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【序】近年、バイオテクノロジーにおいて遺伝子、タンパク質、蛍光色素などの細胞外分子を

単一の細胞内に導入しようとする試みがなされている。これまで単一細胞内への細胞外分子の

導入技術としては、マイクロピペットによるマイクロインジェクション法が広く用いられてい

るが、技術的難易度が高く、迅速かつ簡便で高精度な技術の確立が望まれている。そのような

技術として、局所空間制御性に優れたフェムト秒レーザーの多光子吸収を利用した細胞外分子

導入法が提案されている。我々は、特に高出力フェムト秒レーザーを生体試料に集光した際に

誘起されるレーザーアブレーションに着目し、それを利用した細胞外分子の導入についての研

究を進めている。ここでは、フェムト秒レーザーアブレーションにより引き起こされる細胞膜

の形態変化を高速カメラにより調べ、さらに蛍光染色した糖鎖である蛍光性デキストランを細

胞内に導入し、細胞内での導入分子の分布をレーザー共焦点顕微鏡により明らかにした結果に

ついて述べる。 
 
【実験】細胞試料として代表的な動物細胞であるマウス繊維芽細胞(NIH3T3)を用いた。NIH3T3
細胞をガラスボトムディッシュ(Matsunami)上に単層培養し、その細胞培養液に蛍光色素(FITC: 
fluorescein isothiocyanate)を糖鎖であるデキストラン(dextran)に修飾した FITC-dextran (Sigma - 
Aldrich, M.W. 2000000)を加えた。FITC-dextran は細胞膜透過性を示さず、細胞への毒性が低い。

この細胞試料を倒立顕微鏡に配置し、油侵対物レンズ(100×, N.A. 1.25)により高強度フェムト

秒チタンサファイアレーザー(Spectra Physics, 800 nm, 150 fs)を集光照射した。集光スポットの直

径は、約 1 µm である。Fig. 1 の実験系を用いて、顕微鏡の視野にある NIH3T3 細胞の細胞膜に

レーザーアブレーションを誘起し、その顕微透過像を高速カメラ(Photoron, FASTCAM - MAX)
により撮影した。次に、Fig. 2 の実験系を用いて同様にレーザーを集光照射し、その直後に細胞

培養液を PBS 溶液に置換し、共焦点顕微鏡(Olympus, FLUOVIEW FV300)により、細胞内におけ

る FITC-dextran の分布を 3 次元蛍光像として観察した。ここで FITC-dextran の蛍光励起光源と

して用いた 473 nm の半導体励起ブルーレーザーの透過光を、試料ステージ上面で検出すること

により、細胞の透過像も同時に撮影した。 
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Fig. 1 高速カメラの実験系 
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Fig. 4 レーザー照射した細胞の透過像(a)と共焦点蛍光像(b) 
細胞質のみに FITC-dextran が導入された例 
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Fig.5 レーザー照射した細胞の透過像(a)と共焦点蛍光像(b) 
細胞核と細胞質に FITC-dextran が導入された例 
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Fig. 3 強度 4.8 nJ/pulse のレーザーを単発照射した直後の細胞膜の透過像  

Laser focal point 

【結果・考察】単発レーザーパルス（4.8 nJ/pulse）を細胞膜近傍に集光照射した直後の細胞の

様子を高速カメラで観察した結果を Fig. 3 に示す。レーザー照射直後に約 2 µm の小孔が形成さ

れ、照射後 18 ms 以内に収縮して消えた。このレーザー強度では細胞培養液や基板にはレーザ

ーアブレーションによる形態変化は観察されず、この小孔形成は細胞が直接レーザーアブレー

ションされたことに起因すると考えられる。次に、75 個の細胞にレーザーを照射し、その後の

細胞の様子を共焦点顕微鏡で観察した。その代表的な結果を Fig. 4、Fig. 5 に示す。Fig. 4 では

細胞核と比べて、細胞質から強い蛍光が観察されており、細胞質のみに FITC-dextran が導入さ

れたと考えられる。Fig.5 では細胞内全体からほぼ均一な蛍光が観察されており、細胞核と細胞

質の両方に FITC-dextran が導入されたと考えられる。Fig. 4 と Fig. 5 に帰属される細胞は、それ

ぞれ全体の 75 %と 15 %であった。さらに、レーザーを照射した全ての細胞に対してトリパン

ブルー染色を行った結果、どの細胞も染色されず、細胞の生理活性が失われていないことが分

かった。すなわち、フェムト秒レーザーによる局所的なレーザーアブレーションにより細胞膜

に過渡的な小孔を形成することで、約 85 ％の確率で細胞を破壊することなく、FITC-dextran
が導入できることが示された。FITC-dextran の分子量や表面電荷が遺伝子と同等であり、遺伝

子も同様に導入できると考えられ、遺伝子導入についても検討を進めている。 
 


