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【要旨】骨の機i械的刺激に対する反応についてはWolfr以来様々な報告がなされてきた。近年、骨折治癒が

機械的刺激により促進されることが注目され、1983年にDuarteとXavierが超音波による骨折治癒の促進を

示して以来、超音波の有効性を示す報告が散見される。しかしながら、低出力超音波照射が加痂。において

どのような細胞反応に対し促進的に作用し、骨折治癒を促進しているのかは未だ明確にされていない。我々

は、ウサギ骨折モデルを作成し、低出力超音波パルス照射による骨折治癒促進効果を検討した。骨折治癒過

程を経時的に観察し、また照射する時期を限定することで、骨折治癒過程の各段階における細胞反応に対す

る作用効果を検討した。骨折治癒過程は、炎症期から膜性骨化期、軟骨形成期、内軟骨性骨化期、骨改変期

へと、それぞれの時期に異なる細胞反応が進行し、それぞれの期は一部重複しつつ連続して経過していく。低

出力超音波照射による作用は、膜性骨化期と軟骨形成期からなる基質合成期から内軟骨性骨化へと至る各期

の細胞反応から、分化増殖の面で促進的な作用を与えたと考えられた。

はじめに

　低出力超音波パルス（10w　intensity　pulsed　ultra－

sound：以下USと略す）照射は、1983年、　Duarte1）2）よ

り、ウサギ腓骨骨切り部や大腿骨骨欠損部に照射しそ

の修復に対する効果としてはじめて報告され、1994年

Heckmanら3）により脛骨骨幹部骨折の二重盲目テス

トにて臨床上の治療期間の短縮など新鮮骨折に対す

る有効性、また遷延治癒骨折や偽関節の比率も有意に

低下するとも臨床報告され、本邦では1998年ごろよ

り遷延治癒骨折や偽関節症例を対象に臨床応用され

始めた。

　遷延治癒骨折に対し臨床応用されている超音波パ

ルスの出力は、30mW／cm2と低出力であり、画像診断

用として広く用いられている超音波エコー装置の出

力0．5－50mW／cm2と同等以下の温熱効果を持たない

超音波を照射するものである。超音波は可聴限界を超

えた周波数の音波であり、体内を通過しうる機械的な

エネルギーの一形態である。この音圧波による機械的

刺激が細胞レベルでの生化学的な反応を通じ、骨形成

を促進しているのではないかと考えられている。この

ような超音波照射が骨折治癒を促進するメカニズム

に関しては未だ不明な点も多い。

　今回我々は、ウサギ脛骨骨折モデルを作成し、その

治癒過程を炎症期、膜性骨化期、軟骨形成期、内軟骨

性骨化期、骨改変期に分類した。これらの分化過程で

はそれぞれの時期に異なる細胞反応が進行し、それぞ

れの期は一部重複しつつ連続して経過していく。これ

らのどの時期の細胞反応に対して超音波照射がどの

様な影響を及ぼしているのかを、X線像による仮骨形

成、DXA法による骨折部の骨塩定量、血清BAP測定、

及びBrdU免疫染色及びHE染色による組織学的検

討をした。また、超音波照射時期を各治癒段階に限定

し、その効果を検討したので報告する。
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研究材料および方法

　1．研究材料

　1）実験動物

　実験動物は、日本白色家兎（雄）43羽、週齢13から

14週、平均体重2．7kgを用いた。

　2）超音波実験装置

　超音波装置は、低出力な超音波をパルス状に出力す

る、Exogen社製SAFHS2㎜（the　sonic　accelerated

fracture　healing　system）、周波数15MHz、繰り返し周

波数1．O　KHz、バースト幅200μs、照射出力30　mW／

cm2を使用した。

　2．実験方法

　1）骨折モデルの作成

　ベントバルビタール（ネンブタール）静脈内投与に

よる全身麻酔下、日本白色家兎左後肢脛骨近位1／3位

において、可及的に骨膜を温存しつつ線鋸にて骨切り

を加え、骨切り部を挟むように創外固定器Orthofix

M－looにて固定した（Fig．1）。

　尚、本実験は、東京医科大学動物実験指針に基づい

て行われた。
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Fig．1　The　photograph　of　a　tibial　shaft　fracture　with　M－100

　　　0rthofix．

　2）超音波照射方法

　超音波照射は、骨切り部の直上に超音波トランス

デューサー用アダプターを当てがい、ギプスによる巻

き込み固定とした。照射頬紅は、臨床応用時と同様に

1日20分間に設定した（Fig．2）。

　超音波照射期間は、骨切り術後より4週間を各週ご

とに分類し（Fig．3）、またギプス固定による影響が均

一となるよう固定期間は全ての群に対し、実験期間の

4週間とした。

　A群（6羽）：術直後より1週間、超音波照射した群

　B群（6羽）：術後1週目より1週間、超音波照射し

　　　　　　た群

　C群（7羽）：術後2週目より1週間、超音波照射し

　　　　　　　た群

　D群（7羽）：術後3週目より1週間、超音波照射し

　　　　　　　た群

　E群（6羽）：術直後より4週間、超音波照射した群

　F群（ll羽）：超音波照射なし、コントロール群

　　　　　　　（計43羽）

　3）評価方法

　（1）単純X線撮影

　骨癒合または仮骨形成の評価として、山群における
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Fig．2　Rabbit　fracture　model　on　SAFHS2000．
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Fig．3　Experimental　time　schedule　of　each　group．

各週ごとの単純X線正面像を撮影し、仮骨の出現時

期、大きさを比較した。

　（2）野塩定量

　DXA法を用い、脛骨近位1／3の骨切り部を中心と

した縦10mm、横15mmのエリアを設定し、骨門燈

bone　mineral　content（以下BMCと略す）、骨密度bone

mineral　density（以下BMDと略す）を各群とも各週

ごとに測定し比較検討した。

　（3）骨型アルカリフォスファターゼ（BAP）測定

　骨型アルカリフォスファターゼ（Bone　Specific

Alkaline　Phosphatase；BAP）は骨芽細胞で産出され、

その膜にフォスファチジルイノシトールアンカー

（GPI一アンカー）を介して結合した状態で存在するア

ルカリフォスファターゼのアイソザイムである。血中

に放出されるのは、これが特異的フォスフォリパーゼ

C（PIPLC）により分解され可溶性となったものであ

る。このBAP血中レベルは骨芽細胞機能と相関する

ことから、骨形成作用の指標として用いられる。骨型

ALPのみを特異的抗体で簡便に定量する方法が開発

され（酵素免疫学的測定法；EIA法）、骨切り術後、こ

の方法により各週ごとに骨芽細胞活性のマーカーと

してBAPを測定した。

　（4）病理組織学的検討

　①H．E染色組織像

　術後4週時にて各群のHE．組織標本を作製し骨癒

合進行状況を比較検討した。

　②BrdU免疫染色組織像

　術後1週にて、US照射群と非照射群との細胞動態

をBrdU標識を用い比較観察した。

　BrdU免疫染色は、チミジン（3H）類似物質、デオキ

シリボースチミンのアナログであるプロモデオキシ

ウリジン（BrdU）を生体に投与すると核内に取り込

まれたのち細胞周期のS期を経ることで、チミジンが

2本鎖とも、あるいは1本鎖のみ置き換わった分子を

含む染色体が完成される。このBrdU置換の差が、一

方は明るく一方は暗く、2本の染色分体の染色性の差

が視覚的に濃淡として観察できる方法である。

　今回我々は骨切り術後4日目にBrdUを投与し

DNA合成期にある未分化間葉系細胞の核内に取込ま

せ、骨切り術後7日目に検体を摘出し染色を行った。

染色方法は、ホルマリン固定後EDTAにて脱灰し、抗

BrdUマウスモノクローナル抗体を用い検出、　DAB反

応にて発色させ、歩きり術後1週間US照射した群と

US非照射群との差異を観察した。

結 果

　1．X線像

　各群における術後1週から4週まで各週ごとのX

線像を比較してみると、全ての群にて2週目より雲状

の仮骨が出現し、4週目にて骨膜性架橋形成を認めた

が骨折線は残存していた（Fig．4）。仮骨の出現時期、仮

骨の大きさには、明らかな差異を認めなかった。

　2．骨塩定量

BMDの術前を100％とした上昇率を経時的にみる

と、何れの照射時期においてもUS照射直後に明らか

な上昇を示し、特に4週間連続にUS照射したE群が

最も高い上昇率を示した。BMD上昇率を各週ごとに

比較すると、術後1週ではUS照射したA群、　E群に

（3）



一　156　一 東京医科大学雑誌 第62巻第2号

Fig．　4

　　　　　　　　　　　A　　　B　　　C　　　D　E　　　　F
Radiographs　on　postoperative　4　weeks．

No　significant　differences　were　seen　between　the　US　groups　（A－E）　and　control　group　（F）　on　follow　up　radiographs　of

the　tibial　fracture　obtained　during　weeks　O－4　postfi－acture．
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Fig．5　Postoperative　change　of　BMD（％）．

　　　　　In　each　US　group，　BMD（oro）　increased　after　US　stimulation．
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Fig．6　Postoperative　change　of　BAP（％）．

　　　　　In　all　groups，　BAP　decreased　at　1　week　after　operation．
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In　A　and　E　groups，　BAP　increased　slightly　after　US　stimulation．
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　　　　　　　　　　　　　　A　（×40）　B　（×40）
Fig．7　Histological　detection　on　4　weeks　postfracture．　A；US　group（US　stimuration　for　4weeks）．　B；control．　As　compared

　　　with　control　group，　formation　of　woven　bone，　alignment　in　the　direction　of　the　long　bone　axis，　and　fuzziness　of　the

　　　血acture　line　in　the　US　treated　group　were　markedly　observed　compared　with　the　control　group．（H－E　staining，×40）

’り・

　　　　　　　　　　　　　　　A　B　（×400）
Fig．8　BrdU　staining．　lmmunohistochemical　detection　of　US　groups　（A）　and　control　group　（B）　on　1　week　postfracture．

　　　Undifferentiated　mesenchymal　cells　which　had　taken　in　BrdU　were　spindle－shape　in　each　US　group　and　ovoid－shape　in

　　　control　group．　（×400）

て有意に上昇を示し、術後2週では1週より2週まで

照射したB群が、術後3週では2週より3週まで照射

したC群、術後4週では3週より4週まで照射したD

群と4週間連続照射したE群にて、有意な上昇を認め

た（p＜0．Ol）（Fig．5）。

　3．骨型アルカリフォスファターゼ（：BAP）

　全ての群において、BAPは術後1週にて急激に低下

を示し、その後はコントロールF群以外のUS照射群

にて僅かな上昇を示した（Fig．6）。

　4．病理組織学的検討

　1）H．E．染色組織像

　術後4週時の組織像では各US照射群問には明ら

かな差異を認めなかったが、各US照射群においてコ

ントロール群に比べて骨折部はより多くの線維性骨

（woven　bone）で満たされ、その配列も骨長軸方向と並

行な配列を有する骨梁が多く認められる。また骨折線

の不明瞭化もus照射群にて明らかである（Fig．7）。

　2）BrdU免疫染色組織像

　術後1週にて、コントロール群では核内にBrdUを

取り込み濃染された未分化問捌口細胞は、類円形の形

態を成しグループ状に存在、その周囲に線維化を認め

るのに対し、US照射群では紡錘状の形態をもち、また

散在性に存在、その周囲に骨の基質化を認めた。（Fig．

8）o

考 察

　1．骨とメカニカルストレス（力学的負荷）として

　　の低出力超音波パルス照射について

　骨組織は骨吸収と骨形成を恒常的に繰り返し、絶え

ず骨組織の新陳代謝であるリモデリングという生体

反応が行われている。骨組織にメカニカルストレスが

加われば外的環境に適応したリモデリングが進む。運

動や適度なメカニカルストレスにより骨量は増加し、

またスペースフライトの様に高齢者でなくともメカ

ニカルストレスが減少すれば骨量は減少していく。し

たがって、メカニカルストレスという型の負荷は、現

在用いられてるどの薬剤よりも有効な骨吸収抑制、骨

形成促進の手段と考えられている。そして近年、メカ

（5）
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ニカルストレスを骨折部に利用する事で骨折治癒を

促進することが見出された。

　論外固定器OrthofUを開発したDeBastiani4）5）は、骨

折部に仮骨出現の後に骨長軸方向のみにメカニカル

ストレスを与えることで、骨折治癒を促進できること

（dynamic　axial　fiXation）を提唱し、臨床応用もされ始

めている。また、Goodshipら6）は骨折部の微小な動き

（micro　movement）に着目し、ヒツジ脛骨に3mmの骨

欠損部を作製し、振幅lmm、0．5・Hz、500　cycleの微小

振動を与えることで骨癒合が促進されたと述べてい

る。しかしながら、有用なメカニカルストレスの実体

や、どの様にして骨組織、細胞に受容され伝達されて

いくのか、そのメカニズムに不明な点もまだ多く、近

年、二二。、加吻。の様々な実験系を用い少しずつ解

明されつつあるのが現状である。

　二二。の実験系から、Rubinら7）8）は、メカニカルス

トレスが骨に与える信号は力学的負荷の大きさでは

なく、骨（基質）の変形が骨形成の最初のシグナルと

成ることを示した。またSun9）らはメカニカルストレ

スでは1回の負荷の大きさよりも、負荷を加える頻度

がより重要であると述べている。

　また、Doddsら10）は骨細胞が機械受容体（me－

chanosensor）である事を明らかにし、さらにこのよう

な機械受容体をもつ細胞として現在、骨芽細胞、血管

内皮細胞、軟骨細胞、線維芽細胞などが考えられてい

る。

　In　vitroの実験系ではメカニカルストレスとして、

特殊な培養皿を用いた細胞の伸張刺激、組織液の流れ

（Fluid　flow）に伴うずり応力（Shear　stress）を与える

系、静水圧を負荷する系などの実験系が研究され、

Nitric　oxide（NO）、　Prostaglandinを介しサイトカイン

のIGF－111）、　II12）やTGF一β13）の発現が促進され、また

cyclic　AMPの増加14）、細胞内Ca2＋の流入15）、　c－fosの

発現促進16）等、シグナル伝達系への影響も報告されて

いる。

　2．低出力超音波パルス照射の作用点

　1）In　vitroの実験系よりの考察

　Hadjiargyrouら17）は、　US照射によるメカニカルス

トレスは、圧波流（pressure　wave　stream）として細胞

に作用すると述べている。

　Ryabyら18）19）はUS照射により骨芽細胞、間葉系細

胞におけるCa　up　takeの充進並びに、　TGF一β合成の

増加を報告している。また、マウス骨髄間質細胞由来

のST2細胞を用いた実験系で、　US照射によるIGF－1、

2のmRNA発現増加やcox2、　c－fosの発現、骨基質蛋

白のosteocalcinの発現の増加20）が確認され、　US照射

による作用は、細胞内伝達系を介しての作用と考えら

れている。Parviziら21）は、軟骨細胞培養を用いた実験

系でUS照射にて細胞内Ca2＋濃度が急激に上昇する

事を報告したが、これはUS照射がメカニカルストレ

スとして、細胞膜に存在するカルシウムイオンチャン

ネルを活性化させたことを示唆する結果である。同実

験系にてUS照射に応答して培養軟骨細胞が、軟骨の

主要なプロテオグリカンで、軟骨基質合成の代表的指

標であるアグリカンの合成を増加22）させることを示

し、このことよりUS照射が軟骨形成にも影響するこ

とが明らかとなった。このように、in　vitroの研究から

様々な成果が報告されているが実際の骨折部に対し、

その治癒過程に於いてUS照射がどの様に作用する

のかを、in　vlvoの実験系より考察する。

　2）in　vivoの実験：系、骨折治癒過程において

　動物実験では、1983年、Duarte2）がウサギ腓骨骨切

りモデルや大腿骨にドリルで開窓した骨欠損モデル

を用い、X線像、組織像の評価によりUS照射の骨形

成促進作用をはじめて報告した。1990年Pillaら23）は

ウサギ腓骨骨切り部にUS照射し生物力学的強度が

早く回復される事を示した。また1999年Jingushi

ら24）はラット大腿骨骨折部にUS照射し、骨折部の骨

民話の増加、骨折部の最大ねじりトルクが早期に回復

したと報告している。

　臨床成績についての報告は、1983年にXavier、　Duar－

te1）が偽関節あるいは遷延癒合症例など、骨折癒合不

全の治癒に成功し、その後、1994年にはHeckmanら3）

が脛骨新鮮骨折例に対して多施設無作為二重盲検プ

ラセポ比較臨床試験を行い、US照射にて38％の治癒

促進効果を報告している。この様に加卿。にてUS照

射の効果は多々報告されている。

　これら骨折に対するUS照射の影響を、骨折治癒過

程における各段階を追って考察すると、骨折治癒過程

は、血腫形成より炎症期、膜性骨化期、軟骨形成期、内

軟骨性骨化期、骨改変期へと分けることができる。す

なわち骨折骨癒合は、膜性骨化機序および内鼠骨性骨

化機序により骨形成が促進され骨癒合が完成される

のである。炎症期では、骨折による局所の血管損傷を

伴って血腫を形成し、骨膜上周囲軟部組織上へと広が

り、未分化な細胞が増殖する。この組織には、マクロ

ファージ、リンパ球などの炎症性細胞が進入し肉芽組

織を形成する。膜性骨化期は、骨折部近傍に存在し未
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分化問葉系細胞から分化する、骨芽細胞、軟骨細胞の

前駆細胞（osteoprogenitor　cell）と、骨膜と皮質骨の問

に存在する前駆細胞から分化した骨芽細胞によって

骨基質が合成される。軟骨形成期は、骨折部近傍の肉

芽組織に存在する未分化問葉面細胞が分化して軟骨

細胞となり、軟骨基質を形成する時期であり、これら

膜性骨化期と軟骨形成期を合わせて基質合成病期と

も言われている。内軟骨性骨帰期は、形成された軟骨

組織が周囲よりの血管進入を受ける事により、軟骨の

細胞外基質は石灰化される。改変期は、骨性仮骨が骨

改変により層状骨に置き換わる時期である。このよう

に終局的には、骨折における骨癒合は膜性骨化機序お

よび内軟骨性骨化機序により骨形成が促進され骨癒

合が完成するのである。しかしながら、骨折治癒過程

が一部重複しつつ連続して行われていくなかで、US

照射がin　vivoにおいてどのような細胞反応に対し促

進的に作用し骨折治癒を促進しているのかは、未だ明

確にされていない。

　我々の作成したウサギ骨折モデルは、骨切り術後4

週の時点にて、骨折治癒過程の基質合成期から内軟骨

性骨最期を中心とした修復期へと至る。この間、各週

ごとのX線像の仮骨面積、仮骨出現時期においてUS

照射群（A－E群）とコントロール群（F群）問に明ら

かな差異を見いだせなかったが、画幅定量BMD値

は、この間のどの時期にUS照射しても有意な上昇を

示した。このことは、確実にアパタイトが増加した事

を示唆し、基質合成期の膜性骨化の促進のみならず、

軟骨形成の後に柔軟骨性骨化へと至る過程に於いて

も促進的に作用したと言える。さらに4週間連続US

照射したE群は非照射群各1週照射群（A－D群）に

比べBMD上昇が顕著であり、このことは、神宮司と

岩本24）の、骨折治癒過程の炎症期から基質合成期、内

軟骨性骨画期に及ぶ期間に於いてUS照射が相加的

に骨折治癒を促進するとの報告を裏付けるものであ

る。

　また骨切り術後1臨時のBAP値は、全ての群にて

低下を認めたが、これは全例にギプスを装着したため

の影響と考えられ、骨折部というより全身性の活動性

の低下に伴う骨芽細胞機能の低下を表しているもの

と考えている。その後術後2週より、骨形成マーカー

である血清BAPの増加も僅かながら認められた。さ

らに組織液では、術後1週目のBrdU染色にて核が濃

染された未分化な骨芽細胞様細胞数がUS群で増加

しており、またその細胞形態もより分化の進んだ紡錘

形を成し、これらは単位時間あたりの細胞増殖、細胞

分化が促進されたことを示唆する。また術後4週の

HE像でもUS群でより多くの線維性骨を認め、骨長

軸方向と並行に配列する骨梁をより多く出現され、骨

癒合傾向の促進を示した。

　これらの事よりUS照射の作用は、膜性骨化期と軟

骨形成期の基質合成期から内軟骨性骨化へと至る各

の細胞反応に対して、分化増殖の面で促進的な役割を

果たしているものと考えた。しかしながら、BMD値が

有意に上昇した時期に、X線学的、組織学的な差異に

乏しい時期も存在したが、初期仮骨の場合、そのアパ

タイト結晶は未熟な状態にあり低結晶なために、結晶

学的な回析（赤外線吸収歯噛やX線山霊など）や

DXA法には反応しても、　X線学的、組織学的には反

映されなかったのではないかと考えている。

結 論

　ウサギ骨折モデルを作成し、低出力超音波パルス照

射による骨折治癒促進効果を検討した。骨折治癒過程

を経時的に観察し、また照射する時期を限定すること

で、骨折治癒過程の各段階における細胞反応に対する

作用効果を検討した。

　低出力超音波パルス照射は骨折治癒過程における

各細胞反応に対し分化増殖の面で促進的に作用した。

炎症期から膜性骨化と軟骨形成より成る基質合成期、

内乱骨性骨化期の何れの時期においても促進的に作

用している。
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Effect　of　low　intensity　pulsed　ultrasound　on　fracture　healing　in　rabbits

Koki　FUJIMURA，　Kengo　YAMAMOTO，　Toshinori　MASAOKA，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tokyo　Medical　University　Department　of　Orthopaedics．

Shinichi　FURUYA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　　　　We　evaluated　the　effect　of　low　intensity　pulsed　ultrasound　stimulation　（US）　on　tibial　bone　defects　in　rabbits．　A

bone　defect　was　created　by　a　saw　at　the　center　of　the　left　proximal　metaphysis　and　then　fixed　with　an　Orthofix　M－

100（Orthofix）．　An　ultrasound　signal　consisting　of　a　200　pt　sec　burst　sine　wave　of　1．5　MHz　repeated　at　1．O　KHz　with　an

intensity　of　30　mW／cm2　was　applied　to　the　treated　limbs　for　20　minutes　daily．　Six　groups　were　formed．　Period　of　US

treatment：　A；　from　O　to　1　postfractural　week：　B；　from　weeks　1　to　2：　C；2　to　3：　D；3　to　4：　E；O　to　4：　and　F；

nontreated．　Rabbits　were　killed　at　4　postfractural　weeks　to　determine　the　radiologic　and　histopathologic　parameters，　bone

mineral　density　in　tibial　bone　defects，　and　serum　ALP．

　　　　The　radiographs　of　the　tibial　fracture　showed　no　different　appearance　between　each　U　S　group　and　control．　However，

the　ultrasound　had　an　effect　on　bone　mineral　density　ofthe　tibia，　serum　ALP　and　histopathology，　respectively，　with　differences

seen　between　each　U　S　group　and　control．　These　results　indicated　that　the　fracture　healing　was　more　accelerated　in　each　US

group　than　in　the　control　group．

〈Key　words＞　Key　words：　Fracture　healing，　Bone　mineral　density，　Pulsed　ultrasound，　Mechanical　stress，　Rabbit
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