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研究成果の概要（和文）：ツシマヤマネコは長崎県対馬にのみ生息している。生息地の破壊等により、生息数が
減少している。
非侵襲的な手法である糞を用いた解析は、野生個体の解析に非常に有用である。食性の正確な情報は、域内保全
や飼育個体の飼育管理に極めて有用である。また、免疫等に関連する腸内細菌叢の解析は種の保全に有用な情報
となりうる。本研究では、次世代シークエンサーを用い、食性解析及び腸内細菌叢のメタゲノム解析を実施し
た。
飼育下個体及び野生下の糞便からDNAを抽出し、次世代シークエンス用ライブラリー作成を目的にPCR、タグ標識
を実施したが、最終ライブラリー濃度が低く、条件の再検討が必要であった。

研究成果の概要（英文）：Tsushima leopard cat inhabits only in Tsushima island, Nagasaki Prefecture. 
Due to various factors (eg. destruction of habitats), the number of population is decreasing.
Analysis using feces which is a noninvasive technique is very useful for analysis of wild animals. 
Accurate information on food is extremely useful for in situ and ex situ conservation and captive 
breeding management. Analysis of gut microbiome which is related to animal health (eg. immunity and 
fat) can be useful information for conservation. In this study, we analyzed food and metagenome 
analysis of gut microbiome using the next generation sequencer.
DNA was extracted using feaces from captive individuals and wild individuals, and PCR and tag 
labeling were conducted for the purpose of preparing a library for the next generation sequence, but
 the concentration of the final library was low and the conditions had to be reexamined.

研究分野：保全遺伝学

キーワード： ツシマヤマネコ　食性解析　腸内細菌叢　次世代シークエンス　遺伝的多様性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
世界自然保護連合（IUCN）レッドリスト
（2015 年 2 月）において、哺乳類 1200 種、
鳥類1373種が絶滅危惧種に分類されている。
絶滅危惧種の保全には、生態学、繁殖学、生
理学、遺伝学や栄養学など多くの知見が必要
となるが、近年、一度に大量の塩基情報を取
得できる利点から、次世代シークエンスが集
団構造の解析、種・亜種判別、細菌叢の解析
など保全分野に応用されるようになってき
ている。申請者らもこれまでに次世代シーク
エンスを用い、グレビーシマウマやニホンイ
ヌワシのマイクロサテライトマーカーの開
発やニホンジカの食性解析などを行ってい
る（Ito et al.、 2013 Conservation Genetics 
Resources、 Ito et al.、 2015 Scientific 
Reports など）。 
ツシマヤマネコ（Prionailurus bengalensis 
euptilurus）はベンガルヤマネコ （P. 
bengalensis）の一亜種で、長崎県対馬にの
み生息している。生息地の破壊等により、生
息数が 80-110 頭に減少し、絶滅危惧種 IA 類
に指定されている。保全対策として生息地域
の環境を整備するとともに、野生個体群の維
持及び増加を図るために、動物園等において
生息域外保全の取組が行われている。しかし、
域内保全では生息数が少なく、詳細な生態に
ついては不明であり、域内保全では繁殖（特
に飼育下で繁殖した個体）が順調に進んでい
ないのが現状である。 
食性の正確な情報は、域内保全や飼育個体
の飼育管理に極めて有用である。食性解析は
動物の直接観察、胃内容物や糞の解析により
行われるが、希少種では直接観察が困難であ
り、胃内容物解析は動物に対する侵襲性が高
く、事故などによる死亡個体しか評価できな
い。そのため、非侵襲的な手法である糞の解
析は、非常に有用である。糞を用いた解析で
は、顕微鏡観察、近赤外線スペクトル法、DNA
解析などがあるが、DNA 解析は食物（動物・
植物）の形態的特徴の知識がなくても解析で
きる。さらに次世代シークエンサーを用いれ
ば、大量の配列情報を得ることができ、より
詳細な食性の解析が可能となる。ツシマヤマ
ネコのみでなく捕食されている動物種の食
性を調査することにより、ツシマヤマネコを
頂点とする生態系の解明、さらにはツシマヤ
マネコ保全ための適切なえさ場の創出が可
能であると考えられる。また、動物の腸内に
は非常に多くの腸内細菌が存在しており、そ
れらは動物の健康にとって重要な役割を果
たしており、抗生剤投与等による腸内細菌叢
の変化は致死的な疾患につながることもあ
る。さらに、腸内細菌と肥満、免疫、寿命、
脳・個体の行動との関連性について報告され
ている。個体の健康や行動は、繁殖に関与す
る要因であるため、個体の腸内細菌叢を解析
し、個体情報（飼育個体・野生個体、繁殖の
有無）との関連性を調査することは、域外保
全の一助となりうると考えられる。 

これらの背景から本研究では、絶滅危惧種で
あるツシマヤマネコの保全に資する目的で、
次世代シークエンサーを用い、食性解析及び
腸内細菌叢のメタゲノム解析を実施する。 
 
２．研究の目的 
 希少種であるツシマヤマネコ保全に資す
る目的で、遺伝子解析によりツシマヤマネコ
の詳細な食性解析と対馬に生息する多種の
食性についても解析し、ツシマヤマネコを頂
点とする生態系ネットワークを解明する。ま
た、腸内細菌叢の解析を行い、個体間（飼育
下・野生下）の細菌叢を比較することにより、
腸内細菌叢と繁殖や疾病との関連性を明ら
かにする。 
①食性解析 
（１）次世代シークエンスを用い、野生下ツ
シマヤマネコの糞から詳細な食性を解析す
る 
（２）季節・成熟度・地域間の違いがあるか
を明らかにする 
（３）捕食されている動物の食性を解析し、
食物連鎖を明らかにする 
（４）上記で得られた情報をもとに最適なえ
さ場の条件を検討する 
（５）同様に飼育下での飼料管理ガイドライ
ンを作成する 
②腸内細菌叢の解析 
（１）野生下・飼育下の個体の腸内細菌叢を
解析し、健康個体の腸内細菌叢を把握する 
（２）腸内細菌叢と各種要因（出自、成長、
疾病、繁殖歴など）との関連性について、一
般化線形モデル法で解析する。 
 
３．研究の方法 
①試料の収集 
以下の試料を採取し、DNA を抽出する。 
ツシマヤマネコ 
野生個体：対馬野生生物保護センターに保護
された個体について保護後・給餌前の糞 
  飼育下個体：動物園で飼育されている個
体の糞 
その他対馬野生動物 
  対馬野生生物保護センターに保護され
た個体について保護後・給餌前の糞を 
  現地にてトラップにより捕獲した個体
の捕獲 
 
②DNA 抽出・次世代シークエンス条件の検討 
試料採取に先行して、当センターが保有する
ツシマヤマネコ糞便由来のDNAを用いて実施
する。 
 
③食性解析 
（１）脊椎動物の mtDNA 16S rRNA を増幅す
るユニバーサルプライマーで PCR（サーマル
サイクラ―、現有設備）を行い、アンプリコ
ンライブラリーを作製する。次世代シークエ
ンスを行う。ツシマヤマネコ由来の DNA 増幅
を抑制するためブロッキングオリゴヌクレ



オチド（Shehzad et al. 2012. Mol.Ecol.）
を利用する。 
（２）同様に非脊椎動物 mtDNA16S rRNA のユ
ニバーサルプライマー、植物葉緑体 DNA のユ
ニバーサルプライマーを用いて同様に次世
代シークエンス解析を行う（ブロッキングオ
リゴは用いない）。 
（３）データ処理・解析：次世代シークエン
スにより得られた配列について、LinuxPC を
用いて、トリミング、アセンブル、相同性検
索を行い、種特定をし、被食動植物を特定す
る。 
 
④腸内細菌叢の解析 
（１）細菌の 16s リボゾーム RNA 増幅用ユニ
バーサルプライマーに標識タグをつけて、
PCR を行い、アンプリコンライブラリーを作
製する。プロトコールに従い、次世代シーク
エンスを行う。 
（２）データ処理・解析：次世代シークエン
スにより得られた配列について、LinuxPC を
用いてトリミング、アセンブル、相同性検索
を行い、種（種特定が困難なものについては
属レベル）の特定を行う。 
 
⑤食物連鎖の解明 
（１）ツシマヤマネコおよび被食動物の糞便
から抽出したDNAを用いて、食性を解析する。 
（２）被食動物・植物を明らかにし、ツシマ
ヤマネコを頂点とする対馬の生態系ネット
ワークを明らかにする 
（３）ツシマヤマネコについては主成分分
析・クラスター分析を行い、個体、地域、季
節の違いを調査し、資源利用の変化を把握す
る 
（４）解明した生態系情報を域外保全・域内
保全へ応用する 
 
⑥腸内細菌叢と繁殖や疾病との関連性の解
析 
（１）次世代シークエンスによる塩基配列解
析 
 細菌の 16sリボゾーム RNA増幅用ユニバー
サルプライマーに標識タグをつけて、PCR を
行い、アンプリコンライブラリーを作製する。
プロトコールに従い、次世代シークエンスを
行う。 
（２）データ処理・解析 
 次世代シークエンスにより得られた配列
について、LinuxPC を用いてトリミング、ア
センブル、相同性検索を行い、種（種特定が
困難なものについては属レベル）の特定を行
う。 
（３）繁殖・疾病との関連性の解析 
 野生個体と飼育下個体の腸内細菌叢の比
較し、UniFrac 解析・主成分分析・クラスタ
ー分析を行う。また、飼育下個体については
繁殖成績や疾病との関連性を調査するため
に一般化線形モデル分析を行う。また、健康
時の腸内細菌叢を把握し、健康管理の基礎的

資料とする。 
 
⑦ツシマヤマネコの遺伝的多様性の解析及
び生態把握への応用 
（１）ベンガルヤマネコにおいて開発された
マイクロサテライトマーカーを用い、ツシマ
ヤマネコ野生集団において遺伝子型判定を
行う。 
（２）ヘテロ接合度、アリル多様度及び個体
識別率など遺伝的多様性指標を算出する。 
（３）先行研究の大陸集団と遺伝的多様性指
標の比較を行う。 
（４）遺伝構造解析及び主座標解析を行い、
地域集団間の遺伝構造の比較・遺伝的分化を
調査する。 
（５）野生下で採取した便の個体識別を実施
し、個体・年齢・性別による食性の違いを把
握する。 
 
４．研究成果 
飼育下個体の糞便 72 検体（一部の個体で
は、採取・保存条件を変えて採取）、野生下
の糞便 64 検体から DNA を抽出した。飼育下
個体については、飼育状況（出自、移動歴、
出産歴、給餌内容、抗生剤・整腸剤使用の有
無）についてアンケートを実施した。野生採
取糞便のうち、63 検体はベンガルヤマネコ配
列を増幅するPCRにおいて増幅が確認された。
腸内細菌叢、食性解析とも次世代シークエン
ス用ライブラリー作成を目的に次世代シー
クエンスライブラリー作成プロトコールに
従い、PCR、タグ標識を実施しライブラリー
作成を行った。しかし、最終ライブラリー濃
度が低く、ポリメラーゼの変更や PCR 阻害物
質抑制物質（T4 プロテイン）の使用など条件
を変更し実施したが、良好な増幅は得られず、
条件の再検討が必要であった。 
また、野生下において、季節や成長による
腸内細菌叢の変化を把握するために、ベンガ
ルヤマネコにおいて開発されたマイクロサ
テライトマーカー（12 マーカー）を用いて、
個体識別及び遺伝的多様性の評価を行った。
結果、ツシマヤマネコは大陸に生息するベン
ガルヤマネコと比較し、ヘテロ接合度、アリ
ル多様度などの遺伝的多様性指標は極めて
低い値であり、12 マーカーのみでは個体識別
は不可能であった。また、集団内及び集団間
の遺伝構造解析及び主座標解析（Principal 
Coordinate Analysis; PCoA）においては、
いずれの解析でも大陸集団とツシマヤマネ
コは明確に分離され、遺伝的な分化が認めら
れた（図１、図２）（Ito et al., under review）。 
今回の調査では、糞便から抽出された DNA
濃度は低く、数個体では次世代シークエンス
のライブラリ作製が困難と考えられたが、多
くの個体で、次世代シークエンス解析に供す
る濃度に達しなかった。今後、条件の再検討
とともに、濃度不足を補うため、解析サンプ
ル数を減らして、再解析を実施したい。また、
ツシマヤマネコにおいては遺伝的多様性が



大陸集団と比較し、極めて低く個体識別がで
きなかったため、新たにゲノム解析を実施し
た。今後、得られたデータをもとに、ツシマ
ヤマネコにおいて新たなマイクロサテライ
トマーカーの開発を試みる。 
 
 
 
 
 
図１ ベンガルヤマネコ2地域の遺伝構造解
析（緑：ツシマヤマネコ、赤：大陸集団） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ベンガルヤマネコ2地域の主座標分析 
（緑：ツシマヤマネコ、赤：大陸集団） 
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