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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリア呼吸鎖複合体の機能を解析する新しい実験手法の確立を目的と
した。シロイヌナズナを材料に、呼吸鎖複合体Iの構成タンパク質遺伝子のRNA編集に関わるPPRタンパク質を予測し、
次に当該PPR遺伝子欠損株を収集することで、呼吸鎖複合体I構成因子の点変異株ライブラリを構築した。構築した点変
異株ライブラリの様々な生理活性（ストレス、ホルモン）への応答を解析した。多様なシグナル伝達に対するミトコン
ドリア呼吸鎖複合体Iの関与を明らかにすることで、ミトコンドリアゲノムにコードされる遺伝子の新しい実験手法の
有用性を評価した。

研究成果の概要（英文）：This study has been performed to establish a novel method studying the protein 
function encoding in plant mitochondrial genome. To this purpose, the RNA recognition code for PPR 
protein was applied for the prediction to identify PPR protein genes responsible for mitochondrial RNA 
editing. The PPR-deficient strains contain the mitochondrial protein whose amino acid was substituted. 
Thus, the strains could be applied to analyze the mitochondrial responses against various stimuli 
including abiotic stress and hormones.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
植物ミトコンドリアはエネルギー生産の

場であるだけでなく、様々な細胞内シグナル
伝達の中継地点であることが最近の研究か
ら明らかになりつつある。例えば、植物個体
の様々な成長段階、特定の器官での生育異常
を始め、雄性不稔、植物ホルモンなどに対す
る応答異常、に関わることが報告されている。
しかし、これらの研究は、他の研究を進める
ための遺伝学的解析によって偶発的に解析
されており、その理解は乏しい。 
呼吸鎖複合体のコア因子はミトコンドリ

アゲノムにコードされる。その DNA 情報は
RNA レベルで編集（多くの場合シチジン(C)
→ウラシル(U)への変換）されたのち、機能
的なタンパク質となる。それぞれの RNA 編
集部位は植物に多く存在する PPR タンパク
質によって認識されることが明らかになっ
ている。最近、我々は PPRタンパク質の RNA
認識コード（PPRコード）を発見した（特許
出願中 PCT/JP2011/055803；Kobayashi et 
al., Nucleic Acid Res. 2012;；Yagi et al., 
PloSOne 2013）。PPRコードを用いることで、
ミトコンドリアに存在する約 500 箇所の
RNA編集部位それぞれに作用する PPRタン
パク質をコンピュータ上で予測することに
成功した。すなわち、候補 PPR タンパク質
欠損株を収集することで、ミトコンドリアに
コードされるタンパク質の 1アミノ酸欠損株
を入手、解析が可能になったことを意味して
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ミトコンドリア呼吸鎖複合体

の機能を解析する新しい実験手法の確立を
目的とする。シロイヌナズナを材料に、呼吸
鎖複合体 I の構成タンパク質遺伝子の RNA
編集に関わる PPR タンパク質を予測し、次
に当該 PPR遺伝子欠損株を収集することで、
呼吸鎖複合体 I構成因子の点変異株ライブラ
リを構築する。構築した点変異株ライブラリ
の様々な生理活性（ストレス、ホルモン）へ
の応答を解析する。多様なシグナル伝達に対
するミトコンドリア呼吸鎖複合体 Iの関与を
明らかにすることで、ミトコンドリアゲノム
にコードされる遺伝子の新しい実験手法の
有用性を評価する。 
 
３．研究の方法 
申請者らが最近構築したRNA編集部位予

測プログラムを用いて、ミトコンドリア呼吸
鎖複合体 Iのうち、特にプロトン輸送に関わ
るサブユニットをコードする遺伝子（nad2、
nad4、nad5）の RNA編集に関わる約 50種
の候補 PPR タンパク質を推定する。当該
PPR 遺伝子を欠損したシロイヌナズナ
T-DNA挿入株を解析し、RNA編集の異常を
実験的に検証する。得られたシロイヌナズナ
変異株を、呼吸鎖複合体 I構成因子の点変異
株として、ミトコンドリアとシグナル伝達機

構との関係を様々な生理的条件下で解析す
る。 
 
４．研究成果	 
呼吸鎖複合体 I のプロトン輸送に関わる

サブユニットをコードする遺伝子 nad2、nad4、
nad5 において、それぞれ 33、40、32 箇所、
計 105 箇所の RNA 編集部位が同定されている。
我々の構築した RNA 編集部位予測プログラム
を用いて、この RNA 編集部位に作用する潜在
的な PPR 分子（核コード）を予測した。具体
的には、候補 PPR 分子の RNA 認識コードから
推定される結合 RNA 配列をマトリックス化し、
標的 RNA 配列に対する適合値（P 値）を基準
に候補 PPR を選定することで、呼吸鎖複合体
I遺伝子 mRNAの RNA編集に関わる PPRタンパ
ク質を約 30 種選定した。	 
このうち、適合値(P 値)が特に良好であっ

た 10 種について、候補 PPR 遺伝子を欠損し
たシロイヌナズナ T-DNA 挿入株を SALK 研究
所から取り寄せた。候補変異株を栽培し、
T-DNA の挿入位置を確認することで、それぞ
れの候補 PPR 遺伝子欠損株のホモ化ラインを
確立しようとしたところ、4 系統のホモ化ラ
インが得られず、これら系統に含まれる PPR
遺伝子は必須遺伝子であることが示唆され
た。6 系統に関しては、ホモ化ラインが得ら
れた。そのうち 1系統に関しては、生育異常
の生理学的表現型を観察した。	 
ホモ化ラインが得られた 6 系統に関して、

RNA の編集異常の解析を行い、それぞれの RNA
編集異常箇所を同定することができた。その
結果、4 系統に関しては、予測された RNA 編
集部位の異常を同定できたが、2 系統に関し
ては、予測されない RNA 編集部位の異常であ
った。また、いくつかの系統においては、複
数の RNA 編集箇所で、編集の異常が同定され
た。これら実験から得られた結果は、RNA 編
集部位予測プログラムのアルゴリズムに取
り入れることで、より精度の高い予測プログ
ラムの構築も進めている。	 
呼吸鎖複合体 I の構成タンパク質遺伝子

mRNAのRNA編集の異常が同定できた系統にお
いて、通常条件下での呼吸活性を測定したと
ころ、一部の変異体で顕著な差が観察された。
現在、非生物学的ストレス条件下での植物個
体の解析、ミトコンドリア RNA 蓄積の変動、
呼吸活性の変化を検証しているとともに、複
合体 I 結晶構造を基に、RNA 編集部位異常に
よるアミノ酸置換部位の蛋白質構造レベル
での変化をシミュレーションしている。さら
に、新たに 10 系統の候補 PPR 遺伝子欠損株
の入手、変異体解析に着手し、本解析を拡大
している。	 
以上のように、本研究の遂行により、PPR 遺
伝子欠損株を利用したミトコンドリア構成
遺伝子の点変異ライブラリの構築とその解
析、については、その実験手法は構築できた
と考えている。しかし、一部のミトコンドリ
ア PPR タンパク質は複数の RNA 編集に関わっ



ており、その RNA 編集の異常が最終的な生理
活性の原因となるのかについて不明瞭な点
が残された。責任 PPR 遺伝子に点変異を導入
して相補試験をするなど、RNA 編集の異常と
表現型を直接つなぐためのさらなる実験が
必要と考えられる。	 
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