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低出力超音波パルス
スフェロイド
ヒト歯槽骨骨膜由来細胞
電子顕微鏡

緒 言

　最近，川津らはヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）
のスフェロイドを作製した後に低出力超音波パルス

（Low-intensity Pulsed Ultrasound（LIPUS））を照射
し，スフェロイド内の細胞形態およびオステオポンチ
ン（OP）およびオステオカルシン（OC），すなわち
骨基質タンパクの発現に与える LIPUS の影響を経時

低出力超音波パルス LIPUS を照射したヒト歯槽骨骨膜由来
スフェロイドに関する超微細構造学的研究
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Abstract
Previously, low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) was reported to accelerate periodontal wound healing in 

experimental alveolar bone defects in dogs, however, the exact mechanism is still unknown. This study attempted to 
determine how daily LIPUS stimulation might affect morphological and cytoarchitectonic changes of the cells and 
bone matrix protein expression in spheroids of human alveolar bone periosteal cells. Histological (toluidine blue), 
immunohistochemical, and ultra-structural analyses (osteopontin (OP) and osteocalcin (OC)) of spheroid cells were 
conducted after 1, 3, 7, and 14 days of culture with daily LIPUS stimulation. Layered structures, distinguished by 
the directionality of the cells, were observed in the spheroids from day 1, with the layered structures becoming 
indistinct over time in the order of the irradiated side, non-irradiated side, and control. Immuno-histochemically 
positive cells indicating OP and OC were observed in the order of the core, middle layer, and outer layer of the 
spheroids. The shapes of the cell bodies were columnar, cuboidal, and flattened, respectively. Cells at the core 
part of the spheroids showed electron-dense granules in their cytoplasm and in matrix between their cell bodies. 
Furthermore, immuno-positive cells for OC and OP were encountered over time in the order of the irradiation side, 
non-irradiation side, and controls. In addition, cells with funicular structure were observed in the core from the 
outer layer of the spheroids on the irradiated side from day l. These findings show that LIPUS irradiation promotes 
cell differentiation and changes the cell direction within spheroids.
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的に検索した結果，細胞構築および細胞形態により分
類別された層構造がスフェロイドに認められ照射近位
部，照射遠位部，コントロールの順で経時的に層構造
は不明瞭になり，さらに全てのスフェロイドに深層か
ら中層，表層の順に OP ないしは OC に対する免疫陽
性細胞の発現を報告した 1）。また LIPUS 照射近位部
で早期に OP，OC の発現と細胞の索状構造が認めら
れ，スフェロイド内における HABPCs の分化促進と
細胞構築の変化が生ずることも示唆された 1）。OP は
骨のリモデリングやメカニカルストレスの調整に関わ
るタンパク質で，もともとカルシウムの沈着した骨組
織のマトリックスを構成する主要な非コラーゲン性タ
ンパク質として同定された分泌型酸性リン酸化糖タン
パク質である 2,3）。またその名の示すように骨基質中
で破骨細胞とハイドロキシアパタイトをつなぐ架け
橋（Pons）として働くと考えられていたが 4），他にも
OP は細胞接着，細胞遊走，一酸化窒素産生の制御な
ど多彩な機能が報告されてきている 5）。一方，OC は
骨芽細胞から分泌され，代謝調節および骨形成促進性
に働くものと考えられ，骨の石灰化とカルシウムイオ
ンの恒常性維持に関与すると考えられている 6）。
　従来，超音波を臨床医学に応用した研究は数種類が
実際に臨床現場において利用されている 7-9）。この物
理学的療法の一種である超音波療法は，超音波の物理
的性質による対象組織への温熱効果あるいは非温熱効
果によるタンパク質の合成，およびサイトカインの産
生を促すものと報告される 10-13）。LIPUS は，その微
弱な超音波エネルギーを利用した超音波療法の一種で
ある臨床応用例である 14,15）。LIPUS の出力は対象組織
に対して温熱効果を与える出力範囲（13 W/cm2）7,16），
および日本超音波医学会により示された生体に何らか
の影響を及ぼす超音波強度の最低値（240 mW/cm2）7,17）

より低いレベルであり，対象組織に対して低侵襲であ
る非温熱効果を有するものと考えられる 18,19）。LIPUS
の効果はウサギ腓骨における骨折治癒，および大腿骨
骨欠損の修復について 1983 年に Duarte らにより初
めて報告された 20）。その後，LIPUS の照射はラット
の大腿骨骨折に対する治癒促進効果や脛骨骨折，橈骨
遠位端骨折に対して治癒期間の短縮に有効であること
が報告された 8,21,22）。さらに LIPUS 照射はウサギ下顎
骨骨折モデルにおいても骨折に対する治癒促進効果が
報告された 23）。これらより現在，LIPUS 照射は骨折
治癒における効率的な治療法として整形外科領域にて
応用されている 17,24）。
　歯学領域では，骨組織の形成を目的とした LIPUS
照射が，インプラント処置にかかわる臨床応用研究
において多数報告された 25-28）。LIPUS 照射は臨床歯

学の研究ですでに有用性が認められているものの，
LIPUS 照射を受けた支持組織について細胞学的な変
化は明らかにされていない点も多々あり，現在もな
お LIPUS 照射を用いた基礎的な実験研究があまり報
告されていないのが現状である。in vitro の実験結果
によると，LIPUS 照射の効果により LIPUS の刺激が
インテグリンなどの細胞接着因子を介して細胞にシ
グナル伝達されているとされる 17,29,30）。その結果とし
て LIPUS 照射により骨芽細胞におけるシクロオキシ
ゲナーゼ -2（COX-2）を介したプロスタグランジン
E2（PGE2）の産生増加が報告され 30-32），その他にも
Runx2，Ⅰ型コラーゲン，オステオネクチン（ON），
オステオポンチン（OP），オステオカルシン（OC）
の合成が上昇し 33-40），さらに歯根膜細胞においても
I 型コラーゲンとアルカリフォスファターゼ（ALP）
活性の上昇がともにみられた 41）。一方で伊海らは，
ビーグル犬の下顎骨骨欠損モデルに対する LIPUS 照
射が，接合上皮の根尖側への移動を抑制し，新生セメ
ント質および新生骨が再生すると報告した 42）。真野
らによると，LIPUS 照射は HABPCs に対して細胞増
殖に影響を与えず，アルカリホスファターゼ（ALP）
活性に対して上昇を来した事実を報告した 43）。宗正
らの研究では，平面培養と比較するために，細胞の分
化誘導に有用な三次元スフェロイドを HABPCs によ
り作製，LIPUS 照射を行ったところ，コントロール
群と比較して早期に骨基質タンパク質が発現すると報
告した 44）。しかしスフェロイド内の細胞分化時期に
差異が認められたものの，LIPUS の照射方向が規定
されておらず，さらにスフェロイドの一定部位に持続
的に照射されなかったため，骨基質タンパク発現と
LIPUS の照射強度との関係については明らかではな
い。
　本研究ではスフェロイドの位置を固定することによ
り LIPUS 照射方向を規格化し，スフェロイド内の組
織学的な変化と細胞分化への影響を同時に明らかにす
ることを目的とした。すなわち，トルイジンブルー染
色による組織学的検索と，骨芽細胞のマーカーとして
広く用いられ骨のリモデリングやメカニカルストレス
の調整に関わる OP，そして成熟した骨芽細胞に認め
られる非コラーゲン性タンパク質である OC，これら
の発現を免疫組織化学的に検索した。

材料と方法

1.　培養した細胞の確立
　本研究に用いた骨膜組織は，本学歯周外科の処置時
に部分層弁にて歯肉剥離を行った歯槽骨表面に存在す
る骨膜組織を 2.0×2.0 mm 程度で採取した。本研究は
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神奈川歯科大学倫理委員会の承認（認証番号第 178 番）
のもとに，神奈川歯科大学附属病院に来院し，イン
フォームドコンセントの得られた患者より採取した検
体により施行された。
　本研究に用いた培地は 10% ウシ胎児血清（FCS），
0.25 mM L-ascorbic acid-2-phosphate（WAKO, 大 阪 ）
および 10 units/ml penicillin（Gibco, USA），10 μg/ml 
streptomycin（Gibco, USA），3.5 mg/ml D （+）-glucose

（WAKO，大阪）の最終濃度になるように調整した。
その後，上記の方法により採取された骨膜組織は添加
した α Minimum Essential Medium（α MEM Gibco，
USA）にて洗浄後，メスを用いて細分化させ 24 well 
culture dish 上に播種し前述の培地中で cell culture 
slip（Thermanox Plastic, Nalge Nunc International, 
USA）にて組織片を押さえ 37℃，5% CO2 下におい
てインキュベータ内にて静置した。これらの組織片か
ら遊走してきた細胞を HABPCs の初代培養細胞とし
た。HABPCs はコンフルエントに達した後に，0.25% 
trypsin（Difco, USA）/（Ca2+ and Mg2+ free phosphate 
buffered saline（PBS（-）），日水製薬，東京）にて剥
離，細胞密度を 1.8×104 cells/cm2 に調整し，100 mm 
culture dish 中で前述の培地を用い，37℃，5% CO2 下
においてインキュベータ内で継代培養を行った。培地
交換は 2 日ごとに実施し，継代培養を行った。本実験
では第 5 代目の HABPCs を使用した。なお，本研究は
ヘルシンキ宣言を遵守して行われた。
2.　三次元細胞スフェ口イドの作製について
　HABPCs を 1.8×104 cells/cm2 の 細 胞 密 度 に て
100 mm culture dish 中に播種し，48 時間ごとの培地
交換を行いつつ 10 日間，培養した。10 日後，培養
さ れ た HABPCs を 100 mm culture dish か ら 0.25% 
trypsin にてシート状のまま剥離した。剥離した細胞
シートは 300 G にて 4℃，3 分間遠心沈殿し，球状に
したものを培地中にて 24 時間静置し，直径約 3 mm
のスフェロイドを形成した。
3.　LIPUS照射
　本研究の LIPUS 照射装置（BR ソニック -Pro，伊
藤超短波，東京）はプローブ先端の直径が 1.8 cm の

円形の振動子を用いた。24 well culture dish にスフェ
ロイドを内径 3.0 mm のＯリング（アーラスチックモ
ジュール，3M Unitek，東京）にて位置を固定し静置
した内部に上記の培地を満たした。dish の底部に対
して振動子を設置，固定することで方向を規格化した

（図 1），振動子と dish の底部には LIPUS に由来する
振動に対する良導体であるジェルを塗布した。
　照射条件は周波数を 1 MHz，パルス周波数 100 Hz，
出力は 178 mW/cm2 とし，1，3，7 および 14 日間，
毎日 15 分間の LIPUS 照射を継続した 1）。LIPUS を照
射したスフェロイドについては振動子に近い部位を
LIPUS 照射側，振動子から遠い部位を LIPUS 非照射
側とした（図 2）。
4．スフェロイドの組織学的な検索
　LIPUS の照射を受けたスフェロイドは，PBS（-）に
て 3 回洗浄し，2.5% glutaraldehyde 溶液（Wako, 大
阪）にて 90 分間の浸漬固定を施した。この後にスフェ
ロイドには滅菌されたメス刃で割が入り，さらに 2.5% 
glutaraldehyde 溶液にて 30 分間の浸漬固定を施した。
その後，PBS（-）にて 3 回洗浄し，1% オスミウム酸
溶液（Wako，大阪）で 90 分間の浸漬固定をした。さ
らに漸次，エタノール脱水系列で処理した後に，試料
は酸化プロピレン（Wako，大阪）を介して水溶性樹脂

（Queto1651, Electron Microscopy Sciences, USA）に
包埋した。包埋された組織試料はウルトラミクロトー

図 1　Ｏリングにて位置固定したスフェロイド。
スフェロイド形成後，照射１日目。

図 2　スフェロイドへの LIPUS 照射の模式図。2a: 固定用
Ｏリングによるスフェロイドの固定。スフェロイドの各部
位は LIPUS 振動子に近い部位を照射側，振動子から遠い
部位を非照射側とした。2b：スフェロイドの断面模式図。
細胞構築および細胞形態に基づき表層，中層，深層の各層
に分類した。2c：BR ソニック -Pro（伊藤超短波，東京）
を用いた LIPUS 照射実験の模式図。
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ム（MT-1，SORVALL，USA）上にて，ガラスナイフ
を用いて約 1 μm の連続切片とした。この試料に 1.0%
トルイジンブルーによる染色を施し，光学顕微鏡（BZ-
8000，KEYENCE，大阪）にてスフェロイドの表層より
深層にかけて培養された細胞の構築形態を解析した。
5.　電子顕微鏡学的な解析
　LIPUS の照射を受けたスフェロイドを生理食塩水
にて 3 回洗浄し，0.1 M PBS（pH7.3）にて希釈した
2.5% glutaraldehyde 溶液（WAKO，大阪）で 40 分
間前固定，さらに 1% オスミウム酸液（WAKO，大阪）
で 40 分間後固定を施した。その後，漸次エタノール
系列で脱水し，酸化プロピレン（WAKO，大阪）を
介して水溶性樹脂（Queto1651, Electron Microscopy 
Sciences, USA）に包埋した。包埋された組織試料は
ウルトラミクロトーム上にて，ガラスナイフを用いて
約 1 μm の連続切片を作製し，1.0% トルイジンブルー
染色を施した。光学顕微鏡下で試料の部位を確認した
後に，ダイヤモンドナイフを用いて超薄切片を作製し
た。この超薄切片を酢酸ウラニルとクエン酸鉛による
二重電子染色を施し，透過型電子顕微鏡（JEM1220，
日本電子，東京）にて観察した。
6.　免疫組織化学法によるスフェロイドの組織学的検
索

　LIPUS の照射を受けたスフェロイドを 0.1 M リン
酸緩衝液（PBS（-））にて 3 回洗浄，4% paraformal-
dehyde 溶液（WAKO，大阪）で 4℃にて 12 時間の
固定を施した。その後，液体窒素にて凍結させ，凍
結切片用包埋剤（Tissue-Tek，SAKURA，大阪）に
包埋し，凍結ミクロトーム（クリオスタット HM500-

OM，カールツァイス，Germany）にて厚さ約 25 μm
の連続切片を作製した。
　この切片を PBS（−）にて洗浄後，10% 正常ヤギ
血清（NGS）で 30 分間のブロッキングを施した。一
次抗体としてはマウス・モノクローナル抗 OP 抗体

（Santa Cruz Biotechnology，USA）， ウ サ ギ・ ポ リ
クローナル抗 OC 抗体（Santa Cruz，Biotechnology，
USA）を 10% NGS にて希釈，4℃にて 12 時間，一次
抗体の溶液に浸漬させた。
　PBS（-）にて切片を 2 回洗浄後，OP に対する二次
抗体として蛍光物質で標識された抗マウス IgG-Alexa 
488 標識（DAKO, Denmark），ならびに OC に対する
二次抗体としては抗ウサギ IgG–ビオチン標識（Life 
technology，USA）を用いた溶液に 1 時間浸漬させた。
PBS（-）にて 2 回洗浄し，抗ウサギ IgG–ビオチン標
識（Life technology，USA）を用いた溶液に 1 時間
浸漬させた。PBS（-）にて 2 回洗浄し， OC に対する
蛍光標識物質として Cy-3（SIGMA，USA）に 1 時間
浸漬させた。さらに照射 1，3，7，14 日目のスフェロ
イドの切片に対して，ネガティブコントロールとして
同様の二次抗体および標識物質を 1 時間作用させ，非
特異的な標識をおこなった。その後，PBS（-）にて
2 回洗浄，70% グリセリン /PBS 溶液を用いて封入，
共焦点レーザー顕微鏡（Nikon E800，Nikon，東京）
にて観察を行った。

結 果

1.　スフェロイドにおける細胞構築と細胞形態の変化
1）照射 1 日目

図 3　照射１日目，ａ〜ｄ：LIPUS 非照射側，（a）トルイジンブルー染色像，点線は各層の境
界を示す。scale bar=30 μm。（b）スフェロイドの表層細胞の超微形態，（c）中層細胞の超微形態，

（d）深層細胞の超微形態。ｂ〜ｄ：scale bar=2 μm。ｆ〜ｈ：LIPUS 照射側，（e）トルイジンブルー
染色像，点線は各層の境界を示す。scale bar=30 μm。（f）スフェロイドの表層細胞の超微形態，

（g）中層細胞の超微形態，（h）深層細胞の超微形態。赤線：索状構造。黒矢頭：細胞内顆粒。
ｅ〜ｈ：scale bar=2 μm。



2016 年 12 月	 LIPUS 照射した歯槽骨骨膜由来細胞スフェロイドの研究� 75

　LIPUS 照射後に 1 日が経過したスフェロイドの組
織像は，トルイジンブルー染色を施した標本により光
学顕微鏡レベルでは表層，中層そして深層にかけて細
胞構築を観察した結果，主として光学顕微鏡レベルで
観察しうる細胞の形状，細胞の長軸方向，分布密度に
より 3 層に区別されたが，非照射側ではその境界はや
や不明瞭であった（図 3a）。
　照射側におけるスフェロイド最表層の細胞群は細胞
体が扁平を呈し表層の深部では桿状，中層ではやや大
型の桿状，深層の細胞では突起を有する多角形ないし
は卵円形を呈した。細胞が形成する組織の密度は表層
から深層に移るにしたがい高くなった（図 3a）。スフェ
ロイドの非照射側に位置する細胞を電子顕微鏡を用い
て細胞形態を観察した結果，表層では細胞が卵円形な
いしは桿状形（図 3b），中層ではやや細胞密度が高ま
り，多角形ないしは三角形を呈する細胞が増加した（図
3c）。スフェロイドの深層にかけて細胞は大型化する
ものの，その形態に顕著な差異は観察されなかった。
深層ではごく少数の細胞の細胞質内に，電子密度の低
い顆粒が少数観察された。（図 3d）
　LIPUS 照射後 1 日が経過したスフェロイドの照射
側において，光学顕微鏡レベルの観察により表層は扁
平の細胞が，中層において四角形ないしは長方形，そ
して深層では大型で多角形の細胞が多数，観察された

（図 3e）。また照射側については表層から深層にかけ
て細胞の長軸をスフェロイドの表層から深層に向けた
索状構造が少数，観察された（図 3e）。電子顕微鏡を
用いた超微構造学的な細胞形態を観察すると，表層を
構成する細胞は扁平形（図 3f），中層では四角形ない

し長方形（図 3g），そして深層では大型で多角形の細
胞が観察された（図 3h）。スフェロイドの表層から深
層に向けた細胞の索状構造では表層から深層の全層に
わたり，細胞を構成する細胞質内に電子密度の低い顆
粒が観察された（図 3f～h）。
2）照射 3 日目
　LIPUS 照射の後に 3 日が経過した照射側では，ス
フェロイドの内部について構成する細胞の形態，方向
性および分布密度など細胞構築学的な 3 層が明瞭に区
別された。すなわち，トルイジンブルー染色による光
学顕微鏡レベルの観察では，LIPUS 照射側に対して
スフェロイドの非照射側における最表層の細胞は 1 日
目と同様に扁平であり，その直下に位置する表層の細
胞群は桿状が多数，中層ではやや大型の桿状，深層で
は紡錘形ないしは卵円形の細胞が明瞭にスフェロイド
を特徴づけていた。また，スフェロイドを構成する
細胞の密度は深層にゆくにしたがい高くなった（図
4a）。電子顕微鏡を用いた超微構造学的な細胞形態を
観察すると，表層を構成する細胞は扁平形（図 4b），
中層では四角形ないし長方形（図 4c），そして深層で
は大型で多角形の細胞が観察された（図 4d）。
　一方で，照射側のスフェロイドを観察すると，細胞
構築学的な 3 層構造がより明瞭に区別され，中層に位
置する細胞群は非照射側と比較してその細胞密度が中
層において特に高く観察された（図 4e）。電子顕微鏡
を用いた超微構造学的な細胞形態を 3 日目の照射側に
おいて観察すると，表層を構成する細胞は厚みを帯び
た扁平形で最表層の細胞は紡錘形（図 4f），中層では
四角形ないし長方形の細胞が密に配列した（図 4g）。

図 4　照射３日目，ａ〜ｄ：LIPUS 非照射側，（a）トルイジンブルー染色像，点線は各層の境
界を示す。scale bar=30 μm。（b）スフェロイドの表層細胞の超微形態，（c）中層細胞の超微
形態，（d）深層細胞の超微形態。ｂ〜ｄ：scale bar=2 μm。ｆ〜ｈ：LIPUS 照射側，（e）トル
イジンブルー染色像，点線は各層の境界を示す。scale bar=30 μm。（f）スフェロイドの表層
細胞の超微形態，（g）中層細胞の超微形態，（h）深層細胞の超微形態。赤線：索状構造。黒
矢頭：細胞内顆粒。ｅ〜ｈ：scale bar=2 μm。
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そして特徴的なことに，深層を構成する大型で多角形
の細胞と細胞の間には多くのコラーゲン線維が観察さ
れた（図 4h）。スフェロイドの表層から深層に細胞の
長軸を向けた索状構造では表層から深層の全層にわた
り，細胞を構成する細胞質内に電子密度の低い顆粒が
観察された（図 4f ～ h）。照射 3 日目の例では表層か
ら中層付近にまで明瞭な索状構造が多数認められた
が，深層では不明瞭であった（図 4e）。
3）照射 7 日目
　LIPUS 照射 7 日目のスフェロイド非照射側の組織
像は，細胞の形態および走行，細胞の分布密度により
明確に表層，中層および深層を構成する 3 層構造を示
す細胞構築像が観察された（図 5a）。すなわち，最表
層の細胞は厚みを持つ扁平形を呈し，その直下を構成
する表層細胞は主として紡錘形（図 5b），中層の細胞
は一部が星状形で他の細胞は卵円形（図 5c），そして
深層ではやや大型の星状形および卵円形の細胞群が観
察された（図 5c）。これらの細胞についてその分布密
度は表層より深層に移行すると高くなった。さらに表
層，中層，深層の全層にわたり細胞質内の超微形態学
的構造より，電子密度の高い顆粒が散在性に認められ
た（図 5b〜d）。
　この照射 7 日目における LIPUS 照射側では，スフェ
ロイドを構成する個々の細胞の形状や走行，細胞の分
布密度により照射側と同様に明確な 3 層構造が区別さ
れたが，その境界は照射側と比較してやや不明瞭で
あった（図 5e）。そして，最表層の細胞は扁平形をなし，
直下の表層細胞，中層細胞は球形ないしは卵円形，深
層の細胞は大型で卵円形を呈した（図 5f〜h）。細胞

の分布密度は照射側と同様に表層より順次，深層に向
かうにつれ高くなった（図 5e）。さらにこの照射側で
は照射 3 日目のスフェロイド照射側と同様に，深層を
構成する大型で多角形の細胞と細胞の間には多くのコ
ラーゲン線維が観察された（図 5h）。そしてスフェロ
イドの表層から深層に向けた細胞の索状構造では表層
から深層の全層にわたり観察され，細胞を構成する細
胞質内に電子密度の低い顆粒が観察され，照射 3 日目
の同例と比較して顆粒の出現はより顕著であった（図
5f〜h）。また照射 3 日目と同様に表層から中層にま
で明瞭な細胞の索状構造が多数認められたが，深層で
は中型ないしは大型の細胞間にトルイジンブルーに濃
染する細胞間基質が多く観察され，さらにこの組織領
域の周囲をコラーゲン線維が取り囲む類骨様の形態を
呈した（図 5e）。
4）照射 14 日目
 LIPUS 照射 14 日目に至るも，スフェロイドの大き
さそのものに変化はみられなかった。細胞構築学的な
スフェロイドの 3 層構造は光学顕微鏡的に認識できる
ものの，その境界は著しく不明瞭となり，わずかに中
層と深層との境界が識別された（図 6a）。また，照射
7 日目までに観察された，表層から深層に向けて細胞
の長軸を向けた細胞の配列，すなわち索状構造につい
ては 14 日目の照射側では観察されなかった。電子顕
微鏡を用いた観察では，細胞の形態は最表層で扁平形

（図 6b），中層は四角形ないしは長方形（図 6c），深
層では多角形であり（図 6d），全層にわたり細胞質内
に顆粒が観察された（図 6b〜d）。
　一方，照射側においてはスフェロイドの全層にわた

図 5　照射 7 日目，ａ〜ｄ：LIPUS 非照射側，（a）トルイジンブルー染色像，点線は各層の境
界を示す。scale bar=30 μm。（b）スフェロイドの表層細胞の超微形態，（c）中層細胞の超微形態，

（d）深層細胞の超微形態。ｂ〜ｄ: scale bar=2 μm。ｆ〜ｈ: LIPUS照射側，（e）トルイジンブルー
染色像，点線は各層の境界を示す。scale bar=30 μm。（f）スフェロイドの表層細胞の超微形態，

（g）中層細胞の超微形態，（h）深層細胞の超微形態。赤線：索状構造。橙矢頭：類骨様構造。
黒矢頭：細胞内顆粒。ｅ〜ｈ : scale bar=2 μm。
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り細胞構築学的な細胞の形態，走行，および分布密度
に差異は認められなかった（図 6e）。細胞の形態は最
表層の細胞のみ扁平形を呈し（図 6f），その他は楕円
形ないしは多角形を呈した（図 6f〜h）。この 14 日目
のスフェロイド照射側において，細胞の長軸を深層に
向けた細胞の集合体，すなわち索状構造がスフェロイ
ドの表層一部に観察され，照射 7 日目例で観察された
大小の類骨様構造が散在性にみられた（図 6e）。この
照射側における電子顕微鏡像では，表層，中層，そし
て深層にいたる全層の細胞質内に電子密度の高い顆粒
が多数認められ，さらに深層では細胞外基質の中にコ
ラーゲン線維の間にも電子密度の高い顆粒が多数，観
察された（図 6f〜h）。
2.　スフェロイドの各層における OPならびに OC発
現の変化

1）照射 1 日目
　LIPUS 照射 1 日目のスフェロイドにおいて，非照
射側ではその表層から深層の全域にかけて OP，OC
いずれに対しても細胞はすべて免疫陰性を示した（図
7a）。
　これに対して 1 日目のスフェロイド照射側では OP
に対する免疫陽性細胞（緑矢頭）が表層，中層の少数
の細胞に観察され，深層においては多くの細胞に認め
られた。また少数の表層と中層の細胞に OC に対する
免疫陽性（赤矢頭）が観察された。OP と OC に対す
る二重免疫陽性の細胞（黄二重矢頭）は表層を中心に
少数が認められた（図 7b）。このなかで照射 1 日目例
においてはスフェロイドの表層に細胞の索状構造がみ
られるが，上記と同様に OP と OC のいずれか一方，

もしくは双方に対する免疫陽性細胞がみられた。
　2）照射 3 日目
　LIPUS 照射 3 日目のスフェロイドにおいては，非
照射側の表層に OP 免疫陽性細胞が，そして深層で
OC 免疫陽性細胞がそれぞれ少数観察された。また，
この深層において OP と OC に対する二重免疫陽性細
胞がごく少数みられた（図 7c）。
　照射側の細胞では表層の最表層に多数の OP，OC
に対する免疫陽性細胞が観察できたほか，二重免疫陽
性細胞も少数が最表層に観察された。さらに，深層で
は OP に対する免疫陽性細胞が細胞の索状構造に一致
したほとんどすべての細胞に認められ，深層のさら
に深部に OC に対する免疫陽性細胞も多数が観察され
た。そして，一部の細胞は OP と OC に対する二重免
疫陽性を示した（図 7d）。
3）照射 7 日目
　7 日目にいたった非照射側では，表層と中層のほぼ
すべて，そして深層で多数の細胞が OP 免疫陽性細胞
であった。また表層の最表層と深層には一部，OC 免
疫陽性細胞が認められた。表層と深層において OP と
OC に対する二重免疫陽性細胞が観察された（図 7e）。
　これに対して照射 7 日目の照射側ではスフェロイド
の表層，中層においてほぼすべて，深層で多数の細胞
が OP 免疫陽性を示し，深層には多数の大型の細胞が
OC に対する免疫陽性を示した。OP と OC に対する
二重免疫陽性細胞は表層と中層において散在性に，そ
して深層では多数の二重免疫陽性細胞がスフェロイド
を構成する細胞の索状構造に対応して観察された（図
7f）。

図 6　照射 14 日目，ａ〜ｄ : LIPUS 非照射側，（a）トルイジンブルー染色像，点線は各層の
境界を示す。scale bar=30 μm。（b）スフェロイドの表層細胞の超微形態，（c）中層細胞の超
微形態，（d）深層細胞の超微形態。ｂ〜ｄ : scale bar=2 μm。ｅ〜ｈ : LIPUS 照射側，（e）ト
ルイジンブルー染色像，点線は各層の境界を示す。scale bar=30 μm。（f）スフェロイドの表
層細胞の超微形態，（g）中層細胞の超微形態，（h）深層細胞の超微形態。橙矢頭：類骨様構造。
黒矢頭：細胞内顆粒。ｆ〜ｈ : scale bar=2 μm。
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4）照射 14 日目
　LIPUS を照射して 14 日目のスフェロイドでは，非
照射側の細胞が表層，中層，深層を問わずすべてにお
いて OP 免疫陽性を示した。また表層と深層における
類骨様構造に対応して OC 免疫陽性細胞が多数，観察
された。OC と OP に対する二重免疫陽性細胞は表層，
中層，深層の全層において，スフェロイドを構成する
細胞の索状構造，ならびに類骨様構造に対応した部位
に多数が観察された（図 7g）。
　これに対して，照射側の細胞は OC，OP に対する
免疫陽性細胞の数が照射 7 日目例と比較して減少し，
また OC と OP に対する二重免疫陽性細胞も類骨様
構造に一致して少数が観察されるにとどまった（図
7h）。

考 　 察

　近年，歯周疾患の治療を目的とて LIPUS を用いた
研究が報告され，さらにスフェロイドの形態学的研究
も同時に行われている 42,43）。組織工学的な手法として
スフェロイドは再生に際して必要な三要素，すなわち
足場，細胞，そして増殖因子 45,46）の 3 つを合わせ持
つ材料として肝臓細胞の再生，および関節軟骨再生に
用いられる 47-49）。また，骨膜においては骨芽細胞に分

化する骨原生細胞の存在が報告されている 50）。これ
らより，小野らはヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）
を用いてスフェロイドという立体的な培養と平面培養
を比較し，スフェロイドの培養形態の ALP，OC，活
性型ビタミンＤ受容体が多く発現した事実より，ス
フェロイドが細胞の分化誘導に有用であることを報告
した 51）。田胡らはヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）
を用いたスフェロイドの研究において，経時的な細胞
小器官の変化と OP，OC の発現との関連性について
報告した 52）。
　トルイジンブルー染色による光学顕微鏡レベルの観
察の結果，スフェロイド作製後の 1 日目では，いずれ
の照射例においても細胞の形態的差異は認められな
かった。しかし LIPUS 照射後の経時的変化による組
織学的な対応な変化を観察するとスフェロイドの表
層，中層，および深層の全層にわたり，細胞の形状が
扁平形，紡錘形，桿状形より卵円形を経て多角形ない
しは円形を呈する変化が観察された。これら細胞の変
化は非照射側では 3〜7 日目，照射側の細胞では 1〜
3 日目に観察され，その際にスフェロイドの表層より
深層へ部位が移動するにつれて細胞の形態が大型化す
ることが認められた。本研究の細胞においてスフェロ
イドの各層における細胞の活性や分化に差異が生じた
ものと考えられる。そして，Ｏリングをスフェロイド
の固定装置として利用して解析した本研究の非照射側
の所見は，無処置のスフェロイドを検索した田胡らの
所見と差異は認められなかった 52）。一方，スフェロ
イド中の細胞の形態，配列および分布密度により 3 層
の構造に分類されたことは前研究と同様の所見であっ
た 52）。この層構造はヒトの間葉系幹細胞を用いた細
胞塊の研究において，その細胞塊を構成する細胞の分
化とともに層構造の形成が確認される，との報告 53）

があることからも，層構造が認められるスフェロイド
においては細胞の分化が生じたと考えられる。また本
研究では，スフェロイドの細胞構築学的な 3 層構造の
形成がスフェロイドの照射側にて早期に観察され，非
照射側でもその後に 3 層の層形成が確認できたことよ
り，スフェロイドの形成が細胞分化を生じさせたと
考えられる。この所見は田胡らの所見と一致する 52）。
また，照射側より得た組織切片において 3 層構造が早
期に観察された事実より，LIPUS の照射は細胞の分
化を促進する働きがあるものと考えられる。
　免疫組織化学的な実験の結果，OC 免疫陽性細胞の
分布を OP 免疫陽性細胞の局在と比較した場合，OP
の発現と OC のそれとの間に経時的な差異が認めら
れ，OC の発現は OP の発現よりも晩期であった。OP
および OC に対する二重標識を施した標本を観察する

図 7　OP，OC に対する免疫組織化学法を用いた蛍光標識
写真（OP: 緑，OC: 赤）。a, c, e, g: LIPUS 非照射側，b, d, 
f, h: LIPUS 照射側，各写真は上方がスフェロイドの表層
を，下方が深層をそれぞれ示す。（a），（b）: LIPUS 照射
１日目の表層から深層，（c），（d）照射３日目の表層と中
層，（e），（f）: 照射 7 日目の表層と中層，（g），（h）: 照射
14 日目の表層と中層。緑矢頭：OP 免疫陽性細胞，赤矢頭：
OC 免疫陽性細胞，二重黄矢頭：OP・OC 二重免疫陽性細胞。
scale bar=30 μm。
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と，OP 免疫陽性細胞のみ観察され，引き続き OP お
よび OC の双方に対する二重免疫陽性細胞が出現す
る時期があり，その後に OP 免疫陽性細胞が減少し
て OC 免疫陽性細胞のみが観察された。この実験結果
は，骨の形成という細胞プロセスにおいて骨基質タン
パク質の OP が形成された後に骨芽細胞が成熟するこ
とにより OC の産生が生ずる，というメカニズムを用
いた研究報告と一致するものである 54-56）。また OP お
よび OC の発現が最初にスフェロイドの照射側に観
察され，その後に非照射側にも認められることより，
LIPUS 照射によりスフェロイドの内部で細胞の分化
が促進されたものと考えられる 1）。
　スフェロイドの表層から深層にかけて索状構造は非
照射側では観察されず，照射側にのみ認められた。照
射 1 日目のスフェロイドの照射側・表層において細胞
の索状構造が観察され，また OP および OC 免疫陽性
細胞が認められたことは，非照射側と比較した場合に
細胞の索状構造の出現時期がより早期であったこと
を裏付ける。特に LIPUS の照射 3 日目の照射側では，
細胞が索状構造を呈し OP および OC に対する免疫陽
性細胞が多数観察された。照射 3 日目の照射側におけ
る索状構造を構成する細胞と層構造を示す細胞を比較
した場合，索状構造を示す細胞には OP および OC 免
疫陽性細胞がより早期に観察された。このことは索状
構造が細胞分化および OC 産生に影響を与えたと考え
られる。また経時的な変化を観察すると，細胞の索状
構造は照射 1 日目で最表層から最表層直下の範囲の中
で観察されたのに対し，照射 3 日目，7 日目と日数の
経過とともに出現範囲がスフェロイドのより深層まで
達したことが認められその後，索状構造は 14 日目で
認められなくなった。索状構造の消失は，スフェロイ
ド全域にて細胞の分化が始まり，索状構造を示す細胞
群との差異がなくなってきたためと考えられる。かし，
LIPUS 照射により生じる可能性がある磁界への影響
および細胞接着力の変化により，スフェロイドを構成
する細胞が配向，配置するという報告もあり 57,58），よ
り詳細な解析が，LIPUS 照射が細胞に与える影響を
示す指標の一つになるものと考えられる。
　また，電子顕微鏡像で細胞内に観察された低電子密
度，または高電子密度の顆粒はその発現時期や分布が
OP と OC の免疫組織化学的な実験結果と類似してい
ることから，これらの細胞内顆粒は OP や OC である
可能性もあるが，このことを証明するためには免疫電
顕法などによる解析が必要である。
　以上の結果より，スフェロイドの経時的変化は
LIPUS 照射の影響を最も多く受ける照射側より初期
に観察され，非照射側の変化は遅れた。すなわち，細

胞の分化は LIPUS 照射によって促進されたと考えら
れる。また，細胞の形態変化および OP，OC の発現
がすべてのスフェロイドで深層から表層に向かって観
察された事実は，細胞塊ではその中心部から細胞の分
化が生じるという報告 53）や，低酸素環境下にて骨芽
細胞が分化促進するという報告 59）と一致する。すな
わち，HABPCs を用いて作製したスフェロイドでは，
LIPUS 照射は細胞の分化が生じる部位には影響しな
いものの，細胞の分化を促進すると考えられる。また，
細胞の分化は LIPUS の刺激により影響されると推察
される。以上より，同条件で LIPUS を照射した場合，
スフェロイド内の細胞に分化を効率よく惹起するため
の条件，つまり LIPUS を照射したスフェロイド内で
深層より細胞の分化が生じ表層に達すると考えられ
る。
　本研究で示したように，スフェロイドと LIPUS 照
射との併用は，細胞の分化に対して促進的に働くこ
とが示された。つまり，HABPCs スフェロイド培養
系において LIPUS は，既に報告されている通り 43,44），
細胞増殖には影響を及ぼさないが，骨芽細胞系細胞へ
の分化を促進するということを見出すことが出来た。
しかしながら，経時的に起こる可能性のあるスフェロ
イド内の細胞壊死の制御，細胞分化を効率よく生じさ
せる距離やスフェロイド内に出現した索状構造の生物
学的な意義については，さらに研究を進めていく必要
がある。

　本論文に関連し，開示すべき COI 状態にある企業，組織，
団体はいずれも有りません。
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