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研究成果の概要（和文）：　糖尿病の合併症は血管内皮傷害に起因し，慢性的な微小炎症が関与すると考えられ
ている．本研究では培養骨格筋細胞に超音波を照射し，放出されるエクソソームを抽出して，炎症性マクロファ
ージへの添加によりマクロファージの機能の変化について検証した．超音波照射はエクソソームの放出量を増加
し，炎症性マクロファージの炎症を減弱させた．また，免疫応答遺伝子であるIRG1発現を増加させ，イタコン酸
が増加することが確認された．さらにNRF2発現を抑制し，炎症を抑制した．これらの結果から超音波照射は炎症
性マクロファージを制御することができ，糖尿病で生じる合併症を予防できる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：　Complications of diabetes mellitus are thought to be caused by vascular 
endothelial injury and involve chronic microinflammation. In the present study, cultured skeletal 
muscle cells were irradiated with ultrasound and exosomes released from the cells were extracted. 
The exosomes were added to macrophages, and the functional changes of macrophages were examined. 
Ultrasound irradiation increased the released exosomes and attenuated inflammation of macrophages. 
In addition, the expression of IRG1, an immune response gene, was increased, and itaconic acid was 
increased. Furthermore, NRF2 expression was suppressed and was reduced inflammation. These results 
suggest that ultrasound irradiation can regulate inflammatory macrophages and may prevent 
complications caused by diabetes mellitus.

研究分野： 健康科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病における骨格筋の血管障害は重症化に関連し高齢化社会に大きな影響を及ぼしている。本研究課題では
超音波照射により骨格筋細胞から放出されるエクソソームの存在と作用を明らかにし，超音波刺激の影響とその
細胞間コミュニケーションのメカニズムを解明することによって，代謝障害に起因する疾患の予防や治療に細胞
レベルの知見をもたらし，高齢化社会の健康寿命の延伸に寄与するものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病の合併症は血管内皮傷害と密接な関係があり，慢性的な微小炎症が関与すると考えら

れている．糖尿病の骨格筋組織では異常な微小血管が形成され，血管退行へと進行することが
観察された．一方, 超音波は抗炎症作用があり，線維芽細胞に対して超音波を照射することで
ヒストン脱アセチル化を抑制させ，抗炎症作用があることを明らかにした．また、細胞外に放
出されるエクソソームの存在が報告され、細胞間のコミュニケーションにエクソソームが関与
し、炎症反応に関与する炎症性マクロファージの制御に関わる可能性が示唆されている．本研
究では骨格筋細胞への超音波照射が放出されるエクソソームに与える影響や放出されたエク
ソソームのマクロファージへの炎症制御について解析する．本研究から得られる成果は微小血
管障害や細胞間コミュニケーション機構の解明に寄与できるものと考えられる． 
 
 
２．研究の目的 
糖尿病の合併症は血管内皮傷害に起因し，慢性的な微小炎症が関与すると考えられている．

慢性炎症はマクロファージの浸潤や活性化を引き起こし，病態の進行と関連する．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
と考えた．また，研究代表者らは骨格筋細胞への超音波の照射によって炎症を抑制できる可能
性を示唆する結果を得ていたために超音波照射による抗炎症作用について検証することにし
た． 
一方，生体内のあらゆる種類の細胞から細胞間コミュニケーションの役割をもつエクソソー

ムが放出されている．エクソソームは免疫細胞に吸収されることからマクロファージを制御で
きる可能性が示唆される．本研究では培養骨格筋細胞に超音波を照射し，放出されるエクソソ
ームを抽出して，炎症性マクロファージへの添加によりマクロファージの機能がどのように変
化するかについて検証すると共に 糖尿病の骨格筋の微小血管障害に対する改善効果について
検討した． 
 

 
３．研究の方法 
筋芽細胞C2C12を分化誘導した筋管細胞に対して，超音波照射を実施し、回収した上清から

エクソソームを抽出した．超音波照射はプローブ上に留置した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．超音波刺激の実験系について，各種出力や周波数を検討
し，最適な条件を検証した．また，エクソソームのサイズや量の検出について各種検討を行っ
た．培養液からのエクソソームの抽出方法についても超遠心法やその他の方法について条件検
討を実施した． 
骨格筋の微小血管障害の検証では共焦点レーザー法による毛細血管三次元構造，血管新生抑

制に関連する因子や遺伝子発現，慢性微小炎症に関する因子を解析し，エクソソームを介した
超音波の効果を総合的に評価した．これらの評価から糖尿病性微小血管障害に対する超音波照
射の効果について検討した． 
 
 
 
４．研究成果 
 
（1）筋管細胞培養の確立と超音波刺激の検討 
筋芽細胞C2C12を分化誘導させた筋管細胞培養を継続的に確立した．また，超音波刺激の実

験系について各種条件を検討し確立した．培養筋管細胞に超音波照射した結果，培養液中にコ
ントロールと比べて有意にエクソソームの放出が促進されることを観察した． 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1. 超音波刺激によ
るエクソソームの検出 



特に3.0W/cm2の高強度の超音波を20％のデューティーサイクルで照射すると放出されるエ
クソソームの数の促進が観察され，培養筋管からのエクソソーム分泌を強力に誘導することを
明らかにした．また，この刺激強度において筋管細胞の生存率には悪影響を与えないことが確
認できた． 
これらの検証から超音波刺激が培養筋繊維からのエクソソーム放出を促進する効果が明ら

かになり国際英文誌に報告した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）骨格筋の炎症と超音波照射の影響 
骨格筋の炎症を誘発し，筋管径，筋原線維，ミオシン重鎖の発現を解析した．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．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．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに超音波照射でp38 MAPKリン酸化やatrogin-1 mRNA発現を抑制することが観察された．

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．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，炎症による筋萎縮を抑制することを明らかにした．これらの結果から超音
波照射が筋管細胞の炎症誘導に伴う異化作用を減衰させることや，Integrin/focal adhesion 
kinase (FAK) を増加させ，p38MAPKリン酸化を抑制し，炎症性サイトカインの発現を減衰させ
ることを観察した． 
 
 
 
 

 

 

図2. 超音波刺激による骨格筋細胞への影響 

 

図 3.骨格筋の筋管，ミオシン重鎖に対する炎症反応と超音波照射による影響 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（3）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 

超音波照射によるエクソソームの放出量は，ナノトラッキング解析により非照射に比較して
有意に増加することを確認した．次に骨髄由来マクロファージを炎症誘導し，超音波照射によ
り放出されたエクソソームを添加した．その結果，マクロファージの炎症マーカーであるTNF-
α，IL-6の発現を減弱させた．また、超音波照射は免疫応答遺伝子であるIRG1発現を増加させ
ることや，メタボローム解析によりイタコン酸が増加することが確認された．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． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RNAシーケンス解析により，エクソソーム処理後のマクロファージではPI3K-Akt経路および

 

図 5. 骨格筋の炎症誘導に対する超音波照射によるシグナル伝達 

 

図 6. 骨格筋由来エクソソームの炎症性サイトカインの影響 



JAK-STAT経路の活性化が認められた．超音波照射によるエクソソームに最も多く含まれる
miRNAは骨格筋に多く発現するmiR-206-3pであったが，刺激をしない骨格筋では発現のない
miR-378a-3p、miR-30d-5p、miR-21a-5pが多く含まれていることが観察された．これらの結果か
ら超音波照射はIRG1発現の促進し，イタコン酸の産生を増加させると考えられた． 
本結果から，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．また，エクソソームのmiRNAプロファイルから超音波刺激特異的に含まれるmiR-378a-
3p、miR-30d-5p、miR-21a-5pが抗炎症作用に関与している可能性が示唆された． 
 

 

 

 

 

（4）糖尿病の毛細血管障害と超音波による改善作用 

マウス内での抗炎症作用の効果検証実験において，マウスの下肢骨格筋に対する超音波刺激

が血中エクソソームを増加させる効果について再現性が確認された．超音波照射による誘導性

エクソソームの抗炎症作用を明らかにし，超音波誘導性エクソソームに筋特有のmicroRNAが含

まれることが確認された．  

以上の結果から，超音波によって骨格筋細胞から放出されたエクソソームが血中に放出・運

搬されることにより，糖尿病による毛細血管退行における炎症に対して抗炎症作用を高めて改

善効果を示す可能性が示唆された． 

 

 

図 7. 超音波誘導骨格筋由来エクソソームの miRNA 
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