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略記一覧 

 

NGF: Nerve growth factor 

FPT: Fluorescence polymeric thermometer  

PC12: Pheochromocytoma-12 
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1. 要旨 

 

神経幹細胞は、ニューロトロフィン（Nerve Growth Factor: NGF）を代表とする分化因子によ

って神経突起を伸ばし、神経細胞へと分化する。神経分化は、発生過程や神経機能の再生の

ために重要なプロセスである。神経細胞の分化を誘導する機構は、様々な化学的シグナル伝

達の他にも、熱刺激が報告されている。例えば、in vitro では、培養温度の調節による温度刺

激が神経分化を引き起こすこと、in vivo では、胎児の神経発生期に母体と胎児の体温が上昇

することが報告されており、神経分化における温度の関与が示唆されている。さらに、細胞

内の温度上昇が線虫の胚発生パターンを変化させる報告もあり、細胞内の温度の重要性も

注目されている。 

しかし、これまで神経分化についての研究では、細胞全体の加熱やヒートショック応答な

ど外部熱源を用いており、神経分化における局所的な細胞内温度の変化や細胞がもつ内在

性熱源による自発的な細胞内の温度変化の機能については不明である。そこで、本研究では、

神経分化のモデル細胞である PC12 細胞を用いて、非侵襲的かつ生理学的な細胞内局所の温

度上昇が神経分化に及ぼす影響を調べるとともに、神経分化において局所的な細胞内の温

度変化を調べることで、細胞内温度が関与する新規の神経分化機構を調べた。 

PC12 細胞は、NGFによって神経分化が誘導され、神経突起を伸ばし、神経細胞と同様の

分化マーカーを発現する。細胞内温度の測定には、温度上昇に伴い蛍光寿命が長くなる温度

感受性蛍光プローブ(Fluorescence polymeric thermometer: FPT)と、蛍光寿命イメージング顕微

鏡法を用いた。また、細胞内の微細な温度操作には赤外レーザー照射を用いて、定量的な細

胞内の局所加熱を行った。 

神経分化時に赤外レーザーによる定量的加熱を用いた局所温度（特に核内）の上昇（ΔT 

=+2, 3, 5 °C）により、非加熱細胞よりも核内加熱した細胞の方が神経突起の伸長がおよそ

1.5 倍促進された。加熱条件の検討から、ΔT =+3 °C、30 分の核加熱が最も効率的に神経突

起伸長を促進することがわかった。次に、神経分化時に内在的に細胞内で温度変化が起きる

か調べるために、神経分化前後で細胞内の温度を測定した。細胞内温度測定から、神経細胞

の分化は、転写と翻訳に関連した自発的な細胞内温度上昇を伴っていることが明らかにな

った。神経分化時の細胞内温度の局所的上昇が神経突起伸長に必須であるか調べるために、

熱吸収ポリマー（過剰量の FPT）を用いて、細胞内温度の局所的上昇を抑制した。神経細胞

分化における細胞内温度上昇の抑制は、神経突起伸長を抑制した。さらに、自発的な細胞内

温度上昇は、マウス初代大脳皮質ニューロンの神経突起伸長にも関与していた。 

本研究から、神経分化時に転写、翻訳などの細胞内反応由来の自発的な細胞内の温度上昇

が見られたこと、細胞内の温度上昇が神経突起伸長を駆動していることが明らかとなった。

以上の結果から、神経分化時に自発的な細胞内の温度上昇が劇的な形態変化である神経突

起伸長に貢献するという細胞内温度シグナルによって誘導される新規の神経分化機構モデ

ルを提唱する。 



2. 背景 

2-1. 神経細胞および神経分化について 

 神経細胞は神経幹細胞から分化した細胞である 1。神経細胞は分化の過程で劇的な形態変

化（神経突起の伸長）を伴い、その後、神経としての機能を獲得する 2,3。神経分化は発生過

程における脳の構築にとって必須であるだけでなく、それに伴う神経機能の再生は、さまざ

まな脳疾患や損傷の治療に応用できる可能性がある。そのため、神経分化の複雑なメカニズ

ムは、長い間、盛んに研究されてきた 4–6。 

これまでの集中的な研究により、神経分化の根底にある複雑な分子メカニズムが明らか

になってきた。例えば、神経分化は、神経成長因子（NGF）に代表されるニューロトロフィ

ンなどの細胞外因子によって誘導され、様々な化学シグナル伝達経路を活性化する。NGFは

親和性が異なる二つの受容体と結合し、シグナル伝達経路を活性化する。高親和性 NGF受

容体である TrkA (Tropomyosin receptor kinase A)の活性化は、RAF/ mitogen-activated protein 

kinase kinase 1/2（MEK1/2）/ extracellular signal-regulated kinase 1/2（ERK1/2）シグナル伝達

経路を刺激し、転写を活性化する 7。さらに、TrkA の活性化は、phosphoinositide 3-kinase（PI3K）

を介する AKT 経路を通じて、 翻訳活性化を含む複数の細胞効果をもたらす 8。低親和性

NGF受容体 p75 は、nuclear factor κB（NF-κB）を介して転写を誘導する。このように、こ

れらのシグナル伝達経路は分化する神経幹細胞において転写と翻訳を活性化し、アクチン

重合 9,10、微小管合成 11、を経て神経突起伸長 12,13を誘導する。 

 

 

2-2. 神経分化における物理的なシグナルの影響 

 上記に記載した化学的なシグナル機械的な力 14,15、電場 16,17、光 18–21、温度 22–29などの物

理的シグナルも、神経細胞の分化に影響を与えることが報告されている。特に、生物学的リ

ズム（概日リズム 30や月経周期 31など）による深部体温の変化（1℃未満）よりも大きな自

発的な温度変動が脳で起こること 32,33 や、妊娠初期の胎児の神経発生期に母体と胎児の温

度が自律的に上昇することが報告されている 34。これらの体温の自発的な温度変動は、体温

と脳機能との間に深い関係があることを示唆している。近年、神経突起伸長と温度との関係

が研究され、熱刺激（ヒートショックなど）が神経突起伸長を誘導することが示されている

23–25,28。さらに、神経突起の伸長方向（すなわち軸索誘導）は、細胞外の加温によって影響

を受ける 26,27。 

 

 

2-3. 神経分化における温度応答に関するこれまでの研究の問題点 

 温度刺激による神経細胞分化誘導に関する上記に示した研究では、主に培養液全体また

は細胞外近傍の温度を操作するものであった。これらの方法では、細胞全体が加熱されるか、



熱源が細胞外にあるため、局所的な温度変化（核や細胞質など）に対する細胞の反応や、分

化過程における細胞内在性の局所的な温度変化を理解することはできない。従って、細胞内

温度が関与する神経細胞分化のメカニズムは不明である。 

 

 

2-4. 細胞内温度が関与する生命現象 

 細胞内の温度測定や微細な温度操作の難しさから、細胞内温度が関与する神経細胞分化

機構は不明であるが、細胞内温度測定技術の進歩により、個々の細胞の核や細胞質などの細

胞内の領域に依存した温度変化が解明されるようになった 35–38。さらに、脳組織 39や神経細

胞 40,41における刺激応答性の細胞内温度変化も、それぞれの機能と関連している。このこと

は、局所的な細胞内温度の変化が、温度シグナル伝達機構として、温度に関連した神経分化

の制御に重要である可能性が高いことを示唆している 42。実際、細胞内温度計測技術によっ

て定量化された非侵襲的な細胞内加熱による細胞機能の制御が神経細胞機能も含めて報告

されている 43–45。 

 

 

2-5. 本研究の概要 

 本研究では、神経細胞様 PC12 細胞における NGF 依存性の神経突起伸長に注目し、この

神経分化現象に対する温度上昇の影響を調べた。まず、赤外（IR）レーザー照射を用いて

PC12 細胞を局所的かつ定量的に加熱し、核内の生理学的な温度上昇が神経突起伸長を促進

することを示した。次に、2 つの異なる細胞内温度計を用いて、神経細胞分化の過程で、核

内の転写と細胞質内の翻訳に依存する自発的な温度上昇を見出した。さらに吸熱ポリマー

により、この神経分化時の自発的な温度上昇を抑制することで、神経突起伸長を阻害するこ

とができた。神経突起伸長時の自発的な温度上昇と吸熱ポリマーによる神経突起伸長の抑

制実験は、マウスの大脳皮質からの初代培養細胞でも確認することができた。これらの知見

に基づき、自発的な温度上昇が神経突起伸長に寄与するという、温度シグナリングを介した

神経細胞分化メカニズムの新しいモデルを提案した。 



 

図 1. 本研究の概要 

 

  



3. 実験材料および方法 

 

以下に、本実験で用いた試薬・器具および装置を示す。 

 

 



 



 

3-1. 培地・試薬の調製 

3-1-1.  培養培地の調製 

クリーンベンチ内で Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (D6429, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO)  500 ml に熱により不活化した Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, Nuaillé, France) 

25 ml, Horse Serum (HS) (Gibco, Waltham, MA) 25 ml を加え、それぞれ終濃度が 5% (V/V)にな

るように調製した。次に、ペニシリン-ストレプトマイシン混合液(15140122, Thermo Fisher, 

Waltham, MA) 1.65 ml を加え、ペニシリン終濃度が 30 units/ml、ストレプトマイシン終濃度

が 30 µg/ml になるように調製し、転倒混和後、4ºC で保存した。 

 

3-1-2.  分化用培地の調製 

クリーンベンチ内で DMEM 培地(Sigam D6429) 500 ml にペニシリン-ストレプトマイシン混

合液 1.65 ml を加え、ペニシリン終濃度が 30 units/ml，ストレプトマイシン終濃度が 30 µg/ml

になるように調製した。その後転倒混和し、4ºC で保存した。 

 

3-1-3.  観察用培地の調製 

クリーンベンチ内で DMEM 培地(gibco 21063029) 500 ml に 1 M HEPES-KOH (pH.7.4)を 17.5 

ml 加え、 HEPES 終濃度が 30～60 mM になるように調製した。その後転倒混和し、4ºC で

保存した。 

 

3-1-4.  血清の非働化 

−20 ºC で凍結保存されている FBS、または HS 500 ml を 4ºC で 2日間インキュベートし、

解凍した。次に、56ºC のウォーターバスに浸し、2~3 分間浸透後、30 分間インキュベート

し、非働化した。その後室温で静置し、温度が室温まで下がった氷冷後に、25 ml ずつ分注

し、−20ºC で凍結保存した。 

 

3-1-5.  1 M HEPES-KOH (pH7.4)の調製 

HEPES 23.8 g にMilliQ 水を加えて溶解した。次に 5 M KOH 溶液を少量ずつ加え pH を 7.4

に調整後、MilliQ 水を加えて 100 ml にメスアップした。その後 0.22 µm フィルターにより

滅菌後、室温で保存した。 

 

3-1-6.  Nerve Growth Fator (NGF)の調製 

NGF 100 µg に、あらかじめ終濃度 0.1w/v%で BSA を溶かし 0.22 µmフィルターにより滅菌

した PBS を 1 ml を加え、終濃度 100 µg/ml になるように調製した。次にピペッティングに

より溶解し、4ºC で一晩静置後、−80ºC で凍結保存した。本研究で使用した NGFの分子量

は、26 kDa であり、50 ng/mLのとき約 1.9 nM である。 



 

3-1-7.  0.1 M ホウ酸バッファー(pH8.5)の調製 

 H3BO3 0.6 g に MilliQ 水を加え溶解し、1M KCl 10 ml を加えた。次に 2 M NaOH 溶液を少

量ずつ加え pH を 8.5 に調製後、MilliQ 水を加えて 100 ml にメスアップした。その後 0.22 

µmフィルターにより滅菌後、室温で保存した。 

 

3-1-8.  Dextarn Texas Red (TR-Dex（D1828、Thermo Fisher）)溶液の調製 

 TR-Dex 25 mg にマイクロインジェクション溶液 500 µl を加え、終濃度 25 mg/ml になるよ

うに調製した。ピペッティングにより溶解した後 20 µl ずつ分注し、遮光状態で-20ºC 凍結

保存した。使用する際には、25 mg/ml TR-Dex ストック溶液 20 µl にマイクロインジェクシ

ョン溶液 80 µlを加えてピペッティングし、終濃度が 0.5% (W/V)になるように調製した。 

 

3-1-9.  マイクロインジェクション溶液の調製 

 KCl 9.7g、NaCl 1.3 g、K2HPO4 1.4 gに MilliQ 水で溶解し、1 Lにメスアップして溶液①

(130 mM KCl、22 mM NaCl、10 mM K2HPO4)とした。次に、KCl 9.7g、NaCl 1.3 g、KH2PO4 

1.7 g に MilliQ 水で溶解し、1 Lにメスアップして溶液②(130 mM KCl、22 mM NaCl、10 mM 

KH2PO4)とした。溶液②に溶液①を少量ずつ加え pH7.4 に調整し、0.22 µm フィルターによ

りろ過後、-20ºC で凍結保存した。 

 

 

  



3-2.  Fluorescence Polymeric Thermometer (FPT)溶液の調製 

温度感受性蛍光ポリマーである FPT は、東京大学大学院薬学研究科の岡部らにより合成

された(28)ものを使用した(図 2、図 3、図 4)。氷中で FPT 粉末にマイクロインジェクション

溶液を加え、終濃度 0.5 %(W/V)になるように調製した。次に氷中で振盪し、溶解させた後

4ºC で一晩静置した。翌日、0.22 µmフィルターろ過を 4 ºC、10,000 rpm、7 分間の遠心によ

り行い、全量をタンパク質低吸着チューブに移した後、遮光した状態で 4ºC 保存した。 

図 2. 温度に応答した FPT のコンフォメーション変化と蛍光応答の模式図(28) 

図 3. FPT の化学構造(28) 

図 4. PBS 溶液中における FPT の励起スペクトル(点線、 Ex488)と蛍光スペクトル(実線、 

Em575) (28) 

 

 



3-3.  細胞培養 

神経用細胞である PC12 細胞は Riken Bioresource Center (No. RCB0009, Tsukuba, Japan)から購

入したものを使用した。以下にクリーンベンチ内での細胞培養操作を示す。 

 

3-3-1.  PC12 細胞の凍結ストック起こし 

−80ºC で保存していた凍結ストックを手で温め、ある程度溶解した。次に培養用培地 1 ml を

加え、ピペッティングにより溶解・懸濁後、全量を培養用培地 9 ml に加えた。この細胞懸

濁液を 1,000 rpmで 5 分間遠心し、上清をアスピレータで除去した。培養用培地 1 ml を加え

てピペッティングにより懸濁し、全量をあらかじめ 37 ºC でインキュベートしていた 60 mm

ディッシュ中の培養用培地 2 ml に均一に播種した。上記操作によりできた細胞サンプルを

継代 0代目とし、37 ºC、5 % CO2で培養をインキュベートした。翌日、培地をアスピレータ

で除去後、新しい培養用培地 3 ml を入れて培地交換をした。 

 

 

3-3-2.  PC12 細胞の継代 

60 mm ディッシュに播種した細胞をセミコンフルエントになるまで培養した。培地をア

スピレータで除去し、培養用培地 2 ml を加え、ピペッティングにより懸濁した。この細胞

懸濁液 10 µLを血球計算盤とカバーガラスの間に入れ、実体顕微鏡(Leica DM IL)と 10 倍対

物レンズを用いて、細胞数を計測した。その後、あらかじめ 37 ºC でインキュベートしてい

た培養用培地をそれぞれ 1.5 ml 入れた 35 mmディッシュ、3 ml 入れた 60 mmディッシュ、

10 ml を入れた 100 mmディッシュに播種した。この時、35 mmディッシュ細胞密度は 5×104 

cells/ml、60 mmディッシュ細胞密度は 1×105 cells/ml、100 mmディッシュ細胞密度は 1×106 

cells/ml になるように播種した。上記操作によりできた細胞サンプルを元の細胞サンプルの

継代+1 代目とし、37 ºC、5 % CO2でインキュベートした。  

 

3-3-3.  PC12 細胞の凍結保存 

100 mmディッシュに播種した継代 2代目細胞サンプルを、セミコンフルエントになるまで

培養した。培地をアスピレータで除去し、培養用培地 5 ml を加え、ピペッティングにより

懸濁した。この細胞懸濁液を 1,000 rpm で 5 分間遠心し、上清をアスピレータで除去した。

Cell Banker 溶液を 2.5 ml 加え、ピペッティングにより懸濁した。その後、500 µl ずつ分注

し、一日前から 4ºC でインキュベートしておいた BICELL に入れ、- 80ºC で凍結した。翌

日、凍結ストックを細胞凍結用容器 BICELLから取り出し、-80ºC で保存した。 

 

3-3-4.  実験で使用した細胞サンプルの調製 

3-3-4-1.  細胞内温度計測に使用した細胞サンプルの調製 

顕微鏡観察のため、細胞サンプルは、35 mm Poly-L-Lysine (PLL)コートガラスボトムディ



ッシュ(D11131H MATSUNAMI, Kishiwada, Japan)に播種した。また、セミコンフルエントに

なるまで中 1～2 日培養し、観察日の 1 日前に分化用培地に交換した。 

 

3-3-4-2.  神経突起伸長度計測に使用した細胞サンプルの調製 

本実験に使用した細胞サンプルは、全て PLLコーティングディッシュに播種した細胞サン

プルを使用した。また、コンフルエント率が 50%を超える前まで培養し、実験日の 1 日前に

分化用培地に交換した。 

 

 

3-4.  PC12細胞の分化 

アスピレータを用いて分化用培地をガラスボトム部分だけ残して除去し、予め 50 ng/ml NGF

に調製した分化用培地、または観察用培地を 750 µl 加えた。この操作をもう一度繰り返し

た後、50 ng/ml NGF含有分化用培地 1.5 ml を加えた。 

 

 

3-5.  マイクロインジェクション法 

FPT および細胞トレーサーとして用いた TR-Dex（D1828、Thermo Fisher）の細胞への導

入は、マイクロインジェクション法を用いた。細胞を TCSSP8 共焦点顕微鏡で観察しなが

ら、固定されたディッシュに対して、ガラス毛細管針（Femtotips II, Eppendorf, Hamburg, 

Germany）を用いて細胞質にマイクロインジェクションした。注入溶液の体積はおよそ 2 fL

と見積もられた。  



3-6.  共焦点蛍光顕微鏡(TCS-SP8)による細胞観察 

 

3-6-1.  蛍光寿命測定顕微鏡(FLIM)について 

蛍光寿命イメージング顕微鏡(FLIM)を用いることで，励起状態の分子由来のフォトンが基

底状態に戻るまでの時間を測定することができた(図 5)。細胞標識などに用いる有機小分子

蛍光色素の蛍光寿命は多くの場合ナノ秒オーダーであり、この蛍光寿命は蛍光色素が置か

れている環境に応答して蛍光寿命を変化させる。また、原理的には蛍光寿命の絶対値はフォ

トン数に依存しないため、測定フォーマットを向上させることで、ごくミクロな環境の蛍光

寿命も測定可能である。つまり、この蛍光寿命により細胞内局所の温度などの蛍光色素を取

り巻く微小な環境に関する情報を獲得することができる。 

 

 

図 5. ヤブロンスキー図 

 

 

3-6-2.  共焦点蛍光顕微鏡(TCS-SP8)による蛍光寿命イメージングについて 

以下にTCS-SP8共焦点顕微鏡の概略図を示す(図6)。TCS-SP8共焦点顕微鏡にTime-Correlated 

Single-Photon Counting(TCS-PC)モジュールを連結した。 Fluorescence lifetime imaging 

microscopy(FLIM)を利用し、FPT の蛍光寿命を測定した。470 nmパルスレーザーにより励起

されたフォトンが検出器に届くまでの時間をスタート・ストップタイムとし、複数のスター

ト・ストップタイムを組み合わせることで、FPT の減衰曲線を形成することができた(図 7)。

得られた減衰曲線は 2 成分フィッティングを行い、平均蛍光寿命を算出した(図 8)。 



 

図 6. TCS-SP8 の概略図 

 

 

図 7.  TCSPC による蛍光寿命測定の原理 

 

図 8.  TCS-PC により測定した FPT の減衰曲線の模式図 

 



3-6-3.  TCS-SP8 共焦点顕微鏡を用いた細胞観察 

 細胞観察において 63 倍、または、40 倍の油浸対物レンズと 20 倍の対物レンズを使用し

た。また、細胞の画像は Format 1024×1024 pixel で取得した。蛍光視野像を取得する際には、

FPT の場合 488 nm CW(continuous wave: 連続波) レーザーで励起し、検出蛍光波長は 500-

700 nmに設定した。デキストランテキサスレッドの場合 552 nm CW レーザーを用いて励起

し、検出蛍光波長は 561-650nmに設定した。 

 

3-6-4.  FLIM(TCS-PC)を用いた細胞内 FPT の蛍光寿命測定 

細胞サンプルの培地をアスピレータで除去し、NGF 無刺激サンプルの場合は観察用培地

1.5 ml、NGF刺激サンプルの場合はあらかじめ 50 ng/ml NGFになるように調製した観察用

培地 1.5 ml を加えて培地交換をした。次に、細胞サンプルに 3.5記載の手順に則り、FPT を

導入し、細胞内での温度測定は FPT が示す蛍光寿命を測定することにより行った。熱電対

を用いて培地温度を測定・モニターし、ステージインキュベータを用いて培地温度を室温か

ら 30ºC まで上げた。この時、FPT の過度の凝集を防ぐために、ヒーター温度の設定値を徐々

に上げることで 7 分間に 1 ºC ずつ温度を上昇させた。その後、温度上昇に伴いサイズが縮

小した FPT を核内まで拡散させるために、30 分静置後、蛍光観察を開始した。観察は培地

温度が 30 ±0.1 ºC または、37 ±0.1 ºC の範囲で行い、温度が変化した場合にはステージイン

キュベータのヒーター温度の設定値を変えることによって 30 ºC にした。蛍光寿命は FLIM

により計測した。励起光には 470 nm のパルスレーザーを使用し、強度は 44-45%、出力は

20MHzに設定した。検出蛍光波長は500-700 nmに設定し、その他FLIM条件を format 128×128 

pixel，speed 100 Hz，Zoom Factor 5，Pinhole 1に設定した。また、Duration Time を 30 秒に設

定し、単一細胞からのフォトンを積算した。蛍光寿命画像は 10-20 回蓄積して取得した。 

 

 

  



 

3-6-5.  SymphoTime64 による蛍光寿命解析 

平均蛍光寿命に関する理論式にパラメーターを代入することにより、蛍光寿命を決定し

た (29)。TCSPC により測定した FPT の減衰曲線は、解析ソフトウェア SymphoTime64 を用い

て 2 成分の指数関数によりフィッティングし、フォトン数と時定数を算出し、理論式(2)を

適用することで平均蛍光寿命を算出した。以下に解析方法を示す(図 9)。SymphoTime64 に

より解析した蛍光寿命データは、減衰曲線のピークとなるフォトン数が細胞あたり 1,000 

counts 以上に達したものを選択した。式(1)に示す 2 成分の指数関数のフィッティングによ

り、蛍光減衰曲線に含まれる各成分を蛍光寿命 τとその強度 A が得られ、 

(1) 

次にこれらの値を用いて、平均蛍光寿命(τf)を以下の式(2)によって算出した。 

 (2) 

 

 

図 9.  SymphoTime64 を用いた蛍光寿命解析手順 

 



3-6-6.  神経突起伸長の計測 

 分化を誘導させた細胞が伸長させた神経突起の計測には TCSSP8制御ソフトウェア Las X

で取得した画像イメージを Annotations，Draw scalebar 機能を使用して測定した(図 10)。 

 また、突起伸長の測定については、図 11 のように一つの細胞に対して最も長い神経突起

をその細胞の神経突起として統計処理した。また、細胞体のサイズ以上のものを神経突起と

して測定を行った。従って、細胞の大きさ未満の長さの突起は神経突起として認めず、細胞

体未満の大きさの突起しか持たない細胞の神経突起の長さは 0 として統計処理した。 

 

図 10.  LasX を用いた PC12 細胞の神経突起伸長度の計測 

＊デキストランテキサスレッドで細胞を標識 

 

  



 

 

図 11. 突起を伸長させた PC12 細胞 

 

＊神経細胞のトレーサーとして使用される dexran (TR-Dex）を注入している。 

 細胞 A では細胞体の大きさは a であり、突起長 b, c は、それぞれ a<b, a<c であるため、突

起ｂ，ｃはともに神経突起である（分化した細胞）と定義される。それぞれの神経突起の長

さが b>c であることから、細胞 A の神経突起の長さは b となる。一方、細胞 B では細胞体

の大きさ a が突起 b の長さと比較して a>b であるり、細胞体よりも長い突起が見られなか

ったことから、細胞 B の神経突起の長さは 0（未分化細胞）として統計処理した。この定義

については、T. Kudo, et al.: Induction of neurite outgrowth in PC12 cells treated with temperature-

controlled repeated thermal stimulation: PLOS ONE: 10, e0124024, 2015を参考にした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



3-7.  赤外(IR)レーザーによる局所加熱 

3-7-1.  IR-LEGO (Infrared Laser-Evoked Gene Operator)について 

IR-LEGO は赤外(IR)レーザーを用いて単一細胞を局所加熱し、ヒートショックプロモータ

ーの下流の遺伝子発現を誘導する技術である(30)。この IR レーザーは細胞内部の任意の直径

約 2～5 µm 程度の領域に集光でき、局所的な加熱を可能とする。さらに、近赤外光を用い

ることで光毒性の無い刺激が可能であることや、金属粒子などの発熱素材を導入する必要

もないことから、本研究では細胞内に局所的な熱刺激を与えるために使用した。以下、IR-

LEGO の概略図を示す(図 12)。TCSSP8 共焦点顕微鏡に IR-LEGO を連結した。1475 nm IR レ

ーザーは対物レンズを通ってサンプルのガラス表面に達し、直径約 2~5 µmの領域にて温度

が上昇した。 

 

 

 

図 12.  IR-LEGO の概略図 

 

 

 

 

  



3-7-2.  IR レーザーの照射点合わせ 

 カバーガラスに黒色インクを塗り、インクを塗った面を上にして TCSSP8 ステージホル

ダーに設置した後、インクを塗った面に焦点を合わせた。Las X の Zoom Factor を 0.75 でモ

ニターしながら IR レーザーの強度を 200 mW に設定し、出力した。この時、カバーガラス

上のインクが飛散した部分を照射点とし、PC のスクリーン上の照射点部分にシールを貼っ

た。実際に細胞サンプルに IR レーザーを照射する際には、Las X の Zoom Factor を 0.75 で

モニターしながらステージを動かし、スクリーン上のシール部分に照射したい位置を合わ

せた。IR レーザー使用時は、倍率 63 倍の油浸対物レンズでのみ観察を行った。 

 

3-7-3.  IR レーザーの照射 

3.5 の手順に則り、細胞に対しデキストランテキサスレッドをマイクロインジェクション

法により導入した。その後、培地温度を熱電対で測定、モニターし、ステージインキュベー

ターを用いて培地温度を室温から 37 ºC に上げた。TCS-SP8共焦点顕微鏡を用いて蛍光色素

を導入した細胞を見つけ、細胞位置の座標を記録後、Las X で細胞の画像を取得した。画像

取得後、目的の細胞の照射点に向けて IR レーザーを 12 mW ，15 mW，21 mW のレーザー

強度で照射した。この時、培地温度が 37 ±0.1ºC の範囲で行い、温度が変化した場合にはス

テージインキュベータのヒーター温度の設定値を変えることによって 37 ºC にした。また、

IR レーザー照射により特定の細胞を加熱し続けるため、数分毎に Las X で細胞をモニター

し、IR レーザーの照射点が目的の照射点とずれてないか確認し、ずれていた場合はステー

ジを動かして照射点を合わせた。1時間後、IR レーザーを切って画像を取得し、細胞サンプ

ルを 37ºC、5 % CO2でインキュベートした。 

 

 

3-8. Fluorescent nanodiamond (FNDの表面修飾と細胞内温度測定 

  FND の細胞内への進入効率を高めるために、細胞膜の負電荷に着目し、PEIで修飾するこ

とにより、表面が正電荷を帯びた FND を調製した。0.1%w/vの PEI溶液を未修飾の FND に

加え、混合物をボルテックスし、超音波処理し、1時間撹拌した後、遠心分離（13,000rpm、

3 分間）で FND を回収し、ミリ Q 水で 2回洗浄した。FND のサイズと表面電荷を Zetasizer 

Nano ZSP（Malvern Panalytical, Malvern, UK）を用いて測定した（補足図 S1）。得られた PEI-

FND と未修飾 FND を無血清培地中でそれぞれ最終濃度 5 μg/ml と 10 μg/ml になるように混

合し、37℃、5% CO2 で PC12 細胞とそれぞれ 3 時間と 4時間インキュベートして細胞内に

取り込ませた。未修飾 FND については、細胞内に取り込まれず細胞外膜表面に付着してい

るのを蛍光顕微鏡で確認した。 

 FND を用いた細胞内の温度測定は、既報に従い ODMR 顕微鏡を用いて行った 46。倒立顕

微鏡システム (Ti-E, Nikon, Tokyo, Japan) 上で、Nd: YAG レーザー (532 nm) を FND に照

射して、NVC (Nitrogen vacancy center) のスピン状態を初期化し、読み出した。ODMR スペ



クトルは、マイクロ波照射の有無による蛍光強度の差として、マイクロ波周波数の範囲で記

録した。ステージの温度は、ステージトップインキュベーター（TPi-108RH26, TOKAI HIT）

を用いて、電動移動ステージ上で 33℃に設定した(培地温度が 30 °C になるように設定)。 

マイクロ波周波数を 2850～2890 MHz の共振周波数範囲で 0.4 MHz 刻みでデジタル掃引し

ながら、蛍光画像を記録した。このプロセスを通して、PC12 細胞中の単一 FND 粒子から

ODMR スペクトルが得られた。カメラの露光時間は 5ms であった。各マイクロ波周波数に

対する 2 つの画像の蛍光強度の蓄積を 32 回繰り返した。次に、それぞれの ODMR スペク

トルを 2つのローレンツ関数の和にフィッティングして、ゼロファイル分割Dを決定した。

D は、ms = 0 から 1 と ms = 0 から-1 の 2つの共鳴の中心値と定義した。 

 

 

補足図 S1. 未修飾および PEI 修飾 FND の性質  (a) 未修飾 FND の直径と zeta potential のヒストグ

ラム。(b) PEI 修飾 FND の直径と zeta potential のヒストグラム。(a, b) データは means ± s.d.で示した（3 回

測定）。 

 

 

3-9. 細胞内反応の阻害 

 神経分化過程における細胞内温度への細胞内反応の関与を調べるため、0.8 µM アクチノ

マイシン D（595-00261、富士フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本）、1. 0μM シクロヘキ

シミド（C7698、Sigma-Aldrich）、および 0.5 μM サイトカラシン D（037-17561、富士フイル

ム和光純薬）をそれぞれ神経細胞分化過程における転写、翻訳、およびアクチン重合の阻害

剤として用いた。これらの化合物は、それぞれの濃度で培地と混合したジメチルスルホキシ

ド（DMSO）に溶解し、培地交換によって細胞に添加した。培地中の最終的な DMSO 濃度

は 0.05％～0.1％で、PC12 細胞の神経突起伸長には影響を及ぼさなかった（補足図 S2）。 



 

 

補足図 S2. PC12 細胞の神経突起伸長に対する DMSO の影響  (a）実験の流れ。(b）DMSO 濃度

における NGF 処理 24 時間後の神経突起の長さ。データは means ± s.e. (n = 30 cells)で示した。0％v/v DMSO

条件で得られた値と比較した場合、*P＜0.05 (unpaired Student's t-test.)。NS は有意ではないことを示す。 

 

3-10. マウス初代大脳皮質ニューロンの調製 

 ニューロンは、14～15 日齢の胎仔マウスから、既述の方法 47に若干の修正を加えて調製

した。すべての手順は、日本の動物医療ガイドラインに従って行われ、産総研の倫理委員会

の承認を得た（許可番号 2023-0008）。脳組織はトリプシン（0.25%, ナカライテスク）で処

理し、皮質組織は穏やかに解離した。得られたニューロンを PEI（0.1％、シグマ）コートし

たディッシュに 2～5×104個/dishの密度で播種した。神経細胞はL-Alanyl-glutamine（0.5 mM、

ナカライテスク）、ウシ胎児血清（2％）、NeuroBrew（2％、Miltenyi Biotec）、Hepes（10 mM、

pH7.4）およびグルコース（4.5％）を添加した MEM 培地（ニッスイ）で培養した。 

  神経細胞の神経突起伸長に対する温度効果を調べるため、ポリマー（FPTHigh および対照

コポリマー）を等浸透圧グルコース溶液（5%）とともに神経細胞に 4 °C で 5 分間導入した。

突起を含む細胞の形状を導入したポリマーの蛍光で可視化し、神経突起の長さを Fiji ソフト

ウェアを用いて測定した。 

 

3-11. MAP2の免疫蛍光染色イメージング 

 PC12細胞を PBS 中 4%パラホルムアルデヒド（4%スクロース）で室温 5 分間固定し、PBS

中 50mM NH4Clで 5 分間処理し、PBS 中 0.1% Triton X-100（Wako）で室温 5分間透過処理

し、PBS で洗浄後 Blocking One（ナカライテスク）でブロックした。その後、細胞をマウス

モノクローナル抗 MAP2 抗体（M4403、Sigma-Aldrich）とインキュベートした。一次抗体は、

Alexa Fluor 647 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA, USA)で標識した二次抗マウス

IgG(H+L)抗体で検出した。PBS で 3 回洗浄した後、TCS SP8 共焦点レーザー顕微鏡（Leica 

Microsystems）を用いて細胞を画像化した。 

 

3-12. 統計解析 

 統計学的有意性は、Excel ソフトウェア（Microsoft, Redmond, WA）を用いて、対応のない

Student の t検定により決定した。 



4. 結果 

4-1. PC12細胞の NGFによる分化誘導に伴う神経突起伸長と分化マーカーの発現 

 PC12細胞は NGF処理により、神経突起が伸長した神経細胞様細胞に分化した（図 13a）。

本研究では、細胞体の長さよりも長い神経突起を持つ細胞を分化細胞と定義した(図 11)。神

経突起の長さは、未分化細胞では 0 μmであったのに対し、分化細胞では最長突起の長さと

して測定した。神経突起の伸長は、NGF 処理の約 6 時間後に起こった。平均神経突起長は

24 時間後に約 71 μm に達した（図 13b）。この分化現象(神経突起の伸長)は、観察された細

胞の 81％で起こった。突出長および分化率の測定による神経突起伸長効率の定量的評価を

行うにあたり、第一の評価指標として突出長に着目した。分化表現型の獲得を確認するため、

NGF添加前後で神経分化マーカー（microtubule-associated protein 2: MAP2）の発現を調べた。

細胞固定後の免疫染色により、NGF処理細胞におけるMAP2の発現が確認された（図 13c）。 

 

図 13. PC12細胞を用いた NGFによる神経細胞分化の誘導 (a) NGF による神経細胞分化誘導。神

経細胞と同様に分化誘導は PC12 細胞において神経突起伸長を引き起こした。スケールバーは 100 μmを表

す。(b) NGF による神経細胞分化誘導中の神経突起の長さの経時変化。神経突起は、細胞体（i）よりも長

い突起（ii）と定義した。神経突起成長の時間経過解析（右）。データは means ± standard errors (s.e.) (n ≥ 80 

cells)で示した。(c) NGF による神経分化誘導に伴う MAP2 の発現。NGF を 24 時間処理した PC12 細胞と処

理しなかった PC12 細胞の明視野像と免疫蛍光像。スケールバーは 100 μmを表す。 

 



4-2. 本研究で用いた細胞内温度計測と局所加熱について 

 次に、細胞内温度測定と局所加熱を用いて、神経分化における細胞内温度の関与を調べた

（図 14a）。局所的（φ < 5 µm）細胞内の加熱には、赤外レーザー（1475 nm）照射を用いた

48。生理的な温度変化を測定するために、高感度の蛍光性高分子温度計（FPT）34, 37（図 14b）

と、高いロバスト性を持つ蛍光性ナノダイヤモンド（fluorescent nanodiamonds: FND）49,50（図

14c）を採用した。従来の FPT34（以下、FPTLow）に加え、より高い温度範囲に応答する FPTHigh

を新たに合成した（補足図 S3a-c）。本研究で用いた FPT および FND は、それぞれ蛍光寿命

（図 14d、補足図 S3d, e）および光学検出磁気共鳴（optically detected magnetic resonance: ODMR、

図 14e、補足図 S3f, g）に温度依存性の変化を示した。 

 

 

図 14. 本研究の加熱方法と細胞内温度測定法及び温度計の校正 (a）赤外レーザーを用いた局所的

な細胞内加熱と、FPT および FND を用いた細胞内温度測定。(b）FPT による温度測定の原理。(c）FND に

よる温度測定の原理。ダイヤモンド結晶中の NVC（拡大）の構造を示す。白丸、N、V はそれぞれ炭素原

子、窒素原子、空孔を表す。NVC はその軌道基底状態において、ms=0, ±1 の 2 つの電子スピン状態を持

ち、これらは温度依存のゼロ磁場分裂 D (T)によってエネルギー的に分離されている。 (d) FPT の蛍光寿命

の温度依存変化。データは means ± standard deviations (s.d.) (n = 4 cells for FPTLow and n ≥ 12 cells for FPTHigh)

で示す。点線は線形フィッティングを表す(R2 = 0.99 for FPTLow and 0.99 for FPTHigh)。(e)培地中の FND の共

鳴周波数 D (T)の温度依存的変化。データは means ± s.d. (n ≥ 77 particles)で表す。点線は線形フィッティン

グ(R2 = 0.99)を示す。 

 



 

補足図 S3. 細胞内温度センサーの特性と温度依存性 (a) 高温相転移を持つ蛍光性高分子温度計

（FPTHigh）の化学構造。感温性ユニット：poly-N-isopropylacrylamide (NiPAM)；親水性ユニット：  3-

(acrylamidopropyl) trimethylammonium (APTMA)；蛍光性ユニット：(N-{2-[(7-N,N-dimethylaminosulfonyl)-2,1,3-

benzoxathiadiazol-4-yl](methyl)amino}ethyl-N-methylacrylamide (DBThD-AA)。数字はコポリマー中の各ユニッ

トの割合を示す。(b）メタノール中の吸収スペクトル（破線、20℃）と KCl 溶液中の蛍光スペクトル（実

線）。蛍光スペクトルは 450 nm で励起して得られた。(c) KCl 溶液中の温度変化に対する蛍光強度応答。(d) 

FPTLowの温度依存蛍光寿命。 PC12 細胞における蛍光寿命マッピング。スケールバーは 10μmを表す。(e）

各温度で培養した PC12 細胞の蛍光減衰曲線。(f)カバースリップ上のポリエチレンイミン(PEI)-FND の代表

的な蛍光画像。スケールバーは 10μmを表す。(g) 各温度における FND の代表的な ODMR スペクトル。 

 

FPT の応答から細胞内温度を較正するために、PC12 細胞内の FPT の平均蛍光寿命と培地温

度との関係を線形近似した（図 14d）： 

  τf (T) = 0.2046T + 3.505 (1), FPTLowの場合 

  τf (T) = 0.3005T + 2.724 (2)、FPTHighの場合 

ここで、T とτf (T)はそれぞれ T℃における温度(℃)と蛍光寿命(ns)を表す。FPT の検量線を

多項式で近似する方法が確立されているが 34 、本研究では狭い温度範囲での比例応答から

検量線を作成したため、FPT 応答は直線近似された。 



測定された ODMR ピークの熱シフトΔD/ΔT = -0.068MHz/℃（図 14e）に基づいて温度変化

を求め、PC12 細胞の分化前後の FND の温度変化を推定した。 

 

 

4-3. 細胞内温度計測を用いた IRレーザーによる局所的な細胞内加熱の定量化 

IR レーザーによる局所的な細胞内加熱時に FPTHigh を用いて細胞内温度マッピングを行

った結果、様々な照射強度に対する PC12 細胞の温度変化と空間分布（すなわち温度勾配）

を定量化することができた（図 15a）。その結果、赤外レーザーを照射した細胞では、＜5μ

mの領域限定的な温度勾配が形成された（図 15b）。様々な強度の IR レーザー照射に対する

温度変化の程度と温度勾配を核と細胞質で調べた。これらの領域では、人工的な温度勾配を

局所的に発生させることができた（図 15c）。加熱により温度が上昇した部分の平均温度変

化を推定したところ、核と細胞質において強度依存的に IR レーザーによる加熱が可能であ

ることが確認された（図 15d）。定量化された温度変化（ΔT）の標準誤差は約 10％であった

（例えば、150μW加熱ではΔT＝3℃±0.3℃）。温度変化（ΔT）のばらつきは、細胞間、あ

るいは細胞内の局所領域（すなわち、温まりやすい細胞や領域とそうでない領域）間の熱力

学的環境の潜在的な違いに起因している可能性があるという仮説を立てた。この研究では

加熱領域が小さい（5 µm）ため、このような局所的な環境の影響は平均化されにくい。 

 

図 15. IRレーザー照射による PC12細胞の定量的局所加熱 (a) 赤外線レーザー照射（250 μW）に

よる細胞内加熱（核内）の模式図と代表的な共焦点蛍光寿命画像。スケールバーは 10 μm。(b) (a)の赤外レ



ーザー照射による加熱で生じた温度勾配。(c）様々な強度の IR レーザー照射による核または細胞質内の温

度分布の変化。スケールバーは 10 μmを表す。N は核を示す。(d) IR レーザー強度の関数としての照射領域

の蛍光寿命と対応する温度上昇の検量線。データは means ± s.d. (n ≥ 8 cells)で示す。点線は線形フィッティ

ングを示す（核と細胞質について R2 = 0.99）。 

 

IR 照射による細胞内局所加熱 

TCS SP8 共焦点レーザー顕微鏡（Leica Microsystems）に IR レーザー（1,475 nm, Sigma-Koki, 

Tokyo, Japan）を装着し、細胞内局所加熱を行った。IR レーザーは、メカニカルシャッター

（SSH-C2B、シグマ光機）で制御された HC PL APO 63 × 1.4 oil CS2 対物レンズ（Leica 

Microsystems）を通して照射された。加熱中の培地温度は、ステージトップインキュベータ

ー（STG-WSKMX-SET、TOKAI HIT）を用いて 37℃±0.1℃に設定した。レーザー強度依存

的な FPTHigh応答から細胞内温度上昇（ΔT）を校正するため、FPT 蛍光寿命とレーザー出力

の直線近似に基づき、PC12 細胞の IR レーザー照射領域における FPT 蛍光寿命の変化から

温度変化を算出した。 

  τf = 0.01025P - 0.5995 (3)、核における加熱の場合 

  τf = 0.01069P - 0.7793 (4), 細胞質での加熱の場合 

  ここで、τfと P はそれぞれ蛍光寿命（ns）と赤外レーザーパワー（μW）を表す。 

 

 

4-4. NGFによる神経分化過程における細胞内局所加熱による神経突起伸長の促進 

 先行研究では、細胞全体の加熱を行っていたのに対して、本研究では、細胞内の局所的な

温度上昇が神経分化に及ぼす影響を評価するため、NGF 処理した PC12 細胞の神経分化中

に、IR レーザーを用いて一定時間、単一細胞の局所的かつ定量的な加温を行った。神経突

起の長さと形成率（細胞体よりも長い神経突起を形成した細胞の割合として定義）を NGF

処理 24 時間後に測定した（図 16a）。加熱中の異なる実験条件（例えば、顕微鏡でのインキ

ュベーション時間）が神経突起伸長に及ぼす影響を考慮するため、刺激なしの対照実験を各

実験条件について行った。加熱のタイミングは、NGF 添加直後（30 分以内、条件[i]）と 6

時間後（突起伸長開始直前、条件[ii]）を選んだ（図 13b）。突起観察および細胞追跡のため、

NGF添加直後に蛍光色素である Texas Red-labeled dextran（TR-Dex）をマイクロインジェク

ションして標的細胞を可視化した。非加熱細胞と比較して、NGF 添加直後に核を 1 時間加

熱した細胞（条件[i]）は、NGF処理 24 時間後に神経突起が長くなった（図 16b）。神経突起

伸長に対する加熱強度の影響を調べるため、異なる温度差（ΔT = +2 °C、3 °C、5 °C）と一

定の加熱時間（1時間）で神経突起伸長を測定した。神経突起は適用した温度増分に応じて

長くなった（図 16c、補足図 S4a）。一部の細胞は、高レーザー強度（ΔT = +5 °C）での加熱

中または加熱後に、ディッシュから剥離する細胞が多く見られた（補足図 S5）。このような

熱による細胞毒性を避けるため、より生理学的に穏やかな加熱強度（ΔT = +3 °C）が最適で



あると選択された。 

次に、異なる加熱時間（10 分、20 分、30 分、60分）と加熱強度の最適条件（ΔT = +3 °C）

を用いて、神経突起伸長に対する加熱時間の影響を調べた。10 分間の加熱は神経突起伸長

には影響が観察されなかったが、20 分以上の加熱は神経突起伸長を有意に促進した。30分

間の加熱は、神経突起伸長に最も強い影響を与えた（図 16d、補足図 S4b）。NGF 処理 6 時

間後（条件[ii]）に同じ加熱条件（ΔT＝＋3 °C, 30 分）を適用すると、神経突起伸長の中程度

の促進が見られたが、これは NGF添加直後に加熱した場合に観察されたものよりも弱かっ

た（図 16e、補足図 S4c）。これらの結果は、NGF 添加直後に核内の温度を一定時間上昇さ

せると、神経突起伸長が促進されることを示している。 

同様に、細胞質加温が神経細胞の分化に及ぼす影響を調べたところ、神経突起伸長促進に対

する影響は核加温よりも弱いことが示された（図 16f, g、補足図 S4d-f）。 

さらに、核の局所領域を同じ条件（ΔT = 3 °C、30分）で加熱した NGF処理細胞では、加

熱しなかった細胞に比べ、MAP2の発現が増加した（補足図 S6）。 

 

 



図 16. NGF によって誘導された PC12 細胞の神経分化過程における局所的な細胞内加熱によ

る神経突起伸長の促進 (a) 局所的な細胞内加熱の実験の流れ。条件（i）：NGF 処理後、核または細胞質

を一定時間加熱し、NGF 処理 24 時間後に神経突起の長さを測定した。条件（ii）：NGF 処理 6 時間後に核

または細胞質を 30 分間加熱し、NGF 処理 24 時間後に神経突起長を測定した。(b) NGF 処理 24 時間後の細

胞。明視野画像と TR-Dex（細胞形態追跡のために注入）の蛍光画像を合成した。スケールバーは 50 μmを

表す。(c) NGF 処理 24 時間後の神経突起の長さに対する IR レーザー加熱（一定時間：1 時間）の強度の影

響。データは条件(i)で得られ、means ± s.e.で示した（n = 96 細胞［加熱なし］、27 細胞 [ΔT = +2 °C]、8 細

胞 [ΔT = +3 °C]、6 細胞 [ΔT = +5 °C]）。(d) 条件(i)における NGF 処理 24 時間後の神経突起の長さに対する

IR レーザー加熱（一定強度：ΔT = +3 °C）の持続時間の影響。データは means ± s.e.で示した（n＝188 細胞

［加熱なし］、13 細胞［加熱時間：10 分］、8 細胞［加熱時間：20 分、30 分、60 分］）。(e) 条件(ii)における

NGF 処理 24 時間後の神経突起の長さに対する核加熱（ΔT = +3℃、加熱時間 30 分）の影響。データは means 

± s.e.で示した（n＝27 細胞［加熱なし］および 6 細胞［加熱］）。(f) 条件(i)における NGF 処理 24 時間後の

神経突起の長さに対する細胞質加熱（ΔT = +3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは means ± s.e.で示した

（n＝40 細胞［加熱なし］および 11 細胞［加熱］）。(g) 条件(ii)における NGF 処理 24 時間後の神経突起の

長さに対する細胞質加熱（ΔT = +3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは means ± s.e で示した（n =73 細

胞[加熱なし]と 15 細胞[加熱]）。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 (unpaired Student's t-test.)。 NS は有意

差が無いことを示す。 

 

補足図 S4. PC12細胞の NGF による神経分化誘導における神経突起伸長率に対する細胞内局

所加熱の影響。(a)NGF 処理 24 時間後の分化速度に対する IR レーザー加熱（一定時間：1 時間）の強度

の影響。データは条件(i)で取得し、平均値±標準誤差（s.e.）で示した（n = 96 細胞［加熱なし］、27 細胞［ΔT 

= +2 °C］、8 細胞［ΔT = +3 °C］、6 細胞［ΔT = +5 °C］）。(b) 条件(i)における NGF 処理 24 時間後の分化率に



対する IR レーザー加熱（一定強度：ΔT = +3 °C）の持続時間の影響。データは means ± s.e.で示した（n＝

188 細胞［加熱なし］、13 細胞［加熱時間：10 分］、8 細胞［加熱時間：20 分、30 分、60 分］）。(c) 条件(ii)

における NGF 処理 24 時間後の分化率に対する核加熱（ΔT = +3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは

means ± s.e.で示した（n＝27 細胞［加熱なし］と 6 細胞［加熱］）。(d) 条件(i)の NGF 処理 24 時間後の分化

率に対する細胞質加熱（ΔT = +3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは means ± s.e.で示した（n＝40 細胞

［加熱なし］および 11 細胞［加熱］）。(e) 条件(ii)における NGF 処理 24 時間後の分化率に対する細胞質加

熱（ΔT = +3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは means ± s.e.で示した（n＝73 細胞［加熱なし］および

15 細胞［加熱］）。(f) 条件(ii)における NGF 処理 24 時間後の神経突起の長さに対する細胞質加熱（ΔT = 

+3 °C、加熱時間 30 分）の影響。データは means ± s.e.で示した（n＝67 細胞［加熱なし］および 13 細胞［加

熱］）。図 16g の突起伸長した細胞からのデータのみをプロットした（長さ 0 の結果は除外した）。*P < 0.05、

**P < 0.01 (unpaired Student's t-test.)。 NSは有意差が無いことを示す。 

 

 

 

補足図 S5.各レーザー強度による温度上昇における細胞生存率 

 

 

補足図 S6. NGF による神経分化誘導中の核内加熱に対する MAP2の発現の影響 (a) NGF 添加

直後の加熱の有無による 24 時間後の PC12 細胞の明視野および免疫蛍光像。スケールバーは 25 μm を表

す。(b) 加熱の有無による細胞内の MAP2 レベルの定量。**P < 0.01 (unpaired Student's t-test.)。 

 

 



4-5. NGF 非存在下での細胞内局所加熱による神経突起伸長の誘導 

 核内の温度上昇が分化を誘導する因子であるかどうかを調べるため、様々な化学シグナ

ル伝達経路を活性化する NGF で処理することなく、核内の加熱が PC12 細胞の神経突起伸

長を誘導するかどうかを調べた（図 17a）。核内の局所加熱（ΔT = 3 °C、30 分）後、細胞を

NGF処理なしで 24時間培養した。その後、神経突起伸長が形成されるかどうか調べた（図

17b）。その結果、核を 30分間局所加熱すると、神経突起を形成する細胞の割合が有意に増

加した（図 17c、d）。これらの結果は、核の局所的な温度上昇が神経細胞の分化を直接誘導

することを示唆している。NGF 非存在下での加熱による効果は、核における局所的な温度

上昇自体が神経細胞分化の引き金として機能することを示唆している。これは、温度上昇に

よってすでに進行中の細胞内反応が加速されるのではなく、分子レベルやその複雑な状態

の変化を介して活性化されるトリガーとして機能するのかもしれない。 

 

 

図 17. NGF 非存在下での細胞内局所加熱による PC12 細胞の神経突起伸長の誘導 (a）局所細

胞内加温実験のタイムフロー。核を 30 分間加熱し、24 時間後に神経突起の長さを測定した。（b）核を加熱

（ΔT = +3 °C, 30 分間）してから 24 時間後の細胞。明視野画像と TR-Dex の蛍光画像を合成した。スケール

バーは 50 μmを表す。(c)NGF 非存在下で核を加熱してから 24 時間後の神経突起伸長率。(d）NGF 非存在

下で核を加熱してから 24 時間後の神経突起の長さ。184 細胞（加熱なし）と 38 細胞（加熱）の細胞を解析

した。**P < 0.01 (unpaired Student's t-test.)。 

 

 

4-6. 神経分化過程における細胞内温度上昇 

 近年、細胞内の自発的な温度変化が脳／神経機能と関連している 38-40。そこで、PC12 細

胞において、神経細胞分化の過程で自発的な温度変化が起こるかどうかを調べた。細胞内温

度は、FPT と FND を用いて神経分化の前後で測定した（図 14c）。FPTLowを用いた細胞内温

度イメージングにより、分化前の PC12 細胞では核の温度が細胞質の温度よりも高いことが

示され、これは先行研究 34,35,41 と一致していた。NGF 添加により分化した細胞では、細

胞内温度は細胞全体で上昇した（図 18a、b、補足図 S7）。検量線（図 14d）を用いて細胞内

コンパートメントの平均温度変化を算出したところ、細胞全体（ΔT = +1.4 °C）、核（ΔT = 

+0.9 °C）、細胞質（ΔT = +1.6 °C）の温度上昇が観察された（図 18b, c）。正電荷を帯びた PEI-

FNDs（polyethyleneimine [PEI]で表面修飾した FNDs）を用いた細胞内温度測定でも、同様の



分化依存的な温度上昇が見られた（図 18d, e）。対照的に、細胞膜の外表面に配置した負電

荷を帯びた未修飾の FND を用いて温度測定を行った場合には、温度上昇は観察されなかっ

た（補足図 S8）。FPT と FND の温度感知原理は異なるが、どちらの温度計も、神経細胞の

分化過程において、細胞内の自発的な温度上昇を伴っていることを明らかにした。 

 

 

図 18. PC12細胞の神経分化過程における細胞内温度の上昇 (a) FPTLowを用いた神経分化前後の細

胞内温度マッピング。 (b, c) 未処理細胞または NGF 処理細胞の細胞全体(b)、核(N)、細胞質(C) (c)におけ

る FPTLowの蛍光寿命。データは means ± s.d.で示した（n＝40 細胞［未処理］、44 細胞［NGF］）。(d) PEI-FND

を組み込んだ細胞（右）の共焦点蛍光画像。緑は TR-Dex（細胞形態可視化のために注入）、赤は PEI-FNDs。

(e) PEI-FNDs の ODMR を用いた神経分化過程における細胞内温度測定。未処理細胞 (n = 136 particles in 10 

cells)および NGF 処理細胞 (n = 118 particles in 12 cells)における PEI-FND の D（T）の共鳴周波数の散布図

（左；データは means ± s.d.、boundaries of the box being the 25% and 75% percentiles）およびヒストグラム

（右）。培地の温度は 30℃に維持した。スケールバーは 10 μmを表す。*P < 0.05, ***P < 0.001 (unpaired Student's 

t-test.)。N は核を示す。 

 

 

補足図 S7. FPTHigh を用いた神経分化過程における細胞内温度測定 (a) 神経細胞分化前後の細胞

内温度マッピング。スケールバーは 10 μmを表す。(b) 未処理細胞または NGF で処理した細胞の蛍光寿命。

データは means ± standard deviations (s.d.) (n = 52 [untreated] and 72 [NGF] cells)で示した。培地の温度は 37 



±0.1°C に維持した。***P < 0.001 (unpaired Student's t-test)。 

 

 

補足図 S8. 未修飾 FND を用いた分化過程における細胞外表面の温度測定 (a) 細胞膜に接着し

た FND の共焦点蛍光画像。緑はテキサスレッド標識デキストラン（TR-Dex、細胞形態可視化のために注

入）、赤は FND。白矢印は FND の位置を示す。スケールバーは 10 μmを表す。(b) FNDs の ODMR を用い

た神経分化中の温度測定。未処理細胞（13 細胞中 n = 203 粒子）および NGF 処理細胞（9 細胞中 n = 112 粒

子）における FNDs の D（T）の共鳴周波数の散布図（左；データは means ± s.d. with boundaries of the box 

being the 25% and 75% percentiles）およびヒストグラム（右）。培地の温度は 30 °C に保った。NS は有意差

が無いことを示す。 

 

 

4-7. 神経分化時の細胞内温度上昇における細胞内反応の関与 

 神経分化の過程で PC12 細胞に観察される温度上昇に、どの細胞内反応が関与しているか

を調べるため、神経分化に関連する細胞内反応の阻害剤存在下での細胞内温度変化を測定

した。転写、翻訳、アクチン重合は、神経細胞分化を担う主要な細胞内反応である。これら

の反応をそれぞれ、Actinomycin D（0.8 µM）、Cycloheximide（1.0 µM）、Cytochalasin D（0.5 

µM）を用いて阻害すると、阻害剤添加 24 時間後に神経突起伸長が有意に抑制された（図

19a, b）。アクチノマイシン D による転写阻害効果が弱かったのは、半減期の長い mRNA が

細胞内に残っていた可能性がある。FPTLowを用いた細胞内温度測定によると、前述の通り、

阻害剤処理の非存在下である分化した細胞は未分化の細胞に比べて細胞内温度の上昇を示

した。一方で、転写、翻訳、アクチン重合を抑制して分化を阻害した細胞では、核と細胞質

に温度上昇は見られなかった（図 19c, d）。転写阻害は核と細胞質の温度に有意な影響を与

えたが、翻訳阻害は核の温度変化よりも細胞質の温度に影響を与えた（図 19d）。転写と翻

訳がそれぞれ核と細胞質で起こることを考えると、転写と翻訳の阻害による温度の低下は、

特定の遺伝子産物の機能ではなく、転写と翻訳（およびそれらに関連する反応）が熱源であ

ることを示している。さらに、転写と翻訳を阻害すると、温度が未処理の定常状態よりも低

下したことから、これらの区画の温度は定常状態でも熱発生によって高いレベルに維持さ

れていることが示唆された。アクチン重合の阻害は、定常状態以上の温度上昇を抑制しなか

ったが、NGF 依存的な温度上昇を抑制したことから、神経分化過程におけるアクチン重合



やアクチン線維関連反応が、直接的あるいは間接的に熱発生に関与していることが示唆さ

れた。以上の結果から、神経細胞分化時の細胞内温度上昇には、細胞内の転写、翻訳、アク

チン重合反応が関与していることが示された。 

 

 

図 19. PC12 細胞の神経分化過程における細胞内温度上昇への細胞内反応の関与 (a) NGF およ

び阻害剤処理 24 時間後の細胞の明視野像。スケールバーは 100μm を表す。(b) NGF および阻害剤処理 24

時間後の神経突起の長さ。データは means ± s.e で示す（n = 97-180 細胞）。UT：未処理、ActD：アクチノマ

イシン D、CHX：シクロヘキシミド、CytD：サイトカラシン D。 (c) NGF および阻害剤処理 24 時間後の細

胞内温度マッピング。スケールバーは 10 μmを表す。N は核を示す。(d) NGF および阻害剤処理 24 時間後

の細胞における FPTLowの平均蛍光寿命。データは mean ± s.d.で示した（n = 70 細胞[UT]、71 細胞[NGF]、

45 細胞[ActD]、42 細胞[CHX]、31 細胞[CytD]）。**P < 0.01, ***P < 0.001 (unpaired Student's t-test)。(c, d) 培地

の温度は 30℃に維持した。 

 

 

4-8. NGFによる神経分化過程での細胞内温度上昇抑制による神経突起伸長の阻害 



 高濃度の FPTHigh を細胞内に導入したときの NGF 誘導性突起の形成を解析することによ

り、細胞内温度の局所的上昇が神経分化中の神経突起伸長に必須であるかどうかを調べた。

導入された FPTHighは大量の熱を吸収し 51、局所的な細胞内温度の上昇を抑制した（補足図

S9）。FPTHighまたは熱吸収しない Control copolymer（CP：補足図 S10）導入後 24 時間培養

した細胞について、NGF 添加直後に行った分化率（神経突起の形成率）と神経突起長を調

べた（図 20a）。CP 処理細胞は NGF添加により神経突起を形成したが（TR-Dex 処理細胞と

同等）、FPTHighを注入した細胞では神経突起形成率（図 20b）と神経突起伸長（図 20c）が著

しく抑制された。さらに、FPTHighによって神経突起伸長が抑制された細胞に IR レーザーを

照射した後、核加熱（150μW、30分間）を行った。これにより、神経突起伸長が部分的に回

復した（図 20d-f）。加熱による神経突起伸長の部分的な回復は、最適でない加熱条件（加熱

の強度、時間、場所）、あるいは加熱以外の要因による FPTHighによる部分的な弊害が原因で

あったと推測される。この結果から、NGF処理による分化過程における神経突起伸長には、

局所的な細胞温度の上昇が必要であることが示唆された。 

 

 

補足図 S9. 通常濃度（0.5% w/v）と高濃度（1% w/v）の FPTHighを用いた温度マッピング培

地の温度は 37℃に維持した。スケールバーは 10 μmを表す。 

 

 

 

補足図 S10. PC12細胞における control copolymer（CP）の温度非依存蛍光寿命 (a) 各温度にお

ける control copolymer の蛍光減衰曲線。(b) control copolymer の蛍光寿命と温度との関係。 

 



 

図 20. NGF による神経分化過程における細胞内温度上昇の抑制による神経突起伸長の抑制 

(a) NGF 処理 24 時間後の細胞の代表的な画像。control copolymer (CP, 左) または FPTHigh（右）を含む細胞

の明視野像と蛍光像を合成した。スケールバーは 100 μm を表す。(b, c) NGF 処理 24 時間後の神経突起の

伸長率（b）と長さ（c）。データは means ± s.e.で示した。TR-Dex（細胞トレーサー）については、83 個の

細胞を分析した。polyacrylamides（PAM）については、18 細胞（CP）と 87 細胞（FPTHigh）を分析した。

(d）24 時間の NGF 処理と FPTHigh注入後の細胞の代表的な画像。写真は、核（右）を加熱（ΔT = +3℃、30

分間）してから 24 時間後に撮影された。細胞内の FPTHighの明視野像と蛍光像を合成した。(e,f）NGF 処理

24 時間後の神経突起の伸長率（e）と長さ（f）。データは means ± s.e.で示した。TR-Dex では 83 個の細胞を

解析した。FPTHighについては、52 細胞（加熱なし）と 15 細胞（核を加熱）を解析した。*P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001 (unpaired Student's t-test.)。 NS は有意差が無いことを示す。 

 

 

4-9. マウス大脳皮質初代ニューロンの神経突起伸長における温度シグナルの寄与 

 最後に、PC12 細胞で明らかにされた神経突起伸長に対する細胞内温度上昇の寄与が、in 

vivo でも起こるかどうかをマウスの初代大脳皮質神経細胞を用いて調べた。まず、神経回路

形成・神経突起伸長中［試験管内日数 days in vitro（DIV）1, 4, 8, 12, 16：図 8a］に、FPTHigh

を用いて神経細胞の細胞内温度を測定した。その結果、細胞内温度は培養日数の経過ととも

に上昇し、その間に神経突起は著しく伸長した（図 8b, c）。そこで、過剰量の FPTHighを導

入することで、この神経細胞内在性の局所的な細胞内温度の上昇を抑制したところ、同量の

Control copolymer（CP）を導入した神経細胞と比較して、神経突起の伸長が抑制された。こ

のことは、神経突起伸長には細胞内温度の局所的上昇が必要であることを示唆している（図

8 d, e）。これらの結果は PC12 細胞で得られた結果と同様であり、細胞内温度の上昇がマウ



ス初代皮質ニューロンの神経突起伸長に寄与していることを示唆している。 

 

 

図 21.マウス初代大脳皮質ニューロンの神経突起伸長における温度シグナリング (a-c) 明視野

画像(a)、代表的な細胞内温度マッピング(b)、および day in vitro (Div)のニューロンの FPTHighの平均蛍光寿

命データは means ± s.d.で示した(c)。スケールバーは 100 μm（a）と 10 μm（b）を表す。(d) ポリマー（CP

または FPTHigh）導入 24 時間後の神経細胞。スケールバーは 50 μm を表す。(e) ポリマー導入 24 時間後の

神経突起の伸長率と長さ。データは means ± s.e.で示した。PAM については、80（CP）細胞と 81（FPTHigh）

細胞を解析した。 

 

  



5. 結論と今後の展望 

 

5-1. 結果まとめ 

本研究では、PC12 細胞とマウス大脳皮質初代ニューロンの温度を局所的に操作し観察す

ることで、細胞内の自発的な温度変化が神経分化に及ぼす影響を調べた。赤外レーザー照射

による局所的（＜5μm）加熱に対する細胞応答を調べた結果、ある一定時間（すなわち 20 分

以上）とある一定の加熱強度（すなわち 3 °C）の局所的温度上昇（特に核内）が、神経分化

の過程で神経突起の伸長を促進または誘導することが明らかになった。さらに、FPT と FND

を用いた細胞内温度測定から、神経細胞の分化過程には自発的な細胞内温度上昇が伴うこ

とが示された。さらに、核における転写や細胞質における翻訳などの反応が、神経細胞分化

過程における発熱に大きな影響を及ぼしていた。最後に、FPTHigh の過剰投与による局所的

な温度上昇の抑制から、細胞内の局所的な発熱が神経突起の伸長に重要な役割を果たして

いることが示唆された。 

 

 

5-2. 本研究の新規性 

細胞内温度が関与する神経細胞分化メカニズムを研究するための本研究の新規性は、細

胞内の温度操作ために開発した方法とそれにより明らかにした細胞内温度を介した神経分

化機構にある。方法についいては、細胞内区画（すなわち核と細胞質）を選択的にターゲッ

トとする赤外レーザーを用いた人工的かつ定量的な加熱法を適用することで、各区画が突

起伸長を促進する異なる温度反応を示すことを見出した。培地温度 23–25 や細胞外部の加熱

による外部温度勾配を操作することで細胞全体の温度上昇による影響を調べた先行研究

26,27とは異なり、本研究のアプローチは、高解像度の細胞内温度イメージングによる個々の

細胞内コンパートメントの温度測定と組み合わせることで、細胞内の各領域における温度

変化の重要性を検証することができた。最近 Choi らは、単一細胞のアプローチを用いて、

線虫胚の細胞分裂に対する細胞内熱の影響を調べた 43。本研究は、このエレガントなアプロ

ーチを細胞内区画に拡張できることを示している。さらに、高感度温度計を用いた加熱強度

の正確なキャリブレーションにより、細胞内の領域で約 1.3℃～8.0 °C の定量的な加熱が可

能になった（これは細胞全体で平均すると約 0.2℃～1.5 °C に相当する）。特に、神経突起伸

長を最も効率的に誘導する加熱条件（レーザー照射領域では 3 °C、細胞全体では 0.5 °C）

は、非侵襲的で、生理的な温度変動の大きさに類似していた。これらの知見は、狭い温度範

囲で活動する恒温動物における生理的発熱の機能を調べる上で非常に重要である。 

 

 

5-3. 本研究の考察および展望 



 本研究から、PC12 細胞の核を非侵襲的に加温することで、NGFによる神経突起伸長が促

進されること（図 16）、この核加温のみでも、NGF 非存在下で神経突起伸長が誘導されるこ

とが明らかになった（図 17）。また、PC12 細胞の神経分化過程において、核の温度が自然

に上昇するだけでなく（図 18）、核に特徴的な生化学反応である転写が、この温度上昇に大

きく関与していることも見いだした（図 19）。神経突起の伸長には、この細胞内反応の刺激

による細胞内温度上昇が必要であった（図 20）。さらに、マウスの初代大脳皮質神経細胞に

おいても、細胞内温度の上昇が神経突起伸長に寄与していた（図 21）。これらの結果から、

核内での生理的な発熱が、転写の正の制御を介して、神経細胞分化の過程で神経突起伸長を

促進するというモデルを提唱した。すなわち、本研究では神経細胞分化における細胞内温度

シグナリングの存在を明らかにした。 

 神経分化過程における局所加熱に対する応答は、環境温度の上昇が神経分化を促進する

という報告 23–25,29と一致している。本研究から、生理的な温度上昇に対する応答には主に核

が関与しており、熱は細胞自律的に発生することが明らかになった。NGF が転写に関連す

る数多くの分子カスケードを活性化する 7,9 ことを考慮すると、今回の結果は、熱がこれら

の分子カスケードにおける全て、あるいはいくつかの特定の反応を促進すること（図 16）、

あるいはカスケードにおけるシグナルとして作用すること（図 17）を示唆している。すな

わち、すでに進行している細胞内反応を促進する効果に加えて、熱そのものが（分子やその

複合体の状態の変化などを介して）引き金になっていると考えられる。このような温度シグ

ナル伝達機構は、刺激に応じて転写を飛躍的に活性化させる可能性がある。 

 

熱を介した神経分化の促進や、発生した生理的な熱による転写へのポジティブフィードバ

ックの可能性の根底にある分子メカニズムの徹底的な解明には、特定の分子の加熱や核内

の局所的な温度上昇の抑制など、細胞内の局所温度操作技術の進歩が必要である。 

 また、神経細胞分化の過程で、翻訳反応とアクチン重合に起因する熱が細胞質で発生する

ことも発見した（図 19）。その結果、細胞質の加熱は、核の加熱ほど効率的ではないものの、

神経突起の伸長をわずかに促進することが明らかになった（図 16、補足図 S4）。このこと

は、温度シグナルによって翻訳が活性化されることを示唆している。この活性化をさらに調

べるためには、核よりも大きな細胞質における効果的な加熱方法（場所、時間、タイミング）

の開発とその最適化が必要である。 

 これまでの報告では、有害な細胞外温度変化 23,24,28（ヒートショックなど）や穏やかな細

胞外温度刺激 33 が神経突起伸長に及ぼす影響について論じられてきた。今回我々は、細胞

内在性の発熱が間接的あるいは直接的に神経突起伸長を促進することを示した。この結果

は、これまで生化学反応の単なる副産物と考えられてきたものが、細胞内で自発的に発生す

る熱が、細胞内反応の駆動力として機能していることを示唆している。そのため、生理学的

な条件下でも、温度シグナリングが高効率の神経突起伸長をもたらす可能性があると考え

られる。例えば、器官形成の重要な時期（受精後 2～8 週間）に体温が自然に上昇すると 34、



胎児の神経回路の形成が促進される可能性がある。さらに、神経突起の伸長を誘導するのに

必要な細胞内の場所（核）や加熱のタイミングなど、本研究の関連知見は、神経新生が不可

欠なリハビリテーションや神経再生療法の開発に貢献する可能性がある。 

 細胞内温度変化を介した神経細胞分化の詳細な分子メカニズムを解明することは、複雑

な神経細胞分化のメカニズムとその意義についての理解を深めることになるだろう。細胞

内の自発的な温度変化によって神経細胞の分化が促進されるという今回の発見は、神経分

化というダイナミックで複雑な細胞現象が、これまでの研究で提案されながら確認されて

いなかった、温度シグナリングの新しいメカニズム 42のひとつであることを示唆している。 
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