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乳酸菌は動物・植物界を中心に生息し、今日まで人類に多大な恩恵を与え続けている安全性の高

い菌群である（富田2000)。サイレージ発酵に関与する乳酸菌はLactobac1Jlus、Leuconostoc、

Lactococcus, En terococcus、Pedjococcusおよび Weおsellaなど多数の属に分類される (Cai1999、

察2002、Caiet al. 1998、1999、Zhanget al. 2000、Ennaharet al. 2003)。飼料作物に付着す

る乳酸菌の種類、その困数、発酵形式および生成乳酸の光学異性は、サイレージの発酵品質ばかり

でなく、栄養価値や反蜀家畜の生理代謝に影轡を与える（察2001)。また、材料草に共生する酪酸

菌、好気性細菌、糸状菌および酵母などの微生物は、乳酸菌の発酵を競合的に阻害し、サイレージ

品質の劣化や発酵損失を招く原因となる (McDonaldet al. 1991、察2001、Ohmomoet al. 

2002)。したがって高品質サイレージを調製するための微生物的制御が必要であり、サイレージ乳

酸菌の分離、分類及び機能解析など、有用な菌株の探索や発掘は重要である。

近年、乳酸菌のプロバイオティックスとしての多くの機能が取り上げられ、とくにプロバイオティッ

ク乳酸菌が腸内菌叢の維持と調節に重要な意味を持ち、有害な微生物の増殖を阻止し、腸管の免疫

機能を賦活するなど、宿主の健康に深く関わっている。また乳酸菌による整腸作用と共に、免疫賦

活、抗腫瘍性、抗変異原、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

を活性化する効果が期待される(Tannock1999)。最近、畜産分野でもプロバイオティック乳酸菌
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を活用し、抗生物質に頼らない健全な家畜生産技術の開発が行われている。

微生物多様性の研究から、中国では多種多様な乳酸蓉を有し、畜産生産への利用をしながら、未

知・未利用な菌種が少なくないと推察された。今回、中国産飼料作物・家畜腸内由来乳酸菌を探索、

収集し、それら微生物の分子分類と系統保存を行うとともに、プロバイオティック乳酸菌のスクリー

ニングと家畜生産性能の向上への有効活用を図る。

2.探索概要

2004年9月17日から10月24Hにわたって、中国の北京市、浙江省、江蘇省、南京市、吉林省、広

西壮族自治区、映西省で調製されたサイレージおよび現地で飼養された各種反蜀家畜のフレッシュ

フンを採集した（表 1、写真 1、写真 2)。収集したサンプルは真空パックで密封して、冷蔵した

状態で実験室へ持ち帰り分離源とした（写真3、写真4)。

3.収集成果

1)乳酸菌の分離・同定

野外でサンプリングする時、サイレージや家畜フンの試料を採取してから乳酸菌の分離操作に取

りかかるまでの経過時間は短ければ短いほど、サイレージの菌叢の変化が少ないため、運送中は可

能な限り、アイスボックスを利用して低温に保存した。試料はポリ袋で100g無菌的に採取し、ロ

をひねって結んだ。

サイレージ、羊フンおよび牛フンlOg取り出してストマッカー用ビニール袋に入れ、滅菌した生

理食塩水90mlを加えてから激しく振とうして10倍希釈液とし，つぎにこの液を10―8まで希釈した。

乳酸菌はGYP白亜寒天培地（小崎ら1992)、MRS寒天培地および酢酸寒天培地（山里ら1986)な

どを使用して嫌気培養装置で30℃下に 2-3日間培養した。これらの培地から純粋分離した菌株は

グラム染色、形態観察、カタラーゼ反応、胞子形成及び乳酸生成試験を行った。

乳酸困分離株の保存には、一般の微生物保存と同じように、継代培養保存法、凍結保存法および

凍結乾燥保存法が用いられる。今回、継代培養保存法と凍結保存法を用いた。

乳酸困は通性嫌気微生物であることから、その継代培養は通常、 MRSを使用した。乳酸菌が乳

酸を生成するので、寒天培地に酸の中和剤として沈降性炭酸カルシウムを添加する場合がある。火

炎滅菌した後冷した白金線の先端で乳酸菌コロニーをひっかけた。その白金線を高層培地の中心部

を通過させるようにして、試験管の底に到達するまで刺した。培養は接種した乳酸菌の至適温度で

焙養した。穿刺講に沿った乳酸菌の生育が確認された時点で、その試験管を 5℃の冷蔵庫に人れ低

温保管した。この保存状態で 2-3か月間、生きながらえさせることができる。日本へ持ち帰る前

に、改めて新鮮培地に接種しなおす必要がある。白金線を乳酸菌が生育している穿刺溝に刺し込み

乳酸菌細胞を拾い、そのまま新鮮な高層培地に穿剌して培養・保存した。

凍結保存については、 MRS寒天培地に生育したコロニーを滅菌棉棒で集め、 10%Dimethyl

sulfoxideを入れたNA液体培地 (Bacto-BeefExtract 3 g + Bacto-Peptone 5 g / P,)に懸濁し、

-80℃のディープフリーザーに入れて保存した。なお、凍結保存する際、乳酸菌細胞の入った培地
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はヌックに0.5mlずつ何本か小分けした。復元させるときは、凍結培地を室温程度でゆっくりと解

凍させたのち、白金耳でMRS寒天培地に塗抹して、至適温度で培養した。

16S r RNAシークエンスに埜づく分子系統の研究手順について、まず分離株はMRS寒天培地に

植薗し、 30℃での培蓑物を供試菌体とした。 N-Acetylm uramidase（生化学工業株式会社、東京）

とLysozyme（生化学工業株式会社）などの酵素処理と界面活性剤で溶菌させ、菌体からゲノムD

NAを抽出した。 得られたゲノム DNAを鋳形としてプライマー 27F (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') と1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')、TaKaRa

Taq™キット （宝酒造株式会社、京都市）およびGeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, USA)を使用し、 PCR法により16SrDNAの塩基配列約1500bpを増幅した。 PCR産

物はDNA回収用フィルター付遠心チューブ (SUPREC™-02、宝酒造株式会社）を用いて精製した。

シークエンス反応および産物の精製はBigDyePrimer Cycle Sequencing KitとGeneAmpPCR 

System 9700 (Applied Biosystems, USA)を使用して、 AppliedBiosystemsプロトコールに従っ

て行った。 DNAシークエンスの解析にはABIPRISM™ 310 Genetic Analyzerを使用した。得ら

れた16SrDNAの塩基配列はBLASTHomology Search (Altsuchul et al. 1997)を用いてDNA

データバンク (GenBank/EMBL/DDBJ)に対する照合検索を行った。分離菌株と近縁基準株と

の分子系統樹は、 CLUSTALWプログラム (Thompsonet al. 1994)を使って複数の配列間の進

化距離を計算し、近隣結合法 (Saitouand Nei 1987)により作成した。

2)結果

中国北京市、浙江省、江蘇省、南京市、吉林省、広西壮族自治区、映西省で調製されたサイレー

ジおよび現地で飼養された各種反籾家畜新鮮フンから約250菌株を分離した。まず北京市からの一

部分離株を整理し、 MAFFに登録した。分離菌株の形態•生理的特性および同定結果を表 2 に示

した。

MAFF516169、MAFF516171、MAFF516173、MAFF516174、MAFF516175、MAFF516177、

MAFF516178、MAFF516179、MAFF516181、MAFF516182、MAFF516183、MAFF516191、M

AFF516194、MAFF516195はグラム陽性、カタラーゼ陰性、グルコースからガスを産生するヘテロ

発酵型で、主にD型の乳酸異性体を生成する Weissella属およびLeuconostoc属の乳酸球菌であっ

た。

MAFF516170、MAFF516172、MAFF516176、MAFF516180およびMAFF516190はグラム陰性、

カタラーゼ陰性で、グルコースからガスを産生しないホモ発酵型で、酢酸を生成するGluconobacter

属の木旱菌であった。

MAFF516184はグラム陽性、カタラーゼ陰性、グルコースからガスを産生しないホモ発酵型で、

主にL型の乳酸異性体を生成するLactococcus属の乳酸球菌であった。

MAFF516185、MAFF516186、MAFF516187、MAFF516188、MAFF516189、MAFF516192お

よびMAFF516193はグラム陽性、カタラーゼ陰性、グルコースからガスを産生しないホモ発酵型で、

主にDL型の乳酸異性体を生成するLactobac1Jlus属の乳酸相菌であった。

16S rRNA遺伝子の全領域塩基配列の解析結果に韮づき、以上の分離菌株はそれぞれ、
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Weissella confusa、Leuconostocsp.、Leuconostocmesenteroides、Lactococcuslactis subsp. 

lactis、Lactobacillusplantarum、Lactobacillussp.、 Weissellacibaria、Gluconobactersp. 

およびGluconobactercerinusに同定された。

4.所感

中国においては、 トウモロコシの子実収穫後に産出される農産副産物である茎葉の潜在量

は膨大であるにも関わらず、サイレージとしての飼料利用は限定され、その品質が極めて不

安定なのが実状である。そのため、中国ではサイレージ調製技術の早急な技術開発の発展を

必要としている。すなわち、稲ワラやトウモロコシ茎葉など豊富な未利用資源を有効に活用

できる技術が開発されれば、家畜の基幹的な飼料資源として利用することが可能となる。こ

のことは農産副産物の梢却処理などで中国において深刻な課題となっている環境の保全にも

貢献できるばかりでなく、草地における放牧強度の軽減や退化草原の回復にもつながる。一

方、中国の畜産が発展している地域では従来から行われているトウモロコシ茎葉のサイレー

ジ生産に加えて、 トウモロコシの子実と茎葉を合わせて調製するホールクロップサイレージ

や牧草サイレージの調製システムヘの移行が急速に進みつつあるが、技術的基盤の強化が求

められている。

日本では高栄養価飼料の通年的給与を目指したサイレージの生産がますます重要となって

いる。このため、飼料作物の調製に関する新技術の開発や、省力的な貯蔵・給与システムの

確立に関する研究が重点的に行われている。特にサイレージ発酵乳酸菌をスクリーニングし、

それを利用した食品製造副産物・農産副産物などバイオマス未利用資源の飼料化技術や高品

質サイレージ調製技術の開発は、極めて重要な家畜飼料の調製技術として注目されている。

そのため、日本と中国の関係研究機関とが共同参画して共同研究を実施することができれば、

中国における粗飼料調製・貯蔵技術の向上や循環型草地畜産の推進などに極めて有益である。

近年、動物腸管に定着した乳酸菌によるプロバイオティクス効果が取り上げられ、乳酸賄

による家畜飼料の品質向上、動物の整腸効果および家畜生産性向上への応用について注目を

浴びている (Tannock1999)。畜産の分野でも先端的な視点から乳酸菌の役割を見つめるこ

とにより、未知乳酸菌の探索や潜在している機能の発掘も期待されている。今回の探索によ

り収集された乳酸菌株については、優良菌株のスクリーニングと利用により、良質な飼料調

製や健全な家畜生産に役立てば幸いである。
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表2.各種サイレージから分離された乳酸菌、酢酸菌の性質と同定

菌株番号 分離源 分離地 細胞形態 グラム染色 カタラーゼ反応 ガス生成 乳酸異性体 同定属・種＊ MAFF番号

CAGl コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella con! usa 516169 

CAG2 コンサイレージ 中国北京市 相菌 陰性 nd Gluconobacter sp. 516170 

CAG3 ソルガムサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Leuconostoc sp. 516171 

CAG4 ソルガムサイレージ 中国北京市 相菌 陰性 nd Gluconobacter sp. 516172 

CAG5 イネサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella con/ usa 516173 

CAG6 イネサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Leuconostoc sp. 516174 

CAG7 コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella con/ usa 516175 

CAG8 コンサイレージ 中国北京市 相菌 陰性 nd Gluconobacter sp. 516176 

CAG9 コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) We1ssella con/ usa 516177 

CAGll コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella confusa 516178 

CAG12a コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella con/ usa 516179 

CAG12b コンサイレージ 中国北京市 相菌 陰性 nd Gluconobacter sp. 516180 

CAG13 コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weissella con! usa, 516181 
芦
CAG16a アルファルファサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Leuconostoc mesenteroides 516182 | 
CAG17 イネサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) We1ssella conf usa 516183 

CAG18a イネサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 L(+) Lactococcus lact1s subsp. lact応 516184 

CAG19a イネサイレージ 中国北京市 相屎i 陽性 DL Lactobacillus plantarum 516185 

CAG20 アルファルファサイレージ 中国北京市 相菌 陽性 DL Lactobadllus plantarum 516186 

CAG21 アルファルファサイレージ 中国北京市 相菌 陽性 DL Lactobac1"Jlus plantarum 516187 

CAG22 ソルガムサイレージ 中国北京市 相菌 陽性 DL Lactobac1"Jlus plantarum 516188 

CAG23 ソルガムサイレージ 中国北京市 枠菌 陽性 DL Lactobadllus plantarum 516189 

CAGlOa コンサイレージ 中国北京市 枠菌 陰性 nd Gluconobacter cennus 516190 

CAG14a コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weisse1Ja cibaria 516191 

CAG19b イネサイレージ 中国北京市 相菌 陽性 DL Lactobac1llus sp. 516192 

CAG18b イネサイレージ 中国北京市 相菌 陽性 DL Lactobac1llus sp. 516193 

CAGlOb コンサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Weisse1Ja cibaria 516194 

CAG16b アルファルファサイレージ 中国北京市 球菌 陽性 ＋ D(-) Leuconostoc mesenter01des 516195 

* 16S rRNAシーケンスに基づき同定。一，陰性； ＋，陽性； nd,未分析。
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写真1. コン茎葉部サイレージの調製（左、江蘇）と半地下サイロでの貯蔵（右、映西 ）

写真2.分離源となった水牛 （左、広西）とヤギ（右、映西）

写真3. サイレージ （左、浙江）と牛フン（右、浙江）の採取

-25-



写真4.左：乳酸菌の分離（中国農業大学にて．左から劉賢博士、興麗博士、著者）
右：大学院生セミナー（南京農業大学にて）

写真5.お世話になった方々
左：浙江大学動物科学学院副院長劉建新教授、盆頌東教授（左から裔頌東教授、著者、劉建新教授）
右：南京農業大学動物科技学院副院長沈益新教授ら（左から 3番目：沈益新教授、右から 3番目：著者）
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