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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌類の一種「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（DIFと類
似の人工化合物：DIFs）は、複数の生物活性（抗腫瘍活性、糖取り込み促進活性、他）を有する低分子化合物である。
我々は、①DIFsの構造を参考にした新しい抗がん剤（がん細胞の増殖と浸潤/転移を阻害する薬剤）の開発、②肥満/糖
尿病治療薬の開発、③抗トリパノソーマ剤（トリパノソーマはシャーガス病を引き起こす寄生虫）の開発、並びに④DI
Fsに関連する基礎研究を進めた。その過程で我々は、一部のDIFsは（少なくとも一部）ミトコンドリアの活動を阻害す
ることによって機能すること等を見出した。

研究成果の概要（英文）：DIF-1, a low-molecular weight compound found in the cellular slime mold 
Dictyostelium discoideum, and its derivatives possess multiple biological activities, such as 
anti-proliferative and glucose-uptake-promoting activities in vitro in mammalian cells. We have 
investigated the pharmacological functions of DIFs and indicated that DIFs may be good lead compounds for 
the development of novel anti-tumor, anti-obesity/anti-diabetes, and anti-Trypanosoma drugs. In addition, 
we have found that DIFs may function, at least in part, by disturbing mitochondrial activity in mammalian 
cells.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞性粘菌　DIF　がん　糖尿病　ミトコンドリア　走化性運動　トリパノソーマ
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１．研究開始当初の背景 
	
 土壌微生物「細胞性粘菌類」の一種
Dictyostelium	
 discoideum（和名「キイロタ
マホコリカビ」、以後、単に「粘菌」）は、ラ
イフサイクルの最後に胞子塊と柄細胞から
成る子実体を形成する。粘菌は単純なライフ
サイクルを有し、かつ、育成や遺伝子操作が
簡単なことから、細胞生物学・発生生物学分
野のモデル生物として古くより研究されて
来た。	
 
	
 Differentiation-inducing	
 factor-1	
 
(DIF-1),	
 DIF-2,	
 DIF-3（右
図）は、粘菌の柄細胞分化
誘導因子として英国の研
究グループによって単
離・同定された低分子化合
物である（引用文献①,②）。	
 
	
 1990 年代以降、我々の
研究グループは、DIFs と
それらの誘導体が哺乳類
細胞に対する複数の薬理
活性（抗腫瘍活性、糖代謝
促進活性、他）を有するこ
とを発見し、DIF の作用機序解析と DIF をリ
ード化合物とした新規抗がん剤および糖尿
病治療薬の開発等を進めてきた（文献③−⑩	
 
他）。さらに、我々は、DIF 誘導体の有する複
数の薬理活性は、DIF の側鎖修飾によって分
離できる可能性を示してきた：総じて、DIF-3
誘導体は抗腫瘍活性に優れ、DIF-1 誘導体は
糖代謝促進活性が強い（文献⑧−⑩他）。	
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２．研究の目的 
	
 本研究は、DIFs とそれらの誘導体に関する
包括的な研究であり、主に以下の２つのプロ
ジェクトを進める。	
 
(1)	
 DIF 誘導体の抗腫瘍作用の機構解析、お

よび新規抗がん剤の開発。	
 
(2)	
 DIF誘導体の糖代謝促進作用の機構解析、

および新規肥満・糖尿病治療薬の開発。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 DIF の抗腫瘍作用の機序解析．	
 
①	
 緑色蛍光発色体を結合した DIF 誘導体
BODIPY-DIF-3G（下図）を合成し、HeLa 細胞
における生物活性と局在を検討し、DIF の
Target	
 organelle を同定した。	
 

	
 
②	
 マウス肝臓から、Sucrose 密度勾配遠心
法によりミトコンドリアを単離し、ミトコ
ンドリア酸素消費に対する DIF 誘導体の効
果を検討した。	
 
③	
 ヒト乳がん MCF-7 細胞を用いて、
p21-activated	
 kinase	
 1	
 (PAK1)活性に対す
る各種 DIF 誘導体の阻害効果を検討した。 
 

(2)	
 がん細胞の遊走に対する DIF の効果．	
 
	
 マウス骨肉腫 LM8 細胞と Boyden	
 chamber
（二層式細胞培養系：上層と下層は、コラ
ーゲンコートしたポアメンブレンで仕切ら
れている）を用いて、リゾフォスファチジ
ン酸（LPA）誘導性の LM8 細胞遊走に対する
各種 DIF 誘導体の阻害効果を検討した：二
層式の培養 well の下層に 100	
 nM	
 LPA、上下
両層に 0.1%	
 EtOH	
 (vehicle	
 control)あるい
は 10	
 µM	
 DIF 誘導体を添加し、LM8 細胞を
上層に入れる→CO2	
 incubatorで３時間培養
後、上層から下層へ移動した細胞数を測定
する。	
 
 

(3)	
 DIF の糖代謝促進作用の解析.	
 
①メタボローム解析．	
 
	
 マウス 3T3L1 細胞を Confluent 状態にな
るまで in	
 vitro 培養（10	
 cm	
 dish 中）した
後、0.1%	
 DMSO	
 (vehicle	
 control)、20	
 µM	
 
DIF-1 あるいは 20	
 µM	
 DIF-1(3M)存在下でさ
らに３時間培養する。
細胞内の代謝産物を
回収し、CE-TOF-MS 法
（キャピラリー電気
泳動-Time-of-flight	
 
Mass	
 Spectrometry）により、糖代謝産物を
定量する。	
 

 



 

 

②１型糖尿病モデルラットの血糖値に対す
る DIF-1 の効果．	
 
	
 ストレプトゾトシン(STZ)処理したラッ
ト（１型糖尿病モデル）を作成し、血糖値
に対する DIF-1（30	
 mg/kg の単回経口投与
と 30	
 mg/kg/day の 7 日間連続経口投与）の
効果を検討した。	
 
	
 

(4)	
 DIF の有する新規薬理活性の検討．	
 
	
 ヒト線維芽肉腫細胞 HT1080 を in	
 vitro
培養下でトリパノソーマ原虫に感染させる
と、原虫は HT1080 内に侵入し、増殖する。
この系を利用して、トリパノソーマ原虫の
感染率と増殖に対する阻害活性を有する
DIF 誘導体をスクリーニングした。また、マ
ウスの腹腔内に DIF 誘導体（50	
 mg/kg）を
投与し、トリパノソーマ原虫を感染させ、
14 日後の血中原虫数を測定した。	
 
	
 

(5)	
 粘菌の走化性運動の解析．	
 
	
 粘菌細胞はcAMPに対する走化性を示すこ
とから、走化性運動（免疫細胞の遊走やが
ん細胞の転移等）の機序解析のモデル系と
して利用されている。粘菌細胞の懸濁液を
寒天培地上に置き、その近傍に cAMP 溶液を
置くと数時間後に粘菌細胞はcAMPを添加し
た方向に移動する。この系を利用して、粘
菌走化性運動に対する DIF の効果を検討し
た。	
 

 
４．研究成果	
 
(1)	
 DIF の抗腫瘍作用のメカニズム解析.	
 
①	
 DIF の Target	
 organelle の同定．	
 
	
 我々は、DIF の作用機序を解明するための
ツ ー ル と し て DIF 蛍 光 体 で あ る
BODIPY-DIF-3G を合成した。BODIPY-DIF-3G
（5−20	
 µM）は、DIF-3 と同様に HeLa 細胞
の増殖を濃度依存性に阻害した：生物活性
を有することが確認できた。そこで、
BODIPY-DIF-3G の細胞内局在を検討した結
果、この化合物がミトコンドリアに局在す
ること（下図）、BODIPY-DIF-3あるいはDIF-3
処理によってミトコンドリアが膨潤するこ
と等が明らかとなった［論文⑥,⑦］。	
 

	
 
	
 また、マウス肝臓から調整したミトコン
ドリアの酸素消費に対する DIF-3 や

BODIPY-DIF-3G の効果を検討した結果、それ
らがミトコンドリアの酸素消費を促進する
こと（ミトコンドリア脱共役剤として機能
すること）が示された。さらに、既知の脱
共役剤 CCCP や DNP が、HeLa 細胞の増殖抑制
活性を有することも示された。	
 
	
 これらの結果は、DIF-3 やその誘導体は、
少なくとも一部、ミトコンドリア脱共役剤
として働くことでHeLa細胞の増殖を阻害す
ることを示唆している。	
 

	
 
②	
 DIF の Target タンパク質の同定．	
 
	
 P21-activated	
 kinase	
 1	
 (PAK1)は、各種
がん細胞の増殖に関与している。そこで
我々は、ヒト乳がん細胞 MCF-7 を用いて、
各種 DIF 誘導体による増殖阻害活性と PAK1
活性阻害活性につて検討した。その結果、
いくつかのDIF誘導体がPAK1活性を阻害す
ること、とりわけ DIF-3(+1)は PAK1 活性と
MCF-7細胞の増殖
を強力に阻害す
ることが明らか
となった。また、
in	
 vitro	
 assay
系において、DIF 誘導体が recombinant	
 PAK1
活性を直接阻害することも示した。これら
の結果は、DIF誘導体が少なくとも一部PAK1
活性を阻害することによって MCF-7 細胞の
増殖を阻害することを示唆している［論文
③］。	
 

	
 
(2)がん細胞の遊走に対する DIF の阻害効果．	
 
	
 Boyden	
 chamber の上層のマウス骨肉腫
LM8 細胞は、下層に添加した LPA に対する走
化性運動によって下層に移動する。この系
を用いて、各種 DIF 誘導体の阻害効果を検
討した結果、いくつかの DIF 誘導体が LM8
の遊走を強力に阻害することを見出した
（IC50 は 5	
 µM 程度）。また、ミトコンドリ
ア脱共役剤CCCPも LM8の遊走を阻害するこ
とを示した。これらの結果は、DIF 誘導体が
少なくとも一部ミトコンドリア活性を阻害
することによって、LPA 誘導体の LM8 細胞の
遊走を阻害することを示唆している：DIF
誘導体をリード化合物とした抗がん剤（浸
潤/転移の阻害剤）を開発できる可能性が示
された［論文⑤］。	
 

	
 
(3)	
 DIF の糖代謝促進活性の解析．	
 
①	
 メタボローム解析.	
 
	
 我々は、これまでに DIF-1 や DIF-1(3M)が
GLUT-1	
 (Glucose	
 transporter	
 1)を介して
哺乳類細胞の糖取り込みを促進することを
示して来た。しかし、取り込まれた糖がど
うなるのかは未解明であった。そこで、
Confluent 状態のマウス 3T3L1 細胞を 0.1%	
 
DMSO、20	
 µM	
 DIF-1、20	
 µM	
 DIF-1(3M)存在
下でそれぞれ３時間培養後、細胞内の代謝
物を回収し、CE-TOF-MS 法によって、糖代謝
産物を定量した。その結果、DIF 存在下の細



 

 

胞では、糖代謝が促進され、TCA 回路の代謝
産物が蓄積することが示された［論文①］。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
②	
 STZ ラットの血糖値に対する DIF-1 の作
用解析．	
 
	
 STZ 処理したラット（１型糖尿病モデルラ
ット）を作成し、血糖値に対する DIF-1（経
口投与）の効果を検討した。その結果、DIF-1
（30	
 mg/kg）投与後２時間で、STZ ラットの
血糖値が有意に下降した。さらに、Glucose
（2.5	
 g/kg）を投与後３時間後の血糖値は、
Control 群に比べて DIF-1 投与群で有意に
低い値となった（下図）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 また、STZ ラットの血糖値に対する DIF-1
の連続投与（30	
 mg/kg/day）の効果を検討
した結果、Control 群では８日目の血糖値が
上昇し始めたが、DIF-1 投与群では上昇は抑
制されていた（下図）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 DIF-1 は、これら STZ ラットの血糖値以外
の血液成分には大きな影響を与えなかった。	
 
	
 これらの結果は、DIF-1 とその誘導体が１
型糖尿病の治療薬として臨床応用できる可
能性を示唆している［論文①］。	
 
	
 

(4)トリパノソーマ原虫に対する DIF の作用
解析．	
 
	
 トリパノソーマは、南米の風土病である
シャーガス病を引き起こす寄生虫である：

シャーガス病に対する有効な治療法は確立
されていない。そこで我々は、in	
 vitro 培
養系を利用して、トリパノソーマ原虫のホ
スト細胞への感染とホスト細胞内での増殖
を阻害する DIF 誘導体をスクリーニングし
た。その結果、Bu-DIF-3 等のいくつかの誘
導体が強力な抗トリパノソーマ活性を有す
ることを発見した。さらに、マウス腹腔内
投与した Bu-DIF-3 が、感染 14 日後の血中
トリパノソーマ原虫数を有意に減少させる
ことを見出した（下図：BZL は既存の抗トリ
パノソーマ原虫剤）［論文⑩］。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

(5)粘菌走化性運動に対する DIF の作用解析．	
 
	
 粘菌走化性運動（走化性誘導因子=cAMP）
の研究は、好中球やがん細胞の遊走/転移の
研究にも繋がるモデル系と考えられている。
これまでに我々は、DIF-1 と DIF-2 が粘菌走
化性運動のmodulatorsであることを示して
いるが、それらの作用機序の詳細は不明で
ある。そこで、我々はシグナル伝達系に欠
損のある各種 mutants を利用して、DIF-2
の作用機序解析を行った。その結果、DIF-2
は、DhkC-RdeA-RegA 系（粘菌 two	
 component	
 
system）を介して、cAMP に対する粘菌走化
性運動を制御していることを明らかにした
［論文②］。	
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