
1 イントロダクション

トランスフェクションは、改変遺伝子の発現に対する応答の機
能的効果の研究や、タンパク質産生のために、真核細胞に核
酸を一過性あるいは恒常的に導入する方法です。ほ乳細胞へ
の核酸のトランスフェクションでは、リポソーマル系及びノンリ
ポソーマル系のトランスフェクション試薬が最も一般的に使用さ
れます。しかしながら、ほとんどのトランスフェクション試薬は、
細胞に対する考慮すべき細胞毒性と副次効果を持っています。
このような細胞のオフターゲット応答は、注意深く評価をしな
い場合、トランスフェクションの結果を誤って評価し、不正確
な結論を導きます。それゆえ、高いトランスフェクション効率と
最小限の副次効果を提供するトランスフェクション試薬の評価
と選定は、トランスフェクション実験を進める上で重要なステッ
プです（2）。

アポトーシスは細胞死の主要な機構の一つです。アポトーシス
カスケードを実行する主要なプレーヤーは、イニシエーターとエ
フェクターカスパーゼで、アポトーシスの初期に活性化します。
アポトーシスの 2 つの主要なパスウェイは、本質的及び付帯的
なパスウェイであるエフェクターカスパーゼに集中しています。
付帯的なパスウェイは、細胞表面のデスレセプターと呼ばれる
レセプターへのサイトカイン様の分子結合により誘導され、細
胞死誘導シグナルコンプレックスとイニシエーターカスパーゼを
介して直接にカスパーゼカスケードを活性化します（4, 5）。
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ウェスタンブロッティングによる
タンパク質の過剰発現の確認

トランスフェクションの 45 時間後に、細胞をトリプシン処理によ
り採取し、ペレット化し、室温で 5 分間、コンプリートライシ
ス M 中で溶解しました。ライセートは遠心により清澄化し、以
降の工程のために、−80℃で保存しました。上澄中のタンパク
質量は、PCA プロテインアッセイキット（Pierce）で測定しまし
た。20μg のタンパク質サンプルを、4-20％ SDS- ポリアクリル
アミドゲル（Invitrogen）上で、電気泳動により分離するために
使用し、GFP に対するモノクローナル一次抗体（ロシュ）を用
いたイムノブロッティングにより分析しました。ブロッキング剤 

（スキムミルク粉末）、洗浄バッファー（TBST）、二次抗体（POD
標識抗マウス IgG）、POD 基質溶液（安定過酸化水素溶液と
エンハンサー）は、Lumi-LightPLUSウェスタンブロッティングキッ
ト（ロシュ）のものを使用しました。POD 標識抗アクチン抗体

（Abcam）によるアクチンの可視化を、ローディングコントロー
ルとしました。EGFP、EGFP-bax 融合タンパク質、アクチンの
検出には Lumi-Imager を用いました。

免疫蛍光顕微鏡

トランスフェクションの 45 時間後に、それぞれのトランスフェク
ション実験のトランスフェクション効率を推計するために、Zeiss 
Axiovert 200 M 顕微鏡（対物 10 倍）を用いて免疫蛍光により、
EGFP 発現を評価しました。細胞の位相差および蛍光画像を
採取し、重ね合わせました。

2 材料と方法

細胞培養とトランスフェクション操作

HeLa 細胞（ATCC）は、10% FCS（PAN）、1% 非必須アミ
ノ酸、2 mM グルタミン（PAN）を添加した最少必須培地

（Invitrogen）中で増殖させました。トランスフェクションの 26
時間前に、細胞をトリプシン処理し、数を数え、標準的な 96 ウェ
ルプレート及び E-プレート 96（ロシュ）に、ウェル当り 5,000
個の細胞を播種しました。

FuGENE® HD、リポフェクトアミン 2000、PLUS 試薬を含む
リポフェクトアミン LTX によるトランスフェクションは、力価検
定により至適化した後、メーカーの説明書に従って行いました。
まず、pEGFPとpEGFP-BAX プラスミド（7）を OPTI-MEM 
reduced serum medium（Invitrogen）で希釈しました。トラ
ンスフェクション試薬を直接（あるいは OPTI-MEM reduced 
serum medium に前もって希釈して）、DNA- 培地ミックス中に
加え、穏やかに振とうし、20 分間インキュベートしました。様々
なトランスフェクション実験は、ウェル当り100ng の DNAでそ
れぞれ複数回（少なくとも 3 回）行いました。トランスフェクショ
ン試薬－DNAコンプレックスは、FuGENE® HD では 8：2、
リポフェクトアミン 2000 では 2：1、リポフェクトアミン LTX で
は 3：1（トランスフェクション当り 0.1μl のプラス試薬を含む）
の比率で細胞に添加しました。コンプレックスを E-プレート中
の細胞に添加し、前後に 30 秒振とうしました。細胞を湿式イ
ンキュベーター内で 5% CO2、37℃でインキュベートしました。

えられています。ミトコンドリア外膜での bax 様分子の集積が、
それらの重合化と活性化を導き、次にプロテオリピッド孔の形
成とミトコンドリア膜電位の脱分極を導きます（3）。

この研究では、様々なin vivo および in vitro アッセイを含む
ワークフロー中で、3 種類の市販のトランスフェクション試薬を
使用しました（図 8 に要約）。我々は、トランスフェクション効
率は同様でも、FuGENE® HD のみが最小限の細胞毒性効果
を示し、bax 誘導性細胞死の特異的モニタリングと検出が可能
であることを示しました。

それに対して、ミトコンドリアのアポトーシスパスウェイとしても
知られる本質的な細胞死のパスウェイは、放射線や細胞毒性
薬剤、細胞ストレス、増殖因子の欠乏などのシグナルにより開
始されます。これにはミトコンドリアの膜の間隙からの、チトク
ローム C などのタンパク質の遊離が含まれます。これらの遊離
タンパク質はカスパーゼ活性化のカスケードの引き金となり、細
胞内の数百のタンパク質が切断されることにより細胞の破壊に
至り、アポトーシスに関連する典型的な形態学的及び生化学的
変化をもたらします（4, 5）。外膜の浸透化は、プロアポトーテ
ィックBcl-2 タンパク質ファミリーのメンバーである bax により
仲介され、アポトーシス細胞死の“引き返し不能点”として考
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Cell Death Detection ELISA による細胞死の測定

リアルタイムの細胞モニタリングの最後に、E-プレート 96 を
200×g で 10 分間遠心しました。上澄を吸引し、200μl の溶解
バッファーを各ウェルに加えて、室温で 30 分間、細胞を溶解し
ました。プレートを再び 200×g で 10 分間遠心しました。20μl
のライセートを、Cell Death Detection ELISAPLUS Kit（ロシュ）
に含まれる、ストレプトアビジンコート済みマイクロタイタープ
レートに移しました。このプレートの各ウェルに 80μl の用時調
製した免疫試薬を添加しました。プレートを粘着フォイルで覆
い、室温で 2 時間、穏やかに振とうしました。その後、溶液を
慎重に除去し、ウェルを 300μl のインキュベーションバッファー
で 3 回洗浄しました。100μl のABTS 溶液を加えた後、プレー
トをさらに 20 分間、穏やかに振とうしました。発色を止めるた
めに、100μl の ABTS 反応停止液を各ウェルに加えました。
吸光度分析はマイクロプレートリーダーを使用してリファレンス
波長 490nm、測定波長 405nmで行いました。サンプルを測定
し、バックグランドとして 100μl の ABTS 溶液に 100μl の
ABTS 反応停止溶液を加えたものを用いて補正しました。

ホモジニアスカスパーゼアッセイによるアポトーシスの検出

リアルタイムの細胞モニタリングの後に、ホモジニアスカスパー
ゼアッセイ（ロシュ）に含まれる100μl の用時調製した基質液
を E-プレート 96 の各ウェルに加えました。サンプルは細胞培
養インキュベーターで 2 時間インキュベートしました。次に
200μl の細胞上澄を黒色 96 ウェルマイクロタイタープレートに
移しました。蛍光は標準的なマイクロプレート蛍光リーダー 

（Spectra FLUOR、TECAN）で、励起フィルター 500nm、
検出フィルター 550nmで測定しました。バックグランドとして
150μl の培養培地に 100μl の基質液を加えた溶液の値を用い
て、測定値を補正しました。

xCELLigence システムによる
インピーダンスに基づくリアルタイム細胞解析

細胞を播種し、細胞培養インキュベーター内のリアルタイムセル
アナライザー（RTCA）MPインスツルメント（ロシュ）のステー
ションのクレードルに、E-プレート 96 をマウントしました。15
分毎に 1 回の測定を 26 時間行うことで、細胞の接着と指数関
数的増殖を観察しました。細胞は、EGFPと EGFP-bax 融合
タンパク質をコードしているプラスミドで、各レプリケートについ
てトランスフェクションしました。DNA はそれぞれ FuGENE® 
HD、リポフェクトアミン 2000、リポフェクトアミン LTX の 3 種
類のトランスフェクション試薬の一つとコンプレックスが形成さ
れました。トランスフェクションに対する細胞効果は、上述のよ
うに 45 時間モニターしました。

WST-1アッセイによる細胞の生存活性の検出

リアルタイム細胞解析実験の最後に、E-プレートのそれぞれの
ウェルに 15μl の細胞増殖試薬 WST-1（ロシュ）を加えること
により、様 な々トランスフェクション条件での生存細胞の数量を
測定しました。細胞を 5% CO2 中、湿環境下で 37℃、試薬と1.5
時間インキュベートしました。100μl の上澄を通常のマイクロタ
イタープレートに移し、培地をブランクとして、マイクロプレート
リーダー（infinite M200、TECAN）で 437nm の吸光度を測
定しました。リファレンス波長は 690nmでした。バックグラン
ドを補正した値は、未トランスフェクション細胞（コントロール）
を100% として、細胞の生存をパーセントで表しました。

Cytotoxicity Detection KitPLUS （LDH）による
細胞毒性効果の定量

リアルタイム細胞解析実験が終わった後、未トランスフェクショ
ン細 胞のいくつ か のウェルを陽 性コントロールとして、
Cytotoxicity Detection KitPLUS（LDH）に含まれる溶解液 5μl
を加えました。プレートをインキュベーターに戻し、15 分間イ
ンキュベートしました。各 E-プレート 96 のウェルから100μl
の細胞上澄を、普通のマイクロタイタープレートに移しました。
LDH 活性を測定するために、100μl の用時調製反応ミックスを
加え、サンプルを室温、遮光下で20 分間インキュベートしました。
その後、50μl の反応停止液を加え、690nm をリファレンス波
長として、490nm の吸光度を測定しました。
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3 結　果

HeLa 細胞での EGFPと EGFP-
タグプロアポトーティックタンパク質 bax の過剰発現

pEGFP および pEGFP-BAX プラスミド（7）を、FuGENE® 

HD、リポフェクトアミン 2000、リポフェクトアミン LTX を使用
して HeLa 細胞に導入しました。DNAコンストラクトの導入を
確認するために、トランスフェクションの 45 時間後に細胞を溶
解し、ポリアクリルアミドゲルで展開し、EGFP の過剰発現を
イムノブロッティングで分析しました。図 1 は、pEGFP（レーン
2, 4, 6）および pEGFP-BAX（レーン 3, 5, 7）遺伝子の導入に
成功し、未トランスフェクションコントロール細胞（レーン 1）に
比較して、十分なタンパク質の過剰発現を立証しています。トラ
ンスフェクション試薬に係わらず、すべてのトランスフェクション
条件でほぼ同様のタンパク質産生を示しました。

トランスフェクション効率の比較

FuGENE® HD、リポフェクトアミン 2000、リポフェクトアミン
LTX を使用して HeLa 細胞に pEGFP および pEGFP-BAX を
トランスフェクションした 45 時間後に EGFP 発現の量、局在、

分布を調べるために、細胞を免疫蛍光顕微鏡で分析しました。
位相差と免疫蛍光のイメージを重ね合わせて表しました（図 2）。
すべての異なる条件で、トランスフェクション効率は高く、
EGFP で約 80%、EGFP-BAX で 65 〜 70% と見積もられまし
た。EGFP は細胞質中くまなく存在（図 2、上のパネル）して
いますが、bax タンパク質はミトコンドリアに局在しているので、
この発現の評価はより困難です。融合タンパク質は同じ細胞内
の小さな斑点状の EGFP 陽性構造としてはっきりと認められ、
お互いの判別は困難です（図 2、下のパネル）。一般的に、トラ
ンスフェクション効率はメーカーのマニュアルに述べられている
範囲内でしたが、FuGENE® HD に比べリポフェクトアミン
2000 はいくらか低くなりました。

リアルタイム細胞解析によるトランスフェクションに依存した
細胞効果の解析

培養した HeLa 細胞をすべてのレプリケートについて、E-プレー
ト 96 中で直接播種の 26 時間後に、pEGFP および pEGFP-
BAX をトランスフェクションしました。細胞の接着、増殖、ト
ランスフェクションに対する細胞の応答のモニタリングを、
xCELLigenceシステムを使用して 15 分毎に記録しました。細
胞インデックス（CI）値は統合された RTCA ソフトウェアを用
いて、トランスフェクションの直前の測定値で補正し、時間に対
して標準偏差を表示（図 3A）、あるいは非表示（図 3B）で平
均値をブロットしました。未トランスフェクション細胞（赤線）は、
実験の終わりのほとんどプラトーに達するまで、指数的に増殖
を続けました。同様に、FuGENE® HD によりpEGF をトラン
スフェクションされた細胞（薄緑線）は、トランスフェクション
のイベントにほとんど影響されませんでした。

図 2：免疫蛍光顕微鏡によるトランスフェクション効率の推計と
タンパク質局在の測定。pEGFP（上段のパネル）と pEGFP-
BAX プラスミド（下段のパネル）を FuGENE® HD（左パネル）、
リポフェクトアミン 2000（中央パネル）、リポフェクトアミン
LTX（右パネル）を使用して HeLa 細胞中に導入しました。トラ
ンスフェクションの 45 時間後に、Zeiss Axiovert 200M（対
物 10 倍）で免疫蛍光を検鏡し、位相差と免疫蛍光イメージを
重ね合わせました。重ね合わせた画像から EGFP 発現とタンパ
ク質の局在が確認でき、様々なトランスフェクション操作の後の
トランスフェクション効率の推計を可能にします。

図1：様々なトランスフェクション細胞中のEGFPおよびEGFP-baxのイ
ムノブロッティング。FuGENE® HD（レーン2, 3）、リポフェクトアミン
2000（レーン4, 5）、リポフェクトアミンLTX（レーン6, 7）を使用して、
pEGFP（レーン2, 4, 6）とpEGFP-BAX（レーン3, 5, 7）を一過性にト
ランスフェクションされたHeLa細胞は、トランスフェクションの45時間
後にコンプリートライシスM中で溶解されました。ライセートを清澄化
し、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し、抗GFP抗体で分析
しました。更なる検出は、Lumi-LightPLUSウェスタンブロッティング
キット（マウス/ウサギ）で行いました。アクチンに対するウェスタンブ
ロット検出で各レーンへの等量のローディングを確認しました。
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それに対し、FuGENE® HD によりpEGF-BAX プラスミドをト
ランスフェクションされた細胞（青線）の増殖カーブは、トラン
スフェクションの 6 時間後にコントロールのカーブから明瞭に分
かれました。この時点から CI 値は減少を続け、プロアポトー
ティックpEGF-BAX 融合タンパク質の過剰発現の成功を示唆
しています。細胞内での機能性 bax の濃度増加は、単独でミ
トコンドリアのアポトーシスパスウェイを活性化することが知ら
れています（5）。アポトーシスによる形態の変化と、アポトーシ
ス細胞死による細胞の脱着はウェルの底面の微小電極への細
胞の接触を減少させ、インピーダンスとそれに相当する CI 値
を強く下降させます。

リポフェクトアミン 2000 で DNAコンストラクトを導入したとき、
CI 値はトランスフェクションの時点では同じレベルを保持してい
ました。実験のすべての過程で、カーブの乖離は検出されませ
んでした（真紅と青緑色の線）。pEGFP コントロールベクター
単独の導入でさえ、トランスフェクションされた細胞（青緑色の
線）の回復と、再びの増殖は不可能で、トランスフェクション
試薬自身の副次効果が示唆されました。リポフェクトアミン
LTX を使用したトランスフェクション条件も同様の結果でした。
トランスフェクション直後では、増殖カーブはコントロールに比
べより高くなりました（紫とベージュ色の線）。pEGF-BAXトラ
ンスフェクションの場合、カーブはより低い CI 値で明瞭に分か

れていました（ベージュ色の線）。コントロールプラスミドに対す
るこの差異は実験の終わりまで保持されましたが、両方のカー
ブにおいて CI 値の突然の下降が見られ、それはリポフェクトア
ミン 2000 でのトランスフェクション実験のものより非常に低い
ものでした。

細胞生存活性の減少

観察された CI 値が E-プレート 96 中の電極に接着している細
胞の総数と相関すること（1）、CI 値の減少が細胞死によるもの
であることを確認するために、リアルタイム細胞解析実験の終
了後に、エンドポイントの生存活性アッセイを行いました。テト
ラゾリウム塩であるWST-1を E-プレート 96 の各ウェルに直接
加え、細胞培養インキュベーター中で 1.5 時間インキュベートし
ました。代謝的に活性のある細胞は、WST-1をコハク酸テトラ
ゾリウムリダクターゼにより発色フォルマザン産物に切断します。
標準的な吸光度計を用いて上澄の発色強度を分析しました。
吸光度はバックグランドで補正しました。

未トランスフェクションコントロールサンプルを100%として、バッ
クグランドコントロール（培地に WST-1を添加）で補正したサ
ンプルの生存活性がパーセントで表示されました。FuGENE® 

HD を使用した pGFP 発現細胞は細胞生存活性において穏和

図3A：xCELLigenceによる一過性のトランスフェクションへのHeLa細
胞の応答のリアルタイム細胞解析。HeLa細胞（5,000個/ウェル）をE-
プレート96に播種し、細胞の接着と増殖を15分毎に26時間、リアルタイ
ム細胞モニタリングによりモニターしました。その後、FuGENE® HD、リ
ポフェクトアミン2000、リポフェクトアミンLTXを使用して、pEGFPと
pEGFP-BAXプラスミドを各2レプリケートにおいてトランスフェクション
しました。細胞インデックス（CI）値はRTCAソフトウェアにより、トランス
フェクション直前の測定値で補正しました。

図3B：図3Aのデータに標準偏差を加えた細胞インデックス。細胞イン
デックス（CI）値はトランスフェクション直前測定値で補正しました。標準
偏差と平均値はRTCAソフトウェアにより計算しました。
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な減少が見られましたが、他の細胞サンプルは、未トランスフェ
クションコントロール細胞に比べ、細胞生存活性において 50%
かそれ以下の強い減少が見られました。これは、エンドポイン
トの CI 値が、E-プレート 96 のウェル内の微小電極に接触し
ている、生存細胞の数を正確に反映していることを意味します。
それゆえ、xCELLigence システムは、トランスフェクションに
対する細胞応答の連続的モニタリングや、他の機能アッセイを
実行するための適切なタイミングの決定を可能にします。

細胞死のタイプの決定 -アポトーシスとネクローシスの判別

エンドポイントの生存活性アッセイや xCELLigenceシステムで
は、細胞死の分子機構は分かりません。真核細胞の死には 2
つの異なる方法があることが示されています；アポトーシスとネ
クローシスです（6）。トランスフェクション細胞がどちらの方法
で死んだかを決定するためには、他の機能アッセイを行います。

1. セルフリーの培養上澄中の LDH 活性の検出

ネクローシスの典型的な指標は、培地への細胞質の分子の放
出を伴う細胞溶解です（6）。細胞傷害性キット PLUS（LDH）は、
ほとんどの細胞に存在し安定な酵素である、乳酸脱水素酵素

（LDH）の放出に基づく、細胞膜の損傷を測定するための簡便
な方法を提供します。LDH は共役反応により黄色のテトラゾリ
ウム塩を赤色のフォルマザン色素に変換します。産生されたフォ
ルマザンの量は培地中の LDH 量と直接に相関し、直接的に死
および損傷細胞の数に相関します。

リアルタイム細胞解析実験の終わりに、E-プレート 96 から細
胞を含まない培養上澄を取り、LDH量を分析しました。発色アッ
セイは標準的な吸光度計で行いました。吸光度の値は図 5A
の陽性コントロール（界面活性剤により溶解された HeLa 細胞）
に対する棒グラフで表しました。陽性コントロールと比較して、
未トランスフェクションコントロール細胞の上澄には LDH 活性
がほとんど存在しませんでした。FuGENE® HD の場合も同じ
でした。それに対して、リポフェクトアミン 2000 や LTX では、
培養上澄の LDH 活性は 2-3 倍増加していました。リポフェクト
アミン 2000 は LTX よりもより強く細胞膜を損傷していました。
図 5B は様 な々トランスフェクション実験で誘導された細胞毒性

（コントロールに対するパーセント）を要約しており、陽性コント
ロールと未トランスフェクションコントロールに対する、様 な々ト
ランスフェクションでの平均吸光度を示しています。

2. 細胞質中のヌクレオソームの定量

アポトーシスの間に様 な々エンドヌクレアーゼが活性化され、ク
ロマチンを180 bpとその整数倍であるヌクレオソームフラグメン
トに切断します（4）。ヌクレオソームは 8 量体のヒストンとそれ
を包み込む 146 bp の DNA より形成される構成要素です。ヌク
レオソームは、エンドヌクレアーゼの結合部位である15 〜 100
塩 基 対 のリンカー DNA と結 合して います。Cell Death 
Detection ELISAPLUS Kit は、アポトーシスの初期の指標であ
る細胞質中のヌクレオソームの増加を検出するキットです。これ
は定量的サンドイッチ ELISA 法を用いたキットです。

図 4：WST-1 を用いた様々なトランスフェクション細胞集団の細胞生存
活性の測定。トランスフェクションの 45 時間後に、WST-1 試薬をトラ
ンスフェクション細胞と未トランスフェクション HeLa 細胞の両方の培
地に加えました。発色はサンプルを 37℃でインキュベートすることで増
強しました。1.5 時間後に標準的な分光光度計で発色強度を測定しまし
た。吸光度の値は直接にトランスフェクションされた細胞集団の生存活
性と相関しています。結果は未トランスフェクション細胞を100%として、
パーセントで表示しています。
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リアルタイム細胞解析実験の終了後、細胞をペレット化して、
細胞膜を壊し核膜は壊さない穏やかな溶解バッファー中で溶解
します。清澄なライセートをストレプトアビジンコート済みマイク
ロタイタープレートに移し、ビオチン化抗ヒストン抗体と POD
標識抗 DNA 抗体のミックスとインキュベートします。各抗体は
ヌクレオソームのヒストンと DNA に結合し、免疫複合体はスト
レプトアビジン-ビオチン相互作用により、マイクロタイタープレー
トに固相化されます。結合した POD 標識コンプレックスは
POD 基質溶液中で、抗体が捕捉したヌクレオソームの数と相
関する強度で発色します。

図 6 は吸光度の光度計測定を用いたヌクレオソームの定量結果
を示しています。コントロール（赤）と FuGENE® HD で
pEGFP をトランスフェクションされた細胞（薄緑）は、ほとん
どヌクレオソームを含んでいませんでしたが、EGFP-bax の過
剰発現では、トランスフェクションの 45 時間後に 6 倍にまでヌ
クレオソームが増加していました。これは特異的な方法で bax
依存性のアポトーシスの開始を明らかにしています。それに対し
て、リポフェクトアミンでのトランスフェクションは細胞質内に穏
やかなヌクレオソームの増加が見られました。細胞溶解などの
ネクローシスと DNA 断片化などのアポトーシスの指標の両方
が存在しました。興味深いことに、これらのトランスフェクショ
ン細胞は、培養上澄中の LDH 活性と細胞質中のヌクレオソー
ム量の相関が逆転していました（図 6）。

図5A：Cytotoxicity Detection AssayPLUS（LDH）を用いたLDH
の定量。HeLa細胞をE-プレート96中で表示のようにトランスフェク
ションしました。45時間後に、陽性コントロールとするために、2ウェ
ルの未トランスフェクション細胞をインキュベーター内で15分間、溶
解しました。すべて細胞を含まない培養上澄を反応混合溶液とイン
キュベートして発色させました。発色強度は分光光度計で測定し、吸
光度は培地中のLDH活性のレベルを表し、細胞の損傷や細胞溶解、
ネクローシスを直接的に測定します。

図5B：図5Aのデータを使用したLDHに基づく細胞毒性の計算。細胞
毒性の程度はトランスフェクション細胞と未トランスフェクション細胞
の間の吸光度差と、陽性コントロールと未トランスフェクション細胞の
間の吸光度差の比率より計算しました。この計算はそれぞれのトラン
スフェクション試薬の細胞毒性を測定しています。

図 6：Cell Death Detection ELISAPLUS Kit を用いたヌクレオソームを検
出することによるアポトーシスの定量。3 種類のトランスフェクション試薬
でトランスフェクションされた HeLa 細胞が、アポトーシスが誘導するヌク
レオソームのリリースのために分析されました。細胞質中の多量のヌクレオ
ソームが ELISA 法により抗 DNA 抗体と抗ヒストン抗体を用いて検出され
ました。発色強度は、分光光度計を使用して測定された吸光度として決定
され、検出されたヌクレオソーム量と相関しています。
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DEVD-R110 は活性化カスパーゼの量に比例して切断され、容
易に蛍光測定できる遊離の蛍光 R110 を形成します。図 7 の棒
グラフは様々なトランスフェクタントのカスパーゼ活性を要約し
ています。FuGENE® HDによるEGFPの過剰発現は、カスパー
ゼ活性の増加を最小にしています。これに対して、FuGENE® 

HD による pEGFP-BAXコンストラクトの導入は、2.5 倍のカス
パーゼ活性の上昇を導き、アポトーシスパスウェイの bax によ
る厳密な誘導が示唆されました。コントロールに比べ、リポフェ
クトアミンでトランスフェクションされた細胞はより高いカスパー
ゼ活性を見せました。それに対し、このアップレギュレーション
は、EGFP-bax 融合タンパク質の過剰発現によるアポトーシス
の特異的な誘導によらないものでした。図 7B はアポトーシス
開始の強度を示しています。誘導因子はトランスフェクタントの
RFUシグナルと未トランスフェクションコントロール細胞の RFU
シグナル比として定義されています（RFU は相対蛍光ユニット）。

3. カスパーゼ活性の測定

DNA の断片化はアポトーシスの相対的に後期のイベントです。
アポトーシスの最も初期の生化学的な指標は、カスパーゼの活
性化で、DNA の修復と調節に関与するいくつかの細胞内タン
パク質を切断します（4, 6）。ホモジニアスカスパーゼアッセイは、
カスパーゼ活性をin vitro で定量測定するための 1 ステップ蛍
光アッセイです。このアッセイは、リアルタイム細胞解析実験の
後で 3 重測定されました。トランスフェクションの 45 時間後、
カスパーゼの基質である DEVD-R110（Asn-Gln-Val-Asn- ロー
ダミン 110）を E-プレート 96 の各ウェルに添加しました。イン
キュベーションの間、プロテアーゼと基質の反応を可能とするた
めに、細胞は溶解されます。

図7A：蛍光ホモジニアスカスパーゼアッセイを使用したカスパーゼ活性化
を測定することによるアポトーシスの定量。3種類のトランスフェクション試
薬でpEGFPとpEGFP-BAXをトランスフェクションされたHeLa細胞は、ト
ランスフェクションの45時間後に、アポトーシスのエフェクタープロテアー
ゼであるカスパーゼの活性化が検出されました。カスパーゼによる切断は、
適切なカスパーゼ基質を加え、蛍光産物に変換されることで検出しました。
蛍光は標準的な蛍光リーダーで検出しました。カスパーゼ活性は相対蛍光
ユニット（RFU）で表しています。

図7B：図7Aのデータを使用したアポトーシス誘導因子の算出。誘導因子は
トランスフェクション細胞と未トランスフェクションコントロール細胞のカス
パーゼ活性（RFU）の比として表示しています。これはアポトーシス誘導の強
度を表しています。
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4 結　論

この研究の意図は、トランスフェクション試薬の細胞毒性によ
る非特異的な副次効果から、トランスフェクションとその後のタ
ンパク質の過剰発現に対する細胞応答を区別することでした

（2）。これを行うために、我々は 3 種類の市販のリポソーム系
のトランスフェクション試薬を評価するワークフローでの、様々
な機能アッセイと細胞解析のための xCELLigenceシステムとを
使用しました。HeLa 細胞中で、外膜の浸透化によりアポトー
シスパスウェイを誘導するミトコンドリアに局在し集積する、プ
ロアポトーティックタンパク質のbaxを一過性に過剰発現させま
した（5）。

タンパク質の発現を確認し、トランスフェクション効率を測定す
るために、EGFP 融合タンパク質として発現される baxを、コ
ントロールとして供される pEGFP のみをトランスフェクションし
た細胞と比較しました（7）。HeLa 細胞で FuGENE® HD、リ
ポフェクトアミン 2000、リポフェクトアミン LTX を使用して、
pEGFPとpEGFP-BAXのトランスフェクションに成功しました。
タンパク質発現の程度は、それぞれのトランスフェクション試薬
でほとんど同じでした。トランスフェクション効率はそれぞれす
べてのトランスフェクション実験で同等で、タンパク質は細胞内
に適切に局在していました。

ラベルフリーのインピーダンスに基づく連続的細胞モニタリング
のための xCELLigenceシステムを使用することで、細胞応答
を非侵襲的にリアルタイムで捕捉できます。これにより、3 種類
のトランスフェクション試薬で pEGFP や pEGFP-BAX をトラ
ンスフェクションした場合の、細胞の挙動の変化を記録できま
す。特に、トランスフェクション操作自体と試薬の副次効果に
よる細胞死のイベントと、特異的な bax 誘導アポトーシス細胞
死の判別は、3 種類のトランスフェクション試薬の細胞毒性と
精巧なアポトーシスのタイムラインの分かりやすい例を提供しま
した。これは、観察された細胞死をよりよく定義するための、in 
vitroアッセイを実行する最適なタイミングを決定することを助け
ました。

我々の知見は、ベクターに係わり無く、リポフェクトアミン 2000
とLTXでトランスフェクションされた細胞は、トランスフェクショ
ン操作それ自体にマイナスの影響を受けていることを示唆しま
した。これは、2 つのトランスフェクション試薬の強い細胞毒
性による一義的な細胞死によるものです。FuGENE® HD によ
りpEGFP-BAX をトランスフェクションされた細胞は、遺伝子
導入の 6 時間後に応答し、その応答は EGFP をトランスフェク
ションされたコントロール細胞とは明瞭に異なっていました。
FuGENE® HD によりpEGFP-BAX をトランスフェクションさ
れた細胞は、未トランスフェクション細胞と同じカイネティックス
で増殖し、これは FuGENE® HD が非特異的な副次効果を誘
導しないことを示唆しました。

WST-1アッセイは集団中の生存細胞を定量するための信頼でき
る方法で、トランスフェクション後の細胞死の量を測定するため
に使用されました。トランスフェクションの45時間後でのこのアッ
セイの結果は、他のエンドポイントアッセイの測定結果（下記参照）
やリアルタイム細胞モニタリングで得られた知見と相関していま
した。3 種類のトランスフェクション試薬でトランスフェクション
した後に、xCELLigence システムを使用して得られた CI 値の
減少は、E-プレート 96 マイクロプレートから死細胞の脱着を導
く細胞死のせいであることが示されました。興味深いことに、
FuGENE® HD で EGFP をトランスフェクションされた細胞のみ
が、未トランスフェクション細胞に比べて相対的に高い生細胞数
を示しました。

様 な々トランスフェクション細胞における細胞死をより特徴付ける
ために、ネクローシスをベースとする細胞死を測定するために、
Cytotoxicity Detection KitPLUS（LDH）を最初に使用しました。
ネクローシスの典型的な特徴は、細胞膜の破壊と細胞溶解で、
培地への細胞質タンパク質の漏出を導きます（6）。LDH アッセイ
はセルフリーの培養上澄中の細胞質 LDH を定量します。我々の
知見は完全には WST-1 測定結果とオーバーラップせず、様々な
トランスフェクション試薬でトランスフェクションされた細胞は同
じタイプの細胞死でないことを示唆しています。リポフェクトアミ
ン 2000 と LTX でトランスフェクションされた細胞は、培養上澄
に顕著に上昇した LDH 活性を含んでおり、これらの細胞はトラ
ンスフェクション試薬がもたらすネクローシスで死んだという考え
を支持します（6）。

pEGFP-BAXと FuGENE® HDトランスフェクション試薬でトラ
ンスフェクションされた細胞集団は、大きな CI 値の減少と非生
存細胞の大きな増加が見られました。これらの細胞の多くはネク
ローシスで死んでいないので、アポトーシスに特異的なアッセイ
を用いてすべてのサンプルをスクリーニングしました。Cell Death 
Detection ELISAPLUS と蛍光ホモジニアスカスパーゼアッセイの
両方において、FuGENE® HD で pEGFP-BAX をトランスフェク
ションされた細胞はネクローシスではなく、一義的にアポトーシス
で死んだことを確認しました。それに対して、リポフェクトアミン
2000 でトランスフェクションされた細胞のわずかな分画のみが、
アポトーシスで死んだように見られました。リポフェクトアミン
LTX でトランスフェクションされた細胞の場合は、その多くがネ
クローシスで死んだように見えました。結論として、リポフェクト
アミン 2000 と LTX に対して、我々の知見は、FuGENE® HDト
ランスフェクション試薬が高いトランスフェクション効率を維持し
ながら、最小の細胞毒性効果を示すことを見出しました。
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ここに示したワークフロー（図 8 に要約）は、3 種類の市販のト
ランスフェクション試薬を用いて HeLa 細胞に bax 遺伝子をト
ランスフェクションした後の、細胞死プロセスの測定と特徴付
けを、分かりやすく正確に行うことができます。原理的に、こ
のワークフローは、評価および比較が必要とされるトランスフェ

クション試薬の効率と細胞毒性におけるいかなる研究にも使用
できます。このワークフローは、アポトーシス遺伝子の過剰発
現の応答におけるアポトーシスとネクローシスの判別と同様に、
薬剤や細胞介在性細胞傷害性実験などの外来因子の試験に使
用できます。

図8：トランスフェクションの至適性とその細胞毒性能を測定するためのワークフロー。この研究で使用された3種類のトランスフェクション試薬の効率
と副次効果を明らかにする様々なステップのスキームの説明。それぞれのトランスフェクション試薬が誘導する細胞死の機構は、細胞周期の調節、アポ
トーシス、生存活性に関与するBAX遺伝子の過剰発現を用いて決定できました。ロシュ製品はオーダー情報にリストされています。

FuGENE® HDを用いた真核細胞へのEGFPタグ目的遺伝子のトランスフェクション

抗GFP抗体とLumi-LightPLUSウェスタンブロッティングキットを用いたコンプリートライシスM中の
細胞ライセートのウェスタンブロットによる遺伝子導入とタンパク質の過剰発現の確認

免疫蛍光顕微鏡を用いたトランスフェクション効率の推計

インピーダンスに基づく全自動xCELLigenceシステムを用いたトランスフェクション効率のリアルタイム細胞解析

WST-1アッセイを用いた細胞生存活性のエンドポイント測定

細胞死イベントの特徴付け

Cytotoxicity Detection KitPLUS（LDH）を用いた細胞
溶解に基づくネクローシス細胞死の定量

Cell Death Detection ELISAPLUSを用いた
ヌクレオソームの存在に基づく、あるいはホモジニアス
カスパーゼアッセイを用いたカスパーゼの活性化に基
づく、アポトーシス細胞死の定量

5. Kang MH and Reynolds CP. Bcl-2 Inhibitors: Targeting 
Mitochondrial Apoptotic Pathways in Cancer Therapy. Clin Cancer 
Res. 2009;15(4):1126-32.

6. Leist M and Nicotera P. The shape of cell death Biochem Biophys 
Res Commun. 1997; 236(1):1-9

7. Neise D, Graupner V, Gillissen BF, Daniel PT, Schulze-Osthoff K, 
Jänicke RU, Essmann F. 
Activation of the mitochondrial death pathway is commonly 
mediated by a preferential engagement of Bak. Oncogene. 
2008;  27(10):1387-96
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製品名 製品番号 包装単位 希望販売価格（税抜）

FuGENE® HD Transfection Reagent

4 709 691 0.4 ml ￥ 29,800

4 709 705 1.0 ml ￥ 62,800

4 709 713 5 x 1 ml ￥ 252,000

cOmplete Lysis-M 4 719 956 1キット （200 mlの溶解試薬、
20錠のcOmplete ） ￥ 41,800

Anti-GFP 1 814 460 200 μg ￥ 44,800

Lumi-Light PLUS  Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit) 2 015 218 1キット （1,000 cm2 メンブレン） ￥ 88,000

RTCA SP Station 5 229 057 1台 ご照会

RTCA MP Station 5 331 625 1台 ご照会

RTCA Analyzer 5 228 972 1台 ご照会

RTCA DP Analyzer 5 469 759 1台 ご照会

Cell Proliferation Reagent WST-1
5 015 944 8 ml （1,000テスト） ￥ 15,000

1 644 807 25 ml （2,500テスト） ￥ 39,000

Cell Death Detection ELISA PLUS 1 774 425 96テスト ￥ 60,500

Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH)
4 744 926 1キット （400テスト） ￥ 17,000

4 744 934 1 キット （2,000テスト） ￥ 45,000

Homogeneous Caspases Assay, fluorimetric

3 005 372
1キット
 （96ウェルプレートで100テスト、
384ウェルプレートで400テスト）

￥ 43,700

2 236 869
1キット
 （96ウェルプレートで1,000テスト、
384ウェルプレートで4,000テスト）

￥ 251,800

Ordering Information
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お問い合わせは・・・

〒105-0014　東京都港区芝２丁目６番１号
TEL.03-5443-5287　FAX.03-5443-7098
E - M a i l：tokyo.biochemicals＠roche.com
U  R  L：http：//www.roche-biochem.jp

本社：

AS事業部（研究用試薬・機器）

For life science research only.
XCELLIGENCE and COMPLETE are trademarks of Roche.
E-PLATE and ACEA BIOSCIENCES are registered trademarks of ACEA Biosciences, Inc. in the US.
FuGENE is a registered trademark of Fugent, L.L.C., USA.
Other brands or product names are trademarks of their respective holders.
© 2009 Roche Diagnostics GmbH. All rights reserved.


