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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，電極の幾何学形状やパルス印加条件を微小化したマイクロ不可逆エレクト
ロポレーション（マイクロIRE）を新たに提案することにある．まず数値シミュレーションによって電極の幾何形状が
細胞壊死領域に与える影響を評価した．次に実際に微小櫛形電極を作製し，細胞を分散させた生体擬似組織に対してパ
ルス印加を行った．その結果，本手法によってIREの低電圧化を図れること，組織表層の細胞を壊死させるのに有用で
あることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, we proposed a new contact irreversible electroporation (IRE) by 
using comb-shaped miniature electrodes. Prior to experiments, electric fields generated by comb-shaped 
electrodes were evaluated by finite element analysis (FEA). FEA showed that ablation depth was positively 
correlated with the applied potential and negatively dependent on the ratio of the gap between the 
electrodes to the anode width. In the experiments, the comb-shaped electrode with the optimal geometry 
was fabricated by photolithography process. Tissue phantom containing NIH3T3 cells in agarose gel was 
contacted on the electrode and subjected to the electric pulses. Fluorescent microscopic observation 
showed that the cells located at a depth less than several tens micrometers from the surface were 
necrotized by IRE. These results show that the present method is applicable to ablate the outermost 
surface layer of targeted tissues by application of electric pulses lower than 50 V.

研究分野：生体工学，生体熱工学

キーワード： 歯学　歯周病　不可逆エレクトロポレーション　微小電極　膜破壊
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１．研究開始当初の背景 
 エレクトロポレーションは，生体膜に対し
て電界パルスを印加して膜穿孔を生じさせ
る技術である．可逆的な膜穿孔は遺伝子や抗
癌剤の細胞内導入のために利用される一方，
不可逆的な膜穿孔である不可逆エレクトロ
ポレーション(IRE; irreversible electroporation)
は，細胞壊死を招く好ましくない副次的影響
と考えられてきた．ところが近年，この IRE
を腫瘍のアブレーションに応用することが
提案され，低侵襲的治療法として注目を集め
ている[1]． 
 IRE では，標的とする生体組織内に細い金
属電極を刺入して，大きさが数 kV/cm，幅が
数〜数百マイクロ秒の電界パルスを繰り返
し印加する．細胞膜に約 1V 以上の電荷が充
電されると膜破壊が生じ，その結果，組織は
熱的な影響を被ることなく壊死する[2]．とこ
ろが，非常に高電圧のパルスであるために，
一般的に全身麻酔下で施術せざるを得ない．
すなわち，IRE の低侵襲性を十分に活かすこ
とができていない． 
 IREの電圧を下げる方策の 1つは，電極間
距離をミクロンオーダーまで小さくするこ
とである．現在の数 kV/cmという電圧条件は，
電極間距離 10mでは数Vの電位印加で間に
合うことになる．  
 電極と電圧を微小したマイクロ IRE では，
細胞膜破壊を生じさせるのに十分な強度の
電界が得られる範囲もごく小さくなり，電極
表面に近い領域に限定されると予想される．
そこでこのマイクロ IREが効果を発揮できる
有望な分野として，歯周病治療への応用を提
案する．微小電極は歯周ポケットへの挿入に
適しており，IRE によって歯周細菌の壊死や
プラーク除去が期待できるからである．さら
に，歯根の封鎖性を失った歯肉縁下の上皮組
織をマイクロ IREで壊死させ，封鎖性を発揮
できる新生組織の形成を導くことが可能に
なるかもしれない． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，電極の幾何学形状やパル
ス印加条件を微小化したマイクロ IREを新た
に提案し，これを歯周病治療に応用すること
である．そのために，以下の 2点を目的とし
て研究を行った． 
(1) マイクロ IRE で発生できる電場の数値シ
ミュレーションを確立すること． 
(2) 上記の電場が細胞に与える影響を実験的
に明らかにすること． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 電場の数値シミュレーション 
 図 1に示すように櫛形電極（電極幅 w，電
極間隙 l）を生体組織（導電率t）に接触させ，
電極間に電位差Vが印加される場合を考える．
生体組織の縦断面を解析領域と定義すると，

電位の分布は次の電界方程式で表される． 
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こ れ を X = x w , Z = z w , S = s t s t , 
F = f V 2( )の無次元数を用いて無次元化す
ると， 

 
¶2F
¶X2

+ ¶
2F
¶Z2

= 0 

である．境界条件は，陽極が接する面で
F =1 ( f =V 2 ) ， 陰 極 が 接 す る 面 で
F = -1 ( f = -V 2 )，解析領域の左右端で
¶F ¶X = 0 (¶f ¶x = 0，対称条件)，その他の
解析領域外縁でF = 0 ( f = 0 )とした．電極幅
と電極間隙の比が電界分布に与える影響を
調べるため， L = l w =0.25, 0.5, 1, 1.5の 4つ
の解析モデルを作成した．長方形メッシュに
て要素分割し（10〜20 万要素），有限要素解
析プログラムMarc/Mentat（MSC software）を
用いて解析した． 
 
(2) MEMS電極の製作 
 数値シミュレーションの結果をもとに，電
極幅 200 m，電極間距離 50 mのパターン
を有する微小櫛形電極を作製した．ガラス基
板にフォトマスクを密着させて露光，現像し，
真空蒸着法にて膜厚 8nmのチタン薄膜，さら
にその上に膜圧 40nm の白金薄膜を成膜した．
その後，リフトオフ工程で櫛形パターンを作
製した． 
 
(3) 生体擬似組織を用いたマイクロ IRE実験 
 本実験では，NIH3T3 細胞を分散培養した
アガロースゲルを生体擬似組織として用い
た．まず，2.5 wt%低融点アガロース溶液
（ SeaPlaque Agarose, Lonza）， 10 倍濃縮
α-MEM，再構成バッファー（2.2g NaHCO3 in 
100 ml of 0.05N NaOH, 200 mM HEPES）を体
積比 8:1:1 で混合してアガロースゾルを調製
した．これに NIH3T3 細胞を密度 4×105 
cells/mlとなるように混合した．これをプラス
チックトレイに流し込み，4℃で 20分間静置
してゲル化させた．その後，37℃に保ったイ

図 1 微小櫛形電極の模式図と解析モデル． 



ンキュベーター内に 20 分以上静置して IRE
実験に用いた． 
 図 2に示すように，5 mm×3 mmの大きさに
カットした生体擬似組織を電極上に載せ，エ
レ ク ト ロ ポ レ ー タ （ ECM830, Harvard 
Apparatus）によって電界パルスを印加した．
印加条件は，電圧 30, 40, 50 V，パルス幅 10, 
100 s，パルス間隔 100 ms，印加回数 60, 90
回とした． 
 パルス印加後，生体擬似組織を 10 g/mlヨ
ウ化プロビジウム（PI）および 2 g/ml calcein 
AM にて染色し，死細胞と生細胞の判別を行
った．電極との接触面および断面を蛍光顕微
鏡（E600FN，Nikon）とデジタルマイクロス
コープ（VHX-1000，Keyence）を用いて観察，
撮像した． 
 
４．研究成果 
(1) 電場の数値シミュレーション 
 有限要素解析によって求めた無次元電界
分布を図 3に示す．電界は電極エッジ部で最
も大きく，そこから離れるにつれて小さくな
った．陰極中央，陰極エッジ，電極間隙中央
における無次元電界の深さ方向分布を図 4に
示す．いずれも Zが大きくなる（深くなる）
ほど無次元電界は減少したが，4 つの解析モ
デルを比較して無次元電界がより大きくな
るのは，Z<0.75の浅い領域では Lが小さいと
き， Z>0.75 の深い領域では Lが大きいとき
であった． 
 細 胞 膜 内外の電位差が 1 V 以上
（DVmem,cr ³1）のときに不可逆的膜穿孔が生
じると仮定すると，細胞破壊に必要なのは細
胞 1個あたりに 2 Vの電位差である．細胞を
直径 dcell=16 m（アガロースゲル中に分散培
養した NIH3T3細胞の実測直径）の球体と仮
定し，電極幅 w=100 m，印加電圧 V=20 Vと
すると，細胞膜破壊に必要な無次元電界は， 

 ÑFcr =
2 ×DVmem,cr

V 2
´ w

dcell
 

より 1.25である．これは，図 3の破線より上
の領域で IREが実現されることを示している．
L=0.25，0.5の場合，生体組織の表面すべてに
壊死領域が及んでいるが，L=1，1.5では電極
直下や電極間隙において細胞壊死が起こら
ない領域が生じる． 
 電界が最も大きかった電極エッジ部

（Z=0.5）における印加電圧 V と細胞壊死深
さ dabの関係を図 5 に示す．細胞壊死深さは
電圧依存的に増加した．印加電圧が等しいと
き，電極間隙が小さいほど細胞壊死領域は深
かった．次に，細胞壊死深さが最も大きい
L=0.25の解析モデルにおいて，電極幅 wに応
じた印加電圧 Vと細胞壊死深さ dabの関係を
図 6に示す．印加電圧 30 Vでは，幅 200 m
の電極を用いたときに最大壊死深さ 60 mを

図 2 生体擬似組織に対する IRE実験の模式図． 

図 3 無次元電界分布． 

図 4 無次元電界分布の深さ方向分布． 

図 5 印加電圧と細胞壊死深さの関係 
（電極幾何学形状 Lの影響）． 



得た．しかしながら，この電極は印加電圧が
20 V 以下になると他の電極よりも壊死深さ
が小さくなり，5 Vでは壊死領域が全く得ら
れなかった．これは上式より，電極幅 wが大
きくなる，あるいは印加電圧 Vが小さくなる
と，細胞膜破壊に必要な無次元電界の値が大
きくなるからである． 
 
(2) 生体擬似組織を用いたマイクロ IRE実験 
 数値シミュレーションの結果をもとに，印
加電圧 30 Ｖで最も深い壊死領域が得られる
電極幅 200 m，電極間距離 50 mの微小櫛
形電極を作製した．その写真を図 7に示す． 
 生体擬似組織に対してパルス印加を行っ
た後，細胞をヨウ化プロビジウム（PI）およ
び 2 g/ml calcein AMにて染色し，死細胞と
生細胞の判別を行った．パルス幅 10 s，パ
ルス間隔 100 ms，印加回数 60回の条件で電
圧 30, 40, 50 Vをそれぞれ印加した後の縦断
面における細胞生存の蛍光顕微鏡画像を図 8
に示す．電圧印加を施さなかった対照群では
試料全域に緑色蛍光を発する細胞が分布し，
赤色蛍光を発する死細胞は認められなかっ
た．電圧印加を行うと，電極が接していた試
料表層で死細胞が観察された．印加回数を 90
回に増やして実験した結果を図 9に示す．同
様に電圧印加によって試料表層で細胞死が
引き起こされることが明らかになった．死細
胞が認められたのは最表層の深さ 20〜30 m
の領域のみであった．次に，電圧 30 V，パル
ス間隔 100 ms，印加回数 60回の条件で，パ
ルス幅を 10 sまたは 100 sにしたときの結 図 9 印加後の生体擬似組織の縦断面画像 

（パルス幅 10 s，間隔 100 ms，90回印加）． 

図 8 印加後の生体擬似組織の縦断面画像 
（パルス幅 10 s，間隔 100 ms，60回印加）． 

図 6 印加電圧と細胞壊死深さの関係 
（電極幅 wの影響）． 

図 7 作成した微小櫛形電極． 



果を図 10に示す．パルス幅 10 sでは死細胞
が試料表層に認められるだけであったのに
対し，100 sでは死細胞の数が増し，より深
い領域にまで及ぶようになった． 
 
 
 電界パルスの安全性は，生体に流れた電流
の大きさ，時間，経路によって決まる．一般
的に，電流が 1 mAになると知覚され，20 mA
で筋の痙攣，50 mAの通電 2秒以上で心室細
動が生じると言われている[3][4]．人体内部の四
肢間の電気抵抗（約 500 ）と湿潤な皮膚の
電気抵抗を合わせて約 2 kの電気抵抗を考
慮し，各国の安全基準や過去の研究では人体
に危険とならない安全電圧を 50 V 以下ある
いは 25 V以下と定めている．本研究で検討し
た微小表面電極による IREでは，通電範囲が
体表に限られるために心機能に悪影響を与
える危険性は極めて小さいと思われる．また，
安全電圧範囲内の 30 V 以下の電圧を極短時
間印加する IREを想定しており，無麻酔での
施術が可能である． 
 本研究の結果，微小電極を用いることによ
って IREの低電圧化を図れることが明らかに
なった．電極と接触する試料表層に分布する
細胞が IREによって細胞死を生じていること
が確認できた．壊死深さは数十m であり，
数値解析の結果と同じオーダーであった．し
かしながら，これは表皮の厚さ（60〜200 m）
[5]に満たないので，皮膚表面を施術対象にす
るには壊死深さを大きくするための何らか
の工夫が必要である．表皮が特に薄い顔面，
腸管や口腔内表面を覆う上皮細胞層などが
施術対象となれば，実用の可能性があると考
えられる． 
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