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カイコの遺伝暗号拡張による非天然アミノ酸含有 
タンパク質素材の創製

寺本 英敏

カイコは5千年もの昔から人類がシルク生産に利用してきた産業動物であると同時に，鱗
翅目昆虫（ガやチョウの仲間）を代表するモデル生物でもある．近年，カイコにおいても
遺伝子組換えやゲノム編集等のバイオテクノロジーが確立されつつある．それらを利用し
た高機能な繊維タンパク質や薬剤タンパク質のカイコでの生産が世界中で研究され，服
飾・医療・電子等の幅広い分野での活用が期待されている．新たなバイオテクノロジーと
して遺伝暗号拡張（翻訳システムの改変）の手法をカイコに適用することで，非天然アミ
ノ酸を含むシルクの生産が可能となった．アジド基を持つ非天然アミノ酸を導入したシル
クではクリック反応を用いて望みの機能分子を簡単に結合でき，多様な性質を柔軟に付加
した素材を作出できるようになった．

1. はじめに

カイコ（蚕，Bombyx mori）は鱗翅目（Lepidoptera）に
属する昆虫の1種であり，「繊維の女王」とも形容される
シルク（絹）を作る虫であることは広く知られている．日
本では明治から昭和中ごろにかけて養蚕が盛んに行われ，
1929年（昭和4年）には全国の養蚕農家戸数が221万戸に
も達した 1）．その後はシルク需要や価格の低迷により戸数
は減少を続け，2019年には全国で264戸を残すのみとなっ
た 2）．現代に生きる日本人にとって養蚕は縁遠いものと
なっている．
シルクを身につける利点としてよくあげられるのは，そ

の着心地の良さである．シルクはタンパク質でできている
ため肌への刺激が少ないといわれる．手術用の縫合糸とし
ても長年使われており，強度に優れ生体適合性が高い素材
であることがわかっている 3）．絶縁性にも優れ，電子材料

としての利用研究も進んでいる 4）．人類がシルクを発見し
てから数千年を経てもなお，そのユニークな特性は研究者
を惹きつけている．
産業としての養蚕は国内では衰退してしまったものの，
カイコを飼育して繭を収穫しシルクを取り出す一連の高度
な技術は蓄積されている．また鱗翅目を代表するモデル生
物としてのカイコの基礎研究が盛んに行われ，全ゲノム配
列 5），遺伝子組換え 6），ゲノム編集 7）といったバイオテク
ノロジーに関わる情報や技術が整備されている．そこで，
伝統的な養蚕技術と最新のバイオテクノロジーとを組み合
わせる新たな形での養蚕業の再開拓が期待されている．
本稿では，カイコの新たなバイオテクノロジーとして遺
伝暗号拡張（翻訳システムの改変）の実現に向けた取り組
みを取り上げ，その現状を紹介する．カイコで遺伝暗号拡
張を実現すれば，非天然アミノ酸を含有するタンパク質を
大量生産し，繊維等の素材として利用することができるよ
うになる．さらに遺伝子組換えやゲノム編集と組み合わせ
ることによって，多様な物性や機能を持つタンパク質素材
が創製できる．折しもプラスチックによる環境汚染が大
きな社会問題となり，脱プラスチックが盛んに叫ばれてい
る．天然のタンパク質を基盤としつつバイオテクノロジー
によって物性や機能を最適化した素材は，服飾・医療・電
子等の幅広い分野での活用を通して持続可能な社会の構築
に貢献できるだろう．
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2. カイコによるタンパク質素材の生産

カイコは卵からふ化して繭を作り始めるまでの約1か月
の間に体重が1万倍にも増加し，1頭が0.3グラム程度のシ
ルクを繊維として紡ぎ出す 8）．大腸菌に0.3グラムの組換
えタンパク質を作らせる大変さを考えれば，カイコのタン
パク質合成能力は驚異的である．特にシルクのような高分
子量かつ反復配列に富んだ繊維タンパク質の大量生産は，
大腸菌や培養細胞での発現や化学合成法では実現が困難で
ある．このカイコの優れたタンパク質合成能力はこれまで
シルク生産のみに利用されてきたわけだが，2000年に遺
伝子組換え技術が確立されたことによってシルク以外の外
来タンパク質や，機能性タンパク質を融合した改変シルク
をカイコに作らせることが可能となった 9, 10）．さらに近年
ではゲノム編集によってシルクの遺伝子を丸ごと外来遺伝
子に置き換え，より効率的に外来タンパク質を作らせるこ
ともできるようになってきている 11）．
図1に，我々の研究が目指す方向性をまとめる．カイコ

という生物自体が持つ能力，すなわち，繊維タンパク質を
大量に合成し繊維という素材形態で分泌できる能力は，他
の生物と比較して非常にユニークといえる．さらにバイオ
テクノロジーを融合させることで，カイコのもつ能力を人
類にとってより有効に活用することが可能である．カイコ
は繊維形態でタンパク質を分泌するが，水溶液やフィル
ム，ゲル，ナノファイバー，ナノ粒子といった異なる素材
形態へと加工することも容易である 12）．生産性やコスト
といった課題はもちろんあるだろうが，環境や健康への影
響を低減させるための一つのアプローチとして有望と考え
ている．

3. カイコの遺伝暗号拡張への挑戦

20種類の標準アミノ酸にセレノシステインとピロリシ
ンとを加えた22種類以外のアミノ酸は，非天然アミノ酸
（あるいは人工アミノ酸）と呼ばれる．非天然アミノ酸は
任意の官能基や分子団を導入したものが設計できるため，
天然にはない物性や機能を持つペプチドやタンパク質の合
成に利用できる．当然ながら，通常は生物がこのような非

天然アミノ酸をタンパク質合成に利用することはできな
い．それを実現する方法論が遺伝暗号拡張（genetic code 
expansion）である 13, 14）．
遺伝暗号拡張とは，生物の遺伝暗号にコードされるアミ
ノ酸の種類を増やすための方法論のことをいう．遺伝暗号
はmRNA上の各コドンをどのアミノ酸として翻訳するか
という対応関係を指定している．コドンとアミノ酸との
対応関係の正確さは，主としてアミノアシル tRNA合成酵
素（aminoacyl-tRNA synthetase：aaRS）の働きによって担
保されている．aaRSは tRNAの3´末端にアミノ酸を結合さ
せる酵素であり，アミノ酸ごとに専用のaaRSが存在する．
aaRSがアミノ酸と tRNAとの正しい組合わせを選び出すこ
とによってmRNA上のコドンが正しいアミノ酸として翻
訳されることになる．
遺伝暗号拡張を実現するための比較的簡便な手法とし
て，非天然アミノ酸を基質として認識するように改変し
たaaRS変異体を発現させるという手法がある．このよう
なaaRS変異体を発現する生物は，標準アミノ酸に加えて
非天然アミノ酸もタンパク質の合成に用いることができる
ようになる．たとえば，カリフォルニア工科大学のTirrell
らのグループは，非天然アミノ酸（4-bromophenylalanine：
BrPhe）を認識するように改変したフェニルアラニル tRNA
合成酵素（PheRS）変異体を発現させた大腸菌をBrPheの
存在下で培養することによって，タンパク質（dihydrofo-
late reductase：DHFR）中にBrPheが導入されることを2000
年に報告した 15）．この手法では，フェニルアラニン（Phe）
を指定するコドン（UUUおよびUUC）がPheあるいは
BrPheのいずれかとして翻訳されることになる．Tirrellら
は上記の論文で，培地からPheを除去することによって
DHFR中のPheコドン（9個）のうちの約9割がBrPheとし
て翻訳されることを示した 15）．
上記の手法は，もともと標準アミノ酸に指定されている
コドンをそのまま利用し，標準アミノ酸として翻訳される
はずのコドンを非天然アミノ酸として翻訳させる手法で
ある．したがって，細胞内に標準アミノ酸が一切存在し
ない理想的な条件下では，あるアミノ酸残基（上述の例で
はPhe）を指定するすべてのコドンに対して非天然アミノ
酸が導入されることになる．このような遺伝暗号拡張手法
は「残基特異的」手法と呼ばれ，複数の非天然アミノ酸を
タンパク質中に導入したい場合に有効である．この手法で
aaRSを改変せずともメチオニンの代わりにノルロイシン
を組み込んだ「超タンパク質」を大腸菌に生産させた例 16）

に対して，本研究ではaaRSの改変によって初めて取り込
みが可能になった非天然アミノ酸を活用している．一方，
本手法ではタンパク質中での非天然アミノ酸の導入位置を
厳密に指定することはできない．
遺伝暗号拡張の他の手法については，本特集の他編（坂
本，横山，菅の各編）あるいは上にあげた参考文献 13, 14）

をご参照いただきたい．
筆者らはカイコでの遺伝暗号拡張に挑戦するにあたり，

図1 カイコのバイオテクノロジー研究が目指す方向性
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残基特異的手法を用いることにした．その理由として，①
aaRS変異体のみを発現させるだけで実現可能なシンプル
な手法であること，②一つのタンパク質分子内に複数の非
天然アミノ酸を導入するのに適していること，の2点があ
げられる．どのアミノ酸残基をターゲットとするかにつ
いては，上述したTirrellらの先行研究と同じくPheを選ん
だ．シルク中でのPheの存在量は約0.6％と少なくシルク
の構造形成に大きく関与しないと考えられ，ターゲットと

して好都合であった．またPheはカイコが生合成できない
必須アミノ酸であり，飼料組成によって細胞内での存在量
を制御できることも利点であった．
先行研究でTirrellらが用いていたPheRS変異体は大腸菌
由来であり，カイコの細胞内ではうまく機能しないと予想
された．そこでカイコのPheRSをクローニングし，大腸
菌由来PheRS変異体と相同の変異を導入したカイコPheRS
変異体3種を作出した．これらの変異体はPheに構造が類
似した非天然アミノ酸（Phe類縁体）を認識できることを
in vitro実験およびカイコ培養細胞を用いた実験で確認し
た 17‒19）．そこでこれらのPheRS変異体を絹糸腺（シルク
合成器官）で発現する遺伝子組換え（TG）カイコを作出
した．Phe類縁体を混合した飼料をTGカイコに摂食させ，
分泌されたシルクを解析したところ，シルク中のPheの一
部がPhe類縁体に置き換わっていることを確認した 20‒22）．
これらの実験により，カイコにも遺伝暗号拡張の手法が適
用可能であり，かつ，非天然アミノ酸を含有するシルクを
作出できることが示された（図2）．本手法により，これ
までに4種類のPhe類縁体（図3）がシルクに導入可能で
あることを確認している．

4. クリック反応で簡単に機能付加できる「クリッカブ
ルシルク」の開発

図3に示したPhe類縁体のうち，特にAzPheに着目した．
AzPheに含まれるアジド基は天然の生体分子中には存在せ
ず，アルキン基と選択的に反応するという性質を持つ．こ
のアジド基とアルキン基との間での反応（アジド-アルキ
ン付加環化反応）はクリックケミストリー（click chemis-
try）の代名詞的反応としてよく知られ，化学，生物学，薬
学，材料科学に至る幅広い分野で多くのブレイクスルーを
もたらしている 23）．本稿ではアジド-アルキン付加環化反
応のことを単に「クリック（click）反応」と呼ぶ．AzPhe
を導入したシルクでは，クリック反応によってさまざまな

図2 PheRS変異体の発現による遺伝暗号拡張（残基特異的手法）
大腸菌 15） とカイコいずれの生物でも細胞内で起こる現象は共通している．

図3 シルクに導入できることを確認したPhe類縁体の化学構
造
ClPhe：4-chlorophenylalanine, BrPhe：4-bromophenylalanine, 
AzPhe：4-azidophenylalanine, EthPhe：4-ethynylphenylalanine.
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機能分子を結合させることができる．このような技術は，
服飾・医療・電子等への応用で求められるさまざまな性質
を柔軟にシルクに付加する基盤技術として汎用性が高い．
筆者らはAzPheを導入したシルクのことを「クリッカブル
シルク（clickable silk）」と呼び，その社会実装に向けた取
り組みを進めている．
開発初期のTGカイコ系統では，シルクへのAzPheの導

入効率が低いことが課題であった．そこで筆者らは理化学
研究所の坂本健作博士らと共同で，AzPheの導入効率を大
幅に向上させたTGカイコ系統（H06系統）を作出した 24）．
H06系統は，新たに見いだしたカイコPheRS-F432V変異
体を絹糸腺で発現している．H06系統を用いると，全Phe
残基の約7％がAzPheに置き換わったシルクを生産するこ
とができる．これはシルク分子一つあたりにおよそ2.5個
のAzPheが導入されていることに相当する．H06系統に
AzPheを投与して作らせた繭にアルキン基を持つ蛍光分子
をクリック反応させたところ，鮮やかな蛍光色を示した
（図4A）．その他，繊維やフィルム等の他の形状に加工し
た後でもクリック反応が問題なく進行し，明瞭な蛍光が観
察された（図4B, C）．

AzPhe中のアジド基のように芳香環に直接結合したアジ
ド基（芳香族アジド）は紫外線照射によって分解するこ

図4 赤色および緑色蛍光色素とクリック反応させたシルク
（A）繭，（B）繊維，（C）フィルム．対照としてAzPheを含まない通常シルクを用いた（A, Cは文献24, 21からそれぞ
れ許可を得て改変）．

図5 紫外線照射によるアジド基の分解を利用したシルク上で
の蛍光色素のパターニング
（A）布，（B）フィルム（Bは文献21から許可を得て改変）．
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とが知られている 25, 26）．この性質を利用すれば，たとえば
布やフィルムといった平面シルク上でアジド基の存在量
に濃淡をつけることができると考えた．実際に布を作り，
「SILK」の文字シールを貼って紫外線を照射したのち蛍
光色素とのクリック反応を行ったところ，SILKの文字パ
ターンが明瞭に現れた（図5A）．同様の方法を用いてフィ
ルム上に μmスケールの微細なパターンを作ることもでき
た（図5B）．この方法を利用すればシルクの性質を μmス
ケールで精密に制御できると考えられる．

5. クリッカブルシルクの応用研究

本稿の2節に，カイコ1頭が0.3グラム程度のシルクを繊
維として紡ぎ出すと書いた．ところが実際には，H06系統
が作るシルクの量は約0.1グラムである．これはTGカイ
コの作出に実験が容易な小型の系統を用いたためである．
社会実装に向けては1頭あたりのシルク生産量を少なくと
も2倍以上に向上させる必要があると考えている．
シルク生産量を向上させる単純な方法として，たくさん

のシルクを作る大型の系統と掛け合わせる方法がある．そ
こでH06系統を日509×日510という大型の野生型系統と
掛け合わせた交雑種を作ったところ，そのシルク生産量
はH06系統の約1.5倍に向上した 27）．野生型と交雑するこ
とでPheRS変異体の発現量が低下し，それに伴いAzPheの
導入効率も低下する懸念があったが，実際に調べてみると

AzPheの導入効率に変化はなかった 27）．大型化した交雑種
の繭からはシルク繊維を容易に調製できるようになり，布
等の実用的な材料形態に加工するのに十分な量のクリッカ
ブルシルク繊維を得ることができるようになった（図6）．
しかしながら，大型の系統との交雑だけでは目標とする2

図6 H06系統と日509×日510との交雑種を用いて生産したク
リッカブルシルク繊維
約1300個の繭から繊維を調製した

図7 クリッカブルシルクフィルムへの部分的PEG結合による細胞増殖制御
（A）クリッカブルシルクフィルムでコーティングした細胞培養シャーレ．（B） 「SILK」の文字を象ったマスク．
シャーレ底面にかぶせて紫外線を照射．（C） NIH3T3細胞培養後のシャーレ．「SILK」の文字を作る白い部分が細胞．
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倍以上のシルク生産量に届かない．そこで現在，シルク生
産量をさらに増大させるための系統改良を進めている．
最後に，クリッカブルシルクの応用例を一つ紹介した

い．
シルクは縫合糸として使われるほど生体適合性が高いこ

とは先に述べた 3）．繊維だけでなくフィルムなどさまざま
な形状に加工しやすいことから，バイオマテリアルとして
の応用研究が盛んに行われている．バイオマテリアルへの
応用においては，基材表面と細胞との相互作用をいかに制
御するかがとても重要となる．クリッカブルシルクを原料
として用いれば，異なる表面性状を持つシルク基材をク
リック反応によって調製できると考えられる．そこで，細
胞接着を抑制することが知られているポリエチレングリ
コール（PEG）をクリック反応で結合させたシルクフィル
ムを調製し，マウス線維芽細胞（NIH3T3）を用いてフィ
ルム表面への細胞接着数の変化を調べた．その結果，PEG
を修飾したシルクフィルム表面への接着細胞数は予想どお
り大きく減少した 28）．上述したように，シルクフィルム上
でのアジド基の存在は紫外線照射によって制御できる．そ
こでクリッカブルシルクフィルムにあらかじめ紫外線を
照射して部分的にアジド基を破壊し，残存したアジド基に
対してクリック反応でPEGを結合させた．このようにし
て調製したフィルム上でNIH3T3細胞を培養したところ，
フィルム上の紫外線照射部位（＝PEGが結合していない
部位）でのみ細胞を増殖させることができた（図7）．こ
の手法を用いればシルク基材上で細胞を狙いどおりに配列
させたバイオマテリアルを創製できると考えられる．

6. おわりに

本稿では，カイコにおける遺伝暗号拡張（翻訳システム
の改変）の実現によるシルクへの非天然アミノ酸の導入
と，クリック反応によって望みの機能を簡単に付加できる
タンパク質素材「クリッカブルシルク」の開発について紹
介した．シルクに導入可能な非天然アミノ酸の種類や導入
量にはまだまだ制約があるものの，高機能なタンパク質素
材を作り出す上で遺伝暗号拡張の手法が有効であることを
示すことができた．大量飼育の技術が確立されているカイ
コを用いることで，非天然アミノ酸を含むタンパク質素材
を容易に大量生産できることが大きな特徴である．今後
は，生産コストを低減させる試みと同時に，どのような分
野への応用が有効かを見きわめていく必要がある．民間企
業を含めた外部機関との連携により基礎と応用の両面から
社会実装に向けた取り組みを進めていきたい．
本稿で紹介したカイコの遺伝暗号拡張による非天然アミ

ノ酸含有タンパク質の生産手法は，当然ながらシルク以外
のタンパク質についても適用可能である．カイコは薬剤タ
ンパク質をはじめとする機能性タンパク質の生産宿主とし
てもすでに実用化されている 9, 29）．遺伝暗号拡張の手法を
取り入れることによってタンパク質生産宿主としてのカイ

コの魅力がさらに増すことを期待している．
伝統的な養蚕技術は日本が世界に誇る技術であるもの
の，養蚕業の衰退とともに失われようとしている．最新の
バイオテクノロジーと融合させることによって日本発の新
型養蚕業の開拓を実現したい．
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