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研究成果の概要（和文）：組織分化における DEC2 の機能について解析した。DEC2 はクラス Bの

E-box 配列(CACGTG)に直接結合し、標的遺伝子の発現を抑制した(HDAC 依存的)。また、MyoD 等

他の転写因子と結合し、その作用を阻害することでクラス Aの E-box を介する転写活性を抑制

した（HDAC 非依存的）。このように、DEC2 は２つの異なるメカニズムにより標的遺伝子の発現

を制御していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied about the molecular mechanisms by which Dec2 regulates 
gene expression. Gel retardation and luciferase assays showed that Dec2 preferentially 
binds to class B E-box elements (CACGTG) as a homodimer and represses the transcription 
of target genes in a histone deacetylase (HDAC)-dependent manner. In contrast, Dec2 
repressed a MyoD-activated promoter activity of muscle creatine kinase gene through class 
A E-box in an HDAC1-independent manner. These findings indicate that Dec2 employs multiple 
mechanisms –  including DNA-binding and protein-protein interactions - to achieve 
E-box-dependent transcriptional repressions. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、新規 bHLH（塩基性ドメイン‐
ヘリックス‐ル−プ‐ヘリックス構造）型転
写因子として DEC1,DEC2 のクローニングに
成功した。両者は bHLH 領域以外に orange 領

域を有しており、HES や HEY と構造的に近縁
の bHLH-Orange 蛋白である。HES および HEY
は神経、筋肉、骨等の分化に関連することが
報告されており、DEC も組織分化との関連が
予想された。実際、DEC1 は軟骨分化に対して



は促進的に、脂肪分化に対しては抑制的に働
くことが示された。しかし、DEC2 の機能につ
いては、まだ解明されていない。 
ノザンブロット解析により、ヒトおよびマウ
ス組織の DEC2 mRNA 発現レベルを調べた結果、
ヒト、マウス共に、骨格筋・心臓・脳におい
て DEC2 mRNA の発現レベルが高く、胎生期で
は肢芽に多く発現していた。また、多くの組
織において DEC2 mRNA の発現は概日リズムを
示すことが明らかになった。このように DEC2
の発現は組織特異的な因子と概日時計によ
り調節されていると考えられる。 
 
２．研究の目的 

近年、幹細胞の持つ多分化能が注目され、
その再生医療分野への利用が期待されてい
る。幹細胞を用いた効果的な治療法の開発
には、未分化状態の維持・増殖および細胞
の分化方向を制御する分子機構の解明が重
要な課題となる。 
 細胞分化・発生の過程は転写因子をはじめ
多くの因子により調節されており、特に、
bHLH 型転写因子はグループ間あるいは他の
グループの転写因子との相互作用によりネ
ットワークを形成することで、様々な組織分
化を制御している。本研究では、bHLH 型転写
因子の一つである DEC2 に注目し、組織およ
び細胞分化における DEC2 の役割を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)DEC2 の DNA 結合活性の解析 
各種E-box(CACCTG, CAGCTG, CATGTG, CACGTG, 
CACGCG)およびN-box(CACGAG)配列を含む2本
鎖の DNA プローブを[32P]dCTP でラベルし、in 
vitro で合成した DEC2 蛋白との結合を
Electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA)で解析した。また、DEC2 変異蛋白を用
いて、DNA 結合に関係する蛋白領域を同定し
た。 
 
(2)DEC2 と相互作用する蛋白の探索 
酵母ツーハイブリッド法により DEC2 と相互
作用する蛋白をスクリーニングし、免疫沈降
法により、候補蛋白と DEC2 蛋白の細胞内に
おける結合の有無を確認した。さらに、
GST-pull down 法により、候補蛋白と DEC2 が
直接結合しているか調べた。また、DEC2 変異
蛋白を用いて、蛋白相互作用に関係する蛋白
領域を同定した。 
 
(3)DEC2 の転写抑制活性の測定 
各種 E-box および N-box 配列をルシフェラー
ゼ遺伝子の 5’上流に挿入したレポータープ
ラスミドを作製した。DEC2 を単独もしくは他
の転写制御因子と共に強制発現させ、レポー
ター活性の変化を調べた。また、DEC2 変異蛋

白を用いて、転写抑制活性に関係する蛋白領
域を同定した。 
 
(4)DEC2 発現メカニズムの解析 
ルシフェラーゼ アッセイにより、時計遺伝
子および分化制御因子の DEC2 遺伝子プロモ
ーター活性に対する作用について解析した。
また、Clock-mutant マウスの各臓器における
DEC2 発現パターンを野生型と比較した。 
 
４．研究成果 
(1)DEC2 はクラス B の E-box 配列(CACGTG)に

直接結合し、標的遺伝子の発現を抑制するこ

とを明らかにした。この転写抑制作用はヒス

トン脱アセチル化酵素阻害薬により阻害さ

れることからクロマチンのヒストン脱アセ

チル化の関与が示唆された。また、DEC2 が

E-box に結合するためにはホモダイマーの形

成が必須で、DEC2 の塩基性領域が DNA 結合、

HLH 領域がホモダイマー形成に重要であるこ

とを証明した。 

 

(2) DEC2 は筋肉分化のマスター分子である

MyoD の作用を阻害することを明らかにした。

MyoD は E12/E47 と二量体を形成後、E-box（ク

ラス A の E-box: CACCTG）に結合し、筋肉ク

レアチンキナーゼなどの筋肉特異的遺伝子

の発現調節に関与している。DEC2 が MyoD に

結合すると、MyoD の E-box への結合が阻害さ

れ MyoDの転写活性化作用を抑制した。また、

DEC2 を C2C12 細胞に過剰発現させると、筋肉

クレアチンキナーゼの発現が顕著に減少し

た。 

このように DEC2 は MyoD の働きを阻害したこ

とから、筋肉分化において DEC2 は分化抑制

因子として働いていると考えられる。さらに、

MyoD 以外にも組織分化に関わるいくつかの

転写因子が DEC1, DEC2 と相互作用している

ことを明らかにした。 

 

(3) DEC2と相互作用する蛋白を探索したとこ

ろ、老化関連蛋白であるSIRT1が DEC2の bHLH

ドメインを介して結合することを見つけた。

SIRT1 は脱アセチル化酵素であることから、

DEC2 の転写抑制活性における SIRT1 の関与、

もしくは SIRT1 による DEC2 の脱アセチル化

を介した活性制御が示唆された。 
また、同じくヒストン脱アセチル化酵素であ

る HDAC1 が DEC2 蛋白の C 末端に結合するこ

とを証明した。 

 

(4) 多くの組織においてDEC2 mRNAの発現は

概日リズムを示す。そこでDEC2発現のメカニ

ズムについて解析したところ、DEC2の発現は



マスター時計遺伝子であるClock, Bmal1によ

り正の調節を、Cry,Perにより負の調節を受け

ることで24時間の発現リズムを示すことが明

らかになった。また、DEC2 mRNAの組織発現は

骨格筋、心筋、脳で特に高いが、これらの組

織ではClock-mutantマウスにおいてもDEC2 

mRNA の発現は消失せず、概日リズムとは別に

DEC2の組織特異的な発現調節および組織分化

における役割が示唆された。 

 

(5) DEC2遺伝子のプロモーターについて解析

したところ、DEC2遺伝子の５’上流領域には

複数のE-box配列（CACGTG）が存在しており、

Clock, Bmal1はこの中の少なくとも２つの

E-boxに結合してDEC2の転写を促進し、DEC2

も同じE-boxに結合することで自身の転写を

抑制した（negative feedback regulation）

。また、MyoD／E47のヘテロダイマーはDEC2

遺伝子のプロモーター活性を上昇させた。 
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