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研究成果の概要（和文）：海馬由来の神経細胞（HT22細胞）に蛍光バイオセンサー(FRETプローブ)を組み込み、
1細胞ごとに1分間隔でJNKの活性を可視化し、定量化できる、時間的、空間的分解能のいい実験モデルを構築し
た。ライブセルイメージングデータから細胞核を自動的に認識・追跡し、定量化ができるオートトラッキングプ
ログラムを開発した。細胞が酸化ストレスを受けて、JNKの活性化が先行し、細胞が死ぬという、JNKと細胞死の
関連性を明らかにした。JNKの活性化に可逆性があり、制御により細胞の生存率は上昇した。さらに時系列解
析、数理モデル解析、相互情報量解析などシステム生物学の分野の研究、幹細胞を用いた再生治療の研究を進め
た。

研究成果の概要（英文）：By incorporating a fluorescent biosensor (FRET probe) into 
hippocampus-derived neurons (HT22 cells), we established an experimental model with good temporal 
and spatial resolution that can visualize and quantify JNK activity at one-minute intervals for each
 cell. We developed an auto-tracking program that can automatically detect, track, and quantify cell
 nuclei from live cell imaging data. We clarified the relationship between the precedence of JNK 
activation and subsequent cell death, and confirmed the reversibility of JNK activation. We also 
advanced research in the field of system biology such as time-series analysis, mathematical model 
analysis, mutual information analysis, and research on regenerative therapy using stem cells.

研究分野： 脳神経外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレスから細胞死へ至るシグナル伝達経路にはＭＡＰキナーゼの活性化が重要な役割を演じており、治療
のターゲットの一つと考えられている。酸化ストレスによる神経細胞死は、脳梗塞をはじめとする急性脳障害だ
けでなく認知症などの慢性脳障害の原因の一つとみなされており、新規治療薬の開発が期待されている。本研究
で開発した画像解析システムは、移動して分裂する細胞の核を自動で追随し、蛍光強度を定量化する手法で、他
の浮遊細胞にも適応可能であり、汎用性は非常に高い。研究成果は、培養細胞の基礎的なものから、ヒトを対象
としたシステム生物学、解析手法、そして幹細胞移植の治験へと、基礎から理論、臨床への橋渡しとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
虚血による神経細胞死の機序で、酸化ストレスが重要な役割を果たしている。酸化ストレスを
うけると、細胞内に reactive oxygen species (ROS)が蓄積され、有害な現象がおこる。酸化ス
トレスによる細胞死において、シグナル伝達物：Mitogen-activated protein kinases (MAP キ
ナーゼ)の中で、c-Jun N-terminal kinase (JNK)が関与するといわれている。ラットの脳梗塞モ
デルでは、JNK の活性化が梗塞巣の周囲でみられ、JNK の活性を抑制すると梗塞巣の体積が減少
した。JNK をコントロールすることが、虚血による神経細胞死の治療のターゲットの一つと考え
られている。 
マウスの海馬由来の神経細胞、HT22 細胞は、酸化ストレスによる細胞死の in Vitro の実験モ
デルとして、これまで多くの研究で用いられてきた。グルタミン酸を負荷すると、4～8 時間で
ROS が蓄積し、8～12 時間で 80％以上の細胞が死ぬが、それぞれの細胞は異なるタイミングで死
に至っている。 
 ライブセルイメージングにより、細胞を生きた状態のままでシグナル伝達分子のダイナミッ
クな変化を継続的に見ることが可能になった。そのためのバイオセンサーの一つが蛍光共鳴エ
ネルギー移動（FRET：Fluorescence resonance energy transfer)を利用したプローブである。
この仕組みをもちいて、１細胞レベルでの MAP キナーゼの活性化をリアルタイムで捉えること
が可能になった。シグナル応答は短時間に起きる複雑で多様な現象であり、応答パターンが細胞
ごとに異なるため、培養細胞を用いた細胞内分子のライブセルイメージングが適している。 
 
２．研究の目的 
 細胞死のメカニズムにおいて、ライブイメージ技術を用いて、個々の細胞での MAP キナーゼの
活性化が、どのタイミングで起こり、どの段階まで可逆性があり、抑制可能であるのか、これが
本研究の「問い」である。 
 酸化ストレスをうけた神経細胞が、細胞死にいたるまでの過程での MAP キナーゼの活性化（リ
ン酸化）を可視化、定量化する時間的、空間的分解能の高い in vitro の実験系を確立する。「細
胞死への運命が決まる前に JNK の活性化が起きて、まだ可逆性がある」のか、それとも「既に細
胞死への不可逆的な状態に至ってから JNK の活性化が起きている」のか、JNK の活性化のタイミ
ング、可逆性の有無を知り、JNK の活性化と細胞死の関連性を解明し、細胞の生死の運命決定の
鍵を理解すること目的である。 
 
３．研究の方法 
JNK の活性化を反映する FRET プローブを組み込んだ HT22 細胞を作成した。蛍光顕微鏡を用い
て、細胞の形態学的変化と MAP キナーゼの活性化を、リアルタイムに観察した。細胞死の確定の
ための PI 染色の画像を撮影した。16 時間にわたり 1 分ごとに,1 細胞ごとの JNK の活性を測定
し、細胞の生死を判定し生存率を測定した。FRET ratio の画像は MetaMorph を用いて作成。1 度
の実験で 300～1000 個の細胞を観察し、細胞ごとに時系列データを取得した。オートトラッキン
グプログラムは、CellProfiler および Python を用いた。複数の強度の酸化ストレスで刺激した
際の JNK 活性のライブセルイメージングデータに対して定量的な画像解析法を適応し、シング
ルセルごとの時系列データを定量化した。 
 

刺激前 刺激後 6 時間 細胞死直前 細胞死後 

    

    

上段：細胞の形態学的変化と細胞死確定のための PI 染色（赤） 
下段：FRET 効率(FRET ratio)の画像（530nm の蛍光強度(FRET-YFP)/480nm の蛍光強度(CFP） 
 



 

 

４．研究成果 
（１） 蛍光バイオセンサーが安定発現した HT22 細胞の作成       
JNK（MAP キナーゼ）の活性化（リン酸化）をモニタ
ーすることができる FRET バイオセンサーを安定的
に発現した HT22 細胞の作成を行なった（FRET バイ
オセンサーは、京都大学青木一洋博士より分与）安
定発現株の作成には、PiggyBac Transposon Vector 
System を用いた。 
 
右図は、明視野画像および CFPチャ
ネルで撮影した蛍光画像を重ね合
わせたもの、プローブは核内のみ
に発現している。 
 
（２） 動く核を自動認識、追跡し・定量する画像解析システムの開発 
HT22 細胞は、突起を伸ばしたり縮めたりして、dish 上を遊走し、時に細胞分裂がみられた。そ
の移動距離は、核の大きさと比べて長く、複数の細胞が同じところを通過した。このため、関心
領域(ROI)を囲み、一定の場所の範囲内の蛍光強度をとらえるだけでは、定量化はできない。動
く、分裂する細胞を、1 細胞ごとに、動きに合わせて追跡し、その時々の細胞核の蛍光信号を自
動認識し、核内の領域から FRET および PI 染色による各波長の蛍光の強度読み取り、自動的に数
値として定量化するオートトラッキングプログラムを東京大学理学系研究科黒田研究室におい
て独自に作成した。蛍光プローブを発現した細胞の画像データから自動認識定量化に成功した。 

 
（３） JNK の活性を 1 細胞レベルで 1 分ごとの時系列データを取得 
酸化ストレスを与えてライブセルイメージングを行なった。様々な濃度のグルタミン濃度をも
用いて HT22 細胞を刺激し、HT22 細胞の核内での JNK 活性のライブセルイメージングデータを取
得した。HT22 細胞が、グルタミン酸刺激をうけて、細胞死にいたる過程で、JNK の活性化（リン
酸化）がどのようにおきているのか、FRET プローブを用いたライブイメージングにより 1 分ご
との詳細な時系列データを、1 細胞ごとに取得した。 
 

右図は代表的な細胞の JNK の活性（黒）と PI 染

色の結果（赤）。横軸は、時間(分)。10 分目にグ

ルタミン酸 10mM を投与した。JNK の活性を表す

Normalized FRET/CFP ratio が上昇し、488 分の

時点で蛍光が消失。496 分の時点で、PI 輝度が上

昇し陽性となる（細胞が死に PI が染色された瞬

間）。細胞死が生じる数時間前に JNK の活性化が

始まることが確認できた。JNK の活性化と細胞死

の関連性を明確に示した。 

  

                               

            

                

               

                

                

     

        

            

                 
       

              



 

 

 
（４） JNK の活性化の可逆性 
グルタミン酸 1mM の刺激の 1 細胞の結果。刺激後 1～2 時間の早いタイミングで JNK 活性化が見
られ、その後、不活化された。一部の細胞では、一過性の JNK の活性化と不活性化がみられた。
強力なラジカルスカベンジャーである MCI186 を、グルタミン酸 10mM 刺激前に投与したところ、
一部の細胞で JNK の活性が抑制されたことが観察された。 

 
図：JNK 活性化の可逆性(1mM)               図:MCI186 投与時 
 

 
（５） 薬剤による細胞死抑制効果 
グルタミン酸 3mM 刺激では、阻害剤 JNK Inhibitor Ⅷにより細胞死抑制効果がみられた。強力
なラジカルスカベンジャーである MCI186 を、グルタミン酸の刺激前に投与したところ、細胞死
が大幅に抑制された。下記は、それぞれの細胞の生存曲線。 
 

  



 

 

（６） ヒトにおける糖負荷試験後の時系列データ解析 
① 健康なヒトが糖を摂取した後に、繰り返し採血

し、血中代謝物およびホルモンの時系列データを
取得した。数理モデルを作成して、糖を投与した
後の血糖値、ホルモン値の変動を予想し、合理的
に制御する方法を示す論文を出版した。 
（npj systems biology and applications 2019） 

② 代謝物とホルモンの時間パターンに、 
1)大きさや早さなどの時間成分 
2)個人間の時間パターンの類似性 
3)個人間の大小関係の時間変化 
4)分子間の時間パターンの類似性 
の４つの指標があることを示した。 
（npj systems biology and applications 2021） 

③ ベルギーの Sarah-Maria Fendt 研究室と共同研究の結果、「脂肪の多い食事をしたマウ
スは、糖を飲んだ後、乳酸値の上昇が高かった。ヒトでも、太めのヒトの方が 糖を飲
んだ後、乳酸値の上昇が大きい傾向がある」ことを示した。培養細胞、マウスのデータ
とともに、高脂肪食と肝細胞癌の発生機序の関連を示した論文を出版した。 
(Cancer research 2021) 

④ 中央大学理工学部物理学科との共同研究の結果、テンソル分解を用いて、これらのデー
タを解析することで、短時間で、偏りのなく生物学的特徴を抽出することができること
を示した論文を出版した。(PLOS ONE 2023) 
 

（７） 顔面神経と筋肉の情報理論解析 
神経鞘腫術中モニタリングのデータから、「顔の神経
と筋肉の間で、どれだけ正確に情報のやりとりがで
きるのか？」という相互情報量を計算し、生体内の
筋肉は各筋細胞よりも正確に応答していることを示
しめし、「細胞間変動によって組織としてはかえって
正確な応答制御が可能になる：応答多様性効果」に
ついての論文を出版した。（Cell Reports 2020） 
 
 
 
 

（８） 低糖質食事法及びレジスタンス運動 
企業と共同研究を進め、ヒトに低糖質食事法およびレジスタンス運動の併用介入により
身体組成および血中代謝物・ホルモン濃度に与える影響を解明した。(体力科学 2019) 
 

（９） 細胞治療による運動機能の改善  
バイオベンチャー企業が主導した慢性期外傷性脳損傷に対して幹細胞移植を行った国
際共同治験に参加し中間評価の論文を出版した。（Neurology 2021) 
治療成績を日本脳神経外科総会シンポジウム、日本分子脳外科学会で報告した。中枢神
経への幹細胞移植におけるリハビリテーションの役割について、日本神経理学療法学術
大会でランチョンセミナーを行った。中枢神経への幹細胞移植における運動評価方法に
ついて脳神経外科総会で発表を行った。慢性期頭部外傷患者に対する他家骨髄由来間葉
系間質細胞の脳内投与の治験成績の運動機能の結果及び Neuro-QOLへの効果の事後解析
の結果を日本リハビリテーション医学会で発表した。 
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