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研究成果の概要（和文）：1. カーボンナノホーン(CNHs)の骨形成メカニズムの解明：hMDMとhMSCの共培養にお
いて， CNHsの存在下にてALP活性が有意に高いことが明らかになった．CNHsはマクロファージを介して骨髄間質
細胞の分化を促進すると考えられた．２．カーボンナノホーン修飾チタンの開発： 300V，処理時間180秒の泳道
電着にてCNHsが均一に固着したチタンを得ることができた．骨髄腔に埋入28日後では炎症は収束し，一部のCNHs
は骨組織と接触しており，骨との適合性が示された．３．骨形成ペプチド修飾CNHsの開発：CNH-DWIVAはペプチ
ド単独と比較し，骨芽細胞のオステオポンチンの発現が有意に上昇した．

研究成果の概要（英文）：1. The effect of carbon nanohorns on human monocyte and mesenchymal stem 
cells: CNHs thus accelerating the differentiation of mesenchymal stem cells into the osteoblasts via
 OSM. This study demonstrates one of the possible mechanisms for bone formation with CNHs and CNHs 
could be applied for bone regeneration.   2. CNH coated anodized titanium by electrodeposition: CNHs
 were fixed uniformly by electrophoretic deposition at a voltage 300V, processing time of 180 
seconds. 7days after implantation showed new bone tissue contacted with CNHs directly.   3. 
Development of the CNHs functionalized bone morphogenic protein recepter binded peptide (DWIVA): 
Osteopontin of the cells cultured with CNH-bone DWIVA was significantly higher than that of 
CNH-control peptide and DWIVA itself. DWIVA binded CNHs could increase osteoblast differentiation 
more than DWIVA itself.
 

研究分野： 補綴歯科理工学

キーワード： カーボンナノ物質　ナノテクノロジー　骨再生
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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)，カーボンナノ
ホーン(CNHs)，グラフェン(Gl)等のカーボン
ナノ物質(CNMs)は炭素のみからなる新素材
であり，物理的特性および化学的安定性から
医学歯学領域を含むバイオ領域において基
礎研究が開始されている．申請者はこれまで
に，CNTs を用いて 3 次元細胞培養担体の表
面をコーティングすることにより担体深部
にまで早期に細胞を付着させ骨芽細胞の分
化を促進することや，骨との良好な適合性を
示すことを報告してきた．さらにポリ乳酸や
チタンにCNTsをコートすることにより骨芽
細胞の接着が促進されることを報告した．こ
れにより，CNMs の骨再生医療用生体材料へ
の応用の可能性が示された．  
 また，in vivo において CNHs を固着した
GBR 膜が骨再生を促進し，新生骨周囲に
CNHs を貪食したマクロファージが多数観
察されることを報告した．これにより，CNHs
によるマクロファージへの刺激が骨再生に
関与していることが示唆された． 
さらに CNMs は,タンパク等を化学的に修

飾することにより，生体適合性が向上すると
ともに新たな機能を付与することが可能で
ある．我々は  FGF を化学的に修飾した
CNTs(FGF-CNTs)をコートしたコラーゲン
スポンジが新生骨の形成を促進することを
報告した．これにより，CNTs を化学的に修
飾することで，効果的な骨再生への応用が可
能となることが示された． 
一方でFGF等のタンパクは，高価であり，

化学反応の際に変性しやすい上，免疫原性と
なる可能性も報告されている．そこで本研究
では，骨誘導性タンパクに由来した低分子ペ
プチド（機能性ペプチド）に着目した．低分
子ペプチドは安価であり，化学修飾の際もコ
ントロールが容易である．また，免疫反応を
惹起しないことが報告されている．この機能
性ペプチドを CNMs に結合し固定化するこ
とによって，安定性の向上を図る．これは以
下の図で示すように，CNMs と接触した細胞
表面のレセプターに直接作用し，タンパクと
同様に骨芽細胞の増殖や分化の促進および
骨再生への効果を発揮すると考えた． 
 
２．研究の目的 
(1) CNHs による骨形成メカニズムの解明 

CNHs 存在下でマクロファージと骨髄間
質細胞の共培養を行い，骨髄細胞への分化
に与える影響について検討する． 

(2) 骨誘導性低分子ペプチドを用いた高機
能化 CNHs の開発 

骨誘導性低分子ペプチド（機能性ペプチ
ド）は，bone morphogenic proteins や
collagen type2(BMP)，また，osteopontin
等の small integrin-binding ligandを由来
とした配列が明らかになっている．これら
をポリマー等に化学結合することによっ
て骨芽細胞の増殖や分化を促進するとい

った効果も報告されている．本研究では右
図で示すように，各種 CNHs を機能性ペプ
チドにより化学的に修飾する．高機能化
CNHs の骨芽細胞に与える影響を評価す
る． 

(3) CNMs および高機能化 CNMs の免疫反
応および長期的な安全性の評価 

CNMs および高機能化 CNMs の安全性を
評価するために，マクロファージを用いた
即時的な免疫反応を調査すると共に，3 年
間の長期にわたり経時的な生体反応を観
察することにより安全性を評価する．また，
CNMs の構造の変化を観察し，生体反応と
の関連を明らかにする． 

 
３．研究の方法 
(1) CNHs のマクロファージと骨髄間質細胞

への影響評価 
ヒト全血からヒト末梢血単核細胞を採
取し，得られた細胞を M-CSF 添加培地
にて 7 日間培養しヒトマクロファージ
(hMDM)へと分化させた． hMDM を
96well plate に播種し（150,000cells/well），
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．
次に，ヒト骨髄間質細胞(hMSC; Lonza, 
5,000cells/well) と hMDM 
(50,000cells/well)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．尚，
本研究は北海道大学大学院歯学研究科
臨床・疫学研究倫理審査委員会の承認を
得て行った（2014 第 6 号）． 

(2) CNHs のインプラントへの応用 
カルボキシル基を付与したCNHsを無水
エタノールに分散し，CNH 分散液を作
成した．チタン板（直径 10mm，厚さ
1mm）に陽極酸化処理を施し，CNH 分
散液中にて 30mA/cm2 の定電流下で，電
圧，処理時間を変えて泳動電着を行った．
各条件での電着後の SEM 像から CNHs
の付着面積を測定し比較した．また
FIB-SEM を用いて断面構造を観察した． 
Ti ワイヤー（直径 1mm，長さ 5mm）を
同様に表面処理し，10 週齢 Wistar 系雄
性ラットの左側大腿骨骨髄腔内に埋入
し，7，28 日後に組織学的観察を行った．
尚，本研究は北海道大学動物実験委員会
の承認を受けて行った（承認番号：
14-0090）． 

(3) 骨誘導性低分子ペプチドを用いた高機



能化 CNHs の開発 
BMP2 由来の骨誘導ペプチドとして，文
献 1の報告により，DWIVAを作製した．
DWIVA を CNHs にクリック反応により
結合し，CNH-DWIVA を作製した．コン
トロールとして DFMLG-CNH を作製し
た．CNH-DWIVA を培地中に添加し，骨
芽細胞を培養した．7 日後に RNA を回
収し，リアルタイム PCR を用いて，オ
ステオポンチンの発現を比較した． 

 
４．研究成果 
(1) CNHs のマクロファージと骨髄間質細胞

への影響評価 
フローサイトメトリーの結果，CNHs

はマクロファージのアポトーシスおよ
びネクローシスに影響を与えなかった．
また，マクロファージの活性を示す
CD86 は CNTs 添加によって変化しなか
ったことから，CNHs はマクロファージ
のアポトーシスおよび活性に影響を与
えないことが示された． 

24 時間後において蛍光顕微鏡と TEM
による観察の結果，CNHs は，hMSC 内
部にほとんど観察されなかったが，
hMDM のライソゾーム内部に観察され
た．共培養においても，CNHs は hMDM
内部に観察されたが，hMSC 内部では観
察されなかった．  
hMDM と hMSC の共培養において， 
CNHsの存在下にてALP活性が有意に高
いことが明らかになった． 
以上の結果より，下図に示すように， 
CNHs はマクロファージを介して骨髄間
質細胞の分化を促進すると考えられた． 

 
(2) CNHs のインプラントへの応用 

CNHs の付着面積は，電圧に比例して増
加する傾向がみられた． 300V，処理時
間 180 秒において CNHs の付着面積が最
も高く，均一に固着することが確認され，
FIB-SEM 観察により，CNHs は陽極酸化
Ti上に0.2-0.3μmの厚みで積層している
ことが確認された． 
各骨髄腔埋入 7 日後の組織像では，ANTi，
CNH-ANTi ともに軽微な炎症が認めら
れ，CNHs 周囲にマクロファージが観察
された．また埋入後 28 日後では炎症は

収束し，一部の CNHs は骨組織と接触し
ており，骨との適合性が示された． 

(3) 骨形成ペプチド修飾 CNHs の開発 
下図に示すように，CNH-DWIVA はペプ
チド単独と比較し，骨芽細胞のオステオ
ポンチンの発現が有意に上昇した． 

 
これらの特性を用いて，グロースファク
ター等を担持したCNHsをインプラント
体表面に修飾することにより，オッセオ
インテグレーションの早期獲得など新
たな機能を付与することが期待できる． 
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