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研究成果の概要（和文）：イネ科のモデル植物ミナトカモジグサを対象に、光環境応答処理を行った植物から、
網羅的な転写物解析、ribo-RNAseq解析を行うことで、実際に翻訳がなされている短鎖ペプチド遺伝子を同定し
た。少なくとも百遺伝子は、新規の短鎖ペプチド遺伝子であった。また、non-coding RNA遺伝子の配列セットを
定義するために、21の組織から抽出したRNAをプールし、Cap-trapping法で得た完全長cDNAライブラリの配列デ
ータを解析し約1万の非冗長なlncRNAs候補配列を同定した。タンパク質コード遺伝子とlncRNA候補配列の一部を
教師データとして、判別モデルの作成を試みている。

研究成果の概要（英文）：We identified short peptide genes that are actually translated by 
comprehensive transcript analysis and ribo-RNAseq analysis from the light-responsive treated plants 
of the grass model plant, Brachypodium distachyon. These included at least 100 short peptide genes 
that have not been reported before. To define the sequence set of non-coding RNA genes, we pooled 
RNA extracted from 21 tissues and analyzed the sequence data of a full-length cDNA library obtained 
by the cap-trapping method to identify about 10,000 non-redundant lncRNAs candidate sequences. We 
are attempting to create a discriminant model using some of the protein-coding genes and lncRNA 
candidate sequences as teacher data.

研究分野：植物分子遺伝学、植物分生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イネ科のモデル植物であるミナトカモジグサから、ribo-seq解析により、実際に翻訳されている新規の遺伝子を
含む短鎖ペプチド遺伝子を300以上同定した。これらのデータを教師データを用いることで、植物ゲノム上の短
鎖ペプチド遺伝子を探索するモデルの構築が可能となった。また、これらの遺伝子はこれまでに説明できていな
い現象の理解を補助する情報を提供する可能性がある。これらの情報は、植物遺伝子の機能の理解、生命現象の
分子レベルでの理解、さらに人為的操作技術の開発に大きく寄与する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
これまでタンパク質をコードしないと考えられていた RNA 遺伝子(ncRNA 遺伝子)が、実は 100 ア
ミノ酸残基未満の短いペプチドをコードし、生体内で重要な機能を担っている例が動物、植物を
問わず報告が相次いでいる。これらは、ゲノム内には種特異的な機能性ペプチド遺伝子が数多く
存在する一方で、その機能の大部分は未解明であり、それらの網羅的な同定と機能解析のための
新たな研究基盤の必要性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究は、機能性短鎖ペプチドをコードする遺伝子(機能性 sORF)の網羅的な同定とハイスルー
プットな機能解析を可能にする基盤を構築することを目的とする。ゲノム解読が進む多様な生
物種や集団から機能性 sORF を網羅的に同定し、その生理機能や遺伝子間相互作用、集団内で
の進化等を解明する新技術を提供することを目指す。この様な機能性短鎖ペプチドの網羅的同
定にゲノムスケールの網羅性を与えられることで、ゲノム科学における遺伝子の構造について
の理解が刷新されると期待される。さらに、機能性短鎖ペプチドの生理機能の解明は、環境適応
性を担う遺伝子制御ネットワークに新たな遺伝子グループの統合を促し、細胞システムの理解
をより深化すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
イネ科植物のミナトカモジグサ(Brachypodium distachyon)を対象に研究を行う。ゲノム進化の
関係が明確で、亜科内や属内での機能性 sORF の多様性や保存性を議論できる、世界の多様な環
境に適応しており機能性 sORF と環境適応性の関係を議論できる、集団レベルのゲノム解読が進
んでおり機能性 sORF の種内変異を議論できる、などの目論見からである。以下の３つ研究を進
める。 
(1) 翻訳 sORF のカタログ化技術の開発： 
機能性 sORF の探索では、コドン利用様式やペプチドの配列の保存性があてにならない。そこで、
その発現と翻訳をそれぞれ RNA-seq と Ribo-seq(リボソームプロファイリング)で網羅的に解析
し、翻訳される sORF 候補配列をカタログ化する。光条件を変化させた植物体から得た RNA サン
プルを解析し、ストレス応答や生長制御に関わる機能性 sORF 候補配列を選抜する。 
(2) ゲノム情報から機能性 sORF を見つける sORF 探索 AI の構築： 
(1)によって得られた翻訳される sORF 候補配列カタログをサポートベクターマシン等により機
械学習し、DNA 配列から翻訳される sORF を識別する AI を構築する。また、(2)で得られるデー
タも統合し、sORF に紐づく GRN に特徴的な機能に基づいて機能毎にグルーピングする AIを構築
する。 
(3) sORF がコードするペプチドの高速機能解析技術の開発： 
機能性 sORF 候補配列を GFP 遺伝子とともに植物のプロトプラスト（細胞壁を取り除き、遺伝子
導入を容易にした細胞）に導入し発現させる。sORF 導入細胞を、GFP 蛍光を指標にセルソーター
で回収し、トランスクリプトーム解析に供する。遺伝子発現制御ネットワーク(GRN)への影響を
評価し、導入した sORF の生理機能を推定する。 
 
４．研究成果 
ミナトカモジグサ Bd21 株を、16 時間明期 8時間暗期の条件で生育したのち、連続光下で 7日間
生育した。その後、暗所 0, 0.5, 1, 3 時間、暗所３時間後さらに明所 0.5, 1, 3 時間処理した
植物個体 7種類のサンプルを取得した。 
１）ribo-seq 解析：これらのサンプルの組織を破砕し、全 RNA サンプル（リボゾーム画分を含
む）を抽出した。このうち 30ugRNA 分のサンプルを用いて、RNaseI 処理を行なった後、スクロ
ース密度勾配遠心を行い、リボソーム画分を精製した。リボソーム画分から RNA を抽出した。
RNA 変性ポリアクリルアミド電気移動で分画し 17-50bp に該当する RNA を精製した。得られた
RNA にバーコード配列を含むリンカーをそれぞれのサンプルごとに付加したのち、RNA 変性ポリ
アクリルアミド電気移動で分画して、リンカーが結合した RNA を精製した。Ribosomal RNA を除
去したのち、cDNA を合成、環状化し PCR で 8〜10 回増幅しポリアクリルアミド電気泳動で分画
して DNA 断片を精製し、ライブラリーとした。 
 
２）RNA-seq 解析：項目１）の全 RNA サンプルの 10ug 分を用いて、ribosomeRNA を除去したの
ち、RNAseq 用ライブラリーを作成した。 
 
３）上記１）、２）で作成した配列解析用ライブラリーをそれぞれ次世代シークエンサーにより
網羅的配列解析を実行した。得られた配列解析データのクオリティーを整えたのち、RiboTaper
により翻訳開始点を探索した。これにより、翻訳されていると推定される 30 アミノ酸残基以上
100 アミノ酸残基以下の短鎖ペプチド遺伝子を 300 個以上同定することに成功した。これらの配
列解析から、シロイヌナズナやイネなどでこれまでに報告のない新規の短鎖ペプチド遺伝子か
どうか評価した。その結果、少なくとも 100 以上の遺伝子が新規のものと考えられる。これらの



機能を明らかにすることで、今まで説明ができなかった生命現象について理解する糸口が見出
せる可能性がある。 
 
４）短鎖ペプチド遺伝子の分子機能を明らかにするための、プロトラストを用いたハイスルプッ
ト機能解析プラットフォームの構築およびその運用試験を行うために、新規の短鎖ペプチド遺
伝子と植物種間で保存されているが機能不明のペプチド遺伝子、さらにレファレンスとして機
能既知のペプチド遺伝子類似遺伝子、計 30遺伝子を選抜し、それらの cDNA をクローニング、植
物細発現ベクターに挿入したコンストラクトをそれぞれ構築し、トランスフェクション用高品
質プラスミド DNA を得た。 

 
 
機能解析ように選抜された短鎖ペ
プチド遺伝子（30）のリスト 
（配列は一部）。上半分は他の報告
がない新規植物遺伝子。下半分は、
機能既知を含む報告のある遺伝子。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
５）配列情報から短鎖ペプチド遺伝子をコードするかどうかを判別するモデルの作成を行うた
めに、ミナトカモジグサにおいて、non-coding RNA 遺伝子の配列セットを定義することを目的
として、完全長 cDNA ライブラリーの配列データを解析し lncRNAs 候補配列を同定した。具体的
には、ミナトカモジグサの様々な組織(21 組織)から抽出した RNA をプールし、Cap-trapping 法
で得た cDNA ライブラリを Illumina の次世代シーケンサーにより、鎖特異的なシーケンシング
を行った。これまでに収集したミナトカモジグサの RNA-seq データと合わせてリファレンスゲ
ノムにマッピングし、5’および 3’端を完全長 cDNA 配列データから同定するとともに、複数の
アルゴリズムに基づくコーティングポテンシャルが閾値未満となる約 1 万種類の lncRNAs 候補
配列を同定した。これらの lncRNAs 候補配列セットは、sORF かどうかを判別する AI 学習をする
うえでのネガティブデータセットとして用いることができる。他方、上記の ribo-seq 解析で得
た短鎖ペプチド遺伝子配列は、ポジティブデータセットとして用いることができるため、sORF 判
別モデルを機械学習によって構築するための基盤となるデータセットが整備できた。また、転写
制御ネットワークの特徴的な機能に基づいて、機能毎に各遺伝子をグルーピングするために、
根・葉・穂などの代表的な器官と、塩・乾燥・高温などの環境ストレスを処理した組織など、32
組織から得られたRNA-seqデータを得た。上記、RNA-seq解析で得た遺伝発現データと合わせて、
各遺伝子の発現パターンと転写因子から GRN を推定し、各 GRN のモジュールにエンリッチする
GO Terms や転写因子の機能等から各ネットワークに特徴的な機能を推定するための基盤を構築
した。 
 



 
 

21 の組織を対象にした Cap-trapping 法による RNA 解析結果から抽出したタンパク質コード遺
伝子と non-coding RNA 遺伝子のゲノム上の分布図。これらのリストと、ribo-seq 解析のデータ
を教師データとして sORF 判別モデルの構築が可能となった。 
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