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研究成果の概要（和文）：葉緑体は光合成や様々な物質生産を行う植物に特有の細胞小器官である。葉緑体は独
自のゲノムと遺伝子発現システムを持つが、葉緑体遺伝子の発現は転写後のRNAレベルで強く制御されている。
この転写後制御に核ゲノムコードのタンパク質因子が働くがその分子機能については未解明である。本研究では
モデル植物として優れた特性を持つヒメツリガネゴケとシロイヌナズナを用いて、葉緑体遺伝子発現の転写後制
御に働く新規のタンパク質因子の分子機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chloroplasts are the important plant-specific organelles that are essential 
for plant development and growth. Chloroplasts possess their own genome and gene expression system 
and their gene expression is tightly regulated at the various RNA processing steps. However, 
regulatory factors involved in RNA processing are unknown. In this study, we identified novel 
pentatricopeptide repeat RNA-binding proteins required for RNA processing, such as RNA splicing and 
RNA stabilization, using model plants, Physcomitrium (Physcomitrella) patens and Arabidopsis 
thaliana. 

研究分野： 植物オルガネラ分子生物学

キーワード： 葉緑体　転写後制御　PPRタンパク質　RNAスプライシング　RNA安定性　ヒメツリガネゴケ　シロイヌナ
ズナ
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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：葉緑体の遺伝子発現の仕組みを解明するため、原始的な系統に属するコケ植物を主に用いて、葉緑
体遺伝子の発現制御の要となるRNA結合タンパク質ファミリーの新しい役割を明らかにした点で学術的な意義が
大きい。
社会的意義：本研究の成果は、光合成機能の強化や植物の生産性を増大する基盤となるもので、農業分野や持続
可能な開発目標の分野における波及効果が期待される。 

※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。



 

１．研究開始当初の背景 
(1)葉緑体遺伝子の発現制御に、核ゲノムコードのpentatrico peptide repeat (PPR)タンパク質が鍵
因子として働いている。PPRタンパク質は、35アミノ酸からなるPPRモチーフを繰り返しもつ
タンパク質で、初期陸上植物であるコケ植物におよそ100個、維管束植物に数100個〜千個のメ
ンバーからなる巨大なタンパク質ファミリーを構成している。１つのPPRモチーフが１つの
RNA塩基を認識することで、配列特異的なRNA結合タンパク質として機能し、葉緑体やミトコ
ンドリアの機能発現と植物の生長、分化、生殖に重要な役割を担っているとされる。 
 
(2)研究代表者は、植物の進化的観点からコケ植物に着目して葉緑体遺伝子の発現解析を行って
きた。これまでにヒメツリガネゴケのPPRタンパク質ファミリーの１割に当たるPLSタイプの
PPRタンパク質が葉緑体またはミトコンドリアでRNA編集やRNAスプライシングに働いている
ことを明らかにした（1, Ichinose et al. 2013, 2, Ichinose and Sugita 2017）。これに対して、タン
パク質ファミリーの大半を占めるPタイプのPPRタンパク質については、PpPPR_38がclpP-rps12 
mRNAの部位特異的切断(3, Hattori et al. 2007)に、PpPPR_4がpre-tRNAIleのスプライシング(4, 
Goto et al. 2016)に、PpPPR_67と104が葉緑体tRNAの5’末端形成(5, Sugita et al. 2014)に働いてい
ることを明らかにしてきた。しかし、大多数のPタイプPPRタンパク質の分子機能は不明であ
る。 
 
(3)ヒメツリガネゴケには葉緑体で働く PPR タンパク質が少なくとも 45 種存在するが、このう
ちシロイヌナズナと共通するオルソログと推定されるものは半分程度で、残りはコケ植物に固
有のものである（⑤Sugita et al. RNA Biol. 2013）。PPR タンパク質ファミリーの拡大と多様性の
獲得が陸上植物の巧妙な生存戦略の原動力となったのではないかと推測されることから、ヒメ
ツリガネゴケの葉緑体 PPR タンパク質の分子機能を解明することは重要な研究課題と考え本研
究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
 葉緑体は光合成や様々な物質生産を行う植物細胞特有のオルガネラで、葉緑体が機能するた
めには葉緑体遺伝子の正確な発現が必要である。葉緑体遺伝子発現は転写レベルよりも転写後
の RNA レベルで強く制御されている。葉緑体での RNA 制御には、核コードの PPR タンパク質
が鍵因子として関与しているがその詳細な分子機能については未だ不明な点が多い。そこで、
本研究では遺伝子の機能解析が容易なコケ植物を主に用いて、葉緑体 PPR タンパク質の分子機
能の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 ヒメツリガネゴケは相同組換え能が高いため、遺伝子を自在に破壊・改変することが可能で
ある。そこで本研究では、逆遺伝学手法を駆使してPPR遺伝子の機能解析を行う。 
(1)PPR 遺伝子ノックアウト株の作製: 
研究期間内にできるだけ多くの PPR 遺伝子破壊(KO)株の取得を目指す。相同組換えにより目的
PPR 遺伝子を薬剤耐性選択マーカーと置換した KO 株を作製する。遺伝子導入はパーテイクル
ガン法で行なう。 
 
(2)コケ植物体の生化学的特性の解析： 
原糸体コロニーの光合成能はクロロフィル蛍光強度を指標として FluorCam800MF で計測した。
光化学系複合体の蓄積レベルは Blue-Native ゲル電気泳動法で、葉緑体タンパク質の検出・定量
はウェスタンブロット法で行った。 
 
(3)標的 RNA 分子の同定と結合領域の決定: 
取得した KO 変異株を用いて標的 RNA 分子の同定を行う。効率的に標的 RNA を探索・特定す
るため、本研究では、葉緑体遺伝子の発現解析に RT-PCR 法とノーザンブロットハイブリダイ
ゼーション法に加え、葉緑体 DNA マイクロアレイ解析も行った。 
 
(4) PPR タンパク質と標的 RNA 分子の特異的結合を RNA electrophoresis mobility shift assay 
(REMSA)法により調べた。大腸菌内で発現させた組換え PPR タンパク質と RNA プローブとし
て 32P-標識した in vitro 合成 RNA または合成オリゴリボヌクレオチド（20~30 塩基長）を実験
に用いた。 
 
４．研究成果 
(1)本研究を含めこれまでに 25 種の葉緑体 PPR 遺伝子 KO 株を取得した。このうち 11 種は野生
株に似た表現型を示し、残りの多くはコケ原糸体の成長遅延や光合成能の低下が観察された。こ
のうち機能解明された４種の葉緑体 PPR タンパク質は以下の通りである。 



 

 
① PpPPR_21 は葉緑体 psbI-ycf12 mRNA の蓄積に必須である. 
 PpPPR_21（図１A）をコードする遺伝子
をノックアウトすると、コケ原糸体の生
長、光合成能と光化学系Ⅱ（PSII）複合体の
形成が野生株のものよりも顕著に低下し
た。そこで、葉緑体ゲノムワイドに遺伝子
発現レベルを調べたところ、PSII サブユニ
ットをコードする psbI-ycf12 mRNA が KO
株では検出されなかった（図１B）。さらに、
PpPPR_21 タンパク質が psbI mRNA の 5’非
翻訳領域と翻訳領域にそれぞれ結合する
ことを明らかにした。以上の結果を踏まえ
て、PpPPR_21 タンパク質の分子機能に関
するモデルを提唱した（図１C）。PpPPR_21
は psbI-ycf12 mRNA に結合してその安定性
に働いていると考えられる（6, Ebihara et al. 
Plant J. 2019 ）。シロイヌナズナにも
PpPPR_21 ホモログが存在するが、psbI-
ycf12 mRNA の蓄積に寄与しているかどう
かは現時点では不明である。 
 
図１の説明。(A) PpPPR_21 のモチーフ構
成。(B)野生株(WT)で検出された psbK-ycf12 
mRNA（1.1-kb RNA）が、KO 株（Δ21-10 と
Δ21-182）では検出されなかった。Δ21-10 株
に PpPPR_21 cDNA を導入した形質転換株
Comp-17 は野生株と同程度の 1.1-kb RNA
の蓄積が観察された。(C) PpPPR_21 が結合
する RNA 結合領域と分子機能モデル。 
 
② PpPPR_66 は ndhA イントロンのスプライシングに働く 
 PpPPR_66 は 11 個の PPR モチーフからなるタンパク質で（図２A）、そのホモログがコケ植物
から被子植物まで広く存在する。PpPPR_66 遺伝子破壊（KO）株の原糸体の生長と光合成能が野
生株のものと同程度であったのに対して、葉緑体 NDH 活性と NDH 複合体が消失もしくは顕著
に減少していた。そこで、葉緑体 ndh 遺伝
子の発現レベルを調べた結果、KO 株では
ndhA mRNA が顕著に減少し、逆にイントロ
ンを含む ndhA pre-mRNAが異常に蓄積して
いることを見いだした（図２B）。このこと
は、PpPPR_66 が ndhA イントロンのスプラ
イシングに働くことを示している。同様に、
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の PPR66 ホ モ ロ グ
（At2g35130）も ndhA イントロンのスプラ
イシングに働くことを明らかにした。さら
に PpPPR_66 がイントロンの 5’末端領域に
結合することを明らかにした（図２C）。以
上のことから、PpPPR_66 は ndhA イントロ
ンに特異的に働くスプライシング因子であ
ると結論した（7, Ito et al. Plant J. 2018）。 
 
図２の説明。(A) PpPPR_66 のモチーフ構成。
(B) ndhA のノーザン解析。赤丸の 7-kb RNA
は KO 株（Δ66-2 と Δ66-3）で強く、野生株
（WT）で弱く検出された。青丸の 6.3-kb 
RNA は野生株で検出されたが、KO 株では
検出されなかった。(C) ndhA イントロンの
推定二次構造と PpPPR_66 の結合領域（灰
色部分）。 
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③ SMR ドメインをもつ PpPPR_64 の機能同定 
 Small MutS-Related (SMR)ドメインをもつ 10 種の PPR タンパク質がヒメツリガネゴケに存在
する。このうちシロイヌナズナで機能が
報告されている pTAC2 (At1g74850)のホ
モログと推定される PpPPR_64 の機能解
析を行った。PpPPR_64 KO 株はコケ原糸
体の生長が遅く、光合成能が低く、光化
学系 I (PSI)複合体のレベルも大きく減少
していた。葉緑体遺伝子の発現解析の結
果、psaA-psaB-rps14 遺伝子の発現レベル
と 23S-4.5S rRNA 前駆体のプロセシング
が顕著に減少していた（図３）。PpPPR_64
はシロイヌナズナ pTAC2 と異なり、コケ
植物固有の機能進化を遂げたと推定さ
れる（8, Takahashi et al. Plant Mol. Biol. 
2021）。 
 
図３の説明。(A) PpPPR_64 のモチーフ構
成と野生株、KO 株、相補株の原糸体コ
ロニー。(B) Blue-Native ゲル電気泳動法
による光化学系複合体の蓄積レベルの
観察。(C)ウェスタンブロット解析によ
る葉緑体チラコイドタンパク質の蓄積
レベルの観察。(D) KO 株で顕著に発現
レベルが減少していた psaA-psaB-rps14
オペロン構造と転写領域。 
 
④ PpPPR_32 は光化学系 I 複合体形成に関与する 
 ヒメツリガネゴケの PpPPR_32 は、コケ植物のみに存在する「コケ植物固有」の PPR タンパ
ク質である。PpPPR_32 遺伝子 KO 株では、光化学系 I (PSI)複合体の蓄積レベルが顕著に減少し、
PSI サブユニットをコードする葉緑体遺伝子のうち、psaC 遺伝子の発現レベルが顕著に減少し
ていた。このことから、PpPPR_32 は psaC 遺伝子の転写もしくは mRNA の安定性に関与してい
る可能性が考えられる（Suzuki et al. 論文作成中）。 
 
(2)葉緑体 PPRタンパク質の機能解析と並⾏して、葉緑体 RRM タンパク質ファミリーの解析も
行った。葉緑体の転写後制御に働くと予想される RNA Recognition Motif (RRM)モチーフをもつ
18 種のタンパク質をヒメツリ
ガネゴケで同定した（図４）。こ
のうち種子植物に広く存在す
る葉緑体リボヌクレオプロテ
イン（cpRNP）のホモログ２種
（PpRBP2a, PpRBP2b）につい
て機能解析を試みた。PpRBP2a, 
PpRBP2b それぞれのシングル
KO 株およびダブル KO 株を取
得したが、どちらの KO 株とも
野生株と似た表現型（原糸体コ
ロニーの成長）を示した。シロ
イヌナズナの cpRNP は葉緑体
RNA 編集の効率に関与してい
ることが報告されているが、本
研究で得られたKO株では葉緑
体 RNA 編集が正常に行われて
いた。このことからPpRBP2aと
PpRBP2b は RNA編集に関与し
て い な い と 結 論 し た (9, 
Uchiyama et al. Photosynthetica 
2018）。初期陸上植物と被子植
物では cpRNP の機能が大きく
異なることが示唆される。 
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