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研究成果の概要（和文）：エネルギー産生の場であり細胞の生存や恒常性の維持にとって必要不可欠な細胞小器
官「ミトコンドリア」内には独自のゲノムDNAが存在し、「ミトコンドリアDNA (mtDNA)」と呼ばれる。mtDNA内
に生じた突然変異はミトコンドリアの機能障害を誘発し、老化・がん・疾患など生命活動の維持にとって多大な
悪影響をもたらす事が知られているが、mtDNA配列を自由自在に改変する遺伝子操作技術は未だ開発されていな
い。本研究課題では、核ゲノム編集の責任因子であるDNA修復活性を利用した遺伝子組み込み法を複数検討し、
ヒト神経由来細胞でmtDNAの標的遺伝子を置換することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Unique mitochondrial DNA (mtDNA) exists in the organelle "mitochondria" 
which is a place for energy production. Specific mutation in mtDNA is known to induce mitochondrial 
dysfunction such as aging, cancer and mitochondrial diseases. However, a universal genome editing 
technology for mtDNA has not been developed yet. In this study, we have developed novel 
mitochondrial genome-editing method which is applicable for neuronal cells.

研究分野： ゲノム編集

キーワード： ゲノム編集　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、mtDNAを自由に改変できる全く新しい『ミトコンドリアゲノム編集技術』の創出に成功し
た。今後、更なる改良を重ねることで、疾患や老化に関連する事が推測される変異mtDNAを持つ細胞株やマウス
を作製し、既存の技術では解析不可能であったミトコンドリア疾患機序の解明や新規治療法の開発を視野に入れ
た研究への展開を期待している。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
エネルギー産生の場であるミトコンドリアは細胞の生存や恒常性の維持にとって必要不可欠

な細胞小器官であり、ミトコンドリア機能の破綻は様々な疾患の発症へと繋がる。ミトコンドリ
ア内には、ミトコンドリア DNA (mtDNA)と呼ばれる独立した DNA が多コピー存在し、そのす
べての遺伝子が細胞のエネルギー源である ATP の合成に関わっている。また、全身性のミトコ
ンドリア機能異常に伴うミトコンドリア病、神経変性疾患、糖尿病、ガン患者や老化した細胞に
は、突然変異をおこした mtDNA が高頻度で観察されている。このため、ミトコンドリアの関わ
る生命現象の理解や疾患メカニズム解明・治療には、mtDNA 上への変異導入や正常な配列への
置換が非常に有効であると考えられている。しかしながら、mtDNA の遺伝子改変に関する研究
はほとんど進んでおらず、最近の著しい分子操作技術の進歩により可能となった核ゲノムに対
するゲノム編集技術のような mtDNA 配列を自由に改変できる遺伝子操作技術の開発が望まれ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、これまでの様々な核ゲノム改変技術の開発から得られた研究代表者の知見

を生かし、mtDNA を容易に改変できる全く新しい『ミトコンドリアゲノム編集技術』の創出を
目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) mtDNAを切断する活性を持つことが報告されている人工ヌクレアーゼであるmitoTALENで部
位特異的に mtDNA を切断し、ゲノム編集の責任因子である DNA 修復活性を利用した遺伝子組み
込み効率の高い方法
を検討した。 
 
(2) ミトコンドリア
内に外来ドナーDNA
を高効率で導入する
ため、既報の mitoAAV 
(Yu et al,PNAS 
2012) や DQAsome 
(Weissig et al, 
Pharm Res1998)を用
いた外来 DNA 導入効
率を検討した。 
 
(3) ミトコンドリア
のエネルギー産生活
性の異なる細胞種を
複数比較・検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ゲノム編集の責任因子である DNA修復活性 (相同組換え・非相同末端結合・マイクロホモ
ロジー媒介末端結合)を利用した遺伝子組み込み効率の高い方法を比較するため、さまざまな構
造を有する複数のターゲッティングベクターを作製した (図 1)。 
 
(2) 複数の遺伝子導入方法を検討したが、大きな差異は見られなかった。 
 
(3) 相同組換え方法を用いることで、ヒト培養神経細胞でmtDNAの遺伝子改変に成功した(図2)。 
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図１ ミトコンドリアゲノム編集技術の開発
ミトコンドリアDNA (mtDNA) ゲノム編集法の確立。Step1: mtDNAの標的配列にDSBを導入するため、ミトコンドリア局在シグナル
を付加したTALENを作製し、細胞内で発現させる。Step2: 標的部位を改変するため、ミトコンドリアの使用コドンに最適化したネオ
マイシン耐性遺伝子 (mtNeo)と相同配列を持つ相同組換え用ドナーDNAを作製する。mtDNAの存在するミトコンドリアマトリックス
内にこの外来DNAを運搬するために、ミトコンドリア局在シグナルを人工的に付加した殻タンパク質を持つアデノ随伴ウイルスベク
ター (mitoAAV)や他のベクターに様々なDNA修復経路を利用したドナーDNAを乗せる。
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このように本研究

では新規ミトコンド

リアゲノム編集技術

の開発に成功した。現

状では、応用可能な細

胞種が限定的であり、

ゲノム編集効率も低

いことが明らかにな

ってきた。今後は、原

理的観点から、ミトコ

ンドリアゲノム編集

技術の改良を目指し、

汎用性の高い技術とする。 

 さらに、開発したミトコンドリアゲノム改変技術を用いて、疾患や老化に関わる事が予想され

る変異を mtDNA に挿入する事で、ミトコンドリア病・老化のモデル細胞の作製を試み、mtDNA の

変異が及ぼす細胞の恒常性破綻機構の解明を目指す。 
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図2 PCR法によるmtDNAへの遺伝子ノックイン
PCR法によるmtDNAへのノックインの測定。神経細胞に対して相同組換え法を用いた場合で
のみミトコンドリア相同組換えに成功した。
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