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研究成果の概要（和文）：CNHsを表面修飾したTi(CNH/Ti)を泳動電着によって作製することが可能となった．
CNH/Tiは骨の形成を阻害することなく，初期の骨新生を促進した．また，CNH/Ti上のマクロファージはTi上のも
のと比較してDNAの転写，修復ならびに複製が下方制御されるとともに，炎症性サイトカインの発現が低下して
いた．Ti表面のCNHsは，マクロファージのDNAの転写，修復ならびに複製を制御し，炎症反応に影響を与えるこ
とが示唆された．
また，局所埋入したSWNTの体内動態を観察したところ，他の臓器にほとんど移行せず，埋入部位に留まることが
示唆された．

研究成果の概要（英文）：Surface-modified Ti (CNH/Ti) with CNHs could be prepared by electrophoretic 
deposition; CNH/Ti promoted early osteogenesis without inhibiting bone formation. These results 
suggest that CNHs on Ti surface regulate macrophage DNA transcription, repair, and replication, and 
that the expression of proinflammatory cytokines is down-regulated.In addition, we observed the 
dynamics of locally implanted SWNTs in the body, suggesting that they did not migrate to other 
organs and remained at the site of implantation.

研究分野：補綴歯科学

キーワード： インプラント　カーボンナノ物質　チタン　マクロファージ　骨再生

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CNHsを表面修飾したTi(CNH/Ti)は，泳動電着によって簡便に作製することが可能となった．CNH/Tiは骨の形成を
阻害することなく，初期の骨新生を促進した．CNHsををTiにコートしたCNH/Tiはマクロファージの炎症反応を制
御することが明らかになった．また，CNTsの局所埋入から体内への分布はほとんど見られなかった．この特徴を
用いて，安全で効果的なインプラントの新たな表面修飾法への応用が期待された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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，ポリ乳
酸に 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．また，
FGF を化学的に修飾した 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．以上により，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．  
さらに CNMs による骨再生メカニズムについて解明するために，マクロファージと骨髄間
質細胞を共培養し CNHsを添加したところ，CNHsを貪食したマクロファージが骨芽細胞の
分化を促進することを報告した． 
一方，デンタルインプラントの早期喪失はオッセオインテグレーション（骨結合）の獲得不
全が主な原因とされている．生体材料を生体内に埋入した際，最初に起こるのは免疫反応で
あり，骨再生に深く関与していることはすでに報告されている．また，CNMsに対するマク
ロファージの挙動は，長さや形態といった物理的特性の違いや化学修飾による官能基の付
与によって変化することが知られている．そこで，図に示すように，最適な化学的処理を施
した CNMs をインプラント表面に担持させておくことにより，埋入後に周囲のマクロファ
ージが CNMs を貪食し，骨芽細胞の分化と骨形成を促進し早期にオッセオインテグレーシ
ョンを獲得することができると考えた． 
 

２．研究の目的 
(1) CNMs担持インプラントの創製 

CNMs を表面に担持したチタンインプラントを創製する．マクロファージが骨芽細胞
に効果的に作用するため，チタン表面に担持する CNMs の量や方法について検討し，
その効果を in vivoにおいて検証する． 

(2) CNMsに対するマクロファージの挙動と骨芽細胞の分化への影響評価 
Ti表面の CNMsよるマクロファージの挙動について検索し，骨芽細胞や骨形成への影
響について検討する． 

(3) CNMsの体内動態の検索および長期的な安全性の評価 
CNMs を臨床応用するにあたり，局所埋入した後の体内動態を検索することは必須で
ある．CNTsは近赤外蛍光によるイメージングが可能である．この特性を用いて，局所
に埋入した CNTsの体内動態と集積性，排出を評価する．また，CNMsの安全性を評価
するために，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) CNMs担持インプラントの創製 
① チタン表面への CNMsの修飾 
右図のように泳動電着法により，CNMsをチタン表面に担持させる．
電着条件を検討することにより，CNMsの量や厚さ，付着状態を制
御した． 

② in vitroでの検証 
CNMsを担持させたチタン板上でマクロファージと骨芽細胞を共培
養し，骨芽細胞の増殖と分化について評価した． 

③ in vivoでの検証 
CNMsを担持させたチタンワイヤーをラット骨内に埋入し，マクロ
ファージの動態と新生骨量について組織学的定量を行った． 

(2) マクロファージの挙動および機能への影響評価 
マクロファージを CNMs 存在下で培養し，ELISA を用いてサイトカ
インを定量的に測定する．また DNAマイクロアレイを用いて発現する遺伝子を網羅的
に解析し，遺伝子的な差異をリアルタイム PCRにて比較検討した． 

(3) CNMsの体内動態の検索および長期的な安全性の評価 
CNTs をラットの皮下，粘膜下，顎骨内に埋入し，経時的に体内の CNTs の発光(1000-
1300 nm) を撮影することにより，体内動態を検索する．組織学的，超微細構造学的観
察を行い，生体反応とともに材料の変化についても検討した． 

 
  



４．研究成果 
(1) CNH担持チタン(CNH/Ti)の創製と in vitro, in vivoでの評価 
骨芽細胞様細胞 Saos2 培養後の SEM 観察像（図 1）では CNH/Ti 上で良好に細胞が付着し
ており，細胞の仮足は CNHsに直接接して伸展していた． Ti上と比較して，CNH/AnTiに
付着した細胞の DNA 量は有意に高く(p <0.01），ALP 活性は有意差が認められなかった(p> 
0.1)．これにより，CNH/Ti上では細胞の増殖が促進され，分化には影響を与えないことが示
された． 

 
AnTiおよび CNH/AnTiワイヤを大腿骨に埋入した 7日後の光学顕微鏡観察では，Ti周囲に
骨芽細胞が整列し幼若な新生骨組織が観察された（図 2a）．また，新生骨の一部は直接 Tiに
付着しており，CNH/AnTiの BCRは，AnTiと比較して有意に高かった(p <0.05)（図 2b）．埋
入 28日後では，7日後と比較して，両サンプルとも Ti周囲に形成された骨量は増加してい
た．また， 新生骨上に観察された CNHs を TEM により観察したところ，一部が骨基質と
接して存在していることが確認された（図 2c,2d）これらの結果から，CNHs が骨組織との
適合性を有することが明らかになった．  

 
(2) マクロファージの挙動および機能への影響評価 
マウス由来単球マクロファージ様細胞（J774A-1）を CNH/Tiおよび Ti上に 4.0×10⁴cell/disc
となるように播種し，培養 24，72時間後に SEMおよび TEMによる観察を行った．SEM観
察では，細胞の形態は Ti 上では扁平であったが，CNH/Ti 上では球体のものが多く観察さ
れ，CNHsに伸展した仮足が認められた．CNHs/Tiの TEM観察では，細胞内に少量の CNHs
が観察された．また, 培養 24, 72時間後の培養上清中のサイトカイン（TNFα, IL-6, IL-10）
を ELISAによって測定した. CNH/Tiの TNFαと IL-6 は，Tiと比較して有意に低く，IL-10
は，両者の間に有意差を認めなかった．TNFαと IL-6は，M1型マクロファージが分泌する
炎症性サイトカインであり，骨形成の阻害因子であることが報告されている．一方，IL-10
は M2 マクロファージによる抗炎症性サイトカインとして知られている．さらに, 培養 24
時間後の J774A-1から抽出した RNAを用いてマイクロアレイ解析を行った. 転写産物単位
の発現比で averageが 1以上の 424個または-1以下の 989個ついて Gene Ontology解析を行
なったところ，CNH によって発現が増加した転写産物については有意の結果は得られなか
ったが，DNAの転写，修復ならびに複製に関する遺伝子が down regulateされていた．以上
のことから，Ti表面の CNHsは，DNAの転写，修復ならびに複製を制御し，炎症反応に影
響を与えることが示唆された． 

図 1．Saos2培養 24時間後の SEM像 (a. Ti上，b. CNH/Ti上) 

図 2．CNH/ANTiワイヤ
埋入 7日後 
a. 光学顕微鏡像（*:新生
骨、白矢頭: CNH） 
b. チタン表面との骨接
触率 
c. 新生骨周囲組織の
TEM像 
d. cの拡大像（白矢頭：
CNH）  



 
(3) SWNTの体内動態の観察 
頭蓋部皮下に埋入した SWNT は埋入部で蛍光が観察された．肝臓をはじめとする他の臓器
では蛍光が観察されず，組織切片においても蛍光はみられなかった．埋入部の蛍光強度は経
時てきに減少が見られたが，56 日後においても鮮明に観察された．また，埋入部位の組織
を TEM観察したところ，細胞内に CNTsが取り込まれている状態が観察された．以上より，
図 7に示すように，局所埋入した SWNTは，他の臓器にほとんど移行せず，埋入部位に留
まることが示唆された． 

 
研究成果の総括 
CNHsを表面修飾した Ti(CNH/Ti)を泳動電着によって作製することが可能となった．CNH/Tiは
骨の形成を阻害することなく，初期の骨新生を促進した．また，CNH/Ti上のマクロファージは
Ti上のものと比較して DNAの転写，修復ならびに複製が下方制御されるとともに，炎症性サ
イトカインの発現が低下していた．Ti表面の CNHsは，マクロファージの DNAの転写，修復
ならびに複製を制御し，炎症反応に影響を与えることが示唆された． 
また，局所埋入した SWNTの体内動態を観察したところ，他の臓器にほとんど移行せず，埋入
部位に留まることが示唆された． 
以上より，CNHsを Tiにコートした CNH/Tiはマクロファージの炎症反応を制御し，局所埋入
から体内への分布はほとんど見られなかったことから，安全で効果的なインプラントへの応用
が期待された． 

図 4．SWNTを頭蓋部に埋入した模
式図 
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図 3．J774A-1培養 24時間後の SEM像 (a.b.c. Ti上，d.e.f. CNH/Ti上;白矢頭: 細胞仮足) 
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