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研究成果の概要（和文）：我々はグリコーゲン合成酵素キナーゼ-3（GSK-3）の活性化をその分子基盤とし、細
胞周期進行をG1期で強力に拘束するDifferentiation-inducing factor；DIFをリード化合物とした、“新規抗が
ん薬”の開発を目指して研究を続けているが、未だ標的分子の解明に至っていない。そこで本研究では、DIF標
的分子の探索・同定を目指し、結合タンパク質として14-3-3ζが確認された。そこで、14-3-3ζへのDIFの効果
についての検討を行ったところ、DIFと14-3-3ζが細胞内でも結合している可能性が示唆され、14-3-3ζがDIFの
標的分子の１つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Differentiation-inducing factors (DIFs), first identified in Dictyostelium 
discoideum, also affect mammalian cells. We reported that DIF-1 and DIF-3 inhibited mammalian cell 
proliferation by activation of glycogen synthase kinase-3(GSK-3). However, the target molecule(s) of
 DIFs to activate GSK-3 are not identified yet. Therefore, we tried to clarify the target molecule
(s) of DIF using affinity chromatography with DIF-1-tethered resin and found that 14-3-3ζcould be a
 candidate protein. We performed quartz crystal microbalance assay. DIFs were revealed to directly 
bind to 14-3-3ζ. We further confirmed binding of DIF 14-3-3ζby thermal shift assay and found that 
DIF affect 14-3-3ζprotein stability. As 14-3-3ζis known to associate with Yes-associated protein 
(YAP), we analyzed the effect of 14-3-3ζknock down on YAP. We found that DIF-1 significantly 
reduced phosphorylation level of YAP, thereby activating YAP to translocate to nucleus in HeLa 
cells. 

研究分野： 分子薬理学

キーワード： 抗がん薬　細胞内シグナル調節　分子標的薬

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
14-3-3ζはがん細胞の転移や浸潤に大きな役割を果たすHippoシグナル経路の活性調節因子である
Yes-associated protein (YAP)と結合することにより、この転写因子の核内移行を制御し、Hippoシグナル経路
活性調節に関与することが知られている。DIFによる抗腫瘍効果の検討を行う過程で、がん細胞の転移や浸潤は
GSK-3に非依存的に起こる可能性を見出していたので、DIFの作用機序解明にあたって、新たにHippoシグナル経
路を加えることができたのは、大きな収穫であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

Differentiation-inducing 
factor（DIF）は細胞性粘菌が分泌
する天然物質である。我々は、DIF
（主に DIF-1 と DIF-3）の情報伝
達機構について検討し、これらの
物質が種々のヒト由来がん細胞お
よび血管内皮細胞において、GSK-3
βの活性化を通じて強力にサイク
リン D1の分解促進および合成抑制
を引き起こすとともに Wnt/β-カ
テニンシグナル伝達経路を抑制す
ること、また、これらにより細胞
周期進行を G1期で拘束し細胞増殖
を抑制することを見出した（文献
1-7、右図参照）。 
さらに、複数のがんモデルマウスを用いて、DIF の経口投与を行ったところ、培養細胞で

確認した機序に基づいてがん細胞の増殖や転移を抑制するという結果が得られた(原著論文
4,8)。 
従来型の抗がん薬の大部分は細胞周期のなかで、DNA 複製期である S 期と分裂期である M

期をターゲットにしている。しかし、これらの薬剤は、がん細胞のみならず増殖の速い細胞
（白血球系の細胞など）に致死作用をもたらし、しばしば重篤な副作用の原因となるが G1期
をターゲットとする DIF では動物実験においてそのような副作用は認められなかった。 
このように、GSK-3 の活性化をその分子基盤とする DIF は有望な新規分子標的型抗腫瘍薬

として臨床応用できる可能性がある。我々は DIF が GSK-3 の活性化というユニークな機序に
より生体内でも抗がん作用を持つことを報告してきたが、残念ながら、DIF の標的分子の解
明には至っていない。 

 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、がん細胞に対し強力な増殖抑制作用を持つDIF（主にDIF-1とDIF-3）をリード

化合物とした新規分子標的型抗がん薬の開発を目指す研究の一環である。 
有望な抗がん薬の開発ターゲットである GSK-3 は、一般的なリン酸化酵素と異なり正常な状

態で活性化されているが、増殖シグナルによりその活性が低下し、増殖中のがん細胞では低活性
となっている。多くのリン酸化酵素同様、GSK-3 についてもその阻害薬は多数開発されているが、
活性化薬についてはいまだ開発されていない。DIF に惹起される GSK-3 の活性化は極めてシャー
プな反応であるため、明確な標的分子（結合タンパク質）が存在すると予想される。 
そこで本研究課題では、標的分子への選択性を高めた DIF 誘導体（DIF 分子の最適化）を、

新規分子標的型抗がん薬として臨床応用することを目指して、DIF の標的分子の同定・探索を
行う。 
 
 
３．研究の方法 
研究は以下のように行った。 
（１）DIF 結合タンパク質の精製は DIF アフィニティーカラムにより行った。結合タンパク質の

同定は質量分析により行った。 
（２）QCM（Quartz Crystal Microbalance：水晶振動子マイクロバランス）法を用いて DIF と候

補となったタンパク質の結合を確認した。 



（３）サーマルシフトアッセイを行い、DIF-1 との結
合により候補タンパク質の熱安定性が変化す
るか否かを検討した。 

（４）候補となったタンパク質と DIF の作用の関連
を検討するために候補タンパク質を siRNA を
用いてノックダウンした。 

 
４．研究成果 
 
（１）DIF 結合タンパク質の同定 
ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞の溶解液を用いて、

DIF アフィニティーカラムによる結合タンパク質の
精製を行ったところ、以前報告したリンゴ酸デヒド
ロゲナーゼ以外にもシャペロンタンパク質である 14-3-3ζが DIF 結合候補タンパク質である可
能性が示唆された（図１）。 
 
（２）QCM を使用した DIF と 14-3-3ζ結合確認 
次に、ヒトリコンビナント 14-3-3ζと DIF-1 および DIF-3 の結合について、QCM を使用して

確認実験を行った。 
図２に示すように、14-3-3ζを吸着させたチップを使用したときは、牛血清由来アルブミン

（BSA）を吸着させたチップを使用したときと比較して、溶液に DIF-1 または DIF-3 を添加した
ときに著しい振動数の低下が認められ、これらの化合物が 14-3-3ζと特異的に吸着しているこ
とが示唆された。 

 
 
（３）サーマルシフトアッセイ 
さらに、14-3-3ζと DIF-1 との結合について検討す

るために、サーマルシフトアッセイを行った。図３に
示すように、DIF-1 との結合により 14-3-3ζの熱安定
性は明らかな低下を示した。このことからも DIF-1 が
14-3-3ζに結合することが示された。 
 
（４）14-3-3ζsiRNA の効果 
14-3-3ζは細胞の接着・増殖・上皮間葉転換に関連

する Hippoシグナル経路の主要調節因子として知られ
ている。 
そこで、HeLa 細胞を用いて、14-3-3ζのノックダウ

ンによる YAP リン酸化への影響を検討した。図４に示
すように siRNA をもちいて 14-3-3ζをノックダウン
することにより、明らかに YAP のリン酸化減少が認められた。この結果から DIF は YAP を介し
て Hippo シグナル経路にも影響を与える可能性が示唆された。 



 
本研究により、DIF の新しいターゲットタンパク質とし

て 14-3-3ζを同定することができた。 
当初の研究計画では、DIF による GSK-3 活性化のトリガ

ーとなるタンパク質の探索・同定を行う予定であったが、
GSK-3 タンパク質の構造上、当初予定していたタグをつけ
ることが難しかったため、DIF によるアフィニティーカラ
ムを使用したターゲットタンパク質の探索に研究方向を
シフトした。 
DIF による抗腫瘍効果の検討を行う過程で、がん細胞の

転移や浸潤は GSK-3 に非依存的に起こる可能性を見出し
ていたので、DIF の作用機序解明にあたって、新たに Hippo
シグナル経路を加えることができたのは、大きな収穫であ
った。 
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