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研究成果の概要（和文）：本研究によって、超音波の音響化学効果で細胞環境に活性酸素種を

生成しストレスタンパク質hemeoxygenase-1を発現させた細胞には自己防御機転が増強し、細胞

が酸化ストレスに対する耐性を獲得することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：This study suggested that sonochemical effect of ultrasound could 

generate reactive oxygen species in biological milieu and this chain of potential stimuli 

would induce stress response of the cells to generate stress protein, hemeoxygenase-1. As a 

result, this artificial treatment, named sonochemical preconditioning, provided the target 

cells with significant tolerance against a critical state of oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 

高度進行肝癌・胆道癌の根治性は癌の

脈管侵襲に規定され、根治手術を行う場

合、血管合併切除・再建が必要となる。

この技術は手術の可能性を飛躍的に拡

大させることに成功したが、必然的に虚

血・再灌流によって惹起される臓器障害

という問題をもたらす結果ともなった。

我々は heat shock preconditioning に

よって有効な肝虚血耐性を誘導するこ

とに成功した。（Kume M, et al. J Lab 

Clin Med; 128(3): 251-8, 1996.）。し

かし臨床に heat shock preconditioning

を応用するとき、HSP を誘導し得る温度

まで肝臓を加温するには加温部局所に
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痛みや苦痛をうけることが明らかとな

った（Yamamoto Y, et al. Recent Results 

Cancer Res.147: 157-72, 1998.）。この

問題を克服するため、我々は音響エネルギ

ーを用いて肝臓にHSPを誘導し肝保護効果

を獲得する新しい音響力学法 sonodynamic 

preconditioning の着想に至った。 

２．研究の目的 

 本研究では、超音波によって細胞のスト

レス応答を誘導し酸化ストレスに対する耐

性を得る sonochemical preconditioning の

効果を検討することを目的とした。 

３．研究の方法 

3.1 細胞培養 

本研究で使用した HuH7 細胞は，独立行

政法人理化学研究センターから購入した 

( RCB1366 ) ．HuH 7 細胞は FBS を 10 % 含

む DMEM を用い，37℃，5 % CO2条件下のイ

ンキュベータ内で培養した．  

3.1.1 解凍 

 細胞は 37℃恒温槽内で解凍し懸濁させ，

PBS 加遠心分離 (4 ℃，1000rpm ，3 min )

後上澄みを吸引し，培養液を加えて懸濁さ

せ，φ100 mm ディッシュに播種した後，

37℃，5 % CO2 条件下のインキュベータ内

( ヤマト BNA-111 ) で培養した． 

3.1.2 継代培養 

対数増殖期にある細胞を PBS で 2 回洗浄

後，0.25 % Trypsin / EDTA を添加し，デ

ィッシュ底面の細胞を剥離した．0.25 % 

Trypsin / EDTA と同量の DMEM を添加し細

胞懸濁液を回収し，4℃, 1000 rpm にて 3

分間遠心分離後，上澄みを吸引し，DMEM 培

地を加え細胞懸濁液中の細胞数を計数後，

細胞をφ100mm ディッシュ に播種した．  

3.2 細胞へのストレス負荷 

3.2.1 温熱処理 

 40 ~ 45 ℃の恒温槽 ( タイテック製 

Personal 10 ) にディッシュを 20 分間浸し

て熱負荷を与えた後 6時間培養した．培養

後の細胞を回収し，HSP72, HO-1 発現の有

無をウエスタンブロット分析した． 

3.2.2 H2O2処理 

最終濃度 30 ~ 70 μM となるように H2O2

を添加することで酸化ストレスを負荷した

後，6 時間培養した．培養後の細胞を回収

し， HSP72 ならびに HO-1 の発現の有無を

ウエスタンブロットによって分析した． 

3.3 超音波照射 

3.3.1 超音波照射装置 

 本研究にて使用した超音波照射装置 ( 本

多電子社製 Fig. 1) は，振動子，φ35 mm 細

胞培養ディッシュ ( BD FalconTM 製 ) な

らびに超音波ジェネレーターから構成され，

ディッシュと振動子はジェルによって密着

させた．本装置は，周波数 1 MHz，出力 0.5 

~ 2.3 W の定常波を発生させる事ができる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2 KI 法による H2O2濃度測定 

 H2O2 生成量は，溶存気体，周波数によっ

て異なるため，本実験装置の基礎特性を KI

法で確認した．ディッシュに 30分間空気バ

ブリングした 0.1 M ヨウ化カリウム ( KI ) 

溶液 2 mL を入れ，出力 0.5 ~ 2.3 W の超

音波を所定時間照射し紫外可視分光光度計

(波長 350 nm)を用いて照射後の KI 溶液中

の I3
-による吸光度を測定し，照射時間と

H2O2の生成量の関係を調べた．  



 

 

3.4 細胞への超音波照射 

 溶液に超音波を照射すると，そのエネル

ギーによって溶液温度が上昇するため，細

胞への超音波照射は，培養培地温度を制御

しない場合 ( Fig. 1 ) ならびに温度を制

御した場合 ( Fig. 2 )の 2 条件にて行っ

た．超音波照射の際は，超音波の攪拌作用

による細胞の剥離を防ぐため，オートクレ

ーブ ( 株式会社平山製作所製 ) によって

滅菌したポリ塩化ビニリデン製のフィルム 

( 旭化成ライフ＆リビング株式会社製 ) 

で培地表面を覆った．なお，フィルムは超

音波照射直前に設置し，照射後直ちに取り

除いた．超音波は，出力を 0.5 ～ 2.3 W

に調整し，1 ~ 20 分間照射した．照射後の

細胞は，37℃，5 % CO2条件下にて 6時間イ

ンキュベート後 HSP72, HO-1 発現をウエス

タンブロットによって分析した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 細胞タンパク質抽出ならびに濃度測定 

培養液を除去し， 細胞を PBS にて 2回洗

浄した．洗浄後，PBS 1 mL を加え ，スク

レイバーにて細胞を回収した．タンパク質

の分解を防ぐため，回収後の細胞は直ちに

氷中 ( on ice ) にて冷却した．回収した

細胞は，4℃, 5000 rpm にて 5分間遠心分

離し上清み液を除去後，lysis 溶液を加え

て懸濁させた．超音波ホモジナイザー ( タ

イテック製 ) で細胞破壊し，氷中にて 30

分間インキュベートした．その後，4℃, 

10000 rpm にて 15 分間遠心分離を行い，上

清を回収することによってタンパク質を含

む溶液を得た．タンパク質濃度は，BCATM 

Protein Assay Reagent (Thermo SCIENTIFIC

製 ) を用いて定量した．  

3.6 ウエスタンブロットによる分析 

PVDF 膜へ転写後一次抗体 anti - HO-1 

polyclonal antibody ， anti – HSP70 

polyclonal antibody、anti-β-actine を

使用し HRP 二次抗体 ( anti – HRP mouse 

IgG ) を 加 え Amerasham ECL Western 

blotting detection reagents and analysis 

system ( GE Healthcare 製 ) で検出した．  

3.7  Nrf 2 免疫染色 

固定溶液 ( 5 % PFA 溶液 ) ，膜透過性

溶液 ( 0.1 % Triton X 溶液 )ならびにブ

ロッキング溶液 ( 5 % BSA 溶液 )の各溶液

において，それぞれ， 20 分，10 分ならび

に 20分間反応させ，一次抗体 ( anti – Nrf 

2 ) を 4℃にて一晩反応させた．反応終了

後，Vectastain ABC Rabbit IgG kit ( Vector 

Laboratories 製 ) を用いて発色基質を反

応させ，2 % DAB 溶液によって染色した．  

3.8 酸化ストレス耐性の検討 

 HuH7 細胞に出力 2.3 W の超音波を 20 分

間照射した．このとき，ディッシュ内の温

度は一定に保った．超音波処理後 6時間培

養した細胞培養液内の H2O2濃度が 250 μM

となるようにH2O2を添加し酸化ストレスを

負荷した( H2O2添加後培地体積 3 mL )．H2O2

添加後，0 ~ 10 時間培養しトリパンブルー

色素排除法で細胞生存率を測定した．  

４．研究成果 

4.1 KI 法による H2O2の濃度測定 

 超音波照射によって生成した H2O2 濃度

の時間変化を Fig. 3 に示す．出力 0.5 W

の超音波を照射した場合，H2O2 の生成は確

認されなかった．出力 1.4 もしくは 2.3 W

の超音波を照射した場合， H2O2生成量は出



 

 

力、時間と正の相関を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 細胞へのストレス負荷 

4.2.1 温熱処理 

 HSP72はHuH7細胞を42℃以上に加温した

場合に発現が確認され HO-1 については

45℃に加温した場合に発現が確認された． 

 

 

 

 

 

4.2.2 H2O2処理 

 H2O2 を添加した場合，いずれの濃度でも

HSP72 は発現しなかった． HO-1 は H2O2 濃

度 36μM 以上で誘導された．本研究で使用

した HuH7 細胞は酸化ストレスを与えるこ

とによってHO-1のみが誘導されることが

明らかとなった． 

 

 

 

 

 

4.3 細胞への超音波照射 

出力を 0.5 , 1.4 もしくは 2.3 W に調整

し，HuH7 細胞に超音波を照射した．まず，

振動子の温度を制御することなく細胞への

超音波照射を行った．このとき，超音波照

射に伴って振動子が発熱し，2.3 W の超音

波を 20 分間照射後のディッシュ底面温度

は 52℃となった ( Fig. 6 )． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7 に超音波照射を行った細胞をウエ

スタンブロットによって分析した結果を示

す．出力 0.5 もしくは 1.4 W の超音波を照

射した場合，いずれの照射時間においても

HO-1ならびにHSP72の発現は確認されなか

った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方，出力 2.3 W の場合，超音波を 10

分間照射した場合に HO-1，20 分間照射した

場合にHSP72ならびにHO-1の発現が確認さ



 

 

れた．また，HO-1 の発現量は，照射時間が

長くなるにつれて増加した． 

次に，振動子を冷却してディッシュ内の

温度を 37℃以下になるように温度制御し，

細胞への照射を行った．温度を制御して超

音波を照射した場合，出力 2.3 W の超音波

を 20 分間照射後のディッシュ底面の温度

は 37℃であった ( Fig. 8 )． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この条件下で得られた細胞のウエスタン

ブロットによる分析結果を Fig. 9 に示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 ( a ) において，HSP 72 の発現

は確認されず，HO-1 の発現のみ確認された．

Fig. 9 ( b ) HO-1 の発現は超音波照射 3

時間培養後から発現し，6 時間後に発現量

が最大になった．その後時間経過とともに

発現量は減少していった．この結果から，

HSP72 は超音波の熱作用で誘導されたと考

えられる．HO-1 は温度制御しても誘導され，

温熱作用によらず化学作用で誘導されたと

考えられる． 

4.4 HO-1 発現に必要な H2O2量の考察 

 H2O2添加では濃度36μM以上でHO-1が発

現し、超音波の場合はより低濃度の 18μM

の H2O2 生成量で HO-1 が発現した．その理

由として， 

・ 超音波は局所的な反応場を形成するた

め，実際の細胞は細胞外の培養液より

高濃度の H2O2にさらされている． 

超音波が局所的な反応場を形成するこ

とは，Fig. 10 ルミノールを用いたソノ

ルミネッセンス反応で青く発光してい

るキャビテーションに分布ムラががる

ことはこのことを間接的に支持する． 

 

 

 

 

 

 

・ また、培地中には KI 法で測定した H2O2

以外のラジカルが発生している可能性

も考えられた． 

4.5 Nrf-2 の免疫染色による核移行の検討 

φ 35 mm のディッシュ内にφ15 mm のカ

バーガラス ( MATUNAMI 製，Thickness 0.12 

– 0.17 mm ) を置き，カバーガラス上に培

養した細胞に 2.3W の超音波を 20 分間照射

した．そして，1 ~ 3 時間インキュベート

後の細胞に免疫染色を行った． 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

超音波照射を行っていない細胞は細胞全

体が均一に染色され，超音波処理を行った

細胞 は核が濃く染色され，Nrf-2 核移行が

確認された．  

4.6  酸化ストレス耐性の検討 

20 分間超音波照射を行い，HO-1 発現量が

最大となる 6 時間培養後に，H2O2による酸

化ストレスを負荷した．この H2O2による酸

化ストレス負荷後さらに培養を続け細胞生

存率を超音波照射していない細胞群（コン

トロール）と比較した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H2O2添加後3 時間培養では細胞生存率は

76.4 % ± 4.3 % ならびに 81.6 % ± 5.1 % 

( mean ± SD, n = 8 ) で有意差はなかっ

た．5 時間培養すると生存率に差が見られ

るようになり生存率 35.2 % ± 6.9 %なら

びに 64.5 % ± 7.8 %で，超音波照射した

細胞の生存率が有意に高くなった．この結

果，超音波照射による細胞のストレス耐性

獲得が認められ，超音波プレコンディショ

ニング作用が確認された． 

結論 

・ 本実験装置にて 2.3 W の超音波を照射

すると，20 分で 18μM の H2O2が生成す

ることが明らかとなった ( 0.5 W : 0

μM, 1.4 W : 4.0 μM ) ． 

・ この処置によって細胞の酸化ストレス

に対する耐性を誘導できる可能性が確

認できた． 
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