
エレクトロポレーション法による神経細胞への導入

e脳スライス培養への遺伝子導入
石田綾，阿部繁男

e1ml※神経細胞への導人全般については4-3-]'b ~jl，(! 
-細胞種特異的な遺伝子導入が可能

-細胞毒性が低い

・安全性が高い

脳スライス(微小組織)!庁長は， JJ尚の層構造の-1tI1が保たれ，神経回路網がより生体内に

近い状態で維持されたI庁長系である.生J1-t!的な条f't・で長時間の実験ができる利点を生かし，

分子生物学，形態学，発ノ1:.学，電気生理学など， ~M広いアプローチを用いる解析で利HJ され

ている.脳スライスI市長への辿伝子導入には，エレク卜ロポレーシヨン法のほかに，ウイル

スベクターや遺伝f銃が)[jV lられる.ウイルスベクターは， 細胞毒性や安全性が常に川JWと

なる.また，神経細胞に選択的に迫伝fを導入するためには，適切なウイルス砲を選び，プ

ロモーターなどの諸条例-を検討する必要がある，illf.ぷf銃は，機器が高額ではあるが，ウイ

ルスベクターと比1鮫して問f¥liに利fl1することができる.スライス内の細胞にランダムかっ低

裕度に遺伝fが導入されるため 形態学的観察に適するが細胞極特異的な遺伝子導入には

適さない.これらのjj法と比較して，エレクトロポレーシヨン法の利点は，安全です笹備が簡

便であること，発別11tが多く，復数の迫伝fを川|時に導入することができることがあげられ

る.また， 1-1的とする制1I胞の作布部位の特徴を利川することで，効率よく 制胞極特典的な遺

伝J三導入が可能であることも，大きな利点で、ある.
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エレク 卜ロポレーション法は，細胞のごく近傍にプラスミドDNA溶液を注入し， ， ~' 5 '，t1Jf 

をかけることで制}]包!院に小さな火を開け その|瞬川にプラスミ ドDNAを取り込ませるとい

う}j法である.プラスミドDNA溶液の注入jjrJi c.， ¥'11: 11:のかけ方を工夫することで，"的

に応じたパターンに辿伝Jを導入することができる.ここでは，本研究宅で利川されている，

3種類の脳スライスへのエレクトロポレーシヨン法を制介する.非特異的遺伝導入法として

は，海馬スライス消長を)11いた例を紹介する.この}j法はできるだけたくさんの制胞に)1=特

異的でもよいから噂入したいという H的に川いることができる.プラスミドDNA治被を，ス
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ライス全体を覆うように添1111し，スライス全体に電場をかける.細胞種特異的に遺伝子を導

入する方法としては，制胞の存在位rill.の特徴を利川するJJi:去を制介する.この原理は側JliXi"'E

417の神経幹細胞など， さまざまな創11胞をターゲットとしてJlJし当られているが， ここで、は小脳

願粒細胞への導入法を紹介する.幼弱JtJの小JJiXi知粒*[[1胞は， IJ凶の表層(外頼粒層)に存伝し，

発達過程を経て Ij，J ~f4粒)同に移動する.外相粒!回の表面にプラスミド DNA が践するように ，

DNA 溶液を小JJ品川iに注入し，市場、を小脳全体にかけることで， ~fj粒紺JJJ包特異的に遺伝子を

導入することができる. 単一神経細胞エレクトロポレーション法は，特定の Iつの細胞に遺

伝fを導入する方法である.11的とする細胞表面に，顕微鏡 下でプラスミドDNA溶液の人っ

た微小電極を接触させ，調lIJ胞特民的に電場をかけることにより，遺伝子を導入する(表l.

表 3種類の脳スライスへのエレク卜口ポレーション法

海馬スライスへの非特

*** 非特異的 世骨 大脳皮質やノド脳など，他の組織にも応用可能
異的遺伝導入法

小脳頼粒細胞への選択
女女 穎粒細胞 女

細胞の存在位置の特徴を利用するζとで，神経
的遺伝子導入法 幹細胞にも応用できる

単一神経細胞へのエレ

* 個目的々のと細す胞る 貴女女 大脳皮質や小脳など，他の組織にも応用可能クトロポレーション

園 1}海馬スライス培養への非特異的遺伝子導入

l準備するもの/ ※JI所スライス械の作山二については，参政献7を参ll'!;l
砂1)機器類

・遺伝子導入装置…CUY21E(ネッパジーン社)

. 二一ドル白金電極…CUY611P3-1

・ フレーム付シャーレ円形白金電極2mmψ…CUY700P2E 

~ 2) 消耗品類

・解剖用具 (ピンセット2本程度)

・ メンブレンフィルター・..JHWP02500 (ミリポア社)

.シャーレなど

・ ハンクス緩衝溶液 (HBSS)

砂3)サンプルなど

・プラスミドDNA溶液
キアゲン社のMaxikitで精製したプラスミドDNAをHsSに調製する.DNA濃度は μgjμしと

する芥I伎の分布をわかりやすくするため， FastGrccn 0.01 % (シグマ ・アルドリッチ社 #F725S)
で肴色する HBSの組成は，f-P;内エレクトロポレーシヨン法 (4章-3-1参照)と同僚である.
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プラスミド DNA溶液

/ 

Eロトコールア
。マウス胎仔 (胎生15.5日~生後O日目)の海馬から

培養用のスライスを作製し冷たいHBSSの入った

シャーレに入れ，氷上に置く d

eエレク卜ロポレーション用のチャンバ一 (フレ ム
付シャーレ円形白金電極:下図)に冷たいHBSSを

満たしメンブレンフィルターの上に海馬スライス

を置く

海馬スライス

eプラスミドDNA溶液5μL;を海馬スライスの上に滴
下する

。二一ドル白金電極をプラスミドDNA溶液表面に接
触させる

e電気パルスを与える b
@電場の方向を逆にしもう一度同様の電気パルスを

与えるに

@スライスを培養し，数日後に遺伝子発現を確認する

(図1)
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a細胞へのダメージを防ぐため，低温を維持する

e 
白金電極の設置されたシャ レ内を冷たいHBSSで満たし，メ
ンブレンフィルターの上lζ海馬スライスを載せる 文献2より

3
エ
レ
ク
ト
ロ
ポ
レ
|
シ
ヨ
ン
法
に
よ
る
神
経
細
胞
へ
の
導
入

b電圧値は，導入したい細胞数に応じて5-15Vに調

節する例えば，電圧15V.パルス幅5msec.パ
ルス間隔995mse仁. 5発

ζ 電気パルスは 10発以上かける必要があるが，すべ

て同じ方向にかけると細胞へのダメ ジが大きい

電気パルスを5発かけた後，逆向きのパルスを5発
かけることで，ダメージを抑え，より多くの細胞

に導入することができる

図1 遺伝子 (EGFP)を導入後，培養
3日目の海馬スライス培養

多くの幼弱な神経細胞にEGFPの発現が確認さ

れたスケール/¥-: 100μ m 
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圏 2)小脳頼粒細胞への選択的遺伝子導入

l準備するもの/
砂1)機器類

・ 遺伝子導入装置…CUY21E(ネッパジーン社)

・ ピンセッ 卜型電極…CUY650P5(ネッパジーン社)

. 吸引チューブ芹(Drummond社)

. インジェクション用ガラスキャピラリー…30-0066(Harvard社)など

IAjf主が太めのもの.注入しやすいよう先端を適宜折っておく .

. リン酸緩衝溶液 (PBS)

砂2)サンプルなど
・ プラスミドDNA溶液
キアゲン社のMaxikitで精製したプラスミドDNAをHBSに調製する. DNA濃度は， 2μ g/ 11 Lと

する.溶液の分布をわかりやすくするため， FastGrccn 0.01 % (シグマ ・アルドリッチ社 #F7258)

で諸色する.HBSの組成は，1-宵内エレクトロポレーション法と同様である.

[1ロトコール
。ガラスキャピラリーと吸引チューブ、を接続し，あら

かじめプラスミドDNA溶液10μ しを吸っておく

86仁mディッシュに PBS15 m しを入れ，氷上で冷や

しておく

eマウス (生後6""'8日目)の小脳を摘出し， PBS中
に入れる

。小脳溝にプラスミドDNA溶液10μ しを注入する

ピンセット型電極

二E・・・・・・・・h司・・・・F インジ、エクション用

ガラスキャピラリーと
プラスミドDNA溶液

a実体顕微鏡で観察しながら，小脳溝にキャピラリ

の先端を挿入する いくつかの角度から，複数の

小脳溝に溶液を注入する

ととml
一一-11 ...... 

小脳溝 小脳溝にガラスキャピラリー先端を挿入し，プラスミドDNA溶液を注

入する ピンセット電極は小脳を挟むように小脳溝に平行にもつ
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eピンセット型白金電極を小脳を挟むようにb，I J \~出
溝に平行にもつ

。電気パルスを与える c

@小脳スライスを作製し培養する (図2)d 

bただしじかに接しないように注意

c 電圧値は，導入したい細胞数に応じて30~100Vに

調節する 120V以上では，細胞へのダメージが大

きくなる傾向がある例えば，電圧100V.パルス

幅50msec. / ¥/レス間隔450msec. 5発。

dエレク卜ロポレーション後のサンプルは氷上に置

き，なるべく速やかにスライスを作製する.

図2 EGFPを導入後，培養6日目の小
脳スライス培養

頼粒細胞特異的にEGFPが発現している乙とを

確認したスケール/'i-: 40μm 

e 

l準備するもの/
砂1)機器類

.電気刺激装置とアイソレータ (日本光電社)

.手動マイクロマニピュレータ一 (ナリシゲ社)

・微小ガラス電極針..64-0787 (Warner Instruments社)など
先端は細いほうがよ く， 0.6 ~ 1 μmに調節する.

・電極用の銀線， 2本

惨2)サンプルなど

・プラスミドDNA溶液
キアゲン社のMaxikilで精製したプラスミドDNAを精製水に調製する DNA濃度は μg/μL

とする.浴液の分布をわかりやすくするため， FaslGreen 0.01 % (シグマ・アルドリッチ社 #F7258)
で着色する.ト[BSの組成は，f'&;[村エレクトロポレーション法と同様である.

・低濃度血清培地
通常よりも血清濃度の低い借地 (5%ウマ由l詰'J). 
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園 3)単一神経緬胞エレクトロポレーシヨン法
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Uロ坦竺111/〆
。微小ガラス電極針にDNAプラスミド、溶液を充填し

陰極側の銀線を溶液内まで挿入し手動マイクロマ

ニピュレータ に設置する

電気刺激装置

およびアイソレータ

微小ガラス電極と
DNA 溶液

e海馬スライス (培養8"'10日目)を低濃度血清培
地の入ったディッシュに移し，正立顕微鏡下 (60

倍，水深レンズ)で， 目的の細胞を決める

e陽極側の銀線は，スライスの外の培地中に置く
。マニピュレーターを用いて，ガラス電極先端を細胞

体の近傍まで誘導し細胞体が軽くくぼむ程度まで

近づける

e電気パルスをかける
@海馬スライスを培養液に戻し，数日後に観察する

(図3)

陰極側の銀線は微小ガラス電極内に挿入し，陽極

側はスライスの外側の培地に浸るように設置する

細胞体力、少しくぼむまで電極を近づけ，電気パル

スを与える

a文献5より，最も効率がよいとされる条件を選択し

た 必要な電圧の大きさは，条件により変わるた

め，1O ~50V に適宜調整する例 :電圧30V，パ

ルス幅1msec，周波数200Hz， 200発

b単一神経細胞エレクトロポレーション法は，イ也の

方法よリも熟練を必要とする 条件検討の際，プ

ラスミドDNA溶液の代わりに蛍光色素を用いると

よい 電気パルスをかけた直後に，細胞体へ色素

かとりこまれているかを蛍光顕微鏡でチ工ツクし

ながら，電極先端の細胞への接触のさせ方や電圧

値を調節する テトラメチルロ ダミンデキス卜

ラン(細胞卜レ シング用の赤色蛍光色素)を利

用する場合，電気パルスの方向は， DNAの場合の

逆なので注意する

図3 単一神経細胞エレクトロポレーション法により
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EGFPを導入した海馬神経細胞を用いた実験例
EGFPが導入された海馬神経細胞に対して高頻度電気刺激 (100

HZ，100発)を与えると，スパインの頭部が大きくなる様子が観察

された.スケール/¥-: 2μm.文献6よリ転載



l 神倒胞恥ヘの侃エレω山ク外卜同口叫一→シ泊ヨρン法aトラフ~JIIシューテイング

.周困[!þ]組E..;~毒温'iJÆ河・。DNA溶液の注入方法については，海馬スライス
培養への非特異的遺伝子導入法で3は基本的には問

題にならないと思われる小脳頼粒細胞への選択

的遺伝子導入法では，小脳溝にガラス先端を深め

に挿入し， DNA溶液の池ができるようなイメー
ジ(右図)で，多めに注入するとよい 単一神経

細胞ヱレクトロポレーション法ではガラス電極

の先端が細胞体にしっかりと密着する必要がある.

あまり押し付けすぎると細胞が死んでしまうので，

ちょうどよいところを見つけることが大切である

@電気パルスについては，毎回の電流値を確認し，電圧の設定値を調整する 細胞にダメージを

与えないように，できるだけ低い電圧を用いる必要がある まず，やや高めの電圧に設定し，遺

伝子の発現を確認できたら，少しずつ下げていくとよい.

日 遺伝子持入されない

EO 0プラスミドDNA溶液の注入方法が不適切
@電気パルスのかけ方に問題がある
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