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研究成果の概要（和文）：PGR3は葉緑体局在の27のPPRモチーフからなるタンパク質で、petLオペロンmRNAの安定化とp
etLとndhAの翻訳に関わる。各PPRモチーフの機能を特異的に破壊する変異を導入し、二つの標的RNA に対する機能の影
響を調べた。N末側のPPRモチーフは、異なるセットのモチーフを活用することで、二つの標的RNA の認識に寄与してお
り、一方、C末側のPPRモチーフは翻訳に必須で、RNAの二次構造を変えることで、翻訳装置を呼び込むことが示唆され
た。このC末の機能は、RNA編集に関わるPPRタンパク質のものと類似し、同様にRNAの二次構造を変えることで編集装置
を呼び込むモデルが考えられる。

研究成果の概要（英文）：PGR3 is a PPR protein consisting of 27 PPR motifs and stabilizes the petLoperon RN
A and also activates the translation of petL and ndhA. To study the function of each PPR motif, a series o
f mutations which inactivated the specific function of each PPR motif was introduced to PGR3. The N-termin
al PPR motifs of PGR3 are required for recognizing two target RNAs by the combination of different set of 
PPR motifs. In contrast, the C-terminal PPR motifs were essential for activating translation of petL and n
dhA. The C-terminal PPR motifs bind RNA to modify its secondary structure, the process which likely recrui
ts the translational machinery. This function of C-terminal domain of PPR proteins is probably conserved i
n the PPR proteins involved in RNA editing. We hypothesize that the C-terminal domains of such PPR protein
s also modify the secondary structure of RNA to recruit the RNA editing enzyme to the target site.
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１．研究開始当初の背景 
植物のオルガネラで見られる RNA 編集は、
特定のシチジン残基をウリジンに脱アミノ
化する過程である。標的のシチジン残基は、
PPR タンパク質が標的周辺の RNA 配列を認
識することで指定されることが明らかにな
っている。残された最大の課題は、シチジン
をウリジンに脱アミノする酵素の特定であ
る。一部の PPR タンパク質の C 末端に見ら
れる DYW ドメインがこの脱アミノ化酵素の
実体ではないかという仮説が提唱され、多く
の研究者がこの考えを受け入れている。しか
し我々は、多くの RNA 編集に関わる PPR タ
ンパク質において、DYW ドメインが in vivo
での RNA 編集に必須ではないことを示して
いる。また RNA 切断に関わる CRR2 の DYW
モチーフが、in vitro でシチジンデアミナー
ゼ活性ではなく、エンドヌクレアーゼ活性を
持つことを報告している。編集酵素の実体は、
謎であった。 
 
２．研究の目的 
DYW ドメインがシチジンデアミナーゼ活性
を持つことの証明は、組換えタンパク質を用
いてその活性を示すことである。しかし、こ
の試みはいずれも成功していない。DYW ド
メインが本当に編集酵素なのであろうか？
我々は、DYW ドメインを欠損した PPR タン
パク質が in vivo で変異株を相補できるが、
さらに内側の E ドメインを欠損すると機能
を持たなくなることを報告している。また E
ドメインは in vitro での標的認識に必須でな
いことを報告している。我々の仮説は、E ド
メインが編集酵素との相互作用に必要であ
るというものであった。そこで、もっとも直
接的に、生化学により葉緑体内で E ドメイン
と相互作用するタンパク質を精製し、質量分
析でそのタンパク質を特定することを提案
した。 
 しかしながら、研究開始前に、計画に関わ
る二つの重要な情報が得られた。一つは、
DYW1と呼ばれるDYWドメインのみからな
るタンパク質が、ndhD-1 サイトの RNA 編
集に必須であることが明らかになったこと
である。このサイトは CRR4 と呼ばれる E
ドメインを有するが、DYW ドメインモチー
フを持たない PPR タンパク質に認識される
が、CRR4 と DYW1 をつないだタンパク質
が crr4 dyw1二重変異体を相補する事実が明
らかになった（文献３）。このことは、DYW
ドメインの機能を考え直すきっかけとなっ
た。そしてもう一つは、PPR タンパク質が結
合領域の RNA の二次構造を変えることで、
翻訳装置をリクルートするという仮説の提
唱である。翻訳だけではなく、RNA 編集に
おいても、PPR タンパク質が RNA の二次構
造を変え、そこに編集装置を呼び込むモデル
が現実味を帯びてきた。E ドメインは、この
二次構造の変更をもたらす因子（それは他の
タンパク質から供給される DYW ドメインか

もしれない。）と相互作用するものかもしれ
ない。 
 そこで、E ドメインの相互作用因子の特定
を先送りし、PPR タンパク質が RNA の二次
構造を変える分子機構の解明にまず着手す
ることにした。材料は、研究室で解析の進ん
でいた PGR3 を選ぶことにした（文献６）。 
 
３．研究の方法 
(1) pgr3-2 と pgr3-3 の変異を有する組換え
PGR3 を作成し、petL および ndhA mRNA に存
在する結合配列を含むRNAプローブに対して
ゲルシフトアッセイを行った。 
 
(2) PGR3 の 27 の PPR モチーフのうち、各モ
チーフの 4番目の残基が Tであるものを、そ
れぞれすべてIに置換し、pgr3-1に導入した。
PGR3の３つの機能の相補をRNA、タンパク質、
電子伝達のレベルで解析した。また PPR モチ
ーフをC末端から削った一連のコンストラク
トを作成し、pgr3-1に導入して、同様の解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PGR3 は 27 の PPR モチーフからなり、① 
petLオペロン RNAの安定化、② petLの翻訳、
③ ndhA の翻訳の３つの機能を有する。３つ
の変異アリルを単離しており、pgr3-1は①②
③すべての機能が、pgr3-2は①と②の機能が、
また pgr3-3は②と③の機能が欠損している。
そこで、pgr3-2 と pgr3−3 の変異を含む組換
えタンパク質を合成し、RNA ゲルシフトアッ
セイを行った。その結果、pgr3-2 の変異は
ndhA のシス配列との結合には影響しないが、
petLとの結合を阻害すること、一方、pgr3-3
の変異は、両者の結合を阻害しないことを明
らかにした。この結果は文献 6の一部として
論文発表した。 
  
(2) pgr3-1 と pgr3-2 の変異は PPR モチーフ
の 4番目の Tから Iへの変異で、この変異は
PGR3 全体の構造を乱すことはないが、その
PPR の機能を阻害することが示唆された。そ
こで、CRR3 の 27 のモチーフのうち、4 番目
の残基が T であるものに対して、それぞれ I
への置換を行った。その結果、N末側の 16 の
PPR モチーフへの変異の導入は、機能①②と
③に対してPPRごとに異なるインパクトを与
えることが明らかになった。このことは、N
末側の 16 の PPR モチーフは、おそらく PPR
モチーフの組み合わせを変えることで、異な
る標的の認識に関わることが示唆された。ま
た一方で、18番目以降の C末側の PPR への変
異の導入は、おおむね機能②と③を阻害し、
C 末側の PPR が、標的認識ではなく、翻訳に
関わることが示唆された。 
 以上の仮説をさらに検証する目的で、N 末
側から PPRモチーフの数をそれぞれ 27 (WT)、
14(P14)、16(P16)、18(P18)、26(P26)持つ PGR3
を pgr3-1 で発現させた(図 1A)。P16〜WT を



導入した植物では petL mRNA が安定化し、17
番目以降の PPR が少なくとも petL mRNA への
結合に必須ではないことが明らかになった
（図 1B）。一方、petL および ndhA（NdhL 抗
体で検出）の翻訳は、野生型 PGR3 以外は相
補せず、18 番目以下（最後の不完全な PPR を
含む）の PPR は、petL および ndhA の翻訳に
必須であることが明らかになった（図1B, C）。 
 
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１petLオペロンRNAの安定化に必要な領域
の決定 
(A) pgr3-1に導入した変異型 PGR3 
(B) petL mRNA の検出（RNA ゲルブロット解

析） 
(C) PetL, NdhL, Cytfタンパク質の検出（ウ

ェスタン解析）*は非特異的シグナル 
 

さらに P16 の組換えタンパク質は in vitro
で petL RNA に結合できるが、P14 は結合でき
ないことを証明した。 
 また in silico解析と形質転換体を用いた
解析から、PPR モチーフの 14 番目の残基は正
電荷を持つことが、その PPR の RNA 結合能の
発現に必須であることを明らかにした。 
 以上の成果は、文献１に論文として報告し
た。 
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