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研究成果の概要（和文）：真核生物のmRNAの5'非翻訳領域に存在する上流ORFと呼ばれる配列がタンパク質の発
現制御に関与する場合がある。本研究では、植物のある遺伝子の上流ORFが翻訳された際に翻訳複合体がマグネ
シウム濃度を感知してタンパク質発現量を調節し、細胞内マグネシウム濃度の恒常性維持に関与することを見出
した。また、植物のポリアミン合成酵素遺伝子では、通常とは異なる開始コドン（非AUG開始コドン）で始まる
上流ORFがポリアミンに応答したフィードバック発現制御に関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Upstream open reading frames (uORFs) are elements found in the 5'
-untranslated regions of eukaryotic transcripts that can affect translation of the downstream 
protein-coding sequences. In this study, we discovered that during translation of the uORF of an 
Arabidopsis gene, the translation complex containing the uORF-encoded nascent peptide directly 
senses magnesium to cause ribosome stalling, thereby repressing translation of the protein-coding 
sequence. Our results demonstrated that this magnesium-responsive translational regulation 
contributes to maintaining magnesium homeostasis in plant cells. Additionally, we identified a 
non-AUG-initiated uORF involved in the feedback regulation of the expression of a key enzyme of 
polyamine biosynthesis in plants.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 上流ORF　リボソーム　ストレス応答　新生鎖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、マグネシウムやポリアミンの細胞内濃度を感知して恒常性を維持するための新たな機構が発見さ
れた。マグネシウムは植物の生育に必要な多量要素の一つであり、ポリアミンは植物の環境ストレス耐性に関与
することが知られている。したがって、本研究の発見は植物生理学や分子生物学の分野に学術的なインパクトを
与えるだけでなく、将来的には栄養欠乏環境やストレス環境における作物の生育改善などの応用につながること
が期待できる。

※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 

真核生物の 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、
同じ mRNA 上のタンパク質コード領域（主要 ORF）の翻訳制御に関与する場合がある。研究代
表者のグループはこれまでに、被子植物において保存された配列を持つ uORF を探索し、その
中からストレス、栄養状態、細胞分化状態など様々な細胞内環境に応答した翻訳制御に関与する 

uORFを見出した。しかし、それらの uORFが関与する翻訳制御において、細胞内環境がどのよ
うに感知されているかはわかっていなかった。また、AUG 以外の開始コドンで始まる uORF（非
AUG 開始型 uORF）についても被子植物間で保存された配列を持つものを探索し、その中から
主要 ORF の翻訳に影響を与えるものを同定したが、それらの非 AUG 開始型 uORF がどのよう
な細胞内環境に応答した翻訳制御に関与するかは不明あった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、uORFが翻訳される際に細胞内環境がどのように感知され、それに応答してどの
ような機構で uORFが主要ORFの翻訳を制御するのかを明らかにすることを目的とする。また、
被子植物間で保存された配列を持つ非 AUG開始型 uORFがどのような細胞内環境に応答した翻
訳制御に関与するかを明らかにし、その翻訳制御機構を解明することも目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)一過的発現系を用いた解析 

 uORF が介するマグネシウム(Mg)やポリアミンに応答した翻訳制御機構や、非 AUG 開始型
uORFが関与する翻訳制御機構の解析に一過的発現系を用いた。それらの解析を行うために、各
uORF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または葉肉細胞から調製
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、一定時間培養後に細胞を破砕してルシフェラーゼ活性を測定した。必要
に応じて培養液の Mg濃度を変えたり、ポリアミンを培養液に添加した。 

 

(2)形質転換植物を用いた解析 

 核小体ストレス応答に関与する ANAC082 遺伝子の uORF が介する翻訳制御機構を解析するた
めに、ANAC082 遺伝子の 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。その際に、導入遺伝子に野生型 uORF含むものと開始コド
ンを欠く変異型 uORF を含むものをそれぞれ作出した。形質転換シロイヌナズナの幼植物を液
体振盪培養し、核小体ストレスを引き起こすアクチノマイシン D あるいは小胞体ストレスを引き起こす
ツニカマイシンで処理した。処理後の植物の細胞抽出液を用いて、ルシフェラーゼ活性を測定した。ま
た、処理後の植物からRNAを抽出し、定量 PCRによりルシフェラーゼ mRNA 量を測定した。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、ANAC082 遺伝子が転写段階
と翻訳段階でそれぞれのストレスに応答して制御にされる可能性を検討した。 

 

(3)試験管内翻訳系を用いた解析 

 uORF が介する Mg に応答した翻訳制御において、uORF にコードされるペプチドを含む翻訳
複合体が直接的に Mgを感知してリボソームを停滞させる可能性を検討するために、兵庫県立大
学の今高寛晃博士と町田幸大博士より分与を受けたヒト因子由来の再構成型翻訳系を用いた。
リボソームの停滞を検出するために、タグ配列を付加した uORF を再構成型翻訳系を用いて翻
訳し、タグの抗体を用いたウエスタンブロット法により翻訳産物を解析した。リボソームが停滞
した場合は、翻訳が完了していない状態のペプチジル tRNA が検出されることが期待される。 

 

４．研究成果 

(1)マグネシウムに応答した翻訳制御に関与する uORF 

研究代表者はこれまでにシロイヌナズナにおいて、細胞内の Mg 濃度に応じて翻訳を制御する
uORFを見出した。この uORFが翻訳される際に細胞内の Mg濃度が高いと uORFでリボソーム
が停滞し、下流の主要 ORF の翻訳が抑制される。この Mg に応答したリボソームの停滞には、
uORFの塩基配列ではなくアミノ酸配列が重要であることを以前に示した。 

本研究では、この uORFにコードされるペプチドの中の Mg応答に重要なアミノ酸残基を同定
するために、様々なアミノ酸残基を他のアミノ酸残基に置換して Mg 応答への影響を一過的発現
系を用いて調べた。その結果、この uORF ペプチドの C 末端から 5 番目と 10 番目の残基が Mg

に応答した翻訳制御に特に重要であることを明らかにした。一方、これらの残基に対応するコド
ンを同義置換した場合には Mg応答への影響が見られなかったことから、これらのコドンの塩基
配列ではなくアミノ酸残基が Mg応答に重要であることが示された。また、uORFペプチド配列



 

 

はシスに作用して主要 ORF の翻訳を抑制することを明らかにした。リボソームの停滞に uORF

のアミノ酸配列が重要であることとこれらの結果を考えあわせると、uORFにコードされる新生
ペプチド鎖がリボソームの出口トンネル内で働いて Mg に応答してリボソームを停滞させるこ
とにより主要 ORFの翻訳を制御することが示唆される。 

さらに、翻訳反応に必要な因子のみを含む再構成型試験管内翻訳系を用いてその uORF を翻
訳した場合にも、Mgに応答したリボソームの停滞を再現できることを明らかにした。このこと
から、uORFペプチドを含む翻訳複合体が直接的に Mg を感知してリボソームを停滞させること
が示唆された。また、ゲノム編集を用いてその uORFを破壊した植物の Mg 含有量を誘導結合プ
ラズマ質量分析法（ICP-MS）解析により測定したところ、野生型植物と比較して Mg 含有量の
有意な増加がみられた。このことから、この uORF が介する Mg に応答した翻訳制御が細胞内
Mg 濃度の恒常性維持に寄与することが明らかとなった。この uORFによって翻訳が制御される
主要 ORF は、液胞膜に存在する Mg 輸送体と相互作用するタンパク質をコードする。したがっ
て、この翻訳制御において uORFペプチドを含む翻訳複合体が細胞質の Mg 濃度を感知するセン
サーとして働き、Mg輸送体と相互作用するタンパク質の発現量を調節することによって細胞質
Mg 濃度の恒常性を維持していると考えられる。 

 

(2)核小体ストレスに応答した翻訳制御に関与する uORF 

核小体内でリボソーム生合成に異常が生じた場合に、それを感知した細胞は自身の増殖を抑制する。シ
ロイヌナズナの ANAC082 遺伝子は、そのような核小体ストレス応答において重要な役割を担う転写
因子をコードする。研究代表者のグループはこれまでに、核小体ストレスに応答したANAC082 の発
現誘導に 5′ 非翻訳領域に存在する uORF が関与することを見出した。一方、シロイヌナズナに
おける ANAC082 と最も相同性の高いホモログである ANAC0103 は小胞体ストレス応答に関与
しており、小胞体ストレスに応答して転写段階で発現が誘導されることが知られている。本研究
では、ANAC082 の発現は核小体ストレスに応答して誘導されるが、転写段階と翻訳段階のいずれに
おいても小胞体ストレスには応答しないことが示された。また、ANAC0103の uORFは ANAC082

の uORF とアミノ酸配列が部分的に似ているが、ANAC082 uORF のようなアミノ酸配列依存的
な翻訳抑制は引き起こさないことがわかった(Sasaki, Murakami, Yasumuro et al. 2023)。これらのこ
とから、ANAC082 と ANAC0103 は進化の過程において別のストレス種に応答するように機能が
分かれ、ANAC103 遺伝子はプロモーター領域の上流に小胞体ストレスに応答して転写を活性化
するシス調節配列を獲得した一方、核小体ストレスに応答して翻訳を促進するための uORF を失った
と考えられる。 

 

(3)ポリアミンに応答した翻訳制御に関与する非 AUG 開始型 uORF 

研究代表者のグループはこれまでに、進化的に保存された配列を持つシロイヌナズナの非
AUG 開始型 uORFの中から、下流の主要 ORFの翻訳に影響を与えるものを 4つ同定した。その
うちの一つの下流に存在する主要 ORF はポリアミン合成酵素をコードする。そこで、この非
AUG 開始型 uORF がポリアミンに応答した翻訳制御に関与する可能性を一過的発現系を用いて
検討した。その結果、ポリアミンに応答した主要 ORFの翻訳抑制にこの非 AUG 開始型 uORFが
関与することを明らかにした。さらに、非 AUG 開始型 uORF の開始コドンの下流に存在する
RNA 二次構造がこの翻訳制御に必要であることを見出した。この非 AUG 開始型 uORF と RNA

二次構造が関与する翻訳制御は、植物細胞内でポリアミンが過剰に蓄積した場合に、ポリアミン
濃度を適切な範囲内に維持する役割を担っていると考えられる。また、この翻訳制御では、特定
のポリアミン分子種だけでなく様々なポリアミン分子種によってこの遺伝子の翻訳が抑制され
ることが示唆された。これらのことから、ポリアミンの正電荷が RNA 二次構造に影響を与える
ことによって翻訳効率が低下する可能性が考えられる。 

 

(4) 他の非 AUG 開始型 uORFが関与する翻訳制御機構 

これまでに同定した非 AUG 開始型 uORF のうちの 2 つでは、uORF のペプチド配列が植物間
で広く保存されている。これらの 2 つの uORF のペプチド配列の中で翻訳制御に重要な アミノ
酸残基の同定を行い、それぞれ C 末端側の 8アミノ酸および 15アミノ酸の領域が重要であるこ
とを見出した(Hiragori et al. 2023)。 

 もう一つの非 AUG 開始型 uORFは塩基配列は進化的に保存されているが、ペプチド配列は保

存されていない。しかし、この非 AUG 開始型 uORF と主要 ORF の間には、植物間で広く保存

された配列を持つ AUG 開始型 uORF が存在する。この非 AUG 開始型 uORF による翻訳促進機

構を明らかにするために、この非 AUG 開始型 uORF と AUG 開始型 uORF の役割を一過的発現

系を用いて解析した。その結果、AUG 開始型 uORFにコードされるペプチドは主要 ORFの翻訳

を抑制し、非 AUG 開始型 uORF は AUG 開始型 uORF による翻訳抑制効果を緩和することによ

って主要 ORFの翻訳を促進することが明らかになった(Hiragori et al. 2023)。 
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