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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌の一種Dictyostelium discoideum（和名：キイロタマホコリカビ）から発
見されたDIF-1とその誘導体（DIFs）は抗腫瘍活性と抗菌活性を有する低分子化合物である。本研究において
我々は、DIFsをシードとした新規抗がん剤と抗菌剤の開発と、DIFsの作用機序解析を進めた。その結果、①いく
つかのDIFsが乳がん細胞の増殖と遊走を阻害すること、②いくつかのDIFsが乳がん細胞におけるPD-L1の糖鎖修
飾を阻害すること、③いくつかのDIFsが多剤耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）やバンコマイシン耐性腸球菌（VRE）
などのグラム陽性菌の生育を強力に阻害すること等を見出した。

研究成果の概要（英文）：DIF-1, isolated from the cellular slime mold Dictyostelium discoideum, and 
its derivatives (DIFs) are low-molecular-weight compounds that possess antitumor and antibacterial 
activities. In this study, we tried to develop new anticancer drugs and antibacterial agents using 
DIFs as leads, and proceeded to analyze the mechanisms of actions of DIFs. We found that (1) some 
DIFs inhibit the proliferation and migration of breast cancer cells, (2) some DIFs inhibit 
glycosylation of PD-L1 in breast cancer cells, and (3) some DIFs strongly inhibit the growth of 
Gram-positive bacteria such as multi-drug resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and 
vancomycin-resistant Enterococci (VRE).

研究分野：細胞生物学、発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国の死因トップ１はがんであり、がん対策は喫緊の課題となっている。また、かつては減少傾向にあった肺
炎が近年の死因トップ３にランクインしている。
一方、ペニシリンの発見以降、真菌類や放線菌等の微生物は「創薬資源」として人類に貢献してきたが、既存薬
に耐性を有する細菌やがん細胞が出現し大きな社会問題となっており、新たな薬剤の開発に加え、新たな創薬資
源の探索・開発も重要な課題になっている。
このような状況下において、我々の研究の学術的・社会的な意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の死因トップ１はがんであり、がん対策は喫緊の課題となっている。また、かつては減
少傾向にあった肺炎が近年の死因トップ３にランクインしているが、かねてより薬剤耐性菌が
引き起こす感染症が人類にとって大きな脅威となっている。当然、これらの疾病治療を目的とし
た創薬に対する社会的ニーズは極めて高く、新規な創薬シ
ーズの発見・開発が学術的な課題となっている。 
 細胞性粘菌の一種 D. discoideum：（図 A：以下「粘菌」)
は「モデル生物」として世界中で研究されてきたが、近年
我々は細胞性粘菌類を「未利用創薬資源」と位置づけ、各
種粘菌由来の生物活性物質（低分子化合物）の単離・同定
と、それらをシードとした創薬研究を進めている。 
DIF-1 (図 B)は、粘菌の柄(え)細胞分化誘導因子として
英国の研究グループによって単離・同定された化合物だが (文献①)、後に我々は、DIF-1 が抗
腫瘍活性を有することを発見した(文献②)。 
 さらに我々は、約 30 種類の DIF 誘導体を合成し、化学構造-活性相関を詳細に検討した（右下
図：DIF 誘導体の生物活性検討結果の一部）。その結果、DIF-3(+1)や Bu-DIF-3 等の誘導体がも
っとも強力な抗腫瘍活性を有することが明らかと
なった(文献③－⑨,他)。さらに、近年我々は、Ph-
DIF-1 や Ph-DIF-3 等の誘導体が in vitro で強力
な抗菌活性を有すること、また、それら誘導体が
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)やバンコマ
イシン耐性腸球菌(VRE)に対しても強力な抗菌作
用を発揮することを発見した（特許申請中）。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、DIF-1 をリード化合物としたまったく新しいタイプの⑴抗がん剤（増殖と浸
潤・転移の両者を阻害する薬剤）と⑵抗菌薬（既存薬剤耐性菌も駆逐する薬剤）の開発、並びに
⑶それら薬剤の作用機序解析を進
めることにある。また、これらの目
的達成に寄与すべく、(4)DIF 誘導体
の有する様々な生物活性に関する
研究も進めた。 
 
３．研究の方法 
(1)DIF 誘導体の化学合成 
①我々の先行論文[Gokan et al. 
2005]に記載のごとく、各種 DIF
誘導体を合成した（右図）。 

②また、2019年に発表した論文に
記載のごとく、ハロゲン置換 DIF
誘導体を合成した[Kubohara et 
al. 2019]。 
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(2)DIF の抗腫瘍作用の解析 
DIFs の増殖抑制作用の解析（下図） 
①ヒトトリプルネガティブ乳がんのモデルである MDA-MB-231 細胞をプラスチックディッシュ
中で、DIF存在下/非存在下で３日間培養した。 

②細胞数を比較検討することで、DIF の増殖抑制活性を算定した。 

 
DIF の遊走阻害作用の解析（上図） 
① MDA-MB-231 細胞をトランスウェル中で、DIF存在/非存在下（以後「±DIF」と表記）で 16
時間培養した（上段ウェル培地に細胞を添加、下段ウェル培地に 5%牛胎児血清を添加、上下
段ウェルに DIF を添加）。 

②下段に遊走した細胞を染色し、遊走細胞数を比較検討することで、DIF の遊走阻害活性を算
定した。 

 
PD-L1 発現と糖鎖修飾に対する DIF の作用解析 
①MDA-MB-231 細胞を±DIF で適当な培養した。 
②細胞を回収し、Real time PCR 法で PD-L1 mRNA, PD-L2 mRNA, Cyclin D1 mRNA, GAPDH mRNA
などの発現量を検討した。 

③細胞を回収し、Western blot法によって、PD-L1, PD-L2, Cyclin D1, GAPDHなどのタンパ
ク質発現量と糖鎖修飾状態を検討した。 

 
DIF の作用機序解析：Western blot法他 
①各種腫瘍細胞を±DIF で in vitro培養し、タンパク質と RNA を回収した。 
②回収したタンパク質や RNA を用いて、増殖や遊走（転移）に関わるシグナル伝達関連タンパ
ク質等の発現や活性変化を、Western blot法、Real-time PCR 法、あるいは DNA micro-array
等を利用して解析した。 

③得られた結果を基に、RNAi法、各種酵素阻害剤を利用して±DIF での培養細胞中のシグナル
伝達関連分子等の発現や活性変化を同様に解析した。 

 
(3)DIF の抗菌作用の解析 
DIF の MIC(Minimum inhibitory concentration：最小発育阻止濃度)の検討 
・各種細菌株を±DIF（新たに合成した DIF 誘導体）で一晩 in vitro培養後、MICを算定した。 

 
電子顕微鏡観察 
・細菌（Staphylococcus aureus or Enterococcus faecalis 他）を±DIF で数時間培養後、細
胞を固定し、一連の操作を経て、細菌細胞切片を電子顕微鏡で観察した。 

 
DIF の標的分子（DIF-binding proteins: DBPs）の同定（進行中） 
①各種腫瘍細胞あるいは細菌から適当なdetergent溶液で
タンパク質を抽出し、DIF-1-beads（右図）を利用して、
DBPs を部分精製する。 

②部分精製サンプルを SDS-PAGE で展開後、バンドを切り
出し、LC-MS/MS 法によって DBPs を同定する。さらに、 

③同定した DBPs を Knock down あるいは Knock out した細胞の性状解析を行ない、それら DBPs
が本当に DIF の作用を媒介する標的分子であるかどうかを検討する。 

 
４．研究成果 
(1)DIF の抗腫瘍作用の解析 
DIF の増殖抑制作用と遊走阻害作用の解析[Totsuka et al. 2019] 
 ヒトトリプルネガティブ乳がんは、高転移性で悪性度が高い。我々は、ヒトトリプルネガテ
ィブ乳がんのモデル MDA-MB-231 細胞に対する各種 DIF 誘導体（約 25種類）の抗腫瘍活性を in 
vitro で検討した。その結果、いくつかの DIF 誘導体が細胞の増殖と遊走を強力に阻害するこ

研究の背景と⽬的

新しい抗がん剤開発:がんの転移を阻害する薬剤の開発
順天堂⼤学スポーツ健康科学部健康⽣命科学教室の研究紹介 1

現在、我が国の死因トップ１はがんであり、今後も増加傾向にある。

がんの恐ろしさは、がん細胞の増殖能と浸潤・転移能（遊走能）の高

さにある。乳がんも罹患数・死亡数共に年々増加傾向にある。中で

も、トリプルネガティブ乳がん（TNBC）は難治性で、乳がんの約20％

を占めている。治療法は化学療法（抗がん剤療法）に限られており、

一般的に予後が悪い。そのため、有効な抗がん剤の開発を含めた

治療法の確立が急務となっている。

近年、土壌微生物の一群である細胞性粘菌類は「未開拓創薬資

源」として注目されている。細胞性粘菌の一種D. discoideum（右上図

A）由来のDIF-1（右上図B）とその誘導体は、抗腫瘍活性を有してお

り、抗がん剤のリード化合物として期待されている。中でも、Br-DIF-

1（右上図B）は、マウス骨肉腫LM8細胞やヒトTNBCのモデルMDA-

MB-231細胞の遊走を強力に阻害したことから、がん細胞の転移阻

害剤として臨床応用できる可能性が示された（Table 1）。

本研究では、がん細胞の転移阻害剤の開発を目的として、新たに

17種類のBr-DIF-1誘導体（右下図）を合成し、MDA-MB-231細胞に

対する抗腫瘍活性（増殖抑制活性と遊走阻害活性）を検討した。
Br-DIF誘導体の合成法
と構造式研究⽅法

Table 2. IC50 values of Br-DIF derivatives versus serum-induced 
cell migration and cell growth in MDA-MB-231.

全てのBr-DIF誘導体を用いたスクリーニングの結果４つの有望誘導体を見いだした（下図A）。これらの誘導体を用いて、生物活性-

濃度相関の検討と（下図B, C）、50%阻害濃度（IC50）の算定を行った（Table 2）。

（Trans-well下層に移動した細胞の写真）

結果

・今後は、これらBr-DIF誘導体をシードとした新

規転移阻害剤の開発と、DIF誘導体の作用機序

の解析を進める予定である。

(Totsuka et al. Biomolecules, 2019)

遊走阻害実験の結果の一部



とを見出した。さらに DIF の塩素を臭素に置換した誘導体を 18種類作製し（下図）、それらの
抗腫瘍活性を検討した結果、強力な増殖抑制活性と遊走阻害活性を有する誘導体を見出した。 
これらの結果は、乳がん細胞の増殖
と浸潤・転移の両者を DIF 誘導体が
阻害できる可能性を示唆している。 

 
PD-L1 の糖鎖修飾に対する DIF の効
果[Hirayama et al. 2023] 
 悪性度の高いがん細胞はしばしば
Programmed death-ligand 1 (PD-L1)
を発現しており、免疫細胞からの攻
撃を逃れることができる。PD-L1 発現
の阻害剤は‘がん免疫療法’に臨床応
用できる可能性がある。ヒトトリプルネガティブ乳がん MDA-MB-231 細胞は PD-L1 を発現して
いるため、我々は、この細胞の PD-L1 発現に対する DIF 誘導体の効果を検討した。その結果、
ある種の DIF 誘導体が PD-L1タンパク質の糖鎖修飾を抑制することを見出した。PD-L1 が機能
するためには糖鎖修飾を受けることが重要であり、我々の結果は、DIF 誘導体ががん免疫療法
に利用できる可能性を示唆している。 

 
(2)DIF の抗菌作用の解析と新たな誘導体の開発 
DIF の抗菌作用の解析[Kubohara et al. 2019] 
 これまでの研究成果から、DIF 誘導体が様々な生物
活性を有することが判明している。今回我々は DIF 誘
導体の抗菌活性について検討した。その結果、いくつ
かの DIF 誘導体が黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄
色ブドウ球菌 MRSA、腸球菌、バンコマイシン耐性腸球
菌 VREなどのグラム陽性菌に対する強力な抗菌活性を
有することを発見した（表１）。さらに、Ph-DIF-1 と
Bu-DIF-3 存在下で培養した MRSA では特徴的（異常）
な膜構造が形成されることを見出した（右写真）。 
これらの結果は、DIF 誘導体が抗菌剤として臨床応用
できる可能性を示唆している。現在我々は、DIF の標
的分子の同定と、より有効な DIF 誘導体の開発を進め
ている。 
 
水溶性 DIF 誘導体の抗菌活性[進行中] 
 既存の DIF 誘導体は、5%アルブミン存在下で抗菌活
性が消失することが判明した。このことは、DIF がア
ルブミンに吸着したことが原因と思われた。そこで
我々は、水溶性を高めたいくつかの DIF 誘導体を合成
し、抗菌活性の検討を行っている。 

 
(3)DIF の有する様々な生物活性の研究 

これまでに我々は、DIF 誘導体が様々な生物活性を有することを発見してきた。DIF の有する生物活
性の探索や DIF の作用機序を明らかにすることは、DIF の抗腫瘍作用や抗菌作用の機序解析にも役
立つ可能性が高い。そこで、以下の研究を進めた。 
 
DIF-1 の糖代謝促進作用の研究[Kubohara et al. 2021] 
 我々は、DIF-1 が哺乳類細胞の糖代謝（糖取り込み）を促進する活性を有することを報告し
てきた（Omata et al., FEBS J. 2007; Kubohara et al., Life Sci. 2008）。本研究において
我々は、DIF-1 が少なくとも一部 AMP kinase を活性化することによってマウス 3T3-L1 細胞の
糖取り込みを促進することを見出した。一連の成果は、DIF-1 が肥満や糖尿病治療薬開発のた
めのリード化合物として利用できる可能性を示唆している。 

 
DIF の抗マラリア作用の研究[Mita et al. 2021]  
 マラリアは世界三大感染症の 1つであり、毎年多くの感染者と死亡者を出している人類の脅
威である。本研究では、ヒト熱帯熱マラリア Plasmodium falciparum（４つの株）のの増殖に
対する 41 種類の DIF 誘導体の効果を in vitro で検討し、いくつかの DIF 誘導体が強力な抗
マラリア活性を有することを見出した［特許申請中］。その中で最も有望な化合物 DIF-1(+2)は
既存マラリア治療薬であるアルテミシニン耐性株とクロロキン耐性株に対しても強力な増殖
抑制作用を示した（次頁図）。また、マウス腹腔内投与した DIF-1(+2)は、マウスに感染させた
齧歯類熱帯熱マラリア Plasmodium bergheiの増殖を有意に抑制し、マウスの生存率を上げた。 
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表１．DIF誘導体とバンコマイシンの最小発育阻止濃度(MIC)

化合物 黄色ブドウ球菌 MRSA 腸球菌 VRE

DIF-1 12.5 12.5 25 50

Ph-DIF-1 1.56 1.56 3.13 3.13

Bu-DIF-3 0.78 0.39 1.56 1.56

バンコマイシン 0.69 1.38 2.76 >88

(µM)

上記菌株を各種DIF誘導体存在下で一晩(37℃)培養後、最小発育

阻止濃度（MIC）を算定した。MRSA：メチシリン耐性黄色ブドウ球菌．
VRE：バンコマイシン耐性腸球菌．



これらの結果は、DIF が抗マラリア薬として臨床応用できる可能性を示唆している。 
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マラリア原虫の増殖に対するDIFs (10 µM)の効果
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