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研究成果の概要（和文）：　低出力パルス超音波 (LIPUS) の初期細胞応答を明らかにするために，骨髄間質細
胞(BMSCs) の最初期遺伝子 (IEGs) の発現に対するLIPUSの効果を検討した．マウス由来のST2 BMSCsに25 
mW/cm2の強度で20分間LIPUSを照射した．LIPUSの1回照射は，有意かつ一過性にFosとEgr1を含むIEGsの発現を誘
導した．また，ERK2のリン酸化レベルを有意に上昇させた．MAPKK/ERK経路の阻害剤U0126は，LIPUSで誘導され
たFosとEgr1の発現を有意に阻害した．得られた成績は，BMSCsにおけるLIPUSの作用メカニズムを理解するため
の分子基盤になる．

研究成果の概要（英文）：  In order to elucidate the early cellular response to low-intensity pulsed 
ultrasound (LIPUS), the effects of LIPUS on the expression of immediate-early genes (IEGs) in bone 
marrow stromal cells (BMSCs) were evaluated. Mouse ST2 BMSCs were treated with LIPUS (25 mW/cm2 for 
20 min). A single exposure of LIPUS significantly and transiently increased the expression levels of
 IEGs including Fos and Egr1. LIPUS exposure also significantly increased the phosphorylation level 
of ERK2. U0126, an inhibitor of MAPK/ERK, significantly prevented LIPUS-induced expression of Fos 
and Egr1. 
  These findings will provide a molecular basis for further understanding of the mechanisms of LIPUS
 in BMSCs.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 超音波　遺伝子応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　低出力パルス超音波 (LIPUS) は，骨折治癒を促進する効果があるがその分子機構は完全に解明されていな
い．本研究では，その治癒過程に関与する骨髄間質細胞を用いてLIPUSの効果を検討した．今回，LIPUSが初期細
胞応答に係わる遺伝子の発現を誘導することを明らかにした．得られた成績は，LIPUSの骨折治癒促進のメカニ
ズムを解明するための一助になると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

低出力パルス超音波 (LIPUS) は骨折治療に有効利用されている．患部に LIPUS というメカニ

カルストレスを付与することで，組織や細胞が元々持っている治癒能力が亢進するためと考え

られる．骨折治癒過程は，炎症期，仮骨形成期とリモデリング期に分けられ，各ステップで関与

の程度の違いはあるが，繊維芽細胞，骨芽細胞，軟骨細胞，破骨細胞，間葉系幹細胞等，様々な

細胞が重要な役割を演じている．しかしながら，この安全で有効な LIPUS の作用の分子メカニズ

ムは不明な点が多い．近年，様々な生命現象において，ゲノムによらないエピゲノム遺伝子発現

制御に注目が集まっている．  

 

２．研究の目的 

 

本申請では，LIPUS による細胞の分化や増殖の制御においてエピゲノムがどの様に関与してい

るかを，骨芽細胞，間葉系幹細胞等で検討する．さらに，この作用を魚のウロコを用いた組織モ

デル等で調べる．  

 

３．研究の方法 

 

1) 培養細胞を用いた実験 間葉系幹細胞の一つであるマウス骨髄間質細胞 ST2 を用いた．また，

ヒト子宮頸がん由来の HeLa 細胞やヒト口腔扁平上皮がん由来の HSC-3 細胞を用いた． 

 

2) 魚類を用いた実験 金魚からウロコを採取し，実験に用いた． 

 

４．研究成果 

 

1) マウス骨髄間質細胞 ST2 の最初期遺伝子発現に対する LIPUS の効果 

マウス骨髄間質細胞 ST2を 35 mm シャーレに蒔き，

超音波発生装置 (SCI-D100, MU 研究所) に接続した

超音波照射器 (SCI-p1-35, MU 研究所) を用いて，シ

ャーレの下面から LIPUS を 20 分間照射した (超音波

周波数: 1.11 MHz, DF: 20%，パルス繰り返し周波数: 

1 kHz, 印加電圧: 10-16 Vpp) (図 1)．ハイドロフォ

ンを用いた計測により，印加電圧 10, 12, 14 と 16 

Vpp の時，各々12, 17, 25 と 34 mW/cm2の音圧を示した． 

ST2 細胞への LIPUS 照射の 30 分後，LIPUS はその強度に依存

して 12 Vpp から最初期遺伝子 (immediate early genes, 

IEGs) のメンバーである Fos 遺伝子の発現を上昇させた (図

2)．LIPUS, 14 Vpp の時，培養液の温度は 35℃から 38℃に上

昇したが，Fos 遺伝子発現は 38℃の温熱負荷により影響を受け

なかった．LIPUS の Fos 遺伝子発現の上昇には，熱効果は影響

しないと結論した．以下の実験では 14 Vpp の印加電圧の LIPUS

を使用した．LIPUS は，Fos 遺伝子に加えて，他の IEGs である

図 1 細胞への LIPUS 照射 

 
図 2 LIPUS による 

Fos 遺伝子発現誘導 



Jun, Egr1 や Ptgs2 の遺伝子の発現を誘導

した．一方，LIPUS は細胞の増殖，細胞の

総タンパク量や骨芽細胞の分化の指標で

あるアルカリフォスファターゼ活性に影

響を与えなかった．LIPUS を照射した細胞

では，MAP キナーゼに属する ERK リン酸化

レベルが上昇し，この上昇はその阻害剤

U0126 により抑制された．また，Fos と Egr1

の発現誘導は，ERK 阻害剤 U0126 の前処置

により有意に抑制された (図 3)．マウス骨髄間質細胞 ST2 において，LIPUS 照射により速やか

に IEGs 遺伝子の発現が誘導され，この誘導に ERK が関与することが明らかとなった．骨折治療

には，30 mW/cm2程度の LIPUS が用いられている．また，200 mW/cm2以下の強度の LIPUS ではキ

ャビテーションは起こらないと考えられている．今

回得られた成績は，骨折治療に利用されている同程

度の強度 (25 mW/cm2) であり，キャビテーションや

熱作用ではないLIPUSのメカニカルストレスにより

起こった現象であると考えている (雑誌論文

Tabuchi et al., J Med Ultrason, 47: 193-201, 

2020)．現在，網羅的な遺伝子発現解析の手法を用い

て，LIPUS に応答する IEGs を含む遺伝子の全貌を解

明する研究を進めている．この遺伝子発現とエピゲ

ノムとの関連を明らかにすることが今後の課題で

ある． 

 

2) 金魚ウロコのカルシトニン受容体 (CTR) 遺伝子のクローニングと発現解析 

 金魚のウロコの CTR 受容体遺伝子をクローニングした．その CTR は 502 個のアミノ酸をコー

ドし，メダカの CTR と約 58%の相同性を示した．また，酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ (TRAP) 

活性と CTR 遺伝子発現との間には正の相関があることが示された (図 4)．金魚のウロコは，骨

芽細胞と破骨細胞を有し，超音波を含む物理化学的なストレスに鋭敏に反応する．CTR は，破骨

細胞の活性を反映する良いマーカー遺伝子であると考えられる (雑誌論文 Ikari et al, Int J 

Zool Inv, 4: 1-10, 2018)．また，金魚うろこの再生過程において RANKL, Ephrin-Eph と Wint10b

が重要な役割を演じていることを明らかにした (雑誌論文 Tazaki et al., Comp Biochem 

Physiol A Mol Integr Physiol, 225: 46-58, 2018)． 

 

3) 熱ショックタンパク質 Hsp70 を核内へ輸送する Hikeshi の

役割解析 

超音波の効果を理解する時，それに係わる熱作用を慎重に考

慮しなければならない．熱ショックタンパク質 (HSPs) である

Hsp70 はシャペロン作用を有し，熱を含む様々なストレスによ

り発現誘導される．また，細胞が熱ストレスを感知した時，

Hsp70 は速やかに細胞質から核へ移行する．近年，熱ストレス

負荷条件下において Hsp70の核移行のキャリアタンパク質とし

 
図 3 LIPUS による Fos と Egr1 の遺伝子発現に

対する U0126 の効果 

図 4 TRAP 酵素活性と CTR 遺伝子 

発現との間の関連性 

 

図 5 Hikeshi の siRNA を用

いた機能阻害は熱感受性を

増感する 



て Hikeshi が同定された．Hikeshi の siRNA を用いた機能阻害は，ヒト口腔扁平上皮がん由来の

HSC-3 細胞において Hsp70 の核内移行を阻害し，熱に対する感受性を上昇させた (図 5)．熱ス

トレスに対して，核内に移行した Hsp70 が細胞保護的に機能していると考えられる．この成績

は，LIPUS 研究の重要な情報になる (雑誌論文 Tabuchi et al., Int J Mol Med, 46: 58-66, 

2020)．また，Hsp70 のコシャペロン BAG3 の増殖抑制作用に関連する遺伝子群を明らかにした 

(雑誌論文 Furusawa et al., Mol Med Rep, 18: 4138-4146, 2018)． 
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