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研究成果の概要（和文）：申請者らは、細胞内RGq構造のみを安定化し、内在性タンパク質発現量に変化を与え
ることが可能なRGq選択的結合化合物RGB-1を既に見出している（JACS. 2016）。本研究期間内においては下記に
示す手順で細胞内RGqを網羅的に探索した。①培養細胞群に対してRGB-1処理を行い、タンパク質発現量の変化を
抗体アレイにより評価した。③RGqにより逆転写酵素の伸長反応が停止することを応用したストップアッセイに
よりCAPG, Nection4でRGqを構築していることを確認した。④当該mRNAに対してin vitro translationを行い、
タンパク質翻訳反応に影響を与えていることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Guanine-rich RNA sequences can form thermodynamically-stable four-stranded 
RNA structures known as RNA G-quadruplex (RGq). It has been long understood that RGq structrues are 
linked to essential biological processes, yet the physiological significance of RGq structrues in 
cells still remains unclear. Here, we demonstrate a method that permits the discovery of RGq 
structrues which affect protein translation in mammalian cells. The method is an integration of 
antibody array technology and a small-molecule RGB-1, which selectively stabilizes RGq structrues. 
By applying this technique to 84-human-cancer-related genes, we found NECTIN-4 and CAPG as two genes
 carrying G-quadruplex structures on the 5’UTR of their mRNA. Further investigations revealed that 
the RGq structrues of CAPG exhibits a structural polymorphism. This infers that the polymorphic 
G-quadruplex structure in the 5’UTR of the mRNA would promote environment-responsive regulation of 
gene expression.

研究分野： 生体機能関連化学

キーワード： RNA G-quadurplex　translation

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオインフォマティクス技術の向上によりmRNAの構造が正確に予想すること可能になってきている。しかし近
年、核酸高次構造は環境依存的に変化することが明らかになってきており、細胞内環境を具体的に数値化するこ
とが困難であることから、バイオインフォマティクスのみで細胞内の核酸高次構造を正確に予想することは困難
であると考えられる。
そこで申請者はRNA G-quadaruplexに選択的に結合する化合物RGB-1を用いて細胞内RGqの網羅的な探索を可能と
する技術を開発した。同手法を用いて、今まで知られていなかった遺伝子からRGqを同定することに成功した。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

RNA G-quadruplex（RGq）の生理学的な機能は不明である
（Fig. 1）。しかし、RGqを構築し得る塩基配列が非翻訳領域に
偏在していること、また RGq が他の RNA 構造体と比較して
熱力学的に非常に安定であることなどを考えると、RGq が
種々の生体内反応に影響を与えている可能性は高い。また、バ

イオインフォマティクスの研究から、RGq がガンなどの疾病
に関連する遺伝子の mRNA で高頻度に存在している可能性が
示唆されている。さらに、近年の試験管レベルの実験からは、

RGq とタンパク質翻訳反応の関連性を示唆する結果が次々と
報告されるようになった。すなわち、RGqの生物学的役割の解
明は、病態診断や医薬品開発に資する非常に魅力的な研究対象

である。 
本研究は、「細胞内において“どの mRNA”が“どの位置”で RGq
を形成し、その RGq が“何をしているのか”」である。RGq 探
索においては、mRNAの塩基配列から RGq形成可能な配列を
絞り込むが、多くの場合、d(G3+N1–7G3+N1–7G3+N1–7G3+)という基
本ルールが利用されている。すなわち、「３塩基以上の連続す

るグアニン配列が４つ必要で、それら連続するグアニン配列間

をつなぐループは７塩基以下でなければならない」というもの

である。そもそも、このルールは核酸塩基配列情報から予測さ

れる熱力学的な安定性に基づいて算出されたものであり、特に

細胞内環境を考慮していない単純な Buffer 条件下を念頭にし
ている 1。しかし、mRNAは塩濃度が変わることにより全体構
造を変えることも知られており 2、細胞内環境を正確に把握す

ることが現時点において不可能である以上、一義的なルールで RGq の存在位置を特定すること
は困難である。もちろん、細胞内における RGq の存在位置がわからないので、試験管レベルの
実験で予測できる RGq機能以外の細胞内 RGq機能を解明することも不可能である。 

 
２．研究の目的 

申請者は先行研究により RGqに対して選択的に結合する小分子リガンド RGB-1（Fig. 2）を
見出した。本研究期間においては、RGB-1を用いて細胞の中で形成される RGqを探索し、見つ

け出した RGqの生体内機能解明を目指した。具体的には、mRNAを対象として以下の流れで研

究を行った。 

① 抗体アレイを利用し、RGqを構築するmRNAを絞り込む。 
② 絞り込んだmRNAに対してストップアッセイを行い、“どの位置”でRGqが構築されている

のかを特定する。 
③ RGB-1を用いて特定したRGqの安定性に変化を与え、RGqの機能を解明する。 
この研究により、バイオインフォマティクス等では見出すことができなかった RGqを探し出し、
今まで知られていなかった RGqの生理学的機能解明できることが期待される。 
 
３．研究の方法 

① 抗体アレイにより細胞の中で形成されるRGqを網羅的に探索し、RGqを持っているmRNA
を絞り込む。 

 現時点において、先行研究および予備実験で明らかにした RGB-1 の特徴を以下にまとめる。 

 

Fig. 1 G-quadruplex の構造図。この構
造体はグアニン塩基の連続配列とリン

カー塩基配列から構築される。本図に
おいてはリンカー塩基配列を実線で表

記しているが、実際には核酸塩基によ

り構成されている。 

 

Fig.2化合物 RGB-1の構造。様々な
試験管レベルの評価を行った結果、

RGB-1 は RGq のみに結合し、構造
を安定化することが明らかになっ

た。また、細胞実験を行う上で極め

て重要な要素である細胞膜透過性に

関しても問題ないことを明らかにし

ている。 

 



l RGB-1は RGqに高い選択性をもって結合し、その構造を安定化する。 
l RGqが RGB-1により安定化することでリボソームの進行が阻害されタンパク質合成が抑制

される。 
l RGB-1は RGqを有する遺伝子の内在性タンパク質発現量に変化を与えることができる。 

RGB-1 が有するこれらの特性を活かし、培養細胞群に対し RGB-1 処理を行う。RGB-
1 は細胞透過性が高いため、特別な処理を施す必要なく細胞内へと侵入する。細胞の中

に入った RGB-1 は高い選択性で RGq に結合し RGq 構造を安定化する。つまり RGq を

有している mRNA のタンパク質発現量は、RGB-1 の存在により変化が生じるはずであ

る（Fig. 3）。もちろん、RGB-1 が他の遺伝子発現に影響を与え、副次的に当該遺伝子の

タンパク質発現量に変化を生じさせる可能性もある。そこで当該 mRNA そのものの発

現量を定量的PCRで比較評価し、転写レベルでの発現量に変化がないことを確認する。

この二段階の評価を行うことで RGq をもつ mRNA を絞り込むことができる。 

② 抗体アレイにより絞り込んだ遺伝子に対してストップアッセイを行うことで“どの

位置”で RGq を形成するのか特定する。 

 申請者のグループでは先行研究において逆転写酵素の伸長反応が RGq により止まっ

てしまうことを利用して（ストップアッセイ 3）、どの位置で RGq が構築されているの

かを同定するシステムを確立している（Fig. 4）(JACS 2016)。もちろん、ストップアッ

セイのみでも運が良ければ RGq を見出すことは可能である。しかし、ラベル化された

プライマーは高価であり、何万種と存在する mRNA をしらみつぶしに検討していく方

法は効率的ではない。抗体アレイの結果と本方法を組み合わせることで、効果的に RGq
を同定する。 

４．研究成果 

抗体アレイ 

 mRNA 中に存在する RNA G-quadruplexを同定

するために、RNA G-quadruplex（以下 RGq）を
選択的に安定する化合物 RGB-1 を利用したス
クリーニング法を設計した（Fig. 3a）。 RGB-1の
存在下においてタンパク質の発現レベルが変化

するタンパク質は、理論的には、その発現がRGq
によって制御されていることを示唆している

（Fig. 3b）。この仮説を念頭に置いて、ヒト乳が

んMCF-7細胞を DMSOまたは RGB-1（10 µM）
で処理し、細胞抽出液のタンパク質レベルを 84
の癌関連タンパク質評価用抗体アレイにより解

析した。その結果 RGB-1の存在によりタンパク
質の発現が向上したものと抑制されたものの両

パターンが存在することが明らかになった。

我々はその中から最も抑制効果が示された６つ

の遺伝子（BIRC5、FOXO1、AREG、TP53、
NECTIN-4、CAPG）に焦点を当てこととした。

なお 6つの選択された遺伝子の中で、BIRC5は
検出シグナルが著しく低くかったことから、以

降の実験から除外した。 

 
Fig. 3 |タンパク質翻訳反応に影響を与える細胞内機能
性 RGq を同定する方法の略図。 a：RGB-1 の化学構
造 b：Step1タンパク質発現レベルと抗体アレイの直接
比較。 タンパク質は、まず RGB-1または DMSO（RGB-
1溶液の溶媒）で処理されたMCF-7細胞から抽出する。 
次に、各抽出物を抗体アレイで分析しました。 Step2
抗体アレイから選択されたダウンレギュレートされた

遺伝子の mRNA発現レベルの RT-qPCR分析。 Step1
と Step2 から選択した遺伝子候補をさらに調査して、
機能性 RGqを同定。 c:6つのダウンレギュレートされ
たタンパク質の RGB-1 処理ありまたはなしのタンパ
ク質発現レベルの比較。 d:選択した遺伝子のRGB-1の
存在下と非存在下での RNA 発現レベルの比較。 相対
的発現レベルは GAPDHによって規格化。 



次に定量的 PCRによって 5つのダウンレギュレートされた遺伝子のmRNA発現レベルを確認し

た（Fig. 3d）。その結果、FOXO1、AREG、および TP53の mRNA発現レベルが、タンパク質レ
ベルと並行して RGB-1 処理によって減少したのに対して、NECTIN-4と CAPGの mRNAレベル
には変化が認められないにもかかわらず、タンパク質発現レベルは大幅に低下していることが

わかった。これらの結果は、Nectin-4や CapGに関して RGB-
1が両遺伝子に存在する RGqに結合してmRNA合成を抑制

することなく、タンパク質合成を抑制していることを示唆

している。 
 
RGq の同定 
Nectin-4および CAPG mRNAの配列を確認すると、両遺伝

子の 5’UTR には RGq を構築することが可能だと言われて

いる配列（G3+ X1–7 G3+ X1–7 G3+ X1–7 G3+）が存在していた。 
そこで実験的に RGq を同定するため逆転写酵素の DNA 伸

長反応停止位置を確認する RTストップアッセイを行った。

このアッセイは、mRNA の逆転写反応中に RNA G-
quadruplex サイトの位置をピークとして検出できる。 
実際に評価を行なったところ Nectin-4と CAPG mRNAでは
RGqの存在を示すピークを検出することができたが、TP53 
mRNAの 5’UTRでは検出されなかった。ほんピークは KCl
を含むバッファー条件下でのみ検出され（Fig. 4a、b）、RGB-
1 の存在下で増強されたことから RGq 由来のピークである

と判断した。興味深いことに Nectin-4 mRNA の 5’UTR に
は、相互に近接して位置する 4つのグ Guanine tract（連続し
たグアニンヌクレオチド、G-tract）が含まれていた。その 5
つの mutant の RT ストップアッセイにより、G 四重鎖は 4
つの連続した G-tract ではなく、3 つの G-tract と離れた G-
tract の組み合わせによって形成されることが明らかになっ

た（Fig. 4a）。おそらく、そのような分離された G-tractの組

み合わせの立体配置は、NECTIN-4 mRNA が形成する全体
構造の中で近接した G-tractを利用していると考えられる。 
一方、5 つの G-tract（tract 1〜5）を含む CAPG mRNA の
5’UTR の RT ストップアッセイ結果は、より複雑なパター

ンを示した（Fig. 5）。高および低 KCl条件下での RGqの存
在を示すピークは、CapG mRNA 中には 2つの RGqが存在
していることを明らかにした。G tractを A tractに変異した

サンプルを作製 RT ストップアッセイを行なったところ、

tract 1または 5に変異を入れたサンプルは、多型性を示すピークが消失した。これらの結果は、

CAPG mRNAが 100 mM KClで tract 2-5の G-quadruplexを形成し、25 mM KClで tract 1-4の G-
quadruplexを形成することを示唆している。 
これらの RGqの特性をよりよく理解するために、35 ntのオリゴ RNA（shCapG mutant1と shCapG 
mutant2）を用意した。それぞれの短鎖オリゴ RNA は対応する RGq の構築最小配列が含まれて

おり、RGqの典型的な融解曲線を示した。さらにそれらの短鎖オリゴ RNAは、低濃度の KCl（2 
mM）を含む Buffer 溶液でも高い安定性を示しましたが、shCapG mutant2（tract 1-4）は、shCapG 
mutant1（tract 2-5）よりも高い安定性を示した。2つの mutant間の ΔTm 値は、最大 6 mMの KCl
濃度の増加に伴って減少し、shCapG mutant1 の安定性のより高い KCl 依存性を示した。残念な

がら、KCl濃度をさらに上げると、Tm 値が測定範囲外になるためこれ以上の KCl濃度を上昇さ

 
Fig. 5 | CapG wildtypeの多型 RGq。多型構
造の RGq比率は、50 mM NaCl、100 mM 
KClおよび 25 mM KCl塩濃度下で RTスト
ップアッセイによって評価した。RGqを構
成する 4つの G-tractを赤で示す。 

 
Fig. 4 | Nectin-4 wildtypeおよび CapG 
wildtype mRNAにおける RGqの同定。 
a、d:Nectin-4 wildtype および CapG 
wildtype mRNA のヌクレオチド配列。
G-tract は赤で表示されます。  b、
e:templateマーカー。 c、f:RTaseを介
した cDNA 合成は、100 mM KClの存
在下では Nectin-4 wildtype および
CapG wildtype mRNAで停止したが、
50 mM NaClの存在下では影響はない。 



せることはできなかったが、より高い KCl 濃度では、
shCapG mutant1は shCapG mutant2よりも安定していると
考える。 
 
タンパク質翻訳抑制活性 
同定したRGqがタンパク質の翻訳に及ぼす影響を評価す

るために、レポーターアッセイを行った。本アッセイで

は Fireflyルシフェラーゼ（FL）のタンパク質翻訳反応は
Nectin-4または CapGの 5'UTRによって制御され、Renilla
ルシフェラーゼ（RL）は IRES によって開始され、翻訳
されることから内部標準として利用した（Fig. 6aおよび

5a、b、c、d）。評価の結果、RGB-1は Nectin-4 5'UTRを
含む転写産物のタンパク質翻訳効率を低下させたが、 G-
tractをA-tractに変異させたサンプルはタンパク質翻訳量

の顕著な低下は認められなかった（Fig. 6c）。この結果は
RGB-1 が RGq に結合して安定化することでタンパク質

翻訳抑制が起きていることを示唆している。 
一方、CapG 5’UTRによって制御されるレポーター遺伝

子は非常に興味深い特性を示した。 RGB-1は、wildtype 
CapG 5’UTR のタンパク質翻訳量を減少させた。また、

RGB-1は、G-tractを A-tractに変異させたサンプル（CapG 
mutant1または 2）に対しても同様にタンパク質発現の抑

制に成功した。一方で全ての対象 G-tract を A-tract に変
異させたCapG mutant3に対してはタンパク質翻訳抑制効

果を示さなかった。これらの結果は、

CAPG mRNAの 2つの可能な RGq構造の
両方が翻訳抑制に寄与していることをま

とめて示唆している。RT ストップアッ

セイは、2 つの CapG RGq の比率が

KCl 濃度に依存することを示した

（Fig. 7a）。タンパク質翻訳抑制に対

する塩濃度の影響を推定するために、

無細胞翻訳システムを使用して、高

（翻訳 Buffer：150 mM KCl）および低

（3 倍に希釈した翻訳 Buffer：50 mM 
KCl）塩濃度での翻訳効率を評価した

ところ CapG mutant1 のタンパク質翻

訳抑制活性は、高塩濃度 Buffer の

CapG wildtype と同じくらい強力であ

ったのに対し、低塩濃度 Buffer の翻訳

に有意な影響を与えなかった。対照的

に、CapG mutnat2 は、塩濃度に関係な

く同じレベルで翻訳を抑制した（Fig. 
7f）。CapG wildtype の 2 つの RGq が共

同してタンパク質翻訳反応を制御し

ていることを示唆しているもと考え

ている。 

 
Fig. 6 | Nectin-4 mRNAの 5'UTRからの
翻訳に対する RGB-1の影響。 a:FLを
コードする mRNAは、wild type 5'UTR
の Nectin-4とその 5'UTRの変異バージ
ョンを設計した。RLは、IRESの下流に
配置した。 b:モデル mRNAの 5’UTRの
ヌクレオチド配列。 G-tractは赤で表
示。 c:in vitroでのレポーターRNAの翻
訳に対する RGB-1の影響。 RGB-1
は、Nectin-4 mutant1 RNAテンプレー
トからのタンパク質翻訳に影響を示さな

かったが、RGqを含む Nectin-4 wildtype 
RNAテンプレートからの翻訳を著しく
減少させた。 

 
Fig. 7 | CapG 5’UTR の多型 RGq がタンパク質合成に及ぼ
す影響。 a: RGqの多形性は、塩濃度の変化に応じてタンパ
ク質合成を調節する。多型構造における各 RGqの割合は、
in vitro翻訳アッセイにより 150 mM KClおよび 50 mM KCl
塩濃度で評価した。 b、c、d、CapG wildtype、ホタルルシ
フェラーゼ（FL）をコードする mRNAは、FLをコードする
CAPGmutant1、CAPGmutant2および CAPGmutant3 mRNA
をモデルとして設計されました。RLは、内部標準として配
置。e:モデル mRNA の 5'UTR のヌクレオチド配列。f:翻訳
に対する塩濃度の影響。 in vitro翻訳には、高塩濃度 Buffer
（1x翻訳 Buffer）および低塩濃度 Buffer（3倍に希釈した翻
訳 Buffer）を使用しました。 FLは RLで規格化している。 
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