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研究成果の概要（和文）：本研究では，導入細胞の動きを空間的に制限した状態でレーザ誘起衝撃波・電界パル
スを同時印加できる「光吸収層を持つ圧電体を装荷したマイクロ流路素子」とヒト細胞への遺伝子導入におい
て，マイクロ流路プレート上に形成する光吸収体の開発，ガラスで閉じ込められた容器中を伝搬するパルス状音
波の可視化解析，マイクロ流路内細胞に対するパルス電界印加法，および細胞トラッピング応力波照射システム
の検討，などを行った．

研究成果の概要（英文）：In order to gene transfer into human cells, piezoelectric-loaded 
microchannel device applying simultaneously both laser-induced shock waves and electric field pulses
 to  spatially movement restricted cells were investigated.  In this study, development of a light 
absorber to be formed on a micro flow channel plate, visualization analysis of pulsed sound waves 
propagating in a container confined with glass, application of pulse electric field to cells in 
micro flow channel, and cell trapping stress wave irradiation system were examined.

研究分野：電気電子工学
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞に対する遺伝子導入は，再生医療に対
する期待の高まりとともに，近年特に重要視
されている．遺伝子導入法には，ウイルスベ
クター法で代表される生物的手法以外に電
気穿孔法（エレクトロポレーション）や超音
波穿孔法（ソノポレーション）など物理的手
法も長く研究されているが，臨床応用上重要
な高い導入効率と導入細胞の安全性を両立
する遺伝導入法は未確立である． 
 これまでに我々は，2 件の科学研究費補助
金（課題番号：23656275 および 24560384）
の援助も得て，細胞種を問わずに高い細胞生
存率と標的細胞に効率よく同時に遺伝子を
導入できる「空間特異性に優れる」といった
特徴をもつレーザ誘起衝撃波(LISW)法と[1, 
2]，細胞膜への電界ストレスにより高い導入
効率が期待できるエレクトロポレーション
的効果も加えた電気・機械的相互作用による
遺伝子導入法を提案し，レーザ誘起衝撃波と
電界パルスが同期して発生する光吸収層を
持つ圧電体によるレーザ誘起衝撃波・電界パ
ルス発生素子を開発した． 
 Nd:YAG レーザの第二次高調波（波長
532nm）パルスで誘起した衝撃波（インパル
ス）を使った実験では，培養容器底面に接着
した細胞（接着細胞）に対してインパルス照
射面内で 100％近い導入効率を示す領域があ
ることや[3]，細胞接着面をレーザ照射方向と
は逆向きに配置することで導入効率を向上
できることを明らかにしている[4]．一方，培
養液中を浮遊する細胞に対しては導入効率
の点で十分な成果が未だ得られていない． 
 最近，我々の研究から浮遊細胞を固定して
衝撃波を印加すると導入効率を向上できる
ことが判明した．接着細胞を浮遊状態にして
行った実験結果も踏まえると，浮遊細胞に対
する導入効率の改善は細胞の動きを空間的
に制限することが必要であると考えた． 
 
２．研究の目的 

LISW と電界パルスの同時印加による物理
的遺伝子導入法は，細胞種に依存しない高い
導入効率と高い細胞生存率を両立できる遺
伝的に安全な方法として期待できる．しかし，
浮遊細胞に対しては十分な導入効果が未だ
確認できず原因も分かっていない． 
本研究では，培養底面に固定した浮遊細胞
に衝撃波に伴う圧力変化を加えると導入効
率が向上する実験結果に着目し，導入細胞の
動きを空間的に制限した状態で LISW・電界
パルスを同時印加できる「光吸収層を持つ圧
電体を装荷したマイクロ流路素子」の開発と，
それを用いたヒト細胞への遺伝子導入効果
を検証できる実験データの収集を主な目的
に，以下の項目について研究を実施した． 
 
(1) マイクロ流路プレート上に形成する光
吸収層の開発を目的として，カーボンブ
ラックを添加したポリフッ化ビニリデ

ンシート，厚さ 0.07mm 以下の薄膜ゴム
ターゲットおよび黒色懸濁液などを検
討し，それらの音響特性等を調べる． 

(2) マイクロ流路素子に加わる衝撃波伝搬
過程の把握を目的として，容器中を伝搬
するパルス状音波の可視化と解析を
FDTD法によって行う． 

(3) 流路中細胞へのパルス電界印加法の開
発を目的として，透明導電膜(ITO 膜)付
きガラス板上の細胞に対するパルス電
界印加法について検討する． 

(4) 浮遊細胞に対して高い細胞生存率と遺
伝子導入効率を同時に実現できる素子
構造の開発を目的として，細胞トラッピ
ング応力波照射システムを検討する． 

 
３．研究の方法 
（１）① ポリフッ化ビニリデン（PVDF）
とカーボンブラック（CB）のようなフィラー
とのコンポジットは圧電性を示す β型の形成
に有利とされている．本研究では，CB 添加
PVDFシートをレーザ誘起衝撃波(LISW)発生
用の光吸収材料に用いることを目的に，作製
した CB添加 PVDFシートの音速を超音波エ
コー法で調べる．音速測定には中心周波数が
5MHz の二振動子探触子による超音波厚さ計
(NDT, UM-4)を用いる．PVDFの音速 vA=2.26 
km/s [5]を超音波厚さ計の音速設定値として，
その設定音速値において測定した厚さ dを用
いて vを算出し，これを測定試料の音速値と
する．ここで d0は測定試料の物理的厚さであ
る．実験では音波の吸収や境界での反射や散
乱を考慮しない単純な 2層モデルを仮定して
CBの音速を推定する． 具体的には，厚さ LA, 
音速 vAの PVDF 層と厚さ LB，音速 vBの CB
層が面積 Sで接しているモデルにおいて，vA

が既知として体積濃度 M に対する音速の逆
数 v-1の傾きから vBを推定する． 
 
（１）② LISW とは，PET と黒色ゴムを接
着剤で接着したターゲットにパルスレーザ
を照射することで発生する衝撃波である．従
来研究は，一度に多くの細胞に外来物質を導
入する目的で行われていたため，十分なレー
ザフルエンスを得るために大出力レーザを
必要とした．一方，シングルセル（卵細胞を
含む）やマイクロ流路中を流れる浮遊細胞を
標的とした場合，そのサイズは小さいため小
出力パルスレーザでも外来物質の導入に可
能なレーザフルエンスを得ることができる．
そこで本研究では，厚さが 0.07 mm以下の黒
色ゴムターゲットに小出力パルスレーザを
照射したとき発生する LISWの最大圧力・圧
力勾配・力積などを調査し，この LISWが遺
伝子導入に必要な能力を持つか確かめる． 
実験では，本研究で新たに購入した LD 励
起 Q ス イ ッ チ レ ー ザ (Quantum Light 
Instruments，Quantas Q1C）の第2次高調波（527 
nm）を用いた．レーザ径は 2.3 mm，パルス
エネルギーは 12.3 mJ（カタログ値）である．



レーザ本体から発射されたレーザ光が試料
まで到達するまでの経路を Figure 1 に示す．
発射されたレーザ光はバリアブルアッテネ
ータ（日本オプテル，VAR532）を通り，ビ
ームスプリッタに入射したレーザ出力の 1割
が 透 過 し て フ ォ ト セ ン サ (Gentec, 
QE12LP-S-MB-QED-D0）に入射する．残りの
レーザエネルギーは垂直方向に反射してタ
ーゲットに入射する． 

 

Figure 1 Schematic of laser system. 
 
 ターゲットの構造は，黒色ゴム・エポキシ
系接着剤・ポリエチレンテレフタレート
（PET）の 3 層構造である．黒色ゴムにはス
ライスした厚さ 0.07 mm，0.05 mm，および
0.03 mmのフッ素ゴム（ダイコーゴム，FKM）
を用いた．PET 板は 10 mm角に切り取り，
エポキシ系接着剤（セメダイン，CA-186）で
FKMと接着させた（硬化時間 24時間）．なお
実験には接着剤の厚さが 0.02 mm程度の試料
を使用した．これにレーザ光を照射すると
PET / FKMの界面でのアブレーションとプラ
ズマ膨張により LISWが発生する．発生した
LISW はハイドロフォンセンサを用いたシス
テムで測定する．ターゲットとガラスベース
ディッシュ(Matsunami, NO. 1S）はゲル（フク
ダ電子，OJ-20）を用いて空気が入らないよう
に密着させる．ハイドロフォンセンサ（Muller，
Platte needle probe）の先端とガラスベースデ
ィッシュ底面の距離は 2.34 mm に固定した．
ガラスベースディッシュ内部の LISW 圧力 
はハイドロフォンセンサの出力電圧と出力
電圧を圧力に変換する係数（1.188×10-2）を用
いて算出する．立ち上がり時間  [ns]は，最
大圧力 の 10％から 90％までに到達する
までの時間，力積は立ち上がり時間から 1 µs 
経過した時間までの圧力と単位時間を積算
して求める．中圧用プレスケール（Fujifilm，
MS）を用い，発色後のプレスケール画像から
圧力解析ソフト（Fujifilm，FPD-10）を用いて
ガラスベースディッシュ底面の最大圧力及
び圧力分布・加圧面積を解析する． 
 
（１）③ LISW 発生には，従来，固体ター
ゲットを使用するが，アブレーションによる
圧力だまりが固体内部に残る為，連続した
LISW の照射が不可能である．ターゲットに
黒色流体を用いればレーザを照射しても流
れにより圧力だまりが移動するため，連続し
た照射が可能となる．黒色懸濁液は液体ター
ゲットとして有力であり，本研究では黒色懸
濁液の微粒子濃度と音速の関係について調
べる．  

 微粒子濃度の測定は，黒色懸濁液を加熱し，
濃縮することで濃度を変化させる．濃縮前の
黒色懸濁液の平均微粒子濃度（9.8%）と濃縮
後の黒色懸濁液の質量を電子天秤(Shimadzu, 
AEL-40SM)で測定し，濃縮後の微粒子濃度を
算出する．また液体である懸濁液の音速は，
直径 6.5 ㎜，深さ 5.01 ㎜, 10.16 ㎜, および
15.30 ㎜の穴をあけたアクリル治具を 3 種類
用意し，それぞれの穴に濃縮させた懸濁液を
投入し，厚さ 0.1㎜のカバーガラスで蓋をし，
上部から超音波厚さ計（NDT, UM-4）のプロ
ーブを当てる．超音波厚さ計に表示される厚
さが，穴の深さとカバーガラスの厚さを足し
た寸法と同じになるように音速を機器側で
変更させ，安定したときの値を結果として取
る．測定は 5回行い，それぞれの容器で音速
の平均と標準偏差を算出する．  
 
（２） 細胞が閉じ込められた容器中の音波
伝搬は，それを直接計測することが困難であ
る．本研究では，マイクロ流路中に閉じ込め
られた細胞が受ける圧力変化について，閉じ
込め構造をモデル化して音波の伝搬過程を
時間領域差分法（FDTD）による数値解析で
可視化する．またカバーガラスで閉じ込めら
れた領域における圧力分布を解析する． 
本研究では実験系を構成する閉じ込め構
造を Figure 2 に示す空気(air)／ガラス(glass)
／水(water)／ポリスチレン(polystyrene)構造
の二次元解析モデルを使って検討する．この
モデルでは polystyrene を容器底面に，water
は培地に見立てている．glassの上部は airと
し，解析モデルの外周は全て吸収境界とした．
解析空間は 120Δd×100Δd，polystyrene，water，
glass の厚さはそれぞれ 45Δd，50Δd，5Δd と
した．なお Δdは空間離散間隔で 0.02mmに相
当する．また入力圧力（音源波形）は図中の
左下部（polystyrene/water境界）に点源として
LISWを近似した波形[6]を与える．  

 

Figure 2 Two dimensional analysis model of a 
confined structure. 
 



（３） マイクロ流路プレートに外部から電
界を印加すると，その大部分はプレート本体
に印加され，培地中の浮遊細胞に必要な電界
が印加されない懸念があった．この懸念の解
決策として，本研究では，マイクロ流路中の
細胞に外部からパルス電界を印加する試み
として，単一ナノ秒パルス電界が作用する培
地中に透明導電膜(ITO 膜)付きガラス板を挿
入するレイアウトにおける ITO 膜の電気的
効果を検討する． 
実験は， 1 mL の培地 (Wako, E-MEM, 

051-07615)を入れた電極間距離 4 mm のエレ
クトロポレーション用キュベット（Nepa 
Gene, EC-004）に幅 8 mm (長さ 25 mm×厚さ
0.9 mm)に切断した ITO 膜付きスライドガラ
ス（Matsunami，SI0100N，シート抵抗 100 Ω/□，
ITO膜厚 100 nm）を HV電極側にガラス基板
面を向け垂直に挿入する．キュベットの電極
にはナノ秒パルス発生装置(Suematsu Denshi, 
nsBioPEFs)の高圧端子(HV)とグランド端子
(GND)をケーブルで接続し，ITO 膜にはリー
ド線を接続し，GND端子間の電位差を高電圧
プローブで測定する．また GND 端子のケー
ブルには電流プローブを接続し，電圧・電流
波形をデジタルオシロスコープ（ Iwatsu, 
DS-5414）で測定する．また ITO 膜上にヒト
線維芽細胞を付着させた場合の単一ナノ秒
パルス電圧印加の効果も調べる． 
 
（４） 研究の目的で述べたように，LISW
のような単一圧縮波を用いる外来物質導入
法において，培地中の細胞を壁面に捕捉・固
定された状態を作り出すことが導入率向上
に有効である．本研究では，これまでの知見
に基づき考案した細胞トラッピング応力波
システム[7, 8]について説明する． 
細胞膜表面は電気的に負に分極している
ことから，表面が正に分極した高分子を細胞
外基質に用いて浮遊細胞を静電気的に付着
させる方法が知られている[9]．本研究で提案
するシステムでは，応力波照射面への浮遊細
胞の脱着や応力波照射などの逐次処理を考
えている．Figure 3 には静電気的に捕捉した
浮遊細胞に応力波を照射するイメージ図を
示す．このシステムでは，卵細胞のような大
きな細胞を個々に扱える，すなわち single cell
で処理をすることができる利点がある． 

 
Figure 3 Combination of electrostatic 
cell-trapping and stress wave irradiation. 
 

４．研究成果 
（１）① 測定は PVDFに対する CBの体積
濃度が 5, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 vol%の試
料 9種類について行った．測定試料の厚さ d0

は表面を研磨した後にデジタルマイクロメ
ータで測定した．測定は室温 23℃，湿度 36%
の環境で行った． 

CB の体積濃度と試料の厚さ d0および算出
した平均音速値 vから求めた体積濃度に対す
る平均音速値 v と音速値の逆数 v-1の関係を
Figure 4に示す．なお vAには PVDFの音速値
(2.26 km/s)を用いて最小二乗法で fitting した
直線の傾きから CBの音速 vBを推定した． 
結果から音速は体積濃度の増加により増
加し，エコー波形の観測から体積濃度が増す
ごとにエコー信号の振幅は強くなる傾向を
示した．一方，エコー波形は CB濃度に対し
て変化しなかった．音速値の増加は CBの音
速が PVDFの音速よりも高いことを示唆して
いる．また推定した CB の音速値 vBは約 6.4 
km/sであった．本研究により，これまで不明
であった CB添加 PVDFシートの音速が，CB
の体積濃度に依存して変化し，その音速推定
値が約 6.4 km/sであることが分かった．この
成果は，マイクロ流路プレート上に形成する
光吸収層を設計する上で有用である． 

 

 
Figure 4 Sound velocity (v) of CB-filled PVDF 
sheets and inverse of sound velocity (v-1) as 
function of CB volume concentration.  Dashed 
line indicates a sound velocity of PVDF.  Solid 
line indicates a least square fitting of measured 
v-1 values. 
 
（１）② LISW を発生させるためには，レ
ーザフルエンスがおよそ 0.3 J/cm² 以上必要
である[10]．本実験ではレーザエネルギーの
最大値が約 10 mJ，ターゲットを使って求め
たレーザ光の照射面積は 0.7 ~ 1.2 mm² であ
るから，このときのレーザフルエンスは 0.83 
~ 1.43 J/cm² となり，LISWが発生する． 
レーザフルエンスが 1 J/cm2のときの，FKM
の厚さ毎の最大圧力（推定値）を Table 1 に
示す．この結果から厚さが 0.05 mmのとき最
も高い圧力が得られることが分かった．また
プレスケールを用いてガラスベースディッ
シュ底面の圧力と圧力分布を測定したとこ
ろ，FKMの厚さが 0.07 mm，0.05 mm，0.03 mm



の場合，最大圧力の平均値はそれぞれ 16 MPa，
18 MPa， 14.9 MPaであり，最も高い圧力は
0.05 mmで得られた．またガラスベースディ
ッシュ底面の加圧面積は約 1 mm2 であった．  
本研究により，FKMの厚さを 0.07 mm，0.05 

mm，0.03 mmと薄膜化したとき，小出力パル
スレーザを使って発生させた LISWの最大圧
力・圧力勾配・力積などのパラメータにおい
て最も高い値が得られる厚さは 0.05 mmであ
った．また，厚さが 0.05 mmのとき得られた
最大圧力は遺伝子導入に可能な大きさであ
った．この研究成果は，マイクロ流路への
LISW 照射に用いるターゲットの選択におい
て有用である． 
 
Table 1 The peak pressure estimated at laser 
fluence 1 J/cm2. 

 
 
（１）③ 実験には，濃度 13.8%，16.3%，17.8%，
22.4%，23.5％の懸濁液を用意し，測定時の液
温は 20℃であった．実験結果から微粒子濃度
が高濃度になるほど音速は速くなる傾向を
示した．また黒色懸濁液の音速は純水と比べ
速く，濃度が 20％以上で速くなる傾向があっ
た．この研究成果は，マイクロ流路への LISW
連続照射において，黒色懸濁液のターゲット
材として有用であることを示している． 
 
（２）  Figure 2で示した閉じ込め系におい
て，閉じ込め領域側の厚さ 5Δd の glass 表面
の左端からこの面に沿った 0Δd, 50Δd, 100Δd
の三か所の圧力波形の解析結果から，音源の
位置から離れるにしたがって圧力は小さく
なった．一方で同一地点における 5 μsまでの
時間経過に対する圧力値に顕著な減衰は見
られなかった．これは多重反射と波形の重ね
あわせの影響と思われる．また glass／water
界面に沿って Δd 毎の圧力値を計算した結果
を Figure 5に示す．音源直上（左端からの距
離 0Δd）の圧力は規格化圧力値で 0.12程度の
最大値を示した．音源直上から位置が離れる
に従い圧力は小さくなったが，進行波と反射
波との重ね合わせの結果として 32Δd の位置
で最大圧力の 77 %程度，また 62Δdの位置で
最大圧力値の 90 %程度の圧力となる特異点
が存在した．一方，45Δdの位置では最大圧力
値の 37 %程度の低い圧力値を示した．この結
果は実際の実験系において圧力源から離れ
た位置でも大きな圧力が加わる可能性を示
唆している．このことから，閉じ込められた
領域内では最も強い圧力を示す音源直上以
外にも，最大値の 90%程度の圧力となる特異
点が存在することが分かった．この成果は，
マイクロ流路内のような閉じ込め系おいて
も適用できると考えられる． 

 

 
Figure 5   Relationship between normalized 
pressure and distance from the left-hand side end 
along the glass / water interface. 
 
（３） 印加パルス数を 1に固定し，出力設
定値を 0.3 から 4.0 に変化させたときの入力
ピーク電圧と ITO上のピーク電圧の測定結果
より，出力設定値 8においてキュベット間に
は約 20 kVの電圧（パルス幅約 60 ns） が印
加され，このとき細胞には約 40 kV/cm のパ
ルス電界が作用することが分かった．また
ITO膜上に付着したヒト線維芽細胞を使った
実験において，ITO膜面を外部電極の正極に
向けた配置は，ITO膜面を負極側に向けた配
置よりも，培地中の細胞に大きなパルス電界
を印加できることが分かった．この成果は，
マイクロ流路中の細胞に外部からパルス電
界を印加させる上で有用である． 
 
（４） Figure 3 に示したように応力波は細
胞がトラップされた面に照射される．応力波
発生方法は，PETと黒色ゴムを接着剤で接着
したターゲットにパルスレーザを照射する
方法の他に水中パルス放電による衝撃波な
ど，立ち上がりが急峻なナノ秒オーダの幅を
持つ数 MPa 以上の圧力波が制御性よく生成
できればよい．一例として多数配列した微小
な応力波源の直上に懸濁液中の浮遊細胞を
静電気的に捕捉する小容器を配置した構造
を Figure 6に示す．この構造では，正に帯電
した小容器ごとに浮遊細胞が補足され，それ
ぞれにレーザ誘起創発的応力波が照射され
る．この場合，応力波は細胞サイズの小容器
に照射されればよく，レーザ照射面積を小さ
くできることから，小出力パルスレーザが使
用できる．LD 励起 Q スイッチレーザの第 2
高調波(527 nm）を用いて，直径が約 1 mmの
パルスレーザ（レーザフルエンスが約 1.5 
J/m2）を PET(厚さ 1 mm)/EPDM(厚さ 0.07 mm)
構造の素子に照射して発生させた応力波の
容器中の伝搬波形，ターゲット上のレーザ照
射根，および圧力分布を測定したところ，1 
mm2 程度の範囲内に外来物質導入に十分な
ピーク圧力と立ち上がりが急峻なナノ秒オ
ーダの波形が得られることが分かっており，
本研究で考案した細胞トラッピング応力波
照射システムは浮遊細胞に対して高い細胞
生存率と遺伝子導入効率を同時に実現でき
る可能性があると考えている． 

 



 
Figure 6  Illustration of electrostatic 
cell-trapping and releasing mechanism with 
minute stress wave sources. 
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