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研究成果の概要（和文）：子宮内膜癌における転写因子DEC1とDEC2の発現解析を行ったところ、DEC1とDEC2はい
ずれもmRNAレベル、蛋白レベルにおいて病期IA期で高発現を認め、IB期以上の浸潤癌においては明らかな発現低
下を認めた。DEC1、DEC2は癌細胞の浸潤能を抑制した。DEC1、DEC2の標的遺伝子としてTWIST1を同定した。
DEC1、DEC2は二量体を形成し、TWIST1のプロモーター領域への結合をSP1と競合することによりTWIST1の転写を
抑制することから、この機序により癌の浸潤を抑制することが示唆された。以上の結果を論文として発表した
（Asanoma et al., 2015）。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we demonstrated that the expression of DEC1 and DEC2 
was controlled in a pathological stage-dependent manner in human endometrial cancer (HEC). Our in 
vitro assays showed that DEC1 and DEC2 suppressed tumor cell invasion. DEC1 and DEC2 also suppressed
 the transcription of the EMT effector, TWIST1. We elucidated that the transcription factor SP1 was 
involved in the basal transcriptional activity of TWIST1 and that DEC1 and DEC2 competed with SP1 
for DNA binding to regulate the gene transcription. We presented these results as a paper (Asanoma 
et al., 2015).
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１．研究開始当初の背景 
我々は以前より子宮体癌の増殖・浸潤に関
わる分子機構の研究を行ってきた。成果とし
ては我々が以前、絨毛癌抑制遺伝子として同
定した新規ホメオボックス遺伝子 HOPX
（NECC1）が子宮体癌についても造腫瘍能抑
制効果を持つことを証明した（Asanoma et 
al., 2003; Yamaguchi and Asanoma et al., 
2009）。我々は HOPX が bHLH 型の転写因子で
ある DEC1 の発現を下げることを見出した。
さらに我々の予備実験によると DEC1 の mRNA
レベルは正常子宮内膜に比べて子宮体癌で
増加しており子宮体癌の癌化や進展におい
て何らかの機能を持つことが予想される。
DEC1、DEC2 については以前より細胞の増殖や
分化を制御する転写因子としてさまざまな
細胞種において研究がなされてきた。しかし、
子宮体癌においてはほとんど知見がなかっ
た。 

 
２．研究の目的 
子宮体癌の進展における DEC1、DEC2 の機
能を明らかにするとともに DEC1、DEC2 の標
的遺伝子の転写調節機構を明らかにすこと
を目的とした。本研究で特に焦点を当てた
DEC1、DEC2 の機能はこれまで知見のほとんど
ない癌の浸潤と上皮間葉移行である。 
 
３．研究の方法 
(1)DEC1 と DEC2 の発現解析：早期から進行期
の子宮体癌（内膜癌）の組織検体を用いて
DEC1、DEC2 の発現を real-time RT-PCR 法な
らびに免疫組織染色法によってmRNAレベル、
タンパクレベルで発現解析を行った。 
(2) DEC1、DEC2 の子宮体癌細胞における上皮
間葉移行、浸潤能における機能解析：DEC1、
DEC2 を発現している HHUA 細胞で DEC1、DEC2
をノックダウンする、または DEC1、DEC2 を
発現していない HEC1、HEC6、Ishikawa 細胞
に DEC1、DEC2 を強制発現させて上皮間葉移
行のマーカー遺伝子の発現、細胞浸潤能を観
察した。 
(3)DEC1、DEC2 の標的遺伝子の同定とプロモ
ーター解析：DEC1、DEC2 の発現を操作した際
に生じる上皮間葉移行のマーカー遺伝子の
発現変化から標的遺伝子の候補を抽出した。
この中で特に TWIST1 に焦点を絞りそのプロ
モーター領域を様々な長さで有するレポー
ターを作成し、DEC1、DEC2 が標的とする部位
を同定した。さらにゲルシフト解析、クロマ
チン免疫沈降法を用いてそこに結合する SP1、
DEC1、DEC2 と TWIST1 のプロモーター領域と
の相互作用を検討した。 
(4)SP1 と DEC1、DEC2 の相互作用の解析：
TWIST1 プロモーターの GC 豊富な近位領域に
SP1、DEC1、DEC2 のいずれもが結合すること
が分かった。そこで、SP1、DEC1、DEC2 の相
互作用を免疫沈降法を用いて検討した。 
(5)SP1 阻害による効果解析：DEC1、DEC2 が
SP1 の DNA 結合を阻害することにより TWIST1

の転写を阻害することが分かったことから
SP1 のノックダウンや SP1 阻害剤 WP631 を用
いることにより DEC1、DEC2 の発現と同様の
作用が得られるかを細胞浸潤能、レポーター
解析、ゲルシフト解析を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1)DEC1 と DEC2 の発現解析：DEC1、DEC2 の
発現は mRNA レベル、タンパクレベル共に IA
期で高く、IB 期以上で低かった。また、下記
で DEC1、DEC2 の標的遺伝子として同定した
TWIST1 の発現も同じ検体で調べたところ、
DEC1 と TWIST1；DEC2 と TWIST1 の発現は逆相
関を示した。さらに、DEC1 と DEC2 の発現は
高い正の相関関係を示した。 
(2) DEC1、DEC2 の子宮体癌細胞における上皮
間葉移行、浸潤能における機能解析：HHUA 細
胞で DEC1、DEC2 をノックダウンすると、上
皮系マーカーの発現が低下し、間葉系マーカ
ーの発現が上昇し、細胞浸潤が上昇した。ま
た、HEC1、HEC6、Ishikawa 細胞に DEC1、DEC2
を強制発現させると逆の現象が観察された。
DEC1とDEC2の作用は上皮間葉移行を抑制し、
細胞浸潤を抑制する点では同様であったが、
同じ発現量では特に DEC2 の作用が顕著であ
った。 
(3)DEC1、DEC2 の標的遺伝子の同定とプロモ
ーター解析：DEC1、DEC2 の標的遺伝子として
TWIST1 に焦点を絞り解析した。そのプロモー
ター領域を-1876～+418 から近位に向けて削
っていき、様々な長さで有するレポーターを
作成し、DEC1、DEC2 の反応性を確認していっ
たところ最終的に DEC1、DEC2 が標的とする
部位を GC 豊富な近位領域：+151～ +184 と同
定した。この領域は DEC1、DEC2 の反応性を
規定するとともに転写因子SP1の作用する候
補配列であることが分かった。そこでゲルシ
フト解析で確認したところ、SP1 のみでなく
DEC1、DEC2 も+151～+184（SP1BS）と結合す
ることが分かった。また、SP1 と SP1BS との
結合は DEC1、DEC2 の存在下において低下す
る結果が得られた。さらにクロマチン免疫沈
降法を用いて解析したところ、ゲルシフト解
析と同様に DEC1、DEC2 発現下において SP1
と SP1BS との結合が低下した。さらに DEC1、
DEC2 非存在下においては PCAF が、存在下に
おいては HDAC1 が SP1BS に結合していた。 
(4)SP1 と DEC1、DEC2 の相互作用の解析：
TWIST1 プロモーターの SP1BS に SP1、DEC1、
DEC2 のいずれもが結合することが分かった。
そこで、SP1、DEC1、DEC2 の相互作用を免疫
沈降法を用いて検討した。SP1 は DEC1、DEC2
の いずれとも結合せず、 DEC1-DEC1 、
DEC1-DEC2、DEC2-DEC2 の結合は認めた。特に
DEC2-DEC2 の複合体は他の 2 つに比べて格段
に多く、ホモ二量体形成能が高いことが示唆
された。DEC1 より DEC2 の方が作用が強い原
因として、DEC1 よりも DEC2 の方が二量体を
形成しやすく、転写抑制効果が発揮しやすい
ことが示唆された。 



(5)SP1 阻害による効果解析：SP1 のノックダ
ウンにより上皮間葉移行と細胞浸潤は抑制
された。また、同時に TWIST1 の転写・プロ
モーター活性も抑制された。SP1阻害剤 WP631
を用いたところ、SP1 ノックダウンと同様に
上皮間葉移行と細胞浸潤は抑制された。また、
同時に TWIST1 の転写・プロモーター活性も
抑制され、この作用は SP1 と SP1BS との結合
阻害を介するものであることが分かった。 
以上の結果を論文として発表した（Asanoma 
et al., 2015）。 
(6) DEC1 と DEC2 の発現制御機構の解明：上
述したように子宮体癌において、DEC1と DEC2
の発現量は mRNA レベル、タンパクレベルの
両方において高い正の相関を認めた。このこ
とから DEC1 と DEC2 の転写が共通の機構によ
り制御されていることが示唆される。DEC1 の
プロモーターを様々な癌種で解析した研究
によると、癌化の過程で DEC1 のプロモータ
ー領域のメチル化は明らかな変化を示さな
いことが報告されている。そこで我々はその
他の機構があると考え、マイクロ RNA に注目
した。TargetScan と miRanda のアルゴリズム
を用いて解析したところ、DEC1 と DEC2 の 3’
非転写領域に共通するマイクロ RNA family
の結合配列（seed 配列）を見出した。このマ
イクロ RNA family のひとつを子宮内膜癌の
細胞株に遺伝子導入すると、予想通り DEC1
と DEC2 の発現が低下し、細胞の浸潤能が亢
進した。この結果は当該マイクロ RNA family
が DEC1 と DEC2 の発現が低下させ、細胞の浸
潤能を亢進させることを示唆する結果であ
る。今後さらに発現解析・機能解析を進め、
DEC1 と DEC2 を介した癌抑制機構を明らかに
していく予定である。 
(7) アクチン結合分子Calponin1は卵巣癌の
播種に関わる：アクチン結合分子 Calponin1
が卵巣癌の播種に関わることが知られてい
たが、その詳細なメカニズムは不明であった。
そこでCalponin1の部位特異的な機能解析を
行った。様々な欠損変異体を作成し、細胞に
おける局在や細胞の増殖・浸潤・運動能を検
討し、Calponin1 の癌抑制機能に必須な最小
領域を同定した。同定した小さなアクチン結
合部位のみで細胞質でのアクチン重合を促
進し、同時に卵巣癌の増殖・浸潤・運動能を
抑制することが分かった（Yamane et al., 
2015）。当研究代表者が研究の指導を行い、
corresponding author を務めた。 
(8) 妊娠高血圧腎症の胎盤線維芽細胞は活
性化したTGFB1シグナルにより線維化を促進
させている：妊娠高血圧腎症患者の胎盤は、
線維化が促進されており、線維化シグナルが
活性化されている。胎盤から線維芽細胞を単
離して解析したところ、妊娠高血圧腎症由来
の線維芽細胞においてもTGFB1をはじめとす
る線維化シグナルが活性化されており、機能
的にも線維化能が高いことが示された。この
線維芽細胞の線維化能には活性化した TGFB1
シグナルが必須であり、胎盤の線維化に

TGFB1 シグナルが深く関わっていることが示
唆された。この結果を論文にまとめ、現在、
投稿準備中である。当研究代表者が研究の指
導を行い、corresponding author を務める。 
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