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概要 

背景／目的：容量性／抵抗性電移法（CRET）は、筋骨格病変の治療に400kHz – 450kHzの周

波領域の電流を用いる非侵襲的な電熱治療法である。電流および電界または磁界が組織の

再生に関わる増殖、分化、またはその双方のプロセスに影響を与えうるという科学的根拠

がある。本研究では、組織修復に対するCRETの効果の根拠となる可能性がある増殖反応を

検討した。方法：CRETセラピーに現在使用されている448kHzの電気信号50μA/mm
2

（非温

熱量）での短時間の反復（5分通電／4時間休止）in vitro刺激後の健康なドナーの脂肪由来

幹細胞（ADSC）の生存率、増殖、分化を評価するために、XTTアッセイ、フローサイトメ

トリー、免疫蛍光、ウエスタンブロットによる分析を実施した。結果：この処理はPCNAお

よびERK1/2の上方制御、ならびに細胞周期のS期、G期、M期のADSC画分の有意な増加を誘

発し、また、細胞増殖率を上昇させた。この増殖効果はその後の脂肪分化、軟骨分化また

は骨分化のADSCの多分化能を損なわなかった。結論：これらのデータは、CRETに対する反

応の基礎となる可能性のある細胞および分子現象を特定し、CRETに誘発される病変修復が、

損傷した組織に存在する幹細胞の増殖の促進に媒介される可能性を示している。 
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はじめに 

 

組織の再生は、生化学的信号の複雑なネットワークにより機能が制御される様々な種類

の細胞が関わる複雑なプロセスである。再生のきわめて重要な段階の一つは前駆細胞の増

殖段階である。増殖後、前駆細胞は特徴的な細胞外マトリックスを構築する組織特異的細

胞に分化し、その結果本来の機能が回復する。間葉系幹細胞（MSC）は損傷修復の増殖期に

関わる重要な細胞集団であり、ほぼすべての成体組織に存在する。これらの多能性細胞は、

それらの自己再生能力および複数のタイプの細胞に分化する能力、また、損傷修復時の炎

症および免疫反応でのそれらの役割により、再生医療における有用なツールであることが

示されてきている[1,2]。これらの理由から、損傷した組織に存在するMSCの増殖および分

化を促進する方法の開発が、今日、再生医療における主要な関心対象となっている。 

また、細胞および組織は、静止膜電位、イオン電流、キャパシタンス、抵抗、誘電率、

導電率など、特異的な電気的特性を持つ[3]。組織の種類、年齢、生理学的状態により変動

し、発達組織、正常組織、損傷した組織で異なるこうした特性が、外因性の電場および電

磁場への生物系の反応を可能にする[4-6]。薬物または物理作用への曝露による内因性の電

気現象の変化が、多様な組織における修復率に影響を与えることが示されている（総説は

Messerli, Graham, 2011およびCostin et al., 2012を参照）[7,8]。 

従来、電気的または電磁気的刺激を利用した理学療法は、美容医学でも同様に、外傷性、

または変性の組織の損傷の修復に有効な結果を出してきた[7, 9-14]。特に、電気的刺激は慢

性損傷の回復および再生を大幅に改善し、しばしば他の治療法で効果がなかった創傷の完

全な閉鎖をも実現することが示されている[15-18]。組織レベルでは、電気的刺激が血流を

改善し[19]、損傷を受けた組織の弾性を増加させ[20,21]、腫脹を抑制する[21]可能性が報

告されている。細胞レベルでは、電気的刺激は接着、配向、移動に影響し[22-25]、様々な

種類の幹細胞の分化と増殖に関わる形態学的および表現型プロセスの制御に影響を及ぼす

[3,26-29]。電気的刺激によって誘発される組織再生の基礎となる基本的現象はまだ確定さ

れていないが、休止状態、阻止状態または復帰状態の再生の場合、電気治療が、正常な組

織の修復に関わる内因性の生体電流により誘発される細胞反応と同質の細胞反応を引き起

こす可能性が提示されている[7, 30]。 

容量性 ／ 抵抗性電移法（CRET）は、400kHz – 450kHzの高周波（RF）領域の電流の適

用に基づく非侵襲性の電熱治療である。組織の電気抵抗により、CRET電流は標的とした器

官の温度上昇を誘発することができる。循環血が隣接領域に熱を拡散し、施術対象構造の

温度を希望の範囲内に保ち、周辺組織の不要な高熱を避ける。最近のin vitroの結果は、温

熱性の電流密度で適用したCRETがヒト癌細胞で細胞傷害性を引き起こすこと、こうした温

熱効果が、標的とする腫瘍組織への金属微小粒子注入により増強される可能性があること

を示している[31]。しかし、少なくとも細胞レベルで、CRETの効果は温熱効果に限定され

ないことを示す根拠がある。実際に、我々のグループの以前の研究では、非温熱量のCRET

の刺激は、培養ヒト腫瘍細胞株で増殖抑制および細胞傷害反応を誘発しうるが、初代培養
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ヒト末梢血単核細胞では誘発しないことが示されている[32-36]。これらの結果は、CRET

医学療法の効果が、曝露された組織の温度上昇のみによるのでなく、電気的刺激自体への

直接的な細胞反応にもよるという根拠の実験的裏付けと解釈することができる。 

 組織の再生に関して、CRETセラピーは、現在、リハビリテーションやスポーツ医学の分

野で筋肉、骨、靱帯、腱の損傷の治療に利用され[37-39]、また、喘息[40]および血管病変

[41]の治療に利用されて効果を上げている。再生医療で現在使用されているその他の温熱

治療とは異なり、CRETは、腫脹および真皮や表皮の火傷といった副作用を引き起こさない。

臨床研究で、CRETによる損傷回復の促進は、抗炎症プロセス、鎮痛、筋機能回復と共に、

損傷を受けた領域の拡大の全体的な縮小に関わっていることが示されている[42-45]。CRET

のこれらの臨床効果は、再生プロセスに関わる細胞現象の増強と一致すると思われる。本

研究の目的は、細胞増殖の促進がCRETに誘発される組織の再生に関わる現象の一つである

かどうかを検討することである。この目的のため、我々は、健康なヒトドナーから採取し

たMSCの一種である脂肪由来間質細胞（ADSC）の増殖に対するCRET電気的刺激のin vitroで

の影響を検討した。本論文に述べる結果は、50μA/ mm2、非温熱量、448kHzの正弦波信号

の短いパルスによる反復刺激がADSCの増殖を促進することを示している。こうした増殖反

応は細胞周期進行の活性化を伴い、分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ - 細胞外シグ

ナル制御キナーゼ1/2（MAPK - ERK1/2）のシグナル伝達経路の上方制御により媒介される。

損傷修復におけるCRETセラピーの有効性を少なくとも部分的に裏付け説明する実験的根拠

を示すことにより、これらの結果が、RF電流への曝露に基づいた電熱治療の適用の潜在的

な拡大だけでなく標準的なCRET処置の最適化に大きな影響をもつ可能性がある。 

 

 

材料および方法 

 

細胞培養 

脂肪由来幹細胞は、4名の健康なドナー（年齢65歳、69歳の男性2名、29歳、35歳の女性

2名）から一般外科手術時に予備の組織として得た皮下脂肪サンプルから分離した。本研究

と手順はラモン・イ・カハル大学病院（マドリード、スペイン）の臨床研究倫理委員会に

よって評価および承認され、ボランティアはインフォームドコンセント文書で組織の提供

を承認した。0.5-1cm
3
の脂肪組織片は、線維組織、目に見える筋膜、血管を取り除き、外科

用メスを使用して1 – 2mm
3
の小立方体片に切断した。組織片は、ハンクス平衡塩類溶液

（HBSS, Hyclone, South Logan, Utah, USA）中1 mg/mlのコラゲナーゼA（Roche Applied Science, 

Basel, Switzerland）を用いて37℃で40分間穏やかに攪拌しながら消化した。コラゲナーゼ

活性を、高グルコースD-MEM中ウシ胎児血清（Biowhittaker, Verviers, Belgium）で停止した。

次に、細胞解離をP1000およびMultiGuardバリアーピペットチップ（Sorenson BioScience, 

Salt Lake City, UT, USA）を使用して行った。組織または血管の解離していない大きな塊を滅

菌した遠心管の底に2分間沈降させた。収集した細胞分散物を別の遠心管に移し、300 x gで
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5分間遠心分離して細胞の血管間質画分をペレット化した。上清および脂肪細胞の浮遊層を

吸引した後、ペレットを1％グルタミン（Gibco）、1％ペニシリン-ストレプトマイシン（Gibco）

を添加したMesenPro培地（MesenPro-RSTM, Gibco, Invitrogen, Camarillo, CA, USA）に再懸濁

し、75cm
2
のTフラスコ（Falcon）に直接播種した。48時間後、フラスコをHBSSで2度すす

いで全ての細胞破片および未接着細胞を除去し、MesenPro培地を供給した。2日後すなわち

4日目に培地を交換した。コンフルエントとなった7日目に、HBSS中0.05％トリプシン＋

0.02％EDTA（Sigma, Saint Louis, MO, USA）で細胞を剥離し、670 cells/cm
2
濃度で新しいフ

ラスコに播種して、培養細胞を継代した。培養細胞がコンフルエンスに達した時点で細胞

を収集し、アリコートを10%DMSO（Sigma）/90%ウシ胎児血清（Gibco, Invitrogen, Paisley, 

Scotland, UK）中で凍結した。第3～8継代のADSCを本実験に使用した。細胞は、細胞計数用

に60mm径のペトリ皿（Nunc, Roskilde, Denmark）に725 cells/cm
2
の濃度で、あるいはXTT

アッセイ、免疫蛍光法またはウエスタンブロット法用に1360 cells/cm
2
の濃度でプレーティ

ングした。免疫蛍光検査用に細胞をペトリ皿に入れたカバーガラス上に播種した。 

 

 

CRET曝露 

曝露システムは以前の論文[33,34]に記載した。簡単に説明すると、電流への曝露は、in 

vitro通電用に特別に設計されペトリ皿内に装着した滅菌ステンレス製電極対により行った。

図1に示した通り、曝露についてペトリ皿中の別個の2細胞群で検討した。電極ギャップ間

のペトリ皿表面で増殖する細胞を均一な電流密度に曝露（または疑似曝露）し、一方で、

それぞれの電極および皿の壁で区切られた領域にある細胞は不均一な電流密度に曝露（ま

たは疑似曝露）するものとした。従って、電極ギャップ間の長方形の面（l = 43.5mm, w = 

24.5mm; 面積 = 1065mm2）で増殖する細胞のみを本研究に使用し、残りの細胞は廃棄した。

CRET曝露のため、電極対を1台の信号発生装置（Indiba Activ HCR 902モデル, INDIBA®, 

Barcelona, Spain）に直列に接続した。疑似曝露用に、コントロールのペトリ皿に装着した1

対の電極も発生装置に接続したが、通電はしなかった。通電パターンは、50 μA/ mm2、非

温熱性密度、448kHzの正弦波電流の5分間パルスを合計48時間に4時間間隔で構成した。こ

うした曝露パラメータは我々のグループの以前の研究[32-36]で細胞増殖に影響することが

検証されている。培養細胞は2台の別の同一のCO2インキュベーター（Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）中で増殖させた。インキュベーター内の雰囲気条件（37℃、

90%相対湿度、5% CO2）と同様に通電パラメータを常時モニターした。インキュベーター

内の電磁環境は、3種類の目的周波領域である静電気（DC, Bartington モデルMag-03, GMV 

associates, San Carlos, CA, USA）、電力周波数（50 Hz AC, EFA-3 モデル BN 2245/90.20, 

Wandel & Goltermann, Eningen, Germany）、高周波数（RF < 3 GHz, 外部PMM EP-330型電界

プローブ付きPMM 8053型携帯式電界強度計, 共にNarda Safety Test Solutions, Milan, Italy）

用の特別な磁力計を使用してモニターした。得られた平均値は、BDC: 24.4 ± 3.4 μT rms、BAC: 

5 ± 3 μT rms、RF: 磁力計の検出限界未満であった。 
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間葉系特性評価のための分化アッセイ 

採取したADSCの多分化能を評価するために、細胞を60mm径のペトリ皿内に2270 

cells/cm2という高濃度で播種し、脂肪生成培地、軟骨形成培地、または骨形成培地中で培

養した。この3種類の培地は、10%ウシ胎児血清（Gibco）、1％グルタミンおよび1％ペニ

シリン－ストレプトマイシン（Gibco）を添加した高グルコースD-MEM（Biowhittaker）で

構成される共通の基盤をもっていた。脂肪生成培地には、0.25mM 3-イソブチル-1-メチルキ

サンチン（IBMX, Gibco）、200 μMインドメタシン（Sigma）、10μg/mlインスリン（Sigma）、

1μMデキサメサゾン（Sigma）を添加した。軟骨形成培地の特異的な添加物は、150nMアス

コルビン酸2‐リン酸（Sigma）、10ng/ ml TGF-β1（Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA）、10μg/ml

インスリン、100nMデキサメサゾンで構成した。骨分化のための基礎培地には、10ng/ml 

BMP-2（Invitrogen, Camarillo, CA, USA）、100nMデキサメサゾン、50μMアスコルビン酸2

‐リン酸、10mM β-グリセロリン酸（Calbiochem, Darmstadt, Germany）を添加した。それ

ぞれの分化培地中での培養15日目に、ADSCを4%パラホルムアルデヒド中で固定し、脂肪分

化の評価のためにオイルレッドO（Sigma）で、軟骨形成についてアルシアンブルー（BDH, 

Poole, UK）、または骨形成についてアリザリンレッドS（Sigma）で染色した。 

 分化評価と同じ手順を、ADSC の多分化能が CRET 曝露の影響を受けるかどうかについて

の検討に応用した。通電または疑似通電後、培養細胞を脂肪生成、軟骨形成または骨形成

培地中で 2 週間培養し、その後固定して、それぞれオイルレッド、アルシアンブルーまた

はアリザリンレッドで染色した。 

 

 

細胞計数 

第 2～8 継代の培養細胞を使用した。各回の実験で、CRET で通電した培養細胞 5 検体お

よび疑似曝露した培養細胞 5検体を 60mm径のペトリ皿にプレーティングした。48時間の

図 1．2 個の電極間に流れる 448kHz

の電流への in vitro 曝露。電極ギャッ

プ間（曝露／疑似曝露領域で、1065 

mm2）のペトリ皿表面の電流密度は均

一。それぞれの電極とペトリ皿の壁の

間の空間にある細胞は曝露されてい

ないとみなした。それらの細胞をペト

リ皿からかき取り、処理終了後直ちに

廃棄した。 
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処理後に細胞を 4％パラホルムアルデヒドで固定し、PBS 中 0.1%Triton で透過処理し、細

胞核を 10-5 M ビスベンズイミド H 33258（Sigma）で蛍光染色した。2 個の電極によって区

切られた 1065mm2の長方形内のペトリ皿表面の細胞数を Olympus IX-70蛍光顕微鏡で評価

した。10 倍の対物レンズを使用し、1.25mm の平均距離で隔てた 24 顕微鏡視野（840μm x 

630μm; 面積 0.5292mm2）をランダムに選択、撮影、分析した。1視野に含まれる交差面積

の少なくとも半分を有する核を計数し、曝露領域内の全細胞数をこうした計数から推定し

た。 

 

 

XTT増殖アッセイ 

細胞増殖に対するCRETの影響をXTTアッセイ（Roche）で確認した。第3～7継代の細胞を

使用した。各回の実験で10枚のペトリ皿（CRET曝露用5枚、コントロール用5枚）にプレー

ティングした。48時間のCRET処理または疑似通電後、均質な曝露領域内で増殖した細胞を、

テトラゾリウム塩XTTとともに37℃および6.5% CO2雰囲気中で3時間培養した。XTTは代謝

活性細胞により着色したホルマザン化合物に還元され、これをマイクロプレートリーダー

（TECAN, Männedorf, Switzerland）を用い波長492nmで定量した。得られた値は活性細胞の

数に直接相関した。全28回の反復実験を異なる継代の培養細胞を用いて行った。 

 

 

ブロモデオキシウリジン取り込みアッセイ 

細胞増殖およびDNA合成に対する電気的刺激の影響を5-ブロモデオキシウリジン（BrdU）

取り込みの免疫蛍光検出で評価した。第 3～5 継代の細胞を 60mm 径のペトリ皿中の電極ギ

ャップ間に置いた 12mm 径のカバーガラス対上に播種した。最後の 6 時間の疑似または

CRET処理中、培養細胞を 3mM BrdU（Sigma）の存在下で培養した。その後、細胞を 4％パ

ラホルムアルデヒドで固定し、エタノール：酢酸（95:5）で 10 分間 4℃で透過処理した。

カバーガラスをマウスモノクローナル抗 BrdU 抗体（1:20, Dako, Glostrup, Denmark）ととも

に 4℃で一夜培養し、その後、Alexa Fluor 568 結合抗マウス IgG（1:500, Molecular Probes, 

Invitrogen, Camarillo, CA, USA）とともに室温で 1 時間培養して免疫蛍光染色した。細胞核は、

退色防止 p-フェニレンジアミンを含む封入剤（Sigma）に添加したビスベンズイミドH 33258

（Sigma）で蛍光染色した。これらのカバーガラスを Nikon Eclipse TE300 蛍光顕微鏡で分析

した。4 回の反復実験を実験群につき 4 枚のカバーガラスを用いて行った。核および BrdU

陽性細胞（BrdU+）の総数を体系的ランダムサンプリングによって選択した視野内で計測し

た。カバーガラス 1 枚につき合計 15 視野について検討した。画像を記録し、AnalySIS 3.1

ソフトウェア（Soft Imaging Systems GmbH, Münster, Germany）で分析した。 
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細胞周期分析 

細胞周期に対する通電の潜在的な効果は、第3および4継代の培養細胞を使用したフロー

サイトメトリーで評価した。通電または疑似処理終了時に、電極ギャップ内で増殖した細

胞をトリプシン（Sigma）で剥離し、エッペンドルフチューブ中に収集して、1mlの70％エ

タノール中4℃で一夜固定した。ペトリ皿1枚につき約1x105個の細胞のサンプルをPBSで2

度洗浄し、3.4mMのクエン酸塩緩衝剤にリボヌクレアーゼA（200ng/ml; Boehringer）を添

加した20μg/mlのヨウ化プロピジウム染色溶液（Boehringer, Ingelheim, Germany）ととも

に暗所、室温で1時間培養した。細胞をフローサイトメトリー（FACScalibur, BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA）で分析した。サンプルにつき10,000の事象をCellQuest 3.2ソフトウェア

（BD Biosciences）を使用して得た。合計4回の反復実験を行った。反復実験につき10サン

プル（CRET処理5検体、疑似曝露5検体）を分析した。 

 

 

PCNA免疫蛍光 

増殖細胞核抗原（PCNA）はDNAポリメラーゼ関連タンパク質で、細胞周期のS期および

G2期の細胞のマーカーとして最近利用されている[46]。第3～5継代の培養細胞をカバーガ

ラス上に播種し、上述のとおりCRETまたは疑似曝露した。細胞を4％パラホルムアルデヒド

で固定し、エタノール：酢酸で透過処理し、抗PCNA抗体（Santa Cruz Biotechnologies, TX, USA）

とともに4℃で一夜培養し、Alexa Fluor 488結合抗マウスIgG（Molecular Probes）で室温で1

時間蛍光染色した。細胞核をビスベンズイミドH 33258で対比染色した。実験群につき4枚

のカバーガラスを用いる4回の反復実験を行った。PCNA陽性細胞の割合をBrdUアッセイに

ついて上に記載したように推定した。 

 

 

ウエスタンブロット法 

第 3～5 継代の細胞を使用した。CRET または疑似曝露時間終了時に、電極ギャップ内に

あった細胞をペトリ皿からかきとり、PBS に再懸濁し、1200rpm で 5 分間遠心分離した。

得られたペレットは、10mM トリス塩酸、10mMKCl、1mM ジチオスレイトール、1mM EDTA、

1mM PMFS、10μg/ml ロイペプチン、5μg/mlペプスタチン、100mMNaF、20mM β-グリセ

ロリン酸、20mM モリブデン酸ナトリウム、0.5% Triton X-100、0.1% SDS を含有するバッ

ファー中 4℃で溶解した。溶解物を 10000rpmで室温で 5 分間遠心分離し、上清中のタンパ

ク質濃度をブラッドフォード法で測定した。タンパク質をドデシル硫酸ナトリウムポリア

クリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）で分析し、セミドライ転写法（Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA）を用いて Hybond ECL ニトロセルロースメンブレン（GE Healthcare, Uppsala, Sweden）

に転写した。メンブレンを 5%スキムミルク含有 PBS でブロッキングし、ブロッキングバッ

ファー（PBS 中 0.1%Tween および 5%スキムミルク）で双方とも 1000：1に希釈したウサ

ギ抗 PCNA 抗体またはウサギ抗ホスホ ERK1/2 抗体（Invitrogen）、およびローディングコ
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ントロールとしてのマウス抗β-アクチン（1:5000; Sigma）中、4℃で一夜培養した。メンブ

レンをその後 PBS-Tweenで 4度洗浄し、その後 IRdye800 CWに結合したヤギ抗ウサギ IgG

（1:10000希釈、LI-COR Biosciences, NE, USA）および IRdye 680 LT結合抗マウス IgG（1:15000

希釈、LI-COR Biosciences）とともに室温で 1 時間培養した。ブロットの蛍光強度を LI-COR 

Odyssey スキャン（LI-COR Biosciences）で測定し、Bio-Rad 社の Quantity One ソフトウェ

ア、バージョン 4.6.7 を使って評価した。PCNA タンパク質について 5 回の反復実験および

リン酸化 ERK1/2（p-ERK1/2）について 3 回の反復実験を行った。反復実験につき 8 サン

プル（疑似曝露 4 検体、CRET 曝露 4 検体）を分析した。PCNA と p-ERK1/2 の値をローデ

ィングコントロールに対して正規化した。 

 

 

統計分析 

特に記載しない限り、データは、San Diego, CA, USAのGraphPad Prismソフトウェアを使用

してスチューデントの両側独立t検定によって分析した。サンプル間の差はP <0.05で統計的

に有意とみなした。 

 

 

結果 

 

ADSCの脂肪分化、軟骨分化、骨分化 

ADSCを脂肪細胞、軟骨細胞または骨細胞への分化能について評価した。分化培地中で2

週間後に、この3種の細胞系統への明確な分化パターンがみとめられた（図2）。 

 

 

細胞数に対するCRETの影響 

ビスベンズイミドで標識した核の数は、CRETの影響が培養継代に依存することを示した。

確かに、第3～5継代でCRETで処理した培養細胞は、第5継代で疑似曝露したコントロール

よりも最大25%の細胞数の統計的に有意な増加を示した（図3A）。反対に、非常に初期の

継代（P2）では細胞数の増加は顕著でなく、細胞が老化の兆しを示し始めた後期継代（P7,P8）

では細胞数の減少さえ起こっていた可能性がある。XTT比色アッセイで、第3～5継代で通電

した培養細胞でコントロールに対して最大20％の細胞数の増加が確認された。また、細胞

数の統計的に有意な減少が第7継代でCRETに曝露したサンプルで検知された（図3B）。 

 

 

DNAへのBrdU取り込みによる細胞増殖に対するCRETの影響の評価 

48時間のCRET処理または疑似曝露後の増殖細胞数をBrdUの取り込みで確認した。通電

した群のBrdU陽性細胞の割合は、コントロールでの割合よりも38％有意に増加した（p < 
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0.001,スチューデントのt検定、図4）。これは、CRETにより誘発され、ビスベンズイミドお

よびXTTアッセイにより示された細胞数の増加が、少なくとも部分的に細胞増殖の促進によ

って媒介されたとみられることを示している。 

 

 

 

図 2. ADSC の特性評価のための多分化能アッセイ。脂肪生成培地、軟骨形成培地、骨形成培

地を添加した場合（Dif.）、脂肪組織から分離した細胞は相応する細胞系統へ分化したが、添

加していない場合（ND）、細胞は未分化のままであった。スケールバー=100μm。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．増殖アッセイ。(A)第 2～8継代の培養細胞のビスベンズイミド染色細胞核の蛍光顕微

鏡法による計数。継代につき 2～4 回の反復実験を行った。点は顕微鏡視野ごとの細胞の平

均±SEM を示す；データはそれぞれのコントロールサンプルに対して正規化している。(B)

第 3～7 継代の培養細胞の細胞増殖についての XTTアッセイ。継代につき 3～8 回の反復実

験を行った。対応するコントロールに対するパーセンテージでの平均±SEM。* 0.01≤ p ≤ 

0.05; **0.001 ≤ p ≤ 0.01; *** p < 0.001（スチューデントの t テスト）。 
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細胞周期に対する CRETの影響 

細胞周期に対する CRET処理の潜在的な影響を、ヨウ化プロピジウムを用いるフローサイ

トメトリーで評価した。第 3～5継代の細胞を使用した 4 回の反復実験から得たデータの分

析は、Sおよび G2 / M期の細胞の統計的に有意な増加（コントロールに対してそれぞれ 21％、

10％）を伴い、G0/G1 期の細胞増殖の僅か（3%）ではあるが統計的に有意な減少があった

（図 5）。これらのデータは細胞増殖についての先行結果を裏付けており、CRET 処理が細

胞周期の進行を促進することを示す。 

 

 

図 5．細胞周期のフローサイトメトリー分析。第 3および 4継代の細胞を CRET 処理または

疑似曝露時間終了時に収集し、ヨウ化プロピジウムで染色した。(A)1 回のみの反復実験の

図 4．BrdU免疫蛍光アッセイ。

ビスベンズイミド染色された

核を持つ全細胞集団のうち自

身の DNA に BrdU を取り込ん

だ細胞の画分（アレクサレッ

ド）を第 3～5 継代の培養細胞

で定量した。(A) 代表的な顕微

鏡写真、スケールバー：100μm 

(B)コントロールに対する結果

（パーセント）。4 回の反復実

験の平均± SEM。***p < 0.001

（スチューデントの t検定）。 
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代表的な結果。各グラフは、対応するサンプルから得た 10,000 の事象の分析を示す。(B)

細胞周期の異なる期の細胞画分のヨウ化プロピジウム測定。コントロールに対するパーセ

ント。4回の反復実験の平均±SEM。* 0.01≤ p ≤ 0.05（スチューデントの t テスト）。 

 

 

増殖細胞核抗原（PCNA）の発現に対する CRETの影響 

誘発された増殖反応の基礎をさらに検討するために、陽性細胞（PCNA+）の計数およびウ

エスタンブロット法で増殖細胞核抗原（PCNA）の発現に対する CRET の潜在的な影響を検

討した。電気的処理はコントロールに対して PCNA+細胞の統計的に有意な増加（35%）を

誘発した（図 6A および 6C）。ローディングコントロールとしての β-アクチンに対して正

規化した PCNAのイムノブロットのデンシトメトリーについては、CRET 処理サンプルでの

PCNAの発現が疑似曝露コントロールでの発現より 35％増加したことが示された（p < 0.05;

対応 t検定、図 6Bおよび 6C）。 

 

図 6. PCNA の発現。(A)PCNA 抗原の免疫蛍光の顕微鏡画像。PCNA+細胞はアレクサグリーン

で目に見えるようにし、細胞集団全体の核 DNA はビスベンズイミドで青色染色した。スケ

ールバー：100 μm. (B)β-アクチンをローディングコントロールとして使用した PCNA 発現の

代表的なブロット（30μg タンパク質/レーン）。第 3～5継代の細胞。C：疑似曝露したコ

ントロール；CRET:通電サンプル。(C)免疫蛍光（PCNA (I)）および PCNA のイムノブロット

のデンシトメトリー分析（PCNA/β-アクチン比）の結果。コントロールに対するパーセン

ト。4 回の反復実験の平均±SEM（免疫蛍光）、および 5 回の反復実験の平均± SD（イムノブ

ロット）。*0.01 ≤ p ≤ 0.05（イムノブロット分析についての対応 t検定）。 
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ERK1/2シグナル伝達経路に対する CRETの影響 

細胞増殖の多様な調節システムの活性は、ERK1/2 の活性化によって調整される[47]。従

って、CRET 刺激が ADSC の増殖を促進するため、こうした影響は ERK 伝達経路に対する

CRETの作用により媒介された可能性がある。p-ERK1/2 の発現を第 3～4 継代の ADSC のイ

ムノブロット法で評価した。β-アクチンに対し正規化したバンドのデンシトメトリーで、疑

似曝露コントロールに対して CRET 処理サンプルにおける p-ERK1/2 発現の 43％の増加が

示された（p < 0.01; 対応 t検定、図 7）。 

 

図 8. CRET 処理後の ADSC の多分化能の評価。CRET または疑似曝露後、第 3～4 継代の培

養細胞を分化培地の存在下で 14 日間増殖させた。（A）脂肪生成培地（上）、軟骨形成培地

図 7. p-ERK1/2 の発現。(A)β-アクチンを

ローディングコントロールとして使用す

る p-ERK1/2 の発現の代表的なブロット

（30μg タンパク質/レーン）。第 3～5 継

代の細胞。C: 疑似曝露コントロール。

CRET: 処理サンプル。(B) イムノブロッ

トのデンシトメトリー分析。p-ERK1/2/

β-アクチン比。コントロールに対するパ

ーセント。3 回の反復実験の平均±SD。

**0.001 ≤ p ≤ 0.01（対応 t検定）。 
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（中）または骨形成培地（下）中で維持し、それぞれオイルレッド、アルシアンブルー、

アリザリンレッドで染色したサンプルの代表的な顕微鏡画像。スケールバー：100μm。(B) 

ADSC の分化を、顕微鏡像を撮影したサンプルの相対光学密度のコンピュータ支援画像解析

による染色定量化によって評価した。ヒストグラムは、CRET曝露サンプルでの光学密度の

平均±SEM が、対応するコントロールでのものと有意な差がなかったことを示している（p 

> 0.05）。3 回の反復実験、反復実験につき 4 枚の通電したペトリ皿および 4 枚のコントロ

ールのペトリ皿。 

 

 

ADSCはCRET処理後に多分化能を維持 

通電処理後の脂肪分化、軟骨分化、骨分化の細胞化学的分析を、ADSCの多能性がCRET

曝露によって影響を受けるかどうかを明らかにするために行った。対応する分化培地の

存在下での曝露後2週間のインキュベーション後、細胞内脂質小胞、GAG、カルシウムス

ポットが、それぞれ脂肪生成培養細胞、軟骨形成培養細胞、骨形成培養細胞に存在した。

CRET曝露サンプルの分化パターンに、疑似曝露後2週間対応する培地中で維持したコン

トロールのものとの有意な違いはなかった（図8）。これは、CRET処理が、脂肪分化、

軟骨分化、骨分化の能力に関わるADSCの多分化能に影響しないことを示している。 

 

 

考察 

 

物理的刺激への曝露による幹細胞および種々の細胞系統の前駆細胞の増殖促進を目的と

したほとんどの研究は、非常に低い周波数の電磁界を使用してきた。例えば、15Hzまたは

50Hz といった極度に低い周波数（ELF）のパルス電磁界（PEMF）への in vitro 曝露が、ヒ

ト[48]およびラットの BMSC[49]の細胞増殖をコントロールより 20%から 60％有意に増加

させることが示されている。また、0.5～1mT の 50Hz 正弦波フィールドがラットの BMSC

の増殖を促進することも報告されている[29,50]。中－高周波スペクトル内の信号周波数を

適用する再生治療が近年普及してきたが、こうした周波数の電気的または電磁的刺激が幹

細胞の増殖を促進しうるという実験的根拠は現時点までに得られていない。本研究の結果

は、非温熱量の CRET 高周波電流での刺激の繰り返しが ADSC の増殖を促進し、この効果が

リン酸化 ERK1 /2 の発現の刺激により媒介される細胞周期の変化に関わっていることを示

している。 

ビスベンズイミド標識した核の計数により、中期継代で通電したADSC培養細胞でCRET刺

激が細胞数を増加させることが示された。最大の増殖効果には第3～5継代で達し、この際、

CRET処理した培養細胞の細胞数が疑似曝露コントロールの数よりも最大25％多かった（図

3A）。逆に、電気的な誘発による細胞数のこうした増加は第3継代以前でも第6継代以降で

もみとめられなかった。核計数で得られたこれらの結果はXTTアッセイで確認された（図3B）。 
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微弱な電気的または電磁的刺激に対する増殖反応の継代依存性は他の研究者によっても

みとめられている。例えば、中期継代で曝露する場合のみ15Hz、7mTのPEMFが骨芽細胞株

MC3T3-E1の細胞増殖を刺激することをDiniz et al.[51]が報告した。低密度の播種および週に

1継代という本論文に記載した条件下にMesenPro培地中で増殖させた場合、我々のADSCは

最初の2週間はCRET刺激に対し感受性でないように見える。この反応の欠如は、初期の継代

での未熟細胞に特徴的な非感受性に起因すると思われる。第3～6週/継代からは、疑似曝露

培養細胞を週に30〜50倍の比率で拡張した際（データは示していない）、細胞は感受性に

なり、電気刺激に反応してその増殖率が増加する。後期継代で応答がないまたは潜在的に

増殖を抑制しさえする反応については（図3）、第7継代からはMesenPro-RSTM中で培養し

たADSCが複製老化に進むという事実によると思われる。実際に、我々の後期継代細胞は、

老化培養物の特徴である異数性を含む多数の遺伝子異常を示した（データは示していない）。

CRETが老化ADSCで増殖抑制効果を誘発する可能性は、CRET処理が、様々な遺伝子変異が

あることが知られている[52、53]2種のヒト癌細胞株である肝細胞癌HepG2および神経芽腫

NB69で抗増殖効果を引き起こすことを報告している私たちのグループの以前の研究

[32-36]で部分的に裏付けられるとみられる。 

核DNAへのBrdU取り込みのデータは、中期継代の培養物においてCRET刺激が実際に細胞

増殖を疑似曝露コントロールより平均38％増加させることを示した（図4）。この結果は、

PCNA発現の免疫細胞化学的およびイムノブロット分析により潜在的に確認される（図6）。

PCNAはDNAポリメラーゼ関連核タンパク質であるため、その発現はDNA修復期だけでなく

細胞周期のS期およびG2期にも増加する。結果的に、今回の結果で示されるPCNA発現とBrdU

取り込みの類似は、現在、DNA複製の適切な指標と解釈されている[46]。あるいは、PCNA

レベルの増加がCRET曝露によるDNA損傷を示唆しているかもしれない。しかし、PCNA発現

の増加が細胞数の増加を伴うという事実は、BrdU取り込みのデータと共に、CRETにより誘

発される増殖効果がS/G2期での細胞周期の進行の促進により媒介される可能性を示してい

る（図5）。 

異なる年齢および性別の 4 名のドナーから採取した ADSC 培養細胞の反応の比較では、中

期継代で通電した際に CRET の増殖効果の有意な違いは示されなかった。また、CRET 処理

した培養物が脂肪細胞、軟骨細胞、骨細胞を含む様々な種類の細胞に分化する能力を維持

する（図 8）という事実は、増殖している ADSC の多分化能が電気的刺激に影響されないこ

とを示唆している。従って、CRET 電流の臨床応用について、これらの結果は、電気処置が

すでに増殖している幹細胞の増殖を促進することによって損傷の修復を促進または加速す

る可能性を示唆している。こうした増殖効果は、少なくとも in vitro では患者の年齢や性別

に依存しないようであり、また、後に多くの細胞系統に分化する ADSC の多分化能に影響し

ないと思われる。 

電気的または電磁的刺激に対する増殖反応が、特殊な増殖周期の細胞の割合の増加と関

係している可能性があることを示す根拠が存在する。これについては、50Hz、0.5mTのフィ

ールドが細胞周期のS期およびG2期に進む細胞の割合を増加させることでマウスBMSCの増
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殖を誘発することが報告されている[29]。また、ヒトBMSCは、曝露中にG2/M期にある細胞

の割合および処理時間終了時にG0/G1期の細胞の割合が増加することにより、15HzのPEMF

でのin vitroでの通電に対する増殖反応を示す[48]。最近では、Li et al.[49]が、50Hz、10mT

のPEMFへの曝露がラットBMSCの増殖を増加させ、細胞周期をG1期で停止することを報告

した。著者らはこれを刺激の潜在的な細胞分化効果と解釈している。本研究では、フロー

サイトメトリー分析で、CRET曝露後の培養細胞が、非増殖期のG0/G1期の細胞の割合の限

定的ではあるが統計的に有意な低下（図5）を伴う、S、G2、有糸分裂期の細胞の割合の増

加を示したことが明らかになった。従って、448kHzのCRET電流での処理により、損傷した

組織にある静止状態の幹細胞が刺激されて細胞周期の増殖期に進行し、それにより組織修

復につながる幹細胞の再生プロセスを誘発する可能性があるという仮説を立てることがで

きる。 

CRETによって誘発される増殖反応の元となる分子機序については、細胞増殖および細胞

周期の制御に関わり、また、電気刺激に対して潜在的に影響を受けやすいシグナル伝達経

路が主な候補である。これらの経路のうち、分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ

（MAPK-ERK1/2）は、細胞外起源の増殖シグナルの伝達に一般的に関わる分子である。ERK

が属するセリン／トレオニンキナーゼファミリーは、多様な化学的[47]および物理的刺激 

[54-56]により活性化される可能性がある。ERK1およびERK2は、MEK（MAPK/ERKキナーゼ）

によるリン酸化により完全に活性化される。静的DC電場が、MAPKシグナル伝達カスケード

ERK1/2の活性化により水晶体上皮の再生を制御する可能性があることが報告されている

[57]。その他の理学療法も、超音波処理したヒト皮膚線維芽細胞で見られるように[58]、

ERK1/2の活性化により誘発される細胞増殖を通して損傷の回復を促進する可能性がある。

今回の結果は、リン酸化ERK1/2の発現レベルが、疑似曝露したコントロールと比較した際

に、CRET処理したADSCで有意に増加したことを示している（図7）。これは、微弱な電気

的または電磁的刺激がRas/Raf/MEK/ERK経路を活性化しうるという存在している根拠と一

致しており、そして、ヒト間葉系細胞に対するCRETの増殖作用がこうしたシグナル伝達経

路の活性化により少なくとも部分的に発揮される可能性があるという仮説に大きな裏付け

を与えている。 

 

 

結論 

 

つまり、本論文で報告した結果は、電熱的 CRET セラピーで現在使用されている 448kHz

の電気的刺激への間欠的な曝露が、健康なヒトドナーから採取した間葉系幹細胞で ERK1/2

シグナル伝達経路の上方制御を誘発し、増殖を促進することを示している。この電気的刺

激は 50 μA/mm2という非温熱性の電流密度で適用されたため、これらの結果は、熱以外の

分子および細胞機序が組織の修復のための CRET 処置の治療効果にきわめて重要である可

能性を明らかにしている。今回の結果は、CRET 処理が、損傷領域に存在する ADSC の増殖
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を活性化することで組織再生を促進する可能性も示唆している。更に、この処理で誘発さ

れる増殖反応は、その後の脂肪分化、軟骨分化または骨分化のための幹細胞の多分化能を

否定しないと思われる。医療行為に応用可能である場合、これらの結果は、CRET の電気的

治療が、様々な組織の損傷および血管病変の回復に対する有効な補助療法として、または

いくつかの化学療法の副作用に敏感な患者に対する治療の選択肢として適用される可能性

を示唆している。また、間葉系幹細胞は損傷領域で抗炎症性インターロイキンを分泌する

ことで炎症プロセスの制御に直接介入するため[2]、間葉系幹細胞の局所的な集団を増加さ

せる能力を通して CRET が抗炎症治療で有用である可能性がある。CRET が結合組織への幹

細胞の分化を促進する可能性を検討する研究が進行中である。 
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