
１． はじめに

DNAトランスフェクションは，細胞に遺伝子を導入す
る操作が必要な，とりわけ分子生物学と細胞生物学的実験
に必須の技術である１）．この技法なくしては，種々の細胞
における特定のタンパク質の機能を検討したり，予測した
りすることは不可能だろう．いうまでもなく，DNAトラ
ンスフェクションは，トランスジェニック／遺伝子ノック
アウト動物の作製２），あるいは人工多能性幹細胞（iPS細
胞）の確立にも必要とされる技術である３）．分子生物学が
DNAを細胞に導入する方法の発展とともに進歩してきた
のは確かである．
組換え DNA実験を行う研究室では，プラスミドやバク

テリオファージなどのベクターを用いて細菌を形質転換す
る作業を日常的に行っている．それに加えて，種々の発現
ベクターの培養細胞や動植物への導入もする．そもそも真
核生物は，進化の過程でその前駆細胞がタンパク質，
DNA，RNA，さらにミトコンドリアや葉緑体などの細胞
小器官（オルガネラ）の祖先などを内部に取り込んできた
と考えられている４）．したがって，真核細胞には，その周
囲に存在するタンパク質，ヌクレオチド，糖，そして脂質
などのあらゆる物質を内部に取り込む性質がもともと備
わっていると考えられる．もしそれが正しいならば，細胞
に DNAを導入するには，ただ DNAを細胞の周りに振り
かけるだけでよいことになる．しかしながら生物学的研究
では，DNAを真核細胞内に導入する場合，一般にその取
り込み効率が非常に重要な問題となる．なぜなら，ベク
ターによるタンパク質の発現，そしてその機能や細胞挙動
の変化など種々の応答を検出するには限界があるからであ
る．いい換えれば，発現ベクターによって細胞内で翻訳さ
れる目的タンパク質の機能を示すシステムが利用できたと

しても，DNAトランスフェクション効率が十分でなけれ
ば応答がみられず結局その実験はうまくいかなかったこと
になってしまう．
現在までに，いくつかの DNAトランスフェクションの

プロトコールが確立され，改良が加えられてきた．それら
は以下のとおり，主として四つに大別される５）．
１）リン酸カルシウム法
２）リポソーム法
３）DEAE-デキストラン法
４）エレクトロポレーション法
また，試薬ばかりでなく装置や器具もまた改良されてい

る．本稿では，DEAE-デキストラン法に焦点を絞り，その
応用について述べることにする．

２． DEAE-デキストランの性質と分子生物学への応用

DEAE-デキストラン（diethylaminoethyl-dextran）は，デ
キストランにジエチルアミノエチル（diethylaminoethyl）基
が導入されたポリカチオン性化合物である６）．動物や培養
細胞に対する DEAE-デキストランの生物的効果は多く観
察されている．たとえば，DEAE-デキストランは in vivo
においてインターフェロン（IFN）の産生を誘導し７，８），ト
リ／マウス肉腫ウイルスによる細胞のトランスフォームを
促進する９，１０）．また，腫瘍の成長を阻害するという報告も
ある１１）．そして，DEAE-デキストランはプロウイルス
RNA，SV４０ならびにポリオーマウイルス DNA等の効率
的な細胞への導入に用いられてきた１２～１４）．水溶液中で負に
荷電したヌクレオチドは，正電荷を持つ DEAE-デキスト
ランに取り囲まれるので細胞膜表面に接触しやすくなる．
次に，この DEAE-デキストラン―ヌクレオチド複合体は
エンドサイトーシスで細胞に取り込まれる，という仕組み
である．
トランスフェクション効率を高めるために，DMSO（di-

metylsulfoxide），クロロキン，あるいはグリセロール等が
しばしば DEAE-デキストランとともに用いられる５）．
DEAE-デキストランには細胞毒性があるが，利点もある．
たとえば，DEAE-デキストラン法によって細胞内に取り込
まれた二本鎖プラスミド DNAはヒストンタンパク質を巻
き込んだミニクロモソーム構造を持つ１５，１６）．したがって，
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この方法で細胞内に送り込まれたプラスミドは染色体に組
み込まれずにミニクロモソーム状態となるため，DNA複
製／修復，転写等の核内の生化学的反応を解析するのに適
している．以上に加えて，DEAE-デキストラン法は再現性
が高く，安価で簡便な操作なので，このような点を優先す
るならば研究上好ましいだろう１７）．
メタクリル酸メチル（MMA）基で修飾された DEAE-デ

キストラン-MMAは，非ウイルスベクターの遺伝子導入
法に応用されている１８～２０）．また，DEAE-デキストランによ
るマクロファージ細胞のプラスミド DNA取り込み効率
は，５-アザシチジンによって増大できる２１）．このように
DNAを細胞に送り込む新規技術として DEAE-デキストラ
ン法を改良することには重要な意義がある．以下，紹介す
る DEAE-デキストラン法によるマルチプルトランスフェ
クションは，血球系の細胞や iPS細胞なども含め，動物か
ら採取された細胞における転写活性プロファイルを評価す
る系として応用可能である．

３． DEAE-デキストラン法――再現性の高いレポー
ターアッセイのプロトコール

最近では，プラスミド DNAまたは siRNA等を固相化
（付着）させておき，接着細胞に送り込むリバーストラン
スフェクションが可能となった２２，２３）．さらに，siRNAとと
もにデキストラン，リポフェクタミン，そしてポリビニル
アルコール等を用いた方法も報告されている２４）．このリ
バーストランスフェクション法をレポーターアッセイに応
用すれば，転写メカニズムのハイスループット分析が可能
となる．このような背景のもと我々は，DEAE-デキストラ
ンを用い，非常に簡便で安価にプラスミド DNAを培養細
胞にトランスフェクションするプロトコールを開発し
た２５）．多数の DNAベクターを培養細胞に導入しなければ
ならない場合，これは時間と費用を節約するばかりでなく
再現性の高い結果も期待できる方法である．以下，実際の
操作方法を述べる．

１） レポータープラスミド DNAの調製
トランスフェクションに用いる二本鎖 DNAプラスミド

は，精製し純度の高いものが好ましい．最近は，一般に販
売されているプラスミド精製キットのカラムを用いて簡単
に調製ができる．使用前に，２６０nmの吸光度を測定して
濃度を算出し，アガロースゲル電気泳動を行って純度を確
かめておくことが必要である．精製された二本鎖 DNAプ
ラスミドは，蒸留水（精製水）に溶解し（０．５～２g／L），
－２０℃で保存する．

２） 材料の準備
①レポータープラスミド水溶液
マルチウェル細胞培養プレートに付着させるプラスミ
ド DNAは，あらかじめ精製水を加えて５０ng／Lに
希釈しておく．

② DEAE-デキストラン
DEAE-デキストラン（GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Sweden）は，精製水に溶解し，フィルター濾
過滅菌しておく．この溶液（５g／L）は少なくとも
２年間４℃で保存可能であるが，１mLずつ小分けし
ておくと使いやすい．

③ TBS（＋＋）溶液（細胞洗浄溶液）
２５mM Tris-HCl（pH７．４），１３７mM NaCl，５mM KCl，
０．６mM Na２HPO４，０．７mM CaCl２，０．５mM MgCl２の水
溶液を調製し，フィルター濾過滅菌しておく．この溶
液は少なくとも２年間４℃で保存可能である．

④マルチウェル細胞培養プレート
滅菌済みでディスポーザブルのプラスチック製９６
ウェル細胞培養用プレート（平底）を用意する．

⑤細胞培養用メディウム，ウシ胎仔血清
トランスフェクションする細胞の培養に適した培地が
必要である．たとえば，HeLa S３，Jurkat細胞の場合
には，１０％ウシ胎仔血清（FCS）を含む培地として
それぞれ DMEまたは RPMIを用いる．

⑥細胞抽出液調製液
１×Lysis溶液（Promega社５×Lysis溶液を精製水で５
倍希釈して使用）：２５mM Tris-phosphate（pH７．８），
２mM DTT，２mM１，２-diaminocyclohexane-N，N，N′，N′-
tetraacetic acid，１０％グリセロール，１％ TritonⓇ X-１００．
PLB溶液（Promega社 Dual-LuciferaseⓇ Reporter Assay
System添付の Passive Lysis（５×）溶液を精製水で５倍
希釈して使用）．

３） 培養細胞への DNA導入
DEAE-デキストランを用いたマルチプルトランスフェク

ションのプロトコールを図１に示す．
①レポータープラスミド（１００ng）と DEAE-デキストラ
ン（１０g）を細胞培養プレートの各ウェルにスポット
し（図１，内枠），滅菌状態を保って完全に乾燥させて
おく．DEAE-デキストラン／DNAを付着させたプレート
は，４℃乾燥状態で少なくとも１０か月保存できる（た
だし保存する時期に湿度の高い６月～９月が含まれる場
合には，保存可能期間を少なく見積もる必要がある）．
②以下の操作は９６ウェルプレート１枚を用いてトラン
スフェクションする場合で，クリーンベンチ内で操作す
る．まず，Jurkat等の浮遊細胞は培養液ごと遠心し，
HeLa S３細胞等の付着細胞はトリプシン処理後，培地に
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懸濁してから遠心して，上清を除いて１×１０７個の細胞
を回収する．次に，回収した細胞に TBS（＋＋）（２mL）
を加え，軽く懸濁する．（デュアルルシフェラーゼアッ
セイを行う場合には，TBS（＋＋）溶液にはあらかじめ
pGL４．７４［hRluc／TK］ベクター［Promega，Madison，WI，
USA］等の参照用レポータープラスミド（１g）を加え
ておけばよい）．この懸濁液をウェル１か所あたり１×
１０５～２×１０５個（２０～４０L）ずつ分注し，３０分間静置す
る．５～１０分おきに軽くプレートを傾けてウェル全体に
溶液が行きわたるようにする．
③ TBS（＋＋）溶液（２００L）を各ウェルに加え，室温
で５分間遠心し，上清を除いた後，細胞培養用培地
（HeLa S３細胞の場合には１０％ウシ胎仔血清（FCS）を
含む DME培地）を各ウェルに２５０Lずつ加え，３７℃，
CO２濃度５％条件で２４時間インキュベートする．
④付着細胞の場合には遠心しなくてよいが浮遊細胞の場
合には遠心してから，PBSで１回洗浄する．上清を除
き，各ウェルに２０～４０Lの Lysis溶液を加え，軽く振
とうして懸濁し，－８０℃で凍結させる（この状態で２～
３日保存可能）．氷上で溶解させた溶液を用いてシング
ルまたはデュアルルシフェラーゼ（Luc）レポーターアッ
セイを行い，単位タンパク質あたりあるいは単位レニラ
（ウミシイタケ）Luc活性あたりのホタル Luc活性を算
出する．
以上の方法で pGL３-Promoterベクターを HeLa S３または

Jurkat細胞にトランスフェクション後，細胞を回収，調製
したサンプルからばらつきの少ない Luc活性を検出でき
る２５）．我々は，このプロトコールによる簡便かつ再現性の

高い結果を報告した２５～２７）．DNA導入効率は細胞の状態や
トランスフェクション試薬のロットに左右される場合もあ
るが，今回 HeLa S３に対し，一般に広く用いられている
リポソーム法（X社）との比較対照実験を行った（図２）．
プロモーター活性の低い順に，pGL４．１０［luc２］（エンプ
ティベクター），pGL４-ESR２（ヒト ESR２プロモーター領
域を含む pGL４．１０［luc２］），pGL３-Promoter（SV４０プロモー
ター領域を含む pGL３-Luc），pGL４-PIF１（ヒト PIF１プロ
モーター領域を含む pGL４．１０［luc２］）を用いたところ，
いずれの場合においても DEAE-デキストラン法を行った
場合に検出される単位タンパク質あたりの Luc活性は高
く，しかもデータのばらつきにも特に大きな問題はない．
このように，DEAE-デキストラン法によるマルチプルトラ
ンスフェクションは，DNA導入効率，再現性，コストパ
フォーマンスいずれにおいても優れている．
このように多数のレポータープラスミドを同時に培養細

胞に導入することによって，トランスフェクションの数を
増やして統計処理できる．また，同一のレポータープラス
ミドを用いて，種々の薬物に対する応答をスクリーニング
分析することにも応用できる．我々は，DEAE-デキストラ
ン法を応用してテロメア関連遺伝子プロモーターの種々の
薬物に対する応答を比較分析し，抗老化薬をスクリーニン
グする系のモデルを提唱した２７，２８）．ウイルス感染症やがん
など，発現の増大や低下が指標となる遺伝子が明らかと
なっているなら，その遺伝子のプロモーター活性を測定す
る系を確立することによって新規の治療薬の候補化合物が
見いだされるかもしれない．

図１ ９６ウェル培養プレートを用いた DEAE-デキストラン法
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４． ま と め

本稿では，安価な DEAE-デキストランを用い，９６ウェ
ルプレートでの遺伝子導入を簡便に，かつ再現性よく行え
る技術について述べた．この方法は，昔から種々の培養細
胞に DNAを取り込ませる技術として重要であった２９）．
DEAE-デキストラン自体には，細胞毒性が認められている
が，ほかのトランスフェクション法よりも DNAの導入効
率が良好な場合には，非ウイルスベクターを細胞内に送り
込む方法としての選択肢の一つとなる．それに，化合物の
修飾や改変によって細胞毒性を低く抑えることは可能であ
る．最近まで遺伝子治療はウイルスベクターの開発ととも
に進められてきたが，ベクターの LTRが染色体 DNAへ
組み込まれることによって細胞増殖，細胞周期制御，アポ
トーシスやシグナル伝達系に関わる遺伝子の発現に影響し
ないよう配慮しなければならない．したがって，細胞への
導入に非ウイルス性のミニクロモソームベクターを用いる
方法によって，療法の改善を進めることには重要な意義が
ある．
近年，遺伝子の変異によって発症するがんの診断が可能

になった３０，３１）．最近のゲノム研究では，さまざまなヒト疾
患における遺伝子発現の変化が示されている３２，３３）．さらに，
cis 定量特性部位（QTLs）を示すトランスクリプトーム解
析法は，ある疾患の患者由来の細胞における遺伝子発現と
転写状態を示すのに有効である３４）．DEAE-デキストラン法

によるレポーターアッセイはトランスクリプトームやゲノ
ム解析とはまったく違うもので，細胞核内における転写プ
ロファイルが示される．我々が確立したマルチプル
DEAE-デキストラン法は，まずは血球系の細胞や iPS細胞
など，動物から採取された細胞内の転写活性プロファイル
を評価する系として応用されるべきである．たとえば，
iPS細胞などで特定の cis エレメントの活性化あるいは不
活化状態を知る手がかりとなる．その結果から，どの遺伝
子の発現を人為的に操作すべきか，という治療指針も得ら
れるだろう．
ゲノムワイド分析によると，糖尿病や自己免疫疾患等で

は，転写制御領域（制御 DNA）の調節が発症に関与する
ことが示唆されている３５）．ヒトのメラノーマ細胞では，染
色体 DNA末端の伸長やゲノムの安定性に関与するテロメ
ラーゼのタンパク質サブユニットをコードする TERT 遺伝
子プロモーター領域に点突然変異が高頻度で検出されるこ
とが明らかとなった３６，３７）．冒頭で述べたとおり，iPS細胞
を確立するには，基本的には４種類の転写因子を細胞内に
導入すればよい３）．また最近，三つの遺伝子（Blimp１，
Prdm１４ と Tfap２c）をエピブラスト様細胞に導入して始
原生殖細胞へと導くことができるという報告がなされ
た３８）．以上の報告は，転写因子プロファイルの変化が細胞
リプログラミングに関係することを示唆している．がん細
胞の多くには染色体 DNAの異常３０）や細胞内代謝異常３９）が
観察される．そのような変化が生ずる前には，おそらく転
写プロファイルが変化している，と我々は考えている．が

図２ DEAE-デキストラン法とリポソーム法の比較実験
HeLa S３細胞に DEAE-デキストランまたはリポソームを用いてルシフェラーゼ（Luc）レポー
タープラスミドをトランスフェクションした後，９６ウェル細胞培養プレートで培養した．単
位タンパク質あたりの Luc活性と SD値を表に示した（n＝１０）．
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んの診断と治療を的確に行うことができるようになった現
在において，次のステップは遺伝子の異常が生ずる前のプ
ロセスを理解し，がんを未然に防ぐ方法を確立することだ
ろう．もし，マルチプル DEAE-デキストラン法を応用し
て細胞内転写状態を正確に評価できるようになれば，特定
の cis エレメントのオン／オフ状態がわかるばかりでな
く，遺伝子制御療法における方針を決める有効な手がかり
が得られるかもしれない．さらに，このシステムから得ら
れたデータが蓄積されれば，DNA塩基配列や代謝異常の
起こる前の，つまり発がん前段階細胞の転写プロファイル
解析からがんの「超早期発見」が可能になると考えられる．
現在，転写制御領域のゲノムワイド分析，そして人為的に
転写制御を行って細胞操作する技術等が大きく進歩してい
る．今後は，細胞核内の転写プロファイルを理解すること
の重要性がますます高まることだろう．
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細胞内転写プロファイルの解析を応用することによって，がん
の超早期発見を可能にしたいと考えています．
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