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ABSTRACT 
 

Various animal milks and their dairy products like AIRAG (fermented horse milk) and yogurt are very 
popular among Mongolian people. The climate of Mongolia is very severe, and they preserve their health by the 
intake of above animal milks and dairy products. In this study, we explored the diversity of bacteria in 
Mongolian animal milks (Cow, Horse, Goat, and Camel), AIRAG, and Camel milk yogurt by the clone library 
method of their 16S rRNA genes.  

Firstly, we prepared the whole genomic DNA from four animal milks and two dairy products, and amplified 
each 16S rRNA genes by PCR. PCR products (about 1.4kbp) were cloned into pGEM-T vector, and analyzed 
DNA sequences of totally 79 clones from AIRAG, Camel milk yogurt, and four animal milks. It was revealed 
that homologous clones to Lactobacillus helveticus are dominant in the clone libraries of both dairy products, 
whereas the other clones to Lactococcus from AIRAG, and Acetobacter from camel milk yogurt. Furthermore, 
We found that homologous clones to Lactococcus are dominant in Mongolian cow and horse milks, whereas 
Leuconostoc in camel milk. Therefore, it might be useful information for screening the bioactive strains from 
milk products in Mongolia. 
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1. 緒言  
 
モンゴル国ではウシやヒツジなどの肉食中心

の食生活であり、厳しい気候条件から野菜などか

らの栄養素の摂取が不足がちになるため、モンゴ
ル国民は主に家畜乳や乳製品から必要な栄養素
を補っている。モンゴル国では、搾乳した家畜乳
（ウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、ラクダ）や AIRAG(発
酵させた馬乳酒)や Tarag(ヤギ、ヒツジ、ウシの
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混合乳を発酵させたヨーグルト様飲料)などの発
酵乳が飲用されており(1)、多くの種類の乳製品が
存在する。これらの家畜乳や発酵乳には乳酸菌な
ど多様な微生物の存在が示唆されており(2)-(5)、含
有される微生物自身の抗菌作用などに加え(6),(7)、
微生物の産生するバクテリオシン(8),(9)やタンパク
質分解酵素(10)、アンジオテンシン阻害ペプチド(11)、
多糖類(12)などの有用な物質についても報告され
ている。これらモンゴル国で飲用される家畜乳や
発酵乳中の微生物叢については、個々の乳中の微
生物解析に関する報告はなされているが、発酵乳
とその原料の家畜乳中の微生物相を比較・解析し
た報告は少ない。 
そこで本研究では、これらモンゴル国家畜乳や

その乳製品中の細菌叢に関する知見を得るため
に、4 種のモンゴル国家畜乳(ウシ、ウマ、ヤギ、
ラクダ)と 2 種の乳製品(馬乳酒(AIRAG)、ラクダ
乳ヨーグルト)中の細菌について、クローンライ
ブラリー法による 16S rRNA 遺伝子解析を行い、
含有される細菌叢の相違について比較検討を行
った。クローンライブラリー法(13)は、試料中の全
ゲノム DNA を抽出し、これを鋳型として
16SrRNA 遺伝子を増幅したのち、クローン化す
ることで個々の遺伝子を分離・同定するものであ
り、試料に含有される微生物の単離や培養が困難
な場合でも、微生物の存在を分析できる利点があ
る。 

 

2. 実験方法  
 
モンゴル国家畜乳および乳製品試料  
 
 本実験で使用した 4 種の家畜乳(ウシ、ウマ、
ヤギ、ラクダ)および 2種の発酵乳(AIRAG、ラク
ダ乳ヨーグルト)は、2011~2012年に、モンゴル国
ウランバートル市で搾乳・製造されたものを使用
した。日本に輸送後、無菌的に試料を分注し、使
用時まで―20℃で保存した。用いた試料の特徴を

Table Iに示す。 
 
家畜乳および乳製品試料からのゲノム DNA
の調製  
まず、4種の家畜乳(ウシ、ウマ、ヤギ、ラクダ)

および 2 種の発酵乳(AIRAG、ラクダ乳ヨーグル
ト)試料から、Wizard Genomic DNA purification kit 
(Promega)を用いて、各ゲノム DNA を調製した。
試料各 2ml を 4,000rpm、5 分間、4℃にて遠心分
離を行ない不溶性成分を除去したのち、その上清
をさらに 12,000rpm、2 分間、20℃にて遠心分離
を行ない沈殿を回収した。これに終濃度 40mM 
EDTA(pH8.0)と終濃度 2mg/ml のリゾチームを添
加し、37℃,1 時間作用させ、細胞壁を溶解した。
遠心分離で集菌後、600ulの nuclei lysis solutionを
添加し、pipeting で懸濁後、80℃,5 分間加熱する
ことで溶菌させた。室温まで冷却後、3ulの RNase
溶液を加え、37℃, 30 分間作用させた。その後、
200ulの protein precipitation solutionを加え、ミキ
サーで 20 秒撹拌、氷上で 5 分放置し、タンパク
質を沈澱させた。遠心分離後の上清に、600ul の
イソプロパノールを添加し、ゲノム DNAが見え
るまで穏やかに混合した。その後、遠心分離によ
りゲノム DNA を回収し、70%エタノールでリン
スし、風乾後、100ulの DNA rehydration solution
を添加した。これを、65℃,1時間加熱処理後、4℃
でゲノム DNAを溶解させた。 

 
家畜乳および乳製品試料の 16S rRNA 遺伝子
の PCRによる増幅と遺伝子解析  
 
上記で調製したゲノム DNA を鋳型として、

Beffa の方法(14)を参考に,   E.coli 16SrRNA 遺伝
子の 1 1 - 2 6 位に相当する U p p e r  p r i m e r : 
5’-ATTCTAGAGTTTGATCAT GGCTCA -3’
(24mer,  Tm=53℃)および E.coli 16SrRNA遺伝子
の 1393-1411 位に相当する Lower primer: 5’- 
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA-3’  
 (27mer,  Tm=67℃ ) を用いて , Takara ExTaq 

Table I Features of Mongolian animal milks and dairy products in this study 
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DNA polymeraseおよび ASTEC PC707サーマル
サイクラ―により PCR を行った。PCR プログラ
ムは, 98℃, 10秒で変性後, 98℃, 10秒→60℃, 60
秒→72℃, 90 秒のサイクルを 30 サイクル繰り返
し, 最後に 72℃, 90秒伸長反応を行った。得られ
た PCR 産物を切り出し後、pGEM-T ベクター
(Promega)に挿入し,  構築したプラスミドを ABI 
310 Genetic analyzerで DNA塩基配列決定を行っ
た。解析可能であった約 1400bp について塩基配
列を NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi) の blastnプログラム(15)でDNA塩基配列
データベースと照合し, 4種の家畜乳(ウシ、ウマ、
ヤギ、ラクダ)および 2種の発酵乳(AIRAG、ラク
ダ乳ヨーグルト)に含まれる細菌の推定を行なっ
た。一方, 塩基配列のアライメントは DDBJ (DNA 
Data Bank of Japan) の Clustal W ver.2.1プログラ
ム(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/)を用い (16), 系統樹
の作成・解析は TreeView プログラムにより NJ 
(Neibhbor joining method)法(17)により行なった。
Outgroupには Bacillus subtilis の 16S rRNA遺伝子
の塩基配列を用い, Bootstrap 値の計算は 1000 回
行ない, 結果を進化距離として表わした。 
 

3. 実験結果  
 
家畜乳および乳製品試料の 16S rRNA 遺伝子
の PCRによる増幅  
まず、4種の家畜乳(ウシ、ウマ、ヤギ、ラクダ)

および 2 種の発酵乳(AIRAG、ラクダ乳ヨーグル
ト)試料から、上記の方法に従って各ゲノム DNA
を調製した。これを鋳型として、実験方法に述べ
た条件に従い、16SrRNA遺伝子の PCRによる増
幅を行なったところ、検討した 6種の試料すべて
において、約 1.4kbpの増幅産物が観察された(Fig. 
1)。アガロースゲル電気泳動に分離後、この PCR
産物を切り出し、pGEM-T ベクターと ligation を
行なった。これを用いて E. coli JM109株を形質転
換し、得られたコロニーから遺伝子の挿入された
クローンを選別し、プラスミド DNAを調製した。 
その後、16S RNA遺伝子(約 1.4kbp)の全塩基配列
決定を行なった。その結果、ウシ乳は 11 クロー
ン、ウマ乳は 17クローン、ヤギ乳は 13クローン、
ラクダ乳は 16クローン、AIRAGは 12クローン、
ラクダ乳ヨーグルトは 10クローンの合計 79クロ
ーンの 16S RNA遺伝子の全塩基配列を決定した
(Table I)。 
 
家畜乳および乳製品中細菌の 16S rRNA 遺伝
子の blastnによる相同性解析  

 
次に、決定した家畜乳および乳製品試料由来の

各クローンの 16S RNA 遺伝子の塩基配列を、
NCBI BLASTの blastnプログラムで DNA塩基配
列データベースと照合した。まずウシ乳では、解
析した 11クローンすべてが Lactococcus属細菌で
あり、Lactococcus lactis subsp. lactisが 6クローン、
Lactococcus raffinolactisが 4クローン、Lactococcus 
属細菌が 1クローンであった(Table II)。得られた
クローンは、Co1-12 を除き、データベース上の
Lactococcus属細菌の 16S RNA遺伝子の塩基配列
と 99%以上一致した。次にウマ乳では、
Lactococcus lactis subsp. lactis が 9 クローン、
Leuconostoc mesenteroides が 5 ク ロ ー ン 、
Streptococcus parauberis が 2 ク ロ ー ン 、
Staphylococcus 属細菌が 1 クローンであった
(Table III)。またヤギ乳の場合では、Leuconostoc
属細菌が 5 クローン、Lactococcus 属細菌が 7 ク
ローン、不明が 1 クローンであった(Table IV)。
Leuconostoc属細菌では、Leuconostoc mesenteroides
が 3 クローン、Leuconostoc pseudomesenteroides
が 1クローン、Leuconostoc lactisが 1クローンと
クローン間の配列に差異が見られた。一方
Lactococcus 属細菌ではほとんどが Lactococcus 
raffinolactis (6 クローン)であったが、1 クローン
(G1-20)のみ Lactococcus lactis subsp. cremorisが検
出された。さらにラクダ乳の場合には、
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroidesが 

Fig.1 Agarose electrophoresis of 16S rRNA 
genes amplified by PCR, from Animal milks 
and dairy products  
We prepared the genomic DNAs from animal milks 
and dairy products, and then amplified 16SrRNA 
genes by PCR using PCR primers as described in the 
text.  
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Table II Identification of bacteria from Mongolian cow milk by clone library 
method of 16S rRNA gene  

Table IV Identification of bacteria from Mongolian goat milk by clone library 
method of 16S rRNA gene  

Table III   Identification of bacteria from Mongolian mare milk by clone library 
method of 16S rRNA gene  
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Table VII Identification of bacteria from Mongolian camel milk yogurt 
by clone library method of 16S rRNA gene  

Table V Identification of bacteria from Mongolian camel milk by clone 
library method of 16S rRNA gene  

Table VI   Identification of bacteria from Mongolian AIRAG by clone 
library method of 16S rRNA gene  
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10 クローン、Serratia 属細菌が 3 クローン、
Trichococcus 属 細 菌 が 2 ク ロ ー ン 、
Janthinobacterium属細菌が 1クローンであり、ラ
クダ乳では乳酸菌(Leuconostoc属細菌)以外の 3属
の細菌が検出された(Table V)。以上 4種の家畜乳
中にはいずれも乳酸菌の存在が示唆されたが、そ
の種類は家畜乳の種類により異なることが明ら
かとなった。 
一方発酵乳では、AIRAGの解析した 12クロー

ンのうち、10クローンが Lactobacillus helveticus、
残り 2クローンは Lactococcus lactis subsp. lactis
であった (Table VI)。原材料のウマ乳とは
Lactococcus lactis subsp. lactis が共通しているも
のの(Table III)、多くは Lactobacillus helveticusで
あったため、AIRAG の発酵の過程でこの細菌が
関与している可能性がある。最後にラクダ乳ヨー
グルトでは、8クローンが Lactobacillus helveticus
であり、Acetobacter pasteurianusが 1クローン、
Vogesella 属細菌が 1 クローンであった (Table 
VII)。ラクダ乳ヨーグルトの場合には、原材料の
ラクダ乳では Leuconostoc 属細菌が多く検出され
たが(Table V)、ヨーグルトでは検出されなかった。
先の AIRAGの場合と同様に、ヨーグルト中でも
Lactobacillus helveticusが検出されており、さらに
酢酸菌である Acetobacter 属細菌も検出された。
ラクダ乳ヨーグルトの pH は 3.9 と低く、これら
の細菌は発酵乳の酸性化に関与していると考え
られるが、詳細についてはこれらの細菌の特性を
今後検討する必要がある。 

 
家畜乳および乳製品中細菌の 16S rRNA 遺伝
子の系統分類学的解析  
 
さらに , 家畜乳および発酵乳中細菌の

16SrRNA 遺伝子のアライメントを元に, 各 Type 
strain の同遺伝子の配列と比較し、系統樹により
解析し、このうち乳酸菌の属に基づきグループ分
類を行なった。その結果, ウシ乳から得られたク
ローンはいずれも Lactococcus 属細菌に由来して
おり、Lactococcus raffinolactisグループ(Group Ia)
と Lactococcus lactisグループ(Group Ib)に分類さ
れることが明らかとなった(Fig.2)。Group Iaには
Co1-2 など 4 クローンが該当し、Group Ib では
Co1-11 など 6 クローンが分類される。Group Ib
でのBlastによる検索では Lactococcus lactis subsp. 
lactisが最も相同であったが、系統解析より Group 
Ibのクローンは Lactococcus lactis subsp. cremoris
や Lactococcus lactis subsp. hordniaeとも近縁であ
ることが示唆された。 
次にヤギ乳由来クローンの系統解析(Fig.3)で

は、Lactococcus属細菌グループ(Group I, 7クロー
ン)と Leuconostoc属細菌グループ(Group II, 6クロ
ーン )に大きく分けられ、Group I はさらに、
Lactococcus raffinolactis グループ (Group Ia)と

Fig.3 Phytogenetic tree based on 16S rRNA 
sequence analysis from Mongolian goat milk. 
The descriptions are same as Fig.3. Abbreviations:  
Lc.: Lactococcus; Le.: Leuconostoc; 

Fig.2 Phytogenetic tree based on 16S rRNA 
sequence analysis from Mongolian cow milk. 
The tree was constructed by the neighbor-joining 
method, and Bacillus subtilis was used as the 
outgroup. Bootstrap values besed on 1000 
replications are given at the nodes, and scale bar 
represents 10% sequence divergence. 
Abbreviations:  Lc.: Lactococcus.  
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Lactococcus lactis グループ(Group Ib)に分類され
ることが示唆された。上記のウシ乳の分類と類似
しているが、さらに Group II として Leuconostoc
属細菌群が分類され、多くは Leuconostoc 
mesenteroides と相同であった。Group II の中で
G2-21クローンのみは、Leuconostoc mesenteroides 
よりも Leuconostoc lactis に近縁であると考えら
れる。 
また、ウマ乳および AIRAG の系統解析(Fig.4)

から、Group I (Lactobacillus 属細菌)、Group II 
(Leuconostoc属細菌)、Group III (Streptococcus属
細菌)、Group IV(Lactococcus属細菌)の 4グループ
の乳酸菌の存在が示唆された。このうち Group I
は AIRAG 由来の 10 クローンのみであり、
Lactobacillus helveticus に近縁であった。一方
Group II および Group IIIは、ウマ乳由来のクロ
ーンのみが分類され(Group II：5クローン、Group 
III： 2 クローン )、 Group II は Leuconostoc 
mesenteroides も し く は Leuconostoc 
pseudomesenteroidesに、Group IIIは Streptococcus 
parauberisにそれぞれ近縁であり、先の Blastによ
る解析(Table III)とも同様であった。これらのグル
ープと異なり Group IV では、ウマ乳および
AIRAG の両方に由来するクローンが含まれてい

た（ウマ乳：9クローン、AIRAG：2クローン）。
これらの多くは Lactococcus 属細菌群と類似して
いるが、系統的には Lactococcus lactisとは距離が
あり、H12-9ほか 8クローンが属する別のサブグ
ループ(Fig.4, サブグループ IV*)を形成している
可能性があることが示唆された。このサブグルー
プ IV*は互いに相同性が高く、ウマ乳と AIRAG
の両方に共通して存在する Lactococcus 属細菌群
であると考えられる。 
最後にラクダ乳とラクダ乳ヨーグルトの場合

では(Fig.5)、Lactobacillus 属細菌の Group I と、
Leuconostoc 属細菌の Group II に大きく分類され
る。Group I はラクダ乳ヨーグルトに、Group II
はラクダ乳にそれぞれ由来しており、両者を含む
グループは見られなかった。 Group I の
Lactobacillus 属細菌は、上記の AIRAG でも含ま
れており、原乳には見られないことから、発酵乳
の生成にはLactobacillus属細菌の関与が推定され
る。また Group IIの Leuconostoc属細菌群におい
ては、Leuconostoc mesenteroidesに近縁なサブグ
ループと、Ca1-21ほか 6クローンが含まれる別の
サブグループ(Fig.5, サブグループ II*)の存在の

Fig.4 Phytogenetic tree based on 16S rRNA 
sequence analysis from Mongolian mare 
milk and AIRAG. 
The descriptions are same as Fig.3. 
Abbreviations:  Lc.: Lactococcus ; Le.: 
Leuconostoc; Lb. : Lactobacillus ; S. : 
Streptococcus  
Clone name :  H; Mare milk, A; AIRAG  

Fig.5 Phytogenetic tree based on 16S rRNA 
sequence analysis from Mongolian camel milk 
and its yogurt. 
The descriptions are same as Fig.3. Abbreviations: 
Le.: Leuconostoc; Lb. : Lactobacillus; S. : 
Serratia ; J. : Janthinobacterium ; V. : Vogesella ; 
A. : Acetobacter  
Clone name:  Ca Camel milk, C, Camel milk 
yogurt  
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可能性があることが示唆された。 
 
4. 考察 

 
本研究ではモンゴル国家畜乳やその乳製品中

の細菌叢に関する知見を得るために、4種のモン
ゴル国家畜乳(ウシ、ウマ、ヤギ、ラクダ)と 2種
の乳製品(馬乳酒(AIRAG)、ラクダ乳ヨーグルト)
中の細菌のクローンライブラリー法 (13)による
16SrRNA 遺伝子解析とデータベースの検索、系
統分類による比較検討を行った。その結果、ウシ
乳では Lactococcus 属細菌が、ウマ乳とヤギ乳で
は Lactococcus 属および Leuconostoc 属細菌が、
ラクダ乳では Leuconostoc 属細菌がそれぞれ優先
種であることが示唆され、家畜乳により差異が見
られた(Table II‐V)。一方、AIRAGおよびラクダ
乳ヨーグルトでは、Lactobacillus属細菌が優先種
であり、それぞれの原乳中で見られる細菌群と相
違が見られた。また、ラクダ乳ヨーグルトでは酢
酸菌である Acetobacter 属細菌の存在も示唆され
た(Table VI, VII)。 
まず家畜乳に含まれる乳酸菌について検討す

ると、本研究ではウシ乳、ウマ乳、ヤギ乳におい
て検出された Lactococcus 属細菌はホモ型乳酸発
酵を行う球菌で、このうち Lactococcus lactis subsp. 
lactis は ウ シ 乳 と ウ マ 乳 に 、 Lactococcus 
raffinolactis はウマ乳とヤギ乳中に含まれること
が示唆された(Table II, III, IV)。本研究では PCR
産物の挿入されたクローンを各試料につき 16 ク
ローンずつ初期解析(約 800bp)を行なっており、
その結果ではウシ乳由来 16 クローン中 8 クロー
ンが Lactococcus lactis、同 7 クロー ンが
Lactococcus raffinolactis で あ っ た 。 こ の
Lactococcus lactisは、ウマ乳では 16クローン中 7
クローンが検出されたが、ヤギ乳では 16 クロー
ン中 1クローンであり、ラクダ乳では検出されな
かった。一方の Lactococcus raffinolactisはヤギ乳
で 16 クローン中 9 クローンが検出されたが、ウ
マ乳とラクダ乳では検出されなかった。 
一方、ウマ乳、ヤギ乳、ラクダ乳で検出された

Leuconostoc 属細菌はヘテロ型乳酸発酵をする球
菌で、初期解析ではウマ乳が 16 クローン中 6 ク
ローン、ヤギ乳が 16 クローン中 5 クローン、ラ
クダ乳では 16 クローン中 10 クローンが該当し、
ウシ乳では検出されなかった。このような異なる
家畜乳での細菌の共通性に関しては、モンゴル国
ではこれらの家畜は混在して放牧されており、飼
育土壌や共通の餌の摂取などが要因として考え
られる。一方で家畜乳ごとの乳酸菌の相違につい
ては、各乳成分（タンパク質、乳糖、乳脂肪など）
の組成や性質の相違(18)が細菌の生育環境に関与
すると考えられるが、詳細は不明である。 
一方発酵乳に関しては、一部ウマ乳と AIRAG

で共通な Lactococcus 属細菌が検出されたが

(Table III, VI, Fig.4)、AIRAG では Lactobacillus 
helveticusが優勢であった(Table VI)。モンゴル国
や中国の内モンゴル自治区での AIRAGから単離
した細菌相調査によると Lactobacillus helveticus
が優先種との報告があり(1),(3),(4),(5)、本研究でウマ
乳と AIRAG で見られた Lactococcus lactis subsp. 
lactisも(Table III, VI, Fig.4)、内モンゴル自治区の
ウマ乳(19)やモンゴル国および内モンゴル自治区
の AIRAGでも単離されていると報告されている
(4),(5)。本研究では単離した乳酸菌ではなく、クロ
ーンライブラリー法により各乳試料に含有され
る細菌相の解析を行なったが、その AIRAGの初
期解析でも 16 クローン中 14 クローンが
Lactobacillus helveticusであったことから、本研究
で解析した AIRAG中でも Lactobacillus helveticus
が優先種として存在していると考えられる。さら
に、この Lactobacillus helveticusはラクダ乳ヨーグ
ルト中でも多く検出され(Table VII)、初期解析で
は 16 クローン中 14 クローンが Lactobacillus 
helveticus であった。しかし、原乳のラクダ乳に
おいては検出されず、代わりに Leuconostoc 
mesenteroidesが優先種であり、他の乳酸菌もラク
ダ乳とラクダ乳ヨーグルトで共通する細菌は見
られなかった(Table V, VII, Fig.5)。ラクダ乳ヨー
グルトに関する文献は少なく、内モンゴル自治区
で飲用されるラクダ発酵乳(11)やモロッコのラク
ダ乳(20)に Lactobacillus helveticus が含まれている
との報告がある。ラクダ乳ヨーグルトや上記の
AIRAG の発酵にこの細菌の関与が推定されるが、
この細菌の起源は不明であり、１つの可能性とし
て発酵乳の製造に用いられるウシなどの皮袋等
(21)の可能性が考えられる。 
本研究では、モンゴル国家畜乳および乳製品中

の細菌叢を、クローンライブラリー法(13)により検
討した。緒言で述べたように、クローンライブラ
リー法は試料に含有される微生物の単離や培養
が困難な場合でも、微生物の存在を分析できる利
点がある。今回は一般細菌用の PCR プライマー
を使用したが、クローンライブラリー法の利点を
生かすためには、様々な細菌に対応した PCR プ
ライマーを使用することや多数のクローンの解
析により、難培養性や存在比の少ない細菌を検出
できる可能性がある。この点で、モンゴル国の家
畜乳や乳製品の細菌叢のさらなる検討が必要で
ある。またこれら乳酸菌の作用の一つに、有用ペ
プチドの生産があり、上記の内モンゴル自治区で
飲用されるラクダ発酵乳中でも血圧低下作用を
示すペプチドが見つかっている。我々は今回検討
した家畜乳や発酵乳に多くのペプチド・低分子タ
ンパク質が含有されることを見出しており(未発
表)、それらペプチドの機能や生成に関与する細
菌種の候補として、本研究の結果は非常に意義深
いと考えられる。 
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