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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、温熱療法の細胞学的根拠を明らかにすることである。そのために我々は、

正常ヒト線維芽細胞の平面絹媒体三次元様増殖のための最適温熱量とそれを引き起こす細胞内

シグナル伝達経路について研究を行った。その結果、我々は 43℃で 10 分間の温熱刺激を与え

ると三次元様増殖が起こることを観察し、その時同じ温熱条件によって p38 MAPK と Hsp27 経路

が働いて三次元様増殖に寄与していることが判明した。 

研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study was to elucidate the cellular mechanisms underlying the 
therapeutic effects of heat. To that end, we studied the optimal heat conditions for 
enhancement of pressed silk-mediated 3D-like proliferation of normal human dermal 
fibroblasts as well as the responses to heat shock of cells and intracellular signaling 
pathways. We observed changes in the 3D-like proliferation pattern induced by heat 
treatment at 43℃ for 10 min and found that activation of p38 MAPK and Hsp27 by the 
same heat treatment is associated with 3D-like cell proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 
リハビリテーション（以下、リハ）医学は、

障害のある身体に外部刺激を与え、生体が本
来備えている自然治癒力を促し機能回復を
促進するものである。一般に適度な外部刺激
は、身体機能の維持向上を図るものの、弱い
刺激では効果はなく、強すぎる刺激は逆に機
能障害をきたすことが知られている。身体機
能回復を促進する適度な刺激量は、細胞自身
の生理的活性を高めると考えられ、細胞機能
を高進するような適用量を踏まえておくこ

とは重要である。障害の機能回復に有効な治
療量は、細胞の損傷と修復といった回復メカ
ニズムの解明からも示されるべきである。特
に最近のリハ医療には、エビデンスに基づい
た治療や効果判定が問われ、さらに質に加え
て効率性が求められていることから基礎研
究の成果が待たれている。例えば、温熱療法
の治療効果の高い適用量を定めるために分
子生物学的な研究成果の期待もその一つで
ある。 
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２．研究の目的 
細胞培養の基礎研究では、薬剤などの化学

物質の作用について、その最適有効量を調べ

た研究は数多いが、リハ医療で用いる物理刺

激や運動刺激などの効果を調べた実験は少

ない。また、理学療法で用いる様々な治療法

の効果は、細胞レベルで検証することが望ま

れるなかで、温熱療法の設定温度や治療時間

および頻度などといった適用量については、

あいまいで直接証明したものは乏しく、細胞

機能を促進する最適有効量について調べた

研究はあまりみられない。本研究では、細胞

生物学的に温熱治療効果の高い最適有効量

を決定し、その効果発現機序を分子生物学的

に解析し、臨床応用につながる知見を得るこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）正常ヒト細胞と平面絹の混合培養によ
る温熱処理後の三次元様増殖形成率 
これまでの研究でマウス線維芽細胞と担

体(ハイドロキシアパタイト, HA)を用い、三
次元様増殖の形成を指標として温熱療法の
最適条件を検討してきた。三次元様増殖とは
通常、フラスコ内において正常線維芽細胞は
単層で増殖するが、温熱処理後、担体の全周
を囲んだ細胞が重層し、立体的に増殖したも
のを指す。本研究では、マウス線維芽細胞を
正常ヒト細胞に代え、また HA を平面絹に代
えて実験を行った。 

本実験に用いた細胞は、新生児の純
粋な皮膚線維芽細胞として分離された初代
培養細胞である。また、細胞の担体としては、
結合組織を再構築するために開発された平
面絹を用いた。フラスコ内に、一定量の増殖
期の正常ヒト線維芽細胞を播き、平面絹を
100 枚加えて混合培養した。温熱刺激は、温
水槽を用い、適用温度を 37（コントロール）・
40・43・45℃、処理時間は 10 分間とした。
温熱処理後は、正常ヒト細胞を CO2 インキュ
ベーター内で静置培養した。細胞は、温熱処
理 1週後から経時的に倒立型位相差顕微鏡を
用いて観察した。 
（２）ヒト線維芽細胞における温熱刺激によ
る p38 MAPK と Hsp27 の活性化 

これまでの研究から、温熱刺激による三次
元様増殖には p38 MAPK が重要な働きを担っ
ていることを突き止めてきた。本研究では、
p38 MAPK のシグナル伝達を介して Hsp70 や
Hsp27 などの熱ショック蛋白質群がたくみに
連動して働き、アポトーシスを防御すると共
に、コラーゲン産生による細胞外マトリック
スが合成され、細胞移動により重層した三次
元様構造が作られたものと仮説を立てた。 

そこで、培養細胞に温熱刺激を与え、温熱
反応とそれに関わるシグナル伝達系として

p38 MAP キナーゼ経路に焦点をあて、p38 の
下流にある転写因子である Hsp70 や Hsp27 な
どの働きについて調べる実験を行った。ヒト
線維芽細胞に 37, 40, 43, 45℃で各 10 分間
の温熱刺激を与えた直後と 1 時間後および 6
時間後のリン酸化 p38タンパク質の発現量お
よびリン酸化 Hsp27タンパク質発現量の経時
的変化を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）三次元様増殖の形成率を指標とした温
熱療法の最適有効量の決定 
正常ヒト細胞と平面絹の混合培養し 37・

40・43・45℃で各 10 分間の温熱刺激を与え
三次元様増殖の形成過程を 10 週間観察した
結果、温熱処理後 2週間目の三次元様増殖の
出来かけの割合が、温熱効果を敏感に反映し
ていた（図１）。出来かけの割合は 40℃10 分
間群が非処理対照群の 3.2 倍、43℃10 分間群
は 8.6 倍と高率となった（図２）。 
 この結果は、短時間の温熱刺激でも細胞が
変化するということを認めているので、理学
療法で行われている短時間の温熱療法の効
果と一致する。このことから本研究は、温熱
療法の最適有効量を決定するための基礎と
なり、温熱療法の効果判定を細胞生物学的に
示すための重要な知見になると考えられる。 
（２）細胞内シグナル伝達系からみた温熱療
法の効果発現機序の解明 
最適有効量であった 43℃10 分の温熱刺激

は、p38 MAPK 経路を介して三次元様増殖に働
き、p38 MAPK タンパク質とその下流の Hsp27
タンパク質が活性化（リン酸化）しているこ
とを実験で確かめた。 
その結果、リン酸化 p38 タンパク質の発現

量は、43℃10 分間処理直後では明らかに増加
するものの、徐々に減少し 6時間後では 37℃
コントロールレベルまで低下した（図３）。
また、リン酸化 Hsp27タンパク質の発現量は、
45℃10分間処理において1時間後をピークに
直後より増加を示し、6時間後に低下した（図
４）。 
これらの結果から温熱療法における細胞

レベルの即時的な効果発現機序は、p38 MAP
キナーゼ経路を介することが示唆された。本
研究結果は、温熱療法の効果判定を分子生物
学的に示すための重要な知見になると考え
られ、今後、温熱治療効果の検証を細胞生物
学的に決定することで臨床応用につなげた
いと考えている。 
（３）今後の展望 
p38 MAPK タンパク質は、43℃10 分・45℃

10 分間のどちらでもほぼ同じ活性化を示し
ており、43℃10 分では細胞の増殖活性に働く
が、45℃10 分間では細胞毒性から細胞を保護
するために Hsp27が活性化したことが明らか
になった。 



 

 

今回の実験で正常ヒト細胞の三次元様増
殖の適用量の決定とメカニズムの解明が進
めば、骨折治療や創傷治癒および褥瘡治療な
どの組織欠損部の修復の促進に関する新し
い知見が得られるかもしれない。 

 
 
 
 

 
 
 
 

 あるいは、物理療法や運動療法などのリハ
治療に関する有効な適用量を細胞レベルで
提示できる可能性を秘めているとも考えら
れる。ひいてはリハ効果の判定を細胞レベル
のみならず、遺伝子レベル・分子レベルで決
定するための糸口になると期待される。

図１ 平面絹を担体とした正常ヒト線維芽
細胞の三次元様増殖の形成

三次元様増殖の形成過程には、温熱処理1
週間後から観察される平面絹の『a：きざし』、2
週間後から観察される半周以上、3/4未満を
『b：できかけ』、ほぼ全周（3/4以上・一部欠損が
ある）を『c：ほぼ形成』、完全に囲んで重層した
ものを『d：形成』とする4段階が見出された。
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平面絹と正常ヒト線維芽細胞の混合培養に
おける37・40・43・45℃での温熱刺激後２週間
後目の「できかけ」の割合は、それぞれ5.0％、
15.8％、43.0％、2.5％であった。

0

10

20

30

40

50

Ｃｏｎ 40℃ 43℃ 45℃

出
来
か
け
の
形
成
率
％

図２ 40, 43, 45℃10分間の温熱処理による
三次元様増殖の出来かけの形成率
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図２ 40, 43, 45℃10分間の温熱処理による
三次元様増殖の出来かけの形成率

図は78リン酸化Hsp27タンパク質の発現
量について経時的変化を示したものであ
る。45℃ 10分間処理において1時間後を
ピークに直後より78リン酸化Hsp27タンパク
質の発現量は増加を示し、6時間後に低
下した。また、43℃ 10分間処理でも同様
の傾向を示した。

図４ 熱ショックによる正常ヒト線維芽細胞の
Hsp27の活性化
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図は各温熱処理10分間を行った直後、1時
間後および6時間後のリン酸化p38タンパク
質の発現量を示したものである。43℃ 10分
間処理では、直後にリン酸化p38タンパク質
の発現量は37℃コントロールに比べ、約2倍
に増加し、6時間後にはコントロールレベルま
で低下した。また45℃ 10分間処理でも同様
の傾向を示した。リン酸化p38タンパク質の発
現量は43・45℃ 10分間処理において、直後
にピークに達し37℃コントロールに比べ約2
倍の増加を示すものの、6時間後には37℃コ
ントロールレベルに低下した。

図３ 熱ショックによる正常ヒト線維芽細胞の
p38 ＭＡＰキナーゼの活性化
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質の発現量を示したものである。43℃ 10分
間処理では、直後にリン酸化p38タンパク質
の発現量は37℃コントロールに比べ、約2倍
に増加し、6時間後にはコントロールレベルま
で低下した。また45℃ 10分間処理でも同様
の傾向を示した。リン酸化p38タンパク質の発
現量は43・45℃ 10分間処理において、直後
にピークに達し37℃コントロールに比べ約2
倍の増加を示すものの、6時間後には37℃コ
ントロールレベルに低下した。
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図は各温熱処理10分間を行った直後、1時
間後および6時間後のリン酸化p38タンパク
質の発現量を示したものである。43℃ 10分
間処理では、直後にリン酸化p38タンパク質
の発現量は37℃コントロールに比べ、約2倍
に増加し、6時間後にはコントロールレベルま
で低下した。また45℃ 10分間処理でも同様
の傾向を示した。リン酸化p38タンパク質の発
現量は43・45℃ 10分間処理において、直後
にピークに達し37℃コントロールに比べ約2
倍の増加を示すものの、6時間後には37℃コ
ントロールレベルに低下した。
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図３ 熱ショックによる正常ヒト繊維芽細
胞の p38 MAP キナーゼの活性化 

図４ 熱ショックによる正常ヒト繊維芽細
胞の Hsp27 の活性化 
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