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第１章 序論 

 

光は物理、化学、生物といった基礎科学のみならず、私達の日常生活におい

ても「光で伝える」、「光で観る」、「光で創る」など様々な形で随所に応用され、

現代社会を支える基盤の１つとなっている。 

こうした光応用の発展にはレーザーが大きく貢献しており、1960 年のメイマ

ンによるその発振以来、光ファイバ通信、精密測定、レーザー加工、レーザー

医療など未知の領域を拓いてきた。レーザーの特徴の１つに、光を非常に短い

時間に閉じ込めることができる（パルス化）点が挙げられ、フェムト秒（10-15

秒）の時間領域にまで光を閉じ込めることができるようになった（フェムト秒

レーザー）。フェムト秒の時間領域には光波の周期は数えられる程度しか含まれ

ず、光を極めて精密に制御する技術によって作られた極限的な光であるといえ、

その調整には熟練の技術が求められてきた。しかし、近年のレーザーダイオー

ド技術の急速な進歩により、フェムト秒レーザーであっても比較的簡単に扱え

るようになってきており、生命科学や医科学において観察用の光源としてだけ

ではなく、組織や細胞を微細に加工・操作するためのツールとして注目を集め

ている。本章では、こうしたフェムト秒レーザーの特徴及びそれが生体材料に

及ぼす諸現象とこれまでの実験背景について述べ、それを細胞間の接着力測定

に応用した場合の可能性について、これまでの研究背景と照らし合わせて述べ

る。その上で本研究の研究目的と意義について述べる。 

 

 

１－１ フェムト秒レーザーの特徴とその生命科学への応用の可能性 

１－１－１ フェムト秒レーザーとその特徴  

フェムト秒レーザーはコ

ヒーレントな波長の異なる

光を時間的に干渉させるこ

とでフェムト秒の時間領域

に凝縮された光であり（Fig. 

1-1）、フェムト秒オーダーの

時間領域に光を閉じ込める

ことで瞬間的にナノ秒・ピコ

秒レーザーに比べて非常に高いピーク強度を得ることができる。さらに、フェ

ムト秒レーザーを高開口の対物レンズに導入し、レーザーをその焦点に空間的

にも集中させることで、集光点での光子密度を飛躍的に増加させ、他のパルス

光に比べて圧倒的に高いピーク強度を得ることもできる（Fig. 1-2）。 

100 fs

Wavelength: 800 nm

Interfering these coherent 
lights, which are  different 
wavelengths

780 nm

820 nm

800 nm

Figure 1-1 Representation of femtosecond laser. 
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この集光フェムト秒レーザーにより引き起

こされる代表的な現象として、まず多光子吸収

が挙げられる[1-3]。対物レンズを用いて高強

度のフェムト秒レーザーを物質に集光照射す

ると、光子が豊富に含まれているため、レーザ

ー集光点では１つの吸収サイトに複数の光子

が衝突する状況が実現される（Fig. 1-3）。この

現象が多光子吸収であり、集光点で複数の光子

を足し合わせたエネルギーにより光励起を誘

導することができる。対物レンズの開口数（NA）やパルスエネルギーにもよる

が、フェムト秒レーザーの集光径は１～数マイクロメートルであるため、三次

元的に選択した微小領域にのみ光吸収を誘導することができる。ピコ秒・ナノ

秒パルスを用いた場合にも多光

子吸収を引き起こすことはでき

るが、フェムト秒レーザーと同等

のピーク強度を得るにはフェム

ト秒レーザーに比べて遥かに高

いパルスエネルギーが必要とな

り、フェムト秒レーザー程の空間

選択性を得ることはできない。 

多光子吸収とは異なるもう１つの特色として、レーザーアブレーションが機

械的過程により誘導される点が挙げられる。レーザーアブレーションは、物質

が高強度レーザーのエネルギーを吸収して引き起こされるマクロな形態変化で

あり[4]、多光子吸収による電子励起状態の生成とその急激な緩和による絶縁破

壊（レーザー誘起ブレイクダウン）として説明されている[2]。フェムト秒パル

スを用いた場合、電子励起状態あるいはイオン化状態の生成とその緩和は非常

に短い時間に一斉に起こるため、格子振動エネルギーが物質の膨張よりも遥か

に早い時間で増加する。その結果、分子間平衡距離の増加に局所膨張が追いつ

かず、集光点近傍で圧力の急激な上昇が引き起こされる。この圧力の緩和に伴

い衝撃波が集光点からその周囲に向かって伝搬することで集光点近傍に形態変

化が誘導される[5-9]（Fig. 1-4）。一方、ナノ秒・ピコ秒パルスの場合、分子間

平衡距離の増加と局所膨張が同調的に起こる為、分子のランダムな振動が誘起

され、熱的過程により形態変化が引き起こされる[8, 10-21]。加えて、多光子吸

収を引き起こすにはフェムト 秒パルスを用いた場合よりも遥かに高いエネル

ギーが必要であるため、形態変化が誘導される領域がフェムト秒パルスを用い

た場合よりも非常に広くなる。 

Figure 1-3 Multiphoton absorption induced 

by focused femtosecond laser. 

Laser focal 
pointObjective lens

Femtosecond laser

Figure 1-2 Spatial concentration 

of femtosecond laser by an 

objective lens. 

Photon

hnhn hnhn

Absorption siteSubstance

Femtosecond laser

Objective lens
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さらに、多くのフェムト秒レーザーは生体への透過性が高い近赤外に中心波

長をもつため、生体試料内部への光の到達性が高く、生体試料の深部でも多光

子吸収を引き起こすことができる[2]（Fig. 1-5）。こうした特徴を持つフェムト

秒レーザーを用いて細胞や組織内部に微細な加工を施し、その機能を改変する

研究が多数報告されており[22-29]、フェムト秒レーザーの生体試料への適性が

示唆されている。現在、フェムト秒レーザーによる非熱的な生体加工を端緒に

生命科学におけるその潜在性に関心が集まっており、これまでにない方法論の

開発に期待が寄せられている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-4 Mechanical laser ablation by focused femtosecond laser.  

Increase of lattice 
vibration

Expansion of solid 
substance

Irradiation of focused 
femtosecond laser

Solid substance

Femtosecond laser
Time: ～ ps

Relaxation of the 
pressure (emission of 
shock wave)

ns ～

Abrupt increase of 
pressure

＝

ps ns msfs

Femtosecond pulse

Energy of electronic excitation

Energy of lattice vibration 

Expansion of 
solid substance
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１－１－２ フェムト秒レーザーが水にもたらす作用とその応用 

高強度の近赤外のフェムト秒レーザーを高開口数の対物レンズを用いて水中

に集光照射すると、集光点で多光子吸収が引き起こされ、急激な圧力上昇が起

こる。その緩和に伴って衝撃波が水中を伝搬し、集光点から水が押しのけられ

る。同時に、集光点近傍は過渡的に低圧状態となり、水の気相への転移が起こ

り、キャビテーションバブルと呼ばれる気泡が発生する[1-3]。低圧状態はすぐ

に解消され、キャビテーションバブルは崩壊する（Fig. 1-6）。 

 

  

Figure 1-5 Optical absorption cofficients of principal tissue chromophores in the 

0.1-12 mm spectra region.  

Figure 1-6 Phenomena induced by focusing femtosecond laser in water through an 

objective lens.  

Shock wave

Cavitation bubble
(Phase transition of water to gas)

Femtosecond laser

Water

Glass substrate

Multiphoton absorption

A few tens of μm 

Objective 
lens
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衝撃波の発生から始まるこの一連の現象により集光点近傍の数～数十マイク

ロメートルの領域に応力が過渡的に伝搬することが知られている[2,3]。過渡応

力の現象的描像は明確に示されてはいないものの、集光点の近傍に数十マイク

ロメートルの物体が存在した場合、過渡応力は微小物体に撃力として作用し、

微小物体を移動させることができる（Fig.1-7）。撃力を発生させる方法には、火

薬、電極のスパーク、ナノ秒・ピコ秒レーザーによるブレイクダウンなどが挙

げられるが、数～数十マイクロメートルの空間に局在した撃力を発生させるこ

とは極めて難しく、フェムト秒レーザーに特有な現象であるといえる。  

 

私達のグループでは、数～数十マイクロメートルの物体を操作するための外

力として集光フェムト秒レーザーが誘起する過渡応力に着目してきた。一般に、

微小な物体の操作には光ピンセット[30]や機械式のマニュピレーターが用いら

れるが、数～数十マイクロメートルの大きさの物体の操作は難しい（Fig. 1-8）。

数～数十マイクロメートルの大きさに相当する物体の１つに動物細胞が挙げら

れ、単一細胞解析の実現のために、それらを個々に操作する手法の開発が求め

られていた[31]。そこで、私達のグループではこの過渡応力を「フェムト秒レー

ザー誘起衝撃力」（以降、レーザー誘起衝撃力と記載）と名付け、単一細胞操作

手法を開発してきた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-7 High-speed images after focusing a femtosecond laser in water. 

The micro bead was moved by focusing the femtosecond laser near the bead. 

30 mm

Emission of the shockwave

Generation of the cavitation bubble
(Phase transition of water to gas)

Polystyrene micro bead

(Objective lens: 10x, NA=0.25, Pulse energy= 25 μJ/pulse)

Femtosecond laser

Figure 1-8 Manipulation manners of a small object and its applicable size. 

Mechanical 
manipulator

mmmm 10 mm 100 mm10 nm 100 nm

Single animal cell

Optical tweezers

Fs laser-induced 
impulsive force
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Fig. 1-9 にレーザー誘起衝撃力を細胞に適用した結果の一例を示す。互いに接

着している細胞の近傍にフェムト秒レーザーを集光照射することでレーザー誘

起衝撃力を細胞に付加した。その結果、細胞を破壊せずに 1 細胞レベルで解離

させることに成功した。この操作に要した時間は 10 秒程度であり、非常に素早

く行うことができた。また、実験に用いた細胞対は培養基板には接着しておら

ず、浮遊した状態であったが、細胞に対する付加的な操作を加えずに非接触に

細胞を解離させることができた。同様に、培養基板に接着した細胞を基板から

剥離させることにも成功した[32]。光ピンセットでも接着性の細胞の操作を試み

たが、力が弱く細胞を動かすことができなかった。また、機械式のマニュピレ

ーターでは操作精度が低く、直径が 10 mm 程度の細胞を１つずつ扱うことはで

きなかった。この単一細胞操作手法により細胞をパターニングできること（Fig. 

1-10）[33, 34]やレーザー誘起衝撃力を細胞に付加しても細胞機能（分化、増殖、

遊走）が保持されることを示してきており[35-37]、これまではレーザー誘起衝

撃力を駆使することで任意の位置に細胞を配置させ、その機能や細胞間の相互

作用を制御することができる細胞チップの作製を指向した生物工学的課題[38, 

39]を中心にレーザー誘起衝撃力の応用研究を展開してきた。 

Figure 1-9 Detachment of adherent cells by femtosecond laser-induced impulsive force. 

10 mm

Mouse fibroblast

Femtosecond laser

Before laser irradiation After laser irradiation
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Figure 1-10 Micro-patterning of the cell by femtosecond laser-induced impulsive force. 

 

 

 

１－３ 単一細胞の接着力評価 

Fig1-8 で示した細胞の解離において、細胞が解離した時に細胞に付加された

レーザー誘起衝撃力を定量化できれば、細胞間の接着力を個別に定量化できる

ようになると考えた。細胞間の相互作用に直接的に関与する細胞間接着は、生

命科学において古くから関心を集めてきた。分子生物学の近年の急速な発展に

より、細胞間接着が織りなす生命現象についての理解が進み、器官や組織の形

態形成運動、創傷の治癒、癌の浸潤・転移などにおいては細胞間の力学的連結

の時々刻々の変化が細胞機能の発現に重要であることが明らかになってきてお

り、組織構築に基づく細胞間接着力の空間依存性や生理作用の時間的変化に伴

って細胞間接着力がどのように変化するかを明らかにすることが求められてい

る。加えて、近年では細胞機能と外力の相互作用に基づいて生命現象を理解し

ようとするメカノバイオロジーに関心が集まっており、細胞間の接着力や細胞

膜の張力などの力学情報と細胞機能発現とを関連付けて体系的かつ定量的に理

解することがより強く求められてきている。 

その実現には、まず、細胞間接着の分子機構と力学機構を統合的に明らかに

することが重要である。接着の分子機構については、細胞内のリアルタイムイ

メージングなどにより接着に関与する分子の細胞内挙動は多数報告されており、

その理解が深まってきている。その一方で、接着の力学機構について生命科学

は積極的には答えてこなかった。その理由としては、個体差の大きい細胞試料

20 mm

100 mm
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を迅速に１細胞レベルで操作する手法がなく、短時間で多数の細胞の接着力を

定量化できる計測手法が確立されていないことが挙げられる。以下、既存の代

表的な細胞間接着の評価手法について概説し、接着の力学機構を解明するため

の研究に適用しようとした場合の問題点について述べる。 

 

１）セルアグリゲーションアッセイ 

細胞を溶液中に単分散させ、回転しながら培養を行うことで細胞を凝集させ

る（Fig.1-11）。細胞の接着能が高い程、早く大きな凝集塊が形成されるという

前提の下、凝集塊に含まれる細胞数や凝集塊が形成されるまでの時間により細

胞の接着能を評価する手法[40, 41]。 

問題点：細胞の接着能を簡便に評価することができるが、接着力を個々に定

量評価することはできない。 

 

 

 

 

 

２）マイクロ流路の中で培養する方法 

 基板上で細胞を培養し、培養液に流れを与えることで細胞にズリ応力を付加

する。培養系全体を血管内腔とみなすことができる為、血管内皮細胞の培養系

に用いられることが多く、内皮細胞とがん細胞、内皮細胞と白血球の接着力の

評価などが行われている。 

問題点：ズリ応力が細胞培養系全体に付加される為、細胞の接着力を個別に

測定することが困難。また、基板との接着が細胞同士の接着よりも強いことが

前提であり、接着が強固になると細胞を解離させることが非常に困難であると

の指摘がなされている。 

 

Cell A
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Y. Koma, et al, Oncogene, 23 (2004).

Cell B

Rotational culture of 
mono-dispersed cells 

Aggregates of the cell

Figure 1-11 Representation of cell aggregation assay. 
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３）Single cell force spectroscopy 

近年、細胞間の接着力の測定によく用いられている手法[ref]。Fig.1-12 に測

定手法を示す。生細胞を２つ用意し、１つを原子間力顕微鏡（AFM）の AFM

探針の先端に、もう１つを基板に固着する。AFM 探針を降下して、AFM 探針

に固着した細胞を基板に固着した細胞と接触させ、両者の間に接着を形成させ

る。その後、細胞が解離するまで AFM 探針を引き上げ、その時に生じた AFM

探針のたわみから解離に要した力を見積もり、接着力として評価する手法。こ

の手法により接着分子の 1 分子の接着力をナノ秒のオーダーで評価することも

でき、その接着力が pN 程度であることも報告されている[42-44]。 

問題点：細胞の接着力を 1 細胞レベルで定量評価できるが、細胞の AFM 探針

と基板への固着の方が細胞同士の接着よりも強いことが前提であるため、細胞

に外来性の分子（ストレプトアビヂンなど）を発現させて細胞を基板・AFM 探

針に人工的に強固に固着させている。細胞同士の接着も人工的に誘導されてお

り、生理条件からかけ離れた状態下での接着力を測定しているとの指摘がなさ

れている。また、AFM 探針の引き上げ速度によって測定値は変化すると考えら

れ、測定した接着力の解釈が複雑である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O. Chaudhur et al., Nature Methods, 5, 383 (2009).
P. Panorchan, J. Cell Sci. 119, 66 (2005).

Figure 1-12 Representation of single cell force spectroscopy. 
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１－４ 本研究の目的と意義 

既存の細胞間接着の評価手法には無いレーザー誘起衝撃力の特色は、①非接

触に力を付加できる、②細胞を解離させるための操作時間が短い（10 秒程度）

点に集約される。①は顕微鏡下で光学的に観察できる試料であれば非接触に扱

えることを意味し、培養条件を乱さずに細胞間の接着力を測定できることを示

唆する。加えて、顕微鏡下で見えれば、細胞培養系だけでなく動物胚や植物試

料など、多様な生物試料を幅広く扱えることが期待できる。②は短時間で多数

の試料を扱えることを意味し、生理作用の時間的変動に伴う接着力の変化や組

織内の位置に基づく接着力のばらつきやなど、接着力の時間・空間依存性を調

べることができる手法に成り得ると考えられた。そこで、本研究では、レーザ

ー誘起衝撃力を用いて細胞間の接着力を定量化するための新しい方法論を確立

することを目的とし、レーザー誘起衝撃力により生命現象の一端を解明するこ

とを目指した。 

 

 

１－５ 本論文の構成 

レーザー誘起衝撃力を用いた細胞間接着力測定の新規な方法論を確立するた

めには、まず、レーザー誘起衝撃力と細胞間の相互作用を理解することが重要

である。そのためには、レーザー誘起衝撃力、即ちフェムト秒レーザーが水に

もたらす作用を理解することが不可欠である。しかし、数～数十マイクロメー

トルの領域に局在する撃力を測定できる手法は無く（詳細は３章で述べる）、そ

の理解にはレーザー誘起衝撃力を直接検出できる手法を開発することが必要で

あった。そこで、本研究では、まずレーザー誘起衝撃力を定量化するための手

法を開発し、その手法を用いてフェムト秒レーザーが水にもたらす作用及びレ

ーザー誘起衝撃力と細胞の相互作用を現象論的に考察した後、細胞培養系中の

細胞に対してレーザー誘起衝撃力を付加して細胞間の接着力を定量化した。以

下に本論文の構成を示す。 

第１章では、フェムト秒レーザーとその特色を概説し、フェムト秒レーザー

の生体試料への適性を示した。さらに、集光フェムト秒レーザーが水中で誘起

する諸現象とそれによりもたらされるレーザー誘起衝撃力について説明した。

その上で、レーザー誘起衝撃力を応用したこれまでの生物工学的研究を鑑み、

生命科学において期待されるレーザー誘起衝撃力の有用性と新規性を説明し、

本研究の目的を示した。 

第２章では、本研究で用いたフェムト秒レーザーシステム、顕微フェムト秒

レーザー照射システム、原子間力顕微鏡（AFM）、AFM を利用した局所応力計

測システムについて説明する。また、細胞間の接着力の定量化に用いた細胞培
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養系の作製方法ついても述べる。 

第３章では、細胞間の接着力を定量化するために、計測学的立場から研究を

進め、レーザー誘起衝撃力を定量化するための新規な手法を開発し、レーザー

誘起衝撃力をどのように、どのくらいの精度で制御することができるかを示し

た。微小な領域に局在するレーザー誘起衝撃力を定量化するために原子間力顕

微鏡（AFM）を利用し、その AFM 探針の振動として水中を伝搬するレーザー

誘起衝撃力を直接検出し、定量評価しようとした。さらに、その計測からレー

ザー集光点で発生した衝撃力をパルスエネルギー毎に求めることで、その制御

性を示した。 

第４章では、細胞間の接着力の定量化におけるレーザー誘起衝撃力の適用範

囲の指針を示すために、細胞とレーザー誘起衝撃力の相互作用について現象論

的に考察した。そのために、AFM を利用したレーザー誘起衝撃力の定量化手法

を利用して、フェムト秒レーザーが水に及ぼす作用をキャビテーションバブル

の挙動と比較することで光物理学・光化学的立場から現象論的に考察した。こ

れに基づき、細胞とレーザー誘起衝撃力の相互作用についても考察し、レーザ

ー誘起衝撃力が細胞に及ぼす効果についても検証し、その適用範囲の指針を示

した。 

第５章では、本手法の生命科学における有用性と新規性を示すために、定量

化したレーザー誘起衝撃力を細胞培養系中の細胞に適用し、細胞間の接着力を

個別に定量化した。さらに、モデル系に用いた細胞の生理作用に変化が生じる

と予測される時間スケール（数時間）で接着力の時間変化を調べた。この時間

推移をもとに接着形成の分子的機構を推測し、細胞生理作用と接着力の相関性

を推察した。 

第６章では、本研究において得られた結果を総括し、今後の展望を述べる。 
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第２章 実験装置と細胞試料の調製 

 

本研究では、近赤外のフェムト秒レーザー単パルスを励起光源として高開口

数の対物レンズを通して水中に集光照射し、水の多光子励起を経て発生するレ

ーザー誘起衝撃力を定量化し、細胞間の接着力を定量化するための外力として

用いるための方法論を開発した。本章では、実験系の概要、基礎的実験手法、

試料の作製方法について述べる。 

 

 

２－１ 実験装置 

 

２－１－１ フェムト秒レーザーシステム 

レーザー光源には、再生増幅器付きチタンサファイアフェムト秒レーザーシ

ステム（Hurricane, Spectra Physics）を用いた。Fig. 2-1 にそのシステム構成

を示す。シード光としてモード同期チタンサファイアレーザー（Maitai, Spectra 

Physics）を使用した。この装置では、ストレッチャーにより正の分散を与えて

チャープ光にした後、チタンサファイア結晶をレーザー媒体とした再生増幅器

により増幅し、コンプレッサーにより負の分散を与えてフェムト秒レーザーパ

ルス（中心波長: 800 nm）に再度圧縮する。繰り返し周波数は可変であり、単

発照射～1000 Hz での調整が可能である。再生増幅されたレーザーパルスの自

己相関関数は、オートコリレーターにより計測した。この自己相関関数から見

積もられたパルス幅は 150 fs であった。最大のパルスエネルギーは約 1 

mJ/pulse であった。 

 

 

 

 

 

 

Output

Nd:YLF Laser Regenerative amplifier

CompressorStretcher

Maitai

Excitation

Input

Evolution 

Mode-locked Ti: 
sapphire laser

Diode-pumped 
cw laser

Hurricane

Figure 2-1 Regeneratively amplified Ti: sapphire femtosecond laser system (Hurricane). 
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２－１－２ 顕微フェムト秒レーザー照射システム 

上述の Hurricane から発振されたパルス光を倒立顕微鏡に通して対物レンズ

に導入し、顕微レーザーシステムとして主に細胞計測に用いた。実験系の概略

をFig. 2-2に示す。50 msのゲートタイムを持つメカニカルシャッター（-65 GR, 

SIGMA KOKI）を用い、20Hz のパルス列から単発のパルス光を切り出した。

パルス光は、凸レンズ 2 枚からなるビームコリメーターによりビーム径を最適

化して倒立顕微鏡（IX-71, Olympus）に導入した。パルスエネルギーは、半波

長板・偏光子とアルミ蒸着可変 ND フィルターを用いてそのエネルギーを調節

した。顕微鏡内に導入されたパルス光は、対物レンズを用いて水中あるいは細

胞培養液中に集光照射した。原則的には、パルス光は対物レンズの焦点に集光

されるが、必要に応じてコリメーターレンズ間の距離を変化させてパルス光の

光軸（Z）方向の集光位置を調整した。Z 方向における像面から集光位置までの

距離は、対物レンズの像面をガラス基板上に合わせた後に対物レンズを何マイ

クロメートル動かした時にガラス基板がレーザーアブレーションされるかを調

べることで見積もった。また、ガラス基板上にカーボンをドープした高分子材

料を塗布し、高分子材料にレーザーを集光照射した。そのエッチング跡から集

光径を見積もったところ、2-3 mm であった。 

 

 
 

 

 

細胞や疑似細胞を用いた実験では、卓上インキュベーターを顕微鏡のステー

ジ上に設置し、細胞試料に望ましい環境（37℃、湿度 90％、CO2濃度 5％）を

保持した。細胞試料の観察には CCD カメラを用いた。レーザー集光照射前後の

様子を詳しく観察する為、CCD カメラの映像からレーザー集光照射前と集光直

後に相当するコマ画像を抽出し、且つ、それらを写真データとして保存するた

めのプログラムを Visual Basic を用いて作成した。抽出された画像は、本プロ

Dichroic mirror

Objective lens

Polarizers

Halogen
lamp

Mirror

CCD or 
high-speed 

camera

Mechanical shutter 
(Gate time: 50 ms)

50 ms

Half wave plate

Electric stage

Regeneratively amplified 
Ti: sapphire femtosecond 
laser system (Hurricane)

· Pulse duration: 150 fs
· Wave length: 800 nm
· Interval of the pulse: 50 ms

Collimator lens

150 fs

Figure 2-2 Microscopic femtosecond laser irradiation system. 
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グラムを搭載したパソコンのモニターに表示される（Fig. 2-3）。CCD カメラの

映像は映像分配器により観察用モニターと上述のパソコンに分配されており、

CCD カメラ映像の実時間観察と集光照射前後の試料の観察を並行して行うこと

ができる。また、顕微鏡のポートには高速カメラ（FASTCAM, Photoron）が取

り付けられており、キャビテーションバブルの挙動の観察に用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

２－１－３ 原子間力顕微鏡 

本研究で用いた原子間力顕微鏡（Atomic force microscope, AFM）（Nano-R2, 

Pacific Nano technology）は、AFM 探針側がピエゾ素子によりコントロールさ

れる。AFM 探針部は、ステンレス板、ガラス板（水除け）、シリコン単結晶か

ら切り出された AFM 探針により構成され、ステンレス板の上下にガラス板と

AFM 探針が接着されている。AFM 探針部分は AFM のヘッドに磁石により取

り付けられ、その取付け角は 7°である。AFM 探針の背面には位置検出用のプ

ローブ光が照射され、AFM 探針からの反射光を四分割フォトダイオード（QPD）

で受光している。AFM 探針に変位が生じると、QPD 上で反射光のスポット位

置が初期位置（＝平衡位置）から移動して QPD のフォトダイオード間に電圧差

が生じる。本研究では、上下のフォトダイオード間に生じた電圧差の時間変化

のみを抜き出した。ピエゾ素子を用いて AFM 探針をガラス基板に押し付け、そ

の際に QPD に生じた電圧差（mV）とピエゾ素子の押し込み量（nm）との関係

を調べた。両者は比例関係にあり、その線形係数は 10 nm/mV 程度と見積もら

れた。この値を用いて、AFM 探針の変位の時間変化を見積もった。 

 

After laser irradiationBefore laser irradiation

Laser focal point
10 mm

Micro bead
(d=6 mm)

33 ms

Figure 2-3 CCD images to capture appearances before and after the laser 

irradiation, which were extracted by the image recording program. 
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２－１－４ 局所応力計測システム 

顕微レーザー照射システムに AFM を組み込むことで局所応力計測システム

として利用し、レーザー誘起衝撃力の定量化を行った。Fig. 2-5(a) に実験系の

概略を示す。AFM を倒立顕微鏡の電動ステージ上に設置し、親水処理を施した

ガラス基板上に水を滴下し、電動ステージ上、AFM ヘッドの下部に配置した。

AFM ヘッドを降下させ、ヘッドに取り付けられた AFM 探針を水に浸漬させた。 

Fig. 2-5(b)にレーザー集光点と AFM 探針の位置関係を示す。対物レンズの機

械的上下動と電動ステージにより集光位置を制御し、AFM 探針の先端と同じ像

面上で先端から 10 mm 離れた位置を原点と定めた。対物レンズを用い、Z 軸上

で 5－10mm 毎にフェムト秒レーザーを集光照射し、Z 方向集光位置の関数とし

て AFM 探針の変位を調べた。AFM 探針の変位は、オシロスコープ（DP104, 

Tektronix）を用い、四分割フォトダイオード（QPD）の上下のフォトダイオー

ド間の電圧差の時間変化として検出し、Fig. 2-4 の方法により AFM 探針の変位

の時間変化を見積もった。 
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２－２ 試料の作製 

 

２－２－１ 疑似細胞系の作製 

レーザー誘起衝撃力の性質を調べる実験などにおいては、個体差が大きい細

胞試料は不適切であると考え、実際の細胞試料よりも個体差が小さいと考えら

れる疑似細胞試料を用いた。疑似細胞系には、ストレプトアビヂン修飾微小球

（Solids-Latex, d=6 mm, Polyscience）とビオチン修飾基板（React-BindTM, 

Thermo）を用いた。ビオチン修飾ウェルの基板を切り取り、ビオチン修飾基板

として利用した。ストレプトアビヂン修飾微小球の懸濁液を PBS で約 10,000

倍希釈し、約 30 分ソニケーションした。希釈した微小球の懸濁液 80 ml をビオ

チン修飾基板上に滴下し、インキュベーター内（37℃）に約 20 時間静置した。

この間に、微小球はビオチン修飾基板に接着する。ビオチン修飾基板を PBS で

リンスし、基板に接着しなかった微小球を除去した。ビオチン修飾基板をガラ

スボトムディッシュ上にひっくり返して配置し、ビオチン修飾基板とガラス基

Quadrant photo 
diodes (QPD) Probe laser

AFM cantilever

Microscope
stage

Water
750 μm

750 μm

Objective lens

Reflection

Oscilloscope

-20
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0
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20

6040200

Glass sub.

y
x

θ = 7°

Femtosecond laser

QPD
Probe laser

z

Water

Impulsive force

10 μmZ0

Figure 2-5 (a) Experimental set up of local force measurement system utilizing atomic 

force microscopy. (b) Coordination of the laser focal point and the AFM cantilever. 

(a) 

(b) 
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板の間を PBS で満たした後、ガラスボトムディッシュを電動ステージ上設置し

た卓上インキュベーター内に設置して実験に用いた。 

ストレプトアビヂンとビオチンは特異的に結合することが知られており[1,2]、

微小球と基板間の接着の形成には多点のストレプトアビヂン－ビオチン間の特

異的な結合が大きく寄与していると考えられる。一般に、細胞間接着の形成に

は、多点のタンパク質（接着分子）間の特異的な結合が大きく寄与していると

考えられている。よって、微小球と基板の接着は細胞間接着に構造上類似して

いると考えられ、接着力を調べる上では疑似細胞として成立すると判断した。 

 

 

２－２－２ 神経‐マスト細胞共生培養系の作製 

細胞間接着力の評価のモデル系には神経‐マスト共生培養系を用いた（Fig. 

2.6(a)）。マスト細胞は免疫に関与する細胞であり、呼吸器や消化管の粘膜、真

皮、大脳など様々な組織で神経突起の近傍に存在する[3-8]。マスト細胞は浮遊

細胞であるが、基板上に神経突起が存在すると相当数のマスト細胞が神経突起

に接着する[9-11]。神経とマスト細胞は接着を介して相互に情報伝達している

[12-14]。神経とマスト細胞の接着は両者に発現している CADM1（Cell adhesion 

molecule-1）と呼ばれるタンパク質（接着分子）のホモフィリック・ヘテロフ

ィリックな結合により形成されており（Fig. 2.6(b)）、接着分子の形質転換や蛍

光標識を行うことが可能である[15-18]。 

 

 

 

 

 

１）マスト細胞の調製 

20 µm

Neurite

Mast cell

x

y

Mast cell

Neurite

CADM1

(a) (b) 

Figure 2-6 (a) Microphotograph of the mast cell adhering to the nurite. (b) 

Representation of the adhesion between the neurite and the mast cell, which is 

mediated by the adhesion molecule named “Cell Adhesion Molecule-1 (CADM1)”. 
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C57BL/6J マウス（日本 SLC）の脛と大腿骨から骨髄を採取し、PBS で３回

洗浄後、-minimum essential medium に 10%ウシ胎児血清、100 units/ml ペ

ニシリン、100g/ml ストレプトマイシン、5 ng/ml マウスインターロイキン３

を添加した培地中で 4 週間培養し、マスト細胞を単離した（マウス骨髄由来培

養マスト細胞、Bone marrow-derived cultured mast cell; BMMC）[17, 19]。 

尚、BMMC と CADM1 をノックアウトしたマスト細胞（CADM1-KO）は共同

研究者からご提供頂き、その維持管理を当研究室にて行った。 

 

２）神経芽腫細胞株その神経細胞への分化誘導 

神経芽腫細胞株（Neuro2a、）を用いた。Dulbeco’s modified eagle’s minimum 

essential medium に 10%ウシ胎児血清、100 units/ml ペニシリン、100g/ml ス

トレプトマイシンを加えた培地を用い、一般的な方法で培養した。マトリゲル

を塗布したマイクロディッシュ（ibd）に 6.0×104 cells/ml の Neuro2a を含む懸

濁液を 600 ml 播種し、40 ng/ml BDNF（Brain derived neurotropic factor; 脳

由来神経因子）と 2.0 mg/ml RA（all-trans retinoic acid; オールトランスレチ

ノイン酸）を含む無血清の DMEM で 36 時間培養した。この間に、Neuro2a は

神経突起を伸長し、神経様に分化する[20]。 

 

３）神経－マスト細胞共生培養系の作製 

神経様に分化した Neuro2a 上に BMMC と CADM1-KO をそれぞれ播種し、

Neuro2a と一緒に培養した（共生培養）。この間にマスト細胞は神経突起に接着

する。実験の直前に 37℃に温めた DMEM で共生培養系を注ぎ、神経突起に接

着していないマスト細胞を除去してから実験に用いた。 
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第３章  原子間力顕微鏡を利用したフェムト秒レーザー誘起衝撃力の定量化 

 

レーザー誘起衝撃力により細胞間の接着力を測定するためには、数～数十マ

イクロメートルの領域に局在するレーザー誘起衝撃力を定量化することが不可

欠である。しかし、従来法ではその定量化は極めて困難であり、新しい定量化

手法の開発が必要であった。また、様々な生理条件下での細胞間の接着力を定

量化し、その時間・空間依存性などを明らかにすることを考慮すると、レーザ

ー誘起衝撃力をどのように、どのくらいの精度で制御できるかを明らかにする

ことも重要となる。 

本章では、まず、従来の撃力の評価手法をレーザー誘起衝撃力の計測に用い

た場合の問題点について述べた。その後、原子間力顕微鏡（AFM）を利用した

レーザー誘起衝撃力の定量化のアイディアを示したうえで、レーザー誘起衝撃

力を求める手法について述べた。さらに、定量化したレーザー誘起衝撃力のパ

ルスエネルギーと対物レンズの開口数依存性を明らかにし、その制御性を示し

た。 

 

３－１ 従来の撃力の定量手法と AFM による定量化のアイディア 

撃力を定量評価する代表的な方法にハイドロフォンを用いた計測が挙げられ

る（Fig.3-1(a)）[1, 2]。しかし、ハイドロフォンのヘッドサイズは最小でも直径

３００マイクロメートル程度であり、数～数十マイクロメートルの領域に局在

するフェムト秒レーザー誘起衝撃力を定量化するには不適切であった。他にも、

ストリークカメラを用いて衝撃波のショックフロントを観測し、その伝搬速度

に基づいて衝撃波が定量評価されているが（Fig.3-1(b)）[3]、レーザー誘起衝撃

力には衝撃波だけではなくキャビテーションバブルの発生に起因する力学作用

なども含まれていると考えられるため、この方法もレーザー誘起衝撃力を定量

化するには不適切であり、水中を伝搬するレーザー誘起衝撃力を直接検出し、

細胞大の領域に付加される撃力を定量化することができる新規な手法の開発が

必要であった。 

そこで、微小な板バネとみなすことができる原子間力顕微鏡（AFM）の AFM

探針に着目し、細胞の代りに AFM 探針を水溶液中に配置して、レーザー誘起衝

撃力をその振動として直接検出し、その振動強度に基づいて AFM 探針に付加さ

れたレーザー誘起衝撃力を定量化することで細胞に付加された衝撃力を求めよ

うとした。しかし、この方法では、レーザー誘起衝撃力により細胞を解離させ

た時のレーザー集光点と細胞の位置関係を細胞試料ごとに再現する必要があり、

解析が非常に煩雑になり、レーザー誘起衝撃力の特色の１つである迅速な測定

を活かすことが難しくなる。そこで、AFM 探針に付加された衝撃力を計測し、
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その計測によりレーザー誘起衝撃力の空間分布を調べ、その空間分布に基づい

てレーザー集光点で発生した衝撃力を求めるというアイディアの下で開発を行

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Vogel et al., Chem. Rev., 103  (2003). A. Vogel et al., Appl. Phys. B, 68  (1999).

y
x

z Water

Impulsive force loaded on AFM cantilever FAFM

Impulsive force generated at the laser focal point F0

Femtosecond laser

Figure 3-1 (a) Measurement of an impulsive force by a hydrophone. (b) Measurement 

of shockwave by a streak camera. 

Figure 3-2 The idea of the quantification of femtosecond laser-induced impulsive force 

utilizing atomic force microscopy. 
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３－２ AFM 探針に誘導された振動挙動の解析 

 

３－２－１ AFM 探針に誘導された振動の挙動 

Fig. 3-3 に各レーザー集光位置における AFM 探針の振動を示す。Z = 0 mm の

場合、AFM 探針に明瞭な振動は観測されなかった。その他の集光位置において

は、AFM 探針は、フェムト秒パルスの集光照射直後、数十マイクロ秒間、約 10 

nm の振幅で過渡的に振動した。フェムト秒パルスを AFM 探針の上方に集光照

射した際には、AFM 探針は下方向に最初に振れた（Fig. 3-3, (a),(b)）。一方、

AFM 探針の下方向に集光照射した際には、上方に最初に振れた（Fig. 3-3, 

(d),(e)）。また、最初のシフト（Fig. 3-3, (A)）よりもその次のシフト（Fig. 3-3, 

(B)）の方が大きくなった。全てのレーザー照射条件において、約 160 KHz の周

波数成分が含まれていた。この周波数は、水中で AFM 探針をタッピングさせて

確認した AFM 探針の共鳴周波数とほぼ一致した。 
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Figure 3-3 Z position dependence of the transient oscillation of the AFM cantilever 

due to the irradiation of the laser pulse with the energy of 170 nJ/pulse.  
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レーザー誘起衝撃力により生じた AFM 探針の振動挙動を考察する為の比較

参照実験として、フェムト秒単パルス（25, 35, 45, 65, and 80 nJ/pulse）を対

物レンズ（10x, NA=0.25）を通して、水中に配置した AFM 探針に直接集光照

射し、振動を観測した。Fig. 3-4 に結果を示す。先の直接集光照射しなかった場

合、150 nJ/pulse を下回るとレーザー誘起衝撃力による AFM 探針の振動は検

出できなかったが、直接集光照射した場合には、25 nJ/pulse で振動が検出され

た。35 nJ/pulse 以上で観測された振動は、約 10 nm の振幅で数十マイクロ秒

間過渡的に振動し、最初のシフトよりもその次のシフトの方が大きくなり、レ

ーザー誘起衝撃力による振動と同様の特徴を示した。一方で、基本振動とは異

なる振動モードが明瞭に確認され、パルスエネルギーと共に顕著になる傾向が

みられた。 
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Figure 3-4 Pulse energy dependence of the oscillation of the AFM cantilever induced 

by the direct irradiation of the laser in the top of the cantilever.  
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３－２－２ AFM 探針振動の駆動力 

水中でレーザー誘起衝撃力により誘起される AFM 探針振動の最初の変位の方

向は、Z0=0 µm を除く全ての集光位置で、レーザー集光点から離れる方向であっ

た。これは、レーザー集光点から発散したレーザー誘起衝撃力に AFM 探針が押

されたことを意味する。集光位置 Z0=0 µm では明確な振動は観測されなかった

のは、主に横方向（x 方向）からの衝撃力が AFM 探針に付加された為と考えら

れる。 

また、水中で観測された振動は、最初のシフト（A）よりも次のシフト（B）

の方が大きくなった。仮に、AFM 探針が振動周期よりも十分に短い時間で AFM

探針が加振されたとすると、最初のシフトが最大になると考えられる。AFM 探

針がこのような挙動をとらなかった理由として次の２つの可能性が考えられる。

①AFM 探針はキャビテーションバブルの生成に伴い発生する応力波[4]により

振動周期と同程度の時間で加振された。②AFM 探針に高次の振動モードの励起

と緩和が起きた。可能性①は、キャビテーションバブルの発生から崩壊までの

過程を高速カメラにより観察することで検証した（結果については第４章の一

節で述べる）。②は、AFM 探針へフェムト秒レーザーを直接集光照射することに

より検証した。 

キャビテーションバブルの発生から崩壊までの過程を高速カメラにより観察

した結果、崩壊するまでの時間はレーザー集光照射後 4-8 ms であった。 

水中でフェムト秒レーザーを AFM 探針に直接集光照射した結果、基本振動以

外の振動モードが明瞭に観測された。Fig. 3-5 (i)にフーリエ変換により振動の周

波数成分を調べた結果を示す。どの振動も水中での基本周波数である 160 KHz

に最大のピークを示し、レーザー強度の増加に伴って倍音、三倍音、五倍音に

相当する 330、490、760 KHz にピークが現れ、より顕著になっていった。この

結果は、フェムト秒レーザーパルスの直接集光照射により AFM 探針に高次の振

動モードが励起され、付加される力の増加に伴い高次モードの振動の効果がよ

り大きくなることを示唆している。Fig. 3-5 (ii)には、レーザー誘起衝撃力に誘起

された振動に対してフーリエ変換を行った結果を示す。基本周波数（160 KHz）

以外では 330 KHz 付近にブロードなピークが確認され、倍音がわずかながら含

まれていることが示された。この結果は、AFM 探針の振動には、①と②の両方

が関与しているものの、①の寄与の方が大きいことを示唆する。 
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３－３ AFM 探針振動の解析とレーザー集光点で生じた衝撃力の定量化 

 

３－３－１ AFM 探針上でレーザー誘起衝撃力が付加される領域の計算 

レーザー集光点と AFM 探針の位置関係を幾何学モデル化し(Fig. 3-6)、集光点

で発生した衝撃力 F0が球面状に伝搬して AFM 探針に衝突するという仮定の下、

AFM 探針上でレーザー誘起衝撃力が付加される領域を計算した。 
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Figure 3-5 Frequency domain spectra of the oscillation of the AFM cantilever. i) and 

ii) are the case of the direct irradiation of the laser and the loading of the impulsive 

force, respectively. (a)-(e) in the graphs correspond to (a)-(e) in Fig. 3-3 and 3-4.   

Figure 3-6 Geometrical model constructed on the basis of spatial relationship between 

the laser focal point Of and the AFM cantilever.  
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レーザー誘起衝撃力は、Fig. 3-6 に示したレーザー集光点 Ofと AFM 探針間の距

離 R の二乗に反比例するので、AFM 探針の微小領域に付加される衝撃力は Eq. 

(1)で表せる。 

 

∆𝑓(𝑥, 𝑦) = −𝐹0
∆𝑎∙∆𝑏

4𝜋𝑅2
 

 

ΔaΔb は AFM 探針上の微小領域 ΔxΔy と Eq. (2), (3)により結びつけられる。 

 

∆𝑎 = cosφ′ ∙ ∆𝑥 =
|𝑍0|

√(𝑋0+𝑥)
2+𝑍0

2
∆𝑥, 

 

∆𝑏 = cosφ′′ ∙ ∆𝑦 =
|𝑍0|

√𝑦2+𝑍0
2
∆𝑦 

 

AFM 探針を押す方向にかかるレーザー誘起衝撃力（衝撃力の Z 方向成分）は、

Eq. (4)により表される。 

∆𝑏 = cosφ′′ ∙ ∆𝑦 =
|𝑍0|

√𝑦2+𝑍0
2
∆𝑦 

 

Eq. (4)に Eq. (1), (2), (3)を代入すると Eq. (5)が得られる。 

 

∆𝑓(𝑥, 𝑦) = −
𝐹0

4𝜋
∙

𝑍0
3

{(𝑋0+𝑥)
2+𝑦2+𝑍0

2}
3
2

∙
∆𝑥

√(𝑋0+𝑥)
2+𝑍0

2
∙

∆𝑦

√𝑦2+𝑍0
2
 

 

さらに、AFM 探針の取付角 θ=7°を考慮すると、 

 

 

 

となる。 

Eq. (5)により、AFM 探針上の力の分布を計算した結果を Fig. 3-6 に示す。ここ

で、フェムト秒レーザーは、X0=10 mm の光軸上に集光照射されている。Z 軸上

で、レーザー集光点が AFM 探針近傍にある時には、AFM 探針の先端部分のみ

にレーザー誘起衝撃力が付加されるが、X 方向成分の衝撃力が多く、Z 方向（AFM

探針を振動させる方向）成分の衝撃力は小さくなる。レーザー集光点が AFM 探

針から離れると、Z 方向成分の衝撃力が増加し、約 20 mm 離れた位置で最大と
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なる。20 mm より離れると、衝撃力が AFM 探針全体に分散し、Z 方向成分の衝

撃力の総量も低下する。また、AFM 探針が 7°傾いている為、AFM 探針の上方

向に集光した時の方が、下方向に集光した場合よりも大きな衝撃力が AFM 探針

に付加される。 

Fig. 3-7 に AFM 探針が受ける衝撃力の総和の集光位置依存性を示す。AFM 探

針に付加された衝撃力の方向が Z0=0 mm を境に入れ代わり、Z0= ±20 mm で最大

を示すことが分かる。Fig. 3-6 に示したように、-30 mm ＜Z0＜+30 mm の範囲で

はAFM探針の先端部のみに衝撃力が加わるとみなせる。このような条件下では、

AFM 探針の変位は質点の振動として近似でき、バネ定数に基づいて AFM 探針

に付加された衝撃力 FAFM を見積もることができると考えられる。FAFM の集光位

置依存性を実験により求め、Eq. (5)の F0 のみを比例係数として Fig. 3-7 に示した

曲線でフィッティングすることで、F0 を実験的に求めることが可能になると考

えられる。次項では、AFM 探針の解析手法とそれにより求めた FAFM の集光位置

依存性を示し、次々項でその集光位置依存性から F0 を見積もった結果を示す。 
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Figure 3-6 Distribution of the impulsive force on the cantilever calculated by Eq. (5).  
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また、ここではレーザー集光点は点源と仮定し、その空間的分散を考慮しな

かった。しかし、フェムト秒レーザーを対物レンズを通して集光すると、自己

収束効果や収差により、集光点が Z 方向に分散することが知られている。Z 方

向への空間的分散を考慮した計算については、補足１に詳細を記した。この計

算の結果からは、本実験条件下ではレーザー集光点を点源とみなせることが示

唆された。 

 

 

３－３－２ AFM 探針振動の解析 

本実験条件下では、AFM 探針の振動を Eq.(6)で表される質点の過渡減衰振動

として近似的に解析することができる[4]。 

 

m
𝜕2𝑌(𝑡)

𝜕𝑡2
+ 𝑐

𝜕𝑌(𝑡)

𝜕𝑡
+ 𝑘𝑌(𝑡) = 𝐹(𝑡) 

 

Y(t)の特殊解は、デュアメル積分と呼ばれ、 

 

Y(t) =
𝜔2+𝛼2

𝜔
∫

𝐹(𝜏)

𝑘

𝜏

0
𝑒−𝛼(𝑡−𝜏) ∙ 𝑠𝑖𝑛{𝜔 ∙ (𝑡 − 𝜏)}𝑑𝜏 

で示される式になる。 
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今、外力 F(t)は AFM 探針に作用する衝撃力なのでデルタ関数で表せると考える

と、衝撃力の時間積分である力積 F と F(t) の関係は、Eq. (8)で表せる。 

 

(t) = 𝐹 ∙ δ(t) ⇔ ∫𝐹(𝑡)𝑑𝑡 = 𝐹 

 

Eq. (7)に Eq. (8)を代入することで、衝撃力による過渡減衰振動を示す Eq. (9)が得

られる。ここで、F、ω、α、k は、それぞれ衝撃力（力積）、角速度、減衰係数、

AFM 探針のバネ定数である。 

 

Y(t) =
𝜔2+𝛼2

𝜔

𝐹

𝑘
𝑒−𝛼(𝑡−𝜏) ∙ 𝑠𝑖𝑛{𝜔 ∙ 𝑡)}𝑑𝜏 

 

Eq. (9)により実験結果を最小二乗フィッティングした結果の一例をFig. 3-8 (a)

に青線で示す。初期振幅には上述の①と②の効果が含まれる為、初期振幅を無

視してフィッティングを行った。初期振幅以外の挙動は、Y(t)により非常に良く

再現でき、また、Y(t)をフーリエ変換した結果、衝撃力による振動のスペクトル

とも良く一致した。このフィッティングは、①・②の効果を含む初期振幅がそ

の後の振動挙動より外挿可能できると仮定したものであるが、ここに示した結

果は、その妥当性を示唆する。 

この近似により得られた各変数の値を Fig. 3-8 (b)-(d)の青い点で示す。衝撃力

F のみが距離 Z0 の増減に伴って変化を示した。振動の周波数 ω/2πは、Z0 の変化

によらず、水中での AFM 探針の基本周波数である 160 KHz を示した。水の粘性

抵抗に依存すると考えられる減衰時間 1/αも、18 µs とほぼ一定の値を示した。

次に、衝撃力 F のみを変数とし、周波数及び減衰時間を 160 KHz、18 µs に固定

して近似を行った。Fig. 3-8(a)-(d)の緑の線及び緑の点で示すように３変数近似の

場合とほぼ同様の近似曲線を得ることができた。 

 

 

(8) 

(9) 
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Figure 3-8 (a) Representative fitted result of transient oscillation of the cantilever. The 

red line and the blue line show observation data and fitted result by Eq. (9), respectively. 

(b)-(d) Z position dependence of impulsive force loaded on the cantilever FAFM (b), 

oscillation frequency of /2π (c), and decay time of 1/ (d) that were estimated from 

oscillation of the cantilever. The blue dots indicate the result of at least square fitting by 

Eq. (9) when F, , and  were treated as variable parameters. The green dots indicate 

the result when  and  were treated as constants.  
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３－３－３ レーザー集光点で発生した衝撃力の定量化 

Eq. (9)により、F0 のみを変数として FAFM の集光位置依存性をフィッティング

した結果を Fig. 3-10 の黄色線で示す。FAFM の集光位置依存性は良く再現され、

この時の F0 の値は 20×10
-12

 Ns であった。これにより、パルスエネルギーが 170 

nJ/pulse の時に AFM 探針により定量化されるレーザー集光点で発生した衝撃力

F0 は 16×10
-12

 Ns と規定し、細胞間接着の定量化に利用しようと考えた。 
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Fig. 3-10. Fitted result of Z position dependence of FAFM by Eq. (9), where only F0 is 

treated as a variable parameter. 
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３－４ レーザー誘起衝撃力の制御性 

  

３－４－１ レーザー誘起衝撃力のパルスエネルギー依存性 

Fig. 3-11 に、20 倍の対物レンズ（NA=0.40）を用いた際に観測された AFM

探針振動のパルスエネルギー依存性を示す。AFM 探針の振幅はパルスエネルギ

ーと共に増加したが、110nJ/pulse 以上では、振幅は約±30 nm で飽和した。 

Fig. 3-12 に振動の解析結果を示す。AFM 探針の振動の周波数は、Z 方向集光

位置、パルスエネルギーによらずほぼ一定の値を示した。減衰時間は、Z 方向集

光位置によらずほぼ一定の値を示した。パルスエネルギーに対しては、100 

nJ/pulse まではほぼ一定の値を示したが、110 nJ/pulse 以上で増加し、ばらつ

きが大きくなる傾向を示した。Fig. 3-12 (b)に FAFMの集光位置依存性及を示す。

どの集光位置においても、FAFM はパルスエネルギーと共に増加した。また、ど

のパルスエネルギーにおいても、FAFM の集光位置依存性は同程度にフィッティ

ング可能であった。 

 

 

Figure 3-11 Solid line shows the oscillation of the cantilever resulted from irradiation 

of the laser pulse with the pulse energy of 60, 80, 100, 110, and 130 nJ/pulse. The laser 

pulses were focused at 25 mm below the cantilever. Dotted line is fitted result. 
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Figure 3-12 (a) Pulse energy dependence of frequency of the oscillation (/2π) and 

decay time (1/). (b) Z position dependences of FAFM at the pulse energy of 60, 80, 100, 

110, 130, and 150 nJ/pulse. Black lines are Z position dependence of F0. 
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Fig. 3-13 にレーザー集光点で発生した衝撃力の総和（F0）のパルスエネルギ

ー依存性を示す。衝撃力 F0は、50nJ/pulse をしきい値に発生し、衝撃力発生の

しきい値（Eth）からしきい値の 2 倍のパルスエネルギー（2×Eth）で直線的な

増加を示し、2×Eth以上で飽和に至る傾向を示した。 

 

 

 

 

 

 

３－４－２ レーザー誘起衝撃力の制御性１：パルスエネルギー依存性 

AFM 探針の振幅がパルスエネルギーと共に実際に大きくなったことが確認

された。110 nJ/pulse 以上では、AFM 探針の振幅は約±30 nm で飽和する傾向

が見られたが、AFM 探針は幅：30 mm、厚さ：4 mm、長さ：119 mm であり、

その振幅が±30 nm で飽和に至るとは考えにくい。そこで、四分割フォトダイオ

ード（QPD）の検出限界を調べた結果、振幅の飽和は QPD の検出限界による

ものであることが示された。従って、AFM 探針自体は±30 nm 以上の振幅で実

際に振動していたと考えられるため、３章同様、初期の振幅を無視し、過渡減

衰振動を外挿することで AFM 探針振動を解析した。Fig.3-12 に示したように

110nJ/pulse 以上においてもFAFMの集光位置依存性は 110nJ/pulse未満の場合

と同程度にフィッティングされたことから、初期振幅を無視した振動の解析手
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Figure 3-13 Pulse energy dependence of total impulsive force F0. 
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法により FAFMの定量評価が妥当に行われたことが示唆された。 

本実験により、パルスエネルギーを調整することで衝撃力の大きさを制御し、

検出できることが示された。また、パルスエネルギーは 5 nJ/pulse の精度で制

御することができる為、衝撃力が直線的増加を示す領域では、10×10-12 Ns の精

度で衝撃力を線形的に制御できることが示された。実際に細胞に付加される衝

撃力は、標的細胞とレーザー集光点間の距離により付加される衝撃力の大きさ

が変わる。接着細胞を解離させる予備実験において、レーザー集光点と標的細

胞は最低でも 20 mm 程度は離れているため、衝撃力は 0.025×10-12 Ns の精度で

制御できると考えられる。この衝撃力の制御精度は細胞間の接着力の不確実性

と同程度あるいはそれよりも小さいと推測され[5]、衝撃力を駆使すれば細胞間

接着を定量化できることが示唆された。 

 

 

３－４－３ レーザー誘起衝撃力の制御性２：対物レンズの開口数依存性 

光の回折限界（Fig. 3-14）は、波長が同じであれば、対物レンズの開口数（NA）

によって規定される。 

𝑑 =
1.22λ

NA
 

 

ここで、d は光の回折限界、λ:は光の波長である。上述の式は、同じエネルギー

のパルスを導入した場合には NA が高いほど集光点での光子密度が高くなるこ

とを示しており、多光子吸収のしきい値が低くな

ると考えられる。多光子吸収のしきい値の低下は

衝撃力発生のしきい値の低下をもたらすと考えら

れ、衝撃力がより効率的に発生することを示唆す

る。従って、NA が変われば、衝撃力の制御性も

変化をきたす可能性があると考えられる。レーザ

ー誘起衝撃力の幅広い系への適用を考慮すると、

系に合わせて様々な対物レンズを使用することが

想定される。そこで、NA の異なる対物レンズ毎

に衝撃力のパルスエネルギー依存性を調べた。 

対物レンズは、３－３－２までの実験で用いた 20 倍のレンズ（NA=0.40）に

加え、10 倍（NA=0.25）、40 倍（NA=0.90）のレンズを用いた。図 3.14 に衝撃

力 F0のパルスエネルギー依存性を NA 毎に示す。NA が高い程、衝撃力発生の

しきい値は低下した。しかし、どの NA においても、F0は Eth－2×Ethにおいて

直線的増加を示し、2×Eth 以上で飽和に至る傾向を示した。この結果から、高

Water

Femtosecond laser

Objective lens

Diffraction limit d



(10) 

Figure 3-14 Representation 

of diffraction limit. 
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NA になるほど衝撃力の発生効率（F0 / pulse energy）は増加するが、パルスエ

ネルギーに対する挙動及びその実体は NA により顕著に変化しないことが確認

された。また、Eth－2×Ethにおいては、どの NA でも、衝撃力は、10×10-12 Ns

の精度で線形的に制御可能であった。 

NA 間における Ethの比は NA 間の比とほぼ同等であったことから、集光点に

おけるレーザーの収束の度合いは NA 比に依存していると推察されるが、その

定量的理解には自己レンズ効果等の検証も重要であり、より詳細に調べる必要

がある。 

 

 

 

 

 

３－５ まとめ 

集光フェムト秒レーザーが水中に誘起する衝撃力を AFM 探針の振動に基づ

いて定量化する手法について述べた。まずは、AFM 探針に生じた振動が衝撃力

により誘導された振動であることを検証した。ここでは、レーザー集光位置に

対する振動の挙動、AFM 探針へのレーザーの直接の集光照射により誘導された

振動の挙動との比較に基づいて振動の特性を考察し、AFM 探針近傍へのレーザ

ーの集光照射により生じた振動が衝撃力により誘導されたことを示した。AFM

探針の先端から 10 mm 離れた位置の Z 軸上に集光した場合には衝撃力が AFM

探針先端部のみに付加されることが計算により示され、その条件下で誘導され

た振動であれば、衝撃力によりインパルス加振された質点の過渡減衰振動とし

て解析できることを示した。 

過渡減衰振動の運動方程式を用いて AFM 探針振動を解析し、AFM 探針に付

加された衝撃力（FAFM）を力積 [N×s]として見積もった。その結果、FAFMは光

: F0 resulting from 40x objective lens with 
NA=0.90

: F0 resulting from 20x with objective lens 
NA=0.40

: F0 resulting from 10x with objective lens 
NA=0.25
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Figure 3.15 Neumerical aperture dependence of F0.  
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軸（Z）方向のレーザー集光位置に対して依存性を示すことを見出した。レーザ

ー集光点と AFM 探針の位置関係を幾何学モデル化し、FAFM の集光位置依存性

から集光点で発生した衝撃力の総和 F0を求めることに成功した。この手法によ

り F0を定量化し、細胞間接着の定量化に利用しようとした。 

さらに、F0のパルスエネルギー依存性に基づいて F0の制御性を検証した。そ

の結果、Eth－2×Ethでは、パルスエネルギーの調整により 10×10-12 Ns の精度で

衝撃力を線形に制御することが可能であることが示された。衝撃力はレーザー

集光点と標的間距離によってもその大きさが変化する為、距離の調整により制

御性がどのように変化するかを調べた。その結果、距離を調整した場合には、

0.025×10-12 Ns の精度で制御可能であった。この場合、衝撃力の制御精度は細胞

間の接着力の不確実性と同程度あるいは小さいと考えられ、衝撃力を駆使すれ

ば接着力の相違を検出できることが示唆された。 
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第４章  レーザー誘起衝撃力と細胞の相互作用についての現象論的考察 

 

レーザー誘起衝撃力により細胞間の接着力を定量化するためには、３章で示

したレーザー誘起衝撃力の計測学的理解に加え、細胞とレーザー誘起衝撃力の

相互作用を考察し、その適用範囲を示すことが重要である。そのためには、レ

ーザー誘起衝撃力の現象としての描像を示すことが不可欠となる。 

本章では、まず、集光フェムト秒レーザーの水中への照射により誘起される

諸現象とそれらによる力学作用について整理した。その上で、キャビテーショ

ンバブルの挙動に基づいてレーザー誘起衝撃力について現象論的に考察した。

これに基づき、細胞とレーザー誘起衝撃力の相互作用について現象論的に考察

を行い、細胞間接着力の測定におけるレーザー誘起衝撃力の適用範囲の指針を

示した。 

 

４－１ キャビテーションバブルとレーザー誘起衝撃力の挙動の比較 

フェムト秒レーザーを水中に集光照射すると、集光点で多光子吸収が引き起

こされ、応力閉じ込めが起こる。レーザー集光後、ナノ秒の時間で応力が緩和

されることで衝撃波が形成され、集光点の周囲に向かって伝搬する。この伝搬

に伴い水分子に並進運動エネルギーがもたらされ、集光点からその周囲に向か

って応力が伝搬する。同時に、衝撃波の発生によって集光点近傍は過渡的に低

圧状態になり、水の気化が起こり、キャビテーションバブルと呼ばれる気泡が

マイクロ秒の時間で生成される[1-3]。パルスエネルギーにもよるが、キャビテ

ーションバブルは 10 ms 程度で最大径に達し、崩壊する。このキャビテーション

バブルの拡大によっても応力が集光点からその周囲に向かって伝搬する。  

これらの一連の現象により微小物体にもたらされる力学作用を１次元モデル

により示す（Fig. 4-1）。力学作用の観測には、３章と同様に AFM 探針を用いる

とする。レーザー集光照射後、まずは 10 ns 程度の時間で衝撃波が、次いで応

力波、キャビテーションバブルの界面が 10 ms の時間で AFM 探針に衝突する

と考えられる。実際には、衝撃波によりもたらされる応力波とキャビテーショ

ンバブルによりもたらされる応力波を分けて扱うことは不可能であり、応力は

キャビテーションバブルが崩壊するまで付加され続けられると考えられる。

AFM を利用した３章での定量化実験では衝撃波、応力波、気液界面の衝突によ

ってもたらされる力学作用の総和を力積として評価したといえる。 

ここで、AFM 探針を動かすという観点から、これらの力学作用について考え

ると、衝撃波が AFM 探針に作用する時間は非常に短いことから、AFM 探針の

移動において衝撃波は大きく寄与しないと推測される。よって、AFM 探針の移

動においては、応力波とキャビテーションバブルの界面の寄与が高いと推測さ
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れるため、キャビテーションバブルの挙動とレーザー誘起衝撃力の挙動を比較

することで、レーザー誘起衝撃力の描像を現象論的に得ようと考えた。 

 

 

 

 

 

 

４－２ キャビテーションバブルとレーザー誘起衝撃力の挙動の比較 

 

４－２－１ キャビテーションバブル最大径のパルスエネルギー依存性 

Fig. 4-2 に、上述の対物レンズ・パルスエネルギー下におけるキャビテーショ

ンバブルの生成から崩壊までの過程を高速カメラ（250,000 fps, equiv. 4 

ms/frame）により観察した結果の一例を示す。キャテーションバブルは、60 

nJ/pulse の場合にはレーザー集光後 4 ms 以内に、その他のパルスエネルギーの

場合には 4-8 ms の間に最大径に到達し、最大径はパルスエネルギーと共に増加

した。これらの画像からキャビテーションバブルの最大半径を見積もり、その

Time
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Figure 4-1 One dimensional representation of the femtosecond laser-induced impulsive force. 
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パルスエネルギー依存性を調べた。結果を Fig. 4-3（○）に示す。キャビテーシ

ョンバブルは 50 nJ/pulse をしきい値に発生し、その値は Ethとほぼ同じであっ

た。キャビテーションバブル最大半径は、Eth- 2×Eth の間で直線的な増加を示

した後、2×Eth以上で飽和に至る傾向を示し、衝撃力 F0のパルスエネルギー依

存性と良い一致を示した（Fig. 4-3）。 
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Figure 4-2 High-speed images of the cavitation bubble generated by the laser pulses 

with the energy of 60, 85, 110, 125, and 140 nJ/pulse .  

Figure 4-3 Pulse energy dependence of maximum radius of the cavitation bubble 

(○) and total impulsive force F0 (◆). 
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４－２－２ AFM 探針が受ける衝撃力を支配する現象 

AFM 探針に衝撃力をもたらすと考えられる主な要因に、衝撃波、応力波、キ

ャビテーションバブルが挙げられる。本章での冒頭でも述べたように、衝撃波

がAFM探針に衝突するまでの時間スケールはレーザー集光後 10 ns程度と考え

られ、AFM 探針に作用する時間が非常に短い。また、AFM 探針の振動周期（6.5 

ms）に比べて非常に速いことから、AFM 探針が受ける衝撃力を支配していると

は考えにくく、Fig. 4-3 の結果は、これを支持するものと考えられる。 

衝撃力 F0の発生のしきい値とキャビテーションバブルの発生のしきい値が同

程度であり、両者の間に相関性がみられたことからレーザー誘起衝撃力の形成

にキャビテーションバブルが大きく寄与することが示唆された。先の述べたよ

うに、レーザー誘起衝撃力の形成には、応力波とキャビテーションバブルの寄

与が高いと推測されるため、ここで、AFM 探針に付加される応力波とキャビテ

ーションバブルの関係を簡単のために１次元モデルにより考える（Fig. 4-4）。

キャビテーションバブルの界面をピストンとして考えると、キャビテーション

バブルの拡大はピストンを押し込むことに相当し、キャビテーションバブルの

半径はピストンを押し込んだ距離とみなすことができる。さらに、ピストンを

押し込む速度と AFM 探針に単位時間あたりにかかる力が一定であると仮定す

ると、ピストンの押し込み距離とピストンを押し込む時間は比例し、AFM 探針

が受ける力積（衝撃力）はピストンの押し込み距離、即ち、キャビテーション

バブルの最大半径に比例することになり、衝撃力 F0とキャビテーションバブル

半径の相関性を説明することができる。また、Fig. 4.5 に示したように、キャビ

テーションバブルが直接 AFM 探針に接触しない場合でも FAFMを支障なく定量

評価できたことから、AFM 探針が受ける衝撃力は、キャビテーションバブルそ

のものではなく、キャビテーションバブルの生成に伴って生じる応力波により

支配されていると考えられる。 

キャビテーションバブル最大径に到達する時間がレーザー集光後 4-8 ms であ

ることから、応力波が AFM 探針に付加される時間スケールも 4-8 ms であると

考えられる。この時間スケールは、AFM 探針の振動周期（6.5 ms）と同程度で

あることからも、キャビテーションバブルの生成に伴って生じる応力波が AFM

探針の振動を支配していると考えられる。 

３章で述べた最初の振幅よりも次の振幅の方が大きくなったのも、応力によ

り AFM 探針が 4-8 ms の間加振されたことがその主な要因と考えられる。こう

した条件下において、F0 とキャビテーションバブルの最大径の挙動が同調する

のは妥当であり、３章で述べた定量化手法が妥当になされたことを示す。また、

衝撃力のオーダーである 10-12 Ns はms×mN と解釈でき、レーザートラッピング

で付加される力（pN）[4]の 106倍程度であることが示唆された。 
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Figure 4-5 Z position dependence of FAFM indicated with the region in which the 

cavitation bubble could directly contact the cantilever. Pink colored area in each graph 

means the region. These graphs show that the cantilever oscillated by the impulsive 

force in a case that the cavitation bubble did not contact the cantilever.   

Figure 4-4 One dimension model for considering a relation among the 

laser-induced impulsive force and the stress wave, and the cavitation bubble.  
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また、一般にフェムト秒レーザーが誘起する現象には非線形性が強く表れる

と考えられており、キャビテーションバブル最大径のパルスエネルギーに対す

る直線性は興味深い。キャビテーションバブルは多光子吸収により電子励起さ

れた水の緩和過程で発生すると考えられており、その発生は多光子吸収の支配

を受けると推測された。水のバンドギャップに対応するエネルギーは約 6.2 eV

であるのに対し、近赤外の光子のエネルギーは約 1.5 eV であるので、近赤外の

フェムト秒レーザーにより水を電子励起するには 4つ以上の光子が必要となる。

1 光子の存在確率を I とすると、4 光子が同時に存在する確率 I4と記述でき、そ

の存在確率はパルスエネルギーに対して強い非線形性を示すことから、キャビ

テーションバブル最大径もパルスエネルギーに対して非線形的な挙動を示すと

推察された。しかし、実際にはバブル最大径は直線的増加を示した。仮に、多

光子吸収により吸収されたエネルギーの内のある一定の割合のエネルギーがバ

ブル発生の駆動力になっているとすれば、バブルはパルスエネルギーの増加に

対して非線形な挙動を示すはずであり、上述の直線的増加を説明することはで

きない。 

一方で、パルスエネルギーが非常に高い場合には、多光子吸収の非線形性が

飽和することが知られている[5]。この現象は、集光点において多光子励起され

た分子が大勢を占め、高次の励起状態間での一光子吸収と緩和の早い繰り返し

が支配的になる結果と説明されている[6]。このような状態では、水が吸収する

エネルギーは集光照射されたパルスエネルギーと同程度になると考えられる。

本実験で得た結果は、約 50 nJ/pulse のパルスエネルギーで上述の状態が生成さ

れたと考えることができ、Eth- 2×Eth におけるバブル最大径の直線的増加は水

の励起状態吸収により説明されると推察される。2×Eth以上でみられた衝撃力の

飽和傾向は、この一光子吸収も飽和し、他の非線形効果が強く現れた結果と思

われる。 

 

 

４－３ 接着解離実験方法の妥当性検討 

細胞間の接着を定量化するには、接着の解離に要するミニマムな衝撃力を求

める必要がある。その為の方法として、標的の十分遠方から標的に向かってレ

ーザー集光点を漸近的に近づけ、標的が基板から解離した時の標的とレーザー

集光点間の距離の関数として標的に付加された衝撃力を見積もる方法が挙げら

れる（Fig. 4-7(b)）。しかし、この方法では標的に対して衝撃力を複数回付加す

ることになる。本項では、疑似細胞系を用い、衝撃力の積算の効果の有無を調

べた。 
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４－３－１ 実験手法 

衝撃力の積算の効果を評価するには、試料間の個体差がより小さい方が望ま

しい。そこで、細胞よりも個体差が小さいと考えられる疑似細胞系を用いた。

疑似細胞系をインキュベーター内に配置した。レーザーアブレーションによる

ビオチン修飾基板からの反跳を避けるため、レーザーの集光位置を対物レンズ

（20x, NA=0.40）の像面から光軸（Z）方向に 20 mm 下げた状態でフェムト秒

パルス（110 nJ/pulse）を PBS 中に集光照射し、衝撃力を微小球に付加した（Fig. 

4-6）。本実験では、次の 2 通りの方法で衝撃力を微小球に対して付加した。 

 

１）複数の微小球が存在する場所にレーザーを 1 回だけ集光照射し、衝撃力

を 1 回だけ複数の微小球に付加した。これを複数個所で行い、約 300 個の微小

球について衝撃力を 1 回だけ付加した後の挙動を調べた。実験後、画像抽出プ

ログラムにより取得した画像を用い、微小球を「解離した微小球」と「解離し

なかった微小球」に分類した。分類した全ての微小球に対してレーザー集光点

－微小球間の距離を測定し、各距離における微小球の解離確率を調べ、その距

離依存性を明らかにした（Fig. 4-7(a)）。 

 

２）標的の遠方から標的に向かってレーザー集光点を漸近的に近づけ、標的

が基板から解離した時の標的とレーザー集光点間の距離を測定した。この評価

を微小球 1 個毎に、約 200 個の微小球に対して行った。微小球の解離は画像抽

出プログラムにより判断し、同プログラムにより保存した写真データから距離

を測定した。測定結果は、距離のヒストグラムとしてまとめた（Fig. 4-7(b)）。 

 

細胞培養系を用いた場合であっても疑似細胞のように計測に適した試料を大

量に用意できれば、衝撃力を 1 回だけ付加した時の解離の確率分布に基づいて

細胞間接着を定量化でき、1 細胞に複数の衝撃力を付加する必要はなくなる。し

かし、実際の細胞培養系を用いた場合には多数の適切な試料を確保するのが困

難であることも十分に想定され、計測に適した試料の接着を確実に定量化する

必要が生じることが予測された。この点を考慮し、本研究では２）の方法によ

り細胞間の接着を定量化しようとした。 
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Figure 4-6 Spatial relationship between the laser focal point and the streptavidin-coated 

micro bead.  

Figure 4-7 (a) and (b) are experimental procedures to confirm the effect of 

accumulation of the impulsive forces.  
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４－３－２ 各手法による実験結果の比較 

Fig. 4-8（■）に 1 回の衝撃力の付加により調べた微小球の解離確率の距離依

存性を示す。距離 X が 20 mm 未満の場合、微小球はほぼ 100％の確率で解離し

た。解離確率は、距離 X が約 20mm を超えると解離確率は徐々に低下し始め、

55 mm 以降でほぼ 0％になった。Fig. 4-8 に示したヒストグラムは集光位置を漸

近的に標的に近づけた場合の解離時の距離 X のヒストグラムである。ヒストグ

ラムはガウス関数で近似でき、その中央値は 36 mm であった。 

 

 

 

 

 

 

 

４－３－３ レーザー誘起衝撃力の積算の効果についての考察 

仮に、衝撃力の積算の効果が無視できるとすると、中央値は半値に相当する

ことから、１）の解離の確率分布において解離確率 50％を示す距離と一致する

はずである。Fig. 4-8 に示したように、両者の距離は非常に良い一致を示してお

り、衝撃力を複数回付加した場合においても、細胞の解離にクリティカルであ

るのは最後に付加した衝撃力であると考えられ、衝撃力の積算の効果は無視で

きる程度であることが示唆された。 
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Figure 4-8 Histogram is the result by the procedure (b) depicted in Fig.4-7. The red 

squares show distance X dependence of the probability of the beads detachment 

estimated by the procedure (a) in Fig.4-7.  
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衝撃力の付加時間は大きく見積もっても 10 ms 以下と考えられる。その時間ス

ケールでは、接着分子や細胞の変形が起こる前に解離に至ると考えられ、接着

分子や細胞を剛体に近似できると考えられ、接着の解離が接着部位の脆性破壊

により誘導された推測される。一般に、脆性破壊は応力集中点での破壊を契機

に一気に進行すると考えられている[7]。従って、応力集中点の破壊が起こるし

きい値未満の衝撃力が数回付加されても解離に至る可能性は低いと推測できる。

その為、衝撃力の積算の効果が無視できる程度であったと考えられる。 

 

 

４－４ 細胞とレーザー誘起衝撃力の相互作用 

 

４－４－１ 細胞が受けるレーザー誘起衝撃力の検証 

レーザー集光点を標的に漸近的に近づけ、衝撃力により疑似細胞を基板から

解離させた時の距離 L（Fig. 4-6）のパルスエネルギー依存性を Fig. 4-9 に示す。

20倍対物レンズを使用し、パルスエネルギーは110－310 nJ/pulseに調整した。

距離 L は、パルスエネルギーと共に長くなる傾向を示し、その分布はガウス関

数として近似可能であった。距離 L の平均値を求め、距離 L のパルスエネルギ

ー依存性を見積った。その結果をキャビテーションバブル最大半径のパルスエ

ネルギー依存性とともにFig. 4-10に示した。どのパルスエネルギーにおいても、

距離 L はキャビテーションバブル最大半径よりも長かった。 
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Figure 4-9 Pulse energy dependence of distance L when the streptavidin-coated 

micro bead was detached from the biotin-coated substrate. The red broken line is the 

fitted result by Gaussian function. 
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４－４－２ 細胞が受ける衝撃力を支配する現象 

微小球と基板間の接着が一定であるとすると、パルスエネルギーの増加に伴

い発生する衝撃力は大きくなる。従って、距離 L がパルスエネルギーと共に長

くなることは妥当であり、測定が妥当に行われたことが示唆された。各パルエ

ネルギーにおける距離 L とキャビテーションバブル最大半径との比較から、ど

のパルスエネルギーにおいても、微小球の解離はキャビテーションバブルが微

小球に直接接触せずに誘導されたことが示された。また、Fig. 4-10 に示すよう

に、距離 L とキャビテーションバブル最大径のパルスエネルギー依存性には相

関性がみられた。これは、微小球に付加された衝撃力（力積）はキャビテーシ

ョンバブルの最大径により規定されることを示唆し、キャビテーションバブル

の発生に伴い生じる応力波により微小球の解離が誘導されたと考えられる。 

これにより、AFM 探針が受ける衝撃力と同様、微小球の解離がキャビテーシ

ョンバブルに起因する応力波により支配されていることが示された。また、AFM

探針振動の挙動とキャビテーションバブルのライフタイムを考慮すると、応力

波の付加時間は＜10 ms であると見積もられる。この時間スケールでは、細胞の

変形が無視できると考えられ、AFM 探針や微小球同様、剛体的な振る舞いを示

すと考えられる。これらは、AFM を利用した衝撃力の定量化手法を細胞間接着

の定量化に適用することがリーズナブルであることを示唆する。 
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４－５ レーザー誘起衝撃力の付加が生細胞に及ぼす効果 

ゼブラフィッシュ胚の表層近傍にフェムト秒レーザーを集光照射し、レーザ

ー誘起衝撃力が生細胞に及ぼす効果を検証した。細胞膜が損傷すれば、細胞外

にある物質が細胞内に入り込むという推察の下、ゼブラフィッシ胚の周囲を蛍

光分子で満たした状態でレーザーを集光照射し、集光点近傍の細胞のその後の

様子を観察した。 

 

４－５－１ レーザー集光後に細胞に観察された変化 

受精後 25-26 時間（25-26 hpf, hpf: hours post-fertilization）及び 30 時間（30 

hpf）のゼブラフィッシュ胚に麻酔をかけ、その漿膜腔をデキストラン

（Mini-ruby dextran, FITC dextran）で満たした（Fig. 4-12(a)）。その直後に

10 倍対物レンズ（NA=0.25）を用いてフェムト秒レーザー（200, 400, 800 

nJ/pulse）を胚の表層近傍に集光照射した（Fig. 4-12(b)）。レーザー集光照射後

すぐに、集光点近傍の様子を蛍光顕微鏡により観察した。この実験を各パルス

エネルギーにおいて 10-15 程度の 25-26 及び 30 hpf の胚に対して行った。その

結果、集光点近傍の細胞の様子は主に次の３つに分類できた。１）顕著な変化

が観察されなかった、２）細胞の核内にまでデキストランが導入された（Fig. 

4-13(a)）、３）表層の細胞が飛び散った。飛び散った細胞にデキストランが導入

されていたこともあったが、その場合には３）として扱った。飛散した細胞も

含めてデキストランが導入された細胞は、その後、分裂し（Fig. 4-13 (b)）、正

常な発生過程を辿る様子が観察できた。Fig. 4-14 に Mini ruby デキストランを

用いた際の①~③の割合のパルスエネルギー依存性を示す。 

 

 

Figure 4-12 Schematic representation of evaluation of the physical effect of the 

impulsive force on the cell. (a) FITC-dextran, or mini-ruby dextran was injected into 

chorion cavity of anesthetized embryos mounted in methylcellulose solution. (b) The 

laser pulse was focused near the cell at the surface of the embryo.  
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Figure 4-13 (a) Microphotograph of the introduction of the mini-ruby dextran into a 

single cell. (b) Microphotograph to indicate the division of the cell, which was 

introduced FITC dextran. Scale bars are 250 mm (a) and 100 mm (b). 

 

 

１）25-26 hps 胚 

パルスエネルギーが 200 nJ/pulse の場合には、ほとんどの胚で細胞に顕著な

変化は観察されなかった。400 nJ/pulse では、約 70 %の胚で Mini-ruby dextran

が導入された細胞が観察され、約 20 %の胚で細胞が飛び散る様子が観察された。

800 nJ/pulse では、全ての胚において、集光点近傍の細胞が周囲に飛び散った。 

 

２）30 hps 胚 

25-26 hps 同様、200 nJ/pulse の場合には、ほとんどの胚で細胞に顕著な変化

は観察されなかった。400 nJ/pulse では、Mini-ruby dextran が導入された細胞

が観察されたが、その割合は 35 %程度であり、25-26 hps 胚の半分程度であっ

た。細胞の飛散は、同程度の割合で観察された（約 20 %）。800 nJ/pulse では、

細胞の飛散が観察された割合が 10 %未満であり、25-26 hps 胚に比べて大きく

低下した。その代りに、25-26 hps 胚では観察されなかった Mini-ruby dextran

が導入された細胞が 50 %程度の割合で観察された。 

 

(b)(a)
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Figure 4-14 Pulse energy dependence of the event observed in the cell after the laser 

irradiation. 

 

 

４－５－２ レーザー誘起衝撃力の付加が生細胞に及ぼす効果とその応用 

デキストランは、10,000 Da の巨大な分子であり、細胞内輸送により細胞内に

取り込まれる可能性は極めて低いと考えられ、細胞近傍へのレーザーの集光照

射により細胞内へのデキストランの導入が引き起こされたといえる。ここで、

レーザーは胚表層の近傍に集光照射したことから、レーザーが細胞に直接照射

された可能性は低いと考えられ、デキストランの導入にはレーザー誘起衝撃力

が大きく寄与したと考えられる。デキストラン導入のメカニズムとして次の２

つが推測される。① 力学的作用（=衝撃力）により細胞膜に微細な物理的損傷

が生じ、その間隙からデキストランが入り込んだ、② 衝撃力によって集光点か

らその周囲に向かって加速されたデキストランが細胞膜に衝突し、細胞膜を破

って細胞内部へ入り込んだ。①、②のいずれか、あるいは両方によりデキスト

ランが細胞内・核内に導入されたと考えられる。 

また、細胞が飛び散った場合でも、細胞が潰れた様子は観察されず、飛散後

も細胞分裂が観察された。よって、細胞の飛散は、レーザー誘起衝撃力により

細胞が潰されて組織から抜け出たのではなく、レーザー誘起衝撃力により細胞

が生きたまま解離した結果であると考えられる。細胞の解離にはデキストラン

の導入よりも高いパルスエネルギーが必要であったが、デキストランが導入さ

れた細胞（飛散した細胞も含む）でも、その後、細胞分裂する様子が観察され

たことから、胚中の細胞近傍にフェムト秒レーザーを集光照射してレーザー誘

起衝撃力を付加しても細胞の生命活動に支障をきたさないことが示唆された。 

細胞の飛散は、受精後の時間が経過するほど起こりにくくなる傾向が見られ

た。一般に、発生が進むにつれて細胞間の接着は強固になっていくと考えられ

(a) (b)
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ており、30 hps 胚における細胞飛散の割合の低下は、細胞間の接着力の増加に

よりもたらされたと考えられる。これは、接着力が増大すれば細胞の解離に要

するレーザー誘起衝撃力も増加させる必要があることを示しており、レーザー

誘起衝撃力により実際の細胞間の接着力の定量化が可能であり、それを動物胚

にも適用できることが示唆された。 

本実験では、レーザー誘起衝撃力によりゼブラフィッシュ胚だけではなく、

鶏胚、マウス胚、サメ胚にも細胞外物質が１細胞レベルで細胞内に導入された。

これは、本研究の主旨とは異なるが、レーザー誘起衝撃力による細胞外物質の

導入技術とみなすことができる。 

生物学において、細胞外物質の導入にはエレクトロポレーション

（Electroporation）と呼ばれる手法が良く用いられる。この手法では、細い金

属針を動物胚に近づけ、電場を印可することで細胞外物質を導入するが、1 細胞

レベルの精度で導入を行うことは困難であった。近年では、高い繰り返し周波

数（50 MHz）で低エネルギー（＜1 nJ/pulse）のフェムト秒レーザーを培養細

胞に集光照射することで細胞外物質を特定の細胞に導入するフォトポレーショ

ン（Photoporation）と呼ばれる方法も活用されている[8-10]。この手法を用い

れば、選択的に特定細胞に細胞外物質を導入できるものの、動物初期胚のよう

な、厚くて透明度の低い試料においては導入が難しかった。 

本実験の結果は、レーザー誘起衝撃力を用いれば遺伝物質などを動物胚中の

任意の１細胞に導入し、その機能を時間・空間的に制御できる可能性を示唆し

ており、発生や再生についての理解を促進する技術になり得ると期待される。

また、接着力の定量化と組み合わせることで、生命現象と接着の力学機構を直

接関連付けることも可能になると考えられ、今後の開発が期待される。 

 

 

４－６ まとめ 

本章では、レーザー誘起衝撃力及びキャビテーションバブル最大径のパルス

エネルギー依存性を明らかにした。両者は良く一致し、AFM 探針の振動周期（6.5 

ms）とキャビテーションバブルが最大径に到達するまでの時間（4－8 ms）が同

程度であったことから、AFM 探針が受ける衝撃力へのキャビテーションバブル

の寄与が高いことが示された。さらに、AFM 探針にキャビテーションバブルが

接触しない場合でも定量化に支障のない振動挙動が確認されたこと、バブルの

生成と崩壊に伴って応力波が伝搬することが報告されていることから、AFM 探

針が受ける衝撃力はキャビテーションバブルの発生に伴って生じる応力波によ

り支配されていることが示唆された。 

想定された細胞間接着の定量化手法の妥当性を確認した。この手法では、接
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着を解離させるミニマムな衝撃力を見積もるまでに、標的に対して衝撃力が数

回付加されることになる。この積算の効果を細胞よりも個体差が小さいと考え

られる疑似細胞を用いて評価した。その結果、本手法では、接着の解離におけ

る衝撃力の積算の効果が無視できる程度であったことが実験的に示され、細胞

間接着の定量化手法の妥当性が示唆された。 

AFM を利用した定量化手法の細胞間接着の定量化への応用の妥当性を調べ

た。接着の定量化に適用する手法を用いて、基板から疑似細胞を解離させ、そ

の時の疑似細胞－レーザー集光点間距離のパルスエネルギー依存性を調べ、キ

ャビテーションバブル最大径と比較した。その結果、どのパルスエネルギーに

おいても、疑似細胞の解離はキャビテーションバブルが疑似細胞に接触しない

距離で起こったことが明らかになった。これにより、疑似細胞が受ける衝撃力

もキャビテーションバブルに起因する応力波により支配されていることが示唆

され、細胞間接着の定量化に AFM による衝撃力の定量化手法を応用することの

妥当性が示された。 

レーザー誘起衝撃力の付加が細胞に与える効果を調べた。ゼブラフィッシュ

胚の周囲を蛍光分子で満たした。レーザー集光後、細胞膜が損傷した場合、そ

の蛍光分子が細胞内に入り込むと考えた。胚の表層近傍にレーザーを集光照射

し、その直後の細胞の様子を観察した。その結果は、顕著な変化がない場合、

集光点近傍の細胞に蛍光分子が導入された場合、集光点近傍の細胞が飛び散っ

た場合の３つに分類できた。レーザー集光後、蛍光分子が導入された細胞と飛

散した細胞は、分裂して増殖し、死に至ることはなかった。このことから、レ

ーザー誘起衝撃力を胚中の細胞に付加しても、その生命活動に支障が出ないこ

とが示唆された。また、同じパルスエネルギーのレーザーを集光照射した場合

でも細胞は受精後の経過時間が長くなるほど飛散しにくくなる傾向が示された。

一般に、受精後の時間が経過するほど接着は強固になると考えられており、上

述の傾向は接着の強固さの増大によりもたらされたといえる。同時に、接着が

強固になった場合には、解離に要する衝撃力を増加させる必要を示しており、

解離に要した衝撃力により細胞間接着を定量化できることが強く示唆された。 
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第５章  レーザー誘起衝撃力による神経－マスト細胞間の接着の定量化 

 

 生物学におけるレーザー誘起衝撃力の有用性・新規性を示すためには、組織

構築に基づく細胞間接着力の空間依存性や生理作用の時間的変化に伴って細胞

間接着力がどのように変化するかを明らかにすることが重要となる。 

 本章では、接着力評価のモデル系に神経－マスト細胞共生培養系を用い、接

着を介した神経とマスト細胞間の生理作用が変動すると予測される時間オーダ

ーで神経とマスト細胞間の接着力を調べ、その時間変化を明らかにすることを

試みた。まずは、神経とマスト細胞の相互作用について概説し、接着力の時間

変化を調べる意義を述べた。そのうえで、神経とマスト細胞の接着を定量化す

る手法について示し、その手法により両者間の接着力の時間推移を調べた結果

について述べた。 

 

 

５－１ 神経とマスト細胞の相互作用 

マスト細胞は免疫に関与する細胞であり、呼吸器や消化管の粘膜、真皮、硬

膜、大脳などの様々な組織で神経突起の近傍に存在する[1-9]。マスト細胞の神

経突起への接着は神経原性炎症（過敏性腸炎、喘息、脱毛症など）の発症時に

観察され、接着を介した両者の相互作用が病態形成に寄与すると考えられてい

る[10-12]。生体内でマスト細胞が神経突起に接着した時の解剖学的な位置関係

を再現した系が神経－マスト共生培養系である。この系を用いた研究により、

両者が接着を介して相互に情報伝達することが示されており（Fig. 5-1）[13-15]、

情報伝達の強度と病状の強弱との間に相関性があると考えられている。 

神経とマスト細胞間の情報伝達は、神経を薬剤により刺激し、その後の神経

とマスト細胞の細胞内カルシウム濃度の時間変化を蛍光カルシウム指示薬によ

りモニターすることで評価されている[16]。しかし、細胞内のカルシウム濃度変

化は細胞試料間の個体差が大きく、神経とマスト細胞間の情報伝達の有無を評

価することはできるものの、濃度変化に基づいて情報伝達の強度を定量的に評

価し、細胞対ごとのばらつきを体系的に調べることは極めて難しい。 

Fig. 5-1 に示したように、神経とマスト細胞間の情報伝達は化学メディエータ

ーなどが担っているため、その強度は化学メディエーターなどの濃度や拡散、

それらのレセプターの密度などにより議論されると考えられる。一方で、経験

的知見ではあるが、「共生培養時間が長いほど情報伝達が起こりやすくなる」、

「接着が強固になる」ともいわれており、時間経過と共に接着による神経とマ

スト細胞間の空間の局在化、接着分子の周囲へのレセプターの集積が進むとい

った効果が生じ、情報伝達が促進されると推測される。両者の接着力は接着が
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情報伝達にもたらす効果の指標になると考えられ、接着力を指標として情報伝

達の強度を定量的に評価することができるようになると考えられる。 

加えて、神経とマスト細胞間の接着分子は同定されており、Cell Adhesion 

Molecule-1 (CADM1)と名付けられている[17]。CADM1 は遺伝子的に操作する

ことが可能であり、蛍光標識することで細胞内挙動を調べることができる。よ

って、接着力を定量化し、接着分子の細胞内挙動と照らし合わせることで 

接着の力学機構と分子的機構を統合的に捉え、その分子機構に基づいて情報伝

達を定量的に捉えることができるようになると考えられる。 

そこで、神経とマスト細胞の接着力を定量化し、接着を介した神経とマスト

細胞間の生理作用（情報伝達）が変動すると予測される時間オーダーで神経と

マスト細胞間の接着力の時間変化を調べ、本手法の生命科学における有用性と

新規性を示した。 

 
Figure 5-1 Communication between the neurite and the mast cell. 

 

 

５－２ 神経—マスト細胞間の接着力の定量化 

マウス骨髄由来培養マスト細胞（BMMC）を神経と７時間共生培養し、神経

－共生培養系を作製した。10 倍の対物レンズ（NA=0.25）を用いてフェムト秒

レーザー（700 nJ/pulse）を培地中に集光照射し、４章の第２節で述べた方法に

より、神経突起に接着したマスト細胞を解離させた（Fig. 5-2）。マスト細胞が

解離した時のレーザー集光点とマスト細胞間の距離 X（Fig. 5-2 及び Fig. 5-3）

を測定し、レーザー集光点とマスト細胞の位置関係に基づいて作成した幾何学

モデル（Fig. 5-3）を用い、解離時にマスト細胞に付加された衝撃力を計算した。

計算には、以下に示した Eq. (7)を用いた。尚、神経突起に接着したマスト細胞

Mast 
cell Neurite

Histamine, Tryptase

Substance P

Mast cell

Neurite

Adhesion 
molecule
(CADM1)

Histamine, Tryptase

Substance P
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の SEM 画像（Fig. 5-4）[13]から、マスト細胞は神経突起にのみ接着し、培養

基板には接着していないとみなした。 

 

 

 

 

 

 

Figure 5-3 Geometric model constructed on the basis of spatial relationship between the 

laser focal point Of and the mast cell. 

20 µm
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Figure 5-2 Experimental procedure to estimate the minimum impulsive force to detach 

the adhesion between the mast cell and the neurite. 
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レーザー集光点で発生した衝撃力 F0が波束として球状に伝搬してマスト細胞

に衝突すると、マスト細胞に付加された衝撃力は、Fig. 5-3 中のベクトルで示し

たように、Ofから OMastに向かって進む。この進行方向に対して垂直な方向にか

かる衝撃力は、マスト細胞の対称性のために打ち消しあう。従って、マスト細

胞に付加された衝撃力は Eq. (1)で表される。 

 

𝑓 = 𝐹0 ∙
∫ 2𝜋𝑟𝐷

′𝑟𝐷
0 cos𝜃′𝑑𝑟𝐷

′

4𝜋𝑅2
 

 

ここで、r’Dは 

 

𝑟𝐷
′ = 2𝑅sin

𝜃′

2
 

 

さらに、 

 

𝑟𝐷 = 2𝑅sin
𝜃

2
 

 

Eq. (2), (3)より 

 

𝑓 =
𝐹0

4
∙ sin2𝜃 

 

Mast cell

1 mm

0.1 mm

Figure 5-4 SEM image of the mast cell 

adhering to neutite of superior cervical 

ganglion neuron. 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 
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さらに、 

sin𝜃 =
𝑟

𝑅
 

 

𝑅2 = 𝑋2 + 𝑍2 

 

これを考慮に入れると、衝撃力は Eq. (7)で表せる（以上、[7]を参考にした）。 

 

𝑓 = 𝐹0
𝑟2

4(𝑋2+𝑍2)
 

 

AFM を利用した実験により、本実験で用いた衝撃力 F0は 300×10-12 Ns と定

量化され、マスト細胞の半径は 5 mm であった。また、90 分間の測定で約 150

個のマスト細胞の接着力を調べることができた。Eq.(7)により求めた接着力は、

ヒストグラムとしてまとめた（Fig. 5-5）。細胞毎にばらつきはあったものの、

神経－マスト細胞間の接着力は 0.4－2×10-12 Ns であった。 

序論で述べた、Single cell force spectroscopy により「力」として定量化され

た接着力がナノニュートン [nN]であり、その時の AFM 探針の引き上げ速度が

ミリ秒 [ms]である[18]ことを考慮すると、力積としては[nN] ×[ms]= [10-12 Ns]

のオーダーとなる。これは、本手法により定量化した神経－マスト細胞の接着

力は同程度のオーダーであり、本手法による細胞間接着の定量化が妥当に行わ

れたことを示唆する。また、90 分間で 150 個の細胞の接着力を個別に定量化で

きたことから、神経とマスト細胞の情報伝達の強度が変化すると予測される数

時間単位の時間スケールで両者の接着力を追跡できることが示された。また、

90 分間で 150 個の細胞の接着力を個別に定量化する手法は他には無く、接着力

を分布として調べることのできる唯一の手法といえる。 
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Figure 5-5 Representative results of the 

quantification of the adhesion force 

between the neurite and the mast cell. 
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５－３ 神経—マスト細胞間の接着力の時間変化 

   

５－３－１ 神経－マスト細胞間の接着力の分布の時間推移 

300×10-12 Ns のレーザー誘起衝撃力（10 倍対物レンズ（NA=0.25） , 

700nJ/pulse）を用いて、神経—マスト細胞間の接着力の共生培養時間依存性を

調べた。複数の共生培養系を準備し、共生培養 7－30 時間の間で 3 時間おきに

接着力を測定した。測定時間は 90 分とし、この間に約 150 個の細胞の接着力を

測定した。比較参照の為に、接着分子 CADM1 が存在しないマスト細胞

（CADM1-KO）と神経の間の接着力も調べた。それぞれの結果を Fig. 5-6

（CADM1-KO）と Fig. 5-7（BMMC）に示す。 

 

１）神経と CADM1 ノックアウトマスト細胞（CADM1-KO）の間の接着力 

接着力の分布はガウス関数で良くフィッティングされた。共生培養時間が 24

時間程度までは接着力はほぼ一定の値を示し、28 時間近傍で緩やかに増加した

ものの顕著な時間推移は観測されなかった。また、共生培養 28 時間前後から、

突起様の構造が伸展しているマスト細胞が散見されるようになり、基板に接着

しているような遊離のマスト細胞が観察された。 

 

 

Figure 5-6 Distribution of the adhesion force between the CADM1-KO mast cell and 

the neurite of neuro2a cell. Time described in top of the graph means time to culture the 

mast cell and neuro2a cells together (time of co-culture). The red lines in the graphs are 

the fitted results by Gaussian function. 
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２）神経と骨髄由来培養マスト細胞（BMMC）間の接着力 

どの時間においても、CADM1－KO よりも接着力が強い細胞が多かった。共

生培養時間が 7～14 時間程度までの接着力の分布は指数関数で良くフィッティ

ングされ、その時定数は時間経過と共に増加した。16.5 時間以降はガウス関数

でフィッティングされる分布を示し、その分散と中央値は時間が経過しても顕

著な変化は示さなかった。尚、CADM1-KO で観察された細胞形状の変化や遊離

のマスト細胞の基板への接着は観察されなかった。 

 

 

Figure 5-7 Distribution of the adhesion force between the BMMC and the neurite. The 

red lines show the fitted results. The distributions from co-culture of 7 hrs to 14.5hrs 

were fitted by exponential function. The distributions after co-culture of 16.5 hrs were 

fitted by Gaussian function.   
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５－３－２ 接着形成のメカニズムについての考察 

一般に、細胞間の接着は接着分子の寄与により形成されると考えられており、

CADM1-KOの接着力がBMMCよりも低くかったことは妥当な測定結果である

といえる。接着分子が存在しない CADM1－KO と神経間の接着は、細胞膜間の

アンカー効果や静電相互作用などによる非特異吸着により形成されたと推測さ

れる。ブラウン運動している CADM1-KO と神経の非特異吸着は、両者がある

距離にある時間安定して存在できた時に偶然形成されると考えられる。よって、

最も安定しやすい両者間の距離に相当する接着力が分布のピークとして現れた

と考えられる。ここで、非特異吸着の形成は確率に支配されていると考えると、

ピークを示す接着力からの接着力が増加する速度と減少する速度は等価である

と考えられ、接着力はガウス分布を示し、その分布は時間的に大きく推移しな

いと考えられる。CADM1-KO の時間変化はこの仮説と符合しており、仮説の妥

当性を示唆すると共にレーザー誘起衝撃力による測定の妥当性を示唆すると考

えられる。 

 接着分子が発現している場合でも、接着力の増加速度と減少速度は平衡した

状態にあると考えられる。BMMC では、共生培養 7－14 時間程度までは指数分

布を示したことから、接着力の増加速度が接着力の減少速度を上回る状態にあ

り、且つ、その増加速度が一定であったと考えられる。接着力を規定する主な

要素に、接着面積、単位面積あたりの接着分子数、接着分子の親和性が挙げら

れる。ここで、接触面積にある一定の割合で接着を形成する箇所が生じ（接着

サイト）、接着分子の密度が同程度であったとすると、BMMC と神経の接触面

積がある一定の速度で広がっていけば、接着サイトも一定の割合で増加すると

考えられる。その結果、接着力がある一定の割合で増加することになり、上述

の指数分布が説明できる。実際には、CADM1 はターンオーバーの為、その密

度に増減が生じていたと推測されるが、接触面積の拡大の方が高次の要因であ

ると考えられ、その密度は同程度とみなすことができると考えられる。 

 共生培養 16 時間以降では、この接触面積の拡大が止まり、一定の面積が保た

れた結果であると考えられる。この接触面積が飽和した状態においては、

CADM1 のターンオーバーによる密度の増減が接着力の増減に直接的な効果を

及ぼすと考えられ、そのヒストグラムが時間毎に少しずつ異なったと考えられ

る。しかし、分布の分散、中央値に顕著な変化はみられなかったことから、両

者の接着は共生培養 16 時間で成熟した状態に至ったと考えられる。 

 これらは、接着形成の初期には接触面積の拡大によりダイナミックに接着力

を増加させて構造上の安定性を確保した後、CADM1 の増減により接着力と生

理活性（情報伝達効率）が制御されるものと推察される。 
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Figure 5-8 Possible mechanism of formation of the adhesion 

 

 

これまで、系内における接着力の分布の時間推移を定量的に報告した例はな

く、非常に新規性の高い結果であるといえる。現在、予備的知見ではあるが、

免疫染色により神経とマスト細胞の接触面に接着分子 CADM1 が集積している

ことを確認している。さらに、細胞膜を併せて免疫染色（CADM1 との二重染

色）することで、両者の接触面、接触面に集積する接着分子を蛍光観察できる

と考えられる。この方法を用いることで接着サイトの時間変化を定量的に評価
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し、接着力の時間変化と比較することで、接着力の変化を接着分子の挙動に基

づいて考察できるようになると考えられる。これを各アイソフォームに対して

も行うことで、定量化した接着力が接着面積、接着分子の密度、接着分子の会

合状態の変化のどの要因に支配され、支配要因がどのように変化していくのか

を時間軸に沿って明らかにできるようになると考えられ、生命現象における接

着の意義が議論されるようになると期待される。 

 

 

 

５－４ まとめ 

 本章では、接着の定量化のモデル系に神経－マスト細胞共生培養系を用い、

その接着力を評価した。その結果、3 時間共生培養を行った時の神経とマスト細

胞間の接着力は 0.11×10-12 Ns程度であった。接着における力積の意味を考察し、

その考察に基づいて定量値の妥当性を確認した。接着の解離に要する力積の最

小値が保存されるとすると、定量値は Single cell force spectroscopy により評価

された接着力と同程度のオーダーであることが示された。 

さらに、神経－マスト細胞の接着力の時間変化を見出すことに成功した。そ

の結果、共生培養 7～14 時間ではダイナミックな接着力の変化が観測され、そ

の要因は神経とマスト細胞の接触面積の拡大によりもたらされていることが示

唆された。共生培養 16 時間以降では、接触面積の拡大は止まり、接着分子の密

度の増減により接着力が変化したことが推察された。これまで接着力の分布の

時間推移を明らかにした報告例はなく、新規な結果であり、生物学的手法と併

せた詳細な研究により接着の分子的機構や接着力と生理活性との相関の解明が

期待される。 
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第６章  総括と展望 

 

６－１ 総括 

本研究では、集光フェムト秒レーザーが水溶液中で誘起する衝撃力を細胞間

接着の定量化に応用すべく、衝撃力の定量手法の開発や評価研究を行った。そ

の結果、神経－マスト細胞間の接着力を 1 細胞レベルで非侵襲に測定すること

に成功した。また、この測定を短時間に多数の試料に対して行うことで、神経

とマスト細胞間の接着力の系内における分布の時間変化を初めて定量的に示し、

接着形成のメカニズムを考察した。以下、本研究を総括し、細胞間接着及び衝

撃力応用の今後の展望について述べる。 

 

第１章では、現状の研究に基づき既存の細胞間の接着の定量手法の課題つい

て考察し、フェムト秒レーザー誘起衝撃力の有用性を指摘した。そのうえで、

本研究の目的と意義について述べた。 

 

第２章では、本研究に用いたフェムト秒レーザーシステム、顕微レーザーシ

ステム、原子間力顕微鏡（AFM）、局所応力計測システム、細胞試料の調製方法

について述べた。 

 

第３章では、AFM 探針に生じた振動の解析結果からレーザー集光点で発生し

た衝撃力（F0）を定量化する手法を示し、そのパルスエネルギー依存性に基づ

いて衝撃力の制御性を考察した。レーザーを AFM 探針近傍に集光照射した直後、

AFM 探針は過渡的に振動した。この振動は衝撃力により誘導された振動であり、

衝撃力は AFM 探針の先端部分にのみ付加されることが計算的に示され、振動の

解析に質点モデルを適用することができた。AFM 探針振動を過渡減衰振動とし

て近似的に解析し、AFM 探針に付加された衝撃力（FAFM）を AFM 探針のバネ

定数に基づいて見積もった。FAFMは、Z 方向集光位置に対する依存性を示した。

レーザー集光点と AFM 探針の位置関係を幾何学モデル化し、F0 のみを比例係

数として変化させることでこの集光位置依存性を再現することに成功した。衝

撃力の制御精度は細胞間の接着力の uncertainty と同程度あるいはそれよりも

小さく、衝撃力により細胞間接着を定量化可能であることが示唆された。 

 

第４章では、AFM 探針が受ける衝撃力を支配する現象を調べた。次に、想定

された細胞間接着の定量化の実験手法の妥当性を検証し、細胞が受ける衝撃力

の実体を調べた。さらに、ゼブラフィッシュ胚表層の細胞に衝撃力を付加し、

その後の細胞の様子を観察して衝撃力が生細胞に及ぼす影響を考察した。 
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AFM 探針が受ける衝撃力はキャビテーションバブルの生成に伴って生じる

応力波に支配されていることを明らかにし、そのフォースローディングタイム

は 10 ms 未満と見積もられた。想定された接着の定量化実験手法では、標的細胞

に衝撃力が数回付加される。そこで、疑似細胞を用い、接着の解離における衝

撃力の積算の効果を調べた。その結果、衝撃力の積算の効果は無視できる程度

であり、実験手法が妥当でることが示唆された。この実験手法により疑似細胞

間の接着を解離させた結果、疑似細胞はキャビテーションバブルの生成に伴っ

て生じる応力波により解離したことが示された。これは、疑似細胞が受ける衝

撃力もキャビテーションバブルによる応力波に支配されていることを意味し、

３章の手法を細胞間接着の定量化に応用することの妥当性が示された。 

ゼブラフィッシュ胚の表層近傍にレーザーを集光した結果、衝撃力によって

集光点近傍の細胞が飛び散った。衝撃力の付加により細胞膜に損傷が生じたこ

とが推測されたが、細胞の活動には支障のない程度であることが示された。ま

た、細胞間接着が強固になると、その解離にはより強い衝撃力を付加する必要

があった。これは解離に要した衝撃力が接着の強度を反映することを意味し、

解離に要した衝撃力を求めることで接着を定量化できることが示された。 

 

第５章では、衝撃力により細胞間接着の相違を検出できることを示した。そ

の上で、神経－マスト細胞の接着を定量化し、その値が 0.11×10-12 Ns であるこ

とを見出した。この定量値は、Single cell force spectroscopy による接着力評価

と同程度のオーダーであることが示唆され、定量値の妥当性が示唆された。こ

の定量化手法により、神経－マスト細胞間の接着力の時間推移を調べ、時間推

移を定量的に明らかにすることに初めて成功した。この時間推移から接着形成

の機構が推察された。今後、生物学的手法による評価を行うことで、接着の分

子的機構や接着力と生理活性の相関について明らかにしていくことが期待され

る。 

 

 

６－２ 展望 

 

レーザー誘起衝撃力は、近赤外のフェムト秒レーザーパルス光が届けば、動

物胚から細胞培養系内の１細胞、植物組織や植物細胞とその細胞内小器官など

様々な階層の試料に対して非接触な細胞操作・計測を行うことが可能であり、

異なる階層の生物試料を同じ基準で評価することができると考えられる。本手

法の特徴として、計測時間が非常に短いことも挙げられ、本研究で示した数時

間単位での接着力の推移だけでなく、短い時間で起こる接着力の変化の追跡も
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できると考えられる。例えば、細胞を刺激し、活性化させた直後の接着力を測

定することで、生理活性が接着力に及ぼす効果を直接調べられると考えている。

他にも、レーザー誘起衝撃力を付加した時の細胞内カルシウム濃度の変化をモ

ニターすることで、細胞の力学応答を調べる方法としても応用できると考えら

れ、細胞機能の力学的側面からの理解に貢献するものと期待される。 

また、近年、形態形成や創傷治癒などにおける細胞の集団運動をシミュレー

ションにより解析する試みが多く行われている。非常に複雑な細胞の集団運動

の全容を実験のみで明らかにするのは難しく、シミュレーションによる逆解析

的なアプローチが重要であると考えられる。こうしたシミュレーションにレー

ザー誘起衝撃力により得た定量値を実験パラメーターとして組み込むことで、

より実態に即したシミュレーションを行うことが可能になると予測される。フ

ェムト秒レーザー誘起衝撃力を用いることで細胞培養系においても、動物胚中

の細胞においても同様に実験パラメーターを得ることができると考えられ、in 

vivo と in vitro の垣根を低くする効果も期待される。今後、こうした分野融合

的研究が促進され、新規な知見をもとに生命現象についての理解が進むことが

期待される。 
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補足 レーザー誘起衝撃力の定量化におけるレーザー集光点の分散の考慮 

 

対物レンズを通してフェムト秒レーザーを集光すると、自己収束効果や収差

により、集光点が Z 方向に伸びると考えられている（Fig.1）。ここで、レーザー

集光点の Z 方向の分布が、 

 

𝑓0(𝑧) =
𝐹0

𝑙√𝜋
exp⁡(−(𝑧 𝑙⁄ )2) 

 

で表せるとする。ここで、2l がレーザーの集光長に相当する。集光点で発生す

る衝撃力の強度分布もこの分布で近似できると仮定すると、（式＃）には（式＃

１）の分布が与えられ、AFM 探針に付加される衝撃力の総和はこの Z 方向の積

分として Eq. (2)で与えられる。 

 

∆𝑓𝑍
𝐺(𝑥, 𝑦, 𝑙) = 

−
𝐹0

4𝑙𝜋
3
2⁄
∫ exp⁡(−(𝑧 𝑙)⁄ 2)
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−∞

𝑍′0
3

{(𝑋′
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2}

3
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∙ 

∆𝑥

√(𝑋′
0 + 𝑥)2+𝑍′0

2

∙
∆𝑥

√𝑦2+𝑍′0
2

 

 

 

 

 

さらに、AFM 探針に付加される衝撃力の総和は、この面積分になるので、 

 

𝐹𝐴𝐹𝑀
𝐺 (𝑙) = ∬ 𝑓𝑧

𝐺
𝑆

(𝑥, 𝑦, 𝑙)𝑑𝑥𝑑𝑦 

 

として表すことができる。 

Eq. (3)を用いて、AFM 探針に付加される衝撃力の総和を集光長の関数として

計算した結果を Fig. 2 に示す。ここでは、l を 0 から 30 mm まで変化させた。

集光長（l）の増加に伴い、Z 集光位置を変えた時の衝撃力の変化が緩やかにな

り、最大値と最小値が低くなる傾向がみられた。 

本研究での実験条件では、2l は最大でも 30 mm 程度と見積もられており、l

の最大値は 15 mm 程度と考えられる。l=15 mm の時、衝撃力の総和の変化はレ
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ーザー集光点が点源である時の結果とほぼ一致しており、これらのカーブ間の

差は実際の実験操作に起因する誤差よりも小さいと考えられる。よって、第２

節で述べた方法により実験結果を解析するに当たり、レーザー集光点の伸長は

優先的に考慮すべき要素ではないといえる。 

 

 

Figure 1 Distribution of the focused laser in Z direction. 

 

 

 

Figure 2 Z position dependence of F0 calculated by Eq. (3) taking into consideration the 

distribution of the focused laser in Z direction.  
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