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研究成果の概要（和文）：KRAS遺伝子変異を有する肺癌に対して、Nampt阻害剤の抗腫瘍効果とそのメカニズム
を検証した。複数の肺癌細胞株を用いた実験の結果、Nampt阻害剤の効果に関して、治療に感受性のある群、薬
剤抵抗性の群、中間の群に分けられることが明らかとなった。また、その作用メカニズムを検証した結果、
Nampt阻害剤が、①Rbタンパクのリン酸化を抑制すること、②MAPKシグナル経路を抑制すること、③Bimタンパク
のリン酸化を抑えること、④γH2AXの発現を亢進させ、DNA傷害を引き起こすこと、を突き止めた。さらに次世
代シークエンサーを用いて、KRAS遺伝子変異を有する肺癌症例を同定するシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）：The aim of our study is to evaluate efficacy of nampt inhibitor in KRAS 
mutated non-small cell lung cancer (NSCLC) and to study the mechanisms. We found that KRAS mutated 
NSCLC cell lines were divided into three groups; cell lines sensitive to FK866, a nampt inhibitor; 
those resistant to the inhibitor; intermediate sensitivity. Our study revealed that FK866 inhibited 
phosphorylation of Rb at ser 807/811, suppressed MAPK signaling pathways, decreased phosphorylation 
of Bim at ser 69, and increased γH2AX levels. These findings suggest that the nampt inhibitor 
causes DNA damage, suppresses cell cycle through alteration of Rb and MAPK pathways, and induces 
apoptosis through stabilization of Bim.

研究分野：肺癌

キーワード： KRAS　NSCLC　Nampt
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺癌は悪性腫瘍の死因で第 1 位を占めて
いる。肺癌 は進行期で発見される場合が多く、
主に化学療法が標準治療の 1 つとして用いら
れている。その治療成績は決して良い現状で
はなかったが、近年、肺癌の遺伝子変異の解
析による個別化治療が発達し、過去の成績と
比べて治療予後は改善してきている。医師主
導型の臨床試験では、上皮成長因子受容体
(EGFR) や ALK に 対 す る 特 異 的 阻 害 剤 
(Tyrosine kinase inhibitor)が、特定の変異を
持つ肺 癌で有効であることが示されている 
1),2)。 
 これら遺伝子変異解析によって肺癌の個別
化治療が進められている一方、有効な治療法
の無いタイプの肺癌が問題となっている。そ
の代表格が KRAS 遺伝子変異肺癌(KRASmt 
肺癌)であり、KRAS 遺伝子変異の発見から 
30 年以上経過している現在でも、有効な治療
法は確立していない。その理由として、KRAS 
特異的な阻害剤の開発が難しいことも挙 げ
られるが、一方で KRASmt 肺癌では増殖の鍵
となる細胞内シグナルが多種多様であること
も理由の 1 つと考えられている。そこで、近
年 KRASmt 肺癌に対して、従来の治療法に加
えて様々な治 療ターゲットを組み合わせた
カクテル療法の概念が提唱され始めている 3)。
このため、KRASmt 肺癌に対する新たな治療
ターゲットの発見と臨床応用が重要な課題の
1 つとされている。 
 我々は、がん治療の新たなターゲットとし
て、細 胞内 エネ ルギ ー代 謝に 関与 する
Nicotinamide phosphoribosyltransferase 
(Nampt)に着目した。Nampt は細胞内のエネ
ルギー産生と細胞増殖に関与していることが
知られている。これまでに KRASmt 肺癌にお
いて、Namp の機能を解析した報告はない。
我々は、Nampt が新たな治療ターゲットとな
りうると考え、研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 Nampt が KRASmt 肺癌に対して新たな治
療ターゲットとなることを検証する。 
 
３．研究の方法 
  
 
（１）KRAS 遺伝子変異を有する肺癌におけ
る Nampt 阻害の効果とメカニズムの検証 
 
 表 1 のように、KRAS 遺伝子変異を有する
肺癌細胞株（A549, A427, H23, H157, H460, 
H358, H441, H2009, H1792, Calu-1, Calu-6）
を実験に用いた。 
 
 
 
 
 

 
 
表 1. KRAS 遺伝子変異をもつ肺癌細胞株 

細胞名 遺伝子変異 アミノ酸置換 

A427 35G>A G12D 

A549 35G>A G12S 

H23 34G>T G12C 

H157 34G>C G12R 

H460 183A>T Q61H 

H358 34G>T G12C 

H441 35G>T G12V 

H2009 35G>C G12A 

H1792 34G>T G12C 

Calu-1 34G>T G12C 

Calu6 181TC>CA Q61K 

 
 これら細胞株へ、Nampt 阻害剤である
FK866（SelleckChem）を投与し、72 時間培
養したのち、Acid phosphatase assay を用い
て細胞増殖能を評価した。感受性の違いによ
り 、 KRASmt 肺 癌 細 胞 株 を 、 Sensitive, 
Intermediate, Resistant の細胞株へ分類した。 
 
 Nampt 阻害剤の投与による、細胞内シグナ
ル変化を網羅的に調べるため、逆相タンパク
質 ア レ イ （ Reverse Phase Protein Array: 
RPPA）を用いて評価した。FK866 もしくはプ
ラセボ薬を投与した KRASmt 肺癌細胞株
（A427）より、各々タンパク質を抽出した。
抽出したタンパク質を用いて、RPPA の解析
を行った。 
 
 RPPA に含まれていない Autophagy に関す
るタンパク質の発現解析には、別途、Western 
Blot による解析を行った。同様に A427 細胞
へ FK866 を投与し、プラセボ薬を投与した細
胞と比較し、Autophagy 関連タンパクの発現
を比較した。 
 
（２）次世代シークエンサーによる臨床検体
の KRAS 遺伝子変異の解析 
 
 次世代シークエンサーを用いて臨床検体に
おける遺伝子変異を解析した。次世代シーク
エンサーには Ion Torrent(Thermo Fischer)を
用いた。解析パネルとして Ion AmpliSeq 
Colon & Lung cancer Panel を、解析ソフト
に は Ion Reporter や CLC Genomics 
Workbench (CLC bio Japan)を用い、主要な
遺伝子変異を検索した。臨床検体からの DNA
抽 出 に は 、 GeneRead DNA FFPE kit 
(QIAGEN)を用い、次世代シークエンサーのラ
イブラリー作成には、Ion Ampliseq Library 
kit 2.0, Library kit plus を用いた。 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
（１）KRAS 遺伝子変異を有する肺癌におけ
る Nampt 阻害の効果とメカニズム 
 
 KRASmt 肺癌細胞株における Nampt 阻害
剤の効果を検証した結果、KRASmt 肺癌細胞
株内で抗腫瘍効果に違いが認められた（図１）。 
 
 
図 1. Nampt 阻害剤(FK866)の細胞増殖抑制効
果 

 
 
 KRASmt 肺癌を FK866 の効果別に検証し
た結果、Sensitive, intermediate, Resistant の
群に分けることができた（図 2）。 
 
 
図 2. 効果別の Growth curve 

 
 
 

 
 

 

 
 FK866 の抗腫瘍効果のメカニズムを検証す
るため、RPPA によるタンパク質発現変化を
網羅的に解析した結果、 
 
①p.RB ser807/811 のリン酸化を抑制し、cell 
cycle において抑制的に働く 
②MAPK シグナルが FK866 で抑制される 
③Bim Ser69 のリン酸化が抑制されることで、
Bim の分解が抑制される 
④γH2AX の発現が亢進しており、DNA 傷害
が生じている。 
 
 というメカニズムの関与が示唆された（図
3）。 
 
 一方、Autophagy 関連タンパクに関しては、
FK866 投与により変化は乏しく、Autophagy
の関与は否定的であった（図 4）。 
 
 
図 3.A427 細胞における RPPA 解析 

 
 
 
図 4. Autophagy 関連タンパクの変化 

 
 
 



（２）次世代シークエンサーによる KRAS 遺
伝子変異の解析 
 
 臨床検体を用いて KRAS 遺伝子変異陽性の
肺癌症例を特定するため、次世代シークエン
サーによる解析を行った。合計、27 例の非小
細胞肺癌検体を解析し、KRAS 遺伝子変異が
陽性の肺癌症例を特定することができた（図
4）。 
 その結果、KRAS 遺伝子変異陽性肺癌では、
その他の遺伝子変異を合併しているケースが
比較的多く見られたため、今後、KRAS 遺伝
子変異陽性例について、Nampt 遺伝子の解析
を追加する計画を設けた。 
 
 
 
図 4. KRAS 遺伝子変異解析 
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