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研究成果の概要（和文）：本研究では、家蚕絹フィブロインの末端ドメインに着目し、繊維化プロセスにおける
末端ドメインの役割の検討を行った。末端ドメインの立体構造解析を行うため、末端ドメインタンパク質のみの
大腸菌発現系の構築を行った。絹フィブロインcDNAから末端ドメインのDNA配列をPCRによって取得し、プラスミ
ドの構築に成功した。次にこのプラスミドをタンパク質発現用コンピテントセルE.coli BL21(DE3)に形質転換
し、様々な条件で培養を行ったが目的タンパク質の生産は確認されなかった。現在、DNA配列の検討および異な
るコンピテントセルや無細胞系でのタンパク質発現系の構築を進めている。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was investigating the role of the terminal domains of 
Bombyx mori silk fibroin in the fiber formation process. For structure determination of the terminal
 domains, we worked on the expression system construction of the silk fibroin N-terminal domain. The
 pET28a plasmid vector containing the DNA sequence of N-terminal domain was constructed 
successfully. Then, this plasmid vector was introduced into the E.coli competent cell DH5a and the 
plasmid was amplified. After that, this plasmid was introduced into the E.coli BL21(DE3) which was 
the competent cell for protein expression and cultured but the N-terminal domain protein was not 
expressed.
Currently, we are working on the protein expression by using the other kind of competent cells as 
well as the cell-free expression system.

研究分野：生物材料解析
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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 
（１）家蚕絹フィブロインの繊維化 

家蚕絹フィブロインは、繊維化前の水溶液
状態から常温常圧下において繊維化し、高強
度・高弾性の繊維が形成されるという点で、
合成高分子繊維に比べ環境負荷の低い繊維
化メカニズムにより作製される。図１に示す
ように、絹フィブロインは後部絹糸腺で生産
され、中部絹糸腺で水溶液状態で貯蔵され、
吐糸口においてずり応力がかかり繊維化さ
れる。 

図１家蚕絹フィブロインの繊維化模式図 
 

（２）絹フィブロインの非繰り返しドメイン 
絹フィブロインは、特徴的な繰り返しモチ

ーフが数百回繰り返された大きな繰り返し
ドメイン（Ｈ鎖中央部）が中心にあり、その
両側に比較的小さな非繰り返しドメイン（Ｈ
鎖Ｎ末端、Ｃ末端ドメイン、及びＬ鎖）がぶ
らさがっている。（図２） 

 

 
研究代表者を含む先行研究によって、繊維

化による繰り返し領域の構造変化は、繊維化
前がβ-turn の繰り返し構造、繊維化後が逆平
行β-sheet 構造と決定された。そして、吐糸
口で加わるずり圧力により分子内から分子
間への水素結合の組み換えが生じてβ-sheet
構造の繊維が形成されることが明らかとな
ってきている。  

一方、絹糸腺内での初期段階の絹フィブロ
イン分子の凝集は、これまであまり解析が進
んでいなかった。しかし近年、クモ糸タンパ
ク質の末端ドメインの立体構造が５本のα-
ヘリックスバンドル構造を持ったグロビュ
ラータンパク質であることが明らかとなり、
絹糸腺内で起こる pH 低下と塩濃度変化に伴
い会合状態が変化することで、繊維化プロセ
スにおける水溶液から凝集体形成へのスイ

ッチの役割を果たしていることが示された。
（Askarieh, G. et al, Nature 2010, Hagn, F. et al, 
Nature 2010）一方、家蚕絹フィブロインでは
原子レベルの構造解析が難しい初期の凝集
メカニズムは明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、家蚕絹フィブロイン非繰り返
しドメインの繊維化プロセスにおける凝集
メカニズムの解明に向けて、家蚕絹フィブロ
イン非繰り返しドメインの大腸菌大量発現
系の構築を行った。特に、絹フィブロイン非
繰り返しドメインのひとつであるＮ末端ド
メイン(SFNt、分子量 151、アミノ酸配列は

図３参照)の立体構造解析に向け、SFNt の大
腸菌による大量生産系の構築を行った。 
図３家蚕絹フィブロイン N 末端ドメインの
アミノ酸配列 
 
３．研究の方法 
家蚕絹フィブロイン末端ドメインの組換

えタンパク質を得る為、大腸菌を用いたタ
ンパク質発現系の構築を行った。絹フィブ
ロイン H 鎖の cDNA を入手し、そこから
N末端ドメインDNA配列のみをPCRによ
り増幅し、pET28a プラスミドに挿入して
目的 DNA 配列を有するプラスミドを構築
した。このプラスミドをプラスミド増幅用
コンピテントセル E.coli DH5αに形質転換
し、培養してプラスミドを増幅した。次に、
プラスミドをタンパク質発現用コンピテン
トセル E.coli BL21(DE3)に形質転換し、目
的タンパク質の発現を試みた。培地、培養
時間、発現誘導時間、発現誘導試薬濃度、
コンピテントセルの種類等を調整し、発現
条件を検討した。培養液は His-tag 精製カ
ラムで精製し、SDS-PAGE、一次抗体に
His-tag 抗体を用いたウエスタンブロッテ
ィングで目的タンパク質の発現を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）絹フィブロイン N末端ドメインのクロ
ーニング 
入手した家蚕絹フィブロイン cDNA に N 末

端ドメイン中にイントロンが含まれていた
ため、イントロンの除去を行った。具体的に
は、イントロンの両側配列に相補的な２つの
プライマーを用いてイントロンを除く配列
を PCR により増幅し、PCR 産物をセルフライ
ゲーションさせ、イントロンを含まない DNA
を作製した。アガロースゲル電気泳動により、
イントロン除去を確認した。（図４） 

図２: 家蚕絹フィブロイン（上）、クモ糸

タンパク質（下）の一次構造模式図 



 

 
（２）プラスミドの作製 
SFNt 配列を含む大腸菌発現用プラスミド

の作製を行った。SFNt DNAを PCRにより増幅
し、アガロース電気泳動により、目的 DNAの
増幅を確認した。（図５）SFNt DNA と大腸菌
発現用 pET28aを制限酵素 BamHI/NdeIを用い
てライゲーションし、大腸菌発現用プラスミ
ドを作製した。 

 
（３）コンピテントセルの形質転換 
 大腸菌コンピテントセル E.coli DH5a に
SFNtプラスミドを導入した。混合液を氷上で
５分間インキュベート、42℃で 45 秒間イン
キュベートし、LBプレートに移し均一に塗布
し 37℃で一晩インキュベートを行った。LB
プレート上のコロニーを回収して LB 培地で
培養し、ミニプレップ法により培養液からプ
ラスミドを抽出した。抽出したプラスミドは
アガロース電気泳動で SFNｔ配列を含むプラ
スミドであることを確認した。（図６）また、

得られたプラスミドのシークエンス解析を
行い、SFNt DNA 配列を含むことを確認した。 
 
（４）大腸菌発現系の構築 
タンパク質発現用コンピテントセル

E.coli BL21(DE3)に SFNt プラスミドを形質
転換した。BL21(DE3)を培養し、OD550=0.4~0.6
で IPTGを加えて発現誘導（IPTG濃度 0.4mM）
し、その後 4時間培養して培養液を回収した。 
培養液を遠心し、沈殿した菌体を回収し、

バッファーに溶解し-80℃で一晩冷凍した。
その後超音波破砕し、遠心して上清・沈殿を
それぞれ回収した。 
 上清・沈殿（尿素で溶解）をそれぞれ
SDS-PAGE 電気泳動にかけた。その結果、本条
件では、目的タンパク質の分子量付近
(18.5kDa)に明確なバンドは確認されなかっ
た。(図７) 

SOB 培地、SOC 培地を用いて同様に培養を行
ったが、目的分子量付近にバンドは確認され
なかった。 
SFNt タンパク質は精製のため N 末端側に

His-tag が付加されている。そこで、培養物
を His-tag精製し、SDS-PAGE で確認した。そ

図４イントロン
を除去した絹フ
ィブロイン DNA
のアガロースゲ
ル電気泳動 

図５PCR で増幅
した SFNt DNA
のアガロースゲ
ル電気泳動 

図６E.coli DH5a から抽出したプラ
スミドのアガロースゲル電気泳動 

(左)pET28a BamHI で処理 
(中)pET28a-SFNt BamHI で処理 
(右 ) pET28a-SFNt BamHI/NdeI
で処理 

図７形質転換したBL21(DE3)培養物
の SDS-PAGE 電気泳動 

図８SOB 培地（左）、SOC 培地（右）
で発現した His-tag 精製後 SFNt の
SDS-PAGE M:分子量マーカー、
１：精製前の SFNt、２：溶出フラク
ション 1、３：溶出フラクション 2 



の結果、LB, SOB, SOC培地ともに、目的タン
パク質の分子量にはバンドが確認されなか
った。(図８)25kDa 付近にバンドが存在した
が、これは、Ni2+に対して特異的な結合が確
認されている SlyD と呼ばれるタンパク質で
あり SFNtタンパク質由来ではなかった。 
さらに、一次抗体として His-tag 抗体を用い
たウエスタンブロッティングを行ったが、目
的タンパク質付近のバンドは確認されなか
った。（図９） 

 
目的遺伝子は大腸菌のレアコドンを 9個含

むため、レアコドンによる発現量減少を改善
したコンピテントセル Rosetta2(DE3)を用い
て、形質転換および培養を行った。培養物を
SDS-PAGE 電気泳動したところ、目的タンパク
質の発現は確認できなかった。 
 
（５）まとめ 
本研究により、家蚕絹フィブロイン H鎖の

N 末端ドメインの遺伝子をコードしたプラス
ミドの構築に成功した。DNA 配列はシークエ
ンス解析により確認された。 
SFNt 遺伝子を持つプラスミドを大腸菌に

形質転換し、SFNtタンパク質の発現を試みた
が、SFNtタンパク質付近の分子量を有するタ
ンパク質の発現は確認できなかった。培地、
大腸菌の種類を変えても同様の結果だった。 
目的タンパク質配列のうち、N 末端側 2１

残基がシグナルペプチドであるという報告
がある。また、C 末端側（127~151残基)はフ
ィブロイン H鎖の繰り返し配列の間に存在す
る境界配列と類似しており、N 末端ドメイン
の立体構造形成には関与しないと予想され
る。そこで現在、これら両末端残基を除いた
SFNtタンパク質発現系の構築を進めている。 
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