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神経成長因子存在下で神経突起形成が見られない PC12m3
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薬剤に高い惑受性を示すPC12m3細誼辻 ニューロンモデlレ網詣である PC12縮胞の変異細胞である。今回の

研究において， NGF存在下のこの PC12m3細胞に各々アンプレーションレベル5の 10-20，000Hzの振動音刺

激を回全関与えた。その結果.10Hz， 200 -20.000Hz関の振動音刺激では 神経突起の成長効果はほとんど薄

られなかったのに対して， 20 -150豆z慣の振動音刺激においては高い神経議突起或長を促した。コントロール

群に対する神経突起成長比率は，訪日zの刺激で最も高くなり コントロール比で約3告の神経突起或長を提し

た。さらに，我々の実験では，直接接動刺激と音波刺激の双方で神経突起を誘導した。最も効果の高かった直

接振動刺激と音波刺激での毘波数は 各々 40Hzと200Hzで嘉った。どうして周設数の不一致が生じたのかの原

因はよくわから立い。しかしながら， 40Hz振動軒激の結果は 振動音響療法効果の中心領域である 20-80Hz 

の振動刺激帯に一致している。

キーワード:低周技藍接振動剥激・低周譲音波刺激・振動音響療法・ PC12m3細胞
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はじめに

PC12細胞は Greenら1，2)に よってラット副腎髄

質褐名錨抱握から単離された神経分{jj龍を有するニュ

ーロンモデル細胞で毒る。正常な PC12纏胞に神経成

長因子 (nervegrowth factor . NGF)を作用させると，

MAP豆 (mitogen-activatedprotein kinase .分裂提進物

質活性化タンパクキナーゼ)が持続して活性化し，そ

の結果細胞分化と神経様突起の成長が誘導される 3)0 

PC12細胞iまこのような特性から それまで死後培検

脳でのみでしか知りえることが由来なかった神経籍龍

についての研究に 飛擢的な進歩をもたらすこととな

った。そのため世界中の研究室でPC12縄胞が培養さ

れるようになってきたが この PC12掘胞はしばしば

島然に突祭変異を引き起こし 4，5) その突然変異の

PC12細胞も，結胞のいろいろ立働きを研究するため

に使吊されてきた。

今回著者が研究に使用した PC12m3細胞もこのよう

な突然変異PC12細胞の一種である。この PC12m3縮

胞はNGF刺敢によって正常な持続した説APK(ERK) 

活性を示すにもかかわらず神経突起の形成が誌とんど

生じないが， NGFと同時に cAMP'カルシウムノネ

ア.FK506 (免疫抑制薬)立どの薬剤を投与すると，

高い神経突起の形成を生じるという特性を持つ 6，7)。

今回の研究では，音楽の中で，その入にとっての価

値・呈示時の状況によって反応の頻向が異在る楽曲を

排捺し，純粋主音色 (timbra)として感覚される正弦波

の音波に着目した。この音波の主要な二つの変数iまへ

んツ (Hz)と振幅 (amplitude)である c今回，張揺を一

定にし， PC12m3緬鞄において，もう一つの変数であ

るへんツの変化が神経突起成長にどのような彰響を与

えるかを直接振動制激と音波刺激との比較，単麗波数

振動音刺激と規律的複合周波数振動音刺激との比較の

2通りの実験を行った。その結果 PC12m3細胞におい

て40Hzの単低周波葺接振動刺激が神経突起成長の誘

導を持っとも大きく誘導していることが分かった。ま

た，この 40Hzの単低層波直接振動車言激が p38MAPK

とその下流の転写医子 CREB[CRE-bindingprotein : 

CRE (cyclic AMP response element 環状AMP応、答因

子〉の結合タンパク]を活性させたことより，単抵周波

直接張動車言激がp38MAPKとCREBを活性させ神経突

起成長を誘導するメカニズムがあることが示唆された。

そしてこの低毘波数替の振動刺激効果は， SkiU7)に

より謹唱された，稲敷としての音(振動音)の生理的

効果に着目した，音楽療法の新しい分野である振動音

響療法 (VibroAcoustic Therapy)の援動音響の最も効

果的立周波数帯域紛 -80Hzにあてはまる。さらに，

小松ら 8)の開発した体感音響装置(ボディソニック)

による受容的音楽療法への応用は，広い臨床分野での

治療効果や癒しの効果の報告がなされているが，この

装量に組み込まれているトランスデ、ューサーは， 20 

-50Hzの低周波数帯のみを振動させる装置である O

今回の 40Hzの振動刺激が PC12m3細胞において，高

い神経突起成長を{足したことと Skillや小松らの振

動音響における重要な低潤波数帯の報告いずれにも，

40Hzが含まれているという事実法， 11高熱ではなく，

重要な意味を持つと考えられる。

方法

1.細胞の培養

実験に技用した PC12m3細胞誌 グリーンらによっ

てラット副腎髄質掲色細胞腫から単離された神経分化

能を有する PC12細胞(米自Rockvi1l， MEのAmerican

type culture collectionより購入)の変異枠組胞であり，

Kano y6， 7) らによって樹立されたものを使用。

PC12m3細胞は 0.35 %のグルコースを含む

DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)に10%

馬血清と 5%牛胎見直清を加え，さらに 100μg/mlの

カナマイシンを加えた培地を用いて継代した。すべて

の細胞は，インキュベーター(茨酸ガス培養器)の中

で， 37
0

Cに設定し 5訪の C02含有の状態において培

養した。また，組員告は常時マイコプラズム感染の有無

をHoechst33258で染色して調べ感染の立いことを

薙認して実験を行った。

2.振動機と計測器

低周波音産生に誌 KENWOOD 204D (KENWOOD 

社，東京，召本)を使用し，周波数灘定には AD-

5182マjレチ・ファンクション・カウンター (A&D社

東京，日本)用いた。

3.神経突起形成率の決定

25cm2のフラスコに PC12m3緬鞄を約 100万個蒔

き， NGFを1μt添加した後に実験群には振動刺激を

与え，インキュベーション 7自後に約500万-700万

鋸に増殖・分北した各実験群で3個ずつのフラスコよ

ち，サンプんとして 100-200樋の聞で細胞数を決定

し，それら各々の錨胞にある 0-1個の突起の数を計

灘し，細胞数で語り，その三つの平均値を突起形成率

とした。また，細胞の持つ神経突起の決定は，

Morookaら10)に主らい 細胞の直径の1.5倍以上の

長さのものとした。

4皿 p38MAPK・CREBの検出

活性化した手38MAPK'C豆EBの検出は， Yao Rや

Sakai T 11， 12)らのウエスタンプロッティングの方法を

用いて行った。

5.振動音剰激と音波郭激の決定
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KENWOOD 204Dにて産生された低層波音は，マル

チ・ファンクション・カウンターにて周波数を決定

し，上向きに冨定され上面には厚さ 0.05mmのビニー

ルを引き伸ばして張られたスピーカーにて振動刺激を

産生した。そのビニーん上に直接フラスコを置いたも

のを直接接動音輯激とし，このビニーんを張ったスピ

ーカーより 12cm上方に来るように設定した 1cmの針

金で作られたスタンドに，太さ 0.3mmの針金を張り，

その針金三点で支持されたフラスコに与える刺激を音

波刺激とした。

6医単周波数援動音刺激と規律的複合周波数援動音挺

激の比較

PC12m3細鞄において 最も神経突記成長率の高い

効果をもたらした訪日z短周波振動音刺激と:l:::

1Hz/1秒の規律的周波数増減の 20~ 50Hz， 10-

100Hz聞の神経突起或長率の対比を在った。

7費デ一歩分析

結果は one四wayANOV A (analysis of vari組 ce)を用

い，コントローんとの有意差判定は， Dunnett's記試用

いた O また総当り分析には Student司Newman-五euls

(SN正)testを用いた。

結果

1.振動苦による PC12鱈胞の神経突起の誘導

PC12m3謂胞に， 10 -20， OOOHzの振動刺激を与

え，振動音刺激に立すする感受性をテストした。顕教鏡

写真の図 1はNGFを加えたのみの PC12m3縄胞と，

NGF存在干の KENNWOOD204Dのアンプレーショ

ンレベル 5強度で 30分のそれぞれ40耳z，200Hz， 

2.000Hz 9.000Hz 20.000Hz 

堕1蓮華麗動割激によるPC12m3錨題の神経実起影成の促進。
コントロ-)レおよむ仁 40Hz，200Hz， 2.000Hz， 9.000Hz， 20βOOHz 
の振動刺激を与えたものを 1遅間培養し、位梧差顕椴鏡で写真
撮影を行った o (X 200) 

2.000Hz， 9，000百z，20ラOOOHzの張動刺識を与えた

PC12m3調砲の写真である o NGF存在下で40Hzの張

動刺激を与えた PC12m3細胞の神経突起成長率は，

NGFを加えただけの PC12m3細胞の神経突起成長率

よりも;まるかに高い神経突起成長率を見た。しかしな

がら， 10Hzと200Hz-20.000Hzでの張動刺激は，

PC12m3細誌においてはむずかな神経突担成長しか計

き出せなかった。

PC12m3締鞄において 神経突起形成にもっとも遣

した振動刺激時間は 30卦で(図2-1)，必要な張動の

強さは， KENNWOOD 204Dのアンプレーションレベ

ル 2以上であった(図 2-2)。そのため，今回の研究
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振動刺識がもたらす神経突起成長の度合いは，音波刺

激のそれよりもより高く 音波刺識よりもよぢ抵国波

でおこることがわかり(図 4) さらに 40Hzによる単周

波数振動剰設と 20~ 50Hzと10~ 100Hzの律動的複

合周波数振動刺激では t40Hzによる単屠波数振動車せ

激が 20~ 50Hzと10~ 100亘z複合開波数振動刺激よ

り有意に神経突起成長が高く 20~50Hz と 10~100ヨz

複合周波数振動刺激では有意差はなかった(図 5)。こ

では， NGF存在下の PC12m3細胞に，振動刺激時間

30分・アンプレーションレベル5という振動刺激を

10 ~ 20.000Hzまでの範囲で当てて，神経突起形成率

をみた(図 3)0その結果， 20 ~ 150Hzまでの長動耕

識では神経突起成長率を高めた。また， 40Hzでの神

経突起形或率が一番高く NGFのみの添加のコント

ローん群に比し，約三{音強の神経突起成長率を見た。

直接振動刺激と，音波刺激の比較においては，直接
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密5 単周波数振動詞激と複合罵波数振動刺激による
神経突起誘導率の促進
40Hzの単周波数張動剤散の神経突起誘導率は、コントロールに比
べ約3告である。コントロールに比べ単周波数振動刺激はP< 0.01 
で有意差があり、棲合摂動制識はpく0.05で有意に差が生じた。
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密4 PC12m3鍾躍における霊童書音と音波による神経
組担突起誘導頻度
訪日z張動青刺識と 200Hz毒液はコントロールに比して持経突題成長
の頻度は有意差Pく0.01であった。また40Hz振動音弼識は200Hz
音波に比して梓経突起成長の類度は有意差P<O署05であった。
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れらの結果を統合すると 抵周波の単周波数直議長動

音刺激(特に 40Hz)が，最も PC12m3細麹の神経突

起或長率を高めることがわかった。

2. PC12m3細胞における， 40Hz振動刺激での

p38MAPKとCREBの活性

p38担APKの活性化は PC12m3掘胞のニューロンの

分f~を促す重要立投書uを担っている事がわかってお乃

6， 7) 今回の研究では，低国波振動刺激による

p38MAPKの活性の影響の結果， PC12m3細胞の神経

突起成長が議導されるのかどうかの検討を仔った。さ

らに低周波振動刺激による p38MAPKの活性が下涜の

転写因子 CまEBの活性を誘導するのかどうかの検討

も行った。 PC12m3細胞に 40Hzの低周波宣接振動刺

識を 30分間与え，コントロールと共にそれぞれ，免

疫プロッティング法にて， p38MAPK . CREBの活性

北をみた(図 6)。結果は， 40Hz直接振動刺激では，

p38MAPKおよびCまEBの高い活性を示したが，コン

トローんではp38羽APKおよびCまEBの活性誌高めら

れなかった。また， PC12m3細胞に p38MAPKの阻害

剤 SB203580を10μt添加し， 40註zの直接振動音を

30分与えても，神経突起の誘導はほとんど起こらな

かった(図 7)0 これらのことより PC12m3紹胞にお

いては，低崩波宜接振動刺激により，神経突起成長が

促される p38MAPK. CREBシグナん伝達経路がある

ことが示唆された。

考察

晴乳動物紹癌lま少なくとも ERK(extracellular signal-

regulated主inase) . JN五 (c-Jun詩-terminalkinase) 

p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase)の3つ

Pospho p38一一砂

p38一一砂

PosphoCREB 一一炉

輔瞬鱒襲
CREB ---Tド

Control 40Hz 

密6 PC12m3鋸躍における 40Hz振動刺激による
p38MAPIくとむ軒EBの活性
PC12m3細砲に、 NGF喜在下、無血清でコントロール以外iこ張
動車言語設を与えた O 結胞の溶解およびタンパクの抽出は、
p38MAPKおよびCREB特異抗体によるウエスタンプロット法
で行い、 p38MAPKおよびCREBの検出を行った。

のMAP豆経路を持っている。 ERK経路は掘胞の分化

の調節に重要で， JNK経路は細撞のアポトーシスの

謡館に関与している O しかし立がら p38MAPKはアポ

トーシスに働くという報告と神経突起誘導に楊くとい

うまったく異なった報告があり，現在p38MAPK経路

の明確なシステムは明らかにされていない。

その p38MAPKは，サイトカ千ン (cytokine ホル

モン様低分子タンパクの総称。免疫反応、の強さと期間

を謂館し，細胞同士のJ情報交換を媒介する0)やスト

レスに対し車、答し 細胞のコントローんをするカスケ

ードに関与しているとの報告がある 13一説。また

Raingeaued J16)らは， p38MAPKは，浸透性のショッ

クや，炎症性のサイトカイン・ uvライト・成長因子
主どを含めた様々な細胞のストレスによって活性叱さ

れると報告している O 今毘 PC12m3結抱の実，瞳にお

いて， 40ヨzの低調波振動刺激が p38MAPKを活性化

させ， NGFのみ添加したコントローんに対して，約3

倍の神経突起成長率を示した。しかしながら

p38MAPKの抑制剤 SB203580を10μ4諒加し， 40Hz

の振動吾刺激を与えても 神経突起の誘導はほとんど

起こら立かった。 PC12細胞を用いた MorookaT似た

ちの報告によれば， PC12細鞄において p38MAP玄が

ニューロンの成長円錐の保持や，神経突起成長，細胞

の分離非用の調節・生存に関与していることを報告し

ている O これらのことより， PC12m3細胞においては，

低層波振動音頼激により p38MAP五の活性が促され，

神経突起形成につながったことがうかがわれた。さら

に，この低周波振動刺激による p38MAPKの活性が，

下流にある CREBの活性を高めている。このCREB'ま

転写因子で，その働きは，鱈胞外の刺激に対する細鞄

の様々立シグナル{云達経路が活性を下、流の CREBが持

介することにより，細鞄の増殖や分北の応箸を適応さ

せている 17)。さらに， Shaywitz A.Jら18)の報告によれ

迂， p38MAPKはCI砲の結合に重要主役割を果たすこ

とが報告されている。これらを韓合すると， PC12m3掘

Control 40Hz 40Hz十SB23058010 μl 

密7 童接振動刺激による PC12m3縮躍の神経突起
形成の抑制
コントロールおよび、 40Hzに40Hzの長動音を 30分与えたも
の、 p38MAPKの抑制薄SB203580を10μt添加し、 40Hzのま辰
動音を 30分与えたものを 1遍罰培養し、註椙差顕撤鏡で写真
撮影を行った。 (x200) 
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強では， 40Hzの単低層波数直接振動刺激がp38MAPK

を活性化させ，さらにその下流に毒る C豆EBを活性

北させるという， p38MAPK . C豆EBシグナル伝達経

路系で分化(神経突起形成)働くことが示唆された。

その経路としては振動刺激吾により細抱膜内にある

スブインゴミエリナーゼ (Sphingomyelinase)がスフィ

ンゴミエワン(Sphingomyelin)を加水分解し，セラミ

ド(Ceramide)を遊離させることにより， MAPKシグ

ナリング経路を 1)ン酸化させる 19，20) 0 p38MAPKシグ

ナリング経路は分先に欝き 21，22)• JNK経路はアポト

ーシスを誘導する 20)という経路が考えられる〈図 8)0

議床場面において様々な疾病に対する治療効果があ

ることが報告されている Skillにより提唱された振

動音響療法の最も効果的な国波数寄域法的-80Hz 

にある。また， B本において広い臨床分野での治豪効

果や癒しの勢果の報告が立されている小松らの開発し

た体感音響装童による受容的音楽療法の装置に組み込

まれているトランスデ、ューサーは 20 -50Hzの田波

数帯のみを振動させる装震である G このように，振動

音響療法で誌， 20 -80Hzの抵周波数額域が最も効果

的な領域であり，今回の我々の研究においても，

40Hzの単周波数振動音刺激が PC12m3細胞において

最も高い神経突起形成率を昆ている O これらの振動周

波数の一致は，大きな意味があると考えられる O

ViるratorySound 

J 、，，、

Differentiation Apoptosis 

菌8 振動剥灘誘導シグナル缶達経路の想定モデル概念、密

〆
〆A: 
MAPKKK 

MAPKK 

MAPK 

張動剤散音により細胞膜内にあるスフィンゴミエリナーゼ (Sphingomyelinase)がスフィンゴミヱ

リン (Sphingomyelin) を加水分解し、セラミド (Ceramide)を遊離させることにより、話APKシグ

ナリング経路をワン酸化させると考えられる。 p38MAPKシグナリング経路は長化に働き、 JNK経

蕗はアポトーシスを誘導すると考えられる O
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Abstract 

A drug-hypersensitive PC12 mutant cellline (PC12m3) was obtained during continuous culturing of neural PC12 cells. 

In this study， PC12m3 cells were exposed to vibratory sound stimuli of frequencies ranging from 10 to 20，000Hz for 30 

minutes at intensity 5， a10ne with the addition of NGF.τhe results showed that vibratory sounds of 20-150Hz induced 

e出羽lcementof neurite outgrowth， whereas vibratory sound 10Hz and 150Hz to 20，OOOHz had little effect on neurite out-

growth. The frequency of neurite outgrowth induced by 40-Hz sound stimuli was approximately 3-fold greater than that 

induced by NGF a1one. Furthermore， our results showed註mtboth vibratory sounds and sound waves， 40Hz and 200豆z，

respectively， were the most effective. The reason for the discrepancy in fre弓uencyis not clear. However， the effect of 40-豆z

vibratory sounds is consistent with the effect of世話 VibratoryAcoustic Therapy which mainly uses vibratory sounds 

between 40-Hz and 8仏耳z.

Key words : low-frequency viちratorysound， low-金'equencywave sound vibroacoustic therapy， PC12m3 cell 
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