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緒 言 

 
ミトコンドリア病はミトコンドリアの機能異常によって引き起こされる難治性疾患であるが、ミトコンドリア遺伝子

および核遺伝子のいずれの異常によっても引き起こされる。これまで、我々の研究グループでは日本で最大となるミト

コンドリア病のコホート研究を行ってきており、ミトコンドリア病患者のゲノム解析から多岐に渡る病型およびその原

因遺伝子を明らかにしてきた［1，2］。我々は現在までにミトコンドリア遺伝子と核遺伝子の両方を対象とする遺伝子

パネルおよび全エクソーム解析を行ってきた。146例におよぶミトコンドリア病患者のゲノム解析を報告し［2］、続い

て神経症状を主症候とする Leigh 脳症についても 106 例の生化学診断とゲノム解析を報告してきた［3］。核遺伝子に

ついては、様々な遺伝子解析技術を用いることができることから検証実験が進み、多くの新規原因遺伝子を報告するこ

とができた［2，4～7］。一方で、ミトコンドリア遺伝子は核遺伝子に比べて遺伝学的解析技術が限られており、検証が

難しいものとなっている。ミトコンドリアの遺伝子変異はMITOMAP（https://www.mitomap.org/MITOMAP）とい

うデータベースにまとめられている。有害性が検証されている変異や議論の余地のある変異、SNP 等が登録されてい

る。我々の過去の報告により、確定的な原因変異となったミトコンドリア遺伝子変異も存在する［8］。我々のゲノム解

析ではMITOMAPに登録のない未知のバリアントなども多数同定しているが、解析技術の不足から検証が進まずに有

害性を確認できていないバリアントが多数残っている。そこで本研究では、これらの未知の変異の問題を解決するため

に、ミトコンドリア局在型のTALEN（ranscription activator-like effector nuclease）を用いた、ゲノム編集技術の技

術確立を目標とした。 
 

方法および結果 

 
1． mitoTALENベクターの作製 
従来の TALEN の N 末端側にミトコンドリア局在シグナルを付加したベクターを作製し、TALEN がミトコンドリ

アに局在するように改変した。さらに Left TALEN と Right TALEN の細胞内導入が確認できるように、EGFP と

mCherry の蛍光マーカーをそれぞれに導入した。これまでのミトコンドリア病のゲノム解析により同定したミトコン

ドリア遺伝子変異を認識しうる DNA 結合配列を導入した mitoTALEN を作製した。ミトコンドリア遺伝子変異は未

報告変異であるため、現時点での公表を控える。 
2． mitoTALENの細胞内局在の確認と蛍光マーカーの発現の確認 
まずヒト胎児腎細胞であるHEK293細胞に対して作製したmitoTALENをリポフェクションにより導入した。この

導入細胞からミトコンドリアを分画し、mitoTALENの細胞内局在を確認した（図1A）。TALENは細胞質を多く含む

画分にはほとんど見られず、ミトコンドリア画分に多く存在することが確認できた。免疫染色によってもmitoTALEN
とミトコンドリアの共局在を確認することができた。また、mitoTALENを処理したHEK293細胞では十分なEGFP
とmCherryの発現を確認することができた（図1B）。 
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図1．mitoTALENの局在確認と蛍光マーカーの確認 
A） HEK293細胞にmitoTALEN（LeftおよびRight）を導入した2日後に、ミトコンドリアを分画した

（MT）。分画の際には、細胞質の多く含まれる画分（CYT）も回収した。TALENにはV5タグを 
C末端側に付加したため、V5抗体を用いてSDS-PAGE/ウエスタンブロットにより検出を行った。 

B） HEK293 細胞にmitoTALEN（Left およびRight）を導入した2 日後に、EGFP とmCherry の

蛍光を撮影した。 
 

3． 患者線維芽細胞へのmitoTALENの導入とミトコンドリア遺伝子変異率の測定 
患者線維芽細胞でも mitoTALEN の導入を行ったが蛍光タンパク質のポジティブ細胞の数は多くなかったため、セ

ルソーターを用いてEGFPとmCherryのダブルポジティブ細胞を選択した（図2A）。この細胞でのミトコンドリア変

異率の変動を定量し、約7%程度の変異減少を観察した（図2B）。 

 
図2．mitoTALENの導入細胞のセレクションとミトコンドリア変異比率変動の検証 

A）患者線維芽細胞にmitoTALEN（LeftおよびRight）を導入した3日後に、EGFPとmCherry
のダブルポジティブ細胞をセルソーターで分取した。G の領域をダブルポジティブ、E の領域

をダブルネガティブの領域としてソーティングした。 
B）患者線維芽細胞にmitoTALEN（LeftおよびRight）を導入しソーティングした細胞で、PCR-

RFLP（Restriction Fragment Length Polymorphism）法にてミトコンドリア遺伝子変異率を

調べた。ダブルポジティブ細胞（青）ではダブルネガティブ細胞（赤）と比べて、約7%の変異

率の減少がみられた。このPCR-RFLPでは、変異が存在する場合には制限酵素でPCR産物が

切断されないため、野生型が増えるほど50 bpあたりの産物が減少することになる。 
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考 察 

 
mitoTALENを用いてミトコンドリア遺伝子変異のゲノム編集の実験系の構築を行った。変異の変動率は高くなかっ

たが、一定数の変異を消去することには成功した。今後、この効率を高めるとともに変異導入についても実験系の構築

を進めていきたい。 
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