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研究成果の概要（和文）：High mobility group-A2（HMGA2）の異所的発現は上皮間葉移行（EMT）を誘導し、高度悪性
型発現型を獲得させる。本研究は口腔扁平上皮癌のHMGA2未知の標的遺伝子を明らかにし、その発現機構と口腔癌細胞
表現型へ与える影響を検討した。その結果、HMGA2自身は遺伝子転写活性を持たないがZIC1/4のプロモーター領域に結
合することにより、遺伝子プロモーターの構造を変化させる事が示唆された。さらにHMGA2はZic1遺伝子プロモーター
に直接結合することにより目的遺伝子の発現を制御することを示唆した。

研究成果の概要（英文）： HMGA2 is expressed typically in the mesenchymal cell before its differentiation, 
but it is also expressed in tumors of epithelium. Ectopic expression of High mobility group-A2 (HMGA2) in 
epithelial tumor cell is a deriver of mesenchymal transition (EMT), which has been implicated in the achie
vement of metastatic characters in tumor cells. Those date demonstrate that HMGA2 combined the Zic1 promot
er site and controlled target gene expression in oral tumor cells, thereby inducing invasion and metastasi
s of human epithelial cancers.
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１．研究開始当初の背景 

口腔癌は頭頸部領域で最も発生頻度の高

い悪性腫瘍であり、罹患患者数は世界的に上

昇傾向にある。しかし、未だ約 30％の症例に

再発がみられ、予後は十分に改善されたとは

言えない。口腔癌患者の予後の改善を目標と

する場合、癌の進展に働く分子機構を解明し、

それを抑制することが重要な戦略となる。口

腔癌を含む上皮系癌の高度悪性形質獲得に

は多くのメカニズムが働くが、癌細胞 EMT 

はそれらの中でも中心的な役割を果たすと

考えられている。細胞が上皮細胞としての形

質を失い、間葉系細胞に類似した表現型を呈

する EMT は、胚発生時に外胚葉から中胚葉

が誘導される現象として定義された。その後、

EMT は組織・臓器の形成にくわえて、創傷

治癒過程や各種疾患（肺線維症等）の病態へ

関与することが知られるようになった。最近、

上皮系癌の進展にも極めて密接な関連をも

つことが明らかにされつつある。癌細胞が

EMT に陥ると、遊走能、浸潤・転移能、治

療抵抗性および幹細胞様形質を獲得し、アポ

トーシスと細胞老化に抵抗性となることが

知られている（文献１）。 

 

２．研究の目的 

研究代表者が所属する研究室は、口腔癌細

胞 EMT 関連分子の発現とその制御機構を中

心に解析を行ってきた（文献 2—4）。その中で、

予後が不良な症例の浸潤先端部癌細胞が

HMGA2 を高頻度に発現し、細胞分化マーカ

ー（E-カドヘリン）の消失と関連しているこ

とを明らかにした（図 1、文献 5）。癌細胞 EMT 

の研究のほとんどは細胞株を用いた培養系

で行われ、実際のヒト組織で EMT がおきて

いるかは不明であったが、この研究により浸

潤先端部の癌細胞が EMT に陥っていること

を初めて明確に示した。 

研究代表者らは、細胞が発現する内在性転

写因子の結合部位を同定する方法を開発し

た（文献 6）。その方法を用い HMGA2が ZIC

ファミリーとの関連性に着目した。ZIC ファ

ミリーは中枢神経系細胞の表現型確立には

たらく遺伝子群であり、上皮系細胞における

異所的発現が細胞の動態におよぼす影響は

未知である。悪性腫瘍組織における ZIC ファ

ミリーの発現の有無については少数の検討

が行われているが、その結果は大きく異なり、

上皮系癌細胞の表現型と癌の進展に与える

影響を検討した研究はない。そこで HMGA2

がどのように ZIC ファミリーに影響を与え、

その結果がどう EMT に結びつくかを検討し

た。 

 

３．研究の方法 

（１） 未知の分化誘導因子を特定するには、

効率良く目的遺伝子の絞り込みをしなくて

はならない。申請者は細胞内でゲノム上に結

合している転写因子あるいは転写共役因子



の遺伝子を未知、既知に関わらず網羅的に同

定する方法 (conChip; concatenate Chip) を確

立した。 

その方法を用いて口腔扁平上皮癌細胞株の

分化決定に重要な因子であるHMGA2につい

て網羅的検索を行い、多数の結合遺伝子を同

定した。その結果、HMGA2が ZIC1と ZIC4

プロモーター領域に直接的に結合すること

により、標的遺伝子の発現を制御することが

分かった（図 2）。 

 

（２）HMGA2 アイソフォームの解析と

cDNA のクローニングカルシウム不含培養

液中で培養して脱分化させた正常口腔上皮

細胞あるいは口腔癌細胞株から全 RNA を抽

出し、それらの細胞が発現する HMGA2 のア

イソフォームを逆転写 PCR で決定する。そ

の後、その cDNA を遺伝子発現プラスミドに

クローニングした。 

 

（３）HMGA2 による ZIC1/4 遺伝子発現の

解析 HMGA2v2 cDNA をエレクトロポレー

ションで多種類の口腔癌細胞株に導入し、

ZIC1/4 の発現をウエスタンブロット法と定

量的リアルタイム PCR で解析する。および

HMGA2 に対する short interfering RNA

（siRNA）を導入した細胞を用いる。これに

より、ZIC1/4 遺伝子の HMGA2 依存性につ

いて調べた。 

 

（４）ZIC1/4 遺伝子発現機構の解析 

ZIC1 と ZIC4 遺伝子のプロモーターをプラ

スミドにクローニングする。ヒトと他の動物

種間で保存されたプロモーター領域を Bac 

クローンから単離し、様々な長さの断片を作

製する。ルシフェラーゼをレポーター遺伝子

としてもつプラスミド（pGL-4.1）にプロモー

ター断片をサブクローニングしてレポータ

ーアッセイを行い標的遺伝子（ZIC1/4）の発

現制御に働くプロモーター領域と HMGA2 

依存性を解析する。ZIC 遺伝子の発現制御に

深く関与していると予想されるプロモータ

ー領域内の HMGA2 結合配列の有無を検索

する。存在する場合には、結合配列に変異を

導入し、HMGA2 依存性を確認した。また、

HMGA2 と共役し、遺伝子発現制御に不可欠

な働きをしていると予想される転写因子に

ついて、その siRNA 導入しHMGA2 が両 ZIC 

遺伝子の発現に明らかな関与を調べた。 

 

４．研究成果 

conChipにより HMGA2が ZIC1と ZIC4に

挟まるプロモーター領域に結合することが

分かった。さらに結合部位に対し、ルシフェ

ラーゼラレポートアッセイをした結果、

HMGA2 は ZIC1 遺伝子の発現に関与するこ

とが示唆された。このことから HMGA2自身

は遺伝子転写活性を持たないが ZIC1/4 のプ

ロモーター領域に結合することにより、遺伝

子プロモーターの構造を変化させる事が示

唆された。さらに HMGA2 は ZIC1 遺伝子プ

ロモーターに直接結合することにより目的

遺伝子の発現を制御することを示唆した。 

ZIC1 遺伝子は TGFβを介して上皮癌に

EMTを生じさせることが報告されており、こ

の実験の結果からもHMGA2の発現制御が癌

転移に関与していると考えられる。 
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