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【要旨】低出力超音波パルス（Low　intensity　pulsed　ultrasound）が偽関節や遷延治癒骨折の治療に対して広

く用いられているが、その作用機序は不明である。今回我々は、骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対して超

音波刺激を様々な条件で与え、DNA合成能を測定し至適刺激を求め、また細胞数およびAlkaline　phos－

phatase（以下ALPと略す）活性の経時的変化を測定するとともに、形態学的変化を観察して、超音波刺激が

骨芽細胞に及ぼす影響について検討した。さらにreverse　transcription　polymerase　chain　reaction（以下RT－

PCRと略す）反応を行い、　Osteopontin、　Transforming　growth　factor一β（以下TGF一βと略す）のm－RNAの

発現を検討した。

はじめに

　骨形成促進に関する研究は、1871年のWolfF）2）の骨

応変則以降、静的および動的軸圧付加などの物理学的

刺激や生物学的刺激として骨髄細胞注入、電気刺激な

ど現在に至るまで様々な研究がなされている。骨に対

する電気刺激としては、1953年に保田ら3）が骨に歪み

を加えると凹側が陰極に、凸側が陽極に荷電する骨の

圧電気現象の概念を唱え、電気的に仮骨形成を促進さ

せることを報告したのが最初である。当教室（正岡4）、

曽我5）、正田6）他）においても、変動電磁場刺激が骨形

成に与える影響について報告してきた。

　1983年にはXavier7）8）およびDuarte9）により、非常

に低い出力の超音波パルス刺激が骨折に対して有用

であると報告されて以来、低出力超音波パルスが偽関

節や遷延治癒骨折の治療に対して広く用いられるよ

うになった。低出力超音波パルスは一種のmechanical

stressであり、骨折治癒過程における内軟骨性骨化過

程（endochondral　ossification）に作用して仮骨形成を

促進していると考えられているが、その作用機序は未

だ不明な点が多い。また、臨床応用されている超音波

装置の刺激条件は一定であり、骨形成を促進させる至

適刺激条件はまだ明らかでないのが現状である。

　今回我々は骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対し

て、超音波刺激を様々な条件で与えDNA合成能を測

定し至適刺激条件を求め、また細胞数およびALP活

性の経時的変化を測定するとともに、形態学的変化を

観察して超音波刺激が骨芽細胞に及ぼす影響につい

て検討した。さらにRT－PCR反応を行いOsteopontin、

TGF一βのm－RNAの発現を検討した。

研究材料および方法

　1細胞培養

　実験には、理化学研究所より供与を受けた骨芽細胞

様細胞株（MC3　T3－El）を使用した。同細胞は1981年

にKodamalo）らにより、　C57　BL／6新生仔マウス頭蓋

冠から高ALP活性を有するサブクローンを選択する

事によりクローン化され、骨芽細胞への分化能を保持
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しているが他の問葉系細胞への分化能は無く、前骨芽

細胞様細胞の性状を有する細胞株である。MC3T3－El

細胞は低細胞密度ではALP活性は低く、骨芽細胞に

類似の性質を示すが、confluentになるとALP活性は

数百倍に増加し、加吻。においては石灰化骨基質を形

成する機能を維持している。さらにconfluentの条件

で40～50日間維持すると、石灰化基質内に骨芽細胞

が包埋された骨細胞に極めて類似の結節を形成する

性質を有する様に変化する。

　同細胞を10％FBS（Sigma）、　penicillin．Streptomysin

（Gibco　BRL）添加α一MEM培地（Sigma）にて37℃，

5％CO2気相下に0．05％Trypsin　EDTA（Gibco　BRL）

で分散し、継代培養を行った。実験にはpassage　7～10

を使用した。

　2超音波刺激装置（Fig，1）

　超音波刺激装置は、リオン株式会社製作の装置を用

いた。超音波刺激装置はFunction　Generator、　Pulse

Generator、オシロスコープ、パワーアンプ、分配器よ

りなり、frequency（周波数）、　intensity（照射出力）、

pulse　repeatition　frequency（繰り返し周波数）、　pulse

burst　width（バースト幅）の4つのパラメーターを自

由に設定できる様に設計されている。超音波刺激は培

養シャーレまたはプレートの底面より行い、照射時間

は20分間とした。

100　Pt　1の細胞を播種し24時間培養した後、無血清培

地として0．3％BSA添加α一MEM培地でさらに24時

間培養し、sub　confluentの状態で超音波刺激を20分

間行なった。なお超音波刺激は、1）A群；frequency

を0．5MHzとし、　intensityを10、20、30、40、50　mW／

cm2、2）B群；frequencyを1．O　MHzとし、　intensityを

10、20、30、40、50mW／cm2、3）C群；frequencyを

1．5　MHzとし、　intensityを10、20、30、40、50　mW／cm2

と変化させ刺激を行った。またpulse　repeatition　fre－

quencyは1．O　KHz、　pulse　burst　widthは200μsと一定

とした。DNA合成能の測定には、5－Bromo－2ノー

deoxy－uridineii）（以下BrdUと略す）Labeling　and

Detection　kit　III（Roche）を使用した。

　超音波照射直後にBrdUを10μM／well添加し、37

℃、6時間インキュベートを行った。洗浄後70％エタ

ノール／05MHCIにて一20℃、30分間固定し、洗浄

後Nucleases　lOOμ1／wellを加えさらに30分間イン

キュベートを行った。洗浄後Anti－BrdU－POD　100　pt　1／

wellを加え30分間インキュベートし、洗浄後perox－

idase　substrate　ABTS　lOOμ1／wellを加え、常温にて呈

色反応を施行。測定は490nmをリファレスとし、405

nmでのサンプルの吸光度をmicroplate　reader（MPR－

A4　i、　TOSOH、　Japan）にて測定した。なお、測定値

についてはt検定を用いて有意差検定を行った。また

以下の実験では、DNA合成能測定で得られた最良の

条件であるfrequencyとintensityにて実験を行った。

3DNA合成能の測定（Fig．2）

96well　microtitreplate上に、　l　wellあたり3．0×103／

…湾
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Fig．1　Ultrasound　stimulator
　　　Ultrasound　stimulation　was　applied　by　varying　the　frequency　from　O．5　to　1．5　MHz　and　the　intensity　from　10　to　50　mW／

　　　cm2　of　the　ultrasound　stimulator．
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Fig．2　DNA　synthesis

　　　The　ability　to　synthesize　DNA　was　measured　with　BrdU

　4形態学的観察および細胞数の変化

　直径35mmのシャーレにLO×10sの細胞を播種

し、24時間培養した後20分間超音波刺激を行った。超

音波刺激は、DNA合成能の最良の条件であるfre－

quency　l．5　MHz、　intensity　40　W／cm2とした。照射前

および照射後30分、1・2・12・24・48時間後の細胞を

剥離し、0．004％トリパンブルー染色を行い、血球計算

盤による細胞数の測定を行った。また、照射前および

照射後30分、1・2・12・24・48時間後の細胞の位相差

顕微鏡による形態観察を行った。

　5　ALP活性の測定

　直径35mmのシャーレに1．0×105の細胞を播種。

24時間培養した後、連日14日間超音波刺激を行い、照

射前、および14日まで2日おきに経時的にALP活性

の測定を行った。超音波刺激は、DNA合成能の最良の

条件であるfrequency　l．5　MHz、　intensity　40　W／cm2と

した。ALP活性の測定には、Bessey－Lowry法12）に準じ

た測定法であるアルカリ性ホスファB一テストワコー

（和光純薬）を用いた。

　細胞をPBSにて3回洗浄した後、　rubber　policeman

にて細胞を剥離し、0．5％Triton　X　lOO添加O．1　M　Tris一一

Cl緩衝液（pH　7．8）を加え、密閉式超音波ホモジナイ

ザーにて氷冷中30秒の超音波処理を2回行なった。

12，000rpm、4℃にて10分間遠心分離し、上清を酵素

液としてそのALP活性および蛋白量を測定した。0．l

Mcarbonate　buffer添加6．7mM　p－nitrophenel－

phosphatを基質として、同基質緩衝液0．5　mlに酵素液

0．05mlを加え、37℃で30分間反応させた。0．1N

NAOH　l．O　mlを加え反応を止め、反応生成物である

p－nitrophenol量を490　nmをリファレスとして、405

nmでのサンプルの吸光度をmicroplate　readerにて測

定し、検量線をもとにALP活性を算出した。　ALP活

性は同酵素液のタンパク量にて補正13）し、nM／min／

mg　proteinで示した。なお、測定値についてはt検定

を用いて有意差検定を行った。

　60steopontin、　TG：F一βのm－RNA発現の測定

　直径35mmのシャーレに1．0×10sの細胞を播種。

24時間培養した後、超音波刺激を行い、0、30分、1、

2、24時間後の細胞を抽出した。超音波刺激は、DNA

合成能の最良の条件であるfrequency　l．5　MHz、　inten－

sity　40　W／cm2とした。　Osteopontin、　TGF一βのRT－

PCR反応を行ない、　mouse　GAPDHをinternal　con－

trolとしてm－RNAの発現を検討した。

　1）　total　RNA　isolation

　RNA　isolationにはTRIzal　Reagent（Gibco　BRL）

を用いた。細胞をPBSにて洗浄後、　TRIzal　1．O・mlを加

えrubber　policemanにて細胞を剥離し、　pipettingにて

細胞を破砕後、常温にて5分間インキュベートを行っ

た。Chloroform　O．2　mlを加え、3分間インキュベート

後15，㎜rpm、40Cにて15分間遠心分離し、RNAを分

離。Isopropyl－alcohol　O．5　mlを加え10分間インキュ

ベート後、12，㎜rpm、4℃にて10分間遠心分離し、

RNAを沈殿させた。氷冷した75％Ethanol　LO　mlを

（3）
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加え、8，㎜rpm、4．Cにて5分間遠心分離を行ない、

RNA　pelletを分離した。　RNA　pelletをDEPC水に溶

解し、分光光度計を用いてtotal　RNA量を算出した。

　2）RT－PCR反応

　Advantage　RT－fbr－PCR　Kit（CLONTECH）を用い、

total　RNA　2．0　pt　gをcDNA　synthesisに用いた。次に得

られた5．0μ1のcDNA産物をLets　go　PCR　Kit

（Sawady）にてPCR反応を行った。　Primerの配列は、

Gene　bankより検索したmouse　m－RNA　sequenceよ

り、HYBstimulator（Funakoshi　Co．）を用いて作成し

た。その塩基配列は以下の通りである。mouse

Osteopontin；（sense　primer）　5t－GATGAGACCGTC－

ACTGCTAG－3’．　（antisense　primer）　5’一CTTTAGTTG－

ACCTCAGAAGATG－3’．　mouse　TGF－rs；（sense

primer）　5’一TGTACGGCAGTGGCTGAAC－3’．

（antisense　primer）　5’一ATTCATGTTGGACAACTGC－

TC－3’。またinternal　controlとしてのmouse　GAPDH

はMaxim　Biotech　Inc．を使用した。　PCRの増幅は、

peltier　Thermal　Cycler－200（Funakoshi　Co）を用いて

denaturation94℃5分、94℃30秒、55℃30秒、72℃

40秒を40cycles、　extension　72℃5分にて行った。得

られたPCR産物は2％agarose　gel上で電気泳動を行

い、ポラロイド撮影を行った。

結 果

　1DNA合成能の測定
　1）A群（f卜equency；O．5　MHz、　intensity；10、20、

　　　30．　40．　50mW／cm2）

　controlに対し10　mW／cm2で1．07倍、20　mW／cm2

で1．09倍、30mW／cm2で1．17倍、40　mW／cm2で127

倍とDNA合成能の増加を認め、50　mW／cm2では0．98

倍とDNA合成能は抑制されていた。また統計学的に

は明らかな有意差は無かった。（Fig．3－a）

　2）B群（frequency；LO　MHz、　intensity；10、20、

　　　30．　40．　50mW／cm2）

　controlに対し20　mW／cm2で1．12倍、30　mW／cm2

で1．06倍、40mW／cm2で1．28倍、50　mW／cm2で1．12

倍とDNA合成能の増加を認め、10mW／cm2では0．96

倍とDNA合成能は抑制されていた。また統計学的に

はintensity　40　mW／cm2において、　controlおよび

intensity　lO　mW／cm2に対して1％の危険率で有意差

を認めた。（Fig．3－b）

　3）C群（f卜equency；1．5　MHz、　intensity；10、20、

　　　30．　40．　50mW／cm2）

　controlに対し20　mW／cm2で1．ll倍、30　mW／cm2

でし28倍、40　mW／cm2で1．40倍、50　mW／cm2で1．23

倍とDNA合成能の増加を認め、10mW／cm2では0．97

倍とDNA合成能は抑制されていた。統計学的には

intensity　30　mW／cm2にてcontrolに対し1％の危険率

で有意差を認めた。またintensity　40　mW／cm2におい

ては、controlに対し0．5％の危険率で有意差を認め、

intensity　lOmW／cm2に対して1％の危険率で有意差

を認めた。（Fig，3－c）

　2細胞数の変化

　超音波照射後2時間では、照射群は2．54×105、非照

射群は2．73×105の細胞が認められ、照射後12時間で

は照射群は3．96×10s、非照射群は3．98×10sと約2倍

に増加していた。さらに照射後48時間では、照射群は

5．ll×105、非照射群は5．18×105の細胞が認められた

が、照射群、非照射群ともに全ての培養時期を通じて

細胞数に明らかな有意差は認められなかった。（Fig．4）

また、位相差顕微鏡による形態観察においてはトリパ

ンブルー染色で染まる死滅細胞は照射群、非照射群と

もに散見されず有意差は無かった。（Fig．5）

　3　形態学的観察

　位相差顕微鏡による形態観察では、照射群、非照射

群共に培養初期には樹枝状の細長い細胞突起を有し、

線維芽細胞様の形態を呈して、徐々に敷石状の配列を

示す様になり、confluent後は細胞間基質中に埋まった

様に重層を呈する様になる。両者に明らかな細胞形態

上の変化、細胞配向の変化は認められなかった。（Fig．

6）

　4　ALP活性の測定

　ALP活性は、照射群、非照射群共に2日目より14

日目までの測定期間中増加傾向を示し、照射群では照

射14日目に374nM／min／mg　proteinの最高値を呈

し、非照射群でも同様に測定14日目に312nM／min／

mg　proteinと最高値を呈した。両者を比較すると、照

射6日目以降照射群の方が非照射群に比して高い

ALP活性を呈していた。統計学的には、照射8、10、14

日目において1％の危険率で両者に有意差を認めた。

（Fig．　7）
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（刺激群／control群）
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Fig．　3－a　DNA　synthesis

　　　　　　　（A；　Frequency：　O．5　MHz，　lntensity：　10，　20，　30，　40，　50　mW／cm2）

　　　　　　　No　significant　difference　was　recognized　between　the　irradiation　group　and　the　non－irradiation　group．

（刺激群／control群）
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Fig．3－b　DNA　synthesis

　　　　　　　（B；　Frequency：　1．0　MHz，　lntensity：　10，　20，　30，　40，　50　mW／cm2）

　　　　　　　The　ability　to　synthesize　DNA　increased　significantly　compared　to　the　control，　rising　to　approximately　1．27　fold　at　a

　　　　　　　frequency　of　1．0　MHz　and　an　intensity　of　40　mW／cm2．

（刺激群／control群）

1．6

1．5

1．4

1．3

1．2

1．1

1．O

O．9

0．8

0．7

mean±　SD　（n＝18）

o 10 20 30 40

＊　P〈O．Ol

＊＊　P〈O．005

　　50

（mW／cm2）

Fig．　3－c　DNA　synthesis

　　　　　　　（C；　Frequency：　1．5　MHz，　lntensity：　10，　20，　30，　40，　50　mW／cm2）

　　　　　　　The　ability　to　synthesize　DNA　increased　significantly　compared　to　the　control，　rjsing　to　approximately　1．28　fold　at　a

　　　　　　　frequ，ency　of　1．5　MHz　and　an　intensity　of　30　mW／cm2，　and　1．40　fold　at　a　frequency　of　1．5　MHz　and　an　intensity　of　40

　　　　　　　mW／cm2．

（5）
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（　×　105　／dish） mean　±　SD　（n－5）

5．0
t　stimulated

t　contro1

4．0

3．0

2．0

o 30min lh 2h 12h 24h 48h

（Time）

Fig．　4 Cell　numbers

No　significant　difference　was　recognized　in cell　numbers，　between　the　irradiation　group　and　the　non－irradiation　group．

a

b

a

b

Fig．　5 Phase－contrast　micrographs　of　MC3　T3－Elcells　on

trypan－blue

stammg
a：　non－irradiation

b：　irradiation　after　12　hours．

No　significant　difference　was　recognized　on　trypan－blue

staining，　between　the　irradiation　group　and　the　non－

irradiation　group．

Fig．　6 Phase－contrast　micrographs　of　MC3　T3－El　cells

a：　non－irradiation

b：　irradiation　after　12　hours．

No　change　of　cell　appearance　was　recognized　in　the

irradiation　group　and　the　non－irradiation　group．

（6）
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Fig．7　ALP　activity

　　　From　day　8　of　stimulation　onward，　there　was　a　significant　increase　in　ALP　activity　in　the　group　exposed　to　ultrasound

　　　stimulation．

o

　50steopontin、　TGF一βのm－RNA発現の測定

　TGF一βにおいては、超音波照射後1時間において

発現が増加していたが、2時間、24時間と漸減してい

た。Osteopontinでは超音波照射後1時間より発現の

増加が認められ、照射後2時間、24時間と同様の発現

を呈していた。（Fig．8）

考 察

　超音波は、従来より様々な疾患の診断、治療に用い

られてきた14）。手術や治療に用いられる場合は、組織

を加熱する為に0．2～100W／cm2の出力15）16）17）18）で用

いられ、診断に用いられる場合は、周波数は音の吸収、

浸透、分解を考慮して0．8～15．OMHzの範囲で、また

出力は組織の加熱を避ける為に05～50mW／cm2）19）

の範囲で用いられている。骨折治療における超音波刺

激の有効性は、Xavier7）8）およびDuarte9）が、偽関節に

対して30mW／cm2と低出力の超音波刺激を行い、

70％の症例に有効であったと報告したのが最初であ

る。新鮮骨折の2重盲検テストにおいては、Heck－

man20）21）は脛骨骨幹部骨折に対して、またKristian－

sen22）は擁骨遠位端骨折に対して周波数1，5　MHz、出

力30mW／cm2の超音波刺激を行い、ともに治療期間

が約38％短縮されたと報告した。

　超音波刺激の作用機序としては、In　vitroの研究に

おいてWu23）は軟骨細胞においてaggrecan　mRNAと

DNA結合蛋白の増加および細胞内へのCaの流入の

充進を報告しており、Ryaby24）25）26）は軟骨細胞、骨芽細

胞系細胞あるいは間葉系細胞培養系における細胞内

へのCa　uptakeの流入の珊珊、つまりCa依存性細胞

内情報伝達系を活性化する可能性を、またPTHに対

する反応やTGF一β合成の増加を報告している。また

変動電磁場刺激の骨折治療における作用機序として

は、正岡ら4）5）6）はDNA合成能やALP活性、　TGF一β

合成の増加、細胞内Ca流入の促進、タイプ1コラーゲ

ン産生能の促進、オステオカルシン産生能の抑制、細

胞外への基質小胞分泌の増加などを報告している。

　動物実験27）28）29）においては、Wang30）はラット大腿

骨骨折モデルにおいて出力30mW／cm2、周波数1．5、0．

5MHzによる超音波刺激を行い、照射開始後21日目

に力学的強度が有意に増加すると報告した。また

pilla31）32）は、白色家兎の腓骨骨切りモデルにおいて、1．

5～45mW／cm2の5種類の出力による超音波刺激を

行い、その力学的強度をcontrolと比較した結果、30

mW／cm2　Sが最大の破断強度を示したと報告した。

　整形外科分野において、偽関節や遷延治癒骨折など

の骨折治療に広く用いられている超音波骨折治療器

は、周波数1，5MHz、出力30　mW／cm2と一定の超音波

パルスを有するものであるが、至適刺激条件に関する

緒家の報告では超音波の出力の有効範囲は、30mW／

cm2～LO　W／cm2の幅があり、またし5　W／cm2以上で

は骨障害を及ぼすと報告されている33）34）。

　以上の様に、骨折治療における超音波刺激の有効性

は、主に功痂。における骨の力学的強度の増強を報告

した基礎的研究に基づいているが、in　vitroにおいて

（7）
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a
TGF一”　B

3einin． lh． 2　h． 24h．

e　54ibp

Osteopontin
b

30min． lh． 2　h， 24h．

e　532bp

Fig．　8

c GAPDH

　　

灘

30min． lh．

鰻

2　h． 24h．

e　532bp

RT－PCR
a：　TGF－P

b：　Osteopontin

c：　GAPDH
In　TGF“6，　no　expression　of　m－RNA　was　recognized　in　the　irradiation　group　or　the　non－irradiation　group．　ln

osteopontin，　the　expression　of　m－RNA　was　recognized　at　1，　2，　and　24　hours　after　irradiation．

（8）
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DNA合成能により超音波刺激の有効性を検討した報

告は認められない。今回、骨癒合に極めて深く関与す

ると思われる骨芽細胞に超音波刺激を与え、DNA合

成能より最良の出力と周波数を決定し、細胞数を測定

し骨芽細胞の増殖能に与える影響について検討した。

さらに、超音波刺激が骨芽細胞のALP活性や成長因

子、骨基質タンパクに与える影響について検討した。

【低出力超音波刺激のDNA合成能および細胞増殖に

及ぼす影響】

　DNA合成の測定に用いたBrdUは、細胞周期にお

いてS期であるDNA合成期の細胞のDNAに取り

込まれる性質をもっており、DNA合成もしくは細胞

増殖アッセイの非アイソトープ的野定法である。

　低出力超音波刺激に対するDNA合成能は、周波数

15MHz、出力40　mW／cm2の条件において最も増加し

ていたが、これは動物実験において骨の力学的強度に

基づいた報告に認められる超音波条件とほぼ一致し

ていた。さらにDNA合成能は、　controlに対して周波

数1，0MHz、出力40　mW／cm2においてL28倍、周波数

1．5MHz、出力30　mW／cm2においてL28倍、周波数

15MHz、40　mW／cm2においてL40倍と増加してお

り、一定の範囲内の周波数、出力において超音波刺激

はDNA合成を促進していると考えられた。

　血球計算盤による細胞数の測定においては、照射

群、非照射野ともに細胞数に有意差は認められなかっ

たため、超音波刺激による細胞増殖作用に関しては否

定されると考えられた。超音波刺激によりDNA合成

が促進しているにもかかわらず、細胞数は増加しない

という結果の乖離が生じたが、この原因としては、細

胞の死滅やアポトーシスなどが考えられた。位相差顕

微鏡による形態観察においてトリパンブルー染色で

染まる死滅細胞は照射群、非照射野ともに散見されず

有意差は無かったため否定的であった。以上により、

超音波刺激は細胞のDNA合成を促進するが、細胞増

殖には関与しないと考えられた。

【低出力超音波刺激のALP活性に及ぼす影響】

　ALPは骨芽細胞で産生され、骨芽細胞が骨細胞へ

分化する過程の初期に出現する分化マーカーである。

低出力超音波刺激におけるALP活性の経時的変化に

おいて、照射開始後6日目あたりからALP活性の増

加が急速に高まり、以降照射群の方が非照射群に比し

て高いALP活性を呈していた。これは、超音波刺激に

より前骨芽細胞様細胞の性状を有するMC3　T3－E1細

胞が、骨芽細胞としての活性を高め骨細胞へ分化して

いる過程と考えられた。しかし、単に細胞活性が高

まっているだけの可能性もあるため、以下実験におい

てRT－PCRによるOsteopontinのm－RNAの発現を
検討した。

【低出力超音波刺激のOsteopontinおよびTGF一βに

及ぼす影響】

　Osteopontinは、骨芽細胞が産生し、骨有機基質蛋白

に含まれる非コラーゲン性蛋白で、骨芽細胞が骨細胞

へ分化する過程でALPよりも後期に発現する分化

マーカーであり、TGF一β、　IL－1、　vitamin　Dなどによ

り発現が促進され、PTHにより抑制される35）。その生

理作用は、本来は石灰化抑制因子として働き、周囲の

細胞が死滅した状態、あるいはcollagenを主体とした

細胞外基質が存在する時には石灰化を促進し、それ以

外の場合には逆に石灰化を阻害すると考えられてい

る。

　今回の実験において、超音波照射後1時間の

Osteopontinのm－RNA発現が増加した事から、超音

波刺激によりMC3　T3－E1細胞の分化が促進されたも

のと考えられた。この結果は前述したALP活性の増

加と矛盾しない結果であると考えられる。

　超音波刺激による骨形成に関与する成長因子は、

Fibroblast　gi’owth　factor（FGF）．　Platelet－derived　growth

factor　（PDGF）．　lnsulin－like　growth　factor　（IGF）．

Prostaglandin　E2（PGE2）、　TGF一βやBone　mor－

phogenetic　protein（BMP）などが報告されている。今

実験では、骨基質の中でIGF－IIに次いで2番目に多

く存在する成長因子であるTGF一βについて実験を

行った。加吻。において骨芽細胞に及ぼすTGF一βの

作用は極めて多様性に富み、骨芽細胞に対しては条件

によって、増殖促進もしくは抑制に働く。また骨芽細

胞走化性の促進、骨基質蛋白の強力な産生促進、さら

にOsteocalcinの発現や骨芽細胞による石灰化の抑制

などの生理作用を有する。ラットの骨折治癒モデルに

おいて、経時的に硬性仮骨のみを採取し、骨芽細胞の

産生する骨基質蛋白とTGF一βの遺伝子発現の推移を

観察すると、骨膜i生誕形成と内軟骨性骨形成の盛んな

時期にそれぞれ時期を同じくしてピークが認められ、

免疫組織染色にて骨芽細胞にTGF一βが検出される。

骨折治癒過程においても骨芽細胞はTGF一βを産生

し、その増殖、骨基質蛋白の産生に関わっていると考

えられている。

　今回の実験において、TGF一βのm－RNAの発現は、

超音波照射後1時問

（9）
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をピークに漸減していた。TGF一βは、骨芽細胞に作用

してOsteopontinを増加させる作用を有するが、

Osteopontinのm－RNA発現の増加は、　TGF一βよるも

のと考えられた。

結 論

1骨芽細胞に超音波刺激を与え、DNA合成能および

　細胞の増殖に与える影響について検討した。さら

　　に、超音波刺激が骨芽細胞のALP活性や成長因

　　子、骨基質タンパクに与える影響について検討し

　　た。

2低出力超音波刺激に対するDNA合成能は、周波

　　数1．5MHz、出力40　mW／cm2の条件において最も

　増加しており、一定の範囲内の周波数、出力におい

　　て超音波刺激はDNA合成を促進していると考え

　　られた。一方、細胞増殖についてはDNA合成能と

　細胞数の乖離が生じた。

3超音波照射開始後6日目以降照射群の方が非照射

　　群に比して高いALP活性を呈していた。これは、

　　超音波刺激により骨芽細胞としての活性を高め骨

　　細胞へ分化していることを示す所見と考えられ

　　た。

4超音波照射後1時間のOsteopontinのm－RNA発

　　現の増加は、超音波刺激によりMC3　T3－El細胞の

　　分化が促進されたことを示す所見と考えられた。

　　また、Osteopontinのm－RNA発現の増加はTGF一

　　βよるものと考えられた。
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The　Effects　of　Stimulation　with　Low－intensity

Pulsed　Ultrasound　on　Osteoblast－like　Cells

Kyosuke　MORISHITA，　Kengo　YAMAMOTO，

Toshinori　MASAOKA，　Atsuhiro　IMAKIIRE

Department　of　Orthopedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University

Abstract

　　We　investigated　the　effect　of　low－output　ultrasound　stimulation　on　an　osteoblast－like　cell　line　（MC3　T3－El）．　After

subculturing　MC3　T3－E　l　cells，　they　were　exposed　to　ultrasound　stimulation　through　the　bottom　surface　of　the　plate　for　20

minutes．　The　ultrasound　stimulation　was　applied　by　varying　the　frequency　of　the　ultrasound　stimulator　from　O．5　to　1．5　MHz

and　the　intensity什om　lOto　50　mW／cm2，　and　ability　to　synthesize　DNA　was　measured　with　Brdu（5－Bromo－2！一deoxy－

uridine）．　Ultrasound　stimulation　was　also　perf（｝rmed　fbr　l4days，　and　ALP　activity　was　monitored．　TGF一βand

Osteopontin　mRNA　expression　on　RT－PCR　was　analyzed　30　minutes，　1，2，24　hours　after　irradiation．　No　significant

difference　was　recognized　between　the　irradiation　group　and　the　non－irradiation　group　at　a　frequency　of　O．5　MHz．　The　ability

to　synthesize　DNA　increased　significantly　compared　to　the　control，　rising　to　approximately　1．27　fold　at　a　frequency　of　1．0　MHz

and　an　intensity　of　40　mW／cm2，　approximately　1．28　fold　at　a　frequency　of　1．S　MHz　and　an　intensity　of　30　mW／cm2，　and

approximately　1．40　fold　at　a　frequency　of　1．5　MHz　and　an　intensity　of　40　mW／cm2．　These　findings　suggested　that　ultrasound

stimulation　may　have　contributed　to　cell　proliferation．　From　day　8　of　stimulation　onward，　there　was　a　significant　increase

in　ALP　activity　in　the　group　exposed　to　ultrasound，　suggesting　that　cell　differentiation　had　been　promoted．　ln　TGF一β，

expression　of　m－RNA　was　recognized　at　1　hours　after　irradiation．　ln　Osteopontin，　the　expression　of　m－RNA　was　recognized

at　1，2，　and24　hours　after　irradiation．　This　study　suggested　that　low－output　ultrasound　stimulation　was　promoted　DNA

synthesis　and　cell　differentiation　on　bone　formation．

〈Key　words＞　Osteoblast－like　cells，　Low－intensity　pulsed　ultrasound，　DNA　synthesis
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