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研究成果の概要（和文）：循環腫瘍細胞の血管への接着に着目し、細胞性粘菌分化誘導因子-1（DIF-1）の抗転
移作用のメカニズムの解明を試みた。がん細胞を接種前のみのDIF-1胃内投与で、マウス肺転移モデルの肺コロ
ニー形成が抑制された。DIF-1はがん細胞のヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）への接着を有意に阻害した。DIF-1
はがん細胞の接着関連タンパク質の発現量には影響しなかったが、mTORC1-p70 S6キナーゼシグナル抑制を介し
たタンパク質翻訳の抑制により、HUVECの血管細胞接着分子-1（VCAM-1）の発現量を有意に低下させた。DIF-1
は、抗転移性を有する抗がん剤開発のためのリード化合物として期待される。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that differentiation-inducing factor-1 (DIF-1) 
exhibits anti-cancer effects in various mammalian cancer cells. In the present study, we tried to 
identify the mechanism of the anti-metastatic effect of DIF-1 by focusing on the circulating tumor 
cell adhesion to blood vessels. We found that intragastric administration of DIF-1 prior to cancer 
cell inoculation via tail vein suppressed lung colony formation in murine pulmonary metastasis model
 and that DIF-1 significantly inhibited adhesion of cancer cells  to human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs). Although DIF-1 did not affect the expression levels of adhesion related 
proteins on the cancer cells, DIF-1 significantly decreased the expression levels of vascular cell 
adhesion molecule-1 (VCAM-1) on HUVECs by suppression of protein translation via repression of 
mTORC1-p70 S6 kinase signaling. DIF-1 is expected to be a lead compound for the development of 
anti-cancer drugs.

研究分野： 薬理学, 腫瘍学

キーワード： 細胞接着　DIF-1　mTORC1　転移　VCAM-1　S6K
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研究成果の学術的意義や社会的意義
手術療法はがん治療の有効な手段であるが、手術によって転移が引き起こされるリスクが懸念されている。
DIF-1が脈管内に侵入した循環腫瘍細胞の活性を抑制し、血管内皮細胞への接着を抑制することで、がん転移を
防ぐことができれば、周術期のがん標準治療を改革しうる。従来の抗腫瘍薬は、細胞を殺すことで作用するた
め、有害反応が起こる可能性が高いが、DIF-1は正常細胞に対する影響が少なく、有害反応が少ない化合物であ
るため、体力が落ちた患者にとっても使用できる有用な治療薬となりうる。

※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 
 
がんの転移は、がん患者さんの予後を著しく悪化させる。がん死亡の 90％以上が転移によるも
のだ。転移は、局所的な手術や放射線治療で治ることが多い原発性腫瘍とは異なり、全身に及ぶ
疾患である。そのため、化学療法、標的療法、免疫療法などの全身的なアプローチが、転移の予
防と治療の主軸となっている。がん死亡率を改善するがん治療法が開発されてきたにもかかわ
らず、あらゆる種類の転移性がん患者の大多数は、診断から 5年以内に死亡している。したがっ
て、転移を予防もしくは治療することは、依然として課題となっている。現在、転移患者の予後
を改善する有効な手段はほとんどなく、新規の治療薬が早急に求められている。 
 
細胞性粘菌分化誘導因子（Differentiation-inducing factors: DIF）は、Dictyostelium discoideum
で同定された低分子化合物で、細胞性粘菌を移動体から柄細胞へと分化誘導する。興味深いこと
に、DIFの作用は粘菌だけにとどまらず、DIF（特に DIF-1と DIF-3）は、毒性反応を伴わずに
in vitroでの様々な哺乳類がん細胞の細胞増殖と in vivoでのがん増殖を共に強く抑制する。さ
らに、DIF-1は悪性黒色腫細胞による in vitroの細胞運動（遊走・浸潤）や in vivoの肺コロニ
ー形成も阻害することが報告されている。したがって、DIF は腫瘍の増殖や転移を抑制するこ
とができる抗がん剤として期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
肺への転移形成のステップでは、脈管内で循環する腫瘍細胞が毛細血管内皮細胞に接着し、肺実
質に浸潤し、その中で増殖する。私たちの以前の報告では、DIF-1が抗増殖および抗浸潤作用を
示し、DIF-1を繰り返し経口投与すると、メラノーマ細胞を尾静脈に接種したマウス肺転移モデ
ルにおいて肺コロニー形成が著しく減少することが示されている。 しかし、この実験モデルに
おける転移性肺コロニー形成は、浸潤や増殖だけでなく、血管への接着も影響している。DIF-1
を繰り返し経口投与すると、腫瘍サイズだけでなく数も減少していたことから、DIF-1は接着に
影響を与えている可能性が示唆された。 
 
本研究では、循環腫瘍細胞と血管内皮細胞との接着に対する DIF-1の効果を 3 つの観点から検
討した。第一に、メラノーマ細胞接種前の DIF-1の経口投与が肺転移に及ぼす影響を、in vivo
マウスモデルで評価した。第二に、がん細胞と血管内皮細胞との接着に対する DIF-1 の効果を
明らかにした。第三に、DIF-1による接着阻害の分子機構を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) DIF-1の転移への効果を検討（in vivo）： 

マウスの尾静脈から悪性黒色腫細胞株 B16BL6を接種し、肺にコロニーを形成する転移モデ
ルを用いた。Control 群、DIF 群、リポポリサッカライド（LPS）群、LPS＋DIF 群の４群を
設定した。腫瘍細胞が肺の毛細血管にとどまる期間で、DIFの増殖抑制効果を反映させない
ために、DIF-1の経口投与は、腫瘍細胞接種前の 3 日間のみとした。LPSは接種前の二日間、
腹腔内投与した。２週間後に肺を摘出し評価した(研究成果①の Aを参照)。 
 

(2) DIF−1の癌細胞と血管内皮細胞の接着に及ぼす影響の検討（in vitro, 細胞接着実験）: 
ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を 96 ウェルプレートに播種した。24 時間後、HUVEC を PBS
で洗浄し、改良型緑色蛍光タンパク質(EGFP)を発現する癌細胞（メラノーマ細胞株の B16BL6
と A2058、大腸癌細胞株の HCT116）を、1×105細胞/ウェルの密度で、DIF-1 もしくは LPS
と共に 37℃で 6 時間培養した。ウェルを PBSで 3 回注意深く洗浄し、4％パラホルムアルデ
ヒド（PFA）で 30分間固定し、PBSで洗浄した。HUVECに付着した GFP発現癌細胞を顕微鏡
で撮影し、接着細胞数を定量評価した。 
 

(3) DIF-1が血管内皮細胞における VCAM−１発現に及ぼす影響の検討（in vitro）： 
HUVECを DIF-1もしくは LPSと共に 37℃で 6 時間培養して、血管内皮細胞表面に発現して
いる接着因子の VCAM-1の発現を、ウェスタンブロット法、フローサイトメトリー、蛍光免
疫染色を用いて評価した。 
 

(4) DIF−1の VCAM−1 タンパク質発現の減少機序の検討（in vitro）: 
タンパク質合成・分解の各ステップの阻害剤を用いて解明を試みた。転写抑制には
Actinomycin D(AcD)を、タンパク質翻訳には Cycloheximide(CHX)を、タンパク質分解には
MG132を使用した。LPSで 3ｈ前処理を行った後、AcD，CHX，MG132で 30分処理した後に、
DIF-1を 3ｈ投与し、ウエスタンブロット法で VCAM-1の発現を評価した。 



タンパク質翻訳に重要な、p70S6Kに対する DIF−１の影響もウエスタンブロット法を用いて
評価した。 
 

(5) DIF−1の VCAM−1 タンパク質発現減少が mTORC1を介しているかの検討（in vitro）: 
DIF-１の VCAM-1発現減少がこの mTORC1経路に依存しているかどうかを、mTORC1の ATP 競
合阻害剤である Torin2と AZD8055 を用いることで検討した。 
 

 
４．研究成果 
 
(1) DIF-1の癌細胞接種前の経口投与は肺コロニー形成を抑制する 

DIF-1の腫瘍接種前の経口投与は顕著に肺コロニー形成を抑制していた。LPS投与で、肺コ
ロニー数が増加したが、これも DIF-1は抑制することがわかった。GFP発現量およびメラノ
ーマ細胞のマーカーである Melan A と MITF の発現レベルについても同様の結果が得られ
た。 

 
 

(2) DIF−1は癌細胞と血管内皮細胞の接着を阻害する 
いずれの癌においても、播種
の際に DIF-1投与すると、そ
の接着細胞数が顕著に減少
した。LPS で炎症を惹起した
ものでは、がん細胞の接着細
胞数は増加したが、DIF-1 は
これに対しても著しく細胞
接着を抑制した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(3) DIF-1は血管内皮細胞における VCAM−1の発現を減少させる 
HUVEC は通常 VCAM-1 を発現していなかったが、LPS で刺激すると、発現することが蛍光免
疫染色で確認された。DIF-1は LPSによる VCAM-1の発現を抑制した。ウエスタンブロット
法とフローサイトメトリーで定量したところ、同様の結果が得られた。 
 

 
(4) DIF-1は mTORC1の抑制を介したタンパク質翻訳を阻害することで VCAM−１を減少させる 

DIF-1 は AcD で転写を抑制しても、VCAM-1 の発現を減少させたが、タンパク合成阻害薬の
CHX 存在下では DIF-1の効果が完全にキャンセルされた。この結果から、DIF-1は翻訳を抑
制することで VCAM-1の発現を減少させた。 
DIF-1は AMP-activated protein kinase (AMPK)を活性化させ、mTORC1の構成因子である
Raptor を不活性化し、タンパク質合成に重要な p70S6K の活性を抑制することを明らかに
した。 

 
 



 
(5) mTORC1阻害剤は DIF−1の VCAM−１への影響を再現した 

DIF-1と同様に、mTORC1阻害剤は Torin2と AZD8055のどちらにおいても、p70S6Kの活性を
抑制し、LPS 存在下での VCAM-1 の発現が抑制し、DIF-1 の効果を再現できることがわかっ
た。 
 

 

 

以上の結果から、DIF-1 は、mTORC1 シグナルによるタンパク質合成の阻害を介して、VCAM-1 の

発現を抑制することで癌細胞の血管内皮細胞への接着を抑えた可能性が示唆された。 
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