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Abstract 

The effect of diet on in situ NDF disappearance and partic1e associated bacteria (PAB) and the 

partic1e associated protozoa (PAP) mass of different size of partic1e was evaluated. The large 

partic1e (LP) and small partic1e (SP) of orchardgrass (OG) and alfalfa (ALF) hay were incubated in situ 

for 2， 4， 14， and 24 h in the rumen of sheep fed either OG or ALF hay once dai1y. The P AB mass of 

LP was tended to be higher than SP for OG incubation partic1es， but P AB mass of SP tended to be 

higher than LP for ALF. However， compared with PAB， opposite trends were obtained' for PAP 

mass between different size of partic1es. The higher average cumulative P AB and P AP mass of 

incubation partic1es were obtained when OG fed， but the NDF disappearance: cumulative microbial 

nitrogen ratio was lower than ALF fed. The results suggest that incubation forage， partic1e size， and 

incubation environment affect rumen microorganisms attachment to partic1e and fiber digestion. 

要 約

粒度の異なる飼料片に付着する細菌(PAB)，プロト

ゾア (PAP)量およびNDF消失率に及ぽす給与乾草

の影響を検討した.オーチヤードグラス (OG)および

アルフアルファ (ALF)乾草の大粒度飼料片 (LP)と

小粒度飼料片 (SP)を同種類および異種類乾草のみ給

与しためん羊のルーメン内で， 2， 6，14，24 h in situ 

培養した.OGのLPのPAB量は SPのPAB量と比

べ，やや高い傾向にあった.一方， ALFのSPのPAB

量は LPより高い値となった.PAP量は OGでは LP

より SP，ALFでは SPより LPのほうが高い傾向に

あった.飼料片への細菌付着量は飼料片粒度により影

響されるが，その影響の程度は ALF飼料片の方が大

きかった.給与乾草の違いにより，飼料片への細菌の
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付着量および変動のパターン， NDF消失率および消

失パターンは異なる傾向が示された.

緒旨

反努胃内の細菌はおもに飼料片に付着する状態で存

在している (CHENGet al.， 1984). これらの細菌に由

来する繊維分解酵素活性は繊維分解と密接な関連があ

る (SILVAet al.， 1987). さらに， in situによる実験

で， DAP A (Diaminopimelic acid)をマーカーとして

測定した付着微生物タンパク質量 (OLUBOBOKUN et 

al.， 1990)および 15Nを用いて測定した付着細菌量

(BOWMAN and FIRKINS， 1993) とNDF消失率間に有

意な相関関係があることが報告されている.プロトゾ

アも飼料片に付着し (BAUCHOPand CLARKE， 1976)， 

繊維質分解に大き-く関与する可能性が報告されている

が(COLEMAN，1986)，飼料片に付着する細菌およびプ

ロトゾアをそれぞれ分けて測定し，繊維分解との関連
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を検討した報告はほとんどない.ルーメン微生物の飼

料片への付着は飼料片の性質とルーメン微生物動態の

相互作用の結果であり，飼料片の物理的および化学的

な性質が付着量の影響要因と考えられる (McALLIS-

TER et al.， 1994).飼料片の粒度が異なる場合では，

単位重量当たりの飼料片の表面積が異なり，小粒度の

飼料片に付着する細菌量が多くなることが報告されて

いる (GERSON et al.， 1988; LEGAY-CARMIER and 

BAUCHART， 1989).一方，給与飼料に応じて，ルーメ

ン環境が変わり，ルーメン内微生物の量および構成，

液相および、固相への微生物の分布も変動することが考

えられる.このように，飼料片，微生物およびルーメ

ン環境が相互に関連しあって飼料片に付着する微生物

量を決定し，ひいては繊維質の分解を左右すると予想

できる.

そこで，本研究は異なる乾草を給与しためん羊を用

いて，給与飼料と同種類および異種類の乾草から調製

した大小粒度の飼料片を insitu培養し，飼料片に付着

する細菌量，プロトゾア量およびNDF消失率に及ぼ

す飼料片の粒度および、給与飼料の影響を検討すること

を目的とした.

材料および方法

ノレーメンカニューレを装着した去勢めん羊4頭を供

試し，オーチヤードグラス(OG)およびアルフアルファ

(ALF)乾草を 2頭ずつ，それぞれ1日1回， 2時間給

与した.水とミネラル塩は自由摂取させた.OGおよび

ALF乾草を 10mmあるいは 1mmメッシュの簡を付

けた粉砕機で粉砕し，さらに 300μmの簡で節別し，簡

の上に残留した飼料片をそれぞれ大粒度飼料片 (LP)

および小粒度飼料片 (sP)とした.これらの飼料片を

100μmメッシュのナイロンパックに入れ，同種類お

よび異種類の乾草を給与しためん羊のルーメン内に飼

料給与と同時に 2パックずつ投入した.2， 6， 14， 24 h 

で培養した後，パックの一つは水道水で，水がきれい

になるまで洗浄し，さらに家庭用洗濯機で25min洗浄

し， NDF測定に供した.もう一つのバックは 45mlの

生理食塩水で3回に分けて洗浄し，微生物測定に供し

た.本実験とは別の時期に OGおよび、ALFを同じ方

法で給与しためん羊から， 2， 6， 14， 24 hにルーメン

内容物とルーメン液を採取した.ルーメン液の pH，

NH3-N，総VFA濃度を測定した.

培養後飼料片に付着する細菌(PAB)含量は， DAPA 

をマーカーとし，次式によって求めた.

(飼料片中のDAPA含量)/(分離PAB中のDAPA含量)

式中の分離PABは採取したルーメン内容物から，

WHITEHOUSE (1994)の飼料片に付着する微生物の洗

浄方法およびCRAIG(1987)の細菌分離方法にした

がって分離した PABである.

Tab.l Chemical composition and particle size 

distribution of large and small particles 
(LP， SP) of orchardgrass (OG) and alfalfa 
(ALF) hay for in situ incubation 

OG ALF 

LP SP LP SP 

CP (%/DM) 6.9 6.8 11.9 11.2 

NDF (%/DM) 53.0 52.9 51.3 50.8 

Particle size 
Distribution (%) 

>5600 (μm) 45.9 24.3 1.5 。
2380 23.0 32.4 4.4 1.3 

1190 21.6 24.3 5.9 6.6 

600 6.8 12.2 42.6 53.9 

300 2.7 6.8 42.6 36.8 

150 。。2.9 1.3 
Average (μm) 3425 645 2520 545 

飼料片に付着するプロトゾア (PAP)含量を測定す

る方法については， AEP (Aminoethylphosphonic 

acid)がマーカーとして勧められているが(CZERKAWS-

KI， 1974)，細菌中にも AEPが検出されたので，本研究

では，総AEP含量から細菌由来の AEP含量を差し引

いた AEP含量を用い，次式でPAP含量を求めた.

(飼料片中の総AEP含量一細菌由来の AEP含量)/

(分離PAP中の AEP含量)

式中の分離PAPはWHITEHOUSE(1994)の飼料片

に付着する微生物の洗浄方法およびNEILLand IVAN 

(1996)のプロトゾア分離方法を参考にして分離したも

のである.DAPAおよぴAEPの測定は CZERKAWSKI

(1974)の方法に従った.

付着微生物による飼料片繊維質分解への時間積算的

な寄与程度の指標として， BOWMAN and FIRKINS 

(1993)が報告した付着量の経時変化曲線下の面積を計

算する方法を参考にして， PABおよび、PAPの積算量

(C-PAB: cumulative PAB， C-PAP: cumulative 

PAP)を算出した.さらに，分離PABおよび、PAP中

の窒素 (N)含量から付着する微生物の積算N量

(CMN: cumulative microbial nitrogen) を算出した.

結果と考察

培養用の飼料片の粒度分布および化学成分は表-1

で示した.ALFより OGの方が平均サイズは大きかっ

た.両乾草とも LPとspの化学成分には違いがほと
んどなかった.

培養時間に伴う NDF消失率の変化を図-1に示し

た.OG飼料片の NDF消失率は OG給与下では，ほぽ

直線的に増加したのに対して， ALF給与下では，やや

曲線的な消失パターンを示した.一方， ALF飼料片は

どちらの乾草の給与下でも，早い時間帯での消失量が

多く， とくに ALFを給与した時の LPで顕著で、あっ
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Changes in the particle associated bacterial mass (PAB) of large (・)and small (口)particles of 
OG and ALF hay during in situ incubation in the rumen of sheep fed OG or ALF hay 

Fig.2 

で増加し，その後，減少する傾向がうかがわれたが，

OG給与下では，このような傾向ははっきりしなかっ

た.著者らはめん羊に ALFを給与した invivo試験に

おいて，給与後2hでPAB量が最大値になったこと

を観察した(語ら， 1998).このような invivoとinsitu 

実験結果の違いはナイロンパック自体の影響により，

微生物の侵入が遅くなったためかもしれない (MEYER

and MACKIE， 1986). 
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た.二つ粒度間で比較すると， OG飼料片ではほぼ同じ

消失パターンであったが， ALF飼料片では， SPより

LPの方が培養6時間内の消失量が多くなる傾向が示

された.

図-2では各培養時間における飼料片中の PAB含

量を示した.OG飼料片では，どちらの乾草の給与下で

も， PAB量の経時変化に一定の傾向が見られなかっ

た.一方， ALF飼料片は ALF給与下では， 6時間ま
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Effects of incubation environment and particle size of different forage sources on NDF 

disappearance and cumulative microbial mass during in situ incubation in the rumen of sheep 
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算量およびNDF消失率 :CMN比を示した.NDF消

失率については， OG給与下でALF飼料片を培養した

場合を除けば， LPより SPのほうが高い傾向にあり，

とくに ALF給与下でALF飼料片を培養した場合で

は，この傾向が顕著で、あった.C-PAB量については，

給与乾草にかかわらず OG飼料片では SPより LPの

方がやや高い傾向にあった.しかし， ALF飼料片の C-

PABはLPより SPの方が高い値となり，とくに

ALF給与下では顕著で、あった.図-3で示した傾向と

同じように， C-PAP量の粒度別飼料片聞の傾向は培

養した草種により異なり， OG飼料片では LPより

SP， ALF飼料片では SPより LPのほうが高く， C-

787 4155 53.4 

各培養時間における PAP含量を図-3で示した.

個体差が大きかったため，培養した飼料片の各時間帯

および給与乾草聞を比較するのは困難で、あったが，粒

度聞の違いについては， OGでは LPより SP，ALFで

はSPより LPに多く付着する傾向が見られた.一日

を通してみると，いずれの飼料片においても，培養の

後半の時間帯に高い値が観察された.これはプロトゾ

アの増殖が遅いためであると考えられる.in vitroに

よる検討により，プロトゾアは 12-14時間以上培養し

ないと増殖が認められないと DEHORITYet al. (1998) 

は報告している.

表-2では 24時間の NDF消失率，付着微生物の積

SP 
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PAB量と対照的な結果となった.飼料片への細菌ある

いはプロトゾアの付着量および繊維質分解率は粒度に

より影響され，その影響の程度は ALF飼料片の方が

大きかった.

給与乾草による培養環境問の違いを比較すると，

ALF給与時のルーメン液pH，NH3-N，および総

VFA濃度は OG給与時より高く推移した(図-4). 

このようなルーメン環境で培養した飼料片の C-PAB

および、C-PAP量は ALF給与時より OG給与時で高

い値となったが，逆に， NDF消失率 :CMNの比は

ALFの方が高い値になった.ルーメン液のpHが低く

なると繊維分解菌の活性が抑制されることがよく知ら

れているが，本実験の場合では， OGおよび、ALF給与

時， pHの値はともに正常範囲内にあった.in vitroに

よる実験より， VFAの濃度は高くなると，微生物の増

殖が制限される可能性があるが， pHが6.5以下に低

下しない場合，ほとんど制限されなかったとの報告も

ある (WOLIN，1969). したがって，本実験の OGある

いは ALF乾草給与下でのpHあるいは総VFA濃度

の違いは繊維質分解微生物の活性に影響を与えないか

もしれない.繊維質分解細菌にとっては，ルーメン中

のNH3-Nはもっとも重要なもしくは唯一の窒素源

でありながら，これらの細菌は集中的に飼料片の表面

に付着する状態で分布し， NH3-Nを利用するので，飼

料片周囲の NH3-N濃度は液相中の濃度より低いこ

とが推測されている (MORRrSONand MACKIE， 1996) . 

正常の繊維質分解を維持するための，ルーメン液

NH3-N 濃度は最低5mg/dlと報告されているが，適

切な濃度範囲は飼料片の性質により異なる (GrvENs

and Moss， 1995).本実験では， ALF給与時と比べる

と， OGを給与した場合，ルーメン NH3-N濃度が低

しこのため，微生物の繊維質分解活性は低くなり，

NDF消失率と CMNの比が低くなったと考えられ

る.

ノレーメン細菌とプロトゾアはともに繊維質の分解に

関与する.その関与の程度を検討するために，同種類

乾草を給与したルーメンで飼料片を培養した場合の

C-PABおよびC-PAP量と NDF消失率の重回帰関

係を求めた.

OG : NDF disappearance (%) = 1. 01十0.0082
PAB+0.0100 PAP (回帰関係と回帰係数とも

にPく0.01)

ALF : NDF disappearance (%)ニ6.64+0.0117

PAB+0.0080 PAP (回帰関係と PAB回帰係数

Pく0.01，PAP回帰係数 Pく0.05)

PABおよびPAP積算量と NDF消失率聞の回帰

係数はほとんど同じであるが，飼料片への平均フ。ロト

ゾア付着量は細菌付着量の 1/4程度であるので，繊維

質分解において主な役割を果たすのは細菌であると考

えられた.プロトゾアについては，その付着の影響要

因および、繊維分解との関連に不明な部分が多く，今後

さらに検討する必要があるだろう.

以上の研究により，付着する細菌量および変動パ

ターンは飼料片の草種，粒度および給与飼料により応

じて変化するルーメン環境に影響され，ひいては繊維

質分解が左右されることが示唆された.
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