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Ⅰ . 緒言

　スイカにはビタミンC、リコピン、シトルリ
ン、β-カロテン、ポリフェノールなどの様々
な成分が含まれており、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Leptin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、腸内細菌叢を一定の割合に整えることなど
について報告してきた4,5）。
　近年、炎症性腸疾患、慢性腎臓病や肥満など
様々な疾患で腸内細菌叢異常 （dysbiosis） が生
じることが知られており6,7）、イヌやネコの健康
を維持するために腸内細菌叢を整える療法食や
プロバイオティクスなどのサプリメントが数多
く市販されている。また、最近の報告では、ス
イカの摂取が高脂肪食を与えたマウスの糖代謝
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や肝臓の炎症産物を抑制するとともに、腸内細
菌叢を変化させることが明らかにされている8）。
私達のこれまでの解析においても、スイカエキ
ス飲料水の摂取はイヌの腸内細菌叢を一定の割
合に整える効果を示したが5）、ネコの腸内細菌
叢に与える影響については明らかではなかっ
た。
　このような背景から、本研究ではスイカエキ
ス飲料水がネコ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、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:20210419-001）、ネコの糞便中の水分含
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
　ヤマザキ動物看護大学動物実験倫理指針に基
づき、2022年6月～ 9月の3.0カ月間、一般家庭
で飼育されている雑種ネコ8頭 （C1: 避妊雌7歳, 

C2: 避妊雌4歳, C3: 去勢雄2歳,  C4: 去勢雄2歳, 

C5: 避妊雌2歳, C6: 去勢雄5歳, C7: 去勢雄5歳, 

C8: 去勢雄10歳） に、1日あたり150 mL/kgのス
イカエキス飲料水を準備し、一般家庭で飼育さ
れている上述のネコに自由摂取させた。

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、次のように調整され
た。種子採取用スイカを搾汁し、加熱減圧処理
により10倍濃縮後、クエン酸を約45 mg/10 mL

になるよう混合し作製した。使用時には、10 

mLのスイカエキスを水で約50倍に希釈し用い
た。このクエン酸濃度は、食品安全委員会報告
と比較して9）、十分に体内に影響を与えないレ
ベルであった。

2）  糞便検体の採取と保存
　糞便検体は摂取前と摂取開始から3.0カ月の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） のパウチ内で-80℃にて保存

した。

3） 糞便検体のpHと水分含量の測定
　糞便検体の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。また、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た。

4）  糞便検体からのゲノムDNA抽出とメタ16S

解析
　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 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
の配列は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） software 10, 11）を用いて解析された。16検
体 の 総read数 は1106647 reads、 総OTU数 は1507 

OTUsでありmeans±SDは94.2±8.61であった。

Ⅲ . 結果

1.  スイカエキス飲料水摂取前後における糞便
中の pH と水分含量の変化

　ネコ8頭の糞便のpHを測定したところ、スイ
カエキス飲料水摂取前に6.5±0.7であったが、
摂取後に6.1±0.3に減少した。C1とC2では摂取
前のpHは7.5付近で高く、摂取後のC1のpHは
7.3→6.2に、C2は7.8→6.3に大きく低下した。
C3～ C8のpHは6.0付近であったが、摂取後大
きな変化は認められなかった。一方、スイカエ
キス飲料水摂取前後の水分含量を測定したとこ
ろ、摂取前の平均値は57.5±7.30 %であったが、
摂取後に59.7±6.40 %になりやや増加したが、
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その傾向は各個体でばらばらであった。ただし、
水分含量が最も低かったC1も他個体の水分含
量に近づく傾向が認められた （Fig. 1）。

2.  スイカエキス飲料水摂取前後におけるネコ
の糞便細菌叢相対割合について

　スイカエキス飲料水摂取とネコの腸内細菌叢
との関連について明らかにするために、摂取前
と摂取後の門レベルでの細菌叢を比較したとこ
ろ、各門の相対割合は、C1、C2およびC8のよ
うに摂取後にBacteroidetes門が増加した個体も
あれば、変化がない個体もあり、変化は様々で
あった （Fig. 2）。摂取前後の綱レベルでの細菌
叢の相対割合においては、Firmicutes門に属す
るNegativicutes綱やClostridia綱の相対割合に変
化が認められた （Fig. 3）。

Ⅳ . 考察

　先に私達が報告したように、スイカエキス飲
料水摂取後に、イヌの糞便検体のpHおよび水
分含量が一定範囲内に収束し、それに伴い腸内
細菌叢の門レベルでBacteroidetes門、Firmicutes

門、Fusobacteria門、Proteobacteria門の相対割合

が一定の割合に収束していた。しかしながら、
ネコのスイカエキス飲料水摂取前後の糞便の
pHと水分含量においては、pHは6.0付近に収束
する傾向が認められたものの、水分含量の変化
はばらばらであった （Fig. 1）。ネコの糞便検体
のpHや水分含量の日内変動に関する報告はほ
とんどないが、マウスの報告から12）、ネコでも
日内変動を示すことが推測される。また、マウ
スの腸内細菌叢も日内変動を示すことが知られ
ているが13）、本研究の検体採取は、早朝絶食時
に統一しているため、影響は少ないものと考え
られた。スイカエキス飲料水摂取前後の門レベ
ルでの腸内細菌叢変化は各個体でばらばらで、
一定の変化傾向は認められなかった。しかし、
綱レベルでの各個体の解析結果をみると、スイ
カエキス飲料水摂取前後でFirmicutes門の中の
個々の細菌の相対割合が変化する傾向が認めら
れた （Fig. 2）。そこで、ネコについて綱レベル
におけるFirmicutes門のClostridia綱とpHとの関
係を解析したところ、スイカエキス飲料水摂取
前にpHが7.5付近の2例では、Clostridia綱の相
対割合はほとんど変化していなかったが、摂取
前のpHが6.0付近のC3～ C8では、Clostridia綱
の相対割合は摂取後に減少傾向を示し、特に

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

(WM) beverage.

 ●: Before, ●: After, →: shift from before to after drinking the WM beverage, blue-colored circle: 

range before drinking the WM beverage, orange-colored circle: range after drinking the WM 

beverage.
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C4では24.8 %→12.5 %に、C8では13.9 %→4.30 

%と大きく減少していた （Fig. 3A）。一方で、
スイカエキス飲料水摂取前後における、糞便水
分含量とClostridia綱との関係を比較したとこ
ろ、明瞭な変化傾向は認められなかった （Fig. 

3B）。Clostridia綱のClostridioides difficileは下痢
などの消化器系疾患を引き起こす嫌気性細菌で
あり、pHがアルカリの場合に感染性を示すが、
酸性環境下では増殖と胞子形成、および運動性
を低下させることが報告されている14）。また、
果物や野菜に含まれるポリフェノールは、
Clostridiaなどが生成する酪酸などの短鎖脂肪酸 

（SCFA） の産生を増加させ、Clostridiaの相対割
合を減少させることが知られている15,16）。これ

らのことから、スイカエキス飲料水の摂取によ
り、pHが低下し、Clostridia綱の相対割合が減
少しているのではないかと考えられた。肥満は、
Clostridium difficile感染症のリスクファクター
であることが知られている17,18）。一方で、私達
は以前ラットにおいてスイカエキスの摂取が肥
満抑制効果を示し、血清TG濃度とLeptin濃度を
低下させることを示した19）。ネコにおいてもス
イカエキス飲料水の摂取によって腸内細菌叢の
Clostridium difficileの相対割合が減少し、エネ
ルギー代謝がコントロールされ、肥満が抑制さ
れる可能性があるが、この点についてはさらに
検討する必要があるものと考えられた。

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

 Upper: phylum level, Lower: Class level.

 Left: before drinking the watermelon extract (WM) beverage, Right: after drinking the WM 

beverage.
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Ⅴ . 結語

　ネコにおけるスイカエキス飲料水の摂取は、
摂取前の糞便中のpHがアルカリ性の場合にはpH

を6.0～ 6.5付近に収束させ、さらに摂取前のpH

がすでに6.0～ 6.5の間にある場合にはClostridia

綱の相対割合を減少させることが示唆された。

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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Fig. 3  A:   Scatter plots of relative abundance in Clostridia class and pH in feces before and after drinking 

the watermelon extract (WM) beverage.

 B:    Scatter plots of relative abundance in Clostridia class and moisture content in feces before and 

after drinking the watermelon extract (WM) beverage.

 ●: Before, ●: After. Data before and after WM beverage intake were connected with the arrow. 

Data before WM beverage intake were enclosed in blue-colored circle, and data after WM 

beverage intake were enclosed in orange-colored circle.

12 
 

                           299 
300 
301 
302 
303 
304 
305 
306 
307 
308 
309 
310 
311 
312 

Fig. 2 313 
314 
315 
316 
317 
318 
319 
320 
321 
322 
323 
324 
325 
326 
327 
328 
329 
330 
331 

Fig. 3 332 
333 

A B 

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

0 5 10 15 20 25 30 35

p
H

Relative abundance in Clostridia (%)

Before

After

C1

C2

C3

C4C5
C6

C7

C8 C1

C2

C3C4

C5

C6 C7

C8

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

0 5 10 15 20 25 30 35

F
e
c
a
l 
m

o
is

t u
r e

 (
%
)

Relative abundance in Clostridia (%)

Before

After

C6

C8

C1

C1

C2

C3

C4
C5

C7

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

R
e
la

ti
v
e
 a

b
u
n
d
a
n
c
e

Cat ID

Negativicutes

Erysipelotrichia

Clostridia

Bacilli

Verrucomicrobiae

Gammaproteobacteria

Epsilonproteobacteria

__Deltaproteobacteria

Betaproteobacteria

Fusobacteriia

Bacteroidia

Actinobacteria

Before After

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

R
e
la

ti
v
e
 a

b
u
n
d
a
n
c
e

Cat ID

Negativicutes

Erysipelotrichia

Clostridia

Bacilli

Verrucomicrobiae

Gammaproteobacteria

Epsilonproteobacteria

Deltaproteobacteria

Betaproteobacteria

Fusobacteriia

Bacteroidia

Actinobacteria



－ 93 －

生物試料分析　Vol. 46, No 2 (2023)

that Targets Bacteroidetes 16S rDNA. Environ Sci 

Technol, 46: 93-98. 2012. 

12）  田原 優: 腸内フローラ代謝産物による概日時計
制御. 公益財団法人三島海雲記念財団ガクジュツ
研究奨励金研究報告 （自然科学部門）, 2014.

 https://www.mishima-kaiun.or.jp/assist/docs/SNo1-

tahara.pdf

13）  Liang X, Bushman FD and FitzGerald GA: Rhythmic-

ity of the intestinal microbiota is regulated by gender 

and the host circadian clock. Proc Natl Acad Sci U S 

A, 112: 10479-84, 2015.

14）  Wetzel D and McBride SM: The Impact of pH on 

Clostridioides difficile Sporulation and Physiology. 

Appl Environ Microbiol, 86: e02706-19, 2020.  

15）  Tomova A, Bukovsky I, Rembert E, Yonas W, Al-

warith J, Barnard ND and Kahleova H: The Effects of 

Vegetarian and Vegan Diets on Gut Microbiota. Front 

Nutr, 6:47, 2019. 

16） Rothenberg DO, Zhou C and Zhang L: A Review on 

the Weight-Loss Effects of Oxidized Tea Polyphenols. 

Molecules, 23: 1176, 2018.

17）  Madan R and Petri WA Jr: Role of obesity and adipose 

tissue-derived cytokine leptin during Clostridium dif-

�cile infection. Anaerobe, 34: 182-6, 2015.

18）  Leung J, Burke B, Ford D, Garvin G, Korn C, Sulis C 

and Bhadelia N: Possible association between obesity 

and Clostridium difficile infection. Emerg Infect 

Dism, 19: 1791-8, 2013.

19）  岡﨑 登志夫、橋詰 利治 他: 高脂肪飼料給餌ラッ
トに対するスイカエキスの肥満抑制効果. ペット
栄養学会誌, 17: 13-18, 2014.


