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研究成果の概要（和文）：超高速ミー散乱増強光を用いて、細胞全体の機能を損なわない高スループット・細胞
核プロセシング技術を創出することを目的とした。そして、細胞膜と核膜の一括アブレーションによる核内への
ダイレクト分子デリバリーを試みた。実験研究により、蛍光標識したプラスミドDNA／リポソーム複合体を細胞
に導入すると、レーザー照射直後に複合体が細胞質だけでなく細胞核内においても観察され、また、導入したプ
ラスミドDNAの発現によるGFP由来の蛍光が得られた。以上より、細胞膜と核膜の一括アブレーションにより、細
胞膜だけでなく核膜の透過性も亢進した核内への分子デリバリーが示唆された。

研究成果の概要（英文）：High-throughput processing of cell nuclear membrane was investigated by 
using ultrafast enhanced Mie scattering light. Simultaneous laser ablation of cell membrane and 
nuclear membrane was also studied for achieving direct molecular delivery into nucleus. The 
fluorescence of the plasmid DNA/liposome complexes was detected in the nucleus as well as cytoplasm 
after laser illumination for microspheres. The direct delivery of complexes into the nucleus is 
probably attributed to the enhancement of the nuclear membrane permeability by the enhanced optical 
field obtained close to the nucleus.

研究分野： レーザープロセシング

キーワード： フェムト秒レーザー　ドラッグデリバリー　レーザー医療
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜および核膜の透過性亢進による分

子デリバリーは、遺伝子治療や再生医療とい
った次世代医療および生命科学における細
胞機能解明と制御において必要不可欠であ
る。近赤外の集光フェムト秒レーザーによる
細胞プロセシング（非熱的ナノサージェリ
ー）は細胞膜への小孔形成や細胞小器官破壊
による細胞機能制御を可能とするが、伝搬光
による多光子プロセシングでは単一の集光
焦点における処理となり、多数の細胞の一括
処理は難しい。回折限界を大幅に下回るナノ
スケールの細胞のプロセシングを高スルー
プットで実現できれば、ナノサージェリーの
特長を活用した分子デリバリーに有用であ
る。研究代表者らは、本研究開始時までの研
究において、誘電体粒子に近赤外波長の非集
光フェムト秒レーザーを照射すると、超高速
ミー散乱増強光がナノスケールで局在する
ことに着目し、同増強光を細胞膜のプロセシ
ングに利用することで細胞膜透過性の亢進
が可能であることを実験実証した。誘電体粒
子（生分解性高分子）がナノレンズとして働
くことで、粒子近傍に存在する細胞膜に微小
孔を形成できる。同技術を細胞膜のみならず
核膜のプロセシングに活用するためには、任
意の増強光強度分布を得て、光と核膜を相互
作用させることが課題であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、超高速ミー散乱増強光を用い
て、細胞全体の機能を損なわない高スループ
ット・細胞核プロセシング技術を創出するこ
とを目的とした。そして、細胞膜と核膜の一
括アブレーションによる核内へのダイレク
ト分子デリバリーを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 誘電体へのフェムト秒レーザー照射に
より発生する増強光につき、レーザーパラメ
ータおよび誘電体粒子の大きさと屈折率に
対する特性を調べた。Finite-Difference 
Time Domain (FDTD)法により、ポリ乳酸
（Polylactic Acid, PLA）粒子、乳酸・グリ
コ ー ル 酸 共 重 合 体 （ Poly-lactic-co- 
glycolic acid, PLGA）粒子、ポリスチレン
粒子へのレーザー照射により得られる集光
場の光強度分布を計算した。この計算は以下
に述べる実験研究と並行して進め、計算結果
と実験結果を比較して考察を行った。 
(2) 細胞膜上に多数のPLA粒子もしくはPLGA
粒子を結合し、フェムト秒レーザーを照射し
て集光増強光を発生させて細胞のプロセシ
ン グ を行っ た 。光源 に はフェ ム ト 秒
Ti:Sapphireレーザーの基本波（中心波長800 
nm、パルス幅 80 fs）を用いた。粒子と細胞
の相対位置により増強光による核膜穿孔の
確率が変化するとの予想から、接着状態の細
胞と浮遊状態の細胞を対象とした実験研究
を行い、その結果を比較した。 

(3) 細胞核内への分子デリバリーを目的と
し、緑色蛍光タンパク（GFP）をコードした
プラスミド DNA を用いた実験研究を行った。
まず、プラスミド DNA の細胞内導入において
第一の障壁となる細胞膜とプラスミドDNAの
間に生じる静電反発力を軽減するため、カチ
オン性リポソームとプラスミドDNAの複合体
を作製し、レーザー法との併用効果を調べた。
次に、第二の障壁である核膜の透過を目的と
し、集光増強光の強度分布に着目して細胞膜
と核膜の一括アブレーションを試みた。直径
の異なる粒子を用いることで核膜プロセシ
ングに必要な光強度分布を検討し、核内への
導入効率を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 図 1に、FDTD 法により求めた直径 2 μm
の PLA 粒子および PLGA 粒子によって得られ
る光増強度分布を示す。入射光は波長 800 nm
の直線偏光とした。PLA と PLGA の屈折率はそ
れぞれ 1.45 と 1.60 とし、水中（屈折率 1.33）
に配置した系の計算を行った。光強度の最大
値はいずれも粒子より少し離れた位置に得
られ、近接場光より実効焦点距離が長い伝搬
光が主体の光増強場であることがわかった。 

 
図 1 FDTD 法により計算した PLA 粒子（a）および 

PLGA 粒子（b）周囲の光強度分布 

 
また、直径 0.75 μm と 3.0 μm のポリスチ
レン粒子周囲の光強度分布を求めた。粒子に
入射するレーザーパルスのフルエンスを直
径 0.75 μm の粒子では 0.7 J/cm2、直径 3.0 
μmの粒子では 0.081 J/cm2とすると、粒子下
において得られるピーク強度が同程度とな
ることがわかった。 
(2) 細胞膜上に結合した多数のPLA粒子もし
くは PLGA 粒子にフェムト秒レーザーを照射
し、細胞膜への小孔形成を試みた。接着状態
の細胞への分子デリバリー実験では、マイク
ロ流路を用いた。PLGA 粒子を用いた方が PLA
粒子よりも低いレーザー強度により細胞内
への蛍光分子の導入が可能であった。この結
果は、PLGA 粒子の高い増強度により入射レー
ザー強度を低くできることを示唆している。
さらに、接着状態の細胞と浮遊状態の細胞に
同手法を試み比較したところ、細胞核内への
分子導入効率は浮遊状態の細胞の場合の方



が高いことが示された。接着状態の細胞は培
養ディッシュ底面に接着した細胞であり、細
胞上面に粒子が位置するものの、細胞の形状
により粒子は裾野部分に多く留まり、細胞核
の上方に位置する粒子は少ない。浮遊状態の
細胞では粒子分布の偏りは小さく、接着細胞
に比べて細胞核の上方に粒子が存在する確
率が高い。以上の相対位置が原因となり、核
内への導入効率に違いが生じたと考察され
た。 
(3) プラスミドDNAとカチオン性リポソーム
の複合体を用いた実験では、PLGA 粒子を細胞
膜に結合した後にレーザーを照射した条件
においてのみGFP発現を示す蛍光が観察され
た。また、リポソーム濃度を変化させ、複合
体のゼータ電位を測定した。リポソーム濃度
の増大に伴いGFP発現細胞の割合をもとに定
義した導入効率が上昇し、特に複合体のゼー
タ電位が負から正へと変化する際に、導入効
率の統計的有意差が得られた（図 2）。また、
蛍光標識したプラスミドDNAを細胞内に導入
し観察したところ、リポソーム濃度の上昇に
伴い、レーザー照射直後に細胞内に存在する
プラスミドDNAの個数が増加することがわか
った。ただし、導入されたプラスミド DNA の
大部分は核内ではなく細胞質において観察
された（図 3）。導入された複合体の数は時間
の経過に伴い減少し、この原因はライソソー
ムによる消化であると考えられる。 

 

図 2 粒子とレーザーを用いてプラスミドDNA／リポソー

ム複合体を細胞内に導入したときのリポソーム濃度、遺

伝子発現効率、複合体のゼータ電位。 

図 3 粒子とレーザーを用いて導入したプラスミドDNA／

リポソーム複合体と細胞の相対位置。青色および赤色の

蛍光は、それぞれ細胞核と複合体を表す。スケールバー

は 10 μm。 

 第二の障壁である核膜につき、粒子寸法の
ばらつきが小さいポリスチレン粒子を用い
て、細胞膜と核膜の一括アブレーションを試
みた。直径 3.0 μm と 0.75 μm のポリスチ
レン粒子を用いて、両粒子下のピーク強度が
同程度となるようにレーザー照射条件を選
定した。直径 3.0 μmのポリスチレン粒子を
用いてレーザー照射により蛍光標識した複
合体を導入した細胞では、レーザー照射直後
に複合体が細胞質だけでなく細胞核内にお
いても観察され、また、導入したプラスミド
DNAの発現によるGFPの蛍光も観察された（図
4）。一方、直径 0.75 μm のポリスチレン粒
子では、核内において複合体は観察されなか
った。これは、直径 3.0 μmの粒子周囲に生
じる増強光のピークは細胞核に近い位置で
得られること、増強光のレイリー長が長いこ
とに起因していると考えられる。以上より、
細胞膜と核膜の一括アブレーションによる、
細胞膜だけでなく核膜の透過性亢進による
核内への分子デリバリーが示唆された。将来
展望として、本研究成果をもとに粒子とフェ
ムト秒レーザーによる細胞小器官の刺激・操
作が期待できる。 
 

 
図4 レーザー照射から48 時間経過後の細胞の蛍光（a、

b）および位相差画像（c、d）。ポリスチレン粒子の直径

は 0.75 µm（a、c）および 3.0 µm（b、d）。蛍光画像内

の緑色蛍光は発現した GFP を表す。直径 3.0 µm の粒子

を用いた細胞のみ、GFP の蛍光が観察された。スケール

バーは 100 μm。 
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