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パルスレーザーを細胞膜に集光して一時的な小孔を形成する細胞のフォトポレーションは、高い空

間選択性を有した細胞組織への分子導入法として、単一細胞レベルでの機能操作への応用が期待さ

れている。しかしながら細胞へ直接レーザーを照射する場合、レーザー集光点で発生した活性酸素

種による損傷や、光照射自体が細胞機能へ与える影響が懸念される。我々はこれまでに水中に集光

したフェムト秒レーザーパルスが誘起する衝撃力を利用した細胞への分子導入を提案しており、細

胞膜へ作用した衝撃により蛍光性の低分子を細胞へ導入することに成功している。本研究では、衝

撃力を誘導するレーザーのパルス数や周波数が、導入される蛍光分子の導入効率に与える影響を報

告する。  

細胞試料としてマウスの筋芽細胞（C2C12）をガラスボトムディッシュに培養し、導入する分子

として蛍光性の低分子である FM1-43を培養液に添加した。FM1-43は通常は細胞透過性がなく、細

胞外膜の脂質と結合して蛍光を発するが、細胞質に導入されると細胞の内側の脂質膜と結合し、細

胞内部の蛍光強度が増加する。試料を顕微鏡下に配置し、フェムト秒レーザー(130fs, 800nm)を 20

倍の対物レンズ(NA = 0.46)を用いて細胞近傍の培養液中に集光照射し、細胞へ衝撃力を作用させた。

レーザー集光点で発生するキャビテーションバブルと、その細胞への作用は高速度カメラによって

撮影した。また細胞内の蛍光強度変化は sCMOSカメラにより撮影した蛍光画像から取得した。蛍光

励起には、CW-DPSSレーザー（488nm、0.02mW）を用い

た。 

パルス間隔 4 msで 2パルスを照射して FM1-43を導入

した場合、1 パルスと比較して導入効率の平均値が約 2

倍に増加した（Fig.1）。これは細胞膜の修復前に次の衝撃

を作用させることで形成する小孔のサイズが増加するた

めと考えられる。また、パルス間隔 10 sでパルスを照射

し続けると、膜修復が阻害されることで分子導入量が上

昇した。発表では、より大きな高分子の導入結果及び、

細胞内の活性酸素種濃度から評価した本分子導入法にお

ける細胞へのダメージを合わせて報告する。  
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Fig. 1. Histograms of differential 
fluorescence intensity (ΔI) inside cells 
between before and after application of 
femotosecond laser impulse. When 2 laser 
pulses was applied for the introduction, ΔI 
was shifted to larger values. 
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