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研究成果の概要（和文）：本研究は、提案者が立てた「DNAのメチル化等のエピジェネティックな修飾が転写を
制御する際、グアニン四重鎖(G4)構造が鍵となっている」という仮説を立証する為に、ヒトのゲノムDNAに多数
存在するG4構造に結合する蛋白質の網羅的な同定・解析技術を開発することを目的として研究を遂行し、光架橋
基を導入したG4リガンドを用いて、G4構造に結合するタンパク質とG4構造形成DNAとを連結する技術を開発し
た。

研究成果の概要（英文）：This research aimed at proving the hypothesis, "Guanine quadruplex 
structures (G4) in genomic DNA plays a key role in regulation of gene translation by epigenetic 
modification such as CpG methyation of human genomic DNA" and developing comprehensive 
identification and analysis method for the proteins binding to the huge number of the G4 structures 
which exist in the human genomic DNAs. We succeeded in developing it by connecting the proteins with
 the G4 forming DNAs using the G4 ligands bearing photo-reactive groups.
 

研究分野： 生物工学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本技術の開発により、メチロームで働く蛋白質を網羅的に同定することが可能になり、本技術は、メチローム解
析のための革新的な解析技術となりうる。そしてこれらの蛋白質の結合部位となる特定のDNAの領域が、メチル
化によりどう変化し、その結果としてどのように関連遺伝子の転写を制御するかを解析できるようになったの
で、メチロームの遺伝子制御メカニズムの解析を飛躍的に加速することができる。

※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。



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

本研究は、図１に示す、申請者が発見した知見を基に「DNA のメチル化等のエピジェネ

ティックな修飾が転写を制御する際、G4 構造が鍵となっている」という応募者が立て

た仮説に基づいて構想され、このような転写制御メカニズムは、応募者が初めて提案し

た。またこの仮説は、「ヒトゲノムに存在する遺伝子のプロモーター領域に存在する G4

構造が、転写因子の結合部位となる」という、応募者独自のもう一つの仮説に立脚して

おり、この仮説を支持する学術論文は幾つか報告されているものの、国際的には認知さ

れ始めたばかりである。つまり本申請課題が立脚する二つの仮説の両方が国際的に認知

されたばかりの、応募者ら独自の仮説であり、この仮説の検証が、本研究課題が解明し

ようとする学術的問いである。 

DNA のメチル化やヒストンのアセチル化などのエピジェネティックな修飾が、様々な

遺伝子の転写を制御し、様々な生命活動を決定することが明らかになっており、DNA の

メチル化と、細胞の分化等の生命活動の関連についての研究は国際的に熾烈な競争が繰

り広げられている。応募者らは、世界に先駆けて、メチロームを形成するヒトの CpG(シ

トシン、グアニンの連続配列)アイランドの 2000 以上で G4 構造が形成されていること

を報告し (Angew. Chem. Intl. Ed., 2013、図 2)、CpG のメチル化（シトシン、グアニ

ンの連続配列のシトシンのメチル化）と G4 構造の形成が密接に関連していることを、

世界で初めて示唆している。 

更に、応募者らは、これまで 30種

類以上の G4 構造が様々な蛋白質

に結合することを報告しており、

G4 構造が様々な蛋白質が結合す

る蛋白質結合モチーフの一つで

あることを確信している。しかも

ヒトの転写因子の主要なDNA結合

モチーフであり、二本鎖 DNA に結

合すると考えられている Zinc 

finger protein(Zif)が G4構造に

も結合することが報告され(Raiber et al., Nucleic Acids Res., 2012)、応募者も、

5 つの遺伝子のプロモーター領域に存在する G4 形成 DNA が、一本鎖の状態で代表的な

Zif である SP1 と結合し、しかもその G4 形成 DNA と SP1 との結合が、メチル化により

変化することを報告している(Molecules, 2018)。更に Nature姉妹誌の Struct. Mol. 

Biol.誌に、ゲノム解析の世界の第一人者である Balasubramanian らのグループが、メ

チロームは G4 構造で形成されている、と報告し、応募者らの仮説の正当性は国際的な

支持を受け始めている。 

本申請で提案する技術は、この G4構造に結合する蛋白質を網羅的に同定することを可

能にし、更にこれらの蛋白質の、メチル化された標的 G4 構造への結合の変化も解析可

能にするので、これが変化している蛋白質は、メチロームにおいて重要な役割を果たす

と推定される。まだ端緒にあるメチロームの遺伝子転写制御機構解明において、その基

本原理の一つを提示し、詳細な機構解明の手法を提供するので、本課題の学術的問いの
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意義は極めて大きく、メチローム解析を飛躍的に推進するので、その学術的波及効果も

極めて大きい。 

 

２．研究の目的 

本研究は、応募者が立てた「DNA のメチル化等のエピジェネティックな修飾が転写を

制御する際、G4構造が鍵となっている」という仮説を立証する為に、ヒトのゲノム DNA

に多数存在する G4 構造に結合する蛋白質の網羅的な同定・解析技術を開発することを

目的とする。具体的には、研究分担者の長澤らが開発した、G4構造を特異的に認識する

リガンドに二つの光架橋性官能基を導入し、G4構造に結合した蛋白質とG4形成DNAを、

この光架橋性 G4 リガンドを介して、光架橋により連結し、これを回収して質量分析計

で解析し、蛋白質を同定する。ゲノム DNA 上の特定の標的 G4 形成 DNA を、その領域と

相補的な塩基配列を有する DNA プローブで選択的に捕捉する。 

そして対象とした G4 構造形成 DNA のシトシンがメチル化された際に、G4 の構造が変

化するか、同定した蛋白質の結合が変わるかを検討し、メチロームでの役割を解析する。

この一連の解析技術の開発とこれを用いたメチローム解析を目的とする。 

DNA のメチル化(CpG メチル化)と様々な遺伝子の転写との相関解析研究は国際的に熾烈

な競争となっており、応募者らがCpGメチル化とG4構造形成との相関を示唆して以来、

これを裏付ける研究成果が次々と一流の学術誌で報告されている。 

しかし現状では、CpG メチルを触媒する酵素群や、その機構については研究が進んで

いるが、CpG メチル化している部分を認識する蛋白質や、それと協働して転写制御する

蛋白質についてはまだほとんど同定されておらず、手付かずの状態といってよい。本申

請課題は、そのような蛋白質を同定するための最初の基盤技術を提供するものであり、

かつ、CpG メチル化と G4 形成との相関を明らかにする決定的な手法となる、極めて学

術的独自性の高いものである。これは、G4 構造が種々の蛋白質と結合するモチーフで

あることを熟知している研究代表者の池袋と、G4 構造の構造自体を極めて特異的に認

識できるという点で、現在最も優れた G4リガンドを開発している研究分担者の長澤の、

両者が協力することにより初めて実現できる研究であり、国際的にも無二の学術的独自

性を有する。 

また、この研究の前提となる、「DNA のメチル化等のエピジェネティックな修飾が転写

を制御する際、G4構造が鍵となっている」と「ヒトゲノムに存在する遺伝子のプロモー

ター領域に存在する G4 構造が、転写因子の結合部位となる」の 2 つの仮説も応募者ら

が独自に発想した独創的な概念であり、この両者に基づいて、CpG メチル化の情報であ

るメチロームで重要な役割をする蛋白質を、G4 構造を起点として解析しようという本

申請課題は、これまでのメチローム研究と一線を画した独創研究である。そして本申請

課題は、メチローム解析において、全く異なる視点からの端緒を与える独創的基盤技術

を提供できる。 

 

３．研究の方法 

(1) 光照射による抗体-リガンド-アプタマー三者複合体の作製および Avidin-HRP 検出によ

る評価 

抗 Aβ抗体に対する 3 種類のアプタマー候補配列の 5’末端にビオチンが修飾された 3 種類

のビオチン修飾アプタマー (4A51_Bio, 4A68_Bio, 4A108_Bio) を TBSK buffer (10 mM Tris, 



100 mM NaCl, 100 mM KCl, pH7.35) 中で希釈し、終濃度 10 µM になるよう調製した。ま

た、終濃度 10 µM になるよう光架橋性 6OTD を各サンプルに加え、フォールディングを行

った。続いて、調製した DNAサンプル 10 µL に対して 1.5 µL の抗 Aβ抗体 (終濃度 1.0 

µM) を加え、0℃で一晩インキュベートした。その後、スポットタイプの UV-LED光源 

(hamamatsu) を用い、各サンプルに対し UV (波長 365 nm, 最大照射強度 1000 mW/cm2) 

を、10秒間を 90回照射した。UV照射後、各サンプルに対して等量の 2x SDS sample 

buffer を混合し、95℃で 5 分間熱処理した。その後、各サンプルをポリアクリルアミドゲ

ルにアプライし SDS-PAGE後、Avidin-HRP 検出および銀染色を行った。 

 

(2) ブロッティングアッセイによる三者複合体の評価 

(1)の三者複合体混合溶液を TBS-T buffer (0.05% Tween20 in 10 mM Tris, 100 mM NaCl, 100 

mM KCl, pH7.4) で希釈した。また、Mouse IgG抗体である抗 Aβ抗体のみを含む positive 

control およびアプタマーを含まない negative control も同様に TBS-T buffer で希釈した。

Amyloid-β 1-42（Aβ） 1 µL (1 pmol または 10 pmol) をニトロセルロース膜上に滴下し、吸

着固定後、2% (w/v) BSA を含む TBS-T を用いて室温で 1時間ブロッキングした。TBS-T

で洗浄後、膜と希釈した三者複合体、negative control、または positive control を室温で 1時

間インキュベートした。膜を TBS-T で洗浄後、NeutrAvidin-HRP または HRP標識抗マウス

IgG抗体を添加し、1時間インキュベートした。膜を洗浄後、HRP 基質を添加し 5 分間静

置後、LAS4000 mini を用いて HRP由来の化学発光を検出した。 

 

(3) アプタマーの相補鎖形成能の評価 

① 光照射によるアプタマー-リガンド複合体の作製 

抗 Aβ抗体に対するアプタマー候補配列 (Table2) の 5’末端にビオチンを修飾し、さらに

制限酵素 EcoRI 認識配列を付加したビオチン修飾アプタマー (4A108_EcoRI_Bio2) を

TBSK buffer中で希釈し、終濃度 5 µM になるよう調製した。さらに、光架橋性 6OTD（終

濃度 5 µM）を各サンプルに加え、フォールディング後、0 ℃で一晩インキュベートした。

その後、スポットタイプの UV-LED光源 (hamamatsu) を用い、各サンプルに対して UV 

(波長 365 nm, 最大照射強度 1000 mW/cm2) を、20秒間を 45回照射した。 

 

② Native-PAGE による制限酵素を用いたアプタマーの相補鎖形成評価 

①の複合体混合溶液に対して、制限酵素 EcoRI、終濃度 5 µM の 4A108_EcoRI_Bio の

Short_comp2 または完全相補鎖配列 (4A108_comp2) を加えた。各サンプルを 37 ℃で 30 分

間酵素反応させた。Midori Green Direct および 6×Loading buffer と酵素反応後の溶液を混合

後、15%ポリアクリルアミドゲルに添加し、Native-PAGE を行った。ゲルイメージャーで

Midori green Direct の蛍光を検出し、制限酵素 EcoRI の有無によるアプタマーの相補鎖形成

を確認した。 

 

(4) BSA を用いたアプタマーの VEGF165 に対する特異性評価 

VEGF G4_bio を TK buffer中で希釈し、終濃度 20 µM になるよう調製した。また、終濃

度 10 µM になるように光架橋性 6OTD を各サンプルに加え、フォールディングを行った。

続いて、調製した DNAサンプル 10 µL に対して 4.0 µL の BSA (終濃度 0.69 µM) を加え、

0 ℃で 1時間インキュベートした。その後、各サンプルに対して UV を 20秒間、15回照射



し、SDS-PAGE後、Avidin-HRP 検出を行った。 

 

４．研究成果 

(1) Avidin-HRP を用いて化学発光検出した結果、光架橋性 6OTD および抗体を含む 4A51_Bio、

4A68_Bio、4A108_Bio において、60 kDa および 35 kDa付近に強い化学発光が確認された。

これより、光架橋性 6OTD を介した抗体とアプタマーの共有結合が示唆された。一方で、銀

染色では 60 kDa および 35 kDa付近にバンドを確認することができなかった。これより、抗

体-G4リガンド-アプタマー三者複合体の形成量は少量であることが示唆された。 

 

(2) ブロッティングアッセイの結果、4A108 において、UV照射を行った条件では、UV照射

を行っていない条件と比較して、1 pmol Aβおよび 10 pmol Aβに対して強い化学発光が観察

された。これより、4A108 では、光架橋性 6OTD を介した共有結合により抗体とアプタマー

が強く結合したことが示唆され、UV照射が抗体の機能を阻害しないことが示された。 

 

(3) 制限酵素処理を行った Short_comp2 および 4A108_comp2 を用いたサンプルでは、制限

酵素処理を行っていない条件と比較して、早い泳動度が観察された。これより、制限酵素

EcoRI によって、4A108_EcoRI_Bio2 と相補鎖の二本鎖部分の制限酵素認識配列領域が切断

された事が示唆された。 

 

(4) VEGF165 を BSA に変更し Avidin-HRP 検出を行った結果、アプタマー無添加にも関わら

ず 66 kDa付近に化学発光が見られ、NeutrAvidin-HRP が BSA に非特異吸着していることが

示唆された。一方で、アプタマー存在下の UV照射した光架橋性 6OTD および BSA を含む

サンプルにおいて、三者複合体と示唆される位置である 72 kDa付近にバンドは確認されな

かった。これより、VEGF G4_bio は光架橋性 6OTD を介して特異的に VEGF と架橋された

ことが示唆された。 

 

研究成果のまとめ 

研究分担者の長澤らが開発した、G4構造を特異的に認識するリガンドに二つの光架橋

性官能基を導入し、G4 構造に結合した蛋白質と G4 形成 DNA を、この光架橋性 G4 リガ

ンドを介して連結し、これらの三者複合体が形成されている事を確認した。そして対象

とした G4構造形成 DNA のシトシンのメチル化により、G4の構造が変化するか、同定し

た蛋白質の結合が変わるかを検討し、メチロームでの役割を解析した。 

２ヶ所の光官能基を導入した光架橋性 G4リガンドを合成し、これを介して VEGFアプ

タマーと VEGFが架橋した三者複合体を作製できた。VEGF G4 を用いた条件下の 

Avidin-HRP検出の結果、三者を含む UV照射サンプルで 25 kDa 付近に三者複合体由来

と示唆されるバンドを確認でき、銀染色においても、UV 照射条件でバンドが濃くなっ

ており、プロモーター由来の G4 DNA を、光架橋性 G4リガンドを介し、それに結合する

VEGFと架橋する手法が開発できた。 

また、複数の G4 形成 DNA の構造がメチル化によりどう変化するかを、円二色計(CD)

やゲル電気泳動、DMS フットプリンティング等により解析し、CpG メチル化により、こ

れらの構造が明確に変化し、ここで開発した技術がメチローム解析を行う上で基盤技術

となる事を確認できた。 
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