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研究成果の概要（和文）：RNAのうち、グアニン残基が連続する配列は、4本鎖のRNA G-quadruplex（G4RNA）構
造を形成することがある。我々は、新たに同定したG4RNA結合タンパク質がG4RNA依存的に相分離を起こし、細胞
の相分離区画であるストレス顆粒の形成に寄与していることを明らかにした。さらに、G4構造を形成するmRNAが
G4構造依存的に相分離を起こし、それによって細胞内のストレス顆粒の形成を調整することを明らかにした。こ
れらの結果と同様に、バイオインフォマティクスアプローチにより、G4形成mRNAはG4を形成しないmRNAと比較し
てストレス顆粒内に有意に濃縮されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Sequences within RNA that are rich in consecutive guanine residues can adopt
 quadruple-stranded structures, RNA G-quadruplexes (G4RNAs). G4RNAs have profound implications for 
RNA metabolism, and prolonged disequilibrium of G4RNA formation is associated with 
neurodegeneration. Although G4RNA-forming sequences are abundant in transcriptomes, the 
comprehensive roles of G4RNAs remain poorly understood. Here we demonstrate that a newly identified 
G4RNA-binding protein undergoes G4RNA-dependent phase separation and contributes to the assembly of 
stress granules (SGs), a cellular phase-separated compartment. Importantly, we showed that 
G4-forming mRNAs undergo phase separation in a G4 structure-dependent manner, thereby coordinating 
SG assembly in cells. Consistent with these results, the bioinformatics approach revealed that 
G4-forming mRNAs are significantly enriched within SGs compared with non-G4 mRNAs. Cumulatively, 
G4RNA-dependent phase separation plays a critical role in SG assembly.

研究分野： 神経科学

キーワード： グアニン四重鎖　RNA高次構造　神経機能　ストレス顆粒

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は、未だ生物学的機能が不明である「グアニン四重鎖」に着目し研究を行っている。グアニン四重鎖
はグアニンが豊富な配列領域でDNA・RNAが形成する特殊な核酸高次構造のひとつである。しかしながら、mRNAグ
アニン四重鎖と「精神疾患の認知障害」との関連性は未だ詳細に明らかにされていない。本研究では、グアニン
四重鎖を形成し、神経機能維持のために必要なタンパク質をコードするmRNA群と神経細胞に高発現する新たなグ
アニン四重鎖結合タンパク質を同定した。それらはストレス顆粒の形成に重要であり、神経細胞死に関与するこ
とが本研究により明らかになった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

RNA 二次構造は、タンパク質翻訳、mRNA 分解、炎症反応、RNA ゲノムウイルスの進化など、
多面的な生理的機能を担っている。特に、RNA G-quadruplex（G4RNA）と呼ばれるグアニン残基
を多く含む配列による 4 本鎖 RNA 構造は、熱安定性が非常に高く、トポロジー的特徴が多様な
ことから、mRNA スプライシング、安定性、局在、翻訳の制御に関与すると考えられている。
G4RNA 形成配列の数は、HeLa 細胞における約 2,300 の遺伝子転写産物中に約 3,800 存在すると
推定されている。mRNA 内の G4RNA 形成配列は、コーディング領域（CDS）に比べ、5′非翻訳
領域（UTR）および 3′UTR に比較的多く存在することが知られている。 

G4RNA の異常な形成は、神経変性疾患と関連している。C9orf72 の GGGGCC 繰り返し RNA
配列によって形成される G4RNA は、神経細胞内で相分離した凝集体を形成し、これが筋萎縮性
側索硬化症/前頭側頭型認知症（C9ALS/FTD）の発症因子と考えられている。我々は、FMR1 の
CGGリピートRNA配列によって形成されるG4RNAが、主要な病原タンパク質であるFMRpolyG
の凝集体の液相から固相への転移を誘導することを報告した。この相転移は、神経細胞内に不溶
性の封入体を生成し、脆弱性 X 関連振戦/運動失調症候群で観察される神経細胞機能障害につな
がる。しかし、G4RNA の細胞内機能は未解明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究では、G4 構造による「DNA 可塑性」と「RNA エングラム」の存在を証明することを

目的とした。つまり、G4 構造が脳機能における学習・記憶の分子実態のひとつであることを生
物学的に明らかにする。エングラムは、動物の脳内に学習によって核酸やタンパク質などに暗号
化されているとされているが、その分子実態は不明である。G4 構造が記憶の分子実態であるこ
とを解明できれば、これまでの科学における「記憶≒シナプス可塑性」仮説に一石を投じる革新
的な研究となる。本研究では、この研究の先駆けとして、神経細胞におけるグアニン四重鎖形成
mRNA を同定することができた。さらに、それらの中で特に神経機能に重要な役割を担う mRNA
を特定し、その mRNA で形成されるグアニン四重鎖の高次構造を明らかにした。そして、グア
ニン四重鎖の形状変化によってその RNA 動態が制御されることを見出した。さらに、神経細胞
に高発現する新たなグアニン四重鎖結合タンパク質を同定した。 
 
３．研究の方法 
 
LC-MS/MS によるグアニン四重鎖相互作用タンパク質の同定 
マウス前脳組織を 50 mM tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M NaCl, 0.1% Triton X-100, 4 mM EDTA, 4 mM 

EGTA, 1 mM Na3VO4, 50 mM NaF, 1 mM dithiothreitol, およびタンパク質分解阻害剤 (tripsin 
inhibitor, pepstatin A, and leupeptin) を含むバッファーで溶解し， 15,000 g, 10 min で遠心分離をし
た。上清を回収し、His タグ付きグアニン四重鎖抗体 BG4（またはコントロール用の通常のウサ
ギ IgG）と抗 6×His 抗体を予め結合させたプロテイン A セファロースカラム（GE ヘルスケア）
上で 4℃、4 時間、一定回転でインキュベートした。その後、結合したタンパク質を TBS で洗浄
し、2.5%酢酸で溶出させた。全サンプルの LC-MS/MS 解析は外部委託した。なお、10μg のマウ
ス IgG でプルダウンした対照試料で同定されたタンパク質は、同定されたタンパク質から減算
した。 
 
EMSA  

100 mM KCl または LiCl を含む 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 中の Fluorescein phosphoramidite 
(FAM) 標識 RNA (20 nM) を 95℃で加熱し、1.5 時間かけて徐々に室温に冷却した。折りたた
んだ RNA サンプルに組み換え新規 G4RNA 結合タンパク質「X」およびその変異体を加え、室
温で 30 分インキュベートした。得られた混合物をゲル電気泳動で分析した（6% native TBE 
polyacrylamide, 90 min, 100 V, 4℃）。ゲル上の RNA は Typhoon Trio 装置（GE Healthcare）を用い
て可視化した。RNA と新規 G4RNA 結合タンパク質「X」 およびその変異体との相互作用に関
する Kd の決定には、バンドシフトデータを非線形最小二乗法で算出した。 
 
SPR-binding アッセイ  

SPR 実験は、Biacore X 装置（GE ヘルスケア）を用いて行った。ビオチン化 RNA をストレプ
トアビジン機能化 SA センサーチップに固定化した。SPR 測定は、100 mM KCl を含む HBS バッ
ファー（10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% surfactant P20）を用いて、25℃
で行った。一連のサンプル溶液を同じバッファーで調製し、50 µL/分の流速で注入した。各サイ
クル終了後、センサーグラムのベースラインが回復するまで、RNA 上に残った試料を 10 mM グ
リシン（pH 2.0）で剥離した。得られたセンサーグラムは、BIAevaluation v. 4.1 プログラム上で
1:1 ラングミュア結合のモデルでフィッティングした。 



 
CD spectroscopy 

RNA オリゴマー（2.5μM）を、KCl（100mM および 10mM）または LiCl（100mM）を含む 10mM 
Tris HCl（pH7.5）バッファー中で調製し、実験を行う前にすべての RNA オリゴマーを加熱／冷
却プロセスによって再フォールディングさせた。CD スペクトルは、JASCO J-805LST スペクト
ロメーターで、25℃、200-350 nm で、3 mm 経路長の石英キュベットを用いて記録した。RNA 変
性アッセイでは、各 RNA の最大 CD シグナル(262 nm)をモニターした。温度スキャンは 25℃か
ら 95℃まで 1℃/min の速度で連続的に行った。Tm 値は、最大シグナル増加の半分の温度として
決定した。 

 
RNase T1 フットプリンティング 

FAM 標識 RNA オリゴマー（1.5 µM）を 100 mM KCl または LiCl を含む 10 mM Tris HCl (pH 
7.5) バッファー中で調製し、実験を行う前にすべての RNA オリゴマーを加熱/冷却プロセスに
よってリフォールドさせた。RNA を RNase T1 (Thermo Fisher Scientific)で室温で 3 分間処理した
後、尿素バッファーを加えて反応を終了させた。得られた溶液を 15% TBE-Urea polyacrylamide 
(acrylamide:bis-acrylamide, 19:1) ゲルにロードし、1×TBE running buffer 中 1500 V で 2 時間電気泳
動した。ゲル上の RNA は、Typhoon Trio 装置（GE Healthcare）を用いて可視化した。 
 
ライブセルイメージングおよび FRAP アッセイ 
各種プラスミドをトランスフェクトした Neuro-2A 細胞を 12 ウェルプレートのポリ L-リジン

（PLL）コートしたカバースリップ上で 48 時間増殖させ、測定前に 0.5 mM NaAsO2 で 1-1.5 時
間処理した。カバースリップをイメージングチャンバー（Chamlide）に設置し、LSM780 顕微鏡
システム（Carl Zeiss）を用いて蛍光画像を取得した。フォトブリーチは，ZEN ソフトウェアの
ブリーチングプログラムを用いて，レーザー出力 100%で強度 50%まで行った．光回復を追跡す
るために，Zeiss Objective Plan-Apochromat 63X/1.4 oil differential interference contrast (DIC) M27 を
用いて 5 秒ごとにタイムラプス画像を記録した。 
 
in vitro 相分離および FRAP アッセイ 

1μM フルオレセイン標識タンパク質を含む指定濃度の非標識タンパク質を、40-150mM NaCl
および 2％グリセロールを含む 10mM トリス-塩酸緩衝液（pH7.5）中で調製した。指定された濃
度の RNA は、25 mM NaCl および 0-500 mM MgCl2 を含む 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)でリフ
ォールディングした。タンパク質/RNA 複合体溶液の調製のために、プレフォールディングした
RNA をタンパク質溶液に加え、室温で 10-30 分間インキュベートした。得られた溶液は、0.12nm 
のスペーサー（Sigma-Aldrich）とカバースリップを用いてスライドグラスにマウントした。フォ
トブリーチは、Zeiss LSM780 マシンの ZEN ソフトウェアのブリーチングプログラムを使用し
て、100%のレーザー出力で 50%の強度に行った。Zeiss Objective Plan-Apochromat 63X/1.4 oil DIC 
M27 を用いて 5 秒ごとにタイムラプス画像を記録し、光回復を追跡した。RNA やタンパク質が
どの程度集まっているかは、母集団における不均一性の統計的尺度である分散指数（σ2/μ）を計
算することで評価した。 

 
４．研究成果 
 
本研究では、G4RNA 構造と新規 G4RNA 結合タンパク質「X」が、液-液相分離により細胞質

膜のないストレス顆粒の集合を調整することを明らかにした。「X」は、G4RNA と優先的に結合
し、G4RNA 依存的な相分離を介してストレス顆粒の形成を促進する。また、G4RNA 自体が RNA
相分離を起こすことも明らかになった。バイオインフォマティクス解析により、複数の G4RNA
を含む mRNA がストレス顆粒に有意に濃縮されていることを発見した。新規 G4RNA 結合タン
パク質「X」のノックダウンによる G4 関連相分離の障害は、ストレス顆粒の形成を乱し、神経
変性につながることが明らかになった。 
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