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研究成果の概要（和文）：我々はアレル特異的PCRとSTH-PASを用いたSLC26A4遺伝子のc.1707+5G>Aおよびc.
2168A>Gの2変異の同定法を確立した．c.1707+5G>Aおよびc.2168A>Gは沖縄県の前庭水管拡大症患者で最も多い変
異である．さらに，全血および唾液を用いた，直接PCRとSTH-PASによる非侵襲的なgenotypingを確立した．本法
により沖縄県の前庭水管拡大症患者の88%が診断可能である．STH-PAS法による前庭水管拡大症の遺伝子診断法
は，遺伝学的背景を考慮し対象遺伝子変異を選択することにより，沖縄県出身者以外の他地域にも適応可能であ
る．

研究成果の概要（英文）：We developed a multiplex variant detection method by combining 
allele-specific PCR with STH-PAS to verify the presence or absence of the two SLC26A4 pathogenic 
variants, c.1707+5G>A and c.2168A>G, that are the most common among Okinawan patients with hearing 
loss and EVA. Furthermore, by combining direct PCR and STH-PAS from whole blood and saliva 
specimens, we developed a novel, rapid and less invasive genotyping method. The diagnostic accuracy 
of STH-PAS genotyping for the two pathogenic variants was 88% correct in Okinawan patients with EVA.
 The STH-PAS genotyping method appropriately tailored to the genetic variations in targeted 
ethnicities could be applied broadly in other geographical regions.

研究分野：難聴遺伝子

キーワード： 前庭水管拡大症　沖縄　SLC26A4　STH-PAS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
直接PCRとSTH-PASを用いた前庭水管拡大症の迅速遺伝子診断は，簡便でコンタミネーションのリスクが少なく，
電気泳動が不要なため発癌性のある臭化エチジウムが不要なため安全で，かつ短時間で安価に実施可能である．
本法による前庭水管拡大症の遺伝子診断は，医療における費用やリスクの軽減に寄与する．
また，本法は1本のSTH-PASで最大12 genotypingが可能であり，人種により異なるSLC26A4遺伝子変異の頻度を考
慮して検査対象の遺伝子変異を選択することにより，沖縄以外の東アジア圏でも応用が可能である．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

申請者はこれまでに、沖縄県出身の難聴患者 116 家系に対し，98 難聴遺伝子を対象とした

難聴遺伝子診断パネルを作成し、次世代シークエンサーを用いたターゲットリシーケンス解

析を行った（図 1, 2）。その結果、沖縄県における症候群性難聴において、ペンドレッド症候

群を 62%（28/45 家系）と最も多く認めた（図 2）。また、沖縄県におけるペンドレッド症候群

の原因遺伝子変異は、p.H723R と IVS15+5G>A の 2 か所の変異が、89%を占めていた（図 2）

[Ganaha et al. 2013]。したがって，この 2か所の変異を検出することで、沖縄県におけるペ

ンドレッド症候群の約 90%の診断が可能であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究は、核酸クロマトグラフィーとアリル特異的 PCR を組み合わせた、簡便、迅速かつ低コ

ストな「沖縄版ペンドレッド症候群迅速遺伝子診断法」を確立することが目的である。本研究に

よる迅速遺伝子診断法は、従来法のようにアガロースゲル電気泳動の必要がなく、簡便、迅

速、低コストで遺伝子変異の検出を可能とする（図 3）。 

３．研究の方法 

(1) SLC26A4 遺伝子の p.H723R と IVS15+5G>A 変異を検出するアリル特異的 PCR プライマ 

ーの設計（図 4） 



はじめに、対象の遺伝子変異を特異的に検出できるような対立遺伝子特異的プライマー配

列の探索を行う。プラ

イマー長は20mer程度

とし、オリゴ DNA の 3’

端に変異が位置する

ように設計する。また、

3’端の隣に人為的ミ

スマッチ塩基を配置

したプライマーを野

生型及び変異型検出

プライマーにおいて、

それぞれ 4種類作製する。研究協力者（平塚：東北大学）のこれまでの検討から、アリル特異

的 PCRの際にプライマー3’端の隣にミスマッチ塩基を挿入することで非特異的な PCR増幅を

回避できることが判明している [Hiratsuka et al. Biol. Pharm. Bull., 2000]。ここでは、

野生型及び変異型検出プライマーの、どのミスマッチプライマーセットが最も非特異的 PCR 増

幅を抑えられるかを検討する。なお、リバースプライマーは野生型と変異型を均等に増幅でき

るように共通配列で設計する。 

(2) Multiplex PCR 条件の設定 

 1 本の PCR チューブに野生型及び変異型検出プライマーの両方を含む Multiplex PCR の最

適反応条件について、プライマーの精製グレード（ゲル濾過、OPC 精製、HPLC 精製）、DNA ポ

リメラーゼ、反応温度等を検討する。得られた PCR 産物をシークエンス解析し、非特異的増

幅が起こらない条件を決定する。 

(3) 最適な DNA タグ配列の探索と核酸クロマトグラフィー展開条件の設定 （図 4、5） 

野生型及び変異型検出プライマーの 5’側に 10 塩基程度の DNA タグを連結し，対象の遺伝子

変異の検出に最適なタグの組み合わせを検討する。なお、プライマーとタグ DNA の連結部にスペ

ーサーを入れることで、タグ部分が PCR 時に 2重鎖にならず、その後のストリップ上での相補配

列との結合を効率的なものにする。共通リバースプライマーの 5’端にはビオチンをラベルする。

PCR 終了後、反応物にアビジン結合青色ナノ粒子を含む展開バッファーを混合し、核酸クロマト

グラフィー上に展開する。青色のバンドが明確に目視できるような展開条件（バッファー組成な

ど）を検討する。 

(4) プライマーダイマー排除法の検討 

 本法はアリル特異的 PCR による変異検出法であるため、野生型 DNA の鋳型に変異型対立遺



伝子検出プライマーが結合し、非特異的 DNA 増幅が起こると誤診断の原因となる。また、プライ

マーダイマーが形成された場合も DNA タグとビオチンが結合したごく短い二本鎖 DNA が得られ

るため誤診断の原因となる。(2)の検討で、できるだけプライマーダイマーが形成されないよう

な反応条件を設定する。 

(5) 末梢血検体からの直接アリル特異的 PCR の検討 

 作業の簡素化と変異検出時間の短縮を目的に、AmpDirect（島津製作所）を用いて、血液から

直接 PCR を行う至適条件を検討する。これにより得られる PCR 産物を用いて、核酸クロマトグラ

フィーストリップ上で変異を検出できる手順を確立する。 

 

４．研究成果 

我々はアレル特異的PCRと STH-PAS を用いた SLC26A4遺伝子の c.1707+5G>Aおよび c.2168A>G

の 2変異の同定法を確立した．c.1707+5G>A および c.2168A>G は沖縄県の前庭水管拡大症患者で

最も多い変異である．さらに，全血および唾液を用いた，直接 PCR と STH-PAS による非侵襲的な

genotyping を確立した．本法により沖縄県の前庭水管拡大症患者の 88%が診断可能である．STH-

PAS 法による前庭水管拡大症の遺伝子診断法は，遺伝学的背景を考慮し対象遺伝子変異を選択す

ることにより，沖縄県出身者以外の他地域にも適応可能である． 
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