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研究成果の概要（和文）：我が国の重要肉用牛品種である黒毛和種について、その栄養獲得の根幹を担う第一胃内（ル
ーメン）微生物相を明らかにするとともに産肉成績との関連を探った。黒毛和種ルーメン内の主要細菌群は23菌群あり
、そのうち2菌群は黒毛和種に特徴的と考えられた。筋肉中脂肪酸不飽和度を基準に24個体を選抜し、次世代シーケン
サーによる網羅的ルーメン菌叢解析を行ったところ、筋肉中脂肪酸不飽和度が高い個体は特有のルーメン細菌叢を保有
する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Japanese Black cattle are the most popular beef breed and accounts for 60% of beef
 cattle in Japan. In the present study, rumen microbial community of Japanese Black cattle was explored. A
nalysis of 16S rRNA gene clone library revealed that twenty three bacterial groups represent 40% of rumen 
bacterial community in the rumen of Japanese Black cattle. Particularly, two of them belonging Ruminococcu
ceae seemed to be higher population size compared to the other cattle breeds. Based on the extent of unsat
urated fatty acids in the muscle, twenty four individuals were selected and subjected to comprehensive ana
lysis of rumen microbial community by pyrosequencing. Individuals showing higher unsaturated fatty acids i
n the muscle tended to possess different rumen microbial flora. 
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１．研究開始当初の背景 
 反芻動物は維持に必要なエネルギーの
70％を第一胃（ルーメン）に棲息する微生物
が産生する短鎖脂肪酸により得ており、ルー
メン微生物が反芻動物の栄養獲得の根幹を
担っていることは間違いない。そのため、こ
れまでにルーメン微生物相に関する数多く
の研究がなされておりデータが蓄積しつつ
ある。特に 1990年代後半に 16S rRNA遺伝
子をマーカーとする分子生物学的手法がル
ーメン微生物相解析に応用されて以降、ルー
メン微生物多様性に関する膨大なデータが
得られている。Kim ら（FEMS Microbiol. 
Ecol.76:49-63. 2011）はこれまでに報告され
ているルーメン細菌由来16S rRNA遺伝子塩
基配列を網羅的に系統解析し、ルーメン細菌
叢の概観をまとめている。それによると、こ
れまでに日本、北米、ヨーロッパの研究グル
ープにより乳牛、肉牛、ヒツジなどのルーメ
ンから 13,478 塩基配列が報告されており、
ルーメン内には少なくとも 3,500種の細菌が
棲息すると推定されている。なかでも
Prevotella属細菌といくつかの未培養細菌群
の分布量が多く、これらがルーメン内のコア
メンバーである可能性を指摘している。 
 これまでの研究を通し、申請者のグループ
を含め世界各国の研究グループがルーメン
微生物相は個体差が大きいことを指摘して
いる。その中で、カナダの研究グループは肥
育効率の高い牛と低い牛ではルーメン微生
物相に違いが見られ、「肥育効率の高い牛に
特有の微生物相」があることを報告している
（ Zhou ら , Appl.Environ.Microbiol. 
76:3776-3786.2010）。個体差は通常の家畜生
産においてはデメリットと受け取られがち
であるが、もし我が国の代表的な肉用牛品種
である黒毛和種でも産肉成績の良い個体に
特有のルーメン微生物が存在するのであれ
ば、それを活用して高品質牛肉生産に応用す
るための戦略が立てられるのではないかと
の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、黒毛和種牛の栄養特性を
理解し高品質牛肉の安定生産に資するため
の知見を得ることである。反芻動物の栄養獲
得において第一胃（ルーメン）内に棲息する
微生物が根幹を担っていることから、これま
でにルーメン内微生物に関する多くの研究
がなされてきており、どのような微生物がど
の程度棲息しているのかについて概観がわ
かってきている。一方、本国の重要肉牛品種
である黒毛和種牛のルーメン微生物解析に
ついては未だに手つかずの状態である。本研
究では黒毛和種牛ルーメン微生物相を網羅
的に解析し、既知他品種の情報と比較するこ
とで黒毛和牛の栄養特性の基盤となる知見
の取得をめざす。 
 
３．研究の方法 

(1)供試動物として黒毛和種肥育牛42頭を用
いた。これを 2 群（各 21 頭）に分け、対照
区にはイナワラと市販配合飼料を慣行にな
らって給与し、試験区は配合飼料の最大 15％
を飼料用米に置き換えて給与した。ルーメン
液を 14、18、22 および 26 ヶ月齢の時点経口
採取した。 
 
(2)ルーメン液より総微生物 DNA を抽出し、
rRNA 遺伝子塩基配列に基づく分子生態学的
解析を実施した。すなわち、クローンライブ
ラリーによる真正細菌およびメタン生成古
細菌の群集構造解析をおこなった。また、ク
ローンライブラリー解析で検出頻度が高か
った菌群については Real-time PCR 定量を実
施し、定量的に分布密度を特定した。 
 
(3)産肉成績とルーメン細菌叢との関連を探
索するために、供試 42 個体から筋肉内脂肪
の脂肪酸不飽和度が高かった個体（n=9）、中
程度の個体（n=7）および低かった個体（n=8）
の計 24 個体を選抜し、次世代シーケンサー
による網羅的細菌叢解析を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 取得した全 608クローンについて塩基
配列相同性 97％を基準に分類したところ、
280 菌群が検出された。そのうち、5 クロ
ーン以上で構成される菌群が 23 菌群みら
れこれらが全クローンの約 40％を占めた。
この結果はこれら 23 菌群が黒毛和種のル
ーメンのコアメンバーであることを示して
い る 。 コ ア メ ン バ ー の ほ と ん ど は
Prevotellaceae 科 、 Rikenellaceae 科 、
Ruminococcuceae 科 も し く は
Lachnospiraceae 科のいずれかに属していた
（図 1）。特に、Ruminococcaceae 科細菌の検
出割合は他品種のウシでの既報値と比べて
高い特徴が見られた。さらに本科に属するデ
ンプン分解菌 Ruminococcus bromii に近縁な
クローンが多数検出され、これらが黒毛和種
ルーメン内でのデンプン分解に大きく貢献
している可能性が示唆された。また、14ヶ月
齢では Prevotella 属細菌が、26 ヶ月齢では
Bacteroidetes 門に属する未培養細菌群の検
出割合が高く、肥育段階の進行に伴う濃厚飼
料割合の増加により菌叢変化がみられた（図
1）。 
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図1．　16S rRNA遺伝子クローン解析で検出された黒毛和種牛ルーメン内のコア細菌グループ  



(2)メタン生成古細菌を対象に 16S rRNA 遺伝
子塩基配列に基づくクローンライブラリー
解析を実施したところ、取得した 167 クロー
ンのうち既知メタン菌種と 97％以上の塩基
配列相同性を示すクローンはなかったが、
157 クローン（全クローンの 94%）はこれま
でに報告例のある未培養クローンと 97％以
上の塩基配列相同性を示した。取得クローン
のうち、Methanobrevibacter millerae に近
縁なクローンが最も多く全クローンの
42.4％を占め、次いで Methanobrevibacter  
ruminantium 、 Methanobrevibacter 
gottshcalkii および Methanobrevibacter 
woesei に近縁なクローンがそれぞれ 23.4%、
14.4%および 11.4%であった。したがって、黒
毛和種牛ルーメンでは Methanobrevibacter
属に近縁な未培養メタン菌が主要構成員で
あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
Methanobrevibacter 属優勢型のルーメン内
メタン菌叢構成は他のウシ品種と類似して
いたが、M. woesei に近縁なクローンはこれ
までにルーメンからの検出例は少なく、他の
ウシ品種ルーメン内ではマイナーなグルー
プと考えられる。 
 さらにメタン生成に必須な Methyl 
Coenzyme M Reductase A (mcrA)遺伝子塩基
配列に基づく分子系統解析を実施したとこ
ろ、全クローンの 92%（154 クローン）が
Methanobrevibacter 属に属することを確認
した（図 2）。このうち、OTU9 および OTU17
（ JBC cluster m1 ） は 既 知 の
Methanobrevibacter 属とは系統位置が離れ
ており、最近縁既知メタン菌との塩基配列相
同性も 90％未満であった。一方、ルーメンか
ら検出例が少ない M. woesei 近縁クローンで
構成される OTU3、OTU23 および OTU27 も系統
的に独立したクラスター（JBC cluster m2）
を形成していた（図 2）。したがって、JBC 
cluster m1 および m2 は新規性の高いグルー
プと考えられ、黒毛和種ルーメンには他のウ
シ品種と異なるメタン菌が分布している可
能性が示唆された。 

(3)次世代シーケンサーによる網羅的細菌叢
解 析 で は Prevotellaceae 科 、
Lachnospiraceae 科、Ruminococcuceae 科が
主要な細菌群として検出され、クローンライ
ブラリー解析の結果と一致した。細菌群の検
出割合に基づきクラスター解析を行ったと
ころ、4 つのクラスターに分かれた（図 3）。
クラスター①および②は主に筋肉中脂肪酸
不飽和度が高かった個体が含まれていたの
に対し、クラスター③および④は不飽和度が
中程度もしくは低い個体で形成されていた。
クラスター①と②に属する個体では
Prevotella 属細菌の分布量がクラスター③
と④の個体に比べて高く、未培養菌群 TM7、
Streptococcus 属および Mogibacterium 属細
菌の検出割合が低いという特徴が見られた。
筋肉内脂肪酸不飽和度とルーメン細菌叢の
関連については不明であるが、本研究により
筋肉内脂肪酸不和度が高い個体は特徴的な
ルーメン菌叢を保有する可能性が示唆され
た。ヒトでは腸内における Bacteroidetes 門
（Prevotella 属を含む）と Firmicutes 門の
割合と肥満に関連性があると報告されてお
り、Firmicutes 門が増加し、Bacteroidetes
門が減少すると肥満につながると指摘され
ている。ウシにおいては、ルーメン細菌相と
宿主の成長や筋肉内脂肪合成に関する明確
な関連性はこれまでに明らかとなっていな
い。今後、ルーメン細菌叢と宿主の栄養生理
の関連性を探っていく必要があると考えら
れる。 
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