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研究成果の概要（和文）：超並列の細胞核内デリバリ技術の開発を進め，細胞穿孔に必要な光学システムを構築
した．Ti基板上に細胞を培養し，ナノ秒パルスレーザを照射し，フォトアブレーションによる衝撃波を発生させ
た．開発した光学システムを用いて，細胞の生死判別とタイムラプス観察を行えるようにした． 
細胞ピックアップツールとしての，誘電泳動プローブアレイの開発に成功した．個々のプローブを個別に制御す
るための電極配線プロセスとマイクロウェルへの細胞操作に対応するための3次元プローブアレイの作製プロセ
スを開発した．また誘電泳動力を発生させて，並列的な細胞操作も実証した．

研究成果の概要（英文）：We have advanced the development of the massively parallel intranuclear 
delivery technology , and we established an optical system necessary for cell poration. Cells were 
cultured on a Ti substrate and irradiated with nanosecond pulsed laser to generate shock waves by 
photo-ablation. With the developed optical system, we carried out a cell viability assay and time 
lapse observation of irradiated cells.
The research team developed dielectrophoretic probe array as a cell pickup tool successfully. We 
have developed an electrode wiring process to control individual probes individually and a 
fabrication process of a three-dimensional probe array for cell manipulation into microwells. 
Parallel cell manipulation was demonstrated by generating dielectrophoretic forces.

研究分野：マイクロ・ナノロボティクス

キーワード： 超並列単一細胞操作　ナノ秒レーザ　誘電泳動プローブアレイ　誘電泳動力　レーザ誘起衝撃波　光照
射 　DMD　光硬化性ゲル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した光照射光学系と光穿孔法は，低侵襲かつ高い効率でのトランスフェクションにつながる．さらに誘電泳
動プローブアレイは，狙った細胞の選別につながる．これらの開発した技術を統合し，時系列で発現が安定な細
胞を構築する技術が創出される．微細加工技術を利用した構造作製ならびにマイクロ・ナノメカトロニクス技術
を元にした操作・観察を複合活用して，複数の単一細胞を処理して医学・生物学に貢献する新しい学術基盤が構
築できる．
本研究の技術・システムは，基礎的な細胞構築方法を提供し，遺伝子組換え細胞を利用した広い科学技術と産業
を活性化する．バイオ医薬品，iPS細胞を用いた再生医療・細胞医療の社会での普及に寄与する．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
治療困難な疾患へのバイオ医薬品の普及，機能の失われた生体組織への iPS 細胞を用いた再生

医療，細胞治療の産業化が期待される．これらには遺伝子組換えを中心とした技術で細胞を加工

し，培養して用いる．例えば，再生医療では皮膚の細胞を取り出し，遺伝子導入で iPS 細胞を作

製して，移植用の 104個の網膜細胞からなるシートに加工培養される．生体内移植には，目的外

の細胞を 10 細胞以下のレベルに減らす高い安全性が求められることから，1 人の治療には 10 ヶ

月と数千万円の費用を要し，普及には課題がある． 

大きな原因は，加工初期段階の細胞の品質にある．問題は，(1)皮膚細胞から iPS 細胞の作製時

に，細胞核内へ導入する遺伝子量のばらつきの存在，(2)遺伝子発現量の時系列測定データから

細胞をスクリーニングする技術の不足にある． 

そこで本問題に対し，申請者は超並列（102 以上の並列細胞処理）単一細胞操作・デリバリー

を進めた結果，これらの細胞操作技術を発展させれば，(1)一定量の遺伝子を細胞核内へ導入し，

(2)時系列的に発現した細胞を選別するシステムが開発できる着想を得た． 
 
２．研究の目的 
本課題では，単一細胞レベルで 103個以上の細胞処理が可能なシステムを開発し，その基盤技

術を確立することを研究の目的とした．最終的には，均一かつ安定細胞を構築するシステムの開

発を目指した．これにより，細胞機能の均一化，安定発現細胞のスクリーニングを一貫して行い，

発現量が均一で時系列的にも発現が安定した細胞を得ることとした．最終システムでは，次の 2

つのサブシステムを統合する．本報告書では，特に細胞核内への一定量の遺伝子導入システム，

安定発現細胞スクリーニングシステムにおける細胞ピックアップ技術の開発について説明する． 

①細胞核内への一定量の遺伝子導入システム：細胞核内へ導入する遺伝子量を制御して，細胞

の遺伝子発現量を均一化させる．要素技術として，A)細胞核膜を穿孔し，一定量の遺伝子を導入

する技術を開発する．細胞接着で細胞核の位置を制御し，ナノ秒パルス光にて細胞の核膜を穿孔

し，ポンプで一定量の遺伝子を送り込む． 

②安定発現細胞スクリーニングシステム：細胞の遺伝子発現量の時系列データを記録し，自動

で安定な細胞をピックアップする．目的達成に 2 種の要素技術を開発する．B)単一細胞配置・時

系列細胞機能解析技術の開発：単一細胞をウェル内に約 100%で同時配置するシングルセルスポ

ッタを開発し，細胞数分布で生じるノイズを抑えて細胞機能を計測する．C) 細胞ピックアップ

技術の開発：誘電泳動力を利用して独立の捕獲箇所を持つピックアップツール「誘電泳動マニピ

ュレータアレイ」を開発して，目的のウェル内細胞を選択的に抽出する． 
 
３．研究の方法 
細胞核内への一定量の遺伝子導入システムの開発を進めた．観察しながら狙いの位置にレー

ザが照射できる光学系を構築した．ナノ秒パルス光にて細胞の核膜を穿孔し，ポンプで一定量の

遺伝子を送り込むことを目指し，レーザパワーにパラメータを設け，レーザ照射前後での細胞の

剥離と細胞生存率の評価実験を行った． 

レーザ照射中の Ti 薄膜表面の状態観察も同様の装置を使用した．レーザパワーは 10，30，50μJ

とした．単一パルスを照射することにより，各パワー3 点ずつレーザを照射した．レーザ照射後

は，PBS 溶液に浸し基板表面を洗浄した．Calcein AM 及び PI を PBS に溶解した溶液に浸すこと

で蛍光観察を行った．このときの Calcein AM と PI の濃度はそれぞれ 2μmol/L，4μmol/L とした．

15 分間インキュベートした後に，倒立顕微鏡(ECLIPSE TE2000-U，Nikon)にて明視野と蛍光で観

察した． 



誘電泳動力を利用して独立の捕獲箇所を持つピックアップツール「誘電泳動マニピュレータ

アレイ」として，主要な 3D 電極プローブを形成するプロセスを確立した．さらには作製したプ

ローブでの細胞操作を行った．誘電泳動プローブアレイは，3 次元電極を基軸とし，狙った電場

勾配（図 1）を発生させるため，電極先端のみを露出した．個々のプローブやプローブアレイで

細胞操作を制御するため，配線プロセスを確立した．犠牲層はリフトオフレジスト LOR20B と

その上にパターニング用の SU-8 で 2 層とした．スパッタリングやリフトオフを組み合わせ，3

次元構造に電極のパターンを形成した．3 次元電極に絶縁体の SU-8 3050 をコートし，フォトリ

ソグラフィでプローブを形成した．このとき SU-8 3050 をシクロペンタノンで 70wt%に希釈し

て使用した．希釈して粘度を低くして，表面張力を低減した． 

作製したプローブアレイを用いて細胞操作を実証した．誘電泳動プローブアレイと ITO 平面

電極を設置した．電極間隔は 50µm とし，HeLa 細胞懸濁液を導入した．懸濁液は低導電率バッ

ファ（8.5wt% Sucrose, 0.3wt% Glucose）を使用した．細胞は Calcein-AM（2µM）で染色し，観察

しやすくした． 

  
 

図 1 細胞ピックアップツールとしての誘電泳動プローブアレイの概略図．(a)細胞捕獲．(b)

細胞輸送とリリース．深さのあるマイクロウェルへの細胞輸送に対応するためは，3 次元のプロ

ーブ形状が有効である． 

 
４．研究成果 
パルスレーザ照射光学系の構築を完了した．使用したナノ秒パルスレーザは，レーザダイオー

ド励起型の TECH-527(Laser-Export 社)を用いた．実験中の Ti 表面の観察には，観察光

(MCWHLP1, ThorLabs)及び，CMOS カメラ(ASI1600MC-Cool, ZWO)を用いた．ダイクロイッ

クミラー (DMLP550R, 25 mm x 36 mm Longpass Dichroic Mirror, 550 nm Cutoff, 
ThorLabs)を使用することで，レーザ照射系と観察系を同時に用いることができる．レーザ照射

位置は自由に選択でき，ガラス基板と Ti 薄膜との境界への走査状の照射も行った． 
タイムラプス観察には，倒立顕微鏡(ECLIPSE Ti-E,Nikon)を用い，ブラスト社の細胞培養コ

ンパクトチャンバ（C-150A）を取り付けて，必要な環境を維持した．レーザ照射直後に細胞を

PBS で洗浄後，MEM(Minimum Essential Medium)中にて，24 時間 1 時間毎に観察を行うセ

ットアップを実現した． 
観察結果を図 2 に示す．求めたグラフより，どのレーザエネルギについても，半径 50μm 以

内であるレーザ照射部付近の細胞生存割合が最も低い．距離が大きくなるにつれて，生細胞割合

は高くなった．レーザエネルギが低くなるにつれて，若干ではあるが生細胞の割合が大きくなっ

ている．30μJ では，一番生細胞の割合が高かった一方で，標準偏差も大きい．標準偏差を減らす
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には，10μJ の方が適切なレーザエネルギである．今後，細胞内デリバリも行い，さらに最適なエ

ネルギを探索していく． 

 

図 2 30μJ でレーザを照射後の細胞観察像．(a)明視野，(b)緑蛍光は生存細胞，(c)赤蛍光は死

細胞を表す．(d)は計測方法の模式図を示す．レーザを照射した Ti パターンを中心に半径 50，

100，150μm の 3 つの領域に分けて細胞数のカウントを行った． 

 

誘電泳動プローブアレイの作製を完了させた．配線幅は設計値 105µm に対して，131.7±5.9µm

（N=5），配線間隔は設計値 95µm に対して 84.4±2.6µm（N=5）となった．プローブ高さは 15.1

±2.3µm（N=5），露出した電極の直径が 28.7±1.3µm（N=5）だった． 

での細胞操作として，配線を施したプローブを用い，細胞パターニングに必要な細胞操作を行

うことに成功した．(a)交流電圧 3Vpp, 1MHz を印加した．(b)誘電泳動力により，細胞をプローブ

エッジ部で捕獲した．(c)誘電泳動力で細胞を保持したまま，水平方向に約 70µm 輸送した．(d)

電圧印加を停止し，細胞をリリースした．細胞が重力沈降し，顕微鏡の焦点が合わなくなった．

これで 細胞の捕獲からリリースまでの基本操作を実証した． 

作製したプローブアレイを用い，細胞を並列的に捕獲し，そのときの捕獲特性を評価した．電

圧印加時を 0s として，時間経過によって細胞が各プローブに捕獲されたデータを取得した．交

流電圧は 5Vpp と 10Vpp，周波数 1MHz にして印加した．細胞は各プローブ近傍から順に捕獲さ

れた．電圧印加 60 s 後にはすべてのプローブで細胞が 1 個以上捕獲された．その後も，各プロ

ーブで，捕獲細胞数が徐々に増加した．最大で 7 個の細胞が 1 つのプローブに捕獲された．単一

細胞のみを確実に捕獲操作するには，フォトリソグラフィでプローブ開口径を細胞直径の 15µm

以下にすることが望ましい． 

プローブと細胞間の距離 X に対して捕獲に要した時間 T の関係も求め，回帰曲線を得た．

10Vpp では 5Vpp に比べ，遠方の細胞を捕獲することができる．プローブと細胞間の距離が増加

すると，捕獲に要した時間は指数関数的に増加した．本データから求めた回帰曲線は，初期のプ

ローブ細胞間距離から捕獲時間を予測する際に役立つ． 
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