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ＤＤＭＣ Ｖｅｃｔｏｒ（ＤＥＡＥ－デキストラン共重合体)によるトランスフェクション 

 

 

 

・プロトコールＡ 

１．トランスフェクションの１日前より被形質変換細胞を１００ｍｍシャ－レ中で培養する。 被形質変

換細胞の１００ｍｍ培養シャ－レ中、細胞は８×１０5を目安にする。今回はＣＯＳ－１細胞（ＳＶ４０で

形質転換されたアフリカ緑ザル腎細胞）をＤＭＥＭ培地（抗生物質剤、胎児血清を１０％含む）を用い３

７℃、５％ＣＯ２下で培養を行った。 

 

２．洗液の１×ＰＢＳ（リン酸緩衝塩剤、ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ 

(Dulbecco & Vogt(1954))）を準備する。 この洗液の１×ＰＢＳ液とＤＥＡＥ－デキストラン共重合体液

等の陽イオン性多糖類共重合体液を３７℃に加温する。 

 

３．１０×ＰＢＳ液を使用して、１×ＰＢＳ液に希釈する。 トランスフェクション液を次のような手順

で準備する。 １００ｍｍ培養シャ－レを用いて、滅菌チュ－ブ中に組み替えＤＮＡとしてルシフェラ－

ゼをコ－ドしたプラスミド（ｐＧＬ３－コントロール、ＣｏｎｔｒｏｌｐＧＬ３－Ｃｏｎｔｒｏｌ（プロ

メガ Promega Madison WI））２０μｇを１×ＰＢＳ液で５４０μｌに希釈する そして陽イオン性多糖類

共重合体液（陽イオン性多糖類として１０ｍｇ／ｍｌ）の２８μｌを加える。よく混ざるように滅菌チュ

－ブを指でたたくようにする。 

 

４．被形質変換細胞のＣＯＳ－１細胞が存在する培養シャ－レから培養液を除く、 １００ｍｍ培養シャ

－レでは被形質変換細胞を洗液の１×ＰＢＳの１０ｍｌで２回洗浄する。 

 



 2

５． ３。で調整されたＤＮＡ－陽イオン性多糖類共重合体複合体液をこの被形質変換細胞に加える。 よ

く行き渡るように培養シャ－レでは被形質変換細胞をかきまぜるように強くゆらす✝。 

 

６．培養シャ－レを３７℃で３０分間インキュベイトする。 ときどき培養シャ－レをゆらしてみる。 

 

７．１００ｍｍ培養シャ－レでは成長培地（ＤＭＥＭ培地）６ｍｌを培養シャ－レに加える。 培養シャ

－レを３７℃で２時間３０分間インキュベイトして、細胞毒性（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ）を発現させ

る。成長培地を取換え、さらに３７℃で４８－７２時間インキュベイトする。 

 

８．発現効率 

 ＣＯＳ－１細胞の形質変換の発現効率は組み込まれている発現ルシフェラ－ゼ活性によった。 すなわ

ちルシフェラ－ゼ アッセイ キット（ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓｓａｙ ｋｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ 

Ｍａｄｉｓｏｎ ＷＩ））を使用し、ルミノメ－タ（Ｔｕｒｎｅｒ ｍｏｄｅｌ ＴＤ－２０ｅ ｌｕｍｉ

ｎｏｍｅｔｅｒ（Ｔｕｒｎｅｒ Ｄｅｓｉｇｎｓ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ ））により、 ＴＬＵ値（Ｔ

ｕｒｎｅｒ ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔｓ（ＴＬＵ））を求め、ＤＥＡＥ－デキストラン塩酸塩（Ｍｗ５０万、

窒素含量５％）のその値を１として各サンプルを比較した。 

 

✝共重合体はチクソトロピー性がすぐれているが、これはせん断力がかかるとみかけの粘度が低下して流

動して細胞をよく濡らすことであり、培養シャレ－を強く揺らし transfection 液が細胞に行き渡るように

工夫しなければならない。 

 

 

プロトコール B 

１．トランスフェクションの１日前より被形質変換細胞を３５ｍｍシャ－レ－中で培養する 

被形質変換細胞の３５ｍｍ培養シャ－レ－中、細胞は３×１０5 個を目安にする。２９３細胞（ヒト胎児

腎細胞）をＤＭＥＭ培地（抗生物質剤、牛胎児血清を１０％含む）を用い、５％ＣＯ２下で３７℃下で培養

を行う。 

 

２．洗液の１×ＰＢＳ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ(Dulbecco & Vogt(1954))）

を準備する。この洗液の１×ＰＢＳ液と塩基性多糖類共重合体液を３７℃に加温する。 

 

３．１０×ＰＢＳ液を使用して、１×ＰＢＳ液に希釈する。 トランスフェクション液を次のような手順

で準備する。３５ｍｍ培養シャ－レ－を用いて、滅菌チュ－ブ中に組み替えＤＮＡとして pCMV-β-Gal プ

ラスミド(Invitrogen)1０μｇを１×ＰＢＳ液で２７０μｌに希釈する。そして各塩基性多糖類共重合体液

（塩基性多糖類として１０ｍｇ／ｍｌ）の１４μｌを加える。よく混ざるように滅菌チュ－ブを指でたた

くようにする。 
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４．被形質変換細胞の２９３細胞（ヒト胎児腎細胞）が存在する培養シャ－レ－から培養液を除く、３５

ｍｍ培養シャ－レ－では被形質変換細胞を洗液の１×ＰＢＳの２ｍｌで２回洗浄する。 

  

５．３。で調整されたＤＮＡ－塩基性多糖類共重合体液をこの被形質変換細胞に加える。 よく行き渡る

ように培養シャ－レ－では被形質変換細胞をかきまぜるように強くゆらす✝。 

 

６．培養シャ－レ－を３７℃で３０分間インキュベイトする。 ときどき培養シャ－レ－をゆらしてみる。 

 

７．３５ｍｍ培養シャ－レ－では成長培地（ＤＭＥＭ培地）３ｍｌを培養シャレ－に加える。 培養シャ

－レ－を３７℃で２時間３０分間インキュベイトして、ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙを発現させる。 成長

培地を取換え、さらに３７℃で４８－７２時間インキュベイトする。 

 

８．発現効率 

β－ガラクトシタ－ゼ染色（Ｘ－ｇａｌ染色）により遺伝子の発現を確認する。 

ＤＥＡＥ－デキストラン塩酸塩を１として染色部分の面積よりトランスフェクションを評価する。 

 

✝共重合体はチクソトロピー性がすぐれているが、これはせん断力がかかるとみかけの粘度が低下して流

動して細胞をよく濡らすことであり、培養シャレ－を強く揺らし transfection 液が細胞に行き渡るように

工夫しなければならない。 

 


