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研究成果の概要（和文）：本研究は、動物毛（羊毛および人毛）から構成成分であるケラチンたんぱく質を抽出
し、それらをバイオマテリアルとして応用することを目的として実施した。ケラチンは、酸化的手段または還元
的手段により抽出し、得られたケラチンはフィルム、ナノファイバー、およびそれらの複合体に加工した。ケラ
チンは抽出方法に関係なく、分子量低下を引き起こさずに抽出することが可能であった。また、抽出したケラチ
ンより作成したフィルムおよびナノファイバーは細胞との親和性も高いことが判明した。さらに、作成したフィ
ルムやナノファイバーは力学強度として既存材料と同等以上の特性を持ち合わせていた。

研究成果の概要（英文）：Keratin protein contained in wool fiber and human hair was extracted by both
 reductive and oxidative methods.  Keratin could be extracted without causing reduction of molecular
 weight.  Cytotoxicity of keratin was evaluated by cell culture using mixture of culture medium and 
keratin solution.  When the culture medium which contained higher amount of human hair keratin was 
used for cell culture, cell viability was somewhat lower than that on the control.  In contrast, 
wool and gray hair derived keratin were found to have no negative effect for cell viability.  
Extracted keratin was processed into film, nanofiber and their complexes.  Keratin film and 
nanofibers were found to have excellent affinity to cells.  The rate of cell growth on them was 
equivalent or higher than that on the collagen coated culture dishes.  The mechanical strength of 
keratin film and nanofibers was evaluated by tensile test.  Elastic behaviors of them were similar 
to those of existing biomaterials.

研究分野： 材料科学
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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 
動物（タンパク質）再生繊維に関する現状 
天然繊維を再生繊維化した実用例として、

植物由来のセルロースが挙げられる。近年は、
再生セルロースをナノファイバー化するこ
とでその応用分野が飛躍的に拡大している。
一方、動物由来タンパク質の再生繊維化は、
一部研究例があるものの、実用的な汎用には
至っていない。特に、最も身近な羊毛につい
ても、再生すること自体が困難とされ、金山
ら[1]が実施した一部の検討例を除き再生繊
維化は達成されていない。再生繊維は、天然
の物理構造が変化しているため、その構造由
来の特徴を得ることは困難であるが、成分由
来の特徴を活かし、かつさまざまな付加価値
を付与することが可能である。その意味で、
天然繊維以上に再生繊維の応用価値は高い。
実際、羊毛を原料とした場合、以下の 2 点で
セルロース系再生繊維と比較して優れてい
る。 
(1) 生産過程で生じる“廃棄羊毛屑”を原料
とすることができ、それを再繊維化すること
から、廃棄処分されてきた資源の有効活用
（リサイクル）に繋がる。 
(2) 生分解性や生体適合性に優れていること
から、単に繊維製品としての応用化だけでな
く、特にバイオ・メディカル分野への応用が
期待できる。 
このような背景をもとに、本研究代表者お

よび研究分担者らは、動物由来繊維の再生繊
維化に着手した。H26 年度は学術研究振興基
金の助成を受け、“羊毛繊維の再生ナノファ
イバー化”に挑戦している。そして、ケラチ
ンナノファイバーの形成が可能なことや、操
作パラメーターにより表面特性を制御する
ことが可能である等、良好な結果が得られて
いる。 
ケラチンタンパク質のバイオマテリアル応
用に関する現状 

1990 年代後半になり、羊毛のような動物
毛を細胞の培養担体として利用する研究が
活発に行われるようになった。それは、ケラ
チンが分子内に細胞接着に関与するアミノ
酸配列（RGD、LDV 等）を含んでおり細胞
培養基材に有利なことや、反芻動物の血管性
由来の材料（例えばコラーゲン）に BSE の
危険性が危惧されることと関連している。山
内ら[2]が行ったケラチンに関する先駆的な
研究では、同物質が生体材料として最も応用
されているコラーゲンに匹敵し得る優れた
特性を有することを示している。そして近年
では、実験動物を対象とする疾患モデルで、
末梢神経再生、止血剤応用、骨結合促進、皮
膚再生応用、血管拡張作用、心筋梗塞後の心
臓機能 
障害の改善等々、その報告例が急増しており、
それらをまとめた総説も書かれている。 
本研究代表者らも、数年前より先行研究とし
て、羊毛からのケラチン抽出とそれを用いた
バイオマテリアル応用を目指した検討を実

施している。この結果、羊毛由来ケラチンか
ら作成したフィルムや多孔質スポンジ上で
の細胞接着・増殖性が既存の培養ディッシュ
と同程度であることを示してきた。 
＜引用文献＞ 
[1] 金山賢治、中西裕紀、ウールケラチンの
再繊維化技術、愛知県産業技術研究所研究報
告、126-129 (2009) 
[2] 山内清 , ケラチンの化学と利用 ,高分
子,50(4) 240-243 (2001) 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景（経過）をもとに、本研究

では従来から用いてきた動物毛である“羊 
毛”を“ヒト毛髪”へと応用し、ナノファイ
バーとして再生繊維化する。そして、それら
に適切な加工を施し、最終的に“癒着防止シ
ート”としての応用化について検討ことを目
的として検討を行った。組織間の癒着防止効
果を得る材料の検討は多くなされているが、
上市されている製品は未だに僅かである。癒
着防止シートに望まれる特性として、組織間
での細胞吸着を阻止しながらシート自体は
組織に密着すること、埋植部位に応じて任意
に生分解速度を制御すること、任意の力学強
度を有すること、細胞の浸潤を防ぎ栄養や老
廃物の透過のみを可能にすること、等が挙げ
られる。本研究代表者らは現在までの先行研
究で、羊毛から抽出したケラチンは、フィル
ム化やナノファイバー化が可能であること
を示した。特に、ナノファイバーは操作パラ
メーターを制御することで、その特性（強度、
親水性度、細胞親和性、ハンドリング等）を
コントロールすることが可能であり、上記癒
着防止シートに望まれる特性を得ることの
出来る可能性を有していた。本研究は、これ
らの基礎的知見を基に着想したものであり、
動物毛として最も生体親和性の高い毛髪由
来ケラチンの特性と、ナノファイバーの特性
を融合して癒着防止シートへの応用化の可
能性を評価する。 
 このように、本研究は、未利用のまま大量
に廃棄されている動物由来繊維をナノファ
イバーとして再生繊維化した上で、種々の加
工処理を施し、最終目標としてバイオマテリ
アルへの応用を図るものであるが、特筆すべ
き点として、以下の 2 つの特徴を有している。
第 1 点目は動物繊維（タンパク質繊維）であ
るヒト毛髪をナノファイバーとして再生繊
維化することである。未だ達成されていない
この課題を実現すれば、その応用分野は広い。
第 2 点目は、ヒト毛髪由来ケラチンをバイオ
マテリアルとして応用化することである。現
在、バイオマテリアルとして実用化されてい
るコラーゲンは、BSE 問題を除けば優れた材
料である。近年、羊毛から還元的に抽出した
ケラチンのバイオマテリアル化研究が進む
一方、ヒト毛髪についてはその例が圧倒的に
少ない。ヒト由来であるということは、自己
由来物が利用可能であることにつながる。従



って、バイオマテリアルとして理想的な材料
であり、それが実現すれば組織移植による再
生医療の発展につながる。 
 
３．研究の方法 
本研究は、毛髪からのケラチン抽出、成型

加工および物性評価、in vitro における細
胞培養、そして最終段階の動物実験という多
分野にわたる内容であることから、研究分担
者を含む 3 名体制で検討を実施した。具体的
には研究実施期間において以下の4つの項目
について検討を行い、現在も継続している。 
(1) 抽出に関する基礎項目評価 
(2) 抽出物のシートへの加工及び物性評価 
(3) シートの細胞親和性評価 
(4) シートの複合化 
各項目についての実施内容の詳細は以下の
通りである。 
(1) 抽出に関する基礎項目評価 
一般に動物毛からのケラチン抽出は還元

的抽出、および酸化的抽出が可能でありそれ
ぞれ抽出されたケラチンの特性が異なる。概
して、還元抽出ケラチンは、ケラチン分子を
特徴付けている性質の一つである SS 結合が、
天然の状態で維持されている。このため、水
不溶性である反面、加工性が困難である。一
方、酸化抽出ケラチンはその結合が不可逆的
に消失し-SO3H の状態であるため水溶性であ
り加工性に優れているが、親水性環境での使
用には架橋が必要となる。結果として、架橋
度のコントロールにより生分解性を制御す
ることが可能になる。そこで本研究では、最
終目標である癒着防止シートへの応用に向
け、特性の異なる両ケラチンを用い、それら
を目的に合わせて複合化することを目標と
した。羊毛からの抽出手法は、既に本研究代
表者らの先行研究にて確立しているが、羊毛
ケラチンと毛髪ケラチンには種々の相違が
見られる。そこで、従来法を基に操作条件を
調整しながら効率的な抽出と、抽出物の同定
を含む検討を実施した。 
(2) 抽出物のシートへの加工及び物性評価 
抽出されたケラチンをフィルムおよびナ

ノファイバーへと加工し、その物性（接触角
測定・吸湿測定による親水性度評価・引張試
験・引裂き試験・破裂試験等の力学強度評価）
について評価した。フィルムはキャスト法に
より調製し、ナノファイバーの作成はエレク
トロスピニングにより行った。尚、先行研究
により、電解質高分子の場合、高圧電源の電
荷がファイバー形成に大きく影響するとい
う知見を得ていたため。正電源および負電源
を用いたナノファイバー形成の影響をも評
価した。 
(3) シートの細胞親和性評価 
前項までの検討で得られたケラチンシー

ト（フィルムおよびナノファイバー）を用い、
細胞の接着性や増殖性等を詳細に評価した。
現在までの先行研究では、ケラチンフィルム
の細胞との親和性は良好で、特に細胞接着性

はコラーゲン上のそれと比較して極めて高
い。本検討では、羊毛と毛髪のケラチン分子
の相違の影響を評価すると共に、毛髪特有の
メラニン色素の影響を含めて細胞親和性を
評価した。この検討では、組織吸着性の高い
酸化抽出ケラチンフィルムと、細胞接着性の
低い還元抽出ケラチンナノファイバーの調
製を図った。フィルムやナノファイバーの特
性が予想と異なる場合、改善項目として濃度
組成や操作パラメーターの制御により、目的
物の形成を図った。 
(4) シートの複合化 
当該項目では、回転型コレクター上で酸化

抽出ケラチンによるキャストフィルムを作
成し、適切な架橋処理を施した後、その表面
を還元抽出ケラチンによりナノファイバー
で被覆した。これにより、細胞や組織に対す
る親和性で表裏特性の異なる複合シートを
作成した。作成された複合シートは、その物
性（前記手法に準じる）を評価し、癒着防止
シートとしての物理的特性が得られるよう、
各層の厚みや複合化条件の調整を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 比較対象としての羊毛、および主目的の
毛髪を用いて、酸化法においては過酢酸を用
いた SS 結合の不可逆的開裂による抽出を、
還元法においてはトリスヒドロキシプロピ
ルホスフィンを用いた SS結合の SH化還元抽
出を実施した。羊毛においては、酸化・還元
の何れの手法においても、ペプチド分解によ
る分子量低下を起こすことなく、ケラチンを
抽出することが可能であった。一方、毛髪か
らのケラチン抽出においては、還元法におい
てメラニン色素由来と考えられるケラチン-
メラニン複合体が存在し、その後の再溶解に
おいて、および後述のナノファイバー化にお
いて影響を与えることが確認された。現在、
抽出時における精製手段の改善に着手して
おり、概ねその除去を達成することが可能と
なっている。 
(2) 羊毛由来・毛髪由来を問わず、また酸化
抽出由来・還元抽出由来の何れにおいても抽
出されたケラチンの再溶解のための溶媒に
ギ酸を使用した。酸化抽出ケラチンは、塩基
性環境下であれば、幅広い溶媒に溶解可能で
あることが判明しているのに対し、還元抽出
ケラチンはその良溶媒が極めて限られてい
る。さらに、後述のエレクトロスピニングを
考慮した場合、溶媒の揮発性や溶解状態の粘
性も重要なファクターとなる。そこで本研究
では、それらを総合的に勘案してスクリーニ
ングを行った結果、ギ酸を最適溶媒と結論付
けた。尚、強酸であるギ酸に溶解させること
による分子量低下の懸念も生じるため、抽出
のためのギ酸処理継続時間に対する分子量
低下を評価したところ、少なくとも 48 時間
の処理範囲内では分子量低下を生じさせな
いことが明らかとなった。 
(3) ケラチンフィルム、およびナノファイバ



ーシート上で、L929 細胞を用いた細胞培養を
実施したところ、フィルム上、ナノファイバ
ー上の何れにおいても細胞は良好に増殖す
ることが確認された。図 1は、細胞培養結果
の一例を示しており、細胞の増殖様態を細胞
の生死状態から染色により判別できる、
Live-Dead 染色を行った結果である。生細胞
は緑色に、死細胞は赤色に染色されている。
図から明らかなように、コントロールとして
用いた細胞培養ディッシュ上での 1 日目(A)
から 5 日目(B)の写真と比較して、ケラチン
ナノファイバー上での 1 日目(C)から 5 日目
(D)を比較しても、遜色なく細胞が増殖して
いることがわかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  Live-Dead 染色により評価した培養用
ディシュ(A)(B)上とケラチンナノファイ
バー上(C)(D)での L929 細胞の培養結果 

 
また、酸化抽出ケラチンについては、培地に
ケラチンを溶解共存させた状態での細胞毒
性についても評価を行った。その結果、羊毛
由来ケラチンについては、通常培地と比較し
て同様の細胞増殖結果が得られたのに対し、
毛髪由来ケラチンの場合は、高濃度のケラチ
ンを共存させた場合に、細胞増殖がコントロ
ールと比較してやや低い結果が得られた。こ
の結果について、毛髪に含まれるメラニン色
素の影響を検証するため、白髪より抽出した
ケラチンについても同様に検討を行った結
果、増殖への影響は見られなかった。これら
の結果から、メラニン色素が細胞との親和性
に何等かの影響を与えていることが考えら
れるが、バイオマテリアルとしての材料とし
ての利用においては、図１の結果が示すとお
りメラニン色素の影響は見られておらず、今
後引き続き色素の影響について詳細な検討
を継続する必要がある。 
(4) 本項目では、酸化抽出により得られたケ
ラチンをキャスト法によりフィルム化し、グ
ルタルアルデヒドよる不溶化を施した後、さ
らにその上に還元法により得られたケラチ
ンをナノファイバーとして被覆することを
検討した。ケラチンのナノファイバー化につ
いては、ケラチンの分子量が数万程度である
ことから、純ケラチンのみでナノファイバー
化を達成するには至らなかった。今回実施し
た検討では、ナノファイバー化を達成させる
ため、スピニング時の粘度を目的として、ポ
リエチレングリコール(PEG,平均分子量 50

万)を共存させて実施した。本研究代表者の
先行研究においては、羊毛由来の酸化抽出ケ
ラチンのナノファイバー化は達成されてい
るが、メラニンを含む毛髪由来のケラチンの
ナノファイバー化は課題として残されてい
た。本検討では、増粘のための PEG を共存さ
せると共に、抽出ケラチンの精製をもさらに
検討した。その結果、図 2(A)に示す通り、未
精製の毛髪由来ケラチンを用い、溶媒をギ酸
としてナノファイバーを試みたところ、ビー
ズが中心の生成物であった。この結果は、ケ
ラチン濃度、PEG 濃度を変化させても同様で
あった。一方、特殊なフィルターを用いて、
ケラチン溶液を精製してPEGと共にギ酸溶解
させてエレクトロスピニングを実施したと
ころ、図 2(B)のように、毛髪由来のケラチン
ナノファイバーを作成することが可能であ
った。 
 
 
 
 
 
 
図 2 毛髪由来ケラチン/ポリエチレングリ

コール(7:3)のエレクトロスピニング
(A):未精製 (B):精製 

 
現在、メラニンの影響についての更なる詳細
検討を継続している。今後も、前記の細胞培
養への影響等、色素の含有について詳細に検
討を実施することが必要である。 
 研究期間の最終段階では、このようにして
形成可能となったナノファイバーを、酸化抽
出ケラチンから作成されたフィルム上に重
ねてナノファイバー化させ、複合化すること
を試みた。作成されたフィルム/ナノファイ
バー複合体の力学的特性は、フィルム単独、
ナノファイバー単独に比べて、弾性、伸び等
の種々の力学評価要素において、それを向上
させた結果が得られており、優れた複合体が
形成されていることが明らかとなった。 
 これらの特性は、ケラチン/PEG 比率やスピ
ニングにおける設定パラメータの諸条件に
よりコントロールできることも判明してお
り、現在、このようにして形成した複合体の
組織への吸着性を評価する検討を継続して
いる。 
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