
はじめに

アルツハイマー病は、記憶機能障害・認知機能障害

を中核症状とし、そこから派生する随伴症状として徘

徊や、自発性の低下など様々な問題行動を呈する疾患

である。このアルツハイマー病に対し、様々な研究者

により音楽療法の治療効果が報告されている。Brotons

M１）らはアルツハイマー病患者の随伴症状である、自

発性の低下を改善する効果が音楽療法にあることを報

告している。また、Asida S２）は、アルツハイマー病に

対する音楽療法の治療的効果として、徘徊や運動興奮

などの問題行動の修正を挙げている。しかしながら、

音楽療法の治療的効果に対する分子レベルでの解明は

十分になされていない。

Skill３）らによると、刺激としての音（振動音）の生

理的効果に着目した、音楽療法の新分野である振動音

響療法（Vibroacoustic Therapy）がさまざまな疾病に

対する治療効果があることを報告している。また、こ

の振動音響療法の最も効果的な振動音の周波数帯域

は、４０～８０Hzであるとも述べている。この研究を元

に、我々は先の研究において、１０Hz～２００Hzの振動
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神経成長因子非誘導 PC１２変異細胞に対する
超低周波振動音刺激による神経突起の誘導

小池好久 岩本壮太郎＊ 福本安甫＊ 平上二九三＊＊ 加納良男

Infrasonic vibratory sound induces outgrowth of neuronal processes in PC１２ mutant cells in which NGF−induced

outgrowth of neuronal processes is impaired

Yoshihisa KOIKE, Soutarou IWAMOTO*, Yasuho HUKUMOTO*,

Hukumi HIRAGAMI** and Yoshio KANO

要 約

NGF存在下の PC１２変異細胞に対し、２Hzから１０Hzまでの超低周波振動音刺激を、３０分間、５０

dBの条件の下与えた結果、５～１０Hzの超低周波振動音刺激は、神経突起の成長を大きく促した。

そして、NGF添加のみのコントロール群に対する、神経突起成長率は８Hzの刺激が最も高く、コ

ントロール比で約４倍の神経突起成長を促した。p３８MAPキナーゼの活性化は、PC変異細胞の

ニューロンの分化において重要な役割を果たす。そこで、PC１２変異細胞において神経突起成長を

促す超低周波振動音刺激が、p３８MAPキナーゼの活性効果によって生じるかどうかの実験を行っ

た。その結果、２～１０Hzの超低周波振動音刺激が、p３８MAPキナーゼの活性化を高める効果が証

明された。この結果は、超低周波振動音刺激の効果は、PC１２変異細胞内で神経突起成長を促す p３８

MAPキナーゼ・シグナル伝達経路があることを示唆している。

キーワード：PC１２変異細胞、超低周波振動音、p３８MAPキナーゼ
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音刺激が、PC１２変異細胞の神経突起形成にあたえる

影響についての研究を行い、結果として PC１２変異細

胞に対する１０～１００Hzの領域の振動音刺激において

control群に対し約２～３倍の神経突起形成を誘導す

ることが証明された。特に４０Hzが最も高い神経突起

誘導率を示した。そして、この周波数帯域の振動音刺

激が p３８MAPキナーゼを活性化させ、さらにその下

流にある CREBを活性化させる、p３８MAPキナー

ゼ・シグナル伝達経路により引き起こされることが示

唆された。

p３８MAPキ ナ ー ゼ は、Erk（p４２MAPK/p４４

MAPK）・JNKとともに哺乳類にある３つのMAPK

経路のひとつである４）。Erk経路は細胞の分化の調節

に重要で、JNK経路は細胞のアポトーシスの調節に

関与している。しかしながら p３８MAPキナーゼはア

ポトーシスに働くという報告と神経突起誘導に働くと

いうまったく異なった報告があり、現在 p３８MAPキ

ナーゼ経路の明確なシステムは明らかにされていな

い。また、CREBは転写因子で、細胞外の刺激に対す

る細胞の応答に、様々なシグナル伝達経路がこの

CREBをターゲットとして仲介し、細胞の増殖や分化

の応答の働きを行う。つまり p３８MAPキナーゼ・シ

グナル伝達経路が、振動音刺激により神経突起形成に

大きく関与したことが示唆され、音楽療法のアルツハ

イマー病に対する治療的効果のひとつとして振動音刺

激の関与の可能性がうかがわれた。

小松５）は、振動音響療法に最も適した周波数帯域で

ある２０Hz～１５０Hzより低い３～６Hzの周波数帯は、

医学的に有害であると述べている。今回の研究におい

ては、２～１０Hzの超低周波振動音刺激が PC１２変異細

胞の神経突起誘導に与える影響についての検証を行

い、分子レベルでの、超低周波数帯における振動音響

療法のアルツハイマーにおける影響の検証を行った。

方 法

１．細胞の培養

実験に使用した細胞は、グリーンら６、７）によってラッ

ト副腎髄質褐色細胞腫から単離された神経分化能を有

する PC１２細胞（米国 Rockvill, MEの American type

culture collectionより購入）の変異細胞である。正常

な PC１２細胞に神経成長因子（nerve growth factor ;

NGF）を作用させると、MAPキナーゼが持続して活

性化し、その結果細胞分化と神経突起の成長が誘導さ

れる８）。しかし、この PC１２変異細胞は NGF刺激に

よって正常な持続したMAPキナーゼ活性を示すにも

かかわらず神経突起の形成がほとんど生じないが、

NGFと同時に cAMP・カルシウムノホア・FK５０６など

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９、１０）。

細 胞 は、０．３５％の グ ル コ ー ス を 含 む DMEM

（Doulbco’s modifid Eagle’s medium）に１０％馬血清と

５％牛胎児血清を加え、さらに８０µg/mlのカナマイシ

ンを加えた培地を用いて継代した。全ての細胞は、

３７℃・５％CO２含有の状態の炭酸ガス培養器の中にお

いて培養した。また、細胞は常時マイコプラズム感染

の有無を Hoechst ３３２５８で染色して調べ、感染のない

ことを確認して実験をおこなった。

２．超低周波数振動音の神経突起誘導

細胞は、シーラムを含む DMEMが入った２５cm２の

フラスコに２～５×１０５の密度で平板培養し、振動器

（大熊株式会社製）により産生された様々な超低周波

数の振動音刺激にさらされ、その後 NGFを添加し、

炭酸ガス培養器内で７日間培養した。その細胞を用い

て、Morooka T１１）らにならい、細胞の直径の１．５倍以上

の長さのものを神経突起が形成されたものとして計測

した。なお、dBの測定には、ケニス社の SOUND LEVEL

MATERを使用した。

３．p３８MAPキナーゼの検出

活性化した p３８MAPキナーゼの検出は、免疫ブ

ロッテング法を用いて行った。まず、PC１２変異細胞

の細胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、５日間炭酸

ガス培養器で培養を行い、無血清下で超低周波振動音

刺激を与え、酵素活性の計測を行った。測定は細胞か

ら全蛋白質を抽出し、１０％ポリアクリドアミノゲル電

気誘導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 p３８抗体を作用さ

せてリン酸化した p３８MAPキナーゼの検出を行っ

た。
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４．統計解析

統計処理は、ANOVA（analysis of variance）分散分

析で有意差検定を行った後、コントロールとの多重比

較検定には Bonferroni correctionと、Dunnett’s testを用

いて解析を行った。

結 果

１．超低周波振動音による PC１２変異細胞の神経突起

の誘導

PC１２変異細胞に、２～１０Hzの超低周波振動音刺激

を与え、その感受性をテストした。顕微鏡写真の図

１．は NGFを加えたのみの PC１２変異細胞と、NGF

存在下の２Hzと８Hzの振動音刺激を５０dBで３０分間

与えた PC１２変異細胞の写真である。NGF存在下で８

Hzの振動刺激を与えた PC１２変異細胞の神経突起成長

は、NGFを加えただけの PC１２変異細胞の神経突起形

成率よりも約４倍と高率の神経突起形成率を見た（図

２）。

２．PC１２変異細胞における、８Hz振動音の p３８MAP

キナーゼの活性

我々の研究において、p３８MAPキナーゼの活性化

は、PC１２変異細胞のニューロンの分化を促す重要な

役割を担っている事がわかっており、今回の研究で

は、超低周波振動音刺激による p３８MAPキナーゼの

活性の影響の結果、PC１２変異細胞の神経突起成長が

誘導されるのかどうかの研究を行った。PC１２変異細

胞は２Hzと８Hzの振動刺激を３０分間与えられたもの

と、コントロールをそれぞれ、免疫ブロッテング法に

て、p３８MAPキナーゼの活性化をみた（図４）。結果

は、超低周波振動音刺激では、p３８MAPキナーゼの高

い活性を示した。したがって、PC１２変異細胞におい

ては、振動刺激により、神経突起成長が促される p３８

control ２Hz ８Hz

図１．低周波振動刺激による PC１２変異細胞の神経突起形成の促進
コントロール群および、２Hz・８Hzの振動刺激を与えた細胞群を１週間培養し位相差顕微鏡で写真撮影を行った。（×２００）

図２．低周波振動刺激による PC１２変異細胞の神経突起
形成率

２～１０Hzの振動刺激を５０dBで３０分与え、NGF１µl添加後１週
間培養し、神経突起を計測した。
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MAPキナーゼ・シグナリング経路があることを示唆

している。

考 察

アルツハイマー病は高齢者の痴呆の原因として最も

頻度の高い神経変性疾患である。遺伝子異常が確認さ

れた一部の家族性アルツハイマー病を除き、孤発性ア

ルツハイマー病の病因については、老化が発症に深く

関わっていること以外には、分子レベルでの病態解明

は十分には進んでいない。ただ、アルツハイマー病の

病理的特長としては、Aβの異常複合体である老人班

と、神経細胞骨格タンパク質であるタウタンパクの異

常複合体である神経原繊維変化の２つがあげられ

る１２、１３）。このうち、老人斑の出現が必ずしも痴呆症状

の有無や程度と相関しないことが現在指摘されてい

る。神経原線維変化に関してはその出現頻度は痴呆の

程度と相関する報告がなされているが、神経原線維変

化を形成しない神経細胞死も示唆されており、神経原

線維変化が必ずしもアルツハイマー病の原因と断定で

きるまでには至っていない１４）

アルツハイマー病の早期の間には，様々な成長因子

やマイトジェニック（mitogen；分裂促進剤）化合物

が亢進する１５）。それらの因子の影響を最も受け細胞の

MAPキナーゼの活性化が引き出され，それはさら

に、APPやタウタンパクの発現の調節や翻訳後の修

飾（modification；分子の科学的・構造的改変）にも

影響を与える１６、１７）。

Ferrer I１８）らは、神経原繊維変化のニューロンの約５０

～７０％に、また多量のタウタンパクに強リン酸化 p－

３８免疫反応が示されたことを報告している。さらに

Ferrer I１９）らは、アルツハイマー病のタウの沈着とMAP

キナーゼの特異な修飾の関係を線維芽細胞を用いて証

明している。そして、特定の p３８MAPキナーゼが、

特にアルツハイマー病の疾病初期の段階において活性

化することを報告している。

Raingeaued J２０）らによって、p３８MAPキナーゼは、浸

透性のショックや、炎症性のサイトカイン・UVライ

ト・成長因子などを含めた様々な細胞のストレスに

図３．低周波振動刺激の時間と強度の変化における神経突起形成率の変化
（A） PC１２変異細胞において振動刺激時間の変化における神経突起形成率の変化
（B） PC１２変異細胞において dBの変化における神経突起形成率の変化

図４．PC１２変異細胞における８Hzの振動刺激による p
３８MAPキナーゼの活性

PC１２変異細胞に２Hz・８Hzの振動刺激を３０分間５０dBで与え、
振動刺激を与えなかったコントロールと共に免疫ブロッテイン
グ法により、p３８MAPキナーゼの検出を行った。
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よって活性化され、アポトーシスに働くと報告されて

いる。しかしながらこれらの研究においては、線維芽

細胞が用いられており、PC１２細胞を用いて研究を

行っているMorooka T１１）たちは、PC１２細胞を用いて p

３８MAPキナーゼがニューロンの成長円錐の保持や、

神経突起成長、細胞の分離作用の調節・生存に関与し

ていると報告している。

今回の研究で、PC１２変異細胞において、超低周波

振動音刺激が p３８MAPキナーゼを活性化させ、NGF

のみ添加したコントロールに対して、約４倍の神経突

起成長率を示した。また、つい最近われわれは、PC

１２変異細胞において、CRE（cyclic AMP response

element；環状 AMP応答因子）の結合タンパクである

CREB（CRE−binding protein）の活性化が振動刺激に

よって、活性化されることを発見した２１）。CREBは転

写因子で、細胞外の刺激に対する細胞の応答に、様々

なシグナル伝達経路が仲介しターゲットとし、細胞の

増殖や分化の応答を適応させる。p３８MAPキナーゼは

CRBを結合させる２２）。これらの実験は p３８MAPキ

ナーゼが、PC１２変異細胞において、CREBシグナル

伝達経路系で神経突起の成長を促すことを示唆してい

る。これらの実験結果から、p３８MAPキナーゼが、ア

ルツハイマー病の早期段階において、ニューロンを保

護し、ニューロンの再生に働いていることが示唆され

る。このことより、２～１００Hzにおける低周波振動音

響療法がアルツハイマー病患者の、随伴症状である徘

徊などの問題行動や、自発性の促進に働いているとい

うことが事実づけられたと考えられる。さらに、低い

値ではあるが、今回の PC１２変異細胞における神経突

起の形成は、アルツハイマー病脳におけるニューロン

の再生に何らかの効果があると考えられるのではない

だろうか。
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Abstract

In this study, PC12 mutant cells were exposed to

infrasonic vibratory sound stimuli of frequencies ranging

from 2 to 10Hz for 30 minutes at 50dB under the condition

of NGF treatment. The results showed that infrasonic

vibratory sounds of 5−10Hz induced enhancement of

neurite outgrowth. The frequency of neurite outgrowth

induced by 8−Hz sound stimuli was approximately 4−fold

greater than that induced by NGF alone. The activation of p

38 MAPK has been shown to play an important role in

neuronal differentiation in PC12 mutant cells. Therefore,

author examined whether the ability of infrasonic vibratory

sound stimulus to induce neurite outgrowth of PC12 mutant

cells is a reflection of its effect on p38 MAPK activity. The

results demonstrated that 2 to 10Hz infrasonic vibratory

sound stimuli had an enhancing effect on p38 MAPK

activity and indicated that vibratory sound induces neurite

outgrowth via a p38 MAPK signaling pathway in PC12

mutant cells.
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