
北海道大学・理学研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

挑戦的研究（萌芽）

2022～2019

上流ORFによる新規の時間依存的な翻訳制御

uORF-mediated translational regulation for diel-expressed genes

７０５０９５４６研究者番号：

千葉　由佳子（CHIBA, Yukako）

研究期間：

１９Ｋ２２３７５

年 月 日現在  ５   ５ ２９

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：地球上の多くの生物は24時間周期で変動する様々な環境変化に適応して生きている。
その根幹を担うのは概日時計であり、ほとんどすべての生物種が持っている。光合成を行なう植物にとっては概
日時計のしくみは重要で、転写因子による複数のフィードバックループが組み合わされた複雑な機構となってい
る。私たちは時計遺伝子のひとつで転写レベルの制御に加えて、翻訳レベルの調整が行われている可能性を見出
し、その分子メカニズムと生理学的意義の解明を目指している。本研究では、その翻訳制御には光が重要な役割
を持つことを明らかにし、さらに同様の制御が周期変動する他の多くの遺伝子群にも存在する可能性を見出し
た。

研究成果の概要（英文）：Many organisms on Earth have adapted to various environmental changes that 
fluctuate on a 24-hour cycle. The fundamental mechanism underlying these adaptations is the 
circadian clock, which almost all species possess. The circadian clock is crucial for plants and it 
consists of a complex system of multiple feedback loops involving transcription factors. We found 
that the circadian clock may also be regulated at the translation level.  We aim to elucidate the 
molecular mechanism and physiological significance of this regulation. In this study, we revealed 
the importance of light in this translation control and discovered that similar regulation exists in
 many other diel-expressed genes in Arabidopsis.

研究分野：植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
概日時計の研究の多くは転写制御に着目して行われてきた。そのため、転写後制御がどのように関わっているの
かについての知見はいまだ限定的である。そのような中、本研究では翻訳量の網羅解析をシロイヌナズナで経時
的に行うことで、周期的に発現する多くの遺伝子が翻訳制御を利用していることを示した。さらに翻訳制御を受
けている主要な時計遺伝子の一つを詳細に解析することで、上流ORFを介した制御が存在する可能性を示した。
このように本研究は、翻訳制御研究と概日時計研究の両分野にインパクトを与える内容となっている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

概日時計は昼夜間での環境変化や季節の変化に適応する機能をもつ環境応答システ
ムであり，固着性の生物である植物にとって非常に重要な意義をもつ。概日時計に関す
る研究は転写レベルの解析が精力的に進められており，時計遺伝子と呼ばれる転写因子
群のフィードバックループ制御について多くのことが明らかになっている。一方，近年
の研究により mRNA 分解制御や翻訳制御，タンパク質分解制御といった転写後制御の
重要性が示されているものの (Romanowski et al., Front. Plant Sci., 2015) ，いまだ不
明な点が多い。とくに翻訳制御に関しては，ポリソーム分画による大まかな翻訳効率の
測定によって，一部の時計遺伝子の翻訳効率が日周的に変化することが示されているの
みで (Missra et al., Plant Cell, 2015)，具体的な制御機構に関しては未解明である。 

翻訳制御の研究はRibo-seq (Hsu et al., PNAS, 2016) という翻訳効率を網羅的に測定
する方法が確立したことにより，大きく進展した。この手法の利点は RNA-seq とあわ
せて行うことで精度よく翻訳効率が測定できるだけではなく，翻訳中の mRNA 上のリ
ボソームの位置情報も同時に得られることにある。そこで我々は 12 時間明暗条件で育
てたシロイヌナズナの明条件開始時点から 3 時間後 (ZT3) および 22 時間後 (ZT22) 
のサンプルを用いてRibo-seq と RNA-seq を行った。その結果，主要な時計遺伝子のひ
とつであるLHYでは上流ORF (uORF) において時間に依存的なシグナルが観測され，
それに伴い下流の主要ORF (mORF) の翻訳抑制が起きている可能が示された。 

 

２．研究の目的 

本研究では LHY uORFによる時間依存的な翻訳制御機構を分子レベルで解明し，そ
の生理学的意義を理解することと、同様の制御の普遍性を明らかにすることを目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

① LHY 翻訳制御における uORFの役割の解明 

LHY mRNAの 5’-UTRには 5つの uORFが存在する。複数の uORFをもつ場合，相
乗的にmORFの翻訳を制御する例が多い (Wethmar, WIREs, 2014)。まず、5つのuORF 
すべての開始コドンに変異を入れた５‘UTRを作成し、恒常的プロモーターの制御下で
レポーター遺伝子に融合したコンストラクトを用いて、uORF全体の機能をプロトプラ
ストを用いた一過的発現系で調べる。コントロールには野生型 5’ UTRを用いる。抑制
機能が検出された場合は、各 uORF に変異を導入したシロイヌナズナ形質転換植物体
を用いて、各 uORF の役割を検証する。さらに、LHY プロモーターの制御下でそれぞ
れの変異を持った uORF が LHY の発現にどのような影響を与えるかを調べることで、
転写と翻訳段階の協調制御を理解したい。 

② LHY 翻訳制御の生理学的意義の解明 

すべてあるいは制御に重要と考えられるLHY uORFの開始コドンに変異を導入した
uORF変異株の作出を行う。コントロールとして野生型 uORF株も作成する。それらの
uORF 変異株を用いて，葉の運動の解析による概日時計の周期の解析や，LHY mRNA
や LHY タンパク質の発現パターンの比較解析を行うことにより，LHY uORF による



翻訳制御の生理学的な役割を明らかにする。 

③ uORFによる時間依存的な翻訳制御の普遍性の検証 

シロイヌナズナではおよそ 40％の遺伝子に uORF が存在する (von Arnim et al., 
Plant Sci. 2014)。また，LHY以外の時計遺伝子やそれらの下流の遺伝子など周期的な
発現をする遺伝子は数多くある。ゆえに，LHY 遺伝子にみられたような uORF による
時間依存的な翻訳制御が他の遺伝子でも活用されている可能性は高い。よって、さらに
タイムポイントを増やしてRibo-seq と RNA-seq を行うことで，どのような遺伝子群が
このような翻訳制御を受けているのかを明らかにする。 

 

４．研究成果 

① シロイヌナズナのプロトプラストを用いた一過的発現実験によって、すべての
uORF の開始コドンに変異を導入した場合に著しい翻訳脱抑制が起こることを明らか
にした。しかし同時に、一過的発現系では発現の時間変動を調べることは難しいことが
わかった。そこで、すべての uORF の開始コドンに変異を導入した uORF をもつ形質
転換体の作成を優先して進めた。35S プロモーターと LHY プロモーターを持つ形質転
換体を用いてレポーターアッセイを時系列で行ったところ、いずれのプロモーターを持
つ形質転換体でもレポータ―活性の周期的な発現パターンに uORF への変異の有無に
依存した違いがあることがわかった。さらに、LHY プロモーターを持つ形質転換体に
おけるパターンの違いは恒明条件では観察されず、明暗条件下でのみ観察された。この
結果は、uORFによる翻訳制御には光の変化が必要であることを示唆する。また、どち
らのプロモーターを持つ形質転換体でも、すべての uORFに変異を導入した場合、一過
的発現実験のときと同様に著しい翻訳の脱抑制が起こるため、Ribo-seq で観察された
時間依存的な翻訳制御の影響がマスクされていた可能性がある。これらの結果を踏まえ
て、今後は各 uORFに変異を入れた形質転換体を用いた解析を進めることで、各 uORF
の役割を明らかにする。 

② LHY 翻訳制御の生理学的意義の解明にむけては、すべての uORF の開始コドンに
変異を導入した変異型 uORFを持つ LHYゲノミッククローンを lhy 変異体に形質転換
した株はすでに完成しており、今後、発現解析や表現型解析を行う。一方で、各 uORF
の機能解析の結果によっては、さらに別の変異型 uORF を持った形質転換体が必要と
なる可能性があるため適宜対応する。 

③ uORFによる時間依存的な翻訳制御の普遍性の検証として、タイムポイント増やし
た網羅解析を行った。その結果、周期的な発現をする遺伝子群のおよそ 68％に何らか
の形で、翻訳制御が関わっていることが明らかとなった。その中で、uORFが関わって
いる可能性を持つ遺伝子が 600 遺伝子ほど見つかっている。また、翻訳レベルの制御を
受けている遺伝子群は、夜に発現のピークを持つものが多いことも明らかとなった。 
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