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研究成果の概要（和文）：軸索損傷は急激な頭部の加減速による慣性力が脳を変形させ，結果として軸索が引っ
張られることで起こる．本研究では，軸索損傷の発症閾値におけるひずみ速度依存性の影響を調べるため，培養
神経細胞に単軸引張を負荷した．ひずみ0.15以上かつひずみ速度30 /s以上の引張条件下で軸索損傷が増加する
ことを示した．また軸索に沿ったひずみが軸索損傷に与える影響を調べるため，引張方向に対する軸索の配向角
度別に軸索損傷を測定した結果，軸索ひずみが大きいほど損傷していることが認められた．これらの結果を踏ま
え，個々の軸索により正確にひずみを負荷でき，引張前後で同一細胞の活動電位を計測できる実験系を確立し
た．

研究成果の概要（英文）：Axonal injury is caused by sudden inertial loading to the head associated 
with rapid deformation of brain tissue, resulting in the stretching of neural axons. This study aims
 to clarify the relation between axonal stretch and the onset of axonal injury. To examine the 
influence of strain rate on the threshold for axonal injury, cultured neurons were subjected to 
uniaxial stretching. Axonal injury increased significantly more than strain rate of 30 /s with more 
than strain of 0.15 even though those formations did not depend on strain rates in cultures exposed 
to a strain of 0.10. To examine the influence of the strain along an axon on axonal injury axonal 
injury was measured at every axonal angle in the stretching direction. The axons that were parallel 
to stretching direction were injured the most. We proposed an experimental model that subjected an 
axon to more accurate strain for the measurement of action potential in single neuron before and 
after stretching.

研究分野： バイオメカニクス

キーワード： 頭部外傷　軸索損傷　ひずみ　ひずみ速度　軸索伸長方向制御　Axonal swellings　Axonal bulb　Tau
タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
 
 交通事故等による頭部外傷は脳神経損傷
を引き起こす．脳表の大脳皮質と脳底部の脳
幹を連絡している軸索が，回転加速度に伴う
引張り応力により断裂または損傷し，神経情
報伝達が阻害されることが原因である．引張
応力により生じる神経組織の衝撃ひずみが
神経細胞間の情報伝達にどのような影響を
与えるかが明らかになることで脳神経損傷
の発症予測や発達予防の一助となる． 
 申請者はこれまでに，微細加工技術を用い
て軸索の伸長方向を制御し，直線的に配向さ
せた 1本の軸索に衝撃ひずみを正確に負荷で
きる手法を確立してきた．また，衝撃ひずみ
負荷直後の軸索損傷がその後に起こる細胞
死と強く相関することを示し，損傷後の神経
細胞の状態遷移とひずみが深く関連するこ
とを示唆した．さらに本申請研究では，衝撃
ひずみによる軸索損傷が神経細胞の電気的
活動に与える影響を明らかにする． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，衝撃ひずみに対する軸索損傷
と細胞外電位の関係を明らかにする．PDMS
製細胞培養基板に衝撃時の電位計測が可能
な微小電極を製作し，微小電極上に細胞体を
配置して軸索の伸長方向を制御することで，
衝撃ひずみ負荷による神経活動変化を 1 細胞
単位で計測し，軸索損傷との対応関係を定量
的に解析する．さらに，経時的な活動電位を
計測することで，神経活動の変化が可逆的も
しくは不可逆的となる衝撃ひずみの閾値を
明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 
単軸引張装置 
 
 本装置は，単軸引張が可能な PDMS
（polydimethylsiloxane）製チャンバー，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．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． 
 
細胞培養 
 
 本実験では，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
アストロサイト調整培地を用いた．播種密度
は約 50000 cells/cm2，培養期間は 6 日間とし
た．  
 
 

軸索損傷評価 
 
衝撃負荷後 3 時間経過した神経細胞の Tau タ
ンパク質を間接法により免疫染色および蛍
光観察した．Tau は軸索に局在する微小管関
連タンパク質の一種である．軸索内で物質を
輸送する微小管を結合させる役割を持ち，軸
索内輸送にも関与するとされる．  
 神経損傷時の代表的な形態変化の軸索瘤
（axonal swellings）は，軸索内の微小管が断
裂することで，軸索を輸送される物質が蓄積
したものと考えられており，損傷後 3 時間程
度で生成し，軸索輸送機能を低下，停止させ
る．また，軸索球（axonal bulb）と呼ばれる
軸索切断時に発現する末端部の大きな蓄積
は，輸送機能の断絶を引き起こす． 
 本研究では，Tau が蓄積した軸索瘤，軸索
球を持つ神経細胞を軸索損傷と定義した（図
1）．軸索瘤，軸索球は直径 3 µm 以上の軸索
上に見られる膨らみとした．またチャンバー
を装置に取付けた後，引張を負荷せずに取り
外し，3 時間インキュベートしたものを Sham 
control とした． 
 
 

Figure 1 The formation of axonal swellings 
(arrows) and bulbs (arrowhead) 

The top image shows the neurons in sham control. 
The bottom image shows the neurons following 
stretching. The scale bar is 50 μm. 
  
４．研究成果 
 
軸索損傷閾値のひずみ速度依存性 
 
 神経細胞を培養した PDMS チャンバーに
12 種類の引張変位を負荷した（図 2）．ひず
み 0.10 の条件下では，どのひずみ速度におい
ても引張負荷なし（sham control）と比較して
軸索が損傷している神経細胞の割合に変化
はなかった（図 3A, B）．一方，ひずみ 0.15
の条件下では，軸索瘤はひずみ速度 50 /s で
（図 3C, D），軸索球はひずみ速度 70 /で（図
3E, F）有意に増加した．ひずみ 0.20 の条件下
では，軸索瘤，軸索球ともにひずみ速度 30 /s
以上で有意に増加した．以上の結果より，軸
索損傷の発症閾値は，ひずみ 0.15 ではひずみ
速度 50 /s 以上の引張条件下で，ひずみ 0.20
ではひずみ速度 30 /s 以上の引張条件下でひ
ずみ速度依存性が認められた． 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 2 The displacement histories of 0.10 strain 
with 10 s-1 strain rate, 0.10 strain with 30 s-1 

strain rate, 0.10 strain with 50 s-1 strain rate, 0.10 
strain with 70 s-1 strain rate (A), 0.15 strain with 
10 s-1 strain rate, 0.15 strain with 30 s-1 strain 

rate, 0.15 strain with 50 s-1 strain rate, 0.15 strain 
with 70 s-1 strain rate (B), 0.20 strain with 10 s-1 
strain rate, 0.20 strain with 30 s-1 strain rate, 0.20 
strain with 50 s-1 strain rate, and 0.20 strain with 

70 s-1 strain rate (C). 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 3 The rate of formation of axonal 

swellings (A, C, and E) and axonal bulbs (B, D, 
and F) 

The neurons were subjected to strains of 0.10 (A 
and B), 0.15 (C and D), and 0.20 (E and F). 

 
軸索ひずみと軸索損傷の関係 
 
軸索に沿ったひずみが軸索損傷に与える影
響を調べるため，引張方向に対する軸索の配
向角度別に軸索損傷を測定した．その結果，
軸索ひずみが大きいほど単位長当たりの軸
索瘤が増加していることが認められた（図 4）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4 The number of swellings in the neurons 

in sham control (A) and in neurons following 
stretching (B) 

 
軸索ひずみ負荷モデル 
 
 前述までの結果を踏まえ，個々の軸索によ
り正確にひずみを負荷でき，引張前後で同一
細胞の活動電位を計測できる実験系を確立
した． 
 マイクロコンタクトプリンティング法を
用いて軸索を配向制御した神経細胞に引張
ひずみを負荷し，負荷前後の軸索形態と細胞
外電位の変化を評価した．フォトリソグラフ
ィとモールディングにより，PDMS 製微小溝
を作製し，凸部に細胞接着タンパク質を塗布，
PDMS 培養面に凸部をスタンプすることで，
ライン＆スペース状の幅 0.025 mm の細胞接
着部位と非接着部位を選択的に作製した．細
胞接着タンパク質をパターニングした PDMS
培養面にマウス神経幹細胞を播種，神経細胞
とグリア細胞に分化させ実験に使用した．引
張ひずみ負荷実験では，ひずみ 10%，15%，
20%とひずみ速度 10 /s，20 /s，30 /s を組み合
わせ，9 種類の引張条件で軸索損傷を評価し
た．引張ひずみ負荷により軸索が損傷した神
経細胞の割合は，ひずみの増加とともにより
低いひずみ速度で多くなることが分かった．
一方，引張前後の経時的な観察により，引張
後，軸索損傷が起こるまでの時間を計測した
結果，異なるひずみ速度による時間変化は認
められなかった． 
 以上の結果より，神経軸索の損傷割合は，
ひずみ速度の増加とともに高くなることを
示した．また，マイクロピペット型微小電極
による細胞外電位記録では，引張前後で著し
い変化は認められなかった．より感度の高い
微小電極を製作する必要がある． 
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