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研究成果の概要（和文）： 

難聴の原因遺伝子はおおよそ 100 種類ぐらい存在すると考えられているが、従来の直接シーク

エンス法ではスループットが低いため、数遺伝子を解析するのが限界であり、遺伝子変異を検

出できない例が多く認められる状況であった。本研究では、次世代シークエンサーを用いるこ

とで、難聴の原因候補遺伝子の全塩基配列を決定し、網羅的に解析を行うことで、より診断率

を向上させることを計画した。信州大学が従来より管理する日本人難聴遺伝子データベースに

登録されている難聴患者 216 名を対象に、難聴との関連が報告されている 112 遺伝子のエクソ

ン領域の網羅的解析を行った。その結果、効果的に遺伝子解析が実施され、複数の難聴の原因

遺伝子変異を同定することができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Target exon resequencing using Massively Parallel DNA Sequencing (MPS) is a new 
powerful strategy to discover causative genes in rare Mendelian disorders such as 
deafness. We attempted to identify genomic variations responsible for deafness by 
massive sequencing of the exons of the 112 target candidate genes. By the analysis of 
216 (120 early-onset and 96 late-detected) randomly selected Japanese deafness 
patients, who had already been evaluated for common genes/mutations, we efficiently 
identified causative mutations and/or mutation candidates in 51 genes that could be 
used to initiate searching for responsible genes. Approximately 63.4% (137/216) of the 
patients had at least one mutation.  
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１．研究開始当初の背景 

 先天性難聴は新生児 1,000名に 1名に認め
られる比較的頻度の高い障害である。従来は、
原因も発症メカニズムも不明であるケース
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が殆どであったが、遺伝学的解析手法の進歩
により、多くの先天性難聴の原因遺伝子変異
が同定され、発症メカニズムも徐々に明らか
となってきていた。また、疫学的な解析より、
先天性難聴の原因の少なくとも５０％に遺
伝子が関与すると報告されており、原因診断
として遺伝子解析が重要であることが示唆
されていた。 

 当研究室では、従来より難聴の遺伝子解析
に精力的取り組んでおり、数多くの遺伝子変
異を発見・報告していた。また、臨床上の有
用性が明らかとなった 10遺伝子 47変異に関
しては、2008 年には先進医療「先天性難聴
の遺伝子診断」として承認を受けて臨床現場
での利用が開始していた。 

 遺伝子診断により原因が明らかになるこ
とで、難聴の程度、難聴の型、進行性の有無
などが、あらかじめ予測可能となるため、治
療法選択・治療計画立案の際に有用な情報と
なる。また、甲状腺腫や糖尿病などの随伴症
状があらかじめ予測可能となり、適切なフォ
ローアップが可能となるなどのメリットが
あるため、患者ひとりひとりに応じた難聴の
オーダーメイド医療を推進するためには、原
因診断である遺伝子診断は欠かせないツー
ルとなりつつあった。 

 研究開始の数年前までは、難聴の遺伝子解
析には直接シークエンス法およびマイクロ
サテライトマーカーを利用した連鎖解析が
用いられてきたが、100 種ある候補遺伝子の
ごく一部しか解析できない。少子化により１
家系あたりの家族数が少なくなったため、劣
性遺伝形式を取る場合や弧発例の新規原因
遺伝子探索は極めて困難。という問題点があ
り、新規原因遺伝子の解析は非常に困難な状
況にあった。 

 研究開始当時、次世代シークエンサーが
徐々に実用化され始め、数多くの原因遺伝子
変異を一時に解析する事が実現可能となっ
てきていた。本研究では難聴の遺伝子解析に
ゲノムワイド相関解析と次世代シークエン
サーを応用することで、一度に 100 種類の候
補遺伝子の塩基配列をすべて決定する。従来
の連鎖解析では解析不能であった劣性遺伝
形式や弧発の難聴の原因を解析する。などの
難聴遺伝子解析への応用を検討している段
階であった。 

２．研究の目的 

 先天性難聴は新生児 1,000名に 1名に認め
られる比較的頻度の高い障害である。従来は、
原因も発症メカニズムも不明であるケース
が殆どであったが、近年、遺伝学的解析手法
の進歩により、多くの先天性難聴の原因遺伝
子変異が同定され、発症メカニズムも徐々に
明らかとなってきている。また、疫学的調査
の結果より、先天性難聴のうち少なくとも
50%は遺伝子が関与することが明らかとなっ

ており、遺伝子解析が重要である。遺伝子診
断により原因が明らかになることで、難聴の
程度、難聴の型、進行性の有無などが、あら
かじめ予測可能となるため、治療法選択・治
療計画立案の際に有用な情報となる。また、
甲状腺腫や糖尿病などの随伴症状があらか
じめ予測可能となり、適切なフォローアップ
が可能となるなどのメリットが大きい。この
ように、患者ひとりひとりに応じた難聴のオ
ーダーメイド医療を推進するためには、原因
診断である遺伝子診断は欠かせないツール
である。 

 従来、遺伝子解析には直接シークエンス法
およびマイクロサテライトマーカーを利用
した連鎖解析が用いられてきたが、100 種あ
る候補遺伝子のごく一部しか解析できない。
少子化により１家系あたりの家族数が少な
くなったため、劣性遺伝形式を取る場合や弧
発例の新規原因遺伝子探索は極めて困難。と
いう問題点があり、新規原因遺伝子の解析は
非常に困難な状況にあった。 

 しかし、次世代シークエンサーが実用化さ
れ、1 ランあたり数百億塩基を読み取ること
が可能となったため、一度に 100 種類の候補
遺伝子の塩基配列をすべて決定することや、
従来の連鎖解析では解析不能であった劣性
遺伝形式や弧発の難聴の原因を解析するこ
とが可能となってきた。 

 そこで、本研究では、次世代シークエンサ
ーという最新の分子遺伝学研究ツールを難
聴の遺伝子解析に応用することで、従来の手
法では解析不可能であった原因を高効率に
探索し臨床に還元することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 難聴の原因遺伝子はおおよそ 100種類ぐら
い存在すると考えられているが、従来の直接
シークエンス法ではスループットが低いた
め、数遺伝子を解析するのが限界であった。 
 本研究では次世代シークエンサーをもち
いることで、難聴の原因遺伝子候補の全塩基
配列を決定し、網羅的に解析を行うことを目
的としている。具体的には、難聴患者約 200
名を対象に、Covaris（超音波断片化装置）
を用いて DNA をおおよそ 200 塩基に断片化し
た後に、末端の修復、アダプターの付加を行
い、SureSelect の RNA プローブとハイブリダ
イゼーションを行い、候補遺伝子領域を含む
DNA 断片の濃縮を行う。濃縮後はシークエン
ス用のアダプターを付加した後に、ブリッジ
PCR を用いて DNA の増幅を行ない、次世代シ
ークエンサーにより全塩基配列の決定を行
なった。SureSelect 等を用いた候補遺伝子領
域の選択的濃縮に際しては、海外の文献や、
Hereditary Hearing loss Homepage 
(http://webh01.ua.ac.be/hhh/)などを参考



 

 

に、既に報告されている難聴の原因遺伝子や、
まだ遺伝子までは明らかになっていない原
因座位に対するビオチン化オリゴをカスタ
ム合成して使用した。 
 次世代シークエンス解析後は、得られた塩
基配列情報よりクオリティの低いものを除
去した後に、ヒトゲノム（hg19）に BWA を用
いてマッピングし、Samtools を用いて塩基置
換部位の検出を行った。検出された塩基置換
部位に ANNOVAR を用いてアノテーションの付
加を行い、アミノ酸置換等タンパク質に及ぼ
す影響の推定を行った。 
 また、検出された難聴の原因遺伝子変異候
補に関しては、実際に直接シークエンス法に
よる解析を行い、変異の有無を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：ターゲットキャプチャーの原理 
① 200 塩基に断片化し、アダプター配列を付
加した DNA サンプルに、② エクソン領域と
相補な配列を持つビオチン化 RNA プローブ
（ベイト）を混合し、③ ハイブリダイゼー
ションを行った後に、④ ストレプトアビジ
ン磁性ビーズを用いてハイブリダイゼーシ
ョンした領域だけを回収することで、⑤目的
とする遺伝子のエクソン領域だけを選別す
ることができる。 
 
 
４．研究成果 

 本研究では、次世代シークエンサーという

最新の分子遺伝学研究ツールを難聴の遺伝

子解析に応用することで、従来の手法では解

析不可能であった原因を高効率に探索し臨

床に還元することを目的に、信州大学が従来

より管理する日本人難聴遺伝子データベー

スに登録されている難聴患者216名を対象に、

難聴との関連が報告されている 112遺伝子の

エクソン領域の網羅的解析を行った。 

 候補遺伝子のエクソン領域を解析するこ

とにより 216 名で 10 万カ所以上の遺伝子変

異が検出された（擬陽性も含む）。 

膨大な遺伝子変異より、真の原因遺伝子変異

を絞り込む事を目的に、216 名を対象に、

GJB2 遺伝子、SLC26A4 遺伝子、CDH23 遺

伝子に関しては網羅的に直接シークエンス

解析を行い、感度・特異度を最適化するため

のカットオフラインを検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：本研究で用いた変異選定アルゴリズム 

216 名を対象に、GJB2 遺伝子、SLC26A4

遺伝子、CDH23 遺伝子に関しては網羅的に

直接シークエンス解析を行ったデータを基

に、depth などのカットオフラインの設定を

行った。 

 

 上記のフィルターを適応した後、実際に原

因遺伝子変異が認められるかを、直接シーク

エンス法により確認するとともに、家系サン

プルを用いたセグリゲーション解析を実施

した。その結果、難聴患者 216 名中 137 名

（63.4%）より難聴の原因遺伝子変異が同定

された。また、同定された遺伝子変異の中に

は、比較的頻度が低く、日本人難聴患者では

見つかっていない遺伝子変異も複数見出す

事ができた。本研究では、このように、非常

に効果的に遺伝子解析が実施され、複数の難

聴の原因遺伝子変異を同定することができ、

次世代シークエンサーの臨床応用の重要性

を明らかにすることができた。 
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図３：本研究により日本人で初めて見出され
た TMPRSS3 遺伝子変異家系 
 次世代シークエンサーを用いた網羅的遺
伝子解析により、罹患者頻度が低い難聴の原
因遺伝子を効率的に解析することが可能と
なり、レアな遺伝子変異を効率的に解析する
ことが可能となった。 
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