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研究成果の概要（和文）：　低出力パルス超音波 (LIPUS) の細胞応答を明らかにするために，骨芽細胞の骨分
化に対するLIPUSの効果を検討した．マウス骨芽MC3T3-E1細胞に30 mW/cm2の強度で一日一回20分間LIPUSを照射
した．LIPUSの連続照射は，アリザリンレッド染色により検出した骨分化を有意に上昇させた．アクチンベータ
に対するsiRNA処理細胞において細胞の形態学的な変化が観察された．アクチンベータの発現抑制は，LIPUSによ
る骨分化の誘導を消失させた．得られた成績は，BMSCsにおけるLIPUSの作用メカニズムを理解するための分子基
盤になる．

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the cellular response to low-intensity pulsed 
ultrasound (LIPUS), the effects of LIPUS on the osteogenic differentiation in osteoblastic cells 
were investigated. Mouse osteoblastic MC3T3-E1 cells were exposed to LIPUS (30 mW/cm2 for 20 min; 
once a day). Repeated exposure of LIPUS significantly elevated mineralization level detected using 
alizarin red staining. Morphological changes were observed in the cells treated with siRNA for actin
 beta. The silencing of actin beta diminished the osteoblastic differentiation that was increased in
 the MC3T3-E1 cells by exposure to LIPUS. These findings will provide a molecular basis for further 
understanding of the mechanisms of LIPUS in osteoblastic differentiation.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 超音波　細胞分化　アクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低出力パルス超音波 (LIPUS) は，骨折治癒促進効果があるがその分子機構は完全に解明されていない．LIPUSの
細胞応答を明らかにするために，骨芽細胞の骨分化に対するLIPUSの効果を検討した．マウス骨芽MC3T3-E1細胞
へのLIPUSの連続照射は，骨分化を有意に上昇させ，この作用の少なくとも一部にアクチンベータが関与するこ
とが判った．得られた成績は， LIPUSの作用メカニズムを理解するための重要な分子基盤になる．

※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 

 

低出力パルス超音波 (LIPUS) は，骨折治癒促進作用を有し，実際に臨床で使用されている．

骨折治癒過程は，炎症期，仮骨形成期とリモデリング期に分けられ，各ステップで関与の程度の

違いはあるが，繊維芽細胞，骨芽細胞，軟骨細胞，破骨細胞，間葉系幹細胞等，様々な細胞が関

与することが知られている．一方で，この LIPUS の作用の分子メカニズムは不明な点が多い．

近年，ノンコーディング制御性 RNAであるマイクロ RNA (miRNA) は，遺伝子の発現を調節し

様々な生命現象に関与することから，医療への応用が期待されている． 

 

２．研究の目的 

 

本申請では，LIPUSによる細胞の分化や増殖等の機能制御において miRNAがどの様に関与し

ているかを，骨芽細胞，間葉系幹細胞等で検討する．さらに，miRNA を含むエクソソームを介

した細胞間相互作用を細胞や魚類のウロコを用いた組織モデル等で調べる． 

 

３．研究の方法 

 

1) LIPUS照射実験 6ウエルプレート用の実験用超音波照射装置 (帝人ファーマ) を用いた (図

1)．LIPUS は，1 日 1 回 20 分間照射した (超音波周波

数 1.5 MHz, DF: 20%，パルス繰り返し周波数: 1 kHz, 超

音波有効強度: 30 mW/cm2)． 

1) 培養細胞を用いた実験 骨芽細胞由来であるマウ

ス MC3T3-E1細胞を用いた．細胞は 10%ウシ胎児血清 

(FBS) 含有MEMα培地で培養した． 

2) ウロコを用いた実験 金魚からウロコを採取し，実

験に用いた． 

3) 動物を用いた実験 オス BALB/c マウスを実験に

用いた． 

 

４．研究成果 

 

1) マウス骨芽MC3T3-E1細胞の細胞分化に対する LIPUSの効果 

先ず，LIPUSの 20分間照射により，培地の温度が上昇するか否かを検討した．この照射条件

では，培地の温度の上昇は観察されなかった．細胞へのベータグリセロリン酸 (10 mM) とアス

コルビン酸-2-リン酸 (150 μM) の添加の 9-12日後，細胞の石灰化やアルカリフォスファターゼ

活性の上昇を伴う細胞の分化誘導が観察された．1 日 1 回 20 分間の LIPUS の細胞への照射は，

対照群に比べて有意に細胞分化を促進した (図 2)．他方，MC3T3-E1細胞への LIPUSの 1回 20

分間照射により，細胞骨格アクチンフィラメントと細胞外基質の結合部位である焦点接着斑の

数が増加することが判った．この検出には，焦点接着斑の関連タンパク質パキシリンやビンキュ

リンの特異的抗体を用いた．ベータアクチンのノックダウンは，siRNA (small interfering RNA) を

用いて行った．興味深いことに，アクチンノックダウン細胞では，LIPUSの分化誘導促進作用が

消失した (図 3)．MC3T3-E1骨芽細胞において，LIPUSの骨形成分化促進作用にアクチン細胞骨

図 1 LIPUS照射装置 



格系が関与することが示された．また，この LIPUS の促進作用は，その熱的な作用ではなく，

メカニカル的な作用によると推察される． 

 網羅的な遺伝子発現解析の結果，MC3T3-E1骨芽細胞の分化の過程でオステオカルシン(Bglap) 

やボーンシアロプロテイン (Ibsp) の遺伝子発現が顕著に上昇することが示された．また，Bglap

は，miRNAである miR-22-

3p, miR-30b-3pやmiR-1299

等で，Ibspは miR-129b-3p, 

miR-130b-5p や miR144-3p

等で発現が制御されてい

る可能性がある．MC3T3-

E1 骨芽細胞の分化の過程

で細胞外に分泌されるエ

クソソームを分離したが，

培地中に含まれる 10% FBS が影響し，

細胞分化に関与するエクソソームやそ

れに含まれる miRNA の同定には至らな

かった．また，FBS 非存在下では，

MC3T3-E1骨芽細胞の石灰化を伴う細胞

分化は観察できなかった．骨芽細胞の分

化に関連するエクソソームやそれにお

よぼす LIPUS の効果を検討することが

今後の課題である． 

 

 

2) 金魚ウロコの骨芽細胞と破骨細胞活性に対するメカニカルストレスの影響 

 

 金魚のウロコには，骨芽細胞と破骨細胞が存在し LIPUS を含むメカニカルストレスに鋭敏に

応答することが知られている．金魚のウロコに対する遠心機を用いた過重力 (3G, 24 h) は，破

骨細胞の活性 (Rankl/Opg 比) を有意に抑制したが，クリノスタットを用いた疑似微小重力 (24 

h) はその活性を有意に上昇させた (雑誌論文 Yamamoto et al., Zoolog Sci, 39: 388-396, 2022) (図

4)．一方，骨芽細胞のマーカー遺伝子発現に対して疑似微小重力は有意な抑制作用を示した．こ

れらの成績から，疑似微小重力は破骨細胞を活性化，

反対に骨芽細胞活性を抑制することが示された (雑

誌論文 Yamamoto et al., Biol Sci Space, 36: 9-14, 2022)．

ウロコモデルにおいて，微小重力の骨量低下を再現

することができた．また，骨細胞のマーカー遺伝子

スクレロスチンの発現を指標として，金魚のウロコ

にも骨細胞様の細胞が存在すること，また，微小重

力によりスクレロスチンの発現が上昇することを明

らかにした (雑誌論文 Yamamoto et al., Biomed Res, 

41: 279-288, 2020)． 

 

 

図 2 石灰化に対する LIPUSの効果 

 
図 3 LIPUSによる石灰化誘導におけるベータア

クチンノックダウンの影響 

図 4 破骨細胞活性 (Rankl/Opg比) に

対する過重力と疑似微小重力の影響 



3) 老化マウスの骨代謝に対するメラトニンの効果 

 

LIPUS には骨折治癒促進作用があることが動物モ

デルで確かめられている．以前我々は，4カ月齢から

20 カ月齢まで長期間メラトニン (15-20 mg/kg/day) 

を給水から摂取することにより，老化マウスの骨代

謝が改善することを報告した  (雑誌論文 Igarashi-

Migitaka et al., Acta Histochem, 122:151596, 2020).今

回，前回と同様の実験条件の老化したマウスにおい

て，メラトニン (15-20 mg/kg/day) の長期間摂取は，

血漿中のカルシウムとマグネシウムイオン濃度を有

意に上昇させ大腿骨の骨強度を増強することを明ら

かにした (図 5, 雑誌論文 Igarashi-Migitaka et al., Melatonin Res, 4: 581-591, 2021)．これらの成績

は，動物モデルにおける LIPUSの効果を検討する研究の重要な情報になると考える． 

 

図 5 血漿中イオン濃度に対する 

メラトニン長期投与の効果 
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