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研究成果の概要（和文）：精子形成不全を呈する男性不妊症（非閉塞性無精子症）のリスク遺伝子候補であるART3（AD
P-ribosyltransferase 3）につき、（１）網羅的発現解析から、ART3と相互作用するタンパク質を複数見いだした。そ
の中には精巣特異的に発現し、精子形成に関わることが知られている遺伝子が含まれ、機能的に有望な相互作用候補を
得た。（２）統計遺伝学的解析から、非閉塞性無精子症に関与する新規リスク遺伝子座を複数見いだした。このうちの
1つの遺伝子座に位置する遺伝子ファミリーと、ART3とが分子相互作用することを見いだしており、ART3を介した造精
機能制御機構を理解する上での有望な候補遺伝子を得た。

研究成果の概要（英文）：ART3 (ADP-ribosyltransferase 3) have been identified as a susceptibility gene for 
non-obstructive azoospermia (NOA) in humans. The objective of this study was to reveal a molecular and gen
etic basis for further understanding of pathophysiological roles of testicular ART3 involved in male infer
tility. (1) A proteomic analysis indicated that ART3 directly interacted with various proteins, some of wh
ich were expressed in human testes, and involved in spermatogenesis. (2) Case-control genetic association 
studies in Japanese populations demonstrated three NOA susceptibility loci, one of which contained a famil
y gene of the ART3-interacting proteins. Thought the proteomic and genetic analyses, we identified promisi
ng candidate genes which might have roles in ART3-dependent regulation of spermatogenesis in humans.
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１．研究開始当初の背景 

無精子症など、男性に起因する特発性不妊
症は多因子遺伝性疾患であることが示唆さ
れているものの、Y染色体微小欠失と高度に
関連する場合を除き、その要因の多くは明ら
かではない。他の多因子疾患研究と同様に、
ゲノム全域 SNP (single-nucleotide 
polymorphism)タイピングデータに基づく患
者−対照関連解析アプローチからの遺伝的リ
スク探査が開始されていたものの、研究対象
サンプル数が少なく統計学的な検出力が高
くないためか、真のリスク遺伝子の同定には
至っておらず、この分野の更なる研究進展が
望まれていた。 

研究代表者らは、モノ ADPリボシル化活
性を有する ART3 (ADP-ribosyltransferase 3)が
非閉塞性無精子症（精子形成不全を伴う男性
不妊症）に関わることを同定していた。日本
人集団内で最も高頻度存在する ART3ハプロ
タイプ（SNP遺伝子型の組み合わせ）が疾患
群で有意に低値を示し、いわゆる「common 
variant（共通変異）」が疾患発症に対して予防
的に寄与する可能性を見いだし、ART3は無
精子症患者の共通要因として有望な遺伝子
の１つであると考えられた。そこで、ART3
による造精機能制御機構を明らかにし、その
機構異常が男性不妊症に関与することを遺
伝学的に証明することに取り組むこととし
た。 

 
２．研究の目的 

ART3は、ART1-5遺伝子からなる ARTフ
ァミリーに属し、精巣内で精母細胞特異的に
発現する mono-ADP-ribosyltransferase
（mART）酵素（モノ ADPリボシル化に関わ
る酵素）である。すなわち、ART3発現は精
子形成過程で厳密に制御されており、その
mART活性を介して、造精機能に関与するこ
とが期待される。コレラ毒素などの細菌
mARTとは基質特異性が異なると考えられて
いるが、基礎研究の立場から未解明のことが
非常に多く、その機能理解につながる知見が
得られているとはいえない。そこで、本研究
の目的は以下のようにした。 

(1) ART3相互作用分子を網羅的に同定する
とともに、相互作用に重要な ART3ドメイ
ンを特定する。プロテオミクス解析から、
ヒト精巣において、モノ ADPリボシル化
の標的となるタンパク質を同定する。 

(2) 上記(1)の知見に基づき、外部データベー
スを活用した情報学的分析から、ART3を
介した分子ネットワーク（ART3パスウェ
イ）を見いだす。同定された ART3パスウ
ェイは、精巣におけるモノ ADPリボシル
化システムを構成すると考えられる。 

(3) 上記(2)の知見に基づき、ART3パスウェ

イに含まれる遺伝子につき、次世代シーケ
ンサーを用いた DNA変異解析を行い、特
発性男性不妊症と ART3パスウェイ異常と
の関わりを遺伝学的に検証する。 

 
３．研究の方法 

(1) ART3相互作用分子の網羅的同定 

改良酵母ツーハイブリッド法を用いて
ART3と相互作用するタンパク質の網羅的
同定を試みた。具体的には、２種類の転写
因子（GAL4, Oct1）結合ドメイン、１種類
の Preyライブラリー（ヒト全 cDNA）を用
い、全ての組み合わせでみられる ART3相
互作用候補を探索した。先行研究（Okada 
and Tajima et al, PLoS Genet 2008）で取得し
たヒト精巣組織における網羅的遺伝子発
現データに基づき、候補遺伝子のヒト精巣
での発現レベルを分析した。 

(2) ART3ネットワーク分子の統計遺伝学的
解析 

ヒト造精機能障害の分子遺伝学的背景を
理解するための一助として、男性不妊症の
一病型である非閉塞性無精子症（NOA）の
遺伝学的リスクについての研究を行った。
具体的には、中国の NOA患者を対象とし
たゲノム全域関連解析から報告された 4つ
の疾患感受性遺伝子座（Hu, Xia & Guo et al, 
Nature Genet 2012）につき、日本人集団に
おける NOA発症への関与の程度を患者−
対照関連メタ解析（症例 490検体、対照 1167
検体）により分析した。各 SNPの遺伝子型
は、TaqMan PCR法、あるいは PCR-RFLP
法により決定した。 

(3) 一般成人男性の生殖特性との関連分析 

研究成果の一般性を評価する目的で、一般
成人男性における生殖特性（精子濃度、血
中ホルモン濃度など）との関わりについて
の遺伝学的分析を行った。具体的には、日
本人健常成人男性約 800名（セット１）に
つき、Illumina社 HumanCore BeadChipを用
いてゲノム全域 SNPタイピングを行い、約
25万 SNPsの遺伝子型を決定した。SNP遺
伝子型と生殖特性値との関連については、
R統計 (http://www.r-project.org)、PLINK 
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/)
を用いて分析した。年齢、BMI (Body Mass 
Index)で調整した検定 P 値に基づき、一定
基準を満たす SNPsを関連候補遺伝として
統計学的に選別し、日本人健常成人男性約
700名（セット２）を用いた関連検証実験
に供した。検証実験では、TaqMan PCR法
により候補 SNPsの遺伝子型を決定した。 

	
 
４．研究成果	
 

 (1) 改良酵母ツーハイブリッド法により、
ART3と相互作用するタンパク質の網羅的



同定を試み、ART3の機能に関わると推定
される ARTドメインに相互作用するタン
パク質を複数見いだした。これら相互作用
分子のなかには、精巣特異的に発現し、精
子形成に関わることが知られている遺伝
子が含まれることを明らかにした。ART3
は精巣内で精母細胞特異的に発現する遺
伝子であることから、機能的に有望な相互
作用候補を同定したと考える。 

(2) 中国の NOA患者を対象としたゲノム全
域関連解析から報告された 4つの疾患感受
性遺伝子座のうち、3つの SNP遺伝子座
（rs12097821 [1p13.3], rs2477686 [1p36.32], 
rs10842262 [12p12.1]）は、日本人 NOA患
者に対しても発症リスクを与える可能性
を見いだした。このうちの 1つの遺伝子座
に位置する遺伝子ファミリーと、本研究課
題の対象遺伝子である ART3とが分子相
互作用することを見いだしており、ART3
を介した分子ネットワーク（ART3パスウ
ェイ）を理解する上での分子遺伝学的に有
望な相互作用候補を同定したと考える。 

(3) 研究成果をさらに発展させるために、一
般成人男性の生殖特性（精子濃度、血中ホ
ルモン濃度など）との関わりについてのゲ
ノム全域 SNP関連分析を実施し性ホルモ
ン、性腺刺激ホルモン濃度の個人差に関わ
る遺伝因子候補を見いだした。精巣内相互
作用のみならず、視床下部−下垂体−性腺軸
システムとの連関についても今後明らか
にしていく予定である。 
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