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研究成果の概要（和文）：低出力パルス超音波 (LIPUS) は，骨折治癒に対する補助治療として広く利用されている．
我々は，網羅的な遺伝子発現解析技術を用いて，1回，20分間のLIPUS (1.5 MHz, 30 mW/cm2) を作用させたマウス骨芽
細胞において，骨の形態に関連する数多くの遺伝子の発現が上昇することを明らかにした．得られた結果は，骨芽細胞
におけるLIPUSの作用メカニズムの分子基盤を解明する一助になる．

研究成果の概要（英文）：Low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) has been used extensively as an adjuvant t
o fracture healing. We identified many up-regulated genes that were associated with bone morphology in mou
se osteoblast cells treated with a single 20-min LIPUS (1.5 MHz, 30 mW/cm2) using global-scale gene expres
sion analyzing technologies. These results obtained here should help to further clarify the molecular basi
s of the mechanisms of the LIPUS response in osteoblast cells.
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１．研究開始当初の背景 
(1)2003 年のヒトゲノムの解読によりヒトの
設計図は明らかになった．一方，同一のゲノ
ムを有する細胞が機能の異なる様々な細胞
に成熟・分化するのは，DNA の塩基配列に
よらないエピジェネティックな遺伝子発現
制御の存在によるところが大きい．このエピ
ジェネティックな遺伝子発現制御は，個体発
生やがん，老化等，多種多様の生命現象をつ
かさどっている．また，エピジェネティック
異常は種々の病態を引き起こすことから，近
年，エピジェネティクスは非常に注目されて
いる． 
 
(2)超音波は，超音波探査や洗浄にいち早く実
用応用され，近年，その技術は医療分野，物
質の創製や環境分野に至るまで幅広く応用
されている．医療分野で超音波は診断に必須
の技術で，また，骨折治療，集束超音波治療，
結石破壊，白内障の手術，血栓溶解等，治療
にも利用され，ヒトに対する安全かつ有効な
使用法が確立されている． 
 
(3)他方，最近，超音波による遺伝子導入，遺
伝子制御された細胞死誘導，遺伝子発現変化
の誘導等が明らかとなった．さらに，最近，
我々は，超音波によって DNA 二本鎖切断を
引き起こすことを世界に先駆けて証明した． 
 
(4)また，以前からある種の超音波が骨の形成
を促進することが示されており，実際に臨床
の場で骨折治療に低出力パルス超音波
（LIPUS）が使用されている．セーフスは世
界初の超音波骨折治療器で，サッカーのデビ
ッド・ベッカム選手や野球の松井秀喜選手が
骨折治療のために使用して注目された．なお，
この効果を裏付ける成績が培養骨関連細胞
で報告されている．これまでのところ，超音
波に関しては，診断に関する研究報告は多い
が，超音波の影響を分子や細胞レベルで検討
した報告は少ない．本研究のテーマである，
超音波の生体への作用をエピジェネティク
スの観点から研究した報告はない． 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では，超音波がエピジェネティクス
にどのような影響を及ぼすのか，さらに，超
音波によりエピジェネティック制御ができ
るか否かを骨芽細胞や間葉系幹細胞の細胞
分化と関連させて，分子レベルで解明するこ
とを目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 骨芽細胞研究に多用されてい
る骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1 を用いた．細
胞は，10％ウシ胎児血清を含む MEMα培地中
で，37℃で培養した．細胞を分化させる時，
MEMα培地に 10％ウシ胎児血清，0.3 mM L-
アスコルビン酸と 10 mM β-グリセロリン酸
を添加し，14 日間培養した． 

(2) 超音波照射 LIPUS 照射には，セーフス
4000J（帝人ファーマ社）を用いた．図 1 に
示す様に，分化させた MC3T3-E1 細胞を 35 mm 
シャーレで培養し，カップリングゲルを介し
て，下部から超音波を 20 分間（1.5 MHz, 30 
mW/cm2）照射した．照射後，細胞は 37℃で培
養した． 
 

 
(3)網羅的遺伝子発現解析 細胞からトータ
ル RNA を分離し，ジーンチップシステムを用
いて，発現変動する遺伝子を網羅的に調べた．
得られたデータは，さらに，バイオインフォ
マティクスツールを用いて解析した． 
 
４．研究成果 
(1)細胞増殖とマーカー遺伝子発現に対する
LIPUS の効果 MC3T3-E1 に LIPUS を照射した
時，本刺激は細胞の増殖やアルカリフォスフ
ァターゼ活性(骨芽細胞分化マーカー)に影

響を及ぼさなかった．一方，骨芽細胞の分化
マーカータンパク質であるオステオカルシ
ンの mRNA レベルが有意に増加した（図 2）．
他の分化のマーカーであるオステオポンチ
ンの mRNA レベルに対して，LIPUS は影響を与
えなかった． 
 
(2)LIPUS が影響を及ぼす遺伝子の網羅的解
析 ジーンチップシステムを用いたDNAマイ
クロアレイ解析により，LIPUS 照射細胞にお
いて 1.5 倍以上発現が増加する 38 遺伝子と
減少する 37 遺伝子，合計 75 遺伝子が明らか
となった（図 3）．次に，バイオインフォマテ
ィクスツールを用いて，発現変動する遺伝子
の機能解析と遺伝子ネットワーク解析を行
った．増加する 38 遺伝子の中には，骨格筋
の機能や発達，細胞の移動，結合組織の機能
や発達等に関連する遺伝子が含まれた．興味
深いことに，これらの遺伝子の集団から機能
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Thickness of the dish bottom (1.1 mm)
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Coupling gel

 
図 1 LIPUS の照射 
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図 2 オステオカルシンの mRNAレベルに

対する LIPUS の効果 



的な連関が考えられる遺伝子ネットワーク
が構築できた．この中には，Dmp1, Fbn1, Igf2, 
Lum, Mmp13 と Thbs1 遺伝子が含まれ，これら
の遺伝子は骨の形態に関連するものであっ
た．また，減少する 37 遺伝子の集団からも
遺伝子ネットワークが得られ，Id1, Id2, Id3
と Krt14 遺伝子が含まれた．この遺伝子ネッ
トワークの機能は，遺伝子発現，細胞周期お
よび結合組織の機能と発達等であった．次に，
リアルタイム定量的 PCR を用いて，遺伝子の
発現変動を確認した．増加する遺伝子は，Ahr, 
Cd200, Egr3, Gas6, Htra1, Igf2, Lum, Matn4, 
Mylk, Nrep, Omd, Thbs1, Tunc1 と Znhit6，
減少する遺伝子は，Id1, Id2 と Id3 を選択し
た．マイクロアレイ解析から得られたこれら
の遺伝子発現の増加と減少がリアルタイム
定量的PCRシステムを用いた実験でも確認す
ることが出来た．LIPUS は，骨折治療に使用
され，治癒日数が有意に減少する．LIPUS が
数多くの遺伝子の発現，特に骨に関する遺伝
子の発現に影響を及ぼし，骨折治癒促進に働
いているのかもしれない（雑誌論文番号②）． 

 
(3)LIPUS の効果における ERK の役割 LIPUS
の効果に ERK が関与するか否かを検討した．
LIPUS の細胞への照射により，時間依存的に
リン酸化 ERK の発現レベルが上昇し，6 時間
後が最もそのレベルが高かった．一方，ERK
の阻害剤である U0126 の存在下では，LIPUS
による活性化が顕著に阻害された（図 4）．今

後，遺伝子発現と ERK の関係を精査する必要

がある． 
 
(4)ヒストンの修飾に対する LIPUS の作用の
検討 エピジェネティクスとヒストンの修
飾との間には密接な関連がある．ヒストンの
修飾に対する LIPUS の効果を検討した．メチ
ル化ヒストンH3 (Lys 4), H3 (Lys 9), H3 (Lys 
27), H3 (Lys 36), アセチル化ヒストン H3 
(Lys 9)と H3 (Lys 27)の発現レベルをウエス
タンブロット法で評価した．その結果，トリ
メチルヒストン H3 (Lys 4), H3 (Lys 9)と
H3 (Lys 36: 図 5）およびモノメチルヒスト
ン H3 (Lys 27)の発現レベルが LIPUS 照射に
よって上昇した．超音波がヒストンの修飾に
影響を与えて，遺伝子発現を変化させ細胞に
対して様々な効果をおよぼしている可能性
が考えられた． 

以上より，骨芽細胞に対して LIPUS の一回
20 分間の照射により，数多くの遺伝子の発現
が変動することを明らかにした．また，本刺
激により，ERK が活性化され，同時に，幾つ
かのヒストンの修飾レベルが変化すること
も見出した．これらの現象の間にどのような
関連があるのかをさらに詳しく調べること
により，超音波とエピジェネティクスとの関
係が明らかになると考えられる． 
 

(5)本課題に関連する研究成果 超音波には
様々な生物学的な効果があることが知られ
ている．LIPUS (0.3～0.4 W/cm2)によって DNA
の二本鎖切断が誘発されることを明らかに
した（雑誌論文番号⑧）．また，LIPUS (0.3 
W/cm2) によって誘導される細胞死に DNA-PK
が重要な役割を担っていることを証明した
（雑誌論文番号⑥）．LIPUS (0.4 W/cm2) によ
って ATR 依存的に Chk1 が活性化され，これ
はLIPUSによるアポトーシスに関与している
ことを明らかにした（雑誌論文番号⑤）． 
ハイパーサーミアは，がん治療の補助的な

療法として臨床で使用されている．本研究で
用いたDNAマイクロアレイとバイオインフォ
マティクスツールを用いて，ハイパーサーミ
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図3 LIPUSによって発現が変化す

る遺伝子 
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図4 ERKの活性化に対するLIPUSの効果 

 

図 5 トリメチルヒストン H3 (Lys 36)

の発現に対する LIPUS の効果 



アやマイルドハイパーサーミアによって発
現変動する遺伝子を明らかにした（雑誌論文
番号③，④，⑦，⑨）． 
温度感受性 SV40 大型 T 抗原遺伝子導入ト

ランスジェニック動物は，機能を保持した不
死化細胞株の樹立に非常に有用である．本遺
伝子を導入したトランスジェニックラット
から上皮機能を保持した口腔上皮細胞株
ROE2 の樹立に成功した．この細胞株は，超音
波の機能を評価する有用なモデルになる可
能性がある（雑誌論文番号①）． 
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