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研究成果の概要（和文）：本研究では、同所的に生息するカモシカとニホンジカの糞DNAを用いて、種や性判
別、個体識別法の確立を行なった。はじめに組織サンプルを用いてカモシカでは14、ニホンジカでは10のマイク
ロサテライトマーカを選定した。つづいて徳島県つるぎ町で194の糞を収集し糞DNAの解析を行なった結果、カモ
シカでは35サンプル、ニホンジカでは30サンプルについて種を決定した。個体識別の結果、カモシカでは14個体
（雄７個体、雌７個体）、ニホンジカでは19個体（雄11個体、雌８個体）を特定することができた。本研究で開
発した個体識別法は、野外でも応用することができ今後の精度の高いモニタリングの発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：I established non-invasive molecular techniques for species, sex, and 
individual identification using fecal of the sympatric species, Japanese serow and sika deer. From 
screening 19 microsatellites using 52 tissues of two species, we selected 14 and 10 highly 
polymorphic loci for Japanese serow and sika deer, respectively. I collected 194 fecal samples in 
Tsurugi, Eastern Shikoku. First, I conducted species identification using two 
cross-species-amplifiable loci and sex identification based on a partial amelogenin gene sequence 
and identified 35 Japanese serow and 30 sika deer. In Japanese serow, 14 individuals (7 males and 7 
females) were identified using 11 of 14 microsatellites. In sika deer, 19 individuals (11 males and 
8 females) were identified using 9 of 10 microsatellites. This non-invarsive genetic technique using
 fecal samples should be useful to study the distribution, gene flow, sex ratio, and population size
 of sympatric Japanese serow and sika deer.

研究分野：生態・環境
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１．研究開始当初の背景 
 偶蹄類の密度推定には、一定面積に出現し
た糞塊（糞粒）数を数える「糞塊法（糞粒法）」
が用いられているが、２種以上の偶蹄類が同
所的に生息する場合、糞塊の誤同定により、
密度推定が過大・過小評価されることが知ら
れている。日本には、カモシカとニホンジカ
の２種の偶蹄類が生息しており、２種が同所
的に生息する地域では、ニホンジカとの糞塊
の区別が難しく、糞塊の誤同定がかねてより
指摘されてきた。申請者は、糞塊の誤同定の
問題を解決するために、糞 DNA に着目し、
PCR-RFLPs 法を用いた２種の種判定法を確立
させ、カモシカのモニタリング調査で種判定
を行なった。その結果、カモシカの密度はニ
ホンジカの糞塊の誤同定により、過大評価し
ていることを明らかにした。しかし、糞 DNA
を用いた種判定法のみでは、生息密度と生息
頭数を推定する以上のデータを得ることが
できない。そのため、個体の移入・移出率、
生存率、死亡率、性比など個体のデータを扱
ったより精度の高い調査法を確立する必要
がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カモシカおよびニホンジカの
糞DNAを用いて以下を明らかにすること目的
とする。 
（１）個体識別が可能なマイクロサテライト
マーカの選択：カモシカとニホンジカ組織サ
ンプルを用いて個体識別が可能なマイクロ
サテライトマーカの選定を行なう。また、個
体識別と同じ手法で種判定、性決定を行う。 
（２）野外での検証：野外で収集した糞サン
プルについて、個体識別の可能性を検証する。
糞の状態（新しい、古いなど）による PCR の
増幅成功率やアリルのエラー率などを求め、
PCR 増幅成功率の高い糞の状態を特定する。
また、採集した糞サンプルについて個体識別
を行い、個体識別および個体の行動範囲特定
の実現性を検証する。 
（３）カモシカの個体情報のデータベース作
成：四国山地のカモシカ生息地において、カ
モシカの糞の収集と遺伝的解析を行い、個体
の情報を蓄積する。 
 
３．研究の方法 
（１）マイクロサテライトマーカの選定 
四国山地で得られたカモシカ 22 の滅失個体
と徳島県西部で得られたニホンジカ 30 の狩
猟個体から DNA を抽出し、19 のマイクロサテ
ライトマーカ（BM203, BM888, BM3628, BM4107, 
BM6506, CSSM019, ETH10, ETH225, IDVGA55, 
ILST030Q, ILSTS058, McM527. MM12, 
OarFCB193, OarHH62, RT27, SPS115, TGLA122, 
TGLA126）のうち、多型の高いマーカを選定
した。また、選定したマイクロサテライトの
中でカモシカとニホンジカの種判定ができ
るマーカを特定した。さらに、性決定ではア
メロゲニン遺伝子を増幅できるプライマー

（SE47/53, Kim et al. 2008）のうち、SE47
に蛍光色素を添加し、種判定と性決定が同時
にできる遺伝子マーカのセットを選定した。 
（２）野外での検証 
2013年〜2015年の10月〜12月に徳島県つる
ぎ町一宇で広範囲の糞のサンプリングをお
こなった。糞のサンプリングでは、カモシカ
とニホンジカの糞塊の区別を行なわなかっ
た。また、糞の状況によりランク１（ヌメリ
がある糞粒）、ランク２（ヌメリはないがテ
カリがある）、ランク３（１糞塊内の 1/2 糞
粒数に分解が見られる）、ランク４（1糞塊内
の 1/2 以上の糞粒数に分解が見られる）の４
つに区分し、ランクごとの PCR の増幅成功率
を求めた。また、組織サンプルで選定された
マーカを糞 DNA に用い、PCR 増幅成功率、
allelic dropout（ADO）、false allele（FA）
を求め、PCR 増幅成功率が高く ADO や FA が低
いマーカの選定を行なった。また、性決定お
よび種判定を行なった後、CERVUS v.3.03 を
用いて個体識別を行なった。さらに個体識別
できた糞塊の位置情報から個体の移動範囲
を特定した。 
（３）カモシカの個体情報のデータベース作
成 
カモシカが生息する四国東部において新糞
のサンプリングと位置データの記録を行な
った。 
 
４．研究成果 
カモシカとニホンジカの組織サンプルを用
いて 19 のマイクロサテライトのスクリーニ
ングを行なった結果、カモシカでは 14、シカ
では 10 のマイクロサテライトを選定するこ
とができた（表 1）。選定したマイクロサテラ
イトのうち５つの遺伝子座（BM3628、BM4107、
ILST030Q、MM12、OarFBC193）が２種間で共



通していた（表 1）。 
 カモシカでは、4−7 のアリル（平均 5.4 ア
リル）が見られ、ヘテロ接合の観察値（H0）
は 0.36-0.91、期待値（HE）は 0.36-0.82 で
あった。一方、ニホンジカでは 3−8 のアリル
（平均 5.4）が見られ、ヘテロ接合の観察値
（HO）は 0.38−0.83、期待値（HE）は 0.38−0.82
であった。カモシカおよびニホンジカでハー
ディワインベルグ平衡からのずれは確認さ
れなかった。カモシカでは、14 遺伝子座を用
いた PIDは 9.8×10

-13であり、PIDsibsは 1.1×
10-5 であった。ニホンジカでは、10 遺伝子
座を用いたPIDは1.9×10

-9、PIDsibsは3.4×10
-4

であった。そのため、選定したマーカは個体
を識別することが十分に可能であると言え
る。 

 続いて徳島県つるぎ町において194の糞塊
を採集した（図 1）。糞塊は、42 糞塊（ラン
ク１）、64 糞塊（ランク２）、42 糞塊（ラン
ク３）、46 糞塊（ランク４）であった。カモ
シカとニホンジカを区別できる４つのマイ
クロサテライトマーカのうち２つのマーカ
（ ILSTS030 と MM12 ）と性決定マーカ
（SE47/53）を用いてマルチプレックス PCR

を行なった。その結果、35サンプルがカモシ
カ、30 がニホンジカの糞塊であった。 
糞塊の各ランクにおけるPCRの増幅成功率は、
ランク 1では 95.2％、ランク 2では 39.1％、
ランク 3 とランク 4 では 0％と糞が古くなる
につれてPCRの増幅成功率は急激に低下する
ことが明らかになった（表 2）。続いて、PCR
増幅に成功し、種の判定ができた糞サンプル
について、カモシカで選定された 14 のマイ
クロサテライトマーカ、ニホンジカで選定さ
れた 10 のマイクロサテライトマーカと性決
定マーカのPCR増幅を行ない、各マーカのPCR
成功率、ADO、FA を求めた。PCR 増幅成功率
として 3回の PCRを行い、その平均を求めた。
一方、ADO と FA は、遺伝子型がヘテロの場合
は 3回、ホモの場合は 5回 PCR による増幅を
繰り返して求めた。解析の結果、カモシカで
は 14 マイクロサテライトマーカのうち、
BM4107 と BM3628 は PCR 増幅に失敗し、RT27
は明瞭なピークが見られなかった。一方、ニ
ホンジカでは 10 のマイクロサテライトマー
カのうち、BM3628 が明瞭なピークが見られな
かった。 
 カモシカでは 35のうち 23糞サンプルにつ
いて 11 マイクロサテライト遺伝子座と性決
定マーカの増幅に成功した。一方、ニホンジ
カでは 30のうち 25糞サンプルについて 9マ
イクロサテライト遺伝子座と性決定マーカ
の増幅に成功した。PCR 成功率は、カモシカ
とニホンジカともにランク 1がランク 2に比
べて有意に高かった。一方、ADO は 2 種とも



ランク 1とランク 2間で有意な違いは見られ
なかった。また、FA は全ての遺伝子座におい
て確認されなかった。 
 CERVUS v.3.03 を用いて個体識別を行なっ
た結果、カモシカでは 14 個体（雄 7 個体、
雌 7 個体）、ニホンジカでは 19 個体（雄 11
個体、雌 8個体）を識別することができた（図
2、3）。また、同じ個体で複数回確認できた
個体も見られ、ある程度の行動範囲を明らか
にすることができた（表 3）。 

 カモシカの個体情報のデータベース作成
では、個体情報を蓄積することを目的として、
四国山地のカモシカ生息地において、カモシ
カの糞の収集と保存を行なった。 
 本研究では、野外でカモシカとニホンジカ
の糞 DNA を用いて個体識別が可能であり、本
研究で得られた成果は、今後、個体の移入・
移出率、生存率、死亡率、性比など個体のデ
ータを扱ったモニタリングが期待できる。 
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表3. 糞DNAを用いたカモシカとニホンジカの個体識別の結果
Individual of

Japanese serow Sample number Individual of
sika deer Sample number

MS1 2 MD1 2

MS2 5 MD2 3

MS3 1 MD3 2

MS4 2 MD4 1

MS5 1 MD5 1

MS6 1 MD6 1

MS7 1 MD7 1

FS1 3 MD8 1

FS2 2 MD9 1

FS3 1 MD10 1

FS4 1 MD11 1

FS5 1 FD1 3

FS6 1 FD2 1

FS7 1 FD3 1

FD4 1

FD5 1

FD6 1

FD7 1

FD8 1

MS: 雄のカモシカ,  FS:雌のカモシカ, MD:雄のニホンジカ, FD:雌のニホンジカ


