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Abstract:  Vegetation damage caused by the rapid increase of Japanese sika deer (Cervus 
nippon) has become a major problem in many areas of Japan. Deer have preferences for plant 
species, which change according to the region, season, and surrounding vegetation. Therefore, 
to clarify the impact of deer on local vegetation, it is important to understand the overall trend 
in other areas and then further investigate the behavior and feeding habits of deer in those 
areas. The Shonan Hiratsuka Campus of Kanagawa University is a place with a high plant 
diversity where the pre-construction satoyama environment still remains. However, deer have 
begun to invade this area. In this study, we used DNA metabarcoding technology on deer feces 
to identify the foraging plants of deer in this area with two cpDNA regions (rbcL and trnL). 
In total, OTUs identified as Fagaceae, Asteraceae, Poaceae, and Oxalidaceae were detected 
with many sequence reads. These groups contain many species that are considered to be deer-
preferred plants, which is consistent with the results of this study. In addition, the species that 
we could identify such as Impatiens textorii, Persicaria thunbergi, Pueraria lobata, and Carex 
japonica, were also known to be deer-preferred plants. While spring sample included a variety 
of families such as Poaceae, Rosaceae, and Urticaceae, half of the reads from the early sum-
mer sample were identified as Asteraceae, and half of the reads from the autumn sample were 
Fagaceae, showing seasonal differences. This result suggests that deer may use new buds and 
new leaves in spring, flowers in early summer, and nuts and litter in autumn as a guide when 
selecting plants to feed on. 
Keywords: sika deer, DNA metabarcoding, foraging plants, rbcL, trnL
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序論 
近年、ニホンジカCervus nippon（以下、シカ）の

個体数が急増し、その過度な採食による植生被害が

日本各地で報告されている 1)。過去 20 年間でシカの

分布範囲は 70% 近く拡大したとされており、多種多

様な植物を摂食し、かつ群れで行動する 2)。そのた

めに、天然林や人工林、高山植物、湿原といった様々

な植生に大きな影響を与えている 2)。一般に、植物

には、シカに嗜好されやすい種（嗜好性植物）から、

ほとんど採食の対象にならない種（不嗜好性植物）

が存在することが知られている 3-5)。全国の文献をま

とめた研究では、キク科やバラ科、イネ科などにシ

カの嗜好性植物が多く含まれている一方で、同じく

キク科、そしてサトイモ科、シソ科に不嗜好性植物

が多く含まれていたことが報告されている 6)。一方

で、北日本では笹やイネ科などを採食する grazer で、

南西日本では常緑樹の葉や果実を採食する browser
といったように、大きな地域差が存在することも指

摘されている 7)。また、嗜好性植物として報告され

る場合と不嗜好性植物として報告される場合の両方

が混在する植物種が少なからずみられること 7) も、

シカの嗜好性には大きな地域差が存在することを示

唆している。また、群馬県赤城山では、春から秋に

かけて草本類とグラミノイドを、秋から春にかけて

はグラミノイドと広葉樹の枯葉、堅果類、液果類を

多く利用しており、こうした食性の季節変化は各地

でも同様に報告されている 8-11)。さらに、過度の採食

圧によって変化した植生に応じて、嗜好性の高い植

物から低い植物へと食性を柔軟に変化させることも

知られている 12, 13)。したがってシカの食性は一概に

はまとめることは困難である。対象地域の植生に対

するシカの影響を明らかにするためには、他地域で

の全体的な傾向を把握した上で、さらにその場所で

のシカの行動や食性を個別に調べることが重要であ

ると思われる。

　神奈川県平塚市土屋にある神奈川大学湘南ひらつ

かキャンパスは、キャンパスの外縁部の多くが建設

前から維持された雑木林になっており、周辺の森林

とも繋がった自然豊かな里山環境が現在も残されて

いる。キャンパス建設前の 1986 年に行われた環境影

響予測評価ではシカの生息は確認されていなかった

が 14)、2019 年のカメラトラップ法による調査により、

キャンパス内へシカがしばしば侵入してきているこ

とが報告されている 15)。カメラトラップでの撮影頻

度から推測したところ、シカの侵入は比較的低頻度

とされ、キャンパス内において明らかな植生被害は

まだ観察されていない 15)。一般的に、これまでにシ

カの食性を調べた多くの研究は、高密度にシカが生

息している場所や、シカによる植生被害が深刻化し

つつある場所で行われていることが多い。したがっ

て、このようなシカの侵入初期段階にある場所で、

どのような植物が採食されているかという情報は、

シカ個体群の増加に伴う植生変化の経過を調べてい

くための重要な基礎情報となることが考えられる。

　近年、自然界で動物が何を食べているかを調べる

方法として、その糞の中に残る餌の DNA を抽出し、

その餌 DNA の塩基配列情報から種を同定する糞の

DNA メタバーコーディングと呼ばれる手法が広く用

いられるようになってきている 16-18)。シカについて

も既にいくつかの研究が行われており、その有用性

が確かめられている 11, 19)。メタバーコーディング解

析は比較的容易に植物種の同定まで行うことができ

るため、今後、様々な地域で研究例が蓄積していく

と期待される。

　そこで本研究では、シカによる植生被害がまだ深

刻化していない神奈川大学湘南ひらつかキャンパス

を対象に、メタバーコーディング解析によってシカ

の採食植物を明らかにし、この場所におけるシカの

植物嗜好性を明らかにする。また、シカの糞をすり

潰した後の実験手法についての検討も行い、今後の

解析のためのより良い手法を確立する。

材料と方法
シカ糞の採集
2019 年 4 月 15 日、6 月 26 日、10 月 9 日に、神奈

川大学湘南ひらつかキャンパス内の東の湿地近くに

ある乾いた草地で、各日にそれぞれ 1 つの新鮮な糞

塊（Sample-0415、Sample-0626、Sample-1009）から、

各 10 粒のシカ糞を採集した。調査は早朝から朝の

うちに行い、採集したシカ糞はできるだけ速やかに

-30℃の冷凍庫で冷凍保存した。採取時に用いるピン

セットは、事前に滅菌しておいた上で、さらにエタ

ノールによる消毒と、ライターによる火炎滅菌を頻

繁に行い、外来 DNA の混入が最小限になるように

注意した。

シカ糞からの植物 DNA 抽出
-30℃で冷凍保存していたシカ糞を取り出し、液体窒

素で凍結状態を維持しながら、滅菌したメスを用い

て表面を削ぎ取った。これは、野外で採集前に糞が

触れていた土や植物からのコンタミネーションを防

ぐためである。その上で、糞の中心部だけを 10 粒分

集め、継続して液体窒素で冷凍状態を維持しながら、

すり鉢の中で完全な粉状になるまで乳棒ですり潰し

た。粉状になった糞塊から薬さじ 1 杯分を 2.0 ml
チューブに移し、再度、-30℃で保存した。その際に
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操作を行った。1st PCR 後には、Agencourt AMPure 
XP ビーズ（Beckman Coulter Life Sciences）を用

いて、PCR 産物の濃度の標準化と短い断片の除去を

行った。2nd PCR 以降の操作は、MIG-seq22) と同じ

方法で行った。ラン前には、ライブラリの DNA 濃

度測定を行い、同じランの中で DNA 濃度ができる

だけ均一になるように調整した。作製したrbcL 領

域のライブラリは MiSeq Reagent Nano Kit v2 (500 
Cycle) を、trnL 領域のライブラリは MiSeq Reagent 
Nano Kit v2 (300 Cycle) を用い、それぞれ MiSeq

（illumina）の Paired-end ラン 1 回で、フォワード

とリバースでオーバーラップするように塩基配列

データを得た。

データ解析
得られた塩基配列データは、それぞれの領域データ

について、ソフトウェア Claident ver.0.2.2019.05.10
（https://www.claident.org/）を用いて、タグ配列

によるサンプルごとのデータ振り分け、フォワー

ド配列とリバース配列の連結、低品質配列の除去

（minqual = 30）、キメラ配列の除去（trnL ではエ

ラー回避のために実施せず）、類似性の高い配列の

クラスタリング（類似度 97% 基準）による OTU
（Operation Taxonomic Unit）への分類など、種同定

の前の処理を行った。また、Sample-0415 の rep2、
Sample-0626 の rep2 と rep3 については、PCR 反復

3 回のうちの 1 回で十分なデータが得られなかった

ために、2 回分のデータのみで解析を行った。最終

的に反復を含めて 21 サンプルを解析に用い、得ら

れた OTU の中で、リード数が全 21 サンプルの合計

で 30 に満たないもの、1 サンプルでしか検出されな

いものについては、コンタミネーションや増幅エラー

の可能性が高いと判断し、その後の解析から除外し

た。

　得られた OTU 配列については、Claident に実装さ

れている Lowest common ancestor (LCA) algolothm
23, 24) を用いて、植物種を同定した。この際、植物の科

レベルで同定できなかった OTU については、コンタ

ミネーションや増幅エラーの可能性が高いと判断し、

その後の解析から除外した。最終的に、rbcL とtrnL

は、すり潰した糞塊の中のばらつきを評価するため、

Sample-0415 と Sample-0626 については 3 サンプ

ル（rep-1、rep-2、rep3）、Sample-1009 については

2 サンプル（rep-1、rep-2）のチューブを独立に用意

し、糞塊段階での反復とした。

　DNA 抽出は、冷凍しておいた粉砕済みの糞入りの

チューブに、滅菌済みの 4 mm のステンレスビーズ

を 1 つ追加した上で、ビーズ破砕機 µT-12（TAITEC
社）を用いて完全に粉々になるまで粉砕した。その

後、DNeasy Plant Mini kit（QIAGEN 社）を用い、

キット標準のプロトコルに従って DNA を抽出した。

得られた DNA 溶液は、次の実験に用いるまで -30℃
冷凍庫で保存した。

メタバーコーディング解析
シカ糞中の植物 DNA は、シカ体内の消化酵素など

によって断片化されていることが考えられる。そこ

で我々は、断片化された植物 DNA からの PCR 増幅

の成功率を高めるため、比較的短い領域をバーコー

ディング領域として用いることにした。植物 DNA
バーコーディングでよく用いられるrbcL 遺伝子と、

短い領域の中に多くの変異がみられることが知られ

ているtrnL (UAA) intron の P6loop 領域では、それ

ぞれ 263 bp、10–143 bp の比較的短い断片を増幅す

るためのプライマーが既に開発されている 20, 21)。本

研究では、ゲノムワイドな一塩基多型情報の解析の

ために考案された MIG-seq 法 22) の 2nd PCR 用プラ

イマーを活用することを前提として 1st PCR 用プラ

イマーを設計した。具体的には、先行研究のプライ

マーの 5' 末端側に、MIG-seq 法と共通の配列を付加

したものを 1st PCR 増幅に用いた（表 1）。最初の

1st PCR の条件は、プライマーが本研究用のセット

であること以外は、基本的に MIG-seq22) のものと同

じだが、アニーリング温度は 55℃に、サイクル数は

33 に変更した。rbcL 領域とtrnL 領域の増幅は別々

に行い、PCR 後にはアガロースゲル電気泳動を行う

ことで増幅を確認した。また、PCR 増幅によるバイ

アスを評価するため、それぞれの DNA サンプルに

ついて、同じ DNA からの独立した 1st PCR を 3 回

行い、それぞれを混ぜずにそのまま 2nd PCR 以降の

表 1．本研究で用いたrbcL およびtrnL (UAA) intron 領域の情報
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表 2．rbcL 領域の塩基配列情報から推定されたニホンジカの採食植物リスト

それぞれの結果について、種・属・科レベルで同定

できたOTUを、得られたリード数とともに集計した。

その際、同じ DNA から独立に 1st PCR を行った反

復については、得られた結果がほぼ同じであったた

め、集計時に糞塊の反復（rep-1、rep-2、rep-3）の

レベルまでデータをまとめた。種まで同定できた場

合の学名は、Y-List（http://ylist.info）に従った。また、

それぞれの領域について、OTU を科レベルでまとめ

た集計も行った。

結果
rbcL 領域を用いた採食植物の推定結果
rbcL 領域を用いた解析の結果、合計 161,007 リード

のデータに基づき、全部で 33 の OTU が検出された

（表 2）。最もリード数が多かったのはブナ科と同定

された OTU（29,773 リード、全体の 18.5%）で、次

いでキク科 OTU（27,684 リード、17.2%）、セリ科

のオキシポリス属 OTU（18,651 リード、11.6.2%）、

タデ科のスイバ属 OTU（17,156 リード、10.7%）、

イネ科 OTU（12,756 リード、7.9%）、イラクサ科

（11,912 リード、7.4%）、カタバミ科（10,229 リー

ド、6.4%）タデ科イヌタデ属のミゾソバPersicaria 
thunbergii  (Siebold et Zucc.) H.Gross（9,438 リード、

5.9%）の順で多かった。種まで同定できたのはミゾ

ソバ、クワ科クワクサ属のクワクサFatoua villosa 
(Thunb.) Nakai、ツリフネソウ科ツリフネソウ属の

ツリフネソウImpatiens textorii Miq. の 3 種のみで

あったが、33 の OTU のうちの 16 で、属以上のレ

ベルまで同定することができた。

　糞塊からの反復では、低頻度の OTU の一部では

反復間で食い違いがみられたが、比較的高頻度の

OTU ではほとんど同じ結果が得られた。
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　科ごとに OTU を集計した結果、全体ではブナ科

（18.5%）、キク科（17.2%）、タデ科（16.5%）、イネ

科（8.3％）、イラクサ科（7.4%）の割合が高かった

（図 1）。 Sample-0415 では、セリ科（27.0%）、タデ

科（24.8%）、イネ科（18.7%）、イラクサ科（14.1%）、

バラ科（9.4%）の割合が高かった。Sample-0626 で

はキク科（48.4%）が半分近くを占めており、ブナ

科（20.4%）、カタバミ科（17.2%）、マメ科（6.5%）

などの割合も比較的高かった（図 1）。Sample-1009
では、ブナ科（50.2%）が半分以上を占めており、

残りの更に半分がタデ科（25.4%）で、クワ科（6.3%）

やイラクサ科（5.8%）なども比較的多かった（図 1）。

trnL 領域を用いた採食植物の推定結果
rbcL 領域を用いた解析では、合計 11,147 リードの

データに基づき、全部で 30 の OTU が検出された

（表 3）。最もリード数が多かったのはキク科と同定

された OTU（2,370 リード、全体の 21.3%）で、次

いでカタバミ科のカタバミ属 OTU（1,333 リード、

12.0%）、ブナ科 sp.1（1,291 リード、11.6%）、ブナ

科sp.2（890リード、8.0%）、イラクサ科OTU（743リー

ド、6.7%）、ブナ科 sp.3（563 リード、5.1%）の順

で多かった。種まで同定できたのはマメ科クズ属の

クズPueraria lobata (Willd.) Ohwi、カヤツリグサ科

スゲ属のヒゴクサCarex japonica Thunb. の 2 種の

みであった。30 の OTU のうち、6 のみで、属以上

のレベルまでの同定を行うことができた。

　糞塊からの反復では、低頻度の OTU の一部では

反復間で食い違いがみられたが、比較的高頻度の

OTU ではほとんど同じ結果が得られた。

科ごとに OTU を集計したところ、全体ではブナ科

（24.6%）、キク科（24.5%）、カタバミ科（12.4%）

図 1．rbcL 領域を用いて推定されたシカ採食植物について科ごとに集計したリードの割合．
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の 3 科の割合が特に高く、残りはかなりばらけた構

成となっていた（図 2）。 Sample-0415 では、イラ

クサ科（32.6%）、イネ科（22.4%）、カヤツリグサ

科（21.9%）、バラ科（14.3%）の割合が高かった。

Sample-0626 ではキク科（50.3%）が半分以上を占

めていたが、カタバミ科（25.1%）、ブナ科（11.5%）、

マメ科（10.0%）の割合も比較的高かった（図 2）。
Sample-1009 では、ブナ科（59.0%）が半分以上を

占め、残りの中ではツリフネソウ科（10.7%）、バラ

科（7.9%）、クワ科（6.6%）、マメ科（6.0%）、イラ

クサ科（5.4%）が比較的高頻度であった（図 2）

討論
シカの採食植物
本研究で得られたrbcL とtrnL の 2 領域による採食

植物の同定結果は、一部の植物グループで違いがみ

られたものの、全体としてはよく似た傾向を示した。

全体として、採食植物はどちらもブナ科、キク科、

イネ科、カタバミ科などが多かった。また、バラ科

やマメ科も比較的高い割合であった。イネ科やキク

科、バラ科には、嗜好性植物とされる種が多く含ま

れていることが知られており 6)、今回の結果はこれ

までの知見とも一致する。ブナ科についても、秋に

シカがリターや堅果をよく利用することが報告され

ており 25, 26)、本研究対象のキャンパス内にもブナ科

樹木が多く生育していることから、妥当な結果であ

ると思われる。カタバミ科についても、少ない数で

はあるが、嗜好性植物としての報告があり 6)、本研

究の結果と矛盾はみられない。

　種まで同定できたツリフネソウ、ミゾソバ、クズ、

表 3．trnL (UAA) intron 領域の塩基配列情報から推定されたニホンジカの採食植物リスト
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ヒゴクサ、キブシ（バーコーディングではキブシ属

とまでしか同定できていないが、分布状況からこの

種と推測できる）についても、既に複数の研究でシ

カの嗜好性植物であることが示唆されているもので

あった 6)。特にツリフネソウは、キャンパス内で限

られた湿地にしか生育しておらず、侵入してくるシ

カの個体数が急増した場合には、すぐに消失してし

まう可能性があるため、注意が必要である。クワク

サについては、これまでに採食植物としての報告が

されておらず、新規の発見であると思われる。

　一方、タデ科やセリ科などの一部の科はrbcL 領域

だけで、カヤツリグサ科とナデシコ科はtrnL 領域だ

けで検出された。また、rbcL 領域の方が、属や種な

どの深い階層まで同定しやすい傾向がみられた。こ

れらの原因としては、参考にしたデータベースへの

登録状況が領域によって異なることが影響した可能

性が考えられる。対象地域の全植物について、DNA
メタバーコーディングで使用する領域を事前にシー

ケンスし、ローカルなデータベースを作成すれば、

種同定の精度は大きく向上することが期待される 18)。

また、今回用いたtrnL 領域は、分類群によって断片

長が大きく異なることが知られており、それによっ

て PCR 時の増幅効率にばらつきが生じた可能性も考

えられる。これらの結果は、1 領域だけを用いて解

析を行うと、一部の植物グループについては過小評

価してしまう可能性があることを示唆している。自

身が研究対象とする場所や目的に合わせて、慎重に

使用領域を選択する、あるいは今回のように複数の

領域を同時に使用していく必要があると思われる。

図 2．trnL 領域を用いて推定されたシカ採食植物について科ごとに集計したリードの割合．
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シカの嗜好性の季節変化 
本研究は各季節 1 サンプルしか糞塊を解析していな

いため、厳密には季節変化を見ているのか、単に糞

塊間のばらつきを見ているだけなのかを判断できな

い。しかし、本研究結果とキャンパスの植生情報か

らは、次のようなシカの嗜好性の季節変化を予測す

ることができる。春（4 月）にシカは、イネ科やバ

ラ科、イラクサ科、タデ科、セリ科、カヤツリグサ

科などの多様な植物をバランスよく食べている。新

葉や新芽が出て、おそらくシカにとって食べやすい

状態ではあるものの、量自体が少ないために様々な

グループの植物を食べていると考えられる。初夏（6
月）の前後には、キク科やカタバミ科の花が多数咲

くため、その花を目安に食べている可能性がある。

秋（10 月）には、キャンパス内のブナ科（コナラ、

クヌギなど）が落葉してリターとなるほか、堅果も

多数落とすため、主にブナ科に栄養を依存する。また、

湿地のツリフネソウもキャンパス周辺ではちょうど

花期であり、主に花を目安に食べていると思われる。

これらは全てまだ予測に過ぎず、今後、サンプル数

や調査時期を増やして検証する必要があるだろう。

手法の検討と今後について
本研究の DNA メタバーコーディング解析で用いた

糞塊反復、PCR 反復は、両方でかなり高い再現性

を示した。反復無しで解析した場合、一部の低頻度

OTU はばらついてしまう可能性があるが、主要な高

頻度 OTU の変化は完全に追うことできると考えら

れる。従って、特に高頻度のもので地域間や季節間

での違いや傾向を見るのであれば、実験上の反復を

増やすよりも、シカの糞塊自体の採集数を増やした

方が得られる情報は大きくなる可能性が高いと思わ

れる。
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