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RAW264細胞への遺伝子導入条件の検討

序論

RA¥V26凶細胞は 白血球の l闘であるljl球か

ら樹立された端尭細胞株であり iにマクロフ

ァージ峨細胞としての機能の解析のため 綿々

な研究にI史われてきた (Ralphand Nakoinz 

19771. 1996午から 1997年にかけて 附吋訓

，，~分化凶子 ( RAKKL. OPGL. TRANCE. and 

ODIつが尭はされるまでは (Ya叫 daetal.l998;

Anderson el al， 1997; Wong el al， 1997; L.acey 

et al. 1998)十般叶細胞誘時モデルとして造Irl[細

胞と什牙細胞との共存地聾系が主に用いられ

ていたが (Takahashiel al， 1988) このよう

なマウスの初代梢茸晶を使わなくても 上記の

RAW264刷胞にRANKLを加えて鼎苦することに

よって 什l吸収活字1を持つ成熟前骨細胞を仰る

ことができるようになった (Matsumotoet al 

2000) 

III在我 は々。 RAW264細胞に 過性に泊伝子

を導入!先取することによって RAW264細胞

の破骨細胞への分化におけるその過伝子の機能

を解析したいと与えている RAW26411U胞への

;n伝子の埠入は以前よりDEAE-デキスト ラン法

などで行われてきたが (Ohmori細川 Hamilton

1993) サイ iカイン刺激i去の転写11Hの活性

解析など レポー ター泊伝子を導入するH的で

川いられる喝合が多く (Zhenget al. 1991) レ

ポ タ アッセイが向感度であるため日い場

入効率は必盟イ、 l可欠ではなかった • r.B~細胞に

過ILf'を押人 発射することによって その作

附を調べる )I~n、 H 的である糊合には i且伝子を

効率良く瑚入することが必要であり RAW細

胞の刷告は安定的な遺伝子導入株を作拠する

か十 100%近い導入効率が何られるウイルスベ

クターを111， 、ることが一般的である (Govoni

et a1.1999; Matsumolo et al. 2回0) 世定的な遺

伝子持人株を作製してその遺伝子の作間企調べ
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る}j法は 対象となる遺伝子が必ず碍人された

ものを使うため 持人効率を気にする必要は無

いが 将人される染色体の部位によっては制胞

本来の泊伝子を舵脱する在ど細胞の機能に影響

をりえたり また導入された泊伝子が光射し主

いなどの可能性があるため l 通常且i数の細胞椋

を作成し それらのc&lll呆を検.iH る必嬰があ

る そのため刷雑であり また;n伝子導入細胞

株の確立まで"キ!日lがかかる ウイルスベクタ

を川いる均介は 他の導入方法に比べ導入効半

は#常にw、ものの十その附換に時!日lと技術が
必裂であ旬 さらに感染の危険性を避けるため

に.t;";N機器を別にするなど投備も必品目となる

リポフェクン ヲン訟は これらの};fJ;に比べ愉

悦であり DEAE-デキス iラン法などに比べる

と綿々な輔君1の動物細胞に比較的効率Nく遺伝
子を導入できるこ とが知られている そこで本

研究では di版の3踊矧のリポフェクン ョン訟

による泊1，、子導入試薬を使川して導入条1'1のJa

i由化を行い 必要主導入効率が何られるかどう

かを検討した

実験方法

試事および細胞

RAW264綱llIJf'lはR1KENGENE BANKから出ヰ

人した 制胞は非!I!IJ化した牛胎児IflLdl(旭テ

クノグラス roKYO) 10%. 100U/ml peni-

cillin及び100μg/mlストレプトマインンを台

むMinimumE回 entialM恒liumAlpha Medium 

(α MEM.lnvitrogen Co.. USA)を"'，、て 37'C

5%C02-'で府首した 3削顔。)リポフエクンヨ

ン法による辿伝子再入試薬であるFu-Gene6

Lipofec tamineおよひ~Tfx-50 は それぞれ

Roche WSA. IN). lnvitrogenおよびPromega

(USA. wilから附入した pCX-EGFPは
Clontech社 (USA.CA)のものを川いた
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一- DNAO.5μs
『唱同ーDぜA1.0μg 

-‘DNA 20μg 

時'1附し それぞれを~t，tiJt作して 30分間不温
にて静也した この溶械を知的l消防地で4f:l希

釈し 情[nl消防地で的地交換した制胞に 1well 

あたり400JI lJ.Uえた 5時IlIlJffi引責 さらに'1
胎児1(1lI1lj濃度が約¥0括となるよう 前l消を合む

f;}地を加えて19時IlUfifJlした f'JI!t'.tiH也交換を
行い さらに椛置を続けた Tfx-5()の場合は

僻岨rmm也にプラスミドDNAとrr..50を舶にw
え 1 5分間宝温でI~， ii'l した 階地を除去したプ

レー!に この溶液を Iwellあたり400pl11lえ

た l 時川崎茸後 10%牛胎児山消合有陪地を

1 wellあたり 1mll~1 え さらにI自聾を紅tけた

m光凶l微鏡による琵光細胞の川測は 制Hi1 f;~

J't械へプラスミドDNAの添加4刷、HIIH査に行っ

た
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111山町遺伝 f将人以業を川いたIJ;fフェクン
ョン法によるRAW2刷削胞へのEGFP泊l王f
の導入

日~t;; よびDNA自主，.いずれる \wcl\ JJ たりの使JII

1益金ペi~-t

図 1

結果および考察

動物相l胞にプラスミドDNAを時人すると

プラスミドDNAI本当初将人された散以上には

刷えず動物細胞の分裂に世い将人効率が低ト

する RAW264細胞j品作 少なくとも当初の導

入効率が30%近くないと 過刊の過伝子克現

が分化に対して与える影押を解析するのは難し

t、と考えられた そこで械々な遺伝子導入世‘の

うち 比較的簡便で将人効中町民いリポフェク

ンョン法を試みた Ili阪のリポフエクンョン法

による迎f1、 f羽入試描のうち.RAIV264に効出

があると聞いたもの3附矧を選び j出費削胞散

を一五にして DNA1，lと拭~;Itを変化させて

導入効率を検却した 導入効礁は'9HJI肝検鋭

プラスミドDNAの導入

RAIV264細胞はトリプンン処且!によって 附

控川プレートから掛l雌した怯 1 mlあたりの

細胞散を計測し 2X 105 cell/ wellとなるよう

12 well組織焔詑川プレートに加えて24時川崎

聾した このよ うに揃倒したRAIV264細胞への

遺伝子導入は それそ。れの試薬の岐川説明;1?に

記載のJj法に世って行った 1111ち Fu-Gene6 

を川いた場合は Fu-Gene6 プラスミドDNA

を剛に加えて 宝泌で1 5~} lI\h'， il'1 し た無山消府

地を.11'[jjirに府地主検しておいた制胞に 1well 

あたり50μl加え r，})tした Lipofect川 11lleの
刷合は Lipofectamineを加えたffl¥Ul1市消地と。

プラスミドDNAを加えた無1(，礼治的地を別々に
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Fu GENE6 (μI/well) 

Fu GENE6(μl/wcll) 

Fu-gene6によるRAW264制n胞へのEGFP.品伝
了の導入と生!i細胞
ー一一-1 wellあたりプラスミドDNA1μgを使
川した時の碍人効中

ーーーー l悦野あたりの総細胞数

図4Fu-gene6によるRAW2印刷胞へのEGFP遺伝
fの導入
プラスミドDNAは1wellあたり l/lgl1ll、て導入

を行った

図3

l、ものの そのf&Eった同峨の実験でも椛認さ

れ (未完占データトリポフェクタミ/を111¥、

れば 必要I立の遺伝正を導入できる可能性がZ、
唆された 1.5 p gのDNAをJn¥冶たぬ骨には

1) ;f，フェ クタミン111を3μlよりもさらに多く 悦

rnした1M合は DNA 1 pg/リポフェクタミン
2.5μlの"年よりもさらに品い導入効率が得られ

る可能性があるため より 'Jポフェクタミン況

を明やして検設する必要がある

Fu-gene6の場合はDNAを 1pgに固定し 1

Fu-gene6のi立を4.5から12μlまで変化させて検

討を行ったが 12μlまでmやしてもDNAの導
入効率にあまり変化は見られず 最初)0)時と 'J~

なりFu-gene6を7.5μl使111した刈合には26.3%と

川い導入効率告示した(凶3) この導入効率

の杭*")述いは 図 lと凶3に示された実験の

前i愛で使間 LたFu-gene6の試薬のロッ トが変わ

り 凍結融桝を繰り返していない新しいものを

使用したことに起凶するかもしれない 図3以

降の実験ではFu-gene6を6から7.5μ1111¥、た均

合 枯に25%を虻lえる高い導入効率を示した

Fu-gcne6の1j，J作 DNAとi出革の比率が多少変

化しても 左〉どして尚い導人効率を示し使いら1
いがリポフェクタミンに比べ制胞e与件が品く

遺伝 f導入後の生弁細胞散が少ない そこで試

薬品をどこまで減少できるか験設したが 3" 1 

以 1に減少すると{I存制胞散はやや増加する志

のの 場人効率は円しく減少した(阿 4) 

でまずその悦野中の総細胞散を計測し IdJ視野

における510-560nmの蛍光を売する細胞散を

計測して 総細胞位に対する蛍光を持つ細胞散

の;例合を求めることによって 算IHした その
結牙~ . 1.O/lgσ}プラスミド DNAと2.5I1 1の

Lipofectamineを川いたH寺に 28.4%と 目立も ~.:J¥、

導入効平がfJられた(図 1A). Tfx-50では プ

ラスミドDNAと押入試薬の品と割合を悼々に

変えてlltj直な将人効率を併られる条件を憤討し

たにもかかわらず時人効率はほとんどのぬ

合10%に満たず I12もHいJ品作にも 12.3%¥1ま

りであったため RAW264細胞には不向きで

あると考えた 11三J1 C). Fu-Gene6もDNAIμg

Fu-gcne6 9μlを川いた渇告の12.9%の導入:()I

ヰ1が日付であったが Fu Gcne6を4.5μl以 1:.1*
ったJ品作にはDNAのjhiによっては10%以 上の

導入効半が何られ 薬剤lの使川f誌をmやすこと
によって さらに導入効率が上日寸るかもしれ

ないと考えられた(凶1B)そこでLipofectamine

とともに内度DNAと試事立の則合を変化させ

より詳細な検討を行うことにした

Lipofectamineの均合はプラスミドDNAJiUま

lμgと1.5μgの2柿煩碍人し LipofectamIne 

ldを2μlから 3μlまで変化させた その結*

Lipofectamineを使った助作には凶 IAの結県と

川械 DNA 1 flglこ対し 1);f，フエク タミン2.5/1

lを{世間した時にli}も導入効率が向く 26.9%だ

(凶 2) この結果は1阿口よりもやや少なった
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以|の品l，f拙から RAW264制胞に泊伝子を導
入する地合 迎1，、NI人されていない細胞を薬

剤で選択的に殺すfi訟を併川すれば DNAI 

fl gに対 しリポフェク タ ミン 2.5μ lを 使I1J ~ た時

に日也事くの泊伝f将人細胞を仰ることができ

ると考えられた 当初!のH的であるRAW264細

胞の分化における過 I~ (の機能を桝析すーるため

には 遺伝 fを将入した怯細胞を分化させる必

堕があるため 守阿の導入効率の横;~-t結~をふ

まえ 守i査は押入試薬が制胞の分化能に彬響し
ないかどうかをさらに検討する必叫がある
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