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研究成果の概要（和文）：　DEC2の発現が消失している一部の口腔扁平上皮癌細胞株に、DNAメチル化阻害剤（5-アザ-
2`-デオキシシチジン、以下5-Aza）やヒストン脱アセチル化阻害剤（trichostatin A、以下TSA）を処理することでDEC
2発現が回復し、また、Human Methylation Bead Chipを用いてメチル化解析を行い、DEC2がエピジェネティックな制御
を受ける遺伝子の候補となることが示唆された。さらに、口腔扁平上皮癌細胞株を移植したマウスに放射線照射し、低
酸素領域および低酸素関連遺伝子の発現への放射線照射の影響を解析し、放射線照射によるDEC2の発現が増加すること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Basic-helix-loop-helix (bHLH) transcription factor DEC2 (BHLHB3/Sharp1) regulates 
cell proliferation and apoptosis. In this study, we showed that cell treatment with the demethylating agen
t 5-aza-2-deoxycytidine and histone-deacetylating agent TSA resulted in the recovery of DEC2 mRNA and prot
ein expression in some oral cancer cell lines. Hypermethylated CpG island sequences encompassing the DEC2 
gene promoter were identified. Furthermore, mice implanted with oral cancer cell lines induced the express
ion of DEC2 and other hypoxia-related genes. Thus, our data showed the state of hypermethylation of CpG is
lands in the DEC2 gene promoter region and the irradiation effect on DEC2 expression in oral cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 
bHLH（塩基性ドメイン - ヘリックス 

– ループ – ヘリックス）型転写因子 DEC

は、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、免疫機能、

分化、アポトーシス、癌と転移にも関与し

ている。申請者らの最近の研究で、低酸素

によって誘導された DEC2 が VEGF

（Vascular endothelial growth factor, 血

管内皮増殖因子）発現を負に制御すること

を報告した（Sato F, Bhawal UK et al. 

Genes Cells 13; 131-144: 2008）。低酸素条

件下で誘導された HIF-1 は HRE (hypoxia 

response element) に結合することで

VEGF の転写活性化を起こすが、そのとき

DEC2 は HIF-1 への結合を介して HIF に

よる転写活性化を抑制する機能を有する。 

癌組織の増殖とともに、癌組織内部は低

酸素状態にさらされている。そして癌進展

において、低酸素により誘導されたHIF-1

がVEGFの転写を促進する結果、癌組織内

部の血管新生を促進し癌の浸潤・転移を引

き起こしている。そこで、癌進展抑制の観

点から、申請者らは、VEGFの転写を負に

制御するDEC2を標的とした分子治療を目

指し、基礎的研究を行っている。DEC2の

発現は、正常組織に比べ癌組織では低いこ

とが報告されており、それに関連し申請者

は、DEC2の発現が消失している一部の口

腔扁平上皮癌細胞株に、DNAメチル化阻害

剤（5-アザ-2`-デオキシシチジン、以下

5-Aza）やヒストン脱アセチル化阻害剤

（trichostatin A、以下TSA）を処理するこ

とでDEC2発現が回復し、DEC2がエピジェ

ネティックな制御を受ける遺伝子の候補と

なる可能性を示唆する予備データを得てい

る。 
２．研究の目的 

本研究は口腔癌における DEC2 のエピ

ジェネティックな制御機構の解明、また in 

vivo にて口腔癌における DEC2 を含む低

酸素関連遺伝子の経時的な発現機構を明ら

かにする。 

 
３．研究の方法 

1. DEC2のエピジェネティックな制御機構

の解明 

(1) バイサルファイトシークエンシング法

を用いて口腔扁平上皮癌細胞株およびヒト

癌組織における DEC2 の DNA メチル化を

明らかにする。 

(2) Methylation Bead Chipを用いて口腔扁

平上皮癌細胞株におけるDEC2のメチル化

を明らかにする。 

(3) Chip-on-chipを用いて、口腔扁平上皮癌

におけるメチル化、ヒストン修飾、DNA複

製/修飾/修復といった主要メカニズムを明

らかにする。 

2. In vivo 光イメージングを用いた低酸素

領域および低酸素関連遺伝子の解析 

(1) 低酸素応答レポーター

5HRE-Luciferase を用いて、In vivo 光イ

メージングより経時的な低酸素領域を明ら

かにする。また、それに伴う、低酸素関連

遺伝子の発現を明らかにする。 

(2) 融合タンパク質プローブを用いて、In 

vivo 光イメージングより経時的な低酸素

領域を明らかにする。 

3. 放射線照射による低酸素領域および低

酸素関連遺伝子の解析 

放射線照射による口腔扁平上皮癌の低酸素

領域および低酸素関連遺伝子発現に及ぼす

効果を、In vivo 光イメージングより明らか

にする。 

４．研究成果 

DEC2 の発現が消失している一部の口腔扁



平上皮癌細胞株に、DNA メチル化阻害剤

（5-アザ-2`-デオキシシチジン、以下 5-Aza）

やヒストン脱アセチル化阻害剤（trichostatin 

A、以下 TSA）を処理することで DEC2 発

現が回復し、また、Human Methylation Bead 

Chip を用いてメチル化解析を行い、DEC2

がエピジェネティックな制御を受ける遺伝

子の候補となることが示唆された。さらに、

口腔扁平上皮癌細胞株を移植したマウスに

放射線照射し、低酸素領域および低酸素関

連遺伝子の発現への放射線照射の影響を解

析し、放射線照射による DEC2 の発現が増

加することが示唆された。 
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