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研究成果の概要（和文）：我々は多層カーボンナノチューブ(MWCNT)とMC3T3-E1前骨芽細胞の関係を調べた。MWCNTは3
種類（FBS、gelatin、CMC）の分散剤で分散した。細胞増殖への影響は様々な条件下で評価し、細胞増殖抑制は石灰化
をさせない培養条件下の細胞でgelatin分散されたMWCNTという特定の条件下でのみ示された。しかし、他の分散剤では
細胞増殖抑制は見られず、むしろ、増殖が亢進した。また、石灰化培地中でのMWCNT暴露では全て細胞増殖が亢進した
。分化マーカーはBglap1のみが分散剤に関わらず増加した。我々の結果はMWCNTの作用は分散剤の影響を受けており、
その作用は細胞増殖の促進であった。

研究成果の概要（英文）：We examined the relationship between Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and a 
MC3T3-E1 preosteoblast cell line. MWCNTs were combined with three different dispersants (FBS, gelatin, or 
CMC). Cell viability was measured under various culture conditions and morphological analysis was 
performed. We also assessed several osteoblast differentiation markers. Inhibition of cell proliferation 
was witnessed only under specific conditions, such as when MC3T3-E1 not cultured in calcification medium 
was exposed to MWCNTs dispersed in gelatin. Furthermore, cell proliferation increased with all 
dispersants when the cells were cultured in calcification medium. In morphological observations, whereas 
the cells displaying proliferation inhibition had internalized MWCNTs into the cytoplasm, the biomaterial 
was found to be adhered to the cell membrane in other conditions. MWCNTs up-regulated the expression of 
one marker of osteoblast differentiation, regardless of the dispersant.
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１．研究開始当初の背景 

(1) カーボンナノチューブ（CNT）は 2 年
前にノーベル化学賞の対象となった炭素で
できたグラフェンシートを筒状にした繊維
状の物質であり、多層 CNT（MWCNT）は
その物性から石油採掘現場からバッテリー
の開発まで様々な方面で研究開発が行われ
ており、信州大学ではカーボン科学研究所を
設置して、その産業応用のための研究を行っ
ている。 

(2) その一つの
分野として医療
応用のプロジェ
ク ト が あ り 、
我々は整形外科
分野におけるイ
ンプラント複合
材料としての可
能性を検討して
きた。その成果
として、骨形成
において CNT

が in vivoにおい
て骨基質形成の
核となってマウ
スの骨形成を促
進すること（図
1：Small 2008）
や骨芽細胞の石
灰化を促進する
こと(図 2：Adv 
Mater 2012)を
報告してきた。 

 (3) これまで
の 報 告 は 主 に
CNTのバイオマ
テリアルとしての可能性を主眼としてきた
ため、現象として報告してきた CNT の骨形
成促進作用のメカニズムについては、まだ不
明な所が多かった。 

 

２．研究の目的 

本申請ではCNTによる骨芽細胞の石灰化
促進のメカニズムが CNT の直接の作用に
よるものか、あるいは CNT のカルシウム
などの吸着効果によるものかを明らかにす
ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) MWCNT の調製 

 MWCNTは保土ヶ谷化学工業製のMWNT-7を用
い、分散剤は 0.1% gelatin、2％ウシ胎児血
清(FBS)、0.1%カルボキシメチルセルロース
(CMC)を用いた。MWCNT 濃度は 10 mg/ml とし、
水槽式超音波処理装置で 30 min 分散処理を
行った。各実験では必要に応じて分散剤で希
釈後、終濃度になるように暴露した。 
 
(2) 細胞増殖性試験 
 細胞増殖性試験は前骨芽細胞のセルライ

ンであるマウス MC3T3-E1 を用いた。細胞を
96ウェルプレートに細胞を撒き、24時間後、
CNT を暴露し、経時的な細胞増殖性をアラマ
ーブルー法で測定した。アラマーブルー法は
培地に 1/10 量を加え、適当な時間に蛍光プ
レートリーダーで蛍光輝度を測定した
(Ex/Em=550/600 nm)。また、石灰化処理した
時の増殖性は細胞を撒いてから 48 時間後、
アスコルビン酸とβ-グリセロリン酸入石灰
化培地に培地交換し、24 時間後に CNT を暴
露した。 
 
(3) 形態観察 

操作型電子顕微鏡（SEM）用の細胞はカバ
ーガラス上で培養した上で、CNT の暴露を行
った。また、蛍光顕微鏡観察用の細胞はガラ
スボトムディッシュ、あるいはチャンバース
ライド上で細胞を培養し、ＣＮＴ暴露を行っ
た。 
 
 (4) RT-PCR 
 MC3T3-E1 を 6 、または 12 ウェルプレート
に蒔き、48 時間後に石灰化培地処理した細
胞に CNT を暴露し、経時的に細胞から mRNA
を抽出し、骨芽細胞の各種分化マーカーとカ
ルシウムセンシングレセプター(CaSR)の
mRNA の発現を未石灰化細胞と比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞増殖性試験 

MC3T3-E1にCNTを暴露した時の細胞増殖性
はその暴露する時期、初期濃度、そして分散
剤によってさまざまに変化した。その結果を
図 3A～C に示す。 

 

図 1．CNT によって骨

塩量(BMC)が増加 

図 2．CNT が骨芽細胞

の石灰化を促進 



 

 

図 4．CNT 暴露 MC3T3-E1 の取り込み像 

これらの結果は疎水性の CNT を分散させるた
めに用いる分散剤が CNT表面の物性に影響を
与えるため、CNT の骨芽細胞に与える影響は
CNT 自体が有している CNT 表面の物性由来で
はないと考えられる。 

 
(2) 形態観察 
①蛍光顕微鏡観察 
 CNT 暴 露 後 、 24 時 間 で 細 胞 核 を
bisbenzimide H33342 で青く染め、ライソソ
ームを CytoPainter-lysosomal で染め、生き
たまま観察した（図 4）。 

gelatin や FBS では CNT が細胞内に取り込ま
れているのに対し、CMC ではほとんど取り込
まれていない事が明らかとなった。 
 
②SEM 観察 
 蛍光顕微鏡で観察された細胞と CNTの関係
をさらに SEM を使って確認した（図 5）。 

gelatin で分散した CNT を暴露した細胞は
CNT が細胞に刺さったように見えるものがあ
るのに対し、CMC で分散された CNT は細胞表
面にほとんど観察されなかった。CMC で分散
された CNT は SEM サンプル調製時の洗浄操作

でほとんどが流されてしまった。 
 
(3) RT-PCR 
 ＣＮＴ暴露による MC3T3-E1 の分化マーカ
ーの mRNA の発現変化を測定した（図 6）。 

分化マーカーである Bglap1 は CNT 暴露によ
って発現が増加するものの石灰化培地中で
の発現変化は増殖培地中での発現変化より
抑制された。その一方で Runx2 をはじめ、Sp2、
Alpl、Col1a2 等の発現はＣＮＴ暴露によって
大きな変化は見られない事が多かった。 
また、CaSR の発現も非常に少なく、かつ、CNT
暴露による変化が見られなかった。 
 
【総括】 
 CNT の前骨芽細胞と言われている MC3T3-E1
に対する影響は CNT と分散剤の複合的影響で
あることが明らかとなった。これまでの in 
vivo実験では我々はCMCを用いてきたことか
ら、CNT と CMC の複合物が細胞表面に接する
ことで増殖促進効果を発揮していた事が明
らかとなった。また、分散剤で処理された CNT
が一部の細胞分化マーカーを変化させてい
る事から前骨芽細胞表面に存在するレセプ
ターを介して、細胞全体の分化ではなく、特
定のシグナル伝達系について刺激している
事が示唆された。 
 
【捕捉】 
(4) 骨芽細胞の分化について 
 MC3T3-E1を用いたCNT暴露による影響は細
胞増殖や形態観察においては再現性が良か
ったのに対し、細胞分化マーカーの評価は非
常に再現性に乏しかった。これは上記の mRNA
の発現だけでなく、ALP 活性やアリザリンレ
ッド染色による前骨芽細胞から骨芽細胞に

図 5．CNT 暴露 MC3T3-E1 の SEM 像 

図 3．CNT 暴露 MC3T3-E1 の細胞増殖性 

図 6．CNT 暴露 MC3T3-E1 の分化マーカ
ーの発現変化 



 

 

なることによって増加すると言われている
指標でも同様であった。その理由としてアス
コルビン酸の影響が考えられる。骨芽細胞研
究に良く使われるαMEM 培地はもともとアス
コルビン酸が入っている。それでありながら、
骨芽細胞の石灰化処理は同程度の濃度のア
スコルビン酸の更なる添加処理である。つま
り、MC3T3-E1 の標準的培養法はすでに石灰化
処理を通常の培養時に行っていることにな
る。実際、American Type Culture Collection
（ATCC）の MC3T3 シリーズの培養はαMEM の
アスコルビン酸なしのタイプを指定してい
る。我々はこの点を考慮してMC3T3-E1をATCC
と同じ培地を用いても実験を行ったが、この
場合でも再現性については改善されなかっ
た。 

そこで我々はさらにアスコルビン酸入り
αMEM 培地にさらされていないラットの前骨
芽細胞を購入し、アスコルビン酸の影響を検
討してきたが、本課題の研究機関中で分化誘
導マーカーに対する結論を出すには至らな
かった。 
 
(5) CNT 評価に対する分散剤の影響 
 CNT は疎水性のため、通常、細胞での評価
を行う際は分散剤が用いられる。このため、
本申請での結論としては CNT と分散剤の複合
的影響として骨芽細胞に影響しているとい
う結論に至ったが、我々は CNT を直接固めた
CNT ブロックを作製し、骨形成における影響
を評価したところ、in vivo で明確な骨形成
の促進効果、in vitro でも骨芽細胞の増殖促
進性を示した。この CNT ブロックは高いタン
パク質吸着性を示したことから、本申請で行
った FBSで分散された状態と近いと考えられ
る。よって我々はこれらの結果から CNT の骨
形成に対する影響は分化誘導への影響より、
細胞増殖自体の亢進作用であると考えてい
る。 
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