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Cardiac tissue in vivo has a structure that cardiomyocytes (CMs) and fibroblasts (Fibs) are regularly 

oriented, while sarcomere structure has been found via cardiac cell sheet obtained by dispersed culture, being 

expanded to multi-directional and making random contacts bonding to CMs and Fibs. Therefore, there is an 

issue that they show the different functions such as contractile force and electrophysiological property. In this 

study, we reconstructed cardiac tissue-like structure on a substrate with agarose microchamber, where Fib 

network is localized between two linear CM networks, and conducted membrane potential measurement using 

multi electrode array system. Electrical characteristic of this cell community were evaluated in terms of 

inter-spike interval which is the time between subsequent action potentials of Na+ influx, Coefficient Variation 

to evaluate beating stability, and conduction velocity as a new index of preclinical assay. As a result, the cell 

community of reconstructed cell structure resembled to cardiac tissue showed the most stable beating. 

Likewise, the result was achieved with the largest number of conduction velocity along the longitudinal axis of 

CMs pacemaker. 
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1. 緒言 

心臓内部では筋原線維が一定の方向に走向することで

細胞全体の収縮方向が決定され、その収縮する方向に沿

って心筋細胞が互いに接着している。これらの心筋細胞

はギャップジャンクションを介して結合しており、電気

的な興奮が伝搬することで心臓が収縮する。したがって

心筋細胞同士が接着して形成する心筋繊維には配向性が

存在する 1, 2)。また、実際の心臓に含まれる心筋細胞は全

体の 30～40%であり、これらの心筋細胞は残り 60～70%

を占める線維芽細胞や内皮細胞と相互作用をしながら心

臓を絶えず維持・修復している 3)。したがって、心臓の機

能を理解するために心筋細胞と線維芽細胞の相互作用を

理解することが重要である。薬剤スクリーニングにおい

て、分散培養された心筋組織を用いるよりも、実際の心

筋細胞の配列を再現した組織を用いる方が迅速かつ正確

な非臨床試験に貢献できると考えられる。 

本研究では、アガロースマイクロチャンバー（AMC）

を用いて、実際の心臓と類似した構造をとるようにそれ

ぞれの細胞の培養エリアや配向性をコントロールした擬

似心臓モデルを再構成した。さらに、Multi Electrode Array

（MEA）システムを用いて再構成した細胞集団の機能の評

価を行った。 

2. 実験方法 

(1) 1 細胞レベルの擬似心臓モデルの再構成および蛍光染

色 

コラーゲン溶液およびアガロースゲルをコートしたデ

ィッシュに赤外線レーザーを使用して 3列のAMCを作製

した。マイクロピペットを用いて上下の 2 列には心筋細

胞（Fig. 1A）を、中央の列には線維芽細胞（Fig. 1B）を 1

細胞レベルで配置した。3 日間培養した後（Fig. 1C）、ア

クチンと核を蛍光染色し構造を観察した（Fig. 1D）。 

 

Figure 1 1 細胞レベルで再構成した擬似心臓モデルの

位相差顕微鏡観察（A）～（C）および蛍光顕微鏡観察（D） 

心筋細胞を両端の AMCに配置（A）したあと線維芽細胞

を中央に配置（B）した。3 日培養した細胞コミュニティ

（C）のアクチンを緑で、核を青で染色（D）し、構造を

観察した。Scale bar=100 µm 

 

(2) MEDプローブ上に再構成した擬似心臓モデルの細胞



外電位測定および評価 

コラーゲン溶液およびアガロースゲルをコートした

MEDプローブに赤外線レーザーを使用して心筋細胞を培

養するための AMC を 2 列作製し、心筋細胞を播種した。

心筋細胞がチャンバー内に接着したことを確認して洗浄

を行った。さらに、2 列の心筋細胞集団の中央に線維芽細

胞用の AMC を追加で作製し、線維芽細胞を播種した。心

筋細胞ネットワークのみの状態（Fig. 2A）と 2 本の心筋

細胞集団が独立して拍動している状態（Fig. 2B）、中央

の線維芽細胞が 2 本の心筋細胞集団と接続し 1 つの細胞

集団として拍動している状態（Fig. 2C）の細胞外電位測

定をそれぞれ行った。Na+ピークの時間に着目し、ISI、

CV、伝導速度の 3 つの観点からこれらの細胞集団の機能

を評価した。 

 

 

Figure 2 MED プローブ上の擬似心臓モデルの位相差顕

微鏡画像 

Day2 で 2 本の心筋細胞ネットワーク（A）を形成し、中

央にAMCの追加加工を行い線維芽細胞を播種した。Day3

で 2 本の心筋細胞ネットワークが独立して自律拍動し中

央に線維芽細胞ネットワークが形成（B）、Day4 で線維

芽細胞が増殖し 1 つの細胞コミュニティとなる様子が観

察できた（C）。Scale bar=150 µm 

 

3. 結果と考察 

(1) 拍動ペースおよび拍動リズムのゆらぎ  

2 つの Na+ピークの間隔を示す ISI はすべてのグルー

プにおいて統計的有意差がみられなかった（Fig. 3A）が、

拍動リズムのゆらぎを示す CV は実際の心臓に最も近い

構造をとる Day4 の細胞集団が最も低く、安定した拍動

を示すことが分かった（Fig. 3B）。ゆえに線維芽細胞に

は心筋細胞の安定した拍動に何らかの影響を与えている

ことが示唆された。 

 

Figure 3 細胞コミュニティの状態と ISI、CVの比較 

（A）ISI の比較。すべてのグループにおいて統計的有意

差は認められなかった。 

（B）CV の比較。Day3 で拍動の安定性が乱れ、Day4 で

最も安定した拍動を示した。**p<0.005 

(2) 伝導速度 

さらに、Day3 と Day4 の細胞集団の伝導速度を比較し

たところ Day4 の細胞集団の伝導速度の方が大きいこと

が分かった（Fig. 4A）。また Day4 の細胞集団についてさ

らに詳しく評価し、細胞種と伝搬方向の観点で調べたと

ころ、ペースメーカー細胞を含む心筋細胞集団の伝導速

度は線維芽細胞集団および追随する心筋細胞集団に比べ

て速かった。また、縦方向の伝搬（心筋細胞集団から線

維芽細胞集団への伝導）は横方向（同じ種類の細胞同士

の伝導）よりも伝導速度が遅かった（Fig. 4B）。これら

の結果から、電気信号は細胞の長軸方向に沿って最も効

率よく伝搬すると考えられる。 

 

Figure 4 細胞コミュニティの状態および細胞タイプ、伝

導方向と伝導速度の関係 

（A）2 本の心筋細胞ネットワークが独立して拍動してい

るモデル（Day 3）と擬似心臓モデル（Day 4）の比較。

**p<0.005 

（B）擬似心臓モデルにおける詳しい伝導速度解析。ペー

スメーカー側の心筋細胞エリア（PCM）、線維芽細胞エ

リア（Fib）、追随する側の心筋細胞エリア（TCM）、縦

方向（Vertical）の伝導を比較した。*p<0.01, ***p<0.001 

 

4. 結言 

本研究により、実際の心臓に最も近い構造をとる細胞

集団が最も安定した拍動を示すことが分かった。また、

擬似心臓モデルにおける伝導経路およびその伝導速度を

調べることにより、細胞の長軸方向に沿った経路やペー

スメーカー領域をもつ心筋細胞ネットワークの経路にお

いて伝導速度が速くなることが示唆された。 
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