
エレク卜ロポレーション法による神経細胞への導入

。 網膜への遺伝子導入

松田孝彦

匂白糾11経細胞への導入全般については4-3-1'b f$:!'.(! 
-発生期の網膜に対して非常に有効な遺伝子導入法

-導入したプラスミドからの遺伝子発現は数カ月以上持続する

.2種類以上のDNAを100%に近い効率で同一細胞に導入できる

.BACなどの巨大DNAに対しても適用可能
-成体網膜に対するプラスミドの導入効率はきわめて低い

エレクトロポレーシヨン法を川いて，発'1ミWJのマウス(ラット)網膜に問{必に遺伝J乙を導

入することができる 1)- リ.この泣fL~f導入法には 生きたままのマウスにinvivoでエレク

トロポレーションを行う方法(図1) と，摘山した網膜に対して川 vitroでエレクトロポレー

ションを行い，その後，網JJ日を出Il織格養する)j法(図2)の2つがある.前-?f-は，メ1::体内で

足tfid-機能を!O/T析できるという大きな平IJuをもっ. しかしながら， (それほど燥しい技法で

はないものの)DNAインジェクシヨン操作の判熟に右 |二のI'-JII¥Jを要する. ゾ'j，後省のin

vllroエレク卜ロポレーション仏:は， ①技術的に作易である， ②辿伝子導入効ネのばらつきが

少ない， ③fii'光タンパク質の発射を経H寺的に飢然しやすい， ④薬剤投与との制lみ介わせが作

品Jである，といった長所がある.しかし，制服組織情義系でInVIVOでの関境を完全に模倣
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図1 網膜へのinvivoエレクト口ポレーション
A) In vivoエレクトロポレーションの概略図.B)電気パルスはピンセット型円形電極を用いて与える
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図2 網膜へのinvitroエレク卜口ポレーション
A) In vitroエレクトロポレーションの概略図， B仁)電気パルスはチャンハー型電極を用いて与える

することは14'1灘であり， !:也版な状態で制限をI庁長できるのはllk大2週11'.]科!支までであること

など， *Il織J庁長につきまとうし 3くつかの限界がある.

!n vivoエレクトロポレーシヨンにおいては， DNA 消滅を網膜と色ぷ 1:皮WI胞とのIf'，J(網

膜下腔)にII:人し， 図1にぷすJjl1'J(似総欠(:IJ)でf日公パルスをかける.これにより，制限

にICJi効ネで、フラスミドDNAが導入される.1G傾のliリきを図1と逆にすることによって，色

素上皮細胞に;Ui.ぷj乙を導入することも IIJ能である 1)5) DNAを附了ー体作内にn二人し， 図1と
逆の 11~ きに1低気ノ号ルスを lj・えて制服判I!経節制)]臼に遺伝 fを導入したとの報行もある (j)叶) し

かし，少なくとも宅.(iの克験条例ードにおいては，町if-f小fWJからの遺伝f導入効〉存は非常に低

い.なお，フラスミドDNAよりも低分fの蛍光標識アンチセンスモルフォリノオ リゴを111

いた場介，エレクトロホレーシヨンによって仰if-体fWJからゼ、プラフイツシュの網膜に効〉本よ

く導入できるとの綴(lJがあるリ) In vilroエレクトロホレーシヨンにおいては. DNAi'fi液で

i!均たしたマイクロチャンパー内で，摘11:した網膜のlii'if-体fWJ(レンズ似1])をフラスiG柑に向

けて配il'lし， iG541パルスをらえる(図2)

網膜に対してエレクトロホレーシヨンを行った場介， )，~本的に DNA は水分化な網膜|)ij!叙

細胞に導入される J1j!JIJは不IYlであるが，分化したTI!$予制11胞にプラスミド DNAはほとんど

導入されない.したがってマウスの場介，エレクトロポレーシヨンl可能なH別01は，T'y1刑して

いる網膜liij駅制胞が(f{I:する胎仔J!i1から午後 l週間11あたりまでで，発生j引を過ぎるとエレ

クトロポレーション法を111 ~当た網膜へのフラスミド DNA の導入は|剖難に なる .

網膜は大別すると 6 ，f， rr~'ìiのニューロンと l 相知のグリア制JJ包から構成される . これら純UJJ包

極は 'Aの決まったIlli1序で，111'1:されており ， マウスのJ~介，胎仔j切に神経節制)]包 ， JJ<'F制)]包，

錐体副総11)]包，アマクリン制胞が主にPtt'l:され，生後に料体制制JJ包，双州制JJ包， ミューラーグ

リア細胞が i:に産/巨される(図3)，DNA は水分化な網 11史 lìíj}~~細胞に導入されるため，先生
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図3 マウス網膜における各種細胞の発生順序
出生直後(赤点線)の時点、で存在する未分イι網膜前駆細胞からは樗体視細胞，双極
細胞，ミユーラーグリア細胞ならびに(一部の)アマクリン細胞が産生される

のどのH与WJの網!院を標的とするかによって，以終的にラベルされる創n胞絡がy~なってくる.

例えば， 11 ¥ '1:.1((後 (postnatalday 0: PO)のマウス網!肢を際的とした場介， )tif.ぷ{-導入さ

れた網膜前駆制JJ白からは料体制制IJ包，双極制JJ包， ミューラーグリア制胞，アマクリン制胞が

Yt~' 1之されるが，相|暗号f市出1 11胞， 水、l '・綱11胞， ~(f 体制剤IIIJ包はノ1:.まれないため， 前-rrの4何郊の制胞

のみがラベルされる(図 3，図4). 和11経節制IIJJ包，水、|王制IIJJ包， ~m体制品111胞をラベルしたい場介

には，胎f-fWJの制IJ見をt史的にする必要がある.

マウス制IJ日へのJ/JVI VOエレクトロポレーションは， IJfl'l: 13.5日11(EI3.5)あたりから

IIJ能である(それより 11'.いステージでは， {-日慨を)illして胎frの|恨球を認識するのが|本i難で

ある). しかし， 11γl'.liiiの胎仔制限への遺伝子導入は ;17ulclひでの手術になるために比較的

難易度が高い.ろ任1'[.のi必0，E13.5のマウス!治児制Jl具にGFP先制ベクターをinuleroで導入

したときの成功率 (GFPI場1'1:，こなった網膜の;iilJ介)は，平均で 30 % ，J";!度である • 1治ffWJの

網膜を標的とする場介には，まず';nv;lroエレク トロポレーションを試みるのが無難な選択

であろうん・， 生後のマウス制IJ英へのl刀 VIVOエレクトロポレーションは比較的作'幼であ

り，窄者の成功率はほぼ 100%である.これまで多くの研究将にマウス新生ffの制服への;17

VIVOエレク 卜ロポレーション法を指導してきたが，ほぼすべての人が最初のトライアルで1成

功させており，それほど難しいテクニックではないといえる.
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図4 新生仔網膜へのinvivoエレクトロポレーション
出生直後 (PO)の網膜にpζAG-GFP発現ベクタ をmVIVO工レク卜ロボレーション法で導入しその2日後 (P2)およひ

20日後 (P20)に網膜を解析した.P2の時点では，ほとんどのGFP陽性細胞か形態的に未分化な前駆細胞であるが， P20で

は， GFP陽性細胞は得体ネ見細胞，双極細胞，ミユーラーグリア細胞およひアマクリン細胞に分化している NBL:神経芽細

胞層， GCL:神経節細胞層， OS/15: t見細胞外節/内節， ONL 外頼粒層， INL 内頼粒層

園 1)出生直後のマウス網膜へのわ VIVOエレクトロポレーション

l準備するもの/
砂1)サンプルなど

.妊娠マウス
どの系統のマウスに対しでも適川口I能であるカ(， ICRなどのJI'近交系アルビノマウスをJIJ~ lると， I恨
球に注入された DNA縦波の綾子を観察しやすい.

.プラスミドDNA

惨2)機器類

キアゲン社などのlargcprcp kilで精製し 20 Cでf.!t:!{f.1il終的には PBS' 1'で 1 ~5 μ gj μ しの濃度
になるように謝終する.i!li紡融解を頻繁に繰り返すと， 'ì~1の DNA が凝集してインジェクション針

がFI請まりする版|刈になるので)@ける .1王将が論文;で報仇したエレクトロポレーション川のプラス
ミド 2)りはAddGCIlC (http://w¥円 v.addgcnc.org) を通じて入手口I能.

・ 遺伝子導入装置… CUY21 (ネッパジーン社)

他にもネッパジーン社の NEPA21，BTX社のECM830がIriJ僚に使えることを確認している.

・実体顕微鏡

・ ピンセ ッ ト型 円形電極 Unvivo用):直径5mm… CUY650-5 (ネッパジーン社)

124 目的別で選べる遺伝子導入プロトコ ル



30G針

33G童十(blunt)

図5 マウス新生仔眼球への DNAインジ、エクションに用いる針

A)眼球lζ穴を空けるための30G針とインジェクション用のプラン卜末端33G針 B)針先の拡大図

砂3)試薬品類
・ 1% Fast green F仁S (シグマ ・アルドリ ッチ社)
粉末を水に溶かして0.45mm のフィルタ ーを通 した後， qflitiでf~1字 . DNA 溶液に 1/20~Il (終iI:!l皮

0.05%)を加えて行色する.

砂4)消耗品など
・ ィンジ、工クション用のシリンジと針

NanoFil 10 μLシリンジ (WorldPrccision Inslrumcnts社，#NANOFIし)に 33G blunt NanoFil 

nccdlc (Worlcl Prccision Inslrumcnls社 #NF33sレ2)を装行(図5).Worlcl Prccision Inslru-
menls社は33，34， 35， 36 Gのbluntencl neecllcとbcvclcclnccdlcを取り揃えており，必要に}，む

じて針の形状を変兇できる.針カ王朝日し〉ほど組織への夕、メージは小さくなるので，34 Gや35Gのblunt

cncl針をJIJ~ lてもよい. しかし，針が綱1I くなるにつれて金| の 11 詰 ま り の頻度が噌すので， その J;I.~ も Jf

IiJtに入れる必要がある.36 Gの針は11詰ま りしやすいのでおすすめしない. マウス11ft仔へのinulcro 
でのインジェクションには35Gのbcvelecl針を川いている.

・使い捨て注射針 30Gl/2 (ベク トン ・デイ ツキンソン社 #5106)

・使い捨て力ミソリ (またはメス)

.リングピンセッ ト (FineScience Tools 社 #11103-09)

・綿棒・70%エタノール・PBS
・氷(マウス新生仔の麻酔用)

・手術後のマウス新生仔を温める装置(スライドウォーマーなど)
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a凝集したDNAや， DNA 溶液に混入したゴミによる

インジ、エクション針の目詰まりを防ぐために，実

験直前に室温で15，000rpm (20，000 G)， 3分遠心

してその上清を用いる.

。 FastGreen (終濃度0.05%) を加えたプラスミド

DNA溶液 (終濃度1"'5μg/μυ を調製する d

D 33Gの blunt針を装着したインジ、工クション用シリ

ンジを DNAで満たす ('"0.5μL程度)

e新生仔を氷の上に数分間置き，麻酔する b
。実体顕微鏡下， 片側の眼球を上にして左手で麻酔し

たマウスを固定する (図 6A)

b新生仔がほとんど動かなくなれば次の操作に移る

新生仔を氷上で長時間 (10分以上)放置すると死

亡することがあるので注意が必要

ζ 新生仔を固定する際，強く指で押しすぎると「うつ

血」して死亡するので，適度なさじ加減が必要
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図6 マウス新生仔眼球へのDNAインジ、エクションの手順

詳細は本文参照 Aでは根球の位置を実線で，力ミソリで切開する部位を破線で示した

070%エタノールに浸した綿棒で眼球の上の皮膚を
消毒する (図6B)

。鋭利な力ミソリ (またはメス)を用いて瞭を切開す

る (図6C)d 

@リングピンセットを用いて切開した険を押し下げ，

眼球を露出させる (図6D)

Q30Gの使い捨て注射針を用いて角膜近くの強膜に

穴を開ける (図6E，図7A)

Oインジ、工クション用の33Gのblunt針をOで、つくっ

た穴に通し眼球内に挿入する (図6F，図7仁)

@眼球内に挿入した針先に軽い抵抗を感じた時点で

DNAをインジ、工ク卜する (0.3"-'0.5μ L) e 

@露出させた眼球をもとに戻し険で覆われるように

する f

$PBSで濡らしたピンセット型円形電極をマウス新生
仔の頭部にあてがう (図1B)9 

@エレクトロポレーション (80V， 50 msecの矩形波

をパルス間隔950msecで5回)

@手術後のマウスを温め，動き出したら母親の元に戻す h

aDNAを導入してから24時間後には遺伝子発現が観

察される

126 目的別で選べる遺伝子導入プ口卜コール

d上下の険のつなぎ目(線として認識できる)に沿っ

て切開する.上手く切断すればほとんど出血しな

い 出血が激しいと傷口が癒着して将来日が開か

ないことがある

e置車針先が網膜下腔lこ到達した時点で軽い抵抗を

感じる 新生仔の眼球は柔らかいので，さらに強

く押すと blunt針といえども容易に眼球(強膜)を

突き破ってしまうので注意が必要.

f角膜が電極に直接触れるとエレク卜ロポレーショ

ンの際にダメージを受ける可能性があるので，眼

球を険で、覆って直接電極と触れないようにする

9 DNAをインジ、工ク卜した眼球側にプラス電極，反

対の眼球側にマイナス電極をあてがう

h筆者は通常，片側の眼球にのみ遺伝子を導入して

いる 両方の目にエレクトロポレーションをする

場合には，新生仔のダメージを考慮し，片側の自

に遺伝子導入後， 10分以上の間隔を空けてもう片

方の自に導入するとよい.待ち時間の間 ，手術後

の新生仔を温めて .e..麻酔から回復させる 母

親の元に戻す必要はない。
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図7 網膜下腔 (subretinalspace)へのDNAインジ、工クションの手順
シャープな30G針で眼球に穴を開け (A，B)，その穴を通してインジ、エクション用の33Gのblunt針を挿入する(c)

blunt針を用いることで，眼球を突き破らずに網膜と色素上皮細胞の間へのDNA注入が容易になる

l準備するもの/
砂1)サンプルなど

・妊娠マウス
と守の系統のマウスに対しても適用可能であるが， lCRなどの非近交系アルビノマウスを用し 3ると，眼

球に注入された DNA溶液の様子を観察しやすい.

.プラスミドDNA
キアゲン社などの largeprepキットで精製し 20 0Cで保存. 最終的には PBS 中で 1~5μ gj μL の

濃度になるように調整する.凍結融解を頻繁に繰り返すと， 一部のDNAが凝集してインジェクショ

ン針が目詰まりする原因になるので避ける.筆者が論文で報告したエレクトロポレーション用のプ

ラスミド 2):1)はAddGene (http://www.addgene.org)を通じて入手可能.

e 園 2)出生直後のマウス網膜へのわ凶roエレクトロポレーション

砂2)機器類

・遺伝子導入装置…CUY21 (ネッ パジーン社)
他にもネッパジーン社のNEPA21，BTX社の ECM830が同様に使えることを確認している

・実体顕微鏡

・シャーレ型白金プレート電極 (invitro用)…CUY520P5 (ネッパジーン社)

・網膜摘出用のピンセッ卜 (Dumont社#5，#55) 

・眼科用男刀 (FST社#14085-08) 

・眼科用スプリング男刀 (FST社 # 15000-00) 

砂3)試薬品類

・網膜組織培養用培地
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調製後， 40Cで保存. 2週間程度で使い切る.以ー卜はすべてライフテクノロジーズ社インビトロジェ

ン製品

Neurobasal-A (# 10888-022) 

N-2 suppl巴ment x 100 (# 17502-048) 

B-27 supplem巴nt x 50 (#17504-044) 

GlutaMax x 100 (#35050-061) 

ペニシリンース トレプトマイシン x 100 (#15140-122) 

Total 

47.5 mL 

0.5 mL 

1.0 mL 

0.5 mL 

0.5 mL 

50.0 mL 

• DMEM/F12 (HEPES含有) (ライフテクノロジーズ社インビトロジェン製品#11 039-021) 
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砂4)消耗品など
• Nucleopore Track-Et仁hedmembrane直径25mm  (Whatmcnネ1:#110606) 

・6ウェル組織培養プレート (コーニング社 #3516) 

・ 6cmシャーレ

・先端を切って太くした200μLのチップ

17ロトコ→11/7

。プラスミドDNA溶液を調製する (終濃度1'"'-'2μg/

μL) 

86ウ工ルプレートに網膜組織培養用培地 (1mLl 
well)を入れる a

e各ウェルにNucleoporemembraneフィルターを浮
かべ，仁O2インキュベタ に入れておく b

。安楽死させた新生仔から眼球を摘出し，DMEM/F12 

で満たした6cmシャーレに移す ζ

。実体顕微鏡下，鋭利なピンセッ卜と眼科用男刀を

使って眼球から網膜を取り出すd

@シャ レ型白金プレー卜電極のチャンバーをDNA

溶液で満たす ('"'-'140μ L) 

@先端を切ったチップを装着したP200マイク口ピペッ

ターを使って網膜をチャンJ¥ーに移す c f 

Oピンセットを使ってチャンバ一内での網膜の向きを
整える (レンズをプラス電極側に向ける， 図2)

。エレク卜ロポレーション (30V， 50 msecの矩形波

をパルス間隔950msecで5回)q 

@網膜をDMEM/F12で満たした新しい6cmシャーレ

に移し， DNA溶液を洗い落とす

@先端を切ったP200チップを使って網膜を6ウ工ル

プレー卜に浮かべたフィルタ一上に移す h
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a無血清培地で安定して網膜が培養できるとの報告

がある 10) 筆者自身もウシやウマ血清入り培地な

どをいろいろ試してきたが，無血清培地を用いる

方が結果は良好なようである

b 1 ~2 日程度ならば，フィルタ を用いずに網膜を

培養液中で維持する事は可能である.しかし培養

期間が長くなる場合，培養液中での静置培養では網

膜の健康な状態を維持できないまた培地を入れ

た培養プレ トを長時間インキュベーターの外で、放

置すると， pHが変化して培地が変色してくる.

C 使用する解剖用具や実験台を70%エタノ ルで消

毒し，できる限り雑菌をもち込まないようIこする

d レンズが網膜に付いたままの状態で取り出すと後

の操作が容易である 通常，眼球から取り出した

網膜に色素上皮細胞は付着していない

レンズ

rO¥ 「ゲ前 ru¥
回 1-・-I l'It.-..f、叫'1-( .~宵 l

、--強膜;¥-..L-/ 網膜 、--
e網膜が吸い込める程度の太さのピペットマンチツ

プを作製する 重力lこより網膜はピペットマンチッ

プの先端部分に溜まるので，培地をほとんどもち

込まずにチャンパーに移せる。

fマウス新生仔の場合， 1つのチャンパ に数個の網

膜を同時に入れる乙とができる

9操作後，チャンパ内のDNA溶液をピペッティン

グによって撹持すれば，そのまま別の網膜のエレ

ク卜ロポレ ションに使える.徐々に導入効率は

落ちていくが， 4~5 回は使い回せる.

hフィルター上の中心部分にあらかじめ100μL程度

の培地をマイク口ピペッターで滴下しておく .乙

の水滴があると網膜を移しやすい



@フィルタ一上でレンズ側が上にくるよう網膜を配置

する

@ピンセッ卜で注意深くレンズを取り除く

ap200のマイク口ピペッターでフィルター上の余分

な培地を吸い取り，網膜をフラッ卜;こする 1

@網膜の上から培地を~20μL滴下する

~ 37 0仁の仁O2 インキュベーター内で培養する

fT2日おきに培地を交換する

神経細胞叩レクト師一ン法r/

i ，r.劃 網膜が折り重なった部分をフラットにすると

きには』まず培地を少し滴下し，ピンセットを用

いて士宮地の中で網膜の折り重なった部分を慎重に

広げる その後，余分な培地を吸い取る

e 

トラフrJIIシューテイング
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日 遺伝子持入されない

⑫怠 ODNAが正しく眼球内(網膜下腔)に注入されていない
@正しくエレクトロポレーションされていない

@DNAの品質が悪い

E周困也昌吉也';P4I混乱JI'''

@色素で着色したPBSをインジェク卜し，直後に眼球を摘出して網膜下腔が染まっているかを

チェックするーインジェクシヨン技術をマスターするまでは，多産でアルビノのICRマウスを

使って練習するとよい

@実行電流値を調べる.電気パルスがかかる度にマウスの筋肉が軽く痘撃するので，それを指標

にしてエレクトロポレーシヨンの成否を判断してもよい /nvitroの場合，正しく電気パルスが

かかれば.チャンパー内に気泡が発生する

@プラスミドDNAは通常のlargeprepキットで調整したもので十分であるが，少し高価なエン
ドトキシンフリーのキットを用いてDNAを調整すれば より少量のDNAで高い導入効率が得
られる.

遺伝子は導入されたが，網膜の形状が崩れている

~ ODNAインジエクシヨンの際に網膜を傷つけた
@インジェクトしたDNAの量が多すぎる

129 



@インジェク卜したDNAの濃度が濃すぎる

-周困E融制ra.U9l.闘・

@ゆっくりと慎重にインジェクション針を眼球内ヘ挿入し，針先にほんの僅かな抵抗感を感じた

時点で止める 針の挿入によって眼球が変形するようであれは¥強く押し過ぎである

@眼球にインジェク卜する溶液量は0.5μL以下にとどめる それ以上注入すると，深刻な網膜剥

離を引き起こす.

@必要以上に DNA濃度が高すぎてもよくない pCAG-GFPの場合，濃度 1μg/μ しで十分明瞭

なGFPの発現が観察できる

自 培養した網膜の形状が崩れ吋

iO 0網膜組織培養の際，網膜を傷つけた
@培養期間が長すぎる

-四函ω肇湖lIi同町制E凋・

@網膜がダメージを受けた領域は層構造が乱れやすい.操作中，網膜を傷っけないように細心の

注意を払う 特に，フィルタ一上で網膜をフラットにする際には，滴下した培地中で操作を行っ

て網膜に余計な張力を与えないようlこする

@培養日数が長くなるほど，網膜の形態が崩れやすくなる 培養日数は必要最小限にとどめる

エレクトロポレーションの翌日マウス新生仔が死亡している

iO 0手術の際，マウスを手で強く押さえすぎた
@氷上麻酔が長すぎた

@母親が面倒をみない

E周困[Iþ]調~ira.n屯Jf~・

@新生児マウスを指で強く固定しすぎると， うっ血して皮膚の色が黒ずんでくるので，手術中の

皮膚の色の変化に注目する

@麻酔は5分程度までにとどめる 10分以上氷上で放置すると回復しないことが多い.

@)C57BL/6などの近交系マウスを用いた場合，母親が子育てせずに手術後の新生仔が死亡するこ

とがよくある 必要ならば，ICRなどの非近交系マウスを里親につけることを検討する
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