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研究成果の概要（和文）：遺伝性ならびに非遺伝性感音難聴症例を対象に、ミトコンドリア遺伝子変異の有無を網羅的
解析した。61種類のミトコンドリア遺伝子変異の有無を解析し、m.1555A>Gを11例、m.3243A>Gを9例、m.8348A>G、m.11
778G>A、15498G>A、m.7444G>A、m.7472C>ins C変異を各々１名例検出した。さらに、tRNALeu(UUR)遺伝子の3243A>G変
異の68歳女性のMELAS側頭骨標本を対象に、レーザーキャプチャー・マイクロダイセクションによるヒト内耳細胞から
の個別のDNA抽出法により、変異ミトコンドリア遺伝子量を定量解析した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed 373 patients with suspected hereditary HL using an extensive and rapid
 suspension-array screening system for 61 major mtDNA mutations. The m.1555A>G and m.3243A>G mutations wer
e detected in 11 (2.9%) and 9 (2.7%) patients, respectively. In addition, five mutations, that is, m.8348A
>G, m.11778G>A, 15498G>A, m.7444G>A, and m.7472C>ins C mutations were detected in one patient for each. Th
is screening system is useful for the genetic diagnosis. We extracted mtDNA using laser capture microdisse
ction method from cells of interest from inner ear taken from patients with m.3243A>G mutations and quanti
tatively analyzed mtDNA mutation.
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１．研究開始当初の背景 
1 網羅的解析法確立の必要性 
 難聴は頻度の高い疾患であり、約
1000 の出生当たり、１人は言語習得
前に高度難聴あるいは聾となり、し
かもその半数は遺伝性とされている。
この遺伝性難聴のなかで、難聴以外
に臨床徴候のない症例が非症候群性
難聴であり、一般耳鼻咽喉科診療に
おいても経験することが多い。非症
候群性難聴の原因遺伝子で、最も罹
患者数が多いのは、GJB2 である。次
に多いのがミトコンドリア遺伝子変
異で、欧米に比較して我が国では高
率に見られる。ミトコンドリア遺伝
子変異による非症候群性難聴で、最
も多いのはリボゾーム RNA（rRNA）の
12SrRNA 遺伝子変異で、アミノ配糖体
抗菌薬に高い感受性を示す点からも
重要である。この 12SrRNA 遺伝子領
域では、961del(T, insCn)、1494C>T、
1555A>Gの3つの変異部位が報告され、
1555A>G 変異は特に高頻度で自験例
の遺伝性難聴家系では 5.7%の家系に
みられ、母系遺伝を示さない原因不
明の弧発性難聴症例においても変異
が同定されている(Laryngoscope, 
2004)。さらに、非症候群性難聴に関
わるミトコンドリア遺伝子変異で、
もうひとつ注目すべき領域は、転移
RNA（tRNA）の tRNASer(UCN) 遺伝子であ
る。この領域においては、7445A>G、
7472insC、7510T>C、7511T>C の４つ
の変異が同定されている。tRNA 領域
の変異では、tRNALeu(UUR) 遺伝子の
3243A>G 変異が、症候群性難聴の
MELAS(mitochondrial 
encephalopathy, lactic acidosis, 
and stroke-like episode)において
高率に同定される。症候群性難聴は、
難聴以外の症状を呈するので確定診
断が容易であるが、我々は、tRNALeu(UUR)

遺伝子の 3243A>G 変異は難聴以外の
臨床症状を呈さない症例でも同定し
ている(Ann Otol Rhinol Laryngol, 
1997)。すなわち、ミトコンドリア遺
伝子変異は、遺伝性あるいは遺伝性
疾患が疑われない弧発例があり、非

ならびに症候群性難聴のいずれの様
式も呈し、しかも多数の症例に変異
が見られることから、網羅的かつ効
率的な遺伝子変異解析法の確立が重
要である。 

2 ヒト内耳細胞におけるミトコンドリア
遺伝子変異の定量解析の必要性 

 研究代表者らは、日本人を対象に
して難聴遺伝子の同定に本邦では初
めて成功し(Nature Genet, 1997)、
複数の内耳奇形マウスの難聴遺伝子、
組織学的研究を施行し、新規遺伝子
としては Sans遺伝子変異を同定した
(Hum Mol Genet, 2003 )。これらの
難聴遺伝子変異がヒトでどのような
病理変化を生じるかは重要な課題で
あるが、研究代表者らは、ミトコン
ドリア遺伝子変異によるヒト側頭骨
病理を、世界で初めて報告した
(Laryngoscope, 2003 )。しかし、い
まだに難聴遺伝子変異のヒト側頭骨
病理研究は極めて少ない。一方、難
聴発症の際に、内耳組織にどのよう
な機能的変化が生じているかについ
ては、ヒト内耳の個々の細胞におけ
る難聴遺伝子の発現解析が重要とな
る。特にミトコンドリア遺伝子変異
は、細胞内で変異型と野生型が混在
しており、細胞障害の発現と変異ミ
トコンドリア遺伝子量の相関の解析
が病態解明には必須である。幸いに
も、研究代表者らは、tRNALeu(UUR)遺伝
子の 3243A>G 変異の 3 例の MELAS 側
頭骨の標本を取得している。この側
頭骨標本を対象にして、我々が開発
したレーザーキャプチャー・マイク
ロダイセクションによるヒト内耳細
胞からの個別の DNA 抽出法（Acta 
Otolaryngol, 2005）により、変異ミ
トコンドリア遺伝子量を定量解析し
て内耳細胞の組織学的所見との相関
を検討する。 

 
２．研究の目的 

 ミトコンドリア遺伝子変異の網羅的
解析手法として開発した蛍光ビーズ・ア
レイPCR-Luminex®法を用いて、原因不明
の遺伝性ならびに非遺伝性感音難聴症



例を対象に、ミトコンドリア遺伝子変異
の有無を解析する。さらに、68歳女性の
MELAS 症 例 で tRNALeu(UUR) 遺 伝 子 の
3243A>G変異のMELAS側頭骨標本を対象
に、我々が開発したレーザーキャプチャ
ー・マイクロダイセクションによるヒト
内耳細胞からの個別のDNA抽出法により、
変異ミトコンドリア遺伝子量を定量解
析して内耳細胞の組織学的所見との相
関を検討する。 

 
３．研究の方法 

1 ミトコンドリア遺伝子変異網羅的解析
法によるミトコンドリア遺伝子変異の同
定 

①. 遺伝子変異網羅的解析手法として
用いるのは、蛍光ビーズ・アレイ
PCR-Luminex®法 で 、 Suspension 
Array Technologyと呼ばれる、1本
のマイクロチューブ内で多項目の
Assayをバッファ液に懸濁した状態
で、同時に施行可能な多項目同時解
析手法である。本法は、スライドグ
ラス等の平板の基盤上に目的の遺
伝子やタンパクを検出するために
プローブが固定されている通常の
バイオチップとは異なり、2種類の
蛍光色素が異なる割合で配合され
た直径5.6μmの微少なポリエチレ
ンビーズ上にプローブが固定され
ている。蛍光色素の配合割合が識別
コードになっており、最大100種類
のビーズを同一のマイクロチュー
ブ内で使用・解析可能であり、変異
検出感度が高く、ミトコンドリア遺
伝子変異に特有に見られるヘテロ
プラスミーで変異ミトコンドリア
遺伝子量の少ない症例でも検出可
能である。 

②. 上 記 の 蛍 光 ビ ー ズ ・ ア レ イ
PCR-Luminex®法により、28種類のミ
トコンドリア遺伝子変異（シリーズ
A）と、32種類のミトコンドリア遺
伝子変異（シリーズB）を開発して
おり、未解析の遺伝性感音難聴症例
を対象に、ミトコンドリア遺伝子変
異の有無を解析する。 

２ミトコンドリア遺伝子変異による内耳
組織病理 

① ミトコンドリア遺伝子3243変異症
例の68歳女性の側頭骨病理を解析
し、主要な組織病理所見は、蝸牛全
回転の血管条の高度萎縮、全回転の
内外有毛細胞の高度消失、ラセン神
経節細胞の中等度から高度萎縮、三
半規管前庭感覚細胞の高度消失、耳
石器感覚細胞の中等度から高度の
消失、特に球形嚢感覚細胞で消失が
高度であった。 

② 同症例の対側の側頭骨病理標本を
EDTA にて脱灰後、パラフィン包埋後、
切片を作成し、ホルマリン切片上にて、
レーザキャプチャ−・マイクロダイセ
クションにて対象とする細胞を抽出
し、当該細胞のミトコンドリア遺伝子
変異の相対量を計測し、病理組織変化
と対比する。 

 
４．研究成果 

 蛍光ビーズ・アレイPCR-Luminex®法を
用いて、61種類のミトコンドリア遺伝子
変異の有無を解析し、m.1555A>Gを11例、
m.3243A>G を 9 例 、 そ の 他 と し て
m.8348A>G 、 m.11778G>A 、 15498G>A 、
m.7444G>A、m.7472C>ins C変異を各々１
名例検出した。この網羅的解析法により、
臨床所見では診断が困難であったミト
コンドリア遺伝子変異例を診断し、治療
指針の確立に有用であった。また、61
個のミトコンドリア遺伝子点変異の有
無を同定して、日本人に見られる主要な
12のハプログループとの関連を検索し、
ハプロタイプD4bが、有意に健常者より
遺伝性感音難聴発症に関与していると
同定した。 

 ミトコンドリア遺伝変異による難聴
として代表的なtRNALeu(UUR)遺伝子の
3243A>G変異の68歳女性のMELAS側頭骨
標本を対象に、内耳細胞からの個別の
DNA抽出法により、変異ミトコンドリア
遺伝子量を定量解析し、3243A＞G変異率
は、有毛細胞は2.2%、血管条は2.4%、ラ
セン神経節細胞は26.6%であった。また、
ホルマリン固定ヒト側頭骨標本のパラ



フィン包埋切片から、ラセン神経節細胞、
外有毛細胞、ラセン神経節細胞をレーザ
キャプチャにて採取し、RNAを抽出、COCH
とSLC26A5のmRNAを解析した。 
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