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研究成果の概要（和文）：　エレクトロスピニング法で作製したナノサイズのカーボンファイバーを立体構築したナノ
カーボンファイバーシート(NCFS)を開発し、その骨組織親和性、骨形成能を評価し骨組織再生療法のscaffoldとしての
可能性を検討した。
　NCFSは骨形成蛋白質(rhBMP-2)を複合させることによりマウス頭蓋骨に形成した骨欠損部に良好な骨再生を誘導した
。また、骨芽細胞の増殖試験では、NCFS上にて骨芽細胞は強い増殖性を示し、石灰化培地によるNCFS上での培養では骨
芽細胞の分化を示すALPの活性が上昇していることが確認された。これらの結果から、NCFSは骨再生のscaffoldとして
有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： We recently developed nanocarbon fiber sheets (NCFSs) made from electrospun 
nanosized carbon fiber. Here, we investigated the possibility of using NCFSs as a scaffold for bone 
regeneration by evaluating bone tissue compatibility and osteogenesis.
 NCFS scaffolding enabled good bone regeneration of skull defects in mice through interactions with the 
bone morphogenic protein rhBMP-2. In proliferation trials, osteoblasts showed good compatibility with 
NCFS, and ALP activity in culture assays with calcification medium indicated elevated differentiation of 
osteoblasts. Based on these findings, NCFSs may have potential bioapplications as a scaffold for bone 
regeneration.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
近年 iPS 細胞の樹立などにより再生医療
研究が大きく進展したが、その実用化には組
織構築のための scaffold が必須である。これ
までに scaffold として様々な生体材料が研
究されてきたが、scaffold そのものが生体内
で組織再生能を促進する機能性 scaffold の
開発には至っていない。この機能性 scaffold 
が実用化されれば、細胞やサイトカインのも
つ再生能と相乗効果を発揮して、有効性の高
い新しい再生医療技術を創生することがで
きる。我々はこれまでに、エレクトロスピニ
ング法で作製したナノサイズのカーボンフ
ァイバーの立体構築に初めて成功し、骨組織
再生の scaffold として応用が可能なことを
確認した。この新知見を基に、骨組織再生を
促進する生体メカニズムを探究し、骨組織の
再生能を飛躍的に高める機能性 scaffold の
開発を試みる。我々は長年骨再生の scaffold 
に 関 す る 研 究 を 行 っ て お り [Nat 
Biotechnol(IF 31.085) 2001, Chem Soc Rev 
(IF 26.583) 2009, 2011等]、優れたナノカー
ボン技術を有している信州大学工学部[Endo 
M. Nature (IF 36.104) 2005等]と協力して、
本研究を医学・工学双方から推進する。 
 
２．研究の目的 
骨組織再生の足場材（scaffold）に応用す
るために、エレクトロスピニング法を用いて
ナノサイズのカーボンファイバーを立体構
築することに成功した(図 1、図 2)。この新し
いナノカーボンファイバーシート (Nano 
carbon fiber sheet, NCFS)と生体の反応を組
織、細胞、細胞内レベルまで解明することに
より、骨再生能を飛躍的に高める機能性
scaffold の開発を試みる。 

比表面積の大きな、生体親和性の高いナノ
カーボンファイバーの立体構造体は、高い細
胞接着性と多孔性を示し、細胞や血管の侵入、
細胞やサイトカインの保持などの点で
scaffold として有利である。さらにナノカ
ーボンが周囲のカルシウム濃度を高めると
ともに、ハイドロキシアパタイトが析出する
核になると考えられる。このナノカーボンフ
ァイバーが骨形成を促進するメカニズムを
さらに詳細に探求し、骨形成促進機能を向上
することにより、細胞やサイトカインの骨再

生能を飛躍的に高める機能性 scaffold を達
成する。今後ナノカーボンファイバーは、骨
以外の組織再生や scaffold 以外の生体材料
である人工関節、癌治療の DDS、イメージン
グ等への応用研究が国際的に進展すると予
想される。従来のカーボンファイバーはすで
に脊椎固定材料や腱の補強材料として臨床
応用されているが、ナノサイズに特異な生体
反応を示す可能性があり、本研究では生体安
全性も詳細に検討する。 

本研究は、ナノカーボンファイバーシート
を生体に応用して、骨組織再生能を促進する
機能性 scaffold を開発する世界初の挑戦で
ある。現在停滞している骨の再生医療技術を
飛躍的に向上させるだけでなく、他の組織再
生にも応用が可能で、再生医療全体の推進に
大きく貢献する。また、ナノカーボンファイ
バーの骨形成促進能を探究することにより、
これまで不明であった骨形成初期の石灰化
機序が解明される可能性がある。さらに、今
後発展が期待されるナノカーボンファイバ
ーの生体応用のための、生体安全性を評価す
る意義は大きいと考える。 

 
３．研究の方法 
(1) 6週齢 ddYマウスにネンブタール注射液
(ペントバルビタールナトリウム、大日本製
薬)を 30mg/kg 腹腔内注射した。手術中に体
動の多いマウスはイソフルランを吸入させ
た。1%リドカインを頭頂部皮下に注射し、局
所麻酔とした。皮膚をメスで切開し、頭蓋骨
を露出させ、骨膜を丁寧に剥離し、骨を露出
させ、頭蓋骨にトレフィンバーを用いて直径
5mmの Critical sizeの骨欠損を作成した。
骨欠損部に各サンプルを充填し、皮膚を縫合
した。 
 サンプルは、ナノカーボンファイバーシー
トを充填したものを NCFS 群としたのに対
し、何も充填しないものを negative control
群とし、positive controlとしてコラーゲンス
ポンジ(Collacote)を充填したものをコラーゲ
ン群とした。 
マウスは 12 週後にジエチルエーテルの過
量吸入にて安楽死させ、動物用マイクロ
CT((RmCT、Rigaku社)(図 3)にて頭蓋骨を撮
影し、骨形成を評価した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) NCFS上とカバーガラス上で、マウス骨
芽細胞系 cell lineであるMC3T3-E1細胞を
培養し、細胞増殖能と骨分化能を評価するた
め、Alamar Blue assay と ALP(alkaline 
phosphatase) assayを行った。 
①《Alamar Blue assay》96well plate上に
直径 5mmのカバーガラスと、同じ大きさに
切った NCFS を乗せ、MC3T3-E1 細胞を
1.0*10^5cells/sample となるように播種し、
3日目に Alamar Blue assayを行った。カバ
ーガラスと NCFS を別のプレートに移し、
100uL の α-MEM 培地と 10uL の Alamar 
Blue reagentを各 wellにそれぞれ注入し、1
時間後に蛍光強度を測定した。サンプル自体
が蛍光強度に影響することを避けるため、そ
れぞれ、細胞を播種しないサンプルを同数作
成し Reagent blank とし、蛍光強度は
Reagent blankとの比で評価した。 
②《ALP assay》96well plate上に直径 5mm
のカバーガラスと、同じ大きさに切った
NCFS を 乗 せ 、 MC3T3-E1 細 胞 を
4.0*10^3cells/sampleとなるように 8wellず
つ播種した。2 日後、それぞれの群の 4well
は α-MEM 、 4well は 石 灰 化 培 地
（αMEM+100μg/ml Ascorbic Acid + 5mM 
β-Glycerophosphate）に培地を交換し、その
8 日後、それぞれに対し蛋白濃度を測定する
ためにビシンコニン酸を用いた BCA assay
と、ALP活性を測るため ALP assayを行っ
た。細胞溶解とタンパク質の可溶化のため、
96well plateの1wellあたり100uLのPBS(-)
で2回washし、各wellに100µLずつのRIPA 
buffer を注入して氷上に 15 分静置した。そ
の後、上清を細胞溶解液として ALP 活性・
蛋白濃度の定量を行った。BCA assayにはプ
ロテインアッセイ BCA キット(Wako)を、
ALP assayにはラボアッセイ ALP(Wako)を
用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1)動物用マイクロ CT によるマウス頭蓋骨
の観察では，negative control郡では骨欠損
は修復されず、欠損部は開存したままであっ
た。コラーゲンスポンジを使用した positive 

control 群および、NCFS 群では、マウス頭
蓋骨欠損部に新生骨が形成され、骨欠損部が
修復されていることが観察できた(図 4)。
positive control群と NCFS群の間に、骨修
復に関して明らかな差異を認めなかった。
NCFS群では、骨欠損作成部に骨融解像など
の有害反応は認められず、NCFSは骨組織親
和性についても優れていると考えられた。 
 

 
(2)マウス骨芽細胞株MC3T3-E1細胞による細
胞親和性試験 
①《Alamar Blue assay》NCFS上で培養し
たMC3T3-E1細胞は、controlのカバーガラ
ス上で培養した同細胞と比較し、有意に高い
蛍光強度を示し、良好な細胞増殖性が確認で
きた(図 5)。 
 

 
 
②《ALP assay》カバーガラス群およびNCFS
群で、石灰化培地を使用した群は αMEM で
培養した群と比較して ALP 活性が上昇して
いたが、両群間に有意差は認めなかった(図
6)。この結果から、NCFS上でもMC3T3-E1
細胞の石灰化誘導が問題なく起こることが
確認でき、NCFSは骨再生療法における骨形
成のための scaffoldとして有用であることが
示唆された。 
 
(3)NCFの安全性評価 
NCF を生体材料に応用するための安全性試
験として、同じナノカーボンであるカーボン
ナノチューブを用いて、培養細胞の反応試験、
関節内埋め込み試験などを実施し、その結果
を NCF にも適応可能であるかを検討した。
広範囲にわたり適応が可能であるが、今後の
実用化のためには、NCFを用いた安全性評価
試験を追加して実施することとした。 
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