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はじめに 

ペンギンは南半球に生息する海鳥であり、ペンギン目はペンギン科のみからなる。複数の

核 DNA 領域における鳥類の分子系統的研究では、ペンギン目はミズナギドリ目、アビ目、コ

ウノトリ目、ペリカン目に近縁であるとされている（Hackett et al., 2008）。ペンギン科にはコ

ウテイペンギン属、アデリーペンギン属、キガシラペンギン属、マカロニペンギン属、コガ

タペンギン属、フンボルトペンギン属の 6 属が含まれ、さらに 18 種に分類されている。ケー

プペンギンはフンボルトペンギン属に属し、アンゴラ共和国南部から南アフリカ共和国東部

のネルソン・マンデラ・ベイにかけての沿岸海域に生息している（Crawford et al., 2007）。20

世紀初頭には 150 万～300 万羽いるとされていた野生のケープペンギンの個体数は、2001 年

には 56000 ペア、さらに 2009 年には 21000 ペアと推定されており、8 年間で 60％以上激減し

ている（Crawford et al., 2011）。個体数減少の原因として、乱獲や生息海域の環境の変化のた

めに、餌となる魚が減少していることやタンカー座礁による重油汚染が挙げられている。

IUCN のレッドリストにおいて、ケープペンギンはこれまでの絶滅危惧Ⅱ類から、2010 年に

絶滅危惧 IB 類に見直され、絶滅の危急度が高まっている。また、絶滅のおそれのある野生動

植物の種の国際取引に関する条約（CITES）では附属書Ⅱに指定され、国際商取引の一部が

制限されている。  

日本はペンギンの飼育・繁殖に関して高い技術を持っており、18 種のうち 11 種が国内の動

物園や水族館で飼育され、ペンギンの飼育数は世界で最も多い。国内飼育されているペンギ

ンの血統は、日本動物園水族館協会（JAZA）による血統登録台帳で管理され、ケープペンギ

ンの飼育数は 2011 年には 485 羽に上っている。国内のケープペンギンは、飼育ペンギンの中

でも良好な繁殖成績を示しており、人工孵化や人工育雛の技術も確立しており、飼育数は年々

増え続けている。国内の飼育施設では、限られた飼育スペースの中で、繁殖に供する血統や

個体の選別が重要な課題となっている。 

 



 

 

2 

 

今後も長期的に個体数を維持し、飼育続けていく上で、近親交配を避け血縁関係を最小と

する遺伝的管理が必要とされている。また国内ではケープペンギンと同属のフンボルトペン

ギンやマゼランペンギンを同じエリアで飼育していたことから交雑種が生まれている事例も

ある。しかし、これまでに野生のケープペンギンの遺伝的データは報告されておらず、野生

から導入された日本の飼育個体群のファウンダーの起源も不明である。 

そこで本研究ではまず、ミトコンドリア由来の DNA（mtDNA）、核ゲノム由来のマイクロ

サテライト DNA マーカーを用いて国内飼育ケープペンギンの系統関係や遺伝的多様性を調

べた（第 1、2 章）。続いて、ペンギン科におけるケープペンギンの分子系統的位置付けを明

らかにするため、ケープペンギンに特異的な DNA マーカーを探索した（第 3 章）。また、こ

れまで詳細が報告されていないケープペンギンの核型分析を行い染色体レベルでの特徴も調

べた（第 4 章）。 
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第 1 章 国内飼育されているケープペンギンのミトコンドリア DNA 多型解析 

1 序論 

ミトコンドリア DNA（mtDNA）は核 DNA とは別の独自のもので、ATP（adenosine triphosphate）

を産生する電子伝達系を構成するサブユニットのうち 13 種類のポリペプチドをコードして

いる。塩基配列の変異速度は核DNAに比べて 5～10倍速いと言われており（Brown et al., 1979）、

変異量は種や系統が分化してからの時間を反映し、進化を調べる上で有用な指標となること

が知られている。さらに、比較的サイズが小さいため扱いが容易であること、遺伝様式が母

性遺伝をするため、1 個体が 1 つの母系集団の代表となり得ること（Moritz et al., 1987）など

の特徴を持っている。ペンギン科では、2003 年に初めてコガタペンギン（Eudyptula minor）

の mtDNA 全長配列 17,611bp が決定された（Slack et al., 2003）。その後イワトビペンギン

（Eudyptes chrysocome）のほぼ全長 16,930bp（Watanabe et al., 2006）、ヒゲペンギン（Pygoscelis 

antarctica）の全長 15,972bp（Subramanian et al., 2013）、ケープペンギンの全長 17,346bp

（Labuschagne et al., 2014）が決定され、ペンギン種間やペンギン以外の鳥類との系統分類に用

いられている。 

本研究ではまず mtDNA に着目し、中でも non-cording 領域で同一種内でも多型が多く観察

されるコントロール領域と、遺伝子領域のうち、多くの動物種で系統分類に使用されるチト

クローム b（cytb）領域を使用した。 

これまで mtDNA を用いて野生個体群の系統解析を行なった報告として、イワトビペンギン

（Jouventin et al., 2006）やコガタペンギン（Banks et al., 2002、Overeem et al., 2007）の例が挙

げられるが、ケープペンギンでの報告はない。 

そこで本章では、mtDNA を用いて日本の飼育ケープペンギンにおける集団の遺伝学的特性

や各個体間の血縁関係を明らかにすることを目的とした。 
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2 方法 

2－1 材料および DNA の抽出 

全国の動物園・水族館から計 236 羽のケープペンギン（Spheniscus demersus）サンプルを提

供いただいた（内訳はサンシャイン国際水族館 59 羽、東京都恩賜上野動物園 24 羽、あわし

まマリンパーク 9 羽、長崎ペンギン水族館 19 羽、八景島シーパラダイス 23 羽、千葉市動物

公園 2 羽、掛川花鳥園 1 羽、松江フォーゲルパーク 8 羽、エプソン品川アクアスタジアム 17

羽、二見シーパラダイス 5 羽、神戸花鳥園 1 羽、マリンワールド海の中道 8 羽、東北サファ

リパーク 6 羽、那須どうぶつ王国 6 羽、久留米市鳥類センター5 羽、ヨーデルの森 5 羽、伊

豆三津シーパラダイス 4 羽、登別マリンパーク・ニクス 1 羽、マリンピア松島水族館 4 羽、

宮崎市フェニックス自然動物園 3 羽、京都水族館 24 羽、横浜市繁殖センター2 羽）。マゼラ

ンペンギン（Spheniscus magellanicus）2 羽は八景島シーパラダイスより、フンボルトペンギ

ン（Spheniscus humboldti）20 羽は横浜市繁殖センターより提供していただいた。 

 DNA の抽出は血液または羽軸から行なった。血液は Gen とるくん血液用（TaKaRa Bio）ま

たは Gentra Puregene ®Blood Kit (QIAGEN)、羽軸は Get pureDNA Kit-Cell, Tissue（Dojindo）

を用い、添付のマニュアルに従って抽出した。 

2－2 PCR と塩基配列の決定 

 mtDNAのうちコントロール領域の 653bp、cytb領域の全長 1140bpを PCRにより増幅した。

コントロール領域では、L-tRNA
Glu

 (5’-CCTGCTTGGCTTTTYTCCAAGACC) と H-Dbox 

(5’-CTGACCGAGGAACCAGAGGCGC)（Roeder et al., 2002）、cytb 領域では BCL1 

(5’-AGGCCTACCTAGGATCCTTCGCCCT)と BCH1 

(5’-GTCTTTGGTTAATTACAAGACCAATGTTT)（Hitosugi et al., 2007）のプライマーセットを

使用した。PCR 反応は 1×buffer、20 mM Tris-HCl、pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、200 µM 

dNTPs、1.25 units Ex Taq
®
 HS DNA polymerase (TaKaRa Bio)、各プライマー0.2 µM を含んだ全
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量 50μl で行い、初期熱変性を 95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30 秒間、アニーリング温度 60°C 

30 秒間（コントロール領域）、55°C 30 秒間（cytb 領域）、伸長反応 72°C 30 秒間（コントロー

ル領域）、72°C 1 分間（cytb 領域）のセットを 32 サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 5

分間の条件で行なった。1.5％アガロースゲルを用いて、PCR 産物のうち 5μl を電気泳動し、

エチジウムブロマイドで染色し、目的のサイズの DNA 断片が増幅できていることを確認した。

PCR 産物を exonuclease I (Wako)と shrimp alkaline phosphatase (TaKaRa Bio)を用いて、デオキシ

ヌクレオチド 3 リン酸の脱リン酸化処理を行なった。H-Dbox、BCL1、BCH1 プライマーはシ

ークエンス用プライマーとしても使用した。シークエンス反応は BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用い、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer によってコ

ントロール領域の 433bp、cytb 領域の 1140bp の配列を決定した。 

2－3 系統樹の作成とネットワーク解析 

系統学的解析は MEGA version 5（Tamura et al., 2011）を用いて行なった。Clustal W による

アラインメントを行い（Thompson et al., 1994）、近隣結合（NJ）法、最節約（MP）法、最尤（ML）

法により系統樹を作成した。遺伝距離（p）の算出には Tamura-Nei model（Tamura & Nei, 1993）

を使用した。信頼性は 1000 回繰り返した場合のブートストラップ値により評価した

（Felsenstein, 1985）。また、ハプロタイプ間の系統関係について SplitsTree4 software（Huson & 

Bryant, 2006）（http://www.splitstree.org/)を用いてネットワーク解析（Bryant & Moulton, 2004）

を行なった。 
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3 結果 

 236 羽のケープペンギンの mtDNA コントロール領域の 433bp を決定したところ、39 箇所の

多型部位が観察され、30 ハプロタイプに分けられた（DDBJ/EMBL/GenBank accession No. 

AB775475-775504、表 1）。39 箇所の変異はすべてトランジションであった。フンボルト、マ

ゼランペンギンも同様に解析し、フンボルトで 6 ハプロタイプ、マゼランで 2 ハプロタイプ

を決定した（accession No. AB775505-775512）。NJ 法による系統樹を作成したところ、cladeA

と B の大きく 2 つに分けられ、特に cladeB は 94％と高い bootstrap 値で支持された。30 ハプ

ロタイプのうち cladeA には 26 タイプ、cladeB には 4 タイプが含まれた（図 1）。5 箇所の変

異箇所（110、166、217、225、285）は cladeB に特徴的であった。cladeA 内の遺伝距離は 0.93％、

B 内は 1.18％だったのに対し、2 つの clade 間の遺伝距離は 3.39％であった。MP 法、ML 法の

系統樹でも同様に 2 つの clade に分けられた（図 2、3）。また、ネットワーク解析においても

cladeA、B の大きく 2 グループに分かれることが確認できた（図 4）。 

ケープペンギン 54 羽について、cytb 領域の全長 1140bp の配列を決定したところ、11 箇所

の多型部位が観察され、8 ハプロタイプに分けられた（accession No. AB776002-776009、表 2）。

同様にフンボルトでは 5ハプロタイプ、マゼランでは 1ハプロタイプを決定した（accession No. 

AB776010-776015）。NJ 法による系統樹では、コントロール領域の結果と一致して cladeA（6

ハプロタイプ）、B（2 ハプロタイプ）の 2 つのグループに分けられた。9 箇所の変異は同義置

換であったが、979 番目と 1066 番目の変異は非同義置換であった。979 番目の変異では 8 ハ

プロタイプのうち、7 ハプロタイプはトレオニンだったが、1 ハプロタイプのみアラニンであ

った。一方、1066 番目の変異では cladeA ではフェニルアラニンだったのに対し、cladeB では

ロイシンであり、A,B グループ間で特徴のある変異であった。 

 

 

 



 

 

8 

 

4 考察 

 日本国内では 1935 年からケープペンギンの飼育を始め、1973 年から 2011 年までの間に

156 羽のファウンダーが導入されている。156 羽のうち、92 羽は南アフリカ由来、30 羽は海

外の動物園・水族館由来、残りの 34 羽は由来不明である。血統登録台帳によれば、2011 年に

は国内ケープペンギンは 485 羽飼育されており、87 ファウンダーに分けられる。血統登録台

帳と、本研究における mtDNA の解析に矛盾は見られなかった。解析した南アフリカ由来のケ

ープペンギンファウンダーは 27 ハプロタイプに分布し、cladeA にも B にも含まれた。よっ

て、野生下でも少なくとも 2 つの異なる母系血統が存在することが示唆された。 

これまで野生下のイワトビペンギン(Eudyptes spp.)やコガタペンギン(Eudyptula minor)で

は系統分類に mtDNA を使用した報告がされている。イワトビペンギンはこれまで 1 種で、キ

タイワトビペンギンとミナミイワトビペンギンの 2 亜種と考えられてきた（del Hoyo et al., 

1992）。 Jouventin ら（2006）はキタイワトビペンギンとミナミイワトビペンギンの mtDNA

のコントロール領域と ND5 領域を調べ、両亜種のコントロール領域の遺伝距離が d＝6.1%と

大きく離れていること、冠羽など形態学的特徴や鳴き声など生態学的特徴にも違いが見られ

ること、生息域が異なることから、2 亜種は独立した種であることを主張した。現在は IUCN

や BirdLife International といった国際組織でもイワトビペンギンはキタイワトビペンギン

（Eudyptes moseleyi）とミナミイワトビペンギン（Eudyptes chrysocome）の 2 種として認めら

れている。また、コガタペンギンはこれまで 6 亜種が知られており（Kinsky et al., 1976）、

mtDNA 配列の解析結果からオーストラリア・オタゴグループとニュージーランドグループ

の大きく 2 つに分けられ、この 2 グループ間のコントロール領域の遺伝距離は d＝11.8％と大

きく離れていることが知られている（Banks et al., 2002）。さらにコガタペンギン 6 亜種の

うち、南オーストラリアに生息する 1 亜種 E. m. novaehollandiae の 7 コロニーについてのコン

トロール領域の解析結果では、コロニー間で遺伝的変異は少なく、近縁であることが明らか
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となった（Overeem et al., 2007）。この報告を元に accession No. EU043384-043403 の配列を

使用し遺伝距離を計算してみたところ、d＝1.0％であった。 

一般的に飼育集団では、野生下と比べると遺伝的多様性がより早く減少すると言われてお

り、前述したイワトビペンギン、コガタペンギンの遺伝的データは野生下のものであること

を考慮しなければならないが、本章で得た国内ケープペンギンの cladeA、B 間の遺伝距離 d

＝3.39％は野生のケープペンギンの地理的分集団、またはこれまで知られていなかった亜種

を反映しているのかもしれない。 

 国内飼育されている絶滅危惧種であるコウノトリ（Ciconia boyciana）では、mtDNA コント

ロール領域のハプロタイプ分けが繁殖プランにも応用されている（Yamamoto et al., 2000、

Yamamoto, 2011）。ケープペンギンにおいても、域外保全のための繁殖計画に、本研究で得ら

れた遺伝情報が利用できると考えられる。 
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図1 NJ法によるmtDNAコントロール領域の系統樹 

outgroupにはフンボルトペンギンを置き、Bootstrap値は70％以上の値を表示した。 

ケープペンギンはcladeAとBの大きく2つに分けられ、特にcladeBは94％と高いbootstrap値
で支持された。30ハプロタイプのうちcladeAには26ハプロタイプ、cladeBには4ハプロタイプ
が含まれた。 
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図2 MP法によるmtDNAコントロール領域の系統樹 

outgroupにはフンボルトペンギンを置き、Bootstrap値は70％以上の値を表示した。 

MP法の系統樹においても、ケープペンギンはcladeAとBの大きく2つのグループに分けら
れた。 

14 



0.02 

99 

81 

93 

91 

71 

100 

100 

88 

96 

90 

Clade A 

Spheniscus demersus 

(AB775475-775504) 

Clade B 

Spheniscus humboldti  

(AB775505-775510) 

Spheniscus magellanicus 

(AB775511-775512) 

図3 ML法によるmtDNAコントロール領域の系統樹 

outgroupにはフンボルトペンギンを置き、Bootstrap値は70％以上の値を表示した。 

MP法の系統樹においても、ケープペンギンはcladeAとBの大きく2つのグループに分けら
れた。 
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図4 ケープペンギンにおける 

    mtDNAコントロール領域の系統ネットワーク 

ケープペンギンはcladeAとBの大きく2つのグループに分けられた。 

16 



表1 mtDNAコントロール領域433bpの多型部位 

Haplotype 

Nucleotide position 
Number of 

individuals 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 

  1 3 3 0 0 1 1 2 2 3 3 3 4 6 6 6 7 7 8 9 1 2 2 3 3 4 7 8 8 8 9 9 9 9 0 0 0 2 

3 1 0 1 7 8 0 7 1 2 4 5 9 1 1 5 6 0 7 4 8 7 0 5 7 9 3 5 5 6 8 2 3 4 5 5 6 9 6 

CladeA 

type1 A G T T T T A A A G A T C T G A A G G C G G G G A T A G A T G G G T T A A T T 22 

type2 G . . . . . . G . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 3 

type3 G . . . C . . G . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 

type4 . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 20 

type5 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . C 28 

type6 . . . . C . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 7 

type8 G . . . . . . G . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . C 25 

type9 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . C 27 

type10 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . C 9 

type11 . . . . . . . G G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 3 

type12 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . C 3 

type13 G . . . . . . G G . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 8 

type14 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 18 

type15 G . . . . . . G . . G C . C . . . . . . . . . . . C . . . . A . . . . . . . C 8 

type17 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . . C . . . . . . . . . . . . C 3 

type18 G . . . . C . G . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . A . . . . . . . . 1 

type19 G . . . C . . G . A . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

type20 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . A . A . . . . . C 4 

type21 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A C . . . . C 2 

type22 G . . . . C . G . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . A . . . . . . C . 1 

type23 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . A . . . . . . C 1 

type25 G . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . C 1 

type26 G . . . . . . G . . . . . . A . . . . . . . . . . C . . . . A . . . . . . . C 3 

type27 G . . . . . . G G . . . T . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 11 

type29 G . . . . . . G G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . C 2 

type30 . . . . . . . G . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C 3 

CladeB 

type7 . A C . C . G G . . . . . . A . G . R . . A . A . . . A G . A . . . . . G . C 7 

type16 . . . C C . G G . . . . . . A . G . . . . A . A G . G A G C A . . . . . . . C 1 

type24 . . . C C . G G . . . . . . A . G . . . . A . A G . G . G . A . . . . . . . C 1 

type28 . A C . C . G G . . . . . . A . G . . . . A . A . . . A G . A . . . . . G . C 4 

total 236 
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表2 mtDNAチトクロームｂ領域1140bpの多型部位 

Haplotype 

Nucleotide position 

control region Haplotype 
Number of 

individuals 

1 

1 2 4 6 6 6 7 9 9 9 0 

9 2 2 1 3 9 5 4 5 7 6 

5 5 9 8 6 3 3 5 4 9 6 

CladeA 

cytb-type1 T C T C A A A A T A T 1,4,6,30 52 

cytb-type2 C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ 2,3,5,8,9,11,12,13,14,15,17,19,21,22,25,26,29 145 

cytb-type3 C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ 10 9 

cytb-type4 C ・ ・ T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ 18,23 2 

cytb-type5 C ・ ・ ・ G G G ・ ・ ・ ・ 20 4 

cytb-type6 C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ 27 11 

CladeB 
cytb-type7 C T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C 7,16,28 12 

cytb-type8 C T C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C 24 1 

Total 236 
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第 2 章 国内飼育されているケープペンギンのマイクロサテライト DNA マーカーを 

 用いた集団解析 

1 序論 

1 章では mtDNA を用いて系統解析を行なったが、mtDNA は単一の遺伝子座とみなされる

ことから、集団の遺伝学的特性を明らかにするためには、核 DNA マーカーも併用することが

望ましい。マイクロサテライトはゲノム中に不規則に局在している、数塩基程度の大きさを

単位配列とする繰り返し配列であり、一般に高度な多型を示すことが知られている。高多型

性でかつ共優性の DNAマーカーとしてマイクロサテライト DNAマーカーが活発に利用され、

リンゲージマッピングや集団遺伝学、個人識別や親子鑑定など幅広く応用されている。 

ゲノム配列の大部分が不明である野生動物でもマイクロサテライトは有用であり、近年は

特に次世代シークエンサーを使用し、より簡便にマイクロサテライト DNA マーカーが開発で

きるようになってきた。ペンギン科ではこれまでに各種ペンギンに多型がみられるマーカー

が開発されており（Schlosser et al., 2003）、野生のフンボルトペンギンの個体群構造の解析に

使用されている（Schlosser et al., 2009）。その他にも様々なマイクロサテライト DNA マーカ

ーが発見され、これまでに野生下のマゼランペンギン（Bouzat et al., 2009）、ガラパゴスペ

ンギン（Akst et al., 2002、Nims et al., 2007）、コガタペンギン（Overeem et al., 2007）、ア

デリーペンギン（Roeder et al., 2001)、キガシラペンギン（Boessenkool et al., 2009）の集団解

析に使用されている。また 2012 年には新たにケープペンギン（Lacbushagne et al., 2012）のマ

イクロサテライト DNA マーカーが開発された。 

本章では既知のフンボルトペンギン（Schlosser et al., 2003）、ケープペンギン（Lacbushagne 

et al., 2012）のマイクロサテライト DNA マーカーを使用し、日本のケープペンギンがいくつ

の集団に分けられるのか集団解析を行なった。 
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2 方法 

2－1 材料および DNA の抽出 

 全国の動物園・水族館から計 254 羽のケープペンギン（Spheniscus demersus）の血液または

羽軸サンプルを提供いただいた（内訳はサンシャイン国際水族館 61 羽、東京都恩賜上野動物

園 24 羽、あわしまマリンパーク 16 羽、長崎ペンギン水族館 19 羽、八景島シーパラダイス

24 羽、千葉市動物公園 3 羽、掛川花鳥園 1 羽、松江フォーゲルパーク 8 羽、エプソン品川ア

クアスタジアム 17 羽、二見シーパラダイス 7 羽、神戸花鳥園 1 羽、マリンワールド海の中道

8 羽、東北サファリパーク 6 羽、那須どうぶつ王国 6 羽、久留米市鳥類センター5 羽、ヨーデ

ルの森 5 羽、伊豆三津シーパラダイス 5 羽、登別マリンパーク・ニクス 1 羽、マリンピア松

島水族館 4 羽、宮崎市フェニックス自然動物園 3 羽、京都水族館 28 羽、横浜市繁殖センター

2 羽）。 

 血液からは Gen とるくん血液用（TaKaRa Bio）または Gentra Puregene ®Blood Kit (QIAGEN)、

羽軸からは Get pureDNA Kit-Cell, Tissue（Dojindo）を用い、添付のマニュアルに従って DNA

を抽出した。 

 

2－2 PCR とアリルの検出 

 Schlosser ら（2003）によって開発されたフンボルトペンギン用の 5 座位のプライマーセッ

トに加えて、Lacbushagne ら（2012）によって開発されたケープペンギン用の 5 座位を用い

て PCR を行なった（表 1）。各プライマーセットのフォワードプライマーの 5’末端に NED、

FAM、PET、VIC のいずれかを標識し、PCR に用いた。PCR 反応は 1×buffer、20 mM Tris-HCl、

pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、200 µM dNTPs、0.625 units Ex Taq
®
 HS DNA polymerase 

(TaKaRa Bio)、各プライマー0.2 µMを含んだ全量 17μl、またはMultiplex PCR Assay Kit(TaKaRa 

Bio)を使用し、Multiplex PCR Mix 2 を 8.5μl、Multiplex PCR Mix 1 を 0.085μl、各プライマー
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0.2 µM を含んだ全量 17μl として行なった。Ex Taq
®
 HS DNA polymerase を用いた場合では、

初期熱変性を 95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30 秒間、至適アニーリング温度 30 秒間、伸長反

応 72°C 30 秒間のセットを 35 サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 10 分間の PCR 条件

で行ない、Multiplex PCR Assay Kit を用いた場合は、初期熱変性を 94°C 1 分間の後、熱変性

94°C 30 秒間、至適アニーリング温度 1 分 30 秒間、伸長反応 72°C 1 分 30 秒間のセットを 35

サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 10 分間の条件で行なった。PCR 後、ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer によって電気泳動を行い、アリルの検出およびサイズ決定は GeneMapper v4.0

を用いた。 

 

2－3 データ解析 

 Cervus ver3.0（Kalinowski et al., 2007）を用いて、遺伝的多様性の指標となるヘテロ接合体

率の観察値（Ho）と期待値（He）、ハーディ・ワインベルグ平衡（HWE）からの逸脱の有無、

を算出した。また GENEPOP 4.2（Raymond & Rousset, 1995、Rousset, 2008）を用いて、各座位

間の連鎖不平衡の有無について検討した。また血統登録台帳に記載されている親子関係が明

らかな個体同士を比較し、連鎖が起きていないことを確認した。 

各マーカーの遺伝子型の情報に基づき、STRUCTURE2.3.4（Pritchard et al., 2000）を用いて

分集団を推定した。まず K = 1-15 のそれぞれの K について、100,000 回のマルコフ連鎖モン

テカルロシミュレーションを独立に 10 回試行した。 分集団数 K を与えたときの個体の遺伝

子型が生じる対数尤度 [In Pr (X|K)] を算出し、⊿K が最も高い値を示す K を分集団数と推定

した（Evanno et al., 2005）。 
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3 結果 

既知の 10 座位のマイクロサテライト DNA マーカーを用いて、254 サンプルの PCR を行っ

た。254 サンプルのうち、血液は 119 サンプル、羽軸は 135 サンプルであった。ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer による電気泳動の結果、検出できたアリルのうち、シグナルのピークが 1000

以上あるもの、スタッタ―バンドやピークの形態がはっきりしているものを採用した。10 座

位のうち 2 座位（Sh1Ca17、Sh2Ca12）は感度が悪く、DNA 量の少ない羽軸を用いたサンプ

ルでは null allele が頻繁に発生したことから、その後の解析には用いなかった。残りの 8 座位

（Sh1Ca12、Sh1Ca16、Sh2Ca21、PNN01、PNN03、PNN06、PNN09、PNN12）全てにおいて

ピークが検出できた 173 サンプルをその後の解析に用いた。 

 Sh1Ca12、Sh1Ca16、Sh2Ca21 座位における各遺伝子座のアリル、及び頻度を表 2 に、PNN01、

PNN03、PNN06、PNN09、PNN12 座位についてを表 3 にまとめた。解析で得られた 173 サン

プルのヘテロ接合体率の観察値（Ho）と期待値（He）、アリル数について表 4 に示した。He

は 0.4477～0.7209（平均 0.6039）、Hoは 0.4474～0.7131（平均 0.6200）、アリル数は 4～11（平

均 6.125）であった。いずれの座位においても HWE からの逸脱は見られなかった。  

 連鎖不平衡の有無については、台帳を基に血縁関係ではない 52 サンプルを選定し検定を行

った。すべての座位の組み合わせで P＞0.05 となり、連鎖不平衡は見られなかった。また、

父、母、子の親子関係が明らかな個体同士でアリルを比較したところ、矛盾の見られた親子

ペアが 34 組中 2 組存在した。 

 各マーカーの遺伝子型を基に 173 個体のクラスター解析を行ったところ、⊿K の最大値は

34.68752（K=3）となり、3 つのクラスターを仮定することが最も適当であると明らかになっ

た。 
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4 考察 

 本研究では、8 つのマイクロサテライトマーカーを用いて、254 個体について調査を行った。

しかしながら解析に使用できたサンプルは 173 個体であった。うち血液は 97 サンプル、羽

軸は 76 サンプルであり、血液では高い確率で増幅に成功した（81.5％）が、羽軸サンプルで

はシグナルが弱くうまく増幅されない割合が高かった（56.2％）。血統登録台帳を参考に 34

組の親子（父－子、母－子、父・母－子）について、得られたアリルについて比較したとこ

ろ 2 組の親子で 1 座位ずつ（Sh1Ca16、PNN09）の矛盾が見られた。Sh1Ca16 では、母親

は 95 のホモアリルを持っていたのに対し、子は 97 のホモアリルを持っていた。PNN09 で

は、父親は 370 のホモアリル、母親は 366/370 のヘテロアリルだったのに対し、子は 366/374

のヘテロアリルであった。台帳の記録の間違いまたは、つがい外交尾の可能性も考えられる

が、いずれも羽軸サンプルだったことから抽出した DNA 量が不十分であり、null allele の

存在が考えられた。今回解析した 8 座位は、ハーディ・ワインベルグ平衡からの逸脱や連鎖

不平衡は見られず、今後ケープペンギンの野生集団にも応用可能なマイクロサテライト DNA

マーカーセットであることが示された。しかし十分な DNA 量を得るために使用するサンプ

ルは血液が好ましいと考えられる。 

 Schlosser ら（2009）が調べた野生のフンボルトペンギンのヘテロ接合体率の観察値（Ho）

は、Sh1Ca12 では 0.825～0.884、Sh1Ca16 では 0.714～0.897、Sh2Ca21 では 0.517～0.670 であ

った。今回解析したケープペンギンのHo値と比較すると Sh2Ca21では同等の値であったが、

Sh1Ca12 と Sh1Ca1 では今回の解析結果の方が低かった。しかし、マーカーは異なるものの同

じ絶滅危惧種であるキガシラペンギンの Ho 値は 0.30～0.45 であることを考えると

（Boessenkool et al., 2009）、本研究のケープペンギンの遺伝的多様性は低くないと考えられた。

今後はケープペンギンの野生個体群との比較が必要である。 

 STRUCTURE2.3.4 を用いたクラスター解析では、日本のケープペンギンは大きく分けると
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3 つの祖先集団に由来することが明らかとなった。1 章でクラスターB に含まれた 4 ハプロタ

イプも 3 つの祖先集団を持っており、mtDNA 多型解析の結果と、本章のマイクロサテライト

DNA マーカーを用いた集団解析の結果は一致しなかった。今回サンプル提供をしていただい

た動物園・水族館のうち、飼育羽数の多い 4 つの動物園・水族館でクラスターの分布を比較

したところ、飼育施設によって祖先集団の偏りがあった。今後多様性を維持するために、

mtDNA 多型解析で得られた 30 ハプロタイプを維持しながら、同じ祖先集団に由来する個体

同士のみで繁殖に供しないなどの配慮が必要であると考えられた。 

 また、任意の2個体が異なる遺伝子型を有する確率である識別能（Power of Discrimination:PD）

を算出し、n 個の座位を用いた総合識別能力（APD）を 

𝐴𝑃𝐷 = 1 − ∏( 1 − 𝑃𝐷𝑖)

𝑛

𝑖=1

 

の式を用いて計算した。PD は 0.6149～0.8692（平均 0.7969）、APD は 1-1.8×10
-6＝0.9999982

となり、8 遺伝子座の遺伝子型を用いた総合的な識別能力、つまり任意の２個体が異なる遺

伝子型を持つ確率は、99.99982％となり、本マイクロサテライト DNA マーカーは個体識別に

も利用できる可能性が考えられた。 
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クラスター1 

クラスター2 

クラスター3 

図1 飼育ケープペンギン173個体の集団解析 

ΔKの値により、K＝3つのクラスターに分かれている。 

それぞれのカラムは各個体を示しており、国内のケープペンギン
飼育集団は赤色、緑色、青色の大きく3つの祖先集団に由来する。 
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表1 使用したマイクロサテライトDNAマーカー 

Locus Primer Sequences (5′–3′) 
Fluorescent  

dye label 
Repeat unit 

Ta 

 (°C)  

Allele size  

range in bp  

Accession 

No. 
Reference 

Sh1Ca12  
F: GCACACTGTGAGCTTGCAC 

NED (T)7(CTA)(T)4(G)(T)7 (AC)14 60 118-130 AF540007 

Schlosser et al.,2003 

R:CTTGGGCTCTCAAATACCC 

Sh1Ca16  
F: GTAGGGCAGCAGCACACC 

VIC 
(CCCT)2(CT)1(CA)20 (GAG) 

(TTTC)2(TG)2 
60 101-107 AF540008 

R:TCTCCTGGAAAGCAGGAATCC 

Sh1Ca17  
F: GCCCTCAGTGGTTGCACA 

PET (CA)15(TATGCAA)(CA)4 60 105-126 AF540009 
R: GGTGGTCAAAACCCCTCTTT 

Sh2Ca12  
F: TCAGTGTACGAGCCAGAAGG 

NED (T)3(CA)14(A)3 55 112-148 AF540010 
R: CTAGGATCCCGGCTTTTGTC 

Sh2Ca21  

F: 

AAAATAAAGCCTATACACAACAGG FAM (CA)11 53 119-137 AF540011 

R: GTGCACTTAATGGGGTGTATG 

PNN01 
F: ATGATGAGAGGGATGAATGGAC 

VIC (GGAT)7 55 317-329 JX494403 

Lacbushagne et al.,2013 

R: GAGTACACCTGCGCCAGAC 

PNN03 
F: ACAAACTTCCCACCTGACTGTT 

NED (TAC)12 55 368-383 JX494404 
R: GCTCCTATTTCACGACTCATCC 

PNN06 
F: TCAGAAAGGAACTGTGTAGAGGC 

FAM (TCTA)10 55 299-315 JX494406 
R: TCCTGAGTAACACTTGTGGGTG 

PNN09 
F: CTGAGCAGACAAACTGGTAAAA 

FAM (GATA)12 55 360-378 JX494409 
R: TCAACTCGTCTTTGCTTACAAC 

PNN12 
F: TGGAGGTGTTATGTTTAGCAT 

FAM (GT)10 55 252-264 JX494410 
R: TTCAGTGGCTGTATTTGCTG 
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表2 Sh1Ca12、Sh1Ca16、Sh1Ca21座位において観察されたアリル頻度 

Sh1Ca12       

Allele   Count  
Heterozygote

s 
 Frequency  

118 6 6 0.0174 

124 236 72 0.686 

128 99 73 0.2878 

130 3 3 0.0087 

Sh1Ca16       

Allele   Count  
Heterozygote

s 
 Frequency  

91 5 5 0.0145 

93 11 11 0.032 

95 231 77 0.6715 

97 13 13 0.0378 

101 20 14 0.0581 

103 42 38 0.1221 

107 22 20 0.064 

Sh2Ca21       

Allele   Count  
Heterozygote

s 
 Frequency  

113 4 4 0.0116 

119 1 1 0.0029 

121 6 6 0.0174 

123 182 96 0.5291 

125 65 47 0.189 

127 30 26 0.0872 

129 7 5 0.0203 

131 8 8 0.0233 

133 34 34 0.0988 

135 1 1 0.0029 

137 6 6 0.0174 
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表3 PNN01、PNN03、PNN06、PNN09、PNN12座位において 

観察されたアリル頻度 

PNN01       

Allele   Count  Heterozygotes  Frequency  

317 100 60 0.2907 

321 122 70 0.3547 

325 102 64 0.2965 

329 20 20 0.0581 

PNN03       

Allele   Count  Heterozygotes  Frequency  

368 21 19 0.061 

371 14 14 0.0407 

374 217 69 0.6308 

377 17 15 0.0494 

380 47 41 0.1366 

383 23 17 0.0669 

389 5 5 0.0145 

PNN06       

Allele   Count  Heterozygotes  Frequency  

299 70 66 0.2035 

303 129 87 0.375 

307 138 88 0.4012 

311 5 5 0.0145 

315 2 2 0.0058 

PNN09       

Allele   Count  Heterozygotes  Frequency  

362 8 8 0.0231 

366 92 66 0.2659 

370 145 77 0.4191 

374 62 46 0.1792 

378 39 33 0.1127 

PNN012       

Allele   Count  Heterozygotes  Frequency  

252 143 81 0.4157 

256 8 8 0.0233 

258 126 78 0.3663 

260 17 17 0.0494 

262 45 35 0.1308 

264 5 5 0.0145 
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表4 173個体における 

8座位のヘテロ接合体率の観察値（Ho）と期待値（He）、 

ハーディ・ワインベルグ平衡（HWE）からの逸脱の有無 

Locus name Number of allele He Ho HWE 

Sh2Ca21 11 0.6802 0.6672 - 

Sh1Ca16 7 0.5174 0.5256 - 

Sh1Ca12 4 0.4477 0.4474 - 

PNN01 4 0.6221 0.7005 - 

PNN03 7 0.5233 0.5726 - 

PNN12 6 0.6512 0.6747 - 

PNN06 5 0.7209 0.6587 - 

PNN09 5 0.6647 0.7104 - 

Avarage 6.125 0.6034 0.6196   
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表4 173個体における 

8座位のヘテロ接合体率の観察値（Ho）と期待値（He）、 

ハーディ・ワインベルグ平衡（HWE）からの逸脱の有無 

Locus name Number of allele He Ho HWE 

Sh2Ca21 11 0.6802 0.6672 - 

Sh1Ca16 7 0.5174 0.5256 - 

Sh1Ca12 4 0.4477 0.4474 - 

PNN01 4 0.6221 0.7005 - 

PNN03 7 0.5233 0.5726 - 

PNN12 6 0.6512 0.6747 - 

PNN06 5 0.7209 0.6587 - 

PNN09 5 0.6647 0.7104 - 

Avarage 6.125 0.6034 0.6196   
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第 3 章 ケープペンギンに特異的な DNA 配列の探索 

1 序論 

これまで 1、2 章では国内飼育されているケープペンギンの遺伝的多様性や系統関係につい

て、比較的進化速度の速いマイクロサテライトや mtDNA を用いて解析してきた。本章ではよ

り大きなスケールでケープペンギンの種としての特徴を捉え、ペンギン科におけるケープペ

ンギンの分子系統的位置付けを明らかにすることを目的とし、ケープペンギン特異的 DNA 配

列を探索した。特異的 DNA の探索には異なる 4 種類の方法（制限酵素を用いたサテライト

DNA の探索、RAPD-PCR 法、MASA 法、RDA 法）を用いた。 

 サテライト DNA とは数塩基からなる単位が数千にも繰り返す、単純な繰り返し配列であり、

ヘテロクロマチン領域に存在することが明らかとなっている（Sullivan et al., 2001）。これら

のサテライト DNA は、種間や地域集団間において多様性があることが知られており、種や集

団を同定する遺伝マーカーになると考えられている。 

 全ゲノム DNA を対象とする Random Amplified Polymorphic DNA（RAPD）-PCR 法

（Williams et al., 1990）は 10～13 塩基対のランダムプライマーを用いて PCR を行い、遺伝

的差異を検出する方法で多くの生物の種判定や地域集団の識別に用いられている。

RAPD-PCR 法は微量の試料で分析が可能で、簡便である一方、再現性が低いことが指摘され

ている。一方 RAPD-PCR 法に似た方法に Mini/Microsatellite-Associated Sequence 

Amplification （MASA）法が挙げられる。MASA 法ではランダムプライマーの代わりに、

ミニまたはマイクロサテライトのコア配列をプライマーとして PCR を行い、より多型性のあ

る領域を増幅する方法である。インドサイ（Ali et al., 1999）などの野生動物でも、種特異的

繰り返し配列の探索に用いられている。 

 Representational difference analysis （RDA）法は、2 種のゲノム間の変異欠失を簡便かつ効

率よく検出するサブトラクション法の 1 種である（Lisitsyn & Wigler, 1993）。RDA 法では、
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representation の過程において、PCR による増幅が 0.1~1.5kb の DNA 断片を優先的に増幅する

ことを利用し、ゲノムDNAの複雑度を下げ単純化し、その後の kinetic enrichmentの過程では、

2 種類の amplicon（tester と driver）を競合的ハイブリダイゼーションさせ、PCR により tester

特異的 DNA 断片の選択的増幅を行う。kinetic enrichment を繰り返すことで tester 特異的 DNA

断片を濃縮していく手法である。これまで、動物や植物、バクテリアなどの、種や株特異的

マーカー（Murakami et al., 2002、Nekrutenko et al., 1999）、性特異的マーカー（Pérez-Pérez 

& Barragán, 1998）を探索するのに用いられている。 

 これら 4 種類の方法を用いて、ケープペンギンに特異的な DNA 配列を探索した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

35 

 

2 方法 

2－1 材料と DNA の抽出 

ペンギン科では、フンボルトペンギン属のケープペンギン、マゼランペンギン、フンボル

トペンギン、マカロニペンギン属のイワトビペンギン（Eudyptes chrysocome）、アデリーペン

ギン属のアデリーペンギン（Pygoscelis adeliae）、ジェンツーペンギン（Pygoscelis papua）、コ

ウテイペンギン属のキングペンギン（Aptenodytes patagonicus）を用いた。ペンギンのサンプ

ルは八景島シーパラダイス、伊豆三津シーパラダイス、マリンピア松島水族館、京都水族館、

すみだ水族館、東武動物公園から提供いただいた。 

ペンギン以外の鳥類として、ニワトリ（Gallus gallus domesticus）、カワウ（Phalacrocorax 

carbo）、コサギ（Egretta garzetta）、アオサギ（Ardea cinerea）、ヤマドリ（Syrmaticus soemmerringii）、

カラス（Corvus spp.）、カモ（Anas spp.）、ミドリコンゴウインコ（Ara militaris）からも DNA

を抽出した。サンプルは麻布大学解剖学第二研究室、NPO 法人四国自然史科学研究センター、

東武動物公園、A.Land おゆみ野動物病院から提供していただいた。 

 DNA の抽出は血液または組織から行なった。血液は Gen とるくん血液用（TaKaRa Bio）ま

たは Gentra Puregene ®Blood Kit (QIAGEN)を用い、組織は Get pureDNA Kit-Cell, Tissue

（Dojindo）を用い、添付のマニュアルに従って抽出した。DNA 溶液の濃度は波長 260nm で

の吸光度から求めた。 

 

2－2 制限酵素切断によるサテライト DNA の検出法 

2－2－1 サテライト DNA の単離 

 ケープペンギンのゲノム DNA を 78 種類の制限酵素（表 1）で一晩処理し、1.5％アガロー

スゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色しバンドを確認した。78 種類の制限酵素

のうち、StuⅠ、BmeT110Ⅰ、EcoO109Ⅰ、BmeT120Ⅰで切断した際に、明確なバンドを得た。



 

 

36 

 

中でも StuⅠ、BmeT110Ⅰ処理で得られたバンドを、Fast Gene™ Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON 

Genetics）を用いてアガロースゲルから精製した。 

2－2－2 特徴的 DNA 断片のクローニングと配列の決定 

 TA クローニングには pGEM-T Easy Vecter SystemⅡ（Promega）または平滑末端のクローニ

ングには pUC119 ベクター（TaKaRa Bio）を用いた。ライゲーション反応はキットに付属の

T4 DNA Ligaseと 2×Rapid Ligation Bufferを用いて行い、トランスフォーメーションにはE.coli 

JM109 Competent Cell（TaKaRa Bio）を使用した。コンピテントセル 25μl とライゲーション液

4μl を混和し、氷中で 30 分静置した。42℃で 1 分間インキュベートした後、滅菌蒸留水を 200μl

加えアンピシリン（50μg/ml）加 LB 培地に播種し、37℃で一晩培養した。 

 インサートサイズの確認のために、PCR を用いてプラスミドベクターに対するフォワード

プライマーとリバースプライマーによりインサート部分を増幅した。PCR 反応には、AmpliTaq 

Gold
®
 360 Master Mix を用い、0.2μM 各プライマーを加えて全量 25μl とした。初期熱変性を

95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30 秒間、55 °C 30 秒間、伸長反応 72°C 30 秒間のセットを 32

サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 5 分間の PCR 条件で行なった。PCR 産物は 1.5％ア

ガロースゲル電気泳動を行い、目的のサイズのインサートを含むことを確認した。 

 PCR 産物は exonuclease I (Wako)と shrimp alkaline phosphatase (TaKaRa Bio)を用いて精製し、

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を用い、ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer によって配列を決定した。 

2－2－3 特異的プライマーの作製と作製したプライマーによる PCR 反応 

 Amplify version 3.1.4/3X を用いて、決定配列から新規プライマーを作製した。PCR 反応は

1×buffer、20 mM Tris-HCl、pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、200 µM dNTPs、1.25 units Ex Taq
®
 

HS DNA polymerase (TaKaRa Bio)、各プライマー0.2 µM を含んだ全量 50μl で行い、初期熱変

性を 95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30 秒間、アニーリング温度 65°C 30 秒間、伸長反応 72°C 
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30秒間のセットを 27サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 5分間の条件で行なった。1.5％

アガロースゲルを用いて電気泳動し、増幅された DNA 断片がケープペンギンに特異的かどう

か検討した。 

2－2－4 サザンブロットハイブリダイゼーション 

 2－2－3 で得られた PCR 産物の電気泳動像において、100～800bp の大きさのバンドをゲル

から切り出し、Fast Gene™ Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON Genetics）を用いて精製した。精

製 DNA を pGEM-T Easy Vecter SystemⅡ（Promega）を用いて TA クローニングし、ABI PRISM 

3130 Genetic Analyzer によって配列を決定した。決定配列のうち、190bp の繰り返し単位が 3

回繰り返されている配列をインサートとしたプラスミドを Fast Gene™ Plasmid Mini Kit

（NIPPON Genetics）を用いて精製した。精製したプラスミド DNA をテンプレートとして、

PCR DIG Probe Synthesis Kit（Roche）を用いて、ジコキシゲニン（DIG）標識プローブとした。 

 各種ゲノム DNA 2.5μg を制限酵素で一晩処理し、1％アガロースゲルで 100V 60 分間電気泳

動を行なった。エチジウムブロマイドで染色し、バンドを確認した後、0.4N NaOH で 30 分間

浸積し変性させ、その後中和溶液（0.5M Tris-HCl、pH7.5、1.5M NaCl）で 30 分間浸積した。

ナイロンメンブレン Biodyne
®
Plus Nylon Membrane（Pall Corporation）を用いてキャピラリー

トランスファーを行なった。終了後、UV クロスリンカーにて紫外線を 120mJ/cm
2照射し DNA

を固定した。 

 DIG ラベルした DNA プローブとブロット上の DNA を、DIG Easy Hyb（Roche）を用いて

42 °C で一晩ハイブリダイズさせた。ハイブダイゼーション終了後、DIG Wash and Block Buffer 

Set（Roche）を用いてメンブレンを洗浄した。Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments（Roche）、

CDP-Star, ready-to-use（Roche）を使用した化学発光法によりハイブリッドされた DNA を検出

し、メンブレンを X 線フィルムに感光させ可視化した。 
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2－3 RAPD-PCR 法 

2－3－1 ランダムプライマーによる PCR 反応 

10～13bp のランダムプライマー12 種類（表 2）を使用した。ケープペンギン、フンボルト

ペンギンの DNA を用いて、1×buffer、20 mM Tris-HCl、pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、

200 µM dNTPs、1.25 units Ex Taq
®
 HS DNA polymerase (TaKaRa Bio)、各プライマー0.2 µM を

含んだ全量 50μl で PCR 反応を行った。PCR は初期熱変性を 95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30

秒間、アニーリング温度 36°C 30 秒間、伸長反応 72°C 30 秒間のセットを 40 サイクル、最終

反応として伸長反応 72 °C 5 分間の条件で行なった。1.5％アガロースゲルを用いて電気泳動

し、ケープペンギンに特徴的と思われるバンドを選び、Fast Gene™ Gel/PCR Extraction Kit

（NIPPON Genetics）を用いてアガロースゲルから精製した。 

2－3－2 特徴的 DNA 断片のクローニングと配列の決定 

 選んだ DNA 断片は、2－2－2 と同様に、pGEM-T Easy Vecter SystemⅡ（Promega）を用い

て TA クローニングを行ない、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer によってインサート DNA の

配列を決定した。 

2－3－3 特異的プライマーの作製と作製したプライマーによる PCR 反応 

 2－2－3 と同様に、新規プライマーを作製し PCR を行い、増幅された DNA 断片がケープ

ペンギンに特異的かどうか検討した。 

 

2－4 MASA 法 

2－4－1 ミニ/マイクロサテライトコアプライマーによる PCR 反応 

 ミニ/マイクロサテライトのコア配列である 6 種類のプライマー（表 3）を使用した。PCR

反応には、AmpliTaq Gold
®
 360 Master Mix を用い、0.4μM 各プライマーを加えて全量 25μl

とした。初期熱変性を 95°C 3 分間の後、熱変性 95°C 30 秒間、至適アニーリング温度 30 秒間、
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伸長反応 72°C 30 秒間のセットを 35 サイクル、最終反応として伸長反応 72 °C 5 分間の PCR

条件で行なった。PCR 産物は 1.5％アガロースゲル電気泳動を行い、ケープペンギンに特徴的

と思われるバンドを選び、Fast Gene™ Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON Genetics）を用いてア

ガロースゲルから精製した。 

2－4－2 特徴的 DNA 断片のクローニングと配列の決定 

選んだ DNA 断片は、2－2－2 と同様に、pGEM-T Easy Vecter SystemⅡ（Promega）を用い

て TA クローニングを行ない、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer によってインサート DNA の

配列を決定した。 

2－4－3 特異的プライマーの作製と作製したプライマーによる PCR 反応 

2－2－3 と同様に、新規プライマーを作製し PCR を行い、増幅された DNA 断片がケープ

ペンギンに特異的かどうか検討した。 

 

2－5 RDA 法 

2－5－1 ゲノム DNA の制限酵素消化 

 ケープペンギン、フンボルトペンギン、ジェンツーペンギンのゲノム DNA を制限酵素 Bgl

Ⅱ、HindⅢ、BamHⅠを用いて一晩消化した。1.5％アガロースゲル電気泳動を行い、完全消

化を確認し PCI 抽出を行なった。3M 酢酸ナトリウムとイソプロパノールを用いて DNA を沈

殿させ、滅菌蒸留水で溶出した。今回行なった tester と driver の組み合わせは表 4 に示した。 

2－5－2 Amplicon の作製 

 制限酵素消化ゲノム DNA に、各制限酵素に対応した R24/12 アダプター（表 5）をライゲ

ーションした。R24 配列をプライマーとし、Whole Genomic PCR を行なった。PCR 反応は

1×buffer、20 mM Tris-HCl、pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、320 µM dNTPs、3.75 units Ex Taq
®
 

HS DNA polymerase (TaKaRa Bio)、各プライマー1.2 µM を含んだ全量 100μl で PCR 反応を行



 

 

40 

 

った。PCR は 72°C 5 分間の後、95°C 1 分間、72°C 3 分間のセットを 20 サイクル、最終反応

として 72 °C 10 分間の条件で行なった。1.5％アガロースゲル電気泳動を行い、増幅量を見積

もり PCI 抽出、イソプロパノール沈殿を行なった。アダプターを除去するために、制限酵素

で 2 時間処理し、再び PCI抽出、イソプロパノール沈殿を行なった。tester amplicon のみ Amicon 

Ultra -0.5 (Millipore)を使用し精製した。 

2－5－3 1st round RDA 

 tester amplicon に、各制限酵素に対応した J24/12 アダプター（表 5）をライゲーションした。

ライゲーション済み tester amplicon と driver amplicon を BglⅡ、BamHⅠでは 1：100 で、Hind

Ⅲでは 1：40 で混和し、PCI 抽出後、8μl のハイブリダイゼーションバッファー（30mM EPPS 

pH 8.2、3mM EDTA pH8.0）に溶解し、67°C で 24 時間ハイブリダイズさせた。 

ハイブリダイゼーション溶液をテンプレートとして、1×buffer、20 mM Tris-HCl、pH8.0、100 

mM KCL、2 mM MgCl2、320 µM dNTPs、3.75 units Ex Taq
®
 HS DNA polymerase (TaKaRa Bio)、

各プライマー1.5µM を含んだ全量 100μl で PCR 反応を行った。PCR は 72°C 5 分間の後、95°C 

1 分間、70°C 3 分間または 72°C 3 分間のセットを 10 サイクル、最終反応として 72 °C 10 分間

の条件で行なった。反応後の PCR 産物は PCI 抽出、イソプロパノール沈殿を行い、Mung Bean 

nuclease 処理を行なった。 

Mung Bean nuclease 処理後の PCR 産物をテンプレートとして、1×buffer、20 mM Tris-HCl、

pH8.0、100 mM KCL、2 mM MgCl2、320 µM dNTPs、3.75 units Ex Taq
®
 HS DNA polymerase 

(TaKaRa Bio)、各プライマー1.5µM を含んだ全量 100μl で PCR 反応を行った。PCR は 72°C 5

分間の後、95°C 1 分間、70°C 3 分間または 72°C 3 分間のセットを 20 サイクル、最終反応と

して 72 °C 10 分間の条件で行なった。1.5％アガロースゲル電気泳動を行い、増幅量を見積も

り PCI 抽出、イソプロパノール沈殿を行なった。アダプターを除去するために、制限酵素で

2 時間処理し、再び PCI 抽出、イソプロパノール沈殿を行なった。 
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2－5－4 2nd round RDA 

 1st round RDA と同様に 2nd round RDA を行なった。アダプターは各制限酵素に対応した

N24/12 アダプター（表 5）を使用した。BglⅡ、BamHⅠでは 1：800 で、HindⅢでは 1：400

の濃度でハイブリダイスさせた。 

2－5－5 3rd round RDA 

 2nd round RDA と同様に 3rd round RDA を行なった。アダプターは各制限酵素に対応した

J24/12 アダプターを使用した。tester amplicon と driver amplicon の濃度は適宜調整してハイブ

リダイスさせた。 

2－5－6 特徴的 DNA 断片のクローニングと配列の決定 

 最終的に残った断片は Fast Gene™ Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON Genetics）を用いてアガ

ロースゲルから精製した。2－2－2 と同様に、pGEM-T Easy Vecter SystemⅡ（Promega）を用

いて TA クローニングを行ない、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer によってインサート DNA

の配列を決定した。  

2－5－6 特異的プライマーの作製と作製したプライマーによる PCR 反応 

 2－2－3 と同様に、新規プライマーを作製し PCR を行い、増幅された DNA 断片がケー

プペンギンに特異的かどうか検討した。 

2－5－7 サザンハイブリダイゼーション 

 特徴的だったDNA断片をインサートとしたプラスミドDNAは、2－2－4と同様にPCR DIG 

Probe Synthesis Kit（Roche）を用いて、ジコキシゲニン標識プローブとした。各種ペンギン、

鳥類のゲノム DNA 2.5μg とサザンハイブリダイゼーションを行い、特徴的 DNA 断片の各ゲ

ノム中の有無について検討した。 
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3 結果 

3－1 制限酵素切断によるサテライト DNA の検出法 

 78 種類の制限酵素を用いて、ケープペンギンのゲノム DNA を消化したところ、StuⅠ、

BmeT110Ⅰ、EcoO109Ⅰ、BmeT120Ⅰ処理で、明確なバンドが得られた（図 1）。BmeT110Ⅰ

処理で得られたバンドについてクローニングを行い、190bp の配列を決定した（図 2、Sde-Bme

配列）。Sde-Bme 配列は BmeT110Ⅰ以外の 3 種類の制限酵素 StuⅠ、EcoO109Ⅰ、BmeT120Ⅰ

の認識配列を持っており、さらに配列の異なる変異体が存在していた。StuⅠについても同様

に、制限酵素処理後、配列を決定したが、Sde-Bme 配列と同様の配列であった。 

この Sde-Bme 配列を元に新規プライマー（図 2、表 6、Sde-Bme F、Sde-Bme R）を作製し、

ペンギン類、その他鳥類について PCR を行なったところ、ペンギン科に共通して 190bp 間隔

のラダー状のバンドが観察された。ペンギン以外の鳥類ではバンドは見られなかった（図 3）。 

BmeT110Ⅰ処理したケープペンギンのゲノム DNA と、DIG 標識した Sde-Bme 配列のサザ

ンハイブリダイゼーションを行ったところ、シグナルはラダー状に検出された（図 4）。以上

のことから PCR の結果と合わせて、Sde-Bme 配列はゲノム中では縦列反復配列として存在し

ていると考えられた。BmeT110Ⅰ処理をオーバーナイトで行い、完全分解させたケープペン

ギンゲノム DNA でも 1 つのスポットとはならず、ラダー状のシグナルとなったことから、縦

列反復配列のなかには BmeT110Ⅰの認識配列が欠けている変異体の存在が確認できた。ケー

プや、マゼラン、フンボルトペンギンのゲノム DNA とのハイブリダイゼーションでは、縦列

反復配列が検出されたのに対し、キングやアデリーペンギンでは大きな塊として検出された

（図 5）。さらに、HindⅢで消化したケープペンギンのゲノム DNA と、DIG 標識した Sde-Bme

配列とのサザンハイブリダイゼーションでは、シグナルは大きな塊として検出された。一方

で、キングペンギンのゲノム DNA とのサザンハイブリダイゼーションでは、縦列反復配列が

検出された（図 6）。 
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3－2 RAPD-PCR 法 

2－3－1 に示した 12 種類のランダムプライマーのうち、N9 プライマーで PCR を行なった

際に、ケープペンギンに特徴的なバンドを得た。そこで、クローニングを行ない、776bp の

配列を決定した（図 7、RAPD 配列）。この RAPD 配列を元に新規プライマー（図 7、表 6、

N9-RAPD F、N9-RAPD R）を作製し、ペンギン科、その他鳥類について PCR を行なったとこ

ろ、ペンギン科に共通して 635bp のバンドが観察された（図 8）。ペンギン以外の鳥類ではバ

ンドは見られなかった。 

 

3－3 MASA 法 

 2－4－1に示したミニ/マイクロサテライトのコア配列である6種類のプライマーのうち、

33.6d プライマーで PCR を行なった際に、ケープペンギンに特徴的なバンドを得た。そこで、

クローニングを行ない、540bp の配列を決定した（図 9、MASA 配列）。この MASA 配列を元

に新規プライマー（図 9、表 6、33.6-MASA F、33.6-MASA R）を作製し、ペンギン科、その

他鳥類について PCR を行なったところ、ペンギン科の中でもフンボルトペンギン属のケープ

ペンギン、マゼランペンギン、フンボルトペンギン、マカロニペンギン属のイワトビペンギ

ンに共通して 321bp のバンドが観察された。一方でアデリーペンギン属のアデリーペンギン、

ジェンツーペンギン、コウテイペンギン属のキングペンギンや、ペンギン目と比較的近縁と

されているカツオドリ目のカワウでは、異なるサイズのバンドが観察された（図 10）。この

バンドについてダイレクトシークエンスを行なったところ、一部に挿入のみられる配列であ

った。ペンギン以外の鳥類ではバンドは見られなかった。 

 

3－4 RDA 法 

 tester としてケープペンギンゲノム DNA、driver としてフンボルトペンギン、ジェンツーペ
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ンギンゲノム DNA を用いて、5 種類の組み合わせで RDA 法を行なった（表 4）。 

 driver にフンボルトペンギンのゲノム DNA を用いた場合は、いずれの制限酵素でも 3rd 

round 時点でバンドはなく、ケープペンギン特異的 DNA 配列を得ることはできなかった。 

 一方で driver にジェンツーペンギンのゲノム DNA を使用し、BamHⅠ処理を行なった場合

は 3rd round めに約 400bp と 500bp 付近に 2 本のバンドが残った（図 11）。この 2 本のバンド

をクローニングし、4 種類の配列を得た（図 12-15、RDA-1~4 配列）。そこでそれぞれの配列

を元に新規プライマー（図 12-15、表 6）を作製し、ペンギン科、その他鳥類について PCR

を行なった。 

そのうち RDA-1 配列を基に設計したプライマーを使用し PCR を行なったところ、ペンギン

科の中でもフンボルトペンギン属のケープペンギン、マゼランペンギン、フンボルトペンギ

ン、マカロニペンギン属のイワトビペンギンに共通して 329bp のバンドが観察された。一方

で、アデリーペンギン属のアデリーペンギン、ジェンツーペンギン、コウテイペンギン属の

キングペンギンや、その他の鳥類ではバンドは検出されなかった（図 16）。 

 その他の RDA-2、3、4 配列ではペンギン科に共通してのバンドが観察され、ペンギン以外

の鳥類ではバンドは見られなかった（図 17-19）。 

 ペンギン科の間で特徴のあった RDA-1 配列を DIG プローブとして、サザンハイブリダイゼ

ーションを行なった。PCR でもバンドが検出されたケープペンギン、マゼランペンギン、フ

ンボルトペンギンでは、サザンハイブリダイゼーションでもシグナルが検出された。PCR で

バンドが検出できなかったアデリーペンギン、ジェンツーペンギン、キングペンギンのうち、

アデリーペンギンとジェンツーペンギンではシグナルも検出されなかったが、キングペンギ

ンではシグナルが検出された。ペンギン以外の鳥類ではシグナルは検出できなかった（図 20）。 

RDA-1 配列をインサート DNA としたプラスミド DNA を 0.1pg、1pg、10pg、100pg、1ng

の濃度でブロッティングし検出感度を確認したところ、1ng ではほぼシグナルが検出できな
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くなることから、検出限界は 1～10ng の間であると推定された。また、ペンギンサンプルの

シグナルと比較したところ、フンボルトペンギン属の中でもケープペンギン、マゼランペン

ギンではシグナルは 100ng とほぼ同等の強度のシグナルであり、フンボルトペンギンではや

や弱いシグナルであった（図 20）。鳥類の全ゲノムの塩基対はヒトの 3 分の 1 であることや、

1 レーンにブロットしたゲノム DNA 量（2.5μg）から、100ng のシグナル強度は 1 細胞当たり

数 10 分子に相当し、RDA-1 配列がゲノム中で占める割合は低いと推定された。 
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4 考察 

 本章ではケープペンギンに特異的な DNA 配列を探索した。その結果、制限酵素切断による

サテライト DNA の検出法、RAPD-PCR 法、RDA 法ではペンギン科に共通の 5 配列を得た。

そのうちサテライト DNA の探索で得られた Sde-Bme 配列は、サザンハイブリダイゼーショ

ンの結果から、フンボルトペンギン属とアデリーペンギン属やコウテイペンギン属のペンギ

ンでは存在様式が異なることが明らかとなった。しかし、ケープペンギンと同じフンボルト

ペンギン属のペンギン間には、存在様式の違いも見られなかった。MASA 法や RDA 法を用

いた場合では、フンボルトペンギン属、マカロニペンギン属に共通の 2 配列を得た。RDA 法

で得られた RDA-1 配列は、ケープペンギンからジェンツーペンギンをサブトラクションした

際に得られた配列であり、同属のフンボルペンギンとのサブトラクションは成功しなかった。

4 種類の異なる方法を用いたが、ケープペンギンにのみ特異的な DNA 配列は得ることができ

なかった。 

 現生するペンギンは 6属 18種に分類されているが、これまでペンギン科全体の分類として、

形態学的分類、行動学的分類、DNA-DNA ハイブリダイゼーションによる分類などが行われ

てきた。Baker ら（2006）は 18 種のペンギンについて、mtDNA の rRNA 12S、16S、cytb、CO

Ⅰ、核 DNA の RAG-1 領域の 5851bp を解析し系統分類を行ない、各ペンギンの分岐時期につ

いて推定した。ペンギンの起源は、約 7100 万年前のゴンドワナ大陸であり、現生ペンギンは

新世代始新世に出現したとされている。まずコウテイペンギン属が 4000 万年前に、アデリー

ペンギン属が 3800 万年前に分岐した。フンボルトペンギン属とコガタペンギン属は 2780 万

年前にマカロニペンギン属と分岐し、その後フンボルトペンギン属は、コガタペンギン属と

は 2510 万年前に分岐した。フンボルトペンギン属内では、610 万年前にフンボルトペンギン、

ガラパゴスペンギンと、ケープペンギン、マゼランペンギンが分岐し、350 万年前にケープ

ペンギンとマゼランペンギンが分岐したと推定されている。本研究でも 1 章で mtDNA を用い
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た系統解析を行なった際に、フンボルトペンギン属以外のイワトビ、ジェンツー、アデリー、

キングペンギンを加えた NJ 法による系統樹を作製した（accession No. AB775513-775518、

AB776016-776021）ところ、系統樹は Baker らの系統樹と一致した（データは示していない）。

従って、MASA 法や RDA 法でフンボルト、マカロニペンギン属に共通の配列が得られたこ

と、サテライト DNA の探索で得られた Sde-Bme 配列の存在様式がジェンツー、アデリー、

キングペンギンで異なることは、ペンギンの系統関係とも一致している。しかしながら RDA

法で得られたRDA-1配列のサザンハイブリダイゼーションではキングペンギンにもシグナル

が検出されたことから、RDA-1 配列はアデリーペンギン属にのみ存在しない配列なのかもし

れない。 

 一方、MHC クラスⅡ分子の DRB 領域を用いたフンボルトペンギン属間の系統分類では、

フンボルトペンギン属の 4 種間は近縁で、同一のクラスターに分類され、種間でクラスター

分けができないことが知られている（Kikkawa et al., 2009、Knafler et al., 2012）。また、チリ

のプニウィル島では、フンボルトペンギンとマゼランペンギンの生息域が重なっている。プ

ニウィル島では野生下で初めて、mtDNA を用いた PCR-RFLP 法により、フンボルト×マゼラ

ン、フンボルト×ケープの種間雑種の調査が行われ、種間雑種の存在が証明された（Simeone 

et al., 2009）。Simeone らの報告によれば、飼育下においてもフンボルト×ケープの種間雑種

の存在が示唆されており、実際に国内の動物園でも報告されている。 

本章の結果からも、フンボルトペンギン属のケープペンギン、マゼランペンギン、フンボ

ルトペンギンの核 DNA には大きな違いがないと考えられた。 
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図1 ケープペンギンゲノムDNAの制限酵素処理によって得られたバンド 

StuⅠ、BmeT110Ⅰ、EcoO109Ⅰ、BmeT120Ⅰ処理で、明確なバンドが得られた。 

M：100bpマーカー 

500bp 

1000bp 

M M 
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図2 ケープペンギンゲノムDNAのBmeT110Ⅰ処理によって得られた 

   Sde-Bme配列 190bp 

CCGAGAGCGACCAAGGCACGAAGGTCGGCAGCCTGA

GCTGGCTGGCAAGGCCGGAGCCGCAGTGTGTGTGGG

GCTGTGGAAGGGCTGCCAGGGCAAGGCGAGGGCCA

GCAACACCTGGGAGGCCTGGCACCTTCCGTGTGGGA

GCAGTCGCTGGACATTTGCAGTTTCGAGCTGGGCTGC

GGCGCAGGTC 

Sde-Bme R Sde-Bme F 

決定配列には、配列の一部異なる変異体が存在していた。 

枠はBmeT110Ⅰの認識配列、矢印は新規プライマー（Sde-Bme F、Sde-Bme R）の位置を示す。 
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図3 新規プライマー（Sde-Bme F、Sde-Bme R）を用いたPCR 

190bp 
380bp 
570bp 

ペンギン科に共通して190bp間隔のラダー状のバンドが観察された.。 

M：100bpマーカー 

 

500bp 

1000bp 

M 

M M 
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500bp 

1000bp 



190bp 

380bp 
570bp 
760bp 

図4 BmeT110Ⅰ処理を行なったケープペンギンゲノムDNAと 

    DIG標識したSde-Bme配列のサザンハイブリダイゼーション 

シグナルはラダー状に検出され、Sde-Bme配列はゲノム中では縦列反復配列
として存在していると考えられた。 
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図5 BmeT110Ⅰ処理を行なった各種ペンギンゲノムDNAと 

    DIG標識したSde-Bme配列のサザンハイブリダイゼーション 

マゼランペンギン、フンボルトペンギンのゲノムDNAとのハイブリダイゼーションで
は、縦列反復配列が検出されたのに対し、キングペンギンやアデリーペンギンで
は大きな塊として検出された。 
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図6 HindⅢ処理を行なったケープペンギンおよびキングペンギンゲノム
DNAとDIG標識したSde-Bme配列のサザンハイブリダイゼーション 

ケープペンギンのゲノムDNAではシグナルは大きな塊として検出された。 

一方で、キングペンギンのゲノムDNAとのハイブリダイゼーションでは、縦列反復配
列が検出された。 
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図7 N9プライマーを用いたRAPD-PCR法によって得られた 

    RAPD配列 776bp 

矢印は新規プライマー（N9-RAPD F、N9-RAPD R）の位置を示す。 

 

TTGCCGGCTTGAATGTCACCCAGTGGTGCTGCCCCTGCAGCCG 
 
CGCAGCCCCTGGGCTCCGTGCTATAAATAGCCTCCGCCTGTGTC
TGGCCGCTGCAAGAGCAAGTGGCAATTAAAGGCATTGGGGAG
CAAAAGTGGTGGGGCAGCCCCCTTGCCTGCACACCAGGGCATC
GTGGGGCCAACCAGCTCCCCATGCTGGCAGTGCCCAGCCCTTC
CCCGAAATCCTGGGGGAGACTGCGGGGACCCTAGGGATCAGG
AACCTTGCTTGGGTGAAGGGGAGTGACGGAGAACATGGTTGT
CTTCTCCCTTCCACCAAATACATGTACCGAGGCCTGTCCCAAAGC
CCTCCAGAAGGATGTATTCTCCACTAACCATCACAGCATCACTGC
AACCTTAATCCCCCTGTGGCTACTGGCCTGTTGTCTTTAGGGGG
AAATGCCGCCATGTGACGCAAAAGGGGTGCTCCGTGTTATGCA
GAAGACACACAGTCTCACCGCTCTTTCCTTGTTCTATCCCAGTGC
TTTGAAATAAAGGTGAGGCTGCACGTTCAGGGCTCGTGCTTAC
AGGGGATACTGCCTGAATGGGGCAGAGCACCGGTCCATATTTG
CACATCCATTGATAAAGCATCTGAGCACTGGTCTGACTCATCTGG
CATCTCATCTCCTGGCTCAGGTCACAGCCATCCATGTTAGAGCAC 
 
CTGAGAGCAGCTGATACCAAATAATGCAGGGAGAGATGGACAC
CTCTTGTGAGCTCCCTAGACATCTGCAAGCCGGCAA 

N9-RAPD R 

N9-RAPD F 
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図8 新規プライマー（N9-RAPD F、N9-RAPD R）を用いたPCR 

ペンギン科に共通して635bpのバンドが観察された.。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 
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1000bp 



図9 33.6dプライマーを用いたMASA法によって得られた 

      MASA配列 540bp 

矢印は新規プライマー（33.6-MASA F、33.6-MASA R）の位置を示す。 

 

TGGAGGAGGGCTGGAGGAGGGAAGCAGCCGTGCTGCGCCAAG
CCCGGGGCCACGCAGCCCTCCTTGGAGTGGCGGCGTGGGGCCT
GTCCCGAGAACCCTTGGGCAGGAGAGCCTGTGGCAGCAGCAGC
AGCGAGCGTTGTTCCTGCCGCTCACTGTGTGTTTCCCCTCCTGCC
CAGGCCGCCAGGCAGCACGTGAGGATCCAAAGCTACGAGTGGA
GCGGGAAAGCGCTAGCACCCTCTGGCCCAAGGAGCCTGCTGAC
GATTCAACGGTAACGAGCGCCTCCCTCGCTCTGGGGGTCTTGGC
CGTGGGGCTGGCAGGAGACTCGGATGAACCAGTGCATCAGCCA 
 
TCGGGGGGGACGCACGGCCTCCCGCCGATCAGGCTGCGGGGTC
CCACCGCCTCTCCGCAGGGAGTAGCCAAAGGCTTTAACCCAGCG
TCAGCGCAGCAGCTCCGGCCATCCTGGCCACCGGCGAGCTCTGG
TTGCCGGCAGAGCCAGCGCACCGTGACCCTGCCCCCCCGCCCCC
CTCCTCCAGCCCTCCTCCA 

33.6-MASA R 

33.6-MASA F 
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図10 新規プライマー（33.6-MASA F、33.6-MASA R）を用いたPCR 

フンボルトペンギン属のケープ、マゼラン、フンボルトペンギン、マカロニペンギン属の
イワトビペンギンに共通して321bpのバンドが観察された。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 
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図11 制限酵素BamH、tester ケープペンギン、driverジェンツーペンギンを 

     用いたRDA法の結果 

Hybridization round 

① ② ③ 

500bp 

1000bp 

3rd roundめに約400bpと500bp付近に2本のバンドが残った（矢印）。 
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図12 RDA法によって得られたRDA-1配列 380bp 

ACCGACGTCAACTATCCATGAACGGATCCTGTCGAGCGTA 
 
ACTGATGCGTAGCTCTCATGCTACTCTAATACCATCACGCAC
AGGTTACAGAAGACTCTGGCTCCAAAGTAAAGAACCAGC
TGCACATTACCGGCTCGTTCTTTAGCTTCTCACTTCTCAGG
AATGGTATCTGTGAGCCCTACCTGATGGAATTTATGGTATTT
TCAAGATGCGTGTCTTAGCCTCAGAGAACTAACTCAATTG
AAGAAATGCTTTGGGGAAACATCTCTATCCTTTTCTCTGAA
CGTATCTGTATTTTCAGACTGTCTCAAGAGCAGCTGTGAAC
ACAACCCACTCGTTCACTACTGTGCTCTAAGCGCTGACTGC 
 
CTGCCCAGCTGGA 

RDA-1 F 

RDA-1 R 

矢印は新規プライマー（RDA-1 F、RDA-1 R）の位置を示す。 

 

61 



図13 RDA法によって得られたRDA-2配列 496bp 

ACCGACGTCAACTATCCATGAACGGATCCGTCTCGTGATGGG 
 
TAGGAGGATGTGCTCTAGAACAGGCATTCCCTGCTGCACCAT
CAGAGGGACAGGGCATGATGGCTGCCCTCTCCCGGGGATG
GCTGCAGGGGTGTGAAGGGGGTGTGCAGCCAAGGATTCCA
AGGGCTGTCCTTCAGAGCAGGGTCCCTGTGCCCCAGGGGCC
TTTGTGCCGGGACAGGGACTCTGCCACCCGCCAAGGTCAGC
ACTCAGCCTGGCTGGGGATGTTCCCATGGCACTGCAGGGAG
AAGCTGTGGGTGCAAGGAGCGACTGCCAGCAGGGCAGGG
CAGGGCAGGGTTCCTCTGCTGTCAGGGGGGTTCTATGTGGG
TGAGGGCTACTCACAGCTCCAGAGCACCCCCAGGACTTTCC 
 
CAGGGCACTGTTCAAGAAGCACAGCAAGGCAGGGGCTACT
GGAAAGGTAGGGATCCGTTCATGGATAGTCGACGTCGGTAAT
CGAATT 

RDA-2 F 

RDA-2 R 

矢印は新規プライマー（RDA-2 F、RDA-2 R）の位置を示す。 
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図14 RDA法によって得られたRDA-3配列 416bp 

ACCGACGTCGACTATCCATGAACGGATCCTGTGCCTTGCCAC 
 
ACACCGTACAAGAAGAGATCAAGCTGGAGGTGAGAGTCTC
TACGTCATATGCTTATAGGACAATTCAGGGTGGGAGGGAGC
TCAGGTGGTCTGTAGTCCGATGTCCAGCTCCAAGCAGGGCC
AGCTCTGAGGTCAGACCAGGTTGCTCAGTCAATGTCAGCGT
CTACAGAGAGAGCTTACACAGGAACCAGGCATCTAAGACC
CCATTAAAAAAGAGACAGGCATTTGACCAGCTCCGTGAACA
CAGTGATCAGGACAGCATGCCTCCGGAGATGCCTGGGAAC
ATCCACCGTCTTGTCCAGAGGAGCGGGATCCGTTCATGGAT 
 
AGTCGACGTCGGTAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGG
CCGGGAGC 

RDA-3 F 

RDA-3 R 

矢印は新規プライマー（RDA-3 F、RDA-3 R）の位置を示す。 
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図15 RDA法によって得られたRDA-4配列 393bp 

ACCGACGTCGACTATCCATGAACGGATCCCATTTCA
GCACTTGCTGAATAATATTTTTCCTATCCATGGAAA 
 
GATGGTCCAGCAAACGGCTTCCCAGATGGGGCAA
CAGGTTCTGGTATAAGCGAAACGAGGCTTTTAAAC
CAGCCACAGTGAAGTCACTCACCCCATTTCAGCAG
CACTGCATCCCAGCACACTCTTCCCATCAGCCCAAT
CCCATATTCTTAATTCAGTCCAAACCAGTCCCATTTT
CAGCTCCAAATTCAACACAGTCTAAGGCAGCTAAC
CCAGTCAAGTCTAGCCTTCCCAGAGCATGCCTATC
ACAAGCTGCCATCTCAAACCTGCATTCAGATTGCA 
 
CTCAGCCCATATAAGTGTCGTTCAGTTGGATCCGTT 
 
CAT 

RDA-4 F 

RDA-4 R 

矢印は新規プライマー（RDA-4 F、RDA-4 R）の位置を示す。 

 

64 



図16 新規プライマー（RDA-1 F、RDA-1 R）を用いたPCR 

フンボルトペンギン属のケープペンギン、マゼランペンギン、フンボルトペンギン、 

マカロニペンギン属のイワトビペンギンに共通して 329bpのバンドが観察された。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 
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図17 新規プライマー（RDA-2 F、RDA-2 R）を用いたPCR 

ペンギン科に共通して 371bpのバンドが観察された.。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 
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図18 新規プライマー（RDA-3 F、RDA-3 R）を用いたPCR 

ペンギン科に共通して315 bpのバンドが観察された.。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 

500bp 

1000bp 
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図19 新規プライマー（RDA-4 F、RDA-4 R）を用いたPCR 

ペンギン科に共通して 301bpのバンドが観察された。 

M：100bpマーカー 

 

M 

M 

500bp 

1000bp 
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プラスミドDNA 

1 10 50 100 (pg) 

1 2 3 4 5 6 

10 8 9 7 11 12 13 14 15 16 

1、2：ケープペンギン 

3、4：マゼランペンギン 

5、6：フンボルトペンギン 

7、8：ジェンツーペンギン 

9：アデリーペンギン 

10、11：キングペンギン 

12、13：ニワトリ 

14：カラス 

15：カモ 

16：ミドリコンゴウインコ 

図20 ペンギン科および各種鳥類のゲノムDNAと 

     DIG標識したRDA-1配列のサザンハイブリダイゼーション 
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表1 サテライトDNAの検出法で使用した制限酵素 

Restriction 

enzyme
Buffer °C

Restriction 

enzyme
Buffer °C

AatⅡ T+BSA 37 HhaⅠ M 37

AccⅠ M 37 HincⅡ M 37

AccⅡ M 37 HindⅢ M 37

AccⅢ AccⅢBuffer 60 HinfⅠ H 37

AfaⅠ T+BSA 37 HpaⅠ K 37

AflⅡ M+BSA 37 KpnⅠ L 37

AluⅠ L 37 MboⅠ K 37

Aor13HⅠ K+BSA 55 MboⅡ L 37

Aor51HⅠ M 37 MluⅠ H 37

ApaⅠ L 37 MspⅠ T+BSA 37

ApaLⅠ L 37 MvaⅠ K 37

BalⅠ BalⅠBuffer+BSA 37 NaeⅠ L 37

BamHⅠ K 30 NcoⅠ K+BSA 37

BanⅡ H 37 NdeⅠ H 37

BglⅠ BglⅠBuffer 37 NheⅠ M 37

BglⅡ H 37 NotⅠ H+BSA+TrionX-100 37

BlnⅠ K 37 NruⅠ NruⅠBuffer 37

BmeT110Ⅰ K 37 PshAⅠ K 37

BmgT120Ⅰ H 37 PshBⅠ PshBⅠBuffer 37

Bpu1102Ⅰ Bpu1102ⅠBuffer+BSA 37 Psp1406Ⅰ T+BSA 37

BssHⅡ M 50 PstⅠ H 37

Bstｌ107Ⅰ K 37 PvnⅠ K+BSA 37

BstPⅠ H 60 PvnⅡ M 37

BstXⅠ H 45 SacⅠ L 37

CpoⅠ K 30 SaｌⅠ H 37

DraⅠ M 37 Sau3AⅠ H 37

EaeⅠ M 37 ScaⅠ H 37

Eam1105Ⅰ Eam1105ⅠBuffer 37 SfiⅠ M 50

ECo52Ⅰ ECo52ⅠBuffer+BSA 37 SmaⅠ T+BSA 30

ECo81Ⅰ M 37 SpeⅠ M 37

ECoO109Ⅰ L 37 SphⅠ H 37

ECoRⅠ H 37 Sse8387Ⅰ M+BSA 37

ECoRV H 37 SspⅠ SspⅠBuffer 37

ECoT22Ⅰ H 37 StuⅠ M 37

FbaⅠ K 37 Taq Ⅰ Taq ⅠBuffer 65

FokⅠ M+BSA 37 Van91Ⅰ K 37

HaeⅡ M 37 XbaⅠ M+BSA 37

HaeⅢ M 37 XhoⅠ H 37

HapⅡ L 37 XspⅠ K 37
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表2 RAPD-PCR法で使用したランダムプライマー 

Primer Sequence Length 

A10 5’-GTGATCGCAT-3’ 10 

R16 5’-CTCTGCGCGT-3’ 10 

N9 5’-TGCCGGCTTG-3’ 10 

AP4 5’-TCACGATGCA-3’ 10 

R108 5’-GTATTGCCCT-3’ 10 

23L 5’-CCGAAGCTGC-3’ 10 

OPB-4 5’-AATCGGGCTG-3’ 10 

OPB-6 5’-TGCTCTGCCC-3’ 10 

OPB-15 5’-GGAGGGTGTT-3’ 10 

OPB-17 5’-AGGGAACGAG-3’ 10 

YUKI 5’-GACGGCCAGTTTA-3’ 13 

Primer6 5’-GCGATCCCCA-3’ 10 

N9プライマーを用いたPCRにおいて、ケープペンギンに特徴的と思われる
バンドが得られた。 
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表3 MASA法で使用したプライマー 

Primer Sequence Length Region Reference 

33.15d 5’-GAGGTGGGCAGGTGGAGAGGTGGGCAGGTGGA-3’ 32 
minisatellite Jeffreys et al., 1985 

33.6d 5’-TGGAGGAGGGCTGGAGGAGGG-3’ 21 

GATA20 5’-GATAGATAGATAGATAGATA-3’ 20 
microsatellite Epplen, 1988 

OAT18.2 5’-CAGACAGACAGACAGACA-3’ 18 

GGAT18 5’-GGATGGATGGATGGATGG-3’ 18 
microsatellite Ali et al., 1986 

TG18 5’-TGTGTGTGTGTGTGTGTG-3’ 18 

33.6dプライマーを用いたPCRにおいて、ケープペンギンに特徴的と思われ
るバンドが得られた。 
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Restriction 

enzyme 

Tester Driver Result 

 

Hind Ⅲ 

ケープ フンボルト × 

ケープ ジェンツー × 

Bgl Ⅱ ケープ フンボルト × 

 

BamHⅠ 

ケープ フンボルト × 

ケープ ジェンツー ○ 

表4 RDA法を行なった制限酵素とTester、Diverに使用した 

        ゲノムDNAの組み合わせ 

73 



表5 RDA法で使用したアダプター配列 

Adaptor Pair Set Sequence

R Bam 24 5' AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAG 3'

R Bam 12 3' AGTGGCTCCTAG 5'

J Bam 24 5' ACCGACGTCGACTATCCATGAACG 3'

J Bam 12 3' GTACTTGCCTAG  5'

N Bam 24 5' AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG 3'

N Bam12 3' GCTCCCTCCTAG 5'

R Bgl 24 5' AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA 3'

R Bgl 12 3' AGTGGCGTCTAG 5'

J Bgl 24 5' ACCGACGTCGACTATCCATGAACA 3'

J Bgl 12 3' GTACTTGTCTAG 5'

N Bgl 24 5' AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA 3'

N Bgl 12 3' GCTCCCTTCTAG 5'

R Hind 24 5' AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA 3'

R Hind 12 3' AGTGGCGTTCGA 5'

J Hind 24 5' ACCGACGTCGACTATCCATGAACA 3'

J Hind 12 3' GTACTTGTTCGA 5'

N Hind 24 5' AGGCAGCTGTGGTATCGAGGGAGA 3'

N Hind 12 3' CTCCCTCTTCGA 5'

HindⅢ

BamHⅠ

BglⅡ
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表6 新規作製プライマー 

Primer name PCR product 

Sde-Bme F

Sde-Bme R

RAPD F

RAPD R

MASA F

MASA R

RDA-1 F

RDA-1 R

RDA-2 F

RDA-2 R

RDA-3 F

RDA-3 R

RDA-4 F

RDA-4 R

GATGGTCCAGCAAACGGCTTC

GACACTTATATGGGCTGAGTGC
301bp

Sequence

AGGGCCAGCAACACCTGGGA

CTGGCAGCCCTTCCACAGC

GCTCCGTGCTATAAATAGCCTCC

AACATGGATGGCTGTGACCTG

GGAAGCAGCCGTGCTGCGCCAA

ATGCACTGGTTCATCCGAGT

GTCGAGCGTAACTGATGCGTAG

GGGGTGCTCTGGAGCTGTGAGTA

190bp satellite DNA

635bp

321bp

380bp

TCCGTCTCGTGATGGGTAGGAG

ACTCACAGCTCCAGAGCACCCC

GCCTTGCCACACACCGTACAAGA

CTCCTCTGGACAAGACGGTGGAT

371bp

416bp
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第 4章 ケープペンギンの核型分析 

1 序論 

 鳥類の核型は 2倍体で、メスヘテロ型の ZW 型である。染色体は、サイズが大きく異なる

数対のマクロ染色体と、多数のマイクロ染色体からなる。鳥類がもつマイクロ染色体は、遺

伝子密度、GC含量、組換え頻度などが高く、マクロ染色体とは構造や特徴が大きく異なるこ

とが知られている。 

1960～80年代には様々な鳥類で核型分析がなされているが、鳥類のマイクロ染色体は数が

多く、小さくて短いため、正確なマイクロ染色体の数を決定するのは困難である。2n＝78の

核型であるニワトリでは、1920年代頃より染色体研究が行われてきたが、研究初期は 40-80

本の間と考えられてきた。1960 年になって、顕微鏡の性能も向上し、Ohno（1961）はニワト

リの染色体数は 70本以上であると報告していたが、メスが ZW 型であるか、または ZO型で

あるのかは決定していなかった。1962年になってメスのW染色体が認識され（Schmid, 1962）、

染色体数も 78本であることが報告された（Owen, 1965）。その後、ニワトリのゲノムプロジ

ェクトの進行と同時に、2003年にマイクロ染色体を含めた詳細な核型分析が終了した

（Masabanda et al., 2003）。 

 一方でペンギン目では、キガシラペンギンの染色体分析で、7対のマクロ染色体と 1 対の

性染色体が報告されているが、正確な染色体数については不明のままである（Seddon & 

Seddon, 1991）。フンボルトペンギンの核型分析でも 7 対のマクロ染色体と 1対の性染色体が

観察されているが、染色体数は 2n＝78±という表現にとどまっている（Takagi & Sasaki, 1974）。

マゼランペンギンの核型分析では 2n＝68（Ledesma et al., 2003）、ケープペンギンでは 1973

年に 2n＝72（Jensen, 1973）という報告がある。 

 本章では、報告はあるものの詳細が不明であるケープペンギンの染色体に着目し、核型分

析を行い染色体レベルでの特徴も調べた。 
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2 方法 

2－1 材料および培養 

 実験にはあわしまマリンパーク、京都水族館から提供された血液サンプルを使用した。 

 抗凝固剤にヘパリンを用いて、ケープペンギンから少なくとも 1ml 以上を採血した。冷蔵

で輸送された血液を、300rpmで 5分間遠心し、血清ならびにバフィーコートを培養に用いた。

培養液には 20％FBS加 RPMI1640（Sigma）5ml を用い、フィトヘマグルチニン P（Wako）を

20～40μg加え、血清ならびにバフィーコートを 38～39°Cで 72時間培養した。培養 71時間

後にコルヒチン（Wako）0.1μg/ml を加え、細胞分裂を停止させた。 

2－2 固定細胞懸濁液の作製 

 培養 72時間後に培養液を回収し、1000rpm、10分間遠心した。上清を除去し、低張液 0.075KCl

を 8ml 加え、よく攪拌し 37°Cで 30分インキュベートした。 

 低張処理後、酢酸：100％メタノールを 1：3で調整したカルノア液を 1ml 加え、カルノア

液を滴下させながらゆっくりと混和し、1000rpm、10 分間遠心した。上清を 1ml 残して捨て、

新しいカルノア液を 7ml 重層し、よくピペッティングし、再び 1000rpm、10 分間遠心した。

さらにもう一度カルノア液を重層し 1000rpm、10 分間遠心し上清を捨て、細胞量に合わせて

カルノア液を加え、固定細胞懸濁液とした。 

2－3 顕微鏡用標本作製と染色 

 よく拭いたスライドガラスに、固定細胞懸濁液を 10μl滴下し空気乾燥法にて顕微鏡用の染

色体中期標本を作製した。 

 完成した標本は 5％ギムザ染色（MERCK）、ヨウ化プロピジウム（PI）（Wako）、または

4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride（DAPI）（Sigma）による蛍光染色を行い、倍率

1000 倍の顕微鏡下で観察した。 
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3 結果 

 作製した染色体標本はまずギムザ染色を行い、染色体像を確認し、その後良好な染色体像

のみ PI染色、または DAPI染色を行なった。ケープペンギンの染色体も、その他の鳥類と同

様に多数のマイクロ染色体があり、ギムザ染色だけではマイクロ染色体かどうかはっきりし

なかったため、最終的な染色体数のカウントは PIまたは DAPI染色標本で行なった（図 1）。 

 観察の結果、7対のマクロ染色体と 1対の性染色体が確認できた（図 1）。1～3 番染色体が

特に大きく、1、2番染色体はサブメタセントリック、3番染色体はテロセントリックであっ

た。4～7番染色体はほぼ同等の大きさで、1対のメタセントリック、2対のサブメタセント

リック、1 対のテロセントリックであると思われた。W染色体は Z染色体よりも小さく、Z、

W 染色体ともにサブメタセントリックであった。その他に 30 対のマイクロ染色体が観察され

た。 

 良好な 30個の染色体中期標本の観察から、染色体数は最頻値である 76本であると推定さ

れた（表 1）。 
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4 考察 

 本章で行なった核型分析の結果より、ケープペンギンの核型は 7対のマクロ染色体、1対

の性染色体を含む 2n＝76であると推定された。7対のマクロ染色体は、これまで報告のあっ

たキガシラペンギン、フンボルトペンギン、マゼランペンギンのマクロ染色体数と一致した。 

 本研究では、観察された染色体数にばらつきはあったが、多くの標本で 70 本以上の染色体

が観察されたことから、70本以上の標本を 30個選出し、蛍光染色しカウントに用いた。ま

た染色体数が奇数の標本も観察されたが、マイクロ染色体の染色分体が２個に分離してしま

った場合や、マイクロ染色体が他の染色体と重なっている場合が考えられた。 

 本研究の核型分析 2n＝76は、過去に報告のあったケープペンギンの核型 2n＝72（Jensen, 

1973）とは異なっていた。さらに Jensen の核型分析の場合では、2、4、5、6、7番染色体が

メタセントリックとされているが、今回得られた 30個の染色体像のうち、2 番染色体は明ら

かにサブメタセントリックであった。4～7番染色体、Z染色体はほぼ同様の大きさであり、

正確な分類をするために centromeric index（CI）を算出する必要がある。 

 また、本研究の結果は、ケープペンギンと同属のフンボルトペンギン2n＝78（Takagi & Sasaki, 

1974）、マゼランペンギン 2n＝68（Ledesma et al., 1993）という報告とも異なっていた。マク

ロ染色体は 7対で一致していることから、フンボルトペンギン属内のペンギンによる染色体

数の違いはマイクロ染色体の数の違いによると考えられた。 
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図1 メスのケープペンギンの核型分析 （2n＝76） 
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表1 ケープペンギンで観察された染色体数 

Chromosome 71 72 73 74 75 76 77 78 total 

Count number 3 1 3 7 2 11 2 1 30 
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総括 

 本研究ではミトコンドリア由来の DNA（mtDNA）、核ゲノム由来のマイクロサテライト

DNAマーカーを用いて国内飼育ケープペンギンの系統関係や遺伝的多様性を調べた（第 1、2

章）。続いて、ペンギン科におけるケープペンギンの分子系統的位置付けを明らかにするため、

ケープペンギンに特異的な DNAマーカーを探索した（第 3 章）。また、これまで詳細が報告

されていないケープペンギンの核型分析を行い染色体レベルでの特徴も調べた（第 4章）。 

 本研究による国内ケープペンギンの一連の DNA分析を通して、第 1 章の mtDNA多型解析

では大きく2つの異なる母系系統が存在することが示された。2章のマイクロサテライトDNA

マーカーを用いた集団解析では 3つの祖先集団に由来することが明らかとなった。よって国

内のケープペンギンは遺伝的に複数の起源をもち、多様性があることが示された。本研究で

得られたデータは、今後のケープペンギンの遺伝的管理に向けた基礎的データとなり得るで

あろう。ケープペンギンに特異的な DNA配列の探索では、ケープペンギンにのみ特異的な

DNA断片の存在を確認することはできなかった。一方でフンボルトペンギン属に共通する

DNA断片は検出され、フンボルトペンギン属内のペンギンのゲノム DNAには大きな違いが

ない可能性が考えられた。また、ケープペンギンの核型分析では 2n＝76 であると推定され、

染色体レベルでの特徴が初めて示された。 
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General overview 

 

 The African penguin (Spheniscus demersus), which is endemic to southern Africa, is one of 

the world's most endangered seabirds. While wild African penguin populations continue to 

decrease, properly maintained captive populations are steadily increasing each year. To avoid 

close inbreeding and to maintain genetic diversity, the Japanese Association of Zoos and 

Aquariums keeps studbooks, which it uses to promote long-term breeding plans. However, 

genetic data have not been collected on either wild or captive African penguins in Japan to 

date. 

This study addresses the genetic characterization of captive African penguins in Japan, and is 

organized into four chapters. The first and second chapters describe the genetic diversity and 

phylogenetic relationships among African penguins based on mitochondrial and microsatellite 

DNA. The third chapter characterizes DNA markers isolated from African penguins. The 

fourth chapter includes an analysis of the karyotype and nucleolus organizer region of the 

African penguin.  

 

Chapter 1 Mitochondrial DNA analysis of captive African penguins in Japan 

 According to the 2011 Japanese regional studbook for the African penguin, they were first 

introduced to Japan in 1935, and 156 additional founders were introduced from 1973 to 2011. 

The captive African penguin populations in Japan comprise 485 individuals belonging to an 

estimated 87 different founder lineages. In this study, 236 African penguin samples derived 

from 62 founder lineages were analyzed based on two mitochondrial DNA (mtDNA) regions.  

1) Analysis of the control region 

 Multiple sequence alignments of the 433-bp partial control region showed 39 polymorphic 

sites and a total of 30 distinct haplotypes. Neighbor-joining (NJ) phylogenetic analysis using 
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the sequences revealed that the captive African penguins clustered into two clades (A and B) 

supported by high bootstrap values. The divergence between African penguin clades A and B 

(d = 3.39%) observed in the present study may reflect geographical isolation, the existence of 

undefined subspecies, or both, although it must be noted that our data focused on captive-bred 

individuals. 

2) Analysis of the cytochrome b gene 

 The complete 1140-bp sequence of the cytochrome b gene was obtained from 54 captive 

African penguins in Japan. We detected 8 haplotypes defined by 11 variable sites. NJ 

phylogenetic analysis using the cytochrome b sequences identified two clades similar to those 

observed using the control region. 

 These mtDNA analyses suggest that captive African penguins in Japan are derived from two 

distinct maternal lines. 

 

Chapter 2 Genetic population structure of captive African penguins in Japan based on 

microsatellite DNA analysis  

 Eight microsatellite loci (Sh1Ca12, Sh1Ca16, Sh2Ca21, PNN01, PNN03, PNN06, PNN09, 

and PNN12) were examined to estimate the genetic variability and relationships among 178 

captive African penguins derived from 58 founder lineages. Deviation from Hardy–Weinberg 

equilibrium and linkage disequilibrium were not observed for any of the markers. Mean HE 

(expected heterozygosity) and HO (observed heterozygosity) values ranged from 0.45 to 0.72 

and from 0.45 to 0.71, respectively. These heterozygosity values for captive African penguins 

were higher than those of a previously described wild population of yellow-eyed penguins 

(Megadyptes antipodes). A Bayesian clustering method was used to characterize genetic 

differentiation among populations, and three subpopulations of captive African penguins were 

inferred. 
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Chapter 3 Isolation and characterization of novel DNA markers from the African penguin  

 Four methods were used to isolate genetic markers specific to the African penguin. 

1) Isolation of a satellite DNA fragment 

A 190-bp satellite DNA fragment (a type of repetitive DNA) was isolated by digesting 

African penguin genomic DNA with the resection enzyme BmeT110. PCR analysis with 

newly designed primers based on the sequence showed that the repetitive DNA sequence was 

shared among spheniscid species. Southern blot hybridization analysis was performed using 

the satellite DNA fragment as a probe. Hybridization with genomic DNA from the African 

penguin, Magellanic penguin, and Humboldt penguin, which all belong to genus Spheniscus, 

generated ladder signals of tandem repeats, whereas non-tandem repetitive signals were found 

in genera Pygoscelis and Aptenodytes. 

2) DNA markers obtained by randomly amplified polymorphic DNA 

 Randomly amplified polymorphic DNA PCR techniques were used to identify a 778-bp 

band that differentiates the African penguin from the Humboldt penguin in addition to several 

common bands. Cloning and sequence analysis of the unique band and band-specific PCR 

analysis showed that the fragment was common to spheniscid species. 

3) DNA markers obtained by mini/microsatellite-associated sequence amplification analysis 

 Mini/microsatellite-associated sequence amplification (MASA) techniques were used to 

generate a prominent 540-bp band that differentiates the African penguin from the Humboldt 

penguin. Cloning and sequence analysis of the unique band, and subsequent band-specific 

PCR analysis showed that this fragment distinguished genera Aptenodytes and Pygoscelis 

from genera Spheniscus and Eudyptes. 

4) Representational difference analysis 

 Three series of representational difference analysis were performed using a combination of 
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African penguin amplicons as testers and Gentoo penguin amplicons as drivers. One 

informative polymorphic marker, present exclusively in Spheniscus and Eudyptes, was 

obtained. No polymorphic DNA fragments were isolated when amplicons prepared from the 

Humboldt penguin were subtracted from those prepared from the African penguin. 

 

Chapter 4 Karyotype of the African penguin 

 The African penguin karyotype was analyzed. To obtain metaphases, the direct culture 

technique was used for peripheral blood lymphocytes. The chromosome number of the diploid 

African penguin was, for the first time, determined to be 76 (2n = 76), where 7 pairs of 

autosomes and a pair of sex chromosomes were considered macrochromosomes, and the 

remaining 30 pairs (60 chromosomes) were microchromosomes. According to several 

previous studies, the diploid chromosomal numbers of the Magellanic penguin and the 

Humboldt penguin were 68 and 78, respectively. While the number of macrochromosomes 

was constant among species of genus Spheniscus, the number of microchromosomes varied. 

 

 Taken together, we demonstrated the existence of two divergent clades of captive African 

penguins with moderate genetic distance based on mtDNA sequence analyses. Next, we 

showed three different subpopulations within the African penguin. The population of captive 

African penguins in Japan was derived from multiple genetic origins, resulting in genetic 

diversity. Moreover, we isolated DNA markers shared among family Spheniscidae, but did not 

detect genetic markers specific to the African penguins. This finding suggests that penguin 

species in Spheniscus, including the African penguin, have a high level of genetic 

homogeneity. In addition, the African penguin karyotype was determined for the first time. 

 These molecular analyses should be useful to Japanese zoos and aquariums for future 

management decisions and the implementation of breeding programs. 
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