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研究成果の概要（和文）：生体吸収性ハイドロゼラチンゲルを用いて，ゲル化したMC/CNHsはラット皮下埋入に
て炎症性を示さなかった．ラット第一大臼歯抜歯後にTiスクリューを即時埋入し，４週経過後にリガチャーワイ
ヤーを歯肉溝に巻いて歯周炎モデルラットを作製した．
CNHsとの複合体においてクロルヘキシジン（CHX）・塩化ベンザルコニウム（BAC）・レボフロキサシン・FGFの
作製に成功した．NIH-3T3を用いた細胞培養ではFGF/CNHsは細胞毒性を有せずFGFの効果を保持していたが、S.
mutans菌を用いた菌培養ではCNHsに担持させることでそれぞれが持つ消毒作用を減弱させる可能性が示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：Gelatinized MC/CNHs did not show inflammatory properties when implanted 
subcutaneously in rats using bioabsorbable hydro gelatin gel. A rat model of periodontitis was 
created by immediate placement of titanium screws after extraction of rat first molars, and ligature
 wires were wrapped around the gingival sulcus after 4 weeks.
Chlorhexidine (CHX), benzalkonium chloride (BAC), levofloxacin, and FGF were successfully prepared 
in complex with CNHs. However, the results of the cell culture using S. mutans bacteria suggested 
that CHX and BAC may reduce the disinfection effect of CNHs by loading them on CNHs.

研究分野： 補綴歯科学

キーワード： カーボンナノホーン　ミノサイクリン　インプラント周囲炎　局所薬物送達療法　動物実験

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラット皮下に化学架橋剤不使用の生体吸収性ハイドロゼラチンゲルに包埋したMC/CNHsを注入し，炎症を惹起し
なかったことから，in vivoでの安全性が確立された．CNHsと薬剤を複合体とすることでCNHsの分散性を向上さ
せ，さらに静菌作用等の付帯効果を与えることが可能となった．この特徴を用いてインプラント周囲炎への局所
薬物送達療法への応用が期待できると考えている．

※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 

カーボンナノマテリアル(CNMs)は比表面積が大きく，他物質の担持が可能な材料である

ことから，DDS やバイオセンサーなどバイオ領域への応用についても注目され研究が進め

られている．申請者らはこれまでに CNMs の生物学的特性を明らかにするとともに，生体材

料への応用に取り組んできた．特に，CNHs は金属触媒を使用せず生体適合性が高いことか

ら，生体材料への応用が期待されており，これまでに，CNHs を固着させた膜上で骨形成が

促進されること(T. Kasai et al. Nanotechnology (2011))，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（E. Hirata et al. Nanoscale (2016)）を報告した．しかし，

CNHs は疎水性が強いことから，生体材料へ応用するためには分散処理が必要である．申請

者は，MC 水溶液と CNHs を複合(MC/CNHs)することによって，MC が CNHs の分散性を

向上させること，MC/CNHs は骨芽細胞の分化や増殖に影響を及ぼさず，MC の抗菌性を保

持することを明らかにした． 

補綴歯科学においてインプラント治療は，予知性ならびに効果の高い治療であるが，近年，

インプラント周囲炎が，臨床における問題となっている．インプラント周囲炎に対する治療

としては，物理的なインプラント表面の滑沢化とプラークの除去（機械的方法），薬剤やレー

ザーによる殺菌・消毒（化学的方法）が併用されることが多いが，抗菌薬を感染部位へ作用

させるためには一定時間の留置が必要になる．さらに，現在汎用されているインプラント表

面はマイクロ-ナノ構造を有していることから，物理的な方法には限界があり，より効果的な

薬剤の投与方法の開発が期待されている．以上の問題を解決するため，CNHs が徐放能を有

する（K. Ajima, et al. Molecular Pharmaceutics. 2005）ことに着目し，CNHs に MC を担

持させ，インプラント周囲溝に注入することにより，感染局所で一定時間薬効を発揮しうる

のではないかと考えた． 
 
 
２．研究の目的 

CNHs を担体とすることで感染局所への MC の留置を促す．それによって，より治療効率の

良いインプラント周囲炎治療への応用を目的とする． 

（１） MC/CNHs の in vivo での安全性と効果の検証． 

ラット皮下に化学架橋剤不使用の生体吸収性ハイドロゼラチンゲルに包埋した

MC/CNHs を注入し，in vivo での安全性を組織学的に検証する．安全性が確立された後，

歯周炎モデルラットを使用し，インプラント埋入後にゲル化した MC/CNHs をインプラ

ント周囲溝へ注入，軟組織への効果を組織学的に明らかにする． 

（２） CNHs へ新たに担持可能な薬剤の探索 

本研究の最終的な目的であるインプラント周囲炎への応用のためにも，骨増生効果を持っ

た薬剤を CNHs に担持することができれば，炎症により喪失したオッセオインテグレー

ションの再獲得が可能になる．そのため FGF や BMP-2 等の成長因子の水溶液中に，

CNHs を混合することで新たな複合体を作製し，その化学的・形態的物性を明らかにする

と共に，細胞培養特性および in vivo での効果を検証する． 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
（１）in vivo での安全性の検証 

ラット皮下にコラーゲンゲルに包埋した

MC/CNHs を注入し，7 日後にイソフルランと

2.5％GA を併用した還流固定によりラットを

安楽死させ，背部組織を摘出した． 

またラット上顎第一大臼歯を抜歯後，即時に

インプラントを埋入し，4 週経過させオッセオ

インテグレーションを確立した．さらにイン

プラント体の周囲歯肉溝にリガチャーワイヤーを巻き付け歯周炎モデルラットを作製し

た． 

 

（２） CNHs へ新たに担持可能な薬剤の探索 

① 薬剤-CNHs 複合体の製作，分散性の確認 

Chlorhexidine（CHX），Benzalkonium Chloride (BAC)，レボフロキサシン（LVFX），

FGF-basic を 1m/mL となるように DW に溶解し水溶液を作製した．さらに粉末状の 

CNHs（未酸化：as-CNH）0.1mg に対して 0.1mg/mL となるように水溶液を添加し，

冷却下において 30-60 分超音波分散させ複合体を作製した．それらは Nanodrop OneC 

UV–vis spectrophotometer を用いて吸光度を測定し CNHs の薬剤担持を確認した． 

② 細胞培養 

マウス線維芽細胞（NIH-3T3）を用いて FGF/CNH の細胞毒性を検証するため，FGF，

CNH 及び FGF/CNH を播種し，培養 24 時間後に WST-1 を用いて生細胞量を測定し

た． 

③ 細菌培養 

CHX・BAC との複合体を Streptcoccus mutans（S.m.）：JH1000 ATCC55677 との懸

濁液による吸光度測定により，口腔内細菌における抗菌活性を検証した．培地へ添加し

た CHX 及び BAC の濃度が 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ㎍/mL となるように各サンプルを添

加し，培養直後と 2０，44 時間後での吸光度(OD600nm)より増殖度を測定した． 
 
 

  



４．研究成果 

（１）MC/CNHs の in vivo での評価と歯周炎モデルラットの作製 
ラット背部皮下埋入の後 7 日後に摘出した周囲軟組織を比較すると，どの条件においても炎

症性細胞の遊走は見られなかった．また CNHs が細胞質内に取り込まれている様子が観察され

た．（図 1a 及び c） 
ラット第一大臼歯抜歯後，即時埋入を行ったインプラント体の歯肉溝に，リガチャーワイヤー
を結紮して７日後では，歯肉溝に食渣の停滞が認められ，組織像で炎症系細胞の浸潤と歯肉溝

上皮の肥厚化が確認された．（図2） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１．背部皮下埋入の周囲軟組織 H-E 像（a：CNHs，b：MC，c：MC/CNHs，白矢頭:CNHs，

黒矢頭:MC/CNHs） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）CNHs へ新たに担持可能な薬剤の探索 

①分散性 

 ＭＣは 350nm 付近に吸光度ピークをもち，LVFX は 300nm 付近にピークをもつ．各種薬剤と

CNHs 複合体の作製直後の吸光度測定結果により，分散性の向上が認められた．CNHs 単独で

は静置後 1 時間で沈殿化がみられたのに対して，MC と LVFX では静置後３時間で沈殿がみら

れ，CHX と BAC では静置後４８時間経過後でも CNHs の分散性の向上が継続していた．これ

は CHX と BAC に含有される界面活性剤とエタノールによる効果と考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

図３．吸光度測定による各種薬剤の比較 左:薬剤のみ 右:作製直後の各種薬剤と CNHｓとの

複合体 
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図２．インプラント埋入後

の周囲歯肉組織 H-E 像（d：

インプラント体埋入 5週後，

e:インプラント体埋入後 4

週＋リガチャーワイヤー結

紮後 1 週後） 



② 細胞培養 

CNHs 分散時の超音波洗浄により FGF の効果を阻害しないことを確認するため，FGF のみで
同時間冷水下で超音波洗浄を行ったものも比較した．CNHs の存在により NIH-3T3 の生育を阻
害しないことが明らかになった．FGF との複合体（FGF/CNHs）では，CNHs が FGF の効果を
阻害しないことを明らかにした． 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

③ 細菌培養 

 S.mutans に対する CHX・BAC の細菌増殖抑制効果を比較したところ，培養 20 時間後では

CNHs との複合体は薬剤単体と同等の結果を示していたのに対し，培養 44 時間後では CHX の

効果の減弱がみられた．BAC は CNHs の有無に関わらず，同等の細菌増殖抑制効果及び効果の

継続が示唆された． 
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図 4．NIH-3T3 培養 24 時間後の生細胞量 

図 5．左:培養 20 時間経過後の増殖率，右：培養 44 時間経過後 
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