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研究成果の概要（和文）：GFP マウスと野生株マウスを体側で結合する parabiosis ペアを作製

し、末梢血のキメリズムを形成後、野生株マウスに骨膜除去を伴う難治性骨折を作製した。骨

折部に低出力超音波照射を行った結果、骨折治癒が促進され、GFP 陽性骨前駆細胞のホーミン

グが観察された。本研究により、低出力超音波刺激が難治性骨折モデルの骨形成を促進し、そ

のメカニズムの一つとして骨前駆細胞の骨折部へのホーミングを促進することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：A parabiotic model was created by surgically conjoining one 
transgenic GFP mouse and one wild-type partner. After shared circulation was established, 
a transverse fracture with periosteal stripping was created in the contralateral 
diaphysial femur of the wild-type partner. The fracture site was treated with daily 
exposure of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS). GFP+ cells that gained access to 
the osteotomy site via the systemic circulation were identified in the bone-forming site. 
The findings suggested that LIPUS induced homing of circulating osteogenic progenitors 
to the osteotomy site for possible contribution to new bone formation. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）難治性骨折と総称される遷延治癒骨折
や偽関節では、局所において膜性骨化および
軟骨性骨化に関与する細胞の供給は制限さ
れていると考えられる。近年、前駆細胞も含
めた骨芽細胞系の細胞が骨組織や骨髄内の
みならず、末梢血中にも存在することが示唆
され、新しい細胞供給源として、その生理的
な役割について注目を集めている。 

（2）本研究分担者である熊谷らは、骨折治
癒の新しいメカニズムとして、末梢血中に生
理学的に存在する骨芽細胞系の細胞が骨折
修復に関与することを報告している。 
 
（3）低出力超音波（LIPUS）による骨折治癒
促進機転の詳細は少しずつ解明されてきて
いるが、未だ不明な点が多い。LIPUS が骨折
治癒を促進するメカニズムに関するこれま
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での報告は、細胞培養実験における細胞分
化・増殖の促進や動物実験における局所作用
に関するものが主なものである。骨折治癒過
程の経時的変化という点においては、各相に
おいて様々な細胞反応が促進されると報告
されているが、LIPUS による骨折治癒促進効
果と末梢血由来細胞関与についての報告は
ない。 
 
（4）臨床の場において、安全かつ比較的簡
便な方法で骨組織を修復させる手段として
LIPUS が実用化されている。 
 
２．研究の目的 
（1）骨折治癒過程における末梢血由来細胞
関与のメカニズムは我々がこれまでに示し
た最新の知見であるが、この点に焦点を絞り、
「LIPUS が末梢血由来細胞の骨折部へのホー
ミングを増大し、骨折治癒を促進する」とい
う仮説を検証する。 
 
（2）局所の細胞供給が制限されていると考
えられる難治性骨折モデルにおいて LIPUSに
よる末梢血由来細胞のホーミング効果を評
価する。 
 
（3）骨折治癒促進効果のメカニズムとして、
ホーミングの関与による LIPUSの応用を検討
する。 
 
３．研究の方法 
（1）末梢循環中に存在する細胞のトラッキ
ング：末梢血由来の細胞を同定するため、
Green Fluorescence Protein(GFP)をマーカ
ーとして用い、野生株マウスの末梢血におい
て GFP陽性細胞のキメラを作製した。具体的
には GFPトランスジェニックマウスと野生株
マウスとを体側で結合させ末梢循環を共有
する parabiosis を作製した。 
 
（2）骨折遷延治癒モデルの作製：末梢血に
おいて GFP 陽性細胞のキメラを形成した
parabiosis ペアの野生株マウス大腿骨を骨
幹部で骨切りし、骨切り部より両端の関節包
までそれぞれ骨膜を取り除き、髄内固定した。 
 
（3）低出力超音波(LIPUS)照射による骨折部
への物理的刺激：骨折作製後、翌日より連日
で麻酔下に骨折部へ 1 日 20 分間の低出力超
音波照射を行った（LIPUS 群）。超音波照射を
行わないものを対照群とした。2 週および 4
週で検体を採取し、組織標本を作製した。HE
染色を行い骨折部の形態を観察した。アルカ
リフォスファターゼ染色により、骨形成の活
性と GFP陽性骨前駆細胞の骨折部へのホーミ
ングを評価した。 
 

４．研究成果 
（1）parabiosis 術後より末梢循環の共有を
開始し、約 2-3週間でパートナー間の末梢血
由来 GFP 陽性細胞率はほぼ同等に達した。 
骨折は parabiosis 後 3 週で作製され、その
後も安定した状態で末梢血のキメラは維持
された。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 parabiosisにおける末梢血キメラの

形成 
 
（2）LIPUS 群、対照群ともに骨折部周囲の仮
骨形成は不良であった。骨外部（髄外）では
骨膜による骨形成は認められなかった。超音
波群では骨折部の近くで髄内に骨形成が観
察された。この部位においてアルカリフォス
ファターゼの活性も観察された。対照群では
髄内での骨形成は観察されなかった。（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 骨折後 2週における骨折部周囲 
     の組織像 
 
（3）骨折部の髄内を中心からの距離 0-0.5mm
（中心部）と 0.5-1.0mm（周辺部）の領域に
分けてアルカリフォスファターゼ活性を示
す面積を計測した結果、中心部では骨折後 2
週、4 週において、周辺部では骨折後 2 週で
LIPUS 群の方が対照群より有意に大きかった。
（図 3） 
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図 3 アルカリフォスファターゼ活性を示

す領域 
    A：中心部 B：周辺部 
 
（4）LIPUS 群では骨折部において GFP陽性細
胞が多数観察されたが、これらは同時にアル
カリフォスファターゼ活性も示した。（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 LIPUS 群の骨折部における組織像 
 
（5）本研究により、低出力超音波治療で骨
膜除去を伴うマウス大腿骨骨折モデルの髄
内での骨形成が促進されることが示唆され
た。本研究結果はまた、低出力超音波治療が
骨前駆細胞の骨折部へのホーミングを促進
することも示した。骨折において局所の骨前
駆細胞供給が制限される場合、骨形成は制限
される。低出力超音波刺激により、骨前駆細
胞のホーミングが促進され、細胞供給不足を
代償した可能性が考えられた。 
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