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研究成果の概要（和文）：　本研究では、脂肪細胞分化を促進する新規遺伝子として単離したfactor for 
adipocyte differentiation  (fad)104と骨分化を制御する細胞内シグナル伝達因子Smad1の相互作用様式の一部
を明らかにした。さらに、fad104が骨分化だけでなく、がん細胞の浸潤、転移、足場非依存的増殖能を抑制する
機能を有すること、さらにその過程でFAD104が骨分化制御にも寄与することが知られているSTAT3のリン酸化レ
ベルを調節していることも新たに明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we demonstrated that the amino acid region 161-277 of 
FAD104 is required for interaction with Smad1, a regulator of osteoblast differentiation. 
Furthermore, knockdown and overexpression experiments showed that FAD104 suppressed the invasion, 
metastasis and anchorage-independent growth of cancer cells. In addition, we demonstrated that the 
N-terminal region of FAD104 is essential for inhibiting STAT3 activity. 

研究分野：分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 

 

最近申請者らは、脂肪細胞分化初期に発現

が増加する新規遺伝子として単離したfactor 

for adipocyte differentiation 104 (fad104)

が骨分化抑制因子として機能することを明

らかにした。FAD104は、タンパク質の相互

作用に寄与することが知られているPxxP 

ドメインに加え、fibronectin type IIIドメイ

ンの９回繰り返し構造、さらに、C末端に膜

貫通ドメインを有する新規遺伝子として単

離された。前駆脂肪細胞株を用いた検討によ

り、fad104が脂肪細胞分化を促進する役割を

担うことを明らかにした。また、fad104が脂

肪細胞分化初期に観察され、終末分化に必須

と考えられている一過性の細胞増殖（clonal 

expansion）の制御に寄与することも明らか

にした。 

さらに、fad104のノックアウトマウスを樹

立し、生体内における fad104 の機能につい

て解析した。その結果、fad104欠損マウスが

出生直後に死亡することがわかった。様々な

臓器について解析した結果、fad104欠損マウ

スの肺では、肺の機能維持に必須な肺胞上皮

II型細胞の分化が著しく未熟であり、かつ肺

胞拡張に寄与するサーファクタントタンパ

ク質の発現が減少していることを明らかに

した。 

骨分化における fad104 の役割とその機能

については以下のことを明らかにした。すな

わち、Fad104 欠損マウスより調製した

mouse embryonic fibroblasts (MEFs)では野

生型MEFsと比較し骨分化が促進され、骨分

化に関与する転写因子 Runx2 の発現も亢進

していることを明らかにした。さらに、

fad104 欠損マウスを詳細に観察した結果、

fad104の頭蓋骨において、前頭骨と左右の頭

頂骨との間に存在するひし形の間隙である

大泉門付近の骨化が異常に亢進されている

ことを見出した。また、胎生 18.5日齢の頭蓋

より調製した頭蓋冠由来の骨芽細胞である

calvaria細胞を用いた検討から、fad104の欠

損により、骨分化に重要な役割を担う Bone 

morphogenetic protein (BMP)刺激条件にお

ける Smad1/5/8 のリン酸化が顕著に亢進す

ること、逆に、fad104を過剰発現した細胞で

は、Smad1/5/8のリン酸化レベルが減弱され

ることを明らかにした。これらの結果に加え、

FAD104 が Smad1/5/8 と相互作用している

ことも見出した。 

以上の検討結果より、fad104が脂肪細胞分

化、肺形成にとどまらず、BMP/Smad シグ

ナルを制御する新規の骨分化抑制因子であ

ることを明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
 
骨は身体の支持だけでなく、運動を可能に

する骨格系の中心的役割を担う。高齢化社会

の加速により、骨粗鬆症や変形関節炎等の骨

関連疾患への迅速な対応が求められている。

骨組織は、生体において常にその一部が破骨

細胞により吸収され、同時にほぼ同量の新し

い骨が骨芽細胞の分化により形成されるこ

とにより、骨量が維持され、ホメオスタシス

が保たれる。それゆえ、骨関連疾患発症のメ

カニズムを理解し、より効果的な治療薬を開

発するためには、破骨細胞による骨吸収メカ

ニズムに加え、骨分化の分子メカニズムを解

明することが必要不可欠である。 

骨芽細胞から骨への分化には、osterixや

Runx2 などの転写因子、BMP などの液性

因子が骨分化促進に重要な役割を担うこと

は報告されているが、分化を抑制する機構

については未だ不明な点が多い。そこで本

研究では、特に fad104による BMP/Smad

シグナル制御機構と fad104 の発現調節機

構に焦点をあて、fad104による骨分化制御

の分子メカニズムを明らかすることをめざ

した。さらに、検討の過程で fad104 がが

ん細胞の浸潤、転移に重要な役割を担うこ



とも見出したため、その制御機構について

も詳細に検討を行った。 

 
３．研究の方法 

 

FAD104 および Smad1/5/8 のどの領域が

Smad1/5/8 との相互作用に重要であるかを

明らかにするために、FAD104 ならびに

Smad1/5/8 について各種欠失変異体を作製

し、相互作用に重要な領域を検討した。 

ゲノムデータベースを利用し、マウスおよ

びヒトの fad104 のプロモーター領域を同定

し、その発現調節機構について検討した。 

FAD104のがん細胞の浸潤、転移における

役割を検討するため、siRNAを用いた発現抑

制系ならびにアデノウイルスを用いた過剰

発現系による検討により、メラノーマ細胞の

浸潤、転移における役割を検討した。さらに、

同様の実験方法を用いて、がん細胞の足場非

依存的増殖能獲得に FAD104 が担う役割に

ついても検討を行った。 
 
４．研究成果 

 

複数のGST融合 fad104欠損変異体を作製

した。大腸菌で発現させ、精製した FLAG融

合 Smad1 との pull down assay の結果、

FAD104の 161-277アミノ酸が Smad1との

相互作用に重要である可能性が示唆された。 

この領域には、タンパク質相互作用に重要な

グリシンリッチ領域を含むことから、グリシ

ンリッチ領域が Smad1 との相互作用に重要

である可能性が示唆された。次に、Myc融合

Smad1 各種欠損変異体を作製した。これら

の変異体をヒト子宮頸がん細胞株HeLa細胞

に導入し、発現と局在を検討した結果、いず

れの各種変異体も細胞質に局在することが

わかった。そこで、HeLa細胞に、Myc融合

Smad1 各種欠損変異体と FLAG 融合

FAD104を co-transfectionし、免疫沈降法に

より相互作用を検討したが、FAD104 が

Smad1 のどの領域に結合するかについては

明らかにすることができなかった。 

 次に、fad104の発現調節機構についても

検討を行った。その結果、脂肪細胞分化誘

導剤の一つであるデキサメタゾンが

fad104 の発現に重要であることが明らか

になった。また、fad104の転写開始点の探

索を行った結果、fad104には異なる転写開

始点を有する transcript variantが 2種類

存在すること、さらに、脂肪細胞分化初期

に発現変化を示すのは、transcript variant 

1のみであることが明らかになった。 

 これまでの検討により、FAD104を欠損

したmouse embryonic fibroblasts (MEFs)

は野生型 MEF と比較し、細胞の接着、移

動が低下することを明らかにしている。ま

た、FAD104 が制御する BMP/Smad シグ

ナルは骨分化だけでなく、がん細胞の浸潤

や転移にも重要であることが報告されてい

る。そこで、骨分化における FAD104の機

能を明らかにする一助としてがん細胞の浸

潤、転移における FAD104の役割と機能に

ついての検討を進めた。検討の結果、

FAD104は高転移性のがん細胞では低転移

性のがん細胞に比べてその発現が低下して

いることを見出した。また、FAD104の発現

を抑制したメラノーマ細胞は、浸潤能が亢進

した一方、FAD104の過剰発現は浸潤能を抑

制することを明らかにした。さらに、FAD104

過剰発現細胞をマウスに導入した結果、コン

トロール細胞に比べて肺への転移が抑制さ

れることも見出した。以上の結果から、

FAD104はがん細胞の浸潤、転移を負に制御

する役割を担うことを明らかにした。 

 さらに、がん細胞の浸潤に重要な細胞内シ

グナル伝達系について評価した結果、

FAD104 が STAT3 と相互作用し、そのリン

酸化レベルを減弱させることも明らかにし

た。一方、がん細胞においては FAD104 が

Smadのリン酸化レベルに影響を与えないこ



とも見出した。このことから、Fad104 の機

能は細胞種により異なる可能性が考えられ

た。 

 次に、FAD104ががん細胞の足場非依存的

増殖能に与える影響を検討した。発現抑制系

ならびに過剰発現系を用いた検討により、

FAD104ががん細胞の足場非依存的増殖能を

阻害する役割を担うことを明らかにした。 

 さらに、FAD104がどのように STATシグ

ナルを制御するのか検討した。FAD104なら

びに STAT3 の各種欠損変異体を作製し、免

疫沈降法および pull down assayにて相互作

用する領域を検討した結果、FAD104は自身

のN末端領域を介して STAT3のN末端領域

ならびに C 末端領域と結合することが明ら

かになった。 

 最後に、Smadならびに STATシグナルが

重要な役割を担う生命現象の一つである上

皮間葉転換（EMT）に fad104が及ぼす影響

について検討を進めた。検討の結果、FAD104

は EMTの過程でその発現が顕著に増加する

ことを見出した。さらに、FAD104の発現を

抑制すると EMTの誘導が亢進されること、

逆に、FAD104の過剰発現により EMT誘導

が阻害されることを見出した。また、その過

程において FAD104 は TGF-依存性の

Smadシグナルを制御することも新たに見出

した。EMT はがん細胞の浸潤や抗がん剤に

対する抵抗性惹起に極めて重要な生命現象

である。本年度の検討により、FAD104が脂

肪細胞や骨細胞の分化にとどまらず、EMT

の誘導にも重要な役割を担うという新しい

知見を得ることができた。 

 以上、本研究により FAD104の新しい役割

と機能を見出すことができた。FAD104が脂

肪細胞分化や骨細胞分化にとどまらず、がん

細胞の浸潤や転移、足場非依存的増殖能、さ

らには EMTの制御にも寄与することは非常

に興味深い。今後、本研究で得られた知見を

発展させ、骨分化、さらには骨分化異常を原

因とする疾患における FAD104 の役割を明

らかにするとともに新たな創薬開発につな

げていきたい。 
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