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研究成果の概要（和文）：Rif1オリゴマー、及びそのグアニン四重鎖（G4）DNAとの複合体の微細形態を単粒子
解析で決定する目的でマウスRif1（2,418アミノ酸）の大量精製を進めた。全長産物の精製は困難だったので、
その2つの機能ドメイン（NTDとCTD）の間にある長い天然変性領域（968アミノ酸）を欠失したRif1-NCを精製し
電顕観察した。その結果、オリゴマーではあるが、その形態は高解像度には確定できなかった。そこで、元々小
さい分裂酵母のRif1（SpRif1、1,400アミノ酸）を解析することにした。全長SpRif1の精製は困難であったが、N
末端欠失体（SpRif1dN92）の精製に成功し、解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：I made enormous efforts to purify 2,418 amino acid (a.a.)-long murine Rif1 
to analyze molecular shapes of its oligomer(s) and its complex with G-quadruplex (G4) DNA via single
 particle analyses. However, amount of the purified Rif1 was not enough to electron microscopic (EM)
 analysis. Thus, I next purified partially-truncated Rif1 protein, termed Rif1-NC, lacking a long 
IDP (intrinsically disordered polypeptide) segment (968 a.a.) present between its NTD and CTD. EM 
analyses of the purified Rif1-NC verified its oligomeric nature, but failed to unveil its molecular 
shape in high resolution. Then, I turned my plan toward EM analysis of fission yeast Rif1 from 
Schizosaccharomyces pombe (SpRif1), because of its natively short length (1,400 a.a.). It was 
difficult to purify full-length SpRif1, but I succeeded to purify it after short deletion of an 
N-terminal 92 a.a. (thus, termed as SpRif1dN92). The EM analysis is now in progress with the 
purified SpRif1dN92 protein.

研究分野：生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者の先行研究の中で、Rif1が複数のG4（グアニン四重鎖）DNA結合部位を持つオリゴマーであることを
生化学的に示してはいたが、今回の電子顕微鏡解析によりRif1がオリゴマーであることを視覚的に裏付けること
ができたのは学術的に意義深い。また、本研究は米国のクライオ電顕解析のエキスパートであるHuilin Li教授
達（Van Andel Research Institute）との国際共同研究であり、科学的な国際強調の観点でその社会的意義は大
きい。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
Rif1（Rap1-interacting factor 1）は、出芽酵母でテロメア伸長抑制因子として見出されたが、
分裂酵母や哺乳類の Rif1 は、テロメア以外の染色体領域に広く分布し、ゲノム DNA の何処が何
時複製するのかを制御する鍵となるタンパク質である（文献 1, 4）。また、Rif1 は中断した複製
の再開や DNA 損傷修復、転写制御等にも関わっている。Rif1 は主に核膜近傍の核骨格に局在す
ることから、核内の染色体高次構造の制御を通してゲノム全体の複製を統合していると想定さ
れる。しかし、Rif1 は核骨格からの抽出や精製が容易ではない巨大タンパク質であるため、そ
の生化学的・構造学的研究は殆ど成されていなかった。このような状況の中、本研究代表者は微
量ながら全長マウス Rif1（2,418アミノ酸）の精製に成功し、それがオリゴマーであることや G-
quadruplex（グアニン四重鎖）DNA に特異的に結合することを示す生化学的証拠を得た（文献 2）。 
 
２．研究の目的 
本研究の当初目的は、巨大なマウス Rif1 タンパク質（muRif1）を更に大量に精製し、そのオリ
ゴマーの微細形態や高次構造を電子顕微鏡観察による単粒子解析を通して明らかにすることで
あった。更に、DNA の G4 (グアニン四重鎖) 部位を介した Rif1 による DNAループや DNA ブリッ
ジ形成機構についても、電子顕微鏡による微細形態観察を通して解明しようとした。これらの観
察に基づき、Rif1 による染色体の立体的ドメイン構築の分子メカニズムを知ろうとした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト 293T 細胞発現系を利用したタンパク質調製 - 文献 2に記載したように、マウス Rif1
（2,418 アミノ酸）とその部分欠失体を 293T 細胞に 2 日間発現させた。界面活性剤を含む低塩
濃度バッファー中で発現細胞をヌクレアーゼ処理して抽出した後、高塩濃度バッファーで抽出
した。発現タンパク質の N末端に 6xHis タグ、C末端に3xFLAG タグを付加しているので、抗 FLAG
抗体カラムとニッケルカラムを順次用いてアフィニティー精製した。 
(2) マウスES細胞株を材料としたRif1タンパク質調製 - N末端に2xFLAGタグを付加したRif1
を恒常的に発現している ES細胞株（E14-D8 株）を研究協力者の吉沢直子氏に御供与頂いた。こ
の細胞株を大量培養し、その抽出液から抗 FLAG 抗体カラムと G4-DNA アフィニティーカラムを
順次用いて精製した。G4-DNA カラムは、四重鎖形成させたビオチン化 T6G24オリゴヌクレオチド
を磁気ビーズ（ストレプトアビジン dynabeads）に固定化したもので作成した。 
(3) ヒト 293FT 細胞発現系を利用した分裂酵母 Rif1 タンパク質（SpRif1）調製 - 分裂酵母 Rif1
タンパク質は、293T 細胞より産生効率が良いとされる 293FT 細胞に一過性に発現させ、抗 FLAG
抗体カラムとニッケルカラムを順次用いてマウス Rif1 の場合と同様に精製した。 
(4) 精製タンパク質の電子顕微鏡観察と構造解析 - 精製したマウス Rif1の部分欠失体を研究
協力者の Huilin Li 教授（Van Andel Research Institute）に送付し、彼の研究室で電子顕微鏡
解析を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) G4（グアニン四重鎖）DNA と全長 Rif1 オリゴマーとの複合体の微細形態をクライオ電子顕
微鏡による単粒子解析で決定することを目指し、マウス Rif1（2,418 アミノ酸）の精製に着手し
た。しかし、全長 Rif1 をヒト 293T 細胞から大量精製することは困難であったため、発現系をマ
ウス ES 細胞の FLAG-Rif1 安定発現株（E14-D8 株）に切り替えた。100 mm 培養皿 100 枚の E14-
D8 細胞から抗 FLAG 抗体カラムと G4-DNA アフィニティーカラムを順次用いて FLAG2-Rif1 を精製
した（図１）。しかし、培養皿 100 枚から精製された FLAG2-Rif1 は 100 ng 程度に留まり、タン
パク質量が全く足りず、全長 Rif1 の電子顕微鏡解析は断念せざるを得なかった。 
(2) 全長の代わりに、マウス Rif1 の N末端領域（NTD）と C 末端領域（CTD）の間にある長い天
然変性領域（LID, 968 アミノ酸）を欠失させた Rif1-NC（NTD+CTD の意）を精製して解析するこ
とにした。NTD と CTD は、各々単独でオリゴマーとして G4 DNA に結合する一方、LID は何れにも
関与しないからである（文献 2）。莫大な労力を費やし、Rif1-NC を発現させた 293T 細胞からこ
れを大量精製することに成功した（図２）。細胞の低塩濃度と高塩濃度の各抽出液双方から別々
に Rif1-NC を大量精製し、Huilin Li 教授に送付し、彼の研究室で電子顕微鏡解析を実施した。
多数のネガティブ染色電顕像の二次元平均像を算出した結果、G4 オリゴ DNA の有無に拘らず、
どちらの Rif1-NC も三方に 11 nm 程の分岐突出塊を有する形態を取ることが多く、その大きさ
からオリゴマーであることが示唆された（図３）。以前、私達の生化学的解析では、Rif1-NTD は
4 量体と 8 量体、Rif1-CTD は二量体と 12 量体（主に 12 量体）を形成している可能性が高く、
Rif1-NC は図４に模式的に示したような形態をしていると推定した。実際、図３の幾つかの電顕
像は、図４B〜Cに示した例と類似しており、私達の推定を支持するものと言えるかも知れない。
しかしながら、電顕像には不定形凝集体の割合が多かったため、残念ながら分子形態の高解像度
の確定には至らなかった。また、Rif1-NC が正確に何量体なのかも特定できなかった。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.マウス Rif1 タンパク質の抗 FLAG 抗体カラムと G4-DNA カラムによるアフィニティー精製． 
（A）100 mm 培養皿 100 枚分のE14-D8 細胞抽出液を抗FLAG 抗体カラムにアプライして洗浄した
後、3xFLAG ペプチドで FLAG2-Rif1 タンパク質を溶出した． 
（B）抗 FLAG 抗体カラムからの溶出物を G4-DNA カラムにアプライして洗浄した後、NaCl 濃度勾
配（0.2 M〜1.4 M）で FLAG2-Rif1 タンパク質を溶出・精製した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 293T 細胞に発現させたマウス Rif1-NC タンパク質の精製． 
（A）長い天然変性領域（LID, 968 アミノ酸）を欠失させた Rif1-NC の一次構造の模式図． 
（B）150 mm 培養皿 140 枚分の293T 細胞から抗 FLAG 抗体カラムとニッケルカラムを順次用いて
マウス Rif1-NC タンパク質を精製した．細胞の低塩濃度抽出液から精製したものを L-Rif1-NC、
高塩濃度抽出液から精製したものを H-Rif1-NC とする． 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 精製したマウスRif1-NCタンパク質の電子顕微鏡解析（クラス分け二次元平均像）． 
（A-B）低塩濃度抽出液から精製した Rif1-NC タンパク質（L-Rif1-NC）の二次元平均像． 
（C）高塩濃度抽出液から精製した Rif1-NC タンパク質（H-Rif1-NC）の二次元平均像． 
（D-E）G4 オリゴ DNA（T6G24）を添加して観察した L-Rif1-NC の二次元平均像． 
（F）G4 オリゴDNA（T6G24）を添加して観察した H-Rif1-NC の二次元平均像． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 本研究実施前のマウスRif1-NC分子形態の推定イメージ（文献 2より改変）． 
（A）Rif1-CTD が二量体を形成している場合の全長 Rif1 オリゴマーの推定図（文献2）． 
（B）Rif1-CTD が 12 量体、Rif1-NTD が 4 量体のみを形成している場合の Rif1-NC オリゴマーの
推定図． 
（C）Rif1-CTD が 12 量体、Rif1-NTD が 4量体と 8量体を形成している場合の Rif1-NC オリゴマ
ーの推定図． 
 
(3) そこで、マウス Rif1 は一旦保留し、代わりに分裂酵母の Rif1（SpRif1）を大量精製するこ
とにした。SpRif1 は、マウス Rif1 と同様に N末端領域（NTD）と C 末端領域（CTD）に G4結合
部位を持ちながら全長 1,400 アミノ酸と小さいからである。しかし、全長 SpRif1をヒト 293T 細
胞や昆虫細胞（Sf9 細胞）に発現させると分解産物が大量に蓄積してしまった（文献 3）。特に
65K 辺りの分解産物は全長 SpRif1 の 4〜5倍量蓄積してしまい、数段階精製を進めても除去困難
であった（図 5A）。この除去困難な分解産物を質量分析で解析したところ、N末端 63アミノ酸と
C 末端 366 アミノ酸とを含む奇妙なポリペプチドであることが判明した（図 5B）。この発見に基
づき、N末端 92アミノ酸を欠失させた SpRif1 を 293FT 細胞に発現させたところ、分解が極度に
軽減することを見出した。そこで、この欠失体（SpRif1∆N92）をマウス Rif1-NC の時のように大
量発現させ、抗 FLAG 抗体カラムとニッケルカラムを順次用いて精製した（図 5C）。ニッケルカ
ラムのピーク画分後半では分解産物が殆ど除去されており、精製に成功したと言える。現在、精
製した SpRif1∆N92 を Huilin Li 教授に送付し、彼の研究室で試験的な電子顕微鏡解析を進めて



 

 

いる。高解像度の単粒子解析が十分可能であるという見通しが立てば、更に本タンパク質の大量
精製、及び電子顕微鏡解析を進めたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 293FT 細胞に発現させた分裂酵母の Rif1 タンパク質（SpRif1∆N92）の精製． 
（A）全長 SpRif1 を 293T 細胞から抗 FLAG 抗体カラムで精製した際の溶出プロファイル．主に
65K 辺りの分解産物が大量に蓄積してしまい、その後も除去困難であった． 
（B）65K の分解産物を電気泳動後ゲルから切り出して質量分析で解析し、その実態を模式的に

示した．奇妙なことに、SpRif1 の N末端 63アミノ酸と C 末端 366 アミノ酸とを含む． 

（C）150 mm 培養皿 72枚分の 293FT 細胞から抗 FLAG 抗体カラムとニッケルカラムを順次用いて

マウス Rif1-NC タンパク質を精製した．ここでは、細胞の低塩濃度抽出液から精製した際のニッ

ケルカラムクロマトグラフィーの結果を示したが、高塩濃度抽出液から精製した際もほぼ同様

の結果であった． 
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