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研究成果の概要（和文）： 本研究では、生物が結晶形の異なるキチンを作り分ける仕組みの解明
へ向け、様々な天然キチン試料の構造解析とキチン合成生物の培養を進めた。Phaeocystis の大
量培養で得た高晶性αキチンは、構造解析に有効な極めて高精度な X 線回折像と C13固体 NMR ス
ペクトルを与えた。ハオリムシ棲管に関する形態と構造解析により、βキチンの水和構造および
棲管内のキチンの三次元構築を明らかにすることができ、生合成機構に関する重要な知見を得た。
一方、ヤムシ類のキチン合成酵素遺伝子の部分配列の取得に成功した。 
 

研究成果の概要（英文）： In the research, various chitin samples were collected and their structural 

analysis was achieved to understand a mechanism for biosynthesis of natural chitin polymorphs. Highly 

crystalline -chitin obtained by mass cultivation of Phaeocystis enabled highly precise analysis of X-ray 

diffraction as well as solid-state NMR. The results lead to precise determination of -chitin unit cell. 

However, several minor signals which cannot be explained by the published model, suggesting possibility 

of larger unit cell. X-ray diffraction and electron microscopy analyses of crystalline -chitin in tubes 

Lamellibrachia revealed that the microfibrils have a three dimensional orientation in the tube wall. This 

alignment can be ascribed to possible biosynthetic mechanism of this chitin, i.e. chitin-synthesizing 

enzymes travelling one-way, consistent with the motion of the worm body in the tube. The crystal 

transition between the dihydrate and anhydrous forms of -chitin was also monitored by synchrotron 

X-ray diffraction under controlled relative humidity, the results revealed the crystal transition between the 

dihydrate and anhydrous forms was shown to take place reversibly through an intermediate structure, the 

monohydrate form, showing a large hysteresis. 
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１．研究開始当初の背景 

 地球上におけるキチンの年間の生合成量

は1 x 109トンとも、セルロースに匹敵する1 x 

1011トンとも推定されている。現在、地球規

模で利用可能なキチンは毎年、数十万トンと

見積もられているが、実際の利用は数千トン

以内である。一方、キチンと構造的に類似し

た天然多糖であるセルロースは、木材、紙、

繊維として多方面に大量に使用され続けて

いる。しかし近年、キチンやキトサンにセル

ロースにはない性質がいくつも発見され、医

療、化粧品、食品、農業分野で次々にキチン

やキトサンを含む新商品が市場に出回るよ

うになり、それに伴ってキチンの生産量も増

加傾向にある。これらキチンの新規利用の背

景は抗菌作用や生体適合性など、セルロース

には見られない生理活性が発見されている

ためである。加えて、天然キチン結晶多形の

一つであるβキチンでは、キチン単分子鎖シ

ート間に、各種の低分子物質を取り込んで層

間化合物を作る現象が研究されており、キチ

ン特有の結晶構造を基盤とした新規材料開発

の期待も高い（Noishiki et al, Biomacromol. 
2003, 2004など）。このように地球に残され

た最後のバイオマス資源としてキチンの有

効利用に関するポテンシャルは今後ますま

す大きくなると予想される。そしてキチンの

新規材料としての可能性を模索するために

は、材料としての基盤となる天然キチンの構

造と生合成機構を明らかにしておく必要が

ある。 

 天然キチンの結晶構造に関して、X 線や電
子顕微鏡および固体 NMR による構造解析が行
なわれてきた。現在、天然キチンにはαとβ
キチンの 2 種の結晶多形が報告され、αキチ
ンは N アセチルグルコサミン鎖の分子鎖がそ
の極性を交互に配列した結晶形態（逆平行鎖）、

βキチンではミクロフィブリル内でキチン分
子鎖の方向が揃った結晶（平行鎖）であるこ
とが提案されている。逆平行鎖であるαキチ
ンは、生産量と利用面で最多量である甲殻類
や昆虫類により合成される。一方、天然セル
ロースは例外無く平行鎖構造（セルロース I）
で生合成される。αキチンが逆平行鎖のミク
ロフィブリルとしてどのような機構で生物が
生合成するのか大きな謎である。 
 天然セルロースの生合成の場合、細胞膜上
のセルロース合成酵素の集合体（ターミナル
コンプレックス＝TC と呼ばれる）がグルカン
鎖を同時に合成・結晶化することが明らかに
されている (Kimura et al., Plant Cell, 11, 
2075, 1999； Kimura et al., J. Bacteriology, 
183, 5668, 2001)。TC からのグルカン鎖の分
泌は一方向にのみ起こるので、形成されたセ
ルロースミクロフィブリル内の分子鎖の配向
の極性が揃っている（平行鎖）ことは考え易
い（図１）。しかし、逆平行鎖で結晶化するα
キチンミクロフィブリルの合成の機構に関し
て、そのメカニズムは全く不明である。 

 αキチンの生合成機構として二つの仮説が
考えられる。一つは天然セルロースの仕組み
と同様に TC が関与するが TC は分子鎖方向の
異なるキチン鎖を同時に合成する説、もう一
つは細胞内の分泌小胞内で合成されたキチン
鎖が細胞外へ分泌される際に熱力学的に安定
な逆平行鎖として結晶化する説である。しか
しこれまで、キチン合成生物の TC は報告され
ておらず、細胞内のキチン分泌小胞の存在も
確認されていない（図 2）。 
 
２．研究の目的 

 天然キチンの生合成機構の研究が困難な理
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キチンにはα、βの２種の結晶タイプが知られてお

り、最多量に存在するのは逆平行鎖タイプであるαキ

チンである。逆平行鎖のミクロフィブリルが生合成さ

れるためには、折りたたみ構造もしくはグルカン鎖が

交互に逆向きに結晶化する必要がある。両者の生合成

の仮説としてβキチンはセルロースの場合と同様な

合成酵素の集合体が、αキチンの場合は非晶状態で蓄

積されたキチン分子が分泌時に結晶化するといった

“紡糸”のような機構が提案されている。 



由の一つは、有効なモデル生物が確立されて
いないことである。これまで、天然キチンの
結晶構造に主眼においた研究では、入手し易
く結晶性の高いキチンを生産する生物を用い
て進められたてきたが、それらの多くはキチ
ン生合成の研究モデルとしては適していなか
った。一方、酵母のようにキチン生合成に関
与する酵素および遺伝子解析が進んでいるも
のもでは、合成するキチンの結晶性が低いた
め構造解析試料としては適していなかった。 
 しかし最近、高結晶性キチンを合成する生
物の新たな発見、キチン合成生物の培養法の
確立、ゲノム情報の蓄積などの研究基盤が整
備されつつあり、結晶構造解析と生合成研究
を両立可能なキチン合成生物がいくつか提案
されている。 
 
 

  
 そこで、本研究では以下の課題に関する研
究を遂行した。 
（１）これまで研究されてきたものを含め、
入手可能な天然キチンの網羅的な採集とこれ
らの構造を最新技術により解析し（結晶型と
ミクロフィブリル形態）、天然キチン構造の
構造データを整理する。 
（２）構造的に重要なキチンを合成する生物
に関して組織化学手法を用いてキチン合成部
位の解析を進めると同時に遺伝子情報を収集
し、キチン結晶多形の生合成機構の研究基盤
を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）天然キチン試料の収集。表１に示した
キチン合成生物の採集や培養を行い、結晶形
の異なるキチン試料を単離・精製した。 
（２）各種天然キチン試料に関して、回折（Ｘ
線、電子線、放射光）および固体NMR、FTIR
を使用してそれらの結晶構造や分子鎖のコ
ンフォメーションに関する情報を整理した。 
（３）ハオリムシ等のキチン性組織を光学・
電子顕微鏡を使用して内部構造を観察し、キ
チンミクロフィブリルの分布や存在状態を
解析した。 
（４）ヤムシ類で室内飼育が可能なカエデイ
ソヤムシ（学名）を試料にRACE法によるキチ

ン合成遺伝子のクローニングを進めた。 
 
 
４．研究成果 
（１）天然キチン試料の収集 
海産性の微細植物プランクトン Phaeocystis 
globosa（NIES 1396、国立環境研究所より分
譲）の大量培養システムを構築し、高結晶性
のαキチンミクロフィブリルの収集に成功し
た。また独立行政法人海洋研究開発機構
（JAMSTEC）の協力により、高結晶性βキチン
を合成するサツマハオリムシの採集に成功し
た。既に培養系の確立している珪藻（βキチ
ン）やイソヤムシ（αキチン）に関しても室
内培養により高結晶性キチン試料を収集した。 
（２）αキチンの構造解析 
 ① αキチンの結晶構造は甲殻類の腱を試
料として報告されているが、水素結合の位置
など議論されている(Minke & Blackwell, J. 
Mol. Biol.,120, 167, 1978）。本研究ではズ
ワイガニ(Chionoecetes sp.）の腱由来のαキ
チンに関してシン
クロトロン放射光
を用い、100K と
300K の温度条件に
て高分解能 X線回
折像を撮影、構造精
密化を行なった。そ
の結果、αキチン中
の Nアセチルグル
コサミン残基の
C6-O6 間の水素結
合の配座に関する
情報を含む構造情
報を精密化でき、α
キチンの結晶に関
する新たな知見が
得ることができた。  
  
 ② Phaeocystis が生産するαキチンは結
晶性が高く分散性に優れるため、構造解析の
ための試料として有望である。本研究で大量
培養により収集した Phaeocystisのαキチン

生物種 分類 部位 結晶型 結晶性 遺伝子情報 培養

出芽酵母 菌類 細胞壁 不明 低 全ゲノム 可能

糸状菌 菌類 細胞壁 不明 低 全ゲノム 可能

Phaeocystis ハプト藻 分泌多糖 α 高 不明 可能

Thalassiosira 珪藻 条棘 β 高 全ゲノム 可能

ヤムシ 毛顎動物 顎毛 α 高 部分ESTs 可能

ハオリムシ 環形動物 棲管 β 高 不明 -

ガザミ 甲殻類 外皮 α 中 部分ESTｓ 種苗

カイコ 昆虫類 外皮 α 中 全ゲノム 可能

ヤリイカ 軟体動物 嘴

軟甲

α 

β 

低

低

不明 -
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表１ 代表的なキチン合成生物と天然キチンの結晶形態  

（αキチン） 

（αキチン） 

（βキチン） 

図３ 天然キチンの X 線
ディフラクトメトリー 

  

図４ Phaeocystis の合成するαキチンの横断面（黒
く見える構造）の高分解能電子顕微鏡像（挿入図） 

  



の粉末 X 線回折を行った結果、これまで知ら
れていた天然αキチンに比べ、極めてシャー
プな回折スペクトルを示すことがわかった
（図３）。そこで Phaeocystis のαキチンをシ
ンクロトロン高輝度 X 線回折および C13 固体
NMR 法により解析を進めた結果、従来のαキ
チンモデル試料（甲殻類キチン）では分離で
きなかった新規なX線回折スポットおよびC13

固体 NMR スペクトルの存在を明らかにできた。
特に C13固体 NMR の結果は、Phaeocystis のα
キチンの結晶構造が既報の単位格子には当て
はまらない可能性を示唆するものであった。 
また Phaeocystis のαキチンは高分解能電子
顕微鏡による形態観察にも適し、ミクロフィ
ブリルの横断面の格子像撮影に成功した。α
キチン結晶の横断面は変形した六角形である
ことが本研究により明らかとなった（図 4）。 
今後 Phaeocystis のαキチンの構造解析を進
めることによるαキチンの結晶構造の完全精
密化および培養可能であることからキチン合
成遺伝子の解析が期待される。 
（３）βキチンの構造解析 
 ① サツマハオリムシは自然界で最も高結
晶性なβキチンを合成する生物である。βキ
チンが含まれる棲管に対してその横断面方向
から X 線を入射し回折図を撮影した結果、棲
管内でβキチンミクロフィブリルが棲管の長
軸方向に平行に堆積していること、そして全

てのミクロフィブリルの極性が揃っているこ
とが回折図の解析によりわかった。すなわち、
棲管内でキチンミクロフィブリルの還元末端
は全て棲管先端を向いていた（図５）。同じ平
行鎖である天然セルロースにおいて、このよ
うな組織を形成する例は知られていない。ミ
クロフィブリルの配向が三次元的に制御され
る機構と同時に材料としての興味が持たれる。 
 ② βキチンはキチン単分子鎖シート間に
低分子物質を取り込み層間化合物を形成する。
採集後、未乾燥状態を維持しながらハオリム
シ棲管の X 線回折を行うことによりβキチン
が２水和物、すなわち N アセチルグルコサミ
ン残基あたり２分子の水を含む形態で生合成
されることが証明された。また同試料の配向
試料を作製し、水和状態を維持したまま高分
解能 X 線回折像を撮影することに成功し、現
在、これまで解析困難であったβキチン水和
物の精密解析へ向け、構造解析を進めている。 

 

  

 ③ 水和構造を形成する多糖類は多く知ら
れているが結晶転移の過程不明な点が多い。
βキチンも水和物から無水物へ可逆的に結晶
変異する。ハオリムシβキチンの高結晶性と
配向試料の作製が容易である点に着目し、β
キチンの水和による結晶転移の解析を行なっ
た。相対湿度を変化させながら連続的に X 線
回折像を撮影し解析した結果、βキチン２水
和物から無水物への移行は相対湿度 30%から
始まりその後の乾燥過程で無水物へ移行する
が、無水物から水和物へ移行は相対湿度 70%
から始まるもの相対湿度 100％においても 1
水和物の構造のまま維持され、水へ浸漬する
と２水和物へ完全の移行することがわかった。
すなわち、βキチンの水和は可逆的であるが、

0.1  m

Ａ

Ｂ

Ｃ

0.1  m0.1 m

Ａ

Ｂ
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図５ サツマハオリムシ棲管のβキチン 

棲管（Ａ）の内部でキチンミクロフィブリルは長軸に
平行に堆積している（Ｂ）。棲管内の全てのβキチンの
還元末端は管の先端に揃っていることがX線回折によ

り示された（C）。  

図６ βキチンの単位格子と格子体積の変化 

水和物からの乾燥過程（●）、無水物からの水和過程 

(□)。完全な二水和物へは水浸漬を必要とする（△）。

結晶転移が生じる領域を点線で示した。 

 



移行過程（１水和物）を経由して大きなヒス
テリシスを示しながら転移することを明らか
にした（図６）。 
（４）高結晶性αキチンを合成する遺伝子を
明らかにするため、カエデイソヤムシと
Phaeocystis を対象に遺伝子クローニングを
進めた。イソヤムシでは、既知のキチン合成
遺伝子と高い相同性を持つ遺伝子断片を 3 種
発見した。相同性解析の結果、ヤムシのキチ
ン合成遺伝子は節足動物類や線虫類に高い相
同性を有すること、すなわち前口動物に類縁
である可能性が示唆された。キチン合成遺伝
子の生物多様性、いまだ分類群が議論されて
いるヤムシ類の系統を考える上で興味深い知
見が得られた。 
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