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研究成果の概要（和文）：陸上植物のミトコンドリアと葉緑体ではRNA上の特定のC(シチジン)がU(ウリジン)に
変換されるRNA編集が存在する。これまでRNA編集に関与する因子が多数単離されてきたが、その詳しい分子機構
は未解明であった。本研究では、RNA編集因子であるPPRタンパク質を用いて、RNA編集タンパク質を大腸菌内や
試験管内で再現することに成功した。また長年謎であったRNA編集酵素の構造を決定し、その分子的機能を明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Land plants have C-to-U RNA editing in chloroplasts and mitochondria. Many 
types of RNA editing factors have been identified last decades, their detailed molecular function is
 still unclear. In this research project, we  successfully reproduced RNA editing reaction in E.coli
 as well as in vitro. Furthermore, we determined 3D structure of RNA editing enzyme, which has been 
enigmatic for long time, and revealed  its molecular mechanism for catalysis. 

研究分野：植物分子生物学

キーワード： RNA編集　PPRタンパク質　シチジンデアミナーゼ　ミトコンドリア　RNA結合タンパク質　葉緑体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：現象としては30年以上前から知られていた植物オルガネラのRNA編集を一つのタンパク質で試験管
内で再現したこと、また長年謎であったRNA編集酵素の構造を解明したことは学術的に大きな意義があり、この
分野における大きなブレークスルーとなった。
社会的意義：植物オルガネラに独特なRNA編集に関わる分子機構、特に酵素を特定したことで植物生産性を上
げ、持続可能な農業の発展に寄与することが期待される。またこのシステムを用いることで遺伝病、ガンなど遺
伝子変異によって引き起こされる病気治療の新たな手法の開発も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
陸上植物のオルガネラにはmRNA上の特定の C（シチジン）が U（ウリジン）へと変換される
RNA編集が存在している。編集される Cの数は被子植物の葉緑体では 30−50、ミトコンドリア
では 400−600 に及ぶ。この RNA 編集の約 8割が翻訳産物中のアミノ酸配列を変化させること
は、この機構が植物オルガネラのタンパク質機能発現に重要な役割を果たしていることを示唆
している。 
 2005年に最初の葉緑体の RNA編集因子である CRR4が報告されて以降 1、研究代表
者らを含む多くのグループにより、数多くの植物オルガネラ RNA編集因子が主に遺伝学的手法
により単離されてきていた 2–4。これらの RNA編集因子のほとんどは PPR（Pentatricopeptide 
repeat）タンパク質と呼ばれる RNA結合タンパク質であり、その塩基配列特異性が個々の編集
サイトの認識に関与している。これらの PPRタンパク質の約半数で、その C末端に DYWドメ
インが存在する。この DYWドメインは、シチジンデアミナーゼ様配列を含んでいるため、長年
RNA編集酵素の候補と考えられてきた。しかし、その酵素活性を生化学的に証明した例は報告
されていなかった。近年 PPR タンパク質以外にも RNA 編集部位に MORF タンパク質 5など
様々なタンパク質が RNA 編集因子として単離されてきた。このため、RNA 編集には複数のタ
ンパク質からなる RNA編集複合体の形成が必要であると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新規 RNA編集因子の単離とその機能解析、および活性を持つ RNA編集タンパク
質複合体の再構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１) RNA 編集複合体に含まれる未知因子の単離 
RNA 編集因子 MORF タンパク質と結合するタンパク質を免疫沈降法により単離した。これらのタ
ンパク質遺伝子の T-DNA 変異体の表現型を解析した。候補タンパク質の変異が致死の場合には、
胚発生初期特異的 ABI3 プロモーターベクターへクローニングし、変異体に導入することで、胚
発生時期特異的な相補ラインを作成し、RNA 編集の活性を調べた。また引き続き RNA 編集に関与
する PPR タンパク質の同定を進めた。 
 
（２） MORF タンパク質の複合体内での役割 
立体構造より予想される MORF-MORF または MORF-PPR タンパク質相互作用に影響を与えうるアミ
ノ酸を置換した変異体を用い、酵母ツーハイブリッド法により、MORF とその他の RNA 編集タン
パク質との相互作用の変化を解析した。これにより MORF タンパク質の複合体内での機能解析を
目指した。 
 
（３）RNA 編集複合体の再構築 
単離された RNA 編集因子を異所的に発現させることで RNA 編集の再現を目指した。当初はオル
ガネラ RNA 編集をもたない唯一の植物であるゼニゴケをその発現基盤として用いていた。その
後、共同研究者であるドイツ、ボン大学の Knoop 博士のグループが DYW ドメインをもつ PPR タ
ンパク質を発現させることにより大腸菌内で RNA 編集を再現することに成功した 6。この手法を
いち早く取り入れるとともに、単離タンパク質による試験管内での RNA 編集再現を目指した。 
 
（4）RNA 編集酵素 DYW ドメインの構造解析 
RNA編集酵素の候補であったDYWドメインの三次元構造解析をベルリン大学のWeber博士との共
同研究で行った。PPR タンパク質および DYW ドメインは大腸菌内で発現されることが困難である
ことからまずは発現しやすい DYW ドメインをスクリーニングすることから始めた。 
 
４．研究成果 
(１）MORF タンパク質と相互作用するタンパク質を免疫沈降により同定し、これらを新規 RNA 編
集因子の候補として遺伝子破壊株の解析をおこなった。遺伝子破壊株が得られた 6 種類の変異
体についてはミトコンドリア、葉緑体のすべての RNA 編集サイトを解析したが異常は見られな
かった。また、いくつかの候補タンパク質はホモ変異体が致死であったため、その遺伝子を胚発
生初期特異的 ABI3 プロモーターの下流へクローニングし、シロイヌナズナ変異体へ形質転換し
た。ABI3 プロモーターで目的遺伝子を発現させても胚発生異常を克服できないことがあった。
しかしながら、そのうちの一つのである機能未知の遺伝子については、ミトコンドリア内で RNA
編集以外の RNA プロセッシングへの関与を示唆する結果が得られた（未発表）。 

並行しておこなった PPR 型 RNA 編集因子の解析では、ミトコンドリアの特定の RNA 編
集サイトに必須である MEF37 と OTP907を同定した。MEF37 による ccmB-551 の RNA 編集がなくな
ると MEF19 が RNA に結合できなくなり、結果として下流の ccmB-569 も編集できなくなることが



示された。複数の RNA 編集がリンクしうることはこれまで予想されていたが、これを遺伝学的に
示した 2番めの例となった。また nad 遺伝子を標的とする 2つの RNA 編集因子、MEF46 と MEF47
を同定した 8。さらに、進化的に異なる起源をもつヒメツリガネゴケとシロイヌナズナの PPR タ
ンパク質が種を超えて、同じ編集サイトを標的とすることをドイツ、ボン大学の Knoop 博士との
共同研究で明らかにした 9。 
 
(２） MORF タンパク質の複合体内での役割の決定 
MORF-MORF または MORF-PPR 相互作用に影響を与えうるアミノ酸を置換した変異体を用いた酵母
ツーハイブリッド法により、MORF とその他の RNA 編集タンパク質との相互作用の変化を解析し
た。MORF1 タンパク質の C85 残基を Aへ変化させた場合、MORF-PPR よりも MORF―MORF 相互作用
により強い影響が見られた。しかしこの変異体は植物体内で RNA 編集因子として正常に機能し
なかった。このことは MORF タンパク質の 2量体の形成が RNA 編集に関与している可能性を示唆
している（2019 年学会発表）。酵母スリーハイブリッド系を確立し、E+クラスと DYW クラスの 2
種類の PPR タンパク質の相互作用が MORF タンパク質により促進されるという仮説を検証した。
しかしながら、2 種類のタンパク質の結合が MORF タンパク質の有無によって変化する例はみら
れなかった（未発表）。 
 
（３）RNA 編集複合体の再構築 
当初はシロイヌナズナの RNA 編集因子を、RNA 編集を持たない植物であるゼニゴケに形質転換す
ることで RNA 編集複合体の再構築を目指した。PPR タンパク質 SLO2、DYW2、MORF3 をゼニゴケミ
トコンドリア内で共発現させたが RNA 編集を再現されなかった。その後、大腸菌内でヒメツリガ
ネゴケの PPR タンパク質を一種類だけ導入することで RNA 編集を再現できたという報告を受け
6、共同研究関係にあった Knoop 博士から、いち早くベクターを供与してもらい、これをもとに
試験管内での RNA 編集の再現を目指した。単離、精製した PPR56 と合成した標的 RNA を試験管
内で反応させることにより in vitro RNA 編集系の確立に成功した 10。これにより PPR タンパク
質の C 末端側にある DYW ドメインこそが RNA 編集酵素であることがほぼ証明された。また、大
腸菌 RNA 編集系を用いて各 RNA 編集因子がもつ DYW ドメインの機能を解析した。その結果、各
DYWドメインの機能は少しずつ異なり、標的サイトの選択に関わっていることを明らかにした 11。 
 
（4）RNA 編集酵素 DYW ドメインの構造解析 
ドイツ・Helmholtz センターの Dr. Weber らと共同研究をおこない、葉緑体の RNA 編集因子 OTP86
の一部であり、RNA 配列中の特定のシチジン（C）をウリジン（U）に書き換える酵素である DYW
ドメインの、活性型および非活性型の立体構造をはじめて明らかにした 10。 

非活性型 DYW ドメインでは、内部の「ゲーティング（門）ドメイン」が活性中心に覆い
かぶさり、標的となる RNA との接近を妨げていた。これが ATP などの核酸存在下では活性型に変
わる。すると、ゲーティングドメインは、
つまみスイッチのようにひねられ、活性
中心付近に RNA が収まる空間が生じた。
また活性中心の構造も変化し、アミノ酸
残基―亜鉛―水分子の距離が接近するこ
とにより触媒反応のスイッチが入ること
がわかった（図 1）。このユニークな機構
は、ATP 合成を行う葉緑体やミトコンドリ
アで RNA 編集を制御するために必要なし
くみと考えられる。今後、RNA 編集を制御
する詳しいしくみの解明や、医療や産業
に応用できる制御可能な遺伝情報書き換
えツールなどへの展開が期待される。 
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