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研究成果の概要（和文）：日本の特発性非閉塞性無精子症患者の全遺伝子エクソンの変異解析（エクソーム解
析）や、精巣におけるエピジェネティック制御(DNAメチル化およびヒストン修飾)パターン分析などの多面的オ
ミックス解析から、種々のタイプの変異（新生突然変異、エピゲノム変異、遺伝的リスクSNPなど）が蓄積する
遺伝子が存在しうることが明らかになり、「不妊症ホットスポット遺伝子」候補を見いだした。また、ゲノムワ
イド関連解析から、健常日本人男性の精子運動率の個人差に関わる遺伝要因としてERBB4 (erb-b2 receptor 
tyrosine kinase 4)遺伝子SNP (rs3791686)を新たに同定した。

研究成果の概要（英文）：Integrated genomic and epigenomic analyses including whole-exome sequencing 
analysis in Japanese patients with idiopathic nonobstructive azoospermia and testicular epigenomic 
analysis helped us identify candidate “hot spot” genes that harbored various types of mutations 
(such as genetic and epigenetic mutations). In a two-staged genome-wide association study of sperm 
motility in Japanese males, furthermore, a single nucleotide polymorphism rs3791686 in ERBB4 on 
chromosome 2q34 was identified as a novel locus for sperm motility.

研究分野： ゲノム医科学
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１．研究開始当初の背景	

挙児を希望するカップルにおいて不妊症は
10-15%の頻度で認められ、男性側および女性
側の要因によるものが、それぞれ半数を占め
るといわれている。男性不妊症患者の大多数
では、精子形成不全などの造精機能障害を認
める。これらの機能障害には遺伝、環境因子
がともに関与することが示唆されているも
のの、ヒト Y染色体長腕に位置する無精子症
候補領域 AZF	(azoospermia	factor)の欠失と
高度に関連する場合（男性不妊症患者の１割
程度）を除き、その病因の全容は明らかでは
ない。	

研究代表者らのグループを含め、造精機能障
害を引き起こす要因を明らかにするための
研究が世界中で実施され、男性不妊症の治
療・診断につながる科学的根拠が少しずつ蓄
積している現状にあった。その一方、男性不
妊症は多因子疾患であることを鑑みると、病
因の全容解明に向けては、従来の研究を発展
させるのみならず、体系的な取り組みが十分
なされていない視座からの研究を含めた多
面的研究を実施することが肝要であると考
えた。とりわけ、	
(1)	特発性男性不妊症を「de	novo 疾患」と
みなし、de	novo 責任変異が発症に関わる可
能性	
(2)	精子形成過程に関与する細胞に生じた
後天的なエピジェネティック変異（エピ変
異）が発症に関わる可能性	
については、申請者の知る限りでは十分には
探究されておらず、これらの検討を含めた統
合的ゲノム・エピゲノム解析が必要であると
考え、本研究を着想した。	

	
２．研究の目的	

本研究の目的は、多面的オミックスデータに
基づき男性生殖機能に影響する遺伝要因の
探査を行い、造精機能障害を伴う男性不妊症
に関わる分子基盤の全容解明につながる知
見を得ることである。具体的な主目的は以下
のようにした。	

(1)	原因不明の特発性無精子症患者由来の
ゲノムDNAを用いた全遺伝子エクソン領域の
シークエンス解析（エクソーム解析）から、
新生突然(de	novo)変異（片方の親の生殖細
胞において新たに生じた突然変異）、特に、
塩基置換型変異(SNV)や挿入欠失型変異
(Indel)が疾患発症にどの程度寄与するかに
ついて明らかにする。関与が認められた場合
は、責任候補遺伝子の精巣におけるエピジェ
ネティック制御(DNA メチル化およびヒスト
ン修飾)パターンを分析し、後天的なエピジ
ェネティック変異（エピ変異）による発現制
御機構の乱れが精子形成不全の誘因となり
得るかについて明らかにする。	

(2)	上記(1)の知見や他の先行研究からの成
果に基づき、多数の検体を用いた遺伝疫学的

手法（症例－対照関連解析、ゲノムワイド関
連解析）から、各責任候補遺伝子内に疾患・
形質に関わる高頻度SNP	(single-nucleotide	
polymorphism)が存在するかについて明らか
にする。この検討により、それぞれの遺伝子
の疾患発症への寄与度を推定し、一つの遺伝
子内に種々の変異(de	novo 変異、エピ変異、
遺伝的リスク SNP など)が蓄積する、いわゆ
る「ホットスポット遺伝子」が存在するかに
ついて明らかにする。	

	
３．研究の方法 
(1)	特発性無精子症患者のエクソーム解析	

Y染色体欠失などの染色体構造異常を認めな
い原因不明の非閉塞性無精子症患者(精子形
成不全を伴う男性不妊症)	57 名につき、
SeqCap	EZ	Human	Exome	Library	v3.0 を用い
てエキソン領域 DNA を濃縮抽出し、エクソー
ム解析用ライブラリーを作製した。イルミナ
社 HiSeq2000（学内既設）を用いて取得した
エクソーム塩基配列データは、ヒト参照ゲノ
ム配列(hg19)に整列マッピングした後、変異
箇所抽出および同定変異の機能的注釈付け
を行った。これらの解析には、BWA-MEM	
(http://bio-bwa.sourceforge.net),	GATK	
(https://www.broadinstitute.org/gatk/)
などを用いた。既知変異データベースに登録
のない新規変異の中で、有害度が高いと考え
られるもの（終止変異、フレームシフト変異
など）を同定した。新規有害変異が認められ
た遺伝子については、主として、ENCODE	
(Encyclopedia	of	DNA	Elements)プロジェク
トからのエピゲノム情報などに基づく情報
学的解析から、精巣におけるエピジェネティ
ック制御(DNA メチル化およびヒストン修飾)
パターンを分析した。また、追加の無精子症
患者 DNA を用いて、候補遺伝子の変異スクリ
ーニング解析を行った。	

(2)	疾患・形質との統計遺伝学的関連分析	

エクソーム解析などにより見いだした責任
候補遺伝子につき、不妊症患者（無精子症お
よび乏精子症）、有妊対照男性由来 DNA を用
いた症例－対照関連解析から、各遺伝子内の
SNPの疾患発症への寄与度を分析した。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。	

また、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関連特性（精子濃
度、血中ホルモン濃度など）との関わりにつ
いての遺伝疫学的分析を行った。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。その後、Beagle	
(https://faculty.washington.edu/brownin
g/beagle/beagle.html)を用いて未分析 SNP
の遺伝子型補完（インピューテーション）を
行った。SNP 遺伝子型と生殖関連特性値との



関連については、PLINK	
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/p
link/)、R統計	(http://www.r-project.org)、
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、結果検証用のサンプル（日本
人健常成人男性約 700 名）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)	日本の特発性無精子症患者のエクソー
ム解析から、遺伝子変異の推定有害度、日本
人集団における変異頻度、遺伝子の発現組織
などの情報も加味して、有害度の高い新規な
突然変異をもつ責任候補遺伝子群を同定し
た（未発表）。一部の変異については、変異
同定した家系内での変異解析(両親、有妊兄
弟など)を行い、de	novo 変異であることを確
認した。加えて、それら遺伝子の精巣におけ
るエピジェネティック制御(DNA メチル化お
よびヒストン修飾)パターンの分析や、追加
症例における候補遺伝子変異スクリーニン
グ解析などの多面的オミックス解析を実施
することにより、種々のタイプの変異が蓄積
する遺伝子が存在しうることが明らかにな
り、「不妊症ホットスポット遺伝子」候補を
見いだした（未発表）。	

(2)	遺伝疫学的手法により、特発性男性不妊
症(無精子症および乏精子症)の発症に関わ
る遺伝要因として、TUSC1	(tumor	suppressor	
candidate	1)遺伝子 SNP	(rs12376894、
rs12348)ならびに DPF3	(double	PHD	fingers	
3)遺伝子 SNP	(rs10129954)を見いだした
（Sato	et	al.,	J	Assist	Reprod	Genet	2018）。
また、4つの SNP 遺伝子座(rs7867029、
rs12870438、rs7174015、rs724078)が日本人
男性の生殖機能(精液検査値、有妊/不妊)に
与える影響を精査し、新規知見を得た（Sato	
et	al.,	Hum	Reprod	2015）。	

日本人男性の種々の生殖関連特性に対する
ゲノムワイド関連解析から、健常日本人男性
の精子運動率の個人差に関わる遺伝要因と
して ERBB4	(erb-b2	receptor	tyrosine	
kinase	4)遺伝子 SNP	(rs3791686)を新たに同
定した（Sato	et	al.,	J	Med	Genet	in	press）。
また、日本人の血中 FSH	(Follicle	
stimulating	hormone)や性ホルモン結合グロ
ブリン(sex	hormone-binding	globulin,	
SHBG)、テストステロン濃度の個人差に関わ
る遺伝要因も明らかにした（Sato	et	al.,	J	
Hum	Genet	2016;	Hum	Reprod	Open	2017）。	
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