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研究成果の概要（和文）：HMGA1aのRNA結合性スプライシング誘導機能をエストロゲン受容体アルファ(ERα)において
研究する過程で、HMGA1a「おとり」RNAが、安定発現MCF-7乳癌細胞株のヌードマウスにおける腫瘍形成時にERαの選択
的スプライシングに対し逆の効果を示した。HMGA1aの発現を抑制するマイクロRNA(miR-16)の発現減少、HMGA1aの発現
増強が原因と考えられた。HMGA1a「おとり」RNAとの配列相補性よりmiR-16の生成を阻害している可能性があり、HMGA1
aが自身を制御するマイクロRNA(miR-16)の発現を抑制するpositive feedback機構が存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have found HMGA1a binds to RNA in a sequence-specific manner and induces 
alternative splicing. While investigating this function in the estrogen-receptor alpha(ERα)gene, we 
found a “decoy RNA” of HMGA1a reverses its effect on ERα when stable transfectants of MCF-7 mammary 
carcinoma cells form tumors in nude mice. Since the expression of miR-16, which is known to downregulate 
HMGA1a, is decreased in these tumors, and has a strong homology to HMGA1a RNA binding sequence in its 
seed sequence, we hypothesized HMGA1a regulates its own regulating micro-RNA by its sequence-specific RNA 
binding function. This implies a positive feedback mechanism of HMGA1a which is known as oncogenic 
protein product.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 乳腺外科学　エストロゲン受容体　癌遺伝子産物　選択的スプライシング　RNA結合蛋白質
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図１ HMGA1の RNAへの結合と U1 
snRNPを介した複合体形成 (Ohe et al. 
MCB, 2010より引用) 

１．研究開始当初の背景 
HMGA1aはDNAに結合する転写因子として知ら
れているが、配列特異的に RNA に結合して、
スプライシング関連複合体である U1 snRNP
を介して、アルツハイマー病関連遺伝子であ
る presenilin-2 の異常スプライシングを惹
起することを見出した（図１）。この場合、
低酸素による HMGA1a の発現誘導が主因であ
ったが、HMGA1 は癌遺伝子産物としても知ら
れているので癌組織においても同様の異常
スプライシングが生じる可能性を考えた。 

エストロゲン受容体アルファ（ERα）mRNA 
前駆体の選択的スプライシングにより、ERα
46 が発現し、全長 ERαの作用を標的 DNA 結
合配列において競合的に阻害することが知
られている。申請者は、癌遺伝子産物 HMGA1a 
の RNA 結合配列に 5’スプライス部位を付加
した配列(5’-GCUGCUACAAGGU-3’)(太字の
GU が 5’スプライス部位)を ERα遺伝子のゲ
ノム上を Clustal Omega (http://www.ebi. 
ac.uk/Tools/msa/clustalo/)を用いて検索
したところ、ERα エクソン１に HMGA1a RNA
結合配列を見つけた。本研究応募までに、明
らかにしたこと（論文投稿予定）を列挙する
と、 
（１）ERαエクソン１の HMGA1a の RNA 結
合配列と隣接する 5’スプライス部位と下流
の正規 5’スプライス部位を含む RNA を作製
し、RNA ゲルシフトにより、HMGA1a 蛋白質が
ERαエクソン１へ配列特異的に結合するこ
とを確認した。 
（２）HMGA1a の RNA 結合配列を「おとり」
RNA として MCF-7 乳癌細胞株に一過性に発現
させたところ、HMGA1a「おとり」RNA は予想
通り、ERαエクソン１の選択的スプライシン
グにより生じる ERα46 の発現を低下させ、
HMGA1a を再び発現させると ERα46 の発現が
上昇した。 
（３）HMGA1a による ERα46 の選択的スプ
ライシングの分子メカニズムを明らかにす
るために、まず、in vitro splicing 解析に
よる HMGA1a による ERα46エクソン 1の除外
と HMGA1a「おとり」RNA によるエクソン含有
を確認した。 
（４）さらに、ソラレン UV クロスリンキ

ング解析により、U1 snRNA と正規 5’スプラ
イス部位の結合を認めたが、HMGA1a を加える
と U1 snRNA が上流の偽 5’スプライス部位へ
結合することを見出した。正規 5’スプライ
ス部位の変異により偽 5’スプライス部位へ
のU1 snRNAの結合がHMGA1aにより増強した。
逆に、偽 5’スプライス部位の変異により正
規 5’スプライス部位への U1 snRNA の結合が
HMGA1a により減弱した。 
（５）U1 snRNA と 5’スプライス部位の結
合により、5’スプライス部位がアンチセン
ス DNA/RNaseH により切断しにくくなること
を利用し、HMGA1a 添加により偽 5’スプライ
ス部位が切断しにくく、正規 5’スプライス
部位が切断しやくなることを RNaseH プロテ
クソン解析により明らかにした。 
（６）実際の腫瘍増殖への影響を解析する
ため、HMGA1a「おとり」RNA の安定発現 MCF-7
細胞株を作製し、ウエスタンブロットにて ER
α46 蛋白質の減少を確認し、ヌードマウスへ
の移植実験を行なったところ、腫瘍増殖が促
進された。 
 
２．研究の目的 
当初の計画では、ERα46 蛋白の減少によ
り乳癌増殖が誘発されたので短鎖アンチセ
ンス RNA により、逆に ERα46 蛋白を発現さ
せ乳癌増殖への影響を検討したいと考えた。
また、ERα陰性化に関与するマイクロ RNA の
共通モチーフを見つけたので、短鎖アンチセ
ンス RNA による全長 ERα、ERα46 の陽性化
を試みて、ERα46 と HMGA1a の乳癌サブタイ
プや乳癌幹細胞様細胞における位置づけを
確立し、薬剤送達システムを工夫して、短鎖
RNA による乳癌治療開発を試みたい、と考え
研究計画を立案した。しかし、いくつかの懸
念事項のため、優先させたい実験を先に行な
った。 
＜懸念事項１＞HMGA1aの配列特異的RNA結合
が重要なので、RNA-EMSA 以外の方法で結合を
確認したかった。 
＜懸念事項２＞ERα46 は、全長 ERαの増殖
を介する作用を拮抗的に阻害することが知
られているが、HMGA1a が選択的スプライシン
グ制御により ERα46 の発現上昇を誘導する
ことは、癌遺伝子産物である HMGA1a が癌抑
制的に働くことになる。 
 
３．研究の方法 
＜懸念事項１＞HMGA1aの配列特異的RNA結合 
等温滴定型熱量測定(Isothermal Titration 
Calorimetry)を用いた。 
＜懸念事項２＞腫瘍組織の解析を行なった。 
 
４．研究成果 
＜懸念事項１＞HMGA1 の精製蛋白を用いて、
RNA ゲルシフト解析および等温滴定型熱量測
定(Isothermal Titration Calorimetry)を用
いて配列特異的 RNA 結合活性を確認した（図
２）（桑迫香奈子、武藤裕（理研（現武蔵野
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等温滴定カロリメトリー
（isothermal titration calorimetry, ITC）

 

図２ HMGA1a の ERαエクソン１における
配列特異的 RNA 結合活性 
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図３ 腫瘍組織におけるHMGA1aと ERα46
の発現（BSmut は、HMGA1a「おとり」RNA
の変異配列、BSwt は、HMGA1a「おとり」
RNAを安定発現したMCF-7細胞をヌードマ
ウスに移植して形成された腫瘍組織） 
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図４ 腫瘍組織において、ERαの標的遺
伝子の発現に差を認めなかった。 

5’-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3’hsa-mir-16-1

HMGA1a 結合配列 3’-GAACAUCGUCGCCAU-5’

 
図５ miR-16 のシード配列は、HMGA1a の 
RNA 結合配列と相補的配列を有している。 

大学薬学部）に依頼）。HMGA1a の RNA ゲルシ
フトで認められた高親和性と低親和性の
HMGA1a の結合は、等温滴定カロリメトリーに
おいても認めた。 
 
＜懸念事項２＞腫瘍組織の解析を行なった。 
１．HMGA1a「おとり」RNA の安定発現 MCF-7
細胞株は腫瘍形成により HMGA1a の発現上昇
を認めた。 

HMGA1a「おとり」RNA の安定発現 MCF-7 細
胞株をヌードマウスへの移植し腫瘍形成を
認めた腫瘍において、HMGA1a 蛋白質の発現上
昇およびそれに伴う全長 ERα蛋白質の発現
低下を認めた（ウエスタンブロット解析）。
また、RT-PCR により、HMGA1a 蛋白質の発現
上昇に伴い、全長 ERα mRNA の低下と ERα46 
mRNA の発現上昇を認めた（図３） 
 
２．HMGA1a「おとり」RNA 安定発現 MCF-7 細
胞の移植腫瘍組織における ERα標的遺伝子
の発現を調べたところ、プロゲステロン受容
体(PR)、c-fos、Trefoil factor 1(TFF-1)、
HER2(ERBB2)の発現に変化を認めなかった
（図４）。 

 
３．腫瘍組織において、HMGA1a 結合配列と相
補的な配列をもつ miR-16 の発現低下を認め
た。 
 miR-16 は、HMGA1a を標的にしてその発現
レベルを調節することが報告されている。
miR-16 の配列を調べると、図５に示すように
miR-16 のシード配列は、HMGA1a の結合配列
と相補性を認めた。 

miScript miRNA PCR(Qiagen) に よ り 、
miR-16, miR-21, RNU-6 の発現を確認したと
ころ、miR-21 や RNU-6 に比べ、miR-16 の発
現は、HMGA1a「おとり」RNA 発現 MCF-7 細胞
の腫瘍組織において低下していた（図６）。 
miR21 は、トリプルネガティブ乳癌におい
て発現上昇を認めるが、図６の腫瘍組織にお
いて顕著な差を認めなかった。 
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図６  腫瘍組織における miR-16、
miR-21、RNU-6の発現 
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図７ HMGA1a「おとり」RNA の作用 
安定発現MCF-7細胞株とMCF-7の腫瘍組織
における分子メカニズム 

＜まとめ＞ 
以上より、HMGA1a「おとり」RNA 安定発現
MCF-7 細胞株は、HMGA1a の配列特異的 RNA 結
合活性を阻害することにより ERα46 蛋白質
の減少を認めていた（事項１．（６））が、形
成されたヌードマウスの腫瘍では、逆に全長
ERα蛋白質の減少、すなわち、ERα46/全長
ERα蛋白質比の上昇を認めた（図３上パネル
lane3）。RT-PCR においても、ERα46/全長 ER
αmRNA 比の上昇を認めた（図３下パネル
lane3）ことより、HMGA1a「おとり」RNA の効
果が失われ逆に HMGA1a のスプライシング効
果が顕著になった。 
この原因を探るため、HMGA1a 蛋白質の発現
を調べたところ、著明な発現上昇を認めた
（図３上パネル lane3）。HMGA1a「おとり」RNA
により、フィードバックがかかったと考えら
れた。このフィードバックの原因として、
miR-16 のシード配列の HMGA1a RNA 結合配列
と相補的な部分が関与していると考えられ、
miR-16 の発現を調べた。HMGA1a「おとり」RNA
を安定発現した MCF 細胞の腫瘍組織では、
miR-21 や RNU-6 に比べ、miR-16 の発現が低
下していた。miR-16 は、細胞増殖抑制、癌細
胞のアポトーシス促進に働くことが知られ
ており、HMGA1a「おとり」RNA が核内で miR-16
の生成を阻害したと考えられる。その作用に
関して、図７のような分子機構が考えられた。 

 

図７の分子機構から推定されることは、
HMGA1a が自身の microRNA の発現を抑制する
positive feedback により腫瘍増殖とともに
HMGA1a の miR-21 抑制が増強される、ことで
ある（図８）。論文投稿予定である。 
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