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研究成果の概要（和文）：様々なアミノ酸多型を持つRf候補遺伝子の機能検定を生化学、計算科学的手法で行い、Rf遺
伝子の機能性を司るアミノ酸群を詳細に明らかにした。さらに、オグラ型細胞質ダイコンのRf蛋白質が、ミトコンドリ
アCMS遺伝子であるorf125転写物の翻訳開始コドン直下に結合し、2次構造形成を促進することでorf125遺伝子を翻訳の
段階で抑制することを明らかにした。CMS遺伝子の発現を不活化するカスタムPPR蛋白質の構築を行った。いくつかの人
工PPRタンパク質と予想したRNA配列との特異的な結合を得ることができた。BT型細胞質不稔イネのCMS遺伝子の発現を
阻害する分子ツールの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Biochemical and in silico analysis was applied to Rf-like PPR proteins those 
contain various amino acid polymorphism, to identify amino acids that connecting the functionality of Rf 
proteins. Further, a Rf protein recognizes RNA sequence and the subsequent structural change results in 
suppression of CMS gene expression of orf125 gene in ogura-CMS radish.
Custom PPR protein was designed forCMS gene suppression The custom, artificial PPR protein displayed 
expected RNA sequence recognition. This custom PPR technology was applied to develop a molecular tool for 
suppressing a CMS gene for a CMS rice.

研究分野：植物分子生物学

キーワード： PPR　ゲノム編集　CMS
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１．研究開始当初の背景 
	
 	
 雑種強勢とは、C.ダーウィンの時代から
知られる現象で、雑種１代目に異なる両親の
優性形質が現れ、両親のいずれよりも体質が
強健で発育が良くなる性質である（図 1）。代
表的な育種技術の一つであり、この性質を用
いることで植物個体あたりの収穫量の増大
（20〜50%の収量増加）、耐病性、耐環境性
などの有用形質が付与される。雑種強勢個体
の効率よい作出には、異なる♀系統と♂系統
の交配を容易にする系統、すなわち自殖しな
い系統の作出が重要である。そのひとつ、花
粉が出来なくなる細胞質雄性不稔（CMS; 
Cytoplasmic Male Sterility）は、細胞質のゲ
ノム、特にミトコンドリアゲノムの変異によ
る異常遺伝子（CMS遺伝子）の発現により、
雄性配偶子（花粉）が正常に機能しなくなる
形質である。この形質は、しばしば核に存在
する稔性回復遺伝子（Rf遺伝子; Restorer of 
fertility）によって打ち消され、雄性配偶子
が正常に形成されることが知られている。こ
の CMS-Rfシステムは、不稔および可稔の制
御が可能なこと、細胞質の母性遺伝を利用で
きることから、非常に重要な農業形質として
知られており、イネ、ナタネなどの農業生産
性を飛躍的に増加させることが分かってい
る。 
	
 	
 しかし、CMS 系統の作出は古典的な育
種法に頼っており、いくつかの農作物の代表
的な品種にしか適応されていない。CMS 遺
伝子と Rf 遺伝子の機能性判定が生理的な表
現型（花粉形成の可否）に依存していること
が原因で、近年発達した分子生物学を利用し
た分子表現型、すなわち CMS 遺伝子および
Rf遺伝子の配列の機能性、がほとんど明らか
でないためである。いくつかの代表的な雄性
不稔ミトコンドリアでは組換えによって生
じたキメラ遺伝子が存在し、これが雄性不稔
の原因となると考えられている。これまでに
見つかっている CMS 遺伝子の特徴として、
疎水性領域に富む、ATP合成酵素遺伝子と共
転写する、呼吸鎖複合体構成蛋白質の遺伝子
の一部とキメラになっている、などの特徴を
持つことが多い。 
	
 	
 一方、最近いくつかの植物種で、CMS
遺伝子の発現を抑制する Rf 遺伝子が同定さ
れてきた。多くの場合、それぞれの CMS 遺
伝子に遺伝子特異的に作用する因子である
pentatricpeptide repeat （PPR）モチーフを
持つ蛋白質が Rf として働くことが明らかに
なってきた。PPR 蛋白質は、配列特異的な
RNA結合蛋白質であり、CMS遺伝子を含む
RNA と配列特異的に作用し、その発現を
RNAの段階で不活化する。 
申請者はこれまでの研究で、PPR 蛋白質の
RNA 結合の分子基盤および配列特異的な
RNA認識機構を司る PPRコードを明らかに
した。PPRコードを用いることで、計算科学
的にPPR蛋白質と基質RNAの結合が部分的
に予測可能になった。さらに、任意の RNA

を標的にしたカスタム PPR 蛋白質構築の基
礎技術基盤が確立した。そこで、本研究では、
(1) Rf として働く天然型 PPR 蛋白質の予測
と同定、および(2) PPR蛋白質の改変による
カスタム Rfの創出を本研究の目的とした。 
 
２．研究の目的 
	
 	
 細胞質雄性不稔性（CMS）は雑種強勢を
利用した育種法に用いられる。CMS ではミ
トコンドリアゲノム中の異常遺伝子（CMS
遺伝子）の発現によって、雄性配偶子（花粉）
の形成が損なわれる。しかし、核コードの稔
性回復因子（Rf遺伝子）によって稔性が回復
する。Rf遺伝子の多くは PPR蛋白質をコー
ドし、CMS 遺伝子の発現を抑制する。申請
者はPPR蛋白質の配列特異的なRNA認識機
構を司る PPR コードを最近明らかにした。
この成果によって、Rfとして働く PPR蛋白
質の結合 RNA 配列予測、意図する配列に結
合するカスタム PPR 蛋白質の構築が可能に
なった。そこで本研究では、(1) Rfとして働
く PPR蛋白質の同定、(2) カスタム Rfの創
成、を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 	
 申請者らの PPR コードの発見により、
Rfとして働く PPR蛋白質のアミノ酸配列か
らの機能予測（結合 RNA配列予測）、および
アミノ酸改変によるカスタム PPR 蛋白質の
構築が可能になった。そこで、(1) Rfとして
働く天然型 PPR蛋白質の予測と同定を行う。
具体的には、(1a) 様々なアミノ酸多型を持つ
Rf様遺伝子の機能検定、(1b) 未同定 Rf遺伝
子の同定、(1c) 潜在的 Rf 遺伝子の探索、を
行う。そして(2) PPR蛋白質の改変によるカ
スタム Rf の創成、を行う。計算科学、遺伝
学、および生化学的手法を用いて研究を行い、
CMS-Rfシステム高度利用化の先鞭をつける。 
 
４．研究成果	
 
(1) Rf として働く天然型 PPR 蛋白質の予測
と同定 
(a) 様々なアミノ酸多型を持つ Rf 様遺伝子
の機能検定	
 	
 オグラ型細胞質ダイコンを
材料に様々なアミノ酸多型を持つ Rf 候補遺
伝子の機能検定を行った。オグラ型細胞質の
Rf として働く orf687 遺伝子では、数箇所の
アミノ酸多型でその機能性（稔性回復におけ
る優性もしくは劣性）が変化する。種苗会社
と共同し、様々なダイコン品種、数十種、を
材料に供した。計算科学による予測を行い、
CMS 遺伝子との結合を計算科学的に予測し
た。次に、様々なダイコン品種、数十種、
の実際の遺伝子機能の判定を行い、予測と
の比較を行った。 
また、申請者らはオグラ型細胞質ダイコン
（CMS遺伝子 orf125；Rf遺伝子 orf687）で
は、16 個の PPR モチーフを持つ Rf 蛋白質
が、ミトコンドリア CMS 遺伝子である
orf125 転写物の翻訳開始コドン直下に結合



 

 

し、2次構造形成を促進することで orf125遺
伝子を翻訳の段階で抑制することを生化学
的な手法で明らかにした（論文準備中）。ア
ミノ酸多型を有するいくつかの Rf 候補遺伝
子の組換え蛋白質を調製し、その生物活性を
生化学的に検証した（蛋白質存在下でのRNA
構造マッピングなど）。	
 計算科学と実験的
な検証をフィードバックさせることで、Rf
遺伝子の機能性を司るアミノ酸群を詳細に
明らかにし、予測プログラムの精度を向上さ
せた。 
 
(b) 未同定 Rf 遺伝子の同定	
 	
 Rf 遺伝子が
未同定の CMS 系統について、潜在的な
Rf-PPR 遺伝子を推測し、遺伝学的な解析と
合わせて、Rf遺伝子の高速同定法を確立する
ことを目的とした。最初の材料として、イネ
の CMS を用いて、該当する核ゲノム領域中
の PPR遺伝子を抽出し、潜在的な CMS遺伝
子と配列特異的に結合する PPR 遺伝子を予
測した。。現在、マップベースクローニング
によって、予測の結果を検証する。同時に、
CMS遺伝子に作用する候補 PPR遺伝子を
順次 CMS イネに導入し、予測の結果を検
証について実験的な検証を行った。遺伝学
的に優性の Rf 遺伝子として働くことが明
らかになった PPR 遺伝子について、ミト
コンドリア orf352遺伝子mRNAとの結合
を生化学的に検証した。具体的には、当該
PPR の組換えタンパク質をコムギ胚芽無
細胞系により調製し、ゲルシフト法、アル
ファスクリーン法などの生化学的な手法で、
CMS遺伝子ｍRNAとの結合を検証した。 
 
(c) 潜在的Rf遺伝子の探索	
 	
 現存のミトコ
ンドリアゲノム中にも、潜在的な CMS 遺伝
子が存在し、核コードの種特異的な PPR 蛋
白質によってその発現が抑制されていると
予測している（図 4）。これまでに同定された
CMS遺伝子の特徴（疎水性領域に富む、ATP
合成酵素遺伝子と共転写する、呼吸鎖複合体
構成蛋白質の遺伝子の一部とキメラになっ
ている、など）を指標に潜在的な CMS 遺伝
子を推定する。潜在的な CMS 遺伝子に作用
する PPR 蛋白質を計算的に予測する。当該
PPR蛋白質遺伝子欠損株（イネ、またはシロ
イヌナズな）を入手し、実験的な証明を行う。 
[H25年度は、潜在的な CMS遺伝子に作用す
る候補 PPR 蛋白質遺伝子の計算的な予測、
当該遺伝子の欠損株の入手を行う。H26年度
以降は計画に沿って実験を行う] 
 
(2) PPR 蛋白質の改変によるカスタム Rf の
創出	
 	
  
PPR コードを用いて、CMS 遺伝子の発現を
不活化するカスタム PPR 蛋白質の構築を行
った。最初の実験材料として、いまだ Rf 遺
伝子が同定されていない細胞質イネの CMS
原因遺伝子に特異的に結合し、不活化するカ
スタムPPR蛋白質を構築した。すでにA、C、

G、U各塩基に結合する PPRコードの収集は
完了している（特許出願準備中）。まず、迅
速な評価が可能な酵母モデル系（RNA・蛋白
質の相互作用を検証する three-hybrid法）を
用いて、カスタム PPR蛋白質の RNA結合特
性の解析を試みたが、酵母実験系で再現性の
ある結果が得られなかった。異なるアッセイ
系の確立が必要と考えられた。そこで、構築
したカスタム PPR タンパク質の機能性を
動物培養細胞で検証する実験系を確立した。
また、新たな生化学的な実験系として、
alpha screen 法によってタンパク質と
RNA との結合を解析する実験系を確立し
た。これら実験系を基に、いくつかの人工
PPR タンパク質を構築、検証したところ、
予想した RNA 配列との特異的な結合を得
ることができた。 
BT 型細胞質不稔イネの CMS 遺伝子であ
る orf79 に特異的に作用し、編集（C→U
への変換）することで、タンパク質コード
領域に新たな翻訳終止コドンを形成し、
CMS 遺伝子の発現を阻害する分子ツール
の開発を行った。動物培養細胞で当該分子
ツールの検証を行った。具体的には複数個
の PPR モチーフを人工的に連結すること
で、目的とするカスタム PPR 分子を設計
し、全遺伝子合成により目的 DNA 断片を
得た。設計した PPR 分子の配列特異的な
RNA 結合能を動物培養細胞で検証した。
目的とする性質が検証できた PPR 分子に
RNA 編集を補助するエフェクタードメイ
ンを連結し、解析に用いた。 
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