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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリア病の原因遺伝子の可能性の高いFATP3遺伝子の生理的役
割を解明するため、FATP3ノックアウトヒトiPS細胞を作製し、未分化状態のヒトiPS細胞への影響を検討した。
未分化マーカーの発現や呼吸鎖酵素複合体のサブユニット量を比較したところ、FATP3ノックアウト細胞と野生
型細胞の間で差は認められなかった。このことから、FATP3はヒトiPS細胞の未分化状態やミトコンドリア呼吸鎖
には影響を与えないことが示された。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial diseases are inherited metabolic disorders, which caused by 
the reduction in the enzyme activities of respiratory chain complexes. FATP3 gene was extracted as 
causative gene for mitochondrial disorder by whole exome sequencing of a patient. In this study, to 
clarify the physiological role of FATP3 in mitochondria, we generated FATP3-knockout (KO) hiPSCs 
from healthy individual derive hiPSCs using a CRISPR-Cas9 system. The expression levels of assembly 
factors for respiratory chain complexes and the amount of mitochondrial DNA in FATP3 KO hiPSCs were 
compared with those of the wild-type iPSCs. There were no differences between wild-type and FATP3 KO
 hiPSCs. These results showed that FATP3 deficiency was not affect the undifferentiated state and 
the mitochondria respiratory chain complexes in hiPSCs.

研究分野：細胞生物学、分子生物学

キーワード： ミトコンドリア　先天代謝異常　遺伝子疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎内発育不全性低身長症の患者でミトコンドリア呼吸鎖複合体の酵素活性の低下がみられたため、この患者は胎
生期、及び出生後の成長に必要なエネルギー産生が不足していることが予想された。FATP3は脂肪酸輸送体をコ
ードする遺伝子であり、ミトコンドリアに局在することが報告されていたが、呼吸鎖酵素複合体とFATP3の間に
相互関係があるのかどうかは解明されていない。今回の研究で、FATP3ノックアウトヒトiPS細胞が作製できたこ
とから、この細胞を分化誘導した時のFATP3の影響を検討することが可能となった。胎生期におけるFATP3の機能
を解析するためのツールとして有用であると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1） 本研究対象である患者は small-for-gestational age (SGA:胎内発育不全)性の低身長症を
主訴とし、この患者由来の皮膚線維芽細胞においてミトコンドリア呼吸鎖複合体 Iと IVの酵素
活性の低下が認められた。そのため、ミトコンドリア病と診断された。ミトコンドリア病は電子
伝達系の機能不全によって生じる先天性疾患である。細胞のエネルギー産生の場であるミトコ
ンドリアは全ての臓器に存在するため、ミトコンドリア病の症状は痙攣、筋力低下、肝不全、難
聴等、様々な臓器で多岐にわたる。低身長もそういった症状のひとつである。 
 
（2）このミトコンドリア病患者の原因遺伝子を特定するため、全エクソーム解析を行った結果、
抽出された候補遺伝子のなかで、唯一「ミトコンドリアに部分的に局在する(J. Lipid Res. 2012. 
53: 888-900.)」ことが報告されている遺伝子が、本研究対象の Fatty Acid Transport Protein 3 
(FATP3)であった。一般的に脂肪酸代謝に関わる遺伝子異常は、脂肪酸 β 酸化の障害を引き起
こし、電子伝達系全体が抑制されることでエネルギー産生の低下を招く。 
FATP3 はパルミチン酸、オレイン酸、α-リノール酸、アラキドン酸のような長鎖脂肪酸を基質
とする脂肪酸アシル CoA 合成酵素である。また、FATP ファミリーの解析から脂肪酸輸送体と
しての機能も有すると推測されている。しかし、これまでのところ FATP3の変異を原因とする
遺伝子疾患は報告されていない。また、FATP3が脂肪酸輸送体や脂肪酸アシル CoA合成酵素と
してミトコンドリアで何をしているのか、その具体的な役割はよくわかっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
以上の背景から、本研究では FATP3のミトコンドリアにおける生理的意義を細胞レベルで明ら
かにすることを目的に FATP3ノックアウトヒト iPS細胞を作製し、未分化状態におけるミトコ
ンドリアへの影響を調べた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) FATP3 ノックアウトヒト iPS 細胞の作製 
① FATP3 ノックアウト用に設計したターゲティングベクター及び、gRNA/Cas9 発現ベクターを
エレクトロポレーションでヒト iPS(hiPS)細胞へ導入した。ターゲティングベクターは FATP3 遺
伝子の第一エクソンに選択マーカーが挿入されるように設計した。変異株を選択するため、ピュ
ーロマイシンを添加して 3日間、培養した。生成されたコロニーを拾って拡大培養を行い、凍結
保存とゲノム DNA(gDNA)の抽出を行った。変異株のスクリーニングは、各コロニー由来の gDNA
を鋳型にして、PCR 法にて実施した。薬剤選択カセットの挿入と欠失変異が検出されたクローン
については、サンガーシーケンスを行って、塩基配列を確認した。 
 
② 上記①で変異が確認されたクローンから Total RNA を抽出し、FATP3 や未分化マーカー遺伝
子の発現解析に用いた。また、ミトコンドリア画分を単離し、ウエスタンブロッティングに用い
た。 
 
③ FATP3 ノックアウト株由来の gDNA を用いて、定量 PCR 法でミトコンドリア DNA(mtDNA)量を
定量した。補正用に gDNA 領域を増幅させるプライマーセットでも定量 PCR 法を実施した。 
 
 
４．研究成果 
1) FATP3 ノックアウト(KO)hiPS 細胞の作製 
① ピューロマイシンで薬剤選択した後に生成されたコロニーを 144 個ピックアップした。その
内、83 クローンから gDNA を抽出し、相同組み換え体のスクリーニングを PCR 法にて行った。そ
のなかから、薬剤選択カセットが挿入されており、且つもう片アリルにも変異が挿入された可能
性のある株を選び、相同組換え領域や変異領域の PCR 産物の配列をサンガーシーケンスで確認
した。その結果、薬剤選択カセットが挿入されており、且つもう片アリルにも変異が挿入された
株が 5クローン取得できた。 
 
② FATP3は未分化状態のhiPS細胞で発現し
ているので、これらのクローンにおける
FATP3 の発現量を比較した。その結果、両ア
リルが変異した株(#1, #2, #20, #22)では、
FATP3 タンパク質が検出されなかった。従っ
て、これらの hiPS 細胞株は FATP3KO 株であ
ることが確認できた。#12 と#23 は変異が挿
入されなかった株で、コントロールとして使
用した(図 1)。 
 



(2) 未分化マーカーの発現量の検討 
FATP3KO hiPS 細胞は、顕著な増殖能の低下は認
められなかった。しかし、拡大培養の際、ごく一
部の細胞が分化したことがあった。親株の培養で
はそのような分化細胞は観察されない。そのた
め、FATP3 の発現が減少したことにより、多能性
を維持しにくくなっている可能性を考えた。そこ
で、未分化マーカーの SOX2、OCT3/4 の発現量を
定量 PCR 法で測定したが、野生型株と KO 株の間
で差は認められなかった(図 2)。 
 
 
(3) FATP3KOhiPS 細胞の呼吸鎖複合体量の検討 
① 維持培養した KO株、野生型株からミトコンド
リア画分を単離し、ウエスタンブロッティング
で、各呼吸鎖複合体のサブユニットの発現量を検
出した(図 3)。野生型（#12、親株)と比較して、
KO 株で顕著な変化は認められなかった。 
 
② また、これらの株における mtDNA も定量し、
野生型株との違いを比較したが、KO 株との間で
差は検出できなかった。 
 
以上の結果から、FATP3は少なくとも未分化状
態においては、hiPS 細胞の多能性、増殖能、
ミトコンドリア呼吸鎖活性に影響は与えない
ことがわかった。hiPS 細胞では電子伝達系よ
りも解糖系によるエネルギー代謝の方が優位
であるため、分化誘導前の hiPS 細胞では表現
型が検出されにくい可能性が考えられる。 
本研究課題内では、内胚葉や外胚葉への分化
誘導後の FATP3 の影響まで解析を進めること
ができなかった。しかし、FATP3 遺伝子に変異
を持つ患者は胎内発育不全を呈したことか
ら、今後は、外胚葉、内胚葉、さらにその先の
体細胞に分化誘導させた時のミトコンドリア
呼吸鎖複合体や mtDNA 量の検討が必要である。 
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