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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリア(Mt)を標的とする遺伝子治療法を確立するため、疾患細胞
Mtを標的とした遺伝子送達・発現を到達目標とした。遺伝子送達に関しては、Mt融合性リポソーム、
MITO-Porterを基盤とした『疾患細胞Mt標的型ナノキャリア』を構築し、疾患細胞Mtへの遺伝子送達を試みた。
また、Mt独自の遺伝子コドン･転写/翻訳機構に適応する『Mt遺伝子発現プラスミドDNA』を設計し、疾患細胞Mt
での遺伝子発現に成功した。本研究で構築したMt遺伝子発現ナノキャリアは、Mtを標的とする遺伝子治療、ライ
フサイエンス、疾患モデル細胞・動物の作出に大きく貢献する事が期待される。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a therapeutic strategy targeting genes in mitochondria
 (Mt), we examined Mt gene delivery and mitochondrial exogenous gene expression in cells derived 
from Mt disease patients. To date, we have been able to develop a MITO-Porter, a nano carrier for Mt
 delivery. In this study, we report on the successful Mt gene delivery in disease cells that have a 
heteroplasmic mutation in mtDNA, using MITO-Porter system. In addition, we designed a pHSP-mtLuc 
(CGG) analog, an artificial Mt gene expression plasmid DNA vector that contains a promotor for Mt 
transcription and an artificial Mt genome with a reporter gene that records adjustments to the Mt 
codon system. Collectively, we succeeded in achieving Mt exogenous gene expression by the Mt 
delivery of a pHSP-mtLuc (CGG) analog using the developed MITO-Porter system. Our Mt exogenous gene 
expression carriers promises to be a useful approach to Mt gene therapy and research regarding Mt 
molecular biology.

研究分野： 薬物送達学

キーワード： 薬物送達システム　ミトコンドリア

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
近年、ミトコンドリアゲノム (mtDNA)の変

異と種々の疾患 (ミトコンドリア脳筋症、神
経変性疾患、癌、糖尿病など)との関連が報
告されており、本オルガネラを標的とした遺
伝子治療が期待されている。本治療戦略を実
現するためには、遺伝子送達用のミトコンド
リア標的型ドラッグデリバリーシステム
(DDS)の開発が必要不可欠である。ミトコン
ドリア移行性ペプチド MTSはタンパク質・化
合物のミトコンドリア送達ツールとして報
告 さ れ て い る が  [G. Schatz, Eur. J. 
Biochem. (1987)]、送達分子の種類や大きさ
を制限するため、遺伝子 (mtDNA、プラスミ
ド)のような高次構造分子の送達は不可能で
ある。また、ミトコンドリアは核と異なる遺
伝子コドン･転写/翻訳機構を有しているた
め、ミトコンドリア専用の遺伝子発現プラス
ミド DNA (pDNA)を設計する必要がある。現在
までに試験管内での mtDNA の転写･翻訳反応
は研究されているが [DJ. Dairaghi et al, J. 
Mol. Biol. (1995)]、有用な遺伝子送達キャ
リアが存在しなかったため生細胞ミトコン
ドリア内での遺伝子発現に関する報告は皆
無であった。 
代表者はミトコンドリア膜との膜融合を

介して内封物質を送達する、ミトコンドリア
融合性リポソーム（MITO-Porter）を開発の
開発に成功している [Y. Yamada et al, 
Biochim Biophys Acta 1778, 423-32 (2008)]。
膜融合を介する本戦略は、送達分子の種類や
大きさを制限しない送達が可能となる。代表
者は、ミトコンドリア専用の遺伝子発現プラ
スミド DNA （pDNA）を MITO-Porter に搭載す
る事で、疾患細胞ミトコンドリアを標的とし
た遺伝子送達・発現が可能になると考え、本
申請研究を提案した。 
 
 

２．研究の目的 
本申請研究では、ミトコンドリアを標的と

する遺伝子治療法を確立するため、疾患細胞
ミトコンドリアを標的とした遺伝子送達・発
現を目的とする。遺伝子送達に関しては、ミ
ト コ ン ド リ ア 融 合 性 リ ポ ソ ー ム 、
MITO-Porter を基盤とした『疾患細胞ミトコ
ンドリア標的型ナノキャリア』を構築し、疾
患細胞ミトコンドリアへの遺伝子送達を実
現する。また、ミトコンドリアでの遺伝子発
現のために、ミトコンドリア独自の遺伝子コ
ドン･転写/翻訳機構に適応する『ミトコンド
リア遺伝子発現 pDNA』を設計する。本研究で
構築するミトコンドリア遺伝子発現システ
ムは、ミトコンドリアを標的とする遺伝子治
療を実現するだけではなく、多彩な機能を有
したミトコンドリアを標的としたライフサ
イエンス、疾患モデル細胞・動物の作出に大
きく貢献する事が期待される。 
 
 

３．研究の方法 
本研究では、『ミトコンドリアを標的とす

る遺伝子治療法を確立』するため、（1） ミ
トコンドリア遺伝子発現 pDNA の設計および
遺伝子発現の検証、（2） ミトコンドリア遺
伝子発現 pDNA の改良およびヒト細胞での遺
伝子発現活性評価、（3） 疾患細胞ミトコン
ドリアへの遺伝子導入および外来遺伝子発
現の検証 を下記に示す方法で実施した。 
（1） ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の設
計および遺伝子発現の検証 
①  ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 発 現 pDNA 
(pHSP-mtLuc (CGG))の設計： ミトコンドリ
アは核と異なる遺伝子コドン･転写/翻訳機
構を有しているため、ミトコンドリア専用の
遺伝子発現 pDNA を設計する必要がある。ウ
イルスベクターを利用した先行研究 [H. Yu 
et al, Proc Natl Acad Sci U S A (2012)]
を参考にして、ミトコンドリア内因性プロモ
ーターheavy strand promoter (HSP)の下流
に 、 レ ポ ー タ ー 発 光 タ ン パ ク 質
NanoLuciferase (NLuc)をミトコンドリア遺
伝子コドンに改変した mtLuc (CGG)遺伝子を
配置した pHSP-mtLuc (CGG)（図 1）を設計し
た。野生型 NLuc は核でアルギニンをコード
するコドンAGGがミトコンドリアの翻訳スト
ップコドンとなっているため、mtLuc (CGG)
では核・ミトコンドリアでアルギニンをコー
ドする CGG に改変した。また、mtLuc (CGG)
は、核翻訳ストップコドン TGA を有している
ため、検出されたルシフェラーゼはミトコン
ドリアで翻訳されたと判断できる。 

 
 
 
 
 
 
 
ミトコンドリア遺伝子発現を評価するた

めの遺伝子導入戦略として、「大容量の遺伝
子溶液を短時間で投与し遺伝子を物理的に
臓器細胞内に導入」するハイドロダイナミク
ス法（肝臓、骨格筋、など、で適応）に着目
した [F. Liu et al, Gene Ther (1999)]。
我々はこれまでに、本方法によって肝臓およ
び骨格筋のミトコンドリアに効率的にプラ
スミドDNAを送達する事に成功している [Y. 
Yasuzaki, Y. Yamada et al, Mol. Pharm.12: 
4311-4320 (2015)]。 
② ウイルスプロモーターを有するミトコン
ドリア遺伝子発現 pDNA (pCMV-mtLuc (CGG))
の遺伝子発現検証： 研究の過程で、コント
ロールとして設計したウイルス由来のプロ
モーターを有する pCMV-mtLuc (CGG)が、内因
性プロモーターHSP を有する pHSP-mtLuc 
(CGG)よりも強力な遺伝子発現活性を示す驚
くべき知見を得た。ウイルス由来プロモータ
ーがミトコンドリア遺伝子発現に寄与する
報 告 は こ れ ま で 皆 無 で あ っ た の で 、



pCMV-mtLuc (CGG)のミトコンドリア遺伝子発
現に関する以下の検証実験を行った。 
pCMV-mtLuc (CGG)が、核・細胞質を介した

翻訳過程を経ていない事を証明するために、
ミトコンドリア翻訳が可能な核翻訳ストッ
プコドン TGA を mtLuc (CGG)内に複数有する
pCMV-mtLuc (CGG)/3xTGA を設計し、ルシフェ
ラーゼ活性を指標に遺伝子発現を評価した。
次に、転写過程を評価するために、真核生物
の核内における RNA 鎖合成阻害剤であるα
-amanitin 存在下での遺伝子発現検証を行っ
た。α-amanitin は核内 RNA ポリメラーゼ阻
害剤であるため、ミトコンドリアにおける転
写は阻害せず、核内の RNA 鎖合成を選択的に
阻害できると考えた。α-amanitin 存在下に
おけるルシフェラーゼの遺伝子発現活性が
変化しなければ、ミトコンドリアで転写・翻
訳が行われたことが示唆される。 
 
（2） ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の改
良およびヒト細胞での遺伝子発現活性評価 
① ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の改良： 
更なる遺伝子発現能の増強を目指し、
pCMV-mtLuc (CGG)のプロモーター領域、基盤
骨格の改変を行った。新たに設計した pDNA
を図 2 に示した。pCMV-mtLcu(CGG)の CMV プ
ロモーターを SV40 プロモーター、T7 プロモ
ーター、RSV プロモーターに変更した。また、
pCMV-mtLuc (CGG)が含有するマウス由来ミト
コンドリア遺伝子領域 [ND4 配列]がミトコ
ンドリア遺伝子発現に必要であるのかを検
証するため ND４を削除した pDNA、臨床応用
を見据え、ヒト由来のミトコンドリア遺伝子
領域 [hND4 配列]を有する pDNA を設計した。
設計した pDNA をハイドロダイナミクス投与
し、肝臓のルシフェラーゼ活性を測定し、遺
伝子発現活性を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② ヒト細胞での遺伝子発現活性評価： ヒト
細胞でのミトコンドリア遺伝子発現活性を
評価するため、ヒト子宮頸がんに由来する
HeLa 細胞を用いた検討を行った。pDNA を
MITO-Porter に封入し、細胞ミトコンドリア
に遺伝子導入し、、ルシフェラーゼ活性を指
標に遺伝子発現を評価した。本実験では、
種々の検討を経て構築したミトコンドリア
遺伝子導入に適した MITO-Porter、KALA
（WEKLAKALAKALAKHLAKALAKALKA-NH2）を修飾
した KALA-MITO-Porter を用いた。KALA は、
細胞導入素子、ミトコンドリア移行シグナル、
ミトコンドリア膜融合促進などミトコンド

リア遺伝子導入の駆動力となる特徴を有す
るカチオ性ペプチドである。 
 
（3） 疾患細胞ミトコンドリアへの遺伝子導
入および外来遺伝子発現の検証 
① 自主臨床研究の整備： ミトコンドリア病
患者由来細胞を提供して頂き研究を実施す
るために、自主臨床研究 『ミトコンドリア
病に対する薬物治療法確立に向けた検討』を
北海道大学薬学部・北海道大学医学部・市立
札幌病院の 3施設に申請・承認を得た。 
② 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子
発現システムの開発： G625Ａ変異細胞に対
して KALA-MITO-Porter を用いたミトコンド
リア遺伝子導入・発現活性を評価したところ、
ルシフェラーゼ活性は観察されなかった。
G625A 変異細胞で遺伝子発現に十分なミトコ
ンドリア遺伝子導入を実現するべく、キャリ
アの改良に着手した。我々はこれまでに、オ
ク タ ア ル ギ ニ ン (R8) を 修 飾 し た
R8-MITO-Porterにミトコンドリア移行性RNA
アプタマー(RNase P (RP) アプタマー)を修
飾した Dual ligand MITO-Porter を構築し、
HeLa 細胞を用いた検討において、2′
-O-Methyl RNA で構成された RP アプタマー
（5′- UCUCCCUGAGCUUCAGG -3′）修飾が
MITO-Porter の細胞導入能・ミトコンドリア
移 行 能 を 亢 進 す る 事 を 報 告 し て い る 
[Yamada Y, et al., J. Pharm. Sci. 105: 
1705-13 (2016)]。この成果に基づき、
KALA-MITO-Porter に RP アプタマー修飾を施
した KALA/RP-MITO-Porter を構築し、G625A
変異細胞での細胞導入・ミトコンドリア移行
能の促進を試みた。細胞導入能は蛍光標識を
施した pDNA をキャリアに内封し、細胞に取
り込まれた pDNA の蛍光シグナルをフローサ
イトメトリーで測定した。細胞内局在は、ミ
トコンドリアを染色後、共焦点レーザー走査
型顕微鏡を用いて観察した。最適化した
RP/KALA-MITO-Porter の遺伝子発現はルシフ
ェラーゼアッセイにより評価した。 
 
 
４．研究成果 
（1） ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の設
計および遺伝子発現の検証 
① ミトコ
ンドリア遺
伝 子 発 現
pDNA 
(pHSP-mtLu
c (CGG))の
設計： ミト
コンドリア
で NanoLuc
タンパク質
を発現する
pHSP-mtLuc
(CGG) の 遺
伝子発現評



価のため、ネガティブコントロールとしてミ
トコンドリアにおいて翻訳停止と 
な る 翻 訳 ス ト ッ プ コ ド ン を 有 す る
pHSP-mtLuc (TAG)、mtLuc(CGG)遺伝子を有さ
ない pHSP-ND4FLAG を設計・構築した。これ
らの pDNA をハイドロダイナミクス法を利用
してマウス肝臓に導入し、NanoLuc 発光活性
を評価したところ、pHSP-mtLuc (CGG)はネガ
ティブコントロールと比較して有意に高い
値を示し (図 3)、pHSP-mtLuc(CGG)がミトコ
ンドリアでの外来遺伝子発現を可能とする
pDNA であることを明らかとした。 
② ウイルスプロモーターを有するミトコン
ドリア遺伝子発現 pDNA (pCMV-mtLuc (CGG))
の遺伝子発現検証： pCMV-mtLuc (CGG)、
pCMV-mtLuc (CGG)/3xTGA、pCMV-mtLuc (TAG)
をハイドロダイナミクス法で投与した後に、
肝臓のルシフェラーゼ活性を測定した （図
4）。その結果、ミトコンドリア翻訳を停止す
る TAGコドンを有する pCMV-mtLuc (TAG)では
発現活性が低下したが、核翻訳のみを停止す
る TGA コドンを複数有する pCMV-mtLuc 
(CGG)/3xTGA では、遺伝子発現は低下しなか
った。 

転写過程
を評価する
ために、α
-amanitin
存在下での
pCMV-mtLuc 
(CGG) の 遺
伝子発現を
評価した。
α
-amanitin
が核内での
転写阻害効
果を示す濃度を検討するため、核転写・細胞
質翻訳をする市販のルシフェラーゼ発現
pDNA である pNL1.1 CMV [Nluc/CMV] Vector
を用いた。HeLa 細胞に pDNA をリポフェクシ
ョン後に、ルシフェラーゼ活性を測定し 10 
ng/mL α-amanitin濃度で核内転写を90％阻
害する事を確認した。同様の条件で、
pCMV-mtLuc (CGG)の遺伝子発現活性を評価し
たところ、α-amanitin 存在下においてもル
シフェラーゼ活性の低下は確認されなかっ
た [Yamada Y, et al., Biomaterials. (in 
press)]。以上の結果より pCMV-mtLuc (CGG)
は、ミトコンドリア内部で転写・翻訳される
事が確認され、有用なミトコンドリア遺伝子
発現用 pDNA であると結論した。 
 
（2） ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の改
良およびヒト細胞での遺伝子発現活性評価 
① ミトコンドリア遺伝子発現 pDNA の改良： 
CMV プロモーターを異なるプロモーターに置
換した pDNA の遺伝子発現活性を評価した。
その結果、いずれのプロモーターを用いた際
にも、CMV プロモーターを有する pCMV-mtLuc 

(CGG)と同程度の遺伝子発現活性が確認され、
ミトコンドリア内因性プロモーターHSP を有
する pHSP-mtLuc（CGG）よりも非常に高い値
を示した (図 5A)。次に、ND4 領域を改変し
た pDNA の遺伝子発現活性を評価した。その
結果、ND4 領域を削除した際にも pCMV-mtLuc 
(CGG) と 同
程度の遺伝
子発現活性
が確認でき
た。また、
マウスを用
いた検討に
も関わらず、
ヒ ト 由 来
hND4 配列を
有する pDNA
はミトコン
ドリア遺伝
子発現活性
を著しく上
昇させるこ
とを確認し
た (図 5B)。 
② ヒト細胞での遺伝子発現活性評価： 
KALA-MITO-Porter を用いて、HeLa 細胞ミト
コンドリアに遺伝子導入し、その後、ルシフ
ェラーゼ活性を測定した （図 6）。その結果、
ヒト細胞を用いた検討では、CMV プロモータ
ーを有する pDNA がミトコンドリア遺伝子発
現に適している事を確認した。特に、CMV プ
ロモーターの下流にヒト由来配列 hND4 を有
する pCMV-mtLuc (CGG)[hND4]は、非常に高い
ミトコンドリア遺伝子発現活性を示すこと
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3） 疾患細胞ミトコンドリアへの遺伝子導
入および外来遺伝子発現の検証 
① 自主臨床研究の整備： 自主臨床研究の承
認後、ミトコンドリア病患者の皮膚生検より
得た線維芽細胞の樹立・継代に成功した。ミ
トコンドリア病患者は、mtDNA の tRNAPhe上に
G625A 変異を有しており、mtDNA の変異率が
80％であり、臨床症状として、てんかんや進
行性難聴が認められている。本疾患細胞は、
複合体 III 活性が低下しており、ミトコンド



リア膜電位・ＡＴＰ産生が低下している事を
確認した。 
② 疾患細胞を用いたミトコンドリア遺伝子
発現システムの開発： 異なる比率で PR アプ
タマーを修飾した RP/KALA-MITO-Porter を
G625A 変異細胞に添加し、細胞内導入量を評
価した。その結果、4 mol% RP アプタマーを
修飾した RP/KALA-MITO-Porter は、KALA 単独
修飾体よりも有意に高い核酸導入能を示し
た （図 7）。さらに、その細胞内局在を観察
したところ、RP/KALA-MITO-Porter は、赤色
に染色したミトコンドリアと緑色で示した
pDNA との共局在を示す黄色のドットが観察
された （図 7）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
構築した RP/KALA MITO-Porter を用いて、

G625A 変異細胞でのミトコンドリア遺伝子発
現活性を評価した （図 8）。その結果、
RP/KALA- MITO-Porterで強力なミトコンドリ
ア遺伝子発現活性が確認されたが、KALA 単独
体では活性は観察されなかった。また、ミト
コンドリア翻訳能の無い pCMV-mtLuc (TAG)
を投与した際には、いずれのキャリアにおい
てもルシフェラーゼ活性は確認されなかっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究では、ミトコンドリアを標的とする

遺伝子治療法を確立するため、『ミトコンド
リア遺伝子発現 pDNA』および『疾患細胞ミト
コンドリア標的型ナノキャリア』に関する研
究を遂行し以下の成果を得た。 

A. ウイルス由来プロモーターを有する
ミトコンドリア発現用 pDNA [pCMV-mtLuc 
(CGG)[hND4]]の設計・構築に成功した。 

B. pCMV-mtLuc (CGG)[hND4]を搭載した
RP/KALA-MITO-Porter は、ミトコンドリア病
患者由来細胞において、効率的な外来遺伝子

発現を示した。 
〔国内外における位置づけとインパクト〕 
本研究は、MITO-Porter システムがミトコ

ンドリアを標的とした遺伝子治療用キャリ
アとして有用である事を示し、国際特許出願
および論文で成果を報告している。本申請研
究で得た成果を元に、異常ミトコンドリアを
認識する遺伝子治療用ナノカプセルの構築 
[基盤研究 B]に関する申請研究が採択され、
現在鋭意遂行中である。本申請研究で確立し
た基盤技術は申請者にとってこれからの根
幹をなす重要な成果であると確信している。 
〔今後の展望〕 
本申請研究内では、微小管輸送を介したミ

トコンドリア標的型キャリアの構築および
ミトコンドリア応答性核酸ナノ粒子の構築
についても検討を進めてきた。我々が開発し
たミトコンドリア外来遺伝子発現システム
にこれらの技術も統合し、本システムを改良
していきたい。今後は、ミトコンドリア病患
者（ヒト）を対象とした臨床研究へ向けた研
究を展開していく予定である。 
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