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研究成果の概要： 

ミトコンドリア DNAの A1555G変異と A3243G変異および GJB2遺伝子変異を除外した日本人
の原因不明の両側性感音難聴患者（先天性難聴 100家系および後天性難聴 120 家系）におい
て、これまでに難聴遺伝子としての報告があるミトコンドリア遺伝子７種類（12SrRNA、tRNA 
Leu (UUR)、tRNA Ser (UCN)、tRNA Lys、tRNA His、tRNA Ser (AGY)、tRNA Glu）の変異をス
クリーニングした。この結果、難聴者のみで同定される遺伝子変異が、12ＳrRNA遺伝子を含
む 2遺伝子に同定された。本研究成果は日本人難聴者の診断におけるミトコンドリア遺伝子
変異解析の重要性を示すものである。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
  遺伝性難聴のデータベースとして現在最
も活用されているアイオワ大学耳鼻咽喉科
の hereditary hearing loss homepage 
(http://webhost.ua.ac.be/hhh/) によると、
現在までに難聴の原因として報告されてい
るミトコンドリア遺伝子は、非症候群性難聴
遺伝子として 12SrRNA遺伝子および tRNA Ser 
(UCN)遺伝子、症候群性難聴遺伝子として
tRNA Phe、16SrRNA、tRNA Leu (UUR)、tRNA Ser 

(UCN)、tRNA Lys、tRNA His、tRNA Ser (AGY)、
tRNA Glu の各遺伝子である（2006年 10 月の
データ）。一方、ミトコンドリア遺伝子変異
のデータベースとして国際的に最も活用さ
れている
MITOMAP(http://www.mitomap.org/) では、
上記以外にも非症候群性難聴遺伝子として
cytochrome oxidase subunit 2、そして多数
の症候群性難聴遺伝子が含まれている（2006
年 10 月のデータ）。このことはミトコンド
リア遺伝子変異が感 
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音難聴において頻度の高い重要な原因であ
る可能性を示している。一方で、これら難聴
に関連する各ミトコンドリア遺伝子には複
数の変異部位があること、さらに細胞内の多
数のミトコンドリアがそれぞれ複数のミト
コンドリア DNA を持っていて、その一部が変
異（ヘテロプラスミー）あるいはすべてが変
異（ホモプラスミー）している場合があり、
難聴関連ミトコンドリア遺伝子の網羅的解
析は技術的に困難であった。このため難聴の
原因におけるミトコンドリア遺伝子変異の
全体像の解明は医学的に重要な課題であっ
たにもかかわらずこれまで実施されていな
かった。 
 我々はこれまで、原因不明の難聴者にお
いて複数の難聴遺伝子の解析を行い、ミト
コンドリア遺伝子の 12SrRNA 遺伝子の
A1555G 変異および 961 変異などを中心に、
従来の PCR-RFLPあるいはシークエンスに
よる解析を進め、その過程でミトコンドリ
ア遺伝子解析の重要性を認識していた
（Matsunaga et al. Laryngoscope 2004, 
Matsunaga et al. Ann Otol Rhinol Laryngol 
2005）。近年、核遺伝子の変異解析に用い
られている Denaturing high performance 
liquid chromatography (DHPLC)法という遺
伝子変異スクリーニング技術（van den 
Bosch et al. Nucleic Acid Research 2000）
が改良されて、ミトコンドリア遺伝子解析
の最大の技術的問題点であるヘテロプラス
ミー変異とホモプラスミー変異の網羅的解
析を極めて高感度かつ効率的に活用できる
ようになったため本研究を着想した。 
 
２． 研究の目的 
 

本研究では、これまで主として技術的な問
題から実施されていなかった日本人の原因
不明の感音難聴患者におけるミトコンドリ
ア DNA変異の関与の全体像を、新しい解析方
法を導入することで解明することを目的と
する。新たに同定された難聴遺伝子変異につ
いては、その難聴の臨床的特徴を明らかにす
る。 

具体的には、日本人の原因不明の両側性感
音難聴患者から難聴遺伝子解析のために提供
を受けた DNAにおいて、これまでに難聴遺伝
子として報告された 10種類の各ミトコンド
リア遺伝子にどのような変異がどの程度の頻
度で認められるかを解明する。検出された変
異について、個人差による多型ではなく難聴
の原因であることを確認するために、正常コ
ントロール 200 人での変異の有無と頻度、家
系内メンバーの難聴の有無と遺伝解析を行う。
これによりミトコンドリア遺伝子変異の日本
人の難聴における関与を初めて網羅的に解明
できると共に、ミトコンドリア DNA における

新たな難聴遺伝子変異が発見できる可能性が
ある。 
本研究の達成は将来的に高感度かつ効率

的な難聴遺伝子診断に役立つとともに、感音
難聴の聴覚管理と聴覚リハビリテーション、
遺伝カウンセリングなどに応用可能である。 
 
３．研究の方法 
 
  国立病院機構東京医療センター聴覚障害
研究室が、日本人の原因不明の両側性感音
難聴患者から難聴遺伝子解析のために連結
可能匿名化の上で現在までに提供を受けた
DNA検体から、以下のaとbのスクリーニング
により日本人難聴者に比較的頻度の高いミ
トコンドリアDNAのA1555G変異とA3243G変
異およびGJB2遺伝子変異を除外した先天性
難聴100家系および後天性難聴120家系の検
体を用いる。 
a.ミトコンドリアDNAのA1555G変異およ
びA3243G変異は全検体でPCR-RFLP法での
スクリーニングにより除外。 
b.先天性難聴の原因として頻度の高い
GJB2遺伝子変異は、先天性難聴のDNA全て
でGJB2蛋白質翻訳領域のシークエンスを
行い除外。 

  正常コントロールとしては、現在までに
難聴遺伝子解析のために聴力正常の日本人
200人（全員純音聴力検査実施してオージオ
グラム正常を確認）から連結不可能匿名化
の上で当研究室が提供を受けたDNAを用い
る。 
  難聴者および正常コントロールの各症例
の臨床情報（年齢、性別、難聴発症の経過、
各種聴覚検査およびそれ以外の耳鼻咽喉科
検査結果、合併症の有無と詳細、家系図と
各血縁者の難聴の有無）は全てDNA検体提供
の際に記録されており、必要に応じて検索
できる。 
  まず難聴者DNAにおいて、難聴との関連が
報告されている各ミトコンドリア遺伝子
（12SrRNA、tRNA Leu (UUR)、tRNA Ser (UCN)、
tRNA Lys、tRNA His、tRNA Ser (AGY)、tRNA 
Glu）の変異の有無をWAVE遺伝子変異検出シ
ステム（Transgenomic社、USA）および
MitoScreen Assay Kit（Transgenomic社、
USA）を用いたDHPLC法でスクリーニングす
る。 
  ホモプラスミー変異が陽性の検体におい
ては、変異陽性部位を含む領域のダイレク
トシークエンスを行い塩基配列を決定する。
スクリーニングでヘテロプラスミー変異が
陽性の検体においては、変異部位のフラグ
メントを回収してダイレクトシークエンス
を行い塩基配列を決定する。変異の率が
数％と低いためダイレクトシークエンスで
判別できない場合は、TAクローニングを行



 

 

った上でシークエンスを行い塩基配列を決
定する。 
  以上の解析で同定された変異については、
まず難聴遺伝子変異として確定している変
異（12S rRNAのC1494T、tRNA Ser(UCN)の
A7445Gなど）がどの程度の頻度で認められ
るかを明らかにする。それ以外の変異に関
しては個人差による多型ではなく難聴の原
因であるかどうかを検討するために、国際
的ミトコンドリアDNA多型データベース
（MITOMAP(http://www.mitomap.org/)）お
よび日本人ミトコンドリアDNA多型データ
ベース（ヒトミトコンドリアゲノム多型デ
ータベース
（http://www.giib.or.jp/mtsnp/index.sh
tml））で検索を行う。２つのデータベース
で多型の登録がない変異については、正常
コントロール200検体で本変異を含む部位
のシークエンスを行い、多型か否かを検討
する。以上の検討から多型の可能性が低い
ことが明らかになった変異に関しては、家
系内メンバーの難聴の有無と遺伝形式（母
系遺伝）とに矛盾がないかを検討する。こ
の際、他のミトコンドリア遺伝子変異によ
る難聴家系の検討から浸透率が極めて低い
場合もあるためその可能性を考慮する。 
 
４．研究成果 
 
 日本人の原因不明の両側性感音難聴患者
における mtDNA の遺伝子配列を解析した。ま
ずホモプラスミー変異について解析した。 

12SrRNAの領域には、Mitomap および NCBI
データベースで難聴の原因であると報告さ
れている３種類の変異（未発表データのため
詳細省略）を１４６人中の４人で同定した。
これらの変異は正常コントロールでも１３
８人中 6 人で同定された。このことは、本遺
伝子変異のみで難聴が発症すのではなく、他
の環境要因（アミノグリコシド系抗生剤の投
与など）が加わることにより発症すると考え
られた。 

さらに病的意義が不明の既存変異 10種類
を認めたが、１種類を除いて、正常コントロ
ールでも同定された。正常コントロール 139
人で同定されなかった 1種類（未発表データ
のため詳細省略）は、これまでに全く報告の
ない変異であり、新たな難聴遺伝子である可
能性が示唆される。 

次にヘテロプラスミー変異の解析では、先
天性難聴および後天性難聴の 129人中 3人に
ヘテロプラスミー変異を認めた。この中の１
人で Mitomap および NCBI データベースに
難聴の原因として登録されている変異が認
められた（未発表データのため詳細省略）。 

他の遺伝子の解析では、12SrRNA、tRNA Leu 
(UUR)、tRNA Ser (UCN)、tRNA Lys、tRNA His、

tRNA Ser (AGY)、tRNA Glu の各遺伝子につい
て、ホモプラスミー変異およびヘテロプラス
ミー変異の解析を行った。この結果、その中
の１遺伝子（未発表データのため詳細省略）
において同一の変異が、３人の難聴患者で同
定された。その変異は、正常コントロール 174
人で同定されなかった。 

以上より、日本人の原因不明の両側性感音
難聴患者において、ミトコンドリア DNA は、
難聴遺伝子としてよく知られている A1555G
変異と A3243G変異以外にも、頻度は低いが、
原因となっている可能性が示された。本研究
成果は日本人難聴者の診断におけるミトコ
ンドリア遺伝子変異解析の重要性を示すも
のである。さらに、本研究成果は、今後の難
聴遺伝子検査において、今回同定されたミト
コンドリア遺伝子の探索も考慮する必要性
を示している。 
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