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第１章 緒論 
 

地球上の生物には外界の環境に適応するための仕組みが存在し、そのひとつに地球

の自転によって生じる 24 時間周期の明暗サイクルに同調した体内リズムがある。哺

乳類では、昼夜のシグナルは光刺激として網膜視床下部路を通して、体内時計の中枢

である視床下部の視交叉上核 (suprachiasmatic nucleus, SCN)に伝えられる。SCN

では時計遺伝子からなる分子時計機構による 24 時間周期の概日リズム発振機構が作

動する。そして、そのリズムシグナルは神経伝達あるいは液性因子などを介して、脳

のその他の部位や末梢組織へ伝えられ、同様の時計遺伝子からなる末梢時計を同調さ

せ、睡眠・覚醒、摂食行動、血圧、ホルモン分泌、免疫応答、及び各組織特有の代謝

リズムを支配する。中枢時計に対しては自然光あるいは人工的な光が同調因子となる

が、末梢時計には光以外に、食事条件、ストレス、薬物摂取などさまざまな環境因子

も影響する。 

体内時計の分子機構については近年急速に明らかになりつつある。一番大きなブレ

ークスルーは時計遺伝子の発見であり、ショウジョウバエの変異体の実験からリズム

変異体が数種類発見され(1)、そこから時計遺伝子 Period遺伝子がクローニングされ

た(2, 3)。時計遺伝子が高等動物でも存在するか否かは不明であったが、その後哺乳

動物でも Period1 が発見され(4, 5)、さらに行動リズム変異ミュータントからのポジ

ショナルクローニングにより Clock遺伝子が発見された(6, 7)その後も Period2 (8, 9)、

Period3 (10, 11)や Bmal1 (12)、Cryptochrome1 (13)、Dec1 (differentiated embro 

chondorocyte 1)、Dec2 (14)などの時計遺伝子が発見され、現在では二十種類の時計

遺伝子ファミリーが知られている。 

 哺乳動物の分子時計系では、ベーシック・ヘリックス・ループ・ヘリックス型(bHLH)
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の転写因子である CLOCKと BMAL1はヘテロ二量体を形成し、Dec1などの時計遺

伝子に存在する E/E’-box (CACGTG, CACGTT)に結合して転写を促進する(図１)。そ

して転写、翻訳された DEC1タンパク質はホモ二量体を形成し、CLOCK-BMAL1の

転写活性を抑制することによりネガティブフィードバックループを構築する(8, 13, 

15)。 

 

図 1. 分子時計機構における Dec1 の発現調節と核内受容体の役割 

 Dec1 遺伝子の調節領域にもある E-box (CACGTG)に CLOCK:BAML ヘテロ二量体が結合し、遺伝子発現

を活性化する。産物であるタンパク質は抑制因子として、自ら遺伝子発現を抑制し、それによって 24

時間のリズムを作る。また、核内受容体 REV-ERBαや RORαは BMAL1 など RORαと REV-ERBαに対する共通

の応答配列 RORE を持つ遺伝子の発現を調節する。この機構により形成された各時計遺伝子のリズムが

その他の遺伝子を標的とする形で出力される。DEC1 遺伝子上流には E-box 以外に核内受容体の応答配

列 RORE のエレメントの一部となる AGGTCA モチーフがマウスで 5箇所、ヒトで 4箇所存在している。 

 

同様に、DEC2や PER (PER1, PER2, PER3), CRY (CRY1, CRY2)ネガティブフィー

ドバックループを形成し、これらは互いに連動しあっている。複数の時計遺伝子が連

動的なネットワーク(主要ループ)を形成することにより、体内時計機構が頑強に維持
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されている。一方、核内受容体である ROR (RORα, RORβ, RORγ)および REV-ERB 

(REV-ERBα, REV-ERBβ)はそれらの応答配列 (RORE)（図 3A 参照）を介して

Bmal1 と Clock 遺伝子の転写をそれぞれ促進及び抑制することにより概日リズムを

維持し、主要ループを支持するサブループを形成する(14, 16-19)。 

Dec1は、ヒト軟骨からサブトラクション法でクローニングされた bHLHとオレン

ジドメインを持つ転写因子である(15)。DEC1は上に述べた時計機構での役割以外に

細胞分化にも関与する。DEC1は発生過程の成長板、成長軟骨において、内軟骨性骨

形成を促進する(20)。また、Dec1プロモーター上の低酸素応答エレメント(HRE)に、

低酸素応答転写因子 HIF-1αが結合し DEC1の発現を誘導することにより、低酸素に

よる軟骨分化の促進が起こる(21, 22)。筋肉分化では、DEC1はMyoDと結合するこ

とにより、分化を抑制する(23)。DEC1は T細胞、B細胞の初期分化、B細胞の後期

活性化と最終分化にも関与している(24)。さらに SP1や SREBP1とヘテロ二量体形

成によりGC-boxやSREを介してアポトーシスを促進する(25)。また、YunらはDEC1

が PPARγを介して 3T3-L1細胞の脂肪分化を抑制することや(26)、Iwataらも DEC1

過剰発現が間葉系幹細胞の脂肪分化を抑制することを報告しているが(27)、その分子

機構は明らかでない。 

Dec1 遺伝子の発現調節機構についてはこれまで多くの報告がある。E/E’-box 

(CACGTG, CACGTT)を介したBMAL1:CLOCKによる転写促進とDEC1自身による

転写抑制(15)によるもの、HREを介した HIF-1αによる促進(21, 22)に加えて、SMAD

を介した TGF-βによる促進(28)、LXREを介したオキシステロールをリガンドとする

核内受容体 LXRα (NR1H3)による促進(29)などが報告されている。 

Dec1 遺伝子プロモーターの上流には核内受容体の応答エレメントの一部となる

AGGTCAモチーフが複数（マウスでは 5個、ヒトでは 4個）見つかっている(29)。
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その一つは LXRα応答配列 (LXRE)であるが、他の核内受容体の関与も考えられる。

予備実験でオーファン受容体 RORα (NR1F1)は、Dec1プロモーター活性を促進した

（未発表データ）。RORαも時計遺伝子であるが、脂肪分化を抑制する(30)。これまで

の研究では RORαは本来促進因子であるにもかかわらず(31)、脂肪分化過程で PPARγ

と C/EBPαの C/EBPβ/δによる誘導を抑制すると示唆されている。しかし RORαによ

る脂肪分化抑制の少なくとも一部は DEC1 経由ではないかと推測された。DEC1 の

脂肪分化の抑制機構については充分に解明されておらず、また脂肪分化抑制機構にお

ける DEC1の標的遺伝子に関しても不明な点が多い。 

 本研究では、RORαによる Dec1 発現の制御機構を解析し、さらに Dec1 ノックア

ウトマウスを用いて脂肪分化と脂質代謝における DEC1 と RORαの役割を探究した

(図 1)。 
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第 2 章 材料および方法 

 
細胞培養 

 マウスの肝臓ガン細胞 Hepa1c1c7, マウス胎仔由来線維芽細胞株 NIH3T3、マウス

前駆脂肪細胞 3T3-L1 (理化学研究所バイオリソースセンター, セルバンク, 茨城)を、

10% ウシ胎仔血清 (Hyclone, Logan, UT, USA)、100 units/mL ペニシリン、10 

µg/mL ストレプトマイシン(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を含む Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)を用いて、

5% CO2条件下にて 37 ºCで培養した。 

 
3T3-L1 細胞の脂肪分化 

 3T3-L1 細胞を 10% ウシ胎仔血清 (Hyclone)、100 units/mL ペニシリン、10 

µg/mL ストレプトマイシン(P/S)を含む DMEMを用いて、5% CO2条件下にて 37 ºC

で培養した。コンフルエント 2日後から 10 µg/mL insulin (和光純薬, 大阪), 1 µM 

dexamethasone (Sigma Aldrich), 500 µM 3-isobutyl-1-methylxanthine (和光純薬)

を含む脂肪分化誘導培地に交換し、その後 2日ごとに 3回、10 µg/mL insulinを含む

脂肪分化維持培地に交換した。 

 

Dec1 ノックアウトマウス 

 Dec1ノックアウトマウスは、inGenious Targeting LaboratoryでC57BL/6J マウ

スを用いて作られた(32)。雄性の生後4~6ヶ月の野生型マウスとDec1ノックアウトマ

ウスを12h:12hの明暗条件下で2~3週間飼育し、点灯4時間後から６時間ごとに、各

グループ3匹ずつ合計24匹屠殺し、腹腔内鼠径部白色脂肪と肝臓を採取した。 
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RNA 抽出および定量リアルタイム PCR 

 RNAは TRIzol reagent (Invitrogen)を用いて抽出し、total RNAは RNeasy mini 

kit (QIAGEN, 東京)を用いて精製した。Total RNA (0.5 µg)から ReverTraAce (東洋

紡, 大阪)を用いて cDNA を合成し、ABI Prism 7900 sequence detection system 

(Applied Biosystems, Van Allen Way Carlsbad, CA, USA)を用いてリアルタイム

PCR 解析を行った。各遺伝子の測定にはそれぞれに特異的な customized Taqman 

probe と primer の組み合わせ(表 1)、あるいは Universal Probe Library (Roche 

Diagnostics,  Mannheim, Germany)およびプライマーの組み合わせ(表 2)を

用いた。また、RNAの量と質の検定のために 260 nmと 280 nmの吸光度比を測定

し、さらに 18S rRNA量を測定した。 

 
表 1. Customized Taqman probe と primer 
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表 2. Universal Taqman probe と primer 

 

 

ルシフェラーゼレポータープラスミドの作製 

 Dec1 上 流 の 遠 位 側 の ROR 応 答 配 列 (RORE) を 含 む サ イ ト

(GTAAATTCAAGGTCAAAAT)を 3つ連結した２本鎖DNA断片を表 3に示すオリゴ

ヌクレオチドより作製し Dec1-ROREとした。同様に GTAAATTCAAGAACAAAAT

（下線部に変異）を 3つ連結した Dec1-RORE (mutated)と ROREのコア配列中の 5

番目の塩基 Aを Tに変えたもの GTAAATTCTAGGTCAAAAT （下線部に変異）を

3つ連結した Dec1-RORE (mutated A→T)を作製した。また、Bmal1遺伝子上流の

遠位側の RORE サイトを 3つ連結した２本鎖 DNA断片を表 3に示すオリゴヌクレ

オチドより作製して、Bmal1-RORE-Bとした。さらに PPARγ応答配列 (PPRE)のコ

ンセンサス配列 (AGGACAAAGGTCA) を含む配列を 3つ連結した２本鎖DNA断片

とLplのプロモーター領域で同定されているPPREの配列 (TGCCCTTTCCCCT) を

含む配列を 3つ連結した２本鎖DNA断片を表 3に示すオリゴヌクレオチドより作成

した。それぞれの upper strandと lower strandのオリゴヌクレオチドを 100 µMに

TE buffer に溶解し、同量混合後、85 ℃に熱し、徐々に室温に下げることによって

アニーリングさせ、２本鎖 DNAを調製した。それらの２本鎖 DNA断片を pGL4.26 
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(Invirogen)ベクターの Nhe1 siteと Xho1 site に Ligation High (東洋紡)を用いて組

み込んだ。これらのベクターで大腸菌 DH5αを形質転換し、LB寒天培地に播種し多

数のコロニーを得た。各クローンを LB液体培地で 37 ºC、一晩振盪培養し、プラス

ミドを Hispeed Plasmid Midi kit (QIAGEN)を用いて精製した。得られたプラスミド

に目的の配列が挿入されていることを Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)

を用いて確認した。  

 Dec1 (4 kb)-luciferase reporterプラスミドと DEC1発現プラスミドは Kawamoto

ら(15)のものを用いた。核内受容体応答配列を含む図 2C に示す Dec1 プロモーター

断片を組み込んだ luciferase reporter プラスミドと REV-ERBα発現プラスミドは、

Noshiroらによって作製されたものを用いた(29)。Bmal1 (229 b)-luciferase reporter

プラスミドは大西芳秋博士 (産業技術総合研究所)より、RORα発現プラスミドは池

田正明博士（埼玉医科大学ゲノム医学研究センター）より、PPARγおよび RXRαは槇

島誠博士（日本大学医学部生化学講座）より供与された。 

 
表 3. 各応答配列のクローニング用オリゴヌクレオチド 

 
 

トランスフェクションとルシフェラーゼレポーターアッセイ 

 96-wellプレートに、Hepa1c1c7細胞、NIH3T3細胞、あるいは 3T3-L1細胞を 1 well

あたり 1x104個播種し、翌日にルシフェラーゼレポーターと、発現プラスミドを組み

合わせて、phRL-TK (0.5 ng)とともに FuGENE HD Transfection Reagent (Roche 
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Diagnostics) または LipofectamineTM LTX試薬 (Invitrogen)を用いてトランスフ

ェクションした。1 wellあたりの DNAの総量は、pcDNA3.1 プラスミドを添加して

同量に揃えた。トランスフェクションから 48 時間後に細胞を回収し、

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI, USA)と TriStar 

LB941 (Berthold Technologies, Calmbacher Str, Germany) を用いて発光量を測定

した。 

 
クロマチン免疫沈降法 

 3T3-L1細胞 2x106個を 10 cmディッシュに播種し、一晩培養した。37% ホルムア

ルデヒド(和光純薬)を 270 µLディッシュに添加し、30分、37 ºCで静置し固定した。

その後 PBSで洗浄し、Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Upstate, 

Chicago, IL, USA)中の bufferで細胞を回収後、氷中で超音波処理を行い、DNAを断

片化した。そこに RORα抗体 (H-65; Santa Cruz Biotechnology, Inc,Santa Cruz, CA, 

USA)、REV-ERBα抗体 (#2124; Cell Signaling Technology Japan)、または抗マウ

ス DEC1 ウサギ抗体 (32)を加え、４ ℃で一晩転倒撹拌した。その後、Dynabeads 

ProteinA (Invitrogen)を用いて免疫沈降を行い、ビーズを洗浄し、DNAを回収した。

これを鋳型とし、Dec1、Bmal1 遺伝子の RORE をはさむプライマーまたは Lpl, 

Perilipin, Resistin, 遺伝子の PPRE をはさむプライマー(表 4)および PrimeStar 

GXL (タカラバイオ, 滋賀)を用いて PCR解析を行い、アガロース電気泳動で検出し

た。 
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表 4. クロマチン免疫沈降法に用いた primer 

 

 
ゲルシフトアッセイ 
 マウス RORαと REV-ERBαのタンパク質を TNT Coupled Reticulocyte Lysate 

System (Promega)とそれぞれの発現プラスミドを用いて in vitroで合成した。コン

トロール標品はベクターのみを用いて調製した。プローブとして用いたDec1-RORE、

Dec1-RORE (mutated)、Bmal1-RORE-B、Bmal1-RORE-B (mutated)の２本鎖 DNA

は表５のオリゴヌクレオチドを用いて上に述べた方法でアニーリングして作製した。

各プローブは DNA polymerase 1 Klenow fragment (タカラバイオ)と［32P］-dCTP

で標識した。32P標識プローブ(10,000 c.p.m)を、10 mM Tris/HCl (pH 8.0), 50 mM 

NaCl, 5 mM MgCl２, 0.5 mM dithiothreitol, 10%(v/v) glycerol, 0.1 µg/µl poly 

(dI-dC)含有バッファー内で合成タンパク質とともに、室温で 20分間インキュベート

した。競合実験では、プローブを加える前に合成タンパク質とプローブの 100倍過量

の非標識 DNAを 15分間インキュベートした。タンパク質-DNA複合体を 6% (w/v) 

polyacrylamide/TBE (Tris/borate/EDTA)ゲル電気泳動で分離後、オートラジオグラ
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フィーで検出した。 

表 5. ゲルシフトアッセイに用いた RORE 応答配列のオリゴヌクレオチド  

Upper strand オリゴヌクレオチドと lower strand オリゴヌクレオチドをアニールし、２本

鎖 DNA とし、32P でラベルして実験（図 4）に用いた。  

 

 
オイルレッドＯ染色  

 イソプロパノール 100 mLに、オイルレッドＯ（和光純薬）0.3 gを加え、ポリエ

チレン容器中で 24時間、70 ℃にして保存液を調製した。保存液：水＝６：４に混合

して激しく攪拌後 10分間室温で静置し、上清をフィルター濾過（φ0.45 µm）した。

培地を吸引除去し、PBSで 2回洗浄した。PBSを完全に吸引し、使用液を加えた後

に水で 3回洗浄を行った後に光学顕微鏡 (IX70, オリンパス, 東京)にて撮影した。 
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第 3 章 結果 
 

第 1 節 核内受容体 RORαによる Dec1 発現調節機構  
RORαと REV-ERBαの Dec1, Bmal1  プロモーターへの影響  

 Dec1遺伝子上流領域には、核内受容体の応答配列 ROREのエレメントの一部とな

る AGGTCAモチーフが複数存在したので (図 2A)、RORαと REV-ERBαへ応答する

か否かをレポーターアッセイで検討した。また、Bmal1 (229b)プロモーターをポジテ

ィブコントロールとした。 

 Dec1 (4 kb)プロモーター活性と Bmal１(229 b)プロモーター活性の RORαは強く

促進した(図 2B)。しかし、REV-ERBαは Bmal1 プロモーターを抑制したが、Dec1

プロモーター活性には有意な抑制を示さなかった。次に、様々なサイズの Dec1プロ

モーター断片を組み込んだレポータープラスミド（図 2C）を検討したところ、複数

の AGGTCA モチーフのうち最も下流のモチーフ(-1783 nt)のみを含む領域でも

RORαへの強い応答性を示した(図 2D)。 

 
Dec1 と Bmal1 の RORE エレメントへの RORα, REV-ERBαの影響 

 最下流のモチーフ(-1783 nt)とその周辺配列は ROR 応答配列のコンセンサス配列

（図3A）と一致していたので、これをRORE候補配列 (Dec1-RORE)とした（図3A）。

そして Dec1-RORE 含むレポータープラスミドを構築し、レポーターアッセイにて

RORαとREV-ERBαへの応答性を検討した。その結果Dec1-RORE応答配列はRORα

によって促進されたが、REV-ERBαによっては抑制されなかった。また、Dec1-RORE 

(mutated)は、RORαおよび REV-ERBαによってほとんど影響されなかった。一方、

Bmal1-RORE-Bは RORαによって強く促進され、REV-ERBαによって有意に抑制さ

れた。 
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 (A) 

 

 

(B) 

 
 

図 2. RORαと REV-ERBαの Dec1, Bmal1 プロモーターへの影響 

 マウス Dec1プロモーター（4 kb）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（229 b）を組み込んだルシフェラーゼレポーターを構築し(A)、RORα, REV-ERBα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(B)。Dec1プロモーター上流にある(C)に示す AGGTCA モチーフを含む DNA

断片をルシフェラーゼレポーターに組み込み、RORα発現プラスミドの添加効果を調べた(D)。n=3; 

**p<0.01; ns, not significant.同様の実験を繰り返し行い、再現性を確認した。 
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(C) 

 

(D) 

 

 

REV-ERBαの応答配列は ROREコンセンサス配列と少し異なっている(図 3A，(33, 

34))。REV-ERBα応答配列の 2番目の塩基は Aのみで、５番目の塩基は Tのみであ

るのに対し、ROR応答配列では何れも Aまたは Tである。Dec1-ROREは 5番目の

塩基が A であり、REV-ERBα 応答配列と異なる。この一塩基の違いが REV-ERBα

への応答に関係しているかもしれないので、Dec1-RORE の配列の 5 番目の塩基 A 

(ATTCAAGGTCA)を REV-ERBα応答配列(ATTCTAGGTCA)と同じ塩基に変えた

Dec1-RORE (mutated A→T: ATTCTAGGTCA)を作製し、レポーターアッセイに用

いた。その結果、Bmal1-RORE-Bと同様に REV-ERBαに応答した（図 3B）。また、

RORαによる促進も増大した。すなわち Dec1-RORE は RORαへの応答性はあるが、

一塩基の違いにより REV-ERBαへは応答しない配列であることが判明した。 
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(A)  

Dec1-RORE:    OOGTAAATTCAAGGTCAAAATOx3 
Dec1-RORE (mutated):  OOGTAAATTCAAGAACAAAATOx3 

Dec1-RORE (mutated A→T): OOGTAAATTCTAGGTCAAAATOx3 
Bmal1-RORE-B:OOOOOOOO O AGGCAGAAAGTAGGTCAGGGOOx3 
____________________________________________________________________________________ 

ROR-responsive element:  OOOOOOTATNAAGGTCA  
     OOOOOOATAOTGOOOOO   

 
REV-ERB-responsive element:  OOOOOOAAANTAGGTCA 
     OOOOOOTOTOOGOOOOO 
 

 

(B) 

 

図 3. Dec1 と  Bmal1 の RORE エレメントへの RORα,  REV-ERBαの影響  

 Dec1-RORE, Dec1-RORE (mutated), Dec1-RORE (mutated A→T), Bmal1-RORE-Bの 4エレメン

ト（赤字）を含む配列を 3個繋いでレポータープラスミドを構築した(A)。青字は変異を入れた箇所を

示す。ROR応答配列と REV-ERB応答配列を下に示す(33, 34)。各配列の下段は置換可能な塩基を示

し、下線は ROR 応答配列と REV-ERB 応答配列で選択性のある塩基を示す。レポータープラスミド

と発現プラスミド RORα, REV-ERBαを組み合わせて 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なった(B)。n=3; **p<0.01.同様の実験を繰り返

し行い、再現性を確認した。 
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ゲルシフトアッセイによる Dec1-RORE への RORαの結合の確認 

 核内受容体のDec1遺伝子ROREへの結合を確認するためにゲルシフトアッセイを

行った。Dec1-RORE には RORαが結合したが REV-ERBαは結合しなかった。一方

Bmal1-RORE-Bへは RORαと REV-ERBαの両方が結合した。Dec1-ROREの RORα

の結合と Bmal1-RORE-Bの RORαの結合を比較すると、Bmal1-RORE-Bのほうが

強かった。また競合実験において、ラベルしていない RORE は Dec1-RORE と

Bmal1-RORE-Bに対して強く競合したが、Mutated ROREはほとんど競合しなかっ

た。 

 
図 4. ゲルシフトアッセイ 

 RORα と REV-ERBαタンパク質を in vitro Transcription and Translation System を用いて調製し、

DEC1, BMAL1 の RORE プローブに対しゲルシフトアッセイを行なった。また、競合実験では、100 倍量

の非放射性ラベルのオリゴヌクレオチドを用いた。 

 

クロマチン免疫沈降法での Dec1-RORE への RORαの結合の確認 

 核内染色体上の Dec1 遺伝子 RORE に RORαが結合しているか否かを確認するた

めに、脂肪分化後の３T3 -L1細胞を用いてクロマチン免疫沈降法を行った。Dec1の

RORE 領域では RORαは結合したが (図５上)、REV-ERBαは結合しなかった (図５

下)。一方 Bmal1の RORE領域では RORαと REV-ERBαの両方が結合した。 

 以上の結果より、ルシフェラーゼレポーターアッセイ, ゲルシフトアッセイ、クロ
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マチン免疫沈降法の何れの実験結果も一致して、Dec1-ROREへRORαは結合するが、

REV-ERBαは結合しないことが明らかとなった。 

 
図 5. クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay)  

 3T3-L1 細胞を脂肪分化誘導後 6 日目にサンプリングを行い,レポーターアッセイの結果から同定さ

れた Dec1 の RORE 領域と Bmal１の RORE 領域に対し、RORα, REV-ERBα抗体を用いて共沈してくる DNA

断片について表 4に示すプライマーを用いて PCR を行なった。 

 

Dec1 と Bmal1 のリズム発現の位相 

 多くの報告にあるように Bmal1 と Dec1 のリズム発現のピークは図 6 に示すよう

に互いに半日ずれている。Bmal1 発現は本研究でも確認されたように RORαで促進

され、REV-ERBαで抑制されるが、ZT10 に谷を持つ Bmal1 のリズム発現は逆位相

の REV-ERBαによる抑制によって形成されていると考えられている(35)。しかし、

Dec1発現は REV-ERBαが抑制しないために、図 6に示すよう ZT10-16 にピークを

持つリズムを示すと考えられる。つまり Dec1 発現のリズム形成には Per1, Dbp, 

Rev-erbαと同様に BMAL1-CLOCK-E-box 経路が主要であり(15)、リズム性の低い

RORαはDec1発現を位相に関係なく促進すると考えられた。このことは図6や図10A

の Dec1発現リズムの谷に当たる ZT4, ZT22での Dec1の発現レベルが比較的高いこ

ととも一致する。Bmal1 とリズム発現の位相が同じ遺伝子として他に図 6 に示した

Clock, Npas2などがある。これらの遺伝子のROREはBmal1-ROREと同じくRORα, 

REV-ERBαの両方へ結合性を持つ配列であった。 
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図 6. マウス肝臓での各時計遺伝子の発現様式 

 マウス肝臓から 6 時間毎 (ZT4, 10,16,22)に調製した RNA について遺伝子の発現レベルをリアルタ

イム PCR 法にて解析した。ZT0は点灯時刻、ZT12は消灯時刻とする zeitgeber time (ZT)で表現した。

E-boxが優位に働く遺伝子は ZT10付近にピークを示し、ROREが働く遺伝子は ZT22にピーク、ZT10

が谷となるパターンを示す。 
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第 2 節 3T3-L1 細胞の脂肪分化過程での Dec1 と関連遺伝子の発

現パターン  

3T3-L1 細胞における脂肪分化調節因子の発現 

 3T3-L1 細胞を脂肪分化誘導培地で処理し、誘導前２日から誘導後８日まで経時的

に RNA 回収をした。また脂肪分化はオイルレッド O染色にて確認した(図 7)。脂肪分

化関連転写因子である c-Fos, c-Jun, Klf4の発現レベルが誘導直後に上昇し、ついで

Cebpβなどが上昇し、さらに Cebpαや Pparγ発現レベルが上昇した（図 8A）(36)。

また、Pparγと同じ時期に時計遺伝子である Rorαの発現が上昇した（図 8B）(37)。 

 一方、時計遺伝子 Bmal1, Clock, Per1, Per2は初期に発現が上昇した。Dec1も初

期（0-2日）にリズム性を持った小さな変動を示した（図 8B）。Per1, Per2, Dec1の

リズム性変動は BMAL1/CLOCK-の影響と考えられた。しかし他の時計遺伝子と比べ

て、Dec1は分化後半に Rorα発現にやや遅れて分化後半に発現上昇した。これらの発

現様式から、分化後期における Dec1の発現上昇は BMAL1と CLOCKによる E-box

経路よりも、RORαによる制御が優位であると思われた。 

 脂肪細胞に特徴的であり、中性脂肪代謝に重要な Lipoprotein lipase (LpL), 

Adipose triglyceride lipase (Atgl), Diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2)、油

滴のコートタンパクであるAdipophilinなどの遺伝子はいずれも脂肪分化の中期から

後期に向かって発現が顕著に上昇した（図 8C）。Fabp4 や図 10C の中性脂肪代謝関

連遺伝子Mgll, Perilipin,などを含む 12種の遺伝子発現も脂肪分化伴って上昇する発

現パターンを示した（データ示さず）。Adiponectin, Resistinなどの成熟脂肪細胞が

分泌するアディポサイトカインもほぼ同じようなパターンを示した（図 8C）。また、

分化後期に上昇する遺伝子である、Cebpαや Pparγおよび図 8Ｃに示す遺伝子群は分

化 8日目に低下した。 
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図 7. 3T3 -L1 細胞の脂肪分化における経時的変化 

 3T3-L1 細胞を培養し、インスリン、イソブチルメチルキサンチン、デキサメタゾンを含む培地で分

化誘導をし、２日後ごとに分化維持培地に交換した。誘導前２日から誘導後８日まで経時的に RNA を

回収し、リアルタイム PCR 解析に用いた。脂肪分化をオイルレッド O染色により確認した。 
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(A) 

 
図 8. 3T3-L1 細胞の分化誘導時の遺伝子発現の経時的変化  

(A) 脂肪分化調節因子, (B), 時計遺伝子 (C) 脂肪代謝酵素・アディポサイトカイン。3T3-L1細胞脂肪

分化過程の各遺伝子発現を経時的に定量的リアルタイム PCR法により解析した。 
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(B) 
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(C) 
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脂肪分化前後での RORαの効果の検討 

 本研究の第 1 節で、RORαによる Dec1 発現の上昇が示されたが、3T3-L1 細胞に

おいては Rorαの発現にやや遅れて Dec1 が上昇した。すなわち、本細胞でも RORα

による Dec1発現促進が分化後期に起こることを示唆している。第 1節でのレポータ

ーアッセイはヘパトーマ細胞系を用いたので、3T3-L1細胞の脂肪分化前後での Dec1

プロモーター活性への RORαの作用を検討した。 

 3T3-L1細胞の脂肪分化誘導前 0日と、分化誘導後 6日目の細胞を用いて、レポー

ターアッセイを行った結果、Dec1レポーターと Bmal1レポーターに対して、脂肪分

化誘導後には RORαの促進が見られたが、分化誘導前には全く見られなかった (図 9)。

このことは脂肪分化前後でのRORαのDec1発現促進に正または負に作用する他の制

御因子が存在することを示唆する。 

 
図 9. 3T3-L1 細胞の脂肪分化前後でのレポーターアッセイ  

 分化誘導前 0日と、分化誘導後 6日目の 3T3-L1細胞に、Dec1 (4 kb)-Lucレポーターと Bmal1 (229 

b)-Luc レポーターと発現プラスミド RORαを組み合わせて、LipofectamineTM LTX 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。n=3; *p<0.05; **p<0.01.同様の実験を繰り返し行い、

再現性を確認した。 
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第 3 節 Dec1 ノックアウトマウスを用いた脂肪分化・脂質代謝調
節における DEC1 の標的遺伝子  
 
Dec1 ノックアウトマウスの白色脂肪組織での時計遺伝子の発現 

 まず、Dec1ノックアウトマウスが、時計遺伝子に及ぼす影響を検討した(図 10A)。

野生型マウスでは 12 種の時計遺伝子に振幅は様々であるが概日リズム発現が見られ

た（表 6A）。しかし、Dec1ノックアウトマウスでは Dec2発現が、ZT10と ZT16で

低下を示した。また、Rorα, Dbp, Bmal1, Per2, Npas2など５種の遺伝子に、Dec1

ノックアウトの影響が観察された。 

 
Dec1 ノックアウトマウスの白色脂肪組織での脂肪関連遺伝子の発現  

 DEC1は脂肪分化抑制因子として知られているが、その分子機構や標的遺伝子につ

いてはいまだ明らかではない。3T3-L1 細胞の脂肪分化過程で Dec1 発現が最大とな

った後で、脂肪関連遺伝子の発現が減少した。それらの遺伝子の発現に及ぼす DEC1

の影響を、Dec1ノックアウトマウスを用いて検討した。 

 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（表 6B）。特に c-Jun, Cebpα, Cebpβ, Cebpδ, Klf4, Klf15, Pparγ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(図 10)。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(図 10B，表 6B)。それ以外にも Tc10-likeは、Dec1ノックアウトマ

ウスで夜間に発現上昇する時刻があり、Klf5, Cebpγ, Rgs2, Srebp2などは逆に発現が

減少し、Pparα, Srebp1cは時刻により発現が上昇または減少した（表 6B）。 

 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 (図 10C，図
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11)、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 (図 10C, 表 6C) 。  

 その他の脂質代謝酵素 Abca1, Fabp4, Fasn, Ugcgについては、野生型マウスで概

日リズムを示し、Dec1ノックアウトマウスでは夜間に上昇した（図 10D、表 6D）。

それ以外の代謝酵素遺伝子の中には、Dec1 ノックアウトマウスにおいて一部の時刻

で発現上昇が見られたり、Acat2のように有意に発現が低下した（図 10D、表 6D）。 

 アディポサイトカインについても、Adiponectin, Leptin, Resistinは ZT10にピー

クを持つ概日リズム発現を示し、と Dec1 ノックアウトでは夜間で発現が増加した 

(図 10E、表 6E) 。 

 以上をまとめると、野生型マウスでは脂質代謝関連遺伝子や時計遺伝子群に関して

調べた遺伝子総数 66 の内、38 遺伝子が同じ位相の概日リズムを持ち、Dec1 ノック

アウトマウスにより夜間に発現レベルが上昇するパターンを示した。これらの遺伝子

は Dec1の標的遺伝子として抑制的に制御され、リズム発現を示すことが示唆された。 
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(A) 

 

図 10. 野生型および、Dec1 ノックアウトマウスの白色脂肪細胞における遺伝子発現  

 雄性の野生型マウスとDec1ノックアウトマウスを12h:12hの明暗条件下で2~3週間飼育し６時間ご

とに屠殺した後に、腹腔内鼠径部白色脂肪のRNAサンプルを調製した。ZT0は点灯時刻、ZT12は消灯

時刻とするzeitgeber time (ZT)で表現した。時計遺伝子(A)、脂肪分化調節因子(B)、中性脂肪代謝関連

遺伝子(C)、その他の脂質代謝酵素遺伝子(D)、アディポサイトカイン(E)について定量的リアルタイム

PCR法にて解析した。n=3; *p<0.05; **p<0.01. 
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(B) 
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(C) 
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 (D) 

 
 

(E) 
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表 6. 野生型および、Dec1 ノックアウトマウスの白色脂肪細胞での各遺伝子の発現パターンの

まとめ  

野生型 (WT)マウスでの日内変動の有無、Dec1-/-での発現の変動を表示した。 
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表 11. 脂肪細胞における中性脂肪代謝経路  

 Very low density lipoprotein (VLDL)などから遊離脂肪酸 (FFA, free fatty acid)を取り込み、中性

脂肪を再合成し油滴として蓄積するとともに、必要に応じて遊離脂肪酸を放出する。調べた 14遺伝子

全ての mRNA 発現レベルが野生型でリズムを持ち、Dec1 ノックアウトで夜間に上昇し、リズム性を

減少させた。 

 

第４節 DEC1 の標的遺伝子への作用機構  
 

DEC1の PPREレポーターへの影響  

 Dec1 ノックアウトマウスの脂肪組織における脂質関連遺伝子の解析から、多くの

遺伝子が Dec1により発現抑制されていることが明らかとなった。これらの遺伝子は

PPARγのターゲットであると示唆されている(38)。 

 このことを検証するために、表 3 に示す PPRE コンセンサス配列 

(AGGACAAAGGTCA) (39)を含む領域を 3 個繋いだ Consensus PPRE-Luc と Lpl

の PPRE (TGCCCTTTCCCCT) (40)を含む領域を 3 個繋いだ DNA を組み込んだ

Lpl-PPRE-Lucルシフェラーゼレポーター作製し、DEC1, PPARγ, および PPARγと

ヘテロ二量体を形成するRXRαの発現プラスミドとともにNIH 3T3細胞に導入して、



 36 

ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。PPARγと RXRαは Consensus 

PPRE-Luc と Lpl-PPRE-Luc のプロモーター活性を促進した（図 12）。一方 DEC1

は、両プロモーターに対する PPARγ-RXRαへテロ二量体による促進効果を抑制した。

DEC1単独ではほとんど影響しなかった。同様の結果が、脂肪分化した 3T3-L1細胞

系でも得られた(データ示さず)。これらの結果より、PPARγ-RXRαへテロ二量体の

PPREへの作用を抑制することが明らかになった。 

 
図 12. PPRE のコンセンサス配列に対するレポーターアッセイ  

 同定されているコンセンサス PPRE と Lpl の同定されている PPRE のエレメントをそれぞれ 3 個繋い

だものに(表 3)、PGL-4 Minimal promoter に組み込んだルシフェラーゼレポーターを構築し、各発現

プラスミドを添加して、それぞれを脂肪分化後の NIH3T3細胞に FuGENE HD Transfection Reagent

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。RXRαと PPARγのそれぞれのリガン

ドとして 9-cis retinoic acid (5x10-7M), troglitazone (5x10-6M)を培養液に加えた。n=3; *p<0.05; 
**p<0.01.同様の実験を繰り返し行い、再現性を確認した。 

 

脂質代謝関連遺伝子の PPRE への DEC1 の結合 

 Dec1 ノックアウトマウスで発現レベルが上昇した脂質代謝関連遺伝子の中で Lpl, 

Perilipin, Resistinなどは PPARγ の標的として PPREサイトが同定されている(31, 

40, 41)。また、マウス、ヒトの Pparγ遺伝子にはエクソンの使い分けで生じるアイソ

フォーム PPARγ1と PPARγ2が知られており（註１）、それぞれのプロモーターも異
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図 13. クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay)  

 3T3-L1 細胞を脂肪分化誘導後 6 日目にサンプリングを行い、Pparγ2, Lpl, Perilipin, Resistin の

PPRE領域に対し、DEC1 抗体を用いて共沈してくる DNA 断片について PCR 解析を行なった。 

 

なる(42)。後者の Pparγ2遺伝子は PPARγ自身の標的となり、そのおおよその結合サ

イトが解析されている(41, 43, 44)。そこでこれらの情報に基づいて4つの遺伝子

Pparγ2、Lpl, Perilipin, Resistinに対する DEC1の結合をクロマチン免疫沈降法にて

検討した。これらの PPRE を含むプロモーター領域には E-box は存在しない。脂肪

分化誘導後 6日目の 3T3-L1細胞からDEC1抗体を用いて共沈してくるDNA断片に

ついて、各遺伝子の PPRE領域を増幅するプライマーを設計し PCR解析を行なった。

その結果、Pparγ2，Lpl, Perilipin, Resistinのいずれの遺伝子においても、DEC1が

結合している結果を得た（図 13）。 

 

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶ 
註１：本論文では PPARγ1と PPARγ2を区別している場合のみアイソフォーム番号を
付した。 
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第 4 章 考察 

 

 転写因子 Dec1遺伝子発現調節機構に関しては始めに述べたように多くの研究があ

る(15, 20-29)。Dec1 プロモーターには核内受容体応答配列のモチーフである

AGGTCAが複数存在しており、その一つが核内受容体 LXRa:RXRaヘテロダイマー

への応答配列として同定されている(29)。本研究でのレポーターアッセイ、ゲルシフ

トアッセイ、クロマチン免疫沈降によって Dec1のプロモーター領域に新たな核内受

容体応答配列として ROR応答配列（RORE）が翻訳開始点から 1.8 kb上流付近に同

定された。その ROR応答配列にオーファン受容体 RORαが作用し、その ROR応答

配列にオーファン受容体 RORαが作用し、促進的に転写調節することが判明した。ま

た、REV-ERBαは Dec1 発現に影響せず、RORαと REV-ERBαがともに強く作用す

る Bmal1発現とは異なっていた。この違いは Dec1-RORE配列の 5番目の塩基が A

であることに起因した。ROR応答配列と REV-ERB応答配列はほぼ共通であるが（図

3）、RORαは 5 番目の塩基が A であっても T であっても同様に作用すると報告され

ている(33)。一方、REV-ERBαは 5番目の塩基が Tでない ROREを持つ標的遺伝子

は知られていない(34)。Dec1-ROREの ATTCAAGGTCA の Aの部分を Tに変える

と REV-ERBαヘの応答性が出現した。一方、Bmal1は両因子が作用する応答配列を

2つ持つ遺伝子である。同様に RORαと REV-ERBαの両方に応答する RORE配列を

持つリズム性遺伝子は他にNpas2, E4bp4, Clockなどがあるが何れの遺伝子も5番目

の塩基が Tである応答配列をそれぞれ 4，3，1箇所持ち(45)、 Bmal1とよく似た位

相のリズム発現を示す（図 6）(35)。Bmal1 遺伝子のリズムは抑制因子である

REV-ERBαの強いリズムによって形成されると報告されている(17)。Bmal1 と逆位

相の Dec1 遺伝子は RORαのみが作用する応答配列を持つことが明らかとなり
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REV-ERBαの影響をほとんど受けていなかった。Dec1のリズム発現には既に提唱さ

れているように BMAL:CLOCK-E-Box経路が主として機能しており (14)、リズム性

の低い RORαは位相に影響することなく全体の発現レベルを上昇させることが示唆

された。 

 脂肪細胞分化の初期過程において、いくつかの因子が機能していることが明らかに

なっている(36, 46)。本研究では、3T3-L1細胞の脂肪分化過程で、時計遺伝子や脂肪

代謝関連遺伝子の発現変動を解析した。Bmal1, Clock は初期に発現が上昇し、それ

らによって制御されている Per1, Per2 も初期に発現が上昇した。しかし、同じく

E-box を有する Dec1 は分化後期に発現が上昇した。後期での Dec1 発現の上昇はそ

れにやや先行して発現が上昇する RORαによるものと推察された。また、脂肪分化初

期に、Dec1発現に小さな律動がみられ、これが BMAL1, CLOCKによる影響を反映

していると考えられるが、脂肪分化後期の RORαによる Dec1の発現上昇と比較する

と低レベルであった。このことから、脂肪分化過程においては、BMAL1: CLOCK よ

りも RORαの方が Dec1発現に対して優位に制御すると考えられる。また、RORαに

よる Dec1 への促進効果は、脂肪分化後により顕著となったことから、RORαの作用

や Dec1遺伝子制御に関与する共役因子が分化によって変化すると推測される。 

 DNA マクロアレイ解析により、マウスの白色脂肪細胞で、650 個の遺伝子に概日

リズムがあることが報告されており(47)、その中には Per1, Per2, Per3, Cry1などの

時計遺伝子や、転写因子である Pparα, Cebpα, Cebpγ, 中性脂質代謝に関連する Lpl, 

Alas1, Dgat2, やアディポサイトカインである Lipinなど本研究で解析した遺伝子が

含まれていた。それらの遺伝子に加えて、本研究では、野生型マウス脂肪組織で、脂

肪分化に重要な多くの制御因子、脂質代謝酵素、アディポサイトカイン遺伝子など調

べた 65の関連遺伝子の内、55遺伝子が概日リズムを示した。脂肪組織に発現するリ
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ズム性脂質代謝関連遺伝子が DEC1の標的遺伝子であるかどうかを、Dec1ノックア

ウトマウスで検討した結果、調べた遺伝子の内、38遺伝子が野生型で ZT10にピーク

を持つ概日リズムを示し、Dec1 ノックアウトマウスでは夜間に発現が上昇した。特

に、中性脂肪代謝に関与する 14遺伝子全てが概日リズム発現を示し、DEC1の抑制

的制御下にあることが判明した。これらのリズムは、食事によるエネルギー源の供給

や生体のエネルギー要求性を機能的に同調させるために必要であると考えられる。抗

動脈硬化作用とインスリン感受性を増強する Adiponectinや、視床下部の満腹中枢に

作用して食欲を抑制するとともに、交感神経を活性化させエネルギー代謝を亢進させ

ることで肥満を抑制する Leptin、逆にインシュリン抵抗性を増強する Resistin など

のアディポサイトカインは生体の代謝に重要であり、メタボリックシンドロームを理

解する上でも重要である。これらの制御にも DEC1 が重要な役割を果たしているこ

とが明らかとなった。また DEC1 と DEC2 は互いに補償しあうと考えられるが、脂

肪組織では Dec1ノックアウトによって Dec2発現が低下した。したがって、Dec1ノ

ックアウトマウスの脂肪組織で顕著な表現型が出現したと推察される。 

 DEC1 の標的遺伝子は、脂肪分化調節因子の中にも多く見られた。特に、PPARγ

は脂肪分化の最も重要なマスター遺伝子である(38)。解析した中性脂肪代謝に関与す

る 14遺伝子全て(38)、アディポサイトカインである Adiponectin (48)および Resistin 

(41)、さらに Pparγ2自身を含む遺伝子群は PPARγの標的であり(43)、同様に DEC1

の標的でもあることが本研究で判明した。Dagt2 (未発表データ), Mgll (45)以外に、

これらの遺伝子のプロモーター領域に機能的な E-boxは見つからず、これらの遺伝子

に対するDEC1の作用点はE-box以外のところにあると考えられた。本研究でPparγ, 

Lpl, Perilipin, Resistin などの遺伝子の E-box を持たない PPRE 領域に対して、

DEC1 が結合することが示された。その DEC1 の作用機構は以下に述べるように、
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RXRαを介して DEC1が PPARγの標的遺伝子の PPREに間接的に結合し、抑制効果

を及ぼすものであると考えられた。以上述べたように、肥満に関わる中性脂肪代謝関

連遺伝子や糖尿病を含むメタボリックシンドロームに深く関与するアディポサイト

カイン(Adiponectin, Leptin, Resistin)などがDEC1の標的遺伝子群に含まれており、

DEC1はそれらの標的遺伝子発現に対しリズム発現制御を行うと思われた。これらの

結果は DEC1による PPARγ-RXRα作用を介した抑制機構に関連した、メタボリック

シンドローム発症機構の解明や新しい治療薬開発に繋がるものと思われる。 

Choらの最近の報告によると、DEC1は核内受容体 VDR, LXRα, FXRαなどとヘテ

ロ二量体をつくる RXRαと相互作用し、抑制因子として機能する(49)。本研究でも、

コンセンサス PPREと Lpl-PPREに対するレポーターアッセイで、DEC1は PPARγ- 

RXRαが促進した活性を抑制した。また、クロマチン免疫沈降法により Pparγ2, Lpl, 

Resistin, PerilipinプロモーターのPPRE領域にDEC1が結合していることが判明し

た。二つのアイソフォーム PPARγ1と PPARγ2の内、後者は脂肪組織に多く発現して

いるとされるので脂肪では PPARγによって促進的に制御されている Pparγ2遺伝子発

現が優勢であると考えられる。DEC1の PPARγ標的遺伝子への作用機構を図 14に示

す。Pparγ2は PPAR応答配列（PPRE）を介して自身の遺伝子産物 PPARγタンパク

によって促進的に制御される。PPARγの標的遺伝子も同様に PPARγによる制御を受

ける。RXRαヘテロ二量体を形成する VDR, LXRα, FXRαなどと同様に DEC1 が

PPARγ-RXRαヘテロ二量体の抑制因子として作用するならば、PPARγ標的遺伝子も

DEC1 による抑制受けると考えられる。それに加えて自己制御機構を持つ Pparγ2遺

伝子自身の転写抑制の結果、PPARγ2タンパク質発現量が低下し、さらに標的遺伝子

への抑制が強まると考えられる。 
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図 14. DEC1 による PPARγ2の標的遺伝子発現抑制の二重の機構  

 Pparγ2遺伝子は PPAR応答配列 PPREを持っており、自身の遺伝子産物 PPARγ2タンパクによって

も正に制御されている。PPARγ2の標的遺伝子も同様の制御を受ける。DEC1 は核内受容体のパート

ナーである RXRαに結合しその標的遺伝子発現を抑制する。DEC1 が RXRαへの結合することによる

PPARγ2の標的遺伝子に対する抑制に加えて、同じ機構による Pparγ2遺伝子自身の転写抑制の結果、

PPARγ2タンパク質発現量が低下し、さらに標的遺伝子の発現量低下が強まると考えられる。 

 

図 15. DEC1 による PPARγ2 :RXRαを介した新しい脂肪分化抑制機構  

 RORαは Dec1発現を促進する。さらに DEC1は図 14の機構によって PPARγ2:RXRα作用を抑制す

ることによって、PPARγ2とその標的遺伝子群の発現を抑制する。その結果、脂肪代謝抑制や制脂肪分

化抑制にいたる。 
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 本研究で、RORαが Dec1 遺伝子発現を促進することが明らかとなった。さらに、

DEC1は PPARγ-RXRα作用を抑制することによって、脂肪組織で PPARγとその多く

の標的遺伝子群の発現を抑制することが示された。また 3T3-L1細胞の分化最終期で

多くの遺伝子の発現が低下したことからも DEC1 による抑制が関係していると推察

される。一方、以前より骨分化が DEC1 により促進されると知られているが(18)、

PPARγが骨分化を抑制するという報告(50)と考え合わせれば、図 14 の機構で骨分化

の DEC1による促進効果が説明できる。骨分化における PPARγの標的がどのように

抑制されるかの解析が今後の課題である。 
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第 5 章 総括  

 
 Dec1遺伝子の核内受容体 RORα を介する新たな制御機構と、脂肪分化、脂質代謝

における DEC1の役割の解明を目的とし一連の研究から、以下の結果を得た。 

 

1. 核内受容体 RORαは ROREを介して Dec1の転写を促進することが明らかとな

った。 

 

2. Dec1の ROREは REV-ERBαに対する応答性を持たないため Dec1発現のリズ

ム位相は Bmal1とは異なることが示された。 

 

3. DEC1は多くの脂肪分化調節因子、中性脂肪代謝関連遺伝子およびアディポサ

イトカインなど広範な標的遺伝子群のリズム発現制御因子であることが判明した。 

 

4.  DEC1はPPARγのパートナーであるRXRαに結合してPPARγ自身を含む標的

遺伝子の転写抑制をする一方で、PPARγの発現を低下させたことによっても、その

標的である、脂肪分化、脂肪代謝に関与する広範な遺伝子群の概日リズム発現制御

をしている重要な制御因子であることが明らかになった。 

 
 これらの結果から、核内受容体 RORαは Dec1の発現レベルを上げ、上方制御され

たDEC1が脂肪分化を抑制するというDec1遺伝子の発現と役割に関する新しい機構

が明らかとなり、また多くの脂肪関連遺伝子の位相が同調した概日リズム発現制御に

DEC1が関与しているという重要な知見が得られた。DEC1の標的遺伝子群には、肥

満に関わる中性脂肪代謝関連遺伝子や糖尿病を含むメタボリックシンドロームに深
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く関与するアディポサイトカイン(Adiponectin, Leptin, Resistin)が含まれていた。一

方、DEC1 の作用機構として PPARγ-RXRα作用を抑制することによってそれらの標

的遺伝子発現に対し、リズム性を持った発現制御を行うことが示された。これらの知

見は今後、DEC1 による PPARγ-RXRα作用を介した抑制機構に関連した、メタボリ

ックシンドローム発症機構の解明や新しい治療薬開発に繋がるものと期待できる。 
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