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研究成果の概要（和文）：多くの近交系マウスは遺伝的背景に潜在するゲノム多型の効果によって難聴を発症す
る。本研究ではコンソミック系統、ゲノム編集およびアレル発現量の定量を取り入れた順遺伝学的アプローチを
用いて近交系マウスの難聴発症に関与するゲノム多型の同定を試みた。本研究のアプローチはB6マウスの難聴発
症の解明に特に有効であった。我々はカドヘリン23遺伝子の多型のゲノム編集とMSMマウス由来の第12番染色体
ゲノム領域の導入によってB6マウスの聴力をMSMレベルまで正常化すること、およびコンジェニックマッピング
とアレル発現量データを活用することによって第12番染色体に新たな難聴発症関連遺伝子の候補を同定すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Several inbred strains of mice develop hearing loss (HL) caused by genomic 
polymorphisms accompanying their genetic backgrounds. To identify the genomic polymorphisms 
associated with the development of HL, we challenged technological innovations of the forward 
genetics approach adapted using consomic/congenic mapping, allele-specific gene expression analysis,
 and genome editing. In particular, this approach was powerful for the identification of genes that 
are responsible and can rescue HL in C57BL/6J (B6) mice. We discovered that substitutions in a 
genomic region of chromosome 10 (Chr10) and 12 (Chr12) of MSM/Ms (MSM) mice reduced the symptoms of 
HL in B6 mice. Moreover, the HL in B6 mice were completely rescued by genome editing of a 
polymorphism in the gene encoding Cadherin 23 on Chr10 and a genomic substitution of MSM-derived 
Chr12. In addition, we identified candidate genes on Chr12 associated with HL by congenic mapping 
and allele-specific gene expression analysis. 

研究分野：実験動物学

キーワード： 実験動物学　遺伝学　難聴　ゲノム編集　アレル発現量比較　コンソミックマウス　カドヘリン23
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１．研究開始当初の背景 
 
表現型を出発点とする順遺伝学は、遺伝子
改変技術に基づく逆遺伝学とともにマウス
遺伝学の両輪として、遺伝子の機能解明に大
きく貢献してきた。また、マウスのゲノム情
報基盤が整備されたことから、順遺伝学の手
法によって表現型から発症原因遺伝子に辿
り着く作業は比較的容易なものとなった。し
かし、これまで同定された遺伝子の大多数は
単一変異によって発症したものであり、多因
子疾患の解明、量的形質遺伝子座（QTL）の
実態解明はいまだ困難な状況にあり 1、この
ような QTL 同定の難しさは本研究で標的と
する聴力の表現型においても同様である。 
一方で、僅かではあるが成功例も報告され
ており、その成功例には共通点がみられる。
第 1の共通点は、成功例においては遺伝的背
景に存在する効果の強い QTL の効果を考慮
した実験系を用いている。近交系マウスにお
いては、多くの系統が難聴を発症することが
知られているが、主要な難聴発症原因はカド
ヘリン 23遺伝子のゲノム多型（Cdh23c.753G>A）
である 2–4。従って、これまで近交系の QTL
同定の成功例は Cdh23c.753G>Aの効果を共通に
保有する系統間交配を用いて QTL マッピン
グが実施されたものである 5–7。しかし、この
実験系で同定された遺伝子変異は表現型へ
の作用が大きい QTLであった。第 2の共通点
は、成功例における多くの場合には共通して
リコンビナント近交系およびコンソミック
などの QTL解析用系統の活用していた 6–8。
特にコンソミック系統は 1対の染色体領域を
除き、均一の遺伝的背景で QTL解析を実施す
ることが可能である 8–10。しかし、これまで
開発されたコンソミック系統の受容系統で
ある C57BL/6（B6）は Cdh23c.753G>Aを保有す
るため、これが解析のノイズとなるケースも
想定される。第 3の共通点は、QTLに作用す
るゲノム多型の同定に辿り着いた例は、多型
が翻訳領域内に存在していた 4, 11–13。しかし、
QTL の染色体上の位置が同定されても QTL
に作用する多型が翻訳領域に存在しない場
合、その同定は極めて困難である。実際に、
Keane ら 14は、多くの QTL の原因はイント
ロンや翻訳領域から離れた遺伝子座間に存
在していることを明らかにした。この事実は
表現型への QTL の作用の多くが遺伝子発現
量を制御するシス配列の多型が原因である
ことを示唆している。 

 
２．研究の目的 

 
本研究は、QTL解析の技術革新に基づく聴
力の表現型に作用する QTL の同定を主要目
的とした。詳細な目的は以下の通りである。 
 
(1) B6マウスの 1対の染色体を日本産野生マ
ウス由来の近交系であるMSM/Ms（MSM）
の染色体に置換したコンソミック系統を

基盤とした QTL 解析に、Cdh23c.753G>Aな
どの機能ゲノム多型のゲノム編集を組み
合わせ、難聴発症に関与するゲノム多型
を同定する。 

(2) 聴覚の基盤となる内耳に発現する遺伝子
において B6-MSM間のアレル特異的発現
量を正確に定量し、QTL の位置的マッピ
ング情報と統合することで QTLに作用と
なるゲノム多型の同定を実現する。 

(3) 第 3 に、本研究では他の近交系マウスに
おいても QTLマッピングにゲノム編集を
活用し、新規の難聴発症関連ゲノム多型
を同定する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 本研究で使用したマウス系統 
 本研究で用いた B6および NOD/Shi（NOD）
マウスは日本クレアから購入し、MSM, 
B6-Chr10CMSMおよび B6-Chr12CMSMコンソミ
ックマウスは国立遺伝学研究所から導入し
た。加えて、Jackson shaker（Ush1gjs）マウス
は研究代表者所属機関で維持しているマウ
スを研究に用いた。また、本研究の動物実験
は所属機関の承認を得て実施した（承認番号
15046, 16064および 17040）。 
 
(2) ゲノム編集 
 標的ゲノム多型の塩基置換のためのガイ
ド RNA（sgRNA）は CRISPRdirect を用いて
デザインし、PCRおよびMEGAshortscript T7 
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) を
用いて合成した。sgRNA と Cas9 mRNA ま
たは Cas9 タンパク質および目的の塩基置換
部位を含むドナーオリゴヌクレオチドとと
もにマウスの受精卵前核および細胞質にマ
イクロインジェクションした。得られた産仔
は標的配列近傍のプライマーを用いた PCR
および塩基配列決定によってゲノム編集を
確認後、系統化した。 
 
(3) 表現型解析 
 マウスの表現型は、主として経時的な聴性
脳幹反応（ABR）および歪成分耳音響放射
（DPOAE）の測定により解析し、走査型電子
顕微鏡による内耳有毛細胞の stereocilia（不動
毛）の形態観察および免疫染色による有毛細
胞数の計測により補足した。 
 
(4) QTLマッピング 
 コンソミック系統を用いた QTL マッピン
グは B6マウスと交配後によって得た F2マウ
スの ABR 閾値データおよび MassARRAY 
System（Agena Bioscience）により判定した遺
伝子型データを R/qtl ソフトウェアで解析す
ることにより行った。また、遺伝子座を同定
したコンソミックは B6 との交配により遺伝
子座を含むゲノム領域のコンジェニックマ
ウスを作製し表現型を解析した。さらに、一
部の解析には Cdh23c.753G>Aゲノム編集を行い



解析した。 
NOD マウスの難聴発症原因遺伝子座の

QTL マッピングは、MSM マウスと交配後に
よって得た F2マウスの ABR閾値データおよ
び遺伝子型データを R/qtl ソフトウェアで解
析することにより行った。 
 
(5) アレル発現量定量 
本研究では、B6、MSMおよび B6とMSM
の交配により得た F1［(B6 × MSM) F1および
(MSM × B6) F1］マウスの内耳蝸牛から抽出し
た RNAを用いた。RNAはライブラリー化し、
Hi-Seq2500（Illumina）を用いて RNA-Seq 解
析を行った。得られたデータは CLCソフトウ
ェアを用いて解析し、また、F1マウスから得
たリードからの B6 および MSM アレルのカ
ウントには先端ゲノム支援からの多大なサ
ポートを受けた。 

 
４．研究成果 
 
(1) Cdh23のゲノム多型の編集による B6マウ
スの難聴発症の抑制 
 本研究では、第一に B6 マウスの難聴発症
の主要原因となるゲノム多型と報告されて
いる Cdh23c.753Aを MSM マウスがもつ野生型
Cdh23c.753G へとゲノム編集した。ゲノム編集
した Cdh23c.753G>Aノックインマウスは、予想
したように B6 マウスの早発・進行性難聴が
抑制され、ABR閾値は大幅に良化した（図 1）。
また、Cdh23は第 10番染色体に存在するが、
MSM 由来の Cdh23c.753Gアレルを含むゲノム
領域を B6-Chr10CMSM,コンソミックマウスも
ほぼ同様の効果が認められた。さらに図 1に
は高周波音（32 kHz）に対する ABR 閾値の
データのみを示したが、低中周波音（4, 8お
よび 16 kHz）に対する ABRも同様に回復し
ていた。加えて、この結果は DPOAE の測定

結果からも裏打ちされた。 
一方、本研究では Ush1gjs/+ヘテロマウスの
進行性難聴と Cdh23c.753Aアレルのホモ接合と
の連鎖が強く示されていたことから、作製し

たCdh23c.753G>AマウスをUsh1gjsマウスと交配
し、表現型を解析した。その結果、得られた
Ush1gjs/+ヘテロ、Cdh23c.753A/G二重ヘテロマウ
スの進行性難聴は完全に抑制され、Ush1gjs/+

ヘテロマウスの進行性難聴の原因であると
予想される内耳有毛細胞の不動毛の変性お
よび外有毛細胞の脱落も認められなかった 15。
この結果は多型レベルでの表現型修飾を聴
覚研究において実証した初めての例となり、
本研究分野において国内外へ強いインパク
トを与えることができた。 
このように本研究の結果は Cdh23c.753A が

B6マウスの難聴発症の主要原因であること、
および難聴マウスの難聴発症を促進するこ
とを実証するものとなった。しかし、図 1に
示すように Cdh23c.753G>A マウスの聴力は、
MSM レベルまで回復することが出来なかっ
たことから、B6マウスの難聴発症には他のゲ
ノム多型が関与することを強く示唆するも
のともなった。 
 
(2) 新規難聴発症遺伝子座の同定候補遺伝子
の抽出 
 次に、本研究では B6-MSMコンソミックマ
ウスの Cdh23c.753G>Aノックイン編集を行った。
その結果、B6マウスの第 12番染色体のセン
トロメアから 72 Mbのゲノム領域をMSMマ
ウス由来のゲノムに置換した B6-Chr12CMSM

サブコンソミックマウスの ABR 閾値はゲノ
ム編集により MSMレベルまで回復した（図
2A）。この結果を受け、申請時に計画してい
た B6 マウスの難聴抑制効果が示唆されてい
た他のコンソミックマウスの解析を中断し、
B6-Chr12CMSMマウスの解析に集中した。 
 第 12 番染色体上の難聴発症と関連するゲ
ノム多型を同定するため、QTLマッピングを
行った。その結果、QTLはセントロメアから
約 30 Mbの領域にマップされたが、この領域
内の 2か所に QTLの存在を示唆する LODピ
ークが検出された。そこでコンジェニックマ
ウスを作製し、表現型を解析した結果、セン
トロメアから最大 11.3 MbをMSMゲノムに
置換したコンソミックマウスの難聴抑制が
認められたことから、QTLはこの領域に存在
することが明らかとなった。 
 この領域には 31 遺伝子が存在していた。
そこで B6 と MSM 間のアレル発現量比較の
データを活用し、これら遺伝子のアレル発現
変動を調査した。その結果、図 2B に示すよ
うにPfn4, PomcおよびRdh14の有意な発現変
動が確認された。そこでこの遺伝子のコード
領域および非コード領域のゲノム多型をNIG 
Mouse Genome Databaseから抽出した。しか
しながら、それらの遺伝子のエクソン領域、
イントロン領域および発現制御領域と予測
される配列に候補となるゲノム多型は検出
されなかった。しかし、発現量が少ないが、
両アレル間で発現差が認められる数種の遺
伝子においては、エクソン内において保存性
が極めて高い塩基に置換が認められ、有害変



異と評価できるアミノ酸置換も検出された
ことから、これらの遺伝子を含めて今後詳細
な遺伝子・タンパク質発現解析ならびにゲノ
ム編集による表現型回復実験を進める予定
である。 

 
(3) B6マウスの難聴発症関連遺伝子 Lrrc30の
解析 
 本研究で計画していた B6 マウスの難聴発
症関連遺伝子 Lrrc30 のゲノム多型の編集は
研究期間内に達成することができなかった。
しかし、Lrrc30の MSMアレルを導入したト
ランスジェニックマウスは難聴発症がやや
抑制されることが示され、今後早急にゲノム
編集による表現型回復実験を実施し、解析を
進めていきたい。 
 
(4) QTLマッピングとゲノム編集によるNOD
マウスの新規難聴遺伝子の同定 
 NODマウスは早発型・重度難聴を発症する
マウスモデルであり、生後 1ヶ月齢でほとん
どの個体は失聴する。MSMとの F2マウスを
用いた QTLマッピングを実施した結果、主要
難聴発症原因遺伝子座は、図 3A に示すよう
に第 10 番染色体の Cdh23 近傍にマップされ
た。同様のデータが Johnson & Zheng5によっ
ても報告されており、NODは Cdh23c.753Aアレ

ルをもつことから、本研究においては
Cdh23c.753G>Aノックインゲノム編集を行った。 
 ゲノム編集の結果、4, 8および 16 kHzの周

波数音に対する難聴発症は有意に抑制され
たが、予想に反して大きな効果は認められず、
特に高い周波数音ほど難聴回復効果は弱く、
32 kHz の刺激音に対する難聴抑制効果は認
められなかった（図 3B）。QTLマッピングの
結果、32 kHzの刺激音に対する Cdh23近傍の
効果が極めて強かったことから（図 3A）、こ
の領域には Cdh23c.753G>Aとは異なる NOD の
難聴発症に強い効果をもつゲノム多型が存
在する可能性が強く示唆された。 
現在、我々は作製したゲノム編集マウスを
用いて解析を進めており、NODの難聴発症と
の関連が予想されるゲノム多型の同定に成
功し、そのゲノム多型を編集したマウスも樹
立できた。このゲノム多型が存在する遺伝子
は、これまで難聴との関連が不明である遺伝
子ファミリーに属していることから、本研究
の成果が大きな波及効果を生むことが予想
され、解析を進め成果の公表を目指す。 
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