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研究成果の概要（和文）：口腔インプラント領域では骨増生を行うため，上顎洞底挙上術が適用される．一方医
科では骨折治癒促進に低出力パルス超音波刺激（LIPUS）が臨床応用されている．本研究では上顎洞底挙上術に
LIPUSを応用し，骨増生部の細胞動態や照射条件についての詳細を検討した．本研究から上顎洞底挙上術後の
LIPUS照射により，骨増生部での新生骨形成促進作用，細胞動態および，LIPUS到達深度の違いによる骨芽細胞へ
の影響が明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Low-intensity pulsed ultrasound stimulation (LIPUS) is used in orthopedics 
as a supplementary therapy to promote healing of pathological and traumatic fractures, and it has 
also been used in dental implant surgery. Little research exists on the effects of ultrasound on 
maxillary sinus augmentation, and the mechanism involved is unclear. The results suggest that 
clinical application of LIPUS for sinus augmentation may promote new bone formation and that LIPUS 
enhances cell proliferation related to newly formed bone at 1 week following maxillary sinus 
augmentation and that this effect is greater at a frequency of 1 MHz than at 3 MHz.This research 
suggests that LIPUS may affects the distance from osteoblastic cell to the LIPUS probe. 

研究分野： 骨新生

キーワード： 低出力パルス超音波刺激　動物実験

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 口腔インプラント治療は，オッセオインテ
グレーションの概念の確立により，予知性の
高い治療として，歯科治療に大きな変化をも
たらした．上顎臼歯部の咬合再建に口腔イン
プラント治療を適用する場合，歯槽骨が高度
に萎縮し，口腔インプラント植立に対し骨量
が不足した症例にしばしば遭遇する．上顎洞
底挙上術の術式は上顎骨外側面を剥離露出
させ，上顎洞外側壁に骨切りを行い，骨窓を
形成した後，骨窓の骨片を内側に押し込み，
上顎洞底粘膜を骨片とともに洞底から剥離
挙上し，洞粘膜と洞底骨面との間に空隙を形
成して骨移植を行う方法である．上顎洞底挙
上術は，インプラント体埋入までに，少なく
とも 4～8 ヶ月の長い治癒期間を必要とする
ため，患者への精神的な負担が大きくなると
考えられる．近年，インプラント治療への要
求は予知性の高さはもとより患者のQOLをよ
り考慮した治療へと変革が進んでいる．従っ
て，インプラント治療に要する期間を短縮す
ることは有意義であると思われる． 
 一方，骨折治癒を促進させる方法として低
出力パルス超音波刺激（Low Intensity 
Pulsed Ultrasound stimulations; LIPUS）
照射が紹介されて以来，整形外科領域では遷
延癒合や偽関節だけでなく，新鮮骨折に対す
る治療法としても応用されている．歯科領域
でも，インプラント埋入後の LIPUS 照射によ
り，インプラント周囲骨形成が促進すること
が，動物実験により報告され臨床応用されつ
つある．しかし，上顎洞底挙上術後への LIPUS
の応用に関する報告は，未だ数少ない．これ
までの報告から，LIPUS 照射は上顎洞底挙上
部の骨形成を促進させることが予想され，上
顎洞底挙上術後の治癒期間短縮が可能とな
ると考えられる．また，in vivo において
LIPUS の照射深度の違いにより，新生骨様組
織の形成程度にどのような差がみられるの
かについての報告はない．また，LIPUS の細
胞に対する影響について，in vitroでの研究
では，骨芽細胞や軟骨細胞に LIPUS を照射す
ると主に細胞分化が促進されるという報告
がされているが，in vivo での LIPUS の骨芽
細胞に対する影響を検討した報告は未ださ
れていない．そこで本申請研究は，上顎洞底
挙上術後の LIPUs 照射により，術部での細胞
増殖や骨新生があるか否か，および LIPUS 照
射深度の違いによる細胞への影響を検証す
るために計画された． 
 
２．研究の目的 
 (1)上顎洞底挙上術実験動物モデルに対し
て 1，3 MHz の振動周波数で LIPUS 照射を行
い，挙上部における新生骨量および，細胞動
態を LIPUS 照射群，非照射群間で比較検討し
た． 
 
 (2)上顎洞底挙上術後の骨増生部は垂直的
な骨幅が増加しており，挙上部全体に LIPUS

刺激を伝搬させるためには適切な到達深度
の設定が必要である．そこで LIPUS 到達深度
の違いによる骨芽細胞への影響について細
胞培養を用いて検索した． 
 
３．研究の方法 
 (1)上顎洞底挙上術実験動物モデルの作製 
 実験動物は日本白色ウサギの背鼻道を用
いる．前投薬としてジアゼパムの筋肉内注射，
硫酸アトロピンの皮下注射を行い，ペントバ
ルビタールナトリウムの経耳静脈投与によ
る全身麻酔を施した．頭部剃毛後，塩酸リド
カインにて術部に浸潤麻酔を行った．鼻骨部
を露出させ，電気エンジンを用いて滅菌生理
食塩水注水下，サージカルラウンドバーにて
縦 10 mm，横 5 mm の大きさに開窓部を形成
した．左右の粘膜を深さ 10 mm の範囲で挙上
した後，左右粘膜挙上部に対して，β-TCP 顆
粒を移植する．開創部は孔径ニトロセルロー
ス膜にて閉鎖後，縫合した． 
 
 (2)実験動物モデルへの LIPUS 照射 
 LIPUS 照射装置には BR-SONIC-Pro（伊藤超
短波，東京）を用い，有効照射面積 4.5 cm2 の
プローブを使用した．手術翌日から，術部外
側皮膚上から振動周波数 1 MHz，超音波総出
力 240 mW，パルス幅 2.0 msec，パルス周期 
10.0 msec，照射時間 15 分の条件で LIPUS 照
射を毎日行った．LIPUS 照射期間は 1，2，4，
8週とした． 
 
 (3)標本作製と抗BrdU抗体を用いた免疫組
織化学染色 
 5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）を屠殺
前に経耳静脈投与した．実験動物屠殺後，試
料を摘出し通法に従い研磨標本および，脱灰
標本を製作した．研磨標本に塩基性フクシ
ン・メチレンブルー重染色を施し，組織切片
に抗 BrdU 抗体による免疫組織化学染色を施
した．研磨標本は，画像解析により新生骨様
組織面積を測定した．測定部位は，右図に示
すように，粘膜挙上範囲を頭頂部から 5 mm
の位置で分割し，上部，下部と定義した．さ
らに各条件における，抗 BrdU 抗体による増
殖細胞数をカウントすることにより BrdU 標
識率を算出し，各条件ごとに比較，検討を行
った． BrdU 標識率は，各部それぞれ 1 mm2

の領域 6領域を無作為に設定した．設定した
領域内の BrdU 標識細胞数を全細胞数で割る
ことにより BrdU 標識率（%）を算出した． 
 
 (4)培養骨芽細胞へのLIPUS照射 
 マウス頭蓋骨由来細胞株であるMC3T3-E1
細胞を用いた．MC3T3-E1細胞を通常培養後，
骨芽細胞分化培地に交換した．細胞がコン
フルエンスに到達した後，35 mmディッシュ
底部から，出力240 mW，振動周波数3 MHz の
設定で毎日15分間LIPUS照射を行った．また
複数の条件のLIPUS照射距離を設定するた
め，長さ40，50，60，80 mmのアクリルパイ



プを作製し，パイプ中をカップリングゲル
（伊藤超短波，東京）で満たした．LIPUS照
射装置はBR-SONIC-Pro（伊藤超短波，東京）
を使用し，照射期間は3，7日とした．照射
期間終了後，アルカリフォスファターゼ
（ALP）染色を施した．  
その後，染色された面積を各条件ごとに比
較検討した． 
 
４．研究成果 
 (1) 新生骨様組織面積の測定 
 実験期間 2 週の新生骨様組織面積を測定
した結果，1 MHz 対照側の上部では
0.61±0.18 mm2，実験側が 1.12±0.10 mm2，3 
MHz 対照側の上部では 0.48±0.23 mm2，実験
側が 0.53±0.24 mm2， 1 MHz 対照側の下部
が 0.37±0.07 mm2，実験側が 0.85±0.22 
mm2 ， 3 MHz 対照側の下部が 0.34±0.24 mm2 ，
実験側が 0.43±0.17 mm2を示した．新生骨様
組織面積は上部，下部ともに，1 MHz 実験側
では対照側に比べ有意に増加したが，3 MHz
実験側と対照側との間では上部下部ともに
有意差を認めなかった．さらに，実験側の上
部下部両部とも，1 MHz は 3 MHz に比べ有意
に増加させた． 
 

 実験期間 4 週の新生骨様組織面積を測定
した結果， 1 MHz対照側の上部が 2.90±0.46 
mm2，実験側が 3.87±0.40 mm2，3 MHz 対照側
の上部が 2.40±0.35 mm2，実験側が 
2.71±0.49 mm2，1 MHz 対照側の下部が
2.79±0.20 mm2，実験側が 4.35±0.55 mm2，3 
MHz 対照側の下部が 2.53±1.26 mm2，実験側
が 2.25±0.42 mm2 を示した．2週と同様，1 
MHz は実験側の上部下部の両部で新生骨様組
織の面積を増大させた． 実験期間 8 週の新
生骨様組織面積を測定した結果，1 MHz 対照

側の上部 が 5.72±1.12 mm2，実験側が
9.36±1.64 mm2，3 MHz 対照側の上部が 
6.09±2.51 mm2，実験側が 7.06±1.29 mm2，
1 MHz 対照側の下部が 5.43±0.63 mm2，実験
側が 8.62±1.68 mm2， 3 MHz 対照側の下部が 
5.92±1.96 mm2，実験側が 6.41±1.57 mm2 を
示した． 2，4週と同様で，1 MHz は実験側
の上部下部両部で新生骨様組織の面積を増
大させた（図 1）．本研究結果では，実験期間
2，4，8週を通して，1 MHz 実験側の新生骨
様組織面積が対照側に比べて有意に増加し
た．この結果は，毎日の LIPUS 照射によって
新生骨様組織の形成が促進されたことを示
している． 
 
 (2) BrdU 標識率の測定 
 実験期間2 週の BrdU 標識率を測定した結
果，1 MHz 対照側の上部で 2.61±0.85 %，実
験側が 5.59±0.84 %，3 MHz 対照側の上部で
0.92±0.16 %，実験側が 2.04±0.80 %，1 MHz
対照側の下部が 2.25±0.49 %，実験側が 
4.28±0.83 %，3 MHz 対照側の下部が 
0.88±0.28 % ，実験側が 1.59±0.25 %を示
した．1 MHz では上部，下部ともに実験側が
対照側に比べ，有意に増加した．さらに，上
部，下部ともに実験側 1 MHz が実験側 3 MHz
に比べ，有意に増加した． 

 実験期間4 週の BrdU 標識率を測定した結
果，1 MHz 対照側の上部が 0.92±0.15 %，実
験側が 1.15±0.29 %，3 MHz 対照側の上部が
0.56±0.17 %，実験側が 0.82±0.22 %， 1 MHz
対照側下部が 1.16±0.29 %，実験側が 
0.92±0.16 %，3 MHz 対照側の下部が 
0.62±0.24 % ，実験側が 0.45±0.14 %を示
した．上下両部とも，1，3 MHz の対照側，実
験側間に有意差は認められなかった．また実



験側 1 MHz と実験側 3 MHz の比較では，上部，
下部ともに実験側 1 MHz が実験側 3 MHz に比
べ，有意に増加した． 
実験期間8 週の BrdU 標識率を測定した結果， 
1 MHz 対照側の上部が 0.21±0.14 %，実験側
が 0.20±0.09 %，3 MHz 対照側の上部が
0.15±0.09 %，実験側が 0.16±0.11 %，1 MHz
対照側の下部が 0.21±0.14 %，実験側が 
0.24±0.16 %，3 MHz 対照側の下部が 
0.14±0.10 % ，実験側が 0.14±0.06 %を示
した．4 週同様，上下両部とも，1，3 MHz の
対照側，実験側間に有意差は認められなかっ
た．さらに，1，3 MHz の実験側間にも有意差
は認められなかった（図 2）．以上の結果から，
1 MHz の LIPUs が対照側の細胞に伝播し，細
胞増殖を促進している可能性があるため，
LIPUs 照射の角度など，さらなる検討が必要
であると考察された． 
 
 (3) ALP 染色の観察では，対照群（Cont）
のディッシュに比べ，LIPUS 照射を行ったデ
ィッシュでALPがやや強く染色された．また，
LIPUS 照射プローブからディッシュ底部まで
の距離を変化させた群の比較では，LIPUS 照
射プローブからディッシュ底部までの距離
が 40 mm の群の方が距離 80 mm の群に比べて，
やや強く染色された（図 3）． 

 ALP 染色面積の比較では，距離 40 mm の群
の方が 80 mm の群に比べて増加した（図 4）．
しかし，距離 80 mm の群では対照群と明確な
差が認められなかった LIPUS 照射距離 40，50 
mm の群での ALP 染色面積は，対照群に比べ増
加したことから，LIPUS 照射による骨形成促
進作用は有効であることが示唆された．
LIPUS 照射距離 80 mm では，ALP 染色面積が
他群に比べ，低値を示したことから LIPUS 刺
激が伝搬しない可能性があることが考察さ
れた．また，照射距離 0 mm では，培養液に
反射した超音波や不適切なLIPUS強度が培養
細胞に伝搬することによって十分な骨形成
促進効果が得られない可能性が考察された． 

 本研究結果から，LIPUS 照射距離の違いは，
骨形成促進効果に影響を及ぼす可能性があ
るため，LIPUS 照射プローブから術部までの
距離を適切に設定する必要があることが示
唆された． 
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