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The first objective of the present study was to examine the presence of Oxalobacter Jormign附 (an

oxalate-degradi時 bacteriumin the human intestine) according to sex in a large number of ]apanese. 

The second objective was to study the presence of three related genes in Bifidobacterium breve， which is 
considered to be a new oxalate-degrading bacterim. Fecal samples were collected from 55 male and 37 

female healthy volunteers. O. formigenes was detected by a polymerase chain reaction (PCR) and a 

culture-based method. DNA was amplified by the PCR method including the site of important base 

sequences of each gene in order to detect oxc， frc， and OxlT. O. formigenes was present in 80 % of 54 

male and 62% of34 female subjects in the PCR-based assay， while it was present in 62% of 40 male and 

50% of 24 female subjects in the culture-based assay. The partial base sequences of the three related 

genes in B. breve were determined. The RNA polymerase-binding site in promoters and the p明

independent termination sequence were preserved in oxc and Jrc. In conclusion， the rate of the 
presence of O. formigenes was the same as in previous reports. Female subjects showed a 15 % lower 

rate than males. B. breve is considered to be an oxalate-degrading bacterium since it was found to have 

oxalic acid-degrading ability and three genes involved in oxalate degradation. 

(Acta Urol. ]pn. 49: 371-376， 2003) 
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緒首

ヒトが日常摂取する食物には，シ{ウ酸含量の多い

ものが広範囲に存在する.尿中に排j世するシュウ酸の

10-20%が食事に由来すると言われていたが，最近，

Holmesらは，それは25-40%に及ぶと報告した1)

残りは，ビタミンCの分解と肝臓で内因性に産生され

たものである.尿路結石の約80%が，シュウ酸カルシ

ウムを主成分とするカルシウム結石であるが，

Robertsonらは，尿路結石の再発率は尿中のカルシウ

ム濃度とは関係がなく，シ」ウ酸濃度と直線関係があ

ることを示した2) 結石形成の危険因子は，尿中シム

ウ酸が重要であることが明らかになった.

1980年 Dawsonらは，羊の反努胃よりシュウ酸塩

*現:済生会習志野病院泌尿器科

料現:東京厚生年金病院泌尿器科

***現.千葉市立青葉病院j必尿器科

を分解する細菌を見つけた3) この細菌は，後に Ox-

alobacter flrmigenesと命名，グラム陰性の偏性嫌気性

梓菌であった4) 基準株は OxBである.1985年 Allison

らは，ヒト腸管にも類似の菌が存在することを初めて

見出したι5) これらの細菌は，炭素源としてシュウ

酸塩のみを利用し，これ無くしては生育しえない.以

後，腸管におけるシ」ウ酸の吸収にシムウ酸分解菌が

関与する研究が進み始めた.摂取されたシュウ酸が腸

内で分解されれば尿中シムウ酸排池のうち，外因性に

由来する部分の吸収を減少させる可能性がある.その

結果として，結石の形成を減じることができょう.一

方，シュウ酸分解菌の不在は，高シょウ酸尿のリスク

を増大し，結石の形成 再発を招くとの報告がされ

た6-8)

O. formigenesは，菌体に含まれる 2つの酵素タンパ

ク， formyl-CoA transferase (コード遺伝子は frc)9) 

と， oxalyl-CoA decarboxylase (コード遺伝子は

oxc) 10) により，シょウ酸塩を最終的にギ酸塩と CO2
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Gene Primer 

A oxc 

TATGCGGCATACTCGGAA 

TTCCTTCGATGTAACCGG 

ATACTCGGATTGACGT* 
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jトc

281 

(273) 

AGTTAGTACCTTCAGCCCTTTG (-116; -95) 

TGATCATCTGTTCCAGAAGCTC (262; 241) 

AGCCCTTTGGGCGAAGTTTTTC* 一103;-82) 

378 

(365) 

B oxc 
236 

GAAACCACGCAAACGTCTTGA 

CTGGTTGTGGATCTGCTTCGTT 

TCGGCCGTTACAAAACCATGT 

CTTGGAATAACGAAGGTAGCC 

(1，242; 1，2四)

(1，477 ; 1，456) 

(845; 865) 

(1，196; 1，176) 352 
C OxlT 

都:Nested primer. 

Fig. 1. Primer set designed for amplification of each genes. A: Promoter 
regions of oxc and frc genes. B: Thiamine pyrophosphate binding 
site of oxc gene. C: OxlT gene. 

に分解する.もう lつ， oxalate2ーと formate1ーの交

互輸送に関与する膜タンパクである OxlT遺伝子も存

在する 11)

本研究では，多数の日本人の糞便検体を用い， O. 

formigenes (OxB)の有無について性別で調査した.そ

して，新たに見出したシュウ酸分解菌については， 3 

つの関連遺伝子について， OxB株の遺伝子を基にし

て塩基配列の相違について検討した.

対象と方法

l.ヒト糞便中 O.formigenes(OxB)の検出

ヒト糞便は採取後，ただちに炭酸ガスを充満した嫌

気ボックスにいれて研究室に運んだ.すぐに実験に用

いない場合は -80
0

C に保存した.試料は健康人

(20-70代の成人，結石症の既往は無い)男性55人，

女性37人を集めた. PCR (polymerase chain reac-

tion)用検体の調製と OxBの検出としての PCR法

については，既発表にしたがった 12) さらに，シュ

ウ酸カルシウムにより白濁した培地がシュウ酸分解菌

のコロニーによって透明になる検出法については，

Allisonらの方法的により，培養液を改変して行った.

2. シュウ酸分解菌の遺伝子解析

(1)検体の調製

細菌株は，Oxalobacter formigenes A (ATCC 35274) 

とBifidobacteriumbreve (YIT 4014)を用いた.前者は

0.2%シュウ酸， 1 %グルコースを含む PYG，後者は

1 %グルコースを含む GAM培地により嫌気培養

(3rC)した.培養後，菌体より粗 RNA，DNAを抽

出した.

両菌株については，予備実験として0.2%シムウ酸，

1%グルコースを含む PYGの寒天培地にて嫌気培養

(3rC)し，コロニーの周囲が透明になることより，

シュウ酸塩の分解を確認した.さらに，oxc， frcの各

塩基配列より作成したオリゴヌクレオチドプロープを

用いて RNA ドットブロット ハイブリダイゼー

ション (DIGシステムキット.ベーリンガーマンハ

イム(槻)を行い，ともに陽性を示した.

(2) PCR法と DNAシークエンシング

oxcIO
)， j子♂) OxIT1I)の各遺伝子の塩基配列より，

各プライマーの設定を行った (Fig.1). PCR増幅部

位は，各遺伝子の重要塩基配列と考えられるところを

選択した. PCR反応液の組成は既報12)と同様であ

り， DNA量は 50-100ng使用した.ポジテイブコ

ントロールは OxBを用いた.アニーリング温度は，

プロモーター領域用 (Fig.lA) oxcの場合，第 l回

PCRが 52-53
0

C，第 2回 nestedプライマー('"印)

使用時が 50-51
0Cである.jトcは同様に 52-53

0Cお

よび 56
0

Cである. Thiamin pyrophosphate結合部

f立 (TPP，Fig. lB) は 55-56
0

C，OxlT (Fig. lC) 

は 53
0

Cである. PCRのサイクルプログラムは Fig.

2に示した.

PCRプロダクツに目的バンド以外の非特異的バン

ドが出現する場合は，必要バンドのみを切り出して，

精製後，次のステップに進んだ.再 PCRは，プロダ

クツの 1/10量を用いて，反応サイクル (Fig.2)の後

半部分にプリヒートを加えて行った.精製した目的パ

Temperature Time Cycle 

Denaturation (firsl) 950C 3 min 

Denaturation 95
0

C 40 sec 

Annealing xOC 2 min I 5 
Extension 72

0

C mm 

Denaturation 950C 30 sec 

Annealing xOC 30 sec 130司 35

Extension 72
0

C 30 sec* 

Extension (final) 72
0

C 7 min 

*・ Onemin in case of the frc gene 

Fig. 2. PCR thermal cycles. 
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Tablc 1. Coordinatc dctcction of Oxalobacter formigenes using thc PCR-
bascd and culturc-bascd assay systcms 

Detection 
No. of Samples* 

Male Female 

PCR positive and oxalate degradation positive 

PCR positive and oxalate degradation negative 

PCR negative and oxalate degradation positive 

PCR negative and oxalate degradation negative 

S

T

a
守

n
u
q
L

nノ『

'
I

8
p
b
q
4
5
 

* Total no. 61 healthy voluntecrs (40 males and 21 females). 

ンドの DNAは，サブクローニング操作を経て，

シークエンシング用 DNAテンプレートを作成した.

化学発光を利用した PCRダイレクトシークエンシン

グを行い塩基配列を決定した12)

(3) DNAドットブロットハイブリダイゼーション

p因子の検出に使用したプローブは oxcIO
)，jト(9)

の塩基配列を利用して作成した.それぞれ下記に示

す

5'-NBAAAAAAATGCCCTTCAAGT-3' 

5' -NBAAAAAAACGGCACTC-3' 

f旦し， B=C+G+T， N=A+C+G十T

キットは，化学発光核酸検出システムである Gene

Imagcs 3' -Oligolabclling and CDP-Star Dctcction 

Systcm (アマシャムファルマシアバイオテク(楠)

を用いた.ハイブリダイゼーション温度は 42
0

Cで

行った.

結 果

1. 日本人におけるヒト糞便中 O.formigenes (OxB) 

の検出

アッセイは 3方法で結果をえた.第 lは PCR法に

て検出した結果である.男性54名中43名(検出率

80%) ，女性34名中21名 (62%) が検出できた.男女

総数92名の内70%に当たる.一方，培養法に基づく方

法では，男性40名中25名 (62%)，女性24名中 12名

(50%)が陽性であった.総数64名中58%に相当する.

Tablc 1には，上記方法にて共にアッセイした結果を

示した.試料は男性40名，女性21名で行った.両アサ

セイ陽性の者は男性24名 (60%)，女性 8名 (38%)

であり，逆に陰性の者は男性2名，女性5名であっ

た.

2. シュウ酸分解菌の関連遺伝子解析

(1)プロモーター領域

O. formigenes (OxB)の oxcIO
)，jト♂)の DNAシー

クエンスにしたがって，B. breveの塩基配列を Fig.

3Aに示した. OxBと比較すると oxc，frc共に，

Sidhuら9)の解釈にしたがい， ATG開始コドンより

5'上流へ向かつて，それぞれ， リボソーム結合部位，

TATAボックス， RNAポリメラーゼ結合部位の塩

基配列が一致していた.塩基の相違は太字で示した.

(2) oxcの TPP部位

TPP結合部位(1，351-1，437bp)における OxB

oxc -54 -45 -36 -27 

OxB : CGGAATTGACGTTAA ACAACGTTTATCAAA ACCAACCAAAGAAAG 

B. breveve : CGGA企工工皇ACGTTAAACCGCGT工工A工CAAAACCAACCAAA皇AAA皇

-9 % 

OxB : GTATTACTCATGAGT AACGACGACAATGTA GAGTTGACTGATGGC 

B. breve : GTATTACTCATGAGT AACGACGACAATGTA GAGTTGACTGATGGC 

A oxrc -81 -72 -40 

・TTTCTTGGCAGTTCCTTTCGGGGAAACAGCCACAGAGAATAAAAA

B. breve : TTTCTTGGCAGTTCC TTTCGGGGAAACAGC CACAGAGAATAAAAA 
-36 -8 

OxB : CCAAAAGTTGTACCA ACGACAAG豆AAA工皇AGAAATTA工皇ACTAAA

B. breve : CCAAAAGTTGTACCA ACGACAAG皇企AA工皇AGAAATT会主QACTATA

oxc 1351 

OxB : GGCGATAGCGCATTC GGTTTCTCCGGTATG GAACTGGAAACCATC 

B. breve 皇皇旦皇企工AGCGCATTCGGTTTCTCCGGTATG GAACTGGAAACCATC 

B 1396 棚 1437

OxB : TGCCGTTACAACCTG CCAGTTACCGTTATC ATCATGAACAAT 

B. breve : TGCCCTTACAACCTG CCAGTTACCGTTATC ATCATGAACAAT 

Fig. 3. Nuclcotidc scqucnccs of cach gcnc. A: Thc promotcr rcgions of oxc andfrc 
gcncs in Bifidobacterium breve strain. From thc ATG at position 1 to 5' up-
strcam， ribosomc幽 bindingsitc， TATA box， and RNA polymcrasc-binding 
sitc arc shown undcrlincd. B: Thc TPP-binding sitc of oxc gcnc in B. breve 
stram. 
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Fig. 4. 

GATC  GATC  

繍嗣量密

‘ーー

毎暢骨

A B 
Sequencing results of the amplified oxc 
gene. A: OxB strain. B: B. breue 
strain. Nucleotide 1400 is cytosine 
not guanine (arrow). 

と B.breueとの相違は， 1，400 bpのGがCに変化

(C皇T→ CQT)の l塩基のみであった (Fig.3B， 

Fig.4の矢印，上端は 5'側). 

(3) OxlTの遺伝子

OxBの1，027 -1 ， 170 bpの範囲で，B. breueの場合

と塩基配列を比較したところ， 100%ホモロジーを示

した. トランスメンブレン切片11にある355番アミノ

酸のリジン (AAA)も存在した(データは略). 

(4)ρ 因子の確認

oxc， jトc共に OxB，B. breueにおいて陽性であった

(データは略). 

考 察

シュウ酸分解菌である O.formigenesの OxB株の

み， 3つの関連遺伝子構造が解明されている.O.jor-

migenesに属する菌株は， ヒト糞便より 10種類以上見

っかり 2グループに分類された13) これらの菌株は，

OxB株を基にして oxcの 5'上流 -59bpより 3'ー下

流へ約 500bpの塩基配列が各菌株について決定され

た13) OxBの検出は，このグループ Iに特異的な

DNAシークエンスの相同領域にプライマーを設定し

て PCRを行い，さらにシークエンシングをすれば菌

株の同定がほぼ可能である 12)

ヒト糞便からの O.jormigenesの検出を初めて男女

別で試みた.検出率はいずれのア・ソセイ法でも男性

の方が高かった.特に， PCR法による検出感度が

高く，簡便性から考慮しでも検出法として適してい

る.健康人が腸内細菌として， O. jormigenesなどを

持つ割合は，およそ60-80%の範囲で報告されてい

る5.7.8.13、16) われわれの結果もおおかたこの範囲に

入っていた.この結果は， O. jormigenesが腸管内に生

息しシ A ウ酸吸収を制御することによって，宿主と共

生関係を維持していることを示唆する.この菌の性差

による存在率の差や菌の有無における宿主の要因につ

いては，今後のさらなる研究が必要である.要因の l

っとして，宿主の食物摂取の偏り，ストレス，抗生物

質の服用，老化など環境要因の影響が考えられよう.

すなわち，腸管内菌叢のバランスが崩れることで，宿

主との共生関係に影響を与え，有用な細菌も減らすこ

とになる8) 三上らは，年齢が上昇するにしたがって

シュウ酸分解菌の存在する割合が低下することを示し

た17) また，腸内の pH (健康人では6.5)は，良好

な細菌バランスを決定する要因となることから，日常

摂取する食物の重要性も推測される. Duncanらは，

OxB株の生理学的特性として，Bifolobacteriumが繁殖

しやすい弱酸性条件においても，耐性を持つ(生存率

が高い)との invitroによる興味ある報告をしてい

る18)

尿路結石の生涯擢患率は 1995年における臨床統計

では男性9.4%，女性4.1%であり，男女比は大体

2.5: 1と報告されている.女性における 0.10r-

migenesの腸内存在率が男性より 15%程度低い結果を

示したが，結石形成との因果関係は不明である.

Sidhuらによれば， O. jormigenesは乳児期に腸内に棲

み付き始めると報告している 13) 一方，尿路結石患

者における存在率は30%程度と低く，結石再発回数が

増すごとにさらに低くなる 7.8.15) そして， 0.10r-

migenesの存在率とシ{ウ酸カルシウム尿路結石の再

発回数は，相関することが報告された7.8) その他の

症例では， CI1 チャネル疾患である嚢胞性線維症

(cystic fibrosis) 6) では 16%，Crohn's疾患 19)では

11%と低い.また，抗生物質の処置を受けた結石患者

は，腸管内 O.jormigenesの存在を無くす可能性があ

り，高シュウ酸尿を引き起こすことも考えられるの

で，注意が必要であろう 7.20)

O. jormigenesの基準株である OxB菌体には， 2 

つの酵素タンパクと lつの膜タンパクを含む.前者に

おいては，可溶性タンパクの 10.5%が oxalyl-CoA

decarboxylase， 0.2 %カ， formyl-CoA transferaseと

して含有し，シュウ酸塩の分解に作用する 17) ヒ

ト腸管より分離された他の菌種では，Eubacterium 

lentum21)， Enterococcus jaecalis22)の報告がある.oxcと

jトc両遺伝子におけるプロモーター領域の塩基配列を，

OxBの場合と B.breueについて比較した. ATG 

翻訳開始コドンの 5'ー上流 oxcは 5'・GAAAGG-

(一14一一9bp)， jトcは 5'-GAATG・(ー13--8 bp) 

の各一10領域にリボソーム結合部位が見られ，他の重

要部位も塩基配列は一致し保存されていた. Oxalyl-
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CoA decarboxylaseは，シュウ酸塩分子のオキソ基

(0=)に隣接した C-C結合を切断する触媒反応時に

補酵素として TPPを利用する23) oxc遺伝子に含む

このモチーフは29アミノ酸残基より成り， GDに始ま

りNNに終わる高度に保存されているシークエンス

である 10) B. breveにおいては， OxBと塩基配列の

ホモロジーは高い. 1，400bpのGがCに変異 (R→P)

しているが，重要モチーフからははずれている.

OxlTは，細菌の細胞膜にある疎水性に富むメンブレ

ン結合輸送タンパクであり，シムウ酸塩 (oxalate2一)

の取り込みとギ酸塩 (formatel
-) の排出にかかわる

12のトランスメンブレン切片より成る.特に11香切片

に，唯一の陽電荷 (Lys355) を持つので，アニオン基

質の結合と移動に関与していると考えられている24)

PCR増幅した B.breveの DNAは，この11番切片を

含むが， Lys355の AAAの存在を確認し，その塩基

配列は OxBの場合と一致した.ρ 因子(非依存型

ターミネーター)の oxcは 1， 758 ~ 1 ，783 bp， jトcは

1 ， 311~ 1，331 bpの範囲によるパリンドローム構造と

その後に続く， 7つのチミジン (T)より成る. ドッ

トブロットハイブリダイゼーションにて B.breveの

oxc， j子cにおいて陽性であることを確認した.以上よ

り，B. breveにおいては， 3つの遺伝子の部分的な塩

基配列の解明であるが， RNAポリメラーゼ結合部位

やその他の重要と考えられる塩基配列部位の比較にお

いて， OxBと高いホモロジーをえた.腸管内に棲む

シュウ酸分解菌は唯一ではないので， PCRによる検

出は簡易であっても，菌種(械の同定には，慎重に分析

技法を駆使すべきであろう.

Sidhuらは oxc，]rc遺伝子について，共にプロ

モーター領域と ρ非依存型ターミネーターを持つな

どの理由から，ポリシストロニック オベロンの一

部ではないと推測している9) Hokamaらは，O.]or 

migenesより 2つの酵素タンパクの抗体を作成し，

ウエスタンブロッテイングにて E.]aecalisに両タンパ

クが在ることを確認した.さらに，同菌体と O.]or

migenesとの whole-celllysateによる SDS-PAGEに

て， OxlTの 40kDaタンパクもf食出した22) また，

Campieriらは，特発性のシムウ酸カルシウム尿路結

石症患者に凍結乾燥した乳酸菌ミックスを毎B摂取さ

せることにより，シュウ酸の腸内吸収を減らすこと

で，シュウ酸尿を減じることができると報告した.そ

して invitroによる各細菌のシュウ酸分解活性を調

べ，Bijidobacterium in]antisが最も適した細菌との結果

を示した. しかし，使用した 6種の各乳酸菌について

PCRによる叫ん ]rc，OxlTの DNAの増幅を試みた

が，検出はできなかったお) 各遺伝子が実際に無い

とすれば，シュウ酸塩を分解するのは何に起因するの

か疑問が生じよう.われわれの方法による PCRで

は，その反応i夜や反応サイクルなどの最適条件を検討

してから行っている.同じ Bifidobacteriumの菌種であ

るB.breveにおいて， 3つの遺伝子の DNAの増幅は

可能で、あった.

最近では，高シュウ酸尿状態下のラットに O.]or-

migenesを投与するプロバイオティック治療にて，尿

中シュウ酸のレベルを下げる研究26) さらにヒトに

おいても，同菌種を用いて lnVIVOで試験的に検討さ

れている 18) 腸内細菌は約100菌種に及び，ほとんど

嫌気性菌で占められている.特に，Bがdobacteriumは

腸内細菌バランスを良い状態に保つのに役立ってい

る.今後も，ヒトの健康維持にとって有用な細菌の探

索が望まれる.

結 三五
ロロ

日本人の腸管内 O.]ormigenes存在率は，既報告と

同様の割合を示した.性別では，女性は男性より存在

率が15%程度低かった. PCR法は検出感度が高く検

出法として有用である.B. breveはシュウ酸分解活性

を有し，さらに OxB株に含む 3つの遺伝子を同様に

保存されていることが示唆されたので，シムウ酸分解

菌である可能性を述べた.

本研究にご協力いただきました，千葉大学医学部附属病院

検査部 鈴木理恵子，坂問慶子両氏に深く感謝致します。
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