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 はじめに 
 　ニホンリス（ Sciurus lis ）のような樹上性哺乳

類は移動能力が限られているため、森林の分断化

の影響を受けやすい 1） 。現在では、森林の分断や

劣化により日本全国でその数は減少し、西日本と

南日本では絶滅危惧種に指定されている 2） 。生息

地が分断され個体群が孤立すると、遺伝的多様性

の低下により絶滅の危険性が高まる。そのため、

ニホンリス個体群の保全策を講じていくために

は、個体群の遺伝的状況を把握する必要がある。

本研究の調査地である東谷山は愛知県名古屋市と

瀬戸市の境界に位置する都市近郊林であり、道路、

鉄道、河川等によって周辺の森林と分断されてい

る。調査地では、これまでニホンリスの種子分散、

行動圏、生息環境の研究が行われてきたが  3）、4） 、

遺伝分析は行われてきていない。 

 　野生哺乳類の遺伝学的調査では、マイクロサテ

ライトDNAによる分析が行われてきているが、

組織や血液以外の体毛などのサンプルではDNA

量が少なく増幅率が低いために、分析手法が確立

されていない。しかしながら、生きた野生動物を

対象とした組織や血液の採取は個体に対して負荷

をかける可能性が高く、また研究者にとっても採

取の技術と経験が必要になる。そのため、個体に

負荷をかけない非侵襲的でかつ簡便な方法で採取

したサンプルを用いた遺伝的分析の手法の確立が

必要である。 

 　本研究の目的は、東谷山で採取したニホンリス

個体からの体毛を用いて、（1）マイクロサテライ

トDNAの効率的な分析方法の改良を行うこと、

（2）個体群の遺伝的状況を把握することである。 

 方法 
 1．調査地と体毛サンプル採取 

 　調査地である東谷山は、愛知県名古屋市守山区

と瀬戸市の境界に位置する標高198mの名古屋市
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最高峰の山である。植生はツブラジイ（ Castanopsis 

cuspidata ）やスギ（ Cryptomeria japonica ）などが

優占する森林であり、尾根周辺にはアカマツ

（ Pinus densiflora ）、麓にはオニグルミ（ Juglans 

mandshurica var. sachalinensis ）が生育している。

1998年より地元ボランティア団体の守山リス研

究会による保全活動によって、毎週8箇所の給餌

台で合計640個のオニグルミが給餌されている。 

 　DNA分析に用いたサンプルは、調査地内に設

置されている給餌台のかご罠を用いて、2021年

から2022年に捕獲された10個体の毛根を含む体

毛である。捕獲された個体の胴体からピンセッ

トで引き抜いて1.5mlチューブ半分ほどの量を採

取した。サンプルはDNA抽出を行うまで1.5ml

チューブに入れて冷凍保存した。 

 2．体毛を用いたDNA分析 

 　DNA抽出は ISOHAIRマニュアルに沿って実行

したが、マニュアル通り体毛を4～5mmに切ると

インキュベートをしても完全に溶解せず、その後

のプロトコールでDNA抽出液に体毛（タンパク

質）が混入してしまうことが多くあった。そこで、

体毛サイズを約0.1mmに短くすることで、イン

キュベート時間を短縮しDNA抽出液の純度を上

げることができるかどうかを調べた。 

 　抽出された各サンプルは、先行研究  6） によって

開発されたマイクロサテライトDNA7領域（表1）

を増幅させた。この研究で示された方法に従っ

て、①変性：96℃30秒、②アニーリング：60℃

60秒、③伸長：72℃30秒、①～③を30サイクル

行った後、④インキュベート：72℃10分の手順

で行ったが、増幅することができなかった。そこ

で、PCRの時間条件とサイクル数を、①変性：

96℃45秒、②アニーリング：60℃45秒、③伸長：

72℃60秒、①～③を40サイクル行った後、④イ

ンキュベート：72℃10分と手順の変更を行うこ

とで、増幅率を上げることができるか調べた。 

 　ISOHAIRマニュアルには、毛幹は死細胞であ

り毛根に比べて劣化が激しいため、DNAの含有

量は毛幹より毛根の方が多いと記されている。そ

こで、毛根の有無によるDNA増幅量の比較を行

うために、2個体から採取した体毛を使用して、

体毛をハサミで切り取った「毛根なしサンプル」

と、ピンセットで引き抜いた「毛根ありサンプル」

を採取した。それぞれの体毛からDNAを抽出し、

同時にPCRでDNAの増幅を行った。 

 　その後のDNAの精製にはQIAquick Gel Extraction 

Kit（QIAGEN）を使用し、そのマニュアル（Quick-

Start Protocol・QIAGEN）に従って操作を行った。

精製したDNAのシーケンス解析は、FASMACに

依頼し、解析データをBioEditを使用して確認した。 

 結果と考察 
 1．体毛を用いたDNA分析の改良 

 　DNA抽出において、体毛の長さを約0.1mmに

短くすることで、インキュベート時の溶解時間を

短縮することができた。今回使用した ISOHAIR

表1　本実験で使用したニホンリスのSSRマーカー（Shibata 2003）
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は、ヒトの体毛を対象として作成されている。マ

ニュアルによると、ヒトの体毛の場合は、2回目

のインキュベートで体毛が溶解するまでの時間が

5～10分と記されているが、リスの体毛では溶解

するまで3～5時間を要した。そのため、体毛の

混入を防止するためにも、使用する体サイズは短

くして溶解時間を短縮するのが良いと考えられる。 

 　PCRの時間条件とサイクル数を変更すること

で、増幅率を約50％に上げることができたが、

増幅に成功したサンプルの約2割に非特異的増幅

が見られた。先行研究  6） のPCR条件では増幅しな

かったのは、本研究で使用した体毛では、DNA

抽出量が非常に少なかったためだと考えられる。

PCRの時間を長くし、サイクル数を増やすこと

で、増幅率を上げることができたが，その一方で

非特異的増幅も増えてしまうため、40回を超え

る回数は好ましくないだろう。 

 　2個体間で体毛の毛根の有無によるDNA増幅量

を比較したところ、毛根の有無よりも個体差が大

きいことが分かった。ヒトに比べてリスの毛根部

は小さいため、毛根部の有無に結果が左右されな

かったのだと考えられる。そのため、巣や罠に残っ

た体毛を使用する場合も、新鮮であれば毛根が含

まれていなくても問題ないであろう。ニホンリス

には年に2回の換毛期（春・秋）があるため、換

毛したての体毛を採取することができればDNA

増幅量が上がるかもしれない。 

 3．東谷山個体群の遺伝的状況 

 　10個体のマイクロサテライトDNA7領域を調

べたところ、全ての個体がほとんど同じ遺伝子

型を持っていた（表2）。他個体と異なる対立遺

伝子の組み合わせを持っていたのは、F1のLis3

とF4・F8・M4のLis16のみであった。また、

Lis1、Lis4、lis12において解析できた全ての個体

が同じリピート数のヘテロ接合体であり、Lis2、

Lis20においては全ての個体が同じホモ接合体で

あった。 

 　各マイクロサテライトDNAマーカーの対立遺

伝子数を先行研究  6） と比較すると、東谷山個体群

は7領域中5領域で先行研究よりも対立遺伝子数

が少なかった。対立遺伝子数の平均値は東谷山個

体群で2.00（s＝0.93）、先行研究では3.86（s＝1.46）

であり、東谷山個体群の対立遺伝子数は先行研究

より有意に少なかった（U＝6.5, P＜0.05）。 

 　本研究においては、ほとんどの遺伝子座で対立

遺伝子数が1～2であったことから、東谷山個体

群全体の遺伝子の単一化が進んでいる可能性が高

く、遺伝子多様性の顕著な低下が生じていること

＊一部に置換あり

表2　ニホンリスの東谷山個体群におけるSSR解析結果



― ―88

名城大学総合研究所紀要　　第28号　　（2023年5月）

が明らかになった。これは、分断化にともなう個

体群の孤立・縮小により遺伝的浮動の効果が強く

働いた結果であると考えられる。また、Lis1、4、

12において解析できた全ての個体が同じリピー

ト数のヘテロ接合体であった。このような結果が

生じるためには、全ての子の両親が異なるリピー

ト数のホモ接合体同士でなくてはならないこと

から、個体間同士で自由交配が行われていない

可能性が高い。F1は初認年からの推定年齢が3～

4歳の高齢のメスであり、保全団体によって設置

されている給餌台利用の60％以上を占めていた

ことが行動調査から分かっている 4） 。F1のLis3、

Lis20がホモ接合体であること、他の遺伝子座で

もいずれかの対立遺伝子を他の個体が保有してい

ることから、これらの個体の母親である可能性が

高い。 

 　調査地である東谷山個体群が孤立した要因とし

て、東側に位置する国道と河川が考えられる。ニ

ホンリスは樹上性であるために、地上における移

動能力が低いことが推測される。東谷山と北東側

の森林との間を分断する国道と河川の幅は合わせ

て約20 ― 25mであり、ニホンリスが移動するには

大きな障壁になっている可能性が高い。さらに調

査地の南西側には住宅地など開発された土地が広

がっており、分断化した森林・緑地間の移動は困

難だと推測される。東谷山では約20年前からの

給餌活動によって、ニホンリスの個体数は増加し

ているが、現在のように遺伝的多様性が低い状態

では個体群は存続できない可能性が高い。分断化

した都市林におけるニホンリスの保全のために、

生息地間での個体の移動が可能になるようにコリ

ドーを設置したり、場合によっては他の個体群か

らの人為的な移入を行っていく必要があるだろ

う。また、分断化した森林・緑地におけるニホン

リスの遺伝的な構造を把握するために、東谷山個

体群での継続的な調査を行っていくだけでなく、

周辺個体群との遺伝的な違いを調べていく必要が

ある。 
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