
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月２９日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

本研究では、高出力フェムト秒レーザーを用いて、脊椎動物胚体の単一細胞に遺伝子やナノ
粒子を物理的に導入する方法の確立を目指した。まず、我々は、高出力フェムト秒レーザーを
用いたフォトポレーション技術により、ゼブラフィッシュ胚やニワトリ胚の単一細胞にデキス
トラン、モルフォリノオリゴヌクレオチドや DNAプラスミドを高効率で導入できる手法を確立
した。また、本手法を用いて、ニワトリ胚の単一神経細胞にも遺伝子発現ベクターを導入でき
る系を確立した。さらに、我々は、本手法により、ゼブラフィッシュ胚の単一神経細胞に mRNA 
を導入することで、単一神経細胞の運命を操作することに成功した。本研究により、高出力フ
ェムト秒レーザーによるフォトポレーション技術が、脊椎動物胚の単一細胞に任意のバイオナ
ノ粒子を導入し、単一細胞の機能操作を可能にする新しい技術として確立された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Introduction of biomolecules into cells in living animals is one of the most important 
techniques in molecular and developmental biology research, and has potentially broad 
biomedical implications. Here we report that biomolecules can be introduced into single 
cells in living vertebrate embryos by photoporation using a femtosecond laser amplifier 
with a high pulse energy and a low repetition rate. First, we confirmed the efficiency 
of this photoporation technique by introducing dextran, morpholino oligonucleotides, or 
DNA plasmids into targeted single cells of zebrafish, chick, and shark embryos. Second, 
we demonstrated that femtosecond laser irradiation efficiently delivered DNA plasmids into 
single neurons of chick embryos. Finally, we successfully manipulated the fate of single 
neurons in zebrafish embryos by delivering mRNA. Our observations suggest that 
photoporation using a femtosecond laser with a high pulse energy and low repetition rate 
offers a novel way to manipulate the function(s) of individual cells in a wide range of 
vertebrate embryos by introduction of selected biomolecules. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 実験動物胚を用いた遺伝子操作技術とし
ては、ウイルスを用いる方法、化学的方法、
物理的導入法等が導入されている。物理的導
入方法としては超音波、遺伝子銃、高電圧パ
ルスを用いる方法が開発されているが、導入
効率•選択効率•細胞の生存率のすべてを高
く保つ方法は未だ確立されていなかった。特
に、胚体の単一細胞レベルを対象とした遺伝
子操作は導入効率が大きな課題となってい
た。また、疾患モデル動物胚を用いた実験系
では、細胞レベルのドラッグデリバリー等の
ナノ粒子の導入技術が必要とされる局面が
多いが、研究開始当初は、遺伝子銃による不
特定多数の細胞群への低効率な導入法しか
確立されていなかった。 

 

２．研究の目的 
 
 本研究課題では、高出力フェムト秒レーザ
ーを用いて、脊椎動物胚体の単一細胞に遺伝
子やナノ粒子を物理的に導入する方法を確
立することを目標として研究を行った。具体
的には、脊椎動物のモデル実験動物として代
表的なゼブラフィッシュ胚やニワトリ胚の
特定の単一細胞に遺伝子操作を目的とした
アンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオ
チドや遺伝子発現ベクターを高効率に導入
する技術の確立を目指した。さらに、将来的
に胚体の特定の細胞へのドラッグデリバリ
ー技術を確立することを視野に入れ、比較的
分子量の大きいデキストランを脊椎動物胚
体の単一細胞に導入する技術の確立も試み
た。 
 
３．研究の方法 
 
高出力フェムト秒レーザー装置 
高出力フェムト秒チタンサファイアレーザ
ーを倒立顕微鏡に導き、10 倍の対物レンズ
（開口数 0.25）を用いて、顕微鏡の結像面に
集光し、1 kHzの周期でパルスを照射した。 
 
アンチセンスモルフォリノオリゴヌクレオ
チド、デキストラン、プラスミド、mRNA 
Fluorescein-tagged standard control 
morpholino antisense oligonucleotides 
(FITC-MOs; Gene Tools) は最終濃度 5 ng/nl
になるように用意した。蛍光ラベルされた各
種デキストラン(10,000MW)は、Invitrogen 
より購入した。pCAGGS-EGFP と pCAGGS-RFP 

は最終濃度 10 mg/ml になるように用意した。
Capped mRNA は直線化した pCSEGFP、または 
pCSdnPKA を鋳型にして、合成した。 
 
ゼブラフィッシュ胚の単一細胞へのフォト
ポレーション  
麻酔したゼブラフィッシュ胚は、3 % メチル
セルロースに埋め込んだ。単一上皮細胞を標
的とする場合は、コリオンと胚の間に 5 ng/nl 
MOs や 5% 蛍光デキストランをインジェクシ
ョンし、標的細胞にレーザーの焦点をあわせ
た。単一神経細胞を標的とする場合は、400 
ng/μl EGFP mRNA もしくは dnPKA mRNA in 
2.5%蛍光デキストランをコリオンと胚の間
にインジェクションし、neural keel の標的
神経細胞にレーザーの焦点をあわせた。レー
ザー照射後は、胚のコリオンを剥き、洗浄し
た。 
 
ニワトリ胚の単一細胞へのフォトポレーシ
ョン  
ステージ 12-16 のニワトリ胚は New culture 
法で培養した。単一上皮細胞を標的とする場
合は、5% 蛍光デキストランや 10 mg/ml 
pCAGGS-EGFP を vitelline membrane と 
epiblast ectoderm の間にインジェクション
し、標的細胞にレーザーの焦点をあわせた。
単一神経細胞を標的とする場合は、10 mg/ml 
pCAGGS-RFPを神経管内にインジェクション
し、標的神経細胞にレーザーの焦点をあわせ
た。レーザー照射後、胚は新しい New culture 
プレートで培養した。 
 
 
 
４．研究成果 
まず、ゼブラフィッシュ胚の単一上皮細胞

に FITC-MOs を導入することを試みた。28 h 
post fertilization (hpf)胚のコリオン内に 
FITC-MOs を導入し、フェムト秒レーザーパ
ルス（120 fs, 800 nm, 50 pulses at 1kHz）
を照射した。200 nJ/pulse で照射したとこ
ろ、単一上皮細胞で FITC 蛍光が観察される
割合は、22% であった (2/9)。一方、300 
nJ/pulse や 400 nJ/pulse で照射した場合に
は、それぞれ 52.6 %、68.4% であった（10/19、
13/19）。800 nJ/pulse で照射すると、単一
上皮細胞で蛍光が観察されることはなく、照
射領域付近での細胞の飛散が確認された
（6/7；図 1）。これらのことから、28 hpf ゼ
ブ ラ フ ィッ シ ュ胚 の単 一 上皮 細 胞に
FITC-MOs を導入するには、300-400 nJ/pulse 



のレーザーパルスが最適であることがわか
った。 

次に、比較的分子量の大きい 10,000 Da の
デキストランを 25-26 hpf のゼブラフィッ
シュ胚の単一細胞に導入することを試みた。
コリオン内にデキストランをインジェクシ
ョン後、400 nJ のレーザーパルスで照射し
た場合には 76.5% の高効率で単一の細胞に
デキストランが導入できた（12/17）。一方、
800 nJ のパルスで照射すると、単一細胞へ
の導入はおこらず、全てのケースで細胞の飛
散が確認された（11/11）。また、400 nJ/pulse 
で照射 24 時間後に胚を観察すると、分裂中
の細胞で蛍光が観察された。 

これらのことから、我々のフォトポレーシ
ョン技術により、ゼブラフィッシュ胚の単一
細胞に 10,000 Da までの分子量の分子であ
れば、導入が可能であることが明らかとなっ
た。 

次に、我々はフェムト秒レーザーによるフ
ォトポレーションでニワトリ胚の単一細胞
に分子を導入することを試みた。ステージ 
15 のニワトリ胚を New culture 法で培養し、
10,000 Da のデキストランを vitelline 
membrane と ectoderm の間にインジェクシ
ョンし、400 nJのパルスでレーザーを照射し
た。その結果、単一の上皮細胞にデキストラ
ンが導入される確率は、71 %であった（32/45）。 

さらに、我々は DNA をニワトリ胚の単一
細胞に導入することを試みた。デキストラン
と pCAGGS-EGFP プラスミドの混合液をステ
ージ 14-16のニワトリ胚に上述の方法でイン
ジェクションし、400nJ のパルスで照射した。
レーザー照射の 15-24 時間後に観察したと
ころ、デキストランの赤色蛍光と EGFP 蛍光
が単一上皮細胞、もしくは分裂中の単一上皮
細胞の 50%で観察された（5/10）。 

次に、ニワトリ胚の単一神経細胞への DNA
の導入を試みました。pCAGGS-RFP プラスミ
ドをステージ 12-14 のニワトリ胚の神経管
に導入し、400 nJ のレーザーで単一神経細
胞を照射しました。照射 24 時間後に観察す
ると、RFP 蛍光が単一神経細胞で観察できま
した（図 2）。 

さらに我々は、このフォトポレーション技
術を用いて、胚の単一細胞の運命を操作する
ことを試みた。Protein kinase A（PKA）は
中枢神経系でヘッジホッグ経路に関わって
おり、ドミナントネガティブ型 PKA mRNA 
（dnPKA）を 1 細胞期の胚に導入すると、神
経底のマーカー spondin1b が神経管の背側
に異所的に発現することが知られている
（Ungar and Moon, 1996）。そこで、我々は、
16 hpfのゼブラフィッシュ胚のコリオン内に 
dnPKA mRNA、 もしくはコントロールとして
EGFP mRNA を導入し、神経管の背側の単一神
経細胞に 400 nJ/pulse のレーザーを照射し

た。24 hpf まで育ててから、spon1b の発現
を解析したところ、dnPKA mRNA を導入され
た単一神経細胞では、異所的に spon1b の発
現が確認された（図 3）。 
  このことから、高出力フェムト秒レーザー
を用いたフォトポレーション法は、高等脊椎
動物胚の単一細胞の運命を操作することも
可能であることが示された。 
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