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新規な環境微生物の分離と遺伝資源の確保
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Abstract：We　isolated　the　Gram－positive　anaerobic　bacterial　strains　from　intestines　of　healthy　thoroughbreds

as　one　of　the　environment．　The　two　groups　might　be　novel　species　belonging　to　genus　Lαc∫oわαd〃μ∫，

Biochemical　and　physiological　characteristics　distinguished　the　isolates　from　their　phylogenetic　relatives．

DNA－DNA　reassociation　experiments　withム5α1’vαr加3　and乙．αvゴαr’‘‘∫confimled　that　KBL13T　represents　a

novel　species，　for　which　the　name加αoわαcf1」‘‘3ぬαyθ肋6η5∫∫sp．　nov．　is　proposed．　The　type　strain　is　KBL13T

（＝JCM　l4209T＝DSM　18933T）．　The　other　isolates　represent　typical　novel　species　of　the　genus

加。’oわαc’〃こ‘∫，for　which　the　name五〇c’oわαc∫〃‘‘58g‘π8θπθro∫’sp．　nov．　is　proposed．　The　type　strain　is　NRIC

O697T（＝JCM　14505T＝DSM　18793T）．　The　isolates　produced　spherical　or　oval　cells，　and　tetrad－like　cells

were　rarely　seen．　To　the　best　of　our　knowledge，　this　is　the　first　report　of　this　morphological　characteristic

within　the　genusムασoわαc∫〃L‘＆

1．目　的

　地球上では，合成と分解により物質（元素）は環

境と生体で循環しており，その循環系で重要な役割

を演じているのが微生物である。今までヒトの生活

環境になじみがあったり，研究対象となってきた微

生物のほとんどは，20～40℃，中性付近，好気性，

豊富な栄養条件下で活発に増殖するものであった。

しかし，それらは地球上に存在する微生物のごく一

部にすぎないことが理解され，現在，研究室で培養

可能な微生物は，1～数％程度であることが判明し

た。したがって，環境中には，たくさんの未分離も

しくは未同定の微生物が棲息しており，その機能性

や代謝系においても，未知であり多種多様であるこ

とが推測される。

　したがって，新菌種の発見と公的バイオリソース

センターへの菌株寄託は，バイオリソースの充実に

つながり，その結果，分類学・系統解析の発展，分

子生物学的手法によるフローラの多様性解析の

referencesの充実，ヒト・動物・環境に役立つ機能性

をもつ細菌の獲得などに貢献すると考えられる。

　生物（哺乳動物）の腸内には，多くの細菌が棲

息・共生しており，腸内細菌のお陰で，宿主は川頁調

な消化吸収がなされ，免疫系が正常に機能している

ことが明らかとなってきた。ヒトでは，現在，60～

70％の菌種が生菌分離されているが，サラブレッド

など80％以上の腸内細菌が未同定の哺乳動物もあ

る。

　本研究では，サラブレッドの消化管から，高い嫌

気度を保つことを念頭においた手法で生菌を分離し，

16S　rRNA遺伝子配列の解析によりグルーピング・ス

クリーニングし，その後，生理生化学的諸性状と



102
麻布大学雑誌　第17・18巻　2008年

7ts
99．5 　L加y劇eπ瓢31くBu3▼｛《B26刊q曝1

亡．εa～’』旭η噌認ATCC懲741了くA∫『⑰国忌108｝

72，B・

也，evf日刊副CMミ謁66T｛細58呂OB｝

護r購

甜
β3β

乙．3a酬嘘謝書θが｛∋DA虐54τ｛AY255ao2｝

L、8粥㌍∫翻εF＄SG・屡τ｛ABO233361

95．3
二、的ε」∫JC隣109317（ABσ48333｝

む鱒恥DS紹20509丁｛M㈱3）

L／u繍鱒JC隣1152了｛1嘱5聞281

go．o

3

と．騨ゴばCECT　5924τ（A絡ア6009｝

と，∂｛きIr｛∋」芹A璽『CC　70｛〕｛392丁INRIC｛｝559「；A…ヨ162可31）

ぬ卵ず丁目｝η爵号Rlc〔｝604↑（A9肇54519）

」Lη｝aβJC睡1肇16冨｛M5aa24｝

L胡σ珈‘’sLM（314犯9↑｛A茜21554｝

10◎

止．8η励他OS棚2〔旧02τ｛継5860ア）

ム，日ρo破｝r71’ASB1了〔A35了1178）

此．口受｝乱∫ぴ5JCM　10∠191τ（ABO332｛｝9｝

£・劇翻麟ゴAτco鰯9「｛久YO50謹721

Fig．1．　Phylogenetic　relationship　of　the　isolate　to　the　species　of　theム．　sa仇’a〃己ノs　phylogenetic

　　group　based　on　the　16S　rRNA　gene　sequences　is　shown．　The　tree　was　constructed　by

　　the　neighbour－joining　method．　L．　de’bruecκ〃ATCC　964gT　was　used　as　an　outgroup．

　　Bootstrap　Percentages　above　70．0％are　given　at　the　branching　Points．

DNA－DNAハイブリダイゼーションの結果から，
加。’o勿。’1伽に属する2つの新菌種の提唱を行った。

2．方　法

　ウマ（サラブレッド）の排便後すぐの糞便を嫌気

パックし，なるべく早くBL，　BS，　LBS寒天培地に

塗抹し，スチールウール法と窒素ガス置換による嫌

気培養を行った。その際，アスコルビン酸ナトリウ

ム，ピルピン酸ナトリウムおよびカタラーゼを添加

した溶液で段階希釈し上記寒天培地に塗抹した。

37℃で48時間培養後に，コロニー形状を観察しなが

ら菌種レベルの違いで一二し，ABCM液体培地で純

化と継代培養し，その培養液を凍結保存（一85℃）

した。

　本実験では，バイオリソースへの貢献を目的とし

ているので，継代培養できることを重要な点とし，

凍結保存から復帰した菌株について16S　rRNA遺伝

子の約1，500bpの塩基配列決定を行った。その配列

を用い，BLASTサーチにより新菌種候補を選択した。

その後，生理生化学的諸性状，GC含量測定，細胞

壁のアミノ酸組成を検討し，DNA－DNAハイブリダ

イゼーションの結果によって，新菌種として国際微

生物系統分類学雑誌（International　Journal　of

Systematic　and　Evolutionay　Microbiology）へ投稿した。

3．結果と考察

　サラブレッドの糞便から生菌分離し，純化・凍結

保存した菌株について，16S　rRNA遺伝子配列により

グルーピングした。その結果，既知の菌種とは異な

る2グループを確認した。その1つのグループが，ム

∫α1’vαr燃やムαv∫αr嬬に近縁のKBL13株とGBLI3株

である。それらの16S　rRNA遺伝子配列に基づく系

統樹は，Fig．1に示したD。また，生理生化学的諸性

状について，近縁種とは異なることが示された
（Table　l）1）。　KBLI3株と，　L．∫αZ’vαr’i‘∫JCM　1231T，

JCM　1150，　L．αv’αr’μ∫subsp．αr姫η03μ3　JCM　5667Tの

それぞれのゲノムに対するDNA－DNAハイブリダイ

ゼーションの値は，14．2％，12．1％および7．9％であ

り，別菌種であることを確認した。その結果，新菌

種加C’0肋C∫伽3肋yα嬬8π∫’5を提唱し1），その基準株

はKBL13T（ニJCM　l420gT＝DSM　18933T）とした。

　もう1つのグループはNRIC　O696株とNRIC　O697
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Table　1．　Physiological　characteristics　of　strains　KBL13T　and　GBL13and　type　strains　of　the　closely　re！ated　Lacfobac〃αs　species

Strains：1，KBL13T；2，　GBL13；3，　L．　sa’ルa〃σs　JCM　1231T；4，　L．　sa’ルa／fαs　JCM　1150；5，　L．　aレ’a椥s　subsp．　aγ’a椥s　JCM　5666T

　　　（Fujisawa　et　al．1984）；6，　L．　a総覧s　subsp．　a旧式osσs　JCM　5667T（Fujisawa　et　al。1984）．十，　Positive；一，　negative；W，

　　　weakly　positive；ND，　no　data　availab！e．　All　strains　were　positive　for　the　following　characteristics：fermentation　of　glucose，

　　　fructose，　mannose，　maltose，　sucrose；growth　in　MRS　broth　at　37℃and　no　growth　in　MRS　broth　at　15℃．The　DNA　G十C

　　　contents　were　determined　byト｛PLC．

Ch肛acted認ε 1 2 3 4 5 6

Ladk　adδisome「5

Fe「mεnta百on　o旺

　Galadα認

　Rhamno肥
　SO【bito1

　酷Acε重y1・D・毬uc㎜m董ne

　Amy3d出n
　Aτbuthl

　AeκロHn

　Sa査。㎞

　（：eRobk配

　Ladose
　温e駈bi鯉

　Tre卜alose

　Ra缶nα蛤

　Gεn葡obiα；ε

Gro、ザ【h⑪轟MRS蒲ediUI鷺且t　450C

DNA　G＋｛＝‘ontent（md隼も）

Peptido81γcan　typε

L

十
W
十
十
÷

　w

　÷
　34．3

正野一AsP

L

W
｝
十
十

　
　
　
P

‡
綴
　
　
　
L

Main肇γL

÷
斗
十
十

　÷

　十

　十

　÷
34．ア

LyひAsP

Ma面｝yL DL

　十　　　　　　十

　一　　　　　　　　ND

　十　　　　　　ND
　　　　ロ　十　　　　　　　ND

　÷　　　　　　ND

　→一　　　　　　÷

　十　　　　　　　十

　一　　　　　　　十

　十　　　　　　　一

　十　　　　　　　÷

　十　　　　　　　÷

　十　　　　　　　÷

　一　　　　　　　　艮D

　十　　　　　　　ND

　NO　　　　　383
L｝唱一Asp　　　Lys－A5P

DL

酌
㎜
冊
　
㎜

　十

　冊

　冊
4L3

Lγ＆rAsP

株で，乙．喪r1η81πμ澗，　L．8α3画。鰐，　L．加ψ‘v∫♂，ム

’ηL‘oo5α6に近縁であり，それらの系統樹はFig．2に示

した2）。生理生化学的諸性状については，Table　2の

とおり，上記の近縁種とは異なる性質を示した2）。

DNA－DNAハイブリダイゼーションの結果も含め，

加αoろαoゴ伽38gμ’88πθro5∫を提唱し，基準株はNRIC

O697T（；JCM　14505T＝DSM　l8793T）とした。

加αo勿。∫伽∫属の特徴の1つは，細胞形態が桿菌とさ

れてきたが，本研究において，Lαc∫o伽。∫〃醐属の中

に，球状あるいは楕円形の細胞形態もあることが示

された（Fig．3）2＞。　L．　gα3厩α‘5について，その新菌

種提唱の論文3）に細胞形態は桿状と表記されている

が，ゐ．8α∫醒α‘∫の発見者と共同で，本菌種も球状あ

るいは楕円系の細胞形態を示すことを確認した2）。

Lααo肱。〃μ∫属の中に，細胞形態が球菌から楕円で

ある菌種を初めて報告した。

　本研究により新菌種の提唱を行った2菌種のもつ

生体への機能性については，今後の検討事項となる

が，バイオリソースの確保やこれら近縁菌種の系統

解析に貢献すると考えられる。

4．要　約

　我々は，“環境”の1つにあたる健常なサラブレッ

ドの消化管から，嫌気性の高いグラム陽性細菌を分

離した。16S　RNA遺伝子配列の系統解析により，そ

の中の2つのグループは，加。∫o如。〃μ3に属する新菌

種の可能性が示唆された。1つのグループは，系統

学的に近縁種ム∫α伽α吻5やL．α磁r’‘‘3の生理生化学

的諸性状が異なり，DNA－DNAハイブリダイゼーシ

ョンの結果から，新菌種としてLαc∫o肱。’〃‘‘3

13αyα妨εη∫∫5を提唱し，その基準株はKBL13T（＝

JCM　l420gT＝DSM　18933T）とした。もう1つのグ

ループは，近縁種がL．喪ηηεη砂η，L．8α∫醒α‘5，　L，

fηψ‘v頗，L．脚co5α召であり，生理生化学二二性状，

電子顕微鏡での形態観察，DNA－DNAハイブリダイ

ゼーションの結果から，Lαα0飴C∫伽3εqL‘fgθπθro5遊

提唱し，基準株はNRIC　O697T（＝JCM　l4505T＝

DSM　18793T）とした。この菌種の細胞の形態は球菌

から楕円であり，Lααo伽。’〃L‘5属では初めての細胞

形態を報告した。
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Fig. 2. Phylogenetic relationships of strains NRIC 0696 and NRIC 0697T (L. equigenerosi sp.

nov.) to related species based on 16S rRNA gene sequences. The tree was
constructed by the neighbour-joining method. L delbrueckii ATCC 9649T was used as

an outgroup. Bootstrap percentages above 70 % are given at branching points. Bar,

evolutionary distance (Knuc) of O.Ol.

Table 2. Differential characteristics between L. equigenerosi sp. nov. (strains

     NRIC 0696 and NRIC 0697T) and closely related species

Species: 1, L equigenerosi sp. nov.; 2, L gastricus (unless indicated, data from

     Roos et al., 2005); 3, L. terrnentum (Dellaglio et al., 2004); 4, L ingluviei

     (Baele et al., 2003); 5, L mucosae (Roos et al., 2000). +, Positive; 2,

     negative; V, variable; W, weakly positive.

tharacterinic l 2 s 4 5

Cell morphology

Acid ftom:

  D-Xvlase

  bFructose
  Cellobinse

  Melibiose

  p-Sdicin

 Trehalose
Growth at 15145 PC

G+C cQntent
 (mQI9S)

Rettnti

+
Ssr

+

-1+
g

Round'

+
+
+
÷

÷

-1-
41.3

Red

v

÷

v

÷

 v
+/+
52-･M

Red

+
÷

-1 +

 49

RoG

v

v

-t +

46.S



新規な環境微生物の分離と遺伝資源の確保
105

　
　
な
　
　

　　

n
購

ヨ
．
．

罷
轟
　
『
　
　
η

，
・
舞
謹
ド
善
暑
霞
勢
驚

b

籍
．
韓
、
叢
講
．
、
耀
遷
議

讃
籔
嚇
欝

　　　　鍬。・軌舞、粥　　畿義　．

ll∴・艶選菱盗翌
　　　　　漫　　Ψ亨　Σ♂　守．賜誠ゼ　紬　　　　　鮮

　　　　ワ　　　　　　　　う　　ソ　　　　　　　　　　　　　　　　が

　　　　　点纂麗　E　・　講　〆
　　　　　　　　　郡　　　砺噸4頴　　　　　　　　碧

　　　　肝〆脚　　　　興　　鰯㌔律　　6　　　　　　斐

ゴ∴ダ露魏藁蔦
　　　　　　　　　　　　脚∴嘱

．∵・　譜ぎ壕賦騨！癌：／

Rg　3　Scannlng　electron　mlcrographs　of　celis　of　L　eqσ’geηeros∬NRIC　O697T（a，　b）and

　　　　L．gasfηcus　DSM　16045T（c，　d）Bars　1μm

　　　　　　　　　　　　　　　　文　献

1）Morita，　H，Shlratorl，　C，Murakami，　M．，　Takaml，　H，

　　Kato，　Y，Endo，　A．，　Nak勾lma，　F，Takagl，　M，Aklta，　H．，

　　Okada，　S．　and　Masaoka，　T．，乙ααoわαc〃‘‘∫んαyα勉∫α～∫τ∫

　　sp．　nov，lsolated　from　lntestlnes　of　healthy

　　thoroughbreds，　Int　J　SysL　Evol．　MlcrobioL，57・2836－

　　2839（2007）

2）Endo，　A，Roos，　S．，　Satoh，　E，　Morlta，　H．　and　Okada，　S．，

　　五ααoうαα〃‘‘∫θ9‘μ86η6ro5！sp　nov．，　a　coccold　species

　　lsolated　from　faeces　of　thoroughbred　racehorses，　IntJ．

　　Syst　Evol．　Mlcroblol．，58：914－918（2008）．

3）Roos，　S．，　Engstrand，　L　and　Jonsson，　H，五θ6！o勿α1」〃3

　　8α3∫r’c‘‘5sp　nov．，　Lαo∫oわαα”置‘5απ∫r星sp．　nov，

　　五αc∫oわαc’〃i‘∫たα1∫κθ’エ∫ε∫sp．　nov。　and　Lαc∫oわαcz〃μ3

　　z‘〃雌θη5’5sp　nov．，　isolated　from　human　stomach

　　mucosa．　Int．　J　Syst．　Evol．　Microblol，55’77－82（2005）


