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P2−310　Argonaute2（Ago2）一免疫沈降法に よる ヒ ト卵巣顆粒膜細胞株 （KGN ）に発現す る microRNA の プロ フ ァ イ リ ン

グ
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【目的】microRNA （miRNA ）は，約 22塩 基 の non
−
coding 　RNA で あ り，標的とす る 遺伝子の 発現 を主 に 転写後の 翻訳 レベ

ル で揶制す る こ とが知 られ て い る．産婦人科領域の 種々 の 病態の 治療 ・
診断に 関 して も miRNA の 臨床応用が 期待 され る が，

そ の よ うな 観点か らの 研 究 は少 な い ．卵巣顆粒膜細胞 は，卵胞 の 成熟や 閉鎖 に際 して 鍵 と なる 細胞で ，その 機能調節 に も

miRNA が 重 要な役割を担 っ て い る 可 能性 が あ る．そ こ で ，ヒ ト顆粒膜細胞腫由来細胞株 （KGN ）に発現して い る miRNA

の プ ロ フ ァ イ リ ン グ を行 っ た．【方法】Ago2一免疫沈降法（mieroRNA 　lsolation　Kit，　 Human 　Ago2，和光純薬）を用い て，　 KGN
細胞 か ら miRNA を特異 的 に 精 製 した後 ，　 cDNA を作製 し ク ロ ーニ ン グ を行 っ た ，得 られ た IniRNA の 塩 基配列に つ い て，
miRNA デ

ー
タ ベ ー

ス で あ る miRBase を用 い て解析 した．さ らに，プ ロ フ ァ イ ル 解析よ り明 らか とな っ た
一

部 の miRNA に 関

して，real−time　PCR に て 定 量 的解析を行 っ た ．【成績】合計 1065個 の miRNA が 得 られ，うち 1016個 （95．3％ ）が 既 知の

miRNA で あっ た．高頻度 に出現 した miRNA は，順に，　 hsa−miR −21（41．8％），
　 hsn−iet一乃 （195 ％ ），　 hsa−miR −221 （15．3％ 〉，

has−miR 一
ヱ25b （4．6％ ）で あ っ た．また，新規 miRNA と考 え られ る ク ロ ーン も 13種類 含 まれ て い た．【結論】miRNA

−Ago2

複合体を回収 し，miRNA を特異的 に精製した本法は．従来法に比べ ，高率に miRNA の 精製 が可能で あっ た点で優 れ て い る

と考え られ た．また，高頻度に 出 現 した miRNA の コ ン ピ ュ
ータ解析か ら予 測 され る標的 messenger 　RNA （mRNA ）中 に は，

卵巣顆粒膜細胞 の 機能 に 関わる ような mRNA が多 く含まれて い る こ とが 明 らか とな っ た，現在，そ れ ら miRNA の詳細 な機

能解析をすすめ て い る．
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【目的】単
一

卵 子 の DNA マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 遺伝子発現解析は，体外受精卵子 の 妊孕性評価の 手法として 期待される が，

抽出され る mRNA が 微量 で あ るた め解析 に は遺伝子増幅が 必須となる．本研究で はマ ウ ス 単
一

卵子か ら抽 出 した mRNA

を増幅 し た 場合の ，遺伝 子発現解析結果 の 信 頼 性 を検討 した．【方法】1）卵子 500個から抽出した RNA を 2 分し，一
方 を遺

伝子増 幅（Ovation　system ），
・・
方を対照 として 定量的 RT −PCR 法に よ り卵子 に高発現す る 5遺伝子（HlfQo，　 GAPDH ，　UchL

L βactint 　Eefla）に つ い て 卵子
一一個 あ た りの 遺 伝子 発 現 量 を算出 した．2）卵子 500個，100 個，10個，お よび 1 個か ら抽

出した RNA をそれぞれ遺伝子増幅 し，増幅産 物 を Who ！e 　Mouse　Genome オ リゴ DNA マ イク ロ ア レイ （Agilent社）に て 解

析 ，推 定 遺 伝 子 発 現 量 の 相 関を 検討 した ．【成績】1）増幅群 で βactin の 推定発 現量が有意に高値とな っ たが，他の 4 遺伝子 の

推定発現量 は増幅群 ・
非増幅群 間 で よ く相関 した．2）卵子 500個群

一100個群間，500個群
一1 個群 問，lD個一1個 群 間 の 全 遺

伝子 の 相 関係数 は そ れぞ れ O．94
，
083，0．77 で あり，と くに実 験 1で 用 い た 5遺伝子 の 推定発現量 は どの 群問で も極め て よ く

相 関 した．【結論】遣伝子増幅に よ り単
一

卵子 の 遺伝子発現解析 が 叮能 と考 え られ た．た だ し，各遺伝子 に よ り増幅効率が 異な

りTまた 試料 に 含 まれ る 遺伝子 量 が少 な い ほ ど増幅効率が 不 安定 となっ て 信頼性が 低下す る．今後遺伝子 抽出法 ・増幅法の 改

良 に加えて ，target とす る遺伝子 を限定す る必 要性 が示 唆さ れ た．
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【目的】近年，エ ピ ジ ェ ネテ ィ クス は胎仔 の 発育異常以 外 に メ タボ リ ッ ク症候群や 悪性疾患 の
一

部など生 命予後に 影響す る疾

患 へ の 関与が明 らか と な っ て きた．また，エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス の 変 化 が ART に よ り生 じ る こ とが 報告 され，　 ART に お ける

種 々 の 要素が原因と な りうる こ とが 懸念 され て い る，そ こ で ，今回我々 は 体外培養 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ クス へ の 影響を検討
’
する

こ とを目的とし，マ ウ ス 胚盤胞 に お けるイ ン プ リ ン ト遣伝 子発 現 を in　vivo と 加 躍 厂o で 比 較，さ らに 2 種類 の 培養液間で 比 較

した．【方法11cR系雌マ ウ ス を過排卵刺激 し採卵，　 IcR 系雄マ ウス 精子 に て 媒精 した．受精卵を KsoM ／AA また は Ml6 で

72 時間培養 し胚盤 胞 を得 た （KSOM 胚，　 Ml6 胚）．一
方過排卵刺激 した 雌 マ ウ ス と雄 マ ウ ス を交配 させ ，72時間 後 に雌マ ウ

ス の 子宮 よ り胚盤 胞 を採取 した （vivo 胚）．個 々 の 胚盤胞 よ りRNA を抽出し real
−time 　PCR を施行 した．　 Study　gene は胎 仔

発育へ の 関与が報告されて い る imprinted　gene （禦 ，　Peg3，　Kcπgヱotl，　 Snrpn＞と し，　Control　gene と して Gapdh を使用 し

た．【成績】yivo胚 とvitro　M！の 比較 で は，　 vivo 胚 と KSOM 胚 で は い ず れ の 遺伝子 発 現 に も有意差を認め なか っ た が，　 Ml6

胚で は Jgf2の 発 現 が有 意 に増 強 した （p〈 O．05）．　 Vivo胚問の 培養液の 違 い に よ る比 較 で は，　 KSOM 胚 と M16 胚 の 比 較 で は M

l6胚 に お い て，1舒2 お よび Kcnqヱotl の 発現 に優位な増強を認めた （p〈O．05）．【結論】加 撹 アo の 胚発育に お い て必ずしもイ ン

プ リ ン ト遺伝子 の発現 に変化が 生 じる の で は ない こ とが 確認 され た．しか しな が ら，培養液の 違い に よ り遺伝子発現が 変化 を

受ける こ とか ら，培養液の 組成が イ ン プリ ン ト遺伝子発現変化の 要因に なる こ とが 示唆され た．
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