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Ⅰ．緒言

　スイカにはリコピン、シトルリン、ビタミン
C、β-カロテンやさまざまなポリフェノールな
どが含まれ、抗酸化作用や血管拡張作用などを
示すことが報告されている1-4）。私達はこれまで
に、スイカ果実抽出物（スイカエキス）飲料水
がイヌの血清レプチン濃度を有意に低下させる

ことや、尿比重の値を低下させ尿中のストルバ
イト結晶（リン酸アンモニウムマグネシウム結
晶）やシュウ酸カルシウム結晶の形成を抑制す
ることを報告してきた4）。
　慢性腸症やシュウ酸カルシウム結石、肥満な
どの場合に、健康なイヌと比較して腸内細菌叢
の多様性が異なることが報告されている5-7）。腸
内細菌叢は栄養素の吸収やエネルギー利用、代
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謝恒常性などに深く関与しており、腸内細菌叢
の破綻 （dysbiosis） は、大腸炎やがん、アレル
ギー、肥満、代謝性疾患など、イヌの健康に大
きな影響を与える可能性がある5-7）。近年、腸内
細菌叢のバランスを整え様々な疾患の発症を予
防するために、乳酸菌などのプロバイオティク
スや食物繊維やオリゴ糖などのプレバイオティ
クスに関する報告が増えており7,8）、食物繊維や
植物由来のポリフェノールが配合されたイヌ用
の特別療法食などの開発もなされている7,9）。
　このような背景から、本研究ではスイカエキ
ス飲料水がイヌの腸内細菌叢にどのような影響
を及ぼすのかを明らかにするために、イヌの糞
便検体の水分含量やpHを測定すると同時に、
腸内細菌叢のゲノムDNAを抽出し、メタ16S 解
析を実施したところ、興味深い結果が得られた
ので報告する。

II. 材料と方法

1. 対象動物
　本研究は、ヤマザキ動物看護大学動物実験委
員会に承認を受け（承認番号: 20190424-001）、
指針に基づき一般家庭で飼育されている健康な
イヌ7頭を用いて実施した。1世帯で飼育されて
いるLabrador Retriever 5頭 （L1: 避妊雌2歳、L2: 

避妊雌2歳、L3: 去勢雄2歳、L4: 避妊雌3歳、
L5: 去勢雄3歳） および別の1世帯で飼育されて
いるToy Poodle （T1: 去勢雄5歳、T2: 去勢雄5歳）
に、2019年5月～ 8月の3ヶ月間、1日あたり150 

mL/kgのスイカエキス飲料水を準備し、自由に
飲用させた。食餌内容は、各個体が普段摂取し
ている内容と同様にした。

2. 実験計画
1）スイカエキス飲料水の調整
　スイカエキス飲料水は、種子採取用スイカ果
実に終濃度75 %になるようにエタノールを加
え、ミキサーで破砕し5時間攪拌後、25,000 G

で5分間遠心し、上清分画を採取し、30℃のロ
ータリーエバポレーターで濃縮乾固後、蒸留水
を加えもとの重量に合わせ、アスコルビン酸を
約50 mg/100 mLになるよう上記のエタノール抽
出物0.6 %と混合し作製した。

2） 糞便検体の採取
　糞便検体は飲用前と飲用開始から3.0カ月後
の2回、早朝に採取し、アネロパック・ケンキ（ス
ギヤマゲン, 東京）パウチ内で-80℃にて保存し
た。
3） 糞便検体中の水分含量およびpHの測定
　糞便検体の水分含量は湿重量と乾燥重量の差
から算出し、pH測定は検体湿重量の5倍量の蒸
留水で検体を懸濁し、直ちにpHメーター（ツ
インpHメーターⅡ, HORIBA, 京都）にて測定し
た。
4） 糞便検体からのゲノムDNA抽出とメタ16S解析
　糞便検体は、Fast DNA Stool Mini Kit（QIAGEN, 

Netherlands）を用いてプロトコールに従いゲノ
ムDNAを抽出した。メタ16S解析はコスモバイ
オ株式会社（東京）に委託し、抽出したゲノム
DNAより16S rRNA遺伝子のV3-V4領域をHerculase 

II Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index Kit V2 

Library kit（Agilent, 東京）を用い、16S Metagenomic 

Sequencing Library Preparation Part #15044223 Rev. 

B プロトコールに従いPCRにより増幅された。
さらに増幅産物はIllumina platformによってシー
ケンスされた （Illumina, U.S.A）。ペア―ドエン
ドリードは、FLASH version 1.2.11.を用いて回収
され、キメラ配列を取り除きQuantitative Insight 

Into Microbial Ecology（QIME） version 2.0 を用
いて分析された。クラスタリングは、CD-HIT-

operational taxonomic unit （OTU） software10,11） を
用いて解析された。

Ⅲ . 結果

1.  スイカエキス飲料水飲用前後における糞便
中水分含量とpHの変化

　糞便中の水分含量とpHが腸内細菌叢に影響
を与える可能性があるため、イヌ7頭からスイ
カエキス飲料水飲用前後に採取した糞便の水分
含量を測定したところ、飲用後の水分含量は60 

%付近に収束し、最大水分含量を示したイヌの
例では約20 %減少したが、60 %付近のイヌで
は変化が少なかった。飲用後のpHは6.4付近に
収束し、最大pHが6.77のイヌでは0.44低下した
が、pH6.4付近のイヌではほとんど変化しなか
った （Fig.1）。
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2.  スイカエキス飲料水飲用前後における糞便
中細菌叢相対比率の変化

　スイカエキス飲料水飲用前後の14検体の総
read数は501977 reads、総OTU数は1827 OTUsで
ありmeans±SDは101.5±28.1であった。飲用前
後の腸内細菌叢を比較したところ、スイカエキ
ス飲料水飲用前にはBacteroidetes門、Firmicutes

門、Fusobacteria門、Proteobacteria門の相対割合
が個体によって大きく異なっていたが、飲用後
にはT2を除いてすべてのイヌにおいてこれらの
相対割合がほぼ同じになった （Fig. 2）。最も高
い相対割合を示したBacteroidetes門は、飲用前
には46.4～ 74.5 %であったが、飲用後には57 %

付近に収束していた （Fig. 2）。Toy Poodleでは、
飲用前のFirmicutes門の相対割合が小さかった 

（Fig. 2）。Labrador Retriever では、飲用前の
Firmicutes門の相対割合が17.6～ 30.1 %であっ
たが、飲用後には23 %付近に収束し、Fusobacteria

門の相対割合は飲用前に比べて飲用後に増加し
ていた （Fig. 2）。また、Proteobacteria門の相対

割合は大きな変化がなかった （Fig. 2）。L3のイ
ヌではFirmicutes門のClostoridia網の相対割合が
他のイヌに比べて高かったが、飲用後には他の
イヌと同程度のレベルまで減少した （Fig. 3）。

Ⅳ . 考察

　ブタにポリフェノールを含む飼料を給与する
と、糞便中の水分含量に有意な差は認められな
かったが、pHが6.5→6.3付近に変化することが
報告されている12）。また、空腹時血糖値が高い
過体重および肥満のヒトに、ポリフェノールな
どが多く含まれるアーモンドを与えると、糞便
中の水分含量とpHが低下し、腸内細菌叢が変
化することも報告されている13）。今回の実験で、
スイカエキス飲料水をイヌに与えると、糞便中
の水分含量とpHが一定の閾値内に収束したが 

（Fig. 1）、スイカエキスには、リコペン、シト
ルリン、ビタミンC、β-カロテンなどのほか、
さまざまなポリフェノールが含まれていること

Fig. 1 Scatter plots of moisture content and pH in feces before and after drinking 

the watermelon-extract (WM) beverage. 

 〇: Labrador Retriever before drinking the WM beverage, ●: Labrador 

Retriever after drinking the WM beverage, △:Toy Poodle before drinking 

the WM beverage, ▲: Toy Poodle after drinking the WM beverage, dotted 

line circle: ranges of fecal moisture content and pH before drinking the WM 

beverage, solid line circle: ranges of fecal moisture content and pH after 

drinking the WM beverage, bold solid line circle: narrowly certain ranges of 

fecal moisture content and pH after drinking the WM beverage, dashed line: 

regression line and coefficient. 
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が知られており1-4）、イヌでもブタやヒトと同様
に12,13）、ポリフェノールなどの成分が腸内細菌
叢に影響を与える可能性が示唆された。それぞ

れのイヌ糞便中で比較的相対割合が大きい
Bacteroidetes門やFirmicutes門などは、スイカエ
キス飲料水の飲用後に、ほぼ同じ割合になった

Fig. 2 Relative abundance of the fecal microbiota at the phylum level in each sample.

 A: Before drinking the watermelon- extract (WM) beverage, B: After drinking the WM 

beverage.

Fig. 3 Relative abundance of the fecal microbiota at the class level in each sample. 

 A: Before drinking the watermelon-extract (WM) beverage, B: After drinking the WM 

beverage.
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が （Fig. 2）、これらの結果も、糞便中の水分含
量やpHが、一定の閾値内に収束したことに起
因するのではないかと考えられた。ただし、糞
便中の水分含量については季節変動や生理的変
動などの影響を受ける可能性もあるので、今後
さらに解析する必要がある。
　ブタにポリフェノールを多く含む飼料を給与
すると、ClostridiaやGammaproteobacteria内の有
害な細菌が生成するアンモニア、アミン、フェ
ノール、p-クレゾール、スカトールなどの腐敗
産物の生成量が減少することが知られている12）。
L3のイヌでは、スイカエキス飲料水飲用後
Clostoridia網が減少したが （Fig. 1-3）、これによ
って、細菌生成物の産生量が変化し、糞便中の
水分含量やpHが変化する原因になっているの
ではないかと考えられた。また、Fusobacteria

門とヒトの潰瘍性大腸炎や大腸がんなどとの関
連が報告されているが10,14）、肉食動物のイヌで
は肉のタンパク質を分解する主要な細菌であ
り14）、ヒトとは異なる役割を担う可能性がある。
Toy Poodleでは、スイカエキス飲料水飲用前の
Firmicutes門の相対比率が、Labrador Retriever 

と比べて極めて小さかったが （Fig. 2）、犬種に
よって細菌叢が異なることなどが知られてお
り15）、さらにサンプル数を増やして検討する必
要がある。また、食性の違いなど様々な要因が
腸内細菌叢に影響を与えることも報告されてい
るため5,6,10,15）、今後は食餌や生活習慣などの違
いを考慮しつつ、スイカエキス飲料水飲用によ
るイヌの腸内細菌叢への影響を明らかにしてい
きたい。

Ⅴ . 結語

　イヌによるスイカエキス飲料水の飲用は、糞
便中の水分含量とpHを一定の閾値内に収束さ
せ、Bacteroidetes門、Firmicutes門、Fusobacteria

門、Proteobacteria門の相対割合を一定の割合に
整えることが明らかになった。

　利益相反は以下のとおり：共同著者である橋
詰利治は営利企業である株式会社萩原農場生産
研究所に勤務し報酬を得ている。
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