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研究成果の概要（和文）：グリオブラストーマ(GBM)は予後不良な悪性脳腫瘍である。N-myc downstream 
regulated gene1(NDRG1)は分化関連遺伝子で様々ながんの予後良好因子である。これまでNDRG1発現はGBM患者予
後に正に相関し、GBM細胞増殖を抑制することを報告した。本研究はNDRG1によるGBM細胞の増殖抑制機序や、
DIF-1のNDRG1発現誘導機序の解明、新しいNDRG1標的治療の創出を目的とした。結果、DIF-1はGBM細胞のNDRG1発
現を誘導、増殖を抑制し、脳移植GBMのNDRG1発現誘導、増殖抑制を示した。DIF-1によるNDRG1標的治療はGBMの
有望な治療になりうる。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma (GBM) is the most aggressive primary brain tumor. It had been 
reported that N-myc downstream regulated gene1 (NDRG1) suppresses oncogenesis in various cancers. We
 had reported that NDRG1 protein expression correlates with favorable prognosis in patients with 
GBM, and NDRG1 overexpression suppresses GBM cell growth. In this study, we further asked how NDRG1 
suppresses GBM cell growth. Further, we showed Differentiation inducing factor-1 (DIF-1) increases 
NDRG1 expression in GBM cells and its mechanism. Finally, we presented enhancing NDRG1 expression 
could be a promising approach to the development of potent and novel anti-GBM therapeutics.

研究分野： 脳腫瘍

キーワード： 膠芽腫　NDRG1　DIF-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NDRG1は腫瘍抑制的な働きが注目されているが、NDRG1を標的とした治療はない。本研究では、NDRG1による細胞
の増殖抑制機序や、NDRG1発現を誘導するDIF-1の作用機序を解明することで、NDRG1を標的とした患者予後を改
善する新たなGBM治療を提示する事ができる点に学術的、社会的に意義がある。
さらに、本研究の成果はGBM治療に新たな治療を提示するばかりでなく、NDRG1が腫瘍抑制的に機能する他がん腫
を含めたがん治療に大きく貢献できる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
1) GBM は最も頻度が高く、極めて致死率の高い悪性原発性脳腫瘍である。現在の標準治療で

は、手術・放射線治療・アルキル化剤のテモゾロミドを用いた化学療法が行われているが、
患者の平均生存期間は 14.6 ヶ月と未だ予後不良である。近年、GBM の発生・進展に関わ
る遺伝子変異が明らかになり、それらと関連する分子を標的とした様々な薬剤の臨床治験
が多く進められている。しかし、患者の全生存期間を延長した薬剤は未だ報告されていな
い。そのため、GBM の悪性進展に関わる特徴的な分子とその関与機序を明らかにし、それ
を標的とした有効な治療を創出することは重要な課題である。 

2) NDRG1 は、神経組織を含む様々な組織・器官の分化に関与し、がん遺伝子として知られる
N-myc や c-Myc によって負に制御される遺伝子である。これまでに、NDRG1 は様々なが
ん種において腫瘍増殖や血管新生、転移を抑制することが報告されている。さらに、GBM
を含む Glioma 患者においても NDRG1 が高発現している患者は生存期間が長いことが報
告されている。しかし、NDRG1 が GBM の進展に関与する詳細な機序は解明されていな
い。 

3) 我々は当院で加療した GBM 患者の腫瘍標本を対象に、NDRG1 発現と患者生存期間が有
意に正に相関することを明らかにした。また、GBM の悪性進展に関与する遺伝子異常
（EGFR 過剰発現、PTEN・TP53 変異）に関わらず、NDRG1 発現抑制は GBM 細胞株の
増殖を促進した。 

4) さらに我々は、独自に樹立した NDRG1 過剰発現 GBM 細胞株では細胞増殖が有意に抑制
され、NDRG1 のリン酸化酵素である Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β)の発現と、
GBM の悪性進展に関わる生存・増殖シグナルの AKT/S6 経路の活性が低下することを観察
した。 

5) また、我々は Dictyostelium discoideum の分化に関わる物質 Differentiation inducing 
factor-1（DIF-1）が、GBM 細胞の NDRG1 発現を上昇させ、細胞増殖を有意に抑制し、さ
らに GBM 細胞株マウス皮下移植腫瘍の増殖も抑制することを見出した。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、NDRG1 による細胞の増殖抑制機序や、NDRG1 発現を誘導する DIF-1 の作用機
序を解明し、NDRG1 を標的とした患者予後を改善する新たな GBM 治療を提示することであ
る。 
 
 
３．研究の方法 
1) NDRG1 の発現を siRNA や独自に作成した NDRG1 過剰発現細胞株を用いて変動させ、さ

らに GSK3 阻害剤などを用いて NDRG1 発現による GBM 細胞増殖抑制機序とその GSK3
βや AKT/S6 シグナルの関連を評価した。 

2) GBM 細胞株や患者由来 GBM 幹細胞株を用いて、DIF-1 処理による NDRG1 発現やその関
連シグナル、増殖の変化をウエスタンブロット、フローサイトメトリなどで評価した。 

3) GBM 細胞株や患者由来 GBM 幹細胞株のマウス同所移植モデルを作成し、DIF-1 が脳へ移
行するか、抗腫瘍効果を示すか評価した。 

 
 
４．研究成果 
これまでに我々は当院で加療した GBM 患者の腫瘍標本を対象に、NDRG1 発現と患者生存期間が有
意に正に相関することを明らかにした。NDRG1 過剰発現 GBM 細胞株では細胞増殖が有意に抑制さ
れ、NDRG1 のリン酸化酵素である GSK3βの発現と、GBM の悪性進展に関わる生存・増殖シグナル
の AKT/S6 経路の活性が低下することを観察した。また、DIF-1 が、GBM 細胞の NDRG1 を脱リン酸
化するとともに発現を顕著に上昇させ、細胞増殖を有意に抑制し、さらに GBM 細胞株マウス皮下
移植腫瘍の増殖も抑制することを見出した。これらの結果を基盤として、 (A) NDRG1 による GBM
細胞の増殖抑制機序の解明、(B) DIF-1 による GBM 細胞の NDRG1 発現制御・細胞増殖抑制機序の
解明、(C) DIF-1 投与による生体での NDRG1 発現上昇や関連シグナル抑制効果の検証を進めた。 
 
(A)NDRG1 による GBM 細胞の増殖抑制機序の解明  
①NDRG1 ノックダウンによる細胞増殖促進効果や AKT/S6 活性の上昇は、GSK3 阻害剤によって打
ち消された。GSK3 阻害剤は GBM 細胞株の S6 活性を NDRG1 ノックダウン細胞においてより抑制す
ることを見出した。これは、NDRG1 発現の変化による細胞増殖の制御機構に GSK3βや AKT/S6 活
性が関与していることを示している。さらに、NDRG1 過剰発現は細胞周期の G0/1 期停止を誘導
することをフローサイトメトリーを用いて明らかにした。 



②NDRG1 過剰発現は GSK3β蛋白の安定性を低下することをシクロヘキシミド処理後、経時的に
ウェスタンブロットで GSK3β発現を検討し見出した。NDRG1 過剰発現による GSK3β安定性低下
はプロテアソーム阻害剤である MG132 処理で打ち消された。これは NDRG1 発現上昇は GSK3βの
プロテアソームによる分解を促進することでその発現を低下させることを示唆している。 
一方で NDRG1 リン酸化部位欠損変異 cDNA を作成し、GBM 細胞株に強制発現させ、その増殖を評
価したところ、NDRG1 リン酸化部位欠損変異強制発現細胞は野生型 NDRG1 強制発現細胞に比し、
増殖がより抑制されることがわかった。NDRG1 リン酸化部位欠損変異体は細胞内での蛋白の安定
性が野生型に比し上昇していることを経時的なウェスタンブロットで明らかにした。これは
NDRG1 リン酸化は NDRG1 蛋白の安定性低下に関わることを示している。事実、NDRG1 リン酸化担
当キナーゼである GSK3 阻害剤を処理すると NDRG1 リン酸化が阻害され、NDRG1 蛋白の安定性が
上昇した。以上の結果より、NDRG1 発現上昇は GSK3βの安定性を低下させ、その発現を抑制す
る。さらに GSK3βの発現低下は NDRG1 リン酸化の低下によって NDRG1 の発現安定性を上昇させ
ることを示している。 
 
(B)DIF-1 による GBM 細胞の NDRG1 発現制御・細胞増殖抑制機序の解明 
DIF-1 処理により、GBM 細胞株や患者由来 GBM 幹細胞株の増殖は抑制され、NDRG1 の発現上昇、
GSK3βの発現低下、AKT/S6 活性の低下、G0/1 期停止が観察された。この DIF-1 処理による細胞
増殖抑制は siRNA による NDRG1 ノックダウンによって打ち消され、GSK3 発現低下や AKT 活性の
低下が打ち消されることもウエスタンブロットによって観察された。これは DIF-1 による GBM 細
胞増殖抑制は NDRG1 発現上昇や GSK3 発現低下、AKT 活性の低下によるものであることを示して
いる。さらに DIF-1 処理は NDRG1 過剰発現時と同様に NDRG1 発現の安定性を上昇させ、GSK3β
の安定性を低下させることを確認した。 
 
(C)DIF-1 投与による生体での NDRG1 発現上昇や関連シグナル抑制効果の検証 
まず GBM 細胞株の皮下移植モデルマウスを作成し、DIF-1 経口投与を行った。皮下移植腫瘍の増
殖は DIF-1 投与により抑制され、摘出腫瘍のウエスタンブロットでは NDRG1 発現上昇や GSK3β
発現低下、AKT 活性の低下が観察された。 
次に、DIF-1 投与マウスの脳を採取し、HPLC で DIF-1 を検出可能であった。さらに DIF-1 投与脳
での NDRG1 発現の上昇も確認できた。 
最終的に、患者由来 GBM 幹細胞株の同所移植モデルマウスを作成し DIF-1 経口投与を行った。同
様に同所移植腫瘍の増殖は DIF-1 投与で抑制された。 
これらの結果により、DIF-1 は血液脳関門を通過し脳内に分布し同所移植腫瘍の増殖を抑制する
ことが示された。 
 
以上の結果より、DIF-1 は GBM 細胞の NDRG1 発現を上昇することで、GSK3β安定性低下による発
現低下や AKT/S6 活性の抑制、G0/1 期誘導によってその細胞増殖を抑制する。DIF-1 は血液脳関
門を通過し、脳移植腫瘍の増殖を抑制した。DIF-1 は生体においても NDRG1 発現上昇による GBM
への抗腫瘍効果を有する有望な治療であることが示された。 
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