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論文内容の要旨

カイコの繭糸タンパク質は、内層の絹糸フィブロインと、外層のセリシンから成る。セリシン

は、繭を形成する上で重要な膠様の成分であり、絹糸どうしを繋ぐ役目がある。これまでは、通

常の繭から絹糸をとりだすための高熱やアルカリによる処理でセリシンは分解され、廃棄されて

きた。近年、セリシンの保湿性や、細胞の足場となる性質に注目が集まりつつある。先行研究に

おいて、フィブロイン産生器官の後部絹糸腺の機能不全化を人為的に誘発し、フィブロインを含

まずセリシンだけでできた繭を作る遺伝子組換えカイコが得られていた。このセリシン繭からは

未分解セリシンを簡単に調製することができる。本研究では、カイコ繭の新たなバイオテクノロ

ジー利用を目指し、この未分解セリシンを二つの細胞培養系に導入した場合の効果を調べた。本

学位論文では、第一章諸論において、カイコを用いた遺伝子組換え技術の現状と応用可能性、絹

糸腺機能の改変技術の背景とその原理、さらに繭成分を用いた細胞培養系構築の有効性について

導入として述べた。

第二章では、カイコセリシン繭からの未分解セリシンによるマウス胚性幹細胞（mES）の効率

的培養について言及した。先行研究ではセリシンゲル上の mES を培養できることがわかってい

たが、本研究ではさらに簡易に用いることができるセリシンコート法の利用性を検討した。一般

的に繭からセリシンを抽出できる方法としてのカオトロピックイオン溶解法と、尿素・還元剤法

を比較し、前者において分解の少ないタンパク質間相互作用の性質を保持した構造を持つセリシ

ンを有効に抽出できた。さらに、このコート上では mES が効率よく増殖することがわかった。セ

リシン上では、mES が未分化の状態を維持すると考えられるドーム状の細胞塊を形成しながら増

殖することもわかった。このように、セリシン繭から未分解のセリシンがカオトロピックイオン

溶解法で有効に抽出することができ、得られるセリシンコートの上で mES を効果的に培養でき

ることを示した。

第三章では、サイトカインを内包したセリシンを培養素材として利用する試みに関して言及し

た。サイトカインとしてヒト FGF-7 を用い、FGF-7 内包セリシン繭を作るカイコを遺伝子組換

え技術でつくり出した。セリシン繭は粉砕によって簡単に粉体化できること、また、セリシン粉
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体から FGF-7 が長期間かけて培地に放出されることがわかった。放出された FGF-7 は活性を有

し、ケラチノサイトの増殖を促進した。長期間高温に暴露したセリシン内の FGF-7 は、遊離の

FGF-7 よりも高い活性を維持した。さらに、この FGF-7 内包セリシン粉末をケラチノサイト三

次元培養のための土台となるゲル中に含ませたところ、遊離の FGF-7 の添加に比べて良好な上皮

のモデルを構築できることがわかった。セリシン自体は網目状に集合したタンパク質構造物であ

り、その中でサイトカインが厳しい物理環境の中でも長期間活性を保ちつつ保持され、しかも構

造物の外に有効に放出されることが示された。

第四章では、得られた知見を統合的に検証し、これらをもとにセリシン・サイトカイン内包セ

リシンの特性評価を進めた。本研究の結果から、セリシン繭を用いて特定の細胞培養技術に適し

た機能を持つ培養素材をつくり出すことが可能であることがわかった。セリシンタンパク質自体

は、カイコ個体由来の物質の汚染を取り除いて用いれば免疫賦活性の低い素材になると考えられ

る。さらに、粉砕・加工が容易であることから、ナノ化粒子などもつくり出すことができ、サイ

トカイン放出性の微小マテリアルの開発にセリシンを応用できると期待される。こうしたセリシ

ンの特性から、細胞培養にとどまらず生体で利用可能な医用材料開発にセリシンを活用できる可

能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本学位論文は、カイコ絹糸腺のタンパク質発現機能改変の新技術によって得られるセリシン繭

の新たなバイオテクノロジー利用の方法を見出す応用研究について述べられている。カイコ繭の

セリシンの持つ膠様の性質の活用法を探りつつ、さらにサイトカイン活性を付与したセリシン素

材の細胞培養への適性を明らかにする試みに関して論じられている。

まず、フィブロインを含まないセリシンが特定の方法により未分解のまま調製できることを見

出し、そのタンパク質としての性質を明らかにしている。普通の繭からの処理では得られない未

分解セリシンの特性を見出した点に新規性がある。さらに、マウス胚性幹細胞の培養に適した新

素材としての可能性も見出した。同細胞は iPS 細胞などと共に再生医療分野での貢献度が非常に

高く、本研究成果が幅広く新しい医療技術開発の基礎をなすものと期待される。

さらに、セリシン繭の特性を活かし、サイトカイン内包セリシン素材の細胞培養への活用に挑

戦している。セリシンの優れた性質として、内部のタンパク質を保持しつつ、外部への放出が可

能である点に着目した。細胞培養に関連する検討を行い、セリシン内でヒト FGF-7 が長期間安定

であることを明らかにした。また、放出された FGF-7 による立体培養系への導入法を見出した。

これらの結果は、サイトカイン内包セリシン素材の細胞培養への有効性を示している。

本研究は、これまでに経済的重要性が失われてきた絹糸の代わりに、医療応用可能な新しい繭の

機能性素材を生産できるカイコの有効性を示すものであり、その学術的価値を認めるところであ

る。

なお、研究成果は以下の二報の主要な学術論文にまとめられている。このうち一報では筆頭著

者として海外の学術雑誌にて公表した。このように、申請者は十分な業績を有している。

（主要な論文発表）
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