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研究成果の概要（和文）：解明した孤発性アルツハイマー病特異的なpresenilin-2 mRNA前駆体の異常スプライシング
誘導機構に基づき、その本体であるHMGA1ーU1 snRNPー標的RNA配列複合体の構造決定のため、結合状態を高感度等温滴
定型カロリーメータとES質量分析で調べた。一方、エストロゲン受容体α(ERα)mRNA前駆体とエイズウイルス(HIV-1)
転写物の特異的な選択的スプライシングにも、HMGA1αが関与していることがわかった。いずれも、HMGA1α結合配列が
、抑制する5′スプライス部位近傍に存在し、HMGA1a結合が5′スプライス部位認識因子のU1 snRNPの異常結合を誘導す
る分子機構であった。

研究成果の概要（英文）：We previously elucidated the mechanism of aberrant splicing of the presenilin-2 
pre-mRNA, specifically observed in the patients of sporadic Alzheimer’s disease. In this study, we tried 
to solve the functional structure, HMGA1α-U1 snRNP-target RNA complex. The interactions were analyzed by 
a highly sensitive isothermal titration calorimeter and ES-mass spectrometer. Intriguingly, we found that 
HMGA1α is also involved in the specific alternative splicing of Estrogen receptor α (ERα) pre-mRNA and 
AIDS virus (HIV-1) transcript. The shared mechanism was that the HMGA1α binds to the target sequence and 
interferes with the adjacent 5′ splice site via aberrant binding of U1 snRNP, the 5′ splice site 
recognition factor.

研究分野： 分子生物学
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様	 式	 Ｆ－１９	 

１．研究開始当初の背景	 

家族性アルツハイマー病患者の解析によっ

て、アルツハイマー病に関わる遺伝子が特定

されている：それは  amyloid-precursor- 
protein (APP), presenilin-1 (PS1), 
presenilin-2 (PS2), apolipo-protein E 
(ApoE) の４種類である。しかしながら、患者
の大部分(95%以上)を占める孤発性アルツハ
イマー病においては、これらの遺伝子に明ら

かな突然変異が認められない。それにもかか

わらず、PS2遺伝子の異常スプライシング(エ
クソン５除外)が、孤発性アルツハイマー病患

者において、高頻度かつ特異的に検出された。

実際に、この異常スプライシングの蛋白質産

物 PS2V の蓄積が患者脳で観察され(図１)、
さらに重要な事は、それが神経細胞死をひき

起こす危険要因の一つとなっている[雑誌論
文○5 ]。PS2 mRNA 前駆体の配列にまったく
異常がないのに、どうしてこの異常スプライ

シングひき起こされているのだろう？ 私た
ちは、この問題を解明すべく、研究に取り組

んできた。 
神経芽細胞を用いて、PS2 mRNA前駆体へ
の特異的結合を指標にして、異常スプライシ

ングをひき起こす因子を精製し、HMGA1a
蛋白質を同定し、実際に HMGA1a は孤発性
アルツハイマー患者脳で高発現している事を

確認した[雑誌論文○7 ]。HMGA1 は非ヒスト
ン DNA 結合蛋白質として転写調節に働いて
いる事が以前からよく知られていたため、

PS2 mRNA 前駆体のエクソン５除外を誘導
する RNA 結合蛋白質としての機能は、まっ
たく予想外であった。最近、私たちはソラレ

ン・クロスリンキング法と in vitro スプライ
シング系を用いた詳しい解析によって、本来

5' スプライス部位の認識に必須な U1 
snRNP が、5' スプライス部位の近傍に結合
した HMGA1a と異常複合体を形成し、U1 
snRNP の 5' スプライス部位からの解離を阻
害している事を明らかにした[雑誌論文○4 ,○6 ]。
このU1 snRNP–HMGA1a異常複合体によっ

て、エクソン 5 が正しく認識されなくなり、
前後のエクソン 4とエクソン 6との間でスプ
ライシングが起こっていた(図２)。 
 
２．研究の目的	 

(1)新しい異常スプライシング誘導因子と
しての HMGA1a 蛋白質の構造と機能を調べ
る。HMGA1 の DNA 結合性転写調節因子、
発癌因子としての研究は多く、その機能につ

いての解析がなされてきた。しかし RNA 結
合蛋白質としてのスプライシング制御機能は

私たちが 2003 年に最初に見いだした。その
異常スプライシング誘導活性に基づいた

HMGA1aの機能ドメインの解析、さらには最
初のHMGA1a–U1 snRNP–標的RNA複合体
の構造決定をめざす(図３、研究分担者・武藤

教授との共同研究)。 
(2)HMGA1a が異常スプライシングを誘導
している PS2 以外の標的遺伝子を探索する。
解明された HMGA1a の作用機序(図２)を考
慮すると、HMGA1a結合配列が、ある遺伝子
の 5’スプライス部位近傍に存在するなら、そ
のエクソン除外が潜在的にひき起こされる。

HMGA1a によって異常スプライシングが起
こっている標的遺伝子を探索する。HMGA1
は発癌やストレス条件下で過剰発現するので、

疾病や癌の原因となっている新たな異常スプ

ライシングの発見が期待できる。 
	 

３．研究の方法	 

(1)HMGA1a/b 蛋白質の組換え変異体を利
用して、異常スプライシングに付随した３つ

の活性(塩基配列特異的 RNA 結合、U1 
snRNP の 70K 蛋白質成分である U1-70K と
の結合、核内小斑点状局在性)を担っているド

メインや修飾を明らかにする。さらに

HMGA1–U1-70K–標的 RNA複合体の構造を
核磁気共鳴（NMR）と X線結晶回折で決定し
(図３)、分子構造の面から、いかにして U1 

 
 

図１  PS2 mRNA 前駆体の異常 
スプライシングとその発現 

 
図２  HMGA1a 蛋白質が PS2 mRNA 前駆体の 

異常エクソン５除外をひき起こす分子機構 



snRNP が 5'スプライス部位に不可逆的結合
するかを明らかにし、究極的な分子機構の確

立をめざす。 
(2)○1 特異的 RNA 結合配列を指標にしたデ
ータベースの探索。○2 HMGA1aの生細胞内で
の RNA 結合活性に基づいた CLIP 法による
スクリーニング。○3 選択的スプライシングの

探索用に開発されたマイクロアレーを利用し

た HMGA1a 依存性スプライシングの広範な
スクリーニング。以上、３つの方法を駆使し

て標的遺伝子を確実に同定する。 
	 

４．研究成果	 

(1) 武藤裕教授(研究分担者)との共同研究
では、HMGA1a–U1 snRNP–標的RNA(PS2)
複合体の構造を解明するのが最終目的であっ

たが(図３)、一番単純な HMGA1a–標的
RNA(PS2)を用いた実験においても、かなり
長期にわたって様々な工夫をしたが、残念な

がら標的 RNA 断片のみの結晶が生じただけ
に終わった。 
共結晶のための好条件を探るためには、そ

の相互作用を詳細に検討する必要がある(図

３)。そこで、結晶化のために大量かつ高純度

のリコンビナント HMGA1aと U1 70K 蛋白
質を調整する事ができていたので、HMGA1a
蛋白質の RNA に対する結合状態に関して、
超高感度等温滴定型カロリーメータ(ITC)と
ES 質量分析を行った。HMGA1a は PS2 
mRNA 前駆体のエクソン５に並んだ２つの
標 的 配 列 GCUCUACAAG-UACC- 
GCUGCUACAAG の 内 、 下 流 の 配 列

GCUGCUACAAG(PSseq)に特異的に結合を
示す事がわかった。上流と下流の配列は１塩

基のみ(G があるかないか)の違いしかないに
も関わらず、PS2 mRNA前駆体の異常スプラ
イシング(エクソン５除外)においては、

HMGA1a は下流配列 PSseq を標的としてい
る事が判明した。さらに、スプライシング異

常を起こす新たに見つかった基質であるエス

トロゲン受容体(ERα)	 mRNA 前駆体(下記
参照)のエクソンにある HMGA1a 結合配列
GCGGCUACACG (ERseq)も検討した。これ
らの配列との複合体形成について ITC解析で
は、HMGA1a は PSseqに結合したが、ERseq
とは、単独では典型的な 1:1 モデルの結合を
示さなかった。一方、ES質量分析の結果では、
2分子の PSseq分子が 1分子の HMGA1aに
結合していたが、ERseq 分子に対しては、
HMGA1aが明らかな結合を示さなかった。そ
こで、HMGA1a 自身を、未変性条件下での
ES質量分析で調べると、開かれた状態と折り
畳まれた状態が混在しており、折り畳み状態

で RNAと結合していると考えられた。NMR
法により HMGA1a 自身を測定した場合、全
体の構造に折り畳み状態が観察されなかった

事から、蛋白質の濃度が高い場合、構造が不

安定化している可能性がある。おそらく結晶

化できなかった主たる原因に違いない。 
HMGA1aは、もちろん U1-70Kとも結合す
る事がわかっているので、この HMGA1a– 
U1-70K の相互作用があると RNA 結合を安
定化する事が期待された。そこで、U1-70K
について全長と 1–215アミノ酸の発現プラス
ミドを作成し、HMGA1aとの解析を進めてい
る。現在のところ、U1-70K について 1–215
残基については蛋白質の発現を確認している。

科研費の助成期間は終了したが、研究は引き

続き行う予定である。 
(2)孤発性アルツハイマー患者特異的な

PS2 の異常スプライシング(エクソン５除外)
での HMGA1a の作用機序を考慮すると(図
２)、HMGA1a結合配列が、ある遺伝子の 5ʹ′
スプライス部位近傍に存在するなら、そのエ

クソン除外が潜在的に引き起こされる可能性

がある。HMGA1aによって異常スプライシン
グが起こっている標的遺伝子を探索する目的

で、特異的 RNA 結合配列を指標にしたデー
タベースの探索したところ、エストロゲン受

容体 α(ERα)遺伝子が候補として挙がった(図
４)。さらに、ERαの選択的スプライシング(エ
クソン 1 除外)によるアイソフォーム産物で
ある ERα46の発現を、HMGA1a蛋白質が誘
導する結果を得た。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、正常

な全長 ERα の転写活性を競合的に阻害しエ
ストロゲン受容体の機能を抑制するので(図

４)、このスプライシング変化は機能的に重要

である。 
○1 HMGA1a標的配列は ERα エクソン１の

5ʹ′スプライス部位から33塩基上流に見つかり、

 
図３  HMGA1a–U1 snRNP–標的 RNA 

複合体の構造決定の手順 
 



実際にその配列に HMGA1a が結合する事を
RNAゲルシフト解析で確認した。○2 その結合
部位は、5ʹ′スプライス部位類似配列に隣接し
ており、ソラレン UV クロスリンキング解析
により、HMGA1a存在下では、この偽 5ʹ′スプ
ライス部位に U1 snRNA が結合した。○3
RNase H保護解析により、通常の正規 5ʹ′スプ
ライス部位に結合するはずの U1 snRNPが、
HMGA1a により偽 5ʹ′スプライス部位に結合
してしまう事がわかった。以上の結果より、

HMGA1aに誘導された U1 snRNPの偽 5ʹ′ス
プライス部位への異常結合が、正規 5ʹ′スプラ
イス部位の機能喪失をまねき、ERαエクソン
1除外、ERα46 mRNAの発現に至るメカニズ
ムが解明された[雑誌論文○2 ]。 
上記の ERα46 mRNA の生成メカニズムの
解明を受けて、次に人為的に ERα46 mRNA
の生成を抑制する方法を開発した。乳癌細胞

（MCF-7)において、HMGA1a結合配列を有
する「おとり」RNAを導入すると、内在性の
HMGA1a と競合阻害する事によって ERα46 
mRNA発現が減少し、逆に HMGA1aを一過
性に過剰発現すると再び ERα46 mRNA発現
を示した。この効果は、in vitroスプライシン
グ系でも確認する事ができた。そこで次に、

動物における影響を調べた。「おとり」RNA
の安定発現 MCF-7 細胞株を作製し、卵巣摘
出しエストロゲンペレットを埋め込んだヌー

ドマウスに細胞移植したところ、驚くべき事

に、移植細胞の腫瘍増殖が促進された[雑誌論
文○2 , 論文投稿準備中]。おそらく全長 ERα
の機能を阻害する ERα46 が減少した影響と
考えられる。 
今回のケースでは、「おとり」RNA を用い
て癌遺伝子産物の RNA結合を阻害する事が、
必ずしも治療につながる状況ではなかったが、

HMGA1aの核移行配列を含む「おとり」RNA
の安定発現乳癌細胞株が、実験動物において

も有効に発現し、効果を観察する事ができた

のは有意義である。さらに HMGA1a の配列
特異的 RNA 結合がエストロゲン依存性細胞
増殖に影響を与えるというこの事実は、将来

的には ERα 陽性エストロゲン抵抗性治療へ
の新たな戦略に役立つ情報と期待している。

現在、この乳癌細胞でのエストロゲン標的遺

伝子の発現、タモキシフェンに対する感受性、

臨床サンプルにおける HMGA1a、ERα46 の
発現を検討中である(図４)。ERαの機能性ア
イソフォームの選択的スプライシング制御に

より、ホルモン治療抵抗性に対する新たな治

療法の可能性を探りたい。 
PS2と ERα以外の標的遺伝子では、エイズ
ウイルス(HIV-1)の選択的スプライシングを
宿主の HMGA1a が変化させる事が明らかに
なった[雑誌論文○3 ]。HIV-1の D3と名付けら
れた 5ʹ′スプライス部位が使われて下流のイン
トロンが除外されると Nef4/5 mRNA、D3が
使われないで下流イントロンが保持されると

Vpr1/3 mRNAが作られるが、HMGA1aは、
この D3を抑制する事がわかった。 
○1 HeLa 細胞を用い、HMGA1a 発現を

shRNAでノックダウンすると、下流イントロ
ンが除外され Vpr1/3 mRNAの減少が観察さ
れた。○2 D3のすぐ上流には、２つの HMGA1a
結合配列(GAAUAUCAAG, GACAUAACAA 
G)が見つかり、ゲルシフト解析により、実際
に HMGA1a が特異的に結合する事がわかっ
た。○3 ミニ遺伝子を用いた in vitro スプライ
シングによってこの現象が再現でき、

HMGA1a結合配列を持つ「おとり」RNAで
の競合阻害で D3を活性化し、Vpr1/3 mRNA
生成を阻害できた。○4 免疫沈降実験とゲルシ

フト解析で、HMGA1aは hnRNP A1と蛋白
質間結合している事がわかり、HMGA1aの結
合が、下流に存在するエクソン・スプライシ

ングサイレンサー配列(ESSV)への hnRNP 
A1結合を阻害し、A2と名付けられた上流 3ʹ′
スプライス部位を活性化し、Vpr1/3 mRNA
の生成にも貢献している事が示唆された。 

HIV の RNA はきわめて多様な選択的スプ
ライシングを受け、それはウイルス特異的な

蛋白質を作るのに重要である。以前から

hnRNP A1 蛋白質が HIV の選択的スプライ
シングの制御をしている事が知られていたが、

新たに HMGA1a 蛋白質が関与し、また
hnRNP A1との協同作用も明らかとなったの
は興味深い。 
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