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研究成果の概要（和文）：カーボンナノマテリアルの生物学的特性を用いた新たな組織修復・骨再生のストラテ
ジーを構築するため、チタン表面にカーボンナノホーン (CNHs) を修飾し，骨組織との反応を解析するととも
に，マクロファージを培養し，炎症性サイトカインの分析と蛍光免疫染色を行った．CNHs表面修飾チタンは，骨
組織への埋入初期において骨形成を促進した．マクロファージ培養3日後のCNH/TiのTNFαとIL-6はTiと比較して
有意に低く，IL-10は有意差を認めなかった．CNH/Tiでは、CD206の蛍光強度が高い細胞の割合が有意に高いこと
が示され，CNH/Ti上でM2マクロファージに分極している可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, to establish new strategy on tissue and bone regeneration 
with the biological characteristics of CNHs, titanium was coated with CNHs with using 
electrodeposition. CNH/Ti was implanted in rat bone. Inflammatory cytokines and gene expression of 
macrophages cultured on CNH/Ti and Ti were analyzed and also fluorescent immunostaining was carried 
out.
CNH/Ti promoted bone formation in early stage.The amounts of TNFα and IL-6 on CNH / Ti were 
significantly lower than those on Ti, and there was no significant difference in IL-10.Gene Ontology
 analysis by microarray showed genes related to transcription, repair and replication of macrophage 
DNA in CNH / Ti were down-regulated compared to Ti. More macrophages with high intensity for CD206 
was observed on CNH/T compared with Ti.  Therefore, it was suggested that CNHs on the Ti surface 
regulate transcription, repair and replication of DNA of macrophage, and effect on M2 macrophage 
polarization.

研究分野： 歯科補綴学

キーワード： カーボンナノマテリアル　カーボンナノホーン　マクロファージ　チタン　表面処理　骨形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インプラント材料として広く臨床応用されているチタン表面を炭素のみから構成される新素材であるカーボンナ
ノホーン（CNHs）でコーティングすることにより初期の骨形成が促進されることが明らかとなり，また，CNHsが
組織修復に関与するM2マクロファージの分極に影響している可能性が示された．これらの成果は，インプラント
における骨再生の新たなストラテジーの構築に大きく寄与するとともに，新素材であるCNHsを用いた新たなイン
プラント材料の開発に発展するものと考えられ，将来のさらなる展開が期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、十数年来、カーボンナノマテリアル(CNMs)の医学・バイオ領域への応用を目的と
してCNMsのin vitroおよびin vivoにおける反応について研究を行うとともに、現在まで各種の
CNMsを用いて細胞培養用スキャホールド、骨補填材、GBR膜の開発、さらにチタンへの表面修飾
等を行い、CNMsの生体材料への応用の可能性を検討してきた。生体材料の開発においては、生体
内での動態と効果発現のメカニズムは非常に重要な要素であるが、CNMsについて未だ十分に解明
されておらず、CNMsを生体材料として開発・実用化するためには、解決しなければならない大き
な問題である。純度の高い様々なCNMsの合成が可能となり、その生体内分解性の研究がなされ、
CNMsの生体内での分解におけるマクロファージの関与が注目されている。これまで、申請者らは、
CNMsが骨形成を促進し、マクロファージが関係していることを報告してきた。以上のような経緯
から、申請者らは、「CNMsの軽微な刺激により産生されるサイトカインがマクロファージを誘導、
分化（例えばM2マクロファージ）し、組織の間葉系幹細胞を介して組織修復・骨再生を促進する
のではないか」という考えに至った。 
２．研究の目的 
 申請者らは、CNMs が骨形成を促進し、マクロファージが関係していることを報告している。
本研究においては、「CNMsの軽微な刺激により産生されるサイトカインがマクロファージを誘導、
分化（例えばM2マクロファージ）し、組織の間葉系幹細胞を介して組織修復・骨再生を促進する
のではないか」という申請者らが構築した仮説を実証することにより、CNMs の生物学的特性を
用いた革新的な組織修復・骨再生のストラテジーを構築することを目的とする。 
３．研究の方法 
（1）CNHs を泳動電着した陽極酸化チタンに対する骨芽細胞ならびに骨組織の反応 
 陽極酸化チタンに(AnTi)に CNHs を電圧、時間などの条件を変えて泳動電着し、最適となる条
件で試料(CNH/AnTi)を製作した。骨芽細胞様細胞（Saos-2）をディスク状試料上で 7日間培養
し、DNA 量と ALP 活性の測定を行うとともに、ワイヤー状試料をラット大腿骨に埋入し、組織
学的、超微細構造学的ならびに組織計量学的に解析した。 
（2）CNHs 修飾チタン上におけるマクロファージの挙動 
 CNHs をチタン板に泳動電着により表面修飾し試料（CNH/Ti）を製作した。CNH/Ti ならびに
Ti 上でマクロファージ(J774A1)を培養し、走査型電子顕微鏡（SEM）ならびに透過型電子顕微
鏡（TEM）で観察するとともに、M1 が分泌する炎症性サイトカインである TNFαおよび IL-6、
ならびに M2 が分泌する抗炎症性サイトカインである IL-10 の発現を比較した。また、マイクロ
アレイにより遺伝子の発現を解析した。さらに CD206（M2 マーカー）の発現を観察した。 
４．研究成果 
（1）CNHs を泳動電着した陽極酸化チタンに対する骨芽細胞ならびに骨組織の反応 
①骨芽細胞様細胞の培養結果 
 細胞培養 7日後、CNH-AnTi 上では細胞が良好に付着・伸展し（図 1）、細胞の仮足は CNHs に
直接接していた。また培養 7 日後の CNH-AnTi における DNA 量は、AnTi と比較し有意に多かっ
たが、ALP 活性については差が認められなかった（図２）。 

 
図１ 培養 1日後の SEM 像 
a: AnTi b: CNH/AnTi c: a の拡大像 d:b の拡大像 
 
CNHを泳動電着したCNH/AnTiのほうが細胞数が多く、
仮足の伸展も多く、CNH と接触が認められる。 
 
 
 
 
 
 

図 2 培養 7日後の DNA量（左）ALP 活性（右） 
 
CNH/AnTi のほうが DNA 量が多く、有意差が認
められたが、DNA あたりの ALP 活性には有意
差は認められない。 
 
 
 
 



②骨組織における組織学的、超微細構造学的ならびに組織計量学的解析結果 
 骨髄腔埋入7日後では、AnTi、CNH/AnTiともに周囲に幼弱な新生骨組織が観察され、一部の新
生骨は、CNHsと直接接していた（図3）。7日後のCNH/AnTiの骨接触率はAnTiに比較し有意に高か
った（図４）。28日後において、一部のCNHsが骨基質と接していることがTEM観察にて明らかと
なった（図５）。  

図３ 
7 日後の組織像 
a: AnTi     
b: CNH/AnTi 
c: a の拡大像 
d: b の拡大像 
e: d の拡大像 
CNH/AnTiはAnTIに比
較し直接骨組織が接
している部分が多く、
一部表面には、CNT を
示す黒点が観察され

た（e）。 
 
図 4  
7 日後の骨接触率 
7日後のCNH/AnTiはAnTiに比較し有意に骨接触率が高かった。 
 
 

 
 
図５ 
28日後 CNH/AnTiの TEM像 
c: 周囲骨組織 
d: cの拡大像 CNHと骨組
織のコラーゲン線維の間
には、アモルファスな構造
が認められた。 
e: dの拡大像 CNHの構造
が明確に観察された。 
f: CNH の TEM 像 
  
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から、CNHs を泳動電着法によって陽極酸化チタン表面に均質に表面修飾すること
が可能であること、また、CNHs を表面修飾した陽極酸化チタンが優れた骨伝導性を有すること
が明らかとなり、CNHs を表面修飾した陽極酸化チタンの新たなインプラント材料としての可能
性が示された。 
（2）CNHs 修飾チタン上におけるマクロファージの挙動 
①SEM および TEM 観察 
 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。（図６）CNHs/Ti の TEM 観察では、細胞内に少量の
CNHs が観察された（図７）。 
②サイトカインおよびマイクロアレイによる解析 
 培養 3 日後の CNH/Ti における TNFαと IL-6 は、Ti に比較して有意に低く、IL-10 では両者
の間に有意差はなかった（図８）。マイクロアレイによる Gene Ontology 解析により、 CNH/Ti
上のマクロファージでは、Ti 上と比較して DNA の転写・修復・複製に関する遺伝子が下方制御
されていることが明らかとなった。 
③CD206（M2 マーカー）の発現の観察 



 蛍光免疫染色では CNH/Ti の CD206 の蛍光強度は、Ti に比較し有意に高かった（図９）。 
 
図６ 培養 1日後の SEM 像 
左図：Ti 右図：CNH/Ti CNT/Ti 上の
マクロファージは球形をていしてい
る。 
 
 
 
 図７ 培養 3日の TEM 像 
 左図：CNH/Ti 右図：左図の拡大像 
 マクロファージは円形を呈し、細胞内
に CNH が観察される。 
 
 

 
図８ 培養 1および 3日後の各種サイトカインの発現  
3 日後の TNF-αと IL-6 については、Tiの方が高く、有意差が認められる。 

 
図９ CD206 について蛍光免疫染色後、蛍光強度を数値化し、正規分布の
平均を基準として規格化したグラフ 
 CNH/Ti が Ti に比較して高く、有意差が認められる 
 
 以上の結果から、Ti表面に修飾した CNHs は、マクロファージの DNA の
転写・修復・複製に影響し、組織再生に関与する M2 マクロファージへの
分極を誘導する可能性が示された。 
 
結論：CNHs をチタンに表面処理することにより、初期の骨伝導性が向上
すること、チタンに表面処理した CNHs は、マクロファージの分極に関与
することが示唆された。今後のカーボンナノ物質の生体材料への応用と展
開が期待される。 
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