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研究成果の概要（和文）：　DIF-1は細胞性粘菌Dictyostelium discoideumの分化誘導因子かつ走化性運動制御
因子である。我々はDIF-1とその誘導体が抗腫瘍活性や細胞の糖代謝促進活性を有することを発見し、DIFをシー
ドとした新規抗がん剤ならびに肥満/糖尿病治療薬等の開発を進めてきた。本研究において我々は、１）DIF誘導
体の抗腫瘍作用の機構解析と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と新規肥満・糖
尿病治療薬の開発、並びに３）細胞性粘菌におけるDIFの作用機序解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：　DIF-1 is a differentiation-inducing factor and chemotaxis regulator in the
 cellular slime mold, Dictyostelium discoideum. We have found that DIF-1 and its derivatives possess
 antitumor activity and glucose-consumption promoting activity, and have advanced development of 
novel anticancer agents and anti-obesity/anti-diabetic agents using DIF as a seed. In this study, we
 proceeded with the followings; 1) Analysis of the mechanism underlying the antitumor actions of DIF
 derivatives, and development of novel anticancer drugs; 2) Analysis of the mechanism underlying the
 glucose-consumption promoting action of DIF derivatives, and development of novel 
anti-obesity/anti-diabetic drugs; and 3) analysis of the action mechanisms of DIF-1 in D. 
discoideum.

研究分野： 細胞生物学・生化学

キーワード： 細胞性粘菌　創薬　がん　糖尿病　ミトコンドリア　走化性運動　トリパノソーマ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　がんや肥満/糖尿病等に起因する生活習慣病は我が国の死亡原因の上位を占めており、これら疾病に対する新
規薬剤開発（創薬）に対する社会的ニーズは大きい。しかしながら、新規な創薬資源の探索/開発は容易ではな
い。我々は土壌微生物の一群である「細胞性粘菌類」を「未利用創薬資源」と位置づけ、粘菌由来の化合物の探
索と、それらをシードとした薬剤開発を進めてきた。
　とりわけ、本研究では粘菌由来のDIFをシードとしたまったく新しいタイプの抗がん剤と肥満/糖尿病治療薬の
開発を進めており、社会的意義は大きいものと考えている。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
	 土壌微生物の一群である「細胞性粘菌類」はカビ（真菌）に良く似た子実体（胞子塊と柄細
胞から成る構造体）を形成するが、細胞性粘菌類と真菌類は分類学的に異なる「界」に属して
いる。細胞性粘菌の一種 Dictyostelium	 discoideum（和名「キイロタマホコリカビ」、以後、
単に「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（ポチケチド）である（引用文献①,②）。近年我々は、DIF-1
と DIF-2 には粘菌細胞の走化性運動を制御する機能があることを発見して
いる（文献⑪）。	 
	 さらに 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③−⑩,⑫	 他）。さ
らに、我々は、DIF 誘導体の有する複数の生物活性/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３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)	 粘菌細胞の細胞分化と走化性運動を制御する DIF の作用機序解析。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 DIF の抗腫瘍作用の解析．	 
(1-1)	 DIF の増殖抑制作用の解析	 
①	 各種 DIF 誘導体を合成し、種々の腫瘍細胞の増殖に対する阻害効果を検討した。	 
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（DIF誘導体の uncoupling 能を検討した）。	 

③	 種々の腫瘍細胞を用いて、細胞内シグナル伝達関連酵素活性に対する各種 DIF 誘導体の効
果を検討した。	 

	 
(1-2)	 DIF の遊走阻害作用の解析（以下の２種類のアッセイ系を利用する）．	 
	 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。	 
	 ヒト MDA-MB-231乳がん細胞をトランスウェル中でDIF存在下/非存在下で数時間培養し（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）、下段に遊走した細胞数を比較検討する。	 
	 

(2)	 DIF の糖代謝促進作用の解析（活性の強い DIF-1 と DIF-1(3M)を用いる）.	 
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)（右図）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。	 

	 
(3)	 粘菌細胞における DIF の機能解析．	 
①粘菌の走化性運動に対する DIF の作用解析．	 
	 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。	 

②粘菌細胞における DIF 受容体の同定．	 
	 細胞性粘菌における DIF 受容体は未だ同定さ
れていない。そこで、DIF-1-beads（右図）を利
用して、粘菌細胞のDIF-binding	 proteins	 (DBPs)
を粗精製し、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。	 

	 
４．研究成果	 
(1)	 DIF の抗腫瘍作用の解析．	 
①Boyden	 chamber の上層のマウス骨肉腫 LM8 細胞は、LPA（下
層に添加）に対する走化性運動（遊走）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：Bu-DIF-3 や DIF-3(+1)等の誘導体は LM8 細
胞の増殖と遊走の両者を強力に阻害し、Br-DIF-1 は遊走のみ
を強力に阻害した（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⑫］。	 

②ヒトMDA-MB-231乳がん細胞は、血清に誘因されてトランスウェル上段から下段に遊走する。
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：Bu-DIF-3 は MDA-MB-231 細胞の増殖と遊走の両者
を阻害し、Br-DIF-1 は遊走のみを強力に阻害した（IC50は 5	 µM 程度）。	 
	 さらに Br-DIF-1 の遊走阻害活性に着目し、17 種類程の Br-DIF 誘導体を合成し、それら
の遊走阻害活性を検討した。その結果、いくつかの Br-DIF 誘導体が強力な遊走阻害活性を
発揮する一方、それら誘導体の増殖抑制活性は小さい事が判明した（論文投稿中）。これら
Br-DIF 誘導体は既存抗がん剤との併用による転移阻害剤として利用できる可能性がある。	 

	 
(2)	 DIF の糖代謝促進作用の解析	 
①糖尿病モデルラットの血糖値に対する DIF-1 の作用解析．	 
	 我々は、これまでに DIF-1 や DIF-1(3M)が GLUT1	 (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（Omata	 et	 al.	 FEBS	 J.	 2007	 他;	 右
模式図）。	 
	 今回我々は、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（右図）。	 
	 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（右下図）。	 
	 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⑨］。	 

②糖代謝を制御する細胞内シグナルに対する
DIF の効果の検討．	 
	 一般にミトコンドリア毒は ATP 産生を阻害
し、AMP	 kinase を活性化することによって糖
取込みを促進することが知られている。そこで、
マウス 3T3-L1 細胞における AMP	 kinase 活性に
対する DIF-1 や DIF-1(3M)の効果を検討した。
その結果、DIF は少なくとも一部 AMP	 kinase
を介さない経路によって細胞の糖取込みや糖
代謝を促進することが示唆された（論文準備
中）。	 

	 
(3)	 細胞性粘菌における DIF の作用機序解析．	 
①我々は、DIF-1 と DIF-2 は細胞性粘菌の走化性運動（cAMP が誘因物質）を正負の modulators
であることを示して来た（Kuwayama	 &	 Kubohara,	 PLoS	 ONE,	 2009	 他）。我々は、DIF-2 の
作用機序を解析し、DIF-2 が粘菌の Two	 component	 system	 (histidine	 kinase 系)を介して、
走化性運動を制御していることを見いだした（論文⑩）。	 

②DIFs の発見（1987 年、1988 年）以降、細胞性粘菌における DIFs の受容体は未だ同定され
ていない。そこで我々は、DIF-1-beads（前頁図参照）を作製し、粘菌細胞溶出物から
DIF-binding	 proteins	 (DBPs)を粗精製し、SDS-PAGE で展開後、バンドを切り出し、LC-MS/MS
法によっていくつかのDBPs候補タンパク質を同定した。そして、Glutathione	 S-transferase	 
4	 (GST4)が DBP の１つであり、子実体のサイズを調節している可能性を示した（論文⑦）。	 
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