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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブ（CNT）は優れた耐久性を持つため、骨の代替材料としての利用が期
待される。我々は2つの新しい機能を見出した。(1)破骨細胞前駆細胞内に取り込まれたCNTは、破骨細胞分化に必須な
転写因子NFATc1の核移行を選択的に抑制し、破骨細胞分化を抑制した。(2) CNTはCaの局所的蓄積を引き起こすことに
より骨芽細胞分化を促進した。CNTはヒドロキシアパタイト結晶化の核として機能し、骨芽細胞による石灰化を促進し
た。また、CNTはin vivoにおける骨誘導因子が誘導する異所性の骨形成を促進した。本研究は「CNTは骨リモデリング
の調節因子である」という新しい概念を確立した。

研究成果の概要（英文）：Much attention has been focused in recent years on the applications of carbon nano
tubes (CNTs) as biomaterials. Application of CNTs to the regenerative medicine including bone regeneration
 is studied in particular as CNTs have been reported to be useful scaffold materials. In the process in wh
ich the skeletal metabolism action of CNT is analyzed, we found two new functions. (1) CNT taken in osteoc
last precursors inhibited nuclear translocation of NFATc1, an indispensable transcription factor for osteo
clastogenesis, to suppress osteoclastic differentiation. (2) CNTs promote osteoblast differentiation by ca
using local accumulation of Ca. CNTs served as nuclei of hydroxyapatite crystallization and induced calcif
ication with the help of alkaline phosphatase released by osteoblasts. This synergistic effect promotes bo
ne formation. We have established a new concept that the CNT act as a regulator of bone remodelling. 
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１．研究開始当初の背景 
カーボンナノチューブ（CNT）は優れた耐久
性を持つため、骨と歯の代替材料としての利
用が期待される。骨折治癒実験と培養実験に
おいて、CNT 繊維材である VGNF（vapor grown 
carbon nanofiber）と VGCF（vapor grown 
carbon fiber）に骨形成促進と骨吸収抑制作
用があることを見出した。(1)破骨前駆細胞
において、CNTはNFATc1の核内移行を阻害し、
破骨細胞分化を抑制した。一方、転写因子 NF-
κBの核内移行を抑制しなかった (Nano Lett 
9:1406, 2009)。(2)骨芽細胞培養系で CNT は
基質小胞性石灰化を誘導した。この現象は骨
芽細胞特異的で、エピタキシー因子と相互作
用する可能性が示された。対照となるカーボ
ンブラック（CB）にはこれらの作用は、認め
られなかった。一方我々は in vivo での破骨
細胞前駆細胞(quiescent osteoclast 
precursors, QOP)を同定した(J Cell Biol 
184:541, 2009)。本研究では、①QOP を用い
て、CNT による NFATc1 転写調節を解析する、
②CNT を用いて、エピタキシー因子をクロー
ニングすることを計画した。CNT を骨代謝調
節因子と定義することで、CNT の新しい側面
が明らかにされる。50 年前に Neuman 夫妻が
提唱したエピタキシー説の実態解明は、学術
的重要性を内包する挑戦的課題と考える。
「CNT は骨リモデリングの調節因子である」
という概念の確立が期待された。また、CNT
の再生医療における利用に飛躍的な進歩が
期待された。 
 
２．研究の目的 
CNT は優れた耐久性を持つため、骨と歯の代
替材料としての利用が期待される。CNT の骨
代謝作用を解析する過程で、我々は 2つの新
しい機能を見出した。(1)破骨細胞前駆細胞
内に取り込まれた CNT は、破骨細胞分化に必
須な転写因子 NFATc1 の核移行を選択的に抑
制し、破骨細胞への分化を抑制した。(2)CNT
はエピタキシー因子を集積することで、骨芽
細胞の石灰化を促進した。本研究では「CNT
は骨リモデリングの調節因子である」という
新しい概念を確立する。本研究を行う総合歯
科医学研究所は、硬組織研究に特化した研究
機関である。硬組織研究者が総力を挙げて 50
年前に Neuman 夫妻が提唱した石灰化理論エ
ピタキシー説の解明を目指すという極めて
挑戦的研究である。 
 
３．研究の方法 
本研究ではCNTは転写因子をトラップすると
いう仮説に基づき、CNT 結合性転写因子を解
析する。CNT結合性NFATc1の機能を解析する。
CNT はエピタキシー因子をトラップするとい
う仮説に基づき、エピタキシー因子のクロー
ニングを試みる。 CNT による石灰化様式を解
析する。そこで、以下の6つの実験を行った。 
 
(1)CNT 結合性転写因子の解析：QOP の前駆細

胞である骨髄マクロファージ(Q の細胞抽出
液より、CNT 結合性の蛋白質を解析した。 
 
(2)NATc1 の機能阻害機構の解析：CNT による
NFTAc1 機能阻害機構を解析した。NFTAc1 機
能阻害機構を解析する中で。抗ガン作用を持
つアルクチゲニンが特異的に NFATc1 を抑制
することを認めその作用解析も行った。 
 
(3) 骨芽細胞の分化に対する CNT の作用：マ
ウス頭蓋骨由来の骨芽細胞の培養系にCNTを
添加し、骨芽細胞分化を評価した。 
 
(4) CNT 結合性エピタキシー因子の解析： 
培養した骨芽細胞の細胞抽出液より、CNT 結
合性の蛋白質を解析した。 
 
(5)歯髄細胞の石灰化促進機構の解析：マウ
スから得た歯髄細胞を培養した。その石灰化
とそれに及ぼす、CNT の作用を解析した。 
 
(6) CNT の骨形成促進作用の in vivo 解析：
CNT を含む骨誘導因子（BMP）ペレットをマウ
ス皮下に移植し、骨形成を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) CNT 結合性転写因子の解析：QOP の細胞
抽出液からCNTに特異的に結合する転写因子
を解析したが、CNT に結合する転写因子を得
ることはできなかった。破骨細胞の機能を
CNT が抑制していることも考えられるため、
現在、破骨細胞の細胞抽出液から CNT に結合
する転写因子の解析を行っている。 
 
(2) NATc1 の機能阻害機構の解析：CNT と各
種阻害剤を用いて、NFATc1 の木の阻害を解析
した。その結果、アルクチゲニンが特異的に
NFAc1 を低分子化することを見出した。CNT
にはそのような活性は認められなかった。
CNT による破骨細胞形成には他の様式を介す
ると考えられた。一方抗ガン作用を持つアル
クチゲニンが特異的に NFATc1 を抑制するこ
とを見出した。また、その作用は NFATc1 を
低分子化しドミナントネガティブ型 NFATｃ1
を作ることによることを明らかにした(論文
⑭)。このメカニズムが CNT による NFTAc1 抑
制機構に関与するか現在解析中である。 

CB: カーボンブラックCNT: カーボンナノチューブ

図1 CNTの骨芽細胞分化促進作用
頭蓋骨由来の骨芽細胞培養系にCNT あるいはCBを添加して3週間培養した。
培養後、アリザリンレッド染色を行った。また、オステオカルシンmRNAの発現を
定量的PCRで測定した。
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図2 Ca蓄積を促進するCNTの作用

1週間放置後、培養皿あるいはCNT, CBに蓄積した
Ca量を測定した。
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(3) 骨芽細胞の分化に対する CNT の作用：マ
ウス頭蓋骨由来の骨芽細胞の培養系にCNTを
添加したところ、骨芽細胞の分化を促進した。
石灰化能と Osteocalcin mRNA の発現を強力
に誘導した。一方、CB にはそのような効果は
認められなかった（論文⑪, 図１）。 
 
(4) CNT 結合性エピタキシー因子の解析：培
養した骨芽細胞の細胞抽出液より、CNT 結合
性の蛋白質を解析したが、エピタキシー因子
を同定することはできなかった。しかし、CNT
自身が Ca イオンを蓄積させるため、CNT が
エピタキシー因子になることを明らかにし
た(論文⑪ 図 2)。また、チタンも同様に Ca
イオンを蓄積できることを見出した。 

 
(5) 歯髄細胞の石灰化促進機構の解析：マウ
スから得た歯髄細胞を培養したところ、歯髄
細胞は著しく石灰化能が高いことが認めら
れた。その作用には Anexinn8 が関わること
が示された。CNT も歯髄細胞の石灰化を促進
する可能性が示唆された。現在 CNT による石
灰化促進機構を解析中である。 
 
(6) CNT の骨形成促進作用の in vivo 解析：
CNT を含む骨誘導因子（BMP）ペレットをマウ
ス皮下に入れて、骨形成を評価したところ、
石灰化促進作用が認められた。以上のように、
CNT は骨形成を促進する因子であることが、
in vivo でも証明された(論文⑪)。 
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