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研究成果の概要（和文）：Auditory Neuropathy (AN)は著しく言語聴取力が低い新しい難聴の病態である。本研究では
ANの新たな遺伝的原因の解明を目的とした。まず36例のAN症例でサンガー法による検討をして、25例でOTOF遺伝子に11
種類の新規変異を同定し、1例でGJB2遺伝子に既知変異を同定した。OTOF遺伝子変異が1アレルの4例では全ゲノムSNP解
析と定量的PCR解析で大欠失を同定しなかった。上記解析で変異を同定しなかった10例では、エクソーム解析で新規AN
候補遺伝子を3種類(PNPLA3、RYR3、TACC2)同定し、1家系ではOPA1に新生突然変異の可能性が高い新規変異を同定した
。

研究成果の概要（英文）：Auditory Neuropathy (AN) is a new concept of hearing loss with the clinical 
feature of poor recognition of words. The purpose of this study is to reveal novel genetic causes of AN. 
By Sanger sequencing analysis in 36 patients with AN, we detected 11 novel OTOF mutations in 25 patients 
and 1 known GJB2 mutation in a patient. By whole genome SNP analysis followed by real time PCR analysis 
in 4 patients with monoallelic OTOF mutations, we did not detect large deletions in OTOF. With exome 
analysis in 10 patients who had not been found genetic causes by previous genetic analyses, we detected 3 
candidates of novel AN genes (PNPLA3, RYR3, TACC2) and a novel OPA1 mutation which is likely to be a de 
novo mutation.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 遺伝子　医療・福祉　ゲノム　脳神経疾患　バイオテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 
 Auditory Neuropathy (AN)は、当センター
名誉研究センター長の加我と米国の Starr が
1996 年に初めて報告した新しい難聴の病態
であり、外有毛細胞機能が正常、聴性脳幹反
応が異常、聴覚中枢には病変がないという検
査所見で診断される。臨床的には他の感音難
聴と比べて著しく言語聴取力が低いという
特徴がある 1-2)。その後、本症は欧米において
小児高度感音難聴の 10％前後と頻度が高い
ことが明らかとなった 3)。我々は日本人の先
天性ANではOTOF遺伝子変異の頻度が高い
ことを明らかにしてきたが約 30％は原因不
明であった。生後あるいは成人後に発症する
AN については大部分が未だ原因不明である。 
 これまで難聴の原因遺伝子解析は、(1) 臨
床症状を基に頻度が高いと予測される既知
の候補遺伝子の解析、(2) 家系内の多数の難
聴者と健聴者から DNA の提供を受けられる
場合は連鎖解析が可能であった。しかし、(1)
の方法は頻度の高い遺伝子、あるいは臨床所
見の特徴から原因の可能性が高いと予測さ
れる遺伝子（通常は数遺伝子）を調べて否定
された場合には、100 種類以上ある難聴遺伝
子からそれ以上の候補を選ぶことができな
かった。(2) の方法は家系内で少なくとも 10
人以上の DNA の提供を受ける必要があるた
め、解析に十分な DNA 検体数を得られず実
施できない場合が多かった。近年、次世代シ
ークエンサーの開発によりヒト全遺伝子を
低価格、短時間で解析できるようになり、1
家系の少人数だけの検討でも新規原因遺伝
子が発見されている 4-5)。 
 我々が行った日本人の先天性AN23症例の
検討では、(1) 非症候群性 AN では約 70％は
OTOF 遺伝子変異が原因であり、(2) その遺
伝子型は日本人特異的で創始者効果の影響
が大きい、(3) OTOF 遺伝子の遺伝子型と表
現型（難聴の特徴）には相関性がある、等が
明らかになった。しかし、残る 30%の大多数
の症例では他の AN 原因遺伝子として報告が
ある PJVK 遺伝子、GJB2 遺伝子の解析を追
加しても遺伝的原因を特定できなかった。原
因を同定できなかった症例には劣性遺伝、優
性遺伝を示す家族性発症例もあり、未知の
AN 原因遺伝子の存在が予測された。また、
遅発性（5 歳以後）発症の非症候群性 AN の
5 症例でも既知の候補遺伝子に異常を認めず、
他に原因となる環境因子もないため、やはり
未知の AN 原因遺伝子の存在が予測された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、OTOF遺伝子、PJVK遺伝子、
GJB2 遺伝子以外に非症候群性 AN の原因と
なる遺伝子を解明する。標的は、(1) OTOF
遺伝子の大欠失、(2) Otoferlin との複合体形
成蛋白質の遺伝子、(3) 新しい AN 原因遺伝
子（DIAPH3 遺伝子）、(4) 既知の非症候群性
難聴遺伝子（多くの難聴遺伝子は AN の鑑別
がされていない）、(5) 未知の AN 遺伝子、で

ある。段階的にそれぞれの標的に適した方法
で次世代シークエンサー解析も含めて検討
し、解明された遺伝子についてはその臨床的
特徴と AN 全体における頻度も明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 既知の AN 原因遺伝子解析 
 36 例の AN 症例で既知の AN 遺伝子
（OTOF 遺伝子、PJVK 遺伝子、GJB2 遺伝
子）の解析をサンガー法で行い、これらの遺
伝子が原因として確定した症例を除外した。
変異の判定には、全エクソンとイントロンと
の境界部の塩基配列を決定して、標準配列と
比較した。変異の判定の条件としては、ナン
センス変異、フレームシフト変異、スプライ
ス供与配列あるいは受容配列の変化（IVS±2
塩基）およびミスセンス変異の場合はアミノ
酸配列の変化、生物種差を越えて保存された
アミノ酸の変化、公開データベースでのアレ
ル頻度が極めて低いアミノ酸への変化、過去
における論文報告、などを基準とし、より詳
細は我々の論文に記した 6)。 
 
(2) 全ゲノム SNP 解析 
ANと診断されてOTOF遺伝子の全エクソン
およびエクソン・イントロン境界部のサンガ
ー法による解析で変異が 1アレルのみ認めら
れた 4 症例を対象とした。末梢血 DNA を用
い て マ イ ク ロ ア レ イ （ Illumina 社
HumanOmniExpressExome-8v1.2 DNA 
Analysis Kit）を用いて、全ゲノム SNP ジェ
ノタイピングを実施した。ジェノタイピング
の結果は、まずソフトウエア(Illumina 社、
GenomeStudio / KaryoStudio)による自動処
理で150kb以上かつ7マーカー以上の大欠失
領域を検出し、さらに OTOF 遺伝子領域の全
マ－カ－について個別の検討を行なった。 
 
(3）定量的 PCR 解析 
 上記 4 症例において全ゲノム SNP 解析で
大欠失の疑われた部位について、各 SNP を
含む領域に特異的プライマーを作成し、定量
的 PCR （ Applied Biosystems 社
StepOnePlus リアルタイム PCR システム）
で検討した。 
 
(4) エクソーム解析 
 ヒト全遺伝子（約 25000 遺伝子）の解析を
イルミナ社の HiSeq シーケンサーと
SureSelect Target Enrichment システムを
用いて実施した。対象は、AN と診断され、
GJB2 遺伝子、OTOF 遺伝子、PJVK 遺伝子
のサンガー法による解析で変異を認めなか
った 10家系の難聴者および両親の 16例とし
た。対象の難聴者としては、難聴以外の症状
がない非症候群性 AN は 8 例、症候群性 AN
は 2 例であり、症候群性 AN は 2 例とも視神
経障害を伴った。非症候群性 AN は 5 例が小
児期発症、3 例が成人後発症であった。症候
群性 AN は 2 例とも小児期発症であった。非



症候群性、小児期発症の AN では 4 例が孤発
性、1 例が家族性であり、非症候群性、成人
後発症の AN では 2 例が孤発性、1 例が家族
性であった。症候群性 AN では 1 例が孤発性、
1 例が家族性であった。難聴者本人と両親の
解析（トリオ解析）は非症候群性、小児期発
症、孤発性の 2 家系で実施され、難聴者本人
と母の解析は症候群性 AN の 2 家系で実施さ
れ、難聴者本人のみの解析はそれ以外の 6 家
系で実施された。  
 
４．研究成果 
(1) 既知の AN 原因遺伝子解析 
 36例のAN症例で検討した。21例でOTOF
遺伝子変異を 2 アレル同定、4 例で OTOF 遺
伝子変異を 1 アレル同定、11 例で OTOF 遺
伝子変異の同定なしであった。OTOF 遺伝子
変異同定なし 11 例中 1 例では GJB2 遺伝子
変異を 2 アレル同定した。OTOF 遺伝子と
GJB2 遺伝子のどちらも変異を認めなかった
症例の一部（10 例中 6 例）では PJVK 遺伝
子を解析したが変異を認めなかった。同定さ
れた OTOF 遺伝子変異はスプライス変異 2
種類、ナンセンス変異 2 種類、ミスセンス変
異 5 種類、フレームシフト変異 1 種類、読み
過ごし変異 1 種類であり、全て新規変異であ
った。これらの変異は過去に他の人種でも報
告がないことから、日本人あるいはアジア人
に特異的変異であると考えられた。これらの
成果の一部は論文で発表した 6)。 

 
(2) 全ゲノム SNP 解析 
 OTOF 遺伝子に大欠失が存在する可能性
がある 4 症例（変異が 1 アレルのみ同定され
た症例）で大欠失の有無を検討した。解析に
はログ R 比と B アレル頻度という 2 つの指
標を用いて、各 SNP 別に検討した。OTOF
遺伝子の領域の解析結果を図 1－4に示した。
赤線はログ R 比を示し、2 コピーならば 0 近
辺となる。青点はＢアレル頻度値を示し、2
コピーならば 0 か 0.5 か 1 の近辺となる。1
アレルの欠失があればログＲ比が低下し、Ｂ
アレル頻度値は 0 または 1 近辺となるはずで
ある。2 コピーの検体のログ R 比の分布の検
討から、ログ R 比が-0.225 以下の領域は欠失
の可能性があると考えられた。そして、今回
用いた HumanOmniExpressExome-8v1.2
では OTOF のゲノム領域の平均マーカ－間
隔が 823bp ほどなので 1kb 以上のほとんど
すべての大欠失が検出可能である。全 47 エ
クソンの中の 35 エクソン上にマーカーがあ
り、残りの 12 エクソンも近傍のイントロン
にマーカーがあるため、単一エクソンの欠失
でも検出可能と考えられた。 
 まずソフトウエアによる自動処理で大欠
失を探索したところ、大欠失の存在を認めな
かった。次いで、ソフトウエアで検出できな
いやや小型の大欠失が存在する可能性があ
る領域を選択するために、OTOF 遺伝子領域
の全マ－カ－についてログR比が-0.225以下

の領域を目視で探索した。この結果、4 症例
で計 16 領域（エクソン 3、5、15、16、17、
18、20、21、23、25、26、29、32、39、40、
44）にこのような大欠失が存在する可能性が
あることが判明した。 
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(3) 定量的 PCR 解析 
全ゲノム SNP 解析で 4 症例に認められたや
や小型の大欠失が存在する可能性がある 16
領域（ログ R 比が-0.225 以下の領域）につい
て、その領域の DNA 量を定量的 PCR で解析
した。この結果、DNA 量が半減している領
域（ヘテロ欠失領域）、すなわち大欠失を認
めなかった。 
 
(4) エクソーム解析 
 AN と診断され、GJB2 遺伝子、OTOF 遺
伝子、PJVK 遺伝子のサンガー法による解析
で変異を認めなかった 10 家系の難聴者およ
びその両親の 16 例で実施し、以下のような
結果であった。 
① 非症候群性、小児期発症、孤発性 AN で
トリオ解析が実施された 2家系および難聴者
本人のみの解析が実施された 2家系でのエク
ソーム解析では原因遺伝子の候補を絞るこ
とができなかった。 
② 非症候群性、小児期発症、家族性（同胞
にも難聴）AN の 1 家系でのエクソーム解析
では、PNPLA3 遺伝子、RYR3 遺伝子が原因
候補として絞られた。しかし、本遺伝子はこ
れまで難聴の原因としての報告がなく、遺伝
性難聴の動物モデルの報告もないため、原因
と確定するためには、同様の聴覚所見を呈す
る別の家系の難聴者で変異が見つかり、難聴
遺伝子としての再現性が確認される必要が
あると考えられた。 
③ 非症候群性、成人後発症、孤発性 AN の 2
家系でのエクソーム解析では原因遺伝子の
候補を絞ることができなかった。 
④ 非症候群性、成人後発症、家族性 AN の 1
家系でのエクソーム解析では、TACC2 遺伝
子が原因候補として絞られた。しかし、本遺
伝子もこれまで難聴の原因としての報告が
なく、遺伝性難聴の動物モデルの報告もない
ため、原因と確定するためには、同様の聴覚
所見を呈する別の家系の難聴者で変異が見
つかり、難聴遺伝子としての再現性が確認さ
れる必要があると考えられた。 
⑤ 症候群性（視神経障害の合併）、小児期発
症、孤発性 AN の 1 家系でのエクソーム解析
では、OPA1 遺伝子が原因遺伝子の候補とし
て絞り込まれた。本遺伝子は視神経障害を合
併する症候群性 AN の原因遺伝子として確立
している。本家系の難聴者で認められた変異
は新規ミスセンス変異であった。本変異は公
開データベース(SNP、variant)に登録がなく、
動物種を越えて高度に保存されたアミノ酸
の変化を起こし、Polyphen2 など 4 種類の機
能予測ソフトによる解析で Damaging(病的
変異)の評価であった。本家系の両親には症状
がないため、本患者における新生突然変異の
可能性が高いと考えられ、実際に母の遺伝子
解析では変異と認めずこの可能性を支持す
る結果であったが、父の遺伝子検査が行なえ
なかったため確定はできなかった。 
⑥ 症候群性（視神経障害の合併）、小児期発
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症、家族性 AN の 1 家系でのエクソーム解析
では原因遺伝子の候補を絞ることができな
かった。 
 
（5）本研究のインパクトと展望 
 本研究により日本人 AN の遺伝的原因が初
めて解明された。欧米での報告同様に OTOF
遺伝子変異が主たる原因であることが判明
し、視神経障害を伴う症候群性難聴の一部で
は OPA1 遺伝子が原因として判明した。さら
に新規の原因遺伝子候補が 3 種類発見され、
今後に他の AN 症例での同定あるいは細胞、
動物実験による再現性を得ることで原因と
して確立される。OTOF 遺伝子について通常
のシークエンスで同定されないコピー数異
常について検索し、原因として認めなかった。
本研究で診療の困難な難聴である AN の原因
解明が進んだことにより、本難聴の病態解明
と新たな診断、治療の開発が今後促進される
と考えられた。 
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