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The e∬ectofpulsing electromagnetic丘elds(PEMF)on growth-Cartilagecellswas

examinedatthecellularlevel. Growth-cartilagecellswereisolatedfrom theribsofyoung

malerabbits. Afterculturedchondrocyteswerereached subconfluency,theywereexposed

toverticallydirectedPEMFofaverage2.4gauss,15.4Hz.

TheeだectofPEMF stimulion theexpression ofthedi丘■erentiated phenotypewas

evaluatedinthelightofPTH-responsesusingCAMP,inductionorODC andsynthesisor

GAG.AndthentheeffectofPEMFonproliferationofculturedchondrocyteswasexamined.

Thefollowingresultswereobtained.

1.TheゎasaleAMPleveltreatedwithPBSwasnotchangedbyPEMFstimuli.

2.CyclicAMPleveltreatedwithPTH wasmarkedlyelevatedbyPEMF.

3.InductionofODCbyPTH andsynthesisofGAG byPTHwerealsoenhancedbyPEMF.

4.EnhancementofGAG-synthesisbyPTH waschangedby√neitherVerapamilnorEGTA.

5.DNA synthesisofculturedchondrocyteswasnotenhancedbyPEMF.

OnthebasisoftheseresultsitwasconcludedthatPEMFstimulateddifferentiationor

expressionofthedifferentiatedphenotypeofchondrocytes.
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力学的な負荷は骨の形状や骨量の維持と密接な関係が

ある.1870年,Wolff は人の大腿骨の骨梁が荷重の方

向と平行に形成されることを明らかにしており34),また,

長期臥床,不動により骨萎縮がおこることや宇宙飛行な

どの無重力状態下では骨成長が抑制され,骨董減少を招

来する201ことが知られている.このように骨の成長や修

復過程における力学的負荷の重要性は以前から知られて

いるが,実際にどのような signalを介しているのかな

どその作用機序はいまだ不明な点が多い.1953年,

Yasudaらほ骨に圧力を加えると electricalpotential

が発生し.圧迫側ではマイナスに,牽引側ではプラスに

分極する現象 (Piezoelectricphenomenonofbone)

を発見36)し,さらに1954年体外から骨-微小電流を通電

することにより仮骨が形成されることを報告した37).そ

の後,多くの実験的 ･臨床的な事実が報告され1日0日1㌧

現在では pie2:Oelectricityは dryboneにおいてみら

れる現象であり,stressednuid-filledboneにおいて

みられる現象は streamingpotentialで,これが実際

に骨の成長や修復に関わっていると考えられている.こ

れらのことより現在では力学的負荷は電気的な signal

に変換されて骨の細胞の増殖や分化機能に作用してその

成長や分化に関与するものと考えられている8日2)

現在,体外から電気刺激を加え骨折治癒や骨成長を促

進する方法が塩床に用いられている2)6)7).電気刺激 と

しては,invasiveな電極挿入による微小電流刺激や

non-invasiveな電磁場刺激などがあるが,そのうちパ

ルス電磁場刺激は体外から non-invasiveに変動電磁場

刺激を加えることにより発生する微小誘導電流が生物学

的作用をもつものと考えられている.

力学的な刺激や電気的な刺激などの物理的因子の作用

機序について山下らは培養成長軟骨細胞が物理的因子

である compressiverorceに反応 して細胞内 cyclie

AMP(以下 cAMP)を増加すると報告している35).普

た,Rodan,Nortonらは鶏腫腰骨骨端軟骨を用いた

実験より mechanicalrorceまたは electricalforce

が boneremodeling に作用す る上で cAMP を

cellularsignalとしている可能性を示唆した21)25㌧しか

し,細胞の分化や増殖に及ぼす影響など細胞レベルでの作

用機序についてはほとんど明らかにされていない.

本研究の目的は物理的刺激である電磁場刺激の骨組織

に対する作用機序を検討することである.そのために骨

形成や骨折治癒に重要な役割を果たしている軟骨細胞に

対してパ ルス電磁場刺激が,どのような影響を与えるの

か,特に成長軟骨細胞の分化 ･増殖機能にどのような影

撃をおよはすかを invitroの系で検討した.

材料および方法

1. 材 料

ウシ上皮小休ホルモ ン (PTH;synthetic1-34

peptide,6,000IU/mg)は Beckmanlnc.より購入 し

た.DL-[1-14C]オルニチン HClと [6-3H]-チ ミ

ジンは New EnglandNuclearCo.(U.S.A.)より,

[35S]一硫敢 (carrierfree)は日本原子力研究所 (東京)

より,CyclicAMPassaykitはヤマサ醤油 K.K.

(千葉)より購入 した.サケ ･カルシトニン (SCT)は

帝国臓器 K.K.より,Verapamilは エーザイ K.氏.

(東京)より供与 された.その他の試薬は市販の特級品

およびそれに準ずるものを使用した.

2.軟骨細胞の分離 ･培養 (Fig.1.)

鈴木らの方法29)にしたがい,体重 300gから 600g,

生後 4から6過の雄性 New Zealand仔 ウサ ギ よ り

無菌的に肋骨をとり出し,Ca,Mg 不含生理食塩水

(CMF)に浸し,肋骨周囲の骨膜,軟骨膜などの軟部組

織をとり除く.この肋骨の骨 ･軟骨境界部より成長軟骨

層 (増殖軟骨層と肥大軟骨層を包含 した部位)のみをメ

スにて切断,採取した.このようにして採取した成長軟

骨をメスにて細切 した後, 0.1% EDTA (ethylene

GroHtnCqrtilqgeofcostocnondrql

j]nctionofNZyoungmolerqbbit

l
mlnced

inc]bqted

57oC
0.1完EDTAinCMF(20min.)

0.1買t｢ypsin (60min.)

rinsedwithCMF(5times)

digestedby0.15冨collQgenqSe(120min.)

rinsedwithMEN(5times)

l
cellsuspenslo〔

l
lnoculqtlon

8x104cells/55mn-dish

Fig.1 Isolationandcultureprocedureor
chondrocytes from rabbit costal
growth cartilage
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diaminetetra-aceticacid,disodium salt)を含む

CMFにて 37oC,20分浸潰したのち上清を捨て,0.1%

トリプシン (0.25%,阪大微生物研究会,大阪)を含む

CMFにて 37oC,60分処置する.次いで上清を捨て

CMFにて締切した組織片を3回洗い,トリプシンを除

き,その後,0.15%コラゲナーゼ (和光製薬,大阪)杏

含む CMF液にて 37oC,2時間消化する.

以上のようにして得られた細胞浮遊液をナイロンメッ

シュ (孔径 120〃m)にてろ過し,細胞成分のみを採取

し,10%ウシ胎仔血清 (F.C.S.,GIBCO,New York,

56cc30分非働化) を含む Eagle's Minimum

EssentialMedium 培養液 (MEM,日水製薬,東京)杏

入れた遠心管に移した.1,500rpm で5分間遠心し,上清

を捨てその沈殿をふたたび培養液にて懸濁し,再度,遠心

する.この操作を3回くりかえして軟骨細胞のみを分離

する.このようにして得られた成長軟骨細胞を MEM

培養液にて希釈し,細胞培養用プラスチックディッシュ

に播種した.本研究では原則として 35mm プラスチッ

クディッシュ (テルモ K.K.,東京)1個あたり8×104
個の軟骨細胞を播種し,実験に用いた.培養は炭酸ガス

細胞培養装置 (CO芝5%,空気95%,37oC)を用い,培

養液の交換は通常2日毎におこなった.

3,パルス電磁場 (Pulsingelectr0-

magnetic丘eld:PEMF)刺激

培養軟骨細胞が播種後6Elから7日目に subconfluent
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に連 したのち,培養デ ィッシュを直径 35mm の

Helmholtzコイルに挿入しパルス電磁場刺激を加えた.

HelmholtZ;コイルにパルス幅 5msec,パルス波間隔

65msec,15.4Hzのパルス波電流を流し,平均 2.4gauss,

最大 45gaussの鉛直方向のパルス電磁場刺激を発生さ

せた (Fig.2,3).

4.細胞内 cAMP レベルの測定

培養液を除去し,細胞層を Hanks液にて4回洗浄後.

同溶液 1mlで 1時間 37oC,5%CO2気相下で

preinc11bateした後,ホルモンまたは試薬などの各サンプ

ルを添加した.添加後2分間 incubateしたのち,Hanks

/culturedish
chondrocytes

He】mholtzcoi一

巨 ∃
I I
忘表よ二:heodlud:

Fig.2 PEMFgenerator

Aftertheculturesreachedsubconfluecy,theywere
exposedtoPEMFbyplacingtheculturedishes
betweenthe35-mm-diameter-Helmholtzcoils.

Fig.3 PEMFstimuliweregenerated,usingHelmholtEcoilsorientedparallelto the
planeofcelladhesion,bypulsatingcurrentsinthecoilsofa5msecburstof

210JLsecand25FLSeCoppositepolarity(15.4H2;,max.45gauss,average2.4gauss).
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溶液を捨て 2mlの水冷6% トリクロロ酢敢(TCA)で

ラバーポリスマンを用いて細胞をはがし,20KHz,60秒

間 (30秒 ×2)超音波処理後,4oC,3,000×g,10分間の

条件で遠心し,上清を分離した.上清のTCA液を水飽

和エーテルにて抽出除去L,Honmaの方法14)により

CyclicAMPassaykitを用いて測定した,沈蔭は

lN NaOH で溶解し蛋白定量に用いた.

5. オルニチン脱炭車帝素 (ODC)活性の測定

滝川らの方法31)によった.すなわち,培養液を除去

後,細胞層を氷冷 した phosphatebu庁eredsaline

(PBS)で5回洗浄した後.0.8mlの標準緩衝液 (Ⅰ)

(Table1)中でラバーポリスマンを用いてはがし,20

KHz,60秒間 (30秒間×2)超音波処理後,4oC,15,000

Xg,15分間の条件で遠心L,その上清を酵素液とした.

この酵素液 0.4ml,反応液 (Ⅱ)(Table1)50JJlおよ

び L-[lJ4C]オルニチン (1.36FLCi/nmol,5mM)

50〟1で全量 0.5mlとし,37oC,60分間反応させ,L一

[1-14C]オルニチンから遊離される 14C02から ODC

活性を測定した.

Table1

Standardbuffer(I) 8.69ml

D.W.

0.2M γrisHCl+0.8M EDTA(pH7.1)1.25
IM I)TT(dithiothreitol) 0.05

100mM B6P(pyridoxalphosphate) 0.01

10.00

Reagent(Ⅱ)

D.W. 0.04

0.6M Tri告HCl+0.4M EDTA(pH7.1)0.70
1M DTT 0.05

1(氾mM B6P 0.01

6. グリコサミノグリカン (GAG)合成能の測定

グリコサミノグリカン合成は Saarniと Tammiの

方法28)に準じて [35S]一硫酸のGAG-のとりこみによ

り測定した.培養液を捨て Gey 溶液 (10% Hanks

溶液を含む)で3回洗浄したのち [35S]一硫酸を含む同

容液で (2jLCi/ml)で 37oC,5% CO2気相下で3時間

incubateした.Incubation後,溶液層と細胞層のそ

れぞれにわけて以下の処理を行った.溶液層は 0.2M

トリスーHCI(pH7.8)を含む 5mM CaC12･2H20溶

液を加え,次いでコンドロイチン硫酸ナトリウム (CS-

Na)100FLg/ml,2mM MgS04を加え 37oC,30分間

incubateした後,1%塩化セチルビリジニウム (CPC)

を含む 0.02M NaCl溶液を加えCS-Naを沈殿させ.

この沈殿物を集め,その放射能を液体シンチレーション

カウンター (LKBWALLAC,Sweden)にて測定した.

細胞層は,一部は蛋白定量に用い,残りはプロナーゼ

Elmg/ml(科研化学 K.K.東京)含有の 0.2M Tris-

HCl(pH 7.8),5mM CaC12･2H20溶液で 55oC,10

時間 incubateL,以下溶液層と同様に処理し測定した.

7.DNA 合成能の測定

培養液中に [6-3H]-チ ミジン lJLCi/mlを加え,

37oC,5% CO2気相下にて4時間 incubateしたのち,

培養液を捨て氷冷した PBSで3回洗浄し,次いで5%

TCA 液とエタノール/エチルエーテル (3:1,V/V)で

処理し 0.3NNaOH にて剥離回収した.その液を 6.N

HClで中和したのち液体シンチレーションカウンター

にて放射能活性を測定した.

8.タンパク定量

SH 基の存在する ODC 酵素液については,Ross

と Schatzの方法27)により,それ以外は,Lowryの

方法18Iにより測定した.なお,ウシ血清アルブミン (BSA)

を標準タンパクとして用いた.

結 果

1. 細胞内 cAMP レベルにおよぽすパルス

電磁場刺激の影響

分離 ･培養後6日から7日目,8群の subconfluent

に達した軟骨細胞を4群づつ 2分してパルス電磁場刺激

下 (2.4gauss,PEMF(+))または非刺激下 (PEMF

(-))にて96時間培養を続け,それぞれに PBS(対照),

PTH (2.5IU/ml),プロスタグランジンEl(PGEl,

10jLg/ml),プロスタグランジン I2(PGI2,10JLg/ml)

を添加したのち,パルス電磁場刺激下または非刺激下で,

2分後の細胞内 cAMP量を測定した.

その結果,パルス電磁場刺激の有無にかかわらず,そ

れぞれの対照群 (PBS添加)では細胞内cAMPレベル

に差を認めなかった.非電磁場刺激下でPTH添加後の

細胞内 cAMP レベルは対照 (PBS添加)に比し,約

20倍はどの上昇 (p<O.005)を示した.パルス電磁場刺

激下で PTH添加の cAMP レベルは対照に比して約30

倍に上昇し (p<0.005),これは非電磁場刺激下 PTH

添加群の1.4倍に相当し,有意の差 (p<0.05)があった.
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Whenculturedchondroc:,tesreachedsubconauency,theywereexposedtoPEMF (2.4
gauss,PEMF(+))ornoPEMF(PEMF(-))for96h. ThenintracellularCAMP2
minutesafteraddingPBS(control),PTH(2.5IU/ml),PGEl(10/堰/ml).orPEI2(10/唱/
ml)wasassayed. Eachvalueistheaverage±S.D.intheduplicateexperiments.
*'***:Differenceissignificantatp<0.05,p<0.005respectively.
NS:Differenceisnotstatisticallysignificant.

PTH と同様に細胞内cAMPレベルを上昇させるPGEl,

PGI217)を加えた場合,パルス電磁場刺激下の細胞内

cAMPレベルはそれぞれ非電磁場刺激下のそれと差は

なかった (Fig.4).

2.PTH添加後の細胞内cAMPレベルと

パルス電磁場刺激時間との関係

2･4gaussのパルス電磁場刺激時間を1,6,24,48,96

時間とする5群に分け,各条件下で軟骨細胞を培養した

後,PTH(2.5IU/ml)を添加し,2分後の細胞内 cAMP

を測定した.それぞれについてパルス電磁場刺激下 PTH

添加の cAMP値と非電磁場刺激下 PTH 添加の細胞

371

内 cAMPとの比 (PEMF(+)/PEMF(-))を算出

し,比較検討した.PBS(対照)についても同様にして

おこなった.

その結果,PTH 添加の条件下で1から24時間の刺激

時間の cAMP レベルはそれぞれ非刺激群の cAMP レ

ベルと差はなかったが,48,96時間の刺激時間で PTH添

加の細胞内 cAMPの元進を認めた (p<0.05)(Fig.5).

一方,PBS添加では電磁場刺激時間にかかわらず,

cAMP レベルの元進作用は認められなかった.

このように培養軟骨細胞においてパルス電磁場刺激は

単独では cAMP レベルを上昇させることはなく,PTH
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When cultured chondrocytes reached subcon-
fluency,theywereexposedtoPEMF(2.4gauss,
PEMF(+))ornoPEMF(PEMF(-))for1,6,
24,48,or96h.ThenintracellularCAMP2minu-
tesafteraddingPBSorPTH (2.5IU/ml)was
assayedinthetrlplicateexperiment.Eachvalue
istheratioofcAMPlevelunderPEMFtounder

noPEMFinthepresenceorabsenceorPTH.
*:DifferenceissignificantatP〈O.05.

添加後の細胞内 cAMP レベルを上昇させた (Fig.4,5).

3.PTH 添加後の細胞内 cAMP レベルと

パルス電磁場刺激のつよさとの関係

パルス電磁場刺激のつよさを 0.6,1.2,2.4gaussの

3群に分けて軟骨細胞をそれぞれのパルス電磁場刺激下

で48時間培養し,PTH (2.5IU/ml)を添加し,2分後

の細胞内 cAMPを測定 した.さらにそれぞれについ

て非電磁場刺激下 PTH 添加の細胞内 cAMP との比

(PEMF(+)/PEMF(-))を算出し,比較した.PBS

についても同様にして行った.

その結果,PTH 添加の cAMP レベルは,0.6gauss

のパルス電磁場刺激下では非刺激下のそれとほとんど差
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Fig.6 Effectofstrength ofPEMFon
theCAMPleveL

Whencultured chondrocytesreached subcon-

nuency,theywereexposedtoPEM F(PEMF(+),
2.4,1.2or0.6gauss)ornoPEMF(-)for48h.
ThenintracellularCAMP2minutesa一teradding
withPBSorPTH (2.5IU/ml)wasassayed in
thetriplicateexperiment. Eachvalueisthe
ratioofCAMPlevelunderPEMFtounderno

PEMFinthepresenceorabsenceofPTH.

がなく,1.2gaussのパルス電磁場刺激下では1.3倍の上

昇率を示し,2.4gaussのパルス電磁場刺激では1.5倍に

達し,最大の元進作用を示した (Fig.6).

以上のことから,これ以後の実験は特別にことわりの

ないかぎり,2.4gauss,48時間のパルス電磁場刺激を用

いた .

4.軟骨細胞のオルニチン脱炭酸帝素活性に

およぽす電磁場刺激の影響

Subconauentに達した4群の培養軟骨細胞を2分し

てパルス電磁場刺激下または非刺激下にて48時間培養し,

それぞれ PBS(対照)または PTH (2.5IU/ml)を添

加し,4時間後の ODC 活性を測定 した.その結果,

パルス電磁場刺激の有無にかかわらず,それぞれの対照

群の ODC活性に差は認めなかった.非電磁場刺激下

pTH 添加の ODC 活性は対照に比 して約 5倍の上昇
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Fig.7 EffectofPEMFontheODC
(omi山inedecarboxylase)
activity.

When cultured chondrocytes reached subcon-
fluency,theywereexposedtoPEMF(2･4gauss,
PEMF(+))ornoPEMF(PEMF(-))for48h.

ThenODCactivity4hoursafteraddingPヨsor
PTH (2.5IU/ml)wasassayed. Eachvalueis
theaverage±S.D.inthetriplicateexperiment.

**** :Differenceisslgnificantatp<0.001.
NS:Di打erenceisnotstatisticallysignificant.

(P〈O.001)を示した.パルス電磁場刺激下で PTH 添

加の ODC 活性は対照に比 して約 8倍に上昇 し (p<

0.001),これは非電磁場刺激下 PTH 添加の ODC活

活性の 1.7倍に相当し,有意の差 (p<0.001)があっ

た (Fig.7).

5.PTH 添加後のグリコサミノグリカン合成

におよぽすパルス電磁場刺激の影響

Subconauentに遷した4群の培養軟骨細胞を2分し

てパルス電磁場刺激下または非刺激下で72時間培養した

のち,それぞれにPBS(対照)または PTH(2.5IU/ml)

を添加し,さらに24時間パルス電磁場刺激下または非刺

激下で培養をつづけ,[35S]一硫酸の GAG への取りこ

みを測定 した.その結果,パルス電磁場刺激の有無にか

かわらず,それぞれの対照 (PBS添加)群では GAG

合成に差を認めなかった.非電磁場刺激下で PTH添加

の GAG 合成は対照に比 して1.3倍に上昇 (p<0.01)

した.パルス電磁場刺激下で PTH 添加の GAG 合成

は対照に比して約 1.7倍に上昇 し (p<0.01),これは非
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P巨s PTH P巨s PTH

pEMFト) PEMFくり

Fig.8 EffectofPEMF on〔35S〕sulfate
incorporationintoGAG.

Wh enculturttdchodrocytesreachedsubcon且uency,
theywereexposedtoPEMF(2･4gauss,PEMf■
(+))ornoPEMF(PEMF(-))for72h.After

adding PBS orPTH (2.5IU/ml),theywere
exposedtoPEMFornoPEMFfor24h･ Then
l35S]sulfateincorporationintoGAGwasassayed･
Eachvalueistheaverage±S.D.inthetriplicate
experiment.

'+･***: Differenceissignificantatp<0.01,p<
0.005respectively.

NS:Differenceisnotstatisticallyslgnificant.

刺激下 PTH 添加の GAG 合成の1.3倍に相当し,育

意の差 (p<0.005)があった (Fig.8).

次に PTH 添加後の GAG 合成元進作用とパルス電

磁場刺激時間との関係を検討した.すなわちパルス電磁

場刺激時間を 6,12,24,48,96時間とする各群に分け

てそれぞれの条件にて軟骨細胞を培養した後,PTH を

添加し,さらに24時間電磁場刺激下で培養し, [3Ss]-

硫酸のとりこみを測定した.それぞれについて非刺激下

PTH 添加の [35S]一硫酸のとりこみとの比 (PEMF

(+)/PEMF(-))を算出し,両者を比較 した.その

結果,6から24時間の刺激時間では [35S]一硫酸のとり

こみは非刺激時のそれと差を認めず,48,96時間の電磁

場刺激時間で元進作用を認めた -(Fig.9).
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ExposuretimeofPEMF
Fig.9 EffectofexposuretimeofPEMF

onGAG synthesis.

When cultured chondrocytesreached subcon-
nuency,theywereexposedtoPEMF(2.4gauss,
PEMF(十))ornoPEMF(PEMF(-))for6,
12,24,48,or96h.AfteraddingPTH (2.5IU/
ml),theywereexposedtoPEMFornoPEMF
for24h.Then〔35S〕sulfateincorporationinto

GAG wasassayedinthetriplicateexperiment.

Eachvalueistheratioof〔35S〕sulfateincorpora-
tion into GAG underPEMF tonoPEMF in

thepresenceorPTH.

*:Di丘■erenceissignificantatp<0.05.

6. サケ ･カルシトニン添加のグリコサミノ

グリカン合成に及ぼすパルス電磁場刺激

の影響

パルス電磁場刺激下または非刺激下で48時間培養し,

それぞれに PBS (対照),SCT (40mU/ml),PTH

(2.5IU/ml),SCT+PTH を加え,[35Sニト硫酸のとり

こみを測定した.その結果,パルス電磁場刺激は SCT

添加のグリコサ ミノグリカン合成を元進することはな

かった.また,電磁場刺激下で PTH 単独添加時の

GAG 合成は SCT+PTH添加のそれと差はなかった

(Fig.10).

7.パルス電磁場刺激の DNA 合成におよぽす

影響

パルス電磁場刺激下で48時間培養 し,〔3H〕-チ ミジ

ンのとりこみにより DNA 合成を検討 した結果,

logarithmicgrowthphase及び,Stationary(conflu-

ent)phaseのいずれの場合も有意の差はなく,パルス

電磁場刺激による影響は認めなかった (Fig.ll).
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Fig.10 EffectofPEMF onl35S]su-
lfateincorporationintoGAG.

Wh enculturedchodrocytesreachedsubconfluency,
theywereexposedtoPEMF (2.4gauss,PEMF
(+))ornoPEMF(PEMF(-))for48h.After

addingPBS(control),PTH (2.5IU/ml),SCT
(40mU/ml),orPTH+SCT,theywereexposedto
PEMFornoPEMFfor24h.Then〔35S〕sulfate

incorporationintoGAGwasassayed.Eachvalue
istheaverage±S.D.(% ofcontrol(PBS))in
triplicateexperiment.

NS:Differeceisnotstatisticallysignificant.

8. Verapamil,EGTA 添加後の GAG 合成,

DNA 合成におよぽすパルス電磁場刺激の

の影響

Subcon8uentに遷した培養軟骨細胞に 5種類の濃度

の Verapamil(10~7,10ー6,10~5,10~4,10~3M,

calcium channelblocker)を加え,それぞれの GAG

合成及び DNA 合成を測定した.その結果,DNA 合

成が dose-dependentに抑制されたが,一方,GAG 合

成については Verapamilの濃度が変化してもほとん

ど差はなかった (Fig.12).

次に Verapamil(10~4M)を用いてパルス電磁場

刺激下で PTH 添加後の GAG 合成元進作用に及ぼす

影響を検討した.すなわち,subconfluentに達した培

養軟骨細胞をパルス電磁場刺激下または非刺激下で48時

間培養し,PTH (2.5IU/ml),Verapamil+PTH を

加え,さらに24時間培養し [35S]一硫酸のとりこみを測
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Fig.ll EffectofPEMFonthe〔3Hト
thymidineincorporation into
DNA.

Whenculturedchondrocytesreachedlogarithmic
stateorconauency,theywereexposedtoPEMF
(2.4gauss,PEMF(+))ornoPEMFfor48h.
Theywerepulselabeledfor2h.withl･OpCi/ml
ofl3H]-thymidine.TherateofDNA synthesis
wasestimatedbymeasuringof〔3Hトthymidine
intoDNA. Eachvalueistheaverage±S.D.in
thetriplicateexperiment.

E=コ:PEMF(+) ⊂コ:PEMF(-)
NS:Differenceisnotstatisticallysignificant･

Fig.12 EffbctofVerapamdonGAGsyn-
thesisandDNA synthesis.

when cultured chondrocytesreached subcon一

触ency,theyweretreatedwith Verapamil･
Then〔35S〕sulfateincorporationintoGAG and

〔3Hトthymidine･incorporation into DNA were
measured.払chvalueistheaverage±S･D･in the

triplicateexperiment･
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Fig.13 E丘'ectofPEMF onGAG syn-
thesistreated with PTH,or
withVerapamilandPTH.

When cultured chondrocytesreached subcon-
fluency.theywereexposedtoPEMF(2.4gauss,
PEMF(+))ornoPEMF(PEMF(-))for48h.

A一teraddingPTH (2.5IU/ml),orVerapamil
(10~4M)andPTH(2.5IU/ml),theywereexposed
toPEMFornoPEMFfor24h Thenl3Ss]

sulfateincorporationintoGAG wasmeasured.
Eachvalueistheaverage±S.D.(% orcontrol
(PBS))inthetriplicateexperiment.

NS:Differenceisnotstatisticallyslgnificant.

定した.その結果,電磁場刺激下で PTH単独添加時の

GAG 合成は Verapamil十PTH 添加時のそれと差は

なく,Verapamilはパルス電磁場刺激下での PTH添

加後の GAG 合成元進作用に影響をおよはさないこと

が明らかとなった (Fig.13).

EGTA (Ethlene glycoI Bis (p-aminoethyト

ether)-N,N,N',N'-tetraacetate,Calcium キレ一

夕一,10~4M)を加え,Verapamilにおけると同様

に PTH 添加後の GAG 合成におよはす影響を検討し

た.その結果,電磁場刺激下で PTH 単独添加時の GAG

合成は EGTA十PTH 添加のそれと差はなく,EGTA

はパルス電磁場刺激下での PTH 添加後の GAG 合成

作用に影響をおよぼさなかった (Fig.14).
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Fig.14 EfrectofPEMFonGAG syn-
thesis treated with PTH,or
withEGTAlandPTH.

When cultured chodrocytesreached subcon-
fluency,theywereexposedtoPEMF(2.4gauss)for
4Bh. AfteraddingPTH (2.5IU/ml),orEGTA
(10~4M)andPTH (2.5IU/ml), they were
exposedtoPEMFfor24h. Then〔35S〕Sulfate
incorporationintoGAG wasmeasured.Each
valueistheaverage±S.D.(% orcontrol(PBS))
inthetriplicateexperiment.

NS:Differenceisnotstatisticallysignificant.

考 察

本研究はパルス電磁場刺激の作用機序を細胞レベルで

解析するためにウサギ成長軟骨培養細胞を用いて分化機

能および増殖におよはす影響を検討したものである.

A.成長軟骨細胞の内軟骨性骨形成における

意義

成長軟骨細胞は骨形成において,特に内軟骨性骨形成

過程において基本的に重要な役割を果たしている.また

骨折治癒過程において,修復期の仮骨内軟骨組織が骨組

鰍 こ置換する過程は内軟骨性骨形成によく類似しており.
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さらに,遷延治癒や偽関節では骨折間隙に線維軟骨が多

くを占め血管侵入,石炭化,骨化-の過程を障害している

と考えられる.Bassettらはパルス電磁場刺激が線維組

織よりもむしろ線維軟骨組織に作用し血管侵入および石

灰化を促進すると報告している4). このように軟骨細胞

は骨形成や修復に重要な役割を果たしており,さらに,

パルス電磁場刺激の作用発現の場として何らかの役割を

果たしている可能性が考えられる3)23〉26I

Suzukiらはウサギ肋軟骨より分離 ･培養した成長軟

骨細胞が軟骨基質成分であるプロテオグリカンやⅡ型コ

ラーゲンを活発に合成し,高い分化機能を維持している

こと,種々のホルモンやビタミンに鋭敏に反応すること

17)29㌧骨形成能を有することを明らかにしている30).

また,軟骨から抽出した局所成長因子である cartilage-

derivedfactor(CDF)15が培養軟骨細胞の増殖とプロ

テオグリカン合成を促進するのみならず,培養骨細胞の

DNA合成およびコラーゲン合成をも促進することを報

告し,軟骨細胞が骨の代謝や成長と互いに深く関連して

いることを示した9日61

B. 成長軟骨細胞の分化機能に及ぼすパルス

7磁場刺激の影響

1. 細胞内 cAMPにおよぽす影響

Sutherlandらによる cAMPの発見後,cAMPは

種々のホルモンの伝達物質としてだけでなく,細胞の増

殖や分化と密接に関連することが明らかにされてきた.

一方,力学的な負荷や電気刺激が,cAMPの変化を介

して細胞の代謝 ･機能発現に影響をおよはしていること

が報告されている.すなわち,Rodanらおよび Norton

らは鶏腫腰骨骨端軟骨に staticpressure(60g/cm2)

を加えると cAMP レベルが低下すること,さらに,電

場 (electricfield,1,166V/cm2)を加えると細胞内 Ca

イオンの取 り込みが元進,cAMP レベルが低下す

ることを示 し,mechanicalstressや electrical

stimuliが共に細胞内 cAMPという(bio)chemical

な signalに変換されて作用している可能性を示した21'22'
24I25)26)

さらに,山下らはラットより分離した培養成長軟骨細

胞に compressivestressを加えると細胞内 cAMP

が増加することを報告した35).

本研究においてパルス電磁場刺激が PTH 添加後の

cAMP レベルを元進したことは,成長軟骨細胞が種々のホ

ルモンやビタミンに鋭敏に反応するだけではなく,パルス電

磁場刺激という物理的刺激にも反応することを示すもの

である.さらに成長軟骨細胞においてパルス電磁場刺激

377

が cAMPの変化を介し,細胞の代謝や機能に何らかの

作用を及ぼしている可能性を示唆するもので他の報告と

もよく対応している21)24)25)35)

PTH,PGEl,PGI2はいずれも成長軟骨細胞におい

て cAMPを上昇させるが17㌧ これらのうち PTH 添

加後の cAMPのみがパルス電磁場刺激により元進され

ており,また対照群 (PBS添加群)では cAMPに何ら

変化をおよはきなかったこと,さらに PTH 添加後の

cAMP レベルを克進する作用は0.6から 2.4gauss中

で do決dependentであったことを考えあわせると,パ

ルス電磁場刺激が単に cAMPの産生を促進するのでは

なく,PTH のホルモン作用を特異的に増強し,細胞内

cAMP レベルを上昇させていると考えられる.2.4gauss

のパルス電磁場刺激が最大の効果を示したが,この強度

は実際に臨床応用されているつよさとはば同程度の強さ

であった2)8).しかし,本研究では 2.4gaussを越える

つよさでは検討していないため,どの程度のつよさまで

が効果を示しうるのかについては今後の課題である.

2.ODC活性におよぽす影響

ポリアミンは細胞増殖に重要な役割を果たしているだ

けでなく,細胞分化とも密接に関連を有している.

Verduijizien らは鶏腫骨端軟骨に intermittent

compressiverorceを加えると ODC活性が抑制され

ることを報告し33),mechanicalstressが ODC活性

に影響を及ぼすことを示した.Takigawaらはウサギ

肋軟骨より分離した成長軟骨細胞において PTHがポリ

アミン生合成の律速酵素であるODC活性を著明に上昇

することを明らかにし,これらの事実よりPTHによる

ODCの誘導が,軟骨細胞の分化機能のよい指標となる

ことを示した31).本研究でパルス電磁場刺激が PTH添

加後のODCの誘導を促進していることが明らかとなっ

た.このことは,本細胞培養系でパルス電磁場刺激が

ODC の誘導を介しポリアミンの合成に影響を及ぼし,秩

骨細胞の分化機能の発現に何らかの作用を及ぼしている

可能性を示唆するものである.

3. グリコサミノグリカン合成に及ぼす影響

グリコサミノグリカンは軟骨細胞外基質の主要成分で

あり,その産生能は軟骨細胞の分化機能の指標である.

Takigawaらはウサギ肋軟骨培養細胞において PTH

添加により細胞内 cAMP レベルが著明に上昇し,これ

を介して ODCが誘導されポリアミンが上昇することに

よりGAG合成能が元進することを明らかにし,これら

一連の反応が分化機能発現に重要な役割を果たしている

ことを示唆した31)32).本研究でパルス電磁場刺激が
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PTH を添加しない状態でのGAG合成には影響せず,

PTH 添加後のGAG合成を元進した結果はPTH添加

後の cAMP の上昇,PTH 添加後の ODC 誘導の冗

進でみられた結果と同様のものであった. このことか

ら,パルス電磁場刺激がPTH添加後のcAMPの上昇,

ODCの誘導,GAG合成促進という一連の過程を元進

するものと考えられる.また,PGEl.PEI2,SCTで

はこのような元進作用は認められず,PTH の場合にお

いてのみ認められた反応であった.glらにPTH添加に
よる一連の反応が分化機能と密接に関連していることと

考えあわせるとパルス電磁場刺激は PTHのホルモン感

受性を増強させて cAMP,ODC,GAG 合成という一

連の過程を元進し.軟骨細胞の分化機能を元進するもの

と考えられる.

4.パルス電磁場刺激時間との関係

Hashimotoらはウサギ肋軟骨より分離した成長軟骨

培養細胞において PTH添加後の cAMPが5分間の

compressivestressの下では変化しなかったが,24時

間の stressで抑制されると報告し,mechanicalstress

の作用発現には比較的長い時間を要することを明らかに

している13).

本研究でPTH添加後の cAMPレベル元進作用の発

現には48時間以上という比較的長いパルス電磁場刺激時

間を要し,さらに PTH添加後のGAG合成冗進作用の

発現にも同様に48時間以上の刺激時間を要することが明

らかとなった.このように PTHの感受性を高め,一連

の元進作用を発現するには比較的長い時間のパルス電磁

場刺激が必要であった.一方,PTH は細胞膜受容体を

介し adenylcyclaseを活性化LcAMP を上昇させ

ると考えられている.以上のことを考えあわせると,パ

ルス電磁場刺激の作用は PTHの細胞膜受容体構造を変

化させて活性化し,軟骨細胞の分化機能が発現していく

ものと考えられる.

5.電磁場刺激と PTH の作用

Luben らは osteoblas七一likecell(MMB-1)にお

いて電磁場刺激が PTH の作用を抑制し,cAMP レベ

ルを減少させると報告している19).

この報告と本研究の結果を考えあわせると,電磁場刺

激は invivoにおいて全身性因子である PTH の作用

を局所で細胞の種類に応じて増強または減弱し作用発現

している可能性があると思われる.

C.成長軟骨細胞の増殖能に対するパルス

電磁場刺激の影響

細胞増殖の指標としてのDNA合成能にパルス電磁場

刺激は影響をおよぼきなかった.ウサギ肋軟骨培養細胞

において PTH は cAMPを介しODCを上昇させ,

分化機能に影響をおよはすが,DNA合成能には影響を

およはきないことから311.パルス電磁場刺激によりPTH

の感受性の変化がおこってもDNA合成能に変化をもた

らさないと考えられる.

D.カルシウムイオン濃度変化との関係

カルシウムイオンは cAMPとともに細胞機能の調節

や伝達物質として重要であり,また電気刺激の伝達物質

とも考えられている3)5)26)

本研究において EGTA や Verapamilのいずれを

添加しても PTH 添加後の GAG 合成作用に影響を及

ぼさなかったことより,パルス電磁場刺激の作用発現に

はカルシウムイオンの濃度変化は大きな役割を果たして

いないものと考えられた.パルス電磁場刺激による PTH

応答性の元進作用がカルシウムイオンの変化に影響され

なかったことは短時間におこるイオン濃度の変化を介す

るものではないと考えられる.

このように物理的刺激であるパルス電磁場刺激が成長

軟骨細胞の分化機能に影響を及はすという事実は内軟骨

性骨形成作用について考えるとき骨組織-の作用機序に

もあてはまる可能性があると思われる.

結 語

ウサギ肋軟骨 ･骨移行部より分離した培養軟骨細胞を

用いてパルス電磁場刺激の細胞レベルでの分化機能およ

び増殖能に及ぼす影響について検討した,

1. ウサギ成長軟骨細胞は種々のカルシウム調節ホル

モンやビタミンなどの化学的刺激に鋭敏に反応するだけ

でなく,物理的刺激にも鋭敏に反応することが明らかと

なった.

2. パルス電磁場刺激は細胞内 cAMP レベルを元進

することから,CAMPパルス電磁場刺激の伝達や作用

発現に何らかの役割を果たしているものと考えられた.

3. パルス電磁場刺激は PTH添加によってひきおこ

される細胞内 cAMPの上昇.ODCの誘導,GAG合

成という一連の過程を元進することが明らかとなった.

PGEl (10LLg/ml),PGI2(10jLg/ml)および SCT

(40mU/ml)の作用を冗進することはなかった.

4. パルス電磁場刺激の作用発現には48時間以上とい

う比較的長い刺激時間を必要とした.

5. Verapamilや EGTA によるカルシウムイオ

ン濃度変化はパルス電磁場刺激の作用に影響を及ぼさな

いものと思われた.
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6. 培養軟骨細胞におけるパルス電磁場刺激の作用は

短時間におこるカルシウムイオンの変化を介するという

よりは,むしろ比較的長い時間を要する化学的変化にも

とづく反応を介するものと考えられる.

7. 以上のことよりパルス電磁場刺激は培養軟骨細胞

において増殖能には作用せず,主として PTH感受性を

特異的に増強LcAMP レベル,ODC誘導,GAG 合

成の一連の過程を元進し,分化機能の発現に作用してい
ると考えられる.
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