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研究成果の概要（和文）：Differentiation Inducing Factor-1(DIF-1)は細胞性粘菌が分泌する天然物質で、
様々ながん細胞株において、抗腫瘍効果を発揮することを我々は見出したが、乳がんにおける効果は明らかでな
い。乳がんの5年生存率は、ステージⅠおよびⅡで90％以上であるのに対して、ステージⅣでは22％とがん遠隔
転移が著しく生命予後を悪化させる。本研究はDIF-1の抗腫瘍薬としての創薬を目指し、乳がんに対するDIF-1の
抗腫瘍効果を検討した。DIF-1は試験管内およびマウスの実験どちらにおいても抗腫瘍効果を発揮した。DIF-1は
乳がんへの有効な抗腫瘍薬になりうることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Differentiation-inducing factor 1 (DIF-1) identified in Dictyostelium 
discoideum has been reported to inhibit the proliferation of various malignant tumor cells, but this
 anti-tumor effect has been unknown on breast cancer. Breast cancer is the most common cancer and 
the leading cause of cancer-related deaths among women worldwide. According to the American Cancer 
Society, ~12% of American women develop breast cancer in their lifetime. In 2012, ~14.1 million 
women got a diagnosis of breast cancer and over 8 million women died of this disease all over the 
world. We investigated anti-tumor effects of DIF-1 on breast cancer. DIF-1 exerted 
anti-proliferative and anti-metastatic effects in both in-vitro and in-vivo effects. DIF-1 could be 
a lead chemical compound for novel anti-breast caner agents. 

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の抗腫瘍薬はがん細胞の細胞増殖を強制的に拘束し、細胞を殺すことができる一方で、正常な細胞も殺すこ
とで強い副作用が患者の体を衰弱させる原因となっている。DIFは細胞性粘菌が分泌する天然物質である。自然
界から見つかった抗生物質や植物アルカロイドなどは、微生物や植物が身を守るための「毒」である。しかし
DIFは「毒」ではなく、粘菌の遺伝子発現を調節し、細胞の形を変化させることをもたらす生理活性物質である
ゆえ、DIFは生体内において細胞毒性を示さない。DIFは「がんを殺さず、がんとの共存する、有害反応の少ない
抗がん薬」という新しいコンセプトの薬が開発できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
Differentiation Inducing Factor-1(DIF-1)は細胞性粘菌が分泌する天然物質である。当研究室では、
DIF-1 が子宮頸癌、骨肉腫、扁平上皮癌、大腸癌、悪性黒色腫のがん細胞株において、抗腫瘍
効果を発揮することを見出した。その機序を検討したところ、DIF-1が GSK-3の活性化を通じ
てG1期の細胞周期進行に必要とされる cyclin D1および c-Mycのタンパク質分解を誘導するこ
とで G1期で細胞周期を拘束し、またがん形成・増大に関与するWnt/β-cateninシグナル伝達経
路を抑制することで、細胞増殖を抑制することを報告した。腫瘍増大に必要な血管新生を抑制
することも報告している。さらに、DIF-1の生体内での作用について、がんモデルマウスを用
いて検討を行い、DIF-1が骨髄抑制や体重減少などの深刻な副作用を起こすことなしに、抗腫
瘍効果を持つことを報告した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究はがん細胞において抗腫瘍効果を発揮する Differentiation inducing factor-1（DIF-1）
の“抗腫瘍薬”としての臨床応用を目指す橋渡し研究である。当研究室は DIF-1がグリコーゲ
ン合成酵素キナーゼ（GSK）-3の活性化を介して、細胞周期の G1期に関わる因子である cyclin 
D1および c-Mycのタンパク質分解と、がん形成・増大に関与するWnt/β-cateninシグナル伝
達経路を抑制することで、子宮頸癌、骨肉腫、扁平上皮癌、大腸癌、悪性黒色腫の細胞増殖を
阻害することを明らかにしてきたが、DIF-1の“がん転移”に及ぼす影響は検討していない。 
乳がんの 5 年生存率は、ステージⅠおよびⅡで 90％以上であるのに対して、ステージⅣでは
22％とがん遠隔転移が著しく生命予後を悪化させることが知られている（アメリカがん協会, 
2016）。したがって、乳がんに対して転移抑制効果を示す抗腫瘍薬の開発は生命予後を改善す
る治療薬になりうる。さらに、エストロゲンレセプター発現・プロゲステロンレセプター発現・
HER2過剰発現がいずれも認められない高悪性で高転移性の“トリプルネガティブ乳がん”に
おける効果的な化学療法は少なく、新規抗腫瘍薬の開発が求められている。そこで、本研究は
DIF-1の抗腫瘍薬としての創薬を目指し、乳がん細胞を用いて細胞増殖・細胞遊走・細胞接着・
癌転移に対する DIF-1の効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 三種混合麻酔薬 (塩酸メデトミジン 0.15 mg/kg; ミダゾラム 2 mg/kg; 酒石酸ブトルフ
ァノール 2.5 mg/kg) を腹腔内注射し、ルシフェラーゼ恒常発現したトリプルネガティブ
乳がん 4T1-luc 細胞（1.0 × 104個）をマトリゲル 20µl と混和して、8 週齢の雌 BALB/c
マウスの乳房脂肪体に 27G の針で 20µlを注入した。コントロール群は大豆油を DIF 投与
群は 450mg/kg/day（朝 300mg/kg 夜 150mg/kg）を 5 日/週、経口投与する。細胞注入後、
1 週間毎に 4 週間後まで、4 週間後に、骨髄抑制の副作用を評価するために、開胸し 25G
の針で心臓より採血し、腫瘍組織を評価するために原発がんと、肺の転移の有無を確認す
るために肺を摘出した。骨髄抑制は全自動血球計数器「セルタックα」MEK-6450 を用い
た血球測定で評価し、原発がんは大きさ、重量、ルシフェラーゼ活性を評価した。乳がん
の中でもっとも高頻度で認められる PI3K 変異乳がん細胞として MCF-7 細胞を乳房脂肪体
に注入して腫瘍の大きさ重量を評価した。 

 
(2) 4T1 細胞、MCF-7 細胞を 37℃、5％CO2 気相下、10%FBS 含有 DMEM で培養した。様々な濃度
の DIF-1 を投与し、24 時間毎に 72時間まで細胞数をカウントすることで、細胞増殖への
影響を評価した。次に DIF-1 で 24 時間処理し、フローサイトメトリーを用いて細胞周期
への影響を評価した。作用機序の解明のため、DIF-1 が GSK-3 のリン酸化レベル、cyclin 
D1、のタンパク質発現を評価した。プロテアソーム阻害剤（MG132）を用いてタンパク質
分解への影響、qRT-PCR を用いて転写に与える影響を評価した。 



(3) Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)は 40％の乳がん細胞で
恒常的に活性化しており、cyclinD1 の発現を調節することが報告されている。リン酸化
とトータルの STAT3 のタンパク質発現に与える DIF−１の影響をウェスタブロット法で評
価した。 

(4) DIF-1 のがん転移が成立するために不可欠である細胞遊走・浸潤に対する効果を検討する。 
(5) 細胞遊走は 24穴プレートにコンフルエントに細胞を播種し、200-µl の黄色のチップでス
クラッチし、経時的に傷の領域を測定する wound healing assay で遊走能を評価した。細
胞浸潤は 10 µg のマトリゲルでコーティングした 8 µm-Boyden chamber を用いて浸潤した
細胞数をクリスタルバイオレットで染色し評価した。機序の解明のため、Wnt 標的遺伝子
で 細 胞 遊 走 ・ 浸 潤 に 関 与 す る 因 子 と し て 知 ら れ て い る 、 Matrix 
metalloproteinase-2(MMP-2)と間葉系マーカー（Vimentin）の発現を評価した。 

(6) がん転移の成立には、遊走・浸潤したがん細胞が脈管に進入し、転移臓器の血管内皮細胞
に接着する必要がある。そのため、DIF-1 の細胞接着に対する効果を検討する。細胞外マ
トリックス（フィブロネクチン、コラーゲン typeⅠ、ラミニン、フィブリノーゲン、コ
ラーゲン typeⅣ）がコーティングされた 48穴プレートに 1.0 × 105 細胞/well の濃度で
播種し、DIF-1 とともに 1時間培養後、接着細胞数を評価する。 

 
４．研究成果 
 
(1) DIF-1の経口投与は4T1細胞の注入による腫瘍形成モデルおよび腫瘍転移モデルにおいて、
腫瘍増大を減弱さらに肺への転移を抑制した。 

 
 
MCF-7 細胞の注入による腫瘍増大も抑制していた。
体重減少や骨髄抑制のような代表的な副作用は
認めなかった。 
 

(2) DIF-1 は MCF 細胞の細胞増殖を濃度依存的・時間依存的に抑制した。細胞周期は G0/G1 期



で拘束していた。DIF-1 は cycllinD1 のタンパク質分解を誘導しているだけでなく転写も
抑制していた。しかし、MCF-7 細胞において DIF-1 は GSK-3 に影響を与えなかった。この
結果から、乳がん細胞は他の癌腫と違い、GSK-3 を介さない経路で細胞増殖抑制効果を発
揮していることが分かった。そのため、この作用機序探求が必要となった。 

 
(3) 方法で述べたように、STAT3 の活性化が乳がん細胞で生じていること、cyclinD1 の
regulator になりうる転写因子であることから、STAT３の評価を行った。DIF-1 は MCF-7
において、STAT３のリン酸化およびトータルのタンパク質レベルいずれも減少させること
がわかった。 

(4) STAT3 の cyclinD1 調節による増殖への関与を調べるために、STAT３阻害剤と過剰発現に
よる実験を行った。MCF 細胞において、STAT3 阻害剤により cyclinD1 が減少し、細胞増殖
が抑制された。反対に、STAT3 を過剰発現させることで、cyclinD1 の発現は上昇し、細胞
増殖も加速した。 
 

 
(5) In vivo 実験から、DIF-1 が癌転移を抑制することから、作用機序探索を in vitro 実験で
行った。4T1 細胞において、DIF-1 は細胞遊走および浸潤を抑制した。癌細胞を上皮間葉
移行へと誘導する転写因子の snail の発現を減少させ、遊走に関わる MMP-2 および
vimentin の発現を減少させた。 

 
(6) さらに、４T１細胞において、DIF-1 は腫瘍の細胞
外基質と接着を有意に抑制することがわかった。 
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