
はじめに：この実習の到達目標

この実習の目標は，モルモット心室筋細胞の内

向き整流性Kチャネルのシングルチャネル記録

をパッチクランプ法（cell-attachedモード）で行

い，以下の点を学生に理解させることにある．

（1）平衡電位（ネルンストの式）

（2）細胞の静止膜電位

（3）チャネルのコンダクタンス

（4）チャネルの開確率とその電位依存性

（5）電位依存性チャネルを通しての細胞全体で

の電流とその電位依存性

＊このチャネルは開閉が比較的ゆっくり起こる

ので，学生が記録紙上で電流値や開時間等を測定

することができる．

実際に，慶應義塾大学医学部生理学教室で行っ

た実習（1992-2002）では，4日間の日程で，10-

15人の学生に対して指導者2名が担当し，実験お

よびレポート作成，ディスカッションまでを学生

に行わせた．

なお，全細胞記録法，穿孔パッチクランプ法，

電流固定法によるパッチクランプ実習の方法につ

いては，他の文献・教育講座に譲ることとしたい．

実習の日程

おおむね以下のような日程（4日間）を組んで

実習を行った．

第1日目 午前：実習のガイダンス，イオンチ

ャネルについて概説

午後：溶液の作製，データ記録法と

解析法について概説

第2日目 午前：標本作製（心室筋細胞単離）

午後：実験

第3日目 午前：標本作製（心室筋細胞単離）

午後：実験およびデータ整理

第4日目 午前：データ整理およびディスカッ

ション

午後：ディスカッションおよびレポ

ート作成

実習の準備

（1）モルモット，オス 350-400 g

（2）ランゲンドルフ型灌流装置：心筋細胞単離

用の灌流セットアップを指導者が自作した（図1

を参照）

（3）心室筋細胞単離用の溶液

（4）コラゲナーゼ溶液（Worthington type-II

collagenase 100 mg/175 ml Ca-free Tyrode溶液）

（5）パッチクランプ記録用の溶液

心室筋細胞の単離

モルモット心臓からの心室筋細胞の単離は以下

の方法で指導者が行った．なお，動物実験に際し

ては，学生に動物実験の意義と動物の尊厳を理解

させた上で，全ての手技を日本生理学会の動物実
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験指針に従って行った．

図1のようなランゲンドルフ型灌流装置を用意

する．

（1）以下の溶液を用意し，37℃の保温槽で保温

しておく（100％O2で飽和）．

瓶（A）100 ml，Tyrode溶液に，CaCl2 1.8

mMを加えた溶液

瓶（B）100 ml，Ca-free Tyrode溶液

瓶（C）175 ml，コラゲナーゼ溶液

（2）その他に，20 ml，Ca-free Tyrode溶液を

灌流系のシリンジ（A）にいれておく．また，100

ml程度のCa-free Tyrode溶液を氷で冷やしてお

いておくとよい（手術用）．

（3）灌流系に溶液を一度灌流させてみて，空気

がはいっていないことを確認する．

（4）モルモット心臓の摘出

モルモットの腹腔にネンブタール（50 mg/kg）

を注射し麻酔する．

下腹部から喉に至るまでの正中の皮膚を切開す

る．胸部は皮膚を完全にあけ，胸郭が見えるよう

にしておく．

次に，腹部の腹壁を切開し，腹腔内に進入する．

右側腹部に切開をいれ，臓器を展開し，下大静脈

を探す．下大静脈からヘパリン（0.1 ml）を静脈

注射する．

次に，胸腔の左右の縁から肋骨を切っていく
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表　１

（mM）K-B 溶液（mM）Ca-free Tyrode 溶液

70K-Gluconate143NaCl

30KCl  4KCl

15Taurine  0.33NaH2PO4
10KH2PO4  0.5MgCl2
 0.5MgCl2  5HEPES

 5HEPES  5.5Glucose

60GlucosepH 7.4 adjusted with NaOH

 0.5EGTA

pH7.4 adjusted with KOH

表　２

（mM）電極内液（mM）細胞外液

145KCl140NaCl

  1.8CaCl2 10.8KCl

  1MgCl2  1.8CaCl2
 10Glucose  1MgCl2
  5HEPES 10Glucose

pH 7.4 adjusted with KOH  5HEPES

pH 7.4 adjusted with NaOH

図1．ランゲンドルフ型灌流装置




