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研究成果の概要（和文）：本研究は、DNA結合型PPR（dPPR）の分子機能解析を体系的に行いその大まかな全体像
を把握することを目的として、約10種のdPPRの解析を行った。それらの細胞内局在を検証したところ、その多く
は葉緑体、ミトコンドリアに局在した。いくつかのdPPR分子が特徴的なDNA配列に結合することが明らかとなっ
た。当該dPPR遺伝子を欠損したシロイヌナズナを入手し、その生理学的な表現型を解析したところ、オルガネラ
機能の低下、胚発生致死、などの重篤な異常が一部の変異株で観察された。配列比較解析を行い、DNA/RNA結合
に関わる機能アミノ酸を解析したところ、進化と機能分岐に関わるアミノ酸の違いを見いだした。

研究成果の概要（英文）：This study has been conducted to understand the principle of the molecular 
function of DNA binding PPR protein (dPPRP), in contrast to the major class of PPR protein contains 
RNA binding capacity (RNA binding PPR protein; rPPRP). Dozens of dPPRP gene were selected in this 
study. The sub cellular localization was found to be in mitochondria or chloroplast as similar to 
rPPRP. The dPPRP exhibited sequence specific DNA binding activity as expected. The physiological 
phenotypes were severe in several dPPRP deficient Arabidopsis. The sequence analysis using public 
database identified several significant amino acids that cloud involved in the evolution of dPPRP 
genes and/or functional divergence between dPPRP and rPPRP.

研究分野：植物分子生物学・ゲノム工学

キーワード： PPR　オルガネラ　遺伝子発現

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くのPPRタンパク質がRNA結合に働くのに対して、一部のPPRタンパク質がDNA結合に働くことを見出しており、
本研究は当該知見に立脚して、植物にのみ豊富に存在するPPRタンパク質遺伝子に関する理解を深めるものであ
る。本研究の知見は、PPRタンパク質のDNAまたはRNA結合を支える分子基盤、PPRタンパク質機能多様化の理解、
ひいてはオルガネラゲノム構造・発現の新知見を与えるものである。さらに本知見は、ゲノム編集技術開発のた
めの基礎知的基盤としても有用である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

光合成、呼吸、多様な代謝物の産生などの場である葉緑体とミトコンドリアは、独自

のゲノムとその遺伝子発現機構をもつ共生オルガネラである。近年の研究で、植物におけ

る核によるオルガネラ遺伝子発現の制御において、植物のみで大きなファミリーを形成す

る pentatricopeptide repeat（PPR）タンパク質が重要な働きを担うことが明らかになっ

てきた。 

PPRタンパク質は 35アミノ酸からなる PPRモチーフ複数個の連続で構成され、その

多くは、植物オルガネラ遺伝子発現の RNA 段階の制御に配列特異的な RNA 結合タンパ

ク質として働く。申請者らは PPR-RNA認識機構を解明し、PPRタンパク質を利用した所

望の RNA配列に結合するタンパク質分子設計の開発基盤を構築した。さらに申請者らは、

一部の PPRタンパク質が DNA結合因子であることを発見し、RNA結合型 PPR（rPPR）

とのアミノ酸構成の比較から、DNA結合型 PPR（dPPR）と rPPRは、ほぼ同様のメカニ

ズムで DNA と結合することを見出し、所望の DNA 配列に結合するタンパク質分子設計

の開発基盤を構築した。これらの開発基盤に立脚し、国産のゲノム編集技術（dPPR によ

る DNA操作）および世界初のトランスクリプトーム編集技術（rPPRによる RNA操作）

の産業化を推し進めているところである。 

過去の論文や申請者らの予備的な実験から、植物に含まれる約 500個の PPR遺伝子の

うち、90%が RNA結合型（rPPR; RNA-binding PPR）、10%が DNA結合型（dPPR; DNA-binding 

PPR）と算定している。すでに 50種以上の RNA結合型 PPRタンパク質遺伝子が解析され

ているが、PPR の DNA 結合能を生化学的に解析している報告はコムギ p63 の一報のみで

あり（Ikeda &Gray, MCB, 1998）、またその他 4種の PPR遺伝子が変異体を用いた遺伝学的

な解析によって DNA 代謝に関わることが示唆されているのみである。以上のように、希

少種である dPPR の植物における生物学的重要性、および分子機能についての知見は極め

て乏しい。それにも関わらず、dPPR の産業利用のみが先行している危うい現状にあり、

dPPRの基礎生物科学的知見を拡充する必要がある。 
 
２．研究の目的 

dPPR複数個の分子機能解析を体系的に行い、dPPR機能の大まかな全体像を把握する

ことで、ゲノム編集技術開発のための基礎知的基盤の形成、オルガネラゲノム構造・発現

の新知見、PPRタンパク質機能多様化の理解、を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究では、DNA結合型 PPR（dPPR）の植物での働き、DNA結合タンパク質とし

ての基本性質を体系に解析することで、その大まかな全体像をつかむことを目的とした。

シロイヌナズナから 21種の dPPR分子種を選定し、これらを解析対象として、(1)当該遺

伝子産物の細胞内局在、結合 DNA 結合配列の同定、(2) 当該遺伝子欠損株の生理的・分

子的表現型の解析（特にオルガネラゲノム構造または発現における働き）、をおこなった。

また、dPPR のタンパク質化学的な性質を明らかにするために、(3)DNA 結合型 PPR と

RNA結合型 PPRのアミノ酸の差異の解析、をおこなったとともに、 (4) DNA結合型 PPR

の進化に関する解析を行った。 

 

４．研究成果 

本研究は、DNA結合型 PPR（dPPR）の分子機能解析を体系的に行いその大まかな全体像

を把握することを目的とした。 



実施項目 1: 候補 dPPR 分子の細胞内局在、結合 DNA 配列の同定 

a. dPPR-GFP 融合タンパク質による細胞内局在の解析: 解析対象である 21 種の dPPR 分子

を GFP と融合し、タバコ(N. benthamiana)およびシロイヌナズナ培養細胞(T87)に導入する

ことで、その局在を解析した。 

b. dPPR 分子の結合 DNA 配列の同定: dPPR-GFP 融合遺伝子を導入したナズナ T87 培養細胞

を用いて、 GFP をタグとした抗 GFP 抗体による ChIP アッセイ (Chromatin 

immunoprecipitation)により、dPPR が結合する DNA 断片を同定した。 

 

実施項目 2: 候補 dPPR 遺伝子の変異体の生理的・分子的表現型の解析 

候補因子 21 種のうち、ABRC に登録されている 23種のシロイヌナズナ変異体(15 種の遺伝

子)を入手し、ホモ化系統の単離を進めた。その結果、7 系統のホモ化ライ ンを得ること

が出来た。ホモ化ラインが得られなかった遺伝子欠損株については、当該遺伝子が生存に

必須であることが予想された。 

a. 生理的表現型(Physiological phenotype)の解析:得られた7種のdPPR欠損株について、

形態学的解析に加えて、呼吸活性、光合成活性に着目し、生理学的表現型の解析を行った。

その結果、一部の変異株で野生型とは異なる生理的表現型、具体的には葉の形態形成異常、

生育不全、クロロフィル含有量の低下、などが観察できた。候補 dPPR タンパク質の細胞内

局在の結果と合わせて、解析対象である dPPR の分子機能について考察した。 

b. 分子的表現型(Molecular phenotype)の解析:遺伝子欠損株で特徴的な表現型を示す

dPPR について、結合配列の詳細な解析を行い、それぞれが異なる DNA 配列に結合する結果

を得た。また、各変異株におけるゲノムコピー数、転写される RNA の profiling 等を行っ

た 

実施項目 3: DNA 結合型 PPR の進化に関する解析   これまでに解析を進めてきた PPR 遺伝

子について、公共データベースを利用して十数種類の植物ゲノムにおけ る当該 PPR 遺伝子

の配列比較解析を行い、全体の保存性を指標にアミノ酸配列の違いを量的に解析すること

に加えて、結合塩基特異性、DNA 結合親和性、RNA 結合親 和性等に関わる機能アミノ酸の

違いを質的に解析した。進化と機能分岐に関わるアミノ酸の違いを見いだせたため、当該

PPR 遺伝子にコードされる組換え蛋白質を調製し、実験的な検証を行った。 
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