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緒言 

ダチョウとは 

ダチョウ（Struthio camelus）はダチョウ目（Struthioniformes）ダチョウ科（Struthionidae）に分

類される、世界最⼤の鳥である。ダチョウには、マサイダチョウ（Massai ostrich; Struthio camelus 

maassaicus）、キタアフリカダチョウ（Mali ostrich あるいは Barbary ostrich; Struthio camelus 

camelus）、ソマリダチョウ（Somali ostrich; Struthio camelus molybdophanes）、ミナミアフリカダチ

ョウ（South African ostrich あるいは Zulu ostrich; Struthio camelus australis）の 4 つの亜種がいる

（樋口 2013）。オスの羽毛は黒で、尾と短い翼は白色、メスは全体に灰褐色をしている。頭高は

オスで 210~275 cm、メスで 175~190 cm、また、体重はオスで 130~150 kg、メスで 90~110 kg で

ある。ダチョウは群れで⽣活し、日中に採食する。⽣息環境は砂漠のはずれで半乾燥性の地域や

サバンナの林などの開けた空間で、主に広い草原に⽣息する。分布域はアフリカのサハラ砂漠以

南である。⽣息域の南部と北部では数が少なく絶滅が危惧されているが、一方、東アフリカには

多数⽣息している。ダチョウは多肉植物、葉、芽、種子、果実を食べる。まれに昆虫、小型哺乳

類や爬虫類を捕食することもある。家禽として飼育されているのは人為的に作出されたアフリカ

ンブラック種（African Black; S. camelus domesticus）が主である。卵重 1.2~1.5 kg の世界最⼤の卵

を産む（唐澤 2001）。 

 

ダチョウの産業的意味 

ダチョウが我が国に産業動物として導入されたのは、昭和 63 年（1988 年）のことである（日本

農業研究所 2008）。日本で一般的に飼養されているダチョウの品種はアフリカンブラック種であ

り、その長所は、①他の品種より多く産卵する（40 個/年）、②おとなしくて扱いやすい、③羽根

の品質が高い、④皮革の品質が高い、⑤早熟性である（2 歳以下で産卵を開始することもある）、

などである。古い情報ではあるが、平成 16 年度（2004 年度）における都道府県別の飼養羽数は、

茨城県が 1,177 羽と最も多く、次いで北海道 1,052 羽、鹿児島県 1,026 羽、青森県 904 羽である。

ウシ、ブタ、ニワトリなどの主要な家畜とは異なり、ダチョウは特用家畜として扱われている。
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日本におけるダチョウ飼養の主な収入は食肉の販売によるものであるが、国内における肉の⽣産

は安定的な⽣産体制が整備されているとはいい難い。日本はダチョウの皮を世界で最も多く消費

する国で、年間の消費量は 40～50 万枚であるが、そのほとんどを輸入に頼っている。消費量の多

さに反して、国産の皮は品質が悪いため、十分利用されていないのが現状である。皮下や内臓の

脂肪は小規模ながら商品化されており、通販や地域特産品として販売されている。食用卵として

の卵の需要はあるが、⽣産者と消費者が個別に相対で取引する程度である。近年では、抗体の⽣

産にダチョウの卵が利用され、その抗体をつけた抗菌マスクが商品化され、話題となった。国内

で飼養されているダチョウによってもたらされる産出額は不明であるが、ウシ、ブタ、ニワトリ

に比べるとはるかに小さいのが現状である。 

 

ダチョウの消化管とそこに⽣息する微⽣物と発酵 

ダチョウは鳥類では珍しく、体長に比べて非常に長い消化管を有し、その全長はおよそ 18m に

も及ぶ（表 1）。ダチョウはニワトリのように素嚢を持たないが、食道のはじめの部分は小袋に似

ていて、伸縮しそこへ摂取した飼料を貯めておくことができる（日本農業研究所 2008）。胃はニ

ワトリと同様に腺胃と筋胃からなり、筋胃には成体では 1.5kg の小石が入っていて飼料の物理的

な消化を助けている。この小石は一定時間筋胃に止まったのちに排泄される。ダチョウは一対の

長い盲腸をもつ。ダチョウの結腸は長く、近位部では多数の膨起が観察され、後腸発酵動物の消

化管の特徴を備えている（図 1）。ダチョウの盲腸や結腸にはウマなどの後腸発酵動物と同様に、

微⽣物が多数存在している。当研究室ではダチョウ⼤腸内の消化管微⽣物の多様性を分子⽣態学

的手法により解析し、明らかにした（Matsui et al. 2010a & b; Matsui et al. 2011）。ダチョウ盲腸内容

物から抽出した DNA から 16S リボソーム RNA 遺伝子（16S rDNA）クローンライブラリーを構築

し、310 の配列を解析した結果、110 の phylotype に分類され、ダチョウ⼤腸内の微⽣物⽣態系に

おける種構成は非常に多様であることが明らかとなった（Matsui et al. 2010b）。また、細菌の門レ

ベルでの割合を求めたところ、反芻動物のルーメン、後腸発酵者の⼤腸のそれと類似していた。

（表 2）。盲腸および結腸では、⼤腸内微⽣物による繊維の分解と発酵が行われている。ダチョウ
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⼤腸内における繊維の消化の程度はウシルーメンやウマ⼤腸と同程度であり、ダチョウの繊維分

解能力は非常に高いことがうかがえる（Matsui et al. 2009）。また、ダチョウ盲腸内容物の短鎖脂肪

酸濃度は 100mM 以上にもなり、ウシルーメンやウマ⼤腸における濃度に匹敵し、嫌気性の微⽣物

による発酵が盛んであることは明白である（表 3）。ダチョウ⼤腸内微⽣物発酵により産⽣される

主要な短鎖脂肪酸は酢酸、プロピオン酸、酪酸であり（表 3）、その比率についてもウシルーメン

やウマ⼤腸の値と近い（Matsui et al. 2010b）。したがって、ダチョウ⼤腸内における微⽣物による

代謝は、図 2 に示すような、他の動物の⼤腸内における代謝と同様であると考えられる。発酵に

よって⽣じた短鎖脂肪酸は⼤腸上皮から吸収され、ダチョウのエネルギー源として利用される。

ダチョウの揮発性短鎖脂肪酸⽣産は、成人のダチョウの代謝エネルギーの 56.5～66％をまかなう

と推定されている(Fievez et al. 2001)。したがって、⼤腸内における発酵はダチョウの栄養を考え

る上で重要になる。 

我々の研究室では、これまでにダチョウ盲腸内容物中の細菌叢の群集構造の解析を 16S リボソ

ーム RNA 遺伝子(16S rDNA)クローンライブラリー法により行ってきた（Matsui et al. 2010b）。そ

の結果、ダチョウ盲腸内には多数の未知細菌が存在することが明らかとなった。ダチョウの消化

管から未知菌種を分離し、その特徴づけを行うことでダチョウ⼤腸内細菌の宿主に対する役割を

知ることができると考えられる。よって、本研究ではダチョウ⼤腸内からの未知菌種を分離・培

養を試み、機能や⽣態および全塩基配列を明らかにすることを目的として行った。 
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図 1．ダチョウの消化管の写真 (a)および概略図 (b)（Fievez et al. 2001）。P：腺胃,G：筋胃, 

PSI：小腸近位部,DSI：小腸遠位部,Ca：盲腸,PC：結腸近位部,MC：結腸中位部,DC：結腸遠位
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表 1．ダチョウ消化管各部位の長さ（Matsui et al. 2009）。 

消化管の部位 長さ（cm） 

小腸 676 

盲腸（2 本の合計） 152 

結腸 926 

合計 1,754 
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表 2．哺乳類と鳥類の消化管における Bacteroidetes 門、Firmicutes 門およびその他の門の割合（Matsui et al. 2010b

より）。 

Source Bacteroidetes Firmicutes Others Reference 

Turkey ceca (average of wild and 

domestic) 
54.0 30.0 16.0 Scupham et al. 2008 

Equine large intestine (Hokkaido native 

horse, Japan) 
47.4 36.8 15.8 Yamano et al. 2008 

Pig feces 47.2 45.1 7.7 Leser et al. 2002 

Jinnan cattle rumen 39.6 22.3 38.1 An et al. 2005 

Ostrich ceca 39.4 50.9 9.7 Matsui et al. 2010b 

Cow rumen 32.0 62.0 6.0 Tajima et al. 1999 

Human feces 31.0 64.1 4.9 Suau et al. 1999 

Yak rumen 30.9 54.1 14.9 An et al. 2005 

Cow rumen 27.0 67.5 5.4 Whitford et al, 1998 

Equine large intestine (United 

Kingdam) 
20.7 71.5 7.7 Daly et al. 2001 

Reindeer rumen 22.9 74.6 2.5 Sundset et al. 2007 

Mouse feces 18.7 75.9 5.5 Kibe et al.  2004 

Dugong feces 15.0 83.1 1.9 
Tsukinowa et al. 

2008 

Chicken ceca 4.7 93.9 1.8 Lan et al. 2002 

Chicken ceca 4.4 92.0 3.5 Bjerrum et al. 2006 

Chicken ceca 1.9 71.7 26.4 Zhu et al. 2002 

Wild gorilla feces 1.1 71.0 27.9 Frey et al. 2006. 
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表 3．ダチョウ盲腸内における発酵様相（Matsui et al. 2010b より）。 

パラメーター 値 

pH 6.7 

総短鎖脂肪酸濃度 (mM) 108 

酢酸：プロピオン酸：酪酸比率 72 : 21 : 7 
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材料および方法 

1. 供試動物 

三重県立久居農林高等学校で飼育されている雄ダチョウ 3 羽を供試動物として用いた。給

与飼料については表 4 に示した。 

 

2. 糞の採取  

 ダチョウが糞をした際の新鮮糞を取り、ポリエチレン袋に入れ、39℃で保温しながら研究

室へ持ち帰った。 

 

3. 分離と培養 

 新鮮糞からの細菌分離を Shinkai et al. (2009)の方法で行った。培地の作製、培養および接種

は嫌気的に行った。採取した糞 1ｇを嫌気性検体希釈液に入れ、よく混合した。この希釈液

0.2mL をセルロース培地Ⅰに接種し、39℃で～96 時間培養を行った。培養後、分解の見られた

ろ紙片を検体希釈液(表 6-1)に移し、30 分間氷冷後ボルテックスにかけた。それを検体希釈液

により 10-6 倍まで段階希釈し、希釈液 0.2mL をロールチューブ(ＲＣ)用培地に接種後、39℃

で 72～96 時間培養した。出現したコロニーを任意に選択し、先端を曲げた滅菌パスツールピ

ペットでセルロース培地Ⅱに移し、39℃で培養した。細菌の⽣育を確認した後、DNA 抽出ま

で冷蔵庫で保存した。 

 

4. 16S リボソーム RNA 遺伝子(16S rDNA)配列による分離株の同定 

 DNA を抽出の為に、RGC 培地(表 7)で 39℃で 24～36 時間培養した。培養液 10mL を遠心

分離(8,000×g、4℃、10 分)し、この上清を取り除いた後、Nucleo Spin MicrobialDNA (Macherey-

Nagel)を用いて添付のマニュアルに従い DNA 抽出を行った。 

抽出した DNA をテンプレートとして用い、プライマーとして 27F および 1544R(表 11 
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)を加えた反応液(表 12)をサーマルサイクラー(PCRThermal Cycler Dice, TaKaRa)により反応

させ、16S rDNA 断片を増幅した。サーモサイクルは図 3 に示した。PCR 反応後、1.5%アガ

ロースゲル(Agarose H 14, TaKaRa)中で電気泳動し、エチジウムブロマイドにより DNA を染

色後、Printgraph(ATTO)で DNA 断片の増幅の有無を調べた。16S rDNA の増幅が確認された

サンプルについては PCR 産物の精製を行った(表 13)。これをシーケンシング反応のテンプレ

ートとし、シーケンシング用プライマーと混合した(表 14)。プライマーは B35rev(表 11)を用

いた。それらを三重⼤学遺伝子実験施設のシーケンシングサービスによって塩基配列の解読

を行った。また、B35rev による解読により得られた配列のうち、新奇性の高いものについて

はさらに 926F と C01R の 2 種類のプライマー(表 11)を用いて 16S rDNA のほぼ全長の解

読をした。 

16SrRNA 遺伝子配列分析は、DDBJ の BLAST プログラムを使用して実行した。また、細菌

の同定は RDPII の Classifier を用いて行った。CLUSTAL W プログラムを使用して、

Lachnospiraceae 科内の最も近い近縁種で HNost1016 株の 16SrRNA 遺伝子配列のマルチプル

アラインメントを実行した。 系統樹は近隣結合法によって構築した。 

 

5. 細菌増殖における至適 pH 

HNost1016 株の増殖に対する pH の影響を、Kobayashi et al.,(2017)の方法をもとに測定した。

培養液 0.2mL を pH 2、4、6.8、8 および 11 に HCl または NaOH 溶液で調製した 10mLRGC 培

地に接種し 39℃で 48 時間培養した。デジタル比色計 (miniphoto 518R, TAITEC）を使用し 

て 660nm での吸光度を測定することにより、培養開始から 3、6、9、12、24、36 および 48 時

間での菌の増殖を評価した。 

 

6. 細菌増殖における至適温度 

 HNost1016 株の増殖に対する温度の影響を測定した。培養液 0.2mL を 10mLRGC 培地を 10、

20、30、39 および 50℃それぞれの温度で 48 時間培養した。デジタル比色計 (miniphoto 518R, 
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TAITEC）を使用して 660nm での吸光度を測定することにより、培養開始から 3、6、9、12、

24、36 および 48 時間での菌の増殖を評価した。 

 

7. 細菌の糖利用性 

HNost1016 株の糖利用性を 16 種類の糖(グルコース、セロビオース、スクロース、グルシト

ール、キシロース、マンノース、リボース、アラビノース、ラクトース、ラムノース、トレ

ハロース、ガラクツロン酸、ペクチン、ポリガラクツロン酸、マンニトール、マルトース)

を用いて測定した。各糖 20mg をあらかじめ糖を除いて調製した RGC 培地に添加した後、

培養液 0.2mL を 10mLRGC 培地に接種し、39℃で 72 時間培養した。デジタル比色計 

(miniphoto 518R, TAITEC）を使用して 660nm での吸光度を測定することにより、培養開始か

ら 3、6、9、12、24、48 および 72 時間での菌の増殖を評価した。 

 

8. グラム染色 

 HNost10 菌株の細胞をグラム染色液フェイバーG（NISSUI、日本）を用いて、製造元のマニ

ュアルに従って実施し、染色された細胞を顕微鏡で観察した。 

 

9. 菌体脂肪酸組成分析 

 RGC 培地を用いて 39℃で 48～36 時間、培養液が十分に白く濁るまで培養した培養液中の

HNost1016 株の菌体脂肪酸組成を分析した。培養液 50mL を遠心分離(8,000×g、4℃、10 分)し、

この上清を取り除いた。沈殿物の湿重量が 0.5ｇ以上になるまで同じチューブに培養液 50mL

を添加し遠心分離を繰り返して集菌した。集菌したチューブを⽣理食塩水(0.9%)で２回洗浄

し遠心分離(8,000×g、4℃、10 分)したあと-30℃で凍結保存した。洗浄したサンプルはテクノ

スルガ・ラボの分析サービスによって、Sherlock Microbial Identification System (Version 

6.0),(MIDI, USA) の菌体脂肪酸組成分析操作マニュアル (Version 6) に従い脂肪酸抽出した。
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得られたデータは Calculation Method TSBA6 およびライブラリ TSBA6 を用いてプロファイ

リングした。 

 

10. ゲノム DNA 中の G+C 含量 

 RGC 培地を用いて 39℃で 48～36 時間、培養液が十分に白く濁るまで培養した培養液中の

HNost1016 株のゲノム DNA 中のグアニン (G) とシトシン (C)の含量を測定した。培養液

50mL を遠心分離(8,000×g、4℃、10 分)し、この上清を取り除いた。沈殿物の湿重量が 1ｇ以

上になるまで同じチューブに培養液 50mL を添加し遠心分離を繰り返して集菌した。集菌し

たチューブを 5mM EDTA バッファー(表 16)で２回洗浄し遠心分離(8,000×g、4℃、10 分)した

後、-30℃で凍結保存した。洗浄したサンプルはテクノスルガ・ラボの分析サービスによって

NucleoSpin Plant II (MACHEREY-NAGEL, DE)によって DNA 抽出おける精製を行った。精製

DNA を Katayama et al.(1984)に従って酵素処理をし、標準試料 DNA-GC Kit (Yamasa Corporation, 

Japan)を用いて ACQUITY UPLC System (Waters, USA)でヌクレオチドの測定を３回行った。標

準ヌクレオチド試料と検体由来 DNA 試料より得られた各ヌクレオチドのピーク面積を基に

G+C 含量 (mol%) を算出した。 

 

11. 全ゲノム解析 

 HNost1016 株から DNA 抽出を行い、全ゲノム配列を解読した。まず、Lysozyme(SIGMA)を

滅菌 MilliQ 水で 100mg/ml に調製した。培養液 50mL を遠心分離(8,000×g、4℃、10 分) し、

この上清を取り除いた後、キット NucleoBond Buffer Set Ⅲ、AXG20 (Macherey Nagel)を用い

て添付のマニュアルに従い DNA を抽出した。抽出した DNA をテンプレートとして用い、

0.7%アガロースゲル(Agarose H 14, TaKaRa)中で電気泳動し、エチジウムブロマイドにより 

DNA を染色後、Printgraph(ATTO)で DNA の有無を調べた。DNA が確認されたサンプルを⽣

物技研のシーケンシングサービスによって全塩基配列の解読を行った。シーケンシングは

DNBSEQ によるショートリード解析と GridION によるロングリード解析のハイブリッドで行
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った。データ解析は次のように行った。ショートリードについてはまず Cutadpt (Ver 2.7)を用

いてアダプター配列の除去を行った。次に Seqkit (Ver 0.011.0)を用いて、アダプター配列を除

去した配列から約 350 万リードペア(1.05Gbp)の配列をサンプリングした。その後、Sickle (Ver. 

1.33)を用いてクオリティ値が 20 未満の塩基を取り除き、127 塩基未満になったリードとその

ペアリードを破棄した。ロングリードについては、Poreshop (Ver 0.2.3)を用いてアダプター配

列を除去した。次に Filtlong (Ver 0.2.0)を用いて 1,000 塩基以下のリードを削除した。ショー

トリードとロングリードのアッセンブルは Unicycler (Ver 0.4.7)のデフォルト条件で、高品質

のショートリードとロングリードをアッセンブルした。 

 遺伝子の予測は DDBJ Fast Annotation and Submission Tool (DFAST),(Tanizawa et al. 2018)によ

り行った。 
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95℃ 3min  

↓   

95℃ 30sec  

58℃ 30sec 35cycles  

72℃ 30sec  

↓   

72℃ 10min  

4℃ ∞  

図 3. ExTaq による 16Sr RNA 遺伝子増幅のためのサーモサイクル 
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表 4.給与飼料の原材料 

原材料名 組成(%) 

トウモロコシ 27.23 

ふすま 11.98 

⼤豆粕 2.18 

ルーサンピペット 43.57 

ルーサンミール 10.89 

リン酸カルシウム 1.09 

炭酸カルシウム 2.18 

食塩 0.44 

ビタミン(鶏用) 0.44 
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表 5-1. RF15 セルロース培地Ⅰの組成(105.5ml 当たり) 

成 分 量 

Hungate solution A（表 5-2） 17 mL  

Hungate solution B 17 mL 

ルーメン液 15 mL 

0.1%レサズリン（表 5-3） 300 µL 

0.05%へミン（表 5-4） 280 µL 

イーストエクストラクト 50 mg 

トリプチケース 100 mg 

蒸留水 73 mL 

Antifoam emulsion（表 5-5） 50 µL 

ろ紙(Whatman No. 1)(1.2cm×1.2cm) 1 枚/試験管 

炭酸水素ナトリウム 500 mg 

L-システイン一塩酸塩(一水和物) 50 mg 

Hungate solution B は K2HPO4 3g を蒸留水で 1 L へメスアップ 
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表 5-2. Hungate solution A  

成  分  量 

NaCl 

KH2PO4 

(NH4)2SO4 

MgSO4・7H20 

CaCl2・2H20 

蒸留水で 1 L へメスアップ 

6 g 

3 g 

3 g 

600 mg 

400 mg 
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表 5-3. 0.1%レサズリン  

成  分  量 

レサズリン 

蒸留水で 100 mL へメスアップ 

100 mg 

 



19 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

表 5-4. 0.05%ヘミン  

成  分  量 

ヘミン 

1mL の 1N NaOH に溶解する 

蒸留水で 100 mL へメスアップ 

50 mg 
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表 5-5. Antifoam emulsion  

成  分  量 

Antifoam emulsion 

蒸留水 

よく混合する 

10 g 

40 mL 
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表 6-1. 検体希釈液の組成(1000mL 当たり) 

成 分 量 

塩類溶液 1 75 mL 

塩類溶液 2（表 6-2） 75 mL 

0.1%レサズリン（表 5-3） 1 mL 

蒸留水 887 mL 

Antifoam emulsion（表 5-5） 50 µL 

寒天(Difco Bacto Agar) 500 mg 

8%炭酸ナトリウム 37 mL 

L-システイン一塩酸塩(一水和物) 500 mg 

塩類溶液 1 は K2HPO4 6g 蒸留水で 1L へメスアップ 
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表 6-2．塩類溶液 2  

成  分  量（g） 

NaCl 

KH2PO4 

(NH4)2SO4 

MgSO4・7H20 

CaCl2・2H20 

蒸留水で 1L へメスアップ 

12  

6 

12  

2.5  

1.6  
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表 7. RC 寒天培地の組成(105.5ml 当たり) 

成 分 量 

Hungate solution A（表 5-2） 17 mL 

Hungate solution B 17 mL 

ルーメン液 15 mL 

0.1%レサズリン（表 5-3） 300 µL 

0.05%へミン（表 5-4） 280 µL 

イーストエクストラクト 50 mg 

トリプチケース 100 mg 

グルコース 100 mg 

セロビオース 100 mg 

蒸留水 56 mL 

Antifoam emulsion（表 5-5） 50 µL 

寒天(Difco Bacto Agar) 1800 mg 

炭酸水素ナトリウム 500 mg 

L-システイン一塩酸塩(一水和物) 50 mg 

Hungate solution B は K2HPO4 3g を蒸留水で 1 L へメスアップ 
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表 8. RF15 セルロース培地Ⅱの組成(105.5ml 当たり) 

成分 量 

Hungate solution A（表 5-2） 17 mL  

Hungate solution B  17 mL 

ルーメン液 15 mL 

0.1%レサズリン（表 5-3） 300 µL 

0.05%へミン（表 5-4） 280 µL 

イーストエクストラクト 50 mg 

トリプチケース 100 mg 

蒸留水 56 mL 

Antifoam emulsion（表 5-5） 50 µL 

ろ紙(Whatman No. 1)(3 mm×3 mm) 1 枚/試験管 

炭酸水素ナトリウム 500 mg 

L-システイン一塩酸塩(一水和物) 50 mg 

Hungate solution B は K2HPO4 3g を蒸留水で 1 L へメスアップ 
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表 9.RGC 培地の組成(105.5ml 当たり) 

成 分 量 

Hungate solution A（表 5-2） 17 mL 

Hungate solution B 17 mL 

ルーメン液 15 mL 

0.1%レサズリン（表 5-3） 300 µL 

0.05%へミン（表 5-4） 280 µL 

イーストエクストラクト 50 mg 

トリプチケース 100 mg 

グルコース 100mg 

セロビオース 100mg 

蒸留水 56mL 

Antifoam emulsion（表 5-5） 50uµL 

炭酸水素ナトリウム 500 mg 

L-システイン一塩酸塩(一水和物) 50 mg 

Hungate solution B は K2HPO4 3g を蒸留水で 1 L へメスアップ 
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表 10. 分離株の 16S リボソーム RNA 遺伝子(16S rDNA)の増幅と塩基配列解読に用いたプライ

マーの配列 

プライマー 目的 配列(５’→３’) 文献 

16S 27F 16S rDNA 増幅 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Lane, 1991. 

16S 1544R 16S rDNA 増幅 AGAAAGGAGGTGATCCAGCC Lane, 1991. 

B35 rev 塩基配列解読 GGTATGGGATGAGCTTGC Guettler et al., 1999. 

C01 rev 塩基配列解読 GGTTGCGCTCGTTGCGGG Guettler et al., 1999. 

926f 塩基配列解読 AAACTCAAAGGAATTGACGG Leser et al., 2002. 
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表 11. Ex Taq (TaKaRa)による PCR 反応液組成 

1 反応(20μL)当たり 量(μL) 

テンプレート  1.0 

10X Ex Taq バッファー  2.0 

dNTP Mix  1.6 

16S 27F(20pmol/μL)  0.5 

16S 1544R(20pmol/μL)  0.5 

滅菌 MilliQ 水  14.3 

酵素(Takara ExTaq、0.375unit)  0.1 

合計 20.0 
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表 12．シーケンスのための PCR 反応液精製 

1 反応(7μL)当たり 量(μL) 

PCR 反応液 5.0 

アルカリフォスファターゼ 1.0 

エキソヌクレアーゼ 1.0 

合計 7.0 
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表 13．シーケンス反応の反応液組成 

1 反応(18μL)当たり 量(μL) 

精製 PCR 反応液 1.0 

16S B35 rev(5 pmol/µL) 1.0 

滅菌 MilliQ 水 16.0 

合計 18.0 

 

  



30 

 

表 14. ⽣理食塩水(0.9w/v%) 

成分 量(g) 

NaCl 0.9 

蒸留水で 100mL にメスアップ  
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表 15. EDTA バッファー 

成分 量(g) 

EDTA・2Na 0.18612 

蒸留水で 100mL にメスアップ  
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結果 

1. 分離と培養 

 Shinkai et al. (2009)の方法により、ダチョウ⼤腸内細菌の培養および分離を試みた。その結

果、RF15 セルロース培地Ⅰでろ紙の分解が確認できた試験管の数は 4 本であった。RC 寒天培

地からコロニーをピックアップし、RF15 セルロース培地Ⅱに接種した数は 18 本あり、18 本

の試験管で細菌の増殖が確認できたそのうち 2 本の試験管でろ紙分解が見られた。 

 

2. 16S リボソーム RNA 遺伝子(16S rDNA)配列による分離株の同定 

本研究で分離できた 18 菌株について 16S rDNA の塩基配列を解読した結果、正常に解読で

きた菌株は 10 菌株であった。B35rev によるシーケンス結果からこれらの配列について相同

性検索と系統解析を行った(表 18)。得られた 10 菌株のうち、1 菌株が Bacteroides ovatus と、

４菌株が Bacteroides uniformis と、2 菌株が Enterococcus hirae との 16S rDNA 配列と最も高い

相同性を示し、Bacteroides uniformis においては最も高い相同性(100%)を示した。HNost1002 株

については既知菌種では Ruminococcus bicirculans、HNost1003 および HNost1008 株について

は Clostridium lentocellum との 16SrDNA 配列と最も高い相同性を示したが、それぞれ 92.15%、

96.14%、96.15%と 97.0％よりも低い相同性を示し、新奇性の高い細菌であることが示唆され

た。 

 そこで、これらの 3 菌株と配列の解読できたが同定不能だった HNost1016 株の 16S rDNA 

のほぼ全長を解読した、このうち HNost1016 株の 16S rDNA 全塩基配列を示した(図 6)。これ

らの配列を Blast 検索した結果、相同性が最も高かった既知菌種は HNost1002 株では

Ruminococcus albus と 94.46%、HNost1003 株では Clostridium lentocellum と 96.14%、HNost1008

株では Clostridium lentocellum と 94.63%、HNost1016 株では Clostridium saccharolyticum と

93.56%の相同性を示した(表 19)。また、HNost1003 株および HNost1008 株は同種の細菌であ

った。４菌株とも 97.0％よりも低い相同性を示すことから、新奇の細菌であるとわかった。 

HNost1016 株の 16S rRNA 遺伝子配列を RDPII の Classier で分類したところ、Lachnospiraceae

科の細菌であることがわかった（図 7）。また同遺伝子配列に基づき系統樹を作成したところ、
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Eisenbergiella yati、Eisenbergiella massiliensis および Kineothrix alysoides と比較的近縁である

（図 8）が DDBJ の blast 検索では低い相同性(＜95%)を示した。 

 

3. 細菌増殖における至適 pH 

HNost1016 株の増殖に対する pH の影響を、Kobayashi et al.(2017)の方法をもとに測定した。

吸光度測定の結果から、HNost1016 株は pH6.8～8 で増殖し特に pH8 で最適な増殖を示した

(表 20)。 

 

4. 細菌増殖における至適温度 

 HNost1016 株の増殖に対する温度の影響を測定した。吸光度測定の結果から、HNost1016 株

は 39℃で増殖を示し、その他の温度では増殖を示さなかった(表 21)。 

 

5. 細菌の糖利用性 

HNost1016 株の糖利用性を 16 種類の糖を用いて測定した。吸光度測定の結果から、

HNost1016 株は単糖であるアラビノース、グルコース、マンノース、ラムノース、キシロー

スと二糖であるセロビオース、ラクトース、マルトース、スクロースで増殖を示した(表 22)。

また、ガラクツロン酸、ペクチン、ポリガラクツロン酸といったペクチン関連の糖利用性は

低かった。 

 

6. グラム染色 

HNost1016 株の細胞をグラム染色し顕微鏡で観察した結果、グラム陽性に染色された。 

 

7. 菌体脂肪酸組成分析 

 HNost1016 株の菌体脂肪酸組成を測定した結果、C16:0 を 24.22％、C15:0 anteiso を 8.83％

C18:0 を 8.47％、C18:1 w7c DMA を 6.07％、C18:0 DMA を 5.17％、C14:0 を 4.82％、C16:0 

DMA を 4.47％を含んでいた(表 23)。 
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さらに、HNost1016 株が持つ脂肪酸組成に対し MIDI のデータベースの中で最も類似した

脂肪酸組成を持つ菌種は示されなかった。 

 

8. G+C含量 

 HNost1016株のG+C含量を測定した結果、44.6 (mol%)であった。 

 

9. 全ゲノム解析 

 ゲノムアノテーションの結果(表 24)から、アセンブルされた配列は全部で 3,480,563(bp)、

全体の G+C 含量は 42.9%。また、タンパク質に翻訳されるコーディング領域(CDS)は 3,303

個、rRNA は 8 遺伝子、および tRNA は 55 遺伝子予測された。細菌ゲノム上に 1 カ所ないし

複数箇所に限局して存在する反復配列領域である CRISPR 領域は 1 つ見つかった。 

 更に HNost1016 株と既知の種との ANI (相同値)解析では高い相同性を示す菌種は確認でき

なかった。 
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図 4. PCR による 16S rDNA 断片の検出(菌株) 
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図 5. HNost1016 株から抽出した DNA の検出 
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1 GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGATGTTATGTGAGCGGAGTT 50 

51 AGCTTGCTAATGACAATCTTTTAACATTTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAA 100 

101 CGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGAATAACACTTAGAAATAGGTGC 150 

151 TAAAGCCGCATAAGCGCACAGCTTCGCATGAAGCAGTGTGAAAAACTCCG 200 

201 GTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC 250 

251 CCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATT 300 

301 GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT 350 

351 TGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAAGAAGT 400 

401 ATTTCGGTATGTAAAGCTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGA 450 

451 GTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG 500 

501 GGCAAGCGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGCAGG 550 

551 GCAAGTCTGAAGTGAAAGGCGGGGGCTCAACCCCCGGACTGCTTTGGAAA 600 

601 CTGTCCGGCTGGAGTGCAGGAGAGGTAAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGT 650 

651 GAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGG 700 

701 ACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 750 

751 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCACTAGGTGTCGGGGGTTA 800 

801 ATAAACCTTCGGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGTGATCCACCTGGGGAGT 850 

851 ACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG 900 

901 GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCT 950 

951 TGACATCCCGTTGACCGGTCCGTAATGGGACCTTCTCTTCGGAGCAATGG 1000 

1001 AGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT 1050 

1051 AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTAGCCAGCAGTAAGATG 1100 

1101 GGAACTCTAGAGAGACTGCCGGGGATAACCCGGAGGAAGGTGGGGATGAC 1150 

1151 GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGG 1200 

1201 CGTAAACAAAGGGAAGCGAGAGTGTGAGCTTAAGCAAATCCCAAAAATAA 1250 

1251 CGTCCCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATC 1300 

1301 GCTAGTAATCGCAGATCAGAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG 1350 

1351 TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCGGAAATGCCCGAAGTCGGTGA 1400 

1401 CCCAACCGAAAGGAGGGAGCCGCCGAAGGCAGGTCTGGTAACTGGGGTGA 1450 

1451 AGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCA（1493bp）  

図 6．HNost1016 株の 16S rDNA の全塩基配列 
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図 7. RDPII における Classifier による HNost1016 株の分類 
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図 8. HNost1016 株の 16Sr RNA 遺伝子配列に基づく系統樹 
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表 16. RF15 セルロース培地Ⅱで細菌の⽣育が確認された数 

 RF15 セルロース培地Ⅱ 

ピックアップしたコロニー 18 

細菌増殖が確認できた試験管数 18 

ろ紙分解が確認できた試験管数 2 
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表 17. 分離した菌株の 16SrRNA 配列の相同性検索の結果 

菌株名 菌種名 相同性（%） 

HNost1001 読めていない  

HNost1002 Ruminococcus bicirculans 92.15 

HNost1003 Clostridium lentocellum 96.14 

HNost1004 読めていない  

HNost1005 Enterococcus hirae 99.78 

HNost1006 Enterococcus hirae 99.38 

HNost1007 読めていない  

HNost1008 Clostridium lentocellum 96.15 

HNost1009 読めていない  

HNost1010 Bacteroides uniformis 100.00 

HNost1011 Bacteroides uniformis 100.00 

HNost1012 Bacteroides ovatus 99.58 

HNost1013 読めていない  

HNost1014 読めていない  

HNost1015 読めていない  

HNost1016 読めているが同定不能  

HNost1017 Bacteroides uniformis 100.00 

HNost1018 Bacteroides uniformis 100.00 
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表 18. 表 15 の新奇性の高い 4 菌株の 16S rDNA 配列全長の相同性検索の結果 

菌株名 菌種名 相同性（%） 

HNost1002 Ruminococcus albus 94.46 

HNost1003 Clostridium lentocellum 93.73 

HNost1008 Clostridium lentocellum 94.63 

HNost1016 Clostridium saccharolyticum 93.56 
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表 19.  HNost1016 株の増殖至適 pH 

pH  増殖 

2  － 

4  － 

6.8  ＋ 

8  ＋ 

11  － 
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表 20.  HNost1016 株の増殖至適温度 

温度(℃)  増殖 

10  － 

20  － 

30  － 

39  ＋ 

50  － 
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表 21.  HNost1016 株の増殖至適 pH 

糖 増殖 

アラビノース ＋ 

セロビオース ＋ 

ガラクツロン酸 － 

ポリガラクツロン酸 － 

グルシトール － 

グルコース ＋ 

ラクトース ＋ 

マルトース ＋ 

マンニトール － 

マンノース ＋ 

ペクチン － 

ラムノース ＋ 

リボース － 

スクロース ＋ 

トレハロース － 

キシロース ＋ 
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表 22. HNost1016株の菌体脂肪酸組成 

脂肪酸 割合(%) 

C16:0 24.22 

C15:0 anteiso 8.83 

C18:0 8.47 

C18:1 w7c DMA 6.07 

C18:0 DMA 5.17 

C14:0 4.82 

C16:0 DMA 4.47 

UN 16.107 4.27 

C15:0 3.50 

C15:0 iso 2.98 

Sum In Feature 13 2.76 

C16:0 3OH 2.62 

Sum In Feature 10 2.20 

C16:0 iso 2.12 

C17:0 2.00 

Sum In Feature 11 1.71 

C17:0 anteiso 1.56 

C17:0 anteiso DMA 1.20 

C15:0 iso DMA 1.13 

C16:1 w7c DMA 1.11 

C14:0 DMA 0.98 

C17:0 iso 0.84 

C16:1 w7c 0.82 

C18:1 w9c 0.76 

Sum In Feature 8 0.59 

Sum In Feature 5 0.50 

C17:0 DMA 0.48 

C16:0 aldehyde 0.42 

Sum In Feature 12 0.39 

C18:1 w9c DMA 0.38 

C17:0 3OH 0.38 

UN 17.103 0.31 

C20:0 0.29 

C17:1 w6c 0.23 

Sum In Feature 3 0.14 

Sum In Feature 4 0.13 
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Sum In Feature 1 0.13 

C18:2 w6,9c 0.12 

C18:1 at 17.254 DMA 0.12 

C16:1 w5c 0.10 

C18:1 w5c 0.09 

C13:0 iso 0.09 

C13:0 anteiso 0.09 

C13:0 0.08 

c12:0 0.07 

C19:0 cyclo 9,10 DMA 0.06 

C14:1 w7c DMA 0.06 

C13:0 iso 3OH 0.06 

Sum In Feature 6 0.04 

Sum In Feature 2 0.03 

C11:0 DMA 0.03 

 

  
UN：Unknow 

 

MIDI 法において脂肪酸種の特定ができない脂肪酸については、その分解物等の

ピークを含めた合計を Summed Feature として表記した。 

Calculation Method MOORE6 では、Summed Feature は以下のとおり。 

Summed Feature 1：C13:1 at 12-13、C14:0 aldehyde と C11:1 2OH 

Summed Feature 2：C12:0 3OH と C13:0 DMA 

Summed Feature 3：C15:0 ISO aldehyde と unknown 13.570 

Summed Feature 4：unknown 14.762、C15:2 FA、C15:2 と C15:1ω8c 

Summed Feature 5：C15:0 DMA と C14:0 3OH 

Summed Feature 6：C15:0 anteiso 3OH と C16:1ω9c DMA 

Summed Feature 7：C17:2 at 16,760 と C17:1ω9c 

Summed Feature 8：C17:1ω8c と C17:2 at 16.801 

Summed Feature 9：C16:0 iso 3OH と unknown 17.157 DMA 

Summed Feature 10：C18:1ω7c と unknown 17.834 

Summed Feature 11：C17:0 iso 3OH と C18:2 DMA 

Summed Feature 12：unknown 18.622 と C19:0 iso 

Summed Feature 13： C15:0 anteiso DMA と 14:0 2OH 
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表 23. HNost1016 株の全ゲノム解析結果 

総塩基数(bp)  3,480,563 

配列数  1 

G+C 含量(%)  42.9% 

N50   3,480,563 

Gap Ratio (%)   0.0% 

No. of CDSs   3,303 

No. of rRNA   8 

No. of tRNA   55 

No. of CRISPRS   1 

Coding Ratio (%)  89.9% 
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考察 

今回の研究では、ダチョウ糞から 18 菌株が分離された。さらに、16S rDNA の塩基配列が正常

に解読された 10 菌株から相同値が 97％未満であった４菌株の 16S rDNA の全長を解読した。16S 

rDNA 全長解読の結果より、最も相同値が低かった HNost1016 株を選び、さらに特徴付けと全ゲ

ノム解析を行った。同定および系統樹の結果では HNost1016 株は、E. yati、E. massiliensis および

K. alysoides を近縁種とし、Lachonospiraceae 科に属していた。Lachonospiraceae 科の細菌は哺乳類、

特に反芻動物とヒトにおける消化管細菌叢で主要な細菌群の一つであるクロストリジウム綱に属

する(Meehan et al.,2014)。また、Lachonospiraceae 科はグラム陽性、中温性、偏性嫌気性、低 G+C

含量および炭水化物による発酵性増殖の⽣理学的特性を持つ(Kusada et al.,2017)。ここで、

HNost1016 株の⽣理学的特性の結果と比較すると、グラム陽性、中温性、偏性嫌気性、42.9%の G+C

含量および糖を利用した増殖(アラビノース、セロビオース、グルコース、ラクトース、マルトー

ス、マンノース、ラムノース、スクロース、キシロース)において、一般的な Lachonospiraceae 科

細菌の特性と一致している。増殖至適 pH において HNost1016 株は pH6.8～8 で増殖した。特に

pH8 の培地で pH6.8 の培地と比べ細菌増殖速度が高く、pH8 の培地で最適な増殖を示した。しか

し、Matsui et al.(2010b)の報告によると、ダチョウの盲腸内 pH は pH 6.9～7 であることから、ダチ

ョウの盲腸内は HNost1016 株の増殖に最も適した環境ではないと考えられる。HNost1016 株と最

も近縁な菌種である K. alysoides (Haas et al.,2017)、(図 8)との特性を比較すると、糖の利用性につ

いては 8 種の糖(アラビノース、セロビオース、グルコース、ラクトース、マルトース、マンノー

ス、スクロース、キシロース)において共通した糖利用性を示したが、ラムノースのみ 1016 株が

利用することができた。また、K. alysoides がポリガラクツロン酸を利用できるのに対して、

HNost1016 株はガラクツロン酸、ポリガラクツロン酸、ペクチンの利用性が低く、ペクチン関連

糖を分解する能力が低いと考えられる。全ゲノム解析の比較において、K. alysoides がゲノムの長

さ 4,676,087 bp、42.74％の DNA G + C 含量、4,176 個の CDS、87 個の RNA 遺伝子、2 つの CRISPR

領域をもつのに対して HNost1016 株はゲノムサイズが小さく(3,480,563 bp)、CDS、RNA 遺伝子お

よび CRISPR の数が少なかったが、DNA G+C 含量については約 43％と類似していた。DDBJ の

blast 検索で HNost1016 株と K. alysoides との相同性をしらべると 95％未満の低い相同性を示した。
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このことから、HNost1016 株が K. alysoides と遺伝的および表現型的に異なる菌種と考えられる。

菌体脂肪酸組成について、HNost1016 株の主要な脂肪酸はヘキサデカン酸(C16:0)、anteiso ペンタ

デカン酸(C15:0 anteiso)およびオクタデカン酸(C18:0)だったが、HNost1016 株の脂肪酸組成に対し

MIDI のデータベースの中で最も類似した脂肪酸組成を持つ菌種は示されなかった。だだし、

C16:0 は近縁種である E. yati、E. massiliensis および K. alysoides も同様に C16:0 を主成分としてい

た(Haas et al., 2017; Togo et al., 2018)。 

今回の実験でダチョウの新鮮糞から新奇バクテリアの分離を試みたところ HNost1016 株が分離

された。HNost1016 株は Lachnospiraceae 科のバクテリアの特徴を備えているが、比較的近縁な E. 

yati、E. massiliensis および K. alysoides との相同性の低さ(＜95％)から Lachnospiraceae 科の新奇性

の高いバクテリアであると考えられる。 

これまでにダチョウ盲腸内容物中の細菌叢の群集構造の解析を 16S リボソーム RNA 遺伝子(16S 

rDNA)クローンライブラリー法により行ってきた（Matsui et al., 2010b）。この研究から、本実験で

は繊維分解能を持つ Fibrobacter 属の未分類の菌種の分離が期待されていたが残念ながら分離され

ず、代わりに HNost1016 株を含め 3 種の新奇細菌と考えられる菌株が分離された。このことから、

ダチョウ消化管細菌叢にはまだ未分類の細菌が存在していると⼤いに考えられる。Fibrobacter 属

未知菌種の分離が成功しなかった理由として、培養基質を含め、培地の成分や培養条件が未知菌

種の増殖に適していなかったことが考えられる。特に今後、培地の成分や、培養の条件に関する

検討が必要である。Fibrobacter 属はグラム陰性細菌である。そこで、グラム陽性細菌に対して抗

菌作用を示すモネンシンを添加した培地を用いることで、グラム陽性細菌の増殖を抑制でき、

Fibrobacter 属の未知菌種分離の確率が高まると考えられる。今後は、Fibrobacter 属を含め他にも

機能的に重要な細菌を分離および同定するための努力が必要である。 
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要約 

ダチョウは鳥類にも関わらず結腸が長く、後腸発酵動物の消化管の特徴を備え、盲腸や結腸に

はウマなどと同様に多種多様の微⽣物が高密度で存在している。これまで、本研究室ではダチョ

ウ盲腸内細菌叢の群集構造解析を 16S rRNA 遺伝子(16S rDNA)クローンライブラリー法により行

い、多数の未知菌種が存在することを明らかにした。ダチョウの消化管から未知菌種を分離し、

その特徴づけを行うことでダチョウ⼤腸内細菌の宿主に対する役割を知ることができる。そこ

で、本研究ではダチョウ糞より未知菌種を分離・培養し、その特徴付を行うことを目的とした。

雄ダチョウ 3 羽を供試動物として用い、ダチョウの新鮮糞からバクテリアの分離を行った。分離

したバクテリアから DNA を抽出し、16S rDNA 配列による分離株の同定を行った結果、

HNost1002 株、HNost1003 株、HNost1008 株および HNost1016 株の４菌株３種の新奇バクテリア

を分離することができた。次に、分離された新奇バクテリアのうち HNost1016 株の 16S rDNA 配

列を RDP II の Classier で分類したところ、Lachnospiraceae 科の細菌であることがわかった。また

同遺伝子配列に基づき系統樹を作成したところ、Eisenbergiella yati、Eisenbergiella massiliensis お

よび Kineothrix alysoides と比較的近縁関係にあった。HNost1016 株は 9 種の糖(グルコース、セロ

ビオース、スクロース、キシロース、マンノース、アラビノース、ラクトース、ラムノース、マ

ルトース)を利用でき、培養温度 39℃を最適温度、pH6.8～8 を最適 pH として増殖を示した。

HNost1016 株は Lachnospiraceae 科のバクテリアの特徴を備えているが、新奇性の高いバクテリア

であると考えられた。 
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取の許可をいただき、感謝いたします。塩基配列のシークエンスを行うにあたり、本学⽣命科

学研究⽀援センター・遺伝子実験施設のサービスを利用させていただきました。深く感謝いた

します。 

また、同時期研究室に配属になった 4 年⽣の西田幸平君、國岡せりさん、武藤美南さん、藤

田美来さんにはいつも研究室の雰囲気を明るくしてくれました。心より感謝いたします。あり

がとうございました。 


