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研究成果の概要（和文）：グアニン四重鎖DNAとRNAはゲノムDNAや転写されたRNAに存在すると考えられている。
しかし、それらの機能はほとんどわかっていない。その理由の１つに、グアニン四重鎖DNAとRNAをそれぞれ特異
的に認識する分子が存在しないことが挙げられる。そこでグアニン四重鎖DNAとRNAに対してそれぞれ特異的に結
合する分子を開発して、グアニン四重鎖の機能を解明することにした。特に、本研究では染色体末端構造のテロ
メアについて解析した。その結果、テロメアのグアニン四重鎖DNAとRNAは異なる機構でテロメアのヘテロクロマ
チン化を促進していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：G-qudruplex DNA and RNA are thought as components of genome DNA and 
transcribed RNA, respectively. But the biological significance of their G-quadruplex formation is 
unknown. Compounds that selectively bind G-quadruplex DNA and RNA are useful toward understanding 
the functions of each G-quadruplex. Especially, human telomere DNA and telomeric repeat-containing 
RNA (TERRA) are integral telomere components.  We report that engineered Arg-Gly-Gly repeat (RGG) 
domains of translocated in liposarcoma containing only Phe (RGGF) and Tyr (RGGY) specifically bind 
and stabilize the G-quadruplexes of telomere DNA and TERRA, respectively. Moreover, RGGF inhibits 
trimethylation of both histone H4 at lysine 20 and histone H3 at lysine 9 at telomeres, while RGGY 
inhibits only H3 trimethylation in living cells. These findings indicate that G-quadruplexes of 
telomere DNA and TERRA have distinct functions in telomere histone methylation.

研究分野： 生物化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ヒトの全ゲノム配列が解明され、その
配列から DNA の構造は二本鎖だけでなく、
さまざまな局所構造が存在していると予想
されている。特に、細胞のガン化や寿命に関
係するテロメア領域の DNA や、そこから転
写される RNA である TERRA は、局所構造
の１つであるグアニン四重鎖を形成する。 
 
（２）テロメア領域のヌクレオソームは高度
に凝集したヘテロクロマチンであることが
知られているが、これらの核酸局所構造とヌ
クレオソーム構造との関係は明らかになっ
ていない。その原因の１つとして、これらの
機能を解析するために必要なグアニン四重
鎖 DNA と RNA にそれぞれ特異的に結合す
る分子が開発されていないことが挙げられ
る。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者らが解明してきたグアニ
ン四重鎖結合タンパク質の認識機構をもと
に、新規グアニン四重鎖 DNA または RNA
結合タンパク質の開発を行ない、ヒストン修
飾能との関係を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)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。	 
	 
(2)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。	 
	 
(3)タンパク質の核酸に対する結合定数と
結合比は ITC（等温滴定型カロリメトリー
法）によって解析した。	 
	 
(4)	 DNA ポリメラーゼストップアッセイと
逆転写酵素ストップアッセイにより、目的
のタンパク質がグアニン四重鎖 DNA と RNA
を安定化しているか、不安定化しているか
それぞれ調べた。	 
	 
(5)細胞内におけるタンパク質の核酸結合性
を調べるために、DNA クロマチン免疫沈降
（DNA	 chIP）法と RNA	 chIP 法を用いた。そ
れぞれのタンパク質には FLAG タグをつけて
発現させて、抗 FLAG 抗体によって精製して、
検出した。	 
	 
(6)グアニン四重鎖DNAと RNAのヒストン修飾
能の違いを解析するために、開発したグアニ
ン四重鎖 DNA と RNA に結合するタンパク質を
それぞれヒト細胞中に高発現させて、DNA	 



chIP 法によって調べた。このとき使用した抗
体は、ヒストン H3 の 9 番目のリシンとヒス
トン H4 の 20 番目のリシンのそれぞれのトリ
メチル化を認識する。	 
	 
４．研究成果	 
（１）グアニン四重鎖 DNA と RNA に対してそ
れぞれ特異的に結合する人工タンパク質を
開発するために、これまで申請者らが報告し
ている TLS の RGG3 領域をもとに作成した（図
１）。この RGG3 領域はアルギニンーグリシン
ーグリシンの繰り返し配列を多く含み、この
C 末端側にチロシンもしくはフェニルアラニ
ンが存在する。この芳香族アミノ酸がグアニ
ン四重鎖 DNA と RNA の結合性に重要であるこ
とを既に見出しているので、それぞれの領域
を欠損させたタンパク質である RGGF と RGGY
を作成し、それぞれの核酸結合性をゲルシフ
トアッセイ法によって解析した。その結果、
RGGF はグアニン四重鎖 DNA と、RGGY はグア
ニン四重鎖 RNA とそれぞれ特異的に結合する
ことがわかった。また、それぞれの芳香族ア
ミノ酸をアラニンに置換すると結合性が低
下することから、芳香族アミノ酸がグアニン
四重鎖結合性に重要であることがわかった。	 
	 
（２）RGGF と RGGY はグアニン四重鎖に結合
して構造を安定化させるか不安定化させる
か調べるために、逆転写酵素ストップアッセ
イとポリメラーゼストップアッセイを行っ
た（図２）。もしタンパク質によってグアニ
ン四重鎖構造が安定化されるならば、その構
造が形成される部位で合成が停止した産物
が増加する。解析を行なった結果、RGGY はグ
アニン四重鎖 RNA を、RGGF はグアニン四重鎖
DNA を安定化させることがわかった。	 
	 
（３）細胞内における RGGF と RGGY の結合性
を調べるために、それぞれのタンパク質を細
胞内で高発現させ、結合する核酸を解析した
（図３）。特に、テロメア領域において、テ
ロメア DNA はグアニン四重鎖 DNA を形成し、
そこから転写された TERRA はグアニン四重鎖
RNA を形成することが知られているので、そ
れぞれとの結合性を DNAchIP 法 RNAchIP 法に
より解析した。その結果、試験管内の結合性
と同様に細胞内においても、RGGF はグアニン
四重鎖 DNA であるテロメア DNA と、RGGY はグ
アニン四重鎖 RNA である TERRA と結合するこ
とがわかった。	 
	 
（４）テロメア領域におけるグアニン四重鎖	 
DNA と RNA のクロマチン構造に対する機能を
解明するために、RGGF と RGGY を高発現させ
たときのヒストン修飾を解析した（図４）。
特に、テロメアは、ヒストン H3 の 9 番目の
リシン（H3K9me3）とヒストン H4 の 20 番目
のリシン（H4K20me3）のそれぞれのトリメチ
ル化がヘテロクロマチンの指標として知ら
れている。そこで、この２つの修飾の変化に

ついて調べてみた結果、RGGF はこの２つのメ
チル化を阻害するが、RGGY は H3K9me3 のみを
阻害することがわかった。これらの結果から、
テロメアにおけるグアニン四重鎖 DNA と RNA
の機能は異なることがわかった。	 
	 
（５）今回の研究によって開発された新規グ
アニン四重鎖 DNA、RNA 結合分子はテロメア



だけにとどまらずゲノム中に存在すると考
えられているグアニン四重鎖の機能解明や
この構造を標的とした医薬品の開発につな
がると期待できる。	 
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