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１．概要（Summary ）： 

細胞の形質変化の手段として電気穿孔法を用い

た細胞への外来性遺伝子の導入が広く行われてい

る．一般的なバルク電気穿孔法では，数 mmの距離

を離した平行電極を有するキュベット内に細胞懸

濁液を入れ，電極間にパルス状の電圧を印可するこ

とで，細胞内へ遺伝子を導入する．従来法は操作が

簡便である一方で，数百 V 程度の高電圧を必要と

する点や遺伝子発現の効率が比較的低いことが課

題であった．そのため近年，微小オリフィスによる

集中電場を利用した電気穿孔法が提案されている（1，

2）．この手法は絶縁材料中のオリフィスにより電場

を集中させることで低い電圧での膜穿孔が可能で

あると共に，電場の影響を細胞膜の一部に限局でき

るため細胞への損傷を低減できる．しかし，本手法

における遺伝子導入過程は不明な点が多く，先行研

究（1）で報告されている様な遺伝子発現における効

率向上の詳細メカニズムは明らかになっていない．

バルク電気穿孔法ではプラスミド等比較的大きな

分子は細胞内部へ直接導入されるのではなく，電場

が分子と細胞膜の相互作用を惹起し，その後のエン

ドサイトーシスにより分子が導入されると考えら

れている(3)．一方で，Boukanyら(4)は，集中電場によ

り生じる電気泳動が物質輸送を促進していると主

張している．さらに，Kurosawaら(5)は，電気泳動に

より核内へ分子が直接導入されている可能性を示

しており，これが発現効率向上のメカニズムの一つ

として考えられる．電気穿孔時に核内へ分子が直接

輸送されるためには，分子は細胞膜に加えて核膜を

透過する必要がある．核膜は大きさ 2 nm~10 nm程

度の核膜孔と呼ばれる穴状構造を有しているが(6)，

一般にプラスミド等の分子は平衡状態で 100 nm 以

上の大きさを有しており，拡散により核膜孔を通過

することは困難である．そのことから，電気泳動に

より核膜孔を通過する際には分子が大きく変形し

ていると考えられる．また，集中電場が核膜の膜電

位を上昇させ，その分子透過性を上昇させる可能性

も考えられ，前報(7)ではその影響について数値解析

により検討した．本研究では，ここで用いた細胞の

核膜孔(直径約 4 nm)よりも大きな量子ドット(直径

約 13 nm)を用いて電気穿孔を行い，電気穿孔後にお

ける量子ドットの細胞内分布を詳細に調べること

で集中電場による核膜の分子透過性上昇の可能性

について検討した． 

２．実験（Experimental）： 

デバイスは 8 本の深さ 50 µmおよび幅 2.5 mm の

流路と中央の直径 8.0 mm 細胞培養用ウェルで構成

されており，流路中には大きさ数 μmのオリフィス

が設置されている．中央のウェルに細胞懸濁液を導

入し外側の流路出口との間に水頭差を与えること

で各オリフィスに細胞を固定できる．電気穿孔を行

うための電極は Ag/AgCl 製であり，一方の電極は中

央のウェルに，もう一方は流路出口に挿入した．本

デ バ イ ス は 絶 縁 性 材 料 で あ る PDMS

（polydimethylsiloxane）およびガラス基板から成り，

電圧印加により生じるイオン電流は全てオリフィ

スを通過する．これにより，電位差を与えた流路の

オリフィスに固定された細胞のみを電気穿孔でき

る．また，電気穿孔時に測定した電流値からオリフ

ィスにおける電場強度を推定できる（8）．本デバイス

はネガ型レジストである SU-8(Microchem)で製作し

た鋳型を PDMS へ転写することで製作した．また，

オリフィスは近接した鋳型構造の間に形成される

離型剤のブリッジ構造を利用して製作した（9）．ただ

し，ここではその鋳型構造の間隔を 4 μm とした．

作製した PDMS 流路は大気プラズマ処理によりガ

ラス基板と接着した． 

３．結果と考察（Results and Discussion）： 

 3 Vの電圧印加後において撮影した細胞の共焦点

蛍光像より電圧印加後において量子ドットが細胞

内及び細胞核内に分布していることが確認できた．

量子ドットが核内部へも導入されていることから，

本結果は集中電場が核膜の分子透過性を上昇させ

る可能性を示している．同様の実験を様々な印加電

圧の条件で実施し，印加電圧と核内部へ導入された

量子ドットの割合の関係について整理した．ここで

核内部へ導入された割合は量子ドットに対応する

共焦点蛍光像を用いて（細胞核内部の蛍光値の和）



/（細胞全体の蛍光値の和）から算出した．印加電圧

および導入割合の相関係数 r は-0.40 と得られるが，

有意水準 p = 0.1 (n=17)とした時，|r| < r0.1 = 0.41

より帰無仮説を棄却できない．一方で，核膜とオリ

フィスまでの距離と核内部へ導入された量子ドッ

トの割合における関係を調べたところ，距離と導入

割合の相関係数 rは-0.79であり，有意水準 p = 0.01

としても帰無仮説は棄却され(|r| > r0.01 = 0.61)，

両者に強い負の相関があることが分かった．すなわ

ちオリフィスと細胞核までの距離が減少するにつ

れて細胞核内部へ導入される量子ドットの割合が

増加することを意味している．Laplace方程式に基

づく数値解析(7)より，オリフィスと核膜間の距離が

その膜電位上昇において重要なパラメータであり，

これが減少すると核膜の一部がオリフィス近傍に

おける電場の高い領域に近づき，その膜電位が上昇

するという結果が得られている．さらに，ここで得

られた実験結果より，その膜電位の上昇が分子透過

性の向上につながることが示唆された．以上から，

特に核膜孔よりも大きな分子において電気穿孔に

よる核内部への直接導入には，核をオリフィス近傍

に配置することが重要であると考えられる． 
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