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研究成果の概要（和文）：任意のRNAに結合するタンパク質を生み出す事ができるだろうか？近年，ゲノム編集
技術が急速に発展している中で，標的RNAの発現を制御する技術の確立への期待は大きい．本研究では、このよ
うなタンパク質を合成する系を、植物が持つRf-PPRタンパク質のモジュール性と多様性に着目して確立すること
を目指した．まず、大腸菌内でRNAへのタンパク質結合を可視化するレポーター系を確立した．一方、Rf-PPRの
ホモログについて機能解析を行い、ミトコンドリアのRNA代謝に関わることを論文として報告した．本研究によ
り、Rf-PPRタンパク質の自在制御へ近づいたと考えている．

研究成果の概要（英文）：In the age of genome-editing, technologies that enable engineering of RNA 
expression is demanded. In this project, I aimed to establish such system by using the Rf-PPR 
protein, an RNA-binding protein with great diversity and ubiquitously present in angiosperm species.
 First of all, I established a system that visualizes the binding of a protein to an RNA sequence in
 E. coli. I have also performed functional characterization of an Rf-PPR homolog. The RFL2 was shown
 to be involved in the cleavage of the RNA transcript of the mitochondrially-encoded orf291. 

研究分野：植物分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 任意の RNA に結合するタンパク質を生み
出す事ができるだろうか？近年，ゲノム編
集技術が急速に発展している中で，標的RNA
の発現を制御する技術の確立への期待は大
きい．その一方で，生体内における RNA が
受ける転写後修飾を自在にコントロールで
きる程柔軟な実験系は存在しない． 
近年，「ゲノム編集」はバクテリアからヒ
ト細胞を含むあらゆる生物の遺伝子操作に
求められており、今後もゲノム編集を可能
にする技術が分子生物学を牽引してゆくこ
とは想像に難くない．また，今後の作物改
良にゲノム編集技術が大きな役割を果たす
事も容易に予想できる．その一方で，生体
内における RNAが受ける転写後修飾、すな
わちスプライシング、塩基置換、分解、二
次構造の変化、翻訳、メチル化・脱メチル
化などをコントロールできるような「トラ
ンスクリプト編集」実験系は存在しない．
このような技術の開発は分子生物学の新た
な可能性を引き出すのみならず、医薬学や
農学にとっても重要なツールとなる．応募
者はこれまでの研究において、
PentatricoPeptide Repeat(PPR)と呼ばれるタ
ンパク質の機能メカニズムの解明を目指し
てきた．PPRは 35個のアミノ酸の繰り返し
構造であり、繰り返し単位それぞれがひと
つの RNA塩基を認識し、一対一で結合する．
例えば、PPR配列が20回繰り返された場合、
その 700(35x20)アミノ酸長のタンパク質は
20塩基の特定の RNA配列を高い親和性で
認識して結合する．このため，PPRの RNA
認識特異性を制御することで，トランスク
リプト編集が可能になると期待されている． 
 
２．研究の目的 
2012 年，応募者を含むグループの研究に
よって PPRが RNA に結合する法則性(PPR コ
ード) の一部が世界で初めて公開された
(Barkan, Rojas, Fujii et al. PLOS Genet 
8: e1002910-, 2012)．その後，PPR の RNA
改変への応用は他のグループによっても試
行が進んでいる．にもかかわらず，応募者
が関わったわずかな例(Barkan, Rojas, 
Fujii et al. 2012; Fujii et al. Plant Cell 
23: 3079-, 2013)以外では，これまでに PPR
の機能改変に成功した例は報告されていな
い．これは，PPR が結合する RNA との一対
一の対応関係が未だ特定されていない事が
原因である．例えば PPR の 35 個のアミノ酸
のうち、14番目のアミノ酸が RNA への結合
強度を決定している一方で、1、3と 6番目
の組み合わせが縮退的に結合する RNA 塩基
を決定している (Barkan, Rojas, Fujii et 
al. 2012; Fujii et al. 2013)．多くの研
究グループはこの複雑な PPR コードを解読
し，対応する PPR モジュールを数珠つなぎ
に連結する事で，特異的 RNA に結合するタ

ンパク質をデザインする，という困難なフ
ォワードエンジニアリングを目指している．  
応募者はPPRの中でもCMSの稔性回復遺伝
子RfがコードするPPRの進化原理や機能に
ついて研究を行ってきた(Fujii et al. 
PNAS 108: 1723-, 2011)．CMS は顕花植物
に一般的に見られるミトコンドリア遺伝性
の花粉不稔現象である．一方核コードの
Rf-PPR 遺伝子は CMS原因遺伝子の発現を抑
制するために速く進化する．この Rf-PPR 遺
伝子群が持つ遺伝的な性質を利用する事で，
任意の RNA に結合する PPR を進化させられ
る(下図)と考え本申請に至った． 

 
３．研究の方法 
1)エラー誘発PCRによるRf-PPR遺伝子への
変異導入(図１) 
 シロイヌナズナの Rf-PPR パラログは 26
遺伝子が見つかっており，互いに高い相同
性を示す．これらの遺伝子の cDNA の多くは
これまでの研究で既にクローニングしてあ
る．これらの cDNA を鋳型とし，変異を起こ
し易い PCR 条件を検討することで，一遺伝
子あたり 5〜10 アミノ酸の変異が導入され
た Rf-PPR のライブラリー構築を目標とす
る（図１上部）．  

 その一方でRandom priming法などの実験
方法を検討し，Rf-PPR 間の相同性組換えを
促し RNA 認識特異性の多様性を増幅させる
（図１下部）．本実験ではライブラリーの
スケールを評価することが肝要である．最
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初にパイロット実験の規模でクローニング
後の配列解析で変異導入効率や組換え効率
を算出し，エラー誘発 PCRと組換え促進 PCR
の条件や順番等を最適化する． 
 
2)特異的な RNA への結合能力を獲得した人
工タンパク質の選抜 
 変異ライブラリーの中から，任意の RNA
への結合活性を持つものをスクリーニング
できるシステムを構築する．既にこのよう
な実験系を構築できる可能性を，モデルPPR
タンパク質である PPR10 を用いて示してき
た．PPR10 は葉緑体の atpH と呼ばれる遺伝
子の 5’非翻訳領域に結合することが知ら
れている(Prikryl et al. 2009)．この領域
は通常 RNA 二次構造を形成するが，PPR10
が結合することで二次構造の形成が阻害さ
れ，Shine-Dalgarno(SD)配列が露出し，リ
ボソームが翻訳を開始できるようになると
期待した(図 2)． 
  
 

 
3)人工進化させたタンパク質の機能評価 
  上述した蛍光による一次スクリーニン
グの問題点として，RNA 結合活性が高いも
のではなく，大腸菌内での可溶性が増加し
たものも選抜されてきてしまう可能性があ
る．組換えタンパク質を精製し，RNA ゲル
シフトアッセイや Biacore で標的 RNA への
結合活性を評価する．この二次スクリーニ
ングによって，真に高い RNA 結合活性を持
つように進化した Rf-PPR を選抜する．  
 二次スクリーニング後，シロイヌナズナ
のppr10変異体やrfl2変異体に人工進化さ
せた PPR タンパク質を導入し，表現型を相
補できるか試行する．ppr10 への T-DNA 挿
入系統は胚致死であるため，遺伝子導入に
よって表現型を相補できるかは簡単に試験
できる．rfl2 はミトコンドリアの orf291
遺伝子の発現が抑制できなくなる変異体で
あり，RT-PCR によって定量性良く表現型を
評価できる． 
 

４．研究成果 
まず、大腸菌内で RNA へのタンパク質結合
を可視化するレポーター系を確立した．そ
してエラー誘発PCRによってRf-PPRに人為
的に変異を導入する実験系の確立を目指し
た．RandomPriming 法を用いて相同性組み
換えを誘発し、RNA 認識特異性が拡大され
た PPR ライブラリーの構築を試みたが、良
好な PCR 断片を得ることは難しかった．一
方、アブラナ科植物のゲノム DNA から多様
な Rf-PPR フラグメントを次世代シークエ
ンサーによって一度に大量に同定すること
を試みた．しかし、配列のヘテロ性が少な
いためかシークエンス解析がうまくいかず、
良好なデータは得られなかった． 
 
図 3 

 
一方、個々の Rf-PPR タンパク質の機能解
析が進展し、RFL2 タンパク質がミトコンド
リアのorf291遺伝子のRNAを切断する機能
を持つことを明らかにした(図は Fujii et 
al Plant J 2016 より抜粋)．まず、トラン
スクリプトーム解析によって rfl2 変異体
ではorf291遺伝子に由来するRNAが多く蓄
積していることを明らかにした(図 3)．ノ
ーザンブロット解析を行ったところ、rfl2
変異体ではorf291遺伝子のRNAが前駆体の
ままで蓄積していた(図 4)． 
In vitro での RNA 結合アッセイを行った
ところ、RFL2 タンパク質は orf291 RNA の
切断サイトの近辺に直接的に結合していた
(図 5)． 
次にアブラナ科植物のコレクションを用
いて調査したところ、RFL2 が結合するサイ
トは特に多様性が高いことが明らかとなっ
た(図 6)． 
以上の解析からRFLのRNA認識特異性と進
化原理についての知見が得られた．  
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さらに、RFL3 タンパク質についても機能
解析を行った．RFL3 は最近の遺伝子重複に
よって RFL2 と分岐した遺伝子である．rfl3
変異体はミトコンドリアの nad7遺伝子の 2
番目のイントロンのスプライシングが効率
良く行えなくなっており、生育に支障を来

していた．従って nad7 遺伝子の前駆体配列
に結合するのではないかと期待された． 
植物のミトコンドリアゲノムは大きな多
様性を持つことが知られている．しかし、
その多様化メカニズムや、進化的意義は未
知である．本研究では Rf-PPR タンパク質の
機能や多様性を明らかにすることができた．
RFL2 と RFL3 は最近の遺伝子重複によって
誕生したにも関わらず、それぞれが異なる
機能を担っていた．Rf-PPR タンパク質はミ
トコンドリアの特定の配列へ結合する上、
その標的配列はアブラナ科植物の orf291
相同配列の中でも特に多様性が高い部分で
あることが明らかとなった．Rf-PPR がなぜ
多様性が高い配列を認識するのかは不明で
あるが、Rf-PPR の RNA 認識アミノ酸残基が
正の選択を受けているという以前の観察
(Fujii et al 2011)と適合している． 
本研究の成果により、Rf-PPR の自在制御
へ近づいたと考えている． 
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