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研究成果の概要（和文）：マウス卵形成による遺伝子発現変化を、7 日齢マウスからの未熟卵子、

およびこれを体外成熟させた MII 卵子、そして成熟マウスから得た体内成熟 MII 卵子各 5 個

由来の遺伝子をサンプルとして、RiboSPIA 法による増幅後のマイクロアレイ解析を行い、各

群が独立した3つのグループにわかれることがあきらかになった。さらにこの結果をRiboSPIA
法による増幅産物を用い、次世代シークエンサーで確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the change of gene expression during oocyte growth 
we compared the gene expression of 1) the oocytes from 7 day aged mice, 2) the MII oocytes 
developed from 1) through in-vitro culture and 3) the MII oocytes from adult (8 weeks old) 
mice. Extracted genes are amplified through Ribo-SPIA method. Each group was 
differentiated into distinct categories by principal component analysis of the expressed 
genes, and the results of microarray analysis was confirmed by RT-PCR and also RNA seq 
analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
卵巣内卵子発育に伴う遺伝子発現変化解析

は、均一な発育段階の卵子を多量にえること

が困難であるため、マウスを含む哺乳動物で

はまだ報告されていない。もし単一卵子の信

頼できる遺伝子発現解析系が確立されれば、

たとえ均一な発育段階卵子を多数集めるこ

とができなくても、正常に発育した卵子が数

個あれば各々の単一卵子の遺伝子発現解析

結果を比較することにより、各発育段階卵子

の遺伝子発現を類推することができる。 
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法より方法が簡便で安定性の高い遺伝子増

幅法である Ribo-SPIA 法により、単一卵子由

来の mRNA を DNA マイクロアレイにて解

析する方法を開発した。一方、試料に含まれ

る mRNA から逆転写される cDNA を磁気ビ

ーズ上に合成し、その後 QPCR にて特定の遺

伝子を定量後、磁気ビーズごと cDNA をすべ

て回収・再利用することにより、1 試料で約

10 回の QPCR を施行可能な方法（Reusable 

cDNA library 作成法、以下 cDNA 再利用法）

が報告されている。この方法を用いれば、遺

伝子解析を行った卵子のサンプルで、多数の

mRNA を QPCR により定量可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、哺乳類の卵子細胞質形成過程を、

マウスをモデルとした各発育段階卵子の遺

伝子発現解析を通して解析する。実験手法と

して、我々が新たに開発した単一卵子の遺伝

子増幅・遺伝子解析法を用い、卵巣由来の

in-vivo 発育卵子と、未熟卵子を体外成熟・体

外培養して得られた in-vitro 発育卵子とを試

料として、これを比較することにより解析を

行う。また、マイクロアレイによる遺伝子解

析で必ず必要となる定量的 PCR による

mRNA 発現量定量の確認について、新しい定

量的 PCR 手法である cDNA 再利用法を用い

て効率的に検証することを試み、さらにヒト

単一卵子での同様な解析が可能であるかに

ついても検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）cDNA 再利用法 

8 週齢マウス 5 個から抽出した RNA を用い

て、磁気ビーズ上に reusable な cDNA ライ

ブラリを作成、まず卵子で発現している遺伝

子（Aurka、Kif22、Anapc11、H1foo）につ

いて、QPCR による定量を行った。 

（２）体外発育に伴う卵子の遺伝子発現解析 

7 日齢 BDF1 マウスから採取した前胞状期卵、

およびこれを体外成熟・体外培養した MII 卵、

対照として 8 週齢成熟マウスから得た MII

卵の 3 群から、各群 3sample、各 sample は

各々５個の卵から抽出した遺伝子とした。抽

出 RNA を Ribo-SPIA 法にて遺伝子増幅後、

Whole Mouse Genome Oligo microarray 
(Agilent)を用いて遺伝子解析を行った。さら

に、次世代シークエンサー（MiSeq）により

発現遺伝子解析結果の信頼性を検討した。 
 
４．研究成果 

量が変わらない程度に再回収して RTPCR を

行うことは困難であると考えられる結果と

なった。 

（１）cDNA 再利用法 

cDNA 再利用法の単一卵子由来 RNA 試料へ

の適用については、神原らによる原法を可能

な限り忠実に再現するようにして試験的に

卵子に特異的に発現する 4遺伝子を順を変え

て増幅、定量値に変化がないかを検討したが、

卵子からの抽出遺伝子のような極微量遺伝

子では、現時点では各遺伝子の相対量が変わ

らない程度に再回収して RTPCR を行うこと

は困難であると考えられる結果となった。 

（２）体外発育に伴う卵子の遺伝子発現解 

7 日齢マウスからの卵子、これを体外成熟さ

せた MII 卵子、そして成熟マウスから得た体

内成熟 MII 卵子は、RiboSPIA 法による増幅

後のマイクロアレイ解析により、17084 プロ

ーブで主成分分析を行ったところ、3 つのグ

ループに分けることが可能であった。このこ

とから 3つのグループを分ける遺伝子群が存

在することが推測された。 

また 7 日齢マウス卵子を体外成熟・体外培養

して得られた MII 卵子と性成熟マウスから

えられたMMII卵子の遺伝子発現パターンに

ついて、発現変動がある遺伝子のうち、

Hyou1、Lzts1、Idi1 の 3 遺伝子について



RT-PCR による確認を行い、この 3 遺伝子に

ついては有意に発現量が変化していること

を確認した。 

さらに、microarray で差があった Plagl1、

Hyou1、Lzts1、Idi1、Arpc4 の 5 遺伝子に

ついては、次世代シークエンサーでも同方向

の差が認められた。 
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