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研究成果の概要（和文）：bHLH型転写因子 DEC1および DEC2は、時計中枢である視交叉
上核から末梢に至る全身の組織および細胞で、概日リズムを形成します。また、免疫応答
系や種々の組織分化の制御、癌化や低酸素応答、アポトーシスの制御など、生体内におけ
る様々な生理現象に関与することが報告されています。我々は、DEC1および DEC2の強
制発現により細胞の増殖、移行、および浸潤を低減することを明らかにした。これらの結果か
ら、口腔癌の発育進展機構に DEC が関与し、今後の癌の治療において、新たな分子標的
となりうることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Basic-helix-loop-helix (bHLH) transcription factors DEC1 
(BHLHB2/Sharp2/Stra13) and DEC2 (BHLHB3/Sharp1) are significantly up-regulated in 
various types of cancers, and transfection with DEC1 or DEC2 decreases cell proliferation, 
apoptosis of tumor cells. We showed that DEC overexpression exhibits delayed wound 
healing and reduces cell proliferation, migration and invasion. Therefore, DEC is 
considered to be an attractive target for anticancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、癌の増殖は時計遺伝子（Clock 

gene；およそ 24時間周期で働く遺伝子で、
一日の周期をもつ生物の行動・生理機能を
制御する）や VEGF（Vascular endothelial 
growth factor, 血管内皮増殖因子）の日内リ
ズムを利用することが見出された。したが
って、抗腫瘍薬の至適時刻の投与によりそ
れらのリズムを制御することが可能となれ

ば、抗腫瘍効果の増強や副作用の軽減が得
られるものと臨床的にも期待されている。
ほとんどの時計遺伝子は bHLH（塩基性ド
メイン - ヘリックス – ループ – ヘリッ
クス）構造を含む転写制御因子であり、特
に BMAL1、CLOCK、PER1、PER2は癌の
病態進展に関与する重要な因子である。こ
れまでに、申請者は以下の点を明らかにし
た。 
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DEC1とDEC2はE-box配列（CACGTG）
および BMALタンパク質と直接結合し、標
的時計遺伝子の発現を抑える（図 1左）。
この転写抑制はヒストン脱アセチル酵素
(HDAC)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
が示唆される(Fujimoto K, Sato F, Bhawal 
UK et al. Int J Mol Med 19: 925-932; 2007)。 
マウスに移植した肉腫細胞でDEC2は日
内リズムを形成し、VEGFと逆位相であっ
た。また、In vitroの肉腫細胞では、転写因
子HIF-1α/ARNT1を介するVEGF遺伝子発
現を DEC2が制御しており、肉腫細胞のリ
ズム機構における DECの重要性が示唆さ
れた(Sato F, Bhawal UK et al. Genes Cells 
13:131-144; 2008)。 
 
２．研究の目的 

DEC タンパク質を用いた分子レベルで
の結果を踏まえ、本研究課題では、特に、
ヒト口腔扁平上皮癌に焦点を絞り、組織学
的にDEC2とVEGFの相関性を明らかにす
る。 

DEC2 高発現細胞をマウスに移植し、組
織内のVEGFの発現を通常の腫瘍細胞と比
較する。 
時計遺伝子の発現制御が抗癌剤の感受性
に及ぼす影響を解析する。 
本研究は、上記の研究結果に基づき、口
腔扁平上皮癌細胞におけるDEC2と VEGF
の関連性を形態学的に明らかにする研究で
ある。DEC1と DEC2は全身のあらゆる臓
器で発現し、日内リズム、免疫や癌化、低
酸素応答、アポトーシス、組織分化の制御
など、多彩な制御機能をもつ。また、正常
組織よりも癌組織で高発現していることか
ら、DEC2は少なくとも一部には VEGFを
介して 口腔癌の増殖・浸潤および腫瘍血管
新生の日内リズムを調節していることが予
想される。 
 
３．研究の方法 
ヒト口腔扁平上皮癌組織における DEC2
と VEGFの相関性、ヒトの DEC高発現細
胞と DECノックダウン細胞を作製する。
次年度以降では、マウスの組織内での
VEGFの発現を検討するとともに時計遺伝
子発現と抗癌剤投与に及ぼす影響の解析を
行う。 
ヒト口腔扁平上皮癌組織を用いた DEC2
と VEGFの発現の解析 
①患者から正常組織及び癌組織を採取。そ
れぞれパラフィン切片を作製する。免疫染
色を行い、正常組織と癌組織におけるDEC2
とVEGFの発現を確認する。 
②ヒト口腔扁平上皮癌株に対して、
Real-time PCR法、ウエスタン・ブロット法

を用いてDEC2とVEGFの発現を解析する。 
口腔扁平上皮株の作製DEC2高発現細胞
と DEC2ノックダウン細胞の解析 
DEC2ベクターをFuGENE 6を用いて導入
し、G418を用いて DEC2ベクターの導入
された口腔扁平上皮癌細胞を選択する。Ｔ
細胞機能欠損ヌードマウス（Balb/c nude
♀ 5週令）を 10匹用意する。マウスの背
部皮下に DEC2高発現 cloneや DEC2 
shRNA cloneを一ヶ所につき 1×10⁶移植
する。また、MOCKとして空のベクターを
用いる。 
 
４．研究成果 

Luciferase assayでDEC強制発現による
CyclinD1転写制御機構の解析を行った。
Promoterは E-boxを含む約 1.9kbpの
CyclinD1 promoterを使用した。CyclinD1
転写活性が約 4倍抑制され、その抑制され
た活性は DEC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
CyclinD1遺伝子上流の E-boxに mutation
を作製し、luciferase assayで DEC強制発
現によっても、CyclinD1転写活性は影響を
受けなかった。DEC強制発現によって
CyclinD1, CDK4, CDK6, Phospho-Akt, 
Phospho GSK-3bの発現をWestern blot法
で明らかにした。さらに、Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP assay) を用い
て DECが CyclinD1の E-boxに影響を及ぼ
すか調べた。コントロールと比べ、DEC強
制発現により CyclinD1の precipitateする
量が増加した。また、ChIP assayを用いて
癌細胞に DEC siRNA導入することによっ
て CyclinD1の precipitateする量が抑制し
た。 PI-3K経路を阻害して、Radiationに
よる DECの発現の増加と Aktのリン酸化
がみられた。DEC強制発現による Aktの活
性化が ROSによるものであることが示唆
された。これらの結果より DECが E-box
を介して CyclinD1の発現を制御している
ことが示唆された。 
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