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研究成果の概要（和文）：極低周波磁場を用いた新規治療システムを構築するため、魚類のウロ

コを用いた in vitro のアッセイ系を用いて骨芽細胞及び破骨細胞に対する応答を解析した。 

その結果、低強度では破骨細胞の活性が低下して、強度が上がると骨芽細胞が活性化してそれ

に伴い、破骨細胞が活性化することがわかった。次にその作用をマウスの頭蓋骨で確認するこ

とができた。さらに、ウロコの in vitro のアッセイ系により、メラトニンとの相乗効果が認め

られ、新規治療システムを構築することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：To develop a novel healing system for bone disease using magnetic 
fields, we examined the effects of extremely low-frequency (ELF) magnetic fields (60Hz) 
on osteoblasts and osteoclasts of goldfish scales using in vitro assay systems. The 
osteoblasts and osteoclasts in goldfish scales responded sensitively to the ELF magnetic 
fields in an in vitro experiment. The results agreed with those of rat calvarial 
osteoblasts and osteoclasts. In addition, the synergetic effect of magnetic fields and 
a bone-regulating hormone, melatonin, was confirmed. Thus, we succeeded in creating a 
novel healing system for bone disease by magnetic fields. 
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１． 研究開始当初の背景 

ヒトの骨には骨芽細胞（骨を作る細胞）
と破骨細胞（骨を壊す細胞）があり、それ

らが骨形成を調節している。骨芽細胞は細
胞株があるため培養は容易であるが、破骨
細胞は多核の活性型に誘導する必要があ
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るため、培養は難しい。さらに骨組織には、
コラーゲンやオステオカルシン等の骨基
質タンパク質が存在し、特に磁場や重力等
の物理的な刺激には、骨基質が重要な役割
を果たしている。したがって、人体の骨組
織を再現させるためには、これら全て共存
させて培養する必要がある。しかしながら、
現時点ではこのような共存培養が難しい。
骨粗鬆症等の骨疾患に対する治療薬を開
発するためには、卵巣を除去し、骨が折れ
やすくしたラットを用いて、時間と多額の
費用を投資して開発しているのが現状で
ある。そこで磁場が骨形成を促すことから、
磁場のような物理的な刺激により、骨疾患
の治療を行うことができれば、高価な薬を
購入する必要もなく、さらに副作用もなく、
高齢者にはとても適した治療になる。磁場
の刺激に対する骨形成機構の研究はモデ
ルシステムの欠如によって遅れ、そのメカ
ニズムに関する基礎的なデータは少なく、

骨形成に最適な磁場の条件も決定されて
いない。 

 
２．研究の目的 

魚のウロコには骨芽細胞及び破骨細胞（図
1 参照）、さらに骨基質タンパク質が共存し、
カルシウムもハイドロキシアパタイトの状
態で存在することに着目し、ヒトの骨に代わ
る in vitro のウロコの培養システムを開発
した（Suzuki et al., 2000; Suzuki and 
Hattori, 2002）。このシステムを用いて、１）
60Hz の極低周波磁場に対する作用を調べ、遺
伝子発現を解析した。次に２）ラットの骨に
おいても同様に解析し、魚のウロコで得られ
たデータが哺乳類でも再現できるかを調べ
た。さらに３）破骨細胞の活性を抑制するホ
ルモンであるメラトニンとの相乗効果を調
べ、新規骨形成モデルシステムを開発する。 
 
３． 研究の方法 
実験１：極低周波磁場による破骨及び骨芽細
胞に及ぼす影響（ウロコ用いた解析） 

キンギョ（Carassius auratus）（メス 40
匹、体重 40g 前後）を麻酔（MS222、Aldrich 
Chemical Company Inc.）し、ウロコを取り、
2ml 用のエッペンドルフチューブ（BM機器）
に入れた。次にそのチューブに HEPES（20mM）
（pH7.0）及び抗生物質（1%）を含む培地（MEM、

ICN Biomedicals Inc.）を 500・l 加えた。
そのチューブを 3、5、10 及び 30mT の極低周
波磁場（60Hz）に 15℃、24 時間曝露し、破
骨及び骨芽細胞の活性に及ぼす影響を調べ
た。磁場発生装置の詳細は、Miyakawa et al. 
(2001)に示してある。本研究では、破骨細胞
の活性の指標として酒石酸抵抗性酸フォス
ファターゼ(TRAP)を用い、骨芽細胞の活性の
指標としてアルカリフォスファターゼ(ALP)
を使用し、磁場の骨組織に対する作用を調べ
た。詳細な方法は、Suzuki and Hattori (2002)
に示してある。また培地中に放出された酵素
活性も同様にして測定した。 
 
実験２：極低周波磁場によるウロコの破骨及
び骨芽細胞で発現している遺伝子の発現解
析 
麻酔したキンギョ（メス 5匹、体重 40 g

前後）のウロコを取り、実験１と同様に 30 mT
の磁場に曝露（15℃、24 時間）した。そのウ
ロコからアイソゲン（ニッポンジーン）によ
り mRNA を抽出し、タカラのキットを用いて
cDNA を合成した。破骨細胞のマーカーである
calcitonin receptor（CTR）及び骨芽細胞の
マーカーである insulin-like growth 
factor-I（IGF-I）と estrogen receptor（ER）
の発現を RT-PCR により解析した。詳細な方
法は、Suzuki et al (1997)に示してある。
さらに、リアルタイム PCR 法により、骨芽細
胞と破骨細胞の相互作用に関与する遺伝子
Receptor Activator of NF-κB Ligand 
(RANKL)と Receptor Activator of NF-κB
（RANK）の発現を解析した。 
  
実験３：ラットの頭蓋骨を用いた極低周波磁
場による破骨及び骨芽細胞に及ぼす影響    
ラット（生後 4日）をエーテル麻酔で安楽

死させ、頭蓋骨を切り出した。それを半分に
切り、片方をコントロールとし、片方を磁場
曝露に用い、2 ml 用のエッペンドルフチュー
ブにそれぞれ入れた。次にそのチューブに
HEPES（20 mM）（pH7.0）及び抗生物質（1%）
を含む培地（MEM、ICN Biomedicals Inc.）
を 1.5 ｍl 加えた。そのチューブを 30 mT の
磁場に 37℃、24 時間曝露し、破骨及び骨芽
細胞の活性に及ぼす影響を調べた。なお、コ
ントロールは磁場に曝露せず、37℃で培養し
た。曝露後、頭蓋骨は冷凍保存（-80℃）し
た。分析直前に解凍し、500 ・ｌの蒸留水を
入れ、超音波破壊機で破砕した。遠心により
残渣を除き、その上清中の TRAP 及び ALP 活
性をキンギョと同様な方法で測定した。 
 
実験４：骨代謝に関与するホルモンと磁場と
の相互作用 
キンギョ（10 匹、体重 40g 前後）を麻酔し、

実験 1と同様の方法で左側のウロコを取り除



 
 

いた。30 mT の磁場に 15℃、24 時間曝露し、
メラトニン（10-6 M）添加による影響を調べ
た。バイオマーカーとして、TRAP 及び ALP 活
性を用いた。 
 

４．研究成果 
実験１：極低周波磁場による破骨及び骨芽細
胞に及ぼす影響 

3 mT の磁場により、ウロコの破骨細胞の活
性が有意に低下した。また、細胞の活性と同
様に培地中の TRAP 活性もコントロールに比
べて有意に低下していた。一方、ウロコの骨
芽細胞の活性は変化しなかったが、培養液中
の ALP 活性が、コントロールと比較して上昇
していた。したがって、3 mT の磁場刺激でも
骨形成が進行中であると推測される。また 5 
mT でも 3 mT と同様な変化がみられた。 
10 及び 30 mT では、骨芽細胞の活性が上昇

し、それに伴い破骨細胞の活性も上昇してい
た。これら 2種類の細胞は、密接に連絡して
おり、骨芽細胞で発現しているリガンドであ
る RANKLと破骨細胞にあるレセプターである
RANK が結合することにより、破骨細胞が活性
化し、多核の活性型の破骨細胞に分化する
（Teitelbaum, 2000）。したがって、10 及び
30mT で 24 時間曝露することにより、骨芽細
胞が活性化し、RANK-RANKL を通して破骨細胞
も活性化された可能性が高い。そこで、実験
２において、RANK, RANKL を含めた遺伝子の
発現を調べた。 
 
実験２：極低周波磁場の遺伝子発現に及ぼす
影響 

極低周波磁場は、細胞膜に影響を及ぼし、
細胞活性に影響を与えると考えられている
(Luben, 1991)。本研究においても、膜レセ
プターである CTR mRNA の発現は上昇したが、
核レセプターである ER mRNA の発現は変化し
なかった。CTR は破骨細胞に特異的に発現し
ている遺伝子なので、実験１で得られた結果
と一致している。さらに IGF-I は骨芽細胞で
特異的に発現している遺伝子であり、ALP 活
性の上昇と共にその mRNA レベルも上がって
いた。したがって、CTR に加えて IGF-I の発
現に関しても実験１の結果を支持していた。
さらに 30 mT の磁場を照射することにより、
RANKL及びRANKの発現が上昇していることが
わかった。 
 
実験３：ラットの頭蓋骨を用いた極低周波磁
場による破骨及び骨芽細胞に及ぼす影響 
ラットの頭蓋骨を用いて、30 mT で処理す

ると、ウロコと同様に骨芽細胞及び破骨細胞
の両方の活性が上昇した。したがって、ウロ
コで得られた結果が再現され、磁場は骨代謝
を亢進させて、骨形成を促進している可能性
が高い。副甲状腺ホルモンは、骨芽および破

骨細胞の両方の細胞活性を上昇させて、骨形
成を促していることが最近わかってきた
（Martin and Seeman, 2007）。したがって、
磁場による骨形成も副甲状腺ホルモンのよ
うなメカニズムで進行している可能性が高
い。 
 
実験４：骨代謝に関与するホルモンと磁場と
の相互作用 
我々は、ウロコの培養システムを用いて、

脳の松果体で作られ概日リズムを調節する
ホルモンであるメラトニンが骨芽及び破骨
細胞の活性を抑制することを哺乳類に先駆
けて報告した（Suzuki and Hattori, 2002）。
また、メラトニンの破骨細胞の活性を抑制す
る作用の方が、骨芽細胞に対する作用より強
く、  破骨細胞が活性型に誘導されることを
抑制している。そこで、磁場照射により活性
化した破骨細胞の活性をメラトニンが抑制
するかを調べた。その結果、磁場照射したウ
ロコにメラトニンを添加すると、骨芽細胞の
活性は変化しなかったが、破骨細胞の活性は
有意に低下した。 
 
【要約】 
１）ウロコを用いたアッセイ系は、磁場の骨
芽・破骨細胞に対する作用を調べるのに有
効である。 

２）破骨細胞及び骨芽細胞で特異的に発現し
ている遺伝子を解析した結果、細胞の活性
の変化と同様な変化が得られ、核レセプタ
ーよりも膜レセプターが磁場刺激に反応
していた。さらに 30 mT の磁場を照射する
ことにより、RANKL 及び RANK の発現が上昇
していることがわかった。  

３）磁場刺激に対する反応性は破骨細胞の方
が高く、まず破骨細胞の活性が低下する。
次に、磁場強度が上がると、骨芽細胞が活
性化され、破骨細胞も活性化させると考え
られる。この結果は、ラットの頭蓋骨でも
再現された。 

４）磁場照射したウロコにメラトニンを添加
すると、骨芽細胞の活性は変化しなかった
が、破骨細胞の活性は有意に低下した。 

 
以上より、ウロコのシステムは磁場の骨形

成を解析するシステムとして有効であり、ホ
ルモンとの相乗効果により、治療効率を上げ
ることができる可能性が示された。 
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