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研究成果の概要（和文）：本研究では、信州大学の管理する難聴患者DNAバンクのうち、インベーダー法を用い
たスクリーニング検査で原因の明らかとならなかった難聴患者500名を対象に、難聴の原因遺伝子として報告さ
れている遺伝子の網羅的解析を実施し、稀な原因遺伝子変異を見出すとともにその臨床像を明らかにすることが
できた。また、前項の既知難聴原因遺伝子の網羅的解析を行っても難聴の原因を特定できなかった症例のうち、
家系内に複数罹患者をみとめ、なおかつ家族のDNA試料のある家系を対象に、全遺伝子のエクソン領域を網羅的
に解析するエキソーム解析を行い、新規原因遺伝子候補を複数見いだすことができた。

研究成果の概要（英文）：Hearing loss is one of the most common congenital or early onset sensory 
disorders, appearing in one out of 700 to 1000 newborns, with 50% to 70% of cases attributable to 
genetic causes. Inherited hearing loss demonstrates great heterogeneity and approximately one 
hundred genes are estimated to be involved. In this study, we performed massively parallel DNA 
sequencing (MPS) analysis for the gene mutations of the previously reported deafness causing genes 
among a larger series of 500 unrelated Japanese hereditary hearing loss patients. As a result, we 
obtained the mutation spectrum and frequency of Japanese hearing loss patients and we also clarified
 clinical feature of each gene mutation case. In addition, we also identified the relatively rare 
causative gene mutations and its detailed clinical characteristics (Iwasa et al., 2016, Kitano et 
al., 2017, Kobayashi et al., 2018).
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 
先天性難聴は新生児1000名に1名に認めら
れる比較的頻度の高い障害である。当研究室
では、従来より難聴の遺伝子解析に取り組ん
でおり、数多くの遺伝子変異を発見・報告し
てきた(Usami et al. 2012ほか業績欄参照)。
また、2008 年に先進医療「先天性難聴の遺
伝子診断」として承認を受けて臨床応用が開
始され、2012 年からは「遺伝学的検査（先
天性難聴）」として保険収載され、日常の診
療ツールとして必要不可欠な検査となって
きた。 
 
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予
測可能となり、適切なフォローアップが可能
となった。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
かせないツールとなりつつある。 
 
特に、ここ数年の研究ツールの進歩により、
次世代シークエンサーが実用化され、1 ラン
あたり 6000 億塩基を読み取ることが可能と
なった。我々の研究室では、次世代シークエ
ンサーという最新の研究ツールをいち早く
難聴の遺伝子解析に応用することで、下記の
ようなパイロット研究の成果を得ており、従
来の手法では不可能であった新規原因遺伝
子／変異を効率的に探索可能であることを
明らかにしてきた。 
 
①  従来の解析では困難であった 100種類
の候補遺伝子を網羅的に解析し、稀な遺
伝子変異を多数見出した。（PLoS One. 
2013;8(8):e71381.）。 
 

② 人工内耳および EAS症例の遺伝子を解
析し、各治療法の対象となる症例より稀
な原因遺伝子変異を同定した（PLoS 
One. 2013;8(10):e75793.） 

 
③ Usher 症候群の候補遺伝子を網羅的に
解析することで、Usher 症候群患者の
90%以上から原因遺伝子変異を同定可
能である事を明らかにした（Yoshimura 
et al., 2014） 

 
このように、次世代シークエンス解析によ
り、今までの手法では解析不可能であった稀
な難聴の原因遺伝子に関して網羅的に解析
することが可能となったことより、既知の難
聴原因遺伝子のスクリーニングと機能解析
によりその発症メカニズムの解明が期待さ
れている状況であった。 
 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、これまでの研究成果をさらに
発展させ、難聴患者 500名を対象に 
 
① 候補遺伝子の次世代シークエンサー解析
を行い、新規変異を同定する。 

② 大家系を対象に全遺伝子の解析を行い、
新規原因遺伝子を明らかにする。 

③ 新規遺伝子変異、新規原因遺伝子に関し
て、マウスおよび培養細胞を用い難聴発
症のメカニズムを明らかにする。 

④ 治療実態とその効果を収集し原因に応じ
た適切な治療法を明らかにする。 

⑤ 最適な人工内耳の電極や種類の選択、人
工内耳の装用効果を予測する。 

 
以上の研究を行い、次世代シークエンサーを
用いたゲノム解析と、基盤となる発症メカニ
ズムに関する研究、人工内耳等の治療効果の
３つを結びつけることにより、患者ひとりひ
とりの原因に応じた「原因診断に基づいた難
聴のオーダーメイド医療のシステムの確立」
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
従来、難聴の遺伝子解析には直接シークエ
ンス法および連鎖解析が主な解析ツールと
して用いられてきたが、(1)100 種ある候補遺
伝子のごく一部しか解析できない。(2)少子
化により１家系あたりの人数が少なくなっ
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。	
本研究では、当研究室の難聴患者 DNA バン
ク(約 6500 名)のうち、インベーダー法を用
いた難聴スクリーニング検査で原因の明ら
かとならなかった難聴患者500名を対象に下
記の研究を実施した。	
	
（１）難聴原因遺伝子の網羅的解析	
本研究では、研究を効率的に推進するため
に、当研究室の難聴患者 DNA バンク(約 6500
名)のうち、インベーダー法を用いた難聴ス
クリーニング検査で原因の明らかとならな
かった難聴患者 500 名を対象に、難聴の原因
遺伝子として報告されている遺伝子の網羅
的解析を実施した。	
原因遺伝子としては文献情報などを参照し、
過去に難聴との関連が報告されている140遺
伝 子 を 対 象 に し た 。 具 体 的 に は 、
ThermoFisher	Scientific 社の AmpliSeq カス
タムパネルを用い候補遺伝子領域を含む DNA
領域の網羅的増幅を行う。増幅後は次世代シ
ークエンサー(Ion	Proton)により塩基配列の
決定を行なった。得られた塩基配列から、遺
伝子変異領域を抽出し、ANNOVAR を用いてア
ノテーション付けを行い、医療用家系図、聴



力像などを参考に、候補となる遺伝子変異の
絞り込みを行うとともに、家族サンプルを用
いたセグリゲーション解析を行った。候補遺
伝子変異の確認および家族サンプルのセグ
リゲーション解析は直接シークエンス法に
より実施した。	
	
（２）全遺伝子のエキソーム解析による新規
難聴原因遺伝子の解明	
	 前項の難聴原因遺伝子（140 遺伝子）の網
羅的解析を行っても難聴の原因を特定でき
なかった症例のうち、家系内に複数罹患者を
みとめ、なおかつ家族の DNA 試料のある家系
を対象に、全遺伝子のエクソン領域を網羅的
に解析するエキソーム解析を行った。具体的
には、Agilent 社の SureSelect	exomever	5.0
を用い候補遺伝子領域を含むDNA領域の濃縮
を行う。濃縮後は次世代シークエンサー
(HiSeq2500)により塩基配列の決定を行なっ
た。得られた塩基配列から、遺伝子変異領域
を抽出し、ANNOVAR を用いてアノテーション
付けを行い、医療用家系図、聴力像などを参
考に、候補となる遺伝子変異の絞り込みを行
うとともに、家族サンプルを用いたセグリゲ
ーション解析を行った。また、エキソーム解
析では、遺伝形式、難聴の程度、難聴の型、
めまいなどの症状の有無などの臨床像を基
に難聴患者のグループ化を行い解析する事
で共通の原因を見出す手法を組み合わせて
用い、効率的に新規難聴原因遺伝子の同定を
目指す方法にて解析を行った。	
	
（３）新規難聴遺伝子の機能解析および難聴
発症メカニズムの検討	
新規難聴原因遺伝子に関してはマウス内耳
における発現部位を免疫組織染色で確認を
行った。また抗体の入手が困難な遺伝子に関
しては、in	situ	hybridyzation をおこなう
とともに、レーザーキャプチャーマイクロダ
イセクションを行い、遺伝子発現を確認し、
内耳における機能的役割について検討を行
った。	
	
（４）遺伝子型に基づいた適切な治療法の検
討	
次世代シークエンサーを用いた網羅的遺伝
子解析により明らかとなった難聴の原因遺
伝子変異の種類ごとに、遺伝形式、難聴の程
度、難聴の型、めまいなどの症状の有無など
の臨床像をとりまとめ詳細に検討を行う事
により、遺伝子型と表現型の相関に関してそ
の特徴を明らかにした。	
特に難聴の程度とその進行度合いは、治療

法の選択に関わる重要な要素であるため、詳
細に検討を行う。また、治療法とその効果（装
用閾値、語音弁別など）に関してとりまとめ
詳細に検討を行う事により、遺伝子型ごとに
適した治療法に関して検討を行った。	
	
	

	
４．研究成果	
	
（１）難聴原因遺伝子の網羅的解析	
	
難聴原因遺伝子の網羅的解析としては、研
究初年度に、当教室の管理する難聴患者 DNA
バンク(約 6500 名)のうち、717 例を対象に、
インベーダー法＋次世代シークエンス法を
用いた 19 遺伝子 154 変異の網羅的スクリー
ニング検査を行い原因遺伝子変異の種類と
頻度を明らかにした（Mori	et	al.	2016）。	
その結果、GJB2 遺伝子がもっとも頻度の高
い原因であり、SLC26A4、CDH23 遺伝子の順で
あることが明らかとなった。また、原因遺伝
子変異別に聴力像のまとめを行ったところ、
SLC26A4 遺伝子、CDH23 遺伝子変異は先天性
の高度〜重度難聴に比較的多く見出される
のに対して、KCNQ4 遺伝子やミトコンドリア
1555A>G 遺伝子変異は遅発性の中等度難聴に
多く見出されることを明らかにした（図１）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図１	 日本人難聴患者の遺伝子変異別に見
た聴力像と発症時期（Mori	et	al.,	2016）	
	
また、上記スクリーニング検査を行っても
原因の特定に至らなかった難聴患者を対象
に次世代シークエンサーを用いた既知難聴
原因遺伝子の網羅的解析を行い、稀な原因遺
伝子変異による難聴家系を複数家系見出し
報告した（Iwasa	et	al,	2016、Kitano	et	al,	
2017、Kobayashi	et	al.	2018）。	
特に、日本人難聴患者の網羅的解析により
稀な原因遺伝子変異である POU4F3 遺伝子変
異変異による難聴症例が見出されたが、15家
系に見出された。従来、POU4F3 遺伝子変異に
よる難聴は高音障害型感音難聴を呈すると
報告されていたが、日本人難聴患者の解析に
より、若年時には中音域が障害されるいわゆ

Frequency of multiple mutations
As shown in Table 3, 27 patients (3.8% = 27/717) carried multiple mutations in multiple genes.
In particular, mitochondrial mutations and mutations in the GJB2 gene were frequently
observed. Of these 27 patients, 8 had mitochondrial mutations together with mutations in
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Fig 1. The distribution of genes identified by hearing loss severity (A) and age-of-onset (B). blue: mild, red:
moderate, green: severe, purple: profound.

doi:10.1371/journal.pone.0162230.g001
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る皿型の聴力像を呈するが、年齢とともに難
聴が進行し、高音障害型難聴となり、最終的
には聾型の聴力となることを明らかにした
（図２：Kitano	et	al,	2017）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図２	POU4F3 変異による難聴症例の聴力像、
A：20-39 歳、B：40-49 歳、C：50-59 歳、D：
60 歳以上。若年時は皿形から水平型の聴力像
を呈していたものが、その後高音域の難聴が
進行し、高音障害型を経て聾型となることが
明らかとなった。	
	
また、低音障害型感音難聴の原因である
WFS1 遺伝子に関して詳細に検討を行った。そ
の結果、日本人難聴患者より 19家系に13種	
類の原因遺伝子変異を見出した。見出された
19 家系はいずれも進行性の低音障害型感音
難聴を呈していた。また、optic	atrophy を
伴う症例は 19 家系中 1 家系であり、稀な随
伴症状であることが確認された。(Kobayashi	
et	al.,	PLoS	One	2018)	
	
さらに、当教室の管理する難聴遺伝子デー
タベースのうち 2540 例を対象に次世代シー
クエンス解析を実施したデータを元に、コピ
ー数多型を検出するプログラムの開発を行
った。その結果、250 例より何らかのコピー
数多型が見出された。	
このうち、41例(1.7%)は STRC 遺伝子の 2コ
ピー欠失変異であり、常染色体劣性遺伝形式
をとる難聴の原因となっていることが明ら
かとなった	(図３：Nishio	et	al.	2018	in	
press.)	。	
	
	
（２）全遺伝子のエキソーム解析による新規
難聴原因遺伝子の解明	
	
前項のスクリーニング解析を実施しても原
因診断に至らなかった症例のうち、家系内罹
患者が複数いる家系に関してエキソーム解
析を行い、新規原因遺伝子の探索を行った。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図３	 STRC 遺伝子の２コピー欠失による難
聴家系（Nishio	et	al.,	2018）	
次世代シークエンス解析のデータを用いて
コピー数多型を検出する手法を開発し、難聴
患者のスクリーニングを行った結果、1.4%程
度に STRC 遺伝子の 2 コピー欠失による難聴
が認められた。	
	
	
その結果、複数の家系で新規の候補となる
原因遺伝子を同定することができた。	
また、見出された遺伝子変異のうち、機能
的関連の比較的はっきりしていたHOXA2遺伝
子に関しては学会発表にて報告を行った。	
	
	
（３）新規難聴遺伝子の機能解析および難
聴発症メカニズムの検討	
本研究では日本人難聴患者より見出された
非常に稀な原因遺伝子変異である DIAPH1 遺
伝子変異に関して、共同研究により難聴発症
の分子メカニズムの検討を行った。その結果、
遺伝子変異により DIAPH1 遺伝子のオートレ
ギュレーションに関与する部位が障害され
ることにより、アクチン繊維の過形成が生じ、
結果的に難聴を生じるという分子メカニズ
ムを明らかにすることができた（Ueyama	et	
al.2016）。	
	
さらに、レーザーキャプチャーマイクロダイ
セクション法により、蝸牛内の部位ごと（コ
ルチ器、外側壁、ラセン靭帯、ラセン神経節）
に既知難聴原因遺伝子の発現レベルに関し
て検討を行った結果、過去の免疫染色の結果
と類似の遺伝子発現パターンを示すことを
明らかにすることができた（Nishio	et	al,	
2017）。	
	
	
	
	
	

two individuals showed a more marked progression in hearing thresholds at the lower and
higher frequencies than at the middle frequencies, which were used for the calculation of PTA
(Fig 2).

Caloric testing and cVEMP data could be obtained for three unrelated individuals. One of
the three individuals with vertigo/dizziness showed normal bilateral vestibular findings. How-
ever, the right ear of another individual without vertigo/dizziness (family 2: IV-1) showed
decreased caloric response and no cVEMP response, which suggested a dysfunctional lateral
semicircular canal and saccule.

Intervention for HL

Information on the intervention for HL was obtained for 13 individuals (Table 2). Two indi-
viduals with bilateral profound HL underwent cochlear implantation, and one individual was
scheduled for surgery. Information on postoperative audiometric examinations, including
sound field audiometry using calibrated warble tones, and speech audiometry using the

Fig 2. Overlapping audiograms in each age period. Pure-tone audiograms of both ears are shown by age
period. (A) At age 20–39, all individuals have mid-frequency hearing loss. At age 40–49 (B) and age 50–59
(C), all ears have moderate to profound hearing loss at the frequencies of 4 and 8 kHz, and consequently
some ears show high-frequency hearing loss. (D) At age 60 or older, all ears show profound HL with or without
residual hearing at the lower frequencies.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0177636.g002

POU4F3 mutation screening in Japanese hearing loss patients

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0177636 May 17, 2017 8 / 15
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