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総括研究報告書 

 

 

新しい難聴遺伝子診断システムの開発および臨床応用に関する研究 

 

研究代表者 宇佐美真一 （信州大学医学部耳鼻咽喉科・教授） 

 

研究要旨 

 先天性難聴は新出生児１，０００人に1人に認められる頻度の高い疾患であり、音

声言語コミュニケーションの大きな障害となるため、日常生活や社会生活の質（QO

L）の低下を引き起こし、長期に渡って生活面に支障を来たすため、診断法・治療法

の開発が期待されている重要な疾患のひとつである。 

 当研究室では先天性難聴の遺伝子解析に精力的取り組んでおり、多くの遺伝子変

異を発見、報告してきた。また、臨床上の有用性が明らかとなった１３遺伝子４６

変異に関しては、２０１２年からは保険診療「遺伝学的検査（先天性難聴）」とし

て研究成果を臨床の診断ツールとして還元してきた。難聴の遺伝子診断は、予後、

随伴症状の予測など多くのメリットのある検査ではあるが、保険診療で行われてい

る遺伝子診断の診断率は３０〜４０%程度であり、今後の診断率の向上のためには新

規変異の追加が必要不可欠である。しかし、難聴の原因としては、おおよそ100種類

ぐらいの遺伝子が関与することが示唆されており、このように多数の遺伝子を効率

的に解析する事は困難であった。本研究では、３年間の研究期間を通じて、１）次

世代シークエンサーを用いた難聴の遺伝子診断システムの開発および、２）難聴の

程度や難聴の進行、随伴症状などの臨床情報をデータベース化することにより、難

聴のサブタイプ分類を行い、科学的根拠に基づいた新しい難聴遺伝子診断システム

の開発および臨床応用を目的としている。 

 平成２６年度は、既知の難聴原因遺伝子63遺伝子を網羅するAmpliSeq customキッ

トを用い「次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析」を前年度に加え難聴患者３０

０例を対象に行うとともに、臨床情報を含めたデータベースの構築を行った。その

結果、従来の遺伝子検査手法であるインベーダー法により原因が特定されなかった人

工内耳装用症例を対象に、既知の難聴原因遺伝子６３遺伝子の網羅的解析を行った所、
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非常に稀な遺伝子変異による難聴を見出し論文として報告する事ができた。また、昨年

度の検討により、「次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析」手法が現在保険診療

として実施されている「インベーダー法」と同等の性能（感度・特異度）を有する

ことを３８４例という大規模検体を用いて確認できたため、今後の臨床応用に向け

て臨床検査会社への技術移転を行った。 

 

研究分担者氏名・所属機関名・職名 

工 穣（信州大学医学部耳鼻咽喉科・准

教授）、岩崎 聡（信州大学医学部人工聴

覚器学講座・客員教授）、熊川孝三（虎の

門病院耳鼻咽喉科・聴覚センター・部長・

聴覚センター長）、東野哲也（宮崎大学医

学部耳鼻咽喉科学講座・教授）、佐藤宏昭

（岩手医科大学耳鼻咽喉科学講座・教授）、 

内藤 泰（神戸市立医療センター中央市

民病院耳鼻咽喉科・部長）、松永達雄（東

京医療センター臨床研究センター聴覚障

害研究室・室長） 

 

研究協力者 

茂木英明（信州大学医学部耳鼻咽喉科・

助教）、宮川麻衣子（信州大学医学部耳鼻

咽喉科・助教）、内藤武彦（信州大学医学

部耳鼻咽喉科・特任研究員）、矢野卓也（信

州大学医学部耳鼻咽喉科・特任研究員）、

岩佐陽一郎（信州大学医学部耳鼻咽喉

科・医員）、西尾信哉（信州大学医学部耳

鼻咽喉科・助教） 

 

A. 研究目的 

先天性難聴は新出生児１，０００人に１

人に認められる比較的頻度の高い疾患

である。特に高度〜重度難聴の場合には

音声言語コミュニケーションの大きな

障害となるため、日常生活や社会生活の

質（QOL）の低下を引き起こし、長期

に渡って生活面に支障を来たすため、診

断法・治療法の開発が期待されている重

要な疾患のひとつである。 

 難聴の早期発見に関しては、新生児聴

覚スクリーニングの普及により、生後１

週間以内に難聴が発見されるようにな

ってきたが、多くの場合原因不明であり、

予後の予測や随伴症状の予測などは困

難であった。研究代表者は従来より先天

性難聴の遺伝子解析に精力的取り組ん

でおり、多くの原因遺伝子変異を発見、

報告してきた。また、臨床上の有用性が

明らかとなった１３遺伝子４６変異に

関しては、２００８年には先進医療「先

天性難聴の遺伝子診断」として、２０１

２年からは保険診療「遺伝学的検査（先

天性難聴）」として研究成果を臨床の診

断ツールとして社会還元してきた。難聴

の遺伝子診断は、重症度の予測、予後の

予測、随伴症状の予測など多くの医学的

情報が得られるため、その情報に応じた

医学的介入を行う事が可能になるなど

多くのメリットのある検査であり、全国

の大学病院を中心に一般診療として普
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及しつつある。 

 現在、保険診療で行われている遺伝子

診断の診断率は３０〜４０％程度であ

るため、今後の診断率の向上のためには

新規変異の追加が必要不可欠である。し

かし、難聴の原因としては、おおよそ１

００種類ぐらいの遺伝子が関与する遺

伝的異質性の高い疾患であることが報

告されており、従来は効率的に解析する

事が困難であった。 

 近年、次世代シークエンサー（超並列

シークエンサー）が実用化され、多数の

原因遺伝子を網羅的に解析することが

可能となってきた。 

本研究では、３年間の研究期間を通じて、

１）次世代シークエンサーを用いた難聴

図 1 本研究の流れ 
本研究では、（１）既存の検査法（インベーダー法）との比較による精度試験、（２）新規遺伝子
変異の探索、（３）データベースの構築と臨床へのフィードバックという３段階のプロセスを踏
むことで、次世代シークエンサーを用いた新しい難聴遺伝子診断の臨床応用と、遺伝子診断に基
づいたオーダーメイド医療の実現を目的に研究を実施する計画である。 
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の遺伝子診断システムを開発する、２）

難聴の程度や難聴の進行、随伴症状など

の臨床情報をデータベース化すること

により、難聴のサブタイプ分類を行い、

科学的根拠に基づいたオーダーメイド

医療を実現する基盤を整備する、ことの

２つを目的とした研究を行い、最終的に

は新しい難聴遺伝子診断システムの臨

床応用を目的としている。 

 なお、研究の実施に際しては図１に示

すように、研究を第１段階〜第３段階ま

での３つの段階に分け、年度毎にマイル

ストーンを定めて効果的に研究を進捗

するよう研究を計画した。 

 

B. 研究方法 

１）次世代シークエンサーの感度・特異

度に関する検討 

 平成２６年度は、前年度までに引き続

き、次世代シークエンサーを用いた新し

い遺伝子診断システムが、実際の臨床診

断に利用可能なレベルの正確性を有して

いるかを明らかにする事を目的に、前年

度の３００例に加えて、新たに難聴患者

８４例を対象に十分な説明の上、書面で

同意を取得し、平成２４年度保険点数改

定により保険収載された「遺伝学的検査

（先天性難聴）」で用いられている「イン

ベーダー法」と同等の手法で遺伝子解析

を行った結果と「次世代シークエンサー

を用いた遺伝子解析法」の結果との比較

を行った。 

 「インベーダー法」に関しては、患者

由来の DNAサンプルに、シグナルプロー

ブ、インベーダーオリゴ、フレットプロ

ーブおよびクリベースを混合し、６０℃

で４時間反応させた後に蛍光プレートリ

ーダーで遺伝子型の決定を行った。 

 次世代シークエンサーを用いた遺伝子

解析としては、既知の難聴原因遺伝子６

３遺伝子を網羅する Ion AmpliSeq 

customキット（Thermo Fisher Scientific）

を用いて、難聴患者の既知難聴原因遺伝

子の全エクソン領域をマルチプレックス

PCR法により増幅した。増幅産物の末端

部を切断した後に塩基配列決定に必要な

アダプター配列を DNA リガーゼにより

付加し次世代シークエンス解析のための

ライブラリーとした。得られたライブラ

リーの濃度を定量 PCR 法により定量し、

６例分を等量ずつ混合した後に、Ion 

OneTouch２システムを用いてエマルジ

ョン PCRを行い、ビーズ上にライブラリ

ーDNAを増幅させる。増幅を行ったビー

ズを回収し、IonTorrent PGM システム

を用いて次世代シークエンス解析を行っ

た。IonTorrent PGM 解析では、患者６

例に対して１枚の 318-chipを用いて解析

を行った。得られたデータは解析ソフト

ウエアTorrent Suitに含まれるTMAPを

用いてヒトゲノム（hg19）にマッピング

を行った。また、Coverage Analysisを用

いて被覆率等の計算を行った。また、変

異の検出は Ion Variant Callerを用いて

検出を行った。 
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（2）次世代シークエンサーを用いた新規

難聴遺伝子変異の解析 

 インベーダー法により原因が特定され

なかった症例に対しては新規遺伝子変異

の探索を行った。前年度までに解析を実

施していた３００例に加え、新たに３０

０例を対象に既知難聴原因遺伝子の網羅

的解析を行った。 

 具体的には、前述の Ion Torrentシステ

ムを用いて既知の難聴原因遺伝子６３遺

伝子の解析を行った。得られた候補遺伝

子変異に関しては、下記のフィルターを

適応して変異の絞り込みを行った。①エ

クソン領域あるいはスプライスジャンク

ション領域の変異である、②アミノ酸配

列に影響を及ぼす変異（同義置換以外の

変異）である、③１，０００人ゲノムで

のアレル頻度が１％以下、④６，５００

エクソームでのアレル頻度が１％以下、

⑤日本人１，２００エクソームでのアレ

ル頻度が１％以下、⑥２６９例の in 

house controlの同一プラットフォームに

おける解析結果においてアレル頻度が

１％以下、⑦家族歴と照らし合わせて矛

盾が無い、⑧過去に報告のある聴力像と

類似の難聴を呈する。 

 フィルターを適応して候補遺伝子変異

の絞り込みを行った後、さらに直接シー

クエンスにより変異を確認するとともに

家系解析を行った。直接シークエンス解

析に関しては、候補遺伝子変異を挟むプ

ライマーを用いて PCR 法により遺伝子

変異領域を増幅し、BigDye Terminater 

v1.1（Thermo Fisher Scientific）を用い

シークエンスサンプルを調整した。配列

決定には ABI 3130xl（Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。 

 

（３）次世代シークエンサーを用いた難

聴遺伝子変異データベースおよび臨床情

報データベースの構築 

第１段階、第２段階の遺伝子解析により

得られた次世代シークエンス解析の結果

をデータベース化するとともに、原因遺

伝子変異ごとに、難聴の程度、進行性、

随伴症状、介入効果（補聴器、人工内耳）、

語音弁別能や言語成績などの臨床情報の

データベース化を行い、科学的根拠に基

づいた適切な治療法および適切な療育プ

ログラムを選択するための情報を臨床に

フィードバックするための基盤を整備し

た。具体的には、前述の方法で前年度ま

でに解析した３００例に加えて、本年度

新たに解析した３００例、Ion Protonシ

ークエンサーで解析した症例を加えた１，

１２０例に関して、次世代シークエンサ

ーの結果と臨床情報をデータベースに蓄

積した。 

 

（４）次世代シークエンサーを用いた遺

伝子診断システムの臨床応用に向けた取

り組み 

平成２５年度および２６年度に実施した、

現在保険診療でもちいられている方法と

同等な「インベーダー法」と「次世代シ

ークエンサーを用いた新しい遺伝子診断
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手法」の比較検討試験（３８４例）の結

果、次世代シークエンサーを用いた新し

い遺伝子診断システムが十分な精度を有

していることが明らかとなったことより、

次世代シークエンサーを用いた新しい遺

伝子診断システムの臨床応用に向けた準

備を行った。具体的には、臨床検査会社

および次世代シークエンサーの製造元と

の連携（共同研究）により新しい遺伝子

診断システムの臨床応用に向けた技術移

転を行った。平成２６年１２月には臨床

検査会社より検査技師 3 名を２週間研究

員として受入れ、次世代シークエンサー

を用いた新しい遺伝子診断システムの技

術講習を実施した。また、技術移転後に

臨床検査会社でのパイロット検査を開始

するとともに、現行法との比較検討を臨

床検査会社でも実施し、精度・感度・特

異度に関して現行法と同等である事を確

認した。また、製造元は医療機器として

の申請を行い承認番号を得て、実際に臨

床で利用可能な体制を確立することがで

きた。 

 

（倫理面への配慮） 

被験者に対して十分な説明を行ったうえ、

書面で同意を取得して、サンプルを採取

した。また、サンプル採取に際しては匿

名化を行い個人情報の保護に配慮した。 

 

 

C. 研究結果 

１）次世代シークエンサーの精度・感度・

特異度に関する検討 

 前年度までの検討により、本研究で開

発した次世代シークエンサーを用いた新

しい遺伝子診断システムが、臨床検査装

置として十分な均一性を有していること

が明らかとなった事より、本年度は主に

精度（感度・特異度）に関する検討を行

った。 

 前年度までの検討により設定したデー

タの品質基準となる①ターゲット遺伝子

領域が平均 100depth of coverage以上の

深度でデータが得られている、②20x 

depth of coverage以上の深度を有する領

域がターゲット遺伝子領域の 96%以上で

あるの２つの条件を共に満たしているこ

とを足切り条件として定めた。その結果、

３８４例中１４例が基準を下回った（３．

４％）。１４例に関しては再検を実施した

所、全例で基準を上回るデータが得られ

ており、検査不能例は１例も無かった。

以上のことより、今回開発した新しい遺

伝子診断システムは DNA の品質に依存

せずにつねに一定のデータを出すことが

できる非常に有用な検査系であることが

明らかとなった。また、検査に必要な

DNA量も 20ngと非常に微量であるため

新生児の遺伝子診断など微量検体にも汎

用可能な非常に有用なシステムである事

が明らかとなった。 

 また、検査の精度に関して難聴患者３

８４例を対象に平成２４年度保険点数改

定により保険収載された「遺伝学的検査

（先天性難聴）」で用いられている「イン 



 

 

 

 

 

ベーダー法」と同等の手法で遺伝子解析

を行った結果と「次世代シークエンサー

を用いた遺伝子解析」の結果の比較を行

った。

その結果、次世代シークエンサーを用い
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代シークエンス法の一致率は 99.8%であり同等の精度を有していることが明らかとなった。

13 

ベーダー法」と同等の手法で遺伝子解析

を行った結果と「次世代シークエンサー

を用いた遺伝子解析」の結果の比較を行

その結果、次世代シークエンサーを用い

た検査では、インベーダー法に含まれる

のプ

ライマーの設計できた領域に関しては変

（表１）。

のプライマーの設計 

 

 

 

 

出来なかったミトコンドリア遺伝子変異

および

しては

ないため

ーダーに含まれる変異部位に関して

陽性となるケースは１例も認めなかった。

３８４例の検討の中で、１例のみインベ

ーダー法の結果と次世代シークエンス法

の結果の不一致が認められたケースがあ

ったが、これは、遺伝子変異の存在する

インベーダー法の結果と次世代シークエンスの結果の比較（
インベーダー法により検出された遺伝子変異と次世代シークエンス法により検出された遺伝子変
異および直接シークエンス法の比較。インベーダー法で検出された変異のほぼ全てが次世代シー
クエンス法でも検出されており、擬陽性となったケースは認めなかった。インベーダー法と次世

であり同等の精度を有していることが明らかとなった。

出来なかったミトコンドリア遺伝子変異

および SLC26A4

しては、アンプリコンでカバーされてい

ないため検出できなかった。またインベ

ーダーに含まれる変異部位に関して

陽性となるケースは１例も認めなかった。

３８４例の検討の中で、１例のみインベ

ーダー法の結果と次世代シークエンス法

の結果の不一致が認められたケースがあ

ったが、これは、遺伝子変異の存在する

インベーダー法の結果と次世代シークエンスの結果の比較（
インベーダー法により検出された遺伝子変異と次世代シークエンス法により検出された遺伝子変
異および直接シークエンス法の比較。インベーダー法で検出された変異のほぼ全てが次世代シー
クエンス法でも検出されており、擬陽性となったケースは認めなかった。インベーダー法と次世

であり同等の精度を有していることが明らかとなった。

出来なかったミトコンドリア遺伝子変異

SLC26A4 遺伝子変異の一部に関

、アンプリコンでカバーされてい

検出できなかった。またインベ

ーダーに含まれる変異部位に関して

陽性となるケースは１例も認めなかった。

３８４例の検討の中で、１例のみインベ

ーダー法の結果と次世代シークエンス法

の結果の不一致が認められたケースがあ

ったが、これは、遺伝子変異の存在する

インベーダー法の結果と次世代シークエンスの結果の比較（n=384 例・768
インベーダー法により検出された遺伝子変異と次世代シークエンス法により検出された遺伝子変
異および直接シークエンス法の比較。インベーダー法で検出された変異のほぼ全てが次世代シー
クエンス法でも検出されており、擬陽性となったケースは認めなかった。インベーダー法と次世

であり同等の精度を有していることが明らかとなった。

出来なかったミトコンドリア遺伝子変異

遺伝子変異の一部に関

、アンプリコンでカバーされてい

検出できなかった。またインベ

ーダーに含まれる変異部位に関して

陽性となるケースは１例も認めなかった。

３８４例の検討の中で、１例のみインベ

ーダー法の結果と次世代シークエンス法

の結果の不一致が認められたケースがあ

ったが、これは、遺伝子変異の存在する

768 アレル）
インベーダー法により検出された遺伝子変異と次世代シークエンス法により検出された遺伝子変
異および直接シークエンス法の比較。インベーダー法で検出された変異のほぼ全てが次世代シー
クエンス法でも検出されており、擬陽性となったケースは認めなかった。インベーダー法と次世

であり同等の精度を有していることが明らかとなった。

出来なかったミトコンドリア遺伝子変異

遺伝子変異の一部に関

、アンプリコンでカバーされてい

検出できなかった。またインベ

ーダーに含まれる変異部位に関して、偽

陽性となるケースは１例も認めなかった。 

３８４例の検討の中で、１例のみインベ

ーダー法の結果と次世代シークエンス法

の結果の不一致が認められたケースがあ

ったが、これは、遺伝子変異の存在する

アレル） 
インベーダー法により検出された遺伝子変異と次世代シークエンス法により検出された遺伝子変
異および直接シークエンス法の比較。インベーダー法で検出された変異のほぼ全てが次世代シー
クエンス法でも検出されており、擬陽性となったケースは認めなかった。インベーダー法と次世

であり同等の精度を有していることが明らかとなった。



 

部位が

プライマー部位に存在することによるも

のであることが、その後の検討により明

らかとなった。

このような場合には、本来へテロ接合体

変異であるものをホモ接合体変異として

検出してしまうという結果となるため、

結果的に変異の見

め、PCR

場合には、そのプライマーのアンプリコ

ン領域の変異を確認する必要があること

が明らかとなった

しかしながら、前述のように検査結果の

一致率は極めて高く、臨床検査として用

いるのに十分な精度を有している事を多

検体（３８４例）を用いて証明すること

ができたため、臨床応用の

図２ 
Ion AmpliSeq
リすることができず（図中
ンすする事になるため、ヘテロ接合体をホモ接合体と誤って判定してしまうケースがあることが
明らかとなったため、プライマー領域に変異を有する症例では確認作業が必要である。

部位が Ion AmpliSeq

プライマー部位に存在することによるも

のであることが、その後の検討により明

らかとなった。

このような場合には、本来へテロ接合体

変異であるものをホモ接合体変異として

検出してしまうという結果となるため、

結果的に変異の見

PCRプライマー領域に辺が存在する

場合には、そのプライマーのアンプリコ

ン領域の変異を確認する必要があること

が明らかとなった

しかしながら、前述のように検査結果の

一致率は極めて高く、臨床検査として用

いるのに十分な精度を有している事を多

検体（３８４例）を用いて証明すること

ができたため、臨床応用の

 遺伝子型の判定を誤った１例（
Ion AmpliSeq で用いるプライマーの
リすることができず（図中
ンすする事になるため、ヘテロ接合体をホモ接合体と誤って判定してしまうケースがあることが
明らかとなったため、プライマー領域に変異を有する症例では確認作業が必要である。

Ion AmpliSeqによる

プライマー部位に存在することによるも

のであることが、その後の検討により明

らかとなった。 

このような場合には、本来へテロ接合体

変異であるものをホモ接合体変異として

検出してしまうという結果となるため、

結果的に変異の見落としは起こらないた

プライマー領域に辺が存在する

場合には、そのプライマーのアンプリコ

ン領域の変異を確認する必要があること

が明らかとなった（図２）。

しかしながら、前述のように検査結果の

一致率は極めて高く、臨床検査として用

いるのに十分な精度を有している事を多

検体（３８４例）を用いて証明すること

ができたため、臨床応用の

遺伝子型の判定を誤った１例（
で用いるプライマーの

リすることができず（図中*印）、その結果として、上流域は片アレルのみの増幅産物をシークエ
ンすする事になるため、ヘテロ接合体をホモ接合体と誤って判定してしまうケースがあることが
明らかとなったため、プライマー領域に変異を有する症例では確認作業が必要である。

による PCR反応の

プライマー部位に存在することによるも

のであることが、その後の検討により明

このような場合には、本来へテロ接合体

変異であるものをホモ接合体変異として

検出してしまうという結果となるため、

落としは起こらないた

プライマー領域に辺が存在する

場合には、そのプライマーのアンプリコ

ン領域の変異を確認する必要があること

。 

しかしながら、前述のように検査結果の

一致率は極めて高く、臨床検査として用

いるのに十分な精度を有している事を多

検体（３８４例）を用いて証明すること

ができたため、臨床応用の基盤を整える

遺伝子型の判定を誤った１例（384
で用いるプライマーの 3’末端付近に変異が有る場合、プライマーがうまくハイブ

印）、その結果として、上流域は片アレルのみの増幅産物をシークエ
ンすする事になるため、ヘテロ接合体をホモ接合体と誤って判定してしまうケースがあることが
明らかとなったため、プライマー領域に変異を有する症例では確認作業が必要である。
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かとなった。このように、予後の予測に有用であり、今後、更に症例を重ねることで、より適切
な医学的介入手法が明らかとなると考えられる。（
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難聴の進行性に関する検討 
次世代シークエンス法により遺伝子変異の検出された症例の経過観察より推測された難聴の進行

遺伝子変異による難聴症例では、高音部は進行し重度難聴となるのに比較し、低
音部の聴力は比較的維持される。一方、CDH23
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ステムに基づいた個別化医療を実現でき
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れていたが、実際に網羅的解析を行うと、

小児の先天重度難聴症例においてある程

度の割合を占める重要な原因遺伝子変異
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報を臨床にフィードバックするための基

盤を整備した。 

 具体的には、前述の方法で前年度まで

に解析した３００例に加えて、本年度新

たに解析した３００例、Ion Protonシー

クエンサーで解析した症例を加えた１，

１２０例に関して、次世代シークエンサ

ーの結果と臨床情報をデータベースに蓄

積した。また、これらの情報を基に遺伝

子型により難聴の進行をある程度予測可

能であることを明らかにした（図３）。 

 このような臨床的な特徴に加えて、前

項までに記載したように、人工内耳や補

聴器といった医学的介入の有効性に関す

るデータを収集していくことで、今後、

遺伝子解析を基盤としたオーダーメイド

医療を実現することが可能であることが

期待できる状況である。 

 

D. 考察 

 本研究では、３年間の研究期間を通じ

て、近年、実用化された次世代シークエ

ンサー（超並列シークエンサー）を用い、

既知の難聴原因遺伝子を網羅的に解析

する新しい遺伝子診断システムの開発

および臨床応用を目的に研究を行って

いる。 

 平成２６年度は次世代シークエンサー

を用いた新しい遺伝子診断システムの感

度・特異度を明らかにすることを目的に

難聴患者３８４名を対象に、「インベーダ

ー法」と同等の手法で遺伝子解析を行っ

た結果と「次世代シークエンサーを用い

た遺伝子解析法」の結果との比較を行っ

た。その結果、次世代シークエンサーを

用いた遺伝子診断システムは、検査間お

よび症例間で比較的ばらつきの少ない均

質なデータが得られることが明らかとな

った。また、インベーダー法の検査結果

との比較では、９９．８％と非常に高い

一致率を有しており、優れた検査手法で

あることが確認された。 

 また、既存の遺伝学的検査手法として

よく利用される TaqMan genotyping 法

および遺伝学的検査のゴールデンスタン

ダードである直接シークエンス法（サン

ガー法）と次世代シークエンス法の比較

検討を行った所、インベーダー法の比較

検討の結果と同様に、非常に高い一致率

を有しており、精度という面では直接シ

ークエンス法（サンガー法）と同程度で

あることが確認された。また、いくつか

の遺伝子に関しては、患者群、コントロ

ール群を用いた検討を行い、従来法と比

較しても十分な特異度を有しており、ま

た、新規遺伝子変異を含めることで、診

断率（感度）の向上が期待できる優れた

検査手法であることを明らかにすること

ができた。 

 一方、AmpliSeqによるライブラリ調整

の段階で、カバーされていないミトコン

ドリア遺伝子や各遺伝子の一部領域に関

しては変異の検出が出来ない点や、

AmpliSeqのプライマー領域（特に 3’末端

付近）に遺伝子変異のある場合には遺伝

子変異の検討が出来ないアレルが存在す
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る可能性があることが明らかとなった。

しかしながら、プライマーの配列情報は

既知であるため、他のアンプリコンでプ

ライマー領域内に変異がある場合にのみ

他の検査法を組み合わせる事で問題を解

消可能であることが明らかとなった。 

 しかしながら、検査である以上、どの

ような手法を用いても１００％というこ

とはあり得ないため、検査手法の限界に

関しても十分に情報提供することが必要

であると考えられた。 

 また、次世代シークエンサーを用いた

新しい遺伝子診断システムの診断率の向

上に関しては、インベーダー法などでヘ

テロ接合体変異が検出されていた症例の、

もう一方のアレルに認められる変異、過

去に報告のある病的変異を解析すること

により、新規変異を含めなくても１１．

５％程度の診断率の向上が期待できるこ

とが明らかとなった。 

 また、新規遺伝子変異の探索に関して

は、日本人難聴患者においては非常に稀

な ACTG1、 TMPRSS3、MYO15A、

POU3F4、LRTOMT、LOXHD1、PTPRQ

遺伝子変異を効率よく見出す事が出来た。

特に、ACTG1、TMPRSS3症例に関して

は低音部に残存聴力を有しており、先進

医療（B）「残存聴力活用型人工内耳挿入

術」を受けた症例であった。これらの症

例は残存聴力活用型人工内耳の装用効果

が高く、これら遺伝子変異を持つ症例に

対する「残存聴力活用型人工内耳」の有

効性を明らかにすることができた。この

ように、原因別に治療の効果に関するエ

ビデンスを確立することによりオーダー

メイド医療の基盤を確立することが可能

であると考えられる。 

 

 

E. 結論 

 平成２６年度は、次世代シークエンサ

ーを用いた新しい遺伝子診断システムと、

従来法であるインベーダー法、TaqMan 

genotyping法、直接シークエンス法（サ

ンガー法）の比較検討を３８４例で行い、

従来法と同程度の精度（特異度）を有す

る事を明らかにすることが出来た。また、

診断率に関しては、新規遺伝子変異を含

めなくても１１．５％程度の診断率（感

度）の向上が期待できる事が明らかにな

った。今後、さらに新規遺伝子変異に関

しても解析対象に追加する事でさらなる

診断率の向上を行うことが可能である事

が示唆されることより、非常に有用な臨

床検査ツールであることを示す事が出来

た。また、臨床検査会社および機器の製

造開発メーカーとの共同研究により、本

検査手法の臨床応用に向けた準備を行い、

医療機器承認を得るとともに、臨床検査

会社でのパイロット試験も完了したため、

次年度以降に実際に臨床検査として実施

するための基盤を整えることができた。 
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