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研究成果の概要（和文）：　グアニン四重鎖構造（G4構造）はグアニンリッチ配列で、1本鎖DNAもしくはRNAが
形成する特殊な高次構造である。特定のDNAグアニンリッチ配列異常反復伸長から転写されるRNA-G4構造が数種
のRNA結合タンパク質と凝集体を形成し、神経変性疾患の病態に関与する。本研究では、RNA-G4構造/タンパク質
複合体の脳における構成成分を解析し、神経変性疾患におけるRNA-G4構造/タンパク質の異常凝集機構を解明す
ることを目的とした。結果として、G4構造認識フラグメントを利用して免疫沈降を行い、マウス脳組織における
RNA-G4構造/タンパク質複合体のタンパク質分子とRNA構成成分を同定した。

研究成果の概要（英文）：G-quadruplex (G4) structures are stacked nucleic acid structures that can 
form within G-rich DNA or RNA sequences. In the pathogenesis of neurodegenerative diseases, G4 
structures are formed by guanine-rich repeats, which are transcribed, result in forms aggregates 
with several RNA binding proteins. In this study, we aimed to analyze the components of the 
RNA-G4/protein complex in the brain and to elucidate the abnormal aggregation mechanism in 
neurodegenerative diseases. We performed immunoprecipitation using a G4 structural recognition 
fragment, and identifiedsome novel G4-binding proteins and G4 formed mRNAs in mouse brain.

研究分野： 神経科学、神経薬理学、核酸化学

キーワード： グアニン四重鎖　神経変性疾患

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究では、神経変性疾患の病態に関与するRNA-G4構造/タンパク質複合体の神経細胞における構成成分を解
析・同定した。今後、この異常凝集機構を解明することで、ALS等の神経変性疾患の病態解明に迫ることがで
き、新たな治療標的を提示できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

DNA の基本的な構造である右巻き二重らせん以外にも、左巻き DNA、三重鎖 DNA、四重鎖
DNA 等「非 B 型 DNA」と呼ばれる構造が発見されており、DNA はその配列の特徴や溶媒の環
境により、試験管の中では右巻き二重らせん構造以外の構造を取り得ることが報告されている。
近年、非 B 型 DNA・RNA 構造のひとつである「グアニン四重鎖」が実際に細胞内に存在する
ことが報告された。さらに、グアニン四重鎖は神経変性疾患の原因となる可能性も示唆されて
きている。 
グアニン四重鎖構造は、グアニンが豊富な配列領域で、1 本鎖 DNA もしくは RNA が形成す

る特殊な高次構造の 1 つである。グアニン残基を豊富に含む DNA や RNA の一本鎖配列におい
て 4 分子のグアニン残基が Hoogsteen 型塩基対を介して G カルテットとよばれる平面構造を形
成する。これが π−π 相互作用を介して層状に重なることで、グアニン四重鎖構造が形成される。
グアニン四重鎖構造を形成する DNA 配列はこれまでに、テロメア領域をはじめとして、がん
関連遺伝子の DNA プロモーター領域に存在し、抗がん作用の標的として知られている。バイ
オインフォマティクス解析では、ヒトゲノム中に 376,000 個の DNA グアニン四重鎖構造形成配
列が存在することが予測され、テロメア、遺伝子プロモーター、リボソーム DNA および組換
えホットスポットに特に多く見られる。また、mRNA 合成、発現および機能において重要な役
割を果たす第 1 イントロンの 5’末端非翻訳領域に多く位置することも示されており、がん関連
遺伝子以外の遺伝子における転写・翻訳にも関与すると考えられている。 
遺伝性神経変性疾患の遺伝子変異の特徴のひとつとして、数塩基の繰り返し配列（マイクロ

サテライトリピート）の異常伸長が病原性変異となっているリピート病が多いことが挙げられ
る。これまでの研究で、40 以上の遺伝性神経変性疾患が翻訳領域および非翻訳領域のマイクロ
サテライトリピート伸長を原因とする疾患であることが判明している。リピート病の中で、
GGGGCC リピート C9orf72 遺伝子変異筋萎縮性側索硬化症（C9ALS）と CGG リピート FMR1 
遺伝子変異脆弱 X 関連振戦／失調症候群（FXTAS）では、非翻訳領域のリピート伸長から転写
される RNA が、種々の RNA グアニン四重鎖結合タンパク質と結合することにより、RNA 代
謝に異常を与える「RNA 毒性」がその病態機序として考えられている。 
さらに、RNA 毒性に加えて、リピートをもった RNA が開始コドン（AUG）非依存性にリ

ボゾームでの翻訳を開始する「RAN 翻訳」が見出されている。通常、タンパク質への翻訳は開
始コドン（AUG）から始まる。しかし、リピート配列が存在すると、開始コドンを介さず翻訳
が生じることが報告され、repeat-associated non-AUG（RAN）翻訳が起こる。リピート配列の異
常伸張に起因する多くの神経疾患において、変性過程にある細胞にリピート配列由来のポリペ
プチドが蓄積していることが確認されており、 RAN 翻訳も病態発症に重要な役割を担ってい
ることが示唆されている。 
これまでにいくつかの研究グループから GGGGCC リピートで形成される RNA グアニン四重
鎖を標的とする小分子化合物が C9ALS 患者の治療に有効であることを報告している。このこ
とは、グアニン四重鎖結合性小分子化合物がGGGGCCリピートのグアニン四重鎖構造を歪め、
RNA 毒性を減弱させるとともに、RAN 翻訳阻害によるジペプチド反復タンパクの発現抑制を
引き起こす可能性を示している。しかしながら、 脳内における RNA グアニン四重鎖/タンパ
ク質複合体の構成成分や、細胞毒性機構は未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はマウス脳サンプルを用いて RNA グアニン四重鎖/タンパク質複合体の構成成

分を解析することにより、神経変性疾患における RNA グアニン四重鎖/タンパク質複合体の異
常凝集機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
マウス脳組織（海馬）から細胞質溶解液を採取し、グアニン四重鎖認識抗体を用いて免疫沈

降を行う。その沈降物に対して次世代 RNA シーケンサーと LC-MS/MS ショットガン解析を行
い、マウス脳内のグアニン四重鎖形成 mRNA とその結合タンパク質を同定する。 
 

４．研究成果 
上記免疫沈降物に対して次世代 RNA シーケンサーと LC-MS/MS ショットガン解析を行い、

いくつかの mRNA とタンパク質を同定した。同定された分子に関して、mRNA のグアニン四
重鎖形成能、及びタンパク質のグアニン四重鎖結合能が確認できた。結果として、新規グアニ
ン四重鎖形成 mRNA と新規グアニン四重鎖結合タンパク質を数種同定できた（論文準備中）。
今後、これら分子の神経変性疾患との関与について検討する。 
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