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研究成果の概要（和文）：シルクフィブロイン（SF）基材の組織再生誘導性のメカニズムを解明するため、走査
型プローブ顕微鏡による液中での表面分析を行い、組織再生に関与すると思われるSF基材上の高い細胞移動性
は、SF基材表面の液中における散漫層形成が要因であることを明らかにした。SF基材への細胞増殖機能の付加を
目的に、細胞増殖因子のアンタゴニスト（拮抗物質）をSF分子に融合した機能性SFを遺伝子組換えカイコ技術に
より作出し、得られたSF基材が細胞増殖性を持つことを確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism of tissue regeneration inducibility of 
silk fibroin (SF) substrate, surface analysis in liquid with a scanning probe microscope was 
performed, and it was clarified that the formation of a diffuse layer on the surface of the SF 
substrate in liquid is a factor for high cell mobility on SF substrate, which is thought to be 
related with tissue regeneration. For the purpose of adding cell proliferation function to SF 
substrate, functional SF fused an antagonist peptide sequence of cell growth factor with SF molecule
 was produced by transgenic silk moth technology, and it was confirmed that the obtained functional 
SF substrate has cell proliferation activity.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： シルク　再生医療　スキャホールド　表面分析　遺伝子組換えカイコ

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
組織や器官の再生において細胞の足場となるスキャホールドの開発は再生医療において重要な課題となってい
る。生体安全性に優れたシルクから作製したスキャホールドが組織再生を誘導する可能性が見いだされている
が、本研究成果により不明であったそのメカニズムの一端が明らかになり、さらに細胞増殖性機能を付加した機
能性シルクスキャホールドの創出に成功したことから、再生医療の実現に向けての新しいスキャホールドの提案
が可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞、液性因子、そして足場を使って損失した組織や器官を再生して治療する再生医療は次世
代の医療として重要な技術となっている。細胞については iPS 細胞の発明により種々の組織や
器官の再生研究が活発に行われ、細胞増殖因子等の液性因子の研究も進んでいる。一方、iPS 細
胞を生育するための基材や組織再生のための細胞の足場となる材料研究も生体分解吸収性材料
を中心に進められているが、まだ満足いく足場材料（スキャホールド）の開発には至っていない。 
 シルクは外科用縫合糸として 2500 年以上の使用実績がある生体安全性に優れた材料である。
組織再生用スキャホールドとしての研究も今世紀に入り飛躍的に増加している。われわれもシ
ルクフィブロインタンパク質（以下 SF）から作製した SF スポンジが関節軟骨再生用のスキャ
ホールドとして検討を行い、SF スポンジが軟骨再生を促す特性があることを見いだした 1)。ま
た、SF 基材で培養した皮膚角化細胞や線維芽細胞の遺伝子発現を DNA チップや定量 PCR 法
により検討した結果、皮膚組織の代謝や創傷治癒に関わる遺伝子発現がコラーゲン基材と比較
して向上していることを見いだし、SF 基材が組織再生や組織修復に有効に働くスキャホールド
になり得る可能性を示唆した 2)。また、SF フィルム上で培養した細胞は播種初期に他の基材と
比較して顕著に移動性が高い事も見いだし、SF 基材の組織再生に対する特異性発現の要因の 1
つである可能性が考えられた。 
 2000 年にカイコの遺伝子組換え技術が開発され。カイコが産生する SF についても遺伝子レ
ベルでの設計により、合目的に設計した SF を遺伝子組換えカイコにより産生することが可能と
なっている。われわれも再生医療用スキャホールドとしての機能付加を目的に、細胞接着配列や
細胞増殖因子を融合した遺伝子組換え SF の作製に成功した 3)。 
 
２．研究の目的 
 （1）SF 基材をスキャホールドに使用することで組織再生や創傷治癒が促される可能性が見い
だされ、その要因の 1 つとして SF 基材上での活発な細胞移動性にあることが推察されている。
しかし、その細胞移動性が SF 基材のどのような物性により惹起されるのかというメカニズムは
不明である。このメカニズムが理解できれば、SF が組織再生スキャホールドとして組織再生を
促す要因を明確にすることができる。そこで、本研究では SF 基材の表面物性に着目し、SF 基
材の調製方法を変化させることによる表面構造や表面物性の変化、およびその変化に伴う細胞
移動性の変化を調査し、そのメカニズムの解明を目的とした。 
 
（2）細胞接着因子や細胞増殖因子を SF に融合した遺伝子組換え SF は、細胞接着や細胞増殖
を向上させることが確認され組織再生スキャホールドとしての SF 基材の機能化が可能である
ことが分かったが、繭糸から SF を抽出しフィルムやスポンジに加工することで、細胞増殖因子
の活性が失われることが確認された。抽出時の熱アルカリ処理により融合した細胞増殖因子の
失活が避けられないためと思われた。そこで、細胞増殖因子を融合するのではなく細胞増殖因子
と結合するアンタゴニストを SF に融合することで、加工後の SF 基材への細胞増殖因子の結合
を促すことができる機能を付加した再生医療用 SF スキャホールドの作出を目指し、遺伝子組換
えカイコ技術を活用して細胞増殖性付加 SF を作出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）常法に従い調製した SF 水溶液をガラスボトム培養シャーレあるいはマイカ上にディップ

コーティングあるいはスピンコーティングし、乾燥後 70〜90％メタノール水溶液により後処理
を行い SF基材を作製した。SFの分子量の影響の検討では、SF 水溶液から硫安分画により分子量
分布範囲の異なる SF 水溶液から SF基材を作製した。ガラスボトム培養シャーレ SF基材上で細
胞の移動性の評価を行い、マイカ上 SF基材の表面物性について走査型プローブ顕微鏡（SPM）に
より大気中と液中にて表面ラフネスと表面弾性率を測定した。また、水に対する接触角測定と表
面電位（ゼータ電位）の表面のマクロな物性も確認した。細胞移動性が大きく異なる SF基材上
で培養した細胞の遺伝子発現調査のために RNAseq 試料の調製を行った。 
 
（2）遺伝子組換えカイコは、piggyBacシステムにより作製した。細胞増殖因子である bFGF（塩
基性線維芽細胞増殖因子）のアンタゴニストである P7 ペプチドの配列を SF 分子の L 鎖タンパ
ク質の C 末端に融合したプラズミドにより遺伝子組換えカイコを作出し、得られた遺伝子組換
え繭から遺伝子組換え SF（p7-SF）水溶液を調製した。P7-SFの bFGF結合性を水晶発振子微量天
秤（QCM）や表面プラズモン共鳴法（BIAcore）を用いて確認し、さらに細胞増殖性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）SF基材表面の細胞移動性発現メカニズムの解明 
①SF 水溶液の添加 



 

 

  SF 基材上での細胞の活発な動きが、SF 基材から溶出した SF 分子が影響するかどうかにつ
いて調査するために、培地に種々の濃度の SF 水溶液を添加し、添加による細胞移動性の変化に
ついて検討した。結果を図 1に示したが、広範な濃度範囲で SF 水溶液を添加しても細胞移動性
の顕著な変化は観察されなかった。すなわち、SF基材上での高い細胞移動性は、SF基材から溶
出した SF分子によるものではなく SF基材の表面物性に依るものと考えられた。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ②基材調製法の影響 

  SF 水溶液のコーティング手法による細胞移動性の影響を調べるために、スピンコーティン

グとディップコーティングにより SF 基材を作製し細胞移動性を評価した。図 2(A)に示すよう

に、興味あることにスピンコーティングではディップコーティングよりも細胞移動性が低いこ

とが分かった。両者により SFコーティングフィルムの厚みが異なると考えられるが、細胞移動

性に与える要因については後述する。細胞移動性が高いディップコーティングフィルムを用い

て、SF 基材の不溶化処理で使用されるメタノール処理を行う場合のメタノール濃度の変化によ

る細胞移動性の影響を検討した。結果を図 2(B)に示したが、メタノール処理濃度により細胞移

動性が変化し、メタノール処理濃度が低いほど細胞移動性が高いことが示された。メタノール濃

度が 70％より低い濃度も試みたが、不溶化が十分に行われずにフィルムが溶解したため評価が

できなかった。 

 

③表面ラフネス 

  前項までの結果から、同じ SF基材でありながら作製手法やエタノールによる後処理条件に

より細胞移動性が大きく異なることが判明した。そこで、細胞移動性が大きく異なるスピンコー

ティング+80％メタノール処理、ディップコーティング+80％メタノール処理、ディップコーティ

ング+70％メタノール処理の各試料の表面ラフネスを大気中と液中で観察した。液中での観察結

果を図 3に示した。また、画像より表面の平均ラフネスを算出し、それぞれの SF基材表面の大

気中と液中での平均ラフネスを比較（図 4）したところ、SF基材作製法やメタノール処理濃度に

より表面ラフネスが異なることが分かった。特に液中においては、各試料間での平均ラフネスが

大きく異なり、スピンコート＜ディップコート<<70％メタノール処理となった。これは図 2(A)

に示したように細胞移動性の大きさと同じ傾向を示しており、SF 基材上での細胞移動性は表面

ラフネスに影響されることが分かった。また、大気中観察と液中観察ではその平均ラフネスが液

中では大きくなり、SF 基材表面は液中において散漫的な表面層を形成していることが推察でき

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図1 SF水溶液添加による細胞移動
性の影響 

 

 
図 2 SF 基材調製法の違いによる SF 基材上での
細胞移動性の変化 

 
図 3 調製方法が異なる SF 基
材の SPM による液中での表
面観察像 

 
 
図 4 調製方法が異なる SF 基材上の SPM の表面観察から
算出した平均ラフネス。 
(A)液中観察、(B)大気中観察 



 

 

 

④表面弾性率 

  基材の表面弾性率が、間葉

系幹細胞の分化方向を決定する

ことがみいだされている 4)よう

に、細胞の状態や動態に基材の

表面弾性率が大きく関わってい

ると考えられる。そこで前述し

た細胞移動性が大きく異なる 3

種の SF基材の表面弾性率を大気

中と液中で SPM のフォースカー

ブから算出した。液中および大

気中での結果を図 5(A)と(B)に

それぞれ示した。大気中におい

ては、各 SF基材の表面弾性率に

優位な差は観察されなかったが、液中においては各試料間で違いがありスピンコート＞ディッ

プコート＞70％メタノール処理の順で小さくなった。液中においては SF基材の作製方法により

表面の柔らかさが異なり、それに応じて基材上での細胞移動性が変化することを示唆している。

すなわち、表面弾性率が低い基材上では細胞移動性が高いと考えられる。 

  以上の結果より、液中において大きい表面ラフネスと低い表面弾性率を持つ SF基材上で高

い細胞移動性を発現することが分かり、SF 基材上での細胞移動性発現のメカニズムの一端が解

明できた。スピンコート基材では、液中においても小さい表面ラフネスと高い表面弾性率のため

に細胞移動性が比較的低いと考えられるが、スピンコーティングによりなぜこのような表面が

形成されるのかは今後の検討課題となる。 

 

 ⑤遺伝子発現 

  細胞移動性の異なる前述 3種の SF基材上で培

養した細胞の遺伝子発現について組織再生に強く

関与すると考えられている bFGF およびトランスフ

ォーミング増殖因子（TGFβ）について評価した結

果を図 6 に示した。細胞移動性が高い表面で培養

した細胞ほど、これらの遺伝子発現が亢進してい

ることが分かった。すなわち、細胞移動性が高い SF

基材は組織再生用スキャホールドとして有望であ

ることが示唆された。網羅的遺伝子発現の解析を

目指して RNAseq解析を試みたが、十分に解析に耐

えうる RNA 試料の調製が出来なかったため今後の

検討課題となった。 

 

⑥ポリエチレングリコール（PEG）表面等での検討 

前述のように表面に散漫層を形成する SF 基材において高い細胞移動性が発現されることが

分かったので、同様の表面を形成すると考えられる PEG 固定化表面上での細胞移動性を評価し

たが、SF基材で見られる高い細胞移動性は観察されなかった。SF基材に特異な表面物性が存在

することが示唆される。SFの分子量の影響を検討するために、SF 水溶液の硫安分画を実施し、

分子量範囲の異なる SF 水溶液の調製に成功した。この水溶液を用いて SF 基材を作製し表面物

性や細胞増殖性を評価したが、分子量範囲により顕著な差は観察されなかった。すなわち、SF分

子が作る表面構造や物性が SF基材の特質を発現する主要な要因であることを示している。 

 

 

（2）遺伝子組換え SFによる機能付加 

①遺伝子組換えカイコの作出 

 SF基材への再生医療用スキャホールドとしての機能付加を目的に、bFGFのアンタゴニストと

して報告された P7 ペプチドを SF 分子に融合(図 7)した遺伝子組換えシルクを産生する 3 系統

（2-23,2-26,2-35）の遺伝子組換えカイコの作出に成功した。それぞれの遺伝子組換えカイコの

繭から抽出した SF 水溶液中の P7 ペプチドを融合した P7-SF 分子の量を ELISA 法で定量したと

ころ、SF分子全量に対して 23.4（2-23 系）、20.8（2-26 系）、13.2（2-35 系）％であった。 

 

 
図 6 調製方法の異なるSF基材上で
培養した線維芽細胞の TGFβの遺伝
子発現強度の比較 

 
図 5 調製方法が異なる SF 基材上の SPM のフォースカ
ーブ測定から算出された表面弾性率。 
(A)液中観察、(B)大気中観察 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ②bFGFの結合評価 

 作出した P7-SFを QCMあるいは BIAcoreの金蒸着

センサーに PEGを介して化学的に固定化し、bFGFと

P7-SFとの間の結合評価を行った。QCM 測定から求め

た解離定数を図 8 に示したが、野生型（WT）と比較

して P7-SFは解離定数が低く、bFGFに対する結合性

が高いことが確認できた。BIAcore測定結果からも同

様の結果が得られた。これらの結果から、作出した

P7-SFは bFGFを結合できることが分かった。 

 

 ③P7-SF基材の細胞増殖評価 

 P7-SF 基材の細胞増殖効果を評価するた

めに、P7-SFを細胞培養容器にコーティング

し種々の濃度の bFGFを添加して線維芽細胞

を培養し、その増殖挙動を調べた。結果を図

9に示したが、対象とした野生型SF基材（WT）

に比較して細胞が多く増殖していることが

分かる（吸光度が細胞数に比例する）。特に

bFGFが未添加（0 ng/ml）の場合においても

P7-SF 基材では WT 基材よりも細胞増殖性が

高いことも観察されたことで、P7-SF基材は

培養培地中に存在する bFGFを有効に活用で

きる基材であることが推察された。 

 以上の結果より、P7-SF基材は bFGFを有効に誘引結合することが可能であり、結合した bFGF

が細胞増殖に効果を発現できることが確認できた。組織再生誘導効果が期待できる SF基材に細

胞増殖機能を付加した新たな再生医療用スキャホールドとして活用できると思われる。 

 

 ④結晶性低下 SF基材の試み 

 SF 基材の特異性の解明のために遺伝子組換えシルクを用いて結晶性を低下させた SF の創出

を試みた。SF分子の配列の一部を欠損させた遺伝子組換え SFを産生する遺伝子組換えカイコを

ゲノム編集技術の利用で数系統の遺伝子組換えカイコが作出できた。しかし、十分量の繭生産が

困難であったために評価までには至らなかった。今後の検討課題となった。 
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図 8 P7-SFへの bFGF の結合 

 
図 9  bFGF の添加による P7-SF 基材上で培養
した線維芽細胞の増殖（TCPS;細胞培養用容器） 

 
図 7 遺伝子組換えカイコにより P7-SF を産生するために設
計したプラズミド。 
A; プラズミドの設計、B; 融合した P7ペプチド部分の配列 
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