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研究成果の概要（和文）：X 線マイクロビーム照射によって、特定された単一神経様細胞（PC12）

の神経分化誘導に成功した。ただし、神経成長因子(NGF)を使用した分化に比べて、神経突起

の伸張は短く、最大の分化誘導率は吸収線量 15Gy で 14％である。また、リソグラフィ技術を

用いて培養細胞を特定の位置に固定する細胞チップを開発し、PC12 細胞を培養することに成

功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Differentiation of PC12 cell can be individually induced with X-ray 

microbeam. Neurite extension for the PC12 cell differentiated by radiation was small, compared to 

normal extension by nerve growth factor (NGF). The maximum differentiation was 14% at absorbed 

dose 15 Gy. A cell chip to arrange individual cell positions was fabricated with lithography and cell 

technology. PC12 cells were successfully incubated in the cell chip. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）生命科学分野の重要な研究の一つに神
経回路に関する研究がある。そして、生命科
学分野以外でも、神経回路網の論理モデルが
文字・音声認識やロボットの運動制御等に応
用され、神経回路研究の重要性が高まりつつ
ある。生命体中の神経細胞は、シナプスを介
して複雑な神経回路（ニューラルネットワー
ク）を形成し、その情報伝達機構については、
解明が進みつつある。その一方で、神経回路
形成機構については未だに解明されていな

い点が多い。神経細胞は遺伝子に支配された
プログラムに従って正しい位置に配置され、
神経突起を成長させ他の細胞と結合する。ま
た、正しい神経回路を残すため、誤った神経
回路は除かれることが最近判りつつある。し
かし、遺伝子プログラムを操作して、任意の
神経回路を形成させる技術はまだまだ先の
話である。工学的なアプローチとしては、神
経細胞を人工的に配置して、その特性を調べ
る方法が幾つか提案されている。 

（２）我々のグループでは、フォトリソグラ
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フィ技術を利用して、基板上にエポキシ系有
機膜層を形成し、特殊なタンパク質を介して
細胞を正確に配置する方法を開発した。この
方式は、既に報告されているプリント方式に
比べて、細胞の接着効率が高く、複雑なパタ
ーンの形成が可能である。 

（３）我々のグループはこれまでに、卓上型
Ｘ線マイクロビーム照射装置を開発してい
る。国内外のマイクロビーム照射実験は、イ
オンビーム加速器や放射光施設等の大型装
置を利用して行われてきたが、卓上型Ｘ線マ
イクロビーム照射装置を利用すれば、目的を
絞った研究グループの実験能率が大幅に向
上し、より複雑な実験条件を設定することも
可能となる。 

（４）我々の研究成果の一つに、Ｘ線照射誘
導による PC12細胞の分化制御の成功がある。
神経突起は、通常、神経成長因子（NGF）薬
剤を投与することによって成長させること
ができる。さらに、PC12 細胞は NGF 薬剤
投与無しの条件でも、Ｘ線照射によって分化
するユニークな特性を持つことが判ってき
た。X 線照射に伴うラジカルが分化誘導のト
リガーとして働くためと考えられるが、詳し
いメカニズムは判っていない。 
 
２．研究の目的 
X 線マイクロビームを用いた個々の細胞の分
化誘導技術を開発する。さらに、マイクロ加
工技術を用いることで、細胞チップ内で細胞
をＸ線マイクロビーム照射で分化制御する
ことで、精密な人工配列の神経回路が形成で
きると考えた。そして、本研究で開発する技
術により基本的な神経回路が製作できて、そ
れら情報伝達機構のより詳細な解明が期待
できる。また、実用の観点からは、神経回路
用細胞チップの技術を発展させて、神経細胞
と電子素子を組み合わせた新しい視聴覚セ
ンサー開発への応用展開が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ X 線マイクロビームを用いた 
神経回路作成の概要 

３．研究の方法 
（１）PC12 細胞を人工的に配列するための
細胞チップを製作する。図 2 に細胞チップの
製作工程の概略を示している。細胞チップ用
基板には、照射線量が正確に測定できるよう
に X線に高い感度を有する蛍光ガラス線量計
材料を用いる。この基板利用により、照射細
胞と X線マイクロビームの位置関係を蛍光顕
微鏡で観測することができる。 また、神経
細胞の電気応答を測定する場合では、微小電
極アレイ付きのガラス線量計基板を選択す
る。微小薄膜電極の製作には、研究室所有の
マイクロイオンビーム装置及びプラズマエ
ッチング装置を用いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 細胞チップの製作工程 
 
次に、基板表面にフォトレジストと培養細

胞の足場となるエポキシ系有機層を塗布す
る。フォトマスクで露光した後、デベロッパ
ー溶液でレジストパターンを形成させる。特
に、基板は高純度水で十分に洗浄し、有害な
化学物質を除去する。γ線及び熱処理で滅菌
処理を行った後、細胞接着用タンパク質を塗
布する。細胞を播種し、CO2ガスインキュベ
ータで数日培養して配置パターンを形成さ
せる。細胞の健全性は、活性度試薬で調べる
ことができる。 
 
（２）X 線ビームをもちいて、PC12 細胞の
分化誘導制御実験を行う。未分化 PC12 細胞
に照射線量を変えて X 線を照射し、照射後イ



 

 

ンキュベータで培養し、細胞の形態観察を行
う。細胞サイズに対して 10%以上の長さまで
神経突起が伸張したものを分化細胞と判定
し、分化誘導率は全細胞数に対する分化細胞
数の割合で定義した。 
 
４．研究成果 
（１）PC12 細胞を人工的に配置する神経細胞チ
ップを開発した。図３は製作した神経細胞チップ
の様子である。プラスチック（CR-39）基板上に
は、リソグラフィ技術を用いて SU-8 フォトポリマ
ー層をパターン形成させて、滅菌処理等を施し
た後、PC12 細胞をインキュベータ内で培養し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 神経細胞チップのパターン形成 
 
図 4 に示すように、PC12 細胞は基板上の細

胞接着性の違いから、SU-8 のパターンに沿っ
て固定される。さらに、神経成長因子で分化させ
て、人工配列された神経細胞集団を形成させ
た。 
さらに、神経細胞チップ内の細胞の活性化を
調べるために、蛍光試薬や細胞増殖率測定を
行い、正常に培養されていることを確かめた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図４ 細胞チップ上に人工配置 

された神経細胞 
 

（２）Ｘ線照射誘導による培養細胞 PC12 の
分化制御について調べた。X 線照射装置を用
いて培養シャーレ内の個々の PC12 細胞を最
大吸収線量 20Gy まで照射し、10 日間、炭酸
ガスインキュベータで培養し、照射細胞の形
態を観察した。 
図 5は X線による PC12 細胞の分化誘導率

の結果である。分化誘導率は、吸収線量の増
加とともに増加して吸収線量 15Gy で最大と
なり、14%であった。この実験結果は、60Co

による均一γ線照射による結果ともほぼ一
致している。ただし、Ｘ線誘導によって分化
した細胞の形態は、NGFの投与にくらべて、
神経突起の成長は小さいことが特徴である
ことが判った。図 6,7 は X 線照射によって分
化した PC12 細胞の形態である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 5 X 線マイクロビームによる 

PC12 細胞の分化誘導率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 6 X 線照射によって分化した PC12 細胞 

（光学顕微鏡観察） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  X 線照射によって分化した PC12 細胞 
（細胞を固定処理し、電子顕微鏡観察） 



 

 

現在、細胞チップ上に人工配列された PC12
細胞に対して X線マイクロビーム照射を行っ
た場合、分化誘導率が低いため、任意の神経
回路形成が容易でないことが問題となって
いる。特に、照射しても分化誘導しない細胞
を排除し、別の細胞に置き換える方法が必要
である。 
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