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In this study, we aimed to verify the reproducibility of a previous report suggesting that extremely low-frequency 
electric fields (ELF-EFs) promote calcification in differentiated MC3T3-E1 cells. A follow-up experiment was 
conducted using a system engineered to produce the most spatially uniform 60 Hz EF achievable under experimental 
conditions, which constituted a feature of this study. The exposure conditions were 3 hours per day for 9 consecutive 
days, and calcium deposition was quantified using alizarin red staining. As a result, a significant enhancement of 
calcification was observed in the ELF-EFs exposure group, consistent with previous findings. These results reinforce 
the hypothesis that exposure to ELF-EFs enhances mineralization in osteoblast-like cells. 
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1. はじめに 

極低周波帯の電界（EF）処置は筋骨格系の疼痛，不眠や

便秘などの不定愁訴の緩解を効能とする治療に応用され(1)，

日本や韓国，中国など数カ国で普及している(2)。体表の振動

及び体内に誘導される電流などが効果のトリガーと考えら

れている(3)。齧歯類を用いた研究において，拘束が誘導する

ストレスホルモン（グルココルチコイド・硫酸蛍光法，コ

ルチコステロン・ELISA）の血中濃度上昇が EF 処置により

抑制され，同作用への EF 強度や体表分布の違いの関与が示

されている(4)(5)。極低周波電界（ELF-EF）の生物学的作用に

着目した研究は依然として限定的である中で，近年著者ら

は，分化 MC3T3-E1 細胞における ELF-EF の石灰化促進作

用を報告した(6)。本研究では，平等電界性を強化した装置を

用いることより，骨芽細胞様細胞に対する ELF-EF の作用の

再現性について検討した。 

2. 材料と方法 

〈2･1〉 ELF-EF 処置  実験は先行研究に準じた(6)。安

定的なEF強度および方向を維持するため平行平板電極を用

いた（Fig.1,（360 mm×360 mm, 厚さ 1 mm, 電極間 100 mm, 
白寿科学研究所，東京）。上部電極を接地し，下部電極に 60  
Hz 1kV（昇圧装置：白寿科学研究所）を入力し，電界強度は

10 kV/m とした。実験区は次の 4 種類を設定した。Group A, 
gA, 下部電極中央で培養；Group B, gB, 下部電極中央にてス

ペーサーにて 20 mm 浮かせて培養；Group ng, ng, 電極外で

培養；Group pc, pc, 電極外且つ分化培地で培養（Fig.1）。な
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Fig. 1. Overview of the apparatus used to produce ELF-EF 

and expose cells to ELF-EF. The upper electrode is grounded 

and a voltage is applied to the lower electrode. Four test 

conditions were used, each named Group A (gA, cultured on 

lower electrode), Group B (gB, cultured in the center of 

parallel metal plates), Group ng (ng, cultured without ELF-EF 

exposure), and Group pc (pc, cultured without ELF-EF exposure 

in differentiation medium).  
Fig. 2. Calcium deposition in differentiated MC3T3E1 cells. 

See Fig. 1 for notation. Data indicate average ± SE of three 

independent experiments (n = 6). ∗a and ∗b indicate p < 0.01 

and p < 0.05 versus control (ng), respectively. 

お，EF 処置は平行平板部を 37℃，5%CO2，95%湿度のイン

キュベータ内に組込み，1 日 3 時間として連続 9 日間行った。 
〈2･2〉 細胞培養及びアリザリンレッド染色  マウス

骨芽細胞前駆細胞株 MC3T3-E1 の培養およびアリザリンレ

ッド染色によるカルシウム沈着定量は Hamasaki らの方法を

用いて行った(6)。染色された細胞から塩化セチルピリジニウ

ム溶液にて色素を溶出し，マイクロプレートリーダーを用い

て 550 nm での吸光度を測定した。細胞培養の概要は次のよ

うに行った。MC3T3-E1（理研バイオリソース）を 10%FBS
およびペニシリンを加えた α-MEM（東洋紡）で培養した。

骨芽細胞分化誘導のため，L-アスコルビン酸（100 μg/mL）
および β-グリセロリン酸（10 mM）を含む骨形成分化培地で

培養した。 

3. 結果と考察 

骨形成過程において，骨芽細胞は間葉系幹細胞から分化誘

導され，骨前駆細胞，未成熟骨芽細胞，成熟骨芽細胞を経て

最終的に骨細胞へと分化する。骨芽細胞様細胞株 MC3T3-E1
は分化誘導培地で培養することで，同様の段階を経ること

が知られている。MC3T3-E1 細胞は，分化誘導培地で約 20 日

間培養することで成熟骨芽様細胞へと分化し，石灰化能が

上昇する。先行研究において我々は ELF-EF 処置がこの成熟

骨芽様細胞における石灰化能を促進することを明らかにし

た(6)。本研究では，同作用の再現性検証を目的として，EF
の向きと強度を安定させた条件にて行ったもので，結果を

Fig.2 に示す。 
図中 ng は分化培地にて 20 日培養した MC3T3-E1 細胞を

通常培地に戻しさらに 9 日間培養したものであり，染色量

の増加は 9 日間後においてもほとんど認められなかった。

pc は，20 日以降も引き続き分化培地で培養したもので，

明らかなカルシウム沈着の増加が認められた。gA 及び gB
は ng と同じ条件で培養しているが ELF-EF を処置されてい

る点が異なる。gA は下部電極の直上に配置し，gB は電極中

央からスペーサーによって浮かされた状態にて配置した。

9 日間の ELF-EF 処置期間後，gA 及び gB のいずれにおいて

も，アリザリンレッド染色によって示されるカルシウム形

成量が ng と比較して有意に増加していることが確認された

（p<0.01, 0.05）。gA 及び gB 間での染色量に有意差は認めら

れなかった。以上の結果は，先行報告の結果とも一致して

いる(6)。平行平板内の ELF-EF 強度は理論上一定であること

から，ng との差は，同細胞のカルシウム沈着への EF 処置の

関与を支持すると考えられる。 
本研究では，ELF-EF による骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 の

石灰化促進効果の再現性の検証を，平等電界を形成する環

境を整え実施したところ，ELF-EF 処置群では非処置群と比

較してカルシウム沈着の有意な増加が認められ，先行研究

と同様の傾向が確認された。今後は，本作用における EF 条

件の最適化や作用機序の解明を通じて，ELF-EF に関するさ

らなる基礎的情報の蓄積と，本知見の医療応用への展開，

特に，骨粗鬆症など骨代謝異常疾患への展開が期待される。

さらに，将来的応用に向けて，in vivo モデルを用いた検証も

重要である。 
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