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研究成果の概要（和文）：非閉塞性無精子症患者を対象とした次世代シーケンス解析より、男性不妊症の原因は
個人個人で異なっており、それぞれの原因に応じた治療法の開発が必要であることを見出した。また、顕微鏡下
精巣内精子採取術による精子回収予測モデル式の構築にゲノム情報が利用できる可能性を示唆した。さらに、精
子運動率と関連する遺伝子座としてERBB4が、Inhibin Bと関連する遺伝子座としてLRRIQ1が同定できた。

研究成果の概要（英文）：From the next-generation sequence analysis of non-obstructive azoospermia 
patients, we found that the causes of male infertility differ from individual to individual, and it 
is necessary to develop a treatment method according to each cause. Moreover, it was suggested that 
genomic information could be used to construct the model formula for sperm recovery prediction by 
microdissection testicular sperm extraction. Furthermore, ERBB4 was identified as a locus associated
 with sperm motility, and LRRIQ1 was identified as a locus associated with Inhibin B levels.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 男性不妊症　アンドロロジー　ゲノム　遺伝子改変動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不妊症と診断されても根本的な治療法は確立されておらず、患者は身体的、精神的、経済的に大きな負担を抱え
ている。本研究成果により、顕微鏡下精巣内精子採取術による精子回収を予測することができれば、精子回収の
見込みの無い手術の回避につながり、患者の身体的、経済的な負担が軽減され、挙児希望の不妊カップルの期待
に応えられる可能性が出てくる。また、同定した遺伝子をターゲットとした治療薬の開発へとつながることが期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
男性不妊症の原因は、精子形成障害によるものが 9割を占めており、無精子症、乏精子症また
は精子無力症として認知される。非閉塞性無精子症の場合、顕微鏡下で精巣内精子を回収する方
法(MD-TESE)があるが、必ずしも精子が回収できるとは限らない。乏精子症や精子無力症の場合
は漢方薬やビタミン剤などが使用されることもあるが、妊娠率を高めるという科学的根拠は示
されておらず、根本的な治療法は確立されていない。 
遺伝学的な知見から、無精子症患者の１割に Y染色体の長腕に位置する無精子症候補領域 AZF 
(azoospermia factor)の欠失がみられる。AZF は a,b,c の 3 領域からなり、このうち、aおよび
b、b+c 領域が欠失している場合は、精子回収は不可能であり、これらの領域に精子形成に重要
な因子が存在することは知られている。また、これらの領域の欠失検査は、精子回収を予測する
上でも有用である。しかし、残りの 9割については、原因が明らかにされておらず、MD-TESE に
より精子が回収できるかどうかの検査法もない。従って、新たな検査法や妊娠率を高める治療法
を開発するためには、分子レベルで精子形成機構を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
男性不妊症や精子の質と関連がある遺伝子を幾つか同定してきたが、精子形成に関わる全遺
伝子を明らかにしたわけではなく、まだ同定されていない遺伝子を明らかにする必要がある。ま
た、精子回収の見込みのない MD-TESE を回避するためにも、精子回収を予測する遺伝子マーカー
を同定することも重要である。さらに、申請者らが精子形成と関連があることを示した遺伝子が
分子レベルで精子形成に関わっているという確たる証拠が示されたわけではなく、これらの遺
伝子が、真に精子形成に関与しているのかどうかを明らかにする必要がある。 
 本研究では、ゲノムワイドに精子形成関連遺伝子、MD-TESE による精子回収予測遺伝子マーカ
ーを同定することと並行に、遺伝子改変動物を作製し、同定した遺伝子の精子形成機構を明らか
にすることを目的とし、以下の研究を行った。 
 
（1）非閉塞性無精子症患者を対象に、DNA 検体を用いて、次世代シーケンサーによる全エクソ
ーム解析を行い、新規な非閉塞性無精子症原因遺伝子を同定する。 
（2）ゲノムワイド関連解析（GWAS）を用いた MD-TESE による精子回収予測マーカーの同定と精
子回収予測モデル式の構築を行う。 
（3）精液量、精子運動率、精子濃度、精巣サイズ、及び生殖ホルモン値と関連する遺伝子を、
一般集団の男性を対象とした GWAS により同定する。 
（4）同定した遺伝子について、CRISPER/Cas9 ゲノム編集システムによる遺伝子改変動物を作製  
し、精子形成への関与を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）非閉塞性無精子症原因遺伝子の同定 
①非閉塞性無精子症患者の DNA 検体採取 
 国際医療福祉大学病院リプロダクションセンターにおいて、非閉塞性無精子症と診断された
患者から研究協力の同意を得た。同意が得られた患者から、唾液 DNA 採取キットを用いて唾液を
採取した。採取した唾液から DNA を抽出し、解析に使用した。 
②次世代シーケンサーを用いた全エクソームシーケンス 
 採取した非閉塞性無精子症患者の DNA 検体について、次世代シーケンサーを用いて塩基配列
の解析を行った。本研究では、エクソン領域について網羅的に解析を行った。 
③バイオインフォマティクスによる変異の検出 
 上記より得られたリード（塩基配列）をマッピングツールである Burrows-Wheeler Aligner を
用いて、ヒトの参照配列 GRCh37 にマッピングした。重複リードの除去、ソーティングなどを行
った後、Genome Analysis Tool Kit を用いて、single nucleotide variant (SNV)、insertion/ 
deletion などの変異を検出した。次に BEDtools を用いて、患者に共通する変異を抽出し、さら
に変異のタンパク質に影響を与える効果予測やアレル頻度情報から非閉塞性無精子症原因遺伝
子の候補を絞り込んだ。 
④別個の非閉塞性無精子症患者を対象としたバリデーション解析による原因遺伝子の同定 
 絞り込んだ遺伝子の変異について、別個の非閉塞性無精子症患者、および妊孕性の確認された
男性を対象に PCR-RFLP 又はサンガーシーケンス法によりタイピングを行った。 
 
（２）GWAS を用いた MD-TESE による精子回収予測遺伝子マーカーの同定と予測モデル式の構築 
 国際医療福祉大学病院で非閉塞性無精子症と診断され、MD-TESE が施行された 28 名を対象に
した。28 名のうち 27名を学習群として GWAS を行い、P値 0.005、0.01、0.05 以下の SNVs を抽
出し、モデルとして Random Forest (RF)、Support Vector Machine (SVN)、Naïve Bayes (NB)、
Neural Network (NN)を用いて機械学習を行った。学習させていない残りの１名をテスト群とし、
28 名それぞれがテスト群となるように、合計 28 回シミュレーションした。また、正解率が高く
なるような SNV の選択を検討した。 
 
（３）GWAS による精液量、精子運動率、精子濃度、精巣サイズ、及び生殖ホルモン値と関連する



遺伝子の同定 
①ビーズアレイを用いた全ゲノムジェノタイピングと精液検査値及び生殖ホルモン値との関連
解析 
 HumanCore BeadChip キットを用いて、811 人の一般集団男性の SNV をタイピングした。SNV の
タイピング結果と精液検査値及び生殖ホルモン値との関連解析を PLINK を用いて行い、P値が低
い SNV を抽出した。 
②バリデーション解析 
 解析結果の再現性を確認するため、別集団の妊孕性が確認された男性 721 人について、TaqMan 
PCRR によりタイピングを行い、精液検査値及び生殖ホルモン値との関連解析を行った。①と②
の解析結果をメタ解析により統合し、ゲノムワイドな有意水準（P<5×10-8）を満たす SNV を関連
遺伝子座として同定した。 
 
（４）遺伝子改変動物作製による、同定した遺伝子の精子形成機構の解析 
①CRISPER/Cas9 ゲノム編集システムを用いた遺伝子改変マウスの作製 
 同定した遺伝子が真に精子形成に関与しているかどうかを明らかにするため、CRISPER/Cas9
ゲノム編集システムを用いて遺伝子改変マウスを作製した。本研究の一部は、文部科学省 新学
術領域研究学術研究支援基盤形成 先端モデル動物支援プラットフォーム「モデル動物支援」に
採択され、遺伝子改変動物作製の支援を受けた。作製したマウスについて、尻尾から DNA を抽出
し、ダイレクトシーケンスにより、変異導入の有無を確認した。 
②遺伝子改変マウスの表現型の解析 
 作製した遺伝子改変マウスの精子産生能、精子機能、受精能、精巣生検像を解析し、精子形成
に関わる機能を解析した。また、血中生殖ホルモン値について測定した。 
 
４．研究成果 
（１）非閉塞性無精子症原因遺伝子の同定 
①家系を対象にした新規非閉塞性無精子症原因遺伝子の同定と遺伝子改変マウス作製による精
子形成機能に関する検討 
非閉塞性無精子症の新規原因遺伝子を同定するため、非閉塞性無精子症患者とその両親 1 家
系を対象に次世代シーケンサーを用いて全エクソームシーケンスを行い、患者のみにみられる
新規(de novo)変異について、遺伝子改変マウスを作製し、精子形成機能に与える影響を検討し
た。家系を対象とした全エクソームシーケンスから de novo 変異を抽出した結果、遺伝子 A 上
のアミノ酸置換を伴う SNV が見つかった。また、遺伝子 A上の変異について非閉塞性無精子症患
者 53 名と正常男性 48 名を対象に解析した結果、非閉塞性無精子症患者にアミノ酸置換を伴う
新たな SNV が 2 名に見つかった。家系を対象とした解析から得られた de novo 変異と、家系と
は無関係の非閉塞性無精子症患者から見つかった 2 変異のうち 1 変異について、遺伝子改変マ
ウスを作製した。家系から見つかった de novo 変異と同じ遺伝子改変マウスを作製した結果、目
的の SNV は得られなかったが、フレームシフトを引き起こす変異マウスが得られた。変異雄マウ
ス 2 匹から精子を回収し、体外受精を試みたが、1 匹については成熟精子が見当たらなかった。
また、家系とは無関係の非閉塞性無精子症患者から見つかった変異と同じ遺伝子改変マウスを
作製した結果、目的の SNV を有する変異マウスが得られた。変異雄マウスと正常雌マウスから生
まれた仔数は、正常マウスに比べ減少傾向が見られた。また、変異雄マウスの精子運動率につい
て減少傾向が見られた。精巣生検像を観察すると変異雄マウスの精細管に精粗細胞や精子の欠
如が見られた。精子形成に関与する RNA 発現量について解析した結果、セルトリ細胞間の密着結
合に関与する遺伝子である Claudin3 の mRNA レベルが変異雄マウスにおいて減少傾向が見られ
た。従って、遺伝子 Aは精子形成に重要な役割を持っていると示唆される。 
 
②非閉塞性無精子症患者 26 例を対象とした全エクソームシーケンス解析 
非閉塞性無精子症患者の病因・病態を明らかにすることを目的とし、次世代シーケンサーを用
いて、原因遺伝子の解析を行った。エクソームシーケンスにより 1人当たり約 6000 万塩基が得
られ、そのうち参照配列と異なる変異は約 5万塩基であった。タンパク質の機能に影響を与える
アレル頻度 1%以下の遺伝子変異について、非閉塞性無精子症患者に共通する変異を探したが、
新規原因遺伝子の同定には至らなかった。しかし、個々の患者において変異が見られた遺伝子に
ついて文献調査を行った結果、HFM1、NPHP4、BRWD1、RNF216、RYR1 などの遺伝子が精子形成に関
与していると報告されていた。HFM1 は減数分裂時の相同組み換えに必要なタンパク質、NPHP4 は
腎臓の発達や機能に関与するタンパク質、BRWD1 はクロマチンリモデリングタンパク質、RNF216
は E3 ユビキチンリガーゼをコードする遺伝子であり、これらの遺伝子のノックアウト又は変異
マウスは精子形成不全による不妊であることが報告されている。また、RYR1 は筋小胞体のカル
シウム放出チャネルとして機能しているが、RYR1 チャネル活性の阻害は精原細胞の分化を抑制
させることが報告されている。従って、これらの遺伝子上の変異が原因で、精子形成不全が引き
起こされた可能性がある。一方、2名の非閉塞性無精子症患者において精子形成との関連が報告
されている遺伝子はみつからなかった。このことは未解明な遺伝的要因や環境的要因の影響を
示唆している。今後、それぞれの原因に応じた治療法の開発が必要である。 
 



（２）GWAS を用いた MD-TESE による精子回収予測遺伝子マーカーの同定と予測モデル式の構築 
GWAS を用いて MD-TESE による精子回収に関連する SNV を抽出し、抽出した遺伝情報をもとに
機械学習を行い、MD-TESE における精子回収を予測することができるかどうかを検討した。GWAS
から、P値 0.005、0.01、0.05 以下の SNVs を抽出して機械学習を行った結果、P値 0.01 以下の
SNVs が最も正解率が高かった。また、4種のモデルで比較したところ、NB が最も高い正解率 78.5%
を示した。次に P値 0.01 以下の SNVs のうち、28 回の GWAS で共通している SNVs を抽出して機
械学習を行った。その結果、特に SVM、NN において高い正解率を示した。今回、非閉塞性無精子
症患者 28 例を対象とした検討であるが高い正解率を示したことから、今後、例数を増やすこと
で、より信頼性の高い精子回収予測式の構築が期待される。 
 
（３）GWAS による精液量、精子運動率、精子濃度、精巣サイズ、及び生殖ホルモン値と関連する
遺伝子の同定 
男性不妊症の原因の多くは精子形成障害によるものであり、精子形成障害による精液の質の
低下は受精能を低下させる要因となっている。精液の質は環境要因の他に遺伝的要因の影響も
受けると考えられているが、どのような遺伝子が関与しているのかは明らかにされていない。ま
た、精巣のサイズも精液の質と相関していると報告されており、精巣のサイズに影響を与える遺
伝子を特定することは重要である。さらに、生殖ホルモンも精子形成に重要な役割を果たす。 
本研究では、精液量、精子運動率、精子濃度、精巣サイズ、及び生殖ホルモンである
testosterone、sex hormone-binding globulin (SHBG)、follicle stimulating hormone (FSH)、
luteinizing hormone (LH)、Inhibin B 値に影響を与える遺伝子を同定することを目的に日本人
男性 811 人を対象にした discovery stage と別集団の男性 721 人を対象にした replication 
stage からなる 2段階の GWAS を行った。精子運動率に対する GWAS の結果、ERBB4 遺伝子が同定
された（図１）。ERBB4 は上皮成長因子受容体サブファミリーに属する膜貫通型受容体チロシン
キナーゼであり、精巣で強く発現している。精巣組織では Sertoli 細胞や Leydig 細胞で発現し
ており、Sertoli 細胞特異的 Erbb4 ノックアウトマウスは精細管の発達障害を引き起こし、精子
の運動能力を低下させると報告されている。この報告は本研究結果を支持するものであり、ERBB4
はヒトの精子運動能力に大きな影響を与えていると示唆される。また、血中 inhibin B 値に関連
する遺伝子 LRRIQ1 を同定した。LRRIQ1 の機能は不明であるが、精巣で特異的に発現している。
また、精巣組織でも Sertoli 細
胞に特異的に局在していること
がわかった。Inhibin B は、精巣
の Sertoli 細胞、卵巣の顆粒膜
細胞によって主に分泌される糖
タンパク質ホルモンであること
から、LRRIQ1 は inhibin B の分
泌に大きく関与していることが
示唆された。一方、他の精液パラ
メータ及び生殖ホルモン値と関
連する遺伝子は同定されなかっ
た。この結果は、単一の遺伝子だ
けでなく、複数の因子や環境要
因が関わっていると思われる。
以上、精子運動率とinhibin Bに
関連する遺伝子の同定は世界で
初の発見である。 
 
（４）遺伝子改変動物作製による、同定した遺伝子の精子形成機構の解析 
GWAS により、血中 inhibin B 値に関連する遺伝子 LRRIQ1 を同定した。しかし、LRRIQ1 は新規
の遺伝子であり、その機能については不明である。本研究では、Lrriq1 遺伝子改変マウスを作
製することで、inhibin B 産生や妊孕性に与える影響を検討した。Lrriq1 遺伝子改変マウスを作
製した結果、7番目のアミノ酸に Stop コドンを生じる変異を有するマウス（変異 1）および、21
番目のアミノ酸に Stop コドンを生じる変異を有するマウス（変異 2）の作製に成功した。変異
1 のホモ接合体雄マウス 4 匹と野生型雄マウス 5 匹について、血中 inhibin B 値を測定した結
果、ホモ接合変異マウス 2匹において血中 inhibin B 値の減少がみられた。また、変異 2のホモ
接合体雄マウス 1匹と野生型雌マウス 2匹の交配（n=2）による平均産仔数は 2.5 匹であり、野
生型雄マウス 1匹と野生型雌マウス 2匹の交配（n=5）による平均産仔数 8.3 匹と比較して有意
に低かった。以上の結果より Lrriq1 遺伝子改変マウスにおいて、血中 inhibin B 値の低下がみ
られたことから、Lrriq1 は inhibin B の分泌調節に重要な因子であることが明らかになった。
また、雄の Lrriq1 遺伝子改変マウスにおいて産仔数の減少が確認されたことから、Lrriq1 は造
精機能に影響を与えることが示唆された。 
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