
様式Ｆ-１９	
 
	
 

	
 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書	
 

	
 
平成２５年	
 ６月	
 ５日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：葉緑体とミトコンドリアでmRNAの特定のシチジン（C）がウリジン（U）

に変換される「RNA編集」という現象が発見されて20有余年となるが、RNA編集酵素の実体は未だ

不明である。この未解決の問題に終止符を打つべく、モデル植物として優れた特性をもつヒメツ

リガネゴケを用いて研究を行った。その結果、RNA編集に働く植物固有のRNA編集因子を発見した。	
 

 
研究成果の概要（英文）：In chloroplasts and mitochondria, RNA editing frequently occurs in 
many transcripts of most terrestrial plants. RNA editing is an enigmatic phenomenon in which 
specific cytidines (C) in the transcripts are changed to uridines (U). Since C-to-U RNA editing was 
discovered in plant organelles 20 years ago, the RNA editing enzyme or factors remain to be 
identified. In this study, we have identified several novel RNA editing factors using a model plant, 
Physcomitrella patens. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 葉緑体とミトコンドリアでmRNAの特定のシ

チジン（C）がウリジン（U）に変換される「RNA

編集」という現象が発見されてから20有余年

になるが、このRNA編集反応は植物の生育に必

須な現象であるにもかかわらず、RNA編集酵素

の実体は未だ不明であり、その解明が遺伝・

ゲノム動態を理解する上で重要な研究課題と

なっていた。	
 
 
２．研究の目的 
	
 植物特有のオルガネラである葉緑体とミト
コンドリアのRNA編集酵素の探索と同定を目

指して研究を行った。ヒメツリガネゴケを用

いた逆遺伝学的手法により、RNA編集酵素の有

力な候補因子であるペンタトリコペプチドリ

ピート(PPR)タンパク質の機能を明らかにす

ることも目的とした。	
 
 
３．研究の方法 
(1)ヒメツリガネゴケの葉緑体ゲノムに存在

するリボソームタンパク遺伝子rps14のACGコ

ドンをDNAレベルでATGに置換した改変rps14

遺伝子をもつ葉緑体形質転換株（ATG株）を作

製する。ATG株選抜のためにスペクチノマイシ

ン耐性遺伝子aadAを共転写されるように導入
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した。aadA遺伝子の開始コドン周辺をrps14

のRNA編集部位に置換した。コントロール株と

してACG株も作製した。遺伝子導入はパーテイ

クルボンバードメント法で行った。	
 

(2)遺伝子ノックアウト株の作製	
 

	
 標的遺伝子内に薬剤耐性選択マーカーを挿

入または置換する方法でノックアウト株を作

製した。遺伝子導入はパーテイクルボンバー

ドメント法で行った。	
 

(3)RNAiによる遺伝子発現抑制株の作製	
 

	
 生育に必須な遺伝子にはノックアウト手法

は適さない。そこで本研究では、RNAi法によ

る遺伝子発現抑制株（ノックダウン株）の作

製を試みた。標的遺伝子コード領域または非

翻訳領域の200	
 bpをターゲット配列として、

これをプラスミドベクターにセンス方向とア

ンチセンス方向にRFP配列近傍に挿入したコ

ンストラクトを作製した。これをバックグラ

ウンド株であるヒストンH2B-mRFP発現株に導

入してRNAi株を得た。	
 

(4)葉緑体形質転換株、遺伝子ノックアウト株、

遺伝子発現抑制株から全RNAを調製し、cDNA

合成、RT-PCRによりcDNA断片を増幅して、そ

の塩基配列を決定した。野生株と変異株にお

けるRNA編集の有無を観察・定量した。	
 
	
 
４．研究成果	
 

(1)ヒメツリガネゴケの葉緑体ではリボソー

ムタンパク遺伝子rps14が転写された後で、

mRNAのACGコドンがC-U	
 RNA編集によりAUGコ

ドンに変換される。このRNA編集の生物的意義

を検証するため、rps14遺伝子のACGコドンを

ATGに置換した改変rps14遺伝子をもつ葉緑体

形質転換株を作製した。この株を用いて、現

在多数のRNA編集欠損変異体ストックの構築

を試みている。今後はこのストックをリソー

スとして活用することにより、RNA編集関連因

子を迅速に同定することが可能となる。	
 

	
 

(2)葉緑体ゲノムで１カ所だけRNA編集が起こ

るが、このRNA編集部位（+2C部位）に作用す

る因子として葉緑体局在型のペンタトリコペ

プチドリピート（PPR）タンパク質PpPPR45が

有力な候補因子であることをPPRタンパク質

のアミノ酸配列情報解析により推定した。そ

こで、RNAi法によりPpPPR45遺伝子の発現を抑

制した変異株を多数作製し、葉緑体における

RNA編集の影響を調べた。その結果、PpPPR45

がrps14の+2C部位のRNA編集に関与する可能

性が高いことを見いだした（論文準備中）。現

在、PpPPR45タンパク質がRNA編集酵素活を有

するかを生化学的に検証する解析を進めてい

る。	
 

(3)ミトコンドリアで作用するRNA編集因子の

候補遺伝子をノックアウトした変異株を逆遺

伝学手法で作製し、RNA編集との関連性を調べ

た。その結果、２種のPPRタンパク質（PpPPR78

とPpPPR79）がミトコンドリアmRNAの３カ所の

RNA編集部位に特異的に作用することを明ら

かにした（Uchida	
 et	
 al.	
 FEBS	
 Lett.	
 2011

年、図１）。	
 

	
 

	
 ミトコンドリアのRNA編集に関与する新規

のPPRタンパク質を同定したことは大きな成

果である。	
 

	
 

(4)ミトコンドリア局在型PPRタンパク質をコ

ードするPpPPR43遺伝子を破壊すると、ミトコ

ンドリアのRNA編集は正常に起るが、cox1	
 

pre-mRNAの第3イントロンのスプライシング

が起こらないことを見いだした（図２）。

PpPPR43タンパク質のC末端に存在するEドメ

インとDYWドメインを除去してもスプライシ

ング反応が正常に起こることを観察した。こ

のことはEドメインとDYWドメインはスプライ

シング反応に関与していないことを示してい

る。PPRタンパク質がRNA編集だけでなく、RNA

スプライシングにも関与する可能性を初めて

示した重要な成果である。Ichinose	
 et	
 al.	
 

The	
 Plant	
 J.	
 2013.	
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(5)PPRタンパク質と標的RNA配列の結合に関

する分子認識メカニズムを明らかにした。PPR

タンパク質は10数個の連続したPPRモチーフ

で構成され、配列特異的にRNAを認識するアダ

プターとして機能することが示唆されている。

しかし、個々のPPRモチーフがどのようにして

RNAと結合するのかその仕組みは不明であっ

た。本研究では、PPRタンパク質のひとつであ

るHCF152タンパク質の部分長組み換えタンパ

ク質を用いて、その標的RNA分子との結合親和

性を生化学的に解析した。その結果、PPRモチ

ーフ中にRNA塩基認識およびRNA結合親和性の

それぞれに働くアミノ酸部位を見いだした。

PPRモチーフの２つのαヘリックス（AとB）の

うち、αヘリックスAの１番目と４番目のアミ

ノ酸残基およびPPRモチーフの３４番目のア

ミノ酸残基がRNAの塩基を認識し、８番目と１

２番目の塩基性アミノ酸がRNAのリン酸に結

合することを示す実験結果を得た（Kobayashi	
 

et	
 al.	
 Nucleic	
 Acids	
 Res.2013）。今後は

この結合モデルを実証する研究をさらに進め

ていく予定である。	
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