 
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Fig. 3.8 Dataset construction and single-shot three-dimensional cellular computational microscopy 

(STCM) architecture. (a) Representative raw data and preprocessed data. (b) Representative data 

on the dimensional transformation of three-dimensional fluorescence microscope data by DiT. The 

top-left image indicates the original fluorescence data, and the middle-right image indicates the 

compressed data. The bottom-left image indicates the reconstructed data from the compressed data. 
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The reconstructed data was consistent with the original data, and the information in the original 

data was completely  embedded in the compressed map. (c) Extraction position of phase-contrast 

microscopy image from the raw florescent image. Red dots indicate the center coordinates of the 

three-dimensional cell shape, which is the basis for the extraction. Blue area indicates the extraction 

area of the phase-contrast microscopy image. (d) Representative paired dataset which consisted of 

the phase-contrast microscopy image and compressed map. The data size was 322 resolution. (e) 

Overview of the STCM architecture. x and y denote the phase-contrast microscopy image and the 

ground truth data of the compressed map. G(x) denote the generated compressed map from the input 

x. The discriminator determines the authenticity of input-output data pairs, and the generator learns 

the input-to-output mappings. (f) Network of the generator and discriminator. The generator and 

discriminator consisted of U-Net and PatchGAN, respectively. Conv and upconv denote the 

convolution layer and up-convolution layer, respectively. 
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3.2.2.3 評価方法  

 STCM の性能評価として，モデルの推測精度および計算複雑性を定量的に評価した．計

算複雑性は空間複雑性と時間複雑性で構築され，空間複雑性は総パラメタ数およびメモリ

使用量，時間複雑性は学習時間で評価される．空間複雑性が低いほどモデルは省メモリ性

に優れ，時間複雑性が低いほどモデルは高速な学習を可能とする．本研究においては，空

間複雑性および時間複雑性が低い計算複雑性を示すモデルを軽量なモデルと定義する．  

本研究における推測精度の評価では，生成された 2D データと再構築された 3D データ

の品質を正解データと比較して定量的に評価した．  

2D データの定量的品質評価では，大域的指標と局所的指標を用いて画像類似性を評価

した．具体的に，大域的指標として一致相関係数（CCC）を，局所的指標としてピーク S/N

比（PSNR）および平均構造類似度指標（mSSIM）を採用した．CCC は画素値や画素値分布

の違いを厳密に反映することで大域的な類似性を示す．PSNR は同一位置の画素値の差を

反映することで局所的な画素値の類似性を，mSSIM は注目する画素値分布の類似性を反映

することで局所的な構造の類似性を示す．これらの指標は次式のように定義した．  

𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 =
2𝜌𝜌𝜎𝜎𝑥𝑥𝜎𝜎𝑦𝑦

𝜎𝜎𝑥𝑥2 + 𝜎𝜎𝑦𝑦2 + �𝜇𝜇𝑥𝑥2 − 𝜇𝜇𝑦𝑦2�
   (3.26) 

𝜌𝜌 =
𝜎𝜎𝑥𝑥𝑥𝑥

𝜎𝜎𝑥𝑥 + 𝜎𝜎𝑦𝑦
  (3.27) 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 = 10 ∙ log10 �
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀2

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀
� (3.28) 

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 =
1
𝑚𝑚𝑚𝑚

� �[𝑥𝑥(𝑖𝑖, 𝑗𝑗) − 𝑦𝑦(𝑖𝑖, 𝑗𝑗)]2
𝑛𝑛−1

𝑗𝑗=0

𝑚𝑚−1

𝑖𝑖=0

 (3.29) 

𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 =
1
𝑀𝑀
�𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑖𝑖

𝑀𝑀

𝑖𝑖=0

 (3.30) 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
�2𝜇𝜇𝑥𝑥𝜇𝜇𝑦𝑦 + 𝐶𝐶1��2𝜎𝜎𝑥𝑥𝑥𝑥 + 𝐶𝐶2�

�𝜇𝜇𝑥𝑥2 + 𝜇𝜇𝑦𝑦2 + 𝐶𝐶1��𝜎𝜎𝑥𝑥2 + 𝜎𝜎𝑦𝑦2 + 𝐶𝐶2�
 (3.31) 

ここで，𝑥𝑥と𝑦𝑦はそれぞれ生成画像と正解画像を示す．�𝜇𝜇𝑥𝑥, 𝜇𝜇𝑦𝑦�，�𝜎𝜎𝑥𝑥, 𝜎𝜎𝑦𝑦�，𝜎𝜎𝑥𝑥𝑥𝑥はそれぞれ ROI

における画素値の平均，標準偏差および共分散を示す．𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀は画像データの取りうる最大

画素値を示し，本研究では 255 に設定した．𝑚𝑚と𝑛𝑛は画像の幅と高さである．SSIM は幅 11

の正規化 Gaussian kernel 内で計算され，mSSIM は SSIM の平均値を計算される．𝐶𝐶1と𝐶𝐶2は
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計算不安定さを避けるために設定する定数で，本研究においては𝐶𝐶1 = (0.01 ∙ 255)2，𝐶𝐶2 =

(0.03 ∙ 255)2と設定した．これらの指標の値は大きいほど画像類似性が高いことを示してい

る．  

3D データの定量的品質評価では，大域的指標と局所的指標を用いて三次元ボクセルデ

ータの構造類似性を評価した．具体的に，大域的指標として中心間誤差，相対体積誤差，

相対表面積誤差および三次元形態指標の絶対誤差を採用した．三次元形態指標は次式で定

義される三次元形態の無次元指標である．  

𝑇𝑇ℎ𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 =
𝑆𝑆
3
2

6√𝜋𝜋 ∙ 𝑉𝑉
(3.32) 

ここで，𝑉𝑉は細胞体積，𝑆𝑆は細胞表面積であり，完全球体であれば 1，複雑な形状であれば

1 より大きくなる．局所的指標として IoU，Accuracy，Precision，Recall および F-measure を

採用した． IoU は三次元再構成タスクの精度を評価するための形状類似度の指標として広

く使用されており[127], [128]，本研究においては局所的な構造類似性の指標として採用と

した．Accuracy，Precision，Recall および F-measure は局所的なボクセル予測性能の指標と

して採用した．Accuracy はデータ全体でオブジェクト領域および背景領域として正しく予

測されたボクセルの割合を示す．Precision は生成オブジェクト領域に占める正解オブジェ

クト領域の割合を示し，Recall は正解オブジェクト領域に占める生成オブジェクト領域の

割合を示す．F-measure は Precision と Recall の調和平均として計算され，オブジェクトが

正しく生成されたかどうかを評価する．以上の大域的指標と局所的指標は次式のように定

義した．  

𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 = ��𝑐𝑐𝑥𝑥
𝑔𝑔 − 𝑐𝑐𝑥𝑥𝑟𝑟�

2
+ �𝑐𝑐𝑦𝑦

𝑔𝑔 − 𝑐𝑐𝑦𝑦𝑟𝑟�
2

+ �𝑐𝑐𝑧𝑧
𝑔𝑔 − 𝑐𝑐𝑧𝑧𝑟𝑟�

2
 (3.33) 

𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 =
‖𝑣𝑣𝑔𝑔 − 𝑣𝑣𝑟𝑟‖

𝑣𝑣𝑟𝑟
 (3.34) 

𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 =
‖𝑠𝑠𝑔𝑔 − 𝑠𝑠𝑟𝑟‖

𝑠𝑠𝑟𝑟
 (3.35) 

𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑡𝑡ℎ𝑟𝑟𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 = ‖𝑚𝑚𝑔𝑔 −𝑚𝑚𝑟𝑟‖ (3.36) 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 =
𝑇𝑇𝑇𝑇

𝑇𝑇𝑇𝑇 + 𝐹𝐹𝐹𝐹 + 𝐹𝐹𝐹𝐹
 (3.37) 
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𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 =
𝑇𝑇𝑇𝑇 + 𝑇𝑇𝑇𝑇

𝑇𝑇𝑇𝑇 + 𝐹𝐹𝐹𝐹 + 𝐹𝐹𝐹𝐹 + 𝑇𝑇𝑇𝑇
 (3.38) 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 =
𝑇𝑇𝑇𝑇

𝑇𝑇𝑇𝑇 + 𝐹𝐹𝐹𝐹
 (3.39) 

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 =
𝑇𝑇𝑇𝑇

𝑇𝑇𝑇𝑇 + 𝐹𝐹𝐹𝐹
 (3.40) 

𝐹𝐹 −𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 =
2(𝑃𝑃𝑃𝑃𝑒𝑒𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 × 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅)
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 + 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅

 (3.41) 

ここで，�𝑐𝑐𝑥𝑥, 𝑐𝑐𝑦𝑦, 𝑐𝑐𝑧𝑧�は重心の𝑥𝑥,𝑦𝑦, 𝑧𝑧座標を，𝑣𝑣は物体の体積，𝑠𝑠は物体の表面積，𝑚𝑚は式 3.32 で

定義される三次元形態指標を示す．また，𝑔𝑔は生成データ，𝑟𝑟は正解データを示す．本研究

では，正解データのオブジェクト領域において生成されたまたは生成されなかったオブジ

ェクトの数をそれぞれ真陽性𝑇𝑇𝑇𝑇および偽陰性𝐹𝐹𝐹𝐹と定義した．また，正解データの背景領域

に生成されたまたは生成されなかったオブジェクトの数をそれぞれ偽陽性𝐹𝐹𝐹𝐹および真陰

性𝑇𝑇𝑇𝑇と定義した．中心間誤差，相対体積誤差，相対表面積誤差およびは三次元形態指標の

絶対誤差は値が小さいほど，IoU，Accuracy，Precision，Recall および F-score は値が大きい

ほど構造類似性が高いことを示す．Precision および Recall はトレードオフな関係にあり，

構造類似性の評価と同時に学習モデルの性質を評価することができる．Precision に比べて

Recall が高いほど保守的，低いほど積極的なボクセル予測を行うモデルであることが示さ

れる．ここで，構造類似性の局所的指標として採用した 5 つの指標は SOTA モデルとの比

較指標として広く採用されているため，本研究においても SOTA モデルにおける評価を実

施する対照実験を実施した．  

 続いて，モデルの計算複雑性の評価として，STCM および SOTA モデルの総パラメタ数，

メモリ使用量および学習時間を測定した．具体的に，ニューラルネットワーク層内の総パ

ラメタ数を測定し，バッチサイズ 2 におけるメモリ使用量を測定した．また，  Intel(R) 

Xeon(R) CPU E5-1620 v3 @ 3.50GHz および GeForce TITAN X GPU を用いた実装環境におい

て，同一のデータセットにおけるバッチサイズ 2 およびエポック数 250 での学習時間を計

測した．  
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3.2.3  結果および考察 
 学習過程における生成器と識別器における損失関数の代表的な推移をそれぞれ図 3.9a と

図 3.9b に示す．一般的な cGAN モデルの学習過程における損失関数の挙動と同様に，生成

器と識別器における損失関数は振動し STCM が十分に学習されたことを示している．図

3.9c に mean IoU の代表的な推移を示す．最も高い mean IoU を獲得したエポックにおける

学習モデルを用いて，テストデータセットに対する STCM の性能を評価した．図 3.9d およ

び図 3.9e に示すように，STCM は二次元圧縮マップと三次元ボクセルデータいずれにおい

ても，正解に近いデータを生成できることが示された．  

 STCM の性能評価として，モデルの推測精度および計算複雑性を評価した．STCM の推

測精度を評価するために，推測した 2D データおよび 3D データの品質を定量的に評価し

た．STCM の推測した 2D データの定量的品質評価に向けて，PSNR，mSSIM および CCC

を用いて大域的および局所的な画像類似性を評価した．一般的に，PSNR は約 30 dB[129]，

mSSIM は約 0.98[130]を超えると局所的な画素値の類似性が高く局所的な構造の類似性が

高いとされている．表 3.1 に示すように，生成画像は高い PSNR と mSSIM（mean PSNR: 

62.6 dB, mean mSSIM: 0.990）を示した．また，CCC は約 0.95[131]を超えると大域的な画像

類似性が高いとされているが，生成画像では CCC（mean CCC：5.86 × 10-2）が低いことが

示された（表 3.1）．STCM の推測した 3D データの定量的品質評価に向けて，中心間誤差

および相対体積誤差を用いて大域的な構造類似性を評価した．表 3.2 に示すように中心座

標誤差の中央値は 1.48 µm，相対体積誤差の中央値は 0.494，相対表面積誤差の中央値は

0.323，三次元細胞形態指標の絶対誤差は 0.0393 であった．細胞の平均直径は約 20 µm で

あることから，STCM は高い精度で中心座標を推定できることが示された．また，体積，

表面積および三次元細胞形態指標に関しても，高い精度で形状を推定できることが示され

た．続いて，IoU，Accuracy，Precision，Recall，F-measure を用いて局所的な構造類似性を

評価した．形状類似度を評価する IoU に関して，STCM は現在の SOTA モデルに比べて最

も高い精度を示した（表 3.3）．また，Accuracy，Recall および F-measure に関しても同様に

STCM が最も高い精度を示した．一方で，Precision に関してのみ，Pix2Vox++モデルが最も

高い精度を示した．STCM モデルの計算複雑性を評価するために，空間複雑性の指標とし

てモデルの総パラメタ数およびメモリ使用量，時間複雑性の指標として学習時間を測定し

た．いずれの指標においても STCM は SOTA モデルに比べて顕著に小さく，計算複雑性の
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低いモデルであることが示された（表 3.4）．これらの結果から，STCM は 1 枚の位相差顕

微鏡像から三次元細胞形状を精度高く計測できる軽量なモデルであることが示された．  

 STCM の実証に成功した要因として重要なポイントは，情報損失のない可逆的な次元変

換法である DiT によって，二次元データから三次元データへの再構築タスクを二次元デー

タから二次元データへの予測タスクに再定義する再定義した点にある．推測する出力次元

数を減らすことで，調整すべき数パラメタ数を大幅に減らしたことが効果的な学習に寄与

したと考えられる．同様に，総パラメタ数の減少は学習時間の大幅な短縮に繋がった．生

成された二次元画像の品質に関して，PSNR と mSSIM は局所的な画像類似性を評価してい

るのに対して，CCC は大域的な画像類似性を厳密に評価している．したがって，PSNR と

mSSIM が高く CCC が低いという結果は，画像の大部分を占める背景領域は精度高く推定

できているため局所的な画像類似性が高いが，画像占有率が背景領域よりも小さいオブジ

ェクト領域の推測は背景領域の推測に比べて比較的難しいことを示している．STCM が

SOTA モデルに比べて最も高い IoU 精度を示したことは，STCM が従来のモデルに比べて

高い精度で三次元形状を推定できたことを示している．ここで，Precision が高いモデルは

積極的に，Recall が高いモデルは保守的にオブジェクトを生成する．そのため，Precision お

よび Recall に関する本結果は，STCM は保守的にオブジェクトを生成する一方で，SOTA

モデルの Pix2Vox++モデルは積極的にオブジェクトを生成したことを示している．また，

Accuracy および F-measure に関する本結果は，STCM が精度高くオブジェクトを生成した

ことを示している．  

 以上，本実験によって，1 枚の位相差顕微鏡像から光散乱性ハイドロゲル内の三次元細

胞形状を高い精度で計測可能な STCM の実証に成功した．光散乱性ハイドロゲル内で培養

される細胞をシングルショットでイメージングする顕微鏡法を世界で初めて構築した本成

果は，顕微鏡分野を基軸として細胞生物学や生物工学など幅広い学際領域の発展に貢献す

る．また，情報工学の伝統的な知見に基づいた新たな可逆的次元変換法を用いて，三次元

形状推測タスクを画像対画像変換タスクに再定義し高精度な深層学習モデルを構築すると

いうユニークなアプローチは，深層学習分野の発展に寄与することが期待される．本研究

においては，STCM をタイムラプスイメージングと組み合わせることでラベルフリー四次

元細胞顕微鏡法を確立することができる．  
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Fig. 3.9 Learning results of mapping from the single phase-contrast microscopy image to the 3D 

cell shape using by STCM. (a) (b) Representative loss transition in the generator and discriminator, 

respectively. It was indicated that the learning was progressing with oscillating loss values. (c) 

Representative mean IoU transition in the validation dataset (n=34, mean ± C.I.). It was indicated 

that the IoU tended to shift for convergence after approximately 50 epochs. (d). Representative 

phase-contrast microscopy image, the generated compressed map and the ground truth data, which 
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were in the top, middle and bottom row, respectively. The images were extracted in the top 10 of 

CCC. (e). Representative images of the generated voxel data which was reconstructed from the 

compressed map and the ground truth data, which were in the top and bottom row, respectively. The 

green region indicates the reconstructed object. Each data corresponds to the data order in Fig. 4d 

and was included also within the top 10 of IoU. 
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Table 3.1 Performance of the generated 2D compressed map with PSNR, mSSIM, and CCC. These 

metrics were calculated by comparing them with 2D ground truth data. 

 

 PSNR (dB) mSSIM (-) CCC (-) 

mean 62.6 0.990 5.86 × 10-2 

s.e. 0.397 9.04 × 10-4 2.79 × 10-2 

 

Table 3.2 Performance of the reconstructed 3D cell voxel data with centroid error, relative volume 

error, relative surface error and absolute error of three-dimensional morphology index. These 

metrics were calculated by comparing them with 3D ground truth data. 

 

 Centroid 
error (µm) 

Relative  
volume error (-) 

Relative  
surface error (-) 

Absolute error of three-
dimensional morphology index (-) 

median 1.48 0.494 0.323 0.0393 

s.e. 0.133 0.470 0.185 0.00551 

 

Table 3.3 Comparison of the 3D cell shape reconstruction on the established dataset using IoU, 

Accuracy, Precision, Recall, and F-measure. These metrics are calculated as the mean value in the 

test data. The best number for each metric is highlighted in bold. 

 

 Pix2Vox Pix2Vox++ Ours 

IoU 0.56839 0.57759 0.59093 

Accuracy 0.95937 0.96040 0.97679 

Precision 0.82141 0.82465 0.60384 

Recall 0.69038 0.71076 0.99021 

F-measure 0.70696 0.71147 0.71151 
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Table 3.4 The number of parameters, memory footprint and inference time on the established dataset. 

The memory footprint was calculated with a batch size of 2. The inference time was measured in 

each epoch with a batch size of 2. The resolution of the input and output size were 322 and 323, 

respectively. The best number for each metric is highlighted in bold. 

 

 Pix2Vox Pix2Vox++ Ours 

Parameters (M) 114 96.3 4.86 

Memory (MB) 985 797 20.2 

Inference time    

Average (s) 322 366 166 

Total (h) 22.4 25.5 11.6 
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第 4 章 変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ 
細胞集団の応答性評価 

 

4.1 概要 
 本章において，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞集団の応答性を解明す

る．一般的に，細胞挙動に関わる遺伝子の発現量は外部刺激に対して数分から数時間オー

ダの時間スケールで変動することが知られている[132], [133]が，近年，いくつかの細胞種

において数時間スケールの周期的な機械的刺激が遺伝子発現を誘発し細胞挙動を変動させ

ることが明らかとなってきた[134]．そこで，本実験においては，数時間オーダで周期的に

切り替わる機械的圧縮刺激はメラノーマ細胞集団の集団挙動に影響を及ぼすと仮説を立て，

細胞培養試験を実施した．具体的に，異なる周期の間欠的圧縮刺激が二次元メラノーマモ

デルにおけるメラノーマ細胞集団の進展速度に与える影響を調査した．ここで，メラノー

マ細胞集団の進展プロセスにおいては，  

1. 細胞死  

2. 細胞増殖  

3. 細胞遊走  

4. 細胞浸潤  

の 4 つの因子が作用する．細胞死とは，アポトーシスまたはネクローシスによって細胞膜

や細胞核が破綻し細胞が不可逆的な機能不全に陥った状態を指す．細胞死は細胞の生死反

転に使われる calcein-AM/PI 二重染色によって評価することができる．細胞増殖とは，細胞

分裂によって細胞数が増加する状態を指し，calcein-AM/PI 二重染色によって検出された細

胞数を算出することで評価することができる．また，細胞遊走とは細胞骨格のリモデリン

グによって細胞が運動する状態を指し，細胞骨格の形態学的解析によって評価することが

できる．細胞浸潤とは ECM を構成するコラーゲンを分解しながら細胞遊走する状態を指

し，コラーゲン分解酵素の遺伝子発現解析を実施することで評価することができる．  

そこで，本研究においてはそれぞれの因子に対して以下 4 つの定量的評価を実施した． 

1. calcein-AM/PI 二重染色による死細胞率評価  

2. calcein-AM/PI 二重染色による細胞数増加率評価  

3. rhodamine-phalloidin/DAPI 二重蛍光染色による F アクチン細胞骨格のリモデリング評価  

4. RT-qPCR によるコラーゲン分解酵素の遺伝子発現評価  
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4.2 試料及び実験方法 
 本実験では，異なる周期の間欠的圧縮刺激が二次元メラノーマモデルにおけるメラノー

マ細胞集団の応答性に与える影響を調査した．二次元メラノーマモデルは円形領域に

B16F10 細胞を播種した後に上部から I 型コラーゲンゲルで固定することで，立体的な皮膚

構造を模擬した培養モデルである．本実験で用いる二次元メラノーマモデルは，2.2.2.2 節

に記載した手順に従って作製した．ただし，PDMS 製円柱状培養モールドの直径は 1.5 mm

とし，細胞播種密度を 1.6 × 105 cells/cm2 に調整した．試料群として，7.7 × 102 Pa の圧

縮刺激を 2 時間印加および 2 時間除荷する 4 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=4 群）と，

4 時間印加および 4 時間除荷する 8 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=8 群）および圧縮刺

激を印加しない control 群を用意した．  

 異なる周期の間欠的圧縮刺激がメラノーマ細胞集団の進展速度に与える影響を評価する

ために，培養 0, 8, 16, 24 時間経過時点においてメラノーマ細胞の占有領域を CCD カメラ

（DP73，Olympus Inc.）を搭載した位相差顕微鏡（CKX41, Olympus Inc.）によってタイム

ラプス撮像した．進展速度の定量的評価に向けて，各時刻における細胞占有面積を ImageJ

を用いた画像解析によって測定し，次式で定義される進展距離𝑃𝑃𝑡𝑡を算出した．ImageJ によ

る画像解析では，位相差顕微鏡像のノイズ除去および領域抽出に向けて Subtract ground 処

理，Minimum フィルタ，Invert 処理および Otsu アルゴリズムによる二値化を実施した（図

4.1a）．  

𝑃𝑃𝑡𝑡 = �
𝑎𝑎𝑡𝑡
𝜋𝜋
− �

𝑎𝑎0
𝜋𝜋

 (4.1) 

ここで，𝑎𝑎𝑡𝑡は各時刻における細胞占有面積，𝑎𝑎0は培養 0 時間経過時点における細胞占有面

積を示す．各時刻における進展距離を最小二乗法によって線形回帰し，回帰直線の傾きに

よって進展速度を測定した．また，回帰直線の適合度は決定係数によって評価した．  

 間欠的圧縮刺激が細胞死および細胞増殖に与える影響の定量的評価に向けて，培養 24 時

間経過時点における calcein-AM/PI 二重蛍光染色を実施し，ImageJ を用いて生細胞数およ

び死細胞数を評価した．calcein-AM は生細胞の細胞質を緑色に，PI は死細胞の細胞核を赤

色に蛍光染色する．calcein-AM/PI 二重蛍光染色は 2.2.2.2 節に記載した手順に沿って実施

した．蛍光染色された細胞は CCD カメラ（DP73，Olympus Inc.）および蛍光装置（U-LH50HG，

Olympus Inc.）を搭載した蛍光顕微鏡（CKX41, Olympus Inc.）を用いて撮像した．生細胞数

は calcein-AM 蛍光顕微鏡像に対して，ImageJ の ITCN プラグインを用いて測定した（図



67 
 

4.1b）．ITCN プラグインでは，撮像画像中における輝度値の極大点を検出し，設定された

細胞の直径および細胞間の最小距離の範囲内における極大点の個数を計測することで細胞

数を測定する．死細胞数は PI 蛍光顕微鏡像に対して，ImageJ を用いた Otsu アルゴリズム

による二値化および watershed アルゴリズムによるセグメンテーションを実施することで

測定した（図 4.1c）．細胞死の定量的指標として死細胞率を，細胞増殖の定量的指標として

細胞数増加率を次式によって算出した．  

𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 =
𝐷𝐷

𝐴𝐴 + 𝐷𝐷
 (4.2) 

𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 =
𝐶𝐶

𝐶𝐶𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
 𝑤𝑤ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 𝐶𝐶 = 𝐴𝐴 + 𝐷𝐷 (4.3) 

ここで，𝐴𝐴は生細胞数，𝐷𝐷は死細胞数である．また，𝐶𝐶𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐は control 群における総細胞数で

ある．  

 間欠的圧縮刺激が細胞遊走に与える影響の定量的評価に向けて，培養 24 時間経過時点

における rhodamine-phalloidin/DAPI 二重蛍光染色を実施し，ImageJ を用いて F アクチン細

胞骨格のリモデリングを評価した．DAPI は細胞膜不透過性の核染色色素であり固定サン

プルにおける細胞核の蛍光染色に広く用いられる[135], [136]．rhodamine-phalloidin 蛍光染

色を 2.2.2.2 節に記載した手順に沿って実施した後に，300 nM の DAPI 溶液（励起波長 535 

nm，蛍光波長 585 nm）を添加し炭酸ガスインキュベータで 5 分間静置した．DAPI 溶液を

除去した後に，PBS + 1% antimycotic/antibiotic を用いた 5 分間の洗浄処理を 3 回繰り返し

た．蛍光染色された細胞は calcein-AM/PI 二重蛍光染色を撮像した装置と同じ蛍光顕微鏡

を用いて撮像した．F アクチン細胞骨格のリモデリングに関する定量的指標として，単位

細胞あたりの F アクチン繊維長を次式によって算出した．  

𝐹𝐹 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙ℎ 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 =
𝐿𝐿
𝑁𝑁

(4.4) 

ここで，𝐿𝐿および𝑁𝑁はそれぞれ撮像画像中の総アクチン繊維長および細胞核数である．総ア

クチン繊維長は，rhodamine-phalloidin 蛍光顕微鏡像に対して ImageJ を用いた Bandpass フ

ィルタ，Otsu アルゴリズムによる二値化および Skeletonize 処理を実施することで測定した

（図 4.1d）．Skeletonize 処理では，オブジェクトのピクセル幅が 1 pixel になるまで繰り返

しモルフォロジー演算を行う画ため，Skeletonize された二値化画像の画素値の合計は撮像

画像の総アクチン繊維長に相当する．細胞核数は DAPI 蛍光顕微鏡像に対して，ImageJ を
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用いた Mean アルゴリズムによる二値化および watershed アルゴリズムによるセグメンテ

ーションを実施することで測定した．  

 間欠的圧縮刺激が細胞浸潤に与える影響の定量的評価に向けて，培養 24 時間経過時点

における RT-qPCR による遺伝子発現解析を実施した．本実験において遺伝子発現解析する

対象遺伝子は，細胞浸潤に関わるシグナル伝達経路において下流に位置する ECM 分解酵

素遺伝子とした．RT-qPCR とは対象遺伝子から発現した mRNA の相対発現量を定量的に測

定する方法であり，total RNA 抽出，cDNA 逆転写，リアルタイム PCR の 3 つのステップ

によって構成される．total RNA 抽出ステップでは，対象サンプルからすべての RNA を抽

出する．cDNA 逆転写ステップでは抽出した RNA を cDNA に逆転写する．リアルタイム

PCR では cDNA に含まれる対象遺伝子を増幅させ，増幅量を計測することで対象遺伝子の

相対発現量を測定することができる．RT-qPCR による相対発現量の測定には，対象遺伝子

としてハウスキーピング遺伝子およびターゲット遺伝子の 2 種類が必要である．ハウスキ

ーピング遺伝子は遺伝子発現量の基準量として機能し，ターゲット遺伝子の発現量はハウ

スキーピング遺伝子の発現量によって相対的に算出される．本実験においては，ハウスキ

ーピング遺伝子として Gapdh 遺伝子，ターゲット遺伝子として Mmp14 遺伝子の相対発現

量を測定した．GAPDH は解糖系の重要な因子であり，最もよく用いられるハウスキーピ

ング遺伝子の一つである[137]．MMP14 は ECM を分解する重要な酵素であり，メラノーマ

細胞の進展を促進するタンパク質を活性化する因子である[138]．RT-qPCR の手順を述べる．

培養 24 時間経過時点におけるメラノーマモデルから total RNA を抽出する．total RNA 抽

出ステップでは，NucleoSpin RNA キット（740955.50，Takara Bio Inc.）を用いた．続いて，

total RNA 抽出液とおよび cDNA 合成溶液  (PrimeScript Master Mix (Perfect Real Time)，

RR036A，Takara Bio Inc.)を混合した cDNA 溶液を用いて，サーマルサイクラー（Thermal 

Cycler Dice Real Time System Lite，TP700，Takara Bio Inc.）によって total RNA を cDNA に

逆転写した．cDNA 逆転写ステップにおいては，37 度 15 分，85 度 5 秒の順で温度制御し

た．Biophotometer（6131, Eppendorf）を用いて cDNA 濃度を測定した後に，希釈液（RNase-

free water，9012，Takara Bio Inc.）を用いて最終濃度 10 ng/ml の cDNA 溶液を作製した．

作製した cDNA 溶液，蛍光標識溶液（TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) ，RR820A，

Takara Bio Inc.），プライマー（Takara Bio Inc.）および希釈液を混合して，Takara Bio Inc.社

の指定する濃度に調整した qPCR 溶液を作製した．プライマーの塩基配列は表 4.1 に示す．

そして，リアルタイム PCR 装置（Thermal Cycler Dice Real Time System Lite，TP700，Takara 
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Bio Inc.）を用いて qPCR 溶液をリアルタイム PCR することで，対象遺伝子の相対定量を

実施した．リアルタイム PCR ステップでは 95 度 5 秒，60 度 30 秒のサイクルを 60 回繰り

返した．相対発現量の算出には∆∆𝐶𝐶𝑡𝑡法を用いた．∆∆𝐶𝐶𝑡𝑡法とは，遺伝子増幅によって所定の

蛍光強度を示した際の増幅サイクル数を𝐶𝐶𝑡𝑡値とした時に，式 4.5 および式 4.6 で定義される

∆∆𝐶𝐶𝑡𝑡を算出し，相対発現量2−∆∆𝐶𝐶𝑡𝑡を算出する方法である．  

∆∆𝐶𝐶𝑡𝑡 =  (∆𝐶𝐶𝑡𝑡)𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 −  (∆𝐶𝐶𝑡𝑡)𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (4.5) 

∆𝐶𝐶𝑡𝑡 =  (𝐶𝐶𝑡𝑡)𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 −  (𝐶𝐶𝑡𝑡)ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘 (4.6) 

ここで，𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠は観察対象の試料群，𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐はコントロール試料群を示している．𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡

はターゲット遺伝子，ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘はハウスキーピング遺伝子を示している．また，本実

験においては，RT-qPCR による遺伝子発現解析の再現性を担保するために，Technical 

replicate および Biological replicate を 3 回実施した．また，リアルタイム PCR 後に融解曲

線分析を実施することでプライマーダイマーが発生していないことを確認した．さらに，

全ステップを通じてコンタミネーションが発生していないことを確認するために， total 

RNA を含まずに cDNA 合成溶液のみで構成されるコントロール溶液を作製し cDNA 逆転

写ステップを実施することでネガティブコントロール溶液を作製した．cDNA 溶液をネガ

ティブコントロール溶液に置き換えた qPCR 溶液を用いてリアルタイム PCR することで，

コンタミネーションの有無が確認できる．たとえば，ネガティブコントロール溶液を用い

たリアルタイム PCR によって遺伝子増幅が確認された場合，いずれかのステップでコンタ

ミネーションが発生したと判断できる．本実験における，ネガティブコントロール溶液を

用いたリアルタイム PCR では，遺伝子増幅が確認されず，コンタミネーションは発生して

いないことを確認した．  

 定量データに対する統計学的仮説検定では，有意水準を 5%および 1%に設定し Dunnett

検定による多重検定を実施した．  
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Fig. 4.1 Image analysis using ImageJ. (a) Quantification of cell-occupied area to evaluate cell 

progression. (b) Quantification of the number of viable cells using the ITCN plugin in ImageJ. (c) 

Quantification of the number of nuclei using binarization and segmentation. (d) Quantification of 

total F-actin length using binarization and skeletonization. 
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Table 4.1 RT-qPCR primer sequences. 

 

Gene 

Name 

Gene Bank 

Accession 

Number 

Sequence(5’-3’) Tm (℃) 
Product  

Size (bp) 

Gapdh NM_001289726.1 

Forward: 

TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 

Reverse: 

TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

63.9 

63.9 
3939 

Mmp-14 NM_008608.4 

Forward: 

CCTCAAGTGGCAGCATAATGAGA 

Reverse: 

TGGCCTCGAATGTGGCATAC 

63.7 

64.3 
83 
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4.3 結果および考察 
 培養 0 時間および 24 時間経過時点における各試料群の代表的な位相差顕微鏡像を図 4.2a

に示す．白い破線が培養 0 時間経過時点，黄色い破線が培養 24 時間経過時点における細

胞占有領域を示す．培養 0,8,16,24 時間経過時点における進展距離の定量結果を図 4.2b に

示す．各色に対応した破線は，各時刻における進展距離を最小二乗法によって線形回帰し

た回帰直線である．すべての回帰直線において決定係数は 0.98 を超え，高い適合度で回帰

直線を推定できたことを示している．進展速度は 4.2 節による定義によって回帰直線の傾

きに相当する（control 群：2.10 µm/h，T=4 群：1.70 µm/h，T=8 群：2.47 µm/h）．結果，T=4

群の進展速度は control 群に比べて低下し，T=8 群の進展速度は control 群に比べて増加し

た．機械的圧縮刺激を 2 時間印加および 2 時間除荷する 4 時間周期の間欠的圧縮刺激は，

メラノーマ細胞集団の進展速度を抑制させたことが示された．一方で，機械的圧縮刺激を

4 時間印加および 4 時間除荷する 8 時間周期の間欠的圧縮刺激は，メラノーマ細胞集団の

進展速度を促進させたことが示された．4.1 節で記載したように，メラノーマ細胞集団の進

展プロセスには，細胞死，細胞増殖，細胞遊走および細胞浸潤の 4 つの因子が作用する．

そこで，本実験においては異なる周期の間欠的圧縮刺激がそれぞれの因子に対して与える

影響を各試料群において定量的に評価した．  

 細胞死および細胞増殖に対する影響の定量的評価に向けた，培養 24 時間経過時点にお

ける各試料群の calcein-AM/PI 二重蛍光染色像を図 4.3a に示す．Merge 像において，緑色

蛍光像が生細胞，赤色蛍光像が死細胞を示す．画像解析によって測定した死細胞率および

細胞数増加率を図 4.3b および図 4.3c に示す．死細胞率に関して，T=4 群および T=8 群と

もに control 群に比べて増加する傾向が認められたが，T=4 群において最も増加する傾向が

認められた．細胞数増加率に関して，T=4 群と control 群間において細胞数増加率に有意な

差は認められなかった一方で，T=8 群の細胞数増加率は control 群に比べて有意に増加し

た．  

 細胞遊走に対する影響の定量的評価に向けた，培養 24 時間経過時点における各試料群

の rhodamine-phalloidin/DAPI 二重蛍光染色像を図 4.4a に示す．Merge 像において，赤色蛍

光像が F アクチン細胞骨格，青色蛍光像が細胞核を示す．画像解析によって測定した単位

細胞あたりの F アクチン繊維長を図 4.4b に示す．結果，T=4 群は control 群に比べて有意

水準 1%で顕著に減少し，T=8 群は control 群に比べて有意水準 5%で有意に減少した．ま

た，T=4 群は T=8 群に比べて減少する傾向が認められた．  
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 細胞浸潤に対する影響の定量的評価に向けた，培養 24 時間経過時点における各試料群

の MMP14 遺伝子発現量の相対定量結果を図 4.4c に示す．結果，T=4 群は control 群に比べ

て減少する傾向が認められた一方で，T=8 群は control 群に比べて増加する傾向が認められ

た．  

 細胞死の増加は進展速度を低下させ，細胞数の増加は進展速度を向上させる．一般的に，

細胞は遊走する際に F アクチン細胞骨格をリモデリングし細胞が遊走する方向に F アクチ

ン繊維が伸長するため[139]–[142]，F アクチン繊維の延伸は細胞の運動能と相関し[143]–

[145]， F アクチン繊維の収縮は細胞遊走を進展速度を低下させる．また，コラーゲンを分

解する MMP14 の発現量はメラノーマ細胞の浸潤能と相関するため[138], [146]–[151]，発現

量の増加は進展速度を向上させ発現量の低下は進展速度を低下させる．本実験結果とこれ

らの知見を考慮すると，4 時間周期の間欠的圧縮刺激は細胞死の誘発，F アクチン繊維の

収縮による細胞遊走能の低下および MMP14 発現量の低下による細胞浸潤能の低下によっ

て進展速度を抑制させたことが示された．一方で，8 時間周期の間欠的圧縮刺激は，細胞

増の増加および MMP14 発現量の増加による細胞浸潤能の増加によって進展速度を促進さ

せたことが示された．  

以上，本実験によって，間欠的圧縮刺激の周期に依存してメラノーマ細胞集団の進展速

度が変化することが示された．本成果は，機械的圧縮刺激下におけるメラノーマ細胞集団

の挙動をより深く理解することに繋がる．  
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Fig. 4.2 Progression of B16F10 cells in a 2D melanoma model under mechanical intermittent 

compression. (a) Representative phase-contrast microscopy image. The white dotted lines indicate 

the cell-adhered area at 0 h of culture, and the yellow dotted lines indicate the cell-adhered area at 

24 h of culture. (b) Quantification of progression distance. The green circles indicate the 

progression distance in the control group, the blue triangles indicate the T = 4 group, and red 

rectangles indicate the T = 8 group. The green, blue, and red dashed lines indicate a regression line 

to the progression distance in the control, T = 4, and T = 8 groups, respectively (n ≥ 12, data 

represents the mean ± S.E). 
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Fig. 4.3 Cell viability and cell proliferation assay. (a) Representative fluorescent images stained by 

calcein AM/PI at 24 h culture duration. In the merged images, the green fluorescence indicates live 

cells, and the red fluorescence indicates dead cells. (b) Quantification of dead cell rate (n = 3, mean 

± S.D.). (c) Quantification of cell number increase rate (n = 3, mean ± S.D.). Dunnett’s test was 

used to compare groups. Asterisk indicates a significant difference compared to the control group 

(p < 0.05). 
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Fig. 4.4 Quantification of cell migration and invasion capacity. (a) Representative fluorescence 

images stained by rhodamine-phalloidin/DAPI at 24 h of culture. In the merged images, the red 

fluorescence indicates F-actin filaments, and the blue fluorescence indicates nuclei. (b) 

Quantification of F-actin filament length per cell (n ≥ 3, mean ± S.D.). (c) Relative quantity of 

Mmp-14 (n = 3, mean ± S.D.). Dunnett’s test was used to compare groups. Asterisks indicate a 

significant difference compared to the control group (*: p < 0.05, ***: p < 0.001). 
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第 5 章 変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ 
単一細胞の応答性 

 

5.1 二次元メラノーマモデルにおける応答性評価 
 

5.1.1  概要 
 本節では，二次元メラノーマモデルを用いて，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノ

ーマ単一細胞の二次元的な応答性を解明する．一般的に，メラノーマ細胞は静的な外部刺

激に応じて表現型を可逆的に転換する表現型可塑性を示すことが知られている[152]．具

体的に，間葉系様式（mesenchymal）およびアメーバ系様式（amoeboid）と呼ばれる 2 つ

の表現型を外部環境に応じて柔軟に変化させる表現型の転換現象が知られ，転換の方向に

よって MAT（mesenchymal to amoeboid transition）および AMT（amoeboid to mesenchymal 

transition）と呼ばれる．間葉系様式とは，葉状仮足や糸状仮足と呼ばれる細胞骨格の特徴

的な仮足構造を形成する紡錘状の表現型であり，細胞骨格のリモデリングおよび ECM 分

解酵素の分泌によってゆっくりと直線的に遊走する[152], [153]．葉状仮足や糸状仮足は，

主にアクチンの重合と脱重合の繰り返しによって細胞骨格の立体的構造が時空間的に制御

されることで形成される[154], [155]．アメーバ系様式とは，ブレブと呼ばれる細胞膜の特

徴的な球状突起を形成する球状の表現型であり，特定方向のブレブ形成による物理的な重

心移動によって素早くランダムな方向に遊走する[156], [157]．ブレブは，細胞骨格と細胞

膜の解離を起因とする細胞内静水圧の局所的増加によって細胞膜が物理的に膨張すること

で形成される[158]．アメーバ系様式は間葉系様式と比べて高速に遊走することが知られ

ており[30]，表現型可塑性は悪性腫瘍の進展プロセスに影響を及ぼす[159]．そこで，本実

験においては，数時間オーダで周期的に切り替わる間欠的圧縮刺激がメラノーマ単一細胞

の表現型可塑性に影響を及ぼすと仮説を立て，細胞培養試験を実施した．具体的に，異な

る周期の間欠的圧縮刺激がメラノーマ単一細胞の二次元的な細胞形態分布に与える影響を

調査した．  
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5.1.2  試料および実験方法 
 本実験では，二次元メラノーマモデルを用いて，異なる周期の間欠的圧縮刺激がメラノ

ーマ単一細胞の二次元的な応答性に与える影響を調査した．二次元メラノーマモデルは，

B16F10 細胞を培養皿上に 3.0 × 103 cells/cm2 の細胞密度で播種した後に，上部から I 型コ

ラーゲンゲルで固定することで立体的な皮膚構造を模擬した培養モデルである．B16F10 細

胞は 2.2.2.2 節に記載した手順に従って維持培養および継代培養を経た後に試料とした．I

型コラーゲンゲルは 2.2.1.2 節に記載した手順に従って作製した．試料群として，7.7 × 102 

Pa の圧縮刺激を 2 時間印加および 2 時間除荷する 4 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=4 群）

と，4 時間印加および 4 時間除荷する 8 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=8 群）および圧

縮刺激を印加しない control 群を用意した．  

 間欠的圧縮刺激が細胞形態に与える影響の定量的評価に向けて，培養 24 時間経過時点

における calcein-AM 蛍光染色を実施し，画像解析によって蛍光顕微鏡像から領域抽出した

細胞形態を評価した．一般的に，細胞形態の評価には rhodamine-phalloidin などの細胞骨格

を標識する蛍光染色が主に採用されるが，メラノーマにおいて特徴的なアメーバ系様式は

細胞質の形状によって形態が決定されるため，細胞骨格を標識する蛍光染色はアメーバ系

様式の細胞形態評価に向かない．そこで，本実験においては，細胞質を緑色蛍光標識する

calcein-AM を用いた蛍光染色によって，間葉系様式およびアメーバ系様式の細胞形態を評

価する．calcein-AM 蛍光染色は 2.2.2.2 節に記載した手順に沿って実施した．蛍光染色され

た細胞は CCD カメラ（DP73，Olympus Inc.）および蛍光装置（U-LH50HG，Olympus Inc.）

を搭載した蛍光顕微鏡（CKX41, Olympus Inc.）を用いて撮像した．画像解析による領域抽

出では，ImageJ を用いた Otsu アルゴリズムによる二値化によって細胞形態を抽出した．

細胞形態は次式のように定義される二次元細胞形態指標（two-dimensional cell morphology 

index: 2D-CMI）を用いて評価した．  

𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 =
𝐿𝐿2

4𝜋𝜋𝜋𝜋
(5.1) 

ここで，𝐿𝐿は細胞の周囲長，𝐴𝐴は細胞面積である．二次元細胞形態指標は 1 に近いほど真円

に近く，1 より大きいほど複雑な形状であることを示す．  

 間欠的圧縮刺激が細胞形態分布に与える影響の定量的評価に向けて，混合ガウスモデル

（Gaussian mixture model: GMM）を用いた細胞形態パラメタのクラスタ解析を実施した．

クラスタに属する細胞数割合を試料群ごとに算出することで，細胞形態分布を評価した．
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間欠的圧縮刺激が細胞形態分布に影響を及ぼす場合，試料群ごとの細胞数割合は変化し細

胞形態分布が変化する．GMM とは，データ分布に対して最も適合度の高い混合ガウス分

布を推定する教師なし機械学習モデルである．混合ガウス分布とは独立変数𝑥𝑥に対して複

数のガウス分布を線形結合した分布であり，混合ガウス分布𝑝𝑝(𝑥𝑥)は次式のように定義され

る．  

𝑝𝑝(𝑥𝑥) = �𝜋𝜋𝑖𝑖

𝑘𝑘

𝑖𝑖=1

𝑁𝑁(𝑥𝑥|𝜇𝜇𝑖𝑖 , Σ𝑖𝑖)  𝑠𝑠. 𝑡𝑡. 0 ≤ 𝜋𝜋𝑖𝑖 ≤ 1 ∧  �𝜋𝜋𝑖𝑖

𝑘𝑘

𝑖𝑖=1

= 1 (5.2) 

ここで，𝑘𝑘はガウス分布の数，(𝜋𝜋𝑖𝑖 , 𝜇𝜇𝑖𝑖 , Σ𝑖𝑖  )は𝑘𝑘番目のガウス分布における混合係数，平均ベク

トルおよび分散共分散行列である．本研究における混合ガウス分布の最尤推定には EM ア

ルゴリズムを用いた．ここで，GMM では各サンプルの割り当てられたガウス分布がその

サンプルのクラスタであり，ガウス分布の数はクラスタ数と同値である．そのため，任意

のクラスタ数において混合ガウス分布を推定し，混合ガウス分布のデータ分布に対する適

合度をクラスタ数ごとに評価することで，データ分布に対して最適なクラスタ数を推定す

ることができる．適合度の評価には式 5.3 のように定義されるベイズ情報量規準（Bayesian 

information criterion: BIC）を採用し，最適なクラスタ数𝐾𝐾は式 5.4 のように定義した．  

𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝑘𝑘 = 2 ∙ 𝑙𝑙𝑙𝑙(𝐿𝐿) −𝑀𝑀𝑘𝑘 ∙ ln (𝑛𝑛) (5.3) 

𝐾𝐾 = 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎(𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝑘𝑘) 𝑠𝑠. 𝑡𝑡. 0 ≤ 𝑘𝑘 ≤ 10 (5.4) 

ここで，𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝐵𝑘𝑘はガウス分布数 k における BIC， 𝐿𝐿は尤度関数，𝑀𝑀𝑘𝑘はガウス分布数𝑘𝑘における

独立変数の数，𝑛𝑛はサンプル数を表す．本研究においては，GMM によるクラスタ解析を汎

用統計解析ソフトウェア R を用いて実施した．  
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5.1.3  結果および考察 
 培養 24 時間後におけるメラノーマ細胞の蛍光染色像を図 5.1a に，それぞれの試料群に

おける二次元細胞形態指標の分布を図 5.1b に示す．T=4 群の細胞形態分布は control 群と

比べて分散の大きな分布を示した一方で，T=8 群においては control 群と比べて分散の小

さな分布を示した．すべての試料群における二次元細胞形態指標の分布を図 5.1c，GMM

を用いて推定した混合ガウス分布のガウス分布数に対する BIC を図 5.1d に示す． 図 5.1d

より，データ分布に対してクラスタ数𝐾𝐾 = 3が最適な混合ガウス分布であることが示さ

れ，データ分布に対して最適なクラスタ数は 3 つであることが示された．  

クラスタ数 3 で構成される混合ガウス分布において，それぞれのクラスタに含まれる

蛍光染色細胞像を図 5.1e に示す．  Cluster1 に含まれる細胞群は円状に近く複数のブレブ

形成が認められたため，アメーバ系様式であると推察される．Cluster2 に含まれる細胞群

は紡錘状であり，葉状仮足や糸状仮足の形成が認められたため，間葉系様式であると推察

される．Gabbireddy らは，三次元的な狭い空間に閉じ込められたメラノーマ細胞がアメー

バ様様式と間葉系様式を同時に発現させることを報告している[160]が，この知見と本実

験の結果は合致している．一方で，Cluster3 に含まれる細胞群は，円状の中心部分から複

数の糸状仮足を形成する複雑な形状を示しており，これらは従来のアメーバ系様式や間葉

系様式とは異なる形状である．Holle らは癌細胞のアメーバ系様式と間葉系様式のスイッ

チング現象はバイナリな関係ではなく，連続的に形状が変化する確率的な関係にあること

を報告している[161]．また，Huang らは連立常微分方程式を用いた分岐解析によってア

メーバ系様式と間葉系様式のハイブリッドな特徴を有するハイブリッド表現型が外部刺激

によって発現する可能性を示唆し[162]，Bergert らは乳がん細胞におけるハイブリッド表

現型の存在を報告している[163]．これらの知見と本実験の結果を考慮すると，Cluster3 に

おける細胞群はアメーバ系様式と間葉系様式のハイブリッド表現型であると考えられる． 

各試料群においてそれぞれのクラスタに含まれる細胞数の割合を図 5.1f に示す．control

群において，Cluter1 および Cluster2 に属する細胞数割合がそれぞれ約 50%であることが示

された．  三次元的な環境下においてアメーバ様様式と間葉系様式が等確率で発現したと

する Gabbireddy らの報告[160]と合致している．一方で，T4 群においては control 群と比べ

て Cluster1 および Cluster2 の発現確率が減少し，Cluster3 の発現確率が増加した．4 時間周

期の間欠的圧縮変形刺激が MAT または AMT を促進しハイブリッド表現型の獲得に寄与し

た可能性が示された．また，T=8 群においては，control 群と比べて Cluster1 の細胞数が増
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加し Cluster2 の細胞数が減少する傾向が示された．8 時間周期の間欠的圧縮変形刺激は間

葉系様式からアメーバ様様式に移行する MAT を促進させ，アメーバ系様式の発現を促進

させた可能性が示された．  

 以上，4 時間周期の間欠的圧縮変形刺激はハイブリッド表現型の発現を促進させ，8 時間

周期の間欠的圧縮変形刺激は AMT の促進を介してアメーバ系様式の発現を促進させたこ

とを明らかにした．本実験によって，間欠的圧縮刺激の周期に依存して二次元的な細胞形

態分布が変化することを示し，変動する機械的圧縮刺激に対してハイブリッド表現型の発

現が変化することを初めて明らかにした．ここで，ハイブリッド表現型は近年存在が認識

され始めた未知な表現型であり，表現型獲得メカニズムや細胞生物学的意義は未だ不明で

あることが多い．機械的圧縮刺激に対するハイブリッド表現型の応答を初めて示した本実

験の成果は，メラノーマ細胞の応答性を深く理解することに繋がるだけでなく，細胞生物

学や腫瘍学に対して新たな知見を提示する．  
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Fig. 5.1 Phenotypic plasticity of melanoma cells in two-dimensional cell culture model under the 

intermittent mechanical compression. (a) Representative fluorescent images stained by calcein AM 

at 24 h culture duration. (b) Histogram of the two-dimensional cell morphology index (2D-CMI) in 

control (n=52 cells), T=4 (n=51 cells), T=8 (n=63 cells) group. (c) Histogram of the two-

dimensional 2D-CMI in whole data (n=166 cells). (d) Relationship between BIC and the number of 

Gaussian distributions. (e) Representative fluorescent images belonging to each cluster. Red 

triangles indicate characteristic protrusions. (f) Heatmap of the percentage of cell number in each 

cluster. 
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5.2 三次元メラノーマモデルにおける応答性評価 
 

5.2.1  概要 
本節では，三次元メラノーマモデルを用いて，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノ

ーマ単一細胞の三次元的な応答性を解明する．ここで，三次元モデルメラノーマモデルは

真皮層に単一細胞で浸潤する進展の中期段階を模している．5.1 節では，間欠的圧縮刺激の

周期に依存してメラノーマ単一細胞の二次元的な細胞形態分布が変化することを示した．

しかしながら，二次元メラノーマモデルにおける細胞培養試験では二次元的な細胞形態情

報しか評価することができない．生体内環境で細胞形態は立体的であることから，メラノ

ーマ単一細胞の生理学的応答性を厳密に評価するためには三次元的な細胞形態を評価する

必要がある．たとえば，三次元的には形態が異なる細胞であっても，二次元的な細胞形態

解析では同じ細胞形態と評価される恐れがある．そこで，第 3 章で構築したシングルショ

ット三次元細胞計算顕微鏡法（STCM）およびタイムラプスイメージングを組み合わせた

ラベルフリー四次元細胞顕微鏡法を用いて，細胞培養試験を実施する．具体的に，異なる

周期の間欠的圧縮刺激が三次元メラノーマモデルにおけるメラノーマ単一細胞の細胞形態

分布に与える影響を調査した．ラベルフリー四次元細胞計算顕微鏡法では，1 枚の位相差

顕微鏡像から三次元細胞形状を STCM によって計測し，タイムラプス撮像によって取得し

た時系列画像に STCM を連続的に適用する．  
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5.2.2  試料および実験方法 
 本実験では，異なる周期の間欠的圧縮刺激が三次元メラノーマモデルにおけるメラノー

マ単一細胞の応答性に与える影響を調査した．三次元メラノーマモデルは I 型コラーゲン

ゲルに B16F10 細胞を三次元分散培養させた培養モデルである．本実験で用いる三次元メ

ラノーマモデルは，3.2 節に記載した手順に従って最終濃度 2.4 mg/ml に調整した I 型コラ

ーゲン中性溶液に対して，6.0 × 104 cells/cm3 の濃度で B16F10 細胞を懸濁しゲル化させる

ことで構築した．試料群は 5.1 節と同様に，7.7 × 102 Pa の圧縮刺激を 2 時間印加および 2

時間除荷する 4 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=4 群）と，4 時間印加および 4 時間除荷

する 8 時間周期の間欠的圧縮刺激群（T=8 群）および圧縮刺激を印加しない control 群を用

意した．  

 間欠的圧縮刺激が細胞形態に与える影響の定量的評価に向けて，ラベルフリー四次元細

胞計算顕微鏡法を用いて各時刻における三次元細胞形状を測定した．STCM による細胞形

状の測定では，位相差顕微鏡像から細胞領域を含む正方形領域（32 × 32 pixels）を切り出

し，位相差顕微鏡像のデータ範囲を[0, 1]の範囲に変換する Min-max 正規化を実施した．

変換培養期間は 24 時間とし，培養開始時点から 2 時間ごとに位相差顕微鏡像を用いてタ

イムラプス撮像した．細胞形態は次式のように定義される三次元細胞形態指標（three-

dimensional cell morphology index: 3D-CMI）を用いて評価した．  

𝑇𝑇ℎ𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 =
𝑆𝑆
3
2

6√𝜋𝜋 ∙ 𝑉𝑉
(5.5) 

ここで，𝑉𝑉は細胞体積，𝑆𝑆は細胞表面積である．三次元細胞形態指標は 1 に近いほど球体

に近く，1 より大きいほど複雑な形状であることを示す．細胞体積および細胞表面積は，

MATLAB の Image Processing ToolBox（Version 11.2）を用いて測定した．  

 間欠的圧縮刺激が細胞形態分布に与える影響の定量的評価に向けて，5.1 節と同様に，

GMM を用いて細胞形態分布に対する混合ガウス分布の推定を行った．ガウス分布数は

5.1 節で得られた結果に基づき 3 に設定した．それぞれの時刻において測定された細胞形

態分布に対して最も適合度の高い混合ガウス分布を推定し，クラスタに属する細胞数割合

を試料群ごとに算出することで各時刻における細胞形態分布を評価した．各時刻𝑡𝑡におけ

るそれぞれのクラスタの細胞数割合を𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖 (𝑖𝑖 = 1,2,3)とし，開始時点に対する細胞数割合の

変化分∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖を次式を用いて算出した．  
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∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖 = 𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖  −  𝑟𝑟0𝑖𝑖 (5.6) 

続いて，それぞれの試料群における変化分∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖を control 群で規格化し，次式のように定義

される∆∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖を算出した．  

∆∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖 = �∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖�𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡  − �∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖�𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 (5.7) 

ここで，�∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖�𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡は間欠的圧縮刺激を加えた試料における変化分∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖を，�∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖�𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐は刺激

を印加しない control 群における変化分∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖である．∆∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖は control 群に対する試料群の細胞

形態分布変化の増減を表す．  
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5.2.3  結果および考察 
 それぞれのクラスタに属する代表的な位相差顕微鏡像および STCM によって再構築され

た三次元細胞形状を図 5.2 に示す．図 5.2 上段に示される各クラスタにおける代表的な細

胞形状と 5.1 節の考察を考慮すると，Cluster1 はアメーバ系様式，Cluster2 は間葉系様式，

Cluster3 はハイブリッド表現型であると推察される．図 5.2 下段に示される uncertainty 

quantification の結果より，Cluster1 の代表的な三次元細胞形状はランクとしては比較的下

位に位置する一方で低い uncertainty を示すことが認められた．また，Cluster2 の代表的な

三次元細胞形状は比較的上位のランクに位置し，Cluster3 の代表的な三次元細胞形状は比

較的上位のランクに位置すると同時に低い uncertainty を示すことが認められた．以上の結

果から，図 5.2 上段に示した三次元細胞形状がそれぞれ属するクラスタの代表的な形状で

あることが示された．  

control 群，T=4 群および T=8 群における，各時刻でのそれぞれのクラスタの細胞数割合

𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖の時間変化を図 5.3 に示す．それぞれの試料群で細胞数割合が時間経過に伴って変動す

る様子が認められた．本結果は，三次元細胞形状が可逆的に変動する表現型可塑性が生じ

ていることを示す．続いて，T=4 群および T=8 群における，control 群に対する細胞形態分

布変化の増減の時系列変化∆∆𝑟𝑟𝑡𝑡𝑖𝑖をそれぞれ図 5.4a および図 5.4b に示す．T=4 群においては

細胞形態分布が振動する傾向が認められた．一方で，T=8 群においては細胞形態がアメー

バ系様式からハイブリッド表現型に移行する傾向が認められた．これらの結果は，間欠的

圧縮刺激の周期に依存して細胞形態分布の時間的変化が異なることを示しており，変動す

る機械的圧縮刺激に対してハイブリット表現型の発現が時間的に変動することを初めて明

らかにした．  

 細胞形態分布の時間的な変化を考察する．細胞生存や増殖，遊走，浸潤などの特異的な

表現型獲得に重要な役割を担う Notch-Hes シグナル伝達経路[164]は，約 2 時間周期で周期

的に活性化することが知られている[165]–[167]．また，細胞内転写因子の発現を制御する

NF-κB は，細胞質と細胞核間を周期的に移行し遺伝子発現を数時間周期で振動させるこ

とが報告されている[168], [169]．近年，機械的刺激は Notch-Hes シグナル伝達経路の活性

化[170]–[173]や NF-κB の活性化[174]–[177]に直接的な影響を及ぼすことが明らかとなっ

てきた，これらの知見から，2 時間印加および 2 時間除荷する間欠的圧縮刺激は，Notch-

Hes シグナルや NF-κB の振動発現に同期し，獲得表現型を振動させた可能性がある．こ

こで，Hes 遺伝子の振動現象そのものが細胞増殖や分化にとって重要な役割を担っており
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[178], [179]，振動発現を失い持続的に過剰発現した Hes 遺伝子はマウス ES 細胞を単一の

分化方向に誘導することが報告されている[180], [181]．細胞種が異なるため詳細なメカニ

ズムは不明であるが，4 時間印加および 4 時間除荷する間欠的圧縮刺激は Notch-Hes シグ

ナルの発現振動を収束させたことで，単一方向の分化を誘導した可能性がある．  

第 4 章および第 5 章の結果を踏まえ，本研究成果から考察できる臨床に反映できる知

見について述べる．4 時間周期の間欠的圧縮刺激は，  

 細胞集団における進展速度の抑制  

 単一細胞における細胞形態分布の振動  

を誘導した．これらの知見は，細胞周囲の環境に対する細胞の適応が収束する前に新たな

力学的環境を強制的に構築することで，再び細胞を力学的環境への適応期間に巻き戻し，

細胞遊走や浸潤のための細胞表現型に変化させずにメラノーマの進展速度を抑制するよう

な新たなメカノバイオロジー的治療法の確立に寄与する可能性がある．ただし，細胞形態

を振動させることは表現型可塑性を高めることと等価であり，表現型可塑性は薬物療法に

対するメラノーマの治療抵抗性を高めてしまう．そのため，メカノバイオロジー的治療法

による進展速度の抑制は，転移段階への移行を予防するような予防医療もしくは緩和医療

としての臨床的な価値を生み出すと考えられる．一方で，8 時間周期の間欠的圧縮刺激

は，  

 細胞集団における進展速度の促進  

 単一細胞における単一方向の分化  

を誘導した．単一方向の分化誘導は，治療抵抗性を誘導する表現型可塑性を低減させるこ

とと等価であり，分化先の表現型に有効な薬剤を投与することでより効果的に細胞死を誘

導することができる．8 時間周期の間欠的圧縮刺激と薬剤を併用することで，高い奏効率

を示す治療法を確立できる可能性がある．ただし，メラノーマの進展速度の促進は転移段

階への移行を早めてしまうため，転移を予防する治療法との併用も必要不可欠となる．  

 以上，4 時間周期の間欠的圧縮刺激はメラノーマ細胞の細胞形態分布を振動させ，8 時間

周期の間欠的圧縮刺激はメラノーマ細胞の単一方向の分化を誘導させることを明らかにし

た．本実験によって，間欠的圧縮刺激の周期に依存して三次元的な細胞形態分布の時間的

変化が異なることを示し，変動する機械的圧縮刺激に対してハイブリット表現型の発現が

時間的に変動することを初めて明らかにした．5.1 節で述べたように，ハイブリッド表現型

はその応答性が未知な表現型である．変動する機械的圧縮刺激に対するハイブリッド表現
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型の時間的変化を初めて捉えた本研究の成果は，基礎生物学分野の発展への寄与が期待さ

れる．また，本実験で確立したラベルフリー四次元細胞計算顕微鏡法は光散乱性ハイドロ

ゲル内の三次元細胞形状の時間変化をラベルフリーに計測する汎用な方法論であるため，

基礎生物学だけでなく生物工学や生物医学などの応用生物学分野に対して極めて高い波及

効果をもたらす．  

 

 

  



89 
 

 

 

 

 

 
Fig. 5.2 Representative phase-contrast microscopy images and three-dimensional cell shape images 

reconstructed by STCM at 12 h culture duration. The bottom row shows the uncertainty plot for 

each cluster. The star-shaped plots show the uncertainty in each of the representative three-

dimensional cell shape images shown in the middle row. 
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Fig. 5.3 Time-course change of the percentage of cell number in each cluster at control, T=4, T=8 

group. 
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Fig. 5.4 Phenotypic plasticity of melanoma cells in three-dimensional cell culture model under the 

intermittent mechanical compression. (a) Time-course change of the three-dimensional cell 

morphology index (3D-CMI) in each cluster relative to control group at T=4 group. (b) Time-course 

change of the 3D-CMI in each cluster relative to control group at T=8 group. The average number 

of analyzed cells at each time point in whole groups was approximately 516 cells. 
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第 6 章 結言 
 

6.1 結論 
本研究では，変動する機械的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞の応答性を細胞集団レベ

ルおよび単一細胞レベルで解明することを目的とし，時系列情報を取得可能な機械的圧縮

刺激印加培養装置および光散乱性ハイドロゲル内の細胞形状変化を取得可能なラベルフリ

ー四次元細胞顕微鏡法を確立した．確立した方法論をもって，時間スケールで変動する間

欠的圧縮刺激に対するメラノーマ細胞集団およびメラノーマ単一細胞の応答性を調査した．

結果，以下の結論を得た．  

 

 圧縮刺激印加と栄養供給および光路確保を両立する機構を考案したことで，時系列情

報を取得可能な機械的圧縮刺激印加培養装置を開発した．  

 

 新たに開発した双方向符号化理論に基づく情報損失のない可逆的な次元変換法を構築

したことで，高精度なシングルショット三次元細胞計算顕微鏡法の構築に成功した．

タイムラプスイメージングと組み合わせることで，光散乱性ハイドロゲル内の細胞形

状変化を取得可能なラベルフリー四次元細胞顕微鏡法の確立を可能にした．  

 

 間欠的圧縮刺激の周期に依存してメラノーマ細胞集団の進展速度が変化することを明

らかにした．  

 

 間欠的圧縮刺激の周期に依存して二次元的な細胞形態分布および三次元的な細胞形態

分布の時間的変化が異なることを示した．特に，未知な表現型であるハイブリッド表

現型の発現が，変動する機械的圧縮刺激に対して周期依存的に変化することを明らか

にした．  

 

 以上，細胞集団レベルおよび単一細胞レベルいずれにおいても，メラノーマ細胞は変動

する機械的圧縮刺激に対して周期依存的な応答性を示すことを明らかにした．開発した機

械的圧縮刺激印加培養装置は簡便かつ低コストな方法論でもあるため高い汎用性がある．

双方向符号化理論に基づく可逆的次元変換法は，情報損失のない次元圧縮を達成したこと
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で，高次元データを取り扱う機械学習分野や情報源符号化および暗号化技術を取り扱う情

報工学分野において高い波及効果が期待される．深層学習ベースのシングルショット三次

元細胞顕微鏡法は，光散乱性ハイドロゲル内に包埋された三次元細胞形状をシングルショ

ットで高精度にイメージングすることを初めて可能にしたことで，顕微鏡分野を基軸とし

て細胞生物学や生物工学など幅広い学際領域の発展に貢献する．また，情報工学の伝統的

な知見に基づいた新たな可逆的次元変換法を用いて，三次元形状推測タスクを画像対画像

変換タスクに再定義し高精度な深層学習モデルを構築するというユニークなアプローチは，

深層学習分野の発展に寄与することが期待される．汎用な位相差顕微鏡によるタイムラプ

スイメージングと組み合わせたラベルフリー四次元細胞顕微鏡法は汎用性の高い方法論で

あり，基礎生物学だけでなく生物工学や生物医学などの応用生物学分野に対して高い波及

効果をもたらす．そして，未だ不明な部分の多いハイブリッド表現型の発現が，変動する

機械的圧縮刺激の周期に依存して劇的に変化することを明らかにした本研究の成果は，メ

ラノーマ細胞の深い理解につながるだけでなく，細胞生物学や腫瘍学などの基礎生物学に

おいて重要な知見を新たに提示する．  
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6.2 今後の展望 
 第 2 章において，時系列情報を取得可能な機械的圧縮刺激印加培養装置を開発した．本

研究においては圧縮荷重部の円筒状錘を手動で設置または除去していたが，この機構を自

動制御することで様々な周期の機械的圧縮刺激を印加することができるようになる．  

 第 3 章において，情報損失のない可逆的次元変換法を開発した．データ圧縮率の理論導

出において次元圧縮後にデータ量が増加することが示されたが，計算機上の任意精度演算

における浮動小数点形式を変更することで，データ量の増加を抑制できる可能がある．ま

た，基数変換過程において計算量の少ないアルゴリズムを採用すれば，計算時間の短縮に

繋がる．可逆的次元変換法は，非負整数値で格納されたデータであれば，理論上どのよう

な次元のデータであっても一次元下の空間に情報を埋め込むことができる．本研究におい

ては三次元形状を二次元空間に埋め込んだが，動画像などの三次元行列で表現されるデー

タも二次元空間に埋め込むことができるため，動画像に対する演算処理の計算時間を短縮

することができる可能性がある．シングルショット三次元細胞計算顕微鏡法の開発では汎

用な pix2pix モデルを利用したが，画像対画像変換タスクを実行する深層学習技術の発展

は著しいため，pix2pixHD や PGGAN など最先端のモデルを利用すればさらなる精度向上

が期待できる．また，pix2pix モデルのような畳み込み演算に基づくアーキテクチャではな

く，TransGAN や GPT-3 など畳み込み演算を用いない Transformer アーキテクチャを利用す

れば精度が向上する可能性がある．ラベルフリー四次元細胞計算顕微鏡法に関して，本研

究では時間オーダの時間分解能におけるタイムラプス撮像を実施したが，ビデオレート位

相差顕微鏡などを用いて時間分解能を短くすれば，従来の方法論では測定できなかったよ

うな細胞挙動の高速現象を発見できる可能性がある．  

 第 4 章および第 5 章において，間欠的圧縮刺激がメラノーマ細胞の応答性に与える影響

を評価した．本研究では未知なハイブリッド表現型の形態学的評価を実施したが，細胞内

における分子生物学的反応を時空間的かつ網羅的に解析する時空間トランスクリプトーム

と組み合わせることで，ハイブリッド表現型に関するさらなる深い理解を得ることができ

る．また，三次元的な広がりを持つ細胞形状に対して，アスペクト比や角度など様々な指

標による解析を実施することで，新たな知見の提示に繋がる可能性がある．  
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グに与える影響，第 42 回バイオレオロジー学会年会，北九州国際会議場，福岡，

2019 年 6 月 1 日発表済  

15. 坂齊 史奈子，森倉 峻，善明 大樹，宮田 昌悟，繰り返し張刺激が筋芽細胞含有

ゲルファイバの組織成熟化に与える影響，日本機械学会 第 9 回マイクロ・ナノ工学
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シンポジウム講演会，札幌市民交流プラザ，北海道，2018 年 10 月 31 日発表済   

16. 山本 将司，善明 大樹，森倉 峻，宮田 昌悟，Deep Learning 画像判別を用いた

細胞識別における光学倍率と対象細胞サイズの影響，日本機械学会  第 29 回バイオフ

ロンティア講演会，千葉大学，千葉，2018 年 12 月 15 日発表済  

17. 坂齊 史奈子，森倉 峻，尾上 弘晃，宮田 昌悟，筋系細胞ファイバへの引張刺激

印加装置の開発，日本機械学会 第 29 回バイオフロンティア講演会，千葉大学，千

葉，2018 年 12 月 15 日発表済  

18. 西 遼太，森倉 峻，善明 大樹，宮田 昌悟，三次元共培養モデルにおいて乳癌細

胞浸潤に及ぼす脂肪細胞の影響，日本機械学会 第 29 回バイオフロンティア講演会，

千葉大学，千葉，2018 年 12 月 15 日発表済  

19. 森倉 峻，宮田 昌悟，圧縮刺激に伴うメラニン生成亢進が三次元悪性黒色腫モデル

の浸潤能に与える影響，日本機械学会 第 29 回バイオフロンティア講演会，千葉大

学，千葉，2018 年 12 月 15 日発表済  

20. 森倉 峻，宮田 昌悟，機械的圧縮刺激が悪性黒色腫の進展プロセスに与える影響，

CELLAB-SOCU SUMMER SYMPOSIUM，山陽小野田市立山口東京理科大学，山口，

2018 年 9 月 6 日発表済  

21. 森倉 峻，宮田 昌悟，定常圧縮刺激が in vitro 三次元悪性黒色腫モデルの浸潤能に

与える影響，第 57 回日本生体医工学会大会，札幌コンベンションセンター，北海

道，2018 年 6 月 20 日発表済  

22. 森倉 峻，宮田 昌悟，悪性黒色腫の生体外浸潤モデルの構築と力学的刺激の影響，

日本機械学会 第 30 回バイオエンジニアリング講演会，京都大学，京都，2017 年 12

月 15 日発表済  
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 研究費 7 件 

1. Morikura T, 2020 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 , 年間 1000 千円 , 2020. 

2. Morikura T, 2019 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 , 年間 1000 千円 , 2019. 

3. Nagatomo T， Morikura T，慶應義塾先端科学技術研究センター KLL 2020 年度 KLL

指定研究プロジェクト  インキュベーション活動支援（単年度），年間 1500 千円 , 

2020. 

4. Morikura T，潮田記念基金，2020 年度潮田記念基金による博士課程学生研究支援プロ

グラム（研究科推薦枠），年間 505 千円，2020 

5. Morikura T, 2019 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 , 年間 1000 千円 , 2019. 

6. Morikura T，慶應義塾先端科学技術研究センター（KLL），2020 年度 KLL 後期博士課

程研究助成金，年間 300 千円，2020 

7. Morikura T，慶應義塾先端科学技術研究センター（KLL），2019 年度 KLL 後期博士課

程研究助成金，年間 300 千円，2019 

8. Nagatomo T，Morikura T，慶應義塾先端科学技術研究センター（KLL），2019 年度

KLL 指定研究プロジェクト インキュベーション準備支援（単年度），年間 300 千

円，2019 

9. 慶應義塾先端科学技術研究センター（KLL），2018 年度 KLL 前期博士課程研究助成

金，年間 150 千円，2018 

 

 奨学金（3 件） 

1. Morikura T, 2021 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 給与奨学金 , 年間 

2400 千円 , 2021. 

2. Morikura T, 2020 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 給与奨学金 , 年間 

2400 千円 , 2020. 

3. Morikura T, 2019 年度森記念製造技術財団 , 後期博士課程支援 給与奨学金 , 年間 

2400 千円 , 2019. 
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 その他 5 件 

1. 長友 竜帆，森倉 峻，技術特化型 ICO プラットフォームの構築と LABLIC の事業

化，第 20 回 慶應科学技術展 KEIO TECHNO-MALL，東京国際フォーラム，来場者

に向けて当技術内容を発表，2019 年 12 月 13 日  

2. 森倉 峻，KOREA-YONSEI-WASEDA-KEIO Mechanical Engineering Graduate Student 

Symposium 2019，当シンポジウムのファシリテータを務めた，2019 年 12 月 2 日  

3. 森倉 峻，善明 大樹，宮田 昌悟，川崎市立木月小学校との連携授業「ケーキ☆サ

イエンス」，当教育イベントのファシリテータを務めた，2019 年 10 月 28 日  

4. 福田 恵一，宮田 昌悟，鈴木 隼人，森倉 峻，未分化ヒト iPS 細胞の大量培養を

可能とする培養基材，第 19 回  慶應科学技術展 KEIO TECHNO-MALL，東京国際フ

ォーラム，来場者に向けて当技術内容を発表，2018 年 12 月 14 日  

5. 森倉 峻，宮田 昌悟，機械的圧縮刺激が悪性黒色腫の進行プロセスに与える影響，

バイオエンジニアリング部門若手講演交流会，日本機械学会 バイオエンジニアリン

グ部門，若手交流会にて研究内容を発表，2018 年 7 月 22 日  

 

 


