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研究成果の概要（和文）：グアニン豊富な核酸上ではグアニン四重鎖 (G4) と呼ばれる特殊な高次構造の形成が
確認されている。このG4はヒトゲノム上に70万箇所以上存在する事が示され、細胞内で重要な機能を担ってい
る。しかし、いまだG4の細胞内での本質的な機能は解明されておらず、それを可能にするためのG4リガンドの開
発が望まれている状況である。そこで本研究では、ケミカルツールとして細胞内でのG4の検出を可能にする蛍光
G4リガンドの開発を目的とした。
その結果、合成した化合物が、実際にG4と結合し、蛍光で検出可能であることを実証した。さらに、細胞内で当
該化合物はストレス顆粒のマーカーとしても利用可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：  G-quadruplexes (G4s) are higher-order structures of nucleic acids formed 
from Hoogsteen base pairs in guanine-rich sequences.  G4s regulate a wide variety of biological 
processes such as stress granule formation.  G4-binding small molecules (G4 ligands) have been 
played a key role in the progress of this field.  Notably, light-up G4 ligands whose fluorescence is
 selectively enhanced when interacting with G4s are useful for high-sensitivity detection. Herein, 
we present a fluorescent light-up probe with the ability to selectively stabilize G4s and enhance 
fluorescence upon G4 binding. 
  The foci of the probe were mainly observed in the nucleoli.  These were co-localized with 
anti-fibrillarin antibodies and anti-G4 antibodies (BG4).  Moreover, we tested detection of G4 in 
stress granules using the developed probe.  We present a practical light-up probe for G4s in stress 
granules, providing potential targets for G4 ligands.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： グアニン四重鎖　核酸　蛍光化合物　G4
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研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した化合物はG4に結合することで蛍光を発するLight-up型の蛍光化合物であることが明らかとなり、感度の
高い検出を可能とした。これにより細胞内でG4の実用的なマーカーとして使用可能である。また、今回G4リガン
ドにより細胞を刺激するとストレス顆粒が誘導されることを明らかとしたが、これは新たなG4リガンドの薬理作
用解明のための一助となる可能性がある。今後、化合物の更なる機能化の実装に加えて、ストレス顆粒中でのG4
の働きを調査していくことで新たなG4による生体機能調節メカニズムが明らかになっていくことに期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) グアニン四重鎖 (G4) は一本鎖のグア
ニン豊富な核酸上で動的に形成される特殊な
高次構造である。G4は Na+、K+などの一価の
カチオン存在下、四つのグアニン同士が G-
quartet と呼ばれる平面構造を形成し、これら
が互いに π-π 相互作用により積み重なること
で形成される (図左上)。G4に特徴的な構造で
ある G-quartetは、二本鎖核酸におけるWatson-
Crick塩基対の二塩基からなる構造とは大きく
異なる。そのため大きな芳香族骨格を有する
化合物 (G4 リガンド) によって G4 を特異的
に認識、安定化することが可能である。 

(2) G4 に共通な配列モチーフに着目した相
同性検索によって、当該モチーフはプロモータ、5’-UTR などに濃縮されていることが明らかと
なり、さらに近年では、次世代シーケンサーを基盤とした G4を直接かつゲノムワイドに検出可
能な新技術が開発された。その結果ゲノム上には 70 万箇所以上の G4 が存在し、ゲノム上の至
る所で形成されるとともに、重要な遺伝子発現調節部位に偏在していることが明らかとなった。
また、最近まで生物系の研究者にとって細胞内での G4形成は懐疑的であったが、2013年に G4
の抗体が開発され、細胞内の G4が可視化されて以来、少しずつ細胞内の G4は認知されるとと
もに G4のさらなる機能解明のためのマーカーの開発が求められている状況にある。 
 
２．研究の目的 
  蛍光G4リガンドはG4の高い特異性を示しつつ蛍光団としての性質を兼ね備えている必要が
ある。高い G4への特異性を獲得するためには、G4を構成する G-quartetと同程度の大きさの
芳香族骨格がπ-π相互作用するのに適している。これは G-quartet のπ平面が二本鎖を形成す
るWatson-Crick塩基対とは顕著に大きいことに起因する (約二倍)。そこで、ごく最近その蛍光
特性が見出された bis-benzothiazolyl phenol (蛍光団 ①)、と Brooker’s Merocyanine (蛍光団 
②)、の両者を内包する骨格を設計した。当該骨格をもとにベンゾチアゾール上の Rに核酸との
静電相互作用が期待できるアミノ基をはじめとした置換基を系統的に導入することで高い特異
性をもつ蛍光 G4リガンドを創製する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
  FRET 融解実験で G4安定化能を評価し、化合物に対する G4の蛍光滴定を行うことで Light-up
特性を評価する。これにより in vitroでの化合物と G4の結合能ならびに G4の蛍光検出が可能
かどうかを確認する。細胞内の局在については固定化した細胞に対して細胞免疫染色を実施す
る。 
 
４．研究成果 
  側鎖、ピリジニウム部位について種々の検討を行った
が、側鎖については核酸との静電相互作用を起こすと考
えられるアミン側鎖が好適であった。ピリジニウム部位
についてはより強い G-quartetとのπ-π相互作用を期待
して、ピリジンよりも大きな芳香族としてキノリニウム、
ベンゾチアゾリニウムの導入も行ったが蛍光特性が低下
し、結論として化合物 1が最適な G4リガンドとしての特
性を示した。 
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  まず、FRET 融解実験を行い化合物 1の G4安定化能を評価した。その結果、化合物 1は既知の
G4に対し DNA (telomere, c-kit, c-myc and thr), RNA(TERRA, VEGF and TRF2) の両者に渡っ
て G4を広く安定化することが示された。また、この際、コントロールとして用いたステムルー
プ配列 (ds26) は安定化しないことも示され、G4を選択的に強く安定化する事が明らかとなっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、蛍光スペクトル測定によ

って G4存在下において化合物 1の
蛍光強度が増大することが明らか
となった。そこでピークトップの
575 nm の蛍光強度を y 軸に G4 の
滴定実験を行った。その結果、
telomere や thrでは蛍光の増大は
中程度にとどまったものの、多く
のG4との結合の前後で顕著な蛍光
の増大が確認された。さらに、コン
トロール配列では殆ど蛍光の増大
が確認されなかったことから、化
合物 1は細胞内の G4の検出に適し
た特性を有していることが明らか
となった。 
 
  さらに、タプシガルギン (ストレス
顆粒を誘導する化合物) で処理した
細胞を化合物 1で染色した。その結果、
化合物 1はストレス顆粒マーカーであ
る TIA1 と共局在していることが確認
された。これにより、化合物 1はスト
レス顆粒中の G4 を可視化出来ること
が示された。 
 
最後に、G4リガンドにより、ストレス顆粒を誘導できるか調査した。これまでに G4を解消す

るヘリケースのノックアウトや、G4のトランスフェクションによって細胞内における G4の存在
量が増加するとストレス顆粒が形成されることが報告されていたが、化合物、すなわち G4リガ
ンドによるストレス顆粒の誘導は報告され
ていない。そこで、pyridostatin 処理した
細胞にて先と同様に細胞を化合物 1 で染色
した。その結果、化合物 1 はストレス顆粒
マーカーである G3BP1 と共局在しているこ
とが確認された (TIA1 も確認済み)。これ
により、G4リガンドによってストレス顆粒
が誘導され、これを化合物 1 で検出可能な
ことが示された。 
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