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【基本構想】 

  本プロジェクトは、「感染症」、「未病」及び「再生・細胞医療」に関する評価サービスの提供による

企業支援を推進していくとともに、新しい評価方法の提供に向けた研究開発を行っている。「感染症」に

関しては、抗菌分野(JIS Z 2801)の ISO 17025 を取得しており、これに基づいた高い品質の抗菌・抗ウイル

ス性能評価サービスにより、各種団体の認証マーク取得に必要な結果を提供しており、企業の研究開発を

推進する取り組みを行っている。更に、規格試験では対応できない抗菌・抗ウイルス材料や加工品につい

て、それぞれのニーズに合わせた応用的な性能評価サービスを提案、提供している。「未病」に関して

は、食品成分の機能性を明らかとすることにより、各企業の製品の付加価値を高めるための機能性評価サ

ービスを提供している。具体的には化学技術部と連携をしながら食品の成分分析や食品成分の細胞に対す

る作用を遺伝子発現の変動を検討することで、食品成分の機能性評価を行っており、「ワンストップ型食

品機能性評価サービス」として神奈川県の未病ブランドの認定を受けている。「再生・細胞医療」に関し

ては、細胞の特性を理解し、品質を評価するサービスである品質評価基盤の構築に向けた取り組みに加え

て、新たにスタートアップ企業に対するレンタルラボの整備や人材育成セミナーの開催を行い、スタート

アップ企業の製品開発の加速化に向けた基盤を構築する活動を行っている。 

 

 

1. 2025年度の研究目的 
2025 年度の主要な研究項目は以下の通りである。 

 

1-1. 各種相談に応じた性能評価の提供 

各種規格に合わせた性能評価方法を提供し、様々な企

業の製品開発の支援を行う。また、規格対応不可能な加

工品に関しては、可能な限り適した評価方法を提供でき

るように努め、研究開発の支援を行った。 

 

1-2. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み 

1-2-1. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み(感染症) 

上記（1）に記載したように、規格対応不可能な加工品

の依頼に対して、新しい評価方法を検討する必要があり、

本検討では、①バイオフィルム形成に対する液剤の評価

方法の検討及び②新しいウイルスサンプラーの作成と性

能評価について、今後の評価方法の提供に向けて研究を

行った。 

 

1-2-2. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み(再生・細

胞医療) 

間葉系間質細胞（MSC）は様々な細胞によって構成さ

れた不均一な集団であり、入手先や培養条件等のロット

の違いによって、その特性が異なることが知られている。

再生細胞医療の現場において、MSC は様々な機能を発揮

する一方で、その特性の違いが問題となっている。その

ため、個々のロットによる違いを明らかとすることによ

り、そこに含まれる細胞の特性を解析することで、品質

管理や評価方法の確立につながると考える。これまでに、

我々は MSC のロット違いの状態をシングルセル RNA-

seq 解析により明らかとしてきた。本研究では、ロットの

違う MSC のシングルセル解析データ、マイクロアレイ解

析データや画像解析データ等を基にして、複合的な

Bioinformatics解析手法の有効性と妥当性の検証を行った。 

 

1-3. その他活動 

ISO や JIS 等の国内外の性能評価試験方法や新しい評

価方法の確立に向けた検討を推進するため、光触媒工業

会や一般社団法人抗菌製品技術協議会と協力をしながら

活動している。 

 

2. 2025年度の研究成果 
 各項目の研究成果は以下のとおりである。 

 

2-1. 各種相談に応じた性能評価の提供 

各種規格に合わせた性能評価方法を提供し、様々な企

業の製品開発の支援を行った。新型コロナウイルスの感

染が落ち着いた後も継続して抗菌・抗ウイルス加工製品

の研究開発を進めている企業や研究機関も多く、また通

常の規格試験では対応できない加工品の相談への対応に

注力することが出来た。今後も性能評価サービスの提供

を続けることで、研究開発支援に取り組みを続けていく

予定である。 

 

2-2. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み 

2-2-1. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み(感染症) 

2-2-1-1. バイオフィルム形成に対する液剤の評価方法の

検討 

 抗バイオフィルム活性評価試験として、2023 年に ISO 

4768 が制定されている。この方法は平板状の加工品を菌

液中に一定時間静置後、形成されたバイオフィルムを染



色、ぬぐい取った液の吸光度測定により抗バイオフィル

ム活性を確認する方法である。この ISO 4768 では加工品

の取り扱いを簡便にするために、ガラス板に貼り付ける

方法がとられている。一方で、バイオフィルム中の生菌

数の確認やよりハンドリングのしやすい手法の検討を行

ってきており、磁石でガラス板に貼り付ける手法を開発

してきた。本検討ではこの手法を用いて、液剤による抗

バイオフィルム活性を生菌数測定の観点から検討した。

細菌株は齲蝕（虫歯）の代表的な原因菌である

Streptococcus mutans を用いた。試験片とガラス板の間を

磁石で貼り付けた点、培養条件等は異なるが、基本的な

手法は ISO 4768 に沿って行った。バイオフィルム形成後

に、液剤に所定時間浸漬、その後試験片のみを剥離し、

超音波処理及び振盪によりバイオフィルムを回収した。

その結果、生菌数の減少が認められた液剤及び認められ

なかった液剤が明らかとなった。また、浸漬時間が長く

なることで、生菌数の減少が認められた。このことから、

本検討では液剤に対して、生菌数測定という観点から抗

バイオフィルム活性を評価できる可能性を明らかとした。 

2-2-1-2. 新しいウイルスサンプラーの作成と性能評価

空間中に浮遊するウイルスが感染経路の一つとして知

られている。そのため、空間中に存在するウイルスを効

率よく捕捉、検出することが感染拡大を防ぐために重要

である。これまでに空間中のシステムの研究開発が進め

られてきているが、感度や携帯性等の課題を解決したシ

ステムの開発には至っていない。我々は、株式会社デン

ソーが研究を進めている小型のウイルスサンプラーにつ

いて共同研究を進め、ウイルス検出について評価を行っ

た。

グローブボックス内にウイルスサンプラーを設置した

上で、A 型インフルエンザウイルス液をグローブボック

ス内に噴霧した。噴霧方法はウイルスサンプラーの回収

口にネブライザーを極力近づけた状態（直接噴霧）及び

グローブボックス内のファンにネブライザーを近づけた

状態（空間噴霧）の 2 通りを行った。

その結果、直接噴霧及び空間噴霧のいずれについても、

噴霧したウイルス量に比例した捕集量が得られた。一方

で、捕集効率については直接噴霧が空間噴霧と比較して

高い傾向が得られた。 

今後も共同研究を進めて行き、製品化につなげていく

ための取組みを進めて行く予定である。 

2-2-2. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み(再生・細

胞医療)

 我々がこれまでに行ってきた MSC のシングルセル

RNA-seq 解析により、ロット間の状態の違いを明らかと

してきた。一方で、シングルセル RNA-seq 解析で得られ

たデータは更に多方面からの検証が必要である。そこで、

各種解析データを統合した Bioinformatics 解析の手法を

作成することで、より詳細に細胞の状態を明らかにする

ためのシステム構築を試みた。 

 まず、通常行われているシングルセル RNA-seq 解析手

法に沿って、クラスタリングを行い、そこから特徴的な

遺伝子群の抽出を行った。引き続いて、Pseudotime 解析

による遺伝子発現プロファイルを解析、細胞クラスター

の状態がどのように遷移していくか検討し、その結果か

ら、各細胞クラスターがどのような状態変化を行ってい

るか推測することが可能となった。 

更に、遺伝子発現解析に関してシングルセル RNA-seq

解析で得られたデータの信頼性や妥当性を確認するため

に、マイクロアレイ解析を行い、標的とした遺伝子群の

発現解析を行った。その結果、標的とする遺伝子群の発

現を確認することが出来た。 

最後に MSC の画像解析データをハイコンテントイメ

ージングシステムにより取得、AI を用いた詳細な検討を

行い、これまでに得られているデータと連動する方法に

ついて検討を行った。 

これらの一連の解析から、多面的な細胞評価が可能と

なる Bioinformatics 解析手法のワークフローを作成する

ことが出来、今後の研究開発において、MSC のみならず

様々な標的細胞に対する特徴づけや品質評価法に役立つ

と考える。 

2-2-3. 新たな評価方法の提供に向けた取り組み（創薬ク

ラスターキャンパス事業）

スタートアップ企業を始めとする多くの企業は再生細

胞等加工製品を始めとする創薬研究を行う上で、実験室

や機器類の整備が負担となっているケースが多く、この

状況をどのように解決するかが大きな課題であった。そ

の中で、2025 年度に厚生労働省より「創薬クラスターキ

ャンパス整備事業」の募集があった。そこで、上記課題

を解決すする研究場所の整備、高額機器を利用した細胞

解析のセミナーや規制情報に強い人材を育成するセミナ

ーを開催することを目的に本事業申請を検討した。また、

地域クラスターとして川崎市及び公益財団法人実中研の

3 機関で殿町地区における in vitro から in vivo までの研究

開発を可能とし、更に人材の育成を可能とする事業とし

て申請を行った。 

その結果、全機関で採択を受けることができ、具体的

な研究設備の整備、セミナーの準備にとりかかった。 

2-2-3-1. 研究施設の整備

研究施設の整備に関しては、殿町にある Research Gate 
Building 2（RGB2）の 3 階に慶應義塾大学の協力を得な

がら整備を進めた。施設はウイルスベクター等の利用や

様々な細胞株を用いる可能性を考慮して、バイオセーフ

ティ ーレベル 2、P2 の研究施設として整備を行った。

本施設で提供することができる機器や利用方法の詳細に

ついては、下記 URL を参照することで確認可能である。 

オープンラボ（KISTEC Bio Open Lab.）のご案内  - |

KISTEC｜(地独)神奈川県立産業技術総合研究所

（https://www.kistec.jp/r_and_d/bio-open-lab/）

2-2-3-2. 人材育成セミナーの開催

人材育成の場として、整備した機器を用いた人材育成

セミナーを開催した。本事業で整備したハイコンテント

イメージアナライザー及び qPCR を使用した細胞解析手

法について学ぶセミナーを開催した。用いた細胞は我々

が既にシングルセルRNA-seq 解析やその他の分子生物学

的な解析を行い、特性を明らかにしている間葉系間質細

胞である。受講者には実際に手を動かしてもらいながら、

実際の解析手法と特性との関連性を体験してもらった。

更に、人材育成セミナーとして弊所人材育成部と連携

して、細胞加工製品の開発について、各開発フェーズで

考慮すべき規制内容や情報のポイント、ベンチャー企業

の目線から研究開発で気を付けるべきポイント、レギュ

https://www.kistec.jp/r_and_d/bio-open-lab/


ラトリーサイエンスの視点から品質特性に関するポイン

トを学ぶ講座を開催した。昨年度開催の内容であるが、

詳細は下記 URL を参照することで確認可能である。 

 

細胞加工製品の開発設計ポイント - | KISTEC｜(地独)神

奈川県立産業技術総合研究所 

（https://www.kistec.jp/learn_cabinet/cellqc12025/） 

 

いずれのセミナーについても、参加者からのアンケー

トでは好評を得ることが出来た。次年度についても、引

き続きより良いセミナーを開催できるように進めていく

予定である。 

 

2-3. その他 

ISO や JIS 等の国内外の性能評価試験方法や新しい評

価方法の確立に向けた検討を推進、光触媒工業会や一般

社団法人抗菌製品技術協議会と協力をしながら標準化活

動を進めた。 

https://www.kistec.jp/learn_cabinet/cellqc12025/


ウイルスサンプラーによる空間中のウイルス捕集性能の評

価法開発 

 

「次世代ライフサイエンス技術開発」プロジェクト 

永井 武 

 

1. はじめに 

空間中に含まれる化学物質、微粒子及び微生物などの

空気質をコントロールすることは、人々の健康および安

全で快適な生活を守るためにも重要である。現在、空気

質のうち、有害なガス成分や二酸化炭素などのガス状成

分、PM2.5、花粉、黄砂などの微粒子および臭気を測定

できるセンサーは、実用化されており家電から工業製品

に至るまで広く実装されている。一方、昨今の新型コロ

ナウイルスによるパンデミックでは、空気中のウイルス

を検知することが技術的にも困難であった。そのため、

人が密に集る病院、公共機関、職場や家庭内に至るま

で、広く混乱が生じた。このようなことから、空気中の

ウイルスを特異的に検知する技術は、病原体による感染

拡大を未然に防ぎ、人々の生活を維持する上でも、非常

に有用であると考えられる。これまでも、研究段階で

は、エアサンプラーと PCR を組み合わせた系や、エアサ

ンプラーと抗体での検出を組み合わせた系などが報告さ

れているが、検出感度や特異性及び携帯性などにおいて

課題が多い。現在、株式会社デンソーが、アプタマーと

半導体センサーによる小型のウイルス検出器及び電荷チ

ャージ方式によるウイルスサンプラーを開発中である。

そこで、本研究では、株式会社デンソーと共同してサン

プラーによる空気中のウイルスを検出する評価法を検討

した。 

 

2. 材料と方法 

2-1 材料 

・ウイルス：Influenza A virus (H3N2) A/Hong Kong/8/68 株 

(A 型インフルエンザウイルス、ATCC VR-1679) 

・宿主細胞：MDCK 細胞（ATCC CCL-34） 

・増殖培地：E-MEM（非必須アミノ酸、抗生物質、

10%FBS を添加） 

・維持培地：E-MEM 

・グローブボックス：フロー型グローブボックス（サン

プラテック、G-1000S、375L） 

・ネブライザー：メッシュ式ネブライザー 

（オムロン、NE-U22） 

 

2-2 方法 

2-2-1 ウイルス液の調製 

 A 型インフルエンザウイルスの宿主細胞である MDCK

細胞を増殖培地を用いて、T-75 のフラスコで約 95%コン

フルエントまで培養する。培地を除去した後、維持培地

で洗浄後、インフルエンザウイルスを接種（moi = 0.01）

し、1 時間培養する。その後、維持培地を加え、約 4 日

間培養する。細胞変性効果が確認されたら、培地を回

収、遠心分離後、上清を回収しウイルス液として使用す

る。 

 

2-2-2 ウイルスの噴霧 

グローブボックスは、底面にシリカゲルを敷き詰めるこ

とで庫内の湿度を 9～12%に維持しておく。次に、2-2-1

で作製したウイルス液 1 ml を入れたネブライザー、ウイ

ルスサンプラー、アルミ缶及びウイルス液を図１に示す

グローブボックスに入れる。 

直接噴霧の場合は、エアサンプラーの吸引口に直接噴霧

する。一方、空間噴霧の場合は、庫内天井に設置したフ

ァンに向けて噴霧し、ファンを通じて庫内全体に緩やか

にウイルスを拡散させる（図 2）。 

 

図 1 グローブボックスの全景 

図 2 直接噴霧（左）と空間噴霧（右） 

ネブライザー 

サンプラー 

ファン 



噴霧終了後、ウイルス液の残液量を測り、実際噴霧に使

用したウイルス液量を計算する。 

 

2-2-3 サンプリング 

 サンプラーの捕集容器は直径 40 mm×高さ 90 mm の円

筒形で吸引ファンと放電電極、捕集電極を備えており、

捕集電極には 4 ml の捕集液が接している。吸引した空気

中のウイルスをコロナ放電で帯電させ、電気的に捕集電

極に引き寄せられる際に捕集液に回収される。サンプラ

ーのファンの風量は 40 L/min で、捕集時間は 10 分とし

た。 

 

2-2-4 ウイルス感染価の測定 

 インフルエンザウイルスの感染価はプラーク法によっ

て測定した。6 ウェルプレートに宿主細胞を約 95%コン

フルエントに培養し、そこへウイルスを回収した捕集液

および E-MEM で 10 倍の段階希釈をした希釈液をそれぞ

れ加える。1 時間培養後、寒天を加えた維持培地を重層

し、4 日間培養する。固定および染色を行い、現れたコ

ロニーの数からウイルスの感染価を計算する。 

 

3. 結果 

3-1 直接噴霧によるウイルスの捕集効率 

 ウイルスサンプラーの最大限の捕集性能を評価するた

め、直接噴霧での測定を行った。ネブライザーでウイル

ス液を噴霧している間、サンプラーを稼働させた。ウイ

ルス液は約 108 ～104 pfu/ml の各濃度に調製し、それぞれ

を噴霧に用いた。ウイルスを捕集した捕集液中の感染価

（pfu）をプラーク法で測定し、その結果を図 3 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 噴霧したウイルスの量に比例して捕集できることが明

らかとなった。また、得られた結果から、各噴霧での捕

集効率を下記の式で求めた。 

その結果、直接噴霧での捕集効率は、20～34％と高い性

能が示された。また、噴霧するウイルス濃度が高いほど

捕集効率は高くなる傾向が見られた（図 4）。 

 

3-2 空間噴霧でのウイルスの捕集効率 

 空間噴霧でのウイルスサンプラーの性能を評価するた

め、まずグローブボックス内にウイルス液を噴霧し、天

井設置のファンで拡散させた。噴霧後に、サンプラーを

10 分間稼働させ、400 L の空気の捕集を行った。グロー

ブボックスの庫内は、約 375 L であるため、全量を捕集

したこととなる。捕集液中のウイルス感染価は、3-1 と同

様にプラーク法にて測定した。その結果を図 5 に示す。

直接噴霧同様、噴霧したウイルス量に比例して捕集され

ていることが分かる。一方、空間噴霧での捕集効率は、

噴霧ウイルス量が増えると緩やかに低下する傾向が見ら

れた。捕集効率は、2～5％であった（図 6）。 

 

図 3 直接噴霧で捕集されたウイルスの感染価 

捕集されたウイルス（pfu） 

噴霧したウイルス（pfu） 
捕集効率（%）＝100× 

図 4 直接噴霧でのウイルスの捕集効率 

図 5 空間噴霧で捕集されたウイルスの感染価 

図 6 空間噴霧でのウイルスの捕集効率 



 

 上記の噴霧実験データは、N = 1 のものであり、測定の

ばらつきも重要となってくる。N = 4 または N = 5 での実

験結果を図 7 に示す。ばらつきは見られるものの、評価

系としては問題ない結果であった。 

 

 

4 今後の展望 

 ウイルスサンプラーによる空間中のウイルス捕集性能

を評価するための試験系を構築することができた。今回

使用した新規電荷チャージ方式のウイルスサンプラー

は、試作段階のものであり、製品化を進める段階でも引

き続き評価を通じて共同研究を続けていく予定である。 

 

 本研究は、株式会社デンソーとの共同研究として行

い、室内環境学会学術大会（2025）にて発表を行った 1。 
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図 7 捕集効率のばらつき 



 

 

Bioinformaticsによる再生医療等製品の細胞評価                 

             「次世代ライフサイエンス技術開発」プロジェクト 

                         河野 掌、石黒 斉 

 
1. はじめに 

近年、再生医療、創薬支援、安全性評価、疾患モデル

解析などの分野において、培養細胞を用いた機能評価の

重要性が高まっている。細胞の状態は、増殖、分化、成

熟、老化、ストレス応答、薬剤応答、細胞形態変化な

ど、多様な要素によって規定される。そのため、単一の

マーカーや一つの機能試験のみで細胞状態を十分に評価

することは困難であり、遺伝子発現情報、画像情報、機

能評価データを組み合わせて解釈することが重要であ

る。 

Single-cell RNA sequencing（single-cell RNA-seq）は、細

胞集団内に存在する不均一性を細胞レベルで評価できる

有用な手法である。クラスタリング解析やマーカー遺伝

子解析により、集団内に含まれる複数の細胞状態を可視

化できる。また、pseudotime 解析を用いることで、分

化、成熟、老化、ストレス応答などに伴う連続的な細胞

状態変化や分岐構造を推定することが可能である。一方

で、single-cell RNA-seq data には、解析コスト、サンプル

数、バッチ効果、ドロップアウト、細胞解離に伴うバイ

アス、解析結果の解釈の複雑さといった限界がある。そ

のため、single-cell RNA-seq 解析のみで細胞機能を判断す

るのではなく、microarray 解析、画像解析、機能評価デ

ータ、実験条件やロット情報などのメタデータと組み合

わせて解釈することが重要である。 

本研究では、再生医療等製品に関わる細胞評価への応

用を見据え、single-cell RNA-seq 解析、pseudotime解析、

microarray 解析、画像解析、機能評価データを組み合わ

せた Bioinformatics 解析ワークフローの検討を進めた 

（図 1）。既存の Linux 環境、R/Seurat、Python、R 

Markdown/Quarto を活用し、解析手順や出力結果を記録

しながら、細胞状態を多面的に評価する方法を検討し

た。さらに、microarray 解析を用いて、single-cell RNA-

seq 解析で得られた候補遺伝子やパスウェイの妥当性を確

認し、解析結果の再現性を評価した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 Bioinformatics 解析ワークフローの概要 

Single-cell RNA-seq、microarray、画像データ、機能評価デー

タ、メタデータを組み合わせて解析する流れを示す。Single-cell

解析および pseudotime解析により細胞状態や状態遷移を推定

し、microarray 解析により候補遺伝子・パスウェイの再現性を

検証する。さらに、画像特徴量解析および機能評価データと対

応付けることで、細胞状態や機能差を多面的に評価する。 

 

2. 実験と結果 

本研究では、細胞機能評価に用いる Bioinformatics 解析

手法として、single-cell RNA-seq data、microarray data、画

像データ、機能評価データ、メタデータを組み合わせて

解釈するための解析ワークフローを検討した。解析環境

として既存の Linux 環境を用い、FASTQ file、count 

matrix、画像データ、CSV 形式の機能評価データ、実験

条件やロット情報などのメタデータを整理した。解析に

は主に R および Python を用い、R Markdown または

Quarto により解析手順、入力データ、出力結果、図表を

記録し、解析過程の再現性を確認できるようにした。 

Single-cell RNA-seq 解析では、Cell Ranger 等により得

られた遺伝子発現行列を R に読み込み、Seurat を用いて

品質管理、正規化、次元削減、クラスタリング、細胞状

態の可視化を行った。品質管理では、検出遺伝子数、

UMI 数、ミトコンドリア遺伝子割合などを確認し、低品

質細胞を除外した。正規化後、PCA、UMAP、クラスタ

リングを実施し、細胞集団内に含まれる複数の細胞状態

を可視化した。 

さらに、FindAllMarkers を用いて各クラスタの特徴遺

伝子を抽出し、AddModuleScore、AUCell、GSVA などに

より、分化傾向、細胞周期、代謝状態、ストレス応答、

老化関連状態などの遺伝子セットスコアを算出した。複

数サンプルを扱う場合には、Seurat integration や 

Harmony を用いてバッチ効果を補正し、サンプル間で比

較可能な低次元空間を作成した。これにより、培養条

件、ロット差、分化誘導、薬剤応答などに伴う細胞状態



 

 

の違いを評価するための解析手順を整理した。 

 Pseudotime解析では、single-cell RNA-seq 解析で得られ

たクラスタ情報や低次元空間をもとに、Monocle3、

Slingshot などを用いて細胞状態遷移を推定した。

Pseudotime 解析により、細胞を遺伝子発現プロファイル

の類似性に基づいて連続的に配置し、分化、成熟、増殖

低下、老化様変化、ストレス応答などに関連する遺伝子

発現変化を評価した。これにより、細胞集団を単なるク

ラスタとして分類するだけでなく、状態変化の方向性や

分岐構造を推定することが可能である（図 2）。 

 

図 2 Single-cell RNA-seq解析および pseudotime解析による細

胞状態評価 

Single-cell RNA-seq dataを Seurat/Scanpy により解析し、UMAP

上で細胞集団構造を可視化。各集団を特徴づけ、Monocle3また

は Slingshot を用いた pseudotime解析により、細胞状態の連続的

変化や分岐構造を推定する。 

 

また、市販のヒト間葉系間質細胞（MSC） 4 ロットに

ついて、single-cell RNA-seq 解析で得られた細胞状態や遺

伝子発現変化の妥当性を確認するため、microarray 解析

を用いた検証を行った。Single-cell RNA-seq 解析は、細

胞集団内の不均一性や細胞状態を高解像度に評価できる

一方で、サンプル数、ドロップアウト、バッチ効果、細

胞解離に伴うバイアスなどの影響を受ける。そのため、

本研究では、single-cell RNA-seq 解析で抽出された遺伝

子群やパスウェイについて、microarray 解析により試料

全体の発現傾向として再現されるかを確認した。 

Microarray 解析では、発現変動遺伝子解析、GO 解析、

パスウェイ解析を行い、single-cell RNA-seq 解析で示唆さ

れた細胞周期、分化関連経路、代謝状態、ストレス応

答、細胞外マトリックス関連経路などの変化を検証し

た。その結果、single-cell RNA-seq 解析で得られた候補遺

伝子や経路変化の一部は microarray 解析においても確認

され、解析結果の妥当性を支持する結果が得られた。一

方で、microarray 解析単独では細胞集団全体の平均的な

発現変化を反映するため、次元圧縮により細胞集団内の

不均一性や少数細胞集団の寄与を直接捉えることは困難

であった （図 3）。 

 

 

 

 

図 3 Single-cell RNA-seq 解析結果の microarray 解析による検

証 

市販ヒト MSC 4 ロットを対象として、single-cell RNA-seq 解析

により各ロットの細胞状態分布を可視化し、同一試料の 

microarray 解析によりロット間の発現傾向を比較した。Single-

cell RNA-seq 解析で示唆された細胞状態の違いの一部は、

microarray 解析における試料全体の発現傾向としても確認され

た。 

 

画像解析では、Revvity 社の Operetta CLS を用いて、高

解像度の明視野画像および染色画像を取得し、Harmony 

software により AI を用いた細胞核数の計測、細胞形態、

細胞面積、細胞密度、伸展性、染色強度、陽性領域、構

造パターンなどの画像特徴量を定量化した。一例とし

て、AI 処理により同定された細胞核の様子（図 4 左）

と、MSC 4 ロットにおける培養日数による核数の変化

（図 4 右）を示す。 

 

図 4 画像解析による細胞核検出および核数変化の定量 

 

得られた画像解析結果は CSV形式で出力し、R または 

Python を用いて single-cell RNA-seq 解析結果や機能評価

データと対応付けた。R では tidyverse、ggplot2、

pheatmap、ComplexHeatmap などを用いて、画像特徴量、

遺伝子発現スコア、細胞状態、機能評価結果との関係を

可視化した。Python では pandas、numpy、matplotlib など

を用い、データ整形、統計解析、可視化を行った。 



 

 

 

図 5 画像解析による細胞形態および機能評価 

画像特徴量を single-cell RNA-seq 解析結果、機能評価データと

対応付けることで、細胞状態を多面的に評価できる可能性が示

された。 

 

これらの解析を通じて、single-cell RNA-seq data、

pseudotime 解析結果、microarray 解析結果、画像特徴量、

機能評価データ、メタデータを組み合わせて解釈する 

Bioinformatics 解析ワークフローの有用性を確認した。具

体的には、細胞集団内の不均一性、細胞状態の連続的変

化、画像上の形態変化、増殖・分化・老化・薬剤応答な

どの機能評価結果を対応付けることで、細胞状態を多面

的に評価できる可能性が示された。 

また、本研究の解析手法をもとに、受託解析や、

KISTEC 内外の研究者・技術者を対象とした教育講座お

よびオープンラボ（図 6）への展開を進めた。講座で

は、細胞培養実験、Linux や R 環境でのデータ管理、

single-cell RNA-seq 解析、pseudotime 解析、microarray 解

析、画像解析、統合解析の概要を紹介し、手技だけでな

く Bioinformatics 解析技術の普及と人材育成を図った。 

 

図 6  RGB2 3F に整備した KISTEC Bio Open Lab. 

 

3. 考察及び今後の展望 

本研究により、細胞機能評価においては、個別の実験

データを単独で解釈するのではなく、single-cell RNA-seq

解析、pseudotime 解析、microarray 解析、画像解析、機能

評価データ、メタデータを組み合わせて評価することが

重要であることが示された。特に、Linux 環境を基盤と

し、R/Seurat および Python を用いることで、解析手順を

記録しながら、再現性を意識した Bioinformatics 解析を進

めることができた。 

Single-cell RNA-seq 解析は、細胞集団内の不均一性や

細胞状態を高解像度に評価できる点で有用である。一方

で、解析コスト、サンプル数、バッチ効果、ドロップア

ウト、細胞解離に伴うバイアス、解釈の複雑さといった

限界を有する。そのため、single-cell RNA-seq 解析で得ら

れた結果は、microarray 解析、画像解析、機能評価デー

タと対応付けて解釈する必要がある。 

Microarray 解析は、細胞集団全体の平均的な発現変化

を反映するため、single-cell RNA-seq 解析のように細胞ご

との不均一性を直接評価することはできない。一方で、

多検体を比較的安定して解析できる利点があり、single-

cell RNA-seq 解析で得られた候補遺伝子やパスウェイの

再現性を確認する検証手段として有用である。本研究で

は、single-cell RNA-seq 解析を探索的解析として用い、細

胞集団内の不均一性や細胞状態を抽出した。そのうえ

で、microarray 解析により、これらの変化が試料全体の

遺伝子発現傾向としても確認できるかを検証した。 

Pseudotime解析は、single-cell RNA-seq data から細胞状

態の連続的変化や分岐を推定する有用な手法である。分

化、成熟、老化、ストレス応答などの過程を理解するた

めの仮説生成に役立つ一方で、pseudotime は実際の時間

経過を直接示すものではない。開始点の設定、解析手

法、クラスタリング、サンプル構成に影響を受けるた

め、時系列実験、機能試験、画像解析、qPCR、免疫染色

などによる検証が必要である。 

今後は、今回検討した Bioinformatics 解析手順をさらに

整理し、細胞種や評価目的に応じて柔軟に適用可能な解

析ワークフローとして体系化することを目指す。具体的

には、single-cell RNA-seq 解析では Seurat および Harmony 

software を用いた品質管理・統合解析、pseudotime 解析で

は Monocle3や Slingshot を用いた細胞状態遷移解析、

microarray 解析では発現変動遺伝子解析およびパスウェ

イ解析による検証、画像解析では明視野画像および染色

画像から得られる特徴量解析を組み合わせる。さらに、

R Markdownや Quarto を用いて解析過程を記録し、共同

研究や技術支援に利用可能な解析レポートとして整備す

ることを目指す。 

本解析ワークフローは、特定の細胞種に限定されず、

iPS 細胞由来分化細胞、間葉系間質細胞、免疫細胞、疾

患モデル細胞、創薬スクリーニング系、安全性評価系な

ど、幅広い細胞評価へ応用可能である。今後は更なるデ

ータの蓄積を通して細胞製品の品質評価に資する解析基

盤としての機能を強化、また教育講座やオープンラボを

通じて Bioinformatics 解析技術、single-cell RNA-seq 解

析、pseudotime 解析、microarray 解析、画像解析、統合解

析を外部へ展開し、共同研究の創出、人材育成、技術普

及を進める。 

これにより、KISTEC における Bioinformatics 支援およ

び細胞機能評価技術の高度化を図るとともに、再生医

療、創薬支援、安全性評価、疾患モデル解析に資する汎

用的な解析手法としての展開が期待される。 
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バイオフィルムに対する液剤の効力評価方法の検討 

 

「次世代ライフサイエンス技術開発」プロジェクト 

 小林 慶一、永井 武、河野 掌、石黒 斉 

 

1. はじめに 

 歯の表面の歯垢（プラーク）や、台所、浴室・浴槽の内

壁などでの「ぬめり」の正体はバイオフィルムである。バ

イオフィルムとは、細菌等の微生物やそれらが分泌する多

糖類やタンパク質などの細胞外高分子物質が集合して形

成される膜状の構造体である。細菌等がバイオフィルムを

形成すると、薬剤に対しての耐性が上がり、汚染・感染源

として問題となることもあることから、バイオフィルム対

策は医療・歯科分野、食品・日用品分野など、各種分野で

近年注目されている。 

KISTEC では、2023 年 7 月に制定・発行された ISO 4768 

(Measurement method of anti-biofilm activity on plastic and 

other non-porous surfaces)1)を基にした抗バイオフィルム活

性評価試験の受託試験サービスを提供している。ISO 4768

は、プラスチックやガラス、金属等の非多孔質の平板状の

試験片表面への、表皮ブドウ球菌が形成するバイオフィル

ムの「付着しにくさ」の評価試験方法を規定した規格であ

る。しかし、実際に抗バイオフィルム活性評価試験の相談

を受ける研究開発段階のサンプルや材料の形状・性質、標

的として希望する微生物等の種類、更には活性として評価

を希望する観点（付着しにくさ、発生後の物理的な除去率、

バイオフィルム中の生菌数など）は案件ごとに様々である。

これらの案件に対しても、KISTEC では規格を参考に適し

た方法を考案・提案し、可能な限り対応に努めている。そ

の一環として、我々は米国試験材料協会の試験規格 3)のよ

うな専用のリアクター等を用いず、磁石を用いた簡便な試

験片の固定によるバイオフィルム中の生菌数評価方法 3)

の開発を検討している。本稿では、当該評価法を利用した

生菌数評価による、バイオフィルムに対する液剤の効力評

価方法の検討の一部を報告する。 

 

2. 実験と結果 

 前述のとおり歯の表面のプラークもバイオフィルムの

一種であり、洗口液（マウスウォッシュ）や液体歯磨

（デンタルリンス）などの市販の口腔ケア用品が液剤と

して安価かつ容易に入手できることから、これらを液剤

として用いた試験系をモデル実験として採用した。 

 

(1) 材料と方法 

(1)-1 使用菌株と液剤試料 

 バ イ オ フ ィ ル ム を 形 成 さ せ る 菌 と し て 、

Streptococcus mutans NBRC 13955 を使用した。S. mutans は

口腔内等に存在する通性嫌気性菌で、齲蝕（虫歯）の代表

的な原因菌として知られている。スクロースを基質として

S. mutans が多糖体のグルカンを生成し、これが虫歯の原

因となるプラークを形成していく。 

液剤試料としては、成分

にイソプロピルメチルフェ

ノール（IPMP）（図 1）を含

んでいない市販品の洗口液

（以下、「液剤 1」とする）、

IPMP を含んでいる市販品

の液体歯磨（以下、「液剤

2」とする）、そして対照試

料としてリン酸緩衝生理

食塩水（PBS）を使用した。IPMP はプラスにもマイナス

にも電荷を帯びない非イオン性の化合物であり、マイナス

に帯電しているバイオフィルム表面に吸着されずにその

内部まで浸透することができることから、バイオフィルム

に対しても有効な薬剤として知られている。今回はモデル

実験による評価方法の検証が目的であるため、予め明確な

差異が期待でき、その差異が検出・評価できるか否かの系

となることを主眼にこれら 2 種の市販品を液剤試料とし

て選定した。 

 

(1)-2 バイオフィルム形成 

 S. mutans NBRC 13955が 105 cfu/mL程度となるように調

整した、0.5%スクロースを含む BHI（Brain Heart Infusion）

液体培地 20 mL を滅菌済み容器に注ぎ、その中へ試験片

として 30 mm×30 mm サイズのガラス板を以前報告した

方法 3)、すなわち磁石を利用した方法で基材に固定したう

えで浸し、37°C、24 時間の嫌気培養をしてバイオフィル

ムを形成させた（図 2）。 

 

 

 

(1)-3 液剤試料との反応とバイオフィルムの回収 

 上記 2. (1)-2 でバイオフィルムを形成させた後、滅菌水

図 1 イソプロピルメチル 

フェノール（IPMP） 

図 2 試験片の固定とバイオフィルム形成方法の概要 

磁石を利用し、スライドさせることで簡単に外せるように試験片

を基材に固定（写真左）し、BHI液体培地で調製した菌液に浸し
静置培養した。 



約 200 mL で各試験片を基材ごと穏やかに濯ぎ、新たな滅

菌済み容器に移した。その後、液剤試料をそれぞれ 20 mL

ずつ注ぎ、室温で 30 秒間または 5 分間静置地した。所定

時間静置後、再び滅菌水約

200 mL で各試験片を基材

ごと穏やかに濯ぎ、試験

片の縁をピンセットで軽

く押し、磁石をスライド

させることにより試験片

の表面を傷つけることな

く、試験片だけを剥がし

新たな滅菌済み容器に

移した（図 3）。そこへ

PBS 20 mL を注ぎ、超音波洗浄器（40 kHz）を利用して 5

分間超音波処理を行い、その後往復振盪（90 rpm、2 分）

でよく撹拌し、試験片表面のバイオフィルムを回収した。 

 

(1)-4 バイオフィルムおよび培地中の生菌数計測 

 上記(1)-3のとおり 20 mLの PBSで回収したバイオフィ

ルム液を用いて 10 倍の希釈系列を作製し、TSY（Tryptone 

Soy Yeast extract）寒天培地に塗抹し、37°C、24 時間の嫌気

培養を行った。培養後、出現したコロニー数をカウントし、

生菌数を算出した。また、バイオフィルム形成のための培

養後の培地についても同様に希釈系列を作製し、生菌数を

算出した。 

 

(2) 結果 

 対照試料、液剤 1 及び液剤 2 でそれぞれ所定時間浸漬

し、回収したバイオフィルム中の生菌数を計測した結果（n 

= 3）を表 1、その生菌数を対数値に変換した結果を図 4 に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 及び図 4 に示すとおり、液剤 1 に浸漬した場合のバイ

オフィルム中の生菌数は、5 分間浸漬した場合でも PBS に

浸漬した場合とほぼ変わらなかったのに対し、液剤 2 に浸

漬した場合の生菌数は PBSに浸漬した場合に比べ 30秒間

で 96.8%（約 2log CFU/sample）、5 分間では 99.9%（約 3log 

CFU/sample）減少していた。これらの生菌数の差は目視で

も明確に観察された（図 5）。なお、バイオフィルム形成の

ための培養後の培地は、目視観察において菌の凝集等変わ

った様子を示したものはどの試験回にも無く、また培地中

の生菌数もどれも 107 cfu/mL台の同程度となっていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 考察及び今後の展望 

液剤 1 には殺菌剤として塩化セチルピリジニウム

（CPC）（図 6）が含まれているが、CPC はカチオン性の

化合物（プラスの電荷を帯びる化合物）であるため、バイ

オフィルム表面に吸着

し、表層の菌には作用す

るものの、その内部まで

浸透して作用すること

ができず、成分として

IPMPを含む液剤 2ほど

生菌数が減少しないと

予想される。結果に示

すとおり、この予想と一致する評価結果が得られた。すな

わち、液剤 1 と液剤 2 との間でのバイオフィルムに対する

効力の差が生じていることを、磁石により試験片を固定す

る本試験系で捉えることができた。 

既存の手法 2)で評価した場合の結果との比較など、検証

することが望ましいと思われる点はまだあるが、今回のモ

デル実験を通して、磁石を用いた試験片の固定による生菌

数評価が、バイオフィルムに対する液剤の効力評価に応用

できる可能性を示すことができた。今後も抗バイオフィル

ム性能評価試験に限らず、抗微生物性能評価の受託試験と

して請けられる範囲拡張のための試行や検証を進めてい

く予定である。 
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表1　バイオフィルム中の生菌数

浸漬30秒 浸漬5分

生菌数（cfu/sample)

PBS 2.2×10
8

4.5×10
8

試料名

液剤1 1.9×10
8

2.4×10
8

液剤2 7.0×10
6

4.1×10
5

図 6 塩化セチルピリジニウム 

（CPC） 
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