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研究成果の概要（和文）：近年、グアニン塩基が豊富な核酸が形成する構造であるグアニン四重鎖（G4）は、ア
ルギニンーグリシンーグリシン繰り返し（RGG）配列を多く含むタンパク質と結合して、様々な疾患に関与する
ことが報告されている。しかし、これらのタンパク質のG4認識機構は不明である。そこで本研究では、新規G4結
合性タンパク質を見出し、そのG4認識機構の解明を目的とした。その結果、RGG配列を多く含むFibrillarinとい
う新規G4結合性タンパク質を見出した。また、FibrillarinやRGG配列を有するTLS/FUSのG4認識機構を解析し
て、それぞれのタンパク質のG4結合性の制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recently, G-quadruplex (G4), which is formed in guanine-rich sequences, and 
G4-binding proteins that contain many arginine-glycine-glycine repeats (RGG) have been reported to 
be involved in various diseases, cancer, ALS (Amyotrophic lateral sclerosis) and FTD (Frontotemporal
 dementia). However, the mechanism of G4 recognition by these proteins is unknown. Therefore, I 
found the novel G4-binding protein in this study and aimed to elucidate their G4 recognition 
mechanisms. As a result, we found a novel G4-binding protein, Fibrillarin, which contains many RGG 
sequences. I also analyzed the G4 recognition mechanism of RGG sequences in Fibrillarin and TLS 
(Transocated in liposarcoma) /FUS (Fused in sarcoma) to elucidate the regulatory mechanism of G4 
binding abilities. Furthermore, based on these findings, it will be possible to create various novel
 artificial G4 DNA-binding proteins from natural G4-binding proteins, which will lead to the 
development of drugs for G4-related diseases.

研究分野： 生物化学

キーワード： グアニン四重鎖　核酸結合タンパク質　遺伝子発現制御　ガン　筋萎縮性側索硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
G4は、G4結合タンパク質とともに細胞内で凝集体を形成して、ALS（筋萎縮性側索硬化症）やFTD（前頭側頭型認
知症）の原因となることが知られている。また、ゲノム中のプロモーター中にあるG4にG4結合タンパク質が結合
することで、下流の遺伝子発現が制御され、細胞のガン化が制御されている。本研究によりG4結合タンパク質に
よるG4認識機構が明らかになったので、G4とG4結合タンパク質が関与する疾患の機構解明に役立つ。さらに、こ
れらの知見を元に天然のG4結合タンパク質から様々な新規人工G4DNA結合タンパク質の作成が可能になり、G4関
連疾患の薬剤開発につながると期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年、生体分子であるタンパク質や核酸はある条件下で凝集体を形成して、その結

果、疾患の原因になることが報告されている。しかし、どのような機構でゲル化や凝集

体が形成されているか、さらにそれらの生体分子の元々の機能等は不明である。特にグ

アニン塩基が豊富な核酸が形成する構造であるグアニン四重鎖（G4）は、この核酸構造

に結合するタンパク質とともに細胞内で凝集体を形成して、ALS（筋萎縮性側索硬化症）

や FTD（前頭側頭型認知症）に関与することが報告されている。 

 

(2)アルギニンーグリシンーグリシン繰り返し配列を多く含む領域（RGG 領域）は、G4 に

結合するタンパク質中に多く見られることを我々はすでに見出している。一方で、RGG

領域を含むタンパク質は液滴や凝集体を形成しやすく、正常な細胞のみならず、疾患細

胞にも存在してその病因となることが報告されている。しかし、RGG 領域を含むタンパ

ク質による G4 認識機構は不明であり、またその機能や液滴形成機構も不明である。 

 

２．研究の目的 

(1)本研究は、G4 と G4 結合性タンパク質が形成する凝集体の形成機構とその機能を解

明するために、新規 G4 結合性タンパク質を見出し、さらに G4 結合性タンパク質による

G4 認識機構の解明をする。 

 

(2)タンパク質の液滴形成機構の解明をする。 

 

３．研究の方法 

(1) G4 に結合するタンパク質の網羅的に解析するための手法の開発を東北大学の佐藤

伸一助教らと共に行った。既存の G4 結合タンパク質検出法であるプルダウンアッセイ

法などでは、結合力の弱い G4 結合タンパク質を同定することが困難となっているため、

G4 結合タンパク質はほとんど明らかになっていない。そこで、G4 結合小分子であるヘ

ミンが有するペルオキシダーゼ活性を利用して、G4 結合タンパク質を選択的にビオチ

ン化修飾した。その後、分子量測定法により、ラベル化されたタンパク質の網羅的解析

が行われた。 

 

(2)上記の方法で発見された RGG 領域を有する G4 結合タンパク質である Fibrillarin

や、これまでの実験で我々がすでに G4 結合タンパク質として見出している TLS/FUS の

G4 認識機構を調べた。Fibrillarinと TLS/FUS それぞれヒト細胞内と大腸菌内でそれぞ

れプラスミドを使って大量発現させた後、試験管における結合性をプルダウンアッセイ

法、またはゲルシフトアッセイ法により解析した。 

 

(3)タンパク質が液滴を形成する条件を試験管内の実験により明らかにした。モデル分

子としてウシ血清アルブミン（BSA）用いて、pH 変化によるタンパク質の構造変化と、

それに伴って形成するゲルをレオメーターによって測定することで、pH 依存的ゲル化

形成能の解析を明治薬科大学の山中正道教授らと共に行った。 



 

４．研究成果 

(1) G4 に結合するタンパク質を新たな手法によって解析した結果、これまでに我々の

研究によって見出された G4 結合タンパク質である Transocated in liposarcoma（TLS）

/ Fused in sarcoma（FUS）や Ewing’s sarcoma（EWS）以外に、Fibrillarinを新規 G4

結合タンパク質として見出した（Chem. Comm. 56, 11641-11644, 2020）。このタンパク

質は N 末端に RGG 領域を有しており、これまでに我々のグループで見出した G4 結合た

んぱく質である TLS/FUS などど同様の構造的特徴があった(図１)。 

 

 

 

(2) Fibrillarinと TLS/FUS の試験管内の G4 との結

合性を調べた結果、それぞれのアルギニン残基が細

胞内でうける修飾であるメチル化によって、G4 結合

性が変化することがわかった。さらに、TLS/FUS 内の

RGG領域はループ長が長いG4に結合することがわか

り、ループ中の DNA と RNA を見分けて結合すること

がわかった(ACS Omega, 8, 10459-10465, 2023、図

２）。これらの性質を利用すると、細胞内のプロモー

ターにある G4 を標的とした遺伝子発現制御を行な

う新規人工 G4DNA 結合タンパク質を作成することが

でき、G4 が関与するガンや筋萎縮性側索硬化症など

の疾患の機構解明に役立つと期待できる（図３）。 

 

(3) タンパク質の凝集体形成機構を解明するために、モ

デル分子としてウシ血清アルブミン（BSA）を用いて、pH

依存的ゲル化形成能の解析を明治薬科大学の山中正道教

授らと共に行った。その結果、pHが低下すると BSA 内の

αヘリックス含有量が減少することで BSA がゲル化する

ことがわかった（Chem. Pharm. Bull., 71, 229-233, 

2023）。これらの結果は、疾患に関与するタンパク質の

ゲル化機構を解明するのに重要な知見である。 
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図１ Fibrillarinの構造 

図２ RGG領域に結合するG4の特徴 

 

図３ G4 結合タンパク質による転写制御 
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