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緒　言

　我々は、細胞性粘菌に由来する低分子化合物 DIF（主に DIF-1 と DIF-3）がもたらす細胞増殖抑制効果およびその作
用機序について研究を続けてきた１-９）。DIF は、種々のがん細胞や血管細胞の細胞周期を G0/G1 期で可逆性かつ完全
に拘束するが、その主たる機序は、DIF が GSK-3 の活性化を通じてサイクリン D1 の分解を強力に促すこと、また β
－カテニンの分解を促進して β－カテニン/TCF 依存性転写を抑制することによりその標的遺伝子（サイクリン D1 も
含まれる）の発現を強力に抑制することだと考えている。さらに、DIF-1 および DIF-3 の生体内動態と抗がん効果につ
いて、がんモデルマウスを用いて調査を行った結果、経口投与で血中濃度は十分上昇し、かつ骨髄抑制などの重篤な有
害反応を起こすことなく抗がん効果を発揮することを認めた８,９）。
　従来型抗がん薬の大部分は S 期と M 期を阻害するため、増殖の速い骨髄や消化管の細胞にも強い傷害を与え、しば
しば重篤な有害反応をもたらす。最近増えている分子標的型抗がん薬も、選択毒性は高まっているものの、しばしば重
篤な有害反応を引き起こす。
　種々のがん細胞で過剰発現が認められるサイクリン D1 は、外界からの増殖刺激を細胞周期系に伝えるセンサー分子
で、G1 期早期に誘導される。また、腫瘍血管新生の過程でも内皮細胞増殖のセンサーとして働いている。サイクリン
D1 を著減させ G0/G1 期で細胞周期を停止させる DIF は、興味深いことに、通常の濃度ではほとんど細胞毒性を示さ
ず、増殖抑制は可逆性である。この性質を利用すれば、がん細胞の死滅はもたらさないかもしれないが、がん細胞を長
く静止期にとどめ、正常細胞に対しては毒性の極めて小さいユニークな抗がん薬を作ることができるのではないかと期
待できる。
　しかし、直接的な DIF の標的分子（DIF 結合タンパク質）はまだ同定されていない。そこで、本研究では、DIF の
標的分子を探索し、同定することを目指した。また、悪性黒色腫細胞を用いて、増殖のみならず浸潤･転移について
DIF がどのような効果をもたらすか、機序を含めて検討を行った。

方法および結果

１．DIF 結合タンパク質探索のための PEG 化 DIF の作製
　幅広い分子と分子を結合させうる九員環（九員環アルキン）と窒素が三つ連なったアジ基を持つ分子を混ぜると、触
媒なしで簡単に分子同士が結合する１０）。この全く新しい手法を用いて DIF 分子が結合するタンパク質の探索を行う
ため、DIF 分子の化学修飾を行うことにした。まず、DIF 分子の 2 位水酸基へポリエチレングリコール（PEG）を結
合させた PEG 化 DIF-1 を作製した（図１）。また、同様に PEG 化 DIF-3 も作製した。
　HeLa 細胞の細胞増殖とサイクリン D1 タンパク質発現に対するこれらの効果を検討したところ、PEG 化 DIF-1、PEG
化 DIF-3 では、DIF-1、DIF-3 と同様の活性は得られないことが明らかとなった。そこで現在、他の部位への化学修飾
導入を検討している。
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図 1． PEG 化 DIF とその細胞増殖抑制活性
A）PEG 化 DIF-1 の構造。B）PEG 化 DIF-1（PD1）、PEG 化 DIF-3（PD3）の増殖抑制活
性。Cell counting kit-8（Dojindo）にて測定した吸光度（OD460）を示す。D3: DIF-3。濃
度の単位は μM。C）PEG 化 DIF-1 、PEG 化 DIF-3 のサイクリン D1 発現への効果。

２．悪性黒色腫細胞において DIF-1 は GSK-3 を介して細胞増殖を抑制する
　マウス悪性黒色腫由来細胞株 B16BL6 細胞を用いて、DIF-1 の細胞増殖に及ぼす効果を検討した。まず、DIF-1 は
B16BL6 細胞の増殖を強力に抑制し（図 2A）、フローサイトメトリー解析により G0/G1 期および G2/M 期で細胞周期
を拘束することがわかった（図 2B）。また、DIF-1 は不活性型である Ser21 リン酸化 GSK-3α および Ser9 リン酸化
GSK-3β を減少させることで GSK-3 を活性化させ（図 2C）、基質であるサイクリン D1 および c-Myc の分解を誘導す
ることをウエスタンブロット法で確認した（図 2D）。
　さらに、DIF-1 は canonical Wnt シグナル伝達系の転写因子である β－カテニンおよび TCF7L2 を減少させること
により、TCF 依存性の転写活性を抑制することがわかった（図 3）。これらの結果は、他の細胞種における以前の結果
と基本的に一致していた。

３．悪性黒色腫細胞において DIF-1 は GSK-3 を介さずに細胞遊走および浸潤を抑制する
　DIF-1 にがん転移抑制効果があるか否かについては調べられていない。そこで、B16BL6 細胞を用いて、がんの転移
成立に不可欠である細胞遊走･浸潤に DIF-1 が及ぼす効果を検討した。細胞遊走は wound healing assay を用いて、細
胞浸潤は、10μg の Matrigel をコーティングした Boyden chamber を用い、10％ウシ血清を誘導因子とした migration
assay を行って解析した。また、GSK-3 の関与を調べるために選択的 GSK-3 阻害薬である SB216763 を用いた。DIF-1
は細胞遊走を抑制したが、SB216763 はその効果に影響しなかった。また細胞浸潤も抑制したが、SB216763 は影響を
与えなかった。したがって、DIF-1 は GSK-3 を介さずに細胞遊走･浸潤を有意に抑制することが明らかとなった（図
4A, B）。さらにその機序として、がん細胞遊走･浸潤に深く関与する matrix metalloproteinase-2（MMP-2）のタンパ
ク質発現を有意に減少させることがわかった（図 4C）。

４．悪性黒色腫肺転移モデルマウスにおいて、DIF-1 経口投与は肺コロニー形成を抑制する
　ルシフェラーゼを恒常的に発現させた B16BL6 細胞を 8 週齢の雌のマウスに 1 × 105 個静脈注射することで、悪性黒
色腫肺転移モデルを作製した。マウスは 3 グループに振り分けた（Control 群：大豆油の経口投与、Vehicle 群：大豆
油の経口投与および B16BL6 細胞の静注あり、DIF-1 群：DIF-1 の経口投与および B16BL6 細胞の静注あり）。DIF-1 は
週 5 日、12 時間毎に朝 300 mg/kg と 夜 150 mg/kg を経口投与した。B16BL6 細胞の注入 14 日後にマウスを安楽死さ
せ、肺を採取し、表面のコロニー数をカウントし、破砕したのちにルシフェラーゼ活性とタンパク質発現の解析を行っ
た。
　DIF-1 の経口投与は肺コロニー形成を顕著に抑制した（図 5A）。さらに、in vitro 実験同様、サイクリン D1、c-
Myc、TCF7L2、MMP-2 のタンパク質発現を抑制した（図 5B）。
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図 2． DIF-1 の悪性黒色腫細胞増殖への効果
A）細胞増殖曲線。B）フローサイトメトリー解析による細胞周期解析。C）GSK-3α と
GSK-3β のリン酸化への効果。D）サイクリン D1、c-Myc のタンパク質発現への効果。A
と C では one-way ANOVA と Bonferroni の多重比較検定、B では Student の t 検定、D
では two-way ANOVA と Tukey の多重比較検定を行った。*P < 0.05、**P < 0.01、***P <
0.001。

図 3． DIF-1 の Wnt/β－カテニン系への効果
A）DIF-1 の TCF7L2 のタンパク質発現への効果。B）β－カテニンのタンパク質発現への
効果。C）TCF 依存性転写活性への効果。A と B では two-way ANOVA と Tukey の多重
比較検定、C では one-way ANOVA と Bonferroni の多重比較検定を行った。*P < 0.05、
**P < 0.01。
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図 4． DIF-1 の細胞遊走・浸潤への効果
A）Wound healing assay。B）Migration assay。C）MMP-2 のタンパク質発現への効果。
SB: SB216763。すべて one-way ANOVA と Bonferroni の多重比較検定を行った。*P <
0.05、***P < 0.001。

図 5． DIF-1 の悪性黒色腫肺転移への効果
A）DIF-1 の転移性肺腫瘍コロニー形成への効果。B）肺組織におけるサイクリン D1、c-
Myc、TCF7L2、MMP-2 のタンパク質発現への効果。One-way ANOVA と Bonferroni の
多重比較検定を行った。*P < 0.05。
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考　察

　今回 DIF の標的分子を探索･同定するために行った DIF 分子の化学修飾は、残念ながら DIF の活性を喪失させてし
まった。この結果を受け、現在、化学修飾部位についてさらに検討を行っている。しかし、悪性黒色腫を用いた検討に
よって、DIF の作用機序に関する新しい知見を得ることができた。
　DIF-1 は、過去に検討した大腸癌、子宮頸癌、扁平上皮癌、骨肉腫などと同様に、悪性黒色腫細胞においても GSK-3
を介してサイクリン D1 および c-Myc の発現減少を誘導することにより細胞増殖を抑制すると考えられた。しかし、悪
性黒色腫細胞は他の細胞よりも DIF-1 への感受性が高く、また G2/M 期でも細胞周期を拘束していたことから、別の
機序が働いている可能性がある。
　また今回の検討により、DIF-1 は、GSK-3 を介さない経路により細胞遊走･浸潤を抑制することが明らかになった。
これらの抑制機序には MMP-2 の発現低下が関与している可能性がある。MMP-2 発現の調節機序に関しては今後さら
に検討していく。
　本研究は、DIF-1 が増殖抑制効果を発揮するだけでなく、浸潤･遊走･転移にも抑制効果を発揮することを明らかに
し、さらに GSK-3 を介さない他の経路も存在することを示した。今後、DIF-1 あるいはその誘導体を新規抗がん薬と
しての創薬に結びつけるため、標的分子をはじめ詳細な作用機序をさらに解明していく。
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