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概要

ラット心臓の初代培養法において観測された、非常に遅い時間スケールで
起こるクラスター及びネットワーク構造の形成過程について紹介する。 系は
自律的に拍動する心筋細胞と、拍動せずに動き回り分裂を行う細胞種 (主に
繊維芽細胞や血管内皮細胞など) から成り、 この培養系を顕微鏡下長時問観
察したところ、約 1 週聞程度の時間スケールにおいて特徴的なクラスター構
造を形成することが見いだされた。 拍動を阻害する薬剤の効果などを検証し
た結果、 このクラスター形成は心筋細胞の拍動によりお互いが引き合って進
行するものと考えられる。本稿ではこの実験の詳細を述べ、現在考えられて
いるメカニズムを紹介する。

1 はじめに
生物の心臓は規則的に収縮を繰り返す心筋細胞から構成されている。心臓

内では心筋細胞は規則正しく配列され、 そのために個々の細胞の収縮によっ
て心臓全体が正しく収縮し、全身に血流を送るポンプとしての機能を果たし
ている。 これまでにも心筋細胞の収縮運動については、医学・生理学、薬学、
生化学、 また生物物理学など様々な分野にまたがった研究がなされ、その収
縮機構については分子レベルから組織、器官のレベルまで非常に多くの事が
分かってきている。 また近年では非線形動力学の考え方が応用され、 自発的
に収縮する細胞同士がいかにしてお互いの同期をとり、全体として秩序ある
収縮運動をすることができるか、 またいかにして病的な状態においてそれが
乱されるか、 という研究も進んできている [1]。高等生物の器官のなかで最も
よく理解されているものの一つに数えても良いであろう。
これまでに上記のような物理学的立場からこれまでに行われた研究では、

「細胞同士の結合状態が与えられたとき、 どのような収縮パターンが実現する
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か」 という (電気生理学的な) 問題にもっぱら重点が置かれていた。 これは
結合振動子等の非線形動力学の応用問題として扱えることから、既に多くの
研究が行われている $[2, 3, 4, 5]_{\text{。}}$ しかしながら実際の生体においては、心臓
の形状や細胞間の結合の仕方などはあらかじめ与えられたものではなく、 生
物がその発生の過程で自ら獲得したものである。つまり 「自発的に拍動する
心筋細胞の集団において、 その結合状態はどのように時間発展するか」 とい

う逆の観点は生物学的に非常に重要であり、 また物理の問題として見た場合
にも新しい側面を含んでいると言える。
このような問題を考えるためには、心筋細胞の拍動の時間スケールよりも

ずっと遅い時間スケールにおいて、 細胞間ネットワークの状態がどのように
して時圏発展するか、 またその遅いダイナミクスは速い時間スケールの運動
である収縮運動とどのように関係しているか、 という点に着目して実験を行
う必要がある。 そこで我々は心臓のモデルとして、 より簡単な培養細胞系を
採る。培養細胞系は擬 2次元の系であるため、 3次元的な実際の心臓の形状
と直接対応づけることは難しい反面、実験操作や解析、 また理論との対応は
より容易になるという利点があるので、培養細胞系で何が起こりうるかを詳
しく調べることには意味があると考える。
本論文では、心筋細胞の培養系において見られる、特徴的なクラスターや

ネットワーク構造の形成について述べる。心筋細胞を繊維芽細胞などの他の
細胞と共に培養した場合、心筋細胞同士が凝集してクラスターを形成するこ
とが見いだされた。 またクラスター化の原因を調べるために、 拍動阻害剤と
して知られる 2, 3-butanedione monoxime (BDM) [6] 存在下で細胞を培養し
た。 その結果、心筋細胞の収縮が阻害された条件下ではクラスター形成も起
こらなかった。 このことから心筋細胞がその収縮によってお互い引き合う効果
が重要であると推測できる。更にクラスター形成現象を画像解析によって定
量的に調べた。 また、 クラスター化の途中で過渡的に形成されるネットワー
ク状構造と、高分子などのソフトマテリアルの分野で知られる粘弾性相分離
現象との関連についても議論する。

2 実験系について
初代培養系 Matoba et al. [7] と同様の方法によって、細胞培養系を用意
した。 生後 1 日齢のWister rat より心臓を単離し、 collagenase にて消化した
後、遠心分離によって細胞を回収した。Matoba et al. に従って、細胞懸濁液
を lOcm培養皿に移し、 $\mathrm{C}\mathrm{O}_{2}$ インキュベータ $(3 7^{\text{。}}\mathrm{C}_{\text{、}} 5\% \mathrm{C}\mathrm{O}_{2})$ で 60 $\min$ イ

ンキュベートした後、 上清を回収した。
細胞は計数された後、 目的の濃度になるように調整され、 コラーゲンで

コートされたプラスチックシャーレ及びガラスボトムディッシュに播種され
た。培養ディッシュは前述と同じ条件にてインキュベートされた。最初の 24 hr
は培地として、Plating Medium (10% ウシ胎児血清と、 0.1 $\mathrm{m}\mathrm{M}5- \mathrm{B}\mathrm{r}\mathrm{o}\mathrm{m}\mathrm{o}- 2^{7}-$

deoxyuridine を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium) を用い、 その後
Exchanging Medium (10% ウシ新生児血清と、0.1 $\mathrm{m}\mathrm{M}$ BrdU を含むModified
Eagle’s Medium) に交換した。

観察 培養系の time-lapse観察のために、顕微鏡用培養ステージ (Tokai Hit,
IN-0NI-F2) を使用し、 サンプルを 37 $\text{。}\mathrm{C}_{\text{、}}$ 5% $\mathrm{C}\mathrm{O}_{2}\text{、}$ 飽和湿度の条件に保っ
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た。 ステージは倒立顕微鏡 (Olympus, IX-70) にマウントされ、 1Ox 対物レン
ズにてサンプルを観察した。画像の取得には Digital Charge-Coupled-Device
(CCD) Camera (Hamamatsu) を用い、 画像取得ソフトウェア (Hamamatsu,
AquaCosmos) にて制御した。

time-lapse観察以外では、サンプルは室温 $(2 5^{\text{。}}\mathrm{C})_{\text{、}}$ 大気中において、 $4\mathrm{x}$

対物レンズを用いて観察した。画像の取得には CCD カメラ (WATEC) を用
い、 画像は Digital Video Tape に録画された後、画像解析ソフト (Image J)
を用いて解析された。
また細胞の核を可視化するためには蛍光色素 Hoechst 33342 を用いた。培

養ディッシュは観察前に、 $0.1\mu \mathrm{g}/\mathrm{m}\mathrm{L}$ の Hoechst 33342 を含む培地で 30 $\min$

インキュベートした後、 蛍光色素を含まない培地に交換され、室温・大気中
の蛍光顕微鏡によって観察された。画像は ICCD camera (Hamamatsu) を用
いて取得し、 記録・解析された。

画豫解析 画像解析はソフトウェアとして Image $\mathrm{J}$ を用いて行われた。蛍光
色素によって細胞核を可視化した蛍光画像において、 まず low cut 且 lter に

よって照明の非一様性を補正した後、適当な閾値で画像の二値化を行った。得
られた二値画像は細胞核が輝点として分布したものになるが、細胞がクラス
ター化している部分ではある程度の大きさを持った塊となる。 したがってこ

の二値化画像における輝点の大きさの分布を計測し、 クラスターの大きさの

目安とした。

実験プロトコル time-lapse 観察は細胞を $4.2$ } $\langle$ $10^{2}\mathrm{c}\mathrm{e}11\mathrm{s}/\mathrm{m}\mathrm{m}^{2}$ の細胞密度
にて播種後、 $24\mathrm{h}\mathrm{r}$ Plating Medium にてインキュベートし、 その後培地を

Exchanging Medium に交換した後、開始した。画像の取得は 3 分毎に 1 週
間続けられ、 その間培地の交換は行わなかった。収縮運動の効果を見るため
に、 同じく 42 $\rangle \mathrm{e}10^{2}\mathrm{c}\mathrm{e}1\mathrm{k}/\mathrm{m}\mathrm{m}^{2}$ の細胞密度にて播種後 $24\mathrm{h}\mathrm{r}$ Plating Medium
にてインキュベートし、 2, 3-butanedione monoxime(BDM) を $\mathrm{O}\mathrm{m}\mathrm{M},$

$5\mathrm{m}\mathrm{M}$ ,

lOmM, $15\mathrm{m}\mathrm{M}$ それぞれ含む Exchanging Medium に交換し、その後 $24\mathrm{h}\mathrm{r}$ 毎に

インキュベータからサンプルを取り出し観察を行った。 またクラスター化の定
量化のためには、細胞をそれぞれ $3.2_{?}4.2,5.3,6.3,7.4,8.4\mathrm{x}10^{2}\mathrm{c}\mathrm{e}11\mathrm{s}/\mathrm{m}\mathrm{m}^{2}$

の細胞密度にて播種後、 $24\mathrm{h}\mathrm{r}$ Plating Medium にてインキュベートし、 その
後 BDM をそれぞれ 0, 5, 10, 15 $\mathrm{m}\mathrm{M}$ ずつ含む Exchanging Medium に交換し

てインキュベートを続けた。培養 5 日目に前述の方法により核染色し、蛍光
顕微鏡にて細胞の分布を観察した。

3 結果

3.1 クラスター化

Fig. 1 に播種 1 日後から 6 日目までにかけて time-lapse観察した細胞の
様子を示す。播種 1 日後の時点ではまだすべての細胞が基盤に接着しておら
ず、 $34\mathrm{h}\mathrm{r}$ 辺りにかけて、基盤に接着する細胞の数が増加しているが、細胞の
分布はほぼ一様である。 しかしその後徐々に細胞同士が寄り集まってクラス
ターを形成し $(44- 64 \mathrm{h}\mathrm{r})_{\text{、}}3$ 日目辺りには、 クラスター同士が互いにつなが
りあったネットワーク状のパターンが形成される $(74- 94 \mathrm{h}\mathrm{r})_{\text{。}}$ しかしその後
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もクラスターの凝集が続くために、 クラスター間の連結が切れてしまい、最
終的に丸い形状をしたクラスター群に分解する (124-154hr)。実時問で系を
観察すると、培養初期では約一割の細胞が自発的に拍動している事が分かっ
た。 この段階ではそれぞれの細胞の周期的収縮の周波数や位相はまちまちで
あり、 ランダムである。培養中期 $(44- 94 \mathrm{h}\mathrm{r})$ あたりになると、 クラスター

様構造をなす細胞達が主に拍動している。更に培養の後期段階 (104 $\mathrm{h}\mathrm{r}$ から)
では、発達したクラスターの部分でのみ拍動が認められた。 この撲階では特
に全てのクラスターにおいて拍動が同期している。 またクラスターの外部に
も細胞が存在しているが、 これらの細胞は拍動していなかった。 これらの細
胞は様々な方向へと活発に動き回っており、 また分裂していることも確認さ
れた。 これらのことから、 クラスター外部に残っているこれらの細胞は心筋
細胞ではなく、繊維芽細胞や血管内皮細胞などであると考えられる。

3.2 収縮の効果

Fig, 1 において、 クラスターが凝集していく方向は、 クラスターが拍動に
よって収縮する方向とほぼ対応していることが分かった。 このことから、 ク

ラスター化には細胞の拍動が重要な寄与をしていると考えられる。 この考え

を裏付けるために、拍動阻害剤として知られている BDM存在下で細胞を培
養し、 クラスター形成への影響を見た。BDM は筋繊維においてアクトミオシ
ン系の相互作用を遮断することによって、筋繊維の収縮を阻害することが知
られている $[6]_{\text{。}}$ Fujita らは筋原繊維の張力が BDM濃度と共にほぼ線形に減
少することを報告している $[\mathrm{S}]_{\text{。}}$ 我々の実験系においても、BDM は心筋細胞
の拍動を阻害することが確認された。 Fig. 2 には BDM存在下で培養した細
胞系で、培養 2 日目において自発的に拍動している細胞の割合を計数した結
果を示す。 図より、 BDM が存在しない条件下では 10 %前後の細胞が自発的
に収縮しているが、BDM の量が増すにつれてその割合が大きく低下するこ
とが見て取れる。 Fig. 3 には BDM 存在下で培養した細胞の 6 日目の様子を
示す。図から見て取れる様に、BDMがない場合にはクラスターの形成が見ら
れるのに対し、 10 $\mathrm{m}\mathrm{M}$ 以上の BDM存在下ではクラスター化はほとんど見ら
れなかった。
高濃度の BDM存在下では死んでしまう細胞がやや増える傾向が見られた

ため、BDM によるクラスター化の阻害は、心筋細胞が死んでしまうために起
こっているという可能性も考えられる。 これを排除するために、 BDM 存在
下で培養したサンプルから、 8 日目に BDM を wash out した。 BDM による

収縮の阻害は wash out に対して可逆的であることがすでに報告されているが
$[6]_{\text{、}}$ ここでも wash out後のサンプルにおいて、 BDM が存在していた量によ
らず、拍動が再開することが確認された。 また、 BDM存在下において心筋細
胞の拍動が停止してしまった条件下においても、 繊維芽細胞などの自走性の
細胞はなお動き回っていることが確認された。

3.3 定量化

以上にみたクラスター形成現象を定量化するため、細胞の撒き込み密度と
培地に加える BDM の濃度を系統的に変えて実験を行った。 Fig. 4 には、 形
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図 1: ラット心臓細胞の初代培養系におけるクラスター形成過程。培養開始からの
各時刻における、培養系の透過光顕微鏡像を示す。右下はスケールバ一 $\text{。}$
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図 2: BDM存在下で培養 2 日目において、 自発的に拍動運動している細胞の個数
比率。横軸には培地に加えた BDM の濃度、縦軸は全細胞のうち自発的に収縮し
ている細胞の個数比を示す。 エラーバーは標準偏差を示す。

成された特徴的なクラスターの大きさが、細胞密度と BDM 濃度に戴してプ
ロットされている。 この図から分かるように、細胞の撒き込み密度が高いほ
ど、 形成されるクラスターが大きいと言える。 また培地に加える BDM の量

が $5\mathrm{m}\mathrm{M}$ 以下であれぼある程度の大きさのクラスターが形成されるのに対し、
lOmM 以上の BDM 濃度では細胞密度によらず、 クラスターの形成は殆ど見
られなかった。

4 議論
実験結果のまとめ ここで見られたクラスター形成の現象について、実験
結果をもう一度整理しておく。 まず、 クラスターは収縮を繰り返したくさん
の心筋細胞が含まれている事が分かるのに魁して、 クラスターの外部にいる
細胞は収縮運動はせず、 また活発に動き回っていることから繊維芽細胞など
の自走性の細胞であると推察される。つまりこの現象は初期に比較的一様に
分布していた心筋細胞がクラスターを形成し、凝集していく過程であると考
えられる。 ただし自走性の細胞達はクラスターから完全に排斥されてしまっ
たわけではなく、 心筋のクラスター形成に伴って一緒に取り込まれているよ
うである。
心筋細胞の拍動を阻害するとクラスターの形成が見られなくなったことか

ら、 分離が起こるメカニズムとして、心筋細胞の拍動による張力を考えるこ
とができる。 心筋細胞はその内部に sarcomere構造を持ち、 アクトミオシン
の相互作用によって収縮力を生み出している。二つの心筋細胞が結合して拍
動する際に、 お互い強く引き合うことによって両者の間に実効的な引力が発
生し、 これが心筋細胞同士の凝縮を駆動していると考えられる。
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図 3: BDM存在下で培養 5 日目における、細胞の様子。各濃度における透過光顕
微鏡像を示す。 BDM濃度はそれぞれ、 a) $\mathrm{O}\mathrm{m}\mathrm{M},$

$\mathrm{b}$ ) $5\mathrm{m}\mathrm{M}\backslash \mathrm{c}$ )
$’$

lOmM, d) 15mM。右

下はスケールバー $\text{。}$
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図 4: 各培養条件において、 5 日目に形成されたクラスターの平均サイズ。 a) 培

養初期の細胞密度を一定にして、BDM の濃度を変えた場合。各マーカーは異なる
細胞密度に対応する。 b) 培地に加える BDM濃度を–定にして、初期の細胞密度

を変えた場合。 各種のマーカーは異なる BDM濃度に対応する。
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ところで Fig. 2 に見られるように、BDM非存在下においても培養初期で
は自発的に拍動する細胞の比率は一割程度と低い。 これらの細胞は心室内に
存在していたペースメーカー細胞であると考えられる。一方培養の後期にお
いては、 クラスターに含まれる非常に多数の細胞が拍動している。 つまりク
ラスター化の進行に伴って、 非自励的な心筋細胞たちがペースメーカー細胞
との結合を獲得し、振動するようになったと考えられる。 この意味で今回見
られたクラスター化現象は、個々の細胞の収縮運動と、系全体のマクロな構
造形成とが互いにフィードバックする事によって起こる現象であると言える。

粘弾性相分離とのアナロジー 今回の実験においては Fig. 1 のように、分
離の途中段階において特徴的なネットワーク構造が見られたが、 この構造は
高分子などの相分離過程で見られる粘弾性相分離現象で見られる過渡的ネッ
トワーク構造に非常によく似ている [9]。移動度が大きく異なる二種類の液体
の相分離過程においては、過渡的に特徴的なネットワーク構造が見られるこ
とが知られており、粘弾性相分離現象と呼ばれている。高分子の粘弾性相分
離現象は、二種類の液体の動的特性が大きく違うために、緩和の遅い成分に
大きな stress がかかり、過渡的なネットワーク構造が形成される、 と説明さ
れている。
本研究で扱っている系においても以下のような点に注目すると、上記のよ

うな粘弾性相分離が起こる条件を満たしていることが分かる。今の系は、 収
縮に伴って凝集していく心筋細胞と、分裂して数を増やしていく繊維芽細胞
などの細胞から構成されている。心筋細胞は収縮運動はするものの自走性は
ないが、 他方、繊維芽細胞などは自走性を持ち、 クラスター形成がおこる時
聞スケールに比べると非常に早く動き回る。細胞の運動はエネルギー消費を
伴って起こるので、通常の相分離過程で扱われているような熱運動ではない
が、 細胞内でのエネルギー消費を伴った生化学的なプロセスにおける短い時
間スケールと、相分離の起こる非常に長い時間スケールとの中聞に観測の時
間スケールがあることから、 これらの細胞の運動をある一定の温度でおこる
熱運動に対応させる事ができる。すると、心筋細胞は遅い緩和を持つ成分、繊
維芽細胞は速い緩和を持つ成分であると解釈でき、遅い成分に強い引力がか
かり、 ネットワーク構造が形成されることになり、上述した粘弾性相分離の
モデルで解釈することが可能になると考えられる。ただし、高分子の相分離
のように保存系でおこる相分離過程と、今の系のように増殖して増える成分
を持つ、非保存系での分離過程は本質的に異なる側面も有していると考えら
れ、 今後の課題である。

5 結論および今後の課題
本論文では、 ラット心臓の初代培養系において観測された、細胞のクラス

ター形成について述べた。 ここで述べた実験から、培養系に含まれる心筋細
胞がその拍動によってお互いの問に張力を生み出し、 寄り集まることによっ
てクラスター形成が起こるというメカニズムが結論された。 また培養初期に
は心筋細胞の拍動はランダムであったが、 クラスターの形成に伴って次第に
全体的に同期した拍動が見られるようになった。 これらのことから、 ここで
見られたクラスター形成現象においては、個々の細胞の拍動という速いダイ
ナミクスによって、 より遅い時聞スケールにおいて細胞の分布と結合状態の
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変化が駆動され、 またそれにつれて心筋細胞間の結合が増えて、 細胞の拍動
という速いダイナミクスが影響を受ける.$\text{、}$

というフィードバックの効果が見
られた。
今回は細胞種を生化学的に特定することが出来ていなかったが、今後の課

題として、 タンパク質の発現分布などからクラスター構造における細胞の分
布をより詳しく測定する必要がある。 また今回はクラスター形成についての
非常に遅い時間スケールに主に着目していたが、心筋細胞の拍動ダイナミク
スをより定量的に測定し、 クラスター形成と拍動ダイナミクスの変化につい
て調べることも興味深い問題である。
また、 拍動によって細胞の分布が影響を受けるであろうという考え方は、

今回調べた培養系だけに限らず適用できるものと期待される。特に実際の発
生過程の問題として、心臓の形成に対して心筋細胞の拍動そのものが与える
効果を調べることは非常に興味深い。生物の発生のメカニズムを明らかにす
るうえで、 ここで述べたような非線形力学系の考え方は今後もその重要性を
増していくものと予想される。
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