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研究成果の概要（和文）：グアニン四重鎖（G4）結合タンパク質であるTLS/FUSは、アルギニンーグリシンーグ
リシン繰り返し領域（RGG領域）依存的にテロメアに結合してヘテロクロマチン化することで、テロメアからの
転写を抑制することがわかった。さらに、このRGG領域の二次構造とG4結合性との関係を調べた結果、β-スパイ
ラル構造依存的にG4に結合することがわかった。さらに、G4結合タンパク質中のRGG領域とRRM領域のG4結合性と
構造制御の機構を調べた結果、RGG領域中のフェニルアラニンはG4結合性とG4の安定化に寄与しており、RRM領域
はG4構造の5’と3’末端の１本鎖に結合して、G4構造を安定化させることがわかった。

研究成果の概要（英文）：G-quadruplex (G4) binding protein, TLS/FUS, led to trimethylation of histone
 H4 at lysine 20 at the heterochromatin of telomeres and downregulation of transcription of 
telomeric repeat-containing RNA. To investigate the effect of structure of the 
arginine－glycine－glycine repeat (RGG) domain in TLS/FUS for G4 binding, we analyzed the G4 binding
 activities of proteins purified in a buffer with high concentrations of urea and KCl to disrupt the
 β-spiral structure of RGG domain. It reveals that the G4-specific binding abilities of TLS/FUS 
require β-spiral structure formation of RGG domain. Furthermore, we investigated the effect of the 
RNA recognition motif (RRM) and RGG domain of nucleolin on G4 binding and formation. Our findings 
indicate that Phe in RGG domain is responsible for G4 binding and folding. Moreover, RRM potentially
 binds to a guanine-rich single strand and folds the G4 with a 5′-terminal and 3′-terminal single 
strand containing guanine. 

研究分野：生体機能関連化学

キーワード： グアニン四重鎖　ヌクレオソーム　テロメア　ヒストン修飾　RGG領域
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報を有するDNAやRNAは、単純な１本鎖や典型的な右巻き二本鎖構造だけでなく、細胞内でさまざまな局所
構造を形成している。特に、染色体末端構造のテロメアや特定の遺伝子のグアニン塩基が豊富なDNAは、グアニ
ン四重鎖構造を形成して、現代の高齢化社会で問題になっているガンや神経性疾患に関わることが知られてい
る。本研究では、このような疾患に関わっているグアニン四重鎖に結合するタンパク質の機能と構造的特徴、さ
らにグアニン四重鎖認識機構を明らかにした。これらの結果は、グアニン四重鎖が関わる疾患機構の解明につな
がるだけでなく、グアニン四重鎖構造を標的とする薬剤の開発に大きく貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

（１）遺伝情報を有する DNA や RNA は、単純な１本鎖や典型的な右巻き二本鎖構造だ

けでなく、細胞内でさまざまな局所構造を形成している。特に、染色体末端構造のテ

ロメアや特定の遺伝子のグアニン塩基が豊富な DNA や RNA は、グアニン四重鎖構造を

形成して、細胞の寿命やガン、神経性疾患に関わることが知られている。 

 

（２）テロメア DNA とそこから転写された TERRA（Telomeric repeat-containing RNA）

が形成するグアニン四重鎖が、グアニン四重鎖結合タンパク質である TLS

（Translocated in liposarcoma）/FUS(Fused in sarcoma)と結合して、テロメア長を

短縮されることを我々はすでに報告している 1。 

 

（３）TLS/FUS 中のアルギニンーグリシンーグリシン繰り返しから成る約 100 アミノ

酸の領域が、グアニン四重鎖構造に結合することがわかった。特に、この領域内のフ

ェニルアラニンとチロシンがそれぞれグアニン四重鎖 DNA と RNA の結合に関与する 2。 

 

２．研究の目的 

（１）細胞内のグアニン四重鎖構造によるヌクレオソーム構造の制御機構を解明して、

グアニン四重鎖による新たな転写制御機構を明らかにする。 

 

（２）グアニン四重鎖結合タンパク質はどのような機構でグアニン四重鎖に結合して、

グアニン四重鎖の構造と機能を制御するのか明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞内におけるヒストン修飾を調べるために、DNA クロマチン免疫沈降（DNA chIP）

法を用いた。特にヒストン H4 の 20 番目のトリメチル化されたリシンに対する抗体に

よって検出した。この時、TLS/FUS の影響を調べるために、TLS/FUS に対する siRNA を

用いて、発現を抑制した。 

 

（２）実験に用いたタンパク質は、タグとしてグルタチオン-S-トランスフェラーゼ

（GST）を融合させて大腸菌で大量発現させ、GSTにより精製した。実際、解析に用

いたタンパク質は GSTを切断した。タンパク質を変性させるときは、尿素もしくは塩

化ナトリウムを緩衝液に加えて精製した。 

 

（３）タンパク質内のどの領域がグアニン四重鎖結合性に関与しているのか、またそ

れぞれどのような二次構造を形成しているのか調べるために、RGG領域を含む各領域

を欠損させたり、特定のアミノ酸を変異させたタンパク質を設計した。 

 

（４）タンパク質の核酸結合性はゲルシフトアッセイ法によって解析した。調べたい

核酸の末端を放射線ラベル化して、タンパク質との結合性はポリアクリルアミドゲル

によって解析した。 

 

（５）円二色性分散計によってタンパク質の二次構造を調べた。 



４．研究成果 

（１）グアニン四重鎖（G4）結合タンパク質である TLS/FUSは、アルギニンーグリ

シンーグリシン繰り返し領域（RGG領域）依存的にテロメアに結合してヘテロクロマ

チン化することで、テロメアからの転写を抑制した。 

 

（２）TLS/FUSの RGG領域の二次構造と G4結合性との関係を調べた結果、-スパ

イラル構造依存的に G4に結合した 3。 

 

（３）TLS/FUSの RGG領

域が形成する-ターンから

なる-スパイラル構造は、

RGG 領域内の N 末端領域

であるプロリン豊富な領域

と、C 末端領域であるアル

ギニン豊富な領域によって

安定化されている（図１）3,4。 

 

（４）グアニン四重鎖結合タン

パク質であるNucleolinのRGG

領域は、その領域内のフェニル

アラニンがグアニン四重鎖に対

する結合性に重要であり、かつ

グアニン四重鎖の安定化に重要

である（図２）5。 

 

（５）Nucleolinの RRM領域は、グアニン四重鎖の 5’と 3’末端にあるグアニン豊富な

１本鎖 DNAに結合して、グアニン四重鎖を安定化することがわかった（図２）5。 
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図１ TLS/FUSの RGG領域が形成する-ターン 

図２ Nucleolinの G4結合モデル図 
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