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研究成果の概要（和文）：本研究により、ガンに関与する EWS タンパク質のアルギニンーグリ

シンーグリシンが豊富な領域はグアニン四重鎖構造に対して特異的に結合することが明らかと

なった。この時グアニン四重鎖構造は安定化されて、パラレル構造からハイブリット構造に変

化することが明らかとなった。更にこの複合体内で、グアニン四重鎖中のループと RGG 中の

アルギニンにより水素結合が形成されることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We report that Arg-Gly-Gly domain (RGG) in EWS binds G-rich single strand 
DNA fold in G-quadruplex DNA while it cannot bind G-rich double and single stranded DNA. 
Inhibition of DNA polymerase on a template containing G-quadruplex in the presence of RGG occurred 
in an RGG concentration-manner by forming a stabilized G-quadruplex-RGG complex. Moreover, 」
specific binding of RGG to G-quadruplex DNA is dictated by hydrogen bonding of arginine in RGG. 
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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たこと
により、これまで無意味と思われていた DNA
配列さえも生命活動に重要であることが明
らかになってきた。特に染色体の末端配列に
グアニン塩基が多く、グアニン四重鎖構造を
形成することが解明されている。 
（２）DNA は生体内においてタンパク質と結

合して機能しているが、グアニン四重鎖構造
を特異的に認識して機能するタンパク質の
研究が進んでいないため、生体内におけるグ
アニン四重鎖構造の機能は不明な点が多い。 
２．研究の目的 
（１）グアニン四重鎖構造を特異的に認識す
るタンパク質の認識機構と機能の解明を目
的とする。 
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（２）特に注目したタンパク質はアルギニン
ーグリシンーグリシン（RGG）配列の富む領
域を有するタンパク質であり、ガン化に関係
する核酸結合性タンパク質である EWS
（Ewing’s sarcoma）である。RGG 領域とグア
ニン四重鎖構造の結合性を調べる。 
（３）結合性の解析結果をもとにして、細胞
内でのタンパク質の機能を解析する。 
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-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。この手法を用いて目的の
タンパク質を合成してグアニン四重鎖との
結合性の解析をゲルシフトアッセイ法によ
り検証した。 
(2) グアニン四重鎖中の塩基に変異を加え
た DNA と RGG タンパク質との結合性を調べ
た。 
(3)DNA ポリメラーゼストップアッセイによ
り、EWS がグアニン四重鎖構造を安定化して
いるか、不安定化しているか調べた。 
(4)EWS とグアニン四重鎖 DNA との構造を解
析するために円二色性スペクトルの解析を
行なった。 
(5)EWS タンパク質中のアルギニンをメチル
化したり、リシンに置換してグアニン四重
鎖との結合性を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1)核酸結合性
タンパク質であ
る EWS の核酸結
合性を調べるた
めに、放射線ラ
ベルした１本鎖
DNA、２本鎖 DNA、
グアニン四重鎖
DNA と EWS との
結合性をゲルシ
フトアッセイに
より調べた。そ
の結果、グアニ
ン四重鎖 DNA 特
異的に結合する
ことが明らかと
なった。 
 
(2)EWSの中でどの領域がグアニン四重鎖 DNA
に結合するのは調べるために、EWS を各領域
ごとにわけたタンパク質とグアニン四重鎖
DNA とのゲルシフトアッセイト行なった。そ
の結果、C 末のアルギニンーグリシンーグリ
シン配列を多く有する領域（RGG3 領域）が結
合することがわかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

更に RGG3 領域はグアニン四重鎖特異的に結
合するか更に詳細に調べるために、グアニン
四重鎖構造を安定化するカリウムイオン存
在下と、不安定化するリチウムイオン存在下
において結合性をゲルシフトアッセイによ
り調べた。その結果、リチウムイオン存在下
では結合しないことから、DNA 配列ではなく
グアニン四重鎖構造を認識して結合するこ
とがわかった。 
 またテロメアが形成するグアニン四重鎖
配列 d(AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG)の内、グア
ニ ン 四 重 鎖 を 不 安 定 化 さ せ た 変 異 型
d(AGGGTTAGTGTTAGTGTTAGGG)との結合性を検
証した。その結果、変異型 DNA には結合しな
いことがわかった。これらの結果より、RGG3
領域はグアニン四重鎖構造に特異的に結合
することがわかった。 
 

 
 
 



 

 

(3)EWS が結合したグ
アニン四重鎖構造の
安定性を調べるため
に、DNA ポリメラーゼ
ストップアッセイを
行なった。その結果、
グアニン四重鎖構造
は RGG3領域により安
定化されることがわ
かった。 
 
 
(4)EWS が結合し
た際のグアニン
四重鎖構造を円
二色性スペクト
ルにより解析し
た。その結果、
RGG3 なしでは
288nm のポジテ
ィ ブ ピ ー ク と
235nm のネガテブピークからかるが、RGG 存
在下では 265nmのポジティブピークにシフト
した。これはテロメア DNA のみでは（３＋１）
ハイブリット構造を形成しているが、RGG3 存
在下ではパラレル型を形成していることが
明らかとなった。 
 
(5)グアニン四
重鎖 DNA への結
合に関与してい
るアミノ酸の特
定と更なる認識
機構の解明のた
めに、アルギニ
ンをメチル化し
た EWS とグアニ
ン四重鎖構造と
の結合性を調べ
た。その結果、
メチル化した EWS はグアニン四重鎖 DNA との
結合性を示さなかった。この結果、EWS はグ
アニン四重鎖とアルギニン残基による水素
結合で認識していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 さらにRGG3中の
587番目から610番
目のアミノ酸配列
のうち、いくつか
のアルギニンをリ
シンに置換したタ
ンパク質を３種類
作成した。それぞ
れのタンパク質と
グアニン四重鎖構
造との結合性をゲ
ルシフトアッセイ
により調べた。そ
の結果、リシン置
換した数が多いほ
どグアニン四重鎖
との結合性は低下
した。これらの結

果より、EWS は RGG3 中のアルギニン残基によ
り水素結合でグアニン四重鎖構造と結合す
ることがわかった。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 2 件） 
 ① Takahama, K., Kino, K., Arai, S., 

Kurokawa, R., Oyoshi, T. Identification 
of DNA Binding Specificity of TLS. 
Nucleic Acids Symp., 53, 247-248, 2009 

 ②Takahama, K., Arai, S., Kurokawa, R., 
Oyoshi, T. Identification of RNA 
Binding Specificity for the TET-family 
Proteins. Nucleic Acids Symp., 52, 
213-214, 2008 

 
〔学会発表〕（計 13 件） 
 ①高濱謙太郎, 荒井重紀, 黒川理樹, 大吉

崇文 「核酸結合タンパク質 EWS のグアニ
ン四重鎖構造認識機構の解明」 日本化学
会第 90 春季年会 2010 年 3 月 大阪 

 ②渡辺裕美, 高濱謙太郎, 茶山和敏, 大吉
崇文 「細胞内における核酸結合タンパク
質 EWS の機能解析」 日本化学会第 90 春
季年会 2010 年 3 月 大阪 

 ③内山裕美子, 高田麻美, 高濱謙太郎, 大
吉崇文 「核酸結合タンパク質 TLS による 

 ④杉本知恵莉, 高濱謙太郎, 大吉崇文 「RGG
タンパク質が結合したグアニン四重鎖構
造の解析」 日本化学会第 90 春季年会  
2010 年 3 月 大阪 

 ⑤高田麻美, 高濱謙太郎, 大吉崇文 「核酸
結合タンパク質 TLS の核酸結合性の解析」
日本化学会第90春季年会 2010年3月 大
阪 

 ⑥田出朋也, 高濱謙太郎, 杉本知恵莉, 道



 

 

羅英夫, 大吉崇文 「グアニン四重鎖に結
合するペプチドの開発」日本化学会第 90
春季年会 2010 年 3 月 大阪 

 ⑦齋藤悠, 高濱謙太郎, 丑丸敬史, 大吉崇
文 「RNA オリゴマーによる細胞内の転写
活性化機構」日本化学会第 90 春季年会 
2010 年 3 月 大阪 

 ⑧高濱謙太郎, 荒井重紀, 黒川理樹, 大吉
崇文「Identification of DNA Binding 
Specificity of TLS.」 第 6 回国際核酸化
学シンポジウム 2009 年 9月 高山 

 ⑨大吉崇文, 高濱謙太郎, 喜納克仁, 荒井
重紀, 黒川理樹 「EWS タンパク質の核酸
結合性の解析」 第 24 回生体機能関連化学
シンポジウム 2009 年 9 月 福岡 

 ⑩高濱謙太郎, 喜納克仁, 荒井重紀, 黒川
理樹, 大吉崇文 「TET タンパク質による
DNA 結合認識機構の解明」 日本化学会第
89 回春季年会 2009 年 3月 船橋 

 ⑪内山裕美子, 高濱謙太郎, 黒川理樹, 大
吉崇文 「RNA 結合タンパク質 EWS による
翻訳制御機構の解明」 日本化学会第 89 回
春季年会 2009 年 3 月 船橋 

 ⑫高濱謙太郎, 喜納克仁, 荒井重紀, 黒川
理樹, 大吉崇文 「Identification of RNA 
Binding Specificity for the TET-family 
Proteins.」 第 35 回核酸化学国際シンポ
ジウム合同シンポジウム 2008 年 9 月 京
都 

 ⑬高濱謙太郎, 喜納克仁, 荒井重紀, 黒川
理樹, 大吉崇文 「核酸結合タンパク質
EWS の DNA 結合性の解析」 第 3 回バイオ
関連化学合同シンポジウム 2008 年 9 月 
横浜 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

 大吉 崇文（OYOSHI TAKANORI） 

静岡大学・理学部・助教 

 研究者番号：80406529 

 
(2)研究分担者 

      （  ） 

 研究者番号： 

 
(3)連携研究者 

   （  ） 

 研究者番号： 


