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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリア標的型ナノカプセル【MITO-Porter】を用いて疾患細胞
の異常ミトコンドリアへ遺伝子発現制御装置を運搬し、ミトコンドリア機能を遺伝子レベルで治療する事を目的
とした。本研究では、MITO-Porterを用いて、変異型ミトコンドリアゲノムを保有する異常ミトコンドリアに遺
伝子発現制御装置を導入し、変異型ゲノム変異率を減少させることに成功した。さらに、酸素消費量を指標とし
た機能評価を行い、ミトコンドリア機能が回復することも確認した。本研究で構築したミトコンドリア遺伝子治
療用ナノカプセルは、ミトコンドリアを標的とする遺伝子治療戦略の有用性を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we validated a mitochondrial gene therapeutic strategy using 
fibroblasts from a mitochondrial disease patient by the mitochondrial delivery of therapeutic 
nucleic acids. The treatment involved the use of a liposome-based carrier (a MITO-Porter) for 
delivering therapeutic nucleic acids to mitochondria via membrane fusion. The results confirmed that
 the mitochondrial transfection of therapeutic nucleic acids by the MITO-Porter system resulted in a
 decrease in the levels of mutated mitochondria of diseased cells. An evaluation of mitochondrial 
respiratory activity by respirometry also showed that transfection using the MITO-Porter resulted in
 an increase in maximal mitochondrial respiratory activity in the diseased cells. These results 
support the conclusion that the mitochondrial delivery of therapeutic nucleic acids represents a 
viable strategy for mitochondrial gene therapy.

研究分野： 薬物送達学

キーワード： 薬物送達システム　ミトコンドリア

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難病指定されているミトコンドリア病などミトコンドリア機能異常が関連する疾患の多くはミトコンドリア遺伝
子の変異・欠損が原因であることが報告さているが、現在の治療法はビタミン剤などを継続的に投与し、ミトコ
ンドリア機能を一時的に補助する対症療法が主流である。本研究では、ミトコンドリア標的型ナノカプセル
【MITO-Porter】を用いて、患者由来細胞に治療用核酸を送達する「ミトコンドリアを標的とした遺伝治療戦
略」の実証に成功した。ミトコンドリアを標的とした遺伝子治療は、これまでの治療法に代わる難病の根本治療
につながるため医療に大きなインパクトを与える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは 1 細胞あたり多数存在しており、ミトコンドリアの質および量が細胞機能

に大きな影響を与える。ミトコンドリア内部のミトコンドリアゲノム (mtDNA)の変異の割合が

増加すると、細胞内のミトコンドリア機能不全を呈する異常ミトコンドリアが増加し、正常な細

胞機能を維持する事が困難となり疾患を発症することが報告されている。これまでに、ミトコン

ドリアゲノムの変異と種々の疾患 (ミトコンドリア脳筋症、神経変性疾患、など)との関連が報

告されており、本オルガネラを標的とした遺伝子治療が期待されている。本治療戦略を実現する

ためには、遺伝子送達用のミトコンドリア標的型ドラッグデリバリーシステム(DDS)の開発が必

要不可欠である。ミトコンドリア移行性ペプチド MTS はタンパク質・化合物のミトコンドリア送

達ツールとして報告されているが [G. Schatz, Eur. J. Biochem. (1987)]、送達分子の種類や

大きさを制限するため、遺伝子治療の候補送達分子である核酸・遺伝子のような高次構造分子の

送達は不可能である。そのため、疾患原因である異常ミトコンドリアに治療用分子を送達する

DDS が存在せず、ミトコンドリアを標的とする遺伝子治療進展の大きな障壁となっていた。 

代表者はミトコンドリア膜との

膜融合を介して内封物質を送達す

る、ミトコンドリア融合性リポソー

ム（MITO-Porter）の開発に成功して

いる [Y. Yamada et al, Biochim 

Biophys Acta (2008)]。膜融合を介

する本戦略は、送達分子の種類や大

きさを制限しない送達が可能となる。代表者は、ミトコンドリア遺伝子発現制御装置（核酸・遺

伝子）を MITO-Porter に搭載する事で、疾患細胞ミトコンドリアを標的とした遺伝子治療が可

能になると考え、本申請研究を提案した。 

 

２．研究の目的 

ミトコンドリアのゲノム変異と種々の疾患との関連が報告されており、本オルガネラを標的

とした遺伝子治療が期待されている。本申請研究では、ミトコンドリア標的型ナノカプセル 

(MITO-Porter)を用いて標的ミトコンドリアへ遺伝子発現制御装置を運搬し、ミトコンドリア機

能を遺伝子レベルで治療する事を目的とする。具体的には、疾患細胞の異常ミトコンドリアを認

識するナノカプセルを構築し、その内部に治療用タンパク質・RNA を発現するミトコンドリア遺

伝子発現プラスミド DNA を有する制御装置を搭載する。本研究で構築するミトコンドリア遺伝

子治療用ナノカプセルは、ミトコンドリアを標的とする遺伝子治療を実現するだけではなく、多

彩な機能を有したミトコンドリアを標的としたライフサイエンス、疾患モデル細胞・動物の作出

に大きく貢献する事が期待される。 

 

３．研究の方法 

本研究では、『ミトコンドリア機能を遺伝子レベルで治療』するため、（1） 疾患細胞ミトコン

ドリア標的型ナノカプセルの構築、(2) ミトコンドリア遺伝子治療用核酸の設計、（3） ミトコ

ンドリア環境応答性ナノ粒子の構築、（4） 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子治療の検証 

を下記に示す方法で実施した。 

(1） 疾患細胞ミトコンドリア標的型ナノカプセルの構築 

① 自主臨床研究の整備： ミトコンドリア病患者由来細胞を提供して頂き研究を実施するため



に、以下の自主臨床研究の申請を進めた。G625A 細胞の使用のため、自主臨床研究 『ミトコン

ドリア病に対する薬物治療法確立に向けた検討』を北海道大学薬学部（No. 2014-003）・北海道

大学医学部(No. 14-061)・市立札幌病院(No. H26-050-224)の 3 施設に継続申請し、承認を得た。

LSND3細胞の使用のため、自主臨床研究 『ミトコンドリア病に対する医療用ナノカプセルの創製

に向けた検討』を北海道大学薬学部(No. 2017–005)・自治医科大学小児科 (Genetics 18-07)の

２施設に新規申請し、承認を得た。 

② ナノカプセルの構築・細胞内動態の最適化： ナノカプセルの細胞内動態の最適化は、 蛍光

標識を施したナノカプセルを G625A 細胞または LSND3細胞に添加し、細胞導入能およびミトコン

ドリア移行を指標に行った。細胞導入能の評価はフローサイトメトリーを利用して、ミトコンド

リア移行能は、ミトコンドリアを染色後、共焦点レーザースキャン顕微鏡を用いた細胞内動態観

察解析によって評価した。 

(2) ミトコンドリア遺伝子治療用核酸の設計  

治療用分子をコードするプラスミド DNA として、疾患細胞が有する変異型 RNA に対応する正

常型RNAをコードしたpX-RNAを設計した。これらのプラスミドDNAは人工核酸合成品を購入し、

大腸菌株を用いて大量精製した。さらに、当初予定になかった治療用 RNA として正常型 RNA をコ

ードした RNA 断片も複数種調製した。用いたプラスミド DNA(pT7-RNA)は、T7 プロモーターの下

流に治療用 RNA遺伝子が配置されており、in vitro転写反応により RNAの精製が可能である (右

図、pT7-tRNAPheを例示、詳細

は、4(2)に記す)。本報告書で

は、治療用 RNA を用いた遺伝

子治療戦略について報告す

る。 

(3） ミトコンドリア環境応答性ナノ粒子の構築 

本申請研究に着手する時点で、MITO-Porter を用いて mtDNA が存在する最内部領域マトリクス

への核酸ナノ粒子送達に成功していた [Y. Yamada et al., Mitochondrion (2015)]。本研究で

は、マトリクス領域に送達された後に、ミトコンドリア環境に応答して核酸を放出するナノ粒子

を設計し、その核酸放出能および核酸機能を評価した。ミトコンドリア環境応答性を有する種々

のポリペプチドを設計し、各ポリペプチドによる核酸ナノ粒子を調製し、粒子径・表面電位など

の物性データを取得した。マトリクス環境を模倣した条件（pH 変化など）における核酸ナノ粒

子からの核酸放出能を評価した。さらに、ナノ粒子化したアンチセンス核酸 (ミトコンドリア内

因性 mRNA を標的)を搭載した MITO-Porter を用いて、細胞内ミトコンドリアへ核酸を送達して

アンチセンス効果を評価した。 

(4） 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子治療の検証 

① 疾患細胞への治療用核酸の送達および変異比率の定量： 変異型 tRNA を保有する異常ミトコ

ンドリアを標的とした治療戦略として、ミト

コンドリア内の変異型 RNA の含有比率を低

下させるため、治療用 RNA 搭載 MITO-Porter

を用いて疾患細胞への治療用 RNA の核酸導

入を行った。具体的には、G625A 細胞(tRNAPhe (G625A)変異を有する)には MITO-Porter (tRNA)

を、LSND3細胞(mRNA [ND3] (T10158C)変異を有する)には、MITO-Porter (mRNA)を用いて検討を

進めた。核酸導入・培養後に、ミトコンドリア単離、RNA 抽出・精製を行い、逆転写 PCR によっ

て cDNA を作成した。その後、Amplification refractory mutation system (ARMS)-qPCR 法を利



用してミトコンドリア内部の正常型 RNA および変異型 RNA を定量し、変異型 RNA 含有比率を算

出した。 

➁ ミトコンドリア酸素消費量を指標とした治療効果の検証： G625A 細胞および LSND3細胞はミ

トコンドリア呼吸鎖複合体の機能が低下しており、ミトコンドリア酸素消費量が低下している。

本実験では、治療用 RNA 搭載 MITO-Porter を疾患細胞に添加・培養した後に、酸素消費量を指標

としたミトコンドリア呼吸活性（治療効果の指標）を測定した。 

 

４．研究成果 

(1） 疾患細胞ミトコンドリア標的型ナノカプセルの構築 

① 自主臨床研究の整備： 自主臨床研究の承認後、ミトコンドリア病患者の皮膚生検より得た線

維芽細胞の樹立・継代に成功した。G625A 細胞は、mtDNA の tRNAPhe 上に G625A 変異を有してお

り、mtDNA の変異率が 80％であり、臨床症状として、てんかんや進行性難聴が認められている。

本疾患細胞は、複合体 III 活性が低下しており、ミトコンドリア膜電位・ＡＴＰ産生が低下して

いる事を確認した。LSND3 細胞は、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体Ⅰを構成する ND3 タンパク質

に点変異(T10158C)を有する mtDNA を保有する Leigh 脳症患者の皮膚線維芽細胞である。 

② ナノカプセルの構築・細胞内動態の最適化： 細胞導入能の評価および細胞内動態観察を行

い、粒子径・機能素子修飾量などを調整し細胞導入能、ミトコンドリア移行能を最適化した MITO-

Porter を構築することに成功した (150 nm 程度、正電荷)。

自主臨床研究計画に基づき、G625A 細胞のミトコンドリア核酸

導入が可能な治療分子搭載 MITO-Porter (tRNA)、および LSND3

細胞はミトコンドリア核酸導入が可能な治療分子搭載 MITO-

Porter (mRNA)の構築方法を確立した(右図、LSND3細胞を用い

た細胞内局在観察結果を例示)。これらのナノカプセルを、ミ

トコンドリアを標的とする遺伝子治療戦略の検証に用いた。 

(2) ミトコンドリア遺伝子治療用核酸の設計 

治療用 RNA をコードする pT7-DNA として、tRNAPhe (G625A)変異に対する正常 tRNAPheをコード

する pDNA (pT7-tRNAPhe)、および ND3 変異（T10158C 変異）に対する正常 mRNA (ND3)をコードす

る pDNA (pT7-mRNA (ND3))を設計・構築し、大腸菌を用いて大量精製する事に成功した。pT7-

tRNAPheおよび pT7-mRNA (ND3)から in vitro 転写反応を利用して、tRNAPheを mRNA (ND3)を高純

度に精製する事に成功した [E. Kawamura, Y. Yamada et al., Mol. Ther. – N A (2020), Y. 

Yamada et al., Sci Rep. (2020)]。 

(3） ミトコンドリア環境応答性ナノ粒子の構築 

ミトコンドリア環境応答性を有する種々のポリペプチドを含有する核酸ナノ粒子の調製に成

功した（100 nm 程度、正電荷）。核酸ナノ粒子からの核酸放出能を評価し、pH に応答して核酸を

放出する核酸ナノ粒子を同定した。さらに、アンチセンス核酸ナノ粒子搭載 MITO-Porter を培養

細胞にトランスフェクションし、アンチセンス効果を得る事に成功した [Y. Yamada et al., 

Mitochondrion (2020)]。 

(4） 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子療の検証 

① 疾患細胞への治療用核酸の送達および変異比率の定量： G625A 細胞へ治療用 RNA（正常型

tRNAPhe）を導入・培養後に、ミトコンドリア内部の G625A 変異を有する tRNAPhe の含有比率算出

した結果、変異型 tRNAPheの含有比率の低下が認められた（次頁図）。変異型 RNA 含有比率の低下



は数日間にわたり持続していた[E. Kawamura, Y. 

Yamada et al., Mol. Ther. – N A (2020)]。同様

の検証を LSND3細胞を用いて行い、ミトコンドリアへ

の治療用 mRNA（正常型 mRNA [ND3]）の導入成功し、

80％あった変異型ｍRNA (ND3)の含有比率を10%まで

減少させた[Y. Yamada et al., Sci Rep. (2020)]。 

➁ ミトコンドリア酸素消費量を指標とした治療効果の検証： 上述のとおり、G625A 細胞および

LSND3細胞に、治療用 RNA 搭載 MITO-Porter を添加・培養した後に、ミトコンドリア呼吸活性（治

療効果の指標）を測定した。その結果、いずれの疾患細胞においても、RNA 変異率の減少に伴う

ミトコンドリア呼吸活性の回復が観察された [E. Kawamura, Y. Yamada et al., Mol. Ther. – 

N A (2020), Y. Yamada et al., Sci Rep. (2020)]。これらの検討より、MITO-Porter を用いた

ミトコンドリアへの核酸送達治療戦略は、ミトコンドリア病に対する新しい治療法として有用

である事が示唆された。 

本研究では、『ミトコンドリア機能を遺伝子レベルで治療』するため、（1） 疾患細胞ミトコン

ドリア標的型ナノカプセルの構築、(2) ミトコンドリア遺伝子治療用核酸の設計、（3） ミトコ

ンドリア環境応答性ナノ粒子の構築、（4） 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子治療の検証 

に関する研究を遂行し以下の成果を得た。 

A. 疾患細胞ミトコンドリアへの核酸導入可能とする治療用 RNA (正常型 tRNAPhe および正常型

mRNA [ND3])を搭載した MITO-Porter の構築に成功した。 

B. 疾患細胞 (G625A 細胞(tRNA 変異細胞)、LSND3細胞(mRNA 変異細胞)に、治療用 RNA 搭載 MITO-

Porter を投与し、変異型 RNA 含有比率低下を伴うミトコンドリア呼吸活性の回復に成功した。 

 

〔国内外における位置づけとインパクト〕 

本研究は、MITO-Porter システムがミトコンドリアを標的とした治療用核酸送達用キャリアと

して有用である事を示し(ミトコンドリアを標的とした遺伝子治療戦略の実証)、国際特許出願

および論文で成果を報告している。本研究で得た成果は、ミトコンドリアの関連する多くの研究

分野の発展に寄与するものであると確信している。 

 

〔今後の展望〕 

本申請研究内では、ミトコンドリア環境応答性ナノ粒子の構築についても検討を進めてきた

が、疾患細胞を用いた遺伝子治療の検証は実施していないため、今後の検討課題と考えている。

本研究を推進中（2017-2019）に「ミトコンドリアを標的とする創薬」に向けた準備を進行した。

その一環として、一般社団法人・こいのぼりが企画する創薬プロジェクト「7 SEAS PROJECT」へ

の参画、臨床医と連携した自主臨床研究の実施、資金獲得と社会への情報発信を実現するクラウ

ドファンディングの活用など、研究環境を整備するために様々な活動に挑戦している。2019 年

には我々のミトコンドリア DDS をコア技術とて設立されたルカ・サイエンス株式会社の科学顧
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さらに加速している。今後は、革新的な研究、基盤技術をさらに充実させるとともに、基礎・応

用研究から「革新的治療薬」を創出する架け橋となるような「ミトコンドリア DDS」の創製に貢

献したい。 
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