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1. 緒言 

近年，細胞集団の中での個々の細胞の働きを探る単一細胞解析(Single-Cell Analysis)が盛んに研
究されており，その解析のための基盤技術として期待されている手法の 1 つに単一細胞電気穿孔
(Single-Cell Electroporation: SCEP)がある．SCEPは主に細胞内への物質導入を目的としており，微
小電極を用いた手法が主流である． 

これに対し，我々は電子線描画システムを用いて微小領域での物理現象の操作を行っており，
細胞に電子線を照射して細胞膜に穿孔現象を起こすことに成功している．この手法では，電子線
照射によって SiN 薄膜内に蓄積した電荷が仮想電極として働くことで電場が形成され，細胞膜で
電気穿孔が生じていると考えられる．したがって，電子線の焦点の切り替えが容易であることに
よる多数の細胞に対しての素早いアプローチと，電子線の収束性を利用したサブマイクロスケー
ルでのマニピュレーションの両立が期待できる． 

本研究では，電子線の加速電圧と電流値を一定に保ちながら照射時間を変化させることで照射
する電子線のエネルギーを変化させ，この穿孔現象が生じるエネルギーの閾値を探索した． 

2. 実験 

細胞試料には C2C12細胞(マウス筋芽細胞株，Riken cell bank)を用いた．C2C12細胞はディッシ
ュでの培養後に細胞懸濁液とし，ポリエチレンイミンで表面をコーティングされた SiN 薄膜に播
種した．SiN薄膜への接着を確認した後に培養液を無血清培地(Dulbecco's modified Eagle medium: 

DMEM)に取替え，濃度が 10 μg/mL，または 20 μg/mLとなるよう PI(Propidium Iodide)を添加して
試料とした． 

この試料中の個々の C2C12細胞に対して，電子線を 1回ずつ照射した．電子線は，パワーが一
定となるよう，加速電圧は 2.5kV，電流値は 4.2nAとした．一方で電子線の照射時間は 100 ms，
10 ms，1 msとして条件を変化させた．前二者では PI濃度を 10 μg/mLとし，1 msでは 20 μg/mL

とした．照射の直前と照射の 1分後には明視野での撮像と蛍光撮像を行った．PIの蛍光波長に合
わせるため蛍光撮像には，TRITCフィルタ(励起波長: 540-565nm，蛍光波長: 580-630nm)を用いた．
解析では，明視野像を用いて細胞の存在範囲を決定し，蛍光像での細胞の存在範囲における平均
輝度と背景の平均輝度の差を算出し，照射前後でのこの差の変化を調べることで蛍光強度の変化
を求めた． 

3. 実験結果 

すべての照射時間において 1%以上の蛍光強度の上昇が見られた．これより，今回設定したパワ
ーにおける電子線の照射時間に関する穿孔現象の閾値は 1ms 以下であると考えられ，SCEP で電
場を作用させる時間の標準的な範囲(μs～ms)に収まる．また 100msと 10msの照射では，後者のほ
うが輝度の上昇が低い傾向にあったため，電子線のエネルギーが低下するにつれて穿孔現象が減
少すると考えられ，電子線の照射時間によって穿孔現象を制御できる可能性が示唆された． 
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