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研究成果の概要（和文）：　真核生物のゲノムには、ごく短いORFから生産される小さな機能性ペプチド（マイクロペ
プチド）をコードする遺伝子が多数存在する。マイクロペプチドは、よく知られた分泌型ペプチド性因子とは異なり、
細胞内で機能すると予測されるが、その作用機構の詳細については不明である。本研究では、マイクロペプチドをコー
ドするショウジョウバエpolished rice (pri)遺伝子の解析を行い、pri遺伝子が変態期に一過的に発現すること、pri
遺伝子がエクジソンにより発現が誘導されること、pri遺伝子が変態期におけるエクジソン依存的な遺伝子発現制御に
必須であることを示した。

研究成果の概要（英文）： Eukaryotic gemomes contain a proportional numer of "micropeptide" genes that 
encode small peptides in extremely short ORFs. Micropeptides are distinguished from canonical active 
peptide molecules, which are translated as a long precursor and secreted into extracellular spaces, and 
should therefore function in cytoplasm, although little is known about its molecular mechanisms.
 In this study, we focused on Drosophila polished rice gene that encode 11- and 32-aa micropeptides. We 
found that pri is specifically expressed in metamorphic stages and induced by ectopic application of 
ecdysone. Phenotypic analysis of hypomophic allies of the pri gene demonstrated that pri is essential for 
progress of metamorphosis and regulate ecdysone-dependent gene network.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： マイクロペプチド　ショウジョウバエ　スクリーニング　遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	 真核生物のゲノムの大部分は転写され

ており、タンパク質コード領域を含まな

い、いわゆる non-coding RNAが数多く存

在することが知られている（参考文献 1）。

しかしながら、これらの non-coding RNA

の大部分はごく短い ORFを含んでおり、

少なくとも一部は実際に翻訳されて、ご

く短い機能性ペプチドを産生することが

明らかになりつつある。このような、一

次遺伝子産物そのものが極端に短いペプ

チドをマイクロペプチドと呼ぶ（参考文

献 2）。マイクロペプチドは、比較的高分

子の前駆体が細胞内プロセシングを受け

て成熟型のペプチドとなる従来のペプチ

ド性因子とは異なり、分子内に分泌シグ

ナルの配列を含まず、細胞内で機能する

と予測されるが、詳細については不明で

ある。 

	 ショウジョウバエ polished rice（pri）

は、11 あるいは 32 アミノ酸の４個のマ

イクロペプチドをコードするユニークな

遺伝子であり、幼虫表皮の細胞突起形成

を制御している（図 1-2; 参考文献 3-4）。

これまでに、pri遺伝子が、幼虫表皮の突

起形成を支配する転写因子 Shavenbaby

の活性を制御しており、pri遺伝子の発現

下で Shavenbabyの切断が誘導され、核内

局在が大きく変化すると同時に、転写抑

制因子から転写活性化因子へと活性がス

イッチすることがわかっている。これら

の結果はマイクロペプチドが遺伝子発現

を介して発生現象を制御していることを

示したものであるが、pri遺伝子産物（PRI

ペプチド）が直接 Shavenbabyタンパク質

と相互作用するのかどうか、pri遺伝子産

物はどのような分子活性持つのかという

点については不明のままであり、マイク

ロペプチドの動作原理を解明するために

は、分子メカニズムの解明が必須である。 

 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、pri遺伝子産物の作用機構を

分子生物学的・細胞学的な手法を用いて解

析することにより、マイクロペプチドとい

う新規の活性分子による発生制御機能の解

明を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 

	 上記の現状を踏まえ、本研究では以下

の研究を行う。 

1) pri 遺伝子と遺伝学的に相互作用す

る因子の同定  

	 前述の通り、pri 遺伝子は Shavenbaby

の限定分解を誘導することが明らかとな

っているが、pri遺伝子がどのような分子

メカニズムでその生理活性を発揮してい

るかについては明らかになっていない。

pri変異体の表現型を詳細に解析し、これ

を遺伝学的に相互作用する遺伝子を同定

することにより、マイクロペプチドの作

用メカニズムを明らかにする。 

2) PRI ペプチドと物理的に相互作用

する因子の同定  

図 2. polished rice は転写因子 Shavenbabyの
限定分解を誘導し、転写抑制因子から転写

活性化因子への変換を行う。 

図1. polished riceは種間で高度に保存された4

個の短鎖ペプチドをポリシストロニックにコ

ードする。 



 PRIペプチドを FLAGタグおよびHAタ

グとの融合ペプチドとして発現する安定

細胞株を既に樹立しており、これを用い

て免疫沈降による PRI結合タンパク質の

部分精製を行い、マススペクトログラフ

ィーにより PRI結合タンパク質を同定す

る。同定した PRI結合タンパク質につい

て、当該遺伝子の突然変異系統を作製し、

その表現型の解析を行うことにより、

PRI ペプチドの作用メカニズムを明らか

にする。 
	 
４．研究成果	 
	 

1) pri遺伝子と遺伝学的に相互作用する

因子の同定  

	 pri 遺伝子の細胞内の機能は全くわかっ

ておらず、どのような生化学的活性を持つ

のかは全く不明である。このような場合、

遺伝的形質を指標をとして pri と相互作用

する相互作用遺伝子を同定し、その細胞内

機能から pri 遺伝子産物の帰納を演繹する

することがもっとも効果的である。 

	 pri 遺伝子の発現解析から、pri 遺伝子が

胚発生のみならず、幼虫期および成虫期に

おいても強い発現を示すことを明らかにし

ていたが、ノザン解析および in situはイヴ

ルダイゼーション解析により、我々は pri

遺伝子が変態期特異的な一過的な発現様式

を取ることに気がついた。pri変異体のモザ

イク解析から、pri遺伝子が変態期の移行に

必須であることが示された。また、変態期

における時期特異的遺伝子発現には、ステ

ロイドホルモンであるエクジソンとその受

容体であるEcRが決定的な役割を果たして

いることが知られているが、pri変異体にお

いて、EcR 遺伝子の発現に変化は見られな

いもの、その下流の転写因子である E74お

よび F75の発現が大きく変動していること

が明らかとなった。また、EcRのドミナン

トネガティブ変異の表現型が pri 遺伝子の

過剰発現により顕著に回復することを示し

た。これらの結果は、pri 遺伝子と EcR 遺

伝子が強調的に機能していることを強く示

唆している（発表論文①）。 

2) PRI ペプチドと物理的に相互作用

する因子の同定  

	 細胞内で PRIペプチドと結合しうる因子

は、当然のことながら PRIペプチドの気の

王に関与している可能性がある。培養細胞

を用いて 3xHA-3xFLAGと PRIとの融合ペ

プチドをメタロチオネインプロモーターに

より発現させ、抗 HA 抗体および抗 FLAG

抗体によるタンデムアフィニティーにより

部分生成した後、電気泳動により分画し、

タグのみのペプチドと比較して顕著な結合

を示す複数のバンドについて、質量分析計

でそのアミノ酸配列を解析したが、結合す

るバンドはごくわずかで、各実験で再現性

よく検出されるタンパク質は皆無であった。

結合の条件についても塩濃度はもちろんの

こと、緩衝液の組成を変えて検討したが、

安定した結合を示す結果は得られなかった。

発現細胞では PRIペプチドの活性が上昇し

ていることを Shanvenbaby の切断活性を指

標に確認してあるが、今後のさらなる条件

検討が必要と思われる。 
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