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研究成果の概要（和文）：　mRNAの5′非翻訳領域に上流ORF (uORF)と呼ばれる小さなORFが存在し、そこにコー
ドされるペプチド（uORFペプチド）が下流の主要ORFの翻訳を制御する例が知られている。本研究では、uORFペ
プチドによる翻訳制御の未知の役割と機構を明らかにするために、進化的に保存されたアミノ酸配列を持つ被子
植物のuORFの中から翻訳を制御するペプチドをコードするものを探索し、新規に８個のuORFを同定した。さら
に、翻訳制御に関与するペプチドをコードするuORFの中から、マグネシウム濃度に応答した翻訳抑制に関与する
ものや、核小体ストレスに応答した翻訳促進に関与するものを見出した。

研究成果の概要（英文）：Upstream open reading frames (uORFs) are small ORFs located in the 5′ 
untranslated regions (5′-UTRs) of many eukaryotic mRNAs. Some uORFs encode regulatory peptides that
 repress translation of the downstream main ORF. Most of the previously characterized uORFs encoding
 regulatory peptides play a role in feedback regulation in response to a metabolite. To identify new
 physiological roles of uORF-encoded regulatory peptides, we searched for uORFs encoding regulatory 
peptides among angiosperm uORFs with evolutionarily conserved amino acid sequences, and identified 
nine novel regulatory uORFs. We investigated physiological roles and mechanisms of the translational
 regulation mediated by these uORFs. We identified a uORF encoding a peptide that causes ribosome 
stalling in response to magnesium and thereby represses main ORF translation under high magnesium 
conditions. In addition, we identified a uORF involved in translational regulation in response to 
nucleolar stress. 

研究分野：分子生物学

キーワード： uORF　リボソーム　翻訳制御　翻訳アレスト　新生ペプチド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、マグネシウムに応答してリボソームの停滞を引き起こし、それにより主要ORFの翻訳を抑制する
uORFペプチドを見出した。これまでに代謝産物に応答してリボソームを停滞させるuORFペプチドは知られていた
が、無機イオンに応答してリボソームを停滞させるuORFペプチドとしては、これが初めての発見である。また、
核小体ストレスに応答して誘導される選択的スプライシングにより、uORFが除去されたmRNAが生産され、それに
よって主要ORFの翻訳が促進されるという、ストレスに応答した新たな翻訳制御機構を見出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) uORF ペプチドによる翻訳制御 

 真核生物のmRNAの約30％は、5′ 非翻訳領域に上流ORF (uORF)と呼ばれる小さなORFを持つ。
その中で、uORF にコードされる新生ペプチド（uORF ペプチド）が自身を翻訳中のリボソームの

内部に作用してリボソームの停滞（翻訳アレスト）を引き起こし、それによって主要 ORF の翻

訳を抑制する例が報告されている。そのような uORF ペプチドによる翻訳抑制を受ける遺伝子の

中で、これまでにその翻訳制御の生理的役割が明らかにされているものの多くは代謝酵素など

をコードする代謝関連遺伝子であり、それらの遺伝子の翻訳制御ではエフェクター分子である

代謝産物に応答して uORF ペプチドがリボソームの停滞を引き起こす。すなわち、uORF ペプチ

ドによる翻訳抑制が代謝産物に応答したフィードバック制御として機能している。 

 

(2)翻訳抑制を起こす uORF ペプチドの探索 

 翻訳制御に関与する uORF ペプチドの網羅的同定に向けたアプローチとして、アミノ酸配列が

進化的に保存されている uORF (conserved peptide uORF: CPuORF) の探索が比較ゲノム解析に

よって行われてきた。従来の比較ゲノム解析によるアプローチでは特定の生物種間で uORF ペプ

チド配列の比較が行われたが、より網羅的に CPuORF を同定するために、BLAST を用いて不特定

生物種間で uORF ペプチド配列を比較して CPuORF を抽出する方法（BAIUCAS 法および ESUCA 法）

を金沢大学の高橋広夫博士との共同研究により開発した。これらの方法を用いることによって、

被子植物から 100 種類以上の CPuORF を同定した。それらの CPuORF の中から新規に同定したも

のを中心に、下流の主要 ORF の翻訳への影響を解析し、アミノ酸配列依存的に主要 ORF の翻訳

を抑制する CPuORF を 10 個同定した。また、そのうちのいくつかの CPuORF について、それらが

関与する翻訳制御の生理的役割を解析し、発生分化の制御に関与するものを見出した。 

 
２．研究の目的 
 上述のように、uORF ペプチドによる翻訳制御の生理的役割として、これまではきわめて限ら

れた役割しか明らかにされていなかった。一方、我々は多様な遺伝子の 5′ 非翻訳領域 (5′ -UTR)
にCPuORFを見出しており、uORFペプチドによる翻訳制御は幅広い遺伝子の発現制御に関与し、

様々な生理的役割を担っている可能性が考えられた。本研究では、これまでに被子植物から同

定された CPuORF の中から、翻訳アレストを起こすことにより主要 ORF の翻訳を抑制する uORF

ペプチドをゲノムワイドに探索する。さらに、それらが関与する翻訳制御の生理的役割と機構

を解析することにより、uORF ペプチドによる翻訳制御の未知の役割と機構を明らかにすること

が本研究の目的である。 

 
３．研究の方法 
(1)試験管内翻訳系を用いた解析 

 CPuORF にコードされるペプチドが翻訳アレストを起こすかを調べるために、タグ配列を付加

した CPuORF を小麦胚芽抽出液から調製した試験管内翻訳系を用いて翻訳し、タグの抗体を用い

たイムノブロット法により翻訳産物を解析した。uORF ペプチドによって翻訳アレストが引き起

こされる場合は、翻訳が正常に完了せずにペプチドと tRNA が解離しないと考えられるため、

CPuORF のペプチド配列依存的にペプチジル tRNA の蓄積が検出されることが期待される。 

 また、翻訳アレストを起こしたリボソームを検出するために、トープリント解析を行った。

この解析では、CPuORF を含む mRNA を試験管内翻訳した後、リボソームが結合した状態の mRNA

に対してプライマー伸長反応を行った。翻訳アレストを起こしたリボソームが mRNA 上に存在す

る場合には、プライマー伸長反応の進行がそのリボソームに妨げられて停止する。プライマー

伸長反応産物をシークエンスゲルを用いて解析し、リボソームの停滞を示すバンドの位置を１

塩基レベルで調べることより、翻訳アレストが起きた位置を決定した。 

 

(2)一過的発現解析 

 これまでに同定した CPuORF の主要 ORF の翻訳への影響を調べるために、野生型または変異型

CPuORF 配列を含む 5′ 非翻訳領域を構成的発現プロモーターとレポーター（ルシフェラーゼ）



遺伝子の間に挿入したコンストラクトを作製した。シロイヌナズナの培養細胞から調製したプ

ロトプラストに、作製したコンストラクトを含むプラスミド DNA をポリエチレングリコール処

理により導入し、一定時間後に細胞を破砕してルシフェラーゼ活性を測定した。この解析によ

り、各 CPuORF のペプチド配列依存的な翻訳抑制効果を検討した。 

 

(3)形質転換植物を用いた解析 

 ペプチド配列依存的に主要 ORF の翻訳を抑制することを示した CPuORF の中で、ある生理的条

件に依存した翻訳制御に関与する可能性が予想される CPuORF について、その可能性を検証する

ために、野生型または変異型 CPuORF 配列を含む 5′ 非翻訳領域につないだレポーター（ルシフ
ェラーゼ）遺伝子を持つ形質転換シロイヌナズナを作出した。それぞれの CPuORF による制御に

影響を与えることが予想される生理的条件において、野生型CPuORFを持つ植物と変異型CPuORF

を持つ植物の間で、ルシフェラーゼ活性とルシフェラーゼ mRNA 量を比較することにより、それ

らの CPORF にコードされるペプチドが条件依存的な翻訳制御に関与する可能性を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)翻訳制御に関与する uORF ペプチドの探索 

 翻訳制御に関与する新規の uORF ペプチドを同定する目的で、これまでに同定されたシロイヌ

ナズナの CPuORF のうちの 22 個について、試験管内翻訳系においてペプチド配列依存的に翻訳

アレストを起こすかを調べた。それらの CPuORF の試験管内翻訳産物をイムノブロット法を用い

て解析したところ、3 つの CPuORF においてペプチド配列依存的にペプチジル tRNA の蓄積がみ

られた。さらにトープリント解析により、これらの３つの CPuORF においてペプチド配列依存的

に翻訳アレストが起こることが明らかになった。CPuORF の終止コドンの位置を変えた変異体を

用いたイムノブロット解析およびトープリント解析により、それらの３つの CPuORF のうちの２

つは翻訳伸長過程で翻訳アレストを起こし、他の１つは翻訳終結過程で翻訳アレストを起こす

ことが示された。また、シロイヌナズナ培養細胞から調製したプロトプラストを用いた一過的

発現解析により、それらの CPuORF がペプチド配列依存的に下流の主要 ORF の翻訳を抑制するこ

とを見出した。 

 被子植物において翻訳制御に関与する uORF ペプチドをさらに同定するために、これまでに同

定したポプラとトマトの 12 個の CPuORF について、ペプチド配列依存的に下流の主要 ORF の翻

訳に影響を与えるかを一過的発現解析を用いて調べた。その結果、ペプチド配列依存的に主要

ORF の翻訳を抑制する６個の CPuORF を新たに同定した。 

 

(2)マグネシウムに応答した翻訳制御機構の解析 

 前述の試験管内翻訳系を用いた解析において翻訳終結過程で翻訳アレストを起こすことが示

されたCPuORFは、下流の主要ORFにマグネシウム(Mg)輸送に関与するタンパク質をコードする。

このことから細胞内 Mg 濃度に応じた翻訳制御に uORF ペプチドが関与する可能性を考え、一過

的発現系と形質転換植物を用いてその可能性を検証した。その結果、一過的発現系と形質転換

シロイヌナズナを用いたいずれの解析においても、野生型 CPuORF を含む 5′ 非翻訳領域の下流
にレポーター遺伝子をつないだ場合には、Mg濃度に比例してレポーター遺伝子の翻訳抑制が強

くなった。一方、変異型 CPuORF を用いた場合には、そのような Mgに応答した翻訳抑制はみら

れなかった。これらの結果から、この CPuORF にコードされるペプチドは Mgに応答して主要 ORF

の翻訳を抑制することが示された。 

 uORF ペプチドが Mgに応答して主要 ORF の翻訳を抑制する機構としては、細胞内 Mg 濃度が高

い場合に uORF の翻訳開始効率が上昇するという可能性と、Mgに応答して uORF ペプチドが翻訳

アレストを起こすという可能性が考えられる。一過的発現系と試験管内翻訳系を用いた解析に

よりこれらの可能性を検証したところ、Mg 濃度は uORF の翻訳開始効率ではなく、翻訳アレス

ト効率に影響を与えることが明らかになった。 

 また、Mg濃度は翻訳終結効率に影響を与えることが知られていることから、Mg濃度が高いと

uORF の終止コドンにおける翻訳終結効率が低下し、uORF ペプチドとの協働的な効果によりリボ

ソームが停滞する可能性が考えられた。そこで、この翻訳制御が uORF の終止コドンに依存する



かを調べたところ、終止コドンを削除しても Mg に応答した翻訳制御が見られたことから、Mg

濃度の翻訳終結効率への影響はこの翻訳制御には関与しないことが明らかとなった。 

 

(3)核小体ストレスに応答した翻訳制御機構の解析 

 これまでにペプチド配列依存的に主要 ORF の翻訳を抑制することを示した CPuORF の一つに、

シロイヌナズナの ANAC082 遺伝子の CPuORF がある。最近、ANAC082 遺伝子の主要 ORF にコード

される転写制御因子は、リボソーム生合成の異常によって核小体ストレスが生じた際のストレ

ス応答に関与することが報告された。そこで、ANAC082 遺伝子の CPuORF が核小体ストレスに応

答した翻訳制御に関与する可能性を、ANAC082 の 5′ 非翻訳領域の下流につないだレポーター遺
伝子を持つ形質転換シロイヌナズナを用いて検討した。その結果、核小体ストレスを誘導する

薬剤でシロイヌナズナの幼植物を処理した場合には、CPuORF のペプチド配列依存的にレポータ

ー遺伝子の翻訳が促進された。このことから、ANAC082 の CPuORF は核小体ストレスに応答した

主要 ORF の翻訳促進に関与することが示された。 

 ANAC082 mRNA のスプライスバリアントには 5′ 非翻訳領域に CPuORF を含まないスプライスバ
リアントが存在し、5′ 非翻訳領域のイントロンが植物種間で保存されていることから、核小体
ストレス条件では選択的スプライシングによりANAC082のCPuORFが除去されるという可能性が

考えられた。この可能性を検証するために、シロイヌナズナの幼植物を核小体ストレスを誘導

する薬剤で処理し、逆転写 PCR 解析により ANAC082 のスプライスバリアントの蓄積量の変化を

調べた。その結果、核小体ストレスを誘導した場合には、5′ 非翻訳領域に CPuORF を含まない
スプライスバリアントの蓄積量が増加することを見出した。このことから、核小体ストレス条

件では、選択的スプライシングによって CPuORF が除去された ANAC082 mRNA が生産され、それ

により主要 ORF からの ANAC082 転写制御因子の発現が誘導されることが示唆された。 
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