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研究成果の概要（和文）：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、そこにコードされる
新生ペプチド鎖（uORFペプチド）が自身を翻訳したリボソームに作用して翻訳を制御する例が知られているが、そのよ
うな翻訳制御はごく一部の遺伝子にのみ見られる例外的な遺伝子発現制御であると考えられていた。　本研究は、uORF
ペプチドによる翻訳制御の植物における未知の役割と機構を明らかにするために、アミノ酸配列依存的にタンパク質発
現を抑制するuORFの生理的役割を解析し、発生分化や細胞増殖に関連した遺伝子発現制御に関与するuORFを見出した。
さらに、新規の機構で翻訳を制御するuORFを見出した。

研究成果の概要（英文）：Upstream open reading frames (uORFs) are small ORFs present in the 5′ 
untranslated regions of many eukaryotic mRNAs. Some uORFs encode regulatory peptides that repress 
translation of the main ORF. Such translational regulation mediated by a uORF-encoded peptide was 
considered to be an exceptional regulatory mechanism. However, we recently identified a variety of genes 
whose expression is regulated by a uORF-encoded peptide, suggesting that uORF peptide-mediated 
translational regulation plays a wider physiological role than previously thought. In this study, we 
investigated physiological roles of the regulatory uORF peptides that we identified, and found a uORF 
involved in developmental regulation and a uORF that specifically represses main ORF expression in 
actively proliferating cells. Furthermore, this study revealed a novel mechanism of translational 
regulation, which involves two uORF-encoded peptides that have opposite regulatory roles.

研究分野：分子生物学

キーワード： uORF　翻訳制御　リボソーム　新生ペプチド　シロイヌナズナ　ポプラ
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１．研究開始当初の背景 
(1) uORF ペプチドによる翻訳制御 
 真核生物の mRNA の約 30％は、5′ 非翻訳領
域に上流 ORF (uORF)と呼ばれる小さな ORFを
持つ。その中で、uORF にコードされるペプチ
ド（uORF ペプチド）が自身を翻訳したリボソ
ームの内部に作用してリボソームを停滞さ
せ、それによって主要 ORF の翻訳を抑制する
例が報告されている。そのような uORF ペプ
チドによる翻訳抑制を受ける遺伝子のなか
で、これまでにその翻訳制御の生理的役割が
明らかにされているものの多くは、代謝酵素
などをコードする代謝関連遺伝子であり、そ
れらの遺伝子の翻訳制御ではエフェクター
分子である代謝産物に応答して uORF ペプチ
ドがリボソームの停滞を引き起こす。すなわ
ち、uORF ペプチドによる翻訳抑制が代謝産物
に応答したフィードバック制御として機能
している。 
 
(2)翻訳抑制を起こす uORF ペプチドの探索 
 翻訳制御に関与する uORF ペプチドの網羅
的同定に向けたアプローチとして、アミノ酸
配列が進化的に保存されている uORF 
(conserved peptide uORF: CPuORF) の探索
が比較ゲノム解析によって行われてきた。従
来の比較ゲノム解析によるアプローチでは
特定の生物種間で uORF ペプチド配列の比較
が行われたが、より網羅的に CPuORF を同定
するために、BLAST を用いて不特定生物種間
で uORF ペプチド配列を比較して CPuORF を抽
出する方法（BAIUCAS 法）を千葉大学の高橋
広夫博士との共同研究により開発した[1]。
BAIUCAS 法を用いることによって、シロイヌ
ナズナから 39 種類 CPuORF を同定した[1]。そ
れらの CPuORF の中から新規に同定したもの
を中心に、下流の主要 ORF の翻訳への影響を
解析し、アミノ酸配列依存的に主要 ORF の翻
訳を抑制する CPuORF を 10 個同定した。 
 
２．研究の目的 
 前述のように、以前に同定されて解析が進
められている uORF ペプチドによる制御は、
代謝酵素遺伝子のフィードバック制御に関
与するものが多い。一方、上述の解析により
同定した CPuORF により翻訳が抑制される遺
伝子の中には、代謝に関与する遺伝子は含ま
れず、発生分化、細胞増殖制御、ストレス応
答に関与する遺伝子などが見いだされた。こ
のことから、uORF ペプチドはこれまでに考え
られていたよりも幅広い遺伝子の発現制御
に関与し、多様な役割を担っていることが予
想された。本研究は、uORF ペプチドによる翻
訳制御の未知の役割を明らかにするために、
uORF ペプチドが条件依存的あるいは細胞・組
織特異的な発現制御に関与する可能性を検
討した。また、uORF ペプチドが関与する未知
の翻訳制御機構を解明するために、複数の
uORF が関与すると考えられる翻訳制御機構
の解析を行った。 

３．研究の方法 
(1)形質転換植物を用いた解析 
①uORF ペプチドが条件依存的な発現制御に
関与する可能性の検討 
 これまでに同定した uORF ペプチドにより
翻訳が抑制される遺伝子の中で、ある生理的
条件に依存して発現が制御されることが予
想される遺伝子については、uORF の下流にル
シフェラーゼ遺伝子をつないだコンストラ
クトを導入した形質転換植物を用いて、uORF
ペプチドが条件依存的な発現制御に関与す
る可能性を検討した。そのために、各 uORF
について野生型 uORF を持つコンストラクト
と翻訳抑制能を欠く変異型 uORF を持つコン
ストラクトを導入した形質転換植物をそれ
ぞれ作出した。 
 それぞれの uORF が発現制御に関与する可
能性が予想される生理的条件と通常条件に
おいて、野生型uORFを持つ植物と変異型uORF
を持つ植物の間で、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、
それらの uORF にコードされるペプチドが条
件依存的な翻訳制御あるいは mRNA 分解制御
に関与する可能性を検討した。 

②uORF ペプチドが細胞・組織特異的な発現制
御に関与する可能性の検討 
 これまでに同定した uORF ペプチドにより
翻訳が抑制される遺伝子の中で、細胞・組織
特異的に発現する遺伝子については、uORF ペ
プチドが細胞・組織特異的な発現制御に関与
する可能性を検討した。そのために、各 uORF
の下流に緑色蛍光タンパク質(GFP)とβ-グ
ルクロニダーゼ(GUS)の融合タンパク質遺伝
子をつないだコンストラクトを作製し、各
uORF について野生型 uORF または翻訳抑制能
を欠く変異型 uORF を持つコンストラクトを
導入した形質転換シロイヌナズナをそれぞ
れ作出した。それぞれの植物の GFP と GUS の
発現パターンを蛍光顕微鏡と組織化学的染
色により観察し、uORF ペプチド配列に依存し
た発現パターンの違いが見られるかを解析
することにより、各 uORF ペプチドが細胞・
組織特異的な発現制御に関与する可能性を
検討した。 
 
(2)一過的発現解析 
 これまでに同定した uORF ペプチドにより
翻訳が抑制される遺伝子の中で、5′ 非翻訳領
域に複数の uORF が存在する遺伝子について
は、発現制御におけるそれぞれの uORF の役
割と、リイニシエーション機構が翻訳制御に
関与する可能性を一過的発現系を用いて解
析した。そのために、各遺伝子の 5′ 非翻訳領
域を構成的発現プロモーターとルシフェラ
ーゼ遺伝子の間に挿入したコンストラクト
を作製した。複数の uORF の役割を調べる場
合は、それぞれの uORF の開始コドンあるい
は uORF 配列に変異を導入した。一方、リイ
ニシエーション機構が関与する可能性を検
証する場合は、リイニシエーション効率は



ORF 間の距離に依存することが知られている
ため、塩基の挿入あるいは欠失により uORF
と主要 ORF（あるいは下流の uORF）の距離を
変化させた変異型を作製した。 
 シロイヌナズナの培養細胞から調製した
プロトプラストに、各遺伝子の野生型または
変異型の5′ 非翻訳領域を含むプラスミドDNA
をポリエチレングリコール処理により導入
し、一定時間後に細胞を破砕してルシフェラ
ーゼ活性を測定した。野生型と変異型のコン
ストラクト間でルシフェラーゼ活性を比較
することにより、各 uORF の役割とリイニシ
エーション機構が関与する可能性を検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1)発生分化の制御に関与するuORFペプチド
の発見 
 uORF ペプチドが条件依存的な発現制御に
関与する可能性を検討した解析では、シロイ
ヌナズナの維管束形成を制御する LONSOME 
HIGHWAY (LHW) 遺伝子の発現が、ポリアミン
の一種であるサーモスペルミンに応答して
uORF ペプチドを介して負に制御されること
を見出した。LHW 遺伝子は、維管束細胞の増
殖と木部細胞の分化を促進する bHLH 型転写
因子をコードする。一方で、LHW は木部分化
の抑制因子であるサーモスペルミンの合成
を促進することにより、過剰な木部分化を防
いでいる。LHW 遺伝子はペプチド配列依存的
に主要 ORF の発現を抑制する uORF を持って
おり、uORF ペプチドがサーモスペルミンに応
答してLHWの発現を抑制する可能性を考えた。
この可能性を検証するために、LHW の野生型
または変異型 uORF の下流にルシフェラーゼ
遺伝子をつないだコンストラクトを持つ形
質転換シロイヌナズナをそれぞれ作出し、液
体培養中にサーモスペルミンを添加してル
シフェラーゼ遺伝子の発現への影響を調べ
た。その結果、野生型 uORF を持つ植物にお
いて、サーモスペルミン添加に応答して導入
遺伝子の mRNA 分解が強く促進されることを
見出した。さらに、サーモスペルミンに応答
して LHW の uORF の翻訳開始が促進されるこ
とを見出した。これらのことから、サーモス
ペルミン存在下では LHW の uORF の翻訳開始
が促進され、uORF が翻訳されたことが引き金
となって、おそらく nonsense-mediated mRNA 
decay機構によりmRNA分解が誘導されると考
えられる。 
 
(2) 増殖が盛んな細胞で翻訳を強く抑制す
る uORF ペプチドの発見 
 uORF ペプチドが細胞・組織特異的な発現制
御に関与する可能性を検討した解析では、シ
ロイヌナズナのFボックスタンパク質をコー
ドする遺伝子において、uORF のアミノ酸配列
に依存した細胞・組織特異的な発現抑制がみ
られた。この遺伝子は根端において強く発現
するが、野生型 uORF の下流に GFP と GUS の

融合タンパク質遺伝子を持つ植物では、根端
の中でも根端分裂組織では周辺の細胞と比
べて GFP や GUS の発現が弱かった。それに対
して、翻訳抑制能を欠く変異型 uORF の下流
に GFPと GUS の融合タンパク質遺伝子を持つ
植物では、根端分裂組織において根端の他の
細胞と同程度の GFPや GUS の発現が見られた。
このことから、この遺伝子では、増殖が盛ん
な細胞で特異的に uORF ペプチドが主要 ORF
の翻訳を強く抑制することが示唆された。さ
らに、uORF の下流にルシフェラーゼ遺伝子を
つないだコンストラクトを導入した形質転
換タバコ培養細胞を用いた解析からも、細胞
増殖が盛んな条件において uORF ペプチドに
よる翻訳抑制が強くなることを支持する結
果を得た。 
 
(3)複数の uORFが関与する遺伝子発現制御機
構 
 上記の(2)の解析とは別の F ボックスタン
パク質をコードするポプラの遺伝子（この遺
伝子のシロイヌナズナオルソログは uORF 配
列の保存性が低いため、より保存性の高い
uORF 配列を持つポプラオルソログを解析に
用いた。）において、２つの uORF のアミノ酸
配列が主要ORFの翻訳制御に関与することを
見いだした。上流側の uORF 配列は主要 ORF
の翻訳を促進し、下流側の uORF 配列は主要
ORF の翻訳を抑制する働きがあるが、上流側
の uORF による翻訳促進効果は下流側の uORF
に依存した。これらのことから、上流側の
uORF 配列は下流側の uORF 配列による翻訳抑
制を緩和する働きをしていることが示唆さ
れた。１つの遺伝子の発現制御に２つの uORF
のアミノ酸配列が関与する例はこれまでに
知られておらず、新たな発現制御機構である
と考えられる。また、uORF 間の距離を変化さ
せた解析から、リボソームが上流側の uORF
を翻訳した後にリイニシエーションが起こ
り、その機構によって下流側の uORF が読み
飛ばされることが示唆された。 
 また、シロイヌナズナの塩ストレス応答に
関与する遺伝子においても、リイニシエーシ
ョン機構が翻訳制御に関与することが示唆
された。この遺伝子は異なる読み枠で部分的
に重複する２つのuORFを持ち、下流側のuORF
配列は主要 ORF の翻訳を抑制し、上流側の
uORF はその翻訳抑制を緩和する働きがある。
この遺伝子についても、uORF と主要 ORF の距
離を変化させた解析から、上流側の uORF が
翻訳された後にリイニシエーションが起こ
り、それによって下流側の uORF が読み飛ば
されることが示唆された。 
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