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研究成果の概要（和文）：RNA四重鎖構造（rG4）は生物学的に重要な役割を担っていると考えられ、創薬のター
ゲットとして期待されている。本研究では、Ce(IV)/EDTA錯体が、rG4中の特定のヌクレオチド位置を効果的かつ
選択的に切断できる分子ハサミであることを見出した。また、rG4のループ部位がCe(IV)/EDTA錯体によって特異
的に切断されることを示した。この切断はrG4における構造依存的な切断であり、rG4をヌクレオチドの分解能で
プローブする有用な方法である。本手法はRNA構造の塩基配列分解能での解析を容易にし、疾患に関連するrG4を
標的とするためのコンセプトを提供するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：RNA G-quadruplexes (rG4) have important biological roles and are expected as
 an attractive therapeutic target for drug design. The structural analysis of rG4 provides 
significant information for a better understanding of the function of rG4. We found that Ce(IV)/EDTA
 complex as a molecular scissor that can be effectively and selectively cleaved specific position of
 nucleotides in rG4. We demonstrated that the loop regions of rG4 are specifically cleaved by the Ce
(IV)/EDTA complex. This strategy provides a useful method to probe rG4 at nucleotide resolution. The
 current study is the first step in providing insight into the structure-dependent Ce(IV)/EDTA 
reactivity in rG4. The method will likely make possible facile nucleotide resolution analysis of RNA
 structures and provides a concept for targeting rG4 related to disease.

研究分野：核酸化学

キーワード： グアニン四重鎖　RNA　セリウム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
rG4は神経疾患に関与しており、今回開発したrG4解析法は、形成メカニズムをはじめとした未解明の機能の理解
が進むものと期待される。Ce(IV)/EDTA錯体の生体親和性を考慮するとin vivoでのrG4の解析が可能であり、本
手法を利用した診断法への応用も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 多くの⾼次構造を形成する RNA 分⼦は、転写、スプライシング、細胞内局在化、翻訳、ター
ンオーバーなど、細胞内の様々な活動に寄与している。その中でも RNA グアニン四重鎖 (rG4)
は、グアニン塩基が富む配列中に G-テトラッドが形成された⾼次構造であり、ヒトの疾患や癌
に関連し (Varshney et al. Nat Rev Mol Cell Biol 2020)、治療標的としても期待されている 
(Kharel et al. WIREs RNA 2020)。先⾏研究では、GGGGCC リピート配列によって形成された
rG4 が、RNA-RNA 相互作⽤や転写停⽌を介して蓄積を誘導し、神経変性疾患の発症に寄与して
いることが⽰唆された (Haeusler et al. Nature 2014)。従って、rG4 構造を in vitro や in vivo で
解析することに注⽬が集まっている。2ʼ-⽔酸基のアシル化による検出 (Kwok et al. ACIE 2016) 
や逆転写酵素の stalling による検出 (Kwok et al. Nat Methods 2016) などが報告されているが、
rG4 だけではなく他の⾼次構造も検出してしまう、熱安定性の低い rG4 の場合には stalling が起
こらず検出できない、といった課題が両者に⾒られる。このように rG4 構造の解析⽅法はいく
つか報告されているが、rG4 をより効率的に標的とする化学的⽅法が望まれている。 
 
 
２．研究の⽬的 
 本研究では、ランタノイド⾦属イオンであるセリウム(IV)を rG4 構造の強⼒なプローブとし
て⽤いることで、rG4 構造をより効率的に標的とする新しい解析⽅法の開発を⽬的とした。戦略
はセリウム(IV)と配位⼦である EDTA を⽤い、rG4ハサミとして働く Ce(IV)/EDTA ⾦属錯体
を使⽤する。これまで Ce(IV)/EDTA による位置選択的なDNA プローブ (切断) に成功してい
る。具体的には Ce(IV)/EDTA を⽤いた PNA (ペプチド核酸)/DNAハイブリッド四重鎖形成に
よるヒトゲノムの G-rich 配列特異的切断（Ishizuka et al. ACIE 2012）や、単⼀染⾊体末端のテ
ロメア⻑の検出（Ishizuka et al. JACS 2013）を実現している。この Ce(IV)/EDTA による位置選
択的切断は、⼆本鎖 DNA の切断速度は極めて遅いが、⼀本鎖 DNA の切断速度は⾮常に速い、
という特性を⽣かしている。RNA 鎖においては効率的ではないことは検討済みである。しかし
ながら、rG4 のループ部位にあたる⼀本鎖を標的可能であると考える。それは申請者のグループ
が、テロメア関連タンパク質がテロメア配列で形成される rG4 のループ部位に”構造依存的に結
合する”という報告に基づく (Liu, Ishizuka, Xu et al. JACS 2017)。種々の検討から単純な⼀本鎖
RNA には結合しなかったため、四重鎖内のループ部位の⼀本鎖 RNA は単純な⼀本鎖 RNA とは
異なることが明らかとなった。即ち、ループ部位の⼀本鎖 RNA が擬似的に活性化されたような
環境下にあれば、RNA 鎖においては切断が効率的ではない Ce(IV)/EDTA でも標的にできる。
こうした考えのもと、rG4 構造内のループ部位にあたる⼀本鎖を標的とした構造解析法を開発
した。 
 
３．研究の⽅法 
 本研究では、rG4 構造内のループ部位にあたる⼀本鎖を標的とした構造解析法を開発し、テロ
メア RNA 配列や神経変性疾患に関与するリピート配列の rG4 構造において応⽤可能かを検討
した。 
(1) rG4 構造解析法の開発 
 Ce(IV)/EDTA を⽤いて rG4 構造内のループ部位にあたる⼀本鎖 RNA を標的とすることがで
きるかを検討した（図１）。また、条件の最適化に加え、Ce(IV)/EDTA の作⽤機序を NMR お
よび反応速度などの物理化学的データの取得により解析した。さらに四重鎖に特異的かどうか
を評価するため RNA 配列中の rG を四重鎖形成能に乏しい 7-デアザグアノシンに置換した合成
オリゴを⽤いて検討した。 

 
図１ Ce(IV)/EDTA による rG4 構造の解析技術の概要 
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(2) 開発した rG4 構造解析法の汎⽤性の検証 
 現在まで報告がなされている rG4 構造すべてにおいて本技術を応⽤し、その汎⽤性を実証し
た。テロメア RNA 配列や神経変性疾患におけるリピート配列、mRNAおよび 5ʼ-UTR における
配列で形成される rG4 構造が該当する。また、rG4 構造に加え、ヘアピンやバルジ、インター
ナルループ構造が共存した⻑鎖 RNA 配列においても検討し、rG4 構造選択性を検証した。 
 
 
４．研究成果 
(1) rG4 構造解析法の開発 
 Ce(IV)/EDTA をテロメア RNA 配列で形成される rG4 に作⽤させると、rG4 の構造中のルー
プ部位にあたる⼀本鎖 RNA が効率的に切断された。UUAGGG の 6-mer で形成される rG4 に
はループ部位がないため、特異的な切断断⽚が確認されない⼀⽅で、ループ部位が存在する 12-
mer、18-merおよび 24-mer ではUUA のループ部位の切断に由来する断⽚が確認された（図２
a）。rG4 に Ce(IV)/EDTA を作⽤させることで rG4 内のループ部位にあたる⼀本鎖 RNA を標的
可能であることが明らかとなった。切断活性が最⼤となる条件を決定し、Ce(IV)/EDTA の作⽤
機序を反応速度の物理化学的データの取得による解析も⾏った。さらに、Ce(IV)/EDTA による
rG4 の部位特異的切断の切断機構を明らかにするため、質量分析法により切断断⽚を調査した。
その結果、ホスホジエステル結合は、加⽔分解的に 3ʼおよび 5ʼ側の両側で起こることが確認さ
れた（図２b）。こうして、rG4 をヌクレオチドレベルの分解能で検出可能な技術の開発に成功し
た。 
 
(2) 開発した rG4 構造解析法の汎⽤性の検証 
 開発した rG4 を標的とする構造解析法の実⽤性および汎⽤性を評価するため、テロメア RNA
配列や神経変性疾患におけるリピート配列、mRNA および 5ʼUTR における配列で形成される
rG4 構造に対して本⼿法を応⽤した。また、rG4選択性を検証するため、ヘアピン、バルジやイ
ンターナルループ構造を有する RNA 配列においても検討した。その結果、形成される構造によ
り切断効率が異なることが明らかとなり、rG4選択的に解析できることを実証した。 
 

 
図２ (a) テロメア RNA 配列（6-mer, 12-mer, 18-merおよび 24-mer）で形成される rG4 に対

して Ce(IV)/EDTA を作⽤させた後の電気泳動図 (b) rG4（12-mer のテロメア RNA 配
列）に Ce(IV)/EDTA を作⽤させた後、質量分析により切断断⽚を解析した結果 
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