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１． はじめに 

我々はマイクロキャピラリ電極により安定したプラズマを生成し、細胞へ

のダメージを局在化した遺伝子導入を行うことに成功した[1]。そこで、遺伝

子が導入プロトコルのどのタイミングで、またどのような要因が影響してい

るかの判別を試みたので、その結果について報告する。 

２． 実験方法 

接着細胞(COS7)を培養した 96Wellシャーレにプラスミド(pCX-EGFP)を滴

下し試料とする。図 1に各サンプル毎の処理手順を示す。シャーレ直上にマ

イクロキャピラリ電極(銅製, 外径 70μm)、下部に板状接地対向電極を配置

した。20kHzの正弦波を 20 Hz, Duty比 1%でパルス変調した 24 kVp-pの電

圧をキャピラリ先端に印加してプラズマを生成し、試料に 0.1秒間照射する。

その後 24 時間培養し、蛍光発現を確認することで導入を検証した。プラズ

マ照射後に PBS で細胞をウォッシュアウトしラジカルを除去することで化

学的要因が遺伝子導入にどの程度影響するか確認する。図 2のタイムチャー

トに各プロトコルにおける要因の作用期間を示す。 

３． 結果と考察 

各 Protocolの導入効率を図 3に示す。Protocol 1の導入効率は 15%程度で

あり、Protocol 2 ~ 4は Protocol 1より低い値である。Protocol 3が Protocol 2

より導入効率が高い理由は、プラズマ照射による細胞の生化学的作用(エン

ドサイト―シスなど)により、ウォッシュアウト後に滴下したプラスミドが

導入されたためと考えられる。また Protocol 4 は、ウォッシュアウト後にプ

ラスミドを滴下しているが Protocol 2, 3より高い導入効率である。この理由

は、プラスミド溶液と TE Bufferとの塩分濃度の差に起因する浸透圧が細胞

活性を促し、後にプラスミドを滴下した時の導入を促進していると考えられ

る。本結果より、遺伝子の 1割がプラズマ照射直後までに導入され、その後

1割が生化学的作用、8割が化学的作用により導入されると考えられる。 
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Fig.1: Sample treatment protocol. 

Fig.2: Time chart for each 

factor in each protocol 

Fig.3: Gene transfection rate 

for each protocol. 
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