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ヒトゲノムの98％がタンパク質をコードしない非
コード領域であり，非コード領域の多くがゲノムのジャ
ンク領域と考えられていた．しかし，2012年9月8日号
のNatureの表紙を飾ったEncyclopedia of DNA Elements
（ENCODE）プロジェクトにより，ヒトゲノムの80％は
機能を持った領域であることが明らかにされた1)．近年，
ゲノム非コード領域のさまざまな生命現象への関与が 
注目を浴びており，本稿ではmRNAの5′非翻訳領域 
（5′-UTR）に存在し，短い機能性ペプチドをコードする
可能性がある上流ORF（upstream open reading frame：
uORF）を取り上げて紹介する．

上流ORFと翻訳アレスト

真核生物では，mRNA上にタンパク質に翻訳されな
い非翻訳領域（untranslated regions：UTR）があり，生
物学的意義は軽視されてきた．ところが近年，5′-UTR
には，uORFと呼ばれる短いペプチドをコードする読み
枠が多く存在することが注目を浴びている 2–5)．図1Aの
ように，リーキースキャニング（leaky scanning）やリイ
ニシエーション（reinitiation）と呼ばれるメカニズムに
より，uORFがあっても下流のmain ORF（mORF）が翻
訳される場合も多いが，図1Bに示したようにuORFが
翻訳されることによって下流のmORFの翻訳に影響を

与える機構（releaseやstall）があり，特にuORFの翻訳
の途中でリボソームを停滞（stall）させることで翻訳制
御やmRNA分解制御に関わる制御性ペプチドが注目さ
れ始めた 6–9)．このような制御性uORFのいくつかは，
翻訳途中の新生鎖がリボソーム出口トンネルの狭窄部位
と相互作用することで，リボソームを停滞させると考え
られている 10)．このようなリボソームの停滞は，後続の
リボソームのスキャニングをブロックすることで，リボ
ソームの渋滞を引き起こし，結果として下流のタンパク
質コード領域であるmORFの翻訳を抑制する 11)．この
ようなリボソームの停滞は翻訳アレストとも呼ばれる．
翻訳アレストがどのようなトリガーによって引き起こさ
れるのかは，多くの場合は不明であるが，細胞内のエフェ
クター（代謝産物など）に応答するuORFがいくつか報
告されている．たとえば，アルギニンに応答するアカパ
ンカビのarg-2のuORF11)，ポリアミンに応答する動植物
のAdoMetDCのuORFである12–13)．このようなuORFは，
進化的に保存されていることが多く，進化的に保存された
アミノ酸配列を持つuORFはConserved Peptide uORF
（CPuORF）と呼ばれる．

情報工学に基づくCPuORFの同定

情報学的なCPuORFの網羅的同定は，植物に関して
は，2007年に，シロイヌナズナとイネのオルソログの
比較に基づいて50個（19ファミリー），シロイヌナズナ
のパラログを比較することによって14個（7ファミリー）
同定された 14)．2008年には，4種のイネ科植物（小麦，
大麦，トウモロコシ，モロコシ）の比較によって29個
のCPuORFが同定された 15)．さらには，2012年に6種
の双子葉植物（シロイヌナズナ，ブドウ，ダイズ，ワタ，
オレンジ，タバコ）の比較によって，4個のCPuORFが
同定された16)．しかし，一般的にuORFの配列は短いため，
このような少数の生物種間での比較では，解析に用いた
生物種に存在するCPuORFであっても，それらの種間
での配列の類似性が不十分なためにCPuORFとして同
定されない場合がある．また，これまでの解析では，用
いられる生物種は完全長cDNA配列情報が明らかになっ
た種に限定されていた．そこで筆者らは，部分的なcDNA

バイオインフォマティクスによる配列データベース  
横断解析に基づく機能上流ORFの推定
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図1．uORFによるmORFの翻訳制御機構
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の配列情報であるexpressed sequence tag（EST）データ
ベース（DB）をフル活用し，BLASTを用いて不特定種間
での比較を可能にすることで，データベース横断的に解析
できるBAIUCAS（
cation of uORFs with conserved amino acid sequences）
法を開発した．BAIUCAS法をシロイヌナズナゲノムに
応用することで，2012年にシロイヌナズナに比較的近
縁な種でのみ保存されているものを含む18個（17ファ
ミリー）のCPuORFを同定した 17)．BAIUCAS法で同定
した18個のCPuORFのうち4個は，Vaughnらのグルー
プがわずかに先に発表してしまったため，新規のものは
14個であった．このように，植物では網羅的なCPuORF
の同定が盛んに行われている．
一方で，動物では2006年にヒトとマウスとのcDNA
の比較解析から，204個のヒトCPuORFと198個のマウ
スCPuORFが同定された18)．また，2008年にショウジョ
ウバエとその他のハエ目の比較から44個のCPuORFが
同定された 19)．しかし，これ以降，CPuORFの網羅的
同定の報告がなく，ヒトゲノム情報の日々のアップデー
トにより，UTR情報が大幅にアップデートされたため，
Croweらの同定した204個のうち39個は，最新の5′- 
UTR情報から消えてしまった．また，執筆時点で，
Croweらの同定したCPuORFの情報が記載されたサプ
リメントデータは，ネット上から削除されてしまい，参
照不可能である．このように，ヒトをはじめとした動物
CPuORFの情報は限定的である．

アミノ酸配列依存的な機能CPuORF

アミノ酸配列依存的にmORFの翻訳を抑制する
CPuORFとして，前述のアカパンカビのarg-2，動植物の
AdoMetDCの他，植物のbZIP1120)，ヒトのCHOP21)と

22)のCPuORFが報告されていたが，少数例しか
報告されていなかった．そこで，筆者らは，BAIUCAS
法で同定したシロイヌナズナの17ファミリーに着目し，
このうち，16ファミリーのCPuORFに関してアミノ酸
配列依存的な翻訳抑制機能の有無を一過性発現系で検証
した 23)（図2）．筆者らの解析対象外としたAtTTM3の
CPuORFにコードされるペプチドは，酵母や動物の
CDC26と相同であり，リボソームからリリースされて
から機能すると予測され，最近になって予想通り植物の
細胞周期の制御に関わることが報告された24)．筆者らは，
図2Aの示すように，構成的プロモーター（カリフラワー
モザイクウイルス35S RNAプロモーター：P35S）とウ
ミシイタケルシフェラーゼ（Rluc）の間に野生型5′-UTR
を入れた野生型コンストラクト（WT）と，CPuORFの

サイズは変えずにフレームシフト変異でアミノ酸配列を
変えたコンストラクト（fs）を作製し，シロイヌナズナ
の培養細胞株MM2dのプロトプラストにエレクトロポ
レーションで導入して，一過性発現系でレポーターの比
活性を調べた（図2B）．その結果，11個のCPuORFが
アミノ酸配列依存的な翻訳抑制機能を持っていることが
示唆され，このうち2倍以上の比活性を示したANAC082，
CIPK6，OTLD1，AT3G15430，AT5G27920のCPuORF
ペプチドについては，アラニンスキャニングによって翻
訳抑制に関わるアミノ酸残基を同定した．シロイヌナズ
ナANAC096のCPuORFを用いた実験ではWTと fsのレ
ポーター活性の差はわずかであったが，トマトの
ANAC096ホモログのCPuORFはアミノ酸配列依存的な
翻訳抑制機能を示し，アラニンスキャニングによって翻
訳抑制領域を決定した 25)．つまり，BAIUCAS法で同定
した16個中の少なくとも6個は，アミノ酸配列依存的
な翻訳抑制機能を持っていることが示された．

BAIUCAS法の限界と拡張

筆者らが開発したBAIUCAS法は，シロイヌナズナか
ら新規CPuORFを同定するのに有用であったが，いく
つかの問題点があった．①シロイヌナズナのゲノムDB
であるThe Arabidopsis Information Resource（TAIR）26)

のデータ形式に合わせて構築したアルゴリズムであった
ため，他の生物へ応用が容易ではなかった．②ESTの
みを対象としたアルゴリズムであったが，次世代シーケ
ンサーの発展により，近年，急速にデータが蓄積しつつ
あった transcriptome shotgun assembly（TSA）には，対応
していなかった．③種分類DBであるTaxonomy DBには，

図2．一過性発現系を用いた翻訳制御機能の検証
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対応していなかったため，種を細かく分類したカテゴ
リーを定義するのが手作業となり，BAIUCAS法の他の
生物への応用の障害となっていた．④ゲノムDB上では，
ある生物ではCPuORFのように見えるものが，他の 
生物ではタンパク質の一部になっているような『偽
CPuORF』を除外する機能がなく，BAIUCAS法の解析
後，偽CPuORFを手動で除く必要があった．⑤CPuORF
ペプチドのアミノ酸配列が保存されているかどうかを判
定するKa/Ks値の算出やKa/Ksシミュレーションには，手
動で選んだ配列を用いていた．⑥BAIUCAS法における
BLAST解析は，国立遺伝学研究所のDNA Data Bank of 
Japan（DDBJ）27)のsimple object access protocol（SOAP）
というwebシステムを使っていたが，DDBJのサーバー

システムの入れ替えの際に，このサービスが停止され，
BAIUCAS法によりさらなる解析が不可能になってし
まった．このように当時としては，最大の検出力を誇る
BAIUCASであったが，さまざまな問題と課題があった．
そこで，BAIUCAS法を改良・拡張することにした．
①については，真核生物のゲノム情報を同一形式で提供
しているENSEMBL28)に対応することで，ENSEMBL
に登録されている生物のゲノムを，自由に解析できるよ
うになった．②については，TSAのデータも扱えるよう
にし，また，扱うデータが多くなったため，重複する配
列はアセンブルすることで冗長性を下げ，DBサイズを
縮小し，解析しやすい独自の配列DBを構築した．③に
ついては，配列DBから，種分類DB（NCBI Taxonomy 
DB）へシームレスに解析できるように，配列とリンク
した種分類DBを構築した．この結果，生物界を細かく
定義付けすることが可能となり，CPuORFの進化保存
範囲を詳細に決定することが可能となった．④について
は，融合率（uORFが他の生物のmORFの一部になって
いる可能性）を計算するアルゴリズムを開発した．⑤に
ついては，Ka/Ks値の算出やKa/Ksシミュレーションで使
うuORF配列を自動決定するアルゴリズムを開発した．
⑥については，ローカルコンピュータでBLAST解析で
きるようにアルゴリズムを改良し，クエリレベルの並列
化を採用した結果，大幅な高速化を実現した．このよう
にプログラム的にいろいろな最適化も行い，最終的に 
図3のような長大なパイプラインに基づくEvolutionary 
search for upstream open reading frames with conserved 
amino acid sequences（ESUCA）法が完成した 29)．

ESUCA法を用いた動植物界からのCPuORFの網羅同定

ESUCA法は，容易にさまざまな生物のゲノムに応用
できることから，植物では，5種の植物ゲノム（シロイ
ヌナズナ，トマト，ポプラ，ブドウ）に応用したとこ 
ろ，150個近くのCPuORFファミリーを同定した．こ
のうち，約半数が新しいファミリーである．このことは，
ESUCA法で近縁種の比較ができるようになったこと
や，シロイヌナズナゲノムには保存されていない，ポプ
ラやブドウゲノムを解析することで初めて見つかった
CPuORFのファミリーが大量に同定できたためである．
一方，動物ゲノムについては，4種（ショウジョウバエ，
ゼブラフィッシュ，ニワトリ，ヒト）のゲノムについて
解析したところ，合わせて1000以上のCPuORFファミ
リーが同定された．動植物それぞれのCPuORFについ
て一過性発現系を用いて翻訳抑制機能を検証したとこ
ろ，比較的近縁な種間でしか保存されていないCPuORF図3．ESUCA法アルゴリズム概要
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でもアミノ酸配列依存的な翻訳抑制機能を持ちうること
が証明できた（未発表データ）．

おわりに

これまでの知見や筆者らの解析から，多くのCPuORF
型の翻訳アレスト配列が見つかってきた．また，本稿で
は，AUGから翻訳されるCPuORFについてのみを紹介
したが，翻訳はAUG以外からも始まることが，近年分
かってきている．筆者らはESUCAを拡張することで，
予備的ながら，非AUG型のCPuORFの同定にも成功し
ている．今後，このような配列をさらに解析することで，
アレスト配列の規則性やアレスト機構の解明が期待され
る．このような発見は，タンパク質領域における翻訳ア
レスト領域をインフォマティクス的な方法から予測する
ことを可能とするかもしれない．
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