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要 帝句

トウモロコシサイレージ給与時の反努家畜第一胃

(ルーメン)の発酵を近似的に再現するため，連続発酵

装置オムニカルチャーフ。ラス (VIRTIS)の運転条件を

確立することを目的とした.緩衝液(MCDOUGALLの人

工唾液)流入に伴う希釈率を高希釈率(1.30 vol/ day) 

と低希釈率 (0.62vol/ day)に設定して 168時間運転

し，人工ルーメン内の pH，VFA，アンモニア態窒素

濃度，プロトゾア生息密度及びその生存率を調査した.

pHは低希釈率運転時に VFAの蓄積によって低く推

移したが正常値の範囲内であった.プロトゾアの生息

密度は希釈率にかかわらず培養時間が進むにつれて減

少し， 5日目に急減し， 7日目には 103cell/ml程度の

値となった.アンモニア態窒素濃度は高希釈率運転時

に極めて低く推移した (0.8~3.8 mgN/dl)が， 0.2 g/ 

lの尿素を緩衝液に添加すると適切なレベル(平均

10.5 mgN/dl)に回復した.以上の結果から，いずれの

希釈率で運転しても 96時間程度までは pH，VFA，プ

ロトゾア数を想定した範囲内に維持で戸きるが，高希釈

率運転時はアンモニア不足回避のため少量の窒素源補

給を行う事が必要で、，このような運転条件でトウモロ
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コシサイレージのルーメン内消化・発酵特性の評価に

利用できることが示された.

緒 C:II 

飼料の最終評価では invivo試験が行われるが，多

くの作業仮説や実験条件からより適切なものを選抜す

るような場合，人工ルーメンを用いた invitro試験が

しばしば行われる.人工ルーメンの利点は，実験の規

模が小さく，操作が簡便で、運転経費が少ないことの他

に， in vivoでは困難な実験処理も設定できることにあ

る.例えば，極端な飼養条件を設定した時，ルーメン

内パラメータにどのような変化が起こるかを頻繁な試

料採取をもって観察することができる.また，実際の

ノレーメンでは非常に複雑な要因が相互関連して発酵が

成立しているため，条件を単純化すれば，特定の要因

の影響を明らかにできる.

ノレーメン内発酵を近似的に再現するためにこれまで

多くの研究がなされてきた.初期の研究ではパッチ培

養装置にいくらかの工夫をこらしたものであった.

W ARNER (1956) は人工ルーメンを作成・運転し， in 

vivoとの比較を行い，微生物数，消化率及び発酵産物

を測定し，人工ルーメンの克服するべき改良点を示し

た.その後，初期のものに比べてかなり長くルーメン
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内微生物相を維持することができる連続発酵装置など

もつくられた.ルーメン内微生物相の安定の指標とし

てプロトゾア数の維持があげられるため， 1970年代以

降はプロトゾアの維持に焦点をあてて研究が行われて

きた.透析装置の設置 (ABEand KUMENO， 1973)や

流出経路 (TEATHERand SAUER， 1988)などの工夫を

凝らした結果，プロトゾアは維持できるものの，装置

が大型化，複雑化してしまうものもでてきた.近年の

人工ルーメンを用いた研究は， HOOVER et al. (1976 A) 

が考案したものと CZERKAWSKI and BRECKENRIDGE 

(1977)の考案した Rusitec(Rumen simulation tech-

nique)の二つの装置を基本とするものがほとんどであ

る. HOOVER et al. (1976A)の人工ルーメンは発酵槽

に二つのオーバーフロー流路がついたのが特徴であ

る.一つはポンプによって液相部からフィルターを介

してくみ出す流路であり， もつひとつは液相部及び固

相部から流出する通常の流路である.

本研究では HOOVERet al. (1976A)の用いた人工

/レーメンをモデルとしたオムニカルチャープラス

(VIRTIS)を使用し， と7もろこしサイレージ給与時

の運転条件の確立を目的とした.良好な人工ルーメン

の指標として， pH， VFAやアンモニアの濃度がin

vivoでの正常値の範囲にあること，およびプロトゾア

生息密度が過去の報告値 (x103-4cell/m1)程度に維持

されることを目標とした.

材料及び方法

連続発酵装置としてオムニカルチャーフ。ラス (VIR-

TIS) を用いた.イノキュラムにはとうもろこしサイ

レージを多給した乾乳牛のルーメンろ液を用いた.装

置は発酵槽(1.2 1)に出入り口を持ち，ペリスタポン

プを介し，設定した希釈率 (0.62及ぴ 1.30vol/day) 

で内容物が入れ替わるものであった.嫌気性を保つた

めに N2ガスを発酵槽上面に導いた.緩衝液は

MCDOUGALLの人工唾液 (MCDOUGALL，1948) を使用

した.また，両者とも発酵槽上面にサンプル供給口と

採集口を有し， pHメーターを装備した.168時間運転

し， 24時間ごとにとっもろこしサイレージを 20g投

入した. 2回目以降のサイレージ投入時には，投入前

に発酵槽内のサイレージ残j査を 10g除去した(消化率

を50%と仮定).試料採取は 12時間ごとに行い， pH， 

アンモニア態窒素濃度， VFA濃度と組成及び、フ。ロト

ゾア数を測定した.アンモニア態窒素濃度はインド

フェノール青法 (WEATHERBURN，1967)を用いて測定

した.ガスクロマトグラフ装置(GC司14B，SHIMAZU) 

を用いて VFA濃度及ぴ組成を測定した.プロトゾア

はサンフ。ル採集直後にマイクロピペットで格子入りス

ライドグラス上に 10μ!とり，光学顕微鏡 (x100)で

運動性のないもの(死滅フ。ロトゾア)を計数した.

方で同じサンプルを MFS(OGIMOTO and IMAI， 1981) 

で5倍に希釈固定し， 10μlを同スライドグラス上に

とって総数を計数した.この二つの計数結果からプロ

トゾアの生存率を求めた.

結果及び考察

pHの変化を図 1に示した.高希釈率に比べて，低希

釈率運転時のほうがpHが低く推移 (6.8~7.3 vs. 

6.6~6.9) した.低希釈率運転時の pH の低下は，生成

された VFAの蓄積によるものと考えられ，実際に総

VFA 濃度は高希釈率の 1.6~5. 6 mmol/dlに対し，低

希釈率では 4.4~8.5 mmol/dlと高い値が持続した

(図 2).また， VFAのA/P比は時間の経過とともに

低下する傾向(平均 4.3→ 3.2)にあった(図 2).ABE 

and KUMENO (1973)も透析がない場合の特徴として，

低希釈率 (0.5vol/day)では高希釈率での運転時(1.5 

vol/day)に比べて pHの低下と A/P比の低下が認め

られるとしている.王要なルーメン細菌の至適pHは

6.1~6.7 であり，特にセルロース分解菌は低 pH に感

受性が高いとされている(板橋， 1998).本人工ルーメ

ンにおける pHは，どちらの希釈率で運転した時でも

適正な範囲内であった.

いずれの希釈率で運転しても初めの 12時間でプロ

トゾアは半減し， 168時間まで運転を行うと，培養開始

時の 15分の lから 20分の 1程度まで減少 (3~12X 

104→ 2 ~ 6 X 103cell/ml)した(図 3). WELLER and 

PILGRIM (1974)はinvivo試験において，ルーメン内

のプロトゾア生息密度よりもルーメンからの流出物中

の生息密度のほうが低いと報告している.本実験にお

いては流出物中のフ。ロトゾア数を計測しなかったので

密度の差は分からない.しかし invivoのような選択

的貯留を人工ルーメンで再現できれば，プロトゾアの

長期維持が可能とおもわれる.

プロトゾア生存率は，高希釈率で運転した場合に

108時間培養時の 53%から 120時間培養時の 20%へ

と大きく減少した(図 3).このようにプロトゾアの生

存率が下がったのは，発酵槽内がフ。ロトゾアの生存・

増殖には適きない状態になったためであろう.ただし，

pHや VFA濃度は正常の範囲内にある(板橋， 1998) 

ので，その他の要因，例えばプロトゾアの窒素源であ

る飼料たんぱく質の不足などが生存率低下の要因と考

えられる. HOOVER et al. (1976 B)は培養前期(1~ 5 

日)，中期 (6~ 9日)及ぴ後期 (11~ 14日)のプロト

ゾア数を調べ，中期と後期で有意差はなく，プロトゾ

ア数は 5X 104/ml程度であったと報告している.ま

た， ABE and KUMENO (1973)はプロトゾア数の減少

が最も少ないのは透析装置を用いて低希釈率 (0.5

vol/day)で運転した時であり，アンモニア， pH，VFA 

濃度は invivoと同レベルであったと報告している.
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Figure 1 Changes with time of pH in continuous culture. Continuous culture was operated at 
high (1 .30 vol/ day) or low (0.62 vol/ day) dilution rate with daily feeding of corn silage 
(20g). 
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Figure 2 Changes with time of total VFA concentration (m mol/dl) and acetate/propionate ratio 

in continuous culture. Continuous culture was operated at high (1 .30 vol/ day) or low 
(0.62 vol/day) dilution rate with daily feeding of corn silage (20g). 

プロトゾア数の減少を抑えるためには，発酵槽内が

ノレーメン内と近似するようになり，プロトゾアの選択

的貯留をある程度はかり，かつ発酵槽内で、の増殖を保

証する栄養条件を満たすことが必要で、あると考えられ

る.

ノレーメン内のアンモニアは多くの細菌の主要窒素源

となるため，適正なレベルに維持されねばならず，

5~10 mgN!d1前後が至適濃度とされている(板橋，

1998) .アンモニア態窒素濃度は低希釈率運転時におい

ては 4.0~19.8 mgN/d1の範囲で推移し，高希釈率運

転時においては o.8~3.8 mgN/d1の範囲でかなり低

く推移した(図 4).高希釈率運転時にアンモニア態窒

素濃度が大きく低下してしまうのは，基質たんぱく質

やたんぱく質分解性微生物の流出が考えられる.しか

し，最大の要因は飼料中のたんぱく質量の不足である.

すなわち HOOVERet al. (1976 A)は発酵槽 11に対し

て 4.2~5.6 gの粗たんぱく質を給与しているのに対

し，本試験ではその約 10分の 1の粗たんぱく質を給与

しているにすぎない.アンモニア態窒素濃度を上げる

ために，給与量を増やすことも考えられたが，大量の
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Figure 3 Changes with time of total number (cells/ml) and viability (%) of protozoa in continuous 

culture. Continuous culture was operated at high (1 .30 vol/ day) or low (0.62 vol/ day) 

dilution rate with daily feeding of corn silage (20g). 

飼料が十分に発酵槽内で混和きれないことや，発酵に

よる pHの急激な低下が懸念されたので，代わりに窒

素源として 0.2g/lの尿素を緩衝液に添加した.尿素

無添加で高希釈率運転をした時には，アンモニア態窒

素濃度は 5mgN/dl未満であり，ルーメン細菌の増殖

に必要な窒素の不足が明らかであったが，尿素添加時

には 96時間までこの値よりも高く推移していた(図

4 )ことから本尿素添加量で窒素不足の回避はでき

たと考えられた.

以上の結果から，いずれの希釈率で運転しでも 96時
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間程度までは pH，VFA，プロトゾア数を想定した範

囲内に維持できるが，高希釈率運転時はアンモニア不

足回避のため少量の窒素源補給が必要なことがわかっ

た.このような条件で人工ルーメンを運転・利用する

ことで， トウモロコシサイレージのルーメン内消化・

発酵特性のおおよその評価が可能であると思われる.

ただし，梶川らの総説 (2003)によると，人工ルー

メンの応用に際しては予備期の設定が通常必要で、あ

る.本装置と同タイプの HOOVER 型では 5~7 日の適

応期間が推奨されている (CALSAMIGLIAet al. 1996; 

口 1.30vol/day 

固 O.62vol/day 

目 1.30vol/day with urea 
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Figure 4 Changes with time of ammonia nitrogen concentration (mg/ dl) in continuous culture. 

Continuous culture was operated at high (1 .30 vol/ day) or low (0.62 vol/ day) dilution 

rate with daily feeding of corn silage (20g). Urea supplementation to buffer (O.2g/り
was tested to optimize ammonia level in operation at high dilution rate. 
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GRISWOLD et al. 2003). これら過去の報告はおしなべ

てルーメンプロトゾア生息密度の長期維持がなされ，

jレーメン発酵の良好な長期維持を示唆している.つま

り本装置を本運転条件で使用した場合は長期の微生物

適応を経た実験には適さず，まだ改良の余地が多いと

考えられる.例えばプロトゾアの選択的貯留をはかる

ための方策(飼料の投入方式や流出口の改変など)を

考慮しなければならない.
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