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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

本研究では、既知の遺伝子変異が見つからなかったものに対して、効率的にエクソーム解析を行い様々な

検証実験を行うことにより、日本発の新規病因遺伝子を発見しその病態解明に迫りつつ、創薬へとつなげ

ていくことを目的とする。創薬研究については、遺伝子変異特異的に作用する PI ポリアミドの開発を行

い、ミトコンドリア病治療の足掛かりとする。さらに診療の質を高める研究（村山班）で構築しているレ

ジストリシステムを応用・発展させ、単なるデータプールにせずに、臨床応用を前提とした創薬研究等に

活用していく先駆けとなるような研究にする。 
 
PI ポリアミドの開発 

PI polyamide (PIP)は、ある種の微生物の産生する天然抗生物質から発想された小分子化合物で、核内

DNA の副溝に特別な送達システムを必要とせず結合する。そこで、細胞内の DNA を標的とする意味で

ミトコンドリア DNA (mtDNA) への応用が可能ではないかと考えた。 
当該研究では、ミトコンドリア病の一種である MELAS の原因 mtDNA 変異として知られている

mtDNA3243 A>G を標的として PIP を合成し、その変異 mtDNA の発現の抑制を目的とした。合成した

PIP (PIP2) に FITC を結合した化合物 PIP2-FITC を作製し、HeLa mt3243A>G 変異 mtDNA82%含有

cybrid に投与後、24 時間はミトコンドリアに滞留することを観察したが、48 時間後には排出された。そ

こで膜電位差から、ミトコンドリアの内膜へ物質を導入する tryphenylphosphonium (TPP) カチオンを

PIP2 と結合し、この PIP2-TTP を、mt3243A>G55%含有 cybrid に濃度を変えて 40-60 日間、隔日に新

鮮な PIP2-TPP を連続投与した結果、濃度依存的に変異 mtDNA の含有量が減少し、正常 mtDNA 量が

増加する傾向が認められた。 
現在、処理効果が出るまでの時間を短縮するため、北海道大学との共同研究による高濃度 PIP２ミトコ

ンドリア内導入実験を試行中である。また、mtDNA との結合頻度を高めるため、PIP と TPP 間のリン

カーを伸張した化合物を作製中である。さらに、異なる配列の PIP を作製し、より結合率の高い PIP が

作製できるかも検討中である。 
 
新規遺伝子の同定・病態解明 
 エクソーム解析によるミトコンドリア病の原因遺伝子探索を進めていくため、新規ミトコンドリア病

検体の収集および診断を進めた。また、診断済みの検体に関しても保存されていた組織検体から DNA の

抽出を行った。最終的に 20 検体のエクソーム解析を外注した。候補となったバリアントを対象に現在家

族におけるハプロタイプ解析を進めている。 
 エクソーム解析によってミトコンドリア DNA 枯渇症の患者から MIC13 遺伝子のフレームシフトバリ

アントを発見した。MIC13 はミトコンドリアのクリステ形成に関わる MICOS complex の一つである。

患者由来の線維芽細胞の解析から MIC13 のタンパク質は消失していることが確認され、また透過型電子

顕微鏡の観察によりクリステ構造異常が認められた。さらに、正常型の MIC13 を患者由来線維芽細胞に

導入したところ、ミトコンドリア機能が改善したことから、この MIC13 のバリアントが疾患の原因とな

ることを明らかにした。また、本研究はアジアミトコンドリア学会等で発表し、現在論文投稿準備中であ

る。これ以外にも PNPLA4 などの原因候補遺伝子の解析を進めた。 
また、新規ミトコンドリア DNA バリアントの疾患との関連を、患者由来ミトコンドリアゲノムと HeLa
細胞由来の核ゲノムを持つサイブリッド細胞を用い検討した。14597A>G (MTND6)は、新規バリアント
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として発見されたが、これが呼吸鎖 I の活性低下をもたらすものであることをサイブリッドの実験から

証明した。また、Zebrafish のモデル細胞実験を進めるため、飼育施設等の環境整備を進めた。 
 遺伝子診断結果を検討するため、埼玉医科大学で月２回のペースで研究会議を実施した。臨床家と研究

者を交えて、症例と原因遺伝子の関連を議論した。また、2017 年 1 月には研究班全体での進捗報告会を

行い、それぞれの研究について議論を交わした。 
本研究を進めて行くにあたり、より患者サンプリングを円滑に行うために、現在村山班で開発しているレ

ジストリバンクを積極的に応用し、遺伝子診断がなされていない症例を確実に拾い上げて診断まで結び

つけるような流れを確立する。生化学診断は酵素解析・細胞外フラックスアナライザーによる OCR 測定

を行う一方で、これらの特殊検査は、新規遺伝子の評価実験や薬剤の効果判定にも重要となる。 
 
 
In this research, we perform the PI polyamide based drug development to use maternal inherited 
mitochondrial disease and the identification of novel causative gene of all mitochondrial disease. 
Furthermore, we will develop the registry system of mitochondrial disease which leads to global mito-
registry. 
 
Development of PI polyamide 
PI polyamide (PIP) is a small molecule compound conceived from natural antibiotics produced by 

certain bacteria and binds to the minor groove of DNA without specific delivery systems. Therefore, 
we thought that mitochondrial DNA (mtDNA) is possible target from the viewpoint of intracellular 
DNA. In this study, PIP was synthesized against mtDNA 3243 A> G, which is known as causative 
mtDNA mutation of MELAS, and aimed at suppressing the replication of the mutant mtDNA. PIP2-
FITC, fluorescent labeled PIP (PIP2) was prepared and the fluorescence was observed in mitochondria 
for 24 hours after administration to cybrid containing mt3243A>G mutant mtDNA, but was not 
observed after 48 hours. For sustained drug delivery to mitochondria, a tryphenylphosphonium (TPP) 
cation was bound with PIP2 (PIP2-TPP). The PIP2-TPP was administrated to cybrid containing 
mt3243A>G (55%) for 40-60 days. There was a tendency that PIP2-TPP treatment reduced the 
amount of the mutant mtDNA and increased the normal mtDNA amount in a concentration-
dependent manner. We also initiated introduction of high concentration of PIP2 into mitochondria by 
means of a newly developed delivery system of the Mito-porter collaborating with Hokkaido 
University, and introduction of PIP-TPP linker for increasing the chance to bind mtDNA. We believe 
these improvements should overcome problems of short retention in mitochondria and less chance to 
bind mitochondrial DNA and subsequently introduce the efficient suppressive effect of mutant 
mitochondrial DNA replication. 
Furthermore, challenging trials to improve the target mutant sequence recognition by structural 
modifications of the PIP is underway.  
 
Identification of novel causative gene of mitochondrial disorders & investigation of molecular 
pathogenesis  
 In order to advance the genetic diagnosis of mitochondrial disorders using whole exome sequencing, 
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we worked hard to biochemically and clinically diagnose new patients as mitochondrial disorders. We 
isolated DNA from old stored tissue samples. Finally, we perform whole exome sequencing of samples 
from 20 individuals with mitochondrial defects. Compound heterozygosity is now ascertaining by 
haplotype phasing. 

The whole exome sequencing of one MTDPS patient identified homozygous frameshift mutation in 
MIC13. MIC13 (also known as QIL1 or C19orf70) is a component of the MICOS complex which plays 
crucial roles in the maintenance of cristae junctions at the mitochondrial inner membrane. In the 
present study, we found apparent loss of protein probably due to the non-sense mediated decay. The 
reduced cristae structures in mitochondria of the patient-derived fibroblasts were observed by 
transmission electron microscope. The wild type cDNA of MIC13 was introduced into fibroblast cells 
from the patient by lentivirus systems. Stable expression of MIC13 in fibroblasts restored 
mitochondrial respiratory chain complex deficiencies. Our findings indicate that mutation in MIC13 
causes mitochondrial respiratory chain complex deficiency, MTDPS and defects in cristae 
organization. We presented these results at several conference. We are preparing for the submission 
of the article. 
For evaluating the biochemical and molecular pathogenicity of novel mtDNA variants, we generated 
cybrid cell lines that carried the mtDNA of a patient with mitochondrial disorders. 14597A>G 
(MTND6) was identified as novel mtDNA variant and experiments using cybrid cells confirmed the 
pathogenicity of this variant. To introduce the zebrafish model system, a Zebrafish facility suitable 
for breeding and in vivo research was built. 

To interpret the results of a genetic test, we held a meeting twice a month at Saitama Medical 
University. Clinicians and researchers debated about the relationship between a case and candidate 
gene. Furthermore, we opened progress meeting in the whole study group and exchanged opinions 
about our research. 
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Congress of Human Genetics (ICHG2016), 2016/4/4, 国内.
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25. A comprehensive genomic analysis reveals the genetic landscape of mitochondrial respiratory
chain complex deficiencies,（口頭）, Kohda M, TokuzawaY, Kishita Y, Moriyama Y, Mizuno
Y, Hirata T, Yatsuka Y, Yamashita Y, Nakachiy Y, Kato H, Tamaru S, Nyuzuki H, Borna NN,
Harashima H, Yamazaki T, Mori M, Murayama K, Ohtake A, Okazaki Y, ICHG2016,
2016/4/4, 国内.

26. Clinical, Molecular basis and Genetics of Hepatocerebral Mitochondrial DNA Depletion
Syndrome in Japanm,（口頭）, Shimura M, Murayama K, Fushimi T, Tajika M, Ichimoto K,
Mori M, Kishita Y, Tokuzawa Y, Kohda M, Okazaki Y, Ohtake A, ICHG2016, 2016/4/4, 国内.

27. Whole exome analysis of mitochondrial respiratory chain disorders: Prenatal genetic
diagnosis,（口頭）, Yamazaki T, Harashima H, Abe Y, Taniguchi M, Fushimi T, Ichimoto K,
Yatsuka Y, Kishita Y, Tokuzawa Y, Hirata T, Kohda M, Okazaki Y, Murayama K, Ohtake A,
ICHG2016, 2016/4/4, 国内.

28. PNPLA4 is a novel causative gene for mitochondrial respiratory chain disorder presenting
with apparent life-threatening event, ポスター, Nyuzuki H, Kishita Y, Tokuzawa Y, Kohda
M, Murayama K, Saitoh A, Ohtake A, Okazaki Y, ICHG2016, 2016/4/4, 国内.

29. A novel causative gene of mitochondrial respiratory chain disorders in an apparent life-
threatening event (ALTE). （口頭） Matsunaga A, Murayama K, Okazaki Y, Ohtake A, et
al.  Society for the study of inborn errors of metabolism annual symposium (SSIEM)
2016.9.6-9 国外

30. 小児ミトコンドリア肝症の新規病因遺伝子(IARS)の発見～黒毛和種牛における虚弱子牛症候群

との関連～  志村 優, 村山 圭, 大竹 明，他 （口頭） 第 43 回日本小児栄養消化器

肝臓学会 2016.9.16-18 国内

31. Clinical, molecular and genetic characteristics of mitochondrial hepatopathy in Japan.（ベ

ストポスター賞） 志村 優, 村山 圭, 岡崎康司, 大竹 明，他 WCPGHAN 2016
2016.10.5-8 国外

32. QRSL1遺伝子変異により肥大型心筋症を呈した乳児期ミトコンドリア病（口頭） 福岡将治，村

山 圭，大竹 明，岡崎康司 第 25回 日本小児心筋疾患学会学術集会 2016.10.8 国内

33. 進行性の乳児心筋症におけるミトコンドリア DNA 変異同定および ATP 合成酵素欠損の証明(口

頭)  今井 敦子，岡﨑康司，他  第 25回 日本小児心筋疾患学会学術集会 2016.10.8 国

内

34. 代謝疾患と心筋症 (特別講演)  大竹 明  第 25 回 日本小児心筋疾患学会学術集会 

2016.10.8 国内

35. 脂肪酸代謝異常症におけるミトコンドリア呼吸機能への関与（ポスター） 田鹿牧子，村山 圭，

大竹 明，他  第 58回日本先天代謝異常学会総会 2016.10.27-29 国内

36. 乳児・小児突然死におけるミトコンドリア呼吸鎖異常症－法医学教室との連携の利点と課題（口

頭） 松永綾子, 村山 圭, 岡崎康司, 大竹 明，他  第 58 回日本先天代謝異常学会総会

2016.10.27-29 国内

37. 乳児ミトコンドリア肝症の新規病因遺伝子(IARS)の発見、黒毛和種牛における虚弱子牛症候群

との関連（口頭）（若手優秀演題賞） 志村 優, 村山 圭, 岡崎康司, 大竹 明，他  第

58 回日本先天代謝異常学会総会 2016.10.27-29 国内
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39. Clinical, molecular and genetic characteristics of mitochondrial hepatopathy in Japan. 志

村 優、村山 圭 （口頭） 第 13 回アジアミトコンドリア学会・第 16 回日本ミトコンドリ

ア学会 2016.10.30-11.1 国内

40. The diversity of mitochondria diseases: An overview. 村山 圭 （口頭） 第 13回アジアミ

トコンドリア学会・第 16回日本ミトコンドリア学会 2016.10.30-11.1 国内
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2. 小児ミトコンドリア病の新規病因遺伝子の発見について－黒毛和種牛における虚弱子牛症候群

との関連－  村山 圭、岡﨑康司、大竹 明  国立研究開発法人日本医療研究開発機構Ｈ
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3. 遺伝子診断システムの現状, 岡﨑 康司, [ミトコンドリア病研究]第 2 回 患者公開フォーラム,
2017/2/25, 国内.
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患者公開フォーラム, 2017/2/25, 国内.
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 

 研究開発分担者による報告の場合 
研究開発代表者：千葉県がんセンター・研究所・主任医長・村山圭 総括研究報告を参照。 

 
 エクソーム解析によるミトコンドリア病の原因遺伝子探索を実施するため、新規ミトコンドリア

病検体の収集を進めた。また、診断済みの検体に関しても保存されていた組織検体から DNA の抽出

を行った。最終的に 20 のエクソーム解析を実施した。候補となったバリアントを対象に現在家族に

おけるハプロタイプ解析を進めている。 
 エクソーム解析によってミトコンドリア DNA 枯渇症の患者から MIC13 遺伝子のフレームシフト

バリアントを発見した。MIC13 はミトコンドリアのクリステ形成に関わる MICOS complex の一つ

である。患者由来の線維芽細胞の解析から MIC13 のタンパク質が消失しているのを確認し、また透

過型電子顕微鏡の観察によりクリステ構造異常が認められた。さらに、正常型の MIC13 を患者由来

線維芽細胞に導入したところ、ミトコンドリア機能が改善したことから、この MIC13 のバリアント

が疾患の原因となることを明らかにした。また、本研究は現在論文投稿準備中である。これ以外にも

PNPLA4 などの原因候補遺伝子の解析を進めた。 
また、新規ミトコンドリア DNA バリアントと疾患との関連を、患者由来のミトコンドリアゲノム

と HeLa 細胞由来の核ゲノムを持つサイブリッド細胞を用い検証した。14597A>G (MTND6)は、新

規の病因候補バリアントとして発見されたが、これがミトコンドリア呼吸鎖複合体 I の活性低下を

もたらすことをサイブリッド細胞の実験から明らかにした。また、ゼブラフィッシュの疾患モデル実

験を導入するため、飼育施設等の環境整備を進め、ゼブラフィッシュの飼育を開始した。 
 遺伝子診断結果を検討するため、埼玉医科大学で月２回のペースで研究会議を実施した。臨床家と

研究者を交えて、症例と原因遺伝子の関連を議論した。また、2017 年 1 月には研究班全体での進捗

報告会を行い、それぞれの研究について議論を交わした。 
 
 In order to advance the genetic diagnosis of mitochondrial disorders using whole exome 
sequencing, we worked hard to biochemically and clinically diagnose new patients as 
mitochondrial disorders. We isolated DNA from old stored tissue samples. Finally, we perform 
whole exome sequencing of samples from 20 individuals with mitochondrial defects. We are 
validating prioritized variants detected in patients by Sanger sequencing and phasing compound 
heterozygous variants through Sanger sequencing of family DNA samples. 
The whole exome sequencing of one MTDPS patient identified homozygous frameshift mutation 
in MIC13. MIC13 (also known as QIL1 or C19orf70) is a component of the MICOS complex which 
plays crucial roles in the maintenance of cristae junctions at the mitochondrial inner membrane. 
In the present study, we found apparent loss of protein probably due to the non-sense mediated 
decay. The reduced cristae structures in mitochondria of the patient-derived fibroblasts were 
observed by transmission electron microscope. The wild type cDNA of MIC13 was introduced into 
fibroblast cells from the patient by lentivirus systems. Stable expression of MIC13 in fibroblasts 
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restored mitochondrial respiratory chain complex deficiencies. Our findings indicate that 
mutation in MIC13 causes mitochondrial respiratory chain complex deficiency, MTDPS and 
defects in cristae organization. We are preparing for the submission of the article. 
For evaluating the biochemical and molecular pathogenicity of novel mtDNA variants, we 
generated cybrid cell lines that carried the mtDNA of a patient with mitochondrial disorders. 
14597A>G (MTND6) was identified as novel mtDNA variant in a case with Leigh syndrome and 
experiments using cybrid cells confirmed the pathogenicity of this variant. To introduce the 
Zebrafish model system, a Zebrafish facility suitable for breeding and in vivo research was built. 
To interpret the results of a genetic test, we held a meeting twice a month at Saitama Medical 
University. Clinicians and researchers debated about the relationship between a case and a 
candidate gene. Furthermore, we opened progress meeting in the whole study group and 
exchanged opinions about our research.  
 
 

III. 成果の外部への発表 
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Müller T, Ohtake A, Hoffmann GF, Prokisch H, Staufner C. Biallelic IARS Mutations Cause 
Growth Retardation with Prenatal Onset, Intellectual Disability, Muscular Hypotonia, and 
Infantile Hepatopathy. Am J Hum Genet. 2016 Aug 4;99(2):414-22. 
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