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第 1 章 

緒 言 
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 現生ペンギン類は 6 属 16~19 種に分類され，南極大陸から熱帯のガラパゴス諸島に至る

までの気候が異なる広範囲に生息分布している（Boersma 2008; Williams 1995, 1999）（図 1-1）．

このうち 18 種が IUCN（International Union for Conservation of Nature，国際自然保護連合）の

レッドリストにおいて絶滅危惧種（Endangered，EN），危急種（Vulnerabl，VU）もしくは

準絶滅危惧種（Near Threatened，NT）のいずれかに指定され，個体数は減少傾向にある（表

1-1）．個体数減少の原因としては，海洋および陸域の生息環境の悪化が考えられ，とくに海

洋環境の変化や地球温暖化は，ペンギン類の分布，個体数および種構成に深く影響を及ぼ

している（Trathan et al. 2015）．例えば，ガラパゴス諸島の固有種であるガラパゴスペンギ

ン（Spheniscus mendiculus）は，過去 2 回の大規模なエルニーニョの影響を受け，急速に個

体数が減少した（Mills & Vargas 1997; Vargas et al. 2006）．また，気候温暖化が原因で増加し

た降雨量が，アデリーペンギンやジェンツーペンギンの雛の死亡率上昇に関与していると

報告されている（Boersma 2008; Ropert-Coudert et al. 2015）． 

保全生物学は，人為的な環境破壊によって生じる野生生物種の絶滅に対し，3 つのレベル

（生態系・種・遺伝子）から生物多様性を保持することを目的とした学問である（小池と

松井 2003）．その１分野である保全遺伝学は，遺伝子レベルの多様性保持を目的とし，野生

生物の保全管理策定のための基礎的研究として重要な役割をもつ（Allendorf et al. 2010; 

Greig 1979; 小池と松井 2003）．本分野において，集団内における個体数減少は，近親交配

率の増加などによる遺伝的多様性の低下を引き起こすと考えられている（Ujvari & Belov et 

al. 2011）．多様性損失の結果は, 近交弱勢リスクを増大させ，子孫の生育率・繁殖力・生存

能力の低下へつながる可能性や，集団における環境変化への適応能力を減少させる可能性

がある（Allendorf et al. 2010; Greig 1979）．そのため，変動の激しい環境下で生物種が存続し

ていくためには，集団内の遺伝的多様性が保持される必要がある．しかし，野生集団の個

体数減少が著しいペンギン類に対する保全遺伝学分野の研究は少なく，マイクロサテライ

トやミトコンドリア DNA に関する研究は散見されるが（Akst et al. 2002; Boessenkool et al. 

2010; Bouzat et al. 2009; Ritchie & Lambert 2000; Van Tuinen et al. 2001），核 DNA 上に位置する

遺伝子に関する情報はない． 

 野生動物における集団内の遺伝的多様性評価には，これまで主にマイクロサテライト

DNAやミトコンドリアDNAなどの中立的遺伝マーカーが利用されてきた（Lowe et al. 2004; 
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Sunnucks 2000）．中立的遺伝マーカーの変異は，集団の拡散パターン（遺伝子流動）や歴史

的変遷（ボトルネック効果），集団間の血縁関係や系統などを解析する上で有用である

（Alcaide et al. 2005; Brumfield et al. 2003; Fredsted et al. 2005; Godoy et al. 2004; Martínez-Cruz 

et al. 2004; Paetkau et al. 1995）．しかし，マイクロサテライト DNA 解析では多数の PCR

（polymerase chain reaction,）プライマーを設計する必要があり，ミトコンドリア DNA 解析

では母系情報しか得ることができない．そこで本研究では，保全遺伝学分野で近年応用さ

れ始めた主要組織適合抗原複合体遺伝子座（Major Histocompatibility Complex; MHC）に着目

した（Hughes et al. 1998）．MHC 遺伝子領域は核 DNA 上に位置し，高度な多型性に富む領

域であることから，単独または数個の PCR プライマーで遺伝的多様性の解析が可能である．

また，生体防御において重要な役割をもつ MHC 遺伝子は，病原体を含む環境への適合性

（fitness）と適応性（adaptive）をもつ機能遺伝子マーカーとして知られ（Sommer 2005; Ujvari 

& Belov 2011），様々な動物種の遺伝的多様性解析への応用が試みられている（Ejsmond & 

Radwan 2011; O'Brien et al. 1985）． 

 MHC 分子には，機能と発現パターンが異なる 2 つの主要なグループであるクラス I とク

ラス II 分子がある（図 1-2）．MHC クラス II 分子は細胞外環境をモニターするため，本分子

をコードする MHC クラス II 遺伝子は外界の微生物環境の影響を反映する（Dengjel et al. 

2005）．それに対し，MHC クラス I 分子は細胞内に潜伏するウイルスや癌細胞に対して働く

ため，本分子をコードする MHC クラス I 遺伝子は様々な感染症との相関が報告されている

（Bonneaud et al. 2006; Carrington et al. 1999; Penn et al. 2002）．MHC 遺伝子領域の解析によ

って得られる情報はいずれも保全において貴重な情報となるが，その複雑で多様な構造の

ため，解析法の確立が困難であり， そのゲノム構造が明らかにされている鳥類は多くない

（表 1-2）．ペンギン類においても MHC 遺伝子領域のゲノム構造は未解明であり，その多様

性に関する情報はほとんどない（Tsuda et al. 2001）． 

 そこで本研究では，MHC 遺伝子を指標とした多様性解析をペンギン類保全の遺伝的管理

に活用するために，未解明なペンギン MHC クラス I およびクラス II 遺伝子の構造と多様性

の解明，多様性解析手法の確立およびペンギン類における遺伝的多様性の評価を目的とし

た． 

 研究の取組みとして，まず，細菌や細胞外寄生体などの外来抗原の認識および提示に関
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わる MHC クラス II 遺伝子に着目した．ペンギン MHC クラス II 遺伝子の既存情報は exon 2

内の塩基長 198 bp に関するのみであったため，第 2 章では鳥類の既知配列情報を参考とし

てフンボルトペンギン（Spheniscus humboldti）における本遺伝子の主要なエクソン全体の塩

基配列決定を試みた．さらに，フンボルトペンギンに特化した MHC クラス II 遺伝子の多型

解析手法を確立し，飼育下フンボルトペンギン集団の多様性評価を試みた．第 3 章では，

形態的特徴など多くの共通性を有するフンボルトペンギン属 4 種の野生および飼育下集団

における，MHC クラス II 遺伝子の多様性評価を試みた．第 4 章では，ウイルスや癌抗原な

ど，内因性抗原の認識および提示に関わる MHC クラス I 遺伝子に着目し，ペンギン類にお

いて未解明であった本遺伝子領域のゲノム構造解明を試みた．さらに，本遺伝子領域内で

とくに多型性に富む領域を標的とした多型解析手法を確立し，飼育下フンボルトペンギン

集団の多様性評価を試みた．第 5 章では，前章で確立した手法を用いて，もっとも多型性

を有する exon 3 領域を中心にフンボルトペンギンを含むペンギン類 7 種の MHC クラス I

遺伝子における多様性評価を試みた．第 6章は総合考察とし，第 1〜5章の内容を踏まえて，

ペンギン類の生息域内外保全における遺伝的多様性評価に対する MHC 遺伝子多型解析の

有用性について考察した．  
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．
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図 1-1 ペンギン類の生息分布． 
 本研究において，MHCクラス I遺伝子の多様性解析に用いたペンギン 7種の生息分布を示した．

ペンギン類は南半球に広く分布している．フンボルトペンギン属 4 種およびキガシラペンギン

は，温暖な地域に生息分布している． 
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図 1-2 MHC 分子の働き． 
 MHC クラス I 分子は内因性抗原，クラス II 分子は外来抗原を細胞表面へ提示することで，T リ
ンパ球に感染を知らせ免疫反応を活性化させる（Kobayashi KS & van den Elsen 2012 より改変）．

MHC 分子をコードする MHC 遺伝子配列上のペプチド結合領域（PBR）に相当するエクソンに

多型が集中することが知られている（Hughes & Yeager 1998）． 
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第 1 節 はじめに 

 

 主要組織適合抗原複合体遺伝子座（MHC; Major Histocompatibility Complex）は，核 DNA

上に存在し，免疫システムにおける自己と非自己の認識において重要な役割を担う MHC 分

子をコードする遺伝子領域である．最も研究が進んでいるヒト MHC 領域（HLA：Human 

Leucocyte Antigen）は，その全領域の塩基配列が決定され，これまでに 239 個の遺伝子座が

同定されている（Marsh et al. 2000; Shiina et al. 2004a; The MHC Sequencing Consortium 1999）．

このうち，MHC クラス II 遺伝子領域内には複数の遺伝子が位置しているが，免疫系で主要

な働きをもつ古典的 MHC クラス II 遺伝子の中でも DRB1 遺伝子は高度な多型性を保持し

ていることが知られている（表 2-1）．鳥類では，ニワトリ（Gallus gallus）とウズラ（Coturnix 

japonica）において MHC 領域の全塩基配列が明らかにされており，それぞれ 19 個および

41 個の遺伝子座が同定されている（Kaufman et al. 1999; Shiina et al. 2004b）．さらに機能的

な古典的 MHC クラス II 遺伝子として，ニワトリでは 2 個（BLB1 および BLB2 遺伝子），

ウズラでも 2 個（DAB1 および DBB1 遺伝子）の遺伝子が知られている（Shiina et al. 2004b）．

これら古典的MHCクラス II遺伝子上には高度な多型性が維持されており（Kulski et al. 2002; 

Marsh et al. 2000），鳥類を含む様々な動物種において遺伝的多様性の解析対象とされている

（Eimes et al. 2011; Ejsmond & Radwan 2011; Hawley & Fleischer 2012; Hedrick et al. 2002; 

O'Brien et al. 1985）．例えば，生息地の縮小による個体数減少を起こしたソウゲンライチョ

ウ（Tympanuchus cupido）の MHC クラス II 遺伝子多様性解析では，遺伝的浮動（genetic drift）

の影響を強く受けた MHC 遺伝子の極度なアリル（対立遺伝子）多様性の損失（ボトルネッ

ク効果）が報告されている（Eimes et al. 2011）．  

 ペンギン類における MHC 遺伝子を用いた多様性解析は，従前では筆者らのグループが

MHCクラス II遺伝子 exon 2内の一部塩基配列を決定したものが唯一の報告であり（Tsuda et 

al. 2001），野生における個体数減少が著しいペンギン類に対する域内および域外双方の保全

計画においては，より詳細な遺伝子情報が必要である．そこで，本章ではペンギン類の MHC

クラス II 遺伝子に着目し，日本国内で最も多く飼育されているフンボルトペンギン

（Spheniscus humboldti）を対象に，（1）MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造の解明，（2）MHC

クラス II 遺伝子領域の多様性解明，（3）飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラ
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ス II 遺伝子の多様性評価を目的とした． 
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第 2 節 材料および方法 

 

2.1 供試検体 

 

 フンボルトペンギン 20 検体（国内の同一飼育施設由来 15 検体，野生（チリ）由来 5 検

体，性別不明）の末梢血からフェノール・クロロホルム法（Inoko et al. 1986）を用いて抽出

したゲノム DNA を使用した．さらに，上記とは異なる国内 11 施設で飼育されているフン

ボルトペンギン合計 31 検体（雄 13 検体，雌 18 検体）のゲノム DNA を供試した（日本大

学野生動物学研究室より提供）． 

 

2.2 ペンギン類 MHC クラス II 領域の塩基配列情報の獲得 

 

 ペンギン類の MHC クラス II 遺伝子の配列情報を得るために，鳥類の配列をもとに設計し

たプライマーを用いて，飼育下フンボルトペンギン 1 検体の塩基配列を決定した．その情

報をもとに，ゲノム構造の推定および古典的 MHC クラス II 遺伝子の特徴を有するかを評価

した． 

 

（1）PCR 法による MHC クラス II 遺伝子領域の増幅 

 PCRプライマーとして，鳥類数種の共通配列をもとに2種のプライマー（LP1およびLP2）

を設計した（図 2-1）．PCR 反応は以下の条件で行った．PCR 反応液は，フンボルトペンギ

ンゲノム DNA 100 ng，10× LA Buffer 2 μl，2.5mM MgCl2 2 μl，5mM dNTP Mixture 3.2 μl，各

10μM プライマー（LP1/LP2）0.5 μl，5units TaKaRa LA Taq 0.2 μl（タカラバイオ株式会社）

を滅菌水で合計 20 μl に調整した．PCR 条件は，96˚C 5 分間の熱変性後，96˚C 30 秒間の熱

変性，60˚C 20 秒間のアニーリング，68˚C 15 分間の伸長反応を 28 サイクル行った後，さら

に 68˚C 7 分間の伸長反応を行った．本章における全ての PCR 増幅は GeneAmp PCR System 

9700（ThermoFisher SCIENTIFIC K. K.）を用いた． 
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（2）標的 PCR 産物の切り出し 

 PCR 産物から，標的とする断片（1.5 kb）の切り出しおよび精製を行った．PCR 産物 20 μl

に 6× Loading Buffer Double Dye（株式会社ニッポン・ジーン）3 μl を加え，1.0% TBE アガ

ロースゲル（Gene Pure LE Agarose，ビーエム機器株式会社）を用いて，100V で約 40 分間

電気泳動を行った．DNA サイズマーカーは，Gene Ladder Wide 1（株式会社ニッポン・ジー

ン）を使用した．泳動後のゲルは，EtBr Solution（株式会社ニッポン・ジーン）で染色を行

い，ゲル撮影装置（アトー株式会社）にて PCR 増幅バンドの出現の有無を確認した．その

後，アガロースゲルから 1.5 kb の PCR 産物を切り出し，Gen Elute Minus EtBr Spin Columns

（Sigma-Aldrich）を用いてマニュアルに従い精製した． 

 

（3）Nested PCR 

 切り出し精製後の PCR 産物を鋳型として，Nested PCR を行った．PCR プライマーは，2

セット（LP1/pen4 および pen1/LP2）（図 2-1）を用い，以下の条件で PCR 反応を行った．PCR

反応液は，精製済 PCR 産物１μl，10× PCR buffer 2.5 μl，5mM dNTP 2 μl，各 10μM プライマ

ー 0.5 μl，2units AmpliTaq polymerase（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）を滅菌水で 25 μl

に調整した．PCR 反応条件は 95˚C 10 分間の熱変性後，96˚C 30 秒間の熱変性，60˚C 30 秒間

のアニーリング，72˚C 2 分間の伸長反応を 30 サイクル行った後，さらに 72˚C 4 分間の伸長

反応を行った．  

 得られた Nested PCR 産物 1.5 μl に，1× Loading Buffer Double Dye（株式会社ニッポン・ジ

ーン）2 μl を加え，1.5% TBE アガロースゲル（Gene Pure LE Agarose，ビーエム機器株式会

社）を用いて前述通りに電気泳動を行った．残分 PCR 産物は，QIAquick PCR Purification kit

（株式会社キアゲン）を用いてマニュアルに従い精製した後，Nano Photometer（ワケンビ

ーテック株式会社）にて DNA 濃度を測定した． 

 

（4）塩基配列決定および解析 

 Nested PCR 産物を鋳型として，ダイレクトシークエンス法にて行った．シークエンスプ

ライマーは，LP1，LP2，pen1 および pen4 プライマーの 4 種を用いた．サイクルシークエ

ンス反応は以下の条件で行った．精製済 Nested PCR 産物 20~50 ng，3.2pmol/μl のプライマ
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ー 1 μl，BigDye Mix 2.5 μl を混合し，滅菌水で 10 μl に調整した．BigDye Mix は，BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）に含まれる Ready 

Reaction Premix 50 μl と 5× Sequencing Buffer 175 μl を混合した．PCR 条件は，96˚C 1 分間の

熱変性後，96˚C 10 秒間の熱変性，50˚C 5 秒間のアニーリング，60˚C 4 分間の伸長反応を 25

サイクル行った． 

 反応液は，MULTISCREEN HTS 96 HV（メルクミリポア）および Sephadex G-50 Superfine

（GE Healthcare UK Ltd）を用いてマニュアルに従い精製し，96 well plate に回収した．精製

液は 96 well plate 内で乾燥させ，Hi-Di Formamide（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）を 10 μl 

加え，95°C 2 分間のヒートショック後，氷上で 5 分間静置した．PCR 産物の波形データは，

ABI PRISM 377 automated sequencer（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）を用いて得た． 

 得られた波形データは，解析用ソフトウェア（Sequencing Analysis Software, Thermo Fisher 

SCIENTIFIC K. K.）を用いて解析し，アセンブリおよび塩基配列決定は SEQUENCHER（タ

カラバイオ株式会社）を用いて行った． 

 得られた配列の構造を確認するために，GENETYX-MAC（株式会社ゼネティクス）を用

いて，他の鳥類の既知配列を参考にエクソンおよびイントロンの位置を推測した．参考配

列の種名および GeneBank Accessin number は，ニワトリ（Gallus gallus，M29763），ウズラ

（Coturnix japonica，AB078884），マガモ（Anas platyrhynchos，HM070250）である．また，

決定配列の相同性検索を実施した（NCBI blast https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）． 

 塩基配列に基づく分子系統樹は，Mega ソフトウェア（http://www.megasoftware.net/）を用

いて作製した．Clustal W ソフトウェアによりシークエンスのアライメントを行い，Kimura-2-

パラメーターモデルを用いて各配列間の遺伝的距離を推定した．その情報をもとに近隣接

合法（NJ 法）を用いて系統樹を作成し，系統樹の内部枝の統計的支持値をブーツストラッ

プ法（5,000 回の反復）で算出した．系統比較に用いた配列は，ゲノム構造の推測で使用し

た鳥類 3種およびヒトMHCの 3種（DRB1*01:01:01，DQB1*05:01およびDQA1*01:01，IMGT; 

http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.html）の配列を用いた． 

 決定した配列が，免疫系で主要な働きをもち高度な多型性を保持する古典的 MHC 遺伝子

由来の配列であるかを評価した．決定した塩基配列から推定したアミノ酸配列上で，哺乳

類の古典的 MHC クラス II 遺伝子内で共通に保存されているアミノ酸サイトを確認した
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（GENETYX-MAC）．確認したサイトは，MHC 分子の構造を安定化させる塩橋サイト，ド

メイン間の結合に関与するシステイン残基およびNグリコシル化サイトを含む合計 16箇所

とした（Zoorob et al. 1993）． 

 

2.3 発現解析 

 

 標的領域の発現を確認するために，フンボルトペンギン飼育下個体の肝臓組織由来 RNA

を鋳型に RT-PCR を実施した．得られた PCR 産物について塩基配列を決定した．  

 

（1）RNA 抽出および cDNA 合成 

 飼育下フンボルトペンギン 1 個体の肝臓組織 0.1 g から，TRIZOL Regent（GIBCO，Thermo 

Fisher SCIENTIFIC K.K.）を用いてマニュアルに従い RNA を抽出した．組織の細断には解剖

用ハサミを使用した．最終的に，組織を DEPC Water（invitrogen, Thermo Fisher SCIENTIFIC 

K.K.）100 μl に溶解し RNA 溶液を得た． 

 cDNA の合成は，抽出した RNA 1μl を鋳型に GeneAmp RNA PCR kit（Thermo Fisher 

SCIENTIFIC K.K.）を用いてマニュアルに従い行った．  

 

（2）RT-PCR  

 決定したフンボルトペンギン MHC クラス II DRB 様遺伝子の塩基配列をもとに RT-PCR

用のプライマーを設計した（RT1_ex2Fおよび RT3_ex3R）（図 2-1）．鋳型は，cDNA に加え，

増幅サイズを比較するためにゲノム DNA も用いた．PCR 反応は以下の条件で行った．PCR

反応液は，50〜100 ng の cDNA またはゲノム DNA，10× Ex Taq buffer 2 μl，2.5 mM dNTP 1.6 

μl，各 10μM プライマー 2 μl，0.5 units Ex Taq（TaKaRa）を滅菌水で合計 20 μl に調整した．

PCR 条件は，96˚C 3 分間の熱変性後，96˚C 30 秒間の熱変性，60˚C 30 秒間のアニーリング，

72˚C 1 分間の伸長反応を 35 サイクル行った後，さらに 72˚C 5 分間の伸長反応を行った．本

章における PCR 増幅は全て，GeneAmp PCR System 9700（Thermo Fisher SCIENTIFIC K.K.）

を用いて行った．インターナルコントロールプライマーは，ハウスキーピング遺伝子であ

る β アクチン遺伝子を増幅するプライマーセットを用いた（b-actin-F および b-actin-R，
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Shimizu et al. 2004）．  

 得られた PCR 産物 1.5 μl を用いて前述の方法で電気泳動，精製および DNA 濃度を測定し

た． 

 

（3）塩基配列決定 

 シークエンス解析は，精製済 PCR 産物 50 ng を用いて前述の 2.2 (4)の方法により行い，

ABI PRISM 3130 automated sequencer（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）にて波形データを得

た．シークエンスプライマーは，RT1_ex2Fおよび RT3_ex3R プライマーを用いた．得られ

た波形データから，前述通りの方法で塩基配列を決定した． 

 

2.4 MHC クラス II 遺伝子の多様性解明 

 

 解析対象とした MHC クラス II 遺伝子領域内の遺伝的多様性の特徴を確認するために，フ

ンボルトペンギン 20 検体について塩基配列を決定した．決定した塩基配列をもとにアリル

を特定し，多型解析を実施した． 

 

（1）フンボルトペンギン特異的プライマー設計および PCR 増幅 

 決定した配列をもとに，主要なエクソン（exon 2 および 3）を含む領域を増幅するフンボ

ルトペンギン特異的な多型解析用プライマーを 4 種類設計した（Lpen.hum1F，2R，2Fおよ

び 3R）（図 2-1）．このうち Lpen.hum1Fおよび 3R プライマーを PCR プライマーとして，フ

ンボルトペンギン 20 検体（飼育下 15 検体および野生 5 検体）のゲノム DNA を試料として

以下の条件で PCR 反応を行った．PCR 反応液は，ゲノム DNA 100 ng，10× PCR buffer 2.5 μl，

5mM dNTP 2 μl，各 10μM プライマー 0.5 μl，2 units AmpliTaq polymerase（ThermoFisher 

SCIENTIFIC K. K.）を滅菌水で合計 25 μl に調整した．PCR 条件は，95˚C 10 分間の熱変性

後，96˚C 30 秒間の熱変性，60˚C 30 秒間のアニーリング，72˚C 2 分間の伸長反応を 35 サイ

クル行った後，さらに 72˚C 4 分間の伸長反応を行った．増幅後の PCR 産物は，前述通りに

電気泳動，精製および DNA 濃度を測定し，クローニングおよびダイレクトシークエンスに

用いた． 
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（2）クローニング 

 アリル決定のため，精製済 PCR 産物（Lpen.hum1F /3R）2 μl をインサートとして，pGEM-T 

and pGEM-T Easy Vector Systems（プロメガ株式会社）を用いてマニュアルに従いライゲーシ

ョンを行った． 

 得られたライゲーションサンプル 2 μl にコンピテントセル（Competent high DH5α，東洋

紡株式会社）20 μl を加え，氷上 30 分間の後，42˚C で 2 分間加熱処理を行い，直ちに氷上

で 5 分間インキュベートした．その後，SOC Buffer（東洋紡株式会社）200 μl を加えウォー

ターバスで 37˚C 1 時間の振とう培養を行った． 

 LB寒天培地の表面に，0.1M IPTG（Sigma-Aldrich）20 μl，20mg/ml X-gal 40 μl（Sigma-Aldrich）

および培養した菌液 200 μl を塗布し，37˚C で 18 時間培養した．IPTG および X-gal を添加

した培地では，インサートを含まないプラスミドによる形質転換体は青色コロニーになる

のに対し，インサートを含むプラスミドによる形質転換体は白色コロニーとなる．LB 寒天

培地は，LB-Broth Miller, Pre-Weighed Litre Pack（フナコシ株式会社）および BACTO AGAR

（Becton, Dickinson and Company）を用いて作製し，最終濃度 50μg/ml のアンピシリンナト

リウム塩（Sigma-Aldrich）を添加した． 

 

（3）コロニーPCR 

 各 PCR 産物（Lpen.hum1F /3R）につき，10 個以上の白色コロニーを PCR 増幅に用いた．

PCR プライマーは，プラスミドベクター特異的に設計したプライマー（T7 および SP6 

promoter）（図 2-1）を使用し，以下の条件で PCR 反応を行った．PCR 反応液は，10× PCR buffer 

2.5 μl，5mM dNTP 2 μl，各 10μM プライマー（T7/SP6）0.5 μl，2 units AmpliTaq polymerase

（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. K.）を滅菌水で合計 25 μl に調整した．8 連 PCR チューブの

ウェル底に 1 コロニーを少量塗布し，調整した反応液 25 μl を各ウェルに加えた．PCR 条件

は，95˚C 10 分間の熱変性後，96˚C 30 秒間の熱変性，55˚C 30 秒間のアニーリング，72˚C 2

分間の伸長反応を 30 サイクル行った後，さらに 72˚C 4 分間の伸長反応を行った．コロニー

PCR 産物は，前述通りに電気泳動，精製および DNA 濃度を測定した． 
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（4）塩基配列決定および解析 

 （1）の PCR 産物および（3）のコロニーPCR 産物についてシークエンス解析を行った．

シークエンスプライマーは，Lpen.hum1F，2R，2Fおよび 3R の 4 種を用い，前述の 2.2 (4)

の方法により塩基配列を決定した． 

 得られた配列情報の精度を評価するために，ダイレクトシークエンスおよびクローニン

グによりそれぞれ得られた塩基配列が一致するかを確認した．決定した各検体の配列情報

から，GENETYX-MAC（株式会社ゼネティクス）を用いてアリルを特定した． 

 フンボルトペンギン MHC クラス II 遺伝子の多様性の特徴を明らかにするために，以下に

示す多型解析を実施した．多型解析および塩基置換率算出には，配列解析用ソフトウェア

（GENETYX-MAC，株式会社ゼネティクス）を用いた．決定したアリルの塩基配列および

アミノ酸配列をペンギン 4 種の既知 MHC クラス II 遺伝子 exon 2 内 198 bp の配列と比較し

（Tsuda et al. 2001），各種内の多型数を確認した．比較に使用したペンギン種は，アデリー

ペンギン属アデリーペンギン（Pygoscelis adeliae），ヒゲペンギン（P. antarcticus），ジェンツ

ーペンギン（P. papua）およびコガタペンギン属コガタペンギン（Eudyptula minor）の 4 種

で，GeneBank Accessin number は図 2-3 に示した．さらに，フンボルトペンギンのアミノ酸

配列（exon 2, 3）を鳥類 8 種および哺乳類 8 種の配列と比較した．比較に用いた配列の詳細

は図 2-4 に示した．ヒトで明らかにされているペプチド結合領域（PBR）に相当するサイト

の多型の有無をフンボルトペンギンアミノ酸配列上で確認した（Brown et al. 1993; 

Promerova et al. 2013）．決定したエクソン領域の塩基配列をもとに，同義置換率と非同義置

換率を算出した． 

 決定した塩基配列情報は，DDBJに登録し，EBI/EMBLとNCBI/GenBank（www.ddbj.nig.ac.jp）

の国際塩基配列データベース協同運営協会 INSDC（The International Nucleotide Sequence 

Database Collaboration）によって登録番号が発行された． 

 

2.5 飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 

 国内の飼育施設集団における MHC クラス II 遺伝子の遺伝的多様性を評価するために，複

数施設で飼育される検体の塩基配列を決定した．得られた情報をもとに，ヘテロ接合度，
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アリル分布およびアリル間の遺伝的距離の 3項目を指標としたMHCクラス II遺伝子におけ

る多様性評価を実施した．  

 

（1）PCR 法による MHC クラス II 遺伝子領域の増幅 

 日本国内11施設で飼育されているフンボルトペンギン31検体を試料として以下の条件で

PCR 反応を行った．PCR 反応液は，ゲノム DNA 50 ng，5× PrimeSTAR GXL Buffer 4 μl，2.5mM 

dNTP mixture 1.6 μl，各 10μM プライマー（Lpen.hum1F/3R）0.3 μl，PrimeSTAR GXL DNA 

Polymerase（TaKaRa）0.3 μl を滅菌水で合計 20 μl に調整した．PCR 条件は，94˚C 20 秒間の

熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，64˚C 15 秒間のアニーリング，68˚C 1 分間の伸長反応を

30 サイクル反応させた．得られた PCR 産物は，前述通りに電気泳動，精製および DNA 濃

度を測定した． 

 

（2）塩基配列決定および解析 

 シークエンス解析は，ABI PRISM 3730 automated sequencer（Thermo Fisher SCIENTIFIC K. 

K.）を用いて前述と同様の方法で行い，塩基配列を決定しアリルを特定した．シークエン

スプライマーは，PCR増幅プライマーの内側に新たに設計したLpen.hum1F2とLpen.hum3R2

プライマーを用いた（図 2-1）．  

 国内飼育下フンボルトペンギン集団の多様性解析は，本章 2.4 で解析した 1 施設集団（施

設 ID：A01）のうち 8 個体の配列情報を加え，合計 12 施設の集団を対象とした．しかし，

2 施設（施設 ID：Z06，Z08）は個体数が評価基準に満たなかったため，国内全体での評価

では対象としたが，施設ごとの評価では対象外とした．全アリルの塩基配列から推定した

アミノ酸配列に基づく分子系統樹は，前述した方法と同様に作成した．遺伝的多様度の評

価指標とされるヘテロ接合度は，ｈ=１－Σxi2（xi : アリル頻度）の計算式を用いて算出し

た（Nei 1973）．得られた数値は，小池と松井の評価方法にならい 0.8 以上を多様性が高く，

0.4 以下を多様性が低いと評価した（小池と松井 2003）． 
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2.6 ゲノム DNA のサザンブロット分析 

 

 MHC 遺伝子領域は，遺伝子重複の結果として遺伝子コピーや偽遺伝子を含む相同性の高

い遺伝子が複数密集した多重遺伝子構造を有することがヒトや鳥類の研究により明らかと

なっている（Edwards & Hedrick 1998a; Kaufman et al. 1999; Hess & Edwards 2002; Shiina et al. 

2004b）．本研究で設計したプライマーが，相同性の高い複数の遺伝子を増幅している可能

性を否定するために，ゲノム DNA サザンブロット分析を実施した．  

 

（1）ゲノム DNA の制限酵素処理および電気泳動 

 フンボルトペンギンのゲノム DNA 15 μg に Pst I 制限制酵素（New England Biolabs Inc.）

60 Unites および添付 Buffer を加え全量 500 μl に調整し，ウォーターバスで 37˚C 一晩制限酵

素処理を行った．処理後の反応液に，等量のフェノール（和光純薬工業株式会社）を加え，

ボルテックスミキサーで撹拌後 18,000× g で 5 分間遠心した．分離後，水相を新しいチュー

ブに移し，3M 酢酸ナトリウム 50 μl および冷却済みエタノール（99.5%, 和光純薬工業株式

会社）1 ml を加えよく混合した後，20,000× g で 10 分間遠心した．分離後上清を取り除き，

70%エタノール 1 ml 加え，20,000x g 5 分間遠心した．上清を完全に取り除き，室温で沈殿

を乾燥させた．滅菌水 8 μl と 1× Loading Buffer Double Dye（株式会社ニッポン・ジーン）4 μl

を加えボルテックスミキサーで沈殿を溶解し，55˚C で 10 分間インキュベートすることで

DNA を溶解させた． 

 13x13 cm のゲルメーカー（アトー株式会社）を用いて作製した 0.8%TAE アガロースゲル

のウェルに DNA 溶液全量をアプライし，電気泳動電源装置（アトー株式会社）を用いて 20V

で 17 時間以上電気泳動した． 

 泳動後のゲルを適当なサイズの容器に移し，0.25N HCl（和光純薬工業株式会社）をゲル

が浸かる程度まで注ぎ，ゲル上の BPB 色素（1× Loading Buffer Double Dye に含まれる）が

酸性を示す黄緑色に変色した後 10 分間振とうした．ゲルを 0.4N NaOH（和光純薬工業株式

会社）を注いた容器に移し室温で 30 分間振とう，もしくはゲル上の BPB 色素がもとの色に

戻ってから 15 分間振とうした． 
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（2）ゲノム DNA のメンブレンへのトランスファー 

 ゲルと同形サイズに切断した Hybond-N+ membrane（メンブレン，Amersham）1 枚および

ブロッティング用ろ紙（3MM，GE Healthcare）3 枚（長方形サイズ，13 cm x 25 cm）を 0.4N 

NaOH 入りの容器内に浸した．  

 使用するガラス板よりも大きいサイズの容器を用意し，アクリルまたはプラスチックの

台（高さ 15 cm 程度）を容器の中央に設置した．その上にガラス板（15x15 cm 程度）を乗

せ，0.4N NaOH を台の中央まで注いだ．長方形のろ紙 3 枚を両端が 0.4N NaOH に浸るよう

にガラス板の上に 1 枚ずつ順に置いた．ろ紙の中央にアルカリ変性後のゲルを逆さま（コ

ーム穴が開いている方を下）にのせ，その上に Hybond-N+ membrane をおいた．メンブレン

の上にゲルと同形サイズの乾いたろ紙 3 枚をのせ，その上にペーパータオル（日本製紙ク

レシア株式会社）1 袋分をのせた．最後にガラス板（15x15 cm 程度）をのせ，その上に 500 

g 程度の重りをのせた．長方形のろ紙により吸い上げられた 0.4N NaOH がペーパータオル

に移動するため，0.4N NaOH で湿ったペーパータオルを 30 分ごとに 2 回程度交換し，0.4N 

NaOH を容器に注ぎ足した後，一晩静置した． 

 トランスファー後のメンブレンは，2x SSC（0.3M NaCl，0.03M クエン酸ナトリウム，

pH7.0；和光純薬工業株式会社）に浸し 2 分間振とう後，ハイブリダイゼーション用バッグ

（ハイブリバック，コスモ・バイオ株式会社）に入れ，手動シーラーを用いて袋状に閉じ

た後，使用するまで 4˚C に保存した． 

 

（3）DNA プローブの調整 

 DNA プローブとして，2 種類の PCR 産物を用意した（Lpen.hum1F/2R および RT1/RT2 の

プライマーセットで増幅した PCR 産物）．プローブ調整の手順は以下の通りである．    

 Lpen.hum 1F / 3R の断片をインサートとしたプラスミド DNA（本章 2.4（2））を以下の方

法で抽出した．終濃度 50μg/ml アンピシリンナトリウム塩（Sigma-Aldrich）を添加した LB

培地 1 ml に 1 コロニーを懸濁し，37˚C で一晩振とう培養した．得られた菌液から QIAprep 

Spin Miniprep Kit（QIAGEN）を用いてマニュアルに従いプラスミド抽出を行った． 

 抽出したプラスミド（Lpen.hum 1F / 3R）を鋳型に以下の条件で PCR 反応を行った．PCR

反応液は，プラスミド 50 ng，10× NH4 buffer 5 μl，50mM MgCl2 2 μl, 2mM dNTP 4 μl，各 10μM
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プライマー（Lpen.hum1F/2R または RT1/RT2 プライマーセット）0.5 μl，BIOTAQ DNA 

Polymerase（BIO LINE 社）0.2 μl を滅菌水で合計 50 μl に調整した．PCR 条件は，96˚C 3 分

間の熱変性の後，96˚C 10 秒間の熱変性，62˚C または 60˚C 20 秒間のアニーリング（Lpen.hum 

1F/2R は 62˚C，RT1/2 は 60˚C），72˚C 30 秒間の伸長反応を 30 サイクル行った後， さらに

72˚C 5 分間の伸長反応を行った．得られた PCR 産物は，前述と同様の方法で電気泳動，精

製および DNA 濃度を測定した．  

 

（4）DNA プローブの標識およびハイブリダイゼーション 

 DNA プローブの標識およびハイブリダイゼーションは，AlkPhos Direct ECL Direct（GE 

Healthcare）を用いてマニュアルに従い行い，露光 X 線フィルムを得た．X 線フィルムは，

Hyperfilm ECL（GE ヘルスケア・ジャパン株式会社）を使用し，5 分間，20 分間，１時間露

光し画像を得た． 
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図 2-1 ペンギン MHC クラス II DRB 様遺伝子領域内に設計した PCR プライマー情報． 
各プライマーの位置および方向を示した図を上段に，その下に各プライマーの情報を示した．

pen1 および pen4 プライマーは，Tsuda et al.（2001）によって報告されたプライマーで，他は本

研究において新たに設計した．参考配列は，プライマーを設計する際に用いた配列の由来を意

味する． 
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第 3 節 結 果 

 

3.1 MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造 

 

 鳥類の既知塩基配列をもとに設計した LP1 および LP2 プライマーを用いて，フンボルト

ペンギン MHC クラス II DRB 様遺伝子 exon 2，intron 2 および exon 3 を含む 807 bp の塩基

配列を決定することに成功した．決定したエクソンおよびイントロンの塩基長は，exon 2

が 270 bp，exon 3 が 282 bp，および intron 2 は 255 bp であった．他の鳥類の MHC クラス II

遺伝子のゲノム構造と比較した結果，フンボルトペンギンの intron 2 の塩基長は，ニワトリ

（Kaufman et al. 1999）を除く他の鳥類の中で最も短かったものの，exon 2 および exon 3 の

塩基長は，他の鳥類と同等であることが明らかになった． 

 得られた配列が古典的MHCクラス II遺伝子に特徴的なゲノム構造を有するか確認するた

めに，合計 16 箇所のアミノ酸残基を確認した結果（Zoorob et al. 1993），β1 と β2 ドメイン

を結合するシステイン残基とされる 15 番目と 79 番目のアミノ酸残基がフンボルトペンギ

ンにおいてもシステイン（C）であることが分かった（図 2-4）．19〜21 番目のアミノ酸残

基は，N グリコシル化サイトに特徴的な「NGT」を示した．塩橋サイトを含む MHC 分子の

構造を安定化させるとされる 11 箇所のアミノ酸残基のうち 9 箇所は，フンボルトペンギン

においても保存されていたことが明らかになった．残りの 2 箇所（36 番目 Q と 39 番目 H）

のアミノ酸残基は，ヒトなどの哺乳類とは異なる多型を示したが，ニワトリを含む鳥類と

は一致した．以上の結果，フンボルトペンギンの配列上で確認した 16 箇所のアミノ酸残基

は，マガモやニワトリとは 15 箇所，その他鳥類や哺乳類とは 14 箇所一致した．このこと

から，本章で決定した配列が古典的 MHC クラス II 遺伝子の特徴を有することを確認した． 

 

3.2 RT-PCR 法による発現解析 

 

 フンボルトペンギンの肝臓由来 cDNA から 313 bp，ゲノム DNA からは 568 bp の PCR 産

物が得られた（図 2-5）．得られた PCR 産物のシークエンス解析の結果，肝臓 cDNA 由来の

PCR 産物は MHC クラス II DRB 様遺伝子の intron 2 を除く exon 2 および exon 3 の連続配列
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で構成されていた．それに対し，ゲノムDNA由来の PCR産物は，intron 2を含む exon 2- intron 

2- exon 3 の配列で構成されていた． 

 以上の結果から，解析対象とした領域が，発現する MHC クラス II 遺伝子であることを明

らかにした．  

 

3.3 相同性検索および系統樹解析 

 

 決定したフンボルトペンギンの塩基配列を用いた相同性検索の結果，複数鳥類の MHC ク

ラス II 遺伝子配列が検出され，高い相同率が得られた．例えば，ユキドリ MHC class II DAB

遺伝子（Pagodroma nivea，KJ162536）と 92%，クロコシジロウミツバメ MHC class II DAB

遺伝子（Oceanodroma castro，KJ162536）と 91%，マガモ MHC class II β 遺伝子（AF390589）

と 91.7%など，MHC クラス II 遺伝子の中でも主要な古典的 MHC 遺伝子に分類される DAB

遺伝子（Shiina et al. 2004b）と 90%以上の相同性を示した．参考として他の動物種における

MHC クラス II β 遺伝子の相同率を算出したところ，ヒトの DRB1 遺伝子（DRB1*01:01:01）

とチンパンジーDRB 遺伝子（Pan troglodytes，AY663401）では 93%，ニワトリの BLb2 遺伝

子（M29763）とウズラの DAB1 遺伝子（AB078884）でも 93%の相同率が得られた．  

 ヒトや鳥類のMHCクラス II遺伝子の塩基配列をもとに作成した系統樹は 2つの分岐群に

大別され，1 つは α ドメインをコードする遺伝子の分岐群（マガモの DRA 遺伝子，ヒトの

DQA1 遺伝子など），もう 1 つは β ドメインをコードする遺伝子の分岐群（ヒトの DRB1 お

よび DQB1 遺伝子，ニワトリの BLB2 遺伝子，ウズラの DAB 遺伝子など）であった．フン

ボルトペンギンの MHC クラス II 遺伝子の塩基配列は，β ドメインの分岐群に位置した（図

2-6）． 

 

3.4 ゲノム DNA サザンブロット分析による解析領域の評価 

 

 ゲノム DNA サザンブロット分析の結果，Lpen.hum1F / 2R プローブとハイブリダイズし

た 832 bp のシングルバンドを得ることができた（図 2-7）．RT1 / RT2 プローブがハイブリダ

イズする塩基配列内に PstI の切断サイトが 1 箇所存在するため，RT1 / RT2 プローブの結果
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では 833 bp および 370 bp の 2 つの目的とするバンドが認められた．両プローブから検出さ

れたバンドサイズは，PCR 産物の塩基配列および制限酵素切断サイトから予想したサイズ

と一致した． 

 

3.5 MHC クラス II 遺伝子における多様性の特徴 

 

（1）塩基配列を用いた多型解析 

 フンボルトペンギン 20 検体（飼育下 15 検体および野生 5 検体）の塩基配列を決定した

結果，ダイレクトシークエンスとクローニングによって得られた塩基配列は矛盾なく一致

した．決定した 20 個体の塩基配列 807 bp（exon 2- intron 2- exon 3）から，8 つの異なるアリ

ル配列が得られた（Accssetion ID: AB154393–9，AB162144）（図 2-2）． 

 得られたアリルの塩基配列における多型解析の結果，検出された一塩基多型の多くが

exon 2 内で確認され，intron 2 と exon 3 は高い配列保存性を示すことが明らかになった（図

2-2）．具体的には，exon 2 上に 27 箇所，exon 3 に 3 箇所，そして intron 2 に 2 箇所の一塩基

多型サイトを確認した． 

 既報のペンギン 4 種における exon 2 内 198 bp の塩基配列（Tsuda et al. 2001）を加えた多

型解析では，ペンギン各種に特徴的な多型を確認した（図 2-2）．フンボルトペンギンに特

徴的な多型を 3 箇所（107 番目-T，125-G，149 -T），アデリーペンギン属で 3 箇所（81 番目

-C，165-G，200-G），コガタペンギンで 1 箇所（116-T）確認した． 

 多型解析により検出した exon 2 領域内の多型がアミノ酸置換を生じるか確認した結果，

フンボルトペンギンの 8 アリル間では同義置換率が 1.5％，非同義置換率が 9.4％となり，

非同義置換率がきわめて高かった．アデリーペンギン属 3 種およびコガタペンギンにおい

ても同様の結果となった．以上の結果から，解析したペンギン種においては，MHC クラス

II 遺伝子で検出された多型のほとんどがアミノ酸の変化する非同義置換であることが明ら

かになった．   

 

（2）アミノ酸配列を用いた多型解析 

 既報のペンギン 4 種の exon 2 内 198 bp から推定した 53 アミノ酸残基（Tsuda et al. 2001）
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を加えたアミノ酸配列の多型解析では，フンボルトペンギンに特徴的な多型を 1 箇所（46

番目-Q）確認した（図 2-3）．この多型を含む 46-Q と 47-Fの組み合わせは，他のペンギン

種とは明確に異なっていた．また，71 番目に 4 種のアミノ酸多型（R，K，E，S）を確認し，

フンボルトペンギン配列内で最も多様なアミノ酸サイトであることが明らかになった． 

 他の鳥類および哺乳類のアミノ酸配列を加えた多型解析では，フンボルトペンギンに特

徴的なアミノ酸多型を 6 箇所（6 番目-Y，46-Q，164-T，172-A，181-Q，182 -H）確認した

（図 2-4）．また，フンボルトペンギンおよび鳥類に特徴的で，哺乳類とは異なるアミノ酸

多型が 5 箇所（34 番目-R，48-V，106-S，108-S，155 -Y）あることが明らかになった． 

 哺乳類で同定されている 24 箇所の PBR サイト（Hughes & Yeager 1998; Promerova et al. 

2013）のうち 12 箇所に，フンボルトペンギンの種内多型を確認した（図 2-4）．さらに，フ

ンボルトペンギンに特徴的な 4 箇所のアミノ酸多型（37 番目-D，38-V，47-F，71-RKES）

が，PBR に位置することが明らかになった．  

 

3.6 飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 

（1）塩基配列情報 

 日本国内 11 施設の飼育下フンボルペンギン 31 個体の MHC クラス II DRB 様遺伝子の塩

基配列をダイレクトシークエンス法により決定した結果，2 つの新規アリル（Sphu008 およ

び Sphu009）が検出され，Sphu008 は 2 個体（NM001 および NM20）から，Sphu009 は 1 個

体（NM50）から得られた（表 2-2）．また NM25 個体においては，Sphu001 もしくは Sphu002

の 1 bp 違いの新規アリル配列が推定された．そのため，2 組の候補（Sphu001,002variant お

よび Sphu002, 001variant）が考えられ，1 つの候補に絞り込めないフェーズアンビギュイテ

ィ（phase ambiguity）となった．3.5 で解析した施設（施設 ID：A01）の個体も含め（図 2-2），

解析を実施した国内飼育下フンボルトペンギン全個体からは，新規アリルを含め 10 アリル

を検出した（表 2-2）． 

 

（2）ヘテロ接合度 

 解析した全飼育下個体（国内 12 施設 39 個体）におけるヘテロ接合度は，0.82 であり，
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遺伝的多様性は高いと評価した．しかし，施設ごとでは（国内 10 施設 37 個体），1 施設（施

設 ID：A01）が 0.76 で多様性が高く，2 施設（Z05，Z09）は 0.4 以下（0.25 または 0.38）

となり多様性が低いと評価した．また 7 施設は 0.50〜0.67 の数値となり多様性の高低は評

価できなかった．7 施設の詳細な数値は，Z01 は 0.63，Z02 は 0.67，Z03 は 0.53，Z04 は 0.63，

Z07 は 0.50，A02 は 0.62，A03 は 0.63 であった． 

 

（3）アリル分布 

 全 39 個体のアリル分布を評価した結果，28 個体がヘテロ接合型（71.8%）で 11 個体がホ

モ接合型（28.2%）であった（表 2-2）． 

 施設ごとにアリル分布を評価した結果（国内 10 施設 37 個体），全個体が同一アリルを保

有している施設が 6 施設（施設 ID：Z01，Z03，Z05，Z07，Z09，A03）あった（表 2-2）．

とくに施設 ID Z07 は，全個体がヘテロ接合型で同一アリルセットを保有していた（Sphu002, 

Sphu005）．他の施設においても，共通アリルをもつ個体が多く確認され，施設内で頻度の

高いアリルを保有する個体の割合は，Z04 が 75%，Z02 が 68%，A02 が 60%，A01 は 38%

であった．また，各施設で確認した共通アリルは，施設ごとで異なった． 

 

（4）アリル間の遺伝的距離 

 各アリルの塩基配列をアミノ酸配列に変換し作成した系統樹を図 2-8 に示した．フンボル

トペンギン MHC クラス II 遺伝子の 10 アリルは，4 群に分かれた（分岐群 a, b, c, d）．分岐

群 a および c は枝長が短く，分岐群 a に属する Sphu003 と 007 アリル間の塩基多型は 1 塩基

のみで，分岐群 c に属する Sphu0011 と 008 アリル間では 2 塩基多型のみであった．それに

対し，最も枝長が長い分岐群 b に属する Sphu005 と 006 アリル間は 16 塩基多型であった．

また，遺伝的距離（p-distance）の平均は，全アリル間で 0.016（0.001~0.024），分岐群 a は

0.002（0.001~0.003），分岐群 b は 0.019，分岐群 c は 0.005（0.001~0.007）であった．これに

より，分岐群 b のアリルは遺伝的に遠く，分岐群 a および c は遺伝的に近縁なアリルで構成

されていることが明らかになった．各施設で検出したアリルを確認したところ，例えば施

設内に Sphu0011と 008 が存在するというような遺伝的距離の近い群に属するアリルを保有

する施設はなかった．しかし，国内の全解析個体から得られたアリルは，数塩基の差しか
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ない近縁なアリルが多いことが明らかになった．  

表 2-2. 飼育下フンボルトペンギン個体の MHC クラス II 遺伝子アリル情報 

 
施設 ID で示した記号の A は水族館，Z は動物園を意味する．横線はホモ接合型を示す．NM25
検体においては，Sphu-001,002variant または Sphu-002, 001variant の組み合わせの Ambiguity が考

えられた．各施設で頻度の高いアリルをグレーのハイライトで示した． 
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図 2-3 ペンギン 5 種の MHC クラス II DRB 様遺伝子のアミノ酸配列比較． 
決定したフンボルトペンギンの DRB 様遺伝子 exon 2 の塩基配列からアミノ酸配列を推定し，そ

の内 pen1/4プライマーセットの増幅領域である 53アミノ酸残基の連続配列をアデリーペンギン

属 3 種とコガタペンギンのアミノ酸配列（Tsuda et al. 2001）と比較した．「・」はフンボルトペ

ンギンの 001 アリル配列と一致するアミノ酸を意味する．「*」はフンボルトペンギンに特徴的

な多型部位を示す．種名の右側に, フンボルトペンギンのアリル名または既報配列のアクセッシ

ョン番号を示した．上段のアミノ酸サイトの番号は，Brown et al. (1993)で示されている番号を採

用した．「+」は，鳥類や哺乳類で明らかになっているペプチド結合領域（PBR）を示す（Brown 
et al.1993; Promerova et al.2013）． 

 

  



33 

 
図 2-4 フンボルトペンギンと他の動物種のMHCクラス II遺伝子 exon 2および exon 3アミノ酸

配列比較． 
フンボルトペンギン MHC クラス II DRB 様遺伝子のアリル番号，鳥類および哺乳類における既

知配列のアクセッション番号（GenBank）を種名の右側に示した．上部に示したアミノ酸サイト

の番号は，Brown et al. (1993)で示されている番号を採用した．「PBR」はペプチド結合領域を示

す（Brown et al. 1993; Promerova et al. 2013）．「Conserved site」は，哺乳類の古典的 MHC クラス

II 遺伝子上で共通に保存されているサイトを示す（Zoorob et al. 1993）．そのうち，「+」は MHC
ドメインを結ぶシステイン残基，「#」は N グリコシル化サイトを示す．グレーハイライトは，

フンボルトペンギンもしくはフンボルトペンギンおよび鳥類に特徴的な多型部位を示す． 
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図 2-5 RT-PCR 法による MHC クラス II 遺伝子発現解析． 
フンボルトペンギンの肝臓組織から抽出した DNA と cDNA を鋳型として，RT1/RT3 プライマー

セットで PCR 反応を行った．ハウスキーピング遺伝子であるβ-actin 遺伝子を増幅するプライマ

ーも使用した．RT1/RT3 プライマーセットの結果，ゲノム DNA からは 568 bp，cDNA からは 313 
bp の増幅産物が得られた．β-actin プライマーセットでは，ゲノム DNA からは 887 bp，cDNA
からは 353 bp の予想したサイズの増幅産物が得られた． 
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図 2-7 フンボルトペンギンゲノム DNA を用いたゲノム DNA サザンブロット分析． 
左のパネルは，Lpen.hum1F/2R プローブとハイブリダイズした 832 bp のシングルバンドを示し

た．右のパネルは RT1/RT2 プローブの結果を示し，配列内に PstI の切断サイトがあるため，833 
bp と 370 bp の 2 つのバンドが得られた． 
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第 4 節 考 察 

 

（1）フンボルトペンギン MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造 

 MHC 遺伝子は，多様性の高い古典的 MHC 遺伝子と多様性の低い非古典的 MHC 遺伝子

に分類される（The MHC sequencing consortium 1999）（表 2-1）．また，MHC クラス II 分子

は，α 鎖と β 鎖が非共有結合したヘテロ二量体の糖タンパク質であるが，α 鎖（α ドメイン）

は多様性に乏しく，抗原特異性を決定するとされる β 鎖（β ドメイン）は高い多様性をもつ

（猪子ら 2004; Brown et al. 1993）．そのため，複数存在する古典的 MHC クラス II 遺伝子の

中でも β ドメインをコードするクラス II β 遺伝子（例えば DRB1 遺伝子，DQB1 遺伝子，

DPB1 遺伝子）は高度な多型性を保持することが知られている（表 2-1）．そのため，MHC

遺伝子を指標とした多様性解析では，古典的 MHC クラス II β 遺伝子を標的としている

（Eimes et al. 2011; Moreno-Santillán et al. 2016）． 

 本章における相同性検索，系統樹解析，発現解析およびアミノ酸配列の解析により，決

定したフンボルトペンギンの塩基配列が，古典的 MHC クラス II 遺伝子配列であることが示

唆された．また，相同性検索では MHC クラス II β 遺伝子との相同性が高く，系統解析では

α 遺伝子ではなく β 遺伝子の分岐群に位置したことから，決定したフンボルトペンギンの配

列は，古典的 MHC クラス II 遺伝子の中でもとくに多様性の高い β 遺伝子であることが示唆

された．以上のことから，ペンギン MHC 遺伝子の多様性解析に最適で高度な多型性を保持

する領域を決定することができた． 

 

（2）ゲノム DNA サザンブロット分析による解析領域の評価 

 MHC 遺伝子群は，遺伝子重複や偽遺伝子の生成が進化の過程で高確率に生じる領域であ

ることが鳥類を含む脊椎動物の研究で明らかになっている（Kaufman et al. 1999; Shiina et al. 

2004b; Wolfe & Ó'hUigín 2016）．背景で示したようにニワトリやウズラにおいても複数の

MHC クラス II 遺伝子が同定されている．本章において実施したヒトや鳥類を加えた分子系

統解析の結果からも，各種が保有する MHC クラス II 遺伝子間の高い相同性が示された（図

2-6）．そのため，PCR 解析では複数の MHC クラス II 遺伝子を同時に増幅する可能性を考慮

する必要がある． 
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 本章で実施したゲノム DNA サザンブロット分析では，標的とする遺伝子を単一に増幅し

ている証拠となる目的のバンドが得られた（図 2-7）．このことから，本研究において設計

した PCR プライマーが複数の MHC クラス II 遺伝子を増幅している可能性が否定され，本

章で解析している領域が単一のMHCクラス II遺伝子に由来する塩基配列であることが示唆

された． 

 

（3）フンボルトペンギン MHC クラス II 遺伝子の多様性 

 通常，遺伝子内の突然変異は，遺伝子を不活化する可能性のある非同義置換よりも同義

置換が多く認められる（Kimura 1977）．しかし，MHC 領域内では，環境適応に有利なアミ

ノ酸レベルの多型を獲得するために非同義置換が優位を占めることが知られている

（Hughes & Nei 1988）．そして，その非同義置換は，病原体を含む環境因子への適応に対す

る正の選択作用により PBR 領域に集中することが明らかになっている（Hughes & Nei 1988; 

Promerova et al. 2013; Wolfe & Ó'hUigín 2016）．本章におけるフンボルトペンギン MHC クラ

ス II 遺伝子の多型解析の結果，本塩基配列上にも高い非同義置換率が確認され，他の脊椎

動物と同様に積極的にアミノ酸多型を蓄積している可能性が示唆された．さらに，その多

型は PBR にも確認されたことから，フンボルトペンギンの MHC クラス II 遺伝子にも正の

選択が作用している可能性が考えられた． 

 さらに，各種または個体が暴露される環境因子は地理的分布によって異なる可能性があ

り，病原体を含む抗原の認識に関わる PBR には地域に限定された適応パターンが反映され

る可能性がある（Gonzalez-Quevedo et al. 2016）．本研究において，実際に PBR に相当する

とされる位置に，フンボルトペンギンに特徴的な多型が確認された（図 2-3，図 2-4）．その

ため，これらの部位がフンボルトペンギンにおいても PBR に相当するアミノ酸残基である

可能性および解析集団の環境適応に関与する多型である可能性が示唆された．さらに，種

内で最も多様な多型性を示した 71 番目のアミノ酸残基は，PBR に位置していたことから，

フンボルトペンギンの抗原認識において重要な役割をもつアミノ酸残基である可能性が推

察された． 
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（4）飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 フンボルトペンギンは IUCN のレッドリストにおいて絶滅危惧種（絶滅危惧 II 類）に指

定され，急激な個体数減少を経た経歴があり現在も減少傾向にある（Paredes et al. 2003）．

それに対し，フンボルトペンギンの日本国内における飼育数は多く，生息域外保全が最も

進んでいる種である．しかし，飼育下集団において免疫に関わる重要な遺伝子である MHC

遺伝子の遺伝的多様性の評価は実施されていない．  

 本章において，3 つの評価項目を用いて，国内飼育下フンボルトペンギン集団の MHC ク

ラス II 遺伝子における多様性を評価した．その結果，遺伝的多様度およびアリル分布の両

評価により，国内全体で評価した場合は多様性が保たれていたが，一部の施設では多様性

の低いことが明らかになった．また，ヘテロ接合度が 0.4 よりも高い数値であった施設でア

リル分布の偏りが認められるなど，両評価の結果が一致しない施設があった．このことか

ら，アリル分布の情報が多様性の評価項目として重要であることが示唆された．アリルの

偏りが確認された施設に対しては多様性低下の原因究明や遺伝的多様性を考慮した管理が

必要であると考える．唯一高評価であった 1 施設は（施設 ID: A01）遺伝的多様性に配慮し

た管理を実施している施設で，個体交換などの対策を積極的に行っている施設であったた

め，このことが今回の結果に影響している可能性が考えられた． 

 また，施設集団内で頻度の高い共通アリルは施設ごとに異なることが明らかになった．

このことから，一部施設集団で確認した MHC 遺伝子の多様性低下の要因として，繁殖貢献

度の高いペアが少ないなどの理由から施設内集団が限られた血縁で構成されている可能性

が示唆された．よって，施設内の遺伝的多様性を保持するためには，単純な個体交換では

なく国内の飼育集団全体を対象にアリルを指標とした遺伝的管理の必要性が示された． 

 さらに，ヘテロ接合度やアリル分布の評価から国内全体では多様性が高いと判定したが，

系統解析の結果は（図 2-8），遺伝的距離の近いアリルが多く存在することを示している．

背景に示したソウゲンライチョウの解析から，多様性を保持する傾向にある MHC 遺伝子が

多様性減少に働く遺伝的浮動の影響を受ける場合があることが報告されている．そのため，

1 塩基置換程度の多様性では，何らかのストレスが集団に生じた時にアリル多様性が低下す

る可能性が考えられる．そのため，他のアリルと遺伝的距離の遠いアリルを増やす対策も

必要であると考える． 
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第 5 節 小 括 

 

 本章では，日本国内で最も生息域外保全が進んでいるフンボルトペンギン（Spheniscus 

humboldti）を対象に，MHCクラス II遺伝子の多型情報を保全に応用することを目的として，

情報の少ないペンギン MHC クラス II 遺伝子の構造解明を試みた．そして次に，確立した本

遺伝子の多型解析手法を用いて飼育下フンボルトペンギン集団の多様性解析を行った．そ

の結果，フンボルトペンギン MHC クラス II DRB 様遺伝子の主要なエクソンを含むゲノム

構造を明らかにすることに成功した．さらに，決定した配列は，免疫系において主要な働

きをもち多型性に富むことで知られる古典的MHCクラス II β遺伝子であることが示唆され

た．また，ペンギン MHC クラス II 遺伝子領域の多様性を明らかにしたことで，本遺伝子上

に PBR に相当する領域が存在することを示唆するとともに環境適応に関与する可能性のあ

る多型を確認した． 

 フンボルトペンギン特有の PCR プライマーが設計できたことで，本分類群の MHC クラ

ス II 遺伝子の多様性解析手法を確立することに成功した．本手法を用いた国内飼育施設の

フンボルトペンギン集団における多様性評価では，半数以上の施設でアリル分布の偏りに

よる遺伝的多様性の低下が確認され，その要因の１つとして，１部施設集団が少数血縁で

構成されている可能性を示唆した． 

以上により，日本国内の生息域外保全が進んでいるとされているフンボルトペンギンに

おいて遺伝的多様性の損失が進行している可能性を明らかにした．このことから，MHC ク

ラス II 遺伝子の解析手法とアリル情報が，域外保全における遺伝的多様性の評価に有用で

あることが示唆された．  

 なお，本章の内容は Kikkawa et al.（2005）の論文をもとに構成した． 
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第 3 章 

フンボルトペンギン属 4 種の  

MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 
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第 1 節 はじめに 

 

 フンボルトペンギン属は 4 種で構成され（Baker et al. 2006; Clarke et al. 2007; Jouventin 

1982），フンボルトペンギン（Spheniscus humboldti）とマゼランペンギン（S. magellanicus）

は南アメリカの沿岸や沖合の島々，ケープペンギン（S. demersus）は南アフリカの沿岸に分

布し，ガラパゴスペンギン（S. mendiculus）は熱帯のガラパゴス諸島に生息する（Williams 

1995; The IUCN Red List of Thrreatened Species）（図 1-1）．各種は地理的に異なる生息分布を

示すが，温暖な気候に適応し，形態的な類似性をもち，穴状の営巣を行うなど生態的にも

多くの共通する特徴をもつ．さらにフンボルトペンギン属は，種間雑種が確認されている

ため（McCarthy 2006; Thumser & Karron 1994; Williams 1995），遺伝的に近縁である可能性が

考えられる． 

 絶滅の恐れのある野生生物レッドリスト（国際自然保護連合：IUCN）は 7 段階で評価さ

れている：絶滅（Extinct, EX），野生絶滅（Extinct in the wild, EW），絶滅危惧 IA 類（Critically 

endangered, CR），絶滅危惧 IB 類（Endangered，EN），絶滅危惧 II 類（Vulnerable, VU），準

絶滅危惧（Near Threatene, NT）および軽度懸念（Least Concern, LC）．このうち，CR，EN，

VU の 3 ランクが絶滅危惧種とされている．フンボルトペンギン属 4 種は，野生集団の個体

数が減少傾向にあるためレッドリストに記載され，内 3 種は絶滅危惧種に指定されている

（表 1-1）．フンボルトペンギンは，20 世紀後半におよそ 20,000 個体から 3,300 個体まで減

少した（Paredes et al. 2003）．その後，個体数は回復し，現在はおよそ 30,000 個体と安定し

た個体数を維持している（Wallace & Araya 2015）．しかし，繁殖コロニー数の縮小や著しい

個体数の変動が認められるため絶滅危惧種（VU）に指定されている．一方，ケープペンギ

ンは 28 年間で 61%個体数が減少し，現在野生集団の個体数はおよそ 26,000 ペアと見積もら

れている（Crawford et al. 2011）．そして，ガラパゴスペンギンは，過去 40 年間でおよそ 70%

減少し現在の推定個体数は 1,200〜1,800 個体とされ，ほぼ全ての個体が１箇所で繁殖して

いる（Vargas et al. 2005, 2007）．上述の 2 種（ケープおよびガラパゴスペンギン）は，絶滅

危惧種（EN）に指定されている．4 種の中では軽度な準絶滅危惧種（NT）に指定されるマ

ゼランペンギンは，全体的に減少傾向にあるものの総個体数は 1,000,000 ペア以上と見積も

られている（Pütz et al. 2007）．繁殖コロニーによって状況が異なり，個体数が激減している
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コロニーや増加しているコロニーなどさまざまである．フンボルトペンギン属の個体数減

少理由としては，商業的な漁業を含む海洋環境の変化やエルニーニョ・南方振動（ENSO：

El Niño-Southern Oscillation）による気候変動などが関与していると考えられる（Akst et al. 

2002; Vargas et al. 2007; Williams 1995）．そのため，今後予想される ENSO の頻度および強度

の増加が，種の存続に影響する可能性のあることが報告されている（Vargas et al. 2007）．し

かし，フンボルトペンギン属の絶滅回避を目的とした種保全計画を遂行するための遺伝学

的情報は多くない（Akst et al. 2002; Bouzat et al. 2009）． 

 前章において，飼育下フンボルトペンギン集団の保全を目的とした遺伝的多様性の評価

にMHC（主要組織適合遺伝子複合体）遺伝子の多型情報が有用であることを明らかにした．

同時に，フンボルトペンギンを対象とした古典的 MHC クラス II DRB 様遺伝子における多

型解析手法の確立に成功した．古典的 MHC クラス II 遺伝子の中でも DRB 遺伝子は多型を

豊富に蓄積していることが知られるため（Cai et al. 2015; Doxiadis et al. 2006; Hosomichi et al. 

2006; Kaufman et al. 1999; O'Brien et al. 1985），近縁種間の多型解析に対する有用なマーカー

とされている（Bollmer et al. 2007; Cutrera & Lacey 2007）．  

 以上のことから本章では，第 2 章で確立した MHC クラス II 遺伝子解析手法を用いて，共

通する特徴の多い希少種フンボルトペンギン属 4 種を対象に集団内の遺伝的多様性を評価

することを目的とした．同時に，4 種における MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造や多型性

の違いを比較した．  
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第 2 節 材料と方法 

 

2.1 供試検体および DNA 抽出 

 

 日本と韓国の水族館または動物園で飼育されているペンギン 24 個体と，チリ・アルゼン

チン・ガラパゴス諸島に生息する野生ペンギン 10 個体から血液検体を得た（表 3-1）．フン

ボルトペンギン 20 検体（飼育下 15 検体，野生 5 検体），ケープペンギン飼育下 6 検体，マ

ゼランペンギン 5 検体（飼育下 3，野生 2），ガラパゴスペンギン野生 3 個体の計 34 検体の

末梢血細胞から，Proteinase K 処理およびフェノールクロロホルム法を用いてゲノム DNA

を抽出した（Inoko et al. 1986）．フンボルトペンギン 20 検体は，第 2 章で使用した検体と同

一のものを供試した（Kikkawa et al. 2005）． 

 

2.2 フンボルトペンギン属 MHC クラス II 遺伝子の塩基配列決定 

 

 第 2 章で確立した解析手法を用いてフンボルトペンギン属 4 種における MHC クラス II 

DRB 様遺伝子内の主要なエクソン（exon 2 および exon 3）を含む領域の塩基配列を決定し

た． 

 

（1）PCR 法による MHC クラス II 遺伝子の増幅 

 PCR プライマーは，前章で設計した 3 セットを用いた（LP1 / Lpen.hum 2R，Lpen.hum 1F 

/ 3R および Lpen.hum 1F2 / 3R2）（図 2-1）．フンボルトペンギン属 4 種（34 検体）の DNA

を試料として以下の条件で PCR 反応を行った．PCR 反応液は，50-100 ng のゲノム DNA，

10× NH4 buffer 2.5 μl，50mM MgCl2 1 μl, 2mM dNTP 2 μl，各 10μM プライマー（上記 3 セッ

ト）0.3 μl，0.02units BIOTAQ DNA Polymerase（BIO LINE 社）を滅菌水で合計 25 μl に調整

した．PCR 条件は，96˚C で 3 分間の熱変性後，96˚C 3 0 秒間の熱変性，61˚C 30 秒間のアニ

ーリング，72˚C 2 分間の伸長反応を 35 サイクル行った後，72˚C 5 分間反応させた．hum1F2 

/ 3R2 プライマーセットはアニーリング温度を 67˚C へ変更した． 

 得られた PCR 産物は，前章と同様の方法で電気泳動し増幅サイズを確認した．PCR 産物
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は，クローニング用に 2 μl を使用し，残りはダイレクトシークエンスに用いた． 

 

（2）クローニング 

 アリル配列を決定するために，得られた PCR 産物の一部は，Ligation convenience kit（株

式会社ニッポン・ジーン）を用いてマニュアルに従いライゲーションした．得られたライ

ゲーションサンプルは，前章と同様の方法で形質転換を行い白色コロニーを得た．  

 

（3）コロニーPCR 

 各 PCR 産物につき，10 個以上の白色コロニーを PCR 反応に用いた．PCR プライマーは，

ベクター配列上に位置するプライマーセット（T7/SP6 promoter）（図 2-1）およびインサー

ト配列を増幅したプライマーセット（LP1 / Lpen.hum 2R または Lpen.hum 1F / 3R または

Lpen.hum 1F2 / 3R2）を使用した．例えば LP1 / Lpen.hum 2R 産物から得られたコロニーは，

LP1および Lpen.hum 2Rを PCRプライマーとしてコロニーPCRを実施した．PCR反応液は，

10× NH4 buffer 2.5 μl，50mM MgCl2 1 μl, 2mM dNTP 2 μl，各 10μM プライマー（上記の各 2

セット）0.3 μl，0.02 units BIOTAQ DNA Polymerase（BIO LINE 社）を滅菌水で合計 25 μl に

調整した．8 連 PCR チューブのウェル底に 1 コロニーを少量塗布し，調整した反応液 25 μl

を各ウェルに加えた．ベクタープライマーの PCR 条件は，96˚C で 3 分間の熱変性後，96˚C 

30 秒間の熱変性，55˚C 30 秒間のアニーリング，72˚C 2 分間の伸長反応を 35 サイクル行っ

た後，72˚C 5 分間で反応させた．インサート配列を増幅したプライマーセットを PCR プラ

イマーとした場合は，本章 2.2（1）と同様の温度条件で行った．得られた PCR 産物は，前

章と同様の方法で電気泳動し増幅サイズを確認した． 

 コロニーPCR 産物は，ExoSAP-IT For PCR Product Clean-UP（Affymetrix 社）を用いてマニ

ュアルに従い精製した．酵素反応および酵素失活反応は，GeneAmp PCR System 9700（Thermo 

Fisher SCIENTIFIC K. K.）を用いて行った．ダイレクトシークエンス用とした 34 検体の各

PCR 産物 3 種（LP1 / Lpen.hum 2R，Lpen.hum 1F / 3R および Lpen.hum 1F2 / 3R2）について

も同様に精製した． 
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（4）塩基配列決定および解析  

 シークエンスプライマーは，インサート配列の増幅と同様のプライマーを使用した．シ

ークエンス解析は，ExoSap 処理済 PCR 産物の 2 μl を用いて前章と同様の方法で行い，塩基

配列を決定しアリルを特定した．得られた配列情報の精度を確認するために，ダイレクト

シークエンスおよびクローニングにより得られた塩基配列が一致するかを確認した． 

 ゲノム構造比較には，ニワトリ（Gallus gallus，M29763）およびマガモ（Anas platyrhynchos，

HM070250）の塩基配列を用いた．非同義置換率（dN）および同義置換率（dS）は，MEGA 

2 ソフトウェアを用いて Nei-Gojobori モデル（Nei & Gojobori 1986）で算出した．ヘテロ接

合度の算出および分子系統樹の作成は，前章と同様の方法で行った．系統比較のために，

前章でも使用したペンギン 4 種の塩基配列を用いた（アデリーペンギン（Pygoscelis adeliae），

ヒゲペンギン（P. antarcticus），ジェンツーペンギン（P. papua）およびコガタペンギン

（Eudyptula minor）; Tsuda et al. 2001）（図 2-3）．また，ヒトの HLA-DRB1 遺伝子のアミノ

酸配列上で明らかになっている超可変領域の存在をフンボルトペンギン属の配列上で確認

した（Brown et al. 1993; Stern et al. 1994）．参考配列として DRB1*01:01 のアミノ酸配列を用

いた（IMGT：https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）．決定した塩基配列情報は，第 2 章と同様

の方法で登録番号を得た． 

 

（5）MHC クラス II 遺伝子 exon 1 および intron 1 の配列情報の取得 

 LP1 / Lpen.hum 2Rプライマーセットを用いて得られた PCR産物のダイレクトシークエン

スにより5'UTR〜intron 2を含むフンボルトペンギンの塩基配列が得られた．得られた5'UTR

の配列上に新たに設計した Lpen.5′UTR-Fプライマー（図 3-1）および前章で設計した

Lpen.hum 2Rのプライマーセットを用いて前述通りの方法で34検体の塩基配列を決定した． 
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図 3-1 フンボルトペンギンMHCクラス II DRB様遺伝子領域内に設計したPCRプライマー情報． 
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第 3 節 結 果 

 

3.1 MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造 

 

 フンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II DRB 様遺伝子の塩基配列を決定した結果，

前章で設計したフンボルトペンギンに特有な PCR プライマーがペンギン 3 種にも適応可能

であることが明らかになった．また，前章で鳥類の塩基配列をもとに exon 1 上に設計した

LP1 プライマーを用いて増幅した PCR 産物の 1 つから，exon 1 および intron 1 全長に加え

5'UTR（41 bp）を含む塩基配列が得られた．  

 本章で新たに得た 5'UTR 塩基配列上に設計したプライマー（Lpen.5UTR-F）を用いて，フ

ンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II DRB 様遺伝子の 3 つのエクソン（exon 1，exon 2

および exon 3）および 2 つのイントロン（intron 1 および intron 2）を含む 5'UTR から intron 

3 までの約 1.5 kb の塩基配列を決定することに成功した．図 3-1 に，フンボルトペンギンで

明らかになった各エクソンおよびイントロンの塩基長を示した．本章において初めて明ら

かにした exon 1 および intron 1 の塩基配列を 4 種間で比較した結果，フンボルトペンギンか

ら得られた一部の intron 1 配列上に，1 箇所の欠失（94 番目の intron 1 上）と 11 bp 以上の

シトシン連続鎖（351〜361 または 352〜362 番目）を確認した（図 3-1, 図 3-2）．よって，

フンボルトペンギンにおける intron 1 の全塩基長は，514 または 515 bp と推定した．マゼラ

ンペンギンの intron 1 塩基配列上にも 8 または 9 bp の欠失を認めた．以上のことから，フン

ボルトペンギン属 4 種は，intron 2 および exon 1, 2, 3 については同じゲノム構造をもつが，

intron 1 の配列上には個体レベルの変異があることが明らかになった．また，他の鳥類との

塩基長を比較した結果，フンボルトペンギン属では exon 1 が 70 bp および intron 1 が約 514 

bpであったのに対し，ニワトリのBLb2遺伝子では exon 1が 91 bpおよび intron 1が 208 bp，

マガモの DRA 遺伝子では exon 1 が 73 bp および intron 1 が 363 bp であった． 
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3.2 MHC クラス II 遺伝子の多型解析 

 

（1）塩基配列の多型解析 

 フンボルトペンギン属 4 種（計 34 検体）の MHC クラス II DRB 様遺伝子内 5’UTR〜intron 

3 の塩基配列から 22 アリルを特定した．22 アリルの塩基配列を比較した結果，確認した一

塩基多型は exon 2, 3 および intron 1, 2, 3配列内に位置したが，その 71%（65塩基中 46塩基）

が exon 2 配列上に集中していることが明らかになった（図 3-2）．それに対し，exon 1（塩

基長 70 bp）の塩基配列は 4 種の全個体で完全に一致した．全アリル間の多型の平均は，18.3

箇所（0〜29）であった．また，exon 2 内の種内多型の平均は，フンボルトペンギンでは 13.6

箇所（1〜19），マゼランペンギンでは 15.1 箇所（5〜21），ケープペンギンでは 20.3 箇所（8

〜28），ガラパゴスペンギンは 9 箇所であった．4 種の中では，ケープペンギンの種内多型

が最も多いことがわかった． 

 フンボルトペンギン属 4 種の置換率を算出した結果，exon 2 内のほぼ全ての種内多型が非

同義置換であることが明らかになった（表 3-2）．具体的には，フンボルトペンギンの exon 2

内で確認した多型の 92%が非同義置換で，ペンギン他 3種では非同義置換が 100%であった．

それに対し exon 3 領域内においては同義置換率と非同義置換率に大きな違いは認められな

かった． 

 

（2）アミノ酸配列を用いた多型解析 

 上述の 4 種（34 検体）から検出した 22 アリルのアミノ酸配列を図 3-3 に示した．本章で

決定した配列内には，フレームシフト変異またはストップコドンは検出されなかった．22

アリルにおけるアミノ酸多型の平均は，10.5 箇所（0～18）であった．種内における多型の

平均は，フンボルトペンギンでは 9.7 箇所（0〜14），マゼランペンギンでは 10.7 箇所（0〜

15），ケープペンギンでは 12.7 箇所（5〜18），ガラパゴスペンギンは 7 箇所であった．塩基

配列の結果同様に，4 種の中でケープペンギンの種内アミノ酸多型が最も多いことがわかっ

た．また，検出されたアミノ酸多型の多くが，ヒトの DRB1*01:01 アリルにおいて確認され

ている 3 箇所の超可変領域（hypervariable region : HV1～3）に集中していることが明らかに

なった（図 3-3）．  
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3.3 MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 

（1）ヘテロ接合度 

 フンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II 遺伝子におけるヘテロ接合度は，フンボルト

ペンギンの全解析個体で 0.66，野生集団で 0.34，飼育下集団で 0.71 であった．マゼランペ

ンギンの全解析個体では 0.86，野生集団で 0.75，飼育下集団で 0.78 であった．ケープペン

ギンの飼育下集団では 0.42，ガラパゴスペンギンの野生集団では 0.53 であった．0.4 以下の

数値が得られ多様性が低いと評価したのは，フンボルトペンギン野生集団およびケープペ

ンギン飼育下集団であった．マゼランペンギンにおいては，野生および飼育下集団ともに

高いヘテロ接合度が得られ，多様性が保持されていることが明らかになった． 

 

（2）アリル分布 

 フンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II DRB 様遺伝子アリル数は，フンボルトペン

ギン 20 個体から 8 アリル，ケープペンギン 6 個体から 4 アリル，マゼランペンギン 5 個体

から 8 アリル，そしてガラパゴスペンギン 3 個体から 2 アリルであった（表 3-3）．フンボ

ルトおよびマゼランペンギンから最も多くのアリルが検出された． 

 各種内のホモ接合率は，フンボルトおよびケープペンギンが 50%，マゼランペンギンが

20%，ガラパゴスペンギンは 67%となり（表 3-1），ガラパゴスペンギン集団でホモ接合型

の個体が最も多いことが明らかになった．また，マゼランペンギン以外の 3 種でアリル分

布の偏りが認められた（表 3-1）．フンボルトペンギンでは飼育下および野生の両集団にお

いて Sphu001 アリルの出現頻度が最も高く，飼育下集団では 20 個体中 9 個体が保有し，野

生集団では全個体が保有していた．同様に，ケープおよびガラパゴスペンギンにおいても 1

つのアリル頻度が高く，全個体が同一アリルを保有していた． 

 以上により，MHC クラス II 遺伝子のアリル分布による多様性の評価では，マゼランペン

ギンが最も多様性を保持していることがわかった．他 3 種においては，アリル分布に偏り

が認められ，ケープペンギンおよびガラパゴスペンギンでは全個体が同一アリルを保有し，

ガラパゴスペンギンはホモ接合率も高かった．フンボルトペンギンにおいても野生集団に

限定した評価では全個体が同一アリルを保有していた． 
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（3）アリル間の遺伝的距離 

 塩基配列に基づく分子系統樹において，フンボルトペンギン属から検出された 22 アリル

は，4 つの分岐群（A~D）に大別された（図 3-4）．分岐群 A にはフンボルトペンギン 3 ア

リルおよびケープペンギン 2 アリル，分岐群 B にはフンボルトペンギン 1 アリルおよびマ

ゼランペンギン 3 アリル，分岐群 C にはペンギン 4 種の計 7 アリルが位置し，分岐群 D に

はフンボルトペンギン 2アリル，マゼランおよびケープペンギンが 1アリルずつ位置した．

フンボルトペンギンのアリルは全ての分岐群に位置した．また，マゼランペンギンとケー

プペンギンアリルは 3 つの分岐群に分類され，ガラパゴスペンギンの 2 アリルは 1 つの分

岐群に位置した．フンボルトペンギンの野生集団内で出現頻度の低い 2 つの稀なアリル

（Sphu003, 007）は分岐群 D に属し，遺伝的に近縁であることがわかった．この 2 つの稀な

アリルの 5'UTR〜intron 3 領域における塩基多型は 1 塩基のみ（1/1488 bp）であり（図 3-2），

アミノ酸配列は完全に一致した（図 3-3）．それに対し，同一分岐群に位置したガラパゴス

ペンギンの 2 アリル間の塩基多型は 10 塩基で（10/1503 bp），アミノ酸配列上でも 7 残基異

なる（7/207 残基)．そのため，フンボルトペンギン野生集団と比べると，ガラパゴスペンギ

ン集団ではアリルの遺伝的距離が遠く保たれていることが明らかになった．  

 

3.4 フンボルトペンギン属 4 種の近縁関係 

 

 フンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II DRB 様遺伝子の多型解析の結果，種間でア

リル共有が確認された．具体的には，フンボルトペンギンから検出された Sphu004 とマゼ

ランペンギンの Spma001 は 5’UTR から intron 3 までの全塩基配列が完全に一致していた．

この配列（Sphu004 および Spma001）は，マゼランペンギンの Spma007 と 1.5 kb 中 3 塩基

の違いがあったが，その全多型は intron 領域に位置したため，exon 1, 2, 3 のアミノ酸配列は

3 アリルで完全に一致した．この種間共有アリルは，飼育下個体から検出され，いずれもホ

モ接合型で保有していた（表 3-1）． 

 さらに系統解析では，ペンギン 4 種のアリルが分岐群内で混在することが明らかになっ

た（図 3-4）．塩基配列が完全に一致した 2 アリル（マゼランペンギン Spma001，フンボル
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トペンギン Sphu004）は，マゼランペンギンの 2 アリル（Spma006，Spma007）とともに分

岐群 B に位置した．また，ペンギン 4 種を加えた系統樹においても，アデリーペンギン属 3

種（アデリーペンギン，ジェンツーペンギン，ヒゲペンギン）は種ごとに異なる分岐群に

位置したのに対し，フンボルトペンギン属 4 種は 1 つの分岐群内に混在した（図 3-5）． 
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表 3-1 フンボルトペンギン属の計 34 個体における DRB 様対立遺伝子詳細と生息地 
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表 3-3 フンボルトペンギン属の DRB 様遺伝子のアリル頻度 

 
*：Sphu004 と Spma001 は塩基配列が完全に一致した． 

 

 

 

 

 

 

 

  



57 

      

      

 

図
3-

2 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
の
ク
ラ
ス

II
遺
伝
子
塩
基
配
列
の
比
較
．

 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
（
フ
ン
ボ
ル
ト
，
マ
ゼ
ラ
ン
，
ケ
ー
プ
，
ガ
ラ
パ
ゴ
ス
ペ
ン
ギ
ン
）
か
ら
得
ら
れ
た

D
R

B
様
遺
伝
子

22
ア
リ
ル
の
塩

基
配
列
比
較
．
多
型
部
分
の
み
を
表
示
し
，

Sp
hu

00
1
配
列
上
に
塩
基
番
号
（

bp
）
を
示
し
，
右
側
に
各
ア
リ
ル
の
決
定
塩
基
長
を
示
し
た
．

ex
on

 1
は
多
型
が
検
出
さ
れ
な
か
っ
た
．

94
番
目
の
ア
ス
タ
リ
ス
ク
（

*）
は
，

in
tro

n 
1
上
の
欠
失
を
意
味
す
る
．

 



58 

     図
3-

3 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
の
ク
ラ
ス

II
遺
伝
子
ア
ミ
ノ
酸
配
列
の
比
較
．

 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
か
ら
得
ら
れ
た

D
R

B
様
遺
伝
子

22
ア
リ
ル
の

ex
on

 2
ア
ミ
ノ
酸
配
列
比
較
．
図
上
の
ア
ミ
ノ
酸
部
位
の
番
号
は
，

B
ro

w
n 

et
 a

l. 
(1

99
3)
で
示
さ
れ
て
い
る
番
号
を
参
考
と
し
た
．

PB
R
は
ペ
プ
チ
ド
結
合
領
域
を
示
す
（

B
ro

w
n 

et
 a

l. 
19

93
; P

ro
m

er
ov

a 
et

 a
l. 

20
13
）．

グ
レ
ー
の
ハ
イ
ラ
イ
ト

で
示
し
た

3
配
列
（

Sp
hu

00
4
と

Sp
m

a0
01

, 0
07
）
は
同
一
の
ア
ミ
ノ
酸
配
列
で
あ
っ
た
．

D
R

B
1*

01
:0

1
配
列
上
の
四
角
は
ヒ
ト
で
明
ら
か
に
さ
れ
て
い
る
超
可

変
領
域
（

hy
pe

rv
ar

ia
bl

e 
re

gi
on

 I 
(H

V
1)

, h
yp

er
va

ria
bl

e 
re

gi
on

 II
 (H

V
2)

, h
yp

er
va

ria
bl

e 
re

gi
on

 II
I (

H
V

3)
）
を
示
す
．

 



59 

 

 

 

図
3-

4 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
の

D
R

B
様
遺
伝
子
の
系
統
樹
解
析
．

 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
の

D
R

B
様
遺
伝
子
の

ex
on

 1
, 2

, 3
の
塩
基
配
列
（

62
2 

bp
）
を
も
と
に
構
築
し
た
系
統
樹
．

N
J法

の
ki

m
ur

a2
pa

ra
m

at
er
モ
デ
ル
を
用
い
て
作
製
し
た
．
ア
ウ
ト
グ
ル
ー
プ
と
し
て
ニ
ワ
ト
リ
の
ク
ラ
ス

II
 b

配
列
を
用
い
た

（
M

26
30

7;
 X

u 
et

 a
l.1

98
9）
．
枝
上
の
数
値
は
，
ブ
ー
ツ
ス
ト
ラ
ッ
プ
値
（

10
00
回
再
構
築
）
を
示
す
．
対
立
遺
伝
子
名
は
，
フ
ン

ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
を
「

Sp
hu
」
，
マ
ゼ
ラ
ン
ペ
ン
ギ
ン
「

Sp
m

a」
，
ケ
ー
プ
ペ
ン
ギ
ン
「

Sp
de
」，

ガ
ラ
パ
ゴ
ス
ペ
ン
ギ
ン
を
「

Sp
m

e」
と
し
た
．

 
 



60 

 
  

図
3
-5
 
フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
と
他
の

4
種
の
ペ
ン
ギ
ン
の
ク
ラ
ス

II
遺
伝
子
塩
基
配
列
の
無
根
樹

 

フ
ン
ボ
ル
ト
ペ
ン
ギ
ン
属

4
種
と
他
の

4
種
の
ペ
ン
ギ
ン
（

T
su

d
a

 e
t 

a
l.

 2
0

0
1
）
の

D
R

B
様
遺
伝
子

e
x
o
n

 2
内
の

1
9
8
 b

p
塩
基
配
列
を
も
と

に
構
築
し
た
無
根
樹
．

N
J
法
の

k
im

u
ra

 
2
-p

a
ra

m
a
te

r
モ
デ
ル
を
用
い
て
作
製
し
た
．
ジ
ェ
ン
ツ
ー
ペ
ン
ギ
ン
は

2
つ
の
亜
種
が
確
認
さ
れ
て

い
る
が
，
ア
リ
ル
名
の
「

G
e
n

to
o
_
N
」
は
キ
タ
ジ
ェ
ン
ツ
ー
，「

G
e
n

to
o
_
S
」
は
ミ
ナ
ミ
ジ
ェ
ン
ツ
ー
を
意
味
す
る
．

 

 



61 

第 4 節 考 察 

 

（1）MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造および多様性 

 第 2 章では，フンボルトペンギンの古典的 MHC クラス II DRB 様遺伝子の exon 2〜intron 

3 のゲノム構造を明らかにした．さらに，他の脊椎動物における MHC 多様性の特徴と同様

に（Hughes & Nei 1988; Promerova et al. 2013; Wolfe & Ó'hUigín 2016），PBR を含む exon 2 配

列上に高い非同義置換率を確認し，飼育下フンボルトペンギン集団の MHC クラス II 遺伝子

にも正の選択が作用している可能性を述べた． 

 本章において，第 2 章で設計したプライマーを用いて exon 1 全長を含む塩基配列を新た

に決定することに成功した．要因としては，鳥類の配列をもとに設計した LP1 プライマー

と類似した配列が 5'UTR 領域内に存在した可能性が考えられた．前章で得られた結果がフ

ンボルトペンギンに特化した特徴であるかを確認した結果，決定した MHC クラス II 遺伝子

5'UTR〜intron 3 のゲノム構造はフンボルトペンギン属 4 種でほぼ一致し，その多様性の特

徴はフンボルトペンギンと同様に，PBR に非同義置換が集中していることが明らかになっ

た．さらに本章において，フンボルトペンギン属のアミノ酸多型が，ヒトで同定されてい

る PBR を含む超可変領域上に集中していることが明らかになった（図 3-3）．ヒト DRB1 遺

伝子の超可変領域は，様々な病原体ペプチドとの結合部位に相当することが知られている

（Klein 1986）．加えて，中立的な遺伝子座で想定されるよりもはるかに高い非同義置換率

を示す MHC クラス II DRB 遺伝子のアリルバリエーションの多さは，平衡選択（balancing 

selection）が要因であることが示唆されている（Hughes & Nei 1988, 1989a, b）．以上のこと

から，フンボルトペンギン属 4 種の DRB 様遺伝子配列上にも平衡選択が作用したと考えら

れる超可変領域の存在が示唆された． 

 

（2）フンボルトペンギン属における MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 温暖な地域に生息するフンボルトペンギン属 4 種は ENSO などによる気候変動の影響を

強く受けている種であり，個体数は減少傾向にあるため，野生集団内の遺伝的多様性の低

下が危惧されている（Akst et al. 2002）．本研究では，生息域内外のペンギン集団における

MHC 遺伝子を指標とした多様性評価の可能性を目的として，前章において MHC 遺伝子の
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中でも多様性解析マーカーとして広く活用されている古典的MHCクラス II β遺伝子に着目

し（Alcaide et al. 2008; Cai et al. 2015; Yang et al. 2005），フンボルトペンギン飼育下個体を対

象に多様性解析を試みた．その結果，生息域外保全における遺伝的多様性解析に，MHC ク

ラス II 遺伝子マーカーが有用であることを明らかにした．そこで，次のステップとして，

野生集団を含む他種ペンギン類（フンボルトペンギン属 4 種）においても同様の多様性評

価が可能であるかを検討した． 

 本章の結果により，フンボルトペンギン飼育下集団を対象として確立した MHC クラス II

遺伝子の多様性解析手法が，ペンギン類 3 種にも適用可能であることが明らかになった．

また，3 つの多様性評価項目を総合的に評価したところ，マゼランペンギンが最も多様性が

高く，フンボルトペンギン野生集団で低いという結果になった．ケープペンギンにおいて

は，アリル分布やヘテロ接合度からは多様性が低いと評価したが，アリル間の遺伝的距離

は遠く保たれており，塩基置換数も 4 種の中で最も多かった．ガラパゴスペンギンにおい

ては，アリル分布の結果から多様性が低いと評価したが，ヘテロ接合度は 0.4 よりも高い数

値を示した．しかしながら，マゼランペンギンを除く 3 種においては，集団内の個体間で

同一アリルの共有が認められた（表 3-1）．この 3 種は，過去に大幅な個体数減少を経験し

ている種であることから（第 1 節 背景），アリル分布の偏りの 1 要因として解析集団にお

ける過去のボトルネックが影響している可能性が推察された．また，MHC 遺伝子は環境適

応に関与するため，進化の過程で生息環境に適合したアリルは集団内に普及し一般化する

可能性がある（Ujvari & Belov 2011）．そのため，フンボルトペンギン属集団における MHC

クラス II アリルの画一化の要因として，外来性抗原を起因とした環境適合の結果である可

能性も考えられる．しかしこれらの仮説を評価するためには，生息環境に影響されない遺

伝子群（中立マーカーなど）を用いた多様性評価を視野に入れた，さらなる解析が必要と

考える．  

 また，アリル間の遺伝的距離に基づく多様性評価では，フンボルトペンギン野生集団が

最も多様性が低いという結果となった．集団内で遺伝的に距離のある多くの MHC クラス II

アリルを保有することは，多くの種類の外因性病原体や外因ストレスに対抗できるため，

種および集団の存続にとって有利とされている（Ekblom et al. 2007; Radwan et al. 2010; 

Sommer 2005）．フンボルトペンギン野生集団では 3 つのアリルが検出されたが，1 つのアリ
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ルは全個体が保有し（Sphu001），残り 2 アリルはそれぞれ 1 個体のみが保有していた

（Sphu003, Sphu007）．2 つの稀なアリルはアミノ酸配列が完全に一致したため，同じ種類の

病原体抗原にしか対応できないと推測する．しかし，高頻度なアリル（分岐群 A）と稀な

アリル群（分岐群 D）は 22 アリルの中でも遺伝的距離が離れているため，これら稀なアリ

ルはアリル分布の偏りのある集団において有益となることが示唆された．また，ガラパゴ

スペンギンの全個体が保有するアリル（Spme001）と 1個体が保有する稀なアリル（Spme002）

は同一分岐群に属したが，フンボルトペンギンの場合よりも塩基多型は多く，その多型は

PBR に集中していた（図 3-3）． この 2 つのアリル（Spme001，Spme002）は PBR 領域に多

型をもつため，それぞれが発現する MHC クラス II 分子は異なる種類の病原体抗原を認識し

排除できると考えられる．しかし，個体数が減少した小集団の MHC 遺伝子に対し遺伝的浮

動（genetic drift）が作用する場合があることが示唆されているため（Eimes et al. 2011），稀

なMHCアリルはランダムな driftによって消失する可能性が考えられる（Radwan et al. 2010）．

そのため，頻度の低いアリルを保有する個体を増やすなど，集団内に多種類のアリルが保

持されるような対策が必要であると考える． 

 

（3）フンボルトペンギン属の近縁関係 

 温暖な地域に生息する 3 種（フンボルト，マゼラン，ケープペンギン）は，外見的にも

大変似通っており，生息地が離れているフンボルトとケープペンギンは飼育下での種間交

雑例が確認され，繁殖地が重なるフンボルトとマゼランペンギンは野生下で種間雑種が報

告されている（Simeone et al. 2009）．これらの雑種個体の生存率と繁殖率は低いため，各種

が固有に分化し，ある程度の遺伝的距離を持ち始めていると考えられた．しかし，MHC 遺

伝子におけるフンボルトペンギン属 4 種の遺伝的違いを確認したところ，系統解析では 4

種のアリルが分岐群内で混在したことや（図 3-4，図 3-5），フンボルトペンギンとマゼラン

ペンギン間で共通アリルが確認されたことから（図 3-2，図 3-3），4 種は遺伝的にきわめて

近縁であることが明らかになった．  

 MHC クラス II 遺伝子の同一アリルが異種間で共有される例は，霊長類（Doxiadis et al. 

2006; Kenter et al. 1992; Otting et al. 2002），ヨーロッパバイソン（Radwan et al. 2007），フン

ボルトとマゼランペンギン（Bollmer et al. 2007）などで報告されている．Bollmer et al.（2007）
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は共有アリル存在の理由として，この 2 種（フンボルトおよびマゼランペンギン）が一部

の繁殖地を共有するために，祖先個体の交雑イベントにより生じたと考察している．しか

し，種間におけるアリルの共有は，近年の種分化，遺伝子変換（gene conversion），あるい

は平衡選択からも説明が可能と考えられる（Meyer-Lucht et al. 2008）．また，Baker et al.（2006）

は核 DNA（RAG-1 遺伝子）やミトコンドリア DNA にもとづく系統解析から，フンボルト

ペンギン属の種分化は，2,500 万年前にコガタペンギン属から分岐し長い年月を経た後，ケ

ープおよびマゼランペンギン群と，ガラパゴスおよびフンボルトペンギン群の分岐が 400

万年前以内の近年に生じたと示唆している．以上のことから，フンボルトペンギン属内の

種間共有アリルの要因として，祖先集団が保有していたアリルが近年の種分化により未だ

各種内に保持されている可能性が考えられた．そして，近縁種間で共有される MHC アリル

が，中立進化よりも遥かに長い期間保持される要因として，環境因子と個体の相互作用に

より生じる平衡選択の関与が示唆されている（Cutrera & Lacey 2007; Klein 1987; Takahata 

1993）．したがって，同じ南アメリカに生息し生息環境が類似するフンボルトペンギンおよ

びマゼランペンギンにおいて祖先集団から引き継いだアリルが環境適応による平衡選択に

よって各種内に保持されている可能性が考えられた． 
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第 5 節 小 括 

 

 第 2 章において，生息域外保全の遺伝的多様性評価における MHC クラス II 遺伝子の有用

性を明らかにし，その解析手法を確立した．本章では，その手法を用いて野生個体を含む

フンボルトペンギン属 4 種を対象に MHC クラス II 遺伝子の塩基配列決定を試みた．その

結果，フンボルトペンギン属の MHC 研究で得られた最も長い MHC クラス II β 遺伝子配列

（946～1,586 bp）を決定することに成功した．そして，フンボルトペンギン以外の同属 3

種においても，フンボルトペンギンと同様の MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造を有し，高

度な多型性を維持していることが明らかになった．フンボルトペンギン属における本遺伝

子のゲノム多様性は，exon 1 および exon 3 領域に高い配列保存性を示す一方，exon 2 領域

内に高度な多型性を保持していた．さらに，ヒトにおいて知られる超可変領域がフンボル

トペンギン属の MHC クラス II 遺伝子領域内にも存在する可能性が示唆された（Hughes & 

Nei 1988, 1989a, b）． 

 フンボルトペンギン属 4 種は互いに多くの類似点をもち，遺伝的にきわめて近縁である

ことが示唆された．フンボルトペンギン属内で確認された共通アリルの存在もその裏付け

となる（Bollmer et al. 2007）．種間で共有するアリルが確認されたことは，4 種の分岐がご

く最近生じ，種分化以前に存在したアリルを分岐後も保持している可能性や，4 種が温暖な

地域に生息するため環境因子の類似により選択的に共有アリルが保持されている可能性を

示唆した．一方で，フンボルトペンギン属のきわめて近縁な関係は，動物園・水族館等に

おけるフンボルトペンギン属混合飼育の問題性も提示した． 

 フンボルトペンギン 4 種においては，気候変動などの影響により個体数が減少傾向にあ

るため，集団内の遺伝的多様性の低下が危惧されていた（Akst et al. 2002）．MHC クラス II

遺伝子における多様性評価の結果，3 種（フンボルト，ケープ，ガラパゴスペンギン）では

アリル分布の偏りから多様性が低いと評価され，一方マゼランペンギンでは高い多様性が

確認された．マゼランペンギン以外の 3種は過去に急激な個体数減少を経ていることから，

アリル分布の偏りの要因としてボトルネックの影響が示唆された．別の要因として，種内

の共通アリルが環境適応の結果として集団内に普及した可能性も考えられた． 

 MHCクラス II遺伝子の解析によりヘテロ接合度では見出せなかった多様性低下を明らか
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にし，その結果は IUCN の絶滅危険度と類似した．以上により，フンボルトペンギン属の生

息域内保全における MHC 遺伝子の多様性解析の有用性と，集団内におけるアリル分布や遺

伝的距離に関する情報の重要性を明らかにした． 

 なお，本章の内容は，Kikkawa et al.（2009）の論文をもとに構成した． 
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第４章 

ペンギン MHC クラス I の構造および多様性の解明 
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第 1 節 はじめに 

 

 保全遺伝学における遺伝的多様性の評価には，マイクロサテライトやミトコンドリア

DNA を併用するなど複数の中立 DNA マーカーが活用されている（Akst et al. 2002; Ariani et 

al. 2013）．しかし，それだけでは不十分とされ，保全戦略への信頼性のある証拠を得るため

には複数の遺伝子を対象とした評価が必要であり，とくに多型性が高い MHC 遺伝子は多く

の研究者により多様性評価に必要不可欠であると述べられている（Ujvari & Belov 2011）．実

際に，中立マーカーと MHC 遺伝子を併用した研究（Hawley & Fleischer 2012）や複数の MHC

遺伝子を解析している研究報告（Kjøglum et al. 2006; Hill et al. 1991; O'Brien et al. 1985）も多

い．以上の背景から，より正確なペンギン類の遺伝的多様性評価を行うために，複数の MHC

遺伝子の解析手法を確立することは重要である．MHC 遺伝子群には前述の通り，外来抗原

の提示を担うクラス II 分子，内因性抗原を提示するクラス I 分子をコードする遺伝子が存

在し，いずれも高い多型性を示すことが報告されている（Ujvari & Belov 2011）．本論文第 2，

3 章において，MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造を明らかにし，多様性解析手法を確立し

た．そこで本章では，細胞内寄生生物に関連性の高いMHCクラス I遺伝子に着目した． MHC

クラス I 分子はほとんど全ての有核細胞表面に発現し，ウイルスや細胞内寄生生物などの内

因性抗原を免疫細胞へ提示する役割をもつ．そのため，MHC クラス I 分子をコードするク

ラス I 遺伝子はマラリアを含む様々な感染症との相関が多数報告されている（Aguilar et al. 

2016; Bonneaud et al. 2006; Gonzalez-Quevedo et al. 2016; Kaiser et al. 2003）．飼育下ペンギン集

団において鳥マラリアを含む感染症は主な死亡要因の一つと報告されているため（Clarke & 

Knowles 1993; Stoskopf & Beier 1979; Xavier et al. 2007），MHC クラス I 遺伝子の情報はペン

ギン類の生息域外保全（Ex situ conservation）における遺伝的多様性評価だけでなく，感染

症に対する相関解析などへの有益な情報になると考える．しかしながら，ペンギン類のMHC

クラス I 遺伝子に関する研究報告はなく，本遺伝子のゲノム構造および多様性は明らかにさ

れていない． 

 そこで本章ではペンギン類の MHC クラス I 遺伝子に着目し，飼育下フンボルトペンギン

を対象に，（1）MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造の解明，（2）MHC クラス I 遺伝子領域の

多様性解明，（3）国内飼育下集団における多様性評価を目的とした．  
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第 2 節 材料および方法 

 

2.1 供試検体 

 

 飼育下フンボルトペンギン（日本国内の動物園または水族館 12 施設）のゲノム DNA 39

検体を用いた（第 2 章と同一検体）．同様に，RT-PCR に使用した cDNA は，第 3 章で合成

した検体を用いた．  

 

2.2 ペンギン類 MHC クラス I 領域の塩基配列情報の獲得 

 

（1）RT-PCR および塩基配列決定 

  PCR プライマーは，鳥類数種の古典的 MHC クラス I 遺伝子 exon 2 および exon 4 上の共

通配列をもとに設計し（MHC-IL_F2 および MHC-IL_R1）（表 4-1），以下の条件で PCR 反応

を行った．PCR 反応液は，フンボルトペンギンの肝臓由来 cDNA 1 μl またはゲノム DNA 50 

ng，5× PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）3.2 μl，2.5mM dNTPs 1.6 μl，各 30 µM Primer 0.16 μl，

PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）0.3 μl を滅菌水で合計 16 μl に調

整した．PCR 条件は，94˚C 3 分間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，60˚C 5 秒間のアニー

リング，72˚C 1 分間の伸長反応を 30 サイクル後，72˚C 3 分間の伸長反応を行った．本章に

おける全ての PCR 増幅は GeneAmp PCR System 9700（ThermoFisher SCIENTIFIC K. K.）を

用いた．得られた PCR 産物は，第 2 章と同様の方法で，泳動，精製および DNA 濃度を測

定した． 

 シークエンスプライマーは PCR 増幅で使用したプライマー（MHC-IL_F2 および

MHC-IL_R1）を用い，Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer（Thermo Fisher SCIENTIFIC 

K. K.）にて第 2 章と同様の方法で塩基配列を決定し，inverse PCR 法（iPCR）の基礎配列と

した． 
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2.3 inverse PCR 法による MHC クラス I 領域の塩基配列情報の獲得 

 

 フンボルトペンギン MHC クラスＩ遺伝子の塩基配列は，従来法を改良した inverse PCR

（iPCR）によって決定した．従来の制限酵素サイトに依存する方法（Benkel & Fong 1996; 

Nolan & Bustin 2013; Stemmer & Morris 1992）やリンカーを用いた方法（Singh et al. 2014; 

Trinh et al. 2012）から煩雑な作業を省いたシンプルな手法で行える iPCR 法を考案した（図

4-1）．  

 

（1）環状化 DNA ライブラリーの作製 

 飼育下フンボルトペンギンのゲノム DNA（10 µg/100 µl）を 1 ml シリンジおよび 27G 注

射針（テルモ株式会社）を用いて繰り返し針内に通すことでせん断した． 

 次に，せん断後DNA断片の末端平滑化を以下の条件で行った．DNA断片の全量（10 µg/100 

µl）に T4 DNA Polymerase（New England Biolabs Inc.）4 µl（12 unit），添付 buffer 11 µl，20mM 

dNTPs 0.6 µl を添加し，12˚C で 15 分間反応させた（GeneAmp PCR System 9700）．反応後，

直ちに QIAquick PCR Purification kit（株式会社キアゲン）を用いてマニュアルに従い精製し，

最終的に buffer EB 100 µl で DNA 断片を回収した． 

 回収した DNA 断片溶液のうち 50 µl に，T4 DNA Ligase（New England Biolabs Inc.）4 µl，

Ligase 添付 Buffer 400 µl を添加し滅菌水で合計 4 ml に調整した．その後，16˚C で 5 時間イ

ンキュベートし，4˚C で 15 時間以上反応させることで DNA 断片を環状化した．  

 反応後，QIAquick PCR Purification kit（株式会社キアゲン）に添付されている Buffer PB 20 

ml を加え混和し，DNA 濃縮のため全溶液を数回に分けて 1 本の QIAquick スピンカラムに

通した．その後の方法はマニュアルに従い行った．最終的に buffer EB 100 µl で回収し，前

述と同様に DNA 濃度を測定した． 

 回収した環状化 DNA は，エタノール沈殿法により濃縮した．環状化 DNA 溶液 100 µl に

3M 酢酸ナトリウム 11 µl，5 mg/ml Glycogen 4 µl，エタノール 280 µl を加え，良く転倒混和

した後，20000xg にて 15 分間遠心した．分離後上清を除去し，70%エタノール 1 ml 添加し，

最高速度で 5分間遠心した．分離後室温でペレットを乾燥させ，TE buffer（10mM Tris pH8.0，

0.1mM EDTA）を用いて，エタノール沈殿前の濃度を参考に 500 ng/µl の濃度に調整し，環
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状化 DNA ライブラリーを完成させた． 

 

（2）inverse PCR および切り出し 

 RT-PCR で決定した基礎配列内の intron 2 上に外向きの PCR プライマーを設計した

（CLSI_in2_2030_Fおよび CLSI_in2_2031_R）（表 4-1，図 4-2）．設計したプライマーを用い

て，環状化 DNA ライブラリーを鋳型に iPCR を実施した．PCR 反応液は，環状化 DNA ラ

イブラリー0.5 µl，5x PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）3 μl，2.5mM dNTPs 1.5 μl，各 3µM Primer 

1 μl，PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）0.3 μl を滅菌水で合計 15 μl 

に調整した．PCR 条件は，94˚C 20 秒間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，68˚C 10 分間の

アニーリングおよび伸長反応を 30 サイクルで行った．  

 GelStar（ロンザジャパン株式会社）をマニュアル通りの濃度で添加した 1%の TAE 低融

点アガロースゲル（SeaPlque GTG アガロース，ロンザジャパン株式会社）に iPCR 産物の全

量をアプライし，アガロースゲル電気泳動装置および電気泳動用電源（アトー株式会社）

を用いて電気泳動した．Blue LED ランプ（Clare CHemical）およびディスポスカルペルを用

いて，スメアー状の iPCR 産物から 5 kb 以上の断片をゲルから切り出し，QIAquick Gel 

Extraction Kit（株式会社キアゲン）を用いてマニュアルに従い精製した． 

 

（3）Nested PCR および塩基配列確認 

 iPCR 用プライマーの位置から外側の配列上に，外向きのプライマーを Nested PCR 用に設

計した（CLSI_ex3_2032_F および CLSI_ex2_2033_R）（表 4-1，図 4-2）．Nested PCR の反応

液は，10 倍希釈の iPCR 産物 1 μl 用いて，iPCR と同様の条件で調整した．PCR 条件は，94˚C 

20 秒間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，68˚C 2 分 30 秒間のアニーリングおよび伸長反

応を 30 サイクルで行った．また，予備を含め合計 90 μl 程度の PCR 産物を得るために，6

ウェルで同じ反応を実施した（同一 PCR 産物 15 μl× 6 ウェル）． 

 得られた Nested PCR 産物の 2 ウェル分（30 μl）を，前述と同様に 5 kb 以上の DNA 断片

の切り出し，精製およびエタノール沈殿法を実施し，最終的に TE buffer（10mM Tris pH8.0，

0.1mM EDTA）5 µl に溶解した．このうち 3 µl を用いて，Nested PCR 産物内に標的とする領

域（基礎配列およびその周辺配列）が含まれているかを確認するために，基礎配列上に新
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たにシークエンスプライマーを設計し（CLSI_ex4_2034_R）（表 4-1），第 2 章と同様に塩基

配列を決定した．  

 

（4）dA 付加および切り出し 

 TA クローニングにおいて，3'末端にデオキシリボチミジン（dT）が一塩基付加した T ベ

クターに PCR 産物をライゲーションするため，Nested PCR 産物の末端にデオキシリボアデ

ノシン（dA）を付加した．Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR（タカラバイオ株式

会社）に添付されている A-overhang mixture kit を使用して，以下の通り実施した．Nested PCR

産物（残り 4 ウェル分；56 µl）に 10x Buffer 7 µl，dATP 3.5 µl，A-overhang enzyme 3.5 µl を

加え，65˚C で正確に 10 分間反応させた（GeneAmp PCR System 9700，ThermoFisher 

SCIENTIFIC K. K.）． 

 反応後，直ちに前述と同様のエタノール沈殿法を行い，最終 2.5 µl の滅菌水に溶解した．  

 

（5）クローニング 

 dA 付加後産物 0.75 µl，pT7Blue T vector（10 ng/µl，Merck Millipore）0.15 µl，2× Ligation mix 

0.9 µlを混合し1.8 µl反応系に調整し，16˚Cで1時間以上インキュベーションした．2×Ligation 

mix は，25%ポリエチレングリコール（Sigma-Aldrich）2 µl，T4 DNA Ligase（New England 

Biolabs Inc.）1 µl，10× T4 DNA ligase buffer（NEB）1 µl，滅菌水 1 µl を混合した溶液である． 

 ライゲーションサンプル全量に，JM109 コンピテントセル（研究室作製）100 µl を添加し，

氷上で 30 分間，42˚C で 45 秒間の後，氷上で 5 分間インキュベートした． 

 菌液に，37˚C に加温した SOC Medium（Thermo Fisher SCIENTIFIC K.K.）を 500 µl 添加

し，ウォーターバスで 37˚C 1 時間振とう培養した．この後の操作は第 2 章と同様の方法で

行い，コロニーを得た．  

 

（6）コロニーPCR 

 ベクター配列に特異的なプライマー（pT7Blue_2042_F および pT7Blue_2041_R）（表 4-2）

を新たに設計し，50 個の白色コロニーを鋳型としてコロニーPCR を行った．同時に，基礎

配列を含む領域がクローニングされているか確認するために，同一コロニーに対して基礎
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配列内に新たに設計したプライマー（CLSI_ex3_2032_F および CLSI_ex4_2034_R）（表 4-2）

を用いてコロニーPCR を行った．PCR 反応液は，5x PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）3 μl，2.5mM 

dNTPs 1.5 μl，各 3µM Primer 1 μl，PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）

0.3 μl を滅菌水で合計 15 μl に調整した．8 連 PCR Tube のウェル底に 1 コロニーを少量塗

布し，調整した反応液 15 μl を各ウェルに加えた．PCR 条件は，94˚C 20 秒間の熱変性後，

98˚C 10秒間の熱変性，68˚C 6 分間のアニーリングおよび伸長反応を 25 サイクルで行った．

基礎配列内のプライマー（CLSI_ex3_2032_F/ex4_2034_R）を用いた場合は，アニーリング

および伸長反応を 20 秒間に変更した． 

 得られた PCR 産物は，0.8%（pT7Blue_2042_F/2041_R）または 2%

（CLSI_ex3_2032_F/ex4_2034_R）の TAE アガロースゲル（SeaKem LE Agarose，ロンザジャ

パン株式会社）を用いて，第 2 章と同様の方法でゲル画像を取得した． 

 

（7）制限酵素処理によるクローン選抜およびプラスミド抽出 

 コロニーPCR 産物を制限酵素で処理することで，異なる切断パターンを示すクローンを

50 クローンの中から選択した．酵素反応液は，コロニーPCR 産物（pT7Blue_2042_F/2041_R）

0.4 µl，Hinf I（New England Biolabs Inc.）0.15 µl，1.2× buffer 4.45 µl で合計 5 µl に調整し，

37˚C で 1 時間インキュベートした（GeneAmp PCR System 9700）． 

 反応後，1× Loading Buffer（研究室作製）2 µl を添加し，1.5% TBE アガロースゲル（SeaKem 

LE Agarose，ロンザジャパン株式会社）を用いて，第 2 章と同様の方法で電気泳動しゲル画

像を取得した． 

 異なる切断パターンを示すクローンを 1 クローンずつ選択し，QIAprep Spin Miniprep Kit

（株式会社キアゲン）を用いてマニュアルに従いプラスミド DNA を抽出した． 

 

（8）ドラフト塩基配列決定およびマッピング 

 得られたプラスミド DNA の塩基配列を決定するために，基礎配列内に 2 つのシークエン

スプライマーを新たに設計した（CLSI_ex2_2045_R および CLSI_ex4_2046_F）．プラスミド

DNA 1.5 µl を用いて，第 2 章と同様の方法で塩基配列を決定した． 

 同一シークエンスプライマーで取得した複数プラスミドクローンの塩基配列を比較する
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ことでジャンクションサイトを特定し（図 4-1），プラスミドクローンのサイズを参考にマ

ッピングした（図 4-3 A）．例えば，CLSI_ex2_2045_R シークエンスプライマーで得た 6 ク

ローンの塩基配列をアライメントした場合，クローン 1の配列のみ途中から異なった場合，

その位置がクローン 1 のジャンクションサイトとなる． 

 

（9）ゲノム PCR による MHC クラス I 遺伝子の塩基配列決定 

 決定した断片的な塩基配列のうち（図 4-3 A），基礎配列から最も遠い配列上に新たに 2

つの PCR プライマーを設計した（CLSI_up_2076_F および CLSI_down_2052_R）（表 4-1）．

設計したプライマーと基礎配列上のプライマーを組み合わせた 2 つのプライマーセット

（CLSI_up_2076_F/ CLSI_ex2_2033_R および CLSI_ex3_2032_F/ CLSI_down_2052_R）を用い

て PCR 反応を行った．PCR 反応液は，フンボルトペンギンのゲノム DNA 50 ng を鋳型とし

て，（2）の iPCR と同様に調整した．PCR 条件は，94˚C 20 秒間の熱変性後，98˚C 10 秒間の

熱変性，68˚C 1 分 30 秒間のアニーリングおよび伸長反応を 30 サイクルで行った． 

 得られた PCR 産物は，第 2 章と同様に電気泳動により増幅サイズを確認後，PCR 増幅に

用いたプライマーをシークエンスプライマーとして塩基配列を決定した．得られた塩基配

列の末端にシークエンスプライマーを設計し，再度同一 PCR 産物の塩基配列を決定するウ

ォーキング法を用いて PCR 産物の全長を決定した．最終的に MHC クラス I 遺伝子の全長

を決定するために使用したシークエンスプライマーは，新たに設計した 5 種を含め計 10 種

を用いた（表 4-2，図 4-3 B）． 

 

（10）データ解析 

 鳥類複数種 MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造を参考に，得られたフンボルトペンギン塩

基配列のゲノム構造を推定した．参考にした配列の種名，学名および GeneBank Accessin 

number は，コオバシギ（Calidris canutus，KC205115），アカハシギンカモメ（Larus scopulinus，

HM008713），マガモ（Anas platyrhynchos，AY885227）およびニワトリ（Gallus gallus，AL023516）

である． 

 決定した配列が，古典的 MHC 遺伝子であるかを確認するために，哺乳類の古典的 MHC

クラス I 遺伝子に特徴的なアミノ酸残基を確認した（GENETYX-MAC）．具体的には MHC
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分子の構造を安定化させる塩橋サイト，ドメイン間の結合に関与するシステイン残基およ

びNグリコシル化サイトを含む合計 33か所のアミノ酸残基を確認した（Aoyagi et al. 2002）． 

 鳥類数種の古典的 MHC クラス I 遺伝子との類似性を確認するために，決定した塩基配列

を用いて相同性検索を行った（NCBI blast https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）． 

 分子系統樹は，フンボルトペンギンの intron 1〜intron 4 の塩基配列をもとに第 2 章と同様

の方法で作成した．アウトグループ（外群）にはヒトおよび鳥類の既知 MHC クラス I 遺伝

子塩基配列を用いた．種名，学名および GeneBank Accessin number は，カモ目に属するハイ

イロガン（Anser anser, AY387655）およびマガモ（Anas platyrhynchos, AY885227），チドリ目

に属するコオバシギ（Calidris canutus, KC205115）およびアカハシギンカモメ（Larus 

scopulinus, HM008713），キジ目に属するニワトリ（Gallus gallus, AL023516 for BF1 and 

AM282698 for BF2），クロライチョウ（Lyrurus tetrix, JQ028669 for BF1），キジ（Chrysolophus 

pictus, JQ440366），七面鳥（Meleagris gallopavo, DQ993255）およびウズラ（Coturnix japonica, 

AB078884），そしてヒト MHC は HLA-A*01:01:01 （HG794373.1），HLA-B*07:02:01

（HG794392.1）および HLA-C*01:02:01（HG794388.1）である． 

 

2.4 飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス I 遺伝子の多型解析 

 

 決定した配列をもとにフンボルトペンギンに特有なMHCクラス I多型解析用プライマー

を設計した．標的領域は，MHC クラス I 遺伝子内で最も多型性を示すことで知られる exon 

2 および exon 3 を含む領域とした（Cloutier et al. 2011）．  

 

（1）PCR 法による MHC クラス I 遺伝子の増幅 

 フンボルトペンギン MHC クラス I 遺伝子 exon 2〜exon 4 を増幅させるプライマーを 5 種

設計した（表 4-1）．5'UTR 配列上に 1 つ，exon 1 上に 1 つ，そして exon 5 上に 2 つ設計し，

これらを組み合わせて多型解析用プライマー3 セットを使用した（図 4-3 B）． 

 日本国内 12 施設から得たフンボルトペンギン 39 検体を試料として各検体 2 ウェルずつ

（15 µl × 2）以下の条件で PCR 反応を行った．PCR 反応液は，ゲノム DNA 50 ng，5× 

PrimeSTAR GXL Buffer 4 μl，2.5mM dNTP mixture 1.6 μl，各 10μM プライマー（Lpen.hum1F/3R）



76 

0.3 μl，PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TaKaRa）0.3 μl を滅菌水で合計 20μl に調整した．

PCR 条件は，94˚C 20 秒間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，68˚C 1 分間のアニーリング

および伸長反応を 30 サイクル反応させた．得られた PCR 産物は，第 2 章と同様に電気泳動

により増幅サイズを確認した． 

 PCR 産物の 1 ウェル分（15 µl）はクローニング用として，前述と同様にエタノール沈殿

法を行い，泳動画像上のバンド蛍光強度を参考に TE buffer（10mM Tris，0.1mM EDTA，和

光純薬工業株式会社）0.5~2 µl に溶解した．もう 1 ウェル分は，ダイレクトシークエンス用

として QIAquick PCR Purification kit（株式会社キアゲン）を用いてマニュアルに従い精製し，

前述通り DNA 濃度を測定した． 

 

（2）クローニング 

 精製 PCR 産物 0.18 µl に，pMD20-T プラスミドベクター（50 ng/µl，Mighty TA-cloning 

Reagent Set for PrimeSTAR，タカラバイオ株式会社）0.12 µl および 2x Ligation mix 0.3 µl を

混和し，16˚C で 1 時間以上インキュベートすることでライゲーションを行った．2x Ligation 

mix は，25%ポリエチレングリコール（Sigma-Aldrich）2 µl，T4 DNA Ligase（New England 

Biolabs Inc.）1 µl，10x buffer 1 µl，滅菌水 1 µl を混合した溶液である． 

 ライゲーションサンプル全量に，JM109 コンピテントセル（研究室作製）25 µl を加え氷

上で 30 分間インキュベート後，ウォーターバスで 42˚C 45 秒間ヒートショックし，直ちに

氷上で 5 分間静置した．その後 SOC Medium（Thermo Fisher SCIENTIFIC K.K.）150 μl を加

え，ウォーターバスで 37˚C 1 時間振とう培養した．この後の手順は第 2 章と同様に行い，

コロニーを得た．  

 

（3）コロニーPCR 

 T7Blue_2042_Fおよび pT7Blue_2041_R プライマーセット（表 4-2）を用いて，各検体に

つき 10 個のコロニーを鋳型としてコロニーPCR を以下の条件で行った．PCR 反応液は，5× 

PrimeSTAR Buffer（Mg2+plus）3 μl，2.5 mM dNTPs 1.5 μl，各 10 µM Primer 0.3 μl，PrimeSTAR 

GXL DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）0.3 μl を滅菌水で合計 15 μl に調整した．8

連 PCR Tube のウェル底に 1 コロニーを少量塗布し，調整した反応液 15 μl を各ウェルに加
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えた．PCR 条件は，94˚C 5 分間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，68˚C 2 分間のアニーリ

ングおよび伸長反応を 30 サイクルで行った．  

 得られた PCR 産物は，第 2 章と同様の方法で電気泳動，精製および DNA 濃度を測定し

た． 

 

（4）シークエンス解析およびデータ解析 

 ダイレクトシークエンス PCR産物およびコロニーPCR産物のシークエンス解析を行った．

シークエンスプライマーは，表 4-2 に多型解析用として示したプライマー5 種を用い，第 2

章と同様の方法で塩基配列を決定後，アリルを特定した．得られた配列情報の精度を確認

するために，ダイレクトシークエンスおよびクローニングによりそれぞれ得られた塩基配

列が一致するかを確認した． 

 GENETYX-MAC（株式会社ゼネティクス）を用いて，多型解析を行った．決定した塩基

配列からアミノ酸配列を推測し，ヒト MHC クラス I 遺伝子で同定されたペプチド結合領域

（PBR：peptide-binding region，Bjorkman et al. 1987）に相当するサイトを確認した． 

 非同義置換率（dN）および同義置換率（dS）は，各エクソン，PBR および非 PBR を対

象に，MEGA 2 ソフトウェアの Nei-Gojobori モデル（Nei & Gojobori 1986）を用いて算出し，

ω 値（dN / dS）を得た．ω<1 ならば配列保存，ω>1 ならば多様化選択である正の選択が作用

したとする説に基づき，検出した多型を評価した（松井ら 2008; Rocha et al. 2006; Wolfe & 

Ó'hUigín 2016）．分子系統樹は，決定した塩基配列の全長を用いて第 2 章と同様の方法で作

成した． 

 飼育下フンボルトペンギン集団の多様性評価は，第 2 章と同様に行った． 
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表 4-1 ペンギンクラス I 領域 PCR プライマー情報 

 

プライマーの向きは，F は Forward，R は Reverse を意味する． 

 

表 4-2 ペンギンクラス I 領域シークエンスプライマー情報 
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第 3 節 結 果 

 

3.1 ペンギン MHC クラス I 遺伝子の塩基配列決定 

 

（1）RT-PCR および塩基配列決定 

 RT-PCR およびゲノム PCR（MHC-IL_F2/MHC-IL_R1）により，フンボルトペンギンの肝

臓由来 cDNA から 481 bp，ゲノム DNA からは 1.3 kb の PCR 産物を得た．得られた PCR 産

物のシークエンスの結果，cDNA 由来の PCR 産物は intron 2 および intron 3 を除く exon 2，

exon 3 および exon 4 の連続配列で構成されていたのに対し，ゲノム由来の PCR 産物は，exon 

2，intron 2，exon 3，intron 3，exon 4 の配列で構成されていた． 

 以上により，決定したフンボルトペンギン MHC クラス I 遺伝子配列の発現が明らかとな

った．同時に，iPCR 法で用いる基礎配列を得ることに成功した． 

 

（2）inverse PCR 法による塩基配列決定 

 iPCR 法により制限酵素の切断パターンが異なる 2 kb〜5 kb の 6 つのプラスミドクローン

を得た（Q926~Q936）（図 4-3 A）．その塩基配列を決定することで，断片的なフンボルトペ

ンギン MHC クラス I 遺伝子のドラフト配列を得た．その配列をもとに設計したプライマー

を用いたゲノム PCR およびダイレクトシーケンス法により，基礎配列（exon 2～exon 4 領

域）から 2 kb 上流および 4.2 kb 下流に亘るおよそ 7 kb の塩基配列（約 1 kb の Gap を含む）

を決定することに成功した．Gap から下流を省いた塩基配列データ（図 4-4）は，DDBJ デ

ータベースに登録した（登録番号：LC159138）．  

 

3.2 MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造 

 

 鳥類複数種の既知MHCクラス I遺伝子のゲノム構造を参考にフンボルトペンギンのゲノ

ム構造を推定した結果，決定したおよそ 7 kb の塩基配列内に 7 つのエクソンを同定した（図

4-3）．図 4-5 に示すように，エクソンの塩基長は他の鳥類とほぼ一致したが，イントロンは

鳥類種によって異なった． 
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 得られた配列が古典的 MHC 遺伝子に相当するかを確認するために，合計 33 アミノ酸残

基を確認した結果（Aoyagi et al. 2002），ドメイン同士がジスルフィド結合をするために必要

な 4 カ所のシステイン残基が（C-99，161，199，255），フンボルトペンギンのアミノ酸配

列上にも位置することを明らかにした（図 4-6）．また，N 結合型複合糖鎖が α１ドメインと

結合する際に必要な N-グリコシル化サイトに相当する 3 つのアミノ酸残基（N-85，Q-86，

S-87）もフンボルトペンギン exon 2 の末端配列上に確認した．タンパクの高次構造を安定

化する塩橋サイトや T 細胞と相互作用するサイトの 18 残基は，ニワトリとは 17 カ所，ヒ

トとは 16 カ所，ニジマスとは 14 カ所一致した．MHC 分子が抗原ペプチドの末端と結合す

るサイトに相当する 8 残基（Y-7，Y-58，R-83，T-140，K-143，W-144，Y-156，Y-168）は，

ヒトとは 7 カ所一致し，ニワトリおよびニジマスとは完全に一致した．結果，フンボルト

ペンギンの配列上で確認した 23 アミノ酸残基は，ニワトリとは完全に一致し，ヒトおよび

ニジマスとは 21 カ所一致した． 

 

3.3 相同性検索および系統解析 

 

 決定したフンボルトペンギンの塩基配列を用いた相同性検索の結果，複数鳥類の MHC ク

ラス I 遺伝子配列と高い相同率が示された．チドリ目に属するアカハシギンカモメ MHC ク

ラス I Lasc-UBA 遺伝子（Larus scopulinus，HM008714.1）と 81%（一致した塩基数/比較し

た塩基数＝1573/1944 bp），コオバシギ MHC クラス I Caca-UA 遺伝子（Calidris canutus，

KC205116.1）とは 80％（1541/1931 bp）の相同性を示した．また，ペリカン目に属するトキ

MHC クラス I 遺伝子（Nipponia nippon，KR995142.1）とは 87%（649/745 bp）の相同性であ

った．参考としてアカハシギンカモメのMHCクラス I遺伝子の相同性検索を実施した結果，

コオバシギとは 83%（2370/2843 bp），トキと 87%（1352/1558 bp）の相同性を示し，フンボ

ルトペンギンにおける結果と同等の数値が得られた． 

 フンボルトペンギン，ヒトおよび鳥類の MHC クラス I 遺伝子配列を用いた系統解析の結

果，各動物種が種および目ごとに分岐群を形成し，フンボルトペンギンはチドリ目の分岐

群に位置した（図 4-7）． 
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3.4 飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス I 遺伝子の多型解析 

 

（1）MHC クラス I 遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列の多型性 

 飼育下フンボルトペンギン 39 個体の MHC クラス I 遺伝子 intron 1〜intron 4（完全な exon 

2, 3, 4 を含む）に亘る約 2 kb の塩基配列を決定することに成功した．組み換えクローンか

ら得られた塩基配列データが，各個体のダイレクトシークエンス配列データと一致してい

ることを確認した．フンボルトペンギン 39 個体から，合計 24 アリルを特定した（表 4-3）． 

 24 アリル間の一塩基多型数と割合（％）は，exon 2（264 bp）で 26 箇所（9.8%），exon 3

（273 bp）で 34 箇所（12.5%），exon 4（273 bp）で 5 箇所（1.8%），intron 2（805~807 bp）

で欠失を含み 36 箇所（4.5%），intron 3（77 bp）で 2 箇所（2.6%）であった（図 4-8）．解析

領域内では，exon 2 および exon 3 に多型が集中していることが明らかになった． 

 24 アリルのアミノ酸配列における多型数と割合（％）は，exon 2（88 アミノ酸）で 14 箇

所（16%），exon 3（91 アミノ酸）で 21 箇所（23%），exon 4（90 アミノ酸）で 2 箇所（2%）

であった（図 4-9）．exon 2 および exon 3 で確認した 35 箇所の多型のうち 19 箇所は，ヒト

で同定されている PBR に位置した． 

 

（2）非同義置換率（dN）および同義置換率（dS） 

 24 アリル間の ω 値（dN/dS 比率）は，exon 2 および exon 3 で 1 以上の高い数値を示し，

exon 4 では 1 以下であった（表 4-4）．同時に，exon 2 および exon 3（α 1 と α 2 ドメインに

相当）上の PBR および非 PBR 領域の ω 値はそれぞれ 6.45 と 0.75 であった． 

 以上により，exon 2 および exon 3 で検出された多型の多くが非同義置換であり，とくに

PBR に相当する領域に非同義置換が集中していることを明らかにした． 

 

3.5 飼育下フンボルトペンギン集団の MHC クラス I 遺伝子の多様性評価 

 

 国内 12 施設で飼育されているフンボルトペンギン（39 個体）を対象に，国内全体および

施設ごとに MHC クラス I 遺伝子の多様性評価を試みた．評価方法は，第 2 章の MHC クラ

ス II 遺伝子と同様に，ヘテロ接合度，アリル分布およびアリル間の遺伝的距離の 3 項目と



82 

した．尚，12 施設中 2 施設（施設 ID: Z06, Z08）は検体数が判定基準に満たなかったため，

施設ごとの多様性評価では除外した．  

 

（1）ヘテロ接合度 

 解析した全個体（39 個体）におけるヘテロ接合度は 0.89 で遺伝的多様性は高いと評価し

た．施設ごとでは（10 施設 37 個体），3 施設で多様性が高く（施設 IDA01: 0.87，A03: 0.75，

Z09: 0.75），1 施設で多様性が低い（Z07: 0.38）と評価した．それ以外の 6 施設では 0.50〜

0.69（A02: 0.66，Z01: 0.50，Z02: 0.67，Z03: 0.66，Z04: 0.69，Z05: 0.63）であった．  

 

（2）アリル分布 

 全 39 個体 24 アリルの分布を評価した結果，28 個体がヘテロ接合型（71.8%），11 個体が

ホモ接合型（28.2%）であった（表 4-5）． 

 施設ごとでは（10 施設 37 個体），2 施設（施設 ID：Z01，Z07）において全個体が同一ア

リルを保有し（表 4-5），他 2 施設（Z03，Z04）は 4 個体中 3 個体が同一アリルを保有して

いた．具体的な，集団内における同一アリル保有個体の割合は以下の通りである；0%が 3

施設（A03, Z05, Z09），38%が 1 施設（A01），60%が 1 施設（A02），67%が 1 施設（Z02），

75%が 2 施設（Z03, Z04），100%が 2 施設（Z01，Z07）．また，各施設で確認された共通ア

リルの種類は，施設ごとで異なった．  

 

（3）アリル間の遺伝的距離 

 各アリルの塩基配列をアミノ酸配列に変換し作成した系統樹を図 4-10 に示した．国内飼

育下フンボルトペンギン集団から得られた 24 アリルは，5 つの分岐群に分類され（a~e）（図

4-10），分岐群 a と分岐群 b は姉妹群を形成した．24 アリル間で最も遺伝的距離のあるアリ

ルは 27 アミノ酸多型（CLS1*0901 と 1201）であった．5 群の中でアリル間の枝長が最も短

い分岐群 b は，アリル間のアミノ酸多型が 0 箇所（CLS1*0202 と 0203）〜5 箇所（CLS1*0202

と 0204）のアリルで構成されていた．姉妹群である分岐群 ab 間の遺伝的差異は，7 箇所

（CLS1*0204 と 0303）〜13 箇所（CLS1*0101 と 0204）であった． 

 各施設で検出されたアリルを確認した結果（図 4-10），検出アリルが 5 つの異なる分岐群
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に属した施設は，1 施設のみであった（施設 ID: A01）．検出アリルが 3 つの分岐群に属した

施設は 5 施設確認し（A03，Z02，Z04，Z05，Z09），遺伝的に近縁な姉妹群に属するアリル

のみで構成されていたのは 3 施設（Z01，Z03，Z07）であった． 

 

 

表 4-3 フンボルトペンギンの MHC クラス I アリル情報． 

 

MHC クラス I アリルの塩基配列は DDBJ により登録番号 を得た． 
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表 4-5 各個体の MHC クラス I アリル情報． 

 
施設 ID の「Z」は動物園,「A」は水族館を示す．異なる施設は番号によって区別した．「-」はホ
モ接合型を意味する．各施設で頻度の高いアリルをグレーハイライトで示した． 
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図 4-1. 改良 inverse PCR 法の略図． 
一番上に示した図は, 基礎配列（exon 2〜exon 4）を含むペンギン MHC クラスＩ遺伝子の DNA
領域を示している．exon 2 の上流と exon4 の下流の未知配列は，それぞれ黒色と灰色の太線で示

した．フンボルトペンギンのゲノム DNA は, 物理的に切断し,平滑化後,ライゲーションにより環

状化した．環状化 DNA を鋳型に，exon 2，intron 2 および exon 4（Base seq）上に位置する外向

きのプライマーを用いて iPCR を実施した．iPCR 産物は, Nested PCR の鋳型として用い，得られ

た Nested PCR 産物はプラスミドベクターにクローン化し，大腸菌に導入した．インサート DNA
を持つ組み換え型クローンはコロニーPCRによって増幅サイズを確認し, 2 kb以上のインサート

DNA を含むクローンの塩基配列を決定した． 
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図 4-3 ペンギン MHC クラスＩ遺伝子領域の略図． 
A) iPCR の基礎配列（グレーのボックス）を含むゲノム構造を示した．「Gap」は塩基配列が未決

定の領域を示す．「iPCR clones」は iPCR 法で得たクローン ID および塩基配列長に加え, 2 種のシ
ーケンスプライマー（2045, 2046）により決定した各クローンの決定塩基配列領域（矢印）およ

びその塩基長を示した． 
B) MHC クラスＩ遺伝子塩基配列を決定するためのシークエンス戦略を示した．太い矢印は各シ

ークエンスプライマー（小さな矢印で示す）で決定した配列を示した．3 つのプライマーセット

は多型解析用に設計した． 
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図 4-4 iPCR 法によって決定した MHC クラス I 遺伝子の塩基配列． 
エクソン領域を太字で示し，iPCR の基礎配列はアンダーラインで示した． 
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図 4-10 MHC クラス I 遺伝子アリルの系統樹および施設間分布の比較． 
24 アリルのアミノ酸配列に基づく系統樹（NJ 法，Kimura 2-parameter モデル）．水族館 3 施設お

よび動物園 9 施設ごとのアリル分布を丸印で示した．動物園 1，3，7 の解析集団内では，遺伝

的に近縁なアリルのみ検出された． 
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第 4 節 考 察 

 

（1）改良 inverse PCR 法 

 inverse PCR 法は既知配列に隣接する未知配列を決定する方法として広く活用されている

（Tonooka & Fujisima 2009）．従来の iPCR 法としては，制限酵素を用いた標準的な iPCR 法

（Benkel & Fong 1996; Nolan & Bustin 2013; Stemmer & Morris 1992）やリンカーを線状 DNA

に結合後 PCR 増幅を行う方法（Singh et al. 2014; Trinh et al. 2012）が知られている．一方，

本研究で確立した iPCR 法の特徴は，制限酵素サイトに依存しないため基礎配列を自由に選

択できることと， Nested PCR を行うことで高い特異性を持つことである．信頼性を高める

ために Nested PCR を実行したが，実際には 1 回の PCR で確実に標的領域の解析が可能であ

ることを確認している．以上のことから，本 iPCR 法は，従来の方法と比較して，融通性と

選択性において優れている． 

 本章において，iPCR 法とそれに続くダイレクトシークエンス法によって，ペンギン MHC

クラスＩ遺伝子の 7 kb に亘る塩基配列を決定することに成功した．このことから，本方法

が未解明な遺伝子構造を決定する方法として有用であることが証明された． 

 

（2）MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造 

 MHC クラス I 遺伝子は発現の程度に基づいて 3 つのグループ（古典的 MHC クラス I 遺

伝子，非古典的 MHC クラス I 遺伝子および偽遺伝子）に分類される（Hughes & Nei 1989b）．

古典的 MHC クラス I 遺伝子は全ての有核細胞に発現し多型性に富むが，非古典的 MHC ク

ラス I 遺伝子は限られた細胞に発現し多型性に乏しく単型（monomorphic）の遺伝子も多い．

そのため，MHC クラス I 遺伝子の多型解析においては，古典的 MHC クラス I 遺伝子が主

に解析対象とされている（表 1-2，Alcaide et al. 2009）．古典的 MHC クラス I 遺伝子の抗原

ペプチド結合部位には，脊椎動物で共通のアミノ酸が保存されている（Aoyagi et al. 2002）．

よって，解析領域が古典的 MHC クラス I 遺伝子か判断する基準として，①全有核細胞で発

現しているか，②多型性に富むか，③共通アミノ酸が保存されているかが挙げられる．本

章で解析した遺伝子は，全組織における発現は未解析であるが，RT-PCR の結果から肝臓で

発現する遺伝子であることが明らかになった．さらに古典的 MHC クラス I 遺伝子に特徴的
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なアミノ酸残基が保存されていたことが明らかとなり，高度な多型性も確認した．他の組

織における発現を確認する必要はあるが，以上の証拠により本章で決定したフンボルトペ

ンギン配列が古典的 MHC クラス I 遺伝子であることが示唆された． 

また，MHC クラス I 分子は 3 つの α ドメインをもつが，古典的 MHC クラス I 分子の抗

原特異性は α1 および α2 ドメインのアミノ酸の違いによって決定されるため，これらドメ

インをコードする exon 2および exon 3に多型が豊富に蓄積していることが知られている（猪

子ら 2004; Bjorkman et al. 1987）．本章において，フンボルトペンギン MHC クラス I 遺伝子

の exon 2 および exon 3 を含む領域の塩基配列を決定することに成功した．フンボルトペン

ギンにおいて，高度な多型性をもつ遺伝子における最も多型の集中する領域の塩基配列を

決定したことにより，ペンギン類の MHC クラス I 遺伝子に基づく多様性解析のための最適

な情報が得られたと考える． 

 

（3）MHC クラス I 遺伝子の多様性 

 MHC 遺伝子は，機能遺伝子の中で最も高度な多様性を示すことで知られている（Bodmer 

et al. 1997; Bollmer et al. 2012; de Bakker & Raychaudhuri 2012）．MHC 遺伝子の多型は主に

PBR に集中するため，この多型の特徴が各 MHC 分子の提示する抗原性ペプチドのレパート

リーの決定に関与していると考えられている（Bjorkman et al. 1987）． 

 本章において，フンボルトペンギン MHC クラスＩ遺伝子 exon 2 および exon 3 の塩基配

列から算出した ω 値は 2 以上の数値を示し，とりわけ，これらの領域内に位置する PBR で

は 6 以上の高い数値を示した（表 4-4）．PBR に非同義置換が集中した結果は，抗原提示に

直接関与する領域の特徴として知られるように（Hughes & Yeager 1998），ペンギン MHC ク

ラス I 遺伝子の PBR に相当する領域にも正の選択が作用したことを示唆している．このこ

とは，フンボルトペンギン集団の MHC クラス I 遺伝子において，アミノ酸レベルの多様性

保持が有利に働いていることを意味し，他の動物種同様に（Gonzalez-Quevedo et al.2016）

フンボルトペンギンにおいても，免疫応答を通した環境への適応に対して MHC クラス I 分

子の多様性が関与している可能性が示唆された． 
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（4）飼育下フンボルトペンギン集団における MHC クラス I 遺伝子の多様性評価 

 ヘテロ接合度による多様性評価では，解析した全個体を 1 つの集団とした場合は多様性

が保持されていたが，施設ごとで評価した場合は 1施設で多様性が低いことが示唆された．

しかし，解析した 10 施設中 4 施設の評価は可能であったが，残り 6 施設では多様性の高低

は判断できなかった．アリル分布の評価では，10 施設中 4 施設でアリル分布の偏りが生じ

ていることが示唆された．アリル間の遺伝的距離の評価では，3 施設が姉妹群のアリルのみ

保有していたが，姉妹群間で 7~13 箇所のアミノ酸多型があるため全 10 施設で多様性は保

持されていると考える．  

 3 項目の総合評価では，ヘテロ接合度による評価で多様性が高いと判断した 3 施設（A01，

A03 および Z09）は，アリル分布でも偏りは認められず，両評価は一致した．それに対し，

ヘテロ接合度およびアリル分布の両評価ともに多様性が低いと判定した施設は 1 施設認め

られた（施設 ID：Z07）．ヘテロ接合度が 0.4 以上であってもアリル分布に偏りが認められ

た施設が 3 施設（Z01，Z03，Z04）認められた（表 4-5）．また，遺伝的距離の近いアリルの

み検出された 3 施設（Z01，Z03，Z07）は，アリル分布の偏りが確認された施設でもあった．

以上のように，一部飼育下集団において MHC クラス I 遺伝子のアリル分布の偏りによる多

様性の低下が生じている可能性が示唆された．第 2 章の MHC クラス II 遺伝子による評価に

おいても同様の結果が得られ，両遺伝マーカーの結果が一致したことから，各施設におい

て限られた家系の個体数増加による多様性の低下が生じている可能性は高いと考える．こ

の現状を容認することは，集団内の MHC クラス I アリルの均一化を促進し，その結果とし

て細胞内に潜伏するウイルスなどを起因とする感染症による死亡率を高める可能性が考え

られる． 

 集団内で頻度の高い MHC クラス I アリルは，過去に流行した感染症に抵抗性をもつなど

生息環境に適応した生存に有利なアリルであることが示唆されている（de Campos-Lima et al. 

1993）．しかし，ヒトや野生生物種の MHC 研究において抵抗性アリルは感受性アリルとほ

ぼ同程度観察されることから（Bonneaud et al. 2006; Segal & Hill 2003），ある感染症に対し抵

抗性をもつアリルが他の感染症に対し感受性をもつような拮抗的な効果をもつと考えられ

ている（Apanius et al. 1997）．そのため，様々な感染症や内因性抗原によるストレスに対し

て抵抗力をもつ飼育下集団を維持するためには，MHC クラス I 遺伝子のアリルバリエーシ
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ョンを集団内で豊富に保つ必要があると考える．そのためには，ヘテロ接合型の個体を増

やすことや，アリル分布の偏りをなくすことに加え，突然変異や遺伝的浮動による多型損

失を避けるために遠縁のアリルを施設内で増やす必要がある（Sutton et al. 2011）．24 アリル

間の遺伝的距離を確認した結果，1 組はアミノ酸配列が完全に一致し（CLS1*01010101 と

01010102），4 組は 1 アミノ酸が異なるのみであった（CLSI*0203 と 0201 もしくは 0202，0204

と 0205，0601 と 0602）．しかし，20 以上のアミノ酸多型をもつアリルも 47 組あったこと

から，国内集団全体を対象とした遺伝的管理により遠縁のアリルを保有する個体を国内お

よび施設内で増やしていくことは可能であると考える．また，MHC 遺伝子は mtDNA と比

べても突然変異率が低いことから，集団の MHC 多様性が大幅に減少した後の遺伝的多様性

の再構築が遅いと予測されている（O'Brien 1994; Parham & Ohta 1996）．そのため，本研究に

より多様性が低いと判断した施設においては，さらなる多様性低下が生じる前に早急な対

策が必要であると考える．  
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第 5 節 小 括 

 

 本研究第 2章および第 3章においてペンギン類におけるMHCクラス II遺伝子の多型解析

を行い，本遺伝子領域における多型解析がペンギン類の保全に有用であることを明らかに

した．しかし，種の保全を遺伝的観点から考慮する際には，1 種の遺伝子情報では不十分で

あり，より多くの遺伝マーカーを用いることが解析の正確性を高めることは明らかである．

そこで，本章ではペンギン類において未解明な MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造と多様性

を明らかにすることを目的とした．さらに，フンボルトペンギン MHC クラス I 遺伝子の多

型解析手法の確立と，飼育下フンボルトペンギン集団の多様性評価を試みた．その結果，

ペンギン類において未解明であった古典的MHCクラス I遺伝子のゲノム構造および多様性

の特徴を世界で初めて明らかにした．また，本領域においてとくに多型性に富んだ領域（exon 

2 および 3）の塩基配列を決定する手法を確立したことで，MHC クラス II 遺伝子だけでな

く MHC クラス I 遺伝子のフンボルトペンギンを対象とした多様性評価が可能となった．こ

れら 2 種の MHC 遺伝子情報は，多型の有無や生存適応能力の評価だけでなく，集団内の遺

伝的多様性評価の確実性を高めるために役立つと考える． 

 本手法を用いた日本国内の飼育下フンボルトペンギン集団における多様性評価において，

解析した 39個体の結果は，ヘテロ接合度も高く，集団内の遺伝的多様性は保持されていた．

しかしながら，施設集団ごとの評価では数施設において多様性の低下が確認された．施設

内の数個体による結果ではあるが，MHC クラス II 遺伝子を含む 2 種の MHC 遺伝マーカー

による結果が一致したことから，国内の一部施設において MHC の遺伝的多様性が低下して

いる可能性はきわめて高いと考える．今後，さらなるアリル均一化を避け，アリルバリエ

ーションの豊富な飼育下集団を国内に維持するために，集団内のアリル分布および遺伝的

距離に基づくアリル多様化およびヘテロ接合化などの遺伝的管理が必要である．  

 なお，本章の内容は，Kikkawa et al.（2016）の論文をもとに構成した． 
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第 1 節 はじめに 

 

 絶滅の恐れのある野生生物レッドリスト（国際自然保護連合：IUCN）において，アデリ

ーペンギン属ジェンツーペンギン（Pygoscelis papua）およびエンペラーペンギン属エンペ

ラーペンギン（Aptenodytes forsteri）は，準絶滅危惧（NT）に指定されており，キガシラペ

ンギン属キガシラペンギン（Megadyptes antipodes）は絶滅危惧 II 類（VU）に指定されてい

る（第 3 章）．ジェンツーペンギンは，亜南極の島々や南極半島で繁殖し，個体数は 387,000

ペアと見積もられている．個体数は減少傾向にあると言われているが，南部の一地域にお

いて増加が確認されている（Lynch et al. 2012）．エンペラーペンギンは，現存するペンギン

種の中でもっとも大型であり，南極圏の冷たい海域に分布している（Williams 1995, 1999）．

総個体数は，595,000 個体と見積もられており，安定した個体数を維持している（Fretwell et 

al. 2012）．しかし，温暖化による海氷の縮小で，次の 3 世代において急激な個体数減少を引

き起こす可能性が報告されている（Ainley et al. 2010）．キガシラペンギンは 1 属 1 種のニュ

ージーランド固有種であり，総個体数は 5,930〜6,970 個体と見積もられている（Moore 1992）．

生息環境の悪化やヒトが導入した捕食生物などの影響で，過去 40 年間で 75%の個体数が減

少し，ニュージーランド本島部では絶滅の可能性がきわめて高いとされている（King et al. 

2012; Williams 1995）． 

 第 4 章において，フンボルトペンギンの配列情報をもとに MHC クラス I 遺伝子の多様性

を評価する手法を確立した．本章では，MHC クラス II 遺伝子の多様性を明らかにしたフン

ボルトペンギン属 4 種（第 3 章）および新たなペンギン 3 種について，MHC クラス I 遺伝

子の解析手法が適用可能かを検討するとともに，その多様性の特徴を明らかにすることを

目的とした．さらに，本遺伝子多型を指標としたペンギン複数種における集団内の多様性

評価を試みた． 

 

  



104 

第 2 節 材料および方法 

 

2.1 供試検体 

 

ペンギン 7 種 29 検体を用いた．内訳は，フンボルトペンギン属フンボルトペンギン

（Spheniscus humboldti）5 検体（野生由来 5 検体），フンボルトペンギン属マゼランペンギ

ン（S. magellanicus）5 検体（野生 3，飼育 2），フンボルトペンギン属ケープペンギン（S. 

demersus）4 検体（飼育 4），フンボルトペンギン属ガラパゴスペンギン（S. mendiculus）4

検体（野生 4），アデリーペンギン属ジェンツーペンギン 4 検体（野生 2，飼育 2），エンペ

ラーペンギン属エンペラーペンギン 3 検体（飼育 3），キガシラペンギン属キガシラペンギ

ン 5 検体（野生 5）のゲノム DNA を共同研究者（謝辞にて感謝の意を表す）から譲り受け

た．フンボルトペンギン 4 検体中 3 検体は第 4 章で解析した個体と同一検体である． 

 

2.2 ペンギン 7 種の MHC クラス I 遺伝子における多型解析 

 

 フンボルトペンギン属 4 種，ジェンツーペンギン，エンペラーペンギンおよびキガシラ

ペンギンの 7 種を対象に，MHC クラス I 遺伝子の塩基配列を決定した．得られた情報をも

とに，各種における多型性の特徴を明らかにし，3 項目による多様性評価を試みた． 

 

（1）PCR 法による MHC クラス I 遺伝子の増幅 

MHC クラス I 遺伝子の PCR 増幅には，2 種のプライマーセットを用いた．1 つは，前章

で設計した exon 2〜exon 4（約 1.3 kb）を増幅するプライマーセットで

（MHC-IL_F2/MHC-IL_R1）（表 4-1），一部を除くフンボルトペンギン属（表 5-2）10 検体

のゲノム DNA を鋳型に前章と同様の条件で PCR 反応を行った（第 4 章 3.2）．もう１つは，

DNA の保存状態が万全でない検体があったため，短い領域を増幅させるプライマーを設計

した．標的領域は，MHC クラス I 遺伝子内で最も多型性の高い exon 3 全体を含む intron 2

〜exon 4 領域（453 bp）とした．プライマーの塩基配列情報は以下の通りである； 

MHCI_in2_2F: 5’-CACAGAGTGCTGGAGTGAGGGGTG-3’および MHCI_ex4_R: 
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5’-GAAGGAGGCCCACGGGACCCTGA-3’．このプライマーを用いて，一部のフンボルトペ

ンギン属 8 検体およびペンギン 3 種（ジェンツーペンギン，エンペラーペンギン，キガシ

ラペンギン）12 検体の PCR 増幅を行った（表 5-2）．PCR 反応液は，前章と同様に調整した

（第 4 章 2.2）．PCR 条件は，94˚C 3 分間の熱変性後，98˚C 10 秒間の熱変性，60˚C 5 秒間の

アニーリング，72˚C 30 秒間の伸長反応を 30 サイクル後，さらに 72˚C 3 分間の伸長反応を

行った．得られた PCR 産物は，第 2 章と同様の方法で電気泳動，精製および DNA 濃度を

測定した． 

 

（2）クローニング 

PCR 産物のライゲーションは，Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR（タカラバイ

オ株式会社）を用いてマニュアルに従い行った．得られたライゲーションサンプルは，第 2

章と同様の方法で形質転換および培養を行い，白色コロニーを得た． 

 

（3）コロニーPCR 

コロニーPCR は，ベクター配列に特異的なプライマー（T7/SP3）（図 2-1）を用いて以下

の条件で行った．PCR 反応液は，5x PrimeSTAR Buffer（Mg2+ plus）3.2 μl，2.5mM dNTPs 1.6 

μl，各 30µM Primer 0.16 μl，PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）0.3 μl 

を滅菌水で合計 16 μl に調整した．8 連 PCR Tube のウェル底に 1 コロニーを少量塗布し，

調整した反応液 16 μl を各ウェルに加えた．PCR 条件は，94˚C 3 分間の熱変性後，98˚C10

秒間の熱変性，55˚C 5 秒間のアニーリング，72˚C 1 分間の伸長反応を 30 サイクル後，72˚C 

3 分間で最終的な伸長反応を行った．得られた PCR 産物は，第 2 章と同様の方法で電気泳

動し，ExoSAP-IT For PCR Product Clean-UP（Affymetrix 社）を用いてマニュアルに従い精製

した． 

 

（4）塩基配列決定および解析 

精製した PCR 産物は，第 3 章と同様の方法で塩基配列を決定し，アリルを特定した．シー

クエンスプライマーは，各産物を増幅した PCR プライマー（MHC-IL_F2/MHC-IL_R1 また

は MHCI_in2_2F/MHCI_ex4_R）を使用した． 
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 多型解析は解析用ソフトウェア（GENETYX-MAC，株式会社ゼネティクス）を用いて行

った．ヘテロ接合度の算出および分子系統樹の作製は，第 2 章と同様の方法で行った．分

子系統樹には，第 4 章でフンボルトペンギン飼育下集団から得られたアリル情報の一部も

使用した．決定した塩基配列情報は，第 2 章と同様の方法で登録番号を得た． 

 

  



107 

第 3 節 結 果 

 

3.1 ペンギン 7 種における MHC クラス I 遺伝子の多型性 

 

ペンギン 7 種の MHC クラス I 遺伝子塩基配列（453 bp）を決定した．その結果，フンボ

ルトペンギン 5 個体から 4 アリル，マゼランペンギン 5 個体から 9 アリル，ケープペンギ

ン 4 個体から 6 アリル，ガラパゴスペンギン 4 個体から 1 アリル，ジェンツーペンギン 4

個体から 4 アリル，エンペラーペンギン 3 個体から 3 アリル，キガシラペンギン 5 個体か

ら 3 アリルの合計 30 アリルの塩基配列が得られた（表 5-1 および表 5-2）．フンボルトペン

ギン野生個体から得られた 4 アリル中 3 アリルの塩基配列は，第 4 章で飼育下集団から得

られたアリルと一致した．すなわち Sphu002配列はCLSI*0204，Sphu004配列は CLSI*0801，

Sphu010 配列は CLSI*0901 と完全に一致し，Sphu005-1 配列は新規アリルであった． 

各種内の塩基置換数（453 bp 中）は，フンボルトペンギン 4 アリル間の平均が 17 箇所（13

～21 箇所），マゼランペンギン 9 アリル間では 13.5（2～27），ケープペンギン 5 アリル間は

16.6（3～24），ジェンツーペンギン 4 アリル間では 13.8（3～18），エンペラーペンギン 3 ア

リルでは 31（30～32），キガシラペンギン 3 アリル間では 6.7（1～10）であった．参考に算

出した日本人集団で頻度の高い MHC クラス I 遺伝子（HLA-A）7 アリル間では 13.2（5～

21）であった．  

検出した多型のうち数箇所は，各種属に特異的な多型であることが明らかになった（図

5-1）．その数は，フンボルトペンギン属で 6 箇所，ジェンツーペンギンで 1 箇所，エンペラ

ーペンギンで 5 箇所，キガシラペンギンで 6 箇所確認した．特異的な多型の位置は，フン

ボルトペンギン属およびジェンツーペンギンではエクソン内で確認したのに対し，キガシ

ラペンギンでは 50%，エンペラーペンギンでは 100%の多型がイントロン内に認められた．

アミノ酸配列比較においても，属に特異的な多型を示すサイト（126 番目）を 1 箇所確認し，

このサイトは各属で明確に異なるアミノ酸多型を示した．また，フンボルトペンギン属に

特異的なアミノ酸多型を 2 箇所（159, 160 番目）確認した． 

ヒトにおいて同定されている古典的MHCクラス I遺伝子に特徴的なアミノ酸部位を確認

した結果（第 4 章），exon 3 領域内に位置する 13 箇所はペンギン 4 種で全て保存されていた
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が，フンボルトペンギン，マゼランペンギンおよびエンペラーペンギンでは 1 箇所に多型

を確認し，保存されていたアミノ酸部位は 12 箇所であった．  

 

3.2 ペンギン 7 種における MHC クラス I 遺伝子の多様性評価 

 

（1）ヘテロ接合度 

 ヘテロ接合度は，ガラパゴスペンギンが 0.4 以下で多様性が低く，マゼランペンギンおよ

びケープペンギンは，野生および飼育下集団において 0.8 以上で多様性が高い評価となった

（表 5-3）．他の 4 種は 0.50〜0.67 となり，遺伝的多様性の高低は判断できなかった．  

 

（2）アリル分布 

各解析集団において，アリルをヘテロ接合型でもつ個体の割合は，マゼランペンギンお

よびジェンツーペンギンは 100%，フンボルトペンギンは 80%，ケープペンギン 75%，キガ

シラペンギン60%，ガラパゴスペンギンおよびエンペラーペンギンは0%であった（表 5-2）．

マゼランペンギン集団は，1 アリルのみ 2 個体が保有していたが（Spma003），それ以外は

野生および飼育下集団ともに全個体が異なるアリルを保有していた．ジェンツーペンギン

は，全個体が同一アリルを保有し（Pypa002），そのうち野生集団は同一アリルセットを保

有していた（Pypa002, Pypa004）．また，ガラパゴスペンギン集団は全個体が同一アリル

（Spme001）のホモ接合型であった．エンペラーペンギン集団は全個体が異なるアリルを保

有していた．フンボルトペンギン集団ではアリル 2種の分布頻度が高く（Sphu004, Sphu002），

5 個体中 4 個体が Sphu004 アリルを保有していた．ケープペンギン集団では，1 アリル

（Spda004）が 2 個体から検出されたが，それ以外のアリルはそれぞれ 1 個体のみ保有して

いた．また，キガシラペンギン集団は 2 種のアリル分布頻度が高く（Mean001, Mean002），

同一のアリルセットをもつ個体が 2 組認められた（Mean002 のホモ接合型：2 個体，Mean001, 

Mean002 のヘテロ接合型が 2 個体）．  

 

（3）アリル間の遺伝距離 

 各アリルの塩基配列に基づく系統樹を図 5-3 に示した．ペンギン 4 属はそれぞれ独立した
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分岐群を形成した．フンボルトペンギン属は，大きな 1 つの分岐群の中で，ペンギン 4 種

のアリルが混在する 4 つの分岐群に大別された（分岐群 a, b, c, d）．分岐群 a と b は姉妹群

を形成した．フンボルトペンギン野生集団が保有する 4 アリルは 3 つの分岐群（分岐群 a, b, 

d）に位置した．姉妹群である分岐群 a と b にそれぞれ属する Sphu005 と Sphu010 アリル間

の多型数は 17 塩基（図 5-1）および 9 アミノ酸残基（図 5-2）であった． 

 マゼランペンギン野生集団が保有する 6アリルは姉妹群である分岐群 aおよび bに属し，

飼育下集団の 4 アリルは 3 つの分岐群に位置した（b, c, d）．分岐群 b に属した野生集団の 2

アリル（Spma008，Spma009）間のアミノ酸置換は 2 箇所のみであった．また，飼育下集団

の 2 アリル（Spma002，Spma003）間の差は 1 アミノ酸のみであった． 

 ケープペンギン集団の保有する 6 アリルは，3 つの分岐群に位置した（b, c, d）．分岐群 c

に属する Spde001と Spde006のアミノ酸配列は完全に一致し，2アリル間の塩基多型は intron 

2 上の 1 塩基欠失のみであった． 

 キガシラペンギン野生集団が保有する 3 アリルのうち，Mean001 アリルと分岐群内で近

縁であった Mean003 アリル間の置換数は 1 塩基および 1 アミノ酸のみで，遠縁であった

Mean002 アリル間では 10 塩基および 7 アミノ酸であった． 

 ジェンツーペンギンは，1 つの大きい分岐群内に 2 つの分岐群が形成され，野生および飼

育下集団のアリルは，それぞれ両分岐群に属した．1 つの分岐群に属する 2 つのアリル

（Pypa001 および Pypa002）間の塩基置換数は 3 箇所あったが全て intron 3 内に位置したた

め，2 アリルのアミノ酸配列は完全に一致した．  

 p-distance 法により算出した遺伝的距離の平均は，エンペラーペンギンが 0.068，キガシラ

ペンギンが 0.015，他 4 種は 0.030〜0.037 であった． 
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表 5-1 ペンギン 7 種の MHC クラス I アリル情報． 

 

*：DDBJ データベース登録番号 

 

  



111 

表 5-2 各ペンギン個体の MHC クラス I アリル 
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表 5-3 ヘテロ接合度 
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図 5-3 MHC クラス I 遺伝子アリルの系統樹と野生および飼育下集団内分布の比較. 
ペンギン 7 種の解析集団内で確認されたアリルの塩基配列に基づく系統樹と集団内のアリル分

布を示した．系統樹は近隣接合法（NJ 法，kimura 2-parameter モデル）で作成した． 
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第 4 節 考 察 

 

（1）ペンギン 7 種の MHC クラス I 遺伝子の特徴 

 本論文第 4章で決定したフンボルトペンギンのMHC クラス I遺伝子の塩基配列をもとに

設計したプライマーを用いて，ペンギン 6 種の塩基配列を決定することに成功した．また，

決定したペンギン6種の塩基配列が古典的MHCクラス I遺伝子であることが明らかになり，

とくに多型性に富む領域を解析していることが示唆された．実際に，ガラパゴスペンギン

を除く 6 種に複数の種内多型が認められ，解析領域内に著明な多様性が保持されているこ

とが明らかになった（図 5-1）．アミノ酸配列上の種内多型は，ニジマスやヒトで同定され

ているペプチド結合領域（PBR）にも確認したが（Aoyagi et al. 2002; Bjorkman et al. 1987），

それ以外の領域にも多数確認された（図 5-2）．このことから，ペンギン類の exon 3 内に位

置するペプチド結合領域がヒトとはわずかに異なることや，ペンギン類においては exon 3

領域に変異が生じやすいことが考えられた．また，検出した多型を比較した結果，属間で

明確に異なるアミノ酸部位を検出した．環境適応に関与するとされる MHC 遺伝子のコーデ

ィング領域内の多型は，生息地域に特有の特徴を示すことが示唆されている

（Gonzalez-Quevedo et al. 2016）．exon 3 上に各属に特徴的なアミノ酸多型を確認したことで，

環境適応に関与する可能性が示唆された（図 5-2）．また，属に特有な多型が多数確認され

たことや（図 5-1），系統解析で属ごとに分岐群を形成したことから（図 5-3），イントロン

を含む塩基配列情報が属もしくは種判別，そして論争の絶えないペンギン類の種分類や系

統関係の解明に活用できる可能性が考えられた． 

 

（2）ペンギン 7 種における MHC クラス I 遺伝子の多様性評価 

3 つの評価項目（ヘテロ接合度，アリル分布およびアリル間の遺伝的距離）をもとにペン

ギン 7 種の MHC クラス I 遺伝子における多様性を評価した結果，多様性が高いと示唆され

た種はマゼランペンギンおよびケープペンギンで，多様性が低い種はガラパゴスペンギン

およびキガシラペンギンであった．またアリル系統樹において近縁な分岐群を形成したケ

ープペンギンの 2 アリル間（Spde001 と Spde006），そしてジェンツーペンギンの 2 アリル

間（Pypa001 と Pypa002）の多型は，それぞれイントロンに位置したためアミノ酸配列は完
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全に一致した（図 5-2，図 5-3）．MHC 遺伝子における多型は，突然変異（点変異）や組み

換えにより生じるとされている（Richman et al. 2003; She et al. 1991）．ジェンツーペンギン

の Pypa002 アリルは，解析した全個体が保有する高頻度なアリルであるのに対し，Pypa001

アリルは 1 個体のみ保有する稀なアリルであった．以上のことから，Pypa001 アリルは点変

異によって Pypa002 アリルから形成されたアリルである可能性が推測された．近縁な分岐

群を形成したキガシラペンギンのMean001と Mean003アリル間は 1 アミノ酸多型のみであ

るが，その多型は PBR に位置した（図 5-2）．このことから，集団内の稀なアリルである

Mean003 アリルが高頻度な Mean001 アリルから形成され，PBR に多型を獲得したことが推

測された．  

多様性が高いと評価したマゼランペンギンおよびケープペンギンにおいては，ヘテロ接

合度で 0.8 以上の数値が得られ（表 5-3），アリル分布も多様であった（表 5-2）．両種ともに

近縁アリルが確認されたが，それ以外のアリル間の遺伝的距離は，解析集団の中でも平均

的であった（p-distance: マゼランペンギン 0.030，ケープペンギン 0.037）．3 項目全ての評

価で，2 種は遺伝的多様性が保持されていることが示された．マゼランペンギンは，気候変

動などの要因により減少傾向にあるが，長く安定した個体数を維持しボトルネックを経て

いないと考えられている（Bouzat et al. 2009; Pütz et al. 2007）．中立マーカー（マイクロサテ

ライトおよびミトコンドリア DNA）による結果でも，マゼランペンギンの野生 9 集団で多

様性が保持されていることが明らかにされている（Bouzat et al. 2009）．要因としては，近年

の個体数増加や集団間の高い連結性が示唆されている．本研究の MHC 遺伝子による解析で

も，マゼランペンギン野生集団で多数のアリルが得られ，多様性を認めた．同時に，野生

集団の保有するアリルの多くが近縁な関係にあることを明らかにした（図 5-3）．これまで

述べてきたように，理想的な遺伝的多様性は，集団内におけるアリルバリエーションの保

持，偏りのないアリル分布，そしてアリル間の遺伝的距離が遠く保たれていることなどが

考えられる．そのため，マゼランペンギン野生集団においては近縁アリルのみが集団内に

広まらないようにするなどの遺伝的管理が必要であると考える．また，本解析によって，

アリル分布や遺伝的距離などの中立的遺伝マーカーでは得られない有益な情報が得られた

ことから，MHC 遺伝子の保全遺伝学における有用性が示された．さらに，多様性の有無が

不明であったマゼランペンギンの国内飼育下集団においても野生と同等の遺伝的多様性が
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保たれていることを初めて明らかにした．飼育下集団における多様性が高いことの要因と

しては，野生集団から飼育下へ導入された創始個体群の遺伝的多様性がきわめて高かった

ためと推察される． 

本研究において，ケープペンギン飼育下集団においても，多様性を保持していることが

明らかになった．しかし，フンボルトペンギンにおいて飼育下集団の多様性は高いが野生

集団の多様性が乏しかったように，ケープペンギンにおいても野生集団で多様性が低下し

ている可能性も考えられる．本章において，ケープペンギンを対象とした MHC クラス I 遺

伝子の解析が可能となり，複数のアリル情報が得られた．この方法および情報をもとに野

生集団の解析を行い，絶滅危惧種に指定されているケープペンギン野生集団においても多

様性が保持されているかを調査する必要があると考える．また，ケープペンギンは鳥マラ

リア感染が報告される種であるが，病原体を標的とした研究が多く，宿主のゲノム DNA 情

報は乏しく，保全を目的とした遺伝学的研究は見当たらない（Grim et al. 2004）．そのため，

感染症と関連のある MHC クラス I 遺伝子の情報は，盛んに行なわれているケープペンギン

のマラリア研究への応用が期待できる． 

ガラパゴスペンギンは多様性が乏しいと評価したが，1 アリルのみの情報であったため，

アリル間における遺伝的距離の評価が不可能であった．野生集団内の 5 個体の結果ではあ

るが，解析集団内において，単一アリルしか保持していない集団（単型，monomorphic）で

ある可能性も考えられる．MHC 遺伝子が単型化したチーター集団（Acinonyx jubatus jubatus）

において示された致死腹膜炎ウイルスへの100%羅病率および60%死亡率の一様な感染率と

高い感受性が，単一 MHC アリルの影響である可能性が報告されている（O'Brien et al. 1985, 

1994）．そのため，ガラパゴスペンギン集団において MHC クラス I 遺伝子の単型化が生じ

ていた場合，単一 MHC 分子の免疫反応を回避する感染性ウイルスなどによる絶滅のリスク

が考えられる．ガラパゴス諸島に生息するガラパゴスペンギンにおいて，近年鳥マラリア

に感染した個体が確認されている（Levin et al. 2009）．マラリア原虫は，宿主の免疫系に対

抗するために抗原を多様化することが報告されているため（Hughes 1991），MHC クラス I

遺伝子のアリルバリエーションの少ない集団は鳥マラリアに対する抵抗力が低いと考える．

さらに，ペンギン類はウイルス感染症に対して重症化しやすく（福井ら 2009），感受性が

高い（naïve）と考えられている（Levin et al. 2009）．以上のことから，本章において解析し
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た MHC が単型であったガラパゴスペンギン集団においては鳥マラリアを含め新興病原体

などを起因とした感染症による絶滅の危険性が高いと考える． 

多様性が乏しかったキガシラペンギンは，ガラパゴスペンギン同様に絶滅の危険性が高

い種とされている（Williams 1995）．中立マーカー（マイクロサテライト）による解析によ

り，遺伝的多様性の低い集団の存在が報告されている（Boessenkool et al. 2009, 2010）．本章

の結果でも 80%の個体が共通アリルを保有し，さらに 5 個体中 2 個体が共通アリルをホモ

接合型で保有するなど，遺伝的な偏りが生じていることが明らかになった．前述したよう

にキガシラペンギン集団内で確認した近縁な 2 アリル（Mean001，Mean003）間の多型は PBR

に位置するため，本集団内で異なる種類の病原体ペプチドに対応できる 3 種類の MHC クラ

ス I 分子を発現できる可能性が示唆されたことから，ガラパゴスペンギン集団よりも多様性

があると推察した． 

高い遺伝的多様性が保たれていたマゼランペンギンと同等の準絶滅危惧種（NT）に指定

されるジェンツーペンギンおよびエンペラーペンギンは，異なる多様性の特徴を示した．

ジェンツーペンギンは全個体が同一アリルを保有し（Pypa002），アリル分布の偏りが確認

された（表 5-2）．野生 2 個体が同じアリルセットをもつことから，集団内における遺伝的

多様性は乏しいと推察される（表 5-2）．それに対し，エンペラーペンギンは 3 個体全てが

ホモ接合型で異なるアリルを保有していた（表 5-2）．エンペラーペンギン集団の 3 アリル

間の置換数は平均 31 箇所で，アリル間の遺伝的距離は解析した種の中で最も遠かった

（p-distance 0.068）．各個体が異なるアリルをホモ接合型でもつ不自然な結果は（表 5-2），

きわめて豊富な多型がプライマー領域に影響し，増幅できないアリルがある可能性も否定

できない．しかし少ない個体数に対して得られたアリル数は多く，アリル間の遺伝的距離

も他の解析した種と比較して大きいことから，エンペラーペンギンにおける MHC 遺伝子上

の多様性は高度に保たれていることが示唆された．今回の解析対象は飼育下集団であった

ため，高い多様性は，野生集団から導入された創始個体の影響であることが考えられる．

野生のエンペラーペンギンは，現在準絶滅危惧種（NT）とされているが，長年レッドリス

トにおいて絶滅危険度の最も低い軽度懸念（LC）に指定されていた．以上のことから，未

解析なエンペラーペンギン野生集団においても，高い多様性が保持されている可能性があ

ると推察した． 
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第 5 節 小 括 

 

絶滅危惧種に分類されるペンギン 7 種（29 個体）について MHC クラス I 遺伝子領域内で

とくに多型性の高い exon 3 を中心とした 453 bp の塩基配列を決定し，この解析情報をもと

に各ペンギン種における遺伝的多様性の評価を試みた．その結果，本章にて初めてペンギ

ン 2 種（エンペラーペンギンおよびキガシラペンギン）における MHC 遺伝子の多様性を明

らかにした．また，他 4 種（フンボルトペンギン属 3 種およびジェンツーペンギン）は初

めて MHC クラス I 遺伝子の塩基配列を決定することに成功した．フンボルトペンギンにお

いては，飼育下集団全体では多様性が保たれていたが（第 4 章），野生集団ではアリル分布

の偏りによる多様性の低下が示唆された．ガラパゴスペンギンを除くペンギン 6 種の MHC

クラス I 遺伝子内の exon 3 および周辺のイントロン領域には，種内多型が豊富に蓄積して

いることが明らかになった．MHC クラス I アリル情報に基づく多様性評価では，種ごとに

異なる特徴を示し，最も多様性が乏しかった種はガラパゴスペンギンで，単型化が生じて

いる可能性が示唆された．感染症との相関が報告される MHC クラス I 遺伝子の多様性低下

は病原体への適応の可能性を損なうことが示唆されている（O'Brien et al. 1985）．そのため，

多様性が低いと評価したキガシラペンギン集団とともに，内因性ウイルスなどが関与する

感染症に対する感受性が高いと推測され，アリルバリエーションを増やすなどの遺伝的管

理は欠かせないと考える． 

本章の解析個体数は少なく，exon 3 を中心とした短い領域を標的としているが，得られた

情報は多く，各種で有用な結果が得られた．また，本研究で設計したプライマーがペンギ

ン 7 種に適用できたことから，未解析のペンギン種に対しても活用できる可能性が考えら

れた． 

本章は，2015 年に執筆した論文（吉川枝里 他, 2015）を参考に構成した． 
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 個体数減少や生息地の分断化は，集団の孤立化による遺伝的交流の低下や近親交配率の

増加による遺伝的均一化を招き，集団内の遺伝的多様性を損失する可能性がある（Ujvari & 

Belov 2011）．遺伝的多様性の低下は，環境適応能力を減少させ種の存続を脅かす可能性が

あるため（Allendorf et al. 2010; Greig 1979），個体数が激減しているペンギン集団において遺

伝的多様性の維持や評価は不可欠である．また，その際に必要な多様性を評価する遺伝マ

ーカーは，中立的遺伝子や MHC 遺伝子など複数のマーカーを使用することで確実性を高め，

さらに各遺伝子における多様性の特徴を理解する必要がある（Hedrick 2001）．そこで，本

研究では，複数の MHC 遺伝子情報をペンギン類の保全に役立てるために，ペンギン類にお

いて未解明な 2 種類の MHC 遺伝子についてゲノム構造を明らかにし，多型解析手法を確立

することを目的とした．さらに，確立した手法を用いて，ペンギン類の MHC 遺伝子におけ

る多様性評価を試みた． 

 

（1）MHC 遺伝子のゲノム構造および多様性の解明 

未解明なペンギン MHC 遺伝子構造を明らかにするために，フンボルトペンギン

（Spheniscus humboldti）を試料として，MHC 領域内に位置するクラス I およびクラス II 遺

伝子の塩基配列決定を試みた．その結果，第 2 章では，ペンギン MHC クラス II DRB 様遺

伝子の 5’UTR〜intron 3 までの約 1.5 kb の塩基配列を決定した．第 4 章では，本研究におい

て確立した改良 inverse PCR 法を活用し，MHC クラス I 遺伝子 exon 1〜exon 7 を含む約 7 kb

の塩基配列を決定した．系統解析，相同性検索および比較解析により，両遺伝子ともに得

られた配列は，MHC 遺伝子の中で最も多型性の高い古典的 MHC 遺伝子であることが示唆

された．実際に，ペンギン類の MHC クラス I およびクラス II 遺伝子上に豊富な種内多型が

確認され，その多型のほとんどが非同義置換であることが明らかになった．フンボルトペ

ンギン属 4 種の MHC クラス II 遺伝子 exon 2 においては，92％もしくは 100%の非同義置換

率が示された（表 3-2）．ヤマウズラ（Perdix perdix）の同一領域においてはおよそ 61%の非

同義置換率であることからも（Promerova et al. 2013），フンボルトペンギン属の非同義置換

率がきわめて高いことがわかる．MHC クラス I 遺伝子においても高い非同義置換率が得ら

れていることから（表 4-4），ペンギン類の MHC 遺伝子領域は，変異が生じやすい可能性が

示唆された．  
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以上により，ペンギン類の MHC 遺伝子領域において，これまでで最長の古典的 MHC ク

ラス II 遺伝子のゲノム構造，および世界初となる古典的 MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造

および両遺伝子における多様性の特徴を明らかにすることに成功した． 

 

（2）MHC 遺伝子の多型解析手法の確立 

 MHC クラス Iおよびクラス II遺伝子の多型が豊富な領域を増幅する複数プライマーセッ

トを用いたペンギン類の多様性解析手法を確立することに成功した．MHC クラス II 遺伝子

の exon 2~exon 3 領域および MHC クラス I 遺伝子の exon 1〜exon 3 領域を解析する手法は，

フンボルトペンギン属 4 種に適用可能であることが明らかになった．また，MHC クラス I

遺伝子の exon 3 領域を解析する手法はペンギン 7 種に有用であった． 

 MHC 領域には相同性の高い遺伝子が複数位置していることから（Kaufman et al. 1999; 

Hess & Edwards 2002），MHC 領域の全容が明らかにされていない種の単一遺伝子を標的と

した多型解析手法を確立することは困難とされている（Alcaide et al. 2008）．いくつかの研

究は複数の MHC 遺伝子座を同時に増幅し，MHC クラス I もしくはクラス II の全遺伝子を

網羅的に解析する手法を選択している（Westerdahl et al. 2005）．しかし，偽遺伝子の増幅を

避けるために RNA を使用する必要があることや，全ての遺伝子を増幅できていない可能性

が高く，万全な方法ではない．また，マルチ遺伝子解析において解析対象の保有する MHC

遺伝子数が不明な場合は，得られる最低限のアリル数も不明であるため，アリル数を指標

とした多様性評価は難しいと考える．それに対し単一遺伝子座が対象の場合は，得られる

アリル数は 1 つもしくは 2 つであるためアリル数による評価は容易である．また，両方法

においてアリル分布の偏りは確認できるが，マルチ遺伝子解析の場合は，全個体が保有す

るアリルが多型性の少ない非古典的MHC遺伝子由来なのか，多様性の低下した古典的MHC

遺伝子由来なのかは判断が困難と考える．そのため，多くの多様性評価における研究では

単一遺伝子を増幅させる手法を確立し活用している（Alcaide et al. 2008）．本研究において

設計したプライマーが単一遺伝子を増幅しているかを評価した．その結果，（1）cDNA とゲ

ノム DNA の配列が，2 つのアリル由来の多型を含むエクソン配列において同一であった，

（2）MHC クラス I 遺伝子では iPCR で得られた配列が，同一個体のダイレクトシークエン

スとクローニングにより得られた 2 アリルの結果と矛盾が認められなかった，（3）フンボ
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ルトペンギン 39 個体から得られた MHC 遺伝子配列が各個体について 1 つまたは 2 つであ

った，（4）異なる位置に設計した複数のプライマーセットから得られた各 PCR 産物の塩基

配列が一致した．以上のことから，本研究において決定した配列は，単一の MHC 遺伝子座

由来である可能性がきわめて高いことが示唆された．しかし，本章で設計した PCR プライ

マーで増幅できていないアリルが存在する可能性を否定することはできなかった．そのた

め，アリル数による多様性評価は慎重に行う必要があるが，アリル分布を評価する上では

支障はないと考える． 

 

（3）飼育下フンボルトペンギン集団における多様性評価 

 国内飼育下フンボルトペンギンは，1950 年代に野生や海外から定期的に導入され，国内

の繁殖技術の向上に伴う国内産の個体数増加により，2007 年には 1,779 個体まで増加した

（森角 2009）．しかし，これまで遺伝的管理は実施されていなかったことや，フンボルトペ

ンギンの血統台帳においても数世代前の情報はなく，来歴不明個体が多くの割合を占める

ため，遺伝的多様性の評価が求められている．  

国内 10 施設で飼育されるフンボルトペンギン 37 個体について，MHC クラス I およびク

ラス II 遺伝子の多様性評価を試みた．その結果，両遺伝子における結果は一致し，全解析

個体を対象とした場合は多様性が保持されていたが，一部施設ではアリル分布の偏りによ

る多様性低下が生じている可能性が示唆された．確認された共通アリルが各施設で異なる

ため，多様性低下の要因は施設内集団において繁殖貢献度の高い限られた血縁に属する個

体の割合が多い可能性が示唆された．日本におけるペンギン飼育下繁殖技術は世界でも高

い評価を得ているため，生息域外保全の成功によりフンボルトペンギンの個体数は年々増

加している（Williams 1999）．しかし，遺伝的多様性を考慮しない繁殖は，限られた血統に

属する個体の割合を増加させることによる，アリルの均一化やホモ接合化を生じさせる可

能性が考えられる．低下した MHC 遺伝子の多様性を回復するには多くの時を要するとされ

ているため（O'Brien et al. 1994; Parham & Ohta 1996），早急な対応が必要である． 

飼育下集団の MHC クラス I 遺伝子とクラス II 遺伝子の評価を比較すると，3 項目の評価

全てにおいて MHC クラス I 遺伝子の方が多様性が高いという結果になった．このことは，

解析したフンボルトペンギン集団の MHC 遺伝子において内因性抗原による選択の影響が
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強い可能性や，解析集団がウイルスなどの内因性の抗原に多く暴露されてきた可能性が推

察できる．しかし，MHC クラス I は，ヒトにおいても MHC クラス II より多様性が高く（表

2-1），多型が保持されている領域（クラス I 遺伝子：exon 2, 3，図 4-8，クラス II 遺伝子：

exon 2，図 2-2）も広範囲である．以上の理由から，ペンギン類においても両遺伝子の多様

性に元より差がある可能性が考えられた． 

 飼育下ペンギン類の主な死亡原因として鳥マラリアやアスペルギルス症などの感染症が

挙げられる（Ejiri et al. 2009; Xavier et al. 2007; 津田 2011; 福井ら 2009）．前述したように，

MHC 遺伝子は免疫系における病原体の排除に関与し，ウイルスや細胞内寄生生物などの内

因性抗原に対しては MHC クラス I 遺伝子が，細菌や毒素などの外来抗原に対しては MHC

クラス II 遺伝子が働くことが知られている（Kjøglum et al. 2006; 猪子ら 2004）．そのため，

細胞内寄生生物を起因とする鳥マラリアは MHC クラス I 遺伝子との関連報告が多く

（Bonneaud et al. 2006; Westerdahl et al. 2005），真菌を原因とし毒素を産生するアスペルギル

ス症は，MHC クラス II 遺伝子との関連研究が報告されている（Chauhan et al. 2000）．その

ため，各 MHC クラスの遺伝子における豊富なアリルバリエーションを集団内に保有するこ

とで，関連する病原体に対する抵抗力が強化されることが推測される（第 4 章）．また，MHC

遺伝子は環境適応遺伝子であるため，集団内で一般的になったアリルが病原体に対して抵

抗性をもつなど生息環境に有利な多型をもつアリルである可能性が示唆されている（de 

Campos-Lima et al. 1993）．そのため，日本国内の飼育下集団において一般化したアリルが環

境に適応したアリルである可能性も推察される．しかしながら，適応進化には長い時間軸

が必要であること，地理的に近い環境に位置する各施設内における共通アリルが異なるこ

とや，多くの施設でアリル分布の偏りが認められることから，施設内で特定のアリルが一

般化した要因は環境適応ではなく血縁の偏りによる可能性がきわめて高いと考える． 

 

（4）複数ペンギン種における遺伝的多様性評価 

フンボルトペンギンを含む複数ペンギン種に対して MHC 遺伝子の多様性評価を試みた．

MHC クラス II 遺伝子を解析した種は，フンボルトペンギンと同属であるフンボルトペンギ

ン属ケープペンギン（S. demersus），マゼランペンギン（S. magellanicus），ガラパゴスペン

ギン（S. mendiculus）の 3 種およびフンボルトペンギン野生集団で，本遺伝子領域の exon 1，
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2，3 を含む約 1.5 kb の塩基配列を決定することに成功した．MHC クラス I 遺伝子を解析し

たのは，フンボルトペンギン属 4 種，ジェンツーペンギン（Pygoscelis papua），キガシラペ

ンギン（Megadyptes antipodes），エンペラーペンギン（Aptenodytes forsteri）の 7 種で，本遺

伝子領域の exon 2〜exon 4（1.3 kb）もしくは intron 2〜exon 4（453 bp）の塩基配列を決定

した． 

フンボルトペンギン属 4 種における 2 種類の MHC 遺伝子の結果は，種間で共有するアリ

ルの存在を明らかにし，系統解析では 4 種が 1 つの分岐群内で混在した（図 3-4，図 5-3）．

この結果は，形態的に別種とされる 4 種が遺伝的にきわめて近縁であることを示唆した．

フンボルトペンギン属の飼育下および野生集団では種間雑種が報告されていることからも

本章の結果が支持され（Simeone et al. 2009），これら近縁種の混合飼育における雑種形成の

問題を遺伝子レベルから指摘した．種間の共有アリルの要因としては，祖先集団が保有し

ていたアリルが近年の種分化により未だ各種内に保持され，類似した生息環境下での平衡

選択により各種内に保持されたことが推察された． 

ペンギン 7 種の MHC 遺伝子における多様性評価の結果，マゼランペンギンが最も多様性

が保持されており，高いヘテロ率に加え，全個体が異なるアリルを保有した（表3-1，表5-2）．

しかし，野生集団において遺伝的に近いアリルが認められた．マゼランペンギンは，準絶

滅危惧種に指定され個体数は減少傾向にあるが，解析した種の中で最も野生における残存

個体数が多い種であり，サンプリングしたアルゼンチンのいくつかのコロニーでは急激な

個体数の増加が確認されている（Pütz et al. 2007）．そのため，遺伝的に近縁なアリルの存在

は，近年の急激な個体数増加による突然変異が関与している可能性が示唆された．一方，

最も多様性が低いと評価したのはガラパゴスペンギンで，MHC クラス I 遺伝子においては

1 アリル，クラス II 遺伝子においては 2 アリルのみ検出された．ガラパゴスペンギンはガラ

パゴス諸島エクアドルの固有種で，総個体数は 2,000 羽足らずと見積もられている（Vargas et 

al. 2007）が，生息域外保全は行われていない．病原体認識で重要な役割を演じる MHC 遺

伝子の多様性減少は，外来性病原体やウイルス性感染症などへの適応の可能性を減少させ

ることが示唆されているため，絶滅危惧集団の重要な絶滅危険因子の 1 つとなるとされて

いる（Ejsmond & Radwan 2011; Ujvari & Belov 2011）．また，MHC 遺伝子の単型化が感染症

に対する感受性に影響を与えることが報告されている（O'Brien et al. 1985, 1994）ため，解
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析したガラパゴスペンギン集団では，感染症などによる絶滅リスクが高いことが示唆され

た．そのため，病原体などの環境ストレスの影響が少ない環境で一部集団を管理するなど

生息域外保全の必要性が示された．ガラパゴスペンギン以外にもフンボルトペンギン野生

集団，ジェンツーペンギンおよびキガシラペンギンの 3 種で，集団内におけるアリル分布

の偏りを起因とした遺伝的多様性の低下を確認した（表 5-2）．これら 3 種の野生集団の個

体数は減少傾向にあり，今後の継続的な集団縮小により更なる多様性低下が進行する可能

性が考えられる．そのため，MHC 遺伝子の多様性が低下している種に関しては，アリルバ

リエーションを増加させることで偏りのないアリル分布を集団内に保持するような遺伝的

管理が必要である． 

また，両 MHC 遺伝子において，各属および種に特有な多型が複数確認された（図 2-2，

図 5-1）．環境適応遺伝子とされる MHC 遺伝子上の種に特有な多型は，種が分岐したのち各

種が異なる微生物環境に曝された結果として，生息地域もしくは飼育された地域に適応し

た多型であると推測できる（Sommer 2005）．そのため，ペンギン類においても他の動物種

同様に MHC 遺伝子が環境適応指標となる可能性が示唆された（Bracamonte et al. 2015; Cai et 

al. 2015; Hedrick 2001; Sommer 2005）． 

飼育下集団と同様に，温暖な地域に生息する野生集団においても鳥マラリアが主な死亡

原因となっている（Levin et al. 2009; Vanstreels et al. 2016）．今回解析したガラパゴスペンギ

ン，ケープペンギンおよびキガシラペンギンの野生集団において鳥マラリアの感染が確認

されている（表 6-1）．一方ではヒゲペンギンやジェンツーペンギンのような寒冷地域に生

息する種もマラリアに罹患しやすいことが飼育下個体により証明されている（表 6-1）．こ

のことは，温暖化による寒冷地域へのマラリア媒介生物の移入が，寒冷地ペンギン種に感

染症被害を与える可能性を示唆している．前述したように感染症と MHC の関連研究は多く，

鳥マラリアを含む感染症に対する抵抗性および感受性 MHC アリルの存在が多数報告され

ていることからも（Bonneaud et al. 2006; Gonzalez-Quevedo et al. 2016; Hill et al. 1991; Segal & 

Hill 2003; Westerdahl et al. 2005）， MHC 遺伝子の解析手法および解析情報はペンギン類の生

息域内保全においても役立つと考える．また，フンボルトペンギンの塩基配列を基に設計

した PCR プライマーがその他のペンギン種にも適用できることが明らかになり，未解析な

他のペンギン種にも有用である可能性が示唆された． 
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（5）MHC 遺伝子情報のペンギン保全における有用性 

本研究において，複数種のペンギンに対して有用な MHC 遺伝子の解析手法の確立に成功

した．本手法による解析結果は，中立マーカーを用いた同様の研究での結果と一致した（Akst 

et al. 2002; Boessenkool et al. 2010）．さらに，本研究論文を参考とした他の研究者による報告

により，本解析手法および解析データの多様性評価における有用性が実証された（Bollmer et 

al. 2007; Knafler et al. 2012）．以上のことから，中立マーカーとともに MHC 遺伝子の遺伝情

報がペンギン集団および個体のより確実な遺伝的多様性の評価を実現するための重要な遺

伝マーカーの 1 つになりうることが示唆された．さらに，3 項目による多様性評価を試みた

ところ，従来広く活用されている遺伝的多様度の評価法（ヘテロ接合度）よりも MHC 遺伝

子解析の方がより詳細な情報を提示できることが示された．集団内におけるアリルバリエ

ーションの保持，偏りのないアリル分布，そしてアリル間の遺伝的距離が遠く保たれてい

るかなどの詳細な多様性評価は，ペンギン類の遺伝的保全において重要な評価基準になる

ことが示唆された． 

 前述のように，気候変動や生息環境の悪化などにより個体数が激減しているペンギン類

において，遺伝的多様性の低下が危惧されている．実際に，本研究結果において飼育下お

よび野生集団において MHC 遺伝子アリル分布の偏りによる遺伝的多様性の低下が確認さ

れた．そのため，解析した半数以上の種で生息域内外における遺伝的多様性管理の必要性

が示された．遺伝的多様性の減少した小集団に対する多様性の回復手段（遺伝的救出，genetic 

rescue）として，「個体の人為的移入」や「連絡通路設置による移住個体の増加」などが有

効であるとされている（Edmands 2007; Tallmon et al. 2004）．実際に個体の導入が小集団の遺

伝的多様性の低下を回復させ，個体数増加に繋がったことが報告されている（Hedrick & 

Fredrickson 2008; Vilà et al. 2003）．絶滅が危惧されたヨーロッパクサリヘビ（Vipera berus）

小集団へのオス 20 匹の導入が，個体数増加，MHC 遺伝子の多様性回復，遺伝的変異の誘

発および劇的な子孫生存能力の増加へ導いたことが報告された（Madsen et al. 1999, 2004）．

そのため，ペンギン類においても MHC 遺伝子の多様性を回復させる対策として，小集団へ

の個体もしくは受精卵の人為的移入が有効である可能性が示唆された．ガラパゴスペンギ

ンのように MHC 遺伝子が単型化している可能性のある種に関しては，人為的な遺伝的救出
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は手遅れであり，前述したように外敵ストレスから保護するなどの対策のみと考える．そ

のため，MHC 遺伝子の多様性が乏しいと評価した種においては，多様性が喪失する前に遺

伝的管理や多様性回復の対策を実施すべきと考える． 

 

本研究において，これまで未解明であったペンギン MHC 遺伝子の構造を世界で初めて明

らかにした．多重遺伝子を保有するとされる MHC 遺伝子領域内から，古典的 MHC クラス

Iおよびクラス II遺伝子を選択的に増幅するプライマーを用いたペンギン MHC 遺伝的多様

性の解析手法を確立した．これら 2 種の遺伝子は，異なる免疫機能を持つが，ウイルス性

感染症との相関が示されるクラス I 遺伝子と外界の微生物環境との関連が示唆されるクラ

ス II 遺伝子は，いずれもペンギン類の保全を考える上で重要であると考える．そのため，

両者の解析法を確立したことはペンギン類における MHC 遺伝子研究の今後の発展に大き

く貢献すると考える．有能で有益な特質をもつ適応性 MHC 遺伝子の情報は，将来の野生お

よび飼育下ペンギンにおける保全活動において役立つと考える．本研究により確立した

MHC 遺伝子の多様性解析手法は，その情報を得るために適しており，生息域内外の遺伝的

多様性評価や疾患関連研究への寄与が大いに期待できる．さらに本手法は多型が集中する

多様な領域を解析標的としており，種ごとに特徴的な多型が確認されたことから，個体識

別・親子鑑定・種判別などにも活用できる多機能な手法である． 
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表 6-1 マラリア原虫を含む住血寄生虫のペンギンにおける感染状況． 

 

Vanstreels et al.（2016）により報告された表を引用した．「W」 は野生ペンギン，「C」は飼育下

で感染が確認されたことを意味する．「R」は保護されリハビリ中のペンギンの感染を意味する． 
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第 1 章：緒 言 

  ペンギン類は，全 18 種が IUCN（国際自然保護連合）のレッドリストに絶滅危惧種と

して指定されており，とくに温暖な地域に生息する種の個体数は生息環境悪化などの要因

により激減傾向にある．希少種の保全では，集団の断片化や近親交配などで生じる遺伝的

多様性の損失に留意した遺伝学的管理が欠かせない．しかし，ペンギン類に関しては野生

および飼育下集団のゲノム情報に関する基礎的研究がきわめて少ない． 

 野生動物の遺伝的多様性評価に用いられる中立 DNA マーカーの多型解析は，集団の分布

拡散パターンや歴史的変遷（ボトルネック通過）などを知る上で有用である．しかし，中

立DNAマーカーであるマイクロサテライトDNAの解析では多数の PCRプライマーを設計

する必要があり，またミトコンドリア DNA の解析では母系情報しか得ることができない．

そこで本研究では，保全遺伝学分野で近年応用され始めた主要組織適合抗原複合体遺伝子

（Major Histocompatibility Complex: MHC）に着目した． MHC 遺伝子は多型性に富む領域で

あることから，少数の PCR プライマーで多型解析が可能である．しかし，ペンギン類にお

ける MHC 遺伝子領域のゲノム構造は未解明であり，その多型性に関する情報はほとんどな

い．本研究では，希少ペンギン類の保全における遺伝的多様性評価に MHC 遺伝子解析が有

効である否かを検討するために，未解明なペンギン MHC 遺伝子のゲノム構造を明らかにし，

その多型解析手法の確立およびペンギン類複数種における遺伝的多様性の評価を目的とし

た． 

 

第 2 章：ペンギン MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造解明と多様性評価 

 本章では，細菌や細胞外寄生体などの外来抗原の認識および提示に関わる MHC クラス II

遺伝子に着目し，（1）フンボルトペンギン（Spheniscus humboldti）における MHC クラス II

遺伝子のゲノム構造解明，（2）本遺伝子による飼育下フンボルトペンギン集団の遺伝的多

様性の評価を研究目的とした．ペンギン MHC クラス II 遺伝子の既存情報は exon 2 内の一

部領域に関するもののみであったため，フンボルトペンギンにおける本遺伝子の広範囲な

塩基配列決定を試みた．その結果，本種の MHC クラス II 遺伝子の exon 2 および exon 3 を

含むゲノム構造（全長 807 bp）を初めて明らかにした．ついで，決定した塩基配列をもと

に種特異的な PCR プライマーを設計しフンボルトペンギンにおける MHC クラス II 遺伝子
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の多型を解析した．その結果，本遺伝子の解析領域内では，他の動物種を対象とした既報

の研究成果と同様に，ペプチド結合領域（Peptide Binding Region: PBR）を含む exon 2 内に

多型が集中することが確認され，本遺伝子領域の多型性の特徴を明らかにすることができ

た．さらに，本遺伝子領域を指標とした飼育下フンボルトペンギン集団の多型解析では，

国内の集団全体では高い遺伝的多様度が認められたものの，飼育施設ごとに注目すると，

半数以上の施設において個体間のアリル（対立遺伝子）共有が認められ，飼育下集団が遺

伝的に偏った家系で構成されていることを明らかにした．その要因として，一部施設集団

が少数血縁で構成されている可能性が考えられた． 

 

第 3 章 ：フンボルトペンギン属 4 種の MHC クラス II 遺伝子の多様性評価 

 本章では，形態的な類似性や温帯への気候適応など多くの共通性を有するフンボルトペ

ンギン属 4 種における（1）MHC クラス II 遺伝子のゲノム構造解明，（2）本遺伝子による

遺伝的多様性の評価を研究目的とした．その結果，4 種全てにおいて MHC クラス II 遺伝子

exon 1, exon 2 および exon 3 を含む約 1.5 kb の塩基配列を決定することに成功した．フンボ

ルトペンギン属の種間における多型解析では共有アリルの存在が確認され，系統解析では 4

種の配列が混在したクラスターを形成することが分かった．本結果は，別種とされるフン

ボルトペンギン属 4 種が遺伝的にきわめて近縁であることを示すものであり，飼育下で生

じている種間雑種の遺伝学的背景になると考える．また，4 種間でアリル数と遺伝的多様度

を比較した結果，マゼランペンギン（S. magellanicus）集団では遺伝的多様性に富んでいる

一方で，ガラパゴスペンギン（S. mendiculus）の多様性は乏しいことが明らかになった． 一

般的な遺伝的多様性の評価基準である遺伝的多様度では見出せなかった多様性の低下が

MHC クラス II 遺伝子の解析により明らかになったことで，フンボルトペンギン属の生息域

内保全における MHC 遺伝子多様性解析の有用性が示された． 

 

第 4 章：ペンギン MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造解明と多様性評価 

本章では，ウイルスや癌抗原などの内因性抗原の認識および提示に関与する MHC クラス

I 遺伝子に着目し，（1）ペンギン類における MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造解明，（2）

本遺伝子による飼育下フンボルトペンギン集団の遺伝的多様性評価を研究目的とした．
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MHC クラス I 遺伝子のゲノム構造を解明するために，改良 inverse PCR 法を確立し，本遺伝

子領域内約 7 kb の塩基配列を決定した．その結果，古典的 MHC クラス I 分子の構造を規定

する重要なアミノ酸残基がペンギン類でも保存されていることを明らかにした．本遺伝子

領域内の PBR に相当する exon 2 および exon 3 に高い多型率と非同義置換率を確認した．飼

育下フンボルトペンギン集団の多型解析により，半数以上の施設で全解析個体が共通アリ

ルをもつことが明らかにされ，その内 3 施設では遺伝的距離が近いアリルのみが検出され

た．2 種類の MHC 遺伝子の結果が一致したことから，一部の飼育下集団において，限られ

た血縁の個体数増加による遺伝的多様性の低下が生じている可能性が高いと考える．集団

内の MHC クラス I アリルの均一化が促進することにより，感染症などの環境ストレスに対

する耐性が低下し，死亡リスクが高まる可能性が考えられた．感染症などへの高い抵抗性

をもつ飼育下集団を維持するためには，MHC のアリルバリエーションを豊富に保ち，遠縁

のアリルを施設内で増やすなどの対策が必要であると考える．  

 

第 5 章：ペンギン類 7 種における MHC クラス I 遺伝子の多様性評価 

 本章では，高い多型性を示した exon 3 領域を中心にフンボルトペンギンを含む 7 種の

MHC クラス I 遺伝子における遺伝的多様性の評価を研究目的とした．その結果，全種にお

いて MHC クラス I 遺伝子の塩基配列が決定でき，設計した PCR プライマーが複数種に応

用可能であることが明らかになった．解析集団内および集団間における多型解析の結果，

野生ガラパゴスペンギンにおいてMHCクラス I遺伝子の単型化が生じている可能性が示唆

された．また，野生フンボルトペンギン，ジェンツーペンギン（Pygoscelis papua）および

キガシラペンギン（Megadyptes antipodes）の集団内でも，ほとんどの個体が共通アリルを

もつことが明らかになった．解析した集団の内，最も遺伝的多様度が高かったマゼランペ

ンギンの野生集団からは，遺伝的距離が比較的近いアリルのみ検出された．MHC クラス I

遺伝子の多様性低下は，感染症への抵抗力を弱める可能性があるため，アリルバリエーシ

ョンを集団内に保つなどの遺伝的管理が必要であると考える． 

 

第 6 章：総 括 

 生息域内および域外におけるペンギン類の保全を目的として，ペンギン類の遺伝的多様
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性評価に対する MHC 遺伝子多型解析の有用性を検討した．その結果，当初の研究目的に掲

げた（1）ペンギン類における MHC 遺伝子のゲノム構造解明，（2）MHC 遺伝子領域を増幅

させる新規 PCR プライマーを用いた多型解析手法の確立，および（3）本法による飼育下な

らびに野生集団の遺伝的多様性評価を行うことができた．具体的には，MHC クラス I およ

びクラス II 遺伝子の広範囲な塩基配列を決定し，さらに両遺伝子のゲノム構造を明らかに

することに成功した．また，両遺伝子領域内に高度な遺伝的多型性と非同義置換が蓄積さ

れていることを確認し，ペンギン MHC 遺伝子における遺伝的多様性の特徴を初めて明らか

にした．  

 飼育下フンボルトペンギン集団における MHC 遺伝子を指標とした多様性評価の結果，半

数以上の施設で飼育下集団が遺伝的に偏った家系で構成されていることが明らかになった．

本結果は，飼育下集団が限られた繁殖ペアの血縁で構成されている可能性を示唆するもの

であり，このような飼育状態を継続すれば更なる遺伝的多様性低下を生じると推察された．

生息域外保全（ex situ Conservation）における遺伝的多様性の保持を目的とした長期飼育下

繁殖計画や個体群管理では，数施設間で個体や受精卵を移動または交換するだけではなく，

国内の飼育下集団全体を対象とした遺伝的多様性の維持管理が必要であると考えた．その

際には，本研究の成果のひとつであるペンギン類における MHC 遺伝子多型が役立つであろ

う．  

 MHC 遺伝子を指標としたペンギン類 7 種の多型解析の結果，野生および飼育下マゼラン

ペンギン集団には高い遺伝的多様性が認められたのに対し，野生ガラパゴスペンギンを含

む 4 種のペンギン集団においては，アリル分布の偏りがあり遺伝的多様度も低いことが判

明した．もっとも多様性の低かったガラパゴスペンギンは過去 2 回のエルニーニョ現象を

受け，世界の総個体数はおよそ 1,200 個体まで激減したが，生息域外保全は実施されていな

い．病原体認識で重要な役割を演じる MHC 遺伝子において，多様なアリルを集団内に保有

することは耐病性に有利であることが知られている．解析したガラパゴスペンギン集団の

保有する MHC 遺伝子アリル数がきわめて少ないことから，侵入病原体や再興感染症などに

よる絶滅の危険性が高いと推察された．そのため，病原体などによる環境ストレスの影響

が少ない環境で一部集団を管理するなどの生息域外保全が必要であると考える． 

 ペンギン複数種における MHC 遺伝子の遺伝的多様性解析が可能になったことで，今後，
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飼育下および野生ペンギン類に対する MHC 遺伝子のアリルを指標とした遺伝学的管理が

期待される．本研究において解析した 7 種のうち半数以上の種において MHC 遺伝子の多様

性が低かったことから，本研究で解析されなかったペンギン類 11 種においても遺伝的多様

性の評価が急務であると考えた．また，遺伝的多様性の評価では，より多くの遺伝マーカ

ーを用いることが解析の正確性を高める上で重要であり，機能の異なる 2 種類の MHC 遺伝

子の多様性解析が可能になったことは集団内の多様性評価の確実性を高めるために役立つ

と考える． 

以上により，希少ペンギン類の保全に対して，本研究で確立した MHC 遺伝子解析手法に

よる多型情報は，生息域内および域外におけるペンギン類の遺伝的多様性の評価に有効で

あると結論づけられた． 
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