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研究成果の概要（和文）：　本研究では難聴の発症時期および重篤度の異なるヒト加齢性難聴モデルマウスの遺伝的背
景に潜在する感受性・抵抗性効果の遺伝要因の同定を目的に遺伝学的解析を実施した。その結果、主として（1）DBA/2
Jマウスの加齢性難聴感受性遺伝子座が第5番染色体上に複数存在すること、（2）NOD/Shiマウスの難聴が第1, 5, 6, 9
および10番染色体に存在する遺伝子座の相加的効果で発症すること、および（3）C57BL/6Jマウスの加齢性難聴発症がM
SM/Msマウスの第17番染色体由来のゲノム領域の導入により抑制され、その要因は導入されたLrrc30遺伝子の発現量効
果によることを示唆するデータが得られた。

研究成果の概要（英文）： We performed quantitative trait locus (QTL) linkage analysis and comprehensive 
gene expression analysis to identify the susceptibility and resistance genes in the onset of age-related 
hearing loss (AHL) by using mouse models of human AHL. QTL linkage analysis showed that the multiple 
susceptibility loci on chromosome 5 were involved in early-onset AHL of the DBA/2J mice. QTL linkage 
analysis also suggested that the hearing loss in NOD/Shi mice developed owing to the effects of the 
susceptibility loci on chromosomes 1, 5, 6, 9, and 10. Moreover, AHL in the C57BL/6J mice was suppressed 
by transgenesis of AHL resistance MSM/Ms mice-derived genomic DNA, including the leucine-rich repeat 
containing 30 gene (Lrrc30) on chromosome 17; the suppression of AHL in C57BL/6J mice was caused by the 
increased Lrrc30 expression following the transgenesis. These findings on AHL-related loci and genes in 
mice might be useful in the genetic diagnosis of AHL in humans.

研究分野： 実験動物学

キーワード： 遺伝学　遺伝子　ゲノム　加齢性難聴　難聴モデルマウス　QTL　コンソミック系統　Lrrc30
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト社会において聴覚は外部とのコミュ
ニケーションおよび社会活動を円滑に進め
るための重要な機能であり、一生涯を通じて
その機能を維持することが重要な課題であ
る。我国において難聴者は 30 万人超と発表
されているが、この統計値は身体障害者福祉
法の定義に含まれる障害者数を示しており、
軽度難聴、突発的難聴、さらに加齢に伴う聴
覚機能の低下を含めると、実際には 600 万人
超の国民が聴覚に何らかの異常をもつこと
が推定される。これらの患者数を将来にわた
り減少させるためには、遺伝子診断による高
リスク群同定、および難聴発症後の病状の将
来予測のための遺伝子情報の収集が必須で
ある。そのためには、難聴発症の原因となる
責任遺伝子を同定し、さらに、責任遺伝子の
機能解析による発症の分子機構を解明する
ことが急務である。 
 難聴発症の責任遺伝子は、ゲノム情報の蓄
積およびゲノム解析技術の進歩に伴い、数多
く同定がなされてきた。しかし、そのほとん
どは先天性難聴の責任遺伝子であり、加齢
性・老人性難聴などの後天性難聴についての
情報は極めて限られている状況である。また、
これまでヒト難聴発症の原因遺伝子の同定
にはヒト難聴モデルマウスが大きな役割を
果たしてきたが [Brown et al. Nat Rev Genet 
2008]、後天性難聴のモデルとなるマウスは極
めて少ない。 
 一方、ヒト後天性難聴のモデルとして一部
注目されていたのは汎用・実験用の近交系マ
ウスである。マウスには 400 種を超える近交
系が樹立されており、これらの近交系間は聴
覚機能における多様な表現型を示すことが
明らかとなっていた [Zheng et al. Hear Res 
1999]。我々も本研究課題の予備実験として数
系統の近交系マウスの聴力を経時的に測定
した結果、難聴発症時期および重篤度が系統
間で大きく異なり、それらのうち、特に
DBA/2J および NOD/Shi が早発性難聴発症系
統、C3H/HeN および C57BL/6J が遅発性難聴
発症系統、および MSM/Ms 系統が加齢性難聴
抵抗性系統であることを明らかにし、さらに
これらの系統間交配実験によりこれらの近
交系間の聴力差が遺伝的支配を受けている
ことを示唆するデータを得ていた。しかし、
その聴力差の原因となる遺伝要因の実体が
明らかとなったのは、多くの近交系マウスが
保有する Cadherin 23 遺伝子（Cdh23）の ahl
変異 [Cdh23ahl; Noben-Trauth et al. 2003 Nat 
Genet] および DBA/2J マウスの早発性難聴の
原因となる Fascin 2 遺伝子（Fscn2）の ahl8
変異 [Fscn2ahl8; Shin et al. 2010 J Neurosci] の
みであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は加齢・老化に伴い発症する難聴の
遺伝的要因を、汎用実験用マウスをモデルと
して解明し、さらにそれらのモデルマウスと

しての有用性を評価することを目的に以下
の 2 つのテーマを柱に立案した。 
 第一は、本研究は加齢性難聴発症に関与す
る感受性遺伝子を同定することである。そこ
で C57BL/6J, DBA/2J および NOD/shi の 3 系
統の近交系をモデルとしてそれらの加齢性
難聴発症の感受性遺伝子を同定することを
目的とした。前述したように、これらの近交
系うち、C57BL/6J は Cdh23ahl 変異、DBA/2J
が Cdh23ahlおよび Fscn2ahl8変異の効果によっ
て遅発性難聴および早発性難聴を発症する
ことが報告されていたが、我々の実験結果か
らは両系統の難聴発症はこれらの遺伝要因
のみでは説明が困難であり、他の遺伝要因の
感受性効果が両系統の難聴発症を修飾する
可能性を見出していた。実際に、我々はその
感受性（抵抗性）効果をもつ遺伝要因を第 17
番染色体上に ahl3 遺伝子座としてマップし
ていた（Nemoto et al. 2004 BBRC）。また、
NOD/Shi系統においては難聴発症原因遺伝子
座、ahl2 が報告されていたが（Johnson & 
Zheng, 2002 Genomics）、その原因遺伝子は未
解明であった。すなわち、本研究が目指すも
のはこれら新規のマウス加齢性難聴発症の
遺伝要因の実体を明らかにすることである。 
 第二に、本研究は加齢性難聴に対して抵抗
性が高い系統である MSM/Ms のゲノム中に
存在することが予想される抵抗性遺伝子の
同定を目指すことである。そのために本研究
では MSM/Ms と遅発性難聴発症系統である
C57BL/6J間の F2個体およびC57BL/6Jの遺伝
的背景に MSM/Ms の染色体を導入したコン
ソミック系統の聴力を経時的にモニターし
ながら長期的飼育を実施し、網羅的発現解析
および両者間の遺伝子多型 (SNP) を指標と
した関連解析を実施し、後天性難聴抵抗性に
関与する遺伝子の同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス加齢性難聴発症の感受性遺伝子
座の同定 
①DBA/2J マウス 
 DBA/2J マウスの早発性難聴発症感受性遺
伝子座を同定するため、遅発性加齢性難聴系
統である C57BL/6J マウスとの交配により戻
し交配個体群を作製し、4-, 8-, 16-および
32-kHz の音刺激による聴性脳幹反応（ABR）
の測定、および全染色体上に設置した遺伝子
マーカーを用いた遺伝子型判定を実施し、こ
れらのデータに基づいた量的形質（QTL）連
鎖解析を実施した。また、感受性遺伝子座の
存在する染色体を置換したコンソミック系
統を作製し、ABR 測定を実施することによっ
て同定した遺伝子座の効果を検証した。さら
に、同定した遺伝子座近傍に存在する遺伝子
の多型スクリーニングおよび発現解析によ
って候補遺伝子の絞り込みを行った。 
②NOD/Shi マウス 
 感受性遺伝子座の同定は、C57BL/6J マウス
との交配によって作製した戻し交配個体群



を用いて、①同様の工程で候補遺伝子の絞り
込みを行った。また、本マウスにおいては
RNA-Seq 解析による発現変動比較解析も実
施した。 
③C57BL/6J マウス 
 C57BL/6J の遅発性難聴発症の感受性原因
遺伝子として同定した ahl3 遺伝子座の実体
を明らかにするため、C57BL/6J-Chr17MSM/Ms

コンソミックマウスの交配により ahl3 近傍
領域を組換えたコンジェニックマウスを作
製し、ABR 測定および走査型電子顕微鏡
（SEM）による内耳有毛細胞の感覚毛形態観
察を実施した。次に、幼若期（生後 3 日齢）
および成熟期（生後 3～4 ヶ月齢）の MSM/Ms
の内耳由来 RNA の遺伝子発現量を RNA-Seq
解析および定量的 RT-PCR（qRT-PCR）により
比較し、成熟期に発現量が増加する ahl3 近傍
領域に存在する遺伝子群を同定後、それら候
補遺伝子がコードする蛋白質の抗体を用い
た内耳有毛細胞の免疫組織染色を行った。 
 一方、同定した ahl3 候補遺伝子の責任遺伝
子としての検証は、候補遺伝子を含む大腸菌
人口染色体（BAC）を導入したトランスジェ
ニックマウスの作製、ABR 測定および SEM
観察により行った。さらに、候補遺伝子の機
能を明らかにするため、CRISPR/Cas9 システ
ムを介したゲノム編集により、候補遺伝子変
異体マウスを作製し、表現型解析を実施した。 
 
（2）マウス加齢性難聴発症の抵抗性遺伝子
座の同定 
①C57BL/6J-Chr#MSM/Ms コンソミック系統の
表現型解析と遺伝子発現比較解析 
 前述した C57BL/6J-Chr17MSM/Msコンソミッ
クを除き、C57BL/6J マウスの第 1～第 19 番
染色体を MSM/Ms 系統由来の染色体に置換
したコンソミックマウスの ABR 測定を経時
的に実施し、染色体置換により、加齢性難聴
抵抗性を示したコンソミックマウスを選抜
した。また、選抜したマウスにおいては内耳
RNA のマイクロアレイによる遺伝子発現比
較解析を実施し、染色体置換による発現変動
遺伝子を抽出した。 
② (C57BL/6J × MSM/Ms) F2マウスの表現型
解析と遺伝子発現比較解析 
 (C57BL/6J × MSM/Ms) F2マウスを作製・長
期飼育後（1～2 年間）、ABR 測定および遺伝
子型判定を実施し、それらデータに基づく
QTL 連鎖解析を実施した。また、ABR 測定
に基づき、それら F2マウスを加齢性難聴発症
群および非発症群に分類し、両個体群に属す
る個体の内耳 RNA を抽出し、マイクロアレ
イ解析による比較発現解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（1）マウス加齢性難聴発症の感受性遺伝子
座の同定 
①DBA/2J マウスの周波数音域特異的難聴感
受性遺伝子座の同定 
 第一に、作製した (DBA/2J × B6J) F1マウ

スの ABR 測定を実施した結果、その閾値は
8-および16-kHzにおいてC57BL/6Jと、32-kHz
において DBA/2J と類似していた [発表論文
①]。また、戻し交配個体において 8-および
16-kHzのABR閾値は正規分布に近く、32-kHz
においては、すべての個体が高度および重度
難聴を発症していた。この結果から、DBA/2J
の 8-および 16-kHz における早発性難聴は
QTL によって支配されており、さらに 32-kHz
においては優性の QTL の効果が示唆された。
次に QTL 連鎖解析を実施した結果、DBA/2J
の難聴発症にはこれまで報告されているよ
うに第 11 番染色体上の Fscn2ahl8 領域 
[Johnson et al. 2008 Genomics] に LOD スコア
5.02 および 8.84 と強い感受性効果が検出さ
れたが、16-kHz の聴力においては、第 5 番
染色体上の 50.3～54.5, 64.6～119.9 および
119.9～137 Mb の 3 領域に統計学的に有意な
2.80～3.91 の LOD スコアが検出され (図 1)、
高周波特異的な聴力に作用する新規 QTL の
存在が示唆された。また、32-kHz の聴力にお
いては Fscn2ahl8の効果は検出されず、超音波
周波数においては Cdh23ahlに加えて優性効果
をもつ QTL(s) の効果が予想された。これら
の解析から、DBA/2Jマウスの早発性難聴は、
その遺伝的背景に存在する周波数特異的な
聴力機能に作用する遺伝子群、およびそれら
遺伝子における系統特異的な変異によって
支配されていることが示唆された。次に、同
定した第 5 番染色体上の遺伝子座近傍の遺伝
子群のうち、これまで難聴および聴覚機能と
の関連が示唆されている遺伝子について
DBA/2J 特異的遺伝子多型および発現変動を
調査した。しかし、既存の難聴および聴覚機
能関連遺伝子においては、DBA/2J 特異的多
型および発現変動遺伝子は認められず、この
結果から本研究で同定した QTL の責任遺伝
子はこれまで聴覚系における機能未解明の
遺伝子であることが推察された [発表論文
①]。加えて、本研究では DBA/2J の第 5 番染
色体を導入したコンソミックを作製し、表現
型を解析した。その結果、生後 6 ヶ月齢にお
いて 16-kHz の音刺激に対する聴力が有意に
悪化することが明らかになり、本研究で同定
した第 5 番染色体の難聴感受性効果を実証す
ることに成功した。 

 



②NOD/Shiマウスの難聴感受性遺伝子座の同
定 
 NOD/Shiの先天性難聴の遺伝解析を実施す
るため、 (NOD/Shi × C57BL/6J) F1個体およ
びその F1 に NOD/Shi を交配した戻し交配分
離個体を作製した。F1マウスの聴力測定を行
った結果、F1 マウスは 4-および 8- kHz にお
いて C57BL/6J と類似した聴力閾値を示した
が、16-kHz においては C57BL/6J と NOD/Shi
の両系統と有意差が認められ、さらに、
32-kHz においては NOD/Shi と類似した聴力
閾値を示した。また、戻し交配個体を用いて
聴力測定を行った結果、4-kHz において二項
分布に近い分布、8-kHz においては低～高レ
ベルの ABR 閾値に渡って分布を示し、16-kHz
においては正常聴力個体が存在するものの
52.0 %の個体が重度難聴を発症しており、さ
らに、32-kHz においては 80.4%の個体が
NOD/Shi に重度難聴を発症していた。これら
の結果から、NOD/Shi マウスの難聴発症は、
周波数特異的に効果の大きさが異なる QTL
が存在し、さらに 16-および 32-kHz の難聴発
症には優性効果をもつ QTL が関与すること
が強く示唆された。次に、戻し交配個体の遺
伝子型を判定し、ほぼすべての個体が重度難
聴を発症した 32-kHz を除き、QTL 連鎖解析
を行った。その結果、4-kHz において第 5, 9
および 10 番染色体、8-kHz において第 1, 5 お
よび 6 番染色体、さらに 16-kHz においては
第 1, 5, 6 および 7 番染色体に統計学的に有意
な LOD スコアが検出された (図 2)。特に、
第 5番染色体上の 4.2～35.6および 35.6～64.6 
Mb の領域にはすべての周波数において LOD
スコア 3.40, 5.08 および 4.83 の効果の強い
QTL が認められ、既存の ahl2 遺伝子座が存
在する領域においては、8-kHz で LOD スコア
4.03 の値が検出された。しかし、4.2～35.6 お
よび 35.6～64.6 Mb の領域ではそれぞれ 5.08
および 4.83 とより効果の強い QTL の存在を
示唆する LOD スコアが検出され、NOD/Shi
マウスの難聴発症主要遺伝子座として報告
されている ahl2 遺伝子座のみの効果では説
明できず、NOD/Shi マウスの難聴発症の原因
は第5番染色体上の複数のQTLと他の染色体
上に存在する QTL の相加的効果であること
が予想された。加えて、DBA/2J マウスおよ
び NOD/Shi マウスの遺伝解析によって同定
された第 5 番染色体上の 50.3～64.6 Mb 領域
のQTLはオーバーラップしており (図 1およ
び 2)、両系統に共通する早期難聴発症に関与
するアレルが存在することも予想された。現
在、NOD/Shi マウスの第 5 番染色体を
C57BL/6J マウスに導入したコンソミックマ
ウスの作製を行っており、染色体置換による
難聴感受性効果の検証を行っている。 
 また、NOD/Shi マウスの早発型加齢性難聴
に関与する遺伝子を同定するため、RNA-Seq
解析を実施した結果、複数の発現変動遺伝子
が抽出され、それらのうち、QTL 連鎖解析に
よって同定した第 5 番染色体の遺伝子座近傍

の a disintegrin and metallopeptidase domain 22
遺伝子（adam22）が C57BL/6J マウスと比較
し、NOD/Shi マウスで有意な発現変動が認め
られ、内耳有毛細胞の指示細胞である外指節
細胞に局在し、NOD/Shi マウスにおいてその
発現が減少していることが明らかとなった。
現在、他の QTL 近傍の発現変動遺伝子ととも
に詳細な発現解析を行っている。 

 
③C57BL/6J の遅発性難聴発症感受性遺伝子
座 ahl3 の候補遺伝子 Lrrc30 の同定 
 ahl3 遺伝子座近傍を組換えた第 17 番染色
体のコンジェニックマウスの聴覚の表現型
を評価した結果、ahl3 遺伝子座を 17 番染色
体のE1.1領域の約 6.5 Mbの領域に限定した。
次に、幼若期および成熟期の内耳 RNA の
RNA-Seq 解析を実施し、両者の発現量を比較
した結果、我々は限定した ahl3 領域内に存在
する 51 種の遺伝子のうち、leucine rich repeat 
containing 30 遺伝子 (Lrrc30) が成熟期の内
耳において発現量増加を示すことを明らか
にした。そこで第一に我々は胎齢 15.5, 16.5, 
17.5, 生後 0, 3, 6, 8, 15, 20, 30, 50, 70 および 
90 日齢のマウスの蝸牛より RNA を抽出し、
RT-PCR による Lrrc30 の経時的な遺伝子発現
解析を行った。その結果、Lrrc30 の発現は生
後 6 日齢から認められ、加齢に伴う発現量上
昇を示唆するバンドパターンが検出された。
また、1, 4, 8, 10 および 12 ヶ月齢における
C57BL/6JおよびMSM/Ms間の蝸牛RNAの遺
伝子発現量を定量的 RT-PCR により定量した
結果、調査した全ての月齢において MSM/Ms
で Lrrc30 が高発現しており、その発現量は
1, 4, 8, 10 ヶ月齢で約 4 倍、12 ヶ月齢で約 8
倍高いことが明らかとなった（図 3A）。次に、
超解像レーザー顕微鏡を用いて、蝸牛におけ
る LRRC30 蛋白質の発現・局在を調査した結
果、LRRC は図 3B に示すように、成熟後の
蝸牛有毛細胞感覚毛間を繋ぐ link 近傍におい
ても局在し、C57BL/6J マウスの加齢性難聴発
症の主要な原因であり、link の主要コンポー
ネントである CDH23 と一部な共局在してい
た。Cdh23ahl による CDH23 の発現減少は
C57BL/6J マウスの link の張力の脆弱化の原
因となることが推察されており[発表論文②
③および図書①]、LRRC30 の成熟後の link に
おける発現量増加が CDH23 の発現減少を捕
捉する可能性も予想された。 



 次に、発現解析の結果を実証するため、
我々は Lrrc30 を含む MSM/Ms 由来の BAC ク
ローンを C57BL/6J に導入したトランスジェ
ニック (Tg) マウスを作製し、ABR 測定を実
施した。その結果、Tg マウスの加齢性難聴抑
制効果は C57BL/6J-Chr17MSM/Msコンソミック
系統に比べ弱く、遺伝率の低下が認められた
が、C57BL/6J の加齢性難聴発症を有意に抑制
された。加えて、ゲノム編集によって Lrrc30
変異体のアレルシリーズを作製し、表現型を
解析した結果、現在までにロイシンリーチリ
ピート内の 3 アミノ酸が欠損したアレルにお
いて僅かではあるが野生型との聴力差が検
出され、今後欠損アレルも含め、より詳細な
表現型を調査したいと考えている。 
 
（2）マウス加齢性難聴発症の抵抗性遺伝子
座の同定 
①C57BL/6J-Chr#MSM/Ms コンソミック系統の
表現型解析と遺伝子発現比較解析 
 C57BL/6J-Chr#MSM/Ms コンソミック系統の
経時的聴力測定を行った結果、1, 8および12C
（12 番染色体のセントロメア～70.7 Mb を
MSM/Ms 由来の染色体に置換）染色体のコン
ソミック系統において加齢性難聴抵抗性を
示すことが明らかとなった。そこで、それら
のうち C57BL/6J-Chr12CMSM/Ms マウスにおい
て、コンジェニックマッピングを実施した結
果、約 36 Mb の領域内に関連遺伝子座の存在
を示唆するデータが得られた。さらに、
C57B6J, MSM/Ms, C57BL/6J-Chr12CMSM/MSM

ホモ、および C57BL/6J-Chr12CB6J/MSM ヘテロ
マウスの蝸牛 RNA の遺伝子発現変動を調査
した結果、図 4 に示すように QTL を検出した
領域内に存在する様々な遺伝子において発
現変動が検出された。これらの発現変動遺伝
子の中には聴覚器官での発現および難聴と
の関連が報告されている遺伝子も含まれて
おり、今後より詳細な AHL 抵抗性との関連
を解析していきたいと考えている。 

② (C57BL/6J × MSM/Ms) F2マウスの表現型
解析と遺伝子発現比較解析 
 (C57BL/6J × MSM/Ms) F2マウスを作製し、
現在長期飼育後の個体の ABR 測定、遺伝子
型判定および RNA 抽出が進行中である。 
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