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研究成果の概要（和文）：レーザ誘起衝撃波(LISW)は光吸収材中を超音速で伝搬する衝撃波である．我々は，この衝撃
波から圧電効果により高パルス電界を発生させる素子構造を提案した．この電界パルスは遺伝子導入においてエレクト
ロポレーションのような効果を与える．本研究ではLISWによる電界パルスの発生条件を明らかにした．また厚さ0.05mm
の黒色ターゲットを用いた閉じ込め構造において0.4 J/cm2程度の低いレーザフルエンスでも衝撃波が発生すことを実
験的に示した．さらに薄膜黒色ゴムターゲット（厚0.07mm）による衝撃波を用いて細胞種ごとの導入効率を実験的に検
証し，導入効率の向上が期待できるレーザ照射条件を明らかにした． 

研究成果の概要（英文）：Laser induced shock wave (LISW) is used for gene transfer into cells. 　LISW is a 
shock wave because its propagation velocity is higher than the sound speed. A proposed device structure 
can generate high pulsed electric field due to piezoelectricity when LISW propagates in this structure. 
We consider that this pulsed electric field is also effective on gene transfection. In this study, we 
clarified the experimental conditions of pulsed electric field generation by LISW irradiation, and 
experimentally showed the shock wave formation in the confined structure using 0.05 mm-thick black rubber 
target even when the laser fluence is as low as 0.4 J/cm2. We also investigated the transfection 
efficiency of FITC dextran to several cell species when an LISW generated by thin black rubber target 
(0.07 mm in thickness) was irradiated to their cells, and clarified the experimental conditions in order 
to improve the transfection efficiency.

研究分野： 固体電子工学

キーワード： 圧電体　レーザ　衝撃波　電界　遺伝子導入
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１．研究開始当初の背景 
再生医療への期待とともに，細胞内への遺

伝子導入法の研究は従来にも増して重要視さ
れている．遺伝子導入法には，ウイルスベク
ター法で代表される生物的手法とエレクトロ
ポレーションや超音波穿孔法（ソノポレーシ
ョン）といった物理的手法があるが，臨床応
用上重要な高い導入効率と導入細胞の安全性
を両立する導入法は未だ確立されていない． 
 エレクトロポレーションとは，細胞にパル
ス上の外部高電圧を印加し，細胞膜の電気的
な破壊によって小孔を形成し，拡散あるいは
電界効果により遺伝子を細胞内に導入する手
法であり，細胞膜に形成された小孔は導入後
自己修復する．この方法は，パルスパターン
や電圧値，電圧印加時間などを制御すること
で 90％以上の高い導入効率を実現できるが，
導入効率を高くするほど修復不能な損傷を生
じる細胞数も増加し細胞の生存率が減少する
問題を持っている[1]． 
 物理的遺伝子導入法の中でレーザ誘起衝撃
波法はあらゆる細胞に遺伝子を導入可能とい
った物理的遺伝子導入法の利点の他に標的細
胞に効率よく同時に遺伝子を導入できる「空
間特異性に優れる」特徴を持っている[2,3]．
しかし，細胞膜に対する力学的作用と遺伝子
導入のメカニズムには未解明な部分が多く，
導入効率も数％程度とまだ低い． 
 我々は，透明カバー層と黒色ゴムからなる
レーザ誘起衝撃波素子を作製し，Nd:YAG レ
ーザの第二次高調波（波長 532nm）のナノ秒
高強度パルス光をレンズで集光し透明カバー
面から黒色ゴムに照射して発生させた衝撃波
（インパルス）を用いることで，衝撃力と細
胞生存率との間には相関関係があること明ら
かにしている[4]．しかし，類似研究の結果も
踏まえると従来素子では導入効率の改善には
限界がある． 
 
２．研究の目的 
 この問題の解決には，図１に示すようなレ
ーザ誘起衝撃波と電界パルスが同期して発生
する「レーザ誘起衝撃波・電界パルス発生素
子」が有効であると我々は考えた．提案する
レーザ誘起衝撃波・電界パルス発生素子は，
レーザ光を吸収し衝撃波を発生させる「光吸
収層」と衝撃波による応力から圧電効果によ
り高電界パルスを発生させる「圧電体」を一
体化した材料を用いる．本研究では，提案す
る素子に適した材料を開発するため，まずレ
ーザ照射によって発生する衝撃波と電界パル
スの生成条件や効率よく衝撃波を発生できる
光吸収材の構造パラメータを明らかにする． 
 高い細胞生存率と高い遺伝子導入効率の実
現は臨床応用上重要である．本研究では，細
胞の種類（接着細胞や浮遊細胞）ごとの細胞
生存率と導入効率を実験的に検証し，電界パ
ルスの効果を検証する上での基礎データとな
るレーザ照射条件等を明らかにする． 

 

３．研究の方法 
本研究では，提案する「レーザ誘起衝撃波・

電界パルス発生素子」の基礎特性を評価する．
また接着細胞や浮遊細胞などに対する細胞生
存率や導入効率を評価する．具体的には，圧
電体と光吸収材（ターゲット）との組み合わ
せとレーザ誘起衝撃波 (laser induced shock 
wave: LISW)および電界パルスの測定を通し
て「光吸収層を持つ圧電体」に要求される条
件を把握する．また LISW による高い導入効
率を実現できる素子構造や実験条件を調べる． 
実験の測定系を図 2 に示す．実験ではラン

プ励起 Q スイッチ Nd:YAG 光源（Spectra 
Physics, LAB130，最大パルスエネルギー：0.2 
J/pulse @ 10Hz）から出力される第 2 次高調波
の単一パルス（波長 532nm，パルス幅 10ns）
を照射する．レーザ光源からのパルス光は，
ターゲット上で所望のレーザフルエンスとな
るように枠付吸収型固定式 ND フィルタ（シ
グマ光機，MAN 型）や本研究費で購入した
バリアブルアッテネータ（日本オプテル，
VAR532）を用いて減衰してから，レンズ（焦
点距離 200mm）によってターゲット上に集光
する．なおレンズとターゲット間距離は
140mm である．ターゲット上でのレーザフル
エンスは，ターゲット上と同じ位置に置いた
レーザパワーメータ(Newport, 842-PE)で測定
したレーザエネルギーから，ND フィルタの
透過率とターゲット照射後のレーザ面積（直
径約 2.3mm）より算出する．光吸収材にあた
り発生した LISW ポリフッ化ビニリデン
(PVDF，厚さ 200 μm) トランスデューサ
（Measurement Specialties 製銀電極付きピエ
ゾフィルム，厚さ約 0.11mm）で電圧信号に
変換し，レーザ光の制御電源から出力される
トリガ信号に同期して検出する．PVDF トラ
ンスデューサからの電圧信号は帯域幅
1.5GHz のデジタルオシロスコープ（LeCroy, 
LC684DXL）で測定し，GPIB ケーブルを介し
て PC に転送し保存する. 

 
図 1 レーザ誘起衝撃波・電界パルス 
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LISW は透明高分子膜とターゲット間の厚
さ 20μm 程度の接着層内においてパルスレー
ザ光と断熱的表面光吸収材との非線形相互作
用により発生する超音速の衝撃波パルスであ
り，我々は，閉じ込め構造において発生する
LISW が音速を超えてターゲット中を伝搬す
ることを実験的に確かめている[8, 9]．しかし
LISW の強度はターゲットを伝搬中に急激に
減衰することもわかっている[10]．減衰が少
ない薄膜黒色ゴムを用いた閉じ込め構造は波
動エネルギーを効率よく細胞に作用させる上
で有効であると考えている． 
ターゲットには，スライス加工により作製

された厚さ約 0.05mm の黒色エチレン・プロ
ピレン(EPDM)ゴム（ダイコーゴム）を用いた．
作製したターゲットは 10mm 角に切断した
EPDMゴムに厚さ約 1mmの透明な PET板（ア
クリサンデー，PG-1 型）をエポキシ樹脂接着
剤（セメダイン，ハイスーパー5）で貼り合わ
せた confined ターゲットである．実験に用い
た EPDM ゴム厚，PET 厚および接着層厚の測
定結果を表１に示す．なお実験では比較のた
めに厚さが約 0.5mm の黒色天然ゴム(NR，ベ
ストサウンドラボ，NR-3 型)を用いた従来型
のターゲットも使用した． 
 
表１ ターゲットに用いた各材料の厚さ 
材料 厚さ 
PET 1.048±0.001 mm 
接着層 16～32 μm (平均：25μm) 
EPDM 0.052±0.001 mm 

 
4.2.2 confined ターゲットの実験結果 
 EPDM ゴムと NR ゴムを用いた confined タ
ーゲットにおける LISW の acoustic signature
（レーザフルエンスが 3.7 J/cm2）を図 7 に示
す．図中で見られる波形の dip（矢印）はト
ランスシューサ境界と接着層境界間での反射
パルスと考えられる．  

 

図 7  (a) EPDM(0.05mm) お よ び (b) 
NR(0.5mm)を用いた confined ターゲットの
acoustic signature（サンプリング間隔は 0.5ns） 
 
これらの結果から，薄膜化によって従来構

造よりも 2 倍近く高いピーク強度の LISW が
ターゲット裏面で得られることがわかった．
一方でゴム厚が 10 倍異なるにも係わらずブ
ラスト波の持続時間はおよそ 1μs と変わらな
かった． 

EPDM ゴムを用いたターゲットにおけるピ

ーク強度のレーザフルエンス依存性を図 8 に
示す．この結果から，ピーク電圧は 0.4J/cm2

という低いレーザフルエンスからでもレーザ
フルエンスの 0.7 乗に比例して増加した． 

 

図 8 EPDM(0.05mm)を用いた confined ター
ゲットの acoustic signature におけるピーク強
度のレーザフルエンス依存性 
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表 2 EPDM(0.05mm)を用いた confined ター
ゲットにおける波形パラメータ 

Laser 
fluence 
[J/cm2] 

Peak 
voltage 

[V] 

Rise 
time 
[ns] 

FWH
M 

[ns] 

積分値
ζ 

[μVs] 
3.7 73 33 50 3.5 
1.8 46 32 52 2.4 
1.1 34 34 54 1.7 

0.73 24 33 59 1.3 
0.37 13 34 57 0.71 

積 分 値 ：  
2

1

t

t
dttV ， 積 分 範 囲 ：

stt 112  ， 1t は波形が立ち上がる時間

（rising-edge）とした． 
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