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初代細胞製品（培養細胞）

初代ミクログリア培養キット（C57BL/6マウス）
【Primary Microglia Culture Kit (C57BL/6 mouse), Code No. MGC57】

本製品は研究目的にのみご使用になれます。

2018年 10月 15日改訂
I. 製品概要

ミクログリア（microglia 小膠細胞）は、脳脊髄中に存在する神経膠細胞の 1つであるが、他の
神経膠細胞は外胚葉由来に対しミクログリアは中胚葉由来と起源が異なっていると考えられてい

ます。

正常個体でのミクログリアは、胎生後期から出生直後までは球状の ameboid microgliaとして存
在し、死細胞の除去などの活発な貧食能を示すが、生後 2週間以降から分岐した形態（ramified form）
の resting microgliaが増加し、成熟個体の脳実質に豊富に存在するようになります。炎症や変性な
どの障害を受けた神経組織では reactive microglia が出現し、病変の修復に関与します。また、
Fcレセプター、補体レセプター、MHCの発現、インターロイキン 1の分泌を行い、中枢神経系の
免疫担当細胞としての役割を有する可能性が示唆されています。

本培養キットは、出生直後の脳から分離したミクログリア（ameboid microglia）で、形態・機
能の維持に最適な条件下である混合培養系（ミクログリア、アストロサイト・神経細胞・線維芽細

胞などが含まれた状態）で培養したフラスコと培地をセットにしております。混合培養系のため、

同じフラスコから数回ミクログリアを回収することが可能です。

ミクログリアの機能解明、アルツハイマー治療薬の開発、免疫反応実験などにご利用ください。

II. 使用前注意事項

本マニュアルを使用前に必ずご確認ください。

本製品はすべて【無菌操作】で実施して下さい。バイオセーフティーレベルは【レベル 1】です。
本製品の培養には付属の専用メディウムをご使用下さい。

III. 製品の保証について
製品は培養された状態で納品されます。到着後すぐに CO2インキュベーターに入れて培養を開始
してください。

製品は保存できません。到着後速やかに実験にご使用ください。

製品は到着時又は翌日に細胞の状態を確認して下さい。

専用メディウム及び試薬を用いてマニュアル通りに培養された場合のみ、製品到着後の生育不良

に関して保証いたします。当社、製品サポート（メール：primarycell@cosmobio.co.jp）までご連
絡下さい。

保証期限は【製品お受け取りから翌日まで】です。

また、増殖不良や分化不良に関しては、製品サポートまでお問い合わせ下さい。

メディウムや使用方法に変更を加えられた場合は、保証の対象になりませんのでご注意ください。
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IV. 製品構成
構成 容量 本数

ミクログリア（混合培養系） 75cm２フラスコ 2枚

ミクログリア培養用メディウム 250 mL 1本

※専用メディウムは単品販売もございます。詳しくはWeb(www.primarycell.com)
からご確認ください。

使用動物組織 ：C57BL/6マウス・0日～1日齢の脳
細胞採取日 ：XXXX年 XX月 XX日
発送日 ：XXXX年 XX月 XX日
Lot No. ：XXX-X-XXX

V. 培養用メディウムの主成分

品名 主成分

ミクログリア培養用メディウム D-MEM (high glucose)、血清、その他

VI. 操作方法
※本製品は【継代不可】です。

細胞培養－混合培養系での培養方法

本培養キットのフラスコは、細胞をシート状に培養した状態でお送りいたしております。製品がお

手元に届きましたら、細胞シートが剥がれていないかを位相差顕微鏡等で確認してください。

納品後 1～2週間は、混合培養系のフラスコからミクログリアが増殖および浮遊しますので、ミクロ
グリアを数回回収することが可能です。回収できる細胞数は、2ないし 3回目までは 1フラスコあた
り 4～6×105cells程度、それ以降回収できる細胞数は徐々に少なくなります。

1. 輸送時にフラスコ内を培養用メディウムで充填していますので、無菌的にフラスコから培養用

メディウムの残量を 10～12mLになるまで抜き取ってください。

2. 5％CO2存在下の37℃インキュベーターで2～4日間培地交換をせずに培養してください。通常、
この培養日数でミクログリアが浮遊してきます（図１参照）。

3. 細胞培養－ミクログリアの回収 に続く。
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図 1．細胞形態
A．混合培養系での細胞形態 B．混合培養系の強拡像。
矢印は浮遊しているミクログリアを示す。

細胞培養－ミクログリアの回収

【準備するもの】

・回転式シェイカー

注意：ミクログリアはプラスチックに接着しやすい為、使用するチップ、ピペットおよび遠沈管などは、

一度培地で内面を濡らしてから使用することをお勧めいたします。

1. ミクログリアが浮遊してきた状態のフラスコを用意してください。

2. キャップをきちんと閉めた後、室温で 30分～1時間シェーカー（50～150rpm※１）で振盪してくだ

さい。

※ １：回転数は使用機器によって異なりますが、回転数の目安として回転直径が 25mmでは 50rpm
前後、回転直径が大きいものは回転速度を遅くしてください。フラスコ内の培地が跳ねない程

度を目安にゆっくりと振盪させてください。

3. 振盪させたフラスコ内の上清を回収してください。さらにミクログリアの純度を高める場合は、ミ

クログリアの精製 をご覧ください。

※ 上清を回収したフラスコは、再度数日間培養することでミクログリアを回収することが可能と

なりますので、37℃に加温した培養用メディウムを新たに 10～12mL加えて数日間培養してく
ださい。

4. 4℃、200×gで 5分間遠心してください。

5. 上清を除去後、培養用メディウム 1～2mLを加えて沈殿した細胞を浮遊し、血球計算盤で細胞数を
カウントしてください。

6. 適切な細胞密度になるように播種して任意の実験系に供してください。

A B
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ミクログリアの精製

【準備するもの】

・浮遊細胞用 90mmディッシュ（イナ・オプティカ社製 Cat.No.I-90または同等品）
・滅菌済み PBS（-）
・回転式シェイカー

・セルスクレイパー、もしくは 1mM EDTA/ PBS（-）溶液

細胞培養－ミクログリアの回収の 1～3まで共通。

4. 回収した上清を浮遊細胞用ディッシュ 1～2 枚に播種し、5％CO2存在下の 37℃インキュベーター
で 30分～2時間培養してください。この培養時間は球状のミクログリアのみを培養面に接着させる
ように調整してください。長時間の培養では他の細胞も接着し始めますのでご注意ください。

5. 培養したディッシュから培地を除去後、PBS（-）で 2～3回洗浄し、未接着細胞を除去してくださ
い。

6. 付着したミクログリアをセルスクレイパー又は 1mLの 1mM EDTA溶液で剥離してください。

7. 培養用メディウムを 10mL添加し、剥離したミクログリアを遠沈管に回収後、4℃、200×gで 5分
間遠心してください。

8. 上清を除去後、培養用メディウム 1～2mLを加えて沈殿した細胞を浮遊し、血球計算盤で細胞数を
カウントしてください。

9. 適切な細胞密度になるように播種して任意の実験系に供してください。
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《本製品をご利用になられた文献、発表データ 》

本製品をご利用いただいて投稿された論文、学会発表パネルなどを送付いただきましたお客様

に粗品を進呈させていただきます。ご提供いただきました論文などは、WEB やカタログ、技
術資料を通じて多くの研究者の方への技術情報として利用させていただく場合がございます。

是非皆様のご協力をお願いいたします。

送付先：〒047-0261 北海道小樽市銭函 3丁目 513番 2
コスモ・バイオ株式会社 札幌事業部 あて郵送

または primarycell@cosmobio.co.jp あて PDFファイル送信
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