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研究成果の概要（和文）：慢性微小炎症に関連する炎症型マクロファージを制御することができれば、糖尿病合
併症の進行を遅延させることが可能であると考えられる。本研究では超音波や低酸素刺激等の物理療法が慢性微
小炎症作用を抑制できる効果があるかについて検証した。超音波照射で細胞外小胞の放出量は増加し、IRG1発現
を増加させた。メタボロ解析によりイタコン酸の増加が確認されたNRF2発現を抑制し、炎症因子の発現を抑制し
た。同様に低酸素刺激も細胞外小胞の放出を促進し、HIF-1αやRab39bの発現量を増加させ、炎症型マクロファ
ージの作用を減弱させた。これらの結果から物理療法は慢性微小炎症作用を制御できる効果が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Regulation of inflammatory macrophages could delay the progression of 
diabetic complications. In this study, we tested whether physical therapies such as ultrasound and 
hypoxic stimulation are effective in suppressing chronic microinflammatory effects. Ultrasound 
irradiation increased extracellular vesicle release and IRG1 expression. Metabolomics analysis 
showed that itaconic acid increased NRF2 expression, which suppressed the expression of inflammatory
 factors. Similarly, hypoxic stimulation also promoted the release of extracellular vesicles, 
increased HIF-1α and Rab39b expression, and attenuated the effects of inflammatory macrophages. 
These results suggest that physical therapy can have a modulatory effect on chronic 
microinflammatory effects.

研究分野： リハビリテーション科学

キーワード： 超音波　低酸素　慢性炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性微小炎症は糖尿病性合併症の進行の起因となり、運動，食事等により制御されているが，これらの療法は長
期間の持続性、年齢、対象者により制限がある。そこで負担の少ない慢性微小炎症の予防法を開発することが必
要であると考え、超音波や低酸素環境刺激による物理療法について検証した。本研究で検証した超音波や低酸素
環境は慢性微小炎症に関連する炎症型マクロファージを制御できることが明らかになった。超音波や低酸素環境
は負担の少ない予防法であり、日常生活の中に取り入れて、合併症や加齢の進行予防が可能となる。本研究の成
果は糖尿病や加齢等で生じる慢性微小炎症に伴う合併症を物理療法で制御できる可能性を示唆したことである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
微小血管障害は糖尿病の早期から高頻度に認められる特有な合併症である。慢性の微小炎症が

関与すると考えられているが、毛細血管を主座とする慢性炎症は不明な点も多く、予防手段等が

確立していない状況である。また、糖尿病合併症の予防対策としては、運動療法が選択肢の一つ

であるが、適切な運動量の設定や持続性の困難さ等の課題も多い。慢性微小炎症に関連する炎

症型マクロファージは糖尿病合併症と関連が深いことからマクロファージを制御することがで

きれば、糖尿病合併症の進行を遅延させることが可能である。本研究では超音波や低酸素治療等

の物理療法が糖尿病合併症と関連が深い慢性微小炎症作用を抑制できる効果が期待できるかに

ついて検証し、糖尿病合併症の予防・改善を促す治療の開発を試みた。 
 
２．研究の目的 
糖尿病性合併症は慢性の微小炎症が要因となり微小血管障害を惹起する。慢性炎症はマクロフ

ァージの浸潤や炎症性マクロファージ活性により病態が進行すると考えられている。そこで慢

性炎症の要因となるマクロファージを制御することで合併症の進行を予防できるのではないか

との発想に至った。マクロファージを制御する可能性が考えられる物理療法として、超音波を選

択した。また、超音波刺激は限局した部位には有効であるが広範囲の刺激には適しないために広

範囲での刺激を想定して低酸素刺激についても検証することを目的にした。さらに全身の組織

の中で最大なものは骨格筋であることや糖尿病合併症の一つとして骨格筋が関与していること

から骨格筋に焦点を絞り検証を実施した。 
本研究では糖尿病合併症における慢性炎症に関連するマクロファージを超音波照射や低酸

素曝露により制御できるかどうかについて検証をすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
培養骨格筋細胞を筋芽細胞、もしくは分化させた筋管細胞に対し、超音波照射を実施し、

回収した上清から細胞外小胞を抽出した。細胞外小胞の抽出は超遠心法を使用し、ナノ粒子

解析装置で抽出した粒子のサイズや量を測定し、細胞外小胞であることを確認した。また、

超音波照射はプローブ上に留置した筋芽細胞、もしくは筋管細胞に超音波の液面からの反

射を除去する工夫をして照射した。 

次に骨髄由来マクロファージを炎症誘導し、超音波刺激により放出された細胞外小胞を添

加した。メタボローム解析や RNA シーケンス解析により効果の検証を実施した。さらに低

酸素環境での細胞外小胞の放出についても検証した。 
 
４．研究成果 

（1）Lipopolysaccharide(LPS)誘導による骨格筋の炎症と超音波照射の効果 

骨格筋の炎症により筋管径、筋原線維、筋重鎖の発現が確認された。ミオシン重鎖の発現量も

有意に減少した（図 1）。また、炎症状態は IRAK4 のリン酸化を有意に増加させ、p38 リン酸化

MAPKを有意に増加させた（図 2）。この結果、atrogin-1 mRNAのレベルが約 2倍増加した。 

一方、超音波照射は、ミオシン-1 mRNAの低下を抑制し、ミオシン重鎖タンパク質と筋原線維

タンパク質、筋管径の減少を減衰させた（図 1）。さらに超音波照射で p38 MAPK リン酸化や

atrogin-1 mRNA発現を抑制した。IRAK4のリン酸化レベルには変化がなかったが、超音波照射は

FAK のリン酸化を増加させた（図 2）。パルス超音波刺激がインテグリン/FAK シグナルを活性化

し、p38 MAPKのリン酸化と atrogin-1 の mRNA発現を抑制し、LPS による筋萎縮を抑制すること



を明らかにした。これらの結果は、炎症による筋萎縮に対する治療オプションとしての超音波刺

激の実現可能性を示唆する結果を得た。 

 

（2）超音波照射で骨格筋から放出される細胞外小胞と抗

炎症作用 

超音波照射による細胞外小胞の放出量はナノトラッ

キング解析により非照射に比較して 2.6 倍に増加する

こと（図 3）や CD63 陽性の細胞外小胞であることを

確認した。 

次に骨髄由来マクロファージを炎症誘導し、細胞外

小胞を添加した結果、TNF-α、IL-6 等の炎症反応を

減弱させた。また、超音波照射は IRG1 発現を増加さ

せ、メタボロ解析によりイタコン酸の増加が確認され

た（図 4）。さらにイタコン酸は NRF2 発現を抑制し、IL-1β，IL-6, TNF-αの発現を抑制

した（図 5）。RNA-seq 解析により、EV 処理後のマクロファージでは PI3K-Akt 経路およ

び JAK-STAT 経路の活性化が認められた。筋管 EV に最

も多く含まれる miRNA は miR-206-3p で、次いで miR-
378a-3p、miR-30d-5p、miR-21a-5p と続いた。これらの

 
図１．炎症に対する証音波照射の骨格筋への効果 
筋管径（A）、筋原線維タンパク質（B）およびミオシン重
鎖（MHC）タンパク質（C） 

 
図 2. IRAK4および p38 MAPKに及ぼすパルス超音波
の効果．IRAK4（A）および p38 MAPK（B）のリン
酸化および総タンパク質量 

 
図 3. 超音波照射で骨格筋から放出される細
胞外小胞 

 
図４．超音波照射は IRG1発現とイタコン酸の増加 

 
図 5. 超音波照射による炎症抑制効果 



結果から超音波は、IRG1 発現のアップレギュレーションを介してイタコン酸の産生を増加

させると考えられ、マクロファージにおいて抗炎症効果を発揮した。この抗炎症作用には、

PI3K-Akt 経路と JAK-STAT 経路が関与していることが示唆された（図 6）。また、細胞外

小胞内の miRNA プロファイルから miR-206-3p、miR-378a-3p、miR-30d-5p、miR-21a-
5p が細胞外小胞の抗炎症作用に関与し

ている可能性が示唆された（図 7）。 
本研究から筋管由来細胞外小胞が

IRG1-イタコン酸経路を活性化すること

によりマクロファージの炎症反応を抑制

することを明らかにした。 

 

（3）低酸素刺激で骨格筋から放出される

細胞外小胞 

骨格筋由来の細胞外小胞は抗炎症効果

をもつことが超音波刺激の結果から明ら

かになった。一方、超音波刺激は減少し

た部位に対しては有効であるが、刺激面

積が限定される。そこで、低酸素刺激に

よる効果についても検証した。低酸素刺

激は、大量の細胞を同時に刺激する効率的な方法の

一つであり、骨髄間葉系幹細胞などの多種の細胞か

らの細胞外小胞の放出を促進することが可能であ

る。そこで低酸素環境が筋細胞由来の細胞外小胞の

放出に及ぼす影響と抗炎症効果について検討した。

低酸素環境の強度について検証し、8％酸素濃度時に

効率的に細胞外小胞の放出が亢進されることを観察

した（図 8）。また，低酸素環境に刺激された筋細胞

 
図 6. 炎症型マクロファージに対する超音波誘導による細胞外小胞の添加での RNAシーケンス解析 

 
図 7. 細胞外小胞内のmiRNAプロファイル 

 
図 8. 酸素濃度依存の細胞外小胞の放出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



では、HIF-1αや Rab39bの発現量が増加した（図

9）。さらに低酸素環境に曝された筋細胞由来の

細胞外小胞は正常酸素環境に曝された筋細胞

由来の細胞外小胞と比較して、マクロファージ

の LPS 誘発性炎症反応を有意に抑制した（図

10）。 

一方、低酸素環境下で放出された細胞外小胞

濃度を正常環境下で放出された細胞外小胞濃

度と同じにすると両者の間に抗炎症効果の差は見られなかっ

た。これらの結果から低酸素環境条件下では筋細胞由来の細胞

外小胞が増加することによりマクロファージの抗炎症効果が増

強される可能性があることが示唆された。 

 以上の結果から超音波や低酸素治療等の物理療法が糖尿病合

併症と関連が深い慢性微小炎症作用を抑制できる効果が期待で

きる可能性が示唆された。 
 

 
図 9．低酸素刺激の関連因子 

 
図 10．細胞外小胞によるマクロフ
ァージの抗炎症効果 
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