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研究成果の概要（和文）：びまん性軸索損傷（DAI）予測のために軸索の方向制御による神経細胞の培養を行い、歪み
および歪み速度に対する耐性評価を行った。まず歪みと歪み速度を独立に制御できる一軸引張り衝撃ひずみ生成装置の
開発を行った。その後マウス神経幹細胞（NCSs:neural stem cells）を用いて軸索の方向を制御して培養を行い、種々
の引っ張り試験を行った。損傷した神経細胞の観察を行い、今回の条件では歪み0.09、ひずみ速度0.12/sで神経細胞が
損傷することを観察した。これは通常報告されている損傷閾値よりも低い値である。今後、幹細胞そのものの耐性も含
めさらに検討する必要がある。

研究成果の概要（英文）：We exposed axons in cultured neuronal cells to the impulsive strain and the 
effect of the impulsive strain on axonal injury was evaluated at the cell level. Neural stem cells (NSCs) 
were used as cultured neuronal cells. NSCs can be proliferate and differentiate into neurons and glia. 
When cultured in medium, NSCs extend the axons towards any direction. The direction of axons growth is 
controlled by using micro grooves which matched with the size of the cell. Culture surface is used by 
micro grooves on polydimethylsiloxane (PDMS). It is transcribed from micro groove were generated by using 
photolithography on resist material (SU8) and the Si substrate. The axons were damaged by the rather 
small strain with 0.09, strain rate with0.12/s.

研究分野：バイオメカニクス，機械工学
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1.研究開始当初の背景  

 交通事故や転倒などにより，頭部に外部

衝撃が加わり外傷性脳損傷（Traumatic 

Brain Injury：TBI）により死に至る場合が多

く，さらに死亡者数の数倍が後遺症に悩ま

されている．TBI の中でも外傷直後の診断

が難しく，後遺症を残すびまん性軸索損傷

（Diffuse Axonal Injury : DAI）が注目されて

いる．DAI は頭部に衝撃を受けた際に発生

するひずみ，ひずみ速度により神経細胞の

情報伝達の役割を担う軸索が脳内の広範囲

で損傷する病態である．そこで本研究では，

培養神経細胞に対し衝撃引張ひずみ試験を

行い，軸索一本単位でのひずみ，ひずみ速

度に対する損傷評価をもとに，定量的関係

性を明らかにする． 

 

2.研究の目的 

頭部外傷時の脳組織変形による軸索の引

張挙動を模擬した衝撃引張ひずみ負荷装置

と，一方向への引張負荷を実現する PDMS

製単軸引張チャンバーを用いて軸索を損傷

させ損傷評価を行う．正確な損傷評価を行

うには軸索を引張り方向に伸長させる必要

があるが，培養神経細胞の軸索は，一般に

ランダムな方向に伸長するため何らかの方

法で軸索の方向制御が必要である．そこで

我々は，フォトリソグラフィを用いて Si 基

板上のレジスト材で作製された微細溝型を

作製し，微細溝型を用いて PDMS に転写し

た PDMS 製微細溝上で培養を行い，培養神

経細胞の軸索の伸長方向制御を行い衝撃引

張ひずみ試験を行う． 

 

3.研究の方法  

本実験で用いる装置の概略図を図 1 に示

す．本装置は単軸引張が可能な PDMS 製微

細溝付きチャンバー(図 2)，サーボアクチュ

エータ，制御 PC，ポテンショメータにより

構成される．本装置は，PDMS チャンバー

に引張荷重を加えることでPDMS上の神経

細胞の軸索にひずみを負荷することができ

る．アクチュエータの引張速度と引張変位

を独立に制御することで，様々なひずみと

ひずみ速度を組み合わせることが可能であ

る．微細溝付きチャンバーの培養面の溝は

溝幅 25 µm，ピッチ幅 50 µm である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

細胞は，マウス神経幹細胞（NSCs : neural 

stem cells）を用いた．NSCs は神経細胞や

グリア細胞に分化可能である．分化には神

経細胞用分化培地（MB-X9501，住友ベーク

ライト）を用いた．播種密度は約 50000 

cells/cm
2，培養期間は 3 日間とした．全細

胞が神経細胞に分化するのではなく，グリ

ア細胞の一種であるアストロサイトにも分

化しており，より脳内の環境に近づくこと

が可能となった． 

 

4.研究成果 

（１）軸索の伸長方向制御 

PDMS 製微細溝で神経細胞の軸索の方向

制御結果を示す．図 3,4 に未加工 PDMS と

PDMS 製微細溝上で神経細胞を培養した結

果を示している．図 3 の未加工 PDMS 上で

は軸索がランダムな方向に伸長しているが，

図 4 に示す微細溝上での培養では，溝の長

手方向に軸索の伸長方向制御が行えること

がわかった． 
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Plan view Cross section 

Fig.2 Grooved PDMS chamber 

Cell culture well 

Groove 

Fig.1 Components of the  

uniaxial stretching device 

PDMS chamber 
Potentiometer 

Displacement adjuster 

Stretching direction 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）衝撃引張負荷実験条件 

溝付き単軸引張チャンバーに培養した神

経細胞に対し 3 種類の衝撃引張ひずみを負

荷した．表 1 に各衝撃のひずみ及びひずみ

速度の関係を示す．ひずみは図 5 に示すよ

うに，軸索の引張り前と引張り後を顕微鏡

で撮影し，撮影した画像から軸索の変位差

を求め,式（1）により求めた．ひずみ速度

は溝付き単軸引張チャンバーの変位波形に

より，最大ひずみまでの時間を求め，式（2）

により求めた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）軸索損傷評価 

同一の神経細胞の軸索を観察するために

蛍光染色は行わずに位相差顕微鏡で，衝撃

負荷前，衝撃負荷後（5 分後，1 時間後，3

時間後，6 時間後）を撮影し，軸索損傷の

調査を行った．その結果，Impact①，Impact

②の条件では，軸索の損傷が確認できなか

った．しかし，図 6 に示すように Impact③

の条件では，衝撃負荷 1 時間後に軸索が断

裂し，6 時間後に断裂箇所が修復されてい

る様子が確認できた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100µm 

Fig.3 Flat surface 

: Neuron 

100µm 

Longitudinal direction 

 

Fig.4 Micro grooves (Width : 25µm) 

: Neuron 

Impact Strain Strain rate[/s]

① 0.09 0.02

② 0.09 0.06

③ 0.09 0.12

Table1 Strain and strain rate 

Strain =
L2 − L1

L1
 

Strain rate =
Maximum strain

Time to maximum strain
 

(1) 

(2) 

Before stretching 

Stretching 

L1 = 142 μm 

L2 = 155 μm 

50µm 

Fig.5 Microscope images before  

and after stretching 

Pre-injury 

5 minutes after 

1 hour after 

3 hours after 

6 hours after 

50µm 

Fig.6 Result of time dependent 

after stretching  

 



 一般的にひずみが約 0.2 で軸索が損傷す

ると言われているが，今回の結果はひずみ

が 0.09 で損傷していた．これまでの軸索の

損傷評価は，ランダムな方向に伸長した軸

索や脳スライスなどを用いて，統計的に損

傷評価が行われてきた．そのため，今回の

方法を用いた方が正確に損傷評価が行える

と考えられるため，これまでの結果よりも

ひずみが小さくなる可能性がある．しかし，

実験回数が少ないため正確な結果が示せて

いないため，実験回数を増やし，ひずみ，

ひずみ速度に対する損傷評価をもとに，定

量的関係性明らかにする予定である． 
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