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〈は しがき〉

現在、日本の最 も深刻な社会問題のひ とつとして間違いなく少子化問題が

存在す る。 しか しなが ら、その背景 として不妊症患者が近年増加傾向にあるこ

とは一般にはあま り認識 されていない。不妊症カ ップルの増加 の背景 として、

女性の社会進出に伴 う結婚年齢の高齢化等の社会的な要因が存在するのは事実

であるが、不妊症の原因 としての男性因子は極めて重要な因子である。今 日ま

での男性不妊症に対す る治療法のめま ぐる しい進歩、具体的には体外受精、顕

微授精 さらには無精子症患者の精巣か ら外科的手術 により、精子を顕微鏡下に

抽出し顕微授精を行 ういわゆるTESE-ICSI法 等により、男性不妊に対す る治療

成果は着実に進歩 しているものの、無精子症のなかでも特に精巣内にす ら成熟

精子を全 く有 してない、いわゆる非閉塞性無精子症患者 は現在でも有効な治療

法が存在せず、今 日の不妊治療の大きな壁 となっている。その多くの患者が遺

伝学的な素因を示唆 されているものの、その原因のほとん どは今なお謎のまま

である。本研究により,新 たな ヒ ト無精子症原因遺伝子 を同定 し,そ の研究成

果を新たな診断法,治 療法の確立へ臨床応用することは,学 問的にも臨床医学

的にも大変意義のあることである.
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日本緩和医療学会 ・サイコオンコロジー学会合 同大会(横 浜)

渡邊 まり子、山下 剛、石谷

縫

[腹膜原発腺癌に関する検討]

北海道婦人科癌化学療法談話会

敬之、片 山 英人、長坂 武、荻野 元子、横浜 祐子、

第44回 例会
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第53回 北 日本産科婦人科学会

佐 々 木 禎 仁 、 田 熊 直 之 、 王 亘._.==雄

[TheExpressionAnalysisofHumanTranscriptInducedinSpermatogenesis(TISP)50,TISP15

andTISP43]

第19回 ア ジ ア オ セ ア ニ ア 産 婦 人 科 学 会

田熊 直 之 、 日高 康 弘 、佐 々 木 禎 仁 、 王 亘_=二 雄

[ACaseOfThePrenatalGeneticDiagnosisFromAmnioticFluid]

第19回 ア ジ ア オ セ ア ニ ア 産 婦 人 科 学 会

渡邊 まり子、山下 剛、石谷 敬之、片山 英人、長坂 武、荻野 元子、横浜 祐子、

型

[当科における全腹腔鏡下子宮全摘術(TLH)の 工夫]

北海道医学大会産婦人科分科会

横浜 祐子、渡邊 まり子、荻野 元子、長坂 武、片山 英人、石谷 敬之、山下 剛、

型

[皮膚筋炎患者の悪性腫瘍精査で卵管癌が発見された1症 例]

北海道医学大会産婦人科分科会

荻野 元子、片山 英人、山下 剛、王玉二二雄

[適応障害を認める婦人科癌化学療法患者に対する抗 うつ薬(SSRI)の使用経験]

北海道医学大会産婦人科分科会



謹

[ヒ ト無精子症原因候補遺伝子であるヒト1...遺 伝子の解析]

第50回 日本不妊学会総会 ・学術講演会

西脇 邦彦、横浜 祐子、渡邊 まり子、荻野 元子、長坂 武、加藤 育民、片山 英人、山下 剛、

型

[当科で経験した卵管癌の3症 例]

第45回 北海道婦人科癌談話会

荻野 元子、山下 剛、横浜 祐子、渡邊 まり子、長坂 武、加藤 育民、片山 英人、

西脇 邦彦、圭互_二 雄

[婦人科癌化学療法患者に対する主治医による心理的サポー トの実践]

第45回 北海道婦人科癌談話会

佐久川直子、佐藤 恒、宜杢_敏 厘、堀川 道晴、ヨ五_二 雄

[男性不妊症に対する精巣内精子採取一卵細胞質内精子注入法(TESE-ICSI)に ついての検討

第48回 日本不妊学会北海道地方部会総会、学術講演会

宜杢」麹 、佐久川 直子、佐藤 恒、堀川道晴、王互 二雄

[ヒ ト無精子症原因候補遺伝子であるヒ トFKBP6遺 伝子の解析]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

片山 英人、渡邊 まり子、荻野 元子 、加藤 育民、西脇 邦彦、山下 剛、王互 _=雄

[子宮頚癌Sentinelnodeに おける微小転移検索について]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

横浜 祐子、渡邊 まり子、荻野 元子、加藤 育民、片山 英人、西脇 邦彦、山下 剛、

雌

[子宮体癌におけるホメオボックス遺伝子HOXの 過剰発現と浸潤転移能の解析]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

佐藤 恒、佐久川 直子、宜杢_盤 、堀川道晴、王玉二=雄

[ヒ ト無精子症の原因遺伝子であるヒトMEI1の 同定および無精子症例においての解析]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

佐久川 直子、佐藤 恒、宜杢」 劃里、堀川道晴、ヨまL _=二雄



[男性不妊症に対す る精巣内精子採取術(TESE-ICSI)に ついての検討]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

佐々木 禎仁、北 香、 日高 康弘、田熊 直之、王互_二 雄

[胎児消化管異常にお ける31)≒MRIに よる評価]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

田熊 直之、北 香、佐々木 禎仁、日高

[非典型的な子宮破裂3症 例の検討]

第57回 日本産科婦人科学会学術講演会

康弘、王互_二 雄

荻野元子、渡邊まり子、加藤育民、片山英人、西脇邦彦、山下剛、玉 亘二雄

[成熟嚢胞性奇形腫摘出術における体内法と体外法の比較]

第13回 北海道婦人科内視鏡学会

片山英人、渡邊まり子、荻野元子、加藤育民、西脇邦彦、山下剛、玉 互二雄

[早期子宮体癌症例において腹腔鏡下手術は成立するか]

第13回 北海道婦人科内視鏡学会

荻野元子、山下剛、ヨ董 二雄

[主治医が苦慮す る終末期患者の精神的サポー ト(緩 和ケアチームに依頼 した4症 例の検討)]

第19回 日本サイコオ ンコロジー学会

佐久川 直子、佐藤 恒、宣杢 _劉 里、堀川 道晴、聾L=雄

[男性不妊症に対す る精巣 内精子採 取術一卵細胞質内精子注入法(TESE-ICSI)に ついての検討]

第4回 北海道生殖医療カンファレンス

菊池 良子、王互_=雄

[CGHア レイによる卵巣癌の網羅的ゲノム解析]

第40回 日本婦人科腫瘍学会

安達 かおり、金井 麻子、北 香、日高 康弘、伊藤 秀行、田熊

[当科における術式を統一 した最近2年 間の前置胎盤症例の検討

第4回 周産期談話会

直之、王互_二 雄

佐藤 恒、堀川 道晴、佐久川 直子、宜杢_型 皇、ヨ至L二=雄



[当科における吊り上げ式腹腔鏡下子宮筋腫核出術(LM)の検討]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

荻野 元子、山下 剛、西脇 邦彦、片山 英人、加藤 育民、渡邊 まり子、王玉二二雄

[過去6年 間における腹腔鏡下手術に伴 うトラブルの検討]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

堀川 道晴、佐久川 直子、佐藤 恒、宜杢iiiii、 ヨ麺 二 二雄

[腹腔鏡下に摘出後、早期に再発 した棊膜細胞腫の一例]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

片山 英人、山下 剛、渡邊 まり子、荻野 元子、加藤 育民、西脇 邦彦、ヨ董 二二雄

[子宮体癌症例における腹腔鏡下手術治療の可能性]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

山下 剛、片山 英人、西脇 邦彦、加藤 育民、荻野 元子、渡邊 まり子、ヨ五=雄

[子宮頚癌における骨盤リンパ節転移状況から見た腹腔鏡下広汎子宮全摘術およびセンチネルリ

ンパ節生検の適応]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

安達かおり、金井 麻子、北 香、日高 康弘、伊藤 秀行、田熊 直之、ヨi-=雄

[当院における術式を統一 した最近2年 間の前置胎盤症例の検討3

第54回 北日本産科婦人科学会

佐久川直子、佐藤 恒、宜杢」雄 、堀川 道晴、ヨ…亘_二 雄

[男性不妊症例における精巣病理と精巣内精子採取率および治療成績についての検討]

第54回 北日本産科婦人科学会

西脇 邦彦、渡邊ま り子、荻野 元子、加藤 育民、片山 英人、山下 剛、王互_=雄

[腹腔鏡手術により診断、治療 を行 った13歳 卵管血腫捻転の1例]

第54回 北 日本産科婦人科学会

加藤 育民、王玉二二雄、1互皿」塑

[漢方薬に関する検索ソフ トの開発]

第26回 産婦人科漢方研究会



雌

特別講演[生殖補助医療の現状]

第345回 苫小牧市医師会学術講演会

遡

シンポジウム1生 殖医学の最近の トピックス[ヒ ト無精子症原因遺伝子群]

第24回 日本受精着床学会総会 ・学術講演会

型

ランチョンセミナー[GnRHア ンタゴニス トの不妊治療への応用]

第24回 日本受精着床学会総会 ・学術講演会

西脇 邦彦、加藤 育民、片山 英人、山下 剛、ヨ董二二雄

[TBXl遺 伝子の子宮体癌細胞株と組織における過剰発現]

第65回 日本癌学会

山下 剛、加藤 育民、片山 英人、西脇 邦彦、ヨi-=雄

[ダブルアンチセンスHOXB7お よびHOXBI3遺 伝子 を用いた卵巣癌細胞株の浸潤抑制お よびHOX標 的遺

伝子の検討]

第65回 日本癌学会

佐久川 直子、佐藤 恒、宜杢_劉 里、堀川 道晴、壬≡亘_二 雄

[習慣性流産のスクリーニング検査における抗PE抗 体の有用性について]

第86回 北海道医学大会産婦人科分科会

伊藤 秀行、北 香、安達 かお り、日高 康弘、田熊 直之、王重L_二雄

[最近当科で経験した子宮破裂症例の検討]

第86回 北海道医学大会産婦人科分科会

西脇 邦彦、渡邊 まり子、荻野 元子、加藤 育民、片山 英人、山下 剛、壬≡互_=墾

[腹腔鏡手術により診断、治療を行った13歳 卵管血腫捻転の1例]

第86回 北海道医学大会産婦人科分科会

加藤 育民、山下 剛、渡邊 まり子、荻野 元子、片山 英人、西脇 邦彦、王歪二二雄

[最近3年 間における手術施行 した卵巣腫瘍症例の検討]

第86回 北海道医学大会産婦人科分科会



片山 英人、荻野 元子、加藤 育民、西脇 邦彦、山下 剛、王互_=墾

[当施設における子宮体癌症例に対する腹腔鏡下手術の治療成績]

第44回 日本癌治療学会総会

山下 剛、西脇 邦彦、片山 英人、加藤 育民、荻野 元子、壬亘_==雄

[子宮頚癌におけるセ ンチネル リンパ節生検 を含む骨盤 リンパ節転移状況 と腫瘍径か らみた

手術適応]

第44回 日本癌治療学会総会

荻野 元子、加藤 育民、片山 英人、西脇 邦彦、山下 剛、ヨー=雄

[主治医が苦慮する終末期患者の精神的サポー ト]

第44回 日本癌治療学会総会

盤

[不妊治療と周産期アウトカム]

道東地区産婦人科医会学術講演会

山 下 剛 、 横 浜 祐 子 、 荻 野 元 子 、 加 藤 育 民 、 片 山 英 人 、 西 脇 邦 彦 、 ヨ五 二=雄

[LaparoscopicSentinelNodeNavigationSurgeryFollowedbyLaparoscopicRadicalHysterectomy

asMinimumInvasiveSurgeryinEarlyInvasiveCervicalCancer]

第18回FIGO

片 山 英 人 、 横 浜 祐 子 、 荻 野 元 子 、 加 藤 育 民 、 西 脇 邦 彦 、 山 下 剛 、壬 ≡互_二 雄

[ldentificationofSLNandDetectionofMicrometastasisinCervicalCancer]

第18回FIGO

荻 野 元 子 、 横 浜 祐 子 、 加 藤 育 民 、 片 山 英 人 、 西 脇 邦 彦 、 山 下 剛 、 ヨ五_二 雄

[AComparisonofIntraperitonealMethodandExtraperitonealMethodinLaparoscopicEnucleation

ofOvarianDermoidCysts]

第18回FIGO

醗

シンポジウム 「精子形成における最新の知見」[ヒ ト精子形成遺伝子]

第51回 日本生殖医学会総会 ・学術講演会



安達 かお り、金井 麻子、北 香、 日高 康弘、伊藤 秀行、田熊 直之、ヨ玉_二 雄

[出生前に先天性サイ トメガ ロウイルス感染症 と診断 した1症 例]

北海道出生前診断研究会

遡

遺伝子 ・染色体病の診断治療の最前線[不妊 ・不育症 と染色体]

COE国 際ワークショップ

片山 英人、山下 剛、ヨ董 二二=雄

[腹腔鏡下に診断および治療を行った13歳 女性に発症 した卵管血腫捻転の一例]

第19回 日本内視鏡外科学会総会

山下 剛、片山 英人、ヨまL_=雄

[当科における腹腔鏡手術の現状とその合併症についての検討]

第19回 日本内視鏡外科学会総会

雌

[不妊症と周産期アウトカム]

札幌市産婦人科医会学術講演会

鯉

[初期流産のEBMと 臨床]

道東地区産婦人科医会学術講演会

鯉

[不妊治療は周産期アウトカムに影響を及ぼすのか]

道東産婦人科医会

加藤 育民、山下 剛、横浜 祐子、荻野 元子、片山 英人、西脇 邦彦、壬須二=雄

[当科における光線力学療法を施行 した6症 例の検討]

第46回 北海道婦人科癌化学療法談話会例会

堀川 道晴、佐久川 直子、和田 恵子、宜杢」盤 、ヨ董 二二雄

[巨大筋腫核出後の癒着体網部に妊娠 した子宮外妊娠の一例]

第14回 北海道内視鏡下婦人科手術研究会



荻野 元子、横浜 祐子、加藤 育民、片山 英人、西脇 邦彦、山下

[ラップディスクミニを用いた一孔式腹腔鏡下手術に関する検討]

第14回 北海道内視鏡下婦人科手術研究会

剛、王亜_二 雄

片山 英人、横浜 祐子、荻野 元子、加藤 育民、西脇 邦彦、山下

[当施設におけるT田 施行症例の検討]

第14回 北海道内視鏡下婦人科手術研究会

剛、ヨ五 _二 雄

日高 康弘、田熊 直之、伊藤 秀行、北 香、安達 かお り、ヨ≧L _=雄

[新生児予後が異なった緊急搬送常位胎盤早期剥離の検討]

第2回 旭川周産期医療研究会

佐 々木 禎仁 、宜杢_劉 皇、王L=雄

[ヒ ト精巣特異的遺伝子TISP50,15,43に ついての解析]

北海道生殖医療カンファレンス

佐久川 直子、渡辺 まり子、河井 紀一郎、荻野 元子、長坂 武、片山 英人、石谷 敬 之、

山下 剛、王互_二 雄

[当科における卵巣明細胞腺癌の検討]

北海道婦人科癌化学療法談話会 第42回 例会

佐藤 恒、堀川 道晴、佐久川 直子、宜杢_劉 皇、王≡亘_二 雄

[当科における吊り上げ式腹腔鏡下子宮筋腫核出術(LM)の検討]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

荻野 元子、山下 剛、西脇 邦彦、片山 英人、加藤 育民、渡邊

[過去6年 間における腹腔鏡下手術に伴うトラブルの検討]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

まり子、王互 _二 雄

堀川 道晴、佐久川 直子、佐藤 恒、宜杢_劉 皇、壬i互_=埜

[腹腔鏡下に摘出後、早期に再発した英膜細胞腫の一例]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

片山 英人、山下 剛、渡邊 まり子、荻野 元子、加藤 育民、西脇

[子宮体癌症例における腹腔鏡下手術治療の可能性]

第46回 日本婦人科内視鏡学会

邦彦、ヨ董 二二雄



山下 剛、片山 英人、西脇 邦彦、加藤 育民、荻野 元子、渡邊 まり子、ヨ三亘_』=雄

[子宮頚癌における骨盤 リンパ節転移状況から見た腹腔鏡下広汎子宮全摘術およびセンチネルリ

ンパ節生検の適応]

第46回 日本婦人科内視鏡学会



研究成果

(1)ヒ ト無精子症原 因候補遺伝子 であ る ヒ トFKBP6遺 伝子 に関す る研 究

A.研 究 目的

ヒ ト無精子症 の原 因 と して以前 よ り、Y染 色体 上の部分的欠失 こ とにAZF領 域

の欠失が報 告 され てい る。 しか しなが ら、今 日まで この領域 におい て ヒ ト無精

子症 の原 因遺伝 子 として同定 され たのは、DAZ,RBMY及 びUSPgYの わず

か3つ にす ぎない。 世界的には今 なお多 くの研究者 が無精子症 原 因遺伝 子の検

索をAZF領 域 において行 ってい るが、最後 に同定 され た原 因遺伝 子 は実 に8年

前まで さかのぼ る。加 えて最近 の知 見では ヒ ト無精子症患者 の うち、 そのY染

色体 に微 小欠失 を伴 うものは10%以 下で あろ うと推 定 され てい る。近年 、我 々

はその遺伝 子 変異 によ り無精 子症 を引き起 こす新た な遺伝 子 ヒ トSYCP3を 同

定 した(Miyamotoetal.,Lancet2003)。 特 筆す べ き点は このSYCP3は ヒ ト12

番染色体上 に位置 してい る点で ある。ヒ トSYCP3はAZF領 域以 外 で同定 され

た最初 の無精子症 原因遺伝子 であ る。加 えて昨年我 々は新た に ヒ ト無精子症原

因候補遺伝 子 であ るヒ トMEIl遺 伝 子の 同定 に成功 した(Satoeta1.,JH㎜

Genet2006)以 上 よ り、我 々は ヒ ト常染色 体上 に も多数の無精 子症 原因遺伝子 が

存在す ると確 信 している。近年,Fkbp6遺 伝 子 のノ ックア ウ トマ ウスが報 告 さ

れ、homo-mutantの オスは成熟精子 を全 く有 していなかった。 詳細 な解析 の結

果 ノ ックア ウ トマ ウスのオスは減数分裂 過程 にお ける異 常に よ り、濃縮 した核

をもつ特徴 的なpachytenespermatocyteを 有 し、pachytenestageを 超 える細胞

は全 く観察 され なか った。そ こで我 々は ヒ トFKBP6遺 伝子 の ヒ ト無精子症 への

関与 を解析 した。

B.研 究方法

1.ヒ トFKBP6の 発 現様 式 を解析す るた めに,我 々はClontech社 の ヒ ト成 人cDNA

パネル(15臓 器)を 鋳型 としてPCR法 を施行 した。

2.対象 は組 織学 的に減数分裂停止 に よる無精子症 と診断 された患者19名 及 び正

常 コン トロール40名 である.本 研 究 に参加 したすべて の患者及 び正常 コン トロ



一 ル は 全 て文 章 に よ る同意 を得 た後 に血 液 を採 取 し
、DNAを 抽 出 した。 ま た 本

研 究 は大 学 の 倫 理 委 員 会 の 承 認 後 、 開始 され た。 全 て の 患 者 は 染 色 体 異 常 が な

い こ とま た そ のY染 色 体 の微 小 欠 失 が 存 在 しな い こ とが確 認 され て い る。

3.ヒ トFKBP6のcodingregionで あ るExon1か らExon8ま で の 隣接 す る イ ン トロ

ンに プ ライ マ ー を各 々 設 定 し,PCR法 を施 行 し,ダ イ レク トシー クエ ン ス解 析

した。

4.3に て検 出 され たsinglenucleotidepolymorphism(SNP)に お い て 正 常 コ ン トロ

ー ル 群 で も同様 にPCR及 び ダ イ レク トシ ー クエ ンス解 析 を施 行 した
。

5.検 出 され た2つ のSNPに お い てgenomicimprintingの 有 無 を解 析 す る た め に患

者 精 巣及 び 正 常精 巣 組 織 か ら各 々RNAを 抽 出 し,RT-PCR法 を 施 行 し,そ れ ぞ

れ ダ イ レク トシー クエ ンス解 析 を施 行 した。

(倫理面 への配慮)

本研究 に参加 したすべて の患者及 び正 常 コン トロールは全 て文章 に よる同意 を

得た後 に血液 を採取 し、DNAを 抽 出 した。 また本研究 は大学 の倫理委員会 の承

認後、開始 され た。

C.研 究結 果

ヒ トFKBP6は マ ウス同様 その 精 巣 に特 異 的な発 現 パ ター ンを 呈 した。 また

mutation解 析 を施行 した ところ,患 者19名 中4名 においてExon3に おいてシ ト

シンか らグアニ ンへの変換 をヘ テ ロに認 めた。 この シ トシンか らグアニ ンへ の

変換 に よ り早期 にス トップコ ドンが 出現 し,コ ー ドされ るア ミノ酸 は正 常で は

327個 で あるが,わ ずか60個 とな り不完全 なFK506bindingdomainが 形成 され

る。 そ こで正常 コン トロール で も同様 にシー クエ ンス解析 した ところ,40名 中

4名 にお いて 同様 なヘテ ロの配列 を認 めた。しか しなが ら,こ の グアニ ンがRNA

レベル で発 現 し,不 完全 なア ミノ酸 をコー ドしてい る とは考 えに くい。そ こで,

ヒ トFKBP6はgenomicimprintingを 受 けてい るのではないか との仮説 の もとに解

析 を進 めた。ヘ テ ロを認 めた患者1名 のみの精巣か らのRNAを 得 る ことがで き,



解析 した ところ,RNAレ ベル で発 現 してい るの はシ トシンのみ であった.ま た

同様 に解析 した正 常 コン トロール4名 で もRNAレ ベル では シ トシ ンのみが発 現

していた,さ らに,Exon6で ヘ テ ロを検 出 した多型 部位 での解析 で もRNAレ ベ

ルで はmonoallelicな 発現 を呈 した。

D.考 察

ヒ トFKBP6は マ ウス同様 ヒ ト精 巣 特異 的 に発現 してい た。 この結 果 は ヒ ト

FKBP6が ヒ ト精子形成 に重 要な役 割 を担 うことを示唆す るものであ る。Mutation

解析 によ り,我 々はExon3に おいて新規 のSNPを 同定す るこ とがで きた。 この

SNPお よびExon6に おけ るSNPを 用 いた解析 によ り,ヒ トFKBP6がmonoallelic

に発 現 してい るこ とが明 らか にな った。 しか しなが ら,本 研 究 にお いてはいず

れ の両親 か らもDNAを 得 るこ とが出来なか ったた め,ど ち らの ア レル が発現 し

てい るのかは不 明のままである。よって,本 研 究は,ヒ トFKBP6遺 伝 子がgenomic

imprintingを 受 けてい る可能性 を示唆す る もの である。Imprinting遺 伝 子 はcluster

を形成す る傾 向があ るため,今 後 隣接す る遺伝 子の解 析 さ らにはマ ウスFkbp6

遺伝 子のimprintingの 有無 の検討 が望 まれ る。 また ヒ トFKBP6と ヒ ト無精 子症

との関連 は今回解析 された患者 数が19名 で あったため,今 後 更 に解析数 を増や

した検討が必要 と考え られ る。

E.結 論

本 研 究 に よ り,ヒ トFKBP6遺 伝 子 が そ の 精 巣 に お い てgenomicimp血 血9を 受

け て い る 可 能 性 が 示 唆 され た 。

MivamotoT,SatoH,YogevL,KleimanS,NamikiM,KohE,SakugawaN,

HayashiH,IshikawaM,LambDJ,SengokuK.

IsageneticdefectinFkbp6acommoncauseofazoospermiainhuman?CellMol

BiolLett11(4):557-569.2006.論 文 添 付)

(2)ヒ トMEI1遺 伝 子の同定及 び ヒ ト精子形成過程 ことにそ の減数 分裂 にお け

る ヒ トMEI1遺 伝子関す る研 究

A.研 究 目的



今 日までに、 ヒ ト男性 不妊 の遺伝学的 な素 因 と してY染 色体の微 小欠失 に代表

され る染色体異常及 びY染 色体上のAZF(azoospermiafactor)領 域 に存在 す る

DAZ,RBMY及 びUSPgYさ らに は12番 染色体 上 に局在 す るSYCP3遺 伝 子 の

異常な どが報告 され てい るものの(1)、 その原 因の ほ とん どは今 なお謎 の ま まで

ある。

精 子形成過 程 にお け る減数分 裂の異常 は無精 子症 の重要 な原 因の一つ で あるが、

その メカニズム はほ とん ど明 らか に され てい ない。 しか しなが ら、マ ウス にお

いてはい くつかの減数 分裂 において重要 な役割 を担 う遺伝子(Dmc1、Fkbp6、

Scp3(Sycp3)、Spol1、Msh4とMsh5)が 報告 され てきた。近年、胚性 幹細

胞 に抗癌剤 を投 与 し生 み出 され た不妊マ ウスの スク リーニ ングに よ り、減 数 分

裂異常に起因す る無精 子症 を呈す るmeil(meiosisdefective1)マ ウスが 同定 さ

れ、さらにポジシ ョナル クロー ニング法 に よ り、マ ウスMeil遺 伝子 のmutation

が染色体の シナ プスの欠損 に起因す る減 数分裂停 止 に よる無精子症 を引 き起 こ

す ことが明 らか に され た(2)。

今回我 々は、マ ウスMeilcDNAを もとに ヒ トMEIlcDNAを 単離 し、そ の発

現パター ンを解析 し、 さらに ヒ トMEII遺 伝 子 の異 常 とヒ ト無精子症 の関係 を

明 らかにす るた めに、組 織学 的に減数分裂停止 に よる無精子症 と診 断 され た患

者 のgenomicDNAを 用い て解析 を行 った。

B.材 料 ・方法

1.ヒ トMEIlcDNAの 単離及び ヒ ト成人組織 にお けるその発 現様式 の解 析

マ ウスMei1遺 伝 子 のア ミノ酸配列お よび ヒ トGenomedatabaseを 利用 して、

マ ウスmei1遺 伝子 とア ミノ酸 レベルで相同性 を有す るヒ トゲ ノム シー クエ ンス

領域 にプライマー を2組 設 定 し、 ヒ ト精 巣cDNAラ イブラ リー を鋳型 と して

FirstPCR及 びNestedPCRを 施行 した。NestedPCR産 物 をTEasyベ クター に

サブクローニ ング しシー クエ ンス解析 を行 った。その後、fulllengthcDNAを 単

離すべ く5,RACE及 び3,RACE法 を施行 しPCR産 物 をそれぞれ シークエ ンス

解析 した。。

単離 された遺伝 子 のエ ク ソン内にイ ン トロンをは さむ形 でプ ライマ ーを設 定 し、

15の ヒ ト成人組織か ら構成 されたClontech社 のMultipleTissuescDNAPanels



を用 いてPCRを 施 行 した。本 研 究 にお い て全 てのPCRはClontech社 の

Advantage2PCREnzymeSystemを 使用 した。PCR反 応 は95℃150秒 後、95℃

15秒68℃90秒 をFirstPCRで32サ イ クル 、NestedPCRで は20サ イ クル それ

ぞれ施行 された。

2.対 象患者群 と正 常 コン トロール群

対象患者 は組織 学的 に減数 分裂停止 に よる無精子症 と診断 され た27名 で あ り、

ヨー ロッパ系ア メ リカ人 患者13名 、イス ラエル人13名 及び 日本人1名 で あ る。全

ての患者 は染 色体異常 がない こと、またY染 色体の微小欠失が存在 しない こ とが

確認 されてい る。 正常 コン トロール と して ヨー ロ ッパ系ア メ リカ人61名 及 びイ

スラエル 人60名 が同様 に解析 され た。全 ての患者 及び ドナーは文章 によ るイ ン

フォーム ドコンセ ン トを得 た後、血液 を採 取 しDNAを 抽 出 した。 また本研究 は

アメ リカ、イ スラエル 及び 日本の各大学の倫理委員会 の承認 を得 た後 に開始 さ

れた。

3.ヒ ト無精子症 患者 にお ける ヒ トMEI1の 遺伝 子変異解析

ヒ トMEI1遺 伝子 にお けるcodingregion内 の全 てのエ ク ソンに隣接す るイ ン ト

ロン部位 にプ ライ マー をそれ ぞれ設定 し、組 織学 的解析 で減数分裂 停止 に よる

無精子症 と診断 され た27名 の患者 のgenomicDNAを 用いてPCR及 び ダイ レ

ク トシークエ ンス解析 を行 った。妊 孕能 の確認 され てい る正 常 コン トロール群

のgenomicDNAを 用 いて同様 にPCR及 び ダイ レク トシー クエ ンス解析 を施行

し、同定 され た4っ のcodingsingle-nucleotide-polymorphism(cSNP)に おいて

genotypeお よ び ア レ ル の 出 現 頻 度 を 比 較 検 討 し た 。 さ ら に

expection-maximization(E-M)algorithmを もちいて近似 的 に頻度 を計 算 してハ

プロタイプに対 して も比較検討 を行 った。

C.成 績

単離 され た 血lllengthcDNAは2っ の転 写体 か らな り、 ヒ トゲ ノム シー クエ ン

ス との比較 に よ りヒ トMEI1遺 伝 子 は16個 のエ ク ソンか ら構成 され 、短 い

cDNAはaltemativesplicingに よ りエ ク ソン7を 欠い てい た。 コー一ドされ るア

ミノ酸 はそれぞれ642個 及び607個 でマ ウス との相同性 はア ミノ酸 レベル で

77%、 核 酸 レベル で61%で あった。



発現パ ター ンの解析 では、 ヒ トMEI1は 精巣 にほぼ特異的 に強 く発 現 していた

が、脾臓 と胸腺 に もわずか に発 現が検 出 され た。

無精子症患者 の シーケ ンス解析 によ りopenreadingframe(ORF)内 に4箇 所 の

singlenucleotidepolymorphism(SNPs)が 検 出 され た。genotype、 ア レル解析 を

行 った ところ、SNP3及 びSNP4に おいて コン トロール群 に対 して統計 学的 な有

意差が認 め られ た(P<0.05)。 さらに人種別 にgenotype、 ア レル解析 を同様 に

行 った ところア メ リカ人のSNP3及 びSNP4に おいては有意差 が認 め られ たが

イ ス ラエル 人 で は有 意 差 が認 め られ な か った。 さ らに、ハ プ ロ タイ プ解 析 を

SNP3-SNP4に お いて行 った ところア メ リカ人 でや は り有意差 が認 め られ 、イス

ラエル人に も同様 に有意差 が検 出 され た。

D.考 察

我々は ヒ トMEIIcDNAを 単離 した。単離 され たcDNAは2っ の転 写体 を有 し

てお り、2っ のア ミノ酸 をコー一ドしてい る。 これ はマ ウスMeil遺 伝 子 と一致す

る。 またそ の発 現 はマ ウス同様 ヒ ト精巣 に特異的 な もので あ り、精 子形 成へ の

関与を示唆す る もので ある。

meilマ ウスはマ ウスMei1遺 伝 子のエ ク ソン12の 部分的欠失 も しくは完 全欠失

に よ りフ レー ムシ フ トが起 こるこ とによ り生 じる。近年、マ ウス にお い てMei1

遺伝子 とDNA修 復遺伝子Dmc1遺 伝 子の関係 が報 告 されMeilは マ ウス減 数分

裂 においてDmc1の 上流 に位 置 してい る ことが 明 らか とな った(3)。 今 後 ヒ ト

MEI1遺 伝 子 とDMC1遺 伝子 の関係 を明 らか にす るために、 さ らな る解析 が必

要 とされてい る。

本研 究 において ヒ トMEIlのcodingregionに お いて新 たに4っ のSNPを 同定

す ることが出来た。それ らのSNPの 解析 で は、SNP3とSNP4に お いて その出

現頻度 がアメ リカ人患者 群 では コン トロー ル群 に対 して統計学的 有意 差 を認 め

られた ことに よ り、そ のメカニズムは不 明な ものの今回同定 され たSNPが ヒ ト

精子形成過程、 特 にその減数分裂 において深 く関 与 してい る可能性 が示唆 され

た。

E結 論

本研究 は ヒ トMEI1遺 伝 子 とヒ ト精子形成 との関係 を示唆 した最 初 の報 告 であ



る。 我 々 の研 究 成 果 は今 後 の ヒ ト減 数 分 裂 の 分 子 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 何 らか の

貢 献 をす る可 能 性 が あ る。 ヒ トMEI1遺 伝 子 にお い て今 後 、 よ り多 くの症 例 数

を用 い た解 析 及 び他 の 民族 に お け る解析 が強 く望 まれ る。

(SatoH,MixamotoT,YogevL,NamikiM,KohE,HayashiH,SasakiY,

IshikawaM,LambDJ,MatsumotoN,BirkOS,NiikawaN,SengokuK.

PolymorphicallelesofthehumanMEIlgeneareassociatedwithhuman

azoospermiabymeioticarrest.JHumGenet.51:533-540.2006.論 文 添

付)

(3)ヒ ト精子形成遺伝子に関す る研究

A.研 究 目的

ヒ ト不妊症 の原 因 の一つ として,男 性 不妊 が大 きな要 因を 占めるが,ヒ トにお

いて精 子形 成 に関与す る遺伝 子 は十 分に解 明 されてい る とは言 えない.近 年,

マ ウス及 び ラ ッ トにお いて精 巣お よび精 子特異 的 に発現す る遺伝 子 が多数報 告

され てお り,こ れ らの結果 を も とに ヒ ト精巣特 異的 に発現す る遺伝 子 を単離 し

た.

B.研 究方法

GenBankを 用 いてマ ウスOPPo1,TISPfamilyの ア ミノ酸配列 と相 同性 を有す る

ヒ トゲ ノムシー クエ ンスにおい てP血erを 設定 し,ヒ ト精巣cDNAラ イブ ラ

リー一を鋳型 と してPCRさ らにはRACE法 を行いfulllengthcDNAを 単離 した.

単離 され たcDNAに おいてイン トロンをは さむ形 でP血nerを 設 定 しClontech

社 の ヒ トcDNAパ ネル を用 いてPCRを 行い その発現様 式を解析 した。

C.研 究結果

上記 によ り,ヒ ト精巣特異的な発 現 を示す新規遺伝子 ヒ トOPPOl遺 伝 子お よび

ヒ トTISP50遺 伝子 が同定 され た.

D.考 察

ヒ トOPPOl遺 伝 子お よび ヒ トTISP50遺 伝 子 が ヒ ト精子形成 に何 らかの関与 を

している可能性が示唆 され た.今 後insituhybridization法 な どに よ り,こ れ ら



の 遺 伝 子 が ヒ ト精 巣 の ど の 部 位 さ ら に は ど の 段 階 に は つ げ ん し て い る の か 解 析

を 加 え る 必 要 が あ る.

(Mivamoto工,SenEOkuK,HayashiH,SasakiY,TakumaN,YamashitaT,lshikawaM

IsolationandExpressionAnalysisoftheTestis-SpecificGene,HumanOPPO1.JAssistReprod

Genet21(4)129-134.2004.論 文 添 付,SasakiY,Mivamoto工,SengokuK,HayashiH,TakumaN,

IshikawaM.Thehumantranscriptinducedinspermatogenesis50.ReprodMedBiol3:

237-243.2004.)

(4)ヒ ト無精 子症原 因候補遺伝 子で ある ヒ トHOP2,CDK2,MEISEZ遺 伝 子 に

関す る研 究

A.研 究 目的

近年、マ ウスHop2,Cdk2及 びMeisez遺 伝子 のノ ックア ウ トマ ウスが報告 され

た。 これ らのマ ウスは全 て生 殖能力 を全 く有 していなか った。 詳 細 な解析 の結

果 、 これ らのマ ウス全 てが精 子形 成過程 にお ける減数 分裂異 常 に起 因す る無 精

子症 を呈す る ことが判 明 した。 そ こで我 々は これ ら3つ の遺 伝子 が ヒ トで もヒ

ト無精子症 の原 因遺伝 子 とな りうるのではないか との仮説 を も とに解 析 を行 っ

た。

B.研 究方 法

対象 となる患者 はア メ リカ人、イ ス ラエル 人及 び 日本人 の計55名 で ある。す

べての患者 及び正 常 コン トロール群 は文 章に よるイ ンフォー ム ドコンセ ン トを

得た後 に血液 か らDNAを 抽出 し、 また大学 の倫理委員会 の承認 を得 た後 に解析

が開始 され た。3つの遺伝 子 にお ける全 てのcodingregionに おい てmutation解

析 を施行 した.

C.研 究結果

解析の結 果,codingregion内 において ヒ トHOP2遺 伝 子で1箇 所 、CDK2遺 伝子

で1箇 所 さらに、MEISEZ遺 伝 子で計11箇 所 のsinglenucleotidepolymorphism

(SNP)を 検 出 した。 これ らのSNF)に おいて正常 コン トロール群 とそ のア レル、ゲ

ノタイプの出現頻度 を比較検討 した ところ、HOP2及 びCDK2遺 伝 子 では患者 群 と

コン トロール群 で有意 な差 を認 めなかった。 しか しなが ら、 ヒ トMEISEZ遺 伝子

において は今 回検出 された11のSNPの うちその2箇 所 において患者 群 とコン ト



ロール群 でそ のア レルお よび ゲ ノタイプの出現頻度 におい て統計 学的 な有意 差

を認 めた(p〈0.05)。

D.考 察及 び結論

本研究 に よ り、 ヒ トMEISEZ遺 伝 子 が ヒ ト無精 子症 特 にその精 子形成過程 におけ

る減数 分裂 に関与 してい るこ とが示唆 され た。

(論文作成 中)


