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研究成果の概要（和文）：破骨細胞と骨芽細胞が共存する魚類のウロコに対する低強度パルス超音波 (LIPUS; 
30 mW/cm2, 20 分) の照射により，破骨細胞活性化の重要な分子であるRANKL，MMP-9やカテプシンKのmRNA発現
レベルが有意に上昇することが明らかとなった．また， 1日1回2週間LIPUS照射したサンプルでは，骨芽細胞の
酵素活性やウロコの再生比率が有意に上昇した．他方，マウス前骨芽前駆細胞において，LIPUS照射細胞では，
トリメチルヒストンH3 (Lys9) のタンパク質発現レベルが有意に上昇した．得られた結果は，骨関連の細胞にお
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）：Using fish scales in which osteoclasts and osteoblasts coexist, we 
identified that mRNA expression levels of receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
(RANKL), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and cathepsin K, important molecules of osteoclast 
activation, were significantly increased with a single low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS; 30 
mW/cm2, 20 min) treatment. Moreover, 2 weeks after daily LIPUS exposure, either the osteoblastic 
marker enzyme activity or the regeneration rate of the scales was significantly increased in 
LIPUS-treated groups. In mouse preosteoblast MC3T3-E1 cells, the protein expression level of 
trimethyl histone H3 (Lys9) was significantly elevated in the cells treated with a single LIPUS 
exposure. These findings will provide a molecular basis for further understanding of the mechanisms 
of LIPUS in bone cells.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 超音波
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 医療分野で幅広く利用されている超音波
は，ヒトに対する安全な使用法が確立されて
いる．一方で，低出力パルス超音波 (LIPUS) 
は長年骨折治療に利用されているが，その作
用の分子メカニズムは不明な点が多い． 
 
(2) DNAの塩基配列によらないエピジェネテ
ィック制御は，生体の様々な現象に必須であ
り，疾患との関連にも注目されている．以前，
我々は，LIPUSが骨の分化に関連する遺伝子
群の発現を上昇させることを骨芽細胞モデ
ルで明らかにした (Tabuchi ら Int J Mol 
Sci, 14, 22721-, 2013）．以上より，「LIPUS
がエピジェネティクスを介して細胞の分化
を制御している」と考えた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，LIPUSがエピジェネティクス
を介して細胞の分化を制御しているか否か
を，骨芽細胞，間葉系幹細胞と骨形成・再生
の有用な魚類のウロコ (破骨細胞と骨芽細胞
が共存) を用いて検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた実験 マウス骨芽細胞
MC3T3-E1, MC3T3-E1 clone 4, ヒト骨芽細
胞 MG63, マウス骨髄間質細胞 ST2, ヒト繊
維芽細胞Hs68, OUMS-36を用いた．  
 
(2) マウス頭頂骨を用いた実験 幼若マウス
の左右頭頂骨の矢状縫合部に持続的伸展刺
激を負荷し (0.2 g)，3と 6時間後に解析を行
った． 
 
(3) 魚類を用いた実験 金魚を実験に供した．
また，ゼブラフィッシュまたは金魚からウロ
コを取り，実験に用いた． 
 
(4) LIPUS の照射 LIPUS 照射装置セーフ
ス 4000J (シングルプローブ：帝人ファーマ
社)，研究用 LIPUS照射装置（6プローブ：
帝人ファーマ社）を用いた．LIPUS (30 
mW/cm2) を 20分間照射 (1日 1回) し，一
定時間後に種々の解析を行った． 
 
(5) 網羅的遺伝子発現解析 トータル RNA
を用いて，アフィメトリクス社のジーンチッ
プシステムにより，発現する遺伝子を網羅的
に検出した．得られたデータは，バイオイン
フォマティクスに関連するソフトウエアを
用いて解析した． 
 
４．研究成果 
(1) 各種培養細胞に対する LIPUS の効果の
検討 細胞を 6穴プレートで培養し，プレー
ト下面から脱気水を挟んで LIPUS を照射し
た．LIPUS 照射の様子を図 1 に示す．マウ
ス骨芽細胞MC3T3-E1, MC3T3-E1 clone 4, 
ヒト骨芽細胞 MG63, マウス骨髄間質細胞

ST2, ヒト繊維芽細胞 Hs68, OUMS-36 の
ERK (extra-cellular-signal regulated 
kinase) に対して LIPUSは活性化 (ERKの
リン酸化) させる傾向を示した．Hs68 と
OUMS-36 細胞の細胞増殖に対して LIPUS
は増殖を促進させる作用を示し，これは培地
中に含まれるウシ胎児血清の濃度が低い時
に観察された．また，マウス前骨芽前駆細胞
において，LIPUS照射細胞では，トリメチル
ヒストン H3 (Lys9) のタンパク質発現レベ
ルが有意に上昇した．LIPUSの効果にエピジ
ェネティクスが関与する可能性がある． 

 
(2) マウス頭頂骨において持続的伸展刺激に
よって誘導される遺伝子の同定 マウス頭
頂骨に持続的伸展刺激 (0.2 g) を 3または 6
時間負荷し，発現変動する遺伝子を網羅的に
観察した．数多くの遺伝子の発現が変動する
ことが示され，その中で BMP4 (bone 
morphogenetic protein 4)や CCN1 (cysteine 
rich protein 61) を含む 15 遺伝子の発現が
進展刺激により上昇することを定量的リア
ルタイム PCR法で確認した． 

また，CCN1タンパク質が進展刺激により発
現が増加することを免疫組織化学法で明ら
かにした．特に，このタンパク質は，ALP 
(alkaline phosphatase) 陽性の骨芽前駆細
胞で発現レベルが高かった (図 2) (雑誌論文
①)． 
 
(3)魚類のウロコにおいて LIPUSは破骨細胞
にアポトーシスを誘導する ゼブラフィッ

図 1 細胞への LIPUSの照射． 

 

図 2 持続的伸展刺激後のマウス頭頂骨に

おける ALPと CCN1の発現． 



シュのウロコにおいて，単回 LIPUS照射の 3
時間後に破骨細胞のマーカー酵素 TRAP 
(tartrate-resistant acid phosphatase) と
CTSK (catepsin K) のmRNAレベルが有意
に低下した (図 3)．一方，同じ時点で，骨芽
細 胞 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 OCN 
(osteocalcin) や DLX5 (distal-less 
homeobox 5) のmRNAレベルは有意に増加
した． 

次に，ゼブラフィッシュのウロコを用いて
LIPUS に応答する遺伝子を網羅的に調べた
結果，数多くの細胞死に関連する遺伝子の発
現レベルが上昇することが判った．それらの
中 で ， TNFRSF10A (TNF receptor 
superfamily member 10a) と PMAIP1 
(phorbol-12-myristate-13-acetate-induced 
protein 1) の LIPUSによる遺伝子発現の上
昇は，定量的リアルタイム PCR 法で確認す
ることができた．また，金魚のウロコに
LIPUS を照射しその 3 時間後には，対照群
に比べて有意に破骨細胞のアポトーシスが
増加することをマーカー酵素 TRAPと DNA
断片化を検出する TUNEL (TdT-mediated 
dUTP nick end labeling) 法を用いて明らか
にした (図 4) (雑誌論文②)． 

 
(4)金魚のウロコの破骨細胞に対する LIPUS
の効果 破骨細胞の活性化には RANK 
(receptor activator of NF-κB)，そのリガンド
であるRANKLとそれらの結合を阻害する可
溶 性 デ コ イ 受 容 体 で あ る OPG 

(osteoprotegerin) が関連するシグナル伝達
系が重要である (図 5)．LIPUSは金魚のウロ
コの RANK の発現には影響を与えなかった
が，RANKL の発現は照射後 6 と 12 時間後
に有意に増加した．一方，OPG の発現は
LIPUS 暴露 6 時間後のみ発現レベルが一過
性に上昇した． 

RANK の下流の分子である TRAF6 (TNF 
receptor associated factor 6) と NFATc1 
(nuclear factor of activated T-cells 1) の
mRNA発現レベルは LIPUS照射の 6時間後
に有意に上昇し，さらにその下流の酵素
CTSK と MMP9 (matrix metallopeptidase 
9) は照射の 6と 12時間後に有意に上昇した．
LIPUSの単回照射後，初期の段階で破骨細胞
が活性化されることが示された． 

また， 金魚の個体に 1日 1回 2週間 LIPUS
を連続照射したウロコのサンプルでは，破骨
細胞の TRAP活性は LIPUSにより影響を受

 

図 3 ゼブラフィッシュのウロコの遺伝子

発現に対する LIPUSの作用．□：コント

ロール；■：LIPUS照射群． 

図 4 LIPUSを照射した金魚のウロコの破

骨細胞におけるアポトーシスの検出． 

 

図 5 RANK/RANKLシグナル伝達系． 

 

図 6 ウロコの再生比率に対する LIPUS

の作用． 



けなかったが，骨芽細胞の ALP 酵素活性や
ウロコの再生比率が有意に上昇した (図 6)．
LIPUSは破骨細胞と骨芽細胞を活性化し，骨
の形成を促進すると考えられる (雑誌論文
③)． 
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