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研究成果の概要（和文）：本研究では，細胞質雄性不稔性（CMS）イネに対する人工稔性回復因子の開発を行う
ことを目的とした．特に，次世代育種技術である（1）TALENを用いた方法と（2）カスタムPPRを用いる方法を行
った．（1）では，BT型CMSイネのミトコンドリアorf79をターゲットとするmitoTALENを導入する事で，稔性が回
復することが明らかとなった．一方，（2）では，orf79に結合するカスタムPPRタンパク質をコードする遺伝子
をBT型CMSイネへ導入したが，稔性の回復は見られなかった．以上のことより，カスタムPPRタンパク質を機能さ
せるためには，結合性以外にも考慮すべき問題があることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop artificial fertility restorer genes 
using the next plant breeding techniques (NBT), TALEN (transcription activator-like effecter 
nuclease) and PPR (pentatricopeptide repeat protein). First, we introduced mitochondria-targeted 
TALENs, which are bound to a CMS-associated gene of BT-type CMS rice, orf79. In this case, we 
obtained orf79-depleted plants. Those plants showed fertility restoration. Interestingly, the 
knockout of orf79 caused unexpected changes in the mitochondrial genome by homologous recombination 
via short sequence, possibly as a result of some unusual feature of plant mitochondrial genome. 
Next, we constructed artificial PPR protein-coding genes and introduced them into BT-type CMS. Those
 proteins were confirmed to bind to orf79 RNA in vitro, however, we could not obtained 
fertility-restored transgenic plants. This indicates that not only binding activity but other 
activities are required to create functional artificial PPR proteins.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 植物ミトコンドリア　細胞質雄性不稔性　次世代育種技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物ミトコンドリアゲノムには，呼吸に関与するタンパク質をコードする遺伝子だけでなく，細胞質雄性不稔性
の原因遺伝子もコードしている．しかし，植物ミトコンドリアは形質転換ができないため，遺伝子の機能解析は
限定的にしか行われてきていない．そこで，人工制限酵素TALENと配列特異的RNA結合タンパク質PPRを用いて，
ミトコンドリア遺伝子の発現制御を行うことを目的とした．本研究でミトコンドリア遺伝子の発現制御が可能に
なれば，基礎科学としてのインパクトも高い．さらに，農業上重要な形質である細胞質雄性不稔性の稔性回復遺
伝子を人為的に合成することが可能となり，多種育種の基盤に大きく貢献できると考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物ミトコンドリアゲノムには，呼吸に関与するタンパク質をコードする遺伝子だけではなく，
細胞質雄性不稔性の原因遺伝子や機能不明の orf が存在することが知られている．一方，核や
葉緑体のゲノムと異なり，植物ミトコンドリアは形質転換ができないため，ミトコンドリアゲ
ノムにコードされる遺伝子の機能解析は限定的であった．近年，動物のミトコンドリア病の治
療を目的として，TALEN（transcription activator-like effector nuclease）を用いたミトコン
ドリアゲノム編集が報告された．このことは，植物においてもミトコンドリアゲノムの改変に
TALEN が利用可能であることを示していると考えられた． 
 また，陸上植物のゲノム解析から明らかにされた配列特異的 RNA 結合タンパク質
（pentatricopeptide repeat（PPR）タンパク質）は，変異体の解析や生化学的解析，計算科学
によって，1PPR モチーフで核酸 1 塩基を認識することが明らかにされてきた．このことは，
PPR モチーフを組み上げることで，特定の希望の配列に結合して，修飾を行うカスタム PPR
タンパク質の合成が可能であることを示唆している． 
 これまでの研究で，農業上重要な形質の一つである細胞質雄性不稔性は，ミトコンドリアゲ
ノムにコードされる細胞質雄性不稔性原因遺伝子によって引き起こされると考えられている．
穀物のように種子を可食部とする作物では，細胞質雄性不稔性を解除する稔性回復遺伝子によ
って，不稔性を回避し採種可能にすることが重要である．このような稔性回復遺伝子は，核ゲ
ノムにコードされており，その翻訳産物はミトコンドリアにおいて細胞質雄性不稔性原因遺伝
子の発現を抑制することで，稔性を回復させていると考えられている． 
 これらのことより，ミトコンドリアゲノムにコードされる細胞質雄性不稔性の原因遺伝子の
発現を抑制する人工稔性回復遺伝子を TALEN とカスタム PPR で構築することで，ミトコン
ドリア遺伝子発現制御のモデル系を構築でき，稔性回復遺伝子がクローニングされていない作
物でも適応可能な人工稔性回復因子の開発につながるのではないかと考えた． 
 
２．研究の目的 
本研究では，ミトコンドリアゲノムにコードされる細胞質雄性不稔性（CMS）原因遺伝子によ
って，正常な花粉が分化できなくなり，自殖による種子が採れなくなる CMS イネを材料に用
いて，次世代育種技術（new plant breeding techniques; NBT）を用いた人工稔性回復因子（人
工 RF）の開発を行うことを目的とした．特に，(1)ミトコンドリア移行 TALEN によって CMS
原因遺伝子へ変異を導入することで，稔性の回復を引き起こすことと，（2）人工 PPR タンパ
ク質をコードする遺伝子を導入することで CMS 原因遺伝子から転写される RNA を切断もし
くは分解させることで稔性の回復を引き起こすことの 2 点について研究開発を行う． 
 
３．研究の方法 
（1）ミトコンドリア移行 TALEN を用いた方法 
BT型CMSイネのCMS原因遺伝子orf79をターゲットとする2分子型TALEN（TAL1，TAL2，
TAL3）を発現するコンストラクトを構築した．ターゲットとする配列を表 1 および図 1 に示
す．これらのコンストラクトを BT 型 CMS イネにアグロバクテリウム法で遺伝子導入を行っ
た． 

 
得られた遺伝子導入個体について，orf79 にどのような変異が導入されているかを調査した．
さらに，それぞれの個体の種子稔性を調査した． 
 次に，TAL2 および TAL3 を導入する事で，稔性の回復した個体を花粉親に BT 型 CMS イ
ネとの交配を行い F1 を得た．この F1 個体はミトコンドリアに orf79 を保有し，核には TAL2
もしくは TAL3 を保有することが期待される．得られた F1 個体を播種し，de novo のミトコ
ンドリア編集が起こるか？（つまり，F1 の稔性が回復するか？）を調査した． 



 
（2）人工 PPR タンパク質を用いた方法 
BT 型 CMS の稔性回復遺伝子としてクローニングされた Rf1 は，791 アミノ酸からなる PPR
タンパク質をコードしていた．さらに，野生イネの Rf1 座乗領域のゲノム解析を行った結果，
その領域にはRf1と相同性が高く 791アミノ酸からなるPPRタンパク質をコードするPPR遺
伝子が 3 個（PPR791a, PPR791b，PPR791c）存在することが明らかとなった．遺伝子導入の
結果，PPR791a のみが BT 型 CMS イネの稔性を回復させることが明らかとなった．さらに，
以前に報告していた RF1 との配列の比較によって，非機能型 PPR791（PPR791B および
PPR791C）には，共通のアミノ酸置換が 13 箇所存在することが分かっている． 
これらの変異を PPR791A に導入する事で，稔性回復能を失わせるのに十分なアミノ酸置換を
明らかにすることで，RF1 の機能に重要なアミノ酸について調査する． 
 さらに，orf79 の特定の配列 5 箇所（表 2 および図 2）に結合する PPR タンパク質（ARF）
をデザインし，PPR モチーフのみの遺伝子と，RNase を C 末端に結合させたコンストラクト
を構築し，BT 型 CMS イネヘアグロバクテリウム法で導入した．得られた遺伝子導入個体を
P1 温室で育成させ、その種子稔性を調査した． 
 

 
 
４．研究成果 
（1）ミトコンドリア移行 TALEN を用いた方法 
TAL1，TAL2，TAL3 を BT 型 CMS イネへ遺伝子導入した結果，TAL1 導入個体は得ることが
できなかったが，TAL2導入個体を 7個体およびTAL3導入個体を 11個体得ることができた（表
3）． 

 
 
それぞれの個体について，orf79 を増幅することのできるプライマー対を用いて増幅を行った
ところ，TAL2/BTA-6 および TAL3/BTA -7 の 2 個体で orf79 が増幅できたが，それ以外の個体
では orf79 が増幅できないことが分かった．この結果は，orf79 を検出するためのサザンブロ
ット分析においても同様であった．つまり，orf79 をターゲットとする TALEN を導入する事
で得られた遺伝子導入個体では，orf79 が消失していることが明らかとなった．これらの系統
の orf79 周辺の領域も消失してるのかどうかを調査するために，9 個体についてゲノム DNA
を抽出し，次世代シーケンサーで得られた配列を，BT 型 CMS イネミトコンドリア配列にプロ
ットしたところ，個体によって消失している配列の大きさが異なることが明らかになった（図
3）．さらに，TAL による二本鎖切断（DSB）によって生じた末端がどのように修復されたかを
調査したところ，比較的短い相同配列を介した組換えによって修復されていることが分かった． 
種子稔性を調査したところ，orf79 を消失した個体では，稔性が回復していることが分かった．

以上のことより，CMS 原因遺伝子をターゲットとする TALEN を遺伝子導入することで，CMS
原因遺伝子のノックアウトが可能であることが分かった．次に，orf79 をターゲットとする TAL
の遺伝子導入によって，種子稔性が回復した個体を花粉親として，BT 型 CMS へ交配を行った
F1 を得た．この F1 個体は，ミトコンドリアに orf79 を保有し，核には orf79 をターゲットと
する TALEN 遺伝子を保有する．これらの F1 について，種子稔性を調査したが稔性の回復は
見られなかった．また，これらの系統では orf79 が消失していなかった．以上のことより，



TALEN を用いた人工 RF は，薬剤によ
る選抜圧のもとでは機能させることが
できるが，de novo では機能しないこと
が分かった．これは，ミトコンドリアゲ
ノムが細胞内でコピー数が多いこと，コ
ンストラクトに利用したプロモーター
が 35S であるため，生殖器官での発現が
弱かったこと，2 分子 TALEN が機能し
なかったことが原因として考えられた． 
 

（2）人工 PPR タンパク質を用いた方法 
 
機能型 PPR（RF1 および PPR791A）と
非 機 能型 PPR （ PPR791B およ び
PPR791C）の配列を比較したところ，
非機能型に共通するアミノ酸置換 13 箇
所を見いだした．このうち，PPR モチー
フの核酸認識に重要な PPR モチーフ内
の 1 番目，4 番目，ii 番目のアミノ酸に
変異が起こっているのは4箇所であった．
この 4 変異について PPR791A へ導入し
た．この結果，N162T および N235S の
アミノ酸変異は稔性回復能を失わさせるのに十分であることが分かった．どちらの変異も PPR
モチーフ内の 4 番目のアミノ酸であることより，これまでの報告通り PPR モチーフの 4 番目
のアミノ酸は PPR タンパク質が機能を発揮するために重要であることが明らかになった． 
 次に，orf79 内部および周辺の 5 箇所の配列に結合するような PPR タンパク質を発現するコ
ンストラクト（ARF1〜ARF5）を作成し，BT 型 CMS へ遺伝子導入した．それぞれのターゲ
ット配列につき，C 末端に 3 x FLAG がついたものと，RNase ドメインを付加した 2 種類のコ
ンストラクトを準備した．それぞれのコンストラクトの導入で得られた個体について，種子稔
性の確認を行ったが，稔性は確認できなかった（表 4）． 
 以上のことより，ターゲット配列に単に結合する PPR タンパク質を導入するだけでは，タ
ーゲットとする RNA の切断や分解は引き起こせないことが明らかとなった．つまり，RF1 は
配列の指定だけをしているのではなく，切断に必要な他の因子を呼び込むような機能を持って
いる可能性が示唆された． 
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