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研究成果の概要： 
近年、放射線の利用分野は拡大し、特に放射線治療などの医学・医療分野への重要性が高まっ

ている。そして、この分野における放射線利用技術の高度化を進めるためには、放射線ビーム

利用を対象とする先端工学と医学・医療分野等の複合領域における研究や技術開発が不可欠と

なっている。本研究では、ミクロな視点から、医学・医療分野における放射線利用技術の高度

化を図った。具体的には、単一細胞の放射線影響を調べるために、細胞核の大きさのビーム径

を有する卓上型 X 線マイクロビーム照射装置を開発した。さらに、培養細胞 PC12 の放射線照

射効果を利用して、この X 線マイクロビームを用いた培養細胞の分化誘導技術を開発した。 
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１．研究開始当初の背景 
 放射線の利用分野は拡大し、特に放射線治
療などの重要性が高まっている。しかし、細
胞や生体への放射線影響に関する研究では、
まだ解明されていない点（特に低線量領域で
の影響）が多いことが、多くの研究者によっ
て指摘されている。例えば、放射線影響が照
射細胞から非照射細胞に伝達する現象－バ
イスタンダー効果や、放射線影響の閾値の有
無などの例があげられる。 
 そこで、従来のマクロな統計的解析に基づ
いた研究手法ではなく、個々の細胞を対象に

したミクロな観点から放射線照射効果研究
に取り組む手法が提案されつつある。ミクロ
な視点からの研究手法の一つとして、特定の
細胞にのみ放射線影響を生じさせることが
できる放射線マイクロビーム照射装置の利
用が考えられ、その開発が進められている。 
 放射線マイクロビームを用いた細胞照射
研究では、生物工学分野だけでなく、放射線
工学や加速器工学分野などの物理的な技術
要素も必要で、それらの技術の高度化は重要
課題となっている。 
 



２．研究の目的 
 本研究では、汎用性の高い X 線マイクロ
ビーム照射実験装置を用いて、個々の細胞を
対象に放射線影響を誘発する技術を開発し
た。この研究で対象としたサンプル細胞は
PC12 細胞で、ラットの副腎髄質由来の褐色
細胞腫で、神経細胞分化のモデルとして知ら
れている。細胞の増殖も容易であり、さらに
PC12 細胞に神経成長因子（NGF）を投与す
ることで、細胞のシグナル伝達分子が活性化
され、神経細胞のように樹状突起を伸ばす性
質をもっている。また、強い放射線や電磁波
の影響によっても神経突起成長が見られる
ことが報告されている。 
 そこで、X 線マイクロビームを用いて、特
定の PC12 細胞について、神経突起の成長を
誘発させる技術、さらに、分化した神経細胞
をX線マイクロビームによって細胞死を誘発
させる技術を考案した。課題名は、「X 線マ
イクロビームを用いた神経細胞の接合・切
断技術の開発」である。具体的な技術開発
の内容は以下の通りである。 
（１）細胞照射実験用卓上型 X 線マイクロ

ビーム照射装置の開発 
（２）効率的細胞照射実験のための、細胞位

置制御用神経細胞チップの開発 
（３）単一 PC12 細胞の神経突起成長の X 線

マイクロビーム照射下その場観察装
置の開発  

 
３．研究の方法 
 図 1に開発した卓上型X線マイクロビーム
照射装置の概略図を、その写真を図 2 に示す。
この卓上型 X 線マイクロビーム照射装置は、
堀場製作所社製X線顕微鏡XGT-5000を改造
した装置である。新しい X 線マイクロビーム
生成部を設け、倒立型顕微鏡が導入された構
造になっている。マイクロフォーカス X 線管
で発生した X 線は、ガラスキャピラリー（全
反射型 X 線導管）によって集光され、X 線マ
イクロビームとして大気下に取り出される。
そして、倒立型顕微鏡の XYZ 電動試料ス
テージ(位置精度：1μm)に設置された細胞試
料を精確にX線マイクロビームで照射するこ
とができる。X 線照射室は、生体試料の活性
に適した 37℃の温度雰囲気に保たれている。
また、ガラスキャピラリーの出口近傍に取り
付けられた高純度シリコン半導体検出器を
用いて、照射試料から発生する蛍光 X 線のエ
ネルギー分析を行うことができる。つまり、
ターゲット試料の組成（元素）分析が可能で
ある。それから、画像取得用の CCD カメラ
などが接続される光学系に、レ―ザー光を導
入することで、ターゲット細胞に対してレー
ザー誘起蛍光観察やレーザー切断を行うこ
とができる。 
 マイクロフォーカス X 線管の電子ビーム

ターゲット材料には Rh を用いており、真空
保持出射窓から得られるX線ビームのエネル
ギースペクトルは、Rh-L: 2.7 keV, Rh-Kα: 20 
keV、そして、Rh-Kβ: 22 keV の特性 X 線成
分と最大 50keV まで連続して拡がっている
制動 X 線成分である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 卓上型 X 線マイクロビーム照射装置 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の写真 
 
 X線マイクロビームのビーム径は、金を 0.3 
μm 厚で真空蒸着したナイフエッジを精密サ
ンプルステージに取り付け、この金からの特
性 X 線の強度の変化から求めた。ガラスキャ
ピラリーの出口から 1 mm のところで、最小
ビーム径 12 μｍが得られ、また、X 線ビーム
の発散角については、Au-M(2.12keV)の蛍光
X 線応答では約 11mrad、Au-L(9.7keV)の X
線では約 2.5mrad であった。 
 次に、光子・電子輸送コード EGS4 を用い
てターゲット細胞へのエネルギー付与につ
いて調べた。シミュレーションモデルでは、
ターゲット細胞を直径 10 μｍの水（H2O）球
体で模擬し、水で満たされたガラス基板の底



に置いた。そして、X 線マイクロビームで厚
さ 0.5 mm の水層を通して、ターゲット細胞
を照射するとした。本装置における細胞の吸
収線量率は、最大 0.05 Gy/s と推定された。
この吸収線量率の値は、細胞の低線量領域の
放射線影響を実験的に調べるのには十分な
強度である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 細胞チップの製作工程 
 
 図 3に細胞位置制御用神経細胞チップの製
作工程を示している。細胞チップの基板材料
には、PADC（アリルジグリコールカーボネ
イト）を使用した。PADC は無色透明，非結
晶性の熱硬化性プラスチックで、エネルギー
荷電粒子検出のための固体飛跡検出器材料
でもある。PADC 基板上に、高い疎水性を示
すフォトレジスト SU-8 でマイクロパターン
を作成し、細胞接着性たんぱく質の自己組織
化現象を利用した細胞のマイクロパターニ
ング培養を可能としている。 
 図４は細胞チップの写真である、基板状に
100 μm 間隔で格子状の SU-8 パターンが正
確に形成されている。細胞培養するためには
滅菌処理後、細胞を蒔種し、インキュベータ
で培養する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 神経細胞チップ 
 
 X 線マイクロビームで照射した PC12 細胞
を、照射後インキュベータで培養し、１日間
隔で分化の様子を光学顕微鏡で観測した。さ
らに、細胞核の DNA 二本鎖切断を抗体蛍光
染色法で調べた。DNA 二本鎖切断は向かい
合った二本の DNA 分子鎖が同時に切断され
る現象で、細胞死、遺伝的不安定性や突然変
異などを誘発する直接的な原因となる。その
ため、細胞の放射線効果の基本的な要因の一
つに挙げられている。DNA 二本鎖切断の検

出には、DNA 分子鎖が巻きついているヒス
トン 8 量体たんぱく質の一つである H2AX 
が DNA 二本鎖切断部に集積した修復タンパ
ク質酵素によってリン酸化されることを利
用する。このリン酸化で生成する γ-H2AX を
検出する。γ-H2AX は、DNA 二本鎖切断部
周辺に特異的に生成集積し、抗体を介して染
色することで、蛍光顕微鏡観察が可能である。
また、γ-H2AX の蛍光強度から DNA 二本鎖
切断について定量的に評価できることが
判っている。 
 X 線マイクロビーム照射実験と併用して、
全体に対するガンマ線照射実験(60Co，370 
TBq)も実施した。 
 
４．研究成果 
 卓上型X線マイクロビーム照射装置を用い
た単一細胞の照射実験について述べる。図 5
は、線量測定用の蛍光ガラス基板上に動物細
胞 HeLa を培養し、細胞集団中の個々の一細
胞の細胞核を照射した実験の様子である。単
一細胞照射後に抗体蛍光染色し、DNA 損傷
を起こしている細胞核を蛍光観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 マイクロビーム照射された HeLa 細胞(矢印)の光

学観察写真(上)と蛍光観察写真(下)。蛍光観察写真では、

細胞核(青)、DNA 損傷(緑)、X 線マイクロビームのプロ

ファイル(赤)が一致して観察されている。図中のスケー

ルバーは，10 μm である。 



  図 6 は、60Co ガンマ線照射実験で得られた
分化した PC12 細胞の様子で、20 Gy 照射し
た後、5 日後に観察した結果である。NGF を
投与した通常の成長に比べて、神経突起が短
く、変形した細胞が多く見られる。 

 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 図 6 ガンマ線照射された PC12 細胞 

 図 8 (a)各線量，照射後の時間において γ-H2AX フォー

カスを蛍光観察した様子。スケールバーは 10 μm を示

している。(b)各線量における照射後の時間と γ-H2AX 
フォーカスの蛍光強度の関係．各データは少なくとも 20 
細胞について解析した値であり、誤差棒は標準偏差を示

している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 8 は X 線マイクロビームで照射した
PC12 細胞における DNA 二本鎖切断の生
成・修復について調べた結果である。ガンマ
線照射実験と同様に、生存細胞においては照
射 24 時間後までに生成された DNA 二本鎖
切断の約 90%は修復されたことが示されて
いる。しかし、全ての DNA 損傷は完全に修
復されず、遺伝子の損傷などを生じさせるこ
とが判っている。ガンマ線照射においても同
様の実験を実施したが、同様の結果を示して
いた。 

図 7 放射線照射量に対する PC12 細胞の分化誘発率 
 

 図9は細胞チップにPC12 細胞を蒔種直後
と、24 時間培養後、さらに NGF を投与し、
4 日間培養したときの結果である。蒔種 24
時間後では、ほとんどの細胞がマイクロパ
ターンに従って基板と接着していることが
確認された。さらに、NGF 投与によって、
神経線維を成長させた場合、図 9(b)で示すよ
うに、神経突起の成長も細胞外マトリックス
のパターングに沿っていることが示されて
いる。今後はさらに、細胞チップを用いた X
線マイクロビームの分化誘導実験を計画し
ている。 

 図 7 は X 線マイクロビームと 60Co ガンマ
線照射について、放射線照射量に対する
PC12 細胞の分化率を示している。60Co ガン
マ線照射に比べてX線マイクロビーム照射で
は、分化を誘発する効率は低く、分化誘発効
率が最大となる線量も異なっていることが
示されている。この原因については、十分に
考察されていないが、細胞そのものの照射だ
けでなく、液体培地からのラジカル生成が関
係すると考えている。これらの実験結果は X
線マイクロビームと 60Co ガンマ線の照射結
果を単純に比較できないことを示している。 
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 最後に本研究課題で得られた成果をまと
める。 
（１）汎用性の高い卓上型 X 線マイクロビー
ムを開発し、単一細胞を正確に照射し、そ
の放射線影響について観察する実験装置
を開発した。 
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