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Abgtract

Inordertodeterminehowmuchintestinalbacteriasynthesizenicotinicacidduringgrowth，２０９

strainsofbacteriawereisolatedfi･omintestinalcanalofcarp,andtheproductionofthisvitaminby
thesebacteriawasexamined・Ｔｈｅｒｅsultsobtainedwereasfbllows、

１．Decreaseofthenicotinicacidcontentinthemediumwasobservedin47strainswhenthey

werecultivatedinbouillonmediumat30oCfbr24hours、Ｉｔｗａｓｆｂｕｎｄｔｈａｔｏｎｌｙａｆｂｗｂａｃｔｅｒia

couldproducenotablenicotinicacidundertheseconditions・Allthe25strainsofbacteria,which

cangrowinMassen，smedium,producednicotinicacidｉｎｓｏｍｅｅｘｔｅｎｔ.(Table１，２）

２．Accumulationofnicotinicacidinthemediumsurpassedthatofbacterialbody,andtheacid

concentrationreachedtoamaximumatabout2daysofcultivation.(Table３，４）

ニコチン酸（以下ＮｉＡと略記）がマス1),2)，サケ3)，コイ4）にとって必要なビタミンの一

つであって，これが欠けると，食欲喪失，生長不良，皮膚出血などの症状が現われ，死亡率

の高まることも知られているが，一方ＮｉＡが腸内細菌によって生産されることもまた明ら

かにされている5)-8).著者らは前報9)において，コイの腸内にＮｉＡ生産菌および分解菌の存

在することを推定したが，引続き生産菌の分離と，分離した菌によるＮｉＡの生産量，菌体

内外におけるＮｉＡの蓄積について実験したので，その結果を報告する．

実験方法

ＮｉＡ生産菌の分離と分離した菌によるＮｉＡ生産量

鹿児島市内の養鯉場から購入した体重約8009のコイを用い，前報'0)と同じ方法で腸内細

菌209株を分離した．これら各菌をブイヨン培地とMassen培地を用いて培養し，ＮｉＡの生

産量を測定した．ブイヨン培地の場合は，径約１．５ｃｍの試験管に５，Jの培地をとって滅菌，

冷却後各菌の１白金耳を接種し，綿栓をして30.Ｃで24時間静置培養した後，総ＮｉＡ量，す

＊1967年１１月26日，日本水産学会九州支部大会で発表した.－
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KagoshimaUniversity）
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なわち菌体を含むまま培養液中のＮｉＡ量をＬ､α”6伽"sATCC8014によるバイオアッセイ

法で測定し，その値から菌を接種せず同様に処理したもの（対照）のＮｉＡ量を差引いたもの

を菌によって生産されたＮｉＡとした．ブイヨン培地は，肉エキスとペプトン各10.09,ＮａＣｌ

5.09を水1000,Jにとかし．ｐＨを６．８に調整したものである．

次にMassen培地の場合も同じくその５，Jを試験管に採って滅菌し，各菌を１白金耳接

種し，綿栓をして37.C，２４時間の静置培養で増殖の認められたもののみにつき引続き計７２

時間培養した後，同様にＮｉＡ量を測定した．この場合37.Ｃで培養したのは，第１報9)の実

験で，この培地での腸内細菌によるＮｉＡの生産は低温（15。C，25.C）におけるよりも高温

(37.C）における方が多かったためである．この培地にはＮｉＡが含まれていないので対照

区は設けず，上記の測定値を以て菌の生産したＮｉＡとした．Massen培地は，アスパラギン

10.09,リンゴ酸0.79,Ｎａ２ＨＰＯ４２､09,Na2CO32､59,MgSO4･4H200.49,ＣａＣＯ30.019,グ

ルコース２０．０９を水1000,Jにとかし，ｐＨを６．８に調整したものである．

菌体内外におけるＮｉＡの蓄積

この実験にはMassen培地を用いた．この培地で増殖可能の腸内細菌のうち，ＮｉＡ生産量

の多かった５株につき，菌体内外におけるＮｉＡ蓄積量を調べた．すなわち試験管に採り滅

菌した培地５，Jに１白金耳の菌を接種し，３７ｏＣに２４時間静置培養後，遠心沈澱によって

集菌し，沈澱した菌体は滅菌生理食塩水で２回洗瀧し，洗液は培地の方に加えた．菌体，培

地のＮｉＡ量を測定して夫々菌体内外のＮｉＡ蓄積量とした．さらに１株については同様に実

験して菌体内外におけるＮｉＡ蓄積量の時間的消長を調べた．

Ｂｉ⑪autOgraPl1yによる確認

この実験でＬ､α、6伽s"sによって定量されたＮｉＡ活性物質が真のＮｉＡであるか否かを知

るため，Bioautographyを行なった．すなわちＮｉＡ生産量の比較的多かった菌株No.１０の

１白金耳を500,JのMassen培地に接種，３７。Ｃに７２時間培養後，遠心分離して菌体を除い

た培地を減圧下50.Ｃ以下の温度で約２０ｍIに濃縮し，水飽和ブタノールで東洋炉紙No.５１

に展開後，１ｃｍ間隔に細断した炉紙片に含まれるＮｉＡ活性をバイオアッセイによって調べ，

同様に展開した市販の純ＮｉＡのそれと比較した．

結果と考察

分離した腸内細菌をブイヨン培地で培養した場合のＮｉＡ含量は，試験管１本中最低１７．３

ｍγ,最高３７．０ｍγであったが，対照区が26.0ｍγであったので，培地中のＮｉＡを減少せし

めた細菌もあった訳である．ＴａｂｌｅｌはＮｉＡ生産量による菌株数の分布を示したものであ

る．

分離した２０９株の細菌のうち，培地中のＮｉＡを減少せしめたものは４７株であった．それ

以外の細菌を２ｍγ間隔のＮｉＡ生産量で区分して見た前表によると，６ｍγまではほぼ均等に

各区に分散しているが，それ以上になると急に菌株数が少なくなり，腸内細菌のうち前記の

培養条件でＮｉＡ生産量の比較的多かった細菌は少数に過ぎないことがわかった．Massen培
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６
６
７
１
２
３

地に培養した場合におけるＮｉＡ生産量をとりまとめた結果をＴａｂｌｅ２に示した．

TableLProductionofnicotinicacidbyintestinalbacteriaofcarp，ｇｒｏｗｎａｔ３０ｏＣｆｂｒ２４ｈｏｕｒｓ
ｉｎｂｏｕｉllonmedium．

１５～２０ｍγ

２１～２５

２６～３０

３１～３５

３６～４０

４１～４５

39.5ｍγ

32.0

34.8

32.7

20.3

NumberofstrainProducednicotinicacidduringｇｒｏｗｔｈ

γ、３
０
３
０
８

●
●
●
●
●

６
５
５
５
４

７
１
０
７
７
７

４
４
５
４
１

－９．０～－０．１，７

０．０～２．０

２．１～４．０

４．１～６．０

６．１～８．０

8.1～11.0

この培地に接種した場合，３７。C,２４時間培養で混濁状態から繁殖の認められた細菌は２５

株であったが，前記の条件で生産されたＮｉＡ量は試験管１本中最低１４．５ｍγ,最高４３．０ｍ７，

平均22.7ｍγで，この場合はいずれの細菌によってもＮｉＡの生産が見られたが，ブイヨン

培地の場合とは培養温度や時間などが異なっているので，ＮｉＡ生産に対する培地組成の影響

をこの値から比べることはできない．なお比較的ＮｉＡ生産量の多かった５株の細菌は，い

ずれもグラム陰性の胞子形成の認められない禅菌であった．

この５株の細菌について，前記の方法で菌体内外におけるＮｉＡ蓄積量を調べた結果を

Table3に示した．

Table２．Productionofnicotinicacidbyintestinalbacteriaofcarp,ｇｒｏｗｎａｔ３７ｏＣｆｂｒ７２ｈｏｕｒｓ
ｉｎＭａｓsen，smedium．

Table３．Accumulationofnicotinicacidinthemediumandinbacterialcells．

inbacterialcells

Producednicotinicacidduringｇｒｏｗｔｈ

Eachstrainwasgrownat37。Cfbr72hoursinthetesttubecontaining5mJofMassen，smedium．

iｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ

０
３
０
０
２

１
３
７
２
０
１
２

StrainNo．

Accumu1atednicotinicacid
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31.5ｍ7

35.5

35.0

３７。C,７２時間の培養で蓄積されるＮｉＡ量は，どの細菌の場合も菌体内よりも菌体外,すな

わち培養液中における方が遥かに多く，５株中４株は両者の比が５倍以上であった．宿主動

物に利用されるビタミンは菌体外に存在するものと考えられるので，これらの腸内細菌によ

って生産されるＮｉＡは，コイに対するＮｉＡの補給に役立つ部分が多いと考えられる．

次にNo.１２０の細菌をMassen培地で37.Ｃに７２時間にわたって培養した場合，菌体内外

に蓄積されるＮｉＡ量の消長を調べた結果をTable4に示した．

Ｔａｂｌｅ４．Accumulationofnicotinicacidinthemediumandinbacterialcellsduringgrowthof
intestinalbacteria．

Ｆ

ただ１種の細菌について得られた結果ではあるが，図に見られるようにＮｏ．１０の菌株に

よって生産されたＮｉＡ活性物質はペーパークロマトグラフィーにおける移動度がＮｉＡのそ

Accumulatednicotinicacid

lncubationtime

６．６ｍγ

９．５

１０．０

iｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ inbacterialcells

Ｎｏ．l20strainofbacteriawasincubatedat37oCinMagsen，ｓｍｅｄｉｕｍ。

Fig.１．BioautographyofNiAsynthesizedbyintestinalbacteria(strainNo・１０)．

9０

この培養条件では，培養開始後48時間で菌体内外ともＮｉＡの蓄積量は最高値に達したが，

24時間でほぼこの水準に達することがわかる．

以上の各実験で定量されたＮｉＡ活性物質が真のＮｉＡであるか否かを確かめるためにＮｏ．

１０菌の生産したＮｉＡ活‘性物質について行なったBioautographyの結果をFig.１に示した．
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れに一致しているとみなし得るので，前者は真のＮｉＡであると判定される．

摘要

コイの腸内から２０９株の細菌を分離し，それらによるＮｉＡの生産について実験した．

１．ブイヨン培地を用い，30.Ｃで24時間静置培養した結果，２０９株中４７株の細菌は培

地中のＮｉＡを減少せしめ，ＮｉＡ生産力の比較的強いと認められる細菌は少数にすぎなかっ

た．Massen培地中に繁殖し得た細菌は２０９株中２５株に過ぎなかったが，これら25株の細菌

はいずれもＮｉＡを生産した．

２．培養中のＮｉＡの蓄積は菌体内におけるよりも菌体外における方が遥かに多く，Massen

培地による37.Ｃの培養では，ＮｉＡ蓄積量が最高値に達したのは培養開始２日後であったが，

１日後でほぼこの水準に達した．

３．この実験で定量されたＮｉＡ活性物質は，Bioautographyによる試験の結果，真の

NiAと推定された．

この研究が本学部金沢昭夫助教授の援助と，西村健一，福永洋子両氏の協力を得て行なわ

れたことを附記し，深謝の意を表する．
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