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研究成果の概要（和文）：高出力集光フェムト秒レーザーを用いた生細胞の制御に係る要素技術
に関して，１）同レーザーの液中集光で発生する応力波を用いた液中微量試薬添加による細胞
刺激と，２）接着細胞の個別剥離と基板へのアレイ化を実現した。また，３）細胞非接着性ポ
リマーをコートした基板に同レーザーを培養液中で集光すると表面が細胞接着性に転換する液
中レーザーリソグラフィーを見出し，異種細胞の配置や培養中でのパターン変更に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： We developed fundamental technologies by using a femtosecond laser 
(fs laser) on living-cell stimulation and manipulation. 1) Drags were delivered to limited 
area in culture medium by applying an fs laser-induced impact for bombing targeted cells 
with the drags. 2) The impact could release a targeted cell from a culture plate and 
delivered to a desired position. 3) Surface characteristic of the culture platform was 
changed from cytophobic to cytophilic when the fs laser was focused to the platform coated 
with cytophobic polymer. In conclusion, this fs-laser process in aqueous solution 
achieved the limited cell stimulation and the multiple cell arrangement. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞生理学，細胞工学から創薬，再生医療
に至るまで，細胞利用技術とマイクロ・ナノ
技術やホトニクス技術等からなる融合分野
の研究が進みつつあった。また，ES 細胞や
iPS 細胞の利用において，本融合分野の重要
性が増している。研究開始当初，基板上に細

胞を配置する研究 [Langmuir 2009, 25, 
7533-39; J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 
16314-15; Langmuir 2009, 25, 7533-37; 
Biomaterials 2009, 30, 2095-101］や、培
養細胞に薬剤を添加してその刺激応答を解
析する手段開発が盛んになされていた。しか
し、異種細胞の空間的な配置に依存する空間
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的相互作用制御や細胞分化を考慮した時間
的制御は不十分であった。特定の細胞を培養
中に選別配列する基礎的な技術が未熟な状
態であったし、生理活性因子や薬剤を培養液
中のマイクロ空間でハンドリングして特定
細胞のみを刺激することはほとんど不可能
であった。 
 
２．研究の目的 
 本テーマでは時間的空間的な細胞制御を
可能とする技術を，マイクロ・ナノバイオの
観点から開発することを目的としている。具
体的には，１）生理活性物質を培養中の特定
領域に添加する技術を開発し，培養細胞の局
所刺激を可能とする，２）培養中の目的とな
る細胞を単離し，基板のプラットホーム上の
任意の位置に配列する技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
 従来から培養細胞への試薬添加や細胞選
別は行われていたが，時間的空間的な制御を
可能とするには新たな方法が必要であった。
本テーマでは，高出力再生増幅フェムト秒レ
ーザー（fsレーザー）で得られる２種の現象
を応用した。第 1は，fsレーザーの液中集光
で起きる現象で，集光点で水が多光子吸収を
起こして発生する局所的な爆発に起因する
応 力 で あ る [Appl. Phys. A 2004, 79, 
795-798]。この応力は 100 m 程度しか及ば
ないが N の力を発生するので，ポリマーに
苞埋した試薬を溶液中に放出して細胞を刺
激したり，任意状態になった細胞を培養基板
から剥離搬送して細胞アレイを作製したり
できると考えた。第２は，fsレーザーを基板
に集光すると起きる現象で，液中でのレーザ
ーリソグラフィーに関する。一般にポリマー
にレーザーを集光するとアブレーションや
光化学的な変性が起きる。この現象は液中で
も起きると仮定して，基板表面の細胞培養中
の改質による細胞パターニングを試みた。 
 
４．研究成果 
 fs レーザーで得られる上記２種の現象を
用いることで，液中での試薬添加，細胞の剥
離回収配置，細胞パターニングを実現した。 
４．１．液中試薬添加 
図 1に概念を示す。添加する試薬はあらか

じめ固体キャリアに不溶化して用いる。キャ
リアは培地を挟んで細胞培養基板と対向す
る位置におかれている。fsレーザーで応力を
発生させて不溶化キャリアを液中で飛散さ
せると，苞埋されている試薬で細胞が曝露さ
れる。モデル試薬として蛍光粒子（粒径 2 m）
をキトサンに懸濁してガラス表面に吸着さ
せ，その上をデキストラン硫酸でコートした
蛍光粒子苞埋キャリア層を作製した。800 nm
チタンサファイアポンプレーザー（120 fsパ

ルス，0.5 J/パルス）の単発照射で飛散す
る蛍光粒子の状況を共焦点顕微鏡で観察し
た結果，レーザー照射後は蛍光粒子苞埋キャ
リア層に穴があき，液中に蛍光粒子が飛散す
る様子が確認できた（図２）。飛散範囲は表
面から 100 m位置で，直径 190 mであった。 

ガラス表面からの距離を変えて蛍光粒子
が剥離した領域を測定したところ，ガラス表
面に集光するよりも液中に 20 m離れた位置
に集光した時に最も広い範囲の蛍光粒子を
飛散できた(図３)。この時集光点では爆発に
伴うキャビテーションバブルが観測された。
また，ガラス内部に集光すると，急激に剥離
径が減衰していた。これは，ガラス内ではキ
ャビテーションバブルが発生しないため，効
果的な応力に結びつかないからである。ガラ
ス表面に集光した時もおおよそ半分のエネ
ルギーがガラス内部で消費されるので液中
に集光したほうが効率よく蛍光粒子を飛散

図１ fs レーザー誘起応力によるポリマー苞

埋試薬放出と細胞刺激の概念 

Particle-

detachment area

36 m 100 m

190 m

Released 

particles

Origin +100 m

図２ キャリア層からの蛍光粒子放出を捉えた

像：ポリマー層から液中 20 mにレーザーを単発

照射した時の蛍光粒子苞埋層(左)と液中 100 m

の位置(右)での共焦点蛍光像。 
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図３ fs レーザー焦点位置と蛍光粒子苞埋ポ

リマー層からの粒子放出領域の関係：図２左図

における蛍光粒子放出領域の径を fs レーザー

焦点位置毎に数値化。横軸で正の値は液中、負

ではガラス内部に焦点があることを示す。 
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できたと考えられる。一連の結果は局所的な
試薬添加が可能であることを示している。 
そこで，アドレナリン，ハロペリドール，

アセチルコリンを苞埋したポリマー塗布基
板を用いて，細胞刺激を試みた。細胞にはマ
ウス由来 P19CL6 細胞をジメチルスルホキシ
ドで心筋様拍動細胞に誘導して細胞塊とし
たものを用いた。その結果，レーザー照射直
後にアドレナリンン固定基板（図４）では拍
動周期が上昇し，アセチルコリン基板（図５）
では拍動が停止することが観察された。ハロ
ペリドールでは，明確な結果は得られなかっ
た。以上のように，液中での非接触局所試薬
添加の可能性を示すことができた。 

４．２．細胞の剥離回収と配置 
 図１の方法を細胞の剥離と細胞搬送に利
用した。苞埋試薬をリリーズすることができ
るので，同様に基板に固定された細胞の剥離
も可能で，さらに剥離後の細胞に対して応力
波を作用させることで細胞の搬送が可能と
なる(図６)。培養した PC12近傍に fsレーザ
ーを集光して細胞を剥離し，プラットホーム
上の所定の細胞接着域に搬送し，個々の細胞
が確実に配置できることを確認した(図７)。
この時，レーザー集光位置が細胞に対して 10 
mより近いと，細胞接着能が落ちるとともに
細胞が肥大し，細胞死に至ることが分かった。
レーザーパワーが 1.5 J 以上だとさらに細
胞に与えるダメージが大きく，レーザーパワ

ー0.5-1 Jで 10 mより遠い位置に集光すべ
きであることが分かった。今までに PC12 の
他，アストロサイト，メラノサイト，ケラチ
ノサイト，HeLaに適用し，レーザーパルス照
射回数は最適化が必要であるものの，いずれ
も良好な結果を得ている。 

 
４．３．レーザーリソグラフィーによる細胞
パターニング 
 細胞接着阻害ポリマーを塗布してあるガ
ラス基板表面に，キャビテーションバブルが
発生しないように注意深くレーザーを照射
するとポリマーが変性して，細胞接着阻害表
面が細胞接着性に変化することを新たに見
出した。概念を図８に示す。細胞接着阻害ポ

リマーに関しては、研究開始当初に種々ポリ
マーを検討した結果，高分子パーフルオロア
ルキル系（Rfポリマー）とホスリルコリン系
ポリマー（MPC ポリマー）が適していること
が分かったので，この２種を使用している。
このうち Rf ポリマーはシランカップリング
残基を持っているので，ガラスと共有結合し
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図８ fsレーザーによる液中リグラフィー 

図７ fs レーザー衝撃による細胞搬送例：焦点

のあっている細胞は細胞培養基板（上の基板）に

接着している細胞、焦点の外れている細胞は同レ

ーザーで剥離し、プラットホーム上に移動した細

胞。矢印は細胞の搬送方向を表す。  



 

 

て単分子層を形成する。MPC ポリマーは物理
吸着でガラス表面に結合するので，かなり厚
みのある膜となっている。 
 fs レーザーを集光した Rf ポリマー修飾ガ
ラス表面の原子間力顕微鏡(AFM)像を図９に
示す。レーザー集光部分は Rfポリマー特有の
ピラーが短くなっていることがわかる（A）。

その線幅は 0.5 mW(1 kHz, 0.5 J/パルス)
で 2.6 m であった（B）。このピラーの低く
なった部位を X 線光電子分光（XPS）で解析
したところ，Rf基のフッ素含有率が低下し，
カーボンの比率が増えていた。ガラス表面に
由来するシリコンの含有率はほとんど変化
が無かった。このことは，Rfポリマーのフッ
素が飛んで炭素骨格が残っていることを示
している。同様に MPC ポリマーに fs レーザ
ーを集光するとポリマーがアブレーション
を起こしてガラス表面が露出した（データ示
さず）。これらの結果は，ポリマーの種類に
よって起きる現象が異なることを示してい
る。 
 細胞（PC12）を配置した Rfポリマープラッ
トホームに fs レーザーを照射した状況を図
１０に示す。２細胞間にレーザーを照射する
間、細胞が動いたり剥離したりする事はなか
った（A）。Neuronal growth factor 共存下
で培養を続けると，PC12 の突起が伸びてお
互いに結合した（B）。 
以上の結果より fs レーザー集光によりプ

ラットホームを細胞接着阻害表面から細胞
接着性に変換でき，細胞間相互作用をレーザ
ーで制御できる可能性を示すことができた。 
以上，細胞の時空間的な制御に関する新た

な技術的発展の可能性を示すことができた。 
①fs レーザーの液中集光で発生する応力を
用いて，基板上のポリマーに苞埋した試薬を

局所放出できた。すなわち特定時刻に特定細
胞を刺激する原理を確認した。 
②同応力波を用いて基板上の接着性細胞を
１細胞毎に剥離し，培養プラットホームの所
定の位置に配置できることを示した。 
③細胞接着阻害ポリマー表面を持つ細胞培
養プラットホームに fs レーザーを集光する
ことで，表面特性を細胞接着性に変換できた。
すなわち細胞の自在なパターニングを時間
的空間的に制御可能であることを示した。 
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