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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞内導入物質を細胞内に導入する際、当該物質を含まない液体をエレクトロスプレー
する事によって液滴を生成させ、その液滴を細胞に接触させる事を特徴とする、インビト
ロにおける細胞への物質導入方法であって、
　細胞と細胞内導入物質の共存下に液滴を細胞に接触させるか、あるいは、液滴を細胞に
接触させた後、はじめて細胞と細胞内導入物質を接触させ、
　エレクトロスプレーする液体が、細胞内導入物質を含まない水、又は、細胞内導入物質
を含まない水溶液である、方法。
【請求項２】
　液滴を細胞に接触させた後、はじめて細胞と細胞内導入物質を接触させるまでの時間が
３０分以内である、請求項１に記載の細胞への物質導入方法。
【請求項３】
　液体と細胞の電位差が０．１ｋＶから１００ｋＶである、請求項１に記載の細胞への物
質導入方法。
【請求項４】
　細胞内導入物質が遺伝子である、請求項１に記載の細胞への物質導入方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、細胞に細胞内導入物質を連続的かつ簡便に導入できる方法、並びにその方法
を用いる事によって得られる細胞内導入物質を導入した細胞及びその方法を用いた細胞内
導入物質の細胞内導入装置に関する。更に、詳しくは、細胞内導入物質を細胞内に取り込
ませるに当たって、細胞内導入物質を含まない液体をエレクトロスプレーする事によって
液滴を生成させ、その液滴を細胞内導入物質の共存下に細胞に噴霧するか、又はその液滴
を細胞に噴霧した後、はじめて細胞内導入物質を細胞に接触させて細胞内に取り込ませる
物質の細胞内導入方法、及びその方法を用いることによって得られる細胞内導入物質を取
り込ませた細胞、並びにその方法を用いた物質の細胞内導入装置に関する。
　細胞内に、ＤＮＡやＲＮＡ等の遺伝子、酵素や抗体等の蛋白、又は医薬品等の化学物質
を導入する方法、並びにその方法によって得られる細胞及びその方法を用いた装置は、医
学、薬学、農学等のバイオ関連分野における研究開発場面、又は遺伝子治療や癌細胞に対
するターゲティング療法等の臨床場面で有用な手段となる。
【背景技術】
【０００２】
　細胞内に細胞内導入物質を導入する操作、特にＤＮＡやＲＮＡ等の遺伝子を細胞内に導
入する遺伝子組換え操作に供するため、多くの方法や装置が開発されている。
　例えば、ペプチドグルカンやセルロース等を含む細胞壁を有する細菌類や酵母ではコン
ピテントセルがよく使用される（例えば、非特許文献１参照）。この方法は、物質が取り
込まれ易いように細胞を変化させた後、細胞に熱ショック等を与え物質を取り込ませる方
法である。しかし、この方法では、使用する細胞の培養条件を厳密に制御する必要があり
、しかも、致死させることなく凍結処理や金属イオンを含む溶液で細胞を処理しなければ
ならないという煩雑で時間を要する問題点を有している（例えば、非特許文献２、３参照
）。
　動物細胞は通常、細菌等の微生物と比較して増殖速度も遅く、細胞構造、細胞膜構造共
に大きく異なっている。そのため、微生物に比べて動物細胞は一般的に細胞内に物質を導
入するのが難しいと言われており、そのうえ非常に繊細な取り扱いが必要である。そのた
め、動物細胞に細胞内導入物質、例えば、ＤＮＡやＲＮＡ等の遺伝子を導入するには困難
を伴う。
【０００３】
　動物細胞を対象とした方法が幾つか提案されている。例えば、リン酸カルシウム法があ
る（例えば、非特許文献４参照）。この方法はＤＮＡを含むリン酸カルシウム粒子をつく
り、これをエンドサイトーシスで取り込ませる方法である。しかし、この方法は操作が煩
雑で導入効率が低い欠点がある。これを改良した方法としてカチオン性ポリマーやリポソ
ーム等の試薬を利用して細胞内に物質を取り込ませる方法が提案されている（例えば、非
特許文献５、６参照）。しかし、この方法は、試薬と細胞を混合する際に非常に煩雑な操
作が必要であり、使用する試薬が高価であるという問題点を有する。また、これらの試薬
は用量によっては細胞に致死的に働く場合があり、使用できる濃度範囲に制限がある。
　これら以外にウイルスを利用して細胞に物質を導入する方法がある（例えば、非特許文
献７参照）。しかし、ウイルスを使用する場合には煩雑な精製操作を取らなければならず
、ウイルスであるために意図していない細胞や組織に物質が導入される危険がある。また
、ウイルスであるため、バイオハザードの危険性も考慮する必要がある。
【０００４】
　細胞内に細胞内導入物質を取り込ませる方法としてよく知られているものにエレクトロ
ポレーションがある（例えば、特許文献１参照）。この方法は遺伝子と細胞の懸濁した溶
液に高電圧をパルス状にかけ、溶液中に含まれる遺伝子を細胞内に取り込ませる方法であ
る。この方法は適用範囲が広く遺伝子導入効率が高い方法であるが、遺伝子の導入効率と
細胞の致死率との間に比例関係があるため、細胞の致死と無関係に導入することができな
い。すなわち、パルス条件が不適切であると細胞内に目的とする物質が導入され難いだけ
ではなく、細胞が死んでしまう欠点がある。また、トーイングといわれる溶液内への放電
を防ぐため、電圧をかける際に細胞懸濁溶液の電気伝導度を下げなければならない。その
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ため、遠心分離等を用いて細胞を分離し洗浄する操作が必要であり、またその操作の際に
細胞が死んでいく可能性がある。
【０００５】
　また、細胞内へ物質を入れる方法としてパーティクルガンがある（例えば、特許文献２
参照）。この方法は遺伝子を付着させた金、タングステンのような微粒子を細胞に打ち込
む方法である。細胞内導入物質を微粒子に担持させ全体の質量を増加させることによって
、高いエネルギーで細胞に衝突させ細胞膜を通過させる。この方法は微粒子が当たった細
胞に対しては高い導入効率を示すが、多くの細胞がある場合、微粒子が均一に当たる訳で
はなく全体としての導入効率は上がりにくい欠点がある。また、この方法は遺伝子を微粒
子等に付着させる操作が必要である他、担体用の微粒子や圧力開放のための破裂板等の消
耗品が高価である欠点がある。また更には、微粒子を打ち込むためにプラズマ爆発や火薬
・ボンベガスを使用する必要があり、装置が大掛かりになる、ガスの勢いで細胞が飛散す
る、パーティクルが細胞内に残存するため細胞へのダメージが生じ易く、繰り返し打ち込
むとパーティクルが細胞内に蓄積する欠点等もある。特に遺伝子治療のような場面では、
細胞内に微粒子が残存蓄積することは細胞致死の可能性が高まる点で好ましくない。また
、使用する微粒子のサイズが０．５から３μmであるため、植物や動物のような１０から
１００μmと比較的大型な細胞の場合は問題になりにくいが、例えば、細菌類のように１
μm前後の微少な細胞の場合、適用するのが非常に困難である。
【０００６】
　液体を高速でスプレーする方法にエレクトロスプレー法がある。エレクトロスプレー法
はスプレー用のチューブに高電圧を印加することでチューブ先端に電荷を集め、その電荷
が集まったチューブ先端部分を介して液体を通液させることにより、液体を帯電した微細
な液滴となし、標的に対して高速でスプレーする方法である。なお、この方法は、特に質
量分析のイオン化法として使用されている方法である（例えば、非特許文献８，９参照）
。
　このエレクトロスプレーを使用したパーティクルガンの一つとして、キャピラリーの先
端を通してパーティクルを含む懸濁液に高電圧を印加し、細胞にスプレーする方法がある
。（例えば、特許文献３参照）。この方法は、細胞内導入物質を付着させたパーティクル
、又は細胞内導入物質とパーティクルを含む混合液をエレクトロスプレーで加速する方法
であるが、いずれにせよこの方法ではパーティクルを含む懸濁液を使用するため、キャピ
ラリーの先端にパーティクルによる詰まりが生じる欠点がある。また、通常のパーティク
ルガンと同様に固体が細胞内に残留する等の欠点がある。さらには、同一種類の細胞内導
入物質を導入しようする場合には特に問題とならないが、細胞内導入物質を変更しようと
した場合、細胞内導入物質ごとに担持操作を行う必要性がある。また、懸濁液の通液系を
その都度洗浄置換する必要があり、煩雑な操作と時間を要するという問題は解決できてい
ない。また、導入する物質を含んだ懸濁液をスプレーするため、装置内部が汚染される可
能性がある。さらには、スプレー溶液中に含まれる溶質量が多くなるに従って、チューブ
と細胞間で火花放電が起こる危険性が増す。
　このような背景技術に関する事情から、細胞内導入物質をパーティクル等の担体に担持
させる必要がなく、細胞内導入物質をそのままの形で簡便かつ連続的に細胞に導入するこ
とが可能であり、しかも多種類の細胞内導入物質を多種類の細胞に連続的に短時間で導入
することが可能になる方法及び装置の提供が望まれていた。
【０００７】
【特許文献１】米国特許第４９４５０５０号明細書
【特許文献２】特許第２６０６８５６号公報
【特許文献３】米国特許第６０９３５５７号明細書
【非特許文献１】H. Inoue, H. Nojima, H. Okayama, Gene, 1990, vol. 96(1), p23-28.
【非特許文献２】J. Haensler, F. C. Szoka Jr, Bioconjugate Chem., 1993, vol. 4, p
374-379.
【非特許文献３】P. L. Felgner, T. R. Gadek, M. Holm, R. Roman, H. W. Chan, M. We
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nz, J. P. Northrop, G. M. Ringold, and M. Danielsen, 1147766570484_0.'); 1987 vo
l. 84(21), p7413-7.
【非特許文献４】F. L. Graham, A. J. Van Der Eb, Virology, 1973, vol. 52, p446-46
7.
【非特許文献５】J. Haensler, F. C. Szoka Jr, Bioconjugate Chem., 1993, vol. 4, p
374-379.
【非特許文献６】P. L. Felgner, T. R. Gadek, M. Holm, R. Roman, H. W. Chan, M. We
nz, J. P. Northrop, G. M. Ringold, and M. Danielsen, 1147765309078_0.'); 1987 vo
l. 84(21), p7413-7.
【非特許文献７】D. Yu, T. Shioda, A. Kato, M. K. Hasan, Y. Sakai, Y. Nagai, 1147
765309078_1.');1997 vol.2(7), p457-66
【非特許文献８】J. B. Fenn, M. Mann, C. K. Meng, S. F. Wong, C. M. Whitehouse,　
Science, 1989, vol.246, p64-71.
【非特許文献９】Z. Takats, J. M. Wiseman, B. Gologan, R. G. Cooks,　Science, 200
4, vol.306, p471-473.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の課題は、細胞に細胞内導入物質、例えば、ＤＮＡやＲＮＡ等の遺伝子のような
高分子量の生理活性物質を導入するにあたって、煩雑な担持操作やパーティクルとの混合
操作を行う必要がなく、しかも導入物質を変えるごとに送液系を洗浄置換するような操作
を必要とせず、また、連続的かつ簡便に物質を細胞内に導入でき、さらには、異なる検体
の細胞に異なる種類の細胞内導入物質を容易に導入させることができる方法、並びにこの
方法を用いることによって得られる細胞及びこの方法を用いた物質の細胞内導入装置を提
供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、上記課題を解決するため鋭意検討した結果、意外にも、細胞内に細胞内
導入物質を導入する際に、この物質を含まない液体をエレクトロスプレーする事によって
生成する液滴を細胞に接触させる事で効率的に多種類の細胞導入物質を多種類の細胞に導
入できることを見出し、本発明を完成するに至った。
　すなわち、本発明は、以下の（１）～（９）に示す、細胞に対して細胞内導入物質を含
まない液体をエレクトロスプレーすることを特徴とする、細胞への物質導入方法、並びに
その方法によって得られた細胞及びその方法を用いた物質の細胞内導入装置に関する。
（１）細胞内導入物質を細胞内に導入する際、当該物質を含まない液体をエレクトロスプ
レーする事によって液滴を生成させ、その液滴を細胞に接触させる事を特徴とする、細胞
への物質導入方法。
（２）細胞と細胞内導入物質の共存下に液滴を細胞に接触させる、（１）に記載の細胞へ
の物質導入方法。
（３）液滴を細胞に接触させた後、はじめて細胞と細胞内導入物質を接触させる、（１）
に記載の細胞への物質導入方法。
（４）液滴を細胞に接触させた後、はじめて細胞と細胞内導入物質を接触させるまでの時
間が３０分以内である、（３）に記載の細胞への物質導入方法。
（５）液体と細胞の電位差が０．１ｋＶから１００ｋＶである、（１）に記載の細胞への
物質導入方法。
（６）エレクトロスプレーする液体が、細胞内導入物質を含まない水、又は、細胞内導入
物質を含まない水溶液である、（１）に記載の細胞への物質導入方法。
（７）細胞内導入物質が遺伝子である、（１）に記載の細胞への物質導入方法。
（８）（１）から（７）の何れか１項に記載の方法を用いて細胞内導入物質を導入した細
胞。
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（９）（１）から（７）の何れか１項に記載の方法を用いた細胞への物質導入装置。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明により複雑な前処理を必要とせず細胞内へ導入したい物質、特に遺伝子を細胞内
に導入することが可能となる。すなわち、導入したい物質を予め担体に担持させるような
煩雑な前処理操作を行うことなく直接細胞に導入することができ、しかも、担体が細胞内
に残留することもない。また担体粒径による支配も受けないので、細菌のようなサブミク
ロンから数ミクロンの小さな細胞にも適用可能となる。
　さらには、本発明の装置は高価な金属微粒子や破裂板が必要でなく、1回あたりの処理
費用が下がる。またスプレーする液体の交換等が必要でなくなるため、多種類の遺伝子を
多種類の細胞に連続的に短時間で導入することができる。その結果、遺伝子組み換え等の
操作に要する時間を従来に比べ大幅に短縮することが可能となるとともに、検体を大量に
処理することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１１】
　以下本発明の実施形態について詳細に説明する。
　本発明で使用する細胞は特に制限がなく、動物、植物、又は微生物の細胞の何れでもよ
い。また、細胞だけでなく組織、臓器、生体であってもかまわない。また、卵、精子、花
粉、胞子、種子のような生殖細胞類を対象にすることも当然可能である。
　本発明は動物細胞に特に有効である。具体的な動物細胞の定義は５界説に基づく動物界
に属する生物と原生動物に属する生物、又はそれら由来の細胞を対象とする。動物界に属
する生物は真核細胞からなる多細胞生物で、光合成能力がなく従属栄養である。海綿動物
、腔腸動物、へん形動物、袋形動物、環形動物、軟体動物、節足動物、毛がく動物、棘皮
動物、原索動物、脊椎動物がこれに属する。また、原生動物は原生生物界に属する真核細
胞からなる単細胞生物で、従属栄養である。
　細菌、酵母、糸状菌、古細菌細胞、植物等の細胞壁がある細胞の場合、細胞壁に傷をつ
けたもの、若しくは細胞壁を除去し原形質膜を露呈させたものを使用すれば導入の効率は
上がることは予想できる。また、前記の状態をつくる物質共存でスプレーする方法をとっ
てもよい。具体的にはコンピテントセル、プロトプラストのような細胞壁を弱くした細胞
であり、これらの細胞を作るためのＣａイオン、Ｌｉイオン、Ｒｂイオン、Ｃｓイオン、
Ｍｇイオン、Ｍｎイオン、Ｚｎイオン等、又はセルラーゼ、ペクチナーゼ等を共存させて
もよい。また、ポリエチレンイミン、ポリアリルアミン、ポリスペルミン、ポリリシン、
ポリエチレングリコール等のポリマー、リポソーム、ミセル等の界面活性物質を共存させ
ても良い。共存させる方法としてはこれら物質を、スプレーされる細胞溶液内に予め添加
するか、スプレー段階で混合させる方法を適宜選択すればよい。
【００１２】
　本発明は、細胞内に細胞内導入物質を導入する際に、当該物質を含まない液体をエレク
トロスプレーする事によって生成する液滴を細胞に接触させる事を特徴とする。さらに詳
しく説明すると、細胞に細胞内導入物質を取り込ませるに当たって、細胞と細胞内導入物
質を接触させた状態で、該細胞内導入物質を含まない液体を細胞にエレクトロスプレーす
るか、細胞に細胞内導入物質を含まない液体をエレクトロスプレーした後に、はじめて細
胞を細胞内導入物質と接触させることによって、細胞に細胞内導入物質を取り込ませるこ
とを特徴とする。
　本発明でいうエレクトロスプレーは、高電圧に印加されたチューブの細い先端を液体が
通過することによって液滴化し、さらにその液滴表面の電荷の反発によって微細化された
液体微粒子を高速で標的となる細胞に噴射させるものである。図１に、本発明の実施形態
の一つとして、細胞と細胞内導入物質を接触させた状態で、細胞に対して細胞内導入物質
を含まない液体をエレクトロスプレーする場合を示す。
　図１では、細胞(Cell)と細胞内導入物質(Material A)が共存している。ここに細胞内導
入物質を含まない液体(Material B)をエレクトロスプレーする。これにより細胞導入物質
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が導入された細胞(Material A in Cell)が得られる。細胞内導入物質を含まない液体を細
胞と細胞内導入物質の共存下にエレクトロスプレーすることによって細胞内に物質が導入
される。つまり、液体は直接細胞に導入するのを目的とせず、細胞に細胞内導入物質が取
り込まれるようにするために使用する。
【００１３】
　次ぎに、図２に細胞に細胞内導入物質を含まない液体をエレクトロスプレーした後には
じめて細胞を細胞内導入物質と接触させることによって細胞に細胞内導入物質を取り込ま
せるもう一つの場合を示す。
　図２では、細胞(Cell)に細胞内導入物質を含まない液体（Material B）をスプレーする
。その後に細胞内導入物質を加える。これにより細胞内導入物質が細胞内に導入すること
ができる。スプレー後、短時間に細胞と細胞内導入物質を接触させるほうがより導入され
やすい。細胞の状態、種類、スプレーの条件によって変わるが３０分以内、好ましくは１
５分以内、より好ましくは３分以内に接触させることが望ましい。なお、細胞内導入物質
は溶液の形で細胞と接触させることが好ましいが、細胞に対する影響を生じない範囲で細
胞内導入物質を含む粉末等の形状で接触させることも妨げない。
【００１４】
　チューブ先端に印加する電圧は細胞との距離、チューブの大きさ、エレクトロスプレー
する液体の流量や性状等から最適値を求めて使用すれば良い。電圧はチューブ先端の液体
と細胞との電位差で０．１ｋＶから１００ｋＶが好ましく、１ｋＶから２０ｋＶの範囲が
より好ましい。０．１ｋＶより電圧が低いと細胞内への目的物質の導入効率が低下する。
また、１００ｋＶ以上高電圧にしても、物質の細胞内への導入効率に大きな差は認められ
ず、逆に細胞を致死に至らしめる危険性が増し好ましくない。
【００１５】
　チューブ先端の内径は０．０１μｍから１０ｍｍが好ましく、１μmから５mmがより好
ましい。チューブ先端が０．０１μmよりも小さい場合には流路が狭くなり過ぎるため通
液に過大な圧力を要することとなり好ましくない。一方、内径が１０ｍｍよりも大きい場
合には、スプレーする液体が液滴化せずエレクトロスプレーにならない場合がある。
【００１６】
　チューブ先端と細胞との距離は０．１μｍから２０００mmでエレクトロスプレーを行う
のが好ましい。これより距離が短いと絶縁破壊しやすく、これより距離が大きいと印加す
る電圧が高くなり現実的ではない。より好ましくは１μｍから５００mmである。
【００１７】
　細胞にエレクトロスプレーする液体の量は、細胞の量、種類、形状に応じて変えればよ
い。またこれに伴い、エレクトロスプレーの時間は変化する。
　具体的な例を挙げると、直径３．５cmのシャーレ内にある接着性の動物細胞にエレクト
ロスプレーする場合、スプレーする液体の量は１μlから４mlが好ましく、１０μlから２
ｍｌの範囲がより好ましい。
　また、直径６cmのシャーレ内にある微生物のコロニーにエレクトロスプレーする場合、
スプレーする液体の量は１μlから８mlが好ましく、１０μlから４ｍｌの範囲がより好ま
しい。
【００１８】
　本発明の目的を達成するためには、エレクトロスプレーする液体が細胞に悪影響を与え
る物質を含まないことが要求される。そのような液体としては水又は水溶液が好ましい。
水はイオン交換水、蒸留水、滅菌水の何れでもよい。また、水溶液が金属イオン、有機溶
媒、高分子化合物、培地、緩衝物質等を含むものであってもよい。さらに詳細な例を示す
と水に含まれる金属イオンの例としては、周期律表の１から１５族の金属イオンが好まし
く、1から３族又は６から１２族の金属イオンが好ましい。特にＬｉ，Ｎａ，Ｋ，Ｃｓ，
Ｍｇ，Ｃａ，Ｌａ，Ｃｒ，Ｍｏ，Ｗ，Ｍｎ，Ｆｅ，Ｃｏ，Ｎｉ，Ｃｕ，Ｚｎのイオンの水
溶液は生化学実験によく使用され使用しやすい。これらの金属イオンはハロゲン化物、有
機酸塩、リン酸塩、硝酸塩、硫酸塩、ほう酸塩、炭酸塩、ケイ酸塩等のどの形態で提供さ
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れても良い。
【００１９】
　エレクトロスプレーする液体に含まれる有機溶媒の例としては、メタノール、エタノー
ル、プロパノール、ブタノール、エチレングリコール、プロピレングリコール、グリセリ
ン、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、アセトン、メチルエチルケト
ン、酢酸エチル、ジメチルスルホキシド、スルホラン、エタノールアミン、ジエタノール
アミン、トリエタノールアミン、プロパノールアミン、ジプロパノールアミン、トリプロ
パノールアミン、クロロホルム、塩化メチレン、アセトアミド、メチルアセトアミド、ジ
メチルアセトアミド、N-メチルピロリドン、ホルムアミド、メチルホルムアミド、ジメチ
ルホルムアミド、ポリエチレンイミン、ポリアリルアミン、ヘキサン、トリアセチン等が
使用できる。
【００２０】
　高分子化合物の例としては、ポリエチレンイミン、ポリアリルアミン、ポリエチレング
リコール、ポリビニルアルコール、スペルミジン、アガロース、でんぷん、セルロース、
ポリビニルピロリドン、アルギン酸、カラギーナン等が使用できる。
【００２１】
　スプレーする液体に含まれる培地としては、LB培地、Sauton培地、SOB培地、ハム培地
、イーグル培地、モディファイドイーグル培地、RPMI培地、フィシャー培地、MCDB培地、
ホワイト培地、ムラシゲ－スクーグ培地が挙げられる。これらの他に培地成分として使用
されるアミノ酸、ショ糖、ソルビトール、ペプトン、酵母エキス、界面活性剤、血清等を
含んでもよい。
【００２２】
　平衡緩衝液としてはEDTA水溶液、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン塩酸バッフ
ァー（トリスバッファー）、トリス－EDTAバッファー（TEバッファー）、リン酸緩衝液(P
BS)、トリス-酢酸－EDTAバッファー（TAEバッファー）、ハンクス平衡塩溶液（HBSS）、
イーグル平衡塩溶液（EBSS）等生化学実験で使用する混合物が使用できる。
【００２３】
　本発明で使用する水溶液の濃度は特に制限がない。ただし、使用する細胞の浸透圧と大
きく異なり悪影響が出る場合は調整したほうが良い。また、導入効率を上げるために標的
細胞に対して共通に使用できるリポソーム、塩基性ポリマーのような遺伝子導入試薬を共
存させることは好ましい。
【００２４】
　本発明において細胞内に導入する物質は特に限定されるものではないが、特に有用性が
高い例を示すとすれば遺伝子が挙げられる。具体的にはＤＮＡ若しくはＲＮＡ、又はこれ
らの類似化合物若しくは誘導体が挙げられる。これらはプラスミド、ファージ、ウイルス
、ウイロイド、オリゴＤＮＡ、オリゴＲＮＡ、マイクロＲＮＡ等の形態で提供される。塩
基配列の大きさは特に断りがない。塩基は二本鎖、一本鎖どちらでもかまわない。
　また、本発明において遺伝子より小さな物質は一般的により容易に取り込ませることが
できる。その様な例としては蛋白、ペプチド、糖、脂質、農薬、抗菌剤、金属イオン、蛍
光標識試薬、同位体標識試薬等が挙げられる。
【００２５】
　本発明の方法により物質が細胞内へ導入される機構は明らかでないが以下のように予想
される。液体がエレクトロスプレー状態になると大量の微細な帯電液滴が生じる。これが
細胞にスプレーされ衝突する。これにより細胞内と外部で電界が不均衡になるために細胞
の膜上に穴が生じ、この穴を通して近傍に存在する細胞内導入物質が細胞内に取り込まれ
るものと思われる。また、この穴はエレクトロスプレー後、時間経過とともに閉じ約３０
分程度で元に復するものと思われる。
【００２６】
　液体をスプレーする際の雰囲気は空気、窒素、二酸化炭素、アルゴン、ＳＦ６等の細胞
に対する致死作用がなく爆発等の危険性を有さないガスが使用できる。その意味で空気、
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窒素は一般的であり容易に使用できる。
　圧力は細胞を死なせずに処理できる条件であればよく特に制限はないが、使用しやすい
のは１ｐａから１Ｍｐａの範囲で特に大気圧である。
　スプレーする際に他の菌の混入などの汚染を防ぐために無菌状態で行うことは非常に重
要である。具体的には、スプレーをケース内で行うか、或いはクリーンブース等を使用し
て行うことによって汚染を防止することができる。また、本方法によれば重力と逆方向に
液体をスプレーすることもできるので、スプレーされる細胞を上部に置いて落ちてくる汚
染源の進入を防ぎながら操作を行うこともできる。
　エレクトロスプレーする際の温度には特に制限がない。細胞が死なない温度であれば良
く、室温が使用しやすい。
【００２７】
　図３に、本発明の細胞への物質導入方法を用いた物質の細胞内導入装置の模式的な構造
を、細胞と細胞内導入物質の共存下でエレクトロスプレーする場合を例に挙げて示す。
　装置は高電圧発生装置（high voltage power supply）１、チューブ２、液体（Materia
l B）３、細胞と細胞内導入物質(Cell +Material A)４で構成される。電圧を印加される
液体３はチューブ２を通って細胞と細胞内導入物質４にスプレーされる。この時、高電圧
発生装置１によって電圧が液体３に印加される。これにより液体３は帯電状態になりチュ
ーブ２から細胞と細胞内導入物質４にスプレーされる。より具体的な機構の説明をすると
、液体３に電圧を印加するための高電圧発生装置１は、チューブ２にケーブル等で接続し
ている。また、チューブは、細胞と細胞内導入物質４にスプレーできるような位置に存在
する。
　エレクトロスプレー状態を作るために高電圧発生装置により電圧を印加されたチューブ
先端で、液体が帯電し液滴になる。電圧が印加されると液滴の表面張力より表面の電荷の
反発が大きくなり液滴が微細化されるとともに、帯電した液滴が電場により高速で細胞に
向かってスプレーされる。なお、エレクトロスプレーは電圧、細胞との距離、チューブの
大きさ、液体流量、液体性状等により形成され方が変化するので、目的に適うように適宜
調整できる装置構造になっている。
　本装置は、ポンプを有することで液体を定量的にチューブに送ることが出来る。ポンプ
を有しない場合、重力、圧力を利用して物質はチューブに送られるがポンプを有すること
でより容易に定量的に送液できる。ポンプはチューブポンプ、プランジャーポンプ、ダイ
ヤフラムポンプ、シリンジポンプ等が使用でき、使用目的に合わせて選択すればよい。
【００２８】
　さらに装置の構造を具体的に説明する。高圧電源はスプレーする液体と標的とする細胞
との間に電位差を発生させる。本発明において流れる電流量はわずかであり特に制限がな
い。最大でも１ｍＡあれば十分である。高圧電源とチューブは接続されている。接続は高
電圧ケーブルで行えばよい。
　スプレーする液体に印加する電圧はプラス、マイナスどちらでも良い。なお、本発明で
は、液滴を細胞にスプレーする際に放電を伴ってもかまわないが、細胞に障害が発生する
ような長時間にわたる放電は当然ながら好ましくない。
　チューブの材料は金属、プラスチック、ガラス、セラミック等特に制限がない。ただし
電気伝導性のない材料できたチューブを使用する場合には、液体に接触する電極を内部に
備えたチューブや導電物質を表面にコーティングしたチューブを用いる必要がある。図４
に、チューブと高圧電源との接続例を模式的に示す。
　Ａに示す金属のような導電性材料をチューブに使用した場合は、チューブに電極を接続
して内部に来る液体に帯電することができる。Ｂはガラスのような絶縁体を使用したチュ
ーブの場合である。この場合、内部に金属のような導電性電極を入れ、液体を帯電させる
。Ｃは電極内部に導電対コートしてある場合でチューブ内部が高圧電源と接続して液体が
帯電する。
　チューブ先端の形状はストレートだけでなく、テーパーを持つ形状でもよく、特に制限
されない。また、チューブは二重管構造でもよく、液体と共にガスを流しても良い。チュ
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ーブは質量分析等で使用するエレクトロスプレー用のチューブを使用しても良い。さらに
、細胞内導入物質の導入効率を下げない範囲で、微量の液体を流せるようなナノスプレー
を使用することもできる。
　スプレーするためのチューブは最低1本あればよく、多数のチューブがあればより広く
細胞の表面に液体をスプレーすることができる。また、同時に複数個の検体を処理するこ
とも可能となる。
【００２９】
　細胞と細胞内導入物質を入れる容器は、チューブからスプレーした液体がかかるように
されたものであれば特に制限はなくコロニー、組織、個体等の細胞集合体にスプレーする
場合も同様である。例えば、細胞を対象とする場合には、シャーレ、テストチューブ等の
容器が使用しやすい。
　細胞に物質が効率よく導入できるように液体をスプレーするためには、細胞と容器との
間の電位差が好ましい範囲に取れるように、グランドに接続して帯電を除去すればよい。
具体的にはシャーレ等に入った細胞と細胞内導入物質にスプレーする場合には、シャーレ
内部の細胞が接触する溶液又はゲルを介してグランドと接続していることが好ましい。細
胞は液体の液滴スプレーを均一に受けるために回転又は位置選択ができるようにステージ
に乗って移動してもなんら問題がない。
　装置に電磁気的な光学系を導入することでスプレーの場所、液滴の散布面積の広がりを
制御できる。例えばスプレーする位置より前にマスク、レンズ、コリメーター機能を有す
る部品を置くことで、より局所的に液滴をスプレーすることができる。さらには、四重極
レンズ等でスプレーの位置、スキャニング等を可能にすることも可能になる。マスク機能
としては有機高分子材料、金属、セラミックでできたスプレー範囲を決める板状（フィル
ム）部品が使用できる。また、レンズ、コリメーター機能としては帯電した金属マスク、
誘電体マスク部品が使用できる。
【００３０】
　本発明は細胞の種類や導入する物質を変更する場合であっても、エレクトロスプレーす
る液体を変更する必要がなく、同一の液体で行うことができる。従って、例えば９６穴の
マイクロプレートのような容器を使用して、ウェルごとに、異なる細胞へ異なる物質を連
続的に導入することが可能となる。例えば、ウェルごとに、異なる細胞、異なる遺伝子を
入れておけば短時間で効率的な遺伝子導入を行うことが可能になる。
　具体的には例えばエレクトロスプレー用のチューブをXY移動できるアームに取り付ける
ことで多数のサンプルを連続的に処理することが可能になる。また、細胞の方を移動でき
るようにXYステージに乗せて移動させることも可能である。さらにはチューブがX軸、ス
テージがY軸移動のように組み合わせて使用することも可能である。なお、移動機構はXY
型、スカラー型どちらの機構でも良く、この移動の動力は電気、エアー、人力どれを使用
しても良い。また、これらに機械的な位置制御機能を付与することによって自動化し、処
理操作の省力化をはかることも可能になる。
　図５は具体的な移動機構である。DはステージがXY方向に移動する機構、Eはチューブが
XY方向に移動する機構、FはチューブがX方向でステージがY方向に移動する機構である。
【００３１】
　本発明はエレクトロスプレーする液体を変更することなしに、細胞内に導入する物質、
或いは導入対象とする細胞の種類を変更することが可能である。また、上記のような機構
を導入することでよりその変更を効率的に行うことができる。また、細胞を変えてもエレ
クトロスプレーする液体は変える必要がなく、効率的な導入を行うことができる。さらに
は、本発明の消耗品はエレクトロスプレーする液体が主たるものであり、水であっても良
いことから非常に安価に物質導入を行うことができる。
　しかも、煩雑な操作を必要とせず、液体をエレクトロスプレーし、細胞と細胞内導入物
質を接触させるだけで、細胞内に遺伝子等の生物化学的に重要な物質を容易に導入するこ
とが可能となる。また、エレクトロスプレーを行う前に、必要に応じて細胞の培養に使用
した培地を除去したり、さらには細胞を洗浄液で洗浄したりする操作を加えてもよい。
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【００３２】
　以下、実施例及び比較例を以て本発明をより詳しく説明するが、これらの例によって本
発明は限定されない。
実施例I-１
１．実験装置
　実験に使用する装置図を図６に示す。
　高圧電源１はチューブ２に高電圧ケーブルで接続している。また、同時にグランドへ接
続されている。チューブ２はステンレス製で外径0.36mm、内径0.18mmのルアーロック型で
ある。これがサンプル注入口６と接続している。スプレーする液体３はこのサンプル注入
口より導入される。ポンプ５はチューブポンプで空気を送っている。この空気の圧力で帯
電する液体３はチューブまで押される。この時、空気は酢酸セルロース製のフィルター８
を通して供給される。動物細胞と細胞内導入物質４は６０ｍｍのポリスチレンシャーレに
入っている。シャーレはジャッキ１０の上に設置されている。ジャッキはグランドと接続
されている。シャーレの内部がグランドと接続されるようにステンレスリボン９で内部と
ジャッキがつながっている。スプレーを行う部分は内部サイズ２７２×２６０×３７０ｍ
ｍのアルミニュウム枠アクリル製の容器内に設置され、容器の上部には約0.25m/sの吹出
風速で0.5m3/minの吹出風量のHEPAクリーンユニット７が設置されている。クリーンな空
気は上部より下部に流れ容器底には吹出し口が設けてある。
【００３３】
２．動物細胞への遺伝子の導入
　実験装置は上記１の装置を使用した。
　細胞内導入物質は緑色蛍光蛋白（GFP）遺伝子組み込みプラスミド（4.7kbp）を使用し
た。細胞はチャイニーズハムスターの卵巣から生検樹立された繊維芽細胞（CHO細胞）を
使用した。35mmデッシュにCHO細胞を1.0×104濃度でまき、α-MEM培地+10％FBS の培地で
、CO2インキュベーター中37℃で4日間培養したものを使用した。細胞の培地を抜き、そこ
にプラスミド濃度50μg/mlを１００μl加えた。
　チューブ先とジャッキの距離2cmから水を100μlスプレーした。この時、チューブにマ
イナス7kV印加した。チューブから水はエレクトロスプレー状態になってシャーレ内の動
物細胞にスプレーされた。スプレー後、シャーレに培地を入れさらに4日間培養した。
　蛍光顕微鏡観察により、緑色の蛍光を示す細胞が認められ、遺伝子導入が確認できた。
図７にGFP遺伝子導入されたCHO細胞の蛍光顕微鏡写真を示す。
【００３４】
実施例I-２
　細胞とプラスミド溶液にさらに培地４００μl加えた後、水を１００μlスプレーした以
外は、実施例I-１と同様に実験を行った。この時、チューブにはマイナス７kV印加した。
その結果、蛍光顕微鏡で緑色の蛍光を示す細胞が認められ、遺伝子導入が確認できた。
【００３５】
実施例I-３
　チューブに印加する電圧をマイナス10kVとした以外は、実施例I-１と同様に実験を行っ
た。その結果、蛍光顕微鏡で緑色の蛍光を示す細胞が認められ、遺伝子導入が確認できた
。
【００３６】
実施例I-４
　プラスミドを加える前に細胞に水１００μlをスプレーした以外は、実施例I-１と同様
に実験を行った。なお、この時、チューブにはマイナス７kV印加し、スプレー1分後にプ
ラスミド溶液を加えた。その結果、蛍光顕微鏡で緑色の蛍光を示す細胞が認められ、遺伝
子導入が確認できた。
【００３７】
実施例I-５
　実施例I-１と同様に実験を行った。ただし、使用する容器は２４穴のポリスチレン製プ
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レートでそれぞれの穴に金属製のアースをつけた。チューブに印加する電圧はマイナス10
kVで行った。その結果、何れの穴についても蛍光顕微鏡で緑色の蛍光を示す細胞が認めら
れ、遺伝子導入が確認できた。
【００３８】
比較例I-１
　プラスミド混合後、エレクトロスプレーを行わなかった以外は、実施例I-１と同様に実
験を行った。培養後、蛍光顕微鏡観察を行ったが蛍光を示す細胞は認められず、遺伝子は
導入されていなかった。
【００３９】
実施例II-１
１．実験装置
　実験に使用する装置図を図６に示す。高圧電源１はチューブ２に高電圧ケーブルで接続
している。また、同時にグランドへ接続されている。チューブ２はステンレス製で外径0.
36mm、内径0.18mmのルアーロック型である。これがサンプル注入口６と接続している。ス
プレーする液体３はこのサンプル注入口より導入される。ポンプ５はチューブポンプで空
気を送っている。この空気の圧力で帯電する液体３はチューブまで押される。この時、空
気は酢酸セルロース製のフィルター８をとおして供給される。使用する高圧電源１は短絡
防止装置がついており、1mAの電流制限になっている。細胞と細胞内導入物質４は６０ｍ
ｍのポリスチレンシャーレに入っている。シャーレはジャッキ１０の上に設置されている
。ジャッキはグランドと接続されている。シャーレの内部がグランドと接続されるように
ステンレスリボン９で内部とジャッキがつながっている。スプレーを行う部分は内部サイ
ズ２７２×２６０×３７０ｍｍのアルミニュウム枠アクリル製の容器内に設置され、容器
の上部には約0.25m/sの吹出風速で0.5m3/minの吹出風量のHEPAクリーンユニット７が設置
されている。クリーンな空気は上部より下部に流れ容器底には吹出し口が設けてある。
【００４０】
２．細胞内導入物質の導入実験
　直径６ｃｍのポリスチレンシャーレに１．５％のアガロース－B培地を入れ、これに大
腸菌HB101株を一面に撒き２５℃で２日間培養し、シャーレ一面にコロニーを生成させた
。
　これにアンピシリン耐性遺伝子をもつプラスミドpUC19のTEバッファー溶液(105μg/ml)
を１００μｌ加えた。次いで、シャーレ内の寒天培地にグランドなるようにステンレスリ
ボンを接続し、高さ２．５cmから水１００μlを大腸菌コロニーに対してスプレーした。
この時、マイナス７kVをチューブに印加した。
　スプレー後、シャーレ上のコロニー細胞を掻き取りLB培地に加え遠心分離した。得られ
た菌体の沈殿物を、アンピシリン入りの１．５％のアガロース－LB培地に撒き３０℃で２
日培養したところ、コロニーが生成し大腸菌がアンピシリン耐性を獲得したことが示され
た。
【００４１】
実施例II-２
　スプレー時に電圧をマイナス18kVに印加した以外は実施例II-１と同様に操作し、得ら
れた遠心分離菌体をアンピシリン入りの１．５％のアガロース－LB培地に撒き３０℃で２
日培養したところコロニーが形成されて大腸菌がアンピシリン耐性を獲得したことが示さ
れた。
【００４２】
実施例II-３
電気泳動実験
　実施例II-１及びII-２で得られたアンピシリン耐性の大腸菌とスプレーに使用したＨＢ
１０１株からキアゲン社製プラスミド精製キットでプラスミドを取り出した後、これをア
ガロースゲルにのせ電気泳動させた。
　その結果、実施例II-１及びII-２で得られたアンピシリン耐性株プラスミドの泳動位置
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は、遺伝子導入に使用したｐＵＣ１９と同じ位置にあり、本発明の方法を用いることによ
って細胞内導入物質が細胞内へ導入されたことがわかった。なお、HB101株にはプラスミ
ドはなかった。（図８）
【００４３】
実施例II-４
　スプレー位置の移動機構を備えた小型ディスペンサロボットのノズル部分をエレクトロ
スプレー用のチューブに変更した。このロボットは、X軸方向にノズルの位置変更でき、Y
軸方向にステージが移動できる機構を有しており、二次元的に位置制御してスプレーでき
る。４個の穴を有するチップ状のプレートに金属線でアースを取り付け、スプレーを行っ
た。スプレー用のチューブが移動することで4穴全てにスプレーできた。
【００４４】
比較例II-１
　スプレー処理を行わなかったこと以外は実施例II-１と同様に操作し、得られた遠心分
離菌体をアンピシリン入りの１．５％のアガロース－LB培地に撒き３０℃で２日培養した
が、コロニー形成は全く認められなかった。
【００４５】
比較例II-２
　スプレー時に電圧を印加しなかったこと以外は実施例II-１と同様に操作し、得られた
遠心分離菌体をアンピシリン入りの１．５％のアガロース－LB培地に撒き３０℃で２日培
養したが、コロニー形成は全く認められなかった。
【００４６】
実施例III-１（ニワトリ胚への遺伝子導入実施例）
１．実験装置
　実験に使用したエレクトロスプレー装置を図９に示す。図９の装置において、電源１３
は乾電池を使用し、３Vを供給する。この３Vを昇圧回路１１で+１０ｋVにしてタンク１２
に接続する。タンク１２は導電性プラスチックでできているが高電圧と接触する部分以外
は絶縁性のプラスチックで覆われている。タンクの容量は約１０mlである。シリンダー１
７が内部にあり、シャフト１８がモーター１９により回転することでタンク内の液体はル
アーロック型ジョイント１５に接続するルアーロックを持つ内径０．１ｍｍのステンレス
製チューブ１６へ導入される。チューブからの液体のスプレー供給速度は１２０μl/min
である。なお、この装置において、昇圧回路１１、タンク１２、電源１３、シリンダー１
７、シャフト１８、及びモーター１９は装置筐体１４内に収容されており、装置筐体１４
の外側面に設けられたスイッチ２０によってスプレー操作ができるようにされている。
【００４７】
２．ニワトリ胚への遺伝子導入実験
　実験に使用するリン酸緩衝液（PBS）は、NaCl 8g/L, KCl 0.2g/L,NaHPO4・12H2O 2.9g/
L, KH2PO4 0.2g/Lの組成からなるpH7.3の溶液を使用した。
　孵卵(３７.8℃)開始後1.5日のニワトリ胚を取り出し、卵白寒天混合培地上に置いた。2
%Fast Greenで色をつけた緑色蛍光蛋白(GEP)遺伝子組み込みプラスミド(4.7kba)を4.3μg
/μl濃度で上記PBSに溶かした液を目的の領域に0.1μl滴下した。30秒後に、上記エレク
トロスプレー装置を用い、上記PBSを、顕微鏡観察しながら、高さ10cmから15秒間エレク
トロスプレーした。３７．８℃でインキュベーションし翌日蛍光実体顕微鏡観察をした。
その結果を図１０に示した。図１０において、全長６～７mmのうち１ｍｍ領域にGFP発現
が見られ、遺伝子が導入されたことを確認した。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】細胞と細胞内導入物質を接触させた状態でエレクトロスプレーする場合の模式図
【図２】エレクトロスプレーした後、細胞と細胞内導入物質を接触させる場合の模式図。
【図３】物質の細胞内導入装置の模式図
【図４】物質の細胞内導入装置用チューブの模式図
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【図５】移動機構を有する物質の細胞内導入装置の模式図
【図６】実験に使用した物質の細胞内導入装置図
【図７】GFP遺伝子導入されたCHO細胞の蛍光顕微鏡写真
【図８】アンピシリン耐性株プラスミドの電気泳動写真
【図９】実施例III-1で用いた細胞内導入装置の模式図
【図１０】GFP遺伝子導入されたニワトリ胚の蛍光実体顕微鏡写真
【符号の説明】
【００４９】
Material A：細胞内導入物質
Material B：細胞内導入物質を含まない液体
Material A in Cell：細胞導入物質が導入された細胞
１：高電圧発生装置（High voltage power supply）
２：チューブ
３：細胞内導入物質を含まない液体（Material B）
４：細胞(Cell)と細胞内導入物質(Material A)
５：チューブポンプ
６：液体（Material B）注入口
７：クリーンユニット(Clean Unit)
８：酢酸セルロース製のフィルター
９：グランド用のステンレスリボン
１０：ジャッキ
１１：昇圧回路
１２：タンク
１３：電源
１４：装置筐体
１５：ルアーロック型ジョイント
１６：チューブ
１７：シリンダー
１８：シャフト
１９：モーター
２０：スイッチ
Ａ：導電性材料をチューブに使用した場合
Ｂ：ガラスのような絶縁体を使用した場合
Ｃ：電極内部に導電対コートしてある場合
Ｄ：ステージがXY方向に移動する機構を有する場合
Ｅ：チューブがXY方向に移動する機構を有する場合
Ｆ：チューブがX方向、ステージがY方向に移動する機構を有する場合
レーンａ：サイズマーカー
レーンｂ：ｐＵＣ１９
レーンｃ：ＨＢ１０１株
レーンｄ：実施例II-１
レーンｅ：実施例II-２
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