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研究成果の概要（和文）：　原因不明の先天性を含む15歳以下で発症の両側性の非症候群性難聴患者334家系336
人を解析し、PDZD7 遺伝子変異をホモまたは複合ヘテロで持つ家系を6家系7例見つけた。過去に見つかった2家
系4例を含め、全ての症例で発症が4歳以下であった。また、８割の症例で難聴の程度が中等度であった。見つか
った5変異のうち、3つが病的または病的の可能性が高かった。見出した変異について機能的蛋白複合体形成能を
測定するため、3xflagタグおよびGFPタグを付加したPDZD7およびWHRNの発現ベクターを構築した。

研究成果の概要（英文）：We genetically analyzed 336 individuals in 334 families, registered as 
hearing-loss patients who have no other symptoms, with the onsets at 15 years old or under, and with
 unknown etiology after our routine analysis. Seven patients in 6 families had biallelic variants in
 PDZD7, a deafness gene. Including 4 patients in 2 families, which were previously detected, the 
patients exhibited that the onset was at 4 years of age or earlier. Most of the patients showed 
moderate-level of hearing loss. Variant curation revealed that the 3 variants among the 5 detected 
ones were pathogenic or likely pathogenic. We constructed expression vectors for green fluorescence 
protein- and/or 3xflag-tagged PDZD7 and WHRN, which is a protein associated with PDZD7. The vectors 
are used for in-vitro functional assays to elucidate deficiencies in formation of the protein 
complexes in the hearing-loss patients. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、次世代シークエンサーの利用によって、一人の患者に多くの遺伝子変異が見つかっているが、エビデン
スを基に変異の病的意義を明らかにすることは正しい病態の理解に重要である。今回我々はPDZD7という難聴遺
伝子の変異の頻度・病的意義、さらには、典型的な症状、今後の進行の可能性を明らかにした。遺伝情報は、今
のところ一生変えることのできない器質であり、患者本人だけでなく家族にも影響する。精度の高い情報によ
り、難聴の原因を特定し、その病態を明らかにすることは、今後の病態の変化を予測し、それに対して医学的に
備える一助となる。また、将来の治療法の開発に役立つとともに、難聴者と社会の相互理解にも役立つ。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
我々は理化学研究所統合生命医科学研究センターとの共同研究で、原因不明の難聴を 50家系
の全エクソーム解析を行い、原因が確定した 17家系中の 2家系で、新規の非症候群性難聴遺伝
子 PDZD7 遺伝子を同定した。両家系とも常染色体劣性遺伝の家族歴を持つ非症候群性難聴で、
高音漸傾型の中等度難聴が特徴であった。 
これまで PDZD7遺伝子は二遺伝子変異で Usher症候群（感音難聴と網膜色素変性症）Type 

2を発症すること、USH2A遺伝子による Usher症候群に本遺伝子変異が重複すると、視覚障害
を早期発症することが知られていた。しかし、単一難聴遺伝子、非症候群性難聴の原因としては、
初めての同定であった。同時期の 2015年に米国の研究グループによる PDZD7遺伝子を含む網
羅的遺伝子解析により、本遺伝子を非症候群性難聴の単一原因遺伝子とする報告が出た（文献
1）。我々は日本人 2家系で 3種類のミスセンス変異を同定しており、「PDZD7遺伝子変異が非
症候群性難聴の比較的頻度の高い遺伝的原因である」という仮説を立て、本研究で検証する。 
米国で報告された遺伝子欠損に相当する蛋白切断変異の家系では重度難聴であり、我々の同
定した症例も含めたミスセンス変異（蛋白非切断変異）では中等度難聴であった。PDZD7遺伝
子のミスセンス変異の病態についての研究はなく、どのような分子メカニズムで中等度難聴が
発症しているかは不明である。PDZD7遺伝子欠損マウスでは、stereociliaにおけるUSH2複合
体蛋白（Usherin蛋白、GPR98蛋白、Whirlin蛋白）の局在異常から stereociliaが変性して重
度難聴になる（文献 2）。我々の同定した 3 変異は、すべて PDZD7 遺伝子の PDZ1 ドメイン
（Usherin蛋白との結合領域）のミスセンス変異であった。このため、我々は、本難聴の病態に
ついて「PDZ ドメインの変異の特徴により、USH2 複合体形成能の低下の度合いが異なり、難
聴の程度と関連する」という仮説を立て、この点についても本研究で検証する。 
 
２．研究の目的 
我々は、原因不明の難聴 50家系の全エクソーム解析で、新規の非症候群性難聴遺伝子 PDZD7
遺伝子の変異 3種類を 2家系に同定した（図 1）。本遺伝子は遺伝性難聴の原因として頻度が高
い Usher症候群 Type 2の発症との関係について報告があるが、非症候群性難聴の原因としての
報告はなかった。本研究では、まず日本人の非症候群性難聴における PDZD7 遺伝子変異の頻
度、種類、臨床像の特徴を解明する。また、日本人のミスセンス変異を持つ家系では全員が中等
度難聴であったが、PDZD7遺伝子欠損マウスと、後に米国で報告された蛋白切断変異を持つ家
系では重度難聴であった。このため本研究では、「PDZドメインの変異の特徴により、USH2複
合体形成能の低下の度合いが異なり、難聴の程度と関連する」という仮説を、細胞実験で検証し、
分子病態を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
1）日本人難聴者における PDZD7遺伝子変異の頻度と臨床像との関係の解明 
当研究部に集積された難聴症例の DNA検体と臨床情報を用いて、以下の検討をした。 
対象： 原因不明の先天性あるいは 15歳以下で発症の両側性の非症候群性難聴患者 100人 
遺伝子解析：患者及び家族より末梢血 DNAを、PDZD7遺伝子の全エクソン領域を含む難聴
遺伝子のエクソーム用パネルを用いて、次世代シークエンス解析を行った。得られたバリ
アントより、公的一般人バリアントデータベースに登録されている高頻度のバリアント
（海外データベースのバリアントはMinor Allele Frequency (MAF)>0.5%、日本人デー
タベースのバリアントはMAF>1%）を除き、エクソンとその両側 10塩基以内に位置する
バリアントを抽出した。PDZD7は常染色体劣性遺伝形式をとるため、各検体に 2つ以上
バリアントがある場合には、病的変異候補とし、本人・両親・兄弟の検体をサンガー法シ
ークエンスで解析・確認した。変異の病的意義は、申請者自ら作成に参画した難聴用
ACMGガイドライン（文献 3）を用いて判定した。 
臨床像の検討：PDZD7 遺伝子変異が同定された症例で、下記の臨床データを収集、検討し
た。 

  ・年齢、性、妊娠・出産時の難聴の発症要因あるいは危険因子 
  ・難聴の発症時期、程度、経過、合併症、家族歴、各種検査データ 
データ解析：日本人非症候群性難聴での本遺伝子変異の頻度と臨床的特徴を解析した。 

 
2) 日本人難聴者で同定された PDZD7遺伝子変異による難聴の分子病態の解明 
日本人で同定されたミスセンス変異 3種類について個別に細胞実験で評価する。 
細胞への遺伝子導入と発現：  
ヒト PDZD7遺伝子の変異体および野生型（正常コントロール）、USH2A遺伝子、GPR98遺
伝子、WHRN 遺伝子を、HEK293 細胞へ目的に応じた組み合わせで導入、共発現する。
以下の測定を、異なるタグ抗体を用いた Pull-down assayとWestern blotで行う。 

PDZD7蛋白と Usherin蛋白および GPR98蛋白の結合： 
変異が PDZD7 蛋白と Usherin 蛋白の結合に与える影響を、変異体および野生型の PDZD7
蛋白と Usherin 蛋白(および GPR98 蛋白)を共発現させた 2 群の細胞溶解液で検討する。 

PDZD7蛋白のホモ二量体形成：  
変異が PDZD7蛋白のホモ二量体形成に与える影響を、変異体のみ、または野生型の PDZD7



蛋白のみを発現させた 2群の細胞溶解液で検討する。 
PDZD7蛋白とWhirlin蛋白のヘテロ二量体形成：  
変異が PDZD7 蛋白と Whirlin 蛋白のヘテロ二量体形成に与える影響を、PDZD7 蛋白の野
生型または変異体とWhirlin蛋白を共発現させた 2群の細胞溶解液で検討する。 

 
４．研究成果 
1a) 日本人難聴者における PDZD7遺伝子変異の頻度 
 当研究部に集積された難聴症例の DNA検体のうち、原因不明の先天性あるいは 15歳以下で
発症の両側性の非症候群性難聴患者 334家系 336例（図 1）を、PDZD7全エクソン領域を含む
パネルエクソーム
解析に供したとこ
ろ、PDZD7 遺伝子
バリアントを両ア
レ ル に 持 つ 
(PDZD7 biallelic)、
または、PDZD7 遺
伝子バリアントと
ADGRV1 遺伝子バ
リアントを 1つずつ
持 つ 
(PDZD7/ADGRV1 
digenic) 症例が 9
家系 11 例見つかっ
た 。 その う ち、
PDZD7 biallelic 家
系は 6家系 7例、PDZD7/ADGRV1 digenic家系は 3家系 4症例であった。その頻度は、原因不
明の先天性を含む 15歳以下で発症した両側性の非症候群性難聴者のそれぞれ、2%, 1.2%であっ
た。 

 
 
1b) PDZD7遺伝子変異と臨床像との関係 
 本研究以前に全エクソーム解析で見つかった 2家系 4例を含め、合計 8家系 11例について臨
床像を調べたところ、
全ての症例で発症が 4
歳以下であった。また、
11症例中 9症例で難聴
の程度が中等度であっ
た。難聴の程度の変動
はなかったが、11例中
4例が「進行あり」で、
29 歳の症例が高度難
聴であることからも、
進行する可能性のある
ことが示唆された。 
遺伝子解析の結果か
らは、複合ヘテロ接合
体は 5家系 8例、ホモ
接合体は 3家系 3例で
あった。見つかった変
異は 5 種類で、ミスセ
ンス変異が 4 つ、フレ
ームシフト変異が 1 つ
であった（表 2）。公的
一般人バリアントデー
タ ベ ー ス
（ 1000Genomes, 
gnomAD, HGVD, 
iJGVD）より、一般の
アレル頻度は 0.5％以下であった。 
変異の病的意義を、申請者自らが作成に参画した難聴用 ACMGガイドライン（文献 3）によ
って判定したところ、予定より多く症例解析を行ったために、in vitro実験の結果を待つまでも
なく、2変異を pathogenic（病的）、 1変異を likely pathogenic（病的の可能性が高い）と判定
することができた。 



 変異の特徴と難
聴の程度の関係
を、過去に報告さ
れた 14症例（文献
1, 4, 5）の聴力を本
研究と同じ方法で
再計算し、合計 25
症例として考察し
たところ、切断変
異を含む 8 症例の
うち高度難聴が 1
例  (12.5%）に対
し、ミスセンス変異のみの 17症例のうち高度難聴は 2例（11.7%）と、これまでのところ差が
見られていない。 
 
2) 日本人難聴者で同定された PDZD7遺伝子変異による難聴の分子病態の解明 
 当研究部で同定された日本人難聴者
における PDZD7 遺伝子変異による難
聴の分子病態を解明するため、まず、
PDZD7 の cDNA および Usher 複合体
の 構 成 蛋 白 の cDNA を 、 Green 
fluorescence Protein (GFP) お よ び
3xflag タグ蛋白との融合蛋白として発
現するベクターの構築を行った。ヒト PDZD7 の全長
の cDNAは、現在のところ入手不可能なため、今回得
られた変異がほぼ全て入っている PDZD7 short form
の cDNAを用いて発現ベクターを構築した（図 2）。そ
の結果、GFP および 3xflag タグ蛋白との融合蛋白と
して発現するベクターを構築することができた（図
3）。また、Usher複合体を構成する蛋白の 1つである
Whirlin の GFP との融合蛋白の発現ベクターも構築
した。今後、これらに患者の変異を導入し、細胞内で
発現させたのち、タグ抗体を用いた Pull-down assay
とWestern blotを行うことによって、複合体形成における患者変異の影響とその病態メカニズ
ムの解明を行う。 
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 ４．巻
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