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略語説明 

 

ACE：Abundance-based coverage estimator 

AST：アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ，Aspartate aminotransferase 

ARA：急性第一胃アシドーシス，Acute ruminal acidosis 

AUC：曲線下面積，Area under the curve 

BUN：尿素窒素，Blood urea nitrogen 

Ca：カルシウム，Calcium 

DEG：発現変動遺伝子，Differential expressed genes 

DM：乾物摂取量，Dry matter intake 

GGT：γ-グルタミルトランスフェラーゼ，γ-glutamyltransferase 

IPA：Ingenuity pathway analyses 

KEGG：Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

LA：乳酸，Lactic acid 

LBP：リポ多糖結合タンパク質，Lipopolysaccharide binding protein 

LPS：リポポリサッカライド，Lypopolysaccharide 

NDF：中性デタージェント繊維，Neutral detergent fiber 

RDP：Ribosomal Database Project 

NH3-N：アンモニア態窒素，Ammonia nitrogen 

NMDS：非計量多次元尺度構成解析，Non-metric multidimensional scaling 

OTU：Operational taxomic unit 

PCA：主成分分析，Principal component analysis 

PCoA：主座標分析，Principal coordinate analysis 

PD whole tree：Phylogenetic diversity whole tree 
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qPCR：quantative polymerase chain reaction 

SARA：亜急性第一胃アシドーシス，Subacute ruminal acidosis 

TCHO：総コレステロール，Total cholesterol 

TDN：可消化養分総量，Total detergent nutrient 

TMR：Total mixed ration 

TP：総タンパク，Total protein 

VFA：揮発性低級脂肪酸，Volatile fatty acid  
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緒論 

 

 我が国固有の品種である黒毛和種は，軟らかい肉質，独特の芳香，細やかな筋間

脂肪などの特徴を持ち，他の品種と比較して筋間脂肪を蓄積する能力が特に高いこ

とが知られている (103)。我が国では約 250 万頭の肉用牛が飼養され，黒毛和種は

その内約 160 万頭を占めている (Table1)。また，近年では世界各地で「Wagyu」と

して認識され，中国やオーストラリア等では受精卵移植で生産された黒毛和種の肥

育が行われている。 

黒毛和種肥育牛は飼養形態が独特であり，通常 10 か月齢から 30 か月齢までの肥

育期を通して高濃厚飼料，低粗飼料の給与を行うが (35)，特に肥育中期の一時期 

(20 ~ 22 か月齢) に血中ビタミン A 濃度を 30~50 IU/l という低値に保つことで脂肪

前駆細胞から脂肪細胞への分化の抑制を下方制御し，筋肉内の高い脂肪交雑を獲得

することを目的としたビタミンA制限飼料および稲わらの給与が行われる (83, 93)。

しかし，黒毛和種肥育牛ではこれらの特殊な飼養方法により様々な代謝性疾患が発

生する。我が国の農業共済保障制度に加入している肉用牛は全体の 9 割程度 

(2,184,655 頭, 平成 27 年度) であり，加入牛の病傷事故および死亡，廃用の発生頭

数を示す農業災害補償制度家畜共済統計表 (平成 27 年度) では肉用牛の第一胃疾

患，肝炎，尿石症，第四胃変位，およびビタミン A 欠乏症の発生数および死亡，廃

用となった頭数は多く (Table 2)，多額の経済損失を招いている。また，濃厚飼料の

多給による第一胃内での VFA の蓄積，および乳酸の過剰な産生により第一胃液 pH

が 5.0 を下回ると ARA，pH が 5.6 を下回る時間が一日 3 時間以上となると SARA

と診断される (89, 94)。SARA は乳牛の代表的な潜在性の代謝性疾患であり，臨床

症状を伴わないが，採食量の低下，第四胃変位，乳房炎，肝膿瘍等の発生と関連し

ている (5, 28, 89)。過去の報告では，乳牛の 40%が SARA を発症し(31), 肥育牛で



 

4 

 

は 2 農場の SARA 発症率が 32.5 ~ 37.7%であった (7)。 一方，ARA は主に乳酸の

過剰産生による代謝性疾患であり，第一胃液 pH が 4.5 以下になることもあり，ARA

の発症により食欲の低下，下痢などの臨床症状を呈し，死に至ることもある。 

  第一胃内には第一胃液 1 ml あたり 100 億にのぼる細菌，10 万のプロトゾアおよ

び真菌が常在し (14)，多様な細菌により構成される細菌叢は発酵の重要な役割を

担っている (72)。また，細菌にはそれぞれの至適 pH があり (19)，第一胃液 pH の

変動により細菌叢構成が変化し，特に穀物等の過剰給与による SARA 発症牛では

著しい変化が認められる (78)。また，細菌叢の解析に近年では変性剤濃度勾配ゲル

電気泳動法や次世代シークエンス法，およびリアルタイム PCR 法が用いられてい

る (26, 68, 86)。加えて，第一胃内の細菌は第一胃液性，第一食渣付着性および第一

胃粘膜上皮付着性の細菌叢に分類され (60, 74)，相互に作用して第一胃内環境を形

成し，恒常性を保っている (16)。また，第一胃内細菌は代謝活性により繊維分解菌，

デンプン分解菌，タンパク質分解菌，脂肪分解菌，乳酸産生菌および乳酸利用菌等

に分類される (8, 30, 57)。SARA 誘発による第一胃内細菌叢の変化は乳牛の報告が

多く (15, 110, 121)，肥育牛では肥育末期に繊維分解菌の減少が報告されているが 

(30)，一方で黒毛和種肥育牛の長期的な濃厚飼料多給に伴う第一胃液 pH，性状およ

び第一胃内細菌叢の変化は報告されていない。また，第二胃は第一胃と類似した細

菌叢構成および発酵機能を有するが (44, 84)，反芻により混和される唾液の緩衝作

用や飲水による希釈作用の影響で第二胃液 pH は第一胃液 pH と比較し高値を示す

ことが知られている (20, 25)。しかしながら，黒毛和種肥育牛の長期的な濃厚飼料

多給に伴う第一胃液および第二胃液 pH，性状および細菌叢の変化を比較した報告

は見られない。 

 第一胃粘膜上皮は第一胃内の恒常性維持に重要な役割を担っている。例として，

第一胃粘膜上皮は重炭酸イオンの分泌により第一胃液 pH を調節し，平常時は第一

胃内プロトン除去の約 50%を担うが，濃厚飼料多給に伴う第一胃液 pH 低下により
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重炭酸イオンの分泌が増加し，緩衝作用が促進される (23)。また，第一胃粘膜上皮

乳頭は給与飼料組成の影響を強く受け，SARA 誘発試験では第一胃液 pH の低下お

よび第一胃内 VFA 濃度の増加による化学的刺激に反応し，上皮乳頭の表面積が拡

大して VFA の吸収効率を促進することが報告されている (104)。一方，濃厚飼料多

給による第一胃液 VFA 濃度の増加に伴い第一胃粘膜上皮のバリア機能が破綻し 

(116)，第一胃液 pH 低下により死滅溶菌したグラム陰性菌由来の LPS が血中に移

行することで全身性の炎症を惹起することが知られている (58, 67, 85)。また，飼料

組成の変化が第一胃粘膜上皮に及ぼす影響について，従来は組織形態学的検査 

(104) が主体だったが，近年では分子生物学的手法であるマイクロアレイ法 (64, 

118) やリアルタイム PCR法 (39, 62, 120) を用いた第一胃粘膜上皮の遺伝子発現の

詳細な検索が行われている。子牛や乳牛を用いた SARA 誘発試験では輸送体，成長

因子，コレステロール生合成，免疫および細胞接着因子等に関連した遺伝子発現の

変化が報告されているが (69, 75, 97, 105)，一方で黒毛和種肥育牛の長期的な濃厚

飼料多給に伴う第一胃粘膜上皮の遺伝子発現の変化は報告されていない。 

 本研究では，濃厚飼料多給が行われる黒毛和種肥育牛の飼料給与の問題点を第一

胃性状の観点から解析する目的で，通常管理下の黒毛和種牛を用い，肥育前期 (10 

– 14 カ月齢)，中期 (15 - 22 カ月齢) および後期 (23 - 30 カ月齢)の第一胃液および

第二胃液 pH，VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値，加えて細菌叢の変

化および第一胃粘膜上皮の遺伝子発現を比較検討した。第１章では黒毛和種牛の長

期的な濃厚飼料多給に対する第一胃の適応能力およびその作用機序を明らかにす

る目的で，肥育時期の進行に伴う第一胃液 pH，その他第一胃液性状および細菌叢

構成の変化を比較した。次に第２章では黒毛和種肥育牛の肥育時期による第一胃液

と第二胃液の性状および部位別の細菌叢構成を比較し，黒毛和種肥育牛の濃厚飼料

多給に対する適応能力の理解を深めることを目的とした。また，第３章では肥育中

期および後期の黒毛和種牛の濃厚飼料増給に対する第一胃の適応能力の作用機序



 

6 

 

を解明することを目的とした。最後に，第４章では黒毛和種牛の肥育時期による第

一胃粘膜上皮の遺伝子発現の変化を明らかにする目的で第一胃粘膜上皮における

網羅的遺伝子解析を行った。これら一連の研究により黒毛和種肥育牛の肥育前期，

中期および後期の第一胃液および第二胃液性状並びに第一胃粘膜上皮の遺伝子発

現の変化を明らかにすること，及び濃厚飼料多給が行われる黒毛和種肥育牛の飼料

給与の問題点を第一胃性状の観点から解析することで黒毛和種肥育牛の健康維持，

代謝性疾患の予防，および生産性の向上に寄与するため本試験を実施した。
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Table 1. The number of beef cattle in Japan in 2015 

 

 

 

Table 2. Factor of death or disuse and develop of disease of beef cattle joined the Japan's 

Agricultural Insurance Scheme in Japan in 2015 
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第１章 黒毛和種肥育牛の肥育時期による第一胃液性状および細菌叢

構成の変化 

 

 

1．序論 

 肥育牛や乳牛は増体や肉質，産乳量等の生産性向上を目的とした濃厚飼料の多給

が行われるが，発酵性の炭水化物の多給により第一胃内に VFA，乳酸等の有機酸が

過剰に産生されて蓄積し (2, 76)，第一胃内 pH が低下することで SARA や ARA を

発症する (76)。乳牛を用いた短期的，中期的な SARA および ARA 誘発実験では，

第一胃液細菌叢と第一胃液 pH は互いに影響し，第一胃環境の変化に適応すること

が報告されている (49, 78, 86)。例として，濃厚飼料多給による第一胃液 pH の低下

に伴い，第一胃液内細菌叢の主要な細菌門である Firmicutes の構成比の増加及びグ

ラム陰性菌の死滅に伴う Bacteroidetes の構成比の減少が報告されている (68, 78)。

また，近年では無線伝送式 pH センサーが第一胃液 pH の測定に用いられる。無線

伝送式 pH センサーは経口的な投与が可能であり，第一胃液の pH と温度を正確に

同時計測することが可能である。無線伝送式 pH センサーの計測値と第一胃フィス

テルから採取した第一胃液 pH は極めて強い正の相関 (r = 0.968) があることが報

告されており，臨床分野での利用が期待されている (53)。 

 黒毛和種は他の品種と比べ筋間脂肪を多く蓄積する機能を有する (13)。黒毛和

種肥育牛は通常 10 カ月齢から 30 カ月齢まで継続して濃厚飼料が多給され，高い脂

肪交雑を獲得する目的で肥育中期にビタミン A 制限飼料を給与し，血中ビタミン

A 濃度を低値に保つ飼養形態をとることが特徴的である (82)。しかしながら，黒毛

和種牛における長期的な濃厚飼料多給による肥育期間中の第一胃性状の経時的変



 

9 

 

化，第一胃の適応能力およびその作用機序は不明瞭である。そのため，本章では黒

毛和種牛の長期的な濃厚飼料多給に対する第一胃の適応能力およびその作用機序

を明らかにする目的で，通常管理下の黒毛和種肥育牛を用いて肥育前期，中期およ

び後期の第一胃液性状および細菌叢構成の変化を比較した。 

 

2．材料および方法 

 (1) 供試牛と飼養管理 

  全ての実験手順は岩手大学動物実験委員会による承認を受け (A201720)，実験

は全て兵庫県立農林水産技術総合センターの動物実験指針に則り行われた。 

 本試験では黒毛和種去勢牛 9 頭を用いた。実験牛は 12 カ月齢時に第一胃フィス

テル (BAR DIAMOND 社, Idaho, USA) を装着し，兵庫県立農林水産技術総合セン

ター・畜産技術センター (加西市) で 20 カ月間 (10 カ月齢 – 30 カ月齢) の肥育試

験を行い，肥育期は日本の一般的な分類に従い肥育前期，中期および後期とした。

濃厚飼料および粗飼料 (稲わら) は肥育前期では一日増体量を 0.8 kg/day として給

与量を算出し，肥育中期，後期では飽食給与とした (Table 1-1)。肥育前期の残渣飼

料割合は濃厚飼料および粗飼料でそれぞれ 12.6%および 12.2%であった。各肥育期

の粗飼料 - 濃厚飼料比は 26:74 (前期)，13:87 (中期) および 14:86 (後期) であり，

日本飼養標準 (79)に基づく栄養充足率，濃厚飼料の成分構成および体重の平均値

は Table 1-1 に示した。なお，粗飼料の給餌は 09:30 および 15:30 に行い，濃厚飼料

は粗飼料給与 1 時間後に給与し，水は自由飲水とした。 

 

 (2) 実験スケジュールと採材 

 第一胃液 pH の測定は各肥育期の最終 14 日間に行い，測定日の 4 日目から 10 日

目の 7 日間を試験期間とした。第一胃液は測定日の 7 日目に第一胃フィステルを介

し，チューブを接続したシリンジを用いて腹嚢より 100 ml 採材し，二重の滅菌ガ
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ーゼを用いて濾過した後-80℃で保存した。 

 

 (3) 測定項目および方法 

1) 第一胃液 pH 

 第一胃液 pH は Kimura et al. (53) の方法に基づき，第一胃フィステルを介して第

一胃腹嚢に留置した無線伝送式 pH センサー (YCOW-s, 山形東亜 DKK (株)，新庄

市) を用いた。10 分間隔で連続測定を行った。 

2) VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値 

第一胃液の処理および測定方法は Hirabayashi et al. (41) の方法に従った。すなわ

ち VFA 測定用サンプルとして，25%メタリン酸加 3 N 硫酸 1 ml を第一胃液 5 ml に

添加し，転倒混和後 24 時間室温にて静置した。静置後 3,000 g，15 分間遠心を行

い，上清を-80℃で保存した。総 VFA 濃度，各 VFA (乳酸，プロピオン酸，酪酸) 濃

度測定はパックドカラム (Thermon-3000; 3%, Shimadzu, 京都) を用いたガスクロ

マトグラフィー (GC-2014; Shimadzu, 京都) により行った。また，乳酸測定用サン

プルとして第一胃液 5 ml を 2,000 g，4℃，15 分間遠心し，上清を-80℃で保存した。

乳酸濃度の測定には市販の乳酸分析用試薬キット  (F キット，D-/L-乳酸，R-

Biopharm, Bergstraße, Germany) を用いた。LPS 測定用サンプルとして第一胃液 5ml

をエンドトキシンフリーのチューブ (BioPure，Eppendorf, Hamburg, Germany) に分

注し，11,000 g，4℃，30 分間遠心した後上清をエンドトキシンフリーのチューブに

分注し，-80℃で保存した。LPS 活性値の測定には市販のキット (Pyrochrome with 

Glucashield Buffer, 東京) を用いた。 

3) 細菌叢構成 

 DNA 抽出は Kim et al. (50) の手法に行った。すなわち，解凍した 250 µl の第一

胃液サンプルに 100 µl のリゾチーム (750 µg/ml, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 

USA) を加え 37℃で 90 分間インキュベートした。その後アクロモペプチダーゼ 
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(和光純薬工業，大阪) を 10 µl (10,000 U/ml) 加えた後 37℃で 30 分間インキュベー

トした。その後懸濁液に 60 µl の 1% ドデシル硫酸ナトリウムおよびプロテイキナ

ーゼ K (1 mg/ml，Merck Japan Ltd., 東京) を加え，55℃，5 分間インキュベートし

た。溶菌液はフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:54:1)  (和光純薬

工業, 大阪) およびクロロホルム (和光純薬工業, 大阪) を用い 3 度洗浄を行った。

抽出液に 5 M 塩化ナトリウム溶液と 100% エタノールを加え，21,900 g，4℃，15

分間遠心した後，上清を除去した。次に沈殿物を 70% エタノールにより洗浄し，

乾燥させた後トリス塩酸バッファーにて再溶解した。精製した DNA 溶液はライフ

サイエンス分光光度計 (Biospec-nano 260-26300-31, Shimadzu, 京都) で濃度及び純

度を測定し，純度については吸光度比 (260 nm/280 nm) が 1.8~2.1 になることを確

認した。 

 次世代シークエンス法は 16S Metagenomic Sequencing Library preparation guide 

(Illumina, 2013, USA) に従い実施した。すなわち，抽出した DNA 溶液は 16S rRNA

の V3-V4 領域を増幅するため，ユニバーサルプライマーである 341F (5’-

CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) 及び 805R (5’-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) 

を用いた。PCR に用いる反応組成液は 12.5 µl の 2 × KAPA HiFi HotStart ReadyMix 

(KapaBiosystems Ltd.,  UK)，5 µl の各プライマー (1 µM) および 2.5 µl の標準 DNA 

(10 ng/µL) を混和し 25 µl として調整し，PCR チューブに DNA 希釈液を含めて 40 

µl となるよう分注した。PCR プロトコルはサイクル 1 (95℃ 3 分間) を 1 回，サイ

クル 2 (95℃ 30 秒間, 55℃ 30 秒間および 72℃ 30 秒間) を 25 回，サイクル 3 (72℃ 

5分間) を 1回とした。増幅産物はAMPure XP beads (Beckman Coulter, High Wycombe,  

UK) を用い精製し，ライブラリーは Nextera XT Sample Preparation Kit (Illumina, San 

Diego, Ca, USA) を用いて構築した。Paired-end (2 × 150 bp) は Illumina MiSeq platform 

を用い定法により解析した。解析結果は Sequence Read Archive of the National Center 

for Biotechnology Information へ登録し，SRA accession number は PRJNA548210 であ
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った (http://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/)。 

 すべてのリードは MOTHUR program (version 1.41.1; University of Michigan; 

http://www.mothur.org/wiki/;Schloss) により解析を行い，解析方法は MiSeq 

(https://mothour.org/wiki/MiSeq_SOP) の標準操作手順に修正を加えた方法を用いた。

得られたリードは SILVA リファレンスデータベース (SSURef release 128; (90)) を

用いて非反復配列を識別し，マッピングした。得られた配列に対し “Chimera. 

vsearch” コマンドを用いキメラ配列を排除し，Mothur RDP training set (version 16) 

を用いて属レベルまでの系統解析を行った。更に，OTUs を 97% 相同性をカット

オフ値として配列をクラスタリングすることで決定した。すべてのサンプルは 

“sub. sample ” コマンドを用いて標準化した。その際，極端にリード数の少なかっ

たサンプルを肥育中期および後期より 1 つずつ排除し，以降の解析には用いなかっ

た。得られた OTU に対し，“summary. single” コマンドを用いて細菌種の豊富さの

指数である Chao1，ACE，および細菌種の多様性の指数である Shannon，Simpson，

Heip について解析を行った。各 OTU の代表配列は“get.oturep” コマンドを用いて

決定し，BLASTn プログラム (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) の 16SrRNA シ

ークエンスデータベース (Bacteria and Archaea;May 2019) により属種名を分類した。

さらに，ウェブサイト上にある piphillin (http://piphillin.secondgenome.com/; 47) を使

用してデータを変換した。機能分類分析について，97% をカットオフ値とし，メタ

ゲノム機能は KEGG database (October 2018) を用い割り当てた。 

4) 血液生化学検査 

 血液は第一胃液採取と同時にヘパリンナトリウム加採血管 (テルモ株式会社，東

京) と血清分離剤入り採血管 (日本ベクトンデッキンソン社，東京) を用いて頚静

脈から採血した。採血後，ヘパリンナトリウム加採血管は 1,500 g，20 分間遠心し，

得られた血漿を-80℃で保存した。血清分離剤入り採血管は 37℃で 15 分間保温後，

1,500 g，15分間遠心して得られた血清を-80℃で保存した。血清はTP，BUN，TCHO，

http://www.mothur.org/wiki/;Schloss


 

13 

 

Ca，AST，GGT，Vitamin A，β-carotene および Vitamin E の測定に用い，ヘパリンナ

トリウム加血漿は，LBP の測定に供した。LBP の測定には，市販のキット (LBP for 

a wide variety of species ELISA KIT，Hycult biotech，Uden，Netherlands) を用いた。 

 

 (4) 統計解析 

 各データは Shapiro-Wilk normality test により正規分布を確認した。第一胃液 pH，

一日中で pH が 5.6 および 5.8 以下となった時間 (pH < 5.6 時間，pH < 5.8 時間; 

min/d)，AUC (pH < 5.6，pH < 5.8)，VFAs および乳酸濃度，LPS 活性値並びに血液

生化学検査所見の肥育期間の比較は，正規分布の場合は paired t-test を用い，非正

規分布のデータはウィルコクソンの順位符号検定を用いて解析した。細菌門，細菌

属，OTUs，細菌種の豊富さおよび多様性の肥育期間の比較は正規分布の場合は

paired t-test を用い，非正規分布のデータには Mann-Whitney U test を用いて解析し

た。24 時間平均 pH，pH < 5.6 時間，pH < 5.8 時間，AUC (pH < 5.6，pH < 5.8) を含

む PCA 解析 は R package ggbiplot (R software version 3.3.2; R Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria) を用いた。細菌叢解析により得られた OTUs や KEGG

パスウェイカテゴリーおよび末梢血の生化学検査所見の NMDS 解析には R package 

ggplot を用いた。OTUs と第一胃性状 (24 時間平均，最低および最高 pH，総 VFA

および乳酸濃度，各 VFA の構成比並びに LPS 活性値) および末梢血 LBP 濃度の間

で Pearson’s correlation coefficients を行い，結果に基づいたヒートマップを Prism 

software (version 8.10; GraphPad Software Inc., La Jolla, Ca, USA) を用いて作成した。

全てのデータは各肥育期の平均値と標準誤差 (SEM) で表し，Prism を用いて解析

を行った。いずれも P < 0.05 を有意差ありとし，P < 0.10 を有意な傾向ありとした。 
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3．結果 

 (1) 採食量および第一胃液 pH 

 実験期間中に食欲不振，発熱などの臨床症状は全ての牛で認められなかった。体

重は肥育前期と中期および中期と後期でそれぞれ有意 (P < 0.05) な増加が認めら

れた (Table 1-1)。濃厚飼料の採食量は肥育中期で前期，後期と比べ有意 (P < 0.05) 

な高値を示し，稲わらの採食量は前期で中期，後期と比較し有意 (P < 0.05) な高値

を示した (Table 1-1)。栄養充足率では，肥育後期の DM，TDN は前期および中期と

比較し有意 (P < 0.05) な低値を示し，NDFは中期で前期，後期と比べ有意 (P < 0.05) 

な高値を示した (Table 1-1)。 

 第一胃液 pH では，24 時間の pH データから最低 pH，平均 pH，最高 pH および

pH < 5.6 時間，pH < 5.8 時間および AUC (pH < 5.6，pH < 5.8) を算出した (Table 1-

2)。肥育後期の最低 pH および平均 pH は前期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示

した。24 時間平均 pH の低値に伴い，肥育前期と比較して後期の pH < 5.6 時間およ

び AUC (pH < 5.6) は有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table 1-2)。Figure 1-1 は 10

分ごとの平均第一胃液 pH を示し，肥育ステージの進行に従う平均第一胃液 pH の

低下が認められた。 

 

 (2) 第一胃液 VFA，NH₃-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値 

 肥育後期の総 VFA 濃度は前期および中期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示し，

前期の酢酸-プロピオン酸比は中期と比べ有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table1-

3)。また，肥育後期の乳酸濃度は前期および中期と比較し有意 (P < 0.05) な高値を

示し，中期の乳酸濃度は前期と比べ有意 (P < 0.05) な低値を示した。肥育前期の

LPS 活性値は中期および後期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した (Table1-3)。 
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 (3) 主成分分析 

 肥育前期では 24 時間平均 pH および最低 pH が第一胃液 pH に影響を与える主要

な因子であり，pH < 5.6 時間，pH < 5.8 時間および AUC (pH < 5.6，pH < 5.8) は後

期の第一胃 pH に最も影響を与える因子であった (Figure 1-2-A)。また，肥育前期で

は VFA 中の酢酸および酪酸の構成比が第一胃内発酵に影響を与える主要な因子で

あり，乳酸濃度および LPS 活性値は後期の第一胃内発酵に最も影響を与える因子

であった (Figure 1-2-B)。 

 

 (4) 第一胃液の細菌叢構成 

1) 多様性解析 

 OTUsおよび細菌種の数に基づき細菌種の豊富さを示す指数 (Chao1およびACE) 

は肥育ステージの進行に従い有意 (P < 0.05) に減少したが，細菌種の個体数の均

一性に基づき多様性を示す指数 (Shannon，Simpson および Heip) は肥育前期，中

期，および後期の間に有意差は認められなかった (Figure 1-3)。 

2) 類似性解析 

 NMDS 解析では肥育中期および後期と比較し前期の OTUs の集約が認められ，

一方で中期の OTUs が最も分散していた (Figure 1-4-A)。また，KEGG パスウェイ

カテゴリーは前期および後期と比べ中期で最も分散していた (Figure 1-4-B)。 

3) 細菌門および細菌属構成比 

 各肥育期の第一胃液の細菌門構成は全ての肥育期で Firmicutes 門および

Bacteroidets 門の構成比が高く，全体の約 80% であった (Figure 1-5)。Firmicutes 門

および Bacteroidetes 門に属する主要な細菌属の構成比は Figure 1-5 に示した。図表

中の「unclassified」の細菌は示した分類階級より下位の分類が未分類であることを

示している。Firmicutes 門に属する unclassified Ruminococcaeae および unclassified 

Firmicutes は肥育前期と比較し中期で有意 (P < 0.05) な低値を示し，unclassified 
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Clostridiales は前期と比べ後期で有意 (P < 0.05) な低値を示した (Figure 1-5)。 

4) 主要な OTUs 構成比 

 OTU1 (unclassified Ruminococcaceae) および OTU2 (unclassified Lachnospiraceae) 

は各肥育期の第一胃液細菌叢の OTUs で最も構成比率が高かった。肥育前期の

OTU5 (unclassified Firmicutes) ， OTU8 (unclassified Ruminococcaceae) ， OTU26 

(Butyrivibrio)， OTU30 (unclassified Firmicutes) ， OTU37 (unclassified Clostridiales 

Incertae Sedis 13)，OTU110 (unclassified Clostridiales)，OTU189 (unclassified Firmicutes) 

および OTU238 (unclassified Lachnospiraceae) は中期と比較し有意 (P < 0.05) な高

値を示し，OTU43 (unclassified Lachnospiraceae)，OTU55 (unclassified Firmicutes) お

よび OTU62 (Ruminococcus) は中期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した (Table 

1-4)。また，肥育後期の OTU26，OTU30，OTU37，OTU43 および OTU199 (unclassified 

Lachnospiraceae) は前期と比べ有意 (P < 0.05) な低値，OTU55 および OTU167 

(Intrestinimonas) は前期と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table 1-4)。肥育

中期の OTU30，OTU167 および OTU238 は後期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を

示し，一方で OTU62，OTU199 は後期と比べ有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table 

1-4)。 

 

 (4) 主要な OTUs と第一胃液性状の相関関係 

 第一胃性状と有意な相関関係を示した OTUs のうち，OTU1 (unclassified 

Ruminococcaceae)，OTU8 (unclassified Ruminococcaceae) および OTU26 (Butyrivibrio) 

が 24 時間平均 pH (r = 0.416，0.427 および 0.476) および 24 時間最低 pH (r = 0.458，

0.454 および 0.435) と有意 (P < 0.05) な正の相関関係を示し，pH < 5.6 時間 (r = -

0.476，-0.472 および-0.432) および pH < 5.8 時間 (r = -0.509，-0.476 および-0.473) 

と有意 (P < 0.05) な負の相関関係を示した (Figure 1-6)。一方，OTU68 (unclassified 

Lachnospiraceae) の構成比は 24 時間平均 pH (r = -0.530)，最低 pH (r = -0.531) およ
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び最高 pH (r = -0.499) と有意 (P < 0.05) な負の相関関係を示し，pH < 5.6 時間 (r = 

0.453) および pH < 5.8 時間 (r = 0.417) と有意 (P < 0.05) な正の相関関係を示した。

総 VFA 濃度は OTU167 (r = -0.412) と有意 (P < 0.05) な負の相関関係を示し，乳酸

濃度は OTU34 (unclassified Firmicutes; r = 0.521)，OTU68 (r = 0.503)，OTU167 (r =0.556) 

および OTU238 (r = 0.587) と有意 (P < 0.05) な正の相関関係を示し，一方 OTU6 

(Prevotella; r = -0.449) および OTU62 (r = -0.453) と有意 (P < 0.05) な負の相関関係

を示した。また，LPS 活性値は OTU125 (unclassified Ruminococcaceae; r = 0.519) と

有意 (P < 0.05) な正の相関関係を示し，OTU5 (r = -0.413)，OTU8 (r = -0.440)，OTU13 

(Mogibacterium; r = -0.414) および OTU37 (r = -0.470) と有意 (P < 0.05) な負の相関

関係を示した  (Figure 1-6)。 

 

 (5) 血液生化学検査所見 

肥育後期の血清 AST 濃度およびビタミン A 濃度は前期および中期と比較し有意 

(P < 0.05) な高値を示し，β カロテンおよびビタミン E 濃度は有意 (P < 0.05) な低

値を示した (Table 1-5)。血液生化学的代謝に関する PCA では，肥育前期および中

期では TCHO，ビタミン E，β カロテン，BUN，GGT，および Ca 濃度が末梢血代

謝に最も影響的を与え，後期ではビタミン A および AST 濃度が末梢血代謝に最も

影響を与える因子であった (Figure 1-7)。 

 

4．考察 

 本試験では, 第一胃液の 24 時間平均 pH は肥育ステージの進行に伴い低下し，第

一胃液 pH < 5.6 時間は肥育中期および後期でそれぞれ 4 時間強，11 時間強と，一

般的な SARA の診断基準である一日当たりの第一胃液 pH < 5.6 時間が 3~5 時間 

(4)，または 3 時間以上 (36) を満たしていることから，SARA と診断され，特に後

期では重度の SARA であることが示唆された。SARA は採食量の低下，下痢，肝膿
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瘍，蹄葉炎などの疾病の原因となるが (89)，本試験では全ての肥育期で発熱などの

症状や疾病の発生はなく，肥育ステージの進行に伴い体重は有意 (P < 0.05) に増

加した。以前の試験では濃厚飼料割合の増加に従い，飼料給与後に低下した第一胃

液 pH の正常値への回復が遅くなることが報告されているが (24, 50)，本試験の肥

育中期および後期の飼料中の濃厚飼料割合は同程度 (87% および 86%) であった

にもかかわらず，後期の第一胃液 pH は中期と比較し低値を示した。また，本試験

の 24 時間平均 pH は肥育時期の進行に伴い徐々に低下し，肥育前期および中期の

24 時間平均第一胃液 pH の低値 (6.22 および 6.06) はホルスタインを用いた 1 週間

および 6 週間の SARA 誘発試験での 24 時間平均第一胃液 pH の低値 (6.10 および

5.97) と類似していたが (77, 49)，一方で後期の 24 時間平均 pH (5.73) は以前の試

験を大きく下回る結果であった。また，VFA は第一胃における最も主要な有機酸で

あり (77)，第一胃液 pH と負の相関があることが報告されている (53)。しかしなが

ら，本試験では総VFA濃度と第一胃液pHの間に相関関係は認められず (r = 0.258，

P > 0.05)，肥育ステージの進行に伴い徐々に減少していた。それに加え，肥育後期

では VFA (pKa 4.9)と比較し 10 倍程度の強酸である乳酸 (pKa 3.9; 76)の濃度が有意 

(P < 0.05) な高値を示し，また，PCA により後期の乳酸濃度および LPS 活性値が第

一胃性状に最も影響を与える要因であった。これは肥育後期では第一胃液の発酵機

能が VFA 産生から乳酸産生への一部移行があること，または第一胃粘膜上皮での

sodium hydrogen exchanger isoform 3 (NHE3; 97) や monocarboxylate transporter isoform 

4 (SLC16A3 ; 51) 等の輸送機能の促進に伴う VFA 吸収の増加によるものと考えら

れた。これらのことから，肥育後期における第一胃液 pH の低下は乳酸濃度の増加

が一因となっていることが示唆された。しかしながら，肥育後期では第一胃液 pH

が著しい低値を示し，LPS 活性値が有意 (P < 0.05) に増加したが，末梢血中の LBP

濃度は各肥育期の間に有意差は認められず，第一胃粘膜上皮のバリア機能の破綻 

(1, 39) が生じていないことが示唆された。 
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 一般的に第一胃液 pH と細菌種の豊富さおよび多様性との間には正の相関関係が

あり，第一胃液 pH の低下による細菌種の豊富さおよび多様性の減少が知られてい

る (49, 68, 77)。本試験では，第一胃液 pH の低下に伴い肥育後期の OTUs および細

菌種の豊富さを示す指数 (Chao1 および ACE) が有意 (P < 0.05) に減少したが，細

菌種の多様性を示す指数 (Shannon，Simpson および Heip) に有意差は認められな

かった。肥育前期の細菌種の豊富さおよび多様性の平均値はホルスタインを用いた

短期間の SARA 誘発試験のサンプルサイズと類似していた (4,623 サンプル; (77))。

これは肥育前期の第一胃液 pH の低値に伴い，細菌種の豊富さおよび多様性は短期

間の SARA 誘発試験モデルと同等に減少し，その後の長期的な濃厚飼料多給によ

る第一胃液 pH の低下に伴い細菌種の豊富さは更に減少するが，一方で多様性は変

化しないことを示している。これらのことから，黒毛和種肥育牛は高濃厚飼料の給

与に伴う第一胃液 pHの低下に対して細菌種の多様性を保つことで第一胃液細菌叢

の恒常性を維持しているものと考えられた。 

 本試験の NMDS プロットは OTUs および KEGG パスウェイカテゴリーに基づい

た第一胃液細菌叢の分類的および遺伝子的な特徴を示している。以前のホルスタイ

ンを用いた試験では，短期的な濃厚飼料多給に伴う第一胃液 pH の低下および VFA

濃度の増加に伴う PCA プロットの分散が報告されている (80, 109, 119)。本試験で

は肥育中期の OTU および KEGG に基づく NMDS プロットが他の肥育期と比較し

分散しており，黒毛和種肥育牛の第一胃液細菌叢は中期では長期的な濃厚飼料多給

への適応過程であることが示唆された。 

第一胃液の細菌門は Firmicutes 門および Bacteroidetes 門の構成比が最も大きく，

全体の約 80%であった。Firmicutes 門はグラム陽性菌を主体とした 200 以上の細菌

属を含み (30)，Bacteroidetes 門は第一胃液細菌叢を構成するグラム陰性菌では最も

割合の大きい細菌門とされている (76)。本試験では肥育中期の第一胃液細菌叢の

Firmicutes 門は前期と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した。これは濃厚飼料多給
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に伴う第一胃液 pH の低下によりセルロース分解菌を含む unclassified 

Ruminococcaceae および unclassified Clostridiales の有意 (P < 0.05) な減少が一因と

考えられ，この結果は第一胃液 pH の低下 (pH < 6.0) に伴いセルロース分解菌が減

少するという以前の報告と一致する (102)。 

本試験では 35 の OTUs が全ての肥育ステージの全てのサンプルで認められた。

OTU の分類は RDP training set を用い，更なる分類は GenBank database を用いて行

った。本試験の第一胃液細菌叢の細菌属では unclassified Ruminococcaceae の構成比

が最も大きく，次いで unclassified Lachnospiraceae および Prevotella の構成比が大

きかったが，以前のホルスタインを用いた試験の第一胃液細菌叢では Prevotella が

最も構成比が大きい細菌属だった (33, 50, 68, 77)。この相違は，品種による違い，

および乳牛は長期的な生産性および健康の維持を目的として給与量を調節した濃

厚飼料多給を行うが (92)，肥育牛では肉質の向上や体重の増加を目的として可能

な限りの濃厚飼料多給を行うという飼養方法の違いによるものと考えられた。また， 

OTU8 (unclassified Ruminococcaceae) とOTU26 (Butyrivibrio) は肥育前期で中期およ

び後期と比較し有意  (P < 0.05) な高値を示し，これらの OTUs は Pearson’s 

correlation analysis により第一胃液 24 時間平均 pH と正の相関関係が認められた。

unclassified Ruminococcaceae および unclassified Lachnospiraceae は消化管の状態を

正常に保つ機能があり (11)，Ruminococcus はデンプン分解との関連が報告されて

いる (77)。また，Butyrivibrio は多岐にわたる基質を分解する能力があり，第一胃内

発酵の重要な役割を担っている (43)。加えて，OTU167 (Intestinimonas; Merdimonas 

faecis strain BR31) および OTU238 (unclassified Lachnospiraceae; Intestinimonas 

butyriciproducens strain SRB-521-5-I) は乳酸濃度との間に有意 (P < 0.05) な正の相

関関係が認められた。また，Merdimonas faecis strain BR31 は第一胃の乳酸産生との

関連性が示唆されており (100)，産生された乳酸は Intestinimonas butyriciproducens 

strain SRB-521-5-I にエネルギーおよび炭素源として用いられている (55) 可能性
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が示唆された。 

血液生化学検査では肥育後期に肝細胞障害 (87) や肝臓への脂質の蓄積を示す

指標である血中AST濃度が前期および中期と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示し，

PCA では後期の血中 AST 濃度が血中代謝産物に対して強い影響を与えることが示

された。また，肥育後期では前期および中期と比べ抗酸化物質である (45, 46) βカ

ロテンおよび Vitamin E が有意 (P < 0.05) な低値を示した。肝障害と第一胃液 LPS

は密接に関係しており (37)，肥育後期の第一胃液 LPS は前期および中期と比較し

有意 (P < 0.05) な高値を示したが，血中 LPS の増加に伴い高値を示す LBP (37) は

有意差が認められなかった。また，内因性 LPS の増加により酸化ストレスが惹起

されることが報告されている (70)。これらのことから，肥育後期では第一胃液 LPS

は増加するが，第一胃粘膜上皮のバリア機能により血中への LPS放出が妨げられ，

また，一部血中へ放出された LPS により惹起された酸化ストレスに対しビタミン

E，βカロテン等の抗酸化作用が働いた結果，臨床症状を伴わない程度の肝機能障

害が発生したものと考えられた。 

 

5．小括 

 本試験では黒毛和種肥育牛の濃厚飼料多給に対する第一胃の適応能力およびそ

の作用機序を明らかにする目的で，通常管理下の黒毛和種去勢牛 9 頭を用いて肥育

前期，中期および後期の第一胃液性状および細菌叢構成の変化を比較した。その結

果，すべての肥育期で発熱や食欲不振などの臨床症状は認められず，第一胃液 pH

は肥育ステージの進行に従い低下し，肥育中期では中程度，および後期では重度の

SARA を発症していた。また，肥育後期では第一胃内乳酸濃度の増加が第一胃液 pH

低下の一因であることが示唆され，黒毛和種肥育牛の特徴であると考えられた。加

えて，肥育中期と後期では前期と比べ LPS 活性値が有意 (P < 0.05) に増加し，第

一胃液細菌叢構成は前期と比べ中期でセルロース分解菌構成比の低下による
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Firmicutes 門構成比の減少が見られ，これは肥育時期の進行に伴う濃厚飼料の増給

と第一胃液 pH の低下に伴う変化と考えられた。しかしながら細菌種の多様性に第

一胃液 pH の低下に伴う変化は見られず，これは黒毛和種牛の長期的な濃厚飼料多

給に対する第一胃の適応能力であると考えられた。これらのことから，黒毛和種牛

の肥育中期や後期には，第一胃液 pH の低下，LPS の産生増加，セルロース分解菌

構成比の減少等の濃厚飼料多給に伴う第一胃内環境の変化が明らかとなり，一方で

第一胃液細菌叢は細菌種の多様性を保つことで環境の変化に適応していることが

示唆された。
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Table 1-1. Body weight, dietary composition, components of concentrate diet, and chemical 

analysis of diet in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages   

 Fattening stage1  

Items Early Middle Late SEM 

Body weight (kg) 439.1a 561.8b 712.4c 12.6 

Daily intake amount (kg)     

Concentrate 6.0a 7.6b 6.1a 0.32 

Rice straw 2.1a 1.1b 1.0b 0.13 

Components of concentrate diet (%)     

Corn 42 42 44  

Barley 0 14 25  

Bran 27 21 18  

Corn gluten feed 10 5 0  

Soybean cake 6 8 5  

Soybean hull 7 8 6  

Saline 1 1 1  

Clay 2 1 1  

SoypassⓇ 5 0 0  

Sufficient rate (%)     

DM 88.7a 96.1a 75.4b 3.48 

TDN 91.2a 102.4a 74.2b 3.85 

NDF 43.9a 36.8b 31.5c 0.54 

a,b,cMean within a row, different superscripts significantly differ (P < 0.05) 

1The age of cattle in the Early, Middle, and Late stages were 14, 21, and 29 months, respectively. 
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Table1-2. The 24 h mean rumen pH, duration of time, and area under curve (for pH <5.6 and 

5.8) in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages 

  Fattening stage  

Item Early Middle Late SEM 

24-h mean rumen pH     
Minimum 5.43a 5.30ab 4.98b 0.10 

Mean 6.22a 6.06ab 5.73b 0.03 

Maximum 6.79 6.76 6.69 0.09 

Duration of rumen pH (min/d)     
pH <5.6 139a 287a 688b 105 

pH <5.8 226a 460ab 802b 110 

Area under curve (pH × min/d)     
pH <5.6 4.29a 7.68ab 13.7b 5.17 

pH <5.8 5.24a 12.7ab 24.0b 1.51 

a,bMean within a row, different superscripts significantly differ (P < 0.05) 
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Figure 1-1. Changes in the 10-min mean rumen pH in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages.  

Days 1 to 7 denote observation during the latter 7 days of each fattening stage. Arrow indicates timing of sample collection (1300 h). 
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Table 1-3. Total volatile fatty acid (VFA), individual VFA proportions, acetic acid to propionic 

acid (A/P) ratio, lactic acid concentrations, and lipopolysaccharide (LPS) activity in Japanese 

Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages. 

  Fattening stage  

Item Early Middle Late SEM 

Total VFA (mmol/dl) 13.1a 12.3a 9.77b 0.72 

Acetic acid (%) 62.5 57.1 58.6 1.69 

Propionic acid (%) 21.4 27.1 27.1 2.08 

Butyric acid (%) 11.9 12.8 11.2 0.92 

Other (%) 4.20 3.04 3.08 0.53 

A/P ratio 3.06a 2.24b 2.34ab 0.24 

Lactic acid (mg/dl) 6.80a 2.50b 14.1c 0.89 

LPS (×104 EU/ml) 1.34a 4.29b 6.62b 1.49 

a,b,cMean within a row, different superscripts significantly differ (P < 0.05) 
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Figure 1-2. Principal component analysis (PCA) plots in Japanese Black beef cattle during the 

early, middle, and late fattening stages. PCA plots were generated from the ruminal pH, duration 

of time and area under curve (for pH <5.6 and 5.8) (A), rumen fermentation parameters (B) 

PC1 and PC2 represent principal components 1 and 2, respectively.
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Figure 1-3. Column scatter plots of bacterial diversity indices in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages.  

* indicates significantly (P < 0.05) differ. OTU = operational taxonomic unit; ACE = abundance-based coverage estimator 

Relative abundances of major bacterial phyla and genera in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages.
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Figure 1-4. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plots in Japanese Black beef cattle 

during the early, middle, and late fattening stages. NMDS plots were generated from the 

operational taxonomic units (OTU) (A) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) pathway analysis (B). The stress was 0.10 and 0.14 for the OTU- and for the KEGG 

pathway-based ordinations, respectively.
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Figure 1-5. Relative abundance of bacterial genera belonged to major bacterial phyla Firmicutes 

and Bacteroidetes in the rumen liquid in Japanese Black beef cattle during the early, middle, 

and late fattening stages. 

a,b Mean different superscripts significantly differ (P < 0.05) during the fattening stages. 
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Table 1-4. Relative abundances and taxonomic classification of core operational taxonomic units (OTU; shared by all samples) in Japanese Black 

beef cattle during the early, middle, and late fattening stages. 

 

Table 1-4 continued for next page 
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Continued Table 1-4 

 
a,b,cMeans within a row, different superscripts differ (P < 0.05) 
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Figure 1-6. Correlation analyses between the relative abundances of core operational taxonomic 

units (OTUs; shared by all samples) and rumen parameters in Japanese Black beef cattle. Cells 

are colored based on Perason’s correlation coefficient analyses. Blue represents a negative 

correlation and red represents a positive correlation. 

 *Significant correlation (P < 0.05) between the OTUs and rumen parameters.  
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Table 1-5. Blood metabolites in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late 

fattening stages. 

  Fattening stage   

Item Early Middle  Late SEM 

TP (g/dl) 6.68 6.89 6.96 0.18 

BUN (mg/dl) 12.1 14.5 11.3 0.98 

TCHO (mg/dl) 106 109 93.0 7.31 

AST (IU/l) 69.2a 71.3a 100b 10.1 

GGT (IU/l) 27.7 26.9 25.5 3.18 

Ca (mg/dl) 9.97 9.84 9.72 0.12 

Vitamin A (IU/dl) 40.2a 35.5a 62.4b 3.67 

β-carotene (μg/dl) 0.48a 0.33a 0.11b 0.06 

Vitamin E (μg/dl) 122a 171a 92.6b 12.5 

LBP (ng/ml) 283 493 389 67.3 

a,b,cMeans within a row, different superscripts differ (P < 0.05) 
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Figure 1-7. Principal component analysis (PCA) plots in Japanese Black beef cattle during the 

early, middle, and late fattening stages. PCA plots were generated from peripheral blood 

metabolites. PC1 and PC2 represent principal components 1 and 2, respectively.  
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第２章 黒毛和種牛における肥育時期別の第一胃液，第一胃食渣およ

び第二胃液性状と細菌叢構成の比較 

 

 

1．序論 

 肥育牛や乳牛は高い生産性を獲得するために濃厚飼料の多給が行われるが，その

ことにより第一胃内での VFA や乳酸が蓄積することで第一胃液 pH の低下を招く 

(76, 95)。加えて，消化管 pH の変動に伴い消化管細菌叢構成が変化することが知ら

れており (52, 78, 86)，第一胃液 pH 低下に伴い第一胃内細菌叢のグラム陰性菌が死

滅溶菌することで第一胃内 LPS が増加し，血中へ放出されることで肝炎，第四胃

変位，蹄葉炎等の代謝性疾患が発生する (7, 36)。さらに，第一胃液，第一胃食渣お

よび第一胃粘膜上皮の細菌叢構成や代謝機能には相違がみられることが報告され

ている (21)。例として，第一胃食渣細菌叢の細菌門では第一胃液細菌叢と比較し

Proteobacteria の構成比が Firmicutes および Bacteroidetes と比べ大きいことが報告さ

れている (17，96)。また，前胃液 pH の低下に対する緩衝作用として，反芻の際の

唾液の混和，第一胃粘膜上皮からの重炭酸イオンの分泌などがあり，濃厚飼料多給

によりそれぞれの緩衝作用の割合が変化することが報告されている (23)。加えて，

第二胃液 pH は飲水および唾液の緩衝作用により第一胃液 pH と比較して高値とな

るが (20, 25)，第二胃液細菌叢構成や発酵機能は第一胃液と類似していることが報

告されている (25, 44)。例として，第一胃液および第二胃液細菌叢は細菌の多様性

が類似し，Firmicutes，Bacteroidetes および Actinobacteria 門，Prevotella，Ruminococcus

および Clostridium 属が共通して高い構成比を占めることが報告されている (52)。

黒毛和種は日本固有の品種であり，第１章では各肥育期の第一胃液 pH，性状およ
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び細菌叢の変化について検討し，肥育後期における乳酸濃度の増加による SARA の

重症化等，黒毛和種肥育牛の各肥育期における特徴的な所見が得られたが，濃厚飼

料多給による前胃液 pH の低下に伴う第一胃および第二胃の緩衝作用の変化につい

ては不明瞭である。そのため，本試験では第一胃液および第二胃液 pH，性状並び

に第一胃液，第一胃食渣および第二胃液細菌叢構成を肥育期毎に比較することで黒

毛和種肥育牛の濃厚飼料多給に対する適応能力の理解を深めることを目的とした。 

 

2．材料および方法 

（1）供試牛および飼養管理 

 供試牛および飼養管理は第１章と同様である。 

 

（2）第一胃液，第一胃食渣および第二胃液の採材 

 第一胃液の採材は第１章と同じスケジュールで行い，処理方法も同様の方法であ

った。第二胃液の採材は第一胃フィステルを介し，第二胃内に留置した無線伝送式

pH センサー周囲の第二胃液を採取した。その後の処理方法は第一胃液と同様であ

る。第一胃食渣は腹嚢底部より約 25g 採取し，滅菌ガーゼを用いて用手にて軽く絞

り，残渣を保存バッグへ封入し，細菌叢解析用サンプルとして-80℃で保存した。 

 

（3）測定項目および方法 

1) 第一胃液および第二胃液 pH 

 第一胃液および第二胃液 pH の測定には無線伝送式 pH センサー (山形東亜 DKK 

(株)，新庄) を用い，第一胃フィステルを介し第一胃腹嚢底部および第二胃内に留

置した。測定方法は第１章と同様であり，試験期間は採材日 (day0) の前後それぞ

れ 6 日間とした。 

2) 第一胃液，第二胃液 VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値  
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 第一胃液，第二胃液 VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値の測定方法

は第１章の第一胃液に用いた手技と同様である。 

3) 細菌叢構成 

 DNA 抽出方法は第一胃液および第二胃液の処理は第１章における第一胃液の処

理と同様である。第一胃食渣の洗浄について，第一胃食渣 5 g に TE バッファー50 

ml を加えミキサー (タイガー魔法瓶 (株)，大阪) で撹拌した後 1,600 g，4℃，15 分

間遠心した。その後上清を 11,000 g，4℃，25 分間遠心し，沈殿物を TE バッファー

で一回洗浄した。以後の処理は第１章の第一胃液の処理方法と同様である。 

 次世代シークエンス法には MOTHUR program (version 1.41.1; University of 

Michigan; http://www.mothur.org/wiki/; 98) を用い，シークエンス方法は第１章と同

様である。細菌種の豊富さ，多様性についての解析には“summary.single” コマンド

を用い，OTUS, 細菌種の豊富さを示す指数である Chao1，ACE，および細菌の多様

性を示す指数である Shannon，Simpson を算出した。また，PCoA には Lozupone and 

Knight (65) が報告した非加重 UniFrac distance 法を用い，各肥育期における第一胃

液，第一胃食渣および第二胃液の細菌叢の類似性を評価した。 

 

（4）統計解析 

 統計解析には Prism (GraphPad Prism ver. 5.01，La Jolla，Ca，USA) を用いた。各

データは Shapiro-Wilk normality test により正規分布を確認した。第一胃液および第

二胃液 pH の測定値から 24 時間平均 pH および採材前日の 1 時間平均 pH を算出し

た。また，各肥育期の第一胃液および第二胃液の 24 時間平均 pH，1 時間平均 pH，

VFAs，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値の比較は正規分布のデータには

paired t-test を用い，非正規分布のデータにはウィルコクソンの順位符号検定により

解析を行った。各肥育期の第一胃液，第一胃食渣および第二胃液の細菌門，細菌属，

OTUs，細菌種の豊富さおよび多様性の比較は正規分布の場合は one-way analysis of 
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variance (ANOVA) with Bonferroni post-hoc analysis を用い，非正規分布の場合は

Kruskal-Wallis test with a Dunnett’s post-hoc analysis により解析を行った。第一胃液お

よび第二胃液 OTUs と第一胃液および第二胃液性状 (24 時間平均 pH，総 VFA 濃

度，各 VFA の構成比，乳酸および NH3-N 濃度並びに LPS 活性値) 間で Pearson’s 

correlation coefficient を行い，結果に基づいたヒートマップを作成した。いずれも P 

< 0.05 を有意差ありとし，各データは平均値および標準誤差 (SEM) で表した。 

 

3．結果 

（1）第一胃液および第二胃液 pH 

 実験期間中に発熱，食欲不振，下痢などの臨床症状を呈する牛は認められなかっ

た。24 時間平均 pH は肥育前期では全ての試験期間で第二胃液 pH が第一胃液 pH

と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示し，中期では day 6 を除き，第二胃液 pH が第

一胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。一方，肥育後期の day -3，-1，

0，5 では第二胃液 pH が第一胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した 

(Figure 2-1)。採材前日の一時間平均 pH は，肥育前期では 0:00 – 6:00 に第二胃液 pH

が第一胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。また，肥育中期では 12:00 

– 16:00，23:00 および 2:00 に第二胃液 pH が第一胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) 

な高値を示した。一方，肥育後期では 8:00 – 18:00，23:00 および 2:00 に第二胃液

pH が第一胃液 pH と比べ有意 (P < 0.05) な低値を示した (Figure 2-2)。 

 

（2）第一胃液，第二胃液 VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値 

 全ての肥育期で第一胃液の総 VFA 濃度は第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高

値を示した (Table 2-1)。肥育中期と後期の第一胃液の VFA 中の酢酸構成比は第二

胃液と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示し，プロピオン酸構成比は第二胃液と比

較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。また，肥育前期と中期の第一胃液の VFA 中
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の酪酸構成比は第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示し，全ての肥育期で

第一胃液の酢酸-プロピオン酸比は第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示し

た (Table 2-1)。肥育中期の第一胃液 NH3-N 濃度は第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) 

な低値を示した (Table 2-1)。 

 

（3）第一胃液，第一胃食渣および第二胃液の細菌叢構成 

1) 多様性解析 

 肥育中期では，第一胃食渣の Chao1 は第一胃液および第二胃液と比較し有意 (P 

< 0.05) な低値を示し，後期では第一胃食渣の ACE は第一胃液および第二胃液と比

べ有意 (P < 0.05) な高値を示した。しかしながら，OTUs，多様性の指数である

Shannon および Simpson は全ての肥育期で第一胃液，第一胃食渣および第二胃液の

間に有意差は認められなかった (Table 2-2)。 

 2) 類似性解析 

 PCoA では，全ての肥育期で第一胃液および第二胃液のプロットが近似した分布

を示したが，肥育中期および後期の第一胃液，第一胃食渣および第二胃液のプロッ

トは前期と比較し分散していた (Figure 2-3)。 

3) 細菌門および細菌属構成比 

 全ての肥育期において，Firmicutes および Bacteroidetes 門が第一胃液，第一胃食

渣および第二胃液細菌叢の細菌門で最も構成比が大きかった。Firmicutes 門に属す

る細菌属の中で，肥育前期では第一胃食渣の unclassified Ruminococcaceae が第一胃

液および第二胃液と比較して有意 (P < 0.05) な低値を，Succiniclasticum が第一胃

液と比較し有意  (P < 0.05) な低値を示し，unclassified Firmicutes，unclassified 

Clostridiales および Mogibacterium は第一胃液および第二胃液と比べ有意  (P < 

0.05) な高値を示した。また，肥育前期では Bacteroidetes 門に属する細菌属の中で，

第一胃食渣の unclassified Porphromonadaceae および unclassified Bacteroidetes が第二
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胃液と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した (Figure 2-4)。また，Firmicutes 門に属

する細菌属のうち，肥育中期では第一胃食渣の unclassified Clostridiales および

Mogibacterium が第一胃液および第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示し，

unclassified Lachnospiraceae が第一胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。ま

た，肥育中期では Bacteroidetes 門に属する細菌門のうち，第一胃食渣の unclassified 

Porphyromonadaceae が第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した (Figure 2-

4)。一方肥育後期では Firmicutes 門に属する細菌属の中で，第一胃食渣の

Succiniclasticum が第一胃液および第二胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示し，

unclassified Clostridiales および Mogibacterium が第一胃液と比べ有意 (P < 0.05) な

高値を示した。一方，肥育後期の第一胃食渣における unclassified Ruminococcaceae

は第一胃液と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した (Figure 2-4)。 

4) 主要な OTU 構成比 

 第一胃液および第二胃液では，OTU1 (Ruminococcus bromii strain ATCC 27255)，

OTU2 (Faecalimonas umbilicate strain EGH7) および OTU3 (Olsenella umbonate) が最

も高い構成比を占めていた。また，第一胃液では OTU5 (Thermotalea metallivorans 

strain B2-1)，OTU8 (Pseudoflavonifractor phocaeensis strain Marseille-P3064) が肥育前

期で中期と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示していた。また，第二胃液では，肥育

前期の OTU3 は中期と比較して有意 (P < 0.05) な高値を示し，OTU5 は中期と比べ

有意 (P < 0.05) な低値を示した。第二胃液の OTU8 は肥育前期と比べ中期および

後期で有意 (P < 0.05) な低値を示し，OTU16 (Prevotella ruminicola) は前期と比較

し後期で有意 (P < 0.05) な低値を示した (Figure 2-5)。 

 

 

 

（4）第一胃液と第二胃液の主要な OTUs と第一胃液および第二胃液性状の相関関
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係 

 第一胃液と第二胃液の主要な OTUs と第一胃液および第二胃液性状の相関関係

は Figure 2-5 に示した。第二胃液では総 VFA 濃度が OTU2 (r = 0.42) および OTU10 

(Ruminococcus bromii strain ATCC 27255; r = 0.44) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示

し，VFA における酢酸の構成比は OTU1 (r = 0.43)，OTU2 (r = 0.49)，OTU5 (r = 0.49)，

OTU8 (r = 0.46) および OTU10 (r = 0.47) と有意 (P < 0.05) な正の相関を，OTU11 

(Chelonobacter oris; r = -0.48) と有意 (P < 0.05) な負の相関を示した。VFA 中のプ

ロピオン酸の構成比は第一胃液では OTU9 (Acetatifactor muris; r = 0.57) と有意 (P 

< 0.05) な正の相関を示し，第二胃液では OTU6 (Prevotella ruminicola strain Bryant 

23; r = 0.41) および OTU9 (r = 0.57) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示した。VFA 中

の酪酸の構成比は第一胃液では OTU2 (r = 0.40) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示

し，第二胃液では OTU2 (r = 0.67)，OTU13 (Mogibacterium reglectum stain P9a-h ; r = 

0.49) および OTU10 (r = 0.57) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示したが，一方で

OTU11 (r = -0.55) は有意 (P < 0.05) な負の相関を示した。酢酸-プロピオン酸比は

第一胃液では OTU5 (r = 0.42) および OTU8 (r = 0.67) と有意 (P < 0.05) な正の相関

を示し，第二胃液では OTU1 (r = 0.44)，OTU5 (r = 0.52)，OTU8 (r = 0.74)，および

OTU13 (r = 0.45) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示した。一方，酢酸-プロピオン酸

比は第一胃液の OTU9 (r = -0.41) および第二胃液の OTU4 (r = -0.41)および OTU11 

(r = -0.59) と有意 (P < 0.05) な負の相関を示した。NH3-N 濃度は第一胃液では

OTU10 (r = 0.41) と有意 (P < 0.05) な正の相関を示し，第二胃液では OTU2 (r = 0.54)，

OTU5 (r = 0.41)，OTU13 (r = 0.57) および OTU10 (r = 0.44) と有意 (P < 0.05) な正

の相関を示した。また，乳酸濃度は第一胃液では OTU6 (r = -0.45) と有意 (P < 0.05) 

な負の相関を示し，第二胃液では OTU13 (r = 0.50) と有意 (P < 0.05) な正の相関を

示した。 

4．考察 
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 本試験では，肥育前期および中期の 24 時間平均および 1 時間平均第一胃液 pH

は第二胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示したが，この結果はホルスタイ

ン種を用いた試験において第二胃液 pH が第一胃液 pH と比較し高値を示すという

以前の報告 (52, 29) と一致し，これは第二胃液における飲水による希釈および反

芻に伴う唾液の混和による緩衝作用が要因であると考えられた (20, 25)。しかしな

がら，肥育後期では 24 時間平均および 1 時間平均第一胃液 pH は第二胃液 pH と比

較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。また，総 VFA 濃度は全ての肥育期において

第一胃液と比較し第二胃液で有意 (P < 0.05) な低値を示し，この結果は肥育前期

および中期では総 VFA 濃度の増加により第一胃液 pH が低下するという第１章の

結果と一致する。一方，肥育後期では第一胃液の総 VFA 濃度が第二胃液よりも高

値を示しているにもかかわらず第一胃液 pHが第二胃液 pHと比較し高値を示した。

また，第１章では肥育後期の第一胃液 pH の低下は乳酸濃度の高値が一因であるこ

とが示唆されたが，後期の乳酸濃度は第一胃液および第二胃液の間に有意差は認め

られなかった。一方，前胃液 pH の緩衝作用には反芻に伴う唾液の混和や第一胃粘

膜上皮からの重炭酸の分泌などがあり，第一胃液 pH が正常な水準に保たれている

際は唾液の混和による中和作用が主な緩衝作用であることに対し，第一胃液 pH の

低下に伴い第一胃粘膜上皮からの重炭酸の分泌による緩衝作用の割合が増加する

ことが知られている (23)。そのため，肥育後期では長期的な濃厚飼料の多給により

唾液による第二胃での緩衝作用が減少し，一方で第一胃粘膜上皮からの重炭酸の分

泌が増加し、第一胃での緩衝作用が増加したことが考えられ，その結果として第二

胃液 pHが第一胃液 pHと比較して低値を示したことが示唆された。しかしながら，

黒毛和種肥育牛の肥育後期における第一胃液 pH と第二胃液 pH の関係性について

のメカニズムを解明するためには更なる試験が必要であると考えられた。 

 細菌叢の PCoA では，各肥育期，特に肥育前期の第一胃液細菌叢と第二胃液細菌

叢の類似性が明らかになった。一方，第一胃食渣の PCoA プロットは第一胃液およ
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び第二胃液と解離しており，これらの結果は第一胃液と第二胃液の細菌叢構成が類

似するという以前の報告 (52) および第一胃液と第一胃食渣の細菌叢構成は相違

が認められるとする報告 (17，96) と一致する。しかしながら，第１章では肥育期

間の経時的変化により第一胃液 pH が低下したにもかかわらず細菌種の多様性に有

意差は認められず，本試験の第二胃液細菌叢も各肥育期で第一胃液細菌叢と同様な

多様性の変化を示した。これは濃厚飼料多給による pH の低下に伴い細菌種の豊富

さおよび多様性が減少するという以前の報告 (52, 78) とは異なるものであった。

このことから，第１章の結果と類似し，第二胃液細菌叢は第一胃液細菌叢と同様に

細菌種の多様性を保つことで第二胃液 pH の低下に適応していることが示唆された。 

 細菌叢構成では，Firmicutes および Bacteroidetes 門の構成比は第一胃液，第一胃

食渣および第二胃液の細菌叢で最も大きく，これは以前の報告と一致する (84)。ま

た，主要な細菌門，細菌属の構成比は全ての肥育期で第一胃液および第二胃液細菌

叢の間に有意差は認められなかった。第一胃液 pH と第二胃液 pH の間には有意 (P 

< 0.05) な差が認められたが，一方で第一胃液および第二胃液細菌叢構成に相違は

認められず，これは pH の変化により第一胃液細菌叢が変化するという以前の報告 

(86) とは異なるものであった。また，第一胃液と第一胃食渣の細菌叢構成には相違

が認められ，これは，乳牛の第一胃における液相部と固相部では代謝機能や細菌叢

構成が大きく異なるという以前の報告 (71) と一致する。例として，Lachnospiraceae，

Ruminococcaceae，Succiniclasticam，Clostridiales および Mogibacterium は各肥育期の

第一胃液と第一胃食渣で構成比の有意差 (P < 0.05) が認められ，このことから以

前の報告 (21, 71) と同様に黒毛和種肥育牛では第一胃液と第一胃食渣それぞれの

細菌叢が担っている機能が異なることが示唆された。 

 Ruminococcus bromii はデンプンを分解する細菌であり，濃厚飼料の多給により第

一胃液細菌叢内での構成比が大きくなることが報告されている (27，56)。本試験で

は R. bromii は第一胃液および第二胃液の OTUs の中で高い構成比を占めており 
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(OTU1，OTU10 および OTU15)，第二胃液では総 VFA 濃度，VFA 中の酢酸および

酪酸の構成比，並びに NH3-N 濃度と有意 (P < 0.05) な正の相関が認められた。こ

の結果は，全ての肥育期で第二胃液の VFA 中の酢酸の構成比および酢酸-プロピオ

ン酸比が第一胃液と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示したことに関連するものと

考えられた。これらのことから，R. bromii は黒毛和種肥育牛の第二胃液における発

酵機能に重要な役割を果たしていることが示唆された。加えて，第一胃液と比較し，

第二胃液では複数の OTUs が第二胃液性状と正の相関があり，例として総 VFA 濃

度 (OTU2 および OTU10)，VFA 中の酢酸構成比 (OTU１，OTU，OTU5，OTU8 お

よび OTU10) および NH3-N 濃度 (OTU2，OTU5，OTU13 および OTU10) で複数の

OTUs と有意 (P < 0.05) な正の相関が認められた。これらのことから，第一胃液と

比較し第二胃液細菌叢の主要な OTUs は，より密接に発酵機能に関連していること

が示唆された。 

 

5．小括 

本試験では第一胃液および第二胃液 pH，性状並びに第一胃液，第一胃食渣およ

び第二胃液細菌叢構成を肥育期毎に比較することで黒毛和種肥育牛の濃厚飼料多

給に対する適応能力の理解を深めることを目的として，第一章で供試した黒毛和種

肥育牛 9 頭を用いた長期的な濃厚飼料多給試験を行った。その結果，肥育前期およ

び中期の第一胃液 pH は第二胃液 pH と比較し有意 (P < 0.05) な低値を示した。一

方で肥育後期の第一胃液 pH は第二胃液 pH と比べ有意 (P < 0.05) な高値を示し，

これは長期的な濃厚飼料多給による前胃液 pH の低下に伴い，第一胃粘膜上皮から

の重炭酸イオンの分泌が促進されたことによると考えられた。また，第一胃液およ

び第二胃液では肥育期の進行に伴う細菌叢の多様性の現象が認められず，黒毛和種

肥育牛は長期的な濃厚飼料多給に対し第一胃液および第二胃液細菌叢は多様性を

保つことで適応し，発酵機能を維持していると考えられた。細菌叢構成は全ての肥
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育期で第一胃液および第二胃液細菌叢に類似性が認められたが，第一胃食渣細菌叢

は第一胃液および第二胃液細菌叢と構成の相違が認められ，これは第一胃内の液相

部と固相部の担っている代謝機能が異なることによると考えられた。しかしながら，

構成比の大きい OTUs では，第一胃液と比較し第二胃液の OTUs が発酵機能により

密接に関連していることが示唆された。例として Ruminococcus bromii (OTU1，

OTU10 および OTU15) は第二胃液における総 VFA 濃度，VFA 中の酢酸および酪

酸の構成比および NH3-N 濃度と有意 (P < 0.05) な正の相関が認められた。これら

のことから，肥育後期の黒毛和種牛では，長期的な濃厚飼料多給による第一胃液 pH

の低下に対して緩衝作用を促進して適応しており，第一胃液および第二胃液細菌叢

はその多様性を保つことで pH の変化に適応していることが示唆された。
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Figure 2-1. Changes in the 24hr mean rumen and reticulum pH within six days before and after based on sampling day (day0) in Japanese Black 

beef cattle during the early, middle, and late fattening stages. 

*Indicate the significant (P < 0.05) difference versus reticulum pH at the same time point in each fattening stage. 
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Figure 2-2. Changes in the 1hr mean rumen and reticulum pH at a day before the sampling day in Japanese Black beef cattle during the early, 

middle, and late fattening stages. The black arrow indicates the time point of feeding. 

*Indicate the significant (P < 0.05) difference versus the reticulum pH at the same time point in each fattening stage.
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Table 2-1. Total volatile fatty acid (VFA) concentration and VFA proportions, ammonia nitrogen (NH3-N), and lactic acid (LA) concentration, and 

lipopolysaccharide (LPS) activity in the rumen and reticulum liquids fractions in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late 

fattening stages. 

 

* Indicate the significant (P < 0.05) difference versus reticulum fluid in each fattening stage. 
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Table 2-2. Bacterial diversity of the rumen liquid, rumen solid, and reticulum liquid fractions in Japanese Black beef cattle during the early, middle 

and late fattening stages. 

 

1 Operational taxonomic units; 2 Chao indicate the species richness; 3 Abundance-based coverage estimator, indicate the species richness; 4 Shannon 

index represents the species diversity; 5 Simpson indicate the species diversity. 
a,bMean within a row different superscripts significantly differ (P < 0.05) in each fattening stage. 
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Figure 2-3. Principal coordinate analysis plots generated of the rumen liquid, rumen solid, and 

reticulum liquid fractions in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late 

fattening stages. PC1 and PC2 are principal components 1 and 2, respectively. 
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Figure 2-4. Relative abundance of bacterial genera belonged to major bacterial phyla 

Firmicutes and Bacteroidetes in the rumen liquid, rumen solid, and reticulum liquid fractions 

in Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages. 
a,bMean within the rumen liquid, rumen solid, and reticulum liquid different superscripts 

significantly differ (P < 0.05) in each fattening stage.
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Figure 2-5. Correlation analyses between the major operational taxonomic units (OTUs) and 

fermentative parameters of rumen and reticulum liquids fractions in Japanese Black beef cattle 

through the early, middle, and late fattening stages. Cells are colored based on Pearson 

correlation analyses. Red represents a positive correlation and Blue represents a negative 

correlation. 
a,bMean within the fattening stages different superscripts significantly differ (P < 0.05) in rumen 

liquid and reticulum liquid. 
*significant correlation between OTUs and parameters of rumen liquid and reticulum liquid at 

P < 0.05 
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第３章 黒毛和種牛の肥育中期と後期における第一胃液性状および細

菌叢構成に及ぼす濃厚飼料増給の影響 

 

 

1．序論 

 肥育牛は高い生産性を得るために濃厚飼料の多給が長期的に行われ (114)，それ

に伴い第一胃液 pH の低下や第一胃内 VFA の増加が認められる (76, 95)。その結果

として第一胃液 pH の継続した低下により SARA を発症し，第一胃液細菌叢の変動

や第一胃内への LPS の放出を招くことで (36) 肝炎や肝膿瘍，第四胃変位などの代

謝性疾患の発生が惹起される (7, 36, 88)。以前の試験では，肥育牛に濃厚飼料を多

給した際に第一胃細菌叢の多様性やセルロース分解菌の構成比が減少することが

報告されている (30, 88)。また，黒毛和種は日本固有の品種であり，高い脂肪交雑

を獲得する目的で肥育中期の一期間に血中ビタミン A 濃度を低値に保ち，継続し

たビタミン A を制限した濃厚飼料の多給および稲わらの給与を行うことが特徴的

である。第１章の試験では，黒毛和種肥育牛は肥育中期では中程度の SARA，およ

び後期では重度の SARA を発症しており，原因として中期では従来の報告 (76，95) 

のように総 VFA 濃度の増加が要因と考えられたが，後期では第一胃内乳酸濃度の

増加が第一胃液 pH 低下の一因である可能性が示唆された。また，第１章および第

２章の試験により肥育中期および後期では前期と比較し第一胃液および第二胃液

細菌叢の多様性の減少は認められず，これは長期的な濃厚飼料多給に伴う前胃液

pH の低下に対する黒毛和種肥育牛の適応機能であることが示唆された。しかしな

がら，第１章および第２章の試験は各肥育期の最後に試験期間を設けており，濃厚

飼料を増給した際の第一胃液 pH および細菌叢の変化並びに適応能力についての知
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見は不十分であった。乳牛を用いた試験では濃厚飼料の増加により発生した第一胃

液 pH の低下および細菌叢構成および多様性の変化に対し第一胃は 1，2 週間程度

で適応する能力があるとされている (104)。そのため，本試験では黒毛和種肥育牛

の肥育中期および後期に濃厚飼料を増給した際の第一胃液 pH の変化，細菌叢構成

および多様性の変化を明らかにすることで，中期および後期の黒毛和種肥育牛の濃

厚飼料増給に対する第一胃の適応能力の作用機序を解明することを目的とした。 

 

2．材料および方法 

 全ての実験手順は岩手大学動物実験委員会による承認 (A201720) を受け行った。 

 (1) 供試牛と飼養管理 

 本試験では黒毛和種肥育牛 6 頭を用い，実験牛には第一胃フィステル (BAR 

DIAMOND 社) を装着した。肥育中期の牛 (n = 3，Middle，21 – 22 カ月齢) は明治

飼糧・水戸研究所 (茨城県茨城町) で試験を行い，肥育後期の牛 (n = 3，Late，31

カ月齢) は兵庫県立農林水産技術総合センター・畜産技術センター (兵庫県加西市) 

で試験を行った。肥育中期および後期の試験牛の体重はそれぞれ 436 ± 7 kg およ

び 685 ± 24 kg (平均 ± 標準誤差) であった。試験期間は通常管理下での黒毛和

種肥育牛に用いられる濃厚飼料割合に設定した対照区 (CON 区) および濃厚飼料

割合を増加した濃厚飼料多給区 (HC 区) とし，粗飼料は稲わらを用い，分離給与

とした。粗飼料-濃厚飼料割合は肥育中期牛の CON 区および HC 区でそれぞれ 14:86

および 6:94 であり，後期牛の CON 区および HC 区でそれぞれ 16:84 および 5:95 で

あった。肥育中期牛で使用した濃厚飼料はCON区およびHC区で同様であったが，

後期では非繊維性炭水化物の割合は CON 区および HC 区でそれぞれ 59.3%および

49.7%であった。各肥育期の詳細な飼料構成および日本飼養標準 (79) に基づく栄

養充足率について Table 3-1 に示した。 
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 (2) 実験スケジュールと採材 

 実験スケジュールは肥育中期牛および後期牛の CON 区および HC 区をそれぞれ

14 日間とし，CON 区終了後直ちに HC 区を開始した。 第一胃液 pH は試験期間

中 10 分間隔で連続測定を行った。第一胃液は各試験区の最終日の 13:00 に第一胃

フィステルを介して腹嚢から約 100 ml 採取した。採取した第一胃液は二重の滅菌

ガーゼを用いて濾過後-80℃にて凍結保存した。 

 

 (3) 測定項目および方法 

1) 第一胃液 pH 

第一胃液 pH の測定は Kimura et al. (50)の方法に従い，無線伝送式 pH センサー 

(YCOW-s，山形東亜 DKK (株)) を第一胃フィステルを介して第一胃腹嚢に留置し，

試験期間中 10 分間隔で連続測定を行った。 

2) 第一胃液 VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値 

第一胃液は Goto et al. (35) の方法に従い処理し，解析を行った。すなわち，第一

胃液 VFA はガスクロマトグラフィー (Hitachi-163，日立，東京)，第一胃 LPS 活性

値の測定には市販のキット (Pyrochrome with Glucashield Buffer, 生化学工業 (株)，

東京) を用いた。乳酸濃度の測定には市販の乳酸分析用試薬キット (F キット，D-

/L-乳酸，R-Biopharm，ドイツ) を用い，NH3-N の測定には NH3-N analyzer (Kjeltec 

Auto 1035; Actac，東京) を用いた。 

3) 細菌叢構成 

 第一胃液からの DNA の抽出は Kim et al. (50) の方法を用いて行った。精製した

DNA 溶液はライフサイエンス分光光度計 (Biospec-nano 260-26300-31，Shimadzu，

京都) で濃度及び純度を測定し，純度は吸光度比 (260 nm/280 nm) が 1.8 - 2.1 にな

ることを確認した。DNA の pyrosequencing について，forward primer 357F (5’-

CCATCTCATCCCTGCGTGTCCGACTCAGNNNNNNNNNNAGRGTTTGATYMTGG
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CTCAG-3’) お よ び reverse primer 518R (5’-

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’) と

PCR プレミックス試薬として EmeraldAmpⓇ PCR MaPeriod9 (TaKaRa，草津，群馬) 

を用いた。PCR はサーマルサイクラー (MyCycler; Bio-Rad，東京) を用いて所定の

プロトコルに従い行った。PCR 終了後，アガロースゲルを用いた電気泳動法により

一連の操作に不備がないことを確認した。次世代シークエンス法は 16S 

Metagenomic Sequencing Library Preparation (Illumina; San Diego，Ca，USA) を用い，

16S RNA の V3/V4 領 域 を 増 幅 す る た め ， forward primer (5’-

CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) お よ び reverse primer (5’-

GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) を用いた。PCR 反応液の調整には Nextra XT 

index Kit (Illumina，USA) を使用し，PCR を行った。増幅産物についてはアガロー

スゲル電気泳動法にて一連の操作に不備がないことを確認した後，次世代シークエ

ンサー (Illumina MiSeq; Illumina) によるシークエンスを行った。 

 次世代シークエンスの結果は BaseSpaceⓇ Sequence Hub の 16S Metagenomics を

用いて細菌門，細菌属系統解析および 97%相同性をカットオフ値とした OTUs の配

列を決定した。また，細菌種の類似性および多様性解析には非加重 UniFrac distance 

法を用い，PCoA 解析および PD whole tree，Chao1 および Shannon を算出した。 

 

 (4) 統計解析 

 24 時間平均，最高および最低 pH，AUC 並びに pH < 5.6 時間は各肥育期間の CON

区および HC 区の試験期間の 8 日目 (day 1)から 14 日目 (day 7)の平均値を求めた。

AUC (pH × hour，pH < 5.6) および pH < 5.6 時間 (h/day) は YcowReport software 

(山形東亜 DKK (株)) を用いて算出した。 

AUC および pH < 5.6 時間は SARA の発症および重症度の指標として用い，第一胃

液 pH，AUC および pH < 5.6 時間は平均値および標準誤差 (SEM) を算出した。統
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計解析には Prism (Graph Pad Prism er. 5.01，La Jolla，CA，USA) を用い，各肥育期

の第一胃液 pH，VFAs，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値，加えて細菌種の

多様性，細菌の構成比のCON区とHC区との比較には paired t-testsを用いた。VFAs，

NH3-N および乳酸濃度，LPS 活性値，細菌種の多様性および細菌の構成比は平均値

および標準誤差 (SEM) を算出した。全てのデータで P < 0.05 を有意差ありと判断

した。 

 

3．結果 

 (1) 第一胃液 pH 

 肥育中期牛の両試験区の給与飼料に残渣は認められなかった。一方，肥育後期牛

では給餌量から残渣量を除することで採食量および栄養充足量を算出した (Table 

3-1)。各肥育期間の両試験区では発熱，下痢などの臨床症状は認められなかった。 

 肥育中期牛では HC 区の 24 時間平均 pH および最低 pH が CON 区と比較し有意 

(P < 0.05) な低値を示した。また，HC 区の AUC および pH < 5.6 時間が CON 区と

比べ有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table 3-2)。一方，肥育後期牛の第一胃液 pH，

AUC，pH < 5.6 時間は両区間で有意差は認められなかった (Table 3-2)。肥育中期牛

では CON 区および HC 区は pH < 5.6 時間がそれぞれ 3.79 および 10.86 h/day であ

り，後期牛の CON 区および HC 区は 17.43 および 16.53 h/day であった。 

 

 (2) 第一胃液 VFA，NH₃-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値 

肥育中期牛では総 VFA 濃度，NH3-N 濃度および LPS 活性値に両区間の有意差は

認められなかった。しかしながら，肥育後期牛では，HC 区の総 VFA 濃度および乳

酸濃度は CON 区と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した (Table 3-3)。 
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 (3) 第一胃液の細菌叢構成 

1) 多様性解析  

 OTUs，細菌の豊富さを示す指数である Chao1 および多様性を示す指数である PD 

whole tree，および Shannon について，各肥育期の両区間で有意差は認められなか

った (Table 3-4)。 

2) 類似性解析 

PCoA では，肥育中期牛の CON 区および HC 区のプロットは類似していたが，

後期の CON 区および HC 区のプロットは分散していた (Figure 3-1)。 

3) 細菌門および細菌属構成比 

 第一胃液からは 25 種類の細菌門が検出された。肥育中期牛では最も構成比の大

きい細菌門は Firmicutes (73.0%)，Bacteroidetes (12.2%)，Proteobacteria (5.3%) およ

び Euryarchaeota (4.4%) であった。また，肥育後期牛では Firmicutes (86.3%)，

Actinobacteria (5.0%)，Proteobacteria (2.7%) および Bacteroidetes (2.6%) が最も構成

比の大きい細菌門であった  (Figure 3-2)。細菌属の中で，肥育中期牛では

Ruminococcus (13.1%)，Butyriibrio (9.0%)，Caloramator (8.1%) および Prevotella (7.9%) 

が最も構成比の大きい細菌属であり，肥育後期牛では Butyriibrio (20.0%)，Olsenella 

(11.9%)，Sharpes (8.9%) および Caloramator (7.4%) が最も構成比の大きい細菌属で

あった。肥育中期牛の HC 区における Caloramator は CON 区と比較し有意 (P < 

0.05) な低値を示し，Succiniclasticum は CON 区と比べ有意 (P < 0.05) な高値を示

した (Table 3-5)。 

4) 主要な OTU 構成比 

 肥育中期牛の主要な OTU は OTU1 (Caloramator mitchellensis，18.5%)，OTU3 

(Oscillospira eae，13.3%)，OTU5 (Butyrivibrio proteoclasticus，8.15%) および OTU6 

(Dysgonomonas wimpennyi，6.49%) であり，一方で後期牛の主要な OTU は OTU2 

(Olsenella uli，27.1%)，OTU1 (18.1%)，OTU4 (Sharpea azabuensis，13.4%) および OTU3 
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(8.01%) であった。加えて，肥育後期牛では HC 区の OTU1 および OTU15 (Slackia 

faecicanis) は CON 区と比較し低値である傾向 (P < 0.10) が認められた (Table 3-6)。 

 

4．考察 

肥育牛およびホルスタインでは飼料中の濃厚飼料割合を急増した (40% から 

90%) 際に継続した第一胃液 pH の低値と高 AUC が認められたとする報告 (10) や

濃厚飼料の多給による第一胃液 pH の低下に伴う総 VFA 濃度の増加が報告されて

いる (32, 95)。一方，ホルスタインを用いた濃厚飼料多給による SARA 誘発実験で

は，試験 2 週間目に第一胃液 pH の低下幅は最小となり，濃厚飼料増給に対する第

一胃環境の適応が認められたと報告されている (104, 105)。今回の試験では肥育中

期牛の HC 区で CON 区と比較して 24 時間平均 pH，最低 pH の有意 (P < 0.05) な

低値および AUC，pH < 5.6 時間の有意 (P < 0.05) な高値が認められたが，後期牛

では CON 区と HC 区の間に有意な差は認められず，中期牛では濃厚飼料割合の増

加に対し第一胃液 pH の低下および AUC の増加等の反応性の変化が認められたこ

とが示唆された。しかしながら，肥育中期牛の CON 区と HC 区の総 VFA 濃度に有

意差は認められなかった。また，本試験では肥育後期牛の CON 区および HC 区の

間で第一胃液 pH に有意な変化は認められなかったが，HC 区では CON 区と比較し

て総 VFA 濃度および乳酸濃度の有意 (P < 0.05) な高値が認められた。この結果は

Sato (95) の濃厚飼料の多給により総 VFA 濃度および乳酸濃度の増加が認められた

とする報告と一致するものであった。また，肥育後期牛では CON 区と HC 区の乳

酸濃度に 10 倍程度の大きな差が認められた。本試験の結果より，黒毛和種肥育牛

の肥育後期牛では長期的な濃厚飼料多給による酸性基質である VFA や乳酸の産生

増加が認められるものの，第一胃液 pH を低値ではあるが安定化する適応能力が機

能しているものと考えられた。 

 細菌叢の多様性について，濃厚飼料を多給した際の第一胃液 pH の低下は細菌叢
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の多様性を減少させることが報告されている (30, 88)。しかしながら，本試験では

肥育中期牛の CON 区と HC 区を比較した第一胃液 pH の低下 (6.00 – 5.76) は第一

胃液 pH の低下により細菌叢多様性が低下したとする以前の報告 (6.52 – 6.10; (78)) 

と比較し十分な低下であったが，OTUs，細菌叢の豊富さを示す指数である Chao1

および細菌叢の多様性を示す指数である PD whole tree および Shannon は中期牛お

よび後期牛の両区間で有意差が認められなかった。このことから，第１章の結果と

一致し黒毛和種肥育牛は長期的な高濃厚飼料の給与に対し，細菌叢の多様性を保つ

ことで適応しているものと考えられた。 

 細菌門構成では Firmicutesが肥育中期牛および後期牛で最も構成比の大きい細菌

門であり，次いで肥育中期牛では Bacteroidetes，Proteobacteria および Euryarchaeota

の構成比が大きく，後期牛では Actinobacteria，Proteobacteria および Bacteroidetes の

構成比が大きかった。過去の報告では乳牛を用いた SARA 誘発試験により第一胃

液細菌叢の Firmicutes の構成比が増加したこと (49)，およびホルスタインの第一胃

細菌叢では Bacteroidetes が最も，または 2 番目に構成比が大きい細菌門であったと

報告している (76)。また，乳牛を用いたアルファルファペレットや穀類の多給によ

る SARA の誘発試験による pH の低下に伴い，Bacteroidetes 等のグラム陰性菌の溶

解，減少が認められ (76)，第一胃液細菌叢の Bacteroidetes の構成比が減少したこと 

(49, 108) が報告されている。それゆえ，本試験では肥育中期牛と比べ SARA がよ

り重度であった後期牛において，Firmicutes の構成比の高値および Bacteroidetes の

低値が認められたものと考えられた。しかしながら，以前の SARA 誘発試験 (49, 

108)と比較し肥育中期牛および後期牛では両区間の細菌門構成に大きな変化はな

く，これは黒毛和種肥育牛における長期的な濃厚飼料多給に対する適応能力である

と考えられた。 

 第一胃液細菌叢の細菌属について，肥育中期牛では Ruminococcus が最も構成比

が大きく，次いで Butyrivibrio，Caloramator および Prevotella の構成比が大きかっ
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た。一方，肥育後期牛では Butyrivibrio が最も構成比が大きく，次いで Olsenella，

Sharpea および Caloramator の構成比が大きかった。Ruminococcus はセルロール分

解菌を多く含むが，乳牛では粗飼料主体の給与をした場合と比較し，濃厚飼料を多

給した際に構成比が高値を示すことが報告されている (86, 95)。本試験では，肥育

中期牛は粗飼料給与が少なく，濃厚飼料多給であったにもかかわらず Ruminococcus

が最も構成比の大きい細菌属であった。これは Ruminococcus が Ruminococcus bromii 

等のデンプン発酵能を持つ細菌種を含んでおり，ホルスタイン肥育牛では濃厚飼料

多給によりそれらの細菌種の割合が増加に伴い Ruminococcus の構成比が増加する

という報告と一致する (56, 78)。一方，肥育後期牛では Butyrivibrio が最も構成比が

大きい細菌属であった。Butyrivibrio は第一胃内の酪酸の産生 (83)，セルロースや

デンプンの利用 (30) および乳酸産生の調節 (48) など，多岐にわたる機能を持つ。

本試験では Butyrivibrio の構成比に有意差は認められなかったものの，肥育中期牛

では HC 区で CON 区と比較し Butyribivrio の構成比が増加し，後期牛では HC 区で

CON 区と比べ構成比が減少した。これらのことから，黒毛和種肥育牛の各肥育期

における Butyribivrio の役割を理解するためには，より多くの試験を重ねる必要が

あると考えられた。 

 Caloramator は Firmicutes 門に属し，グルコース，フルクトース，マルトース，ガ

ラクトースおよびスクロースなどの炭水化物の発酵に関わる細菌属である (88)。

本試験では肥育中期牛の Caloramator の構成比は CON 区と比較し HC 区で有意 (P 

< 0.05) な低値を示した。第一胃内での Caloramator の役割は不明瞭ではあるもの

の，肥育中期牛の黒毛和種肥育牛の主要な細菌属である可能性が示唆された。 

 Succiniclasticum はコハク酸の発酵およびプロピオン酸へ変換する作用があるこ

とが知られている(107)。本試験では，肥育中期牛において HC 区の Succiniclasticum

の構成比が CON 区と比べ有意な高値を示し，これは中期でプロピオン酸の構成比

が CON 区と比較し HC 区で高値を示したことと関連していると考えられた。この
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ことから肥育中期牛の黒毛和種肥育牛では Succiniclasticum が濃厚飼料給与量増加

に伴うプロピオン酸の産生に関わっている可能性が示唆された。 

 

5．小括 

本試験では黒毛和種肥育牛の肥育中期および後期に濃厚飼料を増給した際の第

一胃液 pH の変化，細菌叢構成および多様性の変化を明らかにすることで，中期お

よび後期の黒毛和種肥育牛の濃厚飼料増給に対する第一胃の適応能力の作用機序

を解明することを目的とした。本試験では肥育中期および後期の黒毛和種肥育牛を

それぞれ 3 頭ずつ用い，濃厚飼料割合の増給に伴う第一胃液 pH および第一胃液細

菌叢の変化について比較した。その結果，肥育中期牛では対照区 (CON 区; 14 日間) 

と比較し，濃厚飼料多給区 (HC 区; 14 日間) で第一胃液の 24 時間平均 pH および

最低 pH の有意 (P < 0.05) な低下が認められた。一方肥育後期牛では CON 区およ

び HC 区の第一胃液 pH に有意差は認められなかったが，継続した重度の SARA が

両区で認められた。また，肥育後期牛の HC 区では総 VFA 濃度および乳酸濃度が

CON 区を比較し有意 (P < 0.05) な高値を示した。加えて，肥育中期牛および後期

牛の第一胃液細菌叢構成および多様性は類似していたが，中期牛では HC 区の

Prevotella および Caloramator の構成比が CON 区と比較し有意 (P < 0.05) に増加，

および低下していた。これらのことから，黒毛和種牛は肥育中期と比較し，後期で

濃厚飼料割合の増加による第一胃液 pH の変動が制御されていることが示唆された。 
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Table 3-1. Components of the control and hi-concentrate diet and nutrient supply fed to the 

Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stages fed control (CON) and 

high-concentrate (HC) diets. 
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Table 3-2. Rumen pH, are under the curve (AUC) and duration of time (pH < 5.6) in Japanese 

Black beef cattle during the middle and late fattening stages fed control (CON) and high-

concentrate (HC) diets. 

 
*Indicates the significant (P < 0.05) difference between the LC and HC periods in each group. 
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Table 3-3. Total volatile fatty acid (VFA) concentration and VFA proportions, ammonia 

nitrogen (NH3-N), and lactic acid concentration, and lipopolysaccharide (LPS) activity in the 

rumen liquid fraction in Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stages 

fed control (CON) and high-concentrate (HC) diets. 

 
*Indicates the significant (P < 0.05) difference between the LC and HC periods in each group. 
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Table 3-4. Bacterial diversity of the rumen liquid fraction in Japanese Black beef cattle during 

the middle and late fattening stages fed control (CON) and high-concentrate (HC) diets. 

 
1) operational taxonomic units, 2) phylogenetic diversity whole tree, indicate the species 

diversity, 3) Chao1 indicate the species richness, 4) Shannon index represents the species 

evenness  
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Figure 3-1. Principal coordinate analysis plots generated from the QIIME visualizations of the 

rumen liquid fraction of Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stage 

fed control (CON) and high-concentrate (HC) diets. PC1 and PC2 are principal components 1 

and 2, respectively. 
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Figure 3-2. Relative abundances of the major bacterial phyla in the ruminal liquid fraction in 

Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stages fed control (CON) and 

high-concentrate (HC) diets. 
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Table 3-5. Mean relative abundances (> 1% of total sequences) of the major bacterial genera in 

Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stages fed control (CON) and 

high-concentrate (HC) diets. 

 

*Indicates the significant (P < 0.05) difference between the LC and HC periods in each 

fattening stage. 
†Indicates the trend (P < 0.10) towards significance between the LC and HC periods in each 

fattening stage. 
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Table 3-6. Mean relative abundances (> 1% of total sequences) of the major bacterial OTUs in 

Japanese Black beef cattle during the middle and late fattening stages fed control (CON) and 

high-concentrate (HC) diets. 

 
 

*Indicates the significant (P < 0.05) difference between the LC and HC periods in the Mid group.  
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第４章 黒毛和種牛の肥育時期による第一胃粘膜上皮の遺伝子発現の

変化 

 

 

1．序論 

 濃厚飼料の多給は肥育牛や乳牛における生産性の向上を目的とした飼養方法で

ある。しかしながら，発酵性の炭水化物の多給により第一胃内の VFA および乳酸

などの有機酸の産生が増加し (2, 76) ，その結果として第一胃液 pH が低下するこ

とで SARA や ARA が発生する (76)。第一胃液 pH を一定の水準に保つことは安定

した発酵，細菌叢構成，吸収機能などを維持するために重要であり (76, 78, 109) ，

第一胃液 pH は微生物による有機酸などの産生および第一胃細菌叢の相互作用によ

る吸収，中和，除去作用等によりバランスが保たれている (2, 6, 18, 23)。また，短

期間および中期間の SARA 誘発試験により，第一胃粘膜上皮の構造，遺伝子発現に

変化が認められたことが報告されており (51, 105, 106)，加えて，乳牛を用いた 3 週

間の高濃厚飼料 (65%) 給与試験にでは，第一胃乳頭の構造不整や角質層における

未分化細胞の出現が報告されている (104)。また， TMR を給与した泌乳初期の乳

牛では第一胃粘膜上皮の脱落が認められ，加えて適応機能として乾乳期と比較した

上皮成長因子 (EGF) シグナリング，トランスフォーミング増殖因子β (TGFB) シ

グナリングおよびインスリン様成長因子 (IGF) 等の DEGs が認められた (106)。ま

た，Kim et al. (51) は離乳期の子牛にカーフスターターのみを給与したことで第一

胃は重度の酸性環境となり，第一胃粘膜のバリア機能に障害を生じるとともに，第

一胃粘膜上皮細胞の分化に関係する TGFB1 などの成長因子およびシグナリングパ

スウェイ (EGF および IGF 結合タンパク質) などに変動が認められたと報告して
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いる。 

 黒毛和種肥育牛は日本固有の品種であり，筋間脂肪を蓄積する能力が他の品種よ

りも著しく高いことが特徴である (13)。黒毛和種肥育牛は通常 10 カ月齢から 30 カ

月齢までの 20 カ月間肥育され，乳牛での中程度の濃厚飼料  (濃厚飼料割合 40% - 

70%) または TMR の給与と比較し継続した濃厚飼料の多給  (濃厚飼料割合 70% - 

90%) が行われる (81, 106)。第１章，第２章および第３章の試験により黒毛和種肥

育牛の長期的な高濃厚飼料に伴う前胃液 pH，前胃液性状，細菌叢構成の変化およ

び適応能力等について知見が認められたものの，第一胃環境の変化が第一胃粘膜上

皮における遺伝子発現量に与える影響についての知見は得られていない。 

 それゆえ，本試験では黒毛和種肥育牛を用いて各肥育期における第一胃粘膜上皮

の遺伝子発現量の変化および第一胃液 pH，第一胃液性状との交互作用を明らかに

し，第一胃環境の変化に対する第一胃粘膜の適応能力の分子機構を解明するために，

第一胃粘膜上皮の遺伝子発現量を解析した。 

 

2．材料および方法 

 (1) 供試牛と飼養管理 

 供試牛および飼養管理方法は第１章と同様である。 

 

 (2) 採材 

 第一胃粘膜上皮は肥育前期 (15 カ月齢) ，中期 (21 カ月齢) および後期 (29 カ

月齢) に生検トレパン (BP-80F, カイインダストリーズ, 岐阜) を用いて第一胃腹

嚢底部の無線伝送式 pH センサー付近の複数箇所より採取した。第一胃粘膜上皮

は採材後ただちに冷却したリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) を用いて 3 回洗浄し，-

80℃で保存した。 
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 (3) 測定項目および方法 

1) マイクロアレイ法による網羅的遺伝子発現解析 

総 RNA は Kim et al. (51)の方法を用いて抽出した。すなわち，破砕したサンプ

ル 50 ~ 100 mg に対し約 2 ml の RNA 抽出試薬 (TRIozl; Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) を加えホモジナイズした後，室温で 5 分間静置した。その後 TRIzol 試薬付

属説明書の手順に従い総 RNA を抽出し，遺伝子発現解析に用いた。抽出した

RNA は RNeasy RNA Clean-up Kit  (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を用いて増幅し

た。総 RNA は NanoDrop ND-1000 分光光度計 (NanoDrop Technologies, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて定量し，2100 Bioanalyzer および

RNA 6000 Nano LabChip Kits (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) を用いて品

質の確認を行った。RNA Integrity Number  (RIN) は 7.4 ± 0.4 (平均値および標準

誤差) であった。 

 マイクロアレイ法は Kizaki et al. (54) の方法に従い行った。すなわち，15,268 の

ウシ遺伝子を搭載したウシ・オリゴ DNA マイクロアレイ  (GLP22092, Agilent 

Technologies，USA) を使用し，蛍光標識 (cyanine 3) した相補的 cRNA プローブ

を Gene Expression Hybridization Kit and Gene Expression Wash Pack Kit  (Agilent 

Technologies) を用いサンプルへハイブリダイゼーションし，また洗浄を行った。

配列は Agilent Microarray scanner (Agilent Technologies) を用いてスキャンを行っ

た。Feature Extraction ver 9.5 (Agilent Technologies) を用いて画像解析およびデータ

抽出を行った。マイクロアレイのデータは正規化アルゴリズムを用いる目的で

GeneSpring 12.0 (Agilent Technologies, USA) へインポートした。本試験のマイクロ

アレイのデータは Gene Expression Omnibus (GEO) データベースに保存した。GEO

の登録番号は Platform, GPL22092; samples, GSM 3901089 – GSM3901115; series, 

GSE133152 であった。 
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 DEGs のパスウェイおよびネットワーク解析には IPA ソフトウェア (Ingenuity 

System, Redwood City, CA, USA) を用いた。DEGs のリストは GeneSpring 12.0 

(Agilent Technologies) を用いて作成し，fold changes (FC) ≧ 2.0 以上の遺伝子を

IPA へアップロードした。DEG 解析には IPA knowledge base を用い，標準経路お

よび上流調節因子を解析した。 

2) リアルタイム PCR 法による特定遺伝子発現解析 

 マイクロアレイ解析により up-regulated または down-regulated と判定された遺伝

子のうち 9 遺伝子を抽出し，qPCR を用いた確証性の検証を行った。総 RNA サン

プルは TUBRO DNase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いて混入した

DNA を除去した。総 RNA (800 ng) は High-Capacity cRNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems) を用いて逆転写を行い，cDNA を合成した。qPCR には iQ 

SYBR Green Supermix8Bio-Rad, Hercules,CA) および StepOneTM Plus Real-Time PCR 

system (Applied Biosystems) を用い，Kim et al. (51) の方法に従い実施した。プラ

イマーは Primer Express software (Applied Biosystems) を用いてデザインした 

(Table 4-1)。qPCR の結果はグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ 

(GAPDH) , リボソームタンパク質 L27 (RPL27) およびβアクチン (ACTB) を参照

遺伝子に設定し the 2–△△Ct method (63) を用いて相対発現量として算出した。本試

験の qPCR において参照遺伝子とした GAPDH, RPL27 および ACTB について，

それぞれの発現量に差異は認められなかった。全ての qPCR は MIQE ガイドライ

ン (The minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments, (12) ) に従い行った。 

 

 (4) 統計解析 

 第一胃液 pH および第一胃液 VFA，NH₃-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値に

ついての統計解析方法は第１章と同様である。 
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 マイクロアレイにより得られたデータの肥育期間についての比較は paired 

Student’s t-tests with the Benjamini-Hochberg FDR multiple testing correction (FDR 補正 

P < 0.05) により行い，GeneSpring 12.0 (Agilent Technologies) を用いて集計した。

Fold change  (FC) は肥育中期と前期 (first period) ，後期と中期 (second period) 

および後期と前期 (total period) それぞれで算出した。PCA プロットは devtools 

package with microarray data in R ver. 3.3.2  (http:// www.r -project.org; R Foundation 

for Statistical Computing, Vienna, Austria) を用いて解析した。各データは P < 0.05 を

有意差ありとし，P < 0.10 を有意な傾向ありとした。 

 

3．結果 

(1) マイクロアレイ法による網羅的遺伝子発現 

 1) 主要変動遺伝子 

 各肥育期間の第一胃粘膜上皮における DEGs (FDR 補正 P < 0.05) はそれぞれ

3,570  (first period) , 3,856 (second period) および 2,477 (total period) であり，その

うち|FC| > 2 であったものはそれぞれ 873DEGs (315 upregulated, first period) , 

1,216DEGs (656 upregulated, second period) および 115DEGs (34 upregulated, total 

period) であった。22 の主要遺伝子が全ての period で変動 (FDR 補正 P < 0.05, 

|FC| > 2) しており，first period で upregulated または downregulated であった遺伝子

は second period および total period ではそれぞれ downregulated または upregulated

と判定された (table 4-2)。 

 2) 輸送関連遺伝子の発現 

第一胃粘膜上皮における輸送関連遺伝子の変動は 22 の soluble carrier  (SLC) 

family メンバーで認められ，first period (2 upregulated, 11downregulated) , second 

period  (12 upregulated, 7 downregulated) および total period (1 upregulated, 2 

downregulated) それぞれで変動が認められた (Table 4-3)。 
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 3) 主座標分析 

PCA ではそれぞれの肥育期におけるプロットは類似していたが，肥育中期と比較

して前期および後期のプロットは分散していた。 (Figure 4-1)。 

 4) 発現変動遺伝子の機能とネットワーク解析 

DEGs の標準経路は IPA ソフトウェアを用い同定した (P < 0.05, z-score ≥ 2 or ≤ 

2)。First period では活性化した標準経路はなかったが，酸化的リン酸化 (Oxidative 

Phosphorylation) パスウェイが最も抑制 (z-score = -3.32, P = 3.72×10-3) されていた 

(Table 4-4, Figure 4-2A)。一方，second period では酸化的リン酸化パスウェイが最

も活性化 (z-score = 2.50, P = 6.61×10-3) されており，抑制されたパスウェイは認

められなかった (Table4-4)。Table 4-5 は first period (11 downregulated) および

second period (11 upregulated, 2 downregulated) における酸化的リン酸化パスウェイ

に組み込まれている遺伝子を示している。 

上流制御因子解析には first period, second period および total period において有意

な活性化または抑制された DEGs (P < 0.05, z-score ≥ 2 or ≤ 2) を用いた (Figure 4-

3)。First period では，CD437  (z-score = 3.67, P = 2.69×10-6) が最も活性化された

上流制御因子であり，nuclear factor, erythroid 2 like 2 (NFE2L2; z-score = -3.99, P = 

8.71×10-6) が最も抑制された上流制御因子であった。Second period では genistein 

(z-score = 4.61, P = 6.93×10-5) および immunoglobulin G (IgG; z-score = -3.84, P = 

2.64×10-4) が最も活性化および抑制された上流制御因子であった。また，total 

period では PD98059 (z-score= 2.82, P = 2.78×10-3) および MYC proto-oncogene, 

bHLH transcription factor (MYC; z-score = -2.39, P = 2.97×10-2) が最も活性化および

抑制された上流制御因子であった。First period で有意に活性化および抑制された

上流制御因子は second period ではそれぞれ抑制および活性化していた (Figure 4-

3)。 
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 (2) リアルタイム PCR 法による特定遺伝子発現 

 マイクロアレイ法と qPCR 法による 9 遺伝子の遺伝子発現量の比較は

Supplementary Figure S1 に示した。全ての遺伝子で発現量の増加および減少方向

は一致していた。 

 

4．考察 

 第１章では黒毛和種肥育牛の長期的な濃厚飼料多給による第一胃液 pH，第一胃

性状の変化が明らかになった．本試験では同試験牛で第一胃粘膜上皮の遺伝子発

現の変化について調査を行った。人では胃酸の低酸状態は急性および慢性炎症並

びに胃体部および幽門部の上皮化生と有意な相関があると報告されており (66)，

牛では第一胃液 pH が生理的な水準 (5.8-6.5;  (23) ) よりも低値になることにより

炎症反応が惹起され (88) , 第一胃粘膜上皮の構造および遺伝子発現の変化が認め

られることが報告されている (51, 104, 106)。第１章では長期的な濃厚飼料多給に

より，肥育期の進行に伴い第一胃液 pH が徐々に低下し，pH < 5.6 時間，pH < 5.8

時間が増加することが明らかになり，肥育中期および後期での SARA の発症が確

認された。また，肥育後期では第一胃内で VFA と比較し 10 倍程度の強酸である

乳酸 (pKa 4.9 vs. 3.9; 76) の濃度が他の肥育期と比較し有意 (P < 0.05) な高値を示

した。それゆえ，肥育後期における第一胃液 pH の低下は乳酸濃度の増加が一因

であることが示唆された。 

 輸送関連遺伝子 (SLC family) は第一胃粘膜上皮の吸収機能を制御し，第一胃液

pH を制御する要素と考えられており，高濃厚飼料の給与に起因する第一胃液 pH

の低下により monocarboxylate transporter (MCT1; 6) ，sodium hydrogen exchanger 

isoform 3 (NHE3; 120) および downregulated in adenoma (DRA; 9) などの遺伝子発現

が増加することが報告されている。しかしながら，本試験では 22 の SLC family 

遺伝子の有意 (P < 0.05) な変動が認められたものの，first period では SLC family 
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遺伝子の多くが downregulated  (11/13) と判定され，一方で second period では多

くが upregulated (12/19) と判定された。例として，first period では SLC9A6 (NHE6) 

および SLC26A3 (DRA) が downregulated (FC = -4.08, -6.71) と判定されたが，

second period では upregulated (FC = 4.08, 10.80) と判定された。これらの結果によ

り first period では第一胃粘膜上皮の吸収機能は SARA 環境により機能障害を呈

し，second period では第一胃粘膜上皮の修復機能により輸送関連遺伝子の発現が

増加したものと考えられた。 

 興味深いことに，SARA の要因が異なる first period (肥育前期 vs. 中期) と

second period (中期 vs. 後期) において，DEGs および解析結果である標準経路，

上流制御遺伝子の変動は全く逆の結果であった。それに加え，PCA では肥育中期

が前期および後期から離散していることから，長期的な濃厚飼料多給の影響が最

も強いことが示唆された。LaMonte et al (59) はアシドーシスによる活性酸素 

(ROS) 由来のストレス増加を緩和するためにペントースリン酸経路，グルタミノ

リシスなどの細胞代謝に変動が認められることを報告している。また，高デンプ

ン飼料の給与により酸化ストレスが増加した結果，ROS の毒性を緩和するために

酸化的リン酸化の活性が変動することが報告されている (38)。それに加え，

VFA，特に酪酸は酸化経路により第一胃粘膜上皮細胞内で異化され，ROS を産生

することが知られている (85)。しかしながら，活性酸素除去作用を担うスーパー

オキシドジスムターゼ (38) に関わる mitochondrial superoxide dismutase 2 (SOD2; 

FC = -2.29, P = 2.16×10-4) が first period において downregulated と判定され，一方

second period では SOD1 (FC = 1.52, P = 1.77×10-3) と共通し upregulated (FC = 2.32, 

P = 5.24 × 10-5) と判定された。これらの結果は有意 (P < 0.05)な変動が認められ

た標準経路である”Mitochondrial Dysfunction” (P = 2.69-7; データ非掲載) に関連す

る NADH dehydrogenase subunit 6 (ND6; 115) が first period において最も有意な

upregulated と判定されたことからも裏付けされる。以前の報告より，SARA を発
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症している肥育中期では過度の酸化ストレスがかかることが予測されるが (1, 85, 

101) ，本試験の中期では第一胃粘膜上皮細胞の酸化ストレスに対しての反応性

が，以前の乳牛を用いた短期間 (17 日間) の SARA 誘発試験の結果 (38) と比較

し微弱であることが示唆された。また，これらの結果から肥育中期では酸化スト

レスの処理等のミトコンドリアの代謝障害が予測され，黒毛和種肥育牛におけ

る，前期と比較した中期の第一胃粘膜上皮細胞の酸化傷害に対する脆弱性が示唆

された (42)。また，DEGs のデータ解析結果についてもミトコンドリアの機能障

害を示唆するものであった。例として，firsto period において上流制御因子である

PPARGC1A (PGC-1α; 73) の抑制を調節する機能をもつ標準経路である“Oxidative 

Phosphorylation”が最も抑制された経路であった。それに加え，PGC-1 の発現量

の低下 (40) および PCG-1α-responsive 遺伝子の低下 (73) に伴う酸化的リン酸化

機能の低下は強いインスリン抵抗性をもたらすことが報告されており，これは本

試験において標準経路である“Insulin Receptor Signaling”が抑制された結果と一

致するものであった。それゆえ，長期間の濃厚飼料多給による強い酸性環境およ

び VFA 代謝が第一胃粘膜上皮における過度の酸化ストレスを誘発し，ミトコンド

リアにおける酸化的リン酸化の機能障害および細胞の生存因子である (115) 

ubiquinone oxidoreductase subunits の発現量低下を引き起こしたものと考えられ

た。これらの結果より肥育中期では酸性刺激による細胞生存機能に関しての機能

障害および細胞傷害に対する脆弱性が示唆された。 

 Second period では SARA 誘発の要因の変化に伴い第一胃粘膜上皮のトランスク

リプトームによる細胞機能の修復が認められた。また，肥育後期での乳酸濃度の

有意 (P < 0.05) な増加に伴い，第一胃粘膜上皮細胞の酸性刺激に対する反応性が

中期とは異なることが示唆された。Riemann et al (91) は細胞外アシドーシスによ

り継続した細胞内 pH (pHi) の低下および組織の低酸素状態が認められ，腫瘍細胞

の転写調節因子および転写活性化因子のリン酸化が増加することを報告してい
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る。乳酸と腫瘍の関係性について注目され始めたのは近年のことではあるが，乳

酸は腫瘍への酸素供給，血管新生および転移を促進することで腫瘍の増殖，進行

に直接的に関与していることが知られている (22)。例として，細胞外の乳酸アシ

ドーシスは pHi の低下および細胞内乳酸濃度の増加を招き，さらに 4T1 (マウス乳

癌) 細胞に対するグルコース除去作用を阻害することが報告されている (111)。そ

れに加え，乳酸アシドーシス下では非乳酸アシドーシスの状態と比較し複数の細

胞系における ATP 産生の酸化的リン酸化割合の増加を招くことが知られており 

(113) ，これは second period において“Oxidative Phosphorylation”が活性化したこ

とと一致する。本試験の結果から第一胃内および細胞内乳酸濃度間の正の相関関

係を明らかにするためには更なる検証が必要ではあるが，第一胃内乳酸濃度の有

意 (P < 0.05) な増加が第一胃粘膜上皮細胞の遺伝子発現量に少なくとも一部は影

響を与え，ミトコンドリア内の酸化的リン酸化パスウェイを修復することで細胞

生存能力を向上させていることが示唆された。 

 また，上流制御因子である PD98059 (a mitogen-activated protein kinases kinase 

inhibitor; 3) , sirolimus (immunosuppressant that inhibits cell cycle progression; 99) , 

bexarotene (anti-cancr action by inducing T-cell lymphoma cell apoptosis; 117) および

KDM5B (critical regulator of genome stability and DNA repair; 61) の活性化および

MYC (transcription regulator suppressed by intracellular butyrate; 112) の抑制が全ての

period で認められ，これらのことにより黒毛和種肥育牛の全ての肥育期で長期的

な濃厚飼料多給に対する中程度の細胞修復機能が働いていることが示唆された。 

 

5．小括 

本試験では黒毛和種肥育牛を用いて各肥育期における第一胃粘膜上皮の遺伝子

発現量の変化および第一胃液 pH，第一胃液性状との交互作用を明らかにし，第一

胃環境の変化に対する第一胃粘膜の適応能力の分子機構を解明するために，第一胃
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粘膜上皮の遺伝子発現量を解析した。本試験では 9 頭の黒毛和種肥育牛を用いてマ

イクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析を行った。その結果，輸送関連遺伝子であ

る SLC family 遺伝子は，肥育中期に前期に比べて down-regulated(11/13) ，後期に

中期に比べ up-regulated(12/19) と判定されるものが多く，VFA 輸送体および SCFA-

/HCO3
-交換輸送体である SLC26A3 遺伝子の発現量は，中期に前期に比べて有意 (P 

< 0.05) に低下し，後期には中期に比べて有意 (P < 0.05) に増加した。また，肥育

前期および中期では第一胃粘膜上皮の酸化的リン酸化パスウェイが抑制され，一方

後期では乳酸を基質とした酸化的リン酸化パスウェイおよび細胞生存機能の修復

が認められた。これらのことから，肥育後期の黒毛和種牛では第一胃粘膜上皮から

の VFA 吸収と第一胃内への重炭酸イオン分泌が促進され，長期間の濃厚飼料多給

に適応している可能性が示唆された。 
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Table 4-1. Gene symbols and sequences of the primers used for quantitative real-time PCR. 
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Table 4-2. Common differentially expressed genes (fold change ≥ 2, FDR corrected P < 0.05) 

identified in comparisons of the early and middle, middle and late, and early and late stages. 
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Table 4-3. Differentially expressed genes (FDR corrected P < 0.05, fold change ≥ 2) encoding rumen epithelial transporters in the comparisons in 

Japanese Black beef cattle during the early, middle, and late fattening stages. 
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Figure 4-1. Principal component analyses plots of Japanese Black beef cattle during the early 

(white), middle (gray), and late (black) fattening stages. PC1 and PC2 are principal components 

1 and 2, respectively.
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Table 4-4. Canonical pathways activated (z-score ≥2) and inhibited (z-score ≤−2) generated by Ingenuity Pathway Analysis (IPA) in comparisons 

of the early and middle fattening stages and late and middle fattening stages. 

Canonical Pathways -log(p-value) zScore1 Ratio Molecules 

Middle vs. Early stages 
    

iNOS Signaling 2.10 -2.00 0.133 FOS, IFNGR1, IFNGR2, CALML5, JAK1, LBP 

CCR5 Signaling in Macrophages 1.93 -2.00 0.096 GNAI1, FOS, GNG5, CCL5, CD3G, GNG7, CALML5, 

GNB1, CACNG1 

IL-22 Signaling 1.87 -2.00 0.167 IL10RB, AKT1, IL22RA1, JAK1 

NRF2-mediated Oxidative Stress Response 3.39 -2.11 0.094 SQSTM1, ABCC4, AKT1, UBE2E3, NQO2, HSPB8, 

MAP2K1, PPIB, FOS, AKR7A2, SOD2, CCT7, ACTB, 

PTPN11, CAT, EPHX1, AKR1A1, VCP, HERPUD1 

Insulin Receptor Signaling 1.51 -2.11 0.075 AKT1, PTPN11, PPP1R12A, PPP1CA, PPP1CB, 

PRKAR1B, JAK1, SCNN1A, MAP2K1, SYNJ1, PPP1R11 

Oxidative Phosphorylation 2.43 -3.32 0.101 SDHB, UQCRC1, NDUFA9, SDHA, NDUFV3, NDUFS6, 

ATPAF1, ATP5F1C, ATP5F1B, SDHC, NDUFS1 

Late vs. Middle stages 
    

Oxidative Phosphorylation 2.18 2.50 0.119 COX11, UQCRC1, SDHA, NDUFV3, NDUFAB1, 

NDUFS1, SDHB, UQCRQ, ATP5PO, NDUFA6, ATPAF1, 

ATP5F1C, SDHC 

Role of p14/p19ARF in Tumor Suppression 1.46 2.45 0.133 SENP3, FGFR1, UBTF, PTPN11, MDM2, TTF1 

Endocannabinoid Cancer Inhibition Pathway 1.57 2.32 0.095 MAP2K5, GNAI1, FGFR1, SMPD2, MAP2K1, RHOA, 

PTPN11, CREB3, SPTLC1, TWIST2, PRKAR1B, DDIT3, 

VEGFB, CASP8, PRKAR2A 

1Values indicate a statistically significant match between up- and down-regulation patterns.
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Figure 4-2. Oxidative phosphorylation in the canonical pathway analyses of Japanese Black beef cattle using IPA software. The IPA knowledge 

base was used to analyze DEGs with raw estimated fold changes ≥2 by comparing the (A) middle and early (z-score = –3.32, P = 3.72×10–3), and 

(B) late and middle (z-score = 2.50, P = 6.61×10–3)  fattening stages. Green represents the downregulation of integrated genes and red represents 

upregulation of genes. 
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Table 4-5. Genes (raw estimated fold change ≥2, FDR corrected P < 0.05) integrating the oxidative phosphorylation canonical pathway generated 

by Ingenuity Pathway Analysis (IPA) in comparisons of the early and middle fattening stages and late and middle fattening stages. 

 

Gene Symbol 

Fold change 

Gene Name Location Type Middle vs. Early Late vs. Middle 

ATP5F1C -3.39 2.16  ATP synthase F1 subunit gamma Cytoplasm Transporter 

ATP5F1B -2.16 N/A ATP synthase F1 subunit beta Cytoplasm Transporter 

ATP5PO N/A 2.05  ATP synthase peripheral stalk subunit OSCP Cytoplasm Transporter 

ATPAF1 -3.40 3.94  ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 1 Cytoplasm Other 

COX11 N/A 2.33  cytochrome c oxidase copper chaperone COX11 Cytoplasm Enzyme 

NDUFA6 N/A -4.22 NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A6 Cytoplasm Enzyme 

NDUFA9 -2.06 N/A NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A9 Cytoplasm Enzyme 

NDUFAB1 N/A 2.02  NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit AB1 Cytoplasm Enzyme 

NDUFS1 -3.20 3.07  NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S1 Cytoplasm Enzyme 

NDUFS6 -2.22 N/A NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit S6 Cytoplasm Enzyme 

NDUFV3 -2.06 2.18  NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit V3 Cytoplasm Enzyme 

SDHA -7.32 7.18  succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A Cytoplasm Enzyme 

SDHB -3.18 3.57  succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit B Cytoplasm Enzyme 

SDHC -3.42 2.78  succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit C Cytoplasm Enzyme 

UQCRC1 -4.71 3.57  ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1 Cytoplasm Enzyme 

UQCRQ N/A -2.25 ubiquinol-cytochrome c reductase complex III subunit VII Cytoplasm Enzyme 
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Figure 4-3. Heatmap of upstream regulators (P < 0.05) generated by IPA in comparisons of the 

early, middle, and late fattening stages in Japanese Black beef cattle. Cell colors are based on 

the activation z-score. Blue represents a negative z-score and red represents a positive z-score. 

N/A, not applicable.
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総括 

 

 肥育牛は肉質の向上および体重の増加による生産性の向上を目的とした長期的

な濃厚飼料の多給が行われる。その結果，第一胃液 pH の低下による ARA，

SARA の発症が認められ (76)，SARA は第四胃変位，肝膿瘍および蹄葉炎などの

代謝性疾患の原因となることが知られている (5, 28, 88)。また，第一胃内の細菌

叢は交互に作用することで第一胃内の恒常性を保っているが (78, 86)，第一胃液

pH の変動に伴い細菌叢構成が変化し (68, 78)，同様に第一胃粘膜上皮細胞におけ

る遺伝子発現も変動する (51, 106)。乳牛を用いた SARA 誘発試験による第一胃性

状の変化ついての報告は多くみられるが (15, 110)，一方で黒毛和種肥育牛を用い

た試験は少なく，特に長期的な濃厚飼料多給による第一胃液性状の変化について

検討した報告は全くみられない。 

 本研究では黒毛和種肥育牛の肥育時期進行に伴う前胃液性状，細菌叢および第

一胃粘膜上皮の遺伝子発現の変化を明らかし，濃厚飼料多給が行われる黒毛和種

肥育牛の飼料給与の問題点を第一胃性状の観点から解析する目的で，通常の飼養

方法に則り濃厚飼料多給を行った黒毛和種肥育牛を用いて肥育前期，中期および

後期の第一胃液および第二胃液 pH，VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活

性値，そのほか第一胃液，第一胃食渣および第二胃液細菌叢並びに第一胃粘膜上

皮の遺伝子発現の変化について検討した。 

 

第１章では黒毛和種牛の長期的な濃厚飼料多給に対する第一胃の適応能力およ

びその作用機序を明らかにする目的で，通常管理下の黒毛和種肥育牛を用いて肥育

前期，中期および後期の第一胃液性状および細菌叢構成の変化を比較した。本試験

では第一胃フィステルを装着した黒毛和種去勢牛 9 頭を用いた。試験牛は兵庫県立

農林水産技術総合センター・畜産技術センター (加西市) で 20 カ月間 (10 カ月齢 
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- 30 カ月齢) の肥育試験を行った。肥育期は肥育前期 (10 - 14 カ月齢)，中期 (15 - 

22 カ月齢) および後期 (23 - 30 カ月齢)とし，試験期間は各肥育期の最終 14 日目と

した。第一胃液 pH は試験期間中 10 分間隔で連続測定を行い，採取した第一胃液

から VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値を測定するとともに，次世代

シークエンサーを用いた第一胃液細菌叢の解析を行った。 

その結果，第一胃液 pH は肥育期の進行に伴い有意 (P < 0.05) に低下し，肥育中

期では中程度，および後期では重度の SARA を発症していることが明らかとなっ

た。特に肥育後期では前期および中期と比較して総 VFA 濃度の有意 (P < 0.05) な

減少および第一胃内乳酸濃度の有意 (P < 0.05) な増加が認められ，加えて PCA で

は後期の乳酸濃度が第一胃性状に最も影響を与える要因であったことから，乳酸濃

度の増加が肥育後期における第一胃液 pH 低下の一因であり，黒毛和種肥育牛の特

徴であると考えられた。また，肥育中期と後期では前期と比べ LPS 活性値が有意 

(P < 0.05) に増加し，第一胃液細菌叢構成は前期と比べ中期でセルロース分解菌構

成比の低下による Firmicutes 門構成比の減少が見られた。このことは肥育時期の進

行に伴う濃厚飼料の増給と第一胃液 pH の低下による変化と考えられた。しかしな

がら細菌種の多様性に第一胃液 pH の低下に伴う変化は見られず，これは黒毛和種

牛の長期的な濃厚飼料多給に対する第一胃の適応能力であると考えられた。これら

のことから，黒毛和種牛の肥育中期や後期には，第一胃液 pH の低下，LPS の産生

増加，セルロース分解菌構成比の減少等の濃厚飼料多給に伴う第一胃内環境の変化

が明らかとなり，一方で第一胃液細菌叢は細菌種の多様性を保つことで環境の変化

に適応していることが示唆された 

 

 第２章では第一胃液および第二胃液 pH，性状並びに第一胃液，第一胃食渣お

よび第二胃液細菌叢構成を肥育期毎に比較することで黒毛和種肥育牛の濃厚飼料

多給に対する適応能力の理解を深めることを目的とし，第１章で供試した黒毛和種
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肥育牛を用いて試験を行った。第一胃液 pH および第二胃液 pH は試験期間中連続

測定を行い，採取した第一胃液および第二胃液から VFA，NH3-N および乳酸濃度

並びに LPS 活性値を測定し，また第一胃液，第一胃食渣および第二胃液その細菌

叢構成について次世代シークエンサーを用いて解析を行った。 

その結果，肥育前期および中期の第一胃液 pH は第二胃液 pH と比較し有意 (P < 

0.05) な低値を示したが，一方で後期の第一胃液 pH は第二胃液 pH と比べ有意 (P 

< 0.05) な高値を示し，これは長期的な濃厚飼料多給による前胃液 pH の低下に伴

い，第一胃粘膜上皮からの重炭酸イオンの分泌が促進されたことによると考えられ

た。また，第一胃液および第二胃液では肥育期の進行に伴う細菌叢の多様性の減少

が認められず，黒毛和種肥育牛は長期的な濃厚飼料多給に対し第一胃液および第二

胃液細菌叢の多様性を保つことで適応し，発酵機能を維持していると考えられた。

細菌叢構成は全ての肥育期で第一胃液および第二胃液細菌叢に類似性が認められ

たが，第一胃食渣細菌叢は第一胃液および第二胃液細菌叢と構成の相違が認められ，

これは第一胃内の液相部と固相部の担っている代謝機能が異なることによるもの

と考えられた。また，構成比の大きい OTUs では，第一胃液と比較し第二胃液の

OTUs が発酵機能により密接に関連していることが示唆された。例として

Ruminococcus bromii (OTU1，OTU10 および OTU15) は第二胃液における総 VFA 濃

度，VFA 中の酢酸および酪酸の構成比および NH3-N 濃度と有意 (P < 0.05) な正の

相関が認められた。これらのことから，肥育後期の黒毛和種牛では，長期的な濃厚

飼料多給による第一胃液 pH の低下に対して緩衝作用を促進して適応しており，第

一胃液および第二胃液細菌叢はその多様性を保つことで pH の変化に適応している

ことが示唆された。  

 

第３章では黒毛和種肥育牛の肥育中期および後期に濃厚飼料を増給した際の第

一胃液 pH の変化，細菌叢構成および多様性の変化を明らかにすることで，中期お
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よび後期の黒毛和種肥育牛の濃厚飼料増給に対する第一胃の適応能力の作用機序

を解明することを目的とした。供試牛は黒毛和種肥育牛 6 頭を用い，肥育中期牛 (n 

=3, 21 - 22 カ月齢) は明治飼糧・水戸研究所 (茨城町) で試験を行い，肥育後期牛 

(n = 3, 31 カ月齢) は兵庫県立農林水産技術総合センター・畜産技術センター (加西

市) で試験を行った。試験期間は対照区 (CON 区) および濃厚飼料割合を増加した

濃厚飼料多給区 (HC 区) とし，各試験期間は 14 日間行い CON 区終了後直ちに HC

区を開始した。第一胃液 pH は試験期間中継続した測定を行い，各試験区の最終日

に第一胃液を採取し，VFA，NH3-N および乳酸濃度並びに LPS 活性値を測定する

とともに，次世代シークエンサーを用いた第一胃液細菌叢の解析を行った。 

その結果，肥育中期牛では対照区 (CON 区; 14 日間) と比較し濃厚飼料多給区 

(HC 区; 14 日間) で第一胃液の 24 時間平均 pH および最低 pH の有意 (P < 0.05) な

低下が認められた。一方肥育後期牛では CON 区および HC 区の第一胃液 pH に有

意差は認められなかったが，継続した重度の SARA が両区で認められた。また，肥

育後期牛の HC 区では総 VFA 濃度および乳酸濃度が CON 区と比較し有意 (P < 

0.05) な高値を示した。加えて，肥育中期牛および後期牛の第一胃液細菌叢構成お

よび多様性は類似していたが，中期牛では HC 区の Prevotella および Caloramator

の構成比が CON 区と比較し有意 (P < 0.05) に増加，および低下していた。これら

のことから，黒毛和種牛は肥育中期と比較し，後期で濃厚飼料割合の増加による第

一胃液 pH の変動が制御されていることが示唆された。 

 

 第４章では第１章および第２章で供試した黒毛和種肥育牛を用いて本試験で

は黒毛和種肥育牛を用いて各肥育期における第一胃粘膜上皮の遺伝子発現量の変

化および第一胃液 pH，第一胃液性状との交互作用を明らかにし，第一胃環境の変

化に対する第一胃粘膜の適応能力の分子機構を解明するために，第一胃粘膜上皮の

遺伝子発現量を解析した。本試験では 9 頭の黒毛和種肥育牛を用いてマイクロアレ
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イを用いた網羅的遺伝子解析を行った。 

その結果，輸送関連遺伝子である SLC family 遺伝子は，肥育中期に前期に比べ

て down-regulated (11/13) ，また，後期に中期に比べ up-regulated (12/19) と判定され

るものが多く，VFA 輸送体および SCFA-/HCO3
-交換輸送体である SLC26A3 遺伝子

の発現量は，中期に前期に比べて有意 (P < 0.05) に低下し，後期には中期に比べて

有意 (P < 0.05) に増加した。また，肥育前期および中期では第一胃粘膜上皮の酸化

的リン酸化パスウェイが抑制され，一方後期では乳酸を基質とした酸化的リン酸化

パスウェイおよび細胞生存機能の修復が認められた。これらのことから，肥育後期

の黒毛和種牛では第一胃粘膜上皮からの VFA 吸収と第一胃内への重炭酸イオン分

泌が促進され，長期間の濃厚飼料多給に適応している可能性が示唆された。 

 

本研究の結果から，黒毛和種牛では肥育時期の進行に伴い第一胃液 pH と VFA 濃

度が低下し，多くのセルロース分解菌を含む Firmicutes 門の構成比が低下すること

が明らかになった。また，肥育後期には中期に比べて SLC26A3 等の VFA や重炭酸

イオンの輸送に関連する遺伝子の発現量が増加することから，後期には第一胃粘膜

上皮から第一胃内への重炭酸イオン供給が増加し，この緩衝作用により濃厚飼料多

給に順応している可能性が示唆された。これらのことから黒毛和種肥育牛の肥育期

の進行に伴う第一胃液および第二胃液性状並びに第一胃粘膜上皮における遺伝子

発現の変化および適応能力の違いが明らかになった。本研究によって得られた所見

は，黒毛和種肥育牛における健康の維持と代謝性疾患の予防に寄与するものであり，

黒毛和種肥育牛を飼養する際は肥育時期による第一胃の濃厚飼料多給に対する適

応能力の変化を考慮した飼料給与を行う必要があると考えられた。  
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補足図表 

 

Supplementary Figure S1. Validation of gene expression levels in Japanese Black beef cattle 

during the Early, Middle, and Late fattening stages by quantitative real-time PCR (qPCR). 

Fold changes are the differences in mean transcript abundance between the Early and Middle 

or Late stages. 


