
神戸大学・保健学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

挑戦的萌芽研究

2018～2016

超音波照射による筋肥大・萎縮抑制を促す機能性栄養素の筋内運搬システムの構築

Effects of pulsed ultrasound irradiation on muscle atrophy and transportation of
 nutrients into myotubes

２０２７８９９８研究者番号：

藤野　英己（FUJINO, HIDEMI）

研究期間：

１６Ｋ１２９３４

年 月 日現在  元   ６   ３

円     2,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではパルス超音波の悪液質性筋萎縮の抑制や機能性栄養素を筋細胞内へ運搬で
きるかを検証した。パルス超音波照射は悪液質性筋萎縮で上昇したp38 MAPKのリン酸化、TNF-α及びAtrogin-1 
mRNA発現量を抑制し、インテグリンシグナルの増加が観察され、筋管細胞径、筋原線維タンパク質量、MHCの減
少を予防した。また、IRAK4リン酸化には影響を及ぼさず、その下流のシグナルであるp38 MAPKリン酸化及び
TNF-α mRNA発現の亢進を抑制する結果を得た。一方、機能性栄養素の筋細胞内へ運搬は観察されなかった。パ
ルス超音波照射は悪液質性の筋萎縮を予防できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The preventive effects of pulsed ultrasound irradiation on cachectic muscle 
atrophy and transportation of nutrients into myotube were investigated. The pulsed ultrasound 
irradiation attenuated the muscle atrophy under cachectic condition through the inhibition of p38 
MAPK phosphorylation. In addition, the ultrasound irradiation could increase the phosphorylated 
integrin/FAK and inhibit an increase the expression levels of TNF-α and atrogin-1 mRNA without an 
increase in the phosphorylated IRAK4, whereas the ultrasound irradiation could not facilitate the 
transportation of nutrients into myotube. These results suggested that pulsed ultrasound irradiation
 might be a preventive intervention against cachectic muscle atrophy.

研究分野： リハビリテーション科学

キーワード： 超音波　骨格筋　栄養素　萎縮

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
照射部位の局所的な効果に限定されるが、パルス超音波は悪液質性筋萎縮を予防できることを示すことができ
た。また、インテグリン経路の活性化やP38MAPKの抑制を介することも明らかにできた。運動等とは異なり、負
担をかけることなく、悪液質性筋萎縮を予防することができる意義は大きいと考える。一方、悪液質性筋萎縮は
広範囲に生じるために広範囲を照射する方法や技術開発が望まれる。
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１．研究開始当初の背景 
	 心不全等の慢性疾患やガン末期に生じる悪液質はエネルギー増大、糖新生、ユビキチンプロ
テアソーム経路の活性等で、骨格筋収縮蛋白質の異化が促進し、著明な筋量の減少を生じる。
また、栄養補給では悪液質を改善できないことから、栄養不良の上流に炎症性サイトカインや
腫瘍由来物質の産生が要因として存在することも考慮する必要がある。一方、骨格筋量の減少
を抑制し、筋肥大を促すには、運動は有効な手段となるが、悪液質状況下ではエネルギー増大、
糖新生は、さらなる筋蛋白質の異化を促進することが知られている。また、筋細胞内の蛋白質
同化を促すアミノ酸の輸送が制限され、エネルギー代謝の増大は AMPK の活性を促し、一方では
mTOR の活性を抑制する。このため、炎症性サイトカインによるアミノ酸輸送制限やユビキチン
プロテアソームによる収縮蛋白質異化を抑制する治療手段が必要と考えた。そこで、細胞ソノ
フォレーシスやソノポレーション等の分子透過性促進や抗炎症作用をもつ超音波照射による抗
炎症に着目する発想に至った。	
 
２．研究の目的 
	本研究では、超音波による細胞膜の透過性亢進や抗炎症作用を応用し、悪液質による筋萎縮を
抑制することや筋萎縮の予防する機能性栄養素を効果的に筋細胞内へ運搬できるかを検証する
ことを目的にした。慢性疾患やガンによる悪液質では炎症性サイトカインや特異的物質の産生
により、筋蛋白質の著明な減少に伴う筋萎縮の促進やアミノ酸プールの不均衡が惹起される。
そこで、超音波照射により骨格筋の炎症を抑制し、筋萎縮を予防できるか、また、細胞内への
アミノ酸輸送やアミノ酸トランスポータ発現を誘導できるかどうかを検証することを目的にし
た。		
 
３．研究の方法 
1.	細胞培養	
	 マウス筋芽細胞株である C2C12 細胞を 60	mm 培養皿に播種し、DMEM 溶液に 10%	FBS、ペニシ
リン（100	U/mL）、ストレプトマイシン（100	mg/mL）を加え、増殖をさせた。細胞密度が 90%
に達したところで、培養液を 2%Horse	Serum を加えた分化培地へ交換し、筋管細胞への分化誘
導を行った。7-9 日間の分化誘導後、位相差顕微鏡	(PSM-1120，Nikon)を用いて筋管細胞への
分化を確認した上で実験に用いた。悪液質性筋萎縮を惹起するために、LPS を培地中に 1	μg/mL
で添加した。	
2.超音波照射	
	 超音波照射には、ビーム不均等率が 3.2、有効照射面積が 6.0	cm2 の超音波治療器（イトー
US-750，伊藤超短波社）を使用し、周波数 3	MHz、照射時間率 20%のパルス超音波を用いた。超
音波照射直前に培地を交換し、ゴム板の上にカップリングゲル（Aquasonic	100，Parker 社）
を塗り、その上に培養皿を配置し、UV 及び 70％エタノールで滅菌したプローブを培地に浸して、
超音波照射を行った。悪液質性筋萎縮に対する至適出力強度を決定するために、持続時間を 30
秒間とし、0.5	W/cm2、1.0	W/cm2、1.5	W/cm2 の出力強度においてパルス超音波照射を行い、
その直後に LPS を添加し、24 時間後の筋管細胞径、筋原線維タンパク質量、細胞生存率・増殖
能を測定した。また、各条件の出力強度のパルス超音波照射が LPS 非刺激下の筋管細胞に及ぼ
す影響についても検証した。この結果、20%パルスモードで低強度である 0.5	W/cm2 が最も高
い効果が得られることから本研究での刺激強度を 0.5	W/cm2 とした。	
また、超音波刺激時にロイシンを添加して、相加的な効果が観察されるかも検証した。	
	
４．研究成果	
	 パルス超音波照射はインテグリンを介して、p38MAPK リン酸化を抑制し、Atrogin-1 や TNFa
の発現を減少させ、その結果、筋萎縮できるのではないかと仮説をたてた。そこで、筋芽細胞
C2C12 を分化させた筋管細胞に LPS 添加をさ
せた炎症性萎縮モデルを用いて、パルス超音
波刺激の効果を検証した。	
	 先ず、超音波照射の強度を設定するための
実験を実施し、20%パルスモードで 0.5W/cm2
の強度条件時に効果が高いことが認められ、
本条件を超音波照射条件にした（図 1）。	
	
	 次に LPS による炎症性筋萎縮モデルで超音
波照射の効果と作用機序について検討をし
た。悪液質性筋萎縮に対して超音波照射群
（LPS+US）では筋管細胞径の減少を抑制した
（図２）。また、筋原線維タンパク質量も悪
液質性筋萎縮により減少し、超音波照射群で
は減少が抑制された（図 3）。さらにミオシン

 

図 1. 超音波照射強度による効果の相違 



重鎖タンパク質量の減少が減衰された。	
	 また、超音波照射ではインテグリン/focal	
adhesion	kinase	(FAK)	シグナル（FAK リン
酸化の増加）の増加が観察され（図４A,B）、
P38MAPK リン酸化が減少（図５C,D）し、TNFa
も低下した（図６A）。さらに骨格筋特有のユ
ビキチンリガーゼである Atrogin-1 の増加を
減衰させた（図６B）。	
	 一方、超音波照射は IRAK4 のリン酸化に影

響を与えなかった（図５A,B）。	
	 これらの研究結果より超音波照射は
P38MAPK の活性化を抑制することで、骨格
筋萎縮を予防することが可能であると考
えられる。超音波照射は悪液質性筋萎縮の
治療の補助手段として用いることが可能
であると考えられる。	
	 一方、ロイシン添加による悪液質性筋萎
縮の抑制に対して、相加的な促進効果は観
察されなかった。	

	 本研究の結果から超音波照射は悪液質性筋萎縮の治療の補助手段として用いることが可能で
あるが、ロイシン添加による相加的な効果は観察されないために栄養状態の有無に関わらず、
超音波照射は悪液質性筋萎縮の治療の一つとして選択できるものと結論づけられる。	
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図 2．超音波照射による筋管径減少の抑制効果 

 
図 3. 超音波照射による筋原線維 
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図 5. 超音波照射による IRAK, p38MAPKに対する効果 

 

図 4. 超音波照射による FAKに対する効果 
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