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Control of nonlinear processes of protein solution and biological
cells induced by focused femtosecond laser

MERES (EX)

MRERRE

#B)1 BZ—BB (HOSOKAWA YOUCHIROH)
REERMZRMAZRKE - MERRBEARE - FEEZER
HREES : 20448088

TR R OME (Fn30) : @BEDOERI 7 = b b L —F— UL R B AR EHCEN T 5 &
ZHFRIUT LY ZOEN R TREN KO EEAFLE S, HRESI Ry 7 —
U NTABRRET D, ARBIFE TR, T B ABHEE(A F M) 2 FH U 7882280 MESUE /)
RESEZRFE L, 7 =5 ML —P—2 ARRABHTEN LTc & SITRET HERIEE LUF
Y BT = a YTV ORRE - ZRFEREPFELN, Tha il eiiaNE B o L
HE - FHADTIECRIAT 28 LW RSB R ST,

MFIEA R OEE (F23C) : When an intense infrared-femtosecond-laser is focused into biological
materials, shockwave and cavitation bubble are generated at the laser focal point, in which an explosive
morphological change of water is induced by an effective multiphoton absorption. | developed a new
local force measurement system to estimate the impulsive force due to the shockwave and cavitation
bubble generated in biological materials and elucidated time and spatial evolution of these phenomena.
On the basis of this knowledge, new control and measurement methods of single cell or intracellular
protein were devised.
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	研究成果の概要（和文）：高強度の近赤外フェムト秒レーザーパルスを生体材料に集光すると、多光子吸収によりその集光点で爆発的な水の形態変化が誘起され、衝撃波およびキャビテーションバブルが発生する。本研究では、原子間力顕微鏡(ＡＦＭ)を利用した新規な微小領域圧力測定方法を開発し、フェムト秒レーザーを生体試料に集光したときに発生する衝撃波およびキャビテーションバブルの時間的・空間的発展が調べられ、それを細胞や細胞内蛋白質の新しい制御・計測方法に利用する新しい方法論が考案された。
	研究成果の概要（英文）：When an intense infrared-femtosecond-laser is focused into biological materials, shockwave and cavitation bubble are generated at the laser focal point, in which an explosive morphological change of water is induced by an effective multiphoton absorption. I developed a new local force measurement system to estimate the impulsive force due to the shockwave and cavitation bubble generated in biological materials and elucidated time and spatial evolution of these phenomena. On the basis of this knowledge, new control and measurement methods of single cell or intracellular protein were devised.
	交付決定額
	　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（金額単位：円）
	研究分野：工学
	科研費の分科・細目：応用物理学 基礎工学・応用光学 量子光工学
	キーワード：フェムト秒レーザー, 原子間力顕微鏡, 蛋白質, 細胞, 衝撃波
	１．研究開始当初の背景
	(1)高強度のパルスレーザー光を顕微鏡下で水溶液中に集光すると、集光点で爆発現象が引き起こされ、衝撃波と応力波が集光点から伝搬する。レーザー集光点近傍では、これらの波が衝撃力として細胞に作用する。特に光子を極限にまで時間的に集中させたフェムト秒レーザーを用いると、効率的な多光子吸収と励起状態吸収により、微弱なエネルギー(数10 nJ/pulse程度)で爆発現象を引き起こすことができ、顕微鏡下ではその爆発により影響を受ける領域を数10 m程度に制限することができる。
	(2)これまでに我々は近赤外フェムト秒レーザーを細胞培養液中に集光し、この衝撃力を細胞操作に利用している。この方法では、機械式の細胞マニピュレーターよりも遙かに高精度に細胞を操作でき、さらにはレーザーピンセットでは操作の難しい基板に接着した細胞を剥離することもできることをデモンストレーションしている。この衝撃力を細胞の操作方法としてのみでなく、細胞間の接着力や細胞内の蛋白質の力学的な影響を調べたりするための計測手段として利用するためには、衝撃力が細胞に及ぼす力学作用を明らかにすることが不可欠である。一般に溶液中の局所的な応力波の測定にはハイドロフォンが用いられるが、集光フェムト秒レーザーにより引き起こされる数10 mの局所領域に局在した微小な応力波を測定することは不可能であった。
	２．研究の目的
	(1)本研究では、この局在した集光フェムト秒レーザーが誘起する水の形態変化により発生する衝撃力を原子間力顕微鏡(AFM)により検出する新手法を開発した。この方法を駆使し、AFM探針の位置とレーザー集光点の空間配置依存性を調べ、圧力伝搬の様子を時空間的に明らかにすることを目的とした。
	(2)さらに、AFM探針の代わりに動物細胞を単層培養した基板を配置し、単一細胞間の接着力や細胞内蛋白質の力学応答を調べる新手法を開発した。
	３．研究の方法
	(1)図1に原子間力顕微鏡を用いた局所応力計測のための実験系を示す。再生増幅器付きチタンサファイアレーザー(Spectra physics, Hurricane: 120 fs, 20Hz)が倒立顕微鏡に導入されており、顕微鏡手前のコリメーターレンズにより、レーザーが顕微鏡の結像位置で集光されるように調整されている。顕微鏡手前にはゲートタイム50 msの機械式のシャッターが配置されており、これにより単発のレーザーパルスを切り出し、顕微鏡に導入されるようになっている。顕微鏡ステージ上には、スタンドアロン型のAFMヘッド(Pacific Nanotechinology, Nano-R)が配置されており、AFM探針がフェムト秒レーザー集光位置近傍にくるように調整されている。フェムト秒レーザーの集光点で発生する衝撃力が付加されるとAFM探針がたわみ、四分割フォトダイオードへの検出レーザーの入射位置が変化する。四分割フォトダイオードの上部と下部の電位差が直接オシロスコープに出力されており、ＡＦＭ探針のたわみを電圧差の時間変化として検出することができる。この電位差と探針のたわみ量は、探針をピエゾ素子により基板に押しつけた時の探針の位置変化と四分割フォトダイオードの電位差の関係を調べることにより分かり、本実験条件では、15 mV/nmであった。
	(2)上記実験により、フェムト秒レーザー誘起応力波の強度を定量化した後、AFM探針の代わりに生体に存在する細胞配置を模した細胞培養系を配置した。その細胞培養系の細胞近傍もしくは直接細胞にフェムト秒レーザーを集光照射し、細胞間の接着力を引き剥がしたり、細胞活性を促したりした。これらのときに細胞に加えられた応力波の大きさをレーザーと細胞の幾何学配置を考慮したシミュレーションにより求めた。
	４．研究成果
	(1) 図２に本研究で開発したAFMを用いた局所応力計測システムにより検出したAFM探針の振動挙動の一例をしめす。AFM探針が、フェムト秒レーザー誘起応力波により大きくたわみ、その後にたわみが過渡減衰振動として緩和していく挙動を明確に観察することに成功した（図中灰線）。この様な微小領域に働く力を評価した例はこれまでになく、本研究により達成された世界初の成果である。
	ここでAFM探針に加えられる外力をF(t)とすると、探針の運動は、
	(1)
	で表すことができる。ここで、F、ω、α、kは、それぞれ外力、角速度、減衰係数、探針のバネ定数である。外力は衝撃力であり、F(t)がデルタ関数であると仮定すると、１式の解は、
	(2)
	となる。本実験で使用した探針のバネ定数は34 N/mであり、ω、α、kを変数として２式により実験結果を最小二乗フィッティングすることで、最初の振幅以外の振動を、ほぼ再現することができた（図中黒線）。このようにして、ＡＦＭ探針により発生した衝撃波の大きさを定量評価することができた。
	(2) 図3に、F、ω、αを変数として最小二乗フィッティングしたときの、それぞれの係数のＺ方向依存性を示す。FはＺ方向の集光位置の変化に従い、正の方向から負の方向に大きく変化するが、ω、αはほぼ一定であった。ωは探針の固有振動、αは溶媒の粘性に依存する係数であり、これらが集光位置に依存しないことは、本解析の妥当性を示す結果である。ここではレーザー集光点で爆発現象が誘起されてF0の力が発生し、その力がレーザー集光点(0, 0, Z0)から当方的（球状に）に、分散しない波束として伝搬すると仮定すると、応力波の力は、集光点からの距離Rの２乗に反比例して減衰すると考えることができ、AFM探針に加わる力は、
	(3)
	と表すことができる。ここで座標系をで回転させているのは、AFM探針の７度の傾きを考慮しているためである。３式を用いて、AFM探針が受ける力をシミュレーションした結果を図３に示す。Z方向にレーザー集光点が探針近いとき、探針の先端のみに力は加わるが、Ｘ方向成分の力が多く、探針を押すＺ方向成分の力は小さくなる。Z方向にレーザー集光点が探針から離れると、Ｚ方向成分の力の関与が増大し、約20 m離れた位置で力の総量最大となるが、それより離れると、力が探針全体に分散し、その総量も低下する。また、７度の探針の傾きのために、レーザーを探針の上方向（＋方向）に集光した時の方が、下方向（－方向）に集光したときよりも大きな力が探針に加わる。３式を用いて、実験結果をほぼ再現することができた。ここでF0のみを不定数として実験結果をフィッティングしており、この解析によりF0を応力波の空間伝搬を考慮して精度良く見積もることに成功した。
	(3) つぎに、ＡＦＭ探針の代わりに培養細胞を配置し、接着細胞間に衝撃力を付加し、細胞同士を乖離させる実験をおこなった。図４にその代表例を示す。ここで用いられた上皮細胞は、細胞接着分子であるカドヘリンにより互いに強固に接着していることが知られており、容易にその細胞同士を引き剥がすことはできない。興味深いことに、フェムト秒レーザーにより発生した極短時間の強い衝撃力は、細胞の弾性を無視し、岩を割れ目から裂くように、細胞同士を引き裂がし、結果として亀裂が観察された。この結果は、従来方法では細胞同士が強く結びつきすぎて評価が不可能であった細胞間接着に対しても、本手法が適用できる可能性を示すものである。
	(4)前述(1)のとおり、レーザー集光点で発生した衝撃力の大きさはAFMにより見積もられており、これを基に上皮細胞と細胞培養液の界面に付加される力を見積もった。その大きさと方向は図４右上中に示されるようになり、10-12 [Ns]程度と換算された。細胞への衝撃力の付加時間は、s程度であると考えられる。つまり図３の計算結果は、sの時間にN程度の力（ s × N = 10-12 [Ns] ）が付加されることにより、上皮細胞間の接着が乖離したことを意味している。
	(5)本実験は上皮細胞間の接着力評価に限定されるものではなく、顕微鏡下で観察できる様々な細胞培養系に適用できる。本研究では、血管内皮細胞に接着した白血球の接着力評価、神経細胞に接着したマスト細胞の接着力評価などにも成功し、あらゆる形態にある細胞間の接着を一律の基準で評価することに世界で初めて成功した。この成果は高く評価され、主たる成果は米国アカデミー紀要（Proceedings of the National Academy of Sciences of USA）に掲載され、朝日、読売、産経など６社以上の新聞に報道された。
	(6)さらに現在、この研究を発展させ、生体組織内の内部応力を定量評価するための新たな計測手法を確立していこうと考えている。生物の発生段階において、その形状形成の方向性はまず組織内の内部応力分布として反映される。AFM探針を生体組織にコンタクトさせて、そこに衝撃力を付加し、その後のAFM探針の振動挙動を解析することにより、従来になかった新しい生体組織の評価方法が確立できると考えられ、今後この方針でこの研究を発展させていきたいと考えている。
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