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研究成果の概要（和文）：甲虫の上翅は、外敵から柔らかい組織を保護するための防御機能を有する他、飛翔の
際のバランサーの役割を果たしており、軽量さと頑丈さを併せ持つ材料として、航空機、ロボット等の産業分野
において注目を集めている。本研究では、甲虫上翅の機械特性の向上に関わるドラスティックな表皮構造変化の
分子機構の解明と材料開発への利用を目的としている。甲虫の上翅から同定された表皮タンパク質のアミノ酸配
列による分類と上翅形成過程における遺伝子発現解析を行った。また、甲虫の上翅から同定された表皮タンパク
質のキチン結合能解析とタンパク質を利用した材料作製を行った。

研究成果の概要（英文）：The upper wings of beetles, referred to as elytra, have a defensive function
 to protect soft tissues from foreign enemies and also serve as a balancer during flight. As a 
material having both lightweight and robustness, it is attracting much attention in industrial 
fields such as aircraft and robotics. This study aims to elucidate the molecular mechanisms of 
drastic structural changes involved in improving the mechanical properties of beetle elytra. We 
classified cuticle proteins identified from the beetle elytra by their amino acid sequences and 
analyzed the gene expression during the elytra formation process. We also analyzed the 
chitin-binding ability of the cuticle proteins and prepared materials using the proteins.

研究分野： 生物工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、甲虫上翅の形成過程における構造の変化と、その変化に伴い発現するタンパク質を明らかにした。
その結果、従来知られていなかった新しい表皮タンパク質のグループの存在を見出した。本研究の成果は、キチ
ンとタンパク質のバイオポリマーを利用した軽量・高強度材料の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 航空機、ロボット等の産業分野において軽量かつ優れた機械特性を持つ材料の探索や開発が
求められている。甲虫の上翅は、外敵から柔らかい内部組織を保護するための防御機能を有する
他、飛翔の際のバランサーの役割を果たしており、軽量性と頑丈さを併せ持つ材料として、材料
分野において注目を集めている (Chen et al., Mater Sci Eng C 32, 6113-618 (2012); Zaheri et al., Adv 
Funct Mater, 28, 1803073 (2018))。その構成成分はタンパク質とキチンが約 90％を占めており、無
機成分はほとんど含まれない。羽化した直後の上翅は白色で柔らかく、キチン繊維の配向が不明
瞭な一枚の板状構造を取っている。その後、24 時間ほどのわずかな時間に黒色を帯び、硬化す
る。この時、上翅内部では、上層・裏層が厚くなるのと同時に柱状構造が立ち上がり、空洞部を
有する 3 次元構造が形成する。また、表皮内ではキチン繊維が規則的に配向したマイクロ構造が
形成する。この上翅の急激な構造変化は、表皮細胞から分泌されるキチンとタンパク質の自己組
織化によるものと考えられるが、その分子機構は現在のところ全く不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、甲虫上翅の機械特性の向上に関わるドラスティックな表皮構造変化の分子機構
の解明を目的とした。試験には、年間を通じての飼育が可能で、比較的サイズが大きいことから
外骨格の観察が容易なニホンカブトムシ Trypoxylus dichotomus (胴体部分の長さが約 5 cm)を研究
材料として使用した。近年上翅は軽量かつ強度が高いと考えられえていることから、軽量化複合
材料の設計に向けて、3 次元的構造解析や強度試験がなされており、高強度材料として注目を集
めている。よって、T. dichotomus の多様な硬化部位のうち、上翅の硬化過程で特異的に発現する
タンパク質をターゲットとした。本研究では、T. dichotomus 上翅構成成分及びタンパク質の詳細
解析により、上翅のキチン繊維配向制御に関わるタンパク質の同定、及びタンパク質を用いたキ
チン繊維の配向制御プロセスの開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）上翅表皮の構造変化の解析と成分分析 
 T. dichotomus の生体は特定の専門業者から幼虫を購入することで、比較的遺伝子系統の近い個
体を実験に使用した。幼虫は 1 個体ずつボトルに分け、使用時までは 10°Cで保管し、実験に使
用する際は 28°C の環境で飼育した。羽化後、経過時間の異なる生体 (0-192 時間)からそれぞれ
上翅を分離し、断面を光学顕微鏡及び走査型電子顕微鏡 (SEM)を用いて観察した。また、成分分
析には、分離・超音波洗浄を施した上翅を使用し、脂質含量、タンパク質含量、及びキチン含量
を測定した。 
 
（２）上翅表皮からのタンパク質の分離と同定 
 上翅からのタンパク質の分離には 1％ SDS 溶液を用いた。羽化後経過時間の異なる上司から
タンパク質を抽出し、SDS-PAGE によりタンパク質プロファイルの比較を行った。さらに、効果
前後の上翅から抽出したタンパク質を nano HPLC-MS/MS を用いて同定した。同定には、当研究
室で取得した T. dichotomus のドラフトゲノム配列を用いた。硬化前後の上翅に存在するタンパ
ク質を比較することで、キチン繊維配向制御に関わる表皮タンパク質を特定した。 
 
（３）タンパク質の機能解析 
 上記（２）で同定したタンパク質群の機能解析を in vivo 及び in vitro で行った。タンパク質の
キチン結合能の解析に向け、大腸菌を用いた組み換え発現系により、（２）で同定したタンパク
質群の組み換えタンパク質を調製した。調製したタンパク質及びキチンビーズまたはキチン粉
末を混合した。遠心回収したキチンビーズまたはキチン粉末から 1％ SDS 溶液でタンパク質を
抽出し、SDS-PAGE により結合能を評価した。 
 
（４）キチン/タンパク質構造材料の作製 
 高分散性のキチンナノ結晶を用いて、フィルム状材料の作製を行った。キチンナノ結晶は溶液
中で液晶挙動を示し、一定の配向性を有する。組み換えタンパク質添加の有無による材料構造へ
与える影響を SEM 観察により評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）上翅表皮の構造変化の解析と成分分析 
羽化後 0 時間、96 時間、及び 192 時間経過した上翅の SEM 観察を行った (図１A-F)。完全に

成熟した T. dichotomus 上翅は、上下 2 層の表皮が存在し、その間に支柱 (Trabecula：Tr)を形成



する。さらに、成熟した上翅表層 (EDC)は外原表皮 (Exo)及び内原表皮 (Endo)に大別される。成
熟過程に伴った構造解析により、外原表皮は硬化前後で変化せず、内原表皮の層数が成熟に伴っ
て増加する様子が確認された (図 1D-F)。また、羽化後 96 時間及び 192 時間経過後の上翅にお
いて全体の厚みが変化しなかったことから、支柱の伸長による上翅 2 層構造の形成が羽化後 96
時間経過時点までに完了することが示唆された。また、上翅成分分析の結果、成熟過程を通して、
タンパク質の含有量はほとんど一定であり、成分比のみが変化している様子が確認された (図１
H)。また、キチン含量は成熟に伴って増加したことから、上翅に存在する表皮細胞及び体液循環
によってキチン等の表皮材料が供給されていることが示唆された。 

 
 
（２）上翅表皮からのタンパク質の分離と同定 
 上翅硬化過程各段階の上翅に含まれるタンパク
質を可溶化し、タンパク質電気泳動を行った。その
結果、時間経過に伴って存在量が減少するタンパク
質 (図２白矢印)と、反対に増加するタンパク質の
バンドが確認された (図２黒矢印)。存在量が減少
したタンパク質については、硬化過程においてキチ
ン繊維と強固に架橋することが考えられた。また、
羽化直後および羽化後 8 日目の上翅に存在するタ
ンパク質を同定した。その結果、羽化直後の上翅か
らは 25 種類、羽化後 8 日目の上翅から 16 種類の
表皮タンパク質が同定された。そのうち、10 種類
が両段階の上翅から同じく同定されたが、それ以外
のタンパク質は各段階に特異的であった。表皮タン
パク質は、表皮に存在する一群のタンパク質の総称
であり、広く研究がなされている。その中で、表皮
タンパク質のノックダウンが上翅構造に影響を与
えたことが確認されており、上翅構造制御において
重要な役割を持つことが示唆されている。よって、
本研究において同定された合計 31 種類の表皮タン
パク質の詳細解析を行ったところ、同定された表皮
タンパク質中に特徴的なアミノ酸配列が存在する
ことが明らかとなった (図３)。羽化直後の未硬化上
翅のみから同定された表皮タンパク質群において
は、Gly に富んだアミノ酸配列が存在した。また、
硬化前後の両段階の上翅から同定されたタンパク
質群には Ala-Ala-Pro の反復配列が確認された。こ
れらの配列領域は表皮タンパク質の持つキチン結
合モチーフの前後領域に存在した。これらの配列的
特徴が、表皮の硬化及び構造形成に関与することが
考えられる。さらに、Gly に富んだ表皮タンパク質
群 (グループ 1)及び Ala-Ala-Pro の反復配列を有す
る表皮タンパク質群 (グループ 2)において、発現パ

H 

図１ 上翅断面の SEM 観察画像(A-F)及び上翅構成成分の変化(H)。(A, D)羽化直後、

(B, E)羽化後 96 時間、(C, F)羽化後 192 時間。Elytra は上翅全体の乾燥重量を示す。

(Murata et al., Acta Biomater, 140, 467-480 (2022)) 

図２ 羽化後 0 時間から 192 時間における

タンパク質プロファイルの変化。(Murata et 
al., Acta Biomater, 140, 467-480 (2022)) 

図３ 硬化前後の上翅から同定された表皮

タンパク質の配列的特徴。(Murata et al., Acta 
Biomater, 140, 467-480 (2022)) 



ターンが異なることを明らかにした。 
 さらに、上翅形成過程における表皮タンパク質遺伝子の発現挙動解析を行った。蛹化後 10 日
目、12 日目、及び羽化後 0 日目、1 日目、4 日目、8 日目の上翅より RNA を抽出し、解析を行っ
た。その結果、上翅成熟過程における発現パターンに基づき 3 グループに分類可能であることが
示された。これらの結果は、上述のプロテオミクスの結果と相関が見られ、それぞれが上翅の異
なる形成段階において発現し、異なる部位や構造の形成に寄与していることが示唆された。 
 
（３）タンパク質の機能解析 
 グループ 1 及び 2 それぞれにおいて最も高発現なタンパク質について、大腸菌を用いた系に
より組み換えタンパク質を調製した。これらのタンパク質、及びキチンビーズもしくはコロイド
状キチンを用いてそれぞれのリコンビナント表皮タンパク質のキチン結合能の評価を行った。
比較として、バクテリア由来のキチン結合ドメインを用いてキチン結合試験を行ったところ、リ
コンビナント表皮タンパク質において、同等以上のキチン結合能が示された。本検討によって、
甲虫表皮タンパク質のキチンへの結合能が示された。 
 
（４）キチン/タンパク質構造材料の作製 
 高分散性のキチンナノ結晶を調製し、透過型電子顕微鏡 (TEM)で観察したところ、棒状形態
を持つことが確認された。次に、キチンナノ結晶を用いてフィルム状材料の作製を行った。その
断面を SEM によって観察したところ、甲虫表皮と同様な層状構造をなしている様子が確認され、
キチンナノ結晶を用いた微細構造を持つキチン材料の作製に成功した。さらに、キチンナノ結晶
及びリコンビナント表皮タンパク質を混合することによって、キチン/タンパク質構造材料を作
製した。 
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