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研究成果の概要（和文）：カーボンナノ物質が骨形成に与える影響の解明を目的としたカーボンナノホーン(CNHs)が骨
髄間質細胞に与える影響の検討，デンタルインプラント開発を目的としたカーボンナノチューブ(CNTs)とCNHsのチタン
表面修飾ならびに開発した材料についての細胞培養と動物実験，さらにCNHsの生体材料としての安全性解明のためのCN
Hsを局所埋入後の体内移行について検討を行った．その結果、CNHsはOncostatin Mを介して骨髄間質細胞の骨芽細胞へ
の分化を促進すること，CNTsおよびCNHsの表面修飾により骨形成が促進されること，CNHsは局所埋入した場合は他臓器
には蓄積されないことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Effects of CNHs on bone formation, surface modification of CNTs and CNHs on 
titanium and their characteristics on bone formation, and the distribution of CNHs to internal organs 
used for biomaterial locally were evaluated in this study. CNHs accelerated differentiation of bone 
marrow cells to osteoblasts by Oncostatin M. The surface modification with CNHs and CNTs increased 
osteogenesis on titanium. CNHs have not been distributed in other organs on the local delivery.

研究分野： 歯科補綴学
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１．研究開始当初の背景 
カーボンナノ物質(CNMs)は、炭素原子のみ

から構成される新素材であり、基礎研究とと
もに様々な材料・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、
特に再生医療用生体材料の開発を目的に基礎
研究を行い、細胞毒性が低く、生体内への埋
入試験により起炎性が低いこと、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3次元スキャホールド
の開発やCNTsコート培養用ディッシュの製品
化、GBR膜への応用、さらにCNMsの高機能化に
ついて成果を報告してきた。これらの基礎的
研究結果から、CNMsの骨形成にはマクロファ
ージの関与が示唆され、これを解明すること
により新たな生体材料開発につながるのでは
ないかと考えた。さらに口腔領域における生
体材料として応用を考え、CNMsを複合したハ
イブリッド型デンタルインプラントを開発し、
有用性の評価を行うとともに、CNMsの安全性
確認のため、生体内における移行と分布等の
安全性を解明するという考えに至った。 
 

２．研究の目的 
上記のような状況を鑑み、以下を目的とし

て本研究を行った。 
（１）CNMs が骨形成に与える影響の解明を目
的として、カーボンナノホーン(CNHs)を貪食
したマクロファージが骨髄間質細胞に与え
る影響について検討する。 
（２）デンタルインプラント開発を目的とし
て CNTs と CNHs をチタン表面へコーティング
するとともに開発した材料の生体適合性を
検討する。 
（３）CNHs の生体材料としての安全性を解明
するために CNHs を局所埋入し、その体内移
行、分散および排出について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）CNMs が骨形成に与える影響 
ヒトマクロファージ(hMDM)を 96well 

plate に播種し、4 時間後に CNHs を
5.0μg/mL の濃度で培地に分散させた CNHs
分散培地に置換した。24 時間培養後、細胞
死についてフローサイトメトリーを用いて
評価した。hMDM を CNHs と培養したものと
hMDM 単独で培養したものについて遺伝子発
現の差異をマイクロアレイで解析した。次
に、ヒト骨髄間質細胞(hMSC)と hMDM の共培
養を行った。細胞播種 4時間後に CNHs 分散
培地または Alexa Fluor 488 にてラベル化
した CNHs（Alexa-CNHs）分散培地に置換し
た。24 時間後、蛍光顕微鏡により、
Alexa-CNHs の動態の観察を行った。また、
透過型電子顕微鏡(TEM)により CNHs と細胞
小器官の観察を行った。さらに、7 日間お

よび 14 日間培養を行い、hMSC の分化の指
標となる ALP 活性を測定した。  
（２）CNTs および CNHs のチタン表面へのコ
ーティングおよび生態適合性の検討 
①CNTs について 
チタンを陽極酸化処理し、シランカップリ 

ングを行った後に、多層カーボンナノチュー
ブ(MWCNTs)分散液に浸漬することにより
MWCNTs をチタンに固着した。ラット大腿骨内
に埋入し、チタン-CNT-骨組織の界面を観察
するため、集束イオンビームにて観察部位を
加工し、EDS による元素分析を行った。 
②CNHs について 
 チタンを陽極酸化処理し、CNHs-COOH を無
水エタノールに分散し、種々の条件下で泳動
電着を行い、CNHs のコーティングの状態を
SEM にて観察した。骨芽細胞様細胞 Saos2 の
培養特性を検索するとともに、ラット大腿骨
内に埋入し、組織学的検索を行った。 
（３）局所埋入した CNHs の生体内移行、分
散、排出 
 ラット頭頂骨に骨欠損部を形成し、CNHs を
固着した膜で被覆し、経時的に頭頂骨および
各臓器（脳、肝臓、腎臓、肺、脾臓、大腿骨）
を摘出し、CNHs に含有させた酸化ガドリニウ
ムを誘導結合プラズマ分析法(ICP 発光分光
法)にて計量することにより各臓器への移行
した CNHs 量を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）CNMs が骨形成に与える影響 
①CNHの細胞への取り込みについて 
CNHs は hMDM に取り込まれるが、hMSC には
ほとんど取り込まれず、共培養でも同様に、
ほとんどの CNHs は hMDM の内部で観察され
た。CNHs を貪食した hMDM は、コントロール
と比較して形態は変化しなかった。 hMDM に
とりこまれたCNHsはライソゾームに存在し
た。ライソゾーム中の CNHs の結晶構造の変
化はみられなかった。（図１） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１hMDM と hMSC 共培養７日後の TEM 像（左
図上方の細胞が hMDM 下方の細胞が hMSC、
右図は左図 Aおよび Bの拡大図） 
②細胞死について 
 CNHs50mg/mLの濃度下でもhMDMのアポトー
シスやネクローシスを引き起こさなかった。
マイクロアレイの結果から、hMDM 単独培養で



あるコントロール(CTRL)と比較して CNHs 存
在下ではほとんどの遺伝子の発現は変化しな
いことが明らかとなったが、CTRL に比べて CNHs
で発現が増加（1以上）している遺伝子は 16
個であった。 
CTRL に比べて CNHs で発現が減少（-1 以下）
している遺伝子は 14 個であった。発現が増
加した遺伝子の gene ontology 解析では，
CCL3,CCL4,CXCL12 が挙げられた。
CCL3,CCL4,CXCL12 はリアルタイム PCR の結
果においても有意差がみられた。 
③ALP 活性について 
 ７日後の共培養の結果、CNHs を添加しな
い CTRL においても hMSC 単独培養と比較し
て共培養では ALP が上昇した．さらに CNHs
の存在下では，共培養後の ALP は CTRL と比
較して有意に高かった(図２)。 
 １４日後には、CTRL においては hMSC 単独
と比較して変化しなかったが、CNHs 存在下
では ALPが上昇した。以上より、hMDMと hMSC
がコンタクトしている状態でCNHsを添加す
るとALPが上昇することが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

図２：CNH 添加７日後の ALP 活性 

④Oncostatin M（OSM） について 
hMSC と hMDM を共培養した培地中の OSM は、
CNHs 存在下で上昇した。OSM の抗体を添加
したところ、CNH の存在下では OSM の濃度が
高くなるほど ALP が減少した。 
 以上の結果から、CNHs をとりこんだ hMDM
と接した hMSCは OSMを介して骨芽細胞への
分化が促進されることが明らかとなった。 
（２）CNTs および CNHs のチタン表面へのコ
ーティングおよび生態適合性の検討 
①CNTs について 
 シランカップリング処理した後にCNT分散
液に浸漬することにより陽極チタン表面に
CNT を均一にコーティングすることが可能で
あった。CNTs コーティングチタンをラット大
腿骨に埋入すると陽極酸化チタンに比較し
て骨形成が促進されることが明らかとなっ
た。EDS による観察では、骨内埋入後 4 週後
においてもチタンと骨組織の間に炭素が認
められたことから CNTs はチタン表面に存在
していることが示された。（図３） 
②CNHs について 
 各種条件下で泳動電着を行った結果、300V
で 180 秒の条件が CNHs を陽極酸化チタン表
面に最も均一に付着することが明らかとな
った．（図４） 

 CNHs を表面処理したチタン上で骨芽細胞
様細胞 Saos2 を培養したところ、細胞は伸展
し、CNHs に接していた（図５）。CNHs を処理
していないチタンに比較し、DNA 量は有意に
多かったが、ALP 活性には差が認められなか
った（図５）これらのことから、CNHs 表面処
理は、骨芽細胞の増殖を促進するが、分化に
ついては影響を与えないことが示唆された。 
 ラット大腿骨に埋入した結果、１週後から
活発な骨形成が試料表面上で観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３EDS 解析 C（炭素）が Ca と Ti（チタン）
の間に観察される。 
 
 
 
 
 
 
 
図４300V、180 秒の条件で泳動電着した CNHs
表面修飾チタンのSEM像 多孔質の陽極酸化
チタン表面に CNHs が均一に観察される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５CNHs コートチタン上で培養した Saos2 
仮足が CNHs に接しているのが観察される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 培養１週後の Saos2 の DNA 量と ALP 活
性 CNHs を修飾した方がしないものに比較
し、DNA 量は有意に多いが、ALP 活性には差
が認められない。 
 以上の結果から、陽極酸化チタンを CNTs、
CNHs で表面修飾することにより、骨形成が促
進されることが明らかとなった。 
（３）局所埋入した CNHs の生体内移行、分
散、排出 



 ラット頭頂骨に形成した骨欠損部を被覆
する GBR 膜に固着した CNHs は 6 ヶ月後にお
いては、肺、肝臓、脾臓等の他の臓器には移
行しておらず、埋入した 75.5％が、頭頂骨な
らびにGBR膜に残存していた。この結果から、
CNHs を局所的に応用した場合、長期的に他臓
器に留まることはないことが示された。 
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