
シルクセリシンのメチシリン耐性黄色ブドウ球菌
バイオフィルム形成抑制効果

西帯野智代，馬場淳徳，福重智子，
藺牟田直子，中村政敏，西 順一郎，金蔵拓郎

鹿児島大学医学雑誌
2024 年 12 月



シルクセリシンのメチシリン耐性黄色ブドウ球菌
バイオフィルム形成抑制効果

西帯野智代 1,2), 馬場淳徳 3), 福重智子 2),
藺牟田直子 4), 中村政敏5)，西 順一郎 4), 金蔵拓郎 2)

1) 鹿児島大学病院看護部
2) 鹿児島大学大学院医歯学総合研究科皮膚科学分野
3) 鹿児島市立病院皮膚科
4) 鹿児島大学大学院医歯学総合研究科微生物学分野
5) 鹿児島大学病院医療技術部

Inhibitory effect of silk sericin on biofilm formation by methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) clinical isolates

Tomoyo NISHIOBINO1,2), Atsunori BABA3), Tomoko FUKUSHIGE2), Naoko IMUTA4), 

Masatoshi NAKAMURA5), Junichiro NISHI4), Takuro KANEKURA2)

1) Nursing department, Kagoshima University Hospital

2) Department of Dermatology, Kagoshima University Graduate School of Medical and Dental Sciences 

3) Department of Dermatology, Kagoshima City Hospital 

4) Department of Microbiology, Kagoshima University Graduate School of Medical and Dental Sciences 

5) Clinical technology department, Kagoshima University Hospital 

(Received 12 April 2024; Revised 16 August 2024; Accepted 3 October 2024)

＊Address to correspondence

Tomoyo NISHIOBINO

Nursing department, Kagoshima University Hospital

8-35-1 Sakuragaoka, Kagoshima Japan, 890-8520

Phone: +81-99-275-5111

e-mail: tmy-n28@m2.kufm.kagoshima-u.ac.jp

Abstract

In chronic wounds such as bedsores, bacterial infection prolongs wound healing, and biofilms are a particularly important 
inhibitory factor in wound healing. Therefore, wound management requires inhibition of biofilm formation, and research 
is being conducted to develop products with anti-biofilm properties. Silk is composed of two types of proteins, fibroin 
and sericin, and it has been reported that fibroin promotes wound healing and sericin has antibacterial activity. Therefore, 
we wondered whether sericin could inhibit biofilm formation and investigated the inhibitory effect of sericin on the 
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諸言
　褥瘡など慢性創傷では細菌が壊死組織中にバイオフィ
ルムを形成し治癒が遷延化することが知られている1）．
創傷面に付着した細菌は，菌体表面に多糖体を産生し膜
状の構造物を形成しバイオフィルムとして存在する3,4）．
バイオフィルムは慢性創傷の60％以上に存在し遷延化の
重要な要因である2)．バイオフィルムは多糖類，蛋白質，
糖脂質および細胞外DNA等から組成される細胞外高分
子物質（extracellular polymeric substances：EPS）によっ
て形成され，内部あるいは下層に存在する細菌は，バイ
オフィルムを防御壁とし，炎症性細胞の貪食や抗菌薬・
消毒薬に対する抵抗性を増すため，創傷管理においては
バイオフィルムの形成を阻害することが極めて重要であ
る1）．
　慢性創傷である褥瘡部の菌種調査では，数種の菌が
検出され，特にmethicillin-resistant Staphylococcus aureus
（MRSA）を含む黄色ブドウ球菌が多く5），慢性下腿潰瘍
の調査では，黄色ブドウ球菌が93.5%，緑膿菌が52.5%

を占めていた6）．特にMRSAに感染した創傷は難治化し，

院内感染症の原因の一つとして徹底した対策が必要とな
る．
　創傷のバイオフィルムに対して従来外用剤として，ス
ルファジアジン銀，ポビドンヨード・シュガーが使用さ
れていたが効果は限定的である7,8)．他にも，酢酸，蜂蜜，
ヨウ素，ポリヘキサメチレンビグアニド (PHMB)，銀な
どの抗バイオフィルム剤としての可能性が報告されてい
る14-18）．近年では抗菌成分のポリヘキサニド，界面活性
剤のベタインが配合されたゲルが使用され一定の効果が
得られるようになった19,20）．しかし，細菌が形成したバ
イオフィルムのため治療に難渋する褥瘡など慢性創傷の
症例は多く，バイオフィルムを予防・治療するための新
規戦略が必要とされている9) ．
　シルクはフィブロインとセリシンの2種類のタンパク
質で構成される．セリシンは，フィブロイン繊維同士を
接着させる粘着層に含まれる．シルクを絹糸として使用
する場合，セリシンは精製処理時に取り除かれ，残った
繊維部分のフィブロインが利用されている．シルクは外
科手術の縫合糸として使用されているように生体適合性

biofilm formation of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains isolated from wounds in vitro. Two 
MRSA strains with high biofilm forming ability and a standard strain were used. Sericin was extracted from silk by 
high-pressure steam sterilization. Sericin was added to the biofilm forming process of MRSA strains and its inhibitory 
effect on biofilm formation was evaluated. Morphological observation showed that the pigment in the stained biofilm 
was attenuated. Biofilm assay using a microtiter plate showed that the mean biofilm index was significantly inhibited by 
66.1% in the sericin 250 µg/mL group compared to the control group (0.417 vs. 1.231, p < 0.01). These results show that 
silk sericin has an inhibitory effect on the biofilm formation by MRSA strains. Sericin contains many positively charged 
amino acids with hydrophilic amino acid residues, which are easy to combine with the negatively charged bacterial 
surface. The feature of molecular structure was thought to be related to its anti-biofilm properties.
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抄録

褥瘡など慢性創傷において細菌感染は創傷治癒を遷延化させるが，特に創傷治癒の重要な阻害要因としてバイオフィル
ムの存在がある．そのため創傷管理では，バイオフィルムの形成を阻害することが求められ，抗バイオフィルム作用を
有する製品開発が進められている．シルクは，フィブロインとセリシンの２種類のタンパク質で構成され，フィブロイ
ンは創傷治癒を促進し，セリシンは抗菌作用を有するとの報告がある．そこで，慢性創傷の難治化する要因であるバ
イオフィルムの形成をセリシンによって阻害できないかと考え，創傷から分離されたメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus: MRSA) 株のバイオフィルム形成能に対する影響をin vitroで検討した．
MRSA株は，高バイオフィルム形成能を有する臨床分離株２株と標準株を用いた．シルクは高圧蒸気滅菌法でフィブロ
インとセリシンに分離させてセリシンを抽出した．バイオフィルム形成過程でセリシンを加え，バイオフィルム形成に
対する阻害効果を形態学的に観察するとともに，マイクロタイタープレートを用いたバイオフィルムアッセイでbiofilm 

index (BI)を測定した．形態学的観察では染色したバイオフィルムの色素が減弱することを確認した．バイオフィルムアッ
セイでは，最終濃度250 µg/mLのセリシン添加群が対照群に比べて平均BIが66.1％低下しており(0.417 vs. 1.231, p < 0.01)，
セリシンがMRSAによるバイオフィルム形成を阻害することが明らかになった．セリシンは正に荷電した親水性アミノ
酸残基をもつアミノ酸を多く含有し，負に荷電している細菌表面と結合しやすいことが予想され，その分子構造がバイ
オフィルム形成阻害効果と関連していると考えられた．
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に優れた素材である．軟膏，ゲル，スポンジやパウダー
など様々な形態に加工することが可能であり，この特性
は医療機器開発において利点である．マウスの実験的潰
瘍にフィブロインフィルムを貼付すると，真皮線維芽細
胞の増殖と遊走，血管新生を促進し良好な肉芽組織を形
成することが示されている 10)．一方セリシンは，抗菌作
用を有することが報告されている11,12,21,22)．セリシンは親
水性アミノ酸残基をもつアミノ酸を多く含み，その構造
と細菌細胞との相互作用によって，細菌細胞膜の透過性
が変化し，細胞内タンパク質と炭水化物の漏出，細菌細
胞の代謝の阻害，細胞圧の上昇を来たし細菌の増殖抑制
および細胞死につながると考えられている 27)．
　そこで，我々は，セリシンの抗菌作用に着目し，慢性
創傷管理で難渋するバイオフィルムへの影響について検
討することとし，創傷から採取されたMRSA臨床分離株
のバイオフィルム形成能に対する抑制効果をin vitroで検
討した．

対象と方法
1．セリシンの抽出と定量
　セリシンは高圧蒸気滅菌法（オートクレーブ法）で抽
出した．シルク繭1.5gを1㎝角程度に裁断し蒸留水60mL

を加え，121℃で20分間の高圧蒸気滅菌を行い，繊維部
分のフィブロインと溶液部分のセリシンに分離させ(Fig. 

1)，滅菌ガーゼでろ過した．
　抽出したセリシンのタンパク質濃度は，Bicinchoninic 

(BCA) 法 に 基 づ き，PierceTM BCA Protein Assay Kits 

(Thermo Fisher Scientifi c)を用いて測定した．

A CB D

2．SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
　抽出されたセリシンの分子量は，SDS-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動法(SDS-PAGE)で確認した．分子量
マーカーはDynaMarker® Protein MultiColor (BioDynamics 

Laboratory Inc.)を用い，CBB (Coomassie brilliant blue) 染
色を行った．

3．対象菌株
　MRSA株は，2021～ 2022年に鹿児島大学病院で創傷

Figure 1  Extraction of sericin(High-pressure steam sterilization method)
(a) Silk cocoons. (b) Cut silk cocoons into 1 cm squares. (c) Cut cocoons 
with distilled water in a medium bottle. (d) After autoclaving at 121℃ for 
20 minutes.

検体から分離された臨床分離株６株（＃1～ 6）を使用
した．対照株としてMRSA標準株 (ATCC：33591）１株
（＃7）を使用した．
　菌種同定は，VITEK-MS(ビオメリュー・ジャパン)で
実施した．薬剤感受性試験は，VITEK-2 ブルー (ビオ
メリュー・ジャパン)またはIA40 MICi(栄研化学)を用
いて実施した．MRSAの判定基準は，CLSI (Clinical & 

Laboratory Standards Institute) M100 S-29の基準(oxacillin 

≧ 4 μg/mL または　cefoxitin ≧ 8 μg/mL)に従った．
　菌懸濁液は，スキムミルクで凍結保存した菌株を血液
寒天培地に塗布し37℃で24時間培養し，それぞれの菌株
をTSB液体培地で，37℃ 18時間振盪培養し作製した．

4．菌増殖に対するセリシンの影響の評価
　マイクロタイタープレートの各ウェルにおいて，セリ
シン濃度250 µg/mL のTSB液体培地 200 µLに18時間培養
した菌株の菌懸濁液5µLをそれぞれ加え，37℃で静置培
養し，濁度を吸光度595nm（OD595）で測定した．吸光
度は開始時から3時間までは1時間毎に測定し，その後は
6時間後，9時間後，12時間後，24時間後に測定した．セ
リシンを添加しないTSB液体培地における各株の増殖を
対照とした．

5．バイオフィルムアッセイ
　バイオフィルム形成能の測定は，マイクロプレート
法で行った13)．96ウェルプレートの各ウェルに37℃で
18時間振盪培養した菌懸濁液5µLと2％スクロースを加
えたTSB液体培地200 µLを添加し，37℃で18時間培養し
た．培養上清を破棄し水道水で静かに洗浄した後，ウェ
ルの底面と側面に形成されたバイオフィルムを0.1％ク
リスタルバイオレットで5分間染色し，再度洗浄した
後，95％エタノール200µLを加えて溶解しOD595を測定
し，培地のみの対照ウェルのOD595を減じた値をbiofi lm 

index (BI) とした．

6．バイオフィルムの形態学的観察
　バイオフィルムアッセイでウェル底面に形成されたバ
イオフィルムを5分間染色，洗浄後，顕微鏡（キーエン
ス　オールインワン蛍光顕微鏡）を用いて，位相差観察
と明視野観察を行った．

7．バイオフィルム抑制試験
　マイクロタイタープレートの各ウェルに，セリシン濃
度250 µg/mL，50 µg/mL，10 µg/mL，2 µg/mL，0 µg/mLの 2％
スクロース添加TSB液体培地200µLと菌懸濁液5 µLを加
え，37℃で18時間培養した後，バイオフィルムアッセイ
でBIを測定した．
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8．統計解析
　バイオフィルム抑制試験において測定された吸光度
は，平均値±標準誤差として表した．統計的比較は，滅
菌蒸留水を対照群とし，一元配置分散分析と，それに続
くTukeyの多重比較検定を実施した．菌増殖に対するセ
リシンの影響の評価では，Mann-Whitney U検定を実施
した．統計解析ソフトは，Statcel ver.3 software (OMS,日
本)を使用した．有意水準を0.01とし，p < 0.01を有意差
ありとした．

結果
1．セリシンの抽出
　セリシンは抽出毎にBCA法でタンパク質濃度を測定
した．抽出は3回行い，濃度は１回目10.8 mg/mL，２回
目13.2 mg/mL，３回目14.4 mg/mLであった．

2．SDS-PAGE
　14.4 mg/mLのセリシン溶液5 µL，10 µL，18 µLを 

SDS-PAGEで展開した．分子量はおおよそ30 kDaから
220 kDaに分布しており，連続性のあるスメア状に確認
された（Fig. 2）．

4．菌増殖に対するセリシンの影響
　セリシンを添加していないTSB培地とセリシン濃度
250 µg/mLのTSB培地における増殖性を比較した．菌株 

#4，#5，#7全てにおいて両群で統計学的な有意差は認め
なかった（Fig. 3）．

Figure 2  SDS-PAGE of extracted sericinDigital subtraction
① molecular marker. ② sample 5µL ③ sample 10µL ④ sample 18µL
Sericin was distributed from 30 kDa to 220 kDa like a smear.

3．対象菌株のバイオフィルム形成能
　臨床分離株６株とMRSA標準株１株のバイオフィルム
アッセイを実施した．それぞれのBIは，#1が0.278，#2

が0.858，#3が1.216，#4が1.679，#5が1.423，#6が0.906，
#7（標準株）が1.317であった．#7（標準株）より高い
BIを示した#4，#5，および#7（標準株）の３株を用いて
バイオフィルム抑制試験を行った．

A

C

B

Figure 3  Effect of sericin on growth of MRSA strains in liquid culture.
The growth of MRSA strains in TSB liquid medium with sericin (250 
µg/mL) and without sericin was compared. Turbidity was measured 
over time at OD595. (a) strain #4. (b) strain #5. (c) strain #7. Data are 
presented as means ± standard error and Mann-Whitney’s U test was 
performed. n=3. 

Figure 4  Morphological observation  
(a) Phase contrast microscopy findings (#4). (b) Brightfield 
microscopy fi ndings(#5). Biofi lms were stained with crystal violet and 
observed. 

5．バイオフィルムの形態学的観察
　位相差顕微鏡では菌株 #4のバイオフィルムの構造体
がセリシン濃度250 µg/mLで破壊されていることが観察
された（Fig. 4a）．菌株 #5と#7も同様にセリシン濃度250 

µg/mLでは対照に比べてバイオフィルムの構造体が著明
に減少していた．明視野顕微鏡では，菌株 #5のバイオ
フィルムを染色したクリスタルバイオレットの色素が
著明に減弱した（Fig. 4b）．菌株 #4および #7も同様に，
250 µg/mL，50 µg/mL，10 µg/mLの濃度で減弱すること
が観察された．
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6．バイオフィルム抑制試験
　マイクロタイタープレートでの実験デザインをFig. 5a

に，37℃ 18時間で培養後の菌液をFig. 5bに，形成され
たバイオフィルムを0.1％クリスタルバイオレットで染
色後に95％エタノールで溶解した状態をFig. 5cに，また
各濃度のセリシン溶液中のBIをTable 1に示す．
　菌株#4，#5，＃7のセリシン濃度0 µg/mLのBIに対する
各セリシン濃度でのBIの抑制率（inhibition rate）をそれ
ぞれFig. 5d~fに示す．菌株#4は対照と各濃度間で統計学
的な有意差をみとめ，濃度依存的にバイオフィルム形
成が阻害された(Fig. 5d)．菌株#5は対照と10 µg/mLの間
に有意な差はなかったが，250 µg/mLでは有意に阻害さ
れていた（Fig. 5e）．菌株#7は濃度依存的な阻害効果が
みられ，250 µg/mLでは有意にBIが低下していた（Fig. 

5f）．セリシン濃度250 µg/mLと対照との比較では，菌
株#4が64.3％ (平均値0.412 vs. 1.153, p < 0.01)，菌株#5が
56.1％ (0.466 vs. 1.061, p < 0.01)，菌株#7が74.8％ (0.373 

vs. 1.480, p < 0.01)，平均66.1％ (0.417 vs. 1.231, p < 0.01)

の抑制効果がみられた．

は，抗バイオフィルム作用を有する製品としての開発の
基礎的データとなると考えられる．
　セリシンは，加熱処理，アルカリや酸，尿素を用いる
化学処理などの方法でシルクから抽出されることが知ら
れているが，最も一般的に行われている抽出法は加熱処
理法である．アルカリ，酸，尿素を用いた抽出では化学
的汚染等により透析など追加の精製手順が必要となる．
さらに，尿素による抽出では尿素によってセリシンが加
水分解された結果高い抗菌作用をもつとされ，アルカリ
あるいは酸による抽出ではセリシンが尿素よりも分解さ
れ構造が大きく変化したことで抗菌作用が減弱するとい
う報告 21)があることから，今回は高圧蒸気滅菌法による
セリシンの抽出を試みた．高圧蒸気滅菌法で抽出した
セリシンをSDS-PAGEで展開したところ分子量おおよそ
30-220ｋDaの領域にスメア状に確認された．この結果は，
セリシンは17種類のアミノ酸で構成される水溶性のタン
パク質で，抽出後の分子量は24-250 kDaに分布する12,23）

という過去の報告と合致した．高圧蒸気滅菌法で問題な
くセリシンを抽出できたと判断した．

Figure 5  Biofi lm inhibition test on biofi lm assay  
(a) Experimental design on a 96-well microtiter plate. (b) Culture 
solution incubated at 37℃ for 18h. (c) 95% ethanol solution of stained 
biofi lm with crystal violet. (d~f) Inhibition rate of biofi lm index by 
strain #4, #5, and #7, respectively. Data are presented as means ± 
standard error, and one-way analysis of variance and subsequent 
Tukey’s multiple comparison test were performed. n=3, **p < 0.01.

Table 1. Biofi lm inhibition test 

　セリシンにはアミノ酸としてセリンが31％，グリシン
とアスパラギン酸がそれぞれ19.1％，17.8％と多く，次
いでスレオニン，グルタミン酸など17種類が含有され23)，
多くが親水性アミノ酸残基である（Table 2）．アミノ酸
の立体構造には，アミン基 (-NH2) があり，条件によっ
てプロトン化されアミノ基 (-NH3) に変換され正に荷電
する．親水性アミノ酸残基が多くを占めるセリシンは，
このアミノ酸の立体構造によって抗菌作用をもつと考え
られている21,27)．
　細菌細胞の表面は，水環境中で表面に露出している分
子のカルボキシル基やリン酸基などが解離して負に帯電
している場合が多く，付着表面も水中では負に帯電して

考察
　本研究では，高圧蒸気滅菌法で得られたセリシンが
MRSA株によるバイオフィルム形成を阻害する作用を有
することを明らかにした．今回バイオフィルム抑制効果
がみられたセリシン濃度は，褥瘡の治療に軟膏として用
いた場合には十分達成可能な濃度であり，本研究の結果

Table 2. Amino acid composition of sericin
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