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研究成果の概要（和文）：遺伝性難聴患者のゲノムサンプルと臨床データの収集を行い、細胞生物学的および生
化学的な解析を進めた。それらのうち、以下の成果は論文として発表できた。DIA1はDIDドメインとDADドメイン
が結合することで自己抑制されるが、DIDドメインに変異があるとこの結合が弱まって恒常活性となり難聴を引
き起こす。CLDN14変異はバリア機能の破綻により難聴を起こし、これには人工内耳が有効であった。OTOAはコピ
ー数多型により難聴の原因となり、変異型Myosin VIは微絨毛伸長不全を起こし、POLD1変異ではDNAの伸長が抑
制されており、EphA2はペンドリンと結合して局在を規定する機能が明らかと出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we collected and analyzed genome samples from human deafness 
pedigrees.  The mutation of DID domain of DIAPH1 cause loss of autoinhibition leading to deafness.  
We identified the first CLDN14 mutation in east Asian population, and the cochlear implantation 
improved the hearing.  The copy number variation of OTOA was significant cause of hearing loss.  The
 myosin VI mutants inhibit the elongation of microvilli, and presumably, stereocilia.  The mutation 
of POLD1 cause dysfunction of DNA polymerase.  EphA2 binds to pendrin, the major cause of deafness, 
and define the localization of the complex.   

研究分野：耳科学

キーワード： DIAPH1　CLDN14　OTOA　MYO6　POLD1　EPHA2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難聴の有病率は全ての疾病の中で2番目に高く、日常生活に支障を来す障害の原因として成人発症の難聴がトッ
プで、かつその負担は今後さらに増加すると見込まれている（WHO, 世界疾病調査）。しかし根本的治療法がな
く、多くの患者が重いハンデを背負いその社会的損失は計り知れない。難聴の病態、さらに言えば聴覚受容の分
子機構には不明な点が多く、これが治療法の開発を困難としている。本研究成果は内耳がいかに音を感じるのか
を分子レベルで解明するものである。かつ各分子はヒト遺伝性難聴の原因遺伝子として同定したもので、これら
の知見はヒトの難聴の病態に直接応用できるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 難聴はもっとも頻度の高い身体障害であるにも関わらず、その根本的治療法がない。
内耳で音を受容する機構は分子レベルでは十分に解明されておらず、これが治療法開発
の障害となっている。遺伝性難聴を引き起こす責任遺伝子は約	 100	種あると言われて
おり、かつ各遺伝子には多数の変異が報告されている。各責任遺伝子および変異によっ
て難聴の病態は全く異なると考えられるが、その詳細は明らかにされておらず、病態に
基づいた治療はなされていない。 
 
２．研究の目的 
ヒト遺伝性難聴家系の臨床症状とゲノムサンプルを収集し、責任遺伝子および変異を同定する。
その変異が難聴の原因となっている遺伝子産物の機能、および変異体がどのような機能異常を
起こしているか、細胞生物学的および生化学的に解明する。これらをにより、現状では補聴器・
人工内耳による画一的な介入に限られている難聴に対して、病態に応じたテーラーメイ
ドの治療法を供する礎とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、日本全国の遺伝性難聴家系よりレジストリを構築し、遺伝子解析を行うとともに
各家系の罹患患者の難聴の程度・進行度・随伴症状などと照らし合わせてその病因性を評価する。
その遺伝子解析で同定された難聴遺伝子および変異がどのような症状を引き起こすかを知る。
その上で、それぞれの遺伝子産物が内耳でどのような機能を果たしているか、変異の種類やそれ
が位置するドメインがどのような機能を持ち変異によってどう変化するのか、細胞生物学的お
よび生化学的な解析を進める。 
 
４．研究成果 
 遺伝性難聴患者のリクルートは極めて順調に推移し、その数は 1万家系にのぼった。これらを
遺伝子解析の対象としたが、特に以下の分子に関して一定の成果を得た。 
 
１）DIAPH-1 

DIAPH-1 遺伝子によってコードされる分子 DIA1 にはアクチンを伸長させる働きがある。こ
れには N末側に DID ドメイン、C末側に DAD ドメインが存在する。これらが結合することに
より自己抑制が働きその機能が制御され、DAD ドメインに変異(R1213X)があると恒常活性と
なって難聴の原因となることを我々は示した。さらに今回、常染色体優性遺伝形式をとる遺
伝性難聴家系から、DID ドメインの変異（A265S）を初めて同定した。本家系の罹患者は、高
音障害型で緩徐に進行する難聴を呈していた。プルダウンによる生化学実験にて、本変異が
あると野生型 DAD ドメインとの結合能が低下することを示した（下図）。 
 

 
DID ドメインと DAD ドメインの結合能。 
左：プルダウンのゲル写真。右から４レーン目、野生型 DID と野生型 DAD は強く結合し、濃いバ
ンドを呈する。その右側、A265S 変異型 DID は野生型 DAD との結合が弱まっている（バンドが薄
くなっている）。右端２レーンは DID-DAD 結合が強く抑制される変異型 DAD のコントロール。左
４レーンはストレプトアビジンを加えないネガティブコントロール。 
右：プルダウンの定量評価。A265S 変異型 DID は野生型に比べて結合能が約 30％に低下してい



る。 
 
 その結果、A265S 変異型 DIA1 は恒常活性となり、アクチン伸長が過剰となっていた。これが
難聴の原因であろうと考えられた。 

 
アクチン伸長動態の 1 分子イメージング。アクチン繊維の先端が黒点で表され、この移動（=伸
長）を色付き線で示した。DID ドメインが野生型（上）に比べて、A263S 変異（下）では伸長が
更新するしている。 
 
２）CLDN14 
 CLDN14 遺伝子は、タイト結合を構成する膜貫通蛋白クローディン 14 をコードする。我々は、
タイト結合分子の変異によるバリアの破綻が難聴の原因となることを示してきた。CLDN14 変異
による難聴は主に中東から報告されているが、その臨床像は十分に明らかにされてこなかった。
今回我々は、東アジアからは初となる CLDN14 遺伝子変異を常染色体劣性遺伝家系の難聴者より
見出した。 

 
左）III-4 が難聴罹患者。両親（II-
2, II-7）がそれぞれ保因者。常
染色体劣性遺伝形式をとる。 
 
 
下）罹患者の聴力図。左が 10 歳
時、中央が 35 歳時。幼少時は高
音急墜型難聴であったが、次第に
進行し重度難聴となった。右、人
工内耳装用効果。良好な効果を得
ている。 
CLDN14 難聴の経過と人工内耳効
果を検証した初めての報告であ
る。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
３）OTOA 遺伝子 
 OTOA 遺伝子は、内耳有毛細胞の不動毛に接する外膜を固定する otoancorin をコードする。今
回我々は、常染色体劣性遺伝 2262 家系から 14 の OTOA 遺伝子コピー数多型(CNV)を同定した。
CNV とは、1kbp を超える欠損／挿入／重複である。今回、我々が検証できた 2262 家系の解析に
より、難聴の原因となる CNV は STRC 遺伝子に次いで OTOA 遺伝子が多いことが示された。 

 
４）MYO6 遺伝子 
 MYO6 遺伝子は Myosin VI をコードする。Myosin VI は内耳不動毛の根元に局在し、この部位
へ複数の分子を局在させる働きがあると考えられているが、それがどのような機能を果たすの
かは不明な点が多い。今回我々は 8074 の日本人難聴家系を解析し、33 家系から 27 種の変異を
同定した。そのうち 22 種は新規変異である。これらのうち先天発症は１種のみで他は後天性、
さらにそれらの難聴の進行は 40 歳以降に速度を増すという特徴があった。これは Myosin VI が
内耳の形態形成ではなく維持や変性への耐性に関与することを示唆する。 

 
上）MYO6 遺伝子変異による難聴の進
行。20 歳以下（青）に比べて、20 歳
代、30 歳代（橙色）の聴力は大きく
異ならないが、40 歳代、50 歳代（灰
色）では高音域の聴力が低下し始
め、60 歳代以上（黄色）では全周波
数が低下している。 
 
右上）変異型 Myosin VI による微絨毛伸長の抑制。LLC-PK1-CL4 細胞に ESPIN を導入すると微絨
毛が伸長し（最上段、白矢印）、これは不動毛のモデルとして用いられる。野生型 Myosin VI を
導入してもこの伸長は阻害されないが（二段目）、変異型 Myosin VI を導入すると十分に伸長し
なくなる（下二段、白矢頭）。しかし Myosin VI の根元への局在は保たれており（赤矢印）、難聴
を起こす機序としては運動能よりもカーゴ等との協働能の障害が示唆された。 
 
 
 



 
５）POLD1 遺伝子 

 POLD1 は DNA ポリメラーゼの触媒サブユニットを
コードする遺伝子である。この遺伝子の点突然変異
をヒト難聴家系から見出した。この変異型サブユニ
ット（Gly1100Arg）は DNA 伸長能の低下をきたして
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

６）EPHA2 遺伝子 
 前庭水管拡張は難聴者によく見られる奇
形であり、その原因として SLC26A4 のホモ
変異が知られている。一方、前庭水管拡張症
でも SLC26A4 のヘテロ変異のみを伴う症例
も多々あり、他の因子の存在が示唆されて
いた。今回我々は、前庭水管拡張を伴う難聴
患者で SLC26A4 のヘテロ変異を持つ患者か
ら EPHA2 遺伝子のミスセンス変異を同定し
た。 
EPHA2遺伝子産物であるEphA2が、SLC26A4

遺伝子産物であるペンドリン（トランスポ
ーター）と複合体を形成していた（右図）。 
: EphA2-/-は KO マウスでネガティブコント
ロール。「Control」が野生型マウス、下の２
段が内耳サンプル。EphA2 抗体により、ペン
ドリンが免疫沈降している。 
 
 この EphA2 が欠損すると（KO マウ
ス）ペンドリンが膜に局在しなくなり
（右図、矢頭）、EphA2 はペンドリンの
局在を規定していることが示された。 
 
 

以上１）〜６）で例示したように、本

課題は最終年に多くの論文発表へと

結びついた。年度が変わって 4月にも

２報報告している。 
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