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研究成果の概要（和文）：インプリント遺伝子はDNAメチル化により、特定の親アレルを認識し、片親性発現をする。
このDNAメチル化は、受精前の生殖細胞形成過程で決定され一生安定に維持されなければならない。不妊症男性精子の
メチル化インプリント（22領域）の異常についてその頻度、程度、影響について解析した。197例の精子検体のうち50
例（25.4％）にメチル化インプリントの異常が認められた。また、このメチル化異常と精液所見に正の相関がみられ、
精子形成とメチル化異常に強い関連があることが示唆された。また、着床率や出生率とも関連を示した。

研究成果の概要（英文）：The parent-of-origin specific expression of the imprinted genes relies on DNA meth
ylation during gametogenesis. We found aberrant DNA methylation of 22 imprinted loci in sperm from inferti
le men. We identified apporoximately 25%(84/337)abnormal methylation cases. We found strong correlation be
tween methylation error and poor quality sperm(oligozoospermia),and low imprint rate and live-birth. We ne
ed carefully follow-up ART children.
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１．研究開始当初の背景 

我が国では少子化、晩婚化の社会情

勢と不妊技術の進歩により、生殖補助

医療（ART）は一般的な不妊治療に普

及し、定着している。しかし、この ART

の普及と伴に、本来非常に稀であった

イ ン プ リ ン ト 疾 患 

(Beckwith-Wiedemann 症 候 群 及 び

Angelman 症候群、Silver-Russel 症候

群) の発症頻度が増加しているとの

報告が数多くみられる。ART は不妊症

患者に多大な恩恵をもたらすが、イン

プリントが獲得・維持される時期の配

偶子・胚を操作するため、その影響に

ついて懸念されている。このゲノムイ

ンプリンティング（遺伝子刷り込み）

は、生殖細胞形成過程で、母（卵子）

由来と父（精子）由来のゲノムの特定

領域に、DNA メチル化を確立すること

で親由来アレルの区別を行う。生殖細

胞で起こる DNA メチル化の異常の原因

として、男性不妊症患者の精子では異

常が予想される。本研究では、不妊症

精子に着目し、その異常の頻度、程度、

及び着床率や出生率の影響について

検討した。 

 

２．研究の目的 

 多数例の乏精子症患者精子を対象に、

8 領域のメチル化インプリントについ

て網羅的解析を行い、異常の頻度・程

度・影響を受けやすい遺伝子について

解析すること、及びメチル化異常精子

のパターン解析を行い、メチル化異常

の発症機構について検討する事を目的

とした。さらに、メチル化異常と着床

率や出生率との関係についても検討を

加えた。 

 

 

３．研究の方法 

（対象）不妊症男性精子 337 例：乏精

子症精子（精子数×運動率< 5x106/mL ） 

61 例・中間群精子（ 20-5x106/mL ） 67

例・正常精子（>20x106/mL）209 例。 

（メチル化の解析法）Bisulphite-PCR

法で DNA メチル化について解析した。

卵子型インプリント 5 種類（LIT1, ZAC, 

PEG1, PEG3, SNRPN）と精子型インプリ

ント 3 種類（ZDBF2, H19, GTL2）、また、

インプリントを受けない反復配列

（LINE1 及び Alu）についても解析した。 

 

４．研究成果 

（１）精子型インプリント遺伝子の DNA

メチル化の解析 

精子型インプリント遺伝子 3 領域に

ついて、H19 領域：220-bp（18 の CpG

部位）、GTL2 領域：259-bp（15 の CpG

部位）、ZDBF2 領域：220-bp（18 の CpG

部位）のメチル化について解析した。

大多数の精子検体は、3 領域全て完全な

メチル化を示した。しかし H19 の 10 例

では、非メチル化を示した。このうち 7

例は重症型乏精子症患者であった。ま

た、GTL2 では 16 例、ZDBF2 では 9 例に、

異常な非メチル化精子を認めた。メチ

ル化異常のうち乏精子症は、GTL2 で 8

例、ZDBF2 で 4 例であった。正常精子で

もメチル化異常は認められた。 

 

（２）卵子型インプリント遺伝子の DNA

メチル化の解析 

卵子型インプリント遺伝子は、19 領

域 （ DIRAS3， NAP1L5， FAM50B， ZAC

（PLAGL1），GRB10，PEG10，PEG1（MEST），

INPP5F-v2， LIT1（ KCNQ1OT1）， RB1，

SNRPN ， ZNF597 ， ZNF331 ， PEG3 ，

PSIMCT-1， NNAT， L3MBTL， NESPAS，

GNAS1A）で、DNA メチル化の解析をお



こなった。卵子型インプリント遺伝

子で、でメチル化異常は 197 例中 50

例で 25.4%であった。その内訳は、図

１ にまとめた。また、異常なメチル

化パターンを示す 50 例中 20 例は、

複数のインプリント領域の異常であ

った。また、19 例は、精子型インプ

リントと卵子型インプリントの両方

の異常がみられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）非インプリント遺伝子の DNA メ

チル化の解析 

精子の DNA メチル化異常が、インプ

リント遺伝子に特異的であるのか、あ

るいはゲノム全体のメチル化の異常で

あるのか検討した。インプリントを受

けない反復配列（LINE1 及び Alu）につ

いて、DNA メチル化の解析をおこなっ

た。LINE1（413-bp、28 の CpG 部位）

及び Alu（152-bp、12 の CpG 部位）の

メチル化について解析した。その結果、

全ての症例で、これら反復配列領域の

メチル化に有意な差は認められず、メ

チル化の異常はインプリント遺伝子に

特有な現象と考えられた。 

 

（４）メチル化インプリント異常の特徴 

337 例 の 精 子 検 体 の う ち 、 45 例

（13.3%）で、1 遺伝子以上にメチル化

異常が確認された。精子型インプリン

トの異常は 18%、卵子型は 82%であった。

3 領域以上のメチル化異常を示す症例

は 50 例中 18 例で、このうち乏精子症

の症例は 14 例（77.8%）であった。 

次に、メチル化異常と精液所見によ

る精子性状との関連性について検討し

た。メチル化異常の頻度は、「重症型乏

精子症」では 74.0%、「中等度乏精子症」

では 21.0%、「正常精子」では 16.7%で、

メチル化異常と精子濃度に負の相関が

認められた。同様に、運動率を 10%以

下、10-40%、40%以上の 3 群に分類した

場合、運動率とメチル化異常との間に

負の相関を認められた。さらに奇形率

を 50%以下、50-65%、65%以上の 3 群に

分類した場合、奇形率とメチル化異常

の頻度の間に、正の相関を認められた。

メチル化異常の有無と年齢および BMI

に相関は認められなかった。次に、メ

チル化異常の程度について、「重症型乏

精子症」、「中等度乏精子症」、「正常精

子」の比較検討した。精子所見はメチ

ル化異常の程度にも相関することが示

された。このような事実よりメチル化

異常と精子形成能には、密接な関連が

あることが考えられた（図２）。 

また、メチル化の程度と着床率、出

生率との関連を検討した。着床率、出

産率ともメチル化異常の程度と相関が

認められた（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1不妊症精子におけるインプリント遺伝子 

のメチル化異常 

図２インプリントメチル化の異常と精子所見

との関係 
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今後さらに、メチル化酵素関連遺伝

子や精子形成関連遺伝子などのゲノム

解析により、その原因が明らかになる

と予想している。 
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図３メチル化異常の程度と着床率､出生率

の関連 

 


