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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア呼吸鎖異常症患者のミトコンドリアDNA（mtDNA）全周解析により新規変異を
同定した。従来、Cybrid作製による確定診断が行われてきたが、本研究ではミトコンドリア局在型人工制限酵素を使用
した新たな診断法の構築を試みた。
本研究で作製したミトコンドリア局在型人工制限酵素は1塩基の違いでさえも正確に読み分け、mtDNA上の標的配列を認
識・切断した。変異導入は実現できなかったが、heteroplasmy（変異を持たないmtDNAと変異を持つmtDNAが一定の割合
で混在）の見られる細胞において、その存在比を調節することが可能となり、新たな確定診断法の開発に1歩近付いた
。

研究成果の概要（英文）：We performed whole mitochondrial DNA (mtDNA) sequence analysis in patients with 
mitochondrial respiratory chain disorder, and identified several plausible causative mutations. Here, we 
tried to produce mutant cell lines harboring the variants of unknown significance (VUSs) from normal 
cells using artificial nucleases in the aim for establishing a new method for definitive diagnosis for 
VUSs.
We applied TALENs (Transcription activator-like effector nucleases) system, and engineered so that they 
localize to mitochondria and recognize the specific target sequence on mtDNA. Actually, the engineered 
mitochondria-targeted TALENs correctly recognized one-base -difference in the specific target sequence, 
and cut the proper site.
Although we’ve not achieved producing mutant cell lines from normal cells, our TALEN system cut the 
specific mtDNA site. This system can control the heteroplasmy rate inside the mitochondria, and will pave 
the way for establishing a new method for definitive diagnosis.

研究分野：分子生物学

キーワード： ミトコンドリアDNA　遺伝子診断・治療　人工制限酵素　遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
 
研究代表者の所属する研究室ではミトコ
ンドリア呼吸鎖異常症（Mitochondrial 
Respiratory Chain Disorder: MRCD）の原因
遺伝子同定を目的とし、エキソーム解析およ
びミトコンドリア DNA（mtDNA）全周配列解析
を行っていた。mtDNA 全周配列解析実施例は
90 例を数え、そのうち 29 例には MRCD の原因
になり得る変異が認められた 1。また、29 例
中 14 例は過去に報告のない新規変異であっ
たため、これらの変異が真に病気の原因であ
るのか検証する必要があった。筑波大学、林
純一先生のご協力を得て、最も有効な検証手
法である Cybrid を 2 例について作製し、病
因変異の可能性を検証した。その結果、1 例
の変異について「病因である」と確定できた。
今後もmtDNA全周配列解析の実施例数とそれ
に伴うmtDNAの新規変異同定数はさらに増加
すると予測されるが、Cybrid による検証には
「病因変異mtDNAを持つ患者由来細胞が必須
である」「細胞質ごと移植するため mtDNA 変
異のみを純粋に見ているとは言い難い」など
解決すべき課題点もあった。 
一方で、人工制限酵素を用いたゲノム編集
技術は（主に核ゲノムを対象として）急速な
発展を見せていた。正常な mtDNA への任意の
変異導入は過去に例がなく、このシステムを
構築することが出来れば、新規 mtDNA 変異の
病因性を従来よりも、より早期に、確実に検
証できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は上記の背景から Cybrid に代
わる新規のmtDNA変異検証法の構築に挑戦し
たいと考え、本研究を下記の目的で実施した。 
① 人工制限酵素を用いたミトコンドリア
DNA への変異導入法を開発する 
② 新規 mtDNA 変異を病因として確定する 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ミトコンドリア局在型 TALEN の作製 
TALEN(Transcription Activator-Like 
Effector Nuclease)は、切断に必要な
Fok-I ヌクレアーゼドメインと厳格な基
質配列認識に必要な TALE リピートドメ
イン、核内で機能するために必要な核移
行シグナル、の 3 つの機能ドメインを持
つ。ミトコンドリア局在型 TALEN を作製
するため、核移行シグナルを削除し、代
わりにミトコンドリア移行シグナル
（MTS）を付加した。MTS は複数のミトコ
ンドリア局在タンパクの MTS 部分を
TALEN に挿入し、ミトコンドリアへの移
行効率を比較、検討した。 
(2) ミトコンドリア局在型 TALEN の機能評価

-1（認識配列デザインおよび活性測定） 
MRCD患者の皮膚繊維芽細胞あるいは血液
からゲノム DNA を抽出し、mtDNA 全周配
列解析を行った。TALEN は Left, Right
が一組となったヘテロダイマーを形成し
て機能するが、Left-TALEN もしくは
Right-TALEN のどちらか一方の認識配列
内に、前述の解析の結果得られた変異を
含むようデザインを行った。複数デザイ
ンの TALEN で活性測定を行い、活性の高
いものを選んだ。 
(3) ミトコンドリア局在型 TALEN の機能評価
-2（MTDPS 観察） 
完成したミトコンドリア局在型 TALEN を
実際に細胞に導入し、MTDPS（ミトコンド
リア DNA 欠乏状態）が起こることを確認
する。 
(4) ドナーDNA の輸送法構築 
正常細胞の mtDNA へ変異導入を行うため
には変異を持つドナーDNA を、ミトコン
ドリア局在型 TALEN と共にミトコンドリ
ア内に運ぶ必要がある。ドナーDNA のミ
トコンドリア輸送法は確立されていない
ため、どのような方法で輸送出来るか調
べた。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) ミトコンドリア局在型 TALEN の作製 
TALEN オリジナルベクターとして
pcDNA-TAL-NC2, および pCAGGS-TAL-NC2
を使用した。まず、TALEN オリジナルベ
クターから今回の実験に使用しない核移
行シグナルと FLAG 配列を除去し、代わり
に各種のミトコンドリア移行シグナル
（MTS）と V5 タグを挿入した。MTS は、
ミトコンドリア局在タンパクから MTS 部
分のみを抜き出したものを合計 10 種用
意した。この MTS 候補 10種のアミノ酸残
基数は、ミトコンドリア局在タンパク全
体として 428～1,501 残基、MTS 部分とし
て 16～43 残基であった。MTS と V5 タグ
を挿入したTALENをHEK293FT細胞に導入
し、全細胞画分およびミトコンドリア画
分を採取してウェスタンブロット解析に
使用した。その結果、いずれのプラスミ
ドからも MTS-V5-TALEN が発現している
が、発現量あたりのミトコンドリア移行
量には大きな差異があることが分かった
（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



さらに V5 タグを使用した細胞免疫染
色の結果、複数種の MTS-V5-TALEN がきち
んとミトコンドリアに移行していること
が確認された（図 2）。ウェスタンブロッ
ト解析および細胞免疫染色の結果から、
以降の実験で実際に使用する MTS を決め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ミトコンドリア局在型 TALEN の機能評価
-1（認識配列デザインおよび活性測定） 
MRCD患者の皮膚線維芽細胞あるいは白血
球の mtDNA 全周配列解析を行い、実際に
MRCD患者で同定されたmtDNA変異を本研
究の対象とした。TALEN は Left, Right
が一組となったヘテロダイマーを形成し
て機能する。両 TALEN の認識配列に挟ま
れた mtDNA の標的配列内に、前述の解析
の結果得られた変異を含むようデザイン
した。mtDNA と核 DNA の配列には相同性
の高い領域が多く存在するため、標的配
列が mtDNA 特異的な配列であり核 DNA 上
には存在しない、ということを細心の注
意を払って確認した。デザイン完了後は
複数デザインの TALEN を実際に作製した。
作製法は広島大学大学院・分子遺伝学研
究室が発表している方法に従った 2,3。作
製した TALEN の「配列認識」および「切
断活性」を測定するため、Single Strand 
Annealing(SSA)アッセイを行った。その
結果、1 塩基の違いさえも読み分ける厳
格な配列認識能が確認でき（図 3）、ミト
コンドリア局在型 TALEN が完成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、Left-TALEN ベクターには緑色
(EGFP)、Right-TALEN ベクターには赤色
（mCherry）の蛍光タンパクを挿入し、ミ
トコンドリア局在型 TALEN と蛍光タンパ
クが同じ発現プラスミドから同時に発現
するシステムを作製した。これは TALEN
導入細胞のセルソーティング等を行う際
に非常に有用であった。 
 
(3) ミトコンドリア局在型 TALEN の機能評価
-2（MTDPS 観察） 
細胞内でミトコンドリア局在型人工制限
酵素による mtDNA 切断が起こると、その
細胞は一過性にミトコンドリア DNA 欠乏
（Mitochondoria Depletion＝MTDPS）の
状態に陥ることが報告されている 4。本研
究で作製したミトコンドリア局在型
TALEN を HEK293FT 細胞に導入し、採取し
たミトコンドリア画分由来 DNA を定量
PCR で解析したところ、核 DNA に対する
mtDNA の存在比の低下すなわち MTDPS が
起こっていることが確認された。Moraes
らは TALEN 導入細胞のみをソーティング
で分取した後に定量 PCR を行っているが、
今回ソーティングを行わなくとも彼らと
同程度（約 60%）の MTDPS が確認された。
これは彼らが使用したヒト由来骨芽細胞
様細胞株に比較して、今回使用した
HEK293FT細胞の遺伝子導入効率が非常に
高いためであると考えられた。しかし、
今後、ヒト線維芽細胞のようなトランス
フェクションによる遺伝子導入効率が低
い細胞を使用する場合は、エレクトロポ
レーションやウイルスによる遺伝子導入
方法の検討も必要である。 
 
(4) ドナーDNA のミトコンドリア輸送法構築 
mtDNA への任意の変異導入を行うため
には変異を持つドナーDNA を、ミトコン
ドリア局在型 TALEN と共にミトコンドリ
アに運ばなければならない。DNA のミト
コンドリア輸送法については数例の報告
があるものの、ゲノム編集の際のドナー
DNA 輸送法として開発された例は 1 つも
ない。そこで今回、ミトコンドリアへの
DNA 輸送方法の確立を試みた。最初に検
討した方法は、ミトコンドリア局在型
TALEN と同じ輸送システム、すなわち、
ミトコンドリア移行シグナル（MTS）を利
用するという輸送法である。一般的にMTS
はペプチドであるため、遺伝子組換え技
術を用いて、融合タンパク質としてTALEN
を含むタンパク質に付加することは容易
である。しかし、今回のように核酸に直
接的に付加しようとすると工夫が必要に
なる。 
 ウェスタンブロッティングから生細胞
イメージングに至るまでパワフルなツー
ルとして使われているプロテインタグ
“Halo-Tag”に着目した。Halo-Tag とリ



ガンドの結合がアフィニティ結合ではな
く共有結合だという点が着目した理由で
ある。これをペプチド-DNA 間の結合に使
用すれば二度と解離しないため利用しや
すく、また DNA の合成配列のみ変えれば
良いため汎用性がある。Halo-Tag 融合
MTS は通常の分子生物学的手法で発現プ
ラスミドとして作製し、HaloTag リガン
ド融合 DNA は DNA 末端のアミノ基と
HaloTag リガンドのスクシンイミジル基
をカップリングして作製した。Halo-Tag
融合 MTS（A）および HaloTag リガンド融
合 DNA（B）を細胞に導入し、全細胞画分
およびミトコンドリア画分を採取して
Halo-Tag抗体によるウェスタンブロッテ
ィングを行ったところ、全細胞画分にお
けるウェスタンブロッティングでは（A）
の分子量シフトが観察され、（A）と（B）
は細胞内で期待どおり共有結合を形成し
ていることが示唆された。一方、ミトコ
ンドリア画分では（A）の分子量シフトを
観察をすることが出来なかった。より直
接的に局在を確かめるために細胞免疫染
色を追加で施行したが、やはりミトコン
ドリア内への移行は確認できなかった。 
当初目的としていた「mtDNA への変異
導入」に必要な、ミトコンドリアへの DNA
輸送は実現に至らなかったが、ミトコン
ドリア局在型 TALEN を自由にデザインし、
mtDNA 上のわずか 1 塩基の違いを読み分
けて切断、消去することが可能になった。
つまり heteroplasmy（変異を持たない
mtDNA と変異を持つ mtDNA が一定の割合
で混在）になっている MRCD 患者由来細胞
あるいは Cybrid 細胞において、その
heteroplasmy の割合を調節し、病因かど
うか検証する等の研究目的に合致する細
胞を作製することが出来るようになった。 
現在、細胞内で形成された MTS-DNA が
なぜミトコンドリア内に移行できないの
か原因究明を進めるとともに、RNA シグ
ナル配列を利用したミトコンドリアへの
DNA 輸送の検討を開始している。輸送し
たいドナーDNA と同じ“核酸”をシグナ
ルとして使用することで、前述のペプチ
ドシグナルで生じた問題を克服できるの
ではないかと期待する。 
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