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研究成果の概要（和文）：孤発性アルツハイマー病における神経細胞死は、低酸素刺激により発現誘導される因子が小
胞体機能を障害するために生じる。本研究では、当仮説を基に、治療法・治療薬開発に必要となる本疾患のin vitroモ
デルの構築に向け、低酸素刺激下での神経細胞の長期培養、及び、多数のサンプルを効率的に処理・解析するためのシ
ステム開発を目的とした。　
　平成25年度には、自動化が可能な神経細胞の3次元長期培養システムをマイクロ流体デバイス・ナノファイバーを組
合せることにより開発した。平成26年度には、本システムより得られる多次元のデータを、自己組織化マップを用い効
果的に解析する手法を検討した。

研究成果の概要（英文）：The death of neural cells observed in tissues of patients with sporadic 
alzheimer's disease (SAD) occurs due to functional impairment of endoplasmic reticulum by unknown factors 
induced under low oxygen stress. In this study, we aimed to develop cell culture/analysis system to 
enable long-term culture of neural cells under low-oxygen stress, effectively handle many samples and 
analyze multi-dimensional data set, for construction of in vitro SAD disease models.
 In 2013, we fabricated a microfluidic device for 3D long-term culture of neural cells which can be 
applied in automated cell culture system. Three-dimensional culture was achieved with electrospun 
nanofibrous scaffolds. In 2014, we examined a method to analyze and visualize the 
similarity/dissimilarity of a number of samples in the microfluidic device with self-organizing map, in 
addition of comparison of expression level of marker proteins, for gaining deeper insight from each data 
value.

研究分野： ナノ・マイクロ加工技術
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１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病（AD）は最も患者の多い
神経変性疾患であり、その中でもアルツハ
イマー型認知症（DAT）は AD の大半を占
めるにもかかわらず不明な点が多い
（Zhang et al., Exp. Neurol., 2010）。近年、
DAT が遺伝要因と環境要因の相互作用で
発症し、特に低酸素ストレスが、①アミロ
イド β(Aβ)の沈着、②リン酸化タウの凝集、
③血液脳関門の異常、④ニューロンの変性
など AD の病理学的特徴を促進することが
報告されているが、一方で Aβ の沈着抑制・
糖代謝の向上による神経細胞生存率の向上
も報告されており、一定の見解を得られて
いない。これを解明するためには、①in vitro
で低酸素−病態モデルを作製（Kondo et al., 
Cell Stem Cell, 2013）、②細胞応答を定量的
に解析、③得られた知見を in vivo 試験に反
映、することが重要であるが、従来のマク
ロな細胞実験系では①、②をハイスループ
ットに行うことが非常に難しい。また、in 
vitro での解析は病態機構解明だけでなく、
新規薬剤・治療法開発にも応用可能である。
そこで本研究では、ハイスループットな細
胞操作を可能とする細胞培養デバイスを作
製し、DAT の病態機構を定量的に解析する
ことを目的とする。研究代表者はこの目的
を達成するために、酸素の厳密制御を行う
ためにマイクロ流体技術、及び AD モデル
作製にヒト iPS 細胞を用いることにした。 
研究代表者が現在所属する Yong Chen 教授
のグループは、多様な細胞外環境を内部に
作製したマイクロ流体デバイス（µFD）を
用いヒト ES/iPS 細胞培養・実験系を世界に
先駆けて開発してきた。この技術を用いれ
ば、細胞外環境とヒト ES/iPS 細胞の同時制
御が可能になり、酸素濃度が厳密制御され
た条件でヒト iPS 細胞由来 AD モデルを解
析できる。また、研究代表者は生物発光技
術（BLT）・等温核酸増幅技術（iNAT）を
用い、核酸・タンパク質を高感度・定量的
に閉鎖系（同一チューブ内）で検出する技
術を開発してきた（Mashimo et al., Anal. 
Bioanal. Chem., 2011; Mashimo et al., 
Bioconjug. Chem., 2012）。この研究成果を
発展させ、本研究では BLT・iNAT を用い
た AD 病態の指標である Aβ の高感度・定
量的 in situ 測定法を開発し、さらに µFD に
搭載し Aβ 検出系をハイスループット化、
効率的な AD モデルの病態評価に応用し、
低酸素ストレスと AD 発症・進行の相関関
係について明らかにする。 
 
２．研究の目的 
①マイクロ流体テクノロジー、及び iPS 細
胞を駆使して、細胞外環境ストレスにより
発症する疾患モデルの創出およびハイスル
ープット細胞アッセイ系の開発を行い、②
細胞外環境ストレスによるアルツハイマー
病(AD)発症・進行機構の解明を目的とする。

具体的には、A. 低酸素ストレスを再現でき
るマイクロ流体デバイス（µFD）の開発、
B. 高感度な in situ Aβ 検出系の開発と µFD
への搭載、C. 低酸素ストレス負荷 AD モデ
ルの作製と、定量的に AD 病態機構を解明
する。 
 
３．研究の方法 
上で記した研究背景を基に、本研究では、
アルツハイマー病（AD）の低酸素ストレス
による病態形成に着目し、µFD とヒト iPS
細胞を用いて in vitro で再現された低酸素
ストレス負荷 AD モデルを駆使することに
より、病態形成機構を解明する。また、研
究代表者が行ってきたこれまでの研究・成
果を基に、生物発光技術（BLT）・等温核酸
増幅技術（iNAT）から成る Aβ 検出系を µFD
に搭載し in situ・ハイスループットな AD
モデルの病態評価を行う。そこで、研究期
間内に以下の項目について研究開発・解明
を行う。 
 
a) 酸素濃度を厳密制御できる酸素濃
度制御型マイクロ流体デバイス（OC-µFD）
の開発。 
b) ホタルルシフェラーゼ（FLuc）お
よび Rolling Circle Amplification（RCA）を
組み合わせた高感度・洗浄作業不要な in 
situ Aβ 検出系の開発と、当 Aβ 検出系の
OC-µFD への搭載。 
c) OC-µFD および Aβ 検出系を用い
た低酸素ストレス負荷 AD モデルの作製・
評価。また、AD 発症・進行における酸素
の定量的な機能解明に向け、遺伝子発現、
タンパク質発現、エピジェネティクス変化
などの多角的な分子生物学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
平成 25 年度は、ハイスループットな細胞表
現型解析のために必要となる細胞培養デバ
イス（①、②）を開発した。具体的には、
以下 3 項目を達成した。 
① 48 個のマイクロ流路（単一流路につき

2 ウェル）を有するプレート（HT-µFD）
を、3D プリンタを活用して作製した。
3D プリンタの活用により、簡便にマイ
クロ流体デバイスを作製することが可
能となった他、この細胞培養デバイス
は、通常の 96 ウェル細胞培養プレート
と同様のシステムを用いた実験自動化
が可能である。 

② HT-µFD の各流路にナノファイバーを
有するナノファイバースクリーニング
デバイスを開発した。ナノファイバー
を組み込むことにより、各流路におい
て、3 次元培養が可能となる。神経細胞
は従来の 2 次元平面上では長期培養が
困難であるため、ナノファイバーを細
胞足場として利用することによりこの
問題の解決を図った。さらに、ナノフ



ァイバーは、表面を様々な生体分子で
修飾した細胞機能制御を目的とした細
胞外マトリクスとしても活用可能であ
り、AD の原因となる細胞外環境構築に
応用できる（Fig. 1、Fig. 2）。 

 

 
Fig. 1. スクリーニングデバイスの全体図。 
アレイ化したナノファイバーにPDMS製の
マイクロ細胞培養チャンバーを装着した。
これにより、可溶性因子（成長因子、低分
子化合物等）、細胞外マトリクス（ECM）、
細胞間相互作用を各チャンバーで条件を変
えて検討できる。 
 

 
Fig. 2. 細胞間相互作用は各チャンバーの
高さを変えることにより制御した。 
 
③ 開発した細胞培養デバイスでの無血

清・非ヒト由来成分不含の条件下での
細胞培養に成功した。 

 
平成 26 年度では、③刺激に対する培養細胞
の効率的かつ効果的な１次スクリーニング
法の検討、iPS 細胞からの神経細胞の取得
を行った。 
① 48 種類の培養条件の異なるサンプル

について、核、多能性、細胞死、細胞
増殖の 4 種類の表現型発現について免
疫染色を行い、得られた画像から、画
像解析により発現量を定量し、このデ
ータをさらにコホネンの自己組織化マ
ップにより 2 次元平面に非線形写像す
ることにより、細胞の不均一性
（heterogeneity）を含めた定量的評価を
行った（Fig. 3）。さらに、クラスタリ
ング解析により、複数の培養条件（19
種類）をグループ化し（Fig. 4）、各グ
ループについて RT-PCR による詳細な

解析を実施し、１次スクリーニング法
の効果の検証を行った。 

 

 
Fig. 3. 代表的なサンプルにおけるコホネ
ンの自己組織化マップ。イメージング画像
内の各細胞の蛍光強度を定量し、蛍光強度
のバラつき（不均一性：Heterogeneity）を
定量化し評価した。 

 
Fig. 4. 各サンプルの自己組織化マップの
定量化データを基にしたクラスタリング解
析。大きく 3 種類のグループに分かれた。 
 
② マウス iPS 細胞を、4 種類のシグナル

経路阻害剤を用いて、高効率に神経系
細胞へと分化させた。 

 
今後は、開発した細胞培養デバイス（Fig. 3）、
iPS 細胞より分化させた神経細胞、の活用
により、酸素濃度制御下での神経細胞の長
期培養・ハイスループット解析を行う。 
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