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研究成果の概要（和文）： 
研究目的は、ツシマヤマネコを含む食肉哺乳類の糞を野外から採集し、遺伝的多様性情報を把握

して種保全研究へ展開することであった。ミトコンドリアDNAの遺伝子増幅（PCR）分析により、

糞の落とし主がヤマネコと判定された糞DNAについて、マイクロサテライト遺伝子型から個体識

別を行った。各糞について2回以上6回程度の再現性確認実験が必要であった。性別判定も加え個

体識別の精度を上げた。対馬の限定地域での2年間の採集により、同一個体由来と考えられる糞

も検出され、個体の行動域推定も可能となった。さらに、ツシマテンの組織標本を用いて分析法

を開発し、成果を論文発表した。これらの技術をキタキツネの糞を用いた個体識別と個体数推定

に適用することができ、保全遺伝学的研究への有効性を実証した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study was to obtain genetic information on fecal samples of carnivoran 
mammals including the Tsushima leopard cat, collected from field, and apply it to species 
conservation. Individuality test using microsatellite genotyping was performed on the fecal 
samples, whose species were identified as the leopard cat by using the PCR method of 
mitochondrial DNA markers. The analytical reproduction of genotypes on one sample was 
confirmed by two to six replications of analysis. The sex identification was also performed 
using sex-chromosomal DNA markers, leading to higher success rates of individuality test. 
By using the fecal samples collected in a restricted area on Tsushima Island during the last 
two years, some feces from different years were found to be originated from identical 
individuals of the leopard cats, indicating that the method makes it possible to estimate the 
ranges of individuals. Additionally, the similar method using microsatellite markers and 
tissue samples clarified the genetic background of the Tsushima marten, which is a 
sympatric species with the Tsushima leopard cat, and the result was published in an article. 
Furthermore, this kind of the non-invasive method was applied to individuality test and 
estimation of the individual number in a local population of the red fox in Hokkaido, and 
the successful result shows that the non-invasive method very much contributes to 
conservation genetic study of carnivoran species. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者の研究室では、DNA 情報を用いて遺伝

子増幅法(PCR)の種特異的プライマーを設計

し、対馬に生息するヤマネコ、イエネコ、テ

ン、イタチ等の糞の落とし主を種判別する方

法を既に開発・発表していた。この分析手法

によってツシマヤマネコと判定された糞の

DNA を用いて個体識別が可能となれば、親子

関係、性別、行動範囲、推定個体数などの重

要な生物学情報を明らかにできる。海外でも、

糞 DNA からの個体識別が実施されているが、

PCR 法によるマイクロサテライト DNA マーカ

ーの遺伝子型の再現性が低いことが分析上

の大きな課題となっており、未だ有効な解決

策が確立していなかった。 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の通りである。 

(1) 糞DNAから種判定、個体識別、性別判定す

ることができるPCRプライマーおよび分析

反応条件を改良し、高率に分析できる手法

を確立する。 

(2) 絶滅危惧種ツシマヤマネコを含む食肉哺

乳類の糞を野外から非侵襲的に採集し、改

良した分析手法により、その糞に含まれる

遺伝情報を解析する。 

(3) 得られる遺伝情報に基づき、個体識別、

行動範囲、個体数推定、集団の遺伝的多様

性を解析し、非侵襲的サンプリングの有効

性を評価する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 糞のサンプリングおよびヤマネコ糞の

種判定：対馬野生生物保護センター等の協

力を得て採集されたツシマヤマネコの糞

について、DNA からの種判定法を行い、ヤ

マネコの糞と判定されたサンプルを個体

識別の対象とする。比較研究のために、他

の食肉類の糞も野外から採集する。 

(2) 個体識別：複数のマイクロサテライト遺

伝子座を用いて、ツシマヤマネコが落とし

主と判定された糞サンプルの遺伝子型を

決定する。 

(3) 性別判定：ヤマネコの性染色体遺伝子の

塩基配列について、X染色体と Y染色体間

で比較し、分子サイズが異なる DNA 領域を

増幅する PCR プライマーをデザインする。

糞 DNA を使った反応条件を調整し、雌雄を

判別できる方法を確立する。 

(4) 野外から非侵襲的に得られた糞につい

て、種判定、個体識別、性別判定を行う。 

(5) ヤマネコ以外の対象種についても、糞

DNA 分析以前に集団の遺伝的背景を把握

する必要があるため、確実に個体・性別が

わかっている動物個体の組織サンプルを

用いて、DNA 分析法の確実性および集団の

遺伝的多様性を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 

 本研究では、まず、ミトコンドリアDNAのPCR

分析により、対馬で採集された糞の落とし主

の種判定を行い、DNAが残存している糞を選別

することができた。野外で採集された糞の状

況は、気温、天候、時間、土壌の環境、糞の

内容物などの条件によって千差万別であり、

個々に対応して分析して行く必要がある。ま

た、サンプルは、エタノール固定で室温また

はそれより低温で保管すると良好な成績が得

られることが判明した。 

 さらに、ツシマヤマネコと判定した糞につ

いて、PCRによる複数のマイクロサテライト遺

伝子座の遺伝子型分析を行ったところ、サン



プルによって分析成功率にばらつきがみられ

た。得られた遺伝子型の再現性を確認するた

めに、各糞について2回から6回までの分析を

行った結果、残存状況の良好な糞は2回の分析

で十分であったが、6回の分析を行っても遺伝

子型を決定できないサンプルもあった。また、

性染色体上のZFY/ZFX遺伝子のPCR法による性

別判定法を開発し、性別を決定することがで

きた。 

 対馬において、平成23年度に糞を採集した

地点と同じ地域で平成24年度も糞を採集し、

再現性を確認しながら個体識別データを解析

し、行動圏の分析を試みた。その結果、2年間

で同一個体由来と考えても矛盾のない糞も検

出された。これらの技術を用いて慎重な分析

を行うことにより、個体の分布域の推定にも

有効であることが判明した。 

 対馬において、ツシマヤマネコと同所的に

生息する食肉目イタチ科ツシマテンの非侵襲

的手法を展開して行くために、組織サンプル

を用いたマイクロサテライト分析を行い、マ

ーカーDNAや分析手法の有効性を確認しなが

ら、自然集団の遺伝的多様性および地理的変

異を明らかにし、論文発表した。また、北海

道に生息する近縁種クロテン集団についてマ

イクロサテライト分析を行い、その結果を論

文発表した。 

 一連の研究において得られた分析技術や分

析条件を応用し、北海道のキタキツネ地域集

団の糞を用いた非侵襲的解析を行った。その

結果、個体識別、性別判定ならびに個体数推

定を行うことが可能となり、その手法が保全

遺伝学的研究に有効であることを実証した。 

 以上の成果について、未発表のものは、現

在、投稿論文としてまとめているところであ

る。 

 今後の展望として、野外の自然集団のみで

はなく、飼育繁殖下にある個体群についても、

糞を用いた非侵襲的手法を適用することに

より、生息域外の種保全対策に貢献できるも

のと考える。 
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