
はじめに

温熱療法は理学療法やリハビリテーション医療にお

いて広く活用されている１）。この温熱療法は、悪性腫

瘍部のみに焦点をあて組織破壊作用により病巣そのも

のを取り除くハイパーサーミアとは異なる２）。温熱療

法は病理学的に異常な組織に対して、生体の持ってい

る本来の治癒能力を促すものである。したがって、温

熱療法の研究は生体や組織レベルにおける生理学的変

化のみならず、細胞レベルにおける生物学な研究が重

要となる。そこで温熱療法やハイパーサーミアにおい

ては、細胞自身の自動制御機能を活性化させるような

最適な温熱条件の検討が求められている。

最近では、温熱療法に対する細胞生物学研究が盛ん

に行われるようになってきた３－８）。例えば、Flourら９）

は軟骨細胞と骨芽細胞とに４０℃で４日間という長時間

にわたり加温したところ、両者の細胞ともにミトコン
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要 旨

本研究の目的は、三次元様増殖に温熱刺激が効果的に働く最適量と最小量を示すことであった。

C３H１０T１／２マウス線維芽細胞とハイドロキシアパタイトを混合し、設定温度が４０℃・４１．５℃・

４３℃・４４℃・４５℃、処理時間は２分間・１０分間・１５分間・２０分間・３０分間・４５分間・６０分間・９０分

間・１８０分間・３６０分間の温熱刺激を与えて１０週間培養することにより三次元様増殖形成に必要な最

小と最適な温熱量を調べた。その結果、三次元様増殖形成に必要な最小の温熱量は４３℃２分間、ま

た最適な温熱量は４３℃１０分間であった。４３℃２分間は非処理対照の１．７倍、４３℃１０分間では３．７倍と

非常に高い形成率となり、それぞれ有意差がみられた（p＜０．０５）。また、４０℃で９０分間・１８０分間

と４１．５℃１５分間および４４℃１０分間も対照群に比べ高い形成率であった。４３℃１０分間の温熱処理では

１週間後に約８０％がアポトーシスになっていた。ウエスタンブロット分析により４３℃１０分間の温熱

処理によって p３８MAPKの活性化が明らかであった。これらの結果から、温熱刺激による三次元

様増殖は p３８MAPKの経路を介していることが判明した。本研究結果は最適な温熱量を提示する

ものとして温熱療法の基礎となり、温熱療法の効果を細胞生物学的に示すための重要な知見になる

と考えられる。

キーワード：温熱刺激、線維芽細胞、三次元様増殖、最適条件
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ドリアの活性と細胞増殖がみられる一方、生理学的に

効果の違いがあることも報告している。つまり、細胞

増殖を活性化するような細胞能力の解明から最適な温

熱量、すなわち設定温度や刺激時間を確定する必要が

ある１０－１２）。

そこで我々は、温熱刺激を含むいろいろな物理刺激

の効果を培養細胞と人工骨（ハイドロキシアパタイ

ト、以下 HA）を用いて迅速に調べる方法を開発し

た１３、１４）。すなわち、マウスの C３H１０T１／２を用い、

機械的刺激やレーザー照射１５、１６）を与え、あるいは電磁

場刺激や超音波刺激１７、１８）を与え HAと混合培養すると

その周りを２００µm以上の幅で周りを囲んだ細胞群が

出現し三次元様増殖が形成されるのである１９－２１）。本研

究は、マウス線維芽細胞の HAを媒体とした三次元様

増殖形成に温熱刺激が効果的に働き出す最小の温熱量

（設定温度と刺激時間）および最適な温熱量を明らか

にすることを目的とする。この三次元様増殖のメカニ

ズムについては、温熱刺激により細胞外環境の変化が

閾値に達した結果、遺伝子発現が起こり、細胞外マト

リックスが多量に合成されたため形成されたのではな

いかと考えた。このことを確かめるために、あわせて

温熱刺激に対する細胞応答について調べることにし

た。

対象および方法

１．細胞と培養

線維芽細胞としては、C３Hマウス胎児より分離さ

れた C３H１０T１／２細胞を使用する２２）。この細胞は不

死化細胞ではあるが、他に何らガン細胞の形質をもっ

ていないで正常細胞としてのふるまいを示し低い細胞

密度のところで増殖を停止する。C３H１０T１／２細胞

は、American Type Culture Collection（Rockvill, MD，

米国）より購入した。細胞は、１０％牛胎児血清と８０µg

/mLカナマイシンを含むイーグル BM培地を用いて継

代し維持した。細胞の培養は、炭酸ガス培養器を用い

５％CO２・３７℃で行い、培地交換は３日おきに行っ

た。継代は、細胞が培養フラスコ（FALCON、２５

cm２）一杯（１０日間培養で約４×１０６／２５cm２）になる

と、０．２５％トリプシンで処理し１／２×１０５個（１：４

の希釈）を新しいフラスコに播きなおすという方法に

より行った。細胞は常時マイコプラズマ感染の有無を

Hoechst３３２５８で染色して調べ、感染のないことを確

認して実験を行った。

２．HA顆粒の準備

HAは神戸大学医学部の寺延らによって開発された

ものを使用した。HA粒子は湿式沈殿法で合成され、

圧縮形成した後１２００℃で焼成された。焼結体は直径５００

～１，０００µmの顆粒であった２３）。細胞親和性をもたせる

ために、Ca/Pモル比が１．６５、Mg含有量は０．４３％と

し、３０～２００µmの連続した微小気孔をもつ多孔体顆

粒であった。HA（Hydroxyapatite〔化学式 Ca１０（PO４）６

（OH）２〕）顆粒は、実験前に１００個ずつ試験管に入れ、

オートクレーブで３０分間滅菌をほどこした。なお、HA

はフラスコの中に無作為に分散し固まらないようにし

た。

３．温熱処理の方法

温熱処理を加えたものと温熱処理をしなかったもの

について細胞増殖の形態に違いがあるかを調べた。本

研究で用いた温熱刺激装置は温水槽（ヤマト社製，

Water Bath Shaker Personal－Ⅱ）を使用した。フラス

コ一杯に増殖した C３H１０T１／２細胞をトリプシンで

剥がし、同時に滅菌した HA顆粒１００個を加えて設定

温度を４０℃、４１．５℃、４３℃、４４℃、４５℃とし、刺激時

間を２、１０、１５、２０、３０、４５、６０、９０、１８０、３６０分間

として温浴槽で処理した。温熱刺激中はフラスコの蓋

をきつく閉め周りをワックス紙で密閉した。フラスコ

内部の培養液の温度は spot thermometer（ミノルタカ

メラ社製、TA－０５１０）で計測した。フラスコは温水

槽に完全に浸し、熱平衡に達するまでに１分を要し

た。温熱刺激後は蓋をゆるめ温熱処理を加えなかった

ものと同様に CO２インキュベター内で１０週間静置し培

養した。なお、コントロールは温熱処理をしなかった

ものと処理したもの、また HAを入れなかったものと

入れたものの４群についてそれぞれ３回以上の実験を

繰り返し行った。

４．細胞の三次元様増殖

温熱処理による三次元様増殖の観察は、培養１週間

温熱刺激による細胞の三次元様増殖
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目から継時的に位相差顕鏡（ニコン社製、TMS−F）

を用いて倍率４０倍で行い、１０週間観察した。三次元様

増殖形成の標本は、走査顕微鏡（JEOL社製、JSM－

５０００LV）を用いて倍率１５０倍で行った。細胞が HAの

周りを２００µm以上の幅で囲んだ細胞群が出現したも

のを三次元様増殖として、すべての HAについて観察

してカウントし、さらに写真撮影を行った。三次元様

増殖形成の割合は、フラスコに存在する HA１００個の

内、その周囲に２００µm以上の三次元様増殖をもつも

のがいくつあるかを数え χ＝（三次元数／１００）×１００

として算出した。この実験では HAの全周に形成され

たものだけをカウントし、HAの周りに部分的に形成

されたものも多数あったが、これらはカウントしな

かった。

三次元様増殖の部分をパラフィンブロック作成し、

その後、切片標本はスライド式ミクロトーム（サクラ

社製、IVS－４１０）で薄切した。HAの周りの三次元様

増殖を切片標本とし、三次元様増殖は細胞が増殖する

ことで組織構造化されていることを HE染色で示す。

５．熱ショックによるサバイバル実験

C３H１０T１／２細胞に対し４３℃で２～２０分間の熱

ショックを与え１週間培養した後、０．２％のトリパン

ブルーで染めて生き残った細胞をカウントした。それ

ぞれの値は３回行ったときの平均値と標準偏差を示

す。

６．タネル染色によるアポトーシスの測定

アポトーシスを起こした細胞の検出とその量はタネ

ル染色により調べた。タネル染色は Trevigen社製の

TACSTM ２ TdT kitを用いて行った。細胞はチャン

バースライドで温熱処理し２４時間後に同所で染色し観

察した。

７．p３８MAPキナーゼの検出と ERKの検出

哺乳類の細胞に物理刺激が与えられると、その刺激

に反応して ERKや SAPK/JNK、p３８MAPキナーゼと

いうMAPキナーゼファミリーを活性化することが分

かっている２４）。活性化した p３８キナーゼは免疫ブロッ

ト法によって行った２５）。C３H１０T１／２マウス線維芽

細胞１００万個を２５cm２のフラスコに播き、１０％ホース

シーラムを含む培地で３日間培養し、その後、さらに

０．５％の FBSを含む培地で４８時間培養し、無血清条件

下で３０分間作用させて、４４℃で１０分間と３０分間の温熱

刺激を与えてMAPキナーゼ活性を測定した。測定は

細胞から全蛋白質を抽出し１０％ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動で分画後ポリビニールメンブレンにブロッ

トした。ブロットした蛋白質は、ホスホ p４４／４２MAP

キナーゼ抗体またはホスホ p３８抗体を作用させてリン

酸化したMAPキナーゼ p３８キナーゼの検出を行っ

た。なお、三次元様増殖形成率が高かった温熱処理の

ものに p３８MAPキナーゼの活性を特異的に抑制する

SB２０３５８０を加えて形成率への影響についても検討す

る。この SB２０３５８０は Sigma（St. Louis, MO）社から購

入した。

８．統計解析

統計処理には、独立した測定を３回行い、その平均

値を代表値として、一元配置分散分析（ANOVA）を

行って有意差を求めた後、多重比較検定に最小有意差

法を適用し危険率５％をもって有意差ありとした。

結 果

１．温熱処理による三次元様増殖の形成

温熱処理後、１０週間にわたって増殖形態を観察し

た。温熱処理後４週間目、三次元様増殖はまだみられ

ないが、すでに HAを囲んで活発に増殖している細胞

がみられた。５週目になると、三次元様増殖がいくつ

か観察されるようになってきた。６週目では、三次元

様増殖がさらに大きくなり２００µmに達した。その後

１０週間まで観察を続けたが、それ以上の大きさにはな

らず、ほぼ一定の大きさを保った。細胞変性によって

崩壊したものは除外しカウントしなかった。温熱処理

をせず HAのみでも、三次元様増殖がわずかに誘導さ

れるものが存在した。この結果より、温熱処理が三次

元様増殖形成を促進することが示された（図１）。C

３H１０T１／２マウス線維芽細胞の特徴である細胞膜表

面が滑らかで、フラスコ底面に薄く広がり増殖してい

るのが観察された。温熱処理をせず、HAを含み１０週

間培養しても細胞の形態的変化はみられなかった。し
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かし、経時的に細胞がより密集してきた。

走査電子顕微鏡で観察したところ、三次元様増殖し

た細胞は HAの周りで何重にも重なって増殖してお

り、HAの壁をよじ登って増殖していた。また、HA

に線維芽細胞の偽足がわずかに架橋形成しているのが

見られる（図２－A）。一方、温熱刺激を与えたもの

はフラスコ底面から HAの下からよじ登りフレアー状

に細胞増殖した細胞面が観察される（図２－B）。こ

れに対し HAの表面形状は細胞に覆われることなく、

多孔質に富み粗密である。三次元様増殖の切片標本を

作ってみると細胞が何重にも重なって増殖しているこ

とが分かった（図３）。

２．温熱処理による三次元様増殖形成率と経過

設定温度が４１．５℃では、実験開始から４週間目まで

図１ HAを媒体としたマウス線維芽細胞の三次元様増
殖形成

Aと B：温熱処理をせず、HAを含まず C３H１０T１／２を培養
したもの（A）と HAと混合培養したもの（B）、Cと D：温熱
処理し HAを含まず C３H１０T１／２を培養したもの（C）と HA
と混合培養したもの（D）、温熱処理し、その後８週間経過し
たもの（Cと D）および５週間経過したもの（Aと B）（位相
差顕微鏡像・倍率４０倍）温熱処理したものに三次元様増殖が観
察された。 図２ C３H１０T１／２細胞と HAを混合培養し温熱処理

後１０週間経過した走査顕微鏡による三次元様増殖
像（倍率１５０倍）

温熱処理をしなかったもの（A）と温熱処理をしたもの（B）。
Aは単層に増殖し、Bは立体的な増殖を示す。

図３ 温熱刺激によって HAの周りの C３H１０T１／２細
胞が重層し組織構造を示したイメージ像

三次元様の組織構造をパラフィンブロック作成し、薄切した
後、HE染色を行った。生物顕微鏡を用いて倍率４００倍で観察
したところ、縦切した部分で基質化した細胞層を確認した。

温熱刺激による細胞の三次元様増殖
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非処理対象は HAの周り細胞も含めて細胞全体に大き

な変化はなかった。しかし、１５分間処理と３０分間処理

においては、詳細に細胞を染色してみると、すでにア

ポトーシスを起こしている細胞がかなり観察されるな

ど、細胞にダメージが与えられたことが観察された。

実験開始後６週間目の三次元様増殖形成率をみると、

温熱処理をしなかった対照のものが３．０±１．０％であ

り、３０分間処理のものは４．０±１．０％であった。一方、

１５分間処理ものが６．０±１．５％であり、急激な三次元様

増殖の形成が観察された。実験開始８週間目になる

と、３０分間処理では１０．０±１．５％、４５分間処理では５．０

±１．０％であり、非処理対照が７．０±２．０％の三次元様

増殖の誘導となっていた。これらに対して１５分間処理

のものは１６．０±３．０％で、高い三次元様増殖形成率で

あった。その後、１０週目まで観察を続けたが、形成率

はほぼ飽和状態となった（図４）。

３．三次元様増殖を誘導する最適な設定温度と処理時間

はじめに設定温度が４０℃で２０分間・６０分間・９０分

間・１８０分間・３６０分間温熱処理し、実験開始８週間後

の三次元様増殖形成を調べたところ、９０分間処理が

１４．０±２．０％、１８０分間処理が２４．７±５．０％で非処理対

照群に比べそれぞれ有意に高かった（p＜０．０５）（図

５）。

次に設定温度が４１．５℃で１５分間・３０分間・４５分間温

熱処理し、８週間後の三次元様増殖形成率を調べた。

これらの三次元様増殖形成率では１５分間処理が１６．０±

３．０％で非処理対照群に比べ有意に高い形成率であっ

た（p＜０．０５）（図４）。

さらに設定温度が４３℃の実験では２分間処理と１０分

間処理および２０分間処理を行い、８週間後の三次元様

図４ ４１．５℃で１５分間（●）と４１．５℃３０分間（□）およ
び温熱処理しなかったもの対照群（○）における
三次元様増殖形成率の週ごとの経時的変化

細胞は１００個の HA顆粒と混合培養され１０週間観察した。

図５ 温熱処理時間による三次元様増殖の誘導
４０℃で２０分間、６０分間、９０分間、１８０分間、３６０分間処理および
温熱処理しなかったもの対照群における８週目の三次元様増殖
形成率、９０分間と１８０分間と処理のものが非処理対照に比べ有
意に高い形成率を示した（＊p＜０．０５）。

図６ ４３℃で２分間処理と１０分間処理と２０分間処理、
４３℃で１０分間処理＋SB２０３５８０、４４℃で１０分間処
理、４５℃で１０分間処理および温熱処理をしなかっ
た対照群における温熱処理後８週目の三次元様増
殖の形成率（３回試行したときの平均値と標準偏
差）

三次元様増殖形成率は４３℃で２分間処理と１０分間処理および
４４℃１０分間処理で非処理対照群に比べ有意に高い形成率となっ
た（＊p＜０．０５）。
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増殖形成率を調べた（図６）。その結果、三次元様増

殖形成率は非処理対照群が７．７±１．２％であり、２分間

処理群のものは１３．３±１．５％、１０分間処理群のものが

２８．７±１．２％、２０分間処理群のものでは８．７±０．６％の

三次元様増殖形成率であった。このことから２０分間処

理群は非処理対照群の１．１倍誘導されているに過ぎな

かった。しかし、２分間処理群は非処理対照群の１．７

倍、１０分間処理群では３．７倍と非常に高い誘導率とな

り、非処理対照群に比較してそれぞれ有意差がみられ

た（p＜０．０５）。しかし、p３８MAPKの活性を抑制す

る SB２０３５８０を４３℃１０分間のものに加えたところ、三

次元様増殖形成はほぼ完全に抑制され形成率は１０．０±

２．６％であった。

最後の実験として４４℃の設定温度で１０分間処理のも

のは１６．０±２．０％で非処理対照群に比べ有意に高かっ

た。一方、４５℃の設定温度で１０分間処理のものは細胞

死により有意に低かった。

以上の結果から、三次元様増殖の誘導に有意に高い

温熱量は４０℃９０分間と１８０分間処理、４１．５℃１５分間処

理および４３℃２分間と１０分間処理であった。

４．熱ショックによる細胞死

４３℃２０分間の温熱刺激を与え２４時間培養後に、約

６０％のアポトーシスを起こした細胞を形態観察したも

のを図７に示す。また、温熱刺激による細胞ダメージ

をサバイバルカーブとして示した（図８）。この結

図７ 正常細胞とアポトーシスを起こした細胞の形態観
察

ガラスチャンバーで培養した細胞を４３℃２０分間で温熱処理を行
い２４時間培養した後の正常細胞とアポトーシスを起こした細胞
を示した。細胞の形態は TUNEL染色により検出し光学顕微鏡
で観察した（×４００）。

図８ C３H１０T１／２マウス線維芽細胞が生き残る温度
の影響

細胞は４３℃で２分間と１０分間および２０分間処理された後３７℃に
維持された。３７℃のインキュベターで静置培養し１週間後に各
フラスコの細胞数を計測し、熱ショックに至らなかった細胞を
パーセンテージで示した。それぞれの値は３回行ったときの平
均値と標準偏差を示す。

図９ 熱ショックによる C３H１０T１／２マウス線維芽細
胞の p３８ MAPキナーゼと ERKの活性化

細胞に無血清下で温熱処理をしなかったものと４３℃で１０分間温
熱処理したもので、活性化した p３８MAPキナーゼと ERKの
検出を行った。
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果、４３℃１０分間で温熱処理したものについては、１週

間後にほぼ８０％がアポトーシスになったが、４３℃２分

間のものではアポトーシスに至ったものは１３％程度で

あった。

５．p３８MAPキナーゼと ERKの活性化

活性化した p３８MAPキナーゼと ERKの検出はウ

エスタンブロット法により行った。４３℃１０分間の温熱

処理をしたものについて p３８MAPKの活性化が認め

られた（図９）。この結果より、p３８MAPK経路が三

次元様増殖形成に重要な役割を担っていることが示唆

された。

考 察

皮膚の創傷治癒は線維芽細胞が、サイトカインであ

る TGF−βなどの刺激を受け、遺伝子発現により細胞

外マトリックスを産生し、三次元構造の肉芽組織を形

成し修復する。褥瘡部の肉芽組織の形成促進に、理学

療法では紫外線や超音波刺激を用いる。また温熱療法

の一つである赤外線刺激が、褥瘡や皮膚潰瘍などの創

傷治癒に有効とされている。これらの in vivo におけ

る創傷治療に有効なエビデンスを確立するために、in

vitro で培養線維芽細胞に種々の条件下で物理的刺激

を与え、増殖の促進について検討することは重要と考

える。近年、温熱刺激による細胞死やシグナルトラン

スダクションのしくみが明らかになり２６、２７）、温熱処理

は細胞をアポトーシスに導く細胞死と細胞増殖に導く

生存のシグナルを同時に誘導していることが判ってい

る２８、２９）。われわれは、in vitro における創傷治療モデル

を想定して、マウス線維芽細胞と HAを混合培養し、

異なる条件で温熱処理を行い、三次元様増殖形成に及

ぼす影響について調べた。

設定温度が４０℃とした実験からは、比較的低温でも

処理時間が長ければ三次元様増殖形成に有効であるこ

とが示された（図５）。一方、設定温度を４１．５℃とし

た実験からは、処理時間が長ければ細胞死に作用する

ことが示された（図４）。そして、設定温度が４３℃で

処理時間が２分間と１０分間および２０分間とした実験か

らは、２分間という短い処理時間でも温熱効果が始

まっていることが示され、次いで１０分間の処理時間が

三次元様増殖形成に最も有効であることが示された

（図６）。しかし、それより少し長い処理時間の２０分

間になると効果は減少し細胞死へ影響することが判っ

た。さらに、４３℃以上の設定温度で同様の実験を試み

たが、三次元様増殖の誘導に最適な設定温度は４３℃で

あった。以上のことから、温熱刺激による三次元様増

殖形成には、設定温度と処理時間との関連性が重要で

あることが示唆された。

本研究は、細胞が HAを足場にして、ふつうでは起

こらない三次元の組織体を構成することに着目した。

ふつうの条件下の培養では、この細胞は平たく単層に

密集した増殖形態をとる。しかしながら、HAとこの

細胞を混合し温熱刺激を与えて培養すると、パイル

アップ増殖し HA顆粒の周りを囲んで三次元様増殖が

促進される。ここでは生体内でみられる三次元増殖と

は違って、in vitro であることから区別する意味で三

次元様増殖と表現している。この三次元様増殖は、温

熱刺激により細胞外環境の変化が閾値に達した結果、

遺伝子発現が起こり、細胞外マトリックスが多量に合

成されたことにより形成されたのではないかと考え

た。

そこで、HE染色を行い、細胞によって三次元様増

殖が形成されたことを確認した（図３）。この結果か

ら温熱刺激によるダメージからの回復が三次元様増殖

形成に働いたものと考えられる。本研究結果から、細

胞レベルから効果的な温熱療法の適用量を決定するた

めの有用性が示唆された。また、最近ヒトの線維芽細

胞でも同様の実験を試みている。この研究からマウス

線維芽細胞の HAを媒体とした三次元様増殖形成が、

温熱刺激の最適条件を示すパラメータになることが

判った。本研究結果は最適な温熱量を提示するものと

して温熱療法の基礎となり、温熱療法の効果を細胞生

物学的に示すための重要な知見になると考えられる。

本研究では、マウス線維芽細胞に熱ショックを与え

生存率を調べる実験を行った。４３℃２０分で温熱処理し

たのものでは１週間後９８％もがアポトーシスに至った

（図８）。４３℃２０分で温熱処理したものについては、

実際に培養１週間後に詳細に細胞を染色してみたとこ

ところ、アポトーシスがかなり観察されるなど細胞に

ダメージが与えられたことが観察された（図７）。４０℃
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１０分および４０℃１８０分では、いずれも温熱処理後１週

間目に５０％程度がアポトーシスとなっていた。４０℃１８０

分で温熱処理したものについても、実際に培養１週間

後に詳細に細胞を染色してみたとこところ、アポトー

シスがかなり観察されるなど細胞にダメージが与えら

れたことが観察された。

三次元様増殖の誘導に最適な温熱処理は４３℃１０分間

であった。４３℃で１０分間という最適な温熱量が与えら

れた細胞は、ダメージを克服するという細胞反応が三

次元様増殖形成に働いたものと考えられた。高温にさ

らされると細胞応答として Hsp７０や Hsp２７および Akt

のような熱ショックタンパク質の合成が誘導され

る２６、３０）。ストレス誘導MAPキナーゼファミリーの一

つである p３８MAPKは、熱ストレスが引き金となっ

て発現される熱ショックタンパク質として主要なもの

である７、２７、３１）。最近ではいろいろな物理刺激は p３８

MAPKの経路を介して反応を起こしていることが明

らかになっている７）。このことから p３８MAPKのシグ

ナル伝達を介して細胞外マトリックスが形成されるこ

とにより、三次元様構造が作られることも推察され

る。ウエスタンブロット分析により４３℃で１０分間の温

熱刺激によって明らかに p３８MAPKの活性化がみら

れた（図９）。p３８MAPキナーゼ阻害剤である SB

２０３５８０によって三次元様増殖形成は強く抑制されるこ

とも調べた（図６）。p３８MAPキナーゼの一種である

ERKについては三次元様増殖形成に必ずしも必要で

ないことが判明した。

三次元様増殖の大きさの幅については、週を追うご

とにだんだんと大きくなり５００µmに達するものもみ

られたが、一般に３００µmを超えると変性して崩壊し

てしまう傾向にあった。この細胞変性によって崩壊し

たものは、除外しカウントしなかったが２００µmが平

均的であったのでこの幅に決めた。また、三次元様増

殖の形成速度と形成率に一定性を出すために HAの大

きさを５００～６００µmに揃えた。すべての HAに三次元

様増殖がみられない理由は不明であるが、部分的にパ

イルアップするものがみられ、HAの場所によっては

遺伝子発現しないことが推測された。三次元様増殖形

成に関与した一連の遺伝子発現がなされたとき細胞

は、三次元様増殖を示すと考えられる。

温熱療法に有効な温熱刺激は結合組織の分裂を促進

するが、一方のハイパーサーミアで用いられる温熱刺

激はがん細胞の分裂を阻害しアポトーシスを誘導す

る。両者の温熱療法に対する細胞反応は、温熱量の設

定が極めて大切となり、結合組織とがん細胞とでは反

応が異なる。本研究は、温熱療法に有効な温熱量につ

いて示しているが、一方のハイパーサーミアにも示唆

を与えるものと考える。

以上まとめると三次元様増殖に関する培養実験は、

温熱量を敏感に反映していた。三次元様増殖形成に最

適な温熱量は、４３℃１０分間であった。細胞レベルでの

適用量は、温熱療法で最も効果的な温熱量とほぼ一致

した。このことから、細胞の増殖活性を高めるための

最適な温熱量の測定法として有用性が示唆された。
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Abstract

The aim of this study was to determine the minimal

conditions in which heat treatment is effective for and the

optimal heat conditions for enhancing three−dimensional (3

D)−like cell proliferation. C3H10T1/2 mouse fibroblasts

were cultured with hydroxyapatite granules for 10 weeks

after heat treatment at 40, 41.5, 43, 44 or 45℃ for 2, 10, 15,

20, 30, 45, 60, 90, 180 and 360 min. Then minimal and

optimal conditions of temperature and duration of heat

treatment for induction of 3D−like proliferation of cells

were determined. The minimal conditions of heat treatment

to induce 3D−like proliferation were 43℃ for 2 min and the

optimal conditions were 43℃ for 10 min. The mean rates of

formation of 3D−like proliferation patterns by cells heat

treated at 43℃ for 2 and 10 min were significantly higher

(1.7− and 3.7−fold higher, respectively) than that by

untreated cells (p < 0.05). We also observed significantly

greater effects of heat treatment on 3D−like proliferation at

40℃ for 90 or 180 min and at 41.5℃ for 15 min and 44℃
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for 10 min. We found that apoptosis had occurred in almost

80% of cells at one week after heat treatment at 43℃ for 10

min . Western blot analysis demonstrated that

phosphorylation of p38 mitogen−activated protein kinase

(MAPK) was markedly increased by heat treatment at 43℃

for 10 min. These findings suggest that activation of p38

MAPK by heat shock is associated with 3D−like cell

proliferation. The results of this study should be useful for

further studies aimed at elucidation of the physiologic

mechanisms underlying thermotherapy and hyperthermia.
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