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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNA(mtDNA)は個々に多型が存在する。生殖医療において第三者のミト
コンドリアを移入する治療が報告されているが、mtDNAと核遺伝子との適合性に関する研究は極めて少ない。本
研究では第一に、同一核型に亜種mtDNAを置換したコンプラステック疾患マウスを独自に作製し、その病態を解
析した。第二に、これらマウスからB6マウスと亜種マウスmtDNAが混在するヘテロプラスミーのES細胞を作製し
た。第三に、ミトコンドリアを標的する複数のタンパク質を連結したTALEN改変ベクターを作製してミトコンド
リア標的への最適化を試み、一方のmtDNAを特異的に切断し除去することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial DNA (mtDNA) is individually polymorphic. Recently, the 
mitochondrial transfer from other people to embryos has been reported in reproductive medicine, but 
there have been very few studies on the compatibility of mtDNA with nuclear genes. In this study, 
firstly, we originally generated conplastic mice with subspecies mtDNA in the same karyotype, 
established a disease mouse model with altered phenotype, and analyzed the pathogenesis. Secondly, 
we generated heteroplasmic ES cells with a mixture of both B6  and subspecies mtDNAs. Thirdly, we 
generated TALEN-modified vectors linked to mitochondrial proteins for optimization to mitochondrial 
targeting, and confirmed the effect of mitochondrial genome editing that specifically removes one 
mtDNA.
In conclusion, we generated a conplastic mouse model of nuclear-mitochondrial incompatibility 
showing exacerbation of the disease, and demonstrated that specific mtDNA can be removed by the 
TALEN using heteroplasmy model cells.

研究分野：病態生化学

キーワード： ミトコンドリア　遺伝子治療　ミトコンドリア遺伝子異常　ヘテロプラスミー　ゲノム編集　ミトコン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、生殖医療において、ミトコンドリア遺伝子異常症の遺伝子治療法として受精卵への前核置換法が用られる
が、二者のmtDNAが混在するヘテロプラスミーの状態となる。しかし、mtDNAと核遺伝子との適合性に関する研究
は極めて少ない。本研究では、疾患モデルマウスをベースにした疾患コンプラステックマウスを作製し、ミトコ
ンドリアと核の適合性により症状の変動を示したことは、学術的意義がある。また、mtDNAのヘテロプラスミー
を解消する遺伝子治療法を開発することは非常に重要で社会的意義がある。複数のミトコンドリア標的シグナル
およびタンパク質を検討し、TALENのmtDNAへの標的を最適化した意義は大きい。

※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。



１．研究開始当初の背景 
(1) ミトコンドリアは核以外に独自の DNA を有する細胞内小器官であり、細胞の大部分のエネ
ルギーを供給し、細胞全体の活性の調節に機能する。近年、ミトコンドリア研究が多くの生命現
象で注目されており、特に、ミトコンドリアの代謝物や活性酸素等が細胞内シグナルとして注目
され、転写因子の活性調節や DNA・ヒストンのエピジェネティクス調節を介した細胞増殖、分化、
癌化、肥満などへの関与が明らかになりつつある。最近の生殖医療では、ヒトのミトコンドリア
DNA 異常症に対する前核置換(PNT)による第三者のミトコンドリアの移植治療が臨床試験として
英国で試みられている（Nature, 534:383, 2016）。しかしながら、外来性のミトコンドリアと核
の適合性に関する議論は少ない。その理由は、ミトコンドリア―核の適合性を検討する良い実験
系が少ないことに起因する。 
 
(2) 同一核を有しミトコンドリアのみが置換されるコンプラステックマウスは、ミトコンドリ
アの影響を如実に検討できる良いモデルである。最近、老年期におけるコンプラステックマウス
の加齢抑制効果が報告されたが、これまで若年期における形質に明らかな差の報告はなかった
（Nature, 535: 561, 2016）。一方、疾患表現型に変化が認められるコンプラステックマウスの
報告はまだない。このようなモデルマウスの確立は、ミトコンドリア―核遺伝子の適合性の分子
機構を研究する上で非常に重要であり、生殖医療における第三者ミトコンドリア移入治療を考
察する有用な基礎データを提供可能である。 
 
(3) 近年、ゲノム編集による治療法の開発が多く報告されている。核 DNA と異なり mtDNA に対
する遺伝子治療は困難であったが、最近ミトコンドリア標的シグナルを付加した TALEN (Mito-
TALEN)を用いる方法が開発された(Cell,161:459, 2015)。本研究で作製したコンプラステック
マウスは、この治療法の開発するための治療モデルに最適であり、ベクターの最適化を検討可能
である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究を踏まえ、かつ近年の生殖医療におけるミトコンドリア移植の臨床
応用によりミトコンドリア―核の適合性の検討が喫緊の課題である点を鑑み、ミトコンドリア
遺伝子と核遺伝子との適合性が病態に影響を与えることを示し、ヘテロプラスミーを解消する
遺伝子治療法を最適化する検討を目的とした。 
 具体的には、 (1) mtDNA を置換したコンプラステックマウスの確立と表現形解析、(2)コンプ
ラステックマウスから樹立した ES 細胞を用いた適合性の機能解析、(3)ヘテロプラスミーから
特定の mtDNA を除去する遺伝子治療法の開発で構成する。 
 
３．研究の方法 
(1)コンプラスミックマウスの確立と表現形解析 
① 亜種マウスとのコンプラステックマウスをバッククロ
スや前核置換法(PNT)を用いて独自に作製した。核は
C57BL/6 (B6)マウス由来であり、ミトコンドリアは亜種の
MSM または SHH マウス由来である。mtDNA 系統樹を図 1に
示す。 
② 疾患モデルマウスのコンプラステックマウスを作製す
る。糖尿病モデルマウス(KK)と BALBmtSHHの受精卵から前核
置換法によって核型が KKで mtDNA が SHH のコンプラステ
ックマウス(KKmtSHH)を作製した。強い糖尿病症状を示す
KK-Ay を核型としたコンプラステックマウス(KK-AymtSHH)
を作製した。 
③ 表現形の解析として、体重増加曲線、腹部 CT、呼気ガ
ス酸素消費モニター、行動解析、血糖などの生化学検査、 
グルコース負荷テスト、インスリン負荷テストを行う。さらに、インスリン、レプチンなどのア
ディポカインを測定した。また、各臓器を採取し、病理組織学的解析を行った。 
④ 各臓器の mtDNA の量を qPCR にて検討する。肝臓ミトコンドリアを単離し、呼吸調節率、電子
伝達系の酵素活性および複合体解析を行った。以上から、表現型の差異と mtDNA 量およびミトコ
ンドリア活性との相関を検討した。さらに、核性因子の遺伝子発現量を検討し、病態の分子機構
を解析した。 
(2) ヘテロプラスミーmtDNA を有する ES細胞の樹立 
⑤ B6 マウスおよび B6mtSHHの受精卵から前核置換によりヘテロプラスミー受精卵を作製し、ここ
から ES細胞を作製した。それぞれの細胞を mtDNA の配列を検討し、mtDNA 型が混在する ES 細胞
を確立した。 
(3) ヘテロプラスミーmtDNA の遺伝子治療法の開発 
⑥ B6 と SHH の mtDNA を別々に認識して切断する TALEN ベクターを作製した。さらに、TALEN の
N 末端にミトコンドリア移行シグナル配列を連結したベクターを作製した。また、mtDNA 結合タ
ンパク質である TFAM を N末端に連結する改良型ベクターを作製した。 

 
図 1. マウス mtDNA の系統樹(UPGMA)。
（*は報告者が登録した塩基配列） 



⑦ 前述のヘテロプラスミーの ES 細胞に、それぞれの TALEN ベクターを遺伝子導入し、残存し
た mtDNA の型と残存率を PCR 産物の RFLP にて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)コンプラスミックマウスの確立と表現形解析疾患モデ
ルでのミトコンドリア適合性を検討するために、核型が糖
尿病モデルマウス KK-Ay 由来で、ミトコンドリアが亜種
SHH マウス由来であるコンプラスティックマウス（KK-
AymtSHH）を作製し、表現型解析を実施した。KK-Ay マウスに
比べ KK-AymtSHHマウスにおいて、体重が優位に減少し（図
２）、随時血糖、空腹時血糖および糖化アルブミンが有意
に上昇し（図３）、インスリン負荷テストにてインスリン
抵抗性が上昇することを明らかにした。病理組織学的検討
では膵臓ランゲルハンス島は KK-AymtSHHにて萎縮していた。
また蛍光免疫染色ではグルカゴンの染色性は保たれてい
たが、インスリンの染色性は低下した傾向にあった。以上
から、この萎縮は２型糖尿病の膵疲弊の結果と推察された。 
腹部 CTにて KK-AymtSHHの脂肪率は低下し、解剖時では精巣
周囲白色脂肪組織の重量は低下していた。酸素消費モニタ
ーでは脂肪燃焼の増加が示されており、脂肪酸の燃焼の亢
進が示された。 
各臓器の mtDNA 量の定量 PCR では、KK-AymtSHHの肝臓の
mtDNA 量が増加する有意な差を認めた（図４）。KK-AymtSHH

の肝臓における遺伝子発現では、PGC-1a の高発現を認め、
PEPCKやG6Paseの高発現から糖新生系の亢進を確認した。
また、各マウスより採取した肝臓初代培養細胞にてグルカ
ゴン反応性を検討したところ、ミトコンドリア関連転写因
子の PGC-1a、NRF1、TFAM などグルカゴン応答性は高かっ
た。さらに、糖新生系酵素である PEPCK や G6Pase などの
応答性も高かった。以上から、肝臓での糖新生が促進する
ことにより、２型糖尿病増悪を惹き起こしたものと考えら
れる。 
KK-Ay および KK-AymtSHHの mtDNA の全塩基配列を同定し、
塩基配列の置換の比較検討を行ったところ、電子伝達系の
複合体 I におけるアミノ酸置換率が最も高かった。単離
肝臓ミトコンドリアを用いたフラックスアナライザーに
よる electron flow 解析でも、KK-AymtSHHにおいて複合体
Iの活性の低下が認められた。以上より、亜種マウスとの
ミトコンドリアの置換により糖尿病の症状の増悪が認め
られ、核−ミトコンドリアの不適合性により、病態に影響
を与えることを初めて明らかにした。 
 
(2) ヘテロプラスミーmtDNA を有する ES細胞の樹立 
ミトコンドリア異常症における治療法において、前核置換
法(PNT)を用いた受精卵でのミトコンドリア置換が近年実
施されているが、変異 mtDNA の持ち込みがあり、ヘテロプ
ラスミーの状態となることが指摘されている。本研究では、
亜種ミトコンドリアとのヘテロプラスミーの細胞を作製
する目的で、前核置換法により B6 マウスおよび B6mtSHH
の受精卵から２つの mtDNA が混在するヘテロプラスミー
の ES細胞を樹立した（図５）。制限酵素の RFLP により、
亜種 mtDNA が区別できる。以上から、ゲノム編集を用いた
遺伝子治療へのモデル細胞を樹立した。 
 
(3) ヘテロプラスミーmtDNA の遺伝子治療法の開発 
近年、ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療法が報告されている。ヘテロプラスミー状態を解消す
るために、TALEN 法を用いた効率の良い mtDNA 消去するベクターの検討を行った。具体的には、
ミトコンドリア移行シグナル部分を、ミトコンドリア DNA 結合因子である TFAM や mSSB に改変
した TALEN ベクターを作製した。さらに、TALEN 部分は B6 と SHH 由来の mtDNA を別々に認識し
て切断する各々二種のベクターを作製した。これらのベクターをヘテロプラスミーES 細胞に導
入したところ、一方の mtDNA を特異的に切断するゲノム編集の効果が認められた。一般的な問題
点の一つに、非特異的な塩基認識による mtDNA の非特異的除去がある。目的ではない mtDNA が一
定の割合で非特異的に切断されると、全体的な mtDNA の量が低下することがある。胚の発生初期

 
図 2. KK-AymtSHH及び KK-Ay マウスの
体重増加曲線。KK-AymtSHHは体重が有
意に減少 

 

図 4. KK-AymtSHH及び KK-Ay マウスの
各臓器での qPCR による mtDNA 量。 
KK-AymtSHH肝臓での mtDNA 量が増加。 

 
図5. PNTによるヘテロプラスミーES
細胞の樹立。右図で二つの RFLP が混
在する ES細胞の樹立を確認した。 

 
図 3. KK-AymtSHH及び KK-Ay マウスの
随時血糖（左）と糖化 albumin（右）。 
KK-AymtSHHは血糖等が有意に増加 



において mtDNA 量が減少すると適切な胚発生過程が得られないため、非特異的な切断を回避す
ることは重要な点である。本研究においては TAL 部分に３塩基の置換があったため、特異性が高
い TAL を設計することができた。また、一方の mtDNA を切断して消去しても、全体的な mtDNA の
量にさほど変化がなかったことから、TAL の非特異的認識はほぼなかったものと考えられた。以
上から、本ベクターは高い特異性と除去効率を有することが示され、mtDNA 遺伝子治療の基礎的
なデータを提供すると思われる。 
本研究では、亜種マウスを用いた核―ミトコンドリア不適合のモデルを作成し、不適合が病態の
増悪に関与すること、ミトコンドリア標的 TALEN の最適化を試み、ヘテロプラスミーのモデル細
胞を用いて特定の mtDNA が除去可能であることを明らかにした。 
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