
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブロイン単独、家蚕由来の絹フィブ
ロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家蚕由来の絹フィブロインおよび
野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、キチンおよび羊毛ケラチンから選ばれた少なく
とも一種の第二物質との複合体からなることを特徴とする生分解性生体高分子材料。
【請求項２】
　前記生分解性高分子材料が、プロテアーゼ、コラゲナーゼ及びキモトリプシンから選ば
れた酵素により生分解するものであることを特徴とする請求項１記載の生分解性生体高分
子材料。
【請求項３】
　前記生分解性生体高分子材料が、繊維状、膜状、粉末状、ゲル状、または多孔質状の形
態を持つことを特徴とする請求項１または２記載の生分解性生体高分子材料。
【請求項４】
　家蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、野蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、家
蚕由来の絹フィブロインの水溶液と野蚕由来の絹フィブロインの水溶液との混合水溶液、
または家蚕由来の絹フィブロインの水溶液および野蚕由来の絹フィブロインの水溶液のい
ずれかと、キチンおよび羊毛ケラチンから選ばれた少なくとも一種の第二物質の水溶液と
の混合水溶液を基板上に塗布し、蒸発乾燥固化せしめて、膜状の生分解性生体高分子材料
を製造する方法であって、該混合水溶液の場合は、それぞれの混合する水溶液同士を混合
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する際に、ゲル化、沈殿、凝固反応が起こらないように攪拌して均一に混合することによ
り調製されることを特徴とする生分解性生体高分子材料の製造方法。
【請求項５】
　家蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、野蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、家
蚕由来の絹フィブロインの水溶液と野蚕由来の絹フィブロインの水溶液との混合水溶液、
または家蚕由来の絹フィブロインの水溶液および野蚕由来の絹フィブロインの水溶液のい
ずれかと、セルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリ
ビニルアルコールから選ばれた少なくとも一種の第二物質の水溶液との混合水溶液

ことを特徴とする生分解性生体高分子材料の製造方法。
【請求項６】
　 ゲル状の生分解性生体高分子材料を得

ることを特徴とする生分解性生体高分子材料の製造方
法。
【請求項７】
　

生分解性生体高分子材料の製造方法。
【請求項８】
　

。
【請求項９】
　

金属イオン吸着材。
【請求項１０】
　

。
【請求項１１】
　 有用
物質の徐放性担体。
【請求項１２】
　

であることを特徴とする 。
【請求項１３】
　 家蚕由来の絹フィブ
ロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家蚕由来の絹フィブロインおよび
野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと チン、キトサン、キトサン誘導体、 羊
毛ケラチ ら選ばれた少なくとも一種の第二物質との複合体である生分解性生体高分子
材料からな 。
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のｐＨ
を酸性域に調整し、水溶液全体を凝固せしめてゲル化してゲル状の生分解性生体高分子材
料を得る

請求項５記載の製造方法により た後、得られたゲ
ル状物を凍結乾燥して多孔質体を得

前記混合水溶液を調製する際の、該家蚕由来の絹フィブロイン水溶液、野蚕由来の絹フ
ィブロイン水溶液及び該第二物質水溶液の濃度が、それぞれ、０ .１～５重量％であるこ
とを特徴とする請求項４～６のいずれかに記載の

家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブロイン単独、家蚕由来の絹フィブ
ロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家蚕由来の絹フィブロインおよび
野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、セルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導
体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから選ばれた少なくとも一種の第二物質
との複合体である生分解性生体高分子材料からなる金属イオン吸着材

前記金属イオンが抗菌性金属または廃水中の金属イオンであることを特徴とする請求項
８記載の

家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブロイン単独、家蚕由来の絹フィブ
ロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家蚕由来の絹フィブロインおよび
野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、セルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導
体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから選ばれた少なくとも一種の第二物質
との複合体である生分解性生体高分子材料からなり、プロテアーゼ、キモトリプシン、お
よびコラゲナーゼから選ばれた酵素により生分解されながら生分解性生体高分子材料に担
持された有用物質を生体内で徐放することを特徴とする有用物質の徐放性担体

前記生分解性生体高分子材料が多孔質体であることを特徴とする請求項１０記載の

家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家蚕由来の
絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、セルロース、キチン、キ
トサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから選ばれた少な
くとも一種の第二物質との複合体である生分解性生体高分子材料からなり、生体細胞を増
殖せしめるもの 生体細胞増殖基材

家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブロイン単独、

、キ および
ンか

る生分解性吸水性素材



【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、酵素の作用を受けて分解しながら劣化し、その結果、低分子化する生分解性生
体高分子材料およびその製造方法、ならびにこの生分解性生体高分子材料からなる金属イ
オン吸着材、有用物質の徐放性担体、生体細胞増殖基材および生分解性吸水性素材などの
機能性素材に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
有機高分子からなる材料で生分解機能を備えたものが市場に出回るようになってから久し
い。医用分野では、酵素作用の影響を受けて生分解し、劣化して低分子化する材料がしば
しば使用されている。最近、実用的に多く用いられているものは、生分解性有機高分子の
中でも、ポリ乳酸やポリグリコール酸などのポリオキシ酸が代表的であり、これらの材料
は、生体内埋め込み材、生体内へのデリバリー用材料または医薬品の徐放担体として広範
に利用されている。
【０００３】
これらのポリ乳酸やポリグリコール酸は、優れた耐薬品性を示す。ポリ乳酸やポリグリコ
ール酸は、無毒であり、加水分解し易いため、生体内分解吸収性材料として広く活用され
ている。また、ポリグリコール酸は、高重合体が得られるので、強度などの力学的特性の
要求される材料として有用である。ポリ乳酸やポリグリコール酸は、具体的には、例えば
、生体内分解吸収性縫合糸として利用されている。
【０００４】
また、医用分野では、外科用手術縫合糸として家蚕由来の絹糸が長い間用いられている。
家蚕絹糸が手術用縫合糸として用いられ始めたのは１１世紀初頭にまで遡る。わが国にお
ける縫合糸のマーケット価格は年間約６０億円 (１９８５年）で、このうち４６％が絹製
縫合糸である。絹糸は、抗張力や結節強度に優れ、かつ容易に滅菌できるため、縫合糸と
しての人気が高い。絹製縫合糸に関する従来の使用実体から判断しても、絹糸は、殺菌が
容易であり、体内に埋め込んでも短期間では生分解することもなく、また、体内に移植し
た際、生体組織との抗原抗体反応の起こり方も軽微であるという利点がある。
【０００５】
成熟した蚕幼虫が吐糸して作り出すタンパク質繊維が繭繊維 (絹糸 )である。蚕には、農家
が飼育する家蚕および野生タイプの野蚕の二種類がある。この繭繊維表面を覆っている膠
着物質のセリシンをアルカリ処理などで除去したものが絹フィブロイン繊維である。
野蚕絹糸とは、通常、柞蚕 (Antheraea pernyi)、天蚕 (Antheraea yamamai)、タサール蚕 (
Antheraea militta)、ムガ蚕 (Antheraea assama)、エリ蚕、シンジュ蚕などが吐糸して作
った絹糸のことをいう。
【０００６】
上記絹製縫合糸は、非吸収性材料であって、短期間に分解することはなく、縫合後も体内
に残るものであることから、数週間後に体内で吸収され、水と二酸化炭素とに分解してし
まうポリ乳酸やポリグリコール酸などのポリオキシ酸の縫合糸とは異なる目的で用いられ
ている。
上記した生分解性生体高分子からなる金属イオン吸着材および有用物質の徐放性担体に関
しては、満足すべき特性を有するものが未だ提案されていない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
上記したように、ポリ乳酸は、生体内分解吸収性材料として広く活用されているが、製造
コストが高いという問題がある。また、ポリグリコール酸は、上記したような利点がある
ために生体内分解吸収性材料として用いられている反面、価格が高く、結晶性が高く、硬
すぎ、軟組織適合性が低い。また、分解速度が制御し難く、さらに、この材料を化学修飾
したとしても、生分解性を調節することは困難であるなどの問題がある。

10

20

30

40

50

(3) JP 3772207 B2 2006.5.10



【０００８】
また、繊維状のポリ乳酸のガラス転移温度は、例えば、ポリエチレンテレフタレート繊維
のガラス転移温度と類似しているため、ポリ乳酸繊維はポリエチレンテレフタレート繊維
とよく似た機械的性質を示す。ただし、ポリ乳酸などはポリエチレンテレフタレートに比
べて結晶化速度が遅いため、通常の紡糸工程や延伸工程を経ても分子が十分に配向、結晶
化が進まない。そのため、ポリ乳酸の引張り強度や寸法安定性が不十分であることなどが
実用機能上の問題となっている。
【０００９】
また、上記ポリオキシ酸は、高分子量のものほど分解速度が遅くなる。そこで、分解速度
を制御しようとして分子量の制御されたポリ乳酸やポリグリコール酸を製造するには、多
くの手間や熟練した高度の技術が必要である。そのため、現在、ポリオキシ酸の利用は、
吸収性縫合糸のような医療用途や化粧品用途に限定されており、経済的に安価で且つ簡単
な技術で実施できる製造プロセスの確立が強く望まれてきた。
【００１０】
絹製縫合糸は、上記したように、生体内で最終的に水と二酸化炭素とに分解してしまうポ
リ乳酸やポリグリコール酸などのポリオキシ酸の縫合糸とは異なる。そのため、生体内で
の生分解性が制御でき、生体安全上の問題が無く、製造価格が安い生分解性材料であって
、しかも、生分解の結果、分解生産物に細胞毒性が無く、かつ、副産物としてホルムアル
デヒドなどのような有害物質を生じない、生体組織に安全な生分解性材料の開発が強く望
まれてきた。
【００１１】
上記絹製縫合糸の原材料である昆虫生体高分子の絹タンパク質は、カイコが生合成により
作る天然高分子材料であり、生体組織に対する生体適合性に優れ、成形性も良い。そのた
め、生糸や絹製品の生産工程で得られる絹の副産物を出発物質として用いれば原材料は格
安で入手できるし、絹タンパク質には化学反応性に富む活性部位が多く含まれているので
、ハイブリッド加工や化学修飾加工などで絹フィブロインの生分解性または生化学特性を
制御できる技術が開発できれば医用材料などとしての利用の幅が広がる。そこで、こうし
た昆虫生体高分子を出発物質として、これに第二物質を複合 (以下、「ハイブリッド」と
略記することもある )させて医用分野で利活用できる生分解性の新材料の出現が強く望ま
れてきた。
【００１２】
本発明の課題は、上記従来技術の問題点を解決することにあり、高分子基質としての作用
性に優れた絹タンパク質からなる生分解性生体高分子材料およびこの絹タンパク質と特定
の第二物質とをハイブリッド化した、単独の絹タンパク質には無い特性が付与された生分
解制御可能なハイブリッド化生分解性生体高分子材料を提供すると共に、その製造方法、
ならびにこれらの生分解性生体高分子材料からなる金属イオン吸着材、有用物質の徐放性
担体、生体細胞増殖基材および生分解性吸水性素材などの機能性素材を提供することにあ
る。
【００１３】
【課題を解決するための手段】
家蚕絹糸や野蚕絹糸は、カイコが吐糸してできた繊維状試料であり、Ｘ線回折的にみると
繊維構造を持つため、化学試薬や酵素の作用を受けても強い薬品抵抗性を示す。これが、
家蚕絹糸が生体内での非吸収性材料に分類される所以である。そこで、本発明者らは、絹
タンパク質の持つ優れた生化学特性を活かし、生分解性を兼ね備えた材料を提供しようと
いう見地から、家蚕絹フィブロインを出発物質とし、これに特定の第二物質を複合させる
ことにより生分解程度の制御できる新材料を製造するための技術の開発を進めてきた。そ
の過程で得られた新規複合体に酵素を作用させ、分解挙動を追究したところ、生分解性を
備えた生体高分子材料が提供できることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１４】
　本発明の生分解性生体高分子材料は、家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フ
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ィブロイン単独、家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、ま
たは家蚕由来の絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと チン

羊毛ケラチ ら選ばれた少なくとも一種の第二物質との複合体からなることを特徴
とする。
　該生分解性高分子材料は、プロテアーゼ、コラゲナーゼ及びキモトリプシンから選ばれ
た少なくとも一種の酵素により生分解するものである。
　該生分解性生体高分子材料の形態は、繊維状、膜状、粉末状、ゲル状、 多孔質状
であってもよい。
【００１５】
　本発明の生分解性生体高分子材料の製造方法は、家蚕由来の絹フィブロインの水溶液単
独、野蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、家蚕由来の絹フィブロインの水溶液と野蚕
由来の絹フィブロインの水溶液との混合水溶液、または家蚕由来の絹フィブロインの水溶
液および野蚕由来の絹フィブロインの水溶液のいずれかと チン 羊毛ケラチ
ら選ばれた少なくとも一種の第二物質の水溶液との混合水溶液を基板上に塗布し、蒸発乾
燥固化せしめて、膜状の生分解性生体高分子材料を製造する方法であって、該混合水溶液
は、それぞれの混合する水溶液同士を混合する際に、ゲル化、沈殿、凝固反応が起こらな
いように攪拌して均一に混合することにより調製されることを特徴とする。
【００１６】
　また ル状の生分解性生体高分子材料は、上記家蚕由来の絹フィブロインの水溶液単
独、野蚕由来の絹フィブロインの水溶液単独、家蚕由来の絹フィブロインの水溶液と野蚕
由来の絹フィブロインの水溶液との混合水溶液、または家蚕由来の絹フィブロインの水溶
液および野蚕由来の絹フィブロインの水溶液のいずれかと、セルロース、キチン、キトサ
ン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから選ばれた少なくと
も一種の第二物質の水溶液との混合水溶液のｐＨを酸性域に調整し、水溶液全体を凝固せ
しめてゲル化することにより製造される。なお、こうして製造できる生分解性生体高分子
材料のゲル状物を凍結乾燥することで多孔質状物質が調製できる。
　上記混合水溶液を調整する際の、家蚕由来の絹フィブロイン水溶液、野蚕由来の絹フィ
ブロイン水溶液及び第二物質水溶液の濃度が、それぞれ、０ .１～５重量％であることが
好ましい。濃度が０ .１重量％未満であると、複合体を調製するのに必要な水溶液量が多
くなってしまい作業上効率的ではないし、また、濃度が５重量％を超えると、２液を混合
したときに均一に混合し難くなり、その結果、質的に均一な複合体が製造できないなどの
欠点が生ずる。
【００１７】
　本発明の金属イオン吸着材は、家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブロ
イン単独、家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または家
蚕由来の絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、セルロース、キ
チン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから選ば
れた少なくとも一種の第二物質との複合体である生分解性生体高分子材料からなる。この
金属イオンは、銀、銅、コバルトなどの抗菌性金属または廃水中の金属イオンであっても
よい。
　本発明の有用物質の徐放性担体は、家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィ
ブロイン単独、家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、また
は家蚕由来の絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと、セルロース
、キチン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリビニルアルコールから
選ばれた少なくとも一種の第二物質との複合体である生分解性生体高分子材料からなり、
プロテアーゼ、キモトリプシン、 コラゲナーゼ により生分解され
ながら生分解性生体高分子材料に担持された有用物質を生体内で徐放することを特徴とす
る。この生分解性生体高分子材料は多孔質体であることが好ましい。
【００１８】
　本発明の生体細胞増殖基材は、家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロイン
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との複合体、または家蚕由来の絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれ
かと、セルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およびポリビニ
ルアルコールから選ばれた少なくとも一種の第二物質との複合体である生分解性生体高分
子材料からなり、生体細胞を効率的・経済的に増殖せしめるために用いられる。
　本発明の生分解性吸水性素材は、家蚕由来の絹フィブロイン単独、野蚕由来の絹フィブ
ロイン単独、家蚕由来の絹フィブロインと野蚕由来の絹フィブロインとの複合体、または
家蚕由来の絹フィブロインおよび野蚕由来の絹フィブロインのいずれかと チン、キト
サン、キトサン誘導体、 羊毛ケラチ ら選ばれた少なくとも一種の第二物質との
複合体である生分解性生体高分子材料からなる。
　本発明でいう「生分解」とは、絹フィブロインや第二物質に酵素が作用し、これらを消
化したり、加水分解して低分子化させ、あるいはアミノ酸まで加水分解する反応、あるい
は酵素が第二物質に作用して低分子化させる反応を全て含めたものをいう。従って、本発
明においては、酵素が基質を加水分解以外の反応で低分子化する場合もあり得るが、便宜
的にタンパク質加水分解酵素と略記することもある。
【００１９】
【発明の実施の形態】
本発明によれば、絹タンパク質繊維から絹フィブロインの水溶液を調製するための原料と
しては、例えば、家蚕または野蚕由来の絹糸を用いることができる。家蚕から得られる絹
糸本体の絹フィブロインとしては、例えば、農家が飼育する家蚕 (Bombyx mori)幼虫、家
蚕の近縁種のクワコ幼虫由来の絹タンパク質である絹フィブロインを利用できる。野蚕絹
フィブロインとしては、例えば、柞蚕 (Antheraea pernyi)、天蚕 (Antheraea yamamai)、
タサール蚕 (Antheraea militta)、ムガ蚕 (Antheraea assama)、エリ蚕、シンジュ蚕など
の幼虫から得られる絹フィブロインを利用することができる。また、絹フィブロイン水溶
液を調製するための原料として、絹糸以外にも、家蚕や野蚕に由来する副産物、絹繊維、
絹繊維製品ならびにその絹繊維集合体も利用できる。
【００２０】
家蚕絹フィブロインまたは野蚕絹フィブロインとハイブリッドさせるための第二物質は、
上記したように、セルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、およ
びポリビニルアルコールから選ばれた少なくとも一種である。
家蚕絹フィブロイン水溶液と野蚕絹フィブロイン水溶液とを混合し、または家蚕絹フィブ
ロイン水溶液もしくは野蚕絹フィブロイン水溶液と第二物質の水溶液とを混合し、この混
合水溶液をポリエチレンなどの基板の表面に広げ、乾燥固化することにより、家蚕絹フィ
ブロインと野蚕絹フィブロインとの複合体 (ハイブリッド )、家蚕絹フィブロインまたは野
蚕絹フィブロインと第二物質との複合体である生分解性生体高分子材料を製造することが
できる。家蚕絹フィブロイン水溶液単独や野蚕絹フィブロイン水溶液単独からも、同様に
して、それぞれ、生分解性生体高分子材料を製造することができる。
【００２１】
以下、家蚕絹フィブロイン水溶液および野蚕絹フィブロイン水溶液の調製、ならびに家蚕
絹フィブロイン膜および野蚕絹フィブロイン膜の製造について説明すると共に、さらに、
家蚕絹フィブロイン水溶液または野蚕絹フィブロイン水溶液と、セルロース、キチン、キ
トサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチンおよびポリビニルアルコールの各水溶液との混合
水溶液を用いて、ハイブリッド (複合体 )を製造する方法について説明する。
【００２２】
(Ａ )家蚕絹フィブロイン水溶液および家蚕絹フィブロイン膜の調製：
純粋な家蚕絹フィブロイン水溶液は、次のようにして調製され得る。
まず、カイコが吐糸した家蚕繭糸を炭酸ナトリウムなどの中性塩のアルカリ水溶液で煮沸
し、セリシンを除去して、家蚕絹糸の本体である絹フィブロイン繊維を調製する。次いで
、この絹フィブロイン繊維を濃厚な中性塩水溶液に溶解し、加熱して絹フィブロイン水溶
液を得る。この絹フィブロイン水溶液には絹フィブロインの他に中性塩に基づくイオンが
多く含まれているので、セルロース製の透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、水道水
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または純水に２～５日間入れて所定の時間透析処理を行うことにより、純粋な家蚕絹フィ
ブロイン水溶液を製造する。この絹フィブロイン水溶液から一部の水を蒸発させたり、ま
たは水を加えることで、濃度の異なる絹フィブロイン水溶液を調製することができる。
かくして調製された家蚕絹フィブロイン水溶液をポリエチレン膜などの基板上に広げ、室
温で蒸発乾燥固化することにより家蚕絹フィブロイン膜を調製することができる。
【００２３】
また、家蚕絹タンパク質繊維 (絹糸 )を溶解して家蚕絹フィブロイン水溶液を調製するには
、塩化カルシウム、硝酸カルシウム、臭化リチウム、チオシアン酸リチウムなどの濃厚な
中性塩水溶液に絹糸を入れ、加熱することにより行われる。中性塩濃度は５～９Ｍ程度で
あり、溶解温度は２５～７０℃程度、好ましくは２５～６０℃程度であればよい。溶解温
度が７０℃を超える高温になると、絹タンパク質の分子量が低下し、材料の高分子性が失
われ、その結果、成形性が劣悪となる危険性がある。溶解時間は１～２０分程度に設定す
ることが好ましい。家蚕絹タンパク質繊維を良好に溶解するものは、中性塩の中でも、家
蚕絹フィブロイン繊維の溶解力に優れたリチウム塩であり、通常、臭化リチウムが好まし
い。例えば、８Ｍ以上、好ましくは８ .５Ｍ以上の臭化リチウム水溶液であれば、５５℃
以上、１５分以上の処理で家蚕絹タンパク質繊維は溶解する。
【００２４】
(Ｂ )野蚕絹フィブロイン水溶液および野蚕絹フィブロイン膜の調製：
柞蚕絹糸または天蚕絹糸などの野蚕絹糸から野蚕絹フィブロイン水溶液を調製するには、
まず、野蚕繭糸をその重量に対して所定量の過酸化ナトリウム水溶液に浸漬し、所定の時
間煮沸処理し、調製された野蚕絹フィブロイン繊維を溶解性の高い中性塩水溶液に溶解す
る。次いで、得られた水溶液を家蚕絹糸の場合と同様に透析処理し、純粋な野蚕絹フィブ
ロイン水溶液を調製する。この調製法について、以下、詳細に説明する。
【００２５】
野蚕絹糸を溶解して野蚕絹フィブロイン水溶液を調製するには、野蚕繭糸表面を覆う絹セ
リシンを家蚕絹セリシンの精練とは異なる方法で除去する必要がある。これは、野蚕絹糸
の表面にはセリシン以外にタンニンも付着し、タンニンの架橋作用でセリシンを不溶化さ
せているからである。これらのセリシンおよびタンニンを除去するには、例えば、野蚕繭
糸を繭糸重量に対して５０倍量程度の０ .１％過酸化ナトリウム水溶液に浸漬し、９８℃
で例えば１時間煮沸処理する必要がある。セリシンやタンニンを予め除去した野蚕絹フィ
ブロイン繊維をチオシアン酸リチウムなどの溶解性の高い中性塩水溶液中に溶解する。こ
の野蚕絹フィブロイン繊維の中性塩水溶液をセルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸で
くくって、室温の水道水または純水に２～５日間入れ、リチウムイオンを完全に除くこと
により、純粋な野蚕絹フィブロイン水溶液を調製することができる。
【００２６】
かくして調製された野蚕絹フィブロイン水溶液をポリエチレン膜などの基板上に広げ、室
温で蒸発乾燥固化することにより野蚕絹フィブロイン膜を調製することができる。
家蚕由来の絹タンパク質と野蚕由来の絹タンパク質との両者が水溶液状態でよく混合でき
るならば、両者の混合水溶液を蒸発乾燥固化することで複合体が調製でき、家蚕絹フィブ
ロイン単独や、野蚕絹フィブロイン単独の材料とは違った生分解性、透明性、付着安定性
、その他の生化学特性が、得られたハイブリッド膜に発現されるであろうという見地から
、上記のようにして得られた家蚕絹フィブロイン水溶液と野蚕絹フィブロイン水溶液とを
用いて、家蚕絹フィブロインと野蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜を調製する方法に
ついて、次に説明する。
【００２７】
(Ｃ )家蚕絹フィブロインと野蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜：
上記のようにして調製された家蚕絹フィブロイン水溶液と野蚕絹フィブロイン水溶液とを
ビーカー中に所定量入れ、水溶液がゲル化しないように、ガラス棒で注意深く静かに攪拌
・混合する。かくして得られた混合水溶液をポリエチレン膜などの基板上に広げ、室温で
蒸発乾燥固化させることにより、透明なハイブリッド膜を調製することができる。家蚕絹
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フィブロイン水溶液、野蚕絹フィブロイン水溶液の濃度は、両者とも０ .１～３重量％程
度が好ましく、０ .４～２重量％が特に好ましい。
以下述べる家蚕絹フィブロイン水溶液または野蚕絹フィブロイン水溶液と第二物質の水溶
液との混合も同様に行われる。
なお、家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フィブロインとのハイブリッドの製造方法は、本発明
者により報告されている (M. Tsukada et al., Journal of Applied Polymer Science, 32
, 1175-1181(1994))。しかし、この論文には、生分解性に言及する記述も示唆も一切ない
。
【００２８】
(Ｄ )家蚕または野蚕絹フィブロインとセルロースとのハイブリッド膜：
家蚕絹フィブロインとセルロースとからなるハイブリッド膜は、次のようにして、上述の
家蚕絹フィブロイン水溶液とセルロース水溶液とを混合することで調製することができる
。
まず、家蚕絹フィブロイン繊維および特別の精製をしない市販品の粉末セルロース (Fluka
社製 )を、別々に、銅安水溶液 ([Cu(NH３ )４ ](OH２ ))に溶解させて、それぞれの水溶液を
調製する。次いで、家蚕絹フィブロイン繊維とセルロースとが所定の混合比になるよう２
種類の水溶液をゲル化、沈殿、凝固反応が起こらないように十分注意して静かに攪拌・混
合する。こうして製造した混合水溶液を水平面に設置したガラス板などの基板上に静かに
広げ、広がった混合水溶液表面にアセトンと酢酸とからなる混合溶液を注意深く加え、家
蚕絹フィブロインとセルロースとを凝固させつつ、混合水溶液中に含まれる金属錯体を除
去する。その後、グリセリンと水との混合溶液および水で洗浄し、室温で乾燥させること
により、絹フィブロインとセルロースとのハイブリッド膜を製造する。
【００２９】
野蚕絹フィブロインの場合も、上記家蚕絹フィブロインの場合と同様にしてハイブリッド
膜を製造することができる。
なお、家蚕絹フィブロインとセルロースとのハイブリッドの製造方法は、本発明者により
報告されている (G. Freddi et al, Journal of Applied Polymer Science, Vol. 56, 153
7-1545(1995)。しかし、この論文には、生分解性に言及する記述も示唆も一切ない。
【００３０】
(Ｅ )家蚕または野蚕絹フィブロインとキチン、キトサンおよびキトサン誘導体とのハイブ
リッド膜：
家蚕絹フィブロインとキチンやキトサンやキトサン誘導体とからなるハイブリッド膜は、
次のようにして、家蚕絹フィブロイン水溶液とキチン、キトサンまたはキトサン誘導体の
水溶液とを混合することで調製できる。本発明で用いることのできるキトサン誘導体は、
特に制限されず、例えば、キチン、キトサンから誘導したカルボキシル化したカルボキシ
メチルキチン (以下、ＣＭＫと略称することもある )、カルボキシメチルキチンのＮａ塩、
グリコールキトサンなどであってもよい。
【００３１】
本発明に用いられるキチンは、クルマエビ、ブラックタイガーなどの海洋性甲殻類由来の
ものであってもよいし、昆虫の外皮を覆うキチンであっても同様に利用できる。甲殻類や
昆虫の外皮は炭酸カルシウムなどの無機物やタンパク質を含むため、キチンを単離するに
は従来公知の方法でキチン以外の夾雑物を除去すればよい。また、簡便には粉末状のキチ
ンの商品 (和光純薬工業株式会社製 )を用いてもよい。
【００３２】
キチンを水溶性にするには、まず、粉末状のキチンを濃苛性アルカリ (例えば、水酸化ナ
トリウムなど )水溶液に懸濁し、減圧下、所定の時間攪拌する。次いで、得られた粉末キ
チンをドデシル硫酸ナトリウムなどの表面活性剤を含む濃苛性アルカリ水溶液中に入れ、
かき混ぜ、低温 (例えば、－２０℃ )で一夜放置することにより、あるいは得られた粉末キ
チンを液体アンモニア中 (－３３℃ )に懸濁し、これに金属カリウムを添加することにより
、キチンのＣ６およびＣ３位水酸基の水素がナトリウムまたはカリウムで置換されたアル
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カリキチンを製造する。かくして得られたアルカリキチンを圧搾し、細かく砕いた氷の中
に分散させ、これに二硫化炭素などを加えて硫化し、キチン硫化物を得る。この硫化物を
用いて水溶液を調製することができる。
【００３３】
また、アルカリキチンとエポキシ化合物またはアリルやアルカリハロゲンとを反応させる
ことにより、ｏ－アリル誘導体やｏ－アルキル誘導体を調製することができる。さらに、
アルカリキチンにエチレンクロロヒドリン (２－クロロエタノール )を反応させるとエチレ
ングリコールキチンが、また、アルカリキチンにクロロ酢酸を反応させるとｏ－ (カルボ
キシメチル )キチンが調製できる。エチレングリコールキチンを濃苛性アルカリ水溶液 (例
えば、４０％水酸化ナトリウム水溶液 )中で所定の反応条件で (例えば、１００℃で５時間
)撹拌しながら反応させると、キチン分子上のアセトアミド基が加水分解されて遊離のア
ミノ基となり、水溶性のグリコールキトサンが得られる。このグリコールキトサンを含め
て、キトサンは酸水溶液、例えば、広い濃度範囲の酢酸水溶液に容易に溶解する。
【００３４】
上記グリコールキトサン水溶液に家蚕絹フィブロイン水溶液を添加してできる混合水溶液
をポリエチレン膜などの上に広げ、蒸発乾燥固化させて、グリコールキトサンと家蚕絹フ
ィブロインとの透明でソフトな膜状の複合体 (ハイブリッド膜 )を製造することができる。
グリコールキトサンに代えて、他のキトサン誘導体の水溶液や水溶性にしたキチンの水溶
液を用いた場合も、同様にしてハイブリッド膜を製造することができる。
野蚕絹フィブロインの場合も、上記家蚕絹フィブロインの場合と同様にしてハイブリッド
膜を製造することができる。
【００３５】
(Ｆ )家蚕または野蚕絹フィブロインと羊毛ケラチンとのハイブリッド膜：
本発明で利用できるのは、羊毛ケラチン繊維をはじめ、次のようにして調製できるケラチ
ン水溶液およびＳ－カルボキシメチルケラチン (ＣＭＫ )水溶液などである。これらの水溶
液は従来公知の方法で調製できる。
先ず、羊毛繊維を溶解するために、窒素雰囲気中で、還元剤 (例えば、メルカプトエタノ
ール、チオグリコール酸など )を用いて分子間のＣｙｓ結合を切断し、ケラチン分子を還
元して可溶化する。メルカプトエタノールを用いる場合には、尿素溶液中で還元処理を行
うとよい。この場合、尿素の濃度は一般に７ .５～８ .８Ｍ、好ましくは７ .８～８Ｍであ
る。また、チオグリコール酸を用いる場合には、１～４％のＮａＣｌを添加するとよい。
【００３６】
例えば、還元剤として作用するメルカプトエタノールを用いる場合、羊毛繊維を上記濃度
の尿素水溶液に浸漬し、脱気後、窒素雰囲気下、４５℃以下、望ましくは２０～２５℃の
温度で、メルカプトエタノールを１０ｇの羊毛繊維に対し３～５ｍＬの割合で加え、所定
の時間 (例えば、約３時間 )攪拌する。こうして羊毛ケラチン分子が還元され、ＳＨ基を有
するケラチンが得られる。次いで、これをセルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸でく
くって、純水で十分に透析し、尿素、過剰のメルカプトエタノールを除去して、羊毛ケラ
チン水溶液を得る。この羊毛ケラチン水溶液は、本発明における第二物質の水溶液として
、上記と同様に利用することができる。
【００３７】
また、上記のようにして得られたＳＨ基を有する羊毛ケラチンを、さらに、アルキル化剤
、例えば (置換 )アルキルハライドなどの既知アルキル化剤と反応させて、Ｓ－ (置換 )アル
キルケラチンとすれば、この水溶液もまた本発明において利用することができる。このア
ルキル化は公知の方法に従って行えばよい。一例として、アルキル化剤としてヨード酢酸
を用いた場合について説明する。上記の還元ケラチンに、窒素雰囲気中、２０～２５℃の
温度で、攪拌しながら、１０ｇの羊毛繊維に対してヨード酢酸 (分子量１８５ .９５ )を１
０～１７ｇの割合で加えて反応させる。１～２時間後、ｐＨをほぼ８ .５に調整し、純水
を用いて透析することによって過剰のヨード酢酸を除き、Ｓ－カルボキシメチルケラチン
水溶液を得る。
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【００３８】
上記のようにして調製した還元ケラチン水溶液やＳ－カルボキシメチルケラチン水溶液に
家蚕絹フィブロイン水溶液を添加して、混合水溶液を調製し、この混合水溶液をポリエチ
レン膜などの基板上に広げ、乾燥固化して、還元ケラチンやＳ－カルボキシメチルケラチ
ンと家蚕絹フィブロインとからなるハイブリッド膜を製造することができる。
野蚕絹フィブロインの場合も、上記家蚕絹フィブロインの場合と同様にしてハイブリッド
膜を製造することができる。
【００３９】
(Ｇ )家蚕または野蚕絹フィブロインとポリビニルアルコールとのハイブリット膜：
ポリビニルアルコール (ＰＶＡ、和光純薬工業株式会社製、平均重合度：約２０００ )を熱
水に入れ、攪拌装置を用いて丁寧に溶解させ、所定濃度のＰＶＡ水溶液 (例えば、０ .５重
量％のＰＶＡ水溶液 )を調製する。このＰＶＡ水溶液に家蚕絹フィブロイン水溶液を適当
量入れ、室温で３０分以上静置し、家蚕絹フィブロインとＰＶＡとの複合水溶液を調製す
る。これをポリエチレン膜などの基板上に広げ、１昼夜かけて水分を蒸発させると、ＰＶ
Ａと家蚕絹フィブロインとからなる透明なハイブリッド膜を製造することができる。
野蚕絹フィブロインの場合も、上記家蚕絹フィブロインの場合と同様にしてハイブリッド
膜を製造することができる。
なお、ＰＶＡと家蚕絹フィブロインとのハイブリッドの製造方法は、本発明者により報告
されている (M. Tsukada et al., Journal of Applied Polymer Science, 32, 243-248(19
94))。しかし、この論文には生分解性に言及する記述も示唆も一切ない。
【００４０】
上記したように、家蚕由来の絹タンパク質、野蚕由来の絹タンパク質、第二物質は水溶液
状態でよく混合でき、この混合水溶液からハイブリッド膜を製造できる。このハイブリッ
ド膜には、家蚕絹フィブロイン単独または野蚕絹フィブロイン単独の材料とは異なった生
分解性、透明性 (光線透過性 )、細胞増殖性、その他の生化学特性が発現され得る。ハイブ
リッド膜はまた、優れた金属イオン吸着性や剥離抵抗性などを有する。この場合、家蚕絹
フィブロイン水溶液、野蚕絹フィブロイン水溶液、第二物質の水溶液からハイブリッド膜
を得るには、それぞれの水溶液濃度が上記した０ .１～５重量％、好ましくは０ .４～３重
量％の範囲内にあればよく、これにより、質的に均一なハイブリッド膜が得られる。なお
、家蚕絹フィブロイン水溶液と野蚕絹フィブロイン水溶液、および家蚕絹フィブロイン水
溶液または野蚕絹フィブロイン水溶液と第二物質の水溶液とは任意の割合で混合できるた
め、所望により複合体の組成比を任意に設定できる。
【００４１】
家蚕絹フィブロインと野蚕絹フィブロインとを、また、家蚕絹フィブロイン水溶液または
野蚕絹フィブロイン水溶液と第二物質水溶液とを混合するには、これらの水溶液をガラス
棒で静かに攪拌・混合するとよい。２液混合が急激であったり、撹拌状態を過激にすると
、絹フィブロイン分子にずり応力が加わり、水溶液が凝固してしまい、均一に混じらない
ことがある。
本発明の生分解性生体高分子材料の形状は、シート状もしくは膜状でもよいし、粉末状、
ビーズ状、ゲル状、繊維状、チューブ状、または中空糸状などの任意の形態のものであっ
てもよい。
【００４２】
本発明では、生分解性生体高分子材料の生分解性は、所定濃度のタンパク質加水分解酵素
を含む緩衝液で一定時間処理することにより評価できる。すなわち、所定の活性をもつ酵
素を所定の緩衝液に溶解して調製した酵素分解水溶液を用いて、３７℃で一定時間酵素分
解処理を行い、消化 (加水分解 )する。酵素により生分解性生体高分子材料が消化される程
度を試料の重量変化から求めて、生分解程度を評価する。
【００４３】
この加水分解の程度は、用いる酵素の種類、酵素濃度、酵素分解処理時間、または被処理
材料の違いが大きく影響する。また、材料が絹タンパク質繊維か絹タンパク質膜かによっ
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ても大きく異なる。カイコが製造した絹タンパク質繊維は、繊維構造を持っており、繊維
の分子間の水素結合密度が大きいので、加水分解酵素水溶液に入れても分解し難い。その
ため、絹タンパク質繊維は、そのまま生分解実験のための試料として利用できる。一方、
繊維を一旦中性塩中で溶解して調製した絹タンパク質膜である絹フィブロイン膜などは、
水を吸って膨潤し、最終的には溶解してしまう。生分解実験では、酵素を含んだ緩衝液中
での分解挙動を調べるため、調製された絹フィブロイン膜のままでは生分解実験ができな
いので、実験試料として用いるためには水不溶化処理をする必要がある。水不溶性とする
には、例えば、メタノール、エタノールなどのアルコールの水溶液に浸漬処理することに
より、または従来公知のエポキシ化合物、ホルマリンなどのアルデヒドを用いることによ
っても行われ得る。例えば、２０～８０％メタノール水溶液に通常５～１０分浸漬、好ま
しくは４０～６０％メタノールに５～１０分浸漬することにより水不溶化することができ
る。具体的には、例えば、５０％ｖ／ｖメタノール水溶液などに室温で１分以上かるく浸
漬処理をして、室温で風乾させればよい。
【００４４】
また、絹フィブロイン膜以外においても、蒸発乾燥固化の過程で得られる直後の複合体の
ほとんどは水に可溶である。通常、多くの使用に際して水不溶性であることが望まれるの
で、その場合には、メタノール処理で水不溶性にすればよい。家蚕絹フィブロインとセル
ロースとの複合体または家蚕絹フィブロインとポリビニルアルコールとの複合体は、得ら
れた直後は水可溶性である。この複合体をメタノール処理をすることにより、絹フィブロ
インは水不溶化となるが、セルロース成分やポリビニルアルコール成分はメタノールでは
水不溶性にならない。このような複合体については、ホルマリンなどの強い架橋作用のあ
る試薬で架橋反応するとよい。
【００４５】
本発明では、タンパク質加水分解酵素 (消化酵素 )としては任意の酵素が利用できる。基質
の切断部位が明らかな酵素であってもよいし、切断部位が特定できない酵素であっても同
様に利用できる。本発明の生分解性生体高分子材料は、例えば、プロテアーゼ、コラゲナ
ーゼ、キモトリプシンなどの酵素により生分解する。上記したように、これらの酵素を用
いて生分解性を評価するには、酵素活性を最大に維持できるような所定ｐＨの緩衝液を用
いることが望ましい。酵素分解に用いる酵素と緩衝液との組み合わせは、特に限定される
訳ではない。酵素と緩衝液との好ましい組み合わせとしては、例えば、コラゲナーゼには
５０ｍＬ  ＴＥＳ (緩衝液 )または５０ｍＭ  ＣａＣｌ２ (ｐＨ７ .４ )、キモトリプシンには
５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ (緩衝液 )または５ｍＭ  ＣａＣｌ２ (ｐＨ７ .８ )、プロテアーゼには４
０ｍＭ燐酸カリウム (緩衝液 )(ｐＨ７ .５ )などがある。緩衝液のｐＨは、低イオン強度の
硼酸緩衝液が好ましく用いられ、そのｐＨ領域はおおむねｐＨ７～８である。
【００４６】
加水分解酵素水溶液の濃度は、基質としてのタンパク質の種類に依存し、通常は０ .１～
０ .８ｍｇ／ｍＬ、好ましくは０ .２～０ .５ｍｇ／ｍＬである。酵素濃度が０ .１ｍｇ／ｍ
Ｌ未満だと加水分解の効率が良くなく、また、０ .８ｍｇ／ｍＬを超えると経済的な生分
解実験を行うことができない。
本発明者の１人は、先に、家蚕絹フィブロイン繊維を溶解して作製した家蚕絹フィブロイ
ン膜および家蚕絹糸をプロテアーゼにより生分解させ、経時的生分解挙動を明らかにした
(Minoura et al., Biomaterials, 1990, Vol 11 August, 430-434)。この家蚕絹フィブロ
イン膜は、プロテアーゼ溶液中では加水分解が相当量進行するのに対して、家蚕絹糸は加
水分解が進行しないことを明らかにした。しかし、この家蚕絹糸の化学構造とは全く異な
る一次構造を持つ絹タンパク質に野蚕由来の絹材料があり、野蚕絹糸や野蚕絹フィブロイ
ン膜の生分解性については未だ全く報告されていない。
【００４７】
本発明によれば、粉末状の生分解性生体高分子材料は、家蚕絹フィブロイン水溶液単独、
野蚕絹フィブロイン水溶液単独、家蚕絹フィブロイン水溶液と野蚕絹フィブロイン水溶液
との混合水溶液、または家蚕絹フィブロイン水溶液もしくは野蚕絹フィブロイン水溶液と
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セルロースなどの第二物質の水溶液とからなる混合水溶液を既知方法で凍結乾燥すれば得
られる。すなわち、これらの水溶液を－１０℃程度で凍結させた後、減圧雰囲気下に放置
して試料の水分を除去することにより、粉末状材料を得ることができる。また、ゲル状の
生分解性生体高分子材料は、上記各試料水溶液のｐＨを酸性域、例えば４ .４以下にし、
水溶液全体を凝固せしめてゲル化することにより得られる。膜状の生分解性生体高分子材
料は、上記各試料水溶液をガラス板またはポリエチレン膜などの基板上に広げ、時間をか
けて水分を蒸発乾燥させることにより得られる。
【００４８】
上記の粉末状、ゲル状、膜状の生分解性生体高分子材料はいずれも水可溶性であるので、
所望により水不溶性とするには、上記したように、アルコールの水溶液に浸漬処理するこ
とにより行われる。
本発明の生分解性生体高分子材料が加水分解酵素の作用を受けて生分解するし易さの度合
いは、酵素濃度、緩衝液、加水分解時間、水不溶化程度、および家蚕絹フィブロイン含有
率によって決まる。そのため、生分解し易い材料は、水に対する不溶化程度を軽微にして
水可溶性にすること、家蚕絹フィブロインの含量を多くすることなどにより調製できる。
絹フィブロイン膜のように繊維構造を持たない絹素材は、絹フィブロイン繊維とは違って
酵素による加水分解を受けやすい。特に、複合体 (ハイブリッド )が生分解し易い程度は、
家蚕絹フィブロインや野蚕絹フィブロインの不溶化の程度、第二物質としてどの化合物を
選ぶか、家蚕絹フィブロインまたは野蚕絹フィブロインと第二物質の組成比、酵素の種類
、酵素濃度、処理時間により決まるので、所望の目的に合わせて、ハイブリッドの製造条
件、組成比、あるいは生分解条件を変えて適宜実施できる。
【００４９】
生体組織に対して親和性はよいが、タンパク質加水分解酵素に対して分解し難い有機高分
子 (第二物質 )と絹フィブロインとをハイブリッド化させることで生体適合性のよい生分解
性生体高分子材料を調製することが可能となる。
本発明の生分解性生体高分子材料は、プロテアーゼ、コラゲナーゼ、キモトリプシンなど
の酵素の作用が及ぶ基質となる材料同士のハイブリッドであってもよいし、基質となり得
る高分子材料に、基質となり得ない第二物質をハイブリッド化させたものでもよい。これ
ら３種類の酵素が作用する基質となり得るタンパク質には、家蚕絹フィブロイン、野蚕絹
フィブロイン、羊毛ケラチンなどがある。これらの基質となり得る材料に、基質となり得
ないセルロース、キチン、キトサン、キトサン誘導体、ポリビニルアルコールなどの天然
高分子をハイブリッド化した際、ハイブリッド中の天然高分子の含量が多くなると、生分
解量が次第に減少する傾向がある。
【００５０】
例えば、家蚕絹フィブロインとセルロースとからなる膜状ハイブリッドの場合、家蚕絹フ
ィブロインがタンパク質分解酵素により容易に分解することから、家蚕絹フィブロインの
含有率が多いほど生分解程度を制御することが容易である。しかし、家蚕絹フィブロイン
はセルラーゼに対してはこの逆となるので、セルロース含量が多い程、全体としては生分
解量が低下することになる。このように酵素の基質となるタンパク質と基質とならない第
二物質との配合割合を変えることで、所望に応じた生分解率を有する生分解性生体高分子
材料が製造できる。
【００５１】
本発明で利用できる生体高分子としては、特に制約はなく、上記したように、家蚕、野蚕
由来の絹タンパク質 (例えば、絹フィブロイン、絹セリシン )または動物由来のケラチン (
羊毛ケラチン )、コラーゲン、ゼラチンであってもよい。例えば、家蚕もしくはクワコ由
来の絹タンパク質、または野蚕である天蚕、柞蚕、エリ蚕、シンジュ蚕由来の絹タンパク
質が用いられる。家蚕、野蚕由来の絹繊維、絹繊維製品もしくはその繊維集合体、または
動物繊維のケラチン繊維、ケラチン繊維製品であってもよい。
【００５２】
本発明の生分解性生体高分子材料は金属イオン吸着材として有用である。特に本発明の生
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分解性生体高分子材料である複合体 (ハイブリッド )を銀イオン、銅イオン、コバルトイオ
ンなどの抗菌性金属イオンを含む水溶液中に浸漬すると、この金属イオンを多量に吸着す
るので、金属イオンの吸着された複合体は抗菌性素材として有用である。また、この生分
解性生体高分子材料を廃水中に浸漬すると、廃水中の各種金属イオン (例えば、Ｃｕ２ ＋

、Ｎｉ２ ＋ 、Ｖｏ２ ＋ 、Ｚｎ２ ＋ 、Ｃｏ２ ＋ 、Ａｌ３ ＋ などの卑金属、およびＹｂ、Ｎｄ
、Ｐｒ、Ｌａなどの希土類元素 )を吸着するので、廃水中の金属イオンの吸着素材として
も有用である。吸着された金属イオンは、適宜、回収したり、廃棄処分したりすることが
できる。
【００５３】
本発明の生分解性生体高分子材料、特に複合体に、水溶性の医薬品や生理活性物質などの
有用物質を包括または固定させたものを、例えば生体内に埋め込むと、体液中のタンパク
質分解酵素などにより、この材料を加水分解的に分解・劣化しながら医薬品や薬理成分を
徐々に放出するようにできる。そのため、この材料を有用物質の徐放性担体として用いる
ことができる。この際、生分解性を軽微にするには、家蚕または野蚕由来の絹フィブロイ
ン繊維を用いてもよいし、分解し易い材料にするには、家蚕絹糸または野蚕絹糸を中性塩
で溶解し、これをセルロース製透析膜で脱塩した水溶液を乾燥固化して得られる膜状試料
を用いればよい。家蚕絹フィブロイン膜は野蚕絹フィブロイン膜よりも生分解し易いため
、生分解し難い家蚕絹フィブロインと野蚕絹フィブロインとの複合体にするには、野蚕絹
フィブロイン含量を多くすればよい。
【００５４】
上記したように本発明の生分解性生体高分子材料、特に複合体を生体内に埋め込んで使用
すると、プロテアーゼ、キモトリプシン、コラゲナーゼなどによる体内に存在する酵素の
作用で、最終的には水や二酸化炭素などの低分子にまで分解され、ついには体外に排泄さ
れる。生分解し易い家蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜は、生分解し難い家蚕絹フィ
ブロイン繊維とは異なり、生体内に埋め込んでも比較的短時間で生分解する性質があるた
め、修復可能な損傷生体組織の治癒の一時的な補助のために、あるいは上記したように、
薬物の徐放担体としても用いることができる。このような生体内分解吸収性材料は、切開
創部縫合、止血、骨固定、組織再生用足場、癒着防止などの用途に用いることができる。
【００５５】
家蚕絹フィブロインまたは野蚕絹フィブロインに第二物質をハイブリッドすることにより
、ハイブリッド (複合体 )表面では、家蚕絹フィブロインまたは野蚕絹フィブロイン単独の
表面または第二物質単独の表面には見られない優れた生化学特性が発現するという顕著な
効果が見られる。例えば、生体細胞の増殖率は、複合体表面の方が家蚕絹フィブロイン単
独、野蚕絹フィブロイン単独、または第二物質単独の表面よりも優れている。また、家蚕
絹フィブロインに野蚕絹フィブロインをハイブリッドすることにより、または家蚕絹フィ
ブロインもしくは野蚕絹フィブロインにセルロースなどの第二物質をハイブリッドするこ
とにより、家蚕絹フィブロインまたは野蚕絹フィブロイン単独の膜よりも、成形性、透明
性が向上すると共に、細胞付着性の良い材料となる。さらに、複合体は耐摩耗性も高いの
で、また、複合体表面では単独のタンパク質の場合よりも生体細胞の増殖性が向上するた
め、バイオ分野の細胞増殖基材としても利用できる。
【００５６】
また、セルロース誘導体は食品添加剤、化粧品、医薬品添加剤、抗血栓剤のような医薬品
にも活用されるため、家蚕絹フィブロインとセルロースとからなる複合体は、セルロース
と同様の用途が期待できる。
本発明の生分解性生体高分子材料はまた、使い捨ての衛材製品や家庭用品、止水材、土壌
改良材、結露防止剤、農園芸用保水剤などの吸水性樹脂として利用可能な吸水特性を有し
ており、このような生分解性を有する吸水性材料を複雑な工程を経ることなく安価に提供
することができる。そのため、従来から知られている吸水性樹脂の全ての用途に適用する
ことができる。例えば、オムツや生理用品に代表される衛生分野、パップ剤用途などでの
医療分野、廃泥ゲル化剤などとしての土木・建築分野、食品分野、工業分野、土壌改質剤
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や保水剤などとしての農業・園芸分野などの多種多様な分野に利用することができる。
【００５７】
【実施例】
次に、本発明を実施例および比較例により更に詳細に説明する。本発明はこれらの例によ
って限定されるものではない。なお、以下において示す％は、特に断らない限り重量％で
ある。
まず、各種試験方法について説明する。
【００５８】
(１ )機械的性質の測定：
島津製インストロン (オートグラフ　ＡＧＳ－５Ｄ )を用いて、被測定試料長５０ｍｍ、引
張り速度１０ｍｍ／ｍｉｎ、チャートフルスケール２５０ｇの測定条件の下、切断時の絹
糸の強度と伸度の値を測定した。なお、測定値は２０回繰り返し試験の平均値を意味する
。
【００５９】
(２ )生分解性生体高分子材料への金属イオンの吸着および定量方法：
被測定試料を硝酸カリウムを含む０ .５ｍＭの金属塩水溶液 (アンモニア水を加えてｐＨを
１１ .４に調整 )に室温で３０時間浸漬することで金属イオンを吸着させた。なお、試料へ
の金属イオン吸着は金属塩水溶液 (ｐＨ８ .５に調整 )での浸漬により行った。
被測定試料に吸着した金属イオンを、パーキンエルマー社製のプラズマ原子吸光スペクト
ロメーター (ＩＣＰ－ＡＥＳ )を用いて分析した。５～１０ｍｇの試料をミクロウェーブ加
水分解炉 (ＭＤＳ－８１ＤＣＣＥＭ )を用いて２ｍＬの６５％硝酸で完全に加水分解し、実
験時にさらに１０ｍＬの水を加え、ＩＣＰ－ＡＥＳ分析を行った。金属イオンの吸着量は
、試料重量あたりの金属イオン量をｍｍｏｌで表示した。
【００６０】
(３ )酵素分解処理：
生分解処理実験に用いる酵素を加水分解に最適な緩衝液に溶解する。これを滅菌した１０
０ｍＬのガラス製ビーカに入れ、被測定試料を入れた後、３７℃で所定時間酵素分解処理
を行う。酵素の「有」、「無」を問わず、一定時間処理した後の生分解程度は、重量残留
率で表示した。生分解実験の前後の試料重量をそれぞれＷｉ 、Ｗｅ とすると、重量残留率
は、 {(Ｗｉ －Ｗｅ )／Ｗｉ }×１００ (％ )で示される。
このように、「重量残留率」とは、生分解前の試料重量に対する加水分解後の試料残存重
量をパーセント表示したものである。この値が小さい程、試料が加水分解して多量に減量
し、生分解を受けやすいことを意味する。
【００６１】
(４ )生分解速度：
被測定試料を酵素で加水分解する際の加水分解速度の程度を次のようにして評価した。生
分解実験のスタート時の試料重量を１００とし、生分解を開始して５０時間後の生分解さ
れた試料重量を％表示したものを生分解速度とした。従って、酵素により生分解が起こり
易い試料程、生分解速度の値は大きい。
(５ )フーリエ変換赤外吸収スペクトル：
パーキンエルマー社製の  ＦＴ－ＩＲ (フーリエ変換赤外吸収スペクトル )測定装置を用い
て被測定試料の分子形態に関する吸収スペクトルを観察した。測定波数は２０００～４０
０ｃｍ－ １ 、測定繰り返し数は２０回であった。
【００６２】
(６ )耐摩耗試験：
摩擦試験装置として学振型染色物摩擦堅牢度試験機 II型を用い、各種絹タンパク質などの
薄膜試料で被覆したポリエチレンテレフタレート (ＰＥＴ )膜をこの摩擦試験機にセットし
、摩擦子に取り付けた試料と試験台上の試料とが一定の荷重で軽くこすれ合うように、荷
重５００ｇの摩擦子を１０回往復運動させて、摩擦試験を行った。摩擦試験機にかける前
後の試料のＦＴ－ＩＲスペクトルを測定し、吸収ピークの吸収波数を評価した。摩擦処理
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後にＦＴ－ＩＲの吸収強度が減少したものはＰＥＴ膜表面上の試料薄膜が剥がれやすいも
のと評価した。
【００６３】
(７ )家蚕絹フィブロイン膜の結晶化度指数：
各種の酵素で加水分解した家蚕絹フィブロイン膜の結晶化度指数を、次の方法で評価した
。フーリエ変換赤外吸収スペクトル (ＦＴ－ＩＲ )として、ＡＴＲダイヤモンドセル (ＳＰ
ＥＣＡＣ )を装備した Nicolet Instruments, Madison, WI製の Nicolet-150P測定装置を用
いた。ＩＲスペクトルにおいて、アミド IIIバンドの波数１２３０ｃｍ－ １ と１２６０ｃ
ｍ－ １ のピークの強度をそれぞれ測定し、次式により結晶化度指数 (ＣＩ )を求めた。なお
、ＣＩは強度の比に対応する数値であるため、単位を持たない。
ＣＩ  ＝  Ｉ [１２３０ｃｍ－ １ ]／Ｉ [１２６０ｃｍ－ １ ]
【００６４】
(８ )アミノ酸分析：
様々な生分解時間に対応したタンパク質材料のアミノ酸分析を行った。被測定試料として
、６Ｎ塩酸により１０５℃で２４時間加水分解したものを用いた。アミノ酸分析はＲＰ－
ＨＰＬＣにより行った。
【００６５】
(９ )植物性病原細菌に対する抗菌性試験：
植物性病原細菌として、普遍的な植物性病原細菌の代表であって、耐性菌が出現しやすく
、多くの植物を犯す多犯性の腐敗病菌であり、植物性病原細菌の中でも数少ないグラム陽
性菌としてトマトかいよう病細菌 (学術名： Corynebacterium michiganese pv. michigane
se)を選び、複合体膜の植物病原細菌の増殖に及ぼす阻害効果による抗菌性評価を行った
。
実施例中の細菌に対する抗菌活性評価は下記の方法により行った。
細菌に対する抗菌活性検定法：
加熱溶解後５５℃に保持した半合成脇本培地またはキングＢ培地２５ｍＬと、検定菌 (濃
度１０９／ｍｌ )２ｍＬとを混合し、この混合物をシャーレに流し込んで平板状に固めた
。この菌液混合平板培地上に約１ｃｍ四方の試料膜を置き、試料全体を培地に密着させた
。これを２０～２５℃に保ち、所定の経過時間毎に検定試料付近の培地での菌増殖阻害程
度を、試料の周囲に現れる阻止円の大きさをｍｍ単位で実測し、阻止円のサイズ変化から
抗菌活性の有無、優劣を評価した。
【００６６】
(１０ )昆虫細胞の増殖試験：
カイコの粉末体液 (日本農産工業 (株 )製 )５％、牛胎児血清５％ (Gibco社製 )を含むＧｒａ
ｃｅ培地 (Ｓｉｇｍａ社製、Ｇ８１４２ )、および１％のペニシリン・ストレプトマイシン
の混合抗生物質を含む培地を用いて柞蚕由来のＡｅ細胞、または家蚕由来のＢｍ細胞の培
養実験を行った。細胞培養状況は、２日目に細胞培養液中の昆虫細胞を血球計算板法で観
察し、絹フィブロイン含有量が異なる各種複合体表面でのＡｅ細胞およびＢｍ細胞の増殖
状態を観察した。
【００６７】
(１１ )分子量測定：
生分解に用いた繊維試料、あるいは膜状試料を少量の５０％ (ｗ／ｖ )チオシアン酸リチウ
ム水溶液に４０℃で３０分間かけて溶解させた。次いで、５０ｍＭのリン酸ナトリウム緩
衝液、ｐＨ７ .２の０ .１５Ｍ塩化カリウム水溶液、さらに５Ｍ尿素水溶液で希釈し、同一
の緩衝液で４８時間かけて透析し、スペクトラム社製のセルロース製透析膜 (Spectra/Por
 6, MW10 = 3.5KDa)で透析する。透析後、絹フィブロイン濃度が１ｍｇ／ｍＬとなるまで
蒸留水を加え、直ぐに、０ .２μｍのポーラスフィルタでろ過し、 size exclusionクロマ
トグラフィーで分析した。 Waters chromatographic systemは、温度制御装置を搭載した
ポンプ (mod. 510)、インジェクター (mod. U6K)、屈折検知器 (mod. 410)を備えている。こ
のシステムは、クロマトグラフィーソフト (Maxima 820(Waters))と GPCランターソフトと

10

20

30

40

50

(15) JP 3772207 B2 2006.5.10



を搭載している。カラム温度は３０℃で行った。用いたカラムは Shodex Protein KW-804 
(Waters, 8× 300mm）、親水性ＯＨ基で被覆した多孔質のシリカゲル (pre-column, Shodex
 Protein KW-G 6× 50mm)を用いた。注入量は５０～１００μＬ、流出速度は０ .５ｍＫ／
ｍｉｎとした。流動相として、蒸留水、５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ７ .２の
０ .１５Ｍ塩化カリウム、５Ｍの尿素を用いたり、用いなかったりして分析を行った。
分子量標準マーカーには HMWおよび LMWゲルフィルトレーション補正用キット (Pharmacia B
iotech.)を用いた。なお、２５４ｎｍでＵＶ検出を行った。
【００６８】
分子量測定に関連した用語を次に説明する。
分子量：重量平均分子量であって、溶離曲線で囲まれる面積を積分することで求められる
分子量の値であり、試料中の様々な分子量を持つペプチド全体からの帰寄に依存する。
ピーク分子量：溶離曲線のピーク位置に対応する分子量であり、試料中に存在する最大多
数のペプチドの分子量に符合する。この場合、分子量分布は考慮に入れない。
【００６９】
(実施例１：家蚕絹フィブロイン水溶液および家蚕絹フィブロイン膜の製造 )
まず、家蚕繭糸をマルセル石鹸０ .２％および炭酸ナトリウム０ .０５％を含む混合水溶液
中に入れ、９８℃で３０分間煮沸し、家蚕繭糸の外層を膠着するセリシンを取り除いて、
絹フィブロイン繊維を調製した。得られた絹フィブロイン繊維１０ｇを８ .５Ｍ臭化リチ
ウム水溶液に浸漬し、５５℃以上で１５分間処理して絹フィブロイン繊維を溶解せしめた
。この中性塩水溶液をセルロース製の透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、５℃の水
道水に２日間入れてリチウムイオンを完全に除き、純粋な家蚕絹フィブロイン水溶液を調
製した。この絹フィブロイン水溶液から一部の水を蒸発させたり、または水を加えること
で、濃度の異なる絹フィブロイン水溶液を調製し、以下の実施例で用いる。
かくして調製された家蚕絹フィブロイン水溶液をポリエチレン膜の上に広げ、室温で蒸発
乾燥固化させて家蚕絹フィブロイン膜を調製した。
【００７０】
(実施例２：柞蚕絹フィブロイン水溶液および柞蚕絹フィブロイン膜の調製 )
まず、柞蚕繭糸をその重量に対して５０倍量の０ .１％過酸化ナトリウム水溶液に浸漬し
、９８℃で１時間処理して柞蚕繭糸の周囲を覆う絹セリシンおよびタンニンを除去し、柞
蚕絹フィブロイン繊維を調製した。セリシンやタンニンを予め除去した柞蚕絹フィブロイ
ン繊維をチオシアン酸リチウム水溶液に溶解し、この水溶液をセルロース製透析膜に入れ
、両端を縫糸でくくって室温の水道水に２日間入れ、リチウムイオンを完全に除き、純粋
な柞蚕絹フィブロイン水溶液を調製した。
かくして調製された柞蚕絹フィブロイン水溶液をポリエチレン膜の上に広げ、室温で蒸発
乾燥固化させて柞蚕絹フィブロイン膜を調製した。
【００７１】
(実施例３：家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜 )
実施例１および２で得られた家蚕絹フィブロイン水溶液と柞蚕絹フィブロイン水溶液との
所定量をビーカーに入れ、水溶液がゲル化 (沈殿 )しないように、ガラス棒で注意深く静か
に攪拌・混合した。かくして得られた混合水溶液をポリエチレン膜の上に広げ、室温で蒸
発乾燥固化させて透明なハイブリッド膜を調製した。
家蚕絹フィブロイン水溶液、柞蚕絹フィブロイン水溶液の濃度は、両者とも０ .１～３重
量％の範囲内で行った。この範囲内であれば、ハイブリッド膜を調製する際の水溶液量は
適度であり、作業は効率的に行えた。また、２液の混合は均一に行え、その結果、質的に
均一なハイブリッド膜が製造できた。
【００７２】
(実施例４：家蚕絹フィブロインとセルロースとのハイブリッド膜 )
まず、家蚕絹フィブロイン繊維および特別の精製をしない市販品の粉末セルロース (Fluka
社製 )を、別々に、銅安溶液 ([Cu(NH３ )４ ](OH２ ))に溶解させて、それぞれの水溶液を調
製した。次いで、家蚕絹フィブロイン繊維とセルロースとの重量比が８０／２０、６０／
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４０、４０／６０、２０／８０となるように２種類の水溶液を静かに攪拌・混合した。こ
のようにして製造された混合水溶液を水平面に設置したガラス板の上に静かに広げ、広が
った混合水溶液表面にアセトンと酢酸とからなる混合溶液 (４：１ (ｖ／ｖ ))を注意深く加
え、家蚕絹フィブロインとセルロースとを凝固させつつ、混合水溶液中に含まれる金属錯
体を除去した。その後、グリセリンと水との混合溶液 (７：１３ (ｖ／ｖ ))および水で洗浄
し、室温で乾燥させて、家蚕絹フィブロインとセルロースとのハイブリッド膜を製造した
。得られた膜の膜厚はおよそ１０～３０μｍであった。
【００７３】
(実施例５：家蚕絹フィブロインとキチン、キトサン誘導体とのハイブリッド膜 )実施例１
で調製された家蚕絹フィブロイン水溶液と第二物質としてのキチンまたはキトサン誘導体
の水溶液とを混合して、家蚕絹フィブロインと第二物質のキチン、キトサン誘導体とのハ
イブリッド膜を調製した。
まず、粉末状のキチンを４２％水酸化ナトリウム水溶液に懸濁し、減圧下４時間攪拌した
。次いで、得られた粉末キチンをドデシル硫酸ナトリウムを含む６０％水酸化ナトリウム
水溶液中に入れ、かき混ぜ、－２０℃で一夜放置することにより、あるいは得られた粉末
キチンを液体アンモニア中 (－３３℃ )に懸濁し、これに金属カリウムを添加することによ
り、アルカリキチンを製造した。かくして得られたアルカリキチンを圧搾し、細かく砕い
た氷の中に分散させ、これに二硫化炭素を加えて硫化し、キチン硫化物を得た。この硫化
物の水溶液を第二物質の水溶液として用いた。
【００７４】
また、アルカリキチンとエチレンクロロヒドリン (２－クロロエタノール )とを既知の反応
条件下で反応させてエチレングリコールキチンを調製し、このキチンを４０％水酸化ナト
リウム溶液中で１００℃で５時間撹拌しながら反応させて、水溶性のグリコールキトサン
を得た。このグリコールキトサンを酢酸水溶液に溶解させて第二物質の水溶液として用い
た。
次いで、上記のようにして得られた硫化物水溶液およびグリコールキトサン水溶液のそれ
ぞれに実施例１に従って調製した家蚕絹フィブロイン水溶液を添加して、混合水溶液を調
製した。この混合水溶液をポリエチレン膜の上に広げ、蒸発乾燥固化させて、キチン硫化
物およびグリコールキトサンのそれぞれと家蚕絹フィブロインとの透明でソフトな膜状の
複合体を製造した。
【００７５】
(実施例６：家蚕絹フィブロインと羊毛ケラチンとのハイブリッド膜 )
羊毛繊維を溶解するために、窒素雰囲気中で、メルカプトエタノールまたはチオグリコー
ル酸を用いて分子間のＣｙｓ結合を切断し、ケラチン分子を還元して可溶化した。メルカ
プトエタノールを用いる場合は、８Ｍ濃度の尿素溶液中で還元処理を行い、チオグリコー
ル酸を用いる場合は、４％のＮａＣｌを添加して還元処理を行った。
すなわち、羊毛繊維を８Ｍ濃度の尿素水溶液に浸漬し、脱気後、窒素雰囲気下、２５℃の
温度で、メルカプトエタノールを１０ｇの羊毛繊維に対し５ｍＬ加え、３時間攪拌し、羊
毛ケラチン分子を還元せしめてＳＨ基を有する羊毛ケラチンを得た。次いで、純水を用い
て透析し、尿素、過剰のメルカプトエタノールを除去して、羊毛ケラチン水溶液を得た。
この羊毛ケラチン水溶液を第二物質の水溶液として用いた。
【００７６】
また、上記のようにして得られた還元羊毛ケラチン１０ｇに、窒素雰囲気下、２５℃の温
度で、攪拌しながら、１５ｇのヨード酢酸を加えて反応させた。２時間後、ｐＨをほぼ８
.５に調整し、これをセルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、純水を用い
て透析することによって過剰のヨード酢酸を除き、Ｓ－カルボキシメチルケラチン水溶液
を得た。この水溶液を第二物質の水溶液として用いた。
上記のようにして調製した還元羊毛ケラチン水溶液およびＳ－カルボキシメチルケラチン
水溶液のそれぞれに実施例１に従っ調製した家蚕絹フィブロイン水溶液を添加して、混合
水溶液を調製した。この混合水溶液をポリエチレン膜の上に広げ、乾燥固化して、還元ケ
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ラチンおよびＳ－カルボキシメチルケラチンのそれぞれと家蚕絹フィブロインとからなる
ハイブリッド膜を製造した。
【００７７】
(実施例７：家蚕絹フィブロインとポリビニルアルコールとのハイブリット膜 )
ポリビニルアルコール (ＰＶＡ )を８５℃の熱水に入れ、攪拌装置を用いて丁寧に溶解させ
、室温で３０分以上静置し、０ .５％のＰＶＡ水溶液を得た。このＰＶＡ水溶液に実施例
１に従って調製した０ .３重量％の家蚕絹フィブロイン水溶液を加え、得られた混合水溶
液をポリエチレン膜の上に広げ、１昼夜かけて水分を蒸発させ、ＰＶＡと家蚕絹フィブロ
インとからなる透明なハイブリッド膜を製造した。
【００７８】
(実施例８：ＰＥＴ膜に対する絹フィブロイン膜の剥離抵抗 )
ポリエチレンテレフタレート (ＰＥＴ )(商品名：テトロン )膜表面に次の方法で絹フィブロ
イン膜を付着させた。実施例１に従って調製した５％の家蚕絹フィブロイン (ＢＦ )水溶液
、実施例２に従って調製した３％柞蚕絹フィブロイン (ＴＦ )水溶液、あるいはこの５％の
家蚕絹フィブロイン (ＢＦ )水溶液と５％柞蚕絹フィブロイン (ＴＦ )水溶液との等量混合水
溶液に上記テトロン膜を浸漬し、その後取り出し、室温で乾燥した。それぞれの膜 (ＰＥ
Ｔ／ＢＦ、ＰＥＴ／ＴＦ、ＰＥＴ／ (ＢＦ＋ＴＦ )と略記する )について、ＡＴＲ (Atenuate
d Total Reflection)スペクトを測定した。このＡＴＲスペクトル測定は、日本分光 (株 )
製のＡＴＲ赤外分光光度計 (FT-IR5300)を用いて行った (Resolution ２、スキャニング回
数  ３２、ゲイン  １００、 Apdization CSを用いた。 )。また、摩擦試験機により、膜試料
上に摩擦子を１０回往復運動させた後、膜試料のＡＴＲスペクトルを再度測定した。摩擦
試験前の試料について得られた結果を表１に示す。
【００７９】
(表１ )
　
　
　
　
　
　
表１において、ｖｓ、ｓ、ｗは、それぞれ、スペクトルの強度が非常に強い、強い、弱い
を意味する。
【００８０】
表１から明らかなように、ＰＥＴ／ＢＦのＡＴＲスペクトルには、ＰＥＴに帰属する吸収
(１４０８、１３３８ｃｍ－ １ )と、家蚕絹フィブロインに帰属する吸収 (１６５７、６５
０ｃｍ－ １ )とが重複して現れている。また、ＰＥＴ／ＴＦのＡＴＲスペクトルには、Ｐ
ＥＴに帰属する吸収に加えて柞蚕絹フィブロインに帰属する吸収 (１６５５、６２０ｃｍ
－ １ )が重複して現れている。摩擦子を１０回往復運動させた後のＰＥＴ／ＢＦおよびＰ
ＥＴ／ＴＦのＡＴＲスペクトルは、これらの絹フィブロイン膜を付着させる前のＰＥＴ自
体のスペクトルと同じであった。
以上の結果から、ＰＥＴ／ＢＦ、ＰＥＴ／ＴＦを摩擦試験機にかけると、摩擦子が往復す
る間にＰＥＴ表面のＢＦまたはＴＦが削り落とされて除去されたことが分かる。しかし、
ＰＥＴ／ (ＢＦ＋ＴＦ )の場合は、摩擦試験機にかけても、ＰＥＴに帰属する吸収スペクト
ルに加えて、ＢＦに帰属する吸収スペクトルおよびＴＦに帰属する吸収スペクトルが残存
していた。このことから、ＢＦ＋ＴＦはＰＥＴ表面に確実に付着しており、摩擦子で機械
的にこすっても剥がれ難いことが分かる。
【００８１】
また、家蚕または柞蚕絹フィブロイン単独の水溶液、および家蚕絹フィブロイン水溶液と
柞蚕絹フィブロイン水溶液とを所定の組成比となるように、室温で、ガラス棒を用いて注
意深く静かに攪拌して混ぜ合わせて得た混合水溶液のそれぞれの水溶液中に、２ｃｍ×３
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ｃｍサイズのＰＥＴ膜を２５℃で１０分間浸漬した。次いで、被覆されたＰＥＴ膜を取り
出し、これを室温で乾燥させた。ＰＥＴ膜表面の絹タンパク質膜を不溶化するため、被覆
されたＰＥＴ膜を５０％メタノール水溶液に５分浸漬し、引き上げて室温で乾燥させた。
こうしてできた処理膜を上記不溶化処理しなかった膜の場合と同様にＡＴＲスペクトルの
分析測定を行った。
【００８２】
その結果、家蚕絹フィブロイン膜単独の場合は、ＰＥＴ膜に基づく吸収の他に家蚕絹フィ
ブロイン膜による吸収が、また、柞蚕絹フィブロイン膜単独の場合は、ＰＥＴ膜に基づく
吸収の他に柞蚕絹フィブロイン膜による吸収が、また、ハイブリッド膜の場合は、ＰＥＴ
膜に基づく吸収の他に家蚕絹フィブロイン膜と柞蚕絹フィブロイン膜とによる吸収が認め
られた。このことは、ＰＥＴ膜の表面に家蚕絹フィブロイン膜、柞蚕絹フィブロイン膜、
ハイブリッド膜が被覆されていることを意味している。
次いで、ＰＥＴ膜表面を家蚕絹フィブロイン膜、柞蚕絹フィブロイン膜、および家蚕絹フ
ィブロインと柞蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜で被覆したものを用いて、ＰＥＴ膜
に対する各被覆膜の剥離抵抗を上記方法で評価した。
【００８３】
その結果、家蚕絹フィブロイン膜単独、野蚕フィブロイン膜単独の場合は、ややはがれ易
い傾向を示したが、ハイブリッド膜の場合は、はがれ難く、膜の付着安定性に優れている
傾向を示した。ＰＥＴ膜表面とＢＦ膜との相互作用およびＰＥＴ膜表面とＴＦ膜との相互
作用よりも、ＰＥＴ膜表面とハイブリッド膜 (ＢＦ +ＴＦ膜 )との相互作用の方が強いこと
が明らかとなった。すなわち、ＢＦ単独またはＴＦ単独の膜とＰＥＴ膜とは機械的な摩耗
により剥離し易いが、ＢＦとＴＦとのハイブリッド膜とＰＥＴ膜とは強い相互作用が働く
ため剥離し難いことが分かる。
【００８４】
(実施例９：複合膜表面での細胞増殖性 )
実施例１、２および３に従ってそれぞれ調製した家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )、柞蚕絹
フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )、およびハイブリッド膜 (ＢＦ＋ＴＦ膜 )について、上記方法に基
づいて家蚕細胞 (Ｂｍ細胞 )および柞蚕細胞 (Ａｅ細胞 )の増殖状態を観察した。得られた結
果は、両細胞とも同じ傾向を示したので、Ｂｍ細胞の結果を表２に示す。
(表２ )
　
　
　
　
　
　
【００８５】
表２において、±は、細胞増殖程度が対照区のポリスチレン表面とほぼ同じかやや優れて
いることを意味し、＋は、細胞増殖程度がポリスチレン表面よりも目視で優れていること
を意味する。
表２から明らかなように、家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )および野蚕絹フィブロイン膜 (
ＴＦ膜 )で培養基表面を被覆した場合の表面での昆虫細胞増殖状態よりも、ＢＦとＴＦと
のハイブリッド膜で培養基表面を被覆した場合の表面での細胞増殖状態の方が良好であっ
た。
【００８６】
(実施例１０：最適生分解条件 )
本実施例は、以下の実施例における生分解の最適条件を決めることを目的とする。これは
、酵素の種類や濃度を変えても酵素活性が最大に保たれるように、緩衝液を選び、ｐＨな
どを調整する必要があるからである。
酵素による生分解性生体高分子材料の分解挙動を評価するための最適条件は次の通りであ
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る。酵素、酵素活性、および最適な緩衝液ｐＨなどの最適条件を表３に集約した。生分解
温度は３７℃とした。酵素としては、キモトリプシン、コラゲナーゼおよびプロテアーゼ
の３種類を用いた。緩衝液量は生体材料の２５０倍とし、５７０時間以内の生分解挙動を
調べた。培養液１ｍＬ当たりの酵素重量ｍｇで酵素濃度を表示した。キモトリプシンはシ
グマアルドリッチジャパン株式会社製、コラゲナーゼ (Type F)はシグマアルドリッチジャ
パン株式会社製、また、プロテアーゼはシグマアルドリッチジャパン株式会社製のものを
用いた。
コラゲナーゼにより生分解実験をするための緩衝液はＴＥＳ (Ｎ－トリス (ヒドロキシメチ
ル )メチル－２－アミノエタンスルホン酸 (和光純薬工業株式会社製 )、キモトリプシン使
用時の緩衝液はトリス (ヒドロキシメチル )アミノメタン (２－アミノ－２－ヒドロキシメ
チル－１ ,３－プロパンジオール、和光純薬工業株式会社製 )、また、プロテアーゼ使用時
の緩衝液は燐酸カリウムを用いた。
【００８７】
(表３ )
　
　
　
　
　
　
【００８８】
(実施例１１ )
本実施例では、家蚕絹フィブロイン膜または柞蚕絹フィブロイン膜の生分解挙動を検討し
た。
家蚕の繭層を１／４サイズに切断し、エタノール／ベンゼンの混合溶液 (容積比１：２ )を
用いて、ソックスレー抽出器で試料に含まれるワックス、色素を除去した。次に、繭糸試
料をマルセル石鹸０ .２％、炭酸ナトリウム０ .０５％の混合溶液中に入れ、９８℃で３０
分間煮沸し、繭糸外層の膠着物質のセリシンを取り除いた。この際、試料と混合溶液の浴
比は１：１００とした。こうして調製した家蚕絹フィブロイン繊維１０ｇを８．５Ｍの臭
化リチウム水溶液中に浸漬し、５５℃以上で１５分処理し、絹タンパク質繊維を溶解せし
めた。この中性塩水溶液をセルロース製の透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、室温
の純水に４日間入れ、リチウムイオンを完全に除いて、濃度０ .２％の家蚕絹フィブロイ
ン水溶液を調製した。
【００８９】
また、柞蚕由来の柞蚕繭糸を、繭糸重量に対して５０倍量の０ .１％過酸化ナトリウム水
溶液中に浸漬し、９８℃で１時間処理してセリシンおよびタンニンを除去した。セリシン
およびタンニンの除去された柞蚕絹フィブロイン繊維を５５℃のチオシアン酸リチウム水
溶液中に溶解させ、セルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、純水で透析し
、濃度０ .３％の柞蚕絹フィブロイン水溶液を調製した。
上記のようにして調製した０ .２％の家蚕絹フィブロイン水溶液および０ .３％の柞蚕絹フ
ィブロイン水溶液を別々にポリエチレン膜の上に広げ、室温で乾燥固化して、家蚕絹フィ
ブロイン膜 (ＢＦ膜 )、柞蚕絹フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )を調製した。
上記のようにして調製した家蚕フィブロイン膜および柞蚕絹フィブロイン膜について、各
種酵素による生分解挙動と生分解時間 (０、２４、７２、２４０、５７６時間 )との関係を
調べた。生分解時間に対する試料の重量残留率 (％ )の結果を表４に示す。なお、酵素濃度
は０ .２および０ .５ｍｇ／ｍＬの２区とした。
【００９０】
(表４ )
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【００９１】
表４における酵素濃度は、生分解培地１ｍＬ当たりに加えた酵素量をｍｇで表示したもの
である。
表４から明らかなように、家蚕絹フィブロイン膜はプロテアーゼで加水分解作用を受け易
く、プロテアーゼ濃度０ .２ｍｇ／ｍＬの生分解実験において、生分解時間５７６時間で
試料重量残留率は５４ .５％となった。また、同じ濃度のプロテアーゼを作用させた柞蚕
絹フィブロイン膜試料の重量残留率は生分解５７６時間で８６ .２％となり、家蚕絹フィ
ブロイン膜は、プロテアーゼの作用で柞蚕絹フィブロイン膜より加水分解し易いことがわ
かる。
【００９２】
(実施例１２：結晶化度指数 )
家蚕絹フィブロイン膜が生分解する時に、生分解の経過時間につれて、膜の重量変化や加
水分解反応が進行する。本実施例は、この生分解過程で家蚕絹フィブロイン膜自体にどの
ような微細構造の変化があるかを明らかにするために、膜の結晶化度を検討した。
各種の酵素で所定時間生分解した家蚕絹フィブロイン膜について、上記方法に従って結晶
化度指数 (ＣＩ )を求めた。なお、ＣＩは単位を持たない。得られた結果を表５に示す。
【００９３】
(表５ )
　
　
　
　
　
　
　
　
表５から明らかなように、酵素による加水分解反応で、家蚕絹フィブロイン膜の非結晶部
分が流出し、その結果、結晶領域が増加することが分かる。
【００９４】
(実施例１３：絹糸の生分解挙動 )
実施例１１と同様にして家蚕絹糸および柞蚕絹糸の生分解挙動を試料の重量残留率に基づ
き検討した。得られた結果を表６に示す。
【００９５】
(表６ )

10

20

30

40

(21) JP 3772207 B2 2006.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００９６】
表６から、重量残留率の点からは、家蚕絹糸も柞蚕絹糸もほとんど生分解していない結果
となった。しかし、生分解過程では、重量変化に加えて微細構造の変化、劣化が進行する
可能性がある。そこで、以下の通り、生分解過程における家蚕絹糸の劣化について強度お
よび伸度の面から検討した。
プロテアーゼ、コラゲナーゼ、キモトリプシンの各酵素を含む培地に家蚕絹糸を所定時間
入れて生分解を行い、各経過時間における生分解後の絹糸の強度と伸度とを測定した。得
られた結果を表７に示す。
【００９７】
(表７ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００９８】
表７において、酵素の後の (　 )内は酵素濃度を示し、培地１ｍＬあたりの酵素量 (ｍｇ )を
表す。また、家蚕絹糸の強度単位 (Ｎ )からｋｇへの変換は、式： (強度の値 )／９ .８１に
基づいて行われる。表中、例えば４ .６８Ｎは４７７ .１ｇに相当する。
表７から明らかなように、家蚕絹糸は、生分解時間の経過と共に強度も伸度も減少してい
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る。表６の結果では一見生分解していないように観察されたが、家蚕絹糸は生分解により
劣化が進行していることが分かる。
【００９９】
(実施例１４：ハイブリッド膜の生分解性 )
実施例３に従って調製した家蚕絹フィブロイン (ＢＦ )と柞蚕絹フィブロイン (ＴＦ )とのハ
イブリッド膜試料、および実施例４に従って調製した家蚕絹フィブロイン (ＢＦ )とセルロ
ース (Ｃｅｌｌ )とのハイブリッド膜試料について、プロテアーゼで加水分解した時の生分
解時間と試料の重量残留率 (％ )との関係を調べた。得られた結果を表８に示す。
【０１００】
(表８ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０１】
表８における「酵素の有無」の欄において、記号「無」と記した区はプロテアーゼが含ま
れず緩衝液のみからなる水溶液での分解実験を意味し、記号「有」と記した区は、プロテ
アーゼと緩衝液とを含む酵素分解水溶液を用いた分解実験を意味する。また、ＢＦ：ＴＦ
(４：６ )は、家蚕絹フィブロイン４０％、柞蚕絹フィブロイン６０％を含むように家蚕絹
フィブロイン水溶液と柞蚕絹フィブロイン水溶液とを混合し、それを乾燥固化して得たハ
イブリッド膜を意味し、ＢＦ：Ｃｅｌｌ (８ :２ )は、家蚕絹フィブロイン８０％、セルロ
ース２０％を含むように調製したハイブリッド膜を意味する。
表８から明らかなように、家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フィブロインとのハイブリッド膜
(ＢＦ：ＴＦ膜 )において、柞蚕絹フィブロイン含量が増加することでハイブリッド膜は全
体として生分解し難くなる。また、家蚕絹フィブロインとセルロースとからなるハイブリ
ッド膜 (ＢＦ：Ｃｅｌｌ )においてもセルロース含量が増加すると生分解し難くなる。
【０１０２】
(実施例１５：家蚕絹フィブロインと羊毛ケラチンとのハイブリッド膜 )
まず、羊毛ケラチン水溶液を次のようにして調製した。
メリノ種羊毛 (６４’Ｓ )に含まれる色素、脂肪分を、ベンゼン／エタノール (５０／５０
容積％ )の混合溶媒を用いて、ソックスレー抽出器で２ .５時間処理することにより除去し
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た。
【０１０３】
三つ口フラスコを用意し、その一つの口には三方コックを介して乾燥窒素ボンベからのゴ
ム管を接続し、別の口には反応系のｐＨ調節のためのｐＨ電極を常時挿入し、残りの口は
必要な薬剤投与用として利用した。繊維長が約１ｃｍとなるように細断した８ .１８ｇの
メリノ種羊毛繊維を三つ口フラスコに投入し、これに４５０ｍＬの８Ｍ尿素水溶液を加え
た。窒素ガスでパージし、アスピレーターで１５分間三つ口フラスコ内を４５ｍｍＨｇ程
度に減圧し、次いで、急激に大気圧に戻す操作を３～４回繰り返した。このようにして三
つ口フラスコ内の羊毛繊維間に含まれる空気を完全に除去し、尿素水溶液とケラチン分子
との反応が効率的に行えるようにした。窒素置換が完了した後、三つ口フラスコ内に、還
元剤として、４ .８ｍＬのメルカプトエタノールを加えて、８Ｍ尿素水溶液中で２～３時
間放置した。次いで、約１００ｍＬの５Ｎ－ＫＯＨ水溶液を微量づつ加え、三つ口フラス
コ内の混合水溶液のｐＨを１０ .５に調節した。室温で３時間かけて羊毛繊維が完全に溶
解するのを待った。繊維状の羊毛繊維が溶解したものがケラチン水溶液である。このケラ
チン水溶液をセルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸でくくって、純水で２日間透析し
た。得られたケラチン水溶液を、送風乾燥させたり、あるいは必要により純水を加えるこ
とにより、所定濃度のケラチン水溶液を調製した。
【０１０４】
上記のようにして調製した０ .０１％のケラチン水溶液４５０ｍＬに室温で９．５ｇのヨ
ード酢酸を加え、ケラチンのＳ－カルボキシメチル化反応を１時間行った。５Ｎ－ＫＯＨ
水溶液でケラチン水溶液のｐＨを８ .５に調整して、Ｓ－カルボキシメチルケラチン水溶
液を得た。この水溶液をセルロース製透析膜に入れ、両端を縫い糸くくって、純水で２日
間透析した。
【０１０５】
(実施例１６：家蚕絹フィブロイン膜および家蚕絹糸の重量平均分子量 )
家蚕絹フィブロイン膜および家蚕絹糸を酵素分解し、十分に水洗し、乾燥した試料につい
てＨＰＬＣ測定を行い、重量平均分子量を求めた。得られた結果を表９に示す。
【０１０６】
(表９ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０７】
表９において酵素欄の (　 )内は、酵素濃度であり、０ .２とは培地１ｍＬ当たり酵素０ .２
ｍｇを含むことを意味する。
表９から明らかなように、家蚕絹フィブロイン膜は、酵素による処理時間の経過と共に、
分子量が１２万Ｄから次第に低下していた。すなわち、コラゲナーゼ、プロテアーゼの作
用により、生分解時間４０８時間で重量平均分子量は、ほぼ９ .４万Ｄ、１０万Ｄとなり
、また、キモトリプシンの作用により、同じ生分解時間で重量平均分子量は１２万Ｄから
ほぼ５ .４万Ｄへと急激な低分子化が進むことが確認された。未処理の家蚕絹糸の分子量
はほぼ２３万Ｄであり、酵素作用を受けても重量平均分子量の低下は軽微であった。
【０１０８】
(実施例１７：生分解処理にともなう重量平均分子量変化 )
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実施例１に従って調製した家蚕絹フィブロイン膜をコラゲナーゼ、キモトリプシン、プロ
テアーゼの３種類の酵素で所定時間 (７２、２４０、４０８時間 )加水分解した後、十分に
水洗して試料を調製した。それぞれの生分解の経過時間毎の加水分解試料の重量平均分子
量およびピーク分子量を評価した。なお、重量平均分子量は、高速液体クロマトグラフィ
ー (ＨＰＬＣ )により測定した。得られた結果を表１０に示す。
【０１０９】
(表１０ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１１０】
表１０において、酵素欄の (　 )内の時間は、生分解の経過時間を示す。
表１０から明らかなように、家蚕絹フィブロイン膜は、酵素の作用を受けるとその重量平
均分子量が１２万Ｄから生分解時間の経過につれて低下するが、生分解時間７２時間以降
の変化は小さくなることが分かった。特に、コラゲナーゼおよびキモトリプシンの場合、
重量平均分子量とピーク分子量は生分解時間の経過につれて低下する。一方、プロテアー
ゼの場合、重量平均分子量は生分解時間の経過につれて低下するが、その低下の程度は小
さく、また、ピーク分子量はキモトリプシンと同程度の低下を示す。
【０１１１】
(比較例１：生分解処理に伴う家蚕絹糸の分子量変化 )
家蚕絹糸をコラゲナーゼ、キモトリプシンおよびプロテアーゼで加水分解した時、生分解
時間の経過につれて家蚕絹糸試料の分子量がどのように変化するかを高速液体クロマトグ
ラフィーで評価した。得られた結果を表１１に示す。
【０１１２】
(表１１ )
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【０１１３】
表１１における酵素欄の (　 )内の時間は生分解の経過時間を示す。
表１１から明らかなように、家蚕絹糸は、家蚕絹フィブロイン膜の場合 (実施例１７ )と比
べて、酵素が作用しても重量平均分子量およびピーク分子量の低下が起こり難いことが分
かる。そのため、絹糸は生分解性を要求される用途には有用ではなく、生分解性の材料と
しては、家蚕絹フィブロイン膜や柞蚕絹フィブロイン膜などが優れている。
【０１１４】
(実施例１８：生分解速度 )
家蚕絹糸および柞蚕絹糸、実施例１に準じて調製した家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )、実
施例２に準じて調製した柞蚕絹フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )、実施例３に準じて調製された家
蚕絹フィブロイン／柞蚕絹フィブロインからなるハイブリッド膜 (ＢＦ＋ＴＦ膜 )、実施例
４に準じて調製した家蚕絹フィブロイン／セルロースからなるハイブリッド膜 (ＢＦ＋Ｃ
ｅｌｌ膜 )、ならびに上記方法に従って調製された家蚕絹フィブロイン／カルボキシメチ
ルキチンからなるハイブリッド膜 (ＢＦ＋ＣＭＫ膜 )について、プロテアーゼ、コラゲナー
ゼまたはキモトリプシンで加水分解した際の生分解速度を試算した。得られた結果を表１
２に示す。なお、生分解速度とは、生分解時間５０時間後の試料重量を生分解前の重量で
割った値を％表示したものである。従って、試料が全く生分解しない場合は、生分解速度
は０％／５０時間である。
【０１１５】
(表１２ )
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【０１１６】
表１２において、ＢＦ：ＴＦおよびＢＦ：Ｃｅｌｌは、それぞれ、家蚕絹フィブロイン (
ＢＦ )と柞蚕絹フィブロイン (ＴＦ )とのハイブリッド膜、および家蚕絹フィブロイン (ＢＦ
)とセルロース (Ｃｅｌｌ )とのハイブリッド膜を示し、それぞれの (　 )内の数値は、ＢＦ
とＴＦとの組成比およびＢＦとＣｅｌｌとの組成比が、それぞれ１００／０、８０／２０
、６０／４０、４０／６０、２０／８０、０／１００であることを示す。
表１２から明らかなように、家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フィブロインとからなるハイブ
リッド膜をプロテアーゼで生分解する場合、柞蚕絹フィブロインを６０～８０％含んだハ
イブリッド膜は、実施例１３で示した試料の重量残留率の場合と同様に、生分解速度の面
からも生分解が実質的に起きないことが分かる。家蚕絹フィブロイン単独または柞蚕絹フ
ィブロイン単独ではみられない性質である。
【０１１７】
(実施例１９：形態の異なる複合体 )
家蚕絹フィブロイン水溶液と柞蚕絹フィブロイン水溶液との混合水溶液をビーカーに入れ
、これに希薄酢酸水溶液を少量ずつ加えて、水溶液全体のｐＨを２ .５に調整し、家蚕絹
フィブロインと柞蚕絹フィブロインとのゲル状物を調製した。　また、かくして得られた
ゲル状物の水分を除去することなく公知の方法に従って凍結乾燥し、家蚕絹フィブロイン
と柞蚕絹フィブロインとの多孔質体を調製した。
さらに、家蚕絹フィブロイン水溶液と柞蚕絹フィブロイン水溶液との混合水溶液をポリエ
チレン膜の上に広げて水分を蒸発乾燥固化し、透明な複合膜を製造した。
さらにまた、家蚕絹フィブロイン水溶液と柞蚕絹フィブロイン水溶液との混合水溶液に酢
酸を加え、ｐＨを３ .０に調整した後、公知の方法に従って凍結乾燥し、家蚕絹フィブロ
インと柞蚕絹フィブロインとからなるハイブリッド粉末を得た。
【０１１８】
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(実施例２０：アミノ酸分析 )
家蚕絹フィブロイン膜をプロテアーゼで加水分解して、生分解した試料のアミノ酸分析を
行い、アミノ酸分析の結果と生分解時間との関係を調べた。得られた結果を表１３に示す
。表１３中、アミノ酸残基の量は、ｍｏｌ％単位で表示した。
【０１１９】
（表１３）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１２０】
表１３において、 Totalとは、アミノ酸分析で求められる全てのアミノ酸残基の合計をｍ
ｏｌ％で表示したものであり、 Total-1とは、結晶領域を構成する Gly、 Ala、 Serの合計を
、また、 Total-2とは、 Glu、 Aspなどの酸性アミノ酸残基 (Acid)、 Lys、 Arg、 Histなどの
塩基性アミノ酸残基 (Basic)ならびにその他のアミノ酸の合計を意味する。
表１３から明らかなように、生分解処理した家蚕絹フィブロイン膜のアミノ酸分析には明
瞭な一定の傾向が見られる。すなわち、絹フィブロインで結晶領域を構成する主要なアミ
ノ酸である Gly、 Ala、 Serの合計量は、加水分解処理時間につれて次第に増加するのに対
して、 Tyr、酸性アミノ酸および塩基性アミノ酸などの嵩高く極性側鎖のアミノ酸の合計
量は減少する。従って、生分解処理が進むと、絹フィブロインのアミノ酸組成は上記した
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ように結晶領域を構成するアミノ酸組成に類似した組成へと変化していることから、絹フ
ィブロインに酵素が作用するには、まず、酵素が浸入し易い非結晶領域に作用し、加水分
解を引き起こすものと考えられる。酵素が入り難い結晶領域は生分解処理後も依然として
残存し、結晶性アミノ酸を主要な化学構造へと変化することになった。
【０１２１】
(実施例２１：金属イオンの吸着 )
上記金属イオンの吸着方法に従って調製した金属塩水溶液として、０ .５ｍＭの硝酸銀 (Ａ
ｇＮＯ３ )水溶液および硝酸銅 (Ｃｕ (ＮＯ３ )２ )水溶液を用いた。それぞれの水溶液に、
実施例１に準じて調製した家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )、実施例２に準じて調製した柞
蚕絹フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )、実施例３に準じて調製した家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フ
ィブロインとの複合膜 (重量比で８０：２０および５０：５０のＢＦ＋ＴＦ膜 )を２５℃で
３０分間浸漬して、銀イオン、銅イオンを吸着させ、各試料に吸着した金属イオン量を測
定した。
また、トマトかいよう病細菌に対する、上記のようにして銀イオンを吸着させた各種生分
解性高分子膜の抗菌活性を評価した。
得られた金属イオン吸着量及び抗菌活性についての結果を表１４に示す。
【０１２２】
(表１４ )
　
　
　
　
　
　
　
表１４から明らかなように、家蚕絹フィブロインと柞蚕絹フィブロインとを複合させたも
のは、家蚕絹フィブロイン単独、柞蚕絹フィブロイン単独の場合よりも多くの金属イオン
を吸着するようになり、その結果、植物病原細菌の増殖を効率的に阻害することができる
。このように、絹フィブロインの複合物は金属吸着体として、また、抗菌性素材として利
用できる。
【０１２３】
(実施例２２：絹タンパク質膜の光線透過率 )
家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )、柞蚕絹フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )、および家蚕絹フィブロ
インと野蚕絹フィブロインとを重量比で８０：２０、５０：５０の割合でハイブリッド化
して得た複合膜 (ＢＦ＋ＴＦ膜 )に対して、島津自記分光光度計 (Ｗ－２１００Ｓ型 )を用い
て透過率スペクトルを測定した。なお、この測定されたスペクトルは、表面反射の要因も
含む透過率スペクトルである。得られた光線透過率を表１５に示す。
【０１２４】
(表１５ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表１５から明らかなように、家蚕絹フィブロイン単独および野蚕絹フィブロイン単独の膜
よりも、複合膜の方が光をよく透過すること、すなわち、より高い透明度を有しているこ
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とが分かる。
【０１２５】
(実施例２３：薬物徐放性 )
実施例３に準じて調製した、２％家蚕絹フィブロイン水溶液と２％柞蚕絹フィブロイン水
溶液との等量混合水溶液に、アセチルサルチル酸５ｍｇを５０ｍＬの水に溶かした水溶液
を静かに添加した。室温に静置した混合水溶液は次第にゲル化した。このゲル化物を－１
０℃でいったん凍結させた後、真空乾燥させ、アセチルサルチル酸を含む複合多孔質体を
製造した。この複合多孔質体をプロテアーゼ２ｍｇ／ｍＬを含む酵素溶液で所定時間 (２
４時間、７２時間 )消化させ、この過程で複合多孔質体から徐放した薬物量を、島津製作
所製のＵＶ吸光度測定装置 (ＵＶ－２００Ｓ )を用い、２０６ .９ｎｍにおけるＵＶ吸光度
により評価した。得られた結果を表１６に示す。なお、表１６におけるＵＶ吸光度は、所
定時間生分解した後、複合多孔質体から徐放した薬剤を含む酵素溶液のＵＶ値から、生分
解０時間の酵素溶液のＵＶ値を減じた値である。
また、対照として、家蚕絹フィブロイン (ＢＦ )単独および柞蚕絹フィブロイン (ＴＦ )単独
の多孔質体についても、上記複合多孔質体の場合と同様にして徐放性を評価した。
【０１２６】
(表１６ )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表１６から明らかなように、生分解時間の経過に伴う吸光度の増加量の変化から、アセチ
ルサルチル酸を含む複合多孔質体の場合は、アセチルサルチル酸を含む家蚕絹フィブロイ
ン単独あるいは柞蚕絹フィブロイン単独の多孔質体よりも長時間かかって薬物を徐放する
ことが分かる。これは、複合膜が薬物徐放機能を有することを示す。
【０１２７】
(実施例２４：複合膜のＦＴ－ＩＲ )
実施例１に従って調製された家蚕絹フィブロイン膜 (ＢＦ膜 )、実施例２に従って調製され
た柞蚕絹フィブロイン膜 (ＴＦ膜 )、実施例３に従って調製された家蚕絹フィブロインと柞
蚕絹フィブロインとからなる複合膜 (ＢＦ＋ＴＦ膜 )、実施例１８で用いた家蚕絹フィブロ
インとカルボキシメチルキチンとからなる複合膜 (ＢＦ＋ＣＭＫ膜 )、柞蚕絹フィブロイン
とカルボキシメチルキチンとからなる複合膜 (ＴＦ＋ＣＭＫ膜 )、ＣＭＫ単独の膜、家蚕絹
フィブロインとポリビニルアルコールとからなる複合膜 (ＢＦ＋ＰＶＡ膜 )について、ＦＴ
－ＩＲ測定を行った。波数２０００～５００ｃｍ－ １ の領域に現れる吸収スペクトルの波
数位置を調べた。得られた結果を表１７に示す。なお、吸収のスペクトル強度の微少なも
のは省略したものもある。
（表１７）
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表１７において、ＴＦ＋ＣＭＫ (２：８ )は、柞蚕絹フィブロインとカルボキシメチルキチ
ンとが２０：８０の重量比になるように混合して調製された複合膜を意味する。また、Ｂ
Ｆ＋ＰＶＡ (２：８ )は、家蚕絹フィブロインとポリビニルアルコールとが２０：８０の重
量比になるように混合して調製された複合膜を意味する。
表１６から明らかなように、家蚕絹フィブロインと第二物質との複合体、野蚕絹フィブロ
インと第二物質との複合体のＩＲスペクトルにおいて、家蚕絹フィブロイン、野蚕絹フィ
ブロイン、野蚕絹フィブロイン、野蚕絹フィブロインと第二物質との複合体では、２種類
の構成成分のスペクトルが重複して現れるのみで構成成分以外のスペクトルが現れないこ
とが分かる。このことは、家蚕絹フィブロインと第二物質との間に新たな結合が生じてい
ないことを示唆するものである。以上のことは、家蚕または野蚕絹フィブロインと、セル
ロース、キチン、キトサン、キトサン誘導体、羊毛ケラチン、ポリビニルアルコールなど
からなる第二物質とからなる複合体において、家蚕または野蚕絹フィブロインと第二物質
とは化学結合、共有結合による結合は一切なく、両成分の分子間の水素結合による凝集作
用があるだけである。これは、複合体を調製するに際して、各水溶液が急激に混合して凝
固してしまわないように配慮しながら、静置し、所望により両分子が凝集しないように静
かに攪拌した水溶液を基板表面上に広げ、特別な分子架橋剤を用いることなく蒸発乾燥固
化するだけでできる複合体であるからである。
【０１２８】
【発明の効果】
本発明の生分解性生体高分子材料は、昆虫生体高分子の家蚕絹フィブロイン単独、野蚕絹
フィブロイン単独、あるいは家蚕または野蚕由来の絹フィブロインと、セルロース、羊毛
ケラチン、キチン、キトサン、キトサン誘導体、およびポリビニルアルコールから選ばれ
た少なくとも１種類の化合物である第二物質とからなる複合体であり、これらの材料は生
分解制御が可能である。
本発明の生分解性生体高分子材料は、生分解処理実験に先立って水不溶解化処理の必要性
があるが、ホルムアルデヒドあるいはエポキシ化合物などの従来公知のタンパク質の分子
間架橋剤を用いることも可能である。また、絹タンパク質膜については、メタノール、エ
タノールなどのアルコール水溶液に軽く浸漬処理したのち、室温で乾燥するなどの簡単な
処理によっても複合体は水不溶性となる。
【０１２９】
ハイブリッドが生分解し易い程度は、家蚕絹フィブロイン膜あるいは野蚕絹フィブロイン
膜の不溶化の程度、第二物質としてどの化合物を選ぶか、家蚕または野蚕絹フィブロイン
と第二物質の組成比、酵素の種類、酵素濃度、処理時間により決まるので、所望によりハ
イブリッドの製造条件、組成比、あるいは生分解条件を変えて適宜実施できる。
家蚕または野蚕絹フィブロインに第二物質をハイブリッドすることにより、ハイブリッド
表面では家蚕または野蚕絹フィブロイン単独の表面あるいは第二物質単独の表面には見ら
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れない優れた生化学特性が発現するという顕著な効果が見られる。例えば、生体細胞の増
殖率は、家蚕絹フィブロイン単独あるいは第二物質単独表面よりもハイブリッド表面の方
が優れている。また、ＰＥＴなど一般の有機高分子表面を被覆する被覆性能はハイブリッ
ド材料を用いることで良好となり、皮膜の耐機械摩耗性能が向上する。
【０１３０】
本発明の生分解性生体高分子材料に、水溶性の医薬品や薬理成分などの有用物質を包括さ
せると、体内で生分解性生体高分子材料が生分解されながら、医薬品や薬理成分を徐々に
徐放するようにできるため、この材料は徐放性材料として用いることができる。
生分解性を軽微にするには、家蚕または野蚕由来の絹フィブロイン繊維を用いてもよいし
、分解し易い材料にするには、家蚕絹糸または野蚕絹糸を中性塩で溶解し、これをセルロ
ース透析膜で脱塩した水溶液を乾燥固化して得られる膜状試料を用いるとよい。家蚕絹フ
ィブロイン膜は野蚕絹フィブロイン膜よりも生分解し易いため、生分解し難い家蚕絹フィ
ブロインと野蚕絹フィブロインとの複合体にするには、野蚕絹フィブロイン含量を多くす
ると良い。
【０１３１】
本発明の生分解性生体高分子材料を生体内に埋め込んで使用すると、体内に存在するプロ
テアーゼなどの酵素作用で、最終的には水や二酸化炭素などの低分子にまで分解され、つ
いには体外に排泄される。生分解し易い家蚕絹フィブロイン膜は、生分解し難い家蚕絹フ
ィブロイン繊維とは異なり、生体内に埋め込んでも比較的短時間で生分解する性質がある
ため、修復可能な損傷生体組織の治癒の一時的な補助のために、あるいは上記したように
、薬物の徐放化にも用いることができる。吸収性材料は、切開創部縫合、止血、骨固定、
組織再生用足場、癒着防止などの用途に用いることができる。
本発明の生分解性生体高分子材料は、タンパク質分解酵素により加水分解的に分解劣化す
るため、医薬品、生理活性物質などの有用物質を生分解生体高分子に包括しまたは固定し
たものを生体内に埋込むと、体液に含まれる酵素により生体高分子が分解しながら医薬品
などを徐放する徐放担体としても利用できる。
【０１３２】
セルロース誘導体は食品添加剤、化粧品、医薬品添加剤、抗血栓剤のような医薬品にも活
用されるため、家蚕絹フィブロインとセルロースとからなる複合体は、セルロースと同様
の用途が期待できる。また、家蚕絹フィブロインにセルロースをハイブリッドすることで
、特に乾燥時における家蚕絹フィブロインの機械的特性を改善することができる。さらに
、家蚕または野蚕絹フィブロイン単独の膜よりも、家蚕または野蚕絹フィブロインにセル
ロースなどの第二物質をハイブリッドすることで、成形性や透明性が向上するとともに、
細胞付着性の良い材料となる。
家蚕絹フィブロイン膜は、プロテアーゼにより比較的生分解し易い。そのため、この家蚕
絹フィブロインと生分解が進み難い野蚕絹フィブロインとをハイブリッド化することで、
家蚕絹フィブロイン単独の膜よりも生分解程度を抑制することができ、また、膜形成性、
透明性も向上できる。
【０１３３】
本発明の生分解性生体高分子膜は、簡単な処理で生分解程度を制御することができる。ま
た、ハイブリッドは、第二物質表面に強く付着しており、耐摩耗性も高いので、基質表面
に被覆した材料表面では単独タンパク質よりも生体細胞の増殖性が向上するため、バイオ
分野で利用できる細胞増殖基材として有用である。本発明の生分解性生体高分子材料を抗
菌性金属イオン含有水溶液中に浸漬すると、この金属イオンを多量に吸着するので、金属
イオンの吸着された材料は抗菌性繊維素材として有用である。また、この生分解性生体高
分子材料を廃水中に浸漬すると、廃水中の金属イオンを吸着するので、廃水中の金属イオ
ンを吸着するための繊維素材としても有用である。
【０１３４】
本発明の生分解性生体高分子材料はまた、使い捨ての衛材製品や家庭用品、止水材、土壌
改良材、結露防止剤、農園芸用保水剤などの吸水性樹脂として利用可能な吸水特性を有し
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ており、このような生分解性を有する吸水性材料を複雑な工程を経ることなく安価に提供
することができる。そのため、従来から知られている吸水性樹脂の全ての用途に適用する
ことができる。例えば、オムツや生理用品に代表される衛生分野、パップ剤用途などでの
医療分野、廃泥ゲル化剤などとしての土木・建築分野、食品分野、工業分野、土壌改質剤
や保水剤などとしての農業・園芸分野などの多種多様な分野に利用することができる。
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