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TMS Transcranial Magnetic Stimulation （経頭蓋磁気刺激） 

rTMS Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation （反復経頭蓋磁気刺激） 
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第 1章 序論 
 

 

 

 

 

心臓は全身に血液を循環させるポンプ機能を持ち，不整脈をはじめとするその不調は，

生体恒常性の維持に重篤な影響を与える．心房細動は最も一般的に見受けられる不整脈で

あるが，生命の危機に直結する心室細動に比べ研究が進んでいない．心房細動の発症率が

加齢に伴い顕著に増加することを考慮すると，超高齢社会に突入した日本において，心房

細動発症メカニズムの解明を通じた早期診断・治療手法の確立は重要な課題である．心房

細動の発症と日常生活におけるストレスや不規則な生活習慣の相関から，自律神経系の関

与が示唆される．自律神経活動の乱れによる心房細動の発生機序を理解することができれ

ば，薬物投与，電気・磁気等物理的な刺激を含めて新たな治療の可能性が開かれる．自律

神経活動を指標とする生活習慣の見直しを通じて予防医学への展開も期待できる． 

心房細動の治療手法には薬物療法と非薬物療法があるが，副作用や侵襲性の点でいずれ

も限界がある．磁気刺激はある程度離れたところにある組織に対する刺激効果を有する手

法であるが，標的として自律神経系を想定する場合，十分な空間分解能が得られていない．

マイクロコイルを設計し，その配置を最適化することにより，自律神経系の活動異常によ

る心房細動の非侵襲的な治療技術になる可能性がある．  

上記事項を勘案し，本論文では「自律神経系の活動異常による心房細動」に焦点を当て，

その発症メカニズム解明と非侵襲的な治療技術の確立に向けて必要とされる要素技術を開

発し，基礎的な知見を得ることを目的とする．具体的には，自律神経系の構成要素である

交感神経／副交感神経細胞と心房筋細胞を共培養したマイクロデバイスを開発し，交感神

経の過剰活動に起因する心拍リズム変調発生の観測を目指す．併せてマイクロ磁気刺激シ

ステムの設計・試作を行ない，自律神経刺激への応用の可能性につき検討する． 
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1-1 研究背景 

1-1-1 不整脈と心房細動 

心臓は全身に血液を循環させるポンプ機能を持つ．不整脈をはじめとするポンプ機能の不調は，

生体恒常性の維持において重篤な影響を与える．平成 25 年度における死因分類別に見た死亡

者数に着目すると，心疾患による死亡者数は，悪性新生物による死亡者数に次いで第 2 位であり，

196,547 人となっている．心疾患による全死亡者数の中でも，致死性不整脈及び刺激伝導系の障

害による死亡者数は 28,660 人となり，心疾患による全死亡者数に対し 14.6%を占めている [厚生

労働省 平成 25年人口動態統計月報年計]． 

代表的な不整脈に心室細動と心房細動がある．心室細動は全身に血液を送り出す心室が不規

則に痙攣し血液を全身に送り出すことができない状態であり，致死性不整脈と位置づけられる [de 

Luna et al. 1989]．心室細動に関する研究報告は多く，臨床例の他，現象としての理解や発生機序

解明に向けた研究が進められている．心臓標本を電位感受性色素で染色することにより，その異

常興奮現象を時空間パターンとして可視化する光学マッピングを利用した研究 [Kim et al. 1997; 

Lee et al. 2001]，細胞内 Ca
2+濃度変動に焦点を当て，筋小胞体から放出されるCa

2+が心室細動の

維持に寄与することを示唆した報告 [Omichi et al. 2004; Goldhaber et al. 2005]などがある． 

これに対し，心房内で起こる高頻度無秩序な電気的興奮が不規則に心室に伝わることで起こる

頻拍を心房細動と呼ぶ．心房細動は最もありふれた不整脈であり [Benjamin et al. 1998; Go et al. 

2001]，患者数は米国で 220 万人，欧州で 450 万人 [Fuster et al. 2011]，国内でも 70 万人以上 

[井上他 2013]と推定されている．初期には細動が起こっても自然に復帰する一過性・発作性心房

細動として発現し，直ちに命に関わることはほとんどない．しかし，長期間の頻脈状態の持続は心

房筋肥大や心房線維化，ギャップ結合の変化など構造的リモデリングにつながり，持続性・永続性

心房細動の基質となる．また，心房の不規則な収縮が血液の流れを阻害した結果血栓ができ，脳

 

Fig. 1-1 加齢に伴う心房細動発症の増加 [Fuster et al. 2011] 
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梗塞を引き起こすこともある．心房細動患者における脳梗塞の発症率は，非心房細動患者と比較

しておよそ5倍とされ [Wolf et al. 1991]，脳梗塞の15%は心房細動による血栓が原因と考えられて

いる [井上他 2013]．さらに特徴的な傾向として，加齢と共に発症確率が高くなることも知られてい

る（Fig. 1-1） [Fuster et al. 2011]．これらの事項を勘案すると，心室細動に比べて研究の少ない心

房細動について，早い段階で診断し治療を行なうために，発症メカニズムの解明を通じて予防の

方策を確立することが，超高齢社会に突入した日本では特に重要な課題であると言える． 

1628年のHarveyによる動物の死の直前に心房が細動することの発見が心房細動に関する初め

ての報告とされている [McMichael 1982]．その後，発症メカニズムに関する研究が進められ，僧帽

弁狭窄症などの器質的な原因により心房細動が誘発されることが報告されたのが20世紀前半であ

る [Clarence et al. 1934; Wood 1954]．さらに，最近になって器質的な原因が認められないにも関

わらず心房細動が発症する事例（孤立性心房細動）が少なからず存在することが認識され，そのよ

うな症例では： (1) 仕事のストレスの蓄積 [Fransson et al. 2015; Torén et al. 2015]，(2) 肥満度を

表す Body Mass Index (BMI) の増加 [Wilhelmsen et al. 2001; Wang et al. 2004; Frost et al. 2005; 

Dublin et al. 2006]，(3) アルコール摂取量の増加 [Conen and Albert 2011; Larsson et al. 2014] と

の相関関係があることがわかってきた．心房細動が日常生活におけるストレスや不規則な生活習

慣と関係する，すなわち自律神経系による心拍制御システムの関与が示唆される． 

実際に，自律神経系の活動異常が心房細動発症につながることが示した報告もある [Binkley 

et al. 1991; Coumel 1994; Malliani et al. 1994; McCully et al. 2013]．Yamashita らは，心房細動発

作の日内変動の観察を行なうことで，心房細動を交感神経活動の亢進に起因する交感神経依存

型と，迷走神経活動の亢進に起因する迷走神経依存型に分類している [Yamashita et al. 1998]．

動物実験により自律神経の活動と心拍の同時計測を行なった例もある．Tanらは，埋め込み電極を

利用して，交感神経である星状神経節及び副交感神経である迷走神経，さらに心臓電気活動の

同時計測を行ない，交感・副交感両方の神経活動が同時に賦活された場合に心臓の拍動間隔が

短縮することを示した（Fig. 1-2） [Tan et al. 2008]．その後，同じ研究グループにより，左側迷走神

経に対する電気刺激による星状神経節の活動抑制，それに対応した心拍低下も確かめられている 

[Shen et al. 2011]． 

 

Fig. 1-2 自律神経－心房電気活動の同時計測 [Tan et al. 2008]．左心房（Left Atrial; LA）

の電気活動発生間隔が，迷走神経活動（Vagal Nerve Activity; VNA）と星状神経節の活動

（Stellate Ganglion Nerve Activity; SGNA）の同時賦活時に短くなっていることがわかる． 
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自律神経活動による心拍制御のメカニズム，自律神経活動の乱れによる心房細動の発生機序

を理解することができれば，自律神経活動を制御する薬物の投与，電気・磁気等物理的な作用を

利用した刺激による新たな治療の可能性が開かれる．メカニズム理解に基づき，加齢という要素も

勘案した上で自律神経活動を適切に保つ生活習慣を提案することが可能になれば，予防医学の

観点からも大きな意義がある． 

 

1-1-2 心拍制御システムとしての自律神経系 

緊張したとき―交感神経優位の状態―には心拍が増加し，リラックスしたとき―副交感神経優位

の状態―には心拍が低下することは日常的に経験されることであり，そのバランスが崩れた状態の

長期間の継続が心疾患を誘導する要因になり得ることは容易に想像できる．しかしながら，自律神

経系に焦点を当てた基礎研究はあまり多くない．自律神経系を「節前細胞からの入力に応じて標

的組織の活動を制御する出力を送る中継システム（であり，それ以上の情報処理機能はない）」と

位置づける考え方が一般的だったことが，恐らくその理由である．結果として，自律神経細胞の集

団である神経節組織内に相互結合を有する神経回路が形成されているか，そのネットワークが情

報の処理や統合といった機能を持つか，さらには入力や活動の履歴に依存して変化する可塑性

を有するか，といった課題が注目されることはないまま推移してきた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3 交感神経細胞－心室筋細胞共培養系の構成とその電気活動 [Luther et al. 2013] 

SCG神経細胞と心室筋細胞を共培養してその位相差顕微鏡画像からシナプス結合の模式図

を描いている．SCG神経細胞－心室筋細胞間だけでなくSCG神経細胞－SCG神経細胞間に

もシナプス結合が形成されている．さらに，SCG神経細胞に流れ込むシナプス電流を計測し，

それが nAChRの遮断薬である HEXの投与により消失することを示している． 
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最近，交感神経細胞が形成する結合とその信号伝達に関する実験結果が報告された．交感神

経節の 1つである上頸神経節（Superior Cervical Ganglion; SCG）を構成する神経細胞（以下 SCG 

神経細胞とする）と心室筋細胞を実験動物から採取し，これらの細胞群が混在した状態で培養，パ

ッチクランプ法を利用した細胞膜電位計測から，培養 3 日目では SCG 神経細胞の自発的な電気

活動は見られず，3 週目になって自発電気活動が観測されることを示したものである [Vega et al. 

2010]．培養系であるため SCG神経細胞に対する節前細胞からの入力は存在せず，それにも関わ

らず自発活動が発生したことは，SCG 神経細胞同士の機能的シナプス結合の存在を示唆する．そ

の後，この系で作用するシナプス伝達物質に関する実験も行なわれ，ニコチン性アセチルコリン受

容体（nicotinic AcetylCholine Receptor; nAChR）に対するアンタゴニストであるヘキサメトニウム

（Hexamethonium; HEX）の添加により自発電気活動が消失するという実験結果が示された（Fig. 

1-3） [Luther et al. 2013]．節前細胞の神経伝達物質と考えられていた ACh を放出する細胞が

SCG 組織内にも含まれていることを示したものである．同時に，SCG 神経細胞から記録される興奮

性シナプス後電流（Excitatory PostSynaptic Current; EPSC）の振幅が，脳由来神経栄養因子

（Brain Derived Neurotrophic Factor; BDNF）の添加により増大すること－すなわちここで形成され

ているシナプス結合が可塑性を有し，結合強度が BDNF により制御されている可能性－も報告さ

れた．2015 年には，ダブルパッチ記録を適用したシナプス前後のニューロン対からの同時記録も

行なわれ，SCG 神経細胞群単独培養系における nAChR を介するシナプス結合の存在が直接確

認されるとともに，結合形成の確率が毛様体神経栄養因子（Ciliary Neurotrophic Factor; CNTF）の

添加により増加することが示された [Amendola et al. 2015]．自律神経節内部での神経回路形成，

形成されているシナプスの可塑性が現実のものとなってきている状況である．ただし，ネットワークと

しての自律神経細胞の活動を実際に観測した例はない． 

電気活動計測の他に神経細胞の活動を可視化する手法として，蛍光色素を利用して細胞内部

の Ca
2+濃度変化を画像化する方法がある．この手法を利用して，Lai らは SCG 神経細胞の培養 2

日目におけるCa
2+濃度変動を観測している [Lai et al. 2012]．しかしその報告は単一の時点，単一

細胞の信号に限定されており，神経回路網として，その形成過程を含めた長期的な変化について

は全くわかっていない点は電気生理計測と同様の状況である． 

交感神経細胞に比べて，副交感神経細胞に関する報告は極めて少ない．その理由は技術的な

難しさにある．交感神経細胞が神経節を形成し，細胞集団として容易に採取できるのに対し，副交

感神経細胞は標的組織の表面に分散して存在することが一般的であり，純度の高い細胞群として

採取することが難しい．その結果，培養プロトコルも確立されていない状況で推移しており，急性の

試料で薬理刺激による誘発応答計測を実施した報告が唯一のものである [Hirayama et al. 2015]．

心臓の機能調節に関与するとされる心臓神経節（IntraCardiac Ganglia; ICG）付近から採取した単

離直後の ICG 神経細胞にパッチクランプ法を適用，ACh を添加して誘発応答が観測されたという

結果が示されている．ICG神経細胞については Ca
2+濃度計測は行なわれていない． 

以上，交感神経細胞については神経節組織内での相互シナプス結合の存在とその可塑性を示

唆する報告が増えつつあるが，副交感神経についてはほとんどわかっておらず，また両者とも，ネ
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ットワークレベルの活動計測は行なわれていないのが現状である． 

活動電位や細胞内Ca
2+変動といった activityの計測がほとんど行なわれていなかったことと対照

的に，自律神経系では分化転換（transdifferentiation; 既に分化した細胞が別の細胞種に転換す

る現象）という特異な現象が報告されていた．Patterson らは，交感神経細胞と非神経細胞を混在し

て培養したところ，交感神経細胞から放出される ACh 量が増大したという計測結果を示し，非神経

細胞から放出される物質の作用で交感神経細胞が副交感神経細胞に分化転換することを報告し

た [Patterson and Chun 1974]．その後，分化転換を誘導する分子の同定が行なわれ，これまでに

上皮成長因子（Epidermal Growth Factor; EGF） [Fukada 1980]，インターロイキン-6（IL-6）サイトカ

インファミリーの 1つである白血病抑制因子（Leukemia Inhibitory Factor; LIF） [Yamamori et al. 

1989]の関与が報告されている．LIFについては，その作用機構として IL-6に対する受容体を構成

する分子である gp130を介することが示されている [Bamber et al. 1994; Stanke et al. 2006]．分化

転換という現象は，現時点では自律神経系における特異な可塑性の 1形態と考えられているが，こ

れを脳神経組織で一般的に起こり得る現象とする考え方もある [Spitzer 2015]． 

最近，この分化転換が心疾患にも関係する可能性を示唆する報告が増えてきている．Hirota ら

 

Fig. 1-4 交感神経細胞の分化転換．心疾患では心筋はACh受容体サブタイプであるM2の

発現が増加する．M2 受容体の増加は，結果として交感神経賦活時の β-アドレナリン応答の減

少とコリン作動性応答の増強をもたらすことになる [Fernandez and Canty 2015]． 
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は心不全時における心筋細胞上に LIF が多数発現することを報告し，交感神経細胞の分化転換

が心不全の発症に関与する可能性を示した [Hirota et al. 2004]．Kanazawa らは，心不全を引き起

こしたラットの交感神経を染色することで，副交感神経のマーカーであるコリントランスポーター

（Choline Transporter; CHT）やコリンアセチル基転移酵素（Choline AcetylTransferase; ChAT）が発

現していること示し，さらに gp130 をノックアウトしたマウスでは，分化転換が起こらないことを報告し

た [Kanazawa et al. 2010]．Fig. 1-4 に心疾患に関連する分化転換の考え方 [Fernandez et al. 

2015] を示す．本来交感神経として興奮性に寄与する細胞が抑制性になり，これに対応して伝達

物質や受容体も変化するというものである．分化転換に関しては，副交感神経でもその存在を示

唆する報告がある．ICG を含む心房表面組織全体を採取し，免疫染色によりその構成要素を評価

したところ，コリン作動性マーカーだけでなくアドレナリン作動性マーカーも発現しているという結果

が得られ [Armour 2004; Hoover et al. 2009]，ICG神経細胞もまた，神経栄養因子など外部環境

に依存して分化転換を起こす可能性が示された． 

 

1-1-3 心房細動の治療手法 

現在の心房細動治療手法は，薬物療法と非薬物療法の 2つに大別される． 

薬物療法としては，主として β拮抗薬 [Atwood et al. 1987; Kanitz et al. 1990] や Ca拮抗薬

[Bénardeau et al. 2001]を用いた治療が行なわれており，近年では，アンジオテンシン II受容体拮

抗薬が心房細動治療に効果的であることも示されている [Wachtell et al. 2005; Nagayama et al. 

2015]．薬物療法は最も広く用いられている手法であるが，対症療法であり副作用が無視できない

こと，長期間の服用が薬剤耐性を引き起こす場合があることが知られており，心房細動発生メカニ

ズムの理解に基づく治療手法の開発が望まれている状況である． 

非薬物療法としてはカテーテルアブレーション [Haïssaguerre et al. 2000; Oral et al. 2002] と迷

走神経に対する電気刺激がある．カテーテルアブレーションは，血管を経由して心臓に挿入したカ

テーテルを利用して異常な拍動の発生源を焼灼除去する方法である．心房細動の発生源が肺静

脈やその周辺の左心房の後壁にある場合が多いことが 1998 年に報告され [Haïssaguerre et al. 

1998]，肺静脈に対するアブレーションが多く行なわれているが，再発率が高いことがその課題とさ

れている．Fig. 1-5はカテーテルアブレーションを適用した患者 100名について術後の経過を調べ

た報告であるが，1回の治療で効果があった患者は全体の約 1/3であり，再発した患者のうち 2回

目のアブレーション治療を受けた場合でもその 6 割は再発が防げなかったことが示されている 

[Weerasooriya et al. 2011]．迷走神経刺激は，迷走神経活動の賦活が交感神経活動の抑制につ

ながることを着目し，交感神経系の活動異常による心房細動の治療手法として適用されているもの

である [Schauerte et al. 1999; Shen et al. 2011; Singh et al. 2014]．頸部右側の迷走神経付近に電

極を埋め込み（Fig. 1-6），電気刺激により神経活動を誘導する．自律神経活動の制御により心房

細動の抑制を可能にする手法であるが，電極の体内への埋込みという侵襲性は避けられない． 

近年，非侵襲的な治療技術として生体外部から時間的に変動する磁界により生体内に誘導電

流を発生させ，誘導電流による生体組織や神経系に対する刺激を行なう磁気刺激法が開発され 
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[Barker et al. 1985]，外科手術を行なうことなく生体組織の刺激を行なうことができるという特徴によ

り，その応用が広がりつつある．これまでのところ，磁気刺激の適用対象は主に脳であり，自律神経

系や末梢神経系に対する磁気刺激の報告例はほとんどない．自律神経系に対する磁気刺激が実

現すれば，自律神経系の活動異常による心房細動の非侵襲的な治療技術の確立に繋がることが

期待できる．しかし，現在用いられている磁気刺激システムの空間分解能は低く，自律神経系，特

に交感神経や副交感神経に対する選択的，局所的な刺激は困難である．コイルの設計やその配

置の最適化による磁気刺激の空間分解能向上が課題である． 
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Fig. 1-5 カテーテルアブレーション適用患者 100名の術後経過 [Weerasooriya et al. 2011] 

 

 

Fig. 1-6 生体内に埋め込まれた除細動器 （Implantable Cardioverter Defibrillator; ICD）と

迷走神経刺激（Vagus Nerve Stimulation; VNS）装置 [Singh et al. 2014] 
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1-1-4 マイクロ加工技術を利用した神経－心筋 in vitro系の研究 

「交感－副交感神経からなる自律神経システムによる支配を受ける心筋細胞群」を in vitro シス

テムとして構成することができれば： (1) 自律神経細胞群のネットワークとしての活動観測，(2) 自

律神経活動と心筋拍動リズムの相関，(3) 自律神経活動の亢進状態を人為的に作り出した場合の

心筋拍動への影響，(4) 自律神経に対する電気・磁気刺激条件の最適化，などが期待できる． 

心筋細胞群の培養手法は確立されており，拍動や活動電位の記録が報告されている [Braam 

et al. 2010; Natarajan et al. 2011; Stancescu et al. 2015]．Fig. 1-7 は微小電極アレイ

（MicroElectrode array; MEA）による電気活動計測を行なった例である．MEA はフォトリソグラフィ

を利用して基板上に多数の微小電極を形成し，その上で培養された細胞の電気活動を細胞外電

位として記録するという手法である．多数の細胞から空間的に広がる信号を計測できる，非侵襲性

ゆえに長期的な活動変化の追跡が可能，さらには様々な点からの電気刺激が可能という特徴があ

る．Fig. 1-7 の例では，心筋細胞に特有の活動電位波形－神経細胞に比べて継続時間が長い－

が記録されている．心筋細胞については，電気信号だけでなく，機械的な特性を対象とする計測

デバイスも報告されている．Fig. 1-8 はその例であり，3 次元加工技術を利用して作製したマイクロ

カンチレバー構造上で心筋細胞を培養することにより，その収縮力を評価したものである [Wilson 

et al. 2010; Grosberg et al. 2011; Agarwal et al. 2013; Stancescu et al. 2015]． 

交感神経細胞群の培養手法は確立されており，標準的な電気生理計測手法であるパッチクラン

プ法を適用した活動計測が行なわれてきたのは前述の通りである．MEA を適用し，交感神経細胞

と心筋細胞を 1枚の基板上で共培養，両者の信号を同時に計測した結果が 2011年に報告された 

[Takeuchi et al. 2011]．しかしながら，副交感神経細胞については培養プロトコルから検討

が必要な状況であり，これを含めた「交感－副交感神経からなる自律神経システムによる支配を

受ける心筋細胞群の in vitro再構成」は実現されていない．  
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Fig. 1-7 MEA基板上で培養した心筋細胞と記録された細胞外電位波形 

[Braam et al. 2010] 

 

 

 

Fig. 1-8 心筋細胞の収縮力を測定するためのマイクロカンチレバー 

(A)：全体図，(B)：マイクロカンチレバー部分の拡大図 [Wilson et al. 2010] 
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1-2 本論文の目的 

自律神経系の活動異常に起因する心房細動に焦点を当て，その発症メカニズム解明と，非侵

襲的な心房細動治療技術の確立を目指して必要な要素技術を開発，基礎的な知見を得ることが

本論文の目的である．この目的に向けて以下の 3つの課題を設定する． 

(1) 自律神経細胞群培養手法の確立とネットワークとしての活動の観測 

(2) 交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素からなる共培養システムの構築 

(3) 自律神経系に対する磁気刺激を想定したマイクロ刺激システムの設計，刺激条件の検討 

 

(1) については，副交感神経細胞の培養手法確立が鍵となる．交感神経細胞，副交感神経細

胞それぞれが形成すると想定される神経回路について，MEA を利用した電気活動計測，Ca
2+イメ

ージングを用いた活動計測を実施する．細胞間相互作用に基づく同期活動の検出，薬理操作に

よる神経伝達物質の同定を目標に実験を行なう． 

(2) については，3 つの細胞培養区画を集積化した基板を設計・製作して共培養を行なう．自律

神経支配を受けることによって生じる心筋細胞拍動リズム変化の検出を目指す．さらに，交感神経

細胞群に慢性電気刺激を印加，心筋拍動リズム変化の誘導を試みる．不可逆な変化を誘導する

条件を見出すことが自律神経系の活動異常に起因する心房細動発症メカニズムの解明につなが

ると考えられ，これを目標に実験と解析を進める． 

(3) については，生体外からの非侵襲的な刺激印加の可能性を有する磁気刺激につき，特に

その空間分解能向上を目指してシミュレーションと実験を行なう．自律神経線維を一方向に伸長さ

せ，これに様々な角度で微小コイルを配置した系につき，有効な刺激強度と空間分解能を見出す

ことを目標にシミュレーションを行ない，実際にデバイスを試作して刺激の効果を検証する． 
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1-3 本論文の構成 

 以下に本論文の構成を示す． 

 

第 1章では，研究背景と本論文の立場を提示した．不整脈のうち，自律神経系の活動異常に起

因する心房細動に焦点を当て，マイクロ加工技術を背景とするアプローチを行なうことが本論文の

position であり，この視点から自律神経系の活動，心房細動とその治療手法に関する従来の研究

状況についてまとめた．これに基づいて研究目的を設定，具体的な検討課題について記述した． 

 

第 2 章では，自律神経細胞群の培養とその活動計測結果につき述べる．最初に副交感神経細

胞の培養手法につき記述する．標的組織表面に分散して存在する副交感神経細胞を効率よく採

取する手法を開発し，培養系で一定期間維持する条件を確立する．交感神経細胞も含めて免疫

組織化学染色を適用し，アドレナリン作動性，コリン作動性マーカーを指標に評価する．ついで，

自律神経細胞が形成するネットワークとしての活動計測を試みる．MEA を利用した電気活動計測，

イメージングによる細胞内 Ca
2+濃度計測により自発活動を記録，ネットワークとしての活動パターン

評価を行なう． 

 

第 3 章では交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3 要素からなる共培養システムの構

築につき述べる．MEA基板上に 3つの細胞培養区画を集積化し，区画間を細胞体は進入せず神

経突起のみ通過可能な微小通路構造でつなぐデバイスを設計，製作する．このデバイス上で共培

養を実施，自律神経支配を有する心筋細胞の拍動時系列につき評価する．さらにこの系で交感神

経細胞群に対して慢性電気刺激を印加，人為的に誘起した活動亢進状態に対する心筋拍動リズ

ム応答の経時変化を観測する．自律神経系の活動異常に起因する心房細動の発症メカニズム解

明に向けて，構築する共培養システムの有用性を示す． 

 

第 4 章では，マイクロ磁気刺激システムの設計と刺激条件の最適化に向けた検討結果を示す．

自律神経系に対する磁気刺激を想定し，高い空間分解能を実現する条件を求める立場から，自

律神経線維束を模擬して一方向に伸長させた神経軸索に対して微小コイルを配置，局所的な刺

激を行なう系につき，シミュレーションと実験両面から検討した結果を記述する．  

 

 第 5章では，本論文の結論と展望について述べる． 
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第 2章 

自律神経細胞の培養と活動評価 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

本章では，自律神経細胞の培養と，その活動計測を行なった結果を述べる． 

交感神経細胞の in vitro研究には多くの報告があるが，副交感神経細胞については極めて少な

い．その理由は，後者が明確な神経節（神経細胞の集合体）を作らず，標的組織表面に分散して

存在することによる「採取の技術的な困難さ」にある．本研究では，副交感神経細胞を効率よく採

取する手法を開発し（従来手法の約 4倍），長期間（従来手法で 72時間だったものが 3 週間に延

長）培養系で維持する条件を確立した．交感神経細胞も含めて免疫組織化学染色を行ない，アド

レナリン作動性及びコリン細動性マーカーを指標とする評価を行なった． 

さらに，MEAを用いた細胞外電位計測，蛍光イメージングによる細胞内Ca
2+濃度計測により，自

律神経細胞群のネットワークとしての活動を観測した．従来，培養交感神経系でシナプス伝達が起

こることだけが報告されていたが，今回の計測により，副交感神経系も含めて神経回路が形成され

ており，その活動が発達段階に応じて変化すること，シナプス伝達に関与する受容体が nAChR で

あることが明らかになった．  
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2-1 心拍制御に関与する自律神経系 

2-1-1 解剖学的構造 

心臓のポンプ機能は，洞房結節において生じる活動電位が正確なタイミングで制御されて刺激

伝導系（心房内結節間伝導路→房室結節→His 束→右脚／左脚→Purkinje 線維）を伝わることに

より実現されている．洞房結節にはペースメーカー細胞が存在し，ペースメーカー細胞が自発的に

脱分極及び再分極を繰り返すことで，周期的な活動電位を生成する．自律神経系からの入力によ

りペースメーカー細胞の電気生理学的な特性が変化することで心臓内を伝達する活動電位のタイ

ミングが変化すると考えられている． 

自律神経系（Autonomic Nervous System; ANS）は，生体恒常性の維持がその主要な役割であ

り，Langley による提唱 [Langley 1898] 以来，その構造や機能について多くの研究が進められて

きた．自律神経系は，fight-or-flight の状況で活性化する交感神経系（Sympathetic Nervous 

System ） と ，安静や睡眠時に活性化して体調を整え成長を制御する副交感神経系

（Parasympathetic Nervous System）のバランスで機能していることは広く知られている通りである．

構造的には，細胞体が脊髄や脳幹内にある節前ニューロンの活動により活性化される節後ニュー

ロンが標的組織の活動を制御することになる．心臓の場合，これを制御する交感神経細胞群が明

確な神経節を形成しているのに対し，副交感神経細胞は心臓表面に分散して存在しているという

 

Fig. 2-1 心臓に対する自律神経支配の概要 [Olshansky et al. 2008 を基に作成] 
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特徴がある． 

交感神経系を解剖学的にやや詳しく見ると，節前神経細胞は胸髄の側角に存在し，延髄の心

臓促進中枢による支配を受けていることがわかる．その出力は節前線維として交感神経幹におけ

る交感神経節まで伸長し，神経節内で節後神経細胞に結合する．節後線維は心臓神経叢を経由

して心臓に到達する（Fig. 2-1）．従って，心拍制御に関わる交感神経細胞の培養を考える場合は，

節後神経細胞の集合である神経節を採取すればよいことになる． 

副交感神経細胞の節前神経細胞は延髄の迷走神経背側核に存在し，延髄に存在する心臓抑

制中枢の支配を受ける．交感神経系と異なり，節前線維は直接心臓表面まで伸長して節後神経

細胞を支配する．心臓の中やその周辺部にあってその節後神経線維が心臓内に分布する神経節

を心臓神経節（IntraCardiac Ganglion; ICG）と呼んでいるが，実態としては明確な神経節を形成し

ていない．心臓の機能調節に関与する副交感神経細胞は，心臓表面の脂肪組織（Fat Pad; FP）内

に多く存在するという報告がある [Chiou et al. 1997]．Fig. 2-2に示す通り，心臓表面には 3 ヶ所の

FP（上大静脈－大動脈間，右心房・右肺静脈接合部，左心房・下大静脈接合部）があり，心拍制

御に関与する副交感神経細胞の培養を考える場合，FP 付近の組織を採取してそこに含まれる神

経細胞を効率よく単離する手法の確立が鍵となる． 

2-1-2 伝達物質と受容体 

節前細胞が放出する伝達物質は ACh であり，これは交感神経系，副交感神経系に共通である．

節後細胞表面には nAChRが存在し，放出されたAChは興奮性に作用することになる．これに対し，

 

 

Fig. 2-2 心拍制御に関与する副交感神経節を含む心臓表面の脂肪組織 [Chiou et al. 1997] 

SVC-Ao：上大静脈－大動脈間 

RPV：右心房・右肺静脈接合部 

IVC-LA：左心房・下大静脈接合部 
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節後細胞が放出する伝達物質は交感神経と副交感神経で異なる．基本的には交感神経ではノル

アドレナリン（NorAdrenaline; NA），副交感神経では AChである．  

交感神経節後細胞内では，チロシン水酸化酵素（Tyrosine Hydroxylase; TH）の触媒下でチロシ

ンからドーパが合成され，芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（Aromatic L-amino acid decarboxylase; 

ACDD）の作用でドーパからドパミン，さらにドパミン β 水酸化酵素（Dopamine β hydroxylase; 

DBH）によりドパミンから NA に変換される．一連の化学反応に関与する酵素が NA 作動性ニュー

ロンを検出するマーカーとなる． 

放出された NAはアドレナリン受容体（AR）に結合する．ARには α受容体（αAR）及び β受容体

（βAR）の 2種類が存在し，それぞれ α1AR，α2AR，β1AR，β2AR ，β3ARのサブタイプに分けられ 

[Lands et al. 1967; Langer 1974; Emorine et al. 1989]，さらに β4ARの存在を示唆する報告もある

[Kaumann and Molenaar 1997]．心筋細胞には α1AR，β1AR 及び β2AR が多く分布しており，

β1AR 及び β2AR の存在比率は心房組織ではそれぞれ 60-70: 40-30 %，心室組織では 70-80: 

30-20 %程度と考えられている [Brodde 1991; Brodde 1993]．洞房結節ではβARが多く分布してい

ることも報告されている [Rodefeld at al. 1996]． 

NAが β1ARに結合すると，促進性の Gタンパク（Gs）を介して，細胞内のアデニル酸シクラーゼ 

（AC）を活性化し，アデノシン三リン酸（ATP）から環状アデノシン一リン酸（cAMP）を生成する．

cAMP は，プロテインキナーゼ A（PKA）の作用で細胞膜上に分布するイオンチャネルをリン酸化，

結果として Ca
2+の細胞内への流入を促進させる．Ca

2+の流入が最終的に心筋収縮力の増加や，

心拍数の増加などの現象を引き起こす．これが交感神経活動による基本的な心拍亢進現象である．

交感神経活動に伴う心拍変動が発現する過程では，セカンドメッセンジャーである cAMP を介した

酵素反応を経なければならず，さらには代謝に関連するカテコール -O-メチル基転移酵素

（COMT）の活性が低いことから，効果の発現には一定の時間を要する．そのため，交感神経活動

による心拍数の動的な調節は一般に難しいとされている．また，NA を放出する神経終末自体にも

NAに対する受容体（α2NAR）がある．α2NARに対する NAの作用は抑制性であり，同じく神経終

末に存在する ACh に対する受容体（M2AChR）と合わせて NA の放出を抑制する方向に作用す

る．  

副交感神経節後細胞内では，コリンアセチル基転移酵素（ChAT）の触媒作用により，アセチル

CoA とコリンから AChが合成される．神経終末から放出された AChは神経伝達物質としての役割

を果たすと，アセチルコリンエステラーゼ（AChE）によりコリンと酢酸に分解され，コリンは再度細胞

内に取り込まれる．これら一連の反応に関与する酵素がコリン作動性ニューロンを検出するマーカ

ーとなる． 

放出された AChはアセチルコリン受容体（AChR）に結合する．AChRはニコチン性アセチルコリ

ン受容体（nAChR）とムスカリン性アセチルコリン受容体（mAChR）の 2 種類に大別され，心筋細胞

には mAChR が多く分布する．現在，mAChR は M1 から M5 までのサブタイプが確認されており

[Hammer et al. 1980; Bonner et al. 1987; Bonner et al. 1988]，その中でもM2AChRが洞房結節細

胞に多く分布する． 
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AChがM2AChRに結合すると，NAとは逆に抑制性のGタンパク（Gi）を介して細胞内の ACを

抑制，細胞膜上の K
+チャネルを開口させる．結果として，cAMP の生成が抑制される同時に K

+が

細胞外へ流出して Ca
2+電流が抑制され，心筋収縮力の低下や，心拍数の減少などの現象を引き

起こす．これが副交感神経活動による基本的な心拍抑制現象である．AChを分解する AChEは細

胞外に高濃度に存在するため，放出された AChは直ちに分解され，その作用は消失する．そのた

め，副交感神経の効果の発現は交感神経系による調節と比較して短時間で起こると考えられてい

る．また，NAの場合と同様，AChを放出する神経終末自体にも AChに対する受容体があり，過剰

な ACh の放出を抑制する方向に作用する．以上，自律神経系で作用する伝達物質と受容体につ

いてその模式図を Fig. 2-3, 4に示す． 

自律神経細胞には上記基本となる神経伝達物質だけではなく，神経ペプチドなどの神経伝達

修飾物質が貯蔵されている．交感神経節後線維に貯蔵される神経伝達修飾物質の 1 つにニュー

ロペプチドY（NPY）があり [Kummer 1987; Warner and Levy 1990]，交感神経に対する高頻度，長

時間の電気刺激によりその放出が起こることが報告されている [Warner et al. 1991]．NPYは，心筋

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 交感神経及び副交感節後神経終末における伝達物質の合成， 

シナプス前後受容体への作用，酵素による分解と再取り込み過程 [井上 2001を基に作成] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4 交感／副交感神経による心拍亢進／抑制に関与する基本的な細胞内情報伝達機構 

[井上 2001を基に作成] 
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細胞上のY1受容体及び副交感神経細胞上のY2受容体に作用する．Y1受容体はラット及び人間

の心房筋細胞上に存在することが示されており [Jonsson-Rylander et al. 2003; Dvorakova et al. 

2008]，心室筋細胞上の Y1受容体を介して細胞内 Ca
2+濃度が変化，心室細動を誘発する可能性

があることも報告されている [Heredia et al. 2005]．迷走神経刺激前に交感神経に対する刺激を行

なうと迷走神経刺激に伴う心臓の徐脈を抑制できる  [Potter 1987]，Y2 受容体の拮抗薬である

BIIE0246 を作用させることにより，交感神経刺激による徐脈の阻害を抑止できる [Smith-White et 

al. 2002]，NPY の Y2受容体への作用が，プロテインキナーゼ C（PKC）を介して AChの合成を抑

制する [Herring et al. 2012] などの報告もあり，これらの修飾物質を介する調節作用も薬理治療な

どの標的となる可能性がある． 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

(1) 交感神経細胞の採取と単離操作 

上頸神経節（Superior Cervical Ganglion; SCG）から交感神経細胞を採取した．SCG神経細胞の

採取については，序論にまとめた通り，多くの報告がある [Vega et al. 2010; Takeuchi et al. 2011; 

Luther et al. 2013; Amendola et al. 2015]．本研究では Takeuchiらと同様の手法を用いた．1-3日齢

のWistar Rat新生児（チャールズリバー）から SCGを採取して 0.5 mg/mLの Collagenase（ライフテ

クノロジーズ）を含む Hank’s balanced salt solution（HBSS,ライフテクノロジーズ）に入れ，37℃に保

温したシェイキングバス内で 60分間撹拌した．その後さらに 1.2 mg/mL Trypsin（インビロトゲン）を

加えて 15分間処理した．酵素処理終了後，10%(v/v) fetal bovine serum （FBS, コスモバイオ）を

含む DMEMを 5 mL加えてピペッティングにより単離した．調製した懸濁液は，40 µm径のセルス

トレイナー（BD）を通した後，120 G，4℃の条件下で 3 分間遠心処理，FBS を含む DMEM による

上清置換を 3回行ない，細胞懸濁液を調製した． 

(2) 副交感神経細胞の採取と単離操作 

心拍制御に関与する副交感神経細胞を含む組織として心臓神経節（IntraCardiac Ganglion; 

ICG）につき検討した．前述の通り，ICG は SCG のような明確な神経節を形成しておらず，採取が

難しい．ICG に関する先行研究として心房筋を含む心房表面組織全体を採取して単離，3 日間培

養した結果が報告されており [Hoard et al. 2007]，本研究では，ICG神経細胞をより効率よく採取

する手法，より長期間の維持を可能にする培養条件の確立が課題となる． 

1-3日齢のWistar Rat新生児から心臓を摘出，顕微鏡下で FPを含む肺静脈付近の組織を選択

的に採取した．採取した組織を眼科用ハサミで細切し，10 mg/mL Collagenaseを含む HBSSに入

れて 37 ℃のシェイキングバス内で 35分間撹拌，2 mg/mL Trypsinを加えてさらに 35分間酵素処

理を行なった．酵素処理終了後，10 % (v/v) FBSを含むDMEMを 5 mL加えてピペッティングによ

り単離した．神経細胞よりサイズの大きい細胞を除去するために 40 µm 径のセルストレイナーに通
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した後，120 G，4℃，3分間の条件で遠心処理，FBSを含む DMEMによる上清置換を 3回行なっ

た．洗浄終了後，DMEMを培養液に置換し，細胞懸濁液として調整した． 

調製した細胞懸濁液を 35 mm 径滅菌シャーレに移し，インキュベータ内で 30 分間 pre 培養を

行なった．非神経細胞は神経細胞と比べて基板表面への接着に要する時間が短いため，pre培養

の過程で先にシャーレ表面に接着する（Fig. 2-5）．30 分間の pre 培養後，上清を回収し，再度細

胞濃度を調整して最終的な細胞懸濁液とした． 

(3) 細胞播種と培養 

細胞の接着性を向上させるため，培養基板表面をコラーゲンでコートした．Type I-C Collagen原

液（新田ゼラチン）を pH 3.0に調節した希塩酸溶液（和光純薬工業）で 10倍に希釈して培養基板

に塗布，冷蔵庫（4 ℃）内に 1晩静置した後コーティング液を吸引し，クリーンベンチ内（室温）で自

然乾燥させた．細胞播種前に培養液で2度洗浄した．培養液組成は以下の通りである：Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium （DMEM，インビトロゲン）を基本培地とし，これに 10 % (v/v) FBS（コスモ

バイオ），1 % (v/v) penicillin-streptomycin（pe-st，ライフテクノロジーズ），25 ng/mL 2.5S nerve 

growth factor（NGF， ライフテクノロジーズ），10 ng/mL glial cell line-derived neurotrophic factor

（GDNF ; ライフテクノロジーズ）を添加したものを使用した．最終的に共培養系の構成を想定して

いるため，培養液は SCGｓ，ICGに共通とした． 

SCG神経細胞，ICG神経細胞とも，播種する密度は 1000 cells/mm
2とし，37℃，CO2濃度 5 %，

水蒸気飽和のインキュベータ内に保持した．培養液は 2日に 1度，半量を交換した．以下，播種し

た時点を培養開始 0日目（0 days in vitro, DIV）とする． 

 

Fig. 2-5 副交感神経細胞を選択的に採取する手法（pre培養） 
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(4) 免疫組織化学染色 

神経細胞に特有の細胞骨格，細胞種に特有な代謝過程に関与する酵素などを指標に，それら

のタンパク質に特異的に結合する抗体を利用して標識することにより蛍光画像として可視化するこ

とができる．本研究ではマーカーとして： 

＊神経細胞  Anti-beta 3 tubulin(B3T) 抗体 

＊アドレナリン作動性 Anti-dopamine beta hydroxylase(DBH) 抗体 

＊コリン作動性  Anti-choline acetyltransferase(ChAT) 抗体 

を用いた．また，系に存在する全ての細胞を非特異的に標識するため，DNAに特異的に結合する

蛍光物質である 4’,6-DiAmidino-2-PhenylIndole dihydrochloride（DAPI）を使用した． 

最初に培養液を 37℃に温めた 4 % Paraformaldehyde（PFA，和光純薬工業）に置換して 30分間

室温下で静置，細胞を固定した．リン酸緩衝液（Phosphate Buffered Saline; PBS，ライフテクノロジ

ーズ）で 3度洗浄した後，Triton X-100（Calbiochem）による細胞膜の可溶化（0.25 % (v/v) in PBS，

10-15分），Block Ace（大日本住友製薬）による非特異的吸着の防止処理（4 % (w/v)，4℃，1晩）

を行なった．ブロッキング終了後，溶液を 1次抗体液に置換し，遮光した状態で 4℃の冷蔵庫内で

1-2日反応させた．希釈率は，Anti-B3T抗体は 400倍，Anti-DBH抗体は 500倍，Anti- ChAT抗

体は 200倍とした．結合反応終了後，PBSで 3度洗浄してから 2次抗体による標識を行なった（遮

光条件下 4℃の冷蔵庫内で 4-8 時間静置）．2 次抗体は，Alexa fluor 488 anti-mouse IgG

（Molecular probes）及び Alexa fluor 546 anti-rabbit IgG（Molecular probes）とし，0.4 % Block Ace

で500倍希釈したものを使用した．2次抗体液にDAPI（Sigma, 300 nM）を添加して核染色を行なう

ことにより，試料中に存在する全細胞を可視化した．反応終了後 PBSで 3度洗浄した． 

蛍光観察は倒立位相差顕微鏡（IX-71，オリンパス），冷却 CCD カメラ（C8800-21C，浜松フォト

ニクス）により行なった．各標識色素の励起／蛍光波長は以下の通りである： 

＊Alexa fluor 488  励起 488 nm  蛍光 519 nm（赤） 

＊Alexa fluor 546  励起 546 nm  蛍光 573 nm（赤） 

＊DAPI   励起 358 nm  蛍光 461 nm（青） 

細胞数の評価を行なう場合は，800 µm × 800 µmの観察視野を設定し，視野内の各マーカー陽

 

Fig. 2-6 免疫組織化学染色による細胞種の同定 
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性細胞数をカウントした．DAPI陽性のものを全細胞数とし，B3T陽性，ChAT陽性部位を含む細胞

を検出してその割合を算出した． 

 

2-2-2 神経回路活動計測 

2-2-2-1 電気活動計測 

(1) MEA基板の製作 

 MEA（MicroElectrode Array）は表面に多数のマイクロ電極を集積化した細胞培養基板である．

ITO（Indium Tin Oxide, 透明導電性材料）薄膜付きガラス基板（CBC オプティックス）を材料とし，

2 度のフォトリソグラフィ（電極パターン，絶縁膜パターン）プロセスにより電極アレイ構造を作製した

基板にガラスリングを接着して細胞培養皿とした（Fig. 2-7）． 

フォトリソグラフィの操作手順・条件は以下の通りである（Fig. 2-8）： 

a. ITO付きガラス基板の洗浄： 超音波洗浄（界面活性剤 15分，0.5 M NaOH 90分） 

超純水で洗浄後 140℃のホットプレート上で乾燥 

b. フォトレジスト塗布： HMDS スピンコート（4500 rpm，60秒） 

OFPR-800LB（東京応化工業）スピンコート（4500 rpm，60秒） 

c. プリベイク：  110℃のホットプレート上で 90秒 

d. 露光：  マスクアライナ（PEM-800，ユニオン光学）で密着露光（20秒） 

e. 現像：  NMD-3（東京応化工業）中で 90-180秒処理後，超純水で洗浄 

f. ポストベイク：  140℃のホットプレート上で 5分 

g. エッチング：  40℃の ITO-02N（関東化学）中で 5分間静置 

 

Fig. 2-7 MEA基板 

細胞電気活動計測用のマイクロ電極が 64個集積化された細胞培養皿である．透明導電性材料

の利用により，倒立顕微鏡による細胞形態の観察，蛍光画像観測が可能な構造としている． 
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h. フォトレジスト除去： 回路のショートがないか確認した後アセトンで超音波洗浄 

上記フォトリソグラフィプロセスにより電極パターンを形成した基板に再度フォトレジストを塗布し，

計測部分のマイクロ電極及び測定系との接続に利用するコンタクトパッド部分のみを除去した．こ

の基板にガラスリング（25 Φ）を接着（シリコン接着剤 CAT-103+ KE-103，信越化学，80℃のホット

プレート上で 1時間静置）した． 

基板中央部に形成したマイクロ電極部分には電気化学的に白金黒を電気化学的に析出させた．

50×50 μmの電極において，インピーダンスが 1 kHzで数百 kΩになるように調整した．  

 

 

Fig. 2-8 フォトリソグラフィによるMEA基板の製作プロセス 

(A) ITO基板， (B) フォトレジスト塗布， (C) 露光（電極パターン），(D) 現像， 

(E) フォトレジスト塗布，(F) 露光（パッシベーションパターン），(G) 現像＆洗浄 

(A)    (B) 

(C)    (D) 

(E)    (F) 

(G) 
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(2) 細胞電気活動の計測と解析 

MEA 基板上で細胞培養を行ない，その電気活動を細胞外電位として計測する．神経細胞の場

合，活動電位の発生に伴って細胞外にも電流が流れ，結果として細胞近傍に電圧降下が生じる．

活動電位の振幅が 100 mV程度であるとき，細胞外電位として記録される信号は通常 100 μV程度

になる．信号強度は低くなるが，侵襲性の低さゆえに多数の細胞の活動を長期間計測することが

できる，すなわちネットワークとしての活動を経時的に追跡できることがその特徴である． 

計測システム [Jimbo et al. 2003]は，MEA基板，増幅器（プリアンプ及びメインアンプ），帯域通

過フィルタ，制御用PC，データ記録用PCから構成される（Fig. 2-9）．倒立顕微鏡ステージにはアク

リル樹脂製の簡易インキュベータ（37℃，CO2 濃度 5%，水蒸気飽和）を設置，その中に試料を保

持した状態で計測を行なった．培養液内に Ptをコイル状に成形した電極を配置し，これを基準とし

てMEAの各電極の電位を計測した． 

信号は，プリアンプ（× 20，NF 回路設計ブロック）で直流成分まで含めて増幅した後 100-2000 

Hz の帯域通過フィルタ（NF 回路設計ブロック）を通し，さらにメインアンプ（NF 回路設計ブロック）

で増幅し，トータルでゲイン 5000-10000 程度の条件とした．サンプリング周波数 25 kHz，分解能 

12 bitで A/D 変換（PCI-MIO-16E-1，National Instruments）したデータをハードディスクに記録した．

データ記録の制御は LabVIEW（National Instruments）を利用して作成したソフトウェアを用いた． 

 

Fig.2-9 細胞外電位記録システムの構成 
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Fig. 2-11 細胞外電位波形からのスパイク検出 

 

Fig. 2-10 細胞外電位記録システムの外観とMEAの設置部分 
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電気刺激は制御用の PC を通じて刺激強度とタイミング，電極の選択を行なった．メインアンプと

顕微鏡ステージ脇に設置されたプリアンプ，ステージ上のMEAと接続治具，参照電極の実際の写

真を Fig. 2-10，計測した細胞外電位データからスパイクを検出する手順を Fig. 2-11に示す．計測

されたデータについて1秒ごとの標準偏差を算出し，その5倍を閾値として負のピークを検出した．

閾値を超えている区間をスパイク幅とした． 

 

2-2-2-2 細胞内 Ca
2+濃度計測 

Ca
2+濃度に依存して蛍光強度が変化する色素を利用して Ca

2+分布の空間パターンを可視化す

る手法を Ca
2+イメージングと呼んでいる．本研究では，Ca

2+プローブとして Fluo-8を用いた． 

滅菌水に 148 mM NaCl，2.8 mM KCl，2 mM CaCl2，1 mM Mg Cl2，10 mM Glucose，10 mM 

2-[4-(2 Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid（HEPES; 同仁科学研究所）を添加した緩

衝液を調製した．37℃に温めた緩衝液 1 mLに 5 µL Fluo-8 AM（Abcam），2 µL pluonic f-127（タカ

ラバイオ）を添加したものをCa
2+プローブ溶液として調整した．Fluo-8 AMはFluo-8のカルボキシル

基をアセトキシメチル化することにより脂溶性を高めたものであり，細胞膜透過性を有する．細胞内

に取り込まれたAM体は，細胞内エステラーゼにより加水分解されて Fluo-8になる．Fluo-8は水溶

性であるため細胞内部に留まり，Ca
2+プローブとして機能する． 

試料内の培養液と調製した Ca
2+プローブ溶液を置換し，インキュベータ内で 30 分間静置した． 

37℃に温めた緩衝液で 2度洗浄し，再度緩衝液を加えてインキュベータ内で 15分間保持した．蛍

光画像は，倒立顕微鏡（IX-71，オリンパス），冷却 CCD カメラ（C8800-21C，浜松フォトニクス），共

焦点スキャナユニット（CSU-X1，横河電機）の系で取得した．励起光源は半導体レーザー（488 nm，

コヒレント・ジャパン）を使用し，Fluo-8による蛍光（510 nm）画像を解像度を 500×500 pixel，フレー

ムレート 10 flames/s で取得した．計測は顕微鏡ステージ上の簡易インキュベータ内に試料を保持

した状態で行なった（Fig. 2-12）．  

 

Fig. 2-12 細胞内 Ca
2+濃度変化のイメージング 
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2-3 実験結果 

2-3-1 ICG神経細胞採取・培養プロトコルの改良 

SCG 神経細胞の培養については多くの報告があるが，ICG 神経細胞の採取と長期培養手法は

十分な条件が確立されておらず，検討課題となっていた．本研究で試みた改良点と従来手法 

[Hoard et al. 2007] の比較を表 2-1にまとめた． 

本研究の手法を適用して採取した ICG神経細胞を 20日間培養し，神経細胞のマーカーである

B3Tにより染色した結果を Fig. 2-13（A）に示す．比較のため，従来手法を用いた場合を同図（B）， 

SCG神経細胞の染色画像を Fig. 2-14に示す．図中緑色に見える部分が神経細胞であり，本手法

のものは従来手法に比べて陽性細胞数が多く，また神経突起の伸長も良好であることがわかる．

DAPI陽性の部分（青色）は試料に含まれる全細胞に対応すると考えられ，これに対する B3T陽性 

Table 2-1  ICG神経細胞の採取及び培養手法の比較 

 本研究の手法 Hoardらの手法 

培養液組成 DMEM+10% (v/v) FBS+ 

1% (v/v) pe-st+25 ng/ml 2.5S 

NGF+10 ng/ml GDNF 

MEM+10% (v/v) FBS 

採取組織 肺静脈周辺組織 心房表面組織全体 

セルストレイナーの使用 あり（40 µm径） なし 

pre培養 あり（30分間） なし 

 

 
(A) (B) 

B3T 

DAPI 

 

B3T 

DAPI 

 

 

Fig. 2-13 ICG神経細胞の B3T，DAPIの 2重染色画像 (20 DIV; Scale bar, 200 µm) 

(A) 本研究における手法によって採取を行なった ICG神経細胞の染色画像 

(B) Hoard らの手法によって採取を行なった ICG神経細胞の染色画像 

 B3T 

DAPI 

 

 

Fig. 2-14 SCG神経細胞の B3T，DAPIの 2重染色画像 (20 DIV; Scale bar, 200 µm) 
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Table 2-3  SCG神経細胞数の採取効率 

 
全細胞数 

SCG 

神経細胞数 
純度(%) 

Sample A 571 283 49.6 

Sample B 755 449 59.5 

Sample C 432 163 37.7 

Sample D 1007 442 43.9 

平均±標準偏差 

(N=4) 
691.3±248.6 334.3±137.5 47.7±9.2 

 

Table 2-2  ICG神経細胞の採取効率 

本研究の手法 Hoardらの手法 

 全細胞数 
ICG 

神経細胞数 
純度(%) 

 
全細胞数 

ICG 

神経細胞数 
純度(%) 

Sample E 575 57 9.9 Sample I 526 10 1.9 

Sample F 641 44 6.9 Sample J 563 1 0.2 

Sample G 802 35 4.4 Sample K 437 9 2.1 

Sample H 612 32 5.2 Sample L 609 12 2.0 

平均± 

標準偏差 

(N=4) 

657.5±100.0 42.0±11.2 6.6±2.4 

平均± 

標準偏差 

(N=4) 

533.8±72.9 8.0±4.8 1.5±0.9 

 

Table 2-1 ICG神経細胞の採取及び培養手法 

 本研究の手法 Hoardらの手法 

培養液組成 DMEM+10% (v/v) FBS+ 

1% (v/v) pe-st+25 ng/mL 2.5S 

NGF+10 ng/mL GDNF 

MEM+10% (v/v) FBS 

採取組織 肺静脈周辺組織 心房表面組織全体 

セルストレイナーの使用 あり（40 µm径） なし 

pre培養 あり（30分間） なし 
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細胞の割合が定量評価の指標となる．従来手法と比べると本研究の手法は割合が高いことが認め

られるが，SCGの培養系ではほとんどの細胞が B3T, DAPI両方の陽性を示しており，ICG採取の

手法は十分とは言えない状況である．定量評価の結果を Table 2-2（ICG 神経細胞）と Table 2-3

（SCG 神経細胞）にまとめて示す．本研究の手法を適用した結果，ICG 細胞培養系における神経

細胞の割合が従来の約 1.5 % から 6.6 %，約 4.4倍の改善効果が得られている．SCG神経細胞に

ついては，約 47% の高い割合であることが示されている． 

2-3-2 細胞種の同定 

交感神経節後細胞が放出する神経伝達物質は基本的にはノルアドレナリン（NA），副交感神経

細胞はアセチルコリン（ACh）であり，それぞれの合成過程に関与する酵素である DBH と ChAT が

そのマーカーとなる．SCG神経培養系の染色画像を Fig.2-15から Fig.2-17，ICG神経培養系の画

像を Fig.2-18 から Fig.2-20 に示す．神経細胞のマーカーである B3T が陽性である細胞について

DBH陽性のものとChAT陽性のものをカウントすることにより，細胞種の割合を定量的に評価するこ

とができる．SCG 神経細胞及び ICG 神経細胞における B3T・DBH の 2 重陽性部位，及び B3T・

ChATの 2重陽性部位を含む細胞の割合をまとめたものを Table 2-4，2-5に示す． 

SCG培養系について，B3T-DBHの 2重染色を行なった試料では，B3T陽性を示す細胞のほと

んどが DBH陽性部位を含むことが示された（Fig. 2-15, 96.7 %）．B3T-ChATの 2重染色を行なっ

た試料では，多くの場合 2重陽性部位は認められないという結果になった（Fig. 2-16）．ただし，ごく

少数ではあるが，2重陽性部位が見られた例もある（Fig. 2-17, 0.6 %）． 

ICG培養系について，B3T- ChATの 2重染色を行なった試料では，B3T陽性を示す細胞のうち

多くのものが ChAT陽性部位を含むことが示された（Fig. 2-18, 85.1 %）．B3T- DBHの 2重染色を

行なった試料では，多くの場合 2重陽性部位は認められないという結果になった（Fig. 2-19）．ただ

し，少数ではあるが，2重陽性部位が見られた例もある（Fig. 2-20, 8.9 %）． 
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Fig. 2-15 SCG神経細胞の B3T，DBH，DAPIの 3重染色画像 (20 DIV; Scale bar, 100 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：DBH 陽性部位 

(C)：DAPI陽性部位，(D)：B3T，DBH，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-16 SCG神経細胞の B3T，ChAT，DAPIの 3重染色画像  

(B3T・ChATの 2重陽性部位が見られなかったサンプル，20 DIV; Scale bar, 200 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：ChAT 陽性部位 

(C)：DAPI陽性部位，(D)：B3T，ChAT，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

B3T DBH 

(A) (B) 

(C) (D) 

DAPI Merge 

(A) (B) 

(D) (C) 

B3T ChAT 

Merge DAPI 
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Fig. 2-17 SCG神経細胞の B3T，ChAT，DAPIの 3重染色画像 

 (B3T・ChATの二重陽性部位が見られたサンプル，20 DIV; Scale bar, 100 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：ChAT 陽性部位 

(C)：DAPI陽性部位，(D)：B3T，ChAT，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-18 ICG神経細胞の B3T，ChAT，DAPIの 3重染色画像 (20 DIV; Scale bar, 100 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：ChAT 陽性部位 

(C)：DAPI陽性部位，(D)：B3T，ChAT，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

(B) 
ChAT 

(A) 
B3T 

DAPI 

(C) 

Merge 

(D) 

(A) (B) 

(C) (D) 

B3T ChAT 

DAPI Merge 



 

32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-19 ICG神経細胞の B3T，DBH，DAPIの 3重染色画像 

(B3T・DBHの二重陽性部位が見られなかったサンプル，20 DIV; Scale bar, 200 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：DBH 陽性部位 

(C)：DAPI陽性部位，(D)：B3T，ChAT，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-20 ICG神経細胞の B3T，DBH，DAPIの 3重染色画像 

(B3T・DBHの二重陽性部位が見られたサンプル，20 DIV; Scale bar, 200 µm) 

(A)：B3T 陽性部位，(B)：DBH 陽性部位，(C)：DAPI陽性部位 

(D)：B3T，DBH，DAPI陽性部位の重ね合わせ 

(A) 
B3T 

(B) 
DBH 

DAPI 

(C) (D) 
Merge 

(A) 
B3T 

(B) 
DBH 

(C) 
DAPI 

(D) 
Merge 
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Table 2-4  SCG神経細胞における B3T-DBH，B3T-ChATの 2重陽性部位の割合 

 

B3T+DBH B3T+ChAT 

 
B3T 

陽性部位数 

B3T+DBH 

陽性部位数 
比率 (%)  

B3T 

陽性部位数 

B3T+ ChAT 

陽性部位数 
比率 (%) 

Sample A 101 91 90.1 Sample D 275 2 0.7 

Sample B 114 114 100 Sample E 163 0 0 

Sample C 110 110 100 Sample F 504 5 1.0 

平均± 

標準偏差 

(N=3) 

108.3±6.7 105.0±12.3 96.7±5.7 

平均± 

標準偏差 

(N=3) 

314.0±173.8 2.3±2.5 0.6±0.5 

 

 

 

 

Table 2-5  ICG神経細胞における B3T-DBH，B3T-ChATの 2重陽性部位の割合 

 

B3T+DBH B3T+ChAT 

 
B3T 

陽性部位数 

B3T+DBH 

陽性部位数 
比率 (%)  

B3T 

陽性部位数 

B3T+ ChAT 

陽性部位数 
比率 (%) 

Sample G 9 0 0 Sample J 64 50 78.1 

Sample H 30 8 26.6 Sample K 63 54 85.7 

Sample I 15 0 0 Sample L 71 65 91.5 

平均± 

標準偏差 

(N=3) 

18.0±10.8 2.7±4.6 8.9±15.3 

平均± 

標準偏差 

(N=3) 

66.0±4.3 56.3±7.8 85.1±6.7 
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2-3-3 神経回路活動 

2-3-3-1 自発電気活動計測 

MEA基板上で培養した SCG，ICG神経細胞から記録された自発電気活動時系列と検出したス

パイク信号の形状を Fig.2-21 に示す．20 日間培養した試料から 10 分間の信号記録を行なった．

SCG神経細胞 19試料中 3試料において，3-4ヶ所の測定点からスパイクが観測され，発火頻度は

1分間当たり 47.8±28.4回（平均±標準偏差，n=3 samples）であった．ICG神経細胞群 19試料中 2

試料において，1-2 ヶ所の測定点からスパイクが観測され，発火頻度は 1 分間当たり 62.2±22.6 回

（平均±標準偏差，n=2 samples）であった．SCG，ICG とも，スパイク発火パターンに一定の傾向は

見られず，また明確な同期活動も認められなかった． 

 

 

Fig. 2-21 培養自律神経細胞の自発電気活動 （20 DIV） 

(A) : SCG神経細胞  (B) : ICG神経細胞 
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2-3-3-2 細胞内 Ca
2+濃度変化 

(1) 培養日数の経過に伴う Ca信号の変化 

培養開始から 3日，7日，20日の時点で観測した細胞内 Ca
2+濃度変化を Fig.2-22，23に示す．

濃度変化を示す波形の縦軸は，蛍光画像の相対輝度値を表す（ΔF/F0）．30 秒間の計測を実

施した．SCG 及び ICG に関して，それぞれ 5試料中 3 試料において Ca
2+濃度変化を測定するこ

とができた．3 DIV の試料では SCG，ICG 神経細胞とも，明確な細胞内 Ca
2+濃度変化は見られな

かった．これに対し，7 DIVでは両者とも，自発 Ca変動が生じている．ただし，どちらの系でも細胞

間の同期性は認められなかった．また，変化の時間経過が異なる傾向があり，SCG では比較的ゆ

っくりした変化が 1 分間に数回であったのに対し，ICG 神経細胞群で数秒の間に上昇して元に戻

る変化が観測された．20 DIVになると，SCG，ICG両者とも，明確に細胞間で同期したCa
2+振動が

記録され，発生頻度も高くなる傾向であった．タイムコースとしては，SCG が数秒程度の速い変化

を示したのに対し，ICGの変化は遅いという，7 DIV とは逆の傾向になった． 

 

(2) nAChR遮断時の神経細胞の活動変化 

20 DIVの試料について，nAChRの遮断薬を投与した際の変化を調べた．自発的に生じている

Ca 振動が系内の他の神経細胞からのシナプス入力によるもので，ニコチン性アセチルコリン受容

体を介するものであると仮定すると，この薬理操作により自発活動は消失することが予想される．最

初に 30 秒間自発活動を観測し，溶液投与という機械的な刺激，環境の変化に対する応答として

PBS を添加して 30秒間記録，最後に nAChRに対する阻害薬である Hexamethonium（HEX）を最

終濃度が 100 µM [Vega et al. 2010; Luther et al. 2013] となる条件で添加し，さらに 60秒間の信号

取得を行なった．結果を Fig.2-24 に示す．SCG 及び ICG に関して，それぞれ 5 試料中 2 試料に

おいて Ca
2+濃度変化を測定することができた．図中の矢印は PBS及び HEX を添加したタイミング

を示す．初期状態では SCG，ICG とも自発 Ca 変動が生じていたが，HEX 添加後の 60 秒間では

両者とも明確な Ca振動は認められないという結果になった．ただし，ICGでは PBS投与の時点で

既に自発変動が見られなくなっており，SCG について PBS 投与後に見られた変化もそれまでのも

のとはタイムコースの異なる経過を示していることから，今後さらに計測を増やして議論する必要が

ある． 
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Fig.2-22 培養 SCG神経細胞の細胞内 Ca
2+濃度変化 （Scale bar, 100 µm） 

(A) 3 DIV，(B) 7 DIV，(C) 20 DIV 

3 DIVでは明確なCa
2+濃度変化は見られない．7 DIVでは濃度変化が見られるが，細胞内で同期

した濃度変化は認められない．20 DIVでは細胞内で同期した濃度変化が認められた． 

(A) (B) 

(C) 
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Fig.2-23 培養 ICG神経細胞の細胞内 Ca
2+濃度変化 （Scale bar, 100 µm） 

(A) 3 DIV，(B) 7 DIV，(C) 20 DIV 

3 DIVでは明確なCa
2+濃度変化は見られない．7 DIVでは濃度変化が見られるが，細胞内で同期

した濃度変化は認められない．20 DIVでは細胞内で同期した濃度変化が認められた． 

(A) (B) 

(C) 
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Fig.2-24  nAChR薬理遮断時の細胞内 Ca
2+濃度変化 

(20 DIV; Scale bar, 100 µm) 

(A) SCG神経細胞，(B) ICG神経細胞 

○印で示した位置における Ca
2+濃度変化を示す． 

自発的に生じていた Ca
2+濃度変化が HEX添加後は消失しているように見える． 
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2-4 考察 

2-4-1 副交感神経細胞採取と培養 

今回開発した手法の適用により，従来手法の 4倍以上の含有率で ICG神経細胞を採取し，3週

間培養系で維持できることを示した． 

ICG神経細胞は SCGと異なり明確な神経節を作らず，心臓組織表面に分散して存在する．これ

がその採取を難しくする要因であった．今回，以下の 3点につきその効果を検討した． 

(1) 顕微鏡下で肺静脈周辺組織 FP を選択的に採取する手技 

(2) 40 µm径セルストレイナーによるフィルタリング 

(3) 30分間の pre培養操作 

Fig. 2-2に示した通り，心臓表面には ICGを多く含む FP組織が 3 ヶ所（上大静脈－大動脈間，

右心房・右肺静脈接合部，左心房・下大静脈接合部）あることが報告されている [Chiou et al. 

1997]．今回，このうちの 1 つを標的としてそれを含む組織を顕微鏡下の精密手技で選択的

に採取することを試みた．解剖操作を短時間で行なうことが採取する細胞の“生きの良さ”

に直結し，他方 3 ヶ所全てから組織を採取することができれば細胞の量を増やすことがで

きる．3ヶ所のFPで ICG神経細胞の含有率が異なる可能性もある．これらの要素を勘案した上で，

最適な標的の設定，手技の改善を行なうことが今後の課題である． 

標的が明確な神経節ではなく「ICG を多く含む肺静脈周辺組織」であるため，採取する試料中

に ICG 神経細胞以外の細胞（心房筋細胞や線維芽細胞など）が含まれることは避けられない．そ

の除去の手段として，細胞のサイズの違いに注目したのがセルストレイナーによるフィルタリング操

作である．ICG 神経細胞の直径が 20-35 µm とされる [Hassel and Burnstock 1986; Fieber and 

Adams 1991] のに対し，心房筋細胞は長さ 100 µm程度であることが報告されており [Mackenzie 

et al. 2001]，40 µm径のセルストレイナーを通すことにより心房筋細胞を選択的に除去するこ

とができると考えた．ただし，線維芽細胞など心房筋細胞以外のものはこの手法で除去することは

できず，また心房筋細胞もその形状は等方的ではないため，流れる方向によってはフィルタを通過

することもあり得る．また，ピペッティングによる単離操作後の段階で，複数の ICG 神経細胞がクラ

スタの状態であった場合は，このフィルタリング操作で除去されてしまう可能性もある．以上の要素

を勘案し，条件の最適化を行なう必要がある． 

基板表面への接着に要する時間の差異の利用を想定したのが pre 培養の適用である．線維芽

細胞はこの時間が筋細胞や神経細胞に比べて短いことが報告されており [Arsic et al. 2008]，この

操作によりフィルタリングで除去できない線維芽細胞を選択的に分離することができると考えた．今

回，pre 培養時間を 30 分に設定したが，処理時間が短か過ぎる場合は線維芽細胞の除去率が低

く，過剰な場合は ICG 神経細胞も除去されてしまうことになる．pre 培養時間の最適化が今後の課

題である． 
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上記 3つの要素を考慮したプロセスの適用により，平均 6.6 %の ICG神経細胞を含む培養系が

構築できた．これは従来手法の 1.5 %と比較すると良好と言えるが，SCG神経細胞について得られ

る 47.7 %という値には遠く及ばない（この割合はDAPI陽性細胞に対するもので，神経細胞採取時

に必然的に付随してくるグリア細胞が含まれることを考慮すると，SCG 神経細胞についてはかなり

純度の高い採取ができていると考えられる）．交感／副交感神経系の活動バランスの変調に伴う心

拍変動を誘導する実験を想定する立場から，ICG神経細胞の純度をSCG神経細胞とのバランスを

考えられるレベルまで高くすることが目標となる．そのため，3 ヶ所の FP から効率よく組織を採取す

る手技の確立，フィルタリング及び pre 培養条件の最適化により含有率を高くすることが今後の課

題である．また，複数の細胞種から特定の細胞種を分離する手法として，細胞の比重の違いを利

用した分離法である密度勾配遠心法 [Fried et al. 1978] ，細胞表面の特異的なタンパク質をマー

カーとしたトラッピング手法である immunopanning 法 [Zhang et al. 2010] やフローサイトメトリー

（Fluorescence Activated Cell Sorting; FACS） [Sergent-Tanguy et al. 2003] が知られており，処理

操作の複雑さ，要する時間などを考慮して，その適用の可能性についても検討する必要がある． 

ICGの培養期間に関しては，先行研究 [Hoard et al. 2007] における 72時間に対して，本研究

では 3週間培養することに成功した．長期培養を可能にした要因は培養液に添加する神経栄養因

子（2.5S NGF，GDNF）であると考えられる． 

＊副交感神経細胞の細胞体のサイズは NGFが存在するか否かで異なる 

（NGF存在下の方が大きい） [Singh et al. 2013] 

＊副交感神経細胞である毛様体神経節細胞の生存率は培養液中の GDNF濃度に依存する   

[Buj-Bello et al. 1995] 

という報告を勘案し，今回，2.5S NGF（25 ng/mL）と GDNF（10 ng/mL）を添加した培養液を使用し

た．心筋拍動リズム制御系としての動作，特に交感／副交感神経系の活動バランスの変調に伴う

心拍変動を誘導する実験を想定する立場からは，1 ヶ月以上の長期培養を可能にする条件の確

立が望ましく，他の栄養因子や心房筋細胞との共培養も含めて最適な条件を探索する必要があ

る． 

2-4-2 培養系に含まれる細胞種 

自律神経系は，中枢からの指令を受けて標的組織の活動を制御するのがその役割であり，交感

神経節後細胞が放出する神経伝達物質は NA，副交感神経節後細胞は ACh というのが基本的な

考え方である．今回，SCG，ICG 培養神経系についてアドレナリン作動性マーカーである DBH，コ

リン作動性マーカーである ChATを指標とする免疫組織化学染色を適用して評価したところ： 

SCG培養神経系：  DBH陽性細胞 96.7±5.7 % ChAT陽性細胞 0.6±0.5 % 

ICG培養細胞系： DBH陽性細胞 8.9±15.3 % ChAT陽性細胞 85.1±6.7 % 

という結果になった．神経細胞のマーカーである B3T を発現している細胞に対する割合としてカウ

ントしており，両者の和が 100%にならないという結果は（試料が異なることに加えて），NA作動性，
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ACh 作動性以外の神経細胞が系に含まれている可能性を示唆している．交感神経系には Small 

Intensely Fluorescent (SIF) cell と呼ばれる細胞があり，ドパミン投与に対して応答を示すという報告 

[Shtukmaster et al. 2013] があることから，SCGについては SIF細胞が含まれている可能性がある．

ICG についても同様の可能性が想定できるが，現時点で関連する報告例はなく，ICG 培養系に含

まれるアドレナリン／コリン作動性以外の神経細胞の同定は今後の課題である． 

SCG 培養系については，ほぼ全ての神経細胞がアドレナリン作動性であることが示され，心拍

制御に関与する交感神経系としての役割を in vitro 系で発揮することが期待できる結果となった．

ごくわずかに含まれるコリン作動性細胞については 2 つの可能性がある．1 つ目は介在ニューロン

が存在する可能性である．前述の通り，節後細胞は節前細胞からの入力を中継するのが主要な役

割であり，神経節に介在ニューロンが存在するかどうかという視点からの研究は行なわれていない．

しかし，第 1 章に記述した通り，SCG 培養神経系における電気生理実験で，ダブルパッチ記録を

適用した結果として nAChRを介するシナプス伝達の存在が示されており [Amendola et al. 2015]，

これは介在ニューロンの存在を示唆すると解釈することができる．SIF 細胞が放出する伝達物質は

現時点ではまだ同定されていないが，これがコリン作動性である可能性もある．2 つ目は，これも第

1 章で触れた分化転換である．SCG 神経細胞に関しては，非神経細胞と共培養することで交感神

経細胞から放出される ACh量が増大するという報告 [Patterson and Chun 1974] があり，本来アド

レナリン作動性であった神経細胞がコリン作動性に変化する現象として認められている．一方，

NGFの存在下ではアドレナリン作動性が維持されることを検証した報告もあり [Brum et al. 2006]，

培養条件に依存したコリン作動性神経細胞の割合の変化を調べることが今後の課題となる． 

ICG培養系については，コリン作動性神経細胞約 85 %，アドレナリン作動性神経細胞約 9 % と

いう結果になり，基本的には副交感神経系としての動作が期待できるが，SCG と比べると純度が低

いという結果になっている．これについては明らかな要因が 2つある．1つ目は，FP付近の ICG を

選択的に採取するという手技の限界である．心臓組織表面にアドレナリン作動性細胞が局所的に

存在する可能性は否定できず，これが混入することは避けられない．2 つ目はカウントした細胞数

が少ないことに起因する誤差である．現状，ICG 神経細胞については系全体の細胞の約 6%，最

大でも 70 個程度の神経細胞を含むという結果になっている．アドレナリン作動性の細胞が含まれ

ていると判定した試料の場合，カウントした神経細胞数は 30 であり，これを母数とする割合の算出

は誤差が無視できない．ICG 神経細胞については，細胞採取と培養条件のさらなる最適化が重要

である．ICG 神経細胞については研究例が少なく，現時点で介在ニューロンの存在を示唆する報

告はない．心臓標本の肺静脈周辺の免疫組織化学染色により，ICG 神経細胞集団にアドレナリン

／コリン両方の作動性を示す細胞が存在することを示した報告 [Zarzoso et al. 2013] があり，ICG

における特有な細胞種の存在，あるいは分化転換の可能性が示唆される．これらの可能性を想定

した評価が必要になる．  

SCG 神経細胞群におけるコリン作動性神経細胞，ICG 神経細胞群におけるアドレナリン作動性

神経細胞の有無，介在細胞の存在や分化転換の可能性を明らかにすることが今後の課題である．

今回は特定の試料に対してはアドレナリン作動性，コリン作動性のいずれかの評価を行なったが，
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DBH／ChAT の 2 重染色の適用により，1 つの系における両者の存在，その割合について確実な

データが得られる．分化転換が生じる場合，第 1章 Fig. 1-4に示した通り，過渡的に両者が発現し

た状態が想定されることを勘案すると，これについても 2 重染色の適用が有効である．自律神経系

の変調に起因する心疾患に注目する立場から，共培養系を構築して同様の評価を行なっていくこ

とが今後の課題である． 

 

2-4-3 培養自律神経系における神経回路活動 

「節前細胞からの入力を中継して標的組織の活動を制御する」という自律神経節の基本的な位

置づけゆえに，神経節内部に相互に結合した神経回路が存在するのか，そこで信号処理が行な

われ生体情報処理システムとして何らかの役割を果たしているのか，という視点からの研究はこれ

まで行なわれていなかった．第 1章に記述した通り，SCG培養系については nAChRを介するシナ

プス結合が存在し，かつ可塑性を有することが報告されている [Amendola et al. 2015]．分化転換 

[Fernandez et al. 2015] の可能性も含めてこれらが自律神経活動の変調に起因する心房細動の要

因になり得ることを考慮すると，自律神経節の細胞群が形成する神経回路活動の観測とその可塑

性の検討が重要な課題であると考えるのが本研究の立場である． 

培養開始後 20 日の時点で MEA を用いた電気活動計測を行なった．SCG，ICG とも自発電気

活動が生じていることが確認されたが，細胞間での時間的な同期は認められないという結果であっ

た．ただし，Fig. 2-21に示したトレースでは，1つの電極で数秒の区間内に多数の細胞の活動が検

出されている（振幅の異なる多数のスパイク波形が混在している）ことが認められ，局所的な細胞間

の相関の可能性はある．一方，細胞内 Ca
2+濃度計測からは，神経回路の存在を示唆する結果が

得られた．20 DIV の試料において神経細胞間で明確に同期した自発活動が確認され，これはシ

ナプス結合の存在―神経回路形成―を示唆するものである．3 DIV の段階では自発活動が見ら

れず，7 DIVで局所的な（同期性のない）活動が見られ，20 DIVで同期活動になるという経時変化

は，神経回路としての発達過程を示すものと考えられる． 

同期活動の存在は興奮性シナプス結合の関与を示すものである．SCG 培養神経系については

前述の通り nAChRを介する興奮性シナプス結合の存在が報告されており [Amendola et al. 2015]，

これを支持する結果になっている．ICG 培養神経系の神経回路活動についてはこれまで報告がな

く，今回の計測結果はこれについても SCG と同様興奮性シナプス結合の存在を示したことになっ

ている．HEX投与実験の結果もこれらと矛盾しないものであったが，明確な活動の消失と結論づけ

るには不十分であり，今後更に検討する必要がある．  
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2-5 結論 

本章では，自律神経細胞の培養と，その活動計測を行なった． 

採取が技術的に困難であり，心房表面組織から単離した細胞の 72 時間の培養が報告されるに

とどまっていた副交感神経細胞につき，採取の手技，単離のプロセス，培養環境の改良を通して，

これまでの 4倍以上の副交感神経細胞を含む培養系を 3週間維持する技術を確立した．  

交感神経細胞を含めた免疫組織化学染色法による細胞種の評価より，培養系に維持した交感

神経細胞のうちの 95%以上がアドレナリン作動性を示し，また副交感神経細胞についても約 85%

がコリン作動性を示すことが確かめられ，共培養系の構築に向けた要素技術であることが示され

た． 

これまで単一細胞の活動計測にとどまっていた自律神経細胞につき，ネットワークとしての活動

を観測した．SCG，ICG神経細胞を20日間培養させた時点で同期した自発活動が確認され，節後

神経である両神経細胞はネットワークを形成することが明らかとなり，神経細胞間のシナプス伝達

に関与する受容体が nAChRである可能性が示された． 
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第 3章 

自律神経細胞－心筋細胞共培養システムの構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本章では，交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素からなる共培養システムの構築

を行なった結果を述べる． 

自律神経－心筋 in vitro系として，交感神経細胞と心筋細胞の共培養系を構築し，両者の信号

を同時に計測した報告があるが，副交感神経細胞を含めた「交感－副交感神経からなる自律神経

システムによる支配を受ける心筋細胞群の in vitro再構成」は実現されていない．本研究では，「自

律神経支配を受けることによって生じる心筋細胞拍動リズム変化の検出」と「自律神経細胞の慢性

刺激により心筋細胞活動の不可逆な変化を誘導する条件の導出」を目的として，3 つの細胞培養

区画を集積化した基板を設計・製作して，交感神経細胞，副交感神経細胞と心筋細胞の共培養を

行なった．結果，自律神経細胞の自発活動及び神経刺激により心筋細胞の拍動リズムが変動する

こと，交感神経細胞に対する慢性刺激により心筋細胞活動の不可逆な変化を誘導する可能性が

あることが明らかになった．
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3-1 自律神経系による心拍制御システムの研究 

不整脈，中でも心房細動の発生において，自律神経系による心拍制御システムが関与する可

能性を，第 1章において述べた．心房細動の発症機序における自律神経活動の変化，つまり交感

神経活動および副交感神経活動の亢進の寄与を理解することは，治療方法の改善や予防医学の

発展において大きな意義を持つ．現在，実験動物を用いた in vivo 実験，および培養細胞を用い

た in vitro実験の両方から研究が行なわれているが，課題も残っている． 

実験動物を用いた in vivo実験系では，自律神経系への刺激による心臓活動の変化に関する研

究が広く行なわれている．He らは，心臓神経叢に対し電気刺激を行なうことで，心室の不応期が

延長することを示した [He et al. 2013a; He et al. 2013b]．また，Huang らは，交感神経に対する電

気刺激後に迷走神経を刺激することで，心拍が交感神経刺激前の状態に戻ることを示した 

[Huang et al. 2014]．In vivo実験系では，実際の生体で起こる現象を観測できるという利点がある．

しかし，自律神経系と心臓以外の臓器の影響を無視できない点や，実験動物に対する侵襲性が

高く長期評価に適さない点から，自律神経系と心臓のみに着目した長期的な活動評価が困難で

ある． 

一方，培養細胞を用いた in vitro 実験系では，マイクロ加工技術により複数の細胞集団を区画

化して培養できるようになった．Nelsonらは，複数の培養区画を設けた培養チャンバを用いることに

より，交感神経細胞と筋細胞を区画化して共培養することに成功した [Nelson et al. 1993]．また，

区画間に微小通路を設けることで，異なる区画の神経細胞集団が相互に機能的結合を形成する

ことが示された [Park et al. 2009; Pan et al. 2015]．自律神経細胞と心筋細胞に着目した場合，

Takeuchi らにより，共培養環境において SCG神経細胞が心室筋細胞集団を機能的に神経支配し

たことが報告された [Takeuchi et al. 2011]．上記のように，in vitro 実験系は，対象とした細胞を抽

出して評価できる点や，理想的な培養環境を構築できる点から，複数の細胞集団の関係の評価に

おいて有効である． 

以上から，自律神経系による心拍制御システムの評価には，自律神経系を構成する交感神経

細胞および副交感神経細胞と心筋細胞を共培養することが有効であると考えられる．しかし，培養

系において，副交感神経細胞と心筋細胞の関係を評価した例はない．理由として，これまでは純

度の高い副交感神経細胞を得ることが技術的に困難であったことが挙げられる．一方，本研究で

は，第 2 章で述べたように，組織の採取方法および播種前の処理を工夫し，副交感神経細胞であ

る ICG 神経細胞の採取効率を改善し，長期培養に成功した．本手法により，困難であった交感神

経細胞，副交感神経細胞および心筋細胞を含む共培養系が構築できると考えられる． 

本章では，交感神経細胞，副交感神経細胞および心筋細胞の 3 要素からなる共培養系システ

ムの構築を行なう．最初に，SCG 神経細胞，ICG 神経細胞，および心房筋細胞を共培養し，それ

ぞれの神経細胞が心房筋細胞を神経支配したことを確認する．続いて，自律神経支配を受けた場

合に，心筋拍動リズムにバラツキがあることを示す．最後に，交感神経細胞群に慢性的な電気刺激

を行ない，心筋拍動リズム変化の誘導を試みる． 
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3-2 実験方法 

3-2-1 共培養システム 

3-2-1-1 共培養システムの設計 

交感神経細胞，副交感神経細胞及び心房筋細胞の共培養を達成するために，本システムが備

えるべき設計要求事項は以下の通りとした． 

 

(1) 交感神経細胞，副交感神経細胞および心筋細胞をそれぞれ独立した状態で培養できること． 

(2) 交感神経細胞及び副交感神経細胞が，心筋細胞に対して機能的支配を形成できること． 

(3) それぞれの細胞集団の活動を計測できること． 

(4) 交感神経細胞のみ，もしくは副交感神経細胞のみに対して任意のパターンの電気刺激を印

加できること． 

 

(1)及び(2)を満足するために，培養細胞を任意の場所で培養するための培養区画，および神経

細胞の軸索のみが選択的に通過できる微小通路を有する培養デバイスを設計し，マイクロ加工技

術を使用して構築した．(3)及び(4)を満足するために，多数の細胞からの時空間的な活動を計測

できる点，非侵襲性であり長期的な計測に適する点，さらには任意の点からの電気刺激ができる点

から，細胞外電位記録システムを使用した． 

自律神経細胞－心筋細胞共培養システムは，マイクロ加工技術により作製した培養チャンバと

MEA 基板を組み合わせることで構築した．培養チャンバ及び MEA 基板のデザインを，それぞれ

Fig. 3-1及び Fig. 3-2に示す． 

培養チャンバの 3 つの培養区画は，神経細胞を培養するための 2 つの小培養区画と心房筋細

胞を培養するための 1つの大培養区画から構成される．200 µLのピペットチップを使用して細胞を

播種することを考慮し，小培養区画は縦 2 mm×横 2 mm，大培養区画は縦 4.6 mm×横 2 mm と

した．また，培養区画の高さは，細胞播種時に各細胞種が混合しないよう，1 mm とした．微小通路

は，2つの小培養区画と大培養区画の間に，10本ずつ設けた．微小通路の幅や長さは，予備実験

として交感神経細胞及び副交感神経細胞の軸索伸長評価を行ない，幅 50 µm，長さ 400 µmとし

た．また，微小通路の高さは，神経軸索のみを選択的に伸長させることを考慮して 5 µm とした． 

MEA 基板上の微小電極の配置は，培養チャンバの培養区画の寸法を考慮して設計した．2 つ

の小培養区画には 4×4の配置で 16点，大培養区画には 8×4の配置で 32点の微小電極を配置し

た．それぞれの微小電極の寸法は 50 µm×50 µm とし，各パターン内において微小電極の中心間

隔を 500 µm に設定した． 
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Fig. 3-1 培養チャンバのデザイン．左側の 2つの培養区画が，自律神経細胞を培養するための

小培養区画である．右側が心筋細胞を培養するための大培養区画である．培養区画間は，10 本

の微小通路によって連絡している． 
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 （■：微小電極 50 µm×50 µm）    

 

Fig. 3-2 MEAのサイズ及び微小電極の配置．小培養区画および大培養区画には，それぞれ 16

点及び 32点の微小電極を配置した． 
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3-2-1-2 鋳型の作製 

培養チャンバと MEA 基板はフォトリソグラフィ技術により作製した．ここでは，培養チャンバの形

成に利用する鋳型の作製手順を述べる．鋳型はシリコンウエハ上にネガティブレジストである SU-8

の構造物を構築することで作製した．鋳型の作製手順を Fig. 3-3に，作製した鋳型を Fig. 3-4に示

す． 

 

(1) シリコンウエハ表面の前処理 

シリコンウエハを界面活性剤（コンタミノン LS-II; 和光純薬工業）で 15 分間超音波洗浄した．次

に，基板表面上の濡れ性を向上させるために 0.5 M 水酸化ナトリウム水溶液で 90分間超音波洗

浄した．シリコンウエハを超純水により洗浄した後，140℃のホットプレート上で乾燥させた．最後に，

1,1,3,3,3-Hexamethyldisilazane （HMDS; 和光純薬工業）をスピンコート(4500 rpm，60秒)した後，

再度乾燥させた． 

 

(2) 微小通路構造の構築 

シリコンウエハ上に 5 µmの厚さで SU-8 3005（MicroChem）をスピンコート（4000 rpm，30秒）し，

95℃のホットプレート上で3分間プリベイクした．次に，微小通路構造のパターンを有するフォトマス

クとシリコンウエハを密着させ，ハンディタイプの紫外線露光装置（HLR100T-2; アズワン）を用いて

紫外線を30秒間照射した．照射後，シリコンウエハを，65℃および95℃のホットプレート上で，それ

ぞれ 1 分間および 3 分間ポストベイクした後，室温まで冷却した．続いて，SU-8 Developer

（MicroChem）を使用して現像し，イソプロパノール，超純水の順にすすぎを行なった．最後に，シリ

コンウエハを 140℃のホットプレート上で乾燥させた． 

 

(3) 培養区画構造の構築 

シリコンウエハ上に 100 µmの厚さで SU-8 3050（MicroChem）をスピンコート（1200 rpm，30秒）

し，95℃のホットプレート上で 45 分間プリベイクした．その後，培養区画構造のパターンを有するフ

ォトマスクとシリコンウエハを密着させ，紫外線露光装置を用いて紫外線を 30 秒間照射した．照射

後，シリコンウエハを 65℃および 95℃のホットプレート上で，それぞれ 1 分間および 15 分間ポスト

ベイクした後，室温まで冷却した．次に，SU-8 Developer を使用して現像し，イソプロパノール，超

純水の順にすすぎを行なった．続いて，シリコンウエハを 140℃のホットプレート上で乾燥させた．

最後に，シリコンウエハを150℃のホットプレートで40分間ハードベイクし，SU-8構造物をシリコンウ

エハに強固に接着させた． 



 

50 

 

 

 

Fig. 3-3 SU-8 鋳型の作製手順．シリコンウエハ(A)上に SU-8 3005をスピンコートした(B)．微小

通路構造を有するフォトマスクを介して紫外線を照射した(C)．SU-8 Developerを使用して現像した

(D)．SU-8 3050をスピンコートした(E)．培養区画構造のパターンが転写されたフォトマスクを介して

紫外線を照射した(F)．SU-8 Developerを使用して現像した(G)． 

 

Fig. 3-4 作製した SU-8 鋳型．左側の 2つの小培養区画と，右側の大培養区画が見られる． 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 

(G) 
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3-2-1-3 培養チャンバの作製 

培養チャンバは，鋳型上に生体適合性の高いシリコンゴムである Polydimethylsiloxane（PDMS）

を流し込み，硬化させることで作製した．培養チャンバの作製手順をFig. 3-5に，作製した培養チャ

ンバを Fig. 3-6に示す．PDMS及び硬化剤（Silpot 184，東レ・ダウコーニング）を重量比 10:1の割

合で混合し，鋳型上に流し込んだ．次に，80℃のホットプレート上で 1 時間静置し硬化させた．硬

化後，鋳型から PDMS を剥離し，培養区画に相当する部を手術用メスにより切り出すことで培養チ

ャンバを形成した．最後に，付着したホコリやカビなどを除去するために，70% エタノール及び超

純水により洗浄を行なった後，30-40分間紫外線を照射した． 

 

Fig. 3-5 培養チャンバの作製手順．鋳型（A）上に PDMS と硬化剤の混合物を流し込み，硬化さ

せた（B）．PDMSを鋳型から剥離し（C），培養区画に相当する部位の PDMSを切り出した（D，E）． 

 

 

 

 

Fig. 3-6 作製した培養チャンバ． 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
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3-2-1-4 MEA基板の作製 

MEA基板は，2-2-2-1項に示す手順で作製した． 

 

3-2-1-5 共培養デバイスの構築 

培養チャンバと MEA 基板を組み合わせることで共培養デバイスを構築した．培養区画内に微

小電極が配置されるよう，双眼実体顕微鏡下で培養チャンバを MEA 基板上に配置した．共培養

デバイスを Fig. 3-7 に示す．以下，小培養区画を右側に配置した際の，上側の小培養区画を

Compartment A，下側の小培養区画を Compartment B，大培養区画を Compartment C と呼称す

る． 

 

 

 

Fig. 3-7 構築した共培養システム．交感神経細胞，副交感神経細胞，及び心房筋細胞をそれ

ぞれ Compartment A，Compartment B，及び Compartment C内で培養した． 

Compartment A 

Compartment B Compartment C 
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3-2-2 細胞培養 

共培養には，交感神経細胞及び副交感神経細胞として，それぞれ SCG 神経細胞及び ICG 神

経細胞を用いた．また，心筋細胞として，SCG 及び ICG より伸長する節後神経の大半が投射する

洞房結節を含めた心房筋細胞を用いた．また，共培養には，2 章において SCG 神経細胞および

ICG神経細胞を培養した培養液を用いた．培養環境を維持するために，2日に 1度の頻度で培養

液を半量交換した．SCG神経細胞及び ICG神経細胞の採取及び単離は，それぞれ 2-2-1項に示

す手順で行なった． 

心房筋細胞の単離は，Hassallらの方法を一部改変して行なった [Hassall et al. 1988]．はじめに，

1－3日齢のWistar Rat新生児（チャールズリバー）から心房組織を採取し，10 mL HBSSを入れた

60 mm径滅菌シャーレ（Corning）内で，眼科用はさみを用いて細切した．次に，細切した心房筋片

を 50 µg/mL Trypsinを添加した 10 mLの HBSSに移し，4℃の冷蔵庫内で 16-20時間静置した．

さらに，心房筋片を含んだHBSSを 50 mL 遠沈チューブに回収し，2 mg/mL Collagenaseを添加し

た後，37℃に保温したシェイキングバス内で 3-5 分間撹拌した．酵素処理後，10%（v/v） FBS を含

む DMEMを 5 mL加えてピペッティングし，心房筋細胞を単離した．続いて，70 µm径のセルスト

レイナー（BD）を通した後，120 g，4℃の条件下での 3分間の遠沈操作，及び FBSを含む DMEM

による上清の置換操作からなる洗浄過程を 3度繰り返すことで，酵素の作用を停止させた．細胞懸

濁液に含まれる線維芽細胞の比率を低下させるために，細胞懸濁液を 35 mm 径滅菌シャーレ内

に移し，インキュベータ内で 30分間 pre培養を行なった．pre培養後，滅菌シャーレ内の細胞懸濁

液を 15 mL遠沈チューブに回収し，再度細胞濃度の調節を行なった． 

単離細胞を播種する前に，2-2-1 項に示す手順でコラーゲンをコーティングした．培養デバイス

の微小通路内にコーティング液を充填するために，真空チャンバにより微小通路内の空気を脱気

した後に培養区画にコーティング液を充填した．SCG神経細胞，ICG神経細胞及び心房筋細胞は，

それぞれ Compartment A，Compartment B及び Compartment Cに 1000 cells/mm
2の密度で播種

した．なお，心房筋細胞は ICG神経細胞及びSCG神経細胞を播種してから，16-20時間後に播種

した．本章では，心房筋細胞を播種し，共培養を始めた日を 0 DIV と定義した． 
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3-2-3 共培養システムの形態的評価 

3-2-3-1 蛍光細胞リンカー法 

共培養デバイス内において，SCG 神経細胞，ICG 神経細胞及び心房筋細胞が混在しなかった

ことを確認するため，蛍光細胞リンカー法を用いた．蛍光細胞リンカー法は，長鎖脂肪族末端を持

つ Paul Karl Horan（PKH）色素を利用した標識手法である．PKH色素を含む溶液内で細胞をイン

キュベートすることで，長鎖脂肪族末端が細胞膜の脂質領域に挿入され，細胞表面を標識できる． 

本実験では，PKH26 及び PKH67 の 2 種類の色素を使用して，培養細胞を標識した．以下に，

蛍光細胞リンカー法の手順を述べる．はじめに，標識媒体（Diluent C; Sigma） 248 µLに蛍光色素

を 2 µLを加え，蛍光色素溶液を調整した．次に，細胞懸濁液を，120 g，室温の条件下で 3分間遠

沈し，上清を吸引した．続いて，5 mL PBSを用いて細胞を懸濁した後，再度 120 g，室温の条件下

で 3分間遠沈し，上清を吸引した．Diluent C 250 Lを用いて細胞を懸濁した後，懸濁液と蛍光色

素溶液を混合し，室温で 2-5 分間インキュベートすることにより，蛍光色素をロードした．最後に，

PBSで 3度洗浄した後，細胞を培養液で懸濁し播種した． 

PKH26は，波長 546 nmの励起光に対して，波長 567 nm程度の赤色光を発し，PKH67は波長

488 nmの励起光に対して，波長 504 nm程度の緑色光を発する．そこで，それぞれの蛍光波長に

おいて画像を取得した．蛍光画像の取得には，2-2-1 項において示した免疫組織化学染色と同様

のシステムを用いた． 

 

3-2-3-2 免疫組織化学染色法 

免疫組織化学染色法は，2-2-1 項に示す手順で行なった．1 次抗体として，神経細胞のマーカ

ーである Anti-B3T antibody（400倍; Abcam），心筋細胞のマーカーである Anti-cardiac troponin I

（cTnI） antibody（200 倍; Abcam），アドレナリン作動性細胞マーカーである Anti-DBH antibody

（500倍; Abcam）及びコリン作動性マーカーであるAnti-ChAT antibody（200倍; Abcam）を用いた．

2次抗体として，Alexa fluor 488 anti-mouse IgG（Molecular probes）及びAlexa fluor 546 anti-rabbit 

IgG（Molecular probes）を，それぞれ 500倍の希釈倍率で用いた． 

 

3-2-4 電気活動計測による神経支配の評価 

細胞外電位記録システムを用いて，自律神経細胞及び心房筋細胞の活動を計測した．計測に

利用したシステム及び活動の検出方法は，2-2-2-1 項に示した通りである．本項では，実験の目的

ごとに，実験の概要および手順について述べる．なお，関与する神経伝達物質の確認のため，AR

及びAChRに対する拮抗薬として，先行研究を参考に，それぞれ propranolol及び atropineを最終

濃度1 Mで用いた [Hutter and Trautwein 1956; Black et al. 1964]．薬理遮断の際は，propranolol

及び atropine を同時に添加した．また，心房筋細胞の活動の評価指標には，活動のスパイク間隔

として計測される拍動間隔（Inter-Beat-Interval; IBI）を用いた．また，全てのデータは，平均値±標

準偏差で示した． 
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3-2-4-1 自律神経細胞の活動による心房筋細胞の拍動リズム変動の評価 

自律神経細胞群の自発活動が心房筋細胞の拍動リズムに与える影響を評価するために，自律

神経細胞及び心房筋細胞から自発活動を計測した．対照群として，Compartment Cに心房筋細胞

のみを培養した試料（Myocyte群），及び βARとmAChRを遮断した試料（Blockade群）を用いた．

使用する試料数はそれぞれ 4試料とし，15分間の自発活動を記録した．IBIは，15分間の平均値

で正規化した後，1分間のビンごとの平均値として表示した． 

 

3-2-4-2 自律神経細胞群に対する電気刺激実験 

自律神経細胞と心筋細胞の機能的結合を，電気刺激により自律神経細胞の活動を誘発した前

後での心房筋細胞の活動を計測した．SCG神経細胞を刺激する際は Compartment Aに配置した

全電極から，ICG 神経細胞については Compartment B 内の全電極から印加した．電気刺激の波

形は，定電圧の双極性方形波とした．予備実験により，SCG神経細胞及び ICG神経細胞が応答し，

電気化学反応が発生しない条件を検討し，パルス幅を 1 msに設定した． 

最初に，刺激パラメータ決定のための予備実験を行なった．まず，刺激強度を決めるために，電

気刺激に対する自律神経細胞群の誘発応答を計測した．本項目では，刺激頻度を 0.1 Hzとし，刺

激強度を 1 V，2 V及び 3 Vの 3条件に設定した．続いて，刺激頻度を検討した．刺激強度を 3 V

に設定し，刺激頻度を Levyらの刺激条件 [Levy and Zieske 1969]を基に，0.1 Hz，1 Hz，10 Hzの

3条件に設定した．以上の予備実験を基に，刺激強度および刺激頻度を決定した． 

次に，自律神経細胞が心房筋細胞を神経支配したことを確認するために，SCG神経細胞あるい

は ICG 神経細胞を刺激した際の心房筋細胞の活動変化を評価した．自発活動を 5分間計測した

後，SCG 神経細胞あるいは ICG 神経細胞に対して 1 分間の電気刺激を印加した．刺激後，再度

自発活動を計測した．SCG神経細胞については，8試料中 4試料では刺激後 5分間，残り 4試料

で刺激後 10分間の活動を計測した．ICG神経細胞については，9試料中 4試料では刺激後 5分

間，残り 5 試料では刺激後 10 分間の活動を記録した．さらに，化学シナプスを介した機能支配で

あることを確認するために，拮抗薬を用いた．試薬添加後，計測システム内に 10 分間試料を静置

した後，同様のプロトコルで刺激実験を行なった．心房筋細胞の活動変化の評価指標として，電気

刺激前の IBIの平均値で正規化した IBIの値（以下，IBI ratio とする）と，IBIの平均値と標準偏差

の比率である変動係数（Coefficient of variation; C.V.）を用いた．薬理遮断の影響を評価する際は，

刺激後 5分間のデータを用いた． 
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3-2-5 心房細動モデルとしての共培養システムの評価 

本研究では，SCG 神経細胞に対して慢性的な電気刺激を印加し，心筋細胞拍動リズムの変化

の誘発を試みた．実験プロトコルを以下に示す．培養細胞の自発電気活動を 20分間計測した後，

SCG神経細胞に対して電気刺激を 1時間印加した．刺激終了後から，再度自発活動を計測した．

電気刺激の頻度は 10 Hz とし，刺激強度を 3 Vに設定した．使用する試料数は 2試料とした．1試

料については，刺激終了後から 1時間自発活動を計測した．残り 1試料については，刺激終了後

から 3時間自発活動を計測し，さらに 1日後に自発活動を 20分間計測した． 

 

3-3 実験結果 

3-3-1 共培養システムの形態的評価 

播種 12時間後の SCG神経細胞及び ICG神経細胞を Fig.3-8に示す．心房筋細胞を播種する

前に，SCG 神経細胞（緑色）及び ICG 神経細胞（赤色）を観察した．結果，SCG 神経細胞体及び

ICG神経細胞体は，互いに混在することなく各培養区画内に生着したことが確認された． 

次に，各培養細胞播種後の細胞形態変化を Fig. 3-9に示す．SCG神経細胞群は，1 DIVから

軸索を伸長し始め，3 DIV では，神経細胞同士がネットワークを構築した様子が観察できた．ICG

神経細胞群では，非神経細胞の割合が高く，神経細胞の判別が困難であった．心房筋細胞群で

は，共培養開始 12 時間後には少数の細胞が自発的に拍動する様子が観察されたが，細胞間で

同期した拍動は確認できなかった．1 DIV で，拍動する細胞数が増加し，数個単位の細胞集団に

おいて同期した拍動が確認できた． 

20 DIV において微小通路内に伸長した自律神経細胞の軸索の様子を Fig.3-10 に，各自律神

経細胞の軸索がCompartment Cに到達した様子を Fig.3-11に示す．SCG神経細胞の軸索は大半

の微小通路内に伸長したのに対し，ICG神経細胞の軸索は少数の微小通路内に伸長した．さらに，

微小通路内を伸長した軸索は心房筋細胞上へと伸長した様子が見られた． 
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Fig. 3-8 培養区画間において独立に生着した自律神経細胞．SCG 神経細胞（緑色）及び ICG

神経細胞（赤色）が，混在せずに生着したことが確認できた．A-C は，右下の模式図において示し

た位置の蛍光画像を示す．Scale bar, 500 m．
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Fig. 3-9 SCG神経細胞，ICG神経細胞，心房筋細胞の形態変化． SCG神経細胞（A, D及び

G），ICG神経細胞（B, E及びH），及び心房筋細胞（C, F及び I）の形態を示した．画像は，播種直

後（A-C），1 DIV（D-F），及び 3 DIV（G-I）に取得した．SCG神経細胞が 3 DIVでネットワークを形

成した様子が観察された．一方，ICG 神経細胞では，突起状の構造を有さない細胞の割合が多か

った．Scale bar, 100 µm． 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(G) (H) (I) 
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Fig. 3-10 微小通路内の SCG神経細胞及び ICG神経細胞の軸索．20 DIVにおける SCG神経

細胞（A）及び ICG神経細胞（B）の様子を示す．破線は微小通路を示す．Scale bar, 100 µm． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-11 微小通路を越えた軸索と心房筋細胞の様子．20 DIVにおける SCG 神経細胞（A）と

ICG 神経細胞（B）を示す．神経突起（緑色）が，心筋（赤色）上に伸長した様子が確認された．

Scale bar, 100 µm． 

(A) (B) 
B3T B3T 

微小通路 Compartment  

A 

Compartment  

C 

微小通路 Compartment  

B 
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(A) (B) 
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CTnI 

B3T 

CTnI 
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3-3-2 共培養システムの機能的評価 

3-3-2-1 自発電気活動計測 

SCG 神経細胞，ICG 神経細胞，及び心房筋細胞の自発活動を計測した．それぞれの細胞群の

代表的な自発活動の波形を Fig.3-12 に示す．SCG 神経細胞については，19 試料中 3 試料にお

いて，16 点中 3-4 点の微小電極から活動が観測された．発火頻度は，1 分間当たり 54.8±35.7 回

（n=3 samples）であり，発火パターンに一定の傾向は見られなかった．一方，ICG 神経細胞につい

ては，19試料中 2試料において，16点中 1-2点の微小電極から活動が観測された．発火頻度は，

1分間当たり 52.4±16.2回（n=2 samples）であり，発火パターンに一定の傾向は見られなかった．心

房筋細胞群では，19試料中 14試料で，32点中 10-20点の微小電極から自発活動が観測された．

活動の頻度は，1分間当たり 19.3±9.1回（n=5 samples）であった．さらに，心房筋細胞の自発収縮

に伴い，細胞集団全体にわたって同期したタイミングで活動が観察された．さらに，各自律神経細

胞群及び心房筋細胞群における自発電気活動のスパイク幅に基づくヒストグラムを Fig.3-13 に示

す．SCG神経細胞群では，0.1-0.7 msの幅を持つスパイクが多く観測され，ICG神経細胞群では，

0.1-3.0 msの幅を持つスパイクが観測され，心房筋細胞群では，2.5-4.0 msの幅を持つスパイクが

観測された． 
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Fig. 3-12 SCG神経細胞，ICG神経細胞及び心房筋細胞培の自発活動の波形．20 DIVにおいて

SCG神経細胞（A）及び ICG神経細胞（B）では発火パターンに一定の傾向は見られなかった．一

方，心房筋細胞（C）では，電極間で同期した活動が観測された．

10 s 

50 µV 

50 µV 

50 µV 

10 s 

2 ms 

(A) 

(B) 

(C) 

Electrode 1 

Electrode 2 

20 ms 

50 µV 

10 s 

100 µV 
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Fig. 3-13 自発活動のスパイク幅のヒストグラム．20 DIV に計測したデータより作成した．（A）

SCG神経細胞．（B）ICG神経細胞．（C）心房筋細胞． 

(B) 

 

(C) 

(A) 
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3-3-2-2 定常状態における心房筋細胞の活動評価 

心房筋細胞の IBIの遷移とその C.V.を Fig. 3-14に示す．また，各試料における，IBIの平均値，

標準偏差及び C.V.を Table 3-1に示す．通常の共培養条件（Co-culture群）では，βAR と mAChR

を遮断した条件（Blockade 群），及び心房筋細胞のみを培養した条件（Myocyte 群）に比べて，IBI

のバラツキが大きい傾向が観察された．同一試料である Co-culture1 及び Blockade1 では，IBI の

平均値が 6627 ms及び 2390 msであり，副交感神経優位状態であった Co-culture1に対し薬理遮

断を行なうことで mAChRに対する AChの作用が阻害され，IBIが短縮したと考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-14 定常状態における心房筋細胞の IBIの遷移とC.V.．SCG神経細胞，ICG神経細胞及

び心房筋細胞を共培養した試料（Co-culture 群）では，βAR と mAChR を遮断した条件（Blockade

群），及び心房筋細胞のみを培養した条件（Myocyte群）に比べて，IBIのバラツキが大きい傾向が

観察された． 

Table 3-1各試料における IBIの平均値と標準偏差及び C.V. （N=15 minutes） 

# 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

平均値 (ms) 6627 3580 3901 4060 2390 2546 1915 3949 2284 904 1177 2207

標準偏差 (ms) 1687 110.7 236.2 272 67.7 196.2 56.9 245.9 56 18 7.4 102.9

C. V. 0.254 0.031 0.061 0.067 0.028 0.077 0.03 0.062 0.025 0.02 0.006 0.047

Co-culture Blockade Myocyte

 

(C) 

 

(A) 

 

(B) 

 

(D) 
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3-3-2-3 自律神経細胞群に対する電気刺激 

自律神経細胞による心房筋細胞に対する機能支配が形成されたことを確認した．最初に，

刺激の強度及び頻度を決定するための予備実験について述べる．次に，自律神経細胞に対

する電気刺激による心房筋細胞の拍動リズムの制御について述べる． 

刺激強度の選定 

様々な強度で刺激した際の，SCG 神経細胞及び ICG 神経細胞の誘発応答を，それぞれ

Fig.3-15及び Fig.3-16に示す．刺激強度を 1 Vに設定した場合，どちらの神経細胞群からも誘発

応答は観測されなかった．2 Vの場合，数個の試料において誘発応答が観測された．3 Vに設定し

た場合，全ての試料において誘発応答が観測された．また，3 V で刺激した際の，心房筋細胞の

活動の一例を Fig.3-17 に示す．いずれの神経細胞群を刺激した場合でも，心房筋細胞の収縮は

誘起されなかった．以上から，以降の電気刺激実験では自律神経細胞群に対する電気刺激強度

を 3 V とした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-15 SCG神経細胞の誘発応答．刺激強度は，1 V （A），2 V （B），3 V （C）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-16 ICG神経細胞の誘発応答．刺激強度は，1 V （A），2 V （B），及び 3 V （C）． 

50 µV 20 µV 

200 ms 5 s 

200 ms 

20 µV 

(C)
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Fig.3-17 SCG（A）及び ICG 神経細胞（B）に刺激した際の，心房筋細胞の活動．神経細胞は誘

発応答を示したが，心房筋細胞は応答を示さなかった． 

刺激頻度の選定 

SCG神経細胞及び ICG神経細胞に対して，0.1 Hz，1 Hz，及び 10 Hzで電気刺激を印加した．

刺激後の IBI ratioの遷移を Fig.3-18に示す．どちらの神経細胞に刺激を行なった場合でも，刺激

頻度の条件間及び経過時間において有意な差は確認できなかった（二元配置分散分析及び

Bonferroni補正付き paired t-test）．しかし，SCG神経細胞および ICG神経細胞の両方で，10 Hz

で刺激した際に，実験に用いた 5試料全てで IBI ratioが変化する傾向が見られたため，以降の実

験では 10 Hzの頻度を用いた． 

(A) 

 

2 s 

50 µV 

(B) 

 
ICG Stimulation 
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SCG Stimulation 
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Fig.3-18 刺激頻度による IBI ratioへの影響．SCG神経細胞（A）および ICG神経細胞（B）のど

ちらに刺激した場合でも，刺激頻度による優位な違いは観察されなかった．N.S., p > 0.05; paired 

t-test with Bonferroni correction. A, n = 5; B, n = 5. 

(A) 

 N.S. 

(B) 

 N.S. 
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神経支配の確認 

刺激後の IBI ratioの遷移を評価した．3-3-4-1で述べた通り，刺激後 5分間計測した試料と，10

分間計測した試料があるため，刺激 5分後までで試料数が変化する． 

Fig. 3-19に，SCG神経細胞もしくは ICG神経細胞を刺激する前後での心房筋細胞の電気活動

を示し，Fig. 3-20に，SCG神経細胞もしくは ICG神経細胞を刺激した後の，IBI ratioの変化を示

す．Fig. 3-20 では，各試料の IBI ratio の変化を線で示し，平均値及び標準偏差をプロットした．

SCG神経細胞を刺激した場合，IBI ratioが低下した．IBI ratioの遷移は，刺激 2分後までが低く，

刺激 5分後までにかけて上昇傾向を示した．特に，刺激 0-1分後，及び 1-2分後の IBI ratioは，

刺激前と比較して有意に低かった  （p < 0.05, Wilcoxon signed rank test with Bonferroni 

correction）．一方，ICG神経細胞を刺激した場合，IBI ratioが上昇した．遷移は，刺激 4分後まで

にかけて上昇した後，刺激 7分後までにかけて低下傾向を示した．刺激 1-2分後と，刺激 3-4分後

の IBI ratio は，刺激前と比較して有意に高かった （p < 0.05, Wilcoxon signed rank test with 

Bonferroni correction）． 

次に，βAR及び mAChR を遮断した条件（Blockade）でも，同様の実験を行なった．Fig. 3-21に

Blockade 条件における SCG 神経細胞もしくは ICG 神経細胞を刺激する前後での心房筋細胞の

電気活動を示し，Fig. 3-22 に，遮断していない条件（Control）と Blockade 間での刺激後の IBI の

平均値の比較を示す．SCG神経細胞を刺激した場合，IBI ratioの平均値は controlで 0.91±0.08，

blockadeで 0.99±0.05であり，有意な差が確認された（p < 0.05, Welch’s t test）．一方，ICG神経細

胞を刺激した場合，Controlで 1.15±0.14，Blockadeで 0.95±0.13であり，両者に有意な差が確認さ

れた（p < 0.01, Welch’s t test）． 
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Fig. 3-19 刺激前後での心房筋細胞の電気活動．SCG神経細胞（A）及び ICG神経細胞（B）へ

の刺激において，刺激開始 1分前から刺激終了 2分後までの活動波形を計測したデータを示す． 
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Fig. 3-20 刺激後の IBIの遷移．SCG神経細胞（A）及び ICG神経細胞（B）に対する刺激後の，IBI 

ratio の変化を示す．それぞれの線は各試料を示し，黒丸は各時点における平均値を示す．SCG

神経細胞を刺激した後は，IBI ratioが低下した．一方，ICG神経細胞に対する刺激後，IBI ratioが

上昇した．*, p < 0.05 versus pre; Wilcoxon signed rank test with Bonferroni correction. A, n = 8 

during 0-5 min, n = 4 during 5-10 min; B, n = 9 during 0-5 min, n = 5 during 5-10 min. 
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* * 

* * 
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Fig. 3-21 薬理遮断した条件における刺激前後での心房筋細胞の電気活動．SCG 神経細胞（A）

及び ICG神経細胞（B）への刺激において，刺激開始 1分前から刺激終了 2分後までの活動波形

を計測したデータを示す． 
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Fig. 3-22 薬理遮断によるシナプス形成の確認．SCG神経細胞（A）及び ICG神経細胞（B）を刺激

する際，βAR及びmAChRを遮断した（Blockade群）．Blockade群とControl群では，刺激後の IBI 

ratioに有意な差が見られた．刺激後 5分間の IBIを使用した．**, p < 0.01; *, p < 0.05; Welch’s t 

test; (A) n = 8 for control, n = 8 for blockade; (B) n = 9 for control, n = 10 for blockade. 

 

3-3-3 心房細動モデルとしての共培養システムの評価 

SCG神経細胞に対して電気刺激を 1時間行ない，IBI ratioの時間遷移を評価した．結果を Fig. 

3-23 に示す．刺激終了後に 2 試料全てにおいて IBI が短縮し，60 分経過後も刺激前と比較して

短い値となった．また，Sample Aでは，刺激終了後 13-15分において，IBIが一時的に短縮した様

子が見られた．Sample Bについては，刺激後 3時間まで活動計測を継続したが，IBI ratioは刺激

前と比較して短い値で推移した．刺激終了 1日後には，Sample Bの IBIが刺激前の IBIに近い値

まで回復した．次に，変動係数を指標として，刺激前後の IBI のバラツキを評価した．結果を

Fig.3-24に示す．刺激前と比較して，刺激後の方が C.V.が大きい傾向が見られた． 

次に，Sample A から計測された，刺激前後における心房筋細胞の活動の波形を Fig. 3-25， 

Compartment C内の電極から計測された心房筋細胞の IBI ratioのカラーマップを Fig. 3-26，刺激

後における心房筋細胞の活動のラスタープロットを Fig. 3-27に示す．刺激前の IBIはほぼ一定で

あった．一方，刺激終了後は IBIが短縮し，刺激終了後 13-15分において，60分間の計測中で 30

秒間程度の 30秒程度の頻脈現象が多くの電極において同期したタイミングで観測された． 

 

(A) 

 

(B) 

 * 
** 
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Fig. 3-23 SCG神経細胞に対する慢性刺激前後の，IBI ratioの時間遷移．SCG神経細胞を 1時

間刺激した後，心房筋細胞の活動を計測した．IBI ratio は，刺激前の値で正規化して表示した．

Sample A では，刺激終了 13-15 分後に一過性の IBI の短縮（頻脈現象）が観察された．一方，

Sample Bでは，刺激後に IBI ratioが急激に短縮した． 

 

 

 

 

 

Fig. 3-24 刺激前後の IBIの C.V.．電気刺激前 20 分間（A）と刺激終了から 60 分間（B）の IBI

の C.V.を示す．刺激前と比較して，刺激後の方が C.V.が大きい傾向が見られた． 
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Fig. 3-25 Sample Aから計測された刺激前及び刺激後 13-14分後の活動の波形．電気刺激前

（A）と比較して，電気刺激後（B）では，IBIが短縮した．また，刺激後に 30秒程度の頻脈現象が認

められた． 

 

Fig. 3-26 Sample Aの Compartment C内の電極から計測された心房筋細胞の IBI ratioのカラー

マップ．上部の波形は，刺激前及び刺激後の IBIの時間変化を示し，横線は IBIが 1である部位，

縦線はカラーマップに対応する時間を示す．カラーマップ内の白色で示された部位は，ノイズによ

り細胞の電気活動が検出できなかった電極を示す．ここでは，刺激前では測定開始 13-14 分後，

刺激後では刺激終了 13-14分後の結果を示している． 
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Fig. 3-27 Sample Aの刺激後 12-15分後の心房筋細胞の活動．ラスタープロット（A）と電極位置

（B）を示す．心房筋細胞の頻脈現象は，多くの電極において同期したタイミングで観測された． 

(A) (B) 
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3-4 考察 

3-4-1 共培養システムの機能評価 

本章では，共培養システムについて 4 点の要求事項を設定した．本項では，開発した共

培養システムが要求事項を満たしたかについて考察する． 

(1) 交感・副交感神経細胞および心筋細胞をそれぞれ独立した状態で培養できること 

本要求事項を満たすため，マイクロ加工技術を用いて共培養デバイスを構築した．蛍光

染色法による観察の結果，播種 12 時間後において SCG 神経細胞，及び ICG神経細胞が，そ

れぞれの培養区画内に生着したことが確認できた．それ以降は蛍光染色による観察を行なってい

ないが，以下の理由からそれぞれの細胞が培養区画内にとどまったと考えられる．先行研究では，

各自律神経細胞の細胞体の直径は，SCG 神経細胞では 15-30 µm [Jobling and Gibbins 1999; 

Cortez et al. 2003]，ICG神経細胞では 20-35 µm [Hassel and Burnstock 1986; Fieber and Adams 

1991]であることが報告されている．また，心房筋細胞に関しても幅 15-20 µm，長さ 100 µm程度で

あることが報告されている [Mackenzie et al. 2001]．以上から，いずれの細胞も高さ 5 µmの微小

通路を通過することは考えにくい．したがって，共培養デバイス内で交感・副交感神経細胞と心筋

細胞をそれぞれ独立した状態で培養できたことが示唆され，本要求事項を満足したと考えられる． 

 

(2) 交感神経細胞及び副交感神経細胞が，心筋細胞に対して機能的支配を形成できること 

機能的支配が形成されたことを確認するためには，交感・副交感神経細胞の軸索が心筋細胞の

培養区画まで伸長したこと，及び活動を誘発した際に心筋細胞の拍動リズムが変わることを評価す

る必要がある． 

軸索の伸長については，免疫組織化学染色法による観察の結果，SCG 神経細胞及び ICG 神

経細胞の軸索が微小通路を通過し心房筋細胞上まで伸長したことが示された．SCG 神経細胞の

軸索が微小通路を通過することについては，Takeuchi らが報告している [Takeuchi et al. 2011]．一

方，ICG神経細胞を本研究のような培養デバイス内で培養した研究は存在しない．第2章で示した

ように，本研究では採取及び単離手法の工夫により，先行研究 [Hoard et al. 2007] と比較して

ICG 神経細胞の存在比率が向上した．存在比率向上により，ICG 神経細胞の軸索を微小通路内

に伸長させることができたと考えられる．しかし，SCG 神経細胞と ICG 神経細胞では，心房筋細胞

まで到達した軸索の数に差があった．軸索の数により，自律神経細胞と心房筋細胞の間に形成さ

れるシナプス数が変化し，心筋細胞拍動リズムに与える効果に違いが見られる可能性がある．今

後は，両神経細胞の軸索伸長の度合いを制御することが重要である． 

拍動リズムの制御については，SCG神経細胞を刺激した際は IBI ratioの低下が見られ，ICG神

経細胞を刺激した際は IBI ratioの上昇が見られた．また，拮抗薬によりシナプスを阻害した条件で

は，刺激前後で IBIに顕著な差は認められなかった．したがって，SCG神経細胞及び ICG神経細

胞が心房筋細胞に対して機能的なシナプスを形成したことが示された． 
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以上から，要求事項である，「交感神経細胞及び副交感神経細胞が，心筋細胞に対して機能的

支配を形成できること」が満たされたと考えられる． 

 

(3) それぞれの細胞集団の活動を計測できること 

共培養デバイスの底面に配置した微小電極より，それぞれの細胞集団において複数の電極か

ら活動が計測できた．SCG 神経細胞については，スパイク及びバースト発火が確認でき，スパイク

幅は多くの活動で 1 ms以内であった．Lutherらは，パッチクランプ法を用いてラット培養 SCG神経

細胞の活動を計測し，SCG 神経細胞の細胞集団内においてシナプス伝達が存在したこと示した 

[Luther 2013]．本研究で得られたバースト発火は，先行研究と同様に，SCG神経細胞同士の神経

伝達により発生したと考えられる．ICG神経細胞についても，スパイク状の自発活動が確認できた．

Seabrook らは，パッチクランプ法を用いてラット新生児から採取した ICG 神経細胞の活動を計測し，

ほとんど活動が計測されなかったことを報告している [Seabrook et al. 1990]．本研究と先行研究で

は周囲の温度などの条件が異なるため，結果について一概に比較は出来ない．今後，同様の条

件で実験したうえで比較を行ない，第 2章で見られたような細胞集団としての同期活動を示す可能

性も含めて検討していくことが必要である．心房筋細胞については，多くの電極で同期した活動が

計測された．また，自発活動と収縮のタイミングが同じであることから，計測ができたことが示された．

以上から，要求事項である「それぞれの細胞集団の活動を計測できること」が満たされたと考えられ

る． 

 

(4) 交感もしくは副交感神経細胞のみに対して任意のパターンの電気刺激を印加できること 

複数の強度で刺激した実験から，自律神経細胞を刺激した際に，刺激が心房筋細胞を直接興

奮させないことを示した．また，刺激頻度を変更すると，IBI ratio が変化すること，及び実験に用い

た中では最も高い頻度である 10 Hz で刺激した場合に全試料で同様の変化を示す様子が見られ

た．以上から，本デバイスを用いることで，どちらかの神経細胞集団に対して任意のパターンで刺

激できることが示された．したがって，要求事項である「交感神経細胞のみ，もしくは副交感神経細

胞のみに対して任意のパターンの電気刺激を印加できること」が満たされたと考えられる． 
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3-4-2 自律神経細胞の自発活動による心房筋細胞拍動リズムの変動 

自律神経活動の亢進と拍動リズムの関係の理解を目指し，自律神経支配を有する心房筋細胞

の拍動リズムを評価した．結果，βAR 及び mAChR を阻害した条件や心房筋細胞のみを培養した

条件と比較して，共培養した群では IBIのバラツキが大きい傾向が見られた．以上は，心房筋細胞

の拍動リズムが，共培養した SCG 神経細胞及び ICG 神経細胞の自発活動の影響を受けることを

示唆している．先行研究では，in vivo の実験ではあるが，交感・副交感神経細胞の活動を同時賦

活した際に拍動間隔が短縮することが示されており [Tan et al. 2008]，両自律神経細胞の活動リズ

ムと心拍リズムの関係は不整脈の研究において意義深い研究分野である．今回の実験では，共培

養デバイスから 2種類以上の細胞種の活動を同時計測できなかったため，自律神経細胞の活動リ

ズムと拍動リズムの関係は評価できなかった．今後，さらに計測を増やして議論する必要がある．ま

た，今回は βAR及び mAChR を両方同時に阻害したが，それぞれを阻害した際の拍動リズムを評

価することで，交感及び副交感神経細胞の活動リズムと拍動リズムの関係が評価できると考えられ

る． 

 

3-4-3 心房細動モデルとしての可能性 

生体のストレス応答は，視床下部－下垂体－副腎軸（HPA 軸）と交感神経－副腎軸（SAM 軸）

の活性化により誘発される[Chen and Miller 1997]．本研究では，SAM軸の活性化による心臓への

影響に焦点を当て，交感神経の亢進状態を共培養システム内で再現するために，交感神経細胞

である SCG 神経細胞の慢性刺激実験を行なった．SCG 神経細胞を 1時間刺激した場合，刺激 3

時間後においても IBI は回復せず，1 日後に 90%程度の値まで回復したことが示された．また，1

つの試料では，IBI が急激に短縮する頻脈現象が見られた．1 分間刺激した際の影響は数分で回

復することから，βARに結合したGsタンパク質を介した反応であると考えられる．一方，1時間刺激

した際の影響はより長い時間持続したことから，短時間の刺激による影響とは別の機序による変化

の可能性がある．想定される機序としては，NPY の寄与及び遺伝子発現の変化が挙げられる．第

2 章で述べた通り，交感神経に対する高頻度・長時間の刺激で NPY が放出されることが報告され

ている [Warner et al. 1991]．NPY は Y1 受容体を介して細胞内 Ca
2+濃度を変化させるため 

[Heredia et al. 2005]，NPYの作用により拍動のリズムが変化すると考えられる．また，より持続時間

が長い変化として，関連する受容体の発現量の変化が挙げられる．先行研究では，ラットの培養心

房筋細胞に対して 24時間NAを作用させた場合，β1ARの発現量が減少し，β3ARの発現量が増

加したことが示されている [Germack and Dickenson 2006]．本研究で刺激を印加し続けた時間は，

先行研究で NA を作用させた時間と比較して短いものの，長期的な NA の暴露による影響が出る

可能性があると考えられる．今後，上記の機構の関与を検証するため，薬理実験や遺伝子発現量

の評価を行なうことが重要であると考えられる．また，β1AR の発現量の変化は心疾患の進行に関

連が強いと考えられており [Triposkiadis et al. 2009]，心疾患の発症機序の理解という側面からも

意義深いと考えられる． 
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SCG神経細胞を 1時間刺激した条件で 3時間以上の IBIの短縮と一過性の頻脈現象が見られ

た．SCG 神経細胞の亢進状態がさらに長期間継続することで，不可逆な変化が誘導されることが

想定されるため，SCG 神経細胞に対する数時間または数日間の長期的な電気刺激を行なうことで，

不可逆な変化を誘導する条件を導出できると考えられる．交感神経慢性刺激により誘導された不

可逆な変化状態において，心筋細胞の形態的変化や遺伝子発現を評価することで，自律神経系

の活動異常における心房細動の発症メカニズムの解明に繋がると期待される．さらに，副交感神経

刺激を行ない交感／副交感のバランスをとることで，心房細動に対する治療の効果を評価すること

ができると期待される． 

 

3-5 結論 

本章では，交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素からなる共培養システムの構築

を行なった． 

マイクロ加工技術の利用により MEA 基板上に 3 つの細胞培養区画を集積化したデバイスを設

計・製作し，交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3 要素からなる共培養システムを構築

した．心筋細胞の拍動時系列につき評価した結果，自律神経細胞群の自発活動に基づく心筋拍

動リズムの変動，交感神経細胞群に対する電気刺激に対応した心筋細胞拍動間隔の短縮，副交

感神経細胞群に対する電気刺激に対応した心筋細胞拍動間隔の延長が観測され，アンタゴニスト

投与によりこれら全ての変化がブロックされたことから，交感・副交感神経支配を受ける心筋細胞群

という in vitro系が構築されたことが確認できた． 

この系で交感神経細胞群に対して慢性電気刺激を印加，人為的に誘起した活動亢進状態に対

する心筋拍動リズムの経時変化を観測した．短時間の刺激と慢性刺激とで刺激終了後の心拍リズ

ム回復傾向が異なり，また慢性刺激後には心筋細胞の拍動間隔の急激な短縮（心房細動に似た

状態）が見られたことから，自律神経系の変調に起因する心房細動発生メカニズムの解明に向け

て有効なモデルシステムであることが示された． 
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第 4章 

自律神経細胞に対する 

マイクロ磁気刺激システムの構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

本章では，マイクロ磁気刺激システムの設計及び刺激条件の最適化に向けた検討結果を示す．

自律神経系に対する磁気刺激を想定して，高い空間分解能を実現する条件を求める立場から，

自律神経線維束を模擬するために一方向に誘導させた自律神経軸索に対して微小コイルを配置

して，局所的な刺激を行なう系においてシミュレーション及び実験の両面から検討した結果を示し

た． 
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4-1 磁気刺激法 

4-1-1 磁気刺激法の誕生とその応用 

近年，生体外部から時間的に変動する磁界により生体内に誘導電流を発生させ，誘導電流によ

る生体組織や神経系に対する刺激を行なう磁気刺激法が開発され，応用が広がりつつある．1985

年に Barker らがヒトの大脳皮質に対して刺激を行なう経頭蓋磁気刺激（Transcranial Magnetic 

Stimulation; TMS）に成功したことが磁気刺激に関する初めての報告である [Barker et al. 1985]．

その後，磁気刺激に関する研究が進められ，運動皮質や前頭前皮質に対する磁気刺激の安全性

評価  [Benninger et al. 2011] や，反復経頭蓋磁気刺激（Repetitive Transcranial Magnetic 

Stimulation; rTMS）によるパーキンソン病 [Randhawa et al. 2013] やうつ病 [George et al. 2010; 

McGirr et al. 2015] の症状の抑制などが報告されている． 

しかし，誘導電流が広範囲に分布する性質から刺激の空間分解能が低いことが問題点として挙

げられる．誘導電流分布はコイルの形状やその配置に依存するため，これらを最適化することによ

る刺激の空間分解能向上が課題となる． 

 

4-1-2 磁気刺激の空間分解能向上に向けた研究の現状 

1988年に，Uenoらが 8の字形コイルを開発したことが，磁気刺激の空間分解能向上を目指した

初めての研究である [Ueno et al. 1988]．8の字形コイルは，円形のコイルを 2つ組み合わせた構

造をしており，8の字の交点に向かって電流を流すことで，交点直下で高密度の誘導電流を発生さ

せる．その後，同じ研究グループにより 8の字形コイルにより 5 mmの空間分解能で大脳皮質の特

定部位を選択的に刺激することができることが報告された [Ueno et al. 1990]．それ以来，8の字形

コイルは高い刺激の空間分解能を実現するコイルとして，多くの磁気刺激の研究や治療に使用さ

れるようになった． 

近年では，コイルの配置を工夫することでも刺激の空間分解能向上を目指す研究が行なわれて

いる．コンピュータシミュレーションを使用した先行研究が多く，神経線維の走方向に対するコイル

の配置を変化させることで神経線維の興奮閾値が変化する報告 [Hiwaki and Kuwano 2002]，脳

溝に対するコイルの配置による刺激領域推定 [Thielscher et al. 2011; Jassen et al. 2015]，空間分

解能の高い刺激や深部刺激を実現するコイル設計 [Deng et al. 2013] などが行なわれている．コ

ンピュータシミュレーションだけではなく，実験動物の組織片などを使用した研究も行なわれている．

2012年に，Bonmassarらは，通常電子部品に使用されるサブミリメートルのチップコイルを用いた微

小コイルを開発し，ウサギの網膜組織に対して局所的な磁気刺激を行なうことに成功した 

[Bonmassar et al. 2012]．それ以降，ゴールデンハムスターの背側蝸牛神経核 [Park et al. 2013] 

やマウスの脳スライス内の視床下核 [Lee and Fried 2015] に対して微小コイルを使用した刺激実

験を行なっている．  
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4-1-3 自律神経系に対する磁気刺激の可能性 

磁気刺激の適応対象は主に脳であり，自律神経系や末梢神経系に対する磁気刺激の研究報

告例はない．自律神経系に対する磁気刺激が実現すれば，自律神経系の活動異常による心房細

動の非侵襲的な治療技術の確立に繋がることが期待できる．しかし，現在用いられている磁気刺

激システムの空間分解能は低く，自律神経系，特に交感神経や副交感神経に対する選択的，局

所的な刺激は困難である． 

 

4-2 実験方法 

本章では，自律神経系に対する磁気刺激の可能性を検討するとともに，自律神経系に対する磁

気刺激の空間分解能の定量化及び評価を行なうための in vitro モデルであるマイクロ磁気刺激シ

ステムの構築と評価を行なう． 

本節では，最初にシステムの設計及び作製手順を示し，次に，実験方法を示す． 

 

4-2-1 マイクロ磁気刺激システム 

自律神経に対する磁気刺激の効果を検証するためのマイクロ磁気刺激システムを作製した．シ

ステムが備えるべき設計要求事項は以下の通りとした． 

 

(1) 自律神経軸索を一方向に誘導した環境を実現することができること． 

(2) 自律神経軸索に対する局所的な磁気刺激を実現することができること． 

(3) 自律神経軸索に対する磁気刺激印加と同時に神経軸索の活動を計測することができるこ

と． 

(4) 自律神経軸索に対する磁気刺激の空間分解能の定量化を行なうことができること． 

 

(1)は，システム内に自律神経線維束を模擬することを目的とする．(1)を満足するためには，神経

軸索の伸長方向を制御できる微小通路を有した培養デバイスの使用が有用である．(2)は，微小コ

イルを作製し，システム内に伸長した自律神経軸索付近に配置することで局所的な磁気刺激を試

みる．(3)は，神経軸索に対して実効的な刺激が印加されているか評価するために，MEA 基板を

組み込むことで，磁気刺激中あるいは刺激前後における神経電気活動計測を行なうことができる

環境とする．さらには，イメージングによる細胞内 Ca
2+濃度変動の評価も行なうことができる環境と

する．(4)は，コイル－神経軸索間の距離とその軸索の電気活動を指標とした刺激の空間分解能の

評価を行なうことができる環境とする． 

システムは，マイクロ加工技術により作製した培養チャンバとMEA基板及び微小コイルから構成

される．培養チャンバは 2つの自律神経細胞培養区画（縦 3 mm×横 3 mm×高さ 1 mm）と，各培

養区画間の 8本の微小通路（幅 50 µm，長さ 2 mm，高さ 5 µm）から構成される．微小通路は，
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神経軸索を一方向に伸長させることで，システム内にて神経線維束を模擬する役割を持つ． 

本システム内で末梢神経刺激閾値とされる 10 A/m
2 

[国際非電離放射線防護委員会 2010] を

超える誘導電流密度を発生させるために，微小コイル（Fig. 4-1）の形状，配置及びコイル電流値を

決定した．コイルの形状は 8の字形として，神経軸索の直上に配置した．コイルに 10 Hzの頻度で

単極性方形波の電流を 1分間印加した場合のコイルの温度上昇を 1℃以内とする条件を満足する

ことを考慮し，コイルは直径 900 μm，10回巻きとして，0.69 Aの電流を流すと，コイルの交点から 1 

mmの地点で刺激閾値を超える 12.3 A/m
2の誘導電流を発生することがコンピュータシミュレーショ

ンにより示された．そのため，システム内のコイル径，巻き数，配置と電流値は以上のパラメータとし

た（Fig. 4-2）． 

コイルは，耐熱温度が 130℃である 150 µm径ポリウレタン皮膜銅線（サンコー電商株式会社）を

600 µm径エナメル線（サンコー電商株式会社）に巻きつけることで構築した．構築したコイルをシス

テム内に安定して配置させるために，コイルをチャンバ上に固定した．固定法を Fig. 4-3 に示す．

最初に，コイルをシリコンウエハ上に固定し，PDMS 及び硬化剤を重量比 10：1 の割合で混合させ

た混合物を流し込み，80℃のホットプレート上で 1 時間静置させることで，PDMS を硬化させた．そ

の後，シリコンウエハからコイルが埋め込まれた PDMS を剥離し，培養チャンバ内の培養区画に相

当する PDMSを，手術用メスを使用して切り出した．切り出した後の PDMSに付着したホコリやカビ

などを除去するために，70%エタノール及び超純水により洗浄を行なった後，30-40 分間紫外線を

照射した．その後，3-2-1-3 項に示した手順にて作製を行なった培養チャンバ上にコイルの中心が

微小通路の直上に配置されるように載せることで，コイルが固定された培養チャンバを構築した

（Fig. 4-4）．さらに，誘導電流の向きと神経軸索の走方向間の関係性にも着目するために，コイル

の向きをコイル中心直下における誘導電流の向きが神経軸索の走方向に対し垂直方向（0 deg）及

び平行方向（90 deg）に印加される配置の 2パターンとした．ただし，コイルの配置に関して，コイル

固定を行なう前にコイルの向きを決定し，それぞれ 0 degのデバイスと 90 degのデバイスを構築し

た． 

MEA 基板は，基板上に増幅器との接続のための回路末端部と培養部分内の底面における 64

点の微小電極を構成した（Fig. 4-5）．MEA 基板上の微小電極のパターンは，全 64 点の電極が

8×8の正方形に配置したパターンとして，微小電極は50 µm×50 µm の正方形とした．また，パター

ン内の微小電極の中心間隔は 250 µm に設定した．微小コイルを埋め込んだ培養チャンバを

MEA 基板上に載せる際，微小通路内に MEA 上の微小電極が配置されるように顕微鏡下で行な

った．構築したマイクロ磁気刺激デバイスの概要図を Fig. 4-6に示す． 
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Fig. 4-1 微小コイル．Scale bar, 5 mm． 

 

 

Fig. 4-2 微小コイルを埋め込んだ培養チャンバのデザイン．培養チャンバは，自律神経細胞を

培養するための 2 つの培養区画と神経軸索を一方向に神経軸索を一方向に誘導した環境を構築

するための微小通路から構成される．微小コイルは，神経軸索に対して局所的に刺激を行なうた

めに 8の字形の形状として，培養チャンバ内の微小通路の直上に配置した． 
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Fig. 4-3 微小コイルの固定法．150 µm径ポリウレタン皮膜銅線を 600 µm径エナメル線に巻きつ

けることで直径900 µm，高さ 1.5 mm，巻き数10の円筒コイルを構築して，構築した円筒コイルを2

つ組み合わせることで微小コイルを構築した（A, B）．シリコンウエハ上に固定する時点でコイルの

配置（0 degあるいは 90 deg）を決定した後，PDMS と硬化剤の混合物を流し込み，80℃のホットプ

レート上で 1時間静置させることで，PDMS を硬化させた（C）．硬化した PDMS をシリコンウエハか

ら剥離して，培養区画に相当する部位の PDMS を切り出し（D），培養区画と微小通路を有する培

養チャンバ上に載せることで，微小コイルを埋め込んだ培養チャンバを構築した（E, F）． 
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Fig. 4-4 微小コイルを埋め込んだ培養チャンバ．Scale bar, 5 mm． 

 

 

 （■：微小電極 50 µm×50 µm）    

Fig. 4-5 MEAのサイズ及び微小電極の配置． 
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Fig. 4-6 構築したマイクロ磁気刺激デバイス．MEA 基板上の微小電極が培養チャンバの微小

通路内に配置されるように，MEA基板上に培養チャンバを配置した． 

4-2-2 コンピュータシミュレーションによるコイル温度上昇，磁界分布及び誘導電流分布の推定 

本項では，マイクロ磁気刺激システム設計に必要なコンピュータシミュレーション手法を述べる．

コンピュータシミュレーションにより，コイル内電流によるコイル温度上昇と，コイルによって発生する

磁界及び誘導電流分布を推定する． 

最初に，微小コイルに電流を流すことによる温度上昇を以下の式(1) [Ruohonen et al. 1997]によ

り推定した． 




t

dttIScT
Δ

Δ
0

212 )()(    (1) 

（ただし，ΔT : 1パルス電流毎の温度上昇[℃]，η : 銅の抵抗率（= 1.68×10
-8

 Ωm），c : 銅の比熱

（= 3.87×10
2
 J/kg℃），σ : 銅の密度（= 8.70×10

3
 kg/m

3），S : 銅線の断面積[m
2
]，Δt : 電流パルス

幅(s)，I (t) : パルス電流値 [A]） 

次に，磁界分布及び誘導電流分布を，Bio-Savart の法則，Gauss の法則及び Maxwell 方程式 

[Miranda et al. 2003] により推定した．推定に必要な数値計算はMATLAB 2015a（MathWorks）

を使用することで行なった．以下に，磁界分布及び誘導電流分布の計算手順を示す． 

はじめに，円形コイルによって発生する磁束密度を Biot-Savart の法則（Fig. 4-7）に基づき計算

を行なった．Biot-Savart の法則式は，式 (2)にて表される． 

 







3
0

00 )(

4

)(

rr

rrl
B

dtI

π

μ
  (2) 

（ただし，B：磁束密度ベクトル，μ0：真空透磁率（= 4π×10
-7

 H/m），I：コイル電流，dl：微小電流要

素ベクトル，r：計算点の位置ベクトル，r0：微小電流要素の位置ベクトル） 

次に，磁束密度によるベクトル・ポテンシャルを以下の Gauss の法則 （式 (3)）によって導出し

た． 
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AB    (3) 
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(ただし，A：ベクトル・ポテンシャル) 

次に，誘導電界を式 (4)及びMaxwellの方程式（式 (5)）により計算した． 

tt 









)( AB
E   (5) 

 







0

0 )(

4 rr

lA
E

d

dt

tdI

t π

μ
  (6) 

（ただし，E：誘導電界ベクトル） 

 

さらに，誘導電界分布の推定を行なう際には，被刺激導体の電気的性質も考慮する必要がある．

特に，電気的性質の異なる物質間の境界面に対して垂直な方向の誘導電界は，境界表面上に電

荷を発生させる．境界表面上の電荷は，2 次的な電界を発生させることから，境界面が存在するこ

とで，誘導電界分布が変化する．以下に，境界面表面上の電荷による 2次電界の発生に関する概

念図を Fig.4-8に示す．ここでは，電気的性質の異なる 2つの物質から構成される境界面を考慮す

る．コイルから発生する変動磁界による 1 次電界が，電気伝導率の大きい物質から電気伝導率の

小さい物質の方向へ印加された場合，境界表面上には正電荷が蓄積される．逆に，コイルから発

生する変動磁界による 1 次電界が，電気伝導率の小さい物質から電気伝導率の大きい物質の方

向へ印加された場合，境界表面上には負電荷が蓄積される．ここで，各境界面において蓄積する

電荷による 2次電界の計算方法を以下に示す． 

はじめに，境界条件を考慮した誘導電界は以下の式で表される． 

 







t

A
E  (7)  

（ただし， ：スカラポテンシャル） 

 

さらに，変動磁界による誘導電流は，オームの法則によって以下の式で表される． 

 

EJ   (8) 

（ただし，J：誘導電流，σ：導電率） 

ここで，境界面における電流は連続するために，式 (8)は以下のように表される． 
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nJnJ ・・ 21   (9) 

（ただし，J1：領域 1内における誘導電流ベクトル，J2：領域 2内における誘導電流ベクトル，n：境界

面に対する単位法線ベクトル） 

式(8)，(9)より，境界面に蓄積する電荷に起因する 2次電界成分は，以下のように表される． 

 

t
















A

21

21




  (10) 

(ただし，σ1：領域 1における導電率，σ2：領域 2における導電率，さらに，σ1＞σ2とする) 

式(10)より，領域 1及び領域 2における，境界面に対し垂直方向の誘導電流密度はそれぞれ以下

のように表される． 
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   (12) 

 

ここで，システムを模擬したシミュレーションモデルを Fig. 4-9に示し，システム内の培養液，PDMS，

銅線の物性値を Table 4-1にまとめる．さらに，コイル電流波形を単極方形波と設定し，コイル入力

電流値，コイル入力電流パルス幅，コイル入力電流の立ち上がり時間をTable 4-2にまとめる．誘導

電流の時間変化は，コイル電流を時間微分した関数となるために双極性となる． 
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Fig. 4-7 Biot-Savart の法則の概念図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-8 境界表面上に蓄積した電荷分布を影響を考慮した誘導電流計算  [Miranda et al. 

2003]．灰色で示す部分, 導電率が高い領域; 白色で示す部分, 導電率が低い領域．誘導電界

が，導電率が高い領域から低い領域を貫通すると正電荷が境界面に帯電し，逆の場合であると負

電荷が蓄積する． 
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Fig. 4-9 マイクロ磁気刺激システムの計算モデル．実験で使用するシステムと同じ条件下でモ

デルを構築した． 

 

Table 4-1 培養液，PDMSチャンバ及び銅線の物性値 

 導電率 (S/m) 比透磁率 

培養液 1.984 1 

PDMSチャンバ 2.5×10
-14

 1 

銅線 5.8×10
7
 0.991 
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Table 4-2 磁気刺激パラメータ 

 

コイル入力電流値 (A) コイル入力電流パルス幅(ms) 
コイル入力電流の 

立ち上がり時間 (ns) 

0.69 1 10 

 

4-2-3 細胞培養 

本章では，自律神経細胞として培養手法が安定している SCG 神経細胞を使用した．SCG 神経

細胞は，1-3日齢のWistar Rat新生児（チャールズリバー）の SCG より採取した．SCG神経細胞は

2-3-1-1項に示す手順で採取及び単離を行なった．2-2-1項に示す手順でType I-C Collagen（新田

ゼラチン）を使用したコーティングを行なった後に SCG神経細胞を 1000 cells/mm
2で培養チャンバ

の培養区画に均一に播種した． 

 

4-2-4 マイクロ磁気刺激システムの形態的評価 

本章では，マイクロ磁気刺激システムの形態的評価を免疫組織化学染色法による培養細胞の

観察により行なった．免疫組織化学染色法は，2-2-1 項に示した手順で行ない，1 次抗体は，神経

細胞マーカーである Anti-B3T antibody（Abcam）を 400 倍の希釈率で使用し，2 次抗体は Alexa 

fluor 488 anti-mouse IgG（Molecular probes）を 500倍の希釈率で使用した．さらに，細胞核の染色

を行なうために，DAPIを使用した蛍光染色も行なった． 

 

4-2-5 磁気刺激印加システム 

マイクロ磁気刺激システム内の微小コイルにパルス電流を入力するための磁気刺激印加システ

ムを設計した．磁気刺激印加システムのシステム図をFig.4-10に示す．微小コイルへ入力する信号

の出力は，ファンクションジェネレータ（33521A; Agilent）にて行なった．神経刺激に必要な誘導電

流を発生させるパルス電流を生成するために，ファンクションジェネレータから出力された信号を高

速バイポーラ電源（BWS 40-7.5; 高砂製作所）により増幅することで，神経刺激を行なうことができ

る程度の誘導電流を発生させるために要する電流を生成した．  
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Fig. 4-10 磁気刺激印加システムとマイクロ磁気刺激デバイス．磁気刺激印加システムはファンク

ションジェネレータ，高速バイポーラ電源から構成される． 

 

4-2-6 神経細胞の活動評価 

本章では，SCG 神経軸索に対する磁気刺激中における自律神経細胞の活動評価を行なうため

に，細胞内Ca
2+濃度計測及び細胞外電位計測を行なった．細胞内Ca

2+濃度計測は，2-2-2-2項に

示した Ca
2+イメージング法により行ない，蛍光画像は，解像度を 500×500 pixel，フレームレートを

10 flames/sに設定して取得した．一方，細胞外電位は，2-2-2-1項に示した細胞外電位記録システ

ムを使用して計測した． 

 

4-2-7 自律神経軸索に対する磁気刺激実験プロトコル 

本章では，自律神経軸索に対する磁気刺激実験のプロトコルに関して述べる． 

細胞内Ca
2+濃度計測では，神経軸索に対する磁気刺激前30秒間及び磁気刺激中30秒間計測

した．細胞内Ca
2+濃度計測時における磁気刺激の頻度は10 Hzとして，コイル電流のパラメータは

Table 4-2に示す値とした． 

一方，細胞外電位計測では，磁気刺激時間を1分間として，磁気刺激前後5分間及び磁気刺激

中における神経細胞の電気活動を計測し，刺激前後の神経活動を比較することで磁気刺激の効

果の検証を行なった．細胞外電位計測により得られたデータの解析は，2-2-2-1項に示す手順で行

ない，評価指標は，磁気刺激前後の自発活動スパイク数とした． 

 

4-2-8 生体外からの自律神経刺激を想定したコンピュータシミュレーション 

生体外から自律神経線維束に対する磁気刺激を想定して，神経線維束に対する局所的な刺激

を行なうことができる条件の導出を試みた．導出には，コンピュータシミュレーションによる誘導電流

分布推定により行なった． 

最初に，計算モデルに関して述べる．計算モデルを Fig. 4-11 に示す．刺激対象は左頸部迷走

神経線維束として，線維束の直径は 4.5 mm，皮膚表面から線維束までの距離は 1.5 cm とした 

[Hammer et al. 2015]．コンピュータ上に単純な生体モデルとして無限導体を構築した．導体の導

電率は生理食塩水の導電率である 2 S/m [Bonmassar et al. 2012]に設定した．コイルの形状は 8の

 

 Bipolar power supply 

 

Function generator 
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字形として，コイル底面は導体上面に接するように配置した．コイル配置は，神経束に対して垂直

方向に誘導電流が流れる配置とした． 

評価指標は，モデル表面から 4.5 cmの平面における刺激領域とした（Fig. 4-12）．ただし，刺激

領域は末梢神経刺激閾値である 10 A/m
2を超えた誘導電流が分布する領域と定義した．刺激領

域の形状は楕円形であると仮定し，領域の長軸が神経束の直径である 4.5 mm と一致するための

条件を導出した． 

次に，パラメータにつき述べる．本実験では，コイル径と巻き数をパラメータとして，コイル電流の

大きさを考慮することで刺激の条件を導出した．ただしコイル径は，神経束の直径を勘案して最大

6 mm とした．巻き数は，5，10，15，20回巻きとした． 

 

 

 

Fig. 4-11 生体外からの自律神経刺激を想定した計算モデル．D, コイル径; n, コイル巻き数; 

Evaluation plate, 評価平面; Vagus nerve bundle, 迷走神経線維束． 

 

Table 4-3 計算モデルの物性値 

 

 導電率 (S/m) 比透磁率 

導体 2.0 1 

銅線 5.8×10
7
 0.991 
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Fig. 4-12 評価手法の概念図．刺激領域の長軸の長さが線維束の直径 4.5 mm と一致する条件

を導出する． 

 

4-3 実験結果 

4-3-1 コンピュータシミュレーションによるコイル温度上昇，磁界分布及び誘導電流分布評価 

はじめに，微小コイルにパルス幅 1 msパルス電流を 10 Hzの頻度で 1分間流した際の銅線の

温度上昇を Fig. 4-13に示す．コイル入力電流が 4.3 Aを超えると，銅線の耐熱温度である 130℃を

超えることが計算結果より明らかとなる． 

 
Fig. 4-13 (1) 式より導出したコイル入力電流値に対する銅線の温度上昇． 

 

次に，コンピュータシミュレーションによる磁界分布及び誘導電界分布の推定によりコイル径の

最適化を行なった．コイル径を 400 µm，600 µm，800 µm，900 µm，1 mm とした際の，コイルの交

点から最も近い微小通路内に見られる最大誘導電流密度を Fig. 4-14に示す．ただし，コイルの入

力電流はコイルの温度上昇が大きく見られない値である 0.69 Aとしている．さらに，コイルの重みに
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よるたわみにより培養底面からコイル底面までの距離は 1 mm としている．末梢神経刺激閾値とさ

れる 10 A/m
2 

[国際非電離放射線防護委員会 2010] を勘案すると，コイル径が 800 µm未満であ

る場合の最大誘導電流密度は刺激電流密度閾値を超えないことが示される．電流による発熱と，

コイル径を大きくすることによる刺激の空間分解能の低下を考慮して，システム内のコイル径は刺

激誘導電流密度に近い誘導電流を生じる条件である 900 µm と設定した． 

 

Fig. 4-14 コイル径による最大誘導電流密度．コイル電流 0.69 A，電流パルス幅 1 ms，電流の

立ち上がり時間 10 ns． 

 

次に，0 degの配置における磁界分布及び誘導電流分布を Fig. 4-15に示す．磁界強度は最大

で 150 μT程度，誘導電流は最大 12.3 A/m
2であることが示された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-15 0 degのコイル配置とした際の磁界分布（A）及び誘導電流分布（B）．コイル電流 0.69 

A，電流パルス幅 1 ms，電流の立ち上がり時間 10 ns． 

 

(B) (A) 
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4-3-2 マイクロ磁気刺激システムの形態的評価 

20 DIVにおける培養細胞の蛍光染色画像を Fig.4-16に示す．SCG神経細胞および ICG神経

細胞はAnti-B3T antibodyを使用することで染色を行なった．DAPIによる細胞核染色の結果から，

微小通路内のみならず，チャンバ底面とMEA基板表面間にまで細胞が侵入していることが確認さ

れたものの，SCG神経軸索は，微小通路内を伸長していることが確認された．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-16 微小通路内の SCG神経細胞の軸索 （20 DIV; Scale bar, 100 μm） 

 

4-3-3 磁気刺激における神経細胞の活動評価 

4-3-3-1 刺激頻度による神経細胞の活動変化 

本実験では，刺激頻度による神経軸索の興奮につき検討を行なうために，刺激頻度を変化させ

た場合における神経細胞の活動変化を評価した．神経細胞の活動評価は細胞外電位計測により

行なった．はじめに，磁気刺激に対する神経軸索の誘発応答を計測した．刺激頻度を0.1Hzとした

場合の神経軸索の電気活動をFig. 4-17に示す．刺激終了後において誘発応答が観測され，磁気

刺激により神経軸索が刺激されていることが分かる． 

 

 

 

 

 

 

B3T 

DAPI 
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Fig. 4-17 刺激頻度 0.1 Hzにおける SCG神経軸索の電気活動波形．刺激開始 10秒前から刺

激終了 20秒後までの活動波形を計測したデータである．刺激直後に誘発応答が観測された． 

 

次に，1 Hz，5 Hz，10 Hzの各条件での神経軸索の電気活動を Fig. 4-18に，刺激前後のスパ

イク数の時間遷移を Fig. 4-19に示す．10 Hzで刺激を行なった場合で，スパイク数の顕著な上昇

が見られた． 

50 μV 
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10 s 

0.1 Hz stimulation 
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Fig. 4-18 刺激前後での神経軸索の電気活動．刺激頻度1 Hz（A），5 Hz（B），10 Hz（C）の条件

における，刺激開始 2分前から刺激終了 2分後までの活動波形を計測したデータを示す． 

50 μV 

30 s 

50 μV 

10 s 

10 Hz stimulation 

(C) 
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Fig.4-19刺激前後の神経軸索の活動電位スパイク数の時間遷移．20 DIVに計測したデータより

作成した．n=3 samples． 



 

103 

 

4-3-3-2 微小コイルの配置による神経細胞の活動変化 

本実験では，神経軸索の走方向に対する誘導電流の向きによる神経軸索の興奮につき検討を

行なうために，微小コイルの向きを 0 deg及び 90 deg とした際の SCG神経細胞の活動評価を行な

った．神経細胞の活動評価手法として，細胞内 Ca
2+濃度計測と細胞外電位計測を行なった． 

最初に，微小コイルの向きを 0 deg及び 90 deg とした際の SCG神経細胞群の Ca
2+濃度変化を

Fig. 4-20，21に示す．結果，微小コイルの向きが 0 degの場合，刺激中に細胞内 Ca
2+濃度の変動

が見られたのに対し，90 degの場合，変動が見られなかった． 

 

 

Fig.4-20微小コイルの向きを 0 deg とした際の SCG神経細胞内 Ca
2+濃度変化．20 DIVに計測

したデータである．Scale bar, 100 µm． 
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Fig.4-21 微小コイルの向きを 90 deg とした際の SCG神経細胞内 Ca
2+濃度変化．20 DIVに計

測したデータである．Scale bar, 100 µm． 

 

さらに，微小コイルの向きを 0 deg及び 90 degとした際の神経軸索の活動電位スパイク数の変化

を Fig. 4-22に示す．Fig. 4-22内に示す結果は，各試料において磁気刺激前 5分間のスパイク数

の平均値を 1 として規格化を行なっている．微小コイルの向きが 0 deg の場合，活動電位スパイク

数の増加が認められた． 

以上の実験結果より，神経軸索走方向に対して垂直方向に誘導電流が流れた場合に神経軸索

が刺激されることが示された． 
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Fig.4-22 微小コイルの配置間でのスパイク数の時間遷移の比較．20 DIVに計測したデータより

作成した．n=3 samples． 

 

4-3-4 磁気刺激の空間分解能評価 

異なる微小通路を伸長する神経軸索の活動電位スパイク数の変化を Fig. 4-23に示す．刺激終

了後のスパイク数の増加率が，コイル交点から最も近い Electrode 1で最も増加率が高く，交点から

離れるにつれて増加率が低下する傾向が見られた． 

システム設計で行なったコンピュータシミュレーションの結果，誘導電流密度は Electrode 1上で

は 12.2 A/m
2，Electrode 2上では 11.7 A/m

2，Electrode 3上では 9.5 A/m
2であり，刺激閾値に相当

する 10 A/m
2の誘導電流密度は，Electrode 2‐Electrode 3 間の部位で見られることが推定された

（Fig. 4-15）．一方，実験における各電極上における神経軸索のスパイク数の増加率から，

Electrode 1及びElectrode 2上のSCG神経軸索は誘導電流により刺激され，Electrode 3上の SCG

神経軸索は誘導電流により刺激されていないと考えると，実験結果からも Electrode 2‐Electrode 3

間の部位で刺激閾値に相当する 10 A/m
2 の誘導電流密度が見られると推定できることから，実験

結果とシミュレーション結果で一致することが示された．刺激の空間分解能に関して，コイル交点か

ら Electrode 2上の微小通路までの距離である 375 μm と，コイル交点から Electrode 3上の微小通

路までの距離である 875 μmを考慮すると，刺激の空間分解能は 1 mmであることが示された． 
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(A) 

 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-23異なる微小通路を伸長する神経軸索間でのスパイク数の時間遷移の比較．20 DIVに

計測したデータより作成した．（A）：各微小電極より計測した刺激前後における神経軸索の活動電

位スパイク数．（B）：神経軸索の活動電位を計測した電極の位置関係．n=3 samples． 

 

 

Electrode 1 

Electrode 2 

Electrode 3 
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4-3-5 生体外からの自律神経刺激を想定したコンピュータシミュレーション 

刺激領域の長軸が神経束の直径である 4.5 mmと一致するための条件を Fig. 4-24に，導出した

条件の 1つである，コイル径 4 mm，10回巻き，電流 0.62 A としたときの誘導電流分布を Fig. 4-25

に示す．誘導電流密度は，刺激の標的部位－コイル間の距離に反比例するために，実験で設定

した 1 mmの条件と比べ誘導電流密度は 15分の 1に減衰する．そのため，900 μm径のコイルで

深さ 1.5cmの部位に閾値を超えた誘導電流密度を発生するには，実験で設定した電流の 15倍の

電流を流す必要があるが，温度上昇や許容電流を勘案すると，コイル電流には制限がある．誘導

電流密度はコイル径の 2乗に比例することを考えると，コイル電流を変えずに深さ 1.5cmの領域に

閾値を超えた誘導電流密度を発生させるには，コイル径を 4倍にする必要がある（Fig. 4-25）．

Fig.4-25の条件と，マイクロ磁気刺激システムによる実験条件間での誘導電流分布の比較を

Fig.4-26に示す．結果から，Fig.4-25の条件での空間分解能は 5 mmであり，実験条件における刺

激の標的部位－コイル間の距離が 1 mmの場合の空間分解能に比べ 5倍低下する．刺激の標的

部位－コイル間の距離が大きくなると，誘導電流分布の変化が緩やかとなり，局所的な刺激は困

難となることが示された．さらに，コイル巻き数に関しては，5回巻きと 10回巻き間で差が見られるが，

巻き数を多くするにつれて抵抗値も大きくなるため，条件間に差が見られなくなることが予想でき

る． 

 

 

 

Fig. 4-24刺激領域の長軸の長さが線維束の直径 4.5 mm と一致する条件．図中の曲線が神経

線維束に対して刺激を行なうための条件となる．コイル径や巻き数により，刺激条件が異なってくる

ことも分かる．   
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Fig. 4-25刺激領域の長軸の長さが線維束の直径 4.5 mm と一致する条件下で刺激を行なった

時の誘導電流分布（コイル径 4 mm，10回巻き，電流 0.62 A）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4-26 x=0 mmに沿った誘導電流分布．マイクロ磁気刺激システムによる実験条件（コイル径

900 µm，10回巻き，電流 0.69 A，刺激の標的部位－コイル間の距離 1 mm）と，Fig. 4-25の条件

（コイル径 4 mm，10回巻き，電流 0.62 A，刺激の標的部位－コイル間の距離 1.5cm）での空間分

解能を比較すると，Fig.4-25の条件では，実験条件と比べ空間分解能が 5倍低下する． 

[A/m2] 

：神経線維束境界 

：刺激領域境界 

：マイクロ磁気刺激システムによる実験条件 

 

：Fig. 4-25の条件 

 

：刺激閾値（10 A/m
2） 
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Fig. 4-25の条件での，刺激の標的部位－コイル間の距離と刺激領域の長軸の長さの関係を Fig. 

4-27 に示す．深部領域への磁気刺激を考慮した場合，刺激の標的部位よりも浅い部位で刺激閾

値以上の誘導電流密度が見られるため，距離が近い程，刺激領域が広範囲になることが示され

る． 

 

Fig. 4-27 Fig. 4-25（コイル径 4 mm，10回巻き，電流 0.62 A，刺激の標的部位－コイル間の距離

1.5cm）の条件における，刺激対象－コイル間の距離と刺激領域の長軸の長さの関係．深部領域

への磁気刺激を考慮した場合，刺激の標的部位よりも浅い部位で刺激閾値以上の誘導電流密度

が見られるため，距離が近い程，刺激領域が広範囲になる． 

 

4-4 考察 

4-4-1 磁気刺激頻度による神経細胞の活動変化 

結果より，磁気刺激終了後の電気活動スパイク数が 10 Hzで刺激を行なった際には増加する傾

向があり，1 Hz で刺激を行なった際には大きな変化が見られないことが示され，刺激終了後の電

気活動スパイク数の増加率が刺激周波数に依存する結果が示された．Lee らは，マウスの脳スライ

ス内の視床下核に対する微小コイルを使用した磁気刺激を行ない，刺激頻度に依存して神経細

胞の電気活動スパイク数が変化することを示した [Lee and Fried 2015]． 

刺激周波数を高くするにつれてコイルの温度が上昇するが，本実験では 10 Hz刺激時において

温度上昇 1℃以内という条件でコイル電流値を設定しているために，温度上昇によるスパイク数の

増加の可能性は低い．一方，印加される刺激の時間的加算を考慮すると，10 Hzの条件の方が刺

激の積算量が多くなるため，刺激の積算量と刺激効果に相関があることが示唆される．以上の相

関関係を明確にするために，1，5，10 Hz以外の刺激周波数による刺激効果を実験により検証する

必要がある． 
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4-4-2 微小コイルの配置による神経細胞の活動変化 

誘導電流を神経の走方向に対して垂直方向に印加する 0 degのコイル配置では刺激中の細胞

内 Ca
2+濃度の変動が見られるとともに，刺激終了後のスパイク数が増加する一方，誘導電流を神

経の走方向に対して平行方向に印加する 90 deg のコイル配置では刺激終了後の細胞内 Ca
2+濃

度の変動が見られず，刺激終了後の電気活動スパイク数が変動しない傾向が見られた．In vivo研

究による先行研究では，ヒトの大脳皮質に対する磁気刺激において，刺激コイルの配置を変化さ

せることで，腓腹筋で見られる誘発電位の振幅が変化することが示され [Rotem et al. 2014]，in 

vitro 研究では，ウサギの網膜組織 [Bonmassar et al. 2012]やマウスの脳スライス内の視床下核 

[Lee and Fried 2015]に対する磁気刺激においてコイルの配置を変化させた際に，神経細胞の誘

発応答数が変化することが示された． 

先行研究及び本研究の結果から，神経の走方向に対するコイルの配置は，磁気刺激の効率を

変化させる重要なパラメータであることが明らかとなった．本研究で構築したマイクロ磁気刺激シス

テムはコイルの配置による神経活動変化を評価することができるため，今後は，神経軸索の走方向

に対しコイルの配置を細かく変化させた際の神経細胞の活動変化を計測するとともに，コンピュー

タシミュレーションによる誘導電流分布の推定と併せて，最も効率よく刺激ができるコイル配置に関

する検討を行なう必要がある． 

 

4-4-3 微小コイルによる磁気刺激の空間分解能評価 

培養チャンバ内の異なる微小通路を伸長する神経軸索間で，刺激前後における電気活動の変

化を比較した結果，コイル交点から最も近い微小通路内を伸長する神経軸索のスパイク数の増加

率が最も高いことが示され，交点から離れるにつれてスパイク数の増加率が低下することが示され

た．  

マイクロ磁気システムによる実験とコンピュータシミュレーションによる理論的な手法により，神経

刺激閾値や刺激の空間分解能の推定を行なう点で有用であることが示された．さらに，応用として

コイルの形状や配置の最適化を行なう点でも有用であると考えられる． 

システム内における微小通路数が 8本と限られているために，微小通路間の間隔である 250 µm

毎の大まかな空間分解能の評価しか行なうことができない．正確な空間分解能の評価を行なうた

めに，微小通路数を増加するなどの工夫を行なう必要がある．  

 

4-4-4 生体外からの自律神経刺激の可能性 

生体外から自律神経線維束に対する磁気刺激を想定して，深さ 1.5cm を走行する迷走神経刺

激への局所的な磁気刺激の可能性をコンピュータシミュレーションにより検討した． 

誘導電流密度と刺激の空間分解能は，コイル径及びコイル－刺激部位間の距離に依存するこ

とが示された．深部組織に対する局所的な磁気刺激を行う際には，コンピュータシミュレーションに

よる刺激パラメータの最適化が重要な鍵となる．本実験では，生体モデルとして電気的性質が均一
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な導体を考慮したが，生体組織では形状が複雑で電気的性質が不均一である．電気的性質が異

なる境界面で電荷が蓄積して，その電荷により 2次的な誘導電流成分が生じることから，生体組織

内における誘導電流分布は複雑になることが考えられる[Miranda et al. 2003]．そのため，生体外

からの磁気刺激を考慮する際には，生体組織に近似したモデルによるシミュレーションを行なうこと

が必要となる． 

 

4-5 結論 

本章では，自律神経系に対する磁気刺激を想定し，高い空間分解能を実現する条件を求める

立場から，自律神経線維束を模擬して一方向に伸長させた神経軸索に対して微小コイルを配置，

局所的な刺激を行なうマイクロ磁気刺激システムについて，シミュレーションと実験を行なった．実

験により，神経軸索に対し垂直方向に誘導電流が流れるコイルの配置が効率的な刺激条件である

ことが示された．刺激の空間分解能は，コイル径 900 μm，距離が 1 mmの場合では 1 mmであるこ

とが示された．さらに生体外からの自律神経刺激の可能性につき検討し，局所的な刺激を実現す

る条件を導出した．迷走神経刺激を考慮し，距離が 1.5 cmの領域における空間分解能を評価した．

刺激閾値を超える誘導電流密度を発生させるには，コイル径を 4 mmにする必要があり，その時の

空間分解能は 5 mm となることから，深部領域における局所的な刺激は難しくなることが示された． 
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本章では，本論文の結論と展望についてまとめた． 



 

113 

 

5-1 結論 

本論文では，自律神経系の活動異常に起因する心房細動に焦点を当て，その発症メカニズム

解明と，非侵襲的な心房細動治療技術の確立を目指して必要な要素技術を開発，基礎的な知見

を得ることを目的として，以下の 3つの課題を設定した． 

(1) 自律神経細胞培養手法の確立と神経回路網としての活動観測 

(2) 交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素から構成される共培養システムの構築 

(3) 自律神経系に対する磁気刺激を想定したマイクロ磁気刺激の設計及び刺激条件の検討 

上記 3課題について得られた成果は以下の通りである． 

 

(1) 自律神経細胞培養手法の確立と神経回路網としての活動観測 

従来採取が技術的に困難とされ，心房表面組織から単離した細胞の 72時間の培養が報告され

るにとどまっていた副交感神経細胞につき，採取手技，単離プロセス，培養環境の改良により，こ

れまでの 4 倍以上の副交感神経細胞を含む培養系を 3 週間維持する技術を確立した．交感神経

細胞を含めて免疫組織化学染色を適用し，系に含まれる細胞種を同定した．培養系に維持した交

感神経細胞のうちの 95%以上がアドレナリン作動性を示し，また副交感神経細胞についても約

85%がコリン作動性を示すことが確かめられ，共培養系の構築に向けた要素技術であることが示さ

れた．  

これまで単一細胞記録にとどまっていた自律神経細胞につき，MEA を用いた細胞外電位計測，

蛍光イメージングによる細胞内 Ca
2+濃度計測を適用し，ネットワークとしての活動を観測した．交感

神経系，副交感神経系とも節後細胞のみからなる細胞集団が神経回路を形成しており，その自発

活動が発達段階に応じて変化することが明らかになった．またシナプス伝達に関与する受容体が

nAChRであることを示唆する結果を得た． 

 

(2) 交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素から構成される共培養システムの構築 

マイクロ加工技術の利用により MEA 基板上に 3 つの細胞培養区画を集積化したデバイスを設

計・製作し，交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3 要素からなる共培養システムを構築

した．心筋細胞の拍動時系列につき評価した結果，自律神経細胞群の自発活動に基づく心筋拍

動リズムの変動，交感神経細胞群に対する電気刺激に対応した心筋細胞拍動間隔の短縮，副交

感神経細胞群に対する電気刺激に対応した心筋細胞拍動間隔の延長が観測され，アンタゴニスト

投与によりこれら全ての変化がブロックされたことから，交感・副交感神経支配を受ける心筋細胞群

という in vitro系が構築されたことが確認できた． 

この系で交感神経細胞群に対して慢性電気刺激を印加，人為的に誘起した活動亢進状態に対

する心筋拍動リズムの経時変化を観測した．短時間の刺激と慢性刺激とで刺激終了後の心拍リズ
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ム回復傾向が異なり，また慢性刺激後には 60 分間の計測中に 30 秒程度の拍動間隔の急激な短

縮（頻脈状態）が見られたことから，自律神経系の変調に起因する心房細動発生メカニズムの解明

に向けて有効なモデルシステムであることが示された． 

 

(3) 自律神経系に対する磁気刺激を想定したマイクロ磁気刺激の設計及び刺激条件の検討 

自律神経系に対する磁気刺激を想定し，高い空間分解能を実現する条件を求める立場から，

自律神経線維束を模擬して一方向に伸長させた神経軸索に対して微小コイルを配置，局所的な

刺激を行なうマイクロ磁気刺激システムについて，モデル解析と実験を行なった．神経軸索に対し

垂直方向に誘導電流が流れるコイルの配置が効率的な刺激条件であることが示された．刺激の空

間分解能は，コイル径 900 μm，距離が 1 mmの場合では 1 mmであることが示された． 

さらに生体外からの自律神経刺激の可能性につき検討し，局所的な刺激を実現する条件を導

出した．迷走神経刺激を考慮し，距離が 1.5 cmの領域における空間分解能を評価した．刺激閾値

を超える誘導電流密度を発生させるには，コイル径を 4 mmにする必要があり，その時の空間分解

能は 5 mm となることから，深部領域における局所的な刺激は難しくなることが示された． 

 

以上から，自律神経系の活動異常に起因する心房細動の発症メカニズム解明に向けて必要な

要素技術を開発し，基礎的な知見を得るという研究目的が達成されたと結論する． 
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5-2 今後の展望 

交感神経細胞，副交感神経細胞，心筋細胞の 3要素から構成される共培養システムが構築され

たことから，今後はこれを利用して自律神経系の活動異常に起因する心房細動の発症メカニズム

解明を進めることが第 1の課題となる． 

今回，交感神経系の活動亢進状態を 1分間誘導した場合と 1時間維持した場合では初期状態

に復帰する時間経過が異なるという結果が得られた．この活動亢進状態をさらに長時間印加する

ことにより，最終的には不可逆な変化が誘導されることが想定され，これが永続性の心房細動に関

係すると考えられる．不可逆な変化が誘導される条件を明らかにし，その際に生じる細胞内代謝過

程，受容体などの変化，さらには組織としての器質的な変化につき理解することが心房細動発症メ

カニズム解明につながると考える．得られた知見は新たな薬理治療につながることも期待できる． 

自律神経系については現時点で未解明の事項が多い．今回の研究により，交感神経節，副交

感神経節ともに内部に神経回路を形成しており，可塑性も含めて情報処理機能を有すること，その

変化が心疾患につながる可能性を示唆するデータが得られた．自律神経系が構成する局所神経

経路の構造と役割，細胞種や伝達物質，受容体の全容解明に向けて基礎的な検討を続ける必要

がある． 

さらに長期的な課題として，ストレス応答の結果として生じる自律神経系の変調に焦点を当てた

研究，すなわち上位中枢を含めたモデル系の構築によるアプローチがあり得る．今回構築したシス

テムは自律神経の構成要素のうち節後細胞のみを扱っている．節後神経に入力を送る節前神経，

その動作を制御するさらに上位の中枢という階層構造からなるのが生体制御システムである．具体

的にはストレス反応において重要な役割を果たすとされる視床下部等を含めた in vitroモデルの構

築が想定できる． 

マイクロ磁気刺激系の利用による有効な神経刺激条件の検討に基づき，交感神経細胞，副交

感神経細胞，心筋細胞の 3 要素から構成される共培養システムにこれを適用した実験も可能にな

る．神経線維の配向に対してコイルの配置を最適化し，侵襲性を生じない範囲で有効な刺激効果

を生じかつ実用的な空間分解能を得る条件を明らかにし，これを適用した実験を行なうことにより，

磁気刺激による自律神経機能調節という新たな心疾患治療の可能性が開かれる．  

 

上記各項目の検討を通じて，日常生活におけるストレスや不規則な生活習慣を通した自律神経

活動の変調に起因する心疾患の発生機序解明，新たな治療手法開発に向けた研究の発展が期

待できる． 
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