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研究成果の概要（和文）：BALB/cマウスの亜系統であるBALB/cAマウスは早期に高音域特異的加齢性難聴を発症
するが、BALB/cByJマウスは発症抵抗性を持つ。調査の結果、BALB/cAの発症感受性は、複数の責任遺伝子により
制御されており、かつ少なくとも1つがX染色体上に位置する事が示された。また、発症は外有毛細胞の異常に起
因する可能性が示唆された。X染色体上の加齢性難聴発症責任遺伝子は未報告であるため、新規遺伝子の探索の
ためF2個体を使用したX染色体マッピングおよびシングルセルRNA-seqによる外有毛細胞の遺伝子発現比較を実施
し、亜系統間で発現が異なる遺伝子を候補遺伝子としてピックアップした。

研究成果の概要（英文）：BALB/cA mice, a sub-strain of BALB/c mice, develop early-onset high 
frequency-specific age-related hearing loss (ARHL), while BALB/cByJ mice, another sub-strain of 
BALB/c mice, are resistant to the ARHL. Preliminary studies indicate that the susceptibility of 
BALB/cA to the onset of ARHL is caused by multiple responsible genes, at least one of which is 
located on the X chromosome. Since the genes responsible for the onset of ARHL on the X chromosome 
have not been reported, we performed X chromosome mapping using F2 individuals and single-cell 
RNA-seq to compare gene expression in outer hair cells to search for responsible genes. The genes 
with different expression among the sub-strains were selected as candidate genes.

研究分野：マウス遺伝学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの加齢性難聴は、その発症要因の1つとして遺伝的要因が報告されているが、その責任遺伝子はほとんど報
告されておらず、発症の性差についても同様である。研究代表者は、ヒトで特定の難しい発症責任遺伝子の同定
を目的に、研究用マウスを使用した責任遺伝子の探索を進めている。本研究では、加齢性難聴の発症責任遺伝子
であり、発症に性差をもたらす可能性のある遺伝子の候補を初めてピックアップすることができた。これは、発
症の性差を考える上で、また、責任遺伝子を同定し、加齢性難聴の発症予防および治療に活かすための重要なス
テップであると考えられる。

※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 
 ヒトの難聴は主に先天性難聴と加齢性難聴に大分される。先天性難聴では発症に性差が認め
られるものがあり、それらは X 染色体に発症原因が存在し、これまでに 5 遺伝子が同定されて
いる（Hereditary Hearing loss Homepage）。一方、加齢性難聴にも性差が認められており、その発
現には遺伝的要因が示唆されている（Gates et al., 1999）ものの、未だに連鎖する遺伝子座、原因
となる変異の同定には至っていない。 
研究代表者は、予備実験により BALB/cマウスの亜系統の聴力を調査し、亜系統間で高音域の
加齢性難聴の発症感受性に差異が認められること、また、差異が認められた BALB/cA および
BALB/cByJの交配実験の結果から、その発症責任遺伝子の少なくとも 1つが X染色体上に位置
していることを示した。これまでに、ヒトおよびマウスで X 染色体上に加齢性難聴発症責任遺
伝子は同定されていないことから、この発症責任遺伝子は加齢性難聴発症に性差をもたらす新
規の遺伝子である可能性が高い。さらに、発症感受性を示す BALB/cAマウスでは ABR（聴性脳
幹反応）閾値の上昇と同時に DPOAE（歪成分耳音響放射）レベルの低下が認められることから、
その発症が外有毛細胞の異常に起因する可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者が予備実験で発見した、マウスにおいて加齢性難聴の発症に性差をもた
らす可能性のある遺伝子を同定することを目標として、X 染色体上の加齢性難聴発症責任遺伝
子を同定することを目的として実施した。また、その際、亜系統間の差異が常染色体上の遺伝子
の影響も受けている可能性がある事、さらに、マウス加齢性難聴発症の主な要因であるカドヘリ
ン 23（Cdh23）の ahlアレル（c.753A）がモディファイアーとして働いている可能性がある事な
どから、常染色体マッピングの準備およびBALB/cAおよびBALB/cByJへの野生型Cdh23（c.753G）
のノックイン（KI）も本研究の追加目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス系統 
 本研究は、BALB/c系統の亜系統である BALB/cAおよび BALB/cByJマウスを使用した。 
 
(2) 聴力測定 
 マウスの聴力評価は、左耳について ABR（聴性脳幹反応）閾値および DPOAE（歪成分耳音響
放射）レベルの測定により実施した。 
 
(3) ゲノムマッピング 
 マッピングに使用した個体は、BALB/cByJ メスと BALB/cA オスを交配させて樹立した F1マ
ウスの交配により作製した F2個体であり、3 ヶ月齢で左耳への 32 kHz 刺激音に対する ABR 閾
値および 32 kHzの f2刺激音に対する DPOAEレベルを調査した。X染色体上の多型マーカーは、
BALB/cA および BALB/cByJ マウスの全ゲノムシーケンスにより検出されたマイクロサテライ
トおよび SNP 多型を利用して樹立した。X 染色体マッピングは、これらのマーカーを用いて、
電気泳動またはダイレクトシーケンスにより実施した。また、F1マウスのオスを BALB/cByJメ
スに戻し交配させて N2個体を作製し、その聴力は 3ヶ月半齢で F2個体と同様に評価した。 
 
(4) シングルセル解析 
 シングルセル解析は、BALB/cAおよび BALB/cByJから蝸牛感覚上皮組織を摘出し、各マウス
5～6個体分の組織をプール後に細胞を分離後、Fluidigmの IFCアレイ（Single-Cell mRNA Seq HT 
IFC, 10-17 μm）を使用して細胞を単離し、1細胞あたり 30万リードを目標に実施した。得られ
たリードは、CLC Genomics Workbench version 21を用いてマウスリファレンス配列（Mus musculus 
GRCm38）にマッピングし、遺伝子発現データを Seurat version 4.0（Hao et al., 2021）で解析し、
解析結果を用いて各マウスの外有毛細胞のみをピックアップした。外有毛細胞の遺伝子発現の
亜系統間比較は、Strand NGS version 3.4を用いて実施した。 
 
(5) カドヘリン 23（Cdh23）のゲノム編集の樹立 
 Cdh23ahlアレルを野生型に KIした BALB/cAおよび BALB/cByJ系統は、各亜系統にゲノム編
集技術を用いて作製された KI 個体を元の亜系統に戻し交配して作製した F1個体を交配させて
樹立した。Cdh23のジェノタイピングはMiyasaka et al. (2016)に従った。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノムマッピング 
 X染色体上の多型マーカーは、マイクロサテライトマーカーを 20.4 Mb、59.6 Mb、129.1 Mb、
134.8 Mbおよび 151.9 Mbの位置に、SNPマーカーを 71.6 Mb、104.3 Mb、141.7 Mbおよび 154.9 



Mbの位置にそれぞれ樹立した。F2個体は合計メス 111個体およびオス 153個体について聴力評
価を実施したが、聴力データを踏まえ、X 染色体マッピングにはオスのみを使用することとし
た。これらのオスの中から、ABR閾値が 80を超える個体を難聴発症個体、40未満の個体を正常
聴力個体としてマッピングを実施した結果、59.6～134.8 Mbの領域にターゲット遺伝子が位置す
る事が推察された（図 1）。しかしながら、全ゲノムシーケンスの結果、この領域内でアミノ酸
置換が存在するタンパク質が認められなかったことから、加齢性難聴の発症にはタンパク質の
構造変異ではなく遺伝子の発現量などが影響している可能性が示唆された。 
また、F1マウスの聴力測定結果
は、常染色体上にも早期の加齢性
難聴を引き起こす責任変異が存
在すること、また、その責任変異
が顕性である事を示唆した。そこ
で、X 染色体を BALB/cByJ 由来
に固定した N2 個体を作製し、そ
の聴力を 3ヶ月半齢で評価した結
果、常染色体に位置する責任変異
が単一では無いことが示唆され
た。今後、常染色体上の SNPマー
カーを利用して全ゲノムマッピ
ングを実施する予定である。 
 
(2) シングルセル解析 
 当初は、聴力の低下が認められ
る 3～4 ヶ月齢の個体を使用する
予定であったが、成獣では解剖に
よる蝸牛感覚上皮組織の摘出が
困難であったため、本研究では生
後 1日齢のマウスを使用すること
と し た 。 BALB/cA お よ び
BALB/cByJ の生後 1 日齢個体の
蝸牛感覚上皮組織からは、それぞ
れ 350個および 371個の細胞が回
収された。シングルセルの回収率
は非常に高く 9割前後であった。
RNA-seqの結果を基に、ミトコン
ドリア遺伝子の発現量が 10%を
超える細胞は低品質であるとし
て解析から排除し、解析には合計
656 細胞を使用した。遺伝子発現
パターンを Seurat version 4.0（Hao 
et al., 2021）で解析した結果、No. 
0~8の 9つのグループが認められ
た（図 2）。Myosin VIIA（Myo7a）
およびMyosin XV（Myo15）の発現パターンから
は、グループ 5 と 8 が有毛細胞と考えられ、ま
た、グループ 5 で外有毛細胞特異的に発現する
oncomodulin（Ocm）の発現が認められることか
ら、グループ 5 が外有毛細胞、グループ 8 が内
有毛細胞であると考えられた（図 2）。また、本
研究により、生後 1 日齢マウスの蝸牛感覚上皮
組織では、Gastrin-releasing peptide（Grp）が外有
毛細胞特異的に、 Calcium-binding protein 2
（Cabp2）が内有毛細胞特異的に発現している事
が示された（図 3）。最終的に、BALB/cAおよび
BALB/cByJ マウスの外有毛細胞をそれぞれ 20
個および 15個回収することができた。これらの
細胞を用いて、Strand NGS version 3.4 により
BALB/cAと BALB/cByJ間の外有毛細胞での遺伝子発現を比較検討した結果、X染色体上にマッ
ピングされた領域中に、BALB/cByJマウスにおいて BALB/cAマウスより 2倍以上発現量が多い
遺伝子が 22個、発現量が少ない遺伝子が 11個認められた。また、常染色体上では、BALB/cByJ
マウスにおいて BALB/cAマウスより 10倍以上発現量が多い遺伝子が 11個、発現量が少ない遺
伝子が 7 個認められた。以上の結果から、これら遺伝子が、BALB/cByJ マウスの高音域特異的
な加齢性難聴発症抑制機能を持つ責任遺伝子の候補としてリストアップされた。 

 
図 1：X染色体マッピングの結果。 

 
図 2：UMAPおよび各グループの遺伝子発現。 

 

 

図 3：外有毛細胞および内有毛細胞特異

的に発現している遺伝子。 



 
(3) Cdh23のゲノム編集 

C57BL/6 や BALB/c マウスなどでは、カドヘリン 23（Cdh23）の ahl アレル（Cdh23ahl）の
c.753G>A 変異により異常スプライシングが誘導され、正常アレルの発現量の減少により加齢性
難聴を発症することが知られている（Noben-Trauth et al., 2003; Yasuda et al., 2020）。また、ahlア
レルは、加齢性難聴発症のモディファイアーとしても報告されていることから（Miyasaka et al., 
2016）、本研究のターゲットとなった遺伝子との相互作用を調査するために、ゲノム編集を用い
て ahlアレルを野生型に修正した BALB/cAおよび BALB/cByJマウスの樹立を試みた。樹立した
BALB/cA-Cdh23753G/Gマウスの聴力を BALB/cA マウスと比較した結果、32 kHz 音刺激に対する
ABR閾値が有意に低下していることが認められた。BALB/cByJマウスについては、ノックイン
に成功し、現在系統化中である。今後は、これらのマウスを用いて、ターゲット遺伝子と Cdh23
との相互作用について検証する予定である。 
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