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研究成果の概要（和文）：植物の葉緑体には独自のゲノム DNA があり、この中に 100 種ほ
どの遺伝子が存在する。葉緑体の機能と遺伝子の発現には核ゲノムにある多数の遺伝子群

の協調的な働きが必要である。本研究では葉緑体の転写後制御に働く核コードの制御因子

の同定を行った。その結果、葉緑体遺伝子のスプライシング、RNA切断と RNA編集のそ
れぞれに働く植物に固有のペンタトリコペプチドリピート（PPR）タンパク質を新たに同
定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Chloroplasts possess their own DNA and approximately 100 genes. 
Chloroplast function and gene expression are cooperatively controlled by the chloroplast and nuclear 
genomes. Posttranscriptional regulation is an important step in the control of chloroplast gene expression. 
In this study, we identified novel nuclear-encoded pentatricopeptide repeat proteins involved in RNA 
splicing, RNA cleavage, and RNA splicing in chloroplasts. 
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１．研究開始当初の背景 
 植物オルガネラの転写後制御の重要な成

分として、pentatricopeptide repeat（PPR）

タンパク質ファミリーが注目されていたが、

その具体的な機能についてはほとんど未解

明であった。そこで本研究では、植物特有

のオルガネラである葉緑体で働く PPR タン

パク質の機能を解明して、PPR タンパク質フ

ァミリーを介した葉緑体の転写後制御の分

子機構を明らかにすることを目指した。こ

の研究を推進するための材料として、シロ

イヌナズナでなく、遺伝子ターゲテイングが

可能なヒメツリガネゴケを主に用いること

にした。 

 
２．研究の目的 
 オルガネラの転写後制御の重要な成分と

して、pentatricopeptide repeat（PPR）タ

ンパク質ファミリーが知られているが、機

能が解明された PPR タンパク質の種類はほ
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んの一部にすぎない。そこで本研究では、

植物特有のオルガネラである葉緑体で働く

PPR タンパク質を同定しその機能解明を目

指す。これにより、PPR タンパク質を介した

葉緑体の転写後制御の分子機構の一端を明

らかにする。本研究では主にヒメツリガネ

ゴケを用いて以下の研究を行う。 

(1) 葉緑体で働く PPR タンパク質の標的

RNA 分子を同定する。 

(2) 結合特異性を決定する標的分子内のシ
ス領域を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1)PPRタンパク質の細胞内局在部位の決定 

 PPR タンパク質の N 末端側 100 アミノ酸

をコードする遺伝子断片（300 bp）を増幅

し、緑色蛍光タンパク質（GFP）コード領

域の上流に連結したコンストラクトを作

製する。これをヒメツリガネゴケの原糸体

細胞プロトプラストに導入し、一過的な

GFP 蛍光の発現を顕微鏡観察し、葉緑体局

在かどうかを判定する。 

(2)葉緑体 PPR タンパク質をコードする核

遺伝子破壊株の作製 

① PPR 遺伝子破壊株を効率的に得るため、
当研究室で汎用している 35Sプロモーター

/nptII/CaMV ターミネーター（pMBL6 由来）

からなる薬剤耐性選択マーカー遺伝子カ

セットを、葉緑体 PPR タンパク質遺伝子の

3 kb断片内に挿入し破壊株作製用コンスト

ラクトを構築する。 

② コンストラクトをヒメツリガネゴケの
原糸体細胞に導入し、薬剤（ジェネテシン

またはハイグロマイシン）耐性変異株を取

得する。原糸体コロニーPCR 法およびゲノ

ムサザン解析を行い、遺伝子破壊株である

ことを確認する。 

(3)変異株を用いた標的 RNA 分子の同定 

①遺伝子破壊株の外部形態（原糸体コロニ

ーの生長速度、葉緑体の形状と数）、光合成

能と光化学系電子伝達能（PAM クロロフィ

ル蛍光測定）などを観察・定量する。この

ような表現型の観察は、標的 RNA 分子を推

定する上で重要な手がかりとなる。 

②遺伝子破壊株から全 RNA を抽出して、葉

緑体 DNA マイクロアレイ解析、およびハイ

スループットな RT-PCR 検出法で、ターゲッ

ト領域を迅速に特定する。最終的に、ノザ

ン解析を行い葉緑体転写物の蓄積レベルお

よび蓄積パターンを詳細に調べ、PPR 蛋白質

の標的となる葉緑体 RNA 成分を特定する。 
 
４．研究成果 

(1)ヒメツリガネゴケ、シロイヌナズナ、イ

ネの全 PPR 遺伝子の構造と進化に関する研

究を行った。シロイヌナズナ、イネ、ヒメ

ツリガネゴケのゲノム中に見いだされるす

べての PPR 遺伝子を抽出し、その遺伝子構

造を詳細に比較検討した。その結果、シロ

イヌナズナとイネの PPR 遺伝子の大半は

「intron less」であるのに対して、ヒメツ

リガネゴケの PPR 遺伝子は「intron rich」

と特徴付けられた（下図）。 

 

 

intron poor 遺伝子のイントロン挿入位置が

遺伝子の 5'側に偏っていたことや、３種の植

物種すべての PPR 遺伝子を系統解析した結果

から、顕花植物においては 1回または２回の

大規模なレトロトランスポジションによっ

て、PPR 遺伝子ファミリーが拡大したことが

推察された。また、植物の PPR タンパク質は

そのモチーフ構造の特徴から、いくつかのサ

ブファミリーに分類されるが、初期の陸上植

物であるヒメツリガネゴケには、「Eサブファ

ミリー」がまったく存在しないこと、および

「DYW サブファミリー」が少ない（僅か 10 種）

ことが判明した。このような特徴から、DYW

サブファミリーがオルガネラの RNA 編集と関

係があるのではないかと議論される契機と

なった。これらの成果を Molecular Biology 

and Evolution (2008)に発表した。. 

 さらに、初期維管束植物であるイヌカタ

ヒバに 800 種以上の PPR 遺伝子が存在する

ことを発見した（Science に発表）。 

 

(2)葉緑体 Clp のサブユニットをコードす

る clpP pre-mRNA の成熟過程における PPR



 

 

タンパク質 PpPPR_38 の役割を詳細に明ら

かにするため、組換え PpPPR_38 タンパク質

と様々な RNA 断片を用いた RNA 結合実験を

行い、PpPPR_38 タンパク質が RNA 配列特異

的な RNA 結合タンパク質であることを明ら

か に し た 。 PpPPR_38 は pre-mRNA の

clpP-5'-rps12 の intergenic region に強

く結合することを明らかにした。次に、２

本鎖 RNA 部分を特異的に切断する RNA 分解

酵素を用いた RNA 切断実験や葉緑体抽出液

中での標的 RNA 分子の安定性に関する実験

を行った。その結果、下図に示したPpPPR_38

タンパク質の機能に関するモデルを提案し

た。 

 

(3)新規のエンドリボヌクレアーゼ活性を有

する PPR タンパク質を発見した（FEBS Lett. 

2008）。植物に普遍的に存在するペンタトリ

コペプチドリピート（PPR）タンパク質は、

植物オルガネラの機能発現、器官の発生や分

化など幅広い植物生理現象に関わる重要な

タンパク質である。PPR タンパク質は RNA 結

合能をもつ PPR モチーフ以外に、様々な機能

未知の保存配列モチーフをもつことが知ら

れている。本研究で、PPR タンパク質の C 末

端に存在する DYW モチーフが新規のエンド型

RNA 分解活性を有することを初めて明らかに

した。DYW エンドリボヌクレアーゼは RNA 分

子をアデノシン残基の位置で特異的に切断

する全く新しいタイプの RNA 分解酵素である。

生体内では PPR モチーフと DYW モチーフの組

み合わせにより、ヌクレオチド配列特異的に

RNA 切断に働いていると予想される。PPR モ

チーフと DYW モチーフを組み合わせることに

より、新機能性を付加した人工酵素を創製す

ることが可能である（下図）。 

 

 

(4) RNA 編集に関与する新規の葉緑体 PPR タ

ンパク質 CRR21 と CRR28 を発見した（Okuda 

et al. Plant Cell 2009）。どちらも DYW ド

メインをもつ PPR タンパク質（PPR-DYW タン

パク質）であり、この発見により、PPR-DYW

タンパク質が葉緑体の RNA 編集のトランス

因子として普遍的であることが 

 

(5)葉緑体の PPR-DYW タンパク質がトラン

ス因子として働くが、ミトコンドリアのRNA

編集にも PPR-DYW タンパク質が関与してい

るかは不明であった。そこで、PPR-DYW タ

ンパク質であるミトコンドリア局在型

PpPPR_56, PpPPR_71, PpPPR_77, PpPPR_78, 

PpPPR_79,PpPPR_91 をコードする遺伝子を

相同組み換えによりノックアウトした変異

株を作製し、その RNA 編集について解析し

た。その結果、これらの PPR-DYW タンパク

質すべてがミトコンドリアの RNA 編集のト

ランス因子として機能していることを明ら

かにした。このうち、PpPPR_56、PpPPR_77、

PpPPR_78 が 2 カ所の RNA 編集部位のトラン

ス因子であった。２カ所の RNA 編集部位に

共通のシス配列を検索した。塩基配列の同

一性は50%前後にすぎないことが判明した。 

 

(6) ccmF-2 部位の RNA 編集のみに働くミト

コンドリア局在型 PpPPR_71 を用いて、RNA

編集部位との結合認識について解析した。合

成 RNA と組換え PpPPR_71 を用いた RNA ゲル

シフト解析を行ったところ、PpPPR_71 が編

集部位周辺に結合すること、およびその結合

の強さは ccmFc mRNA の編集状態によって異

なることを明らかにした。これらの結果に基



 

 

づいて、PpPPR_71 タンパク質による ccmFc 

mRNA の RNA 編集メカニズムのモデルを提唱

した。 

 
 
 

(7)ミトコンドリア局在型 PpPPR_43 をコー

ドする遺伝子を相同組み換えにより遺伝子

破壊株を作製した。PpPPR_43 遺伝子破壊株

ではミトコンドリアの RNA 編集が正常に起

っていたので、RNA 編集以外の転写後プロ

セスについて解析した。その結果、coxI 遺

伝子の第３イントロンのスプライシングが

ほとんど起こっていないことを見いだした。

PPR-DYW タンパク質が RNA 編集だけでなく、

RNA スプライシングにも関与する可能性を

初めて示した重要な成果である。 
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