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1. 背景・目的 

 火打山のニホンライチョウは 20–30 羽程度の群れで生息しており、その群れ

の小ささから、様々な環境変化が絶滅へ直結するものと危惧されている。 

 ライチョウの生息数に影響を与える要因の一つに捕食動物がある。自然環境

下においてライチョウは捕食される種であるが、近年高山帯におけるキツネな

どの出現頻度が高まっており、捕食数の増嵩が懸念される。 

 本件調査では、これまで採取された捕食動物の糞の DNA分析によって、排泄

した種及び個体を特定し、現在の火打山においてライチョウを捕食する動物の

現状をモニタリングするとともに、糞の内容物からライチョウの捕食状況を確

認する。 

 

 

2. 分析方法 

2.1. 分析したサンプル 

 2025 年 8 月から 10 月にかけて妙高市が採取した捕食者（キツネまたはテン）

と思われる 39個の糞サンプルを分析した。 

 

2.2. DNAの抽出 

 各糞サンプルからのDNAの抽出は、QIAGEN社のQIAamp Fast DNA Stool Mini 

Kit を使用した。手順は kit 付属のプロトコルを一部改訂し、以下の手順で行っ

た。回収した DNA は冷凍（-30℃）で保存した。 

  

①糞サンプルと 1 mlの InhibitEX Buffer が入っているチューブを 1分間ボルテ

ックスでよく混ぜる。 
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②15,000 rpm で 2分間遠心する。 

③新しいチューブに Proteinase Kを 25 µl 入れる。 

④ステップ②の上清 600 µl を③のチューブに移す。 

⑤Buffer AL 600 µl を加え、15秒ほどボルテックスする。 

⑥70℃で 15 分間インキュベートする。その後、15,000 rpm で 1 分だけ遠心す

る。 

⑦96-100% EtOHを 600 µl 加え、ボルテックスでよく混合した後、スピンダウ

ンする。 

⑧ステップ⑦の上清 600 µl をスピンカラムに入れ、15,000 rpm で 1 分間遠心

する。 

⑨ろ液の入ったチューブを捨て、カラムを新しいチューブにセットする。 

⑩ステップ⑧～⑨を 2回繰り返し、全ての上清を移す。 

⑪カラムに Buffer AW1 を 500 µl 加え、15,000 rpmで 1分間遠心する。 

⑫ろ液の入ったチューブを捨て、カラムを新しいチューブにセットし、500 µl

の Buffer AW2 を加え、15,000 rpm で 3分間遠心する。 

⑬ろ液の入ったチューブを捨て、カラムを新しいチューブにセットし、15,000 

rpmで再度、3分間 遠心する。 

⑭サンプル IDを記した DNA LoBind Tubeにカラムをセットし、100 µlの Buffer 

ATEを添加する。室温で 3分ほど待ったあと、6,000 rpm で 3分遠心する。 

 

2.3. 種の判別 

  種判別は以下の①～②の手順で行った。 

①PCR 増幅 

先行研究（Shimatani et al. 2008）に従い種特異的プライマー（表 1）を用いた
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PCR 増幅を行った。PCR 増幅には Takara Bio のMultiplex PCR Assay Kit Ver.2 を

使用した。PCR 溶液の組成は、抽出した DNA1μl、Nuclease-free Water 0.77μl、

Multiplex PCR Buffer 3.0μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.03μl、Primer mix 1.2μl（Fw 

Primerと Rv Primer、各プライマーは 1 μM）、総量 6μl で行った。PCR 反応は 94℃ 

3分のインキュベーションを行った後、94℃ 1分の熱変性、アニーリング（表 2）、

72℃1分の伸長反応、を 45サイクル行い、72℃10分の最終伸長を行った。 

 

②電気泳動 

各 PCR 産物に対してアガロースゲルを用いた電気泳動により、目的 DNA 断

片の増幅を確認した。fox-F1/R1 で増幅が確認されたものをアカギツネ、MME-

F1/R1 で増幅が確認されたものをニホンテン、どちらのプライマーセットでも増

幅が確認されなかったものは不明とした。 

 

 

表 1. PCR に用いたプライマー 

対象種 プライマー名 配列 

アカギツネ fox-F1  5’-TGCATTACTGCTATGCCCCATA-3’  

（Vulpes vulpes） fox-R1 5’-TGATAGAAACCCCCACGTTG-3’ 

ニホンテン MME-F1 5’-TATCCTGCCCTTCATCGTCTC-3’ 

（Martes melampus） MME-R1 5’-TGTCTGGGTCTCCCAGCAGA-3’ 

 

表 2. 各種のアニーリング条件 

対象種 プライマーセット アニーリング条件 

アカギツネ（Vulpes vulpes） fox-F1 /R1 60℃30秒 

ニホンテン（Martes melampus） MME-F1/R1 55℃30秒 

 

 



4 

 

2.4. 個体識別 

排糞個体の識別は以下の①～②の手順で行った。 

 

①PCR 

個体識別は種判別された糞のみを対象に行った。先行研究（キツネ：Amaike et 

al. 2018, テン：灰野ら 2020）を参考に個体識別が可能なマイクロサテライトマ

ーカーを用いて複数の multiplex PCR に分けて増幅を行った（表 3）。また、先行

研究（Cao et al. 2012）を参考にM13 プライマーを用いて 2段階にわけて PCR を

行った。PCR には Takara Bio のMultiplex PCR Assay Kit Ver.2 を使用した。 

キツネについて、1st PCR の PCR 溶液の組成は、DNA 1μl、Multiplex PCR Buffer 

6μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.06μl、primer mix 2.4μl（Fw tailed Primer と Rv 

Primer、各プライマーは 0.33μM）、Nuclease-free Water 2.3μl、BSA 溶液 0.24μl、

総量 12μl で行った。PCR 反応は 95℃ 15 分のインキュベーションを行った後、

94℃ 30 秒の熱変性、57℃90 秒のアニーリング、72℃1 分の伸長反応、を 30 サ

イクル行い、72℃10分の最終伸長を行った。 

2nd PCRの PCR溶液の組成は、1st PCRの PCR産物 3.3μl、Multiplex PCR Buffer 

6μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.06μl、primer mix 2.4μl（蛍光 Primer と Rv Primer、

各プライマーは 0.33μM）、BSA 溶液 0.24μl、総量 12μl で行った。PCR 反応は 94℃ 

5分のインキュベーションを行った後、94℃ 30秒の熱変性、53℃45 秒のアニー

リング、72℃45 秒の伸長反応、を 15 サイクル行い、72℃10 分の最終伸長を行

った。 

テンについて、1st PCR の PCR 溶液の組成は、DNA 1μl、Multiplex PCR Buffer 

5μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.05μl、primer mix 2μl（Fw tailed Primerと Rv Primer、
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Multiplex Aと B では各プライマーは 0.5μM、Multiplex C では 0.33μM）、Nuclease-

free Water 1.75μl、BSA溶液 0.2μl、総量 10μlで行った。PCR 反応は 95℃ 15分の

インキュベーションを行った後、94℃ 30 秒の熱変性、57℃（Multiplex A, B）ま

たは 50℃（Multiplex C）で 30 秒のアニーリング、72℃30 秒の伸長反応、を 30

サイクル行い、72℃10分の最終伸長を行った。 

2nd PCRの PCR溶液の組成は、1st PCRの PCR産物 2.2μl、Multiplex PCR Buffer 

4μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.04μl、primer mix 1.6μl（蛍光 Primer と Rv Primer、

Multiplex Aと B では各プライマーは 0.5μM、Multiplex C では 0.33μM）、BSA溶

液 0.16μl、総量 8μl で行った。 PCR 反応は 94℃ 5分のインキュベーションを行

った後、94℃ 30秒の熱変性、53℃45秒のアニーリング、72℃45 秒の伸長反応、

を 15サイクル行い、72℃10分の最終伸長を行った。 

各サンプルに対し、独立に 3 回の PCR を行い遺伝子型を決定した（Lampa et 

al. 2013）。 

 

②フラグメント解析およびジェノタイピング 

 フラグメント解析は FASMAC 社に依頼した。フラグメントデータは peak 

scanner2（Applied Biosystems）を用いてフラグメント長の確認を行い、遺伝子型

を決定した。  
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表 3. 個体識別に使用したマイクロサテライトマーカー 

種 遺伝子座 Multiplex 蛍光色素 参照 

アカギツネ DB1 A 6-FAM Lada et al. (1996) 

  V374 A NED Wandeler and Funk (2006) 

  V468 A PET Wandeler and Funk (2006) 

  DB4 B PET Lada et al. (1996) 

  V402 B VIC Wandeler and Funk (2006) 

  V602 B 6-FAM Wandeler and Funk (2006) 

  DB3 C VIC Lada et al. (1996) 

  DB6 C 6-FAM Lada et al. (1996) 

  V142 C NED Wandeler and Funk (2006) 

ニホンテン Ma-1 A VIC 中村ら（2012） 

  Mme-2 A 6-FAM  中村ら（2012） 

  Ma-8 B VIC 中村ら（2012） 

  Mme-3 B NED 中村ら（2012） 

  Ma-2 C PET 中村ら（2012） 

  Ma-5 C 6-FAM 中村ら（2012） 

  Mme-5 C 6-FAM 中村ら（2012） 

 

 

2.5. ライチョウ DNAの検出 

糞サンプルからのライチョウ DNAの検出は以下の①～③の手順で行った。 

 

①PCR 増幅 

先行研究（Baba et al. 2001, 豊岡ら 2017）を参考に、ライチョウのミトコンド

リア DNA コントロール領域の L 鎖側プライマーAVEL16760.rai（ 5’-

GACTACGGCTTGAAAAGCCATTGTTGTTGT-3’ ） と H 鎖 側 プ ラ イ マ ー

AVEH476.rai（5’-GTGAAAAGTGAGAAAGTTCAGGAGTTA-3’）のプライマーセ

ットを用いて PCR 反応を行った。PCR 増幅には Takara Bio の Multiplex PCR 

Assay Kit Ver.2を使用した。 
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PCR 溶液の組成は、抽出した DNA1μl、Nuclease-free Water 0.77μl、Multiplex 

PCR Buffer 3.0μl、Multiplex PCR Enzyme Mix 0.03μl、Primer mix 1.2μl（Fw Primer

と Rv Primer、各プライマーは 1 μM）、総量 6μl で行った。PCR反応は 94℃2分

のインキュベーションを行った後、94℃30 秒の熱変性、55℃30 秒のアニーリン

グ、72℃30 秒の伸長反応、を 40 サイクル行い、72℃7 分の最終伸長を行った。 

 

②電気泳動および増幅産物の精製 

各 PCR 産物に対してアガロースゲルを用いた電気泳動により、目的 DNA 断

片の増幅を確認した。増幅が確認されたものについては、ExoSAP-IT PCR Product 

Cleanup Reagent のプロトコルに従い PCR 産物を精製した。 

 

③シーケンス 

糞サンプルから抽出した DNA には、糞を排泄した動物の DNA だけでなく、

餌生物や腸内細菌、排糞後に付着した菌類など様々な DNAが含まれていること

から、偶発的にプライマーが目的とするライチョウの DNA 以外の DNA に結合

し、増幅してしまう可能性も考えられる。そのため、PCR で増幅された DNAが

本当にライチョウの DNA かどうかを確かめるために PCR 産物より塩基配列を

決定した。シーケンス解析は FASMAC 社に依頼した。得られた配列についてア

メリカ国立生物工学情報センターが提供する BLAST 検索により種を決定した。 

 

 

3. 結果 

3.1. 種判別 

 糞 DNAから種判別した結果、39サンプルの内、21サンプルがキツネ、14サ
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ンプルがテン、4 サンプルが不明と判別された（表 4；図 1）。 

 

3.2. 個体識別 

 遺伝子座を少なくとも 1座以上決定できた糞サンプルは、キツネが 21サンプ

ルの内 14サンプル、テンが 14サンプルの内 7サンプルであった。1座以上決定

できたサンプルを対象にジェノタイピングした結果、キツネは 4または 5個体、

テンは 7 個体が識別された（表 4；図 1）。キツネについては、個体 A と B が複

数回検出された。 

 

3.3. ライチョウ DNAの検出 

 野外で採取された糞サンプルすべてにおいてライチョウ DNA の検出を行っ

たところ、PCR による増幅が見られたものが 1 サンプルあった（キツネの糞）。

しかし、BLAST 検索によりヤマドリであると同定され、ライチョウは検出され

なかった。なお、BLAST検索においてヤマドリ属である確率は 100%であった。 
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表 4. 各糞サンプルにおける種判別、個体識別、ライチョウの DNA検出の結果。種判別結果は、糞 DNAによる同定結果

を示す。個体識別結果の異なるアルファベットは異なる個体であることを示す。ライチョウのプライマーでの遺伝子増幅

の有無は、PCR によって増幅が検出されたサンプルを○、検出されなったサンプルを×と示した。なお、ライチョウのプラ

イマーで遺伝子が増幅されても、それが本当にライチョウの遺伝子であったとは言い切れない（2.5の説明を参照）。その

ため、BLAST 検索によって、ライチョウの DNAであったか確認した。BLAST 検索はライチョウのプライマーでの PCR

で増幅が確認されたサンプルのみで実施した。 

サンプル番号 調査日 報告書記載種類 sampleID 種判別結果 個体識別結果 

ライチョウ 

のプライマー 

での遺伝子 

増幅の有無 

BLAST 検索 

1 2025 年 8 月 1 日 テン MY25-01 テン テン A ×  

2 2025 年 8 月 1 日 テン MY25-02 不明  ×  

3 2025 年 8 月 1 日 キツネ？ my25-03 キツネ キツネ D ×  

4 2025 年 8 月 1 日 テン？ MY25-04 テン  ×  

5 2025 年 8 月 1 日 キツネ？ my25-05 キツネ キツネ A 〇 ヤマドリ 

6 2025 年 8 月 1 日 中型哺乳類 MY25-06 テン テン C ×  

7 2025 年 8 月 1 日 テン？ MY25-07 不明  ×  

8 2025 年 8 月 1 日 テン my25-08 キツネ キツネ B ×  

9 2025 年 8 月 1 日 中型哺乳類 my25-09 不明  ×  

1 2025 年 9 月 12 日 キツネ？ my25-10 キツネ キツネ A ×  
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2 2025 年 9 月 12 日 中型哺乳類 my25-11 キツネ  ×  

3 2025 年 9 月 12 日 キツネ my25-12 キツネ  ×  

4 2025 年 9 月 12 日 テン？ my25-13 キツネ キツネ A ×  

5 2025 年 9 月 12 日 テン MY25-14 テン  ×  

6 2025 年 9 月 12 日 キツネ？ MY25-15 テン  ×  

7 2025 年 9 月 12 日 テン MY25-16 テン テン F ×  

8 2025 年 9 月 12 日 テン？ MY25-17 テン  ×  

9 2025 年 9 月 12 日 キツネ my25-18 キツネ キツネ B ×  

10 2025 年 9 月 12 日 キツネ？ my25-19 不明  ×  

11 2025 年 9 月 12 日 テン？ my25-20 キツネ  ×  

12 2025 年 9 月 12 日 テン MY25-21 テン テン G ×  

13 2025 年 9 月 12 日 テン？ my25-22 キツネ  ×  

1 2025 年 10 月 22 日 テン MY25-23 テン  ×  

2 2025 年 10 月 22 日 テン MY25-24 テン テン D ×  

3 2025 年 10 月 22 日 テン MY25-25 テン  ×  

4 2025 年 10 月 22 日 テン MY25-26 テン  ×  

5 2025 年 10 月 22 日 テン MY25-27 テン テン E ×  

6 2025 年 10 月 22 日 キツネ my25-28 キツネ キツネ B ×  

7 2025 年 10 月 22 日 キツネ my25-29 キツネ キツネ B ×  

8 2025 年 10 月 22 日 テン my25-30 キツネ キツネ B ×  

9 2025 年 10 月 22 日 キツネ my25-31 キツネ  ×  

10 2025 年 10 月 22 日 キツネ？ my25-32 キツネ キツネ E ×  

11 2025 年 10 月 23 日 テン MY25-33 テン テン B ×  
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12 2025 年 10 月 23 日 キツネ my25-34 キツネ  ×  

13 2025 年 10 月 23 日 キツネ？ my25-35 キツネ  ×  

14 2025 年 10 月 23 日 キツネ？ my25-36 キツネ キツネ C ×  

15 2025 年 10 月 23 日 キツネ？ my25-37 キツネ  ×  

16 2025 年 10 月 23 日 キツネ？ my25-38 キツネ  ×  

17 2025 年 10 月 23 日 テン my25-39 キツネ   ×   
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図 1. 野外で採取された糞サンプルの位置と糞 DNA分析結果。DNA分析によ

って判別された種名を示した。個体識別まで成功したサンプルについては個体

名を示した。背景には国土地理院の地形図を使用した。 
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4. まとめ 

4.1. 種判別 

本分析では採取された糞の半数以上はキツネであったが、テンの糞も一定数

が含まれていた。2023年度は採取されたサンプルのほとんどがキツネであった

一方で、2024年度はテンの糞が多かった。火打山では年によってキツネとテン

の個体数密度の比率が異なっているかもしれない。中型食肉目の個体群は年変

動する可能性があり、捕食者相を評価する際には複数年度にわたって実施する

必要があるかもしれない。いずれにしても、両種とも鳥類を餌として利用する

ことが知られていることから、ライチョウにとっては脅威となる可能性があ

る。今回は 4つの不明サンプルが存在したが、これは DNAの分解が進んでい

た可能性がある。本分析では、種特異的プライマーによる PCR と電気泳動を用

いた種判別を行ったが、それでも誤同定の可能性はあるので、より正確に同定

する場合は、制限酵素処理や塩基配列を読むなどの方法も必要になると考えら

れる。 

 

4.2. 個体識別 

本分析により、最低でもキツネ 4個体、テン 7個体がいることが確認され

た。キツネについては個体 Aと B が複数回検出され、個体 Aは高谷池付近、

個体 B は火打山山頂付近を利用する個体であった。ただし、採取されたおよそ

半数の糞サンプルについてはマイクロサテライトマーカーが増えなかったこと

から、個体数の解釈は慎重に行う必要がある。このジェノタイピング率の低さ

には、山地特有の強い紫外線や雨量の多さによる DNAの劣化が関係している

可能性がある。個体数をより正確に推定するためにジェノタイピングの成功率
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をあげるためには、調査頻度を増やして新しい糞のみを採取するなど糞のサン

プリング方法を検討する必要があるかもしれない。 

 

4.3. ライチョウの捕食 

今回の糞サンプルからはライチョウの DNA は検出されなかった。日本のキ

ツネやテンの主要な餌資源は小型哺乳類、昆虫類、果実類である（Enomoto et 

al. 2023）。また、高山地帯のキツネやテンの食性研究においてもこの傾向は同

様である（例えば、上馬・徳野 2001）。そのため、火打山においてライチョウ

はキツネやテンの主要な餌資源ではなかった可能性がある。ただし、今回のサ

ンプリング期間は夏と秋だけである。キツネやテンは季節によって食性を柔軟

に変化させ、鳥類の利用は春や冬にやや増えることがあるため（Enomoto et al. 

2023）、サンプリング期間以外にライチョウを捕食している可能性は否定でき

ない。今回はライチョウの捕食が検出されなかったが、仮に出現頻度が小さく

ても、ライチョウへのインパクトが小さいとは言い切れない。ライチョウの個

体数が少ない場合、1羽が捕食されただけでも、個体群には大きな負の影響を

与えるかもしれない。 

一般的に高山帯におけるキツネ・テンの生息数は多くないと考えられるが、

これまでの事業における糞の採取数や個体識別の結果を踏まえると、火打山に

おけるキツネとテンの個体数は年変動こそしている可能性があるものの、常に

一定数以上は生息していると考えられる。ライチョウに対する捕食圧を検討す

るためには、今後もキツネやテンの継続的な食性調査が必要であると考えられ

る。 
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