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研究成果の概要（和文）：パルスパワー領域の極短高電圧パルスと通常領域の低電圧長パルスを組み合わせたパルス群
を出力できる非対称バーストパルスシステムを製作し対象生物に対する遺伝子導入実験をおこなった。
電気パルスの影響を抑えるために，周囲溶液やパルス印加後の対象物の取り扱いに注意が必要であることが分かった。
対象生体に効率良くGFPを導入するためには，非対称バーストパルスである前方パルスと後方パルスの形状が重要で，
また，極短パルスのパルス幅も導入率に影響することが分かった。

研究成果の概要（英文）：We have assembled the asymmetric burst pulse system that can generate a single 
rectangular high voltage pulse in nanosecond and some low voltage burst pulses with both polarities from 
microsecond to millisecond. It was able to introduce some chemical substances into fertilized medaka eggs 
easily and efficiently with this pulse system. As a next challenge, a preparation of a transgenic 
organism with the pulse system was studied. Green Fluorescent Protein (GFP) plasmid vector was tried to 
introduce into fertilized medaka eggs by this system. GFP expression was observed in embryo at some pulse 
parameters, indicating that plasmid vector was transferred to medaka embryo cell and expressed coding GFP 
successfully. It became clear that the pulse shapes of both the pre- and the post-burst pulses and the 
length of H.V. short pulse were important parameters to induce the gene transfer. It is thought that this 
asymmetric burst pulse system would become a simple and easy incorporation system.

研究分野：パルスパワー

キーワード： パルスパワー　エレクトロポレーション　バーストパルス　遺伝子　ＧＦＰ　受精卵　メダカ　物質導
入
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究室では，バイオエレクトリクス分
野の研究として，メダカ受精卵を用いた物質
導入法について in vivo レベルでの実験を行
ってきた。この研究背景には，環境ホルモン
などに代表される化学物質が発生初期段階
の細胞に及ぼす影響評価の必要性の高まり
があった。一般的に魚類の卵は堅い殻（卵膜）
に包まれており，化学物質を内部に取り込ま
せることは困難であるが，パルスパワー技術
を用いた簡便な物質導入法を提案し研究を
行ってきた。極短パルス高電圧（15 ns,6 kV）
を一度印加することで，卵内の細胞を傷つけ
ずに，卵内部へ化学物質（シクロヘキシミド）
を導入できた。次に高電圧短パルスと低電圧
長パルスの１セットをある時間間隔で印加
することで，シクロヘキシミド導入量の増加
と，より大きな分子量の化学物質（アクチノ
マイシン）の導入ができた。さらにこれら２
パルスの印加順，極性，時間間隔による影響
を調査し，導入率が高くかつ受精卵の内部組
織に対する電気的ダメージが少ない条件を
示した。一方，DNA マイクロアレイによる遺
伝子発現の網羅的解析により，卵細胞に対し
電気パルスの影響が無いことも明らかにし
た。このようにパルスパワー領域の高電圧短
パルスと通常領域の低電圧長パルスを組み
合わせたパルスシステムは，電気的ダメージ
を抑えた高効率な物質導入法として利用で
きる可能性があることが分かってきた。 
 
(2) iPS 細胞，新たな機能を持つ細胞，微生
物および生物の作製には遺伝子組換えが必
須であり，バイオ関連研究・産業の更なる進
展・発展には遺伝子導入効率の向上が重要な
役割を持つ。装置による遺伝子導入法の代表
例としてマイクロインジェクション法とエ
レクトロポレーション法がある。マイクロイ
ンジェクション法は高額な専用装置が必要
で操作者に高度な技術が要求されるという
問題がある。エレクトロポレーション用のパ
ルス発生装置は単純なパルス波形によるも
のが多く，導入効率があまり高くないという
問題がある。しかしエレクトロポレーション
装置は前者と比べると簡便で比較的安価で
あるため，同装置の改良と高効率化に期待す
る研究者は多いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) これまでの研究によりパルスパワー領
域の高電圧極短パルスと通常領域の低電圧
長パルスを組み合わせたパルス印加システ
ムは，メダカ受精卵に対する化学物質導入実
験では十分に効果があることがわかった。そ
こで，本技術の新展開として，このパルスシ
ステムによる高効率な遺伝子導入の可能性
を調査することが本研究の目的である。 
 
(2) 化学物質と比較すると質量の大きい遺
伝子を導入するためにはパルスエネルギー

の増加が必要であると考えられる。一方で，
エネルギー増加による対象生物へのダメー
ジは抑える必要がある。これまでの研究成果
をもとに対象生物に対する最適な印加電圧
波形，周囲媒質，反応容器の形状などを検討
し，試験体に対する電気パルスの影響（ダメ
ージ）は抑えつつ，物質導入に向上が見られ
る条件を調査する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 複数のブルームライン発生器によるナ
ノ秒オーダーの極短高電圧パルスと，ＲＣ放
電回路による２種類の異なる極性の波形を
出力できる継続時間の長い低電圧パルスの
さまざまな組み合わせを出力できるパルス
印加システム（非対称バーストパルスシステ
ム）を構築した。パルス印加用水容器（キュ
ベット）は，対象となる生物に応じた数種類
のものを設計製作した。トリガ信号発生装置
内の PIC（Peripheral Interface Controller）
をプログラミングし，各パルスの出力タイミ
ング，低電圧パルスのパルス継続時間，パル
ス出力数などのパラメータを設定した。本パ
ルスシステムの出力波形の概観を図２に示
す。 
 

 

 
(2) 今回，ヒメダカ（Oryzias latipes）の受
精卵，線虫（C. elegans），ラットの受精卵を
実験の対象生物とした。 
 
(3)周囲溶液として導電率の異なる NaCl溶液
（1.2～30 mS/cm）と表 1 に示す内容の等張
液（13 mS/cm）を準備した。また，試験溶液

図 1 非対称バーストパルスシステム 
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図 2 印加パルス波形 



 

 

として等張液に導入物質（GFP,シクロヘキシ
ミドなど）を混合させたものを準備した。今
回使用した GFPは pEGFP-N3(4.7kb, GeneBank 
Accession # U57609)である。 
 

 
(4)パルスシステムに接続された対象生物毎
に最適化されたキュベットの電極間にマイ
クロピペットで適量（90 µL, 100 µL）の周
囲溶液または試験溶液を入れる。対象生物が
受精卵の場合はそこに１～5個を入れ，また，
線虫は個体数がそれぞれ 20個/100 µL となる
ように調整した。 
 
(5)パルスシステムを用いてパルスを印加し，
溶液で浸漬後，観察用プレートに戻し保管し
た。以降，適当な間隔で対象生物の状況を観
察し，それらの影響（死亡，収縮，GFP 発現
の有無やそれらの割合など）を調査した。 
 
 
４．研究成果 
(1) メダカ受精卵 
①パルス印加時の周囲溶液，パルス印加後に
浸す溶液，また，その移動時間の影響調査を
行った。本実験では前方のみの非対称バース
トパルス（±10V，300 µs，100 発）と高電圧
パルス（3 kV, 100 ns）を使用した。 

 
図 3 の実験結果より，パルス印加後 3日目

の正常な個体割合は，パルス印加時の「NaCl
溶液」の導電率によって変化し，導電率 6 
mS/cm で最大となることが分かった。 
 
図 4 の実験結果より，パルス印加直後は卵

膜の透過性があがっており，その結果，導電
率が非常に低い RO 水の影響が大きく現れ，
一方，2 時間以上経過すると卵膜は元の不透
過性の状態に戻り，RO 水の影響をほとんど受
けなくなったと考えられる。 
 
図 5 の実験結果より，NaCl 溶液(6 mS/cm)

中でパルス印加されたグループは印加パル
スによる電気的ダメージやそれに伴った周
囲溶液の影響はほとんどなく，正常な個体割
合が 88%となった。一方，「試験溶液（タンパ
ク合成阻害剤シクロヘキシミド 5 µM を混
合）」中でパルス印加されたグループは“発
生遅延”が 70%，“死亡”が 30%で，正常な個
体は確認されなかった。これはシクロヘキシ
ミドが導入されたことが主原因である考え
られる。 

 

 
これら一連の実験結果から，メダカ受精卵

に対する物質導入を目的としたパルス印加
時の周囲溶液の調整の重要性，パルス印加後
の卵の取り扱い・保管の仕方などが分かった。 

 
 

②対象生物に対する物質導入に用いた電圧
パルスに起因する電気ダメージをできるだ
け抑えて，一方で導入エネルギーを増加する
ことが可能であるかの確認実験を行った。非
対称バーストパルスの形状（パルス幅，電圧，
間隔，パルス数など），電極形状，パルス印
加前後の周囲溶液などを変化し，対象生物に

Table 1. Composition of the isotonic solution for medaka egg

Substances Quantity for 100 ml of distilled water

NaCl 750 mg 

KCl 20 mg 

CaCl 20 mg 

NaHCO3 Amount to adjust for pH to be 7.3 図 3 パルス印加時の周囲溶液の導電率と
正常卵の割合 （卵は，パルス印加後 2時
間はそのままの周囲溶液に浸漬する） 

図4 パルス印加後にRO水に移すまでの時
間(0h, 2h, 24h)と正常卵の割合（パルス
印加時の周囲溶液は 6 mS/cm の NaCl 溶液）
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図 5 NaCl 溶液（6 mS/cm）および試験溶液
（シクロヘキシミド 5 µM 混合）中でのパ
ルス印加 1日後の卵の状態（パルス印加後
2時間はその囲溶液に浸漬する） 



 

 

対する電気ダメージの大きさを調査した。本
実験では前方のパルスとして正極性バース
ト（+18 V，300 µs，100 発）を出力した後，
または前方の非対称バーストパルス（±18V，
100 発）を出力した後，高電圧パルス（3 kV, 
100 ns）を出力した。このとき非対称バース
トパルスの正極性パルスは 300 µs の固定幅
とし，負極性パルスを 30 µs から 300 µs と
変化させた。 

電気ダメージの大きさを調査するために
周囲溶液を NaCl 溶液(6 mS/cm)とした実験
（図 6）と，物質導入量の変化を調査するた
めに試験溶液（NaCl 溶液(6 mS/cm)に 5 µM シ
クロヘキシミドを混合させた溶液）で実験
（図 7）を行った。 
 図 6 の実験結果より，単極性のバーストパ
ルス（Tp : Tn = 300 : 0 µs）を印加した場
合，正常な受精卵は約 1割と電気パルスのダ
メージが大きく現れた。一方，これに負極性
のバーストパルス(Tn = 30 ～ 300 µs)を付
加すると正常な受精卵が 6割以上となり，電
気ダメージが大きく減少したことが分かる。 

 
 図 7 の実験結果より，正常な卵はすべての
パルス条件で観測されず，成長遅れか死亡と
なった。これまでに行ったダブルパルスによ
るシクロヘキシミド(10 µM)の導入実験では
著しい成長遅れとなる卵は観測できたが，死

亡にいたる卵は確認されていない。正極性パ
ルスに付加する負極性パルスの幅が短くな
ると死亡する卵の割合が増加し，Tn = 30 µs
のときに，8 割近い死亡率となった。これよ
り，非対称バーストパルスによって，対象卵
に対する電気ダメージを大きく抑制しつつ，
物質導入量を大きく増加させることが可能
であることが分かった。 
 
 
③ 非対称バーストパルスを用いてGFP導入
実験を行った。等張液に GFP ベクター
(pEGFP-N3, 300 µG/mL)を混合させたもの
を試験溶液とし，その溶液中のメダカ受精卵
に非対称バーストパルスを印加し，約 1 日半
後の卵の状態を蛍光顕微鏡(Olympus, IX70)
で観察した。このとき，使用したパルスパラ
メータを表 2 と表 3 に示す。 

 
表 2 に示す実験条件#1)～#4)で，前方およ

び後方バーストパルスの GFP 導入に対する
効果を調査する。表 3 に示す実験条件#5)～
#7)で，極短高電圧パルスの GFP 導入に対す
る影響を調査する。 

 
観察により卵を明視野での「生・死」と蛍

光視野での「蛍光の有・無」の 4つに分類し
た（図 8）。状態Ⅰは生存，Ⅱは死亡であるが
蛍光は無し，Ⅲは死亡，Ⅳは生存（正常）で
蛍光が確認されたものである。死亡して蛍光
が見られる状態Ⅲの卵は，自家蛍光の可能性
がある。生存しながら発光している状態Ⅳの
卵は GFP による発光であると考えている。 
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図 6 NaCl 溶液（6 mS/cm）で各パルス印加
後 3日目の卵の状態 

表 2 GFP 導入実験 
（バーストパルスの影響調査） 

Pre‐burst HV short Post‐burst 

VP1 8.5 V VS -3.2 kV V’P1
#3)  8.5 V
#4)  7.0 V

TP 300 µs TS 100 ns T’P 300 µs

TPN 100 µs T’PN 100 µs

VN1 -8.2 V V’N1
#3) -8.2 V
#4) -8.0 V

TN 30 µs T’N 30 µs
TNP 100 µs T’NP 100 µs

m

#1)       0

n

#1)        0
#2)   400 #2)    0
#3)       0 #3) 400
#4)   200 #4)    200

?T 100 ms ?T’ 100 ms

表 3 GFP 導入実験 
（極短高電圧パルスの影響調査） 

Pre‐burst HV short Post‐burst 

VP1 13.2 V VS -3.1 kV V’P1 10.6 V

TP 300 µs TS

#5)  15 ns

T’P 300 µs#6)  50 ns

#7) 100 ns

TPN 100 µs T’PN 100 µs

VN1 -10.8 V V’N1 -10.5 V

TN 30 µs T’N 30 µs

TNP 100 µs T’NP 100 µs

m 200 n 200

?T 1000 ms ?T’ 10 ms
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図 7 NaCl 溶液（6 mS/cm）にシクロヘキシ
ミド 5 µM 混合した溶液で各パルス印加後 3
日目の卵の状態 



 

 

図 9 投入パルスエネルギーに対する孵

化率の関係（コントロールに対する割合）

印加パルス条件毎にこれらの状態の割合
をまとめたものを表 4と表 5に示す。 

 
表 4から，前方バーストパルス(pre-burst)

と後方バーストパルス(post-burst)の「有・
無」によって各状態の割合が異なることが分
かる。後方バーストパルスの無いパルス条件 
#1)と #2)では，状態ⅢとⅣの割合は 0%で，
蛍光を放つ卵は確認できなかった。後方バー
ストパルスが付加されたパルス条件 #3)で
は，蛍光が確認できる状態Ⅲは 4.2%，状態Ⅳ
は 0%，前方と後方の両バーストパルスが付加
されたパルス条件 #4)では，蛍光が確認でき
る状態Ⅲは 10.4%，状態Ⅳは 4.2%であった。 
表 5から，条件 #6)のパルス幅 50 ns のと

き状態Ⅳは 12.5%で， #5)の 15 ns(6.3%)や 
#7)の 100 ns(2.1%)よりも高い割合となった。 

これらの実験結果より，GFP 導入には前方
と後方のバーストパルスを付加することが
効果的で，また，極短パルスにも最適なもの
があることが分かった。 

 
(2) 線虫（C.elegans）卵 

線虫（C.elegans）卵に対する遺伝子導入
実験を行うための予備実験として，パルス幅
毎に導入エネルギーを変化させたパルスを
印加し，一日後の孵化率を調査した。種々の
パルス幅（100 ns から 10 ms）を持つ矩形波

をキュベット内（20 個/100 µL）の線虫卵に
印加し，インキュベータ（16℃）で一日保管
した後，孵化した卵の数をカウントし，コン
トロールに対する孵化率を求めた。図 9 にパ
ルスの投入エネルギーに対する孵化率を示
す。図より短いパルス（750 ns）のほうが，
長いパルス（1 ms）よりも少ないエネルギー
で孵化率が低下した。一方，長いパルスでは
パルス印加直後の観察で破裂した卵が確認
された。印加パルスはパルス幅に応じた異な
る影響を線虫卵に与えていると考えられる。
今後は，非対称バーストパルスシステムを用
いて GFP 導入に最適なパルスの組み合わせ
を検証していく予定である。 

 
(3) ラット受精卵 
ラット受精卵に対し mRNA(100 ng/µL)の

導入実験を行った。パルス電源として，市販
のエレクトロポレータと非対称バーストパ
ルスシステムを用い，キュベットは市販の 5
ｍｍギャップとした。非対称バーストパルス
システムのパルスパラメータは，前方パルス
（±22V, 正極パルス 500 µs，負極パルス 100 
µs, 交互 500 発づつ），極短パルス（-3.2 kV，
200 ns），後方パルス（-11V，50 ms，5 発，
+18V，50 ms，5 発）とした。変異が確認で
きた受精卵の割合は，市販品では 17%（12
個中 2 個），非対称バーストパルスでは 33%
（9 個中 3 個）であった。サンプル数が少な
いため追実験が必要であるが，非対称バース
トパルスシステムの可能性を示した結果と
なった。 
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