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緒緒  言言  

 
遺伝子導入により細胞機能をコントロールすることは医療において強力な手法となりつつあり、世界各国で導入方法

の開発が進められている。特に、1．簡便な方法で、2．多量の、3．多種多様な細胞に、4．高い導入効率を保ちつつ、
5．遺伝子導入量を厳密にコントロールすることは、遺伝子治療や再生医療において極めて重要である。例えば、患者
の細胞を元に、山中4因子を導入して iPS細胞を樹立し再生医療に用いるには、複数の細胞株の中から質の良い細胞株
を選択することが必須である。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。導入

された4因子の量に依存して iPS細胞の質が影響を受ける為、高効率で定量的な遺伝子導入が実現できれば、最初から
高効率で質の良いクローンを作り出せる可能性が高く、クローン化さえ必要なくなることも考えられる。しかし、上述

した5つの条件すべてを満たす遺伝子導入方法はいまだに確立されていない。  
近年工学研究者により、新たな遺伝子導入手法として、物質の第4状態であるプラズマを用いることが提案されてい
る［1］。プラズマとは電離気体のことであり、荷電粒子・ラジカル・フォトンといった活性種を含んでいる。これらの
活性種に起因するプラズマの効果によって、細胞内部への物質導入が促進されると考えられている。既に細胞や植物に

対して、常温の大気圧プラズマを用いた遺伝子・たんぱく質導入が報告されはじめているものの［1，2］、医学・生物
学分野で一般に認知されているとは言い難い。 
プラズマと細胞との間の相互作用の解明に向けて、一つの細胞に対して直接プラズマを照射し、その後の細胞を解析

するマイクロデバイスシステムが開発された［3～5］。このマイクロデバイスシステムによって、マイクロスケールで
顕在化する液体の表面張力を活用することで、培養液中の細胞に対して、ガス状のプラズマを直接照射することが可能

になった。 
本研究では、プラズマを用いた遺伝子導入手法の可能性を切り拓くため、マイクロ電子機械システム技術（Micro 

ElectroMechanical Systems：MEMS）技術を用いてプラズマ照射型遺伝子導入システムを作製し、高効率に遺伝子 

導入する手法の開発を行った。MEMS技術を駆使して、一細胞に確実に遺伝子を導入するマイクロデバイスをアレイ
状に作製し、複数細胞への同時遺伝子導入を行うマイクロデバイスを試作した。培養細胞のレベルで、簡便で効率良く

狙った細胞に決められた量の遺伝子を導入するマイクロデバイスを目指した。 
 

方方  法法  

 
11．．アアレレイイ型型ププララズズママ照照射射遺遺伝伝子子導導入入ママイイククロロシシスステテムムのの開開発発  
複数の細胞への遺伝子導入を行うため、アレイ型のプラズマ照射遺伝子導入マイクロシステムを考案した。本システ

ムを、図1aに示すように、細胞を培養するマイクロウェルデバイスと、平面型プラズマ源とを組み合わせて構成した。
各部の詳細を以下に述べる。 
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図1．プラズマ照射型マイクロ遺伝子導入システムの概要 
a）プラズマ照射型マイクロ遺伝子導入システムの構成。 
b）プラズマ照射を利用した遺伝子導入時の断面図。 

 
細胞を培養するマイクロウェルデバイスでは、プラズマ照射部に細胞が導かれるようにするため、図 1bの断面図で
示されるように、細胞を培養するマイクロウェルの側壁部分に勾配を持たせることとした。作製プロセスの流れを図2
に示す。熱酸化膜（厚さ：3μm）を持つシリコンウェハ（厚さ：200μm）を22 mm角に切り出して、微細加工プロ
セスを進めた。基板を洗浄し、基板の裏面を保護するためのフォトレジストを塗布した後、フォトリソグラフィーで  

マイクロウェルのパターンを形成した。その後、バッファフッ酸を用いて、露出している熱酸化膜部をエッチングした。

その後、深堀エッチング技術により、基板の厚さの半分の深さ100μmまで深掘りエッチング（Deep-RIE）を行った。
基板についているフォトレジストを除去した後、結晶異方性エッチングを行い、勾配を持つ側壁構造を作製した。この

シリコン基板を超音波洗浄機に入れ、底面の熱酸化膜部を超音波によって破砕した。こうして、マイクロウェル底部の

中心に向かって細胞を誘導する構造が得られた。本作製プロセスでは、マイクロウェルをつくる際にDeep-RIEと結晶
異方性エッチングを行っており、結晶異方性エッチングだけで細胞誘導用のテーパー構造をつくるのに比べて、ひとつ

の基板上におけるマイクロウェルの集積度を向上した点に特色がある。 
平面型プラズマ源には誘電体バリア放電方式を適用した。誘電体バリア放電では、放電によって生成した電荷が誘電

体上に蓄積することによって放電が間欠的に起こるため、プラズマ中のガス温度の上昇を抑えることができる。本シス

テムでは、ガラス板を2枚の金属メッシュで挟み込み、その金属メッシュ間に9 kV（12.5 kHz）の高電圧を印加し、
プラズマ発生させた。 

 

 
図2．プラズマ照射型マイクロ遺伝子導入システム作製のフローチャート 
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22．．複複数数細細胞胞へへのの遺遺伝伝子子導導入入  
試作したマイクロデバイス上で細胞を培養するにあたり、マイクロデバイスの材料であるシリコン基板と細胞との間

の親和性を向上させるため、基板表面の表面修飾処理を行った。3-aminopropyltriethoxysilane（APTES）を用いて  

基板表面にアミノ基を提示させ、マイクロデバイス上での細胞付着率を向上させた。表面修飾処理を行ったマイクロ 

デバイスを、図3aに示すようにテフロン治具にテープで貼り付け、細胞を播種した。その後、CO２インキュベータ内
に静置し、細胞をマイクロデバイス表面上に付着させた。 
大気圧プラズマ照射による細胞内への物質導入過程の評価を促進するため、プラズマを照射した細胞に対し、蛍光 

色素DiYO-1を導入し、その蛍光強度から導入効率を評価することとした。図 3bに示すように、物質導入実験の直前
に培養液を、蛍光試薬DiYO-1を含むものと交換した。マイクロデバイスを張り付けたテフロン治具を、スペーサーを
介して平面型プラズマ源の上に設置した。その後、プラズマを発生させ、細胞の中への物質導入を行った。 

 

図3．プラズマ照射型マイクロ遺伝子導入システムのセットアップ 
a）テフロン治具へのマイクロウェルデバイスの貼り付け。 
b）プラズマ照射による物質素導入。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ママイイククロロ細細胞胞培培養養デデババイイススとと平平面面型型ププララズズママ源源  
試作したデバイスでは、図4aに示すように、マイクロウェルを5×5のアレイ状に並べ、このアレイを22 mm角の
基板上に9か所配置させた。図中、赤線で囲んだマイクロウェルを拡大しているが、底面の中心に向かう逆ピラミッド
形状ができていることが分かる。底面部における開口の大きさは、最小で10μm×10μmのものが得られた。 
平面型プラズマ源を作製し、高電圧（9 kV、12.5 kHz）を印加し、プラズマを発生させた。図 4b に示すように、   

40 mm×20 mmの領域にわたって均一にプラズマを発生させることができた。このプラズマを純水に対して 40秒間
照射し、培養細胞の活動に影響を与える活性種の濃度計測を行った。活性酸素種としてH2O2が 0.12 mg/mL、活性窒
素種としてNO3－、NO2－がそれぞれ82 mg/mL、6.4 mg/mLの濃度になっていることが分かった。 

 
図4．プラズマ照射型マイクロ遺伝子導入システムにおける構成部品 

a）マイクロシャーレデバイス。 
b）平面型プラズマ源。 
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22．．アアレレイイ型型ププララズズママ照照射射遺遺伝伝子子導導入入ママイイククロロシシスステテムムをを用用いいたた複複数数細細胞胞へへのの物物質質導導入入  
遺伝子導入マイクロシステムの中で培養される細胞に対して、プラズマを利用して、細胞の内部への物質導入を試み

た。20秒のプラズマ照射を10秒のインターバルをおいて2回行い（合計照射時間：40秒）、物質導入を行った。まず、
一つのマイクロウェルに着目し、位相差顕微鏡と蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。図 5aに示すように、マイクロウ
ェル内に存在する細胞の中に蛍光色素が導入されていることを確認した。続いて、22 mm 角の基板の中に分布する  

各マイクロウェルの中で培養される他の細胞についても評価を行った。図 5b に観察したマイクロウェルでの結果を 

示す。細胞の中に蛍光色素が導入されたことによる緑色の発光を確認した。以上の結果より、マイクロウェルで培養さ

れる複数の細胞に対して、同時に物質導入を行う基盤を確立したといえる。 
 

 

図5．マイクロウェル内で培養する細胞への蛍光色素導入 
a） プラズマを利用して蛍光色素を導入した細胞の位相差顕微鏡及び蛍光顕微鏡による観察像。 
b） 複数のマイクロウェルに対する同時蛍光色素導入。マイクロウェルデバイスチップにおける代

表的な点での観察を行ったところ、各マイクロウェルで、導入された蛍光色素に起因する緑色

蛍光が確認された。 
 
本研究では、大気圧プラズマを利用した細胞への遺伝子導入マイクロシステムを開発した。複数細胞への同時物質導

入を行う基盤技術を構築した。この他にも、共同研究者の協力を得て、ヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）へのプラズマ
照射にも着手し、遺伝子発現のプラズマ照射による変化の解析を行っている［6，7］。本研究で開発したマイクロデバ
イスの実験手法をhiPSCの研究に応用し、関連する分野を大きく発展させることを考えている。 
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