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新生仔マウス初代培養心筋細胞の単離培養法
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抄録　新生仔マウス初代培養心筋細胞法は1960年代に確立された．しかし，多数の新生仔が必要であり，遺伝子改変動
物に応用するためには問題も多い．今回我々は，野生型57BL/6J 系マウス新生仔を用い，心筋保護剤であるブタンジオ
ンモノオキシム存在下， 2 段階の酵素処理（トリプシン処理（約 2 時間），コラゲナーゼ-ディスパーゼ処理（約 1 時間））約
5 時間で単離し，初代培養できる手法を考案した．得られた初代培養心筋細胞は，培養開始後約12時間で拍動を開始し，
1 週間継続した．また，交感神経刺激薬を用いた生理学・薬理学的検討でも心筋細胞機能が従来法で得た細胞と変わら
ないことを確認した．以上の結果は，本改良法が少数の個体しか得られない遺伝子改変マウス新生仔にも適用し得る事
を示唆している．

 弘前医学　67：147―152，2017

　キーワード：新生仔マウス；初代培養心筋細胞；野生型；CREB；NFAT．

1） 弘前大学大学院医学研究科　病態薬理学講座
2） 弘前大学大学院医学研究科　循環器腎臓内科学講座

別刷請求先：村上　学
平成28年 6 月20日受付
平成28年 7 月 4 日受理

緒　　　　　言

　哺乳類の初代培養心筋細胞は，1885年にRoux
らがニワトリ胚の神経板組織を生理食塩水中で
数週間生かすことに成功したのが最初である1）．
齧歯類では1960年に Harary と Farley が新生
仔ラット心筋細胞2），1976年に Powel らが 成熟
ラット心筋細胞の単離培養に成功し3），現在に至
るまで心筋細胞の単離培養が行われている．
　初代培養細胞は，生体から単離した細胞を最初
に播種して培養したものである．細胞株とは異な
り，生体から直接単離することから，その生体と
同様な挙動を示すことが期待できる．したがって
生理学研究を始め，医学研究において広く行われ
ている．薬理学分野でも，新薬開発を目的とした
候補物質の作用・副作用のスクリーニングに多く
用いられている4）．
　1970年代の遺伝子過剰発現マウスの作製以降，
様々な遺伝子改変マウスが研究に使用されてい
る5, 6）．したがって，マウス心筋細胞の単離条件
を検討し，高い効率で一定期間細胞を維持し，研
究に用いることは意義深いと考えられる7）．一般

的には心筋単離にはランゲンドルフ法が用いられ
ている．この方法は大動脈に逆行性にカテーテル
を挿入する方法である．心臓の栄養血管である冠
動脈を経由して，生理的血行に近い条件で，細胞
単離のためのコラゲナーゼを心臓全体に行き渡ら
せる方法である．したがって，細胞の回収率が高
い8）．しかし，新生仔マウスの心臓は数ミリ程度
の直径であり，高いテクニックが必要とされる9）．
　また，新生仔マウスの心臓は，従来使用されて
いるブタなどの哺乳類と比較して単離により得ら
れる細胞数に限度がある．コラゲナーゼ等の酵素
処理による影響を受けやすいことも知られてい
る．線維芽細胞，血管内皮などが存在し，心筋
細胞のみの単離が困難であることも問題である．
我々は，新生仔マウス初代培養心筋細胞を比較的
短時間で作製できる方法を開発した．生理学的，
薬理学的など広範囲にわたる心筋細胞の機能評価
を，初代培養心筋細胞を用いて検討した．
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方　　　　　法

動物
　実験にはC57BL/6J 系マウス（チャールズリ
バーラボラトリージャパン社）を使用した．マウ
スの取扱いは弘前大学動物実験委員会の承認取得
後，弘前大学動物実験ガイドラインに従った．

試薬
　洗浄液としてPBS（Ca2+，Mg2+不含，和光純薬）
を用いた．抽出液はHBSS（Ca2+，Mg2+不含，和
光純薬）に0.25％トリプシンを加えて調製した（ト
リプシンの終濃度は0.08％）．酵素処理液はL15培
地（L-Glu 含 有，Corning）に collagenase/dispase
ミックス（Roche, 1.5mg/ml）を加えて調製し
た．いずれも20 mMブタンジオンモノオキシム 
（Sigma）を加え，濾過滅菌したものを用いた．ブ
タンジオンモノオキシムはミオシンATPアーゼ
を阻害し，筋収縮を可逆的に抑制する効果があり，
心筋を保護する効果がある．培養用培地は高グ
ルコース含有DMEM（500 mL）に 1 % penicillin/
streptomycin， 5 %ウシ胎児血清を溶解したもの
を使用した．

初代培養心筋細胞の単離（簡便化法，図1）10）

1 ．生後 1～ 3 日の新生仔マウス（ 1～ 7 匹）の
表面を消毒用エタノールで除菌する（図1-A）．断
頭開胸後，心臓を摘出する（図1-B，C）．
2．付着物除去後，PBS に浸漬する（図1-D）．
3．抽出液中で心臓を一辺約0.5~ 1 mmになる
よう細切し， 4℃で 2 時間穏やかに撹拌する（図
1-E，F）．
4．酵素処理液を加え，30分間，37℃保温状態
で穏やかに撹拌する（図1-G）．
5．上清を70 セルストレーナーで濾過する．
（濾過により，単離された細胞をその他の物と分
離する，図1-H）．
6．未消化の組織切片残渣を酵素処理液で10分
間37℃穏やかに撹拌する．このステップは匹数が
少ない場合，最終的に得られる細胞数を確保する
ために重要と考えられる．
7．追加の酵素処理後，再度セルストレーナーで
濾過する．

8．心筋細胞懸濁液を約100 g で 5 分間遠心後，
上澄みを除く．
9．ペレットを培養用培地で懸濁し，ノンコーティ
ングディッシュに蒔いて 2 時間培養する．同ス
テップは接着性の良い線維芽細胞をディッシュに
接着させ，接着性の低い心筋細胞と分離するス
テップである．
10．非接着性の心筋細胞を緩やかなピペッティ
ングで回収し，細胞数計測後，1.2 x 105/cm2を
基準に細胞をコーティングディッシュに播種す
る．細胞数が限られるため，1心臓あたりの細胞
を24ウェルディッシュ（1.9 cm2）に播種した．実
際には複数の心臓から細胞を単離し，実験手法に
応じて96ウェルディッシュ（0.35 cm2），48ウェル
ディッシュ（1.0 cm2）に播種することになる．細
胞数が極端に少ない場合はマトリゲル，ポリリジ
ンなどでコートし，接着性を高めた小カバーガラ
ス（直径 6 mm）を48ウェルディッシュ（1.0 cm2） 
に入れ，ガラス上にドロップ状（ 1 滴）に播種し，
15分静置後，丁寧に培地を追加する．（コーティ
ングしたカバーガラス上に心筋細胞が残る）．
　播種後，位相差顕微鏡（IX71，オリンパス）を
用いて鏡検した．

蛍光測定
細胞内カルシウム濃度測定11）　
　新生仔マウス初代培養心筋細胞における細胞内
カルシウム濃度を測定した．心筋細胞はカルシウ
ム濃度指示薬であるFluo4-AMを細胞内に取り
込ませ，蛍光強度を指標に細胞内カルシウム濃度
の変化を蛍光顕微鏡（ORCA-Flash 4.0 デジタル
CMOSカメラセット）により継時的に測定した．
Fluo4 蛍光測定はEGFPのフィルターセットを
使用した．

細胞内情報伝達系の可視化12, 13）　  
　CREB（cAMP response element binding 
protein），NFAT（Nuclear factor of activated T 
cells）の細胞内情報伝達に関わる因子の認識配列
の下流にEGFP遺伝子を挿入した．できた発現ベ
クター遺伝子を初代培養心筋細胞にtransfection
した．細胞内で cAMPが上昇した場合，EGFP
蛍光が増強する．同様に，細胞内calcium-NFAT
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系の指標としてNFAT-EGFP 発現ベクターも
transfection した．交感神経系刺激薬であるイソ
プロテレノール（ 1 M）によるCREB-EGFP，あ
るいはNFAT-EGFP 発現細胞の反応を検討した．
遺伝子発現にはX-treme（ロシュ社）を用いた．

結　　　　　果

簡便法を用いた初代培養心筋細胞の単離
　我々が改良した簡便法では，断頭開胸から培
養開始に至る時間が，約 5 時間と従来法（約 2 日
間）と比較して大幅に改善された．単離した細胞
数は，心臓 3 個から1.5 x 105個/mL， 7 個から3.5 
x 105個/mLが得られ，従来の方法と比較しても
相違ない結果を見出した11）．位相差顕微鏡による
観察では，非心筋細胞の割合が， 5 %程度であっ

た．

初代培養心筋細胞の培養
　コーティングディッシュへ播種後，約12～16
時間後に単一細胞による拍動を確認した．24時
間以降は，シンクロナイゼーションによる拍動の
広域化が認められた．拍動は，培養開始後， 1
週間まで維持された（図1-I）．

イソプロテレノールに対する反応性の検討
　交感神経作動薬，イソプロテレノール刺激後の
初代培養心筋細胞における細胞内カルシウム濃度
の変化を測定した．イソプロテレノール（ 1 M）
刺激により，一過性の細胞内カルシウム濃度増加
が認められた（図 2）．
　さらに，遺伝子導入によりCREB-EGFP 

図１　新生仔マウス初代培養心筋細胞の単離方法
A） 新生仔マウス. B） adult （成熟） およびneonate （新生仔） マウスの心臓.
C） 新生仔マウスを断頭後, 心臓を取り除いた. D） 単離した心臓. 
E-G） 外科剪刀を用いて心臓をミンスした後, 抽出液の入ったチューブに移し, 4℃で 1 時間撹拌.
H） 単離した心筋組織の懸濁液をセルストレーナーで濾過. 
I） 新生仔マウスから単離した初代培養心筋細胞の写真.
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図２　イソプロテレノール刺激後の細胞内カルシウム濃度変化
　新生仔マウス初代培養心筋細胞内にカルシウム濃度指示薬であるFluo4-AMを
取り込ませた．交感神経作動薬，イソプロテレノール（ 1 M）を添加し，蛍光強
度を指標に細胞内カルシウム濃度の変化を蛍光顕微鏡（ORCA-Flash 4.0 デジタル
CMOSカメラセット）により継時的に測定した（ex: 480 nm，em: 510 nm）．

plasmid およびNFAT-EGFP plasmid を細胞に
発現させ，イソプロテレノールによる効果を検
討した（図 3）．図3Aに示したように，イソプロ
テレノール投与後，CREB-EGFP 発現細胞では
basalと比較して蛍光強度の有意な増加が認め
られた．一方，NFAT-EGFP 発現細胞では変化
は認められなかった（図3B）．CREB-EGFP では
cAMPに依存した protein kinase A の活性化の
度合いをEGFP蛍光強度で計測することが可能で
ある．一方，NFAT-EGFP では細胞内カルシウ
ム濃度に依存する転写因子である活性化T細胞核
内因子（NFAT）の活性をEGFP蛍光強度で計測
することが可能である．イソプロテレノールによ
り心筋細胞にある交感神経 受容体が活性化さ
れ，cAMP濃度が増加し，CREB-EGFP蛍光が増
加したと考えられる14）．一方，イソプロテレノー
ルによる細胞内カルシウム増加は二次的な増加
（PKAリン酸化による電位依存性カルシウムチャ
ネルの電流増加）しか期待できない．脱分極刺激
等，細胞膜の電位が浅くなるような実験条件でな
い限り，効果は限定的となるはずである．事実，
NFAT-EGFP の蛍光強度は有意な変化を認めな
かった．

考　　　　　察

　本研究では比較的短時間で新生仔マウス初代培
養心筋細胞の単離を可能とした．単離後の心筋細
胞は約12時間後から自発拍動を開始し， 1 週間
持続するなど良好な形態を示した．また，イソプ
ロテレノールによる薬物反応も確認でき，生理学，
及び薬理学的検討において，単離培養心筋細胞の
機能は，従来の手法とほぼ同等と考えられる．
　一方，本法では，得られる細胞数が少ないこと，
単離後の非心筋細胞の割合が比較的多いなどの
問題がある．また， 5 時間という細胞処理時間
は，心筋のような酸素消費の大きい組織における
長時間の低酸素状態を考えると，細胞へのダメー
ジは避けられず，問題が多い．単離のみを目的と
する場合，酵素処理の時間をさらに短縮すること
は十分に可能と考えられる．実際には 1 個体（ 1
心臓）あたり96ウェルディッシュで 5 ウェル程度
の細胞が得られた．一般に96ウェルディッシュ 
（0.35 cm2）には， 1 ウェルあたり約 1  x 104個の
細胞播種が基準である．概算ではあるが， 1 個
体から約 5  x 104個の心筋細胞を単離したことに
なる．この細胞数は生化学的分析に用いることを
考えると，若干の困難が伴う．一般にDNA抽出
には 1  x 106個の細胞が用いられるし，細胞のミ
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クロゾーム分画精製などへの応用は現実的ではな
い．しかし，単一細胞を用いたRT-PCR やゲノ
ム解析も PCRを用いる事で可能となってきてお
り，新生仔マウス 1 匹から細胞を単離培養する
利点は大きい．遺伝子欠損マウスの一部は生後早
期に致死的表現型を示すことが知られており，例
え新生仔期でも，ホモ体での解析が可能となるこ
とは重要である．
　近年，少ない細胞で解析する技術も確立され
てきている．本研究で用いたCREBや NFATな
ど，転写因子の活性をEGFP蛍光強度で測定す
る実験系や，蛍光指示薬による細胞内カルシウ
ム測定法（Fluo4）などである．どちらも蛍光顕微
鏡を用いた実験系である．蛍光顕微鏡，および蛍
光強度を測定する実験系は高額機器が必要である
が，応用範囲が広く，単一細胞，あるいは細胞内
局所における蛍光強度の測定も可能であるため，

今後の解析技術の発展が待たれる．組織によって
は，血管平滑筋などのように，細胞培養を経ずに
直接臓器を観察することも可能である．
　EGFPを測定する蛍光システムは，一波長蛍光
しか利用できないシステムでも応用が広い．上
記したEGFPを用いた遺伝子発現系だけでなく，
Fluo4 や Fluo8 などによる細胞内カルシウム濃度
測定にも使用可能である．蛍光顕微鏡を用いるシ
ステムは試薬や発現遺伝子を変更することによ
り，単一細胞レベルで複数のカスケードを測定す
ることが可能であるため，実験に使用する細胞数
が限られる場合では特に有効である．時間分解能
が問題となることが多いが，我々は簡便，簡潔で
あることを重視しているので，電気刺激の際に
用いるようなミリ秒単位での測定はしていない．
蛍光強度の測定は 1 スキャン 1 秒程度で行った．
システムは電気生理（パッチクランプ法）のシステ

図３　各種タンパク質-EGFP 発現細胞におけるイソプロテレノール共存の影響
A）マウス新生仔初代培養心筋細胞への遺伝子導入により作製したCREB-EGFP 発現細胞にイソプロテレノール（ 1 M）を添加し，蛍光
強度の変化を調べた（ex: 480 nm，em: 510 nm）．上図：EGFPによる蛍光発現の様子（Basal：無添加群，Iso：イソプロテレノール （ 1 
M）添加群）．下図：蛍光強度変化を表したグラフ（Basal：無添加群（白色棒），Iso：イソプロテレノール （ 1 M）添加群（黒色棒））．
P < 0.05 vs 無添加群（n = 16）．

B）マウス新生仔初代培養心筋細胞への遺伝子導入により作製したNFAT-EGFP 発現細胞にイソプロテレノール（ 1 M）を添加し，蛍光
強度の変化を調べた（ex: 480 nm，em: 510 nm）．上図：EGFPによる蛍光発現の様子（Basal：無添加群，Iso：イソプロテレノール （ 1 
M）添加群）．下図：蛍光強度変化を表したグラフ（Basal：無添加群）と Iso：イソプロテレノール（ 1 M）添加群．
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ムも兼ねている．数十ミリ程度の時間分解能であ
れば，電気生理学的検討とカルシウム濃度との同
時測定も可能なはずである．

ま　　と　　め

　簡便化したマウス新生仔心筋細胞の初代培養系
を確立した．比較的少数の個体から培養細胞を効
率良く単離する事が特徴である．遺伝子改変マウ
スへの応用も可能であり，野生型と遺伝子改変マ
ウス，双方のマウスから心筋細胞を同日中に単離
することも可能である．電気生理や単一細胞にお
ける収縮実験への応用も期待される．今後，マウ
ス解析における主要な技術として，より安定した
簡便な方法の開発を目指している．
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