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研究成果の概要（和文）：未利用バイオマスの一つであるキチン関連物質を効率的に利用するた

め、海産魚由来乳酸菌 Lactococcus lactis のキチン関連糖の利用能をチーズスターターや淡水魚

由来株のそれと比較した。その結果、魚類由来株は、単糖～6 糖を発酵したのに対し、チーズ

スターター由来株では 3 糖までしか利用できなかった。また、生成乳酸の光学異性体比は、海

水魚由来株では L-乳酸が 99％であったのに対し、他の由来源のものでは 85～96％であった。

さらに、海水魚由来株における L-乳酸生成量は、他の由来源のものの 3.5～4.4 倍であった。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To utilize effectively chitin and the associated materials which is one of 
unused biomass, availability of chitin-associated sugars in lactic acid bacteria, Lactococcus lactis, 
derived from marine fish was compared with those from other sources, such as cheese starter and 
freshwater fish.  As the results, fermentation of chitin oligosaccharides in the strains derived from fish 
were observed in the media containing GlcNAc – (GlcNAc)6, whereas those from cheese starter were 
observed in GlcNAc – (GlcNAc)3.  In addition, ratio of optical isomer in products for L-lactic acid in 
marine fish derived strain culture was higher than those in other sources.  Furthermore, the amount of 
L-lactic acid in marine strain culture was 3.5 – 4.4 folds higher than those in other sources. 
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１．研究開始当初の背景 
 エビやカニなどの甲殻類などに多く含有
されるキチンは、セルロースに次ぐ莫大なバ
イオマスであるのに加え、キチンを分解して
得られるオリゴ糖や多糖類は医薬品や健康

食品原料などのような様々な生理活性をも
つことから幅広く利用されている。これまで
一般的に、キチンを分解して利用するには強
酸・強アルカリ等による化学的処理を必要と
することから、大量に生じる廃液の処理など



の問題が残され、効率の良い分解法が求めら
れてきた。また、化学的な分解では多様な分
解産物が生じ、特定のオリゴ糖を効率よく得
られないのが現状である。一方、自然環境下
ではこれら生物のキチン質は蓄積すること
なく速やかに消失する。環境中にはキチンを
強力に分解する活性を有する細菌などが存
在することが知られ、種々の細菌種由来キチ
ナーゼが単離・同定されてきた。また、近年
の地球温暖化対策の一つとしてカーボンニ
ュートラルが注目されているが、乳酸の重合
体であるポリ乳酸を利用したバイオプラス
チックに関する研究が多数行われている。セ
ルロースに次ぐバイオマスを誇るキチンを
生理活性物質やバイオプラスチックの原料
として利用できれば、これまで廃棄されてき
た未利用バイオマスの高度利用につながる
だけでなく、地球温暖化対策の一つの方策に
なることが期待される。 
 申請者は本申請に先立ち、魚類腸内細菌か
ら分離された海洋細菌 Vibrio proteolyticus がα
型結晶キチンを速やかに分解することを見
出し、当該遺伝子のクローニングおよび大腸
菌を用いた過剰発現系の構築を行って、詳細
な検討を加えてきた。その結果、当該キチナ
ーゼリコンビナントは、2 糖（di-N-acetyl 
chitobiose）を主な最終産物として生成するエ
ンド型の酵素であることが明らかとなった。
一方、これまでに海洋環境から Lactococcus 
lactis subsp. lactis の分離例は報告されていな
かったが、海産魚類腸管内に高い頻度で L. 
lactis subsp. lactis が分布する可能性を示す報
告がなされていた。そこで申請者は、海産魚
類腸管内から海洋性乳酸菌 L. lactis の分離を
試み、海洋環境からの例としては初めてとな
る当該乳酸菌株の分離に成功した。この海洋
性乳酸菌は、16S rRNA 遺伝子配列をもとに
した系統解析では、これまで知られているチ
ーズスターター由来の乳酸菌 L. lactis subsp. 
lactis と同一のクラスタを形成するとともに、
発酵可能な糖の利用パターンも典型的な L. 
lactis subsp. lactis のものと一致することから、
L. lactis subsp. lactis と同定した。さらに、こ
の海洋性 L. lactis subsp. lactis の塩分耐性につ
いて調べたところ、チーズスターター由来の
L. lactis subsp. lactis が 4% NaCl まで生育でき
るのに対し、海洋性 L. lactis subsp. lactis は、
6% NaCl 含有培地でも生育できることが明ら
かとなった。また、この海洋性 L. lactis subsp. 
lactis は、チーズスターター由来の乳酸菌 L. 
lactis subsp. lactisが生育できない200%の人工
海水培地でも生育できることが確認され、既
知の L. lactis subsp. lactis と比較して高い塩分
耐性および高い増殖能を有することが明ら
かとなった。 
 この海洋性 L. lactis subsp. lactis は、既知の
L. lactis subsp. lactis と 同 様 、 N-acetyl 

glucosamine（単糖）や cellobiose（2 糖）など
の糖を資化できることが明らかとなってお
り、これは、di-N-acetyl chitobiose（2 糖）な
どキチンオリゴ糖を利用できる可能性を示
唆する。また、高い耐塩性のような、一般に
知られている L. lactis subsp. lactis とは異なる
能力をも有することが明らかとなったこと
から、キチンオリゴ糖を資化して生成される
乳酸のほか、海洋環境に特化した性質の利用
とともに、当該乳酸菌の養殖分野への応用が
期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 キチンオリゴ糖は、医学・工学・食品分野
と多岐にわたって利用され、その効率的な製
造方法の確立を目指して酵素学的手法の開
発が試みられてきている。従来のキチンオリ
ゴ糖の製造過程では、カニやエビなどの外骨
格を強酸で処理するなど激しい化学反応が
必要となり、廃液および生成物の不均一さが
問題となる。申請者は、これまでにキチン分
解活性の高い海洋細菌 Vibrio proteolyticus お
よびその分泌キチナーゼを利用することで、
2 糖（di-N-acetyl chitobiose）が主たる生成物
として産生可能なことを明らかにした。これ
とは別に、海産魚類腸管内から海洋性乳酸菌
Lactococcus lactis subsp. lactis の分離に成功し
た。一般に、Lactococcus 属はホモ乳酸発酵を
行い、その生成乳酸は、L-乳酸であることが
知られている。そこで本研究では、キチンに
V. proteolyticus を作用させて得られる最終生
成物であるキチンオリゴ糖を効率的に利用
することを目的に、キチン関連糖を L. lactis 
subsp. lactis の培養液中に添加することで乳
酸発酵を行い、その利用能について調べた。
また、本研究の結果を養殖業への応用やバイ
オプラスチックの原料生成につなげること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）海洋性乳酸菌 L. lactis subsp. lactis による
キチンオリゴ糖利用能の検討 
 強酸を用いてキチンを処理した場合に得
られるキチンオリゴ糖は、構成糖の種類が多
様であること、キチンに海洋細菌 V. 
proteolyticus 由来キチナーゼを作用させて得
られる最終産物が 2 糖（di-N-acetyl chitobiose）
であることから、2 糖から 6 糖までのキチン
オリゴ糖について利用可能か試験した。試験
にはビオメリュー社の API50CH システムを
応用し、2 糖から 6 糖までのキチンオリゴ糖
標準標品を発酵可能か否か調べた。この際、
すでに利用が可能であることが明らかな
N-acetyl glucosamine およびグルコースを陽性
コントロールとして、糖無添加区を比較対照



魚由来のものと比較して 2 糖から 6 糖までの
キチンオリゴ糖を速やかに利用可能であっ
た。 

として同時に試験した。なお、キチンオリゴ
糖の発酵試験は、所属研究室で保有している
チーズスターターおよび淡水魚由来 L. lactis 
subsp. lactis、および L. lactis subsp. cremoris を
比較対照として、上述と同様に試験を行い、
L. lactis 株の由来による違いがあるのか調べ
た。 
 
（2）生成乳酸の組成・生成効率の検討 
 海洋性 L. lactis subsp. lactis がキチンオリゴ
糖を発酵基質として生成された培養上清を
対象に、Roche 社の F-キット（D-乳酸/L-乳酸）

により、生成乳酸中の L-および D-乳酸の光学
異性体組成を調べるとともに、生成効率の評
価を行った。また、基質のキチン関連糖の構
成糖数が当該 L. lactis 株の発酵能に及ぼす影
響について調べるため、種々の濃度の単糖か
ら 6 糖までのキチン関連糖を基質として生成
乳酸量を測定した。これらの項目は、キチン
関連糖標準標品を用いて得られる発酵試料
について行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）由来源の異なる L. lactis 株間におけるキ
チン関連糖利用能の違い 
 すでに分離済みの海産魚由来の L. lactis 
subsp. lactis 株のキチンオリゴ糖の利用能に
ついて調べるため、API 50 CH システムを応
用し、2 糖から 6 糖までのキチンオリゴ糖標
準標品を培地中に添加してその利用能につ
いて調べた。また、チーズスターターおよび
淡水魚由来 L. lactis subsp. lactis、および L. 
lactis subsp. cremoris を比較対照として同様の
試験を行った。その結果、25℃での培養では、
魚類由来の L. lactis subsp. lactis 株は、2 糖か
ら 6 糖までのキチンオリゴ糖を利用可能であ
ったのに対し、チーズスターター由来 L. lactis 
subsp. lactis は、3 糖までしか利用できず、チ
ーズスタータ由来 L. lactis subsp. cremoris は、
2 糖以上を利用できないことが明らかとなっ
た（表 1）。また、海産魚由来のものは、淡水 
 
 
表 1．キチン関連糖を基質に対する由来の異なる L. lactis
株の発酵パターンの違い 

Strain 
Fermentation patterna 
I II III IV V VI

L. lactis subsp. lactis      
Marine fish (MFL) + + + + + + 

Freshwater fish (FFL) + + + + + + 

Cheese starter (CSL) + + + – – – 
L. lactis subsp. cremoris      

Cheese starter (CSC) + – – – – – 

 
（2）由来源の異なる L. lactis 株間における生
成乳酸の光学異性体比 
 2 糖を基質とした場合に生成される乳酸の
光学異性体比について調べた結果、L-乳酸の
純度は、チーズスターター由来 L. lactis subsp. 
lactis で 85%、L. lactis subsp. cremoris で 96%、
淡水魚由来の L. lactis subsp. lactis で 93%、海
産魚由来の L. lactis subsp. lactis で 99%であっ
た（図 1）。 
 
 

 
図 1．由来の異なる L. lactis 株間での生成乳酸量の違い．

MFL，海産魚由来 subsp. lactis；FFL，淡水魚由来 subsp. 
lactis；CSL，チーズスターター由来 subsp. lactis；CSC，
チーズスターター由来 subsp. cremoris．基質には、

di-N-acetyl chitobiose を用いた． 
 
 
 
（3）由来源の異なる L. lactis 株間の発酵効率
の違い 
 由来源の異なる Lactococcus lactis 株間にお
けるキチン関連糖を基質とした場合の発酵
能の違いについて調べた。培養液に 1％の 2
糖を基質として添加し、生成 L-乳酸量を測定
した結果、チーズスターター由来 L. lactis 
subsp. lactis、L. lactis subsp. cremoris および淡
水魚由来 L. lactis subsp. lactis と比較して海産
魚由来 L. lactis subsp. lactis では 3.5～4.4 倍と
有意に高かった（図 1）。 
 
（4）海洋性 L. lactis 株の発酵能に及ぼすキチ
ン関連糖の構成糖数の影響 
 基質の糖構成（単糖～6 糖）が海産魚由来
L. lactis subsp. lactis 株の発酵能に及ぼす影響
について調べた結果、構成糖数の増加に伴っ
て生成される乳酸量が減少することが明ら
かとなった（図 2）。特に 4 糖～6 糖では、生
成される乳酸量がきわめて小さかったため、
産業利用の際の基質には単糖～2 糖を使用す
る必要性が示された。これまでに高いキチナ
ーゼ活性を有する V. proteolyticus から単離し
たキチナーゼによる生成糖が 2 糖であること
が明らかとなっており、当該生成糖を海産魚

a I, GlcNAc; II, (GlcNAc)2; III, (GlcNAc)3; IV, (GlcNAc)4; V, 
(GlcNAc)5; VI, (GlcNAc)6. 
 
 



〔学会発表〕（計２件） 由来 L. lactis subsp. lactis 株の有用な発酵基質
として産業的に利用可能であることが示唆
される。 
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図 2．種々のキチン関連糖を基質とした場合の海産魚由

来 L. lactis subsp. lactis 株の生成乳酸量． 
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