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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアと葉緑体は、植物の生長にとって重要な働きをするオルガネラである。植物
オルガネラは独自の遺伝子発現系を持ち、その遺伝子発現は転写後のRNAレベルで強く制御されている。しかし、その
制御に関わる因子の多くは未解明である。本研究では、モデル植物として優れた特性をもつヒメツリガネゴケを用いて
、tRNAの5'末端形成、RNA編集、RNAスプライシングに働く新規のRNA結合タンパク質を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plant mitochondria and chloroplasts are the important organelles that are 
essential for plant growth. Both organelles possess their own gene expression system and their gene 
expression is tightly regulated at the post transcriptional level. However, protein factors involved in 
post transcriptional regulation are unknown. In this study, we identified novel pentatricopeptide repeat 
RNA-binding proteins required for tRNA 5’-end processing, RNA editing, and RNA splicing, using a model 
plant, the moss Physcomitrella patens.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1)植物のミトコンドリアと葉緑体の遺伝子
発現制御に、核ゲノムコードのPPRタンパク質
が働いている。PPRタンパク質は、初期陸上植
物であるコケ植物におよそ100個、維管束植物
に数100個存在し、植物オルガネラ機能の発現
と植物の生長、分化、生殖に重要な役割を担
っている。 
 
(2)研究代表者らは、植物の進化的観点からコ
ケ植物に注目してオルガネラ遺伝子の機能解
析を行ってきた。これまでに、ヒメツリガネ
ゴケのPPRタンパク質のひとつが葉緑体mRNA
の部位特異的切断に関与し、その変異株は葉
緑体機能を著しく損なうことを明らかにした。
また、PPR遺伝子のノックアウト変異株を多数
作製し、ミトコンドリアのRNA編集やmRNAスプ
ライシングに働く新規のPPRタンパク質を明
らかにした。しかし、機能解明されたPPRタン
パク質はごく僅かである。 
 
(3)ヒメツリガネゴケ 107 個の PPR タンパク
質のうち、シロイヌナズナと共通するものは
半分にも満たない（Sugita et al. RNA Biol. 
2013）。PPR タンパク質の拡大と多様性の獲
得が陸上植物の巧妙な生存戦略の原動力と
なったのではないかと推測されることから
も、ヒメツリガネゴケの PPR タンパク質の機
能を解明することは重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
 PPRタンパク質が遺伝子特異的に１対１の
関係で、RNA制御に関わっていることから、PPR
タンパク質の標的RNA分子を同定し、その機能
解明を目指す。研究項目は以下の３点である。 
(1)PPRタンパク質の細胞内局在（葉緑体、ミ
トコンドリア、その他）を明らかにする。 
(2)PPRタンパク質の標的RNAを同定する。RNA
編集、スプライシング、部位特異的切断など、
どのステップに作用しているのかを明らかに
する。 
(3)PPR タンパク質に存在する保存アミノ酸
配列モチーフの機能部位を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 ヒメツリガネゴケは相同組換え能が高いた
め、PPR遺伝子を自在に破壊、改変すること
が可能である。そこで本研究では、逆遺伝学
手法を駆使して解析を行う。 
(1)PPR遺伝子にタグGFP配列を導入したノッ
クイン株またはノックイン株を作製し、蛍光
顕微鏡を用いて細胞内のGFP蛍光を観察する。 
(2)PPR遺伝子破壊株またはRNAiによる遺伝
子発現抑制株を作製する。 
(3)遺伝子発現解析を行い、PPRタンパク質の
標的RNA分子を同定する。 
(4)PPRタンパク質の保存アミノ酸配列モチ
ーフ（DYWドメインなど）にアミノ酸変異を
導入する。変異タンパク質を大腸菌で発現さ
せ、試験管内でアッセイする。 

４．研究成果 
(1)本研究で得られた結果を合わせると、107
種のヒメツリガネゴケPPRタンパク質のうち、
これまでに 40 種余りの細胞内局在を実験に
より決定した。細胞内局在予測プログラム
（TargetP, Predotar など）による結果を合
算すると、51 種は葉緑体、47 種はミトコン
ドリア、2 種は葉緑体とミトコンドリアの両
方、3 種は葉緑体かミトコンドリア、1 種は
核、3 種は不明となった。シロイヌナズナの
450 種の PPR タンパク質のうち、65%（292 種）
はミトコンドリアに、34%（154 種）は葉緑体
に局在することが報告されている（Colcomber 
et al. RNA Biol. 2013）。コケ植物と種子植物の
オルガネラではPPRタンパク質の依存度が大
きく異なることを示す興味深い結果である。 
 
(2)本研究期間の３年間で、40 種の PPR 遺伝
子破壊株と3種の遺伝子発現抑制株を取得し
た。このうち、PpPPR4, 45, 63, 65, 67, 98, 
104 の分子機能を解明した。 
 
(3)機能解明された PPR タンパク質の詳細は
以下の通りである。 
①tRNA の 5’末端形成に関与する PPRタンパ
ク質の同定 
 RNase P は pre-tRNA の 5’リーダー配列を
切断する酵素で、細菌、アーキア、真核細胞
核の RNase P は触媒活性をもつ RNA 成分と１
〜数個のタンパク質成分から構成されてい
る。これに対して、ヒトと植物のミトコンド
および葉緑体の RNase P はタンパク質成分の
みの酵素で、proteinaceous RNase P (PRORP)
と呼ばれている。本研究で、ヒメツリガネゴ
ケの PPR タンパク質である PpPPR63, 67, 104
が RNase P 活性をもつ PRORP であることを見
出した（図１）。本成果を論文発表した（Sugita 
et al. PLoS ONE 2014）。 

 
 PpPPR63 は核に局在し、PpPPR67 と 104 は
葉緑体とミトコンドリアの両方に局在する。
PpPPR63 遺伝子をノックアウトしたコケ植物
は、予想に反して、生育可能で、細胞質 tRNA
の蓄積レベルも野生株のものと大差がなか



 

った。もしかすると、コケ植物の核内には
PRORP 以外に RNase P 活性を持つ酵素が存在
する可能性が考えられる。今後の研究課題で
ある。緑藻クラミドモナスとコケ植物ゼニゴ
ケは PRORP を一つしか持たない。核・葉緑体・
ミトコンドリアのどこに局在するか、今度明
らかにする必要がある。 
 
②RNA 編集に関与する PPR タンパク質の同定 
 mRNAの特定のシチジン（C）がウリジン（U）
に変換される「RNA編集」が、葉緑体とミトコ
ンドリアで起ることが知られている。葉緑体
のRNA編集部位は、種子植物で30〜40カ所存在
するのに対して、コケ植物のヒメツリガネゴ
ケの葉緑体では２カ所（rps14-C2部位とその2
ヌクレオチド上流の−1C部位）しか存在しない。
編集効率はrps14-C2部位で70％、−1C部位では
10％以下である。これまでの研究で、葉緑体
のRNA編集因子の候補として、PpPPR45が有力
であることが予想されていた。そこで、
PpPPR45遺伝子の発現抑制株と過剰発現株を
解析した結果、PpPPR45が予想通り２カ所の
RNA編集に関わっていることを明らかにした
（図２）。本成果を論文発表した（Ichinose et al. 
FEBS Lett. 2014）。 

 
 PpPPR65がミトコンドリアのccmFc-C103に、
PpPPR98がミトコンドリアのatp9-C92のRNA編
集部位に働くことを明らかにした（Ichinose et 
al. Pant Cell Physiol. 2013）。本成果を含め、ヒ
メツリガネゴケの全RNA編集部位（ミトコンド
リア11カ所と葉緑体2カ所）の認識に働く全９
種のPPR-DYWタンパク質を同定した。１植物種
の全RNA編集部位に働く全PPRタンパク質セッ
トを明らかにしたのは本研究が初めてで、植
物オルガネラのRNA編集の分子メカニズムの
解明に大きく貢献した。 
 
③葉緑体 tRNA スプライシング因子の同定 
 PPR タンパク質の大半をしめる P タイプ
PPR タンパク質の分子機能が明らかになった
のは１割にも満たない。そこで本研究では、
ヒメツリガネゴケの P クラス PpPPR4 の機能
解析を行った。PpPPR4遺伝子破壊（KO）株は

コケ原糸体の生長が遅く、光合成能が低く、
葉緑体タンパク質の蓄積レベルも大きく減
少していた。そこで次に、葉緑体遺伝子の発
現レベルを調べたところ、葉緑体 rRNA 遺伝
子オペロンから転写される tRNAIle-GAU の蓄
積レベルが KO 株では顕著に低下し、逆にイ
ントロンを含む pre-tRNAIle が蓄積していた
（図３A, B）。これに対して、その他の tRNA 
と rRNA の蓄積レベルおよび RNA プロセシン
グパターンに異常は検出されなかった。この
ように、pre-tRNAIleのスプライシング異常が
観察されたので、組換え PpPPR4 と tRNAIleイ
ントロンとの結合実験を行った。その結果、
組換え PpPPR4 がイントロンのドメインⅢ領
域に結合することを明らかにした（図３C）。
以上の結果から、PpPPR4 は tRNAIle-GAU イン
トロンに特異的なスプライシング因子であ
ると結論し、これを PTSF1 (plastid tRNA 
splicing factor 1)と命名した。 

 
 以上の観察結果を考察すると、PPR4-KO 株
では葉緑体 tRNAIle-GAU の蓄積レベルの低下
→葉緑体のタンパク質合成レベルの低下→
光合成活性の低下によって、著しい生育遅延
が生じたと考えられる。このことは、葉緑体
の生理・生化学の維持管理に tRNA が重要な
律速因子となっていることを示唆している。
この現象は高等植物を用いた研究でも報告
例がなく、P タイプ PPR タンパク質の新機能
の発見である。本成果を論文発表した（Goto 
et al. Plant J. 2016）。 
 
(4)ヒメツリガネゴケの RNA 編集因子が
PPR-DYW タンパク質であることが本研究で判
明したので、RNA 編集における DYW 保存アミ
ノ酸配列モチーフの機能解析を行った。その
結果、DYW ドメインの C 末端の３アミノ酸と
HxE(x)nCxxCを含む中央部の23〜61番目のア
ミノ酸領域が、RNA 編集部位の認識に関与し
ていることを明らかにした。これは RNA 編集
の分子メカニズムを解明する上で重要な発
見である（論文作成中）。 
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