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研究成果の概要（和文）：精漿中のマイクロRNAの発現プロファイルから、造精機能障害で特異的に発現が変化
するmiRNAを見出し、診断や研究に役立つバイオマーカーとしての可能性を検討した。精漿のmiRNAマイクロアレ
イによる網羅的解析から候補を絞り込み、造精機能障害で変動している8個のマイクロRNAからなる評価パネルを
作成した。精漿におけるこれらマイクロRNAの発現量をリアルタイムPCRにて定量した結果、miR891a-5pは閉塞性
無精子症において有意に減少し、miR-1229-3pはmaturation arrest群において有意に増加することを見出した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to assess the utility of microRNAs (miRNAs) as new 
biomarkers for diagnosis of spermatogenic disorder and clinical or basic research of andrology. 
We found the miRNAs showing altered expression specifically in patients with impaired 
spermatogenesis based on expression profiles of in seminal plasma. Finally, we generated an 
expression panel with 8 miRNAs related to impaired spermatogenesis through comprehensive microarray 
analysis of candidate miRNAs. 
Determination of miRNA expression levels in seminal plasma with real-time PCR revealed that 
miR-891a-5p was significantly decreased in the patients with obstructive azoospermia, and 
miR-1229-3p was significantly increased in the patients with germ cell maturation arrest.

研究分野：生殖医学

キーワード： 造精機能障害　マイクロRNA
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１．研究開始当初の背景 
 
現在、無精子症をはじめとする精子形成不
全の多くは原因不明の特発性造精機能障害
と診断されている。これは、精子形成不全が
種々の原因で起こり得ることと、その発症メ
カニズムがまだよく解明されていないこと
に起因する。近年の生殖補助医療技術の進歩
により、障害のある精巣から精子や精細胞を
回収できれば、顕微授精によって挙児を得る
ことが可能になった。しかし、自然妊娠につ
ながる根本的な治療には、精子形成障害の原
因に対応したバイオマーカーの開発と、原因
究明に役立つ新たな研究ツールが必要であ
る。 

miRNA は 20 数塩基からなる non-coding 
RNAで、転写後調整による遺伝子の発現抑制
効果により遺伝子発現調節を行っている。現
在 2000以上のmiRNAが同定され、それらが、
発生・分化・形態形成、細胞増殖や発癌など
多くの生命現象に深く関わっていることが
明らかになっている。特に癌の発生や進展に
関連づけられる多数の miRNA が同定されて
おり、日本では 2014 年、国立がんセンター
を中心とした産学官連携プロジェクトが立
ち上がり「1回の採血で 13種類のがんを発見
する診断システム」の開発に着手した
（2014.6.13 NEDOニュースリリース）。 
一方、男性不妊と miRNA の関連を検討し
た報告も 2010 年以降徐々に増加し、2013-14
には 20 件ほど検索される。しかし、材料と
して精巣組織や精子などの細胞を用いた検
討がほとんどで、体液を用いた検討は少ない。
精漿について網羅的検討が行われているの
は 2件で、非閉塞性無精子症において発現が
亢進している 3つの miRNA (Wang et al ,Clin 
Chem 57:1722-, 2011)および無精子症で発現
が低下し、かつ精子無力症で亢進している 7
つの miRNA (Wu et al, Hum Reprod 28:1827-, 
2013) が報告されている。しかしどちらも検
討症例数が少なく、その後の報告もないため、
診断法への応用はまだまだ研究途上にある
と言ってよい。 
研究代表者らは国立がん研究センター落
谷研究室との共同研究で既に膀胱腫瘍、前立
腺癌に関連する血中、尿中 miRNA の研究を
行っており、今回この技術を精漿に応用する。
また、当研究室では正常男性(約 1000例)およ
び男性不妊症患者(500 名以上)の検体ライブ
ラリを有しており、近年これを用いた後方視
的な検討から多数の成果を上げている。これ
らの試料は精液検査、遺伝子異常、内分泌検
査などの臨床データがそろっており、厳選し
て明確な定義の検体を用いて研究を進めて
いくことが可能である。そこで本研究では、
精液中の miRNA が精子形成不全の種々の原
因ごとに特徴的な発現プロファイルを示す
ことが予測されることから、非侵襲的に採取
できる精液中の miRNA を、造精機能障害と
関連付けて分析することを計画した。 

 
 
２．研究の目的 
 
臨床データに基づいて可能な限り明確に
定義された造精機能障害の患者群と正常群
の間で、精漿中の miRNA の発現プロファイ
ルを比較し、造精機能障害で特異的に発現が
変化する miRNA を検出する。検出された
miRNA 発現プロファイルを患者の臨床デー
タと対比させて、指標となる miRNA の候補
を決定する。次にそれらの miRNA を用いて
多数例の患者群と正常群をスクリーニング
し、造精機能障害の病因予測や病態把握ある
いは精子形成の研究に役立つバイオマーカ
ーとしての可能性を検討する。さらに、造精
機能を反映する miRNA パネルをもとに造精
機能障害診断システムの構築を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 対象と試料の選択 
精子形成障害で特異的に発現が変化する

miRNAを見出すためには、試料を得る対象の
定義を可能な限り明確にする必要がある。そ
こで精漿を保存してある不妊患者約 500例と
正常男性約 1000 例の中から、臨床データな
らびに精巣生検の組織像に基づいて miRNA
の網羅的発現解析に用いる検体を選定した。 
2) 精漿からの total RNA抽出法の検討 
精漿は蛋白濃度や粘性が高く、通常の方法
だけでは純度が非常に低い total RNAしか抽
出できないため、精漿からの最適な抽出法を
検討した。 
3) miRNAマイクロアレイ解析 
選定された造精機能障害の症例6例（2例×3
群）と正常男性 2 例の精漿から RNA を抽出
し、qualityを検討した後、Agilent Sure Print G3 
Human miRNA microarray (miRBase21)にて網
羅的発現解析を行った。つぎに GeneSpring 
GXを用いて解析し、検体ごとの miRNAの発
現プロファイルを作成した。 
4) miRNA評価パネルの作製 
作成したプロファイルを解析し、症例 3群
の miRNA 発現をそれぞれ正常対照群のプロ
ファイルと比較し、各症例群で発現が有意に
変動している miRNA を抽出する。各群を分
類するために必要な miRNA だけを複数個を
抽出し、マーカー候補 miRNA による評価パ
ネルを作製する。 
5) 精漿中のmiRNAを指標とした造精機能評
価スクリーニングのための検討 
様々なタイプの症例を含む不妊症患者に
ついて、精漿中のマーカー候補 miRNA をリ
アルタイム PCR を用いて定量した。miRNA
の発現量と臨床データとの比較から、造精機
能障害の程度や精巣組織･細胞の成熟度、Y
染色体の微小欠失の有無などを miRNA のプ
ロファイルから予測することの可能性を検



討した
 
 
４．研究成果
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miR-891a-5p は OA 群においてのみ有意に
低下していることから、精路閉塞を予測でき
る 因 子 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 ま た
miR-1229-3pはMA群で発現か高いことから、
精細胞の成熟停止に伴い分泌が増えること
が示唆された。 
 
以上より、精漿中マイクロ RNA は精子形
成に関連して変動する因子であり、精漿にお
ける造精機能診断マーカーとなり得るツー
ルであることが示された。 
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