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研究成果の概要：本研究ではマウス単一卵子から抽出したtotal RNAをRibo-SPIA法にて遺伝

子増幅した場合の、遺伝子発現解析結果の信頼性を検討した。卵子に高頻度に発現する4遺伝

子(H1foo, GAPDH, βActin, Eef1a)は、単一卵子からの微少RNAをサンプルとしても高い再現

性を持って線形に増幅され、この増幅法により加齢による卵子の遺伝子発現変化を解析可能で

あった。 
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１．研究開始当初の背景 
（1）ヒト体外受精の成功率が上昇しない最

大の原因は、染色体異常の有無も含めて、作

成された体外受精胚の発生能を示す確立し

た指標がないことにある。もし受精卵細胞内

部で起きている細胞機能を直接検討するこ

とができれば、これを資料として作成された

形態学的には正常な受精卵の着床不全の原

因、症例ごとの至適排卵誘発法の設定、反復

不成功例における予後推定、様々な施設にお

ける培養条件の標準化、あるいはこれを指標

とした非侵襲的な受精卵の細胞活性推定な

ど、生殖補助技術の様々な分野での研究が促

進されると考えられる。 

（2）しかし、DNAマイクロアレイ技術をヒト

卵子・初期胚に応用するには、DNAチップが

高価であるという経済的理由以外に、1）ど

のようにして良質なRNAを一つの胚、あるい

は単一割球から得るか、2）その RNAサンプ

ルを個々の mRNA同士の比率を保ったままど
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のように増幅するか、という解決すべき二つ

の命題がある。この分野での世界の研究状況

をみると、Dobsonら（2004）の day3までの

ヒト胚、およびヒト発生停止胚の遺伝子発現

解析の試みや、Corcoranらの（2006）ウシ体

外培養胚盤胞における解析の報告があるが、

個々の mRNA同士の構成比はわかるものの、

抽出された mRNAの絶対量など、実験の信頼

性検証については課題がのこっている。 
 
２．研究の目的 
(1）一般的に housekeeping遺伝子とされる

beta—actin、G3PDHの他に、我々がすでに同

定した H1foo、UCHL1等を指標として、マウ

ス各発生段階卵子からの totalRNAの至適抽

出法とその信頼性を検討し、さらにマウス卵

子・受精卵１個からの全発現遺伝子の定量的

増幅法を開発するとともに、その信頼性検証

を行う。 

(2）(1)の方法論を用いてヒト卵子・受精卵

における正常発生・異常発生卵子の遺伝子プ

ロフィール解析をDNAマイクロアレイを用い

て行い、最終的に卵子・受精卵の遺伝子発現

プロフィールと受精卵妊孕性（着床率）との

関連を検討することを目的とする。 

特に、DNAマイクロアレイによる実験が一回

あたり現時点では非常に高価であるため、本

研究の重点は増幅 cDNAサンプルをもとのサ

ンプル（卵子・受精卵）における遺伝子間の

量的構成を保ったままいかに調整するかに

重点をおくこととした。 
 
３．研究の方法 
(1)卵子への新しい遺伝子増幅法の応用とそ

の信頼性検討 

本研究では、DNA増幅を基本とする

Ribo-SPIATM法を遺伝子増幅に用いた。この増

幅法は従来の2-round T7 RNA polymeraseを

用いた方法と異なり、1-roundの増幅操作で

約10000倍程の遺伝子増幅ができ、また増幅

産物がDNAであるため安定しているという特

徴がある。 
①卵子 500個から抽出した RNAを二分して、

Ribo-SPIATM法で遺伝子増幅した場合と、し

ない場合で、卵子に高頻度に発現する

H1foo.GAPDH.βactin.Eef1aの４遺伝子量

についてRT-PCRを用いて検討した。 

②卵子 1個から 500個までから抽出した

totalRNAを増幅、解析し、その結果の相関

を調べた。 

③卵子から抽出したRNAを希釈して作成した

500pgのtotal RNA（卵子1個のtotalRNA

量に相当）を2回増幅し、microarrayで解

析してその再現性を検討した。 
(2)加齢による卵子遺伝子発現変化とその個

体差、卵子間の差についての検討 

加齢による遺伝子発現の変化を検討するた

め、8週齢マウス（young）3個体と、44週齢

および60週齢マウス（aged）2個体から、そ

れぞれ卵子 3個ずつを採取し、1卵子ずつ

Ribo-SPIATM 法で増幅、microarrayにて解析

した(図１)。 
 
４．研究成果 

(1)卵子への新しい遺伝子増幅法の応用とそ

の信頼性検討 
①Ribo-SPIATM増幅群では β actinの推定発

現量が高くなり、機序は不明だが遺伝子に

より増幅効率が異なる可能性がある。しか

し、増幅効率は遺伝子間で差がある一方で、

同じ遺伝子では一定しており、本増幅法を

常に用いることによって卵子間の差は検

出できることが推測される。また、他の 3

遺伝子については相互のコピー数の比を

保ったまま増幅できていることが確認さ

れた。 

②異なった量の卵子由来 totalRNAで解析し

た DNAマイクロアレイの解析結果は卵子

500対卵子1個の場合でも相関係数0.83と

高く、卵子1個からの遺伝子増幅産物もあ

る程度正確にそのtranscriptomeを反映し

ていると考えられた。このとき、(1)①で

解析した H1foo、GAPDH、βactin、Eef1a

の４遺伝子は、出発したRNA量にかかわら

ず、全遺伝子中の中の構成比は常に一定と

なり、これら単一卵子に数千コピー存在す

る発現量の比較的多い遺伝子が内部標準

となる可能性を示唆するものであった（図

１）。 

③500pgの total RNAを増幅後 microarray

で解析した場合の、結果の相関係数は0.99

で、 Ribo-SPIATM法での高い再現性が確認



 

 

された。 

(2)加齢による卵子遺伝子発現変化とその個

体差、卵子間の差についての検討（図２） 

youngとaged mouseの2グループ間でそのシ

グナル値にこうした有意な差があるprobeが

計1419個あり、これらに対しMetaCoreによ

るパスウェイ解析を施行したところ、aged 

mouseでは細胞周期や細胞分裂の安定性に関

与する遺伝子の発現が低下する傾向が認め

られた（図3）。 

(3)まとめと本研究の国内外における位置づ

け 

Ribo-SPIATM法は、第一に増幅後の遺伝子間の

量的比率が（卵子に比較的多量に存在する遺

伝子では）一定であること、第二に異なった

total RNA量から増幅した増幅産物の各遺伝

子の構成比がDNAマイクロアレイ解析で一定

であることから、第三に同一の微小RNAを増

幅した場合の遺伝子構成比の再現性が高い

ことからから、単一卵子から抽出されたRNA

を高い再現性と信頼性を持って線形に遺伝

子増幅することができる方法である。さらに、

この方法で加齢によるマウス卵子の遺伝子

発現の変化が検出可能であり、さらにこれま

で報告されている加齢に伴る細胞周期・細 

胞分裂の安定性に関与する遺伝子発現低下

を検出できたことから、少なくともマウスに

おいては単一卵子のtranscriptome解析を可

能とする方法であると考えられる。 

単一卵子から抽出した微小遺伝子増幅法の

信頼性を、簡便な新しい増幅法で、かつ卵子

に比較的多く含まれる遺伝子をtargetとし

て検証した報告は著者の知る限りこれまで

ないことから、この方法を用いてマウスの単

一卵子のtranscriptome解析、さらに同一の

手法を用いてヒト単一卵子のtranscriptome

解析を、信頼性を持って行うことが可能であ

ると考えられる。 
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