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研究成果の概要：これまで超音波の骨に対する作用を解析した研究は、骨芽細胞の株細胞を用
いた in vitro の研究が主流であり、骨芽細胞と破骨細胞の相互作用を解析する良いモデルがない。
また歯の形成に対する作用においても、in vivo の系が主流であり、in vitro の良いモデル系が求
められている。その機構を解析する硬組織モデルとして魚類のウロコとマウスの歯胚を用いて、
低出力超音波パルスの影響を解析した。その結果、ウロコを用いて低出力超音波パルスの最適
な条件を見出した。その条件では、歯胚の特に象牙質の形成に効果があり、ウロコを用いた
GeneChip 解析により超音波に対する破骨細胞のシグナル伝達経路を初めて明らかにすること
ができた。さらに新規化合物の骨に対する作用も解析して、骨疾患の治療に有望な化合物を見
出した。 
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GeneChip 解析、新規メラトニン誘導体 
 
１．研究開始当初の背景 

骨組織に対する超音波の影響は、これまで、
主に骨芽細胞（骨を作る細胞）の株細胞を用
いて実験されてきた。しかし、実際の骨組織
は、骨芽細胞の他に破骨細胞（骨を壊す細胞）、
骨基質（コラーゲン等）、ハイドロキシアパ
タイト（リン酸カルシウム結晶）が共存して
おり、骨芽細胞の株細胞のような単純な系で

はない。生体内の骨組織に対する作用を正確
に評価するため、骨の組織培養系を用いた研
究が求められていたが、その実現は難しく、
これまで先送りされてきた。 

魚類のウロコは、膜性骨に似た硬組織であ
り、骨芽細胞、破骨細胞、骨基質、ハイドロ
キシアパタイトが備わっている。したがって
ウロコを用いると、株細胞で達成できなかっ
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た骨組織の相互作用を、生体内に近い状態で
再現できる。そこで研究代表者の鈴木はウロ
コに注目し、その培養法を確立し、これを用
いた検定系を構築した。この系は理想的な骨
の組織培養系と見なすことができ、ラットや
マウスを用いた実験モデルでは多額の費用
と時間を要するが、ウロコを用いた場合、安
価であり、迅速かつ正確に解析できる。本研
究では、ウロコを用いた実験モデルを開発し、
GeneChip を用いた遺伝子解析により、その機
構解明を目指す。 

歯についてはこれまで、ラットやマウス等
をそのまま用いた実験が多く、超音波が歯の
硬組織形成に有効であることは報告されて
いるが、その作用機序は解明されていない。
分担者の田畑は、歯胚の器官培養系を確立し
ている。そこで、このシステムを用いて歯に
対する影響を解析する。 
 
２．研究の目的 
これまで超音波の骨に対する作用を解析

した研究は、骨芽細胞の株細胞を用いた in 
vitro の研究が主流である。最近、骨芽細胞と
破骨細胞の相互作用が注目され、共存培養で
なければ、骨に対する作用を正確に評価でき
ないことがわかってきた。 

魚類のウロコは、膜性骨に似た硬組織であ
り、骨芽細胞と破骨細胞、さらにＩ型コラー
ゲンやハイドロキシアパタイトを含む骨基
質が備わっている。したがってウロコを用い
ると、株細胞で達成できなかった骨組織の相
互作用を、生体内に近い状態で再現できる。
そこで本研究では、魚のウロコに注目し、ウ
ロコを用いた培養・検定法を用いて、超音波
の骨組織に対する影響を解析する。次にウロ
コで得られた条件を哺乳類（マウス等）の歯
に応用し、超音波の硬組織に対する影響につ
いても解析した。また、新規メラトニン誘導
体の骨代謝に対する作用を解析して、骨疾患
に有効な化合物のスクリーニングも行った。 
 
３．研究の方法 
①ウロコの培養・検定系による低出力超音波
パルスの最適条件の決定（担当：鈴木・近藤） 
 キンギョは通年にわたり同じ大きさの個
体を入手可能であり、ウロコも大きく扱いや
すいため、本研究ではキンギョ（Carassius 
auratus）を材料として使用する。ウロコの培
養及び骨芽・破骨細胞の活性測定は、鈴木が
既に確立している。この系を用いて、超音波
の最適条件を決定する。以下に詳細に示す。 
骨芽及び破骨細胞の活性の指標としてアル
カリフォスファターゼと酒石酸抵抗性酸フ
ォスファターゼを用いる。これらは同一の基
質（パラニトルフェノールリン酸）を用いる
ため、緩衝液の組成を変えるだけで測定可能
である。本研究では、塩化マグネシウム

（1mM）と塩化亜鉛（0.1mM）を含む 0.1M
トリス緩衝液（pH9.5）及び酒石酸（10mM）
を含む 0.1M 酢酸緩衝液（pH5.3）を用い、骨
芽及び破骨細胞の活性を測定する。 
 
②遺伝子発現の解析（担当：鈴木・田畑・和
田・近藤） 
 ウロコの骨組織に特異的に発現している
マーカー遺伝子の発現解析を PCR 法により
行う。さらに遺伝子のネットワーク解析を行
うため、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）の
ウロコを用いて GeneChip 解析を行う。 
 
③歯胚の器官培養実験（担当：田畑） 

マウス胎仔（発生 14 日）の下顎臼歯の歯
胚を Trowel 法によって培養する。歯胚の培
養方法は、既に田畑が開発済み(Tabata et al., 
1996）であり、この方法を用いる。この歯胚
の培養時に、超音波を毎日照射して、組織切
片作製による組織観察を行った。 
 
④新規メラトニン誘導体の骨代謝に対する
応答解析（担当：鈴木） 
最近我々は、概日リズムに関与するホルモ

ンであるメラトニンが、骨形成に関与するこ
とを明らかにした（Suzuki and Hattori, 2002）。
そこでメラトニン誘導体（2-ブロモメラトニ
ン、2,4,6-トリブロモメラトニン、1-アリル
-2,4,6-トリブロモメラトニン、1-プロパルギ
ル-2,4,6-トリブロモ-メラトニン、1-ベンジル
-2,4,6-トリブロモメラトニン及び 2,4,6,7-テト
ラブロモメラトニン）に対する作用をウロコ
で調べ、さらに卵巣摘出ラットや低 Ca 食を
与えて骨が折れやすくしたラットを用いて
解析した。 

  
４．研究成果 
①ウロコの培養・検定系による低出力超音波
パルスの最適条件の決定 
超音波を過度に照射すると、フリーラジカ

ルを発生させ、さらに温度上昇により、細胞
に損傷を与える。そこでフリーラジカルを発
生しない条件であり、温度上昇が 3℃以内で
骨芽細胞を活性化させる条件を見出した。そ
の条件は、60 mW/cm2(ISATA)、1MHz、 50% 
duty factor、0.5Hz 刺激周期、6 分間である（第
15 回ソノケミストリー討論会，金沢,  2006
で発表）。 

 
②遺伝子発現の解析（マーカー遺伝子の解
析） 

骨芽細胞が低出力超音波パルス刺激によ
り応答したので、骨芽細胞で特異的に発現し
ているマーカー遺伝子である insulin-like 
growth factor-I (IGF-I)と estrogen receptor (ER)
の遺伝子発現を RT-PCR により調べた。ER の
mRNA レベルは、超音波刺激後、培養 3 時間



 

 

では変化しなかったが、18 時間では有意に増
加した。一方、IGF-I の mRNA レベルは、3
時間培養で有意に増加し、18 時間培養では有
意に変化しなかった。したがって、超音波刺
激により IGF-Iの mRNA 発現は、ERの mRNA
発現よりも早期に起こり、骨芽細胞を活性化
している可能性が示された（ International 
Symposium of Sonochemistry and 
Sonoprocessing, December, 2007 で 発 表 、
Comparative Biochemistry and Physiology に投
稿予定）。 
 
③遺伝子発現の解析（GeneChip による解析） 
 ゼブラフィッシュのウロコにおいても、キ
ンギョと同様にして骨芽細胞の活性が上昇
して、低出力超音波パルス刺激後、15℃で 6
時間培養したときに有意差が認められた。一
方、破骨細胞の活性は、低出力超音波パルス
刺激後、15℃で 6 及び 18 時間培養したとき
に有意差が認められた。破骨細胞の活性が低
下した。 

キンギョでは、ウロコ 1 枚当たりの酵素の
比活性で細胞の活性を求めているが、ゼブラ
フィッシュのウロコは小さいので、片側全て
のウロコをソニケーションして、その上清中
のタンパク質当たりの酵素の比活性を算出
した。そのため、検出感度が上昇して、破骨
細胞においても有意差が認められたと思わ
れる。 
ゼブラフィッシュの GeneChip を用いて低出
力超音波パルス刺激の影響を解析した。その
結果、１）線維芽細胞の増幅に関する遺伝子、
２）細胞間接着に関する遺伝子、３）石灰化
に関する遺伝子の発現が上昇した。この結果
は、前述の細胞活性の結果と一致している。
さらに破骨細胞の活性を促す遺伝子（c-Jun, 
c-fos 及び protein tyrosine kinase 2b: PTK2B
等）の発現が低下することが判明した。した
がって、低出力超音波パルス刺激は、破骨細
胞の分化・誘導に関与するシグナル伝達経路
を抑制しており、その結果として破骨細胞の
活性を抑制することが判明した（2nd Joint 
Meeting of the International Bone and Mineral 
Society and the Australian and New Zealand 
Bone and Mineral Society. Sydney, Australia, 
March 2009 で発表、Life Sci.に投稿予定）。 

 
④歯胚の器官培養実験 
マウス胎仔（発生 14 日）の下顎臼歯の歯

胚を Trowel 法によって培養すると、およそ
14 日で、歯胚は著しく発生・成長し、蕾状期、
帽状期、鐘状期初期へと形態を変え、象牙質
形成とエナメル質形成を始める。この歯胚に
対して、いくつかの条件（前項の条件を含む）
で低出力超音波パルスによる超音波実験を
行い、経日変化は実体顕微鏡で、9 日後の歯
胚は組織切片作製による組織観察を行った。

その結果、歯の組織の中でも特に象牙質形成
を促進させる作用を見出した（骨代謝学会等
で発表予定）。 
 
⑤新規メラトニン誘導体の骨代謝に対する
応答解析 
 Br 原子を 3 個導入した誘導体では、破骨細
胞の活性抑制作用は強く、メラトニンと同程
度であった。しかし Br 原子を 1 及び 4 個入
れた誘導体は、メラトニンの方が破骨細胞の
活性抑制作用は強かった。一方、メラトニン
は骨芽細胞の活性を低下させたが、Br 原子を
導入した全ての誘導体は、骨芽細胞の活性を
上昇させることが判明した。特に、1-ベンジ
ル-2,4,6-トリブロモメラトニンの作用は強く、
この化合物を用いて、詳細に調べた。 

1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメラトニンの
破骨細胞の活性抑制作用は、メラトニンのそ
れよりも強く、6 時間培養で 10-10 M でも効果
がみられた。また 1-ベンジル-2,4,6-トリブロ
モメラトニンはメラトニンとは異なり、骨芽
細胞の活性を上げ、その作用は 18 時間でも
持続しており、  10-8 M でも効果がみられた。 
骨芽細胞のマーカーである ER mRNA の発

現は、1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメラトニ
ン処理で有意に上昇することも判明した。さ
らに実験１と同様にして、メラトニンは破骨
細胞及び骨芽細胞の両方の活性を低下させ
た。しかし、1-ベンジル-2,4,6-トリブロモメ
ラトニンは破骨細胞の活性を低下させ、骨芽
細胞の活性を上昇させた（Suzuki et al., J. 
Pineal Res., 44:326-334, 2008) 。 

さらにこの新規誘導体は骨疾患のモデル
として用いられている卵巣除去ラットや低
カルシウム食を与えたラットを使用した動
物実験により、骨密度や骨強度が上昇するこ
とを確認している（Suzuki, N., et al., J. Pineal 
Res., 45: 229-234, 2008）。今後、この化合物と
超音波との相互作用について解析していく
予定である。 
 
以上のことから、魚のウロコ及びマウスの

歯胚は、低出力超音波パルスの硬組織に対す
る作用を解析する良いモデルであり、そのメ
カニズムに関する一端を明らかにすること
ができた。 
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