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研究成果の概要（和文）：リボソーマルRNA（rRNA）とRNA結合タンパク質を主要素とする核小体は、細胞ストレ
スに応答してリボソームの生産を抑制する。rDNAと転写産物のrRNAは、分子環境応答性を特徴とする四重らせん
構造（G4）を形成する。そこで本研究では、核小体に含まれるrRNAが形成するG4に着目し、核小体におけるG4の
役割を解明し、合目的的制御方法を構築することを試みた。
その結果、rDNAのG4が核小体中心部分のGC領域の核となっていることを見出した。また、rDNAのG4を不安定化す
る化合物を開発し、核小体ストレス応答におけるG4の役割を検討することを可能にした。

研究成果の概要（英文）：Nucleolus is essential compartment for responding cellular stresses by 
controlling biosynthesis of ribosomes. Responsivity and reversibility are critical for nucleolus 
functions. Interestingly, ribosomal DNA (rDNA) and its transcripts ribosomal RNA (rRNA) posses 
guanine-rich regions which can fold to form G-quadruplexes (G4s). Noteworthy, RNA and DNA G4s show 
structural polymorphism, depending on cellular environmental factors. Thus, it is possible to 
hypothesize that rDNA and rRNA G4s play a critical role to control transcription for ribosome 
synthesis.  
Here we attempted to investigate roles of G4s in formation and function of nucleolus. We found that 
G4 clusters exist as a core of fibrillar center region, which are the most inner compartment of 
three layers of nucleolus. Upon cellular stresses, G4s moved to peripherical region to form 
nucleolar caps. These results demonstrate for the first time that G4 is essential for the formation 
and function of nucleolus.  

研究分野： 核酸化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核小体の形成機構や機能には未知な部分が多いが、その解明はがんをはじめとする様々な疾患に対する医薬品開
発につながる。本研究では、核小体の形成や機能に、核小体に含まれるDNA（リボソーマルDNA）の形成する構造
が重要なことを世界に先駆けて明らかにした。
これらの成果は、新しい抗がん剤の開発につながるだけではなく、核小体という典型的な細胞内液液相分離（水
の油が分離するような現象）の機構解明にもつながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

外部ストレスへの対処は細胞の機能保持に必須である。核内のストレス応答顆粒が核小体で
ある。リボソーマル RNA（rRNA）と RNA 結合タンパク質を主要素とする核小体はリボソーム
の生産を抑制する。一方、細胞質内の代表がストレス顆粒である。ストレス顆粒は mRNA と
RNA 結合タンパク質を含み、翻訳を抑制する。RNA と RNA 結合タンパク質からなるこれらス
トレス応答顆粒の特徴は、分子環境に依存した顆粒形成とその可逆性にある。タンパク質のみか
らなる凝集体形成は不可逆であり、外部刺激応答性もない。一方で、rRNA と mRNA は、分子
環境応答性を特徴とする四重らせ
ん構造（G4）を形成する。 

顆粒に含まれる顆粒タンパク
質は構造を形成しないドメインを
もつ。その多量体化は神経性疾患
の原因となる。核小体の代表的タ
ンパク質であるフィブリラリンや
ヌクレオリン、ストレス顆粒の
hnRNP は、G4 に特異的に結合す
る RGG ドメイン（Arg-Gly-Gly の
繰り返し）を複数もつ（図 1）。顆
粒タンパク質は、環境応答性と可
逆性をもつ G4 と RGG ドメイン
を介して多点結合を形成する。 

一方で、rRNA には G4 形成領
域がある（図 2）。RNA G4 は、細胞内分子環境因子に依存して可逆的に多量体化する。核小体
は、細胞の発がん機構や神経性疾患の発症に関与していることを考え合わせると、mRNA と同
様に rRNA における G4 の形成と解離が核小体の分子環境応答性と可逆性に関与していると考
えられる。しかし、核酸構造に着目した相分離研究はほとんど例がない。 

 
２．研究の目的 

以上から、顆粒タンパク質のプリオン様ドメインが凝集形成を担い、RGG ドメインが rRNA
と多点結合組織を形成すると想定できる。すなわち核小体の環境応答性や可逆性は、RNA G4 が
制御している可能性があると考えられる。そこで核小体における本提唱機構を世界に先駆けて
解明し、ストレス顆粒との共通分子機構を提唱することを目的とした。同時に、相分離に関与す
る新しい生物学的プロセスについても検討することとした。 
 
３．研究の方法 

上記の目的に従い、次のようにして研究を進めた。 
１．モデル RNA とペプチドによる顆粒形成： rRNA G4 について系統的に物性を評価して、構造
安定性-分子環境-顆粒形成能の相関を定量した。顆粒は濁度で追跡し、顕微鏡を用いて形態や可
逆性を評価した。分子環境因子として、分子クラウディング、塩（ホフマイスター）、温度につ
いて検討した。 
２．長鎖 RNA とタンパク質の顆粒形成： G4 と RGG モデル間の相互作用と顆粒形成を細胞環境模
倣系内で解析した。全長の RNA とタンパク質に関しても同様の検討を行った。 
３．細胞内の顆粒の観察と制御：顆粒を細胞内で観測した。ここでは、核酸に関しては FISH を、
G4 に関しては抗体（BG4）を、タンパク質に関しては抗体や蛍光ラベルしたものを用いて顕微鏡
観察した。外部刺激、分子環境因子、G4リガンドで G4 を調節して、核小体におけるリボソーム
合成の合理的制御を試みた。 

 
 

図 1．核小体 (a)とストレス顆粒のタンパク質(b)に含ま
れる RGG、RG ドメイン 

 
 

図 2．核小体 (a)とストレス顆粒の RNA(b)に含まれる G4 配列。ダイニン制御因子の
mRNA はストレス顆粒に高頻度に局在する。 



４．G4 や相分離が関与する新しい生物学的プロセスの探索：G4 や相分離の生物学的役割は、近
年あいつで報告されているものの、未知なものが多い。そこで、G4 形成配列を探索し、そのセ
ントラルドグマの制御における役割についても検討した。 
 
４．研究成果 

上記の研究の方法ごとに成果を述べる。 
１．モデル RNA とペプチドによる顆粒形成：rDNA および rRNA 由来の G4を形成可能な配列約 20
種類、神経変性疾患関連遺伝子および mRNA 由来の(G4C2)や(G2C)の種々の繰り返し数をもつ配列、
がん関連遺伝子および mRNA 由来の G4 形成可能配列について、G4 形成能の有無、構造の熱力学
的安定性、相分離能を検討した。その結果、DNA も RNA も G4 を形成した場合に相分離が進行す
ることが示された。また、G4 核酸の相分離を誘起するアミノ酸配列についても、数十種類のペ
プチドを設計合成し系統的に検討した。その結果、当初の予想通り Arg が G4 の相分離を誘起す
るために必要であることがわかった。また、Arg の連続配列よりも、Arg 間に Gly などのアミノ
酸が存在する場合に相分離誘起能が高いことも示された。しかし、RGG ドメインをもつペプチド
であっても、G4 の相分離を誘起しない場合があることも分かった。ペプチド鎖の配列と相分離
有機能の相関については今後の検討が必要であると考えられる。 
 
２．長鎖 RNA とタンパク質の顆粒形成：上述のオリゴ核酸とオリゴペプチドによる配列探索の結
果を活用して、相分離を引き起こす長鎖の核酸とタンパク質につても検討した。その結果、一つ
の G4 があれば、100 塩基以上の鎖長をもつ核酸鎖の相分離が誘起されることが示された。実際
に G4 形成配列を含むがん関連遺伝子を鋳型にして mRNA を転写合成し、Arg を含むオリゴペプチ
ドを添加すると、強い相分離が誘起されることが示された、また、タンパク質に関しても、FMRP
やヒストン H1などが G4の相分離を誘起することがわかった。 
 
３．細胞内の顆粒の観察と制御：遺伝子損傷や転写阻害で形
成される核小体キャップ構造（図 3）と G4 の挙動について
検討した。その結果、ドキソルビシンなどの処理によって、
核小体キャップが形成され、さらに rDNA が形成する G4 が核
小体キャップに含まれていることがわかった。また、細胞質
のストレス顆粒においても G4 が局在することも示された。
これらのことから、細胞ストレスや環境に応答する相分離に
おいて、G4が重要な役割を担っていることが示唆された。 
G4 が細胞内の相分離に重要であることが示されたことか
ら、G4 と結合して不安定化できる低分子化合物の核小体キ
ャップに及ぼす効果を検討した。その結果、この化合物は、
核小体キャップの形成を阻害できることが示された。核小体
の制御は抗がん治療においても注目されていることから、本
化合物が抗がん剤の新規なリード化合物となると同時に、新
しい作用機序をもつ医薬品の開発を加速させると期待され
る。 
 
４．G4や相分離が関与する新しい生物学的プロセスの探索：
世界的な問題となっている SARS CoV-2 は、ヒト細胞に感染
する際に、ACE2 受容体を認識し、さらに膜プロテアーゼであ
る TMPRSS2 によってキャプシドが分解されることが必要で
ある。膜タンパク質を形成する DNA には G4形成配列が多く、mRNA を膜近傍に局在させるために
相分離が必要であると考えられる。そこで上述の TMPRSS2 遺伝子の配列を解析したところ、
TMPRSS2 の活性型と非活性型を決定する領域に、G4形成配列が存在することがわかった。さらに
興味深いことに、その近傍には、シトシンに富んだ配列も存在し、G4 形成配列とヘアピンルー
プ構造を形成する可能性も考えられた。そこで、この領域の構造と転写活性を検討した。その結
果、ヘアピンループ構造を形成する場合には、遺伝子の発現が亢進され、逆に G4 を形成する際
には抑制されることがわかった。このことから、TMPRSS2 の G4 を安定化することで、これまで
にない標的を狙った抗ウイルス薬が開発で来ることが示された。TMPRSS2 はインフルエンザの感
染にも必須であることから、宿主（ヒト）の分子を狙って、ウイルスの変異によらず効果を持続
できる医薬品の開発が可能になると期待される。本成果は、掲載誌の 2022 年第 1号の表紙を飾
ると同時に、日刊工業新聞などのメディアでも紹介され、社会的希求性も高いことが示された。 
 

以上のように、本研究では、当初の目的を達成し、さらに想定以上の成果を得ることができ
た。これらの成果は、論文・総説・著書など 15 報、学会発表 34 件（うち招待講演 9件）として
報告された。 

 

 
図 3.核小体とその辺縁部位
に形成された核小体キャッ
プ。緑色の G4 抗体と共局
在しており、G4 の核小体
キャップ形成における重要

性を示唆している。 
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