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研究成果の概要（和文）：我々のこれまでの研究から、日本産野生マウスから樹立されたMSM/Msマウスの12番染
色体には、セントロメア側約10 Mbに加齢性難聴の発症を抑制する遺伝子座が存在することが示された。本研究
では、この領域に最低でも2つの発症抑制遺伝子が存在し、1つは前半の23遺伝子、もう1つは後半13遺伝子の中
のどれかであることが明らかとなった。これらの遺伝子は、それぞれカドヘリン23遺伝子と相加的に作用し、発
症を抑制していることが示された。Tgマウスの解析から、抑制遺伝子の候補を5遺伝子にまで絞ることができた
が、残念ながら遺伝子の同定までには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Our previous studies have shown that a gene locus that suppresses the onset 
of age-related hearing loss (ARHL) is located on approximately 10 Mb of centromeric region of the 
chromosome 12 of Japanese wild derived MSM/Ms mice. This study showed that there are at least two 
genes, suppressing the onset of ARHL, in this region. One of gene is within 23 genes in the first 
half and the other gene is within 13 genes in the second half. Each of these genes was shown to work
 additively with the cadherin 23 gene to suppress onset of ARHL. Analysis of the Tg mice narrowed 
the candidate suppressor genes down to five genes, but unfortunately did not lead to the 
identification of the genes.

研究分野：遺伝学

キーワード： マウス遺伝学　加齢性難聴
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、MSM/Msマウスが保有する加齢性難聴発症抑制遺伝子を同定し、加齢性難聴の発症抑制メカニズムを解
明することを目的とした。これまでの聴覚研究は、疾患の発症責任遺伝子の探索に主眼が置かれており、発症抑
制を目的とした研究は報告されていない。しかしながら、未知の発症抑制遺伝子を同定し、加齢性難聴の発症抑
制メカニズムを解明することで、効果的な予防薬の探索および開発など発症予防の研究をさらに発展させること
ができると考えており、今回の研究成果はその足がかりとなるものである。

※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 
 加齢性難聴は、加齢に伴って発症する聴覚疾患である。研究代表者は、実験用マウスを用いた
研究から、日本産野生ハツカネズミから樹立されたMSM/Ms（MSM）マウスが非常に強い加齢
性難聴発症抵抗性を持つことを示した（Yasuda et al., 2020 Hear Res）。一方、汎用近交系であ
る C57BL/6J（B6）マウスは、加齢性難聴発症責任アレルであるカドヘリン 23（Cdh23）の ahl 
アレル（Cdh23ahl）を保有しており、早期に加齢性難聴を発症することが報告されている（Noben-
Trauth et al., 2003 Nat Genet）。研究代表者は、B6マウスおよびMSMマウスのゲノムリソース
を用いたフォワードジェネティクスにより、発症抑制遺伝子が MSMマウスの 12番染色体セン
トロメア側約 10 Mbの領域に位置することを明らかにし、ahl10遺伝子座と命名した。さらに研
究代表者は、B6マウスの 12番染色体セントロメア側約 10 Mbを MSMマウス由来の相同染色
体に置換したコンジェニックマウス（B6.MSM-ahl10）を新規に樹立し、その聴力を評価した結
果、コンジェニックマウスの高音域（32 kHz）での加齢性難聴発症が遅延することを明らかにし
た。この結果から、MSM マウスが保有する加齢性難聴発症抑制遺伝子のうちの 1 つ以上が 12
番染色体のセントロメア側約 10 Mbに位置することが示された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、MSMマウスが保有する加齢性難聴発症抑制遺伝子座をより詳細に同定し、その効
果を検証することを目的とした。また、樹立したコンジェニックマウスは、Cdh23ahlを保有して
いるため、ahl10 の加齢性難聴発症抑制効果がゲノム編集により野生型に修正した Cdh23+アレ
ルと相互作用するかどうかについても検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) ahl10領域の詳細マッピング 
 ahl10遺伝子座の詳細なマッピングは、B6-MSM間の SNPを利用して High Resolution Melting
法により実施した。 
 
(2) ahl10遺伝子座に位置する遺伝子の特性 
 B6、MSM マウス間で認められるアミノ酸置換の有害性は、SIFT（Kumar et al., 2009 Nat 
Protoc）、PROVEAN（Choi et al., 2012 PLoS ONE）、および PolyPhen-2（Adzhubei et al., 2010 
Nat Methods）により検証した。また、B6、MSM、およびコンジェニックマウスの各遺伝子の相
対発現量は、qRT-PCR により Hprt（hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1）または Actb
（actin, beta）遺伝子の発現量をコントロールとして測定した。 
 
(3) 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。 
 
(4) コンジェニックマウスの樹立  
これまでに樹立したコンジェニックマウス（B6.MSM-ahl10）は、B6マウスの 12番染色体の
セントロメア側約 10 Mb が MSMマウス由来に置換されている。本研究は、発症抑制効果のあ
る遺伝子座をさらに詳細にマッピングするため、コンジェニックマウスとB6マウスを交配させ、
10 Mb領域をさらに分割されたコンジェニックマウスを樹立した。また、樹立したコンジェニッ
クマウスは、B6-Cdh23+マウスと交配させ、Cdh23ahlを Cdh23+に置換したコンジェニックマウ
スも樹立した。 
 
(5) Tgマウスの樹立 
 使用する MSM マウスの BAC クローンは、ahl10 領域に位置する遺伝子の中から、発現量、
アミノ酸置換、および遺伝子ファミリーの聴覚への関与を基に、発症抑制効果があると期待され
る遺伝子を選抜し、その遺伝子をコードするものを購入した。トランスジェニック（Tg）マウス
は、購入した BACクローンを B6マウスに導入することにより樹立した。 
 
(6) KOマウスの樹立 
 Tg マウスの調査により発症抑制効果があると期待された遺伝子を、ゲノム編集によりコンジ
ェニックマウスからノックアウト（KO）した。 
 
４．研究成果 
(1) ahl10遺伝子座の遺伝子発現と変異 

B6.MSM-ahl10コンジェニックマウスの染色体組換ポイントは、12番染色体の 10,049,821～
10,132,533 bp（GRCm39）間に位置することが示され、ahl10遺伝子座には 36の既知遺伝子が



位置していた。そのうち、21のタンパク質に B6マウスとMSMマウスの間でアミノ酸置換が認
められ、8遺伝子でアミノ酸変異が有害であると推定された（Yasuda et al., 2022 Biomedicines）。
また、内耳で発現が認められない遺伝子を除いた 30遺伝子について B6と MSMマウス各 3個
体について相対発現量を調査したところ、MSMマウスで 9遺伝子が有意に高発現していた。有
意差が認められない遺伝子においても、MSMマウスで発現量が多い傾向を示す遺伝子が多数認
められた。さらに、発現差が認められる 17遺伝子については、B6、MSM、および B6.MSM-ahl10
コンジェニックマウス各 7 個体を用いて相対発現量を調査したところ、MSM および B6.MSM-
ahl10コンジェニックマウスで高発現している 4遺伝子が認められた。 
 
(2) コンジェニックマウスの樹立および聴力 

B6.MSM-ahl10コンジェニックマウスを基に、新規のコンジェニックマウスの樹立を試みた結
果、B6 マウスの ahl10 領域の前半部分が MSM マウス由来に置換した B6-MB14 コンジェニッ
クマウスおよび ahl10 の後半部分が置換した B6-BMB13 コンジェニックマウスを樹立すること
ができた。それぞれコンジェニック領域に 23 遺伝子および 13 遺伝子が含まれており、置換さ
れた領域は重複せず、どちらも染色体組換えポイントが 7,812,907～7,813,620 bp（GRCm39）
間に位置することが示された。両コンジェニックマウスは、4ヶ月齢のオスメス共に 32 kHz音
に対する ABR 閾値が B6 マウスより有意に低く高音域特異的加齢性難聴発症抵抗性を示した。
DPOAE レベルはオスではどちらのコンジェニックマウスも B6.MSM-ahl10 コンジェニックマ
ウスと B6マウスの中間値を示したが、有意差は認められなかった。一方、メスの DPOAEレベ
ルは、ABR閾値と同様に B6と比較して有意に高かった。以上のことから、ahl10遺伝子座には
複数の加齢性難聴発症抵抗性遺伝子が存在する可能性が示唆された。両コンジェニックマウス
の Cdh23+マウスは、特に高音域において 24ヶ月齢まで B6-Cdh23+マウスより低い ABR閾値お
よび高い DPOAEレベルを示しており、これらの遺伝子座が Cdh23遺伝子と相加的にかつ長期
的に加齢性難聴の発症を抑制していることが示唆された。 
 
(3) Tgマウスの樹立および聴力 
 MSMマウス由来の BACクローンは、MSMおよび B6.MSM-ahl10コンジェニックマウスで有
意に遺伝子が高発現している遺伝子を含む BACクローン”A”、ファミリー遺伝子が聴覚に関わっ
ており、アミノ酸置換で有害性が認められる遺伝子を含む BACクローン”B”、および KOヘテロ
マウスが聴覚に異常を示すと報告されている遺伝子を含む BACクローン”C”をそれぞれ B6マウ
スへ導入し、Tg マウスを樹立した。BAC クローン”A”をヘミで持つ個体を交配させ作製した F2

個体のオスの聴力を 16ヶ月齢まで経時的に測定した結果、Tgヘミマウスは non-Tgマウスより
も 4ヶ月齢で 32 kHz、8および 12ヶ月齢で 16 kHz音に対する ABR閾値が有意に低く、また、
DPOAEレベルは 4ヶ月齢の 32 kHzおよび 12ヶ月齢の 11.3 kHzで有意に高かった（図１）。こ
こから、BACクローン”A” Tgマウスは加齢性難聴の発症が抑制されており、BACクローン”A”に

図１：BACクローン”A” Tgマウスの聴力の 4、8、12、および 16ヶ月齢での ABR閾値。F2

個体のうち、Tgヘミ個体を”Tg”と表記している。アスタリスクはそれぞれ *: P < 0.05、**: 
P < 0.01、***: P < 0.001を、エラーバーは SDを示す。 
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含まれている 5つの遺伝子のいずれかが加齢性難聴発症抑制効果を持つことが示唆された。BAC
クローン”B”の F2個体は、4ヶ月齢で聴力を測定したが、Tgヘミマウスと non-Tgマウスで有意
な差は認められなかった。BAC クローン”C”については、Tg マウスの樹立まで進めることがで
きた。 
 
(4) KOマウスの樹立および聴力 
 BACクローン”A”に含まれる 5つの
遺伝子のうち、3 つの遺伝子は MSM
および B6.MSM-ahl10 コンジェニッ
クマウスの内耳で B6マウスより有意
に高発現している。これらの遺伝子の
うち、最も MSM および B6.MSM-
ahl10コンジェニックマウスで高発現
している遺伝子をターゲットに、B6-
MB14 コンジェニックマウスをゲノ
ム編集した。その結果、多数の変異マ
ウスを得ることができ、そこから 50
番目の塩基に G がインサートされた
H17Rfs*23 変異をもつ KO マウス系
統を樹立した。しかしながら、これま
でのところ KOマウスと B6-MB14コ
ンジェニックマウスの間に聴力の差
は認められていない（図２）。 
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