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新生子牛における成牛ルーメン微生物

の早期定着技術とその有用性に関する
研究

コヒ；　　　満　夫



目次

緒　言

ジ
哺ぺ

実験1：哺乳子牛のルーメン微生物叢の発達および発育におよぼす成牛ルーメン

　　　　液経町投与の影響

1．目　的 6

2材料および方法　一一一……・………・……・一・

1）供試動物

2）ルーメン液

3》試験方法

4》試験期間

5》給与飼料

6》検査項目および方法

6

3．結　果 13

1）発育の推移

2）ルーメン内細菌数の推移

3）ルーメン細菌のルーメン壁への付着状況

4）プロトゾア数の推移



5）ルーメン内容液pHの推移

6）ルーメン内冠VFA濃度の推移

7）ルーメン内容物中のアンモニア態窒素濃度の推移

4．考察一………………一……………一一一・

5．小　括

19

28

実験ll：無菌ヤギの消化管内へのルーメン細菌の定着試験

1．目　的一……………一・………一………・……一……・…・……一・一…一一……・……・…・一一一・一一………一一…一…　31

2．材料および方法

1）供試動物

2）胎子の無菌的摘出法

3）アイソレータ

4）飲料水および飼料の滅菌

5）飼料の給与方法および給与期間

6）無菌ヤギへのルーメン細菌の投与方法

7）ルーメン細菌の分離培養法

8）分離ルーメン細菌の同定法



3．結　果 39

1）ルーメン細菌投与後3週目における消化管内各部位のpH

2）総革数および特定細菌種の消化管内の各部位での菌数

3）3週目における投与ルーメン細菌のルーメン内構成

4）消化管内の各部位における総VFA濃度および組成率

4考　察 40

5．小　括・ 41

琴験Ill＝ルーメン液早期経口投与による腸管内へ病原性大腸菌の定着阻止試験

1．目　的 43

2材料および方法

　1）供試病原性大腸菌

2）供試ルーメン液

3）供試動物

4）試験方法

5）検査材料

6）検査方法

45



3．結果　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一一一一一一一一47

　　1）消化管内容、組織中の大腸菌数

　2）消化管内容の揮発性脂肪酸濃度

4考　察 49

5．小　括 52

総　括 54

要　旨 59

Sum鵬ary 62

謝　辞 63

引用文献 64

表および図 69



　緒　言

　牛や山羊のような反舞家畜は、草のみで生きていくことができる。この特異と

も言うべき食性は、ルーメン内に生息する微生物の活動に依存している。ルーメ

ン内の環境は主に動物体によって与えられる。この環境は体温によって維持され

ている恒温性（38℃）、胃容積の一定性、大量の微アルカリ性の唾液により胃内

pHが中性付近に維持されている中性系、食道の噴門と第二胃、第三胃口とで空

気の流通の封鎖された嫌気系といった特徴を備えていて、これらはは嫌気性微生

物の発育に好適な条件になっている。

　反舞家畜は、摂取した飼料をそのままの形で利用するのではなく、ルーメン内

に生息する微生物の発酵作用によって産生された酢酸、プロピオン酸、酪酸のよ

うな揮発性脂肪酸類（以下VFAと略す）を胃壁から吸収し必要なエネルギー源

として利用し、またその発酵作用を通じて増殖した細菌やプロトゾアを第四胃以

下で消化・吸収して主要なタンパク質源としている。したがって、ルーメン内で

いかなる微生物叢が成立しているかは、反釘家畜の栄養生理上、極めて重要であ

る。

　近年、酪農および肉用牛経営の規模拡大に伴い、搾乳牛あるいは若齢肥育牛と

しての子牛の育成も集団化、多頭化の傾向が進み、より経済的で手間のかからぬ

育成法が必要とされている。この条件を満たしてくれるのが早期離乳による子牛

育成法である。飼料の利用性のすぐれた素牛を育成できる早期離乳技術は、成心

ルーメン微生物の早期定着技術の開発よって向上させられると考えられる。

　子牛や子山羊での飼料摂取とルーメンの発育との関連については、これまで、

以下に記述するようにいくつかの報告がみられるが、ルーメン微生物の定着との

関連についての研究はあまりない。

1



　反鋼家畜は生後4～5日目から固形飼料を食べ始める。しかし、生後1ヵ月以内の

栄養は主として牛乳や代用乳などの液状飼料に依存している。この液状飼料は食

道を通して直接第四胃に流入するので、反鋼胃の存在とは関係なく、単胃動物型

の栄養を営むことになる。UATSON樹らは、子牛が食欲にかられ牛乳を飲む場合

、哺乳器からでもバケツからでも牛乳が定量的に第四胃に流入することを観察し

、子牛が牛乳を見て頭や尾を振るといった運動をすることも、子牛の牛乳に対す

る食欲の強さの徴候であるとした。

　その後、食道と第三胃との間のパイプの前部を形成する食道溝の閉鎖はそれら

が液状飼料に含まれる化学物質の刺激によって生じるのではないかと疑われた。

この化学的刺激説は正しい説ではあるが、ORSKOVら33｝および阿部ら1）は子牛が

聴覚、視覚、嗅覚を通して牛乳を識別し飲もうとするときにも食道溝が閉鎖する

という条件反射説を提唱した。

　子牛の早期離乳技術では、できるだけ初期から子牛に栄養価の高い固形飼料（

人工乳や乾草）を多く摂取させなければならない。

　出生時、反舞家畜の前胃は未発達であるが、生後、固形飼料の摂取に伴って前

胃の発達を生じ、単胃動物型栄養から複胃動物型栄養へと質的転換をとげていく

。初期には、粗剛な粗飼料様物質の物理的刺激作用によって反鯛胃の発達が起こ

ると考えられていた。WAR旺Rら47》とBRO”NLEE5）が独立に、ルーメンの発達は固

形飼料の化学的性質の影響を受け、ルーメン内の乳頭突起の発達には粗飼料より

もエネルギー含量の高い濃厚飼料のほうが効果のあることを示し、ルーメン内で

生産されるVFAが第一胃絨毛の発達の刺激物質となる可能性を示唆した。さら

にFLATTら的は、牛乳を飲ませている子牛に、ルーメンフィステルを通して直接

ルーメン内にVFA混合物を投与しつづけることによって、乳頭突起が発達すご
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とを実証した。SANDEEら37）と丁AMATEら42）は、　V　F　Aの中でも酪酸〉プロピオン

酸》酢酸の順に乳頭突起の発達に対し効果があり、グルコース、無機塩、プラス

チック、スポンジなどは有効でないことを示した。

　TAMATEら棚は粗飼料の物理性が第一・二胃の容積と第一胃筋層の発達に寄与

することを示し、HARR　I　SONら13，は第一胃の乳頭突起と筋層の発達は独立して生

じ、前者はVFAの化学的刺激作用によるが、後者は粗飼料様物質の物理的作用

によるという仮説を提供した。HARR　I　SONら13）と同様に、　STOBOら41，も反鋼胃の

形態的変化が固形飼料の質（濃厚飼料と粗飼料の給与比率）の変化に短期間に適

応できることを実証した。これらの事実から、子牛ルーメン内への成牛ルーメン

微生物の早期投与による早期定着は、ルーメン内でのVFAの生産を促進し第一

胃乳頭突起の発達を促すことが考えられる。また、早期に固形性飼料の摂取量を

増加させることによって、子牛ルーメンの筋層発達を促すと考えられる。

　これまでは、食滞や鼓脹症の治療に健康な成仏のルーメン液を経口投与する試

みがなされてきた。しかし、子牛への成牛由来ルーメン微生物の早期定着につい

て、微生物学的研究はあまり行なわれていない。子牛の消化管内へのルーメン細

菌の定着についての研究は無菌反釘家畜を用いて実施することができると考えた

。無菌動物に、限定された種類の細菌を定着させたいわゆるノトバイオート動物

は、正常な腸内細菌叢を欠くため、普通の動物とは生理、栄養、免疫、発癌率な

どかなり異なった状態にある。それ故、普通動物との比較において常在細菌の研

究や微生物の感染機構の研究などに有用な手段を提供している。今日では、微生

物学的研究はもとより医学、生物学を含めた広範囲の研究にノトバイオート動物

が使用され、その重要性が明らかにされてきている。

　これまでに多くの小動物で無菌化が試みられ、マウス、ラットなどでは無菌状
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態で維持繁殖が行なわれている。家畜ではブタのSPF化が進んでいるものの、

大動物のノトバイオートについての報告はきわめて少ない。反鋼動物ではルーメ

ンが発酵槽となり、繊維分解菌やプロトゾアが常在し、栄養生理上きわめて重要

な役割を果たしている。また、ルーメンの発達は飼料摂取で始まり、特に微生物

の作用によって生産されるVFAにより促進される。したがって、ノトバイオー

ト化反鋼動物は、生体の生理機能や栄養代謝に大きな変化をもたらす。無菌反鋼

家畜へのルーメン細菌の定着試験は、ノトバイオート反舞家畜の作出のみならず

、新生子牛への成牛ルーメン細菌の早期定着技術の開発のための基礎的資料を提

供できると思われた。

　子牛への成牛ルーメン微生物の早期定着技術の開発は、外来性病原菌の排除の

ためにも重要である。

　腸内常在菌に外来病原菌の増殖を抑えるカのあることがしばしば報告されてい

る。湊および植村2ηは、ヒツジのルーメン内に大量に投与したε5助θ戸。所a

co”K－12が、ルーメン液の希釈速度に比べ、はるかにすみやかにルーメン内か

ら消失すると報告した。HOLLOUELL　and　WOL旧19）は、連続培養型人エルーメン内

に投与した大量のεc。”K－12が増殖せず、人工胃内の内容物から洗出されるこ

とを報告した。このルーメン微生物生態系からのεco”K－12の排除要因は、酸

化還元電位、温度、pH、微量の重金属、バクテリオファージ、炭酸水素塩など

の環境要因ではなく、ルーメン汁中に存在する物質であることが明らかにされた

棚。この増殖阻害物質は、熱安定性であり、63％エチルアルコールで沈殿せず

、陰イオン交換樹脂処理で捕捉され、陽イオン交換樹脂を通過することから、ル

ーメン汁中のVFAであろうと想定された。実際に、培地中に添加されたVFA

はE．co”K－12の増殖を阻害した。しかし、この阻害効果の発現はpH依存性で
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あった。すなわち、60醐酢酸、20醐プロピオン酸、15酬酪酸を含む培地のpHが

6．0、6．5、7．0であるとき、細菌の増殖阻害率はそれぞれ96％、69％、2％で

、pHが低下するにつれて増加した。このことれは、VFAの特定細菌に対する

有害作用は、低いpHのところで細胞を透過しやすい非解離型の分子割合が増す

ことによって、増強されたと解される。

　母乳哺育の新生子牛では直訴的に正常細菌叢が消化管内に定着していく。しか

し近年の酪農経営では、子牛は分娩後直ちに母牛より引き離され、人工乳で哺育

され、その後は母牛と接触することがない。正常細菌叢がないことはE，co”に

とって非常に都合がよく、侵入しやすい状態を作りだしていることになる。この

種の新生子牛に言忌のルーメン微生物を早期に定着させることが有用と考えられ

る。それによって、外来菌の一種である病原性大腸菌などの消化管内への定着を

阻止し、新生子牛の損耗を防止し、健康な子牛を育成することができると考えた

。本研究は、新生子牛における成牛ルーメン微生物の早期定着技術を開発するた

めの基礎的知見をうること、およびこの技術の有用性を立証するために行なわれ

た。まず、実験1哺乳子牛のルーメンの発達および発育におよぼす成歯ルーメン

液の経口投与の影響に関する研究を行い、次いで実験llでヤギの消化管内へのル

ーメン細菌の定着試験、最後に実験Illでルーメン液早期投与による新生子牛腸管

内への毒素原性大腸菌の定着阻止試験を行なった。
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実験1

　哺乳子牛のルーメン微生物叢の発達と発育におよぼす成牛ルーメン液経口投与

の影響

1．目　的

　子牛におけるルーメンの発達は、その後の肥育あるいは泌乳期における牛の生

産性にとって重要である。子牛ルーメン内に成牛ルーメン微生物叢を早期に成立

させることは、VFA生産能を高め、固形性飼料の摂取量を増加させ、結果とし

てルーメンの発達および子牛の発育を促進するであろうと考えた。そこで、健康

成牛の新鮮なルーメン内容物（新鮮ルーメン液）と加圧滅菌処理したルーメン内

容物（AT－R）を、生後数時間以内に経口投与し、新生子牛のルーメン内微生

物叢および発育に与える影響について調べた。ルーメン内微生物のうち、

Escher’C酎a　cO”．5炸eρfOCOOC”5．厘。短bac’〃Uε、セルロース分解菌、メタン

生成菌、澱粉分解菌、ペクチン分解菌、キシラン分解菌およびプロトゾアの定着

について調べた。また、ルーメン液のVFA濃度および各VFAモル比およびア

ンモニア態窒素濃度の推移について検査した。子牛の発育指標として、増体量、

体高、体長、胸囲などの推移を測定した。

2　材料および方法

1）供試動物：本実験に供試した試験牛は、石川県羽咋郡押水町ナ部14で生まれ

飼育されていたホルスタイン種の子牛雌（12頭）雄（8頭）の計20頭（NO．1～
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20）と、石川県内灘町字湖西で生まれ飼養されていたジャージー種の雄子牛4頭

（NO．1～4）である。

2）ルーメン液

　供試の新鮮ルーメン液は石川県畜産試験場で飼育していた健康な搾乳牛より、

朝の飼料給与4時間後に経ロ胃汁採取器（ルミナー）を用いて採取した。この搾

乳牛には、朝夕2回、市販の配合飼料の他に、クローバーとオーチャードグラス

からなる混播乾草、それにコーンサイレージを給与していた。また、その内容中

には1m2当たりメタン生成菌が107個、乳酸利用菌が108個、セルロース分解菌が

107個、澱粉分解菌が107個、キシラン分解菌が109個、ペクチン分解菌109個含ま

れていた。

3）試験方法：ホルスタイン種20頭は、新鮮ルーメン液投与群5頭（試験区1）、

新鮮ルーメン液と加圧滅菌処理ルーメン液（AT－R）は、　〈食肉センターより

採取したルーメン内容液を、外科用一重ガーゼで濾過後121℃15分間加圧滅菌処

理した液》投与群5頭（試験区2）、AT－R投与群5頭（試験区3）、ルーメン液

非投与群5頭（対照区）にわけた。ジャージー種は、試験区1．2、3および対照区

に1頭ずつ供試した。試験区1の子牛には、1日当たり100m2の新鮮ルーメン液を生

後3日間、飼料給与2時間後に胃カテーテルで経口投与した。試験区2は試験区1と

同様に生後3日間新鮮ルーメン液を経ロ投与し、同時に1日当たり500m2のAT－R

を飼料給与2時間後（ジャージー種は250m2）に離乳期まで42日間経ロ投与した。

試験区3は1日当たり500m2（ジャージー種は250m2）のAT－Rのみを離乳まで経

ロ投与した。
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4）試験期間：ホルスタイン種供試牛のルーメン内容調査期間は90日、発育調査

は182日間とした。ジャージー種供試牛は10日齢で、キシラジンを体重1㎏当たり

0．02m2投与後、安楽殺し検査材料とした。

5）給与飼料：各区とも1日齢から3日齢までは初乳を体重の10％を上限として与

えた。4日齢から42日齢までは代用乳（カーフトップ、全農）を初乳同様に給与

した。離乳は43日齢で実施した。市販の人工乳（ニューメイク、全酪）、粗飼料

（クローバーとオーチャードグラスの混播2番乾草）および飲水は全期間を通じ

て自由摂取とした。

6）調査項目および方法

①発育調査

ア．体重、体高、胸囲および、体長は朝給餌4時間後に測定し、2週毎に26週齢まで

続けた。生時日を100％とし、その後は増加率で表示した。

イ．飼料摂取量

　毎朝一定量の飼料を給与し、翌朝残飼の重量を測定した。

②ルーメン細菌の検索法

ア．且CO戸，甜reρfOCOCCUSおよび飴cfobao”加S属菌群の検索法

　培地および培養方法：E．co”計数用としてはマッコンキー寒天培地（Difco）

、醗reρfOCOCus属菌計数用としてはSF寒天培地（Difco）、乙acfobac’〃us属菌

計数用としてはROGosA寒天培地（Difc。）をそれぞれを用いた。培養は、濾過ル
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一メン内容物を適切に段階希釈した後、その階段希釈液0．1m2を各寒天培地に接

種する平板塗抹培養法で実施した。菌液を接種した各寒天培地は、それぞれ好気

的に37℃で24時間から48時間購置した。

　培養菌種判定および菌数算出法：発育した集落の形態、菌のグラム染色性およ

び形態から当該する菌群を判別し、その集落数から検体原液1m2当たりの菌数を

算出した。菌数は材料1m2中の菌数の対数値の平均±標準偏差で表示した。

イ．機能別細菌群の検索法

　培地および培養方法：ルーメン内容物中の細菌群はメタン生成菌、乳酸利用菌

、セルロース分解菌、澱粉分解菌、キシラン分解菌およびペクチン分解菌の6種

の機能菌群について、それぞれPaynterおよびHungateの培地（PH培地）24》、

乳酸培地、セルロース培地、澱粉培地、キシラン培地、ペクチン培地を用い培養

・計数した。これら細菌群の計数のための培養法の大要を図1－1に示した。嫌気

性希釈液でルーメン内容物1m2を検体とし、9倍量の希釈液を加え検体の10希釈液

とする。検体と希釈液の入った試験管はCO2ガスで満たしゴム栓をする。希釈

した検体をもとにして、CO2ガス通気下で順次10倍段階希釈して調製した菌液

の0．2m2を各培地に3本あて接種し37℃で培養した。培地のガス相は、　PH培地で80

％H，・20％CO，の混合ガス、ペクチン培地及びキシラン培地で90％N2・10％

CO・の混合ガス、その他の培地では100％CO2ガスとした。菌計数のための培

養日数は、PH培地およびセルロース培地で2週間、ペクチン培地、キシロース

培地および乳酸培地で1週間、澱粉培地で5日間とした。

　培地中における細菌の発育の有無の判定法：メタン生成菌の発育は、PH培地の

気相中に生成されるメタンガスの有無で判定した。メタンガス検出はTCD型検

出器を装着しているかスクロマトグラフ（日立184型）によった。ガスクロマト
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グラフにはモレキュラーシープ5Aを充填した2mのステンレスカラムを装着した

。注入ロおよび恒温槽の温度は、それぞれ125℃および50℃、ヘリュムをキャリ

ヤーガスとして用い、30m2／面で流した。

　乳酸利用菌群の発育は、培地中でのVFA産生および乳酸の消失を指標として

判定した。すなわちFlD型検出器を装着したガスクロマトグラフにより以下の

方法で分析測定した。

　培養菌液（2．5m2）＋メタリン酸24％（W／V）を含む3N一硫酸（0．5m2）

　　　　　　　　　　　　　↓　1夜静置

　　　　　　　　　　遠心処理（3，500rpm，15分）

　　　　　　　　　　　　　↓

　上清（0．5m2）＋2一メチルバレリアン酸3m鵬ol／d2（0．5旭）

　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　混合静置

　　　　　　　　　　　　　↓

　　　FlD型検出器装着ガスクロマトグラフに注入（1μ侶）

　（注）　　内部標準物質

充填剤

カラム

注入ロ温度

恒温槽温度

キャリヤーガス（N2）

水素ガス

20％EGA十2％H2PO4　0n　chro鵬osrb　A”　　（60／80）

ガラスカラム2閲

190℃

140℃

30m2／鵬in

30m21鵬in
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空気 0．82／揃in

　セロース分解菌群の発育は、培地中の濾紙の溶解の有無により判定した。

　澱粉分解菌群の発育は、澱粉培地で培養した菌液にヨード・ヨードカリ溶液の

1滴を加え、澱粉の残存の有無により判定した。

　キシランおよびペクチン分解菌群の発育は、培養菌液のpHを測定し、菌無添

加対照培地のそれと比較して判定した。

　機能別菌群の菌数は、各群それぞれの陽性試験管の希釈倍率および陽性試験管

の本数から算出（最確数法）し、材料1m2中の菌数の対数値の平均±標準偏差で

表示した。

③ルーメン内容物中のVFAおよびアンモニア態窒素（NH、一N）濃度の測定

法

ア．ルーメン内容物中のVFA濃度の測定法

　前出の方法（10頁）に従った。

イ．ルーメン内容物中のアンモニア態窒素（NH、一N）濃度の測定法

　ルーメン内容物中のNH，一N濃度はKaplan2）の方法に従って比色法で測定し

た。

④走査電子顕微鏡によるルーメン細菌のルーメン壁への付着状況の検索には．以

下の方法により試料作製を実施した。

　　ルーメン壁を取り出し生食水に入れる

　　　↓
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1％グルタールアルデヒドー0．1Mリン酸緩衝溶液（pH7．3）で前固定

　↓

24時間後生食水で洗浄しながら両刀のカミソリで組織を細かく切断し、新し

い1％グルタールアルデヒドー0．1Mリン酸緩衝溶液に入れ、さらに24時間前

固定

　↓

細かく切断した試料をさらにパラフィン板上で、厚さが1～3㎜位の割面を両

刀カミソリで作り、生食水で割面を充分洗浄する

　↓

1％オスミウム酸溶液中で2時間振邊しながら固定

　↓

アルコール系列脱水

　↓

酢酸イソアミル（100紛で2回洗浄

　↓

乾　燥

　↓

試料をブロックに固定し．カーボンと金を蒸着

⑤プロトゾアの検索

　プロトゾアの検索には、採取直後の検体試料液に等量の20％のホルマリン添加

生理的食塩水を加え、よく振って保存したものを検査材料とした。プロトゾアの

検索には、検索材料2m2に、　FMS染色液（精製水で10倍に希釈したホルマリン1

　　　　　　　　　　　　　　　　12



2にNaC18．59とメチルグリーン0．59とを溶解したもの）3m2を混合し、1晩

放置後その0．lm2をプランクトン計数盤上に載せ、カバーグラスをかけて50倍の

光学顕微鏡によって鏡検した。

⑥pH

　ガラス電極式pHメーターにより測定した。

⑦統計処理方法

　群間の有意差の検定については、t検定により行なった。なおいずれの検定も

有意水準は両側5％とした。

a　結　果

D発育の推移

①給与飼料摂取量

　45日齢までの人工乳摂取量は、試験区2および3は対照区より多く、それらの間

でそれぞれ有意差（p＜5％）が認められた（表1－1、図1－2）。この期間、DM

（乾物量）およびTDN摂取量も、試験区と対照区間で有意差を認めた。しかし

、46日齢から90日齢間では差がなかった（表1－2、図1－3）。

②増体量の推移

　塔体量の推移を表1－3および図1－4に示した。　調査中は試験区間に有意差は認

められなかったが、試験区1が42日齢から高く推移した。期間毎の増体量は6週齢
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と8週齢に、対照区と試験区1および3区に有意差があった。その後13週齢になる

と試験区1と対照区の間だけでに有意差が認められた。観察終了時には試験区1で

平均、140．0㎏、2区で130．2㎏、3区で136．0㎏となり、いずれの区も対照区の118

．2kgより大きかった。

③体高の推移

　体高の推移を表1－4および図1－5に示した。観察終了時には試験区1で1．42倍、

試験区2は1．4倍、試験区3は1．35倍となり、対照区の1．50倍より小さかったが有

意差は認められなかった。しかし実際の体高は試験区1で平均34．0㎝、2区で31．9

㎝、3区で28．2㎝の増加しており、1および2区の値は対照区の29．0㎝より大きい

。

④体長の推移

　体長の推移を表1－5および図1－6に示した。観察終了時には試験区1で1．65倍、2

およびで3区でそれぞれ1，56倍、対照区で1．63倍に大きくなったが、有意差はな

かった。しかし、期間毎の体長増をみると、13および18週齢で試験区1と対照区

の間、試験区1と2および3の間に有意差が認められた。観察終了時の平均体長増

は試験区1で44．4㎝、2区で38．1αn、3区で39．4αnとなり、いずれも対照区の36．9

㎝より長かった。

⑤胸囲の推移

　胸囲の推移を表1－6および図1－7に示した。観察終了時の胸囲は試験区1で1．67

倍、2区および3区でそれぞれ1．64倍、対照区で1．65倍となったが、有意差はなか
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つた。期間毎の胸囲増にも有意な差は認められなかった。観察終了時の実際の胸

囲増は、試験区1で48．6㎝、2区で48．2㎝、3区で39．4㎝、対照区の50．0㎝であっ

た。

2）ルーメン細菌数の推移

①εco”，　Sfreρf。c。cσus属菌および乙ac量obac川”s属菌数の推移

　E．co”．　SfreρfoOOCCus属菌およびLac切bac’〃us属菌数の推移を表1－7～9お

よび図1－8～10に示す。

　E．co”は、各試験区ともに生後10日齢で103～104／旭個の範囲で検出され、そ

の後、日齢を増すごとに減少し、90日二時には102～103／旭個であった。90日齢

には試験区1と試験区2、試験区2と対照区の間に1％の危険率で有意差が、試験区

2と試験区3との間に5％の危険率で有意差が認められた（表1－7、図1－8）。傾向

としては、対照区に比べ試験区1と3のE．co”が低いレベルで推移した。

　Sfrθρbcocσロs属品数は、生後10日齢で104～106／旭個のレベルで存在してい

た。各試験区とも103～106／旭個で試験期間を推移し、試験区間で差は認められ

なかった。しかし、試験区1では低レベルで推移する傾向を示したのに対して、

試験区3では高いレベルで推移を示した。全体としては対照区に比べ試験区は高

いレベル推移する傾向がみられた（表1－8、図1－9）。

　Lac亡obac”加s属二二は、各試験区とも試験期間中103～106／m2個で推移した

。表1－9、図1－10に示したように、5亡rθ醒ococcus属菌と同様、試験区3で高レベ

ルで推移する傾向を認めた。40日齢で試験区2と3および試験区3と対照区との間

にそれぞれ5％の、90日齢で試験区1と2および試験区1と3区の間に、それぞれ5

％の危険率で有意差を認めた。とくに、90日齢では試験区1で他の試験区に比べ
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低いレベルであった。対照区に比べ試験区が高いレベルで推移する傾向を示した

。

②機能別細菌群の推移

　メタン生成菌数の各試験区の推移を表1－10および図1－11に示した。メタン生成

菌は試験期間中102～106／旭個で推移した。試験区では対照区に比べて高いレベ

ルで推移した。20日齢で試験区2と1および対照区の間に、また70日並で各試験機

と対照区の間にそれぞれ5％の危険率で有意差が認められた。

　セルロース分解菌数の推移を、表邑一11および図1－12に示した。メタン生成菌と

同様、3試験区とも期間中は10”～106／旭個で推移したが、対照区はそれよりも

一般に低く、102～105／醜個であった。60日齢で3試験区と対照区との間にまた7

0日齢で試験区1、2と対照区との間に5％の危険率でそれぞれ有意差が認められた

0

　乳酸利用師君の推移を表1－12および図1－13に示した。試験区、対照区とも期間

中の推移は類似していて、有意な差が認められなかった。

　キシラン分解底数の推移を表1－13および図1－14に示した。試験区1、2、3は試

験期間中同様な推移を示した。10、20、30、40、60および90日齢において、対照

区と各試験区との間に5％の危険率で有意差が認めれた。すなわち、対照区に比

べて各試験区とも高いレベルで推移した。

　ペクチン分解心嚢の推移を表1－14および図1－15に示した。キシラン分解菌と同

様、試験期間中10、20、30、40、60および90日齢に、各試験区と対照区との間に

5％の危険率で有意差が認められた。すなわち、各試験区とも対照区に比べて高

いレベルで推移した。
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　澱粉分解工数の推移を表H5および図1－16に示した。ペクチンおよびキシラン

分解菌数と同様の推移を示し、20、30、40、50、60および90日齢に、各試験区と

対照区との間に1～5％の危険率で有意差が認められた。すなわち、各試験区とも

対照区に比べて高いレベルで推移した。

3）ルーメン細菌のルーメン壁への付着状況

　試験開始10日目に殺処分したジャージー種．のルーメン壁について走査電子顕

微鏡で細菌の付着状況を観察した。表1－16に示すように、ルーメン液を経ロ投与

した3試験区の、ルーメン壁には多数のルーメン細菌の付着が観察された。

　写真一1、2は対照区のルーメン底部および左側壁の電子顕微鏡写真である。写

真一3、4は試験区1のルーメンの底部および左側壁の顕微鏡写真である。また、写

真5、6および3も同部位の写真である。これらを比較すると、写真3から8では明

らかにルーメン壁に多数のバクテリアが付着しているが、対照区のそこには、少

数のバクテリアの集合体を認めるだけである。

4）プロトゾア数の推移

　MFS染色液で染色したルーメン液の検査材料についてプロトゾアの定着状況

を検索した。その成績を表1－17および図1－17に示す。試験区1、2では10日齢から

プロトゾアの定着がみられた。その後は102～105／旭のオーダーで推移し、試験

区1では20日齢よりプロトゾア数が低下しはじめ、生後60日齢（離乳後20日齢）

から再び増加した。試験区2は、50日齢で最低になり、その後再び増加した。試

験区3では生後40日齢、対照区は50日齢よりプロトゾアが出現した。しかし、試

験区3では90日齢まで101／旭オーダーで推移した。
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5）ルーメン内容液のpHの推移

　表1－18および図H8に示すように、対照区のpHは10日齢より試験終了の90日

齢まで6～7の間で推移した。

　試験区1のpHは対照区に比べて、40臼齢まで低下しているが、試験区2と3で

では低下が見られなかった。

6）ルーメン内総VFA濃度の推移

　表1－19および図1－19に示すように、試験区は10日齢より20日齢の間に急激な増

加が認められ、40日齢をピークに高濃度で推移した後、50日齢以降は4～5淵／d2

で推移した。一方、対照区は50日齢まで徐々に増加し、70日齢以降は試験区と同

様な値で推移した。20日齢に試験区1および2と対照区の間で、また、40日齢には

試験区1と2、試験区2と対照区、および試験区2と3の間でそれぞれ有意差を認め

た（p＜0．05）。

　ルーメン内の総VFA濃度中にしめる酢酸比率は、表1－20および図1－20に示す

如く推移した。試験期間を通して、酢酸比率は試験区および対照区でも50％から

70％で推移した。40日齢までは、対照区に比べて、試験区での酢酸比率が低かっ

た。

　プロピオン酸比率の推移は、試験区1と対照区および試験区2と3が同様の推移

をしていた。50日齢までは対照区に比べて、試験区でプロピオン酸の割合が高か

った。その後は各区とも25％前後で推移した（表1－21、図1－21）。

　酪酸比率は、各試験区とも試験期間を通じて同様に推移した。対照区は30日齢

期に酪酸比率の低下がみられたが、有意ではなかった。50日齢までは対照区に比
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べ、試験区での酪酸比率が幾分高かった（表1－22、図1－22）。

7）ルーメン内容物中アンモニア態窒素濃度の推移

　10日齢では3試験区とも14㎎一N／100祀以上の値を示したが、以後減少し、50日

齢前後で10㎎一N／100m¢と安定した推移を示した。対照区は、発育初期より15㎎一

N／100m2前後での推移がみられた（表1－23、図1－23）。

4．考　察

　新鮮ルーメン内容液の生後3日間、投与あるいは加圧滅菌処理ルーメン液（A

T－R）の離乳時までの連続投与が、子牛のルーメン内発酵機能の発達（ルーメ

ン微生物叢の推移、ルーメン内容液性状の変化）および子牛発育におよぼすした

影響について考察する。

1）発育の推移

①飼料摂取量

　幼齢子牛での飼料摂取量は、反鋼胃の発達度合いを示す一つの指標になりうる

。飼料摂取量と反鋤胃の発達の関連を直接調べた例は少ないが、子牛を安楽殺し

て反釘胃の重量を測ったところ、それまでに摂取した乾物摂取量と反鋼胃重量と

の間に高い関連性があったという報告田》がある。また、生体のまま測定したル

ーメン内容液量もその時の乾物摂取量と比例関係1ωにあった。

　本試験における、離乳前の乾物摂取量は、対照区に比べて全試験区で有意に増

19



加していた。AT－Rを投与した試験区2と3では乾物摂取量が特に増加していた

。これは、AT－Rの投与によりペクチン、キシラン、セルロースなどを分解す

る細菌が対照区に比べて早期に多数定着したことの反映であろう。いいかえれば

、成牛由来のAT－Rは、そのもっている緩衝能の他に、ルーメン内機能別細菌

群の早期定着の促進に有効な成分を含んでいることを示唆している。また、新鮮

ルーメン液を3日間投与した試験区1および2でも対照区に比べて乾物摂取量が増

加していた。これもまた、ルーメン内機能別細菌群が早期に多数定着していたた

めと考えられる。このことから、成牛由来の混合ルーメン微生物が定着し、ルー

メン内で主導性を発揮する機能別細菌群の、増殖に必要とする栄養素を供給する

ことによって、キシラン、ペクチン、セルロース分解菌が多数定着したと考えら

れる。これらのことから、新鮮ルーメン液もAT－Rもルーメン細菌の定着促進

に類似の効能を示すものと考えられる。

　ARMSTRONGら3⊃、GRODFREY　12，、McARTHUR　25）、PRESTONら34》は、子牛は3ヵ月齢

以前に成罪なみに牧草を消化できるようになると報告している。HA甑DAら14，は

哺乳子牛にイタリアンライグラス乾草だけを給与し、経時的に消化試験を実施し

たところ、子牛が乾草を摂取し始めて4～5週間以内に成牛水準まで消化能力が高

まることを報告している。

　大森ら29》は1日当たり300～400gの乾草摂取量に達すると子牛の粗繊維消化能

力が一定水準になることを証明し、浜田ら15》も、人工乳を摂取量が旧平均500g

以上になれば離乳できるとし、年齢よりも固形飼料の摂取水準が離乳時期により

大きく影響することを示した。本実験においても、成績には示さなかったが、1

日当たり1㎏の人工乳摂取量に達する日齢は、試験区1で31．0±3．16日齢、試験

区2で28，2±4．02日齢、試験区3で29，8±3，1日齢、対照区は35．6±5．31日齢であ
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つた。20日齢前後になると、人工乳摂取量は対照区に比べ全試験区で多かった。

その要因は・ルーメン内での飼料消化に重要な役割を果たす偏性嫌気性菌の密度

が高かったことによるのであろう。このことからも、子牛の固形飼料摂取量と飼

料消化との関連することがうかがわれる。

　以上のように、この実験では、哺乳子牛への健康な成牛の新鮮ルーメン液ある

いは成牛由来AT－Rの投与は、子牛のルーメン内への偏性嫌気性菌群の早期定

着に有効であること、ひいてはそれが離乳前の乾物摂取量を増強させているとい

うことを明らかにした。

②体重、体高、体長、胸囲

　観察期間中はどの調査項目も有意差はなかった。しかし、期間毎の体重増から

以下のことが考察される。6ヵ月齢までの1日増体量は13週齢まで試験区で大きか

った。とくに試験区の離乳前後6～8週齢できわだっていた（1㎏前後）。13週齢

以降は対照区とほぼ同じように推移した。体高と体長は試験区、対照区でほぼ同

じ傾向をたどったが、胸囲は6～8週齢で試験区3が高く推移した。30日齢から50

日齢までは、試験区のセルロース分解菌、澱粉分解菌、キシランおよびペクチン

分解菌などのルーメン内細菌数レベルが対照区より高く．さらにはルーメン内V

FA濃度も試験区で高かった。試験区における増体量の推移はこれらの所見から

説明できる。

2）ルーメン細菌叢の推移

　通常、子牛のルーメン内では1週齢までSfreρfOCOCCロSやE．　CO”が多数を占め

、その後徐々に減少し、3週齢では成牛のルーメン内密度までになるとされてい
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　る49）。

　試験区1および3のLco”密度は、10日齢から70日齢まで対照区に比べて低かっ

た。これは、新鮮ルーメン液の生後3日間投与、およびAT－Rの離乳期までの投

与で、機能性細菌群が早期に多数定着し、その結果としてVFA濃度が高まり、

ルーメン内pHが低下し、　E．co”がルーメン内から排除されたためと考えられ

る。この現象は、湊ら27）、HOLLO粧Lしら19）、mLIN鋤の報告と一致する。他方

、新鮮ルーメン液とAT－Rを投与された試験区2では、対照区に比べてルーメン

細菌の定着密度が高かったにもかかわらず、E．　coπの密度は対照区と同じであっ

た。この原因は、AT－Rの緩衝作用によって試験期間中、対照区に比べてpH

が低下しなかったためと考えられる。

　醗rθρfococcus属菌の密度は、新鮮ルーメン液を投与した試験区1で、試験期間

を通じて対照区とあまり差異を認めなかった。他方AT－Rを離乳期まで投与し

つづけた試験区2と3では対照区に比べて、高い菌密度で推移した。この原因はA

T－R中の成分が5treρt。coccu5属菌の発育に有効に作用していたためと考える。

　乙acfobac’〃us属菌は、通常2週齢ころより増加し始め、5週齢や3ヵ月齢の子牛

のルーメン内で多数を占めるといわれている50）。今回の成績では各試験区とも

対照区に比べ、Lac亡obac’μus属菌が高密度で推移している。それは、新鮮ルー

メン液およびAT－R中に含まれる成分が乙ae量。bac’”us属菌の発育を促進するの

に有効であった可能性を示唆している。

　次に、子牛のルーメン内における機能性細菌群の推移について考察する。

　メタン生成菌群は対照区に比べ試験区でほとんど常に高い密度で存在していた

。すなわち、新鮮ルーメン液およびAT－Rの経ロ投与はメタン生成菌の子牛ル
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一メン内への定着を促進することが示された。

　セルロース分解菌群は子牛のルーメン内に1から3週齢時に出現するといわれて

いる9，。今回の成績でも、10日齢の子牛のルーメン内にすでに出現していた。対

照区でその菌密度は、80日齢まで不安定な変動を示していたが、試験区のそれで

はいつでも対照区に比べ高い菌密度を維持していた。このことから、新鮮ルーメ

ン液および加圧滅菌したルーメン液の経ロ投与はルーメン内へのセルロース分解

菌の定着の促進に有効であることを示している。

　乳酸利用菌は3週齢までの子牛のルーメン内に多数存在し、ついで減少し始め

るといわれている6㌔

　今回の成績では、対照区および試験区とも日齢にともなってわずかではあるが

乳酸菌群の密度が低下する傾向あり、対照区と試験区の間に差異を見出だすこと

はできなった。

　ペクチンおよびキシラン分解菌群は、対照区に比べ試験区で10日齢以後90日齢

まで安定して高い密度で推移した。

　澱粉分解菌群も、対照区で幾分不安定な動きを示していたが、試験区では早期

に定着して、安定して高い密度で推移した。

　以上の成績は．ルーメン微生物を含む新鮮ルーメン液およびAT－Rの子牛へ

の経口投与がルーメン内へのセルロース分解菌、澱粉分解菌、キシランおよびペ

クチン分解菌、メタン生産菌などの早期定着に有効であることを示している。

　ルーメン内の発酵作用に重要な働きをしているこれらのルーメン細菌の早期定

着は、ルーメン内でのVFA産生能の強化および子牛の発育に有効に作用した。

したがって、ルーメン液の子牛への経ロ投与は早期離乳技術を改善しうることが

明らかになった。
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3）ルーメン細菌のルーメン壁への付着状況

　ルーメン壁に付着して生息する微生物の主要菌群は、通性嫌気性菌であること

が知られているω。これらの細菌はル。メン壁を通じて拡散してくる酸素の除去

者として働いている。この機能はルーメン壁固着菌群およびルーメン内容物中の

偏性嫌気性菌を酸素による障害から保護するのに役立っている。

　本実験では、新鮮ルーメン液あるいはAT－Rを投与した試験区の子牛のルー

メン壁には、対照区に比べ多数の細菌が付着していた。このことは、対照区子牛

のルーメン内に比べて、各試験区子牛のルーメン内がより嫌気的に維持され、偏

性嫌気性菌の定着を促進したものと考えられる。

4）プロトゾア数の推移

　試験区1、2では10日齢にそれぞれ6．OX104／旭とおよび1．1×105／認の密度で

プロトゾアの生存が認められた。試験区3は30日齢．対照区は50日齢までプロト

ゾアの定岩は認められなかった。しかし試験区1では、その後徐々に減少傾向を

たどり、60日齢から再び増加に転じた。試験区2においても同様な傾向を示した

。その後、試験区3では40日齢に1．0×10ソm2、対照区では60日齢に3．1×102／

m2の密度でプロトゾアの定着が認められた。このように、新鮮ルーメン液を投与

した試験区1、2においてはプロトゾアの定着が早期に認められた。加圧滅菌ルー

メン液のみの投与ではプロトゾアの定着を促進しなかった。これはプロトゾアの

定着には、先住する細菌群の一定の複雑さを必要とする報告1ωによって支持さ

れる。試験区1に比べて試験区2でプロトゾアの定着傾向が強かった要因の一つは

、両区におけるpHの差と考えられる。

　しかしいずれの区においても、離乳後よリプロトゾアは増加し始めた。
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5）ルーメン内容液pHの推移

　ルーメン内は唾液や飼料に由来する炭酸水素塩やリン酸水素塩による緩衝能の

高い環境で、給与される飼料によって、ルーメン内pHは8付近からpH5以下に

まで変化する。ルーメン内のpHは、ルーメン内で増殖しうる細菌の種類、細菌

の増殖速度、利用された単位基質量当たりの細胞収量、細菌の発酵産物生成パタ

ーンなど幅広い影響を与えるようである。

　SLYTERら39，は、連続型の人エルーメンを用いた試験の結果、系のpHが6．0以

下になると、発酵パターンは著しく変化し、酢酸、酪酸の生産およびメタンガス

の生産が低下すること、pH環境を異にするこれらの人工胃内では、発酵生産物

パターンのみでなく、その系に安定化したルーメン細菌にも差がみられると報告

している。

　生後10日齢では試験区で6．75前後の値を示した。20～40日齢までは、試験区1

と2は対照区に比べていくぶん低いpHで推移していた。これは対照区に比べて

固形飼料摂取量が多かったこと（表1－1）と関係していると考えられる。なお、

試験区2では試験期間を通して他の群にみられたような急激な変動がなかった。

このことは、新鮮ルーメン内容液および緩衝能の高いAT－Rの継続投与でルー

メン内が緩衝化されたためと考えられる。その結果、試験区2のプロトゾア数、

およびpHに感受性の高いと言われるセルロース分解菌の推移に影響を与えたと

思われる。細菌を含む新鮮ルーメン液を投与された試験区1のpHは20日齢から

40日齢まで対照区よりも低かったが、これはこの試験区における細菌活動の激し

さを反映していると思われる。その後40日頃から徐々に上昇傾向を示し、80日齢

以降はpH7を越える値を示した。同様に他の試験区でも60日齢以降はpHが6．5

25



から7・5の間で推移した。これらは離乳を境にしてルーメン内の内容物の変化や

ルーメン機能の発達によるものと推察された。

6）ルーメン内容二丁の総VFA濃度と各VFA組成率の推移

　飼料の最も大きな部分を占める澱粉、糖類、繊維質などの炭水化物は、微生物

により発酵分解され、終末産物としてVFAを産出する。そのVFAは主として

酢酸、プロピオン酸、酪酸、吉草酸、カプロン酸などからなり、反舞家畜の主要

エネルギーとして利用されている。この発酵生産物を測定することで、ルーメン

微生物系の発達度合を推測することができる。

　生後10日齢から40～50日齢までの期間各試験区のルーメン内VFA濃度は6～8

醐／雌で、ルーメン内生産が認められる。その後離乳を境に4醐／鵬と成牛レベ

ルで推移した。各試験区は成牛のルーメン内容物投与により、ルーメン細菌のル

ーメン内への定着が進みルーメン微生物系が急速に発達し、それがルーメン内で

のVFA産生作用に活発に関与したと考えられる。その後の低下は、発酵によっ

て生産されたVFAが、ルーメン内粘膜から吸収されたためと解される。またル

ーメン内容積そのものが増加していくことを考えれば、VFA濃度としては一定

レベルで横這いなるが、むしろやや低下したとしても、産生量そのものは増大し

ているのではないかと考えられる。これに対して対照区のVFA濃度は生後40日

脚下までゆるやかに上昇して4から5崩／皿に達し、その後は横這いで推移したこ

とから、試験区とくらべ明らかに低かったことから、試験区のVFA濃度の推移

はルーメンの発達を示唆する成績と思われた。

　VFA組成率は．給与飼料によって左右される度合いが大きいので、発育との

関連は必ずしも明確ではないが、若齢子牛では成牛にくらべて酢酸の割合が低い
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とされている・0日齢から45日齢までの人工乳摂取量の少な区の順に酢酸比率が

高く推移している。その後46日齢から90日幽間では区間の人工乳摂取量に差がな

くなっている。酢酸比率も各試験区で差が認められなくなった。そのことは、子

牛の日義に伴い生後50日齢までの酢酸の割合は、試験区1と対照区では70％前後

、これに対し、試験区2および3でそれは55％前後で推移し、その後は全区とも60

％前後となった。このことからVFA中の各組成率は給与飼料に影響されると思

われ、特に子牛のルーメンの発育との関連は見いだせなかった。同様に60日齢以

後では、酢酸比率が対照区と試験区の間で差はなくなったことから、いずれの区

も乾物摂取量に対して人工乳の摂取割合に差が無いことが影響していると考えら

れた。

　プロピオン酸比率は、酢酸比率と対照的な推移を示してる。すなわち生後10～

50日齢までは、試験区1と対照区のプロピオン酸比率は、20～25％の問を変動し

ていたのに対し、試験区2および3におけるそれは27～32％であった。60日齢以後

はどの試験区の値も18～25％の間で推移した。このことも酢酸同様に給与飼料と

の関係が考えられた。

7）アンモニア態窒素濃度の推移

　反釘胃内では、飼料の窒素化合物の多くの部分が微生物によってアンモニアま

で分解される。この産生されたアンモニア態窒素の一部はルーメン内微生物の窒

素源として利用され、微生物の体タンパク質の合成に使われる。

　本試験でのルーメン内アンモニア態窒素の濃度は、10日齢では3試験区ともに1

4㎎一幅／慨以上の値を示したが、30日齢以降は試験区2で20日齢の増加を除き減少

傾向を示した。また、対照区は10日～20日齢で16㎎一N／雌であったが、徐々に減
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少し60日～90日齢間は10㎎一N／覗前後に推移した。しかし、試験区1，3は急激な

減少を示し、試験区2は激しく上下したが、対照区は徐々減少する傾向を示した

。ルーメン微生物系との関連で考えて見ると、対照区に比べて早期に機能別細菌

群が多数に定着していた各試験区で、20～30日齢の時期に急速にアンモニア態窒

素濃度が低下していた。これは、ルーメン内に高密度に定着したル・一メン細菌の

増殖のためにアンモニア態窒素が消費されたと考えられる。産生されたアンモニ

ア態窒素を利用してルーメン細菌が、微生物体タンパク質を合成する能力は．対

照区に比べて十分発達していると思われた。この成績は、子牛のルーメン内のア

ンモニア態窒素濃度は出生後高く、その後ルーメン細菌増殖で減少するとした

GRODFREY　12》の成績と一致する。他方、大森ら30）は、早期離乳子牛のアンモニア

態窒素濃度の推移は離乳後に増加すると報告している。今回の成績は各試験区で

そのような傾向が認められただけで、証明するにはいたらかった。しかし離乳後

の各試験区でのアンモニア濃度の上昇は、飼料摂取量の増加に伴う粗蛋白質の増

加によるものと考えられる。

5．小　括

　健康な成牛の新鮮ルーメン液と加圧滅菌処理したルーメン液（AT－R）を、

生後数時間以内に経ロ投与することで新生子牛のルーメン内微生物叢および発育

に与える影響について検討した。その結果、以下のことが明らかになった。

　〔1｝新鮮ルーメン液投与群（試験区1）、新鮮ルーメン液とAT－R投与群（試験

区2）およびAT－R投与群（試験区3）では、ルーメン二二投与群（対照区）よ

りも早い日齢でルーメン微生物群が定着し、ルーメン内総VFA濃度も高かった

0
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　｛2｝ルーメン内好気性菌および通性嫌気性菌群のうち、乳酸菌数は対照区に比べ

各試験費で試験期間を通じて高く推移した。5freρfooocσus属菌群は試験区1と対

照区では差異を認めなかったが、AT－Rを継続投与した試験区2および3は他に

比べ高いレベルで推移した。Lac亡obac川us属菌群は対照区に比べ各試験区で高

いレベルで推移した。E．　coπは対照区に比べ各試験区で低いレベルで推移した。

ルーメン細菌が各試験区で高いレベルで推移したことから、新鮮ルーメン液の経

ロ投与およびAT－Rの投与が、ルーメン内微生物叢の早期成立に関与したと考

えられた。

　㈲機能別細菌群のうち、乳酸を利用する菌群は試験期間を通じて試験区と対照

区で差異を認めなかった。対照区に比べて各試験区で、ペクチンおよびキシラン

分解菌、セルロース分解菌、メタン産生菌群の子牛ルーメン内への早期定着が確

認された。

　14｝新鮮ルーメン液の経回投与は、ルーメン内へのプロトゾアの定着の促進に有

効であることを示した。試験区3区では他の試験区に比べてプロトゾアの定着が

を促進されなかった。

　15》ルーメン内のVFA濃度は、各試験区で対照区に比べ50日齢まで高いレベル

で推移し、70日齢以後は4～5醐／覗で推移した。対照区は50日齢をピークにその

後は、試験区と同様に推移した。各試験区の総VFA中の酢酸比率は50日齢まで

対照区に比べ低く、逆にプロピオン酸比率が高く推移した。90日齢では対照区と

各試験区で差がなかった。
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　〔6｝各区の体重は・0～45日齢および46～90日齢の飼料要求量から見ても、各試

験区と対照区間に有意差（P＜0．05）が認められた。

　以上・新鮮ルーメン液100m2を生後3日間投与することによって、早期に正常な

ルーメン微生物叢が作られることを明らかにした。
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実験ll

　無菌ヤギの消化管内へのルーメン細菌の定着試験

　1．　目　　的

　　無菌動物に、限定された種類の細菌を定着させたいわゆるノトバイオート動

物は、正常な腸内細菌叢を欠くため、通常の動物とは生理、栄養、免疫、発癌率

などかなり異なった状態にある。したがって常在細菌の研究や微生物の感染機構

の研究などに対して有用な手段を提供している4・23渦8，。今日では、微生物学的

研究はもとより医学、生物学を含めた広範囲の研究においてノトバイオート動物

が使用され、その重要性が明らかにされてきている。

　これまでに多くの小動物で無菌化が試みられ、マウス、ラットなどでは無菌状

態で維持、繁殖が行なわれている。家畜においてはブタのSPF化が進んでいる

ものの、大動物のノトバイオートについての報告はきわめて少ない。本実験では

、無菌シバヤギを作出し、これに限定された種類のルーメン細菌を経義的に投与

し、それらがルーメンおよび下部消化管内にいかに定着するかを調べた。

2．材料および方法

D供試動物

　妊娠末期のシバヤギ1頭から、子宮切断術により胎子を無菌的に摘出し、ビニ

ールアイソレータ内で無菌飼育した。
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2）逗子の無菌的摘出法

　子宮摘出は・おおむねブタの方法21）に準じて分娩予定の5日前に行なった。ま

ず妊娠シバヤギの腹部全体の被毛を電動バリカンで毛刈し、腹部の洗浄を行なっ

た。保定紐で後肢を保定し、電動ホイストで逆さ吊りにした。腹部全体をヨード

チンキで消毒した後、ドライアイスを入れた布製バケツに頭部および前肢を入れ

炭酸ガス吸引麻酔を行なった。シバヤギの動作が停止した時点で、乳房付着睡夢

の正中線上に約10㎝の腹腔まで達する切り込みをいれた。次に、握り手を腹腔内

にいれて一気に肋骨まで切開した。ついで子宮を腹腔外に引き出し、子宮頸部を

切断した。切断した子宮は、針子摘出用アイソレータ装置の消毒槽を通してアイ

ソレータ内に搬入し、直ちに蘇生作業を実施した。蘇生に成功した個体を飼育用

アイソレータに移し、以後の実験に供した。

3）アイソレータ

　摘出した亡子を無菌的に飼育するためには、ステンレス・スチール槽（800×66

0×500■の、ステンレス・スチールケージを保護槽として内装するビニールチャ

ンバー《800×660×600聞咀》および無菌送風装置からなる飼育用アイソレータを使用

した（図ll－1）。豚用アイソレータには仕切板および蓋があるが、シバヤギはブ

タに比べて測高が高いのでこれを取り除き、またビニールチャンバーを噛み破ら

れないように改良した。

4）飲料水および飼料の滅菌

ア．高圧蒸気滅菌器による飲水の滅菌

　使用した高圧滅菌器は、高さ1180㎜、幅880㎜、奥行1300㎜で．内部の空気を
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吸引し真空度を高めた後に高圧蒸気と置換して滅菌を行なう機能を有した。

　飲料用の水は高温高圧滅菌に耐えられるポリ容器にいれ、121℃、15分間で滅

菌した・給与期間は生後15日齢から56日齢までとした。

イ．エチレンオキサイドガスによる給与飼料の滅菌

　エチレンオキサイドガスによる滅菌は高圧蒸気滅菌法と同様に、反舞動物用飼

料は繊維含量が多く・これに由来するグラム陽性有芽胞桿菌の菌量が多い。した

がって反舞動物用飼料を実験小動物用飼料の滅菌方法によらないエチレンオキサ

イドガスで滅菌することとした。窯（900×650×1300㎜）の内部の空気を吸引し

た後ガスを充満させ一定時間感作後、ガス抜きのために空気置換を行なう機能の

あるエチレンオキサイドガス滅菌機を使用した。

　滅菌は配合飼料の約150gを入れた蓋付き小アルミ缶を滅菌缶に収容し、またヘ

イキューブを滅菌用フィルムで封入し、50℃で5時間感作後ガス抜きのための空

気置換回数を20回実施した。

5）飼料の給与方法および給与期間

　ガス滅菌した配合飼料とヘイキューブを15日齢から少しつつ量を増やし、給与

期間はそれぞれ生後15日齢から56日齢まで給与した。

　人工乳は無菌人工乳（缶詰製品）を生後0日齢から21日齢まで給与した。

　飲料水は高温高圧滅菌処理水を生後0日齢から56日齢まで給与した。

　以上いずれの給仕用器具は、滅菌処理した器具を使用し、その取り扱いは無菌

的実施した。
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6）無菌ヤギへのルーメン細菌の投与方法

　ルーメン細菌の経ロ投与方法および投与菌量は表II－1に示した。生後35日齢時

に5f「eρfoco¢cus　bov’ε（A－30）の1・17×101。／旭と始cfobac’〃u5ρ’aρfaru摺（YIT

O101）の5・3×101。／旭を・36日齢時にはγe’〃。πe〃a　a’ca’θsσeπ5（BGM－61》の7．O

X108／旭と創egas助aeraθ’sdeπ”（ATCC　25940）の1．95×109／旭を、2日後の38

日齢時にはβufyr’v’br’o　f’br’50’veπs（ATCC　19171｝の7．8×1010／m2、

P・e・。fθ”a‘8acfer・’des，　ru摺’π’c・a　55．　breγ’5（ATCC　19188）の5．5×101・／旭、

勘～erococc”s　faθc’u僧（YIT2004》の2．28×1010／帽とを、翌日39日齢時には

R槻’πσbacfθr佃aCfero’6θs♪鵡y’oρ加加5（7－6》の7．05×109／旭と肋耐πococc”s

a∬加s（ATCC　27210）の1．25×109／旭の9種類のルーメン細菌、を経ロ的に投与し

た。

7）ルーメン細菌の分離培養法

最初の菌投与後3週間目に安楽殺後ルーメン内、盲腸内および直腸内における細

菌の種類を非選択および選択培地を用いて検査した。

　ルーメン細菌の培養はprereduced培地を用いた嫌気性ロールチューブ法により

行なった16・17・31，。これらのルーメン細菌分離および培養法の大要は図1－1に示

した。採取したルーメン内容物をCO，ガス噴射下で希釈液を用いて段階希釈して

接種用の希釈菌液を作製した。分離培養に際しては、これらの各希釈溶液をあら

かじめ試験管に分注し溶解してあるRGC旧SA培地に0．5旭ずつ加え、すばやくブチ

ルゴム栓で封入して、これをロールチューブ作製器で回転させロールチューブと

した。チューブ作製後、37℃5日間培養後出現した集落を無作為に釣幽して、

RGMCSA斜面培地に接種後、37℃、24～48時間培養した。培養後、グラム染色を行
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い鏡検後・その純培養を確認した。純培養を確定した菌株は、再び斜面培地に継

代培養し・37℃・24時間培養した菌株は一連番号を付して次の同定作業まで一80

℃に凍結保存した。

8）分離ルーメン細菌の同定法

　ルーメン内容物から分離した細菌はVPlManualおよびBergey・sManual。f

Syste舩tic　Bacteriologyの方法に準拠し、グラム染色による形態、終末代謝産

物の分析、運動性、芽胞形成試験、および生化学的諸性状試験などの成績を勘案

して同定した。

　①発育性

　偏性嫌気性菌か通性嫌気性菌かは、TS寒天平板培地（Difco）で好気的に24時

間培養による発育性から判定した。

②グラム染色性

　RGCMSA斜面培地で37℃、24時間培養後にグラム染色を行ない、菌の染色性およ

び形態を観察した。

③運動性

　0．3％寒天加PY培地（半流動）に供試菌を穿刺線にそって培地全体が混濁して

いるもを運動性有りと判定した。

④H，S産生試験

H2S培地に穿刺して37℃48時間培養後、培地全体が黒変したものをH，S産生能有

りと判定した。

⑤インドール産生試験

　0．3％寒天加PY培地（半流動）で37℃1週間穿刺培養後、　Kovacs試薬を数滴加え
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赤変したものをインドール陽性と判定した。

　⑥エスタリン加水分解性試験

　0．5％濃度にエスタリンを添加したPY培地で37℃1週間培養後、1％クエン酸鉄

アンモニウム溶液を数滴加え培地が黒変したものをエスクリーン加水分解陽性と

判定した。

　⑦澱粉の加水分解試験

　0．5％濃度にデンプンを添加したPY培地で37℃1週間培養後、ルゴール液を数滴

加え、培地が青変しなかったものを澱粉加水分解陽性と判定した。

　⑧セルロース分解性試験

　セルロース培地を用い濾紙片の溶解性の有無によって、セルロース分解能を判

定した。

　⑨脂肪酸の産生性

　TYG液体培地で37℃、5～7日嫌気培養した培養液を除タンパク後、遠心分離に

よって上清を得、この一部をVFAを前出の方法（10頁）で分析し、また別の一

部をメチル化処理し乳酸、コハク酸などのn。n－VFAを以下の方法で分析した。

分析はヒュレットパッカード社製、HP5880A型を使用したガスクロマトグラフ

により行なった。

　n。n－VFAの分析のための試料調製法および装置操作法

　ルーメン内容物および培養菌液（2．5m2）＋メタリン酸24％（W／V）を含む3

N一硫酸（0．5m2）

　　　　　　　　　　　　　↓　1夜静置

　　　　　　　　　　遠心処理（3，500rpm，15分）

　　　　　　　　　　　　　↓
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　　　　　　上清（O．5m2）＋フマール酸2醐／d2（0．5m2）

　　　　　　　　　　　　↓＋BF3の（等量混合）

　　　　　　　　　　　静置（1夜放置）

　　　　　　　　　　　　↓＋クロロホルム（0．5m2）

　　　　　　　　　　　転倒混合（20回）

　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　静　置

　　　　　　　　　　　　↓

　　FlD型検出器装着ガスクロマトグラフに注入（下層1μ君）

（注）　　内部標準物質

（＊）　Boron　Trifluorid　20％　Metanol

ガスクロマトグラフィーの条件

　充填剤　　　　　　　　Chr。鵬osorb　A騨（60／80）

　カラム　　　　　　　ガラスカラム2旧

　注入ロ温度　　　　　　190℃

　恒温槽温度　　　　　　110～120℃

　キャリヤーガス（N2）30m¢んin

　水素ガス　　　　　　　30m2／■in

　空気　　　　　　　　　0．82／min
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9）菌種群別菌数の検索

　①総菌数、梅gas帥aera　elsd印”，　ye川σ”e∬’a　a’ca’esceπs、　SfreρfocO伽s

bov’S・EπferOCOCσus　faec加職飴cfobao川USρ’aπfaru皿の検索

　培地および培養法：総菌数はRGCMSA寒天培地、艦e’sdθπ”，肱a’σa’θsceρsの

測定用としてはye’”oπe〃a（Difco）培地を、　S．bov’s，　E．　faec’u僧の測定用とし

てはSF（Difco）培地を、またLplantar鵬の計数用としてはR。9。sa（Difc。）培

地をそれぞれ用いた。総菌数の計測には図Hの方法により、CO，ガスを吹き込み

ながら各希釈検体試料液の0．2漉をあらかじめ50℃に加温溶解したRGC緬SA寒天培

地に接種して行なう嫌気性ロールチューブ法で37℃で、5日間嫌気培養（CO，100

％）により行なった。VeilIonella培地、　SF培地およびRogosa培地による菌数計

測では各検体試料0．1m2を各寒天培地上に接種する平板培養法で実施した。菌液

を接種したSF培地およびR。gosa培地は、それぞれ好気性で37℃で24時間あるいは

48時間培養を、Veillonella培地ではガスパック法によって嫌気性培養を37℃で4

8時間行なった。

　培養菌判定および菌数算出法＝それぞれの各培地に発育した集落について無作

為に10集落を釣菌し、その集落形態、グラム染色性、生化学的諸性状および菌形

態から当該する菌群を判別し、その集落数から検体原液の1m2当たりの菌数を算

出した。平板塗抹培地は各試料に1枚の培地を用いたが総菌数はそれぞれ2本の

培地を用い、50～100個の集落が出現している培養管の平均菌数から試料1m2当た

りの菌数を算出した。

②ルーメン内容液中および細菌培養液中のVFAおよびnon－VFAの測定、採取
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直後のルーメン内容物VFAの分析には、ヒューレットパッカード社製ガスクロ

マトグラフ（HP5880A）を用いて、前出の方法（10貢）に従って実施した。

3．結　果

1）ルーメン細菌投与後3週目における消化管内各部位のpH

　殺処分後のノトバイオートシバヤギのルーメン内容物のpHはルーメン内で7．

0、第四胃内で2．9、盲腸内は8．1であった。

2）総菌数および特定細菌種の消化管内の各部位での菌数

　総菌数および特定細菌種のルーメン、盲腸、直腸内で総菌数を表ll－2に示した

。総菌数はルーメン内で4．47xlo91g、盲腸内で3．05xlo8／g、直腸内で2．95xlo9／g

の密度で検出された。煎e’5deπ”はルーメン内で8．　OX105！g、盲腸内では1．6×

106／g、直腸では2．ox1061gの密度で検出された。　払a’ca’e3c印sはルーメン内で

9．1x107／g、盲腸内では1．Oxlo51g、直腸では104／g以下のレベルで存在していた

。5．bov’sはルーメン内で8．9x1081g、盲腸内では2．8x106／g、直腸では7．1x106／

gのレベルでの定着が見られた。εfaec’朋はルーメン内で3．9×105／g、盲腸内で

1．Ox106／g、直腸で1．8xlo6／gの密度で検出された。乙．ρ’a醒ar朋は第一胃内で9．6

×106／g、盲腸内で1．6×106／g、直腸で2．8×106／gのレベルでの定着が認められた。

3）3週目における投与ルーメン細菌のルーメン内構成

　表11－3に示したように充分な投与ルーメン細菌の定着が認められた。
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4）消化管各部位における総VFA濃度およびVFA組成率

　9種類のルーメン細菌投与後3週目の、ルーメン、盲腸、および直腸内容物中に

おけるVFA濃度および各脂肪酸の比率を表11－4に示した。ルーメン内容物中の

各VFA組成率は、この時期の通常飼育ホルスタイン哺乳子牛のそれと似ていた

（表ll－5）。

4．考　察

　無菌の幽々家畜の消化管内に特定細菌種を定着させた、いわゆるノトバイ仁川

ト反鋼家畜の作出は、最初に英国のケンブリッジ大学44・紛およびローウエット

研究所36」o》で、その後フランスの農務省研究所（lNRA）11⊃で試みられて

いる。牛の無菌動物の作出には大型の飼育装置の開発が必要なので、ここでは比

較的取り扱い易い動物としてシバヤギを用い、その無菌動物の作出を試みた。本

実験では、ブタの無菌飼育のために開発されたアイソレータを改良して用いた。

今回は1頭だけの成績ではあるが、生後35日齢の菌投与時までは無菌状態で飼育

することに成功した。

　投与細菌として、子牛のルーメン内に早期に定着し、優勢菌種として認められ

ている9種類を選んだ。他の細菌による汚染を避けるように注意を払い、生後35

日齢の無菌ヤギに5日間かけて、無菌飼育装置内でこれらを経ロ的に投与した。

最初の投与から3週間目に消化管内の各部位における投与菌の定着状況を検査し

た。投与した9菌種のうち、セルロース分解菌であるR．a’加s以外の8菌種はいず

れも高いレベルでルーメン内に定着した。直腸や盲腸内では、5菌種の存在レベ

ルについてのみ調べたが、y．　a’ca’esceρsやS．　boγ’sは盲腸や直腸に比べて、ルー

メン内に100から1000倍も高いレベルで定着した。この成績から、これらの細菌
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の主な定着部位はルーメン内であることを示している。通常の飼育条件下の子牛

のルーメン内には・セルロース分解菌が5日齢頃から出現してくるが、今回の試

験では・35日齢以降投与したにも拘らず、セルロース分解菌は定着しなかった。

この結果は・セルロース分解菌の栄養要求は厳しく、他の細菌の生産するVFA

やビタミン類などに依存して存在する可能性を示している1の。実際の子牛のル

ーメン内にはより多種類のルーメン細菌が定着しており、セルロース分解菌の定

着を支援しているものと思われる。しかし、セルロース分解菌の反釘家畜への早

期定着にはいかなるルーメン細菌の共存が必要なのかは今後の検討問題である。

　ルーメン内に定着した投与細菌の構成比は表11－3に示してあるが、この構成比

は子牛のルーメン内にのそれに近似していた。ノトバイオートヤギのルーメン内

のVFA濃度や各組成率も、子牛のルーメン内のそれに近いものであった。した

がって、これらの定着細菌は反鋼動物の種を越えて、VFA産生の面で有用な細

菌群として寄与していることを示唆している。

　ノトバイオートシバヤギは、ルーメン細菌と各種臓器の発達との関連、ルーメ

ン細菌と家畜の生理機能や栄養代謝との関連、ルーメン内における微生物の相互

作用、有害微生物のルーメン細菌による排除技術の開発などの研究のための有用

な実験動物になりうると思われる。今後は60日齢以降長期間飼養するための研究

が必要である考える。

5．小　括

　無菌ヤギの摘出は子宮切断により、無菌飼育はビニール・アイソレータ内で行

なわれた。この無菌ヤギに9種類のルーメン細菌を5日間にかけて投与し、3週後

に殺処分し、ルーメン内、盲腸内、直腸内における細菌の種類を非選択および選

択培地を用いて検査した。その結果、以下のことが明らかにされた。
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　｛1｝安楽殺したヤギのルーメン内容物のpH値は6．98、揮発性脂肪酸渡度は2．59

醐／鵡で・その組成比は健康ヤギのそれと似ていた。

　②ye’”oπe”a　a’ca’esceηsや飢reρ亡occμs　boy’sの密度は他の消化管内に比べ

て約1000倍近くルーメン内で高かった。

　｛3⊃投与した9菌種の内、ルーメン内で多数を占めていたのは、5．b。γ’s，

Preγofe〃a‘βaσfero’dθS，　ru所π’CO’a　SS．　brev’5．尺μ伽’πobac量er‘8acfθro’des，

鋤y’o助’佃s，βufyr’v’br’o　f’b戸so’vθπsであった。
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実験lll

　　ルーメン液早期経口投与による新生子牛腸管内への病原性大腸菌の定着阻止

　試験

1．　目　的

　新生子牛下痢症は檀白痢などと呼ばれ、病原性大腸菌の感染により、生後0～3

日以内に水様下痢便を排泄し、脱水状態で敗血症死するものである。いったん牛

二二で発症すると死亡率も高く、経済的損失の大きい疾病で、そのため予防法の

確立が急務となっている。本症の予防法の一つとしてワクチン接種が試みられて

いる。しかし血清型が多岐にわたること、および免疫能の未発達な時期に感染発

症するため、一定した成績が得られていない。

　一方、Numi28）とRantalaら35｝は、鶏の正常細菌叢の発達した成鶏の盲腸内容

物（新鮮糞便）またはその嫌気培養液を購化後1日以内にブロイラー雛に経口投

与し、投与24時間後に経ロ投与したサルモネラ菌の感染を防御できることを報告

している。この方法はヌルミ法、別名CE法（競争的排除法）とも言われている

。このように、腸内正常細菌が病原細菌の腸管内定着を阻止する事実が以前から

いくつか報告22・32，されている。そこで、ここでは生後2～3時間以内の新生子牛

へ健康成牛の保存ルーメン液を経口投与し、病原性大腸菌の消化管内増殖への

影響を調べた。

2．材料および方法

1）供試病原性大腸菌
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　新生子牛下痢症由来εco”NAS－10（0－9：K－99：STa＋：LT一）株からナリジクス酸

100μ9（力価／旭）含有マッコンキー寒天平板培地（Difco）で耐性株を選択し、

Tripticase　soy　Agar（Difco）上で24時間培養後、コロニーをかきとり滅菌生理

食塩水に懸濁し、1m2当たり109個を含む菌懸濁液100m2を調製し投与した。

2）供試ルーメン液

　慣行法で飼養されている（ヘイキューブ、スーダングラス、コーンサイレージ

、濃厚飼料）同居ジャージー牛より、飼料給与後3時間後に胃汁採取器で採取し

たものを、2重外科用ガーゼで濾過後一80℃で保存した。また、その内容中には、

1m¢当たりメタン生成菌が106個、乳酸利用菌が108個、セルロース分解菌が107個

、澱粉分解菌が107個、キシラン分解菌が109個、ペクチン分解菌108個含まれて

いた。

3）供試動物

　実験に供試した試験牛は石川県内灘町字湖西で生まれ、飼養されていたジャー

ジー種0日齢の新生雄子牛7頭である。

4）試験方法

　供試牛を以下の4群に分けて試験した（表H）。生後48時間の対照牛（1頭）

、生後24時間目にE．co”NAS－10で攻撃した新生子牛（1頭）、生後2～3時間以内

にルーメン液を投与した新生子牛（2頭）、ルーメン液投与後21時間目に、ε．

co”MS－10で攻撃した新生子牛（3頭）の計4群に分けて、それぞれ1日当たり3

2の初乳を与え観察を続けた。ルーメン液投与後ε¢oπMS－10で攻撃しなかっ
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た新生子牛2頭は投与48時間目、96時間目にそれぞれ1頭つつを安楽殺後剖検し材

料を採取した。また、ルーメン液投与後E，co”NAS－10で攻撃した3頭については

攻撃後24時間目、48時間目、72時間目にそれぞれ1頭つつを安楽殺後剖検し材料

を採取した。なお、安楽殺まではどの子牛にも1日当り32の初乳を与え観察した

。初乳中のεco”甑S－10に対する抗体を、試験管内凝集反応によって調べたが

、検出されなかった。

5）検査材料

　消化管内の細菌検索のため、ルーメン、十二指腸、直腸の内容物および腸管壁

、さらには脳、心臓、肺、腎臓、肝臓、腸管膜リンパ節などの実質臓器を採取し

た。

6）検査方法

①消化管内容物、組織中の大腸菌検索方法

　E．co”NAS－10菌数の計測のためには、100m2の滅菌生理食塩水で軽く洗浄した

管壁、および無菌的に採取した実質臓器をガラスホモジナイザー中でホモジナイ

ズした。これらの乳剤および消化管内容物を生理食塩水で10倍段階希釈菌液の0．

1m2を、ナリジクス酸100μg（力価）／旭含有マッコンキー寒天平板培地上に滴下

し、コンラージ棒で広げた後、38℃24時間培養した。なおこれら材料中の大腸菌

群の総数は、ナリジクス酸を含有しないマツコンキー寒天平板培地を用いて検査

した。

②消化管内容物、組織中の細菌構成および菌数の検索方法
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　消化管内の細菌構成の検査は、直接鏡検法26，（湊の分類法）に従って実施し

た。

ア．塗抹標本の作製法：ホルマリンで固定したルーメン液2m¢を試験管にとり、こ

れに8m2の生理食塩水を加え、1分間よく振とうする。10分静置後、液の中心部か

ら2m2をとり、分光光度計（島津分光光度計UV－240型）を用い、　McFarland　N。．1

の混濁度になるよう生理食塩水を加えて調整する。調整した菌液の0．5m2に加温

溶解させた0．2％寒天溶液の0．5m2を加えてよく混和する。これを滴下ピペットに

吸い取り、5㎝の高さからスライドグラス上に1滴ずつ2箇所に滴下する。これを

約1㎝径の円形に広げ自然乾燥後、グラム染色を施し封入する。

イ．鏡検法：染色塗抹標本の観察は、双眼鏡筒の一方に方眼ミクロメーターを入

れ1000倍視野で行なった。1標本について400区画に出現する細菌を、湊等の分類

方法により分別計数した。

ウ．総細菌数の計算法：総細菌数は次式から求められる。

　　　総細菌数（旭当たり）＝N／4・A／a・2・D・50

Nは400区画で計数された全細菌数、Aは塗布円の面積（　2㎝）、aは方眼ミク

ロメータの100区画を通して見える塗布円の面積（面）、Dはルーメン液をMcFar

land　No．の濃度に調整するのに要した希釈倍数。　Aは次式で求める。

　A＝3．14×〔塗布面の縦の直径（㎝）＋横の直径（㎝）〕2／16〕

③消化管内容物中の脂肪酸濃度および乳酸、コハク酸濃度測定法

　ルーメンおよび下部消化管内容物中のVFAおよびn。n－VFAの分析には前出

の方法（10頁、36頁）に従って実施した。
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④各種下痢症ウイルスの検査方法

同時に消化管内容物中の口タウイルスの有無は、ロタレックス(第一化学)を

使用し、コロナウイルスは、逆受身赤血球凝集反応試験により検査した。

⑤消化管内の pH測定法

ガラス電極式 pHメータを用いた。

3. 結果

1)消化管内容物および組織中の大腸菌数

生後24時間目にE.co I i NAS-l0で攻撃し死亡した新生子牛のルーメン内容物、

十二指腸内容物および直腸内容物中には、攻撃薗はそれぞれ19当たり1.6Xl06個

、1.9Xl09個、 2.8Xl09個検出された。また.E. co I i NAS-l0はルーメン壁に比

べて十二指腸および直腸の腸壁から著しく多数に分離された(図 ~I-l 、 2 、 3) 。

死亡した新生子牛の小腸リンパ節には、 19当たり1.2X 107個のE.co I i NAS-l0 

が検出された。

E. co/i NAS-l0で攻撃された新生子牛では、脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、牌臓

から攻撃薗がそれぞれIg当たり3.7Xl02個、 2X 102個、 1.2Xl02個、 102個、 2.3

X 102個、 2.1Xl02個検出された。

一方、ルーメン液投与後、 E.coli NAS-l0で攻撃した子牛では、軽度の軟便を

呈したのみで、 24時間後には回復した。これらの新生子牛の十二指腸および直腸

の内容物と管壁中でのE.col i NAS-l0および総大腸菌数は、ルーメン液を投与せ

ずにこの菌の攻撃によって死亡した牛に比べて著しく低かった。これらの新生子

牛の十二指腸でのこの菌の存在数は、時間の経過と共に増加する傾向は認められ
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なかった(図11ト2、3)。

なお、子牛の脳、肺臓、肝、腎臓、牌臓、心臓からは、 E.coli NAS-l0は分離

されなかった。

また、病理組織学的所見では E.col i NAS-l0で攻撃された新生子牛で、小腸粘

膜の腫脹および一部上皮細胞の剥離が認められただけで、他の臓器には著変は認

められなかった。また、ロタウイルスおよびコロナウイルスの検査においても、

各ウイルスは検出されなかった。

これは攻撃に用いた大腸菌の分離培養での成績で裏付けされている(図ト1) 

。それに対して、ルーメン液を投与した子牛のルーメン内では投与後、 24、48、

72時間後のいずれの時間においても多種多様の細菌が存在していた(図ト4)。

ルーメン液を投与した新生子牛の十二指腸内では、ルーメン由来と思われるグ

ラム陽性の球菌やグラム陽性の樟菌が多数鏡検された。これと対照的に、ルーメ

ン液を投与されなかった子牛の十二指腸内では、これらの細菌は検出されなかっ

た(図町一5)。

ルーメン液投与新生子牛の直腸内では、ルーメン液非投与の新生子牛に比べて

多種類の細菌が鏡検された(図ト6)。

2)消化管内容物中のVFA護度

対照新生子牛、 E.co I i NAS-l0攻撃新生子牛、ルーメン液投与群、ルーメン液

投与後E.co I i NAS-l0攻撃群の消化管内各部位における VFA濃度と各組成を調

べたところ(表ト2)、ルーメン液投与新生子牛では時間と共にVFA濃度が増

加する傾向を示した。 E.col i NAS-l0攻撃後24時間目(生後48時間)の新生子牛

では、生後48時間目の対照子牛の十二指腸内に比べて、より高濃度にコハク酸が
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検出された。それに対して、対照新生子牛十二指腸内では、 48時間目に乳酸とコ

ハク酸が検出されたが、 E.col i NAS-10攻撃新生子牛では乳酸は検出されなかっ

た。 VFAは両群の十二指腸内で検出されなかった。また、ルーメン液を投与さ

れた新生子牛および対照子牛群では、十二指腸内で乳酸が有意に検出されたがル

ーメン液を投与せずに生後24時間目にE.co I i NAS-10で攻撃された群の十二指腸

内では、乳酸は検出されなかった。また、ルーメン液を投与したいずれの新生子

牛の直腸内でもVFAが検出されているのに対して、ルーメン液を投与しなかっ

た新生子牛ではVFAは検出されなかった(表ト2)。

ルーメン液投与後96時間目に安楽殺した新生子牛では、他の試験に供した新生

子牛と異なり、十二指腸および直腸内で高濃度にVFAが検出された。以上のよ

うに、ルーメン液を投与された子牛の下部消化管内では、 VFAが検出された。

4.考察

成羊にルーメン内に投与されたEscherichiacoli K-12は、ルーメン液の希釈

速度よりもはやい速度でルーメン内から消失することが見いだされている 2ι27)

。そして.E. c 0 I i K -12のルーメン内から消失にかかわる要因の一つは、ルーメ

ン微生物によって産生されるVFAの殺菌作用であることが明らかにされている

。これらの事実は、新生子牛のルーメン内に成牛ルーメン微生物を早期に定着さ

せれば、外来の病原性大腸菌などをルーメン内から排除できる可能性を示してい

る。今回の実験で得られた成績はこの可能性を実験的に証明したもので、さらに

はルーメン細菌が新生子牛の下部消化管内にも定着し、病原性大腸菌の定着を阻

止することも明らかにしている。
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すなわち、成牛ルーメン液を経口投与された新生子牛のルーメン内には、投与

後24，48， 72時間目のいずれの時点においても、ルーメン液を投与されなかった子

牛のルーメン内に比べて多種類の細菌が定着していた(図|ト4)。さらには、成

牛ルーメン液を経口投与された子牛の十二指腸内にはグラム陽性の球菌とグラム

陽性樟菌を主とする細菌が、また直腸にはより多種類の細菌が定着していた(図

11-2，3 )。

生後24時間目に病原大腸菌.E. co 1 ; NAS-l0で攻撃された子牛は24時間以内に

死亡した。

死亡した子牛のルーメン、十二指腸、直腸内からは高密度にE.co 1; NAS-l0が

検出され、さらには、肝、腎、牌をはじめとする多くの臓器からもE.col; NAS-l 

0が検出された。それに対して、成牛ルーメン液を経口投与後、 21時間目に E 

col; NAS-l0で攻撃された子牛は死亡することなく、しかも実質臓器から該菌が

分蔵されることはなかった。さらには、ルーメン液を投与することなく、 E 

col; NAS-l0で攻撃された子牛に比べて、ルーメン、十二指腸、直腸内での E 

col; NAS-l0の菌密度は著しく低く、かっこれらの部位にルーメン由来と思われ

る多種類の細菌が定着していた(図81-4‘5‘6)。

これらの成績は、ルーメン細菌が新生子牛にルーメン、十二指腸、直腸への早

期定着が病原大腸菌の定着陣止および増殖抑制に有効に作用していることを示し

ている。

新生子牛は初乳を輔乳することで、初乳に含まれる免疫グ口プリンを飲作用(

ピノサイトーシス)で腸管粘膜から吸収している。生後36時間内では胃酸護度も

低く、また、初乳は卜リプシン但書物質を多く含んでいるために、初乳中の抗体

は変性を受けることなく小踊結膜からピノサイトーシスによって体内に取り込ま
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れ、血中に移行して、移行抗体として働くことになる。初乳中の抗体は一部小腸

粘膜上に存在して、ウイルスや細菌の感染阻止に働らいている。抗体の中でも最

も多量に存在する免疫グロブリンG（lgG）は小腸粘膜上皮のレセプターに結合

して、ピノサイトーシスによって取り込まれる。他方、ウイルスや細菌のような

大きな粒子はピノサイトーシスによって小腸粘膜から取り込まれることはない。

微生物の腸管粘膜からの侵入はそれらの生産する毒素による粘膜の障害によって

成立する。したがって、哺乳子牛にルーメン液を投与しても、ルーメン細菌が腸

管から取り込まれ子牛に敗血症を惹起させる可能性はないと思われる。

　成牛ルーメン液を経ロ投与された新生子牛および投与されなかった対照新生子

牛のいずれの十二指腸内でも乳酸濃度が高かった。それに対してεco”MS－10

で攻撃された新生子牛の十二指腸内では乳酸は検出されず、コハク酸が高濃度に

検出された（表醐一2）。これは、ε．co”が嫌気的条件下でコハク酸を生成するの

で、E．　co”NAS－10が十二指腸内で増殖し、コハク酸を生成したと思われる。　E．

　　co”NAS－10で攻撃された新生子牛の十二指腸内で乳酸が検出されなかった

ことは、十二指腸に定着能を有する乳酸菌がE．co”NAS－10によって定着を阻止

されたためと思われる。その結果として、十二指腸壁に定着し病原性細菌の侵入

の障壁層を形成している乳酸菌が少なかったためにεc。”MS－mが増殖し、管

壁に障害を与え、管壁から侵入し、血流にのって種々に臓器に到達したものと考

えられる。

　成牛ルーメン液を経ロ投与された新生子牛の直腸内ではVFAがかなりの濃度

で検出された、他方ルーメン液を投与しなかった対照新生子牛およびE．co”　N

AS－10で攻撃した新生子牛のいずれの子牛の直腸内でもVFAは検出されなかっ

た（表剛一2）。　腸内に過剰にVFAが蓄積されると、他の微生物学的要因と絡み
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あって下痢を発生させる可能性はある3ω。しかし、この試験で検出された程度

のVFA濃度は・供試した子牛で下痢を発生していないところがら子牛の下痢を

惹起させる心配はないと思われた。また、大腸菌やサルモネラ菌は、試験管内の

試験でVFAによってそれらの増殖が阻害されることが報告されている49・7）。

これらの成績を考えてみると、ルーメン液投与牛の消化管内での病原性大腸菌、

εco”NAS－10の増殖阻害の一要因は、消化管内で生産されたVFAおよびそれ

に伴うpHの低下によるものと推察される。

　この実験で得られた成績からすれば、新生子牛に成牛ルーメン液を経ロ投与し

早期にルーメン細菌をルーメン、十二指腸、直腸内に定着させることで、頓白痢

をはじめとする下痢症の発生を防除できる可能性があると思われる。

5．小　括

　新生子牛に生後2～3時間以内に健康成牛由来の保存ルーメン液を経ロ投与し

、消化管内容物および胃壁に有用細菌を早期に定着させることで、病原性大腸菌

の消化管内への定着を阻止する試験を実施した。その結果、以下のことが明らか

にされた。

〔1｝ルーメン液を投与しなかった新生子牛では、E．　co”甑S－10の攻撃によって水

様下痢便を排泄し死亡した。一方ルーメン液投与後εco”MS－10で攻撃された

新生子牛群では、下痢の発生は見られなかった。

｛2｝十二指腸でのE．c。”MS－10の存在菌数はルーメン液を投与せずにE，　co”MS一
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10で攻撃された子牛に比べて、前もってルーメン液を投与後に該菌で攻撃された

子牛で著しく低かった。

〔3｝ルーメン液を投与しなかった新生子牛に比べて、投与した新生子牛のルーメン

、十二指腸、直腸では、形態的に多種類の細菌の定着が認められた。

（4｝ルーメン液を投与された新生子牛の下部消化管内でのVFA濃度はルーメン液

非投与の新生子牛のそれに比べて著しく高かった。

　以上のことから、今回の成績では新生子牛へのルーメン液投与は病原性大腸菌

の腸管内定着を抑制する効果のあることを示していた。

　これら一連の成績は子牛のルーメン内における成牛ルーメン微生物叢の早期確

立技術の開発のための基礎資料として重要である。
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　総　括

　子牛のルーメン内における成牛ルーメン微生物叢の早期確立は、子牛の増体促

進および病原微生物の排除のためにも重要であると考えられた。従って、この研

究はこれらの想定を実験的に確立するために実施された。この論文は子牛におけ

る成牛ルーメン微生物叢の早期確立技術の開発のために、実施した研究成果およ

びこの技法の病原性大腸菌の腸管への定着阻止への有効性を調べた研究成績をま

とめたものである。

　実験1　哺乳子牛のルーメン微生物叢の発達と発育におよぼすルーメン液経

ロ投与の影響

　健康な成牛の新鮮ルーメン液あるいはAT－Rを、生後数時間以内に経ロ投与

することで、新生子牛のルーメン内微生物叢の早期確立について検討した。その

結果、新鮮ルーメン液あるいはAT－Rを経ロ投与した投与群と非投与（対照）

群との間には、子牛のルーメン微生物叢に差異のあることを明らかにした。

　新鮮ルーメン液投与群（試験区1）、新鮮ルーメン液とAT－R投与群（試験区

2）、AT－R投与群（試験区3）はルーメン液非投与群（対照区）に比べ早い日

齢でのルーメン微生物群の定着成立に伴う、ルーメン内VFA濃度の増加促進な

どが確認された。

　ルーメン内の微生物叢のうち好気性菌および通性嫌気性細菌群の子牛の日齢に

伴うルーメン内での推移については、乳酸菌（乙ac肋bac川us属菌）数は対照区

に比べ各試験区で試験期間を通じて高く推移した。SfreρfOCOCCロS属菌群の菌数

は試験区1と対照区では差異を認めなかったが、AT－Rを投与した試験区2およ

び3では他に比べ高いレベルで推移した。E．　co”は対照区に比べ試験区で低いレ
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ベルで推移した。一方．機能別細菌群については乳酸を利用する菌群は試験期間

を通じて試験区と対照区の間に差異を認めなかった。各試験区とも対照区に比べ

て、ペクチンおよびキシラン分解菌、セルロース分解菌、メタン産生菌群の子牛

ルーメン内への早期定着が確認された。

　ルーメンプロトゾアの定着に関しては、生菌を含む新鮮ルーメン液の経ロ投与

は、ルーメン内へのプロトゾアの定着促進に有効であることが示唆された。しか

し予想に反し、AT－Rの経口投与は対照区に比べてプロトゾアの定着を促進し

なかった。

　各試験区のルーメン内VFA濃度は対照区に比べて、50日齢まで高いレベルで

推移した。各試験区で高いVFA濃度は早期に定着したルーメン細菌群の活動を

反映している。対照区は50日齢をピークに、その後は各試験区と同様に推移し、

70日齢にはルーメン内総VFA濃度は4～5醐／覗であった。各VFA組成比は50

日齢までは対照区に比べ各試験区とも、酢酸の比率が低く、逆にプロピオン酸の

比率が高く推移した。この時期には、プロピオン酸生成菌が比較的多数を占めて

いることを示唆している。この成績は実験llでの結果とよく一致している。90日

齢では各試験区とも対照区と差異はなかった。

　各区の発育の推移は、0～45日齢の飼料要求量から見ても、各試験区と対照区

間に有意差が認められたが、そのことが増体量、体高、体長、胸囲等の発育成績

には表れなかった。

　以上の結果、新生子牛に健康な成牛の新鮮ルーメン液の100m2を生後3日間投与

するだけで、そのルーメン内に早期に成牛ルーメン微生物叢が確立されることが

示唆された。

　実験ll　無菌ヤギの消化管内へのルーメン細菌の定着試験
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　新生子牛へ健康な成牛の新鮮ルーメン液の経ロ投与が成牛のルーメン微生物叢

の早期確立に有効であることを認めた。そこで、この原因を部分的に説明するた

めに・無菌ヤギのルーメン内および下部消化管内への主要な単離ルーメン細菌の

経ロ投与による定着試験を実施した。

　無菌子牛の作出は困難なので、ここでは実験動物として無菌ヤギの作出を試み

た。子宮切断術により、摘出した子ヤギをビニール・アイソレータ内で無菌飼育

し、この無菌状態で飼育したヤギに生後35日齢から5日間かけて9種類のルーメン

細菌を経口投与し、菌投与後3週間目に安楽殺し、ルーメン内、盲腸内および直

腸内における細菌の定着状況を、非選択および選択培地を用いて検査した。

　その結果、安楽殺したヤギのルーメン内容物のpHは6．98、VFA濃度は2．59

醐／覗で、その組成比は健康子牛（表ll－5）のそれと似ていた。

　経ロ投与した9種類のルーメン細菌のうち、セルロース分解菌である肋耐m

COσcus副加S以外の8菌種はいずれも高い菌数レベルでルーメン内に定着した。

とくに、投与した9菌種のうち、ルーメン内で多数を占めていたのは、5．bov’5，

Preyo重e”（βac亡ero’des）　r”僧’π’σo’a　s5．brev’s．πu摺’mbacfer（βacfero’des）

　細y’叩屠’u5，βu～yr’v’br’o　f’br’s。’veπsはルーメン内で多数を占め、

　γe川。πe〃aa’ca’esceπsやSfreρfocσcc“s　bow5の菌濃度は下部消化管内に比

べて約1，000倍近くルーメン内で高かった。従って、これらの細菌の主要な定着

部位はルーメン内であることを示していた。一方、梅8as帥aera　e’5deπ”と

Enterococcus　faec’砺はルーメン内に比べて下部消化管内で2～4倍高いレベルで

定着した。

　他方、セルロース分解菌は通常の子牛のルーメン内で5日齢頃より分離され始

めるが、今回の試験では35日齢以後に投与したにもかかわらず定着しなかった。
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これはセルロース分解菌の栄養要求が厳しく、定着には他のルーメン細菌の共存

を必要とすることを示唆している。

　このように、無菌ヤギに主要なルーメン細菌を経ロ投与すると、ルーメン内は

勿諭のこと、盲腸や直腸などの下部消化管内にも定着できることを示す成績が得

られた。

　実験lll　ル。メン液早期軽口投与による新生子牛腸管内への病原性大腸菌の定

着阻止試験

　子牛における成牛のルーメン微生物叢の早期確立の有用性を証明するための1

例として、病原性大腸菌の定着阻止についての試験を実施した。新生子牛に生後

2～3時間以内に健康成牛由来の保存ルーメン液を経ロ投与し、消化管内容物およ

び管壁に有用細菌を早期に定着させることで、病原性大腸菌の消化管内への定着

を阻止する試験を実施した。

　実験動物としてジャージー種雄の新生子牛を用い、慣行法により飼養管理した

新生子牛（対照）、生後48時間目に病原性大腸菌のひとつであるEs餉er’c餌a

co”MS－10《09：K99：STa＋：LT一）で攻撃した新生子牛、生後数時間以内にルーメ

ン液を投与した新生子牛群、ルーメン液投与後の生後24時間目に病原性大腸菌E．

co”NAS－10で攻撃した新生子牛群について、消化管各部位におけるE．　co”NAS－1

0の分布状況と細菌構成、および消化管内容物の性状について検査した。

　結果、ルーメン液を投与しなかった新生子牛は、E．　co”NAS－10の攻撃によっ

て水様下痢便を排泄し死亡した。一方ルーメン液投与後にε．co’5　NAS－10で攻撃

された新生子牛群では、下痢の発生は見られなかった。十二指腸でのE．col’NAS

－10の存在菌数はルーメン液を投与せずにεσo”NAS－10で攻撃された子牛に比べ

て、前もってルーメン液を投与後に該菌で攻撃された子牛で著しく低かった。ま

57



た、ルーメン液を投与しなかった新生子牛に比べて、投与した新生子牛のルーメ

ン、十二指腸および直腸内には、形態的に多種類の細菌の定着が認められた。し

かも、ルーメン液を投与された新生子牛のVFA濃度はルーメン液非投与の新生

子牛のそれに比べて著しく高かった。

　以上の結果を総合すると、以下のことが明らかにされた。

　11｝新生子牛への新鮮ルーメン液の経ロ投与は成牛ルーメン微生物叢の早期確立

に有効であった。

　12｝無菌ヤギへの主要なルーメン細菌の経口投与試験により、セルロース分解菌

以外のルーメン細菌はルーメン内には勿諭のこと下部消化管内にも定着しうるこ

とを確認した。

　㈲ここで作出したノトバイオートヤギは、ルーメン微生物と反釘家畜の生理・

栄養状態との関連、ルーメン微生物および下部消化管内正常微生物叢と病原微生

物との関連などの研究のための有用な実験動物となりうると思われる。

　141新生子牛へのルーメン液投与は病原性大腸菌の腸管内定着を抑制する効果の

あることを示していた。

58



要　旨

　子牛のルーメン内微生物叢の早期確立は、子牛の発育促進および病原微生物の

排除のためにも重要であると考え、そのために子牛のルーメン微生物叢の早期確

立技術の開発試験を実施した。すなわち、実験1では健康な猛牛の新鮮ルーメン

液あるいは加圧滅菌処理したルーメン液（AT－R）を生後数時間以内に一二投

与することで、新生子牛のルーメン内微生物叢および発育に与える影響について

検討した。結果、｛1）新鮮ルーメン液投与群（試験区1）、新鮮ルーメン液とAT

－R投与群（試験区2）、AT－R投与群（試験区3）はルーメン液非投与群（対照

区）に比べ早い日齢でルーメン微生物群の定着成立が確認された。②ルーメン内

の微生物叢のうち好気性菌および通性嫌気性菌群の子牛の日齢に伴うルーメン内

での推移については、乳酸菌（厘cfobac’”US属菌）数は対照区に比べ各試験区

試験期間を通じて高く推移した。Sけe醒ococcu5属菌群は試験区1と対照区では差

異を認めなかったが、試験区2および3は他に比べ高いレベルで推移した。対照区

に比べ各試験区で高いレベルで推移した。εco’iは対照区に比べ各試験区で低い

レベルで推移した。㈲機能別細菌群については乳酸を利用する菌群は試験期間を

通じて試験区と対照区に差異を認めなかった。対照区に比べて各試験区とも、ペ

クチンおよびキシラン分解菌．セルロース分解菌、メタン産生菌群の子牛ルーメ

ン内への早期定着が確認された。〔41ル口重ンプロトゾアの定着に関しては、生菌

を含む新鮮ルーメン液の経距投与は、ルーメン内へのプロトゾアの定着の促進に

有効であることを示したが、予想に反し、AT－Rの油漬投与は対照区に比べて

プロトゾァの定着を促進しなかった。15｝ルーメン内のVFAの濃度は各試験区で

は対照区に比べて、50日面まで高いレベルで推移した。70日齢以後では4～5・M／

覗で推移したが、対照区は50日齢をピークにその後は、試験区と同様に推移した
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。各VFA中の組成率に関しては50日齢までは対照区に比べ各試験区で酢酸の比

率が低く・逆にプロピオン酸の比率が高く推移した。90日齢では対照区と各試験

区で差異はなかった。㈲各区の発育の推移は、0～45日齢および46～90日齢の飼

料要求量から見ても、各試験区と対照区間に有意差が認められ、そのことが日増

体量・二二、体長、胸囲等の発育成績に表れている。なかでも、試験区1は他の

試験区に比べ高く推移した。

　以上の結果、新生子牛に新鮮ルーメン液100m2を生後3日間投与するだけで、子

牛のルーメン内に早期に正常なルーメン微生物叢が作られることが示唆された。

　実験1では新生子牛へ健康な成牛の新鮮ルーメン液の経口投与が成心のルーメ

ン微生物叢の早期確立に有効であることを認めた。そこで、実験llではこの原因

を部分的に説明するために、無菌ヤギのルーメン内および下部消化管内への主要

な単離ルーメン細菌の経口投与による定着試験を実施した。結果、11｝安楽殺処分

したヤギのルーメン内pHは6．98、揮発性脂肪酸濃度は2．59醐／覗で、その組成

比率は健康ヤギのそれと似ていた。（21ye’〃。πe”a　a’ca’θsceπ5やSfreρ亡ococcμs

boγ’sの密度は他の消化管内に比べて約1000倍近くルーメン内で高かった。131投

与した9菌種のうち、ルーメン内で多数を占めていたのは、s．　bov’5．　Prθ㈹亡e〃a

伽。亡er。’des♪ru摺’πC。’a　SS，brev’5尺μ摺’ηobacfer‘8aofero’des♪a傅y’。ρゐ蜘5，

恥妙r’γ’br’o　f’br’so’γeπs等であった。

　このように、無菌ヤギに主要なルーメン細菌を経ロ投与すると．ルーメン内は

勿論のこと、盲腸や直腸などの下部消化管内にも定着できることを示す成績が得

られた。

　実験胴では、子牛における成牛のルーメン微生物叢の早期確立の有用性を証明

するための1例として、病原性大腸菌の定着阻止についての試験を実施した。
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新生子牛に生後2～3時間以内に健康成牛由来の保存ルーメン液を経ロ投与し、消

化管内容物および管壁に有用細菌を早期に定着させることで、病原性大腸菌の消

化管内への定着を阻止する試験を実施した。結果、111ルーメン液を投与しなかっ

た新生子牛は・εcoπMS－10の攻撃によって水様下痢便を排泄し死亡した。＿

方・ルーメン液投与後εco”NAS－mで攻撃された新生子牛群では、下痢の発生

は見られなかった・②十二指腸でのEc。”NAS－10の存在菌数はルーメン液を投

与せずにE・co”MS－10で攻撃された子牛に比べて、前もってルーメン液を投与

後に該菌で攻撃された子牛で著しく低かった。13｝ルーメン液を投与しなかった新

生子牛に比べて・投与した新生子牛のルーメン、十二指腸、直腸内では、形態的

に多種類に細菌の定着が認められた。（4｝ルーメン液を投与された新生子牛のVF

A濃度はルーメン液非投与の新生子牛のそれに比べて著しく高かった。　今回の

成績では新生子牛へのルーメン液投与は病原性大腸菌の腸管内定着を抑制する効

果のあることを示していた。

　以上の結果を総合すると、以下のことが明らかにされた。11｝新生子牛への新鮮

ルーメン液の経ロ投与は成牛ルーメン微生物叢の早期確立および子牛の発育促進

に有効であった。②無菌ヤギへの主要なルーメン細菌の経口投与試験により、セ

ルロース分解菌以外のルーメン細菌はルーメン内には勿論のこと、下部消化管内

にも定着することを確認した。13｝ここで作出したノトバイオートヤギは、ルーメ

ン微生物と反鋼家畜の生理・栄養状態との関連、ルーメン微生物および下部消化

管内正常微生物叢と病原微生物との関連などの研究のための有用な実験動物とな

ると思われる。（4｝新生子牛へのルーメン液投与は病原性大腸菌の腸管内定着を抑

制する効果のあることを示していた。
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                         Summary
 It was assumed that the early establishment of rumen microorganisms in calves would

be important for both tihe improvement of animal gromh and the inhibition of

colonization of pathogenic bacteria in the intestinal tract, Therefore, to develop

techniques for the early establistmient of mmen microorganisms in calves, several

experiments were carried out and the following regults were obtained, (1) Oral

administration of fresh rumen fluid from healthy adult caule to new born calves was

effective in both the early establishment of rumen miereorganisrns in calves and the ･.

improvement of animal growth, (2) Experiments in oral administration of major

representative rumen bacteria isolated from the rumen to a germ-free goat, enabled to

confimi that rumen bacteria except cenulolytic bacteria colonized not only the rumen of

the goat, but also the intestinal tractl (3) The gnotobiotic goat prepared in this study

eould becume a guitable model animal for the clartiication of the following subjects,

namely 1) the relationship betvveen rumen mieroorganisms and, phygiology and

'nutrition of animals, M the relationsliip betvveen rumen mieroorganisuig and normal

intestinal mieroorganisms, and patihogenic bacteria, and se on, (4) It was found that

the oral admmistration of rumen fluid to new born ealves exerted inhibitory effbcts on

the colonization ofpathogenic Eisxherrk hia caE in the intestinal tract,

  The results obtained in this gtudy may supply basic information for the development

of techniques for the early establisliment of rumen mieroorganisms in young calves.
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表1－1飼料摂取量（期間の平均値）

0～45日齢

区　　分 人工乳（㎏》　乾草（ω　DM（塊》　TDN

対照区

試験日1
試験区2
試験区3

14．0・±6．9　1．8±1．1　30．0巳±6．2　30．9亀±6．5

24．0　±3．1　1．6±0．7　40．4b±3．0　40．9b±2．8

26．9b±6．3　3．1±1．2　43．9b±5．1　43．5b±4．6

27．Ob±3，5　3．8±1．0　44．Ob±2．5　43，7b±2．6

各試験区内で同列符号間に有意差有り（p＜0．05）

㎏
0
　
5

40

30

20

10

o

人工乳 乾草 DM
國：対照区■・試験区1睡・試験区2國

TDN
：試験区3

図1－2　飼料摂取量（0日前～45日齢）
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表1－2飼料摂取量（期間の平均値）

46～90日齢

区　　分 人工乳（㎏）　乾草（㎏）　　DM（㎏）　TDN

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

122．4±　5．0　22．4±3．5　138．5±　6．4　124．3±6．2

126．2±　6．7　27．3±　2．5　146．5±　7．3　130．8±5．9

117．3±　9．9　36．1±　4．1　145．8±10．6　127．6±8．9

129．0±10．7　34．6±10．3　154，5±　6．0　136．1±5．2

　kg
160

120

80

40

0

　　　　人工乳　　　乾草　　　　DM　　　TDN

國・対照区■・撒区1圏・試駆2齢試験区3

図1－3 飼料摂取量（46日齢～90日齢）
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表1－3体重曲線の推移 ％

0日齢　14日齢　28日齢 42日齢 56鴫
91日齢　　　　126日齢　　　　154日齢　　　　182日齢

対照区

詞ｱ区
詞ｱ区
詞ｱ区
1
2
3

100　　110　　120

P00　　110　　130

P00　　110　　120

P00　　110　　130

150

P60

P50

P60

180

P90

P80

Q00

260　　　　　　330　　　　　　380　　　　　　430

Q70　　　　　　350　　　　　　390　　　　　　440

Q40　　　　　　300　　　　　　360　　　　　　420

Q70　　　　　　320　　　　　　360　　　　　　420

　％
500

400

300

200

100

0

　　　　　　◎4

●μ血蝉♂

　　　　　　　！

0　　　　14　　28　　42　　　56　　　91

　　　　生後日数

　　図1－4　体重曲線

126　154　　182
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表1－4体高曲線の推移 ％

0日齢 14日齢 28日齢 42日齢 56日齢 91日齢 126日齢 154日齢 182日齢

対照区

詞ｱ区1
詞ｱ区2
詞ｱ区3

100

P00

P00

P00

102

P03

P04

P01

106

P05

P07

P04

109

P07

P10

P08

113

P13

P16

P12

121

P21

P22

P19

128

P29

P28

P26

135

P33

P36

P29

150

P42

P43

P35

％

175

150

125

100

一〇＿：対娯区
・司■・・：試験区一1

…●一：試験区一2

一▲一：献験区一3

　　　　　　　　　　遭

　　　　膨o魂ノ

o』夢

∩
●
□
▲

／
艶

。L＿＿一＿＿＿＿＿＿
0　　14　　 28　　 42　　　56　　　91　　　126　　154　　182

　　　　生後日数

　　図1－5　体高曲線
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表1－5体長曲線の推移 ％

0日齢 14日齢　28日齢　42日齢
56日齢　　　91日齢　　　　126日齢　　　　154日齢　　　　182日齢

対照区

詞ｱ区
詞ｱ区
詞ｱ区
1
2
3

100

P00

P00

P00

108　　113　　115
P05　　105　　117
P05　　110　　114
P05　　109　　114

122　　　　　　135　　　　　　　150　　　　　　　157　　　　　　　163

P22　　　　　　140　　　　　　　151　　　　　　　159　　　　　　　165

P20　　　　　　131　　　　　　　142　　　　　　　151　　　　　　　156

P19　　　　　　132　　　　　　　142　　　　　　　152　　　　　　　156

　％

175

150

125

100

＿A＿：対照区
しノ

・■・・：試験区一1

一●一：試験区一2

一▲＿：試験区一3

　　　　　　　　屈
影身『グ

6ノ

　　　　　　　，愚

　　　♂影6

。て＿＿＿＿＿＿＿＿一
0　　 14　　 28　　 42　　　56　　　91　　　126　　154　　182

　　　　生後日数

　　図1－6　体長曲線
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表1－6　胸囲曲線の推移 ％

0日齢 14鴫 28日齢 42日齢 56日齢 91日齢　126日齢 154日齢　182鴫

対照区

詞ｱ区1
詞ｱ区2
詞ｱ区3

100

P00

P00

P00

104

P05

P03

P03

106

P08

P09

P08

116

P18

P15

P17

121

P25

P24

P27

136　　　148

P41　　　152

P35　　　145

P39　　　150

159　　　165

P61　　　167

P53　　　164

P54　　　164

％
7
5

　
1

150

125

100

自〆量ダ

■
●
▲

　
　
　
5

　
1
2
3

　
　
　
ロ
　
　

区
区
区
区

照
験
験
験

対
試
試
試

一
”
制
　
一

〇
■
●
▲

葡
　
“
　
…
　
層

　
，
ノ

　
　
　
　
一

。L＿＿＿＿＿＿一＿＿一
0　　14　　　28　　42　　　56　　　91　　126　　154　　182

　　　　生後日数

　　図卜7　胸囲曲線
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表1－7εco”菌数の推移 （1。9／1旭）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　40日齢　　　　50日齢　　　　60日齢　　　　70日齢

4．4±0．4　4．1±1．8　4．1±0．3　2．8±0．5　3．4±0．7　3．5±0．4　2．8±0．5

3．5±1．42．5±2．43。2±1．22．9±0．52。9±1．82．5±1．72．4±1・5

4．4±1．2　3．8±1．1　4．0±1．4　2．9±1．7　2．8士2．1　3．2±1．0　3．8±1・1

3．7±0．0　2．0±2．3　3．1±2．0　3．2±2．3　2．7±2．8　2．6±2．3　1．5±2・1

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80日齢　　　　90日齢

3．1±0．7　3．2±2．2　　邑

3．0±1．0　2．8±1．9亀

2．8±0．52．7±0．2b＆b

2．8±0．73．3±0．9　b

同列異符号間に有意差あり（p＜0、05）

108！鵬1

10

菌

数

5

0

一〇一：対照区

’…｡…：試験区一1

一●一：試験区一2

一△一：試験区一3

　
◎
盈
、

　
一
K

●
卸

1。2。3。4・5・6・7・8・9・日齢

図1－8　E．coli菌数の推移
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表1－8S奮re醒ococc凹s属菌数の推移 （1。9／1漉）

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　40日齢　　　　50日齢　　　　60E齢　　　　70日齢

4．5±1．5　4．4±0．6　4．0±0．9　3．9±0．7　4，1±0．5　4．2±0．6　3．4±0．8

5．2±3．1　4．9±0．9　4．7±O，3　4．1±1．2　5．8±0．3　4．3士1．4　4．7±1．0

5．6±1．3　5．1±0．6　5．5±0．7　4．8±1．2　5．3±0．8　5．3±0．6　5．2±1．3

6．1±2．05．4±0．55．4±0．66．6±0．96．9±1．45．9±0．55．6±0．4

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

80日齢　　　90日齢

4．2±0．4　4．0±0，3

3．7±1．0　4．2±0．6

5．2土2．3　6．1±1．6

5．9±0．2　6．1±0．6

109！冊1

　10

菌

　5

数

一〇一：対照区

’… ｡…：試験区一1

・一 怦黶F試験区一2

一▲一：試験区一3

　
愈
　
■
）

　
一
ノ
　
ア

　
　
●
9

　
　
●
□
）

　
　
㎞
＼
覧
．
’

　
　
漕
男

　
▲
●
■
O

102030405・607・8090日齢
図1。9　St陀ptoccus属菌数の推移
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表1－9Lacfobac’μUS属菌数の推移 （1。9／旭）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　40日齢　　　　　50日齢　　　　60日飴　　　　70日齢

4．1±0．73．2±0．73．9±0．93．2±0．5亀3．8±1．13．3±0．43．4±1．0

4．2±1．8　4．5±1．0　4．4±1．4　4．4±1．1　　5．2±0．7　4．7±1．4　3．9±0．7

5．0±1．0　4．5±0．3　3．8±0．7　3．7±1．3a　4．2±1．8　4．9±0．1　4．4±0．9

5．7±1．1　3．8±0．7　4昌5±0．9　5．7±0．7bb5．7±0，9　5．4±1．3　5．7±1．4

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80日齢　　　90日齢

4．2±0．8　3．5±0．3

4．4±0．7　4．5±0．1＆＆

4．2±0．2　4．9±1．3b

5．4±0．5　5．9±0．5　b

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

109加1

10

菌

数

5

0

一〇一：対照区

…●｡…：試験区一1

一・怦黶c：試験区一2

r幽し一：試験区一3

　
●
■
O

郵
駄
ま

　
　
、
、
㌦
＼

　
〉

　
　
　
》
／

　
　
■
▲
O

　1020304・5・607・8・90日齢
図夏一10　しacttobacillus属愚闇の推。移
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表1－10　メタン生成菌数の推移 （109／醜）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　　30日齢　　　　40日齢　　　　50日齢　　　　60日齢　　　　70日齢

3．0±1．0　2．8±1．0　轟4．0±0．0　2．9±0．8　3．6±0．3　3．3±0．0　3．0±0．3墨

3．3±0．3　1．8±1．1＆　5．7±0．9　4．4±0．0　6．4±0．0　5．4±1．7　4．4±1．4b

3．7±0．5　4、8±0．2bb3．4±1．8　4．9±0．2　4．9±0．3　2．3±0．0　4．6±1．4b

3．1±1．3　3．7±1．1　　5．0±0．5　6．1±0．3　4．2±1．1　4．6±0．6　4．0±2．3b

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80日齢　　　90日目

3．1±1．44．1±1．3

5．7±1．0　4．9±1．8

4．8士1．73．5±2．2

4．3±1．5　3，5±1．4

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

109！儒1

10
一〇一：対照区

…’｡…：試験区一1

一●一一：試験区一2

一▲一：試験区一3

　
蜜
、

β
ゆ
遼
ゆ

　
、
濃
和

　
　
、
．
ノ
！
（
㌔
．
、
馳
．

　
　
　
．
6
二

一
　
　
　
　
　
　
一

　
　
　

　
菌
　
　
敏

0
1。2。3。4・5・6・7・8・9・日三

図卜11メタン生成菌数の推移
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表1－11セルロース分解菌数の推移 （1。9／11屹）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　40日齢　　　　50日齢　　　　60日齢　　　　　70日齢

3，4±0．8　3．0±1．2　4．5±2．0　3．0±1．1　4．6±1．2　3，4±0．7亀　3．0±1．0＆

4．9±1．4　4．0±1．9　3．8±1．2　4．1±0．5　4．9±1．0　5．5±1．3b　5．7±1．7b

5．7±1．1　4．3±1．6　4．5±0．6　4．7±1．1　5．3±1．2　5．6±0．5b　5．5±0．3b

4．3±0．8　3．3±0．7　4．4±1．2　4．8±1．3　4．8±1．6　5．9±0．8b　5．2±1．4

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80日齢　　　　90日齢

4．5±1．8　4．6±1．4

5．2±0．9　5．0±1．4

5．3±1．1　4．3±0．5

6．1±0．45．1±0．5

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

109！冊1

10

菌

数

5

0

一〇一：対照区

・…｡…：試験区一1

一●…：試験区一2

－A一：試験区一3

＼
職

噛
。
。
4

　
　
邊
解
○

　
　
●
■
轡

　
＼
く
＼
へ

q
■
▲
O

1。2。3。4・5・6・7・8・9・日二
二1－12　セルロース分月立数の推移
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表1－12　乳酸利用菌数の推移 （109／旭）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　20日齢　　　30日齢　　　40日齢　　　50日齢　　　60日齢　　　70日齢

0
σ
1
8
0
0

0
1
0
0

十
〇
↓
↓
↓
よ
十
一

り
乙
【
翠
【
0
0
0

7
」
ツ
ー
7
置
7
屡

0
7
－
0
る
O
」

0
0
1
0

±
±
±
±

－
唇
ρ
0
【
0
0

8
倉
0
7
膠
8

9
9
【
0
0
0
1

0
n
U
n
U
－

十
一
↓
↓
⊥
工
十
一

盆
U
【
0
0
0
魯
0

7
－
7
層
7
－
8

盈
U
O
讐
り
6
0

7
層
0
1
0

－
†
噛
↓
占
↓
占
十
一

n
U
」
碍
ρ
0
■
弓

7
蟹
0
0
7
－
8

0
0
礎
U
1

0
0
0
1

±
±
±
±

」
鱒
－
」
鱒
魔
》

0
9
0
り
7
層
0
0

ρ
0
直
「
「
0
δ
0

0
1
1
0

十
一
十
一
↓
占
十
一

2
0
盆
U
1
7
■

7
置
7
－
8
7
「

」
弓
《
乙
亀
0
0

0
ー
ハ
U
－

±
±
±
±

【
O
n
U
O
O
盈
U

7
贋
8
8
8

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80鴫　　90購

0
9
西
ρ
0
4

1
0
0
1

十
一
十
一
十
一
↓
よ

∩
U
リ
ム
7
暫
【
0

7
曜
7
置
7
一
倉
0

ハ
U
ρ
0
「
0
嚇
0

0
0
0
0

±
±
±
±

【
0
」
鱒
n
U
O
O

7
8
7
■
7
－
7
置

10‘1鰻1

10

菌

　5

数

0

　　　
　
　
芝

　
諭
℃
1

　
蔑
ミ
＼

盈
■
り

一〇一：対璽区

…・｡…：試験区一1

一●一：試験区。2
「盒一：試験区一3

10203040506・708・9・月齢
図1。13　乳酸利用二二の推移
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表1－14　ペクチン分解菌数の推移 （1。9／m2）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　　40日齢　　　　50日齢　　　　60日齢　　　　70日齢

8．3±0．98　7．7±0．7＆7．7±0．5＆　8．0±0．3巳9．0±0．8　8．0±0．5a7．8±1・2

8．6±1．1　a8．9±1．1b8．7±1．4＆9．1±0．5bg．7±0．79，7±0．8b8．5±1．6

10．2±．3bb10．2±．7b9．7±0．5b　9．6±1．1b9．5±0．6　9．2±0．4b9．4±0．7

9．5±0．5b　9．7±0．7b10．0±．4bb9．6±0．8b10．1±．5　10．1±．4b9．4±1．2

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80日齢　　　　90日齢

8．1±0．87．2±0．7＆

8．8±1．0　8．6±1．2b

9．2±0．48．8±0．3b

9．4±0．6　9．5±0．7b

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

10‘！鵬1

　10

菌

　5

数

　
《
■
　
O

　
　
へ

態
冒
α

＼
ゼ
、
、

驚
影
・

壌
潤
め

●
▲
■
）

一〇一：対照区

’… ｡…：試験区。1

一●一：試験区一2

＿△＿：試験区一3

10203040506070・8090日齢
図1－15　ペクチン分知薗数の推移

83



表1－15澱粉分解菌数の推移 （1。9／r協）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　　30日齢　　　　　40日齢　　　　　50日齢　　　　　60日齢　　　　　70日齢

9．2±0．8　7．4±0．8』　7．4±0．4＆　7．7±0．6邑　8．8±0．4亀　　7．4±1．3＆　7．9±1．5

9．3±1．0　9．4±1．Ob　9．5±0．6b　9。4±0．6b　9．5±1．5b魯＆9．2±0．9b　9．1±1．3

10．1±．49．9±0．3b　9．9±0．6b　9．5±0．9b　9．9±0．4b9．6±0．3b　9．5±0．5

9．8±0．4　9．9±0．1b　10．1±．7b　9．6±1，0b　9．9±0．4　　b9．9±0．6b　9．4±0．9

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80晴　　90鴫

8．0±1．0　7．4±0．9邑

9．0±1．1　8．8±0．9

9．2±0，6　9．0±0，2b

9．7±0．5　9．8±0．5b

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

10‘1帰1

10

菌

数

5

0

一〇一：対躍区

…・｡…：試験区一1

…●＿：試験区一2

一▲一：試験区一3

　　　ロ

1。2。3。4・5・6・7・8・9・月齢

図1－16　澱粉分解函数の推移
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表1－16ルーメン内細菌のルーメン壁への付着状況

背部　左側壁　右側壁　底部

対照区

試験区一1

試験区一2

試験区一3

刊
刊
町
町

－
唖
0
う
』
T
・

十
十
十
N

1
0
0
り
る
6
0

十
十
・
†
・
†

1
9
0
3
6
0

十
十
十
十

NT：材料なし
＋1：10μ㎡当たりルーメン内細菌10個以内の付着が認められた。

＋2：10婦当たりルーメン内細菌10～20個の付着が認められた。

＋3：10婦当たりルーメン内細菌20個以上の付着が認められた。
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表1－17　プロトゾア数の推移 （1。9／11毘）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　20日齢　　　30日齢　　　40日齢　　　50日齢　　　60日齢　　　70日齢

0
σ
e
O
」
鱒
盛
0

り
乙
り
乙
リ
ム
ー

±
±
±
±

り
乙
8
8
7
8

q
O
の
∠
3
ハ
U

」
鱒
7
－
0
塵
0

1
り
4
り
乙
－

±
±
±
±

盆
U
O
J
り
る
7
1

0
1
り
乙
0

0
8
8
8

0
1
ゐ
乙
－

±
±
±
±

0
8
0
り
O

n
U
O
ウ
ム
ー

0
2
0
7
置
倉
0

0
1
9
乙
－

±
±
±
±

0
7
置
δ
0
7
曜

0
0
∩
∠
0

0
8
1
0

0
1
6
∠
0

±
±
±
±

0
∩
コ
」
鱒
0

0
1
磯
0
0

0
8
1
0

0
ー
ウ
乙
0

十
一
十
一
十
層
↓
↓

0
0
0
』
胃
0

0
0
囑
0
0

0
4
の
∠
∩
U

騨
0
　◎
　
．

0
　
・
6
乙
0

±
±
±
±

0
《
0
8
0

0
亀
0
内
0
0

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

80日齢　　　　90日齢

4．2±2．4　5．6±0．6　＆

3．4±3．1　3．6±3．3

4．9±1．35．1±1．1a

O．8±1．9　1．0±2．4bb

同列異符号間に有意差あり（p＜0．05）

lo91繭1

10

　
　
　
　
　
5

プ
ロ
ト
ゾ
ア
数

0

●㌔．
　　■…●、
■　　　　、

　、　，■

一〇一：対照区

…’ ｡…：試験区一1

一●一：試験区一2

一▲一：試験区一3

　　　　　　　　2ヂ

　　　　　　魯a・

　　　　　　　　　1　鰯　1

102030405060708090日齢
二二17　フロトゾア数の推移
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表1－18ルーメン内容液のpHの推移

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　20日齢　　　30日齢　　　40日齢　　　50日齢　　　60日齢

0
0
9
0
0
0
1

0
n
U
O
O

±
±
±
±

7
一
【
0
0
0
【
9

農
U
盈
U
盛
0
盈
U

公
U
－
盈
U
り
乙

0
ハ
U
O
島
∪

±
±
±
±

盈
U
∩
U
3
1

鳶
U
7
5
岱
0
7
一

「
0
7
暫
8
」
弓

0
0
0
0

±
±
±
±

【
0
8
り
6
8

2
0
【
0
2
U
盆
U

O
σ
餐
U
魔
U
8

0
0
0
0

±
±
±
±

り
し
O
9
9
乙
【
0

《
0
【
0
盈
U
礎
U

7
1
【
0
◎
0
5
0

0
0
0
0

±
±
±
±

」
鱒
」
鱒
9
り
7
－

6
…
a
a
5
，

7
8
1
2
0
』
叩

0
0
0
0

±
±
±
±

1
0
ヨ
2
0
7
8

農
U
盈
U
企
0
ρ
0

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

70日齢　　　　　80日齢　　　　90日齢

6．8±0，38　7．1±0．1　7．1±0。2

7、1±0．1　6．9±0．47．1±0．2

7・3±0．2b　7．0±0．2　6．9±0．3

7．1±0．2　　7．5±0．2　6．9±0．1

同列異符号間で有意差あり（p＜0．05）

pH

8

7

6

▲

■
血
　
区
区
肱

　
ノ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　

　
●
　
，
　
一
…

　
　
　
ノ
・
ノ

　
　
一
O
‘
一
0

　
〆
α
曙
甘

　　　
　
　
狛
～
．

　
■
舎

　
　
　
　
O

一〇一：対璽区

…．｡…：試験区一1

一●一：試験区一2
一▲一：試験区一3

5

0乏一＿一・＿」一一一一一一」
　　　102。30405060708090日置
　　図1－18　ルーメン内客液のpHの推移
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表1－19　総揮発性脂肪酸（VFA）濃度の推移 （鵬M／ω

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10日齢　　　　20日齢　　　　30日齢　　　　40日飴 50日齢　　　　60日齢　　　　70日齢

2．5±0．8　3．1±1．Oa4．4±1．8　4．7±1．8邑　　5．3±1．5　5．2±2．5　5．0±2．6

3．9±1．9　7．1±2．7b7．5±2．9　7，9±2．8　＆　6．7±2．3　4．6±1．9　5．3±2．0

3．7±1．47．2±2．1b7．5±1．66．1±2．7bb邑7．3±2．14．4±1．85．2±1．2

4．2±2．4　6．1±1．0　7．5土2．6　6．3±2．5　　b4．6±0．9　4．3±1．0　4．7±2．2

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

80鴫　　90鴎

3．9±2．5　4．9±1．9

4．9±1．1　5．5±1．7

5．9±1．1　5．1±0．8

4．0±1．4　4．0±2．0

同列異符号間で有意差あり（p＜0．05）

弼詞！d1

10

5

　　　　　　　　　　　一〇一：対照区
　　　　　　　　　　　…’■…：試験置旧1

　　　　　、■　　一●…：試験区一2

O1

0
　　102030405060708090日齢
図1－19総揮発性脂肪酸《VFA）濃度の推移
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表1－20　VFA中の酢酸比率の推移 （MoI％）

対照区

試験区1
試験区2
試験区3

10鴫 20昨 30鴫 40日齢 50日齢 60日齢

75．0±6．8　　66．1±4．7　　71．0±5．9　亀　67．7±5．5　　64．5±8．2　　66．1±3．2

72．7±13．2　61．1±7．6　　65．5±10．9b　63．5±8。8　　65．8±12．6　61．7±10．8

61．3±9．6　55．1±10．454．0±5．5b59．4±10．655．0±5．9　63．8±6．7

66．6±13．8　52．7±7．5　　55．8±5．7　b　55．7±3．2　　57．4±2．5　　61．7±6．8

70日齢　　80鴫 90日齢

対照区

詞ｱ区1
詞ｱ区2
詞ｱ区3

65．5±4．0　65．7±6．4

U3．2±10．164．1±1．8

U0．4±4．0　60．9±7．3

T8．9±6．0　61．3±5．4

66．7±3．5

U4．1±2．9

U5．3±2．5

U1．1±3、2

同列異符号間で有意差あり（p＜0．05）

阿01％

100

50

0

　　　　　○

　　　　　　　　　　　　　一〇一：対照区

　　　　　　　　　　　　　・…■…：試験区。1

　　　　　　　　　　　　　…●…4試験区一2

　　　　　　　　　　　　　一▲一：試験区一3

　　　1

102030405060708090日齢
図1－20　VFA中の酢酸比率の推移
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表1－21VFA中のプロピオン酸比率の推移 （M。1％）

10日齢　　20日齢 30鴫 40日齢 50日齢 60E齢

対照区

詞ｱ区
詞ｱ区
詞ｱ区
1
2
3

17．6±7．5＆21．8±6．2

P8．7±5．9＆23．9±9．4

Q7．3±7．4　31．1±8．8

Q9．7±6．1bb28．6±5．2

19．6±2．3邑

Q4．9±6．5

R1．9±7．2b

Q7．0±5．0

20．1±3．5

P9．0±4．5亀

Q6．7±9．0

Q8．8±1．8b

22．6±6．0

Q4．6±10．6

Q9．4±6．1

Q8．6±3．5

20．0±5．9

Q1．3±5．5

Q4．1±6．3

Q2．3±5．1

対照区

試験区1

試験区2
試験区3

70鴫 80鴫 90日齢

21．9±2．7　　20．0±2．5＆　　17．9±1．6

19．8±6．7　　19．4±1．7　a　18．1±2．9

26．2±13．6　22．2±：8．3bb雛18．0±1．3

21．9±6．0　　23．6±3．2　　b18．2±6．6

同列異符号間で有意差あり（p＜0．05）

岡01％

50

30

10

一〇一：対薫区

…・｡…：試験区一1

一●一：試験区一2

一・
｣一：試験区一3

　
　
　
㌔

　
　
び

　
ヴ
　
　
　
．
ク

幽
●

　
　
　
　
■
）

0

　　102030405060708090日齢
図一一21　VFA中プロピオン霞比率の推移
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表1－22VFA中の酪酸比率の推移 （Mol％）

10日齢 20暗 30日齢 40日齢 50賭 60日齢

対照区

詞ｱ区
詞ｱ区
詞ｱ区
1
2
3

7．8±5．7

U．1±6．4

X．6±4．8

W．1±3．2

10．2±5．8

P1．3±12．0

P0．5±2．0

P3．6±4．3

5．9±4．2

P2．0±3．2

P1．0±2．1

P1．7±4．8

8。7±1．7

P2．4±9．2

P1，0±3．8

P1．5±2．0

9．4±3．4

X．2±2．3

P0．3±6．1

P0．1±1．5

10．8±4．7

P2．2±4．0

X．5±4．5

P2．1±2．0

70日齢 80日齢 90鴫

対照区 9．6±1．8 9．5±1．7 13．4±3。1

試験区1 12．3±2．4 12．8±3．5 12．5±2．2

試験区2 10．4±4．0 12．7±2．7 12．3±2，0

試験区3 13．4±1．3 12．4±2．4 13．6±6．6

腕ol％

20

10

一〇一：対圏区

…’ ｡…：試験区一1

一●一一：試験区一2

一△一：試験区一3

薩
○

　
》
～
、

イ
隔

刈
α

　
、
…
…
　
／

血
U
　
O

こ
〆
＼

△
臨
野

、020304・506・708・90日齢
図1－22VFA中の酪酸比率の推移
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①

④
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　　　oピ昌一ルチ」rン’←　　　　　④塾風聾量　　　　　　　　，

，図UO1シバヤギ用に敬良したブタ飼青用アイソ

　　　　　レータ（略図）

’

5
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　　　　　　表ll－1ルーメン細菌の経ロ投与のスケジュール

　　　　　　　35日齢　　　　　　　　36日齢　　　　　　　38日齢　　　　　　　　　　　　　　　39日齢　　　56日齢（安楽殺）

細菌投与日齢　　↓　　　　　　↓　　　　　↓　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　↓　　　　i　　　i　　　　　　　i
1．17×1010　　　S」bo1ク’s　　　　　　　　i　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　i

5．30×1010　　　L．ρ’aπ亡aru摺　　　　　↓　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

7．00×10・　　　　凱a’σa’esceπs　　i　　　　　　　i

1．95×10・　　　航e’sde耐　　↓　　　　　i
7．80×101・　　　　　　　af，br，s。，，eηs　　　i
5．50×101・　　　　　　凡，、。，，，，σ，ass，b，e，，、　i

2．28×1010　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　εLfaec’u層　　　　　　　　　　　　　↓
7。05×10　9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　π．a摺y’oρぬ，，us

1．25×1010　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　飼㌧a’bos
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表11－2特定細菌種の消化管内の各部位での菌数

細　　菌 ルーメン 盲　腸 直　腸

総　菌　数
昭．e’sdeπ’i

V」a’ca’esceπS

S．bo》’S

E．faec’朋

L．ρ’aπ量aru厨

4．47×109！g

8．oxlo519

9．1x107／9

8．gx108／9

3．gxlo519

9．6x1061g

3．05x10819

1．6x10619

1．OX105／g

2．8xlo619

1．OX106／g

1．6×106！g

2．95×109／g

2．ox106／9

10ヲg以下
7。1xlo6／9

1．8×106／9

2．8xlo61g
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表ll－3ルーメン細菌投与後3週目におけるルーメン細菌構成および構成比

①s．b。v’s

②af’br’so～eηs

③尺，a副oρ酬u5
④πr朋’π’c。’ass．breγ’s

⑤Lfaec加
⑥艦e’sdeπ”

⑦Ma’ca’esceηs

⑧Lρ’aπfar開

⑨凡a’加s

1．78x1091g（48．56％）

2．20×108／g（　6．00駕）

6．70×108！g（18．28駕）

8．94×108／g（24．39器）

3．90×105／g（　0．01駕）

8．00×105！g（　0．02％）

9，10x1071g（　2．48％）

9．60x106／g（　0．26％）

0．00　　（0．00％）
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表ll－4ノトバイオートシバヤギの消化管各部位の揮発性脂肪酸濃度

　　　　と組成

部　位

組成　（モル比）

酢酸　プ吐オン酸　酪酸　吉草酸　　力力ン酸

総揮発性

脂肪酸濃
度（崩1ω

盲　腸

直　腸

78．7　　　　9，1　　　11．9　　　　　0．3

76．1　　　15．2　　　　8．7　　　　　0．0 0
0
0
0

2
0
【
0

【
0
1

0
0
0
0
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表II－5　ノトバイオートシバヤギおよび慣行飼育ホルスタイン子牛のル

　　　　ーメン内揮発性脂肪酸濃度と組成

組　成 （モル比）

頭数　　酢酸　力ビオン酸　酪酸　吉草酸　　力力ン酸

総揮発性

脂肪酸濃
度（崩／ω

子牛8　5　66．120．510．8
ノトパイオートシバヤギ　　1　　　59．5　　　26．6　　　8．5

－
【
σ
1
0
0

盈
り
0
σ

n
U
－

0
∩
」

り
乙
【
り

【
0
り
盈

8：石川県畜産総合センター繋養子牛（60日齢）
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対照新生子牛

εσo”NAS－10で

攻撃した新生子牛

表lll－1ルーメン液投与後E．　co”甑S－10攻撃スケジュール

0　　　　　24　　　　　48　　　　　72　　　　　96／生後時間

安楽殺

一一一一一一一一・
ｫ一・死亡

…↓一一一一一一一一一一一一一一一安楽殺

ルーメン液投与新生子牛　…↓…一一一…一一一一一一一一一一一…一一…一一一一一一一安楽殺

ルーメン液投与後εCO戸

NAS－10で攻撃した新生

子牛

↓：ルーメン液投与

↓：E．co戸甑S－10投与

・一
ｫ・一一一一一一一↓・一一一一一安楽殺

…↓一一一一一一一↓…一一一一一一一一一一一賓楽殺

一一
ｫ一一一一一一↓一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一安楽殺
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lo‘1鳳1

10

8

6

4

2

ルーメン内容物
109ノ胴1

10

8

6

4

2

ルーメン壁

　　　48　　　　　72　　　　96　　　　　　　　　　　48　　　　72　　　　96

　　　時　同（生後）　　　　　　　時　間（生後）

　蓬］：対麗区新生子牛の縛大鵬菌

團：E．。。1HAS10攻撃区新生子牛の縁大賜菌
翻：E．coli髄As－10攻撃区新生子牛のE．c。1i開As－10

2：ルーメン液投与後E．coli閥As－10攻撃区総大鵬菌

■：ルーメン濃投与後E．coliMs－10攻撃区E．coli囲As－10

図皿一1ルーメン内の大腸菌およびE．coli麗As－10の薔数分布
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10‘1●1

10

8

6

4

2

十二予予内容物
lo81薦1
10

8

6

4

2

劣

十二指腸壁

　　　　48　　　　 72　　　　96　　　　　　　　　　 48　　　　72　　　　96

　　　　時　聞（生後）　　　　　　　時　岡（生後）

　注）は図二一1に同じ

図皿一2十二指励内の総大鰯薗およびE．coliN《s－10の菌数分布
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lo91●1
10

8

6

4

2

直腸内容物
10‘！■1

10

8

6

4

2

直腸壁

　　　　48　　　　　72　　　　 96　　　　　　　　　　　48　　　　72　　　　 96

　　　　時　聞（生後）　　　　　　　時　閥（生後）

　　注）は壁皿一1に同じ
図皿一3直騒内の縁大隅菌およびE．coliMs－10の菌数分布
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　　図lll－4　新生子牛のルーメン内における細菌構成パターン
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図Ill－5　新生子牛の十二指腸内における細菌構成パターン

　注）は図lll－4に同じ

105



グラム　ー

グラム不定

グラム不走

十
　
十

一
．
嫡
＋
＋

．
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
．
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
　
　
ム
．
ム
　
　
ム
　
　
ム

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ラ
ラ

　
　
　
　
　
　
　
　
ラ
ラ
ラ
ラ
ラ
ラ
ラ
ラ

　
　
　
　
　
　
，
，
．

　
　
ラ
ラ
ラ
ラ

ラ
ラ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
．
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
グ
’
グラム不定

グラム　＋

隷薗

疎薗

遼●壕臨

線薗

違鎮隷薗

曲ヨ樺葬凹

歯髄薗（小型）

麹幽曹（中型）

費幽蘭‘大聖）

二二薗，（小一》

螺二二（中言｝

螺旋薗｛大型）

桿口｛小聖）

二二二型）

二二く大聖⊃

卵形二曹

尖端二言塵

尖二二2遮押薗

二二《小言》

二二仲聾）

細畏三三

賓馳子貫上

面●聯魯

その他

　　　　　　（b）

@　　　　　　　●

@　　　　　　　騒

@　　　　　　　響

@　　　　　　　；　　　　　　　　x　　，　　　　召　　　　　　　　●

@　　　　　　》

P．

@　　　　　　，

恥o

1顧

（c）

鄭
層
醇
ρ
”
X
8
●
＼
尉

6

10　　　　　30　　　　　　　　10・　　　　30　　　　　　’　10　　　　　30・

　　　　　　　　　分布百分富（驚）

図lll－6　新生子牛の直腸内における細菌構成パターン

　　注）は図lll－4に同じ
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