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研究成果の概要（和文）：カーボンナノチューブ（CNT）を応用した高機能生体材料を創製するために、CNT や
その複合体に対する生体の反応、逆にCNTの生体内における挙動や代謝を観察し、形態学的、生化学的、分子生
物学的手法を用いてそのメカニズムを解析した。得られた知見に基づいてCNT 材料と生体の界面を制御する技術
を構築し、CNTを応用したDDSやイメージング、再生医療のための足場材等の開発を推進した。

研究成果の概要（英文）：To further our development of high-function biomaterials that incorporate 
CNTs, we have studied the biological reactions to CNTs and CNT complexes and observed the behavior 
and metabolism of CNTs in vivo. CNTs were analyzed by morphological, biochemical, and molecular 
biological methods as well. Based on these findings, we have established technologies to control the
 interface between organism and CNT and advance the progress of CNT-applied drug delivery system 
(DDS), imaging, and scaffold material for regenerative therapy and other treatments.

研究分野： 生体医工学
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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 
現在、CNT は新しい構造材料、機能性材料

として多くの分野で研究開発が行われ、応用
製品が普及しつつある。信州大学では、連携
研究者である CNT製法の化学気相成長法を発
見した工学部遠藤守信を中心に、地域イノベ
ーションクラスタープログラムや地域卓越
研究者戦略的結集プログラムにおいて、製造
技術や応用技術を開発し、CNT 研究を大きく
推進している（Nature 2005 等）。一方医療分
野においては、従来の炭素繊維がすでに脊椎
固定材料や腱の補強材などに用いられてお
り、新機能を有する炭素繊維である CNT は、
新しい生体材料としてきわめて魅力的な素
材である。その生体応用研究は近年世界的に
注目されてきたが、生体材料の生体反応を専
門研究分野（Nat Biotechnol 2001、Chem Soc 
Rev 2011 等 、 United States Patent 
No.6,258,382 B1 等）とする応募者は 8 年前
から工学部と連携し、基盤研究(A)、NEDO「ナ
ノテク・先端部材実用化研究開発」、経産省
「課題解決型医療機器」などで、人工関節摺
動部材であるポリエチレンやセラミックス
に CNTを強化材として複合する先駆的な研究
を進めてきた。この研究過程において、生体
内に埋め込む材料は必ず生体組織や細胞と
接触し、その界面において機能を発揮するた
め、CNT 材料と生体界面の詳細な研究が重要
であるという認識を強くした。CNT のもつ強
靭性、安定性、柔軟性等は生体材料として有
利な特性である。また CNTには、応募者らが
明らかにした骨基質形成の核となり骨形成
を促進する機能（Small 2008、Chem Soc Rev 
2009、特願 2006-162182）のような、未知の
生体特性を多数有している可能性がある。さ
らに、CNT は極めて緩徐な生体分解性がある
ことなど、生体内での挙動・代謝が明らかに
なりつつある。しかし、未だに CNT と生体界
面の研究は少なく、細胞内のシグナル伝達へ
の影響まで踏み込んだ研究は応募者らが初
めてであった（Nano Lett 2009）。以上の学
術的背景より、これまで行ってきた CNT材料
と生体組織や細胞とのナノ界面の研究をさ
らに広く深く発展させ、生体内で CNTの能力
を最大限に発揮する界面制御技術を構築す
ることができれば、革新的な高機能生体材料
の創製に大きく貢献することができる。 
 
２．研究の目的 
研究期間内に、CNT と生体の界面を解明す

ることにより、高機能 CNT生体材料を開発す
るための技術基盤を構築する。具体的には、
CNTを用いた抗癌剤の DDS、CNTにより導入効
率を高めた癌遺伝子治療、CNT を癌組織に取
り込ませて電磁波を与える温熱療法、癌のイ
メージング等の癌治療に有用な開発を、癌組
織や癌細胞との界面研究により達成する。ま
た、iPS 細胞により大きく進展した再生医療
においては、最適な scaffold の開発が急務
であり、CNTを応用した新規 scaffold 材料の

開発を目指す。応募者は scaffold の研究に
関する実績があり、また信州大学および松本
歯科大学は骨・軟骨再生について厚労省から
「ヒト幹細胞治療指針に基づく臨床研究」の
認可を受けており、CNT を応用した再生医療
研究を推進することが可能である。さらに、
CNT 複合体をインプラントに用いる研究には
世界で最も早くから取り組んでおり、本研究
で CNTとポリエチレン、セラミックス、チタ
ン、ピーク材等との新規複合体を開発し、高
機能の人工関節、プレート、椎体ケージ、人
工歯根等の実用化に貢献する。これらの CNT
を生体材料に応用する研究において最も問
題になるのは生体安全性であるが、これまで
安全性評価に関する報告は少ない。研究代表
者はこのテーマにも早期から取り組み、これ
までに CNTは生体内で強い炎症反応を惹起せ
ずマクロファージに取り込まれて安定して
いること、細胞毒性が低く炎症性サイトカイ
ンを誘導しないこと等を明らかにした。また、
発癌性や突然変異誘発性等の重要な生体安
全性研究を積み重ねてきている。これらの実
績を基盤として、CNT 材料と生体界面をさら
に探求することにより、生体安全性に関する
詳細な知見を蓄積する。現在、CNT の生体応
用は国際的に推進される研究テーマになり
つつあり、本研究はその実用化のための安全
基準の構築をリードしたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
CNT 開発および材料複合技術開発を信州大

学工学部および併設するカーボン科学研究
所が行う。得られた材料を、信州大学医学部
と松本歯科大学において密に連携を保ちな
がら、生体組織や細胞との界面に着目して研
究を進めていく。この際、医学の様々な分野
（骨・軟骨・神経等の整形外科学、幹細胞や
再生医療等の組織発生学、抗菌性等の細菌学、
癌治療などの遺伝子治療学）と歯学（骨・歯・
歯周組織等）に分担・連携研究者がおり、そ
れぞれの専門的知識と実験手技を動員・統合
して、横断的な新知見を獲得する。得られた
結果は随時工学にフィードバックし、生体と
の界面を制御する高機能生体材料を開発し
ていく。実用化に最も重要な生体安全性は、
研究開始時から CNT・生体界面研究の結果を
反映させ、安全性評価を実施する。研究計画
の最終的なゴールは、CNT の癌治療に用いる
DDS、温熱療法、イメージング等への応用、
再生医療に用いる scaffold への応用、外科
用インプラントへの応用等のための確固た
る基盤技術を構築することである。さらに、
CNT の生体材料としての国際的な安全性評価
基準を構築して、臨床応用の実現を目指す。 
(1) CNT 材料の開発研究：①CNT の開発・製
造。②CNT と従来の生体材料の新規複合体の
開発・製造。 
(2) CNT 材料表面における基本的生体反応の
研究：①CNT材料表面へのタンパク質の吸着。
②CNT 材料表面への細胞接着。③CNT 材料表



面における血栓形成。④CNT 材料表面の補体
系活性化。 
(3) 皮下組織界面の研究：CNT 材料を実験動
物の皮下に埋め込み、経時的に周囲組織とと
もに摘出して観察し、炎症所見などの生体適
合性を評価する。 
(4) 硬組織界面の研究：①硬組織適合性。②
硬組織形成能。③CNT含有硬組織の特性。 
(5) 細胞界面の研究：CNT１本１本をガラス
板上で分離し、顕微鏡下に培養細胞に静置す
る。 
(6) 細胞毒性の研究：CNT 材料を生体外で培
養線維芽細胞に作用させ、細胞反応を評価す
る。 
(7) 発癌性試験：①実験動物による発癌性評
価。②突然変異誘発性評価。 
(8) 生体内動態の研究：①体内分布。②代謝。
③分解。 
(9) iPS細胞・ES細胞の研究：iPS細胞や ES
細胞に CNTを作用させ、これらの幹細胞の反
応を探る。 
(10) 細胞表面接着の研究：CNT材料は細胞表
面に接着して、反応を引き起こす。インテグ
リンが CNTの接着因子として重要なことが明
らかになったため、CNT にインテグリン阻害
分子を付加して細胞表面への接着性や取り
込みを減少させ、生体への反応を制御するこ
とを試みる。 
(11) 硬組織関連細胞界面の研究：硬組織関
連細胞を CNT材料添加培地で培養し、分化・
増殖などを観察する。 
(12) マクロファージ界面の研究：生体埋め
込み試験では CNTがマクロファージに貪食さ
れ滞留する。CNT を添加してマクロファージ
を培養し、貪食様式と細胞の変化を解析する。 
(13) 血管・神経の研究：①血管組織界面お
よび血管新生。②神経組織界面および神経再
生。 
(14) 抗菌性研究：CNTを黄色ブドウ球菌培養
液に添加すると、細菌数が濃度依存性に減少
することを明らかにした（特願 2006-162183）。 
(15) 遺伝子治療研究：これまでに CNT を添
加すると、アデノウイルスベクターの細胞へ
の取り込み能率が格段に向上することを明
らかにした。 
(16) DDS に応用する研究：CNT材料に抗癌剤
を付加して癌組織や癌細胞に作用させ、その
効果を検証する。 
(17) 電磁波による癌の温熱療法研究 
(18) 組織再生のための scaffoldに応用する
研究：再生医療の実用化には、scaffold が重
要な役割を担う。CNT 材料を用いて最適な 3
次元の多孔体を構築し、その生体との接合界
面を研究することにより、高機能 scaffold
を創製する。 
(19) 生体安全基準の構築：上記の様々な CNT
材料と生体界面の研究は、ほとんどが生体材
料としての安全性評価に応用できる。 
(20) 革新的生体材料の創製 
 

４．研究成果 
(1)平成 24年度：CNT材料の開発研究として、
本研究に使用する CNT の化学修飾および CNT
と生体材料の複合化を行った。これらの CNT
材料表面における基本的生体反応を、CNT 材
料表面へのタンパク質の吸着、細胞接着、血
栓形成、補体系活性化などで検討した。 皮
下組織界面の研究として、CNT 材料を実験動
物の皮下に埋め込み、経時的に周囲組織とと
もに摘出して、炎症などの生体反応を観察し
た。硬組織界面の研究では、CNT 材料を実験
動物の硬組織に埋め込み、その界面を形態学
的に観察し、硬組織形成能や CNT含有硬組織
の特性を調べた。CNT が骨形成能を促進する
メカニズムを解明するために、骨芽細胞、軟
骨細胞、破骨細胞に接触して生じる CNTの挙
動と作用を微細構造学的に解析し、CNT が石
灰化の核となる知見を得ており、CNT の骨基
質内への取り込み過程を石灰化機構と関連
づけて検討した。CNT と細胞の界面について
は、１本の CNTを１個の細胞に作用させる技
術開発を進めた。この新手法を用いて、細胞
への CNT の作用、細胞内での CNTの挙動、CNT
が突き刺さった細胞の変化などを観察した。
細胞毒性の研究において、CNT 材料を生体外
で培養線維芽細胞に作用させ、分化・増殖・
取り込み・サイトカイン産生などの細胞反応
を評価した。発癌性試験として、遺伝子改変
発癌性マウス（rasH2）への CNT 材料の埋め
込み試験を行った。また、AMES 試験、Comet 
Assay などで、突然変異誘発性の評価を行っ
た。生体内動態の研究として、CNT 材料に微
細な金を付加する技術を開発した。さらに、
CNT材料を ES細胞に作用させ、幹細胞の反応
を検討した。CNT 材料の研究として、CNT の
溶液への分散と細胞への影響を、CNT と細胞
の界面を中心に探求した。特に分散剤の種類
による細胞反応の差異を調べ、そのメカニズ
ムを検討した。その上で多くの分散剤で細胞
内への CNT の取り込みが見られることから、
この取り込みに関与するタンパク質の同定
を行った。また、凝集 CNTを除去した高分散
状態の CNTの基本的物性と動物・細胞レベル
での評価を試みた。さらに CNTと細胞の界面
について、１本の CNTを１個の細胞に作用さ
せる技術開発を進めた。この新手法を用いて、
細胞に取り込まれた CNTの挙動、分布などを
詳細に観察した。 
(2)平成 25 年度：細胞毒性の研究では、CNT
の生体材料応用を念頭に置き、形状の異なる
CNT および CNT 複合体の特定の細胞に対する
反応を調べ、細胞増殖性や炎症性サイトカイ
ンやケモカインの産生などを検討した。また、
CNT を骨芽細胞や破骨細胞に作用させて細胞
内/膜/外の変化を捉え、CNT が骨形成を促進
するメカニズムを更に探求した。動物試験に
おいては、CNT 材料を使用する部位や体内動
態を考慮して、特定の組織と CNTの界面反応
を評価した。具体的には皮下・骨・滑膜を中
心に、短期評価と長期評価を実施した。また、



遺伝子改変発癌性マウス（rasH2）を用いた
CNT の発癌性評価を多くのバリエーションで
実施し、同時に体内動態の詳細な解析も行っ
た。未知の研究として、CNT が鼻腔から嗅球
を経て脳に移行する動きを、蛍光標識したナ
ノ粒子をモデルに、マウスで再現する試みを
行った。 
(3) 平成 26 年度：CNT材料の研究として、細
胞への取り込みを、細胞および分散剤を変え
て検討した。細胞や分散剤によって CNTの取
り込み量や取り込み形式が異なり、そのメカ
ニズムを検討した。多くの細胞で、取り込み
形式はエンドサイトーシスであり、細胞に取
り込まれて毒性を示すことが明らかになっ
た。しかし、例外的に細胞に取り込まれなく
ても毒性を示す場合、取り込まれても毒性を
示さない場合があり、これらのメカニズムを
検討した。また、分散剤により CNT 表面の特
性が変化し、細胞への取り込みに影響するこ
とを示した。これらの研究は特にマクロファ
ージを中心に実施し、細胞内外でのタンパク
の発現を評価した。CNT と細胞の界面につい
て、継続して１本の CNTを１個の細胞に作用
させる技術開発を進めた。CNT１本を把持す
ることに成功したが、更に機器の改良が必要
であった。CNT 単独で立体構築し、皮質骨の
機械的特性にできるだけ近づけたブロック
体を作製し、骨欠損修復のためのスキャフォ
ルドとして有効性を検討した。CNT ブロック
に BMP を添加してマウス背筋に埋植すると、
ブロックに密着して骨形成が認められた。ま
た、CNT ブロック上での細胞接着性と増殖性
は良好であった。この CNTブロックは、一定
の強度を必要とする部位の骨欠損を修復す
るための足場材として期待できることを明
らかにした。癌転移骨の制御を目的として、
CNT を抗破骨細胞薬や抗癌剤の DDS に用いる
研究をスタートさせた。使用する CNTを数種
類選定し、薬による表面修飾を行った。癌細
胞に作用させることで、増殖を抑制すること
を確認したが、更に再現性高める必要があっ
た。遺伝子改変発癌性マウス（rasH2）を用
いた CNT の発癌性評価として、CNT を膝関節
内に投与した結果を詳細に検討した。特に、
CNT の体内動態と肺における反応に着目し、
投与部位が大きく影響することを明らかに
した。 
(4)平成 27年度：本年度から、基盤研究で重
要なものを更に高度化すると共に、テーマを
絞った応用研究に移行した。まず基盤研究と
して、CNT の分散剤による影響を検討した。
細胞に CNT を暴露した場合、gelatin で分散
した CNT だけが細胞増殖抑制を示し、FBS や
CMC で分散した CNT は増殖が促進した。
Gelatin では、分散しきれていない CNT の凝
集体に細胞が接着することによって、見かけ
上細胞増殖が抑制されていることが分かっ
た。また、リンパ管内の CNT 通過を評価する
方法を構築した。リンパ管を摘出して外腔お
よび内腔に灌流を行い、特有の生体反応であ

る連続的自発性収縮を起こす実験条件を検
討した。また内腔に流れるナノ粒子の動態イ
メージングを、蛍光顕微鏡で捉える実験系を
構築した。更に 1本の CNTを 1個の細胞に作
用させる技術開発を進めた。1 本の CNT を把
持する機器の改良や、実験系の最適化を検討
した。把持した CNTを 1個の raw細胞に接触
させ観察した。次に応用研究として、CNT 単
独で立体構築し、力学的強度を高めたブロッ
ク体を作製した。この CNT ブロック上での細
胞接着性は高く、rhBMP-2 を添加し筋に埋植
するとブロックに密着して骨形成が認めら
れ、その骨量はコラーゲンシートを用いた場
合と同等であった。この CNT ブロックはスペ
ーサーとして骨欠損部を充填し、かつ骨再生
を誘導する BMP の scaffold として機能する
ことが期待できる。また、複数の CNTを同心
円状に積層して多孔質形状に形成し、薬剤徐
放性試験・蛋白吸着試験・蛋白放出試験など
を行った。細胞増殖試験および骨欠損修復試
験では、対照群より良好な結果が得られた。
一方、CNT に抗癌剤を付加して癌に作用させ
る研究に着手したが、CNT を粒子として DDS 
に用いた場合の安全性が不確実なため、カー
ボンナノホーンに変更して研究を進めるこ
ととした。 
(5)平成 28年度：最終年度であり、基盤研究
で重要性が明らかになったテーマに絞った
応用研究を実施した。分散装置での超音波処
理 CNTは粒径測定の結果、繊維 1本 1本の状
態でない事が確認されたため、新たな高出力
超音波装置を購入し、物理的界面の違いによ
る細胞応答性を比較した。その結果、細胞と
CNT との界面の応答はシンプルなカスケード
ではなく、マルチなカスケードによる複合的
な反応である事が明らかとなった。CNT を単
独で立体構築し力学的強度を高めたブロッ
ク体を作製して rhBMP-2を添加し、マウスの
背筋内に移植したところ、十分な異所性骨形
成を認めた。MC3T3-E1をブロック体上に播種
し、コラーゲンよりも多く接着することを確
認した。さらに CNT を連結した多孔質形状に
形成したところ、良好な細胞増殖能、骨伝導
能に加えて、薬剤を保持・徐放する能力に優
れていた。単に骨欠損を充填するだけでなく、
細胞を培養して移植する scaffold や、薬剤
を添加して徐放させるための担体としての
能力を有することを明らかにした。癌骨転移
に対する治療のための DDS に CNT を応用し、
抗癌剤である cisplatin の付加に成功した。
この cisplatin付加 CNTをラットの乳癌細胞
に入れ、control 群では乳癌細胞は増殖し続
けたのに対し、抗癌剤付加 CNT群では乳癌細
胞が減少した。また、ラットの脛骨に乳癌細
胞を局注し骨転移モデルを作製し、病巣に
cisplatin付加 CNFを入れ経時的に観察した。
リンパ管内でナノ粒子がどのように送達さ
れるかを評価する新規イメージング技術で
CNT の分散を検討した。またリンパ管の自発
性収縮への影響を観察し、CNT により自発性



収縮の連続的な動きが乱れ停止と再開を繰
り返し、リンパ管が次第に拡張していき自発
性収縮の振幅が縮小する様子などが捉えら
れた。さらに CNTはリンパ管内壁に接着しや
すいことを明らかにした。 
(6)以上の研究の主な成果として、以下の点
があげられる。①世界で最も権威ある学術雑
誌の 1 つである Chemical Reviews（Impact 
Factor 37.369）に「Safe clinical use of 
carbon nanotubes as innovative 
biomaterials」を発表した。②CNT 複合ポリ
エチレン人工関節開発の安全性評価におけ
る基盤技術を構築した。③平成 29-33年度科
研基盤研究(A)（一般）「癌転移骨環境を空間
的・時間的に制御する生体活性付加カーボン
の開発と安全性評価」が採択された。 
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