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研究成果の概要（和文）：細胞分化の制御は再生医療の大きな課題であるが、臓器については再

生の目処が立っていない。我々は光照射で制御可能な細胞膜穿孔法を発見、その応用による大

規模細胞分化誘導システムの開発を試みた。細胞集団を処理可能な剣山状細胞膜穿孔体と細胞

用光照射パターニング機構の実証運用や、ガラスキャピラリ細胞膜穿孔体による膜穿孔基礎デ

ータ収集を行った結果、生化学的穿孔条件や機械的機能の要改良点に関する成果が得られた。 

 
研究成果の概要（英文）：Although the control of cell differentiation is a major subject on 
regenerative medicine, but systematic reconstruction of internal organs is still unclear. 
We tried to develop a large-scale cell differentiation system based our unique 
high-performance cell membrane perforation method which is controllable by light 
irradiation. With a various brush or capillary-shaped cell membrane perforator and 
light patterning system, we could collect fundamental data about spatiotemporal 
pattern differentiation of cells. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞分化の制御は再生医療の大きな課題で

あるが、分化が可能な組織は皮膚や角膜等の

単純なものに限られ、多数かつ複数種の細胞

群がシステム的に機能している臓器につい

ては再生の目処が立っていない。これに対し

我々は、局所的な光化学酸化反応により、細

胞死を誘発しにくいサブミクロン径の細胞

膜穿孔法を発見、細胞集団を対象とした物質

導入法として研究を進めていた。既に一細胞

を対象とした光化学細胞膜穿孔法によって、

細胞内に遺伝子や機能性タンパクを導入し、

それらの機能が発現することを観察してい

た。この知見から、細胞集団に対して任意の

時間的・空間的パターンで分化誘導物質を作

用させるツールとして、光化学細胞膜穿孔法
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を発展可能と考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では光化学細胞膜穿孔法と自己組織

化材料との組み合わせによって、大規模細胞

分化誘導システムの開発を行う。また、細胞

への物質導入は光照射によって誘発される

ため、光照射パターンの制御により、細胞集

団に任意の時空間的パターンで分化誘導を

行いうる。このため光酸化反応を誘発できる

ナノ剣山状細胞膜穿孔体とその運用システ

ムによって（図 1 参照）、シート状の細胞群

の個々の細胞に対し、印刷的に任意のパター

ンで物質を導入する、大規模集積型の細胞分

化誘導システムを開発する。 

 

３．研究の方法 

実験対象として、培養・分化が容易なラット
由来クロム親和性褐色細胞種 PC12細胞を基
本とした。その他、各種動物細胞を適宜使用
した。細胞膜穿孔体については、剣山型はナ
ノインプリント技術により、サブミクロン～
ミクロン級の孔形や孔ピッチを有する多孔
質シリコン基板（特注品、カンタム 14）を鋳
型に、シリコーンポリマー(PDMS)に転写作
成した。ポリマー内には光増感剤としてヘマ
トポルフィリン二塩酸塩、キャピラリ型につ
いては、市販のマイクロインジェクション用
キャピラリ、あるいは同形状の自作ガラスキ
ャピラリの表面に、ヘマトポルフィリンをコ
ーティングした。 

穿孔体評価の基本プロセスとして、それらの
穿孔体を使用した細胞穿孔の際に蛍光物質
（マイクロインジェクション用 Alexa Fluor 

594, Invierogen）を染み込ませ、その後に細
胞を洗浄し、細胞外の蛍光物質を除去する。

この細胞膜穿孔前後で細胞の透過像、蛍光像
を撮影、細胞膜の穿孔と回復が達成された場
合のみ、細胞内に蛍光が観察されることにな
る。なおキャピラリ型については、細胞膜電
位を計測する電気生理実験にも適用した。具
体的にはキャピラリに銀－塩化銀ワイヤを
組み付け、塩化カリウム溶液を充たすことで
電極化、既存の細胞計測アンプ(MultiClamp 

700B, Molecular Devices)に接続して、膜穿
孔機能を使用した際の細胞膜電位の計測状
況から評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 平成２２年度 

同年度の実験においては、ディッシュ上の
PC12細胞集団に、改良型穿孔体によって細
胞膜不透過性蛍光色素を膜穿孔により細胞
内に導入成功した。この際の光源は顕微鏡の
水銀ランプであったが、一方で LEDアレイ
を光源としたものでは光量の不足のためか
成功しなかった。このため今後の細胞パター
ニング実験では、ハロゲンランプ光源プロジ
ェクタが必要と見積もられた。なお細胞に対
し、期間をおいて穿孔を複数回行う場合には、
細胞密度に応じて穿孔時の細胞加圧を変化
させる必要があった。このため HeLa細胞で
成功していた画像からの細胞面積導出プロ
グラムを基に穿孔制御への応用を試みたが、
PC12細胞には形状の違いからそのままでは
適用出来ず、平成２２年度内にはプログラム
修正が間に合わなかった。しかしながら、問
題点の抽出の結果、翌２３年度に実装に成功
した。なお穿孔体成型時の残留気泡の除去や、
成型時間の短縮、また成型精度の向上を達成
し、以降の穿孔実験の定量的データ収集の基
盤が出来た。 

 

図 2 光照射パターニングシステム 

 

図 1 剣山状細胞膜穿孔体の適用方法 



 

 

 

(2)平成２３年度 

細胞実験と装置構築を同時並行で進める予定

を変更し、細胞実験の定量性を優先的に確保

すべく装置に必要な技術要素を開発した。そ

の結果、分化誘導システムの中核機構である

加圧装置精度の向上、分化誘導因子を含む複

数の液を交換可能な送液機構の開発、ハロゲ

ンランプ光源とデジタルマイクロミラーデバ

イスによる光照射パターニング機構といった

装置の構築（図2参照）、そして様々な細胞膜

穿孔体形状や細胞密度に対応した、運用ソフ

トウェア開発に成功した。 

以上のハード・ソフト合わせたシステム構築

により、本研究の最終課題である前例のない

高度な細胞分化誘導実験に向けた機材の準

備は、予定をほぼ１年前倒しし、平成２３年

度に整った。 

 

(3) 平成２４年度 

同年度には、計画の中核となる細胞用光照射

パターニング機構の実証運用を行った。いく

つか特許性のある成果が得られ、出願を進め

ている。ただし特許出願前には関連成果を公

開出来ないことから、学会・論文発表につい

ては制限せざるを得なかった。それを補うべ

く、ガラスキャピラリ細胞膜穿孔体による基

礎データ収集も行い、細胞膜穿孔－回復プロ

セスに関する成果が得られた。この成果につ

いては国際学術会議での発表が受理されて

いる。なお過去に出願した本研究に関連する

特許出願が１件、本研究成果等に基づく抗弁

により平成２４年度新たに成立した(特許第

5053350号)。 

細胞パターニング装置の開発は成功したが、
中核となる剣山状細胞膜穿孔体が外注部品
の仕様変更の影響を受け穿孔性能が安定せ
ず、十分な実証データが得られなかった。た
だし特許性のある細胞改変成果は得られた
こと、またこの間の遅れをガラスキャピラリ
細胞膜穿孔体による細胞膜穿孔―回復の基礎
データ収集に充て、成果が得られた。このこ
とから全体としてはおおむね順調に進展し
たと判断した。 

 

(4)まとめ 

大規模細胞改変システムについて、細胞膜穿
孔体の細胞への接触状況など機械面の精度
向上が重要になってきた。この点、本技術に
興味を持つ企業との議論の中で、射出成形分
野の精密金型技術が応用可能である旨が明
らかとなり、この知見を反映した次世代機の
設計に入っている。この新たな機材により細
胞実験の再現性を向上し、細胞パターニング
に関する定量的な解析を行うことで、技術の

信頼性を高める。また研究開発資金も基礎研
究予算から開発予算の獲得へとシフトし、企
業とも連携して技術の実用化を急ぎたい。 

 

その一方で、シート状の細胞に対する穿孔体

の適用について、僅かな加圧の不均一さが物

質導入効率を大きく左右することが判明し

た。また穿孔体の鋳型メーカーの製造プロセ

ス更新の影響で、剣山状細胞膜穿孔体の成形

不良が生じ、この問題は最終年度末に解決し

たが、計画の遅延を招いた。今後、より安定

して細胞膜穿孔法を実施できるよう、機器面

の改良が重要と考えられる。 
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