
エレク卜ロポレーション法による神経細胞への導入

。 子宮内胎仔脳への遺伝子導入

~※エレクトロポレーシヨン…ては4-2-] も参照
<神経細胞への導入全般>

-短時間での実験が可能

-安全性が高い

・導入されるコピー数が多い

-部位/ステージごとに特異的な方法がある

く子宮内胎仔脳への導入に固有の特徴>

-方向性をもった導入が可能

-胎仔に与えるダメージが比較的強い

-個体ごとの導入率にばらつきが出やすい

田畑秀典， 久保健一郎， 仲嶋一範

エレクトロポレーションのなかでもtl/I経細胞への導入は部位別に特徴があるため， ①f白

内I!台{fll凡 ②網膜， ③!成熟相!I経細胞， ④分散した伊IJ経細胞， ⑤lJi近スライスについてそれぞれ

とりあげる.本頃で述べる子白内エレクトロポレーシヨン法は， f<oi>; IÀJで発供過料にある 1~1ì

乳量a'i胎仔の'1'似神経系に，任怠の遺伝fを発現させるための}j法である J) 本法ーでは，注入

するプラスミドの場所(1J!リ脳宅，第31!所主，第41!i1J室など)と，電場の方向によって，脳内

のさまざまな部位への遺伝 jι導入が可能である.本JfIでは，大Hi1J$)I皮質117外1!1リ領域，前頭前

皮質，および、海113への遺伝f導入に|長lして解説する.

IIrlJ乳類のけl麻布Ji経系発生i歯科において， fill経幹細胞は E'こIli司宅周凶に存住し，神経細胞は

ここからII'I接，あるいはJ次前駆細胞を介して11'M妾的に産生され，それぞれ特むの場所へ移

動し，配Wtされる(図1).f.向IAJエレクトロポレーションに際しては，まずプラスミドをf

白壁越しにlJi河室内へ注入し，次に f山恨の外から屯極を、''1てて，電気ノtルスを与える.これ

により，注入したプラスミドj待機に依する制)也つまり神経幹細胞を合む脳室椛制胞にプラ

スミドが取り込まれ， ここから移動する神経治11胞にも外来性プラスミドが受け継がれる. こ

のため，神経細胞の尚ノI~から移動，配W~{までのあらゆる先生段附での外米遺伝子の発引が可

能である(図1).

興味深いことに， CAGプロモーターを川いて GFPを発射させた場合，導入後， 1カ)J以上

経過しても GFPの強い蛍光が認められ， f!11経細胞の成熟過程への影響も解析できる.同様の

実験はウイルスベクターをHJ~，た刀法でも達成 nJ能であるが，本法では発現プラスミドをつ
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図1 子宮内エレク卜口ポレーション法による解析対象 (大脳新皮質の例)
子宮内エレクトロポレ ション法では，プラスミドは脳室帯に接する神経幹細胞に導入され，そこから生じ

る神経細胞にも受け継がれるため，その移動，配置，成熟の過程で外来遺伝子を発現させることができる

くりさえすればすぐに実験可能で、ある.またウイルスベクターに比べて導入されるプラス

ミドのコピー数が多いので，発別iiIも高く，複数のプラスミドを同一細胞に発現させること

も可能である.

エレク卜ロポレーションによる遺伝子導入の際立った特徴の lっとして，プラスミドDNA

が与えられた電場の陽極側にのみ導入される点がある.これにより，同じ側脳室への注入で

も，電極の向きにより，大JJ尚新皮質や大脳基底絞師法，海J132)などに選択的に導入すること

が可能で、ある.また，新皮質 I)~でも，例えば前頭前皮質に選択的に導入するなどの実験が可

能で3) 適当なプロモーターがない場合には，特にみ;法は有効で‘あろう.さらにプラスミド

を第3脳室へ注入すれば制床(コラム⑥)，第4脳宝へ注入すれば小脳や橋核への導入も nJ

能である.侵裂もさほど強くないため，同一個体に2阿の導入を行うことも可能で，例えば，

異なった円に同一例体に導入を行うことで，異なったH抑制に生まれた神経細胞を別々にラベ

ルすることができる川町.

また，導入されるコピー数の多い本法は，遺伝fの強制発別だけではなく，プラスミドを

)TJいたRNA干渉法による辿伝子特異的なノックダウンにも)1"焔'に有効で、ある G) さらに，本

法はプラスミドにM;づいたさまざまな技術が利川"J能である.例えば， Cre recombinasc発

現ベクターとloxPsiteの組み合わせでは，条件的発射や，少数の細胞だけを nJ制化して例々

の細胞の動態を観察することができる.またトランスポゾンを用し当てトランスジーンをゲノ

ムに組み込ませる系を}IJ~)て，分裂細胞においても希釈されない系譜解析を行う(コラム⑤)
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など，そのJ，ωIJ範1mはさらにlよがっている.

園 1)大脳新皮質への導入

準備するもの

砂1)機器類

・遺伝子導入装置… CUY21E，もしくは NEPA21 (ネッパジーン社)

・ ピンセッ ト型電極…CUYG50P3，あるいは CUY650P5

・ マイク口インジェクター・・・ IM300(ナリシゲ社)など

惨2)消耗品類
.インジェクション用針

芯人的[-行(ナリシゲ社， #GD-I)をフラーで引いてつくる.

た場介には，鍾4つを付けて I-lcatadj. 

を75にする.この機械ではLlドにガラ
ス管が引かれるが，下に引かれた万を

用いる.

-吸引チュ ーブ…or U ITlITl 0 n d， 
#2-040-000 

製品には赤いマウスピースが付いてい

るが，これを外して， {Lサイズ0.22μ
Lのフィルター(ミリポア社， Mill巴X

LG， #SLLGOI3SL)を取り付け，さら

にピストンを外した 1mLのシリンジを

新しいマウスピースとして取り付ける(右図). 

プラーにナリシゲ社のPC-IOを)IJしB

・ファイJ¥ーライ 卜…テクノライト(ケンコートキナ社 #KTS-150RSV)など

・滅菌ガーゼ…ケーパイン， 7.5 x 

7.5 CITl 

・ 手術台

発砲スチロールの板を削ってくぼみを

つくり，マウスを仰向けに寝かせたと

き，うまくはまるようにする(右図).

・解剖用具
ピンセット x2，解剖汗lはさみx2， リ
ングピンセット x1，持針摺x1，尖鋭

ピンセット(夏Ij製作所 #A-45など)

・外科手術 用テー プ… 3M，

Transpore 

. ナイロン製縫合糸(ネス コ，

非HT1605NA75)

・絹製縫合糸 (D& G， #112451) 

惨3)試薬
• HEPES緩衝液 (HBS)
シグ、マ ・アルドリッチ社から 2X濃度の潟液 (#51558)が入手できるので，これを滅菌水で1/2に

希釈して使うのが使利である.
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-プラスミドDNA溶液
キアゲン社のMaxikilまたは，必lJ.hl心により桁製したプラスミドDNAをHBSでなるべく濃い溶液
となるように治かす (5mg/mL以トーl.プラスミドの純度は非常に市要である.・0.1% FastGreen溶液
シグ、マ ・アルドリッチ社 (#F7258)の粉末を滅的/1<で、治かす.・PBS
滅的したPBSを50mLのシリンジに入れ，先立;iiに-fLサイズ 0.22μmのフィルターを取り付ける.

.1/10希釈ネンブタール注射液
片手同'I~ として{史川 ネンブタール注射液 (50mg/mしぺン トバルビタールNa溶液，大11本住友製薬)，

またはソムノペンチル (64.8mg/mLぺントパルビタールNail1液， J~ι製薬)を減じ雨水で 1/10 に

希釈する.

lプロトコー111ア
砂1)プラスミド調製と胎仔の準備

。1回分に分注したプラスミドDNA溶液 (20μ しな
ど)に， 1/10量の0.1% FastGreenを加える A

eインジ工クション用の針の先端を尖鋭ピンセットで
適当な太さになるように折る実体顕微鏡下で;f4め
に折って先端を鋭くすると，刺しやすくなる

a，直劃 プラスミドDNA溶液は，例えばζAGプロモー

ターによるGFP発現ベクターで神経細胞を標識す

るためには， 0.5~ 1μ glμL程度，通常の機能タ

ンパク質を発現させる場合には 1 ~5μ gl μL が適

当である

e 

Ð 1/10~こ希釈したネンブタール注射液を体重 109当

たり 120μLの割合で，腹腔内に投与する

。10分ほど待って，脱力し，呼吸が深く安定した状
態になったことを確かめた後，手術台に仰向けに寝

かせ，四肢を外科手術用テープで固定し，腹部を

70%エタノールで消毒する b

@ファイバーライトで照らしながら， 1組のはさみと

ピンセットで、腹部の皮膚を正中線に沿って切開する

下位2組の乳頭の中間の高さから切聞を開始し上

に約2cm切り進む
、〈¥下 - /// 

芳夫でマ

b個体によっては，この条件でも麻酔が効かない場

合がある乙の場合には.200μL追加投与する
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切開線
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。皮膚を切開すると，腹壁の正中線に白線が見える.

とれに沿って，もう 1組のはさみとピンセッ卜で切

開する

@滅菌ガーゼの中心を切り抜いて窓をつくり，切開部

にあてがい，リングピンセッ卜を用いて片方の子宮

角を露出させる

砂2)大脳新皮質への導入ォ
。吸引チューブ、の先に先端を折ったインジ、工クション

用針を取り付け，プラスミドDNA溶液を吸い上げる

e子宮壁を通して胎仔が見えるので，側脳室の片方，
あるいは両方にプラスミドDNA溶液を呼気で注入す
る.I 

c乙のとき，子宮を強くつかんではいけない ピン

セットでひっかけて取り出す感覚である また，あ

る程度露出したら，ピンセッ卜は使わず，手で取

り出した方がダメージは少ない 子宮がねじれて

惨血lこならないように，気を付ける.

d文献1参照またメタ ・コボレション ・ジャパ

ン制作のビデオがウェブサイトから閲覧できる

http://www.a仁tioForma.net/s3d/utero/index.html

ID・keio01 pass: NEPA21 

e吸引チュ ブを用いずに，マイクロインジ、エクター

を用いてもよい胎生10日目などの発生段階の早

い胎仔への導入では，針をより細く加工する必要

があり，乙の場合にはマイクロインジ、エクターが

非常に有効である 胎生14日目の胎仔では，片方

の側脳室当たリ 1J.1 L程度が目安である.

fプラスミドのインジ、工クションにはある程度の熟

練が必要である.針を車Ijすとき，胎仔が動いてし

まうことを防ぐため，胎仔の後頭部を押して子宮

壁に顔を押しつけながら，素早く一気に刺す 刺

す深さはなるべく浅くする 子宮内で躍に一番近

い胎仔はアプローチしにくく，傷つくと流産の危

険があるので，インジェクションしない.

インジ工クションは胎仔の頭部をしっかり保持し，側脳室の前側を狙う

OPBSで子宮壁をよく濡らしピンセッ卜型の電極を

用いて子宮壁越しに胎仔の頭部を挟み，電気パルス

を与える.皮質のなるべく広い範囲に導入するため，

陰極を胎仔の顎に当て，陽極を皮質の中心に据える 9

インジ、工クションした側脳室を覆うように陽極を斜めに当てる

@電気パルスは. I仁Rマウスを用いる場合には，以下

の条件を目安にする h

E宮市毘司E苦司理官園司~・闇夜開・・m理需1言置百官軍

12.5日 3mm

13日以降 5mm 

33 V 30 msec 

30 ~ 35 V 50 msec 

116 目的別で選べる遺伝子導入プ口卜コール

970 mse仁 4

950 msec 4 

9たたし，子宮内の胎仔の位置によっては，乙れが

不可能な場合もある

h 乙のとき，実測の電流値は 40 ~60 mAとなる電

流値は子宮のPBSによる濡れ具合や，電極の当て
方に大きく依存する.3mmの電極は電流が流れに

くいので電圧をやや高めに設定する必要がある電

極やエレク卜ロポレーターの個性によっても電流

値は異なってくるので，電流値が40 ~60 mAとな

るように電圧を調整する.



@一方の子宮角に対する作業が終了したら，腹腔内に

戻しもう一方の子宮角に同様の操作を行う

砂3)マウスの処置
@子宮角を腹腔内に戻した後， PBSで腹腔内を満たす

@腹壁をナイロン製縫合糸で，皮膚を絹製縫合糸で縫

合する.腹壁は3針，皮膚は5針が適当である l

@子宮を露出したととと麻酔の効果により，マウス

の体温は低下している手でしばらく温めるか，ス

ライドウォーマーなどで保温する j

@使用後の電極は，表面に汚れが残っていると抵抗値

が変わってしまい，導入効率に影響が出る使用後

は電極部分を歯磨き粉と歯ブラシでよく磨いておく

園 2)前頭前皮質への導入3)

;J皮膚は専用のステープラーを用いてもよい(ベク

トン・ディッキンソン社，AutoclipApplier 9 mm， 

4 非27630など) その場合には3針程度が適当で

ある

j手術に時間がかかると，マウスの体温低下が著し

くなり，胎仔の致死率が高くなる 開腹から開腹

までの時聞をなるべく 30分以内lζ留める 時聞を

短縮するため，いくつかの胎仔だけに限定して操

作を行う場合もある 胎生期に固定するのであれ

ば，卵巣から何番目の胎仔にインジ、エクションし

たかを記録しておけば，その個体だけを固定する

ととができる.生後ではインジェクションしたも

のと， していないものが混ざってしまうが， GFPの

発現が強ければ，生後1日目の段階で，皮膚を通し

て蛍光が見えるので，インジ、工クションした個体

を選択する乙とができる

e 
大JJ所新皮質のなかでも前UJHJU皮質を却lう場合，電極の主liて方に注意が必要である. 図2に

示すように，大脳新皮質背外fJ!ljへの遺伝子導入の場合はプラスミドをインジェクションした

大脳新皮質の外側にプラス柑を11てるが前頭前皮質の場合はプラスミドをインジェクシヨ

ンした大脳新皮質の|町方かつやや内側にプラス傾を向ける.また，プラス極はマイナス極よ

り心持ち水平よりも |二五lこ当てる.注入するプラスミド溶液は，片jう-の側脳室あたり通常の

半分程度 (0.5μ L限度)を，なるべく側脳室の前方に注入する.電気ノ号ルスは通常の大脳

新皮質に導入する場介と同じ電圧などの条件でワえる.
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大脳新皮質背外側への導入 前頭前皮質への導入

図2 大脳皮質背外側と前頭前皮質へのエレク卜ロポレーション法

屋署 3)海馬CAl領域への導入2)
プラスミドの脳室へのインジェクションは |二記の大脳新皮質の場合と同様に行う.電圧値

も大!l尚新皮質の場合と同様で、ある 図3のように，大脳新皮質への遺伝子導入の場合はプラ
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スミドをインジェクションした大脳新皮質の側にフラス傾を、与てるが， 海X!~CA I 領域への遺

伝f導入の場介はプラスミ ドをインジェクションした大脳新皮質の側にマイナス傾を、月てる.

7E帽の角度は図3のようにノk平方向から 30低利度傾ける.妊娠の胎生 13'"'-'151111に追仏J

導入を行うと，多くの制胞がラベルされる. 妊娠の)治生 12日11に遺伝子導入を行う場合に

は，電側をより水、|えに近いf(JI皮で吋てる必1llがある.

大脳新皮質背外側への導入 海馬仁Alへの導入

図3 大脳皮質背外側と海馬仁川へのエレクトロポレーション法

↑丘常的な発射を文J、?するプロモーターとしては， CMV (cytolT1egalovirus)フロモーター

や， CAGプロモーター，EFIα(elongation factor 1α) プロモーターがよく知lられている.

しかしこれらのフロモーターは，先生'1'のjJ尚の'1'では，必ずしも恒常的に発別しない"CMV 

フ。ロモーターは!Ji五'長，iifの創IIJJ包や，移動'1'のiJJnpl1経創I1JJ包で良好に発現を支持するが，成熟し

た神経細1111包では， JV.tJが消火する日)EFIα プロモーターでは，全体的にCMVプロモーター

よりも発射が強く，また移動が終fし，成熟した後でも発現が続く "CAGプロモーターは，

移動'1'から成熟までの各段階でEFlα よりもさらに伯い発別が観察されるので，市-，l'i"らは 11

'li~的にこのプロモーターで実験している また，このプロモーターはEFIαに比べて，脳宅

術での発引が速やかに減少する傾向があり， )立 ÍL~F将人した時点で、誕/七した担11経制胞をかな

り特異的に標識できる特徴がある.

Tαlプロモーターは，pll経制JJ包特民的に発射する.本法で導入した場合には，移動事11経

剤1l胞が皮質板に進入するころに発引が観察され始める(表).

表脳神経系への導入におけるプロモーターの比較

通常細胞 脳室帯の神経絡胞移動中の神経細胞成熟神経細胞備考 E 
仁MVプロモータ 恒常的な発現

CAGプロモーター 恒常的な発現

EFl aプロモーター 恒常的な発現

T a 1プロモーター

※路島」は速やかに減少

118 目的別で選べる 遺伝子導入プロ トコール
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神経細胞へのエレク卜同レーシヨン法r;トラフ~JiIシューテイング

匝 胎仔の致死率が高いもしくは流産山まう

iO 0手術時聞が長い
@操作中に胎仔をつぶしている

-周困ω聖地';r4J.n~也E凋・

。手術時間はなるべく 30分以内に留める.手技に慣れないうちは，無理にすべての胎仔に導入し

ょうとせず，やりやすい胎仔を選んで，操作する

@個々の胎仔は羊膜で包まれており 羊水中に浮かんでいるため 簡単に方向を変えることがで

きる 胎仔を強くもっと，羊膜が破れて，このような可動性を示さなくなる このような状態

では胎仔は生き残ることができない プラスミドの注入時に胎仔をこね過ぎたり ，子宮を腹腔

内に戻す際に押しつぶしたりしないよう 9 注意する.
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@キアゲン社などのプラスミド抽出キットで精製したプラスミドlまさらにフェノール/ク口口ホ

ルム処理2回， クロロホルム処理2回の後，工タノール沈殿してHBS(こ溶解する

@ネッパジーン社の遺伝子導入装置では電気パルス発生後，実際に流れた電流が表示される‘こ

の電流値が40~60 mAになるように， PBSによる湿らせ異合や，電極の当て方(電極の子宮

への接触面積や電極間の距離)，設定電圧を調節する。また，電極が劣化すると電流が高く流

れがちになるので，その場合には新しいものと交換する

@妊娠 14~15 日目では， 片方の側脳室あたり 1 ~ 2μ しが適当である.

。注入用のマイクロピペットの先端は斜めに折る 刺す際に大きな抵抗を感じるときには 1 先端

を加工し直すカ¥別の針に換える
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