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研究成果の概要（和文）：びまん性軸索損傷は頭部に強制的な回転運動が加わり，その慣性力に

よるひずみやひずみ速度が原因であるといわれているが，神経損傷を引き起こすひずみやひず

み速度の閾値が解明されていない等，力学的入力と神経損傷の定量的な関連性は未だ不明瞭な

部分が多い．本研究では，培養神経細胞に一軸引張ひずみを負荷可能な装置を製作し，一軸引

張ひずみに対する PC12 細胞の形態変化を経時的に観察した．ひずみの負荷直後における神経

細胞損傷は，負荷されるひずみの大きさに依存することが示された．また，ひずみ負荷後に時

間が経過すると共に神経細胞に二次的な損傷が生じ，その損傷度合いは，経過時間と，負荷さ

れたひずみの大きさに依存することが示された． 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, impact tolerance of PC12 cells for stretch was 
evaluated. PC12 cells were exposed to three different stretches. Then, the length of 
neurites, the number of neurites, the number of swellings which are the morphological 
hallmarks of pathology in traumatic brain injury and lead to the disconnection of neurons 
resulting in neuronal death, and the number of cell bodies in PC12 cells from 5 min to 
24 hours after exposure to stretch were measured using microscope. As a result, the 
neurites and the cell bodies were decreased, and the swellings were increased 
time-dependently after the exposure. These results suggest that production of neurite 
swelling and neuronal death correlate with time course after the exposure of stretch. 
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１．研究開始当初の背景 
 外傷性脳損傷の発生メカニズム解明のた
めの研究はこれまでにも広く行われており，
なかでも近年死因として注目されているび

ま ん 性 軸 索 損 傷 （ Diffuse Axonal 
Injury:DAI）は診断が困難で見過ごされる場
合も多いことから，発生を予測することが救
命医療や法医学的診断上の課題となってい
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る． 
 DAI は頭部に強制的な回転運動が加わり，
その慣性力によるひずみやひずみ速度が原
因であるといわれているが，神経損傷を引き
起こすひずみやひずみ速度の閾値が解明さ
れていない等，力学的入力と神経損傷の定量
的な関連性は未だ不明瞭な部分が多い． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，まず所望のひずみを培養神経
細胞に負荷可能な装置を製作し，ひずみとひ
ずみ速度の出力関係について検討する．次に
本装置を用いて培養神経細胞 PC12 にひずみ
を負荷し，神経損傷を経時的に観察すること
で，力学的入力直後の損傷とその発達につい
て評価する． 
 
３．研究の方法 
(1) 衝撃ひずみ負荷装置の開発 
 本実験で用いられる装置は，エアコンプレ
ッサ，ファンクションジェネレータ，電磁弁，
ひずみチャンバにより構成される(図 1)．大
気圧とエアコンプレッサにより圧縮された
空気を電磁弁で切り替えることにより，ひず
みチャンバに圧力を負荷する．電磁弁の切り
替えはファンクションジェネレータにより
制御される．ひずみチャンバには PDMS(ポリ
ジメチルシロキサン)製の細胞培養ディッシ
ュが内蔵されており，このディッシュに圧力
を負荷することで，細胞培養面にひずみを発
生させる．また，ディッシュの培養面の形状
を変更することで，与えるひずみの種類を変
更できる．本研究では横幅 2[mm]，長さ 26[mm]
の長方形の培養面形状を採用し，横幅方向の
みの一軸引張りひずみを負荷する． 
 

 
(2) 細胞培養面の変位計測 
本装置の圧力制御部における入力圧力の大
きさおよび持続時間と，細胞培養面に生じる
ひずみおよびひずみ速度の関係を検討した．
変位計測にはレーザ変位計を使用し，細胞培
養面中央部の鉛直変位を計測した．横幅方向
の１軸公称ひずみは，式(1)，(2)より求まる． 
は長方形の横幅の長さ， は培養面中央部の
鉛直変位である． が の 2分の 1以下の場合

には式(1)を，2 分の 1 以上の場合には式(2)
を用いる．入力圧力の大きさは 100，150[kPa]，
入力圧力の持続時間は 10–50[ms]とした．ま
た，細胞培養面中央部の鉛直変位をレーザ変
位計を用いてサンプリング周波数 5000Hz で
計測した．ひずみは式(1)，(2)より計算し，
ひずみ速度は単位時間あたりのひずみ増分
として計算した． 
 

0.1
4

4sin
4

4
22

1
22

−







+
+

= −

δ
δ

δ
δε

w
w

w
w

  

    

(1) 

 

0.1
4

4sin
4

4
22

1
22

−















+
−

+
= −

δ
δπ

δ
δε

w
w

w
w

    

(2) 

 
(3) 衝撃ひずみ負荷実験 
 前述した装置を用いて PC12 に一軸引張ひ
ずみを負荷し，細胞形態の経時的変化を検討
した．負荷条件を Table 1に示す．それぞれ
の負荷条件に対して実験前，実験 5分後，1，
3，24 時間後に位相差顕微鏡で細胞画像を取
得した．損傷の経時的な変化を詳細に観察す
るため，実験 5分後以降は同一細胞群を追跡
して観察を行った．取得した画像から，画像
解析ソフト Image J を用いて，神経突起の長
さ，本数，神経突起に生じた瘤の数，細胞体
の数を計測した． 
 
Table 1 衝撃ひずみ負荷条件 

 ひ ず み

[ % ]  

ひ ず み 速 度

[ s - 1 ]  

C o n t r o l  0  0  

L o w  1 5  3 0  

M i d d l e  3 0  4 0  

H i g h  1 0 0  8 0  

 
４．研究成果 
(1) 装置の入出力関係 
 入力圧力の各大きさにおける持続時間と
ひずみおよびひずみ速度の関係を Fig.2に示
す．ここで，ひずみ及びひずみ速度は細胞培
養面のひずみ及びひずみ速度の経時的変化
の最大値と定義した．入力圧力の大きさ，持
続時間の増加に伴い，ひずみ及びひずみ速度
は増加し，ひずみ：15–100[%]，ひずみ速度：
30–80[s-1]の出力範囲を得た．先行研究にお
いて，軸索は 65[%]以下のひずみでは断裂を



 

 

生じないこと，脳損傷を生じるとされるひず
み速度は 10[s-1]以上であるという報告から，
本実験で使用する装置の出力範囲は，神経が
損傷を生じるとされるひずみ及びひずみ速
度を広範囲に再現可能であるため，本装置は
神経細胞の耐性評価に適した実験装置であ
ると言える． 
 
(2) 顕微鏡観察 
 ひずみ負荷前の PC12 細胞では，細胞体か
ら伸びている神経突起にほとんど瘤は認め
られなかったが，ひずみ負荷後の神経突起に
は瘤が観察され，1 本の神経突起に複数の瘤
が観察された PC12細胞も認められた．また，
Middle，Highの 2 条件において，ひずみ負荷
3 時間後と 24時間後の間で神経突起，細胞体
の消失が観察された． 
 
(3) 細胞形態計測 
 一軸引張ひずみを負荷した PC12 細胞の神
経突起の長さの負荷前に対する割合を比較
した．すべての負荷条件において，ひずみ負
荷前と比べて 24 時間後まで神経突起の長さ
に有意な増減は見られなかった．しかし，神
経突起の本数に着目すると，Low，Middle，
Highの 3 条件で，ひずみ負荷前と比べて，24
時間後に有意な減少が認められた．特に
Middleにおいて，ひずみ負荷後の神経突起の
本数に顕著な減少傾向が認められたが，他条
件と比較して大きな誤差も認められた． 
 神経突起 1[mm]における神経突起に生じた
瘤の数を図 2に示す．*は各観察時間で Steel 
testを用いた多重比較において，Controlと
比べて有意な差があること(p<0.05)を示す．
Control においては，すべての観察時間にお
いて僅かに瘤が観察されたものの，ひずみ負
荷前と比べて 24 時間後まで有意な増減は認
められなかった．しかし，Low，Middle，High
の 3条件では，ひずみ負荷後に瘤の数は有意
に増加した．また，Low，Middle，Highでは，
負荷 5 分後から瘤の数は増加し始め，3 時間
後まで緩やかに増加した．その後，24 時間後
においては，3 時間後の値を維持した．さら
に，負荷したひずみが大きいほど多数の瘤が
認められた． 
 

図 2 神経突起に生じた瘤の数 

 細胞体の数の負荷前に対する割合を図 3に
示す．*は各観察時間で Steel testを用いた
多重比較において，Control と比べて有意な
差があること(p<0.05)を示す．Control にお
いては，ひずみ負荷前と比べて，24時間後ま
でに細胞体の数に有意な増減は認められな
かった．しかし，Middle，High の 2 条件では，
ひずみ負荷により細胞体の数は有意に減少
した．また，その減少は時間経過と共に亢進
し，負荷したひずみが大きいほど，細胞体の
数の減少の割合は大きかった． 
 

図 3 神経細胞の数の負荷前に対する割合 
 
 以上の結果から，ひずみの負荷直後におけ
る神経細胞損傷は，負荷されるひずみの大き
さに依存することが示された．また，ひずみ
負荷後に時間が経過すると共に神経細胞に
二次的な損傷が生じ，その損傷度合いは，経
過時間と，負荷されたひずみの大きさに依存
することが示された． 
 今後，さらに実際に近い環境（グリア細胞
と混合環境で 3 次元的培養）で培養を行った
神経細胞を用いて実験を行う．また，PC12
以外の初代培養細胞も用いて実験を行う．よ
り正確に衝撃ひずみを神経細胞に負荷する
ことで，外部衝撃と神経損傷のより詳細な関
係を明らかにする． 
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