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研究成果の概要（和文）：本研究では、カーボンナノマテリアル(CNMs)の臨床応用を視野に、カーボンナノホー
ン(CNHs)の生体内分解性の観察を行い、CNHsへの抗生剤（ミノサイクリン）やグロースファクター(骨形成タン
パク)の担持ならびに徐放性制御とその効果を確認した。さらに、CNHsを表面に修飾したチタンを開発した。ま
た、局所に埋入したカーボンナノチューブ(CNTs)の体内動態を追跡し、そのほとんどが局所に留まることを明ら
かにした。以上の結果、使用用途に応じて多機能化したスマートナノバイオマテリアルの創製と口腔領域への応
用の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to provide the carbon nanomaterials (CNMs) for 
clinical application of the dentistry, we observe the biodegradability of carbon nanohorns (CNHs) 
and modify antibiotics (minocycline) and growth factors (bone morphogenetic proteins) to CNHs. The 
control of sustained release by LED irradiation of them and their effects were confirmed. 
Furthermore, we developed titanium with CNHs modified on the surface. We also observed in vivo 
kinetics of carbon nanotubes (CNTs) locally implanted in mice and suggested that CNTs remain at the 
site of implantation and do not accumulate in detectable quantities in other organs. These 
proof-of-concepts will promote future studies on the application of CNMs as smart Nano-Biomaterials 
which are multifunctionalized for the dentistry. 

研究分野：歯科補綴学

キーワード： カーボンナノ物質　スマートナノバイオマテリアル　カーボンナノホーン　薬剤担持　デンタルインプ
ラント　骨形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内分解性と多機能性を有するスマートナノバイオマテリアルの創製により、例えば、インプラント臨床にお
いて最も重要な課題であるインプラント周囲の早期の骨形成とオッセオインテグレーションの早期確立、さらに
はインプラント周囲炎に対する治療としての骨再生が可能となり、安全で安心なインプラント治療の確立に貢献
するのみならず、骨代謝機能の低下した高齢者や有病者に大きな福音をもたらすことが期待できる。また、ナノ
マテリアルを用いた生体材料の開発を目的とした一貫した研究は、広く再生療法に寄与するとともに、ナノ物質
のバイオ領域への応用といった新しい研究、産業の発展に役立つものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 カーボンナノチューブ(CNTs)に代表されるカーボンナノマテリアル(CNMs)は、炭素原子の
みから構成される新素材であり、その特性を利用して、様々な材料・製品へ応用が進められて
いる。医学領域への応用についても研究が進められているが、生体材料、特に再生医療への応
用に関する研究は、漸く端緒についたばかりである。我々は、2003年より CNMsの生体材料
への応用を目的に基礎研究を行い、細胞毒性が低く、生体内での起炎性が低いこと、長期埋入
後も発ガンや強い炎症などの問題を生じないこと、骨芽細胞が強固に CNTsに結合するといっ
た CNMsの生物学的特性を明らかにし、この生物学的特性を活かして骨芽細胞培養用スキャホ
ールドの開発や培養用ディッシュの製品化、Guided Bone Regeneration(GBR)用膜への応用、
ポリ乳酸への表面処理、チタンへの表面修飾、FGFによる修飾について報告してきた。これら
の基礎的研究成果により、CNMsを用いた有機ならびに金属材料に対する表面処理は、骨形成
を促進し、骨再生を目的とした生体材料としての可能性が示された。しかし臨床応用への展開
を考えた場合、単純な CNMsの表面修飾や複合では十分とは言い難く、例えばインプラント周
囲炎に対する骨再生、デンタルインプラントへの表面修飾、骨造成のための GBR 膜など目的
に応じた生体材料への応用には、CNMsの生体内分解性を制御するとともに、複数の薬剤やグ
ロースファクターを担持し、その徐放性をコントロールすることが必須であると考えた。即ち、
使用用途に応じた機能を持つスマートナノバイオマテリアルを創製し、その効果と生体内での
分解代謝を含めた安全性を検討するという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、以下の４点を目的とした。 
(1) CNMs、特にカーボンナノホーン(CNHs)の生体内分解性の制御とその確認 

CNHsの酸化より分解性の変化を確認する。 
(2) CNMsへの薬剤、タンパクの担持と徐放性の制御 
抗生剤や骨成長因子の CNMsに担持させ徐放性を制御する。 

(3) スマートナノバイオマテリアルの創製 
(1) および (2) で作製した CNMsを用いて、コラーゲンと複合した骨再生用ゲルやチタン
表面修飾を行ったデンタルインプラント、GBR 膜等のスマートナノバイオマテリアルを
創製し、in vitro ならびに in vivoにおいて評価する。 

(4) スマートナノバイオマテリアルの有効性と安全性の確認 
CNMsの生体内での臓器移行と体外への排出を検討する。 
 

３．研究の方法 
(1) CNMs、特にカーボンナノホーン(CNHs)の生体内分解性の制御とその確認 

CNHsを 550℃、575℃で大気酸化したもの(それぞれ CNHox550, CNHox575)を、コラー
ゲンゲルと混和して、ラット皮下に埋入した。埋入 7日後に埋入部位を周囲組織ごとサン
プリングし、細胞内の CNHsを透過型電子顕微鏡（TEM）により観察した。  

(2) CNMsへの薬剤ならびにタンパクの担持と徐放性の制御 
① CNHsのミノサイクリン(MC)担持による静菌性の付与と徐放性の制御 

MCを未処理の CNHs (As-CNHs)、CNHox550、CNHox575と混和して、MCを担持
した CNHs (MC/CNHs)を作成した。熱重量解析によりMCと CNHsの吸着を確認し，
吸光度測定にて MC/CNHs 中の MC の吸着について比較した。MC/CNHs を添加した
培地で Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa)菌を培養し、細菌増殖抑制効果を
確認した。さらに、MC/CNHox550 を混和した培地に、近赤外光 (850nm)を照射し、
550nmの吸光度によってMCの徐放量を比較した。 
② CNHsの骨形成タンパク(Bone Morphogenetic Protein; BMP)の担持 

BMPと CNHox550を混和して BMP/CNHを作製し、培地に添加してマウス骨芽細胞
(MC3T3-E1)を培養した。培養 7日後に ALP活性/DNA量を測定した。 

(3) CNH/ANTiの創製と in vitroおよび in vivoでの評価 
泳動電着法により陽極酸化チタン(ANTi)表面にCNHsを吸着させたCNH/ANTiを作製し
た。CNH/ANTiディスク上で骨芽細胞様細胞 Saos2を培養し、走査型電子顕微鏡（SEM）
観察を行い、ALP活性を測定した。また、CNH/ANTiワイヤーをラット大腿骨に埋入し、
周囲組織の反応と骨形成について光学顕微鏡にて観察するとともに、新生骨付近の細胞と
CNHsについて TEM観察を行った。 

(4) SWNTの体内動態の観察 
生体透過性が高く生体イメージングに適した近赤外 (NIR)光の波長域である
1000-1300nm において蛍光を発する単層カーボンナノチューブ（SWNT）をコラーゲン
ゲルと混和し、マウス頭蓋部骨膜下組織に埋入した。全身の発光を 56 日後まで観察し、
SWNTの分布を検索した。また、近赤外顕微鏡を使用して、各臓器の発光強度を測定する
とともに、埋入部位の組織を TEM観察した。 

  



４．研究成果 
(1) CNMs、特にカーボンナノホーン(CNHs)の生体内分解性の制御とその確認 
ラット皮下埋入 7日後の組織 TEM像を図１に示す。As-CNHs (図 1a, d)、CNHox550 (図
1b, e)、CNHox575 (図 1c, f)は、酸化度が異なるため、CNHsの構造がそれぞれ異なって
いるが、埋入 7 日後では構造の変化は見られなかった。また、As-CNH は酸化 CNHs と
比較して細胞内で凝集している状態がみられた。今後は長期埋入後の観察を行い、CNHs
の構造の変化を検索する予定である。 

 
 
 
 
 

(2) CNHsへの薬剤、タンパクの担持と徐放性の制御 
① CNHsのミノサイクリン(MC)担持による静菌性の付与と徐放性の制御 
CNHsの分散性はMC水溶液と混和することで向上した。吸光度測定と熱重量解析の結果、
CNHsに吸着するMCの存在が確認され、処理方法にて吸着に差異が認められた。 

 

 
図 2aで示すように、MC/as-CNHはMC単体と同等の細菌増殖抑制効果を示すのに対し、
MC/CNHox575・550 の順に効果は減弱した。細菌培養後の TEM観察像（図 2b）より、
細菌周囲に CNHs が存在していたことから、MC/CNHs 表面の MC が静菌効果を示した
と考えられる。 

また、図 3 で示すように、LED を照射した後の
MC/CNH からの MC 徐放量を測定したところ、照
射無しと比較して、3 時間後より徐放量が増加し、
24時間後には 30%以上徐放量が増加した。波長や照
射時間を変化させることによって徐放量がコントロ
ールできることが示唆された。 

 
② CNHsの骨形成タンパク(Bone Morphogenetic Protein; BMP)の担持 
CNH/BMP存在下で培養したMC3T3E1細胞の 7日目の ALP/DNAを比較した（図 4）。 

CNHs単独ではALP/DNAの増加はみられなか
ったが、BMP/CNHでは、ALP/DNAの増加が
みられ BMPと同等の効果を示した。 

 

図１．ラット皮下埋入
7 日後の周囲組織の
TEM観察像。 
a. As-grown CNHs,  
b. CNHox550,  
c. CNHox575,  
d. aの拡大像、 
e. bの拡大像、 
f. cの拡大像  

図 2． 
a:各 MC/CNHs
を混和した培地
での Aa 菌の増
殖度 
b:MC/CNHox55
0 と培養した Aa
菌の TEM像 

図 3．MC/CNHの LED照射無（青）、照射有
（赤）におけるMC徐放量（350nm吸光度） 
 

図 4．MC3T3E1細胞培養 7日後の ALP/DNA  



(3) CNH担持陽極酸化チタンの創製と in vitroおよび in vivoでの評価 
7日間培養後の Saos2の SEM像（図 5）では CNH/AnTi上で良好に細胞が付着しており、
細胞の仮足は CNHs に直接接して伸展していた。 AnTi と比較して、CNH/AnTi に付着
した細胞の DNA 量は有意に高く(p <0.01)、ALP 活性は有意差が認められなかった(p> 
0.01)。これにより、CNH/AnTi 上では細胞の増殖が促進され、分化には影響を与えない
ことが示された。 

 
AnTi および CNH/AnTi ワイヤーを大腿骨に埋入した 7 日後の光学顕微鏡観察では、Ti
周囲に骨芽細胞が整列し幼若な新生骨組織が観察された（図 6a）。また、新生骨の一部は
直接 Tiに付着しており、CNH/AnTiの骨接触率(BCR)は、AnTiと比較して有意に高かっ
た(p <0.05)（図 6b）。埋入 28日後では、7日後と比較して、両サンプルとも Ti周囲に形
成された骨量は増加していた。また、 新生骨上に観察された CNHs を TEMにより観察
したところ、一部が骨基質と接して存在していることが確認された（図 6c, d）。以上の結
果から、CNHsは骨組織との適合性を有することが明らかになった。  

 
(4) SWNTの体内動態の観察 
頭蓋部骨膜下に埋入した SWNT は埋入部に蛍光が観察された。肝臓をはじめとする他の
臓器では蛍光が観察されず、組織切片においても蛍光は認められなかった。埋入部の蛍光
強度は経時的に減少が見られたが、56日後においても鮮明に観察された。また、埋入部位
の組織を TEM観察したところ、細胞内に CNTsが取り込まれている状態が観察された。 
以上より、図 7 に示すように、局所埋入した SWNT は，他の臓器にほとんど移行せず，

埋入部位に留まることが示唆さ
れた． 

図 5．Saos2培養 24時間後の SEM像  

図 6．CNH/ANTiワイヤ
埋入 7日後 
a:光学顕微鏡像（*:新生
骨、白矢頭: CNH） 
b:チタン表面との骨接触
率 
c:新生骨周囲組織の
TEM像 
d: cの拡大像（白矢頭：
CNH）  

図 7．SWNT を頭蓋部に埋入した
模式図 
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研究成果の総括 
 本研究により、MCや BMPを担持した CNHsの創製が可能となった。MC/CNHsは静菌性を
有し、BMP/CNHs は骨芽細胞の分化を促進することが明らかとなった。また、MC/CNHs に近
赤外光を照射することにより、徐放性制御の可能性が示唆された。泳動電着により CNHsを付
着した CNH/ANTiは骨組織との適合性を示した。局所に埋入した CNTsは、そのほとんどが局
所に留まること明らかになった。以上の本研究の成果から、担持した抗生剤や成長因子の徐放
を制御しうるデンタルインプラント、すなわちスマートナノバイオマテリアルの創製と口腔領
域への応用の可能性が示された。 
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