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研究成果の概要（和文）：本研究の遂行により、PPRモチーフのRNA結合様式をほぼ解明することができた。すなわち、
PPR蛋白質を構成する連続した、複数のPPRモチーフが一対一の対応関係でRNAと結合し、かつモチーフ中の3アミノ酸（
1、４、ii番）の組み合わせが暗号となって（PPRコード）、結合塩基が決定する。この知見により、植物にのみ非常に
多く含まれるPPR蛋白質のミトコンドリア、葉緑体遺伝情報の管理について著しい進歩が期待出来る。また、上記のPPR
蛋白質の性質は、蛋白質工学的な利用に最適であり、現在、PPR蛋白質を利用したカスタムRNA結合蛋白質の構築にも着
手している。

研究成果の概要（英文）：Pentatricopeptide repeat (PPR) proteins are eukaryotic RNA-binding proteins that a
re commonly found in plants. Organelle transcript processing and stability are mediated by PPR proteins in
 a gene-specific manner through recognition by tandem arrays of degenerate 35-amino-acid repeating units, 
the PPR motifs. Here, we showed the principle underlying RNA recognition for PPR proteins involved in RNA 
editing. Amino acid variation at 3 particular positions within the motif determined recognition of a speci
fic RNA in a programmable manner, with a 1-motif to 1-nucleotide correspondence,. Data from the decoded nu
cleotide frequencies for these 3 amino acids were used to assign accurate interacting sites to several PPR
 proteins for RNA editing and to predict the target sites for an uncharacterized PPR proteins. In another 
view, PPR proteins appear to provide an extremely promising opportunity to create custom RNA binding prote
ins with tailored specificity. 
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１．研究開始当初の背景 
	 植物オルガネラであるミトコンドリアと葉

緑体は独自のゲノムを持ち、その遺伝情報の

発現は、主に核コードの遺伝子によって、主

に RNA の段階で制御されている。	 

	 	 このような制御を行うために、高等植物

は 500 個もの新しい蛋白質、PPR 蛋白質を進

化の過程で獲得してきた。PPR 蛋白質はそれ

ぞれが異なるオルガネラ RNA 分子に作用し、

切断、スプライシング、編集、安定性、翻訳

など全ての RNA 代謝に関わる。ほとんどの PPR

蛋白質は35アミノ酸からなるPPRモチーフの

約 10 個の繰り返しのみで構成されている。	 

	 PPR 蛋白質機能の主幹をなす配列特異的な

RNA との結合は、PPR 蛋白質を構成する複数個

の PPR モチーフの種類、並び方に依存すると

考えられている。研究代表者は、これまでに

いくつかの PPR 蛋白質の解析を行い、PPR モ

チーフと結合塩基が 1:1 の対応であること、

PPR モチーフを構成する 35 アミノ酸のうち、

4 つのアミノ酸が RNA との結合に主要な役割

を担うことを明らかにした。そこで、この 4

つのアミノ酸に着目し、その RNA 結合特性を

カタログ化することで、内在 PPR 蛋白質（約

10個のPPRモチーフ）の標的RNA分子の予測、

PPR 蛋白質による植物のオルガネラ遺伝情報

維持機構の全貌を明らかにする端緒が開ける

との着想に至った。	 

 
２．研究の目的 
高等植物でのみ大きなファミリーを形成する

PPR 蛋白質（約 500 個）は、ミトコンドリア、

葉緑体のゲノム情報を RNA レベルで配列特異

的に維持、制御している。この配列特異的な

RNA 結合能は、PPR 蛋白質を構成する約 10 個

の PPR モチーフに依存する。シロイヌナズナ

の全 PPR モチーフ約 5,000 個を分類し、それ

ぞれの RNA 結合特性をカタログ化することで、

内在 PPR 蛋白質の標的 RNA の予測を行い、PPR

蛋白質による植物のオルガネラ遺伝情報維持

機構を考察する。	 

	 

３．研究の方法 
PPR モチーフの RNA 結合能を司るアミノ酸に

ついての法則性を見いだすために、シロイヌ

ナズナ核ゲノムに含まれる PPR モチーフ配列

(約 5,000 個)を抽出し、RNA 結合アミノ酸を

指標に分類する。生化学、遺伝学的、情報科

学的な解析により、PPR モチーフの RNA 結合

特性を解明する。得られた結果より、PPR モ

チーフの RNA 結合予測プログラムを構築する。

機能未知PPR蛋白質と結合するRNAを予測し、

その結合を実験的に検証する。全ての PPR 蛋

白質に対して、標的 RNA の予測を行い、PPR

蛋白質によるオルガネラ遺伝情報維持・制御

機構について考察する。	 

	 

４．研究成果	 

	 既に予備的な知見を得ていたPPRモチーフ

中のRNA結合に関わるアミノ酸群の詳細な解

析を行った。様々な天然型および変異導入PPR

モチーフを用いて解析を行った結果、塩基認

識、親和性にそれぞれ寄与するアミノ酸群を

同定した。当該アミノ酸について、約5000個

のPPRモチーフを用いて統計解析を行い、当該

アミノ酸群の連続性、および協調的な働きに

ついて知見を得た。また、異種植物間での相

同遺伝子のアミノ酸多型を解析することで、

同義の働きをするアミノ酸群について知見を

得ることが出来たため、PPRモチーフのRNA認

識コードについてある程度単純化した分類分

けを行った。平行して、生化学的な解析手法

として、SELEX法を用いて、シロイヌナズナ

HCF152蛋白質の結合RNA配列を解析したとこ

ろ、過去に部分欠失RNAを用いて同定した結合

RNA領域20b中の約10bとほぼ一致するRNA配列

を得ることが出来た。これまでの解析から、

RNA結合に関わるPPRモチーフ中のアミノ酸、

５個、を同定し、その法則性の一部を明らか

にすることができた（論文6-8、特許4-5）。

また、PPR蛋白質のRNA結合特性解析手法とし

て、試験的にPhage	 Display法の導入を試みた

。いくつかのPPRモチーフをライブラリーに組

み込んで実験したところ、ligandに用いるRNA

に応じて特定のアミノ酸を持つPPRモチーフ

が選択的に濃縮されることがわかった。天然

型PPRモチーフ500種、または上記のPPRコード

を担うアミノ酸群にアミノ酸置換を施した合

成PPRモチーフ、ふたつのライブラリーを構築

した。特定のRNA配列に結合するPPRモチーフ

の選抜を行った。しかし、その他の方向性の

解析より、必要な情報を得ることができたた

め（後述）、本法による解析を途中で中止し

た。	 

	 

	 RNA編集に関わる既知のPPR蛋白質と標的

RNA配列、約30種、の組み合わせを材料に、計

算科学および統計学的手法で、PPRモチーフの

RNA認識コード、PPRコード、を明らかにした

。その結果、PPRモチーフのRNA結合能は、PPR

モチーフを構成する35アミノ酸の中でも、ほ

んの数個所のアミノ酸で決定することがわか

った。さらに、当該アミノ酸の種類および組

み合わせに含まれる結合RNA塩基の情報を用

いることで、生体内の標的RNA分子が予測でき

ることが明らかになった（論文5,7）、特許2,3

）。	 

上記に記したPPRコードの正確性を試験管内、

および生体内で検証・利用する実験系の確立

に着手した。同時に、PPR蛋白質の結合RNA配

列予測プログラムの試用版を構築した。この

プログラムを用いて、シロイヌナズナに含ま



れる機能未知PPR蛋白質いくつかのの標的予

測を行った。該当遺伝子を欠損したシロイヌ

ナズナを入手し、予測の正確性を検証した（

文3,4）。	 

さらに、明らかにしたPPRモチーフのRNA認識

コード、PPRコード、の試験管内での動作検証

を行った。PPRコードに準じて、タンパク質に

アミノ酸置換を導入したところ、そのRNA結合

選択性において、予測通りの結果を得ること

ができた（論文準備中）。	 

また、PPRコードを利用して、いくつかの未解

析PPR蛋白質の標的RNA予測を行い、当該遺伝

子欠損株（シロイヌナズナ）を解析した。そ

の結果、予測通りの結果を得ることができた

。以上の解析から、本研究で得られたPPRコー

ドの正確性を実証した。	 

結合配列予測プログラムの構築と検証を行っ

ている間に、RNA塩基識別に働く3つのアミノ

酸（1番、4番、-2番）の効力が他の箇所のア

ミノ酸の影響を受けるという新たな知見を得

たため、検証実験を行った。得られた結果を

基に、予測プログラムを改良し、一般公開す

る予定である。	 
	 
	 本研究の遂行により、PPR モチーフの RNA
結合様式をほぼ解明することができた。すな
わち、PPR 蛋白質を構成する、連続した、複
数の PPR モチーフが一対一の対応関係で RNA
と結合し、かつモチーフ中の 3アミノ酸（1、
４、ii 番）の組み合わせが暗号となって（PPR
コード）、結合塩基が決定する。この知見に
より、植物にのみ非常に多く含まれる PPR 蛋
白質によるミトコンドリア、葉緑体遺伝情報
の管理について著しい進歩が期待出来る。ま
た、上記の PPR 蛋白質の性質は、蛋白質工学
的な利用に最適であり、現在、PPR 蛋白質を
利用したカスタム RNA 結合蛋白質の構築にも
着手している。	 
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