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緒 言

1960年代初頭より開始されたヒトや動物の消化

管内菌叢に関する研究によって，それが宿主の健康

と疾病に重要な役割を果たしていることが明らかに

されてきた。この研究領域の飛躍的な発展において，

消化管内に常在している嫌気性菌の分離培養方法の

確立が大きく貢献していることは間違いない。消化

管内常在菌の代表的菌種であった大腸菌や，腸球菌

から常在乳酸桿菌を含む大多数の偏性・通性嫌気性

菌の消化管内における生態が明らかとなり，ヒトお

よび動物の消化管内フローラの構成菌種が詳細に解

明されるようになった 。また近年，遺伝子レベルで

の研究も急速に進展し，分子生物学の知識と技術が

細菌分類学にも適用できるようになり，系統分類と

種の概念に基づいて分類・同定することができるよ

うになった。特に rRNAは生物全般に共通な分子と

してその遺伝子 rDNAの塩基配列が詳細に調べら

れ，データベース化されることにより，細菌の系統

進化，属・種の分類・同定，および識別に広く応用

されている 。

消化管内フローラの中でも乳酸菌は，ヒトや動物

の健康に重要な役割を果たしている。乳酸菌は特に，

整腸作用，免疫賦活，抗腫瘍性，抗変異原性，血清

コレステロール低下作用，血圧低下作用など宿主の

生体防御機構を活性化する生理効果を持っており，

注目を集めている。このような生理効果は食品とし

てだけではなく，医薬品としての開発の対象とも

なっている。ヒト腸管内における菌叢は出生時から

老齢期に至る一生を通じて変動する。通常，腸内菌

叢は宿主と強い共生関係の成立している定住性菌叢

と弱い共生関係を保っている非定住細菌とに大別さ

れる。これらは宿主に対して生体防御と疾患発現の

２つの機能を発揮するが，主に定住性菌叢は栄養の

争奪によって病原性細菌を主叢とする非定住性菌叢

のコロニー化を防ぎ，外部から侵入する菌群に対し

て抗菌性物質や静菌性物質を生産して常住化を阻止

する働きをする。常住性細菌を構成する細菌のうち，

Bifidobacteriumや Lactobacillus属乳酸菌は宿主の

健康維持のうえで欠かすことのできない菌種であ

り，その菌数の多寡は腸内菌叢の健全さを知る指標

になっている 。

このような生理効果をもたらす細菌はプロバイオ

ティクス（probiotics）と呼ばれ，近年その研究が盛

んに行われている。プロバイオティクスとは「腸内

フローラのバランスを改善することにより，人など

に有益な作用をもたらす生きた微生物」と定義され

ている 。中でも，Lactobacillus属，Bifidobacterium

属および Enterococcus属などの微生物は，プロバイ

オティクスとして良く研究されており ，これら

の微生物を利用した製品の開発が盛んに進められて

いる。

プロバイオティクスの条件として望まれるものは

i)宿主の常在性細菌であること，ii)胃酸や胆汁酸

などの消化管上部のバリアー中でも生存できるこ

と，iii)下部消化管で増殖可能なこと，iv)便性改
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善，腸内菌叢のバランス改善および腸管内腐敗物質

の低下などの有効効果を発揮すること，v)食品の

形態で生菌として維持可能なこと，などが挙げられ

る 。これらの特性の把握には in vitroおよび in
 

vivoさらにはヒトを被験者とした試験が利用され

ている。特にマウスやラットは比較的操作が容易で

あり，様々な効果測定系が確立されていることから

広く用いられている。

プロバイオティクスや消化管内常在性のプロバイ

オティック作用を有する微生物を選択的に増殖させ

る，いわゆるプレバイオティクスの効果判定に際し

ては，これら微生物の選択的測定や詳細な菌種の把

握などが望まれる。これまで行われている培養特性，

生化学的特徴，ならびに 16S rDNA解析などの手法

を組み合わせることで菌数や菌種の把握は確実に行

えるが，短時間で多くの試料を処理することは難し

いと言える。近年，オリゴヌクレオチドプライマー

を用いた PCRや DGGE法などの分子生態学的手

法を用いた菌叢解析方法が開発されてきた 。しか

しながら，これらの方法は菌種の同定を正確かつ迅

速に行うには非常に有効な手段であるが，定量的に

菌数を把握するには特殊な操作を必要とし，簡便な

方法とはまだ言えない。

そこで本研究では，消化管内に存在するプロバイ

オティクス菌の１種である Lactobacillus属の菌種

解析のための基礎的研究として，96ウェルマイクロ

プレートを用いた糖資化性試験による Lactobacil-

lus属乳酸菌種の簡便かつ迅速な同定方法の構築を

試みた。

材料および方法

１．実験動物

６～９週齢の雌性 BALB/cマウス（日本エスエル

シー株式会社，および日本チャールズ・リバー株式

会社）４匹を使用した。

２．マウス糞便および胃壁サンプルの調製

マウス糞便は滅菌プラスチックシャーレにて採取

し，採取後15mlチューブ（No.2325-015，IWAKI）

へ移し重量測定をして99倍量の生理食塩水を加え

（10 希釈），薬さじで細かく懸濁した後，懸濁液0.5

mlを4.5mlの生理食塩水で10 まで10倍毎に希

釈した。胃壁は切除後，内容物を Phosphate-bufferd
 

saline（PBS）で洗浄して99倍量の生理食塩水を加

えホモジナイズし，同様に10 まで希釈した。

３．マウス消化管内 Lactobacillus属乳酸菌の分離

と培養方法

Rogosa寒天培地（1.05413．MERCK）および

Rogosa寒 天 培 地 に Vancomycin（V-2002，

SIGMA）を20μg/mlとなるように加えた２種類の

培地と LBS寒天培地（211327，Becton Dickinson
 

and Company）に塗抹した後，アネロパック（三菱

ガス化学株式会社）を用い，37℃で48時間嫌気培養

を行った。得られたコロニーを正円，乳白色で表面・

周縁とも平滑なコロニー（球形，Smooth）と不定形，

乳白色または乳褐色で表面・周縁とも粗造なコロ

ニー（毛球形，Rough）に分類し ，各々菌数を測定

した後，各寒天培地から数コロニーずつ白金耳にて

釣菌し，MRS液体培地（No.CM359，OXOID）にて

37℃で24時間培養した。

４．マウス消化管内 Lactobacillus属乳酸菌の同定

⑴ 形態学的特徴および培養特性

MRS液体培地にて培養した菌株の生育状態を肉

眼で観察するとともに，pHメーター（HM-50S 東

亜電波工業株式会社）により培養液中の pH変化と

660nmにおける濁度（UV-1600島津製作所）を測定

し，生育の指標とした。寒天培地上でのコロニー形

状の観察，グラム染色および顕微鏡による形態観察，

カタラーゼ試験，グルコースからのガス発生試験，

生育至適温度試験は，乳酸菌実験マニュアル に

従って行った。また，培養液中に生成される乳酸の

旋光性をＦ-キット Ｄ-乳酸／Ｌ-乳酸（ロシュ・ダ

イアグノスティックス株式会社）で調べた。

⑵ 16S rDNA塩基配列の解析

１）菌体からの DNA抽出

対象となる菌株をMRS液体培地にて培養し，培

養液1mlをマイクロチューブに移し，遠心分離

（5415R，エッペンドルフ株式会社，7,600rpm，

４℃，10分間）を行い，得られた菌体を生理食塩水

を用いて同様の条件で洗浄し，菌体を回収した。最

終的に得られた菌体を20mg/mlリゾチーム

（Merck）を含む TE＋Triton X-100バッファー（20

mM Tris，2mM EDTA，1.2％ Triton X-100，

pH8.0）180μlに懸濁した後，37℃で30分～１時間

インキュベートした。以降の DNA抽 出 に は

DNeasy Tissue Kit（No.69504，株式会社キアゲン）

を用いた。得られた DNA抽出物の濃度および純度

を算出するため，サンプル50μlを採り１×SSC溶

液（15mM クエン酸三ナトリウム，150mM
 

NaCl）で20倍希釈し，260nmおよび280nmにお
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ける吸光度を分光光度計（UV-1600島津製作所）を

用いて測定した。

２）PCR
 

PCRチューブ（Porex Bio Products inc）に10×

PCRバッファー（Promega Corporation）10μl，25

mM MgCl 6μl，NTP混合溶液（dATP，dCTP，

dGTP，dTTP，各1.25mM）5μl，プライマー27f

および1492r各0.6μl，5U/μl Taqポリメラーゼ

0.5μlと75ngの DNAを含む抽出液を加え，最終

的にミリ-Ｑ水で100μlとした。この反応液をサー

マルサイクラー（PTC-150 MiniCycler ，MJ
 

Japan）を用いて94℃で１分間予備加熱した後，94℃

で30秒，49℃で30秒，72℃で２分間の条件下で30

サイクルさせ，最後に72℃で10分間の加熱で反応

を停止させた。PCR産物の精製には PCR Purifica-

tion Kit（No.28006，株式会社キアゲン）を用いた。

得られた PCR産物を0.2ng/mlエチジウムブロマ

イド添加１％アガロースゲルと0.8×TAEバッ

ファー（32mM Tris，16mM 酢酸ナトリウム，1.6

mM EDTA，pH8.0）を用いて電気泳動（株式会社

アドバンズ）を行い，トランスイルミネーター（High
 

Performance Ultraviolet Transilluminater フナ

コシ株式会社）上で PCR産物を確認した。

３）16S rDNA塩基配列の解析方法

シークエンス用試料は ThemoSequenase

Cycle Sequencing Kit（USB Corporation）を用い

て調製した。すなわち，マスターミックス用チュー

ブに精製した PCR産物5μl，1pmole/μl IR800色

素標識プライマー27f2μl，2.5mM dNTP（dATP，

dCTP，dGTP，dTTP）各1μl，Reactionバッファー

2μl，ThermoSequence ポリメラーゼ2μl，ミリ-

Ｑ水2μlを調製し，指ではじくように混合した。次

に，ターミネーション反応用チューブにA/C/G/T

の各ターミネーションミクスチャーを4μlとマス

ターミックスを4μl加え，サーマルサイクラーに

セットして95℃で５分間の予備加熱を行った後，

95℃で30秒，50℃で15秒，70℃で50秒の条件下で

30サイクルさせ，４℃に保持した。その後，各チュー

ブに IR Stop Solutionを4μl入れ，再度サーマル

サイクラーで熱変性（92℃，２分間）させ，直ちに

氷上に置いた。

電気泳動はアロカ株式会社のNEN Global Edi-

tion IR System DNA Analyzerを用いた。KB

Gel Matrix5.5％（LI-COR）30mlに10％APS200

μlと TEMED20μlを加え，41cmのガラスプレー

トを用いてゲルを作製した。2000V，25mA，50W，

45℃，９時間の条件下で0.8×TBEバッファー（LI-

COR）を用いて電気泳動を行った。得られた DNA

配列は DDBJのデータベースで検索して菌種の同

定を行った。

５．96ウェルマイクロプレートを用いたマウス消化

管内 Lactobacillus属乳酸菌の糖資化性試験

⑴ 糖添加基質溶液の調製

マウス糞便中に存在が示唆された Lactobacillus

の糖資化性の報告 から，それらを分類可能と

思われる11種類の糖（Glucose，Sorbitol，Tre-

halose［関東化学株式会社］，Cellobiose，Rhamnose

［キシダ化学株式会社］，Mannose，Melibiose，

Xylose，Mannitol，Salicin，Arabinose［和光純薬

工業株式会社］）を選択した。Bromocresol purple

（BCP）を含む基質培養液（1L当たり：Proteose
 

peptone 2.0g，Yeast extract 1.5g，Tween20 1

ml，Sodium acetate・3H O 5.0g，Magnesium sul-

phate・7H O 0.492g，Potasium dihydrogen phos-

phate 2.0g，Manganese sulphate・5H O 0.08g，BCP
 

0.22g，0.3M Na-Phosphate buffer［pH7.5］40ml，

［pH7.0，121℃，15分間オートクレーブ］）と滅菌済

糖液（0.4％，121℃，15分間オートクレーブ）を１：

１で混合し，11種類の糖添加基質培養液を調製し

た。

⑵ 分離菌株の培養菌液の調製

マウス糞便中 Lactobacillus分離菌株を LBS寒天

培地に再度線画して37℃で48時間嫌気培養した。

形成された単独コロニーを各々４個ずつ釣菌し，各

ウェルに800μlのMRS液体培地が入った48ウェ

ルマイクロプレートに懸濁して37℃で24～48時間

嫌気培養した。MRS培養液を遠心分離（RLX-135，

株式会社トミー精工，1,800rpm，4℃，20分間）し，

上清を吸引除去し，800μlの生理食塩水を入れて洗

菌後，遠心分離（1,800rpm，4℃，10分間）を行っ

た。この操作を３回繰り返し，最終的に得られた菌

体を500μlの生理食塩水で懸濁して菌液とした。

⑶ 糖資化性試験

96ウェルマイクロプレート（Greiner bio-one）の

「１」の列に糖を含まない基質培養液を160μl，「２

～12」の列には11種類の糖添加基質培養液200μl

を分注した。菌液をピペット操作でよく懸濁し，「１」

の列に各々170μl入れた。連続分注電動ピペット

（エッペンドルフ株式会社）を用いて１の列に入った
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菌液と培養液の混合液を11種類の糖が入った各列

に25μlずつ分注した。最後に滅菌ミネラルオイル

50μlを重層して嫌気的条件にし，蒸留水で湿らせた

キムワイプを敷いた角型ジャー内にて37℃で72時

間培養した。乳酸菌が生育すると，乳酸を生成して

pHが低下し，基質培養液に含まれる BCPが青色か

ら黄色に変化する。その特性を利用してマイクロプ

レートリーダー（Bio-RAD・Model 550）を用いて

測定波長405nm，対照波長655nmの２波長での吸

光度を培養開始前と培養72時間後に測定した。

結果および考察

１．マウス消化管内からの Lactobacillus属乳酸菌

の分離

消化管あるいは糞中には数百種類もの微生物が存

在しており，それらを選択的に測定する培地に関す

る検討は古くからなされている。Rogosaおよび

LBS寒天培地は糞中からの Lactobacillus属乳酸菌

の分離培地として古くから用いられているものであ

り ，これらは培地の pHを５前後にすること

で Lactobacillus属乳酸菌に対する選択性を付加さ

せているが，Bifidobacterium，Enterococcusあるい

は Streptococcusに属するものの中には酸性域でも

生育するものがあるとの報告がある 。Van-

comycinは細胞壁合成を阻害する抗生物質の一つ

で，特にグラム陽性細菌に対して強い生育阻害を示

すものであるが，Lactobacillus属乳酸菌は他のグラ

ム陽性細菌と比べて耐性が強いことが知られてい

る 。Harteminkらは Vancomycinを加え

pHを５まで低下させたMRS寒天培地を基本とす

る培地では，多くの Bifidobacterium，Enterococcus

および Streptococcus属の細菌種が生育できないこ

と，さらに糞便サンプルを用いた実験においても

MRSや Rogosa寒天培地に比べ選択性が大きく上

昇することを報告している。これらの報告を踏まえ

て，今回 Rogosaならびに LBS寒天培地および

Rogosa寒天培地にVancomycinを終濃度20μg/

mlとなるように加えた Rogosa＋Vancomycin寒

天培地の３種類を用いて，マウス消化管内からの

Lactobacillus属乳酸菌の分離を試みた。

Rogosaおよび Rogosa＋Vancomycin寒天培地

で測定した糞便の乳酸菌数は，両培地とも糞便1g

当たり10 程度で，培地間での差はほとんど見られ

なかった。しかし，検出されるコロニーの特徴に違

いが認められた。Rogosa寒天培地では球形コロ

ニー（Fig.1aのＡ）と毛球形コロニー（Fig.1aのＢ）

が検出されたが，Rogosa＋Vancomycin寒天培地で

は球形コロニーのみが検出され，毛球形コロニーの

検出は認められなかった（Fig.1b）。Rogosa寒天培

地でのコロニーの割合は，どのマウスにおいても

６：４～７：３程度で球形コロニーが優勢であっ

た。LBS寒天培地で測定した胃壁の乳酸菌数は1g

当たり10～10 の間で個体差があり，球形および毛

球形いずれも認められたが（Fig.1c），コロニーの割

合も個体差が大きかった。Lactobacillus属乳酸菌は

Vancomycinに耐性があることが知られているが，

Vancomycin添加培地では毛球形コロニーが検出

されなかった。これらの菌種は，Lactobacillus属乳

酸菌の中でもVancomycinに感受性が強いものと

考えられた。

最終的に糞便サンプルを用いて Rogosa寒天培地

から球形，毛球形コロニーを各13株，Rogosa＋

Vancomycin寒天培地から球形コロニー26株，胃壁

サンプルを用いて LBS寒天培地から毛球形コロ

ニー８株の計60株を分離した（Table 1）。

Fig.1 Colony types isolated from mouse feces and stomach.

The samples were homogenated, and diluted with saline and then spread on Rogosa agar (a), Rogosa ＋

Vancomycin agar (b),and LBS agar (c).

A;Smooth type colonies,B;Rough type colonies.

端 秀 子・他28



２．マウス消化管内に存在する Lactobacillus属乳

酸菌の同定

分離した60株は，顕微鏡下の観察において全てグ

ラム陽性の桿菌で，カタラーゼ陰性であった。従っ

て，今回用いた３種の寒天培地上に存在する細菌種

はほとんどすべて Lactobacillus属乳酸菌であり，ど

の培地を用いてもマウス糞便あるいは消化管試料か

らは Lactobacillus属乳酸菌を高い選択性をもって

分離できるものと思われた。分離した60菌株はグル

コースからのガス発生能，生育温度域および生成乳

酸の旋光性から５つのグループに分類でき，各グ

ループの特徴を Table 2にまとめた。一般的に乳酸

菌は消費した糖に対して，50％以上の乳酸を生成す

る細菌としてとらえられている。この時，糖の代謝

産物として乳酸のみを生成するものはホモ発酵型

に，乳酸のほかにエタノールと二酸化炭素を生成す

るものはヘテロ発酵型に分類される。今回は生成さ

れるエタノール量を測定していないので厳密な発酵

形式の判定はできないが，ガス発生能の有無はその

参考になる。また，生成される乳酸は光学異性体で

あり，Ｄ型かＬ型かあるいは両者を生成するかは菌

種によって異なっている。これらの特徴をもとに乳

酸菌実験マニュアル の同定ダイヤグラムに従っ

て分類すると，グループ１および３はホモ型の高温

性乳酸桿菌に属し，さらに生成される乳酸の旋光性

から，それぞれその中の Group と Group に属

する菌種であると考えられた。また，グループ２は

ヘテロ型の高温性乳酸桿菌，グループ５はホモ型の

中温性の乳酸桿菌となった。胃壁より LBS寒天培

地を使ってから分離したグループ４の８株は生育温

度域を確認していないため，Table 2に示した特徴

だけからはホモ型の乳酸桿菌としか判定できなかっ

た。尚，LBS寒天培地上には球形コロニーも分離さ

れたが，予備的な生化学的テストによってグループ

２と同種であることが示唆されたので，さらなる同

定試験は行わなかった。

菌種レベルでの同定をさらに進めるために Table
 

2に示した各グループの分離菌株から数株を選択

し，16S rDNAの塩基配列をもとに DDBJのデータ

ベースより BLAST解析を行った。その結果，グ

ループ１は Lb.murinus，グループ２は Lb.reuter-

i，グループ３は Lb. johnsonii，グループ４は Lb.

intestinalis，グループ５は Lb.curvatusであること

が確認された（Table 3）。

Itohらは コンベンショナルな環境のマウスに

比べて，SPF環境のマウスでは Lb.fermentum，Lb.

reuteri，Lb. acidophilusの検出割合が低く，Lb.

intestinalisが多く分離されることから，飼育環境に

より消化管より分離される Lactobacillus属乳酸菌

の菌種が異なること認めている。しかしその後，種

特異的なオリゴヌクレオチドプローブを用いた同定

で，マウスから分離された Lactobacillus属乳酸菌

は，Lb.intestinalis，johnsonii，murinus，reuteri，

vaginalisおよび johnsonii / gasseriグループで

あったと再同定しており，かつて Lb.acidophilusと

されていたもののほとんどが Lb. johnsoniiであっ

Table1 Summary of colony isolation from mouse.

Medium for isolation  Source  Shape  No.of
 

strains
 

Smooth  13 Rogosa (R) Feces  Rough  13
 

Rogosa＋ Vancomycin (R＋V) Feces  Smooth  26
 

LBS (L) Stomach  Rough  8

 

Table2 Summary of morphologycal and biochemical properties of isolated colonies from mice.

No.of isolated colonies from agar
 

plates
Growth at (℃)

Group  Shape  
Gram-
Stains

 
Catalase

 
reaction

 
Gas
 

production
 

Optical
 

rotatory of
 

lactic acid R  R＋V  L  Total  15  20  40  45
 

1  2  13  0  15  Smooth ＋ － － － － ＋ ± L
 

2  13  13  0  26  Smooth ＋ － ＋ － N.T. N.T. N.T. DL
 

3  10  0  0  10  Rough ＋ － － － － ＋ ＋ DL
 

4  0  0  8  8  Rough ＋ － － N.T. N.T. N.T. N.T. N.T.

5  1  0  0  1  Smooth ＋ － － ＋ ＋ ± － DL

See Table1 for agar plate
 

N.T.;Not tested
 

R;Rogosa agar,R＋V;Rogosa＋Vancomycin agar,L;LBS agar.
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たことを報告している 。

Fujisawaらは Lb.intestinalis，Lb.murinus，

Lb. reuteri，Lb. animalisおよび Lb. johnsoniiな

どが，Salzmanらは C57BL/6マウスから Lb. jo-

hnsonii，Lb. reuteri，Lb.murinusが，また Pena

らは Lb. vaginalisがマウス消化管あるいは糞便

に存在することを報告している。培養特性や生化学

的特徴からは判別が困難とされる Lb. animalisと

Lb.murinusは別種のものと考えられていたが，い

くつかの報告でこの２種が同種に属していることが

示唆されている 。

これまで Lb. curvatusがマウス消化管に存在す

るという報告はない。Lb. curvatusは発酵ソーセー

ジのスターターとして用いられており，またサワー

クラウトからも分離されている 。これらのことと

Lb. curvatusは中温性という特徴から，今回分離さ

れた Lb. curvatusはマウスにおいて優勢菌種では

なく，食餌由来で一過性に存在していたのかも知れ

ない。今回糞便および胃壁から分離した Lactobacil-

lus属乳酸菌は，Lb. murinus，Lb. reuteri，Lb.

johnsonii，Lb. intestinalisおよび Lb. curvatusで

あったが Lb. curvatus以外の４種は報告されてい

るものと同様な種であり，マウスに広く存在してい

るものと考えられた。

Lb. johnsoniiは，多種ある Lb. acidophilusグ

ループのうちの１つであるが，これまでの報告や今

回の 16S rDNA塩基配列解析による同定によって

マウスに存在する Lb.acidophilusグループは，ほぼ

Lb. johnsoniiであることは間違いないものと思わ

れる。

３．マウス消化管常在性 Lactobacillus属乳酸菌の

糖資化性

今回同定されたマウス消化管内 Lactobacillus属

乳酸菌を簡便かつ迅速に同定する方法を構築するこ

とを目的として，各 Lactobacillus属乳酸菌の糖資化

性を調べた。96ウェルマイクロプレートとプレート

リーダーを用いることで，増殖の判定は著しく迅速

かつ客観的に行える。そこで Lb.intestinalisおよび

Lb. johnsoniiは Fujisawaらの報告を参考に ，

それ以外は Burge’sマニュアル を参考に，今回存

在が確認された５種の Lactobacillus属乳酸菌を判

別可能な糖類を選択した。尚，今回の方法では96

ウェルマイクロプレートを用いて判定できる糖の数

は最大11となる。５種の Lactobacillus属乳酸菌に

おいて資化性を示した糖を含む培養時の典型的な吸

光度の変化を Fig.2に示した。Lb. murinusや Lb.

reuteriでは24時間目以降増殖が停止しているが，

Lb.johnsoniiや Lb.curvatusでは72時間目まで増

殖が続いていることから，糖資化性を正確に判別す

るためには少なくとも48～72時間培養することが

適切だと思われた。Lb.intestinalisについては，72

時間培養時での吸光度のみで糖資化性を判定した。

Table 4は今回用いた全ての糖に対する資化性パ

Table3 Summary of identification of the isolated lactobacilli by the 16S rDNA
 

gene sequence.

Strain  Group  Closest relative % Identity  DDBJ/EMBL/GenBank
 

accession number
 

RV-25  1  Lb.murinus  99% AB260939
 

RV-29  1  Lb.murinus  98% AB260940
 

R-01  1  Lb.murinus  98% －

R-02  1  Lb.murinus  98% －

RV-08  1  Lb.murinus  98% －

RV-09  1  Lb.murinus  98% －

RV-13  1  Lb.murinus  98% －

R-13  2  Lb. reuteri  97% AB260941
 

RV-11  2  Lb. reuteri  97% AB260942
 

R-16  3  Lb. johnsonii  98% AB260943
 

R-28  3  Lb. johnsonii  99% AB260944
 

R-18  3  Lb. johnsonii  97% －

R-26  3  Lb. johnsonii  97% －

LS-04  4  Lb. intestinalis  99% AB260945
 

LS-05  4  Lb. intestinalis  98% AB260946
 

LS-01  4  Lb. intestinalis  97% －

LS-03  4  Lb. intestinalis  97% －

LS-08  4  Lb. intestinalis  97% －

R-03  5  Lb. curvatus  98% AB260947
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ターンをまとめたものである。表中の「＋」の表示

は Glucoseと同様な資化性を示したことを，「±」の

表示はそれよりも資化性が弱かったか，株によって

は資化性を示さなかったことを，「－」の表示は資化

性を示さなかったことを意味している。

Lb.murinusの糖資化性パターンは，報告されて

いるものとほぼ一致しており ，Glucose，Mannose

を資化し，Cellobiose，Melibiose，Trehalose，

Mannitol，Salicin，Arabinoseは資化が弱いかもし

くは資化せず，Rhamnose，Sorbitol，Xyloseは全く

資化しなかった。今回得られた Lb. curvatusは，

Cellobioseと Salicinを資化できず，Burge’sマニュ

アルの記載とは異なっていた 。Lb. reuteriは，

Glucose，Melibiose，Arabinoseを資化し，報告さ

れているものと完全に一致していた 。一方，Lb.

acidophilusグループに属する菌種は数種あり，種に

よって糖資化性パターンが異なるが ，今回 16S
 

rDNA解析により Lb. acidophilus johnsoniiと同

定されたグループ３の株の糖資化性パターンは，

Lb.johnsoniiとほぼ一致していた 。今回分離し

た Lb.intestinalisは Glucose，Mannoseを資化し，

報告されているものと一致していたが，Mannitolは

資化が弱いかもしくは資化せず報告とは異なる結果

であった 。

これらの糖資化性パターンを比較すると，全菌種

で生育が見られる Glucoseと全菌種で生育が見ら

れない Rhamnose，Sorbitol，Xyloseを除いた最低

７種類の糖の資化性パターンからこれら５つのマウ

Table4 Pattern of carbohydrate fermentation of lactobacilli isolated from mice.

Pattern of carbohydrates fermentation Lactobacillus species  Glu  Cel  Man  Mel  Rha  Sor  Tre  Xyl  Mnt  Sal  Ara
 

Lb.murinus ＋ ± ＋ ± － － ± － ± ± ±

Lb. reuteri ＋ － － ＋ － － － － － － ＋

Lb. johnsonii ＋ ＋ ± － － － ＋ － － ± －

Lb. intestinalis ＋ － ＋ － － － － － ± － －

Lb. curvatus ＋ － ＋ － － － － － － － －

Glu;Glucose,Cel;Cellobiose,Man;Mannose,Mel;Melibiose,Rha;Rhamnose,Sol;Solbitol,Tre;Trehalose,Xyl;Xylose,Mnt;Mannitol,

Sal;Salicin,Ara;Arabinose.

Fig.2 Growth of lactobacilli in a 96-well microplate.

The isolated colonies were cultured with a sugar and BCP contained medium in a 96-well microplate for 72
 

hours the optical density(O.D.)at 405nm/655nm was measured by a microplate reader.
■;Glucose,□;Cellobiose,●;Mannose,○;Melibiose,▲;Trehalose,△;Mannitol,▼;Salicin,▽;Arabinose.

(A);Lactobacillus murinus,(B);Lactobacillus reuteri,

(C);Lactobacillus johnsonii,(D);Lactobacillus intestinalis,(E);Lactobacillus curvatus.
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ス消化管内 Lactobacillus属乳酸菌が判別可能であ

ることが示唆された。しかしながら，陽性コントロー

ルとしての Glucoseと，Burge’sマニュアルでも陰

性コントロールとして用いられているXyloseは，

被験糖類として他の糖類との比較のために少なくと

も加えた方が良いと考えられる。液体培地における

簡便な菌数増加の測定法として，濁度測定がよく用

いられている。しかしながら，増殖時に凝集する乳

酸菌では濁度が必ずしも増殖程度を反映しないとい

う危険性を考慮すると，今回用いたように BCPを

pH指示薬として加え，糖が資化されて生じる乳酸

による色調変化を測定する方がより客観的な測定が

可能となり，信頼性が高いものと思われる。また，

プレートリーダーを用いることで一度に多数の菌株

の糖資化性パターンを確認することができるととも

に，菌種判定に必要な糖類のみを使用することから，

市販の糖資化性判定キットよりも非常に簡便で経済

的な方法になると思われる。

今回はマウス消化管内 Lactobacillus属乳酸菌に

限った判定方法の構築を試みたが，糖資化性パター

ンがあらかじめ分かっている Lactobacillus属乳酸

菌をマウスに与えた場合などでも，適切な糖類を選

択し同様な方法で外来性 Lactobacillus属乳酸菌の

菌種把握も可能であり，今後さらなる応用が期待で

きるものと思われる。

要 約

本研究では，消化管内に存在するプロバイオティ

クス菌の１種である Lactobacillus属の菌種解析の

ための基礎的研究として，96ウェルマイクロプレー

トを用いた糖資化性試験によるマウス消化管内

Lactobacillus属乳酸菌種の簡便かつ迅速な同定方

法の構築を試みた。

６～９週齢雌性 BALB/cの糞便および胃壁より

Rogosa，Rogosa＋Vancomycin（20μg/ml）および

LBS寒天培地を用いて Lactobacillus属乳酸菌を60

株分離した。それらの微生物学的および生化学的特

徴を調べたところ，５つのグループに分類すること

ができた。各グループから数株ずつ選択し，16S
 

rDNA塩基配列解析を行ったところ，Lb.murinus，

Lb.reuteri，Lb.johnsonii，Lb.intestinalisおよび

Lb. curvatusの５種が消化管内 Lactobacillus属乳

酸菌として同定された。同定された菌種の糖資化性

を基に，それらを分類可能と思われる11種類の糖

（Glucose，Cellobiose，Mannose，Melibiose，Rham-

nose，Sorbitol，Trehalose，Xylose，Mannitol，

Salicin，Arabinose）を選択した。これらの糖を

0.2％添加した BCP含有液体培地と96ウェルマイ

クロプレートを用いて分離同定した５種の

Lactobacillus属乳酸菌を37℃，72時間嫌気培養を

行った。マイクロプレートリーダーを用いて測定波

長405nm，対照波長655nmで測定した吸光度を菌

の増殖の指標として比較したところ，これら５種の

Lactobacillus属乳酸菌は異なる資化性パターンを

示した。以上の結果から，選択した糖類と BCP含有

培地および96ウェルマイクロプレートを用いるこ

とでマウス消化管内 Lactobacillus属乳酸菌の菌種

把握を簡便かつ迅速に行うことが可能となった。
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Summary
 

We developed a rapid screening method to identify Lactobacillus species that are resident in the mouse
 

gastrointestinal tract.

We isolated 60 Lactobacillus strains from the mouse(female BALB/c,8-10 weeks old)stomach and feces
 

using Rogosa,Rogosa＋ Vancomycin(20μg/ml)and LBS agar plates. The strains were classified into five
 

groups according to microbiological and biochemical properties. Sequencing analysis of 16S rDNA from
 

several strains in each group led to the identification of Lactobacillus murinus, Lactobacillus reuteri,

Lactobacillus johnsonii,Lactobacillus intestinalis and Lactobacillus curvatus. Each species was distinguished
 

according to its ability to ferment glucose,cellobiose,mannose,melibiose, rhamnose, sorbitol, trehalose,

xylose,mannitol,salicin and arabinose. The five species of lactobacilli were cultured in 96-well microplates
 

with liquid medium containing BCP and one of the sugars(0.2%)at 37℃ for 72 h under anaerobic conditions.

Each species of the lactobacilli showed a different sugar fermentability pattern assessed as growth index
 

determined from the optical density(at 405 nm;reference,655 nm)measured using a microplate reader.

Our results suggest that Lactobacillus species in the mouse gastrointestinal tract can be easily and rapidly
 

analyzed in 96-well microplates using medium containing BCP and selected sugars.
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