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研究成果の概要（和文）：DNAは４塩基からなる配列により構成される情報体だが、生命情報を維持するために
多くの染色体制御がなされており、適切なタイミングと強度で調整されなければならない。既知の染色体制御機
構に加え、グアニン4重鎖(G4)DNAを含む非B型DNA構造が転写の抑制・DNA複製の活性化・テロメア制御等に関与
していることも判明してきた。in vitroでのG4DNAの解析が進んでいるが、細胞内でのG4DNAによる染色体制御の
解明は学術的に重要である。本研究では細胞内での解析を進める上でのG4DNAの新たな検出方法の確立等の成果
を上げた。さらにG4DNAの染色体上でのオープンヌクレオソームである特徴を突き止めた。

研究成果の概要（英文）：DNA is an information device composed of four nucleotides. Many chromosome 
regulations are regulated to maintain biological information and must be adjusted at the appropriate
 timing and intensity. In addition to the known chromosome regulation mechanisms, Guanine Quadruplex
 (G4) DNA included in non-B-type DNA structures have been found to be involved in  repression of 
transcription, activation of DNA replication, telomere regulation, etc. Although in vitro analysis 
of G4 DNA is improving well, the elucidation of chromosome regulation by G4DNA in the cell is 
important academically. In this study, we have established a new detection method of G4DNA for 
intracellular analysis. In addition, we identified the feature of G4DNA on the chromosome is an open
 nucleosome.

研究分野：分子細胞生物学分野

キーワード： グアニン4重鎖DNA　非B型DNA　研究法開発　染色体機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで染色体制御は、DNAの１次配列・ヒストン修飾・DNA修飾等による研究が行われてきた。近年これに加え
G4DNAをはじめとした非B型DNA構造が染色体の制御に関与していることが判明してきている。しかし、非B型DNA
構造の研究は試験管内の再構築がメインに行われてきたため、細胞内でどのような事象に関与しているか、未だ
不明な面が多い。そこで我々が確立した方法等を用いることにより非B型DNA構造の機能的な解明が進めば、より
生命現象の理解に寄与できる。ひいては染色体の正常化維持の理解につながり、癌研究やその治療などへの社会
に貢献できる意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
	 DNA は４塩基からなる配列によって構成される情報体だが、生命情報を維持するために、そ

の情報を書き出し(転写)、間違いなく正確に複製し、破損すればできる限り元の状態に修復し

なければならない。その ON/	OFF の制御は適切なタイミングで適切な強度で行うことで、調整

されている。それらの機能は、ヒストンの修飾などによるエピジェネティクスと呼ばれる配列

には依存しない制御等で行なわれている。近年、これらに加えてグアニン 4 重鎖
DNA(G-quadruplex DNA,  G4DNA, 図 1A)を含む非 B型 DNA 構造が、転写の抑制、DNA 複製
の活性化、テロメア制御等に関与していることが報告され始めている(図１B)	。研究代表者は

DNA 複製の抑制因子である Rif1 の結合配列から、Rif1 が G4DNA 構造に結合することを見出した

(参考文献 1)。このように、G4DNA が染色体の新たな制御シグナルとして注目を集め始めている。

しかし、in	vitroでの G4DNA の解析が進む一方で、G4DNA が実際に染色体上に存在しているか

どうかを疑問視する研

究者も存在するため、細

胞内での G4DNA の存在

の有無の検証は G4 によ

る染色体制御の解明に

とって学術的に重要で

ある。本研究では、G4DNA

は本当に細胞内に存在

するのか？存在するの

なら、そのゲノム上、細

胞内の局在、動態は？さ

らに、その形成過程にど

のような因子が関与す

るのか？という問いが

主要な研究背景にある。	

 
２．研究の目的 
	 細胞内でのグアニン 4重鎖構造形成の証明とその形成メカニズムの解明は、染色体制御機構
の新たな側面を理解する上での基盤となり学術的重要性と独自性は高い。そこで本申請研究は

以下の項目の達成を目的としていた。 
(1)  新規の G4DNAの検出方法の確立 
(2) 染色体上での G4DNAの形成メカニズムの解明 
(3) 染色体上での G4DNAなどのゲノムプロファイル・動態の解明 
 
３．研究の方法 
(1) G4DNAのループへの I-SceI配列挿入による構造の有無の検出法の確立 
G4DNA 配列のループ構造に着目し、まずは人為的に I-SecI 認識切断配列を挿入し、
G4DNA-I-SceI の I-SceI での切断の有無を検出する。一方でこの配列を細胞内(分裂酵母)に挿
入した時、細胞内で発現させた I-SceIでのG4DNAの切断を損傷DNAに認識する Rad52-GFP
で検出する。また G4DNAを解消する因子の変異株等で変化するか測定する。 
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図 1. G4DNA構造とその機能 
A.グアニンと金属イオンによっ
て形成されるクアニン 4 重鎖 
DNA構造の模式図。B.クアニン
4 重鎖  DNA の細胞内での機
能：DNA 複製のタイミング決
定、転写の阻害、テロメア上で
の形成 



 

 

(2) 染色体上での G4DNAの形成メカニズムの解明 
Iで確立した方法を用いて分裂酵母の DNAヘリケースの変異株等を用いて、G4DNAの形成効
率やその解除に変化があるかを検証する。 

 
(3) 転写による染色体上での G4構造の人工的形成と Rif1結合解析 
	 G4DNAのような構造は、通常安定な 2本鎖の
DNA から自然に形成されないと考えらえる。そ
の形成は、2本鎖 DNAの DNA複製、転写による
巻き戻しや、ゆがみ、トポロジーなどに関連して

いる可能性が考えられる。分裂酵母で転写の

ON/OFF 制御可能なプロモーターに Rif1 の結合
配列を挿入しする。培地より Thiamine を除去す
ることにより転写誘導しRif1のChIP-qPCRなど
で検証する(図 2)。 

 
(4) ヌクレオソームと G4 DNA-Rif1 相互作用と
の関連についての解析 
	 ヌクレオソームの配置は染色体の機能を制御す

る上で、様々な役割を果たしている。Rif1の結合
領域とヌクレオソーム配置を比較したところ、殆どの Rif1結合サイトがオープンヌクレオソー
ム構造であることが判明している。このオープンヌクレオソームの領域が Rif1の結合によるも
のなのか、もしくは G4DNA構造形成によるものなのか、Rif1の欠損株もしくは G4形成配列
変異株において、ヌクレオソームの存在を検証する。これにより、オープンヌクレオソーム形

成が G4構造依存的かどうか検討する。 
 
４．研究成果 
(1) G4DNAのループへの I-SceI配列挿入による構造の有無の検出法の確立 
18bpの I-SceI切断配列を Rif1が結合する G4DNAのループに挿入し、in vitroで G4DNAを
形成させ切断を試みたところ、通常の二重らせん構造の DNA は切断されたが、G4DNA 構造
を形成させた DNA は I-SceI に抵抗を示した。次に、この I-SceI 切断配列を Rif1 の結合配列
に導入した。I-SceI切断配列を挿入によって G4DNAの機能が失われていないか検証するため
Rif1の ChIPを行った。Rif1の結合が見られたため機能は保全されていることが判明した。一
方で、コントロールとして、G4DNA を形成できないようにグアニン連続配列に変異を入れた
株も作成した。これらの細胞で I-SceI の発現を誘導したところ、DNA の損傷を認識する
Rad52-GFP の集積が、G4DNA を形成できる株に比べ、G4DNA を形成できない株で

Rad52-GFP の集積が促進された。また、I-SceI による DNA の切断面へ結合できる Adaptor 
Oligoを融合させ定量 LM-PCRによる切断効率の測定でも同様の結果が得られた。以上を参考
文献２に報告した。 

 
(2) 染色体上での G4DNAの形成メカニズムの解明 
幾つかの変異株(Sen1, Rnh1等)で G4DNAの形成効率が落ちるかどうか検証したが、現在のと
ころ影響を与える因子は特定できていない。 
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図 2. 転写による G4DNA構造の形成 
分裂酵母の Thiamineで制御可能なプロモ
ーターに I-SceI 認識配列を含む Rif1 の結
合配列を挿入。転写 ON/OFF により
G4DNAが構築されたかをRif1のChIPと
I-SceIの切断により確認する。 



 

 

図 3. 細胞内での G4DNAの切断 
分裂酵母に G4DNA配列のループ領域に I-SceI切断
配列を挿入(Gtract WT)、また Gtractへ変異を導入
した株の作成をした。pREP41-I-SceIプラスミドに
より誘導的に I-SceIを発現させ、DNAの切断を
Rad52-GFPの集積率を測定した。 

(3) 転写による染色体上での G4構造の人工的形成と Rif1結合・複製制御解析 
Thimaineの有無で転写のON/OFF制御され
ている nmt1プロモーター下流に G4DNA構
造を取りうる Rif1 結合配列を挿入し転写誘
導的にRif1が結合するかChIPで検証したと
ころ、予想外にプロモーターの有無、転写の

有無にかかわらず、Rif1の結合が検出された。
これは G4DNAの形成には DNA複製および
転写以外の機構が存在する可能性を示す結

果であった。 
 
(4) ヌクレオソームと G4 DNA-Rif1 相互作
用との関連についての解析 
分裂酵母において Rif1 の結合配列はほぼ全
て、オープンヌクレオソームであることがデ

ータベースで判明している。そこでこのオー

プンヌクレオソームがG4DNA依存的である
か Rif1 依存的であるかを Rif1 欠損株や
G4DNA 配列変異株(それぞれ２箇所の Rif1
結合 G4DNA配列へ変異導入)で検証した。 
細胞核を MNase で処理し DNA をヌクレオ
ソーム単位に切断した。ヌクレオソーム単位で Primerをデザインし、MNase処理 DNAで定
量 PCR を行った。その結果、Rif1 欠損株ではオープンヌクレオソームが維持されたが、それ
ぞれ２箇所の G4DNA形成配列変異株では、ヌクレオソームの再配置が行われた。このことは
Rif1 結合サイトのオープンヌクレソソームは Rif1 に依存せず G4DNA に依存して形成されて
いることを示している。これは、G4DNA が染色体上のどこに形成されているかを予想する指
標を得ることに成功した。 

 
参考文献 

1. Kanoh, Y., Matsumoto, S., Fukatsu, R., Kakusho, N., Kono, N., Renard-Guillet, C., 
Masuda, K., Iida, K., Nagasawa, K., Shirahige, K., et al. (2015). Rif1 binds to G 
quadruplexes and suppresses replication over long distances. Nature structural & 
molecular biology 22, 889-897. 

2. Masai, H., Kanoh, Y., Kakusho, N., Fukatsu, R. (2020).  Detection of cellular 
G-quadruplex by using a loop structure as a structural determinant. Biochem. Biophys. 
531, 75-83 

 

 



 

 

	

図 4. G4DNAによるオープンヌクレオソームの形成 
図に示された分裂酵母株をMNaseで処理しヌクレオソーム単位まで DNAを切断。その後切断さられずに
残ったDNAをG4DNA形成領域にタンデムに設計されたPrimer Setsを用いて定量PCRにより定量した。 
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