
 

１．緒 言 

 

心臓は、心筋細胞の同期拍動とそのタイミン

グの微妙な制御により、ポンプ機能を実現して

いる。この制御機構の障害により発生するのが

不整脈現象である。現在、細胞レベルでその詳

細な発生メカニズムの解明、効果的な治療法の

確立に向けて研究が進められている状況にある

[1-2]。そこで電気刺激や薬物投与などにより、

集合的に培養された心筋細胞がどのような挙動

を見せるか、視覚的・電気的に捉えることは心

筋細胞のメカニズム解明のための一助として有

効な手段であると考えられる[3-6]。そこで本研

究では、微小電極アレイ基板上で培養した心筋

細胞系を利用したアプローチを行う。電極アレ

イ基板(Fig.1)はマイクロ電極を多数集積化した

細胞培養基板であり、非侵襲的に高い時間・空

間分解能で電気活動計測や多点電気刺激を行え

ることが特徴である[7-8]。薬物投与等の手段に

よりこの系に不整脈現象を誘導し、これに時空

間的に制御した電気刺激パターンを適用してそ

の伝播を阻止する可能性について検討する。本

研究ではその初期段階として、画像取得・電気

信号計測・電気刺激を同時に可能とする実験系

を構築し、ラット胎児から採取した心筋細胞を

微小電極アレイ基板上で培養し、拍動と電気活

動の同時観測、Ca動態と活動電位発生の同時観

測、電気刺激の印加を行ったので、その結果を

報告する。 
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Fig.1 Microelectrode array 

 

 

２．実 験 

 

2.1 細胞培養方法  

本研究では、2～3 日齢の Wistar Rat 新生児

をハサミにて開胸し心臓を摘出した後、その心

室部分のみを使用した。切り出された心室を小

切片にし、Trypsinを溶かしたHanks' Balanced 

Salt Solution に一晩（16～20 時間）浸した。

その後 Trypsin-Inhibitorを加え、タンパク質分

解酵素 Collagenase にて処理を行い、細胞を単

離した。単離した細胞は微小電極アレイ基板上

に播種し、培養を行った。微小電極アレイは、

30×30μm の記録電極が 64 個、中心間隔 180

μm、8×8のアレイ状に並べられているものを

使用した。この基板上で、37℃、水蒸気飽和、

CO25%で培養を行った。培養液にはM199培地

に 10%FBS を加えたものを使用し、1 週間に 3

度、全量交換した。 

2.2 測定方法  

 Incubator内（37℃、水蒸気飽和、CO25%）

で培養された心筋細胞は 3 日程経過した時点で

同期拍動を確認できる状態となる。そのため、

測定には 3DIV (Days in vitro)以上経過した試
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料を用いた。測定系は細胞内 Ca 濃度記録装置

と細胞外電位記録装置により構成されている。

電気信号は微小電極アレイ基板の 64 点の各電

極より観測された帯域 100～5000Hz の信号を、

増幅器を経由させた後、分解能 12bit, サンプリ

ング周波数 25kHz で A/D 変換し PC に取り込

んだ。データは LabView(National Instruments

社)を用いて計測した。Ca 濃度記録の際には、

培養液を除去し 20分間 fluo-4AM（10μg/ml）

を含む 1mM Mg++溶液中に置いて染色した後、

fluo-4AMを含まない培養液と交換した。試料は

倒立顕微鏡ステージ上に設置し、励起光源（水

銀ランプ）の光を G励起のダイクロイックミラ

ーを通し照射する。励起光は約 490nm である。

以上の測定システムによって観測された fluo-4

による蛍光は冷却 CCD（浜松ホトニクス、

C8800-21C）を用いて、連続した画像として記

録した。本実験では画像の解像度 250×250pixel

または 500×500pixel,  25frame/s,と設定し画

像を取得した。 

 

 
 

Fig.2 Cultured cardiomyocytes on the 
microelectrode array at 6DIV 

 

３．実験結果及び考察 

 

3.1 拍動と電気活動の同時観測 

培養心筋細胞のCa動態を観測する前段階とし

て、励起光源を用いずに冷却CCDで撮影を行い、

同時に電気活動を測定した。培養開始 6DIV にお

ける微小電極アレイ基板上の培養心筋細胞を

Fig.2 に示す。30×30μm の記録電極上で心筋細

胞が成長し、既にこの時点で同期拍動を始めて

おり、その一部を拡大したものである。また、

同試料の自発的電気活動を計測した結果を

Fig.3 に示す。顕著な電気活動が観測された 5ch

を選択し、それぞれのチャンネルで測定された

電気信号のうち最もスパイクが大きかったもの

を拡大して表示している。インターバルは不定

期なものながら拍動に合わせてスパイクが観測

されている事が分かる。1 回のスパイクに関し、

およそ 4ms で終了する。 
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Fig.3 Spontaneous activity of cultured 

cardiomyocytes at 6DIV 
 

以上の結果より、心筋細胞の収縮のタイミン

グと電気活動のスパイクが同期している事が確

認できた。心筋細胞に活動電位が発生するとカ

ルシウムチャネルが開口し、Caが細胞内に流入

するという順序であるが、それを確認するため

には時間分解能をより向上させる必要がある。 

3.2 Caダイナミクスと電気活動の同時観測 

培養開始 3DIV, 9 DIVにおける微小電極アレ

イ基板上の培養心筋細胞について、顕著な Ca

濃度上昇（Ca Transients）が観測された。これ

により、細胞内への Ca 流入による蛍光が高速

で伝播していく様子が視覚的に確認できた。安

静時と Ca 濃度上昇時を連続的に並べ比較した

画像を Fig.4に示す。3DIVの試料は部分的に独

立した拍動が観測されたが同期拍動も観測され

た。5DIV、9DIV の細胞はほぼ全ての細胞が同

期拍動を行っており、Ca濃度上昇による蛍光は

この同期拍動の心筋収縮のタイミングに伴って

観測された。 
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Fig.4 Ca transients of cultured 

cardiomyocytes 

 

3DIVの試料では、同期拍動が始まったばかり

の状態で測定を行った。そのため、取得した画

像内の全ての部位が同期する場合と、蛍光がわ

ずかなタイムラグを挟んで伝播していく場合が

観察できた。まだ心筋細胞ネットワークが構築

の中途段階であると考えられるが、その伝播速

度は非常に速いものであった。全体が完全に同

期している状態ではないため、周囲と異なるリ

ズムで拍動を続ける細胞も随所に見られた。ま

た、9DIVの試料では、観測された部位はほぼ全

て同期拍動を行っており、Fig.4のように蛍光も

同期拍動に伴い、3DIVの試料に比べ非常に強く

明るく観測された。3DIVの試料に関しては、同

時に自発的電気活動を計測した。今回 Ca 濃度

による輝度の経時変化を捉えた領域と、その領

域における輝度変化を、最も顕著にスパイクが

観測されたチャンネルにて取得された電気活動

のデータと並べた結果を Fig.5 に示す。同時計

測は 60秒間継続して行った。同期拍動に伴って

スパイクが発生しており、更にそれとほぼ同じ

タイミングで Ca 濃度上昇が観測された。電気

活動によるスパイクと Ca の濃度上昇は、同じ

タイミングで検出されている。 

3.3 電気刺激の印加 

電気刺激の印加による細胞への影響を探るた

め、拍動の安定した試料を用いて測定を行った。

本研究では 3DIV の試料のうち、拍動が安定し

ているものを使用した (拍動間隔 300ms弱)。こ

の試料に対し、どの点で電気刺激による応答が

見られるか検証するため、微小電極から 64点同

時刺激を印加した。刺激インターバル：300ms、

刺激電圧：0.3V にて行った。その波形を fig.6

に示す。測定後、約 180 秒のデータから自発活

動によって検出されたスパイクと刺激によるア

ー テ ィ フ ァ ク ト を 分 離 し 、 拍 動 間 隔

(interspike-interval)の変遷を解析した。その結

果を以下の Fig.7(A~G)に示す。 
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Fig.6 Spontaneous activity and electric 

stimulation 

A を見ると、拍動間隔はまず緩やかに遅くな

っていく様が分かる。電気刺激が始まるととも

に拍動間隔は短くなっていきグラフは下降し始

める。刺激が終了するとともにグラフの下降は

止まり、また拍動間隔は長くなっていくが、そ

の後また短くなり始める。2 回目の刺激が開始

されると再び拍動間隔は短くなり始めるが、刺

激終了後の自発活動に特に影響は見て取れない。

3 回目の刺激が開始されたところで拍動間隔は

徐々に長くなっていき、そしてまた短くなる。

刺激終了後はまた緩やかに変動していく。これ
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Fig.5 Simultaneous recording of electrical 

activity and Ca transients of cultured 

cardiomyocytes at 3DIV 



 

らの拍動間隔の揺らぎは電気刺激の有無に関係

なく観測されたため、電気刺激によって心筋細

胞への影響が与えられたとは考えにくい結果と

なった。 
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Fig.7  Relationship between 

interspike-interval and number of beats 

 

 64電極による同時刺激では、明らかな拍動間

隔の傾向の変化は観察できなかった。しかし、

顕著に電気刺激が観測された電極においても電

気刺激を行ったため、刺激電圧は細胞に問題な

くかかっていると考えられるので、刺激による

影響が観察できなかった原因としては刺激電圧

の弱さと刺激インターバルの問題であると推測

される。したがって今後刺激電圧は徐々に上昇

させていくとともに、刺激インターバルを様々

に変え、ごく短い間隔(5～10ms 程度)での連続

刺激を試行する方法などが考えられる。 

 

４．結 論 

  

本研究で構築された実験系により、培養心筋

細胞の電気活動と Ca ダイナミクスに関し汎用

的な測定が可能となったことを示した。これに

時空間的に制御可能な電気刺激を加えることも

可能である。この系を用いた実験より、心筋細

胞のメカニズム解明に関し新たな知見を与える

ことが可能であると考えられる。 
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