
エレク卜ロポレーション法による神経細胞への導入

。 培養皿上の成熟神経細胞への
遺伝子導入

田谷真一郎，星野幹雄

日目 ※相11経細11包への導入全般につし当ては4-3-1も参!l.i日

-遺伝子(プラスミド DNA)を初代培養神経細胞に過剰発現/発現抑制する

.さまざまな発生段階の神経細胞に遺伝子導入できる

-高効率で遺伝子導入できる

-高生存率を維持できる

e 
ラット/マウス山米の初代前後神経細胞に遺伝fを噂人することは比較的難しい実験系と

されている.筆f行の経験 1:，府長IIIll-_の成熟神経細胞への辿伝子導入効率だけを比較すると，

ウイルスによる感染>エレクトロポレーション>リポフェクション，の}I聞になる.ウイルス

感染を用いるJj法は，使川，i"FIIJIII，11'fiの手続きの的知さや実験設備の関係により，倣泌されが

ちである 一Jj，エレクトロポレーションは手技的にrm坊で，短H年IIiJに成熟神経制JJ包への遺
伝Jι導入がnJ能になる系である 本項では 乍将がネッパジーン;fl:のスーパーエレクトロポ

レータ-NEPA21を使川しているため，このシステムにおj}，むした制介をする.NEPA21が特

に優れている点は，3ステツフ

ポレ一シヨンの応郎(.D別.D11.日ltはま，首公1刺激により ，細胞にプ〈を'供け，遺伝 f (プラスミドDNA)を

細胞に送り込むものである.この技術により， ー般的に遺伝J場人が凶難とされている初代

倍長神経紺|胞に対しでも物則的に遺伝fーを導入することができる. しかし，細胞が受けるダ

メージは大きく，活気刺激の強さに依存して't作ヰfが低下してしまう.N刈EPA21は創紺制11)1胞l胞包!脱!悦児に

微制な穴をあけるポア-リング、パルス(高i屯首l正i正 短H与訓刊1，'川l口川川iリ川j) と込足泣lf伝式f三を細胞内に送り込むむ‘卜ラ

ンスフア一パルス (αf低瓜応;印卜1-..長H与訓刊I1間l川IJ)の3ステツフ

J点!江1が長所である.導人したい制11胞i泡包への3ステツフ

しまえば刈効率で、辿u.((場人でき，かつ1'.-:1生{pキミを維持することできる.電気条件は制11胞

により異なるために， "j，:J}'jではラット I~l来の狗jIj初代I庁長神経f品 111包への遺伝子活人の条fi:を

制介する.
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培養回数 n 

(DIV) V 

ステージ、

研究11的として，担11経細1I胞のさまぢまな成熟過引において，研究対象の分[-の機能を矢11り

たいと与えているjjは少なくないと思う.この 11的に対する只体的な解決法は，相11経細胞に

おいて11的分子の過刺先別の効*.RNAiによる先制抑制の効果などを検討するのが-般的

である.神経剤11胞にも多数の純類が存布しているが， .;v，:.，Ti"は遺伝子導入するinvilroの神経

地養細胞として，海J.!~f})代i古護神経細胞がその発述過引が詳細に解析されているため倣いや

すいと与えている.

海馬初代前後担|帰宅制11胞は 1990年代にBankcrらによ って5つのステージに分けられた(図

1) 1) この神経制JJ包はt庁長IffJ始後にみられるラメリポディアの形成(ステージ!)から数時

間後に複数の非常に出発に動く神経突起を形成する(ステージ2).その半11後に桜数の突起

の中の l小;が急Jaに{I/I長し，神経幅h索の特徴をのするようになる(ステージ3). この間伐り

の突起のfill長は非常に退く ，後に樹状突起となる(ステージ4).樹状突起は成熟してシナプ

スを形成する(ステージ5).海馬初代t庁長神経創IIJJ包は，このステージに対!δする大まかな府

主主Il数 (DIV)がすでに桜行されている. したがって，研究対象の分fの機能を，神経細胞

のどの成熟過紅に対して検討するのか計|耐を以てやすい.例えば，神経細胞の'1削除3・樹状突

起への運命決定(似1''1:形成機椛)を解析したいのであれば，神経細胞を組織から分散した直

後(DIVO)に辿伝[-導入しなければならなくなるので， 4調1-3-4のJfillを参J5・にしてほし

い.イ本三項でで、は，樹状突A起:込込M庁形3列1成戊やシナフ。ス)形杉防h成見への効見栄Lが検討で、きるt培古

への足迫i伝f導人について帝制{行f介する.

3 5 14 

2 3 4 5 

奔
未熟な神経突起

主に事由索が伸びる 樹状突起が伸びる ヤ
図 1 海馬初代培養神経細胞の発達過程
ステ ジ3(DIV3)は軸索が伸び，ステ ジ4(DIV5)は樹状突起が伸ひる

132 目的自IJで選べる 遺伝子導入プロ トコール



l準備するもの/

ム砂1)機器類

.遺伝子導入装置…NEPA21(ネッ

パジーン社，右図上)

・付着細胞用脚付電極24ウ工ル用

… CUY900-13-3-5 (ネッパジーンネ1:，

右図下)
!fi養皿上の(神経)細胞に遺伝子導入す
る際に汗I~ >られる.

砂2)試薬類
・ポリーDーリジン

• 12'"'-'13mm力パースリップ(マ
ツナミ社)

.24ウェルプレー卜平底タイプ

・無血清培地

・Opti-MEM(ライフテクノ口ジー
ズ社インビ卜ロジ、工ン製品)

砂3)サンプルなど
・2'"'-'10 mg/mLプラスミドDNA
高発現させたい遺伝子をコードするプラ

スミドDNA.キアゲン社EndoFrcckit 精
製相当.

lプロトコール/
惨1)細胞の培養

。海馬初代培養神経細胞 (約3x 104 cells/well)をポ
リ-Dーリジンでコ 卜した aカバースリップ上に播
き， 24ウェルプレート中で目的に応じた時期まで

培養する

砂2)プラスミドDNAの準備

eキアゲン社EndoFreekitなどを用いて， 10 mg/mL 
プラスミドDNAを準備する

eエレクトロポレーションに用いるプラスミドDNA
は，最終濃度1mg/mしとなるように， Opti-MEMで
希釈する (DNA混合溶液)

ス-/~ーエレクトロポレータ-NEPA21 (ネツ I~
ジーン社)

e 

付着細胞用脚付電極(仁UY900-13-3-5) 
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aコ 卜しないと細胞が吸着しない コ 卜する手
順は次の通リ

①ポリ Dリジン (PDL)を加え 37"Cオーバーナ
イト (12時間くらい)

②PBSで3回洗う
cl使用培地を加える

PDL 

力パースリップ
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砂3)付着細胞用脚付電極の滅菌
。 24 ウ工ルプレー卜に 70 %エタ ノ -}レ (~l mL)と
Opti-MEM (~l mL)を用意する

9付着細胞用脚付電極を70%工タノールのウェルに
1~2分浸け置き， 滅菌する

。次に， Opti-MEMのウエルでエタノールを十分洗浄

しもう 1つ準備したOpti-MEMのウエルに付着細

胞用脚付電極を置いてエレク卜口ポレーションに使

用する

砂4)エレクトロポレーション
824ウェルプレートの培地を回収する (回収した培

地は@にて再利用)

。海馬初代培養細胞を培養している24ウェルプレー

トにDNA混合溶液 (300μ L)を加える

。付着細胞用脚付電極を24ウエルプレートに細胞に

衝撃を与えないように，静かに置く

@抵抗値を測定し，エレク卜ロポレーションを行う

電気条件

b神経細胞を無血清培地 (Neurobasalmediumな

ど)で培養している場合はすぐにエレクトロポレー

ションに移行できる 血清を含む培地で培養して

いる場合は，Opti-MEMで2回洗浄する.

c広範囲に遺伝子導入したければ，エレクトロポレー

ション後に，電極を90度回転させて，再度エレク

卜ロポレ ションを行う.

ポアーリングパルス

斗
電
圧

200V 

| 電圧 パルス福川Lス間隔 回数 減衰率 E
ポアーリングパルス 5 msec 50msec 

50 msec 50 msec トランスファー/'¥ルス 30V 

@エレクトロポレーション終了後，DNA混合溶液を丁

寧に吸引する.すぐに，8で回収した神経細胞の増
殖用培地を加え，培養する d

細胞にダメーシを

与えないようそっ

と入れる
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2回

5回

10% 

40% トランスファー
パルス

時間

d複数回エレク卜ロポレ ションを行うのであれば，

DNA混合溶液を回収し再利用する(著者は5固ま

でなら問題なくエレク卜ロポレーションできるこ

とを確認している)



ODIV18まで培養し，EGFPのシグナルを観察する (図

2) 

EGFP (0.2 mg/mU 

e EGFPのシグナルはスパイン様構造物にみられる

エレクトロポレ ションする時期を調整すること

で樹状突起伸長 ・分岐やシナプス形成への影響を

検討することができる

図2 DIV7でエレクトロポレーションし， DIV18 
で固定 (x60レンズで撮影)

DIV7を用いることで軸索の影響よりも樹状突起形成やシ

ナプスに与える影響をみることができる DIV18ではシナ

プス形成がみられる e 
3
エ
レ
ク
ト
ロ
ポ
レ
|
シ
ョ
ン
法
に
よ
る
神
経
細
胞
へ
の
導
入

プラスミドDNA濃度

ネッパジーンtl:判長究のプラスミ ドDNAの政反はid終的に 1mg/mLである. この条{'I:でエ

レクトロポレーションを11うとiEi伝J主導入された*111胞が|燐践し， と守の'1411宋/樹状突起がどの

制JJ包{ノド111.:1ミなのかわからなくなって しまう恐れが生じ る(図3A).そこで， プラスミドDNA

の濃度は最終的に0.2mg/mしになるようにしてIIiJ係の:k験を行った.その出，';*.適度にj立

A EGFP (1 mg/mU 、.

自jiiJ41おl
.-41ー-ー

'. -・

戸l

， 

B EGFP (02 mg/mU 

図3 DIV2で工レク卜口ポレーションし， DIVSで固定 (x20レンズで撮影)
AとBの細胞密度は同一である A)高濃度のプラスミドをエレク卜ロポレ シヨンした場合高密度のプラスミドを用いた

ため，多くの神経細胞に遺伝子導入できている しかし軸索や樹状突起が交差しているために，どの細胞体からでている

軸索/樹状突起なのか区別が難しし¥乙れらの区別ができないと，長さや分岐数の計測が困難になる B)低濃度のプラスミ

ドをエレク卜ロポレ ションした場合 低濃度のため，適度の神経細胞に遺伝子導入できている.しかし， Aに比べると細

胞1個あたりに導入されている遺伝子のコピ数が減少しその遺伝子の効果が見えにくくなる可能性がある
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国コスト

伝1-導入された細胞を分散させることに成功した(図38).ただし，気をつけなければなら

なLリ去は，おそらく 細胞に導入されたプラスミドDNAの濃度も 1/5に減っている可能性が

ある.この結果，過剰発引やlミNAiの効巣に影響を与えるようであれば問題であるので，注

意していただきたい.

最後に本項で桁介したエレクトロポレーションに閲して，コストの説明をする.初期投資

として，スーパーエレクトロポレータ-NEPA21を購入する必要がある.初期投資としては

高くつくと忠われるが，その後のランニングコストはOpti-MEMとプラスミドDNAの調製

だけなのでJド市'に安lll1iである. また， ;]IJ売りのキュベットを購入すれば成体に対してのin

vivo，治児に対してのinutero，組織切片に対してのexvivo，浮遊細胞に対しての1I7vitro 

などの各極エレク卜ロポレーシヨンなどが可能 (4章-2-1参照)になるため，今後の研究

の展開次第では，有効なツールになるのではないかと考えている.

神間胞一一一一一一r-:トラフ~JIIシューテイング

エレクトロポレーションされた細胞が確認できない

i@ 0プラスミド DNAの純度が低い
@プラスミド DNAの濃度が低い

@エレクトロポレーターのトラブルが生じている

-周困Ct.I]託証~.:r.:il沼 191曹司・

。プラスミド DNAの検査(吸光度や電気泳動)をする

@プラスミド DNAの再精製をする

@実験ごとに抵抗値を測定する また必ずワークするポジティブコントロールを用意する.

日 高濃度のプラスミド DNA~精製できない
-岡図也庇湖沼，.01雷同磨沼・

必要量のプラスミドDNAを用意し，エタノール沈殿させた後. Opti-MEMで再度溶かし直す
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