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1. 序論  
 

1.1. 構造多糖類  

およそあらゆる生物は、その生態に適した形態を形成、維持するために体内外に剛直な

構造体、いわゆる骨格を有する。脊椎動物の場合では、リン酸カルシウム等から成る骨組織を

中心とした内骨格を有するが、動物界最大の分類群である節足動物門ではキチン質の外骨格、

高等植物や藻類、真菌類では細胞壁というように、脊椎動物門以外の生物は多糖類を含む骨格

構造を有する場合が多い。これらの構造体の主成分である多糖は構造多糖類と呼ばれ、アミロ

ースやグリコーゲンのような貯蔵多糖とは区別される。その中でもセルロースやキチンといっ

た結晶性多糖類は骨格構造に求められる生物体を支持し保護する機能を担うため、強度や熱安

定性などの面で優れた機械的特性を有する。また、生体内における構造多糖は単独で強度を発

現するのではなく、多くの場合にタンパク質やその他の生体高分子、また無機塩と高度に複合

化することで、巨視的な骨格組織として機能を発現している。 

 構造多糖類は、その優れた特性のために古くから材料としての利用がなされてきた。特

にセルロースは、樹木細胞壁の主成分として蓄積量が非常に豊富で、また容易に入手すること

が可能であるため利用可能性が極めて高い資源であり、樹木そのものは建材として、また精製、

加工の工程を経ることで紙、繊維として広く利用されている。材料としての利用が盛んになさ

れていく中で、物性発現機構の解明、また新たな用途の探索などを目的に、セルロースの構造

や物性についての基礎的研究、またその物性の改質についての研究が行なわれてきた。そのよ

うなセルロースについての研究によって、セルロースの構造と物性について以下のような知見

が得られている。まず X 線回折実験により、天然のセルロースが空間的周期を持って分子が配

列した分子結晶であること、その結晶中では高分子量の伸びきり分子鎖が疎水的相互作用と水

素結合によって安定化されていることが明らかとなった（Gardner & Blackwell, 1974; Meyer & 

Mark, 1928; Meyer & Misch, 1937; Nishiykawa & Ono, 1913; Nishiyama et al., 2002, 2003）。さらにそ

の結晶には分子鎖の配列様式の違いによって、天然に二種類の結晶形が存在すること(Atalla & 

Vanderhart, 1984; Sugiyama et al., 1991)、また化学的、あるいは熱力学的処理によってその結晶構

造が別のいくつかの安定な結晶構造に転移しうることが示された（Kolpak & Blackwell, 1976; 

Langan et al., 1999; Sarko & Muggli, 1974; Stipanovic & Sarko, 1976; Wada et al., 2004）。この天然セ

ルロースの分子結晶は微視的にはミクロフィブリルと呼ばれる、太さ数~数十 nm、長さ数 μm

程度の繊維として存在しており、ミクロフィブリル中での分子鎖の充填様式、あるいはより高

次のミクロフィブリル同士、またキシランなどのヘミセルロースのような他の基質との凝集状

態も報告がなされている（Hayashi et al., 1987; Helbert et al., 1998a, b; Matthews et al, 2006; Preston 
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et al., 1948; Sugiyama et al., 1985, 1986; Whitney et al., 1999）。また、これらのセルロース結晶多形

の機械的強度を始めとした種々の物性が、X線回折を中心とした実験的解析と、理論計算手法の

双方を用いて報告されている（Bergenstrahle et al., 2007; Dri et al., 2013; Hori & Wada, 2006; 

Iwamoto et al., 2009; Mazeau, 2011; Mazeau & Heux, 2003; Nishino et al., 1995; Sakurada et al., 1962; 

Tanaka & Iwata, 2006; Wada, 2002; Wada et al., 2010; Wohlert et al., 2012）。 

 これに対して、キチンや β-1,3 グルカンといったその他の構造多糖では、資源の存在量

や入手の困難さなどの問題からセルロースほどには産業的利用はなされておらず、構造や物性

についての知見の蓄積はセルロースに比べると不足している。 

 

1.2. キチン  

キチンはセルロースに次いで豊富に存在する構造多糖である。キチンは 19 世紀初頭に

西洋キノコのアルカリ不溶成分として初めて見出され、その後 1823 年にフランスの Odier によ

って昆虫の外皮から抽出され chitineと命名された（後に Childrenによって chitinと英訳される）

（Khoushab, 2010）。この物質は、菌類の細胞壁、昆虫類の外皮をはじめとした節足動物の外骨

格、貝殻の殻皮、植物プランクトンの棘条の構成成分として地球上に広く分布している。セル

ロースと同様、再生産可能な生物資源、バイオマスの一つであり、その年間の再生産量は 5.1×106

トン程度と見積もられているが、大部分が陸上植物中に存在しているセルロースに対して、海

洋性生物による生産が中心的なキチンについては生産量の正確な把握は困難である（Shahidi et 

al., 1999）。含窒素有機物である点、また海洋生物によって盛んに生産、代謝される点から、深海

も含む海洋生態系の物質循環において極めて重要な役割を果たすものと考えられる（Khoushab, 

2010）。一方で、産業的利用に目を向けると、資源の確保が比較的難しいため利用量は限定的で

あるが、食品残渣として得られるカニ殻、エビ殻を主な供給源として、キチンそのもの、ある

いはその誘導体であるキトサンが食品添加物や医用材料、あるいは抗菌材料として用いられて

いる（Rinaudo, 2006）。 

化学的には、キチンは N−アセチル−D−グルコサミン（GlcNAc）が β−1,4 グリコシド結

合によって重合した直鎖状の高分子であり（図 1−1a）、これは D−グルコースが β−1,4 グリコシ

ド結合したセルロースの一次構造と非常に類似している（図 1−1b）。生体内ではキチンのアセト

アミド基は部分的に脱アセチル化している場合が多く、高度に脱アセチル化されたものはキチ

ンと区別してキトサンと呼ばれる（図 1−1c）。他の天然高分子と同様に、生物的起源の違いによ

ってこの化学構造には多様性があることが知られている。たとえば、重合度は甲殻類では 3.0×103

程度と見積もられるが、知られている中で最も高重合度のハオリムシ由来のキチンは少なくと

も 1.0×104の重合度である（Kauss et al., 1989; Ogawa, Unpublished data）。脱アセチル化度につい
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てもその多様性は大きく、菌類では 80%程度と高いが、海洋性植物プランクトンの棘条、ハオ

リムシ棲管や毛顎動物の顎毛に由来するキチンでは脱アセチル化はほぼ起こっていないと考え

られている（Heux et al., 2000）。 

 

1.3. キチンの固体構造  

同じ β−1,4グリコシド結合で形成された直鎖状多糖であるセルロースのように、キチンも

天然に分子鎖が空間的規則性を持って配列した結晶状態で産出されることが知られている。よ

り高次の凝集状態もセルロースと似通っており、ミクロフィブリルと呼ばれる繊維状結晶がタ

ンパク質や多糖と複合化されることで、真菌類の細胞壁や節足動物のクチクラ層を形成してい

る。 

キチン結晶の固体構造解析については、昆虫や甲殻類の外皮（クチクラ層）を用いた X

線回折実験の報告は 1920年代からあるが（Gonell, 1926; Meyer & Pankow, 1935）、1950年に Lotmer

と Picken によってイカの腱が昆虫や甲殻類由来のキチンと異なる回折パターンを与えることが

報告され、天然に結晶多形が存在することが明らかとなった（Lotmer & Picken, 1950）。珪藻の棘

条由来の試料が chitanと呼ばれるなど一時的に用語の不統一が見られたが、現在ではキチンの結

晶多形は X線回折パターンを元に Rudallによって整理されたように呼称されている（McLacklan 

et al., 1965; Rudall 1963）。すなわち、真菌類の細胞壁、節足動物の外皮等から得られるキチン結

晶を α−キチン、イカの腱、珪藻の棘条、ハオリムシの棲管、また貝の殻皮等から得られるもの

を β-キチンと区別する。Rudall らによって第三の結晶形である γ−キチンがイカや一部の昆虫の

囲食膜や甲虫の繭中に存在することが示され、結晶構造についての予測も行なわれたが、現在

までのところそれに続く詳細な構造解析の報告はなく、その存在は疑問視されている（Rudall, 

1963; Jang et al., 2004）。 

 

1.3.1. α−キチンの結晶構造  

節足動物のクチクラ層や真菌類の細胞壁で見出される主要な結晶形である α−キチンの

結晶構造解析は、Gonell（1926）や Meyerと Pankow（1937）によって 1920年代から行なわれお

り、この時点で比較的現在に近い形の分子モデルが提案されていた。より近代的な構造解析は

Fig. 1−1 Chemical structures of (a) chitin, (b) cellulose, and (c) chitosan. 
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1957 年に Carlström によって行なわれた

（Carlström, 1957）。ロブスターの腱を用い

た X線繊維回折実験を行い、その強度デー

タに基づく詳細な構造解析を行い、分子構

造を提案した。Carlströmの結晶構造モデル

は、斜方晶系の単位格子に還元末端の向き

の異なる分子鎖が二本充填された構造（逆

平行鎖構造）であり、空間群は P212121であ

った。この構造モデルの特徴は現在広く認

められているモデルのものと一致している。

その後、Minkeと Blackwell（1978）はロブ

スターの腱を用いて、再度 α−キチンの X

線回折による構造解析を行なった。単位格

子や主鎖の基本的な配列様式は Carlström

の構造と概ね一致していたが、一級水酸基

の配座が、Carlström の構造では gt（O6 の

配座が O5 に対して gauche 位、C4 に対して trans 位）の一通りであったが、このモデルでは gg

（O5と C4に対して共に gauche）と gtが 50:50の確率で統計的に配置されている。これにより、

この構造中では全ての水酸基が水素結合に関与することになるため、Carlström の構造モデルと

赤外分光法の結果との齟齬を解消する信頼性の高いモデルであると言えた。 

2009 年には、Sikorski ら（2009）が高輝度のシンクロトロン放射光 X 線を線源として、

ズワイガニの腱を試料として用いた X 線構造解析を行なった。このモデルにおいても単位格子

や分子鎖の配列様式は Carlströmのモデルとほぼ同一である。一級水酸基には統計的に配座を振

り分けたモデルが採用されているが、強度データから得られる構造因子の差フーリエ合成によ

って直接的に一級水酸基の配座を決定した点で、モデルとしての信頼性がより高い。このモデ

ルが現在までに報告されたものの中では最有力の α−キチンの構造モデルである（図 1−2）。この

構造中では、結晶の a 軸方向にグルコピラノース環が疎水的相互作用によって堆積した分子シ

ート構造を有しており、分子シート内、またシート構造同士が水素結合で安定化されている。 

しかしながらこの構造モデルについても、分光学的な知見と不一致が見られるなど依然

として問題がある。α−キチンの赤外分光スペクトルにおいては、C=O伸縮振動（amide I）は doublet

として観測され、2通りの振動様式が存在することが示唆されている（Pearson et al., 1960）。し

かし Sikorski の構造モデル中で許容される C=O 伸縮振動は一種類であることが予測される。ま

Fig. 1−2 Crystal structure of α−chitin proposed by 

Sikorski et al. (2009) 
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たカニの腱を用いた α−キチンの固体 13C 核磁気共鳴（NMR）スペクトルでは、各炭素に帰属さ

れるピーク数は一つであるもののピーク形状が左右非対称であり、結晶の対称性がより低い可

能性があることを示唆している（Tanner et al., 1992; Kameda et al., 2005）。加えて、逆平行鎖構造

の繊維結晶を生合成する機構についてもこれまでのところ説明はなされていない。キチン合成

酵素としては非還元末端で分子鎖伸長反応を行なうものしか知られておらず、逆平行鎖構造の

結晶をセルロースのように連続的な重合−結晶化の過程で産出することは不可能である。α−キチ

ンミクロフィブリルが一定の形状的均一性を有することを考えると、セルロース合成酵素複合

体のような分子鎖重合と結晶化を同時に制御する合成装置の関与が予想されるが、産出された

高分子量の分子鎖がただちには凝集、不溶化せず、その後合成装置に再度取り込まれて結晶化

する、という機構は想像し難い。真菌類のキチン生合成については、キチン合成酵素を含む

Chitosome と呼ばれる細胞膜結合性の小胞によって α−キチンが生合成される仕組みが見出され

ているが、ミクロフィブリルの形状が制御されえない機構であるため、形状的均一性を有する

節足動物などの α−キチンの生合成様式とは異なるものと考えられる（Ruiz-Herrera et al., 1974; 

Bracker et al., 1976; Siemieniewicz et al., 2007）。以上に示した分光学的知見との齟齬と、生合成機

構に関する疑問から、α−キチンの結晶構造モデルには再検討の必要があると言える。 

 α−キチンは天然に産出される以外にも、低分子量のキチン分子の再結晶化や、β−キチン

の高濃度アルカリ処理によっても得ることが出来る（Helbert et al., 1998c; Persson et al., 1992; 

Noishiki et al., 2003; Sakamoto et al., 2000）。もう一つの結晶形である β−キチンに比べて化学的に

安定であると考えられており、後述する β−キチンのような高い結晶性錯体形成能は有さないが、

ヒドラジンや低分子量のアルキルジアミンと錯体結晶を形成する（Noishiki et al., 2005）。 

 

1.3.2. β−キチンの結晶構造  

β−キチンは前述の通り、Lotmerと Picken（1950）により見出された。イカの腱を用いて

Dweltzら（1968）によって X線構造解析が行なわれていたが、Blackwellらのグループは珪藻由

来、あるいはハオリムシ由来の高結晶性 β−キチンを用いることで解析精度を向上させた。Dweltz

らの報告の中で β−キチンの結晶格子中に水分子が含まれることがすでに示唆されていたが、

Blackwell は試料の乾燥、湿潤などの調製条件によって繊維回折図形の赤道の回折が不連続な値

をとることを見出し、格子中に全く水分子を含まない無水型結晶と水を含む水和型結晶が存在す

ることを示した（Blackwell, 1969）。また同時に、結晶格子中に含有する水分子の量によって少

なくとも二種類の水和型結晶が存在することが報告された。その後、Gardner と Blackwell はハ

オリムシ棲管由来の試料から得た無水型 β−キチンの X線回折強度データを元に、構造精密化を

行なった（Gardner & Blackwell, 1975）。これによると無水型 β−キチンの単位格子は分子鎖を一本
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含んだ単斜晶系で、分子鎖の還元末端の向きは結晶内では揃っている（平行鎖構造）。またこの

結晶はセルロース結晶多形のように空間群は P21に属しており、結晶の繊維軸方向にのみ二回ら

せんの対称性を有している。 

この構造モデルは近年まで妥当性の高く有力なモデルとされてきたが、最近になって

Nishiyamaら（2011）は、一連のセルロース結晶多形の精密構造解析において Langanと Nishiyama

によって開発された構造解析手法を用いることで、構造モデルの信頼性を飛躍的に向上させた

（Langan et al., 1999; Nishiyama et al., 2002, 2003）。具体的には高結晶性試料と高輝度 X線と中性

子線を用いた高分解能の強度データの取得と、バックグラウンド強度の適切な評価によって、精

度の高い回折強度情報を用いること、そしてその強度情報に基づいて直接法による構造解析を行

なうことがこの解析手法の要点である。Nishiyamaら（2011）の無水 β-キチンの報告においては、

差フーリエ合成によって自由度の高い側鎖構造の全ての原子位置の直接決定を行なった。特にこ

の研究で用いられた珪藻由来の β−キチンは、Nishiyamaらの一連の研究で用いられた高結晶性セ

ルロースと比しても結晶サイズが大きく、極めて高精度の強度データを収集することが出来たた

めに、タンパク単結晶構造解析に比肩する信頼性の高い解析が行なわれた。これに続いて Sawada

ら（2012a）は高結晶性試料を用いた中性子線回折実験を行い、Nishiyamaらの骨格構造を元に X

線構造解析によっては直接決定できない水素位置を決定した。（Fig. 1−3a）この構造モデルにお

いては、α−キチンと同様にグルコピラノース環が堆積した分子シートが a 軸方向に形成されて

いるが、水酸基やアセトアミド基の水素が関与する強い水素結合は b軸方向には存在せず、炭素

結合性の水素がドナーの弱い水素結合のみが存在することが示された。 

また Sawada ら（2012b）はその後、β−キチンの湿潤状態の結晶形である二水和型 β−キ

チンの X線、および中性子回折による構造精密化を行なった（Fig. 1−6）。Nishiyamaらの構造解

析の場合と同様に、この解析においても差フーリエ合成によって側鎖の全原子位置と水分子の位

置を直接決定しており、詳細な水素結合様式も明らかとなった。この構造中では、無水型の分子

シート構造はほぼ維持されており、分子シート間に GlcNAc1 残基につき 2 つの水分子が配列し

た構造となっている。ほぼ全ての水素結合が水分子を介してネットワークを形成しており、β−1,4

結合した多糖の構造安定化に寄与していると考えられる O5 と HO3 の間の水素結合が、この結

晶構造には存在しないことが明らかとなった。β−キチンは、低分子の極性溶媒分子と錯体結晶

を形成する（Noishiki et al., 2003, 2004; Saito et al., 1998）。セルロースや α−キチンも極性の高いア

ルキルアミンと結晶性錯体を形成するが、β−キチンの場合は、水分子や一級アルコールといっ

た溶媒分子とも錯体化が容易に進行する。また、低分子量の溶媒分子との錯体結晶を、相溶性の

あるより高分子量の溶媒分子に順次溶媒置換していくことで、炭素数 10までの長鎖のアルコー

ル分子や芳香族化合物、カルボン酸とも錯体化することが可能である（Saito et al., 1998）。Saito



 7 

らによる一連の X 線繊維回折実験の結果から、β−キチンの結晶性錯体中では、分子シート構造

は概ね維持され、溶媒分子は分子シート間に規則的に配置していることが示された。Sawada ら

（2013）は、エチレンジアミン錯体の X 線構造解析を行なうことで、シート構造間での溶媒分

子の配列とキチン分子との相互作用を明らかにした。このような錯体形成能は、構造的に安定な

分子シート間に強い水素結合がない無水 β−キチンの結晶構造に起因していると考えられる。 

 

 

1.3.3. 高次の凝集構造  

このように天然に結晶多形が存在するキチンであるが、その天然での産出状態は結晶形

によらず繊維状結晶、つまりミクロフィブリルである。キチンミクロフィブリルの形状は、セ

ルロースミクロフィブリルと類似しており、幅はおよそ 2 nmから 50 nm程度、長さは数から数

十 μm程度である。断面形状は、天然セルロースの場合と同様に生物的起源によって大きく異な

っている。例えば、カニのクチクラ層中のキチンは、一辺 2 nm程度の正方形状断面を有するが

（Atkins, 1985; Giraud-Guille, 1984; Giraud-Guille et al., 1990; Neville et al., 1976）、ガラパゴス大ハ

Fig. 1−3 Crystal structures of (a) anhydrous β−chitin proposed by Nishiyama et al. (2011) and (b) dihydrate 
β−chitin proposed by Sawada et al. (2012) 
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オリムシの棲管中のキチンは、長辺 30~50 nm程度の矩形断面を有している（Gaill et al., 1992; 

Shillito et al., 1997）。セルロースが、透過型電子顕微鏡や原子間力顕微鏡観察、あるいは理論計

算によって表面を含むミクロフィブリル構造の解析が盛んに行なわれているのに対して、キチ

ンについてはそのような試みは少なく、いくつかの高分解能観察像が報告されているもののミ

クロフィブリル内での分子鎖充填様式は明らかになっていない（Gaill et al., 1992; Revol, 1988; 

Revol & Chanzy, 1986; Revol et al., 1989）。 

一方で、生体組織中でのキチンミクロフィブリルの存在様式についての研究は盛んに行

なわれている。珪藻やハプト藻の棘条、黄金色藻の被甲などでは例外的にほぼ単離したミクロ

フィブリルとして産出されるが（Herth et al., 1977a, b; Chretiennot−Dinet et al., 1997）、それ以外の

ほとんどの場合でキチンはタンパク質やその他の多糖と共存状態で産出される。例えば昆虫の

クチクラ層やハオリムシの棲管はキチンとコラーゲンのようなタンパク質によって形成されて

おり、カニなどの甲殻類の外骨格においては、類似のキチン−タンパク質複合構造に炭酸カルシ

ウムが沈着することによって機械的強度が高められている（Raabe et al., 2006; Rudall et al., 1973; 

Vincent, 2002; Vincent and Wegst., 2004）。一方、真菌類の細胞壁ではキチンは β−1,3グルカンなど

の多糖類や糖タンパクと高度に複合化している（Kapteyn et al., 1999）。この細胞壁中では、キチ

ンをはじめとした各構成成分は共有結合していると考えられており、この点においてクチクラ

層中のキチンや植物細胞壁中のセルロースの存在様式とは異なる。また具体的な存在比は、ク

チクラ層などのキチン−タンパク質複合体の系では、重量比でキチンとタンパクがおよそ 1:1 か

ら 1:3程度の割合で含まれているが、菌類の細胞壁では乾燥重量で数%程度しか含まないと考え

られている（Vincent and Wegst, 2004; Kapteyn et al., 1999）。 

組織構造中におけるキチンミクロフィブリルの存在状態に関する研究は、セルロースや

他の多糖類と同様に、電子顕微鏡観察や X 線散乱実験などの解析手法によって行なわれている

（Neville 1993; Rudall, 1963; Rudall & Kenchinton, 1973）。X線回折による解析では、甲虫の繭や、

ハチの産卵管、イカの腱などには巨視的なキチン結晶の配向があることが示された（Rudall, 

1963）。このようなキチン−タンパク質複合体では、頻繁にキチンの回折と同時にタンパク質由

来の周期が回折図中に観測される。特にハチの産卵管から得た X 線回折図には、キチン結晶と

配向の一致した繊維状の構造タンパク質の周期が広角領域に、またタンパク質と複合化したミ

クロフィブリルの配列周期が小角領域にそれぞれ観測されており、キチンとタンパク質の高度

に複合化された様子が直接的に観察された（Blackwell & Weih, 1980）。この研究と関連して、組

織中でのタンパク質とキチン結晶との相互作用についてのタンパク構造と分子モデリングによ

る予測がなされている（Hamodrakas et al., 2002; Iconomidou et al., 2005; Neville 1993; Vincent 2004）。

それらの研究では、クチクラ層中でキチンと相互作用があると考えられる β シート構造を有す
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るタンパク質分子の周期の 3 倍周期と、キチン繊維周期の 2 倍の周期の一致から、キチンの一

級水酸基とアセトアミド基とタンパク質間の水素結合が主要な相互作用であると指摘されてい

る。また、キチン−タンパク質複合体では、タンパク質との相互作用によってキチンの結晶構造

に変化が見られる場合がある。例えば、ハエの幼生のクチクラ層やイカの腱などでは、タンパ

ク質の除去処理の前後で繊維周期や繊維軸方向の結晶の対称性に有意な差異が見られる。これ

は、タンパク質との密接な複合化によって組織中では一定の応力がキチン結晶にかかっている

ためであろう。 

昆虫や甲殻類のクチクラ層では、植物細胞壁中でのセルロースのような古典的な X線回

折法によって観測できるような巨視的な結晶の配向はない。しかしながら、カニの外骨格の組

織切片についての電子顕微鏡観察によって、このクチクラ層が配向の揃ったミクロフィブリル

とタンパク質マトリックスで構成される層が積層されることで形成されていること、その層ご

とが回転して組み合わされた、いわゆる合板状の構造体であることが明らかとなった（Bouligand, 

1972; Giraud-Guille, 1984）。昆虫のクチクラ層の微視的構造も、これに類似することが知られて

いる。さらに、同様の合板様構造は Riftia属、Tevnia属のハオリムシ棲管中でも観察されている

（Gaill et al., 1992; Shillito et al., 1997）。 

このように、ミクロフィブリルの構造や生体内での存在様式といったキチンの高次の凝

集構造は、部分的にではあるが明らかにされつつある。このような高次の凝集構造の理解は、

骨格構造の物性発現機構を解明する上で不可欠なばかりでなく、キチンやその組織の生成過程

を理解する上でも重要な知見となりうる。 

 

1.4. キチンの物性  

キチンを構造成分として含む組織や材料の物性理解を行なうために最も重要な点は、そ

の系の物性発現の基本となるキチンの結晶物性を理解することである。しかしながらキチンの

結晶物性についての研究は、セルロースの結晶多形に比べると報告が非常に少ない。最も基本

的な力学物性である結晶の弾性変形挙動については、甲殻類 α−キチンについての X線回折実験

による測定が一件（Nishino et al., 1999）と、また珪藻の β−キチンの結晶弾性率について走査型

プローブ顕微鏡を用いた解析が一件行なわれているのみである（Xu et al., 1994）。これらの報告

は、繊維軸方向についての結晶弾性率のみを報告したものであり、弾性変形挙動に限っても軸

力に対する弾性体の変形傾向を表す Poisson比が報告されていない。このようにキチンの外力に

対する応答挙動についての情報は限定的である。熱物性についてはいくつかの報告例があり、

熱膨張率を始め、熱分解挙動や熱示差分析による吸放熱挙動の解析などが行なわれている（Jang 

et al., 2004; Saito et al., 2002; Wada & Saito, 2001）。 
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一方で、キチン質である昆虫の外皮の力学特性評価は盛んに行なわれてきた。これは昆

虫のクチクラ層が飛行の妨げにならないように非常に軽量で、かつ生物体を保護するために強

靭な性質を有することから、理想的な天然の複合材料であるとして注目されたためである

（Raabe et al., 2006; Vincent and Wegst., 2004）。クチクラ層の弾性率はその生物的起源に強く依存

することが知られており、小さいものでは脚部の関節部分の 1 kPa程度であり、大きいものでは

バッタの腹部クチクラ層で 20 GPa程度までの高い弾性率を発揮する。また破壊歪みは 1~5%に

達するなど、靭性と剛性を兼ね備えていることが知られている。クチクラ層のこのような力学

物性の多様性は、キチンやタンパク質、水分などの構成成分比の違いと、キチンの配向性、組

織形状など各階層での高度な設計によって行なわれており、人工材料を設計する際の生物模倣

の対象となりうる。しかしながら、その物性発現の根幹をなすキチンをはじめとした構成成分

の外力への応答挙動が明らかとなっていないため、このような複合体の物性発現機構のより詳

細な解明には至っていない。 

 

1.5. 本研究の目的  

これまでに示した通り、キチンの固体構造については X線回折を中心とした解析が行な

われており、その結晶構造と高次の組織構造についての知見は蓄積されつつある。しかしなが

ら、両者を結びつける中間的なスケールの構造、すなわちミクロフィブリル構造についての情

報は乏しく、キチン質の固体構造の全体像に理解するには至っていない。また結晶構造解析に

ついても、主要な結晶形である α−キチンの結晶構造には依然として問題点があり、最近詳細な

構造が明らかとなった β−キチンについても、セルロースや他の結晶性材料で行なわれているよ

うな、理論計算法による動的構造についての知見などが不足している。またキチンの基礎的な

結晶物性についての情報は十分に蓄積されておらず、物性そのものや構造－物性間の相関関係を

理解するためにはより広範な物性値を得ることが必要であろう。そこで本研究では、キチンの

固体構造と物性、また両者の関係を理解することを目的とした。具体的には、第二章から第五

章では、分子スケールから巨視的な組織構造に至るまでの各階層での固体構造解析を行ない、

第六章から第八章では、キチンの両結晶多形の化学的、また熱的、力学的物性について調べた。

特に詳細な構造が既知である β−キチンについては、実験的手法に加えて、微視的な動的挙動を

より詳細に理解することを目的に理論計算法による解析を行なった。 
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2. α−キチン結晶構造の再検討  
 
2.1. 緒言  

α−キチンは、昆虫や甲殻類などの節足動物の外皮や、真菌類の細胞壁に存在するキチン

の主要な結晶形である。セルロースの結晶構造解析の場合と同様に、α−キチンの結晶構造解析

は、X線や電子線を用いた回折実験と赤外分光法や固体 NMR法などの分光学的手法によって行

なわれてきた（Carlström, 1957; Minke & Blackwell 1978; Focher et al., Kameda 2005; 1992; Pearson 

et al., 1960）。X 線構造解析の結果としては、カニの腱由来の α−キチンを試料として解析した

Sikorsikiらのモデルが現状では最も有力である（図 2-1）（Sikorski et al., 2009）。この構造モデル

では、結晶の属する空間群は P212121であり、単位格子は斜方晶系で a = 4.74 Å、b = 18.86 Å、c = 

10.34 Åの格子定数を有している。従って、一つの単位格子中には、繰り返し単位である 2つの

GlcNAc残基から成る分子鎖が 2本分、つまり 4つの GlcNAc残基が含まれる。空間群が P212121

であることから、回転、並進などの対称操作による分割ができない最小の単位である非対称単

位は GlcNAc一残基分で構成される。また、対称性から明らかであるが、単位格子中に含まれる

2本の分子鎖の還元末端の向きは互いに異なる（逆平行鎖構造）。Sikorskiらのモデルにおいては、

グルコピラノース環の疎水面の垂直方向

に分子鎖が堆積することで形成された分

子シート構造が存在しており、この結晶は

このシート構造同士が分子間力と水素結

合によって安定化した構造体であると見

るとことが出来る（Fig. 2−1）。1つの分子

シート構造に含まれる分子鎖の極性は全

て揃っているが、隣接シート中の分子鎖の

極性は異なっている。6 位の一級水酸基の

配座は、gg と gt のコンフォメーション

（O6Aと O6B）が室温ではおよそ 60:40の

割合で分配された構造である。またこの構

造モデル中では、O3-H…O5/O6間の分子内

水素結合と、N-H…O7 間と O6B-H…O6A

間の分子シート構造内の分子間水素結合、

O6A-H…O6B 間のシート間の分子間水素

結合が各官能基の幾何学的配置により予

Figure 2−1 Crystal structure and hydrogen 

bonding pattern of α−chitin proposed by Sikorski et 

al. (2009) 
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想されている。 

キチンの固体構造解析に関する研究としては、回折実験以外にも赤外分光法と核磁気共

鳴法によるアプローチがある。赤外分光法によっては、固体試料中での分子の振動様式につい

ての知見が得られる（Focher et al., 1992; Marchessault et al., 1960; Pearsson et al., 1960）。α−キチン

の赤外分光スペクトル中では、C7=O7 二重結合の伸縮振動を主とする共鳴振動に対応する吸収

である amide Iが doubletとして観測される。これは C7=O7間の伸縮振動のパターンが 2通りあ

ること、すなわち O7の存在状態が二種類あることを示唆するものであるが、Sikorskiらの X線

構造解析の結果では O7がアクセプターとなる水素結合は一通りであり、この赤外分光の結果に

一致しない。Sikorski らによってドナー−アクセプター間の距離が非常に遠い水素結合の存在が

示唆されているが、これは一般的な水素結合距離の基準を大きく逸脱している。最近の平面波

基底を用いた量子化学計算による α−キチンの水素結合に関する研究では、複数の一級水酸基の

配座の組み合わせについての計算を試行することで、O7がアクセプターとなる水素結合様式が

2通りあることを示している（Petrov et al., 2013）。これは一級水酸基の配座によって赤外分光の

結果と構造モデルとの齟齬を解消する可能性を示すものではあるが、この DFT 計算の結果得ら

れた a 軸長は実験値から 10%程度大きく見積もられており、この研究で見出された水素結合で

ある O6-H…O7 が a 軸にほぼ平行に配向していることを考えると、実際の結晶構造を適切に再

現しているかという点に疑問が残る。また、甲殻類由来の α−キチンの固体 13C NMRの結果も現

行の X 線構造モデルの結果と一致しないことが示されている。非対称単位が 1 つの GlcNAc 残

基から構成される現行モデルの場合、各炭素原子に対応する核磁気共鳴ピークは 1 本ずつにな

るはずであるが、実験的に得られる NMRスペクトル中の C7のピークは 2本に分離しているこ

とが確認されている（Kameda et al., 2005）。また、Tannerら（1990）が指摘しているように、環

構造中の炭素原子についてもピーク形状が左右非対称であり、重なり合った複数のピークを観

測している可能性が高い。これらの結果は、α−キチンの結晶中に少なくとも 2 つ以上の不等価

な GlcNAc 残基が存在することを示すものであるが、解析に用いられている甲殻類由来の α−キ

チンの結晶サイズは十分に大きくなく、結果として分解能が十分に高くないため詳細な解析は

行なわれていない。 

以上の点から α−キチンの結晶構造は再度検証する必要があると言える。α−キチンのよ

り詳細な結晶構造解析を行なうにあたっての問題点は、前述の通り解析用試料の結晶サイズで

ある。これまで信頼性のある詳細な構造が報告された構造多糖類の結晶、すなわちセルロース

結晶多形や β−キチンの系では、試料の結晶サイズはほとんどの場合各方位に 10 nm以上あり、

繊維結晶としては高結晶性で大結晶サイズの試料が用いられてきた（Nishiyama et al., 2002, 2003, 

2011; Sawada et al., 2012a, b）。一方で、α−キチンの X線回折実験に用いられてきた試料は甲殻類
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の腱由来のものであり、その結晶サイズはおよそ 2~3 nm である。回折の広がりは結晶サイズ

に反比例するから、層線上の回折同士の重なりが問題となる繊維回折の手法では結晶サイズが

解析精度にもたらす影響は非常に大きい。高結晶性の α−キチンとしては、毛顎動物の顎毛とハ

プト藻の棘条が知られている。前者の試料は主に電子回折実験に用いられている（Atkins et al., 

1979; Saito et al., 1995）。Saitoらの研究によってこの顎毛が極めて高結晶性の α−キチンであるこ

とが示され、現行モデルの単位格子と空間対称性を支持する結果が得られたが、結晶の高い完

全性に由来する二重回折（double reflection）が発生することから、電子線回折の手法によるそれ

以上の詳細な解析は行なわれていない。また顎毛の巨視的に湾曲した形状のために、結晶は強

い面配向を有しており、従来通りの X 線繊維回折実験を行なうことは困難である（Saito et al., 

1995）。後者の単細胞藻類ハプト藻 Phaeocystis属が体外に生産する棘条は、分散性の良い高結晶

性の α−キチンミクロフィブリルであることが Chretiennot−Dinetら（1997）によって示されてい

るが、その後これを用いた構造解析はなされていない。そこで本研究では、この Phaeocystis の

生産する棘条由来のα−キチンを用いて、α−キチンの結晶構造について結晶構造解析を行なった。 

 

2.2 実験  

2.2.1. 試料調製  

ハプト藻 Phaeocystis globosa （NIES-1396株、国立環境研究所）を mIMR培地中（Eppley 

et al., 1967）、20°C、12 時間周期の明暗サイクル下で１ヶ月間通気培養を行った。培養物を遠心

分離により回収し、得られた固形分を、1 N KOH（室温、16 h）、0.05 N HCl（50°C、2 h）、0.3% 

NaClO（pH4.0、80°C、3 h）、1%HF（室温、2 h）による処理を連続して 2回繰り返して行うこと

で培養物中に含まれるキチンを精製した。各処理の後には水洗を行い、最終的に得られたキチ

ンの精製物は使用まで水懸濁液として保存した。 

X線繊維回折実験のために、Blackwellの方法（1969）に従ってタンパク質ゲルを用いて、

この P. globosa来のキチンの繊維軸についての一軸配向試料を調製した。具体的には、1 mg/mL

のキチンの水懸濁液を同量の 1%フィブリノーゲン水溶液と混合し、それに牛血清由来の濃トロ

ンビン水溶液を滴下し、12 時間程度静置することによってキチン−タンパク質の複合ゲルを得

た。これを短冊上に切り出し、乾燥させながら元の長さの 5 倍程度まで延伸することによって

繊維状の配向試料を得た。 

本研究では対照用試料として、甲殻類由来のキチンとリン酸加水分解によって得た低分

子量の再生キチン結晶を用いた。甲殻類由来のキチンとしてはズワイガニ（Chionoecetes opilio）

の腱由来のものを用いた。C. opilioを 20分間沸騰水中で処理した後、脚部の腱を取り出し、こ

れを 1 N KOH（室温、16 h）、3% NaClO（pH4.0、80°C、3 h）による処理を 2回繰り返すことで
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精製した。腱中では長手方向にキチン結晶の繊維軸が配向しているため、繊維回折実験に腱と

しての形状を保ったまま供した。また、NMR測定、および粉末 X線回折実験にはヒスコトロン

によって解繊した試料を供した。 

再生キチン試料は、甲殻類の殻由来のキチン（和光純薬）を Hasegawa ら（1993）の方

法でリン酸加水分解することで調製した。キチン試料を 83 %H3PO4中に強く撹拌することで分

散させ、その後室温にて二日間静置した。反応液を大過剰の水で一度再生させた後、上清をエ

タノールで再度再生させることにより、低分子量のキチンを得た。 

 

2.2.2. 回折実験  

X線粉末回折実験には、回転対陰極型 X線発生装置（RU-200BH、リガク）を用いた（Cu 

Kα線、λ = 1.5418 Å）。凍結乾燥した粉末状のキチン試料を 1 mm径のガラスキャピラリに封入

し、X線回折測定に供した。回折図の撮影は真空カメラを用いて行い、回折図の記録はイメージ

ングプレート（FDR−UR−V、富士フィルム）上に行なった。回折図の読み取り、および解析は

リガク社製の RAXISソフトウェアによって行なった。 

シンクロトロン放射光 X線繊維回折測定は、放射光施設 SPring-8（播磨、日本）の BL38B1

において行なった。波長 1.000 Åの放射光 X線を一軸配向試料の繊維軸に垂直に照射した。回折

図は平板イメージングプレート上に露光時間 120 sで記録した。解析は RAXISソフトウェア（リ

ガク）上で行なった。 

中性子回折実験は、Institute Laue Langevin （ILL、Grenoble、France）のビームライン D19

において行なった。C. opilioの腱由来のα－キチン試料を 0.1 N NaOD重水溶液中での熱水処理

（200°C、300 min）によって重水素化したものと、未処理の試料をそれぞれ 4方向回転式の回折

計上に設置し、波長 1.4558 Åの熱中性子線を照射した。測定は室温条件で行い、中性子線を各

試料につきおよそ 24時間程度照射した。回折強度の記録はマルチワイヤー式の検出器によって

行なった。 

 

2.2.3. 固体 CP/MAS 13C NMR測定  

各 α−キチン試料は、4 mm径の BL型酸化ジルコニウムの試料管に入れ密閉した。測定は 

室温で 100 MHzの磁場の下、Avance核磁気共鳴分光計（Brucker, Germany）により行い、魔法

角回転（Magic angle spinning: MAS）速度 12 kHz、クロスポーラリゼーション（CP）のために

2.5μsの 90°位相の異なる 80 kHzの１Hパルス波を照射した。掃引幅は 50 kHzとし、反復時間は

4 s、積算回数は 20000回とした。13Cの化学シフト値はグリシンのカルボニル炭素の 176.03 ppm

を標準として補正した。 
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2.3. 結果と考察  

2.3.1. X線回折  

図 2−2に α−キチン試料の X線回折プロファイルを示す。いずれの回折パターンもこれま

でに報告されている α−キチンの回折プロ

ファイルと一致しているが、回折点の広が

りに差異が見られる。ピーク分離の結果と

して得られた 0 2 0 の回折の広がりと

Scherrer 式から、結晶サイズを算出したと

ころ、P. globosa由来、C. opilio由来、リン

酸加水分解物のそれぞれの α−キチンの結

晶サイズは、10.2 nm、5.7 nm、7.2 nmとな

り、結晶サイズは P. globosa＞リン酸加水

分解物＞C. opilio の順に大きかった。

Scherrer 式による結晶サイズの見積もりは、

粒子形状や線源の違いによって必ずしも

正確性は高くないが（Zhang et al., 2003）、

Phaeocystisの棘条由来の α−キチン結晶は、

従来用いられてきた甲殻類由来の α−キチ

ンに比して 2倍程度の結晶サイズを有する

高結晶性のものであることが明らかとな

った。 

図 2−3には Phaeocystis由来の α−キチンの繊維回折図を示す。前述した通り、各回折点の

放射方向への広がりが狭く、高結晶性であることが分かる。この回折図中の分解能 1.5 Åまでの

40 の回折強度の強い回折点は、全て Sikorski らの提案する二本鎖の斜方晶の単位格子に従って

指数付けを行なうことが可能である。しかしながら、図 2−3a の第三層線上や図 2−3b の赤道上

に矢印で示すように、Sikorskiらの二本鎖斜方晶の単位格子からは予想されない位置に微弱な回

折点が観測された。これらの回折点の面間隔を測定し、単位格子の再精密化を試みた。この結

果、二本の分子鎖を含む体積の単位格子の系では、対称性の低い晶系であっても精度の良い単

位格子の精密化が行なえないことが明らかとなり、より大きな単位格子と低い対称性を想定す

る必要性が示された。 

一方で、カニの腱由来や離散加水分解物の α−キチン結晶の X線回折図からは、このよう

な斜方晶系に合致しない回折点を観測することは出来なかった。これは特に甲殻類由来のキチ

Figure 2−2 X−ray diffraction profiles of ɑ-chtin from 

(a) P. globosa, (b) C. opilio, and (c) low−molecular 

weight ɑ-chitin obtained by phospholysis. 
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ンについては結晶サイズが小さく、放射方向についての回折の広がりが大きいために生じる回

折同士の重なりにより、これらの回折点が観測できないためであると考えられる（図 2−3）。加

えてこれらの回折点の強度は微弱であり、完全性が高く結晶サイズの大きい結晶でなければ観

測に十分な回折強度が得られない可能性があり、この発見は高結晶性の P. globosa由来の α−キ

チンを用いることで、初めて可能になったと言える。 

  

Figure 2−3 (a) X−ray diffraction diagram of 

a-chitin from P. globosa. Arrow indicates extra 

reflections unexpected from the current 

orthorhombic unit cell. (Inset) Small angle 

region of the diagram with enhanced contrast. 

(b) X-ray diffraction pattern of crustacean 

ɑ−chitin from tendon of C. opilio. 
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2.3.2. 中性子線回折  

電子と相互作用を起こす X 線と異なり、中性子線は原子核と相互作用することによって

散乱現象を引き起こす。X線の原子散乱因子は原子中の電子数、つまり原子番号に比例するが、

中性子線の場合は、X線の散乱因子に相当する散乱長は原子に固有であり、たとえば同一の結晶

から得られる X 線と中性子の回折情報、あるいは同じ結晶中の原子をその同位体に置換したも

のでは中性子解説の強度情報はそれぞれ異なる（Langan et al., 1999; Nishiyama et al., 2002, 2003）。

この特性を利用して結晶構造解析においては、X線回折によっては位置を決定できない水素原子

を、中性子線に対しては散乱能の強い重水素に置換した試料の中性子線回折測定を行うことで

決定する手法が用いられている。セルロース結晶多形やβ－キチンについてもその手法を用いて

水素元素位置の決定が行われているが、α－キチンについては中性子線回折実験についての報告

はこれまでのところ行われていない。そこで、本研究では α−キチンの中性子線回折を行なうこ

とによって、結晶構造についての新たな知見を得ることを試みた。中性子散乱長は水素（H: −0.37）

と重水素（D: 0.67）で大きく異なっており、構造中の水素を重水素に置換することで、回折図

に大きなコントラストの差を生み出すことができる。そこでキチンの結晶内重水素化物につい

ての回折測定を行なった。 

図 2−4に C. opilioの腱由来の中性子繊維回折図を示す。およそ 1.0 Åまでの回折点を観測

可能であり、未処理物においても重水素化物においても第八層線にいたるまで十分な数の回折

点を観測することが出来ている。両回折図の間では、特に子午線と赤道上の回折が異なってお

Figure 2－4. Neutron fiber diffraction patterns for (a) deuterated and (b) initial (hydrogenated) 
α-chitin from tendons of snow crab C. opilio. Considerable discrepancies are found on the 
meridians and equators. 
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り、重水素化物においては 0 0 1の回折点を明瞭に観測することが出来るが、未処理物では 0 0 1

の回折点は X線回折図の場合と同様観測することは出来ない。また重水素化物の回折図中では 0 

0 2、0 0 4の回折点は、未処理物に比べると非常に弱い。子午線上の回折についてのこのような

特徴は、繊維軸方向に 2 回らせんの対称性が存在しないことを示唆している。この結果は X 線

回折の結果とは矛盾しない。また赤道上の 0 2 0の回折強度は未処理物に比べると極めて微弱で

あり、また 1 1 0と 1 2 0の強度比も両者の間では異なる。従って分子シートに垂直な方向につ

いての対称性や詳細な構造についても検討の余地があるものと考えられる。いずれにしても、

重水素化物についての中性子線回折の結果は、α−キチン結晶の真の構造は従来の結晶構造モデ

ルに対して、より対称性が低く複雑な構造であることを強く示唆している。 

 

2.3.3. 固体 13C NMR 

図 2−5に各 α−キチン試料の固体 CP/MAS 13C NMRスペクトルを示す。いずれのスペク

トルもこれまでに甲殻類の α−キチンを用いて測定された固体 13C NMRスペクトルのパターンと

概形は一致している。しかしながら P. globosa由来の α−キチン結晶のスペクトル（図 2−5a）で

は、C7 についてのピークが明瞭に 2 つ以上のピークから成ることが見て取れるほか、C1、C4、

Figure 2−5. Solid-state 13C NMR spectra of (a) α−chitin from P. globosa, (b) low−molecular 
weight chitin from phosphrysis, and (c) α−chitin from C. opilio. Asignments of carbon atoms 
are indicated upon the peaks. 
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C6の各炭素について複数の共鳴線を観測することが可能である。C. opilio由来のスペクトル（図

2-5b）では、Tanner らが指摘する通り各炭素に対応する共鳴線が左右比対称な形状をしており、

P. globosa由来の試料の共鳴線の形状に類似性が見られるが、結晶性のために十分に分解能が高

くなく、いくつのピークから成るかは不明瞭である。 

一方で、リン酸加水分解物由来の低分子量 α−キチン結晶のスペクトル（図 2−5c）は他

の二つの試料の場合とは異なる特徴を示した。２つの天然物由来の α−キチンにおいて最も分離

が顕著な C7 についての共鳴線は、この低分子量 α−キチン試料については単一のピークとして

観測されている。また、それ以外の各炭素についてもピーク形状の非対称性は見られず、全て

の炭素原子について一本ずつの共鳴線のみが観測された。従って、低分子量 α−キチンの非対称

単位には GlcNAc一残基のみが含まれており、現行の構造モデルに一致していた。低分子量のキ

チン分子鎖から成る α−キチン結晶の詳細な構造解析の報告例はこれまでないが、Sikorski ら

（2009）のモデルによく一致した空間群 P212121、二本鎖斜方晶の単位格子を有する逆平行鎖構

造の結晶であることが予想される。 

P. globosa由来の α−キチン結晶の NMRスペクトルのピーク分離結果を図 2−6と表 2−1

に示す。C8 の共鳴線は単一のピークとして観測されたため、図中には示さなかった。図に示す

ように各共鳴線は複数の Lorentz関数に分離することが出来る（表 2−1）。特に C7、C1、C4、C3、

C6 の共鳴線は積分値とピーク幅のほぼ等しい 1 対の鋭いピーク（A）と、やや幅の広い一つの

ピーク（B）の計 3つのピークに分離することが出来る。このことは、α−キチン結晶中には少な

くとも 3つ以上の不等価な GlcNAc残基が含まれることを示している。またピーク分離によって

得られた Lorentz ピークの積分値の各炭素原子間での一致から、天然の α−キチンが天然セルロ

ースと同様に複数の結晶形の混晶である可能性がある。より詳細な解析には、13C−13C の二次元

相関スペクトルの測定が必要であろう。また、C6 の化学シフト値から、一級水酸基の配座につ

いての情報が得られるが、C6の化学シフトはそれぞれ 62.54 ppm、61.82 ppm、59.75 ppm であ

り、gg、gt、tg のいずれのコンフォメーションも α−キチンの結晶中には存在することが示唆さ

れている。このような特徴を有する β−1,4 結合した結晶多糖の報告はなく、天然の α−キチン結

晶が極めて複雑な結晶構造を有していることを示している。 

Table 2-1. Chemical shifts of α−chitin from P. globosa evaluated by peak fitting calculation. 

Chemical Shifts (ppm)                     

C7   C1   C4   C3   C5 C6   C2 C8 

176.09  A 104.40  A 84.01  B 76.69  A 73.00  62.54  A 55.74  22.89  

172.79  B 104.03  A 82.96  A 75.63  B 72.39  60.57  B 54.66  

 171.84  A 102.94  B 82.32  A 74.86  A   59.75  A     
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2.3.4. 天然α－キチンの構造についての一考察  

これまでに示したように、P. globosa 由来の高結晶性試料を固体構造解析に用いる

ことで、X線回折と固体 13C NMRスペクトルから天然のα－キチン結晶は現在提案されている

Sikorskiらのモデルより複雑な構造であることが示された。本研究においては詳細な結晶構造を

提示するには至らなかったが、本項では得られたデータから現状でのα－キチンの構造の予測と

今後の展望について述べる。 

固体 13C NMR の結果は、すくなくとも天然のα－キチンの結晶中に不等価な GlcNAc が 3

つ以上存在することを示している。前述の通りこの知見からは、一つの単一な結晶構造中、す

なわち一つの単位格子中に 3 つ以上の不等価な GlcNAc が含まれる可能性と、天然のα－キチン

が 2つ以上の異なる結晶形の混晶である可能性の二通りの構造モデルを考えることが出来る。 

α－キチンの真の結晶構造が前者であるとすると、P. globosa由来の試料についての繊維 X

線回折図中に新たに認められたものを含む全ての回折点は、一つの単位格子に基づいて指数付

けが可能であることになる。実際に、現行の単位格子の a 軸長を 3 倍にすることで、回折図中

に認められる全ての回折点を指数付けすることが可能である（a = 14.2 Å、b = 18.9 Å、c = 10.3 Å、 

γ = 90°）。この場合、単位格子には 6本の分子鎖、12の GlcNAc残基が含まれることになり、天

然の多糖結晶の単位格子としては非常に大きい。第 3 章で示す通り、P. globosa 由来のα－キチ

ンにも分子シート構造が認められており、現行の Sikorskiらの構造モデルと真の構造とにはある

程度の類似性があると推測される（Sikorski et al., 2009）。この拡大された単位格子中においても、

やはり a 軸方向に分子シート構造が形成され、そのシート構造が b 軸方向に堆積しているであ

Figure 2−6. Solid−State 13C NMR spectrum of α−chitin from P. globosa with the peaks obtained by 

peak fitting. Red and blue peaks are corresponding to assignment of A and B in Table 2−1. 
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ろう。その場合、含まれる分子鎖の本数と分子の形状からこの新しい斜方晶の単位格子中には

対称性はないと考えるのが妥当であり（例えば繊維軸方向に 21の対称性を想定することは困難

である）、このことはより天然のα－キチン結晶の対称性がより低いことを示す中性子線回折の

結果と矛盾しない。 

しかしながら、この単位格子をもとに結晶構造の決定を試みるには問題がある。一般に N

原子系の自由度は 3Nであり、またこの系では対称性が P212121から P1になったことによって飛

躍的に空間的な自由度が増加することになる。また、タンパク質単結晶の場合とは異なり、結

晶サイズが高々数十 nmの繊維試料では強度の見積もり精度に限度があり、回折実験の強度デー

タのみに基づいてこのような大きな系の解析を行うことには限界がある。従って、この単位格

子に基づいて解析を行う場合には、分子動力学法をはじめとした理論計算による構造の予測が

不可欠になろう。 

もう一方の可能性、すなわち天然のα－キチンが天然セルロースの場合のような混晶であ

ることを想定する場合、まずより詳細な固体 NMR解析による解析が必要になろう。現在得られ

ている一次元の NMRスペクトルでは、各炭素に対応するピーク間での積分強度比の一致から A

型と B 型の多形を想定している。セルロースの場合では、試料の起源によって Iαと Iβの存在

比に差異が見られ、また両者の 13C NMRの化学シフト値に大きな差があったために二つの結晶

系の存在を明瞭に示すことが出来た（Atalla and Van del Hart, 1984）。しかしα－キチンのスペク

トル中で見られた Aピークと Bピークの化学シフト値の差は非常に小さく、P. globosa由来の試

料のような高結晶性のものでなければ判別は困難であった。したがって、P. globosa 由来のα－

キチンを用いたより詳細な解析によって多形の存在を示すことが望ましい。具体的には、

INADEQUATE法による 13C－13Cの結合を観測することで、Aピークと Bピークとの相関を確認

できれば、結晶中の非対称単位の存在状態についてより多くの情報が得られる。INADEQUATE

法の測定のためには試料中の天然には 1%しか存在しない 13C の存在量を高めることが必要であ

る。現在、この測定のための P. globosa 由来のα－キチンの同位体標識実験を行っており、

INADEQUATE 法の測定によって、天然α－キチンの構造についてのより詳細な情報が得られる

ことが期待される。 

 

2.4. 結言  

単細胞藻類 P. globosa由来のα－キチンを用いて、α－キチンの結晶構造解析を再度行った。

P. globosa由来のα－キチンは従来構造解析用に用いられてきた甲殻類由来のα－キチンに比べて

2倍以上の結晶サイズを有する高結晶性の試料であった。この試料の繊維 X線回折図中には、現

状の単位格子に一致しない微弱な回折点が観測され、また固体 13C NMRスペクトルは、現状構
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造モデルで想定される 1つより多くの非対称な炭素原子が結晶中に存在することを示していた。

また、甲殻類α－キチンを用いた中性子線回折実験によって、天然のα－キチンの結晶の対称性

が低いことが示された。以上のことから、天然のα－キチンの結晶構造としては、空間群 P1 に

属する、より多くの分子鎖を含む大きな単位格子を持つ系か、天然セルロースのような混晶の

系の 2通りが考えられる。より詳細な固体 NMR測定に基づく解析と理論計算を組み合わせた構

造解析を行うことで、天然α－キチンの複雑な構造を解明することが出来ると期待される。 

一方で、対照用試料として用いた溶解•再生の過程を経たα－キチンでは、結晶の非対称単

位は GlcNAc残基 1つ分であり、従来は同一のものと考えられてきた天然物とは異なる構造を有

することが明らかとなった。 
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3. β−キチンの理論計算  
 
3.1. 緒言  

β−キチンはイカや貝、珪藻、ハオリムシをはじめとした水生生物を中心に生合成される

キチンの結晶多形の一つである。前章で示したように α−キチンの結晶構造が再検討を必要とし

ているのに対して、β−キチンについては詳細な結晶構造が信頼性の高い解析によって明らかに

されている。Nishiyama らの研究グループは、無水型と二水和型 β−キチンの結晶構造を X 線、

および中性子線回折による解析によって原子分解能で明らかにした（Nishiyama et al., 2011; 

Sawada et al., 2012a, b）（図 3−1）。中性子線回折を用いたことによって酸素、および窒素に結合

した水素原子の原子位置を直接決定することが出来ており、その幾何学的配置に基づいて詳細

な水素結合様式を報告している。水素結合は結晶構造を特徴づける主要な原子間相互作用の一

つであり、構造の安定性や物性を解釈する上で極めて重要な情報である。加えて、β−キチンは

低分子の極性溶媒分子を結晶中に取り込んで錯体結晶を形成するが、ゲスト分子とキチン分子

との主要な相互作用は水素結合であることが予想されるため、結晶中での水素結合様式を理解

することは錯体形成挙動やその物性を解釈する上で重要な知見となろう（Saito et al., 1998）。回

折実験によって得られる原子位置の情報は統計的な分布として与えられるものであり、その構

造中での平均的な位置を示すものである。実際には室温域では分子は熱振動しており、したが

ってたとえ固体中であっても原子位置は一定ではない。このような動的挙動を解析するために

は分子動力学法をはじめとした理論計算法を本章においては、いくつかの理論計算手法を用い

て、β－キチンのエネルギー的な安定構造と動的挙動を明らかにすることにより、β−キチン結晶

中での原子間相互作用をより詳細に理解することを試みた。実験的に得られた構造と水素結合

様式と理論計算の結果を比較し、評価を行なった。 

 

3.2. 方法  

3.2.1. 量子化学計算  

量子化学計算（あるいは、第一原理計算）は、電子数と軌道の対称性のみを入力として、

非経験的に系の電子状態を計算する手法である。このモデリング手法は電子状態の全てを計算

するため、原子間相互作用を正確に予測することが可能であるが、全ての電子軌道を計算する

ための計算コストは高いために、扱える原子数には限りがあり、また動的挙動の計算を行なう

ことは困難である。本研究では、エネルギー最適化構造を計算するために、擬ポテンシャルと

平面波基底を用いた密度汎関数法（Density Functional Theory method: DFT method）による計算を

行なった。以下にこの計算方法の概要を示す。 

密度汎関数理論とは、Hohenbergと Kohnによって示された、あらゆる物理量を電子密度
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の汎関数として表すことが可能であるとする理論である（Hohenberg & Kohn, 1964）。この理論を

もとに、Kohn と Sham が電子密度の関数として波動関数を導入することによる一電子方程式に

ついての解法を示したことで、複数の電子から成る系（N電子系）への応用が可能となった（Kohn 

& Sham, 1965）。具体的には、実際の相互作用の存在する N電子系の電子密度を、相互作用のな

い粒子とそれに対する仮想的な外部ポテンシャルを指定することによって表すものである。つ

まり、従来のアプローチでは電子密度 ρ のみによるエネルギーについての複雑な表式が必要で

あったものを、Kohn−Shamの定理によって N個の一電子についてのシュレディンガー方程式を

解くだけで系全体の電子密度を与えることができることを意味している。 

Kohn−Shamの定理においては、N電子系の電子密度は N個の波動関数（Kohn−Sham波

動関数）により、 

! ! =    |!!(!)|!
!

!

 

と表せる。この時、一電子についてのシュレディンガー方程式は、Kohn−Sham 波動関数と軌道

エネルギー、および外部ポテンシャル（Kohn−Shamポテンシャル）によって、 

−
ℏ!

2!
∇! +   !!"" ! !! ! =    !!!!(!) 

で与えられる。系の全エネルギー量 Eは電子密度の汎関数として、 

! ! =   !! ! +    !"   !!"# ! ! ! +   !! ! +   !!"[!] 

で表される。右辺第一項は運動エネルギー、第二項は核−電子間相互作用、第三項はクーロンエ

ネルギー、第四項はそれ以外のエネルギーを表す交換相関エネルギーである。この時、Kohn-Sham

ポテンシャルは次式で与えられる。 
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右辺の第三項は、交換相関ポテンシャルであり、van der Waals相互作用をはじめとした

Kohn-Sham 理論において唯一、厳密な表式がなされていないものであり、複数の研究グループ

により様々な近似法が提案されている。本研究においては、局所密度近似を密度勾配によって

補正した一般化勾配近似（GGA: Generalized Gradient Approximation）のうち、Perdewら（1998）

によって提案された PBE（Perdew−Burke−Ernzerhof） GGAを用いた。 

結晶についてのバンド計算を行う上で一つの問題となるのは境界条件であるが、Bloch

の定理では周期境界条件満たすポテンシャルの場では、波動関数は並進操作に対して不変な形、

すなわち Bloch型の関数であることが示されている（Bloch, 1929）。これは波動関数が平面波型
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であることを意味しており、従って平面波を波動関数の基底として用いることで結晶について

の Kohn−Sham方程式を解くことが可能である。 

量子化学計算には、平面波基底を用いた DFT 計算のソフトウェアパッケージである

Quantum ESPRESSOを用いた（Gianozzi et al., 2009）。外殻の価電子のみを軌道計算に含めた擬ポ

テンシャル法を適用して、エネルギー計算、および構造最適化計算を行った。相関汎関数には

Perdewらによって提案された PBE GGAを用い、エネルギー計算には van der Waals相互作用の

寄与を含めるため、Grimme の方法により London 分散力の影響を考慮した（DFT-D2 method）

（Grimme et al., 2006）。基底関数の最大エネルギーは、解析を通じて 70 Ryとした。構造最適化

計算は、構造中で働く全ての力が 1.0×10-3 Ry/Å以下になることを条件に行なった。初期構造に

は、Nishiyamaら（2011）と Sawadaら(2012a)が提案した無水型 β−キチンと、Sawadaら（2012b）

が提案した二水和型 β−キチンの結晶構造をそれぞれ用いた。 

 

3.2.2. 分子動力学計算  

古典分子動力学計算は、いくつかの原子間の相互作用を表すポテンシャル関数の存在す

る場（分子力場）において、系を構成する各粒子について古典力学の運動方程式を解くことで、

粒子の位置と速度を算出する分子モデリングの一手法である。量子化学計算とは異なり、分子

力場のポテンシャル関数は経験的、半経験的に得られたものであり、計算を通じて不変である。

分子動力学計算は実際の原子間相互作用の近似関数の集合である分子力場を用いているため、

量子化学計算に比べると系の物理現象の再現精度に問題があるが、各電子のシュレディンガー

方程式を解くために漠大な計算コストを必要とする DFT 計算よりコストが低く、大規模な系の

動的挙動の解析を行なうことが可能である。本研究では、室温域での β−キチンの平衡構造につ

いての解析を行なうため、分子動力学計算を行なった。 

分子動力学計算には GROMACSソフトウェアを用いた（Hess et al., 2008）。分子力場に

は、第 8章で無水 β−キチンの熱膨張挙動の再現をする上で用いた修正 GROMOS 56ACARB力場（第

8章、図 8−2cを参照）を用い（Chen et al., In preparation; Hansen & Hunenberger, 2011）、NPT（一

定粒子数、定圧・定温）と NVE（一定粒子数、定積、定エネルギー）のアンサンブル（統計集

団）について計算を行なった。運動方程式の解を得るための数値積分は効率性に優れる Leap−frog

法により行い、時間ステップは NPT計算には 1 fs、NVE計算には 0.5 fsを用いた。原子間に働

く短距離のクーロン相互作用と非結合性の Lennard−Jones相互作用の範囲径は 0.9 nmとし、それ

以上遠い原子同士のこれらの相互作用は無視した。0.9 nm 以上の遠距離の分散力の補正はエネ

ルギーと圧力について行い、遠距離のクーロン相互作用の補正は、遠距離の計算に適した逆空

間での計算を用いた Ewald法（Ewald summation）に従った（Essmann et al., 1995）。NPT計算に

おいては、圧力の補正は Berendsen アルゴリズムによって行い、温度の補正は velocity rescaling
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アルゴリズムを用いた（Berendsen et al., 1984; Bussi et al., 2007）。H−O間、H−N間の共有結合の

結合長にのみ、LINCSアルゴリズムによる制限をかけた（Hess et al., 1997）。NVE計算では圧力、

温度についての補正、結合長についての制限は用いなかった。分子動力学計算の計算フレーム

は 1 psごとに出力した。 

分子モデルには、Nishiyamaらと Sawadaらが X線と中性子線回折実験による構造解析に

よって明らかにした無水型 β−キチンと二水和型 β−キチンの結晶構造を用いた。本研究では、表

面の効果を無視して理想結晶の物性を再現するために、x、y、zの全方向（xは a軸に zは c軸

に平行とした）に周期境界条件を用いた無限結晶（infinite crystal）の系を採用した。無水 β−キ

チンの非対称単位である GlcNAc残基を複製することで、8残基の分子鎖が 32本(x×y = 8×4)含ま

れる、およそ 4 nm×4 nm×4 nmの対称性 P1のスーパーセルを構築した。各分子鎖の末端は周期

境界条件によって作り出される隣のスーパーセルの分子像に共有結合させることで無限長の分

子鎖から成る結晶についての計算を行なった。 

この分子モデルについて、まず最急降下法（steepest−decent method）と共益勾配法

（conjugate gradient method）によるエネルギー最適化計算を行なった。最適化条件は、系中の原

子間に働く力の全てが 1 kJ/mol/Å以下となることとした。構築した構造モデルについて、300 K

での 5 nsの NPT計算を行なった。各方位の変形しやすさを表す圧縮率は 1.0×10-5 bar-1（x方向）、

1.0×10-5 bar-1（y方向）、1.0×10-7 bar-1 bar-1（z方向）、1.0×10-5 bar-1（xz対角線方向）, 1.0×10-5 bar-1

（yz対角線方向）、 1.0×10-5 bar-1（xy対角線方向）とした。この NPTシミュレーションの平衡

構造を初期構造として、その後 7.5 nsの NVE計算を行なった。平衡構造と分子軌跡の描画には、

VMDソフトウェアと gridcountを用いた（Bechstein & Sansom, 2003;  Humphrey et al., 1996）。 

 

3.3. 結果と考察  

3.3.1. 量子化学計算  

表 3−1に無水型と二水和型 β−キチンの回折実験に基づく報告値と、本研究での理論計算

により得られた単位格子定数を示す。平面波基底を用いた周期境界条件下での DFT 計算の構造

最適化によって得られた単位格子定数は、いずれの結晶形についても実験値とよい一致が見ら

れたが、各方位について軸長と単斜晶角に変化が見られた。無水型 β−キチンでは、a 軸に最も

減少率が大きく 3.5%、b軸と c軸にそれぞれ 1.3%と 0.6%減少した。αと βは 90°でほぼ一定で

あり単斜晶系を維持しており、γ は 1.4°増加した。また、二水和型 β−キチンについても a 軸に

4.3%と最も大きな減少率を示し、b 軸と c 軸の減少率はそれぞれ 2.4%、0.2%であった。二水和

型結晶も最適化後についても単斜晶系を維持しており、γのみ 2.3°増加した。このようにいずれ

の結晶方位についても収縮が見られたが、これは DFT 計算による最適化構造が温度の効果を含
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まない 0 Kでの最安定構造であり、結晶が熱膨張することを考えると室温域で測定された実験値

に対して結晶が収縮しているのは妥当である。また、構造最適化による格子の収縮には異方性

があるが、ab 面内での収縮に比べて c 軸の収縮は非常に小さい。これは c 軸方向が分子鎖方向

で共有結合が存在しているために、熱膨張の効果が小さいことが原因であろう。 

図 3−1に DFT計算による最適化計算前後の分子構造の重ね合わせを示す。無水型 β−キ

チンでは、側鎖のコンフォメーションに微小な変化が認められたが、全体としては実験的に得

られた結晶構造と非常によい一致が見られた。二水和型 β−キチンについてもキチン分子のコン

フォメーションは実験値と非常によく一致していたが、ゲスト分子である水分子の酸素原子位

置は元の実験的に観測された位置に維持されていたものの、水素原子の配置が比較的大きく変

化した。この変化は温度の効果であると考えられ、特に運動性の高いと考えられる水分子の水 

素原子では、300 Kでの平均位置と 0 Kに相当する最安定構造中での位置とが、他の原子に比し

て大きく異なることを示している。 

Table 3-1 Unit-cell parameters of anhydrous and dihydrateβ-chitin calculated from X-ray diffraction and 

DFT-D2 calculations and Molecular dinamics simulations. 

 

Anhydrous 

  

 Dihydrate 

  

 

Experimental*1 DFT MD (300 K)  Experimental*2 DFT MD (300 K) 

a (Å) 4.820  4.649  4.702  4.814 4.604  4.729 

b (Å) 9.247  9.125  9.491  11.167 10.895  11.166 

c (Å) 10.390  10.331  10.367  10.423 10.425  10.527 

γ (°) 97.21  96.28  98.60   96.45 95.28  98.78 

Figure 3−1 DFT-optimized molecular structures of (a) anhydrous and (b) dihydrate β-chitin. 

Experimental structure was laid down as dark shadows. 
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図 3−2a に DFT による構造最適化

前後での無水 β−キチンの水素結合様式を、

表 3−1 に結合間距離と結合角を示す。

Sawadaらの無水 β−キチンの構造中では分

子内の O3−H…O5 間、分子シート内の

O6−H…O7 間、N−H…O7 間の分子間水素

結合が存在する。シート間には酸素や窒素

に結合する水素がドナーとなる強い水素

結合は存在せず、C8−H…O6と C8−H…O3

の弱い水素結合が存在すると提案されて

いる。最適化計算後の構造中でもこの水素

結合様式が維持された。実験的に提案され

た構造は、解析時に結合長と結合角に経験

的に得られた制限値をかけて精密化を行

なうため、真の構造から乖離する可能性が

あるが、量子計算による最適化によっても

構造がよく維持されたことは、この構造がエネルギー的に非常に安定で立体化学的な不利のな

い信頼性の高い構造であるということを意味している。一方で、構造最適化によっては水素結

合の結合長、結合角に変化が見られ、特に Sawadaらの構造中で結合角が水素結合の形成に不利

であった N−H…O7 間の水素結合が安定化するように構造が最適化されていた。一方で

O3−H…O5間の水素結合は安定な水素結合を形成することが可能な条件にはあるが、実験構造に

比べると結合強度は弱まっている。N−H…O7間の水素結合は分子シート構造の安定化に寄与し

ていると考えられるから、分子シート構造のエネルギー的な安定性が結晶構造全体としてのエ

ネルギー的な最適化に強く影響を与えているものと考えられる。 

Table 3-2 Hydrogen bonding lengths and agles of anhydrous β−chitin before and after DFT−optimization.  

  

Experimental 

 

DFT-D2 

 Donor Acceptor Distance (Å) Do-D…A Angle (°) Distance (Å) Do-D…A Angle (°) 

HO3 O5 1.768  171.16  1.774 160.45  

HO6 O7 2.093  149.18  1.755 168.15  

HN O7 1.944  138.97  1.754 149.57  

HC8 O6 2.480  153.37  2.226 148.30  

HC8_2 O3 2.517  141.13  2.371 138.92  

Figure 3−2 Hydrogen bonding pattern of (a) 

anhydrous and (b) dihydrate β-chitin after DFT 

optimization. 
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次に二水和型 β−キチンの DFT による最適化計算前後での水素結合様式と結合長、結合

角を図 3−2b と表 3−3 にそれぞれ示す。Sawada らによる二水和型 β−キチンの実験構造中では

N−H…O7 間の水素結合以外は全て水分子を介した水素結合を有することが報告されている。

Sawada らの構造を初期構造とした最適化計算によっても新たなキチン分子内、分子間での水素

結合は見出されず、元の水素結合様式をほぼ維持していたが、側鎖のアセトアミドの微小なコ

ンフォメーションの変化と水分子の回転によって変化が見られた。無水型の場合と同様に

N−H…O7間の水素結合が最適化構造中では、実験構造に比して有意に安定している。これは無

水型の場合と同様に、アセトアミド基のコンフォメーションの変化に伴うもので、構造全体と

してシート構造がより安定化することがエネルギー的に望ましいためであろう。また、水分子

を介したものについても、全ての強い水素結合がより強く結合するように結合長が小さく、結

合角が 180°に近くなっている。これはキチンの分子のコンフォメーション変化よりも、水分子

の回転に伴う配位位置の変化によるものであると考えられる。水分子とキチン分子との主要な

相互作用は水素結合であり、構造中での配位様式は水素結合の安定性に大きく依存するもので

あると考えられる。従って静的な最適化構造中ではより理想的な水素結合を形成するような水

分子の配置になったものと考えられる。実験構造中で水分子の位置が理想的な水素位置から異

なるのは、実験構造は室温域での回折実験に基づいて提案されているため温度の効果によるも

のであろう。 

 

Table 3-3 Hydrogen bonding lengths and agles of dihydrate β−chitin before and after DFT−optimization.  

  

Experimental 

 

DFT-D2 

 Donor Acceptor Distance (Å) Do-D…A Angle (°) Distance (Å) Do-D…A Angle (°) 

HO3 Ow1 2.190  151.22  1.714  167.15  

HO6 Ow1 2.084  175.68  1.773  175.98  

HN O7 1.963  144.99  1.691  163.16  

HOw1 O3 1.683  162.70  1.797  168.47  

HOw1 Ow2 1.963  158.01  1.679  165.90  

HOw2 O7 1.954  157.44  1.740  171.00  

HOw2 O6 1.798  161.69  1.742  168.59  

HC8 Ow2 2.528  151.94  2.388  141.73  

HC8_2 Ow2 2.676  151.11  2.480  155.68  

HC8_3 Ow2 - - 2.525  136.04  

HC8_3 Ow1 - - 2.577  160.81  
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3.3.2. 分子動力学計算  

表 3−1には、無水型と二水和型 β−キチンの、NPT計算による 300 Kでの平衡構造の格

子定数を示した。本研究で用いた分子力場は、Lennard−Jonesパラメータの修正と部分電荷を DFT

計算に基づいて再分配した修正 GROMOS 56Acarbo力場である。300 Kにおける各格子定数は、実

験値とよい一致を示しており、いずれの結晶形についても定数の差異は 2%程度以内に収まって

いる。これは、同じ結晶性多糖であるセルロース結晶多形の分子動力学計算の結果と比較して

も、この計算の再現精度が高いと言える（Dri et al., 2013; Mazeau & Heux, 2003; Chen et al., 2011）。 

無水型 β−キチンの各コンフォメーションの実験値と NVE計算による平均値の比較を表

3−4 に示す。各コンフォメーションについての値が示す通り、NVE 計算によって算出された分

子の骨格構造は Nishiyamaらによって提案された実験構造を非常によく再現している。運動性の

高い一級水酸基の配座についても実験値とよい一致が見られた。 

 

Table 3−4 Conformational parameters of anhydrous and dihydrate β−chitin from experimental X-ray structure and 

equilibrium structure of NVE−simulation at 300 K. 

    τ(°) ω(°) φ(°) ψ(°) 

Anhydrous Experimental 117 -65 -89 -152 

 

MD 115.314 -64.96 -87.677 -147.216 

Dihydrate Experimental 115 -54 -95 -147 

  MD 117.075 -47.697 -86.634 -153.281 

τ:glycosidic bond angle, C4−O1−C1: ω O5−C5−C6−O6: φ O5−C1−O1−C4: ψ C1−O1−C4−C5 

 

図 3−4に NVE計算による無水型 β−キチンの平衡構造を示す。図中の灰色の各点は 10 ps

ごとに記録した全原子の原子座標を示すものである。平行構造は実験構造に一致しているが、

シミュレーションの軌跡である灰色のプロットが示すように、平衡構造を中心として一定の範

囲内で振動している。炭素、酸素、窒素の分子の骨格構造の振動様式は、Nishiyamaらが X線構

造解析によって提示している異方性温度因子の形状とよく一致しており、分子の結合方向であ

る分子鎖方向への振動が小さくそれに直交方向に振動が大きい楕円球状の振動をしていた。ま

た、環構造中の原子に比べると自由度の高い側鎖上の原子の方が振動が大きいという点でも一

致が見られた。Sawada らの中性子線回折についても解析から水素原子についての温度因子が報

告されているが、中性子線回折の精度の問題から温度因子の異方性についての記述はない。水

素原子は他の原子に比べると振動が大きいことが見て取れるが、中性子線回折の結果に比べる

と振動が酸素や炭素に比べて極端に大きいということはなかった。これは Sawadaらが指摘して

いる通り、中性子線回折の広角領域での強度の見積もりの精度に問題があるためであろう。全
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ての水素が一定以上の振幅を持って振動しているものの、実験構造中の水素結合を形成する距

離と角度をアクセプター原子に対して維持していた（表 3−2）。従って、300 K においては無水

型 β−キチン中の全ての水素結合は安定的に存在していることが分かった。セルロース Iβなどで

は、複数の水素結合パターンが存在しており、セルロース II 型についても同様のことが示唆さ

れているから、このような安定的な水素結合は多糖結晶には比較的稀であると言える（Chen et al., 

2013）。 

 

二水和型 β−キチンの主要な分子コンフォメーションの報告されている実験値と本研究

で NVE計算により算出された計算値を表 3−4に示す。無水型 β−キチンの場合に比べると各パラ

メータの実験構造からの相違が見られるが、一級水酸基の配座以外については、10%未満の差異

であり、概ね骨格構造は実験構造を再現していることが分かる。一級水酸基のコンフォメーシ

Figure 3−3 Equilibrium molecular structure of anhydrous β−chitin calculated by NVE simulation. The 

gray points indicate the molecular trajectory outputted from NVE simulation at every 10 ps. 

 

Figure 3−4 Equilibrium molecular structure of dihydrate β−chitin calculated by NVE simulation. The 

gray points indicate the molecular trajectory outputted from NVE simulation at every 10 ps. 
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ョンは実測値からは外れているが、gg の配座は維持している。一級水酸基は運動性が高く配位

する水分子とも直接的に相互作用を有しているため、水分子の部分電荷の分配など力場パラメ

ータの変化の影響を強く受けるものと考えられる。図 3−4に NVE計算による二水和型 β−キチン

の平衡構造を示す。図中の灰色の各点は、図 3−3と同様、10 psごとに記録した全原子の原子座

標を示すものである。水分子については水素原子の運動性が高かったことから、分子振動の軌

跡のみを示した。無水型結晶に比べると振動が大きいものの、やはり骨格構造については、楕

円球状の振動様式を有していることが分かる。温度がどちらの系でも 300 Kで同一であるにも拘

らず無水型結晶に比して特に側鎖で分子振動が大きいのは、分子シート間の水分子の存在によ

って分子の運動の自由度が増加しているためであろう。この影響は特に側鎖で大きいものと考

えられる。前述の通り、二水和型結晶中での水分子の関与しない水素結合は N−H…O7のみであ

るが、HNの振動は比較的小さく、この結合は安定している。一方で水分子の振動はキチン分子

に比べて大きいため、キチン分子上の水素がドナーで水分子の酸素がアクセプターになる水素

結合はより動的な挙動を示しうる。図 3−5には、骨格構造と水素結合に関与する O3、HO3、O6、

HO6、および水分子の NVE 計算による軌跡を示した。図に示す通り、HO6 は Ow2 に対してよ

く配向しており、この水素結合が安定であることが予想される。一方で、HO3 については矢印

で示すとおり、2通りの配向が存在することが見て取れる。赤矢印で示す位置は、実験構造中に

見られる Ow2と水素結合を形成する位置であるが、もう一方の青矢印で示す位置は分子内の O5

に対して配向している。この NVE 計算全

体についての HO3 の平均位置はいずれの

水素結合も結びうる中間的な座標であっ

た。O5 と水素結合を結ぶ位置に水素原子

が配向する場合、平均の水素結合距離は

2.70 Å、結合角は 161.9°であり、Ow2をア

クセプターとする場合（結合長 2.80 Å、結

合角 169.1°）と同程度の強さの水素結合を

形成することが可能であり、幾何学的には

不利ではない。一方、水分子は分子振動が

大きいために水素結合の距離が変動する

ものの、水分子の回転のような水素の配置

自体が大きく変動する挙動はこの温度域

では見られないため、水分子がドナーとな

る水素結合については安定に結合が形成

されていた。 

Fig. 3−5 Molecular trajectory around the HO3 and 

HO6 in dihydrate β－chitin from NVE simulation. Red 

and blue arrows indicate the density of HO3 positions 

which can donate the hydrogen bond to Ow2 and O5, 

respectively. 
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分子動力学計算の結果は、300 Kの条件下では無水型 β−キチン内の水素結合は安定的で

あるが、二水和型 β−キチンについては水分子の運動性のために結合様式に動的な変動が見られ、

また実験構造中では見られなかった O3−H…O5 の水素結合の存在が示唆された。この水素結合

については、原子の幾何学的な配置からは水素結合の存在を予測することが出来るが、中性子

線回折の結果から水分子をアクセプターとする水素結合のみが存在することが Sawadaらによっ

て示されている。分子動力学計算によって水素結合を予測する場合には、力場パラメータの違

いによって水素結合の形成しやすさは変化しうるため、本研究で得られた結果よりも現実の

O3−H…O5間の水素結合の形成頻度は低い可能性がある。しかしながら本研究によって水分子の

熱振動による平均位置からの移動が見られ、その結果、水素結合の部分的な組み替えが起こり

うることが示された。 

 

3.4. 結言  

回折実験により詳細な構造が明らかとなっている β−キチンの無水型と二水和型の結晶

について、より詳細な分子間相互作用とその動的挙動を明らかにすることを目的に理論計算に

よる解析を行った。量子化学計算によるエネルギー最適化構造は、実験的に明らかにされた構

造とよく一致しており、実験的に提案された構造が極めて信頼性の高い構造であることが確か

められた。分子動力学計算による解析によっては、無水型 β−キチン結晶中の水素結合が室温域

でも安定であるのに対して、二水和型 β−キチン中では水分子の熱振動によって、複数の水素結

合様式が存在するより動的な構造体であることが示唆された。 
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4. キチンミクロフィブリルの高分解能電子顕微鏡観察  
 

4.1. 緒言  

キチンは、セルロースの場合と同様に、天然に繊維幅が数~数十ナノメートルの結晶性

繊維、ミクロフィブリルとして生産される。形態学的な観点ではミクロフィブリルはセルロース

やキチンの最小単位であり、この構造を理解することは天然の存在状態を明らかにする上で極め

て重要である。加えて近年のナノ材料も含めて、これらの資源の材料利用はこのミクロフィブリ

ルの形態を維持して行なわれる場合が多いため、ミクロフィブリル中での分子鎖充填様式や表面

構造を解析することは応用面を鑑みても重要性が高い。特にキチンについては、序論でも示した

通りミクロフィブリル構造についての情報が不足していることから、本章では高結晶性キチンミ

クロフィブリルの構造の解明を高分解能電子顕微鏡観察により試みた。 

ミクロフィブリル構造についての研究は、セルロースの分野に先行事例が多い。ミクロ

フィブリル構造やそれより高次の凝集構造に関する研究は、顕微鏡法を中心に X 線小角散乱や

赤外分光法などの手法により行なわれてきた。1930 年代に電子顕微鏡が開発されて間もなく、

緑藻の細胞壁を中心にセルロース系試料の微細構造観察が始められるが、1948年に Prestonらは、

Valonia の細胞壁の電子顕微鏡観察によって、細胞壁成分の最小の構成単位としてミクロフィブ

リルの存在を報告した（Preston et al., 1948）。それに続いて Greenらや Prestonらの研究グループ

によって Valonia属や車軸藻、その他の緑藻の細胞壁の観察が行なわれることで、生物的由来に

よってミクロフィブリルの形状に差異があることが示唆された（Green & Chapman, 1955; Preston, 

1974）。より詳細な観察は Manley（1971）による陰染色法や、Revolや Chanzyらの研究グループ

による回折コントラスト法や暗視野観察法によって行なわれてきたが（Revol 1982; Bourret et al., 

1972; Roche & Chanzy, 1981）、セルロースは軽元素からなる分子結晶であるために電子線感受性

が高く、分子レベルの超微細構造を保持したまま電子顕微鏡による観察を行なうことは困難であ

った。1985年に Sugiyamaらはセルロースの電子損傷性を定量的に評価し、撮影法の工夫によっ

て電子線損傷を抑えることで天然セルロースの結晶格子を直接観察することに成功した

（Sugiyama et al., 1985）。この手法と超薄切片法を組み合わせることで、Sugiyamaらのグループ

は種々の高結晶性セルロースミクロフィブリルの繊維横断面中での分子鎖充填様式を明らかに

した（Sugiyama et al. 1987; Helbert et al., 1998a, b; Imai et al., 2003a）。これらの観察はセルロース

ミクロフィブリルが横断面方向には途切れのない単結晶様であることや、生物的由来によって分

子鎖充填様式が大きく異なることを明らかにしたことばかりでなく、繊維表面に露出する結晶面

の予測を可能にした点でも重要性が高い。これと関係して、Hanley らや Baker らによって走査

型プローブ顕微鏡によるミクロフィブリル表面の繰り返し周期の直接観察が行なわれている
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（Hanley et al., 1992, 1997; Baker et al., 1997, 2000）。また分子動力学法をはじめとした理論計算法

によってミクロフィブリル構造やその表面物性を解析する方法も継続して行なわれている

（Matthew et al., 2006; Mazeau & Rivet, 2008; Yui et al., 2006; Wohlert & Berglund, 2011）。 

一方でキチンについては、昆虫のクチクラ層やイカの各組織中のミクロフィブリル構造

や（Rudall 1963; Giraud−Guille et al., 1990, ）、また中心珪藻の棘条由来の β−キチンミクロフィブ

リルについての陰染色による詳細な観察結果が報告されている（McLacklan et al., 1966; Herth et 

al.,  ）。またハオリムシ棲管由来の β−キチン（Gaill et al., 1992）や毛顎動物の顎毛由来の α−キ

チン（Saito et al., 1995）など、いくつかの高結晶性キチンミクロフィブリルについては、格子像

観察を含む詳細な電子顕微鏡観察が行なわれている（Revol, 1989; Revol & Chanzy, 1986; Revol et 

al., 1988）。しかしながら、セルロースの場合と異なり、その横断面についての高分解能観察は行

なわれておらず、キチンミクロフィブリル中での分子鎖充填様式に関する情報は乏しい。このよ

うな情報の欠如のために、結晶構造が既知で詳細な解析に適した高結晶性のミクロフィブリルが

得られるにも拘らず、高分解能の走査型プローブ顕微鏡観察や、理論計算による形態学的な解析

はほとんど行なわれていないと考えられる。そこで本研究では、いくつかの高結晶性キチンミク

ロフィブリルについて透過型電子顕微鏡による高分解能観察を試みた。得られた格子像から分子

鎖配列様式の推定を行い、結晶多形や生物的由来の異なるミクロフィブリル間での比較を行なっ

た。 

 第二章において天然の α−キチンの構造に再検討の必要性があることを示しているが、本

章においては便宜上、従来の Sikorskiら（2009）の構造モデルを採用して微細構造についての解

釈を行なっている。 

 

4.2. 実験  

4.2.1. 試料調製  

キチンはセルロースと同様に電子損傷性の物質であるから、高分解能観察のためには結

晶サイズが大きく結晶の完全性の高い試料が望ましい。そこで本研究では、ハプト藻 Phaeocystis 

globosa由来の α−キチンミクロフィブリルと、中心珪藻 Thalassiosira weissflogii由来、およびサ

ツマハオリムシ Lamellibrachia satsumaの β−キチンミクロフィブリルを用いた。 

P. globosa （NIES-1396株、国立環境研究所）は前述の通り培養し、この培養物を回収、

精製することで、α−キチンミクロフィブリルを得た。精製されたキチン試料は、使用まで水懸

濁液として保存した。 

T. weissflogii (CCMP 1051株、CCMP)を L1培地中、20°C、12 h-12 hの明暗サイクル下で

１ヶ月間通気培養を行った。培養物を家庭用ミキサーにより処理し、およそ 2000 gで遠心分離
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を行うことで細胞質、珪酸塩よりなる殻を沈殿物として分離し、上清に残った棘条をおよそ

18000 gの遠心分離により回収した。この沈殿に対して 1 N KOH（室温、16 h）、0.3% NaClO(pH4.0、

80°C、3 h) 処理を 2 回繰り返し行なうことで精製した。各処理の後には水洗を行い、最終的に

得られた精製物は使用まで水懸濁液の状態で保存した。 

サツマハオリムシ L. satsumaは、鹿児島湾の水深約 100 mの海底で遠隔操作型の潜水艦

Hyper-Dolphin により採集された。棲管内に存在する生物体を水洗により除去した後、使用まで

水中に保存した。 

断面についての観察のためにこれらのミクロフィブリルの繊維軸についての一軸配向

試料を調製した。P. globosaと T. weissflogii由来の試料については前述したフィブリノーゲンゲ

ルによる配向法（Blackwell, 1969）によって配向試料を調製した。L. satsumaの棲管内では管の

長軸に平行にミクロフィブリルが配向しているため、風乾した棲管をそのまま配向試料とした。 

各配向試料は十分に風乾した後、酸化プロピレンに浸漬することで脱水して、エポン系

樹脂（Epok 812、応研商事）に包埋した。これをウルトラミクロトーム（Ultracut UCT, Leica, 

Germany）とダイアモンドナイフ（Ultra 45°、DiATOME、Switzerland）を用いて薄切し、およそ

50 nm厚の切片を得た。薄切時の逃げ角は 6°であった。切片はおよそ 4 nm厚のカーボン蒸着膜

を被覆したマイクログリッド（応研商事）上にすくいとり、観察中の試料の浮動を避けるため、

真空蒸着装置により 2 nm厚程度のカーボン膜を試料上に蒸着した。 

またこれとは別に、L. satsuma の未精製の棲管を 1%OsO4水溶液によって固定した試料

をエタノールシリーズと酸化プロピレンにより脱水し、同様にエポキシ系樹脂に包埋した。100 

nm 厚の切片に薄切後、2%酢酸ウラン水溶液と Leynolds の試薬によってタンパク質を染色し、

測定に供した。 

 

4.2.2. 電子顕微鏡観察  

本研究では、超薄切片試料による繊維横断面についての観察と、カーボン被覆した銅グ

リッド上にミクロフィブリルの水分散液を滴下、乾燥した試料を用いた繊維方向についての観

察の両者を行なった。電子顕微鏡観察には CCDカメラ（Keen View、Olympus Soft Imaging Solution、

Germany）を搭載した JEM−2000EXII（日本電子）を用い、観察は全て 200 kVの加速電圧の条件

で行なった。回折コントラスト法による観察時には 10 μm径の、高分解能観察時には 40 μm径

の対物絞りを使用した。電子線損傷を抑えるために最小照射装置（Minimum Dose System、MDS、

日本電子）を用い、観察像は三菱製の MEMフィルム、および KODAK社製の SO−163フィルム

に露光時間 1−2 sで記録した。電子線回折実験は微小部電子線回折法により行なった。20 μm径

の集束レンズ絞りを挿入して直径 100 nm程度の電子線プローブを得て、これによる視野の探索
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と撮影を行なった。回折パターンはイメージングプレート（FDR−UR−V、富士フィルム）上に

記録し、読み取り装置 FDL−5000（富士フィルム）によりコンピュータに取り込み、解析を行な

った。電子線回折図中の回折点の面間隔の補正は、真空蒸着装置によってグリッド上に蒸着し

た金結晶の 1 1 1の回折点の面間隔を用いて行なった。 

 

 

4.3. 結果と考察  

4.3.1. P. globosa由来の α−キチンミクロフィブリル  

図 2−1aに P. globosaの棘条由来の α−キチンミクロフィブリルの回折コントラスト像を

示す。回折コントラスト法では、一定以上の散乱角を有する散乱波を対物絞りによって結像に

用いる情報から排除しているため、電子散

乱性の高い結晶領域は黒いコントラスト

によって観測される（Revol et al., 1982）。

ミクロフィブリルの形状は片末端に向か

って先細りになっており、最も太い部分で

の平均繊維径は 39.8 ± 8.8 nmであった。光

学顕微鏡観察によって見積もられた平均

繊維長は 17.9 μmであった。小胞内で生産

されるこのミクロフィブリルの生合成様

式のために、繊維長の均一性は高かった。

図 2−1b および c にミクロフィブリルから

得られた微小部電子線回折図を示す。この

回折パターンは、Cretiennot-Dinetら（1997）

の報告した Phaeocystis の棘条から得た電

子線回折パターンに一致しており、回折点

は全て Minkeと Blackwellら（1978）、また

Figure 4−1 (a) Bright field diffraction contrast 
images of chitin microfibrils from P. globosa, 
and electron microdiffraction diagrams 
obtained from the microfibrils, of (b) b*c* and 
(c) 110c* projection. (d) Lattice image of chitin 
microfibril from P. globosa and (e) its power 
spectrum obtained by FFT transformation of 
the whole image.  
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は Sikorskiら（2009）の構造モデルに合うように指数付けすることが出来る。第二章に示した繊

維回折図中での二本鎖の単位格子に一致しない回折点が観測されないのは、その格子面が Bragg

反射の条件を満たしていないこと、回折強度が弱いこと、あるいは特に電子損傷性が高いこと

などのいくつかの理由が考えられる。 

図 2−1dには、繊維方向についての

高分解能観察像を示す。繊維軸に平行に 

(0 2 0)面（d = 0.94 nm）、(0 1 1)面（d = 0.91 

nm）、(0 1 2)面（d = 0.70 nm）に由来する

格子縞が明瞭に観察された。格子縞は繊維

方向について連続的に 100 nm程度の領域

について観測された。この観察像をフーリ

エ変換することにより得られた二次元パ

ワースペクトルを示す。このスペクトル中

でも結晶は P212121の対称性を維持してい

るように観測された。2つの象限でのみパ

ワースポットが観測されるのは、キチンミ

クロフィブリルが繊維方向についてねじ

れており、そのために Bragg反射の条件を

満たさなくなる結晶格子が存在するため

であろう。 

図 4−2aに、P. globosa由来のミク

ロフィブリルの横断面についての回折コ

ントラスト像を示す。繊維方向についての

観察と同様に、ミクロフィブリルは黒いコ

ントラストによって観測される。ミクロフ

ィブリルごとにコントラストに差異があ

るのは、観察面に対する繊維軸の傾きによ

って a*b*面内の格子点が Bragg 反射の条

件からずれる場合があるためである（Revol 

et al., 1982）。キチン結晶では赤道上の回折

の回折強度が強いから、観察面について繊

維軸が直交するミクロフィブリルが最も

Figure 4－2 (a) Bright field diffraction contrast image 
of cross sections of chitin microfibrils from P. 
globosa. (b) Typical hexagonal cross section. (c) 
Electron microdiffraction diagrams obtained from the 
cross section of microfibril. (d) Lattice image of cross 
section of chitin microfibril from P. globosa. 
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強いコントラストを与える。図 2−2bに示すようにミクロフィブリルの横断面形状は、概ね正六

角形状であったが、より大きなミクロフィブリルでは六角形が変形したような五角形状に観測

されるものもあった。全体としてはバロニアセルロースやホヤセルロースのように断面形状の

均一性は高かった（Helbert et al., 1998a; Sugiyama et al., 1985; Revol,1982 ）。 

ミクロフィブリルの横断面から得られた微小部電子線回折像を図 4−2c に示す。回折図

は低分子キチンの再結晶化により得られた α−キチンのラメラ結晶の回折パターンによく一致し

ており（Perrson et al., 1992; Helbert et al., 1998c）、また Minkeと Blackwell、Sikorskiらのモデルと

も合致している。ここでも第二章で観測された二本鎖の斜方晶の単位格子に合致しない回折点

は観測されなかったが、これはそれらの回折点の回折強度が微弱であるためであろう。 

図 4−2dにミクロフィブリル横断面についての高分解能観察像を示す。(0 2 0)面に相当す

る格子縞が六角形状の横断面全域に観測された。格子縞は横断面全体で途切れなく観測されて

おり、従って横断面中では α−キチンの結

晶が、結晶としてはそれ以上分割の出来な

い一つの結晶であることが明らかとなっ

た。格子縞は六角形の 2辺に平行に配置し

ており、残りの辺とはおよそ 117°の角度で

接していた。これを元に構築した分子鎖の

充填モデルを図 4−3に示す。格子縞に平行

なミクロフィブリル表面は(0 1 0)面に平行

であり、残りの 4辺は（1 2 0）面に平行で

ある。(0 1 0)面と(1 2 0)面の成す角は 116.7°

であるから、これは高分解能観察像によく

一致している。 

  

Figure 4−3 Schematic representation of cross 
section of α-chitin microfibril from P. globosa. Vertical 
side is parallel to (0 1 0) plane and diagonal side is 
parallel to (1 2 0) plane. 
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4.3.2. T. weissflogii由来の β−キチンミクロフィブリル  

図 4−4aに T. weissflogiiの棘条由来の β−キチンミクロフィブリルの回折コントラスト像

を示す。このミクロフィブリルでも末端に向かって繊維径が細くなっている様が観察されたが

（Imai et al., 2003b）、P. globosaのミクロフィブリルに比べると先細りになる傾向は小さい。平

均繊維径は、29.8 ± 8.8 nmであり、繊維長は不定長であった。ミクロフィブリルには、図中に青

い矢印で示すような比較的細く強いコン

トラストで観察されるものと、赤い矢印で

示した繊維径が太くリボン状の繊維とし

て観察されるものの 2通りが存在した。図

4−4b、c、および d に一本のミクロフィブ

リルから得られた微小部電子線回折像を

示す。回折パターンはいずれも報告されて

いる無水 β−キチンの回折図に一致してお

り、全ての回折点は Nishiyamaら（2011）

によって提案された単位格子に従って帰

属することが可能であり、水和型結晶の形

跡は見られなかった。従って、この観察条

件下では全ての β−キチン結晶は無水型と

して存在しているものと考えられる。 

図 4−4eに繊維方向についての高分

解能観察像を示す。繊維軸に平行に無水 β−

キチンの(0 1 0)面に相当する格子縞（d = 

0.91 nm）が観測された。繊維幅方向全体に

渡って 30 nm程度、繊維軸方向に 300 nm

以上の領域でこの格子縞は観測された。こ

のように繊維軸方向についての連続性は

高く、また(0 1 0)面の格子縞がこのような

領域で連続的に観測されたことから、セル

ロースミクロフィブリルとは異なって、β−

キチンミクロフィブリルに周期的なねじ

れ構造が存在しない可能性がある（Henley 

et al., 1997; Matthews et al., 2006）。これはキ

Figure 4−4 (a) Bright field diffraction contrast images 
of chitin microfibrils from T. weissflogii. Red and blue 
arrows indicate the ribbon-like and thinner solid 
microfibrils, respectively. Electron microdiffraction 
diagrams obtained from single microfibril: (b) a*c* , 
(c) b*c* and (d) 11

_

0c* projection. (e) Lattice image of 
chitin microfibril from T. weissflogii with (0 1 0) lattice 
plane of anhydrous β−cihitin crystal.. 



 41 

チン結晶の構造を考えると、分子シート構

造中では極めて密にグルコピラノース環

の疎水面が堆積しており、無水型 β−キチン

結晶ではこれを安定化するように

O6−H…O7 と N−H…O7 の水素結合が存在

している。従ってこの長細い分子シート構

造は極めて安定で剛直であると考えられ、

このシートが変形するねじれのようなミ

クロフィブリルの変形は起こりづらいの

であろう。 

図 4−5aにミクロフィブリル横断面

についての回折コントラスト像を示す。ミ

クロフィブリルの形状は、長方形状である

が、図 4−4b に示すようなほぼ正方形に観

察されるものと、図 4−4c のような細長い

長方形状に観察されるものがあった。短辺

と長辺の比は 1:1から、1:6程度までのもの

が観察された。これは、図 4−4a 中に観察

された細いものとリボン状のミクロフィ

ブリルに対応するものであろう。 

 

Figure 4－5 (a) Bright field diffraction contrast 
image of cross sections of chitin microfibrils 
from T. weissflogii. Circles indicate the typical 
cross sections, and arrows point the crached 
cross sections.  Inset: Electron diffraction 
diagram of anhydrous β－chitin obtained from 
single cross section. Typical square- (b) and  
ribbon-type (c) cross section. (d) (d) Lattice 
image of cross section of chitin microfibril from 
T. weissflogii. (d) square type (e) ribbon type. 
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 また図 4−5a 中に矢印で示した通り、横断面の一辺に平行な亀裂によってミクロフィブ

リルが割れている様が頻繁に観察された。この原因としては薄切時の剪断力によって生じた可

能性と、乾燥−湿潤による無水型−二水和型結晶間の転移によって結晶に応力が掛かったことに

よる可能性の 2通りが考えられる。乾燥−湿潤のサイクルを繰り返し行なうことで結晶性が低下

することが Kobayashiら（2010）によって報告されていることから、後者についての可能性が高

いが、この事象をより詳細に観測するためには乾燥−湿潤サイクルを複数回繰り返した試料の電

子顕微鏡観察と X線回折を組み合わせることが必要であろう。 

図 4−5bにはミクロフィブリル一本の横断面から得られた電子線回折像を示す。各回折点は

図中に示すように Nishiyamaらの単位格子に従って指数付けできた。一本のミクロフィブリルか

ら電子線回折を取得することによって、結晶の逆格子を直接的に観察することが出来た。面間

隔が大きいにも拘らず 1 1 0の回折点が未観測であるが、これは Nishiyamaらの報告にあるよう

にこの回折の強度が小さいためであろう（Nishiyama et al., 2011）。 

図 4−5dと 5eにミクロフィブリル横断面についての高分解能観察像を示す。(0 1 0)面に

相当する格子縞が正方形状と、長方形状の横断面全域に観測された。両者ともに格子縞は横断

面全体に途切れなく観測されており、いずれの横断面形状の場合であっても横断面中では結晶

としてはそれ以上分割の出来ない一つの結晶であることが明らかとなった。格子縞は四角形の 2

辺に平行に配置しており、残りの辺とはおよそ 83°の角度で接していた。また非常に頻繁にミク

ロフィブリルの角が欠けているように観察される場合があった。ミクロフィブリルの辺に対し

ておよそ 40°から 50°の角度を持って欠けている場合が多かったが、これが生合成の過程で生じ

たものであるのか、精製や乾燥、湿潤の試料調製過程で生じたものであるのかは不明である。 

これらの観察を元に構築した分子鎖の充

填モデルを図 2−5f に示す。格子縞に平行なミク

ロフィブリル表面は(0 1 0)面に平行であり、こち

らがリボン上の横断面の場合は長辺に対応する。

残りの 2辺は（1 0 0）面に平行であった。(0 1 0)

面と(1 0 0)面の成す角は 82.7°であるから、観察

結果によく一致している。角の欠損部分について

は、仮にある結晶面に平行に欠けが生じていると

すれば、（1 2 0）、あるいは（1 2
_

 0）面に対し

て平行であると予測される。 

  

Figure 4−6 Schematic representation of cross 
section of α-chitin microfibril from T. weissflogii. 
Vertical side is parallel to (0 1 0) plane and 
horizontal side is parallel to (1 0 0) plane. 
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4.3.3. L. satsuma由来の β−キチンミクロフィブリル  

図 4−7aに L. satsumaの棲管由来の

β−キチンミクロフィブリルの回折コント

ラスト像を示す。このミクロフィブリルは

P. globosaおよび T. weissflogii由来のミク

ロフィブリルとは異なり、天然にタンパク

質と棲管として組織化しており、ミクロフ

ィブリル同士の凝集性が高い。ミクロフィ

ブリルの平均繊維径は、52.4 ± 13.7 nmであ

り、繊維長は計測出来なかった。図 4−7b、

c、および d に一本のミクロフィブリルか

ら得られた微小部電子線回折像を示す。L. 

satsuma の場合でも回折パターンは報告さ

れている無水 β−キチンの回折図に一致し

ており、全ての回折点は Nishiyamaら（2011）

によって提案された単位格子に従って帰

属することが出来た。図 4−7e に繊維方向

についての高分解能観察像を示す。繊維軸

に平行に無水 β−キチンの(0 1 0)面に相当

する格子縞（d = 0.91 nm）が観測された。

繊維幅方向全体に渡って 30 nm程度、繊維

軸方向に 300 nm 以上の領域でこの格子縞

は観測された。このような長軸方向に広い

範囲に渡って格子縞が観測される傾向は T. 

weissflogii の場合と同様であり、ミクロフ

ィブリルに周期的なねじれ構造がないこ

とが示唆された。 

Figure 4−7 (a) Bright field diffraction contrast images 
of chitin microfibrils from L. satsuma. Red and blue 
arrows indicate the ribbon-like and thinner solid 
microfibrils, respectively. Electron microdiffraction 
diagrams obtained from single microfibril: (b) a*c* , 
(c) b*c* and (d) 11

_

0c* projection. (e) Lattice image of 
chitin microfibril from L. satsuma with (0 1 0) lattice 
plane of anhydrous β−cihitin crystal.. 
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図 4−8aには棲管の横断面の染色像

を示す。四酸化オスミウムとクエン酸鉛に

よって染色したことから、マトリックス成

分であるタンパク質が黒いコントラスト

で、染色されないキチンミクロフィブリル

の断面は白色に観察されている。棲管中で

はキチンが高密度に配列しており、その単

位面積あたりの存在量はおよそ 200本/μm2

であった。これまでに観察されている

Tevnia や Riftia の棲管とは異なり、明確な

層構造は観察されず、従って合板様の層同

士の凝集構造は認められなかった（Gaill et 

la., 1992; Shillito et al., 1997）。観察面に対し

て斜めに配向しているように観察される

ミクロフィブリルは観察されず、長軸に対

して全てのミクロフィブリルが配向して

いる様が見て取れる。また、キチンミクロ

フィブリルの断面形状は、染色像であるた

めマトリックス部分との境界は曖昧であ

るものの平行四辺形状に観察された。 

Figure 4−8 (a) Bright field image of a stained 
cross-section of a tube from L. satsuma. The 
β-chitin microfibrils appear as white dots 
embedded in stained protein matrix. (b) 
Diffraction contrast image of a cross-section of 
the same tube. The microfibrils are visualized 
as black areas. Cracks in the microfibrils are 
indicated by black arrows. (c) Typical shape of 
a cross-section of the microfibrils of L. 
satsuma. (d) Electron diffraction diagram 
corresponding to the circled area in (b). The 
pattern, obtained from a few tens of 
microfibrils, shows the orientation in the lateral 
plane of a β-chitin crystal. (e) Lattice image of 
a cross-sectioned β-chitin microfibril showing 
the lattice fringe corresponding to the (010) 
plane (d = 0.91 nm) of anhydrous β-chitin. 
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 図 4−8bには、棲管横断面についての回折コントラスト像を示す。ミクロフィブリルの形状は、

平行四辺形状であるが、矩形状のものから菱形に近いものまで、形状には多様性があった。短

辺と長辺の比は 1:1から、1:2程度までのものが観察された。図 4−8aに比べると観察されるミク

ロフィブリルの数が少ないが、これは回折コントラスト法によって強いコントラストを得るに

は、厳密に観察面に対してミクロフィブリルが垂直に配向している必要があるためである（Revol, 

1982）。図 4−8a中に矢印で示すように、T. weissflogiiのミクロフィブリルの場合と同様にミクロ

フィブリル断面の割れが観測された。図 4−8dには図 4−8b中の円で囲われたような 500 nm径の

範囲から得られた電子線回折像である。Tevniaや Riftiaの棲管と同様に、L. satsumaの棲管断面

中には β−キチン結晶の ab面内での面配向が存在していた（Gaill et al., 1992a; Shillito et al., 1997）。

配向様式の詳細は次章にて扱う。 

図 4−8eにはミクロフィブリル横断面についての高分解能観察像を示す。(0 1 0)面に相当

する格子縞（d = 0.91 nm）が平行四辺形状の横断面全域に観測された。両者ともに格子縞は横断

面全体に途切れなく観測されており、横断面中では結晶としてはそれ以上分割の出来ない一つ

の結晶であった。格子縞は四辺形の 2辺に

平行に配置しており、残りの辺とはおよそ

50°~70°までの角度で接していた。 

これを元に構築した分子鎖の充填

モデルを図 4−9に示す。格子縞に平行なミ

クロフィブリル表面は(0 1 0)面に平行であ

り、残りの 2辺は（1 1
_
 0）面あるいは(1 2

_
 

0)面に平行であった。 (0 1 0)面と（1 1
_
 0）

面とがなす角は 68.4°、（0 1 0）面と(1 2
_
 0)

面の成す角は 49.4°であるから、観察結果

と一致している。  

Figure 4−9 Schematic representation of cross 
section of α-chitin microfibril from L. satsuma. Two 
sides are parallel to (0 1 0) plane and other two sides 
is parallel to (1 2

_

 0) plane or (1 1
_

 0) plane. 
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4.3.4. キチンミクロフィブリルの断面形状における多様性  

これまでに示したように、β-キチンミクロフィブリルとして二つの生物種から得られた

試料を用いて観察を行った結果、特に断面形状について、T. weissflogiiと L. satsumaとの間には

有意な差を観察することができた。 

前者のキチンでは正方形に近い平行四辺形状か、その形状から角が欠損した多角形状の

断面であった。表面は（1 0 0）面と（0 1 0）面に平行であった。また、断面の形状の均一性は

比較的低かった。L. satsumaの場合では、断面の形状は平行四辺形状であり、明確に長辺と短辺

の差異があった。表面は（0 1 0）面と(1 1
_

 0) (1 2
_
 0)面に平行であった。このように形状には明

確な差異があり、また分子鎖の配列様式の違いから、表面に露出していると考えられる結晶面

も異なっている。このことから T. weissflogiiと L. satsumaのキチンとでは異なった表面物性を示

すと考えられる。露出している結晶面が違いはすなわち露出している官能基の違いであるため、

表面の親水性の差異等が生じていると考えることができる（Mazeau & Rivet, 2008）。この差異は、

キチンの結晶表面を認識して酵素の活性にも影響を与えるものと予測することができる。また、

表面物性の違いは、材料利用を考えた際にも影響を与えると考えられ、ミクロフィブリルを繊

維強化材として複合材料化する際のマトリックスとの界面接着性などに差異が見られると予測

される。また、L. satsumaと同じ有鬚動物である Tevniaや Riftia由来の β−キチンミクロフィブリ

ルについても断面形状の観察が行われている（Gaill et al., 1992; Shillito et al., 1997）。Tevniaキチ

ンも L. satsumaキチンと同様に高結晶性であるが、断面形状は矩形である。Tevniaキチンミクロ

フィブリルの断面については高分解能観察が行われていないため、分子鎖配列様式は不明であ

るが、セルロース生合成の場合と同様に近傍の属であっても断面形状と分子鎖充填様式には違

いがあると考えられる（Helbert et al., 1998a, b）。これは生物種ごとにキチンの生合成装置の形状

やその中での酵素の配列などに差異があるためであろう（Tsekos, 1999）。 

 

4.3.5. キチンミクロフィブリルの結晶化機構  

一方で、生産する生物種や結晶形が異なっても(0 1 0)面がミクロフィブリルの一表面に

平行である、という特徴は本研究で観察した全てのキチンミクロフィブリルに共通であった。

キチン結晶においては図 4−10に示すように、両結晶多形に共通して（0 1 0）面に平行に、グル

コピラノース環が疎水的に堆積した分子シートが存在しており、この分子シート構造は多形間

で非常に類似性が高い。また、この疎水的相互作用による分子シートは β-キチンの水和-無水の

結晶転移においても構造的に維持されていると予想されているから、天然の存在状態である二

水和結晶の状態の β-キチンミクロフィブリル中でも分子シートは無水型と同様な状態で存在し

ていると考えられる。（0 1 0）面は β−シート構造を有するタンパク質分子と組織化する上で重要
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であると考えられているから（Neville 1993; Vincent 2004）、この特徴は、単に今回観察した高結

晶性のキチンミクロフィブリルばかりでなく、甲殻類や昆虫のキチンミクロフィブリルにも共

通するものであると考えられる。 

天然セルロースには Iαと Iβの結晶多形が存在しているが、Iαが量的に多い藻類由来の

セルロースミクロフィブリルにおいても、ほぼ Iβ からのみなるホヤセルロースのミクロフィブ

リルにおいても、断面形状の差異と無関係に 0.6 nm周期の(1 1
_

 0)面がある表面に必ず平行にな

るように分子鎖が配列している。セルロースの I 型結晶においては、(1 1
_

 0)面に平行にグルコ

ピラノース環の疎水的凝集力によって形成された分子シートが存在している(図 4−10c)。このよ

うな状況から、セルロースの生合成での結晶化機構は、二段階的に進行していると考えられて

いる。まず、第一段階で、疎水的凝集力による分子シートの形成が行われ、次段階としてそれ

らの分子シート同士がさらに疎水的な相互作用により凝集し、一本のセルロースミクロフィブ

リルを構築するというものである。この結果は、計算科学によって自由エネルギー的に妥当性

がある機構であるということが示されている（Cousins and Brown, 1995）。 

	
 	
 	
 セルロースの分子シートとキチン結晶における分子シートは類似性の高いものであり、

ミクロフィブリル中における存在状態についてもよく似ていることから、この二段階的な結晶

化機構はキチンミクロフィブリルの生合

成にも適用できるものと考えられる。つま

り、(0 1 0)面に平行な分子シート構造がま

ず形成され、これらが一本のキチンミクロ

フィブリルとして再度凝集する、というこ

とである。この機構は、α型と β型の結晶

形に共通であると考えられる。二段階的な

結晶化機構は両結晶形に共通であると予

測されることから、α−キチンの生合成機構

は、これまで予想されていたより β−キチン

のそれと共通する部分を多く含んでいる

可能性が高い。結晶化機構の第一段階で

形成されると考えられる分子シート内の

分子鎖の極性は結晶形によらず揃ってお

り、α−キチンの場合では極性の異なるシ

ートが交互にならんでミクロフィブリル

を形成している。もし、分子鎖伸長方向

Figure 4－10. Models of hydrophobic molecular sheets 
in a-chitin crystal (a),  anhydrous b-chitin crystal (b) 
and cellulose Ib crystal. The sheets are desplayed as 
tinted planes. This sheet aligns parallel to (010) plane 
in a- and b-chitin and to (11

_

0) plane in cellulose Ib. In 
the a-chitin crystal the sheets contains only the 
molecular chains with the same direction of c-axes, but 
the direction are different between each adjacent sheet 
as shown by difference in color of the sheets 
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の異なる二つの合成酵素が存在するとすれば、それらが合成装置内に交互に配列することで、

逆平行鎖構造を有する α−キチンミクロフィブリルを、セルロースや β−キチンミクロフィブリル

の場合と同じような一方向的な機構で生合成することが可能である。 

 

4.4. 結言  

 結晶形と起源の異なる高結晶性キチンミクロフィブリルについて、高分解能電子顕微鏡観

察と電子線回折実験を行なった。この観察によって、キチンミクロフィブリルの断面形状を明

らかにし、生産する生物種によって断面形状に差異があることが示された。また、ミクロフィ

ブリル横断面についてのの高分解能観察によって得られた格子像から、ミクロフィブリル中で

の分子シートの充填様式を明らかにし、表面に露出する結晶面の予測を行った。今回観察を行

ったキチンミクロフィブリルについては、試料の結晶形、起源によらず分子シートは必ず横断

面の長辺に平行に配列していた。このことから、キチンミクロフィブリルの結晶化は、分子シ

ートの形成と、それらのシートの堆積という二段階の過程を経ていることが予想された。 
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5. ハオリムシ棲管中のキチンの高次凝集構造  
 

5.1. 緒言  

前章ではキチンミクロフィブリル構造の理解のために高分解能電子顕微鏡観察を行な

ったが、実際のキチン質の骨格組織中ではこのミクロフィブリルがタンパク質などの他の基質

と複合化している。キチンやキチン質に含まれる構造タンパク質などは室温条件下で水に不溶

であるから、その組織構造は生合成・分泌様式に強く影響を受ける。従ってそのような組織構

造を理解することは、生物によるキチン質の生産様式を明らかにする上で非常に重要である。

加えて、昆虫のクチクラ層やイカの腱のようなキチン質は、剛性と可撓性を兼ね備えた理想的

な複合材料であるため、生物模倣による材料創製を行なう上でもこのようなキチン質の組織構

造を精査することには意義がある。本章では、微視的な結晶構造と組織構造、さらに生合成様

式の関係性について、ハオリムシ棲管を試料として解析を行なった。 

ハオリムシは、シボグリヌム科（Siboglinidae）に属する軟体動物である。海底の熱水噴

出孔などの近傍に生息するベントス（底生生物）の一種であり、体内に共生させた硫黄酸化細

菌が噴出孔からの硫化水素等を変換して得た有機物を栄養源とする、この生物に特有の生態を

有する（Bright & Lallier, 2010）。この生態のために、ハオリムシは噴出孔付近に体を固定して硫

化水素を摂取する必要があり、さらにその状態で外敵から身を守る必要があるため、体外にチ

ューブ、あるいは棲管と呼ばれる剛直な管状構造体を構築して生物体を保護している。この棲

管は高結晶性の β−キチンミクロフィブリルとタンパク質からなる複合体であり、Gaillらのグル

ープの電子顕微鏡観察を中心とした研究によって、Tevnia属や Riftia属の棲管の組織構造が報告

されている（Gaill et al., 1992a, b; Shillito et al., 1995, 1997）。キチン結晶についての電子線回折と

組織切片の観察から、この棲管中では数千本のキチンミクロフィブリルとタンパク質から成る

厚さ数 μm程度の薄層が堆積することで構成された構造体であることが示された。層構造中では

強い面配向が観察され、電子線回折の結果からこの層構造中では全ての分子鎖の極性が揃って

いることが示された。しかしこの薄層同士は互いに向きを変えて、合板のような堆積様式を有

しているために、組織全体としてはキチン分子の極性の一致などは見られないことが報告され

ている。一方で、前章で示した通り、Lamellibrachia 属の棲管中では明確な層構造が存在せず、

合板様の構造体が存在していないことが観察されており、近傍の属のハオリムシの棲管であっ

ても組織構造に差異が存在することが明らかとなっている。 

キチンやセルロースの生合成は、分子鎖伸長が一方向に限定された方向性を有する反応

であるために、組織構造中での分子鎖の極性は分泌様式に直接的に関与する（DeAngelis, 1999;  

Imai et al., 2003b; Koyama et al., 1997）。生合成様式と組織構造の関係性を明らかにするために、
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電子線回折によって分子鎖極性を明らか

にする試みはハオリムシ棲管以外の系、た

とえば酢酸菌のセルロースや珪藻 β−キチ

ンについても行なわれており、いくつかの

重要な知見を与えている（Koyama et al., 

1997; Imai et al., 2003b; Lai−Kee−Him et al., 

2002）。しかしながら電子線回折実験によ

って得られる情報は微視的なものに制限

される。より巨視的な解析を行なうことで、

生物体の動きとキチンの生合成様式、組織

構造についての関係性についての理解が

得られるものと期待される。本章ではハオ

リムシの一種であるサツマハオリムシ

（Lamellibrachia satsuma）の棲管の組織構

造解析を X線回折によって行い、その構造

と、合成様式について検討した。 

 

5.2. 実験  

5.2.1. 試料調製  

サツマハオリムシ（L. satsuma）は

前章に示した通り、鹿児島湾の海底約 100 

mの領域から採取した。水洗により棲管か

ら生物体を除去した後、この棲管を風乾し

た。棲管は図 5−1に示す通り、円錐様の構

成要素が積み重なることによって構成さ

れている。 

 

5.2.2. X線回折実験  

X 線回折実験は、回転対陰極型 X

線発生装置（RU−200BH、リガク）を X線

源として行なった。風乾した棲管を 2 mm

（高さ）×1 mm（幅）×1 mm（厚さ）程度

Figure 5−1. Appearance of tubeworm Lamellibrachia 

Satsuma (a) in the 100 m depth of Kagoshima Bay. 

(b) Harvest tube. 

Figure 5−2. Experimental layout of X-ray diffraction	
 

of tube of L. satsuma. 
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の大きさの小片に切り出したものを試料と

した。図 5−2 に示すように試料に対して、

横断面（Cross section）、透視面（Through）、

端視面（Edge）のそれぞれに垂直に入射す

るように、三方向から X 線を照射して、回

折図をイメージングプレート上に記録した。 

 

5.2.3. 電子顕微鏡観察  

電子顕微鏡観察の方法は棲管の断

面についての観察を、超薄切片法と回折コ

ントラスト法によって行なった。詳細は

4.2.2および 4.2.3に示す通りである。 

 

5.3. 結果と考察  

5.3.1. 分子鎖極性  

図 5−3に、棲管に対して横断面（図

5−3a）、透視面（図 5−3b）、端視面（図 5−3c）

の各方位から X 線を照射した際に得られた

X 線回折図を示す。この試料は棲管の中央

部分のバルク部分から小片として切り出し

たものを用いている。 

Figure 5−3. X-ray diffraction diagram of the 

tube irradiated from the directions shown in 

Figure 2. (a) Cross-sectional view, (b) through 

view, and (c) edge view. In (a), equatorial 

reciprocal points are shown as circular dots. 

The c*-axis is upward from the paper plane, 

and the direction normal to (1 1 0) plane 

corresponds to the tangential direction of the 

tube. The red and green broad lines denotes 

surfaces of the Ewald spheres when the 

incident X-ray is in through and edge 

directions, respectively. 
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横断面についての回折図中では、0 k lのミラー指数を有する回折点のみが観察されてい

る。これは結晶の c軸が棲管の長軸に平行に配列しているためである。回折図は結晶が ab面内

に明確な配向を有していることを示しており、この回折パターンは前章で示したような無水 β−

キチンの a*b*面の投影によく一致しており、この棲管中では無水 β−キチンの(1 1 0)面が棲管壁

に垂直に配向している。逆空間でのベクトル表示は右手系で表されるから、棲管中のキチン結

晶の c 軸は全て紙面に上向きに配列している。Nishiyama ら（2011）の構造モデルにおいては、

還元末端の向きと c軸の向きとは一致しているから、従って棲管中の全てのミクロフィブリルの

極性は揃っており、還元末端は棲管組織の上部を向いていることになる。 

 

5.3.2. 面配向  

透視面（図 5−3b）と端視面（図 5−3c）の回折図は、報告されている無水 β−キチンの繊

維回折図に外形は一致しているが、各回折点が象限ごとに回折強度は大きく異なっており、こ

れは横断面中でも観測されたように試料中の結晶が三次元的に強く配向していることを示して

いる。透視面においては、1 0 0の回折点では右半球のものが左半球に比べて 5倍強い強度を有

するが、一方で 1 1
_

 0と 1 1 0の回折点の半球ごとの強度差はほぼない。回折強度の差異は赤道

上だけではなく、1 0 2や 0 1 3など高次の層線上に観測された。また子午線上の 0 0 2の回折強

度が非常に弱く、これは棲管壁中に小さいながらも軸方向についての配向の乱れが存在してい

ることを示している。また端視面の回折図（図 5−3c）においては、1 1
_

 0 の左右半球での強度

差が特に顕著であり、左側の回折が右側の回折の 6 倍の強度を有している。また、こちらの場

合では、0 1 0の回折強度にも左右で 3倍程度の差異が存在している。これらの面配向様式は、

横断面での回折図中の結晶の配向様式によく一致している。つまり、図 5−3a 中に示すように、

透視面に垂直に X 線を透過した場合には赤色で示した線上の、端視面に垂直に透過した場合に

は緑色の線上にある逆格子点が Bragg反射の条件を満たすことになるため、左右半球で強度に明

確な差異が存在している。 

この L. satsumaの棲管中で観測されたキチンの面配向様式は、Tevnia属のハオリムシの

棲管中でのキチンの配向様式とは異なる。Tevnia属の棲管は、前述の通り、キチンミクロフィブ

リルとタンパク質マトリックスから成る層構造が合板状に堆積することで形成されており、L. 

satsumaの棲管と異なり巨視的に観測できる繊維軸の配向はない。しかしながら電子線回折によ

って層構造中ではキチン結晶が ab面内に配向しており、b*軸が棲管壁面に対して垂直に配向し

ていることが明らかとなっている（Gaill et al., 1992a）。これは(1 1 0)面が壁面に垂直に配向して

いる L. satsumaの配向様式とは異なっており、両者の間では結晶は繊維軸についておよそ 60°回

転している。L. satsumaのミクロフィブリル中での分子鎖配列様式は、前章において高分解能電
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子顕微鏡観察によって示しているが、平行四辺形状の断面の長辺が(0 1 0)に平行であり、単辺は

(1 1
_
 0)、あるいは(1 2

_

 0)面に平行である。従って棲管中のミクロフィブリルは図 5−4 に示すよ

うに斜めに配列しており、長い対角線が壁面におよそ平行になるように配列していることにな

る。一方で Tevnia 属の棲管中のキチンミクロフィブリルはむしろ矩形状であり、矩形断面の長

辺が壁面に平行に配列しているように観測されている。ハオリムシ棲管中のキチンの面配向様

式には、ミクロフィブリルの形状が強く影響を与えているのであろう。 

 

 

Figure 5−4 Schematic representation of the organization of chitin microfibrils in the cross sectional 

tube of L. satsuma. The longer diagonals of the cross section of the microfibrisl are arranged parallel to 

the tangential direction of the cross sectional tube. (a) Lattice image of cross sectional chitin microfibril 

from L satsuma. The lattice fringes of 0.91 nm are observed as being parallel to the longer side of the 

cross section. (b) The molecular arrangement in the tube, where (1 1 0) plane lies perpendicular to the 

tube surface. (c) Electron microdiffraction pattern obtained from the cross section of tube of L satsuma 

with an electron probe of 200-nm diameter. This pattern shows the microscopic orientation of chitin 

crystal, which is coincident with the X-ray diffraction data shown in Fig. 5－3. 
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5.3.3. 棲管内での配向様式の変動  

次に、図 5−5に示すように、棲管から取り出した円錐様の構成要素より、上部から 2 mm

ごとに小片を切り出し、それぞれの試料について前述と同様に X 線回折実験によってキチンの

配向様式を調べた。上端から 2 mmと 4 mmの試料においては、図 5−2で示したバルク試料と同

様の配向様式を示したが、上端の試料中のキチン結晶の配向はバルク試料やその他 2 つの試料

とは異なっていた。この上端の試料中ではキチン結晶は b*軸が壁面に垂直に配向するように配

列していた。この配列様式は前述の Tevnia属の棲管中のキチンの配向様式に類似している（Gaill 

et al., 1992a）。 

同じ棲管試料の断面についての回折コントラスト法による電子顕微鏡観察像を示す。上

端の試料中では、明確にミクロフィブリルの繊維径が小さく、また断面形状は境界の不明瞭な

不定形状か、矩形状に観察された。このような傾向は他の二つの試料では観測されず、前章で

のバルク試料の観察結果と同じく、断面形状は平行四辺形状であった。 

このように、L. satsuma の棲管中でのキチンミクロフィブリルには、棲管の高さによっ

て形状や配列に明確な差異が存在している。この原因については、キチンミクロフィブリルの

生合成様式と関連づけて次項で考察を行なう。 

  

Figure 5−5 X-ray diffraction diagrams obtained from (a) top, (b) middle, and (c) bottom parts of the tube 

with the incident X-ray beams from three different directions as shown in Fig. 5－2. 
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Figure 5−6 Transmission electron 

micrographs of the cross section of the tube of 

L. satsuma. Each micrograph was obtained 

from (a) top, (b) middle, and (c) bottom parts 

of the tube corresponding to the specimens 

seen in Figure 5−5. 
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5.3.4. キチンミクロフィブリルの生合成と分泌様式  

ハオリムシによるキチンの生合成様式については、Gaillらのグループによっていくつか

の報告があり、ハオリムシの生物体の表面に配列したカップ状のキチン合成装置の存在が知ら

れている（Gaill et al., 1992b; Shillito et al., 1996）。この合成装置は分泌細胞上に固定されており、

この点で植物細胞の細胞膜上を移動しながらセルロースを生産するセルロース合成酵素複合体

とは異なっている。そのため、ミクロフィブリルの配列は生物体自体の移動によって制御され

ていると考えられる。またキチンやセルロースを含む多糖類の合成酵素による分子鎖伸長反応

については、現在までのところ非還元末端への付加反応しか知られておらず（Koyama et al., 1997; 

Imai et al., 2003b; Lai-Kee-Him et al., 2002）、ハオリムシのキチン合成酵素による分子鎖伸長反応

も同様の機構を有するであろう。この棲管中ではキチンミクロフィブリルの還元末端が全て上

向きであることを考えると、ミクロフィブリルは下向きの一方向的な分泌によって生合成され

ており、その分泌は L. satsumaの生物体が縦走筋の収縮によって棲管内部に後退する運動と連動

していると考えられる（Bright et al., 2002; Bright & Lallier, 2010）。キチンミクロフィブリルが棲

管長軸方向について高度に配向するためには、生物体の後退運動の速度がキチンミクロフィブ

リルを伸びきった状態に保つ程度には速い必要があるのと同時に合成装置から脱離しない程度

には低速でなければならず、キチンの生合成速度と生物体の移動速度の間には優れた一致が見

られると考えられる。 

棲管を構成する円錐状の構造体は、一度の後退運動によって形成されるのではなく、複

数回の分泌の繰り返しによって形成されていると考えられる。合成装置中のキチン合成酵素は、

キチン分泌の各サイクルを円錐状の構成要素の上端部から開始すると考えられる。キチン合成

酵素は上端部付近で再活性化、あるいは新たに生産されると考えられるから、上端部でのキチ

ンミクロフィブリル分泌時には十分な活性化された合成酵素が存在せず、そのために上端部で

のキチンミクロフィブリルの繊維径は小さく、ミクロフィブリルの形状も不定形なのであろう。

このような生合成様式に由来すると考えられる先細りのミクロフィブリルは他のキチン生合成

の系、たとえば前章で示したPhaeocystisのα−キチンや珪藻のβ−キチンでも観察されている（Imai 

et al., 2003b）。 

また、Tevnia 属と Lamellibrachia 属の間のミクロフィブリルの形状と面配向様式の違い

については、いくつかの原因が考えられる。両者の間でキチン合成酵素の配列など、キチン合

成装置の構造が異なっていることがキチンミクロフィブリルの形状に影響を与えていることが

まず予想される（Tsekos, 1999）。また、Tevniaの棲管は層状構造が合板状に堆積しており一軸に

強く配向しているわけではないため、Lamellibrachia の場合に比べると、分泌時に結晶の繊維軸

方向にかかる引っ張り力が弱いことが予想される。分泌時の引っ張り力が弱い状況は、断面が
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矩形状に観察される Lamellibrachiaの棲管の上端部でも同様であろうから、このことがミクロフ

ィブリルの形状と面配向に影響を与えている可能性がある。このようにミクロフィブリルの形

状を決定する要因は、これまでに考えられていたように生合成装置自体の形状や、その中での

酵素の配列様式ばかりでなく、分泌時の物理化学的な環境も含まれることが予想される。 

 

5.4. 結言  

サツマハオリムシ（L. satsuma）棲管中でのキチンミクロフィブリルの凝集様式を X 線

回折と電子顕微鏡観察により調べた。棲管中では β−キチン結晶は三次元的に配向しており、全

てのキチン分子の還元末端が棲管の上端に向くように配向していることが明らかとなった。β

1,4結合を持つ多糖の分子鎖伸長反応が非還元末端で起こり、またハオリムシのキチン生合成装

置が表皮に固定されていることから、キチンミクロイフィブリルの合成、分泌がハオリムシの

下向きの運動と連動して起こることが示された。また、キチンミクロフィブリルの断面形状や

面配向には、棲管中での存在位置によって差異があることが分かり、これは生合成時の合成酵

素の配列様式や、ミクロフィブリルに掛かる張力などの違いによるものであると予想された。 

  



 58 

6. キチン結晶多形の重水素化挙動  
 

6.1. 緒言  

不溶性基質を含む不均一系の化学反応では、系中に存在する分子、あるいは官能基の全

てが反応に関与するのではなく、溶媒や他の基質と相互作用を持つことができるもののみが活

性を持ちうるため、一般的に均一系に比べると反応効率は小さい。各種溶媒に不溶性を示すセ

ルロースやキチンの場合、化学修飾や酵素反応のほぼ全てが不均一系で進行するため、他の基

質による官能基への接触可能性、いわゆるアクセシビリティを評価することは反応の効率評価

や速度論的解釈をする上で重要である。 

セルロースやキチンなどの結晶性多糖類のアクセシビリティを評価する方法としては、

重水による水酸基上での水素−重水素置換挙動を観測することが最も一般的で有力な手法であ

る。水素結合のドナーとなる水酸基やアミノ基上の水素原子は、重水分子上の重水素と可逆的

に交換反応を起こすため、この置換を赤外分光や中性子小角散乱などによって検出することで

アクセシビリティを定量的に評価することが可能である。セルロースの重水素化とアクセシビ

リティの評価に関する先行研究は報告が多い（Frilette et al., 1948; Mann & Marrinan, 1956; 

Marrinan & Mann, 1956）。Marrinanと Mannの実験によって室温での単純な重水中浸漬によって

は、セルロースの結晶中の分子はアクセシビリティを有さず、表面や非晶領域の分子中の水素

のみが重水素化されることが示された（Marrinan & Mann, 1956a）。これと中性子小角散乱の手法

を組み合わせることで、Fischer らや Nishiyama らは再生セルロースや植物繊維中の周期的に結

晶が乱れた領域の存在を示した（Fischer et al., 1978; Nishiyama et al., 2003）。Wadaらや Nishiyama

らによって、熱水処理によって天然セルロース結晶中の水酸基上の水素も重水素化が可能であ

ることが明らかとなり、この結晶内重水素化を利用して中性子線回折による天然セルロースの

結晶構造解析が行なわれた（Wada et al., 1997; Nishiyama et al., 1999, 2002, 2003, 2008）。 

一方でキチンの重水素化についての報告はセルロースに比べると少ない。一つは甲殻類

由来の α−キチンの室温での重水蒸気への暴露試験であり、これによっては α−キチン結晶内部で

の部分重水素化が観測された（Pearson et al., 1960）。もう一方は、β−キチンの結晶性性錯体形成

挙動の解析の中で、室温条件で重水と重メタノール、重塩酸中に試料を浸漬させることで重水

素化を行なった報告である（Saito et al., 2000, 2007）。ここでも部分的な結晶内重水素化が見られ

たが、錯体結晶を形成することで重水素化溶媒分子がキチン分子に接触しやすくなっているに

も拘らず、重水素置換度は低かった。このようにキチンの重水素化挙動、またアクセシビリテ

ィについての解析は断片的であり、十分な知見の蓄積はない。そこで本章ではキチン結晶多形

の重水素化挙動を系統的に解析した。両結晶多形ともに天然セルロースの場合と同様の熱水処
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理で完全な結晶内重水素化が可能であり、これを踏まえて結晶内重水素化の温度依存性につい

ても検討した。 

 

6.2. 実験  

6.2.1. 試料調製  

ハプト藻 P. globosa （NIES-1396株、国立環境研究所）を前述の通り培養し、回収、精

製することで、α−キチンミクロフィブリルを得た。精製されたキチン試料は、使用まで水懸濁

液として保存した。サツマハオリムシ L. satsuma の棲管についても同様に精製処理を行い、β−

キチンミクロフィブリルを得た。精製された棲管はしようまで水中に保存した。 

 

6.2.2. X線回折実験  

X 線回折実験は回転対陰極型の X 線発生装置を用いた粉末 X 線回折計（RINT2000、リ

ガク）を用いて行なった。測定は、管電圧 38 kV、管電流 50 mAの条件で発生させた X線を用

いて反射法により行なった。α−キチン試料は、凍結乾燥物を測定に供した。β−キチン試料につ

いては、Kobayashiらの方法に従って、凍結乾燥物を五酸化二リンのデシケータ中で一昼夜乾燥

した試料、この乾燥試料を相対湿度 100%の水蒸気中で一昼夜調湿した試料、湿潤試料を KCl飽

和水溶液を用いた相対湿度 85%（25 ℃）のデシケータ中で一昼夜調湿した試料の三種類につい

て測定を行なった。後者二つの測定時には、乾燥を防ぐため、湿度発生装置（SRG−1R、神栄テ

クノロジー）を用いて測定室内を相対湿度 100%（25 ℃）の雰囲気とした。 

 

6.2.3. 重水素化実験  

キチンの重水素化は重水蒸気への暴露と、液体重水中での熱水処理の両手法によって行

なった。軽水中に保存していたキチン試料を PTFEシート上で風乾することで製膜し、この膜状

試料を相対湿度 100%（25 ℃）の重水蒸気に所定の時間（1 h、24 h）静置した。これを真空乾燥

機中、室温条件で乾燥させた。これとは別に、凍結乾燥したキチン試料を 0.1 N NaOD重水溶液

中に浸漬し、耐圧容器中で所定の温度（25 ℃~260 ℃）で 1時間処理した。これを重水によっ

て洗浄、室温条件の真空乾燥機中、PTFEフィルム上で乾燥させることにより製膜した。各処理

によって得られた薄膜試料は、赤外分光測定を行なうまで五酸化二リンのデシケータ中に保存

した。また、脱アセチル化などの化学的組成の変化を調べるために、重水素化処理前後の試料

を元素分析測定（PE 2400、Perkin Elmer、U.S.A.）に供したが、化学組成の変化は認められなか

った。 
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6.2.4. フーリエ変換赤外分光（FT−IR）測定  

前項で調製した薄膜試料を FT−IR測定に供した。Nicolet Magna 860赤外分光計（Madison、

U.S.A.）を用い、測定は透過モード、分解能 4 cm-1、積算回数 64回、室温、乾燥窒素雰囲気の条

件で行ない、データ解析は OMNICソフトウェアにより行なった。スペクトルは 2900 cm-1の C−H

伸縮振動の吸収を内部標準として規格化し、各官能基上の軽水素（HO3、HO6、HN）の重水素

置換度 RDを、次式により算出した。 

,    (1) 

	
 ここで、ADは O−D、N−Dの伸縮振動の吸収強度、AHは O−H、N−Hの伸縮振動の吸収強度で

ある。αは O−D（N−D）と O−H（N−H）の伸縮振動のモル吸光係数の比で表される吸光強度の

補正係数であり、O−D/O−Hについては 1.11（Mann&Marrinan, 1956）、N−D/N−Hについては 1.41

を用いている（Shin et al., 2001）。 

 
6.3. 結果と考察  

6.3.1. X線回折  

図 6−1aと 1bに α−キチンと β−キチンの乾燥試

料の X 線回折プロファイルを示す。回折パターンは報

告されている α−キチンと、無水 β−キチンのパターンに

よく一致している。分子シートの周期である考えられ

ている 0 2 0（α−キチン）と 0 1 0の回折点の広がりか

ら Scherrer式により算出した結晶サイズは α−キチンで 

18.2nm、β−キチンで 19.0 nm であり、両結晶多形につ

いて、同程度の結晶性と結晶サイズを有する試料を調

製することが出来た。従って、以下に示す重水素化挙

動の結晶多形間での違いは、分子の凝集構造によるア

クセシビリティの差異を反映しているものであると言

RD =
!AD

!AD + AH

Figure 6−1 X-ray diffraction spectra of (a) α-chitin from P. 

globosa, (b) anhydrous, (c) monohydrated, and (d) 

dihydrate β-chitin from L. satsuma. The indices are shown 

upon each diffraction pattern. The asterisk (*) denotes the 

characteristic reflection of monohydrated β-chitin with d 

spacing = 10.4 Å. 
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える。 

図 6−1cと 1dには、乾燥した β−キチンを水蒸気に暴露した試料と、湿潤した β−キチン

試料についての X 線回折プロファイルを示す。両回折プロファイルは、報告されている一水和

型と二水和型の回折プロファイルに一致しており（Kobayashi et al., 2010）、この条件で β−キチン

結晶が結晶内に水分子を取り込むことが確認された。同様の条件で α−キチンについても X線回

折実験を行なったが、回折パターンに変化は見られなかった。 

 
6.3.2. α−キチンの重水素化挙動  

図 6−2に重水素化処理前後の α−キチンの FT−IRスペクトルを示す。 

未処理試料のスペクトル（図 6−2a）は、これまでに報告されている α−キチンのスペク

トルに概ね一致している。カニなどの甲殻

類由来の α−キチン試料に比べると本研究

で用いた α−キチン試料は高結晶性である

から各吸収の分離がよく、甲殻類キチンの

スペクトル中では分離されていない O3−H

（3441 cm-1）と O6−H（3482 cm-1）の伸縮

振動の吸収が 2本の独立したピークとして

観測することが出来ている。また図中に示

した通り、3260 cm-1の吸収は N−H 伸縮振

動に、1655 cm-1と 1661 cm-1の二重吸収は

amide I（C=O伸縮振動）、1550 cm-1の吸収

は amide II（N−Hの変角振動および C−Nの

伸縮振動）にそれぞれ帰属することが出来

る。 

重水蒸気に室温で 1 時間暴露した

試料のスペクトル（図 6−2b）は、未処理の

試料とほぼ同様であったが、O−D と N−D

の伸縮振動の領域である 2300 cm-1 から

2700 cm-1の波数領域に微弱な吸収が見られ

た。結晶表面上の官能基上の水素が重水素

されただけであるならば、ただちに軽水素

に再置換されることが予想されるから、表

Figure 6−2 FT-IR spectra of α-chitin before and after 

deuteration. (a) Initial, non-treated α-chitin (b) 

α-Chitin after exposure to vaporous D2O at 25°C for 

1 h. The asterisk (*) denotes the new band resulting 

from vaporous deuteration. (c) α-chitin after 

annealed in liquid D2O at 260°C for 1 h. 
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面付近の結晶内部の O−H と N−H の一部が重水素化されたものと考えられる。式(1)により算出

した重水素置換度はいずれの官能基についても 0.05以下であった。また 24時間暴露を行なった

試料についても測定を行なったが、スペクトルのパターンは変化せず、時間経過によってはそ

れ以上重水素化が進行しなかった。一方で、Pearson ら（1960）は単純な重水蒸気への室温暴露

によって置換度が 0.5 に達すると報告している。Pearson らは試料として低結晶性の甲殻類由来

の α−キチンを用いており、また DClによる前処理によって部分的な低分子化や結晶構造の変化

が起こったことでアクセシビリティが向上したために、本研究の置換値を大きく上回る値とな

ったと考えられる。 

25 ℃で 1 時間、重水浸漬した試料のスペクトル（図 6−2c）は重水蒸気への暴露試料と

ほぼ同様の吸収パターンを示した。2300 cm-1から 2700 cm-1の波数領域の微小な吸収が観測され、

結晶表面付近で結晶内重水素化がわずかに起こったことが示唆された。一方、260 ℃の熱水処理

物のスペクトル（図 4−2d）は未処理試料と大きく異なっている。O−H と N−H の鋭い結晶性の

吸収はほぼ観測されず、O−Hと N−Hの伸縮振動の波数領域である 3100 cm-1から 3500 cm-1には

表面の分子由来と考えられる散漫で微弱な吸収のみが観測された。一方で 2300 cm-1 から 2700 

cm-1の波数領域では新たな結晶性の吸収が観測された。これは O−Hと N−Hの伸縮振動が重水素

化されたことで低波数域にシフトしたためである。2389 cm-1は N−Dに、2542 cm-1と 2575 cm-1

は O3−D と O6−D の伸縮振動にそれぞれ帰属される。式(1)により算出した重水素置換度はいず

れの官能基についても 0.8以上であった。測定条件下で即座に軽水素の再置換が起こる表面上の

官能基の割合を考えると、ほぼ全ての結晶内の N−H と O−H が重水素化されたことになる。こ

のように、重水中で熱水処理を行なうことによって、セルロースと同様に重水素化は α−キチン

の結晶内部にまで進行することが分かった。また熱水処理後のスペクトルにおいては、N−H の

変角振動と C−N がカップリングした振動

である amide IIの振動が観測されていない

が、これはN−Hの変角振動の吸収波数が、

重水素化によって低波数側にシフトし、指

紋領域の吸収と重複したためであろう。 

高温の熱水処理によって α−キチン

の結晶内重水素化がほぼ完全に進行する

ことが確かめられたので、次に処理温度に

対する重水素化挙動について調べた。図

6−3に各温度で 1時間重水中において熱水

処理した α−キチンの IRスペクトルを示す。

Fig. 6−3 O-H, N-H and O-D, N-D stretching region of 

FT-IR spectra of α-chitin after deuteration at various 

temperatures. Assigned bands are indicated with 

dash lines. 
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処理温度の増加に伴って結晶性の吸収が

O−H、N−Hの伸縮振動領域において減少し、

O−D、N−Dの伸縮振動領域で増加している

ことが見て取れる。図 6−4に、処理温度に

対する重水置換度の変化を示した。いずれ

の官能基上でも処理温度の上昇に伴って

置換が進行しているが、特に 110 ℃から

180 ℃の領域で急激な重水素化が進行し、

200 ℃以上ではほぼ置換度が 0.8 で一定と

なっている。従って、110℃以下では全て

の官能基のアクセシビリティは低く、温度

に対する増分も小さいが、110 ℃から

180 ℃の領域で結晶内部の官能基のアクセ

シビリティは急激に増加していき、200 ℃

以上では α−キチン結晶内部の全ての官能

基がアクセシブルな状態であると言える。 

このような一定温度以上で急激に結晶内部の官能基のアクセシビリティが増加してい

くような挙動はセルロースの重水素化においても観測されている。Horikawa ら（2008）の報告

では、天然セルロースの結晶内重水素化は 170 ℃以上の温度域において急激に進行している。

これは Kokot らが二次元 FT−IR の実験に基づいて報告した通り、天然セルロースの水素結合様

式が 150 ℃以上で不安定化することと関係していると考えられている（Kokot et al., 2002）。実際

に昇温過程における天然セルロースの X 線回折や理論計算の研究でもそのような温度域では急

激に単位格子の体積が増加し、水素結合様式が転移していく様が実験的にも理論計算によって

も確認されているから（Bergenstrahle et al., 2007;Chen et al., 2011; Wada et al., 2002, 2010）、構造の

不安定化と結晶内部でのアクセシビリティの増大は強く関係しているであろう。同様の水素結

合や構造そのものの不安定化が α−キチンにおいても高温域で起こっていると考えられる。天然

セルロースに比べると低温から α−キチンのアクセシビリティが増大するのは、結晶そのものの

熱安定性の低さに起因しているのであろう（Köll et al., Lin et al., 2009; Shafizadeh& Bradbury, 

1979; Wanjun et al., 2005）。 

 

 

 

Figure 6−4 Changes in the RD values of each 

fuctional groups of α-chitin with temperature. 
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6.3.3. β−キチンの重水素化挙動  

図 6−5に重水素化処理前後の β−キチンの FT−IRスペクトルを示す。 

未処理試料のスペクトル（図 6−5a）は、これまでに報告されている無水 β−キチンのス

ペクトルに一致している。3500 cm-1から 3200 cm-1の吸収はそれぞれ、O3−H（3438 cm-1）と O6−H

（3462 cm-1）、N−H（3292 cm-1）に帰属される。α−キチンの FT−IRスペクトルでは amide Iは二

重線で観測されたが、β−キチンの場合は、1627 cm-1の単一の吸収が amide Iに、1557 cm-1の吸収

が amide IIに帰属される。 

重水蒸気に室温で 1時間暴露した試料のスペクトル（図 6−5b）は、未処理の試料とほぼ

同様であったが、O−Dと N−Dの伸縮振動の領域である 2300 cm-1から 2700 cm-1の波数領域に微

弱ながらも鋭い結晶性の吸収が見られた。この吸収は O3−D（2541 cm-1）に帰属することができ

る。式(1)により算出した重水素置換度はい

ずれの官能基についても 0.1であった。α−

キチンの場合と異なって重水蒸気への暴

露によって鋭い吸収が見られるのは、相対

湿度 100%の水蒸気中では β−キチンが結晶

中に水分子を取り込み、一水和型の結晶を

形成するためであろう。一水和型 β−キチン

の結晶構造は未解明であるが、結晶水とキ

チン分子の間で水素結合が形成されてい

るはずであり、両者の間で水素原子の交換

が起こっているために α−キチンに比べる

結晶内の重水素化がより進んだのであろ

う。また、重水蒸気に対して 24 時間暴露

を行なった試料についても測定を行なっ

たところ、スペクトルのパターンは 1時間

暴露のものと変化がなかった。これはたと

え直接水素結合を形成していても室温域

では分子間での水素原子の交換は極めて

限定的であることを示している。 

25 ℃で 1時間、重水浸漬した試料

のスペクトル（図 6−5c）は重水蒸気への暴

露試料とほぼ同様の吸収パターンを示し

Figure 6－5 FT-IR spectra of β-chitin before and after 

deuteration. (a) Initial, non-treated β-chitin (b) 

β-Chitin after exposure to vaporous D2O at 25°C for 

1 h. (c) β-chitin after annealed in liquid D2O at 160°C 

for 1 h. 
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たが、O3−Dと O6−D（2568 cm-1）の吸収が観測されており、より重水素化が進行したことが分

かる。このスペクトルは Saitoらによって報告されている重メタノール浸漬による部分重水素化

試料のものと類似している（Saito et al., 2000）。重水に浸漬したことで二水和型 β−キチン結晶を

形成しており、結晶水との直接の相互作用によってより重水素化が進行したものと考えられる

が、ここでも完全な結晶内重水素化の進行は認められなかった。また室温では重水素化は時間

経過によってはこれ以上進行しなかった。また N−D領域では結晶内の重水素化の進行がほぼ認

められなかった。一方、260 ℃の熱水処理物のスペクトル（図 6−5d）では結晶内重水素化はよ

り進行していた。O−Hと N−Hの鋭い結晶性の吸収はほぼ観測されず幅の広い散漫な吸収が観測

された。これは表面の分子由来であると考

えられるが、結晶性の吸収の残存もわずか

に見られた。一方、O−Dと N−Dの伸縮振

動領域ではO3−DとO6−Dの吸収強度が増

大し、また 2425 cm-1に N−Dの伸縮振動に

由来する吸収が観測された。重水素置換度

は官能基ごとにばらつきがあったが 0.8程

度の高い値であった。また α−キチンの場

合と同様に amide IIの吸収が元の波数領域

では未観測となった。 

β−キチンにおいても熱水処理によ

って結晶内重水素化が十分に進行するこ

とが明らかとなったので、次に α−キチン

の場合と同様に処理温度に対する重水素

化の挙動の変化について調べた。 

図 6−6 に各温度条件で重水中にお

いて 1時間熱水処理した α−キチンの IRス

ペクトルを示す。処理温度の増加に伴って

結晶性の吸収が O−H、N−H の伸縮振動領

域において減少し、O−D、N−Dの伸縮振動

領域で増加していることが見て取れる。 

図 6−7 に、処理温度に対する重水

置換度の変化を示した。いずれの官能基上

でも処理温度の上昇に伴って置換が進行

Figure 6－6 O-H, N-H and O-D, N-D stretching region 

of FT-IR spectra of β-chitin after deuteration at 

various temperatures. Assigned bands are indicated 

with dash lines. 

Figure 6−7 Changes in the RD values of each 

fuctional groups of β-chitin with temperature. 
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しているが、α−キチンの場合と異なって、官能基ごとに重水素化の進行には差異があることが

分かる。O3−Hは室温域からすでに高い結晶内でのアクセシビリティがあるが、O6−H、N−Hで

は比較的高温で熱水処理を行なわないと重水素化の進行が遅い。α−キチンやセルロースではい

ずれの官能基も処理温度に対して類似した重水素化挙動を示したから、このような官能基に特

異的な重水素化挙動は β−キチンに特有である。特に室温から 100 ℃までの重水素化挙動の差異

については、水中で形成している二水和型 β−キチン結晶内での水素結合様式に原因がある。図

6−8に示す通り、二水和 β−キチンの結晶中では、O3と O6はアクセプターとして、結晶水の水

素原子をドナーとして形成される水素結合が存在している。一方で、アセトアミド基側鎖中の N

は結晶水とは直接的な相互作用を有して

いない。そのために、室温域では特に

N−Hの重水素化が遅いのであろう。HO3

と HO6 の重水素化挙動の差は水素結合

の強さによるものと考えられる。キチン

分子内の酸素がアクセプターとなる水素

結合の強さが重水素との置換を起こす上

で最も重要な要因になると考えられるが、

O3 と結晶水間の水素結合はその結合角

度と距離の観点から結晶中で最も強い結

合であると言える。従って、室温域では

O3−H の重水素化がより速く進行するの

であろう。 

高温域に注目すると、α−キチンに比べると重水素置換度にばらつきがある。また図 4−6

に示す通り、160 ℃処理後の O−D伸縮振動の吸収強度が 260℃に比べて高い。これについては、

高温域において結晶の部分的な熱分解が起こっていることが原因として考えられる。また、Saito

らの報告では二水和型 β−キチンは 80 ℃以上では構造が不安定化していることが示唆されてい

る（Saito et al., 2002）。高温の熱水中における β−キチンの構造は不明であるが、仮に別の構造へ

の転移が起こっているとすると、その構造中では水分子との相互作用の様式が異なりうる。熱

水中での β−キチンの結晶構造についてのより詳しい解析を行なうことで、重水素化挙動の不安

定性についての解釈が可能になるであろう。 

 

6.4. 結言  

キチン結晶多形のアクセシビリティの評価を、結晶内重水素化と FT−IR測定により行な

O3 O6 

Figure 6−8 Crystal structure of dihydrate β−chitin 

crystal with hydrogen bonding pattern. Hydrogen 

bonding lengths are denoted near the bonds. 



 67 

った。β−キチン結晶の重水素化挙動には、官能基ごとに二水和型結晶の構造に由来すると考え

られる差異があり、O3−Hは室温付近で結晶内重水素化が進むのに対して、O6−H、N−Hの結晶

内重水素化の進行は 100 ℃以上の高温域で急激に起こった。 
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7. α−キチンの物性解析  
 

7.1. 緒言  

材料利用を行なうためには、その材料の物性を詳細に解析し、理解することが必要とな

る。これは工業用材料などでは詳細な物性理解に基づいて、適材適所の利用を行なうことが求

められるためである。特にキチンやセルロースのような結晶性多糖は成形加工が困難で、また

物性制御にも限界があるために天然の存在状態を活かして利用していく場合が多いため、その

基礎物性を理解することは重要である。 

序論にも示したが、セルロースは広範な用途で材料としての利用がなされており、材料

開発と共にその物性解析は数多くの研究者により行なわれている。特に弾性率や強度など力学

的性質に注目して研究が進められてきた。天然、あるいは再生セルロース繊維や植物細胞壁の

巨視的な引っ張り強度や弾性率も報告されているが、材料物性としての最大値はセルロースの

結晶物性に依存するため、むしろ結晶物性について多くの研究がなされている。セルロース結

晶の弾性変形挙動は、X線回折実験を中心に原子間力顕微鏡などの走査型プローブ顕微鏡、ラマ

ン分光などによる実験的解析を中心に解析がなされてきたが、同時に分子動力学法などをはじ

めとした理論計算による結晶弾性率算出の試みも数多くなされている（Dri et al., 2013; Nishino et 

al., 1995; Sakurada et al., 1962; Tanaka & 

Iwata, 2006; Wohlert et al., 2012）。また、熱

物性についても研究例は多く、こちらの場

合は主に X 線回折による熱膨張挙動の解

析が主流である（Hori & Wada, 2005; Wada 

et al., 2002, 2010）。一方で、キチンについ

ての結晶物性解析の研究例は非常に少な

い。α−キチンの引っ張り弾性率についての

報告（Nishino et al., 1999）と走査型プロー

ブ顕微鏡を用いた β—キチンの曲げ弾性率

の報告（Xu et al., 1994）、またキチンの両

結晶多形の結晶横断面（ab 面）方向の熱

膨張挙動についての報告があるのみであ

る（Wada & Saito, 2001）。 

本章ではまず主要な結晶形である

α−キチンの熱物性、および力学的物性につ

Figure 7−1 Crystal structure and hydrogen 
bonding pattern of α−chitin proposed by 
Sikorski et al. (2009) 
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いて X 線回折実験による解析を行なった。本研究においては、X 線源として高輝度のシンクロ

トロン放射光 X 線を用いることで、実験精度の向上を試みている。特に弾性変形挙動について

の解析では応力緩和による実験精度の低下が問題となるため、高輝度の X 線源を用いることで

測定時間を短縮する意義は大きい。また試料としては、結晶性では Phaeocystis由来の α−キチン

には劣るが、天然の状態で繊維軸方向の配向性に優れる甲殻類の腱由来の α−キチンを用いた。

第二章で示した通り、α−キチンの結晶構造はより対称性が低いことが予想されるが、構造と物

性の関係性についての解釈のためには、便宜上 Sikorskiら（2009）の現行のモデルを採用するこ

ととした（図 7−1）。 

 

7.2. 実験  

7.2.1. 試料調製  

ズワイガニ（C. opilio）由来の α−キチン試料は、第一章に示す通りに採取、精製を行な

った。精製したキチンは腱の形状を保った繊維状の試料であり、この繊維の長さを一定に保つ

ように軸方向に両端を固定して風乾したものを測定用試料とした。 

7.2.2. 弾性変形挙動解析  

乾燥させた繊維状試料の両端を厚紙にエポキシ系接着剤で接着し、スパン 10 mmの引っ

張り試料を作製した。これをロードセル（LVS−2KA、共和電業）とモータ式の引っ張り装置を

備えたゴニオヘッドに取り付けた。測定は SPring−8の BL40B2にて行なった。波長 1 Åの放射

(a) (b) 

Figure 7−2 (a) X-ray diffraction diagram of α-chitin with tilting angle of 11.1°around the fiber 
axis. (b) Polar coordinate of diffraction pattern of α−chitin with azimuthal coordinates in 
horizontal and radial distance in vertical, respectively. Red boxes indicate the fields used for 
the two-dimensional peak fitting calculation. 
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光 X線を試料に 30 秒間照射し、回折パターンをイメージングプレート（R−Axis IV、リガク）

上に記録した。弾性率計測時には、100 gfから 100 gf間隔で 1900 gfまでの一定荷重を繊維軸方

向にかけながら、子午線上の 0 0 4の回折の変位を計測した。この時、0 0 4の格子点が Braggの

反射条件を満たすように、X 線に対して試料の繊維軸を垂直から 11.1°傾斜させて測定を行なっ

た。また、ポアソン比の計測には、100 gfから 300 gf間隔で 1900 gfまでの繊維軸に対する荷重

をかけながら X線回折測定を行なった。この時 X線は繊維軸に対して垂直に照射した。測定は

11の試料について行なった。カメラ長の補正はシリコン粉末の d111=0.31355 nmの回折を用いて

行なった。 

弾性率測定の算出は、0 0 4の変位と試料の断面積の計測に基づいて算出した応力から求

めた。得られた二次元の回折パターンから子午線についての一次元の回折プロファイルを得て、

0 0 4の回折ピークについて、pseudo−Voigt関数と最小二乗法アルゴリズムを用いてピーク分離

を行い、0 0 4の面間隔を算出した。100 gf荷重時の面間隔を初期値として、ひずみ（ε）を以下

の式で算出した。 

 

€ 

ε =
Δd
d0 ,

 (1) 

ここで、d0は荷重 100 gfで測定した各回折点の面間隔（初期値）であり、Δdは初期値と各荷重

での面間隔の差である。 

試料断面積の計測は、繊維断面についての切片を走査型電子顕微鏡により観察することで

算出した。これとロードセルの表示から読み取った荷重値から応力 σlを求め、以下の式で繊維

軸方向についての結晶弾性率（El）を算出した。 

 
El =

! l

"l ,
 (2) 

ポアソン比の算出は、試料の結晶サイズが小さく赤道方向についての回折点の分離が悪か

ったことから、二次元の回折図中でのピーク分離を行なうことで算出した。Nishiyamaら（2011）

の方法によって、平板の回折図を、図 6−1に示すように極座標系の表示に変換した。0 2 0、1 1 0、

1 2 0、1 3 0、0 0 2の回折点の面間隔を算出するために図中に示すような領域について、二次元

の pseudo−Voigt 関数と最小二乗法のアルゴリズムを用いてピーク分離を行なった。各回折図か

ら算出したピーク位置から各回折の面間隔を求め、100 gf荷重時の面間隔を初期値として赤道上

の回折点のひずみと、0 0 2の回折点のひずみの比からポアソン比（ν）を次式より算出した。 

     
! t = !

"t
"l

 (3) 

ここで εtは赤道の回折点の変位、εlは子午線の 0 0 2の回折点の変位である。 
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7.2.3. 熱膨張挙動解析  

熱膨張挙動についての測定は SPring−8 の

BL40B2において行なった。乾燥させた繊維状試料をゴ

ニオメータに取り付け、温度制御の出来る窒素ガス吹

き付け装置を用いて、一定温度の窒素ガスを吹き付け

ることで試料温度を所定の温度（50、100、150、200、

250 ℃）に調節した。その上で繊維軸に対して垂直に

波長 0.75 Åの X線を 60秒照射し、回折図をイメージ

ングプレート上に記録した。カメラ長の補正はシリコ

ン粉末の d111=0.31355 nmの回折を用いて行なった。 

図 7−3 に示すように、記録した回折パターン中

の分解能およそ 1.5 Åまでの 28個の回折点の面間隔を

計測し、Sikorskiら（2009）の斜方晶の単位格子に従っ

て指数付けを行い、単位格子定数を指数と面間隔につ

いての最小二乗法計算によって精密化した。温度条件ごとの格子定数を算出し、次式によって

線熱膨張係数（α）と、体積熱膨張係数（β）を算出した。 

 

€ 

α =
1
lt=0

⋅
Δl
Δt

 (4) 

 

€ 

β =
1
Vt=0

⋅
ΔV
Δt

 (5) 

ここで lは単位格子の各軸長、Vは単位格子体積であり、Δl、ΔV、および Δtはそれぞれ軸長の

変化量、堆積変化量、温度変化である。 

 

7.3.   結果と考察  

7.3.1 弾性変形挙動  

図 7−2aに、本研究で用いた α−キチンの X線回折図を示す。弾性率測定の実験条件と同

様に、この回折図の撮影時には 0 0 4の回折が Braggの反射条件を満たすように入射 X線に対し

て、繊維軸を垂直から 11.1°傾斜させている。各回折点の方位角方向の広がりは小さく、繊維軸

についての良配向性が見て取れる。0 0 4の回折についての方位角−強度プロファイルから算出し

た Hermanの配向パラメータは 0.89となり、これは結晶の繊維軸についての配向性に優れたセル

ロース試料として知られる靭皮繊維の配向パラメータとほぼ等しかった。繊維軸についての良

Figure 7−3 X-ray diffraction diagram of 

a-chitin. The reflections used for cell 

parameter  refinement are indicated 

with indices 
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配向性は、繊維軸方向に荷重した際の応力伝達の均一性を担保するため、この試料は結晶弾性

率測定に適していると言える。 

図 7−4aに荷重に対する 0 0 4の回折点の面間隔変化を示す。0 0 4の面間隔は荷重の増加

に伴って線形に増加しており、この測定範囲において結晶が軸力に対して弾性変形しているこ

とが分かる。次にこれについての応力−ひ

ずみ曲線を図 7−4bに示す。11個の試料に

ついて、応力—ひずみ曲線は直線に近似す

ることができた。式(4)に従って算出した

α−キチンの c 軸についての結晶弾性率は

59.3 ± 11.3 GPaであった。この値は Nishino

らによって報告されている 41 GPa という

値に比べると、およそ 50%程度大きく見積

もられている（Nishino et al., 1999）。これは、

高強度の X 線源を用いて回折図の撮影時

間を短縮したことによって、結晶中の応力

緩和の効果を減じることが出来ているこ

とが原因であり、本研究の測定ではより真

の弾性率に近い値が得られたものと考え

られる。加えて Nishino らの報告ではカニ

殻由来の試料を用いている。試料の違いに

よって、結晶中の欠陥の存在や結晶同士の

凝集様式が異なるため、弾性率の見積もり

が大きくずれたものと考えられる。 

この α−キチンの c軸方向の結晶弾性率は、天然セルロースの結晶形の一つであるセルロ

ース Iβの c軸方向の結晶弾性率に比べると有意に小さい。セルロース Iβの結晶弾性率は回折実

験や理論計算など、いくつかの方法によって算出されており、その値は 110~140 GPa程度と見

積もられているが（Iwamoto et al., 2009; Nishino et al., 1995; Sakurada et al., 1962; Tanaka & Iwata, 

2006; Wohlert et al., 2012）、本研究で算出された α−キチンの結晶弾性率はその 60%以下の値を示

している。セルロースやキチン結晶の c軸方向は分子鎖の方向に一致しており、これらの伸びき

り鎖構造の結晶においては軸力に対する抗力の大部分は主鎖の共有結合が負うことになる。分

子鎖一本あたりの断面積は α−キチンが 44.9 Å2に対してセルロース Iβは 31.7 Å2であり、α−キチ

ンが 40%程度大きい。キチンの側鎖は嵩高いアセトアミド基であるため分子鎖あたりの断面積

Figure 7－4 (a) Load−Displacement relationship and (b) 

Stress−Strain curve of a-chitin crystal under tensile 

load. 
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は大きく、そのために分子鎖を変形させるのに

必要な単位面積あたりの軸力は小さくなる。ま

た主鎖構造中では環構造はコンフォメーショ

ンの変化に対してエネルギーの増分が大きく

極めて剛性が高く、実際の変形はグリコシド結

合周りで起こっていることが予想される。結晶

構造中でのグリコシド結合角は α−キチンで

113.96°、セルロース Iβ で 115.05°である。

C−O−C 間の理想的な結合角は 114°程度である

から、α−キチンの方が軸方向の引っ張り力に対

して伸びやすい。このような構想的な差異が

α−キチンとセルロース Iβ の結晶弾性率の違い

を生み出しているものと考えられる。 

次に繊維軸方向についての荷重に対す

る直交方向での変形挙動について解析した。図

7−5に子午線の 0 0 2の回折の面間隔変化に対

する赤道上の回折点の面間隔変化を示した。解

析は図 7−2bに示す通り、0 2 0、1 1 0、1 2 0、1 

3 0について行なっている。0 0 2の面間隔の増

加に対して、減少傾向を見て取ることが出来る。

この面間隔変化について、最小二乗法によって

線形近似を行ない、各結晶方位についての

Poisson比を算出した結果を図 7−5中に示した。

0 2 0の方向に最も Poisson比が大きく、1 1 0

の方向に最も Poisson 比が小さかった。これよ

Figure 7－5 Changes in d－spacing of equatorial 

reflections as a function of displacement of 

meridional 0 0 2 reflection: (a) 0 2 0, (b) 1 1 0, (c) 

1 2 0, (d) 1 3 0 reflections. Error bars indicate 

the standard deviations estimated for 2D peak 

fitting calculations. Red and Blue plots were 

obtained from different specimens. 
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り、Poisson 比は a 軸側に小さく、b 軸に大きいことが分かる。結晶の b 軸方向は分子シートに

直交する方向であり、シート間の水素結合は O6A−H…O6Bのみであり、対して a軸方向は分子

シート方向であるから疎水相互作用と二つの分子間水素結合が存在している。このような相互

作用の存在によって a 軸方向については収縮に対する斥力が b 軸方向に比べて強くなると考え

られる。 

 図 7−5中には青と赤の 2つの試料についての測定値を示しているが、青の系列が赤に比

べて全体に繊維軸方向の変形に対する直交方向の変形が小さいことが分かる。どちらの系列に

ついても 0 0 2の変位に対して線形に減少しておりまたピークフィット計算による誤差は小さい

ことから測定誤差ではなく、青色の試料の変化量が実際に小さかったのであろう。Poisson 比は

結晶に固有のものであり、断面積の算出に不確定さを含む結晶弾性率よりも精度の高い計測が

可能である。従って、この有意な Poisson比の差は結晶への外力の掛かり方の違いに起因するも

のであろう。例えば本測定では c軸への軸力のみを想定しているが、結晶の配向や試料の巨視的

な形状によっては、他の応力成分が微小ながらかかることが予想される。繊維結晶に対する軸

力とせん断力の両者が掛かった際の変形挙動についての報告例はないが、実際の材料利用を考

えると、軸力のみがかかる場合はむしろ少なく、このような変形量を理解することの意味は大

きい。剛性テンソルを算出することが出来ればその変形挙動の予測が可能であるが、実際の測

定は困難であり、理論計算による見積もりが必要となろう。最近、Driら（2013）によってセル

ロース Iβ の剛性テンソルが量子化学計算により報告されている。この報告では繊維軸方向の弾

性率が 200 GPaを超えていることから、実際よりも結晶の剛直性が過大に見積もられていること

が予測されるが、量子化学計算による結晶の力学物性評価の可能性を示すものである。 
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7.3.2 熱膨張挙動  

図 7−3 に 50 ℃の条件で撮影した

α−キチンの X線回折図を示す。図中に単位

格子の精密化に用いた 28 個の回折点とそ

の指数を表示した。単位格子の精密化計算

は、まず a、b、c、γ の 4 つの格子定数を

パラメータとしたが、本研究での測定範囲

である 50 ℃から 250℃においては γ の値

は 90°でほぼ一定であり、結晶は斜方晶系

を維持していた。そこで改めて γ=90°に固

定して a、b、cのみをパラメータとして精

密化計算を行い、格子定数を算出した。 

図 7−6 に温度に対する格子定数と

体積の変化を示す。いずれの結晶軸も温度

の上昇に対して線形の増加傾向を示した。

式(5)に従って各軸に対しての線熱膨張係

数を算出したところ、αa= 6.1 ℃-1、αb= 

7.3 ℃-1、αc= 2.1 ℃-1、また体積熱膨張係数

は β=15.8 ℃-1なった。線熱膨張係数は、αb

＞αa＞αc の順に大きいが、この異方性は、

結晶構造と水素結合様式から説明するこ

とが可能である。結晶の ab 面内において

は、b 軸に最も熱膨張係数が大きく、a 軸

方向に最も小さい。 

Fig. 7−6 Changes in lattice parameters as a 

function of elevated temperature. All 

relationship between lattice parameters and 

temperature can be expressed as single 

linear lines as indicated. 
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  α−キチンの b軸方向は分子シートに垂直な方向であり、分子シート間の安定化に寄与

する水素結合は O6A−H…O6B のみである。一方、a 軸方向は分子シート方向であるから環構造

が分子間力によって堆積し、また二つの分子間水素結合によって構造が安定化されているため

に a軸方向には熱膨張しづらいのであろう。一方 c軸方向は分子鎖方向であり、共有結合の結合

方向には分子振動しづらいため、熱膨張係数が最も小さいことは妥当である。 

 

7.4. 結言  

α−キチンの弾性変形挙動と熱膨張挙動を X線回折実験により調べた。弾性変形挙動の解

析は、繊維軸方向についての一定の軸力下で繊維回折図を測定し、各回折点の面間隔変化から

変形量を算出することで行なった。これより、繊維軸方向の結晶弾性率（El=59.3 GPa）と Poisson

比（ν020/002=0.48, ν110/002=0.14, ν120/002=0.22, ν130/002=0.21）を報告した。結晶の熱膨張挙動についても

同様に、一定温度条件下で測定した繊維回折図から変形量を産出し、各軸方向の線熱膨張係数

と体積熱膨張係数（αa= 6.1 ℃-1、αb= 7.3 ℃-1、αc= 2.1 ℃-1、β=15.8 ℃-1）を報告した。 
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8. β−キチンの物性解析  
 

8.1. 緒言  

前章では、α−キチンの熱膨張挙動と繊維方向の弾性変形挙動について解析した結果を示

したが、本章ではもう一つの結晶多形である β−キチンについて熱膨張挙動と弾性変形挙動の解

析を行なった。より精密な構造解析を必要としている α−キチンに対して、β−キチンの結晶構造

は水素結合様式を含む結晶構造が、信頼性の高い解析によって明らかとなっているため、ここ

では動的挙動を含む分子レベルでの解析を行い、構造と物性間の関係性について解明すること

を試みた。 

 

8.2. 弾性変形挙動  

弾性変形挙動は、材料の最も基礎的な力学的特性である。前章でも示した通り、セルロ

ースやキチンの弾性変形挙動の解析は、主に繊維軸方向の弾性率を算出を中心に行なわれてき

た。繊維軸方向の結晶弾性率は、繊維補強材としての材料利用を考えた時に重要であるが、弾

性体の変形挙動の理解としては極めて断片的である。実際の材料利用を考えると、結晶に対し

て単純な軸力がかかる場合はむしろ稀であり、せん断弾性率を含む弾性定数テンソルを理解す

ることは材料中での結晶の振る舞いを予測する上で非常に重要である。セルロースについては

繊維軸方向の引張力に対する直交方向の変形挙動について、X線回折実験による報告があるもの

のその報告数は非常に少ない（Nakamura et al., 2004）。ナノメートル領域の微小な結晶サイズを

有するこれらの結晶については、荷重方向の制御が不可欠なせん断変形についての実験を行う

ことは現実的には不可能であり、理論計算による予測が必要になろう。最近、Driら（2013）は

量子化学計算によってセルロース Iβ の弾性定数テンソルを報告した。量子化学計算は前述の通

り、原子間相互作用を正確に見積もりことが出来るため、分子力学法等の従来法に比べると高

精度の予測が可能であり、セルロースの弾性変形挙動の異方性を説明する上で非常に重要な知

見を与えた。しかしながら結晶が実験的に予測されるより大きく剛直に見積もられており、正

確な弾性定数の算出のためにはより詳細な検討が必要であると言える。本章においては、信頼

性の高い弾性変形挙動の実験値を得ることを目的に、結晶サイズの大きい β−キチン結晶につい

てX線回折実験により繊維軸方向の弾性率とそれに直交する結晶面についての Poisson比を算出

した。それに対して同様の変形挙動を量子化学計算により再現し、理論計算による弾性変形の

見積もりの再現精度とこの手法の現状での課題について検討した。 
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8.2.1. 方法  

8.2.1.1. X線回折実験  

X線回折実験には、L. satsuma由来の高結晶性 β−キチン試料を用いた。第四章に示すよう

に、L. satsumaの棲管を精製し、一軸配向試料を調製した。 

X 線回折実験は SPring−8 の BL40B2 において行なった。第 7 章の α−キチンについての

方法と同様の実験を行なった。室温条件で、300 gf間隔で 100 gfから 1900 gfまでの一定荷重を

試料の繊維軸方向にかけながら、繊維軸に垂直に波長 1.0 Åの X線を 60秒照射し、回折図をイ

メージングプレート上に記録した。得られた回折図から赤道と子午線の回折プロファイルを取

得し、pseudo−Voigt関数と最小二乗法アルゴリズムを用いてピーク分離を行い、面間隔を算出し

た。本研究で用いた β−キチン試料は高結晶性であり、赤道方向の回折点の分離もよかったこと

から、Poisson 比の算出時にも一次元のピーク分離によって面間隔を算出することが出来た。結

晶弾性率の算出には 0 0 2の回折点の、Poisson比の算出には赤道上の 0 1 0、1 0 0、1 1 0、1 1
_
 0

の回折点の面間隔変化を用い、第 7章の方法に従って行なった。 

 
8.2.1.2. 第一原理計算  

第 3 章の方法と同様に無水型 β−キチン結晶について平面波基底の密度汎関数理論計算

により構造最適化計算を行なった。基底関数の平面波の最大エネルギーは 70 Ryとし、Burillouin

空間のサンプリングは x*、y*、z*の各方位について 2 2 1の k点により行なった。量子化学計算

の結果として得られた電子軌道を用いて、Löwdinの密度解析（Population analysis: PA）によって

結晶中の各原子上の電荷を算出した（Löwdin, 1950, 1970）。弾性変形挙動の解析のためには、c

軸長のみを任意の値に固定して最適化計算を行なった。最適化計算の条件は、c軸をパラメータ

としない点以外は、上記と同様の方法によって行なった。全ての方位の変形を許容した差異の

最適化計算の結果の c軸長を原点として、そこからの変位と最適化構造のポテンシャルエネルギ

ーから弾性率を算出した。また最適化構造の a、b軸長の変化から Poisson比を算出した。 

 

8.2.2. 結果と考察  

8.2.2.1. X線回折  

図 8−1に X線回折図を示す。これまでに示した通り、高結晶性の無水型 β−キチン結晶の

回折パターンが得られた。結晶サイズが大きいために放射方向についての回折の広がりが小さ

く、甲殻類由来の α−キチンに比べて赤道上の回折の分離が良かった。 
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この回折図から得られた各結晶方位に

ついての応力−ひずみ曲線を図 8－2 に示す。図

中に、弾性率、および Poisson比の値を示した。

いずれの応力−ひずみの曲線も単一の直線によ

って表せることが出来ることから、この実験が

弾性変形領域で行なわれたことが分かる。 

図 8−2 中に示す通り、繊維軸方向の結

晶弾性率は、73.0 ±17.5 GPaであった。これは

α−キチンの結晶弾性率（59.3 GPa）に比べて

20%程度大きい値であった。無水型 β−キチン

の分子鎖一本あたりの ab面に置ける面積（44.2 

Å2）は α−キチン（44.9 Å2）とほぼ等しかった

が、無水型 β−キチンのグリコシド結合角は

117.2°であり、α−キチン（113.96°）に比べて分

子鎖は伸びきっているため、より結晶弾性率は

大きくなったものと考えられる。加えて、無水

型 β−キチンの繊維軸方向には O3−H…O5 と

O6−H…O7の強い水素結合が存在しており、そ

れが繊維軸方向の構造安定性に強く寄与して

いるものと考えられる。一方で α−キチンの繊

維軸方向には O3−H…O5/O6の水素結合が存在

するのみである。 

  

Figure 8−1 (a) The X-ray fiber diffraction 

diagram of anhydrous β-chitin. The reflections 

marked by white circle with indices were used 

for the analyses. (b) The diffraction profiles of 

marked reflections in part (a). The indices are 

shown upon the corresponding peaks. 
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Figure 8−2 Changes in the lattice strain of (a) 

[0 0 2], (b) [0 1 0], (c) [1 0 0], (d) [1 1
_

 0], and 

(e) [1 1 0] directions of anhydrous β-chitin as 

the function of the applied stress.  
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繊維軸直交方向の Poisson比は b軸方向に最大で、a軸方向に最小となった。この結果

は前章で示した α−キチンと同様であった。しかしながら絶対値には差異が見られ、無水型 β−

キチンの方がより ab 面内に異方性が大きいことが明らかとなった（図 8−3）。分子シート方向、

すなわち a軸方向についての Poisson比は概ね 0.2程度であり、両結晶多形間で差異は見られな

かった。これは分子シート構造の高い類似性によるものであろう。しかしながら b軸方向では、

α−キチンの Poisson比が 0.46であるのに対して、無水 β−キチンでは 0.57であり、24%大きかっ

た。現行のモデルでは分子シート間には、α−キチンには O6−H…O6 間の分子間水素結合が存在

するが、無水型 β−キチンにはシート間の水素結合は存在しない。分子間水素結合の有無が変形

のしやすさに影響している可能性が高い。 

 

8.2.2.2. 量子化学計算  

量子化学計算の結果として得

られた、c 軸方向の変位に対するポテン

シャルエネルギーの変化を図 8−4に示す。

ニュートン方程式の通り、ポテンシャル

エネルギーと変位には二次関数の関係が

ある。図に示す近似曲線から算出した結

晶弾性率は 136 GPaであった。これは、

実験値（73.0 GPa）の二倍であった。

Wohlert ら（2011）の報告のとおり、セ

ルロース結晶の弾性率にも微小ながら温

度依存性があり、DFT の最適化構造は 0 

Kの構造に対応すること、また平面波基

El= 136.0 GPa 

Fig. 8−4 Changes in DFT-optimized potential energy 

as a function of strain along c-axis of anhydrous 

β−chitin. The relationship between energy and strain 

can be expressed by a single quadratic curve. 

 

Fig. 8−3 Schematic representations of anisotropy of Poisson’s ratio in lateral planes of (a) anhydrous 

β−chitin and (b) α−chitin.  
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底の DFT 計算が理想結晶について計算していることから、室温域での実測値よりも弾性率は大

きく見積もられると予想されるが、2 倍の差は非常に大きくこの計算によっては無水型 β−キチ

ンは繊維方向に非常に剛直に見積もられていると言える。これは Driら（2013）の報告が示した

傾向と一致している。 

結晶弾性率は実験的には巨視

的な試料断面積の計測に不確定さを含む

ため、セルロースやキチンのような微細

な結晶の弾性率を正確に算出することは

困難である。したがって、理論計算の計

算値の妥当性を評価するためにはより信

頼性の高い実測値を用いることが望まし

い。一方で、Poisson比は回折図の情報の

みによって算出することが出来るから、

曖昧さのないより信頼性の高い値である

と言える。本研究では高結晶性試料を用

いたことにより高精度で Poisson 比を算

出することが出来たから、この値を弾性

変形挙動の再現精度の評価に用いること

とした。 

図 8−5には、c軸の変位に対する a軸および b軸の変位を示した。図に示すように、こ

の一連の DFT計算によっては図 8−3に見られるような無水型 β−キチンの ab面での Poisson比の

異方性を再現していないことが分かった。無水型 β−キチンの b 軸方向には強い水素結合は存在

せず、相互作用としては弱い水素結合と分子間力が存在するのみである。強い相互作用がある

場合にはその相互作用の見積もりは容易であり、c軸の変位に付随した変形を再現しやすいと考

えられるため、分子間相互作用の少ないシート直交方向である b 軸方向の変形の追従が実際よ

りも低いのは、相互作用の見積もりが十分でないためであろう。 

実際に比べて変位が小さいということは構造全体の剛直性が過大に見積もられている

ことを意味しており、b軸方向の変形の過小評価が結晶弾性率の過大評価の原因であろう。また、

c軸を固定した計算によって得られた最適化構造の近傍で b軸長を変化させてエネルギーを計算

させたところ、ポテンシャルエネルギーが最小化されていないことが分かった。そこで計算精

度を向上させるために、c軸長を固定した最適化計算後にさらに b軸長を変化させ、エネルギー

が最小になる点を求め、そこから再度 Poisson比を算出した。図 8−6にその結果を示す。この計

Fig. 8−5 Changes in strains along a- and b-axes as 

functions of strain along c-axis, obtainrd from 

DFT-D2 optimization calculation of anhydrous 

β−chitin. 
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算によっては、b軸の Poisson比が a軸よ

りも大きくなっており、ab面内の異方性

を、図 8−5の結果に比べればよく再現し

ていると言える。またこの計算により得

られた結晶弾性率は 105.2 GPaであり、

実測値に比較的近い値が得られた。しか

しながら、a軸、b軸方向の Poisson比は

0.12と 0.22であり、実測値（a軸に 0.18、

b 軸に 0.54）に比べると過小に見積もら

れている。この実験値からの乖離は基底

平面波のエネルギー制限を増大させる、

k-pointを増やすといった計算精度の向上

によって解決の可能性がある。また、本

検討では単純に単位格子の軸長のみを変

化させていたが、より現実に則するよう

に、分子間距離を近づけるように原子座標を操作することによって精度向上が可能であるかも

しれない。 

このように、量子化学計算によっては、一定の精度で弾性変形挙動を再現することが

可能であるが、分子結晶系においては非結合方向への変形挙動の再現に問題が存在することが

分かった。精度の高い変形挙動の予測のためには現状ではさらなる検討が必要であり、実測値

との比較を行なうことで計算精度の向上を試みる必要がある。 

  

Fig. 8−6 Changes in strains along a- and b-axes as 

functions of strain along c-axis, obtainrd by 

re-optimization along b-axis after the calculation 

displayed in Fig. 8-13. 
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8.3. 熱膨張挙動  

結晶性高分子は、石油資源由来、天然資源由来に拘らず、繊維補強材やその他の工業材

料として非常に広範に用いられてきた。このような高分子材料は熱的、機械的物性に優れるが、

これは結晶内部では分子同士が非常に高密度に凝集しているため、分子同士が強い相互作用に

よって安定化した構造となっているためである。結晶性高分子材料の物性解析は X 線や中性子

などの回折実験をはじめとして種々の顕微鏡法や分光法によって実験的に解析が行なわれてき

た。特に回折実験によって結晶格子の変形を精査する手法は外部の刺激への応答を見る上で有

力な手法である。しかしながら実験的手法によっては、一般的に巨視的に平均化された情報が

得られるため微視的な分子レベルでの応答を観測することは困難であり、分子構造と物性を関

連づけて議論することを困難にしている。また材料創成を行なう場合には、試料調製から物性

解析までを実験的に網羅することの物質的、時間的なコストが高いという難点がある。 

物性解析のもう一つの手法としては、分子動力学法などをはじめとした理論計算法があ

る。理論計算法は扱う粒子の大きさによっていくつかの種類に分類することが出来るが、原子

を構成要素としてその集合体の系を扱う分子シミュレーション、具体的には分子動力学法

（Molecular Dynamics: MD）や分子力学法（Molecular Mechanics: MM）による計算が材料物性の

解析のためには用いられてきた。このような分子シミュレーションでは計算機性能の限界から

扱える粒子数に制約があり微視的な系のみが対象となるが、外部刺激に対する原子レベルでの

応答を追跡することが出来るため、物性発現の機構について詳細な解析を行なうことが可能で

ある。実際に MD 法によって種々の材料の機械的物性の解析が行なわれており、その他の分野

では特に酵素学の分野で酵素の機能予測などの面で成果を上げている。 

理論計算法はこのように非常に有力な解析手法であるが、計算条件によっては現実の現

象から大きく乖離した計算結果をもたらす場合があり、実験系の解釈に用いる場合には注意を

要する。系中の全ての原子の電子軌道を計算する量子化学計算（第一原理計算）は、量子化学

的効果までを考慮に入れて計算を行なうため原子間の相互作用をよく再現した非常に信頼性の

高い計算方法である。しかし軌道計算は計算コストが非常に高く扱える粒子数は千個程度まで

と限定的で、また一定以上の時間スケールが必要な動的挙動の解析には適さない。一方、古典

的な MD 法などでは系中の分子間に働く相互作用をいくつかのポテンシャル関数に近似し、そ

のアセンブリについて計算を行なうことで系の挙動を再現しているため計算コストが低く、扱

える粒子数も数万以上で比較的長い時間についての計算が可能であることから、現状では物性

解析のための動的挙動解析には MD 法を用いることが効率的である。ただしポテンシャルの近

似精度によっては計算結果の実験値とのずれが大きくなる。特に凝集性の高く、かつ分子同士

に共有結合の存在しない分子結晶系においては、種々の非結合性の相互作用が構造や物性発現



 85 

に大きく寄与するため、凝集性の低い酵素や結合性相互作用が支配的な無機物結晶などに比べ

ると分子力場の計算結果に与える影響は大きい。従って高分子結晶材料の物性解析のための信

頼性の高い理論計算を行なうためには、適切な条件下で計算を行なうことが不可欠である。 

計算条件の最適化のためには、結晶構造中での相互作用の正確な見積もりに基づく分子

力場の修正と、その修正条件下での計算結果が実際に現実の物理現象を再現しているのかとい

う再現精度の評価の二点を行なう必要がある。相互作用の見積もりには量子化学計算を用いる

ことが可能であるが、その場合には詳細な結晶構造が明らかにされていることが条件であり、

また制限精度の評価のためには正確性の高い実験値を取得することが出来るモデル系が必要で

ある。 

序論でも述べた通り、β−キチンの結晶構造は極めて詳細に解析がなされており、水素原

子の位置も含めて信頼性の高い構造モデルが提示されている。また、その構造解析に用いられ

た高結晶性試料の結晶サイズは 30 nm 以上と繊維結晶としては非常に大きく、構造の均一性も

高いため、物性解析のためのモデル試料としての条件を満たしている。そこで本章においては

この β−キチン結晶について正確性の高い観測が可能な物性発現、具体的には熱膨張挙をモデル

ケースとして分子結晶系の信頼性に足る分子力場の構築を試みた。同時にこの修正により得ら

れた修正力場を用いて熱膨張挙動解析を行なった。 

 

8.3.1. 方法  

8.3.1.1. X線回折実験  

X線回折実験には、L. satsuma由来の高結晶性 β−キチン試料を用いた。第四章に示すよ

に、L. satsumaの棲管を精製し、一軸配向試料を調製した。 

X線回折実験は SPring−8の BL40B2において行なった。第 7章の α−キチンについての実

験と同様に温度調節の可能は窒素ガス吹き付け装置によって、40 ℃間隔で 40 ℃から 240 ℃の試

料温度を調節した。所定の温度条件ごとに波長 1.0 Åの X線を繊維軸に垂直に 60秒照射し、イ

メージングプレート上に回折図を記録した。記録した回折図から赤道、および子午線方向の回

折プロファイルを取得し、pseudo−Voigt関数と最小二乗法アルゴリズムを用いてピーク分離を行

い、面間隔を算出した。単位格子の精密化では、a、b、c、α、β、γ の全ての単位格子定数線熱

膨張係数は第六章で示した方法によって算出した。 

 
8.3.1.2. 第一原理計算と Löwdinの密度解析  

第 3 章の方法と同様に無水型 β−キチン結晶について平面波基底の密度汎関数理論計算

により構造最適化計算を行なった。基底関数の平面波の最大エネルギーは 70 Ryとし、Burillouin
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空間のサンプリングは x*、y*、z*の各方位について 2  2  1 の k 点により行なった。量子化学

計算の結果として得られた電子軌道を用いて、Löwdinの密度解析（Population analysis: PA）によ

って結晶中の各原子上の電荷を算出した（Löwdin, 1950, 1970）。 

 

8.3.1.3. 分子力場修正  

序論で示した通り、本研究では単純な分子力場

に基づく分子動力学計算を用いて分子結晶の動的挙動

を再現することを試みた。分子力場としては糖の分子

動力学計算用に開発された分子力場である GROMOS 

56ACARBO（Hansen et al., 2011）を元にいくつかのパラメ

ータを修正することとした。GROMOS 分子力場は図

8−7 に示すようにアルキル基の水素原子を炭素原子と

まとめて一粒子として扱う United atom 分子力場であ

る。また、次式で表されるように、結合長、結合角、

結合の二面角（Proper、Improper）、クーロン相互作用、

分子間力に相当する Lennard−Jones ポテンシャルの 6

つのポテンシャル関数のみからなる単純な力場である。 

 

 

U =U! +U" +Uproper#dihedral +Uimproper#dihedral +Uelec +ULJ  

Chenら（Chen et al., In Preparation）の検討によって Lennard−Jonesポテンシャルの斥力

項は、この力場においては過大に見積もられており、そこで CH3と HO6の斥力項を初期値から

70%に小さくした。また、クーロン相互作用は原子上の電子の局在を示す部分電荷によって表さ

れるが、キチンの構成単位である GlcNAc残基についての部分電荷情報はこの分子力場には存在

しなかったため、以下に示す三通りの部分電荷セットを新たに構築した。すなわち①GROMOS 

56ACARBO分子力場と CHARM06の合成電荷、②無水 β−キチンの DFT計算の結果を用いた Löwdin 

PAから算出した電荷セット、③②の Löwdin電荷の絶対値を 1.2倍した電荷セット、である。①

の部分電荷セットは、GROMOS 56ACARBO力場のグルコースのピラノース環構造とアセトアミド

基以外の側鎖についての部分電荷の値と、GLYCAM 06のアセトアミド基についての電荷値を組

み合わせた。GROMOS 力場では幾何学的に近い原子群を電気的中性な一つのグループ（Charge 

group）として扱うことで、クーロン相互作用の距離についてのカットオフによるアーティファ

Figure 8−7 Concept of united atom 

approach and definition of atom labels.  
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クトを避けるようにしている。そこで C2を含むア

セトアミド基全体を一つのチャージグループとな

るように C2に電荷を分配している（図 8−8a）。こ

の部分電荷セットを用いた力場を以下、Native FF

とする。②の電荷セットは第一原理計算の結果とし

て得られた電子軌道について Löwdinの密度解析を

行なうことで、各原子上に局在する電荷を算出した。

算出された Löwdin電荷と各原子の価電子数の差を

部分電荷とし、これを各チャージグループが電気的

中性を保つように、グループ中の電荷をパラメータ

として GSL（GNU Scientific Library）の提供する多

次元最小化アルゴリズムを用いて部分電荷を再分

配した（図 8−8b）。この部分電荷セットを用いた力

場を以下、DFT Chargeとする。③の電荷は、クー

ロン相互作用を強めるために②の部分電荷の絶対

値を 1.2倍したものである（図 8−8c）。ここでスケ

ーリングファクターを用いたのは、一般的に

Löwdin電荷が他の電荷、Mulliken電荷や Natural PA

の結果に対して小さく見積もられる傾向にあるた

めである（Becker et al., 2005）。この部分電荷セッ

トを用いた力場を以下、DFT Charge*1.2 とする。

これら三つの部分電荷セットを用いて分子動力学

計算を行なった。 

 

 

 

 

8.3.1.4. 分子動力学計算  

分子動力学計算は GROMACSソフトウェア（version 4.5）を用いて行なった。分子力場

には上記の修正 GROMOS 56ACARBO分子力場を使用し、NPT（一定粒子数、定圧・定温）と NVE

（一定粒子数、定積、定エネルギー）のアンサンブル（統計集団）について計算を行なった。

分子動力学計算は、各粒子の運動方程式を数値積分することによって各粒子の位置と速度情報

Figure 8−8 Partial charge sets used in 

molecular dynamics simulation. (a) Native 

force field, (b) DFT charge evaluated by 

Lowdin population analysis. (c) DFT 

charge multiplied by a scaling factor of 

1.2. The atomic color is set to be more 

red as its partial charge becomes more 

positive, and to be bluer as it becomes 

more negative. 
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を得て、系の動的挙動を解析する。本研究では、数値積分は効率性に優れる Leap−frog法により

行い、時間ステップは NPT計算には 1 fs、NVE計算には 0.5 fsを用いた。原子間に働く短距離

のクーロン相互作用と非結合性の Lennard−Jones相互作用の範囲径は 0.9 nmとし、それ以上遠い

原子同士のこれらの相互作用は無視した。0.9 nm 以上の遠距離の分散力の補正はエネルギーと

圧力について行い、遠距離のクーロン相互作用の補正は、遠距離の計算に適した逆空間での計

算を用いた Ewaldらの方法（Ewald summation）に従った。NPT計算においては、圧力の補正は

Berendsen アルゴリズムによって行い、温度の補正は velocity rescaling アルゴリズムを用いた。

H−O 間、H−N 間の共有結合の結合長にのみ、LINCS アルゴリズムによる制限をかけた。NVE

計算では圧力、温度についての補正、結合長についての制限は用いなかった。分子動力学計算

の計算フレームは 1 psごとに出力した。 

分子モデルには、Nishiyamaらと Sawadaらが X線と中性子線回折実験による構造解析

によって明らかにした無水 β−キチンの結晶構造を用いた。本研究では、表面の効果を無視して、

バルクの理想結晶の物性を再現するために系の x、y、zの全方向（xは a軸に zは c軸に平行と

した）に周期境界条件を用いた finite crystalの系を採用した。無水 β−キチンの非対称単位である

GlcNAc残基を複製することで、8残基の分子鎖が 32本含まれる対称性 P1のスーパーセルを構

築した。各分子鎖の末端は周期境界条件によって作り出される隣のスーパーセルの分子像に共

有結合させることで無限長の分子鎖から成る結晶についての計算を行なった。 

この分子モデルについて、まず最急降下法（steepest−decent method）と共益勾配法

（conjugate gradient method）によるエネルギー最適化計算を行なった。最適化条件は、最適化計

算のステップ間の最大のエネルギー変動が 1 kJ/mol/Å以下となることとした。このようにしてエ

ネルギー最適化した系について、まず室温域での構造を実験的に得られた結晶構造と比較して

評価するため、300 Kでの 10 nsの NPT計算を行なった。次に NPT計算による系の昇温過程に

ついての計算を行なった。100 K/nsの昇温速度で、200 ps間の 20 Kの温度上昇ステップと温度

を 600 ps一定に保つ平衡化ステップを繰り返しながら 300 Kから 540 Kまで昇温した。各方位

の変形しやすさを表す圧縮率は 1.0×10-5 bar-1（x方向）、1.0×10-5 bar-1（y方向）、1.0×10-7 bar-1 bar-1

（z方向）、1.0×10-5 bar-1（xzせん断方向）, 1.0×10-5 bar-1（yz方向）、 1.0×10-5 bar-1（xy方向）と

した。次に 300 K、400 K、500 Kでの構造について精査するべく 5 nsの NVE計算を行なった。 
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8.3.2. 結果と考察  

図 8−9に、X線回折と、分子動力学計算によって算出された無水 β−キチンの昇温過程

における単位格子定数の変化を示す。 

X線回折実験により得られた回折図から、313 Kから 513 Kの各温度での 6つの単位格

子定数（a、b、c、α、β、γ）を算出した。図 8−9a、9b に示す通り、α、β の値はこの温度域で

は 90°で一定であり、結晶が単斜晶系を維持していることが分かる。γの値は、温度の上昇に伴

って単調な減少傾向が見られたが、その変化量は 1%以下であった。一方で、各軸の長さは温度

上昇に伴ってゆるやかな増加傾向を示し、また同時に明確な異方性を示した。結晶の a 軸と c

軸の温度上昇に対する膨張傾向は、線形に近似でき、その線熱膨張係数はそれぞれ、4.35×10-5 K-1、

および 8.37×10-6 K-1であった。一方で、b軸の膨張傾向はより強い温度依存性があり、400 K付

近を境に膨張傾向に差異が見られた。どちらの領域についても線形に近似することが出来、そ

の低温域では 8.52×10-6 K-1であり、高温域では 9.43×10-5 K-1であった。高温域においては、熱膨

張係数は αb＞αa＞αcとなり、前章に示したような α−キチンの熱膨張の異方性と同様の傾向が見

られたが、低温域においては、αa＞αb≒αcとなり、温度によって各方位についての膨張しやすさ

は明確に異なっていた。この結果はWadaと Saitoの結果に一致している（Wada & Saito, 2001）。 

分子動力学計算によって計算された熱膨張挙動は、用いた分子力場によって挙動が大き

く異なった。Native FFを用いた計算においては、前述した通り 300 K付近では構造は X線構造

と大きく異なっておらず（図 8−10a）、温度の上昇に伴って単斜晶系の構造を維持しながら、軸

長が徐々に増加していく。しかし、390 K前後で αと βの値が 90°から大きく変化しており、単

斜晶系の元の構造から三斜晶系の新たな構造に転移したことが見て取れる。各軸長も 390 Kの転

移点において大きく変化しており、特に b軸には 10%、c軸には 5%以上の大きな変位が見られ

た。このような熱膨張挙動は実測されないことから、この転移は非現実的な現象である。図 8−10b

と 10cに示した 400 Kと 500 Kの平衡構造は、X線構造からは大きく逸脱しており、また灰色の

点で描画した各MDフレームの原子位置の履歴が示すように、特に側鎖の振動は極めて大きく、

分子のコンフォメーションは大きく変化していた。三斜晶系の新構造中では分子鎖の屈曲が起

こり、水素結合様式は後述するように大きく変化した。DFT charge を用いた計算によっても、

400 K前後までは不連続な増加傾向は見られなかったが、420 K前後で大きな構造転移が観測さ

れた。これは、Native FFで見られた転移と同様に単斜晶系から三斜晶系への転移であった。各

温度での平衡構造を図 8−11に示す。300 K（図 8－11a）、400 K（図 8－11b）での平衡構造は実験

構造に類似しており、この温度域では比較的構造が維持されていることが分かるが、転移後の

500 Kでは Native FFの場合と同様に分子が屈曲し、一級水酸基の配座と水素結合様式が大きく

変化していた（図 8－11c）。 
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Figure 8−9 Change in unit cell parameters of anhydrous β−chitin as a function of elevated temperature. 

(a) a−axis, (b) b−axis, (c) c−axis, (d)α, (e)β, (f)γ. 
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一方で、DFT charge*1.2の計算によって再現された無水 β−キチンの熱膨張挙動は、計算

を行なった 300 Kから 550 Kの温度域において明確な構造の転移点は存在しておらず、単斜晶系

の結晶構造を維持したまま熱膨張していた。特に a 軸の増加挙動は実験値に極めて良い一致が

見られており、また、b軸、c軸についても実験値と類似の温度依存性の熱膨張挙動を見せてお

り、実験値からの差異は小さかった。また、各温度での平衡構造も徐々に分子振動は激しくな

っているが、実験構造をほぼ維持していた（図 8－12）。このことから、DFT*1.2の力場を用いる

ことによって、分子動力学により精度よく無水 β−キチンの熱膨張挙動を再現できたと言える。 

 

 

 

 

  

Figure 8−10 Equilibrium molecular structure of anhydrous β−chitin calculated by 

NVE simulation with Native FF at (a) 300 K, (b) 400 K, (c) 500 K. Red arrows 

indicate the density of hydroxymethyl groups in gt conformation. 



 92 

 

 

 

 

 

Figure 8−11 Equilibrium molecular structure of anhydrous β−chitin calculated by 

NVE simulation with DFT charge at (a) 300 K, (b) 400 K, (c) 500 K. Red arrow 

indicates the density of hydroxymethyl groups in gt conformation. 

 

Figure 8−12 Equilibrium molecular structure of anhydrous β−chitin calculated by 

NVE simulation with DFT *1.2 at (a) 300 K, (b) 400 K, (c) 500 K. Blue arrows 

indicate the rarer positions of HO6 changed from the normal structure. 
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実験的に得られた熱膨張挙動の異方性は、DFT*1.2の分子力場を用いた計算によって示

された図 8−12に示す各温度での分子の振動様式から解釈することが可能である。まず a軸方向

については、温度の上昇に伴って、振動が増大しており一分子が a軸方向に占める長さが増大

していることが分かる。増大傾向も 300 K、400 K間と 400 K、500 K間でほぼ均一に増大してお

り、この方向の熱膨張が分子振動の単純な増大によるものであることが分かる。c軸方向につい

てもほぼ同様の説明が可能である。この方向は分子結合方向であるから、原子ごとの振動の大

きさが a軸や b軸に対してよりも分子の振動が小さいことが分かる。 

一方で、b軸方向の熱膨張挙動は a軸や c軸に比べると複雑である。この方向の熱膨張

挙動は温度依存性が他の二方位に比べると高く、400 K以下では c軸並みに熱膨張係数が小さい

が、400 K以上ではおよそ室温付近の 2倍程度の熱膨張係数を有している。分子の振動挙動は、

a軸のような温度上昇に伴う明確な振動の増大は認められないが、300 Kと 400 Kの間では環構

造の原子の b軸方向への振動が有意に増大している。さらに 400 Kと 500 Kの間では、一級水酸

基のアセトアミド基の運動性の増大が見られる。一級水酸基については HO6が O7と水素結合

を形成する位置から、図中に青矢印で示したような b軸方向の隣接分子の O3と水素結合を形成

する位置に部分的に転移しており、この部分転移の増大が b軸長の増大に寄与している。また、

アセトアミド基の C8の振動半径が有意に増加しており、b軸方向に嵩高いアセトアミド基の運

動性が上がることが熱膨張係数を増大させることの一因になっているものと考えられる。 

 

以上のように、分子動力学計算を

行い、分子振動様式を精査することによっ

て、熱膨張挙動のより詳細な解釈が可能と

なった。 

分子力場の修正によって熱膨張挙

動を再現することが出来たが、部分電荷の

修正が具体的にどのような影響を計算結

果に与えたのか、検討した。 

図 8−13 には NPT 計算によって算

出した静電ポテンシャルエネルギーの温

度に対する変化を示す。静電ポテンシャル

はクーロン相互作用によって決定される

量であるから、キチンのような多糖結晶系

においては水素結合の強さや安定性に強

Figure 8−13 Change in Coulomb potential energy of 

anhydrous β−chitin crystals calculated by NPT 

simulations with the three force fields with different 

partial charge sets. The simulated structure were 

energetically stabilized at transition points, 390 K for 

Natice FF, and 420 K for DFT charge.   
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く影響を受ける。Native FFを用いた計算で

は、三斜晶への構造転移点である 390 Kに

おいてこのポテンシャルエネルギーが不

連続に減少しており、三斜晶系への転移に

よって構造が静電的に強く安定化された

ことが分かる。また DFT chargeの場合であ

っても、同様に構造転移温度（420 K）で

エネルギーが不連続に大きく減少してお

り、同様の安定化が起こったものと考えら

れる。一方で、静電ポテンシャル以外のエ

ネルギー、つまり結合長、結合角、二面角、

LJ 相互作用の不連続な安定化はこの転移

点では観測されなかった。 

構造転移点で不連続に静電エネル

ギーの安定化が起こるということは、すな

わち水素結合の再構成が起こったことが

予想される。図 8−10、11 に示した通り、

現実的でない三斜晶系への構造転移が起

こると、一級水酸基の配座をはじめとした

分子のコンフォメーションが大きく変化

し、分子振動が非常に激しくなっているこ

とが見て取れた。ここでは特に一級水酸基

のコンフォメーションに注目した。図 8−14

に NVE 計算による各温度での平衡構造の

一級水酸基の配座を示す。実験構造は gg

（ω=−60°）であるから、いずれの力場を用

いた場合でも、300 Kにおいては実験構造

をよく再現していることが分かる。しかし

ながら、転移温度以降になると、部分的に

一級水酸基が gt（ω=60°）の配座に転移し

ていることが分かる。また、もとの gg の

コンフォメーションが理想的な−60°の位

Figure 8−14 Angler distribution of the orientation of 

hydroxymethyl group of anhydrous β−chitin 

calculated by NVE simulation with (a) Native FF, (b) 

DFT charge, and (c) DFT *1.2. ω is dihedral angle of 

O5－C5－C6－O6.  
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置からずれ、かつ分布が広くなっており、たとえ gg位に配向する水酸基であっても元の構造か

らは変化していることが分かる。一方で、DFT *1.2 の力場を用いた場合には、温度上昇に伴っ

て分布がやや広がるものの一級水酸基の配座は ggに安定であった。 

図 8−10や 8−11に示すように、分子の運動性が高まった結果として一級水酸基の一部

が gtに変化すると、HO6は分子間の O6−H…O7ではなく、分子内の O3と水素結合を形成する

ようになる。同時に HO3 の配向も反転して、分子内の O7 との間の水素結合を形成する。これ

は O3近傍での立体障害によるものであろう。この場合、水素結合距離は元の結合様式に比べる

と非常に小さくより強い水素結合を結べるため、静電ポテンシャルの安定化が起こったのであ

ろう。しかしながら、分子が P21の対称性を有する伸びきり鎖の構造を維持するために重要と考

えられている O3−H…O5 の分子内水素結合と、分子シート構造の安定化に寄与している

O6−H…O7の分子間水素結合が消失したために、分子は大きく屈曲し、元の構造から大きく転移

するのであろう。従って、高温域における構造安定化は、O3−H…O5 と O6−H…O7 の水素結合

によって担保されているものと考えられる。図 8−8に示した部分電荷セットでは 07の電荷に最

も大きな違いがあり、最も転移の温度の低い Native FF に比べると、実験結果をよく再現した

DFT*1.2では O7の電荷は 30%程度小さかった。この差異が O6−H…O7の水素結合の安定度に差

異をもたらし、結果として結晶構造全体の熱安定性の再現精度に違いをもたらしたのであろう。 

以上に示したように、量子化学計算による部分電荷の再分配によって分子量力学計算

の精度を大きく向上させることが出来た。本研究で用いた量子化学計算は、平面波を基底関数

として用いることで無限の理想結晶についての構造計算を行なっているため、そこから得られ

た結晶内での分子間相互作用についてもパラメータは結晶物性を再現する上では信頼性が高い。

従って今回行なった分子力場の修正方法は、詳細な構造が明らかとなっている結晶系一般に有

用であろう。 

 

8.4. 結言  

無水型 β−キチンの弾性変形挙動と熱膨張挙動を X 線回折測定、および理論計算により

解析した。弾性変形挙動については、一定荷重下で X 線回折実験を行うことで、繊維図中での

回折点の面間隔変化から繊維軸方向についての結晶弾性率（El=73.0 GPa）と各方位の Poisson比

を明らかにした（ν010/002=0.57、ν100/002=0.33、ν11
_

0/002=0.22、ν110/002=0.34）。量子化学計算によっては

一定の精度で結晶の弾性変形挙動を再現できることが分かったが、非結合方向の変形の正確な

見積もりにはさらなる検討の余地があることが示された。熱膨張挙動については、量子化学計

算により修正した分子力場を用いることで分子動力学によって、X線回折実験により得られた結

晶の熱膨張の異方性を精度よく再現することができた。分子動力学計算の結果として得られた
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各温度における分子の振動様式から、熱膨張挙動の異方性を解釈することが出来た。 
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9. 結論  
 
本研究では、キチンの固体構造と物性、また両者の関係性の理解を目的に、二つの結晶

多形の結晶構造とさらに高次の凝集構造、そしてその物性についての解析を、実験的手法と理

論計算を組み合わせることにより行なった。その結果、以下のような事柄が明らかとなった。 

 

1.  単細胞藻類 P. globosa由来のα－キチンを用いて、α－キチンの結晶構造解析を再度行っ

た。P. globosa由来のα－キチンは従来構造解析用に用いられてきた甲殻類由来のα－キチンに比

べて 2 倍以上の結晶サイズを有する高結晶性の試料であった。この試料の繊維 X 線回折図中に

は、現状の単位格子に一致しない微弱な回折点が観測され、また固体 13C NMRスペクトルは、

現状構造モデルで想定される 1 つより多くの非対称な炭素原子が結晶中に存在することを示し

ていた。また、甲殻類α－キチンを用いた中性子線回折実験によって、天然のα－キチンの結晶

の対称性が低いことが示された。以上のことから、天然のα－キチンの結晶構造としては、空間

群 P1に属する、より多くの分子鎖を含む大きな単位格子を持つ系か、天然セルロースのような

混晶の系の 2通りが考えられる。（第二章）  

 

2.  回折実験により詳細な構造が明らかとなっている β−キチンの無水型と二水和型の結晶

について、より詳細な分子間相互作用とその動的挙動を明らかにすることを目的に理論計算に

よる解析を行った。量子化学計算によるエネルギー最適化構造は、実験的に明らかにされた構

造とよく一致しており、実験的に提案された構造が極めて信頼性の高い構造であることが確か

められた。分子動力学計算による解析によっては、無水型 β−キチン結晶中の水素結合が室温域

でも安定であるのに対して、二水和型 β−キチン中では水分子の熱振動によって、複数の水素結

合様式が存在するより動的な構造体であることが示唆された。（第三章） 

 

3.  結晶形と起源の異なる高結晶性キチンミクロフィブリルについて、高分解能電子顕微鏡

観察と電子線回折実験を行なった。この観察によって、キチンミクロフィブリルの断面形状を

明らかにし、生産する生物種によって断面形状に差異があることが示された。また、ミクロフ

ィブリル横断面についてのの高分解能観察によって得られた格子像から、ミクロフィブリル中

での分子シートの充填様式を明らかにし、表面に露出する結晶面の予測を行った。今回観察を

行ったキチンミクロフィブリルについては、試料の結晶形、起源によらず分子シートは必ず横

断面の長辺に平行に配列していた。このことから、キチンミクロフィブリルの結晶化は、分子

シートの形成と、それらのシートの堆積という二段階の過程を経ていることが予想された。（第
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四章） 

4.  サツマハオリムシ（L. satsuma）棲管中でのキチンミクロフィブリルの凝集様式を X 線

回折と電子顕微鏡観察により調べた。棲管中では β−キチン結晶は三次元的に配向しており、全

てのキチン分子の還元末端が棲管の上端に向くように配向していることが明らかとなった。β

1,4結合を持つ多糖の分子鎖伸長反応が非還元末端で起こり、またハオリムシのキチン生合成装

置が表皮に固定されていることから、キチンミクロイフィブリルの合成、分泌がハオリムシの

下向きの運動と連動して起こることが示された。また、キチンミクロフィブリルの断面形状や

面配向には、棲管中での存在位置によって差異があることが分かり、これは生合成時の合成酵

素の配列様式や、ミクロフィブリルに掛かる張力などの違いによるものであると予想された。

（第五章） 

 

5. キチン結晶多形のアクセシビリティの評価を、結晶内重水素化と FT−IR測定により行な

った。β−キチン結晶の重水素化挙動には、官能基ごとに二水和型結晶の構造に由来すると考え

られる差異があり、O3−Hは室温付近で結晶内重水素化が進むのに対して、O6−H、N−Hの結晶

内重水素化の進行は 100 ℃以上の高温域で急激に起こった。（第六章） 

 

6.  α−キチンの弾性変形挙動と熱膨張挙動を X 線回折実験により調べた。弾性変形挙動の解

析は、繊維軸方向についての一定の軸力下で繊維回折図を測定し、各回折点の面間隔変化から

変形量を算出することで行なった。これより、繊維軸方向の結晶弾性率（El=59.3 GPa）と Poisson

比（ν020/002=0.48, ν110/002=0.14, ν120/002=0.22, ν130/002=0.21）を報告した。結晶の熱膨張挙動についても

同様に、一定温度条件下で測定した繊維回折図から変形量を産出し、各軸方向の線熱膨張係数

と体積熱膨張係数（αa= 6.1 ℃-1、αb= 7.3 ℃-1、αc= 2.1 ℃-1、β=15.8 ℃-1）を報告した。（第七章） 

 

7.  無水型 β−キチンの弾性変形挙動と熱膨張挙動を X線回折測定、および理論計算によ

り解析した。弾性変形挙動については、一定荷重下で X 線回折実験を行うことで、繊維図中で

の回折点の面間隔変化から繊維軸方向についての結晶弾性率（El=73.0 GPa）と各方位の Poisson

比を明らかにした（ν010/002=0.57、ν100/002=0.33、ν11
_

0/002=0.22、ν110/002=0.34）。量子化学計算によって

は一定の精度で結晶の弾性変形挙動を再現できることが分かったが、非結合方向の変形の正確

な見積もりにはさらなる検討の余地があることが示された。熱膨張挙動については、量子化学

計算により修正した分子力場を用いることで分子動力学によって、X線回折実験により得られた

結晶の熱膨張の異方性を精度よく再現することができた。分子動力学計算の結果として得られ

た各温度における分子の振動様式から、熱膨張挙動の異方性を解釈することが出来た。（第八章） 
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以上に示すように、本研究ではキチンの固体構造について、原子レベルから巨視的な構

造に至るまでの各スケールでの解析を行なった。 

α－キチン結晶については、天然の構造がより対称性の低いことを明らかにしたが、構

造の完全解明のためにはより詳細な解析が必要であることが同時に示された。現状の構造では

単位格子中に結晶学的に等価な 4つの GlcNAc残基が含まれるが、天然の構造中では単位格子は

より大きく、より多くの不等価な残基が含まれることになる。そのような複雑な構造を明らか

にするためには、繊維回折に基づく解析には精度の限界があるため、固体 NMRなどの実験的手

法ばかりでなく、理論計算を組み合わせた解析が必要となろう。 

ミクロフィブリルの構造解析によってキチンの結晶構造と巨視的な存在状態を関連づ

ける中間的なスケールの構造の理解を進めることができた。本研究で観察した試料はいずれも

高結晶性のものであったが、ここで共通して見られた分子鎖の凝集様式の特徴は低結晶性のミ

クロフィブリル中でも認められるものと予測される。存在量と利用可能性を考えると、材料利

用のために重要となるのは低結晶性キチンであるから、この構造を明らかにすることは重要で

あり、本研究で得られ知見を元にミクロフィブリル構造の解明が行なわれることが望まれる。 

物性解析では、キチンの両結晶多形の基礎的な物性値を報告し、結晶構造との関連性を

明らかにすることを試みた。分子レベルでの物性理解のためには、今日では理論計算は不可欠

なものであり、本研究でも量子化学計算と分子動力学法による解析を行なった。その検討の結

果、外的な刺激に対する分子の応答を明らかにすることが出来たものの、分子結晶系では理論

計算による実験値の再現には計算条件の適切な修正が必要であることが明らかとなった。特に

本研究で行なった量子化学計算を用いた分子力場の修正は、分子結晶全般に適用できるため有

用性が高いと考えられる。この方法を適用することにより、セルロースなどの他の分子結晶系

の理論計算の精度を向上させることが可能であろう。 
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