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Abstract
 

Many zoos include a petting zoo (or children’s zoo), which have become very popular
 

among visitors as they can touch or handle the animals.However,this considerably stresses
 

the animals,and zoo keepers have considered various means of decreasing such stress.We
 

devised a noninvasive method of analyzing stress levels in guinea pigs by measuring fecal
 

cortisol concentrations. The findings were analytically compared with reported results of
 

corticosterone.Guinea pigs were divided into five groups based on a daily rotation.Fecal
 

cortisol levels were measured at three time points on the day of display (Disp0)and at 1
(Disp1)and 3(Disp3)days thereafter.The correlation coefficient between the two hormones

 
in the same sample was significant.However,the circannual variation in cortisol concentra-
tions did not significantly differ.Even with such minor differences in hormonal changes,fecal

 
hormone levels reflect cumulative accumulation in the blood,which indicates that this would

 
be an effective and noninvasive method of measuring levels of stress in animals.
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緒 言

動物園における動物展示において，動物福祉

の立場から飼育環境や飼育方法を改善して飼育

動物の幸福な生活を実現しようという，環境エ

ンリッチメント（environmental enrichment）

という概念が広く取り入れられるようになって

きた 。この結果，各地の動物園では様々な展

示方法が新たに 案され，さらに飼育施設の整

備や飼育技術などの飼育方法の改善が急速に進

展している。動物園の展示動物は，展示される

ことによってストレスを生じているが，以前に

はストレスの反映として問題視された常動行動

も見られなくなったことから，こうした飼育環

境や飼育方法の改善によってストレスはかなり

軽減されてきていると推測される。しかし，展

示動物のストレスが大きい場合には様々な異常

行動に反映されるが，ストレスが異常行動の閾

値に達しない場合には外部観察からストレスを

評価することが難しい。副腎皮質から分泌され

る糖質コルチコイドはストレスの指標とされて

いるが，採血によるストレスを排除することは
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難しく，ホルモンの血中濃度の変動をストレス

の指標にすることは困難である。

そこで，我々は展示動物のストレスがどの程

度糖質コルチコイドの値に反映されるのかを調

べるため，展示動物の中でも特に強いストレス

を感じていると推測される「ふれあい動物園」

で展示されているモルモットの糞中コルチコス

テロン量を調べた 。この結果，展示によるスト

レスの影響と思われるコルチコステロン値の変

動は，展示から３日目でも認められたものの，

その変動の幅は予想したほど大きくはなかっ

た。当初この研究では，ふれあい動物園に展示

されていた哺乳類と鳥類についてストレスを評

価しようとしたため，鳥類で主に分泌されてい

るコルチコステロン を指標に選択して測定し

た。しかし，哺乳類に限ると，コルチゾルの分

泌量の方が数倍多いことが知られている 。こ

のことから，コルチゾルを指標にした場合には，

ストレスの変化が一層増幅して検出されるので

はないかと えた。本研究では，コルチゾルを

測定した試料についてコルチゾルを測定し，両

者の比較を試みた。

材料と方法

１.測定試料

2009年８月に江戸川区自然動物園（東京都江

戸川区西葛西）の「ふれあいコーナー」で展示

飼育されている雌雄のモルモット（Cavia por-

cellus）から糞を採取し，含有コルチコステロン

の測定を行った。本研究では，この測定に用い

たホルモン抽出液を再び用いた。

これらの試料の調整は次のように行った。採

取した糞は一旦冷凍保存した後，60°Cで48時

間乾燥して秤量の後，ホルモン分画の抽出を

行った。ホルモン分画の抽出は，まず蒸留水に

よる抽出を２回繰り返し，次いでこの抽出液か

らジエチルエーテルによる抽出を２回行った。

抽出液のジエチルエーテルは10×70mmのガ

ラス試験管に入れ，窒素ガスを吹き付けながら

55°Cに加熱したアルミブロックヒーターにて

蒸発させた。エーテルが完全に蒸発した後，測

定キットに添付されている100mM リン酸緩

衝液を0.5ml加えて乾固物を再溶解させ，測定

試料とした。

２.動 物

江戸川区自然動物園は江戸川区立行船公園内

の一角を占める広さ約１haの都市型動物園で，

「ふれあいコーナー」は長径12m，短径10mの

やや歪んだ円型をしている。上部は藤棚になっ

ていて日差しが遮られるよう配慮され，周囲に

設けられた高さ約１mの壁の内側に沿って設

けられたベンチの下は小動物の逃げ場にもなっ

ている。ここではモルモットのほか，数種の家

畜家禽を展示している。

バックヤードではモルモットはおよそ15個

体ずつ５群に分けられ，各々長さ180cm，幅60

cm，深さ50cmの干し草を入れた木箱で飼育

され，５日に１回ずつ順に展示された。試料を

採取した夏季では，ふれあい動物園の開園時間

は午前10時から11時45分と14時30分から

15時45分の２回であるが，バックヤードでは

午前８時頃から清掃や給餌が行われる。また，

展示された個体は，昼休みには干し草を敷いて

冷却剤を置いた容器に入れられ，冷房された部

屋に移される。これらの展示個体は２ないし４

歳令で，ほかに展示には供されない２歳未満の

個体がバックヤードで飼育されている。

３.糞の採取

試料採取は８月上旬の土曜日に，試料採取日

に展示された個体群（Disp0群），展示の翌日に

当たる個体群（Disp1群）および展示から３日

目の個体群（Disp3群）の各展示個体群と，展

示された経験のない２歳令未満の個体群（UD

群）を対象に行った。

モルモットは集団生活する動物で個別飼育自

体がストレッサーになる 恐れがあるため，展
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示個体群ごとに大きな飼育箱で一緒に飼育され

ている。個体ごとに糞を識別して採取すること

は不可能であるが，特定の場所に偏らないよう

に飼育箱全体から採取するように努めた。いず

れの個体群の場合も，１回について10個の糞を

採取した。

３つの展示個体群については，展示前の午前

９時半から10時の間に１回目の採取を行った

（「朝」）。Disp0群は展示のために搬出された後

であり，他の２群も新しい干し草を入れたコン

テナに移された後で，いずれも飼育箱の中には

前日の夕方からの糞が残されていた。これらの

中で，指で摘んで比較的柔らかく新しいと思わ

れる糞を選んだ。２回目の採取は，Disp1群と

Disp3群は12時に，Disp0群は13時30分に

行った。前２群は「朝」の採取以降の糞，Disp0

群は午前の展示終了後の糞になる（「昼」）。３回

目は，Disp1群とDisp3群は16時に，Disp0群

は16時45分にそれぞれ採取した（「夕」）。また，

UD群は16時に，朝からの糞のうち比較的柔ら

かい物を選んで採取した。

採取した糞はチャック付きのビニール袋に入

れて直ぐに冷蔵し，研究室に持ち帰って－20°C

で抽出まで冷凍保存した。

４.コルチゾルの測定

コルチゾルの測定にはCortisol  Express
 

EIA Kit（Cayman Chemical Co.,Ann Arbor,

MI,USA）を使用した。研究開始時にはCata-

log  No.1006791であったが，途中からNo.

500370に供給が切り替わった。前者は，第１抗

体にウサギ抗コルチゾル，第２抗体にマウス抗

ウサギ IgGを，後者は第１抗体にマウスによる

単一クローン抗体，第２抗体にヤギ抗マウス

IgGをそれぞれ採用したものである。キット添

付の説明書によると，測定範囲は前者が7.8～

1000pg/mlであったのに対し，後者は39.1～

5000pg/mlと測定の感度が低下した。しかし，

他のステロイドとの交差率は，合成品であるプ

レドニゾロン（prednisolone）が 22％から

4.01％に，コルチコステロンが1.3％から

0.14％というように，共通して調べられた５つ

のホルモンで交差率が低下して特異性が向上し

たことが認められ，17α-ヒドロキシプロゲス

テロンのみ0.2％から0.23％に微増した。また，

試料の段階希釈によって用量―反応直線が標準

品と違わないことを確認するとともに，同一試

料を２種類のキットで測定して，測定値に違い

がないことを確認した。

EIAによる吸光度の測定値からホルモン濃

度を算出するために，若林が作成した

N88-BASIC用のプログラムを角川がMS

-DOS用に書き換えて日本繁殖生物学会のホー

ムページから供給していたNewcra for Win-

dowsを用いた 。この際，コルチゾル量は糞

の単位乾燥重量あたりの含有量で表記した。

５.統 計

実験群間の検定には一元配置分散分析および

Kruskal-Wallisの検定を用い，多重比較は

Tukeyの検定，Steel-Dwassの検定および

Steelの検定によった。コルチコステロンの測

定値との比較のために相関分析および回帰分析

を行った。各群の外れ値は，Smirnov-Grubbsの

方法によって求めた。測定における標準品と試

料間の用量―反応直線の平行性の検定には共分

散分析を用いた。これらの検定はいずれも統計

パッケージ，エクセル統計2008（社会情報サー

ビス，東京）を用いた。

結 果

１.動 物

試料採取日は晴天で朝から気温が高く，ふれ

あい動物園の開園時刻の午前９時半にはすでに

29.9°Cであった。しかし，湿度がそれほど高く

なく，周囲か平坦な公園であるために風が通る

ことから不快な暑さにはならなかった。利用者

の主体は就学前から小学校低学年の子どもでほ

動物園動物のストレスに対するコルチゾルとコルチコステロンの比較
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とんどが家族連れで訪れ，常に30名以上がエリ

ア内にいた。モルモットは，干し草が入ったコ

ンテナから抱きかかえてベンチまで運び，膝に

乗せて頭をなでる程度で乱暴に扱う光景は見ら

れなかった。他の動物も同様で，手荒に扱われ

ることはなかった。また，展示中には常に飼育

者が立ち会って動物の独占や扱いについて注意

を払っており，午前の展示終了時と午後のふれ

あい動物園終了後には１個体ずつ異常の有無を

確認した。

２.ホルモン量の検定

各個体群とも予定した採取時刻に各々10ず

つ計100個の糞を採取し，ステロイド分画の抽

出後にコルチゾルの含有量を測定したところ，

Disp0群の「昼」，「夕」およびDisp3群の「夕」

の各１試料を除いた97試料について測定値を

得た。しかし，測定値の分散が試料群間で異なっ

たため二元配置分散分析を適用することができ

なかった。また，多重比較の方法が無いために

Friedmannの検定法も採用しなかった。そのた

め，以下の検定を実施した。

１)外れ値の検定

Smirnov-Grubbs検定の結果，Disp0群の

「昼」，「夕」，Disp1群の「夕」，Disp3群の「夕」

およびUD群の各１試料ずつが外れ値と判定

された。これらの測定値は，いずれも各群の平

値から大きく離れてはいたが，Disp0群の

「夕」を除く４試料はコルチコステロンの測定値

においても外れ値として除外された試料であ

る。また，コルチコステロンの測定で外れ値と

して除外され ，コルチゾルの測定では除外さ

れなかった試料のコルチゾル値も，値が得られ

なかった１試料を除いて非常に高値であること

が判明した。このように，外れ値と判定された

試料がコルチゾルとコルチコステロンの測定値

でほぼ一致していたことから，測定試料全体と

外れ値を除いた場合との両方で検定を実施し

た。

２)コルチゾルとコルチコステロンの相関

本研究に用いた試料全体を一群として，コル

チゾルとコルチコステロンの測定値の相関分析

と回帰分析を行った。この結果，すべての測定

値を対象にした場合の相関係数は0.735（n＝

97)，外れ値を除外した場合は0.641（n＝89）で，

いずれも非常に高度な相関が認められた（p＜

0.001）。また，コルチコステロンを独立変数，

コルチゾルを従属変数にとった場合の回帰直線

の傾きは，全測定値を用いた場合は3.15で標準

誤差は0.28，外れ値を除外した場合は1.46で

標準誤差は0.19であった。

３)展示個体群から得られた試料全体の比較お

よびUD群の値との対比

Disp0，Disp1，Disp3の各群から，それぞれ

「朝」，「昼」，「夕」に得られた全９種類の試料の

コルチゾル濃度を比較した（図１）。この検定で

は，試料間における分散の違いが有意に検出さ

れたため，一元配置分散分析を用いずにKrus-

kal-Wallisの検定を実施した。しかし，全測定

値をいた場合と外れ値を除外した場合のいずれ

でも全体での差が検出されなかった。

また，展示経験のないUD群と全９種類の試

図１ 当日展示群（Disp0），展示後１日群（Disp1），

展示後３日目群（Disp3）および未展示群

（UD）の「朝」（morning），「昼」（noon），「夕」

（evening）に採取糞に含まれるコルチゾル

量。ホルモン量は乾燥した糞１g 当たりの含

量に換算し，平 値および標準誤差で表記し

た。
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料の測定値との比較を行ったところ，外れ値を

除外した測定値を用いた場合にKruskal-Wal-

lisの検定で有意差が認められ（p＜0.05)，Steel

の検定によってUD群とDisp3群の「朝」の試

料との間にのみ差が認められた（p＜0.05)。一

方，全測定値で検定を行った場合には，Kruskal

-Wallisの検定では有意差が認められなかった

が，Steelの検定によってUD群とDisp3群の

「朝」の試料との間にのみ差が検出された（p＜

0.05)。

４)同一個体群ごとの採取時間の違いによるコ

ルチゾル濃度の比較

Disp0，Disp1，Disp3の各個体群について

「朝」，「昼」，「夕」の糞中のコルチゾル濃度の違

いを検定した。外れ値を除いた場合のDisp0と

Disp1においてのみ，それぞれ３つの群の間で

分散に有意差が認められなかった。そこで，一

元配置分散分析を行ったものの，群間に測定値

の違いは認められなかった。また，３つの個体

群すべてについて，すべての測定値を用いた場

合と外れ値を除いた場合とでKruskal-Wallis

の検定を行った。この結果，Disp3群において

のみ外れ値を除外してもしなくても測定値に有

意な違いが認められ（p＜0.05），Steel-Dwass

の検定によって共に「朝」と「昼」の間に有意

差が有ることが判明した（p＜0.05）。

５)同一時間帯に採取した３群の試料のコルチ

ゾル濃度の比較

「朝」，「昼」，「夕」について，３つの個体群間

で糞中コルチゾル濃度に差が有るか否かを検定

した。昼に採取した試料について外れ値を除外

した場合のみ，一元配置分散分析を行うことが

できたが，有意差は認められなかった。また，

３つの時間帯の試料について，すべての測定値

を用いた場合と外れ値を除外した場合とで

Kruskal-Wallisの検定を行ったが，いずれにも

有意差は検出されなかった。

察

動物園の展示動物のストレス状態は採餌行動

の異常や常動行動，育児放棄などによって顕在

化するが，これらの行動が観察されるのはスト

レスの強度がかなり高い状態と言える。現在で

は，展示動物のストレスを軽減するように飼育

方法や展示方法の改善が様々になされているた

め，異常行動が現れる程のストレス状態は見ら

れなくなった 。

ストレッサーによって生じた生体調節機構の

歪みを是正するために，いろいろな生理活性物

質が働く。それらの代表的なものが，視床下部

―下垂体―副腎皮質系のホルモンと副腎髄質か

ら分泌されるカテコールアミンである 。これ

らの生理活性物質はストレッサーの刺激を受け

ると非常に敏感に血中濃度に反映するため，感

度の良い指標と えられる。しかし，血中濃度

を測定するための採血自体がストレッサーにな

り，測定値に影響する可能性がある。また，ス

トレッサーの刺激によってこれらの物資の血中

濃度は素早く上昇するが，刺激が一過性であっ

た場合には分解されて短時間で減衰してしま

う。このため，血中濃度の高い時期を逃すと，

ストレスを正確に評価できない恐れがある。一

方，血中の生理活性物質の濃度が高い場合には

糞，尿，唾液などに現れることが知られている。

特に糞に含まれる物質量によって血中濃度を推

定することは，個体に触れずに試料採取できる

ことから非侵襲的な手法方法と言うことができ

る。糞中へは，糞が腸管を通っている間の過去

数時間の血中濃度を積算した形で現れることか

ら，過去の一定時間以内にストレスが生じたか

否か，またその程度を検索することができる。

我々は，動物園の展示動物のストレスが，展

示後までどのように影響するのかを調べるため

に，強いストレス反応が生じているであろうと

推測される「ふれあい動物園」の展示動物を研
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究対象に選んだ。江戸川区立自然動物園で飼育

されているモルモットは１日展示に供される

と，続く４日間はバックヤードで飼育される。

このため，展示によるストレスの推移を追跡す

るには非常に適していると えられた。

まず，糞中のコルチコステロン濃度の変化を

調べたところ，展示日（Disp0）の「夕」方に採

取した糞で有意な上昇が見られ，展示翌日

（Disp1）と３日後（Disp3）も１日のうちでの

ホルモン濃度の違いがそれぞれ有意に認めら

れ，「朝」に採取した試料の値が高いことが判明

した 。これらの結果から展示によるストレス

は認められたものの，ホルモン濃度の上昇幅は

予想程ではなかった。このため，Disp3群の

「朝」の試料の測定値が高いのも，展示によるス

トレスがそれまで残った可能性を えたが，単

に日内変動 の可能性も棄却しきれない。

そこで，哺乳類では血中濃度がコルチコルテ

ロンの数倍高いとされるコルチゾル を指標に

すると，変動幅が拡大されて差が明確になるこ

とを期待した。しかし，検定の結果では，１日

の内における測定値の違いはDisp3群でのみ

検出されのみで，よりストレスが大きいと え

られるDisp0群，Disp1群では差が認められな

かった。一方，コルチゾルとコルチコステロン

の相関は，全測定値についても外れ値を除いた

場合でも非常に高度に有意（p＜0.001）に認め

られた。また，コルチコステロンを独立変数，

コルチゾルを従属変数に取った場合の回帰直線

を求めると，外れ値を除いた場合の傾きは1.46

であった。これらの結果は，２つの糖質コルチ

コイドの測定値は非常に強く相関しているが，

コルチゾルの測定値はコルチコステロンの測定

値の平 で1.5倍に満たないことを示してい

る。すべての測定値を用いた場合では回帰直線

の傾きは3.15になるが，前者で除外された測定

値が大きく外れていた結果であり，多くの試料

では比率は小さいと言える。この研究では血中

のホルモン濃度を測定してはいないが，一般的

に言われている血中での両者の比率が，糞では

明らかに小さくなっている。これは，血流を介

したコルチゾルが肝臓から胆汁によって腸管に

運ばれ，排泄される過程で酵素や細菌によって

分解された可能性がある。実際，放射性同位元

素で標識されたコルチゾルがいくつかの分子に

代謝されて回収されたことが報告されてい

る 。このように，糞中のコルチゾル濃度がコル

チコステロンに比して大きくなかったことが，

コルチコステロン以上に大きなホルモン濃度の

変動が認められなかった理由と言える。

また，展示によるストレスは，糞のホルモン

濃度の変化を見る限りそれほど明確には現れな

かった。愛玩動物としてモルモットは代々飼育

されてきた個体であり，本研究で対象にした個

体は動物園で経代飼育される過程で，展示スト

レスに強い個体だけが更に選択されてきていた

と推測される。それは，展示個体の測定値をバッ

クヤードで飼育されていて展示された経験のな

い個体と比較した場合，コルチゾルはDisp3群

の「朝」のみ，コルチコステロンもDisp1群と

Disp3群の「朝」の試料に有意差が認められだ

けであり ，他のすべての試料とは差がなかっ

たからである。

一方，Smirnov-Grubbs検定によって外れ値

と判断された試料は，両方のホルモンで外れ値

とされたか，あるいは片方だけの場合でも他方

の測定値も非常に高い試料であった。つまり，

両方のホルモンの測定値が共に高かったと言う

ことは，測定ミスなどの偶然のエラーではなく，

明らかにホルモン濃度が極端に高い試料が含ま

れていたことになる。これは，飼育個体の中に

ストレッサーに強く反応する個体，あるいは一

時的ではあるが強く反応した個体が含まれてい

た可能性を示唆している。家畜化された動物は

野生個体に比べて血中コルチゾルの値が低いこ

とがで報告されており ，飼い慣らされた動物
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がストレッサーの影響を受けにくいことが知ら

れている。モルモットも，家畜化された個体よ

りも野生個体の方がストレッサーに対して顕著

に反応することが推測される。本来，モルモッ

トという種にはストレッサーに対する様々な反

応性を持つ個体が含まれていたが，家畜化され

る過程で反応性の低い個体が選択されて来たと

えられる。こうした中で，いったんは隠され

た性質が一時的に外れ値として現れたのではな

いかと思われる。

本研究では，展示動物のストレスを糖質コル

チコイドによって評価するために，その実体を

明らかにしようとして非侵襲的手法として糞中

のコルチゾルを測定した。予想に反して，展示

によるコルチゾルの反応は小さく，明確なスト

レスは検出されなかった。これは，研究対象の

モルモットが愛玩動物化された過程でストレッ

サーに対する反応性が低い個体の選択が行われ

たことと，動物園が飼育や展示の方法に非常に

配慮していた結果と えられる。また，コルチ

ゾルの測定値はコルチコルテロンと非常に強く

相関していたが，コルチコルテロンとの比率は

糞では血中濃度よりも低下している可能性が示

唆された。ストレスの指標として糞中コルチゾ

ルの値を用いるためには，血中濃度との相関を

明確にしておく必要が生じた。

動物園動物のストレス管理を適正におこなう

ことは，エンリッチメントに寄与するだけでな

く，動物園を訪れる来園者にとっても健康で安

全な動物に触れる機会を作ることになる。今後，

ホルモン測定の頻度，血中濃度との相関などを

検討し，他の動物にも応用可能な定量的かつ簡

便なモニタリング方法の開発に努めたい。
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