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牛の第一胃に於 ける細 菌 と原生動物の相互関係

原 生 動 物 の 培 養 に つ い て

赤 司 景

Interrelation between bacteria and protozoa in bovine rumen I 

             On the culture of protozoa 

                 Akira Akashi

1.緒 言

反鋼獣の第一摺 内に多数の微生物が生棲 してを り,之 が栄養学上重要な意義を有 してゐ

ることは周知のことであるが,最 近国内の飼料事惰蛋自質資源が不足 し,其 の需給が困難

な折,そ の蛋白資源獲得に微生物を利用される傾向が見られるに至つて,こ の反鋼獣の第

一胃内の微生物つ価値が 注 目されるようになつた.そ の 一例をあげれば 尿素飼料であ ら

う.之 が反錫獣に有効 とされてゐるのは,即 ち,乾 草のごとき粗飼料で飼養された反甥獣

に,尿 素を給与すると,第 一胃内のUreaseに より,急 速にアムモnヤ と炭酸ガスに分

解せ られ,こ のアムモ昌ヤ態窒素が胃内の微生物の繁殖を促が し,従 つ て 菌蛋白態 とし

て飼料的に 価値が 増進することが 推定されてゐる.此 の微生物 に関 してはMargolin,D

Mangold,2)Weinnecke3)及 びTrier,4)Knoth5)等 によつて究明されてゐる.

伺Zuntz,6)Hagemann7)は アマイ ドとこの微生物との関係を検討 しアマイ ドが之等微

生物の菌蛋1'{形成にあつか り,之 が消化利用され るとのべてゐる.広 瀬氏8)に よつても之

については検討 されてゐる.微 生物中細菌 についてはHenneburg9)は セルローズ分解に

ついて重要な役割があると1報告 し・Hungatelo)は 嫌気性細菌のセルPt"一ズ分解に言及

し,本 邦に於て梅津氏11)によつてA,B,C,Dの セルn一 ズ分解細菌が分離され,之 を生

理学上か ら瞼討 されてゐる.原 生動物に関しては,Sheunert,2)Becker13)等 は消化作用

に無関係 としTrier,Knoth両 氏は,不 成功に終つたが之等の培養 を試みた.之 等原生

動物は,植 物性蛋白 を有効な細菌性蛋白の転換者である事は疑ふ余地がないけれど未だ明

確に確定はされてゐない様である.筆 者は之等細菌 と原生動物の生理栄養学上の影響につ

いて興味を起 しこれ らの相互関係について研究 を行つた.Invitroの 実験は生体 に於

ける朕態を観察するに経る可き過程であり,先 づ細菌及び原生動物の分離を企てた.

細菌の分離は可能に近い けれども,原 生動物 についてはその分離は従来か ら困難 とされ

てゐる.そ れは,原 生動物 は細菌 を捕喰 し,又,両 者の生活的生産物を栄養源 とするか ら

両者を完全に分つこ とは困難なのである.筆 者は跳の原生動物の純培養 を種々考案 し略共
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の目的を達 したと思はれるのでこ 瓦に報告する次第である.

II.実 験 方 法

供試動物は屠牛であり,屠 殺直後第一胃内容を採集 した.培 養については原生動物が細

菌の死滅体及び細菌の生活生産物等の有機物を栄養源 とする事に着 目し,叉,原 生動物の

包嚢が藥物,特 に酸 に対 して抵抗性がある事を利用して種々 培養法を考究 した.

Fig.1.Ent.Jo∂oso-s .pinospt〃z(40μ ×28μ)(1:1200).Fig.2.Z)ast.プu〃zina〃iurk(41μ ×

31μ)(1:1200).Fig.3。Z)astricha(又 はDitto)(20μ ×10μ)(1:1200).Fig.4.Ent.

caudatu〃z(1;1200).Fig.5.Dψ1.(Edp乙)cazedatz〃z(120μ ×90μ)(1:450).Fig.6.Ent.

re`'召"gz〃u〃 霊(35μx23μ)(1:1200).Fig.7.Z)ゴ 』う1.(Edlう1.)`audatti〃1(132μ ×62μ)(1:1200)

Fig.8.∫ εo.p/osto〃 昭(150μ ×72μ)(1:120Q).Fig.9.Dipl.(E4～ り!.)〃lag8i(192μx90μ)

1;450),
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III.実 験 成績 及 び考 察

第1実 験 先づ胃内容の雑菌を抑制 し原生動物つ発育 を促す目的で低濃度め塩酸 に作用

させ次の培養 基に培養を行つた.

培養基:藁6分,乾 草4分 を混合 して少量の水を加へて煮沸し之 を滅菌する.

培養方法:第 一一・・y「1内容を1.5%,2%,3%,4%D塩 酸に1分 間作用させ,之 を遠心

器300廻 転として,10分 間 かけ其の沈澱物を培養する.そ の培養成績は次の第1表 に示

す通 りであつた.

第1表 か ら明らかな供試濃度の塩酸で処理 した ものには何れ も雑菌 を認めた.そ の原因

第1表:塩 酸で1分 間処理した場合の微生物発育状況.

処 理塩 酸 灘137"c・2嚇 聞 後 の 発 育 状 況

1脇 騨 羅 雛 ㈱ な砲 嚢は存するが緻 はな'灘 灘 球

2%上 記 と同じ

3%包 嚢は形成するが運動 しない.薙 菌は球菌

4%上 記と同 じ

としては酸D処 理時間D短 いためかと思はれるので次の実験を行つた.

第2実 験 塩酸各濃度に於ける処理時開を10分,20分,30分,50分 及び60分 として

第1実 験 と同じ培養基で培養 を行つた.そ の結果は第2表 の通 りであつた.

第2表:塩 酸処理時間を10,20,30,40,50及 び60分 とした場合の微生物鞘育朕況.

処聴 一 　備 輔 処轍3アcで 穣 した場合の発育'「'b'
分処理rm20分 処i唾 「30労 処琿}　 一4σ募延垂1}一一敦σ募殖琢　 60分 処理

酸灘 締 錆 鞭 購 融 騒窃糊 縮 細菌繍 纏 繍

1.5%灘i輪 懇講 難i鑑講 雛 騰 雛i瞭 〔雛i羅魏
裡も陽i動する莚も陽撃をなiな し れすiず,}し

、%雛 講 鰹 と轟 酷 碧と騰 聾と縷 騰 誕と
あ るi動 を な,iしi

す …iii

3%臨 欝 嵩粥 繍 畷畿箋嵩醗 商欝

・%雛i藷 罐 癖 高書商網 癖

第2表 か ら見ると各濃度の塩酸 に10～60分 作用せ しめて も依然雑菌は全部生存して運
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動する.原 生動物 は包嚢を形成するがそれが10分 闇,2%～4%の 塩酸で処理 した場

合 にも包嚢は活動態 となつて雑菌 も生存 してゐるか ら目的を達 し得なかつた.即 ち,

(1)雑 菌を殺すにはもつ と高濃度の塩酸でなければならないとと.

(2)原 生動物 をそのまX塩 酸で処理 して も活動態は死滅 し残りた包嚢は活動体にはな

らないとと.

第3実 験 先づ第一胃内容を風乾 し原生動物 を包嚢に変ぜ しめて之を塩酸の30%に40

分,20%,10%に24時間 作用させ培養基 としては次 に挙げる2種 類の ものを使用した.

A法:(a)Ringer液8分

NaCL7.09

CaCL2レO.29

KCLO.2g

Aq.dest・1000cc

(b)牛 か ら取 つ たn冗清1分

(a)と(b)の 混 合液10ccに1滴D消毒 した可溶 性澱粉 を加へ る.之 をpH6.5～6.8

に調 整する.(尚 此の滅菌 は聞歓滅菌 を良 とする.)

第3表

供 試 材 料 微 生 物 発 育 状 況(37℃,24時 間 後)培 養
基 塩 酸 処 理 一 一 一一 一 一… 一一 一 一… 一 …一一一 一 一 一 一『一一 一 … … 一一

i濃 度 原 生 動 物 欝 菌

A法

B法

30%

20%

10%

6%

4%

2%

包嚢 体 は活 動 を開 始 す
Entodinium属1覗 野 に2～3個

包 嚢 体 は 上 記 と同 じ
Entodiniec〃z属1覗 野 に3～5個

包嚢 体 は 上 記 と同 じ
Eutedininm属1覗 野 に3～5個

包 嚢 体 は 上 記 と同 じ
Entodiniu〃1属1視 野 に10個

包 嚢 体 は 上 記 と同 じ
EntodiniZt〃z属1覗 野 に7～10{固

包嚢 体 は上 記 と同 じ
Entodiniu〃z属1視 野 に7～10個

30%

20%

10%

6%

4%

2%

包 嚢 体 は運動 せず
Entodinium属1覗 野 に1～2fi団

包 嚢 体 は運動 を開 始
Entodiniztm属1覗 野 に1個

包 襲 体 は 上 記 と同 じ
Entodinium属1硯 野 に1～2

個 包嚢 体 は上 記 と同 じ
Entodinium属1覗 野 に レ)2個

包 嚢 体 は上 記 と同 じ
Entodiniu〃z属1視 野 に5～6個

包 嚢 体は 上 記 と同 じ
Entodinium属1硯 野 に5～6個

球 菌
稈菌

球 菊
稈菌

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

球 薦
稈菌

球 菌
稈薗

=L

十

十

十

十

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

球 菌
稈菌

±

土

十

十
十
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B法:乾 草(チ モシー)1009を21の 水にて約1時間 煮沸し11に 煮詰めた上,そ れ

を1晩 放置した後再び30分 間煮沸して之を濾過する.之 を原液 として更に10%Ringer

液で稀釈を行い,そ の10%溶 液95ccに 更に新鮮な卵白10%0.5cc加 へる.(37J～39℃)

で培養する.

第3表 で見ると,雑菌の生存 してゐないのは30%,20%,10%で あるが原生動物の うち

Entodinium属 だけが筆者が見た材料に於て見 られ,他 の原生動物は死滅 してゐる様に思

はれる.牛 の第一胃内には,Entodiniam属,DiPlodinium属,Dastricha,1sotricha

属等がゐるべき筈である.大 谷 ・広瀬両氏は,DiPlodintum等 はpH6.8以 下 では生存

し得す,Entodiniam属 は微酸性以下 で も良 く生存すると述べてゐる点か ら見て第3表

に於てEntodinium属 のみが所見されるのは酸性処理で酸性に傾 いたためかと思はれる

ので,此 の酸性 を中和すれば他の原生動物 も培養 が可能 であ らうと考 へ次の実験を行つ

た.

第3実 験,第4実 験か ら雑菌が証明されないのは30%,20%,10%の 塩酸であること

がわか るので第一胃の内容 を風乾 し之を30%塩 酸に40分,20%及 び10%の 塩酸 に

一恩夜浸漬 し各々を苛性 ソーダにて中和を行つた.(此 の場合塩酸量を各1ccと して第

一胃の風乾物 を入れた儘苛性 ソーダで各 丸を同濃度右中和 する.)

A法 にて培養した培養結果は第4表 に示す.

第4表:塩 酸処現後苛性 ソー.:7xt一で中和 した場合の原生動物の発育状況.

処理塩酸
濃 度E物 伽 ゴ襯

厩 葡 伽'
30%10nginμcleatu〃z

認 め ら れ る確 牽90クo

Ent.simPlex

longineccleatu〃1

20%Ent.lobOSO

.3ρ 卿 ∫雌

10%

発 育 を 認 ・め た 原 生 動 物

Pゆ 励 繍

認 め ら劃 る確i肇∠ 一

ヱ)iPlodinium

mag8i

一

認 め られ る確 率75%認 め られ る確 率2%

Ent.simPlex}Diρ1。dinium

longinucleatptmmaggi

P・轍 加!

i
z)ast.グ%〃zinatプ 珈 〃Il

lsotri`ha

認められる礁奉65% 認め られる確率3%

、認 め られ る確 廻O%

Z)ast.

nsminatグium

認 め られ る確i傘/

∫sotricha

Prostoma

認 め られ る確 率10%1認 め られ る確 率3%

1)ast.lsotricha

rttminatriumProstoma

認められる確率25% 認 め られる確率700

備考.第4表 に於てEntodinizimが 認められる確率が多いのは第1胃 内に於ける寄生率が多いた

めである.尚 材料によつては確率 に多少の移動がある.

IV.総 括 及 び 摘 要

牛の第 一胃の細菌と原生動物の相互関係 を明らかにするために先づ細菌 と原生動物の分

離を必要 としたので原生動物の純培養 を試みた.而 して包嚢態の原生動物が生存 し雑菌の

死滅する濃度及び処理時間 を検討 した.

(1)牛 の第一・胃の内容物を風乾 して40分間30%並 びに20%及 び10%の 塩酸に
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一同夜 処理 し37。Cに4時 闇培養 す ると雑菌 は認 め られす,た だEntodiniumの み が活

動 体 となつて 出現 する.

(2)塩 酸 処理後苛性 ソー ダで中和 して培養 する と,Dastricha,DiPlodiniumlso・

tricha等 が 活動体 となる.

尚本研究は文部省科学研究費の補助により行はれたものである.(昭.25)
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 Resume 

 In this report the method for pure culture of protozoa found in bovine ru-

men is discussed, and the best method for isolating and culturing the proto-

zoa is here stated. The airdried contents of bovine rumen are treated with 

30 o HC1 solution for 40 minutes or 10 or 20/0HC1 solution for 24 hours, 

and put in the culture solution which is compound from Ringer's solution (8 

parts) and bovine serum (1 part). When cultured at 37"C for 24 hours. Entodi-
nia are observed in all cases and the bacteria were not found to be alive in 

the case of the treatment with 10, 20 and 30 / HC1 solution. Other pro-

tozoa e.g. Dastrica, Diprodinium, Isotrica, have been found when the rumen 

contents are neutrized by caustic soda after treated with HO solution.


