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研究成果の概要（和文）：生後3ヶ月齢および15ヶ月齢（加齢モデル）マウスを用いて、DNAマイクロアレイおよ
びmiRNAアレイにより加齢の制御転写因子やターゲットmiRNAを同定した。また、高脂肪食を摂取させた野生型マ
ウスに比べDEC1ノックアウトマウスでは体重の増加が顕著に低く、肥満に対しマイルドな抵抗性を示した。野生
型マウスでは、高脂肪食摂取は、TNFα、TGFβやMCP-1の発現を亢進させた。さらに、DEC1によるLKB1制御機構
の解明、LKB1を介したFOXO1の細胞内シグナル伝達関与の可能性が推察された。以上より、高脂肪食の炎症発症
への関与は、高脂肪に伴うDEC1欠損に大きく影響される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified aging regulatory transcription factors and target miRNAs in 
3-months-old and 15-months-old mice using DNA microarray and miRNA array. DEC1 knockout mice showed 
significantly less body weight than wild-type mice fed a high-fat diet, indicating mild resistance 
to obesity induced by HFD intake. In wild-type mice, the expression of TNFα, TGFβ and MCP-1 was 
enhanced by high-fat diet. Furthermore, DEC1 may be involved in the elucidation of the LKB1 
regulatory mechanism and the intracellular signal transduction of FOXO1 via LKB1. These results 
suggest that DEC1 ameliorates the high-fat diet induced inflammation.

研究分野： 予防歯科学

キーワード： 時計遺伝子　DEC1　高脂肪食　肥満　FOXO1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣病のリスク因子となる肥満（特に原因の一つである高脂肪食の摂食）における概日リズム調節に関与す
る時計遺伝子である転写因子DEC1と同じく転写因子であるFOXO1の動態を解析した。結果より、高脂肪の摂取に
よる炎症の発症にDEC1が関与し、また、FOXO1においてもインスリン抵抗性や肥満のバイオマーカーならびに治
療標的となる可能性が見いだされた。今後、あらゆる炎症病態、生活習慣病、歯科領域に対しても予防法の確立
の一助となり、健康長寿社会の形成に寄与するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

時計遺伝子の発現（体内時計）により生理機能に存在する概日リズムが制御される。また、

食・栄養効果が時刻によって変化し、栄養素や食品成分によって体内時計が変化する （図 1）。

肥満では慢性の炎症性反応が誘導され、イン

スリン抵抗性発症を介在し、転写因子

FOXO1 が炎症惹起に関与することが知られ

ている。インスリン刺激により PI3k/Akt 依存

性に FOXO1 がリン酸化され、核内より核外

へ転出されることにより転写活性が抑制さ

れる。また、代謝においては、キナーゼ LKB1

の下流で AMP 活性化プロテインキナーゼ

（AMPK）の活性が起こり、FOXO1 を調節す

る。  

申請者らはこれまでの報告で、時計遺伝子の一つである bHLH 型転写因子 DEC1 が LKB1 を

介して AMPK の活性を調節することを明らかにした(Sato et al. BBRC 467; 711-716: 2015)。DEC1

は、中枢、末梢時計のリセットに関与し、体内時計のリズム発振にも関与することが知られてい

る。また、夜間の光照射と過度の摂食により DEC1 の慢性的・過度の誘導により脂質代謝抑制に

も関与している。  

DEC1 は、インスリン刺激により PI3k/Akt 依存性にリン酸化され、転写活性が促進される転

写因子である。申請者らは、DEC1 は時計遺伝子であると同時に、低酸素応答を示す分子である

ことを (Fujimoto K, Sato F, Bhawal UK et al. Int J Mol Med 19; 925-932: 2007; Sato F, Bhawal UK et 

al. Genes Cells 13; 131-144: 2008) 報告した。加えて、慢性歯肉炎、慢性歯周炎、慢性潰瘍の組織

において、DEC1 の発現量が正常歯肉に比べ増加することを明らかにし炎症との関連を示した 

(Bhawal UK et al. J Cell Biochem 113(10); 3246-3253: 2012)。さらに、高齢者の唾液中に DEC1 の発

現が高くなることも見出し、DEC1 は、老化の中心的な役割を担っており、老化マーカーとして

も広く知られている。インスリン-AKT シグナル伝達経路に転写因子である DEC1 および

FOXO1 が中心的な役割を担い、DEC1 が促進に、FOXO1 が抑制となり相反する作用が生じて

おり物理的相互作用ならびにインスリンシグナルへの影響が考えられる。従って、カロリー制限

や糖質制限における AMPK 活性化などによる寿命延長作用に関与する転写因子として FOXO1 

が重要な役割を担っている。本研究の問いは、「肥満や生活習慣病における炎症性反応、インス

リン抵抗性に対し DEC1 および FOXO1 がどう働き、どう日内リズムに影響しているか」である。

また、肥満と老化への DEC1 の関連についても検討する。さらに、肥満・歯周疾患における DEC1

動態とその役割を解明する。 
 
２．研究の目的 
 
時計遺伝子は生体の概日リズムを形成し、この概日リズムの乱れが肥満をはじめとする生活

習慣病増加の一因となっていると考えられる。肥満や生活習慣病によるインスリン抵抗性の改

善因子として AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）が注目されている。これまでに申請者

らは、時計遺伝子 DEC1 (Differentiated embryo-chondrocyte 1)が LKB1 を介して AMPK の活性を

図 1. 食生活と体内時計 



調節することを明らかにしている。カロリー制限や糖質制限や AMPK 活性化などにより寿命延

長作用に関与することが知られる転写因子 FOXO1（Forkhead box O1）がある。本研究では、肥

満における DEC1 の発現異常と FOXO1 との物理的相互作用ならびにインスリンシグナル伝達

経路との関与を解明し日内リズムへの影響について検討する。 

 
３．研究の方法 
 
これまでの研究成果および学術的背景をもとに、本研究では、肥満（High-Fat Diet）における

炎症性反応、インスリン抵抗性への DEC1 および FOXO1 の動態を解析する。また、DEC1 と

FOXO1 の歯周疾患への影響についても検討する。研究期間には以下の点を明らかにする。 

1. 培養細胞における DEC1、FOXO1 の発現リズムおよび関連する細胞内シグナル伝達を明ら 

かにする（in vitro） 

HaCaT（表皮角化細胞）、HGF（歯肉由来線維 芽細胞）、HeLa（子宮頸がん細胞株）を High グ 

ルコース培地またはLowグルコース培地、口腔細 菌である P.gingivalis 由来のLipopolysaccharide 

(LPS) 刺激の 3 群で培養し、4 時間ごと 48 時間まで の DEC1、FOXO1 の発現リズムをリアルタ

イム PCR 法およびウェスタンブロッティング法を用い て確認する。さらに、細胞内シグナル

伝達について、PI3K/Akt、Cox-2、NF- kβなどの炎症関連経路を解析する。また、細胞上清中の

炎症性サイトカインおよびケモカインを ELISA 法 にて確認する。  

2. 肥満モデルマウスと High-Fat Diet 摂取における DEC1 ノックアウトマウスの継時的な 

DEC1・FOXO1 の発現の解析（in vivo） 

生 後 18 ヵ 月 齢 の 肥 満 モ デ ル （ C57BL /6JHamSlc ）マウスおよび 12 ヵ月齢の

DEC1 KO マウスを用いる。DEC1 KO マウスには High-Fat Diet を 6 か月間自由摂取させる。6

か月終了後、6 時間おきにタイムコースでマウ スの血液、歯肉上皮、大腿骨、肝臓、脾臓、 歯

槽骨を採取し、リアルタイム PCR 法、ウェスタンブロッティング法により DEC1、FOXO1 の発

現を解析する。Flow cytometry 法による骨髄単核球細胞、脾臓より T 細胞を収集し、蛍光標識さ

れた抗 CD45.1、CD45.2、B220、CD4、CD8、Gr-1、Mac-1 および Ter119 は FACS 解析 (BD 

Biosciences, San Jose, CA) にて評価する。ELISA 法にて血液中の DEC1、FOXO1 タンパク質量を

解析する。大腿骨・歯槽骨についてマイクロ CT による骨形態計測と免疫染色による炎症状態の

評価を行う。  
3. DEC1 による LKB1 制御機構の解明、LKB1 を介した FOXO1 の細胞内シグナル伝達の解明  
ルシフェラーゼアッセイにより LKB1 プロモーターの活性化を比較して、応答配列を同定す

る。リアルタイム PCR 法およびウェスタンブロッティング法により DEC1、FOXO1 の発現を確

認する。クロマチン免疫沈降法（以下: ChIP）を用いて DEC1 の LKB1 の E-box に対する直接結

合の有無を調べる。 【研究が当初計画通りに進まない時の対応】 本研究において、DEC1 と

FOXO1 との関連が弱いとされる場合は、他の時計遺伝子 DEC2 に ついても解析可能である（申

請者らは DEC2 KO マウスも所持している）。網羅的遺伝子発現 の解析から、肥満と基礎代謝や

糖代謝における DEC1 以外の時計遺伝子との関連についてフィードバックを行うことが可能で

ある。 
 
４．研究成果 
 

DEC1 (Differentiated embryo-chondrocyte 1) は、老化の中心的な役割を担っており、老化マーカ

ーとしても広く知られている。そこで、肥満、生活習慣病、老化に関し、運動器症候群（ロコモ

ティブシンドローム）に関与するシグナル伝達経路について、先に検討を行った。3 ヶ月齢およ



び加齢モデルの 15 ヶ月齢の SAM マウスを使用し、トータル RNA を大腿骨組織から分離した。

それらの遺伝子発現および miRNA 発現所見について、Gene Spring および Ingenuity Pathways 

Analysis との組み合わせにより、また、DNA マイクロアレイおよび miRNA アレイを用いて解析

を行った。遺伝子オントロジー（GO）分析にあたり、miRNA を標的とした遺伝子の極めて重要

な転写関連プロセスと細胞内シグナル伝達を組み込んでいることを明らかにした。シグナル経

路で、cAMP 媒介シグナル、上皮接着結合シグナル、タイトジャンクションシグナル、ギャップ

ジャンクションシグナル、カルシウムシグナル、およびサーチュインシグナルが骨老化に関与し

ていることも明らかにした。RT-qPCR によりさらに解析したところ、加齢の制御転写因子が、

miR-223-3p、miR-744-5p、miR-3103-5p、miR-4723-5p および miR-6825-5p の制御に関与している

ことを示した。多数の組み合わせが識別された mRNA と miRNA の網羅的解析は、miRNA の異

常発現は骨加齢において重要であることを示唆した。そして、その機能は関連シグナル上の特定

遺伝子の転写を通して誘導されることが考えられた。 

High-Fat Diet（HFD）を摂取させた DEC1 ノックアウトマウスでは、野生型マウスに比べ体重

の増加が顕著に低く、このマウスが HFD 摂取により誘導される肥満に対してマイルドな抵抗性

を示すことを見出した。肥満は 1 つ 1 つの脂肪細胞がさらに多くの脂肪滴を貯えて肥大するこ

とと、脂肪組織中の脂肪細胞の数が増えることの両方により脂肪組織が増大する現象である。

HFD 摂取後のノックアウトマウスにおいて、個々の脂肪細胞の肥大は野生型マウスと同程度で

あったが、脂肪組織中の細胞数が、野生型に比べ明らかに少ない結果であった。一方、Luciferase 

assay で DEC1 強制発現による LKB1 転写制御機構の解析を行った。Promoter は E-box を含む

LKB1 promoter を使用した。LKB1 転写活性が約 5 倍抑制され、DEC1 発現 plasmid を濃度依存的

に強制発現しても抑制がみられた。また、LKB1 遺伝子上流の E-box に mutation を作製し、

Luciferase assay による DEC1 強制発現でも、LKB1 転写活性は影響を受けなかった。DEC1 強制

発現による LKB1 の発現をリアルタイム PCR 法およびウェスタンブロッティング法にて明らか

にし、FOXO1 の発現を確認した。さらに、Chromatin immunoprecipitation (ChIP assay) を用いて

DEC1 が LKB1 の E-box に影響を及ぼすか調べた。コントロールと比べ、DEC1 強制発現により

LKB1 の precipitate する量が増加した。また、ChIP assay を用いて癌細胞に DEC1 siRNA 導入す

ることによって LKB1 の precipitate する量が抑制した。以上のことから、DEC1 による LKB1 制

御機構の解明、LKB1 を介した FOXO1 の細胞内シグナル伝達に関与する可能性が推察された。 

C57BL/6J マウスに、脂肪割合が異なる HFD を 3 か月間摂取させ、口腔組織にどのような違い

が現れるのかを検討した。遺伝子解析による歯肉組織解析を Real-time PCR に基づいて実施した

結果、HFD 摂取とで、炎症の発症に伴う TNFα や TGFβ の発現レベルが高値を示すことが確認

でき、これらの HFD は口腔組織のプロファイルに影響を与える可能性が示された。一方、HFD

を摂取することで、MCP-1 の発現が亢進されることも確認できた。これらの結果から、HFD が

歯周炎の発症に与える影響は、高脂肪に伴う高カロリー量に大きく影響される可能性が示唆さ

れた。インスリン抵抗性は肥満や 2 型糖尿病の特徴的な病態のひとつであり、インスリン抵抗性

の発症にはアディポカインとよばれる脂肪組織に由来するさまざまなホルモン様のタンパク質

が関係している。解析によりインスリン抵抗性のバイオマーカーの探索を行った結果、FOXO1

がインスリン抵抗性の発症において鍵となる新規のマーカーであることを発見した。さらに、イ

ンターロイキン 6 (IL-6) が FOXO1 により誘導されるインスリン抵抗性を媒介することも明らか

にされた。以上のことから，FOXO1 は HFD によるインスリン抵抗性と肥満を IL-6 を介し誘導

するアディポカインであることが明らかになった。また、FOXO1 はインスリン抵抗性や肥満の

バイオマーカーならびにそれらの治療標的となる可能性がある。 
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