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研究成果の概要（和文）：植物ミトコンドリアゲノムは安定的な形質転換が不可能である。ゲノム編集技術
TALENを用いて、最近、ミトコンドリアゲノムの任意箇所の切断、修復、ゲノム構造変化の誘起が報告された。
本研究では、よりベクター作製が簡便でDNA切断効率の高いCRISPR/Cas9法をミトコンドリアゲノム編集に適用さ
せることに挑戦した。ミトコンドリア内のDNAを標的切断するために、Cas9タンパク質にミトコンドリアマトリ
クス局在シグナル配列を付加した。残念ながらこの方法ではミトコンドリアゲノム上の標的DNAの切断/変異導入
/DNA消失などは認められなかったが、植物ミトコンドリアゲノム編集法の改良法の展開につながった。

研究成果の概要（英文）：Plant mitochondrial genome is the last untouchable target for transformation
 in the genomes. TALENs (Transcription activator-like effector nuclease) with mitochondrial 
localization signals were recently reported to cut and elimination of mitochondrial DNA targets in 
mammalian cells. Here, I tried the similar way with CRISPR/Cas9 for plant mitochodnrial genome. 
Unfotunately, no mitochondrial transformants have been detected in this trial. The CRISPR guide RNA 
localization might have been mainly problematic for its co-localization to mitochodnria with 
mito-Cas9 protein.

研究分野： 植物分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内には核のほかに，葉緑体とミトコンドリアの中にもゲノムが存在します．このうち植物ミトコンドリアの
ゲノムだけが改変が不可能でしたが，最近我々のグループによって世界で初めてゲノム編集技術TALENを応用し
た方法で成功しました．ミトコンドリアゲノムの改変は，基礎生物学的にも農業応用上も重要な対象です．今回
の試みでは，植物ミトコンドリアゲノム編集技術を，TALENを用いた方法から，より作製方法が容易な
CRISPR/Cas9法を応用して挑戦しました．この方法でのゲノム改変は残念ながら達成できませんでしたが，植物
ミトコンドリアゲノム改変法の改良を進めるための手助けとなる知見が多数得られました．
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１．研究開始当初の背景 
核ゲノムと異なり、オルガネラゲノ

ムはその多コピー性（一細胞内に数十コピー
から数千コピー存在する）などから、ゲノム
の改変・形質転換をおこなうことが難しい。
その中でも、植物のミトコンドリアゲノムは
未だ形質転換が不可能な最後のゲノムの一
つである。植物ミトコンドリアゲノムは動物
のものと比べ 10-100 倍大きく、遺伝子の並
び方もバラエティーに富んでおり、頻繁な組
換えが起こることで多様なゲノム分子種が
混在するマルチパータイト構造をもつこと
が知られている。植物ミトコンドリアゲノム
には、呼吸系の遺伝子とその発現に必要な、
生存に必須の遺伝子とともに、雄性配偶子・
花粉の形成を不可能にすることで雌雄両性
性の株を雌化させる、細胞質雄性不稔性の原
因遺伝子などをコードしている。後者は農業
分野でハイブリッド育種の現場で多用され
ている。つまり、植物ミトコンドリアゲノム
上には科学的な基礎的興味と農業生産上の
実用性の両面から重要遺伝子がコードされ
ているといえ、その改変方法の確立と改良は
重要な未達の課題である。 

 
２．研究の目的 

最近核ゲノムの遺伝子改変にゲノ
ム編集技術が多用され、爆発的に普及してき
ている。この方法は、任意配列を特異的に認
識して切断するエンドヌクレアーゼを用い
て、標的配列を切断し、生物側がもつ修復機
構のエラーによって変化を期待するのが一
番簡単な改変変化を引き起こす方法である
（任意遺伝子破壊）。これまで形質転換や改
変が不可能であった植物ミトコンドリアゲ
ノムに対して、同様にこのようなゲノム編集
の方法が適用可能ではないかと考え、本プロ
ジェクトでは、後述する CRISPR/Cas9 法を用
いてこれに挑戦した。 

核のゲノム編集では、複数種存在す
る任意配列特異的なエンドヌクレアーゼの
中でも、CRISPR/Cas9 法が最も良く使われて
いる。この方法は、DNA を切断するタンパク
質因子と DNA の塩基配列を認識する guide 
RNA(gRNA)の二因子からなる。これはその他
の二つの方法（TALEN 法、ZFN 法）がタンパ
ク質のみから構成されているのと比べ、一見
複雑な印象を受けるが、それぞれの切断認識
配列に合わせた酵素を設計するにあたり、
CRISPR/Cas9 法のほうが、gRNA の短い配列を
任意配列に合わせて調整するだけで住むた
め、圧倒的にベクター構築が簡便であり、研
究者に支持されよく使われている。 
 
３．研究の方法 
 ミトコンドリアゲノムは、細胞内ミ
トコンドリアの中に存在するため、その任意
配列切断酵素をミトコンドリア内へ特異的
に輸送させる必要がある。そのため、この任
意配列切断酵素にミトコンドリア輸送配列

を付加した。これには、シロイヌナズナ
ATPase delta prime subunit pre-sequence
配列を用いた。エンドヌクレアーゼをミトコ
ンドリア内に局在させるこの方法であれば、
細胞内に多コピー存在するミトコンドリア
DNA も、全て破壊することが可能であると考
えられる。 

Cas9 タ ン パ ク 質 に こ の
pre-sequence配列をつなげたORF発現ベクタ
ーを構築し、guide RNA と共発現する
Ti-plasmid を、一旦イネの核ゲノムへアグロ
バクテリウム法を用いて形質転換した。上記
発現ベクター内の Cas9 タンパク質の替わり
に GFP-ORFをクローニングして形質転換を行
い、共焦点レーザー顕微鏡によって観察する
ことで、その発現とミトコンドリアへの局在
を確認した。核ゲノムにこれら Ti-Plasmid
中の T-DNA領域が形質転換された植物体を複
数確立して、それらのミトコンドリアゲノム
の変化を PCR 法を用いて確認した。 
 
４．研究成果 
 ヒトやほ乳類、動物のミトコンドリ
アゲノムも安定的な形質転換は現在まだで
きていない。最近、TALEN 法を用いて、ミト
コンドリアDNAの任意配列を切断して消失さ
せることに成功した報告が連続してでてい
る(mitoTALEN 法)。TALEN はタンパク質性の
任意配列認識エンドヌクレアーゼであるが、
これに前述同様にミトコンドリア局在配列
を付加させてミトコンドリア内に局在させ
ることで、標的配列を切断させるという方法
である。この mitoTALEN 法を用いて、私と共
同研究者たちは植物のミトコンドリアゲノ
ム内の遺伝子の破壊に成功した。破壊された
配列は、数百 bp に及んで欠失がおこってお
り、これは数〜数十 bp の欠失もしく挿入が
起こる核ゲノムの遺伝子破壊とは大きくこ
となっていた。本研究では、これをポジティ
ブコントロールとして、mitoTALEN 法でうま
くいったものと同じ植物、同じ破壊標的につ
いて、CRISPR/Cas9 を用いた方法で実験を行
った。しかしながら、残念なことにその遺伝
子破壊や遺伝子配列変化を確認することは
できなかった。 
 CRISPR/Cas9 法は、タンパク質因子
だけでその任意配列切断が可能である TALEN
法などと異なり、タンパク質因子 Cas9 の他
に guide RNA が必要である。今回の実験では、
タンパク質因子 Cas9 のミトコンドリアへの
局在はおそらく成功したと考えられるが、同
時に細胞質で発現させた guide RNA がミトコ
ンドリア内に入らなかった可能性がある。ミ
トコンドリアは外膜内膜に囲まれており、そ
の物質輸送には各種のトランスポーターを
用いており、guide RNA の局在は難しい可能
性が考えられた。しかしながら、他方では、
植物のミトコンドリアは普段細胞質から数
種類の tRNA などの小分子 RNA を取り込んで
いることが知られている。これらは特異的な



トランスポーターによって輸送されている
可能性も指摘されているが、ミトコンドリア
へ局在するタンパク質と複合体をつくるこ
とで共輸送されている可能性も指摘されて
いる。後者を考慮すると、Cas9 にミトコンド
リア局在シグナルを付加することで、Cas9 と
複合体を形成した guide RNA も同時に取り込
まれる可能性が考えられ、これを期待して実
験を行った。 

CRISPR/Cas9 を用いた方法で、ほ乳
類培養細胞のミトコンドリア DNAの切断に成
功した報告が一例存在するが、不明瞭な結果
であり、mitoTALEN 法を成功させたチームか
らは、再現性がなかったことが報告されてい
る。この中でも、guide RNA のミトコンドリ
アへの取り込みが起こっていないことが主
因ではないか主張されており、ミトコンドリ
アゲノム編集には核ゲノムのように CRISPR
化はなされないのではないかという主張が
されている。植物ミトコンドリアゲノムを用
いた当該研究の結果からも、代表者も同様の
意見である。 

CRISPR/Cas9 法を用いて、mitoTALEN
で成功した植物・標的配列を用いて同じ所を
切った方法は上手くいかなかった。しかしな
がら、mitoTALEN 法を改良し、大きく進展さ
せることができた。mitoTALEN 法は、一箇所
の標的切断部位の前後二箇所を認識する二
分子のタンパク質nickaseの共発現ベクター
を構築する必要がある。これを、一分子のタ
ンパク質エンドヌクレアーゼに変換させる
compact TALEN 法を流用し、植物ミトコンド
リアゲノム編集に適用した。この方法を構築
したところ、mitoTALEN 法のベクター構築に
くらべ、その労力が大幅に削減できた。
mitoTALEN の DNA 認識ドメインの構築は歩留
まりが悪いため、二つ一組を揃えるのには時
間がかかったが、一個だけでよくなれば、そ
の労力と時間は 1/2よりも実際はかなり短く
で 済 む こ と が わ か っ た 。 こ の
mitoTALEN-compact 法を用いることで、前述
した植物ミトコンドリアゲノム上の遺伝子
を認識・切断させ、塩基配列変化を引き起こ
すことに成功した。この方法は現在論文執筆
中 で あ る 。 mitoTALEN-compact 法 は 、
mitoTALEN 法に比べ、成功率（核ゲノム形質
転換体あたりのミトコンドリアゲノム変化
個体率）が低いことが多いのがまだ難点であ
るが、そのエンドヌクレアーゼドメインの置
換等によって、現在さらに改良を加えている。 
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