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研究成果の概要（和文）：精子形成の過程ある減数分裂の機構を単一精子のゲノム解析で分析

を試みた。ハプロタイプゲノムの塩基配列を比較すると、Ｙ染色体にはリピート配列が多く、

ヒト内在性レトロウイルス（HERV)由来の塩基配列を確認した。霊長類の系統図の分析から Y
特異的パリンドローム構造の由来を確認した。精子形成領域である、パリンドローム１，２は

比較的早期から存在し、精子形成に関与している可能性を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We evaluated an analysis of the single sperm DNA in the meiotic 

system regarding process of spermatogenesis. According to the sequence of the haplotype, 
much repeat sequence existed in Y chromosome. We confirmed much these repeat sequence 
involved a human endogenous retrovirus (HERV). The phylogenetic analysis showed a 
Y-specific palindromic structural existed since old world monkey. This study proved the 
presence of palindrome 1,2 since an early evolutionary stage was associated with 
spermatogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
 
プレゲノム時代の疾病概念は、エクソンを

中心とした遺伝子コード領域である。しかし、

この領域はヒトゲノムの約 3％であり、さら

にイントロンなどの、いわゆる遺伝子関連

DNA 塩基配列を加えても 30％程度にすぎな

い。これに対しポストゲノム時代は、残り約

70％の領域であり、非常に広大である。構造

的には極めて単純であるにもかかわらず、機
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能解析に苦慮し、その研究は端緒についたば

かりといえよう。この領域の主役は、繰り返

し配列を中心とした相同性の高いリピート

配列である。これは染色体再構成を形成し、

染色体やゲノム DNA間の相同組み換えによる

コピー数の異常による疾病や欠失、すなわち

ここ数年の研究の成果で同定された、「ゲノ

ム病」の概念である。われわれの研究室にお

いて、ヒト進化の過程でヒトゲノムに挿入・

蓄積されたヒト内在性レトロウイルスゲノ

ム（human endogenous retrovirus; HERV）

に注目した。HERV は、その相同性ゆえ再組換

えが生じ、その結果ゲノム上に領域欠失が生

じ男性不妊症にいたる機序について研究報

告してきた。Y 染色体上の微小欠失領域 AZF 

(Azoospermia factor)は、男性不妊症を惹起

することは知られており、その欠失位置から

AZFa,b,c の３領域に分類されているが、この

各領域の欠失機序は未だ不明であった。われ

われは、AZFa 領域が HERV によるゲノム病で

あることを報告し、日本人における再組換え

による欠失位置のホットスポットを証明し

た。 さらに、AZFｂ領域の TTY13 (Testis 

specific transcripts of Y chromosome) 座

に同様な再組換えの結果が生じ、不妊症を惹

起していることをも証明した。この研究の過

程で、生殖細胞の減数分裂期には、父母由来

の染色体による対合が行われ、同一染色体内

において、頻繁に再組換えが行われているこ

とを明らかにした。一方、染色体上にホット

スポットと呼ばれる小さな領域において再

組換えが頻繁に行われ、ある種の再組換えの

不全によって男性不妊症が惹起されるよう

である。それは、減数分裂期の再組換えによ

る、ある種の変異が蓄積すると予想されるの

で、これを証明するために、今回の研究を発

展的に企画した。 

 

２．研究の目的 

 

精子は、親 DNA ゲノムの半数体であること

が特殊である。減数分裂を経たハプロイド

（精子 DNA）は、精子ひとつひとつに減数分

裂期再組換えのクロスオーバーの結果が反

映され産生されている。したがって、次世代

に影響を与える再組換え読み間違い率を反

映しているとも考えられる。これは変異の生

じ易さは再組換え領域の距離を表すともい

うことができる。材料としての個々の精子は、

あらゆるパターンの再組換えのバリエーシ

ョンを個々の細胞にもち、射出されている。

すなわち、射出精子の個々の精子 DNA を分析

すれば、減数分裂の再組換えのさまざまな特

徴を反映している。単一精子の DNA 塩基配列

を 分 析 し 、 そ の 構 造 を 分 析 し 、

bioinformatics の手法より、Y染色体のゲノ

ム構造と減数分裂を中心とした精子形成に

ついて検討する。 

 

３．研究の方法 

 

我々の施設では、すでに倫理委員会で承認

を得た、男性不妊症約1500例と妊孕性の証明

されている健康男性400例ゲノムDNAを持って

いる。これらのサンプルの染色体型、ホルモ

ン値、Y染色体の微小欠失の有無、Y染色体ハ

プログループ分析、精液検査値、理学的所見

がデータベース化され、保管されている。本

研究は患者および正常ボランティアのゲノ

ムDNAを分析するとともに精子DNAの増殖し、

ハプロイドゲノムの作成する。 

 

1) バイオインフォマティックス 

NCBI に公開されているゲノム塩基配列か

ら Y染色体に焦点をしぼり、Y染色体上の SNP

の解析およびハプマップによるデータの比



 

 

較を行う。 

2) 単一精子からハプロタイプゲノムの作成 

健康成人男性の射出精子から回収する予

定である。卵細胞質内精子注入術（ICSI）時

に使用するマニュプレータにより、精子ひと

つを96穴プレートに入れ、精子を溶解したの

ち、DNAを増幅させる。精子ひとつからハプ

ロイドゲノムを抽出する。 

3) ゲノムリピート配列の分析 

ゲノムを用いたPCR増幅する。微小欠失お

よびDNA部分欠失も含め、保存されているの

でPCRによって、欠失などを確定できる。特

に、PEP (primer extension 

pre-amplification)反応を駆使して行う。 

4) 精子タイピング 

精子タイピング、すなわちハプロタイプマ

ッピングは、前述したようにハプマッププロ

ジェクトが 2002 年から国際的に進行し、そ

の一部が公開されている。しかし、網羅的で

あるがゆえ、我々がターゲットにしている機

能についてはっきりしない今回の研究では、

Y染色体上 AZF 領域ハプロタイプ分析候補座

位を中心に分析した。主に、シークエンサに

よる塩基配列を分析し、haploid SNP として

その多型を確認する。射出精子は、数億に及

ぶが、分析は統計的に数百程度で十分とされ

る。さらに、リンパ球から得られたゲノム DNA

との比較を行う。さらに、再組換えにおける

変異のリスクも検討する。次頁は Y染色体の

パリンドローム領域であり、染色体内相同再

組換えの可能性と、そのホットスポットを検

索した。 

 

４．研究成果 

 

単一精子の回収をおこなう技術およびハプ

ロイド全ゲノムの増幅をDNAポリメラーゼを

用いて完成させた。単一精子ゲノムから、NCBI

データベース（Build 36）などのデータベー

スからハプロタイプの候補を検索した結果、

比較し、Ｙ染色体にはリピート配列が多いこ

とから、RepeatMaskarのソフトウエアを用い、

そのリピート配列の由来をスクリニングした。 

特に、Y染色体上にある特異的なリピート配列

はパリンドローム（回文）構造をしており、

８つのパリンドローム配列（P1-8）をもって

いるので、これらの由来を検証した。さらに、

これらのパリンドローム構造はY染色体上に

ある精子形成領域である。 

特に、リピート配列の中にヒト内在性レトロ

ウイルス（HERVs）の痕跡が多くあることがわ

かった。 

これから、HERVをマーカーにパリンドロー

ム構造の進化について分析することにした。Y

染色体長腕上にある、8つのパリンドローム構

造リピート配列が多いため相同再組換えが生

じ、ゲノムの欠失が生じやすい。レトロウイ

ルスは、その両端のLTR(long terminal 

repeat)のペア存在し、進化の過程で再組換え

が生じ、欠失が生じると単一LTRになり、後世

に伝達される。すなわち、LTRを検索すること

で、ゲノムの時計にする事が可能である。こ

の機構をマーカーとて、霊長類（ボノボ、ゴ

リラ、チンパンジー、日本ザル）のゲノムDNA

から、LTRを計算した。その結果、約3000万年

前にヒトの共通祖先に感染しゲノムに取り込

まれれ、HERVの一つであるHERV-K14Cの痕跡を

検証することにより、Y染色体パリンドローム

構造の生成について検討できることをみいだ

した。ソフトウエアMEGA4を用いて、The 

neighbor- joining trees系統図を作成し進化

のマーカーにした。旧世界ザル（ゴリラ、チ

ンパンジー）と新世界ザル（ボノボ、日本ザ

ル）のゲノムDNAを用いた。Y染色体上に

HERV-K14Cは146存在し29はＹ染色体に位置し

た.この29のHERVは各パリンドロームに分散



 

 

しており、約810万年前大型類人猿時期に大き

くY染色体のパリンドローム構造は分化した

と考えられる。系統図の分析からP1.1/2、P3

とP4がゴリラ系から出現することから、P1と

P3,P4は約1000万年前にduplicationが生じ、

パリンドローム構造が完成したと考えられた。

精子形成領域である、P1.1/2、P3の安定化に

関与している可能性が考えられた。 

Y染色体のP1.1/2が精子形成領域で重要な役

割を担っている事を証明した。 

今後、パリンドローム間で生じるさまざま

な再組換えで生じるパターンを明らかにして

いきたい。 
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