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研究成果の概要（和文）：種特異的腸内細菌を用いた新規な採食エンリッチメント法の確立をめざし、ゴリラ特
異的乳酸菌の機能解析を行なった。
飼育・野生ニシローランドゴリラおよび野生マウンテンゴリラ由来Lactobacillus gorillae株では、野生マウン
テンゴリラ由来株が最も多様な炭素源を分解し、かつ病原性細菌に対する抗菌活性も最も高いということが明ら
かとなった。本研究によって希少種であるゴリラの飼育現場で安全に採食エンリッチメントを行うためのプロバ
イオティクスとしての、野生マウンテンゴリラ由来L. gorillae株の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aims to establish new feeding enrichment for captive gorillas 
using gorilla specific lactic acid bacteria as probiotics that efficiently degrade their native 
food.
We analyzed the biochemical characteristics and antimicrobial activities of gorilla-specific lactic 
acid bacteria, Lactobacillus gorillae, from captive and wild western lowland gorillas and wild 
mountain gorillas. The strains from wild mountain gorillas could degrade most various kind of 
carbohydrate including D-xylose and cellobiose constitute hemicelluloses and cellulose of the cell 
walls of plants. Furthermore, the antimicrobial activities of the strains from wild mountain 
gorillas and western lowland gorillas were significantly higher than those of the strains from 
captive western lowland gorillas. These results suggest the strains of L. gorillae from wild 
mountain gorillas are most beneficial strains for probiotics using on the field in captivity.

研究分野： 腸内細菌学

キーワード： 共生腸内細菌　乳酸菌　プロバイオティクス　採食エンリッチメント　野生動物
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１．研究開始当初の背景 
	 近年の動物園には、動物の展示のほかに絶
滅の危険がある希少動物の維持と増殖も期
待されるようになった。「環境エンリッチメ
ント」とは、動物福祉の観点から飼育される
動物の欲求を満たすように環境を改善し、健
康の維持と繁殖成績の向上を促す飼育技術
である。採食品目についても、人間の食べる
作物の給与に起因する口腔など消化器の障
害を防ぐために、野生下での採食物を給与す
るなどの試みがなされている。一方、野生の
植物には難消化性成分や、反栄養成分が多く
含まれており、逆に消化不良や中毒による消
化器症状を誘発する危険もある。飼育下と野
生下では腸内細菌の構成が大きく異なるこ
とが知られており、人工環境による腸内細菌
の交代が、環境エンリッチメント実践の障害
となっている可能性が高いと考えられる。採
食エンリッチメント技術に、野生下の採食物
の給与を取り入れる場合、飼育下で消失して
しまった野生の腸内細菌をプロバイオティ
クスとして給与することが対応策として有
効であると期待される。申請者は、これまで
アフリカにおける野生ゴリラやチンパンジ
ーの腸内細菌研究に参加し、これらの動物に
特異的な新種乳酸菌の分離に成功してきた。
これら分離株の機能評価を行い、飼育霊長類
とくに絶滅の危険の高いゴリラやチンパン
ジーを対象としたプロバイオティクスへの
応用可能性を明らかにすることを目的とし
た本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
	 動物園では、動物福祉の観点から生活環境
を改善する「環境エンリッチメント」という
実践方策がとられており、とくに希少動物の
維持と増殖への貢献が期待されている。草食
動物の飼育では、採食エンリッチメントとし
て野生下の採食品目である木本の枝葉等を
使用するが、こうした「野生」の飼料には、
リグニン等の難消化性成分や、防御物質のタ
ンニンや配糖体などの反栄養成分が含まれ
ており、飼育下の動物に消化不良や中毒によ
る下痢を誘発する危険がある。本研究ではも
ともと動物と固有の共生関係を結んで無毒
化や消化率向上をもたらす腸内細菌を特定
し、それらをプロバイオティクスとして投与
することによって、野生の状態で採食する品
目も飼育下で安全に与えることができるよ
うにする新規な採食エンリッチメント法の
確立をめざすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）乳酸菌の単離・同定 
申請者がすでに単離している乳酸菌株に

加え、さらに多くの野生由来分離株を確保す
ることを目指し、ウガンダ共和国のブウィン
ディ原生国立公園に生息するマウンテンゴ
リラ（Gorilla	gorilla	beringei）及びガボ
ン共和国のムカラバ・ドゥドゥ国立公園に生

息するニシローランドゴリラ（Gorilla	
gorilla	gorilla）から乳酸菌選択培地（BS
血液加寒天培地および MRS 寒天培地）を用
い て 、 乳 酸 菌 （ Bifidobacterium 及 び
Lactobacillus）を分離した。分離株より DNA
を抽出し、16S	rRNA 遺伝子配列の系統解析に
より、乳酸菌種の同定を行なった。	
	

（2）乳酸菌の生理性状試験	
	 API	50CH に分離乳酸菌株を接種し、37	℃
で 48 時間、嫌気培養した後、49 種類の炭素
源に対する発酵能を確認した。また、API	ZYM
に分離乳酸菌株を接種し、37	℃で 4 時間、
嫌気培養した後、19 種類の酵素活性の有無を
確認した。乳酸菌の系統分類において重要な
性状である NaCl 耐性は、嫌気 MRS 液体培地
に NaCl を 6.5	%,	8.0	%,	10	%となるように
加え、37	℃で 7 日間培養後、分光光度計を
用いて増殖性（630nm における濁度）によっ
て評価した。	
	
(3)病原性細菌に対する抗菌活性	
	 分 離乳酸菌株の腸管出血性大腸菌
(Enterohemorrhagic	 Escherichia	 coli;	
EHEC)に対する抗菌活性を、寒天ウェル法を
用いて評価した。Mcfarland	NO.0.5 に調整し
た EHEC をミュラーヒントン寒天培地に接種
した後、コルクボーラーで穴をあけた。MRS
液体培地を用いて、分離乳酸菌株を 37	℃で
48 時間培養したのち、遠心分離を行い（12000	
rpm,	10 分,	4℃）、培養上清を得た。得られ
た培養上清を、a)pH 未調整、b)pH 調整（NaOH
を用いて pH	7.0 に調整）の 2 つに分け、そ
れぞれを各 75	ul ずつ培地にあけた穴に分注
した。その後、37℃で 18 時間、好気培養を
行い、培養上清を分注した穴の周りにできた
阻止円（mm）を測定し、抗菌活性として評価
した。	
	
４．研究成果	
（1）乳酸菌の単離・同定 
16S	rRNA遺伝子の系統解析による菌種同定の
結果、京都市動物園、東山動物園の飼育ニシ
ローランドゴリラおよび、ガボン共和国の野
生ニシローランドゴリラ、ウガンダ共和国の
野生マウンテンゴリラは、共通して
Lactobacillus	 fermentum に 近 縁 な L.	
reuteri	phylogenic	cluster に属する L.	
gorillae を有することが明らかとなった。ニ
シローランド由来株とマウンテンゴリラ由
来株では、同種内でわずかに 16S	rRNA 遺伝
子配列が異なっており、各亜種間（ニシロー
ランドゴリラおよびマウンテンゴリラ）で独
自のクラスターを形成することも確認され
た（図 1）。本菌種は「ゴリラ」という動物種
と固有の共生関係を結んでいることから、
「おなかエンリッチメント」に使用するプロ
バイオティクス候補菌種として選抜し、（2）
（3）の試験に供試した。	
	



図 1.	16S	rRNA 遺伝子による分離乳酸菌株の	 	 	
系統樹（NJ 法）	

	
（2）乳酸菌の生理性状試験	
	 49 種類の炭素源のうち、Dキシロース、ア
ルブチン、エスクリン、サリシン、セロビオ
ース、ラクトース、トレハロース、グルコネ
ート、2-keto-グルコネートに対する発酵能
で、分離乳酸菌株間による差異が確認された。
さらに野生由来株で、植物に含まれる難消化
性成分や、反栄養成分である D キシロース、
アルブチン、サリシン、セロビオースに対す
る発酵能を持つ株が多いということが明ら
かとなった。特に、野生マウンテンゴリラ由
来株では、すべての分離株で上記基質を分解
することが確認された（表 1）。NaCl 耐性試
験では、6.5	%	NaCl にはすべての分離株が耐
性を示したが、10	%	NaCl 下においてはすべ
ての分離株で発育が確認できなかった。8.0	%	
NaCl 下においては、すべての飼育由来株で発
育が確認されたのに対し、野生由来株はすべ
て発育が確認されなかった(表 1)。	

表 1.分離乳酸菌株の生理性状	
	

(3)病原性細菌に対する抗菌活性	

	 分離乳酸菌全株で、pH 調整培養上清（pH	
7.0）が EHEC に対して抗菌活性（mm）を持つ
ことが明らかとなった。また、分離乳酸菌株
を分離源ごと（飼育ニシローランドゴリラ由
来株：CM,	野生ニシローランドゴリラ：WW,	
野生マウンテンゴリラ：WM）に群を分けて、
各群の抗菌活性を比較したところ、野生ニシ
ローランドゴリラおよびマウンテンゴリラ
由来乳酸菌株は、飼育ニシローランドゴリラ

よりも有意に抗菌活性が高いことが明らか

となった（P	<	0.01）（図 2）。	
図 2.分離乳酸菌株の病原性に対する	

抗菌活性(mm)	
	
(4)プロバイオティクス候補菌の選抜	
	 （1）（2）（3）の結果より、より多くの炭
素源を分解し、病原性細菌に対して抗菌活性
を持つことから、野生マウンテンゴリラ由来
L.	gorillae 株が「おなかエンリッチメント」
に使用するプロバイオティクスとして最も
有効であると考えられた。 
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