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要旨：Differentiated embryo chondrocytes 1 (DEC1) 及び DEC2 は、概日リズムの調節に関

与する塩基性へリックス-ループ-へリックス型転写因子である。我々は、DEC1 及び

DEC2 が核内受容体 retinoid X receptor (RXR)のコリプレッサーとして機能することを見

出した。食事の摂取及び栄養素の代謝は概日リズムと密接に関わっていることから、オ

キシステロール受容体 liver X receptor (LXR)などの代謝調節性核内受容体とヘテロ二量

体を形成する RXR に対する DEC1 及び DEC2 の影響をトランスフェクションアッセイ

にて検討したところ、DEC1 及び DEC2 は RXR のリガンド依存的な転写誘導活性を抑制

した。DEC2 の抑制活性は、DEC1 のものよりも強かった。内在性の DEC1 及び DEC2
の発現を抑制することで RXR の転写誘導活性は上昇した。DEC1 及び DEC2 は RXR と

直接相互作用し、また他のコファクターと RXR との相互作用を変化させた。変異体を

用いた実験から、DEC2 の C 末端が抑制の活性に重要であることが明らかとなり、また

DEC1及びDEC2に存在するLXXLLモチーフも抑制活性に必須であることが示された。

DEC1 及び DEC2 は LXR の転写誘導活性も抑制し、これらの過剰発現は LXR の内在性

標的遺伝子の発現量を減少させた。DEC1 と DEC2 は他の RXR ヘテロダイマー（farnesoid 
X receptor 及び vitamin D receptor）の活性も抑制した。従って、概日リズム調節因子 DEC1
及び DEC2 は、代謝調節性 RXR へテロダイマー型核内受容体のリプレッサーとして機

能する。 

 

Abstract：The basic helix-loop-helix proteins differentiated embryo chondrocyte 1 (DEC1) and 
DEC2 are involved in circadian rhythm control. Since the metabolism of dietary nutrients has 
been linked to circadian regulation, we examined the effect of DEC1 and DEC2 on the function 
of metabolite-sensing nuclear receptors, ligand-dependent transcription factors including 
retinoid X receptor (RXR) and liver X receptor (LXR). Transfection assays showed that DEC1 
and DEC2 repressed ligand-dependent transactivation by RXR. Knockdown of endogenous 
DEC1 and DEC2 expression with small interfering RNAs augmented ligand-dependent RXR 
transactivation. DEC1 and DEC2 interacted directly with RXR and ligand addition enhanced 
their association. DEC1 and DEC2 modified interaction of RXR with cofactor proteins. 
Transfection assays using DEC1 and DEC2 mutants revealed that the C-terminal region of 
DEC2 is required for repression and that a LXXLL motif in DEC1 and DEC2 is necessary for 
RXR repression. DEC1 and DEC2 repressed the induction of LXR target genes, associated 
with the promoter of an LXR target gene, and dissociated from the promoter with ligand 
treatment. Knockdown of endogenous DEC1 and DEC2 enhanced the LXR target gene 
expression in hepatocytes. DEC1 and DEC2 also repressed transactivation of other RXR 
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heterodimers, such as farnesoid X receptor and vitamin D receptor. Thus, DEC1 and DEC2 act 
as repressors of RXR heterodimers. 

 

キーワード: 時計遺伝子、コリプレッサー、DEC、RXR、LXR、SREBP-1c 

 
１．はじめに 

概日リズムは、動物の摂食行動、睡眠サイク

ル、さらにエネルギーの恒常性維持に重要な役割

をしている[1]。これまでの研究から、時計遺伝子

産物 CLOCK 及び BMAL1 のヘテロダイマーが視

床下部の視交叉上核及び末梢臓器において種々

の遺伝子の発現を調節し、概日リズムの形成に重

要な役割を果たすことが示されてきた。その機構

として、CLOCK-BMAL1 が Per、Cry、DEC1 及び

DEC2 のプロモーター上に存在する E-box に結合

し、それらの発現量を亢進させる[1,2]。一方、こ

れらの遺伝子産物は CLOCK-BMAL1 の活性を抑

制する。これらのフィードバックループによって

リズムが形成されると考えられる。Differentiated 
embryo chondrocyte (DEC) 1 及び DEC2は、CLOCK
と BMAL1 と同様に視交叉上核及び末梢組織おい

て周期的に発現する塩基性ヘリックス-ループ-ヘ
リックス型転写因子である[2,3]。DEC は BMAL1
との結合、または E-box への競合的結合を介して

CLOCK-BMAL1 の活性を抑制する[2,4,5]。DEC 欠

損マウスは、概日リズムに異常を示す[6,7]。従っ

て、DEC1 及び DEC2 は、時計遺伝子の重要な構

成因子であると言える。 
核内受容体は、リガンド依存的に活性化する

転写因子であり、発生、分化、そして代謝など、

様々な生体機能を調節している[8,9]。また、核内

受容体は概日リズム調節にも関与している[10]。
オーファン受容体である REV-ERBと RORは
BMAL1 の発現を調節する。脂肪酸受容体

peroxisome proliferator-activated receptor  と

BMAL1 は相互に発現を調節する[11]。また、多く

の核内受容体の遺伝子発現には概日リズムが存

在する[12]。これらのことから、ホルモンまたは

代謝シグナルは、核内受容体を介して概日リズム

に関与する可能性がある。我々は、これまでの研

究において、コレステロール代謝調節性核内受容

体 liver X receptor (LXR)が DEC1 の発現を亢進さ

せることを報告した[13]。今回は、DEC1 及び

DEC2 の核内受容体に及ぼす影響を解析し、DEC

が retinoid X receptor (RXR)のコリプレッサーとし

て機能することを明らかにしたためここに紹介

する[14]。 
 

２．材料及び方法 

２.１ 細胞培養、トランスフェクション及び

mRNA 発現解析 

HEK293 細胞を 5%ウシ胎児血清を含む

DMEM を用いて培養した。トランスフェクション

にはリン酸カルシウム法を用いた[15]。8 時間経

過した後に RXR リガンド 9-シスレチノイン酸

(9CRA)またはLXRリガンドT0901317を添加した。

さらに 16 時間培養し、ルシフェラーゼの活性を

測定した。また、HepG2 細胞を 10%ウシ胎児血清

を含む DMEM を用いて培養した。トランスフェ

クションにはリポフェクション法を用いた。24
時間経過した後に LXR リガンド T0901317を添加

した。さらに 24時間経過した後に RNAを調整し、

sterol regulatory element binding protein 1c の mRNA
量を real-time PCR 法を用い測定した。 

 
２.２ 共免疫沈降法 

Green fluorescent protein融合RXR (GFP-RXR)
と FLAG-DEC1 または FLAG-DEC2 を HEK293細
胞にトランスフェクションした後、9CRA (100nM)
を 2 時間処理した。得られた核抽出液から抗

FLAG 抗 体 を 用 いて 免 疫 沈降 を 行 った 。

SDS-PAGE を行い抗 FLAG または抗 GFP 抗体に

より検出を行った。 
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３．結果 

３.１ DEC1及びDEC2はRXR依存的な転写活性を

抑制する 

代謝センサーとして機能する LXR などは、

RXR とヘテロダイマーを形成して作用すること

から、DEC の RXR のリガンド依存性転写誘導活

性に及ぼす影響を検討した。RXR 応答配列を含む

レポータープラスミド (CRBPII-tk-LUC)[16]と
RXR発現プラスミドを DEC1 または DEC2 発現

プラスミドを共に HEK293 細胞に導入し、RXR
リガンドである 9CRA を処理、その後ルシフェラ

ーゼ活性を測定した。この結果、DEC1 及び DEC2
は、RXR依存的な転写活性を抑制した。DEC1
と比較して DEC2 は強い抑制活性を示した。 

 

 
 

図 1 DEC1 及び DEC2 による RXR転写活性の

抑制 
 
次に、GAL4 応答配列を含むレポータープラス

ミド(MH100-tk-LUC)、及び GAL4 の DNA 結合領

域と RXR, RXR, または RXRとのキメラタン

パクの発現プラスミドを、DEC1 または DEC2 発

現プラスミドと共にHEK293細胞に導入し、9CRA
を処理した。DEC1 及び DEC2 は 9CRA 依存性 

 

 
 

図 2 DEC1 及び DEC2 による GAL4-RXR キメラ

受容体の転写活性の抑制 
 
 

GAL4-RXR-LBD キメラの転写誘導活性も抑制し

た。以上の結果から、DEC1 及び DEC2 は RXR の

LBD の活性を抑制することで RXR の転写活性を

抑制することが示された。 
 
３.２ DEC1 及び DEC2 は RXR と相互作用する 

DEC1及びDEC2がRXRと直接相互作用をす

るかを検討するため、GFP 融合 RXRと FLAG タ

グ融合 DEC1 または DEC2 発現プラスミドを

HEK293 細胞に導入した。RXR、DEC1、さらに

DEC2 は主に核内に局在することから、核抽出液

を調整し、抗 FLAG 抗体を用いた免疫沈降を行っ

た。その後に抗 GFP または抗 FLAG 抗体を用い

てウエスタンブロットを行った結果、RXRと
DEC1 及び DEC2 が直接結合することが示された。 

 
３.３ DEC1とDEC2は異なる機構によりRXRの転

写活性を抑制する 

これまでに DEC1 及び DEC2 の転写抑制作用

には、ヒストンデアセチラーゼ(HDAC)が関与す

ることが報告されてきた[17,18]。そこで DEC に

よる RXR 転写活性抑制機構を解析するため、

RXRに対する抑制活性にHDACが関与している

か検討した。DEC1 及びコレプレッサーSMRT に

より抑制されたリガンド依存性 RXR 転写誘導活

性は、HDAC 阻害剤トリコスタチン A の添加によ

り回復したが、DEC2 による抑制は回復しなかっ

た。この結果から、DEC2 は HDAC と関連しない

機構でRXRの活性を抑制することが示唆された。 
 

 
 

図 3 DEC1及びDEC2のRXR転写抑制作用に対す

る HDAC 阻害剤トリコスタチン A（TSA）の効果 
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３.４ DEC2 の C 末端は抑制活性に重要な役割を

示す 

DEC2 は DEC1 と比較して、RXR に対して強い

抑制活性を示す。アミノ酸配列の比較から、DEC1
と DEC2 は、N 末端側において 64%と高い相同性

を示すが、C 末端側では 34%と相同性が低い[19]。
そこで、DEC1 及び DEC2 の C 末端側を組み替え

たキメラ変異体(1N2C, 2N1C)を作成し、それらの

RXR 転写誘導活性に及ぼす影響を検討した。この

結果、1N2C は DEC2 と同等の活性を示し、また

2N1C は DEC1 と同等の活性を示した。これらの

結果から、DEC2 の C 末端が抑制活性に重要な役

割を果たすことが明らかになった。 
 

３.５ DEC は RXR-LXR の活性を抑制する 

 RXR は LXR など代謝センサー型核内受容体と

ヘテロダイマーを形成する[9]。そこで、RXR-LXR
ヘテロダイマーに及ぼす DECの影響を検討した。

DEC1 及び DEC2 は RXR-LXR ヘテロ二量体のリ

ガンド依存性転写誘導活性を抑制した。また、

DEC1 及び DEC2 は、LXR の標的遺伝子である

sterol regulatory element-binding protein 1c のプロモ

ーターに結合し、その mRNA 発現を抑制した。 
 DEC1 及び DEC2 は、RXR とヘテロ二量体を形

成する胆汁酸受容体 farnesoid X receptor 及び

vitamin D receptor のリガンド依存性転写誘導活性

も抑制した。 
 

 
 

図 4 DEC1 及び DEC2 による RXR-LXRヘテ

ロ二量体の転写活性の抑制 
 

 
 

４．考察 

本研究により、DEC1 及び DEC2 が核内受容体

RXR と相互作用して、RXR、さらに RXR-LXR の

転写活性を抑制することが明らかとなった DEC
は BMAL1 のみならず、MyoD や hypoxia-inducing 
factor 1とも相互作用して、それぞれの転写因子

の活性を抑制することが報告されている

[2,5,20-23]。以上の結果から、DEC は E-box への

競合的な結合と転写因子との相互作用を介して、

転写リプレッサーとして機能すると考えられる。 
ヒストンのアセチル化は転写活性を抑止する

ことが広く知られている[24]。DEC1 及び DEC2
はそれぞれ HDAC 依存的、あるいは非依存的に転

写活性を抑制することが報告されている

[17,18,25]。HDAC 阻害剤は、RXR に対する DEC1
の抑制活性を阻害するが、DEC2 の活性に影響は

及ぼさないこと、さらに DEC2 の C 末端が抑制活

性に重要であることから、DEC2 の C 末端が

HDAC 非依存的な活性抑制に関与していること

が強く示唆される。 
 
DEC1 は LXR の標的遺伝子である[13]。LXR

はコレステロールのセンサーとして機能し、コレ

ステロール及び糖・脂質代謝において重要な役割

を果たしていることから、食事由来の脂質により

DEC1 の発現が調節される可能性が考えられる。

したがって、今後遺伝子欠損動物等を用いること

で DEC の生体における役割が明らかになるもの

と期待される。 
 

 
 
 
図 5 時計遺伝子と DEC による RXR 二量体活性

抑制のモデル：時計遺伝子産物 CLOCK-BMAL1
は、PER、CRY、DEC1、DEC2 の発現を誘導する。

PER 及び CRY と同様に DEC1 及び DEC2 も
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CLOCK-BMAL1 の機能にフィードバックを及ぼ

すことによりリズムを形成する。DEC1及び DEC2
は、代謝センサー型核内受容体である RXR ヘテ

ロ二量体の機能を抑制する。また、DEC1 は、LXR
の標的遺伝子である。DEC1 及び DEC2 が、概日

リズムと代謝とを関連付ける因子として機能す

る可能性を示唆している。 
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