
京都大学・化学研究所・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的研究（開拓）

2019～2017

全光学的手法による非接触・非侵襲な生体機能の電場制御技術の開発

Non-contact and non-invasive manipulation of biological functionalities using 
all-optical method

００５１２４６９研究者番号：

廣理　英基（Hirori, Hideki）

研究期間：

１７Ｈ０６２２８

年 月 日現在  ２   ６ １１

円    20,000,000

研究成果の概要（和文）：人工多能性幹細胞（hiPSC）に対するテラヘルツ光照射の影響を研究するために利用
される新しい実験技術を確立しました。 hiPSCを培養するために微細加工されたマイクロウェルディッシュを利
用することにより、異常な形態学的変化なしにhiPSCにテラヘルツ光を継続的に照射することができることを確
認しました。グローバルな遺伝子発現解析のRNAシーケンスにより、テラヘルツで調節された遺伝子の多くはジ
ンクフィンガータンパク質（ZFN）の転写因子であることがわかりました。これらの結果は、テラヘルツ電場が
Zn2+などの金属イオンの細胞内濃度変化を誘起することを示唆しています。

研究成果の概要（英文）：We establish a setup utilized for studying the effects of THz light 
irradiation on human induced pluripotent stem cells (hiPSCs). By utilizing a microfabricated 
micro-well dish for culturing hiPSCs, we are able to continuously irradiate THz light on hiPSCs 
without their abnormal morphological changes. RNA sequencing for global gene expression analysis 
reveals that many of THz-regulated genes are transcription factors of zinc finger proteins (ZFNs). 
These results imply that THz radiation results the intracellular concentration changes of metallic 
ions, such as Zn2+. 

研究分野： テラヘルツ非線形分光

キーワード： 高強度テラヘルツ　非線形分光　ライブセルイメージング　蛍光プローブ　分化誘導　細胞機能制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにテラヘルツ光パルスが、生細胞の非侵襲的操作の生物医学的応用に利用されています。本研究では、
環境に敏感な人工多能性幹細胞（hiPSC）に高強度な電場パルスであるテラヘルツ光パルス励起を適用し、亜鉛
フィンガー（ZNF）転写因子に関連する遺伝子発現ネットワークを操作できることを発見しました。 ここで構築
したテラヘルツ光パルス照射装置による非侵襲的な細胞操作方法は、基本的な幹細胞研究と生物医学的アプリケ
ーションの両方に向けた、細胞の電磁制御の新しいアプローチになることを示しました。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒト人工多能性幹細胞（human induced pluripotent stem cells; hiPSCs）は、生体外に於いても無
限回の自己複製能とあらゆる組織細胞へ成りうる多分化能を有しており、再生医療や創薬への
応用が期待されている。また、hiPSCs はヒト胚性幹細胞（human embryonic stem cells; hESCs）と
非常に近い性質を持っており、受精卵を使用せずとも初期発生を研究することができる細胞材
料としても、その重要度は高い。つまり、hiPSCs を用いることによって、化学的、または物理的
な環境変化による初期発生への影響を、生体外に於いて研究することが可能になる。細胞や微生
物等の生命の最小単位は脂質二重膜（細胞膜）によって外界と個体を区別し、細胞膜内外の電位
差を制御して代謝を維持して生きている。このため、細胞膜へ適切に電場を印加することにより
細胞を制御できる可能性がある。これまでに電場印加によって幹細胞の分化を促せたとの報告
もあり、生命科学においては電場効果を利用することと電場の効果を解き明かすことは重要な
研究課題である。 
 申請者らはレーザー光をベースとしたテラヘルツ光パルス発生に関する研究と、これを用い
た固体材料の非線形応答に関する研究において実績を積んできた。そして、これまでの研究にお
いて 1MV/cm を超える高強度テラヘルツパルスを発生させることに成功している。この電場強
度は、10 nm の電極間に 1V の電圧を印加したときに発生する値に対応する。通常、電気回路で
電気パルスを発生させた場合よりも２桁程度短いピコ秒(10-12秒)の時間幅であるため、試料を熱
破壊させることなく高電場を印加することが可能である。習熟した高強度テラヘルツパルス発
生技術をヒト人工多能性幹細胞などの生細胞へ応用すれば、その強電場で細胞の機能を非接触・
非侵襲で制御できる可能性がある考えられる。これまでに、他の研究グループによって、マウス
間葉系幹細胞においてテラヘルツが脂肪細胞分化に関連する遺伝子発現の上昇を報告した例が
ある。また、hESCs に関しては、テラヘルツ光はゲノム DNA に損傷を与えないが、ごく僅か
な遺伝子群に関して影響を与えることなどが見出されてきた。しかし、これまでの研究ではテラ
ヘルツ光パルスを集光していないために電場強度は弱い、また実際に細胞に印加される電場強
度の値が不明であった。このため、遺伝子発現の変化についても、その理由が熱的な効果なのか、
あるいは電場によって引き起こされる効果であるかなど未解明な部分が多かった。 
２．研究の目的 
 hiPSCs を様々な物理的（力学的、電磁気学的）な刺激を加える方法が提案されている。これま
での研究では、細胞へ電極を穿刺して電場・電流を印加して分化誘導を制御する手法なども行わ
れている。本研究は、高強度テラヘルツパルス発生技術を活かして hiPSCs の持つ機能性の『非
破壊・非接触・非侵襲的な電場による制御』を実現する技術の開発を行うことを目的として実施
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 図１に示すように、瞬間的なテラヘル
ツ光パルスの照射によって、時々刻々変化
する細胞動態を観察するための共焦点蛍光
顕微鏡装置を構築した。本装置では、最大電
場強度 0.3 MV/cm の高強度テラヘルツパル
スを照射可能である。この電場強度は、30 
nm の電極間に 1V の電圧を印加したときに
発生する電場強度に対応する。幾何学的に
制限された光学系であることなどから、小
さな値となった。本装置に適合する、生細胞
を維持するためのミニインキュベーターを
開発した。本インキュベーター内部は温度
を±0.3℃精度で、湿度 95%以上を保てるた
め、細胞にとって好適な条件を維持できる。
一方で、高強度化を目指す予備実験として、
金属構造により10倍の高強度化が可能であ
ることを確認した。 
 
(2) インキュベーターに生きた hiPSCs を
設置し、テラヘルツ光パルス照射実験を行
った。本研究で開発したテラヘルツ光パル
ス照射装置は、細胞に対して直径 1 mm の範
囲で照射することが可能である。しかし、通
常の細胞培養ディッシュは、直径 20-30 mm であり、テラヘルツ波が照射された細胞のみを回収
することが難しい。そこで、本研究ではテラヘルツ照射実験のために、新しい細胞培養ディッシ
ュを製作した。本ディッシュには、直径 1 mm 程度の穴が 4 つ作製しており、その中においての
み細胞を培養することができる。 
 

図１ 開発した高強度テラヘルツパルスを 

照射可能な共焦点蛍光顕微鏡装置 



(3) 本ディッシュの各穴内に、hiPSCs に最適化された細胞外マトリックスをコーティングし、そ
の後 585A1 hiPSCs 播種した。培養液に mTeSR-1 を使用して 1 日間培養を行い、ディッシュの各
穴の底に hiPSCs が成長するまで待った。 
テラヘルツ光はディッシュに設けられた穴の一つに集光照射した。照射時間は一時間であり、

テラヘルツ光を照射した細胞をサンプルとし、同一ディッシュ内のテラヘルツ光は全く照射さ
れていない別の穴の中の細胞を比較対象サンプル（negative control）とした。 
テラヘルツ光照射 1 時間後細胞を光学顕微鏡で観察したところ、細胞の形態に大きな差は確

認できず、通常の hiPSCs のコロニーを形成していた（図 2）。また、細胞死による浮遊細胞に関
しても大きな差は確認できなかった。これらより、hiPSCs は好適な条件が維持されたままテラ
ヘルツ光電場を印加できたことがわかり、細胞に損傷を与えていないことが確認できた。 
 
(4) RNA 発現解析を行うために、照射した細胞から RNA を精製した。テラヘルツ光照射した穴
に生育している細胞のみを回収した後、同一ディッシュ内のテラヘルツ光が照射されていない
穴で生育している細胞を回収し、両者を薬剤で細胞破砕した後にスピンカラムで精製した。回収
した RNA を用いて RNA-seq を行った。RNA-seq において確認された RNA の中で、hiPSCs の未
分化・分化に関連する 88 種の遺伝子に関して解析を行った。その結果、テラヘルツ光照射は、
これらの遺伝子に関して大きな影響を与えないことが確認できた。次に、それ以外の全ての遺伝
子に関して解析を行った。まず、Volcano Plot を用いてテラヘルツ光照射によって発現の増減す
る遺伝子を同定した。その結果、99 遺伝子の発現が増加し、126 遺伝子が減少していることが確
認できた。それらの遺伝子を階層的クラスタリングした。これらの遺伝子を基に、hiPSCs の自
己複製時においてテラヘルツ光照射が細胞内遺伝子ネットワークに与える影響について調べる
ために、Gene Ontology (GO)解析を行い、関連する遺伝子が最も多いものから 11 個の GO term を
抽出した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、ヒトの初期発生に関する研究が可能な生きた hiPSCs に高強度テラヘルツ光を照
射可能な装置を開発し、非破壊・非接触・非侵襲的に 0.3MV/cm の電場を印加する実験を行った。
そして、hiPSCs に対するテラヘルツ光波の効果と作動メカニズムを、遺伝子ネットワークの変
動を基に解析した。テラヘルツ光照射によって、hiPSCs コロニーや細胞の形態に変化は生じな
かった。細胞においてその形態は表現系を評価するために非常に重要な因子であり、hiPSCs に
おいても同様である。 
 テラヘルツ光照射を照射して、hiPSCs の多能性に関する遺伝子の変化について評価を行った。
その結果、関連する 88 種の遺伝子ではその発現に変化はなかった。これは、1 時間のテラヘル
ツ光照射が未分化維持環境においては、分化を誘導することはないことを示している。網羅的遺
伝子解析の結果、ミトコンドリアのタンパク質翻訳や非コード RNA 代謝に関与する遺伝子発現
ネットワークがテラヘルツ光照射によって活性化されることが分かった。中でも、最大の発現上
昇を示した遺伝子である GEMIN7 は、mRNA のスプライシングや運動ニューロンの生存に加え
て、筋萎縮性側索硬化症や脊髄性筋萎縮症に関与することが報告されている。このことから、テ
ラヘルツ光照射によって誘起される hiPSC の神経細胞への分化を観察する事は興味深いと考え
られる。さらに、ミトコンドリアのタンパク質翻訳に関与するヒスチジル tRNA 合成酵素をコー
ドする遺伝子である HARS も顕著な発現上昇が認められ、テラヘルツ光照射によるミトコンド
リア機能制御の可能性が示唆された。 
また、有糸分裂前中期や、DNA を鋳型にした転写に関するネットワークが抑制されているこ

とが確認できた。興味深いことに、これらの遺伝子は細胞周期の中の有糸分裂に関与しており、
テラヘルツ光照射が hiPSCs において、G2/M 期で細胞周期の停止を引き起こす可能性が示唆さ
れた。加えて、胎児の心管形成、神経上皮細胞分化、表皮細胞分化の遺伝子発現が減少している
ことも見出した。この結果は、テラヘルツ光照射が細胞分化を阻害し、hiPSC の分化能を維持す
る可能性が示唆された。 
さらに、発現上昇・発現減少した遺伝子の上流の転写因子を解析したところ、ZFP37, ZNF627, 

ZNF263 など、Zn2+イオンによって制御される転写因子が多数見出された。転写因子を制御する
金属イオンは鉄や銀なども知られているが、Zn2+は生体内に最も豊富に存在する微量金属のうち
の一つであり、最も数多くの転写因子を制御している。現在までに、テラヘルツ光照射によって

図 2 テラヘルツ波照射前後の hiPSCs の光学顕微鏡像 (a)照射前、(b)照射後 共に一辺

200 m の領域の観察結果である。 

(a) (b) 



誘起される遺伝子の変化として、DNA の構造を緩めて転写を活性化する機構が１つの可能性と
して提唱されているが、この機構では遺伝子発現の減少は説明できない。一方で、本研究の結果
では発現上昇・減少の双方の遺伝子が見出されている。このことから、先に挙げた遺伝子ネット
ワークは、テラヘルツ光の高電場によって、局所的な Zn2+が移動し、濃度変化によって制御され
る可能性が高いと考えられる。 
 以上のように、高強度テラヘルツ光波の照射実験と遺伝子解析によって、hiPSCs の多能性を
損なうことなく機能を制御できる可能性が示された。また、テラヘルツ光波によって誘導された
遺伝子変化は熱的効果ではなく電場効果であることを強く示唆する結果を得ることに成功した。
今後テラヘルツ光の強度を高強度化することにより、さらに広範な遺伝子種の変化を調べるこ
とができる可能性がある。 
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