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サマリー 
 
グアニン４重鎖(G4)は、グアニンの連続配列に依存して DNAのみならず、RNA
や RNA-DNA ハイブリッド上に形成される。G4は転写、複製、組換え、転移な
ど、多様なクロマチン代謝に関与することが明らかとなっている。最近、G4を
検出するプローブが開発され、細胞内での G4形成とその動態が解析され、細胞
型などによる多様性が示されている。私たちは G4の複製制御における機能を新
たに見出した。その発見をもとに、G4構造の多様性、新たな検出技術、クロマ
チン制御における未知の役割の解明に向けた研究を概説し、G4構造の機能の全
貌解明に向けて解決すべき課題について論じる。 
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はじめに：セントラルドグマと非典型的核酸構造 
 
DNA->RNA->タンパク質の流れにおいて、DNAはワトソンクリックの B型右巻
き二重らせん構造が前提となっている。しかし、特殊な配列を有する DNAの構
造解析から、非典型的な核酸構造が発見された。もっとも衝撃的であったもの

が、左巻き DNAの発見であった 1)。Z—DNAとも呼ばれるこの構造は、プリン
とピリミジンが交互に並んだ配列（特に GCが並んだ配列）上に形成される。こ
のほかにも種々の繰り返し構造を含む特殊配列が形成する３重鎖 DNAや、４重
鎖 DNAなどが発見された。 
進化的には、RNAが始原細胞における遺伝情報であると考えられているが、RNA
は１本鎖ゆえにその配列に依存して種々の”形”を形成すると想像される。その形
態に依存して酵素活性を示し、進化初期の細胞の RNA遺伝情報の複製や組換え
などに貢献したであろう。その後、遺伝情報がより安定な DNAに置き換わった
後も、特殊な構造を形成する配列はゲノム上にその痕跡が残された可能性があ

る。そしてこれらの配列は、局所的、あるいは一過性に非典型的な核酸構造を

形成し、それが、種々の核酸遺伝情報の発信・クロマチン構造の形成など、現

在の生物の生物機能の制御に重要な役割をはたしていると考えられる。 
 
グアニン４重鎖(G4)構造はグアニンの連続配列により形成される特殊な構造で
あるが、DNA、RNA そして RNA-DNAハイブリッド上に形成され、セントラル
ドグマのすべての過程に重要な役割を果たすことが明らかになってきた。この

構造が、細胞内でいつ、どこで、どのように形成され、ゲノム機能の発現にい

かに貢献するかの分子メカニズム、そしてその生物学的意義の解明は、頑強性・

適応性の高いゲノム機能発現の解明の鍵を握るかもしれない。 
 
１	 グアニン４重鎖構造の基礎知識	

1) 発見の歴史 
1962年に Martin Gellertらは、グアニン酸(GMP)の高濃度ゲル状溶液の解析から、
４個のグアニン酸が環状構造を形成する可能性を示した。さらにこれらは

stackingして helical 構造を形成することを提唱した 2)。 
1988年に Senと Gilbertは、グアニンに富む１本鎖 DNAが４重鎖 DNAを形成
する可能性を提唱した 3)。Cechらのグループは、テロメア由来の配列が 1価性
の陽イオンの存在下で、G-quartet構造を介して４重鎖構造を形成することをし
めした 4)。 
 

2) 主に核酸化学研究から明らかになった G4の構造的基盤 
i) 基本的構造+ 
G4構造は平面的な G-quartetがπ- π相互作用を介して積み重なり形成される(図
1A)。G-quartet形成には、グアニンの N1Hと O6、 N2Hと N7間の Hoogsteen
型水素結合により維持される。またグアニン O6による中央部の陰イオン性の空
間は Na+, K+, Rb+ , Pb22+ , Ba2+ ,および Sr3+ などの陽イオンにより安定化される
5)。一方、一価の陽イオンであるが Li+は、G4構造を不安定化する 6)。また、G4
構造は、PEG 、acetonitrile , あるいは深共晶溶媒(両方もしくはどちらか一方が
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固体である「水素結合ドナー性の化合物」と「水素結合アクセプター性の化合

物」をある一定の割合で混ぜることでつくる『室温で液体』になる化合物)など、
分子混雑環境下でも安定化される 7)。G4構造の特徴の一つはループの存在であ
る。これらの長さと塩基組成は G4の安定性に影響を与えることがしられている
8)。 
 

ii) トポロジー 
G４はその主鎖の相対的な方向に従って、parallel, hybrid, anti-parallel の３種類の
主要なトポロジーをとる 6)。G4がどのようなトポロジーの構造をとるかは、X
線結晶解析、NMR、CD spectroscopyの 3種類の方法により決定される。 
トポロジーは配列により一義的に決定されない。たとえば d[AGGG(TTAGGG)3]
という 22merの配列は Na+の存在下ででは、anti- parallel型を示すが、 K+の存在

下で形成された結晶は parallel型であった 9)。一方、同じ配列が、K+の溶液中で

は hybrid型であった。また、分子混雑環境下では、parallel型を示した。このよ
うに、トポロジーは配列により一義的に決定されるものではなく、環境によっ

て変化しうる。したがって、細胞の中でも、G4構造はダイナミックに変化して
いる可能性がある。 
 
iii) G4形成配列 
G3N1–7G3N1–7G3N1–7G3で定義される典型的なG4形成配列はヒトゲノムに約
37万箇所存在する10),11)。一方、polymerase stop assay（鋳型DNA上にG4が形成さ
れると、そこでDNAポリメラーゼによるDNA鎖の伸長が停止する）を用いた探
索から、ヒトゲノム上には>70,000のG4形成可能配列の存在が示唆された12)。こ

れらの配列の中には、上記の典型的なG4形成配列以外に、8-15ヌクレオチドの
長いループを有するもの(4GL15)、隣り合うG-quartet のグアニンの間にbulge(出
っ張り,グアニン以外のヌクレオチド)が存在するもの、G-quartetのひとつのグア
ニンが欠失しているものなど、非典型的なG4構造が発見された(図1B)。 
 
２	 G4 の細胞内動態と生物学的機能	

Aaron Klug 博士は、40年前に、‘If G-quadruplexes form so readily in vitro, Nature 
will have found a way of using them in vivo’ と言われた。G4は試験管内で発見さ
れ、その構造学的研究は、優れた核酸化学研究により進展したが、細胞内で実

際に G4が形成されているかを検証するためには G4を検出するプローブの開発
を待たねばならなかった。 
1) G4の多様な生物学的機能：G4は DNAのみでなく、RNAおよび RNA-DNA
ハイブリッド上に形成される。最近の研究から、これらの G4が、多様な核酸が
関与する反応の制御シグナルとなっていることが明らかになっている(図 2A)。
一方、G4は、複製中の DNA鋳型鎖に形成されると、複製を阻害し、究極的に
ガンの原因になるゲノム不安定性を誘導する。また、繰り返し配列のコピー数

の増加により、異常な G4構造が形成され、神経変性疾患の原因となることが知
られている(図 2B)。従って、G4は「諸刃の刃」であると言える。 
 

2) 細胞内に存在する G4を検出するプローブ：G4特異的ポリペプチド抗体、BG4 
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細胞内で実際に G4が形成されているかを検討するためには G4を検出するプロ
ーブの開発が必要であった。BG4は、G4構造を特異的に認識するポリペプチド
抗体である 13) (図 3)。これを用いた免疫蛍光染色の解析により細胞内の G4が検
出された。その数は S期に最大になり、Pyrifostatin, Phen-DC3, TMPyP4などの
G4を安定化することが知られている化合物に添加によっても増加した。細胞内
でのG4形成部位を同定するために、BG4を用いたChIP-seq解析が行われた 14)。

ヒト正常上皮皮膚角化細胞(NHEKs; normal human epidermal keratinocytes)におい
ては 1496個の G4ピークが同定されたのに対して、自然不死化したヒト上皮皮
膚角化細胞(HaCaT; spontaneously immortalized, non-oncogenic human epidermal 
keratinocyte)では 10560個のピークが同定された。このことは不死化細胞では、
より多くの G4が形成されることを示唆する。さらに同定された G4部位の 98％
は、FARE-seq あるいは ATAC-seqにより同定されたヌクレオソームフリー領域
に存在した。 
 

3) G4を検出する新規プローブの開発：G4P 
しかし、BG4は、トポロジー特異性が高く、網羅的に細胞内 G4を検出できてい
るという保証がない。最近、G4ヘリカーゼ DHX36の G4結合ドメインをリンカ
ーで結合した分子が新規 G4プローブとして開発された 15) (図 3)。この分子は in 
vitroでは高親和性（nMレベルの Kd）で G4構造に特異的に結合する。このプ
ローブを用いてヒト肺胞基底上皮腺癌由来 A549細胞を解析した結果、123,274
個の G4ピーク(Fold change>1.6)が検出された。BG4に比べて数が多いのは、G4P
の G4親和性の高さと、より広範なトポロジーの G4を認識する能力による。こ
のうちの 43,752個は Fold changeが５より大きくより安定な G4を形成している
と想像される。これらの安定な G4の 80%は遺伝子の前後 2kBの領域に存在す
る。また 50%は TSSの前後 2kbの領域に存在する。この割合は Fold changeを高
くするほど増加した。また遺伝子の 70%、TSS近傍領域の 60%に G4が検出され
た。不死化細胞あるいはがん細胞において、G4は、MYC, PTEN and KRAS,など
のガン関連遺伝子のプロモーター領域に検出されたが、正常細胞では検出され

なかった。 
さらに、転写の活性と G4形成効率の間に、強い相関が観察された。すでにっっ
zの実験から G4形成配列の転写により、その上流と下流に G4構造が形成され
ることが明らかとなっている 16)17)。その形成は、RNA-DNA hybrid形成と共役す
る。これらの結果から、細胞内においても転写が G4形成の主要なドライビング
フォースとなっている可能性が強く示唆された。 
 

二本鎖 DNA上の G4形成配列が G4構造を形成するためには、安定な二本鎖構
造が、一過性にでも１本鎖に転換されることが必要である。転写のほかに、最

もこれが起こりやすいのは DNA複製時である。実際、BG4を用いた細胞内 G4
の可視化により、G4形成は S期に促進されることが示された。これらの G4は
複製時に一過性に形成され、DNA合成に進行を妨げる。細胞はこれらの G4を
破壊する酵素、G4ヘリカーゼを有しており、複製進行の G4阻害を解除する。
この役割をはたす代表的な G4ヘリカーゼは Pif1である 18)19)。 
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3) G4結合低分子化合物（G4リガンド）：G４検出・機能解明のための重要なツ
ール 
1997 年に G4構造に特異的に結合する低分子化合物2, 6-ジアミノアントラ キ
ノン BSU-1051 が初めて報告されて以来、今日までに800を超える様々な G4 
リガンドが報告されている20) (図3)。これらは、G quartetを上下から挟み込むあ
るいは、その間に挿入されるなどの様式でG4に結合する。放線菌Streptomyces 
anulatus 3533-SV4 より単離された天然化合物G4リガンドであるtelomestatinは、
テロメア繰り返し配列 5’-TTAGGG-3’に結合しテロメラーゼ活性を阻害する21)。

telomestatin は G4 を強く安定化するが、これをリード化合物とした、より強力
かつ特異性の高いG4リガンドが開発されている。 L2G2-6OTD22)は、 ポリオキ
サゾールの環状化により telomestatin の大環状構造を模倣し、さらに G4 との
静電親和相互作用のための側鎖を有し、G4を強く安定化する。ビスキノリニウ
ム化合物Phen-DCファミリーのひとつ、Phen-DC3は、優れたG4選択性および親
和性を示し、化学的にも安定であり、溶解性も高い。  
G4リガンドは、一般にG4構造を安定化するものが多いが、G4形成の促進、さら
にトポロジーの変換を誘導し、その機能を変換できる化合物も開発されている。

G4リガンドは、制ガン剤の候補としても期待されている。G4構造は、DNA複製
を強く阻害するので、G4リガンドによる安定化により、より強く複製を阻害し
DNA損傷を誘導し、がん細胞死を誘導する可能性が想定される23)。また、G4構
造は、転写にも影響をあたえる。2002 年には TMPyP4 が、c-MYC の発現を抑
制し、ヒト乳がん細胞株 MX-1 担がんマウスおよびヒト前立腺がん細胞株 PC3 
担がんマウスにおいて、腫瘍増殖率の低下や生存期間の延長を示すことが明ら

かにされた23)。また、TMPyP4はテロメラーアゼ活性を阻害テロメアの機能不全
を誘導する。一方、G4はRNA上にも形成され、翻訳を阻害し、がん関連遺伝子
の発現に影響を与える。このように、G4リガンドは複数のメカニズムで制がん
作用を及ぼす。 
 
4) G4結合タンパク質：G4の機能解明、新規プローブへの応用 
G4に特異的に結合するタンパク質がこれまで多く見出されている。これらのタ
ンパク質は、生化学的には、G4に結合するのみでなく、G4形成の促進、G4構
造の安定化、G4構造の除去（巻き戻し）などの性質を有する。機能的には、転
写、DNA複製や修復の制御、複製進行を阻害する G4構造を開裂し、複製進行
の促進、mRNAに結合し翻訳の制御、クロマチン構造の形成、ウイルス増殖の
制御（ウイルス由来の因子）などに分類される。 
RAP1とDHX36 のG4への結合の解析から、α-helixとG-quartetとの相互作用が、
共通の相互作用様式であることが示唆された24)25). 一方、多くのG4結合タンパク
質はRGGドメインを介してG4のループ領域と相互作用する26). 中でも、ヌクレ
オリンは、そのRBDおよびRGGドメインを介してG4構造に結合し、その構造を
安定化する。しかし、G4との相互作用がどのようにG4の安定化あるいは不安定
化をもたらすかは不明である。 
 
３	 G4 を介した DNA 複製の正と負の制御	
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最初に述べたように、G4は DNA, RNA, RNA-DNA hybridの上に形成され、広く
細胞内の核酸機能の制御に関与すると想像される。実際、G4は、これまでの研
究から、転写、組換え、翻訳、転移、エピゲノム制御など、数多くの核酸が関

与する反応を制御することが知られている 27)。 
DNA複製の制御に関しても、その正と負の制御に極めて重要な機能を果たすこ
とが、筆者の研究も含めて明らかになってきた。 
 
1) G4による DNA複製の正の制御 
上記にも記載したように G4は転写プロモーターの近傍に濃縮しているが、ハエ、
マウス、ヒトの複製起点の 60%において、その近傍に G4形成配列が存在するこ
とが報告された。一方、大腸菌や古細菌では、通常の複製起点に依存しない複

製システムが知られている 29)30)。特に大腸菌では、RNaseHや RecGヘリカーゼ
の変異体など、RNA-DNAハイブリッド構造が安定化する背景でゲノム複製を行
う「安定 DNA複製」が知られている 28)。G4形成配列が RNA-DNAハイブリッ
ド構造形成を強く促進するという事実から、この安定 DNA複製における G4の
役割に着目した。 
 

i) 高等生物の複製起点と G4形成配列 
G4を形成しうるG-rich配列が高等生物複製起点の250-300bp上流に高頻度で同定
された。このG-rich配列はnucleosome-free領域と相関していた。G-rich配列の複製
起点近傍での存在は、ヒトの他にマウス、ニワトリ細胞でも、種々の複製起点

マッピング法により示され、方法、細胞種によるバイアスではないと考えられ

る31)32)33)。一方、G-rich配列の近傍にORCやMCMの結合も示され、preRCの形成
も示唆された。さらに、ニワトリのβ-globin 複製起点を用いて、G-rich配列の機
能的重要性が、新生DNA鎖を解析する複製開始マッピング法によりしめされた
34)。また、ヒト細胞における複製起点近傍のG4形成配列の変異解析、EB ウイル
スベクターをもちいた一過性DNA複製による起点活性の測定、カエル卵抽出液
によるin vitro複製系においてG4配列による競合アッセイなどから、G4形成配列
の機能的重要性が報告された35)。 
これまでの解析からG4構造はpreRCの形成ではなくその活性化の過程に関与す
ることが示唆されているが、G4の高等生物の複製開始における役割の詳細は不
明である。 
 
ii) RNA-DNA hybrid/G4構造の複製開始における役割 
大腸菌ゲノムは通常、レプリケーターoriCからイニシエーターDnaAタンパク質
の作用により開始するが、RNaseH変異株では oriCや DnaAの不在下でも複製が
進行し、細胞が生育可能になる。この「安定 DNA複製(タンパク質合成を阻害
した条件下でも複製が進行することからこう名付けられた)」は、複製起点の反
対側の複製終結領域(ter)の一部が、重要な役割を果たし、その中に G4形成配列
を同定した。さらに、G4リガンドの影響、Li+イオンの影響などから、この複
製には G4構造が関与する可能性が強く示唆された（田中卓ら、未発表 data）。
In vitroの複製システムの解析から、RNA-DNA hybridに依存した DNA複製が観
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察され、この複製は G4リガンドや G4構造を有する DNAの添加による特異的
に阻害された（深津理乃ら、未発表 data）。これらの結果から、G4形成配列の転
写により形成される RNA-DNA hybrid/G4構造が複製開始のシグナルとなる可能
性が示唆された。 
 
2) G4による DNA複製の負の制御 
i) S期における複製タイミングの制御 
酵母において、複製起点が詳細にマップされた結果、これらの複製起点の活性

化は、S期の時間的制御を受けることが明らかとなった。動物細胞においては、
より広いゲノム領域を単位として、細胞種に特異的な複製タイミングドメイン

が、存在すること、また、それは、TAD（Topologically Associated Domain）と関
連することがこれまでの研究から明らかになっている 36)。S期後期に活性化さ
れる後期複製起点は、複製障害によるチェックポイント機構により抑制される。

しかし、正常な S期進行時に複製起点の活性化の秩序を決定する因子は不明で
あった。 
 
ii) 複製タイミング因子 Rif1の同定 
私たちは、分裂酵母を用い、複製開始のアクセルといえる Cdc7キナーゼ(分裂
酵母では Hsk1)のバイパス変異の探索から、複製のブレーキの同定を試みた。こ
の結果、Rif1を見出した。分裂酵母 rif1欠損株では、細胞増殖や複製ストレス
応答はほぼ正常であったが、複製起点活性化のゲノムワイドプロファイルが大

きく変化した 37)。特に、後期複製起点が、初期に活性化するように変化した。

動物細胞において Rif1を KDすると、ゲノムワイドに複製タイミングドメイン
が変化することが示された 38)。その変化の大部分は後期領域の初期領域への転

換であった。これらの事実は、私たちが初期に想定した、複製のブレーキとし

ての因子に期待されるものであった(図 4A)。 
 
iii) Rif1は G4を介してクロマチン に結合する 
もともとテロメア結合因子として知られていた Rif1は、テロメア以外の染色体
腕部にも結合することが明らかとなった。結合部位を ChIP-chip, ChIP-seqで解析
した結果、Rif1は分裂酵母染色体上の 35箇所に顕著な結合をすることを見出し
た。それらの部分の配列解析からグアニンに富んだ保存配列の存在が明らかに

なった。さらに、これ以外にもグアニンの連続配列が複数存在することから、

G4構造形成の可能性が示唆された。実際、次のような実験から、Rif1結合部位
は、G4構造を形成し、Rif1は、クロマチン上に形成される G4構造を認識し結
合することが証明された 39)。① Rif1BS 二本鎖 DNAを熱変性し、リアニールさ
せると G4構造を有する移動度の異なる分子がアクリルアミド上に検出される。
②この分子は Gの連続配列の変異や、グアニンのデアザグアニンへの置換によ
り消失し、G4リガンドにより安定化する。③ 精製した Rif1は、二本鎖 DNA
上に熱変性で形成される G4、および一本鎖上に形成される G4に特異的に結合
する。④ 同様な変異をゲノム上の Rif1BSに導入すると、Rif1のクロマチン結
合が消失する。 
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iv) Rif1による複製開始抑制のメカニズム 
分裂酵母において特定の Rif1BSの変異により、変異部位の周辺 50kbに渡り、
複製起点活性化の脱制御が誘導される。また、動物細胞の Rif1 KD細胞では、
核膜近傍のクロマチンループのサイズが増大することがわかった。これらの事

実から、Rif1はクロマチン構造を変化させる可能性が示唆された 40)。実際、4C
解析から、Rif1がクロマチン相互作用に影響を与えることが示された 41)。 
 
分裂酵母 Rif1は、クロマチン に G4認識を介して結合し、その近傍に存在する
複製起点からの開始を、２つのメカニズムで抑制すると考えられている。① フ
ォスファターゼを呼び込み、複製開始に必要なリン酸化を阻害する。② G4結
合、多量体形成能に依存して、核膜近傍に複製開始に抑制的なクロマチン構造

を形成する(図 4BC)。 
 
①は N末領域に存在する PP1結合ドメインの欠損により複製抑制が解除するこ
と、②は C末領域に存在する G4結合、多量体化のドメインの変異により複製抑
制が解除すること、により示される。 
分裂酵母、動物細胞の Rif1の C末領域は G4結合ドメインを有する。いずれの
生物種の Rif1も C末領域は両親媒性の coiled-coil domainを形成すると予想され
る(井口ら、未発表 data)。C末領域の変異解析から、G4結合、多量体形成がそ
れぞれ失活した変異体を同定し、そのいずれも複製抑制能が喪失することから、

両者が Rif1の機能に重要であることが示された(加納ら、未発表 data)。 
 
４	 Rif1 結合部位 G4 形成配列の解析から明らかになってきた G4 の形成と機能

の新事実	
 

1) G4形成配列の多様性と G4形成の可塑性 
ChIP seqから同定された Rif1の強い結合部位が 35個同定され、それらはすべて
グアニンの連続配列の共通配列を複数個有しており、より安定な G4構造を形成
すると考えられる。弱い Rif1結合部位も同定されており、それらは、共通配列
を一個しか有していないものが多い。一方、分裂酵母ゲノム上には 442個の G4
形成可能配列が推定されているが、35個の Rif1BSと重なっているものは２個の
みで残りの 33個は通常のアルゴリズムで予測できない。このことは細胞内に形
成される G4を配列のみから予測することは困難であることを示す。Rif1BSの
配列を見ると、ループ配列が典型的な G4形成配列に比較して極めて長いことが
特徴的である。この長さは、非標準的な long loopG4形成配列、 4GL15に定義
される 8-15ntに比較しても長く、G4は、これまで想定されていないような配列
にも形成されうることを示す。 
さらに、Rif1BSのグアニンの連続配列の一部を欠損しても、近傍に存在する別
のグアニン配列を用いて、異なる G4構造を形成することも、明らかとなった。
このように、G4形成配列は可塑性を有し、頑強なゲノムシグナルである可能性
を示唆する。 
また、Rif1BSは、すべてが遺伝子間領域に存在し、その内の 29個は非コード転
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写領域と重なっている。このことは、Rif1BSの G4は、これらの非コード転写
に依存して形成される可能性を強く示す。 
 

2) G4構造とヌクレオソーム構造の関連 
さらに、35個の Rif1BSのうちの 30個は、ヌクレオソームフリー領域に存在し
た。上記で、ヒト細胞内でマップされた G4の 90%以上がオープンクロマチン 領
域に存在すると述べた(図 5A)が、G4構造形成とヌクレオソーム形成の因果関係
は、あるのだろうか？ 
私たちはこれについて、Rif1結合部位を用いて検証した。３つの可能性を想定
した。i) 結合する Rif1がオープンクロマチン 構造の形成を促進する。ii) オー
プンクロマチン 構造の存在が G4形成を促進する。iii) G4形成がオープンクロ
マチン 構造を促進する。Rif1を欠損してもヌクレオソームは形成されなかった。
一方、G4構造を形成しない変異をゲノム上に導入すると、変異を有する Rif1結
合部位でヌクレオソーム構造が回復した(加納ら、未発表 data) (図 5B)。この事
実は、G4構造の形成が、ヌクレオソーム形成を促進することを示す。 
 

3) 細胞内の G4を検出する新規技術の開発 
G4結合タンパク質や、化合物をプローブとした G4検出法では、これらのプロ
ーブによる G4構造への影響や、転写や増殖への影響による間接的な G4形成へ
の影響を除外できない。したがって、G4構造に摂動を与えない状況下で、G4
を検出する方法の開発が望まれる。 
Rif1BS上に形成される G4は、実際に長いループ構造を形成することを、１本
鎖特異的ヌクレアーゼを用いた解析により証明した 42)。そこで、この長いルー

プ構造を利用して、細胞内で G4を検出する新しい方法の開発を試みた 43)。この

方法では、23bpのループ領域に 18bpの I-SceI制限酵素部位を導入した。この配
列の導入によりこの配列上での G4形成能、Rif1結合、さらに in vivoでの機能
が影響されないことは確認した。I-SceIは二本鎖状態の時のみしか DNA切断で
きないので、G4構造を形成すると I-SceIによる切断が阻害されると想定した(図
6A)。熱処理と転写の２つの方法で、この I-SceIを含む配列上に G4を形成させ、
切断すると、切断は強く阻害された。一方、グアニン連続配列に変異を導入し、

G4形成能を阻害させると、熱処理や転写をしても I-SceIで切断される(図 6B)。
この事実は、G4形成に依存してループに導入した I-SceI部位が切断されなくな
ることを示す。 
次に、細胞内でこの切断を指標に、G4形成を検出できるか検討した。このため
に、I-SceI 切断部位を導入した G4形成可能(野生型)Rif1BS株と G4非形成(変異
型)Rif1BS株内で I-SceI制限酵素を誘導的に発現し、切断を linker-mediated PCR
で検出した。その結果、野生型では切断されず、変異体では切断が観察された(図
6C)。この事実は、この新しい方法を用い、特定の標的部位での細胞内 G4形成
の有無を測定することができることを示す。 
この方法では、標的部位に制限酵素サイトを導入し、対応する制限酵素を発現

する必要があるなど、方法がやや煩雑であるが、内在性の酵素部位を用いるた

めに、界面活性剤で核膜を通過できるようにした単離核を用いて、ループに存

在する制限酵素部位を用い、G4構造の有無を検出できる系も確立しつつある。 
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おわりに：将来の展望 
G4構造の基盤となる G-tetrad構造が発見されてから 50年、G4の細胞内での存
在と、その生物学的重要性について疑う人はいないと思われる。しかしながら、

G4およびその関連構造の生体内における基本的意義の解明のための研究は、ま
だその緒に就いたばかりである。 
 

1) 生体内での形成機構 
細胞内の DNAの大部分は、極めて安定な、B型右巻き二重らせん構造をとる。
この安定な構造に打ち勝って、G4構造を形成するためは、大きなエネルギーを
必要とする。多くの因子が細胞内での G4形成に影響を与える(図 7)。 
複製や転写などの反応に連動して形成される経路が最も重要であると考えられ

るが、in vitroの再構成反応系を利用し、G4形成の過程を詳細に解析する必要が
ある。G4構造がクロマチン形成に及ぼす影響を、in vitroで詳細に解析し、その
構造を解明する必要がある。 
 

2) 生体内での存在様式 
プローブの開発に伴い、ゲノム上での G4構造のマッピング、細胞内局在、ダイ
ナミクスを解析することが可能になってきた。しかし、G4の細胞内での存在様
式を明らかにするためには、次のような事項を考慮する必要がある。 
 

i)トポロジー：すでに陽イオンの種類や分子混雑状況により同じ配列が異なるト
ポロジーを形成することが in vitroで明らかになっている。トポロジー特異的な
プローブ、あるいはトポロジーを制御（変換）するプローブの開発が望まれる
5)。 
 

ii) 形成された G4の安定性：G4はその構造や環境により、安定なものから不安
定なものまで存在する。不安定な G4は、生体内でダイナミックに形成と消失を
繰り返している可能性がある。そしてこのような不安定な G4構造は、複製や転
写の開始の可塑的な制御、確率論的な反応事象に関連する可能性がある。G4構
造を、高感度で real timeで検出するプローブの創成が必要である。 
 

iii) 多量体形成の意義：G4は繰り返し配列上にも形成され、この場合、G4が連
続的に連なり多量体を形成する可能性がある44)。amyotrophic lateral sclerosis 
(ALS), frontotemporal dementia (FTD) などの神経変性疾患の原因となる繰り返し
配列もDNAあるいはRNAの上で大きな多量体構造を形成し、それが疾患の原因
となる可能性がある(図2)。また、単量体のG4がπ-stacking を介して多量体を形
成することも知られており、別のゲノム領域に形成されるG4が、連結し、クロ
マチンループを形成する可能性も指摘されている。さらに大きな多量体を形成

し、より複雑なクロマチンループ構造を形成する可能性もある45)。このように、

多様なG4構造の集合がもたらす構造体の形成は生物学的に重要な役割を果たす
であろう。もともと、グアニル酸の自己集合からG-カルテット構造の原型が見
出されたことを思い起こす必要がある2)。この分子集合は次のiv)にも関連する。 
 



 11 

iv) 液—液相分離と G4：LLPSは、核酸とタンパク質の low-complexity domainと
の相互作用に依存するが、G4もタンパク質との相互作用を介して、LLPSを形
成し、転写や複製に必要なタンパク質が濃縮された compartmentを形成する可能
性がある 44)。最近 Rif1は C末領域を介して相分離をすることを見出したが、こ
の領域は G4や脂質との相互作用を介して、核内で特異なクロマチンドメインを
形成する可能性がある(伊藤、森山ら未発表 data)。このようにG4 DNAやG4 RNA
が核となり、分子が集合し、機能的な LLPSを形成するメカニズムとその生物学
的意義の解明が期待される。 
 
3) 生体内での機能解析 
i) G4の新規機能の解明：G4は DNAのみでなく RNA、RNA-DNA hybridにも形
成され、その機能は、生理的な機能から、病理的なものまで多岐にわたる。最

近、CCGリピートの増大により生じる Fragile X-related tremor/ataxia syndrome 
(FXTAS) において、CGGリピートの形成する G4 RNAがプリオノイドタンパク質
である FMRpolyG の凝集・細胞間伝搬の核となることが報告された 46)。先に述

べたように、G4は、これまで考えられていた古典的な形成配列以外にも形成さ
れる。したがって、Gの連続配列、あるいは G-rich配列が関与する、生物現象
は今後益々多く発見されると予想される。 
 
ii) G4の細胞内動態のダイナミクス：G4の細胞内存在様式、プロファイルは細胞
により大きく異なる。ある意味でエピゲノム情報であると言える。そしてそれ

らは、細胞内外の環境変化により、大規模に、あるいはゲノム局所的に変動す

ると推定される。種々のG4を生細胞で特異的に検出するプローブの創成とそれ
を用いた、細胞内G4の動態の解析が必須である。 
 

iii) 反応中間体としての G4：G4構造形成はグアニンの７位の Nを介した
Hoogsteen水素結合に依存する。同様に、3重鎖構造形成にも Hoogsteen水素結
合が関与する。これらの、あるいは類似した非 B型核酸構造は、複製、組換え、
修復、反応の中間体として一過性に形成される可能性がある。Hoogsteen水素結
合の形成を手掛かりとして、核酸の未知の反応中間体としての G4関連構造の存
在の探索は、核酸が関与する反応メカニズムの解明の上で重要な課題である。 
 

iv) G4解析の 1分子、１細胞技術の応用：G4の動態を詳細に解析するため、分
子ダイナミクスシミュレーション、量子力学的方法、一分子 FRET、G4動態な
どの一分子可視化、G4形成部位の１細胞解析など、新規技術の開発と応用が必
要である 47)。 
 
用語解説 
Hoogsteen型水素結合 
塩基対を形成する水素結合パターンの一つ。ピリミジン塩基の N3位から供与さ
れた水素の受容体が、ワトソン・クリック型塩基対ではプリン塩基の N1位だが、
Hoogsteen型では N7位である。 
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TAD topologically associated domain 
chromosome conformation capture法を応用した Hi-C法により同定される、相互作
用頻度の高いゲノム領域に対応しており、相互作用のギャップ（境界）により

囲まれる。その長さは、約 0.5-1Mbである。 
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図の説明 
 
図１	 グアニン４重鎖(G4)構造  
A. グアニン４重鎖構造の模式図。典型的な３種類のトポロジー。B. ３種類の非
標準的な G4構造。 
 
 
図２	 G4の生体内での機能：諸刃の刃 
A. G4は DNA、RNA、および RNA-DNAハイブリッド上に形成され、種々の核
酸の動態の制御に関与する。B. G4は、複製阻害によるゲノム不安定性の増加、
繰り返し配列が形成する異常な G4構造による神経変性疾患の原因など、負の側
面も有する。G4の生体内での機能についての詳細は、最近の総説を参照してほ
しい 28)45)。 
 
 
図３	 G4の検出あるいはマッピングに用いられるプローブ 
BG4はファージディスプレイにより見出されたポリペプチド抗体 13)。G4Pは、
DHX36 G4ヘリカーゼの G4結合ペプチド２個をリンカーで連結した新規 G4プ
ローブ 15)。種々の G4リガンドが開発され、それらの機能分子を誘導しプローブ
とする開発も進んでいる 5)。 
 
図４	 G4結合たんぱく質 Rif1による複製開始の抑制 
A. Rif1は、複製起点の近傍に結合し、複製開始を抑制する（分裂酵母）。B. マ
ウスおよび分裂酵母 Rif1たんぱく質の機能ドメインの模式図。いずれも C末に
G4結合、および多量体形成ドメインが存在する。HEATリピートも G4結合能
を有する。C. 多量体形成した Rif1がクロマチン繊維を寄せ集め、クロマチン高
次構造を形成するモデル 48)。 
 
図５	 G4はオープンクロマチン領域に存在し、ヌクレオソームフリー領域の形
成を促進する 
A. ヒトゲノム上の G4のピークの 98%は、ATAC seqや FAIRE測定で規定され
るクロマチンフリー領域と一致する。B. 分裂酵母の Rif1結合領域の一つは、ヌ
クレオソームが存在しない(上のパネル)。rif1欠損株においても同様ヌクレオソ
ームは存在しない(中のパネル)。一方、この Rif1BSのグアニン繰り返し配列に
変異を入れると Rif1結合しなくなるが、この時は、ヌクレオソーム構造が回復
した(下のパネル)。C. G4構造は、ヌクレオソームを排除することにより、オー
プンヌクレオソーム構造形成を促進する。グアニン変異により G4が形成されな
いとヌクレオソーム構造が回復する。 
 
図６	 細胞内の G4構造を検出する新しい方法 
A. Rif1BS由来の G4形成配列は典型的な G4形成配列に比べて長いループ配列
(23nt)を有する。B. Rif1BS由来の G4配列(野生型およびグアニン変異)のループ
領域を I-SceIサイト配列に置き換えた。この配列上に熱処理あるいは転写により、



 15 

in vitroで G4構造を形成した。野生型の場合にのみ、I-SceIにより切断された。
C. 細胞内で I-SceIで切断し、Linker-mediated ligationにより切断を検定した。 
 
図７	 細胞内での G4形成に影響を与える因子 
染色体環境、たんぱく質、そのほかの種々の因子が細胞内における G4構造の形
成、安定性に影響を与える。 
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Fig. 1 グアニン 4重鎖（G-quadruplex: G4）および G-quartet の構造 
G4は、4つのグアニンからなるG-quartetおよびヌクレオチド鎖のループ構造で構成される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 G4 のトポロジー 
G4は折りたたまれ方により複数のトポロジーをとる。 
（A）parallel型 G4、（B）hybrid 型G4、（C）anti-parallel 型 G4。 
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more than 300,000 canonical G4-forming DNA sequences in the human genome, where G
refers to adjacent guanines, and N refers to any base in the loop region [21,22]. An updated
overview of the current computational approach to predict G4-forming sequences has been
reviewed recently [23]. These sequences form various G4 conformations, and a G4-forming
sequence can adopt multiple conformations coexisting in a solution. The G4 conformations
depend on the length of the loops and the composition of the sequences, as well as the
environmental conditions (e.g., ion condition, molecular crowding). Recently, the definition
of G4 structures has been broadened by high-throughput sequencing experiments, which
have reported more than 700,000 potential G4-forming sequences in the human genome,
including a significant number of noncanonical G4s, such as long-looped G4s, bulged-G4s,
and guanine-vacancy-bearing G4s (Figure 1D) [24]. Characterization of the polymorphism
and the folding/unfolding dynamics are essential for understanding the regulatory role
of G4s in vivo and are also important for using G4s in DNA nanotechnology, such as
G4-based DNAzymes, biosensors, and aptamers [25].

Figure 1. The structure of G-quadruplexes. (A) A G-quartet is associated with four guanines and stabilized by Hoogsteen
hydrogen bonding and monovalent cations. (B) The anti and syn glycosidic bonds. (C) Schematic representation of canonical
and noncanonical G4 topologies. Canonical G4s can be classified as parallel (four strands with the same orientation, I),
antiparallel (four strands opposite to each other, II), and hybrid-stranded (one strand with the opposite orientation to the
other three strands, III). Noncanonical G4s bear some special structural features, such as the G4 with a long loop (IV),
G4 with a bulge (V), and G4 with a guanine vacancy (VI). (D) Populations of G4 structures in the human genome using
high-throughput sequencing methods [24].

The conformational polymorphism and folding/unfolding dynamics of G4 struc-
tures have been studied using ensemble average methods, such as NMR [19,20,26],
circular dichroism (CD) [27–31], UV absorption spectrum [28,30], and fluorescence reso-
nance energy transfer (FRET) [32,33]. The folding rates of intermolecular G4 formation
are very low and often require high DNA concentrations (µM to mM) to form in vitro.
In contrast, intramolecular G4s formed by four consecutive G-tracts are often folded in
seconds or minutes; thus, they are more biologically relevant. Many excellent reviews
have described the thermodynamic and kinetic properties of G4s obtained by ensemble
methods [34–36]. Computational and theoretical approaches such as molecular dy-
namic simulations can provide insights of G4s folding/unfolding dynamics at atomistic
resolution [37–39]. However, due to the coexistence of multiple G4 conformations in so-
lutions, it remains challenging to resolve the dynamic properties of these G4 structures
by bulky biochemical methods. The computational approaches need to be verified by
experimental evidence [39].

Single-molecule approaches including force-based and fluorescence-based techniques
enable the detection of folding/unfolding dynamics in real time and the discovery of di-
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Biological significance of G4s
Much of the early work on G4s focused 
on biophysical and functional studies of 
telomeres and telomerase. This section 
focuses primarily on some of the insights 
that recent G4 imaging and mapping studies 
have provided about the biology of G4s 
in non-telomeric regions, which suggest 
that they are involved in a broad range of 
biological processes.

Transcription and replication. A number 
of G4-targeting ligands were found to alter 
the mRNA levels of genes that contain 
G4 motifs in their promoters, such as 
the proto-oncogenes MYC23 and KRAS24. 
Recent studies of zebrafish embryos 
demonstrated that small molecules or 
synthetic oligonucleotides that target 
conserved G4 motifs in the promoters 
of developmental genes reduce their 
transcription and cause the phenotype 
expected for this reduction25. Further work 
is needed to confirm these results and fully 
elucidate the mechanistic details of cause 
and effect in these studies. Genes that are 
physically targeted by the small molecule 
PDS, as judged by the formation of localized 
DNA damage, undergo a concomitant 
reduction in the level of their transcripts13. 
However, whether DNA damage is 
induced by G4-ligand binding and causes 
transcription repression, or whether it is 
caused by transcriptional changes mediated 

cells is consistent with a functional and 
dynamic link between G4 structures 
and euchromatin. Further studies are 
needed to elucidate the mechanistic 
details of this link, including the specific 
roles of proteins that are associated with 
transcription (such as SP1 and XPB–XPD) 
and their interaction (or interactions) with 
loci where G4 structures exhibit dynamic 
formation or unfolding.

DNA replication is a carefully regulated 
process and is initiated at thousands of 
loosely defined genomic sites called DNA 
replication origins. Conserved DNA 
structures are found at replication origins 
in bacteria30. Recently, human replication 
origins were mapped by deep sequencing 
of short nascent strands and were predicted 
to contain G4 motifs31. In addition, the 
human origin recognition complex (ORC) 
was shown to bind to G4-forming DNA and 
RNA sequences in vitro32. These studies have 
led to the hypothesis that G4 DNA structures 
may be involved in some way in the 
mechanism of replication initiation. Further 
studies that provide direct experimental 
support for G4 structure formation at 
replication origins are necessary to advance 
our understanding of these findings.

Genomic instability. In the absence of 
helicases that resolve G4 structures in 
DNA, stable G4 structures can impede the 
progression of DNA polymerases and lead 

by G4 stabilization, is unclear. This 
uncertainty suggests that the relationship 
between G4 ligands and transcriptional 
changes at proximal genes may, at least 
in some cases, be more complex than a 
simple reversible binding mechanism. 
Recent data that include G4 ChIP–seq 
data17, the genomic binding sites of the 
proteins XPB, XPD19 and the transcription 
factor SP1 (REF. 17), and the colocalization 
of the G4-specific antibodies BG4 or 1H6 
with transcriptionally active regions17, 
support the notion that G4 structures form 
in transcriptionally active chromatin in 
human cells. Mutations in the G4-resolving 
helicases Werner syndrome protein (WRN) 
and Bloom syndrome protein (BLM) alter 
the regulation of genes with promoters 
that are enriched in predicted G4 motifs, 
which is consistent with a link between 
G4s and transcription26–28. Mutations in 
these helicases have been associated with 
premature ageing and cancer predisposition, 
although the extent to which these 
are G4-related effects must be further 
elucidated, because they also operate on 
duplex DNA. In contrast to observations 
in mammalian genomes, it is notable that 
G4 structure formation was observed 
(by immunogold labelling with 1H6) in the 
heterochromatin of polytene chromosomes 
during Drosophila melanogaster embryonic 
development29. Overall, the weight of 
evidence from recent studies in mammalian 
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Figure 3 | Therapeutic opportunities. a | DNA damage and genomic instability can be triggered by 
DNA G-quadruplexes (G4s), either by their stabilization with small molecules or by the impairment of 
helicases that resolve G-quadruplexes. b | G4 ligands have been explored for their potential as 
therapeutic agents to treat cancers. The schematic illustrates one possible rationale for the use of G4 
ligands in combination with other therapies. DNA damage — specifically double-strand breaks (DSBs) 
— is triggered by exposure to a G4 ligand; increased sensitivity to the ligand is observed in tumour 
cells with impaired breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1), BRCA2 or RAD51 activity, 
which are deficient in the repair of DSBs by homologous recombination (HR). Selective killing of 
BRCA1–/–, BRCA2–/– and RAD51–/– cells can be achieved by combined treatment with G4 ligands and a 
chemical inhibitor of the kinase DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), which regulates an 
alternative DSB repair pathway, nonhomologous end joining (NHEJ).
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3. Multimeric G4 presence and function at the human genome 
level 

The presence of multimeric G4s in the human genome has been 
widely predicted [18,81], but for many years their concrete folding at 
the nuclear level, as well as their biological significance have remained 
concealed. The first predicted multimeric G4 was embedded in the 
human telomeric region, with its single-stranded DNA (ssDNA) 3′- 
overhang composed of numerous repeated 5′-TTAGGG-3′ motifs [17]. 
The structure of the telomeric intramolecular G4 has been widely 
debated, as it was first studied in sodium solution [60] and later char-
acterized in the more physiological potassium solution to fold into a 
parallel G4 when in the crystalline state [82], whereas into an equilib-
rium of two hybrid structures when in solution [83,84]. Telomeric DNA 
and embedded G4s have been associated with cellular senescence 
regulation and telomeres aberrant processing by the human telomerase 
complex, as well as with cancer onset and progression [26,85]. Thus, 
compounds interacting with the telomeric intramolecular G4s have been 
proposed as promising anticancer molecules [60,68,86]. The presence of 
multiple intramolecular G4s implies that telomeric ssDNA repeats could 
form multimeric structures, consisting of adjacent monomeric G4s that 
could fold as independent structures, appearing like “beads on a string” 
on ssDNA (Fig. 2A) [87–90]. On the other hand, telomeric G4s could fold 
also into macro-structures where the single G4 interacts with the 
neighboring ones via stacking interfaces (Fig. 2B) [91–93]. Early in vitro 
assays showed that both multimeric conformations can potentially be 
assumed at the telomere level, with the structure composed of stacking 
and interacting G4s being more likely [94]. More recently, studies 
merging data from CD spectra, molecular and hydrodynamic analyses, 
and small-angle X-ray scattering assays integrated with available high- 
resolution NMR, showed that the human telomeric sequence, repeated 
up to 96 nucleotides, maximizes stacking G4 folding, thus sparing no 
free G-tracts between G4 subunits (Fig. 2 C and D) [91,92,95]. In 
eukaryotic cells, the telomeric DNA has been reported to be transcribed 
into telomeric repeat-containing long non-coding RNAs of 

heterogeneous length, referred to as TERRA [96]. TERRA expression is 
variable: it is regulated by cell stress levels, DNA damage processes, and 
the cell cycle state [97,98]. TERRA has been shown to modulate telo-
merase activity, to hinder the histone methyltransferase LSD1, to 
compete with single-stranded DNA-binding proteins, and participate in 
telomere maintenance [97–101]. Both NMR and mass spectrometry 
studies attested that TERRA sequences, containing from two to eight G- 
tracts, are extremely prone to assembly into multimeric G4s via stacking 
interactions [83,102,103]. TERRA G4 assembly beneficiates from 
crowding conditions and displays a high polymorphic state, with mul-
timers being one of the possible folded states [102]. The presence of 
folded G4s at the telomeric level in the nuclei of human cells has been 
evidenced using anti-G4 antibodies or TERRA RNA G4 -specific pyrene 
excimer probe [18,96,104,105]. The biological role of multimeric 
structures at the telomere level has not been clearly indicated but, 
analogously to monomeric G4s, multimeric G4s have been associated 
with protein recognition and telomerase processing, thus their stabili-
zation by small-molecule ligands can alter both telomere structure sta-
bility and aberrant elongation in neoplastic processes, leading to DNA 
damage response, telomeric dysfunction and induction of tumor cell 
senescence and apoptosis (Table 1). Again, the development of highly 
specific telomeric G4 ligands as new anticancer agents captured exten-
sive attention, with the prospect that compounds targeting the multi-
meric G4s may be more specific and display lower side effects [86]. 

More recently, multimeric G4s have been highlighted in human 
coding sequences of genes related to neuronal disorders and sequence 
expansion. Neurological disorders, comprising Huntington's disease, 
amyotrophic lateral sclerosis (ALS), fragile X syndrome, frontotemporal 
dementia (FTD), myotonic dystrophy, and innumerable ataxias, can be 
triggered by expansions of short nucleic acid repeats in specific genomic 
locations. Notably, the short nucleotide repeats involved in the expan-
sion are G-rich sequences (i.e. 5’-GGGGCC-3′ in ALS and FTD) able to 
fold into intramolecular G4s and, due to the expansion, also into mul-
timeric G4s [59,106]. Depending on the nucleotide repeat expansion 
location, the G4 related pathological mechanism may be at the DNA 

Fig. 2. Possible multimeric folding of the telomeric G4 motif. A. “Beads on a string” folding on the DNA template; B. Multimeric G4 folding via stacking interactions 
of intramolecular G4s; C. Stick representations of the construction of the multimeric 45-mer telomeric G-quadruplex from two 21-mer units (cyan and blue), con-
nected together by a TTA loop (yellow). On the right, two 45-mer units were joined by a TTA loop (red) to form a 93-mer [91]; D. Best fit model (48-mer, top left 
model) and best fit ensemble of conformers. Models are oriented with their 5′ ends at the top [92]. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, 
the reader is referred to the web version of this article.) 
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Figure 1. G4P binds G4s in vitro. (A) The amino acid sequence of G4P. The one with a nuclear localization sequence (NLS) was used for detecting G4s in
cells. The one with a HIS tag was for in vitro assays. A 3xFLAG at the C-terminal was for binding with the anti-FLAG antibody. (B) Anticipated clamping-
binding of a G4 by a G4P. (C) Dissociation constant Kd of G4P to G4s of different folding conformation determined by EMSA. Kd values were obtained
by fitting the data of each DNA (Supplementary Table S1) to a model assuming the existence of two subpopulations of G4s. The number in parenthesis
indicates the fraction of the G4 subpopulation associated with the corresponding Kd. One Kd is given when the fitting produced two identical Kd values or
the other is >1M. (D) G4P does not bind non-G4 DNA. Details of DNA are in Supplementary Table S1. (E) Pull-down of transcriptionally generated G4
in plasmids by G4P. A PQS or mutant motif (Supplementary Table S2) was placed on either the non-template (NT) or template (T) strand downstream of
a T7 promoter (T7P) in a plasmid. The plasmid transcribed with T7 RNA polymerase was incubated with G4P. G4P-G4 complex was then pulled-down in
the presence of an internal reference plasmid using anti-FLAG beads and G4-bearing plasmid was quantitated by qPCR relative to the internal plasmid.
Fold enrichment was normalized to the mutant motif on the template strand.
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regulatory, nucleosome-depleted chromatin 
regions that are, on average, highly 
transcribed17 . This relationship between 
G4 structure formation and transcription-
ally active chromatin was corroborated by 
the use of a histone deacetylase inhibitor. 
Furthermore, G4s identified in this study17  
also overlap significantly with G4 sequences 
that were previously identified by ChIP–seq 
of the transcription helicases xeroderma 
pigmentosum group B-complementing 
protein (XPB) and XPD19 .

sequences or structures, the data indicate 
that their biological functions are linked to 
G4 structures or genomic regions that are 
enriched in G4 motifs.

The observation of G4 dynamics 
using G4 antibody-dependent techniques 
goes some way towards refuting the idea 
that G4s may be an artefact of antibody 
stabilization. Nevertheless, it is important 
to consider alternative approaches to detect 
G4 structures in chromatin and in cells to 
further consolidate these findings.

By using protein ChIP–seq, the binding 
sites of endogenous proteins that can 
bind to or resolve G4s in vitro — such 
as the human helicases α-thalassaemia/
mental retardation syndrome X-linked 
(ATRX)20  and XPB–XPD19 , and the yeast 
helicase Pif1 (REF. 21) and telomere protein 
RAP1-interacting factor 1 (Rif1)22 — have 
been mapped to regions that contain 
predicted G4 motifs (FIG. 2 g). Although 
the proteins that feature in these studies 
might also be capable of binding to other 
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Figure 2 | Visualization and mapping of G-quadruplex structures. 
a | Schematic representation of an antibody to illustrate the source of the 
single chain variable fragment (scFv) that is used to detect G-quadruplexes 
(G4s). b | Visualization of G4 structures can be achieved using G4‑specific 
antibodies together with secondary or tertiary antibodies that carry a 
fluorophore. c | Chemical structure of the selective G4 ligands pyridostatin 
(PDS) and telomestatin. d | The number of G4 scFv foci (red) detected in the 
nucleus of human cells is markedly increased by treatment with PDS or 
telomestatin in combination with depletion of the G4-specific helicase 
Fanconi anaemia group J protein (FANCJ), or by immortalization of normal 
human epidermal keratinocytes (NHEKs). e | Schematic representation of 
the G4-dependent DNA polymerase stalling and next-generation sequenc-
ing (G4-seq) method. DNA templates are first sequenced under conditions 

in which G4s are not stabilized and are then resequenced after the addition 
of G4 stabilizing agents such as potassium ions (K+) or PDS. Only DNA tem-
plates that contain G4 structures will cause polymerase stalling under 
G4-stabilizing conditions, which enables the selective detection 
of G4‑forming genomic sequences. f | Schematic representation of 
G4-specific chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (G4 
ChIP–seq), in which G4 structures present in isolated chromatin are 
enriched by immunoprecipitation with a G4-specific scFv and detected by 
deep sequencing. g | Schematic representation of ChIP–seq of endogen‑
ous G4‑binding proteins, in which isolated chromatin is immunoprecipi-
tated with an antibody against a G4‑binding protein of interest and 
DNA sequences associated with these proteins are identified by 
deep sequencing.
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G4の検出あるいはマッピングに⽤いられるプローブ
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regulatory, nucleosome-depleted chromatin 
regions that are, on average, highly 
transcribed17 . This relationship between 
G4 structure formation and transcription-
ally active chromatin was corroborated by 
the use of a histone deacetylase inhibitor. 
Furthermore, G4s identified in this study17  
also overlap significantly with G4 sequences 
that were previously identified by ChIP–seq 
of the transcription helicases xeroderma 
pigmentosum group B-complementing 
protein (XPB) and XPD19 .

sequences or structures, the data indicate 
that their biological functions are linked to 
G4 structures or genomic regions that are 
enriched in G4 motifs.

The observation of G4 dynamics 
using G4 antibody-dependent techniques 
goes some way towards refuting the idea 
that G4s may be an artefact of antibody 
stabilization. Nevertheless, it is important 
to consider alternative approaches to detect 
G4 structures in chromatin and in cells to 
further consolidate these findings.

By using protein ChIP–seq, the binding 
sites of endogenous proteins that can 
bind to or resolve G4s in vitro — such 
as the human helicases α-thalassaemia/
mental retardation syndrome X-linked 
(ATRX)20  and XPB–XPD19 , and the yeast 
helicase Pif1 (REF. 21) and telomere protein 
RAP1-interacting factor 1 (Rif1)22 — have 
been mapped to regions that contain 
predicted G4 motifs (FIG. 2 g). Although 
the proteins that feature in these studies 
might also be capable of binding to other 
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Figure 2 | Visualization and mapping of G-quadruplex structures. 
a | Schematic representation of an antibody to illustrate the source of the 
single chain variable fragment (scFv) that is used to detect G-quadruplexes 
(G4s). b | Visualization of G4 structures can be achieved using G4‑specific 
antibodies together with secondary or tertiary antibodies that carry a 
fluorophore. c | Chemical structure of the selective G4 ligands pyridostatin 
(PDS) and telomestatin. d | The number of G4 scFv foci (red) detected in the 
nucleus of human cells is markedly increased by treatment with PDS or 
telomestatin in combination with depletion of the G4-specific helicase 
Fanconi anaemia group J protein (FANCJ), or by immortalization of normal 
human epidermal keratinocytes (NHEKs). e | Schematic representation of 
the G4-dependent DNA polymerase stalling and next-generation sequenc-
ing (G4-seq) method. DNA templates are first sequenced under conditions 

in which G4s are not stabilized and are then resequenced after the addition 
of G4 stabilizing agents such as potassium ions (K+) or PDS. Only DNA tem-
plates that contain G4 structures will cause polymerase stalling under 
G4-stabilizing conditions, which enables the selective detection 
of G4‑forming genomic sequences. f | Schematic representation of 
G4-specific chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (G4 
ChIP–seq), in which G4 structures present in isolated chromatin are 
enriched by immunoprecipitation with a G4-specific scFv and detected by 
deep sequencing. g | Schematic representation of ChIP–seq of endogen‑
ous G4‑binding proteins, in which isolated chromatin is immunoprecipi-
tated with an antibody against a G4‑binding protein of interest and 
DNA sequences associated with these proteins are identified by 
deep sequencing.
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Fig. 1 グアニン 4重鎖（G-quadruplex: G4）および G-quartet の構造 
G4は、4つのグアニンからなるG-quartetおよびヌクレオチド鎖のループ構造で構成される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 G4 のトポロジー 
G4は折りたたまれ方により複数のトポロジーをとる。 
（A）parallel型 G4、（B）hybrid 型G4、（C）anti-parallel 型 G4。 
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G4構造：複製の開始のとその抑制に関与する？
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microscopy colocalization for BG4 and another G4 antibody (1H6) 
(ref. 14) with euchromatin and heterochromatin markers in HaCaT 
cells. We found that both G4 antibodies significantly (P < 0.05)  
colocalized with transcriptionally active euchromatin (signaled by 
the presence of trimethylation of histone H3 at lysine 4 (H3K4me3) 
and/or RNA polymerase II (RNA Pol II)) but did not show significant  
(P = 0.2) colocalization with heterochromatin (signaled by trimethyla-
tion of histone H3 at lysine 9, H3K9me3) (Supplementary Fig. 4). 
Collectively, these results demonstrate that G4 formation in human 
cells is predominantly restricted to regulatory, nucleosome-depleted 
regions in euchromatin.

Overall, HaCaT G4 ChIP–seq peaks represented about 1% of all 
sequences detected by G4–seq16 (hereafter referred to as observed 
quadruplex sequences, or OQs) (Supplementary Fig. 5). However, of 
all the OQs that mapped to nucleosome-depleted regions in HaCaT 
cells, only a subset (26%) overlapped with G4 ChIP–seq peaks 
(Supplementary Fig. 5). Importantly, the remaining 74% of OQs that 
were not detected by BG4 in nucleosome-depleted regions showed 
a representation of G4 motifs (sequence and structure) comparable 
to that of the subset detected by G4 ChIP (26%) (Supplementary  
Fig. 5). This suggests that additional genomic features or events beside 
nucleosome depletion are likely to be important for stable formation of 
G4 structures in chromatin. While the G4 ChIP–seq peaks were con-
siderably enriched—i.e., found more often than expected by random 
chance—in promoter and 5` UTRs, they were mostly located outside 
these regions (Fig. 1c). This observed enrichment raises the possibility 
that the transcriptional state of a gene might affect G4 formation in 
nucleosome-depleted regions. Indeed, we observed that genes display-
ing a G4 ChIP–seq peak in their promoter (4,522) had, on average, 
significantly (P < 0.0001) higher transcriptional levels than genes lack-
ing a promoter G4 ChIP–seq peak (4,345) yet that were still found to 
be nucleosome depleted and contain an OQ (Fig. 1d). As regulatory 
proteins shape open chromatin, we anticipated that published ChIP–
seq peaks for XPB, XPD1 or SP1 (ref. 29), which unwind or bind G4 
structures in vitro, or for $NP63A, a master regulator of keratinocyte 
transcription30, would be enriched in the G4 ChIP–seq data. Indeed,  
a notable enrichment of all XPB and XPD (60-fold), SP1 (330-fold) and 
$NP63A (72-fold) high-confidence peaks was observed in the HaCaT 
G4 ChIP–seq data, suggesting that these proteins might directly 
interact with endogenous G4 structures (Fig. 1b). In contrast, and as 
anticipated, the ChIP–seq peaks for H3K9me3 and trimethylation of 
histone H3 at lysine 27 (H3K27me3) showed no correlation with the 
G4 ChIP–seq peaks (Fig. 1b). Taken together, these results suggest 
that the chromatin context restricts G4 formation to predominantly 
regulatory, nucleosome-depleted regions associated with genes show-
ing elevated transcription. This suggestion is consistent with transcrip-
tional upregulation of predicted G4-forming genes observed in human 
cells deficient for G4 helicases (e.g., WRN and BLM)31 and with the 
observation of binding sites for the G4 helicases XPB and XPD and 
the yeast PIF1 homolog Pfh1 in transcriptionally active chromatin1,32. 
Figure 1a shows example profiles for G4 ChIP–seq, ATAC–seq and 
FAIRE–seq aligned with peak profiles that mark OQs for the SRC and 
MYC oncogenes, which have previously been suggested to be regu-
lated by G4 structures2,10. Here we directly confirm the presence of 
G4 structures in the nuclease hypersensitivity element of MYC and in 
the upstream element and gene body of SRC (Fig. 1a). Recently, we 
reported enrichment of OQs at cancer-related genes and/or at somatic 
copy number alterations (SCNAs)16; we now extend these findings to 
demonstrate G4 (i.e., G4 ChIP) enrichment in cancer-related genes, 
such as MYC, TP53, JUN, HOXA9, FOXA1 and RAC1 (Supplementary 
Fig. 6 and Supplementary Table 1), and in SCNAs (Supplementary 
Fig. 7 and Supplementary Table 2). Among all cancer-related SCNA 
amplifications and oncogenes, MYC showed the highest G4 ChIP 
density, supporting a previously suggested role33 for G4 structures in 
cancer progression (Supplementary Figs. 6 and 7).

We reasoned that, if G4 structures are coupled to nucleosome 
depletion and transcriptional status, then changing the chromatin 
landscape would cause a concomitant shift in the G4 profile. We 
induced chromatin relaxation in HaCaT cells, using the histone 
deacetylase (HDAC) inhibitor entinostat34 to stabilize transcrip-
tionally active chromatin through promoter-specific acetylation of 
histone H3K27 (ref. 35). HaCaT cells treated with 2 MM entinostat 

35 kb

10 kb

a

Chr. 8: 128,744,742–128,754,767

Chr. 20: 35,955,780–35,991,767

SRC

G4 ChIP

ATAC

FAIRE

OQs (–ss)

OQs (+ss)

Input

0.4

0.4

0.6

0.6

55

55

b

A
T

A
C

/F
A

IR
E

X
P

B
/X

P
D

S
P

1
C

T
C

F
�N

P
63

�
H

3K
9m

e3
H

3K
27

m
e3

0
25
50
75

100
200

400

0

5,000

10,000

F
ol

d 
en

ric
hm

en
t P

eak overlap

Fold enrichment
Peak overlap

G4 ChIP

ATAC

FAIRE

OQs (–ss)

OQs (+ss)

Input

0.4

0.4

0.6

0.6

55

55

MYC

d

G4 ChIP
ATAC

–
+
+

+
+
+OQs

****

G
en

e 
ex

pr
es

si
on

lo
g 10

 (
T

P
M

)

–1

0

1

2

3

c Fold enrichment
Proportion

U
ps

tr
ea

m
 T

S
S

 1
 k

bp
5 �

�U
T

R
E

xo
n

In
tr

on
3�

�U
T

R
D

ow
ns

tr
ea

m
 T

E
S

 1
 k

bp
In

te
rg

en
ic

0

5

10

15

20

0

10

20

30

40

F
ol

d 
en

ric
hm

en
t P

roportion (%
)

Figure 1 G4 sites are prevalent in regulatory chromatin regions. (a) Example 
genome browser screenshots for SRC and MYC. Tracks are shown for  
HaCaT G4 ChIP–seq (top, red) and control input (bottom, red); regulatory 
chromatin sites from ATAC–seq and FAIRE–seq (black); and G4–seq peaks 
(pyridostatin-derived observed quadruplex sequences (OQs); percent  
mismatches in reads aligned) on the reverse (−ss) and forward (+ss)  
strand16 (purple). Genomic coordinates indicate track range. (b) Enrichment 
and peak overlap of HaCaT G4 ChIP–seq peaks with different ENCODE 
protein ChIP–seq data sets43. Error bars, s.d. (n = 3). (c) Enrichment  
of HaCaT G4 ChIP–seq peaks relative to what is expected by randomly 
shuffling G4 ChIP–seq peaks in OQs and the absolute proportion of G4  
ChIP–seq peaks across different genomic features. Error bars, s.d. (n = 3). 
TES, transcription end site; TSS, transcription start site. (d) The distribution 
of mRNA levels (displayed in transcripts per million (TPM), log10 scale)  
is shown for genes (4,345) with promoters that feature an ATAC–seq peak 
and an OQ signature (median = 1.2; interquartile range (IQR) = 0.4–1.7) 
in comparison to genes (4,522) that exhibit a promoter G4 ChIP–seq peak, 
ATAC–seq peak and OQ feature (median = 1.6; IQR = 1.1–2.0) in HaCaT  
cells. ****P < 0.0001, unpaired two-tailed t-test.

A	 B	

Most (98%) G4 ChIP–seq peaks overlapped with 
regions that were identified by either FAIRE–seq or 
ATAC–seq, or both.

Robert Ha ̈nsel-Hertsch Nature Genetics 10  1267 (2016)
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G4構造はヌクレオソームを排除することにより、オープ
ンヌクレオソーム構造形成を促進する

野⽣型G4配列
G4 形成配列
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G4 ⾮形成
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GTGGGATGGGTATCTAGGAATGAAAGGCAATGTGGGGGGATAGTGGGCATCCCTTTTCAAACCATCACTTATGACTTGGGAAGAGCAACAGTGGAGAAAATAAACCCGATGTGGGGGGAAAG 	Rif1BSI(wt) GGG	 GGG	 GGG	 GGG	GGGGGG	 GGGGGG	
23nt 30nt 33nt

GGG	GGG	GGG	GGG	典型的なG4

Rif結合部位G4は⻑いループ領域を有する
⻑いループに特異的な制限酵素部位を導⼊

G4 
形成 I-SceI 切断

Yes No

I-SceI 5′-TAGGGATAACAGGGTAAT-3’ 
3’-ATCCCTATTGTCCCATTA-5’	

↓	

↓	

I-SceI

I-SceI
No Yes

正井久雄 図６
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熱処理あるいは転写により形成された
G4のループ領域はI-SceIにより切断されない

GTGGGATGGGTATCTAGGAATGAAAGGCAATGTGGGGGGATAGTGGGCATCCCTTTTCAAACCATCACTTATGACTTGGGAAGAGCAACAGTGGAGAAAATAAACCCGATGTGGGGGGAAAG 	

GTGGGATGGGTAATTACCCTGTTATCCCTATGTGGGGGGATAGTGGGCATCCCTTTTCAAACCATCACTTATGACTTGGGAAGAGCAACAGTGGAGAAAATAAACCCGATGTGGGGGGAAAG	

GTAGAATAGATATCTAGGAATGAAAGGCAATGTAGAGAGATAGTAGACATCCCTTTTCAAACCATCACTTATGACTTGGGAAGAGCAACAGTGGAGAAAATAAACCCGATGTGGGGGGAAAG	

GTAGAATAGATAATTACCCTGTTATCCCTATGTAGAGAGATAGTAGACATCCCTTTTCAAACCATCACTTATGACTTGGGAAGAGCAACAGTGGAGAAAATAAACCCGATGTGGGGGGAAAG	

Rif1BSI(wt)

Rif1BSI(mut)

Rif1BSI(wt) I-SceI

Rif1BSI(mut) I-SceI
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GGGGGG	

AGAGAG	
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AGAGAG	

GGGGGG	

GGGGGG	

GGGGGG	

GGGGGG	I-SceI	
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23nt

熱
処
理
	

転
写
あ
り
	

転
写
な
し
	

処
理
な
し

転写

試験管内での反応
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0.00%

2.00%
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Rif1結合部位コントロール部位
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細胞内での反応B	 C	

正井久雄 図６

I-SceIサイトあり



⾦属イオン
pH

分⼦混雑
温度

G4形成に与える
他の因⼦

細胞内でのG4形成に影響を与える因⼦

グアニン連続配列

ヘリカーゼ
エピゲノム
染⾊体局在

染⾊体環境・タンパク質

転写
複製

負のねじれ
エピゲノム
染⾊体局在

ヌクレオリンなど

染⾊体環境・タンパク質
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Not evenly distributed on genome
Enriched near TSS (transcription start sites)
Enriched in replication origin region
Presence of Non-canonical G4 (4GL15,	long	loop;	G-vacancy-bearing	G4s	
(GVBQ),	G4s	with	a	bulge	(Bulge)	)

グアニン４重鎖構造の常識2022-1

1 グアニン４個から形成されるG-カルテットという平⾯構造が２３
層に重なる
２ K+,Na+などの⼀価の陽イオンが安定な形成に必要
３ Li+は構造を不安定化する
４ グアニンのN7位が関与するHoogsteen⽔素結合がG-カルテット
形成に必須の役割を果たす
５ 4本の鎖の相対的な⽅向により３種類のトポロジーをとる
６ DNA,RNAおよびRNA-DNAハイブリッド上に形成される
７ 標準的(古典的)な配列から逸脱した配列および構造のG4が多く
存在する

正井久雄 囲み記事1



１ 古典的な標準的な配列からヒトゲノム上に37万個存在と予測された
２ 物理的に形成しうるG4はヒトゲノム上に70万個
３ 細胞内ではゲノム上に均⼀に配置されていない(その数は1500~12
万個と細胞により⼤きく異なる。配列やin vitroからの予測より少ない)
４ TSS(転写開始部位)近傍に濃縮している
５ 複製起点近傍にも多く存在する
６ がん細胞(不死化細胞)では正常細胞より多く存在する
７ ⼤部分のG4がヌクレオソームフリー領域に存在する
８ G4に特異的に結合し、安定化するG4リガンドが多く開発された
９ G4構造を破壊するヘリカーゼ、安定化する機能を持つG4結合タン
パク質が存在する

グアニン４重鎖構造の常識2022-２

正井久雄 囲み記事2


