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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

フェ ノール化合物で ある タンニ ンは大別 して加水 分解性 タンニ ンと縮

合(非 加水分解性)タ ンニ ンに分類 され る。加水分解性 タンニ ンはその

中核 に糖類(ア ルコー ル類 、ブ ドゥ糖)を 持 ち、それ にフェ ノール酸

(没食子酸 、エ ラグ酸等)が エ ステ ル結合 した化学構 造 を持 ち、酸 、ア

ルカ リによって容易に加水分解 され る物質 と して一般 に紹介 されてい る。

また加水分解牲 タンニ ンは土壌 に分布す るAsρα9〃'us,σaη(掘a等 の カ

ビ類が産生 す る加水 分解 酵素 、 タンナーゼ によって分解 されるこ とが知

られてい るが、動 物の腸内 に生息す る細菌類 について同様 なる分解能 は

これまで に全 く報 告 されていない。

タンニ ンは体外環境 において蛋 白質 と容易 に結 合 し水 に不 溶で既知の

動物 由来消化酵素で は分解 され ない錯化結合物質 を構成する ことが知 ら

れている。 この為 、 タンニンが動物 に摂取 された場合 、大半 の食物蛋 白

が未消化 のま ま糞便 として排 出 されその動物の蛋 白消化率 を著 し く低下

させ て しまうことが過去の数 々の研究 に よって明 らかにされている。 タ

ンニ ンは植物 の二次産物 で特 に双子葉植物 に高濃度 に含有 され、 この こ

とか ら主 に双子葉類 を食べ る草食動物(樹 葉食動物)に はこの植物 タン

ニ ンに対 して腸 内細菌 を介す るなん らか の生理学的 「攻撃」機構が その

消化 システ ムに備 え られているので はないか と考 え られてい る。

そこで本研 究では タンニ ンを高濃 度に含 む双子葉植物、ユ ーカリを専

ら喫食す るオース トラリアの有袋動物、 コアラを主被検動物 として、そ

の腸 内細菌叢 か ら加水分解性 タンニ ンー蛋 白(HydrolyzableTannin-

ProteinComplex;以 下HT-PCと 略)の 消化 を促進す る腸 内細菌 を検 索

しその生態 、分類 、分解代 謝経路 を明 らか にす ることを 目的 と した。

第2章

の影響

タ ンニ ン酸 とそ の蛋 白結 合物 質 に対 す る酸 、 ア ル カ リ処 理

加水分解性 タンニ ンの一種 である タンニ ン酸 とその蛋 白(ア ルブ ミン、

トリプ トン)結 合物質(HT-PC)、 また遊離 タ ンニン酸 に対す る酸 、アル

カ リ処理の:影響 を調査 した。水(PH5.5)に 不溶のH丁一PCはPH3以 下 あ

るいはpH7以 上(ア ルブ ミンとの結合物 質 について)ま たはpH9以 上
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(ト リプ トンとの結 合物質 について)の 処理 に よって解離 し可溶性 とな

る事が確認 された。 また遊離 タンニ ン酸の没食子酸への加水分解 はpH

6～9の 処理領域 で大 幅な(60～70%減).認 め られた ものの、pH1～6

の酸性領域で はほとん ど認め られなかった(図1)。 これ らの所見 よ り

この種の タンニ ンが 胃酸分泌 によって強 い酸性環境 におかれて も加水分

解 されず 胃以降の消化管内で再 び蛋白 と結合 して、その部位 での蛋 白消

化効率 に影響 を与 える事が強 く示唆 された。

第3章H1'一PC分 解性連鎖球菌の分離 と生菌 数測定用選択培地の

開発

タ ンニ ン酸 処 理 に よっ て培 地 表 面 にHT-PCが 形 成 され 白濁 した ブ レイ

ン ・ハ ー ト ・イ ン ヒュ ー ジ ョン寒 天培 地(T-TBHIA)に コ ァ ラの新鮮糞 便

液 を塗 布 し此 れ を嫌 気 的 に37。C、3日 間培 養 した。 培養 後 、培 地 表 面

にHT-PCの 分 解 を示 す ク リア ー ゾー ン付 きの 白色 コロニ ー を形 成 す る菌

が分 離 され た(図2)。 この菌 の形 態 、 生 化 学性 状 を検 査 した結 果 、連

鎖球 菌群 に属 す るSかeρ ホooooousわoWsのbiotype1(マ ンニ トール分解 型)

と同 定 され た。 また この培 地 に あ らか じめcollstin-oxOliniCacidを 添 加

す る こ とに よっ て更 に選択 性 の高 いHT-PC分 解 性 連鎖 球 菌』(以 下

T-PCDSと 略)の 生 菌 数測 定用 培 地 が 開発 さ れた 。

第4章HT・PC分 解性 グ ラム陰性細 菌の分離 と生菌数測定用選択

培 地の開発

前章 と同様 にタンニ ン酸処理 したWilkins-Chalgren寒 天培地 にコアラ

の新鮮糞便液 を塗布 し、 これ を微好気 的 に370C,3日 間培養 した。培養

後 、培地表面 にクリアー ・ゾー ン付 きの コロニー を形成す る菌が新た に

分離 された(図3A)。 その形態、生化学性状 を検査 した結果、これまで

に分類記載 されている既 知の腸 内細菌 とは異 なる多形性桿 菌(図3Bお

よび表1;以 下T-PCDBと 略)で あ ることが明 らかにされた。 またこの

培地 に予 めvancomycinを 添加す ることによって更に選択 性の高 い

T-PCDBの 生菌数測 定培地が 開発 された。
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第5章 コア ラの 糞便 細 菌 群 に よるHT・PCの 分 解 ・代 謝 の検 索

第3章 、第4章 に紹介 された2つ のHT-PC分 解菌 について これ らの菌

群の縮合性 タンニ ンー蛋 白結 合物 質(CT-PC)に 対す る分解能 の有無 を確

認する と共 に加水分解性 タンニ ンとその分解 産物 である没食子酸 にたい

す る代謝能 を逆層 クロマ トグラフ ィー を用いて調べ た結果、両菌群 は

CT-PCを 分解 しないがHT-PCを 分解 し没食子酸 を放 出す るタンナーゼ活

性 を有す る事 、 さらにこれ らの菌群の ほか コアラの腸 内細菌叢 を構 成す

る他の菌 に没食子酸 を脱炭酸化 しピロガロー ルに変換す る代謝能 を有す

る事が明 らか にされた(表2>。 また コアラの糞便か らは ピロガロール

は全 く検 出されなかった。 これ らの所見 よ り両 菌群のHT-PC分 解 はその

結合の解離 による ものではな くタ ンニ ンそれ 自体の分解 に起 因する事、

また腸内細菌の共 同 した一連の働 きによって タンニ ンが低分子 に代謝 さ

れる事が強 く示唆 された。更 にT-PCDBの 発育が没 食子酸 に よって促進

されるこ と(図4)よ り、この菌が没食子酸 を単 に分解す るのではな く

積極 的に資化す ることも明 らか にされた。

第6章 各種動物糞便細菌叢 におけるHT-PC分 解菌の検索

第3章 、第4章 で延べ られた研究 に よって開発 された生菌数測 定用選

択培地 を用 いて異 なる食性(草 食、雑食 、肉食)を 示す総計15種 の哺

乳動物の糞便細菌叢 におけるHT-PC分 解菌 の存在 を調査 した。その結果

T-PCDBは コアラ と馬か ら分離 されたのみで、 またT-PCDSは 大半の動 物

か ら検 出 されたが、その検 出率 は若干 の例外 はある ものの、双子葉食性

動物 において高 く、単子葉 食性動 物、雑 食、肉食動物 で低い傾 向が認め

られた(表3)。 また コアラ糞 便の通性嫌気性細菌叢 にお けるT-PCDB,

T-PCDSの 占有率 は各 々62.9%,21.0%の 高 い値 を示 した。
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第7章 没 食 子 酸 分 解 能 を 有 す る 連 鎖 球 菌 属 新 種Sfrepεococcπs

ga〃01舛fcαsの 提 案

第:3章 、第6章 で述べ られた研 究 よ り分離 されたT-PCDS及 び他の研

究者 よ り提供 された∫boγfs株 また∫eqロ伽s株 、計31株 につ いてその

マ ンニ トール利用性 、 タンナーゼ活性 、没食子酸脱炭酸代謝能の生化学

性状 とDNA相 同性 について比較検討 した。一そ の結果、没 食子酸脱炭酸代

謝能 を有す る株 の1株 を除いて総 てがDNAの 相 同性の高い一群 としてそ

の代謝能 を持 たない∫bovゴ5及 びSeqロ 伽s株 の一群 と区別 されるこ とが

明 らか となった(図5)。 この ことよ り没食子酸脱炭酸代 謝能 を有す る

∫bovfs株 を新 たなる種、"Sgalloly亡jCHS"と して分類学上扱 うことを提

案 した。

第8章 タ ンナ ーゼ 活性 及 び没 食子 酸 資 化 性 を有 す る グ ラム 陰性 通

性 嫌 気 性 桿 菌 、新 菌属 、新 菌種:、五〇刀ep加ellakoalarロmの 提 案

第4章 、第6章 で 述 べ られ た研 究 よ り分 離 され たT-PCDBで 生 化 学 性 状

の若 干 異 な る6菌 株 につ い て 、各 々 のDNA部 分(16SribosomalDNA)を

PolymeraseChainReaction(PCR)法 に よっ て増 幅 し、そ のPCR産 物 の シ ー

クエ ンシ ング を行 っ た。 そ の結 果 、T?CDBの 総 て の株 が パ ス トレラ科 に

属 し、 コァ ラ か ら分 離 され た'菌3株 の一 群 が 新 た な る菌属 、菌 種 に分 類

され る こ とが 明 らか とな り(図6)、'Zoηepfηellakoala川 加"と して分 類

学 上 扱 う こ と を提 案 した 。

第9章 コ ァ ラ盲 腸 壁 に お け る"加 皿epfnellakoalaru皿"の 局 在 性

コア ラの糞便細菌叢の主構 成細菌である"L.koala川m"に ついて この菌

の コア ラ盲腸壁 における局在性 を検索す るべ く"L.koalarロ皿"に 特異的 に

反応 す るウサギ抗血清 を作製 し、 これ を用いて6頭 のコアラの盲腸壁組

織 片 について免疫 ゴール ド抗体染色 を実施 した。その結果6頭 中5頭 の

コアラの盲腸壁 を覆 う細菌層 に"L.koala川m"が 局在 している事が 明 らか

にされた(図7A,7B)。 また残 る1頭 の コアラは生存 中にテ トラサイ クリ
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ンに よる抗生 物 質療法 を施 された個体で、 この個体 の盲腸壁で は上記 の

様 な細 菌層が欠落 しているこ とが認め られた。 これ らの所 見よ り宿主で

あるコアラ とその盲腸壁 に局在す る"Loneρfnellakoala川m"の 問には

HT-PCの 分解 ・代謝 に関 して密接 な 「共生」 関係 が存 在するこ とが強 く

示唆 された。

第10章 総合考察

これまで加水分解 性 タンニ ンは動物腸管 内では胃酸 に よって分解 され

動物 の蛋 白消化効率にほとん ど影響 を与 えない もの と考え られていたが、

本研究 よ りその様 な酸処理 では容易 に分解 されない ことが明 らか にされ

た。 この知見 は食物 に含有 される加水分解性 タンニ ンの消化機能 に対す

る影響 に関 し多 くの研 究者へ再考 を喚起す る ものである。 さ らに加水分

解性 タンニ ンの微生物 による分解 はこれ まで に一部 のカビ類 にのみに認

め られていたが 、本研究 に よって タンニ ンを分解 ・資化 し分類学的 にも

新 しい細 菌が哺乳動物(主 に樹葉食動物)の 腸 内 に存在 し、特 にタンニ

ンを高濃 度 に含 有す るユ ーカ リを主食 とす る有袋草 食動物 コアラの盲腸

で はその菌が 「共生」 的に存在す ることが初 めて明 らか にされた。 これ

らの所見 はセ ルロース、 リグニ ン等 の二次 産物の 「防御機構」 によ り動

物 に 「食べ られ まい」 とす る植 物群 と腸管 内 に生息する微生物の消化能

に依存 してその防御 を打破 し 「食べ よう」 とす る動 物群 、 この両群の

「攻 防進化の歴 史」 をとらえる上で新 しい知見 を提 供する ものであ る。
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表1コ アラの糞便よ り分離 された

T-PCDB株(UQM3666)と 盲腸 より分 ・

離 された株(UQM3667)の 生化学性状

生化学性状 UQM3666 UQM3667

図3Aタ ンニン酸処理 し表面が白濁

したWilkins-ChalgrenAnaerobe寒 天培

地上に形成されたクリアー ・ゾー ン付き

のグラム陰性菌のコロニー(摂 氏37度

で72時 間微好気的培養後)
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図3Bタ ンニ ンー蛋 白結合物質分解能

を持つグラム陰性微好気性桿菌(

T-PCDB)の 顕微鏡写真(グ ラム染色;横

棒 は20μm)

マ ッコンキー培地上の発育
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表2各 種 菌 の 縮 合 タ ンニ ンー蛋 白 結 合 物 質(CT-PC)・ 加 水

分 解 性 タ ン ニ ン ー蛋 白結 合 物 質(HT-PC)、 タ ンニ ン 酸(TA)・

没 食 子 酸(GA)、 ピ ロ ガ ロ ー ル(PY)、 フ ロ ロ グ ル シ ノー ル

(PH)、 分 解 ・代 謝 能

分解 ・代謝能

被検菌群 菌株
C丁 ・PCHT・PCTA.・ ・GAGA・PYPY'.PHPH

丁一PCD8

T-PCDS

UQM3666'

UQM3667'

UQM3546

UQM361t'

Enterobacteragglomerans

UQM1615

Klebsie/lapneumoniae

K.oxytoca

Escherichiacoli

UQM90

LPKSIO4隊

LPKS204'

UQM854

LPKS110'

LPKS112'

StreptococcusbovisbiotypeII

UQM3539
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没食子酸の濃度(ミ リモル)
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図5菌 体DNAの 相異によるS舵 ρホococcμsboWs及 び

Sθqμ 肋Sの 新たなる分類

●=タ ンナーゼ活性 、没食子酸脱炭 酸酵 素活性、

マンニ トール利用 性を有する株

O:没 食子酸脱炭酸酵 素活性のみを有する株

ロ=上 記 のいずれの性 状 も持たな い株
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PasteureliaaerogenesATCC27883T

HaemophilusparasuisNCTC4557T

P.gallinarumNCTC11188T

P.aviumNCTC11297T

P.anatisATCC43329

H.haemoglobinophilusNCTC1659T

Lonepine/lakoalarum UQM3666T(コ ア ラ 由 来 株)

UQM3901(コ ア ラ 由 来 株)

UQM3897(コ ア ラ 由 来 株)

P.langaaATCC ,43328T

ActinobacilluscapsulatusCCUG12396T

H.paracuniculusATCC29986T

P.カaemo加 たaNCTC9380T

P.rnu/tocadaNCTC90322T

UQM3470(馬 由来株)
"H

.sornnus"OVCG43826

P.pneumotropicaNCTC8141T

H.actinomycetemcomitansATCC3384T

声イ.ρa旧ρhroρh"ロsATCC29241T

H.segnisATCC33393T

胤'η 〃ueπzaeATCC33391T

H.aegyptiusNCTC8502T

H.ducreyiCIP542T

A.suisATCC1557

H.paraphrohaemolyticusNCTC10670T

Actinobacillussp.CCUG19799

A.ureaeHenriksen3520/59T

4.ゆ たres"NCTC4189T

H.parainfluenzaeATCC33392T

図6パ ス トレラ科の系統発生 における ・Loηeρ加e〃aκoa'a阻m'・及び

その他の動物腸 内細菌叢由来のタンニン資化性グラム陰性桿菌の位置

(16SrDNAの 配列決定法 に基づ く;横 棒 は配列相異率5%を 表わす)
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図7免 疫 ゴール ド染色法によって確認されたコアラ

盲腸壁 に付着する細菌叢 に局在する短樟状(A)と 糸状(B)の
「乞oηθρめθ〃aκoa'arθm"の 菌群(横 棒は20μm)
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論 文 審 査 の 要 旨

本論文は動物腸内細菌叢に由来するタンニンータンパク質結合物質分解および資化性細菌に関

する研究である。とくにタソニソを高濃度に含む双子葉植物ユーカリを専 ら喫食するオース トラ

リア産有袋類コアラの腸内から加水分解性タンニンータンパク質(以 下HTPC)消 化分解性細菌

を分離同定 して当該菌の分類学的生態学的研究を行ったものである。タンニン酸処理によって培

地表面にHTPCが 形成 して白濁する寒天培地を新たに考案しコアラ腸管内容物を塗布 し嫌気条件

下で37℃,3日 間培養 した培地表面上にはHTPCを 分類 してクリアーゾーン付き白色コロニーを

形成す る菌が分離された。本菌は細菌学的検索の結果,連 鎖球菌群に属す るSオγθ♪‡oc。σ催3

勧oめbiotypeI(マ ンニ トール分解型)と 同定 された。 また一方 タ ンニ ン酸処 理 した

Wilkins-Chalgren改 良培地にコアラ腸管内容物を塗布 し微好気条件下で37℃3日 間培養すると培

地表面にクリアー ・ゾーン付きのコロニーを形成する未知の桿菌が分解された。この分離菌の形

態を始めとする諸性状を検索 したところ本菌は過去に記載 されている腸内細菌とは異なる微好気

性グラム陰性多形桿菌であることが明らかとなった。 このような新たに分離 同定 された二種の

HTPC分 解菌の縮合性タンニンタンパク質結合物質に対する分解能の有無を確認すると共に加水

分解性タンニン及びその分解産物である没食子酸に対する代謝能を検索した。両菌群はCTPCを

分解しないがHTPCを 分解 して没食子酸を放出するタンナーゼ活性を有すること,さ れにこれら

の菌群のほかコアラの腸内細菌叢を構成する他の菌に没食子酸を脱炭酸化しピロガロールに変換

する代謝能を有すること,な どが判明した。

さらにコアラ以外の各種の動物腸管由来菌叢中のHTPC分 解菌の検索を行った。すなわち草食

性などの食性の異なる15種 の哺乳動物に存在するHTPC分 解菌の うちグラム陰性多形桿菌はコア

ラおよびウマ腸管から分離されたのみで,多 くの動物からは連鎖球菌のみが分離された。この傾

向は双子葉食性動物において高 くまた単子葉食性動物,雑 食性,肉 食性動物からは低かった。コ

アラ腸管菌数における連鎖球菌の占有率は62.9%,ま たグラム陰性多形桿菌は21.0%で あり,精

査をすすめた結果,こ の2種 のHTPC分 解菌は,い ずれ も新菌種であることが判明 した。

HTPC分 解性連鎖球菌のマンニトール利用性,タ ンナーゼ活性,没 食子酸代謝能などの生化学性

状およびDNA相 同性などの比較検討から,こ れまでの連鎖球菌 とは異なる新菌種であることが

確認 された。そ して この没食子酸能を保持 してい るHTPC分 解性連鎖球菌 は,新 菌種

&紹 μo`oo鍬3gαZZoZ:y此粥 として分類することを提案した。またタンナーゼ活性及び没食子酸資

化性を有するHTPC分 解性グラム陰性多形桿菌はパス トレラ科に属しする新菌種 として分解され

ることを明らかに した。そして新たなグラム陰性桿菌をLo麗 ρガπθ伽 加αZα駕舵とすることを提案

した。コアラの腸管内主構成細菌であるムoπθρfηθπα々oαZαプ徽 のコアラ盲腸壁における局在性を

免疫染色によって検索 した。その結果,コ アラ盲腸壁を覆 う細菌叢には多数 め 乙oηθヵfη詔α

々oαZα駕鋭が局在していることを免疫形態学的に明らかにした。また抗生物質療法をおこなった

コアラ盲腸壁では,こ の微生物叢の欠落が観察された。 これらの所見から宿主動物コアラと盲腸

壁に局在する乙oηθヵfπθZJα々oαZα㍑祝の間には,HTPCの 分解および代謝に関 して密接な共生関係

が存在することが強 く示唆された。このように動物消化管中の胃酸によってのみ分解されていた

タンニンが腸管内で微生物分解を受けること,さ らにこのタンニン分解性菌は,タ ンニンを主成

分とするユーカリを主食とする有袋草食動物 コアラ盲腸粘膜では宿主動物 と共生関係にあたるこ

とを初めて明らかにした。 これらの知見は動物食性 と腸管微生物叢の関係の解明および細菌分類

学に大きく貢献して動物微生物科学研究に進歩を与えたものである。よって審査員一同は,本 論

文提出者が博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格を有するものと認定した。
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