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研究成果の概要（和文）：HMGA1a は DNA 結合性転写調節因子であるが、配列特異的 RNA 結合性
スプライシング誘導因子としての新機能をもつ。その特異的 RNA 結合配列を指標に標的遺伝子
を検索したところ、乳癌に関わるエストロゲン受容体(ERα)が有力な候補として見つかった。
ERαエクソン1の5’スプライス部位の33塩基対上流にあるRNA配列にHMGA1aが結合し、MCF-7
乳癌細胞において、ERαのアイソフォームである ERα46 mRNA の発現を誘導した。HMGA1a の RNA
結合を阻害する「おとり」RNA は ERα46 mRNA の発現を阻害した。ERαエクソン 1の HMGA1a の
RNA 結合部位は、偽 5’スプライス部位に隣接しており、正規 5’スプライス部位に結合するは
ずの U1snRNP が HMGA1a により偽 5’スプライス部位に捕捉されてしまい、正規 5’スプライス
部位の機能喪失により ERαエクソン 1 除外、選択的スプライシングによる ERα46 mRNA の発現
につながることを証明した。HMGA1a の RNA 結合を阻害する「おとり」RNA による ERα46 アイソ
フォーム蛋白の発現減少を確認し、「おとり」RNA の安定発現 MCF-7 細胞株は、卵巣摘出、エス
トロゲンペレット埋め込みヌードマウスに細胞移植したところ、移植細胞の腫瘍増殖が促進さ
れた。ERα46 アイソフォームは、全長 ERαのエストロゲン応答性を阻害することが知られてい
るが、今回、HMGA1a の RNA 結合を阻害する「おとり」RNA が、ERα46 アイソフォームを減少さ
せ、MCF-7 細胞のエストロゲン応答性を改善した結果は、ERα陽性乳癌細胞のエストロゲン抵
抗性獲得のしくみの解明につながるものと考える。 
 

研究成果の概要（英文）：HMGA1a, known as a DNA-binding transcription factor, was found 
to induce alternative splicing through novel sequence-specific RNA-binding. We found an 
HMGA1a RNA-binding site in Estrogen Receptor alpha (ERα) pre-mRNA. HMGA1a binds an RNA 
sequence 33 nucleotides upstream the 5’splice site of ERα exon 1. Interestingly, HMGA1a 
induces ERα46 isoform mRNA expression by exon skipping of ERα exon 1, and an RNA decoy 
of the HMGA1a RNA binding site inhibits ERα46 isoform mRNA expression in cultured MCF-7 
mammary carcinoma cells. The HMGA1a RNA binding site in ERα exon 1 is located adjacently 
upstream a pseudo 5’ splice site. Thus, HMGA1a traps U1 snRNP to this upstream 5’ splice 
site and leads to dysfunction of the authentic 5’ splice site of ERα exon 1. In this 
way, exon skipping is induced and consequent expression of ERα46 isoform is achieved 
through alternative splicing. Confirming the decrease of ERα46 protein expression in 
MCF-7 cells expressing the RNA decoy of HMGA1a RNA binding site, a stable transfectant 
of MCF-7 cells was established. This stable transfectant was implanted subcutaneously 
to ovarectomized nude mice with estrogen pellet, resulting in attenuated growth of the 
implanted cells. Since ERα46 isoform protein is known to inhibit the estrogen response 
of full length ERα, the findings shown here “an RNA decoy of HMGA1a improves estrogen 
response of MCF-7 cells by regulating alternative splicing of ERα” will give us a clue 
in deciphering the mechanism of estrogen resistance in ERα positive mammary carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
乳癌は、女性の癌罹患率では第一位であり、

エストロゲン受容体α (ERα)が関与してい
ることは明らかである。内分泌治療は効果的
であるが、女性ホルモンに対する拮抗作用
（タモキシフェンなど）や枯渇作用（アロマ
ターゼ阻害剤）を利用した治療という点では、
受容体(ERα)から信号伝達を受けた後の癌
細胞内に異常が生じた症例（進行例、治療抵
抗性の生じた症例）に効果はなく、より病因
に踏み込んだ治療が待望されている。   
申請者は、孤発性アルツハイマー病特異的

な異常スプライシングを引き起こす HMGA1a
蛋白質の配列特異的RNA結合機能の新たな標
的遺伝子を探索する過程で、ERα遺伝子が有
力な候補であることを見いだした。HMGA1a の
乳癌治療抵抗性における新たな分子機構、治
療の可能性に発展する研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
HMGA1a 蛋白質の選択的スプライシング誘導
因子としての機能による ERα46 アイソフォ
ームの発現機構を明らかにする。 
ERα46 アイソフォームは、転写とスプライ

シングの両段階で選択的制御を受けており、
複雑であるが、その発現制御に関する研究は
注目を浴びつつある。ERα46 は、乳癌由来
MCF-7 細胞の核内に存在し、ERαのリガンド
非依存性転写活性化ドメインを欠き、全長 ER
αの転写活性を阻害する(図参照)。増殖抑制
時（コンフルエント状態）に高発現する
[Penot et al. Endocrinol. 146: 5474, 2005]。
HMGA1(旧称 HMG-I/Y)は、種々の癌において高
い発現を認める癌遺伝子産物で、乳癌におい
て悪性度と相関している。そこで、RNA の分
子生物学的手法を駆使して、HMGA1a の選択的
スプライシングによる ERα46 発現機序、細
胞増殖への影響を検討した。 
 

 

３．研究の方法 
（１）RNA ゲルシフトによる HMGA1a の ERα
エクソン１への配列特異的 RNA 結合の確認。 
（２）RNAi ベクターに RNAi 配列の代わりに
HMGA1a RNA 結合配列とマイクロ RNA の核内
移行配列を付加した発現プラスミドを「おと
り」RNA として MCF-7 乳癌細胞株に遺伝子導
入し、選択的スプライシングによる ERα46
の発現を検討する。 
（３）ERαエクソン１除外の pre-mRNA 基質
を作製し、in vitro スプライシングにおける
「おとり」RNA(2’-O-メチル RNA を合成)に
よる効果を検討する。 
（４）RNA-RNA 結合を促進するソラレン UV ク
ロスリンキングによりU1snRNPのERαエクソ
ン１への結合と HMGA1a の影響を検討する。 
（５）RNaseH と正規と偽 5’スプライス部位
に対するアンチセンス DNA により、U1snRNP
の結合をマッピングし、HMGA1a の影響を検討
する。 
（６）HMGA1a の「おとり」RNA 配列の MCF-7
安定発現細胞株を作製し、ウエスタン解析に
よる ERα46 蛋白レベルを確認したのち、卵
巣摘出、エストロゲンペレット埋め込んだ
BALB/c ヌードマウスに細胞移植し、腫瘍体積
の測定による細胞増殖への影響を検討した。 



４．研究成果 
 
（１）ERαエクソン 1 の 5’スプライス部位
の 33塩基対上流にある RNA 配列に HMGA1a が
結合することをRNAゲルシフトによって確認
した。 
HMGA1a RNA 結合部位 Wt: GCGGCUACACG 
HMGA1a RNA結合部位変異BSmut: GCCGAGAUACG  
高親和性の結合部位（高）と低親和性の

HMGA1a 結合部位（低）が存在することが示唆
された。 

 
（２）HMGA1a は、ERαのアイソフォームであ
る ERα46 mRNA の発現を誘導し、HMGA1a の
RNA 結合を阻害する「おとり」RNA は効率よ
く ERα46 mRNA の発現を阻害することを
MCF-7 乳癌細胞において証明した。（１）の結
果と合わせ、HMGA1a が ERαエクソン 1 の 5’
スプライス部位の 33 塩基対上流にある RNA
配列に結合し、エクソン除外により、ERα46 
mRNA を選択的スプライシングにより誘導す
ることが示唆された。 
 

 

 
（３）In vitro スプライシングの系において
も、HMGA1a がエクソン除外を誘導し、HMGA1a
に対する「おとり」RNA によりエクソン含有
が誘導された。 

 
（４）ERαエクソン 1 の HMGA1a の RNA 結合
部位は、偽 5’スプライス部位に隣接してお
り、ソラレン UV クロスリンキングによる
pre-mRNAとU1snRNAの結合を検討したところ、
HMGA1a は、偽 5’スプライス部位に U1snRNA
を結合させ、正規 5’スプライス部位の
U1snRNA の結合を減弱させた。 

（５）RNaseH プロテクション解析により、通
常の正規 5’スプライス部位に結合するはず
の U1 snRNP が HMGA1a により偽 5’スプライ
ス部位に捕捉されてしまう。 



以上の結果より、HMGA1a による、U1snRNP の
偽 5’スプライス部位への補足により、正規
5’スプライス部位の機能喪失、ERαエクソ
ン 1 除外、ERα46 mRNA の発現につながる（モ
デル図参照）。 

モデル図 
 
 
（６）MCF-7 細胞において、HMGA1a の RNA 結
合を阻害する「おとり」RNA による ERα46 ア
イソフォーム蛋白の発現減少を確認し、「お
とり」RNAの安定発現MCF-7細胞株を作製し、
卵巣摘出、エストロゲンペレット埋め込みヌ
ードマウスに細胞移植したところ、移植細胞
の腫瘍増殖が促進された。 

 
以上より、HMGA1a の配列特異的 RNA 結合に

より、全長 ERαと拮抗することが知られてい
る ERα46 が誘導され、HMGA1a の「おとり」
RNA が、ERα46 誘導を抑制し、MCF-7 乳癌細
胞のエストロゲン依存性増殖が促進される
ことが示された。 
HMGA1a の配列特異的 RNA 結合が、エストロ

ゲン依存性乳癌細胞増殖に影響を与えるこ
とから、ERα陽性エストロゲン抵抗性乳癌治
療への新たな戦略が切り開けるものと信じ
る。 
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