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研究成果の概要（和文）：誘電体微粒子へのフェムト秒レーザー照射により励起した光増強場を細胞のプロセシングに
応用した。非集光単一パルス照射で細胞選択的に多数の細胞の一括プロセシングが出来ることを実験実証し、抗原選択
的に細胞膜に小孔を形成できることを示した。本研究により、(1)熱影響層が極めて小さいナノスケールでのプロセシ
ングと、(2)多数の粒子の同時励起による高いスループットを兼備した新規細胞サージェリー方法を実現した。

研究成果の概要（英文）：Cell membrane surgery by femtosecond laser-excited enhanced optical field was demo
nstrated. Simultaneous perforation of multiple cells was demonstrated by using a single pulse of unfocused
 femtosecond laser with cell selectivity. Combined method of nanoscale-laser processing with limited heat 
affected zone and high-throughput treatment by simultaneous excitation of multiple particles was realized.
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１．研究開始当初の背景 
多剤耐性菌の感染が大きな社会問題とな

っている中、感染症予防に向けた次世代医療
として DNA ワクチンが注目を集めている。こ
の医療技術の実現には(1)体内で抗原タンパ
ク質を作り出すプラスミドを細胞内へ導入
する技術および(2)免疫学的作用メカニズム
解明のための選択的抗原分子機能制御技術
が必要不可欠である。 
 非熱的ナノサージェリー（近赤外の集光フ
ェムト秒レーザーによる細胞プロセシング）
は細胞膜への小孔形成や細胞小器官破壊に
よる細胞機能制御の重要技術として位置付
けられている。しかし、伝搬光による多光子
プロセシングでは単一の集光焦点における
処理となるため、多数の細胞を処理する際は
スループットに課題が残る。 
 誘電体粒子を非集光フェムト秒レーザー
で励起すると、粒子近傍に増強光が得られる。
増強光をレーザープロセシングへ応用する
と、単一パルスで直径数十ナノメートルのナ
ノホールを多数作製できる。この方法は(1)
熱影響層が極めて小さいナノスケールのプ
ロセシングと、(2)多数の粒子の同時励起に
よる高いスループットを兼備している。  
 
２．研究の目的 
 本研究では、誘電体微粒子へのフェムト秒
レーザー照射により励起した光増強場を細
胞のプロセシングに応用した。細胞膜への小
孔形成による遺伝子デリバリーと抗原選択
的ナノサージェリーを行った。 
 
３．研究の方法 
光増強場による細胞プロセシングの実証

実験として、まずポリスチレン粒子を用いた
実験を行った。図1に本方法の概念図を示す。
NIH 3T3 細胞の細胞膜上に直径 1 m の多数
のポリスチレン粒子を抗原抗体反応により
結合し、フェムト秒レーザーパルス（パルス
数 1ショット、パルス幅 80 fs、中心波長 800 
nm 、 レ ー ザ ー フ ル エ ン ス 1.06 J/cm2

（1.33×1013 W/cm2）、直線偏光）を上方より
垂直方向に入射した。照射スポット径は 300 
m、照射スポット内の平均細胞数は 77 であ
った。細胞膜透過性の亢進は、FITC-dextran
および Alexa Fluor で標識した siRNA を細胞
内に導入することにより調べた。 
次に、より生体安全性の高い方法に向けて、

生分解性ポリマーを用いた実験を行った。上
皮癌細胞(A431)の細胞膜上に抗 EGFR 抗体を
介して直径2 mのポリ乳酸(Polylactic acid, 
PLA)粒子を結合し、フェムト秒レーザーパル
スを上方より垂直方向に入射した。照射スポ
ット径は 300 m とした。細胞膜透過性の亢
進は Fluorescein isothiocyanate (FITC)- 
dextran （20 kDa）を細胞内に導入すること
により調べた。また、抗原選択性を調べるた
め、1. 抗体を使用して細胞膜に PLA 粒子を
結合した後レーザー照射を行ったもの、2. 

 
図 1 光増強場による細胞プロセシングの
概念図。細胞膜に誘電体粒子を結合後、フ
ェムト秒レーザーを照射。 

 

図 2 照射前の細胞の位相差画像。多数のポ
リスチレン粒子が細胞膜表面に結合して
いる。 

 
図 3 ポリスチレン粒子へのフェムト秒レ
ーザー照射により小孔形成した NIH 3T3 細
胞の蛍光像(a, c)および位相差画像(b, 
d)。(a, b) FITC-dextran を細胞内に導入
したもの。(c, d) Alexa Fluor 標識 siRNA
を細胞内に導入したもの。 



抗体による細胞へのPLA粒子の結合がないも
の、3. レーザー未照射の細胞、4. 粒子を使
用せずレーザー照射のみ行ったものの4条件
にて実験を行い比較した。 
 
４．研究成果 
図 2に、フェムト秒レーザー照射前の細胞

の位相差画像を示す。図中の黒い点がポリス
チレン粒子を示す。細胞膜表面に多数のポリ
スチレン粒子が結合していることがわかる。
1細胞あたりの結合粒子数は12個以下であっ
た。図 3 に、本方法により FITC-dextran も
しくはAlexa Fluor標識siRNAを導入したNIH 
3T3 細胞の蛍光画像および位相差画像を示す。
細胞内に導入分子由来の蛍光が観察された。
照射スポット内における FITC-dextran およ
び Alexa Fluor 標識 siRNA が導入された細胞
数の割合の平均値は、それぞれ38%および 21%
であった。以上の結果より、誘電体粒子がマ
イクロレンズの役割を果たし、細胞膜に小孔
を形成したと考えられる。以上より、本研究
にて提案した方法による細胞への外来分子
導入を実験実証した。 

照射領域において蛍光分子の導入が確認
された A431 細胞の割合と細胞生存率のレー
ザーフルエンス依存性を図 4に示す。レーザ
ーフルエンス 0.8 J/cm2 以下では、導入効率
は 10%以下であった。レーザーフルエンス
0.88 J/cm2を超えると、導入効率は急激に上
昇した。このときの光強度は粒子下において
1.08×1014 W/cm2 と見積もられる。フェムト
秒レーザーを水または透明材料に照射する
とき、1013 W/cm2から 1014 W/cm2の光強度では
多光子イオン化、自己収束、光学的絶縁破壊
といった多様な非線形相互作用を生じる。従
って、小孔形成にはアブレーションに加えて
キャビテーションバブルや衝撃波も寄与し
ていると考えられる。 
図 5に異なる 4条件における外来分子導入

効率を示す。抗体を利用して PLA 粒子を細胞
に結合した後レーザー照射を行った条件の
みにおいて導入効率の増大がみられ、本方法
が抗原選択性を有することを示している。ま
た、間接的ではあるが、細胞膜に形成される
小孔の大きさを見積るため、直径の異なる緑
色蛍光シリカ微粒子を導入粒子として使用
して実験を行った。細胞周囲の温度を 23℃と
し、PLA 粒子を細胞膜に結合した後、フルエ
ンス 1.06 J/cm2 として単一パルス照射した。
図 6に結果を示す。シリカ微粒子の直径が大
きくなるに伴い導入効率は低下したものの、
直径 100 nm の微粒子までは 20%以上の導入効
率を示した。この結果から、粒子下に生成さ
れる小孔は 100 nm 程度であることが示唆さ
れた。 
本方法の特長は、非集光単一パルス照射で

細胞選択的に多数の細胞の一括プロセシン
グが出来ることである。細胞膜に抗原抗体反
応により誘電体粒子を結合し、フェムト秒レ
ーザーを走査することにより抗原選択的に
細胞膜に小孔を形成できる。1 cm2の面積に適
用するために必要なパルス数は約 1400 パル
スであり、これは繰り返し周波数 1 kHz のチ
タンサファイアレーザーでは1.4秒で実施可
能である。以上より、(1)熱影響層が極めて
小さいナノスケールでのプロセシングと、
(2)多数の粒子の同時励起による高いスルー
プットを兼備した新規細胞サージェリー方

 

図 6 直径の異なる蛍光シリカ微粒子の細
胞への導入効率。レーザーフルエンス 1.06 
J/cm2、パルス数 1。 

 

図 5 四条件における導入効率平均値。 

図 4 A431 細胞への導入効率および生存率
のレーザーフルエンス依存性。 



法を実現した。2009 年以降、粒子とレーザー
の相互作用を活用した外来分子導入に関す
る報告例が国内外に置いて相次いでいるが、
生体安全性の高い生分解性ポリマーを利用
して実現したものは 2014 年 3 月現在、本研
究による成果のみであり、今後のさらなる展
開が期待される。 
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