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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　細胞内構成要素のうち任意に選択した要素に含まれるＤＮＡの緩和時間の逆数と等しい

値の周波数を基本周波数とするバースト高周波電界を発生する電界発生手段

　を備えたことを特徴とする細胞刺激装置。

【請求項２】

　前記基本周波数は、１ＭＨｚ以上１ＧＨｚ以下である

　ことを特徴とする請求項１に記載の細胞刺激装置。

【請求項３】

　前記バースト高周波電界の電界強度と印加時間との積が所定の範囲内となるように、前

記バースト高周波電界の電界強度および印加時間がそれぞれ設定される

　ことを特徴とする請求項１に記載の細胞刺激装置。

【発明の詳細な説明】

【技術分野】

【０００１】

　本発明は、電界の作用により細胞内構成要素を刺激するための細胞刺激装置に関する。

【背景技術】

【０００２】

　従来より、矩形状のパルス電界により細胞膜に小孔を開け、その小孔から細胞内に遺伝

子を導入するエレクトロポレーションが知られている。このエレクトロポレーションは、
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導 電 性 の 細 胞 質 が 誘 電 性 の 細 胞 膜 で 覆 わ れ た 構 造 の 細 胞 と 、 一 対 の 平 行 平 板 電 極 と を 導 電

性 の 懸 濁 液 中 に 入 れ た 状 態 で 、 そ の 一 対 の 電 極 か ら 細 胞 お よ び 懸 濁 液 に パ ル ス 電 界 を 印 加

し て 細 胞 の 細 胞 膜 に 電 気 的 な 刺 激 を 与 え る も の で あ る 。 細 胞 膜 に 与 え ら れ る 電 気 的 な 刺 激

は 、 電 界 の 印 加 に よ っ て 懸 濁 液 中 を 流 れ る 電 流 が 細 胞 膜 の 表 面 に 電 荷 を 帯 電 さ せ 、 細 胞 膜

に 電 気 的 お よ び 機 械 的 な ス ト レ ス を 生 じ さ せ る こ と に よ り 起 こ る も の で あ り 、 そ の ス ト レ

ス に よ っ て 細 胞 膜 を 一 時 的 に 破 壊 し て 細 胞 膜 に 小 孔 を 形 成 す る 。 細 胞 膜 を 刺 激 す る た め に

印 加 さ れ る パ ル ス 電 界 は 、 一 般 に 、 パ ル ス 幅 が 数 十 μ ｓ 以 上 と 長 く 、 振 幅 が 数 十 Ｖ ｒ ｍ ｓ

程 度 と 低 い も の で あ る 。 そ れ は 、 細 胞 膜 を 電 気 的 に 刺 激 す る の に 要 す る 時 間 （ 緩 和 時 間 ）

が 数 十 μ ｓ 程 度 と 長 い か ら で あ り 、 こ の よ う に 長 時 間 に 渡 っ て 電 界 を 印 加 し て も 細 胞 が 死

な な い よ う に す る に は 振 幅 を 低 く 抑 え る 必 要 が あ る か ら で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ の よ う に 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン で は 、 パ ル ス 幅 が 数 十 μ ｓ 程 度 と 長 く 、 振 幅 が 数

Ｖ ｒ ｍ ｓ 程 度 と 低 い パ ル ス 電 界 が 長 ら く 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 近 年 、 緩 和 時 間 以 下 の

パ ル ス 幅 の パ ル ス 電 界 を 細 胞 に 加 え る と 、 細 胞 膜 を 通 し て 懸 濁 液 お よ び 細 胞 質 に 電 界 の 大

き さ に 応 じ た 電 流 が 流 れ る こ と が わ か っ て き た こ と か ら 、 そ の 応 用 研 究 が 活 発 に 行 わ れ て

い る 。 非 特 許 文 献 １ で は 、 そ れ を 利 用 し て 、 細 胞 膜 を 破 壊 し な い で 細 胞 内 の 構 成 要 素 、 例

え ば 核 膜 に 電 界 を 作 用 さ せ る 技 術 が 開 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｋ ． Ｈ ． Ｓ ｃ ｈ ｏ ｅ ｎ ｂ ａ ｃ ｈ ， ＂ Ｉ ｎ ｔ ｒ ａ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ｅ ｆ

ｆ ｅ ｃ ｔ 　 ｏ ｆ 　 ｕ ｌ ｔ ｒ ａ ｓ ｈ ｏ ｒ ｔ 　 ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｉ ｃ ａ ｌ 　 ｐ ｕ ｌ ｓ ｅ ｓ ＂ ， Ｂ ｉ

ｏ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｍ ａ ｇ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ， ｖ ｏ ｌ ． ２ ２ ， ｐ ｐ ． ４ ４ ０ － ４ ４ ６ ， ２ ０ ０ １

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 と こ ろ で 、 核 、 核 小 体 、 微 小 管 、 リ ボ ソ ー ム 、 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 、 リ ソ ソ ー ム 、 中 心 体

、 分 泌 顆 粒 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア な ど の 細 胞 内 構 成 要 素 は 、 構 造 や 構 成 分 子 の 互 い に 異 な

る 誘 電 性 物 質 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ （ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 ） お よ び Ｒ Ｎ Ａ （ リ ボ 核 酸 ） を 含 ん で い

る 。 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ は 、 そ の 構 造 や 構 成 分 子 に 応 じ た 固 有 の 緩 和 時 間 を 有 し て

お り 、 こ の 固 有 の 緩 和 時 間 の 大 き さ に 応 じ た 固 有 の 共 鳴 周 波 数 を 有 す る 。 一 方 、 パ ル ス 電

界 は パ ル ス 幅 の 逆 数 の 整 数 倍 を 節 と す る 多 峰 状 の 周 波 数 ス ペ ク ト ラ ム を 有 し て お り 、 入 力

電 力 の 一 部 が パ ル ス 幅 の 逆 数 と 等 し い 周 波 数 以 下 の 周 波 数 領 域 （ 裾 野 領 域 ） に 集 中 し て お

り 、 残 り は 高 周 波 側 に 広 範 囲 に 分 散 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ の た め 、 細 胞 膜 の 緩 和 時 間 以 下 の パ ル ス 幅 の パ ル ス 電 界 を 細 胞 に 加 え る と 、 入 力 電 力

の 一 部 は 共 鳴 周 波 数 が パ ル ス 幅 の 逆 数 よ り 小 さ い 誘 電 性 物 質 を 含 む 細 胞 内 構 成 要 素 を 刺 激

し 、 入 力 電 力 の 大 半 は 細 胞 内 構 成 要 素 を 刺 激 す る た め に 使 わ れ る こ と な く 消 費 さ れ る 。 し

た が っ て 、 上 記 し た 非 特 許 文 献 １ の 記 載 の よ う に 、 パ ル ス 電 界 の 印 加 時 間 を 制 御 し た と し

て も 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択 し た 要 素 を 選 択 的 に 刺 激 す る こ と は 極 め て 困 難 で

あ る 。 こ こ で の 「 刺 激 す る 」 と は 、 電 界 強 度 と 印 加 時 間 と の 積 の 大 き さ （ 刺 激 の 大 き さ ）

に 応 じ て 生 ず る 物 理 的 お よ び 化 学 的 な 作 用 を 指 し て お り 、 例 え ば 、 細 胞 内 構 成 要 素 に 含 ま

れ る 誘 電 性 物 質 を 物 理 的 に 断 片 化 す る こ と を 指 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ま た 、 パ ル ス 電 界 で は 、 パ ル ス 幅 を 狭 め る と 、 節 の 位 置 が 高 周 波 側 に 移 動 し て 周 波 数 ス

ペ ク ト ラ ム が 変 わ る 。 そ の た め 、 印 加 時 間 と 、 電 力 の 入 力 さ れ る 周 波 数 帯 域 と を 独 立 に 制

御 す る こ と が で き ず 、 そ の 結 果 、 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る こ と が 極 め

て 困 難 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し た が っ て 、 パ ル ス 電 界 を 細 胞 に 印 加 す る こ と に よ り 、 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 を 選 択 的

に 刺 激 す る と 共 に 、 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る こ と は 事 実 上 不 可 能 で あ

る と い う 問 題 が あ る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は か か る 問 題 点 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 目 的 お よ び 用 途 に 応

じ た 刺 激 を 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 に 選 択 的 に 印 加 す る こ と の 可 能 な 細 胞 刺 激 装 置 を 提 供 す

る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 細 胞 刺 激 装 置 は 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択 し た 要 素 に 含 ま れ る 誘 電 性

物 質 の 緩 和 時 間 の 逆 数 と 等 し い 値 の 周 波 数 を 基 本 周 波 数 と す る バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 発 生

す る 電 界 発 生 手 段 を 備 え る 。 「 バ ー ス ト 高 周 波 電 界 」 と は 、 所 定 の 時 間 の 間 、 切 れ 目 な く

周 期 的 に 発 生 す る 交 流 電 界 の こ と で あ る 。 こ の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 は 、 時 間 軸 に 関 し て 基

本 周 波 数 成 分 以 外 の 周 波 数 成 分 の ほ と ん ど な い 純 度 の 非 常 に 高 い 電 界 で あ り 、 入 力 電 力 の

多 く が 基 本 周 波 数 帯 域 に 集 中 し て い る と い う 特 徴 を 有 す る 。 「 細 胞 内 構 成 要 素 」 と は 、 例

え ば 、 核 、 核 小 体 、 微 小 管 、 リ ボ ソ ー ム 、 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 、 リ ソ ソ ー ム 、 中 心 体 、 分 泌

顆 粒 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア で あ り 、 「 細 胞 内 構 成 要 素 に 含 ま れ る 誘 電 性 物 質 」 と は 、 Ｄ Ｎ

Ａ で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 細 胞 刺 激 装 置 で は 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択 し た 要 素 に 含 ま れ る 誘 電

性 物 質 の 緩 和 時 間 の 逆 数 と 等 し い 値 の 周 波 数 を 基 本 周 波 数 と す る バ ー ス ト 高 周 波 電 界 が 電

界 発 生 手 段 か ら 発 生 し 、 細 胞 内 構 成 要 素 に 印 加 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 基 本 周 波 数 の 逆 数 と

等 し い 値 の 緩 和 時 間 の 誘 電 性 物 質 を 含 む 細 胞 内 構 成 要 素 が バ ー ス ト 高 周 波 電 界 か ら 選 択 的

に 刺 激 を 受 け る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 バ ー ス ト 高 周 波 電 界 は 、 サ イ ク ル 数 を 増 や す こ と で 印 加 時 間 を 増 や す こ と が 可 能

で あ る こ と か ら 、 基 本 周 波 数 と 印 加 時 間 と を 独 立 に 制 御 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、

細 胞 内 構 成 要 素 の 受 け る 刺 激 の 大 き さ を 任 意 に 設 定 す る こ と が で き る の で 、 目 的 お よ び 用

途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る こ と が で き る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 細 胞 刺 激 装 置 に よ れ ば 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択 し た 要 素 に 含 ま れ る

誘 電 性 物 質 の 緩 和 時 間 の 逆 数 と 等 し い 値 の 周 波 数 を 基 本 周 波 数 と す る バ ー ス ト 高 周 波 電 界

を 発 生 す る よ う に し た の で 、 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 を 選 択 的 に 刺 激 す る こ と が で き る 。 ま

た 、 目 的 お よ び 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る こ と も で き る 。 こ れ に よ り 、

目 的 お よ び 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 に 選 択 的 に 与 え る こ と が 可 能 に な る

。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 、 図 面 を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 図 １ は 、 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に 係 る 細 胞 刺 激 装 置 の 概 略 構 成 を 表 す も の で あ る 。 図 ２

は 、 こ の 細 胞 刺 激 装 置 か ら 刺 激 を 受 け る こ と と な る 細 胞 の 一 具 体 例 を 表 す も の で あ る 。 こ

の 細 胞 刺 激 装 置 は 、 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ と 、 こ の 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ に 接 続 さ れ た 一

対 の 平 行 平 板 状 の 電 極 １ １ ， １ ２ （ 電 界 発 生 手 段 ） と を 備 え る 。 こ れ ら 電 極 １ １ ， １ ２ は

容 器 １ ３ 内 に 格 納 さ れ て い る 。 容 器 １ ３ 内 に は 懸 濁 液 １ ５ が 満 た さ れ て お り 、 そ の 懸 濁 液

１ ５ に は 複 数 の 細 胞 １ ４ が 分 散 さ れ て い る 。 な お 、 個 々 の 細 胞 １ ４ が 懸 濁 液 １ ５ の 中 で 分

散 さ れ て い る こ と が 好 ま し い が 、 接 触 し 合 っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 個 々 の 細 胞 １ ４ は 、 例 え ば 、 核 ２ ０ 、 核 小 体 ２ １ 、 微 小 管 ２ ２ 、 リ ボ ソ ー ム ２ ３ 、 小 胞

体 ２ ４ 、 ゴ ル ジ 体 ２ ５ 、 リ ソ ソ ー ム ２ ６ 、 中 心 体 ２ ７ 、 分 泌 顆 粒 ２ ８ 、 ミ ト コ ン ド リ ア ２

９ な ど の 細 胞 内 構 成 要 素 を 含 む 。 核 小 体 ２ １ は 核 ２ ０ の 内 部 に あ り 、 一 方 、 微 小 管 ２ ２ 、
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リ ボ ソ ー ム ２ ３ 、 小 胞 体 ２ ４ 、 ゴ ル ジ 体 ２ ５ 、 リ ソ ソ ー ム ２ ６ 、 中 心 体 ２ ７ 、 分 泌 顆 粒 ２

８ お よ び ミ ト コ ン ド リ ア ２ ９ は 細 胞 質 内 に あ る 。 な お 、 細 胞 １ ４ は 、 動 物 細 胞 お よ び 植 物

細 胞 の い ず れ で も よ く 、 細 胞 壁 で 覆 わ れ て い て も 覆 わ れ て い な く て も よ い 。 ま た 何 ら か の

前 処 理 が な さ れ て い て も 、 な さ れ て い な く て も よ い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 こ れ ら 細 胞 内 構 成 要 素 は 、 誘 電 性 物 質 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ な ど の 高 分 子 鎖 状

の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ こ で 誘 電 性 物 質 は 、 そ の 構 造 や 構 成 分 子 に 応 じ た 固 有 の 緩 和 時 間

を 有 し 、 こ の 固 有 の 緩 和 時 間 の 大 き さ に 応 じ た 固 有 の 共 鳴 周 波 数 を 有 す る 。 個 々 の 誘 電 性

物 質 の 共 鳴 周 波 数 は 、 細 胞 １ ４ の 種 類 や 大 き さ な ど に よ っ て も 異 な る が 、 お お よ そ １ Ｍ Ｈ

ｚ 以 上 １ Ｇ Ｈ ｚ 以 下 の 範 囲 内 に 点 在 し て い る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ は 、 基 本 周 波 数 が お お よ そ １ Ｍ Ｈ ｚ 以 上 １ Ｇ Ｈ ｚ 以 下 の 範 囲 内 に

あ る 正 弦 波 信 号 を 所 定 の 時 間 の 間 、 切 れ 目 な く 周 期 的 に 生 成 す る こ と の 可 能 な 信 号 源 を 有

し て い る 。 こ の 正 弦 波 信 号 に は 、 高 調 波 や 、 低 調 波 、 非 高 調 波 、 残 留 Ｆ Ｍ 、 Ｓ Ｓ Ｂ 位 相 雑

音 な ど の 不 要 信 号 が 含 ま れ て い な い こ と が 好 ま し い が 、 こ れ ら 不 要 信 号 が 含 ま れ て い る 場

合 は 、 こ れ ら 不 要 信 号 に よ っ て 一 対 の 電 極 １ １ ， １ ２ か ら 生 じ る 電 界 の 強 度 が 、 誘 電 性 物

質 を 刺 激 す る こ と の な い 程 度 に 低 い こ と が 必 要 で あ る 。 こ の よ う に 、 正 弦 波 信 号 は 、 基 本

周 波 数 成 分 以 外 の 周 波 数 成 分 の ほ と ん ど な い 純 度 の 非 常 に 高 い 電 界 で あ り 、 入 力 電 力 の 多

く が 基 本 周 波 数 に 集 中 し て い る と い う 特 徴 を 有 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 こ こ で 「 刺 激 す る 」 と は 、 電 界 強 度 と 印 加 時 間 と の 積 の 大 き さ （ 刺 激 の 大 き さ ） に 応 じ

て 生 ず る 物 理 的 お よ び 化 学 的 な 作 用 を 指 し て お り 、 例 え ば 、 細 胞 内 構 成 要 素 に 含 ま れ る 誘

電 性 物 質 を 物 理 的 に 断 片 化 す る こ と を 指 し て い る 。 誘 電 性 物 質 を 刺 激 す る こ と の な い 程 度

の 電 界 強 度 は 電 界 の 印 加 時 間 に よ っ て 異 な り 、 印 加 時 間 が 短 け れ ば 電 界 強 度 が あ る 程 度 大

き く て も 誘 電 性 物 質 を 刺 激 す る こ と は な く 、 逆 に 、 印 加 時 間 が 長 く て も 電 界 強 度 が あ る 程

度 低 け れ ば 誘 電 性 物 質 を 刺 激 す る こ と は な い 。 た だ し 、 印 加 時 間 が 短 く て も 電 界 強 度 が あ

ま り に も 大 き い と 、 電 界 に よ っ て 細 胞 が 加 熱 さ れ 死 ん で し ま う 虞 が あ る 。 こ れ ら の こ と か

ら 、 刺 激 の 大 き さ は 、 あ る 一 定 の 範 囲 内 に あ る こ と が わ か る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 一 対 の 電 極 １ １ ， １ ２ は 、 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ か ら 生 成 さ れ た 正 弦 波 信 号 を バ ー ス ト

高 周 波 電 界 に 変 え て 細 胞 １ ４ お よ び 懸 濁 液 １ ５ に 印 加 す る よ う に な っ て い る 。 こ の バ ー ス

ト 高 周 波 電 界 は 、 一 対 の 電 極 １ １ ， １ ２ に お い て 正 弦 波 信 号 か ら 生 成 さ れ た も の で あ り 、

上 記 し た 正 弦 波 信 号 と 同 様 の 特 徴 を 有 す る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 こ こ で 電 極 １ １ ， １ ２ に 挟 ま れ た 懸 濁 液 １ ５ は 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ の 負 荷 で あ る こ と

か ら 、 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ の 出 力 イ ン ピ ー ダ ン ス Ｚ ｏ と 、 負 荷 イ ン ピ ー ダ ン ス Ｚ L  と を

イ ン ピ ー ダ ン ス 整 合 す る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 以 下 の 式 に 基 づ い て 、 電 極 １ １ ，

１ ２ の 間 隔 ｄ や 、 電 極 １ １ ， １ ２ が 互 い に 対 向 し 合 う 面 の 面 積 Ｓ が 設 定 さ れ る 。

　 Ｚ ｏ ＝ Ｚ L  ＝ ρ （ ｄ ／ Ｓ ） … （ １ ）

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 た だ し 、 電 極 １ １ ， １ ２ に 印 加 す る こ と の 可 能 な 電 圧 Ｖ の 範 囲 は 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０

の 仕 様 に よ っ て 制 限 さ れ て い る 。 そ の た め 、 細 胞 内 構 成 要 素 を 刺 激 す る こ と の 可 能 な 電 界

Ｅ が 電 圧 Ｖ の 印 加 に よ り 電 極 １ １ ， １ ２ の 間 に 生 じ る よ う に す る こ と が 必 要 で あ る 。 具 体

的 に は 、 以 下 の 式 に 基 づ い て 、 電 極 １ １ ， １ ２ の 間 隔 ｄ が 設 定 さ れ る 。

　 ｄ ＝ Ｖ ／ Ｅ … （ ２ ）

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 次 に 、 本 実 施 の 形 態 の 正 弦 波 信 号 の 特 徴 に つ い て 、 パ ル ス 信 号 の 特 徴 と 対 比 し て 説 明 す

る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 図 ３ （ Ａ ） は 本 実 施 の 形 態 の 正 弦 波 信 号 の 一 具 体 例 を 時 間 軸 領 域 で 表 す も の で あ り 、 図
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３ （ Ｂ ） は 図 ３ （ Ａ ） の 波 形 を 周 波 数 領 域 で 表 す も の で あ る 。 図 ４ （ Ａ ） は 、 比 較 例 と し

て 、 パ ル ス 信 号 の 一 具 体 例 を 時 間 領 域 で 表 す も の で あ り 、 図 ４ （ Ｂ ） は 図 ４ （ Ａ ） の 波 形

を 周 波 数 領 域 で 表 す も の で あ る 。 な お 、 図 ３ （ Ａ ） ， （ Ｂ ） は 、 基 本 周 波 数 が ５ ０ Ｍ Ｈ ｚ

、 印 加 時 間 が １ μ ｓ の 正 弦 波 信 号 の 様 子 を 、 図 ４ （ Ａ ） ， （ Ｂ ） は 、 パ ル ス 幅 が ６ ０ ｎ ｓ

、 立 ち 上 が り 時 間 お よ び 立 ち 下 が り 時 間 が 共 に ６ ｎ ｓ の パ ル ス 信 号 の 様 子 を そ れ ぞ れ 表 す

。 ま た 、 図 ３ （ Ａ ） ， 図 ４ （ Ａ ） の 縦 軸 は 時 間 領 域 で の 振 幅 電 圧 を 、 図 ３ （ Ｂ ） ， 図 ４ （

Ｂ ） の 縦 軸 は 各 周 波 数 成 分 の 振 幅 電 圧 の 実 効 値 を そ れ ぞ れ 表 す 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 パ ル ス 信 号 は 、 パ ル ス 幅 の 逆 数 の 整 数 倍 を 節 と す る 多 峰 状 の 周 波 数 ス ペ ク ト ラ ム を 有 し

て い る 。 ま た 、 パ ル ス 信 号 の 時 間 領 域 で の 振 幅 電 圧 を Ｖ ｆ ｄ １ （ ＝ １ ． １ Ｖ ） 、 パ ル ス 幅

の 逆 数 と 等 し い 周 波 数 以 下 の 周 波 数 領 域 （ 裾 野 領 域 ） で の 振 幅 電 圧 の 実 効 値 を Ｖ ｔ ｄ １ （

＝ ０ ． １ ０ ５ Ｖ ｒ ｍ ｓ ） と す る と 、 Ｖ ｔ ｄ １ に ２
0 . 5  

を 掛 け た 値 と 、 Ｖ ｆ ｄ １ と の 比 （ （

Ｖ ｔ ｄ １ ｘ ２
0 . 5  

） ／ Ｖ ｆ ｄ １ ） が お よ そ ０ ． １ ３ で あ る こ と か ら 、 入 力 電 力 の 一 部 が 裾

野 領 域 に 集 中 し て お り 、 残 り は 高 周 波 側 に 広 範 囲 に 分 散 し て い る こ と が わ か る 。 こ れ に よ

り 、 細 胞 膜 の 緩 和 時 間 以 下 の パ ル ス 幅 の パ ル ス 電 界 が 細 胞 に 加 え ら れ る と 、 共 鳴 周 波 数 が

パ ル ス 幅 の 逆 数 よ り 小 さ い 誘 電 性 物 質 を 含 む 各 種 の 細 胞 内 構 成 要 素 が 刺 激 さ れ る こ と と な

る 。 し た が っ て 、 パ ル ス 電 界 の 印 加 時 間 を 調 整 し た と し て も 、 所 定 の 細 胞 内 構 成 要 素 を 選

択 的 に 刺 激 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 、 パ ル ス 電 界 で は 、 パ ル ス 幅 を 狭 め る と 、 節 の 位 置 が 高 周 波 側 に 移 動 し て 周 波 数 ス

ペ ク ト ラ ム が 変 わ る 。 そ の た め 、 印 加 時 間 と 、 電 力 の 入 力 さ れ る 周 波 数 帯 域 と を 独 立 に 制

御 す る こ と が で き ず 、 そ の 結 果 、 目 的 お よ び 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る

こ と が 極 め て 困 難 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 一 方 、 本 実 施 の 形 態 の 正 弦 波 信 号 は 、 基 本 周 波 数 （ ５ ０ Ｍ Ｈ ｚ ） 成 分 以 外 の 周 波 数 成 分

の ほ と ん ど な い 純 度 の 非 常 に 高 い 信 号 で あ る 。 ま た 、 正 弦 波 信 号 の 時 間 領 域 で の 振 幅 電 圧

を Ｖ ｆ ｄ ２ （ ＝ １ ． ０ Ｖ ） 、 基 本 周 波 数 で の 振 幅 電 圧 の 実 効 値 を Ｖ ｔ ｄ ２ （ ＝ ０ ． ４ ０ Ｖ

ｒ ｍ ｓ ） と す る と 、 Ｖ ｔ ｄ ２ に ２
0 . 5  

を 掛 け た 値 と 、 Ｖ ｆ ｄ ２ と の 比 （ （ Ｖ ｔ ｄ ２ ｘ ２
0 .

5  
） ／ Ｖ ｆ ｄ ２ ） が お よ そ ０ ． ５ ６ で あ る こ と か ら 、 入 力 電 力 の ほ と ん ど は 基 本 周 波 数 領

域 に 集 中 し て い る こ と が わ か る 。 こ れ に よ り 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択 し た 要 素

に 含 ま れ る 誘 電 性 物 質 の 緩 和 時 間 の 逆 数 と 等 し い 値 の 周 波 数 を 基 本 周 波 数 と す る バ ー ス ト

高 周 波 電 界 が 一 対 の 平 行 平 板 状 の 電 極 １ １ ， １ ２ か ら 発 生 し 、 細 胞 内 構 成 要 素 に 印 加 さ れ

と 、 基 本 周 波 数 の 逆 数 と 等 し い 値 の 緩 和 時 間 の 誘 電 性 物 質 を 含 む 細 胞 内 構 成 要 素 が 選 択 的

に 刺 激 を 受 け る こ と と な る 。 し た が っ て 、 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 を 選 択 的 に 刺 激 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 な お 、 こ の よ う に 入 力 電 力 の ほ と ん ど が 基 本 周 波 数 領 域 に 集 中 し て い る こ と か ら 、 細 胞

内 構 成 要 素 を 刺 激 す る た め に 大 き な 電 力 の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 入 力 す る 必 要 は な い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 正 弦 波 信 号 は 、 サ イ ク ル 数 を 増 や す こ と で 印 加 時 間 を 増 や す こ と が 可 能 で あ る こ

と か ら 、 基 本 周 波 数 と 印 加 時 間 と を 独 立 に 制 御 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 細 胞 内 構

成 要 素 の 受 け る 刺 激 の 大 き さ を 任 意 に 設 定 す る こ と が で き る の で 、 目 的 お よ び 用 途 に 応 じ

た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に 与 え る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 こ の よ う に 、 本 実 施 の 形 態 の 細 胞 刺 激 装 置 に よ れ ば 、 細 胞 内 構 成 要 素 の う ち 任 意 に 選 択

し た 要 素 に 含 ま れ る 誘 電 性 物 質 の 緩 和 時 間 の 逆 数 と 等 し い 値 の 周 波 数 を 基 本 周 波 数 と す る

正 弦 波 信 号 （ バ ー ス ト 高 周 波 電 界 ） を 発 生 す る よ う に し た の で 、 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素 を

選 択 的 に 刺 激 す る こ と が で き る 。 ま た 、 目 的 お よ び 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 細 胞 内 構 成 要 素 に

与 え る こ と も で き る 。 こ れ に よ り 、 目 的 お よ び 用 途 に 応 じ た 刺 激 を 任 意 の 細 胞 内 構 成 要 素

に 選 択 的 に 与 え る こ と が 可 能 に な る 。
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［ 実 施 例 ］

【 ０ ０ ３ １ 】

　 次 に 、 上 記 実 施 の 形 態 に 係 る 実 施 例 に つ い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 実 施 例 で は 、 細 胞 内 構 成 要 素 の 経 過 を 観 察 す る こ と が で き る よ う に 、 容 器 １ ４ 上 部 に

共 焦 点 レ ー ザ 顕 微 鏡 （ 図 示 せ ず ） を 設 け る と 共 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ （ Chinese Hamster Ovary ： チ

ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 卵 巣 ) 細 胞 の う ち 特 定 の 細 胞 内 構 成 物 質 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ と 色 素

結 合 す る 蛍 光 色 素 と し て の ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ （ Ａ Ｏ ： Acridine Orange ） を 懸 濁 液 １ ５

に 混 入 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 ま た 、 懸 濁 液 １ ５ を 、 抵 抗 率 が １ ０ ０ Ω ｃ ｍ の 培 養 液 に よ り 構 成 し 、 平 行 平 板 状 の 電 極

１ １ ， １ ２ を 、 プ ラ チ ナ に よ り 構 成 し 、 表 面 積 が ０ ． ４ ｃ ｍ
2  
の 面 が ０ ． ２ ｍ ｍ の 間 隔 で

対 向 配 置 し た 。 容 器 １ ３ を 、 ア ク リ ル に よ り 構 成 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 正 弦 波 信 号 発 生 器 １ ０ を 、 基 本 周 波 数 が ５ ０ Ｍ Ｈ ｚ 、 ゼ ロ ・ ピ ー ク 振 幅 電 圧 が ２ ０ ０ Ｖ

、 印 加 時 間 が １ ０ ０ μ ｓ の 正 弦 波 信 号 が 発 生 す る よ う に 設 定 し た 。 こ れ に よ り 、 一 対 の 電

極 １ １ ， １ ２ か ら 細 胞 １ ４ お よ び 懸 濁 液 １ ５ に １ ｋ Ｖ ／ ｃ ｍ の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加

す る こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 図 ５ （ Ａ ） ， （ Ｂ ） は 、 上 記 し た バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 細 胞 １ ４ お よ び 懸 濁 液 １ ５ に 印

加 し た の ち の 細 胞 １ ４ の 経 過 を 数 分 間 隔 で 表 す も の で あ る 。 図 ５ （ Ａ ） は 明 視 野 で の 細 胞

１ ４ の 様 子 を 、 図 ５ （ Ｂ ） は Ｄ Ｎ Ａ と 色 素 結 合 し た ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ の 蛍 光 の 様 子 を そ

れ ぞ れ 数 分 間 隔 で 表 す も の で あ る 。 図 ６ は 、 細 胞 １ ４ に バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加 し て い

な い と き と 、 細 胞 １ ４ に バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加 し た と き の ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 発 光 強

度 の 経 時 変 化 を 表 す も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 な お 、 比 較 例 と し て 、 基 本 周 波 数 が ２ ０ ｋ Ｈ ｚ 、 ゼ ロ ・ ピ ー ク 振 幅 電 圧 が ２ ０ ０ Ｖ 、 印

加 時 間 が １ ０ ０ μ ｓ の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加 し た と き の 細 胞 １ ４ の 経 過 を 図 ７ （ Ａ ）

， （ Ｂ ） に 示 す 。 ま た 、 細 胞 １ ４ に バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加 し て い な い と き と 、 細 胞 １

４ に 比 較 例 に 係 る バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 印 加 し た と き の ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ の 発 光 強 度 の

経 時 変 化 を 図 ８ に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 比 較 例 の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 が 印 加 さ れ た 細 胞 １ ４ で は 、 細 胞 外 で ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ

の 蛍 光 が 確 認 で き る 。 バ ー ス ト 高 周 波 電 界 の 周 波 数 が １ Ｍ Ｈ ｚ よ り 小 さ い た め 、 電 界 に よ

る 機 械 的 な ス ト レ ス に よ り 細 胞 膜 が 破 れ 、 Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞 の 外 へ 漏 出 し て い る も の と 推 察 さ

れ る 。 一 方 、 本 実 施 の 形 態 の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 が 印 加 さ れ た 細 胞 １ ４ で は 、 細 胞 外 で ア

ク リ ジ ン オ レ ン ジ の 蛍 光 が 全 く 確 認 で き な い 。 バ ー ス ト 高 周 波 電 界 の 周 波 数 が １ Ｍ Ｈ ｚ 以

上 １ Ｇ Ｈ ｚ 以 下 で あ る た め 、 細 胞 膜 は 電 界 か ら 何 ら の 影 響 を 受 け て お ら ず 、 Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞

の 外 へ 漏 出 し て い な い も の と 推 察 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 、 比 較 例 お よ び 実 施 例 と も に 、 細 胞 質 お よ び 核 ２ １ 内 で ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ の 発 光

強 度 が 時 間 の 経 過 と 共 に 減 少 し て い る 。 比 較 例 で は 、 主 に Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞 の 外 へ 漏 出 し た こ

と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る が 、 実 施 例 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 の 外 へ 漏 出 し て い な い こ と か

ら 、 Ｄ Ｎ Ａ が バ ー ス ト 高 周 波 電 界 か ら 何 ら か の 刺 激 を 受 け 、 例 え ば 断 片 化 さ れ る な ど し て

変 質 し た こ と が 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 こ れ よ り 、 基 本 周 波 数 が ５ ０ Ｍ Ｈ ｚ の バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 細 胞 １ ４ に 印 加 す る こ と に

よ り 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 （ 細 胞 １ ４ ） の う ち 特 定 の 細 胞 内 構 成 物 質 に 含 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 的 に

刺 激 す る こ と が で き る こ と が か わ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 以 上 、 実 施 の 形 態 お よ び 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 説 明 し た が 、 本 発 明 は 、 こ れ ら に 限 定

さ れ る も の で は な く 、 種 々 の 変 形 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 例 え ば 、 上 記 実 施 の 形 態 で は 、 生 体 か ら 採 取 し た 細 胞 を 対 象 と し て い た が 、 本 発 明 は こ

れ に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 生 体 内 の 細 胞 を 対 象 と し て も よ い 。 た だ し 、 こ の 場 合 に は

、 電 極 構 造 を 平 行 平 板 状 か ら ア ン テ ナ 状 に し て 、 そ の ア ン テ ナ 状 の 電 極 か ら 生 体 内 の 細 胞

（ 例 え ば 、 ガ ン 細 胞 ） に 向 け て バ ー ス ト 高 周 波 電 界 を 発 信 す る こ と が 好 ま し い 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 一 実 施 の 形 態 に 係 る 細 胞 刺 激 装 置 の 概 略 構 成 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 細 胞 の 概 略 構 成 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 正 弦 波 信 号 の 特 徴 を 説 明 す る た め の 波 形 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 パ ル ス 信 号 の 特 徴 を 説 明 す る た め の 波 形 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 実 施 例 で の 細 胞 の 経 過 を 表 し た 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 実 施 例 で の 細 胞 の 経 過 を 表 し た 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 比 較 例 で の 細 胞 の 経 過 を 表 し た 図 で あ る 。

【 図 ８ 】 比 較 例 で の 細 胞 の 経 過 を 表 し た 図 で あ る 。

【 符 号 の 説 明 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 １ ０ … 正 弦 波 信 号 発 生 器 、 １ １ ， １ ２ … 電 極 、 １ ３ … 容 器 、 １ ４ … 細 胞 、 １ ５ … 懸 濁 液

、 ２ ０ … 核 、 ２ １ … 核 小 体 、 ２ ２ … 微 小 管 、 ２ ３ … リ ボ ソ ー ム 、 ２ ４ … 小 胞 体 、 ２ ５ … ゴ

ル ジ 体 、 ２ ６ … リ ソ ソ ー ム 、 ２ ７ … 中 心 体 、 ２ ８ … 分 泌 顆 粒 、 ２ ９ … ミ ト コ ン ド リ ア 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】
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