
エレク卜ロボレーション法による細胞・組織への導入

。 ニワトリ旺への遺伝子強制発現および
ノックダウン

仲村春和

~エレク卜ロポレーショ古ついては叫ー l も参]l.(l
-非常に簡便な方法

・目的の遺伝子を，目的とする部位で，目的とする発生段階で強制発現，

ノックダウンすることが可能

-すべての細胞にトランスフェクトできないことがデメリット (60'"70 % 
の細胞にトランスフェクト可)

-上皮組織には比較的簡単に導入できるが，間充繊細胞への導入は難しい e 

肝への足Hぷf時人にあたっては，阪へのダメージを極力打11えることが前裂である.制胞に

浴場をかけると小さなずしがあき，そこからDNAが細胞内に人る.20Vくらいの低電圧だと

そのずしはやがてはJじ.IIfは発'1:.を続ける DNAは fuこ 4171甘しているので，闘争~ÆfJ!lJの組織に

DNAが導入される.先制ベクターに.RSV (ラウスサルコーマウイルス)エンハンサーと

βアクチンプロモーターをもっpMiwベクター.CMV (サイトメガロウイルス)エンハン

サー，プロモーターをもっCMVベクター，あるし刈まCACCSベクターなどを)lJpると， 一

過1'1:ではあるが. 1J1~のほとんどの飢織で発別させることが IIJ能で、ある. CFP先山ベクターな

どとili.ぜてエレクトロポレーションすると，噂人したい遺伝fとCFPなどの先制はほぼ同じ

制IIIJ包にみられるので，導入効ネ，導入場所などをモニターすることができるけ 2)
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ニワトリIJfは)2長み締とされてからは，出身の 1..で、発生が進行するので，操作がfI.pやすく，

実験発生学の材料として)IJ~，られてきた. しかし.9Wi¥;膨大部で，受精してから f宵で卵rl
と卵殻をかぶって産み治とされるまでに2411与川かかるために， トランスジェニックニワト

リを作製したり，ノックアウトニワトリをつくるといったことがきわめて同難で分f生物マ:

のH年代になると，ゴミ験材料としての価値がドがっていた.われわれは，ニワトリ肝への遺伝

子場人を模索'していたが，低屯11:の主liJ防波によるエレク卜ロポレーションにより11不への遺伝

子導入が示されたとき，即時にニワトリ陛への感人条行二を決}.i:した.本JJ(ではエレクトロホ

レーションによるニワトリIlfへの辿伝子Jff.人法ーを制介する.
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l準備するもの/
砂1)機器類

.遺伝子導入装置…CUY21 (ベックスtU

・実体顕微鏡

-マイクロマニピュレーター

.電極

砂2)消耗品類

.眼科用男万

・精密ピンセット Dumon5 (2本)

・持針器にセットした微小メス
縫い針(失11，1製がよい)を前L、てつくる(右図Al.
先端を切り，悩利用 ドリルで平らにする.アーカ

ンサスストーンの角を使って，イ[凶に示すような

一、.J法Olliの)Jに{J:1てげ、る.

.18Gの注射針

. 10'""'-'20mL注射器

・墨汁
PBSなどで 10的見!支に希釈したロトリングイン

ク.

.墨汁注入用のピペッ 卜(右図B)
dil仮のパスツールヒペッ トをfillばしてつくる.

・微小ピペッ 卜
DNArJ:人のための微小ヒベット作成川ガラスヒ

ペット(凶作 1mm， Narishigc GD-I，右図ζ)

をガラス'，'ll:W作製l*で引11ばしてつくる.

砂3)サンプルなど
・1昨卵した受精卵

・ベクター

100 目的別て選べる遺伝子導入プ口 トコール
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園 1)神経管への遺伝子導入
最

lプロトコール/
。卵を横にして38てで鮮卵する a

e鮮卵1.5日 (stage10前後)に卵のとがった方に穴
を開け， 18ゲージの注射針で卵白を2"'-'5mL抜く b

e卵殻の上に窓を聞け，そとから旺を操作する

鮮卵 1 .5日の受精卵から 2~5 mLの卵白を抜き，卵殻の
上lこ窓を開け，実体顕微鏡の下にセットしたととろ電

極はマニピュレーターにセッ卜する

。旺を実体鏡の下にセットし，墨汁注入のためのピ

ペットを使って，匪の下に墨汁を入れておくと匪が

観察しやすい

目玉の直下(内匪葉直下)に墨汁を入れ，涯

を見やすくしてある

e匪の上には卵黄膜 (vitellinemembrane)があるの
でそれを微小メスでカットする c

'a受精卵のストックは4てではなく 150仁で行うとと
40 てだと匠は死ぬ 15~200Cでは匠の発生は進ま

ず. 1週間くらいはストックできる (10日を過ぎ
ると奇形の院が増える)

b鈍なところには気室がある 穴は眼科用努刀でこ

つとったたいて開ける.卵白を抜く擦は針を真下

に向ける乙と。斜めにすると卵黄を傷つける乙と

がある 窓は眼科用努力でちょっと穴を開け，そ

のまま男刀でじやりじゃリ切って直径 1~2cmの

窓にする 発生のもっと進んだ段階の匪を操作す

るときも窓開けまでは1-5日匪ですヲった方がよい

後になると血管が卵殻にへばりついて窓が開けら

れない

(c卵黄膜を切らずlこ微小ピペットを刺そうとしても，
なかなかうまく刺さらず，匠を傷つけることが多

い 図3(後述)では，卵黄膜を切リ開いてある状

態を見ることができる

外佐葉

(stage 10) 

e 
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。ガラス管でつくった微小ピペッ 卜により神経管の中

に発現ベクターを入れる d DNAにFastgreenを混

ぜておくと注入の状況が把握しやすい

微小ピペット

@妊の両側に電極eを置いて， 5V， 50 ms/sの矩形波を

数回かける f

。/acZだと，発現は2時間後から3時間もたつとかな

り強くなり (図，A)， 24時間後にピークとなる (図， B) 

A) 

陽極

陰極

-
図， /acZ導入後の発現の様子

B) 

d 1μg/μLの濃度のDNAを0.1~0.2 μL 

e電極は露出部か1mmほどで，先端を被覆した方
がよい 被覆すると匪を横切るように電場ができ

る 被覆しないと場が大きくなる

0.5 生
1.0 mm 

f乙の方法だと，神経管の陽極側に遺伝子か導入さ

れるので，陰極側は対照として使用できる(図1)

-・・・・・・圃

A) 3時間後 2時間後から翻訳産物が検出でき， 3時間ではかなリの量の発現が観察される B) 24時間後 24時間後に発
現のピーク(矢印)が見られる パ-: 200μm 
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圏 2)視蓋原基への遺伝子導入

Pロトコづ11/
OE3'"'-'5日の視蓋原基は膨らんでおり，そこにプラス

ミドを注入する (図2A)

@棒状で， 露出部が約2mmの陰極(図2B)を匪の下

に，半球状の陽極 (図2仁)を柴膜の上に置くa

D 5'"'-' 10V， 50 ms/sの電圧を2，3回かける 1)3) 

。鮮卵3日目にシャーレに卵を移して，shellless 

ωIture bを行い，そこで、行った方が電圧の調整など

は行いやすい

a妊の下に棒状電極，業膜の上に球状電極を置くと

とによって，ちょうど視蓋を横切る電場が形成さ

れる

b shellless仁ulture 庇を深さ1.5cm.直径10cmの
シャーレに卵全体を割り込んで.37てで培養する

富IJり込む際，卵黄膜を傷つけないよう，また匪が

上lこ来るように注意する 12日目くらいまで培養

できる

e B) ~ c) 
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-・・・・・・・・E
図2 視蓋原基への遺伝子導入
E3 ~5 日匪の視蓋原基(中脳胞)は膨らんでいるが，そζにプラスミドを入れ，視蓋原基の

下tL:棒状の電極を置き(陰極).原基の上の方lこ半球状の電極を置く (陽極).5~ 1 0V ， 50 

ms/sの矩形波をかける.di 間脳.met 後脳，パ 2 mm 

霞 3)眼胞への遺伝子導入

pロト云4ιァ
。El.5で、stagelO前後の眼胞にプラスミドを注入する

@旺の前と耳胞の脇に，旺の長軸に直交するよう電極

をおく (図3A)

D 13V， 50 ms/sの電圧を3回かける1)4) 

。網膜の鼻側に導入したいときは佐の前の方を陽極と

し耳側に導入したいときは後ろの方を陽極とするd a棒状電極で，露出部が約1mm (図3B)を使うと

よい
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B) 

墨書 4)中庭葉への遺伝子導入

図3 眼胞への遺伝子導入 (A)，
棒状電極 (B)

阪のより頭側と耳胞のあたりに棒状の

電極を匪の長軸と直交しておく. 13 V， 

50 ms/sの矩形波を3回かける パ
1mm 

エレク 卜ロポレーションによる間葉(問充織)細胞への遺伝子導入はなかなか難しい そ

のため， IrJ距葉細胞への導入は原腸陥入院前のエピプラス トに行うとよい(図4)1)川町 G)

lプロトコール/
。どのレベルの体節，中間中佐葉，側板中佐葉を狙う

かにより，Stage3 '" 9匪の原条のあたりにプラスミ

ドをおく ヨ

e匪の下 (原始内旺葉の下)にタングステン製の棒状
電極 (図3B，露出部2mm)を差し込み陽極とし，

原条の上にタングステンの微小電極 (図4B)を置

いて陰極とする

D 5'" 8 V， 25 ms/sの矩形波を2，3回かける

図4 中匪葉への遺伝子導入

a)Rのどの部分に遺伝子を導入するかは，初期ニワ

トリ匪の予定運命図7)-91 ;を参照してプラスミド

を置いたらよい

B) 

間葉組織(問充織)にエレクトロポレーションで遺伝子を導入するのは難しいので，原腸陥入前で，中医薬細胞がまだ工ピ

プラストにあるときに行う.医の下に糠状の電極(図38)を置き(陽極)，原条の上に針状の電極を置く (陰極， B).匪は

stage 3くらいからstage9くらいまで，目的により使い分ける ep : epiblast， me 中座葉， hy: hypoblast 
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園 5)その他の組織への導入
内航集系の組織， JI支必への遺伝子導入に閲しては，それぞれFukudal)，Suzukil) 10)の論

文参照のこと.

田 レトロウイルス・プ口ウイルスのエレクトロポレーシヨン

RCASプロウイルスを府主主制JI胞にトランスフェク卜し，ウイルスパーティクルを濃縮して

感染させるのが一般的なレトロウイルスによる遺伝子導入であるカえプロウイルスをエレク

トロポレーションすることにより，ウイルスを精製する子|尚が省けるのと， しかも次の点で

ウイルス感染法に比べて優れている.

ウイルスが感染していると F渉により， 他のウイルスが感染しない(ウイルス抵抗性)の

で，ウイルス感染実験のためにはウイルス感染のない受精卵を準備する必要がある.エレク

トロポレーションだと，ウイルス抵抗性のl圧にも導入でき，その際は トランスフェク卜した

細胞の子係細胞だけに遺伝fが導入されるので，綱11胞系譜が追跡できる.ウイルス感受性匹

を月]しhると， トランスフェク卜した細胞によりっくり 出されたウイルスにより感染が拡がっ

ていくので，広範i奔|の細胞に遺伝子導入が可能で、ある 1)11) 12) 

e 

A) CAGGS Tol2トランスポゼース B) 導入したい遺伝子

aa・園田・....... Tγ 六m
pT2K-XXX (導入したい遺伝子)

¥ノ
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トランスポゾンによる導入遺伝子の染色体への組み込み

川上らのグ、ループが開発したメダカのトランスポゾンTol2システム 1:1)を高橋らのクゃルー

プがエレク トロポレーションに応用したものである 1)14) Tol2ベクターは2つよりなり

つはCAGGSプロモーターのド流にTol2トランスポゼースを組み込んだベクター(図5A，

pCAGGS-T2TP) ，もう lつはTol2エレメントをもっベクターで， Tol2エレメントに挟まれ

て，導入したい遺伝子が組み込まれている(図5B，pT2K-XXX). この2つのベクターをエ

レクトロポレーションすると， CAGGSプロモーターにより Tol2トランスポゼースが発現し，

a 
田園'.11 盟

図5 トランスポゾンベクター
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Tol2で挟まれた日的逃伝fを切り 11¥して，ホストの市lfI胞のゲノムに組み込むことができ，長

期jにわたる遺伝 f発現が IIJn~ となる .

これは， CAGGSプロモーター 1'-流にテ卜ラサイクリン依存性転写活性化因子 (rtTA)あ

るいは抑制|太1[-(rTA)をもっプラスミド(図6A，pT21く CAGGS-M2) と， TRE (tct 

rcsponsive elcment)のド流に"的辿伝fを組み込んだプラスミドを同時にエレクトロポ

レーションするものである 1)1 S) 制ぶされた rtTAはテ卜ラサイクリンが存在するときだけ

TREに結介レi以びを活性化するので (Tcl-on)，テトラサイクリンの誘導体である Dox(ド

キシサイクリン)を投与することにより，導入遺伝fを発射させることができる(図68)_ 

rTAタンパク買はTREにがi介し転写を日性化しているが， Doxを投与すると TREに結介で

きず'-ni以7jがlトーまる (Tel-oO"). 

このrtTAあるいはrTAと， TRE-標的遺伝fをそれぞれTol2で扶み， Tol2トランスポゼー

スを組み込んだフラスミド(図5，pCAGGS-T2TP) とー縮にエレクトロポレーシヨンする

と， rTAあるいはrtTA，TRE際的辿伝fを制胞のゲノムに組み込むことができ，長則的に

Doxによる導入遺伝fの発別調節がllJ能となる.

なお， TREをもっプラスミドは両λI[IwltでGFPと標的Jn伝fを発射させる 81ベクターと
してタカラバイオ社から発売されている.

A) 

a 

/が ミ

¥ノ
E冒.. 掴冨冒冒薗JIIJ!I四.. 園

図6 Tet-onベクター

凹shRNAによるノックタウン
標的となる cDNAから 20塩基ほど選び，そのセンスおよびアンチセンスをへアピンルー
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5'- 下円丁了T-3'

了一仁仁GG---- - -- - -- - - -- ~ AAG廿仁T仁T....・・・・・・・・・・・・・・ AAAAAA下TAA-5'

Reverse 
... transcription 

図7 shRNA 
センス，アンチセンスの配列をループで、挟み， 11憤，逆方向のDNAを合成して， Pol 

川により転写を行う発現ベクターに組み込む 転写されるとヘアピン状の二本鎖

RNA (shRNA)ができるが，やがて，ヘアピンは切断され， siRNAとして作用する

プでつないだコンストラクト(図7)をsiRNAJlJベクターに組み込み， JJ的とする組織にエ

レクトロポレーシヨンで導入する.通常このような短い RNAの転'IjはlミNAポリメラーゼIII

(PoI山)による転写システムをもっベクターを使う. HIや U6プロモーターによりドライ

ブする先刻ベクターを購入できる.転リされた RNAからはへアピンが切除され短い二本$fi

RNAとなり，デザインが適切な場介は際的のmRNAを切断する.ニワトリ恒1111Ji河胞で，

siRNAによる En2ノックダウンでは，エレクトロポレーション611寺11'd後にはinsitu hybrid-

izationにより効県が検11¥されはじめ， 1211与111]たつとタンパク質レベルでも En2のノックダ

ウンがみられた 1) I[i) 

e 

PolIlによるi伝写のコンディショナルな制御は難しい.それで，石11ーらにより開発された

pDECAPと，強制発引の原図で述べたTet-onシステムによる siRNAの発現調節が開発され

た. pDECAPベクターはライボザイムを合み， Pol 11により11¥ム当'された RNAからキャップ

梢造が切り取られる.また， MYC-associated zinc finger protein (MAZ) siteをもつため

にPolyAtailができない.そのために，転写された RNAは核から細胞質に運ばれず，絞内

でDicerにより siRNAに切断される(図8)17) 

pDECAP に 400府lJi~長ほどの標的遺伝 j三のセンス，アンチセンスをスペーサーを挟んで組

み込み，それをさらに， TI刊をもっ81ベクターに組み込み，必要部分を切り山してToI2ベ

クターに組み込む. このpT2K-81-TRE-EGFP-DECAPと， pCAGGS-T2TP， pT2JくーCAGGS-

rtTA-M2 の 3 つのベクターを |寸 lI~fにエレクトロポレーションする(図 8A ) IR) 

Dox投与により長期にわたる siRNA発現の調印iが可能となる(図88). ただこのベクター

の作製には長い二本鎖RNAをpDECAPに組み込むので，クローニングは難しい.
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コンディショナルなノックダウン
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A) 

CAGGS 

B) 

Tol2 transposase 仁AGGS 円TA-M2

i 
置冒園置冒冒冨..  四冨園

而~想問2 十

ゲノム組み込み

/ / 

MAZ 

-一一 1 .... h .VAVA¥1ToI21 同園園闘印国ー _1:1.11:41_. ribozyme 
wて~ I 、コ"Ioop ¥ ，. __ 一一J

~..-!， .;~-一一一""\? /.グ¥二三 ¥『
ru詑r -vJbm7 
図8 コンディショナルsiRNA法

Dox投与
4匝宮~ (テ卜ラサイクリン

誘導体投与)

E型脱

A) Tol2トランスポゼース発現ベクター (pCAGGS-T2TP).CAGGSプロモータ 制御の下に代TAを発現させるカセットをゲ

ノムに組み込むようTol2で挟んたベクター (pT2K-CAGGS-rtTA-M2).EGFPを 方にもち，もう 方にDE仁APカセットの

中lこセンスおよびアンチセンスRNAを組み込んであるBIベクターのカセットをTol2で挟んだベクター (pT2K-BIーTRE-EGFP

DECAP)をエレクトロポレ シヨンする B) BIベクターと rtTAカセットがゲノムに組み込まれ. Doxを投与すると.Dox 

結合したrtTAがBIベクターに含まれるTREに結合し EGFPとDE仁AP力セットの発現が開始される.DE仁APにはRibozyme

が含まれているのでキャップ (m7GCap)が切り取られ，またMAZ配列があるため.poly Aがつかない.そのために転写

された長い二本鎖RNAは核内でDi仁引により切断され.siRNAとなリ細胞質にでていく DECAPカセッ卜の代わりに発現ベ

クターカセットを組み込めば，強制発現のTet-onシステムになり.pT2K-CAGGS-rtTA-M2の代わりにpT2K-CAGGS-rTA-M2 

を用いれば，強制発現のTet-o仔システムとなる

発生の '，1"'1時期lにはJJfは市場をかけることにより奇形を生じやすい.エレクトロポレー
ションの条件をより厳符に制御するために穴のあいたi慮紙に!任をはり付けて切り 山し.in 

vltroでエレク 卜ロポレーションして，総紙にはり 付けたまま培養する万法がある (Ncw
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図9 変法newculture 

穴の開けた;慮紙を匪の上に置き (A)，そのヘリに沿って，匪と卵黄膜を切り取リ，アガロ ス ・アルブ

ミンプレー トの上で培養する (B) アガロース ・アルブミンプレートの作り方は，まず，新鮮な卵から

アルブミンを採取し 10%グルコース水を0.3%になるよう加える。そして， 123 mMのNa仁|を含む0.6%

アガロ ス水を煮沸， 50てで、等量混ぜ， 35 mmデ、ィシュに2mしずつ注ぎ;固める文献22より転載 (嶋

村教授のご厚意による)

cullurcの変法， 図9)1) 1リこのようなjj法ではslagc17くらいまで前養できるので，エン

ハンサーの解析などが行われている 1)削 .

初期lに遺伝f'導入を行って保'i'¥形成に及ぼす;jg枠をふ¥Jべるためにはさらに発生を継続させ

る必要がある.そこで，変法Newcullureでしばらく I庁長した阪をまた卵に戻し， E5.5まで

勝卵を続けるんil.tも開発された 21) この方法と!隙間判児的プロモーターを利川して， 11的と

する!臓器に辿イムJを滋人し引にその効果を調べることがIIJ能である.

e 
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