
エレク卜ロポレーション法による細胞・組織への導入

。 培養細胞へのNEPA21を用いた
遺伝子導入

舛贋善和，小島裕久

匂B くニ クトロポレーショシの特徴>
・浮遊細胞(血球細胞など)，接着細胞に高い生存率/導入効率で遺伝子導

入可能

. /n vivo (各種組織/脹)でも導入可能

.高価な専用試薬jJ¥ツファーは不要
-導入条件 (Jりしス設定)の検討が必要

くNEPA21の特徴>
.3ステップ式マルチパルス減衰方式が可能 e 

エレク トロポレーシヨン法は 制胞とプラスミドDNAの懸濁液に電気パルスをかけるこ

とにより，細胞膜に微細孔を一過性にあけ，プラスミドDNAを細胞の内部に送り込む方法

である. 図1のエレクトロポレーション法 (3ステッフ。式マルチパルス減衰方式)は複数の

電気パルスによる役割分担により低ダメージ ・ II.tl滋入効率を IIJft~ にした方法である.
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I背後細胞への遺伝f-導入法は，大きく分けてウイルスベクタ一法と非ウイルスベクタ一法

があり，ウイルスベクタ一法・は導入効率で優れている反面，厳重な安全性確保や施設が必要

である.ここでは，数ある非ウイルスベクタ一法の中で，安全性 ・簡便性・発現強度の点で

優れているエレクトロポレーション法(電気穿孔法)をさらに応川した r3ステッフ。式マル

チパルス減反んー式」のキュベット電極を使用した情養細胞へのinvilro遺伝f導入法を紹介

する.なお，キュベット電極によるエレクトロポレーションは道人装置に強く依存し導入実

紡やコツも変わってくるため4章-2-1ではNEPA21を.4章-2-2ではGenePulserをそれ

ぞれとりあげて解説している.

初代培養細胞 ・株化細胞問わず，低ランニングコスト ・高導入効率でプラスミドDNAや

siRNAなどの遺伝f-導入が「可能である.

ポアーリングパルス(高電圧・短時間)

綱[j胞膜に微調U:fLをあける高fIJ:LI:・短時間の世気パルスである.複数回の電気パルスを少し

ずつ屯圧を下げてかけることにより，より細胞に低ダメージで微細ずしをあけることが可能な
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~ ポアーリングパルス

電
圧

トランスファ-/¥ルス 極性切替トランスファ-/¥ルス

時間

図1 3ステップ式マルチパルス減衰方式

ょうである.

国 トランスファーパルス(低電圧・長時間)

細胞の内部に，プラスミド DNA を送り込むための低電Jt ・ 長時間の屯気ノ~)レスで、ある.導

入効率の向上をめさやす屯気ノ号ルスなので， より細胞へのダメージが少ない低電圧を複数[111出

力して何度も細胞の内部にプラスミドDNAを送り込む.このときの電気パルスも少しずつ

電圧を下げてかけることにより導入効ネ ・'1:存率の向上が何られるようである.

副 極性切替したトランスファーパルス(低電圧・長時間)

さらに導入効率をItdI二させるための沼気ノ号ルスである.

ネッパジーン社のNEPA21(スーパーエレクトロポレーター)は.1 hで悶単に f3ステッ

プ式マルチパルス減反}j式」の電気ノ幻レスの山)JがI:IJ能である.また， ①尚導入効率， ②In

VIVO，川 utero，in OVO， ex vivoの各エレク 卜ロポレーシヨンが可能，③付省細胞でのエレ

クトロポレーションも IIJ能， という特徴をもっ.
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園 SK-QV-3(ヒト卵巣がん細胞)へのpCMV-EGFPの導入
l準備するもの/
砂1)機器類

・遺伝子導入装置…NEPA21

(ネッパジーン社)

・キュベッ卜電極用チャンパ-

…CU500 (ネツノfジーン社)

・キュベット電極…EC-002S

(ネッパジーンネcj:)

2 mm  gapを購入すること

・実験系に合わせたマルチウ工

ルプレー卜やディ ッシユ

.ゲルローディングチップ…

0l0-R204S (Qualily ScienUric 

Plastics 社)

Gi成!調+パイロジェン ・エンドト
キシンフリー

瞳曹司
キュベット
チャンパー

e 
NEPA21エレク卜口ポレーター
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砂2)試薬類・Opti-MEM…31985-070(ライフテクノロジー社インビ トロジェン製品)
・血清入培地

.プラスミドDNA溶液
プラスミド DNA は精製皮が1~1J くエンドトキシンフリーが宅ましい. 溶解は滅菌済みのTEバッファー

を!日いて 1fJ. gJμLの浪度で調製する.

lプロトコール ;7 

本エレク ト ロポレーション法では創11胞磁によりパルス条件が大きく !l~なる.このため， 最初にネッパジー ン

社推奨の 12の設定条件で条件検討を行うことが望ましい.本プロトコールはこの 12の条件で行う際の刀法と

なっている.よって，実際の実験では， 比つけ11¥した最良のパルス条例ーにおいて，実験スケールやレーンの組

み合わせは弁白任意の設定で行うこと.

砂1)細胞の調製

。エレク卜口ポレーション時，対数増殖期となるよう

に細胞を培養する a

e付着の強い細胞はトリプシンで剥がしすぐに血清
入培地を加え反応を止める

Dj童IL，分離後に培地を吸引して捨てる 〔遠心分離:
1，000 rpm (170G)， 1分程度〕

。十分量のOpti-MEMで細胞を洗浄する.Opti-MEM 

を加え撹梓後，遠心分離して培地を捨てる 〔遠心分

a直亘 十分な条件検討をするには， 1.3 X 107日 115

(l2~ 13条件分)くらいの細胞数が必要である
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離:1，000 rpm (170G)， 1分程度〕

e自動セルカウンターか血球計算盤(ヘモサイトメー
ター)で細胞数をカウン卜する

。その後， 1 X 106cells/90μLの濃度になるように

Opti-MEMで調整する

DOpti-MEM 1，170μL (1.3 X 107臼 IIs)とプラスミ

ドDNA溶液130μ しを加え合計1，300μ しにする b

。キュベッ 卜電極用ラックにキュベッ 卜電極をナンバ

リングして準備する ζ

。Opti-MEM(1.3 X 107 cells)とプラスミドDNA混

合溶液を撹持して 100μLずつキュベッ卜電極に分

注する

100μしずつ分注

----==;;¥¥、

惨2)エレクトロポレーション

@あらかじめエレク卜ロポレーション後に細胞を播く

血清入り培地を 12条件分マルチウェルプレー卜や

ディッシュに用意して，インキュベータ一内に入れ

ておく d

@キュベッ卜電極を軽くタッピングして混ぜてから，

キュベッ卜電極用チャンパーにセッ卜する

タッヒンクで細胞とプラスミドを混せる

@抵抗値を測定して確認後，メモをして記録に残して

おく通常は約0.030~ 0.050 k 0の範囲になる

@エレクトロポレーションをして電気パルスを出力さ

せる

@エレク卜口ポレーション後，できるだけ早めにキユ

ベッ卜電極からスポイ卜 (電極に付属のもの)か

フィルタ一付きのゲルローデイングチップを使用し

て細胞を回収しあらかじめ用意したマルチウェル

プレー卜やディッシュの培地に播く f

86 呂的別で選べる遺伝子導入プロ卜コール

b 12条件なのに.100μ L余分に作成するのは口ス分

である

cクリ ンベンチ内で，キュベッ 卜電極のアルミ部

分にナンバリングする.ナンバリングをしないと，

複数のサンプルをまとめて工レク トロポレーショ

ンすると，どの条件のキュベッ ト電極かわからな

くなる可能性がある.

dエレクトロポレ ション後，電気ショックでス 卜

レスを受けている細胞をできるだけ早く通常の血

清入り培地に播くため

e同し電気条件ても抵抗値が違うと電流値が変化す

る(オームの法則 E [VJ = I [AJ x R [OJ)の
て，そのときの抵抗値を記録に残すことをおすす

めする

f通常のチップでは，キュベットの電極の底まで届

かないので，付属のスポイ卜かゲルローデイング

チップを使用して回収する また，細胞を播くプ

レー トやディッシユは細胞の状態やタンパク質発

現に大きく影響するので要検討の乙と.
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付属スポイ トで細胞を回収

@その後，ポアーリングパルスとトランスフアーJ¥ル

スの測定値 (電圧・電流・合計測定エネルギー)を

メモして記録に残しておく 9

@上記のGT""$工程を11条件繰り返す.残りの1条

件は，細胞の状態を把握するため，工レクトロポ

レーションをせずにコントロールとしてそのままマ

ルチウェルプレートやディッシュの培地に播く

1つはコントロールとして
細胞をそのまま播く

@マルチウェルプレートやディ ッシユをインキュベー

タ一内に入れて培養する

@工レクトロポレーションの24時間後，細胞の生存

率と導入効率を調べるフローサイトメトリー

(FACS)を使用して調べるか，生存率は卜リパンブ

jレ一染色後に光学顕微鏡で検鏡，導入効率はGFPを

レザ顕微鏡で調べるとよい l
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図2 SK-OV-3 (ヒ卜卵巣がん細胞)への遺伝子導入結果

g特にポアーリングパルスの合計測定エネルギー(測

定電圧値 [v] x測定電流値 [A]x設定パルス幅

[ms巴仁]の各/¥ルスの合計)は導入効率 ・生存率に

直結する重要な測定値なので記録lこ残すことを勧

める

e 
h GFPのピ クは24時間後ではないが細胞が分裂し
て増える乙とを考慮すると.24時間後が 番バラ
ンスが取れている

l'直亘 GFP導入24時間後に，生存率は卜リ/¥ンブ
ルー染色後に光学顕微鏡で検鏡のうえで細胞数を

カウン卜，導入効率はGFP発現をレーザー顕微鏡
で明視野画像と比較して細胞数をカウン卜して算

出した.結果は，高い生存率 (90%)と高い導入

効率 (90%)が確認された(図2)
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GFP画像

E草間雇彊E掘掴
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U条件の最適化
12条件で実験をして，そのときに一書')ミ験判決がよかった条例φを巾心に11]皮，実験をする

とさらによい実験結*がi~J られやすい .ld初の 1 2 条件は 制胞純ごとにかなり実験条fi:が

違うので，ネッバジーント1:に11¥1¥"}介わせするのが 'R干の近道.また，ネッパジーン社のウェ

ブサイトに制IIIJfM耐jリの'Ui本 ・導入効ニドが記載されているので，参Jfにするとよい])

臼 細胞数とプラスミドDNA量

細胞数やプラスミドDNA:](を減らして実験したいときは，キュベットi包制2mm gapと

液~I( 100 μしはそのままの状態で，制Il包数と プラスミドDNAをI'IJじ比〉本で減らす(キュベッ

ト首傾のギャッフと波!パは変えるとjLH/CfI!iが大$1，¥1こ変化するので!万|定のまま).

OJ siRNAの導入
まず初めにGFIコを仙川して，その細胞のiIA迎条例:を探す.そのときの条件が他のプラスミ

ドDNAやsiRNAを噂人するときにも故適条f'1二になる siRNAなどのオリゴヌクレオチドを

遺伝子導入する際は，プラスミドDNAの1/51]cにする.つまりプラスミドDNA:10μgを

siRNA: 2μg (約150pmol)に変えてIIiJじプロトコールと屯気条例二で実験する.

[ 細胞への工レク同レール法4
園 導入効率が低い

~ oプラスミド DNAの精製不良
@細胞数・プラスミドDNA量が不適切
@液量が不適切

。細胞がオーバーグロース状態

.悶岱E車普湖~;P~.ii l'l!Jfヨ・

トラフ~JIIシューテイング

。プラスミドDNAの純度以著しく導入結果に影響する 十分な精製度を得るために，筆者らは
キアゲン社のPlasmidMaxi Kitを汎用している

@細胞数とプラスミドDNA量に問題がないか確認する.細胞数に合ったプラスミドDNA量でな
いと発現強度が下がったり導入効率が下がったりする

@液量を変えていなし1かチェックする.細胞数とプラスミドDNA量を変えた場合も液量は100μL
で実験する

@オーバーグロース状態の細胞を使った場合，対数増殖期にある細胞を使った結果とは大きく異

なる再現よい結果を得るためにも，細胞の成長には十分な注意を払う必要がある
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園 生間低い

fiO 細胞の状態が悪い

-周困r-Þ]説~:陪幅削~渇.

12条件での実験時に必ずコントロールの条件を設定して 細胞の状態の確認をする

rOPENJやkO単位の抵抗値が表示された

fiO ケーブルの断線

.周臼也蹴噴出r~.n'llSl'''

キュベット電極をセット後，抵抗測定をして通常通り 0.030~ 0.050 k 0の抵抗値が表示されれ

ば通電しており，rOPENJやkO単位の抵抗値が表示されれば断線しているので修理を依頼する.e 
回 目ー表示問

fiOoモード選択が限界になっていた
@安全のためのリミッターが作動した

参考URL
1 )ネッパジーン株式会社 http://www.ncpagcn巴.jpjincl巴x.htm
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-周困r-Þ.}鋪おr~]l'llSl'渇.

orCurrent LimitがOnJ(In Vivoモード)になっていないかを確認する 本実験系のキュベット

では最大 1キュベット当たり 4x 106 cellsj400μしの系でも行うことはできるが，細胞とプラ

スミドの混合液の体積が大きい場合(例えば150μL以上)，高電圧(例えば275mV以上)の

条件では工ラ がでやすくなる

@安全のため，In Vivoモード時は2Aを超える電流値を測定するとパルスが自動停止する

その際は， rCurrent LimitがOffJ (In Vitroモード)，こ変更する
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