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研究成果の概要（和文）：DEC1強制発現によるTwist1転写制御機構の解析を行った。プロモーターはE-boxを含
むTwist1 プロモーターを使用した。DEC1発現プラスミドは濃度依存的にTwist1転写活性を抑制した。E-boxに変
異を作製し、ルシフェラーゼレポーターアッセイでDEC1強制発現によっても、Twist1転写活性に影響を受けなか
った。DEC1およびTwist1の発現をウエスタンブロッティング法で明らかにした。さらに、クロマチン免疫沈降ア
ッセイ を用いてDEC1がTwist1のE-boxに影響を及ぼすか調べた。DEC1強制発現によりTwist1のprecipitateする
量が増加した。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed Twist1 transcriptional regulatory mechanism by forced 
expression of DEC1 using Luciferase reporter assay. Twist1 promoter including E-box was used. Twist1
 transcriptional activity was gradually suppressed with DEC1 expression plasmid in a 
concentration-dependent manner. Mutation in the E-box did not affect Twist1 transcriptional 
activity. Protein expression of Twist1 and DEC1 was evaluated using Western blotting. Furthermore, 
we have investigated the binding of DEC1 with the E-box of Twist1 using Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP assay). Compared with the control, the precipitate amount of Twist1 was 
increased due to forced expression of DEC1. In addition, the amount of precipitating Twist1 was 
suppressed by introducing DEC1 siRNA into cancer cells using the ChIP assay.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

Basic helix-loop-helix（bHLH）型転写因子

である DEC1および DEC2は、細胞分化や概

日リズム調節に関与する時計遺伝子である

と同時に、低酸素応答、細胞周期、細胞増殖、

アポトーシスおよび癌化にも関与している。

一方、EMT は、上皮細胞が間葉系細胞様に

形態変化する現象で、EMTの獲得は細胞の運

動性・浸潤性を促進することから、癌細胞の

浸潤・転移に関与することが示唆される。

我々はすでにDEC1がTGF-βを介した膵癌の

EMT機構に影響を及ぼし、癌細胞の増殖能を

抑制することを報告した (Wu Y, Sato F, 

Bhawal UK et al. International Journal of 

Oncology 2012; 41: 1337-1346)。また、DEC2 の

プロモーター領域の上流にある smad binding 

element (SBE) に TGF-βによって活性化した

Smad3が結合し転写を亢進し、誘導された

DEC2が間葉系マーカーの Slugの遺伝子上の

E-boxと結合することで、Slug発現を抑制す

ることにより、ヒトの膵癌の進行を抑制する

ことを。（Sato F, Bhawal UK et al. International 

Journal of Molecular Medicine 2012; 30: 

495-501）。 

一方、間葉系マーカーの Twistは bHLH型

転写因子で、Seathre-Chotzen syndromeの原因

遺伝子として知られている。Weinbergらは乳

癌細胞から高頻度に肺転移する細胞をクロ

ーン化し、マウスの肺転移巣における Twist

の特異的発現上昇を明らかにした (Cell 

2004; 117: 927-939)。そこで、申請者らは癌増

殖抑制の観点から、Twistの転写を DEC1と

DEC2が、負に制御することを想定し、DEC

を介した Twistの発現制御機構の解明を目指

して基礎的研究を行った。すなわち、Twist

上流にある E-boxを含む Twistプロモーター

レポーターを作製し、DEC1および DEC2発

現ベクターと co-transfectionを行いTwistの活

性化を検討した結果、DEC1および DEC2が

Twistの活性を制御するという予備的なデー

タを得た。まず、口腔扁平上皮癌組織に比べ

癌転移組織では、DEC1および DEC2の発現

が、低下していることを明らかにした。それ

に関連して、DEC1KO（ノックアウト）およ

び DEC2KO（ノックアウト）マウスにマウス

メラノーマB16細胞を移植して癌転移モデル

を作製し、DEC1KOや DEC2KOマウスにお

いて Twistの発現が増加し、DEC1および

DEC2が癌転移を制御抑制する候補となる可

能性を示唆するデータも得ている。 

また、ヒト歯肉線維芽細胞および間葉系

幹細胞で、DEC1, DEC2, Snail, および Smad3

が概日リズムを示すこと(Sato F, Bhawal UK 

et al. Biochemical and Biophysical Research 

Communications 2012; 419: 441-446)、さらに、

C57BL/6マウス肝で、DECと Twistが、概日

リズムを示し、逆相関しているデータも得て

いる。以上のことより、口腔癌組織でも、DEC

と Twistは、逆相関のリズムを有し、DECが、

Twist を負に制御していることが予想された

為、口腔癌の発生進展に関わる DEC-Twist機

構の解明研究を立案した。 

 
２．研究の目的 

転写因子である Differentiated embryonic 

chondrocyte (DEC) 1と DEC2は、全身に発現

しており、様々な生理現象に関与することが

報告されている。申請者は、これまでに、癌

の発育進展過程における DECの分子機能の

解析およびその重要性を報告している。一方、

Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT;上皮

間葉移行)の獲得が運動性の亢進や細胞外基

質の蓄積をもたらすことから、癌細胞の浸潤

や線維症との関連も示唆されている。本研究

では、口腔扁平上皮癌の発育進展に関わる

DECと EMTのマーカーである Twistの機構

に焦点を置き、新たな口腔癌の進展機構の解

明を目的とする。 

 
３．研究の方法 

1. DEC1および DEC2による Twist制御機構

の解明 

(1) ルシフェラーゼアッセイ 

Twist プロモーターレポーター上の E-box 



mutantを作製し、DEC1および DEC2発現ベ

クターと co-transfection を行い、ルシフェラ

ーゼアッセイにより Twist 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RT-PCR法およびWestern blot法によ

り、トランスフェクションの 24 時間後に

DEC1および DEC2の発現を確認する。 

(2) クロマチン免疫沈降法(ChIP)による転写

因子結合の解析 

ChIPを用いてDEC1およびDEC2の Twist

の E-boxに対する直接結合の有無を調べる。

これらの結果より DEC1 および DEC2 が

E-box を介して Twist の発現を制御している

ことを明らかにする。 

(3) ヒト口腔扁平上皮癌組織を用いた DEC1、

DEC2、および Twistの発現の解析 

ヒト口腔癌組織における DEC1、DEC2、

および Twist の発現を免疫染色法により明ら

かにする。 

2. 実験的癌転移モデルの作成および癌細胞

の解析 

(1) C57BL/6 マウス、DEC1KO、DEC2KO

および DEC1/DEC2 double KOマウス、4週前

後のものに B16 メラノーマ細胞  (約

1×106cells) を腹部の皮下組織に 18G のエラ

スター針を用いて注入し移植する。経時的に

マウスを安楽死させ、メラノーマ組織および

肺を摘出する。メラノーマ組織ホモジネート

上清中に含まれるタンパクを測定し、DEC1, 

DEC2 および Twist の発現を免疫染色法、

Western blot法による明らかにする。 

(2)メラノーマ感染マウスの脾臓内におけ

る NK細胞の動態(CD3-NK1.1+)、活性化マー

カー(NKp46)、ケモカイン、ケモカインレセ

プター、サイトカインの発現について、免疫

組織染色(共焦点顕微鏡、現有)、フローサイ

トメトリー法(現有)により解析を行う。 

3. Twistの概日リズム解析、DEC1と DEC2の

ダブルノックアウトマウス (DEC1/DEC2 

double KOマウス)の病態解析 

(1) 6 週齢の C57BL/6 および DEC1KO、

DEC2KO、および DEC1/DEC2 double KOマウ

スを明暗条件下で飼育し、4 時間おきに脳、

肝、心、腎をそれぞれ摘出し、リアルタイム

RT-PCR法、Western blot法、免疫染色法にて、

DEC1、DEC2、および Twist のリズムの変化

を解析する。 
 
４．研究成果 

Luciferase assay で DEC1 強制発現による

Twist1 転写制御機構の解析を行った。

Promoterは E-boxを含む Twist1 promoterを使

用した。DEC1 発現 plasmid は濃度依存的に

Twist1 転写活性を抑制した。また、E-box に

mutation を作製し、luciferase assay で DEC1

強制発現によっても、Twist1転写活性に影響

を受けなかった。DEC1および Twist1の発現

を Western blot 法で明らかにした。さらに、

ChIP assay を用いて DEC1が Twist1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 Twist1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 Twist1の precipitateする量が抑制した。 
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