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緒緒  言言  
 
11．．今今見見直直さされれ始始めめたた翻翻訳訳のの定定義義：：見見逃逃さされれててききたたタタンンパパクク質質をを探探すす  
従来、真核生物において、mRNA中の一番長いopen reading frame（ORF）配列である coding sequence（CDS） 

のみがタンパク質として翻訳されるとされてきた。そして、CDS の定義は「100 アミノ酸以上のタンパク質をコード

するもの」とされたため、小さなORFのみを持つRNAは「ノンコーディング（非翻訳）」とされた。しかし、リボソ

ーマルプロファイリング法により翻訳されている RNA の領域を調べたところ、CDS 以外の非翻訳と考えられてきた

領域も翻訳されていることが示唆されている［1］。また、非翻訳と考えられてきた長鎖ノンコーディングRNAや環状

RNAも翻訳を受けている可能性が示唆されている［2］。CDSの上流に存在する小さなORFはウイルスにおいて見出

され、研究の歴史は古く1980年代から始まっている。真核生物において、CDSの上流に存在する小さなORFは下流

にある CDS の翻訳効率を調節する役割を担っているとの考え方が主流である。環状 RNA に関する研究は 1970 年代

から行われているが［3］、現在に至るまでそのほとんどがウイルスに関するものである。真核生物における環状 RNA
の翻訳に関する報告は少ないが、環状RNAがコードする小さなタンパク質が筋組織で重要な役割を果たしていること

が報告された［4］。近年の技術革新によって新たな翻訳領域の同定が可能になり、今後当該分野が急速に発展すると考

えられている。質量分析により細胞で発現するタンパク質の解析を行うと、CDS 由来の既知タンパク質と一致するス

ペクトルは約40％である（図1）。これまで、残りの60％はデータとして高品質で信頼性が高いものであっても、CDS
がコードする既知タンパク質と一致しないという理由で無視されていた。本研究では、これら既知のタンパク質をコー

ドしない小さなORFを一括りにしてunannotated ORF（uaORF）と定義し、研究対象とする（図1）。uaORFがコ

ードするタンパク質はほとんどが未同定・未解析であり、細胞や生物を説明する上で「足りないもの」の極めて有力な

候補である。現在までに同定されている既知タンパク質にuaORFがコードする新規タンパク質を加えれば、現行のプ

ロテオームデータが大幅に拡張でき、細胞機能の実行役を担うプレイヤーが出そろうだろう。 

 
図1．これまで見過ごされてきたuaORF 

これまで CDS と一致しないという理由で廃棄されてきたタンパク質は、アノテーション

されていないORF（uaORF）によりコードされている可能性がある。 
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方方法法おおよよびび結結果果  
 
11．．ヒヒトト多多能能性性幹幹細細胞胞のの調調製製 
本研究では対象をヒト多能性幹細胞とし、基礎研究目的に広く利用されているH9ヒト胚性幹（Embryonic Stem：

ES）細胞株および WTB6 ヒト人工多能性幹（induced Pluripotent Stem：iPS）細胞株を用いた［5，6］。これらの  

ヒト多能性幹細胞株は iMatrix-511 silkでコートした培養皿に播種し、StemFiT AK02培地中で培養を行った。3日に

一回程度の頻度で継代を行い、定期的にマイコプラズマが陰性であることを確認した。また、正常な核型を保持し、多

能性幹細胞マーカーが均一に発現していることを確認した。それぞれの細胞株からトータルRNAを回収し、後述する

uaORFのマッピングである「直鎖RNA（mRNAおよび長鎖ノンコーディングRNA）マッピング」および「環状RNA
マッピング」に用いた。さらに「リボソーマルプロファイリングによる翻訳領域の決定」を行うための試料調製を行っ

た。実験結果の再現性を確認するために、3つの異なる継代数において試料の回収を行った。 
 

22．．uuaaOORRFFのの検検出出ととママッッピピンンググ  
1）直鎖RNA（mRNAおよび長鎖ノンコーディングRNA）マッピング 
上述のヒト多能性幹細胞由来トータルRNA を用いて、ライブラリーを作製し、標準的なRNA-seq 法を実施するこ

とで直鎖mRNAと長鎖非翻訳RNAの発現および配列情報を取得した。uaORFをマッピングする上でRNAの正確な

配列を得ることは重要であるため、理化学研究所のCAGE（Cap Analysis of Gene Expression）データベースを使用

し、正確な転写開始点情報を得た。 
2）環状RNAマッピング 
環状RNA の性質上、環状RNA 本体のほとんどの部分の塩基配列は同遺伝子座にあるmRNA の配列と重複するた

め通常のRNA-seqでは区別が困難であった。この問題点については、直鎖RNAを特異的に消化するRNase Rでトー

タルRNAを処理し、環状RNAを濃縮することで克服した。環状RNAとmRNAを区別するためには、環状RNAの

みが持つ接合部位配列を頼りにマッピングを行う必要がある。接合部位を効率よく検出するために、ロングリードの

RNA-seq を行った。環状 RNA の接合部位配列はゲノム配列には存在しないため、専用のアルゴリズムを用いて解析

する必要があった。そこで、得られたRNA-seqデータについて circExplorer［7］などの公開プログラムを独自に改変

したものを利用し、ヒトES細胞およびヒト iPS細胞において10,000種以上の環状RNAを検出した。 
3）リボソーマルプロファイリングによる翻訳領域の決定 
リボソーマルプロファイリングは、リボソームが結合し実際に翻訳を受けているRNAの領域を実験的に決定する方

法である［1］。翻訳阻害剤である Cycloheximide（CHX）によりリボソーム-tRNA 結合状態が固定された RNA を

RNase で処理し、リボソーム-tRNA が結合していないRNA をRNase 処理により分解した。リボソーム-tRNA が結

合した未消化のRNA 配列を精製しシークエンス用のライブラリーを作製した。この方法により、実際にRNA にリボ

ソームが結合していた場所＝翻訳を受けている箇所を実験的に決定し、データベース上に存在しない新規翻訳領域を塩

基レベルで見出すことを試みた。上述のuaORFマッピングデータとリボソーマルプロファイリングデータと組み合わ

せることにより、uaORF のうち、実際に翻訳されている領域を一塩基レベルで正確に決定した。その結果、検出した

全ORFのうち62％が既知のタンパク質をコードするCDSであった（図2）。一方で、新規のuaORFは検出された全

ORF の 19％であった。また、報告されている翻訳開始点とは異なる位置から翻訳が開始されているCDS のバリアン

トは全ORFの19％であった。 
 

 
 
 

2



 

 
 

 
 

図2．ヒト多能性幹細胞で発現するuaORF 
ヒト多能性幹細胞株（ES細胞および iPS細胞）を用いて行ったRNA-seqおよびリボソー

マルプロファイリングの結果により、新規の uaORF を同定した。加えて既知の翻訳開始

点とは異なる一から翻訳が開始されているバリアントも多数同定された。 
 

考考  察察  
 
本研究の成果により、ヒト多能性幹細胞において、既知のタンパク質とアノテーションされていない新規のORFを

4,500種類以上同定した。これまで細胞の性質を理解する目的で、mRNAやmRNAのCDSがコードするタンパク質

に焦点を当てた研究が数多く行われてきた。本研究の成果は、これら既知のタンパク質に加えて、uaORF がコードす

る未同定のタンパク質が細胞機能を担っている可能性を示唆するものである。さらに本研究では、二株のヒト多能性幹

細胞で発現する環状RNA を10,000 種類以上同定した。環状RNA は自身が機能性RNA として働く可能性に加えて、

タンパク質をコードする可能性も持っている。環状 RNA がコードするタンパク質も未同定のものがほとんどであり、

これまで理解されなかった細胞機能の分子機構を解明する一助となることが期待される。 
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