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Abstract 
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease characterized by loss of 

upper and lower motor neurons. We have previously reported that autophagosome-like structures with membrane 
whorls are accumulated in the spinal axons of a SOD1H46R transgenic mouse ALS model as disease progresses. 
Further, several recent studies on the pathogenesis of familial ALS caused by mutations in SOD1, ALS2, SQSTM1, 
TDP-43, and OPTN have revealed deficits in the autophagy-endolysosomal pathway. These findings suggest that 
defects in autophagy might be implicated in the pathogenesis of ALS. However, the exact causal relation between 
neuronal deficit and inefficient autophagosome transport in diseased neurons is still unknown. In this study, we 
used a microfluidic device that allows simultaneous detection of vesicular transport in multiple axons to 
precisely monitor the axonal transport and dynamics of acidic vesicles including autophagosomes in living 
neurons. Our results suggest that there is a deficit in acidic vesicle transport in ALS-diseased neurons. 
 
Keywords: Microfluidic device, ALS, Neuron, Axon, Axonal transport, Autophagy 

 
 

1．緒言 
 
 神経細胞は，細胞核を持つ細胞体と細胞体から枝のよ

うに伸びている突起状の樹状突起，細胞体から 1 本だけ

樹状突起より長く伸びる軸索で構成されている 1,2)．樹状

突起と軸索では，役割が異なり，軸索は神経細胞と神経

細胞を結ぶケーブルのようなもので，情報伝達の役割を

有し，樹状突起は他の神経細胞軸索からの情報を受け取

り細胞体へと伝える機能を持つ（Fig.1）． 
神経細胞のうち，運動機能を司る細胞が変性すること

により発症する難病に筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic 
Lateral Sclerosis：ALS）がある．ALS は上位および下位

運動ニューロンの選択的変性を伴う進行性の神経変性疾

患である 3)．ALS の発症機序の解明を目指した研究がな

されているが，その機序は明らかにされていない．しか

し，近年の研究により，ALS の発症や進行に神経細胞内

のオートファジー（自食作用）を介したタンパク質分解

経路の障害や変調が関与すると示唆されている 4-7)．2010

年に Hadano らは，ALS 疾患（SOD1H46R）のマウスモデ

ル 8)の脊髄に存在する神経細胞の軸索内において自食作

用によって作られるオートファゴソーム様の多重膜構造

物が疾患の進行に伴って蓄積することを見出し報告した

（Fig.1（B））9)．また，ALS 患者においても同様な部検

像が報告されている 10)．これらの組織学的な変化は，オ

ートファゴソームの軸索内での輸送障害の結果であると

示唆されるが，その実態は明らかにされていない． 
近年の神経細胞の軸索輸送に関する研究は，培養皿を

用いた神経細胞の分散培養によってなされてきた11)．し

かし，培養皿上での分散培養では，神経細胞の樹状突起

と軸索を区分けする極性制御が不可能であるため，解析

手法は煩雑で限定的であった．そこで，神経細胞の極性

制御を可能とする培養器としてマイクロ流体デバイスが

注目され12)，2003 年に Taylor らによって神経細胞の細胞

体と神経突起を区分けするマイクロ流体デバイスが報告

された13)．マイクロ流体デバイスは半導体微細加工技術

により，流路や反応容器をマイクロスケールで作製可能

であるため，細胞の培養面積や刺激および細胞極性を制

御するのに有用である．2006 年には Taylor らによって神

経細胞の極性制御を可能とするマイクロ流体デバイスの

デザインが報告され14)，このデバイスデザインを基に作

製されたマイクロ流体デバイスを用いて神経細胞を対象
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とした研究がされてきた15-17)．しかし，マイクロ流体デ

バイスを用いた ALS 疾患の発症機序解明に迫る研究に

関しては，2015 年の Kunze らおよび Feiler らの報告のみ

である18,19)． 
マイクロ流体デバイスを用いた ALS 疾患研究の現状

が示すように，神経疾患研究へのマイクロ流体デバイス

の導入とそれらを用いた評価系の確立はまさに初歩段階

にある．実験条件の均一さやハイスループット性が求め

られる疾患研究や薬剤スクリーニングにおいてマイクロ

流体デバイスの利用は，それらのアッセイを発展させる

大きな可能性を持つ．現段階では，前述のようにマイク

ロ流体デバイスを神経疾患研究へ導入した例は限定され

ている．そこで，本研究では初代培養神経細胞を用い，

マイクロ流体デバイスを用いた細胞極制御および軸索輸

送の定量的評価方法の開発を行い，神経軸索内における

酸性小胞の輸送動態を ALS マウスモデル（SOD1H46R）由

来の初代培養神経細胞と野生型由来の初代培養神経細胞

の間で比較した．また，その結果を解析し，本研究で使

用したマイクロ流体デバイスを用いた軸索輸送解析シス

テムが，新しい in vitro ALS 疾患モデルとして提唱でき

るのかを考察した． 
 

（A）Wild type neuron 

 
 

（B）ALS diseased neuron（SOD1H46R） 

 
Fig.1 Autophagosome dynamics in WT and ALS diseased neurons. 

 
2．神経極性制御デバイス 

 
培養皿に野生型マウス胎児（胎生 14.5 日目; E14,5）大脳皮

質由来初代培養神経細胞を播種し，培養後 7 日後に顕微鏡に

よってその形態を観察した．Fig.2(A)は培養皿上の神経細胞

を位相差で観察した顕微鏡の写真である．また，細胞骨格を

構成する重合アクチンに対し，高い結合親和性を示すヘプタ

ペプチドである Phalloidin に赤色蛍光色素を標識した Alexa 
Fluor Phalloidin 594（Thermofisher Scientific）20)を添加し，アク

チン骨格を標識した後に蛍光顕微鏡で観察した写真を Fig.2
（B）に示す．Fig.2 より，神経突起が重なり一細胞の形態観

察が困難であること，また，軸索と樹状突起の判別が困難で

あることが確認された．よって，本研究の目的である軸索輸

送観察を達成するためには，神経細胞の樹状突起と軸索を区 
 

（A）Bright-field image     （B）Fluorescence image 

  
Fig.2 Primary cultured neurons on a dish.（A）：Bright-field image 
of primary cultured cortical neurons（DIV7）．（B）：Fluorescence 
image of Fig.2（A）．Red signals show actin（cytoskeleton）．Scale 
bar = 20 μm． 
 

（B）Compartments and microslits 

 

（C）Cross-section of compartments and microslit 

 
 
（D）Microfluidic device 

 
Fig.3 Microfluidic device controlling nerve outgrowth.（A）：

Design of microfluidic device nerve outgrowth．（B）：High 
magnified image of compartments and maicroslits．（C）：

Cross-section diagram of Fig.2（B）．（Maicroslits：width = 10 µm, 
length = 1,000 µm, height = 4.5 µm, Axonal and somal 
compartment：width = 1.5 mm, length = 7 mm, height = 190 µm）.
（D）Image of microfluidic divice．Scale bar = 500 µm．（E）：

Axonal transport 

Axon 

Dendrites 

Dysregulation in degradation 

Autophagosome 

10 µm（Slits width）

1.5 mm     1.0 mm    1.5 mm 190 µm

（A）Device design 

（E）Micrograph of  
compartments and slits 
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High magnified micrograph of compartments and maicroslits．
Scale bar = 1.0 mm． 
分けする細胞極性の制御が必要であることは明確である． 
これらの問題を解決するために Taylor らの作製したマイク

ロ流体デバイスに注目した13)．Taylor らによって報告された

神経細胞の培養と極性制御を実現するマイクロ流体デバイス

のデザインを Fig.3（A）に図示する．それを基に作製した本

デバイスは細胞体区画と軸索区画，それら 2 つの区画を繋ぐ

微小流路で構成されている（Fig3（B））．神経細胞を細胞体

区画に播種し，神経栄養因子（NF；Neurotrophic factor）を軸

索区画に添加する．軸索先端部の成長円錐は NF によって方

向づけられることが知られている21,22)．NFが軸索区画から微

小流路を通り，細胞体区画に拡散することで細胞体から伸長

した軸索のみが微小流路を通じて軸索区画へと伸長すること

を想定している（Fig.3（C））．従って，細胞の極性制御と軸

索内の膜小胞の動態観察を可能とするデザインとなっている．

微小流路内への神経細胞の侵入を防ぐために，流路幅は 10 
μm，高さは4.5 μmで作製した．また，樹状突起は450 μm以

上の長さにならず14)，1,000 μm 以上ある神経突起は軸索であ

ると言えるので23)，微小流路の長さは 1,000 μm とした．こ

のデバイスはポリジメチルシロキサン（PDMS）により流路を

形成した PDMS チップとカバーガラスで構成されている．本

研究では，デバイス内播種後の神経細胞軸索における小胞の

輸送を観察可能とするため，170 μm 以下の厚さを持つカバ

ーガラス（24×60 mm，Thickness No.1，松浪硝子工業株式会

社）上にデバイスを接合した．実際に作製したデバイスを

Fig.3（D）に示す． 
 

3．神経極性制御デバイスの機能評価 
 
3.1 微小流路の物質拡散評価 

 本デバイスの微小流路部の機能評価を行うために，蛍

光試薬を用いて NF の拡散を模倣した．蛍光試薬は 595 
nm を最大励起波長として赤色蛍光を発する Texas Red 
を標識した MW70,000 の Dextran（Thermofisher Scientific）
を用いた．Dextran Texas Red を軸索区画に終濃度 20 µM
となるように添加し，添加後から 4 時間毎に 24 時間撮影

した（BZ-9000 ，KEYENCE）．Fig.5（A）に微小流路か

ら各時間に取得した Dextran Texas Red の物質拡散のイメ

ージシリーズを示す．Fig.4（B）は 0 時間の軸索区画の

一定面積あたりの蛍光輝度の平均値を 1 とし，細胞体区

画のそれを 0 とした．各時間の軸索区画，微小流路およ

び細胞体区画における蛍光輝度の推移を示したグラフで

ある．Fig.4（A）より，軸索区画に添加した Dextran Texas 
Red は微小流路内を介して細胞体区画に拡散しているこ

とが分かる．これは，Fig.4（B）の軸索区画の蛍光輝度

が添加直後から 24 時間後で下がっていることからも分

かる．しかし，細胞体区画の蛍光輝度の推移が微小であ

るため細胞体区画への物質拡散には時間を要することが

示唆された．従って，NF を軸索区画に添加し物質拡散

に依存した NF の濃度差を微小流路内に 24 時間維持する

ことが出来ること，またそれにより軸索先端部の成長円

錐を微小流路内に誘引可能であることが示唆された． 
 
（A）Diffusion of Dextran Texas Red in a microslit 

 
 

（B）Signal intensity of both compartments and slits 
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Fig.4 Confirmation of diffusion in microslit.（A）：Image series of 
diffused Dextran Texas Red in a microslit．（B）：Graph of signal 
intensity every 1 hour in axonal compartment，somal compartment 
and microslits.  
 
3.2 神経極性制御の評価 

本デバイスが極性制御の機能を有するか評価するために，

野生型マウス胎児（E14,5）大脳皮質由来神経細胞を本デバイ

ス内で初代培養し，デバイス内で培養開始後16日目に免疫染

色を行った．軸索区画には神経栄養因子の 1 つである

Brain-derived neurotrophic factor（BDNF）を 1 ng/ml で添加し培

養した． 
免疫染色は，一次抗体として β-tubulin Ⅲ（神経細胞体およ

び軸索に特異的なタンパク質）と MAP2（樹状突起に特異的

なタンパク質）を特異的に認識する抗体を用いてデバイス内

での抗原抗体反応を行った．次に488 nmを最大励起波長とし

て緑色蛍光を発する Alexa Flour 488 を標識した抗体を二次抗

体として用い，一次抗体と同様にデバイス内で抗原抗体を行

った．同時に594 nmを最大励起波長として赤色蛍光を発する

Alexa Fluor 594 を標識した抗体を二次抗体として用いた．本

デバイスの区画および微小流路の神経細胞の動態を共焦点レ

ーザー顕微鏡（LSM700，ZEISS）によって撮影した．その結

果を Fig.5 に示す． 
Fig.5（B-1）～（B-3）より，β-tubulin Ⅲの緑色のシグナル

は軸索区画，微小流路および細胞体区画に確認できた．しか

しながら，MAP2 の赤色のシグナルは軸索区画と微小流路に

1000 µm

0 µm
0 h 4 h 8 h 12 h 16 h 20 h 24 h 

Axonal 
compartment 

Somal 
compartment 

Microslit 
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は確認できず，細胞体区画にのみに確認できた．また，Fig.5
（B）より，MAP2 のシグナルが軸索区画より細胞体区画の方 
（A）Observed area 

 
Fig.5 Confirmation of axonal elongation into axonal compartment 
through microslits.（A）：Observed area of compartments and 
microslits. Scale bar = 1.0 mm. （ B-1 ）： High magnified 
fluorescence image of Axonal compartments．Scale bar = 10 µm.
（ B-2 ） ： High magnified fluorescence image of Somal 
compartments.（B-3）：High magnified fluorescence image of 
microslits. 
 
が強いことから，軸索と樹状突起の区分け培養が可能である

ことが示された．従って，本デバイスは神経細胞の極性制御

の機能を有することが確認された． 
 
4．神経極性制御デバイスを用いた酸性小胞の 

軸索内動態解析 
 
本デバイスを用いて野生型マウス胎児（E14.5）の大脳皮質

由来神経細胞を初代培養し，培養 7 日後に蛍光顕微鏡システ

ム（BZ-9000，KEYENCE）を用いて小胞の動態をリアルタイ

ムで観察した．酸性小胞を標識する LysoTracker を用いて標

識した24-26)後に，に軸索区画付近の微小流路 Fig.6（A）および，

細胞体区画の中央部 Fig.6（B）を観察した結果を示す．Fig.6
（A）は細胞体区画から 900 μm，軸索区画から約 100 μm 付近

を観察した．そのため，この微小流路内に見られる小胞は軸

索内の酸性小胞である．  
Fig.6（B）は，細胞体区画の中央部を示し，細胞体区画では

培養皿上と同様に神経突起が重なりあっているため，軸索内

酸性小胞の同定は困難であった．本研究では，Fig.6（A）に

示した微小流路の軸索区画から約 100 μm 付近に観察部位を

限定し，酸性小胞のリアルタイム観察を行った．Fig.7 に観察

領域と解析領域，また，それらから作成した Kymograph を示

す．Fig.7（A）は BZ-9000（KEYENCE）の油浸の 100 倍レン

ズで観察できる領域であり，実際に取得できる動画の全域で

ある．Fig.7（B）は Kymograph を作成する際に使用した解析

領域（ROI；Region Of Interest，1.6 μm x 89 μm）を示す．Fig.7 
（A）Axonal compartment （B）Middle of somal compartment 

  
Fig.6 Acidic（LysoTracker positive）vesicles in microfluidic device. 
（A）：Acidic vesicles in axons in axonal compartment. Scale bar = 
10 µm. （B）：Acidic vesicles in axons in neurites in middle of 
somal compartment similar to culture dishes condition.  
 

 

（C）Image series of ROI     （D）Kymograph 

 
 

Fig.7 Kymograph generated from image sequence.（A）：Observed 
area of axonal compartment by BZ-9000（KEYENCE）. Scale bar = 
10 µm.（B）：Region of interest .（C）：Image series of ROI. Each 
acidic vesicles which shrouded with triangle, inverted triangle and 
circle are identification.（D）：Kymograph generated from image 
sequence.  
 
（C）は 2 分間小胞動態を撮影したイメージシリーズの一部で

あり，△と▽と○で囲んだ酸性小胞は同一の酸性小胞を示す．

これにより，酸性小胞の一部が経過時間ごとに輸送されてい

るのが分かる．Fig.7（C）のイメージシリーズを基に作成した

（B-1）Axonal compartment 

（B-1） 
（B-2） 
（B-3） 

（A）Observed area 

0s   36s  72s  108s      0s   120s 

89μm
 

（B-3）Somal compartment （B-2）Microslits 

（B）ROI 
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Kymograph が Fig.7（D）に示す．△で囲んだ酸性小胞は，黒

矢頭のように順行方向（Anterograde）に輸送されたことが分

かる．逆に▽で囲んだ酸性小胞は，白矢頭のように逆行 
（A）Acidic vesicles dynamics（B）Stationary 

 

(C) Transported  (D) Anterograde (E) Retrograde 

     
Fig.8 Analysis of axonal transport WT and SOD1H46R neurons 

 
方向（Retrograde）に輸送されたことが分かる．また，○で囲

んだ酸性小胞は矢印のように輸送停止していることが分かる．

この Kymograph を，正常（WT）および ALS 疾患（SOD1H46R）

由来の初代培養神経細胞を 9 日間培養したデバイスより取得

したイメージシリーズから作成し，酸性小胞の動態を比較し

た（ROI；n = 96（WT），n = 69（SOD1H46R），vesicles； n = 
764（WT），n = 376（SOD1H46R））（Fig.8）． 

Fig.8（A）のグラフに各 ROI から得た Kymograph より小胞

を輸送停止（Stationary），順行輸送（Anterograde：細胞体か

ら軸索先端部へ）および逆行輸送（Retrograde：軸索先端部か

ら細胞体へ）小胞の 3 種に分類し，それぞれの割合の平均値

を示した． Fig.8（B）～（E）のグラフに，それぞれ輸送停

止，全輸送小胞，順行輸送，逆行輸送のWT とSOD1H46Rの

比較を示す．全酸性小胞の中，動きが見られず軸索内に停止

していた小胞の割合は WT が 90.6 ± 1.40 %（mean ± SE)，
SOD1H46Rが 80.7 ± 3.03 %であり，SOD1H46Rにおいて有意に減

少していた(p < 0.05，Mann Whitney test)(Fig.8(B))．また，

観察時間内に 1.6 μm 以上軸索内を輸送されていた小胞

(Transported)の割合を比較した結果，WT が 9.4 ± 1.40 %，

SOD1H46Rが 19.3 ± 3.03 %であり，SOD1H46Rにおいて有意に増

加していた(p < 0.05，Mann Whitney test)(Fig.8(C))．更に全

輸送小胞の中，順行輸送小胞の割合は WT が 3.09 ± 0.75 %，

SOD1H46Rが 10.6 ± 2.51 %であり，SOD1H46Rにおいて有意に増

加していた(p < 0.05，Mann Whitney test)(Fig.8(D))．一方で，

逆行輸送小胞の割合は WT が 6.30 ± 1.20 %で，SOD1H46R が

8.64 ± 1.74 %であり，WT と SOD1H46Rの間で，その割合に統

計学的有意差は見られなかった(N.S；not significant，Mann 
Whitney test)(Fig.8（E）)． 
 

5．考察 
 

Kymograph による定量解析の結果，正常な神経細胞におい

て Fig.8（A）に示した酸性小胞動態の割合は，培養皿上に播

種した正常な神経細胞で酸性小胞の動態解析を行った先行研

究24-26)の結果を支持するものであった．従って，本稿で報告

したマイクロ流体デバイスを用いた軸索輸送の定量的評価方

法は，従来の培養皿同様の結果が得られる方法であることが

示された．それに加え，デバイスを用いることにより，一度

の解析において評価できる軸索数を飛躍的に増加可能である

ことが示された．Pandey らが 2011 年に報告しているように

従来の分散培養では，11～12 の軸索 100 μm における小胞輸

送を評価し，小胞動態の変化について論じている 26)．対して，

本研究に用いたデバイスは，一度に 96（WT）および 69
（SOD1H46R）の軸索の解析を可能とした．デバイスを用い解

析可能な軸索数が増加することにより，精度の高い評価を可

能であると考える． 
これまで，SOD1H46R の神経細胞における軸索輸送に関する

報告はなされていないが，ALS 研究において一般的に使用さ

れる SOD1G93Aの軸索輸送の速度に関しては，2012 年に Jordi
らにより報告されている27)．Jordi らは順行方向に軸索輸送さ

れる細胞小器官において，細胞小器官の輸送数について報告

はしていないが，輸送速度がWTよりもSOD1G93Aの方が遅く

なることを報告している．本研究において酸性小胞の動態を

評価した結果，順行輸送小胞の割合は 3.09 ± 0.75 %（WT），

10.6 ± 2.51 %（SOD1H46R）であり，SOD1H46Rにおいて有意に

増加していた．これは，SOD1H46R における順行輸送に何らか

の異常がある可能性を示唆する．本研究では，酸性小胞の輸

送速度については計測していないが，順行輸送に異常を生じ

るという点では，SOD1G93A と SOD1H46R に共通する疾患表現

型である可能性が示唆される．今後，SOD1G93Aについてもデ

バイスを用いた評価を行う必要があると考える． 
 

6．結言 
 

本研究では，マイクロ流体デバイスを用いた神経極制御お

よび軸索輸送の定量的評価方法の開発を目的として，神経軸

索内における酸性小胞の輸送動態を ALS マウスモデル

（SOD1H46R）の初代培養神経細胞と正常（WT）な初代神経培

養細胞の間で比較した．その結果，本デバイスが神経細胞の

極性制御が可能であることを確認するとともに，軸索輸送の

定量解析が容易に可能であることが示された．  
本実験では各遺伝子由来のマウス 1 個体から採取した初代

培養神経細胞から取得した結果であるため，現在，サンプル

WT  SOD1H46R 

p < 0.05 

WT SOD1H46R 

WT SOD1H46R WT SOD1H46R WT SOD1H46R 

* p < 0.05 *

*

p < 0.05 n.s % % % 

% % 
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数を増やし，遺伝子型に依存した軸索輸送の変化についての

再現性について検討している．また，本実験で用いた

LysoTrackerはオートファゴソームを含む酸性小胞を標識して

おりオートファゴソームの特定は不可能である．従って，オ

ートファゴソームに特異的なマーカーを用いて，オートファ

ゴソーム動態の解析を行う必要がある．今後，ウイルス発現

ベクターを用いて，オートファゴソーム膜に存在する LC3 タ

ンパク質(4)を標識した実験系により更なる解析を行う計画で

ある． 
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