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研究成果の概要（和文）：　ミトコンドリア（mt）ゲノムの機能解析を実施するためにはホモプラズミックなmtゲノム
改変が必要であるが、これを実現する実用的な改変技術は開発されていない。本研究ではマイクロデバイスによる独自
の細胞質移植技術を用いたホモプラズミックなmtゲノム改変技術の創出を目指した。この技術では変異mtゲノムをクロ
ーニングすることによりホモプラズミックなmtゲノム変異を構築することを想定している。これを実現するためには生
きた細胞間における単一ミトコンドリアの移植が不可欠であるが、マイクロデバイスを用いた独自の細胞質移植技術に
改良を加えることで、これを実現した。

研究成果の概要（英文）：To carry out functional analysis of mitochondrial (mt) genome, it is necessary to 
achieve homoplasmic mutation(s) on mt genome, however, feasible mt genome editing method has not been 
developed. The purpose of this study was to develop a novel mt genome editing method by using a 
specially-developed microfluidic device which can perform direct cytoplasmic transfer between live single 
cells via formation of cell fusion through a micro aperture. In the proposed method, homoplasmic mt 
genome mutation is achieved by transferring of single mitochondrion with mutated mt genome into the mt 
genome-less cell. In this study, single mitochondrion transfer between single live cells, the most 
critical matter for achieving homoplasmy of mt genome mutation, was realized by developing a new cell 
fusion method, in particular, modulating geometry of the microfluidic device.

研究分野：細胞/分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
ミトコンドリアゲノム（mt ゲノム）は動

物細胞においては唯一の核外ゲノムである。
mt ゲノムの生命システムにおける役割を明
らかにするためには mt ゲノム改変に基づく
機能解析が必要であるが、その実施は極めて
困難である。mt ゲノム改変が困難であるの
は主に以下の二つの理由による。第一に、ミ
トコンドリアへの外来遺伝子送達そのもの
が困難であること、第二に、1 細胞あたり数
千コピーにもおよぶ mt ゲノムが存在するこ
とである。つまり、たとえ任意の変異を導入
することできたとしても、それが多数存在す
るコピーの大多数に導入されない限り表現
型に反映されない。すなわち、mt ゲノムの
機能解析を行うためには“ホモプラズミック
な mt ゲノムの変異導入”という困難な課題
を克服しなくてはならない。 
これまでにミトコンドリア移行シグナル

を付与した制限酵素等によってその標的配
列を有した mt ゲノムを切断・除去すること
でその領域に変異を有した mt ゲノムをホモ
プラズミックな状態にできることが報告さ
れている。しかしこの方法では mt ゲノム改
変の対象となる変異は制限酵素の標的部位
に限られるため、実用的な mt ゲノム改変法
とは言い難い。現在のところ、mt ゲノム全
域にわたって配列非特異的にホモプラズミ
ックな mt ゲノム変異の導入する実用的な方
法は開発されていない。 

 
 

２．研究の目的 
 
 申請者はこれまでにマイクロデバイスを
用いた独自の細胞融合技術を開発し、その技
術を用いることで生きた細胞間における直
接的なミトコンドリア移植に成功している。
本研究の目的は、申請者の独自技術であるマ
イクロデバイスを用いた細胞質融合技術を
用いることで、これまで実現してこなかった
mt ゲノムの全領域を対象としたホモプラズ
ミックな mt ゲノム変異導入を可能にする、
新規 mt ゲノム改変技術を創出することであ
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究の実施に先立ち、単一ミトコンドリ

ア移植による mt ゲノムクローニングを実施
することで実現する mt ゲノム全域を対象と
したホモプラズミックな変異導入技術を発
想した。この技術の概略は以下の通りである。 

mt ゲノム変異を蓄積させた細胞をドナー
細胞とし、ρ0細胞（mtゲノムを欠失させた
細胞）をレシピエント細胞として準備する。
これらの細胞間において、単一のミトコンド
リアをρ0細胞に移植することで mtゲノムの

クローニングを実現する。ミトコンドリア、
および mtゲノムは細胞/核ゲノムとは独立し
て増殖/複製することから、ミトコンドリア
が移植されたρ0細胞の mtゲノムはその後同
一の型のみを含む状態、すなわちホモプラズ
ミックに mt ゲノムを有する細胞となる。 
この mt ゲノム改変を実現するためには、

単一ミトコンドリアの移植が必須である。本
研究計画では、申請者の独自技術であるマイ
クロデバイスを用いた細胞融合法を用いた
細胞質移植を基に、単一ミトコンドリアの移
植を実現するマイクロデバイスを開発し、ホ
モプラズミックな mt ゲノムの改変を実現す
ることを目指す。 
 
 

４．研究成果 
 
 本研究では、申請者の独自技術であるマイ
クロデバイスを用いた細胞融合技術を用い
ることで実現する単一ミトコンドリア移植
に基づいたホモプラズミックな mt ゲノム改
変技術（研究の方法を参照）を発想し、その
実現を目指した。具体的には、以下の 4 課題
に取り組んだ。(1)単一ミトコンドリアの移
植、(2)mt ゲノムに変異が蓄積した細胞の樹
立、(3)ρ0 細胞（mt ゲノム欠失細胞）の樹
立、(4)ミトコンドリアが移植細胞の選別法
の樹立、である。それぞれの課題に関する研
究成果を以下に記す。 
 
(1)単一ミトコンドリアの移植 
 本研究に先立って申請者が開発したマイ
クロデバイスは、幅約 2μmの微小な間隙（マ
イクロスリット）を介して細胞融合を成立さ
せることで、核の混合を伴わない直接的な細
胞質移植を実現する。このデバイスは、細胞
融合の際に生じる細胞質の相互交換に伴い
生きた細胞間のミトコンドリアの移植も実
現するが、その際にはミトコンドリアは細胞
融合が成立した後に数時間かけて徐々に融
合パートナーに移植されるという特徴があ
った。この研究課題では、単一ミトコンドリ
アの移植を実現するために、このゆっくりと
したミトコンドリア移植に着目した。すなわ
ち、ミトコンドリアの移植量をさらに減じる
ことができれば、単一ミトコンドリアの移植
が実現すると考えた。そこで、マイクロデバ
イスのジオメトリを変更することでミトコ
ンドリアの移植量を減じ、単一ミトコンドリ
アの移植を実現することを目指した。 
 ミトコンドリアの移植量を制限するため
に、微小な間隙構造をマイクロスリットから
マイクロトンネルに変更した。幅 2μm、長さ
4、6、10μm のマイクロトンネルを有するマ
イクロデバイスをデバイスを作製し、NIH3T3
線維芽細胞を用いた細胞融合実験にてそれ
らにおけるミトコンドリアの移植量を比較
したところ、トンネル長が長いほどミトコン
ドリアの移植量が減ずることが明らかとな



った。特に、トンネル長が 10μm のマイクロ
デバイスは、移植されるミトコンドリア量が
非常に少なく、いくつかの例では融合パート
ナーへ移動したミトコンドリアを一つにす
ることに成功した（図 1）。また、マイクロト
ンネルは、融合試薬（センダイウィルスエン
ベロープ）を除去した後にすみやかに細胞の
解離を誘発することもできた。これらの結果
から、マイクロトンネルを有したマイクロデ
バイスを用いることで直接的な単一ミトコ
ンドリア移植が実現できると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)mt ゲノムに変異が蓄積した細胞の樹立 
本研究で提案する mtゲノム改変技術では、

ランダムに mt ゲノム変異を蓄積した細胞か
らρ0 細胞に単一のミトコンドリアを移植す
ることで mt ゲノムをクローニングし、その
結果としてホモプラズミックな mt ゲノムの
改変を実現する。この研究課題では、まず、
このような mt ゲノムのクローニングの可否
を検討するために、遺伝子型が明らかな mt
ゲノムをヘテロプラズミック有するドナー
細胞を構築した。具体的には、Hela と 143B
細胞の融合させ、両者の mt ゲノムをヘテロ
プラズミックに有する細胞株を樹立した。さ
らに両細胞種の mt ゲノムの全塩基配列の比
較から、双方の mt ゲノムがヘテロプラズミ
ックに混在する状態の細胞からそれぞれを
PCRを用いて簡便に検出できる mtゲノム領域
も同定した。 
本研究計画における mt ゲノム改変におい

て、最終的には mt ゲノムに変異が蓄積した
細胞が必要であるため、これを不正確な mt
ゲノム複製を誘発する変異型 polγ発現細胞
を樹立することで作製を試みた。しかしなが
ら、変異型 polγ 発現ベクターを作製するた
めの polγ のクローニングは終了したが、予
定された研究期間内に変異型 polγ発現細胞
株の樹立には至らなかった。 
 
(3)ρ0細胞（mtゲノム欠失細胞）の樹立 
 本研究で提案するホモプラズミックな mt
ゲノム改変技術において、レシピエント細胞
として用いるρ0 細胞が不可欠であるため、
その樹立を行った。臭化エチジウムの長期曝
露によって mt ゲノムを完全に除去すること

で 143B細胞をρ0化することに成功した。さ
らに作製したρ0 細胞に H2B-mCherry 発現ベ
クターを安定導入して核を赤い蛍光で標識
し、ミトコンドリア移植後にρ0 細胞由来の
細胞を追跡できるようにし、これをレシピエ
ント細胞とした。 
 
(4)ミトコンドリアが移植されたρ0 細胞の
選別法の樹立 
 本研究で用いるマイクロデバイス内では
目的とするミトコンドリアが移植されるρ0
細胞は稀であるため（< 1%と見積もられる）、
この細胞を選別する方法が必要である。そこ
で、 TK (virus thymidine kinase)と GCV 
(Ganciclovir)を用いた選別システムを考案
した。具体的には、TK発現細胞をドナー細胞
とし、そこからレシピエント細胞（ρ0細胞）
にミトコンドリア移植を実施する。融合細胞
の解離を誘発した後に、融合に伴ってレシピ
エント細胞に移動した TK が消失するまで培
養を継続する。その後、GCV へ暴露すること
でドナー細胞由来の核を含む細胞を除去す
る。さらに、ρ0 細胞の生存に必要なウリジ
ンとピルビン酸を含まない通常培地で培養
を継続することでミトコンドリアが移植さ
れなかったρ0細胞を除去する。 

この研究課題では、このような GCV を用い
た選別を実施できる TK 発現細胞の樹立に取
り組んだ。具体的には、143B 細胞に TK 発現
ベクターを導入することで TK 発現細胞
（TK-143B 細胞）を樹立した。また、樹立し
た TK-143B細胞は、20 μMの GCVへの暴露で
完全に死滅するが、143B細胞はこの条件で増
殖に影響を受けないことを確認した。また、
TK-143B 細胞とρ0 細胞を用いてマイクロデ
バイスを用いた細胞融合を行ったところ、マ
イクロトンネルを介した細胞融合とその後
の解離を誘発することができた。 
 
本研研究では、研究期間内に最終目標とし

たホモプラズミックな mt ゲノム改変には至
らなかったが、上記 4つの課題の実施を通じ
て、この mt ゲノム改変に関する新規技術を
実現する上で必要な基本要素を構築するこ
とができた。特に、最も重要な単一ミトコン
ドリアの移植に成功したことは、ホモプラズ
ミックな mt ゲノム改変技術の実現に向けて
大きな進展があったといえる。今後は、本研
究にて構築できた基本要素を基に、ホモプラ
ズミックな mt ゲノム改変が実現することが
期待される。 
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