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野生下

1．はじめに（研究背景等）
2

「世界動物園水族館保全戦略」

新しい血統
（個体、生殖細胞）

野生復帰
（個体、生殖細胞）

個体
生殖細胞

施設A

B

C

D

E

飼育下

飼育下繁殖の効率化を図り保護増殖事業に貢献

・遺伝的多様性
・機能遺伝子
・ホルモン動態
・生殖細胞の保存

重点課題： 主：【重点課題⑬】生物多様性の保全に資する科学的知見
の充実や対策手法の技術開発に向けた研究

副：【重点課題⑭】生態系サービスの持続的な利用や
システム解明に関する研究・技術開発

行政要請研究テーマ（行政ニーズ）：
（４－２）絶滅危惧野生動物の生息域外保全における

飼育下保護増殖戦略策定のための分野横断的研究



環境省保護増殖事業指定種、絶滅危惧ⅠA

・ツシマヤマネコ
野生 90-100個体
飼育 10施設31個体

3年で6個体出生、4個体成育

課題：飼育下繁殖の成績の安定

・ヤンバルクイナ
野生 1500個体
飼育 72個体

3年で39個体出生（孵化調整後）、野生復帰試験により34個体放鳥

課題：飼育個体群の遺伝的多様性の持続的な維持

2．研究開発目的 3



3．研究目標（全体） 4

受精卵作出を試行 個体を移動せずに生殖細胞の移動で
飼育下繁殖（個体数増）を可能に

生殖細胞を用いた産子作出により
野生個体群と同様の遺伝的多様性を維持

繁殖基盤情報整備と繁殖補助技術により、

保存生殖細胞を用いて

産子作出を試行

・遺伝的多様性、繁殖関連遺伝子、年齢

・発情、排卵、ストレス ・生殖細胞保存法の開発
・情報に基づく

ペア形成



令和3（2021）年度：

基盤構築
令和5（2023）年度：

繁殖実現

53．研究計画 4．研究開発内容 5

令和4（2022）年度：

相互補完

1-5 DNAメチル化による
年齢推定

1-4 繁殖関連機能遺伝子の同定

1-6 発情予測・排卵の有無

1-7 ストレス指標の確立

1-8 個性に合わせた飼育管理や
最適な繁殖ペアを提案

サブ
テーマ1
基盤情報

サブ
テーマ2
繁殖補助

2-2 精子、卵子の保存法の開発

1-2 ホルモン解析用試料の蓄積

1-1 遺伝マーカーの整備

1-3 行動データの取得

2-1 生殖組織の採取法の確立

・遺伝的多様性の評価

・血縁度の解析

・個体群存続可能性分析

2-3 精子の受精能力の検討

2-4 卵子の発育能力の検討

2-5 人工授精法の確立
（ヤンバルクイナ）

基盤情報と
生殖機能の関連

2-6 保存生殖細胞から
受精卵作出を試行
（ツシマヤマネコ）

2-7 保存精子から人工授精で
産子作出を試行
（ヤンバルクイナ）



サブテーマ１

繁殖に関わる基盤情報の整備
（ゲノム・内分泌情報の統合）

サブテーマ２

生殖細胞の活用と人工繁殖
（繁殖補助技術）

国立環境研究所（研究協力機関）

生殖細胞
長期保存

解析用
試料提供

3．研究計画 4．研究開発内容 6

連携
情報共有



遺伝マーカー整備：139SNP

遺伝的多様性指標は飼育集団と
野生集団で変わらない

GRAS-Di解析（Ito et al. 2022）

1-1 遺伝マーカーの整備・遺伝的多様性の評価・血縁度の解析

飼育

野生

5．結果及び考察：サブテーマ1 7



最終交尾

▼

最終交尾日からの日数

❶ 同属のスナドリネコ
発情誘起にホルモン剤投与・詳細観察

1-2, 3, 6 発情予測：ツシマヤマネコ ❷ 多数のツシマヤマネコ
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E2高値時に
多く発現
ほぼ全ての
ペアリング例
で交尾前発現
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雌の鳴音・尿スプレー
著増

雌の鳴音・尿スプレーが
減少し始めた後に
陰部舐め急増

E2上昇初期に
多く発現
13例中9例で
交尾前発現

共通の記録シートで発情期周辺を重点観察

●尿スプレー

●陰部舐め

●擦り付け

●ローリング

●糞中ホルモン

5．結果及び考察：サブテーマ1 8



➊発情把握

➋排卵確認

➌妊娠判定

1-2, 3, 6 発情予測：ツシマヤマネコ

―― 糞中エストロジェン代謝物（発情ホルモン）

―― 糞中プロジェステロン代謝物（黄体ホルモン）

―― 糞中プロスタグランジンF2α代謝物

妊娠 63～64日間（最終交尾後日数）

排卵

交尾

出産

発情 発情

妊娠判定時期

排卵推定時期

ホ
ル

モ
ン

濃
度

→
 

5．結果及び考察：サブテーマ1
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1-2, 3, 7 行動データの取得、ストレス指標の確立：ツシマヤマネコ

5．結果及び考察：サブテーマ1 10

■糞中コルチゾール濃度変化に季節性が認められる個体もいた

複数種のヤマネコを対象にした研究においても糞中コルチゾール
の平均濃度は夏季が最も低く、春季と秋季に高い傾向あり
（Piñeiro et al., 2012）

個体差があるものの、ツシマヤマネコにおいても糞中コルチゾー
ル濃度に季節性がある可能性が示唆

■行動変化とコルチゾール濃度変化に関しては、多くの動物種では
ストレス状態では「歩行・探索」や「常同行動」を示すことが知ら
れている（Vyas and Chattaji, 2004）

観察対象個体（No.41）においては、これら行動と糞中コルチゾ
ール濃度との間に有意な相関は見られなかった。

一方で、寝室などの視界外で動かない様子が観察された。
これは，ベンガルヤマネコやマーゲイなどの小型ネコ科動物にお

ける報告と類似した結果となった。
小型ネコ科動物という捕食者であると同時に被食者でもある種の性
質が関連していると考えられた。

雄個体における糞中コルチゾール濃度と常同行動との相関性（r= 0.214, p= 0.185）

雄個体の糞中コルチゾール濃度の月変化



5．結果及び考察：サブテーマ2 11

2-1, 2 生殖組織の採取・保存法の確立：ツシマヤマネコのオス

死亡個体の発見・回収 精巣組織の摘出 梱包・発送

岩手大で精子回収 精子解析・保存

成果
• 精巣組織の短時間輸送を確立
• 死亡個体から運動精子の回収が可能
• 受精卵作製に利用できる精子を確保
• 運動性のない精子はフリーズドライ保存

することで顕微授精に利用

• 精巣組織摘出から岩手大到着まで
48時間で完了



5．結果及び考察：サブテーマ2 12

2-3 精子の受精能力の検討：ツシマヤマネコのフリーズドライ精子

精子核の形成を確認（赤円内）
↓

受精能力がある

保存精子を卵子と受精



5．結果及び考察：サブテーマ2 13

2-1, 2，3 生殖組織の採取・保存法の確立：ツシマヤマネコのメス

死亡個体の発見・回収 卵巣組織の摘出 梱包・発送

京都大で卵子・卵巣皮下組織回収・保存

成果
• 死亡個体から卵子の回収・保存が可能
• 体外成熟・体外受精に利用可能な卵子を確保
• 卵巣組織の短時間輸送を確立
• 卵子が回収できない個体でも、卵巣組織ごと

凍結保存することで、未成熟卵子を保存50 mm

• 卵巣組織摘出から京都大到着まで
48時間で完了



5．結果及び考察：サブテーマ2 14

2-2, 3，5, 7 生殖組織の採取・保存法の確立：ヤンバルクイナのオス

成果
• 飼育個体を使用できるため計画的な採取が可能
• 飼育施設で採精から保存までの作業環境を構築
• 糞便の混入しない精液採取法を樹立
• 精子の濃度、運動精子率は個体毎の差はあるが、

人工授精に利用可能な凍結精子を確保
• 凍結精子人工授精プロトコールを確立



5．結果及び考察：サブテーマ2 15

2-1, 2 生殖組織の採取・保存法の確立：ヤンバルクイナのメス

死亡個体の発見・回収 卵巣組織の摘出
梱包・発送

京都大で卵巣組織解析・保存

成果
• ニワトリをモデルに、卵巣組織の輸

送・保存条件を検討（Fujihara et al.
2022）

• 死亡個体から生存した卵子の回収・保
存が可能

• 定温輸送容器を用いることで、卵巣組
織の短時間、安定した冷蔵輸送を実現

※ニュートラルレッド染色、組織観察
により、卵子の生存性を確認

• 卵巣組織摘出から京都大到着まで
24時間で完了



166（1）．達成状況 16

令和3（2021）年度：

基盤構築
令和5（2023）年度：

繁殖実現
令和4（2022）年度：

相互補完

サブ
テーマ1
基盤情報

サブ
テーマ2
繁殖補助

基盤情報と

生殖機能の関連

1-5 DNAメチル化による
年齢推定

1-4 繁殖関連機能遺伝子の同定

1-6 発情予測・排卵の有無

1-7 ストレス指標の確立

1-8 個性に合わせた飼育管理や
最適な繁殖ペアを提案

→ストレス指標の個体差（ヤマ
ネコ）や繁殖周期（ヤマネコ、
クイナ）の情報提供1-2 ホルモン解析用試料の蓄積

1-1 遺伝マーカーの整備

1-3 行動データの取得

・遺伝的多様性の評価

・血縁度の解析

・個体群存続可能性分析

2-2 精子、卵子の保存法の開発

2-1 生殖組織の採取法の確立 2-3 精子の受精能力の検討

2-4 卵子の発育能力の検討

2-5 人工授精法の確立
（ヤンバルクイナ）

2-6 保存生殖細胞から
受精卵作出を試行 →作出！
（ツシマヤマネコ）

2-7 保存精子から人工授精で
産子作出を試行 →受精確認
（ヤンバルクイナ）



サブテーマ２

生殖細胞保存と人工繁殖

サブテーマ１

ゲノム・内分泌情報

サブテーマ2サブテーマ1
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ペア形成

飼育管理

域外保全（飼育）

情報共有

飼育個体群の安定的な維持

◎

17

事故死や保護
ゲノム・ホルモン活用

発情・排卵予測
ストレス指標

個体群存続
可能性分析

生殖細胞の
保存と活用

事故死など
生殖細胞保存・活用

域内保全（野外）

野生復帰

傷病保護

22

試料・データ 生殖細胞

6（1）．達成状況 17



6（2）．環境政策等への貢献
◆政策決定者向けサマリー

サブテーマ１：基盤情報の整備
・個体群存続可能性予測にもとづく個体数維持の方策
・DNAメチル化率にもとづく年齢推定指標の活用
・繁殖に関わるホルモン動態による排卵と発情回帰時期の推定法の確立
・繁殖（発情）に関わる行動指標の確立
・ストレスの指標となるホルモン動態と行動の情報共有体制

サブテーマ２：生殖細胞の活用
・効果的なツシマヤマネコの生殖細胞の保存・管理体制の整備
・効果的なヤンバルクイナの生殖細胞の保存・管理体制の整備

◆活用済みの成果
・ツシマヤマネコ計画推進会議（令和3年7月、令和4年7月、令和5年７月）等で情報提供
・繁殖に関わるホルモン動態と行動による排卵と発情回帰時期の推定
・生殖細胞保存に向けた死亡個体からの組織採取・輸送の条件
・沖縄・つくばの施設で、ヤマネコの一部とヤンバルクイナの生殖細胞保存

今後に向けて ・ツシマヤマネコの繁殖停滞要因調査のための体制を整備
・猛禽類など、他種にも応用可能な体制を整備

18



京都市動物園やまねこ博覧会
（令和3年10月17日、令和4年10月15日、令和5年10月15日)
ポスター発表「ツシマヤマネコにおける

生殖細胞を活用した生息域外保全」

公開シンポジウム
（令和4年2月5日、令和4年12月3日、令和5年12月9日）
「知りたい！ツシマヤマネコ保全の最前線」
「知りたい！ヤンバルクイナ保全の最前線」
「野生動物ラボの挑戦：ヤンバルクイナと

ツシマヤマネコ保全の最前線」

査読論文14件、その他誌上発表15件、学会発表等76件（学会賞受賞3件）、対話22件、報道33件

7．研究成果の発表状況 19



207．研究成果の発表状況

令和5年9月号

令和6年5月号
特集-総論 エピジェネティッククロックを活用した

野生動物の遺伝資源保全─老化の謎に迫る 村
山 美穂（京都大学）

特集1 チンパンジーなど飼育動物の年齢推定─飼育
個体群はどのように貢献しうるか 伊藤 英之
（京都市動物園）

特集3 ネコ科の多様な種におけるエピジェネティッ
ククロックの開発─小型種から大型種， 飼育
から野生まで 斉 惠元（京都大学）
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http://web.cc.iwate-u.ac.jp/~takehito/erca_4-2101/index.html7．研究成果の発表状況
ウェブサイト
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