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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブは、骨組織における生体材料への応用が期待さ
れているため、その骨作用の解明が必要であった。今回我々は、① Multiwalled carbon nanotube 
(MWCNTs)は、in vivo において BMP 誘導性の異所性骨形成を促進すること、② MWCNTs は BMP-
誘導性異所性骨中に出現する破骨細胞の形成を抑制すること、③ MWCNTs は in vitro において
RANKL 誘導性の NFATc1 の核移行を抑制することにより、破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分
化を抑制すること、④ MWCNTs は破骨細胞の骨吸収活性、生存活性を抑制すること、⑤ MWCNTs
は骨芽細胞における石灰化培地中の石灰化を促進すること、 ⑥ MWCNTs 周囲には石灰化培養液
により Ca や Na から構成される結晶が析出すること、⑦ 骨芽細胞培養において、培養液中の
Ca 濃度を上昇させると、ALP の染色性および、osteocalcin の遺伝子発現が増加することを明
らかにした。以上より、MWCNTs を生体材料に応用する場合に、骨組織修復などに有利に働く可
能性が示唆された。      
 
研究成果の概要（英文）：Since attention has paied to the use of carbon nanotubes as 
biomaterials in contact with bone, it is critical to understand the reaction of bone cells 
to carbon nanotubes. In the present studies, we revealed following things.① Multiwalled 
carbon nanotube (MWCTs) enlarged BMP-induced ectopic bone size in vivo. ② MWCTs 
inhibited the osteoclastic differentiation from osteoclast precursors in BMP-induced 
ectopic bone. ③ MWCTs suppressed osteoclasogeness by inhibition of RANKL-induced 
nuclear translocation of NFATc1 in vitro. ④ MWCTs inhibit osteoclastic bone resorption 
and survival. ⑤ MWCTs enhanced calcification by osteoblasts in calcification medium. 
⑥ Ca and Na deposited around the MWCNTs by calcification medium. ⑦ The ALP activity 
and the expression level of osteocalcin in osteoblasts were enhanced by high calcium 
concentrations in culture medium. These results indicated that MWCNTs have beneficial 
effect on bones when they are used as biomaterials. 
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１．研究開始当初の背景 

セラミックスやポリエチレン単体に比較
し、カーボンナノチューブ(CNT)を組み入れ
た複合体はきわめて強い力学特性を示すた
め、CNT を骨や歯の生体材料とすることを目
指して研究してきた。我々の研究グループは
異所性骨形成および骨折治癒実験系を用い、
CNT 繊維材である VGNF（vapor grown carbon 
nanofiber）と VGCF（vapor grown carbon 
fiber）に骨形成促進能と骨吸収抑制能があ
る可能性を示した。マクロファージや骨芽細
胞に対する CNT の作用は、内外から多数報告
されていたが、そのメカニズムの詳細は良く
わかっていなかった。 
 
２．研究の目的 

これまでの所見および報告より、CNT は転
写調節因子であることや基質小胞性石灰化
の調節因子であるという仮説を考えた。この
「CNT は生理活性物質である」という仮説を
基礎に、CNT の骨作用に関する分子機構の解
明を目指した。 

 
３．研究の方法 

 

 (1) 破骨細胞に対する CNT の作用 
① 異所性骨形成実験系 
5 g のリコンビナント human BMP をコラーゲ
ンペレットに添加した。さらにBMPに加え500 
g の 80n-multiwalled carbon nanotube 
(80n-MWCNTs)添加ペレットも作成し、両ペレ
ットを ddY マウス背部筋膜下に移植した。2
週および 3週後にペレットを摘出し、X-線写
真を撮影した。また、パラフィン切片を作成
し、TRAP 染色後、破骨細胞数を計測した。 
② MWCNT の細胞増殖に対する作用 

マウス頭蓋骨由来骨芽細胞、および M-CSF
によるマウス骨髄マクロファージの培養系
に、80n-MWCNTs、150n-MWCNTs、およびカー
ボンブラック (CB:コントロール)を 0.5、5、
50 g/ml 添加し、24、48、72 時間後に培地
を回収した。Alamar Blue により細胞増数を
測定した。 
 

③  破骨細胞分化に対する MWCNT の作用 
マウス頭蓋骨由来骨芽細胞とマウス骨髄

細胞の共存培養下に活性型ビタミン D3 を添
加し、破骨細胞分化を誘導した。培養系に、
80n-MWCNTs、150n-MWCNTs、および CB を 5 

g/ml 添加し、6日後に固定し、TRAP 染色後、
破骨細胞数を計測した。骨芽細胞培養系に活
性型ビタミン D3を添加し、同時に 80n-MWCNTs, 
150n-MWCNTs,および CB を 5 g/ml 添加し、
24時間後にRNAを回収し、PCR法によりRANKL、
OPG、および M-CSF の発現を調べた。マウス
骨髄細胞を M-CSF により培養し、骨髄マクロ
ファージに分化させた。その後、M-CSF およ
び RANKL を添加し、3 日間培養し、破骨細胞
分化を誘導した。培養系に、80n-MWCNTs, 
150n-MWCNTs,および CB を 5 g/ml 添加し、6
日後に固定し、TRAP 染色後、破骨細胞数を計
測した。 
④ MWCNTs の破骨細胞分化におけるシグナル
伝達への作用 
マウス骨髄マクロファージに RANKLを添加

後 20 分および 24時間後に細胞破砕液を回収
し、ウエスタンブロッテイングにより、IB、
p38、リン酸化 p38、および NFATc1 を各種抗
体にて検出した。NFATc1、および NF-B p65
の核移行は、細胞を 4%パラホルムアルデヒド
で固定後、各種抗体を反応させ、FITC 標識し
た 2次抗体を用いて検出した。核は、プロピ
ジウムイオダイドを用いて検出した。 
⑤ 破骨細胞の活性化および生存における
MWCNTs の作用 
 コラーゲンゲル上のマウス骨芽細胞、お

よびマウス骨髄細胞の共存培養により、成熟
破骨細胞を得た。成熟破骨細胞を dentine 
slice 上に撒き、骨吸収活性を測定した。ま
た、成熟破骨細胞を骨芽細胞非存在下で培養
し、破骨細胞の生存を測定した。それぞれの
培養系に、80n-MWCNTs、150n-MWCNTs、およ
びCBを50 g/ml添加し、破骨細胞の活性化、
および生存に対する影響を調べた。破骨細胞
を 4%パラホルムアルデヒドで固定し、樹脂包
埋後、電子顕微鏡にて観察した。 
 
 (2)骨芽細胞に対する CNT の作用 
① 骨芽細胞様細胞への MWCNTs の添加実験 
マウス頭蓋骨由来骨芽細胞、MC3T3-E1 およ

び骨髄間質細胞 PA6 を用い、通常の培養液と
石灰化培養液にそれぞれ MWCNTs、カーボンブ
ラック(CB)および界面活性剤(CMC)を添加し
て 3-6 週間培養した。骨芽細胞の増殖および
石灰化を評価した。 
② MWCNTs の石灰化促進作用機構の解析 
MWCNTs を石灰化培養液に加え、1 週間後に

走査型電子顕微鏡(SEM)での観察および元素



分析を行った。また同時期に培養皿底面に残
った MWCNTs を回収し、そこに付着する Ca を
定量した。コントロールとしてカーボンブラ
ック(CB)を添加した群でも同様に Ca を定量
した。次に Ca 濃度の異なる 3 種類の培養液
で初代骨芽細胞培養を行い、1 週間後に ALP
染色および骨芽細胞の発現する遺伝子を
real time PCR 法で定量した。 
 
４．研究成果 
 
(1)破骨細胞に対する CNT の作用 
①異所性骨形成実験系 
BMP 誘導性の異所性骨形成実験において、

80 n-multiwalled carbon nanotubes 
(80n-MWCNTs)は、異所性骨中の破骨細胞形成
を有意に抑制した(雑誌発表 16, Fig. 1, a 
and b)。80n-MWCNTs により、骨吸収が抑制さ
れた結果、移植 3 週間後の 80n-MWCNTs 含有
BMP ペレットにおける異所性骨は、BMP 単独
ペレットと比較し、有意に大きくなった (雑
誌発表 16, Fig. 1, c and d)。 
② MWCNT の細胞増殖に対する作用 
80n-MWCNTs, 150n-MWCNTs,およびカーボン

ブラック (CB:コントロール)添加において、
骨芽細胞の細胞増殖には影響しなかった。一
方、M-CSF 誘導性の骨髄マクロファージの増
殖は、全ての群で 5g/ml 以下の濃度では抑
制されなかった。 
③ 破骨細胞分化に対する MWCNT の作用 
骨芽細胞と骨髄マクロファージの共存培

養における破骨細胞分化誘導系では、5g/ml
の80n-MWCNTs, および150n-MWCNTsの添加は
破骨細胞分化を抑制した。一方、80n-MWCNTs、
150n-MWCNTs、および CB は、骨芽細胞におけ
るRANKL,M-CSF,およびOPGの発現には影響し
なかった。 
M-CSF と RANKL 誘導性の骨髄マクロファー

ジの破骨細胞分化系において 80n-MWCNTs、
150n-MWCNTs、および CB 添加による破骨細胞
分化抑制は認められなかった(雑誌発表 19, 
Fig. 3, a)。しかし、80n-MWCNTs および
150n-MWCNTs による骨髄マクロファージの 
24 時間のプレトリートは破骨細胞分化を抑
制した。一方、CB によるプレトリートは、 
破骨細胞分化を抑制しなかった(雑誌発表 16, 
Fig. 3, b)。また、MWCNTs および CB は 24 時
間で骨髄マクロファージに取り込まれるこ
とが明らかになった(雑誌発表16, Fig. 3, c)。 
④ MWCNTs の破骨細胞分化におけるシグナル

伝達への作用 
 骨髄マクロファージにおける RANKL誘導性
のp38MAPキナーゼのリン酸化、IBの分解、
そして NFATc1 の発現上昇には、80nM-MWCNTs
の添加は影響しなかった(雑誌発表 16, Fig. 
3, d and e)。しかし、80n-MWCNTs は、RANKL
誘導性の NFATc1 の核移行を抑制し、NF-kB 

p65 の核移行は抑制しなかった。一方、CB の
添加は、その両者を抑制しなかった。 

 

 

 

 

⑤ 破骨細胞の活性化および生存における
MWCNTs の作用 

 50 g/mlの MWCNTsは、破骨細胞の活性化、
および生存を抑制した。一方、50 g/ml の
CB はその両者には影響しなかった。また、電
子顕微鏡解析の結果、80nM-MWCNTs は、破骨
細胞に取り込まれ、ミトコンドリアの近傍に
存在することが明らかになった。   

以上より、NWCNTs は、破骨細胞に取り込ま
れ、NFATc1 の核移行を何らかの機構により抑
制し、破骨細胞の分化、活性化、および生存
を抑制することが明らかになった。NWCNTs の



これらの機能を応用し、生体内における骨吸
収抑制性の生体材料への利用が考えられる。
今後、臨床応用に向けた研究をさらに進めた
いと考えている。 
 
(2)骨芽細胞に対する CNT の作用 
⑥ 骨芽細胞様細胞への MWCNTs の添加実験 
MWCNTs の骨芽細胞による石灰化に対する影
響について検討した。MWCNTs やカーボンブラ
ック(CB)、および界面活性剤(CMC)添加によ
る骨芽細胞増殖への影響は認められなかっ
た。石灰化については MWCNTs 群で石灰化の
亢進が認められた。骨芽細胞の ALP 活性は各
群間に差は認められなかった。MC3T3-E1 にお
いて、培養 5 週目 MWCNT 群では石灰化を認め
たが、PA6 では、6 週目でも石灰化は認めら
れなかった。骨芽細胞培養系において MWCNTs
を添加すると、骨芽細胞の増殖や ALP 活性に
影響せず石灰化を促進することが明らかに
なった。さらにこの作用は骨芽細胞系の細胞
に特徴的な現象であることが分かった。以上
より、MWCNTs を生体材料に応用する場合に、
骨組織修復などに有利に働く可能性が示唆
された(学会発表 7)。      
⑦ MWCNTs の石灰化促進作用機構の解析 

MWCNTs が石灰化を促進する機構について
解析し、次の事象を見出した。走査型電子顕
微鏡観察では、MWCNTs 周囲には石灰化培養液
による培養 1週の時点で結晶が析出しており、
元素分析を行うと、Ca や Na など培養液中に
存在する様々な元素であった。次に Ca を定
量すると、CMCと比較し、多くのCaが析出し、
また MWCNTs 濃度依存的に Ca は増加していた。
次に骨芽細胞培養において、培養液中の Ca
濃度を上昇させると、ALP 染色は濃度依存的
に強くなり、また成熟骨芽細胞であることを
示す osteocalcin の遺伝子発現も、濃度依存
的に増加していた。MWCNTs は、骨芽細胞が存
在しない状態でも Ca を引き寄せており、
MWCNTs 周囲の Ca 濃度は局所的に高まると考
えられる。またその上昇した Ca 濃度の影響
により、骨芽細胞の成熟化が促され、MWCNTs
は相乗的に骨芽細胞による石灰化を促進す
ることが考えられた(学会発表 1, 2)。 
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