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研究成果の概要（和文）：シルク結合ペプチドYN42と機能性タンパク質の融合タンパク質を組換えカイコに発現させる
ことにより、シルクに機能性タンパク質を固定化した。機能性タンパク質は強固に固定され、洗浄による脱落はほとん
ど見られなかった。また、固定化された機能性タンパク質は繊維の表面に存在し、反応性が高いことが示唆された。酵
素固定化シルクは酵素活性を示し、繰り返しの使用にも耐久性を示し、固定化酵素として使用可能であった。

研究成果の概要（英文）：Functional proteins were immobilized to silk fiber using a silk-binding peptide 
YN42 in transgenic silkworms. The immobilized proteins were stable on washing. The immobilized proteins 
were localized on the surface of silk fiber, suggesting highly reactive. The immobilized enzymes were 
active and durable. These results suggested the enzyme-immobilized silk fibers could be used for 
immobilized enzymes in industry.

研究分野： 農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
シルクに機能性を付加するためには、機能

性タンパク質とフィブロインの融合タンパ

ク質として発現する手段がとられている。し

かし融合タンパク質としての機能発現には

限界がある。すなわち、フィブロインタンパ

ク質の構造による立体障害、さらにフィブロ

インはセリシン層に覆われているためであ

る。このため蛍光タンパク質のように単独で

機能を発現するタンパク質との融合では機

能しても、酵素や抗体のように、他の分子と

の相互作用が必要な場合は、十分な機能が得

られない可能性が高い。また、フィブロイン

との融合で発現した場合、得られる融合タン

パク質は、内因性のフィブロインの数％程度

であり、量的に不十分で機能を発現できない

可能性がある。一方で、絹糸腺内で外来タン

パク質を繭一個あたり数 mg 発現させること

が可能であり、シルクに機能性を付加する際

の問題を解決するために、融合に頼らない新

たな固定化法が必要と考えられる。 

研究代表者らは抗微生物ペプチドを用い

た抗菌加工剤の開発を行い、メタクリル酸ポ

リマーを用いて非共有結合的に繊維の修飾

を行う手法を確立した。シルクにおいても、

非共有結合的に機能性分子を外から結合さ

せることにより、機能付加することが可能で

あることが示唆される。この行程を組換えカ

イコを用いて、フィブロインに対して結合活

性を持つタンパク質(ペプチド)と機能性タン

パク質を融合させ、絹糸腺で発現させること

により、機能性シルクを発現させることが可

能になると考えられる。シルク結合ペプチド

については、横林らの予備的な報告があるが、

結合の特性について詳細な解析はなされて

おらず、応用にはさらなる改良が必要と考え

られる。本研究課題ではシルク結合タンパク

質を用いた非共有結合的修飾法を確立し、本

手法が機能性組換えシルクが抱える問題点

を解決できる画期的手段となりうることを

証明することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
近年、カイコの組換え手法が確立され、組

換えカイコを用いた有用物質生産が行われ

ている。その中でもシルクに機能性タンパク

質を融合させ、機能性を付加する試みが数多

くなされているが、蛍光タンパク質等の他は、

必ずしも成功しているとはいえない。本課題

では、シルク結合ペプチドを用いて、組換え

カイコを用いたシルクへの機能性付加を、非

共有結合的に行うシステムを構築すること

により、立体障害や発現量の少なさといった

機能性組換えシルク開発に関わる問題点を

克服する画期的手段をとなりうることを証

明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
・シルク結合ペプチドの特性解明 

横林らが報告したシルク結合ペプチド

YN42 について、Fmoc 法を用いた固相合成

を行う。得られたペプチドを Biacore のチッ

プに固定化し、フィブロインに対する親和性、

特異性について表面プラズモン共鳴スペク

トルにより測定する。また、YN42 に対する

結合配列をファージディスプレイにより取

得する。 

・シルク結合ペプチド融合タンパク質の評価 

大腸菌などを用いて、シルク結合ペプチド

と EGFP、酵素等と融合させたタンパク質を

発現させる。酵素としてはシロアリセルラー

ゼ、ルシフェラーゼを用いる。 

得られた組換えタンパク質の精製を行い、

それらの酵素活性を測定するとともに、シル

クとの結合活性について表面プラズモン共

鳴スペクトルおよびシルクへの付加実験か

ら検討する。 

・シルク結合ペプチド融合タンパク質の組換

えカイコを用いた発現 

シルク結合ペプチドと機能性タンパク質

の融合ペプチドは、セリシンのシグナルペプ



チドを付加し、UAS の下流に挿入する。得ら

れたプラスミドをカイコ卵にマイクロイン

ジェクションすることにより、組換えカイコ

を得る。組換え体の選抜には、眼で蛍光タン

パク質が発現する系を用いて選択する。得ら

れた組換えカイコと後部絹糸腺で GAL4 を

発現する系統との交配を行う。融合タンパク

質の発現について、リアルタイム PCR およ

びウェスタンブロッティングなどを用いて

解析する。 

・機能性シルクの評価 

得られた組換えカイコによる機能性シル

クの生産を行う。得られたシルクについて、

活性試験を行い、その機能性が発揮されてい

るかについて検討を行う。 
 
４．研究成果 

シルク結合ペプチド YN42 を化学合成し、

そのシルクへの結合特性について表面プラ

ズモン共鳴スペクトルを用いた解析を試み

たが、YN42 およびフィブロインの凝集のため、

結合定数は算出できなかった。 

YN42 の結合配列を明らかにするために、フ

ァージディスプレイによる探索を行ったが、

コンセンサス配列は得られなかった。YN42 の

結合特異性は低いと考えられる。 

大腸菌を用いて YN42 と EGFP の融合タンパ

ク質の発現を行った。YN42-EGFP 融合タンパ

ク質はフィブロインパウダーに結合し、水に

よる洗浄後も溶出が見られなかった。

YN42-EGFP にさらにセルラーゼおよびルシフ

ェラーゼなどの酵素を融合したタンパク質

を設計し、大腸菌による発現を行い、その酵

素活性を確認した。これらの融合タンパク質

にセリシンのシグナルペプチドを付加し、

UAS の下流に挿入した DNA をカイコ卵に注射

し、組換えカイコを得た。得られた組換えカ

イコを後部絹糸腺で GAL4 を発現するカイコ

と交配することにより、後部絹糸腺で

YN42-EGFP-酵素の融合タンパク質を発現す

る組換えカイコを作出した。 

これらの組換えカイコの生産したシルク

繊維を蛍光顕微鏡で観察したところ、EGFP の

蛍光は繊維の表面に局在していることが明

らかになり、融合した酵素が基質と接触しや

すいことが示唆された。これらの組換えカイ

コが生産した酵素固定化組換えシルク繊維

を基質溶液中に投入したところ酵素活性を

示した。また、YN42-EGFP-酵素の融合タンパ

ク質は水、0.4％炭酸水素ナトリウム溶液、

8M 尿素溶液による洗浄の後も、ほとんどがシ

ルク繊維上に保持されていた。 

酵素固定化組換えシルク繊維を基質溶液

に投入し、反応をさせた後に回収し、新たな

基質溶液への投入を繰り返したところ、徐々

に活性は低下したものの、繰り返しの使用が

可能であった。このことから、本手法により

作製した酵素固定化組換えシルクは、固定化

酵素として利用可能であることが明らかに

なった。 

本研究では、シルク結合ペプチドを用いた

機能性タンパク質の非共有結合的固定化が、

立体障害や発現量の少なさといった機能性

組換えシルク開発に関わる問題点を克服す

る画期的手段をとなりうることが証明され

た。 
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