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学位論文内容の要旨

Ofthemanyfactorsthatcanaffectthecropensiling,thetype ofmicroorganismsthatdominatetheprocessoftendictatesthe

qualityofthesilageproduced.Thetypeofsi】agemiCroorganismscanbeaffectedbyvariousfactors,e･g･cropspecies,drymatter

(DM)content,availabilityofsugarsubstrates,stageofmaturityatharvest,storagetemperatureanddensityofthesilagemass.

Traditiona一culture-basedassaysmaybebiasedbythegrowthcharacteristicsofthemicroorganismsstudied,andlessthan 10%ofthe

microbia]diversitypresentisestimatedtobecultivable.lnthisstudy,culture-independentmicrobialcommunityana】yseswere

employedtoinvestigatetheeffectsofDMlevel(wilting),ensilingperiod,cropspeciesandlacticacidbacteria(LAB)inoculationon

anaerobicstorageandaerobicspoilage.Asurveyoflarge-scalesilowasalsocarriedouttodeterminethediversityofmicrobial

corrununitiesinfarmlngPraCtice･

First,theeffectsofcropspecies,DM levelandensi)ingperiodonsilagebacterialcommunltyWereexamined.2,3-butanediol,

aceticacidandlacticacidwerethedominantproductsinItalianryegrass,gulneagrassandwholecropcornsilages,respectively,and

diversespeciesofenterobacteriaandLABwereidentifiedbydenaturinggradientgelelectrophoresis(DGGE)asthebacteria

accountlngforthefermentation.

Next,LactobaciLIzLSrhamnoswandLactobacL'llusbuchneriwereinoculatedtoItalianryegrassandwholecropcorntoexamine

howbacterialinoculantcanfunctionintheprocessofensilingandaerobicspoilage.LABinoculationeliminatedpartsofthe

indigenousbacterialcommunltylnItalianryegrasssilage,whiletheinoculatedspecieswerefoundonlyasadditionsinwholecrop

comsilage.Uponspoilage,substantialchangesoccurredinbacterialcommunityinItalianryegrasssilage.Fungalcommunitywas

markedlyalteredduetospoilageinwholecropcomsilage.

FoHowlngexperimentwasasuⅣeytomonitorthevariationsin仙ebacterialcommunltyOrlarge-scalepracticalsilos.Si一age

samp)eswerecollectedin2008and2009丘om3dairyfarms,whereinthefarmersarrangedforacontractortoproducecornsilage

uslngblinkersilos.Latera)andperpendiculardifferenceswerefoundwithinasilobothinthefermentationproductsandbacterial

COmmunlty･

Finally,theroleofLactobacilJMaCetOtOlerans,whichwasisolated舟omtheabovesurvey,wasevaluated.Italianryegrassand

wholecropcomsilageswereprepared,andtheactivityoffermentationimprovementandspoilageinl1ibitjonwascomparedwiththat

ofL.buchneri.BothL.acetotoleransandL.buchnerisuppressedaerobicspoilageregardlessofthesilagecrops,andtheinoculated

LABspeciessurvivedlongstorage.

Theabove如dingshaveshownthatthemicroorganismsthataffectthequalityofsilagecanbewellunderstoodbyemploylng

culture-independentcommunityanalysesinadditiontoconventionalculture-basedassaysandfermentationproductsdetemlination.

Themicrobialcommunitymaybemuchmorediversethanreportedinpreviousliteratures,andtheefficacyandactivityofsilage

additivewillbeclearlyshownashowindigenousmiCrobialcommunityisaffectedbythetreatment.Associationofunexpected

microorganismscanbedetectedeasily,faci】itatlngthedevelopmentofnovelmicrobialinoculants.Theseexperimentswillenable

ensilingtoimprovethequalityandsafetyofanimalproducts.



論文審査結果の要旨

本研究は､サイレージ (発酵飼料)の貯蔵および好気的変敗に関わる微生物群集を､培養法および非

培養法のDGGE (変性剤濃度勾配ゲル電気泳動)によって調べたものであるOサイレージ調製における

微生物の役割とその重要性は古くから認識されているが､培養法に基づくこれまでの知見は､優勢菌と

される乳酸菌に特化したものが多かった｡微生物の分類 ･同定法の進展により､近年は,選択培地を使

わない群集解析が可能となっている｡それらを飼料の微生物研究に応用し､以下に示すような知見を得

た｡

イタリアンライグラス､ギニアグラスおよびトウモロコシホールクロツプを用いて､アルコール､酢

酸および乳酸主体の多様なサイレージを調製した｡細菌群集を調べたところ､アルコール発酵には大腸

菌群が強く関わっていること､酢酸発酵は乳酸菌の代謝活性が長期貯蔵で変化すること示され､非培養

法による群集解析がこれまでの知見を改定しうる有用な手法であることが明らかとなった｡

次に､乳酸菌製剤による発酵改善と細菌および真菌群集の関連について調査した｡乳酸菌添加は顕著

に発酵特性を変化させたが､添加菌種が他をすべて駆逐することはなく､多様な細菌群集の一部となっ

て改善効果を示すことが明らかとなった｡また､開封時の微生物群集が好気的変敗を起こすとは限らず､

少数の細菌および真菌種が新たに増殖 ･出現して変敗が起こる事例も示された｡

続いて､これらの解析手法を実規模サイロの実態調査に応用することを試みた｡岡山県笠岡市の大型

サイロを対象にして細菌群集を調査したところ､LactobacillusacetotoleransやLactobacilluspanisといった､

これまで報告例のない多様な乳酸菌が複数の大規模酪農家に共通して存在することを明らかにした｡2

年目の実態調査時にL.acetotoleransの分離にも成功し､モデルサイロを用いた添加実験によって､L.

acetotoleransに発酵改善および変敗防止能があることを明らかにしたO

これらの知見は､牧草サイレージの嫌気的貯蔵および好気的変敗に多種多様な微生物種が関わってい

ること､事前の予想をともなわない非培養法で微生物群集を調べることがきわめて重要であることを示

しているoL.acetotoleransの検出と新規製剤化へのアプローチは,関連分野の研究者に対するインパク

トも大きい｡よって､李 雁泳氏は自然科学研究科の博士 (学術)の学位を受ける資格があるものと判

断したC




