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研究成果の概要（和文）：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ゲノム編集装置を運搬し、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。本申請研究では、(1) ミトコンドリア標的型ナノカプセルへのゲノム編集装置パッケ
ージング、(2) ミトコンドリアゲノム編集の検証、(3) モデル疾患動物細胞を用いたゲノム編集、に関する一定
の成果を得た。

研究成果の概要（英文）：The relationship between mitochondrial genome mutations and various diseases
 has been reported, and gene therapy that targets this organelle has the potential to be an 
effective therapy. In this application, our objective was to develop a genome editing device that 
could be delivered to mitochondria using mitochondria-targeted nanocapsules (MITO-Porter) and to use
 this device to treat mitochondrial diseases. In this research application, we have obtained 
preliminary results regarding “packaging the genome editing device into a MITO-Porter”, “
validating genome editing and evaluating mitochondrial function”, and “conducting mitochondrial 
genome editing using model disease cells from animals”.

研究分野：薬物送達学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアは細胞核とは異なる独自の遺伝子(ゲノム)を保有しており、ミトコンドリアのゲノム変異(遺伝
子に傷がつく)と様々な疾患との関連が報告されている。本研究では、ミトコンドリア標的型ナノカプセル 
(MITO-Porter)を利用して、疾患細胞のミトコンドリアへゲノム編集装置（遺伝子を書き換えることができる装
置）を運搬し、ミトコンドリアの機能を遺伝子レベルで治療することを目指す。本研究で構築するナノカプセル
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の発展に大きく貢献する事が期待される。

※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 

 

近年、ミトコンドリアのゲノム (mtDNA/mtRNA)変異と種々の疾患 (ミトコンドリア脳筋症、神経変性疾

患、心疾患など)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。

1細胞には複数のミトコンドリアが存在しており、個々のミトコンドリアは数十コピーの mtDNA を有してい

る。変異を有する mtDNA の割合が増加 (閾値以上の蓄積)すると、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と考えらえている。ミトコンドリア病では、1 塩基の点

変異が原因となり症状を呈する事が多数報告されており、遺伝子レベルでミトコンドリアの質を制御する

ゲノム編集技術は革新的治療法になり得る。 

核ゲノムを標的としたゲノム編集研究は精力的に進められており、細菌の獲得免疫システムである

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)-associated protein 9（Cas9）の哺乳

類への応用が 2013年に報告されて以降 (引用文献 1、引用文献 2)、ゲノム編集に関する研究がさらに

加速している。一方で、ミトコンドリアゲノムを標的とした研究はほとんど報告されておらず、

CRISPR/Cas9 を基礎とする RNPのミトコンドリアでの機能検証に関する研究は皆無であった。 

このような背景の基、本申請

研究では『CRISPR/Cas9 シス

テムを活用したミトコンドリア

ゲノム編集』を学術的「問い」

の中心に据え、研究を計画し

た。研究申請を計画していた

2019 年時点では、巨大なゲ

ノム編集装置である CRISPR-

Cas9 システムをミトコンドリア

へ送達する術はなく、ミトコン

ドリアゲノムを編集する手法

は確立されていなかった。

我々はこれまでにミトコンドリアへの分子送達を可能とする MITO-Porter の開発に成功しており、 100 

nm 程度の核酸ナノ粒子を標的細胞ミトコンドリア内部まで送達する事に成功している（引用文献 3）。従

って、MITO-Porter に特定の mtDNA 配列を編集する CRISPR-Cas9 システムを搭載する事で、疾患細

胞ミトコンドリアでのゲノム編集が可能になると考え、本件研究申請を提案するに至った。 

 

 

２．研究の目的 

 

本申請研究では、トコンドリアにおける CRISPR-Cas9 システムを基盤とするゲノム編集の検

証を研究の目的に据えた。巨大なゲノム編集装置である CRISPR-Cas9 システムをミトコンドリ

アへ送達する技術が必須であるが、既存のミトコンドリア分子送達システムでは、送達分子の種

類や大きさに制限があり、ゲノム編集装置のような高次複合体の送達は難しかった。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ゲノム編集装置を



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試みた。具体的には、(1) MITO-Porter へ
のゲノム編集装置パッケージング、(2) ミトコンドリアゲノム編集の検証、(3) モデル疾患動物

細胞を用いたゲノム編集に関する研究を進めた。 

 

 
３．研究の方法 
 
2020 年度は、(1) MITO-Porter へのゲノム編集装置パッケージングについて、「疾患細胞ミトコンドリ

ア標的型ナノカプセルの構築」および「ゲノム編集装置のパッケージング」を、2021年度は、（2） ミトコン

ドリアゲノム編集の検証について、「ゲノム編集の検証」および「ミトコンドリア機能の評価」を、2023 年度

は、(3) モデル疾患動物細胞を用いたゲノム編集を中心に研究を進めた。 

 

 

 

４．研究成果 

 

(1) MITO-Porter へのゲノム編集装置パッケージング 

「疾患細胞ミトコンドリア標的型ナノカプセルの構築」 

ミトコンドリア病由来・皮膚細胞を提供頂き、本疾患細胞を用いたナノカプセルの細胞内動態を観

察した。細胞導入能の評価 （フローサイトメトリーの利用）、細胞内動態観察 （共焦点レーザースキャン

顕微鏡の利用）を行い、ナノカプセルのミトコンドリアへの移行を確認した。 

 

「ゲノム編集装置のパッケージング」 

本研究では、疾患細胞が保有する RNA 領

域の mtDNA 変異をゲノム編集可能な装置を設

計・構築した。試験管内で本ゲノム編集装置が

標的配列を認識可能である事を確認した。さら

に、ゲノム編集装置をパッケージングしたナノカプセルを調製し、粒子物性（粒子径・ゼータ電位）を測

定し、物性を最適化した。 

 

(2) ミトコンドリアゲノム編集の検証 

「ゲノム編集の検証」 

mtDNA 変異をゲノム編集可能な装置をパッケージ

ングした MITO-Porter を調製し、疾患細胞ミトコンドリア

内部にゲノム編集装置を導入した。単離したミトコンドリ

アを用いて、定量的 PCR 法を利用してミトコンドリア内部

の mtDNA 変異の切断効率を測定し、ゲノム編集装置搭

載 MITO-Porter が変異 mtDNA を効率的に切断するこ

とを確認した。 

 

「ミトコンドリア機能の評価」 

実験に用いる疾患細胞は、ミトコンドリア呼吸活性複合体の活性低下が観察されている。その



ため、治療効果の指標としてミトコンドリア呼吸活性 （細胞外フラックスアナライザー）を評価する。疾

患細胞のミトコンドリア呼吸活性を測定する手法を確立した。ゲノム編集装置搭載MITO-Porter 投与

時の疾患細胞ミトコンドリア呼吸活性を測定し、投与プロトコルの最適化を図った。ミトコンドリアは呼

吸鎖複合体を介して ATP を産際する際に酸素を消費する。その際の酸素消費速度を測定すること

で、ミトコンドリア呼吸能を評価する事が可能となる。酸素消費速度の値が大きいほど、呼吸能を介し

た ATP 産生が活発に行われているため、ミトコンドリア機能が活性化されているととらえることができ

る。 

 

(3) モデル疾患動物細胞を用いたゲノム編集 

 

モデル細胞が保有する mtDNA 変異をゲノム編集可能な装置をパッケージングした MITO-Porter

を調製し、モデル細胞ミトコンドリア内部にゲノム編集装置を導入した。単離したミトコンドリアおよび細

胞ミトコンドリアでゲノム切断・編集の効率を評価した。その結果、ゲノム編集装置搭載 MITO-Porter

が変異mtDNAを効率的に切断することを確認した。モデル疾患マウスを用いた治療効果を評価する

ために、病態回復の評価（心機能評価、肝機能、など）、細胞機能、ミトコンドリア機能の評価方法を

確立した。現在、モデル疾患動物での検証を進めている。 
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