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The mid- and late stages of adipocyte diŠerentiation are known to be regulated by transcription factors such as
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)g and CCAAT-box/enhancer binder protein (C/EBP) families.
However, events in the early stage of adipocyte diŠerentiation remain largely unknown. To gain insights into the
molecular mechanisms underlying the beginning of adipocyte diŠerentiation, we have isolated 102 genes, which are in-
duced at the beginning of the diŠerentiation of mouse 3T3L1 preadipocytes, using the polymerase chain reaction
(PCR)-subtraction method. Of these, 46 appear to be unknown genes. Since rapid ampliˆcation of cDNA end
(RACE), cDNA library screening, and a genome database search have revealed that two of these genes are novel, we
have named them factor for adipocyte diŠerentiation (fad) 24 and fad158. The database research of amino acid se-
quences revealed that fad24 has a basic leucine zipper motif and an NOC domain, and fad158 has four transmembrane
domains and eight leucine-rich repeats. The expression of fad24 and fad158 transiently increased after the addition of
adipogenic inducers [insulin, dexamethasone, 3-isobutyl-1-methylxanthine, fetal bovine serum (FBS)]. RNAi-mediated
knockdown of fad24 or antisense fad158 inhibited adipogenesis of 3T3L1 preadipocytes and decreased expressions of
PPARg and C/EBPa. Furthermore, the constitutive overexpression of fad24 or fad158 in the mouse ˆbroblast cell line
NIH3T3 resulted in adipocyte conversion when stimulated with adipogenic inducers and PPARg ligand BRL49653.
Moreover, it was found that FAD24 localizes in the nucleus, especially within nuclear speckles and nucleolus, and
FAD158 localizes to the endoplasmic reticulum (ER). Taken together, fad24 and fad158 appear to regulate adipocyte
diŠerentiation by activating the PPARg pathway.
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1. はじめに

肥満は，糖尿病，高脂血症，動脈硬化症などの生

活習慣病の主要なリスクファクターとして現在大き

な問題になっている．また，現代は文明が発達し多

くのエネルギーを簡単に摂取できる社会であり，世

界規模で肥満が流行している．21 世紀の健康科学

を考える上で生活習慣病の克服は必須であることか

ら，それに直結する肥満の分子機構の解明は最重要

課題の 1 つだと考えられる．

肥満の形成には，成熟脂肪細胞がより多くの脂肪

を蓄積し，その体積を増加させることにより引き起

こされる脂肪細胞の肥大化だけでなく，前駆脂肪細

胞が成熟脂肪細胞へと分化し，その数が増えること

も重要であることが分かってきた．すなわち，肥満

やそれに起因する疾病の創薬開発や治療には，脂肪

細胞の肥大化のメカニズムのみならず，脂肪細胞分

化の分子メカニズムを解明することは非常に重要で

ある．

脂肪細胞の分化とその調節機構については，初代

培養細胞株や株化培養細胞系を用いて分子レベルで

の検討が数多く行われているが，特に mouse 由来

前駆脂肪細胞である 3T3L1 細胞を利用した研究が

進んでいる．3T3L1 細胞は線維芽細胞の形態で増

殖するが，コンフレントに達したのち，脂肪細胞分

化誘導剤である insulin, dexamethasone, 3-isobutyl-
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1-methylxanthine, FBS を添加すると，およそ一週

間後に脂肪滴を含んだ脂肪細胞へ分化する．1―3)

脂肪細胞分化過程の中期以降に，PPARg (perox-

isome proliferator-activated receptor g), C/EBP

(CCAAT/enhancer binding protein）ファミリー，

SREBP-1 (sterol regulatory element-binding protein-

1）がマスターレギュレーターとして機能している

ことが種々の検討から明らかとなっている．4―7)し

かしながら，脂肪細胞分化のまさに引き金になって

いると考えられる分化初期の分子メカニズムについ

ては，ほとんど不明である．

筆者らは，脂肪細胞分化初期の分子メカニズムを

解明するために，3T3L1 細胞に分化誘導剤を添加

し，分化誘導 3 時間後に発現の上昇する遺伝子を

PCR- サブトラクション法により 102 クローン単離

している．8,9)これまでの検討から，この中に含まれ

ていた RGS2 (regulators of G protein signaling 2）

及び TCL/TC10bL (TC10-like/TC10bLong）が，

脂肪細胞分化を正に制御していることを明らかにし

ている．10,11)

一方，単離した 102 クローンのうち，46 クロー

ンはデータベースに登録がなく，新規遺伝子をコー

ドしている可能性が示唆された．すなわち，これら

46 クローンの解析は脂肪細胞分化初期においてこ

れまでに明らかとされていない分子メカニズムを解

明する足掛かりになると考えられる．そこで，本総

説では 46 クローンに含まれていた新規遺伝子群の

クローニング及び機能解析のこれまでの検討結果を

中心に，脂肪細胞分化初期の分子メカニズムについ

て概説する．

2. 3T3L1 細胞の脂肪細胞分化初期に発現が上

昇する新規遺伝子群の単離

46 クローンの未知遺伝子群の中に新規遺伝子が

含まれているか否か検討するため，これら 46 ク

ローンの全長配列クローニングを試みた．PCR- サ

ブトラクション法により単離された cDNA 断片は

300500 base pairs (bp）程度であり，遺伝子構造の

全体像は不明であった．そこで，マウスゲノムデー

タベース及びヒューマンゲノムデータベース，さら

にこれらのデータベースを包含的に統合した

UCSC ゲノムバイオインフォマティックスサイト

（http://genome.ucsc.edu/）を用いることにより，

open reading frame (ORF）領域の予測を行った．

さらに，この予測配列を参考に reverse transcriptase

coupled polymerase chain reaction (RT-PCR), 5′-

RACE, 3′-RACE, library screening を行った．その

結果，clone 24 では 2421 bp の ORF を含む 2782 bp

の cDNA (Fig. 1(A)), clone 158 では 2409 bp の

ORF を含む 2851 bp の cDNA (Fig. 1(B)）を単離

することができた．また，これらのクローンについ

てはヒト cDNA の ORF 領域のクローニングも行

い，配列を決定した．12,13)

得られた各遺伝子の ORF 領域を Nucleotide-

nucleotide BLAST (blastn）で検索し，相同性の高

い塩基配列の登録の有無を検討した．その結果，

clone 24 及び clone 158 と相同性の高い遺伝子の登

録はなく，これらは新規遺伝子であると考えられ

た．そこで，両因子を factor for adipocyte diŠeren-

tiation の頭文字から，fad24 及び fad158 と名付け

た．

新規遺伝子 fad24 はマウスでは 807 アミノ酸，ヒ

トでは 800 アミノ酸より構成されるタンパク質を

コードする遺伝子であった．保存性の高いドメイン

の有無を検討するため，Search the conserved doma-

in database (RPS-BLAST）に対する検索を行った

結果，マウス及びヒト配列中に，ベーシックロイシ

ンジッパー様構造及び NOC (Nucleolar complex）

ドメインが保存されていた （Fig. 1(C))．12)

新規遺伝子 fad158 はマウス，ヒトともに 803 ア

ミノ酸より構成されるタンパク質をコードする遺伝

子であった．RPS-BLAST に対する検索及び，膜貫

通領域の有無を検討するための SOSUI システムに

よる検索を行った結果，N 末端に 4 回膜貫通領域，

C 末端にロイシンリッチリピートモチーフがマウス

及びヒトの配列中に保存されていた（Fig. 1(D)）．13)

3. 単離した新規遺伝子群の脂肪細胞分化初期に

おける発現変化

Fad24 及び fad158 について，脂肪細胞分化との

関連を解析するために，3T3L1 細胞分化初期にお

ける発現をノザンブロット法により解析した．その

結果，fad24 及び fad158 はいずれも脂肪細胞分化

初期過程に一過的に発現が増加し，その後速やかに

減少することが明らかになった（Fig. 2）．12,13)この

結果より，fad24 及び fad158 が脂肪細胞分化初期

過程において重要な役割を担っていることが示唆さ

れた．
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Fig. 1. Cloning and Schematic Representation of Clone 24 and Clone 158
(A, B) Cloning of clone 24 and clone 158. The full-length cDNA for mouse fad24 and fad158 were isolated by 5′-RACE and 3′-RACE. Su, R-5′and R-3′are

fragments obtained by original PCR-subtraction, 5′-RACE and 3′-RACE, respectively. The combined sequence are shown as fad24 and fad158, and the ˆrst
methionine and stop codon are indicated. (C) The schematic structure of FAD24. A basic leucine zipper (bZIP) like-domain and a NOC domain (according to
NCBI RPS-BLAST) are shown. (D) The schematic structure of FAD158. The four transmembrane domains (according to the SOSUI system) and eight leucine-
rich repeat motifs (according to NCBI RPS-BLAST) are shown.

Fig. 2. Time Course of mRNA Expressions of Fad24 and
Fad158 during the Early Stage of Adipocyte DiŠerentiation

Total RNA from diŠerent time point after induction was prepared from
3T3L1 cells. Isolated total RNA (25 mg) was loaded and subjected to
Northern blot analysis of fad24 and fad158. b-actin is also shown as a con-
trol.
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4. Fad24 の脂肪細胞分化に対する影響の解析

Fad24 は新規遺伝子であり，脂肪細胞分化初期に

一過的に発現が上昇することが明らかになった．次

に，fad24 の脂肪細胞分化における機能を解明する

ために，RNA interference (RNAi）法による fad24

の発現抑制が脂肪細胞分化に及ぼす影響について解

析した．ショートヘアピン RNA 発現ベクターに

fad24 ターゲット配列をサブクローニングしたプラ

スミドを 3T3L1 細胞に導入し，分化誘導後 0, 6,

12, 18, 24 時間における fad24 の発現を定量 PCR に

よって解析した．その結果，スクランブル配列をサ

ブクローニングしたショートヘアピン RNA 発現プ

ラスミドを導入したコントロール細胞に比べて，

fad24 ショートヘアピン RNA 発現プラスミドを導

入した細胞では，いずれの時間においても fad24 の

発現が減少することが示された（Fig. 3(A））．そこ

で，これらのプラスミドを導入した細胞に分化誘導

剤を添加したところ，コントロール細胞に比べて，

fad24 の発現を抑制した細胞において脂肪滴の蓄積

の阻害が認められ（Fig. 3(B）），さらに，脂肪細胞

のマーカー遺伝子である aP2 (adipocyte fatty acid-

binding protein）の発現が減少した．また，脂肪細

胞関連遺伝子の発現を定量 PCR で解析した結果，

fad24 発現抑制細胞において脂肪細胞分化のマス

ターレギュレーターである PPARg, C/EBPa の発
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Fig. 3. Knockdown of Fad24 Inhibits Adipocyte DiŠerentiation
(A) The endogenous expression of fad24. Total RNA obtained from 3T3L1 cells transfected with short-hairpin RNA (shRNA) expression vector for fad24

(sifad24: white bar) or with scrambled shRNA expression vector as a control (Control: gray bar) at each time points were subjected to real-time quantitative RT-
PCR. Expression level was normalized with 18S rRNA. The column showed the mean with standard deviation (n＝3). (B)DiŠerentiation of 3T3L1 cells transfect-
ed with shRNA expression vector for fad24. The cells transfected with shRNA expression vector for fad24 (sifad24) or with scrambled shRNA expression vector as
a control (Control) were stimulated with adipogenic inducers. After 8 days of induction, the cells were ˆxed and stained with Oil red O to detect oil droplets. (C)
The expression of PPARg and C/EBPa. Total RNA obtained from sifad24 cells (white bar) or control cells (gray bar) at each time points were subjected to real-
time quantitative RT-PCR. Expression levels were normalized with b-actin. The column showed the mean with standard deviation (n＝3).
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現も減少することを明らかにした（Fig. 3(C））．一

方，脂肪細胞分化初期に重要な役割を果たしている

C/EBPb 及び C/EBPd の発現に差は認められなか

った．12)

さらに，レトロウイルスシステムを用いて，脂肪

細胞への分化能を有していない NIH3T3 細胞に

fad24 センス mRNA を過剰に発現させた単一の

stable transformant を樹立し，その分化能を検討し

た．樹立した細胞における fad24 の発現をノザンブ

ロット法により解析した結果， fad24 センス

mRNA 発現細胞においてのみ外来性の fad24 の発

現が認められた（Fig. 4(A））．次に，fad24 センス

mRNA 発現細胞とコントロール細胞の休止期に

3T3L1 細胞と同様の分化誘導剤を添加したが，と

もに脂肪細胞への分化は認められなかった．しかし

ながら，分化誘導剤に加え PPARg のリガンドであ

る BRL49653 を 添 加 し た 結 果 ， fad24 セ ン ス

mRNA 発現細胞においてのみ脂肪滴の蓄積が認め

られた（Fig. 4(B））．さらにノザンブロット法によ

り脂肪細胞関連遺伝子の発現を検討した結果，

fad24 センス mRNA 発現細胞において PPARg 及

び SREBP-1 の発現が上昇していたのに対して，C/

EBP ファミリーの発現に差は認められなかった

（ Fig. 4 ( C ））．12)これらの結果より， fad24 は

PPARg のリガンドに依存して，PPARg の発現量

を増加させることにより，脂肪細胞分化を強く誘導

すると考えられた．これまで，脂肪細胞分化には

PPARg と C/EBPa はともに必要であると考えられ

ていたが，2002 年に PPARg は分化に必須である

が，C/EBPa は直接関与しないという報告が出さ

れた．14)筆者らのこれまでの検討結果は，その報告

を支持するものと思われる．

5. Fad158 の脂肪細胞分化に対する影響の解析

新規遺伝子 fad158 について脂肪細胞分化におけ

る役割を明らかにするために，fad158 発現抑制が

脂肪細胞分化に及ぼす影響について検討した．

Fad158 アンチセンス mRNA を発現するプラスミ

ドと Lac repressor を発現するプラスミドを 3T3L1

細胞に導入し，アンチセンス mRNA の発現を

isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside ( IPTG ）によ
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Fig. 4. Fad24 Promotes Adipocyte DiŠerentiation in the Presence of PPARg Ligand
(A) The exogenous expression of fad24 was determined by Northern blot analysis. Total RNA (25 mg) obtained from a stable transformant was subjected to

Northern blot analysis of fad24. The retroviral exogenous gene expression and endogenous gene expression are shown. (B) DiŠerentiation of FAD24-overexpress-
ing NIH3T3 in the presence of BRL49653, a ligand for PPARg. NIH3T3 cells stably expressing fad24 or control cells (infected with empty vector) were treated
with adipogenic inducers containing BRL49653. After 8 days of induction, the cells were ˆxed and stained with Oil Red O to detect oil droplets. (C) Northern blot
analysis of adipocyte marker genes during the diŠerentiation of fad24-overexpressing NIH3T3 cells. Total RNA (25 mg) from cells after the induction was subject-
ed to Northern blot analysis for each adipocyte marker gene.

Fig. 5. Fad158 Promotes Adipocyte DiŠerentiation in the
Presence of PPARg Ligand
(A) The exogenous expression of fad158 was determined by Northern

blot analysis. Total RNA (25 mg) obtained from a stable transformant was
subjected to Northern blot analysis of fad158. The retroviral exogenous gene
expression was shown. (B) DiŠerentiation of fad158-overexpressing NIH

3T3 in the presence of BRL49653, a ligand for PPARg. NIH3T3 cells stably
expressing fad158 or control cells (infected with empty vector) were treated
with adipogenic inducers containing BRL49653. After 8 days of induction,
the cells were ˆxed and stained with Oil Red O to detect oil droplets.
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って制御できる単一の stable transformant を樹立

した．このように樹立した細胞に分化誘導剤を添加

した結果， fad158 の発現を抑制した細胞におい

て，脂肪滴の蓄積が阻害された．また，PPARg 及

び C/EBPa の発現をノザンブロット法によって解

析した結果，どちらの因子の発現も減少しているこ

とが明らかとなった．13)

そこで，fad158 について fad24 同様，レトロウ

イルスシステムを用いた fad158 センス mRNA 発

現細胞の樹立及び解析を行った．その結果，fad158

センス mRNA 発現細胞についても fad24 センス

mRNA 発現細胞と同様の結果が得られた（Fig. 5）．

すなわち，fad158 センス mRNA 発現細胞において

も PPARg のリガンド存在下，脂肪細胞へ分化する

ことを明らかにした．13)これらの結果は，fad158 が

fad24 同様に PPARg の活性化を介して，脂肪細胞

分化を促進していることを示唆している．

6. Fad24 及び Fad158 の細胞内局在の検討

発現抑制系及び過剰発現系を用いた検討により，

fad24 及び fad158 が脂肪細胞分化において重要な

役割を果たすことが明らかとなった．しかしなが

ら，両因子の脂肪細胞分化過程における具体的な機
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Fig. 6. Localization of FAD24 and FAD158
(A) Localization of FAD24 with nuclear speckles and the nucleolus. HeLa cells transiently transfected with GFP-FAD24-expressing plasmid were ˆxed and

stained with the nuclear speckle marker SC35. The ‰uorescence of FAD24 and SC35 were detected with a ‰uorescence microscope. Moreover, GFP signal and phase
contrast were detected with a ‰uorescence microscope. (B) Localization of FAD158 with an ER. 3T3L1 cells were transiently transfected with GFP-FAD158-ex-
pressing plasmid. Twenty-four hours after transfection, transfected 3T3L1 cells were ˆxed and stained with the ER marker calnexin. Fluorescence of FAD158 and
calnexin were detected with ‰uorescence microscopy.
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能は依然不明である．そこで，これら因子の機能の

一端を明らかにするために，細胞内局在を検討した．

Green ‰uorescent protein (GFP)-FAD24 融合タンパ

ク質発現プラスミドを構築し，HeLa 細胞に導入し

た結果，GFP-FAD24 は核内にドット状に局在した

（Fig. 6(A））．このドット状の核内構造体と核スペ

ックルの関係を明らかにするために，核スペックル

のマーカータンパク質である SC35 の抗体を用いて

免疫染色した．その結果，GFP-FAD24 の蛍光シグ

ナルと SC35 の染色が重なることが明らかとなっ

た．また，GFP-FAD24 の蛍光シグナルと細胞の位

相差像を重ね合せたところ，核小体にも局在が認め

られた（Fig. 6(A））．12)核スペックルは転写とスプ

ライシングの場であることが知られている．Fad24

は核スペックルに局在することから，転写・スプラ

イシングを介して，脂肪細胞分化を制御しているこ

とが考えられる．

Fad158 についても同様に，GFP-FAD158 融合タ

ンパク質発現プラスミドを構築し，細胞内局在を検

討した．構築したプラスミドを 3T3L1 細胞へと導

入した結果，核周辺領域に GFP-FAD158 の蛍光シ

グナルが認められた（Fig. 6(B））．この FAD158 の

細胞内局在をより詳細に検討するために，小胞体の

マーカータンパク質であるカルネキシンの抗体で免

疫染色したところ，GFP-FAD158 の蛍光シグナル

がカルネキシンの染色と重なることが分かった

（Fig. 6（B））．また，N 末端の 4 つの膜貫通領域を

欠損させた GFP-FAD158 融合タンパク質発現プラ

スミドを用いた検討により，fad158 は N 末端の 4

つの膜貫通領域を介して小胞体に局在することが明

らかになった．13)近年，小胞体ストレスに代表され

るように，小胞体はシグナル伝達の集約の場として

注目を集めている．また，ロイシンリッチリピート

モチーフを有する因子にはシグナル伝達に関与する

ものが数多く知られている．Fad158 は脂肪細胞分

化初期におけるシグナル伝達の担い手として，重要

な機能を果たしているものと考えられる．

7. おわりに

本総説に示したように，筆者らのこれまでの検討

結果より，脂肪細胞分化初期に発現が増加する遺伝

子群として単離した新規遺伝子 fad24 及び fad158

が，脂肪細胞分化を正に制御していることが明らか

になった．また，そのメカニズムは，fad24 及び

fad158 が PPARg のリガンドに依存して，PPARg
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Fig. 7. The Possible Cascades of Isolated Novel Genes in the Early Stage of Adipocyte DiŠerentiation
The early stage of adipocyte diŠerentiation is controlled by complex actions involving gene expression and signal transduction. Fad24 and fad158 were induced

at the early stage of adipocyte diŠerentiation. These genes seem to regulate adipocyte diŠerentiation by promoting PPARg pathway through unknown targets.
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の発現量を増加させることにより，脂肪細胞分化を

強く誘導することが考えられた．

近年，脂肪細胞分化初期過程における研究は，活

発に進められており，いくつかの因子が脂肪細胞分

化初期に機能していることが明らかになっている．

そこで，最近の知見と合わせて，筆者らのこれまで

の検討結果より明らかになった新規遺伝子 fad24 及

び fad158 の役割についてまとめた（Fig. 7）．CREB

(cAMP-responsive element binding protein）は，脂

肪細胞分化過程の極めて初期にリン酸化による活性

化を受け，C/EBPb 及び C/EBPd の発現を誘導

し，脂肪細胞分化を正に制御することが報告され

た．15)また，Wnt10b は b-catenin/TCF (T-cell fac-

tor）経路を介し分化を負に制御すること，16) GATA2

/GATA3 (GATA binding protein 2/3）は直接 PPARg

の転写活性を抑制することが報告された．17)本稿で

は言及しなかったが，PCR- サブトラクション法で

単離した他の未知遺伝子群について既に当研究室で

は，興味深い結果を得ている．18―20)これらの新し

い知見は，分化初期において様々な未解明のカス

ケードが存在している可能性を示唆するものである．

Fad24 はその局在から，転写やスプライシングに関

与していることが考えられる．脂肪細胞分化初期に

おいて，分化に重要な因子の発現制御の役割を担っ

ている可能性がある．また，fad158 は小胞体にお

いて，ロイシンリッチリピートモチーフを介してシ

グナル伝達を制御している可能性がある．これら因

子の詳細な機能を解明するために，下流のターゲッ

ト遺伝子群や相互作用する因子群の探索・同定並び

にそれらの機能解析が今後の課題である．

本総説で示した筆者らのこれまでの検討結果は，

脂肪細胞分化初期における分子メカニズムの一端を

明らかにしたものである．今後，これら新規遺伝子

群の詳細な機能解析によって脂肪細胞分化の全体像

が明らかになり，新たな肥満治療薬の開発へと結び

付くことが期待される．
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