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研究成果の概要（和文）： 

Differentiation-inducing factor（DIF：細胞性粘菌分化誘導因子）は細胞性粘菌が分泌する化

学物質であるが、哺乳類の腫瘍細胞にも増殖抑制作用を持つことが報告されている。本研究は腫

瘍細胞に対し強力な増殖抑制作用を持つDIF-1またはDIF様物質の抗悪性腫瘍薬としての臨床応

用を目指すものである。この中で本申請課題では、DIF-1の生体内での動態を検討し、抗腫瘍薬

としてのDIFの有効性についての検討を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Differentiation-inducing factor-1 (DIF-1), a morphogen of Dictyostelium discoideum, shows 

anti-tumor effect in several human tumor cells in vitro. To evaluate whether DIF-1 is 

applicable for the treatment of tumor in vivo, the pharmacodynamics and the effect of DIF-1 

in mice were analyzed.  
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１．研究開始当初の背景 
Differentiation-inducing factor（DIF：細
胞性粘菌分化誘導因子）は細胞性粘菌
Dictyostelium が分泌する化学物質で、粘菌
の分化を誘導する物質として単離され構造
が決定されたが、その活性は粘菌にとどまら
ず哺乳類の腫瘍細胞や血管平滑筋細胞にも
増殖抑制作用を持つことが報告されていた。

しかしながら、その分子基盤については標的
分子を含めて明らかとされていなかった。
我々は DIFの作用機序を明らかにするために
検討を行い、DIF が種々のヒト由来がん細胞
株の細胞周期を G1 期で停止させることを初
めて見いだし、glycogen synthase kinase-3
β（GSK-3β）の活性化を介したサイクリン
D1 の発現量の著しい減少がその分子基盤で



あることを報告した。 

従来型の抗腫瘍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が、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（有害反応）が現

れる。 一方、G1期、特にその早期は、増殖・

分化の決定がなされる重要な時期であると

ともに、数多くのがん遺伝子・がん抑制遺伝

子の産物が働いていることが知られており、

新しい抗腫瘍薬のターゲットとして注目さ

れている。しかし現在のところ G1期をターゲ

ットとする抗腫瘍薬は少ない。 
 種々のがん細胞で過剰発現が報告されて
おり、オンコジーンとして位置づけられてい
るサイクリン D1 は、外界からの増殖刺激を
受けて G1 期早期に発現が誘導されるタンパ
ク質であり、外界からの増殖刺激を細胞周期
系に伝える調節分子センサーとして機能す
る（右図参照）。またサイクリン D1 はがん細
胞の増殖のみならず、腫瘍の増大および転移
に大きな役割を果たす血管新生の過程でも、
血管内皮細胞増殖のためのセンサーとして
機能していることから、サイクリン D1 は G1

期特異的抗腫瘍薬の期待できるターゲット
と言える。 
 
２．研究の目的 

本研究は、腫瘍細胞に対し強力な増殖抑制
作用を持つ DIF-1 または DIF 様物質の抗悪性
腫瘍薬としての臨床応用を目指すものであ
る。この中で本申請課題では、DIF-1 の生体
内での投与法および動態を検討した。また、
DIF 様物質の抗腫瘍活性の評価を病態モデル
マウスを用いて行うとともに、生体内での作
用機序の解明を行うために、DIF-1 の抗腫瘍
活性の分子レベルでの解析を行った。 
 
３．研究の方法 

(1)細胞培養 

 ヒト子宮頚がん由来 Hela 細胞の培養には

10％ウシ胎仔血清を加えた DMEM 培地を用い

た。 

（2）マウスを用いた DIF-1 の体内動態の解明 

マウスに、腹腔内投与（30 mg/kg）または経

口投与（150 mg/kg）により DIF-1 を投与し、

一定時間経過後(30 分～24 時間)にマウスを

安楽死させ、心臓より採血した。採取した血

液を遠心分離後、血漿から DIF-1 をクロロホ

ルムで抽出し HPLC (Waters 2695) にて分析

を行った。経口投与では、メチルセルロース

に DIF-1 を懸濁したものと、大豆油に DIF-1

を溶解したものの２種類の薬液を用いて、投

与しその血中濃度の推移の比較検討を行っ

た。 

(3)ヌードマウスとマトリゲル（基底膜再構

成基質）を用いた DIF-1 の抗腫瘍活性の

評価 

①腫瘍サイズへの影響と分子レベルでの

解析 

ヒト腫瘍細胞をマトリゲルに混入し、ヌー

ドマウス背部皮下に注入するという方法で

腫瘍塊を形成させる。腫瘍サイズの評価は１

～２週間後に行う。このときマトリゲルに

DIF-1 を加えたものを用意し、DIF-1 が in 

vivo でも抗腫瘍作用を発揮するか否かを検

討する。 

②血管新生に対する影響の in vivo および 

in vitro の系での解析 

in vivo における血管新生に対する効果の評

価: 血管新生作用を有するサイトカイン

VEGF を混入したマトリゲルやヒト腫瘍細胞

を混入したマトリゲルを、ヌードマウス背部

皮下に注入し、マトリゲルに向かって形成さ

れる新生血管を評価した。 

また、in vitro における血管新生に対す

る効果の評価:血管新生に対する DIF-1 の作

用を系統的に解析するために、血管内皮細胞

の遊走能および管腔形成能に及ぼす DIFの影

響について検討を行った。 
 

(4)ヌードマウスを用いた DIF-1 投与と腫瘍

の増大に対する効果の評価 

ヒト子宮頚がん由来 HeLa 細胞をヌードマ

ウス背部皮下にマトリゲルとともに注入し

た。DIF-1 を大豆油で溶解したものを経口投

与し、３週間後に腫瘍の摘出を行った。摘出

腫瘍塊は重量を測定後分割し、ウエスタンブ

ロットのサンプルを作成し、タンパク質の解

析を行った。 

(5)ウェスタンブロット 

 腫瘍塊を破砕後、SDS-PAGE にてタンパク質

を分離した。タンパク質を転写したメンブレ

ンを一次抗体（cyclin D1、GAPDH）と反応さ

せ、抗体と結合したタンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
マウスを用いたDIF-1の体内動態の解明を目

指し、 DIF-1をマウスに腹腔内および経口に

て投与し、一定時間経過後にマウスを安楽死

させ、心臓より採血した。採取した血液から

、DIF-1を抽出しHPLCにて分析を行った。DIF-1



また、これと並行してヌードマウスとマトリ

ゲル(基底膜再構成基質)を用いたDIF-1の局

所投与による抗腫瘍活性評価を行った。 

は腹腔内および経口投与により血中に移行し

ていたが、腹腔内投与では半減期が早く血中

濃度の維持が困難であることが明らかとなっ

た(図１)。 ヒト子宮頚癌由来HeLa細胞をマトリゲルに混

入し、ヌードマウス背部皮下に注入するとい

う方法で腫瘍塊を形成させた。このときマト

リゲルにDIF-1を加えたものでは腫瘍サイズ

が明らかに減少し、DIF-1がin vivoでも抗腫

瘍作用を発揮することが明らかとなった。ま

た、血管新生に対する影響をin vitroおよび

in vivoの系での解析を行い、DIF-1が血管新

生を抑制することを見出した（論文4）。 

 

 
さらに、ヌードマウスの背部皮下にヒト子

宮頚がん由来細胞株 HeLa をマトリゲルと混
入して注入し、腫瘍を形成させ、このマウス
に大豆油に溶解した DIF-1 を経口にて 3週間
投与を行ったところ、コントロール群と比較
して腫瘍の増大を抑えることができた（図
３）。 

 

     図 １ 

 

次に、経口投与時に使用する溶剤の比較検討

を行った。水溶性の低い薬剤の経口投与法と

して一般的な、薬剤をメチルセルロースに懸

濁しマウスに経口投与を行う方法では、急激

な血中濃度上昇を示し、濃度の維持が困難な

ことが明らかとなった。そこで、DIF が脂溶

性の高い物質であることに着目し、大豆油に

溶かして経口投与を行ったところ、緩やかな

血中濃度の上昇と良好な血中濃度維持を示し

た（図２）。 

        図３ 
 
また、新たに大腸がん細胞株に及ぼす DIF

の作用機序についての検討も行い、DIF の新
規ターゲット分子を見出した（論文 1）。 
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