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研究成果の概要（和文）：配列特異的に結合するRNA結合性PPRタンパク質を利用した「RNA機能を調節する新し
い実験系」開発のための基礎研究を行った。本研究により、葉緑体イソロイシンtRNAのスプライシングに関与す
る新規のPPRタンパク質を同定し、そのRNA結合領域を初めて明らかにした。さらに、特定のRNA配列を認識する
カスタムPPRタンパク質をデザインし、これにRNaseドメインを付加した配列特異的RNA切断酵素を創製した。本
研究成果はPPRタンパク質を利用した「RNA機能を調節する新しい実験系」の開発に大きく貢献する。

研究成果の概要（英文）：A new tool for manipulating organelle RNA functions urgently needs to be 
developed. Pentatricopeptide repeat (PPR) proteins are sequence-specific RNA-binding proteins and 
consist of a tandem array of multiple PPR motifs. Each of PPR motifs aligns to one nucleotide in the
 RNA target. The amino acid side chains at two specific positions in each motif confer nucleotide 
specificity in a predictable and programmable manner. Thus, PPR proteins provide an extremely 
promising opportunity to create custom RNA-binding PPR proteins with tailored specificity. In this 
study, we created custom PPR proteins to understand PPR-RNA recognition modes and to manipulate 
target RNA molecules.

研究分野： 植物オルガネラ遺伝子発現制御
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体　ミトコンドリア
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１．研究開始当初の背景 
 近年、TALEN や CRISPR/Cas9 による「ゲ
ノム編集」と small RNA による「RNA 干渉」
を介した遺伝子発現抑制が有力な実験手法
として盛んに使われている。しかし、これら
の手法は葉緑体やミトコンドリアには適用
できない。そこで、オルガネラにも適用可能
な新しい実験手法の開発が急務の課題とな
っている。 
 葉緑体とミトコンドリアの遺伝子発現は
転写後の RNA レベルで多様な制御を受けて
いるが、この制御に核コードのペンタトリコ
ペプチドリピート（PPR）タンパク質が中核
的因子として関与していることが明らかに
された。さらに PPR タンパク質が標的 RNA
配列を認識する「PPR コード」が 2012 年に
Barkan らによって初めて報告された（PLoS 
Genet. 8, e1002910）。PPR タンパク質は P モチ
ーフのみ, または P, L, S の３種類のモチーフ
で構成されている。このうち、P モチーフと
Sモチーフの 5番目と 35番目のアミノ酸の組
み合わせで RNA の１塩基を認識するが、L
モチーフは塩基認識に寄与しないと考えら
れていた。しかし、P, L, S モチーフそれぞれ
の認識塩基については例外も多く、いまだ
RNA 結合認識機構は十分に解明されている
は言えない。そこで、PPR タンパク質が有し
ている高度の RNA 配列認識の真の原理を探
るとともに、PPR タンパク質を利用した
「RNA 機能を調節する新しい実験系」の開発
につなげる挑戦的萌芽研究に着手すること
にした。 
 
２．研究の目的 
(1)新規の PPR タンパク質が作用する標的
RNA 分子を特定し、その結合部位を明らかに
する。 
(2)特定の RNA 配列を認識するカスタム PPR
タンパク質をデザインし、標的 RNA 編集部
位における「RNA 編集」への影響を評価する。 
(3)カスタム PPR タンパク質に RNA 分解活性
を付加した「新規の配列特異的 RNA 切断酵
素」を創製する。この作用を葉緑体またはミ
トコンドリアの中で検証する。 
 最終目標として、葉緑体とミトコンドリア
の遺伝子発現を RNA レベルで調節する新し
い実験技術を開発する基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒメツリガネゴケの新規PPRタンパク質
PpPPR4をコードする核遺伝子に薬剤耐性マ
ーカー遺伝子を挿入した遺伝子破壊変異株を
作製し、変異株の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。標的
RNAの結合部位をPPRコードに基づいて予測
した。予測結合配列をもつ合成RNA分子をプ
ローブに用いて、組換えPpPPR4タンパク質と
の結合をelectrophoresis mobility assay (EMSA)
法で調べた。 
 

 
(2)２カ所のC 部位（nad3-C230 と nad4-C272）
の RNA 編集が欠損した PpPPR56 変異株に
PpPPR56のそれぞれのモチーフの5番目と35
番目のアミノ酸殘基を置換した多数の変異
PpPPR56 をそれぞれ発現させた形質転換ヒ
メツリネゴケ株を作製した。それぞれの株か
ら全 RNA を抽出し cDNA を合成した。RNA
編集部位を挟むプライマーセットを用いて
cDNA から増幅した DNA 断片をダイレクト
シーケンスし、RNA 編集の有無を調べた。 
(3)特定の葉緑体 mRNA を認識するカスタム
PPR タンパク質をデザインした。このタンパ
ク質のC末端にRNase活性をもつドメインを
付加したキメラ PPR タンパク質を大腸菌の
中で発現・精製した。RNA 分解活性を試験管
内で測定した。 
 
４．研究成果 
(1)新規 PPR タンパク質の RNA 結合部位 
 ヒメツリガネゴケの P クラス PpPPR4 の機
能解析を行い、PpPPR4 が葉緑体 pre-tRNAIle

のスプライシングに作用することを明らか
にした（Goto et al. Plant J. 2016）。PpPPR4 の
PPR モチーフから予想される結合配列
（GUxRxxUR）を検索したところ、pre-tRNAIle

のイントロン内に５カ所の結合候補配列を
見いだした。それぞれの配列を含む RNA 領
域（RNA1~RNA5）をプローブに用いて、組
換え PpPPR4 との EMSA 法による in vitro 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１）。 

 
 この結果は、PpPPR4 が GUxGxxUG を特異



 

的に認識することを示しており、Barkan らに
よって提唱された PPR コードと一致してい
た。 
 
(2) L モチーフは RNA 編集効率に寄与する 
 ヒメツリガネゴケの RNA 編集タンパク質
PpPPR56 は 14 個の PPR モチーフが(LSP)4LS
の順に並んでいる。本研究で、PpPPR56 のそ
れぞれのモチーフの 5 番目と 35 番目のアミ
ノ酸殘基を置換した多数の変異 PpPPR56 を
PpPPR56 変異株に導入し発現させ、２カ所の
編集部位（nad3-C230 と nad4-C272）の RNA
編集効率を比較定量した。その結果、14 個の
モチーフのうち C 末端側に位置する 13 番目
のLモチーフに変異を導入すると、nad4-C272
部位の編集効率が野生株レベルに回復した
が、nad3-C230 部位の RNA 編集効率が 45％
程度にしか回復しなかった（図２）。10 番目
のLモチーフに変異を導入した場合も同様の
結果となった。このことは、L モチーフも
RNA 編集に寄与していることを強く示唆し
ている。この他に、P と S モチーフについて
も同様の実験を行った（論文作成中）。これ
らの結果は、L モチーフの重要性を示した画
期的な成果である。 

 
(3)新規の配列特異的 RNA 切断酵素の創製 
 葉緑体の psbA RNA または ycf66 RNA を認
識するようにデザインしたカスタム PPR タ
ンパク質を作製した（図３）。さらに、その C
末端に N4BP1, YacP-like Nuclease (NYN)ドメ
インを融合させたカスタム PPR-NYN タンパ
ク質を作製し、その RNA 分解活性を測定し

た。その結果、試験管内で PPR-NYN タンパ
ク質が RNA を効率よく分解することが観察
された。現在、カスタム PPR-NYN をコード
する遺伝子を核ゲノムに導入した形質転換
ヒメツリガネゴケ植物の作出を行っている。 
 本研究で得られた成果を基盤として、今後
も「RNA 機能を調節する新しい実験系」の開
発を続ける予定である。 
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