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研究成果の概要（和文）：男性不妊症の新規原因遺伝子を同定するため、一般集団の男性と生殖能力が有ると確
認された男性を対象として精液パラメータに関連する遺伝子の探索を行った。また、無精子症患者と家系を対象
として無精子症関連遺伝子の探索を試みた。その結果、ゲノムワイド関連解析により精子運動率に影響を与える
遺伝子座を同定することができた。また、家系を対象としたエクソーム解析から、無精子症の原因であると考え
られる候補遺伝子を抽出することができた。さらに、男性不妊症と有意な関連を示すいくつかのSNPを同定する
ことができた。

研究成果の概要（英文）：To identify novel causative genes of male infertility, we searched for genes
 related to semen parameters using men from the general population and fertile men. And we tried to 
search for risk loci for azoospermia using azoospermic patients and their families. We identified a 
locus associated with sperm motility by genome-wide association studies. And we identified candidate
 genes responsible for the risk of azoospermia using whole-exome sequencing of families. Moreover, 
we identified several SNPs significantly associated with male infertility.

研究分野： 泌尿器科学

キーワード： 男性不妊症　精子濃度　次世代シーケンサー　GWAS
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１．研究開始当初の背景 
 妊娠を望んでいる夫婦の１割が不妊で悩
んでおり、その原因の４割は男性側にあると
いわれている。男性不妊症の原因は精子形成
障害によるものが 9割を占めているが、その
病因、病態は未だ明らかにされていない。遺
伝学的な知見から、男性不妊症患者の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。
従って、Y 染色体上に男性不妊症の原因遺伝
子が存在していると考えられ、多くの研究が
行われてきた。しかし、Y 染色体上のゲノム
変異と男性不妊症との関連性については、研
究者及び人種間で結果が異なっており、Y 染
色体以外の染色体にも、原因遺伝子が存在す
る可能性が示唆される。近年、Y 染色体以外
の染色体についても注目されるようになり、
国外からゲノムワイド関連解析(GWAS)によ
って無精子症関連遺伝子が同定された。しか
し、我々は日本人では関連性が無いことを示
した。この結果は人種による相違も考えられ
るが、遺伝的背景の違いによる偽陽性が出た
とも考えられる。従って、男性不妊症の病因、
病態を明らかにするためには、網羅的にゲノ
ム構造を解析し、男性不妊症の原因となる新
規遺伝子を同定する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、一般集団の男性と生殖能力が
有ると確認された男性を対象にマイクロア
レイを使って、網羅的に遺伝子多型を解析し、
精液パラメータ関連遺伝子を明らかにする。
また、無精子症患者とその家系を対象に次世
代シーケンサーを使用して、網羅的にゲノム
構造を解析し、無精子症患者のみにみられる
遺伝子の変異を明らかにする。両解析により
明らかにされた遺伝子及び変異について、さ
らに別集団の男性や無精子症患者を対象に
再現性の検討を行い、新規の男性不妊症原因
遺伝子の同定を目指す。本研究により、新規
の男性不妊症原因遺伝子が同定されれば、よ
り本質的な治療法の開発に繋がると期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
(1)一般集団の男性と生殖能力が有ると確認
された男性を対象としたゲノムワイド関連
解析（GWAS）による精液パラメータ関連遺伝
子の同定 
 一般集団の男性 811 例（平均年齢 20 歳）
を対象に、HumanCore V1.0 DNA Analysis Kit 
（Illumina 社）を使って約 300,000 の一塩基
多型(SNP)をタイピングした。その後 1000 
Genomes Project Phase 3 の参照配列情報か
ら、BEAGLE を使ってインピュテーションを行
い、最終的に約 4,000,000 の SNP がタイピン
グされた。タイピングされた SNP と精液パラ
メータとの関連解析は PLINK software 
package を使って行い、有意確立（P値）が 1
×10-6以下の SNP を抽出した。抽出した SNP

について、再現性を確認するため、別集団の
生殖能力が有ると確認された男性 779 例（平
均年齢 31 歳）を対象に TaqMan probes（ライ
フテクノロジーズ社）を使ってタイピングし、
得られたタイピング結果と精液パラメータ
について関連解析を行った。さらに、両結果
をメタ解析により統合した。 
 
(2)無精子症患者と家系を対象とした無精子
症関連遺伝子の同定 
 本研究では、非閉塞性無精子症と診断され
た患者とその両親、3 家系、合計 9 人を対象
とした。DNA を抽出後、SureSelect Human All 
Exon V5（アジレント社）を使用してエクソ
ン領域をキャプチャーし、次世代シーケンサ
ーHiSeq2000（Illumina 社）にてエクソーム
シーケンスを行った。以上の解析はタカラバ
イオ（株）に依頼した。得られたリードをマ
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、重複リードの除去、ソーティン
グなどを行った後、Genome Analysis Toolkit 
を用いて single nucleotide variant (SNV), 
insertion/deletion(indel)などの変異を抽
出した。次に BEDtools により、患者間にお
いて共通な変異の抽出、患者と健常者におい
て共通な変異の除去を行い、患者のみに存在
する変異を抽出した。さらに、annovar とい
うツールを使用して、データベースに収載さ
れている高頻度の変異を除去し、候補変異を
抽出した。抽出した候補変異については、別
に集めた非閉塞性無精子症患者及び健常者
についてタイピングを行い、男性不妊症原因
遺伝子の同定を試みた。 
 
(3)Y 染色体上の男性不妊症関連遺伝子の解
析 
①PacBio RS を用いた全ゲノムシーケンスに
よるY染色体上の無精子症原因遺伝子の同定 
 本解析は、新学術領域研究「生命科学３分
野支援活動」「ゲノム支援」により支援を得
て行われた。非閉塞性無精子症患者 1例につ
いて、PacBio RS による全ゲノムシーケンス
を行った。PacBioのリードは、Illumina HiSeq
より得られたリードで補正された。また、
Illumina HiSeqより得られたリードを参照配
列 (hg19)にマッピングし、samtools により
SNV、indel を抽出した。Annotation を付加
後、dbSNP build 135、NHLBI Exome Sequencing 
project、1000 genomes project などのデー
タベースにある SNV、indel はフィルターさ
れた。 
②Y染色体AZFc領域内に存在する遺伝子のコ
ピー数と男性不妊症との関連解析 
 生殖能力が有ると確認された男性と無精
子症患者、乏精子症患者を対象とし、AZFc 領
域内の遺伝子 DAZ, BPY2, CDY1, TTTY4, 
GOLGA2P2Yのコピー数をRFLP-PCR法にて判定
した。生殖能力が有ると確認された男性を対
照群とし、ロジスティック回帰分析、又はフ



ィッシャーの直接確率法を用いて関連解析
を行った。 
 
(4) その他の精液パラメータ及び男性不妊
症関連遺伝子の解析 
①GWAS により同定された男性繁殖形質関連
遺伝子座 4 SNPと精液パラメータ及び男性不
妊症との関連解析 
 上記、生殖能力が有ると確認された男性と
一般集団の男性を対象に 4 SNP(rs7867029, 
rs12870438, rs7174015, rs724078)の遺伝子
型を決定し、精液パラメータとの関連解析を
行った。また、2 集団の結果をメタ解析によ
り統合した。男性不妊症との関連性について
は無精子症患者 76 人、乏精子症患者 50 人を
それぞれ症例群、生殖能力が確認された男性
を対照群とし、関連解析を行った。 
②GWAS により同定された卵胞刺激ホルモン
(FSH)レベル関連遺伝子座と精液パラメータ
との関連解析 
 上記、生殖能力が有ると確認された男性と
一般集団の男性を対象に 1 SNP(rs2414095)
の遺伝子型を決定し、精液パラメータとの関
連解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)一般集団の男性と生殖能力が有ると確認
された男性を対象としたゲノムワイド関連
解析（GWAS）による精液パラメータ関連遺伝
子の同定 
 精液パラメータのうち、本研究では精子運
動率を解析の対象とした。精子運動率と関連
する遺伝子を同定するため、一般集団男性
811 例を対象に GWAS を行った。ジェノタイピ
ング及びインピュテーションにより約
4,000,000 の SNP がタイピングされ、関連解
析により、P値が 1×10-6以下を示す１つの遺
伝子座が確認された。1 集団のみで行った
GWAS は偽陽性となる可能性があるため、この
遺伝子座に存在する SNP のうち、最も P値が
低い SNP について、別集団の生殖能力が有る
と確認された男性779例を対象に遺伝子型を
決定し、関連解析を行った。その結果、有意
に精子濃度と関連を示し、再現性が確認され
た。さらに、この 2つの結果をメタ解析によ
り統合した結果、ゲノムワイドな有意水準
（<5×10-8）を満たすことがわかった。従っ
て、精子運動率に関連する遺伝子座を同定す
ることができた。尚、無精子症患者を対象と
して遺伝子型を決定し、健常者との間で関連
解析を行ったが、関連性は確認されなかった。 
 本研究により、世界に先駆けて GWAS によ
り、精子運動率と関連を示す遺伝子を同定す
ることができた。この遺伝子のノックアウト
マウスは精子運動率を低下させたと報告さ
れており、本研究によりヒトでも精子運動率
に影響を及ぼしていることが確認された。今
後、この因子をターゲットとした精子運動率
を改善させる治療法の開発が期待される。 
 

(2)無精子症患者と家系を対象とした無精子
症関連遺伝子の同定 
 非閉塞性無精子症と診断された患者とそ
の両親、3 家系、合計 9 人を対象として、エ
クソームシーケンスを行い、患者のみにみら
れる変異や遺伝子の抽出を行った。抽出した
変異について、3 家系で共通する変異、2 家
系で共通する変異について絞り込んだ結果、
複数の変異が抽出された。さらに、タンパク
質の機能に影響を及ぼす変異(frameshift, 
nonsynonymous など)や頻度の低い変異（5 %
以下）を絞り込んだが、候補となる変異や遺
伝子は確認できなかった。そこで、母親から
受け継いだ変異が無精子症の原因である可
能性を考慮し、父親には存在せず、患者のみ
に見られる変異と遺伝子の絞り込みを行っ
た。その結果、2 家系以上で共通する変異や
遺伝子を無精子症原因の候補として抽出す
ることができた。次に抽出された変異につい
て、他の無精子症患者と健常者について変異
型を決定し、関連解析を行った。その結果、
患者のみに見られる変異は無かったが、オッ
ズ比が 3以上の変異がみつかった。また、抽
出した1遺伝子については、ラットにおいて、
この遺伝子の欠失により受精能が損失した
との報告もあり、男性不妊症の原因遺伝子の
1つである可能性が考えられた。 
 
(3) Y 染色体上の男性不妊症関連遺伝子の解
析 
①PacBio RS を用いた全ゲノムシーケンスに
よるY染色体上の無精子症原因遺伝子の同定 
 1 例の PacBio RS による全ゲノムシーケン
スにより、平均長 7.8 kb のリードが得られ
た。しかしながら、Y 染色体上のパリンドロ
ーム配列は塩基の相同性も高く、またその長
さも 9 kb～3.5 Mb にも及ぶことから、今回
のリードだけでは、重複領域をユニークに被
覆することが出来なかった。一方、Illumina 
HiSeq による全ゲノムシーケンス解析の結果、
新規の SNV 63,901 個、indel 48,855 個が確
認された。そのうち、non-synonymous な新規
SNV は 331 個、cording 領域の新規 indel は
67 個であり、これらの SNV を含む遺伝子は
266個、indel を含む遺伝子は 65個であった。
Y 染色体に関しては SNV が 12,929 個、indel
が 1,272 個であったが、non-synonymous な新
規 SNV や cording 領域の新規 indel は含まれ
ていなかった。無精子症患者の 1割に AZF 領
域の欠失がみられ、AZFa, b, c の 3 領域のう
ち、特に AZFa と AZFｂの領域の欠失は顕微鏡
下精巣内精子回収術による精子の回収が不
可能であることから、これら 2つの AZF 領域
内に無精子症の原因遺伝子が存在する可能
性が考えられた。そこで、これら 2 つの AZF
領域内及び近傍に存在する遺伝子上の変異
を、PacBio より得られたリードを用いて
BLAST サーチにより確認を行った。その結果、
既知の SNV であるが、非コード領域の変異や
遺伝子の上流及び下流に存在する変異が確



認された。今後、多数の健常者と無精子症患
者を対象として、サンガーシーケンスにより
変異を解析し、無精子症の原因遺伝子を同定
する必要がある。 
②Y染色体AZFc領域内に存在する遺伝子のコ
ピー数と男性不妊症との関連解析 
 AZFc 領域はパリンドローム構造からなり、
DAZ, BPY2, CDY, TTTY4, GOLGA2P2Y などの遺
伝子が複数コピー存在している。本解析では、
これら AZFc 領域内の遺伝子のコピー数と男
性不妊症との関連性を解析した。解析の結果、
DAZ 遺伝子のコピー数が少ないほど無精子症
と有意な関係を示し、さらに BPY2, TTTY, 
GOLGA2P2Y 遺伝子の欠失が無精子症と有意な
関係を示すことが明らかになった。 
 
(4)その他の精液パラメータ及び男性不妊症
関連遺伝子の解析 
①GWAS により同定された男性繁殖形質関連
遺伝子座 4 SNPと精液パラメータ及び男性不
妊症との関連解析 
 米国 Hutterite 集団を対象とした GWAS に
より、男性の繁殖形質(family size, birth 
rate)に関連する 41 SNP が同定された。これ
らのSNPのうち4 SNP(rs7867029, rs12870438, 
rs7174015, rs724078)が Chicago 在住の男性
において精子濃度、精液量、総精子数、総運
動精子数のいずれかと相関することが報告
された。今回、これら 4 SNP が日本人男性に
おいて、精液パラメータと関連を示すのか
replication 解析を行った。さらに男性不妊
症との関連性についても検討を行った。日本
人 2集団におけるメタ解析の結果、精液パラ
メータと有意な相関を示すSNPは認められな
かった。しかし、男性不妊症との関連解析に
おいては、rs7867029 と rs7174015 は乏精子
症 (rs7867029: OR = 1.70, P = 0.024 
[log-additive]; rs7174015: OR = 6.52, P = 
0.0099 [dominant]) と、rs12870438 は無精
子症(OR = 10.90, P = 0.00087 [recessive])、
及 び 乏 精 子 症 (OR = 8.54, P = 0.015 
[recessive])と相関を示すことが分かった。
男性不妊症と相関を示した 3 SNP は
Hutterite 集団を対象とした GWAS において
family size と相関をした SNP であった。従
って family size と関連を示した SNP 近傍の
遺伝子が精子形成に関与していることが示
唆された。 
②GWAS により同定された卵胞刺激ホルモン
FSH 関連遺伝子座と精液パラメータとの関連
解析 
 3495人の中国人を対象にしたGWASにより、
アロマターゼをコードするCYP19A1遺伝子上
に存在する rs2414095 SNP がエストラジオー
ルやFSHレベルと強い関連を示すことが報告
された。本解析では、この SNP が日本人男性
においてもFSHレベルと関連を示すのかどう
か検討を行った。その結果、日本人男性にお
いても FSH レベルと強い相関(βSTD = 0.15, P 
= 9.7×10-5)を示すことが明らかになった。

FSH は男性ではセルトリー細胞に刺激を与え、
精子産生に関与している。従って、FSH レベ
ルと関連を示したSNPは精子産生にも影響を
及ぼすのではないかと考え、次に rs2414095 
SNP と精液パラメータとの関連性を検討した。
その結果、精子濃度(βSTD = 0.073, P = 0.032)
や総精子数(βSTD = 0.074, P = 0.027)と関連
を示すことが明らかになった。つまり
CYP19A1遺伝子上のrs2414095 SNPは血中FSH
濃度の調節を介して、精子産生に関与してい
ることを示唆した。 
 
 本研究により、男性不妊症と関連する遺伝
子、及び精子産生に影響を及ぼす遺伝子が複
数個同定された。今後、これらの遺伝子の精
子形成に関わる詳細なメカニズムを解明し
ていく必要がある。 
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