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2 6 0 金沢大学十全医学会雑誌 第108 巻 第2 号 260 - 2 7 2 (1 9 9 9)

ヒ トY 染色体上 に お け る新規無精子症因子領域の 同定

金沢大学医学部医学科泌尿器科学講座 (主任 : 並木幹夫教授)

野 田 透

特 発性無精子症
,

お よ び 高度 乏精 子症患者 1 51 例 の ゲ ノ ム D N A に対 して 行 っ た 配列標 識部位( s e q u e n c e
-t a g g e d sit e

,

S T S) 分析の 結果, Y 染色体長腕 都連位 側 に微小 欠失 を持 つ 18 例 の 患 者 を認め た .
こ れ ら患 者の 欠失領域 は S TS プ ラ イ マ

ー

D Y S 7 C を中心 に共通 して お り, 無精子症因子 ( a z o o s p e rm i a f a c t o r
,
A Z F) の 候補 領域 と考え ら れ た .

一 方
,

妊率性の あ る父親

と無精子 症患者 間に
,

m 上 共通 し た領域を欠失す る稀 な 一 家系 を見 い だ した . 本研 究は ST S 法や ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に

よ っ て
, そ の 父子 に お ける D N A 配列の 差を同定す る こ と に ある . 短腕 か ら長腕 に 至る 18 の 座, お よ び既知A Z F 候補遺伝子 で

あ るR N A 結合モ チ
ー

フ (R N A b i n di n g m o ti f
,
R B M ) と 無精子症欠失( d el e te d in a z o o s p e r mi a

,
D A Z) の 有無 に つ い て検証 した .

その 結 軋 こ の 患者 と 父の 欠失 は D YS 7 C か ら D Y S 2 3 9 ま で 共通 し て い た . した が っ て
, 父親の 欠失 は共通 領域内 にお い て息

子の それ より小 さい 可 能性が 示唆 され た .
こ の 配列 の 差 こ そ が 新洩A Z F 候補 領域 と考 えら れ

, 既知 A Z F 候 補遺伝 子の R B M
,

D A Z も含ん で い な い こ と も確 認 し た
. さ ら に

,
こ の 欠失領域を含 む酵 母人工 Y 染色体 ラ イ ブ ラリ

ー

か ら y O X 2 1 を選択確 定 し

た .
こ れを消化 した100 k 塩基対 O ) a S e p ai r

,
b p) D N A 断片 を プ ロ ー

ブ と した ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 にお い て両者 間の D N A 鎮

長 に明か な差 を認 め た た め
, 新規 A Z F 候補領域が この 10 0 k b p 断片 内に存在す る こ と が 明ら か に な っ た .

E e y w o r d s a z o o s p e rm i a
,
Y ch r o m o s o m e

,
m al e inft rtility , S e q u e n C e - t a g g e d sit e

少子高齢化社 会をむか え た現在, 不妊 に関わ る 医療 へ の 期待

は 日増 しに高 まっ て お り
,

産婦 人科領域で は体外授 精, 顕微授

精 や胚 移植 な どが 普及 しつ つ ある .

一

方 , 不妊症 の もう ひ と つ

の 大きな要因で あ る男性 に起 因する不妊症 の 治療 は遅 々 と して

進歩 して い な い の が現状 で ある . それ は男性不妊症 の 原 因の 半

分 を占め る特発性精子 形成障害の 病態 が 未だ不明で ある 点 に起

因 し て い る .

従来
,

精子形成 に 関わ る遺伝子あ るい は 制御領域 は
,

無精子

症患 者に対す る 染色体分析 に よ っ て Y 染色体上 に ある こ とが 指

摘 され て い た . さ ら に
, 細胞遺伝学的手法 によ る 染色体構造 の

精密 パ タ ー ン の 分析 ,
お よ び患者 D N A を 直接 用 い た 欠失地 図

の 作製 に よ っ て
, そ の 長腕 上 に ある こ と も明ら か に な っ た

1) 2)
.

1 9 8 0 年代 に は Y 染色体 長腕 Ⅳ ch r o m o s o m e l o n g a r m
,
Y q) 上

11 .2 3 に無精子症因子 (a z o o s p e r m i a f a ct o r
,
A Z F) 遺伝子,

すな わ

ち精子形成 関連遺伝子 が 存在する と い う基本概念が 確立 さ れ た

3 卜 6)
.

こ れ 以降分子生 物学的 ア プ ロ ー

チ が 本格化 し, 1 9 9 2 年 に

は Y 染色体 に おける ユ
ー ク ロ マ チ ン 領域を網羅す る ヒ ト遺伝子

の 酵母人工 染色体 & e a st a rtiB ci al c h r o m o s o m e
,
Y A C) ラ イ ブ ラ

リ
ー

が構築 さ れ
刀

､

9)
, 飛躍的 な成果をみ る こ と に な っ た .

A Z F 候補 遺伝子は
,

1 9 9 3 年 M a ら
10 )

によ る Y 染色体上 の R N A

結合モ チ
ー

フ ( R N A b i n di n g m o tif
,
R B M ) の 発見よ り新た な展 開

を む か えた が
,

R B M は精 子形成 に関 わ る 主賓任 遺伝子 で は な

い こ とが 最近 明ら か に な っ て きて い る
1 1)12)

. さ ら に
,

1 9 9 5 年 に

は 無精子症欠失 (d el e t e d i n a z o o s p e rm i a
,
D A Z) が 単 一 遺伝子 と

して 発表 さ れ
13)

,
A Z F 候補 遺伝子 の ひ と つ と 考え られ て い る .

1 9 9 6 年 V o gt ら
1 4)

は特発性 無精子症
,

お よ び 高度乏精子 症患者

の 微 小欠失領域 を 分析 した と こ ろ
,

Y 染色体 長腕 遠位 部の 3 領

域 に集中 して い る こ とを報 告 し
,
無 精子 症が 多遺伝子疾患で あ

る こ と を示唆 した .

本研究で は特発性無精子 症,
お よ び高度乏精子症患者 の ゲ ノ

ム D N A 分析 を Y 染色 体上 の 配列 標識部 位 ( s e q u e n c e
- ta g g e d

si te
,
S T S) プ ライ マ

ー を用 い て P C R 法 にて 行 っ た .
こ れ ら患 者

の
一

部 に
, 父子 と もに 同 一

部位 を欠失 し て い る稀 な 家系を 見い

だ し
,

こ の 両 者の D N A 配 列の 差を検討 す る こ と に より新 た な

A ZF 候補領域を同定 し た .

対象 お よ び方法

r . 対象症例

1 . 対象症例 の 選択

不妊外来 を受診 し た特発性無 精子 症
,

お よ び高度乏精子症患

者1 51 例 に つ い て
,

Y 染色体特異 的S T S マ
ー カ ー 法 に より D N A

欠失の 有無 に つ い て 検索を行 っ た . S T S マ
ー カ ー の お よ そ の 位

置 を 図1 に示 し
,

そ の 結果 を表1 に 示 し た . こ れ ら の うち1 33

例 は全く欠失 が なか っ た が ,
D Y S 7 C

,
お よ び D Y S l に共通 し た

欠失 を も つ 無精子症12 例 , 高度乏精子症患 者4 例 (精子数1 ×

10
3

､ 7 × 1 0
6
/ m l) を認 め た . ま た

,
D Y S l が 存在 して い る にも

か か わ らず ,
D Y S 7 C を 含 む近位側 数 カ所 の 欠失 を も つ 無精子

症2 例 を認 め た . した が っ て
,

D Y S 7 C の 近傍 に精子 形成と 関連

平成1 0 年1 1 月 2 7 日受付,
平成1 1 年 3 月1 2 日受理

A b b r e vi atio n s : A Z F
,

a Z O O S p e r m ia f a ct o r; b p ,
b a s e p air; D A Z

,
d ele t e d i n a z o o s p e r m i a; F S H

,
f olli cl e sti m ul ati n g

h o rm O n e; L H
,
1u t eini zi n g h o r m o n e; R B M ,

R N A bin din g m o tif; S R Y
,
S e X d e t e rm ini n g r e gi o n of th e Y ; S T S

,
S e q u e n C e
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する領域 が存在す る と考 えら れ た . さ ら に
,

S T S 法 によ り無精

子症患者 (表1 の 患者番号1 ～

5) の 父親 に対 し て 行 っ た D N A 分

析に お い て
,

1 例 (患者番号1) を除く 4 例 に は全く 欠失を認め

なか っ た . な お
,

欠失を認め た患者1 の 父は子 と 同じ D YS 7 C と

D Y S l の み を欠失 し て い た . 本研 究で は こ の 稀 な 症例 で あ る患

者1 の 父子 D N A 配列 の 差か ら精 子形成 と 関連す る新 規A Z F 領

域を決定 し よう と した . なお
,

マ
ー カ ー

プ ラ イ マ
ー

は短腕遠位

側より , Y 染色体偽 常染色体部境 界 ( p s e u d o a u t o s o m al r e gi o n

b o r d e r o n th e Y
,
P A B Y) ,

性決定領域 Y ( s e x d et e r m i ni n g
･

r e gi o n

of th e Y
,
S R Y) ,

亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク Y ( zi n c 丘n g e r p r ot ei n

Y
,
Z F Y) ,

D X Y S 5
,
D X Y S 7 3

,
D Y F 27 B

,
D Y F 2 7 C

,
D Y S 1 3 1 B

,
D Y S 7 A

,

P s e u d o a u t o s o m a暮

r e g 1 0 n

C e n t r o m e r e

Q
- b a n d

P O Siti v e

r e g 1 0 n

L o ci a . n d g e n e s

P A B Y

S R Y

Z F Y

D X Y S 5

D X Y S 7 3

D Y F 2 7 B

D Y F 2 7 C

D Y S 1 3 1 B

D Y S 7 A

D Y S 7 B

D Y S 1 3 0

A M G L

D Y S 7 D

D Y S l l

D Y S 1 4 0

D Y S 1 3 9

D Y S 1 3 3

D Y S 1 3 4

D Y S 1 3 2

D Y S 1 3 5

D Y F 2 7 A

D Y S 1 3 1 A

D Y S 7 E

D Y S 7 C

D Y S l

D Y Z l

Y c h r o m o s o m e

F ig . 1 . P o siti o n o f 2 6 l o ci a c r o s s Y ch r o m o s o m e . S h o rt ar m (p) ,

C e n t r O m e r e an d l o n g a rm ( q) ar e Sh o wn .

D Y S 7 B
,
D Y S 1 3 0

,
ア メ ロ ゲ ニ ン 様遺 伝子 ( a m e l o g e n i n li k e

,

A M G L) ,
D Y S 7 D

, さ ら に 長腕近位 側 より , D Y S l l
,
D Y S 1 4 0

,

D Y S 1 3 9
,

D Y S 1 3 3
,

D Y S 1 3 4
,

D Y S 1 3 2
,

D Y S 1 3 5
_ ,

D Y F 2 7 A
,

D Y S 1 31 A
,
D Y S 7 E

,
D Y S 7 C

,
D Y S l

,
D Y Z l を用い た .

2 . 特発性無精子症患者1 の 背景

患 者1 は35 歳
,

甲状腺
,

副腎,
お よ び 下 垂体 に検査 上 異常

が なか っ た . 精液検査 は標準的な射出精液を検鏡 し無精子症で

ある こ とを確認 し
, 両側精管 ･ 精嚢造 影を行 い 精子輸送路 に閉

塞の な い こ と を確認し た . さら に
, 両側精巣生検 を行い

, 試料

をプ ア ン 液 (氷酢酸 5 %
,

ホ ル マ リ ン 20 %
,

ピク リ ン 酸 飽和

液75 % ) に て 固定
,

パ ラ フ ィ ン 包塩切片を作 製 しH E で染 色 し

た . その 組織 学的 精子形成 能 は ジ ョ ン セ ン 指 数 (J o b n s e n

t

s

s c o r e c o u n t)
1 5)

によ っ て 評価 した . 末梢血 培養 に よ る 染色体分

析 ( G バ ン ド法お よ びQ バ ン ド法) で は , 異常所 見を認め な か

っ た . 理 学所見お よ び 黄体化ホ ル モ ン (1 u t ei n i zi n g h o r m o n e
,

L H ) ,
卵胞刺激ホ ル モ ン (fo 11i cl e sti m u l a ti n g h o r m o n e

,
F S H ) ,

エ

ス トラ ジ オ
ー ル ( e s tr a di ol) ,

テ ス ト ス テ ロ ン (t e st o st e r o n e) ,
プ ロ

ラ ク テ ン b r ol a c ti n ) な どの 内分泌借は 表2 に示 し た . 患者1 の

父親か ら 同意 を得 て末梢血 か ら D N A を採取 し
,

そ の 分析 も行

っ た . 対照 と して
,

Y 染色体 短腕(Y c h r o m o s o m e s h o rt a r m
,

Y p) と Y q の み を持 つ 患者,
さ ら に正 常男女 の ゲ ノ ム D N A も

用い た .

I[ . s T S プラ イ マ
ー

に よ るY 染色体上 にお ける 欠失 の確認

Y 染 色体 ゲ ノ ム 上 で の 欠失 位置 を決 定 す る た め に特 異 的

D N A マ
ー カ ー と して Y 染色体上 の S T S を用い た

.

1 . ヒ トゲ ノ ム D N A の 抽出

末梢血 よ りリ ン パ 球画分 を調製 し ゲ ノ ム D N A を採 取 し た .

すな わ ち
,

5 m l の E D T A 加末梢血 を プ ラ ス チ ッ ク 遠心 管に 移 し

500 Ⅹ g で5 分間遠心分離 して上 層の 血 祭 を除去 した . 血球 画分

に5 倍容 量の 0 .2 % 塩化ナ トリ ウ ム を加 えて 遠心管を転倒 混和

し1
,
0 0 0 Ⅹg で 5 分間遠心分離 した

. 遠心 後管底 に沈殿 して い る

白血球を吸 い 取 ら ない よう に注意 しなが ら 上溝 を除 去した . こ

の 操作 を沈殿 の 色が 白く な るまで揺り返 し マ イ ク ロ チ ュ
ー

ブ に

移 し た . 核酸抽出剤S e p a G e n e
⑧ ( 三 光純薬

, 東京) の 操作 法に

従 っ て核酸 を抽 出 した 後
,

混在する R N A を分解 除去 する た め

に核酸ペ レ ッ ト を10 0 /Ll の 2 0 m g/ m l R N a s e 溶液 1 1
) ボ ヌ ク レ

ア ー ゼ A (Si g m a
,
S t . L o u i s

,
U S A ) をT E 【1 0 m M T ri s 一塩酸 (p H

7 .4) -0 .1 m M E D T A】に溶矧 に溶解 し37 ℃ で 30 分静置 し た後,

エ タ ノ
ー

ル 沈殿 を行 っ た .

2 . Y 染色体特異 m プ ラ イ マ
ー

セ ッ トの 選択

V oll r a th ら
8)
は Y 染色体

_
との S T S を報告 して い る . 本研究 の 主

な分析領域 は ヒ ト染色体Q バ ン ド法に お ける Y 染色体バ ン ドパ

タ ー ン Y q l l .2 3 に ある 遺伝子 座 (l o ci) で あり
,

表 1 に 示 し た

D Y S 7 C 付近 を中心に 選択 し た . こ れ ら の プ ラ イ マ ー は20 塩基

前後の 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ
ー

(北 海道シ ス テ ム サ

イ エ ン ス
,

札幌) セ ッ トで あり
,

こ の P C R~に よ る産物 は数100

塩基対O ) a S e p ai r
,
b p) 程度の 鎖長で ある .

本研究 で用 い た マ
ー カ ー

プ ラ イ マ
ー

は短腕側 に お い てS R Y
,

Z F Y お よ び セ ン トロ メ ア マ ー カ ー

を 用い た
. 長腕側 は表1 で示

した 欠共を認め る D YS 7 C
,

D Y S l 付近の もの を中心に選 び
, そ

の 位 置 は セ ン ト ロ メ ア 近位 側 よ り 順 に D Y S 2 3 0
,
D Y S 2 2 4

,

t a g g e d sit e; Y A C
, y e a St a rtiA ci al c h r o m o s o m e; Y p ,

Y ch r o m o s o m e s h o rt a r m ; Y q ,
Y c h r o m o s o m e lo n g a r m ; Z F Y , Zin c

丘n g e r p r ot ei n Y ; コ ン テ イ グ
,
整列 ク ロ

ー

ン



し
,

サ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

P C 7 0 0 0 ( ア ス テ ッ ク
, 福 岡) を用い て

P C R 反応を行 っ た . 条件 設定 プ ロ ト コ
ー ル は文献 8 に従 い

, 表

3 註に 示す 3 条件 に て施行 した . 分子量 マ
ー

カ
ー

は
,
1 0 0 b p ラ

ダ ー

(P r o m e g a
,
M ad i s o n

,
U S A ) を用 い た .

4 . 増幅 D N A 断片 の 検 出

P C R 反応 後 の D N A 溶 液 に滅 菌蒸留 水70 FLl と ク ロ ロ ホ ル ム

15 0 〃1 を加 えて 振 とう した後 ,
上層 の 水層を採取 し た . こ の 溶

液 に10 〃1 の 3 M 酢酸ナ トリ ウ ム b H 5 .2) と99 % エ タ ノ ー ル を

30 0 /ノ= 恭加 し
, - 8 0 ℃ で 30 分間放置 した後 ,

4 ℃
,
15

,
0 0 0 Ⅹg で

20 分 間遠心 しD N A を沈 殿 させ た . こ の D N A を80 % エ タ ノ ー

ル で 洗浄後
,

減圧 乾燥 し
,

試料溶解液†( 0 .0 6 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー

ル ブ ル ー

(半井
,

京都) ,
0 .0 6 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル ( 半井) ,

6 .7 % グ リ セ ロ ー ル を含む T ri s
- E D T A 繚衝液 【10 m M T ri s

一塩酸
,

2 6 2

D Y S 2 2 6
,
4 2 C - A

,
D Y S 7 C

,
D Y S 2 3 3

,
D Y S 2 3 2

,
D Y S l

,
D Y S 2 3 6

,

D Y S 2 3 7
,
D Y S 2 3 8

,
D Y S 2 4 0

,
D Y S 2 3 9

,
D Y S 2 4 7 な ど で あり , また

ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン (h e te r o c h r o m a ti n) 部の D Y Z l も選択 し た
8)

.

こ れ ら マ
ー カ ー

プ ラ イ マ
ー の Y 染色体 上 で の 位 置の 概略を 国2

に 示 した . また
,

衷3 に は座,
S T S マ

ー カ ー

,
プ ラ イ マ

ー

の 左

右塩基配 列, そ の 産物の 鎖長,
お よ び P C R 設定条 件を示 した .

3 . P C R 法 に よ る m の 同志

各 々 の ゲ ノ ム D N A l O n g を取り P C R 横衝 液 【終 濃度1 0 m M

m s
一 塩酸ねH 8 .3) ,

5 0 m M 塩化 カl
) ウム

,
1 .5 m M 塩化 マ グネ シ

ウ ム】,
デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オチ ド混合液 (d A T P

,
d C T P

,
d G T P

,

d T T P 各 々 終 濃度25 0 FL M ) , 左 右 プ ラ イ マ
ー 各 々 5 0 p m ol

,

T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ(P a rk i n El m e r C e tu s
,
N o r w al k

,
U S A ) 1 単

位お よ び 滅菌蒸留水 を加 え全量30 〃1 に した P C R 反応 液を調製

T a ble l ･ S u m m a ry o f D N A a n aly s I S O n th e Y c h r o m o s o m e i n 1 5 1 p a ri e n ts wi t h a z o o s p e rm i a a n d s e v e r e olig o z o o s p e rm i a

C o n t r o Is P ati e nts

1 7 1 8
0 tb e r 13 3

P ati e n t s

1 3 * 1 4 * 1 5 *L o ci M al e F e rn ale 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 l

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

十

一

一

一

一

一
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

一

一

一

一

一
十

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一
一

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

一
一

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一
十

+

+

+

+

十

+

+

十

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

十

+

+

+

一
一

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

十

+

+

一

一
十

+

十

+

十

+

十

+

十

+

+

+

十

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

十

一
一

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一
+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

十

+

一

一

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一
一

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

一

一

+

+

十

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

十

+

+

十

十

十

+

十

+

+

+

一

一

+

十

+

+

+

+

+

+

十

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

一

一

十

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

十

+

+

十

+

+

一

一

+

十

十

+

十

+

十

十

+

+

十

+

十

十

十

+

十

+

+

+

+

十

十

+

一

一

+

_
■
i
■
i
■
i
■

=

｢

ニ
ュ

一

一

i
■
■
巳
■
巳
■
⊆
■
i
■

二

i
■
⊇
■
ヨ
■
■

=

一

=

+

+

+

+

+

+

十

+

+

+

+

+

十

+

+

十

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

P A B Y

S R Y

Z F Y

D X Y S 5

D X Y S 7 3

D Y F 27 B

D Y F 27 C

D Y S 1 3 1 B

D Y S 7 A

D Y S 7 B

D Y S 1 3 0

A M G L

D Y S 7 D

D Y S ll

D Y S 1 40

D Y S 13 9

D Y S 1 33

D Y S 1 3 4

D Y S 1 3 2

D Y S 1 3 5

D Y F 2 7 A

D Y S 1 3 1 A

D Y S 7 E

D Y S 7 C

D Y S I

D Y Z l

-

,
ab s c e n c e; 十
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T abl e 3 ･ L o c i
,
S T S s

,
n u Cl e o tic s e q u e n c e s of p ri m e r s

, P r O d u c t s siz e s a n d th e r m o c y c li n g c o n diti o n s

2 6 3

L o ci a n d g e n e s S T S s L e n p rl m e r R ig h t p r l m e r P ro d u ct si z e s ( b p)
P C R

霊蒜慧
1i n g

S R Y s T 1 4 G A A T A T T C C C G C T C T C C G G A

Z F Y s T 2 3 8 A A C A A G T G A G T T C C A C A G G G

C e n t r o m e r e s Y 7 8 T C C T T T T C C A C A A T A G A C G T C A

D Y S 2 3 0 s Y 1 4 2 A G C T T C T A T T C G A G G G C T T C

D Y S 2 2 4 s Y 13 4 G T C T G C C T C A C C A T A A A A C G

D Y S 2 2 6 s Y 1 36 C A C A T G A A G C A C T G G A A C T G

4 2 C - A A G T A G C T G G G A C T A C A A G C A

D Y S 7 C 5 0 f2 C C T C A A G C T A G G A C A A A G G G A A A G G

D Y S 23 3 s Y 1 4 8 A A A T G A A A A A A G A T A C G A A A C T C G

D Y S 23 2 s Y 1 4 7 T T T C T C G T T T G A T G A T C C T A G
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P C R th e r m o c y cli n g c o n diti o n s a r e as f oll o w s .

a) I nitial d e n atu r ati o n o f 3 m i n at 9 4 ℃ ; 2 5 c y cl e s of l m in a t 9 5 ℃
,
4 m i n at 6 5 ℃; a n d

,
fin all y ,

1 2 m i n at 7 2 ℃ .

b) I n iti al d e n at u r a ti o n o f 3 m in a t 9 4 ℃; 26 c y c le s o f O .5 m i n at 9 4 ℃
,
1 m in a t 5 5 ℃

,
l m i n at 7 2 ℃; a n d

,
fin ally ,

5 m in a t 7 2 ℃ .

c) I niti al d e n at u r ati o n o f 3 m i n at 9 5 ℃; 3 0 cy cl e s of O .5 m i n a t 9 4 ℃
,
1 mi n at 50 ℃

,
1 m in at 7 2 ℃; a n d

,
fi n ally ,

5 mi n at 7 2 ℃ .

2 6 0 k b p

E B E B E N r
T e l o m e r e

-

･･･ -

L o ci a n d g e n e s

amOSt OuaOdueP S

｢ e g 1 0 n

P

C e nt r o m e r e

q

帥

輌
･

脚

D Y S 2 3 0

D Y S 2 2 4

D Y S 2 2 6

4 2 C
-

A

D Y S 7 C

D Y S 2 3 3

D Y S 2 3 2

D Y S I

D Y S 2 3 6

D Y S 2 3 7

D Y S 2 3 8

D Y S 2 4 0

D Y S 2 3 9

D Y S 2 4 7

Y c h r o m o s o m e

F i g . 2 . P o siti o n o f 1 8 l o ci o n Y c h r o m o s o m e . O n th e ri gh t sid e

O f th e ch r o m o s o m e
,
th e p r o b e s (l o ci) e x a m i n e d i n o u r st u d y

a r e sh o w n . S h o rt a r m (p) a n d l o n g a r m (q) a r e sh o w n .

十璽≡□ 十直 立｣

Fig . 3 . P o siti o n a n d r e s t ri c ti o n m a p o f th e B s s H II - E a g I

f r a g m e n t f r o m Y A C y O X 2 1 . Y A C y O X 2 1 s p a n s th e

m i c r o d el eti o n r e gi o n . B
,
B s s H II; M

,
M l u I; E

,
E L q I; N r

,
N h i I .

F i g . 4 . P h o t o g r a p h o f t e s ti s hi s t ol o g y i n a p ati e n t l w ith

a z o o s p e r m i a . A f e w s p e r m a t o g o n i a a n d s p e r m at o c yt e s a r e

O b s e rv e d i n th e te sti s t u b ul e s . N o p o st m ei o ti c g e rm C ell st a g e s

a r e o b s e rv ed . T h e b a r i n di c at e s 5 0 p m i n l e n g th ･



2 6 4 野

1 m M E D T A (p H 8 .0)】1 9
,
u l に溶解 し た . 各試料は0 ･5 FL g/ m l の

臭化 エ チ ジ ウ ム を 含む 泳動権衡液 T B E (9 0 m M T ri s
一塩酸 ,

9 0

m M ホ ウ醸,
2 m M E D T A ) 中で

,
2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用い て

定電圧100 V に て 電気泳動 を行 っ た . 泳動後 の ゲ ル は紫 外線照

射下 に写真撮 影 した .

Ⅱ . 既知A Z F 候補遺伝子の確 認

患 者 1 お よ び 父 親 に つ い て
, 既 知 A Z F 候補 遺伝 子 で あ る

R B M
l O)

お よ び D A Z
1 3)

の 有無をP C R 法 にて 確認 した . R B M プ

ラ イ マ
ー

は 各 々
,

5
､

- C m G A A A A C A A m C C T r T r C C - 3
､

,
5

､

-

T G C A C T r C A G A G A G T A C G G - 3
､

で あり
,

そ の 産生サ イ ズ は 約

8 00 b p で ある . P C R 条件 は94 ℃ 2 分の 熟変 性後
,

9 4 ℃30 軌

55 ℃1 分 ,
7 2 ℃ 1 分 を3 0 サ イ ク ル 施行 した

.
D A Z プ ラ イ マ

ー

は各 々 5
､

一 C A G T G A T A C A C T C G G A C T T G T G T A - 3
､

,
5

､
一

G T T A m G A A A A G C m C A C G G G -3
､

で あり増帽サ イ ズ は375 b p

で あ る . P C R 条件 は94 ℃ 1 分 の 熟変性後,
9 4 ℃1 分

,
5 5 ℃ 30

砂 ,
7 2 ℃30 秒 を3 0 サ イ ク ル 施 行 し た . ま た

,
上 記 プ ライ マ

ー

S R Y

M 1 2 3 4 5 6

Z F Y

M 1 2 3 4 5 6

→■4 7 2

一■3 5 0

で 増幅 さ れ る R B M は D Y S 2 3 0 よ り近 位 側 に あ り ,
D A Z は

D Y S 7 C より遠位側で
,

D Y S 2 3 9 と D Y S 2 4 7 の 間に ある
11)

( 図2) .

Ⅳ . Y A C D N A の 選択 とサ ザ ン プロ ッ ト法 を用 い た解析

1 . Y A C ライ ブ ラリ
ー と その 整列 ク ロ

ー

ン( コ ン テ イ グ) 地図

F o o t e ら
9) は ヒ ト男性の ⅩY Y Y Y ゲ ノ ム D N A をY A C に ク ロ ー

ン 化 し
,

約9 8 % 以上 の ユ
ー

ク ロ マ チ ン 領 域 を カ バ ー す る ラ イ

ブ ラ リ
ー を構 築 し た . こ の うち2 14 個 の Y 染色体特異 Y A C を分

離 し (平均サ イ ズ は5 80 k b p) ,
1 9 6 個が コ ン テ イ グ と して Y 染

色体 ユ
ー

ク ロ マ チ ン 上 を カ バ ー

した .
こ れ ら は ｢ y O X 番号｣ を

つ けら れ て9 6 ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト に分 配 して供

給 され て お り (R e s e ar C h G e n e ti c s
,
H u n ts vi 11 e

,
U S A ) , 本邦 で は

コ ス モ バ イ オ 杜(束京) か ら購 入 する こ と が で きる .

2 . Y A C コ ン テ イ グか ら プ ロ
ー

ブ D N A の 選択

共同研究 して い る 徳島大学医学部公衆衛生 学 講座 の 黒木
,

中

掘 ら は
,

Y 染色体 Y A C コ ン テ イ グ より
,

Y q 上 の 11 .
2 3 の 一 部を

含むY A C y O X 2 1 を選択 した . 彼 ら は
,

まずS TS マ
ー カ ー

4 2 C -

C e nt r o m e r e

M 1 2 3 4 5 6

一1 7 0

B
Fig . 5 . P C R an aly si $ Of v a ri o u s l o ci ･ ㈱ S R Y (B ) Z F Y (C ) c e n t r o m e r e ･ T h e D N As a r e fr o m th e Y p p ati e n t q an e l) ,

Y q p ati e n t O a n e 2) ,
th e

p ati e n t l G a n e 3) ,
hi s fat h e r O an e 4) ,

a n Q r m al f e m al e q a n e 5) a n d a n o m al m al e q a n e 6) ･ T h e e x p e c t e d si z e s (b a s e p ai弓 o f th e p r o d u cts

ar e i n di c a te d at th e ri gh t w ith ar r O W h e a d s . ¶1 e m Ol e c ul a r w ei gh t m ar k e r (M ) s h o w s th e l O O b a s e p ai r D N A l a d d e r ･
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A お よ び D Y S 7 C を 含 む B s s H II (T o y o b o
, 大 阪) の 消 化断片

260k b p を取り
,

そ の 断片を さ ら にE q g I C r o y o b o) で 消化 して鎖

長約100 k b p の 蝕 ガⅠⅠ
一

物 Ⅰ断片 を選択 した (回3) . 著者は こ

の 断 片 の 供与 を受 け本研 究 に 用 い た . こ の βぶざ方 ⅠⅠ 一 朗 g I

D N A 断片 に42 C - A お よ び D Y S 7 C が含 まれ て い る こ とを確認す

る た め に , 鋳型 と して こ れ を10 n g を 取り
, 表 3 の 4 2 C - A お よ

ぴ D Y S 7 C の プ ライ マ
ー を 用い て P C R を行な っ た . な お

,
そ の

条件は 94 ℃ 1 分の 熱変性後,
9 4 ℃1 分 , 5 5 ℃30 秒 , 7 2 ℃30 秒

を30 サ イ ク ル 施行 した .

3 . ゲ ノ ム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る分析

正 常男 女
,

患者 1
,

お よ び そ の 父 親の ゲ ノ ム D N A l O FL g を

乃f I 汀o y o b o) お よ び 月盲乃d III 汀o y o b o) を用い て
一

晩十分消 化

させ た の ち
,

0 .6 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て電気 泳動 した . ゲ ル を

0 .5 M 塩酸溶液 中で20 分間振と う し て 長銀 長 D N A を断片化 し

た後, 蒸留水 で洗 浄 した . 次 に ア ル カ リ 液 (1 .5 M 塩 化ナ トリ

ウム
,
0 .5 M 水酸化ナ ト リ ウム) に浸 し1 時間軽く振 とう して 変

D Y S 2 3 0

M 1 2 3 4 5 6

D Y S 2 2 4

M 1 2 3 4 5 6

一1 9 6

増 3 0 1

性 させ た . 掛ナて 中和液[3 M 塩 化ナ トリ ウ ム
,
0 .5 M T h s 一塩酸

(p H 7 .5)】に浸 し
,

さ ら に1 時間振 とう し た
.

一 晩
,

ナ イ ロ ン メ

ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

H yb o n d - N +
⑧ (A m e r s h am

,
Littl e C h al f o n t

,

U K) に転写 した後,
D N A を固着 さす ため に320 0 J の 紫外線 を照

射 し た .
フ ィ ル タ

ー

は ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン緩 衝 液 【6 ×

S S C (1 ×S S C : 0 .1 5 M 塩化 ナ トリ ウム
,
0 ,0 15 M ク エ ン酸 ナ トリ

ウ ム) ,
デ ン ハ ル ト液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

,
0 .1 % ウ シ

血 清ア ル ブ ミ ン
,
0 .1 % フ ィ コ

ー ル 4 0 0) ,
1 0 % 硫酸デ キス トラ

ン
,
0 .1 % S D S

,
0 .1 m g / m l サ ケ精子 D N A (S ig m a)】 中で

,
4 2 ℃

の 恒温水槽に お い て 3 時間の プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を行

っ た . そ こ へ D N A l a b eli n g b e e d s
⑧ (P h a r m a ci a

,
U p p s al a

,

S w e d e n) を用い て各々
3 2
p で標識 した プロ ー

ブ D N A を加え42 ℃

に お い て1 6 時間の ハ イ プ リ ダイゼ ー

シ ョ ン を行 な っ た . フ ィ

ル タ
ー

は2 × SS C
, およ び 0 .

1 % S D S を含 む溶液中 で45 ℃
,
1 5

分 の 洗浄を2 回行な っ た 後,
0 .1 ×S S C お よび 0 .1 % S D S を含む

溶液中で 45 ℃
,
l 時間の 洗浄を行 っ た . 洗浄後,

- 8 0 ℃ で Ⅹ線

D Y S 2 2 6

M 1 2 3 4 5 6

4 2 C - A

M 1 2 3 4 5 6

一 2 3 5

一1 5 0 0

Fi g ･ 6 . P C R a n al y si s o f v ar i o u s l o ci . (瑚 D Y S 2 3 0 (B ) D Y S 2 24 (C) D Y S 2 2 6 (D ) 4 2 C A . T h e D N As a r e fr o m th e Y p p a ti e n t q an e l) ,
Y q

p ati e n t (1 a n e 2) ,
th e p a d e n t l (1 a n e 3) ,

h i s f a th e r O a n e 4) ,
a n O r m al f e m al e (1 an e 5) an d a n o r m al m al e (1 a n e 6) . T h e e x p e c t e d si z e s (b a s e

p aif) o f th e p r o d u ct s a r e i n di c at e d at th e ri gh t wi th ar r O W h e a d s . T h e m ol e c ul a r w ei gh t m a rk e r (M ) s h o w s th e l O O b a s e p ai r D N A l ad d e r .
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D Y S I
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Fig . 7 . P C R a n al y si s o f v a ri o u s l o ci . ㈱ D Y S 7 C (B ) D Y S 23 3 (C) D Y S 2 3 2 (D ) D Y S l (E ) D Y S 2 3 6 ( F) D Y S 2 3 7 ･ T h e D N As ar e fr o m th e Y p

p a ti e n t O a n e l) ,
Y q p ati e n t O a n e 2) ,

th e p a ti e n t l O a n e 3) ,
hi s fath e r q a n e 4) ,

a n O r m al f e m al e O an e 5) an d a n o r m al m al e O an e 6) ･ T n e
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b a s e p ai r D N A l a d d e r .



ヒ ト Y 染色体上 にお ける新規無精子症因子領域

フ イ ル ム (K o d a k
,
N e w Y o rk

,
U S A ) へ 12 -18 時間露光 させ た .

成 績

Ⅰ . 患者1 の 精巣生検像,
お よ び内分泌学 的検査

患者1 の 精巣生 検像で は
, 精細管基底 膜の 肥厚, 問質 にお け

る細胞増殖 を認 め
, 精細 管内にお ける セ ル トリ細胞 の 増生 を認

め た . ま た
,

精細胞系に お い て は わず か な精阻細胞 ,
お よ び精

母細胞 を認 め る もの の 精子細胞お よ び精子 を認 めず 減数分裂前

の 分 化停止像 と 考 えら れ た ( 図4) . 内分泌学 的 には F SIi の 軽

度上 昇を認 め た が ,
こ れ は精子形成障 害に よ る フ ィ

ー

ド バ ッ ク

性の 上 昇 と考 えら れ た . な お
,

LIi お よ び テ ス トス テ ロ ン億 は

正常範囲 内で あ っ た .

Ⅱ . S T S プラ イ マ
ー

に よ る Y 染色体上に お ける 欠失の確認

ゲ ノ ム D N A は
, 対照 と し て Y p ,

お よ び Y q の み を そ れ ぞ れ

持 つ 患者 の もの
,

さ ら に 正常 男女 の もの を用い た . 試料と して

患者 1 お よ び その 父親 の もの を用い た .

D Y S 2 3 8

M 1 2 3 4 5 6

D Y S 2 4 0

M 1 2 3 4 5 6

一■2 4 5

一■2 8 5

267

1 . Y 染色体の 短腕上
,

お よび セ ン ト ロ メ ア にお ける 遺伝子

座
,

お よ び遺伝 子の 存在の 確認

短腕 側に ある S R Y
,
Z F Y 遺伝子 ,

お よ び セ ン ト ロ メ ア の マ ー

カ ー

プ ラ イ マ
ー

を加えYp 患者, 患者1
, そ の 父,

正常 男性 それ

ぞ れ に P C R バ ン ドを認 め た (図5A
,
B

,
C) . しか し

,
Y q 患者お

よ び 正常女性に は
,

こ れ ら の バ ン ドは検出さ れ な か っ た .

2 . Y 染色体 の 長腕上 にお ける座の 存在の 確認

セ ン トロ メ ア近位倒か ら座 D Y S 2 3 0
,
D Y S 2 2 4

,
D Y S 2 2 6

,
4 2 C r A

( 図6A
,
B

,
C

,
I)) に対 して 行っ たP C R に お い て Y q 患者, 患者1

,

そ の 父 親,
正常 男性 そ れぞれ にP C R バ ン ドを認め た . しか し

,

Y p 患 者
,

お よ び 正 常女性 に は こ れ ら の バ ン ドは検 出さ れなか

っ た . D Y S 7 C
,
D Y S 2 3 3

,
D Y S 2 3 2

,
D Y S l

,
D Y S 2 3 6

,
D Y S 2 3 7

, ( 図

7 A
,
B

,
C

,
D

, E , F) , さら に D Y S 2 3 8
,
D Y S 2 4 0

,
D Y S 2 3 9 (国8 A

,
B

,

C
,) を プ ロ ー

ブ と して用 い る と
, Y q 患 者と

,
正 常男性 に の み バ

ン ドを認め た . しか し , 患者1
, そ の 父親,

Y p 患者, お よ び正

常女性に は こ れ らの バ ン ドは検出 され なか っ た . さ ら に長腕遠

D Y S 2 3 9

M 1 2 3 4 5 6

一■9 5 0

B
Fi g . 8 . P C R a n al y si s of v a ri o u s l o ci . ( 朗 D Y S 2 3 8 (B) D Y S 2 4 0 (C) D Y S 2 3 9 . T h e D N A s ar e 血

･

O m th e Y p p a ti e n t (1 a n e l) ,
Y q p ati e n t O a n e 2) ,

th e p a ti e n t l O a n e 3) ,
hi s h th e r (1 an e 4) ,

a n O r m al f e m al e (1 a n e 5) an d a n o r m al m al e (1 a n e 6) . T Y l e e X p e Ct e d si z e s (b a s e p ai r) o f th e

p r o d u c t s a r e i n di c at e d at th e ri gh t w i th a r r o w h e ad s . T Y l e m Ol e c ul a r w ei gh t m a rk e r ( M ) sh o w s th e l O O b a s e p ai r D N A l a d d e r .



2 6 8

D Y S 2 4 7

M 1 2 3 4 5 6

野 田

D Y Z I

M 1 2 3 4 5 6

一■1 1 5

一 ■2 3 6

Fi g . 9 . P C R a n al y si s o f v a ri o u s l o ci ･ GA) D Y S 2 4 7 (B ) D Y Z l ･ T h e D N A s a r e 血
･

O m th e Y p p ati e n t (1 a n e l) ,
Y q p a ti e n t O a n e 2) ,

th e p a ti e n t l

O a n e 3) ,
h i s f a th e r O a n e 4) ,

a n O r m al f e m al e (1 a n e 5) a n d a n o r m al m al e O a n e 6) ･ T h e e x p e c te d si z e s (b a s e p ai r) o f th e p r o d u c ts a r e

i n di c at e d a t th e ri gh t w ith ar r O W h e a d s . T h e m ol e c u l a r w ei gh t m a rk e r (M ) sh o w s th e l O O b a s e p ai r D N A l a d d e r ･
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a

n o r m al f e m al e O a n e 2) ,
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i n d i c at e d at th e ri gh t wi th ar r O W h e a d s . T b e m ol e c ul a r w ei gh t

m a rk e r (M ) s h o w s th e ≠Ⅹ17 4 d s D N A H d e III di g e st s ･



ヒ トY 染色体上 にお け る新規無精子症因子領域

ヰ ー 1 5 0 0

_ ← 1 9 5

Fi g . 1 2 . P C R an al y si s o f th e B s s H II - E 喝
■

I fr a g m e n t u si n g 4 2 C r A

a n d D Y S 7 C p ri m e r s . T h e e x p e c t e d si z e s (b a s e p ai r) o f th e

p r o d u c t s a r e i n d i c a t e d at th e ri g h t w ith a r r o w h e a d s . T h e

m ol e c u l a r w ei gh t m a r k e r ( M ) s h o w s th e l O O b a s e p ai r D N A

l ad d e r .

位側 に あ る プラ イ マ
ー

D Y S 2 4 7 と ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 部 に あ る

D YZ l を用 い る と
,

Y q 患者
,
患者 1

,
そ の 父親, 正常 男性と も

に バ ン ドを認め た(図9A
,
B) . なお , 予 想さ れ る鎖 長は表3 に示

した .

3 . 共通欠失領域の 存在

患者1 と 妊学性をも つ 父親 の Y 染色体 核型分析 にお い て 明 ら

か な異常 を認め な い にもか か わ ら ず
,

S T S に よ る分析 に お い て

42 C - A か ら D Y S 2 4 7 の 範 囲に微小 欠失領域 を 確認 し( 図10) ,
こ

れ まで 調 べ た限りで は他の 領域に は 欠尖は 認め な か っ た
. な お

,

こ の 領域 を 欠失 して い る 無精子症患者 ,
お よ び 高度乏精子症患

者は
, 表1 に 示 した 通り16 例 を確 認 して お り ,

こ の 共通欠失領

域を わ れ わ れ は精子形成 と関連する 領域と 考えて い る .

4 . 既知 AZ F 候補遺伝子R B M お よ び D A Z の 確 認

R B M は 図1 0 に お い て D Y S 2 3 0 よ り セ ン ト ロ メ ア 側
,

す な わ

ち近位側 にあり
,

D A Z は D Y S 7 C よ り遠位側 に ある . P C R 法に

よ り RB M
,

お よ び D A Z の 有無 を患 者1 お よ び 父親 に つ い て 調

べ た
. R B M は 父 子 と もに 存在 して い た が

,
D A Z は 両者と も 存

在 しな か っ た(図11) .

5 . 新規A Z F 領域 は共通欠失領域の 近位側に 存在する

ゲ ノ ム D N A は 折 り畳 まれ た 構造 を取 っ て い るが
,

基本的に

は 一 本の 線状 を呈 して い る . した が っ て
,
S T S 上 患者1 と そ の

父親 の D N A 間 に共通 の 欠尖が 存在す る に もか か わ ら ず, そ の

叫

方が 精子形成能 をも つ こ と か ら
,

欠矢部 の 両端の どち らか に

僅か な差 が存 在 して い ると 考え られ る .

一

方 , 表1 にお い て 患

者17
,

1 8 は D Y S l の 遠位側が 存在 して い る に もかか わ らず無精

子症 で あ る . も し
,

こ れ ら 18 例 の 患 者 が 同 じ位置 に 欠失 を持

つ と 仮定 す るな ら
,

共通 欠矢部 の 近位 側
,

す な わち 42 C - A と

D Y S 7 C の 間に新規A Z F 領域 が 存在す る可 能性が 高 い
.

Ⅱ . サ ザ ン プロ ッ ト法 によ る解析

D YS 7 C
,

お よ び42 C - A をプ ラ イ マ
ー と し た P C R 法 に よ っ て

,

2 0 K b ゆ ･
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Fig . 1 3 . S o u th e rn bl o t a n aly si s o f th e th e p 如i e n t l
,
hi s f ath e r

,
a

n o rr n al m al e an d a n o r m al f e m al e . T h e m ol e c u l a r w ei gh t s a r
･

e

S h o w n th e l e 仕 sid e of p a n el .

β∫ざg II 榊且曙 Ⅰ断片が共通欠失領域 の 近位端 を網羅 して い る こ

と を確 認し た(図12) . 次 に
,

正常男女
,

患者1
,

お よび そ の 父

親の ゲ ノ ム D N A を 乃‖
,

お よ び 方言乃d III で 消化 した後サ ザ ン プ

ロ ッ ト法に て分析 した .
こ の 両者と も5 .6k b p 付近 にお い て 患者

1
, お よ び その 父親間に バ ン ドの 大きさ に差が あり

,
しか も正

常男性と も明か な違 い が あ っ た( 図1 3) . さ ら に
,

正常男性で認

め られ る20k b p よ り大き い バ ン ドの一一

部が こ の 父子で 欠失 して

い る事よ り
,

こ の 部 には 父子で 共通に 欠失し て い る領域が 存在

す る こ と も明 ら か に し た
.

以 上 よ り, 新規 A Z F 領域 は Y A C

y o x 2 1 ヒの B s s II - E a g I 消化物の 約1 00 k b p 断片の な か に存在 し

て い る可 能性が 示さ れ た .

考 察

Y 染色体は と ト ゲ ノ ム の お よ そ 2 % の 50 M b p の D N A より構

成 され てい る . 細胞遺伝学的にみ る と形態的 に 単純な 構造を し

て お り
,

こ れ と い っ た特徴が なく , 大き なQ 蛍 光陽性郎を 長瞞

に も っ て い る の み で あ る
1fi) 17 )

. し た が･っ て
, 直接 D N A を 用い

た様 々 な分析が 必 要と され る . ま た
,

ヒ ト の 性 染色体 X と 比較

す る と形や 大きさ が か な り異なり
,

さ ら に骨 染色体 の 減数分裂

時 にお ける 対合は全長に わ た っ て 行わ れ る の に対 し
,
X 染色体

,

お よ び Y 染色体で は偽常染色体領域と 呼ば れ て い る 部分だ けで

対 合
,

交叉 を起 こ し D N A の 組換えが 起 こ る . 男性 は母親 か ら

Ⅹ染色体を, 父親か ら Y 染色体を受け継 ぐこ とか ら
,

ヒ トの Y

染色体 は 父か ら息子 へ と男性 の み に継承 され る . 特 に女性 は性

染色体 が Ⅹ Ⅹ であり,
Y 染色体 な しで生 きて い く こ と にな んら

支 障が ない こ とか ら
,

Y 染色体 は男性 を決定す る以外 に特 に重

要な 意味を持 た な い と考えら れ て い る . 現在 Y 染色体上 にお け



2 70 野

る遺伝子や そ の 候補 は
,
S R Y 遺伝子 な どの 性分化 に 関わ る遺伝

子, 体 を大 きくす る遺 伝子
,

精子形成 に 関連す る遺伝 子 R B M
,

D A Z な どを含 め て約2 0 報告 さ れ て い る の み で ある
1 7】

. 既知 の

A Z F 候補遺伝子 で あ る R B M
,
D A Z は R N A 結 合 ド メ イ ン を持 つ

こ と や , 塩 基配列内 に完全 な繰り返 し配列が存在 し
,
精 巣の み

で発 現する な どの 共通 した特徴 を もっ て い る .

A Z F が 無精 子症 の 原 因遺伝子 と して Y 染色体 上長腕 遠位側 に

位置す る こ と は
, 多数の 無精子症患者 の 欠失地園や リ ン ケ

ー

ジ

地 図より予想 さ れ て い た
18 卜 2 0)

. ま た , 患者 D N A を 中心と した

分子 生物学 的研 究に お い て
,

染色体 の 形態上 異常の な い
,

い わ

ゆ る 微小 欠失症例 が 多く報告 され る よ うに な っ た
2 1 卜 2 6)

. 1 9 9 6

年 V o g t ら
14) は精子 形成 遺伝子も しく は 関連 領域を 3 領 域 に分

け, 近位部か ら A Z F a
,
A Z F b

,
A Z F c 領域 に分類 した .

こ れ ら に

対す る精巣組織像 にお ける表現 型は A Z F a 領域 で は 思春期前 の

精子分化停止 像で あ り
,

A Z F b 領域 に お い て は 減数分裂以 降の

精細胞成熟 障害が前 面 に表 われ る が
,

A Z F c 領域 に 対 し て は そ

の 特徴的な 表現型を認め ない と して い る .

本研究で は
,

m 法 にお い て Y 染色体 ユ
ー

ク ロ マ チ ン 都連位

端 に対 す る微小 欠失 を確 認す る こ とが で きた .
こ れ は V o g t ら

の い うA Z F c 領域 に あた り,
そ の 精巣組織像 は減数分裂 前 の 分

化障害 と考 えられ た .

A Z F 候補遺伝 子 の 解 明 は
,

R B M が その 端緒と な っ た が
,

こ

れ は 約20 ～ 5 0 の 遺伝 子や 偽遺伝子が Y 染色体上 の 長, 短腕 に

広く 分布 し て お り
1 1)

,
そ の 多く はA Z F b 領域 を 中心 に存在 して

い る .

一 方
,

D A Z は A Z F c 領域 にお い て 同定 さ れ た単
一 遺伝子

で あり
,

こ の 両者 と も精巣 にお い て 特 異的 に発 現 し て お り
,

R N A 結合 ドメ イ ン を持 つ
. 本研 究で 推測 し た新規 A Z F 候補 領

域は 最遠位側 R B M より
,

さ ら に遠位側 にあり
,

D Y S 7 C を マ
ー

カ
ー

にす る と そ の 近位 側 にあ る . I) A Z は D Y S 7 C より遠位 側 に

存在する こ と か ら
,

わ れ わ れの 新規A Z F 候補領域 はR B M
,
D A Z

と は異 な る新規領域 と 考え られ る . さら に
, 本患者 と妊畢性 を

有す る父親の 共通 欠矢部 を プ ロ ー

ブ と したサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に

お い て欠失領域 の 鎖 長 に明確な差 を見い だ した こ とか ら
,

精子

形成 に関与す る領域 は こ の 部分 に存在する 可 能性 が ある . すな

わ ち,
4 2 C A と D Y S 7 C の 間に あり

,
約10 0 k b p 硬 度の 範囲 に限

定で きる . した が っ て
,

こ の ゲ ノ ム 配列領域 に精子形成 に関与

する 新親 AZ 下が 存在す る 可能性 が ある . 今後,
こ の 部 の 領域 に

お ける エ ク ソ ン ト ラ ッ ピ ン グ を中心 と し た遺伝子の 検索や 直接

D N A 配列の 決定 に よ っ て 新規A Z F 領 域の 探索 を行う 予定で あ

る .

結 論

特発性無精子症 ･

高 度乏精子症患 者お よ び そ の 父親の ゲ ノ ム

D N A を用い て
,

次の よ うな結論を得 た .

1 . 特発性無精子 症 ･ 高度 乏精 子症患者151 例 の S T S 法 に よ

るゲ ノ ム D N A 分析 にお い て 18 例 の Yq 逮位側 に微小欠失領域を

認め た .

2 . 無精 子症患 者 と そ の 父親 の ゲ ノ ム D N A 分析 に お い て
,

m 上
, 父親 に も共通微小欠失を も つ 稀 な家系を発見 し

,
こ の

部 を プ ロ ー

ブ と した サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に より こ の 両者 の 鎖 長に

明らか な差を認め た.

3 . 新 規A Z F 候補領 域は既知の 精子形成候補遺伝子 R B M お

よ び D A Z と は 異なる 領域 であ っ た .

4 . 以 上 の 結果 よ り新規 A Z F 候補領域 は
,

4 2 C - A と D Y S 7 C

の 間に あり
,

そ の 鋸長 は約100 k b p と 考えら れ た .
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,
H id a A

,
K o m a k i R

,
T o m it a K

,

M a t s u s hit a I
,
N a m i ki M

,
I w a m o to T

,
T a m u r a S

,
M i n o w a d a S

,

N a k a h o ri Y
,
N a k a g o m e Y

.
P C R a n aly si s o f th e Y ch r o m o s o m e

l o n g a r m i n a z o o s p e r m i c p ati e n t s : e Vi d e n c e f o r a s e c o n d l o c u s

r e q ui r e d f o r s p e r m a to g e n e si s . H u m M o I G e n e t 3 : 1 9 6 5 -1 9 6 7
,

1 9 9 4



2 7 2 野 田

Is ol a ti o n of a N o v el A z o o s p e r m i a F a ct o r R e gi o n o n t h e Y C h r o m o s o m e T o r u N o d a
,
D e p a r t m e n t o f U r o l o g y ,

S c h o o l o f M e d i c i n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sity ,

K an a Z a W a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 8 , 2 6 0

~

2 7 2 ( 19 9 9)

K e y w o r d s a z o o s p e r m i a
,
Y c h r o m o s o m e

,
m al e i rlf e rtility ,

S e q u e n C e
- t a g g e d si te

A b st r a c t

W e e x a m i n e d 1 5 1 p a ti e n ts w i th a z o o s p e r m i a o r s e v e r e oli g o z o o s p e r m i a b y m e a n s o f s e q u e n c e
- t a g g e d si t e ( S T S) m ap p i n g ,

a n d i d e n ti n e d 1 8 p a ti e n ts w i th m i c r od el e ti o n s i n t h e di s tal Y c h r o s o m e l o n g ar m ( Y q) ･ B e c a u s e all th e s e p a ti e n ts l a c k e d th e

s a m e r eg 1 0 n a r O u n d D Y S 7 C
,
it w as h y p o th e si z e d th a t th i s m i c r o d el e ti o n o n Y q w a s a c a n di d a t e si te f o r th e a z o o sp e r m i a f a c to r

( A Z F) . F u rt h e rm O r e
,
W e f o u n d a f a m ily i n w hi c h th e f e r til e f a th e r h a d th e s a m e m i c r o d e l e ti o n a s th a t of h i s i n f e r th l e s o n i n th e

S T S a n al y sis ･ T h e ai m o f thi s s t u d y w a s to d e t e c t di ff e r e n c e s i n th e s e q u e n c e s of th e p a ti e n t w ith a z o o s p e r m i a a n d h i s f e rtil e

fa th e r b y m e a n s of S T S a n aly s IS a n d S o u th e rn b l o ttl n g ･ W e e x a mi n e d 1 8 l o ci d is tri b u te d o v e r b o th th e l o n g a r m to th e s h o rt

a r m
,
a S W ell a s o th e r A Z F c a u di d at e sit e s s u c h a s th e l o ci

,
R N A b i n di n g m o ti f( R B M ) a n d d el e t e d i n a z o o s p e r m i a ( D A Z) l o ci

･

T h e p e rip h e r al l e uk o c y t e s o f th e p a ti e n t a nd hi s f a th e r w e r e s u bj e c te d t o g e n o m i c D N A a n aly si s
･
I n t e r e stl n g l y ,

b o th f a th e r a n d

s o n h a d a n i d e n ti c al m i c r o d el eti o n b e t w e e n D Y S 7 C a n d D Y S 2 3 9 . O n e p o s si b l e e xp
l a n a ti o n i s th at th e Y q d el e ti o n o f th e

f a th e r i s s m all e r th a n th a t of th e s o n ･ T h e r e g l O n O f thi s p u t a ti v e m i c r o d e l e ti o n c o n s ti tu t e s a n o v el A Z F c a n d i d a t e g e n e
,

W h i c h

w o uld b e di fft r e n t f r o m k n o w n g e n e s s u c h a s R B M o r D A Z ･ T hi s m i c r o d el e ti o n r e g l O n i s a s s u m e d t o b e l o c a t e d p r o x i m ally t o

l o c u s D Y S 7 C . F r o m t h e Y c h r o m o s o m e y e a st a rti fi ci al c h r o m o s o m e ( Y A C) 1i b r a r y w e i s o l a t e d a Y A C th a t s p a n s th i s

m i c r o d el e ti o n r e gi o n . H y b ri di z ati o n u si n g a p a rt of y O X 2 1 ( a l O O k b a s e p ai r fr a g m e n t) s h o w e d d i ffe r e n t si z e d b a n d s f o r th e

p a ti e nt a n d h i s f a th e r ･ It i s p o s si b l e th a t a s e g m e n t th a t i s ab s e n t i n th e s o n b u t p r e s e n t i n th e f a th e r c o n t ai n s a g e n e o r p a rt o f a

g e n e th a t w h i c h is c r u ci al t o s p e r m at o g e n e si s ･ W e th e r e f o r e i d e n tifiy th i s l O O k b a s e p a l r r e g 1 0 n a S P
O S Si b ly c o n t ai n l n g a

C a n d id at e g e n e f o r a n o v el A Z F .


