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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア脳筋症・乳酸アシドーシス・脳卒中様発作症候群(MELAS) はミトコン
ドリア病の一つで、mtDNA の点変異が原因で発症することが知られている。本研究はG13513変異を有するMELAS
患者由来iPS細胞を用い、変異mtDNAの存在率と病態発症との因果関係を細胞レベルで解析することを目的とし
た。種々の変異mtDNA比率を有したMELAS-iPS細胞を得るために、変異mtDNAを標的としたTALENを作製し、
MELAS-iPS細胞に導入したところ、変異mtDNA比率を改変することができた。さらに、これらのiPS細胞を骨格筋
細胞や神経細胞へ分化誘導し、その違いを検証した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like 
episodes (MELAS) is one of the most common mitochondrial diseases caused by point mutations　in 
mitochondrial DNA (mtDNA). We generated iPSCs from a MELAS patient having a G13513A mutation in 
mtDNA. To elucidate the relationship between heteroplasmy level and cellular phenotype, the level of
 mutant mtDNA in MELAS-iPSC was changed using originally established mtDNA-targeted Platinum TALENs,
 which were transported into mitochondria and preferentially cleaved mutant mtDNA. Furthermore, we 
tried to analyze these iPSC-derived myocytes and neurons.

研究分野：幹細胞創薬生命科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ゲノム編集技術の一つであるTALENを用いて、mtDNA変異を有するMELAS患者由来iPS細胞における変
異mtDNA比率の改変に成功した。この技術は、変異mtDNA比率と細胞表現型の関係についての詳細な解析を可能に
した。さらに、本研究で作製したiPS細胞モデルを用いることで、今後ミトコンドリア病の治療法の開発に応用
できると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアの働きが低下することが原因で発症する病気を総称してミトコンドリア病
と呼ぶが、ミトコンドリアの機能低下の原因は様々である。遺伝的原因としては、所謂核ゲ
ノムにコードされた遺伝子変異によるものと、ミトコンドリアが独自に持つ、1 細胞当たり
数百～数千個存在するミトコンドリア DNA (= mtDNA)の変異によるものに大別されるが、こ
のうち、mtDNA の異常によって生じるミトコンドリア病の多くは、１つの細胞の中に正常な
mtDNA と異常な mtDNA が混在する状態（ヘテロプラスミー）で発症する。また細胞や組織に
よって異常 mtDNA の割合が異なること（= 細胞／組織特異性）、異常 mtDNA の割合が一定以
上になると機能障害を起こすこと（= 閾値効果）が知られている(Nat Rev Genet.16, 530-42, 
2015)。 

ミトコンドリア脳筋症・乳酸アシドーシス・脳卒中様発作症候群(mitochondrial myopathy, 
encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes: MELAS) はミトコンドリア
病の一つで、mtDNA の A3243G, G13513A 等の変異が原因で発症することが知られている。臨
床症状は、脳卒中様症状が特徴的であるが、てんかん、認知症、乳酸アシドーシス、ミオパ
チー、頭痛、難聴、糖尿病等非常に多様である。発症年齢の幅も広いが、小児期(〜15 歳)
までに発症する場合が全体の約 70％を占める。脳卒中様症状を含め多様な臨床像を反映する
病態機構は、適切な病態モデルがないこともあり推測の域をでておらず、その治療法は確立
していない。 

2007 年に報告されたヒト iPS 細胞作製技術(Cell 131, 861-72, 2007)によって、体細胞を
初期化することにより疾患を有する患者自身の体細胞から、疾患特異的 iPS 細胞を経て、疾
患の標的細胞を入手することが可能になった。mtDNA の変異あるいは欠損に由来するミトコ
ンドリア病の研究に関しては、遺伝子工学的手法で直接 mtDNA を改変するというアプローチ
が困難である為、本疾患の iPS 細胞を用いた病態モデル作出はより大きな意義を持つと考え
られた。実際、ミトコンドリア患者由来 iPS 細胞の作製に関する報告は 2012 年を皮切りに
少しずつ出始めていた(Nature 524, 234-8, 2015; Stem Cells 31, 1298-308, 2013; PNAS 110, 
E3622-30, 2013; Diabetologia 55, 1689-98 等)。 
 
また、ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 といったゲノム編集の技術が、遺伝子欠損や挿入の導入効
率を格段に上げ、iPS 細胞を用いた遺伝性疾患の研究にも非常に有用であることが示されて
いた(Trends Biotechnol. 31, 397-405, 2013)。これらの技術は基本的に核ゲノムの編集が
対象であったが、例えば TALEN をミトコンドリア内に送り込むことにより、mtDNA の二本鎖
切断を引き起こすことができる。この性質を利用することで、変異 mtDNA 特異的な TALEN を
導入することにより、変異 mtDNA の存在率を減少させる方法が提案された(Nature Med. 19, 
1111-3, 2013)。 

 
 
２．研究の目的 

本研究では変異 mtDNA に由来するミトコンドリア病の一つである MELAS に注目し、患者由
来 iPS 細胞を用いて、その病態を細胞レベルで明らかにすることを目的とした。変異 mtDNA
の存在率と細胞表現型の因果関係を調べるために、変異 mtDNA を特異的に切断する TALEN を
開発し、これを、MELAS-iPS 細胞に導入し、種々の変異 mtDNA 比率を有する iPS 細胞を作製
することを目指した。さらに、これらの MELAS-iPS 細胞をそれぞれ神経細胞あるいは骨格筋
細胞への分化誘導を行い、細胞表現型の解析を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
3-1. 変異 mtDNA を特異的に切断する TALEN の開発 
 
G13513A 変異 mtDNA を選択的に認識・切断する高活性型 Platinum TALEN の開発を独自に試み
た。TALEN は TALE と呼ばれる DNA 結合ドメインと制限酵素 FokI の DNA 切断ドメインからなる
人工ヌクレアーゼであるが、２つの TALEN モノマーが DNA に結合し、FokI が二量体を形成する
ことで、DNA 二本鎖切断を誘導する。TALE は約 34 アミノ酸を単位としたモジュールの繰り返し
構造であり、各モジュールの 12, 13 番目のアミノ酸残基が DNA の 1塩基を認識する。４種類の
塩基にそれぞれ特異性の高い RVD を持つモジュールを選択し、連結することにより、ゲノム上
の特定の場所に結合する TALEN を作製することが可能になる。 
 
G13513A 変異 mtDNA を優先的に認識し、切断する TALEN を SSA アッセイにより探索した。SSA
アッセイとは、TALEN の DNA 切断活性を定量化する方法である。プロモーター下流にルㇱフェ
ラーゼ遺伝子を一部オーバーラップした状態で分割し、その間に、標的とする変異部位を含む



mtDNA 配列を挿入したレポーターベクターを作製する。このベクターと作製した TALEN 発現ベ
クターを HEK293T 細胞に共導入すると、発現した TALEN によってレポーターベクターに DNA 二
本鎖切断が導入され、ルシフェラーゼ遺伝子のオーバーラップ領域を介した SSA による修復が
起こり、分割されたルシフェラーゼ遺伝子が回復する。このルシフェラーゼの発光強度を測定
することで、TALEN の DNA 切断活性を定量化する。正常型・変異型それぞれの mtDNA 配列を挿
入したレポーターベクターを用いた SSA アッセイの結果を統合し、各 TALEN ペアの切断活性、
および変異配列切断に対する特異性を評価した。 
 
絞り込んだ TALEN ペアについて、ミトコンドリア内で機能するように、ミトコンドリア移行
シグナル等を付加した発現ベクターを作製した。 その後、実際の変異mtDNAを有するMELAS-iPS
細胞において、TALENの変異mtDNA比率の改変効果を検証した。iPS細胞を継代後、1日目にTALEN
プラスミドを EGFP 発現プラスミドと共導入し、2 日後にセルソーターにて EGFP 陽性細胞を分
離し、変異 mtDNA 比率および mtDNA コピー数を解析した。 
 
 
3-2. MELAS-iPS 細胞の分化特性 
 
iPS 細胞の分化多能性を検証する為、胚様体(EB)形成実験を行った。iPS 細胞コロニーを剥離
し、浮遊培養を 8日間行い、その後、形成した EBを接着させ、さらに 8日間培養を行った。細
胞を固定後、免疫細胞染色により、各三胚葉マーカー（外胚葉：Nestin, TUBB3; 中胚葉：αSMA, 
Brachyury; 内胚葉：Sox17）を発現する細胞の同定を行った。 
 
 
3-3. MELAS-iPS 細胞の骨格筋細胞への分化誘導 
これまで樹立を行ってきた、mtDNAにG13513A変異を有するMELAS患者由来iPS細胞について、
疾患標的細胞の一つである骨格筋細胞へ分化誘導を行った。分化誘導を短期間で効率的に行う
為に、骨格筋分化に関わる転写因子であるMyoD1の発現をドキシサイクリン(Dox)添加により誘
導できるシステム (Tet-On MyoD1) を、ピギーバックトランスポゾンベクターを用いて
MELAS-iPS 細胞に導入を行った(Sci. Rep. 5 12831, 2015; PLoS ONE 8 e61540, 2013)。G418
を培地に加えることで、導入された細胞のみを選別し、クローン化を行った。得られたiPS細胞
(MyoD-iPSC)をプレートに播種し、Dox添加により分化誘導を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
4-1. 変異 mtDNA を特異的に切断する TALEN の開発 



MELAS の原因遺伝子変異の一つである G13513A 変異を標的とした TALEN の開発を行った。DNA
結合ドメインの結合位置や長さを少しずつ変えた TALEN 発現プラスミドを作製し、SSA アッセ
イにより、様々な TALEN ペアの切断活性および変異 mtDNA に対する特異性を評価した。DNA 切
断活性、および変異 mtDNA に対する特異性ができるだけ高い TALEN ペアを選択し、ミトコンド
リア移行型に改変した後、実際に樹立した MELAS-iPS 細胞において、変異 mtDNA 比率を改変す
る効果があるかを検証した。mpTALEN(PKLB/PKR)ペアを導入後、2日目の細胞について解析した
ところ、変異 mtDNA 比率の減少がみられ、それと同時に mtDNA コピー数の減少も観察された(図
1)。さらに、SSA アッセイにより、より変異 mtDNA に対して特異性の高い TALEN ペアの探索を
続けた。変異部位を認識する TALEN モノマーのモジュールのうち１か所に敢えて最適でないモ
ジュールを組み込んでみたところ、TALEN の活性を微細に改変することができた。こうして得
られた新たな TALEN ペアである mpTALEN(PKLB/PKR6C)を MELAS-iPS 細胞に導入したところ、
mpTALEN(PKLB/PKR)ペアと比べ、より効果的に変異 mtDNA の割合を減ずることができた(図 1)。 
 
 
4-2. MELAS-iPS 細胞の分化特性および骨格筋細胞への分化誘導 
 
G13513A 変異を有するMELAS-iPS細胞を骨格筋細胞へ分化誘導する為、Tet-On MyoD1システム
を組み込んだiPS細胞(MyoD-iPSC)を作製した。G13513A mtDNA変異を有したMyoD-iPSCと、正常
mtDNAのみのMyoD-iPSCをそれぞれ2クローンずつ得た。変異mtDNAを有するMyoD-iPSCクローンに
ついては、どちらも高い変異率を示した。 
続いて、MELAS-iPS 細胞が分化多能性を有しているかを評価するために、胚様体形成実験を
行った。分化誘導 16日目に細胞を固定し、免疫細胞染色により評価を行ったところ、変異 mtDNA
の有無に関わらず、外胚葉マーカーNestin、中胚葉マーカーBrachyury および内胚葉マーカー
Sox17 それぞれの陽性細胞が検出された。よってこれらの iPS 細胞は三胚葉への分化能を有す
ると考えられるが、一方で、変異 mtDNA 比率が 100％に近い値を示す２クローンについては、
外胚葉マーカーTUBB3 陽性細胞は観察されるが、神経突起を伸ばした細胞が観察されなかった。
さらに、中胚葉のマーカーであるαSMA 陽性細胞が観察されなかった（図２）。そこで、開発し
た G13513A 変異 mtDNA を標的とした TALEN を駆使し、変異 mtDNA 比率を減少させた iPS 細胞に
ついて同様の解析を行ったところ、誘導後 16 日目に変異率 75%を示す細胞では、双極性ニュー
ロン様 TUBB3 陽性細胞およびαSMA 陽性細胞がわずかに観察された。さらに変異率が減少する
と、突起が伸長した TUBB3 陽性細胞およびαSMA 陽性細胞が十分に観察されるようになった（図
２）。これらの結果から、G13513A 変異 MELAS-iPS 細胞は、変異を高い割合で有することで通常
とは異なる分化特性を示すが、ある程度変異率が低下していくと、それが次第に解消されてい
くことが分かった。 
 



続いて、これらMyoD-iPSCクローンについて、Doxを加えることで、骨格筋への分化誘導を行
った。誘導後9日目に、骨格筋の各種マーカーの発現をRT-PCRにより確認することができた。ま
た、免疫細胞染色により、骨格筋マーカーの一つである、myosin heavy chain (MyHC)が発現し
ている細胞が7割程度観察された（図３）。G13513A変異mtDNAを有した2クローン、正常mtDNAの
みの2クローンについてそれぞれ骨格筋分化誘導を行い、比較・観察したところ、同程度の効率
で分化誘導ができていることが分かった（図３）。今後は、誘導した細胞について、さらに詳細
な解析を進めていく予定である。 
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