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研究成果の概要（和文）： ミトコンドリア (Mt)を標的とする分子生物・生化学研究および疾患治療を実

現するためには、Mt への分子送達が必須であるが、有用なシステムは報告されておらず、特にタンパ

ク質や核酸などの高分子送達に関しては皆無に等しい。本研究では、『膜融合を介した Mt への薬物

送達システムの開発』を目的とし、送達分子が細胞膜・Mt 膜融合性エンベロープでパッケージングさ

れた多重型MITO-Porterを開発した。本システムを用いる事で、今までは不可能であったMtを標的と

するタンパク質治療、さらには遺伝子治療を可能とする事が期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）：Mitochondrial dysfunction is associated with a variety of human diseases. 
Effective medical therapies for mitochondrial diseases will ultimately require an optimal drug delivery 
system, which will likely be achieved through innovations in the nanotechnology of intracellular 
trafficking. To achieve efficient mitochondrial drug delivery, two independent processes, i.e., 
“cytoplasmic delivery through the cell membrane” and “mitochondrial delivery through the 
mitochondrial membrane” are required. Here, we report the development of a Dual Function 
MITO-Porter (DF-MITO-Porter), a nano carrier integrating both efficient cytoplasmic delivery and 
mitochondrial macromolecule delivery. We show that the DF-MITO-Porter effectively delivers 
exogenous macro-biomolecules into the mitochondrial matrix, and provide a demonstration of its 
potential use in therapies aimed at mitochondrial DNA.  
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間医工学 ・ 医用生体工学・生体材料学 
キーワード：薬学、ミトコンドリア、バイオテクノロジー、癌、細胞・組織 
 
１．研究開始当初の背景 

 近年、ミトコンドリアと様々な疾患 (パーキン病，

糖尿病，癌の誘発など)との関連が報告されてお

り、本オルガネラを標的とした薬物治療が注目さ

れている [D.C. Chan et al, Cell (2006)]。これら

の治療を実現するためには、ミトコンドリアへ高

分子薬物 （DNA、タンパク質）を送達する必要

があるが、有用なシステムは報告されていない。

申請者は世界に先駆けてミトコンドリアを標的と

する新規送達戦略としてミトコンドリア膜融性リポ
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ソームMITO-Porterを構築し、生細胞ミトコンドリ

アへの高分子送達に成功している[Y. Yamada 

et al, Biochim. Biophys. Acta (2008), 若手研究

（ ス タ ー ト ア ッ プ ） H19 ～ H20] 。 申 請 者 は 、

『MITO-Porterを用いた疾患治療の実現』を究

極の目標とし、①生細胞ミトコンドリアへの送達

率の向上、②ミトコンドリア遺伝子が存在するマ

トリクスへの送達検証、③遺伝子キャリアへの改

変を行い、生細胞ミトコンドリアを標的とした遺伝

子送達システムを確立したいと考え、本申請研

究を提案した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、膜融合を介して生細胞ミトコンドリ

アへの物質送達を可能とする、ミトコンドリア標的

型ドラッグデリバリーシステム(DDS): 多重型

MITO-Porter の開発を行う。研究戦略は、送達

薬物をコアとするナノ粒子を形成し、細胞膜とミト

コンドリア膜を突破するために、エンベロープを

多重構造にする。最外層には細胞導入素子を、

中間層にはミトコンドリア移行性素子を付加し、

ナノ粒子のままミトコンドリア内へ送達させる。初

年度 (H21 度)は、癌細胞ミトコンドリアへの薬物

送達が可能な多重型 MITO-Porter の開発を行

い、ミトコンドリアへのタンパク質送達およびその

薬理効果の評価を行った。本研究では、DNase 

I タンパク質を mtDNA の存在するミトコンドリアマ

トリックスに送達し、癌細胞の mtDNA を分解する

事で、ミトコンドリアを破壊し癌細胞を死滅させる

アプローチに挑戦する。研究の後半には、遺伝

子搭載型 MITO-Porter の開発を行い、癌細胞

（疾患細胞）ミトコンドリアへの遺伝子送達および

その評価を中心に研究を進めた。本研究の最

終目標は、我々の開発した DDS が生細胞ミトコ

ンドリア内で mtDNA に対して機能発現する事 

(遺伝子治療) を検証する事である。 
 
３．研究の方法 

本研究では、ミトコンドリア関連疾患の新規治

療法を実現するために、ミトコンドリア標的型ナノ

デバイス、多重型 MITO-Porter の開発を行った。

送達物質としては、DNase I タンパク質を第一候

補として選択し、生細胞ミトコンドリアでの薬理機

能を評価する。具体的には、DNase I を多重型

MITO-Porter により、ミトコンドリア内に送達し

mtDNA を分解し、癌細胞を死滅させる今までに

ないアプローチからの癌治療を目指す。さらに、

研究期間の終盤にはミトコンドリアへの遺伝子送

達キャリアの開発を行い、ミトコンドリアを標的と

した遺伝子治療のコンセプトの検証を行った。 

(1) 多重型 MITO-Porter の構築および薬理効

果の評価 (タンパク質送達): DNase Iナノ粒子を

ミトコンドリア融合性脂質膜でコートしエンベロー

プ化する。その後、細胞膜融合性脂質膜でコー

トし、多重型 MITO-Porter を構築した。次に、本

キャリアを生細胞に添加し、薬理効果の評価を

行った。 薬理評価は、ミトコンドリアで産生され

る NADH 量を測定して行った。mtDNA が分解さ

れたミトコンドリアは活性が減少しており、NADH

の産生量が減少する事が予想される。 

 

(2) ミトコンドリアマトリクス送達の検証: ミトコンド

リアでの遺伝子治療を実現するためには、ミトコ

ンドリア遺伝子の存在するマトリクスを標的とした

DDS が 必 要 不 可 欠 で あ る 。 申 請 者 は 、

MITO-Porter によるミトコンドリアマトリクス送達

が可能か否かを検証した。核酸染色試薬 PI を

封入したキャリアを単離ミトコンドリアに添加し、

mtDNA が結合して生じた PI 蛍光量を測定した。

更に、生細胞においてもミトコンドリアマトリクス送

達が可能か否かを検証した。 

(3) 疾患細胞ミトコンドリアへの遺伝子送達と疾

患治療への応用 (遺伝子送達):  

①遺伝子搭載型多重型 MITO-Porter の構築お

よび遺伝子導入の最適化： 遺伝子 (pDNA) ナ

ノ粒子をミトコンドリア融合性脂質膜および細胞

膜 融 合 性 脂 質 膜 で コ ー ト し た 多 重 型

MITO-Porter を構築した。次に、本キャリアを癌

細胞（HeLa 細胞、疾患細胞モデル）に添加した

後に、ミトコンドリア内に導入された DNA 量をリ

アルタイム PCR 法によって定量した。 

②癌細胞ミトコンドリアを標的とした遺伝子治療

の試み： DNase I 封入 MITO-Porter を癌細胞

に添加し、DNase I による mtDNA の切断効率を

PCR 法によって定量した。 
 

４．研究成果 

(1) 多重型 MITO-Porter の構築および薬理効

果の評価 (タンパク質送達):  

① DNase I 封入多重型 MITO-Porter の構築お

よびミトコンドリア送達能の評価： DNase I ナノ粒

子をミトコンドリア融合性脂質膜・細胞膜融合性

脂質膜でコートした多重型 MITO-Porter を構築

 



 

 

した。粒子径、表面電位を測定し最適化を行い、

正に帯電した 100 - 150 nm の多重型構造体を

調 製 す る 事 に 成 功 し た 。 次 に 、 多 重 型

MITO-Porter の細胞内動態を共焦点レーザー

スキャン顕微鏡で観察し、ミトコンドリア送達能を

評価した。その結果、多重型 MITO-Porter は細

胞膜融合性膜を有さない従来型 MITO-Porter

と比較してミトコンドリア送達能の劇的な向上が

観察され、薬物送達における多重型の有用性

が示された。 

 

② 薬理効果の評価： 次に、本キャリアを生細

胞に添加し、ミトコンドリア活性を測定した。

DNase I が送達された場合、mtDNA が分解され、

ミトコンドリア活性の低下が観察される。従来型

の MITO-Porter を多重化したプロトタイプを評

価した結果、従来型と比較して劇的なミトコンドリ

ア活性の低下が観察され、多重型の有用性が

示された [Y. Yamada et al, Mol. Ther. (in 

press)]。 

 

(2) ミトコンドリアマトリクス送達の検証:ミトコンドリ

アでの遺伝子発現を実現するためには、ミトコン

ドリアマトリクスを標的とした DDS が必要不可欠

である。申請者は、MITO-Porter によるミトコンド

リアマトリクス送達が可能か否かを検証した。核

酸染色試薬 PI を封入したキャリアを単離ミトコン

ドリアに添加し、mtDNA が結合して生じた PI 蛍

光量を測定した。その結果、MITO-Porter はミト

コンドリア低融合性キャリアよりも高い蛍光強度

を示し、ミトコンドリアマトリクス送達が可能である

事が示唆された。更に、生細胞においてもミトコ

ンドリアマトリクス送達が可能である事を確認して

いる [Y. Yasuzaki, Y. Yamada et al, Biochem. 
Biophys. Res. Commun. (2010)]。 

 

(3) 疾患細胞ミトコンドリアへの遺伝子送達と疾

患治療への応用 (遺伝子送達):  

①遺伝子搭載型 MITO-Porter の構築および遺

伝子導入の最適化： 遺伝子 (pDNA) ナノ粒子

をパッケージングした MITO-Porter を構築した。

次に、本キャリアを HeLa 細胞に添加した後に、

ミトコンドリア内に導入された DNA 量をリアルタ

イム PCR 法によって定量した。本評価によって、

HeLa 細胞を用いた実験で MITO-Porter が遺伝

子導入試薬 (LFN)よりも飛躍的に高いミトコンド

リア送達能を有する事を確認した。 

 

②癌細胞ミトコンドリアを標的とした遺伝子治療

の試み： DNase I 封入 MITO-Porter を癌細胞

に添加し、DNase I による mtDNA の切断効率を

PCR 法によって定量した。その結果、本キャリア

は mtDNA を選択的かつ効率的に切断すること

が確認され、mtDNA に分子を作用させる事が可

能である事を確認した [Y. Yamada et al, Mol. 
Ther. (in press)]。 

 

 



 

 

本研究では、ミトコンドリア融合性リポソーム

MITO-Porter による生細胞ミトコンドリアへの遺

伝子送達およびその薬理効果の評価を行い以

下の成果を得た。 

A. ミトコンドリア融合性脂質、細胞膜融合性

脂質を有する多重型 MITO-Porter がミトコンドリ

アマトリクス送達に有用である事を示した。 

B. 遺伝子搭載型 MITO-Porter を構築し、効

率的に生細胞ミトコンドリアへの遺伝子送達を実

現する事を確認した。 

 

以上より、多重型 MITO-Porter のコンセプト

はミトコンドリア標的型ＤＤＳとして有用であると

考えられる。本キャリアは、mtDNA を標的とした

送達分子の機能発現にも成功し、ミトコンドリア

を標的とする遺伝子治療キャリアとしての有用で

ある事が示唆された。 

 

〔国内外における位置づけとインパクト〕 

本申請研究は、「ミトコンドリアを標的としたドラ

ッグデリバリーシステム（DDS）の開発」を目的と

している。近年、ミトコンドリアと様々な疾患との

関連が報告されているが、効率的な薬物送達戦

略が確立されておらず、これらの疾患治療に至

っていない。従って、本オルガネラを標的とした

DDS の開発は、国民の健康・福祉に大きく貢献

する事が期待される。申請者は究極の目標とし

てミトコンドリア標的型遺伝子発現キャリアの開

発を掲げている。本システムが構築されれば、

世界で初めてミトコンドリア内での外来遺伝子発

現が実現する。また、個体レベルでのミトコンドリ

アへの遺伝子導入が実現すれば新たな疾患モ

デル動物の作出が可能になり、世界に先駆けて

難治性疾患の新しい治療法も確立することが可

能になる。将来的には、ミトコンドリアを標的とし

た診断・治療システムへと発展させ、世界初・日

本発のミトコンドリア標的型 DDS によるミトコンドリ

ア関連疾患治療法の開発を目指していきたい。 

本申請研究で得た成果を元に、in vivo ミトコ

ンドリア DDS の構築 [保健医療分野における基

礎研究推進事業]およびミトコンドリア遺伝子発

現システムの開発 [若手研究Ａ]に関する申請

研究が採択され、現在鋭意遂行中である。本申

請研究で確立した基盤技術は申請者にとってこ

れからの根幹をなす重要な成果であると確信し

ている。 

 

〔今後の展望〕 

A. in vivo ミトコンドリア DDS の構築 

多重型 MITO-Porter を in vivo 適応型へと発

展させ、動物実験でのミトコンドリア疾患治療の

コンセプトを検証する。本研究に関しては、下記

の研究費が採択されている。 

●独立行政法人医薬基盤研究所 保健医療分

野における基礎研究推進事業 H22 年～H24 

『ミトコンドリア標的型 DDS の開発』（代表）

60,000(千円)/3 年 

 

B. ミトコンドリア標的型遺伝子発現キャリアの構

築 

『ミトコンドリア遺伝子発現』を可能とする革新

的基盤技術の構築を目的としミトコンドリアでの

遺伝子発現を可能とする pDNA を MITO-Porter

によって送達する。本研究では、ミトコンドリアで

の遺伝子発現のために、ミトコンドリア独自のプ

ロモーター、遺伝子コドンを有するプラスミドを構

築する予定である。本研究に関しては、下記の

研究費が採択されている。 

●若手研究（Ａ）H23 年～H25 『ミトコンドリア遺

伝子送達システムの開発と骨格筋における遺伝

子発現の検証』（代表）29,229 (千円)/3 年 
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シンポジウムの開催： 
 申請者が行っている研究を国民・社会へ広
く発信するために、申請者自らが若手研究者
公開特別シンポジウムを主催した。 
●ミトコンドリアとＤＤＳ1 ～日本発・世界初の研
究・技術・創薬を目指して～  
札幌 2011 年 1 月 21 日 
 本シンポジウムでは、ミトコンドリア研究
とＤＤＳ研究を中心に活躍する若手研究者 
を一堂に会し、これらの領域が関わる様々な
分野の研究交流を活発にする事を目的とし
た。本会には 50 人以上の参加者があり、研
究者同士の交流の場としての役割を果たす
とともに、大学院生・大学生の皆さんにも大
いに刺激を与えた。 
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