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研究成果の概要（和文）：代表者らが同定した新規難聴原因遺伝子SLC12A2の分子病態を明らかとするため、細
胞・動物モデルにより解析した。
SLC12A2産物は、イオン共輸送体として内リンパ組成の恒常性維持に必須である。本研究では１）細胞培養系を
用い、SLC12A2変異体がイオン透過性を消失することを明らかにした。２）SLC12A2 のexon21スプライス変異の
スプライシングに対する影響を評価した。３）exon21領域にSlc12a2変異をもつ遺伝子改変マウスをゲノム編集
技術により2系統作出し、一部の解析を開始した。
なお本研究成果によりSLC12A2は難聴原因DFNA78として登録された。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to analyze molecular dysfunction of variants of 
SLC12A2, a novel deafness gene that were identified in our group. 
SLC12A2 encodes Na+, K+, 2Cl- cotransporter 1 and plays critical roles in the homeostasis of K+
-enriched endolymph. All SLC12A2 candidate pathogenic variants mapped to exon 21 or its 3’-splice 
site. In this study, all the 3 projects achieved the goals successfully; 1) In vitro functional 
analysis demonstrated that Cl- influx was significantly decreased in all SLC12A2 variants studied. 
All variants were properly translocated to plasma membrane, suggesting proper protein folding 
without degeneration; 2) The in vitro assay system of exon 21 splicing was established; 3) Two mouse
 strains with each variant of Slc12a2 knocked in were generated by genome editing. Analysis of the 
KI mice are now ongoing in details.
SLC12A2 is now known as deafness gene DFNA78.

研究分野：耳科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SLC12A2は、私たちが日本人難聴患者の遺伝子解析から同定した新規難聴原因候補である。本研究の成果によ
り、SLC12A2が真の難聴遺伝子として認識され検査対象に追加されることで、難聴者の原因判明率の向上と、そ
の知見をもととした適切な医療・療育の提供が期待できる。
SLC12A2の病的変異候補は、興味深いことに、すべてexon 21上ミスセンス変異あるいはexon 21のスプライス変
異である。この部位の分子機構は未知であり、本研究および継続研究により、本遺伝子の詳細な機能が明らかと
なり、学術的発展が期待できる。

※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 

先天性難聴は新生児約 500 人に 1 人の割合で発症し、その半数以上が遺伝性難聴とされてい

る。研究代表者らは、原因不明の難聴患者家系に対する全エクソーム解析を実施し、新規原因遺

伝子候補として SLC12A2 を同定した。本遺伝子はNa+, K+, 2Cl-共輸送体として、蝸牛血管条

辺縁細胞で発現し細胞内へイオンを取り込み、内リンパ腔へ K+を放出する K+チャネルと連携し

て内リンパ組成の恒常性維持に必須である。Slc12a2-ko マウスが難聴を呈する一方で、ヒト遺

伝性難聴原因としての報告は今までなく、かつ予想される遺伝形式が動物モデルと異なるため、

検出された 3変異の分子機能には詳細な検証が必要である。3変異はいずれも機能不明の一領域

(exon21)上あるいはスプライス変異であることから、この領域の遺伝子機能に対する重要性が示

唆された。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、新規難聴遺伝子候補 SLC12A2の変異による分子機能変化を、細胞および動

物モデルの解析を通じて明らかにし、本遺伝子が優性遺伝性難聴の原因となる可能性を検証す

ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、１）SLC12A2 変異体の in vitro 分子機能解析ならびに細胞内局在の検討、２）

SLC12A2 exon21変異体のスプライシング活性評価、３）Slc12a2変異をもつ遺伝子改変動物モ

デルの作成と表現型解析を計画した。 

１）SLC12A2変異体の in vitro分子機能解析ならびに細胞内局在の検討 

①：細胞内 Cl-濃度により蛍光強度が変化する改変 YFPを N末端に融合した SLC12A2発現ベ

クターに各遺伝子変異を導入し、HEK293T細胞を形質転換し安定的発現細胞系を構築する。細

胞内への Cl-流入速度を測定し変異体と正常型間で比較する。②：①で構築した細胞培養系にお

いて、組み換え SLC12A2の細胞内局在を共焦点顕微鏡で観察する。 

２）SLC12A2 exon21スプライス変異のスプライシングに対する影響評価 

SLC12A2 exon21 を含むゲノム領域を増幅し、スプライシング活性測定用ベクターに挿入し、

HEK293T細胞に導入する。転写された mRNAを RT-PCRで検出し、exon21が各変異の影響

でスプライシングにより除外されるかどうかを電気泳動法、塩基配列決定等により確認する。 

３）Slc12a2変異をもつ遺伝子改変動物モデルの作成と表現型解析 

患者で検出されたスプライス変異と同等の突然変異をもつ遺伝子改変マウスを CRISPR/Cas9

システムを用いて作成する。ガイド RNA設計、exon21領域の変異導入 ssDNA、発現ベクター

の調整を代表者が実施し、受精卵へのインジェクション作業を外部委託する。変異を持つ産仔を

スクリーニングし、交配によりオフターゲット効果の可能性を減弱した後に聴力測定と蝸牛組

織の形態、表現型の遺伝形式を解析する。 

 

４．研究成果 

１）SLC12A2変異体の in vitro分子機能解析ならびに細胞内局在の検討 

①：組換え SLC12A2正常型発現細胞で観察された Cl-流入は、組み換え SLC12A2変異体発現



細胞では著しく減少し、mock発現細胞との有意差がなかった。すなわち各変異により SLC12A2

のイオン輸送機能が著しく阻害されていることが明らかになった。（図 1左） 

②： 組み換え SLC12A2 正常型、各種 SLC12A2 変異体どちらも、HEK293T 細胞の細胞膜に

局在し、細胞内でのタンパク質産生と移行には、exon 21領域は影響を及ぼさないと考えられた

（図 1右） 

 

図１（左）SLC12A2 正常型と変異体における Cl-流入流入速度の計測。（右）SLC12A2 正常型と変

異体の細胞膜への局在。 

 

２）SLC12A2 exon21スプライス変異のスプライシングに対する影響評価 

スプライシング評価用ミニジーンを構築し、スプライス変異により exon21が完全にスキップさ

れることを RT-PCRで確認した（図２AB）。 

 

図２（A）スプライシング評価用ミニジーンの模式図。（B）スプライス変異により転写産物から

exon21 がスキップすることの RT-PCR による確認。 

 

３）Slc12a2変異をもつ遺伝子改変動物モデルの作成と表現型解析 

CRISPR/Cas9ゲノム編集法により 330個のマウス受精卵に対し患者と等価の変異を導入し、こ

れらから患者で検出されたものと同等と考えられる変異を導入した 2 系統を選択し、近交系マ

ウスに継代維持することに成功した。2系統ともに繁殖効率が低く、この原因の一旦は、Slc12a2

がほぼ全ての臓器で発現し、特に外分泌器官の一である前立腺などで高発現することから、それ

ら臓器の機能が減弱していることに起因すると予想している。現在変異ホモ・ヘテロ個体につい

て聴力測定を実施し、また内耳を中心に組織化学的解析を開始している。 

 

なお、本研究成果は国際学術誌PlosGeneticsにおいて発表し (2020 Plos Genet 16: e1008643)、

遺伝性疾患原因 DFNA78として登録された（2020年 11月 3日、OMIM:619081）。日本人の難

聴患者家系を用いた研究で、現行の厳密な基準により原因として登録されたのは初である。 
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