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研究成果の概要（和文）：  
 
本研究では、高等植物において遺伝子間隙に存在する short open reading frames (sORFs)を同
定し、発現解析を行った。その結果、全ての組織において sORF が発現していることが確認で
き、光で転写が制御される sORF を同定した。RACE 法により sORF の転写を、さらに GUS
遺伝子を融合させ sORF 領域の翻訳を確認した。また sORF の過剰発現体を作製し、葉の形態
や芽生えの胚軸、根の伸長に変化が生じた変異体を単離した。これらの結果から sORF は植物
においてペプチドとして機能し、新規の遺伝子群となることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To investigate function of sORFs in plants, I developed custom microarrays including 
sORFs and annotated genes in Arabidopsis to analyze gene expression profile. Microarray 
analysis was carried out in various tissue types. The expression of sORFs could be detected 
in various plant tissues. Full length cDNA of sORF was verified by RACE experiment. Next, 
promoter region and sORF without stop codon was fused to GUS gene and then expressed 
it in Arabidopsis. GUS signal was detected in transgenic plants, indicating that sORF was 
actually translated in plants. I selected sORFs based on expression, conservation, peptide 
hormone-like sequence to generate sORF overexpression Arabidopsis plants. Some 
overexpression plants showed visible phenotypes. Thus, I conclude that sORFs have roles 
in growth and developmental processes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
多くの生物において成長や代謝などの過程
で、ペプチドホルモンが重要な役割を果たす
ことが知られている。このペプチドホルモン
は、短いアミノ酸で構成されていることが特
徴の一つである。植物においても、システミ
ンやファイトスルフォカインといったペプ
チドホルモンが存在し、導管形成や孔辺細胞
形成といった植物の生育過程に関与するこ
とが近年、報告されている。これらのペプチ
ドホルモンの受容体として LRR 受容体型キ
ナーゼが報告されており、シロイヌナズナの
ゲノム中には LRR 受容体型キナーゼが 200
以上存在するが、多くの受容体型キナーゼは
何を認識しているのかは不明なままである。
CLE ペプチド群を含むペプチドホルモンは
数十種しかないことから、リガンドとなる未
同定のペプチドホルモンは他にも多数存在
することが予測される。 
近年、数多くの生物において全塩基配列の

解読が終了しており、これらの遺伝子配列情
報を利用して、機能未知遺伝子の機能予測が
急速に進められている。従来の遺伝子構造予
測では、100 アミノ酸以上をコードする領域
を遺伝子として予測してきたが、酵母や線虫
において、より短いアミノ酸をコードする領
域が発現し機能していることが報告された。
このような短いコード領域を持つ遺伝子は
small open reading frame (sORF)と呼ばれ、
新しいカテゴリーの遺伝子として注目され
始めている。 
シロイヌナズナにおいても、花田らによっ

て既知の遺伝子の間隙に 30-100 アミノ酸を
コードする sORF が約 7，000 存在すること
が報告された。しかし、これらの sORF は塩
基配列の存在が予測されているのみであり、
植物体内において実際に機能しているかど
うかはまだ確認されていない。したがって、
これらの sORFが新規のペプチドホルモンを
コードしている可能性があり、この中から多
数の重要な遺伝子群が発見できると思われ
る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、シロイヌナズナで予測された
7,000 の sORF の発現制御に注目し、大量解
析が可能なマイクロアレイを用いて発現解
析を行う。これらの sORF は、新規の遺伝子
群として、植物の様々な生育段階や環境変化
への応答時に機能することが期待される。特
に、光応答性の遺伝子には転写因子が多く含
まれており、光誘導初期の茎頂分裂組織にお
いて多くの LRR 受容体型キナーゼの発現が

誘導されることが報告されていることから、
光誘導性の sORFは植物の形態形成に重要な
役割を持つことが期待できる。そこで本研究
においては、光に応答して転写が誘導される
sORF をカスタムマイクロアレイで同定し、
それらの機能について解析することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 
まず、sORFが植物において発現しているかど
うかを確認するため、アジレント社の earray
というシステムを用いて、シロイヌナズナの
sORFと既知の遺伝子を搭載したマイクロア
レイを作成した。まずシロイヌナズナにおい
てどのような組織で sORFが発現しているか
確認するため、様々な組織から RNAを抽出し、
カスタムマイクロアレイを用いた発現解析
を行った。次に光により特異的に発現が変動
する sORFを同定するため、3 日間暗所で生育
させたシロイヌナズナの芽生えに連続白色
光を照射し、経時的に芽生えから抽出した
RNAをマイクロアレイに供し、発現解析を行
った。 
また、同定した sORFがどの光質で発現制

御されているかを調べるため、暗所生育させ
た芽生えに単色光（青・赤・遠赤色）を照射
し、光質による sORFの発現変動も調べた。
その際同時に、cry1・cry2・phyA・phyBなど
の光受容の変異体の発現変化も解析し、光誘
導性 sORFの発現制御がどの光受容体のシグ
ナル伝達経路に依存して行われるかを解析
した。 
 研究目的で記述したように、同定したｓ
ORFにコードされるペプチドは拡散性である
可能性も考えられる。その場合、植物ホルモ
ンのように外部からの添加により植物体に
影響を及ぼすことが期待される。実際、化学
的に合成された CLEペプチド群は、培地に添
加することにより植物の形態形成に影響を
与えることが報告されている。このペプチド
添加による表現型は過剰発現体において同
様な効果を観察できることが報告されてい
ることから、本研究においては、同定した
sORFが分泌性ペプチドである可能性を探る
ため、sORF の過剰発現体を作成し、表現型観
察を行った。 
 
４．研究成果 
 
まずシロイヌナズナにおいてどのような組
織で sORF が発現しているか確認するため、
機知遺伝子と sORF を搭載したカスタムマイ
クロアレイを作成した。様々な組織から RNA
を抽出し、カスタムマイクロアレイを用いた



発現解析を行った。その結果、全ての組織に
おいて短い遺伝子が発現していることが確
認された。マイクロアレイの結果を確認する
ため、sORFの全長を増幅するプライマーを用
いて RT-PCR を行ったところ、様々な組織
（花・さや・根）において発現が検出され、
一部の sORF は組織特異的な発現パターンを
示していた。このことから植物において短い
遺伝子は既知の長い遺伝子と同様、転写され
機能していると考えられる。 
 短い遺伝子の機能解析方法のひとつとし
て、過剰発現体を作製し、表現型解析を行っ
た。作成する遺伝子を選抜する指標としては、
マイクロアレイのデータによりいずれかの
組織において発現が確認されているもの、公
開されているプロテオーム解析により短い
遺伝子にコードされているタンパク質が同
定されているもの、他の植物において配列が
保存されているもの、ペプチドホルモン様の
配列を有しているものという 4つの観点から
選抜した。 
こ れ ら の 過 剰 発 現 体 の １ つ で あ る

ATRIKEN16307は、老化葉、若いさや、カルス
において発現が検出されているが、その過剰
発現体は、明所で生育させたときに野生型と
比較して胚軸と根が長くなるという表現型
を示した。ATRIKEN16307に関しては、ORFの
全長をカバーする完全長 cDNA のデータが得
られている。また、ATRIKEN16307 は相同な遺
伝子がシロイヌナズナのゲノム上に 3つ存在
しているが、これら４つの発現パターンを比
較すると、ATRIKEN16307ともうひとつの短い
遺伝子はよく似た発現パターンを示すが、残
り２つはほとんど発現していないことを明
らかにした。この結果は、少なくとも２つの
短い遺伝子にも、類似した機能があると考え
られる。この過剰発現体以外にも植物体のサ
イズや草丈、稔性、葉の形態など表現型が多
岐に渡る過剰発現体を単離することができ
た。このように sORF を過剰発現することに
より形態や生育に様々な影響が見られたこ
とから、植物において短い遺伝子は発生段階
や生育に重要な役割を持つことは明らかで
ある。 
 過剰発現体が表現型を示したものについ
ては、ORF 領域が実際に転写されているかど
うか確認するため、5’-RACE と 3’-RACE に
より完全長 cDNA を同定した。RACE 用のサン
プルとしては、作製された発現データベース
を参照することにより、遺伝子発現が最も高
い組織を選定し、選んだ組織から抽出した
RNA を RACE 実験に供した。RACE 産物をシー
クエンスすることにより、短い遺伝子の ORF
領域がカバーされるような完全長 cDNA が道
程された。このことから sORF 領域が実際に
植物体内において転写されていることを確
認できた。 

 次に短い遺伝子が翻訳されているかどう
か確認するために、GUS と GFP のレポーター
遺伝子を用いた解析を行った。プロモーター
領域として機能すると考えられる短い遺伝
子の上流約 1 kb と終止コドンを欠いた ORF
領域に GUS遺伝子を融合させたコンストラク
トを作製し、植物内で発現させ、GUS 発現の
様子を観察した。GUS 染色の結果、さややロ
ゼット葉において GUSのシグナルが検出され
た。このことから、sORF 領域が翻訳され、ペ
プチドとして存在することが示唆された。 
さらに短い遺伝子がコードするタンパク

質の細胞内局在を観察するため、GUS の代わ
りにレポーターとして GFPを融合させたコン
ストラクトを作製し、シロイヌナズナに形質
転換した植物において GFPの細胞内局在を観
察した。その結果、GFP のシグナルが細胞間
隙に検出された。今後もいくつかの方法で追
試等を行う必要があるが、これらの結果は、
翻訳された短い遺伝子は翻訳された後、細胞
外に分泌されている可能性を強く示唆して
いる。 
これまでに報告されているほとんど全て

の植物のホルモン様の機能を示すペプチド
は、細胞外に分泌され細胞間のシグナル伝達
に関与することがわかっている。しかし報告
されている遺伝子数は未だ少なく、多くのホ
ルモン様ペプチドが未知のまま残されてい
ると考えられる。今回の研究結果から、単離
した短い遺伝子は新規のホルモン様ペプチ
ドとしての機能を持つものである可能性が
高いと考えている。同時に本研究の解析対象
である短い遺伝子の中に他にも機能性ペプ
チドの有力な候補遺伝子が多く存在するこ
とを強く示唆しており、今後の解析において
新たな機能性ペプチドの発見につながるこ
とが期待される。 
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