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研究成果の概要（和文）：細胞の形質を積極的に制御するために遺伝子導入が行われる中、物質の第４の状態で
あるプラズマを用いる遺伝子導入が注目を集めている。いずれの遺伝子導入手法によっても、遺伝子導入の現場
では、個々の細胞における遺伝子の発現がバラつくことが問題となっている。そこで、本研究では、マイクロ電
気機械システム技術とプラズマ技術を駆使し、一細胞レベルで均一に遺伝子を導入するマイクロシステムの開発
を行なった。マイクロデバイスに作り込まれたシャーレ構造の中で細胞を培養し、プラズマを利用した細胞内へ
の物質導入を実現した。

研究成果の概要（英文）：Transfection is the process of inserting genetic material, such as DNA into 
cells. The method is a powerful tool to control cell trait. However, it has been difficult to induce
 gene expression equally in all cells treated. In this study, we used a plasma, which is the fourth 
state of matter, for effective transfection. Utilizing micro electromechanical systems (MEMS), a 
microwell array device was fabricated that enables plasma treatment on single cells cultured in each
 microwell. Introduction of DNA and chemical substances into cells were achieved by plasma 
treatment. The microsystem is an important first step towards controllable transfection that has a 
potential to revolutionize protocol for establishing iPS cells.

研究分野：ナノバイオテクノロジー、マイクロ電気機械システム、プラズマ科学

キーワード： プラズマオンチップ　マイクロデバイス　細胞　遺伝子導入　大気圧プラズマ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、プラズマ照射型シングルセル遺伝子導入デバイスの開発である。一細胞に対して確実に遺伝子導入を
行って、その細胞をマイクロウェル構造の中で増殖させることで、同じ遺伝情報を持つ細胞群（クローン）を高
い効率で作り出す。将来性の一つとして、iPS細胞の樹立には山中4因子を導入する必要があり、樹立確立は１％
程度と低いが、本手法で各因子を細胞内に確実に導入し、高効率に初期化できる可能性がある。本研究は、医工
学関連分野でのイノベーションを起こす第一歩となる意義を持っている。

※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 
細胞の形質を積極的に制御するために、遺伝子導入が行われている。その応用の一つに遺伝子
治療があり、これまで難病とされていた病気の治療が行われている。細胞に遺伝子を送り込むた
めに、ウイルスベクターを使用できるが、ウイルスがゲノムに組み込まれる際、正常な遺伝子を
破壊してしまう危険性があり、運べる遺伝子の大きさにも限りがある。 
その欠点を補う手法として、現在、エンドサイトーシスを利用したリポフェクションや、高電
圧パルスをかけて細胞膜に孔を形成する電気穿孔法（エレクトロポレーション）が行われている。
ただこれらの手法は、ウイルスベクターを用いる手法に比べて、遺伝子導入効率の低いことが問
題となっている。近年、工学研究者らによって、物質の第 4の状態であるプラズマを利用する、
プラズマ遺伝子導入法が開発された。このプラズマ遺伝子導入法は、細胞に対して常温常圧のプ
ラズマを照射し、細胞膜に微細孔を開けて細胞の内部に遺伝子を導入するものであり、高効率な
遺伝子導入に関する報告がされている。 
上述のように様々な遺伝子導入法があるものの、いずれの遺伝子導入においても、個々の細胞
内での発現にバラつきが生じることが課題となっている。最先端医療で注目を集める iPS 細胞
を一例としてあげてみたい。患者の細胞を元に、山中 4 因子を導入して iPS 細胞を樹立する際
にも、細胞集団の中から質の良いクローンを選び出して、その後の解析が行われている。これは
砂場の中から金の粒を探す作業に等しく、時間的・経費的に非効率である。それゆえに、この状
況を打開する遺伝子導入法が期待されている。 
 
２．研究の目的 
前述の背景より、多数の細胞の集団に対して遺伝子導入が行われて、遺伝子の発現にバラつき
が発生するのであれば、個々の細胞に対して、確実に遺伝子導入できる手法を開発すればよいと
考えられる。本研究では、はじめから一細胞を狙って遺伝子を導入し、細胞を改変することを目
的としている。望み通りの改変ができれば、そのままシングルセルクローンとして使えるはずで
ある。 
 
３．研究の方法 
一細胞レベルで遺伝子導入を行っていく上でのカギは、①一つの細胞に対して、一定量の遺伝
子を供給すること、②供給された遺伝子を確実に細胞の内部に導入すること、にあると考えられ
る。そこで本研究では、マイクロ電気機械システム（Micro Electro Mechanical Systems, MEMS）
技術とプラズマ技術を駆使した遺伝子導入法を開発する。 
一細胞を培養する、マイクロシャーレを作る[図 1(a)]。このマイクロシャーレの底面部には
微細孔を設けておき、後のプラズマ遺伝子導入で使用する。続いて、マイクロシャーレ内で培養
される細胞に対して、マイクロシャーレの背面から常温常圧のプラズマ（電離気体）を照射する。
プラズマの中で生成された活性種は、マイクロシャーレの底面に設けられた微細孔からマイク
ロシャーレ内に拡散し、細胞膜に到達して、細胞膜に孔を形成する[図 1(b)]。培養液中に供給
された遺伝子は、この孔を介して、細胞の中に進入する [図 1(c)]。ウェルの中で細胞を増殖さ
せれば、同じ遺伝子情報を持つ細胞群が得られる。 
本手法の要点を説明するために、図 1では一つのマイクロシャーレ構造のみを描いているが、
MEMS 技術でマイクロシャーレをアレイ状に作製することは容易である。アレイ型のマイクロデ
バイスを作製することで、多数の細胞に対して同時に遺伝子導入することも可能になる。 
  

 

 

図 1 マイクロデバイスを用いた細胞へのプラズマ遺伝子導入の概略。(a) デバイスのマイク
ロウェル部に細胞を含む培養液を注ぐ。貫通孔部（5m角）では、液体の表面張力で気液界
面ができ、液体は漏れない。(b) 実験の断面図。貫通孔部を下側からプラズマジェットで照
射する。(c) プラズマ照射を受けた細胞の断面図。プラズマ照射で細胞膜に孔ができ、プラ
スミド DNAが内部に拡散する。 
 

 



 
４．研究成果 
研究期間の 1 年目（2018 年度）では、まず、一細胞に対してプラズマを照射するためのマイ
クロデバイスの試作を行った。文科省ナノテクプラットフォーム事業を活用し、近隣大学の微細
加工設備を利用してマイクロデバイスを作製した（図 2）。22mm 角の Siウェハの中に細胞を培養
するマイクロシャーレのアレイ構造が 4 パターン分作製されており、使用する際に 1/4 の大き
さにカットする。マイクロデバイスのハンドリングを容易にするため、カットしたデバイスを、
図 3に示すように、テフロン製の治具に固定した。その後、マウス線維芽細胞 L929 を含む培養
液を注ぎ、CO2インキュベータ内で培養を行なった。 
マイクロデバイスを作製する一方で、細胞に対してプラズマを照射するための実験システム
を構築した（図 4）。細胞に遺伝子導入を行うために、マイクロデバイスの背面から、ジェット
状のプラズマを照射することが可能になった。 
研究開発期間の 2 年目（2019 年度）では、マイクロデバイス上でマウス線維芽細胞を培養
し、まず、蛍光プローブを用いて細胞へのプラズマ照射刺激の影響を評価した。マイクロデ
バイスのプラズマ照射部直近に位置する細胞に変化を与えられることを確認した。続いて、
蛍光試薬を用いてプラズマ照射による物質導入の過程を評価した。プラズマ照射によって
細胞膜に形成される微細孔の大きさおよびその形成時間に関する知見を得た。一方で、シャ
ーレ上で培養したマウス線維芽細胞に対してプラズマを照射し、緑色蛍光タンパク質遺伝
子（GFP）の導入に成功した。 
 この GFP の導入成果とマイクロデバイスとを併せることで、個々の培養細胞に対する効
果的な遺伝子導入を実現できると考えられる。一細胞に対して確実に遺伝子導入を行い、そ
の細胞をマイクロシャーレの中で増殖させることで、同じ遺伝情報を持つ細胞群（クローン）
を高効率で作出できる可能性がある。 
 
 

 
 
図 2 試作したマイクロデバイス。大きさは22  × 22 。本マイクロデバイスを 4つ
にカットし、テフロン製の治具にテープで固定して、実験を行う。 

 
 
 

 
 
図 3 細胞培養のためのテフロン治具へのマイクロデバイス固定。孔のあいたテフロン治具
に対して、テープでマイクロデバイスを固定する。その後、細胞を含む培養液を孔部に導入
する。細胞はマイクロデバイスのシャーレ部に到達し、そこで培養される。 



 
 

図 4 マイクロデバイス内で培養される細胞に対するプラズマ照射装置。細胞を培養するマ
イクロシャーレ部に対し、背面側からプラズマを照射する。プラズマ中の活性種は、マイク
ロシャーレの底面に設けられた微細孔より、マイクロシャーレ内に進入して細胞に到達す
る。 
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