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研究成果の概要（和文）： 

マウスまたはラット運動神経細胞のシナプス側と細胞体側を分離培養する系を改良するため、
シナプス側と細胞体側それぞれの培地条件を最適化した。マウス骨格筋抽出液を運動神経細胞
シナプス側へ添加することにより、マウス運動神経細胞のシナプス伸長が有意に促進された。
分離培養チャンバーを用いたヒトポリオウイルス（PV）受容体（hPVR）-トランスジェニック（Tg） 
マウス運動神経細胞培養系において、細胞体側から GFP 発現欠陥干渉 PV を感染させた場合に
は、感染 6 時間後には GFP 発現が確認されウイルス複製開始が認められたのに対し、シナプ
ス側から感染させた場合には、感染 24 時間後までは GFP 発現が確認されず、 48 時間後に初
めて GFP 発現が確認され、感染 48 時間後までにウイルス複製開始していることが明らかにな
った。この結果から、細胞体側からとシナプス側からの PV 感染には、感染効率に大きな差が
あるか、もしくは感染様式に質的な差がある可能性が示された。生細胞内での蛍光蛋白質の挙
動を 4 次元イメージングするための条件検討として、CO2 培養器付き共焦点レーザースキャン
顕微鏡を用い GFP発現細胞の蛍光観察を行った。培地を CO2 非依存培地に変更し密閉系で培養
することで、細胞の状態が良いまま顕微鏡下での長期培養が可能となった。しかし、レーザー
強度、ピンホールサイズ、Z 断面数等について条件を幅広く振り検討したが、検討したいずれ
の条件でも、長時間観察ではレーザーによる細胞ダメージを免れなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We were able to culture primary motor neurons from rat or mouse using dual 
chamber system.  It enabled us to culture the synapse side and cell body side in the 
different medium.  To improve the culture condition, we improved the condition of the 
medium.  The axonal elongation has improved by adding the extract of skeletal 
muscles from mouse.  We cultured motor neurons derived from human poliovirus (PV) 
receptor (hPVR) – transgenic (Tg) mouse on the dual chamber and added PV defective 
interfering particles coding GFP from the synapse side or the cell body side.  When 
the virus was added from the cell body side, expression of GFP was observed at six 
hours after the addition.  On the other hand, when the virus was added from the 
synapse side, expression of GFP had not been observed until twenty-four hours after 
the addition, while the expression was observed at forty-eight hours after the addition.  
These results suggest that the infection from the cell body side progresses differently 
to the infection from the synapse side.  Next, we tried to optimize the 
four-dimensional imaging system for live fluorescent-cells.  For long term culture 
under the microscope, we changed the medium into CO2 independent medium in a 
closed system.  This enabled cells to live longer under the microscope.  We tried 
various conditions of laser intensity, pinhole size, and number of Z slices for long term 
observation under the confocal laser microscope.  However, we could not optimize the 
conditions for the long term observation as long as the confocal laser microscope was 
used.   
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１．研究開始当初の背景 

ポリオウイルス（PV）は小児まひの病因ウ
イルスで、中枢神経系内で運動神経選択的に
感染し脱落させ、麻痺を生じさせる。骨格筋
へ投射している運動神経を経由して、骨格筋
から直接中枢神経系へ PV が侵入する神経経
路が存在することから、申請者らは PV の最
終ターゲットである運動神経での PV 感染モ
デルとしてこの経路に焦点をあて、これまで
に PV 運動神経軸索逆行性輸送機構を解明し
てきた。運動神経細胞での PV 脱殻に至る感
染初期過程をさらに解明することは PV の
複製機構を理解するために非常に重要であ
る。そのためには、in vivo で起こっている
シナプス側からの感染を運動神経初代細胞
培養系で再現し解析することが必須である。 

 

２．研究の目的 

運動神経初代培養細胞を、細胞体側とシナ
プス側に分けて分離培養する系を確立する。
そして、蛍光標識 PV を用いたリアルタイム
イメージング等により、どのようにして PV 

が軸索輸送されて脱殻の場へ到達し、脱殻を
開始するのか、を明らかにし、運動神経細胞
における PV 感染初期過程を解明する。また
同時に、シナプス側からの感染機構を解明す
ることにより、細胞体側からの感染との差異
および神経筋接合部位（NMJ）の有無がウイ
ルス取り込みへ及ぼす影響を明らかにし、従
来の PV 感染実験系により得られてきた結
果を検証すると同時に、非分離培養系では観
られない PV 感染時の運動神経細胞に特有
な性質を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

運動神経細胞の細胞体側とシナプス側を
同一平面上で分離して培養する技術（Taylor 
A.M., et al., Nature Methods, 2005）をも
とに、Polydimethylsiloxane (PDMS)デバイ
スを作製した（東京大学生産技術研究所の藤
井輝夫教授らとの共同研究）。ラットまたは
マウス胚から得た運動神経初代培養細胞を

細胞体側に播種し、軸索をシナプス側へ伸長
させた。 
運動神経細胞の分離培養系において運動神
経細胞を培養し、GFP発現 PV を細胞体側ま
たはシナプス側から感染後、細胞変性効果出
現の時間経過、ウイルス蛋白質の発現時間経
過を、共焦点レーザースキャン顕微鏡を用い
観察した。 
 
４．研究成果 
マウスまたはラット運動神経細胞のシナプ

ス側と細胞体側を分離培養する系を改良す
るため、シナプス側と細胞体側それぞれの培
地条件を最適化した。マウス骨格筋抽出液を
運動神経細胞シナプス側へ添加することに
より、マウス運動神経細胞のシナプス伸長が
有意に促進された。 
Polydimethylsiloxane（PDMS）を用いた分

離培養チャンバーの細胞毒性を検討した。
PDMS デバイスは高温処理により一般的には
細胞毒性が低下すると言われているが、オー
トクレーブまたは高温処理いずれの処理後
のチャンバーを用いて培養しても、神経細胞
が死滅したのに対し、熱処理なしのものでは
神経細胞生存率が高かった。したがって、熱
処理なしのチャンバーを培養に用いること
にした。 
感染性ウイルス粒子内のゲノム標識を行っ

た。蛍光色素 Syto59 を用いたところ、行っ
た実験条件では、ゲノムが標識されているら
しいものの、輝度が低く検出が極めて難しか
った。 
分離培養チャンバーを用いた hPVR-Tg マ

ウス運動神経細胞培養系において、細胞体側
から GFP 発現欠陥干渉 PV を感染させた場
合には、感染 6 時間後には GFP 発現が確認
されウイルス複製開始が認められたのに対
し、シナプス側から感染させた場合には、感
染 24 時間後までは GFP 発現が確認されず、 
48 時間後に初めて GFP 発現が確認され、感
染 48 時間後までにウイルス複製開始して
いることが明らかになった。この結果から、



細胞体側からとシナプス側からの PV 感染
には、感染効率に大きな差があるか、もしく
は感染様式に質的な差がある可能性が示さ
れた。 
既存の分離培養チャンバーは細胞体培養部

分上部が開放構造になっておらず、ウイルス
受容体遺伝子やウイルス複製関連遺伝子、そ
のドミナントネガティブ遺伝子等をマイク
ロインジェクションできない。細胞体培養部
分上部が開放構造になりマイクロインジェ
クション可能な分離培養チャンバーの設計
が終わり、試作中である。 
生細胞内での蛍光蛋白質の挙動を 4 次元イ
メージングするための条件検討として、CO2 
培養器付き共焦点レーザースキャン顕微鏡
を用い GFP発現細胞の蛍光観察を行った。培
地を CO2 非依存培地で密閉系で観察するこ
とで、細胞の状態は良いまま顕微鏡下での培
養が可能となった。しかし、レーザー強度、
ピンホールサイズ、Z 断面数等について条件
を幅広く振り検討したが、検討したいずれの
条件でも、長時間観察ではレーザーによる細
胞ダメージを免れなかった。  
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