
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)

2013～2011

低メタン産生牛の特定をめざしたルーメン菌叢プロファイリング指標の確立

Development of rumen microbial profiling to identify low methane-producing cattle

５０１５３６４８研究者番号：

小林　泰男（Kobayashi, Yasuo）

北海道大学・（連合）農学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２３３８０１５６

平成 年 月 日現在２６   ５ １５

円    13,900,000 、（間接経費） 円     4,170,000

研究成果の概要（和文）：低メタン生成牛を特定する指標開発をみすえ、カシューナッツ殻液給与によるメタン低減と
連動して増減を示すルーメン菌群を探索した。メタン古細菌群mOTU35は、ホルスタイン乾乳牛、タイ在来牛および水牛
のメタン生成と高い正の相関を示した。一方、真正細菌群OTU95は乾乳牛ルーメンでのみメタン生成と負の相関、プロ
ピオン酸と正の相関があった。以上より、 両菌群がカシューナッツ殻液のメタン低減効果に直接・間接的に関わるこ
と、特にmOTU35はメタン生成程度に深く関わるコア菌群であることが示唆された。よって本菌群のルーメン内モニタリ
ングがウシ個体ごとのメタン生成程度を把握する指標をもたらす可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Toward the development of rumen microbial profiling to identify low methane-produc
ing cattle, rumen bacteria and archaea showing specific changes with methane-inhibiting cashew nut shcll l
iquid were explored. The abundance of methanogenic archaeal mOTU35 was found to positively correlated to m
ethane production of Holstein dry cows, Thai naitive cattle and swamp buffaloes. Meanwhile, the abundance 
of eubacterial OTU95 showed negative correlation with methane production and positive correlation with pro
pionate production only in dry cows. These results suggest that both microbial groups, especially mOTU35, 
is a core member controling methane production in the rumen. Therefore, the monitoring of mOTU35 could off
er an index for estimating methane production of individual cattle.
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１． 研究開始当初の背景 
反芻家畜が生成するメタンは地球上で発

生する全メタンの 15-20％程度を占める。CO2

換算すると全温暖化ガスの約５％であるが、
豪、ニュージーランドなどウシやヒツジの多
い国では 10-30％にも及ぶ。過去 10 年ほどの
間にメタン低減のための資材が世界各国で
試験されてきているが、抗生物質にかわり植
物抽出物など安全性に配慮した添加物が試
験対象となっている。しかしいずれも低減率
は 5-10％程度にとどまっている。我々のグル
ープではカシューナッツ殻液(CNSL)を飼料
に添加することで、牛のメタン生成を人工ル
ーメンで 70％(Watanabe et al., J.Dairy Sci. 
93:5258-5267.2010)、給与試験で最大 55％低
減させることに成功した（Shinkai et al., J. 
Dairy Sci. 95：5308-5316.2012）。これは従
来のメタン低減剤の中で出色の効果であり、
今後の普及に期待がよせられている。ただし、
多くのメタン低減試験で認められてきたよ
うに、ウシ個体間でメタン低減率は大きく異
なる。これは各々のウシのルーメン菌叢の低
減剤への反応の違いと推定される。一貫した
効果を期待通り得られないのは飼養技術と
しての課題点であり、政策目標の実現におい
ても不安要素となる。このため、ウシ個体間
の低減率の違いを最小化し、一律に近い形で
最大低減をはかることが必要である。しかし
メタン低減化においてこのような反応の違
いは、動物個体間差としてやむをえないもの
と判断され、これまで放置されてきた。 
 

２．研究の目的 
「メタン低減に個体差を生み出す要因は

各々のウシ固有のルーメン菌叢の違いにあ
り、それが低減剤への反応の大小をもたら
す」という仮説を立てうると考えられる。カ
ナダ・アルバータ大のグループが、「肥育効
率の高いウシと低いウシは固有のルーメン
菌叢に違いがある」という説を PCR 産物のグ
ラディエントゲル電気泳動のバンドパター
ン 解 析 で 実 証 し て お り (Zhou et al., 
Appl.Environ.Microbiol.76:3776-3786.201
0)、これも仮説のよりどころとなりうるもの
である。もし、ウシ個体固有の菌叢の違いが
メタン低減反応を左右するのであれば、菌叢
プロファイリングにより、低メタン生成牛を
事前に選抜できることになる。このプロファ
イリング情報を活用することで低メタン生
成牛群の編成も可能となり、飼料エネルギー
の効率的利用、メタン低減剤の一律効果発現
を期待できることにつながるだろう。このよ
うなルーメン菌叢プロファイリングのため
の遺伝子情報を整備し、判別キット様の物
（例えば DNA チップ等）の開発の礎とするこ
とが、本研究の目的である。 
 

３．研究の方法 
＜メタン低減個体差を導く菌群の特定＞ 
2 つの試験（試験 1 および 2）で同じ 3 頭

のホルスタイン種乾乳牛を供試した。濃厚飼
料と乾草を 6：4の割合で、体重維持量の 1.3
倍になるよう給与した。試験 1では、最初の
2週間を対照期（CNSL 製剤給与なし）、次の 2
週間を CNSL 期（CNSL 原物換算給与量を 4 
g/d/100 kg 体重とする）とした。試験 2では、
最初の2週間を対照期（CNSL製剤給与なし）、
次の 2週間を CNSL1 期（3 g/d/100 kg 体重）、
最後の 2週間を CNSL2 期（4 g/d/100 kg 体重）
とした。ルーメン液は、各試験期最終日の飼
料給与前に採取した。ただし試験 2 の CNSL1
期のサンプルは分析から除外した。メタン産
生量の測定には、開放式呼吸実験装置を用い
た。 
真正およびメタン古細菌遺伝子の cDNA ク

ローンライブラリは、各ウシ個体、試験期ご
とに作成した。ルーメン液からビーズ破砕法
により全 RNA を抽出し、これを鋳型に cDNA
を合成した。この cDNA を用い、真正細菌に
ついては 16S rDNA プライマー、メタン古細
菌については mcrA 標的プライマーを用い標
的物を増幅後クローニングした。その後 16S 
rRNA および mcrA の塩基配列解読を行った。 
得 ら れ た 塩 基 配 列 は 、 BLAST

（http:www.ncbi.nih.gov/BLAST）により、
GenBank に登録されている既知配列との相同
性 比 較 を 行 っ た 。 ま た 、 FastGroup Ⅱ
（http://biome.sdsu.edu/fastgroup/）を用
いて、全配列を 97%以上の相同性でグループ
化し、OTU とした。解読した配列および主要
既知ルーメン細菌の標的遺伝子塩基配列を、
MEGA5を用いてCLUSTALWによるマルチアライ
メントに供し、近隣接合法により系統樹を作
成した。ウシ個体別に各 OTU の検出頻度の増
減とメタン生成の増減を照合し、メタン低減
およびその個体差をもたらす菌群を推定し
た。 
 
＜着目菌群存在量と代謝産物量の相関＞ 
in vitro での検討は以下のとおりである。

バッチ培養においては、ルーメン液と緩衝液
をそれぞれ 5 ml ずつ試験管に分注した。基
質として、粗飼料粉末と濃厚飼料粉末を添加
した。ホルスタイン種乾乳牛（雪印種苗北海
道研究農場）、ヒツジ（北海道大学北方生物
圏フィールド科学センター）、タイ在来牛お
よび水牛（Kasetsart 大学 Kamphaeng Saen 校
農場）から採取したルーメン液を使用した。
CNSL を段階的に添加し、20-24 時間閉鎖培養
した。連続培養(RUSITEC)試験では上記乾乳
牛 2 頭より得たルーメン液を用い、7 日間培
養した。いずれの培養も CNSL 添加有無の条
件下で実施した。バッチ培養終了後、圧力計
を用いてヘッドスペースの内圧を測り、総ガ
ス量を算出した。連続培養時は常時ガスをバ
ックに捕集し総ガス量を測定した。ガスサン
プルはTCDガスクロマトグラフによる分析に
供し、水素、CO2およびメタンを測定した。SCFA
濃度は FIDガスクロマトグラフを用いて測定
した。培養液サンプルより全 DNA を抽出・精



製し、濃度調整後 real-time PCR による各菌
群の定量を行った。着目菌群（mOTU35 および
OTU95：成果参照）の存在量とメタン生成量
およびプロピオン酸濃度について相関係数
を算出した。 
in vivo 試験は以下のとおりである。乾乳

牛のデータは上述のものから得た。泌乳牛に
ついては3頭のホルスタイン種泌乳牛に粗濃
比 6 : 4 の TMR を体重維持量の 3倍になるよ
う給与した。試験期間は 9週で、最初の 3週
間を対照期、次の 3週間を中濃度 CNSL 期（6.5 
g/d/100 kg体重）、最後の3週間を高濃度CNSL
期（8.8 g/d/100 kg 体重）とした。メタン産
生量の測定は上述のとおりである。ヒツジに
ついては、粗濃比 3 : 7 の割合で給与した 4
頭からデータを得た。最初の2週間を対照期、
次の 2 週間を低濃度 CNSL 期（2 g/d/100 kg
体重）、最後の 2 週間を高濃度 CNSL 期（4 
g/d/100 kg 体重）とした。タイ在来牛と水牛
については各 4 頭にイナワラと濃厚飼料を
9:1の割合で給与し、最初の2週間を対照期、
続く 4週間 CNSL 給与期（4 g/d/100 kg 体重）
とした。これらいずれの給与試験も各期の終
わりにルーメン液をとり、メタン生成能、
SCFA 濃度やルーメン菌群の測定に供し、in 
vitro と同様にメタン低減要因を評価した。 
 
４．研究成果 
3 頭の乾乳牛に CNSL 製剤を与えたところ、

明確なメタン低減効果が認められる一方で、
CNSL の効果が大きい、すなわちメタン低減の
顕著な個体が存在することを、二度の実験で
反復確認した。3 頭個体ごとに真正およびメ
タン古細菌を標的とする cDNA ライブラリを
構築し、解読した全 2156 配列（真正細菌, 
1063; メタン古細菌, 1093）を系統解析する
ことで、メタン低減の差を生む要因となる菌
群の特定を目指した。 
供試した 3 頭とも CNSL 給与で真正細菌叢

は大きく変化し、多様性は低下した。3 頭で
共通した変動を示す菌群（OTU1 および 95）
も存在したが、その変化の様相は個体ごとに
大きく異なっていた。試験 1ではメタン低減
効果の大きい個体のみで検出割合の増加す
る菌群（OTU5, 18, 92, 94 および 192）が多
く得られ、一部の菌群（OTU5 および 94）の
変動は試験 2でも再現された。 
またメタン古細菌叢においても、CNSL 給与

にともない各個体で大きな変化および多様
性の低下が見られ、変化する菌群は個体によ
って異なった。3 頭で共通して大きく増減す
る菌群（mOTU9, 10, 35 および 54）がある一
方で、メタン低減効果の大きい個体でのみ減
少を示す菌群（mOTU6, 12, 14 および 28）が
多く存在した。これらの変化は二つの実験で
同様の傾向が認められた。 
以上の結果から、メタン低減効果の程度と

個体差の要因は真正およびメタン古細菌の
両菌叢にあり、要因となる菌群のルーメン内
における存在の有無、占有率の大きさ、およ

び代謝活性が、ウシ個体間で異なるメタン低
減割合を生んだと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
CNSL によるメタン低減と連動して増減を

示す未培養菌群のうち、真正細菌群 OTU95 お



よびメタン古細菌群 mOTU35（図 1）に着目し
た。これらの菌群の存在量とメタン生成量お
よびプロピオン酸濃度との関係を分析し以
下のような成果を得た（表 1）。まず着目菌群
に特異性の高いプライマーの作成に成功し、
real-time PCR 定量系を確立できた。これら
の定量系を用い、一連の in vitro 試験につ
いて着目菌群の定量を行ったところ、mOTU35
は、様々な宿主動物のルーメン液（乾乳牛、
ヒツジ、タイ在来牛および水牛）のメタン生
成量と高い正の相関を示した。一方、OTU95
については乾乳牛ルーメン液でのみ、メタン
生成量との相関があった。続いて一連の in 
vivo 試験においても着目菌群を定量したと
ころ、mOTU35 は、様々な供試動物（乾乳牛、
タイ在来牛および水牛）でメタン生成量と高
い正の相関を示した。一方、OTU95 は乾乳牛
ルーメン液でのみ、メタン生成量と負の相関、
プロピオン酸濃度と正の相関が認められた。 
以上の結果より、 両菌群が CNSL のメタン

低減効果に直接的、間接的に関わることが強
く示唆された。特にルーメン内メタン生成量
との正の相関に再現性が見られたmOTU35は、
CNSL によるメタン低減効果を発現するため
のコア菌群として位置づけられるものと思
われる。本菌群のモニタリングにより、ウシ
各個体のメタン生成量を推測できる可能性
も考えられる。 
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〔図書〕（計 1件） 
小林泰男．第 7章「動物と微生物」環境と微
生物の事典，朝倉書店，東京，印刷中. 
 
〔その他〕 
報道関係 
1. 2012 年 7 月 27 日 北海道新聞 「温暖

化原因 牛のゲップ抑制」 
2. 2012 年 10 月 15 日 財界さっぽろ 「健

康食品から宇宙開発まで 北大イチオシ
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ホームページ等 
北海道大学リサーチ&ビジネスパークマガジ
ン：気になる数字をチェック第 2回「500ℓ」 
http://www.hokudai-rbp.jp/check-data/41
4/ 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
小林 泰男（KOBAYASHI YASUO） 
北海道大学・大学院農学研究院・教授 
 研究者番号：50153648 
 
(2)研究分担者 
小池 聡（KOIKE SATOSHI） 
北海道大学・大学院農学研究院・助教 
研究者番号：90431353 
 
 


