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第 1 章  

飼育がイルカの腸内細菌叢に与える影響の評価  

 

動物園や水族館などの飼育施設は，動物の本来の生息地とは大きく異な

る環境である．これまで霊長類（Clayton et al. 2016）や鳥類（Ushida et al. 

2015），爬虫類（Sandri et al. 2020）など様々な生物種において，飼育下での

食餌内容の違い，抗生物質やビタミン剤の使用，飼育員との接触が腸内細

菌叢に変化を与えることが報告されている．海生哺乳類に関しては，海牛

類であるジュゴン Dugong dugon（Eigeland et al. 2012）や鰭脚類（Delport et 

al. 2016）において，抗生物質の投与により糞便内細菌種数が低下し，多様

性の乏しい餌内容が細菌叢の多様性の低下を引き起こすと報告されている．

したがって，鯨類においても飼育下に置かれることで細菌種数や多様性の

減少などにより細菌叢が撹乱され，腸内環境の健康が脅かされることが懸

念される．しかし，これまで鯨類において，飼育が細菌叢に与える影響は

調べられてこなかった．その理由としては，比較対象とすべき野生下鯨類

の糞便採取は困難であり，漂着個体の糞便が使用されることが必然的に多

くなるが，このような試料は鮮度が定かでなく，健常時の細菌叢を反映し

ているかの判断が困難であることが考えられる．  

東京都御蔵島ではこれまで 20 年以上に渡りミナミバンドウイルカ

（Tursiops aduncus）の個体識別調査が行われており（Tsuji et al. 2017），年

齢や性別などの生体情報が特定できる野生個体から非侵襲的に糞便試料を
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採取することが可能である．ミナミバンドウイルカを飼育している施設も

あることから，野生および飼育下イルカ腸内細菌叢を比較することができ

る．また，同種はバンドウイルカと最も近縁な種であり（Wang et al. 1999; 

Wang et al. 2000），バンドウイルカを対象とした本研究の代替モデルとして

適している．  

そこで本章では，野生および飼育下ミナミバンドウイルカを対象として

腸内細菌叢を比較することにより，飼育がイルカの腸内細菌叢に与える影

響を明らかにした．また，水中で採取された糞便が野生個体の腸内細菌叢

解析に有用であるかを検証するため，糞便試料への海水中細菌の混在の程

度を評価した．  

 

材料および方法  

 

検体採取  

野生個体の糞便は，2017 年 6 月から 10 月の間に御蔵島周辺での個体識

別調査中に採取した（表 2.1）．具体的には，まず，イルカの群れを発見し

た後，ボートで群れに近づいて潜水した．個体からの排泄を確認したら，

糞便が海中で離散する前に素早く 50 ml コニカルチューブもしくはプラス

チックチューブで採取し，直ちに糞便の固形部分が残るように海水を取り

除いた．船上で冷蔵保存し，上陸した後に冷凍庫で凍結して大学に送付し，

実験に供するまで−30℃で保存した．また，採取後に糞便がチューブ内で崩
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れ，固形部分が得られないような検体に関しては（図 2.1），0.22μm メンブ

レンフィルター（Merck Millipore, MA, USA）で濾過し，菌体を回収したも

のを実験に供した．  

御蔵島周辺の海水を 2 地点（33°53’42.2’’N, 139°35’17.0’’E；33°53’52.0’’N, 

139°35’26.0’’E）で採取した．海水 500 ml を滅菌済みプラスチックボトルで

採取し，全量を 0.22μm 孔径フィルターユニット（Sterivex filter unit; Merck 

Millipore）で濾過して菌体を回収した．フィルターユニットに 2 ml の

RNAlater（Sigma-Aldrich, MO, USA）を加え，実験に供するまで 4℃で保存

した．  

飼育下個体の糞便は，2017 年 6 月 10 日と 11 日に海洋博公園（沖縄県国

頭郡）において，健康かつ糞便採取から 2 週間以内に抗生物質が投与され

ていない 4 個体から糞便を採取した（表 2.1）．飼育員の合図により，イル

カを仰向けにさせて尾鰭を保定してプール水面で肛門が見える状態にし，

シリンジ付きカテーテルを肛門入り口から約 30cm 挿入して糞便を吸い上

げた．直ちにコニカルチューブに糞便を移して凍結し，実験に供するまで−

30℃で保存した．この作業は日常的なイルカ健康管理である体温測定の作

業に続けて行われた．同施設のプール水はポリエステル繊維と珪砂で濾過

れている．また，イルカにはサバ（Scomber japonicus），トビウオ（Cypselurus 

agoo），シシャモ（Spirinchus lanceolatus）が給餌されていた．  
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DNA 抽出  

糞便試料に含まれる細菌の DNA はビーズ破砕・フェノールクロロホルム

法により抽出した．まず，PCR 反応阻害物質を取り除くため，100μl の糞便

試料に 900μlのリン酸緩衝食塩水を加えてボルテックスで良く混和した後，

10,000×g で 1 分間遠心操作し，上清を取り除いてペレットを得た．この操

作を 2 回繰り返した．得られたペレットに 700 μl の抽出液［ buffer RLT

（Qiagen, Hilden, Germany） : 99% 2-mercaptoethanol（FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Osaka, Japan）  = 100 : 1］と薬さじ一杯程の 0.5 mmΦ

ガラスビーズ（TOMY SEIKO, Tokyo, Japan）を加え，Micro Smash MS-100R

（TOMY SEIKO）を用いて 4,600 rpm，1 分間の条件で菌体を破砕した．破

砕した菌体に 700 μl のフェノール :クロロホルム :イソアミルアルコール

（PCI, 25:24:1）（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を加え，数回転倒混和し，

16,000×g で 3 分間遠心操作した．新しい 1.5 ml チューブに 500 μl の上清を

移し，同量の PCI を加え，数回転倒混和し，再び 16,000×g で 3 分間遠心操

作した．新しい 1.5 ml チューブに 300 μl の上清を移し，30 μl の酢酸ナトリ

ウム，3 μl のエタチンメイト（Nippon Gene, Tokyo, Japan），750 μl の 99%エ

タノールを加え，ボルテックスで良く混和した．凝集した DNA を確認した

後，20,000×g で 3 分間遠心操作し，上清を取り除いた後，1 ml の 70%エタ

ノールを加え，ボルテックスで良く混和し，再び 20,000×g で 3 分間遠心操

作した．上清を丁寧に取り除き，DNA のペレットを風乾させた後，50 μl の

Buffer AE（Qiagen）で溶出した．  
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海水試料からの DNA 抽出は Miya et al.（2015）を参考に行なった．その

後フィルターユニット内に 200 μl の 0.1×TE［10 mM Tris-HCl（pH 8.0），1 

mM EDTA］と 100 μl の 10% TritonX-100（MP Biomedicals, CA, USA）を加

え，攪拌しながら 37℃で 30 分間インキュベートした．その後，25 μl の 20 

mg/ml ProteinaseK（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）と 100 μl の

DNeasy Blood and Tissue kit（Qiagen）に付属の Buffer AL を加え，攪拌しな

がら 56℃で 45 分間インキュベートした．次にフィルターユニットを 50 ml

コニカルチューブに入れ，2,000×g で 30 秒間遠心操作をすることによりフ

ィルターユニットからチューブ内に溶液を溶出させた．新しい 1.5 ml チュ

ーブに 400 μl の溶出液を移し，200 μl の 99%エタノールを加え，ボルテッ

クスで良く混和した．混合液は DNeasy Blood and Tissue kit 付属の DNeasy 

Mini Spin Column で添付の説明書に従い精製し，DNA は 50 μl の Buffer AE

（Qiagen）で溶出した．  

DNA の濃度は NanoDrop ND-2000 spectrophotometer（Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA）を用いて測定した．全ての試料の DNA 濃度を 10 ng/μl

に調整し，次項の PCR 増幅に用いた．  

 

PCR 増幅  

既 報 の プ ラ イ マ ー （ Bakt_341F: 5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’, 

Bakt_805R: 5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’;（Herlemann et al. 2011））

と濃度調整をしたイルカ糞便／海水由来の菌体の DNA 溶液を用いて，細菌
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の 16S rRNA 領域内の 2 つの可変領域（V3−V4）を含む 460 bp を増幅した．

PCR 反応液組成は，0.5 μl の各プライマー（10 pmol/μl），2.5 μl の 10×PCR 

buffer for Blend Taq（Toyobo, Osaka, Japan），2.5 μl の dNTPs，0.25 μl の Blend 

Taq Plus（Toyobo），1 μl の DNA，17.75 μl の超純水で全量 25 μl とした．反

応条件は，94℃で 2 分間の熱変性の後，94℃で 30 秒の熱変性，55℃で 30

秒のアニーリング，72℃で 30 秒の伸長反応を 30 回繰り返した．  

PCR 増幅産物は 1.5%アガロースゲルを用いて 50V で 1 時間電気泳動し，

LED 照射により増幅の有無を確認した．増幅産物は Wizard SV Gel and PCR 

clean up system（Promega, WI, USA）を用いて指定の説明書に従い精製した．  

 

ライブラリ調整と次世代シーケンサーMiseq による配列取得  

Iluumina Miseq desktop sequencer（ Illumina, CA, USA）を用いた配列取得

のため，NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina（New England 

Biolabs, MA, USA）と NEBNext Multiplex Oligos（New England Biolabs）を

用いて，精製された PCR 増幅産物にアダプター配列および各試料の認識配

列であるインデックス配列を付加した．ライブラリの品質は Agilent 2200 

Tape Station と Agilent D1000 ScreenTape（Agilent Technologies, CA, USA）を

用いて確認した．また，各ライブラリの濃度を Quantus Fluorometer（Promega）

を用いて測定し，それぞれから 1.5 ng の DNA を取って混合し，ライブラ

リ混合液を作成した．Quantus Fluorometer（Promega）を用いて混合液の濃

度を測定し，1ng/μl あたりの分子量を 2.5 nM として混合液の分子量を算出
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した．Hybridization buffer（ Illumina）を用いて混合液を 6 pmol/μl に希釈し，

これに PhiX Control v3（12.5 pmol/μl）を 10%の濃度になるように添加した

ものをシーケンサーにアプライした．塩基配列は Miseq Reagent Nano kit v2 

kit（ Illumina）を用いて 250 bp のペアエンドリードシーケンスで取得した．  

 

配列処理  

Miseq から得られた .fastq 配列データは，RStudio ver. 1.4.1717 に導入した

Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2（DADA2）を用いて処理し，amplicon 

sequence variant（ ASV） を 作 成 し た （ Callahan et al. 2016）． ま ず ，

plotQualityProfile コ マ ン ド で 配 列 の ク オ リ テ ィ を 確 認 し た ． 次 に

filterAndTrim コマンドで配列のフィルタリングとトリミングを行なった．

すなわち，truncLen=c（240,240）でフォワードおよびリバースリードの，ク

オリティスコアが 30 未満の末端 10 bp を， trimLeft=c（17,21）で各プライ

マー配列をそれぞれ削除した．配列中の許容可能な N 数は maxN=0 により

0 個とした．その他の設定は標準値を採用した．次に，mergePairs コマンド

でフォワードおよびリバースリードをマージした．マージ後の配列の塩基

数を makeSequenceTable コマンドで確認し， seqtab コマンドで 400 bp 未満

の配列を除去した．残された配列から removeBimeraDenovo コマンドでキメ

ラ配列を除去し，最終的な ASV を取得した．得られた各 ASV は，

assignTaxonomy コマンドにより SILVA ver.132 データベースに対して細菌門

から細菌属までの同定に供した．その後，vegan ver. 2.5.7（Oksanen et al. 



 8 
 

2020）の rrarefy コマンドを用いて，最もリード数の少ない検体に合わせた

abundance-base でのリードリサンプリングを行なった．リサンプリング後の

カバレッジは iNEXT ver. 2.0.20（Hsieh et al. 2016）により算出した．  

 

データ解析  

本項の解析は，特に明記しない限り全て RStudio ver. 1.4.1717 を用いて行

なった．野生下および飼育下個体から検出された各細菌門の検出割合は，

Mann–Whitney U 検定により平均値の差の有無を比較した．Web ツール

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）を用いて，各群でそれぞ

れ特異的に検出された細菌属および共通して検出された細菌属を特定した．

着目した ASVの配列を GenBankデータベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

に対して Basic local alignment search tool（BLAST）にかけ，相同性検索を

行なった．  

β 多様性として，野生下と飼育下個体，および野生下個体と海水の ASV

レベルでの細菌叢組成の類似度は，Bray–Curtis 非類似度指数（Bray and 

Curtis 1957）による非計量多次元尺度法（Nonmetric multidimensional scaling 

（nMDS），（Guttman 1968））により算出し，ggplot2 ver. 3.3.5（Wilkinson 2011）

により視覚化した．また，各群間の比較は Bray–Curtis 非類似度指数（Bray 

and Curtis 1957）を用いた順列多変量分散分析（Permutational multivariate 

analysis of variance;（PERMANOVA），（Anderson 2014））により行なった．

PAST ver. 4.03 ソフトウェア（Hammer et al. 2001）の Similarity percentage 
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（SIMPER）解析を用いて，群間での細菌叢組成の差異に最も寄与している

細菌属を特定した．  

細菌叢の多様性は，種の豊富さ（ species richness）と均衡度（ evenness）

の 2 つの要素から説明される．そこで α 多様性として細菌種数の豊富さを

示す Chao1, 均衡度の指数である Evenness，種の豊富さと均衡度の両方を考

慮した Shannon と Simpson を vegan ver. 2.5.7（Oksanen et al. 2020）および

microbiome ver. 3.14（Lahti and Shetty 2018）を用いてそれぞれ算出した．群

間での比較は Mann–Whitney U 検定により行なった．  

野生個体の糞便への海水中の細菌の混在の程度は，まず上述と同様に

nMDS 解析と PERMANOVA 解析により両群の ASV レベルでの細菌叢組成

の差異を検討することに加えて，野生個体で 0.1%以上検出された主要細菌

属の海水中での検出割合をそれぞれ比較することで評価した．それぞれの

検出割合を pheatmap ver. 1.0.12（Kolde 2019）を用いてヒートマップで表し

た．  

全ての検定処理において，  p < 0.05 を有意差ありとした．  

 

結果  

 

配列および ASV 取得結果  

DADA2 を用いたフィルタリングとトリミングの結果，合計 467,454 の高

クオリティリードが得られた．野生個体では 19,698±3,771（平均±標準偏
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差）リード，飼育下個体からは平均 33,846±15,078 リード，海水 2 試料か

らは平均 77,396 リードをそれぞれ取得した．リード数の最も少ない 16,227

リードに合わせリードリサンプリングを行なった後のカバレッジは 98.2−

99.4%であり，以降の解析に用いるには充分なリード数であった．得られた

合計 ASV 数は合計 1,078 個であり，野生個体では平均 175±10（平均±標

準偏差）個，飼育個体からは平均 114±16 個，海水試料からは平均 809±14 

個の ASV がそれぞれ得られた．  

 

野生下および飼育下個体の細菌叢の比較  

細菌叢組成の比較  

野生個体からは合計 12 門が検出され，Proteobacteria（平均  ± 標準偏差；

47.8 ± 10.6%），Fusobacteria（41.8 ± 12.8%），Firmicutes（5.9 ± 5.8%），およ

び Tenericutes（4.2± 2.3%）が優占門であった．一方，飼育下個体からは合

計 11 門が検出され，Firmicutes（60.2 ± 23.6%）と Fusobacteria（39.2 ± 23.6%）

の 2 門が優占しており，それぞれの最優占門の検出割合は群間で有意に異

なっていた（表 2.2）．  

 

β 多様性からみた類似度の⽐較  

nMDS 解析の結果，両群の ASV レベルでの細菌叢組成は有意に異なって

いた（PERMANOVA: p = 0.005，図 2.3）．また，SIMPER 解析の結果，両群

間の組成の差異に最も寄与していた細菌属は Clostridium sensu stricto 1 で
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あり，飼育下個体からの検出割合は野生個体よりも約 50 倍高かった（表

2.3）．また，最も多く含まれていた ASV の配列は Clostridium perfringens

（GenBank accession No. AB045290）と 99.2%の相同性であった．  

野生個体と飼育下個体から合計 157 属の細菌が検出され，野生個体では

79 属が，飼育下個体では 42 属がそれぞれ特異的に検出された（図 2.2）．野

生個体からは，乳酸菌の中でも Lactobacillus 属が特異的に検出され，その

ASV は L. salivarius strain XA1R（GenBank accession No. JX125455）と最も

高い相同性（96.2%）を示した．一方，イルカ病原性細菌の中でも，Morganella，

Mycobacterium および Mycoplasma 属は飼育下個体からのみ検出され，それ

らの ASV は Morganella morganii strain 17YB9（MN807694） , Uncultured 

Mycobacterium sp. clone PLYFP133（ JN792398）および Uncultured bacterium 

clone  GB22（GU070691）とそれぞれ 99.6，96.3 および 96.3%の相同性を有

していた．  

 

α 多様性指数の比較  

各種多様性指数を算出し，群間で比較した結果，Chao 1，Simpson，Evenness

指数において有意差は見られなかったが（それぞれ p = 0.089, 0.180 および

0.165），Evenness 指数は野生個体と比べ飼育下個体で有意に低く，およそ半

分の値であった（p =0.021）（図 2.4）．  

 

野生下個体の糞便と海水の細菌叢の比較  



 12 
 

nMDS 解析の結果，野生下ミナミバンドウイルカ糞便と御蔵島周辺の海

水の ASV レベルでの細菌叢組成は明瞭に異なっていた（PERMANOVA: p = 

0.019，図 2.5）．また，糞便に平均 0.1%以上存在していた主要細菌属は，海

水において 0−0.015%しか検出されなかったことから，イルカ糞便への海水

中の細菌の混在はほとんどないことが示された．  

 

考察  

 

野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの腸内細菌叢を比較したとこ

ろ，細菌門および ASV レベルの組成は大きく異なっており，門レベルでは

各群での最優占門の検出割合に顕著な差が見られた．このような細菌叢組

成の差異は様々な生物種で報告されている（ Ferreira Junior et al. 2009; 

Eigeland et al. 2012; Clayton et al. 2016; Delport et al. 2016; Borbón-García et 

al. 2017; Suzuki et al. 2019）．飼育環境の中でも，抗生物質の使用は短期間

から長期間にわたる細菌叢の撹乱を引き起こし（Clemente et al. 2012），ま

た野生下と比べ多様性の乏しい食餌内容は腸内細菌叢の多様性を減少させ

る（McKenzie et al. 2017）飼育下個体には，感染症の予防や治療のために抗

生物質が比較的頻繁に投与されるが，この様な処置が野生個体に施される

ことは座礁個体への対応以外にはない．また，御蔵島周辺のミナミバンド

ウイルカは少なくとも 11 種の魚類，7 種の頭足類，1 種の甲殻類を採餌し

ている（Takahashi et al. 2020）．一方で，本研究で対象とした海洋博公園の
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個体は 3 魚種のみ給餌されていた．従って，特にこれらの要因が飼育下イ

ルカの腸内細菌叢の変化に影響していると考えられる．  

イルカ病原性細菌である Morganella，Mycobacterium および Mycoplasma

属は飼育下個体からのみ検出され，Clostridium perfringens の ASV を最も多

く含む Clostridium sensu stricto 1 は，飼育下個体で野生個体よりも約 50 倍

多く検出された．Morganella，Mycobacterium および Mycoplasma 属のイル

カへの病原性（Di Francesco et al. ; Clayton et al. 2012; Elfadl et al. 2017）や，

C. perfringens はイルカに対する病原性を持つこと（Buck et al. 1987; Danil 

et al. 2014; Jaing et al. 2015）を考慮すると，病原性細菌による感染症のリ

スクが懸念される．また，飼育下個体の Evenness 指数は野生個体より有意

に低い値であったことから，細菌叢のバランスが野生下に比べて偏ってい

ることが判明した．腸内細菌叢のバランスの低下は炎症性腸疾患や潰瘍性

大腸炎の発症（Frank et al. 2007; Nemoto et al. 2012），病原性細菌の侵入，

定着，そして増殖を誘発する（Biedermann and Rogler 2015）．これらのこと

から，飼育下個体においては細菌叢のバランスを維持し，上記の病原性細

菌に起因する疾病予防に努める必要があると考えた．  

野生個体において，乳酸菌の中でも Lactobacillus salivarius と思われる

ASV が特異的に検出された．同細菌種はバンドウイルカから分離され，病

原性細菌への抗菌活性能を示し（Diaz et al. 2013），イルカ腸内での病原体

排除に貢献していると考えられる．飼育下に置かれることでこの様な細菌

種が欠如するとすれば，前述のように細菌叢のバランスが偏っている飼育
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下個体の腸管内の健康をさらに脅かす危険性がある．そのため，広く鯨類

から有用な乳酸菌を探索して株を単離し，飼育下個体の健康を維持ことが

必要である．  

野生個体の腸内細菌叢のデータを取得するために，海中に放出された糞

便を用いるのが適切か否かを確かめるため，糞便と海水の細菌叢を比較し

た結果，ASV レベルでの細菌叢組成は明瞭に異なっており，さらに海水中

見られた主要細菌属は糞便中ではほとんど検出されなかったことから，水

中で採取された糞便には海水中細菌の混在は極めて少ないことが示された．

本研究では，野生個体の糞便排出を確認した後，糞便が離散する前に直ち

に採取して糞便固形部分を回収した．また，チューブ内で糞便が崩れた検

体に関しては，フィルターメンブレンで濾過し，菌体を得た．この一連の

作業を素早く行なったことで，海水中の細菌の混在を最小限に抑えること

ができたと考えた．試料の鮮度や個体の健康状態の不明な漂着個体の腸内

細菌叢の知見（Erwin et al. 2017; Godoy-Vitorino et al. 2017; Mladineo et al. 

2019; Tian et al. 2020; Wan et al. 2021）と比べ，正常な健康状態の野生個体

の腸内細菌をより忠実に把握できたと思われる．また，御蔵島の調査では，

イルカ個体に触れることなく極めて近くまで接近することができるため，

上記の方法で検体を採取できる．このような非侵襲的な糞便試料の採取法

が採用できる場面においては，本研究で用いた方法が野生下イルカ類の細

菌叢研究において有効な手法であると考える．  

本章より，飼育下での抗生物質の使用や，多様性の乏しい餌が与えられ
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ることでイルカの腸内細菌叢組成が大きく変化することが明らかとなった．

すなわち，野生個体と比べ細菌叢のバランスが大きく低下し，病原性細菌

が増加することに加えて，野生個体で見られる有用乳酸菌が検出されなか

ったことから，細菌叢のバランスを保つとともに病原体排除のための有用

細菌を得ることが必要であることが示された．また，水中で採取された糞

便には海水中細菌の混在は極めて少なかったことから，糞便試料の入手が

困難な野生下イルカの細菌叢解析において，本研究で採用した糞便採取法

が有効な手法であることも併せて示された．
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表 1.1．野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの個体情報．  

由来  個体 ID 性別  推定年齢  飼育年数  

野生下  

Wdol1 雌  − − 

Wdol2 不明  − − 

Wdol3 雄  − − 

Wdol4 雄  − − 

Wdol5 不明  − − 

Wdol6 不明  − − 

Wdol7 不明  − − 

Wdol8 不明  − − 

Wdol9 不明  − − 

飼育下  

Cdol1
1）
 雄  50才  42年  

Cdol2
1）
 雄  47才  42年  

Cdol3
1）
 雌  42才  42年  

Cdol4
2）
 雌  18才  18年  

1）野外からの搬入個体．  

2）飼育下繁殖個体．  
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表 1.2 野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの糞便から検出された

細菌門の検出割合（%）．  

 

細菌門 Mean SE Mean SE 検定

Actinobacteria 0.02 0.01 0.02 0.02 -

Bacteroidetes 0.01 0.002 0.001 0.001 -

Cyanobacteria 0.002 0.001 0 0 -

Deinococcus-Thermus 0.003 0.004 0 0 -

Epsilonbacteraeota 0.3 0.26 0.002 0.001 -

Firmicutes 5.9 5.8 60.2 23.6 *

Fusobacteria 41.8 12.8 39.2 23.4 -

Kiritimatiellaeota 0.0 0 0.001 0.001 -

Patescibacteria 0.0 0 0.001 0.001 -

Planctomycetes 0.001 0.001 0.003 0.001 -

Proteobacteria 47.8 1.7 0.5 0.1 **
Spirochaetes 0.001 0.001 0.0 0 -

Tenericutes 4.2 2.34 0.002 0.001 -

Verrucomicrobia 0.0 0 0.001 0.001 -

Opisthokonta 0.001 0.001 0 0 -

Unclassified 0.07 0.02 0.05 0.03 -

*P  < 0.05, **P  < 0.01

野生 飼育下
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表 1.3 Bray–Curtis 非類似度指数による SIMPER 解析の結果．  

    検出割合（%） 

細菌属 平均非類似度 1) 寄与率 累積寄与率 野生下 飼育下 

Clostridium sensu stricto 1 25.82) 28.9 28.9 3.14.E-05 51.70 

Cetobacterium 21.4 24.0 52.8 38.70 24.10 

Actinobacillus 14.5 16.2 69.0 29.30 0.26 

Paeniclostridium 10.7 12.0 81.0 0.62 21.20 

Photobacterium 7.07 7.90 88.9 14.20 2.18.E-04 

Candidatus Arthromitus 2.91 3.26 92.1 5.83 0 

Ureaplasma 2.41 2.70 94.8 4.83 4.02.E-06 

1)  平均非類似度は 2.0%以上のもののみを示した．  

2)  数値はパーセント（%）で示されている．  
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図 1.1．固形分を含まない野生下ミナミバンドウイルカの糞便．  
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図 1.2 野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの糞便から検出された細

菌叢の関係．各群に共通して見られた，もしくは各群で特異的に検出され

た細菌属数および全体の細菌属数に占める割合（%）を示す．

飼育下 野⽣下 
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図 1.3 ASV レベルでの野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの腸内細

菌叢の nMDS 解析の結果．  

飼育下個体 
野⽣個体 

Stress: 0.089, PERMANOVA: p  = 0.005 
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図 1.4 野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの腸内細菌叢の多様性指

数（平均±標準偏差）の比較．  *は有意差あり（p < 0.05）を示す．  
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図 1.5 ASV レベルでの野生下ミナミバンドウイルカ糞便と御蔵島周辺で採

取された海水の細菌叢の nMDS 解析の結果．

海⽔ 
野⽣個体 

Stress: 9.19e-05, PERMANOVA: p = 0.019 
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図 1.6  御蔵島周辺海水と野生下ミナミバンドウイルカ糞便に含まれる細菌

属ヒートマップ．イルカ糞便細菌叢中に平均 0.1%以上存在していた細菌属

について試料ごとに示した．SW：海水試料，Dol：イルカ糞便試料．
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第 2 章  

イルカ腸内細菌叢の組成及び多様性の差異に  

寄与する要因の推定  

 

飼育動物の腸内細菌叢に影響を与える要因としては，宿主の年齢や性別，

遺伝的要因などの宿主側の要因や，飼育形態や飼育年数，採餌内容，抗生

物質投与歴などの外部環境要因が挙げられる．これまで飼育下動物におい

てにおいて，細菌叢組成の明瞭な年齢差や性差が見られ（Nelson et al. 2013; 

Smith et al. 2013; Odamaki et al. 2016; Han et al. 2018; Tian et al. 2021），これ

は加齢や性比による生理学的な代謝の変化によるものであると示唆されて

いる．また，採餌内容の変化や抗生物質投与は細菌種数や多様性の低下を

誘発する要因である（Eigeland et al. 2012; Nelson et al. 2013; Bloodgood et al. 

2020）．従って，腸内細菌叢に影響を与える飼育環境要因を明らかにするこ

とは動物の腸内細菌叢管理において重要である．  

第 1 章の結果より，飼育環境下に置かれることでイルカの細菌叢組成は

変化し，均衡度は低下することが示された．しかし，これは単一の施設の

結果に基づいており，施設毎の給餌生物種とその数や，飼育形態が多様な

イルカ類においては複数施設間での差異を精査する必要がある．  

そこで本章第 1 節では，国内複数飼育施設間でのバンドウイルカ腸内細

菌叢の差異の有無を探るとともに，その差異に寄与する要因を調べた．そ

の結果，餌生物種数と飼育形態が細菌叢の差異に寄与する要因であったた
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め，次に餌生物および環境水とイルカ細菌叢の関連性を探った．  

哺乳類において，腸内細菌叢は気温などの環境要因や内因的な変化（代

謝の変化や冬眠）により季節変動するという報告がある（Maurice et al. 2015; 

Sommer et al. 2016; Khakisahneh et al. 2020）．イルカ類においては，唯一

Cardona et al.（2018）が 6 週間に渡り腸内細菌叢の変動を調査した報告が

あるが，これは季節変動の有無を説明できる程の期間であるとは言い難い．

そこで第 2 節では，同一施設のバンドウイルカを対象に 1 年間，月 1 回間

隔で同個体から糞便を採取し，多様性指数の季節変動の有無を探った．  
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第 1 節  

複数飼育施設個体の細菌叢解析  

 

バンドウイルカは国内で最も多く飼育されている鯨種であり（日本動物

園水族館調べ），個体の年齢や由来，給餌生物種とその数，飼育形態は飼育

施設毎に多様であるため，イルカ腸内細菌叢に与える飼育環境の推定にお

いて最適なモデルである．本節では，国内 5 施設で飼育されているバンド

ウイルカの腸内細菌叢を比較し差異を探ると共に，その差異に寄与する環

境要因を推定した．また，餌生物および環境水とイルカ細菌叢を比較し，

細菌叢への影響度を比較した．  

 

材料および方法  

 

検体採取  

表 3.1 に示すように，国内 5 飼育施設，すなわち神奈川県新江ノ島水族

館（江ノ島，7 個体 7 検体），大分県つくみイルカ島（つくみ，5 個体 5 検

体），千葉県鴨川シーワールド（鴨川，12 個体 12 検体），沖縄県海洋博公園

（海洋博，4 個体 4 検体），および新潟県越前松島水族館（松島，4 個体 4 検

体）で飼育されているバンドウイルカを対象とし，それぞれから糞便を採

取した．糞便採取は，第 1 章の飼育下ミナミバンドウイルカ個体からの糞

便採取と同様の方法で行なった．全ての糞便試料は実験に供するまで−30℃
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で保存した．また，各個体の飼育形態，由来，性別，年齢，成熟度，飼育年

数の詳細は表 3.1 に示す．  

餌生物は，それぞれの施設で給餌されていた合計 12 種，すなわちマサバ

Scomber japonicus，ニシン Clupea pallasii，シシャモ Spirinchus lanceolatus，

コマイ Eleginus gracilis，サンマ Cololabis saira，オオナゴ Ammodytes 

personatus，キュウリウオ Osmerus mordax dentex，マアジ Trachurus japonicus，

マイワシ Sardinops melanostictus，ハタハタ Arctoscopus japonicus，トビウオ

Cypselurus agoo 各 2 検体ずつ計 24 検体を対象とした．これらの生物種は各

施設で糞便採取時に給餌されていたもので，その後約 1 年間を通して同様

の生物種が与えられていた．全ての検体は各施設で−20℃で保存されており，

冷凍で研究室に輸送された後，実験に供するまで−20℃で保存されていた．

表 3.1 に示されているように，餌生物種とその数は各施設で大きく異なっ

ていた．  

対象個体が飼育されているプール（江ノ島，海洋博：各 3 箇所計 3 検体，

松島：2 箇所計 2 検体）もしくは生け簀内（つくみ：3 箇所計 3 検体）の環

境水を 500 ml 滅菌済みプラスチックボトルで採取し，全量を 0.22μm 孔径

フィルターユニット（Sterivex filter unit; Merck Millipore）で濾過して菌体

を回収した．フィルターユニットに 2 ml の RNAlater（Sigma-Aldrich, MO, 

USA）を加え，実験に供するまで 4℃で保存した．  
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DNA 抽出  

第 1 章と同様の方法で糞便試料に含まれる PCR 反応阻害物質を取り除い

た後， ISOSPIN Fecal DNA（Nippon Gene）を用いて添付の説明書に従い細

菌の DNA を抽出し，50 μl の TE buffer（10 mmol/l Tris-HCl，1 mmol/l EDTA，

pH 8.0）で溶出した．   

餌生物種からの DNA 抽出は鰓と表皮，そして消化管内容物の 2 種類の試

料から行なった．まず，氷上もしくは冷蔵庫内（4℃）で検体を融解した後，

無菌条件下で解剖し，後述する方法で各組織の試料を得た．まず，滅菌綿

棒で魚体の体表を拭い，1 ml のリン酸緩衝食塩水内で撹拌し，これを表皮

の試料とした．その後，10,000×g で 2 分間遠心操作後，上清を捨てペレッ

トを得た．鰓は，15 ml 遠心管に分注した 4 ml のリン酸緩衝食塩水に入れ

た後，ボルテックスで良く混和し，組織中の細菌をリン酸緩衝食塩水中へ

遊離させ，菌液とした．その後，組織が混入しないように体表試料から得

られたペレットが入っているチューブに菌液を移し，10,000×g で 2 分間遠

心操作後，上清を捨てペレットとし，これを鰓と表皮の試料とした．消化

管内容物は，ピンセットを用いて無菌 2.0 ml チューブに移し，1 ml のリン

酸緩衝食塩水を加えた後ボルテックスし，10,000×g で 2 分間遠心操作後，

上清を捨てた．内容物が少ない検体に関しては，消化管組織をリン酸緩衝

食塩水内で良くボルテックスした後組織を取り出し，同条件の遠心操作を

行い，これを消化管内容物の試料とした．これらの試料から，ISOSPIN Fecal 

DNA（Nippon Gene）を用いて添付の説明書に従い細菌の DNA を抽出し，
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50 μl の TE buffer（10 mmol/l Tris-HCl，1 mmol/l EDTA，pH 8.0）で溶出し

た．  

環境水からの DNA 抽出は，第 1 章の海水試料からの DNA 抽出で記した

と方法と同様に行なった．  

全ての試料の DNA 濃度を 10 ng/μl に調整し，次項の PCR 増幅に用いた．  

 

PCR 増幅  

第１章と同様の方法で PCR 増幅および増幅産物の精製を行なった．  

 

ライブラリ調整と次世代シーケンサーMiseq による配列取得  

第１章と同様の方法により，Miseq Reagent Nano kit v2 kit（ Illumina）を

用いた 250 bp のペアエンドリードシーケンスにより塩基配列を取得した． 

 

配列処理  

第 1 章と同様の方法で ASV 作成およびリードリサンプリングを行なっ

た．  

 

データ解析  

本項の解析は，特に明記しない限り全て RStudio ver. 1.4.1717 を用いて行

なった． 5 施設のイルカから検出された各細菌門の検出割合は，Kruskal-

Wallis 多重検定により中央値の差を比較し，有意差が見られた場合は
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Bonferroni 補正の Mann–Whitney U 検定で各群間での平均値の差を比較し

た．  

細菌叢の多様性は，Chao1, Evenness，Shannon および Simpson 指数を vegan 

ver. 2.5.7 および microbiome ver. 3.14 を用いてそれぞれ算出した．群間での

比較は上述と同様に Kruskal-Wallis 多重検定を実施後，有意差が見られた

場合は Bonferroni 補正の Mann–Whitney U 検定で各群間での平均値の差を

比較した．算出された各種多様性指数は，飼育年数によって影響を受ける

か否かを調べるため，glm 関数による単回帰分析を行なった．  

β 多様性として，各飼育施設での ASV レベルでの細菌叢組成と多様性指

数の類似度は，第 1 章と同様に，Bray–Curtis 非類似度指数による nMDS に

より算出し，ggplot2 ver. 3.3.5 により視覚化した．また，個体の由来，性別，

成熟度，施設，および各施設での餌生物種数と飼育形態での比較は Bray–

Curtis 非類似度指数を用いた PERMANOVA により行なった．   

各施設における餌生物および環境水とイルカ細菌叢間の関連性は，Web

ツール（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）を用いて餌生物お

よび環境水とイルカ細菌叢間で共通して検出された ASV 数を算出するこ

とにより評価した．   

全ての統計処理において，  p < 0.05 を有意差ありとした．  
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結果  

 

配列および ASV 取得結果  

DADA2 を用いたフィルタリングとトリミングの結果，合計 1,767,085 の

高クオリティリードが得られた．イルカでは 22,361±1,848（平均±標準偏差）

リード，餌生物の鰓と表皮，消化管内容物ではそれぞれ平均 16,347±6,281

リード，平均 17,588±5,440 リード，環境水試料では平均 17,247±12,109 リー

ドをそれぞれ取得した．リード数の最も少ない 7,060 リードに合わせリー

ドリサンプリングを行なった後のカバレッジは 97.1−99.8%であり，以降の

解析に用いるには充分なリード数であると考えられた．得られた合計 ASV

数は合計 15,464 個であり，イルカでは平均 305±53（平均±標準偏差）個，

餌生物の鰓と表皮，消化管内容物ではそれぞれ平均 346±131 個，平均

225±68 個，環境水試料からは平均 904±604 個の ASV がそれぞれ得られた． 

 

国内 5 施設のイルカの細菌叢の比較  

細菌叢組成の比較  

国内 5 施設のイルカ個体から合計 20 門が検出され，全ての施設において

Firmicutes（江ノ島：平均  ± 標準偏差；55.4% ± 16.1%，つくみ：6.9% ± 2.6%，

鴨川：84.4% ± 10.7%，海洋博：27.9% ± 20.0%，松島：54.1% ± 19.3%），

Fusobacteriota（江ノ島：8.5% ± 2.9%，つくみ：13.0% ± 7.6%，鴨川：0.9% 

± 0.7%，海洋博：46.9% ± 13.3%，松島：1.8% ± 0.9%），Proteobacteria（江ノ
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島：31.0% ± 11.6%，つくみ：71.5% ± 7.1%，鴨川：12.3% ± 11.0%，海洋博：

25.0% ± 9.7%，松島：35.2% ± 22.4%）が優占門であったが，その検出割合

は施設毎に大きく異なる傾向が見られた（表 3.3）  

 

β 多様性からみた類似度の比較  

nMDS 解析の結果，5 施設の ASV レベルでの細菌叢組成は，施設，餌生

物種および飼育形態により有意に異なっていた（PERMANOVA: p < 0.05，

図 3.1）．一方，個体の由来，性別および成熟度によってはイルカ細菌叢組

成に差異は生じないことが明らかとなった（PERMANOVA: p > 0.05，図 3.2）．

次に，多様性指数の nMDS 解析の結果，細菌叢組成と同様に，施設，餌生

物種および飼育形態により有意に異なっていたが，（PERMANOVA: p < 0.05，

図 3.3），個体の由来，性別および成熟度によっては差が見られなかった

（PERMANOVA: p > 0.05，図 3.4）．  

 

α 多様性指数の比較  

各種多様性指数を算出し，施設間で比較した結果，江ノ島，つくみおよ

び鴨川個体の Chao 1 は海洋博，松島よりも有意に高い値であった（p < 0.05，

図 3.5）．また，Evenness 指数は江ノ島，鴨川個体で他施設よりも有意に高

い値であった（p < 0.05，図 3.5）．一方で，Shannon および Simpson 指数に

は施設間で有意差は見られなかった（p > 0.05，図 3.5）．  

次に，Chao 1 および Evenness 指数に関して，nMDS 解析で有意差が見ら
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れた餌生物種および飼育形態に関して比較した．その結果，餌生物種が多

くなるにつれ Chao 1 指数は高くなり，さらに 8 種の餌生物種が与えられて

いた個体の Evenness 指数は，餌生物種が 1 種および 3 種の個体と比べ有意

に高い値を示した（p < 0.05，図 3.6）．飼育形態で比較したところ，生け簀

飼育個体の Chao 1 指数はプール飼育個体に比べ有意に高かったが（p < 0.05，

図 3.6），Evenness 指数に関しては有意差は見られなかったものの，生け簀

飼育個体で低い値であった．各種多様性指数と飼育年数の単回帰分析の結

果，いずれの指数も飼育年数とは関係がないことがわかった（p > 0.05，図

3.7）．  

 

餌生物および環境水とイルカ細菌叢の関連性  

各施設における餌生物および環境水とイルカ細菌叢の関連性を共通して

検出された ASV 数から評価した．その結果，プール飼育施設では環境水と

イルカ間での共通 ASV 数が最も多く（江ノ島：67ASV，海洋博：57ASV，

松島：81ASV），これは生け簀飼育施設における環境水とイルカ間での共通

ASV 数よりも高い値であった（つくみ：30ASV）（表 3.4）．  

 

考察  

 

国内 5 施設のバンドウイルカの腸内細菌叢を比較した結果，組成と多様

性は施設毎に特有であることが判明し，さらにこれらは給餌されている餌
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生物種数と飼育形態により差が生じていることが明らかとなった．また，

餌生物種数が多いほど，細菌叢の細菌種数は多くなり，均衡度は高くなる

ことが明らかとなった．これまで，食餌由来の栄養成分組成の変化は腸内

細菌叢に影響し（Scott et al. 2013; Flint et al. 2017），多様性の乏しい食餌

内容は腸内細菌叢の多様性を減少させるという報告がある（Delport et al. 

2016; McKenzie et al. 2017）．また，イルカの餌である魚類の栄養素のう

ち，アミノ酸，無機質およびドコサヘキサエン酸やエイコサペンタエン酸

などの脂肪酸の含有量は魚種毎に異なる（Huynh and Kitts 2009; Tacon and 

Metian 2013）．従って，餌生物種の多い施設の個体では多様な栄養素が腸

内に供給され，その結果，多様な細菌種が定着および増殖できると考えら

れる．このような結果は，細菌叢の多様性が低いイルカに対して，多種多

様の餌生物を与えることが細菌叢を高く保つことに有効であることを示し

ている．一方，本研究においては，これまで海生哺乳類の細菌叢に影響す

る要因であると報告されている性別，成熟度（Nelson et al. 2013; Smith et 

al. 2013; Delport et al. 2016）によっては組成および多様性には影響しなか

った．上述の結果を踏まえると，同一施設内で飼育されることと，餌生物

種数の違いによる腸内の栄養素の多様性が変化することは，性別や成熟度

の影響よりも強くイルカ細菌叢に寄与する要因であると考えられた．  

各施設における餌生物および環境水とイルカ細菌叢に共通して検出され

た ASV 数かはプール飼育施設では環境水とイルカ間での共通 ASV 数が最

も多く，一方で生け簀飼育施設ではプール飼育施設で見られたほど環境水
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とイルカ間の共通 ASV 数は多くなかった．Goldman et al.（2009）は吐き戻

しや糞便により汚染された環境水を介してイルカ個体間で細菌伝播が生じ

ることを示唆している．本研究で対象としたプール飼育施設においても，

飼育環境水はそれぞれの個体のプールを循環しており，このような閉鎖的

な環境下では個体の吐き戻しや糞便由来の細菌を獲得する機会は十分に考

えられる．一方，生け簀飼育施設はプール飼育施設よりも開放的な環境で

あるため，個体由来の細菌の伝播は乏しくなると考えられた．本研究では，

具体的にどのような経路で細菌伝播が生じているかは明らかにできなかっ

たが，今後，イルカ腸内細菌の環境水での生存性の検証や，イルカと環境

水で共通して見られた細菌を分離し，遺伝子型を比較することが必要であ

る．
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第 2 節  

季節変動  

 

陸上哺乳類において，季節変化に伴い，高温から低音環境へ断続的に晒

されることで腸内細菌叢の多様性が減少し，これは周囲の気温の変化に伴

う代謝の変化に起因すると報告されている（Khakisahneh et al. 2020）．   

イルカ類においては，唯一 Cardona et al.（2018）が 6 週間に渡りカマイ

ルカの腸内細菌叢の変動を調査した報告があるが，これは季節変動の有無

を説明できる程の期間の調査であるとは言い難く，さらにこれまでバンド

ウイルカ腸内細菌叢の季節変動は一切調査されていない．そこで本節では，

同一施設のバンドウイルカを対象に 1 年間，月 1 回間隔で同個体から糞便

を採取し，多様性指数の季節変動の有無を探ると共に，環境水温および外

気温との関連性も併せて精査した．  

 

材料および方法  

 

検体採取  

2020 年 10 月から 2021 年 9 月までの 1 年間，月 1 回間隔で，新江ノ島水

族館で飼育されているバンドウイルカ 5 個体から，午前 9 時から 10 時まで

の間に，第 1 節と同様にして糞便を採取した．また，各糞便採取月の環境

水および外気温は表 3.5 に示す通りである．糞便試料は採取後直ちにドラ
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イアイス内で凍結保存し，実験に供するまで−80℃で保存されていた．  

 

DNA 抽出  

第 1 節と同様の方法で糞便試料に含まれる PCR 反応阻害物質を取り除い

た後， ISOSPIN Fecal DNA（Nippon Gene）を用いて添付の説明書に従い細

菌の DNA を抽出し，50 μl の TE buffer（10 mmol/l Tris-HCl，1 mmol/l EDTA，

pH 8.0）で溶出した．  

全ての試料の DNA 濃度を 10 ng/μl に調整し，次項の PCR 増幅に用いた．  

 

PCR 増幅  

第１章と同様の方法で PCR 増幅および増幅産物の精製を行なった．  

 

ライブラリ調整と次世代シーケンサーMiseq による配列取得  

第１章と同様の方法により，Miseq Reagent Nano kit v2 kit（ Illumina）を

用いた 250 bp のペアエンドリードシーケンスにより塩基配列を取得した． 

 

配列処理  

第 1 章と同様の方法で ASV 作成およびリードリサンプリングを行なっ

た．  
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データ解析  

本項の解析は，特に明記しない限り全て RStudio ver. 1.4.1717 を用いて行

なった．   

細菌叢の多様性は，Chao1, Evenness，Shannon および Simpson 指数を vegan 

ver. 2.5.7 および microbiome ver. 3.14 を用いてそれぞれ算出した．季節間で

の比較は Kruskal-Wallis 多重検定を実施後，有意差が見られた場合は

Bonferroni 補正の Mann–Whitney U 検定で各群間での平均値の差を比較し

た．  

算出された各種多様性指数が環境水温および外気温によって影響を受け

るか否かを，glm 関数による単回帰分析により調べた．  

 

結果  

 

配列および ASV 取得結果  

DADA2 を用いたフィルタリングとトリミングの結果，合計 566,726

（5903± 2103［平均±標準偏差］）の高クオリティリードが得られた．リー

ド数の最も少ない 3,389 リードに合わせリードリサンプリングを行なった

後のカバレッジは 98.6−99.6%であり，合計 421 個（平均 82 ± 19 個）の

ASV が得られた．  
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α 多様性指数の季節間比較  

各種多様性指数を算出し，季節間で比較した結果，いずれの指数の値も

季節間では有意な差はなかった（p > 0.05，図 3.8）．単回帰分析を行い，各

種多様性指数が環境水温および外気温によって影響を受けるか否かを調べ

たが，いずれの多様性指数においても環境水温および外気温との有意な関

連性は見られなかった．  

 

考察  

 

同一施設のバンドウイルカを対象に腸内細菌叢の多様性の季節変化の有

無を探ったが，季節間では有意差はなく，年間を通して安定していた．一

般に，非冬眠性の小型哺乳類では，低温環境下に置かれると食物摂取，代

謝率を増加させ，代謝および熱恒常性を維持するために甲状腺ホルモンや

ノルアドレナリンによる熱発生を誘導するが（Zhang and Wang 2006），この

ような体内環境の変化は腸内細菌の多様性を増加させる（Bo et al. 2019）．

一方，イルカを含む大型哺乳類では，低温環境下に暴露されると甲状腺ホ

ルモンを介した代謝が抑制され，体脂肪を溜める（Suzuki et al. 2018）が，

ヒグマ Ursus arctos においてはこのような代謝の変化と細菌叢の多様性の

低下との関連性を示唆している（Sommer et al. 2016）．そのため，多様性指

数と環境水温および外気温との関連性を探ったが，どちらの要因において

も多様性指数との有意な関係性は見られなかった．このような長期間の多
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様性の安定性は，腸内よりも周辺環境の影響を受けやすいバンドウイルカ

噴気孔の調査でも報告されている（Vendl et al. 2021）．従って，イルカ腸内

細菌叢の多様性は周辺環境の温度変化や，それに伴う体内環境の変化に対

して堅牢であると予想される．他生物種と比べイルカ腸内細菌叢の多様性

が安定していた理由は不明であるが，本研究の結果より，イルカ腸内細菌

叢の多様性の指標となる情報を明らかにできた．今後，他施設の個体でも

同様の実験を行い，より詳細なデータを蓄積し，個体の体調不良時や，抗

生物質投与時の多様性と比較することで，それらの多様性への影響を評価

できるものと期待される．
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表 2.1 本研究で対象とした国内 5 施設のバンドウイルカの飼育形態，由

来，性別，年齢，成熟度，飼育年数の詳細．  

1）  野生由来個体においては推定年齢．  

飼育施設 個体ID 飼育形態 由来 性別 年齢
1) 成熟度 飼育年数（年）

EA1 プール 飼育下 雌 15 成熟 15
EA2 プール 野生 雌 33 成熟 29
EA3 プール 飼育下 雄 29 成熟 29
EA4 プール 飼育下 雌 8 未成熟 9
EA5 プール 野生 雌 22 成熟 22
EA6 プール 飼育下 雌 5 未成熟 5
EA7 プール 野生 雌 20 成熟 20
TDI1 生け簀 飼育下 雌 10 亜成熟 8
TDI2 生け簀 飼育下 雌 10 亜成熟 8
TDI3 生け簀 飼育下 雄 12 亜成熟 4
TDI4 生け簀 野生 雄 12 亜成熟 4
TDI5 生け簀 野生 雌 13 成熟 7
KS01 プール 野生 雌 28 成熟 7
KS02 プール 野生 雌 28 成熟 8
KS03 プール 野生 雌 27 成熟 8
KS04 プール 野生 雌 28 成熟 3
KS05 プール 飼育下 雌 12 成熟 18
KS06 プール 飼育下 雌 25 成熟 8
KS08 プール 野生 雄 8 未成熟 32
KS09 プール 野生 雌 8 未成熟 13
KS10 プール 飼育下 雄 4 未成熟 25
KS11 プール 飼育下 雄 29 成熟 28
KS12 プール 飼育下 雄 37 成熟 28
OEP1 プール 野生 雄 11 亜成熟 8
OEP2 プール 野生 雌 23 成熟 8
OEP3 プール 野生 雌 17 成熟 3
OEP4 プール 野生 雄 18 成熟 18
EM01 プール 野生 雌 8 未成熟 7
EM02 プール 野生 雄 37 成熟 7
EM03 プール 野生 雌 16 成熟 2
EM04 プール 野生 雄 24 成熟 8

江ノ島

つくみ

鴨川

海洋博

松島
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表 2.2 国内 5 施設においてバンドウイルカに給餌されている餌生物種とそ

の数．  

餌生物種 江ノ島 つくみ 鴨川 海洋博 松島

マサバ（Scomber japonicus） ○ ○ ○ ○ ○

ニシン（Clupea pallasii） ○ ○ ○ - -

シシャモ（Spirinchus lanceolatus） ○ - ○ ○ -

コマイ（Eleginus gracilis） ○ ○ - - -

サンマ（Cololabis saira） ○ ○ - - -

オオナゴ（Ammodytes personatus） ○ - ○ - -

キュウリウオ（Osmerus mordax dentex） ○ - ○ - -

ホッケ（Pleurogrammus azonus） - ○ ○ - -

マアジ（Trachurus japonicus） - ○ ○ - -

マイワシ（Sardinops melanostictus） ○ - - - -

ハタハタ（Arctoscopus japonicus） - ○ - - -

トビウオ（Cypselurus agoo） - - - ○ -

計 8 7 7 3 1

○：給餌，−：非給餌
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表 2.3 国内 5 施設で飼育されているバンドウイルカの糞便から検出された細菌門の検出割合（%）．  

表中の異なるアルファベットは施設間での有意差（p < 0.05）を示す．検出割合が 1%以下の細菌門は “Other”に

含めた．  

細菌門  江ノ島  つくみ  鴨川  海洋博  松島  

Firmicutes 55.4±16.1ac 6.9±2.6b 84.4±10.7a 27.9±20.0bc 54.1±19.3ac 

Fusobacteriota 8.5±2.9ac 13.0±7.6a 0.9±0.7b 46.9±13.3a 1.8±0.9bc 

Proteobacteria 31.0±11.6abc 71.5±7.1b 12.3±11.0ac 25.0±9.7ac 35.2±22.4abc 

Other 5.2±2.1ab 8.6±6.3b 2.4±0.8ac 0.32±0.3ac 8.9±5.8b 
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表 2.4 国内 4 施設において餌生物および環境水とイルカ細菌叢間で共通に検出された ASV 数．  

 

 

 

 

 

 

 

 プール飼育  生け簀飼育  

 江ノ島  海洋博  松島  つくみ  

餌生物（表皮 /鰓）  17 10 20 14 

餌生物（消化管内容物）  52 37 36 43 

環境水  67 57 81 30 
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表 2.5 各糞便採取月の季節，環境水温および外気温の詳細．  

 

採取月 季節 環境水温(℃） 外気温(℃）
10 23.2 15.6
11 19.1 10.5
12 19.3 5.5
1 19.3 6.4
2 19.4 7
3 19.4 13.8
4 21.2 14.1
5 24.2 21.4
6 26.1 22.8
7 27.1 26.9
8 27 31.7
9 秋 26.8 20.4

秋

冬

春

夏
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図 2.1 ASV レベルの国内 5 施設のバンドウイルカの腸内細菌叢組成の nMDS 解析の結果．A は施設（赤：江ノ

島，紫：つくみ，緑：鴨川，橙：海洋博，青：松島），B は餌種数（黒：1 種，緑：3 種，紫：7 種，青：8 種），

C は飼育形態（黒丸：生け簀，黒三角形：プール）による比較をそれぞれ示す．

PERMANOVA: p < 0.05 PERMANOVA: p < 0.05 PERMANOVA: p < 0.05
A B C
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図 2.2 ASV レベルの国内 5 施設のバンドウイルカの腸内細菌叢組成の nMDS 解析の結果．A は個体由来（黒丸：

飼育下繁殖，黒三角形：野生搬入），B は性別（黒丸：雌，黒三角形：雄），C は成熟度（赤：雌［四角：未成熟；

＜9 歳，三角：亜成熟；9−10 歳，丸：成熟；＞11 歳］，青：雄［四角：未成熟；＜10 歳，三角：亜成熟；10−13

歳，丸：成熟；＞13 歳］，（Cockcroft and Ross 1990））による比較をそれぞれ示す．  

PERMANOVA: p > 0.05 PERMANOVA: p > 0.05 PERMANOVA: p > 0.05
A B C



 49 
 

 

 

 

 

図 2.3 ASV レベルの国内 5 施設のバンドウイルカの多様性の nMDS 解析の結果．A は施設（赤：江ノ島，紫：

つくみ，緑：鴨川，橙：海洋博，青：松島），B は餌種数（黒：1 種，緑：3 種，紫：7 種，青：8 種），C は飼育

形態（黒丸：生け簀，黒三角形：プール）による比較をそれぞれ示す．  

PERMANOVA: p < 0.05 PERMANOVA: p < 0.05 PERMANOVA: p < 0.05
A B C
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図 2.4 ASV レベルの国内 5 施設のバンドウイルカの多様性の nMDS 解析の結果．A は個体由来（黒丸：飼育下

繁殖，黒三角形：野生搬入），B は性別（黒丸：雌，黒三角形：雄），C は成熟度（赤：雌［四角：未成熟；＜9

歳，三角：亜成熟；9−10 歳，丸：成熟；＞11 歳］，青：雄［四角：未成熟；＜10 歳，三角：亜成熟；10−13 歳，

丸：成熟；＞13 歳］，（Cockcroft and Ross 1990））による比較をそれぞれ示す．  

PERMANOVA: p > 0.05 PERMANOVA: p > 0.05 PERMANOVA: p > 0.05
A B C
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図 2.5 国内 5 施設のバンドウイルカの腸内細菌叢の多様性指数（平均±標準

偏差）の比較．図中の異なるアルファベットと n.s.はそれぞれ有意差あり（p 

< 0.05）もしくは有意差なし（p > 0.05）を示す．  
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図 2.6 餌生物種数および飼育形態による国内 5 施設のバンドウイルカの腸

内細菌叢の多様性指数（平均±標準偏差）の比較．*と異なるアルファベッ

トはそれぞれ有意差あり（p < 0.05）を示し，n.s.は有意差なし（p > 0.05）

を示す．  
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図 2.7 国内 5 施設のバンドウイルカの腸内細菌叢の各種多様性指数と個体

の飼育年数との単回帰分析の結果．図中の青線は回帰式を，灰色部分は 95%

信頼区間を，R2は決定係数の値をそれぞれ示す．  

R2 = 0.05 R2 = 0.09

R2 = 0.04 R2 = 0.02

飼育年数

飼育年数

飼育年数

飼育年数
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図 2.8 1 年間にわたり採取されたバンドウイルカ 5 個体の腸内細菌叢の各種多様性指数の季節による比較．n.s.

は有意差なし（p > 0.05）を示す．  

n.s. n.s. n.s. n.s.

秋 冬 春 夏 秋 冬 春 夏 秋 冬 春 夏 秋 冬 春 夏
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図 2.9 1 年間にわたり採取されたバンドウイルカ 5 個体の腸内細菌叢の各種多様性指数と環境水温と外気温と

の回帰分析の結果．図中の青線は回帰式を，灰色部分は 95%信頼区間を，R2は決定係数の値をそれぞれ示す．
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第 3 章  

プロバイオティクス候補菌の探索  

 

プロバイオティクスは，腸内細菌叢を改善することによって宿主の健康

に好影響を与える生きた微生物であり（Fuller and Cole 1989），免疫機能改

善による感染防御・アレルギー抑制効果，動脈硬化の予防において有益で

ある．これまで報告のある代表的なプロバイオティクスには，乳酸桿菌で

ある Lactobacillus 属や，Enterococcus 属，Lactococcus 属，Pediococcus 属な

どの乳酸球菌が多く含まれる（Kerry et al. 2018）．これら乳酸菌の投与によ

り，宿主の免疫システムの強化，病原菌の抑制，炎症性腸疾患の軽減，コレ

ステロール値の低下およびビタミン類の合成など様々な機能が期待される

（Vijayaram and Kannan 2018）．そのため，健康増進を目的として，ヒトの

みならず多くの動物種の乳酸菌に注目が集まっている（Kanamori et al. 

2001; Liu and Dong 2002; Tsuchida et al. 2018; Liu et al. 2019）．  

これまで鯨類においては，アカボウクジラからの Lactobacillus ceti の分

離や（Vela et al. 2008），ヨーロッパオウギハクジラ Mesoplodon bidens から

の Weissella ceti の分離例がある（Vela et al. 2011）．しかし，これらはいず

れも新規細菌種提唱に留まっており，その有用性は調査されていない．一

方，Diaz et al.（2013）はバンドウイルカから海生哺乳類およびヒト病原性

細菌に抗菌活性を示す Lactobacillus salivarius を分離したが，この研究では

乳酸桿菌にのみ注目しており，乳酸球菌は全く考慮されていない．  
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第 1 章の結果より，飼育下イルカにおける乳酸菌の欠如から，野生個体

と比べ細菌叢のバランスが偏っている飼育下個体の腸管内の健康が脅かさ

れる危険性が示唆された．そこで本章では，飼育下イルカ腸内環境の健康

維持に役立つプロバイオティクス候補菌を得るため，まず第 1 節で野生お

よび飼育下鯨類から乳酸菌の分離を試みた．次に第 2 節では第 1 節で得ら

れた乳酸菌のイルカ病原性細菌に対する抗菌活性能と pH 耐性を試験した． 
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第 1 節  

鯨類糞便試料からの乳酸菌分離  

 

健康増進を目的とした有用乳酸菌の探索は，ヒト（Kerry et al. 2018）を

はじめとして，ジャガーPanthera onca（Liu and Dong 2002），ジャイアント

パンダ  Ailuropoda melanoleuca（Liu et al. 2019），霊長類（Tsuchida et al. 2018）

など様々な生物種で行われている．鯨類においては，大型ハクジラ類から

Lactobacillus 属（Vela et al. 2008）や Weissella 属（Vela et al. 2011）などの

乳酸菌分離報告例があるが，いずれも新規細菌種提唱に留まっており，そ

の有用性は未だ明らかにされていない．また，バンドウイルカから海生哺

乳類およびヒト病原性細菌に抗菌活性を示す Lactobacillus salivariusの分離

報告があるが（Diaz et al. 2013），この研究では乳酸桿菌のみを対象として

おり，乳酸球菌の存在は全く考慮されていない．また，上述の研究は日本

国外の飼育施設や漂着個体の試料の結果であり，日本近海や国内飼育施設

での鯨類を対象にした乳酸菌の分離報告は無い．そこで本節では，まず日

本沿岸に漂着した野生個体および国内飼育下鯨類からの乳酸菌分離を試み

た．  

材料と方法  

 

供試検体  

野生スジイルカ Stenella coeruleoalba，ハナゴンドウ Grampus griseus，シ
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ワハイルカ Steno bredanensis，およびアカボウクジラ，飼育下バンドウイル

カの糞便を採取し実験に供した．  

スジイルカとハナゴンドウの糞便は，2020 年 1 月 6 日および 7 日に和歌

山県太地町の追い込み漁により捕獲された個体から採取した．シワハイル

カの糞便は，2021 年 5 月 2 日に藤沢市の海岸に生存漂着した個体から採取

した（図 4.1）．アカボウクジラの糞便は，2020 年 9 月 17 日に静岡県清水

区三保海岸に漂着した個体から採取した（図 4.1）．バンドウイルカの糞便

は，新江ノ島水族館で飼育されている健康個体から 2020 年 2 月 25 日，4 月

26 日，および 7 月 26 日の合計 3 回に渡り採取した．  

バンドウイルカとシワハイルカの糞便は第 1 章同様に，シリンジ付きカ

テーテルを用いて肛門部から採取した．太地町の追い込み漁捕獲個体とア

カボウクジラの糞便は，解剖後，腸管組織の表面を 70%エタノールで滅菌

した後，解剖はさみで切り開き内容物を採取した．全ての試料は採取後直

ちに滅菌 1.5 ml チューブもしくはケンキポーター II（Terumo Corporation, 

Tokyo, Japan）に移し，実験に供するまで 4℃で保存し，寒天培地への塗抹

は 1 時間以内に行なった．  

 

乳酸菌分離  

全ての糞便試料は，1×PBS で 10 倍段階希釈し，10 倍から 100 倍希釈液

の 1 白金耳量を，50%人工海水（インスタントオーシャン；Napqo）で調整

し，1%炭酸カルシウムを含む Lactobacilli MRS寒天培地（BD Difco, NJ, USA）
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に塗抹した．その後，アネロパック（Sugiyama-gen, Tokyo, Japan）により嫌

気環境を構築した角形ジャー（Sugiyama-gen）内でコロニーが出現するまで

37℃でインキュベートした．得られた単離コロニーは白色，形状が丸であ

り，コロニーの周辺にクリアゾーンが形成されているものを選定し，

Lactobacilli MRS 寒天培地に塗抹し，再び嫌気環境下で培養した．純化した

菌体は，20%グリセリンを含む Lactobacilli MRS broth（BD Difco）に懸濁し，

更なる実験に供するまで−80℃で保存した．  

 

16SrRNA 遺伝子領域による菌種同定   

各菌株は，Lactobacilli MRS 寒天培地で復元した後，10% TritonX-100（MP 

Biomedicals）と 0.5 mmΦ ガラスビーズ（TOMY SEIKO）の入った 2.0 ml チ

ューブに懸濁し，5，000 rpm，1 分間の条件で菌体を破砕した．その後，20，

000×g で 15 分間遠心操作し，その上清 100μl を新たな滅菌 1.5 ml チューブ

に移し，PCR 反応のテンプレート DNA とした．菌種同定は，ユニバーサル

プ ラ イ マ ー （ 27F; 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ ，  1492R; 5’-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’，（Lane 1991））を用いた 16S rRNA の約

1,500 bp 領域増幅により行なった．PCR 反応液組成は，0.5 μl の各プライマ

ー（10 pmol/μl），2.5 μl の 10×PCR buffer for Blens Taq（Toyobo），2.5 μl の

dNTPs，0.25 μl の Blens Taq Plus（Toyobo），1 μl の DNA，そして 17.75 μl の

超純水で全量 25 μl とした．反応条件は，初めに 94℃で 2 分間の熱変性の

後，94℃で 30 秒の熱変性，53℃で 30 秒のアニーリング，72℃で 1 分 30 秒



 61 
 

の伸長反応を 25 回繰り返した．  

PCR 増幅産物は 1.0%アガロースゲルを用いて，100V，20 分間の電気泳

動後，LED 照射により増幅の有無を確認した．増幅産物は Wizard SV Gel 

and PCR clean up system（Promega）を用いて添付の説明書に従い精製され，

BigDye™ Terminator v3.1/1.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, CA, 

USA）を用いて添付の説明書に従いシーケンス反応を行い，ABI 3130xl 

Genetic Analyzer （Applied Biosystems）により配列を決定した．最終的な配

列は GeneStudio ソフトウェアを用いて決定し，  EZBioCloud 16S データベ

ースに対して標準株との相同性検索を行なった（Yoon et al. 2017）．  

 

生化学性状解析による菌種同定  

16SrRNA 遺伝子領域による菌種同定の結果，乳酸菌と同定されたものの

なかで，バクテリオシン，すなわち抗菌タンパク・ペプチドの産生報告が

ある細菌種に関しては，生化学性状解析を行い，より詳細な菌種同定を行

なった．本項で扱う菌株は，全て Lactobacilli MRS 寒天培地で復元した．ま

ず，グラム鑑別は各菌株をスライドグラス上の 3% KOH に 1 分間懸濁し，

その後の粘稠化の有無で判別した（Ryu 1940）．カタラーゼ産生の有無は，

菌株を 1 ml の過酸化水素（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation）に懸濁

し，30 秒後の水泡の発生の有無で判別した．運動性の評価は，菌株を白金

線で Lysine Indole Motility 半流動培地（Nissui, Tokyo, Japan）に穿刺し，37℃

で 24 時間培養した後，穿刺部分からの発育の広がり度合いにより判別した．
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炭水化物代謝プロファイルは，API 50CH システム（ bioMérieux, Marcy-

l’Étoile, France）と API 50 CHL medium （bioMérieux）を用いて，指定の手

順に従い調べられた．  

 

結果  

 

野生下および飼育下鯨類の糞便を Lactobacilli MRS 寒天培地に塗抹し，

嫌気環境下で培養した結果，合計 128 株が得られた（表 4.1）．これらの 16S 

rRNA 遺伝子領域による菌種同定の結果，乳酸菌（ラクトバシラス目，

（Ludwig et al. 2015; Hirayama and Endo 2016））の分離率に着目すると，

Enterococcus 属が 54.7%（野生下：40.5%，飼育下：61.6%）と最も高く，次

に Streptococcus 属が 17.2%（野生下： 14.3%，飼育下： 5.8%），そして

Lactococcus 属が 7.0%（野生下：21.4%，飼育下：非検出）であった．また，

各細菌属の中で最も高頻度に分離されたのは，それぞれ Enterococcus 

faecalis（野生下：64.7%，飼育下：83.0%），Streptococcus gallolyticus subsp. 

pasteurianus（野生下： 100%）， Streptococcus lutetiensis（飼育下： 57.9%），

Lactococcus lactis subsp. lactis（野生下：100%，飼育下：非検出）であった．  

次 に ， こ れ ら 乳 酸 菌 の 中 で ， バ ク テ リ オ シ ン 産 生 報 告 例 が あ る

Enterococcus faecalis と Lactococcus lactis subsp. lactis に着目し，生化学性

状解析により詳細な菌種同定を行なった．E. faecalis 55 株（EF-1−EF-55）

と L. lactis subsp. lactis 9 株（No.98−100，No.102−104，No.140−142）は全て
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グラム陽性，カタラーゼ陰性，運動性なし，好気および嫌気環境下で増殖

可能であった．また，API 50CH システムを用いた炭水化物代謝試験の結果，

E. faecalis55 株は amygdalin， arbutin， cellobiose，d-fructose，d-glucose，d-

mannose，d-tagatose，esculin，galactose，gluconate，glycerol，maltose，mannitol，

melezitose，N-acetylglucosamine，ribose，saccharose，salicin，sorbitol，trehalose，

b-gentiobiose 陽性であり， lactose および rhamnose 弱陽性であり（表 4.2），

これは E. faecalis 標準株と同様の結果であった（Schleifer and Kilpper-Bälz 

1984）．また，L. lactis subsp. lactis 9 株は amygdalin，arbutin，cellobiose，d-

fructose，d-glucose，d-mannose，d-xylose，esculin，galactose，gluconate， l-

arabinose，l-xylose，maltose，mannitol， N-acetylglucosamine，ribose，saccharose，

salicin， sorbitol， trehalose，b-gentiobiose 陽性であり， starch に関しては菌

株により弱陽性であり，標準株（data not shown（Schleifer et al. 1985））や

淡水魚由来株（ Itoi et al. 2009）とは異なり，海水魚（ Itoi et al. 2008）およ

びハマグリ Meretrix lamarckiito と同様の結果であった（表 4.2）．  

 

考察  

 

野生および飼育下鯨類からの乳酸菌分離を試みた結果，Enterococcus 属

細菌が最も高頻度に分離され，その分離率は 50%以上であった．同細菌属

は，陸上肉食哺乳類やイルカ類の主要な腸内細菌であと報告されている

（Diaz et al. 2013; Nelson et al. 2013）ため，本研究の分離結果はこれらを
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支持しているものであった．また，野生アカボウクジラから L. lactis 

subsp. lactis が分離され，その炭水化物代謝プロファイルは海水魚および

海水二枚貝のものと一致していた．同細菌種は，土壌（Klijn et al. 1995）

植物（Kimoto et al. 2004）や乳製品（Alegría et al. 2010），発酵食品

（Harris et al. 1992）など様々な試料から分離されている．さらに， Itoi et 

al.（2008）は，6% NaCl に耐性を持つ L. lactis を分離し，陸上試料からの

食物連鎖を介して海洋生物に同細菌種が伝播し，海洋環境に適応したこと

を示唆している．そのため，本研究で分離された 9 株に関しても，食物連

鎖を介してアカボウクジラの腸内に定着したと考えられる．しかし，他鯨

種では分離されなかったことから，同鯨種特有であるのか，もしくは様々

な鯨類に普遍的に存在しているのか否かを明らかにするには，様々な鯨類

からの分離実験が必要である．  

これまで，E. faecalis と L. lactis subsp. lactis においてはバクテリオシン

産生株の報告がある．E. faecalis OSY-RM6 由来のエンテロシン RM6 は，  

Staphylococcus aureus や Listeria monocytogenes などの病原性細菌に対して

抗菌活性を示し（Huang et al. 2013），L. lactis subsp. lactis の産生するナイ

シンは幅広いグラム陽性菌に対して抗菌活性を示す（Cheigh and Pyun 

2005）．そのため，本研究で分離された E. faecalis と L. lactis subsp. lactis

においてもバクテリオシン産生の有無を確かめ，病原性細菌の排除や増殖

抑制に有効であるかを明らかにする必要がある．  
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第 2 節  

抗菌活性および pH 耐性試験  

 

バクテリオシンは，グラム陽性菌やグラム陰性菌が生産する抗菌性のタ

ンパク質もしくはペプチドで，生産菌の類縁菌に対して殺菌的に作用する

ものである．なかでも乳酸菌の生産するバクテリオシンは，類縁菌以外に

も広く様々な病原性細菌に広く抗菌活性を示すことから，食品微生物制御

や腸内環境の改善において有用である（Klaenhammer 1993）．  

第 1 節より，鯨類から E. faecalis と L. lactis subsp. lactis を分離した．こ

れらの細菌種はそれぞれ異常アミノ酸を含まない分子量 10kDa 以下の耐

熱・耐酸性ペプチドであるエンテロシン（ Izquierdo et al. 2009; Huang et al. 

2013），異常アミノ酸を含む分子量 5kDa 以下の耐熱・耐酸性ペプチドであ

るナイシン（Klaenhammer 1993）産生株が存在する．一般に，ナイシンは

グラム陽性菌全般に殺菌的に高い抗菌活性を示すため，食品保存料やプロ

バイオティクスとしての利用が期待されている（Punyauppa-path et al. 

2015）．  

そこで本節では，E. faecalis と L. lactis subsp. lactis のイルカ病原性細菌

への抗菌活性能を明らかにし，活性が見られた場合にはバクテリオシン生

合成遺伝子の同定を試みた．また，将来的なプロバイオティクスとしての

利用を見据え，菌株の pH 耐性試験を行い，イルカ胃内で生存可能か否か

を明らかにした．  
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材料と方法  

 

供試菌株  

第 1 節で各種鯨類から分離され，凍結保存されていた E. faecalis EF-1−EF-

55（以降，EF-1−EF-55 と表記）および L. lactis subsp. lactis No.98−100，

No.102−104， No.140−142（ 以 降 ， そ れ ぞ れ No.98−100， No.102−104，

No.140−142 と表記）は，Lactobacilli MRS broth で 37℃，20 時間嫌気環境下

で培養することで復元し．次項以降の実験に用いた．  

 

抗菌活性試験  

EF-1−EF-55，No.98−100，No.102−104 および No.140−142 を Lactobacilli 

MRS broth で 37℃，20 時間嫌気環境下で培養後，3,000×g，5 分間遠心操作

し，上清を新しい 50 ml ファルコンチューブに移し，再び同条件の遠心操

作を行い，上清を得た．この上清は pH 4.2−4.3 であったため，酸性環境に

よる指標菌の増殖抑制の可能性を排除するために 5N NaOH で pH 7.0 に調

整した．その後，0.22 µm 孔径フィルター（Millex-GP; Merck Millipore）で

濾過し，無細胞培養上清を取得し，これを試験溶液とした．  

抗菌活性試験は表 3.3 に示す 20 種の指標菌に対して行われた．凍結保存

されていた指標菌は Mueller Hinton 寒天培地（BD Difco）上で表 3.3 に示す

環境，温度で復元し，それを 5 ml のリン酸緩衝食塩水にマクファーランド

No.0.5 の濁度になるように調整し，これを指標菌液とした．なお，Vibrio 属
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細菌 5 種と Photobacterium damselae subsp. damselae の復元には 50%人工海

水で調整した Mueller Hinton 寒天培地を用いた．各指標菌液を滅菌綿棒を

用いて Mueller Hinton 寒天培地塗抹した後，5 mm 孔径の滅菌ステンレスパ

イプを用いて寒天培地をくり抜いた．次に，100 μl の試験溶液をくり抜い

たウェルに入れ，冷蔵庫内で 30 分間静置し試験溶液を寒天培地に充分に浸

透させた．その後表 3.3 の培養環境および温度で 24 時間培養した後，ウェ

ル周辺の阻止円の形成の有無を確認した．  

また，抗菌活性が見られた試験溶液に関しては，抗菌活性物質が抗菌タ

ンパク，ペプチドによるものと仮定し，タンパク質分解酵素処理により活

性が消失されるか確認した．すなわち，90 μl の試験溶液に対して 10μl の

5mg/ml Proteinase K（Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation）を加え 56℃

で 3 時間反応させたものを，活性を示した指標菌に対して上述の方法と同

様にしてウェル周辺の阻止円の形成の有無を確認し，Proteinase K 処理を施

していない試験溶液の結果と比較した．  

 

バクテリオシン生合成遺伝子の同定  

前述の結果，抗菌活性を有していた細菌株に関して，全ゲノム解析によ

るバクテリオシン産生関連遺伝子の同定を行なった．  

菌株は Lactobacilli MRS broth で 37℃，20 時間嫌気環境下で培養すること

で復元し，3,000×g，10 分間の遠心操作により培養液から菌体のペレットを

得た．得られたペレットから NucleoSpin Microbial DNA kit （Macherey-Nagel, 
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Düren, Germany）を用いて指定の説明書に従いゲノム DNA（gDNA）を抽出

した．  gDNA の品質は 1%アガロースゲルを用いて 50V で 1 時間電気泳動

することで確認した．gDNA は生物技研株式会社（神奈川，日本）に送られ，

後述の方法により塩基配列を取得した．gDNAの濃度は Synergy LX（Bio Tek, 

VT, USA）と QuantiFluor dsDNA System（Promega）を用いて測定した．ライ

ブラリは MGIEasy FS DNA Library Prep Set（MGI Tech,  Shenzhen, China）と

MGIEasy DNA Adapters-96 Kit（MGI Tech）を用いて指定の説明書に従い構

築され，各ライブラリの品質と濃度は Fragment Analyzer（Agilent）と dsDNA 

915 Reagent Kit （Agilent）を用いて確認した．各ライブラリから DNBSEQ-

G400RS High throughput Sequencing Set（MGI Tech）を用いて指定の説明書

に従い DNA nano ball（DNB）を作成し，得られた DNB ライブラリから

DNBSEQ-G400（MGI Tech）を用いて，2×200 bp ペアエンドリードシーケン

スにより配列を取得した．  

FastQC ver. 0.11.9 を用いて DNBSEQ-G400 から得られた .fastq 配列データ

のクオリティを確認した．その後，fastp ver. 0.1.2 を用いてアダプター配列

（ --adapter_sequence，--adapter_sequence_r2），クオリティスコア 30 未満（ -

q 30）および 30 bp 以下の配列（ -l 30）を排除した．また，配列中の許容可

能な N 数は 0 個とした（ -n 0）．その後，SPAdes genome assembler ver. 3.15.2

を用いて --isolate オプションとデフォルトの k-mer サイズに基づきゲノム

配列をアセンブルした．アセンブル後のドラフトゲノム配列の長さ，コン

ティグ数，GC 含量，N50，タンパク質コード領域（ coding sequence; CDS），



 69 
 

rRNA， tRNA 数は DDBJ Fast Annotation and Submission Tool（DFAST）ver. 

1.4.0 を用いて算出した．ゲノムの完全性（Completeness）および汚染度

（Contamination）は checkM ver. 1.1.3 を用いて評価した．また，ゲノムアノ

テーションは Prokka ver.1.14.5 を用いて行なった．  

ゲノムレベルでの種同定は標準株との average nucleotide identity（ANI）

（Yoon et al. 2017）解析と Genome-to-Genome Distance Calculator ver. 3.0

（Meier-Kolthoff et al. 2021）を用いた digital DNA-DNA hybridization（dDDH）

を算出することで行なった．  

バクテリオシン生合成遺伝子は，二次代謝産物生合成遺伝子の検索ツー

ルである antiSMASH ver. 6.0（Blin et al. 2021）を用いてゲノム配列を MIBiG

データベース（Kautsar et al. 2019）と照合することで同定した．  

 

pH 耐性試験  

菌株は Lactobacilli MRS 寒天培地で 37℃，20 時間嫌気環境下で培養する

ことで復元し，単離したコロニーを得た．得られた単離株は 5 mlの 1N NaOH

で pH 7.0 に調整した Lactobacilli MRS broth で 37℃，20 時間嫌気環境下で

培養することで充分に増菌した．増菌後，培養液 1 ml を滅菌 2.0 ml チュー

ブに移し，3,000×g，10 分間の遠心操作により菌体のペレットを得た．得ら

れたペレットは，1 ml のリン酸緩衝食塩水に懸濁し，これを標準菌液とし

た．この標準菌液 100 μl を，pH 6.0，pH 4.0， pH 2.5 に調整した Lactobacilli 

MRS brothおよび朝の給餌前に採取された飼育下バンドウイルカの胃液（pH 
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3.8）に添加し， 37℃， 20 時間嫌気環境下で培養した．また， pH 7.0 の

Lactobacilli MRS broth で同様に培養した菌液をコントロール群とした．こ

れらの作業は各 pH 条件において 3 回繰り返された．なお，標準菌液の濁度

を均一に保つために，各 pH もしくはイルカ胃液への添加前にボルテック

スにより良く混和した．培養後，細菌の増殖度は 595 nm の波長による透過

度を測定し，光学濃度（Optical density: OD）の値で評価した．各 pH 条件

間での OD 値の平均値は一元配置分散分析で比較し，Tukey の多重比較検定

で各条件間での平均値を比較した．p < 0.05 を統計的有意差ありとした．  

 

結果  

 

抗菌活性試験  

EF-1−EF-55，No.98−100，No.102−104 および No.140−142 の無細胞培養上

清（pH 7.0）の各種指標菌に対する抗菌活性試験の結果を表 3.3 に示す．EF-

1−EF-55はいずれの指標菌に対しても抗菌活性を示さなかった．一方，No.98

は Vibrio alginolyticus および Bacillus subtilis subsp. subtilis に対して活性を

示した．また，No.104 は Vibrio alginolyticus，Enterococcus faecalis および

Enterococcus hirae に対して活性を示した．このことから No.98 および

No.104 の抗菌活性が抗菌タンパク，ペプチドによるものであると示唆され

たため，無細胞培養上清を Proteinase K で処理したもので同様の試験を行

なった結果，抗菌活性能は消失もしくは大きく減少した（図 3.2）．  
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バクテリオシン生合成遺伝子の同定  

No.98 および No.104 のドラフトゲノム配列の詳細を表 3.4 に示す．ドラ

フトゲノム配列の長さはそれぞれ 2,624,307 bp，2,688,733 bp であり，これ

らは Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435（GenBank assembly accession: 

GCA_001456385.1）のゲノム配列の長さ（2,547,291 bp）と類似していた．

また，Completeness および Contamination は，No.98 および No.104 でそれぞ

れ 100%と 100%, 3.91%と 8.97%であり，これはアセンブルの結果が良好で

あったことを示している．また，両株の ANI 値は Lactococcus lactis subsp. 

lactis ATCC 19435 に対して最も高く，それぞれ 97.1%および 97.5%であっ

た．Lactococcus lactis の亜種 4 種の標準株（Lactococcus lacti subsp. lactis 

ATCC 19435， subsp. cremoris ATCC19257， subsp. hordniae DSM 20450 およ

び subsp. tructae DSM 21502）に対する dDDH を行なった結果，両株とも

Lactococcus lacti subsp. lactis ATCC 19435 に対して 77.4%および 77.5%と最

も高い相同性を示したことから，No.98 および No.104 はゲノムレベルで

Lactococcus lacti subsp. lactis であると同定された．  

両株のドラフトゲノム配列情報からバクテリオシン生合成遺伝子の同定

を試みた．その結果，Lactococcus lactis subsp. lactis 由来のナイシン A/Z 生

合成に関わる全 11 遺伝子（ nisABTCIPRKFEG, MIBiG データベース

Accession: BGC0000535）が同定され，それらの塩基配列は 98−100%相同で

あった（図 3.3）．また，nisA 遺伝子，すなわちナイシン前駆体生合成遺伝

子から両株のナイシン前駆体のアミノ酸配列を予測し，各種ナイシン前駆
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体と比較した結果，ナイシン Z と一致した配列であった（表 3.5）．  

 

pH 耐性試験  

No.98 および No.104 を pH 6.0 の Lactobacilli MRS broth で培養した後の

OD 値はコントロール（pH 7.0）とほぼ同等の値を示した（図 3.4）．しかし，

pH 4.0で培養した後の OD値はコントロールと比べ有意に減少し（p < 0.05），

その後イルカ胃液（pH 3.8）および pH 2.5 で培養した場合はさらに減少し

た．また，コントロールでの OD 値を基準とした時の No.98 および No.104

のイルカ胃液（pH 3.8）と pH 2.5 での OD 値から算出される生存率はそれ

ぞれ 33.1%，40.6%および 21.5%，26.7%であった．  

 

考察  

 

アカボウクジラ漂着個体から分離された L. lactis subsp. lactis 9 株のうち， 

No.98 と No.104 は V. alginolyticus，E. faecalis および E. hirae に対して抗菌

活性を示した．V. alginolyticus は野生および飼育下イルカから分離されて

いるが（Buck et al. 1991; Buck et al. 2006），同細菌種による日和見感染症が

懸念されている（Schroeder et al. 1985）．Enterococcus 属細菌はヒトや様々

な哺乳類の胃腸内常在細菌であるが，E. faecalis はイルカの腹膜炎や組織異

常の原因菌であり，イルカ類の主要な病原性細菌であると報告されている

（Venn-Watson et al. 2008）．また，イルカ類の E. hirae 感染症に関する報告
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はないが，同種はヒトや様々な哺乳類において腸炎の原因菌である

（Etheridge et al. 1988; Nicklas et al. 2010）．また，これらの細菌種はイルカ

類だけでなくヒトへの病原性も示唆されているため，イルカとヒト間での

細菌伝播により水族館内の健康が脅かされる可能性が考えられるため，公

衆衛生上重要な細菌種である．そのため，No.98 と No.104 の抗菌活性能は，

イルカの病原性細菌の排除だけでなく，水族館の公衆衛生を守る上で有用

であると考えられる．  

No.98 と No.104 の pH 7.0 に調整した培養上清において抗菌活性が見ら

れ，その活性はタンパク質分解酵素処理により消失あるいは大幅に減少し

たことから，両株の抗菌活性は乳酸などの酸産生に基づくものではなく，

タンパク質およびペプチドによるものであると示唆された．そこで L. lactis 

subsp. lactisの産生する抗菌ペプチドであるナイシンを産生していると考え，

全ゲノム解析からナイシン生合成遺伝子の同定を試みた．  

その結果，両株においてナイシン A/Z 生合成に関わる遺伝子全て

（nisABTCIPRKFEG）が検出され，nisA のタンパク質配列は，ナイシン Z と

一致していた．ナイシン A/Z の生合成は計 11 個の遺伝子により制御されて

いる（Cheigh and Pyun 2005）．まず，nisA によりナイシン前駆体が産生され

る．ナイシン前駆体は nisBC による特定のアミノ酸の修飾を経た後，nisC

により細胞外へ排出される．その際，nisP によりリーダーペプチドが切断

され，34 アミノ酸残基からなる成熟型ナイシンとなる．細胞外に排出され

た成熟型ナイシンは菌体表面に存在するセンサータンパク質（nisK）に結合
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し，そのシグナルが細胞内部の応答制御タンパク質（nisP）に伝達され，ナ

イシン前駆体の産生が促進される．また，nisIFEG はナイシン排出に必要な

タンパク質産生に関与し，これにより自身の産生したナイシンに対する耐

性機構を獲得している．以上のことから，No.98 と No.104 がナイシン Z を

産生していることが強く示された．  

一般に，ナイシン単体ではグラム陽性菌にのみ抗菌作用を示す．これは，

ナイシンはグラム陽性菌の細菌細胞の表面に普遍的に存在する細胞壁前駆

体であるリピド II に結合し，細胞膜に孔を形成し，ATP やイオンなどの細

胞内容物を溶出させることで殺菌的な抗菌作用を示す一方で，グラム陰性

菌の有する外膜がナイシンの侵入を防ぎ，リピド II への結合を阻止してい

るためである（益田  et al. 2010）．No.98 と No.104 は Bacillus subtilis subsp. 

subtilis や Enterococcus 属などのグラム陽性菌だけでなく，グラム陰性菌で

ある Vibrio alginolyticus にも抗菌作用を示した．現時点ではこの結果を説明

する研究報告や実験データはないが，これまで，僅かであるがナイシンが

グラム陰性菌に抗菌活性を示したという報告例がある（Stevens et al. 1991; 

Kuwano et al. 2005）．これらの報告では，その理由については考察されてい

な い が ， ナ イ シ ン の 抗 菌 作 用 機 序 に は 未 だ 未 知 な 部 分 が 多 い た め

（Punyauppa-path et al. 2015），今後，No.98 と No.104 由来のナイシンを精

製し，その詳細な性状解析が必要である．  

プロバイオティクスとしての利用のためには，菌体が宿主の胃内環境で

生存し，腸管内に生きたたま到達し定着する必要がある．そこで，No.98 と
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No.104 の pH 耐性試験を行った．その結果，両株はバンドウイルカの胃液

（pH 3.8）および pH 2.5 環境下においても生存，増殖することができた．

バンドウイルカの胃液は給餌後 4 時間で約 pH2.6 に低下する（Buddington 

et al. 2006）．また，バンドウイルカの消化管通過時間は約 3.9 時間であると

報告されている（Kastelein and Wiepkema 1997）．この 2 つを考慮すると，

イルカが摂取した食べ物の胃内滞留時間は 4 時間よりも優に短いと考えら

れるため，イルカ胃液および pH2.5 での 20 時間培養でも生存，増殖できた

No.98 と No.104 はイルカ胃内環境を生きたまま通過できると考えられる．  

以上より，鯨類からナイシン Z 産生によりイルカ病原性細菌に抗菌活性

を示すと思われる乳酸菌を分離することができ，これらはイルカ胃内環境

でも生存，増殖できる可能性が示唆された．今後，胆汁酸耐性試験や，腸内

での定着性および簡便な投与方法を検討することで，将来的なプロバイオ

ティクスとしてイルカ腸内環境維持に貢献できると考えた．  
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表 3.1 野生下および飼育下鯨類から分離された細菌株の 16S rRNA 遺伝子領域による菌種同定の結果．  

飼育下

細菌種 スジイルカ ハナゴンドウ シワハイルカ アカボウクジラ バンドウイルカ

Clostridium baratii − − 1 − −
Clostridium moniliforme 1 − 1 − 1
Clostridium perfringens − 1 2 1 3
Enterococcus faecalis 3 3 3 2 44
Enterococcus faecium 2 − − − 7
Enterococcus hirae − 1 1 2 −
Enterococcus lactis − − − − 2
Escherichia fergusonii − − − 1 2
Escherichia marmotae − − − − 1
Lactococcus lactis subsp. lactis − − − 9 −
Paeniclostridium sordellii 1 − − − −
Staphylococcus epidermidis − − − − 3
Staphylococcus pasteuri − − − − 3
Staphylococcus sp. − − 1 − −
Staphylococcus warneri − − − − 4
Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus 3 2 1 − −
Streptococcus infantarius − − − − 1
Streptococcus lutetiensis − − − − 11
Streptococcus salivarius − − − − 4
合計 10 7 10 15 86

野生下

分離株数
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表 3.2 API 50CH を用いた Enterococcus faecalis および Lactococcus lactis subsp. lactis の

炭水化物代謝試験の結果．  

+; 陽性，  W; 弱陽性，  −; 陰性  
1)  分離された全 55 株の結果．  
2) Itoi et al.（2008）のデータを引用．  
3) Itoi et al.（2014）のデータを引用．  
4)  陽性率はパーセンテージで示す．  
5) Itoi et al.（2009）のデータを引用．

API 50CH
Enterococcus
faecalis 1)

No.98 No.99 No.100 No.102 No.103 No.104 No.140 No.141 No.142
Marine fish-

isolates2)
Bivalvia-

isolates3, 4)
Freshwater fish-

isolates5)

2-Ceto-gluconate − − − − − − − − − − − − −
5-Ceto-gluconate − − − − − − − − − − − − −
Adonitol − − − − − − − − − − − − −
Amygdalin + + + + + + + + + + + + +
Arbutin + + + + + + + + + + + + +
Cellobiose + + + + + + + + + + + + +
d-Arabinose − − − − − − − − − − − − −
d-Arabitol − − − − − − − − − − − − −
d-Fructose + + + + + + + + + + + + +
d-Fucose − − − − − − − − − − − − −
d-Glucose + + + + + + + + + + + + +
d-Lyxose − − − − − − − − − − − − −
d-Mannose + + + + + + + + + + + + +
d-Raffinose − − − − − − − − − − − − −
d-Tagatose + − − − − − − − − − − 8% −
d-Turanose − − − − − − − − − − − − −
d-Xylose − + + + + + + + + + + 75% −
Dulcitol − − − − − − − − − − − − −
Erythritol − − − − − − − − − − − − −
Esculin + + + + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + + + + +
Gluconate + + + + + + + + + + + 92% +
Glycerol + − − − − − − − − − − − −
Glycogen − − − − − − − − − − − − −
Inositol − − − − − − − − − − − − −
Insulin − − − − − − − − − − − − +
l-Arabinose − + + + + + + + + + + 33% +
l-Arabitol − − − − − − − − − − − − −
l-Fucose − − − − − − − − − − − − −
l-Sorbose − − − − − − − − − − − − −
l-Xylose − + + + + + + + + + + + +
Lactose W − − − − − − − − − − − +
Maltose + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + + + 42% +
Melezitose + − − − − − − − − − − − −
Melibiose − − − − − − − − − − − − −
N -Acetyl-d-glucosamine + + + + + + + + + + + + +
Rhamnose W − − − − − − − − − − 8% −
Ribose + + + + + + + + + + + + +
Saccharose + + + + + + + + + + + 92% +
Salicin + + + + + + + + + + + + +
Sorbitol + − − − − − − − − − − − −
Starch − + + + W W + + + W + 58% +
Trehalose + + + + + + + + + + + + −
Xylitol − − − − − − − − − − − − −
α-Methyl-d-glucoside − − − − − − − − − − − − −
α-Methyl-d-mannoside − − − − − − − − − − − − −
β-Gentiobiose + + + + + + + + + + + + +
β-Methyl-xyloside − − − − − − − − − − − − −

Lactococcus lactis subsp. lactis



 

 78 
 

 

 

表 3.3 抗菌活性試験に用いた指標菌の株名，培養環境および温度と Enterococcus faecalis EF1-EF55 株および

Lactococcus lactis subsp. lactis 計 9 株の指標菌に対する抗菌活性試験の結果．  

指標菌 Strain 培養環境 培養温度
Enterococcus

faecalis  EF1−EF55 No.98 No.99 No.100 No.102 No.103 No.104 No.140 No.141 No.142

Vibrio alginolyticus ATCC 17749 好気 25℃ − − ++ − − − ++ − − −

Vibrio  campbellii ATCC 25920 好気 25℃ − − − − − − − − − −

Vibrio  fluvialis ATCC 33809 好気 25℃ − − − − − − − − − −

Vibrio  parahaemolyticus  ATCC 17802 好気 25℃ − − − − − − − − − −

Vibrio  vulnificus  ATCC 27562 好気 25℃ − − − − − − − − − −

Escherichia  coli DSM 30083 好気 30℃ − − − − − − − − − −

Photobacterium damselae  subsp. damselae DSM 7482 好気 25℃ − − − − − − − − − −

Lactococcus  lactis  subsp. lactis ATCC 19435 嫌気 30℃ − − − − − − − − − −

Lactococcus  lactis  subsp. cremoris ATCC 19257 嫌気 30℃ − − − − − − − − − −

Lactococcus  garvieae ATCC 43921 嫌気 30℃ − − − − − − − − − −

Lactococcus  plantarum ATCC 43199 嫌気 30℃ − − − − − − − − − −

Lactococcus  raffinolactis  ATCC 43920 嫌気 30℃ − − − − − − − − − −

Enterococcus faecalis DSM 20478 嫌気 37℃ − − − − − − ++ − − −

Enterococcus hirae ATCC8043 嫌気 37℃ − − − − − − ++ − − −

Enterococcus faecium ATCC 19434 嫌気 37℃ − − − − − − − − − −

Enterococcus canis DSM 17029 嫌気 37℃ − − − − − − − − − −

Staphylococcus xylosus ATCC 29971 嫌気 37℃ − − − − − − − − − −

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 嫌気 37℃ − − − − − − − − − −

Bacillus subtilis subsp. subtilis ATCC 6051 好気 30℃ − − + − − − − − − −

Streptococcus salivarius DSM 20560 嫌気 37℃ − − − − − − − − − −

–; < 6mm, +;  6−10 mm, ++;  > 10 mm
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表 3.4 No.99 および No.104 のドラフトゲノム配列の詳細．  

 

No.99 No.104
Total Length (bp) 2,624,307 2,688,733
No. of contigs 382 886
GC Content (%) 35.40% 35.10%
N50 (bp) 284,824 486,474
Gap Ratio (%) 0.00% 0.00%
No. of CDSs 2,499 2,344
No. of rRNA 4 4
No. of tRNA 56 57
Completeness 100% 100%
Contamination 3.91% 8.97%
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表 3.5 No.99 および No.104 で同定されたナイシン前駆体と各種ナイシン前駆体のアミノ酸配列の比較．  

No.99 および No.104 と異なる残基は灰色で塗りつぶされている．黒色矢印はリーダーペプチド切断部位を示す．

両括弧内には GenBank アクセッション番号を示す． 1)  Zhang et al.（2012）のデータを引用．

Strain ナイシン前駆体のアミノ酸配列

No.99 M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R I T S I S L C T P G C K T G A L MG C NM K T A T C N C S I H V S K

No.104 M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R I T S I S L C T P G C K T G A L MG C NM K T A T C N C S I H V S K

ナイシンZ (CAA79467.1) M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R I T S I S L C T P G C K T G A L MG C NM K T A T C N C S I H V S K

ナイシンA (CAA48380.1) M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R I T S I S L C T P G C K T G A L MG C NM K T A T C H C S I H V S K

ナイシンF (ABU45463.1) M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R I T S I S L C T P G C K T G A L MG C NM K T A T C N C S V H V S K

ナイシンP1) V T S K S L C T P G C K T G I L M T C A I K T A T C G C H F G

ナイシンQ (BAG71479.1) M S T K D F N L D L V S V S K T D S G A S T R I T S I S L C T P G C K T G V L MG C N L K T A T C N C S V H V S K

ナイシンH (AKB95119.1) M S T N D F N L D L V S V S K S N A G A S T R F T S I S MC T P G C K T G A L M T C N Y K T A T C H C S I K V S K

ナイシンU1 (ABA00878.1) M N N E D F N L D L I K I S K E N N S G A S P R I T S K S L C T P G C K T G I L M T C P L K T A T C G C H F G

ナイシンU2 (ADB43138.1) M S T K D F N L D L V S V S K K D S G A S P R V T S K S L C T P G C K T G I L T G C P L K T A T C G C H F G

1) Zhang et al. 2012
→
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図 3.1 本研究で対象とした生存漂着したシワハイルカ（A）と漂着後死亡したアカボウクジラ（B）個体．  

A B 
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図 3.2 No.99 と No.104 の無細胞培養上清（それぞれ A，B）と Proteinase K

で処理した無細胞培養上清（それぞれ C，D）の抗菌活性試験結果の例．寒

天培地上の阻止円は指標菌の増殖を抑制していることを示す．  

A B

C D
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図 3.3 antiSMASH を用いて No.99 と No.104 のドラフトゲノム配列で同定されたナイシン生合成遺伝子と MIBiG

データベースのナイシン A 生合成遺伝子の塩基配列の比較．図中の同じ色は同一の遺伝子を示し，パーセンテ

ージは相同性を示す．両括弧内にはナイシン A の MIBiG データベースのアクセッション番号を示す．  

nisA nisB nisT nisC nisI nisP nisR nisK nisF nisE nisG

98% 99% 99% 100% 100% 99% 99% 100% 100%100%100%
No.99, No.104

ナイシンA（BGC0000535）
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図 3.3 No.99 と No.104 の pH 耐性試験の結果．図中の異なるアルファベッ

トは有意差あり（p < 0.05）を示す．  
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総合考察  

 

本研究の遂行により，イルカ類の腸内細菌叢に関する様々な知見が得ら

れた．まず第 1 章では，野生下および飼育下ミナミバンドウイルカの腸内

細菌叢を比較することにより，飼育がイルカの腸内細菌叢に与える影響を

明らかにした．その結果，両群の細菌門および ASV レベルの組成は大きく

異なっており，特に門レベルでは各群での最優占門の検出割合に顕著な差

が見られた．さらに，飼育下個体の Evenness 指数は野生個体より有意に低

い値であったことから，細菌叢のバランスが野生下個体に比べて偏ってい

ることが判明した．この様な細菌叢の差異は様々な生物種で報告されてお

り，抗生物質の使用や，野生下と比べ多様性の乏しい食餌内容がこの差異

に大きく関与していると報告されている（Clemente et al. 2012; McKenzie et 

al. 2017）．飼育下個体には，感染症の予防や治療のために抗生物質が比較

的頻繁に投与されるが，この様な処置が野生個体に施されることは座礁個

体への対応以外にはない．また，御蔵島周辺のミナミバンドウイルカは魚

類や頭足類，甲殻類など約 20 種の生物を採餌している（Takahashi et al. 

2020）．一方で，本研究で対象とした飼育下個体は 3 魚種のみ給餌されてい

た．従って，特にこれらの要因が飼育下イルカの腸内細菌叢の変化に影響

していると考えられた．  

また，飼育下個体からは野生個体と比べ，Morganella，Mycobacterium お

よび Clostridium 属などのイルカ病原性細菌が多く検出された．さらに，野
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生個体が保有していた有用乳酸菌は飼育下個体から検出されなかった．こ

れを上述の飼育下個体の腸内細菌叢の均衡度が野生個体より低いことと併

せて考慮すると，病原性細菌による感染症により，飼育下個体の腸管ひい

ては全身の健康が脅かされるリスクが懸念される．今後，病原性細菌の分

離培養を行い，イルカに対する病原性を明確にする必要がある．  

以上より，本研究では野生下および飼育下イルカの腸内細菌叢の差異が

初めて明らかになり，これらの結果は飼育下イルカの細菌感染症のリスク

管理に警鐘を鳴らすものである．今後，野外からの個体の搬入時からの細

菌叢の経時的な変動を捉えることや，抗生物質投与前後での差異を明らか

にできれば，飼育下個体の腸内細菌叢管理に大きく貢献できると考える．  

第 2 章では，腸内細菌叢の施設間での差異を探り，その差異に寄与する

要因を推定するとともに，多様性の季節変動の有無を明らかにした．まず

第 1 節では，国内 5 施設で飼育されているバンドウイルカの細菌叢組成お

よび多様性指数の値は施設毎に特有であることが判明し，この差異には給

餌されている餌生物種数と飼育形態が有意に関係していることがわかった．

また，多様性指数と餌生物種数の関連性を調べると，給餌されている生物

種が多い個体ほど，細菌叢の細菌種数および均衡度が高くなるとこが判明

した．次に，イルカ腸内細菌叢と餌生物 /環境水との関連性を探った．その

結果，プール飼育施設においてはイルカと環境水間で共通に見られる ASV

が最も多かったが，生け簀飼育施設のイルカは餌生物の消化管内容物と共

通の ASV を最も多く有していた．以上より，各施設で特有な細菌叢組成に
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は，給餌される餌生物種とその数や，環境水を介した個体間伝播が主に寄

与していることが示唆された．食餌由来の栄養成分組成の変化は腸内細菌

叢に影響し（Flint et al. 2017），多様性の乏しい食餌内容は海生哺乳類の腸

内細菌叢の多様性を減少させるという報告がある（ Eigeland et al. 2012; 

Delport et al. 2016）．また，イルカの餌である魚類のアミノ酸，無機質およ

び脂肪酸の含有量は魚種毎に異なる（Tacon and Metian 2013）．従って，餌

生物種の多い施設の個体では多様な栄養素が腸内に供給され，その結果，

多様な細菌種が定着および増殖できると考えられた．また，Goldman et al.

（2009）は，生け簀飼育よりも環境水が循環している閉鎖的なプール飼育

環境下では，個体の吐き戻しや糞便により汚染された環境水を介してイル

カ個体間で細菌伝播が生じることを示唆している．本研究におけるプール

飼育施設のイルカと環境水の細菌叢に共通に見られる ASV が最も多いと

いう結果は，これを支持するものとなった．  

第 2 節では，同一施設のバンドウイルカを対象に 1 年間，月 1 回間隔で

同個体から糞便を採取し，多様性指数の季節変動の有無を探ると共に，環

境水温および外気温との関連性を調べた．その結果，多様性指数は季節間

で有意に差はなく，年間を通して安定していた．また，多様性指数と環境

水温および外気温との関連性を探ったが，どちらの要因も多様性指数との

有意な関係性は見られなかった．これまで，イルカの細菌叢の季節変動に

関しては，唯一噴気孔で比較的安定した多様性が報告されている（Vendl et 

al. 2021）ことから，イルカ細菌叢の多様性は周辺環境の温度変化や，それ
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に伴う体内環境の変化に対して堅牢であると予想された．このような多様

性の安定性が何によって維持されているかは不明であるが，本研究の結果

よりイルカ腸内細菌叢の多様性のベースラインとなる有益な情報をできた． 

以上，第 2 章では複数施設間での細菌叢の差異と，それに寄与する要因

を推定するとともに，多様性の季節変動についても調査した．その結果，

施設毎に特有な細菌叢組成には，給餌される生物種の違いや環境水を介し

た細菌伝播が寄与していることが示唆された．また，餌生物種数と細菌叢

の多様性の関係性から，飼育下イルカの腸内細菌叢の多様性を高く維持す

るためには，多種多様な餌生物種を与えることが有効であると示唆された．

さらに，多様性は年間を通して安定していたことから，本研究の結果は，

今後，個体の体調不良や，抗生物質投与の多様性への影響を評価するため

の指標として役立つと期待される．  

第 3 章では，飼育下個体の腸内環境維持に役立つプロバイオティクス候

補菌の取得を目指した．まず第 1 節では，野生スジイルカ，ハナゴンドウ，

シワハイルカ，およびアカボウクジラ，そして飼育下バンドウイルカの糞

便から乳酸菌の選択培地を用いて乳酸菌の分離を試みた．16S rRNA 遺伝子

領域による分離株のスクリーニングの結果，乳酸菌の中でも Enterococcus

属，Streptococcus 属および Lactococcus 属に含まれる計 9 細菌種が分離され

た．これらについて詳細な菌種同定を行った結果， Enterococcus faecalis が

最も多かったことから，同細菌種は鯨類の主要な乳酸菌であると示唆され

た．また，Lactococcus 属に分類された 9 株は全て Lactococcus lactis subsp. 
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lactis であると同定された．鯨類からの同細菌種の分離は本研究が初めてで

ある．以上，野生および飼育下鯨類からの乳酸菌分離に成功した．  

Enterococcus faecalis と Lactococcus lactis subsp. lactis には，バクテリオ

シンであるエンテロシン（Huang et al. 2013）およびナイシン（Cheigh and 

Pyun 2005）を産生する株が存在する．第 2 節では，第 1 節で分離された

Enterococcus faecalis（ EF-1−EF-55 株）と Lactococcus lactis subsp. lactis 

（No.98−100，No.102−104，No.140−142 株）の抗菌活性能を明らかにし，活

性が見られた場合にはバクテリオシン生合成遺伝子の同定を試みた．さら

に，将来的なプロバイオティクスとしての利用を見据え，菌株の pH 耐性試

験を行い，イルカ胃内で生存可能か否かを明らかにした．イルカ病原性細

菌を含む計 20 種の指標菌に対する抗菌活性試験の結果，EF-1−EF-55 株は

いずれの指標菌に対しても抗菌活性を示さなかった．一方，No.99 株はこれ

までイルカに病原性を示唆されている Vibrio alginolyticus に対して，No.104

は V. alginolyticus，Enterococcus faecalis および Enterococcus hirae に対して

活性を示した．次に全ゲノム解析によりバクテリオシン生合成遺伝子の同

定を試みた結果，ナイシン A/Z 生合成関連遺伝子群が同定され，ナイシン

前駆体のアミノ酸配列はナイシン Z と 100%相同であった．以上より，No.99

および No.104 株の抗菌活性はナイシン産生によるものであると示唆され

た．次に No.99 および No.104 株の pH 耐性試験を行ったところ，両株はイ

ルカの胃液（pH 3.8）および pH 2.5 環境下で生存，増殖できたことから，

イルカ胃内環境を通過し腸管に到達できると期待される．  
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以上，第 3 章では鯨類の乳酸菌について調べ，プロバイオティクス候補

菌の取得を目指した．Lactococcus lactis subsp. lactis No.98 および No.104 株

は，イルカ病原性細菌に対して抗菌活性を示すことや，イルカ胃内環境で

生存，増殖できることから，両株は飼育下イルカの腸内環境改善に大きく

役立つものと期待される．そして，将来的なプロバイオティクスとしての

利用には，胆汁酸耐性試験や，腸内での定着性および簡便な投与方法を検

討する必要がある．  

本研究では，飼育がイルカ腸内細菌叢に与えるということを初めて明ら

かにした．複数飼育施設での腸内細菌叢を比較した結果，飼育下イルカの

腸内細菌叢の多様性を高く維持するためには，多種多様な餌生物種を与え

ることが有効であると提案できた．さらに多様性の年間を通した解析から，

今後個体の多様性の変化を評価する指標となる結果を明らかにした．また，

イルカ病原性細菌の抑制，排除に有用であると思われる細菌株を取得した．

本研究はこれまで不明な点が多かったイルカ腸内細菌の基礎的な知見を提

供しており，今後の腸内細菌を介したイルカ個体の健康管理の確立に向け

大きな貢献になるものと期待される．  
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