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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：動物の概日リズム調節を司る分子時計機構

に関与する遺伝子である DEC1 および DEC2 のリズム発現調節機構解明とそれらの生体内での役

割を特に脂質代謝関連遺伝子の発現調節を解明することを目的とし、以下の成果を得た。核内

受容体 RORが DEC1 および DEC2 遺伝子の新たな調節因子であることを見いだし、DEC1 遺伝子

及び DEC2 遺伝子プロモーターに応答エレメントを同定した。さらに脂肪分化能した 3T3-L1 培

養細胞系においてこの調節系が機能していることを見いだし、RORが DEC1 および DEC2 遺伝子

の調節することで脂肪分化に抑制的に作用していることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：DEC1 and DEC2 are involved in various biological phenomena 
including clock systems, cell differentiation, and metabolism. I identified novel nuclear 
receptor response elements, ROR-response elements, in Dec1 and Dec2 promoters. I also 
examined expression of Ror Dec1, and Dec2 in differentiating 3T3-L1 adipocytes. The 
results suggested that ROR suppresses adipogenic differentiation at a later stage of 
differentiation by RORE-mediated stimulation of Dec1 and Dec2 expression. 
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１．研究開始当初の背景 
動物の概日リズム調節機構の分子レベルで
の解析は 20 種類ほどの時計関連遺伝子のク
ローニングにより、この数年で著しく進展し
た。申請者らが単離したbHLH型転写因子DEC1
と DEC2 は生物時計の中枢とされる視交差上
核でリズム発現を示し、分子時計機構に関わ
る構成因子であることを明らかした。時計遺

伝子は肝臓・筋肉・脂肪組織など各末梢組織
にも発現しており、光以外にも食餌条件など
影響を受けている。各組織で発現している遺
伝子の数-10％程度は有意な概日リズムを持
つことが知られている。それらの中には脂質
代謝および糖代謝の調節酵素遺伝子が含ま
れており、時計遺伝子の末梢臓器での代謝酵
素のリズム調節因子としての役割も示唆さ
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れている。 
 
２．研究の目的 
本研究はこれらリズムを伴う代謝酵素の遺
伝子転写調節における DEC1、DEC2 などの時
計遺伝子の役割を明らかにすることを目的
とした。これまでの時計遺伝子の肝臓などに
おける標的遺伝子と思われる脂質代謝酵素
などの解析からさらにその他の臓器や標的
遺伝子へ研究対象を拡張し、脂質代謝酵素の
遺伝子などのリズム発現をしている調節酵
素の発現制御への DECおよびその他のリズム
調節因子の関与を解析し、脂質代謝が関与す
るメタボリックシンドロームなどにおける
時計遺伝子の持つ意義を明らかにすること
を目指した。 
 
３．研究の方法 
Dec1, Dec2遺伝子に存在する応答配列を検索

するためにマウス Dec1 プロモーター、Dec2
プロモーターを組み込んだルシフェラーゼ

レポーターを構築し、ROR, REV-ERB発現プ

ラスミドと組み合わせてHepa1c1c7ヘパトー

マ細胞に FuGENE HD を用いて導入し、ル

シフェラーゼレポーターアッセイを行った。

さらに DEC1 および DEC2 の分子時計機構にお

ける調節と役割の解析と標的遺伝子を検索

するために、それぞれのノックアウトマウス

を用いて末梢組織での発現様式の日内変動

について、標的遺伝子候補となる遺伝子の

mRNA 発現をリアルタイム PCR 法で解析した。

その際、食餌条件を高脂肪食や、高炭水化物

食にした。またインスリンや糖尿病状態にす

る条件などを与えた。さらにDEC1およびDEC2

による発現調節機構を分子レベルで詳細に

調べ、時計遺伝子と代謝酵素リズム発現の関

連を解析した。 

 
 
４．研究成果 

これまでの研究に基づき、DECの標的遺伝子を

脂肪酸代謝関連酵素に拡げ、それらの特に脂

肪組織でのリズム調節におけるDEC1、DEC2や

その他の時計遺伝子の役割をリズム刺激のイ

ンプットとアウトプットの両面から明らかに

することを目的とした研究を行い、以下の成

果を得た。 

① 核内受容体ROR・がDEC1およびDEC2遺伝子

の新たな調節因子であることを見いだし、

DEC1遺伝子プロモーターに一箇所、DEC2遺

伝子プロモーターに2箇所のROR・応答エ

レメントが存在することを明らかにした。

プローモーターアッセイにより、脂肪分化

能した3T3-L1培養細胞系やHepa1c1c7ヘパ

トーマ細胞においてこの調節系が機能し

ていることを見いだした。それらの結果を

合わせて、ROR・がDEC1およびDEC2遺伝子

の調節することで脂肪分化に抑制的に作

用していることが明らかになった。図はマ

ウスDec1プロモーター、Dec2プロモーター

と同定されている２つのROR応答配列A、B

を含むマウスBmal1プロモーターを組み込

んだルシフェラーゼレポーターを構築し、

ROR, REV-ERB発現プラスミドと組み合

わ せ て Hepa1c1c7 ヘ パ ト ー マ 細 胞 に

FuGENE HDを用いて導入し、ルシフェラ

ーゼレポーターアッセイを行った結果を

示す。 

 
 

② DEC1 ノックアウトマウスの脂肪組織にお
いて中性脂肪代謝に関わる一群の遺伝子
に加えて、脂肪分化調節に関わる遺伝子も
DEC1 の標的遺伝子であることを見いだし
た。それらはリズム発現をしており、DEC1
が重要な働きをしていることを見いだし
た。具体的には野生型マウスの脂肪組織で
は c-Fosと Srebp1a以外の 16遺伝子がリ
ズム発現を示した。特に c-Jun, Cebp 
Cebp Cebp Klf4, Klf15, Pparなど 7
遺伝子は ZT10 にピークを持つ概日リズ
ム発現を示した。一方、Dec1 ノックアウ
トマウスではこれらの遺伝子は夜間 
(ZT16, ZT22)で発現が上昇し、リズム性が
減少するか位相が移動した。中性脂肪代謝
関連遺伝子については、脂肪酸取り込み 
(Lpl, Cd36, Acsl1) 、中性脂肪再合成 
(Gpat3, Agpat2, Lipin1, Dgat2)、油滴の
コートタンパク  (Plin, Adfp, Cidec, 



S3-12)、脂肪酸放出 (Atgl, Lipe, Mgll)に
関わる 14 遺伝子全てに、野生型マウスで
ZT10にピークを持つ緩やかな概日リズム
が観察された。しかし、Dec1 ノックアウ
トマウスでは夜間 (ZT16, ZT22)で発現が
上昇したため、リズム性が無くなるか位相
が移動した。 

③ 高脂肪食を与えた実験では野生型は体重
増加を示したのに対し、Dec1 ノックアウ
トマウスでは体重増加が低かった。このこ
とは明らかに DEC1 が脂質代謝系に多大
な影響を持つ調節因子であることを示し
ている。 
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