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研究成果の概要（和文）：ヒトゲノムには数多くの長鎖ノンコーディングRNA(lncRNA)遺伝子が同定されている
が、その多くの機能は分かっていない。一方、lncRNAだと考えられていた遺伝子が短いペプチドをコードしてい
る例が報告されている。ここでは、分子生物学と生化学を使った実験的アプローチと情報生物学に基づく計算的
アプローチを連携させて、lncRNAとして同定されていたヒトのRNAの中から、短いペプチドをコードしているRNA
を体系的に発見した。さらに、それらのペプチドのヒト細胞における生理機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although a large number of long non-coding RNA (lncRNA) genes have been 
identified in the human genome, a large part of them have not been functionally characterized, yet. 
 On the other hand, it has been reported that genes annotated as lncRNA have actually coded short 
peptides.  In this research, we have adopted an integrative approach of experimental and 
computational methods: the former is based on molecular biology and biochemistry, and the latter is 
based on bioinformatics.  Our approach has systematically discovered human short peptide coding RNAs
 which have been annotated as lncRNAs, and has successfully revealed their physiological functions.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトlncRNAの多くの機能は分かっていないが、それらの幾つかは、特定の疾患組織で過剰に発現することから、
疾患マーカーとして利用されている。しかし、それらは、疾患マーカーとしての血中での安定性の低さが指摘さ
れている。一方、lncRNAだと考えられていた遺伝子が短いペプチドをコードしている例が報告されている。ペプ
チドマーカーは、RNAマーカーに比べて血中での安定性が高く、また、臨床現場への導入も容易であることか
ら、その開発が渇望されている。ここでの研究成果は、ヒトゲノムから網羅的にペプチド疾患マーカーを発見す
ることに寄与すると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 20 世紀後半からはじまったゲノムプロジェクトやトランスクリプトームプロジェクトの進展
にともない、高等動物のゲノムからは、さまざまなノンコーディング RNA が発現することが明
らかになった。ノンコーディング RNA は、メッセンジャーRNA とは異なり、タンパク質のアミ
ノ酸配列の情報をもたず（つまり、翻訳の鋳型にならず）、それ自体で生理機能を発現する機能
性 RNA の総称である。大量のノンコーディング RNA の発見から約 15 年が経過し、この間、数
多くの発見がなされ、今や、ノンコーディング RNA が重要な生体分子であることは論を俟たな
い。ノンコーディング RNA は、そのサイズに応じて、大きく 2 つのグループに分けられる。ひ
とつは、miRNA に代表される全長が二十数塩基長程度の小分子ノンコーディング RNA である。
もう一つは、全長が数百から数万塩基長になる長鎖ノンコーディング RNA (long non-coding 
RNA, lncRNA)である。 
 これまで、機能未知の RNA が見つかると、その一次配列の中に、タンパク質をコードするこ
とができる「開いた」読み枠(open reading frame, ORF)が探索され、300 塩基以上の ORF が見つ
からなければ、その RNA はノンコーディング RNA に分類されてきた。これは、「タンパク質が
機能を持つための必要なサイズとして 100 アミノ酸程度を要求する」という一般的な知見に基
づいた分類である。しかし、この知見には例外が多く、例えばペプチドホルモンなど、100 アミ
ノ酸以下の機能性タンパク質は数多く存在している。 
 このような背景のもと、分担研究者の秋光の予備的な研究により、これまで lncRNA に分類さ
れていた RNA がリボソームと相互作用していることが明らかになった。このことは、lncRNA と
して分類されていた RNA が翻訳されていることを示唆している。実際、リボソームと相互作用
する lncRNA には、機能的な短い ORF(short ORF, sORF)が予測され、短いペプチドをコードして
いる可能性が高まった。 
 
２．研究の目的 
ここでは、分子生物学と生化学に基づいた実験的アプローチと情報生物学に基づいた計算的

アプローチを有機的に連携させて、これまでは lncRNA として分類されてきたヒト RNA の中か
ら、ペプチドをコードする RNA を同定し、その RNA にコードされているペプチドのヒト細胞に
おける生理機能の解明を目指す。すなわち、ゲノムアノテーションの初期解析で lncRNA として
注釈付けられたため、これまでの機能解析では見過されていた短鎖ペプチドをコードする sORF
をもつ RNA を同定する。さらに、同定した RNA と疾患との生理学的な関係を明らかにすること
に挑む。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験的アプローチでは、次世代シーケンス技術を活用し、mRNA の翻訳活性を測定する
ribosome profiling 法と polysome profiling 法のデータから、リボソームによって翻訳される「こ
れまでノンコーディング RNA として分類されていた RNA」が存在するかを検討した。さらに、
同定した RNA を TUF (Transcripts with unknown function)と呼び、それらの機能を分子生物学的
に検証した。 
(2) 計算的アプローチでは、短鎖ペプチドをコードする sORF をもつ RNA を網羅的に同定するた
めに、公共のデータベースに登録されている sORF の塩基配列から統計的な特徴を抽出し、その
特徴に基づいて RNA の塩基配列から短鎖ペプチドをコードする sORF を発見する計算プログラ
ムを開発した。そして、このプログラムを使い、TUF やこれまで lncRNA に分類されていたヒト
RNA の短鎖ペプチドコーディング性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 実験的アプローチ 

NCBIのデータベースに長鎖ノンコーディング RNAとしてアノテーションされていた 7,841 種
類の RNA について、ribosome profiling 法による翻訳活性と NMD 耐性を指標に翻訳される可能
性の高い RNA をスクリーニングした。その結果、翻訳されている可能性の高い RNA として 61
種類の RNA を同定した(Figure1)。以下の実験では、これらの RNA を TUF と呼ぶ。 
細胞内には、不要な RNA を分解排除する仕組みとして、nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD)が存在する。そこで、新たに同定した 61 個の TUF が NMD で分解されるか否かを指標に、
これらが細胞にとって必要な RNA としてのポテンシャルがあるか否かを検討した。NMD 経路
の必須因子である UPF1 をノックダウンした細胞を使った検討から、61 個中 45 個が NMD で分
解されない、すなわち、細胞にとって必要な RNA としてのポテンシャルを持つことがわかった
(Figure2)。 

NMD 抵抗性の TUF のなかで、HeLa 細胞で発現量が高かった LINC00493 と LINC00998 につい
て、計算的に予想された ORF の翻訳活性をルシフェラーゼレポーターアッセイで調べた。その
結果、ORF が翻訳活性を持つことを確認した（data not shown）。さらに、これら 2 つの TUF 中
の ORF に FLAG タグを付けたタンパク質発現プラスミドを構築し、実際に細胞内発現をするか
を検証した。その結果、LINC00493 からのペプチド発現をウエスタンブロットで確認できた(data 
not shown)。そこで、以下の実験では LINC00493 にフォーカスして研究を進めた。 

 



機能未知分子の機能を予測するためには、その相互作用分子を同定することが有効である。そ
こで、LINC00493 ペプチドの生理機能を予測するため、LINC00493 ペプチドを免疫沈降法で回
収し、質量分析法で相互作用するタンパク質を特定した。その結果、LINC00493 ペプチドが多く
のミトコンドリアタンパク質と相互作用するとの結果を得た。 

 



 
次に、LIN00493 ペプチドがミトコンドリアに局在するか否かを検証した。FLAG タグペプチド

タグを付加した LINC00493 ペプチドを HeLa 細胞に発現させ、FLAG タグに対する抗体で免疫染
色実験を行った。ミトコンドリアは mitotracker で同時染色した。その結果、FLAG-LINC00493 が
確かにミトコンドリアに局在化することを確認できた(Figure3)。さらに、ミトコンドリアにいて
機能するならば、全身性に発現していることが予想された。Human protein atlas のデータを解
析した結果、予想通り、LINC00493 は全身性に発現していた。 
さらに、GO ターム解析を行った結果、LINC00493 ペプチドと相互作用するタンパク質がアポ

トーシス関連分子でもあることが判明した。このことから、LINC00493 ペプチドがアポトーシス
に関連した分子である可能性が考えられる。 
以上に述べたように、本研究では多数の TUF（ペプチドをコードすることが予想される RNA

分子）を発見した。そのうちの一つである LINC00493 が確かにペプチドをコードしていること
を実験的に示した。さらに、LINC00493 ペプチドがミトコンドリアに局在化することを示した。
また、GO ターム解析から、LINC00493 がアポトーシスと関連する可能性を提唱するに至った。
以上の結果は、これまで見過ごされてきたノンコーディング RNA の翻訳ポテンシャルの存在を
改めに示すものである。そのため、この研究は、ヒトゲノムの機能解明に大きく貢献する内容で
ある。さらに、ペプチドは中分子創薬のシーズともなるため、新たなペプチドの発見は創薬研究
に有用な情報を提供する。 

 



 
(2) 計算的アプローチ 
ヒト sORF の塩基配列から統計的な特徴を抽出するために、まず、ribosome profiling 法によ

って同定された sORF の情報をまとめた SORFS.ORG (http://sorfs.org/) からヒト sORF 1,086 配
列を取得した。そして、それらのアミノ酸組成とコドンの出現頻度を調べ、それらの統計量をヒ
トゲノムに注釈付けされている全ての CDS の統計量と比較した(Figure 4 (a) (b))。すると、両者
の間には、アミノ酸組成より、コドンの出現頻度に大きな違いが観察された。具体的には、CDS
で高い頻度で現われるコドンは sORF ではより高い頻度で、CDS で低い頻度で現われるコドンは
sORF ではより低い頻度で現われる傾向が観察された。このことは、RNA の塩基配列から短鎖ペ
プチドをコードする sORF を発見する計算プログラムを開発する場合、全ての CDS の統計量で
はなく、sORF の統計量を用いるべきであることを示している。 
ここでは、上記の統計的な特徴を際立たせるために、ヒト sORF の配列データを 3 つのグループ
に分類し、各々のグループから統計量を得た。ひとつは高い頻度で現われるコドンの特徴を際立
たせたグループ(Figure 4 (c)左)(427 配列)、もうひとつは低い頻度で現われるコドンの特徴を際
立たせたグループ(Figure 4 (c)中)(460 配列)、そして残りのグループ(Figure 4 (c)右)(199 配列) で
ある。Figure 4 (c)右では、sORF におけるコドンの出現頻度のばらつきが小さくなっている。こ
のことは、このグループの sORF の塩基配列には、コドンの出現頻度に際立った特徴がないこと
を示している。 

 

 
 

 
 



ここでは、Figure 4 (c)の統計量を隠れマルコフモデル(hidden Markov model, HMM)でモデル
化し、RNA の塩基配列から短鎖ペプチドをコードする sORF を発見する計算プログラムを開発
した。そして、このプログラムを用い、ヒト sORF、ヒト ncRNA、上記の TUF の各配列データの
短鎖ペプチドコーディング性を評価した(Figure 5)。ヒト ncRNA の配列データは、GENCODE 
(https://www,gencodegenes.org/)から取得した(13,299 配列)。Figure 5 より、ヒト sORF と TUF
の配列データは、ヒト ncRNA の配列データに比べ、このプログラムによって与えられるスコア
(coding potential)の高い配列に富むことが分かる。しかし、ヒト sORF と TUF の一部の配列は、
このスコアでは ncRNA の配列と見分けることができない。この sORF と TUF の配列の多くは、
Figure 4 (c)右の統計量で評価されていた。これらの配列をどのようにして ncRNA と見分けるか
は、計算的アプローチにおける今後の研究課題のひとつである。一方、ncRNA の配列の一部は、
sORF と TUF の配列の多くに匹敵するスコアを示している。このことは、ncRNA に分類されてい
る RNA の中には、短鎖ペプチドをコードするものが含まれている可能性を示している。 
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