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研究成果の概要（和文）：本研究ではCyclin D1遺伝子の転写制御に関わる非コードRNA (lncRNA)の
Translocated in liposarcomaタンパク質 (TLS)結合領域について、その二次構造をNMR法により決定した。さら
に、TLSのRGG3ドメインがlncRNAの一本鎖領域に結合することを明らかにした。
一方で、テロメア長制御に関わるTLSとテロメアDNAおよびTERRAの結合に関して、結合に関与する残基をNMR法に
よって同定した。これにより、RGG3ドメインのTyr残基とPhe残基が状況に応じて結合対象を切り替えることで、
効率的な複合体形成がもたらされるというモデルを提案した。

研究成果の概要（英文）：Translocated liposarcoma protein (TLS) plays important role in the 
regulation of cyclin D1 (CCND1) transcription and telomere lengthening. In the regulation of CCND1, 
long non-coding RNA (lncRNA) that is transcribed from upstream of CCND1 interacts with TLS. We 
determined secondary structure of TLS-binding motif in the lncRNA. NMR study showed that RGG3 domain
 of TLS interacts with single-stranded region of lncRNA.
In the regulation of telomere lengthening, RGG3 recognizes G-quadruplexes of telomeric DNA and TERRA
 to form ternary complex. We identified guanine residues involved in the interaction with RGG3. 
Furthermore, Triple-resonance NMR experiments showed that both Phe and Tyr residues can interact 
with both telomeric DNA and TERRA. However, in the ternary complex, Phe and Tyr residues prefer to 
interact with telomeric DNA and TERRA, respectively. We proposed that the plastic roles of Phe and 
Tyr residues are important for efficient formation of the ternary complex.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
核酸結合タンパク質として知られる

Translocated in liposarcoma (TLS)は発ガ
ン性融合蛋白質として1993年に見出された。
このタンパク質は主に細胞核内に局在し、核
酸への結合を介して転写調節やゲノム維持
等の種々の制御機構に関与している。TLS の
核酸結合領域はC末端側に集中しており、RNA
認識モチーフ (RRM)、Zn フィンガードメイン 
(ZnF)、および天然変性領域である 3 つの
Arg-Gly-Gly ドメイン (RGG1、2、および 3)
で構成されている。本研究では TLS が関与す
る下記 2種の制御機構に着目した。 
 

(1) Cyclin D1 遺伝子 (CCND1)の転写調節 
 CCND1 の転写はヒストンアセチルトランス
フェラーゼ (HAT)である CBP/p300 によるヒ
ストンのアセチル化によって促進される。
DNA が損傷を受けた際には、CCND1 遺伝子の
上流から長鎖非コードRNA (lncRNA)が転写さ
れる。TLS は lncRNA と結合することで CCND1
のプロモーター領域に繋留され、CBP/p300 の
HAT 活性を阻害する。これによって CCND1 の
転写が抑制される (図 1)。TLS は GGU 配列や
GGUG配列を含むRNAに結合しやすいことが報
告されていた。さんらに、CCND1 の転写制御
において生理活性を持つ lncRNA の配列から
もこれらの配列を持ち、かつ TLS に強く結合
する領域が見出されていた。しかし、TLS の
核酸結合領域の内、RGG2-ZnF-RGG3 の領域が
lncRNA との結合に重要であることは示唆さ
れていたものの、lncRNA の TLS 結合領域の二
次構造や、TLS との結合様式は調べられてい
なかった。 

 
(2) テロメア長制御 
 テロメアの伸長にはテロメラーゼによる
機構の他に、テロメア DNA の相同組み換えに
よる機構が存在する。TLS は相同組み換えに
よるテロメア伸長を阻害することで、テロメ
ア短縮をもたらすことが報告されていた。そ
の機構は下記のように考えられている。テロ
メア DNA、およびテロメア DNA から転写され
る RNA (TERRA)はグアニン残基間の相互作用
によってグアニン四重鎖構造を形成可能で
ある (図 2)。TLS はテロメア DNA と TERRA の
2 種のグアニン四重鎖をそれぞれ個別に認識
して三者複合体を作る。複合体中の TLS がヒ
ストン修飾酵素をリクルートすることで、テ

ロメアのヘテロクロマチン化を促進し、その
結果、相同組み換えによるテロメア伸長が抑
制される (図 3)。グアニン四重鎖構造の認識
を担うのは TLS の RGG3 ドメインであること
が既に分かっていたが、詳細な結合様式は明
らかにされていなかった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、CCND1 の転写制御に関与する
TLS と lncRNA の結合に関して、その結合様式
を NMR 法によって解析し、lncRNA 結合による
TLS の活性制御機構に関する構造学的知見を
得ることを目的とした。 
他方で、テロメア長短縮をもたらす TLS と

テロメア DNAおよび TERRA の複合体に関して、
複合体の構造をNMR法によって解析すること
で、TLS によるテロメア DNA および TERRA の
グアニン四重鎖構造認識の機構、ひいてはテ
ロメア長制御におけるTLSの役割についての
構造学的知見を得ることをもう一つの目的
とした。 
 

３．研究の方法 
(1) CCND1の転写調節 
lncRNAから見出されたTLS結合領域につい

て、NOESY スペクトルを測定して二次構造を
解析した。続いて TLS の RGG3 ドメインの大
腸菌による大量調製法を確立した。決定した
TLS 結合領域の二次構造に基づいて、TLS 結
合領域を 2つの領域に分割し、それぞれに対
して RGG3 を添加して、化学シフト摂動法に
より RGG3 の認識部位を同定した。 
 
(2) テロメア長制御 
 テロメア DNAと TERRA のグアニン四重鎖に
対してそれぞれ RGG3 を添加し、化学シフト
摂動法により RGG3 との結合に関与するグア
ニン残基を同定した。続いて、RGG3 の 13C,15N-
標識体を調製し、各種多次元NMR測定を行い、

 
図 1 lncRNA と TLS の結合を介した CCND1

の転写抑制 

 

図 2 グアニン四重鎖の模式図 

 

 

図3 テロメアDNAやTERRAとTLSの結合を介
したヒストン修飾酵素のリクルート 



主鎖のシグナル帰属を行った。次に RGG3-テ
ロメア DNA 二者複合体、RGG3-TERRA 二者複合
体、および RGG3-テロメア DNA-TERRA 三者複
合体を調製した。これらの複合体についても
多次元 NMR 測定を行い、複合体中の RGG3 の
主鎖のシグナル帰属を試みた。しかし、複合
体形成によってNMRシグナルが一部不明瞭化
したため、完全なシグナル帰属は不可能であ
った。そこで、RGG3 の N末端側のみからなる
低分子量のコンストラクト (RGG3NterY)を
作成し、RGG3NterY とテロメア DNA や TERRA
の複合体についても同様にシグナル帰属を
行った。以上の帰属結果を用いて、RGG3 ある
いはRGG3NterYの化学シフト摂動法によりテ
ロメア DNAや TERRA との結合に関与するアミ
ノ酸残基を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) CCND1の転写調節 
lncRNAから見出されたTLS結合領域の二次

構造をNOESYスペクトルによって解析した結
果、当該領域は 3′側がステムループ構造を
とり、5′側は一本鎖であることが判明した 
(図 4)。 

当時、lncRNA との結合を担うのは TLS の
RGG2-ZnF-RGG3 の領域であることが示されて
いた。しかし、lncRNA の TLS 結合領域に対し
て RGG3 を添加する NMR 滴定実験を行ったと
ころ、RGG3 のみでも TLS 結合領域に対する結
合 能 を持つ こ とが判 明 した。 そ こ で
RGG2-ZnF-RGG3およびRGG3のTLS結合領域に
対する結合をプルダウンアッセイによって
調べたところ、RGG3 単独でも十分な親和性を
持つことが示された。そのため、以後は RGG3
に着目した研究を進めた。申請者らは TLS の
RGG3 が GGUG 配列を持つ他の RNA の G-U 塩基
対近傍に結合するという予備的知見を得て
いたため、RGG3 は lncRNA の TLS 結合領域の
ステムループ部分に結合すると予想した。そ
こで、TLS 結合領域を 3′側のステムループ
領域と 5′側の一本鎖領域に分割し、それぞ
れに対して RGG3 の NMR 滴定実験を行い、RGG3
の結合する領域を同定した。その結果、予想
に反してRGG3は3′側のステムループ領域よ
りも 5′側の一本鎖領域に強く結合すること
が明らかになった。 
 
(2) テロメア長制御 
 テロメア DNAあるいは TERRA のグアニン四
重鎖に対して RGG3 を添加する NMR 滴定実験

を行い、グアニンのイミノプロトンの化学シ
フト摂動から RGG3 との相互作用に関わるグ
アニン残基を同定した (図 5)。 
 

続いて RGG3 単体、RGG3-テロメア DNA 二者
複合体、RGG3-TERRA二者複合体、およびRGG3-
テロメアDNA-TERRA三者複合体におけるRGG3
の主鎖のシグナル帰属を行った。しかし、複
合体形成に伴う分子量増加の為かNMRシグナ
ルが広幅化し、完全な帰属は困難であった。
そのため、より低分子量のコンストラクトで
ある RGG3NterY を調製して、テロメア DNA や
TERRAとの複合体のNMR測定を行ったところ、
NMR シグナルの改善が見られた。そこで、RGG3
の N 端側の残基については、RGG3NterY を使
用した複合体の帰属結果を踏まえて再度帰
属を行った。 
RGG3とテロメアDNAあるいはTERRAの二者

複合体形成時の化学シフト摂動より、テロメ
ア DNA と TERRA のどちらに対しても Phe残基
と Tyr 残基、およびその周囲のアミノ酸残基
が結合に関与することが判明した。さらに、
これらの二者複合体に三者目の分子を加え
て三者複合体を形成した際には、Phe 残基が

 

図 4 lncRNA の TLS 結合領域の二次構造 

図 5 テロメア DNA (a)および TERRA (b)の
グアニン四重鎖構造、および RGG3 の
結合に関わる残基 (濃色部) 

図 6 RGG3、テロメア DNA および TERRA の複
合体形成モデル 



テロメアＤＮＡ、Tyr 残基が TERRA に優先的
に結合することを明らかにした。すなわち、
RGG3-テロメア DNA 二者複合体に TERRA が加
わって三者複合体が形成される際にはTyr残
基、RGG3-TERRA 二者複合体にテロメア DNA が
加わって三者複合体となる際にはPhe残基の
結合相手が変化する。以上の結果に基づき、
Phe 残基と Tyr 残基の柔軟な結合対象の切り
替えによって効率的に三者複合体の形成が
なされるというモデルを提案した(図 6)。 
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