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第 1 章 序論 

1.1 生物学における数理モデルの役割 

 数理モデルを用いた論理的推論を通して複雑なシステムの本質の理解を目指す試みは，

科学の広範な分野で行われてきた．論理的推論は既知または真であると想定される前提か

ら論理的な結論を導出するプロセスであり，その手法は演繹的推論・帰納的推論・仮説的

推論に大別される (Kell & Oliver, 2004; Salvador-Carulla et al., 2014)．演繹的推論は，先験的

な仮定を数学的技法により再定義し，仮定からすぐには明らかにならなかった結論を導き

出す手法 (Watt, 1962) であり，20 世紀初頭に生態学の分野で生物の個体数の変動を表した

Lotka-Volterra 方程式 (Wangersky, 1978) が挙げられる．帰納的推論は，具体的な事例におけ

る測定や評価から一般的な結論を導き出す手法であり，生物学を含む複雑な現象を説明し

ようとする科学において，伝統的に利用されてきた (DeGracia et al., 2014)．中でも数理モデ

ルの適用例としては回帰分析をはじめとした統計学的モデルを使用したものが挙げられ 

(Mitchell‐Olds & Shaw, 1987)，また近年では機械学習を用いた研究も行われている (Bzdok et 

al., 2018)．仮説的推論は，事前の知識に基づいて事象に対する最適な説明を選択する手法

である．これは 1867 年に Peirce により提案されたもので，事象の測定と評価に基づく点に

おいて帰納的推論と同じであるが，そこから得られた知見を新たな事象に適用することで

確率や妥当性に基づいた説明を選択し，予測を生成する点で異なるものである (Douven & 

Igor, 2021; (Flach & Kakas, 2000; Menzies, 1996)．この論理的推論法は，システム生物学にお

ける代謝フラックスの解析 (Quek et al., 2010) やマルチエージェントシステムを使用した

複雑系の解析 (Ferber & Weiss, 1999) など，生物学に限らない様々な分野に適用されてきた 

(Bettinger & Eastman, 2017)．また計算機科学の発展に伴い，論理プログラミングにより実験

データ・数理モデル・仮説の関係を記述したコンピュータプログラムとして実行し，推論

を行うことが可能になった(Gabbay & Woods, 2014)．このような計算機を用いた論理的推論

はこれまで生態学 (Thessen, 2016)・動物行動学 (Berdahl et al., 2018)・進化生物学 (De Vladar 

& Barton, 2011; Hammerstein & Selten, 1994)・発生学 (Jaeger, 2009; Lindenmayer, 1968)・神経

科学 (Gerstner et al., 2012)・疫学 (Brauer, 2017)などより複雑なシステムに対する洞察を与

えてきた．さらに，近年数理モデルを用いた推論から構築した仮説を実際の実験で検証し，
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証明された事実や新たに得られた仮説を数理モデルに反映するサイクルによる知識発見が

なされている (Ray, 2005)．この手法は基礎的研究に限らず，創薬・再生医療分野などにお

ける応用的研究にも適用されており (Kitano, 2002a; Waters et al., 2021)，今後も数理モデル

や実験技術の発展とともに貢献していくことが期待されている． 

 

1.2 システムバイオロジーとシステムバイオテクノロジー 

 生命現象の機構解明を目的とし，遺伝子やたんぱく質などの生物を構成する要素の性質

や生化学的相互作用を理解する，分子生物学的なアプローチは古くから行われてきた 

(Bertram, 2000; Leemans et al., 2011; Smith et al., 2000)．一方で，分子・細胞・細胞組織・臓

器・個体といった系の構成要素の性質や相互作用などのシステムの構造に加えて，それら

の挙動を理解することが重要である (Kitano, 2002b)．またシステムバイオロジーで用いら

れるモデルの多くは，生命現象の階層内・階層間における構成要素の相互作用を表現する

マルチレベルモデルである．これらの特徴から，細胞内における分子の挙動 (Soheilypour & 

Mofrad, 2018) から発生における自己組織化 (Sharpe, 2017)，がん組織内における代謝や転

移機構 (Suhail et al., 2019; Wang, Butner, Cristini, et al., 2015)，全身における薬物動態 (Eissing, 

2011) など様々な現象に対して適用されてきた．これまでシステムバイオロジー的アプロ

ーチに用いられてきたモデルは，着目する系を構成する要素の質や状態のばらつきと空間

的不均一性を考慮しているか否かで 4 つのタイプに分類することが出来る (Cosgrove et al., 

2015; Fisher & Henzinger, 2007)．系の構成要素のばらつきと空間的不均一性を考慮しないモ

デルとして，常微分方程式による薬物やその代謝物濃度の時間変化を表現する生理学的薬

物動態モデルが挙げられる(Cordes et al., 2016)．また，系における酸素濃度の時空間的変化

やとしては偏微分方程式モデル (Bernabeu et al., 2020; Popel, 1989) が，細胞集団の不均一性

を考慮したモデルとしては状態ベースモデル (Fordyce & Rawlings, 1996; Harel, 1987) が用

いられてきた．さらに，系の構成要素のばらつきと空間的不均一性の両方を考慮可能なモ

デルとしては，個々の細胞に特性を与え，それぞれの細胞の位置や状態の経時変化を解析

するエージェントベースモデルが用いられてきた (Thorne et al., 2007; Wang, Butner, Kerketta, 

et al., 2015)．近年では，偏微分方程式モデルによる酸素や代謝物の不均一な空間分布の表
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現とともに，エージェントベースモデルを用いた細胞挙動解析を行うハイブリッドアプロ

ーチが行われている (Ghaffarizadeh et al., 2018; Glen et al., 2019)． 

 

 

図 1.1 数理モデルの分類 

 

 システムバイオテクノロジーはウェット実験とドライ実験で得られたデータを統合し，

環境変化などの外的変動や細胞応答などの内的変動の下での系の挙動を理解・予測するこ

とで，産業応用などの実用面における応用を目的とするものである．このアプローチは実

用面における応用に重きをおく点で，現象を精緻に表現し着目する系の挙動の理解に重き

をおくシステムバイオロジー的アプローチとは異なる．システムバイオテクノロジー的な

アプローチによって，バイオテクノロジープロセスを従来の「試行錯誤型」のアプローチ

と比較して合理的かつ体系的に開発することが可能となる (Lee et al., 2006)． 
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1.3 エージェントベースモデル 

 エージェントベースモデルは，システムを「エージェント」の集合体としてモデル化し

たものである (Bonabeau, 2002)．ここでエージェントは，一連の特性やルールに従って自律

的に行動や意思決定を行う独立した個体である．そしてモデル内のエージェントは他のエ

ージェントを含む周囲の環境と相互作用し，その結果として自身の行動や特性の変化を自

律的に決定することもある (Ferber & Weiss, 1999)．さらに，異なる特性を持ち自律的に行

動するエージェント同士の局所的な相互作用が，系全体における規則性を生み出すことが

出来る．このようなボトムアップ型モデルの特徴から，これまでシステム科学・コンピュ

ータ科学・経済学・社会科学・生物学を含む多くの分野の複雑適応系における適応と創発

に関する研究に適用されてきた (Epstein, 1999, 2006; Macal & North, 2005)．また生物学の中

でも，細胞組織における自己組織化やがん細胞の転移の機構などの複雑な現象の解明を目

指して，細胞をエージェントとしたモデルを用いたシミュレーション研究が行われている．

これまで数個の細胞からなる詳細なモデルから単純化された細胞からなる三次元組織レベ

ルのモデルまで，様々なモデルが開発されており，それぞれの特徴を活かして現象に対す

る洞察を与えてきた (Metzcar et al., 2019)．シミュレーションは細胞配置・状態などの与え

られた初期条件から始まり，離散的なタイムステップの間における各細胞の細胞挙動と周

囲の細胞との相互作用の計算を繰り返すことで行われる．これらのモデルは，決定論モデ

ルでは表現されない現象の不確定性や，連続体モデルでは表現されない細胞組織の空間的不

均一性を表現可能である (Byrne & Drasdo, 2009)．また最大の特徴として，細胞挙動や細胞の相

互作用から創発してくる現象をとらえて解析することで，複雑な現象のトリガーとなる因子が引き起

こす現象の機構解明や予測に貢献できることが挙げられる (Rocha et al., 2021; Yu & Bagheri, 

2020)．システムバイオロジーの発展に伴い表現力の高いモデルが多く開発されているが，シミュ

レーションに使用するモデルの抽象度と扱うことの可能な情報量はトレードオフの関係に

ある．モデルを選択する際には，それぞれのモデルの特性を理解し目的に応じた適切なモ

デルを選択する必要がある．  
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1.4 セルラーオートマトンモデル 

セルラーオートマトンモデルは，特定の形の格子で区切られたセルの状態が，定義され

たルールに従い，近傍のセルの状態によって離散的な時間で変化する計算モデルである．

このモデルの歴史は，1950 年代に John von Neumann が Stanislaw Ulam の助言を受けて考

案した生物学的な自己増殖を表現する 2 次元のモデルが始まりとされている．また，セル

の形状は四角形や六角形などの 2 次元的なものに限らず，立体的な多面体である場合も存

在する．さらに，セルの状態変化を定義するルールは決定論的なものに加えて，確率論的

なものである場合がある．モデルの適用対象は流体の動きをはじめとする物理学的な現象

や生物学的な現象など、広範な分野で利用され，知見をもたらしてきた．また，特定の形

の格子で区切られたセルの集合で構成される空間内に 1 つのセルで表現されるエージェン

トを配置し，その位置変化を含めた挙動を計算するといった，エージェントベースモデル

とセルラーオートマトンモデルを組み合わせたアプローチも存在する．このアプローチに

おいて，培養環境を模した計算空間を用意し，エージェントを細胞とすることで細胞培養

における個々の細胞挙動をシミュレートすることが可能となる．細胞培養をセルラーオー

トマトンモデルで表現した場合の長所として，実測が難しいモデルパラメータの数を減ら

すことが可能な点と計算速度の速さが挙げられる．一方で細胞形態が固定されてしまうこ

とで細胞組織における細胞密度の変化や細胞の集団遊走などの表現に制限が生じる． 

   



6 

 

1.5 本研究におけるモデルのデザイン 

本研究では，対象とする系を対称系に入る情報を与える操作である「入力」・入力に対す

る対象と環境の反応である「応答」・対称系から情報を取り出す操作である「出力」からな

るものとする．対象系を培養系とした場合，培養系は細胞群と細胞群を取り巻く環境から

なり，その挙動は細胞個々の応答である細胞挙動の結果である (図 1.2)． 

 

 

 

 

図 1.2 本研究における系の考え方と培養系の考え方 
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本モデルでは細胞培養における細胞挙動を表現することを目的として，各培養操作，細

胞挙動，培養環境のモデルがそれぞれ独立した単位である「モジュール」として構築され

ている．そのため，必要に応じたモジュールの選択と組み合わせにより様々な培養におけ

る細胞挙動のシミュレーションが可能であり，実験条件の変更はモジュールの「切り貼り」

で表現される (図 1.3)．さらに，新たに表現したい要素がある場合には新たなモジュールと

して追加することが出来るため，容易に対象を拡張していくことが可能である． 

 

 

図 1.3 モジュールの「選択」による細胞培養の表現と「切り貼り」による実験条件変更時

のデータ生成  
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培養環境と細胞挙動は，エージェントベースモデルとセルラーオートマトンモデルを組

み合わせたアプローチで表現される．培養面上に吸着している基質は六角柱の配列で表現

され，基質面上の細胞を配置可能な格子で区切られたセルに，エージェントである細胞が

配置される．そして，細胞の振る舞いは，確率論モデルや速度論的モデルによって細胞挙

動を表現したルールに従って決定される．細胞は隣接する細胞や基質との間に細胞‐細胞

間，細胞‐基質間結合を形成し，その強さはエネルギーで表される．また，細胞遊走はそ

の細胞が形成している細胞‐細胞間結合と細胞‐基質間結合の強さによって制御される．

このルールは，細胞挙動が 3 つの要素 (細胞遊走・細胞‐細胞間接着・細胞‐基質間接着) に

より制御されるという仮説 (M. H. Kim & Kino-oka, 2018) に基づいたものである (図 1.4) ． 

 

図 1.4 本研究におけるモデルのデザイン 

 

さらに，構築した細胞培養における単細胞レベルの細胞挙動と周囲の細胞との相互作用の

モデルを用い，細胞間相互作用から上の階層である細胞組織までのスケールで起こる現象

の機構を解析することが可能である (図 1.5) ． 

 

図 1.5 単細胞レベルの細胞挙動から細胞組織全体としての挙動・特性が生じる過程 
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1.6 細胞組織における細胞流動性の変化 

細胞組織における細胞流動性の変化は，発生・創傷治癒・がんの転移など様々な生命現

象において重要な役割を果たしていると考えられている (Farooqui & Fenteany, 2005; Friedl 

& Wolf, 2003; Kurosaka & Kashina, 2008)．細胞流動性の変化機構は，胚，がん組織，偽重層

上皮，単層上皮などの系で研究されてきた．これまでの研究から，細胞密度，遊走，細胞

間接着，張力，細胞形態など様々な因子が関与していることが示唆されている．中でも，

細胞の流動性が高い相 (unjamming phase) から低い相 (jamming phase) への転移は jamming 

transition または unjamming-jamming 転移 (UJT) と呼ばれており，ガラス転移に似た現象と

して生物物理学の分野で注目されてきた (Angelini et al., 2011; La Porta & Zapperi, 2020)．こ

れまでの研究で，細胞組織における UJT には細胞密度 (Angelini et al., 2011)，細胞遊走性 

(Bi et al., 2016)，細胞‐細胞間接着の強さと張力によって変化する細胞形態 (Bi et al., 2015; 

Chiang & Marenduzzo, 2016; Park et al., 2015) といった様々な要素が関係していることが示

唆されている．また一方で，jamming 状態から細胞流動性が増加し，細胞流動性が高い状態 

(unjamming 状態) へと遷移する現象は jamming-unjamming 転移 (JUT) と呼ばれ，UJT に関

わる因子に加えて上皮‐間葉転換やエンドサイトーシスなどが関係していることが示唆さ

れている (Malinverno et al., 2017; Oswald et al., 2017)． 

 これまで，細胞組織における細胞流動性の経時変化に関するシミュレーション研究には，

細胞形態の変化を表現可能な Cellular Potts モデル (Chiang & Marenduzzo, 2016) や vertex モ

デル (Bi et al., 2015; Malinverno et al., 2017) をはじめとした，細胞挙動を力学ベースの数式

で記述したモデルが用いられてきた．これらのモデルは細胞が周囲から受ける力を考慮し

た，二次元の上皮細胞シートにおける細胞流動性の経時変化の機構解析に用いられてきた．

一方で本研究では，細胞挙動を反応速度論的または確率論的な数式で表したモデルを構築

することで，三次元の細胞組織における細胞流動性の経時変化の機構解析を行った． 
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1.7 角膜上皮細胞シート 

角膜上皮細胞の移植は，化学熱傷や Steven-Johnson 症候群などの角膜上皮に存在する幹

細胞の消失により起こる眼疾患に対する治療法の 1 つとして 1997 年に報告された 

(Pellegrini et al., 1997)．角膜上皮は 5 - 7 層の細胞層で構成されており，その中で幹細胞は角

膜と結膜の境界部の基底層に存在すると考えられている (Cotsarelis et al., 1989; Oie & 

Nishida, 2013; Schermer et al., 1986)．また，幹細胞の分裂により生まれた一過性増幅細胞は

角膜の中心部に移動していく．これらの細胞挙動は角膜上皮の構造維持に重要である 

(Pellegrini et al., 2009; Thoft et al., 1983)．このことから，角膜上皮に存在する幹細胞の消失に

対する治療において細胞シート基底層に存在する幹細胞が重要な要素であるといわれてい

る(Rama et al., 2010)．さらに，角膜組織に期待される本来の細胞微細構造を保ったまま移植

することも重要であると考えられている．これらの背景から，羊膜 (Tsai et al., 2000) やフ

ィブリンゲル (Rama et al., 2001) などの担体上や，高分子グラフト温度応答性細胞培養面

上 (Matsuda et al., 2007; Yamato et al., 2007) で細胞を培養して細胞シートを作製する方法が

提案された (Nishida, Yamato, Hayashida, Watanabe, Maeda, et al., 2004)．日本では 2020 年に自

家培養角膜上皮ネピック®が承認されている．また，当初から行われてきた自家角膜上皮細

胞の移植では両眼性の疾患の場合に適用が難しいことから，現在では口腔粘膜上皮 

(Burillon et al., 2012; Nishida, Yamato, Hayashida, Watanabe, Yamamoto, et al., 2004) や，iPS 細

胞から分化させた細胞で作成された細胞シート (Hayashi et al., 2016, 2017) を移植する方法

も提案されている． 

自家の角膜上皮細胞の移植方法の 1 つとして，角膜輪部から採取された角膜輪部幹細胞

を X 線照射によって増殖能をはく奪されたフィーダー細胞とともに培養して作製した細胞

シートを移植する方法がある (Nishida, Yamato, Hayashida, Watanabe, Maeda, et al., 2004; 

Pellegrini et al., 1997)．この培養において，培養面上に播種された細胞が集団で遊走しなが

ら増殖し，コンフルエントに達した後の細胞流動性と細胞シートの積層化が検体間で異な

り，細胞流動性の低下 (jamming phase) が観察された検体では，jamming 状態が観察されな

かった検体と比較して顕著な積層化が観察されたことが報告されている (Baba et al., 2020)．

細胞シート積層構造の安定性や細胞分化と細胞流動性の関係は表皮組織における先行研究
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でも示唆されており (Miroshnikova et al., 2018)，これらの関係を理解することは角膜上皮細

胞シートの形成過程や検体間の差を理解するのに重要であると考えられる． 

 

図 1.6 自家角膜上皮細胞シートの移植 

 

1.8 本研究の目的と構成 

 本博士論文では，エージェントベースモデルのモデルパラメータ値の推定方法を構築し，

角膜上皮細胞シートが培養を通して形成される過程において生じる現象を表現したうえで，

1 細胞レベルの時空間的解析により培養プロセスにおける細胞集団の挙動の理解に寄与す

ることを目的とした． 

 第 1 章では， エージェントベースモデルの特性と種々の数理モデルにおける位置づけに

加えて，本研究における培養系のモデル化の考え方を示し，角膜上皮細胞シート形成培養

を対象とした本研究の方針について述べた． 

 第 2 章では，角膜上皮細胞の細胞挙動を表現するために，細胞挙動モデルを構築した．

さらに，モデルパラメータ値の推定方法を構築し，エージェントベースモデルによる 3 次

元の計算空間における個々の細胞挙動と細胞同士の相互作用の計算を行うことで，角膜上

皮細胞の培養における細胞流動性の経時変化が表現されることを示した． 

 第 3 章では，角膜上皮細胞シートの培養における細胞流動性変化の機構を解釈するため

に，1 細胞レベルの時空間的な解析や細胞状態の速度論的解析を行った． 

 総括では第 2, 3 章で得られた結果をまとめ，エージェントベースモデルを用いたアプロ

ーチの意義を示し，今後の展望として細胞培養プロセスに対するシステムバイオテクノロ

ジー的アプローチについて述べた． 
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図 1.7 本研究の概要 
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第 2 章 角膜上皮細胞の細胞挙動モデルとパラメータ値推定方法の構築 

2.1 緒言 

エージェントベースモデルは，系を構成するエージェントが他のエージェントを含む周

囲の環境と相互作用し，自律的にその行動や特性が変化する様子をシミュレートするモデ

ルである (Bonabeau, 2002)．このモデルの特性として，エージェント同士の局所的な相互作

用により，エージェント単体の挙動を定義する規則よりもはるかに複雑な現象が表現され

ることが挙げられる (Macal & North, 2010)．その特性から生物学の分野では，細胞をエー

ジェントとした細胞の挙動や周辺環境の変化を表現する数理モデルを構築し，個々の細胞

の挙動や細胞組織全体の変化をシミュレートすることで，胚発生における自己組織化やが

ん細胞の挙動などの複雑な生命現象のメカニズムに多くの洞察をもたらしてきた 

(Deisboeck et al., 2011; Glen et al., 2019)．このようなアプローチは対象とする現象に応じて，

数個の細胞の形態変化を表現した詳細なモデルから，単純化された細胞からなる三次元組

織を表現するモデルまで，様々なモデルに利用されている (Metzcar et al., 2019)．エージェ

ントベースモデルは複雑な現象を表現することができる一方で，複雑な現象を表現するた

めに多くのパラメータを含むモデルを構築する必要がある．また理想的には，すべてのモ

デルパラメータ値が実際の実験で求められるべきであるが，技術的に難しい場合も存在す

る．そのような場合においても，着目する現象を表現するために可能な限り確度の高い手

法でモデルパラメータ値を求める必要がある． 

角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性の経時変化は，自家移植のための角膜上皮細胞

シートを形成する培養において報告されている (Baba et al., 2020)．この先行研究では，患

者自身から採取した角膜輪部幹細胞がフィーダー細胞とともに播種されたのちに，15 日間

培養された．この際，角膜輪部幹細胞の増殖とともに形成されるコロニーでは細胞流動性

が高く集団遊走がみられる．その後コンフルエントに達し，細胞シート構造の積層化に伴

って細胞流動性は低下し，その後再び上昇する傾向がみられる．これらの細胞流動性の経

時変化は形成される細胞シートの構造の変化に深く関わっていると考えられているが，そ

れらの関係の理解のためにはさらなる研究が必要である． 
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本章では，角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性の経時変化を表現するエージェント

ベースモデルとパラメータ値推定方法を構築することを目的とした．培養中の角膜上皮細

胞の細胞挙動を表現するために，先行研究で用いられた 2 次元のセルラーオートマトンモ

デル (Nguyen et al., 2021) を 3 次元モデルに拡張し，細胞‐細胞間結合の形成と劣化を考慮

した速度論的モデルおよび，細胞分裂・細胞分化・細胞死を表現する確率モデルを構築し

た．さらにモデルパラメータ値推定方法を構築し，角膜上皮細胞のモデルパラメータ値推

定に適用した．推定されたモデルパラメータ値を使用したシミュレーションにおいて，細

胞の自律的な挙動によって角膜上皮細胞シートが形成される過程とそれに伴う細胞流動性

の経時変化が表現された． 
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2.2 実験方法 

2.2.1 In vitro 実験データの解析 

モデルパラメータ値を推定し，モデル出力を検証するために，先行研究 (Baba et al., 2020) 

で行われた角膜上皮細胞の in vitro 培養で取得されたデータを解析した．培養に使用された

細胞はヘルシンキ宣言に従って Rocky Mountain Lions Eye Bank (Aurora, CO, USA) から取得

された．凍結された角膜上皮細胞は，解凍後に温度応答性培養皿 (UpCell® 3.5cm dish, Cell 

Seed, Japan) を用いて 3T3-J2 feeder cells と共に 37°C，5% CO2 の条件下における 15 日間共

培養された． 

 

2.2.1.1 細胞密度の推定 

培養日数 6，9，12，15 日目において上皮系の幹細胞マーカーである p63 と細胞核マーカ

ーである Hoechst を使用した免疫染色を行った．その後，免疫蛍光染色 60×対物レンズを通

して共焦点レーザー走査顕微鏡 (FV-1000; Olympus) を用いて 3 次元画像を取得した．画像

は 256×256 pixel (212×212 μm2)，z 方向には 0.45 μm ごとに取得した．この 3 次元画像を

Image-Pro Plus version 6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) を用いて画像

解析により角膜上皮細胞核及び p63 (+) 細胞核の重心位置を測定した．基底層は先行研究

で行われた方法により決定した (M.-H. Kim et al., 2011)．6 日目の細胞核が z 方向に重なっ

ていない領域において測定された細胞核の重心位置から閾値 (平均＋2SD) を決定し，それ

よりも低い高さの重心位置を持つ細胞核を基底層とした．基底層の高さは，底面から 7.55 

μm とした．底面の位置は培養容器の自家蛍光により決定した．上記の手法で培養日数 6，

9，12，15 日目における，基底層 p63 陽性細胞密度 (Xpro,in vitro) と全細胞密度 (Xtot,in vitro) を

推定した．免疫染色に関する詳細な情報は先行研究に記載 (Baba et al., 2020)． 
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2.2.1.2 細胞単位六角柱の中心間の距離 (細胞サイズ，lc) の推定 

培養日数 6，9，12，15 日目において共焦点顕微鏡により撮影された蛍光画像から算出し

た基底層細胞密度の平均値から，同一平面上における細胞単位六角柱の中心間距離 (lc) を

推定し，lc = 22.7 µm とした． 

 

𝑙ୡ = ඨ൫2 √3⁄ ൯
1

𝑋ୠୟୱୟ୪,୧୬ ୴୧୲୰୭
                                                          (1) 

 

2.2.1.3 in vitro における細胞移動速度の解析 

角膜上皮細胞の培養期間中に，観察装置 (Biostudio-T; Nikon Engineering, Kanagawa, Japan) 

を用いて 20 分毎に撮影を行った位相差画像 (4×対物レンズ) を使用した．培養開始から角

膜上皮細胞がコンフルエントに達するまで，培養面には角膜上皮細胞が存在する領域とフ

ィーダー細胞が存在する領域が存在する．そのため，培養時間 t = 72 - 78 h については ImageJ

の plugin である M Track J を使用して細胞をトラッキングし，それぞれの細胞の 6 時間で

の総移動距離を算出することで細胞の平均遊走速度 (𝑉mig,in vitro) を推定した (n = 100)．ま

た，角膜上皮細胞がコンフルエントに達した後の 120 h 以降について，ImageJ の PIV plugin

を使用した Particle image velocimetry (PIV) 解析により，細胞集団の移動速度を推定した．

追跡対象の検査窓 (Interrogation window) の大きさは 64 × 64 pixel (84.8 × 84.8 μm) とした．

PIV により入力画像に対して複数の測定点が得られるが，これらの測定点での速度の大き

さ (スカラー量) の中央値を入力画像の代表値として，ある時刻における細胞集団の平均

移動速度 (𝑉mov,in vitro) とした． 

 

2.2.1.4 コンフルエンシーの解析 

角膜上皮細胞の培養期間中に，観察装置 (Biostudio-T; Nikon Engineering, Kanagawa, Japan) 

を用いて撮影を行った位相差画像 (4×対物レンズ) を使用した．培養時間 72, 84, 96, 108, 

120 h に撮影された撮影された位相差画像を，手動で角膜上皮細胞のコロニーを囲むことで

二値化することで算出した． 
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2.2.2 角膜上皮細胞の培養シミュレーション 

 角膜上皮細胞の培養時間 t = 72 - 360 h のシミュレーションは Visual Studio 環境で C#言語

で実装されたプログラムにより行われた．単位六角柱の 3 次元配列から構成される計算空

間の x 軸と y 軸には周期境界条件を適用した．また，培養面上に吸着した基質は z = 0 の xy

平面を占める単位六角柱の 2 次元配列で表現した．計算開始時，培養時間 t = 72 h において

撮影された位相差画像を用い，手動で角膜上皮細胞のコロニーを囲むことで二値化した画

像を読み込み，計算空間における各格子の中心座標 (x, y) が，角膜上皮細胞が存在する領

域に含まれている場合，その (x, y) 座標の基質上 (z = 1) に細胞を配置した．位相差画像の

二値化には，Image-Pro Plus version 6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) 

を使用した．計算を開始する時間 tstart = 72 h に基質面上に配置される細胞は増殖性細胞で

ある．細胞の初期配置後，計算を終了する時間 tend = 360 h までタイムステップ tstep = 0.1 h

ごとに細胞挙動と重力沈降の計算を行った (図 2.1)． 

 

 

図 2.1 培養シミュレーションのフローチャート．  
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2.2.3 in silico における細胞移動速度の解析 

細胞の平均移動速度の計算値 (𝑉mov,in silico) は以下の式で算出した．培地交換や培地成分

の枯渇による影響を無視するため，t = 120 h から t = 336 h まで 24 h 毎に行われる培地交換

後 1 時間から 6 時間における細胞集団の移動速度を使用した．  

𝑉ത୫୭୴,୧୬ ୱ୧୪୧ୡ୭
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ここで，N は計算時間 t に計算空間に存在する細胞数，M は細胞集団の移動速度を解析す

るタイムステップ数，Δt は細胞の移動速度を解析する時間，൫xt, yt൯ は計算時間 t における

細胞の中心座標である．また，本研究では Δt = 6 hとした． 

 

2.2.4 モデル出力の解析 

 推定されたモデルパラメータ値を用いたシミュレーションによるモデル出力に対して，

培養中の細胞シート内における細胞遊走速度と細胞‐細胞間結合エネルギーについて解析

を行った．モデル出力の解析と可視化は，Visual Studio 環境で C#言語で実装されたプログ

ラムを使用して行われた． 

 

2.2.4.1 細胞‐細胞間結合エネルギーの解析 

 各細胞の最大遊走エネルギーに対する細胞‐細胞間結合のエネルギーの和の割合 

(εcc,total) は，すべての隣接する単位格子 (方向数：Nnn) について，ある方向 (d) に存在する

細胞との間に形成している細胞‐細胞間結合のエネルギー (ECC,d) を計算した値を用いて

算出された． 

𝜀େେ,୲୭୲ୟ୪ = ෍
𝐸େେ,ௗ

𝐸୫ୟ୶

ே౤౤ିଵ

ௗୀ଴

                                                                 (4) 
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2.3 モデルのデザイン 

2.3.1 エージェントベースモデルの構築 

 角膜上皮幹細胞の培養を表現するため，先行研究 (Nguyen et al., 2021) で構築された細胞

‐細胞間結合モデルと細胞遊走モデルを使用した．計算空間を x 軸と y 軸に周期境界条件

を適用した単位六角柱の 3 次元配列とした．また，培養面上に吸着した基質は z = 0 の xy

平面を占める単位六角柱の 2 次元配列で表現した．さらに，細胞の非対称分裂 (垂直分裂)・

細胞分化・密着結合・細胞死を表現する細胞挙動モデルを新たに構築した．本研究では，

先行研究 (Nguyen et al., 2019, 2021) と同様に，同一培養面で共培養されたフィーダー細胞

が，着目する細胞の挙動に与える影響を無視することが可能であると仮定してモデルを構

築した．本研究で考慮した細胞挙動について，モデルによる表現の代表例を図 2.2 にそれ

ぞれ示した． 

 

 

図 2.2 構築したモデルにおける細胞‐細胞間結合 (a)，細胞‐基質間結合 (b)，細胞死 (c)，

細胞遊走 (d)，細胞分裂 (e)，細胞分化 (f) の代表例． 
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2.3.1.1 細胞‐細胞間結合モデル 

 角膜上皮細胞において，E-cadherin を介した接着結合 (AJ) と，claudin や occludin，ZO-1

等を介した密着結合 (TJ) の形成されており，角膜上皮細胞からなる組織のバリア機能に

寄与している (Kimura et al., 2009)．密着結合の形成に関与するタンパク質である claudin-1

や occludin は，角膜上皮細胞が重層した組織の apical 側 1-2 層目の細胞間で強く発現し， 

ZO-1 は apical 側表面の細胞間に発現が局在していることが観察されている (Ban, Dota, et 

al., 2003)．上記の細胞‐細胞間接着分子の局在は，上皮組織における密着結合の形成は細

胞が基底層から表層へと移動しながら分化する過程で生じる (Rice & Rompolas, 2020; 

Simpson et al., 2011)．さらに，角膜上皮組織の表層では角化後に細胞間結合が失われること

による脱落 (落屑) が起こる．この一連の過程は，培養された角膜上皮細胞シートにおいて

も観察されている (Ban, Cooper, et al., 2003a; Miyashita et al., 2013)．また，p63 は終末分化を

抑制し，基底層のケラチノサイトの増殖能力を維持することが知られている (Yin et al., 

2023)．これらの報告から，密着結合の形成は非増殖性の細胞 (p63 陰性細胞) で起こり，角

膜上皮細胞の分化が進むにつれて，細胞‐細胞間結合を維持する AJ や TJ を構成するタン

パク質のターンオーバーが損なわれ，周囲の細胞との結合能力を失うことで表層から剥離

すると仮定した．本研究では，上記の仮定に基づき細胞‐細胞間結合に関するルールを構築

した (図 2.2 (a))． 

 細胞が他の細胞と隣接している場合，互いの細胞は接着結合 (AJ) と密着結合 (TJ) の 2

種類からなる細胞-細胞間結合を形成し，結合の強さはそれぞれ接着結合エネルギー (EAJ)，

密着結合エネルギー (ETJ) として表現される．本研究では，AJ を形成する能力をすべての

細胞が有しており，TJ を形成する能力は分化細胞のみが有するものとした．隣接する 2 つ

の細胞 j と細胞 k の間に形成される細胞‐細胞間結合のエネルギーは，接着結合と密着結

合のエネルギーの和で表される． 

𝐸େେ = 𝐸୅୎ + 𝐸୘୎                                                                   (5) 

ここで，EAJ は細胞 j と細胞 k がそれぞれ有する接着結合のために使用可能なエネルギー 

(EAJ,j, EAJ,k) の最小値であり，2 つの細胞が隣接した場合に瞬時に最大値をとる． 

𝐸୅୎ = min൫𝐸୅୎,௝, 𝐸୅୎,௞൯                                                         (6) 
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 一方，ETJ は AJ の持続時間 (𝛩௝,௞) に応じて形成され，1 次系のステップ応答の式 (7) に

よって与えられる． 

𝐸୘୎ = 𝐸୘୎,୫ୟ୶ ቈ1 − exp ቆ−
𝛩୨,୩

𝜏୘୎
ቇ቉                                                (7) 

 

ここで，ETJ,max は細胞 j と細胞 k がそれぞれ有する密着結合のために使用可能なエネルギー 

(ETJ,j, ETJ,k) の最小値である．また，τTJ は TJ 形成の時定数である． 

 基質との結合を失った細胞 c が細胞‐細胞間結合形成に使用可能なエネルギー量は，基

質との結合を形成していない時間に比例して減少する．また，結合形成に使用可能なエネ

ルギー量は 0 未満にはならないものとした．これらの仮定より，ある細胞 c が細胞‐細胞

間結合に使用可能なエネルギー量 (EAJ,c, ETJ,c) は式 (8, 9) で与えられる (式中の i は AJ ま

たは TJ)． 

𝐸௜,௖(𝑡) = ቊ
max൫𝑓௜,௖(𝑡), 0൯, 𝐸ୌ = 0

𝐸௜,௖൫𝑡 − 𝑡ୱ୲ୣ୮൯,           𝐸ୌ > 0
                                                (8) 

 

𝑓௜,௖(𝑡) = 𝐸௜,௖൫𝑡 − 𝑡ୱ୲ୣ୮൯ − 𝑘ୢ,ୡୡ𝐸௜,଴𝑡ୱ୲ୣ୮                                                   (9) 

 

ここで，Ei,0 は細胞の年齢が 0 h の時の Ei,cであり，ECS は細胞と周囲の基質との間に形成さ

れている細胞‐基質間結合エネルギーである． 

 

2.3.1.2 細胞‐基質間結合モデル 

 細胞は培養面上に吸着している基質であるコラーゲンやフィブロネクチン等の細胞外マ

トリックス (ECM) とインテグリンを介した結合を形成する．細胞‐基質間結合モデルは

先行研究 (Nguyen et al., 2021) で構築されたものを用いた．ある細胞 c は隣接する基質単位

六角柱と細胞‐基質間結合を形成する (図 2.2 (b))．そのとき，細胞‐基質間結合エネルギ

ー (ECS) は細胞 c が有する，細胞‐基質間結合のために使用可能なエネルギー (ECS,c) で与

えられる．  
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2.3.1.3 細胞死モデル 

 重層角膜上皮細胞シートでは，細胞シート表層から細胞が剥離していることが示唆され

ている (Miyashita et al., 2013)．細胞シートから剥離した細胞は死細胞となり，培養液中を

浮遊した後に培地交換により培養系から取り除かれると仮定し，ルールを構築した．細胞

の持つ細胞-細胞間結合および細胞-基質間結合の結合エネルギーがすべて 0 になったとき，

細胞は細胞死を起こす．細胞死は 1 タイムステップの間で起こり，結合エネルギーが 0 の

細胞を計算空間から消失させることで表現する (図 2.2 (c))． 

 

2.3.1.4 細胞遊走モデル 

 細胞は周囲の基質や細胞との接着・自身の形態変化を伴いながら，培養面上及び細胞組

織内を遊走する．また，細胞の遊走方向及び速度は周囲の環境との相互作用を介して自律

的に変化する．本モデルの特性上，細胞自身の形態変化を表現することは適切ではないた

め，細胞遊走を連続的な挙動ではなく，着目する細胞と隣接した格子への離散的な位置変

化で表現することとした (図 2.2 (d))．また，遊走方向や遊走速度の大きさが位置変化の前

後において，着目する細胞と隣接している他の細胞や基質との結合エネルギーによって決

定されるルールを構築した．本研究では，先行研究 (Nguyen et al., 2021) で構築された細胞

遊走モデルを 3 次元に拡張するとともに，密着結合に関するモデルを反映した． 

 細胞が細胞遊走のために使用可能なエネルギーの最大値 (Emax) は，入力パラメータであ

る自由遊走速度 (Vm,free) を用いて式 (10) で与えられる． 

 

𝐸୫ୟ୶ =
1

2
𝑚ୡ ∙ 𝑉୫,୤୰ୣୣ

ଶ                                                              (10) 

 

ここで mc は細胞の質量であり，本研究では mc = 1.0 ng と仮定した． 

 細胞は遊走する際，周囲の細胞や基質との間に形成されている結合を切断するために

Emax の一部を使用し，残ったエネルギーは細胞自身の移動に使用される．ある細胞 c があ

る方向 (dir) に隣接する格子へと遊走する場合，細胞遊走速度 Vm,cは式 (11) で与えられる． 
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𝑉୫,௖ = 𝑉୫,୤୰ୣୣඨ1 −
𝐸୆,ௗ௜௥

𝐸୫ୟ୶
                                                        (11) 

 

ここで，遊走方向 (dir) は離散的であり，整数変数 (dir = 0, 1, …, Nnn - 1) で表される (図

2.3)．また，Nnn は着目する単位六角柱と隣接する単位六角柱の数であり，本モデルでは Nnn 

= 20 である．細胞 c の次の細胞遊走までの待機時間 tm,c は，遊走前後の細胞中心間の幾何

学的距離 lmを用いて tm,c = lm Vm,c⁄  へと更新される．tm,cは計算時間の経過とともに減少し，

tm,c ≤ 0 となったときに遊走する．tm,c > 0 の場合，細胞 c が能動的に遊走することはないが，

周囲の細胞の遊走によって受動的に遊走する可能性がある (詳細は後述の式 (20) に記載)． 

 

図 2.3 モデルにおける隣接単位六角柱と方向の定義．隣接単位六角柱は，対象の細胞に直

接接するすべての単位六角柱が占める領域として定義される．赤色の単位六角柱の隣接単

位六角柱は白色の単位六角柱で示されており，細胞遊走方向 (dir) は dir = 0 - 19 で示され

ている．細胞遊走前の着目する細胞から見た方向 (d) も同様に d = 0 – 19 で示される． 
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EB,dir は細胞がある方向 (dir) に隣接する格子へと遊走することによる，細胞遊走前の着

目する細胞から見た方向 d に隣接する細胞または基質との結合エネルギー (ΔE(d;dir)) の

減少量の和であり，式 (12) で与えられる． 

 

𝐸୆,ௗ௜௥ = ෍ Δ𝐸(𝑑; 𝑑𝑖𝑟)

ே౤౤ିଵ

ௗୀ଴
୼ா(ௗ;ௗ௜௥)

                                                    (12) 

 

ΔE(d;dir) は，遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞または基質との中心座標間の

距離 (λc,d,before) と，その細胞または基質との遊走後の距離 (λc,d,after) から式 (13) で与えら

れる．ECS,c,d は遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する基質との結合エネルギーである．

EAJ,c,dと ETJ,c,dはそれぞれ AJ と TJ による遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞と

の結合エネルギーである．また，遊走前の細胞 c から見て方向 d の単位格子が空の場合，

ΔE(d;dir) = 0 となる． 

 

Δ𝐸(𝑑; 𝑑𝑖𝑟) =

⎩
⎪
⎨

⎪
⎧       𝐸ୌ,௖,ௗ ,           ൫𝑊൫𝜆௖,ௗ,ୠୣ୤୭୰ୣ൯ − 𝑊൫𝜆௖,ௗ,ୟ୤୲ୣ୰൯ = 1 and 𝑇ௗ = substrate൯

𝐸୅୎,௖,ௗ + 𝐸୘୎,௖,ௗ , ൫𝑊൫𝜆௖,ௗ,ୠୣ୤୭୰ୣ൯ − 𝑊൫𝜆௖,ௗ,ୟ୤୲ୣ୰൯ = 1 and 𝑇ௗ = cell൯           

       𝐸୘୎,௖,ௗ ,           ൫𝑊൫𝜆௖,ௗ,ୠୣ୤୭୰ୣ൯ − W൫𝜆௖,ௗ,ୟ୤୲ୣ୰൯ = 0 and 𝑇ௗ = cell൯           

0,                (otherwise)                                                                       

  (13) 

 

ここで，Td は遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接するエージェントの種類である．また，

式 (14) に示す W(λc,d) は，引数である細胞 c の遊走前に方向 d に隣接している細胞または

基質との中心座標間の距離 (λc,d) が，結合を形成可能な範囲 (Λ) 内であるかを判断し，0 ま

たは 1 の値をとる関数である．本研究では，隣接する単位格子に存在する細胞または基質

とのみ結合を形成可能な値である，Λ = lc√2 とした． 

 

𝑊൫𝜆௖,ௗ൯ = ቊ
  1, ൫𝜆௖,ௗ ≤ 𝛬൯

  0, ൫𝜆௖,ௗ > 𝛬൯
                                                      (14) 
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 本モデルにおける細胞は，20方向に存在する隣接する単位格子に遊走する可能性があり，

その遊走方向は隣接するエージェントが存在しない場合の遊走方向選択確率 (pm,dir) を用

いて確率的に決定される．pm,dir は，細胞が方向 dir に遊走する場合の，遊走先の足場の有

無 (Hm,dir)，方向 dir の空間の幾何学的重み (Ωdir)，方向 dir への細胞遊走によって減少する

結合エネルギーによる重み (Rm,dir) に比例する，d = 20 方向それぞれにおける遊走方向の重

み (Rm,d ∙ Ωd ∙ Hm,d) の総和で正規化された量であり，式 (15) で与えられる． 

 

𝑝୫,ௗ௜௥ =
𝑅୫,ௗ௜௥ ∙ 𝛺ௗ௜௥ ∙ 𝐻୫,ௗ௜௥

∑ ൫𝑅୫,ௗ ∙ 𝛺ௗ ∙ 𝐻୫,ௗ൯
ே౤౤ିଵ
ௗୀ଴

                                                 (15) 

 

 Hm,dirは細胞が dir 方向へと遊走した場合の足場の有無を判断する関数であり，dir 方向へ

と遊走する場合に，足場となる隣接した細胞または基質が存在する場合は Hm,dir = 1 となり，

存在しない場合には Hm,dir = 0 となる．このため，遊走後に足場となる細胞や基質と結合不

可能な方向への遊走は実現しない． 

 Ωdir は，面で接する単位六角柱の中心座標間の距離が lc である単位六角柱の配列の中で，

ある単位六角柱の格子の中心座標を中心とする半径 lc の球の，隣接する各単位六角柱に含

まれる表面積から計算される．シミュレーションには式 (16) に示す，計算された値の最も

単純な整数比を用いた． 

 

𝛺ௗ௜௥ = ൜
   3,   𝑑𝑖𝑟 = 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16                      
   1,   𝑑𝑖𝑟 = 0, 1, 2, 4, 5, 6, 13, 14, 15, 17, 18, 19

                                  (16) 

 

 Rm,dirは，細胞遊走によって減少する，隣接する細胞や基質との結合エネルギーから計算

される．細胞は Emaxの一部を細胞‐細胞間や細胞‐基質間の結合を切断するために使用し，

残りのエネルギーは遊走のために使われる．そのため，EB,dir は最大移動エネルギーEmax を

超えてはならず，この条件を満たさない遊走は実現されない． 

 

𝑅୫,ௗ௜௥ = 0, when 𝐸୫ୟ୶ ≤ 𝐸୆,ௗ௜௥                                               (17) 
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また，Hm,dir = 1 かつ EB,dir ≤ Emax の場合，Rm,dirは式 (18) で与えられる． 

 

𝑅୫,ௗ௜௥ = ቐ

𝐸୅ − 𝐸୆,ௗ௜௥

𝐸୅
,   when 𝐸୅ > 0      

  0,              when 𝐸୅ = 0

                                       (18) 

ここで，EAは細胞 c が遊走前に方向 d に存在する周囲の細胞や基質との間に形成している

結合エネルギー (Ei,c,d ; i = AJ, TJ または CS) の総和であり，式 (19) で与えられる．方向 d

に細胞や基質が存在しない場合には，Ei,c,d = 0 である． 

 

𝐸୅ = ෍ 𝐸௜,௖,ௗ

ே౤౤ିଵ

ௗୀ଴

                                                               (19) 

 

また，選択された方向 dir に他の細胞が存在する場合，細胞同士の位置交換により細胞遊

走が表現される．この時，いずれの細胞も位置交換による遊走先に遊走可能な状態である

必要がある．最終的に，細胞同士の位置交換を考慮した遊走方向選択確率 (Prm,dir) は，式 

(20) で与えられる． 

 

𝑃𝑟୫,ௗ௜௥ =
൫𝑝୫,ௗ௜௥൯

୘
൫𝑝୫,ௗప௥෪ ൯

ୈ

∑ ൫𝑝୫,ௗ൯
୘

൫𝑝୫,ௗ෨൯
ୈ

ே౤౤ିଵ
ௗୀ଴

                                                (20) 

ここで，ቀpm,dirቁT
 は細胞同士の位置交換を考慮しない場合に，着目する細胞が方向 dir に

遊走する確率である．൫𝑝୫,ௗప௥෪ ൯
ୈ

 は着目する細胞の方向 dir に存在するエージェントが，位

置交換のために方向 dir と反対方向 dir෪  に遊走する確率であり，可能な場合は 1，不可能な

場合は 0 となる．また，着目する細胞の遊走方向 dir が基質である場合には ൫𝑝୫,ௗప௥෪ ൯
ୈ

= 0，

空である場合には，൫𝑝୫,ௗప௥෪ ൯
ୈ

= 1 となる．添え字の T は着目する細胞，D は遊走先のエー

ジェントをそれぞれ意味する． 
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2.3.1.5 細胞分裂モデル 

 上皮系組織の基底層に存在する増殖性細胞の細胞分裂には，基底層に増殖性細胞を生む

水平分裂と，基底上層に非増殖性細胞を生む垂直分裂の二種類が存在する．垂直分裂の中

でも，基底層に存在する細胞の幹細胞性を保ちつつ基底上層に非増殖性細胞を生む非対称

分裂は上皮系の細胞組織の極性を持った構造の形成に寄与するとされており，角膜上皮細

胞においても報告されている (Gómez-Flores et al., 2011; Lechler & Fuchs, 2005)．また，p63

の発現が非対称分裂に必須であるという報告もある (Koster et al., 2004)．さらに，細胞分裂

による細胞の押し出しが，角膜上皮の恒常性維持に重要であることが示唆されている

(Strinkovsky et al., 2021)．これらの報告をもとに，本研究では角膜上皮細胞シート形成培養

において基底層に存在する p63 陽性細胞を増殖性細胞とし，先行研究 (Nguyen et al., 2021) 

で構築された iPS 細胞の水平分裂を表現するモデルに，垂直分裂に関するルールを追加す

ることで，角膜上皮細胞の細胞分裂を表現した (図 2.2 (e))． 

 各増殖細胞は，細胞周期ごとに 0.9 tgഥ  から 1.1 tgഥ  までランダムに与えられた確率変数

である世代時間 tg を持つ．入力パラメータ tgഥ は平均世代時間である．各細胞は次の分裂ま

での待ち時間 td,c を持ち，これは細胞分裂時には tg に等しく，タイムステップごとに tstep 

減少する．また細胞が遊走不可能な場合には，静止状態となり細胞周期は進行しない．そ

して，td,c ≤ 0 となった際に細胞分裂が起こる．娘細胞は母細胞に隣接する単位格子に配置

される．配置される方向は離散的な整数変数 (d = 0, 1, …, Nnn - 1) で表され，本モデルでは

Nnn = 20 である (図 2.3)．分裂する細胞 (母細胞) から水平距離 Nv以内に娘細胞を配置可能

な場所がある場合，水平分裂が起こる．それ以外の場合には，垂直分裂が起こる．水平分

裂では，母細胞の水平方向 (d = 7 – 12) に娘細胞を配置可能な場所が存在しない場合，最

も近くに空いている単位格子の一つを選択し，その単位格子に隣接する細胞の一つを移動

させる．この手順を，母細胞に隣接する単位格子に空きができるまで繰り返す．最後に，

この空いた隣接単位格子に娘細胞を配置する．一方，母細胞から水平距離 Nv 以内に娘細胞

を配置可能な場所が存在しない場合，垂直分裂が起こる．垂直分裂の場合，娘細胞は母細

胞の上方向 (d = 0 – 6) に配置される．母細胞に隣接するすべての単位格子に細胞が配置さ

れた後，水平分裂と同様に上方向への細胞の押し出しが発生する．また，この時基底層側
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に存在する母細胞は垂直分裂の際に pdif の確率で非増殖性細胞となる． 

 

2.3.1.6 上皮細胞分化モデル 

 培養角膜上皮細胞シートでは，p63 陽性細胞は基底層に局在し，その密度は培養時間と

ともに減少することが報告されている (Baba et al., 2020)．角膜上皮組織では，辺縁幹細胞

が一過性増幅 (TA) 細胞を生成し，TA 細胞は増殖能を持たない終末分化 (TD) 細胞を生成

する．さらに，TA 細胞が増殖能力を失うと，2 つの TD 細胞に分裂するとされている (Moraki 

et al., 2019)．また，基底上層に非増殖性細胞が生じる原因として，基底層に存在する増殖性

細胞の非対称分裂と基底層から離れることによる，基質との接着の喪失が考えられる 

(Gómez-Flores et al., 2011; Koster et al., 2004; Lechler & Fuchs, 2005)．これらの報告より，増殖

性細胞から非増殖性細胞への分化のルールを構築した (図 2.2 (f))．細胞が基質との結合を

失った場合に細胞は分化する．分化した細胞は密着結合を形成する能力を獲得し，同時に

細胞‐細胞間結合形成に使用可能なエネルギー量が基質との結合を形成していない時間に

比例して減少する． 
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2.3.2 モデルパラメータ値推定方法 

シミュレーションに使用されるモデルパラメータ値は，着目する現象を正確に解釈する

ために可能な限り精度高く推定する必要がある．ここではパラメータ値の推定の定義とし

て，同時に複数のパラメータを推定すること，または別に決められたパラメータ群を用い

パラメータを推定することも含むものとする．モデルパラメータ値推定の流れと本研究で

使用するモデルパラメータの分類を図 2.4 に示した．はじめに，独立した実験データから

個別のパラメータ値を推定可能な場合について，パラメータ値を推定する．その後，独立

した実験データから個別のパラメータ値を推定不可能な場合について，計算に必要なモジ

ュールを用いたシミュレーション値の実験データへの fitting によりパラメータ値を推定す

る．この時，使用するモジュールで未設定のパラメータについては計算上寄与しないよう

にパラメータ値を設定するものとする．推定するパラメータが含まれる個別のモジュール

を用いた計算で推定可能なパラメータ値について，実験データへの fitting により推定する．

ここで，単一培養フェーズは主たる細胞挙動が定常状態である培養フェーズ (例：対数増

殖期) とする．また，細胞挙動の定常状態とは，主たる細胞挙動以外の細胞挙動の影響が無

視できる，つまりモデル上では他のモジュールの寄与が無視できる状態である．さらに，

複数モジュールを用いた単一培養フェーズの計算で推定可能なパラメータ値について，実

験データへの fitting により推定する．この時，推定するパラメータを含まないモジュール

を用いる場合も含まれるものとする．最後に，複数の培養フェーズをまたぐ計算で推定可

能なパラメータ値について，必要なモジュールを使用した複数の培養フェーズをまたぐ実

験データへの fitting により推定する．ここまでで推定不可能なパラメータが存在する場合，

実験データの追加取得や構築したモデルの見直しを行う必要がある．また，図 2.4 のフロ

ーチャートでは左側に行くにしたがってパラメータ値推定における仮定が少なくなるため，

推定されたパラメータ値の信頼性は高くなる． 
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図 2.4 細胞挙動に関するモデルパラメータ値推定の流れと本研究で使用するモデルパラ

メータの分類 

 

実験データへの fitting により np 個のパラメータ値を推定する流れを図 2.5 に示す．推定

する各パラメータについて，探索範囲の最大値 Rmax,0, 探索範囲の最小値 Rmin,0, 探索範囲の

分割数 nd を設定する．ここで，最終的な有効桁数を Df，mr は探索範囲の縮小倍率であると

する．各パラメータ nd + 1 通りの組み合わせ (𝑛ୢ + 1)௡೛ 通りの条件全てについて計算を行

う．この時，探索の繰り返し回数 nrの初期値を 0 とする．各条件の計算結果について，fitting

に使用する in vitro 実験データに対する残差平方和を算出し，最も残差平方和が小さいパラ

メータ値の組み合わせ (Vtent,1, …, Vtent,np) を決定する．その後，各パラメータについて探索

範囲 R と interval I を更新する．以下，式 (21, 22) に n 番目のパラメータの探索範囲 R と

interval I を示した． 

 

𝑅௡ = 𝑉୲ୣ୬୲,௡ ±  
1

2
ቆ

𝑅୫ୟ୶,௡ − 𝑅୫୧୬,௡

𝑚୰,௡
ቇ                                               (21) 
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𝐼௡ =
1

𝑛ୢ,௡
ቆ

𝑅୫ୟ୶,௡ − 𝑅୫୧୬,௡

𝑚୰,௡
ቇ                                                        (22) 

 

上記の探索範囲 R と interval I の更新と各パラメータ nd + 1 通りの組み合わせ (𝑛ୢ + 1)௡೛通

りの条件全ての計算を行い，fitting に使用する in vitro 実験データに対する残差平方和が最

も小さいパラメータ値の組み合わせ (Vtent,1, …, Vtent,np) を決定することを 𝐼 ≤ 10ି஽౜  とな

るまで繰り返す．上記プロセスで決定された in vitro 実験データに対する残差平方和が最も

小さいパラメータ値の組み合わせ (Vtent,1, …, Vtent,np) の各パラメータについて精度10ି஽౜と

なるように四捨五入し，推定値とする． 

 

 

図 2.5 実験データへの fitting によるパラメータ値推定の流れ  
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2.4 結果 

2.4.1 モデルパラメータ値の推定 

2.4.1.1 独立した実験データからの個別パラメータ値推定 

平均世代時間 tgഥ と非増殖性細胞に転換される確率pdifについてそれぞれ独立した実験デー

タから推定した．平均世代時間 tgഥ について，対数増殖期である培養時間 t1 - t2 h における

コンフルエンシー (Ct) の変化から，式 (23, 24) を用いて推定した．ここでは比増殖速度 

(h-1) であり， t1 = 72 h, t2 = 84 h とすることで，15.8 h と推定された． 

 

𝜇 =
ln൫𝐶௧మ

𝐶௧భ
⁄ ൯

𝑡ଶ − 𝑡ଵ
                                                                (23) 

 

tgഥ =
ln 2

𝜇
                                                                        (24) 

 

 非増殖性細胞に転換される確率 pdif は，重層時における増殖性細胞密度 XaPの見かけの変

化速度 kq (式 (25)) を用いて式 (26) で示す関係から，式 (27) で推定した． 

 

d𝑋ୟ୔

d𝑡
= 𝑘୯𝑋ୟ୔                                                                  (25) 

 

න
1

𝑋ୟ୔
d𝑋ୟ୔

௑౗ౌ,బ(ଵି௣ౚ౟౜)

௑౗ౌ,బ

= න 𝑘୯d𝑡
tgഥ

଴

                                                (26) 

 

𝑝ୢ୧୤ = 1 − etgഥ௞౧                                                                   (27) 

 

本研究では，増殖性細胞密度の見かけの変化速度 kq は培養時間 144, 216, 288, 360 h の増殖

性細胞密度 XaPから kq = 3.00×10-3 と推定され，また式 (23, 24) を用いて推定された平均世

代時間の値 tgഥ = 15.8 h を用いて pdif = 4.6×10-2 と推定された．  
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2.4.1.2 個別のモジュールを用いた計算によるパラメータ値推定 

角膜上皮細胞の培養を表現するために，すべてのモデルパラメータ値を推定した．同一

平面上における細胞単位六角柱の中心間距離 lc は実験で得られた基底層の細胞密度から，

lc = 22.7 μm とした．計算は x, y 平面について周期境界条件が適用された[X, Y, Z] = [221, 256, 

32]の単位正六角柱の 3 次元配列で構成される計算空間 (培養面積 0.252 cm2) で行われた．

図 2.4 の順番に従い，推定するパラメータが含まれる個別のモジュールを用いた単一培養

フェーズの計算で推定可能なパラメータ値である，垂直方向への細胞分裂が起こるために

細胞で占められる必要のある水平方向の領域の半径 Nv を推定した．細胞挙動モジュールは

計算に必要な細胞分裂モジュールのみを使用し，Nv = 1 - 30 の 30 条件で培養時間 t = 72 - 

120 h の計算を行った．シミュレーションには表 2.1, 2.2 に示したモデルパラメータ値を使

用した． 

 

表 2.1 Nv の推定に使用したモデルパラメータ値 

モデルパラメータ 記号 単位 値 

平均世代時間 tgഥ h 15.8 

非増殖性細胞に転換される確率 pdif - 4.6×10-2 

 

表 2.2 Nv の探索範囲と精度 

モデルパラメータ 記号 単位 
精度 

(10ି஽౜) 

探索範囲 

[Rmin - Rmax] 

垂直方向への細胞分裂が起こるために細胞で

占められる必要のある水平方向の領域の半径 
Nv layer 1 [1 - 30] 

 

  



34 

 

計算の結果，in vitro における培養時間 t = 72 - 120 h のコンフルエンシーの継時変化を最も

よく表現することから，Nv = 8 とした (図 2.6)． 

 

 

図 2.6 コンフルエンシーの継時変化の in vitro 実測値と，実測値を最もよく表現したモデ

ルパラメータ値の条件 (Nv = 8) における計算結果．〇：in vitro 実測値，実線：in silico 計

算値． 
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2.4.1.3 複数モジュールを使用した単一培養フェーズの計算によるパラメータ値推定 

複数の培養フェーズをまたぐ計算で推定可能なパラメータ値である εAJ,0，εCS,0，Vm,free に

ついて，位相差画像のトラッキングにより推定された培養時間 t = 72 – 78 h における細胞

遊走速度の平均値に最小二乗法を用いてフィッティングすることで推定された．細胞挙動

モジュールは計算に必要な細胞‐細胞間結合・細胞‐基質間結合・細胞遊走・細胞分裂モ

ジュールを使用し，εAJ,0，εCS,0，Vm,free を変化させた組み合わせの各条件で培養時間 t = 72 - 

78 h の計算を行った．計算は x, y 平面について周期境界条件が適用された[X, Y, Z] = [221, 

256, 32]の単位正六角柱の 3 次元配列で構成される計算空間 (培養面積 0.252 cm2) で行われ

た．シミュレーションには表 2.3, 2.4 に示したモデルパラメータ値を使用した．細胞遊走・

細胞‐細胞間結合・細胞‐基質間結合は相互に影響しており，個別に値を推定することが

難しいため，本研究では同時に 3 つのパラメータ値を推定する．また，増殖性・非増殖性

細胞ともに εAJ,0，εCS,0，Vm,free の値は一定であると仮定し，シミュレーションを行った．こ

こでは，推定するすべてのモデルパラメータ値について探索範囲の分割数 nd = 10，探索範

囲の縮小倍率 mr = 2 とし，図 2.5 に従ってモデルパラメータ値の推定を行った． 

 

表 2.3 εAJ,0，εCS,0，Vm,free の推定に使用したモデルパラメータ値 

モデルパラメータ 記号 単位 値または探索範囲 

平均世代時間 tgഥ h 15.8 

非増殖性細胞に転換される確率 pdif - 4.6×10-2 

垂直方向への細胞分裂が起こるために細胞で

占められる必要のある水平方向の領域の半径 
Nv layer 8 
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表 2.4 εAJ,0，εCS,0，Vm,free の探索範囲と精度 

モデルパラメータ 記号 単位 
精度 

(10ି஽౜) 

探索範囲 

[Rmin - Rmax] 

最大遊走エネルギーに対する 

接着結合エネルギーの比率 
εAJ,0 - 0.01 [0.00-1.00] 

最大遊走エネルギーに対する 

細胞‐基質間結合エネルギーの比率 
εcs,0 - 0.01 [0.00-1.00] 

自由遊走速度 Vm,free μm h-1 1 [0-100] 

 

計算の結果，in vitro における培養時間 t = 72 - 78 h の細胞遊走速度を最もよく表現するモ

デルパラメータ値の有効桁数を調整し，εAJ,0 = 0.09，εCS,0 = 0.21，Vm,free = 90 とした (図 2.7)． 

 

 

図 2.7 培養時間 t = 72 - 78 h の細胞遊走速度の in vitro 実測値と，実測値を最もよく表現し

たモデルパラメータ値の組み合わせ (Vm,free = 90.000, εAJ = 0.08750, εCS = 0.21250) における

計算結果．白色：in vitro 実測値 (n = 100)，灰色：in silico 計算値 (n = 15821)． 
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2.4.1.4 複数培養フェーズの計算によるパラメータ値推定 

εTJ,0，τTJ，kd,cc の値を推定した．シミュレーションには表 2.3 に示したモデルパラメータ

値を使用した．計算は x, y 平面について周期境界条件が適用された[X, Y, Z] = [89, 102, 30]の

単位正六角柱の 3 次元配列で構成される計算空間 (培養面積 0.041 cm2) で行われた．ここ

で用いる 𝑉mov,in vitro  は各細胞の移動速度を間接的に測定したものであるため，𝑉mov,in silico 

と経時変化の傾向を比較するために，それぞれの基準時間 tref = 120 h における速度により正

規化された相対速度 (Rm,in vitro, Rm,in silico) を算出した (式中の i は in vitro または in silico)．その

後，Rm,in vitro の経時変化と最も近い Rm,in silico の経時変化を示すパラメータの組み合わせを最小二

乗法で評価することで求めた． 

𝑅୫,௜ =
𝑉ത୫୭୴,௜(𝑡)

𝑉ത୫୭୴,௜(𝑡୰ୣ୤)
                                                                   (28) 

 

ここでは，推定するすべてのモデルパラメータ値について探索範囲の分割数 nd = 10，探索

範囲の縮小倍率 mr = 2 とし，図 2.5 に従ってモデルパラメータ値の推定を行った． 

 

表 2.5 εTJ,0，τTJ，kd,ccの推定に使用したモデルパラメータ値 

モデルパラメータ 記号 単位 値または探索範囲 

平均世代時間 tgഥ h 15.8 

非増殖性細胞に転換される確率 pdif - 4.6×10-2 

垂直方向への細胞分裂が起こるために細胞で

占められる必要のある水平方向の領域の半径 
Nv layer 8 

最大遊走エネルギーに対する 

接着結合エネルギーの比率 
εAJ,0 - 0.09 

最大遊走エネルギーに対する 

細胞‐基質間結合エネルギーの比率 
εcs,0 - 0.21 

自由遊走速度 Vm,free μm h-1 90 
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表 2.6 εAJ,0，εCS,0，Vm,free の探索範囲と精度 

モデルパラメータ 記号 単位 
精度 

(10ି஽౜) 

探索範囲 

[Rmin - Rmax] 

最大遊走エネルギーに対する 

密着結合エネルギーの比率 
TJ,0 - 0.01 [0.00-0.50] 

密着結合形成の時定数 TJ h 0.1 [0.0-5.0] 

細胞-細胞間結合エネルギーの劣化速度定数 kd,cc h-1 0.0001 [0.0000-0.0500] 

 

計算の結果，in vitro における培養時間 t = 72 - 360 h における細胞流動性の継時変化を最も

よく表現するモデルパラメータ値の有効桁数を調整し，TJ,0 = 0.21，TJ = 1.8，kd,cc = 0.0050

とした (図 2.8)． 

 

 

図 2.8 細胞移動速度の in vitro 実測値と，実測値を最もよく表現したモデルパラメータ値

の条件 (τTJ = 1.8750, εTJ = 0.21250, kd,cc = 0.005000) における計算結果，〇：細胞シート内の

領域移動速度の実測値 Rm,in vitro，実線：平均細胞移動速度の計算値 Rm,in silico． 
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また，基底層 p63 陽性細胞密度は培養時間 t = 123.3 h で最大値をとったのちに減少してお

り，計算値と実測値は概ね一致していた．総細胞密度は t = 140 h 付近から増加速度が低下した

のちに， t = 200 h 付近から再び細胞密度の増加が見られ，t = 289.4 h に極大値をとったのちに

減少し，t = 339.0 h に極小値をとり，再び増加する傾向が見られた．総細胞密度は培養期間を通

して，計算値が実測値よりも大きい傾向がみられた (図 2.9)． 

 

 

図 2.9 モデルパラメータの推定値を用いた角膜上皮細胞シート形成培養における細胞密

度のシミュレーション結果，〇：全細胞密度の実測値，Xtot,in vitro，□：基底層 p63 陽性細

胞密度の実測値，Xpro,in vitro，実線：全細胞密度の計算値，Xtot,in silico，破線：増殖性細胞密

度の計算値，Xpro,in silico． 
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2.5 考察 

2.5.1 モデルの選択と実装 

 細胞挙動を表現するモデルは，これまで数個の細胞からなる詳細なモデルから単純化さ

れた細胞からなる三次元組織レベルのモデルまで様々なモデルが開発されてきた (Metzcar 

et al., 2019)．モデルの表現力と計算量はトレードオフの関係にあり，着目する現象を表現

する目的に応じてモデルを選択する必要がある．本研究で用いたセルラーオートマトンモ

デルの長所として，実測が難しいモデルパラメータの数を減らすことが可能な点と計算速

度の速さが挙げられる．一方で細胞形態が固定されてしまうことで，細胞組織における細

胞密度の変化や細胞の集団遊走などの表現に制限が生じる．また，本研究ではモデルの実

装にユーザーインターフェースの作成とモジュール化した細胞挙動の実装が容易な C#を

使用した．一方で将来的にさらなる大規模な並列計算による計算速度の向上を目指す際に

は計算のアルゴリズムの最適化が必要となる． 

 

2.5.2 パラメータ値推定方法  

 シミュレーション研究において，モデルパラメータ値を実測する以外に他の文献から実

測値を引用する，または特定の値を推定せずにパラメータ依存性を見ることが多い．本研

究では，モデルパラメータ値の推定方法の中でも，実験データから直接推定することが難

しいモデルパラメータ値の推定方法を提案した．Fitting により同時に複数のモデルパラメ

ータ値を推定する際，パラメータ数の増加にともない推定に要する計算時間は指数関数的

に増加し，用いる仮定が多くなることから推定されるパラメータ値の精度が低くなる．こ

れらの点から本研究では培養フェーズを分割し，必要最低限のモジュールを使用した計算

によりパラメータ値を推定した．今後は測定系の技術の進歩により実験データから直接推

定することが可能なパラメータを増やすとともに，fitting により推定する場合には必要最

低限のモジュールを使用し，培養フェーズを限定して計算を行うことで計算量を抑え，可

能な限り確度の高く着目する現象を表現することが可能となると考えられる．  
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2.5.3 本研究で構築したエージェントベースモデルによる現象の表現 

本章では，先行研究 (Nguyen et al., 2021) で構築された iPS 細胞のコロニー内の細胞挙動

を表現するルール (細胞遊走・細胞‐細胞間結合) を 3 次元に拡張し，さらに細胞分裂・細

胞分化・細胞死・細胞‐細胞間結合 (密着結合) を表現するルールを新たに追加することで，

角膜上皮細胞シートにおける細胞挙動が表現された．本モデルで考慮した 6 種類の細胞挙

動 (細胞‐基質間結合・細胞‐細胞間結合・細胞遊走・細胞分化・細胞分裂・細胞死) によ

って，角膜上皮細胞の培養において細胞播種から細胞シート構造が形成される過程を以下

に示した(図 2.10)．シミュレーション開始時 (t = 72 h) では，すべての細胞は基質面上に配

置されており，隣接する細胞及び基質との間に細胞‐細胞間，細胞‐基質間結合をそれぞ

れ形成する．そして基質面上に存在する増殖性細胞が水平分裂することでコロニーが形成

され，さらにコロニー外側への細胞の押し出しを伴う水平分裂によるコロニーの拡大が起

こり，シート構造が形成される．その後，増殖性細胞が上 7 方向のいずれかに非増殖性細

胞を配置する垂直分裂により細胞シート構造の積層化が進む．そして垂直分裂の際に母細

胞が確率で非増殖性細胞へと分化する．またこの時，増殖性細胞は隣接するすべての細胞

との間に接着結合を形成する．一方で，非増殖性細胞の場合は，隣接する細胞が増殖性細

胞の場合には接着結合のみを形成し，非増殖性細胞の場合では接着結合に加えて密着結合

を形成する．細胞シートが積層化した後，基底層の増殖性細胞の中で，隣接する細胞との

細胞‐細胞間結合により遊走不可能な細胞は休止状態となる．また基底上層に存在する非

増殖性細胞は，細胞‐細胞間結合を失うことで死細胞となり計算空間から取り除かれる． 
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図 2.10 角膜上皮細胞の培養シミュレーションにおける細胞シート積層化の過程とその中

での各細胞挙動の概念図 

 

角膜上皮細胞の分化は，角膜上皮が持つ極性構造の恒常性に関与している (Yoon, 2014)．

さらに，これまでの研究において様々な研究者によって作成された角膜上皮細胞シートの

構造は，培養条件によって角膜上皮の構造と異なっている (Ban, Cooper, et al., 2003b; 

González-Andrades et al., 2009)．一方で，角膜上皮細胞シートにおける角膜上皮細胞の分化

過程を理解するためにはさらなる研究が必要である．本研究では，増殖細胞と非増殖細胞

が直ちに AJ を形成できること，増殖細胞から分化した非増殖細胞のみが AJ の維持時間に

従って形成される TJ を形成できること，非増殖細胞が基質との結合を失ってから徐々に

AJ や TJ の形成能力を失い，この能力がゼロになると細胞死が起こることを仮定して，細

胞‐細胞間の結合と細胞死のモデルを構築した．これらの仮定をすべて考慮したモデルは，

角膜上皮細胞シートの培養における細胞流動性の経時変化を表現していた。これらの結果

は、上皮層での一連の細胞分化の過程が、角膜上皮細胞シートの細胞流動性の経時変化の

パターンをもたらすことを示唆している。さらにこの結果は，先行研究 (Miyashita et al., 

2013) で示唆された，角膜上皮細胞シートの培養中においてもターンオーバーが起きてい

るという仮説を支持するものである．  
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また本シミュレーションにおいて，基底層 p63 陽性細胞密度の計算値と実測値は概ね一致して

いた．一方で，総細胞密度は培養期間を通して，計算値が実測値よりも大きい傾向がみられた 

(図 2.9)．要因の 1 つとして，セルラーオートマトンモデルの特性からくる細胞形態の表現の制限が

挙げられる．実際の培養では培養期間の後半 (day 9 以降) において基底層では細胞サイズの

増加に伴う基底層細胞密度の減少が起きており，また基底上層に存在する分化細胞のサイズは，

基底層に存在する幹細胞よりも大きい (Baba et al., 2020)． 今回使用したモデルは格子モデル

で細胞を 1 つの単位六角柱として表すため，細胞の大きさや形態の継時的変化を表現する

ことが出来ない．そのため，今回の計算において格子 (1 細胞) のサイズ lc を培養時間 day 

6 - 15 における基底層の細胞密度の平均値から推定した値にしており，その値は計算期間

を通して変化していない．これにより，基底上層の各層が細胞で占められるまでの時間が

実際の培養と比較して遅くなったことで，総細胞密度について実測値よりも計算値が大きい

傾向となったことが考えられる．またその他の要因として，総細胞密度の in vitro データの取得方

法も考えられる．In vitro の総細胞密度の推定は Hoechst 染色により染色された細胞核をカウント

することで行ったが，染色操作中の表層の細胞の剥離や，細胞核をカウントする際に脱核した細

胞が認識されていない可能性も考えられる．本研究の細胞死のモデルでは周囲との細胞‐細胞間

結合を失った細胞を計算空間から消すことで細胞死を表現しているが，細胞死に至るまでの脱核

のプロセスは考慮していない．上記の要素が，総細胞密度について実測値よりも計算値が大きい

傾向となった要因として考えられる． 
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2.6 小括 

 本章では，角膜上皮細胞の細胞挙動を表現するために，先行研究で構築されたモデルに

加えて TJ の形成と細胞間結合の劣化，幹細胞の非対称分裂や増殖能の喪失を考慮した細胞

挙動モデルを構築した．さらにモデルパラメータ値推定方法を構築し，角膜上皮細胞の挙

動を表現するために必要なパラメータ値を推定した．その結果として，角膜上皮細胞の培

養における細胞流動性の経時変化が 6 種類の細胞挙動 (細胞‐基質間結合・細胞‐細胞間

結合・細胞遊走・細胞分化・細胞分裂・細胞死) を考慮することで表現された．本章で提案

したモデルパラメータ値推定方法の考え方は，実際の実験で求めることが技術的に難しい

モデルパラメータ値を確度高く求めることに寄与すると考えられる． 
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第 3 章 角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性の経時変化の機構解明 

3.1 緒言 

細胞組織における細胞流動性の経時変化は，胚発生・創傷治癒・癌の転移などの生命現

象に深く関わっている (Lenne & Trivedi, 2022; Park et al., 2016)．細胞流動性の高い相 

(unjamming phase) から細胞流動性の低い相 (jamming phase) への転移は，jamming 転移あ

るいは unjamming-jamming 転移 (UJT) と呼ばれている (La Porta & Zapperi, 2020)．これま

での研究から，UJT には細胞密度・細胞遊走性・細胞‐細胞間接着の強さ，細胞膜に働く

張力や細胞形態など様々な因子が関与していることが示唆されている (Bi et al., 2015, 2016; 

La Porta & Zapperi, 2020; Park et al., 2015)．一方で，jamming phase から unjamming phase へと

転移し，細胞の流動性が高まる現象は jamming-unjamming 転移 (JUT) と呼ばれ，上皮間葉

転換，細胞膜に働く張力やエンドサイトーシスとの関わりが示唆されている (La Porta & 

Zapperi, 2020; Malinverno et al., 2017; Oswald et al., 2017)．先行研究では，角膜上皮細胞から

細胞シートを形成する培養において，細胞シート構造の形成に伴う UJT の後に JUT が観察

された (Baba et al., 2020)．またこの培養において，UJT は細胞の密度や真円度と関連して

いたことが示唆されている．一方で JUT に関しては，in vitro の単層上皮細胞シートや in 

vivo の癌細胞組織で報告されている (Malinverno et al., 2017; Oswald et al., 2017)．しかし，

JUT の機構の理解のためにはさらなる研究が必要である． 

本章では，エージェントベースモデルを用いて，角膜上皮細胞培養で観察される細胞流

動性の継時変化の機構を明らかにすることを目的とした．エージェントベースモデルは，

個々のエージェントの行動と複数のエージェント間の相互作用に基づく複雑な現象の機構

を捉え，分析することが可能である．また，連続体モデルでは不可能である細胞組織の空

間的不均質性を表現し，時空間的な解析を行うことが可能である．これらの特性を活かし，

細胞状態の空間的マッピングやその中での着目する細胞のトラッキング，速度論的解析と

いった 1 細胞レベルの時空間的な解析を行った．解析によって角膜上皮細胞シートの細胞

流動性の経時変化の機構を可視化することで仮説を提案した．最後に，生命現象の機構の

可視化において重要となるエージェントベースモデルによるアプローチの手法やその意義

について議論した．  
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3.2 実験方法 

3.2.1 角膜上皮細胞の培養シミュレーション 

 角膜上皮細胞の培養時間 t = 72 - 360 h のシミュレーションは，第 2 章において Visual 

Studio 環境で C#言語により実装されたプログラムを用いて行われた．培養時間 t = 72 h に

おいて撮影された位相差画像を用い，計算を開始する時間 tstart = 72 h に増殖性細胞を基質

面上に配置した．細胞の初期配置後，計算を終了する時間 tend = 360 h までタイムステップ

tstep = 0.1 h ごとに細胞挙動と重力沈降の計算を行った．計算は x, y 平面について周期境界

条件が適用された[X, Y, Z] = [221, 256, 32]の単位正六角柱の 3 次元配列で構成される計算空

間 (培養面積 0.252 cm2) で行われた．また，細胞特性に関するパラメータ値は第 2 章で推

定されたものを使用した (表 3.1)． 

表 3.1 モデルパラメータ値 

モデルパラメータ 記号 単位 値 

同一平面上における細胞単位六角柱の中心間距離 lc μm 22.7 

平均世代時間 tgഥ h 15.8 

非増殖性細胞に転換される確率 pdif - 4.6×10-2 

垂直方向への細胞分裂が起こるために細胞で占め

られる必要のある水平方向の領域の半径 
Nv layer 8 

最大遊走エネルギーに対する 

接着結合エネルギーの比率 
εAJ,0 - 0.09 

最大遊走エネルギーに対する 

細胞‐基質間結合エネルギーの比率 
εcs,0 - 0.21 

自由遊走速度 Vm,free μm h-1 90 

最大遊走エネルギーに対する 

密着結合エネルギーの比率 
TJ,0 - 0.21 

密着結合形成の時定数 TJ h 1.8 

細胞-細胞間結合エネルギーの劣化速度定数 kd,cc h-1 5.0×10-3 
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3.2.2 モデル出力の解析 

推定されたモデルパラメータ値を用いたシミュレーションによるモデル出力を用いて，

遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞状態遷移，細胞状態遷移速度，細胞‐細胞間結合エネル

ギーについて解析を行った．モデル出力の解析と可視化は，Visual Studio 環境で C#言語で

実装されたプログラムを使って行われた． 

 

3.2.2.1  遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞状態遷移の解析 

遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞状態遷移について解析を行うために，シミュレーシ

ョンにおける細胞状態遷移を定義するルール (図 3.1) と，解析のためのアルゴリズムを構

築した (図 3.2)．計算時間 t において，増殖細胞の細胞分裂によって計算空間内に生成され

た細胞は，すべて分類 C (t) = 1 (遊走可能状態) に分類される．各タイムステップにおいて，

細胞遊走に必要なエネルギーの最小値 (EB,min) の細胞遊走に使用可能なエネルギーの最大

値 (Emax) に対する比率 (𝜀୆,୫୧୬ = 𝐸୆,୫୧୬ 𝐸୫ୟ୶⁄ ) が細胞ごとに計算される．ある細胞が εB,min 

≥ 1.00 となった場合，その細胞の分類は C (t) = 0 (非遊走可能状態) となる．一方で，C (t) 

= 1 の細胞は εB,min ≥ 1.00 となる前に遊走すると，その細胞の分類は C(t) = 2 (遊走可能状

態) となる．ここで EB,min は，細胞がある遊走方向 (dir) に遊走する際に，結合を切断する

ために必要なエネルギーである EB,dirを，遊走する可能性のあるすべての方向についてそれ

ぞれ計算された値の最小値である  (EB,dir 算出方法の詳細は細胞遊走に関するルール 

(2.3.1.5) に記載)．C (t) = 0 (非遊走可能状態) の細胞が遊走可能状態となるパターンは，細

胞‐細胞間結合の劣化によるものと着目する細胞の周囲の細胞の細胞遊走によるもの 

(chain migration) の 2 種類存在する．C (t) = 0 の細胞の εB,min が細胞‐細胞間結合の劣化に

よって εB,min < 1.00 となった場合，その細胞の分類は C (t) = 3 (非遊走可能状態) となり，そ

の後遊走することで C (t) = 4 (遊走可能状態) となる．細胞‐細胞間結合の劣化によって

εB,min < 1.00 となったタイムステップ内で細胞が遊走した場合，細胞の分類は C(t) = 0 (非遊

走可能状態) から C (t) = 4 (遊走可能状態) に変化する．一方で，chain migration によって

εB,min < 1.00 となった場合，その細胞の分類は C (t) = 5 (非遊走可能状態) となり，その後遊

走することで C (t) = 6 (遊走可能状態) となる．chain migration によって εB,min < 1.00 となっ
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たタイムステップ内で細胞が遊走した場合，細胞の分類は C (t) = 0 (非遊走可能状態) から

C (t) = 6 (遊走可能状態) に変化する．細胞は εB,min ≥ 1.00 となった場合，その前のタイム

ステップにおける分類にかかわらず，細胞分類が C (t) = 0 (非遊走可能状態) に変化する． 

 

 

図 3.1 細胞状態遷移図． 
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図 3.2  遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞状態遷移を解析するアルゴリズム．  
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3.2.2.2 細胞状態遷移速度の解析 

角膜上皮細胞シートにおける遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞状態遷移について考察

するために，1 細胞レベルの細胞状態遷移の解析から細胞状態遷移速度を算出した．細胞

状態遷移速度はタイムステップ毎に計算された．遊走可能状態から非遊走可能状態への細

胞状態遷移の見かけの速度 (kn,app) は着目する領域における，総細胞数 (nc) と非遊走可能

状態の細胞数 (nn, state) を用いて下式より算出された． 

 

𝑘୬,ୟ୮୮ =
1

𝑛ୡ
∙

d𝑛୬,ୱ୲ୟ୲ୣ

d𝑡
                                                                (29) 

 

 さらに，遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状態遷移速度 (kn) に加えて，非遊走

可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移速度 (km) については，細胞‐細胞間結合の劣

化による非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移速度  (km,deg) と，chain 

migration による非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移速度 (km,chain) が式 (30 

– 32) によってそれぞれ算出された． 

𝑘୬ =
𝑛୬

𝑡ୱ୲ୣ୮ ∙ 𝑛ୡ
                                                                   (30) 

 

𝑘୫,ୢୣ୥ =
𝑛୫,ୢୣ୥

𝑡ୱ୲ୣ୮ ∙ 𝑛ୡ
                                                                (31) 

 

𝑘୫,ୡ୦ୟ୧୬ =
𝑛୫,ୡ୦ୟ୧୬

𝑡ୱ୲ୣ୮ ∙ 𝑛ୡ
                                                            (32) 

 

ここで用いられた，遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状態遷移を起こした細胞数 

(nn)，細胞‐細胞間結合の劣化によって非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移

を起こした細胞数 (nm,deg)，chain migration によって非遊走可能状態から遊走可能状態への

細胞状態遷移を起こした細胞数 (nm,chain) はそれぞれ，遊走可能, 非遊走可能状態間の細胞

状態遷移の解析 (図 3.2) においてカウントされた． 

  



51 

 

3.2.2.3 細胞‐細胞間結合エネルギーの解析 

 各細胞の最大遊走エネルギーに対する細胞‐細胞間結合のエネルギーの和の割合 

(εcc,total) は，すべての隣接する単位格子 (方向数：Nnn) について，ある方向 (d) に存在する

細胞との間に形成している細胞‐細胞間結合のエネルギー (ECC,d) を計算した値を用いて

算出された． 

 

𝜀େେ,୲୭୲ୟ୪ = ෍
𝐸େେ,ௗ

𝐸୫ୟ୶

ே౤౤ିଵ

ௗୀ଴

                                                                 (33) 
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3.3 結果 

3.3.1 角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性の変化 

 推定されたパラメータ値を用いたシミュレーション結果について，着目する領域におけ

る非遊走可能状態の細胞率 Rn を算出した．各 (x, y) および (y, z) 座標における Rn をヒー

トマップに示した (図 3.3A)．コンフルエントに達する前 (t = 100.0 h) では，すべての (y, 

z) 座標で Rn が低く，コロニーの中心部で非遊走可能状態の細胞が存在した (図 3.3A (a, 

a1))．t = 150.0 h では，Rn は大部分の (x, y) 座標で増加していたが，t = 100 h でコロニー

が存在しなかった領域では比較的低かった (図 3.3A (b))．一方で yz 平面では，Rn は基底

層から第 4 層まで増加したが，表層では低いままであった (図 3.3A (b1))．t = 200.0 h で

は，Rn は (x, y) 座標の大部分と (y, z) 座標の基底層から第 3 層まで高い状態であった

が，表層では低かった (図 3.3A (c, c1))．その後，Rn は t = 250.0 h に高い Rn を持つ細胞か

らなる島状の構造を残して xy 平面全体で減少した (図 3.3A (d))．Rn が低い細胞の領域は

表層から基底上層で拡大し，Rn は表層に向かって低くなる傾向があった (図 3.3A (d1))．

その後，Rn は大部分の (x, y) 座標で再び増加した (図 3.3A (e))．また yz 平面では，t = 

300.0 h における第 2 層と第 3 層の Rn は t = 250.0 h よりも高かった (図 3.3A (e1))．t = 

350.0 h では，xy 平面で t = 250.0 h で見られた高い Rn を持つ細胞からなる島状の構造が再

び見られた．また yz 平面における Rn の分布は t = 3000.0 h と比較して，第 2-3 層で低くな

っていた (図 3.3A (f, f1))．さらに各層の Rn の経時変化の解析を行った (図 3.3B)．基底層

の Rn は t = 78.4 h の 0.00 から t = 191.6 h の 0.995 まで増加し，その後 0.9-1 の間で振動して

いた．第 2 層と第 3 層は同様の傾向を示し，それぞれ t = 185.8 h と t = 186.7 h にそれぞれ

0.978 と 0.961 の最大値に達した後，減少していた．その後，Rn は振動し，第 2 層と第 3

層ではそれぞれ 0.60 付近に収束する傾向がみられた．第 4 層では，Rn は t = 175.7 h で

0.505 の最大値に達した後，t = 241.9 h で 0.028 まで減少し，0 に振動しながら収束する傾

向があった．第 5 層以上では，Rn は計算中 0.02 未満であった． 
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図 3.3 細胞シート内の着目する領域における非遊走可能状態の細胞率 (Rn) の経時変化．

(A) 各 (x, y) および (y, z) 座標における Rn のヒートマップ．a1-f1 は a-f に示す yz 平面内

の黒四角で囲われた領域の拡大図である．a-f のスケールバー：2 mm，a1-f1 のスケールバ

ー：200 μm．(B) 各層における Rn の経時変化． 
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3.3.2 細胞状態遷移の速度論的解析 

細胞シート内の細胞流動性の変化時における機構を明らかにするために，遊走可能, 非

遊走可能状態間の遷移について 1 細胞レベルの解析を行い，状態遷移速度の 1 時間の単純

移動平均を図 3.4 に示した．基底層における遊走可能状態から非遊走可能状態への見かけ

の細胞状態遷移速度 kn,app は，t = 110.4 h に 0.42×10-2 h-1 の最大値に達した後減少し，0 付近

で振動していた．一方で基底層上層では，kn,app は t = 127.2 h に 0.35×10-2 h-1 の最大値に達し

た後，t = 225.8 h に最小値-0.28×10-2 h-1 に減少し，その後振動して 0 に収束していく傾向が

みられた (図 3.4A)．さらに角膜上皮細胞シートにおける遊走可能, 非遊走可能状態間の細

胞状態遷移を理解するために，遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状態遷移速度に

加えて，非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移速度について細胞‐細胞間結

合の劣化によるものおよび chain migration によるもの (それぞれ kn，km,deg，km,chain；図 3.4B) 

をそれぞれ算出した．いずれの状態遷移速度も基底層より基底上層で低く，また異なる経

時変化を示していた．基底層上層について詳細に解析すると，kn は t = 127.2 h に 0.39×10-2 

h-1 に達した後に t = 254.3 h に 0.11×10-2 h-1 に達し，振動しながら減衰していく傾向が見ら

れた．また，km,chain には 3 つのピークが観察されることが示された．最初のピークは t = 123.1 

h の 0.05×10-2 h-1 で，knの最初のピークとほぼ同時刻であった．その後，kn よりも早く値が

増加し，kn の極大値よりも大きな値 (t = 225.5, t = 349.0 h でそれぞれ 0.31×10-2, 0.20×10-2 h-

1)で極大値となった．km,deg は t = 115.1 h 以降に出現し，t = 215.3 h で 0.003×10-2 h-1 の最

大値に達した後減少し，0 付近で振動していた (図 3.4B(a))．基底層では，kn は t = 117.6, 

240.7 h にそれぞれ 2.42×10-2, 2.66×10-2 h-1 の 2 つのピークが見られ，kn はピークの間に

0.10×10-2 h-1 未満まで低下していた．km,chainのピークも kn のピークとほぼ同じ時刻 t = 119.2, 

240.7 h にみられ，それぞれ 1.75×10-2，2.27×10-2 h-1 と kn のピークと比較して小さい値であ

った．また，km,deg についてもほぼ同じ時刻 t = 120.2, 242.8 h にそれぞれ 0.37×10-2, 0.40×10-

2 h-1 の 2 つのピークが見られた (図 3.4B(b)). 
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図 3.4 細胞シートにおける細胞状態遷移速度の 1 時間の単純移動平均．(A) 細胞シート

の基底層と基底上層における遊走可能状態から非遊走可能状態への見かけの細胞状態遷移

速度 (kn,app) の経時変化．(B) 細胞シートの基底層 (a) と基底上層 (b) における状態遷移

速度 ki (i = n; m,deg; m,chain)の経時変化． 
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3.3.3 細胞流動性変化における chain migration と細胞シート構造の変化 

非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移を単一細胞レベルで解析した結果，

細胞の遊走後にその周囲の細胞が連鎖的に遊走する chain migration が，細胞流動性が低い

状態から高い状態の変化時に起きていることが明らかになった．細胞シート内の細胞の状

態，最大遊走エネルギーに対する細胞‐細胞間結合のエネルギーの和の割合 εCC,total，およ

び積層数の時間変化を図 3.5 に示した．着目した領域において，chain migration による非遊

走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移を起こした細胞の領域拡大は，複数カ所で

発生した chain migration から起きていた．t = 205.0 h では，非遊走可能状態から遊走可能状

態への細胞状態遷移を起こした細胞はまばらに分布しており，遊走可能状態の細胞の領域

で εCC,total が低かった (図 3.5B (a1, b1))．また積層数を見ると，第 3 層までほぼ細胞で占め

られており，第 4 層以上の細胞は島状の構造を形成，またはまばらに分布していた (図 3.5B 

(c1))．その後，t = 210.0 h 以降において εCC,totalが比較的低かった領域で非遊走可能状態から

遊走可能状態への細胞状態遷移が起きた細胞の拡大領域が経時的に観察されたが，一方で

εCC,total が高かった細胞の領域では非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移が起

きた細胞の領域は拡大しなかった (図 3.5B (a2-a4, b2-b4))．非遊走可能状態から遊走可能状

態への細胞状態遷移が起きた細胞の領域では，細胞状態遷移よりも遅れて細胞シートの不

均一な積層化が観察された (図 3.5B (c2-c4))． 
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図 3.5 細胞流動性変化における細胞シート内の細胞状態，εCC,total，積層数の時空間解析． 

細胞流動性が低い状態から高い状態の変化時における細胞シート内の細胞状態 (a1-a4)，

εCC,total (b1-b4)，積層数 (c1-c4) の時間依存的変化の上面図．スケールバー：200 μm． 
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3.4 考察 

3.4.1 角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性変化の機構 

本研究では，周囲の細胞との細胞‐細胞間結合によって遊走可能状態・非遊走可能状態

を区別し，角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性変化の可視化を行った．その後，単一

細胞レベルでの時空間解析を行うことで，角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性変化の

各細胞の挙動を明らかにした．結果として，遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状

態の遷移は基底層から表層へと細胞シート構造の積層化と細胞‐細胞間結合の形成を伴い

ながら進行することが示唆された．また，非遊走可能状態から遊走可能状態への遷移は基

底上層の細胞が細胞間結合を形成する能力が低下することによって引き起こされ，周囲の

細胞の連鎖的な細胞遊走 (chain migration) を誘発することが示唆された．これらの結果よ

り，細胞シート内に形成されている細胞‐細胞間結合の強さは細胞シートにおける細胞流

動性の変化を支配する因子であることが示唆された．一方で，本研究で使用したモデルの特

性として，細胞遊走が連続的な挙動ではなくイベントの頻度で表されることが挙げられる．そのた

め，協調的な集団遊走において 1 細胞の遊走が周囲の細胞の遊走に与える力学的な影響は表

現されず，細胞シート全体の流動性は細胞シート内の細胞遊走速度の平均値で表されている．ま

た，角膜上皮細胞の実際の培養では，細胞は周囲から伝わる力と周囲の細胞との間に形成され

ている細胞‐細胞間結合により，細胞集団の協調的な遊走がみられる (Baba et al., 2020)．これら

のことから，細胞‐細胞間結合の強さは細胞流動性を支配する因子の 1 つであり，その他因子

と協調的に作用していると考えられる． 

また，非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移が起きた後には，平均移動速

度の計算値が振動していることが観察された．この間細胞シート内では，それぞれ細胞‐

細胞間結合の形成による遊走可能状態から非遊走可能状態への遷移と chain migration によ

る非遊走可能状態から遊走可能状態への遷移が繰り返し発生していた．この現象は，非遊

走可能状態から遊走可能状態への遷移に伴う基底層での細胞分裂の増加と細胞シートの積

層化，遊走可能状態から非遊走可能状態への遷移に伴う基底層での細胞分裂の減少と基底

層上層での細胞死の増加の繰り返しに関連していると考えられる． 
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3.4.2 角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性変化を支配する因子 

細胞‐細胞間結合と細胞密度の変化によって細胞流動性が制御されうることが，in vitro と in 

vivo の実験から示唆されている (Ilina et al., 2020)．また先行研究から，角膜上皮細胞シートに

おける UJT において，その他の細胞種での報告と同様に，細胞密度や細胞の真円度が関係

していると考えている (Baba et al., 2020)．加えて本研究の結果から，角膜上皮細胞シート

の積層化に伴う，基底上層に存在する密着結合を形成する能力を持つ細胞同士の強い細胞

‐細胞間結合の形成が UJT に寄与していることが示唆された．これまで，複数の JUT に関する

in silico 研究が行われており，細胞張力と細胞間接着が細胞形状を決定する vertex model を用い

た計算により，JUT は強い細胞間相互作用によって引き起こされることが示唆されている (Bi et al., 

2015; Malinverno et al., 2017)．本研究では，基底層上部における chain migration が細胞間の結

合を切断することによって JUT を促進することが示唆された．本研究で得られた仮説は，細胞密

度と細胞‐細胞間結合の変化により細胞集団の流動性が変化するという，先行研究 (Ilina et 

al., 2020; Mitchel et al., 2020) で主張されている仮説と矛盾しないものであるといえる．す

なわち，細胞間結合は周囲の細胞からの力を効率よく伝えることで細胞集団の流動性の向

上に寄与しているが，強すぎる場合には細胞遊走に必要な細胞間結合の再形成ができなく

なり，jamming phase への移行につながることが示唆された．  

 

3.4.3 角膜上皮細胞シートの細胞流動性変化における chain migration 

本研究で角膜上皮細胞シートの JUT への寄与が示唆された chain migration は，神経堤細

胞，筋芽細胞，がん細胞からなる系で報告されており，特に胚発生期の神経堤細胞で多く

の報告がなされている (Friedl & Wolf, 2003; Theveneau & Mayor, 2012)．この挙動は，細胞か

ら分泌される化学物質の濃度勾配と contact inhibition of locomotion (CIL：接触による移動阻

害) に基づいているとされている．これらのメカニズムはいずれも移動する細胞に共通し

ており，胚発生におけるパターンの形成や癌の浸潤など，多くの細胞組織の形態形成過程

に関与していると考えられている (Szabó & Mayor, 2015)．また CIL の元来の定義は，細胞

同士の接触が細胞移動の停止や方向転換をもたらすというものであるが，細胞集団におけ

る細胞移動についても重要な役割を担っている (Mayor & Carmona-Fontaine, 2010)．本研究
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の結果は，細胞シート基底上層における連続的な細胞分化過程に伴う，細胞‐細胞間結合

の劣化により CIL を失った細胞がリーダー細胞となって遊走し，その後周囲の細胞で CIL

の喪失と遊走が連鎖的に起きていく chain migration のメカニズムが角膜上皮細胞シートの

JUT に関与していることを示唆した． 

 

3.4.4 エージェントベースモデルの特性を活かした現象の可視化 

エージェントベースモデルを用いたアプローチは，chain migration を含む細胞の集団遊走

のメカニズムを理解するために使用されている (Schumacher et al., 2016)．これまで，神経

堤細胞の chain migration の機構について，セルラーオートマトンモデルを用いた 2 次元シ

ミュレーションを用いて，リーダー細胞がフォロワー細胞との細胞間結合を維持しながら

遊走することが，細胞集団の協調的な遊走につながることが示唆された (Wynn et al., 2012)．

我々のモデルも含め，セルラーオートマトンモデルは，その離散的な特徴から細胞の状態

や行動の変化の始まりを捉えることができる．一方でこのモデルでは，時間依存的な細胞

形態の変化や，遊走する細胞が周囲に及ぼす力 (集団遊走につながる力) を表現すること

に限界が存在する．そのため，力学的特性や細胞から分泌される化学物質の濃度勾配の集

団移動への寄与を考慮するための新たなアプローチも必要である．近年，細胞を細胞の形

態変化を表現可能な off-lattice モデルを用いたエージェントベースで表現し，空間における

化学物質の濃度勾配を偏微分方程式で表現するハイブリッド計算モデルが，細胞集団の移

動方向制御に対する CIL と細胞から分泌される化学物質の濃度勾配の影響を明らかにする

ために実施された (McLennan et al., 2015)．したがって，これらの知見や本アプローチを用

いた我々の研究は，エージェントベースアプローチを用いたさらなる研究により，細胞の

分化・形態・サイズなどの細胞の状態の時間依存的変化が細胞集団の挙動に及ぼす影響を

調べることで，細胞集団の挙動を制御するメカニズムを明らかにすることができることを

示している．また，細胞組織の空間的不均一性を考慮したアプローチや単一細胞レベルで

の解析により，細胞の挙動変化の発現を捉え，その創発現象を誘発する要因を明らかにで

きると考えられる．  
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3.5 小括 

本章ではエージェントベースモデルを使用し，角膜上皮細胞シートにおける細胞流動性

の経時変化のトリガーとなった細胞の状態，挙動と周囲の細胞の状態，挙動に与えた影響

について，1 細胞レベルの時空間的解析を行った．結果として，JUT は細胞シートの基底

上層における細胞‐細胞間結合の劣化により始まり，周囲の細胞遊走が連鎖的に誘発され

る現象である chain migration によって促進されているという仮説が示唆された．エージェ

ントベースモデルの特性の 1 つである 1 細胞レベルの経時的な解析は，単細胞レベルの細

胞挙動や周辺の細胞との細胞間相互作用が複雑にかかわりあう中で創発してくる生命現象

の始まりをとらえて理解するのに大きな力を発揮すると考えられる． 
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第 4 章 総括と今後の展望 

4.1 本研究の総括 

本研究では，エージェントベースモデルのモデルパラメータ値の推定方法を構築したう

えで角膜上皮細胞シートが培養を通して形成される過程において生じる現象を表現するこ

とで，培養プロセスにおける細胞集団の挙動の理解に寄与することを目的とした． 

第 2 章では，角膜上皮細胞の挙動をモデル化する上で，細胞‐基質間結合，細胞‐細胞

間結合，細胞遊走，細胞分裂，上皮細胞分化，細胞死の 6 つの細胞挙動を考慮した．細胞

‐基質間結合，細胞‐細胞間結合，細胞遊走，細胞分裂については先行研究では考慮され

ていなかった要素 (密着結合の形成，細胞‐細胞間結合の劣化，非対称分裂) を考慮したモ

デルを追加した．また，上皮細胞分化，細胞死に関しては新たに数理モデルを構築した．

また，複数の細胞挙動の表現に必要なモデルパラメータ値の推定方法の考え方を提案した．

実際に推定したモデルパラメータ値を使用して構築したモデルに従う自律的な細胞挙動を

シミュレーションすることにより，角膜上皮細胞の培養における細胞流動性変化が表現さ

れることを示した． 

第 3 章では，角膜上皮細胞シートの培養における細胞流動性の経時変化の機構を解釈す

るために，培養において細胞流動性の変化が見られた検体に着目し，1 細胞レベルの細胞

状態変化について速度論的解析や時空間的な解析を行った．結果として，流動停止状態か

らの流動の再開が基底上層における細胞‐細胞間結合の劣化によって始まり，さらに周囲

の細胞の遊走 (chain migration) が誘発されることで細胞挙動の変化が伝播していることが

示唆された． 

 本研究で示した複雑な現象を表現するために必要な多数のモデルパラメータ値推定方法

の考え方と，エージェントベースモデルを用いた 1 細胞レベルの時空間的解析のアプロー

チは，着目する生命現象を構成する細胞の自律的な挙動や，周囲の細胞・環境との相互作

用を明らかにすることで，複雑な生命現象の機構解明に今後資するものであると考えられ

る．  
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図 4.1 エージェントベースモデルを用いた角膜上皮細胞シートにおける細胞集団の挙動

を理解するためのアプローチの概念図 
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4.2 今後の展望：細胞製造プロセスに対するシステムバイオテクノロジー的アプローチ 

4.2.1 細胞挙動シミュレータによる細胞培養プロセスの理解 

近年の再生医療技術の発展に伴い，治療に使用可能な安定した品質の細胞や組織の供給

が求められている．1 つのアプローチとして，数理モデルによる生物学的現象の理解を通

した再生医療製品の製造工程や治療の最適化による研究速度の加速が期待されている 

(Waters et al., 2021)．再生医療製品の製造工程は，生きた細胞 (組織) が最終製品となるこ

とから，微生物を用いた抗生物質や核酸などの生産や，動物細胞を用いた抗体などの生産

と比較して多くの要素の変動を考慮する必要がある (Kino-oka et al., 2019)．細胞培養によ

る細胞数の増幅をはじめとする再生医療製品の製造における上流工程を対象とした先行研

究では，常微分方程式で細胞増殖や培地中の代謝物濃度の変化を表現したモデルを用いて，

重要工程パラメータの変動が重要品質特性に与える影響を評価する手法を提案し，間葉系

幹細胞の培養に適用した例が報告されている (Hirono et al., 2022)．このような常微分方程

式を用いて現象を記述したモデルでは，培養中の細胞挙動による揺らぎを確率変数として

与えることで出力の変動を表現することが可能である．一方で，細胞挙動による揺らぎを

表現する確率変数の値をどのように変化させうるかを理解することは難しい．エージェン

トベースモデルを用いた 1 細胞レベルの細胞挙動シミュレーションにより，細胞培養プロ

セスにおいて空間的・質的不均一な細胞組織や細胞集団が生じる過程を捉え，それらの生

物学的機構の理解を通じてプロセスの改善に貢献していくことが可能であると考えられる． 
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4.2.2 培養操作を考慮したモジュール群の実装による細胞製造プロセス全体の表現 

本研究では，培養容器内の細胞群の挙動を表現するために必要な細胞挙動モジュール群

と環境モジュール群を実装したシミュレーションが，細胞培養プロセスの理解に貢献可能

であることを示した．また細胞製造プロセスの全体を表現するためには，系への入力とし

て細胞特性や原材料特性を表現可能な細胞挙動モジュール群と環境モジュール群に加えて

作業特性を表現可能な培養操作モジュール群を実装する必要がある．播種・継代・培地交

換・試薬添加等の培養操作モジュール群の実装により，各培養操作のパラメータが細胞製

造プロセスの出力に与える影響を理解することが可能となると考えられる．さらに，自家

細胞移植では原材料となる細胞の質が患者あるいはドナーの状態により異なり，さらに細

胞数の増幅や分化を目的とした培養工程中にさらに細胞集団の不均一性が変化する 

(Kino-oka et al., 2019)．細胞製造プロセスで最終的に作製される製品の品質にばらつきが生

じてしまうという課題が存在する．そのため，原料として採取された細胞の質のばらつき

が，培養プロセスにおいてどのように製品である細胞（組織）の質のばらつきを生じさせ

ているのかを理解することは，細胞製造プロセスの改善に重要であると考えられる． 

 

4.2.3 シミュレーションデータの解析による細胞製造プロセス最適化 

 細胞製造プロセスにおける細胞・細胞組織状態の継時変化を理解することで，既存の培

養操作の変更や試薬の添加といった新たなプロセスパラメータの追加による最適化に貢献

することが可能となると考えられる．また，既存のプロセスパラメータの最適化に関して

は，感度解析を用いて細胞製造プロセスの出力である製品のプロファイルに影響を与える

プロセスパラメータ (Critical Process Parameter: CPP) を特定し，そのパラメータを変化させ

たシミュレーションを通して最適化を行うことが可能となると考えられる． 
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図 4.2 細胞製造プロセス構築のためのシステムバイオテクノロジー的アプローチの概念図 
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略語リスト 

AJ  adherence junction 

CIL  contact inhibition of locomotion 

JUT  jamming-unjamming transition 

PIV  particle image velocimetry 

TJ  tight junction 

UJT  unjamming-jamming transition 

  



68 

 

記号表（Nomenclature） 

入力パラメータ (Parameters) 

記号 定義 単位 

kd,cc 細胞-細胞間結合エネルギーの劣化速度定数 h-1 

lc 同一平面上における細胞単位六角柱の中心間距離 μm 

mc 細胞の質量 ng 

Nv 
垂直方向への細胞分裂が起こるために細胞で占められる必要のある

水平方向の領域の半径 
layer 

pdif 非増殖性細胞に転換される確率 - 

tend 計算を終了する時間 h 

tgഥ 平均世代時間 h 

tref 細胞の移動速度を正規化するための基準時間 h 

tstart 計算を開始する時間 h 

tstep シミュレーションのタイムステップ h 

Vm,free 自由遊走速度 μm h-1 

X X 軸方向の計算空間を構成する配列の大きさ prism 

Y Y 軸方向の計算空間を構成する配列の大きさ prism 

Z Z 軸方向の計算空間を構成する配列の大きさ prism 

Δt 細胞の移動速度を解析する時間 h 

εAJ,0 最大遊走エネルギーに対する接着結合エネルギーの比率 - 

εCS,0 最大遊走エネルギーに対する細胞‐基質間結合エネルギーの比率 - 

εTJ,0 最大遊走エネルギーに対する密着結合エネルギーの比率 - 

τTJ 密着結合形成の時定数 h 
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変数 (Variables) 

記号 定義 単位 

c cell index - 

C(t) 計算時間 t における細胞の状態の分類 - 

d 細胞から見た方向 (d = 0 - 19) を指定する整数値 - 

d  ̃ d と反対方向を指定する整数値 - 

Df 最終的な有効桁数 - 

dir 遊走方向を指定する整数値 (dir = 0 - 19) - 

dir ̃ dir と反対方向を指定する整数値 - 

EA 細胞 c が遊走前に形成している結合エネルギーの総和 - 

EAJ 接着結合エネルギー ng μm2 h-2 

EAJ,0 細胞の年齢が 0 h の時の接着結合エネルギー ng μm2 h-2 

EAJ,c 細胞 c の接着結合のために使用可能なエネルギー ng μm2 h-2 

EAJ,c,d 
遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞との接着結合エネ

ルギー 
ng μm2 h-2 

EB,dir dir 方向に遊走するために減少する結合エネルギーの総和 ng μm2 h-2 

EB,min 細胞遊走に必要なエネルギーの最小値 ng μm2 h-2 

ECC 細胞‐細胞間結合エネルギー ng μm2 h-2 

ECC,d 方向 d に隣接する細胞との間の細胞‐細胞間結合エネルギー ng μm2 h-2 

ECS 細胞‐基質間結合エネルギー ng μm2 h-2 

ECS,c 細胞 c の細胞‐基質間結合のために使用可能なエネルギー ng μm2 h-2 

ECS,c,d 
遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する基質との結合エネルギ

ー 
ng μm2 h-2 

Emax 細胞遊走に使用可能なエネルギーの最大値 ng μm2 h-2 

ETJ 密着結合エネルギー ng μm2 h-2 

ETJ,0 細胞の年齢が 0 h の時の密着結合エネルギー ng μm2 h-2 

  



70 

 

変数 (Variables) 

記号 定義 単位 

ETJ,c 細胞 c の密着結合のために使用可能なエネルギー ng μm2 h-2 

ETJ,c,d 
遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞との密着結合エネ

ルギー 
ng μm2 h-2 

ETJ,max 2 つの細胞 i, j 間の密着結合による最大結合エネルギー ng μm2 h-2 

Hm,d 細胞が方向 d に遊走する場合の，遊走先の足場の有無 - 

Hm,dir 細胞が方向 dir に遊走する場合の，遊走先の足場の有無 - 

km 非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞状態遷移速度 h-1 

km,chain 
chain migration による非遊走可能状態から遊走可能状態への細胞

状態遷移速度 
h-1 

km,deg 
細胞‐細胞間結合の劣化による非遊走可能状態から遊走可能状

態への細胞状態遷移速度 
h-1 

kn 遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状態遷移速度 h-1 

kn,app 見かけの遊走可能状態から非遊走可能状態への状態遷移速度 h-1 

M 細胞集団の移動速度を解析するタイムステップ数 step 

mr 探索範囲の縮小倍率 - 

N 計算時間 t に計算空間に存在する細胞数 cells 

nc 着目する領域における総細胞数 cells 

nd パラメータ値探索範囲の分割数 - 

nm,chain 
chain migration によって非遊走可能状態から遊走可能状態への細

胞状態遷移を起こした細胞数 
cells 

nm,deg 
細胞‐細胞間結合の劣化によって非遊走可能状態から遊走可能

状態への細胞状態遷移を起こした細胞数 
cells 

nn 
遊走可能状態から非遊走可能状態への細胞状態遷移を起こした

細胞数 
cells 
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変数 (Variables) 

記号 定義 単位 

nn,state 非遊走可能状態の細胞数 cells 

Nnn 細胞と隣接する単位 prism の数 prisms 

np モデルパラメータ数 - 

nr 探索の繰り返し回数 - 

pm,dir 隣接するエージェントが存在しない場合の遊走方向選択確率 - 

Prm,dir 遊走方向選択確率 - 

Rm,d 方向 d への細胞遊走で減少する結合エネルギーによる重み - 

Rm,dir 方向 dir への細胞遊走で減少する結合エネルギーによる重み - 

Rm,in silico 正規化された平均細胞移動速度 (in silico) - 

Rm,in vitro 正規化された細胞集団の平均移動速度 (in vitro) - 

Rmax,n n 番目のパラメータのパラメータ値探索範囲の最大値 - 

Rmin,n n 番目のパラメータのパラメータ値探索範囲の最小値 - 

Rn 着目する領域における非遊走可能状態の細胞の割合 - 

t 時間 h 

Td 遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接するエージェントの種類 - 

td,c 細胞 c の次の細胞分裂までの待ち時間 h 

tg,c 細胞 c の細胞周期の長さ h 

tm,c 細胞 c の次の細胞遊走までの待ち時間 h 

𝑉ത୫୧୥,୧୬ ୴୧୲୰୭ トラッキングによって得た細胞の平均遊走速度 (in vitro) μm h-1 

𝑉ത୫୭୴,୧୬ ୱ୧୪୧ୡ୭ 平均細胞移動速度の計算値 (in silico) μm h-1 

𝑉ത୫୭୴,୧୬ ୴୧୲୰୭ 
PIV 解析によって得た細胞シート内の細胞集団の平均移動速度 

(in vitro) 
μm h-1 

Vm,c 細胞 c の遊走速度の大きさ μm h-1 

Vtent,n n 番目のパラメータの暫定のパラメータ推定値 - 
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変数 (Variables) 

記号 定義 単位 

W(λc,d) 注目している細胞からの距離 λc,d が Λ の範囲内か判断する関数 - 

x 計算空間の x 座標 - 

Xpro,in silico 基底層 p63 陽性細胞密度 (in silico) cells cm-2 

Xpro,in vitro 基底層 p63 陽性細胞密度 (in vitro) cells cm-2 

xt 計算時間 t における細胞中心の x 座標 - 

Xtot,in silico 全細胞密度 (in silico) cells cm-2 

Xtot,in vitro 全細胞密度 (in vitro) cells cm-2 

y 計算空間の y 座標 - 

yt 計算時間 t における細胞中心の y 座標 - 

z 計算空間の z 座標 - 

ΔE(d;dir) 
細胞が dir 方向へ遊走した結果，移動前の細胞の d 方向に位置

していた他細胞または基質との間の結合エネルギーの減少分 
ng μm2 h-2 

εB,min 
細胞遊走に必要なエネルギーの最小値の細胞遊走に使用可能な

エネルギーの最大値に対する比率 
- 

εCC,total 
最大遊走エネルギーに対する細胞‐細胞間結合エネルギーの和

の割合 
- 

Θ(i,j) 細胞 i, j 間の接着結合の持続時間 h 

Λ 細胞と他の細胞や基質が結合可能な最大の中心間距離 μm 

λc,d 
細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞または基質との中心座標

間の距離 
μm 

λc,d,after 
遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接していた細胞または基質

との遊走後の中心座標間の距離 
μm 

λc,d,before 
遊走前の細胞 c から見て方向 d に隣接する細胞または基質との

中心座標間の距離 
μm 
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変数 (Variables) 

記号 定義 単位 

Ωd 方向 d の空間の幾何学的重み - 

Ωdir 方向 dir の空間の幾何学的重み - 

൫𝑝୫,ௗప௥෪ ൯
ୈ

 
着目する細胞の方向 dir に存在するエージェントが，位置交換

のために方向 dir と反対方向 dir෪  に遊走する確率 
- 

ቀpm,dirቁT
 

細胞同士の位置交換を考慮しない場合に，着目する細胞が方向

dir に遊走する確率 
- 

൫𝑝୫,ௗ෨൯
ୈ

 
着目する細胞の方向 d に存在するエージェントが，位置交換の

ために方向 d と反対方向の d෨ に遊走する確率 
- 

ቀpm,dቁ
T
 

細胞同士の位置交換を考慮しない場合に，着目する細胞が方向

d に遊走する確率 
- 
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