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研究成果の概要（和文）：　本研究では、バイオインフォマティクスに基づく、塩基配列データベースを横断的に、進
化保存的ペプチドを探索するための方法論の開発と同定したペプチドの機能の実験的な検証とおよび、抗がんペプチド
の可能性を検討する。
　まず、ゲノムの小さなモデル植物のために基礎的な方法論を開発し、改良することで、動植物界に広く応用するため
の方法論を確立することに成功した。また、本手法の応用により同定したペプチドが機能を有することを確認できた。
さらに、これまで、上皮系がん細胞の抗腫瘍効果があるとされていた4EBPペプチドについては、非皮系がん細胞でも効
果のあることを実験的に確認することが出来た。

研究成果の概要（英文）：The objectives are outlined in the title. Accordingly, we developed a novel 
bioinformatics method. This method was applicable to various genomes, and the function of the identified 
peptides was confirmed empirically by a transient in vitro assay. Moreover, we observed in vitro 
inhibition of growth of a sarcoma, murine sarcoma Sendai (MUSS) by 4E-BP peptides that inhibited the 
growth of various carcinomas in vitro.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： バイオインフォマティクス　翻訳抑制　がん
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１．研究開始当初の背景 
近年のマイクロアレイ技術や次世代シー
ケンサー技術の発展により、膨大なオミック
ス情報が利用可能になってきたが、十分利活
用されてない。そのため、これまでに、様々
なバイオインフォマティクス手法が、提案さ
れてきたが、実用的に使用できる手法は限ら
れていた。また、近年、ゲノムのジャンク領
域と考えられてきたタンパク質非コード領
域に、機能性コード領域が存在することが、
少しずつ明らかになってきた。その中には、
短い open reading frame (ORF)ペプチドが
コードされている領域が存在し、下流のタン
パク質の翻訳抑制機能を有していることが、
数例発見された。このような短い ORF ペプ
チドは、疾患と関連するものも一部報告され
ている。また、これまでに 4E-BP タンパク
質由来のペプチド抗がん剤が開発され、卵巣
がん細胞株の増殖抑制効果を持つことが示
されていた。 

２．研究の目的 
本研究では、ゲノム非コード領域における
短い ORF ペプチドの中でも、特に、5' 非翻
訳領域(untranslated region: UTR)に存在する
upstream ORF (uORF)ペプチドに注目し、進化
保存性に基づき、website上に蓄積されている
塩基配列ビッグデータを横断解析する方法
論の開発と、同定した進化保存的 uORFの実
験的な検証、さらに、ペプチド抗がん作用に
関する検討を行う。 

３．研究の方法 
(1) 進化保存的 uORFペプチドの同定法の確
立のために、モデル植物であるシロイヌナズ
ナのゲノムから、網羅的に uORFを抽出した。
この中から進化保存的 uORFペプチドを同定
するため国立遺伝研究所の管理する DDBJの
Web APIを用いて、植物の expressed sequence 
tags (EST)から、BLASTによる相同配列検索
を試みた。さらに、BLASTヒット ESTから、
終止コドンの保存性の確認、非同義置換率
(Ka)/同義置換率(Ks)の計算、下流 main ORF 
(mORF)の相同性確認、双子葉植物で広く保存
されている uORFの抽出を行った。このよう
なパイプラインを BLAST-based algorithm for 
the identification of upstream open reading 
frames with conserved amino acid sequences 
(BAIUCAS)法と名付け、論文として報告した
(論文⑮)。 

(2)(1)で同定した進化保存的な uORF ペプチ
ドの機能を、実験的に検証するために、35S
プロモーターとレポーター遺伝子としての
ルシフェラーゼの間に野生型 uORF 含む 
5'UTRと uORFをフレームシフトで破壊した
改変 5'UTRの 2種類を挿入したコンストラク
トを設計した。これらのコンストラクトをベ
クターに組み込み、植物培養細胞MM2dを用
いてトランジェントアッセイを行い、uORF
の機能を検証した(図 1上半分)。 
(3)(1)で開発した BAIUCAS 法を、さらに拡
張して、シロイヌナズナゲノムの 30 倍のサ

イズを誇るヒトゲノムに応用するために、
様々な拡張を施した手法(Evolutionary search 
for upstream open reading frames with conserved 
amino acid sequences: ESUCA法)を開発した。
この際、DDBJ のサーバーが一新され、Web 
API のサービスを停止した関係で、ローカル
に BLAST 実行環境を構築したため、安定・
かつ高速に、相同解析が出来るようになった。
拡張のポイントとして、①タキソノミ(種分類
学)に基づく生物界の詳細なカテゴライズを
おこなったこと、②EST配列だけで無く次世
代シーケンサー由来の EST に相当する情報
である transcriptome shotgun assembly (TSA)を
ESTと合わせて解析出来るようにすることに
よる網羅性の大幅拡張、③BLAST ヒット
EST/TSAからの uORF領域の自動同定機能を
追加し、Ka/Ks解析シミュレーションを自動化
したこと、④他生物で融合タンパクを形成す
るような擬陽性 uORFをあらかじめ除去する
ための BLASTxを用いた方法論の開発、⑤非
常にコンタミが多い EST/TSA の情報におけ
るデータクレンジング手法の開発など、あげ
られ、これらの要素技術を ESUCA 法に組み
込んだ。 

(4) 4E-BP ペプチドは、これまで、癌腫
(carcinomas)にしか、応用されてこなかったの
で、肉腫(sarcomas)に応用可能かを検討した。 

４．研究成果 
(1) BAIUCAS法により、シロイヌナズナから
進化保存的なuORFペプチドを18個新たに同
定することが出来た(論文⑮)。 

(2) (1)で同定した 18個のうち、16個につい
て実験的に確認したところ、16 個中の 12 個
の uORFは、下流の mORFの翻訳を制御して
いることを発見した(論文③)(図 1下半分)。こ
のうち、特に、翻訳制御機能の強かった 5個
については、どのアミノ酸が翻訳制御を担っ
ているか詳細に同定した(論文③)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、図 1下半分のうち、吹き出しで tomato
と表記した AT5G46590は、シロイヌナズナの
uORF の機能は、部分的に壊れている様で、
翻訳抑制機能が弱かったが、トマトの相同な
uORF を用いることで、強い翻訳抑制効果を
検出できた (Noh et al. Plant Biotechnol. in 
press)。また、青いバーで示した AT1G67480
は、同じくシロイヌナズナでは、uORF の機
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図1  培養細胞株MM2dを用いたトランジェントアッセイ



能が壊れている様で、統計的な有意差が無か
ったが、ポプラの uORFはよく保存されてお
り、トランジェントアッセイでは強い翻訳抑
制効果を示した(論文投稿準備中)。つまり、
16 個実験したうちの 13 個は、翻訳抑制機能
を大なり小なり持っているということが判
明した。BAIUCAS法で同定した 18個のうち
の 16個しか実験をしなかったのは、1個は翻
訳抑制機能以外の機能が予測されたこと、も
う 1個は、18個の中に類似配列があり、より
保存性の高い方のみを実験に使用したため、
16個しか実験を行っていない。 

(3) 5 種類の植物ゲノムと 4 種類の動物ゲノ
ムに ESUCA 法を応用することで、動植物界
それぞれにおいて、少なくとも 100種類以上
の新規の進化保存的な uORFペプチドを同定
することが出来た。 

(4) 4E-BPペプチドは、肉腫(sarcomas)の一種
であるマウス悪性線維性組織球腫(MUSS)の
細胞株に対し、強い増殖抑制効果を示したこ
とから、4E-BPペプチドは、癌腫(carcinomas)
だけでなく、肉腫(sarcomas)にも応用可能なこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その他、主な発表論文等にある様に、多数
のがんやゲノム非コード領域に関する研究
を発表することが出来た。 
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