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研究成果の概要（和文）： ヒゲナガカワトビケラ幼虫絹糸腺からシルクタンパク質を溶液とし

て調製する方法を確立した。シルクタンパク質の主成分は１種の高分子量タンパク質と 3種の

低分子量タンパク質であり、これらを Smsp-1, 2, 3, 4 と命名し、cDNA のクローニングを行っ

た。さらに、シルクタンパク質の化学構造を 13C-CP/MAS 固体 NMR スペクトル測定で評価した。

シルクタンパク質への金属吸着挙動と医薬品を包括した DDS 担体としての可能性を追求した。 

 

研究成果の概要（英文）： We established a method for preparation of the silk protein 

solution from the silk glands of Stenopsyche marmorata larvae. The silk protein solution 

contained one major and high molecular weight protein (~350 kDa) and three low molecular 

weight proteins. These proteins were designated as Smsp-1, 2, 3, and 4. We isolated cDNA 

clones of Smsps from S. marmorata silk glands. Furthermore, chemical structure of the 

S. marmorata silk was analyzed with 13C CP-MAS solid state NMR spectra. The silk was 

effective as the heavy metal absorption substrate and as DDS material. 
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１．研究開始当初の背景 

シルクは生物に由来する広範な繊維状タ

ンパク質の呼称である。河川や湖沼などの

淡水域に生育する水生昆虫類は、バイオシ
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ルクを産出することが知られている。それら

は「虫体の固定」、「食物の捕捉」、「対捕食者

防御」等にバイオシルクを利用する。水生昆

虫バイオシルクは、カイコとは異なり、気相

中ではなく「水中環境」で繊維形成するとい

う興味深い特徴を有する。また、急流下でも

切断しない優れた強度を持ち、水中という特

殊な生育環境条件下で凝固する「セメント」

としての特徴も併せ持つ。これらのことは、

水生昆虫バイオシルクは、カイコシルクとは

異なる「分子構造」と「機能」を保有するこ

とを強く示唆しており、医療分野や医工学的

な視野からの新材料として注目すべき未利

用資源であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

① 水生昆虫バイオシルクの溶解技術の開発 

ヒゲナガカワトビケラのバイオシルクの

特性解析を進めるためには、可溶化が必要で

ある。そこで、バイオシルクの可溶化手法を

改良し、安定かつ大量に調製可能な溶解技術

を確立する。バイオシルクの可溶化は、膜状、

ゲル状、繊維状等、様々な形態の試料作製が

可能となり、その応用用途が広範となる。 

② 水生昆虫バイオシルクの特性解析 

ヒゲナガカワトビケラ幼虫のバイオシル

クタンパク質の構造と物理的特性を明らか

にする。 

③ 化学修飾加工による水生昆虫バイオシル

クへの高機能性付与 

ネットシルクに対して化学修飾加工を施

し、繊維表面を改質することにより新機能を

付与する。 

④ 水生昆虫バイオシルクを用いた材料工学

研究及び医工学分野への応用 

バイオシルクの理化学的な特性を活用し

て低分子物質の吸着特性を解明するととも

に、薬物を包括したバイオシルクゲルを作製

し、DDS 担体としての医工学分野への応用化

を検討する。 

 

３．研究の方法 

①水生昆虫バイオシルクの溶解技術の開発 

長野県千曲川中流域既からヒゲナガカワ

トビケラの 5齢幼虫を採集し、摘出した絹糸

腺からの試料調製を試みた。尿素と還元剤で

ある DTT等の最適条件の検討を行った。また、

プロテアーゼ分解を抑制するため、阻害剤に

よる分解抑制を検討した。 

② 水生昆虫バイオシルクの特性解析 

バイオシルク溶液に含まれるタンパク

質成分の分析 (電気泳動解析、アミノ酸配

列解析) 行い、得られたデータをもとに、

シルクタンパク質の遺伝子クローニング

を行った。また、ネットシルクの分子構造

について、FTIR、DSC、13C -CP/MAS 固体 NMR

装置により解析を行った。 

③ 化学修飾加工による水生昆虫バイオシ

ルクへの高機能性付与 

ヒゲナガカワトビケラのバイオシルク

を産業材料として応用するため、化学修飾

加工によるネットシルク表面の化学改質

を行った。反応は EDTA 2 塩基酸無水物を

溶解した DSMO 系にて行った。すなわち、

10 wt%の EDTA 2 塩基酸無水物を含む DMF

溶液中、80℃にて 8 時間加熱することで、

塩基性アミノ酸分子側鎖が化学修飾され

たバイオシルクを製造した。 

④ 水生昆虫バイオシルクを用いた医工学

材料分野への応用 

化学修飾加工したバイオシルクを Cd, 

Pb, Znイオン水溶液に浸漬することにより

金属イオンの吸着実験を行った。また、

0.28 M 硝酸中にて 30 分間静置することで

金属イオンの脱着を行った。金属イオンの

定量は ICP-AES にて行った。薬物 (アセチ

ルサルチル酸) を含包させたバイオシル

クのハイドロゲルの製造は、絹糸腺より調

製したシルク溶液をゲル状物質とし、1mM 

アセチルサルチル酸のエタノール溶液に

浸漬することで作製した。 

 

４．研究成果 

① 水生昆虫バイオシルクの溶解技術の開発 

ヒゲナガカワトビケラ幼虫の絹糸腺か

らシルクタンパク質を効率的に抽出する

最適条件は、9 M 尿素、1 mM DTT、3 mM EDTA

を含む Tris 緩衝液 (pH 8.0) であること

を見出した。得られたバイオシルク溶液の

プロテアーゼプロファイル解析を行った

ところ、強いトリプシン様プロテアーゼ活

性が検出された。そこで、各種プロテアー

ゼ阻害剤による分解抑制作用を検討した

ところ、ロイペプチンの添加により、著し

く分解作用が低減することを見出した。 

② 水生昆虫バイオシルクの特性解析 

電気泳動解析にてシルクタンパク質の

成分解析を行ったところ、主成分は約 350 



kDa の高分子量タンパク質であるとともに、3

種の低分子量タンパク質の存在が判明した。

こ れ ら を 高 分 子 量 側 か ら Stenopsyche 

marmorata silk protein (Smsp)-1, 2, 3, 4

と命名し、これらの N末端および内部アミノ

酸配列を明らかにした。絹糸腺より cDNA ラ

イブラリーを作製し、各 Smsp の N 末端アミ

ノ酸配列等を基に設計した縮重プライマー

を用いて、Smsp-1～4 をコードする遺伝子の

クローニングを行った。Smsp-2の大部分は G、

Y、Dからなる反復配列により占められ、(SX)4E

型配列が見られた。Smsp-4 は GGW からなる反

復配列が多く、(SX)4E 型配列も見られた。配

列相同性検索 (BLAST) の結果、Smsp-2 や

Smsp-4 には新規タンパク質であると考えら

れた。一方、Smsp-3 は、他種トビケラ由来の

L-fibroin との高い相同性が見られた。また、

Smsp-1 全長をクローニングすることは困難

であったが、3’末端断片配列をコードする

cDNA クローンが得られた。さらに、Smsp-1

のアミノ酸配列分析の結果と合わせて、翻訳

後修飾されたリン酸化セリンクラスターや

特徴的なセグメント配列パターンを見出し

た。 

ヒゲナガカワトビケラシルクの分子構造

を解析するため、FTIR スペクトル測定を行っ

たところ、βターン構造とランダムコイル構

造を同時に含む繊維形態であると推定され

た。また、DSC 測定では、熱分解による吸熱

ピークが 236℃に出現した。さらに、湿潤状

態と乾燥状態における 13C -CP/MAS 固体 NMR

スペクトルを測定したところ、湿潤状態と乾

燥状態の間でスペクトルの共鳴位置や強度

に大きな違いは見られなかった。このことは、

水中で吐糸形成したバイオシルク繊維中の

水分が乾燥過程にて蒸発し、試料分子と水分

子の凝集性が低下しても化学構造に及ぼす

影響が少ないことを意味している． 

③ 化学修飾加工による水生昆虫バイオシル

クへの高機能性付与 

EDTA 2 塩基酸無水物にて化学修飾したバ

イオシルクの FTIR スペクトルを測定したと

ころ、未加工試料には見られない 1703 およ

び 1165 cm-1 の吸収スペクトルが出現した。

前者のピークは EDTA のカルボニル基の伸縮

運動に帰属することから、バイオシルク中の

塩基性アミノ酸側鎖とのアシル化反応によ

って EDTA が化学的に結合することが明らか

となった。この化学修飾バイオシルクの DSC

曲線には、未加工試料には出現しない幅広

い吸熱ピークが 300℃付近に観察され、化

学修飾を施すことによりバイオシルクの

耐熱性が向上することが明らかとなった。 

④ 水生昆虫バイオシルクを用いた医工学

材料分野への応用 

バイオシルクを医工学材料としての新

素材として応用するため、環境汚染源とな

る金属（Cd, Pb, Zn）の吸着挙動を解析し

た。化学修飾したバイオシルクの金属吸着

量は、Cd は 0.45、Pb は 0.59、Zn は 0.42 

mmol/g であった。これら金属イオンは、

0.28 M硝酸にて処理するだけでほぼ全量が

脱着したことから、化学修飾バイオシルク

はリサイクル可能な金属イオン吸着剤と

なり得ると考えられた。 

薬物としてアセチルサルチル酸を包含

したバイオシルクゲルを作製することに

成功した。薬物の徐放挙動を解析したとこ

ろ、24 時間後に薬物の徐放が確認され、作

製したバイオシルクゲルがDDS担体として

有望であることが示された。 
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