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この半世紀の生物学の急速な進展はゲノム塩基配列の「解
読」と「改変」の 2つの技術が両輪となり大きな貢献をして
きた．細胞内共生に由来するミトコンドリアや葉緑体の内部
に存在するゲノムには，呼吸や光合成の重要遺伝子がコード
されている．それらの「解読」は核に先行して進んだ一方で
「改変」は難しく，いわゆる“遺伝子組換え”も不可能や困
難であった．細胞内に数百コピーあり，母性遺伝し，祖先細
菌由来の性質と独自性質を併せもつ二つのオルガネラにはた
くさんの謎が残っている．謎の解明と応用改変に有効な「多
様な種で実行可能で，かつ遺伝可能なオルガネラゲノム編集
技術」が，最近急速に発展しており，これを概説する．

共通事項と技術説明

酵母や緑藻クラミドモナスなどの一部の単細胞真核生
物を除き，ミトコンドリアゲノムへの「安定遺伝する外
来遺伝子の導入」は未だ確立されていない(1, 2)．ミトコ
ンドリア自体の小ささ，電位をもつ内膜を含む二重膜の
存在，ゲノムの多コピー性，挿入遺伝子増幅のための良
い選抜マーカーの不在など，さまざまな障害が考えられ
る(3)．葉緑体ゲノムへの安定な外来遺伝子導入は，遺伝
子銃を用いた方法がタバコなどで可能だがこれも適用で
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きる種が限られている．本稿で紹介するゲノム編集技術
は，ゲノム編集酵素をミトコンドリアや葉緑体の内部に
直接導入するのではなく，ゲノム編集酵素をコードする
遺伝子発現カセット（DNAやRNA）配列を，一度対象
生物細胞の核などに導入し，細胞質リボソームで翻訳さ
せて作らせる．あらかじめこれらの酵素タンパク質配列
のN末端にミトコンドリア移行シグナルや葉緑体移行
シグナルを付加しておくことで，翻訳されたゲノム編集
酵素がどちらかのオルガネラに特異的に輸送される（図
1）．これにより，複数あるミトコンドリア／葉緑体内に
供給された多数のゲノム編集酵素が，多コピーあるゲノ
ムDNA分子を次々に切断や改変すると考えられる．こ
の方法は核のゲノム編集の主力であるCRISPR/Cas9系
の技術ではうまく機能せず，これはCas9等のタンパク
質成分はオルガネラ局在が可能だが，標的配列の認識に
必要なRNA成分（guide-RNA）を効率的に局在させる
方法が確立されていないためだとされている(4)．他方
で，CRISPR/Cas9よりも以前に利用されていたゲノム
編集酵素であるTALEN系の酵素では，標的DNA配列
を認識するドメインとDNAの切断や塩基置換を担うド
メインがひと繋がりのタンパク質でできており（図2），
オルガネラへの効率的な輸送が可能である．TALEN系
の酵素は基本的に1標的に対して2分子1組で使用され，
DNA認識ドメイン（TALEドメイン）は33‒35アミノ
酸からなるリピート配列から構成されており，4種類の

若干配列の異なるリピートがA, T, G, Cの各塩基を一対
一で認識するため，このリピートの並びを変えることで
任意の配列に結合させることができる(5, 6)．このTALE
リピート配列の後方にヌクレアーゼドメインFokIを繋
げたものがいわゆるTALEN（TALE-nuclease）であ
り，認識した二つの配列の間にDNAの二本鎖切断を引
き起こす（図2A）．その後の塩基配列の変化や変異の入
り方は，対象オルガネラのDNA修復機構や分解機構に
よって異なる．核では通常NHEJ（non-homologous 
end-joining）修復が主に起こり，その典型的な修復エ
ラーである数bpの欠失や挿入変異が認められるが，オ
ルガネラゲノムでは後述するように核とは異なった変化
や変異配列が観察される．ヌクレアーゼドメインの代わ
りにシチジン脱アミノ酵素やアデノシン脱アミノ酵素の
ドメインを付加したもの（図2B, C）が，標的塩基置換
を行うゲノム編集酵素であり，それぞれシトシンをウラ
シル，アデニンをイノシンに変化させ，対合する塩基の
変化と伴って最終的にチミン（C:GペアがT:Aペアに変
化）とグアニン（A:T→ G:C）へとそれぞれ変化させる．
最初に開発されたTALE系の塩基置換酵素DdCBEのシ
ジチン脱アミノ酵素ドメインは2本鎖DNAを基質とし，
そのままではゲノムのあちこちのCをランダムにUに変
化させてしまうためにその酵素活性が生物毒となる．そ
のためこのゲノム編集酵素では，酵素ドメイン部分を前
半と後半の2分子に分割している(7)．これにより，
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葉緑体とミトコンドリアは1,000 ～3,000個ほどのタ
ンパク質で構成されており，つまりオルガネラゲノム
は自身を構成するタンパク質のごく一部しかコード
していない．大部分（95%以上）を占める残りの遺伝
子は核にコードされており，細胞質で転写・翻訳さ
れ，そのアミノ酸配列のN末端にあるオルガネラ移
行シグナル配列によって葉緑体かミトコンドリアに
特異的に輸送され機能している．細胞内共生した当
初，共生バクテリアはそのゲノムに3,000 ～6,000個ほ
どの遺伝子をもっていたはずだが，そのほとんどが進
化の過程で消失したり，核ゲノムへ細胞内水平転移
したとおもわれる．しかしながら，細菌と真核生物
核の転写翻訳に必要な配列は異なる点が多いので，こ
の水平転移の過程で，真核生物型の転写配列（プロ
モーターやターミネータ）やイントロンさらにオルガ
ネラ移行配列などを獲得したはずで興味深い．植物
ミトコンドリアゲノムには近縁種間で保持する遺伝
子の種類が異なる例があり，つまり進化上比較的最近

に核への遺伝子転移が起こった例がある(32, 33)．この
場合，新規に核に転移したと思われる塩基配列をみ
てみると，すでに先に核に転移して機能しているミ
トコンドリア遺伝子のイントロン部分に配列が挿入
され，選択的スプライシングによって前半部分が相
同な二つの遺伝子が発現，翻訳され，N末端にあるオ
ルガネラ移行シグナル（とプロモーター）をうまく
共有している例などが見つかっている(33)．オルガネ
ラに運ばれる核コードの遺伝子は，必ずしも運ばれ
る先の祖先細胞内共生細菌の遺伝子に由来している
わけではない．宿主細胞側に由来する因子や，祖先
葉緑体由来因子がミトコンドリアへと運ばれる例や
その反対の例，またファージやウィルスに由来する
因子も輸送され各オルガネラで機能している．葉緑
体とミトコンドリアは今も細菌の特徴を色濃く残し
ながらも，複合的な由来の遺伝子のキメラからなっ
ており，「その生物種のオルガネラ」，として独自の
アイデンティティをもち，精密に高度な彼（女）らに
特徴的な機能を果たしている．

コ ラ ム
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TALEによって導かれた標的部位の間だけでこの2分子
が出会い酵素活性が出現し，標的配列での特異的な酵素
活性の出現と毒性の低減を同時に達成している．核ゲノ
ムで使用されるCRISPR/Cas9系の標的塩基置換酵素で
用いられる塩基脱アミノ酵素はいずれも一本鎖DNAを
基質とする（guide RNAとの結合で剥き出しになった
一本鎖DNAの塩基を基質とする）．そのため，これら
の塩基脱アミノ酵素は2本鎖DNAを認識するTALE系
酵素では適用できないため，さらにニッカーゼドメイン
をつけるなどして標的配列付近の二本鎖DNAを開く工
夫がされている（図2C）．その他にも宿主細胞がもつ修
復酵素の阻害ドメイン（Uracil glycosylase inhibitor）
を加えるなどの工夫もされている．以降では，これら
三つの技術，TALEN, A-to-G編集(8)，C-to-T編集酵素(7)

を用いた，哺乳類ミトコンドリアと種子植物のミトコン
ドリアと葉緑体での適用例について概説する．

哺乳類mtDNAのゲノム編集技術

哺乳類のミトコンドリアゲノム（mtDNA）は，約
16Kbの単一環状の構造をもち，37遺伝子（タンパク質
13種，tRNA 22種，rRNA 2種）をコードする．遺伝子
の種類と並びは広く保存されているが，自然変異による
塩基置換速度が核ゲノムよりも5～10倍ほど速い．
mtDNAのコピー数は（細胞や組織の種類によって多様
だが）一細胞あたり1,000コピー以上存在する．哺乳類
mtDNAの改変標的として圧倒的に要望と研究例が多い
のが，ミトコンドリア病に関連した突然変異である．ミ
トコンドリア病は約10,000人にひとりの罹病者がおり
mtDNA上の原因変異は200種類以上あるとされるが，
基本的に対症療法しかない指定難病である．mtDNAの
変異を原因とするミトコンドリア病は，基本的に変異型
mtDNAと野生型mtDNAをひとつの細胞内に混在して
もっており（ヘテロプラスミー），その混在状態で母性
遺伝し，存在比率は子の個体間や組織や細胞ごとにも異
なるが，変異型mtDNAがある閾値（例えば80％など）
を超えた細胞で細胞呼吸不全などの症状が顕在化する(9)．
そこで，変異型のmtDNAだけを標的切断するmito-
TALEN（ミトコンドリア移行シグナルをもつTALEN）
が作製され，ミトコンドリア病患者由来の培養細胞やミ
トコンドリア病モデルマウスに導入する試みなどがなさ
れている（図3A）(10, 11)．いずれもmitoTALENsによっ
て変異型mtDNA量の減少と，関連して野生型mtDNA
の比率の上昇がみられ，細胞や組織レベルで症状の改善
が見られている．mitoTALENによって引き起こされた
二本鎖切断後に誤修復による新たな変異出現については
あまり触れられていないが，哺乳類mtDNAでは二本鎖
切断が起こったDNAは（修復よりも）主にエキソヌク
レアーゼ活性による分解を受けるという報告(12)もあり，

図1 ■ オルガネラゲノム編集の概略
ゲノム編集酵素にオルガネラ移行シグナル
（mtやpt）を付加したタンパク質配列を
（コードする遺伝子を導入し）細胞質で翻訳さ
せることで，ミトコンドリアもしくは葉緑体
に特異的に輸送され，複数コピーあるゲノム
DNAをそれぞれ切断もしくは塩基置換し変異
が導入される．ゲノム編集酵素は2分子のペア
で使うことが多いが，図では一分子に簡便化
して描いてある．CRISPR/Cas9はタンパク質
とRNAの2因子からなり，RNAを効率良くオ
ルガネラに輸送できないため効果がない／低
いとされている．

図2 ■ TALENとTALE系塩基置換酵素
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mitoTALENはミトコンドリア病治療への光明として期
待されている．他方で，TALE系の塩基脱アミノ酵素に
よって，病原変異を塩基置換修復させる試み（図3B）(13)

や，反対に野生型mtDNAに病原型の塩基置換変異を導
入して病態モデル細胞やマウスを作成するという試み
（図3C）(14)も増えている．ただし，この場合は意図しな
い変異，いわゆるオフターゲット変異がmtDNA内に，
またさらに核ゲノムにも多数確認された例(15)があり，
ミトコンドリア標的配列への特異性向上の改良が行われ
ている．また，C-to-Tの塩基置換酵素によって，タンパ
ク質遺伝子の内部に終止コドンを生じさせて各ノックア
ウトを作出させるmito base editor発現ベクターを13種
類全て作って公開する(16)など，今後のmtDNA上の遺
伝子一つひとつの機能解析に有用な実験ツールを供給す
る試みも報告されている．

種子植物ミトコンドリアのゲノム編集技術

種子植物のミトコンドリアゲノムは，サイズは主に
200 Kb～2 Mbと幅広く，遺伝子は50～100個程度（タン
パク質30～50種類ほど，tRNA 20種類前後，rRNA 3種
類，ほか種特異的な機能未知ORFも存在する）ある．
ゲノムコピー数は細胞あたり50～100個程度とされる．
種子植物のミトコンドリアゲノムの塩基配列は1990～
2000年頃に多くの作物等で（核ゲノムに先立って）決
定され，作物ごとの最初の例の90％近くが日本人研究

者によって報告された．種子植物ミトコンドリアゲノム
の内部には長短の相同配列（リピート）のペアが散在し
ており，そのリピート間でおこる異所的な相同組換えに
よって，ゲノム配列の結合状態が変わった複数のゲノム
構造をとり得る(3, 17, 18)．そのため，遺伝子の並びも種内
でも異なるなどゲノム構造の保存性はないに等しいが，
意外にも遺伝子配列の内部は自然変異による塩基置換速
度は極めて遅く（核の置換速度よりも数倍遅く），総じ
てこの二つの相反する特徴は哺乳動物のmtDNAのもの
と対照的である．植物ミトコンドリアゲノムはこのよう
な特徴をもちながら，よく「個体の各組織や次世代に一
セット分（以上）のゲノムがきちんと複製伝達される」
ものだと思うが，さらにこれ以外にも不思議かつ未解明
の現象（数百箇所のRNA editingや，登録ゲノム配列は
環状だが物理的には線状，などなど）が目白押し(3, 17, 18)

でもあるが，本稿ではここまでにする．種子植物ミトコ
ンドリアゲノムも安定遺伝できる外来遺伝子導入は不可
能である．その重要な改変標的は，農業生産（F1種子
生産）で多用される細胞質雄性不稔（CMS: cytoplasmic 
male sterility）の原因遺伝子である．穀物や多くの野
菜，花卉は特定の遠縁交配で旺盛な生育を示す雑種強勢
現象が知られ，つまり交配第一代F1植物群が農業生産
に多用されているが，実は植物は雌雄同株であるために
大量確実にF1種子を準備するのが難しい．そこでミト
コンドリアゲノムに原因があるとされる細胞質雄性不稔
植物（＝雌株）を用意し，これに相手花粉を交配してこ

図3 ■ ミトコンドリア病とゲノム編集による
治療案や病態モデル創出の試み日
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こから種子をとることで大量高品質のF1種子が生産さ
れている．筆者らのグループはイネとナタネのCMSの
原因遺伝子候補をmitoTALENで切断し完全欠失させる
ことに成功(19)し，またその植物の雄性稔性の回復を確
認することで，その責任性を明らかにした．興味深いこ
とにmitoTALENで切断した標的の周囲は数百bpから
数Kbが失われており，前後の残存配列はゲノム上のそ
れぞれ別のリピート配列と異所の相同組換えをしてお
り，新しい繋がりと遺伝子順序をもつ別のゲノム構造に
変わっていた（図4）(19, 20)．CMSの原因遺伝子（候補）
は，種間や種内でも複数種類存在し，面白いことに互い
にその配列に相同性がない．イネの先ほどの文献(19)と
は別系統の2種類のCMS，トマトなどでも確かに全く
別の配列が各CMSの責任をそれぞれ担っていることが
mitoTALENによる安定遺伝子破壊によって証明され
た(21～23)．また，これは核でも同様だがTALENなどに
よる標的遺伝子破壊は負の効果や致死性を引き起こす場
合があり，特に必須遺伝子の標的破壊解析は難しいが，
CMS遺伝子はその破壊ノックアウトが稔性回復という
正の効果を引き起こすため，初めての植物ミトコンドリ
アゲノム標的破壊遺伝子が（たまたま農業上重要な）
 CMS原因遺伝子となった．mitoTALENによる二本鎖
切断が，標的の遺伝子破壊だけでなく植物ミトコンドリ
アゲノム構造を大きく変化させるという特徴は，精緻な
遺伝学的研究には向かないかもしれない．前述した
DdCBEなどを用いることでC-to-Tの標的塩基置換は既
に実証報告され(24～26)ており，今後のミトコンドリアゲ
ノム上の遺伝子解析には，より精緻な一文字置換による

アミノ酸置換や終止コドン化による遺伝子破壊や改変が
主流となって使用されていくものと思われる．

葉緑体のゲノム編集技術

葉緑体ゲノムでは，安定遺伝可能なホモプラスミーを
達成し得る外来遺伝子導入が可能である．パーティクル
ガン（遺伝子銃：直径1 µm程度の金属粒子にDNAを
コーティングさせたものを散弾銃のように射撃し葉緑体
内に物理的に導入する方法）により，また挿入DNA配
列の前後に標的葉緑体ゲノムの前後配列をつけておくこ
とで，外来遺伝子を狙った位置へ相同組換え挿入ができ
る(26, 27)．しかし，タバコなど数種類で比較的容易に実
施可能だが，イネやシロイヌナズナなどのモデル植物で
もまだ難しいなどの制限がある．葉緑体ゲノムでは挿入
遺伝子のタンパク質大量発現（全タンパク質量の70％
程度）が可能であり，畑などでの低コストでの医薬タン
パク質大量生産などが目指されている．このような状況
であるため，いざゲノム編集「TALENなどによる標的
遺伝子の変異導入破壊」ができそうとなっても，あまり
ニーズがないためか実験報告もほとんどない．2021年
以降にTALE系のbase editorによるC-to-T(24, 28)とA-to-
G(29)の標的塩基置換が報告され，ホモプラスミーで遺伝
可能なゲノム編集植物も得られている（図5．この例は
葉緑体ゲノム編集された黄緑の細胞組織がキメラに存在
する例）．これらはシロイヌナズナやイネなどモデル植
物でも適用することが可能かつ比較的簡単であるため，
今後葉緑体ゲノム遺伝子群の基礎研究解析の進展に大き
く貢献する可能性がある．また，核ゲノムの遺伝子組換
えが可能な種で原理的には比較的容易に実行可能である
ため，葉緑体ゲノム改変の対象植物が広がり，葉緑体ゲ
ノム上の有用なSNPs（一塩基多型）の移植や集積など
の実用上の作物改良にも使われていく可能性がある．こ
の際に核ゲノムに挿入したゲノム編集酵素の発現ベク
ター配列はメンデル遺伝し，ゲノム編集後の葉緑体は母
性遺伝なので，比較的簡単に分離除去ができる．挿入し
た外来遺伝子の除去の確認と，関係省庁への事前相談と
届出を適切に行ったオルガネラゲノム編集植物は，従来
の自然変異によって得られ選抜されたものと実質同等で
あることから，カルタヘナ法での遺伝子組換え植物規制
の対象外であり，応用実用化への利点である．

そのほか，展望

細胞内に数百コピー以上あるオルガネラゲノムの多

図4 ■ 植物ミトコンドリアゲノムに見られる特徴的な標的切断
後の修復とゲノム構造変化
核ゲノム（左）では切断型ゲノム編集酵素によるDNA二本鎖切
断後に非相同末端結合修復（NHEJ: non-homologous end joining）
を介した誤修復によって数～10数bpの挿入欠失が見られる．種子
植物のミトコンドリアゲノムではDNA二本鎖切断後に相同組換
え修復が起こるが，（正確な修復産物は再度切断される），切断前
後の配列と遠方にある相同（類似）配列と偶発的に誤った相同組
換えが生じることで，新たな結合をもったゲノム構造に変化する．
その結果，切断領域周辺が大規模に消失してしまう．
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く／全てを編集可能なTALEN系技術の現状は，いまだ
に驚きであり不思議でもある．おそらく改変の最初の細
胞で一気に発現され，高い酵素活性による変化，変化後
のゲノムが増幅することなどが重要であると思われる．
TALENはメチル化されたシトシンをもつDNAに対し
て活性が低いと言われている(30)が，幸いゲノム編集が
適用されたオルガネラゲノムの多くはあまりメチル化さ
れていないらしいこともTALEN系技術の成功の一因か
もしれない．TALEN系の技術は，標的配列に合わせた
ゲノム編集酵素の構築がCRISPR/Cas9ほど簡単ではな
く手間と時間がかかる．Golden Gate法などを用いたエ
レガントなアッセンブル方法が確立(3, 4)されておりAdd-
geneなどからキットとして手に入れることが可能であ
る．また，一分子だけで使用するTALEN（compact 
TALEN）やA-to-G置換酵素も開発されており作成の手
軽さが利点だが，二分子のものに比べ活性の弱さやOff-
target変異の出現可能性上昇などが問題になることがあ
る．執筆時現在，オルガネラゲノム編集は標的切断と塩
基置換（C-to-TとA-to-Gのみ）とかなり限定されてい
る．核ゲノム編集のPrime editingのような自由度の高
い編集技術はまだ登場していないが，近年の進展を見て
いるとこれら制限を乗り越えるドラスティックな進展が
いつ起こっても不思議ではない．
オルガネラゲノムの改変には，ゲノム編集と小規模な

遺伝子導入だけでなく，人工合成ゲノムDNAの導入や
オルガネラ移植，細胞融合（非対称）や3 parental 
baby（両親の受精卵核と第三者の健常なmtDNAをも
つ細胞質をもつミトコンドリア病の遺伝回避方法），ペ
プチドや脂質やカーボンナノチューブなどを用いた特異
的な物質送達法など(9, 31)，さまざまな驚きと興味深い挑
戦がなされており，これらの進展とまだまだ新しい技術
の出現も期待される．技術は使われてこそ価値があり，
技術と使用対象のマッチングが重要である．これまで改
変が不可能／困難だったオルガネラゲノムが，やっとア

プローチ可能な改変方法が急速に発展してきており，今
こそ基礎科学的な多くの未解明の謎にメスをいれ，また
実用応用にも取り組むチャンスが到来している分野とい
える．
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