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研究成果の概要（和文）：優性遺伝様式を示す、遺伝子診断で原因未知とされた難聴大家系（罹患者12名、非罹患者24
名）の次世代シーケンサ―による全ゲノム解析で得られたvariationを用いたパラメトリック連鎖解析とGWAS arrayに
よる家系内相関解析にて原因の探索を行った。両解析共に染色体13番長腕79kb領域に原因候補領域が存在することを確
認した（LOD score ~2.71）。さらに、当該領域のtarget captureを用いたPacBioRSⅡによるlong readの高精度塩基配
列決定を実施し、高い連鎖不平衡を示す原因を含む4座位の絞込みに成功した。

研究成果の概要（英文）：To identify the causative genetic loci in a large family (affected:12, 
unaffected:24) with hereditary hearing loss, we performed a parametric linkage analysis using variations 
detected by whole genome sequencing (HiSeq) and genome wide association study (affected vs unaffected 
individuals) by human Omni2.5M+exon array. Highest LOD score (2.01~2.71) by parametric linkage mapping 
was observed a 79kb region in chr13p. Also, 79Mb (p value~1x10-6, odds ratio~14.4) in chr13p included the 
preceding 79kb was indicated the sole candidate region by genome wide association study. Therefore, 
sequencing of target 79kb region by PacBioRSII, and succeeded in narrowing the 4 loci included a 
causative locus exhibiting mutually high linkage disequilibrium.

研究分野：ゲノム研究
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
家族集積性の高い（遺伝リスクが高いことが
推測される）、既知原因遺伝子（GJB2、KCNQ4、
MYO7A 等の既知原因遺伝子座）診断で原因未
知と判定された発端者との話合いにより、血
縁者の協力を得て、難聴大家系の試料集積を
行い、原因遺伝子の探索を実施した。当家系
構成員の協力の下、91 名から成る家系図が作
成され、生存者 49 名、うち、16 歳未満の未
成年者や同意の得られなかった血縁者を除
く 36 名の協力を得た。36 名の内訳は、罹患
者 12 名、非罹患者 24 名であり、家系図から
は本疾患が常染色体優性遺伝形式を示して
いる。成人の問診により、難聴を自覚するの
は 30 歳以降で、その多くが 40 歳代であるこ
とが判明したので、試料（血液由来ゲノム）
の収集の際に、確定診断を兼ねて聴力検査を
実施したところ、発症の早い血縁者では 10
歳代後半に高音域の聴力が低下している参
加者が発覚し、罹患高齢者ではほぼ全音域の
聴力が低下していることから、進行型である
ことが推察された。当家系の遺伝要因を調査
するため、その聴力検査を指標として 40 歳
以上で難聴の症状を示す場合とそれ以下で
聴力検査によって高音域の障害を呈する方
を罹患者と判定し、40 歳以上で障害を示さな
かった方を非罹患者として、解析を実施した。
なお、40 歳以下で高音域障害以上の症状を示
さなかった方々は、未判定とした。なお、遺
伝子診断にも関わらず、原因未知と判定され
た患者はそれまでの経験則に沿った医療以
外には医療の進展が見込めない。本疾患では
その発症は成人してからの場合が多く、原因
が判明することで、発症前に医師と相談しな
がら予防策に努めることができる（本分担研
究者である岡野医師はすでに当家系におい
て定期的な聴力試験、経過観察を行い、予防
のための取組みを行っている）。また、原因
が判明することで、初めてオミックス解析を
始動でき、長期の時間がかかる可能性はある
が、発症分子メカ二ズムの解明や創薬ターゲ
ットの抽出など新たな医療への展開が導き
出せる可能性もある。 
 
２．研究の目的 
発症に強い遺伝リスクの関与が疑われる疾
患では、その原因（遺伝子）探索にはゲノム
解析が極めて有効な手段となることは周知
である。多くの遺伝性疾患の原因は exon 上
に多く存在するのではないかとされる仮説
の下、これまで世界的に精力的に展開されて
きたexome解析は確かに遺伝性疾患の多くの
原因座位を同定し、これによって多岐に渡る
遺伝性疾患の遺伝子診断が実現され、あるい
はされようとしている。その代表例として挙
げられる疾患の１つに家族性乳癌が知られ
るが、これらの原因となる既知遺伝子
BRCA1/2の遺伝子診断による診断率は50~60%
で、残された 40%強の患者さんは原因未知の
まま、発症前診断も実現せず、医療進展への

期待も持つことができなくなる。一方、本対
象となる難聴や幾つかの薬剤誘発の副作用
などの多くの疾患で遺伝子診断によって原
因の特定率が 60％程度で頭打ちになる表現
型が多い。つまり、これまでに同定されてい
る原因遺伝子座は、GWAS（ Genome-Wide 
Association Study）あるいは exome 解析に
よって同定された遺伝子で、同法を用いても
原因を明らかにできる可能性は低いことが
推察される。原因遺伝子（座）同定のための
アプローチは制限される上に、難易度を増す。
通常考えられる選択肢としては、サンプルサ
イズを拡大した相関解析を計画するか、大家
系集積によるパラメトリック連鎖解析を実
施することが原因同定の可能性のある手段
となる。前者は本邦においても別研究組織が
実施しているので、そちらの研究成果を期待
することとして、本事業ではパラメトリック
連鎖解析によって原因が同定できるかが課
題となる。実現できれば、現遺伝子診断によ
って原因未知と判定された罹患者の大きな
希望となる。これらのことを考慮し、本試験
では全ゲノム解析（ WGS:Whole Genome 
Sequence）を手段とした。一方、HiSeq や Ion 
Proton のような short read を基本とするシ
ーケンス法によるWGS解析には一部の配列決
定に誤りが混入し、しかも、structure 
variation のような構造変異を見抜くことが
難しくなる。それ故、WGS で得られた
variation 情報のうち、GWAS array と合致す
る variation を連鎖不平衡 tagとして最重要
視し、詳細ハプロタイプについては WGS によ
ってのみ得られたvariationを用い、さらに、
原 因 候 補 領 域 に つ い て は long read 
sequencer (PacBioRSⅡ)を用いて詳細な分析
を行った。また、一般集団（多数の WGS を得
ることは費用的に困難なため）との相関解析
を実施する目的でも GWAS array によって得
られた variation を活用した。なお、本研究
では、原因未知と判定されたプロバンドの患
者さんとその血縁者の方々の協力により、大
家系の試料集積を実現できた。本来、大家系
の試料収集は極めて難しいとされるが、大家
系に疾患が集積する場合には、家系内罹患者
では原因は同祖由来と考えることが基本と
なるため、パラメトリック連鎖解析を用いる
ことで遺伝子診断で未知と診断された患者
さんたちが原因を究明できる手段となる可
能性があり、患者さんの大きな希望ともなる。 
 
３．研究の方法 
口頭および文書での十分な研究説明の上、同
意の得られた家系構成員の方々から採血に
協力頂き、匿名化後に研究に携わる研究者が
個人を特定できない状況下で、血液由来ゲノ
ム試料を精製した。ゲノム上の variations
の検出は、以下の 2 法で行った。1 つ目の方
法は、GWAS(Genome-Wide Association Study)
用 array で あ る Illumina 社 human 
Omni2.5M+exon(V8, ver1.1)で variaton を同



定した。得られたデータは解析ソフトである
GenomeStudio にて variation 検出を行い、
call rate >98.0%であることを確認した後、
X染色体について男性でヘテロ接合体（>0.1）
を示す variation を除外した。また、すでに
我々が所有する健常者集団約3,000例のGWAS 
array data において HWE(HardyWeinberg 
Equation) < 0.001 を示す variations は除外
して解析に利用した。2 つ目の方法は、次世
代 シ ー ケ ン サ ― (Next Generation 
Sequencer) で あ る HiSeq1000 お よ び
HiSeq1500 による pair-end 法（DNA 断片毎
100b_100b read）を用いた全ゲノム解析
（WGS:Whole-Genome Sequence）によって求
めた。得られたデータは、CASAVA(Fastq への
変 換 ) ⇒ BWA(mapping) ⇒ Picard ⇒ GATK
（variations 検出）を実施した。各々から得
られた variations を用いて Merlin１）による
パラメトリック連鎖解析を実施した。前記 2
試験による原因を含む候補座位を照合した。
さらに、家系内罹患者 vs 一般集団の相関解
析について PLINK２）を用いて実施した。これ
ら３試験によって得たれた原因を含む候補
領域を照合するとともに、これら領域から原
因候補座位を絞り込むために、目的領域の正
確な塩基配列を決定し、かつ、variations を
漏れなく抽出するために、当該領域を抽出す
る Ajilent 社の custom sure select による
オリゴ合成を行い、当ツールを用いて断片化
したゲノムDNAの目的領域をキャプチャーし
て PacBioRSⅡによるシーケンスを実施した。
データは、SMRT-Analysis によって解析した
後、得られた variation の中で、罹患者に認
められ、非罹患者に認められない対立遺伝子
を抽出して候補座位とした。 
 
４．研究成果 
ゲノム広域および全域解析から得た
variation を用いてパラメトリック連鎖解析
を実施した結果、染色体 13 番長腕に約 79kb
の領域で Lod Score 2.01~2.71 を示す領域を
観察した。なお、当該領域の除く他の染色体
領域ではLod Scoreは全て0.5以下であった。
一方、家系内罹患者 vs 家系内非罹患者での
GWAS array tag を用いた相関解析では染色体
13 番長腕に約 7.9Mb の候補領域が選出され、
tag の odds 比は 10~14.4 を示した（図 1）。 

 図１．家系内相関解析 

相関解析によって求められた原因候補領域
の中には、前記パラメトリック連鎖解析で高
い Lod Score 値を示す領域を含んでいた。以
上から、パラメトリック連鎖解析によって求
められた 79Kb の領域内あるいはその近傍に
当家系の難聴の原因となる座位が存在して
いる可能性が最も高いと判断された。上記結
果を導き出す tag SNP には 3SNPs が原因を同
定する強いマーカーとして働いていたこと
が判明したが、3SNPs のうちの 1SNPs は罹患
者および非罹患者での MAF (Minor Allele 
Frequency)がそれぞれ 0.67 と 0.15 で、残る
2SNPs が各々0.80 と 0.21 となり、これらが
優れた tag マーカーとして機能していたが、
原因座位そのものではないことが推察され
た。そこで、この候補領域の詳細な塩基配列
を決定しなおすために、前記79Kbを中心に、
その周囲のゲノム領域を抽出するカスタム
オリゴを合成し、キャプチャー後、PacBioRS
Ⅱによる塩基配列の決定を実施した。その結
果、罹患者および非罹患者での MAF に矛盾が
ない互いに連鎖不平衡 1.0 となる structure 
variation を含む 4 variations が選出された。
いずれも exon 上に存在する variation では
ないため機能解析が難しく、１座位に絞り込
むことは困難であるが、4 座位の遺伝子型を
同時に決定出来れば当該家系の“診断”は可
能となるため、予防処置を講じるための家系
内未成年者の遺伝子型決定について御両親
との相談を開始した。なお、当該原因遺伝子
座については近い将来に論文で公表する（作
成中）。一方、これまでに遺伝性難聴の原因
遺伝子は 16 遺伝子以上で、その遺伝継承様
式からも良く分類されている。本家系の原因
候補は染色体 13 番であるが、同染色体上の
既知原因遺伝子として GJB2 や GJB6 が知られ
ている。本研究によって同定された座位につ
いてはこれらの遺伝子とは異なる領域に存
在する新規原因遺伝子座であることが判明
した。 
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1. 第 98 回日本皮膚科学会大分地方会 
特別講演１：弾性線維腫の大家系パラメト
リック連鎖解析による原因遺伝子の探索 

関根章博、竹村亮、真下陽一、北原輝栄、
藤原作平 
日時：2016 年 3月 5日（土）～6日（日） 
場所：大分県労働福祉会館ソレイユ(大分
県・大分市) 
2.第 60 回日本人類遺伝学界第 60 回大会. 
P212. ショートリードを用いた Whole 
Genome Sequence で得られた変異に対する
評価. 
竹村亮, 北原輝栄, 関根章博 
日時：2015 年 10 月 16 日 
場所：京王プラザホテル(東京都・新宿区) 
3.第 39 回日本遺伝カウンセリング学会各術
集会 
シンポジウム３ 次世代シーケンサ―時
代の臨床遺伝 
遺伝カウンセリングに必要な全ゲノム解
析情報の精度と検証 
関根章博、竹村亮、真下陽一、北原輝栄、
山下泰生、羽田明 
日時：2015 年 6月 26 日（金）～28 日（日） 
場所：三井ガーデンホテル（千葉県・千葉
市） 
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