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天王寺動物園における飼育動物の糞を材料 とした有用微生物探索の試み

江邉 正 平1, 芳 野 美 咲2,米 田 奈 央2,蘇 霊 軒1,鷲 尾 尚 輝1,大 池 達 矢1,

岡 南 政 宏2,阿 野 貴 司2,高 見 一 利3,宮 下 実4

要旨

本研究では有用微生物の探索を 目的 とし、様々な動物を飼育 している動物園に着 目した。天王寺動物園に

おいて生態や食性が異なる4種 の飼育動物、アジアゾウ、キタジマキーウィ、コアラ、コウベモグラの糞を

採取、スクリーニングを試みたところ、それぞれの動物の糞サンプルからマンガンを還元する微生物、炭酸

固定 ・窒素固定を行 う微生物、植物生長促進を行 う微生物、植物病原菌に対 して抑制能を示す放線菌、難分

解性の多糖を分解す る微生物の存在が認 められた。このことから飼育動物の糞は有用微生物の単離源 として

有効であることを示 した。

キー ワー ド:天 王寺動物 園、動物糞、有用微生物 のスク リー ニング

1.緒 論

動物の腸内には、多種多様な微生物が共生 していることが知 られている。例えば、ウシや ヒツジなどの反

鯛動物が主食 とする植物体にはセルロースやヘ ミセルロース、リグニンなどの繊維性物質が多 く含まれるが、

反鯛動物 自身はこれ らを分解す ることは出来ず、それ らの分解には腸内に生息す る様々な微生物の助けを必

要 とする。このよ うに動物の腸内には多様な微生物が生息 しているため、腸を通って排 出される動物の糞は

有用微生物の宝庫であ り、優れたスクリーニング源になり得るのではないかと考えた。そこで様々な動物を

飼育する動物園において検体を採取 した。これまでに飼育動物から有用微生物を幅広く探索する試みは行わ

れてお らず、新 しい知見を得 ることが期待できると考えた。そこで、天王寺動物園において飼育されている

生活形態や食性が異なる4種 類の動物(ア ジアゾウ、キタジマキーウィ、コアラ、コウベモグラ)の 糞を採

集 し、有用微生物のスクリーニングを試みた。

本研究では、環境中や生態系において物質循環に関わる微生物に着 目し(1)環 境中におけるマンガン循環

に関わる微生物、(2)炭 酸固定、窒素固定を行 う微生物、(3)抗 真菌活性を有する放線菌、(4)植 物生長促

進に関わる微生物、(5)多 糖分解酵素生産微生物の単離を目的とした。

2材 料 と方法

21実 験に使用 した糞の採取

平成27年3.月11日 に天 王寺動物 園にて飼 育 され ている4種 の動物、 アジア ゾ ウ(Elephasmaximus:
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図1A)、 コ ア ラ(Phascolarctoscinereus:図1B)、 キ タ ジ マ キ ー ウ ィ(Apteryxmantelli:図1C)、 コ ウ ベ

モ グ ラ(Mogerawogura:図1D)の 糞 を採 取 し た 。

ま た 今 回 糞 を 採 取 した 天 王 寺 動 物 園 で は 、 ア ジ ア ゾ ウ に は 乾 草 や 青 草 、 根 菜 類 、 果 物 な ど を 、 キ タ ジ マ キ

ー ウ ィ に は ミ ミ ズ や 牛 心 臓 肉
、 ミ ー ル ワ ー ム(ゴ ミ ム シ ダ マ シ 科 甲 虫 の 幼 虫)な ど を 、 コ ア ラ に は2.一 一カ リ

の 枝 葉 を 、 コ ウ ベ モ グ ラ に は ミ ミズ や 牛 肝 臓 肉 、 ミー ル ワ ー ム な ど を 給 餌 して い る 。
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図1糞 サ ン プ ル の 採 取 源 と した 動 物

ア ジア ゾ ウ(A)、 コア ラ(B)、 キ タジ マ キ ー ウ ィ(C)、 コ ウベ モ グ ラ(D)
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2.2糞 サンプルからのスク リーニング、および活性評価

各動物の糞1.Ogに 対 して0.9%滅 菌生理食塩水10mLを 加 え懸濁、希釈系列を作製 し以下に示すそれぞれ

の寒天培地に塗布を行った。微生物の活性は各寒天培地における生育の有無、もしくは微生物の選抜後に行

った試験の結果か ら評価 した。

2.2.1マ ンガン酸化微生物 ・マ ンガン還元微生物のス ク リー ニング

マ ンガ ン酸化菌 、お よびマ ンガ ン還元菌 をスク リー ニングす るため、R2A寒 天培地(1)に二酸化マ ンガ ン(IV)

を0.5%加 えたR2A+Mn寒 天培地 にて コロニー周辺の培地 の色 の変化 を指標 に選抜 を行 った(2)。マ ンガ ン酸

化微生物 が生育 した場合 、 コロニー周 辺の培地の色が元 の黒色 よ り濃 い黒色 もしくは褐 色 とな り、マ ンガ ン

還元微生物で は黒色か ら透 明に変化す る。 このこ とか ら候補株 のマ ンガ ン酸化能 ・還元能 を評価 した。

2.2.2炭 酸 固 定 、 も し く は 窒 素 固 定 を 行 う 微 生 物 の ス ク リー ニ ン グ

炭 酸 固 定 を 行 う微 生 物 の ス ク リー ニ ン グ に は 改 変 し たSpizizen'sminimalmedium(3)((NH4)2SO40.02%、

K2HPO40.14%、KH2PO40.06%、MgSO4・7H200.002%、agar1.5%)をNC(non-carbonsource)寒 天

培 地 と し て 実 験 に 使 用 し た 。 ま た 窒 素 固 定 を 行 う微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ も 同 様 にSpizizen'sminimal

mediumを 改 変 し たNN(non-nitrogensource)寒 天 培 地(sodiumcitrateO.05%、K2HPO40.14%、KH2PO4

0.06%、MgSO4・7H200.002%、agar1.5%)を 実 験 に 使 用 した 。NC寒 天 培 地 、NN寒 天 培 地 に て 生 育 した

微 生 物 を 炭 酸 固 定 候 補 微 生 物 、 も し く は 窒 素 固 定 候 補 微 生 物 と した 。
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2.2.3抗 真 菌 活 性 を 有 す る 放 線 菌 の ス ク リー ニ ン グ

放 線 菌 の ス ク リー ニ ン グ に は4種 類 の 培 地 、HV寒 天 培 地 、YMA培 地 、PDA培 地 、V8寒 天 培 地 を 用 い た 。

HV寒 天 培 地 はhumicacid-vitaminagar(4)を 参 考 に 、KCIO.171%、Na2HPO40.05%、MgSO4・7H200.005%、

CaCO30.002%、FeSO4・7H200.01%、fulvicacidsolution1%(v!v)、 ア リナ ミ ンV(武 田 製 薬 工 業 株 式 会 社)

0.5%(v!v)、agar1.8%を 含 み 、 真 菌 の 成 長 抑 制 の た め にcycloheximideを50mg/L添 加 す る こ と に よ り作 製

した 。V8寒 天 培 地 は 市 販 の トマ トジ ュ ー ス20%(v/v)、CaCO30.3%、agar2.0%に て 作 製 した 。 以 上 の 培 地

に お い て 生 育 して き た 微 生 物 の う ち 、 コ ロ ニ ー 形 態 か ら放 線 菌 を 選 抜 し 、 植 物 病 原 菌Rhizoctoniasolaniと

対 峙 培 養 を 行 う こ と に よ り抗 真 菌 活 性 能 の 有 無 を 評 価 した 。

2.2.4植 物生長促進 に関わ る微生物のス ク リーニ ング

植物生長促進 に関わ る微生物 として、植 物 が吸収 で きない不溶性 リン酸を可溶化す る活性 を もつ微生物 の

ス ク リーニ ングを試み た。選択培地 には リン酸三カル シ ウムを含むPikovskayamedium(PVK寒 天培地)

(5)、 も しくはフィチ ン酸 を含むphytasescreeningmedium(PSM寒 天培地)(6)を 用い、 コロニー周辺 の色

が透 明に変化す る ことか ら微 生物の リン酸可溶化能 を評価 した。 また植物体 への鉄 の取 り込み を促進す るシ

デ ロフォアを生産す る微生物 のスク リーニ ングにはCAS寒 天培地(7)を使 用 した。微生物 のシデ ロフォア産生

能 はコロニー周辺 の色 の青色か ら榿色への変化 によ りシデ ロフォア産生 の有無 を評価 した。

2.2.5セ ル ロ ー ス 、 お よ び キ チ ン 分 解 微 生 物 の ス ク リー ニ ン グ

セ ル ロ ー ス を 分 解 す る 微 生 物 の ス ク リー ニ ン グ はCMC寒 天 培 地(8)を 用 い た 。CMC寒 天 培 地 の 組 成 は 論 文

の 組 成 を 改 変 し 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 塩(carboxymethylcellulosesodiumsalt:

CMC-Na)1%,yeastextractO.05%,MgSO4.7H200.05%,(NH4)25040.05%,KH2PO40.1%,KC10.05%,

agar1.5%で 作 製 し た 。 セ ル ラ ー ゼ 生 産 微 生 物 の 検 出 は 、 培 養 後 のCMC寒 天 培 地 を1%コ ン ゴ ー レ ッ ド溶 液

で 染 色 、 洗 浄 後 に コ ロ ニ ー 周 辺 の 脱 色 の 有 無 に よ り行 っ た 。 ま た 、 キ チ ン を 分 解 す る微 生 物 の ス ク リー ニ ン

グ に はcolloidalchitin寒 天 培 地(CC寒 天 培 地)(9)を 使 用 し、 コ ロ ニ ー 周 辺 の ク リ ア ゾ ー ン 形 成 の 有 無 に よ

り評 価 した 。

3結 果

マ ンガンの循 環 に関 わる微生物 を得 るた め、マ ンガ ン酸化能 、マ ンガ ン還元能 を有す る微 生物 のス ク リー

ニ ングを試み た。 ところがマ ンガ ン酸化微 生物 を分離す るこ とはできなかった。 一方、マ ンガ ン還元微生物

は アジアゾウ、 コアラ、 コウベモ グラの3種 類 の糞サ ンプルか ら得 ることがで きた(表1)。R2A+Mn寒 天

培地 におい て生育が認 め られた コロニー、 アジアゾ ウ68個 、コアラ290個 、 コウベモ グラ112個 、か らそ

れぞれ2株 、4株 、2株 のマ ンガ ン還元菌 を分離す ることが出来た。

次 に炭酸 固定候 補微生物 、 もしくは窒素 固定候補微 生物のス ク リーニ ングを行 った。 スク リーニ ング培地

としてR2A寒 天培地 を用いて菌数算定 を行 った ところ、R2A寒 天培地で はキタジマ キー ウィ とコウベモ グ

ラにおいて は他の動物 と比較す る と高い菌数が示 された(図2)。NC寒 天培地 を用 いて スク リーニ ングを行

った ところ、全 ての動物 の糞 サ ンプル において、炭酸固定微生物 の存在 が示唆 され た。 また、NC寒 天培地

にお けるアジア ゾウ、コア ラの菌数 はR2A寒 天培地 とほ とん ど同等、キタジマ キー ウィ、コウベモ グラにお

いて はR2A寒 天培地 よ り低い菌数 を示 した(図2)。 またNN寒 天培地 を用いてス ク リーニ ングを行 った と
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ころ、 アジアゾ ウ、キタジマキー ウィ、 コア ラの糞サ ンプル にお いて、窒素固定微 生物の存在が示唆 された

(図2)。 しか しなが らコウベモ グラにおいては、NN寒 天培 地では菌 の生育 は認 め られなかった。NC寒 天

培地、NN寒 天培地 ともにキ タジマ キー ウィの糞サ ンプル において最 も高い菌数が示 された。

表1各 動物の糞に含まれる微生物が有する活性の評価
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それぞれの寒天培地において活性を示 した ものを+、 活性 を示 さなかった ものを 一 と した。

続い て抗真 菌活 性 を示す放線菌 のス ク リーニ ングを行 った ところ、 アジアゾ ウの糞サ ンプル におけ るHV

寒天培地 とV8寒 天培地のみで放線菌の存在が認 め られた。それ ら放線 菌 をHV寒 天培地 か ら5株 、V8寒 天

培地か ら1株 分離 し、R.solaniに 対す る抑制能の有無 を調べた。結果、HV寒 天培地 を用いて分離 した放線

菌4株 の うち1株 が弱い なが らも抑制能 を示 した(表1)。
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図2NC寒 天培地 、NN寒 天培地 にお ける動物糞1g当 た りの菌数

コン トロールとしてR2A寒 天培地を使用した。n .d.は 微生物の生育が認められなかったことを示す。
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次 に リン酸可溶化活性 を示す微生物 のスク リー ニングを試みた。PVK寒 天培地で はアジアゾウ、 キタジマ

キー ウィの糞サ ンプル は弱か ったものの、全て のサ ンプル にお いて活性 を示 した(表1)。PSM寒 天培地 に

おいて も全ての糞サ ンプル において活性 を示 し、コア ラの糞サ ンプル において強い活性が認 め られ た(表1)。

続いて鉄 の取 り込み を促進す るシデ ロフォア生産微生物 をCAS寒 天培地 を用いてス ク リーニ ングを行 った。

結果、 コア ラ とコウベモ グラの糞サ ンプル におい てのみ弱い活性 を示 した(表1)。

最後 に、多糖類 を分解す る微 生物のス ク リーニ ングを行 った。CMC寒 天培地 によるスク リーニ ングの結果、

ア ジア ゾ ウ、お よびキ タジマキー ウィの糞サ ンプル においてセル ラーゼ生産微 生物が得 られた(表1)。 続い

てCC寒 天培地 を用いてス ク リーニ ングを行 った結果、ア ジア ゾ ウ、お よび キタジマ キー ウィの糞サ ンプル

において キチナーゼ生産微生物 の存在 が認 め られた(表1)。 またア ジア ゾウの糞サ ンプル か ら単離 した微生

物 が強い活性 を示 した。

4.考 察

各飼育動物 の糞か ら様 々な活性 を有す る微生物 が得 られた。 これ までに野生動物 の糞 を単離源 と した有用

微生物探索 の試み は世界的 に行 われてい る。MurtyとChandraは 野生の ゾ ウの糞や コンポス トを含む様 々

なサ ンプル か らキシロースや キシランを利用可能 な微生物 の単離 を報告 してい る(10)。またSinghら は野生 の

サイ の糞 か らセル ラーゼ を産生す る微生物 の単離(11)、Farouqら は野生 のアジアゾ ウの糞 か らセル ラーゼ を

産生す る真菌の単離 に成功 してい る(12)。さらにPetersonら はコア ラの糞か ら様々 な難分解性 の基質 を分解

で きる酵素 を産生す る真菌 を単離 してい る(13)。本研 究では飼 育下の アジア ゾウ とキタジマ キー ウィの糞 にセ

ル ラーゼや キチナ ーゼ といった多糖分解 酵素 を産生す る微生物 が存在す る ことを明 らか にした。今回 のスク

リーニ ングによ り飼 育下のアジア ゾウか ら野生動物で既 に報告 され ていたセル ラーゼ生産菌が得 られた。つ

ま り動物 は種 にお いて特 定の機 能 を有す る微生物 を腸 内に有 してい ることが考 えられ、またそれは餌 とす る

食物 に影響 され ない ことが示 唆 された。 さ らに今回、単離源 とした全 ての動物 の糞か ら不溶性 リン酸 を可溶

化す る微生物の存在が示 され、コアラ とコウベモ グラの糞か らはシデ ロフォアを産生す る微生物が得 られた。

このこ とか ら野生下 ・飼育環境下 に関わ らず動物 の糞 には多糖分解す る酵素 を産生す る微生物 を初 め として、

様 々な活性 を有す る微生物 の存在が示唆 された。

ま た今後 の展望 と して 同一種 の動物間 にお ける腸 内微 生物叢 が生 息環境(気 候や餌 、ス トレス等)で 変 わ

る とい う仮説 を立て、野外や複数の異 なる動物園か ら同一種の動物の糞 を採取 して微生物 のス ク リーニ ング、

微生物 の活性 の比較 を行 うことで、既 知の微生物 よ りも強い活性 を有す る新規微 生物 の単離が可能 となるこ

とが期待 され る。

微生物 のスク リー ニングを行 う際、我 々が単離 ・培養で きる微生物 はほん の一握 りに過 ぎない とされ、99%

にもお よぶ微生物 は"未 知微 生物"と して培養 出来てい ない か、 もしくはそれ らの微 生物 を含むサ ンプル に

出会 えてい ない ことが分 かっている(14,15)。世界 中の動物 園で飼 育 され るその土地固有の動物の糞 をスク リー

ニ ング源 とす る ことは未知微 生物のス ク リーニ ングを可能す る微生物学 の新 たな試 み とな るのでは ないだ ろ

うか。

5.結 論

ア ジアゾ ウ、キ タジマ キー ウィ、 コア ラ、 コ ウベ モ グラの糞サ ンプル か ら様 々 な活性 を有す る有用微生物

が得 られ た。 また、抗真菌活性 を有す る放線菌 はアジア ゾ ウのみ 、シデ ロフォア産生微 生物は コア ラ とコ ウ
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英文抄録

ScreeningofbeneficialmicroorganismsfromfecesofcaptiveanimalsinOsakaTennojiZoo

ShoheiEbel,MisakiYoshino2,NaoYoneda2,TingxunSul,NaokiWashiol,TatsuyaOhikel,

MasahiroOkanami2,TakashiAno2,KazutoshiTakami3andMinoruMiyashita4

Theaimofthisstudyistheisolationofbeneficialmicroorganismsfromtheanimalfeces.Sincethezooiskeepinga

varietyofanimalspecies,thefecalsampleswerecollectedatthezoofromthefollowingfouranimalswhichhave

differentecologicalfeateures:Asianelephant(El(芝 助 α3maximus),NorthIslandbrownkiwi(Apteryxmante〃i),koala

(P加3co1α κ'03c加 α8〃3)andJapanesewesternmole(Mogerawogurの.

Isolationofbeneficialmicroorganismsfromtheanimalfecesandactivitytestshavebeenperformedbyusingagar

media.Asaresult,allanimalfeceshaveshownthepresenceofbeneficialmicroorganismssuchasmanganese

reducingmicroorganisms,carbon-fixingmicroorganisms,nitrogen-fixingmicroorganisms,plantgrowthpromoting

microorganisms,actinomycetesthathaveantifungalactivityagainstplantpathogenicfungi,andpersistent

polysaccharidedegradingmicroorganisms.Thisstudyrevealedthatfecesofcaptiveanimalshaveusefulnessfor

screeningofbeneficialmicroorganisms.

Keyword:OsakaTennojiZoo,animalfeces,screeningofbeneficialmicroorganisms.
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