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研究成果の概要（和文）：我々が行った研究により、KRAS遺伝子変異を有する肺癌に対してNampt阻害剤が高い抗腫瘍
効果を有する可能性をつきとめた。これらの研究活動・成果の一部は、2015年4月に、国際学会の１つAmerican Associ
ation for Cancer Research Annual Meetingで報告している。

研究成果の概要（英文）：Nampt inhibitor showed strong inhibitory cell growth effect against lung cancer 
culture cell lines with KRAS gene mutation. Analyses of cell growth signaling revealed that 
MAPK・PI3K/AKT signaling path way was not affected by Nampt inhibitor.
Thses findings were presented at AACR meeting in 2015.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肺癌は進行期で発見される場合が多く、
その治療の中心を担っているものの１つ
に化学療法がある。肺癌は悪性腫瘍の死
因で第1位を占めており、肺癌治療成績の
向上が社会へ果たす役割は大きい。肺癌
は病理学的に非小細胞肺癌と小細胞肺癌
に大別され、非小細胞肺癌が肺癌の約8 
割を占めている。近年、非小細胞肺癌に
おける上皮成長因子受容体(EGFR)遺伝子
変異やEML4-ALK融合遺伝子の存在など、
肺癌増殖の鍵となる遺伝子変異の存在が
証明され、各々変異を有する肺癌に対し
ての特異的阻害薬が有効であることが判
明した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んだが、残り
大半の遺伝子変異の獲得ﾊﾟﾀｰﾝは未解明
であり、新たな遺伝子変異の発見と、そ
の機能解析による個別化治療の発展が重
要なテーマの１つである。 
 近年、がん治療の新たなターゲットと
して、細胞内エネルギー代謝に関与する
ﾀﾝﾊﾟｸが注目されている。なかでも
Nicotinamide  adenine 
phosphorybosiltransferase (Nampt)は、
細胞内のNicotinamide adenine 
dinucleotide (NAD+)を合成する酵素とし
て知られている。NAD+は細胞内ATPの生合
成や抗アポトーシスに関与しているため、
Namptは細胞内ｴﾈﾙｷﾞｰ産生・細胞増殖を司
る重要な働きを持つ。これまでに我々は、
肺癌細胞におけるNamptの機能を解析す
る研究を行ってきた3)。その中で、非小
細胞肺癌はNamptを過剰発現しており、
Nampt阻害剤によって肺癌の増殖が抑制
されることを突き止めた4)。また、その
抗腫瘍効果は、Nampt阻害によって細胞内
ATP濃度の減少が起こった結果で生じる
ことを報告した5)。一方で、なぜ肺癌に
おいてNamptが過剰発現し、個々の肺癌で
抗腫瘍効果に差が生じているのかは未解
明のままで、今後のさらなる課題となっ
ていた。 
 近年、いくつかのがん種で、Nampt遺伝
子の活性部位に変異（欠失、点変異）を
生じている事が報告されている6)。前立
腺癌や大腸癌細胞などでの変異が報告さ
れているが、それら変異の結果生じる細
胞特性変化や薬剤反応性の変化について
は明らかとなっていない。以上の知見を
踏まえて、我々はNampt遺伝子変異の解析

を足掛かりとし、Nampt阻害による肺癌の
新たな個別化治療を確立するというテー
マを設けた。これまでのところ、肺癌を
対象とした網羅的なNampt遺伝子変異解
析と機能分析の報告は無い。そこで、我々
は次の仮説を設け、それを検証するため
に本研究を計画した。 
２．研究の目的 
 我々は2 年の研究期間を設け、次のこ
とを明らかにする。 
① 肺癌の Nampt遺伝子の変異解析を行
って、その変異獲得パターンと変異の頻
度を検証する。 
② Nampt遺伝子変異の獲得によって、肺
癌増殖能が変化することを検証する。 
③ Nampt遺伝子変異を獲得した肺癌細胞
株では、Nampt阻害剤の抗腫瘍効果に違い
が生じることを検証する。 
３．研究の方法 
 ２年の研究期間で本研究を遂行する。
肺癌細胞株と肺癌臨床検体を用いた基礎
実験を行って、①Nampt遺伝子の変異解析
と、②変異ﾀﾝﾊﾟｸの細胞増殖に関する機能
解析を行う。初年度では、肺癌のNampt遺
伝子の変異解析を行う。肺癌細胞株・臨
床検体からRNAを抽出・精製し、RT-PCRを
行ってNampt mRNAのcDNAを合成する。そ
れらcDNAの配列をdirect sequenceと
SNaPshot®を用いて解析する。次年度では、
変異Namptﾀﾝﾊﾟｸの機能解析を行う。
Gateway®ｼｽﾃﾑを用いて変異遺伝子のｸﾛｰﾆ
ﾝｸﾞを行い、細胞株へ変異遺伝子を導入す
る。細胞増殖ｱｯｾｲ、抗体ｱﾚｲ、ﾇｰﾄﾞﾏｳｽ肺
癌皮下移植ﾓﾃﾞﾙ、免疫染色法を用いて、
変異細胞株の増殖能と細胞内ｼｸﾞﾅﾙ変化、
Growth Factor産生能を評価する。また、
変異肺癌細胞株へNampt阻害剤を投与し
て、その抗腫瘍効果を比較・検証する。 
【平成24年度】 
初年度は、「肺癌におけるNampt遺伝子の
変異解析」を行う。本研究では、肺癌細
胞株（表）および肺癌手術検体を用いて
以下のように研究を進める。ｺﾝﾄﾛｰﾙの細
胞株として、肺胞上皮細胞株(NL20)・肺
線維芽細胞株(WI38)を用いる。 
 １．細胞株におけるNampt遺伝子変異解
析 
各 細 胞 株 を 培 養 し 、 RNA を 抽 出
（TurboCapture 96 mRNA Kit, QIAGEN）
する。Real time RT-PCRを行ってNampt 
mRNAの発現量を相対定量する。次に、約



1.5kbp のNampt mRNAｺｰﾄﾞ領域を増幅する
よう設計したRT-PCR用のprimer pair(表)
を用い、Long range RT-PCR（QIAGEN)を
行ってNampt mRNAのcDNAを合成する。
ExoSAP-IT(GE Healthcare)で精製した
cDNAの配列をdirect sequenceで解析し、
変異の有無を確認する。発見された変異
リストを作成し、既知のpoint mutation
に 関 し て は SNaPshot®（ Applied 
Biosystems)を利用して効率よく検出で
きるように、target DNAに対応するprimer 
をﾃﾞｻﾞｲﾝする1)。一度確認したpoint 
mutationはSNaPshot®を用いて以降の解
析をより迅速に進める。配列の解析・ｱﾗｲ
ﾝ ﾒ ﾝ ﾄ に は Vector TNI Advance® 
(invitrogen)を用いる。 
２．肺癌臨床検体のNampt遺伝子変異解析 
検体には肺癌手術検体を用い、手術症例
で 目 標 200 検 体 を retrospective, 
prospectiveに解析する。Namptの免疫染
色(AdipoGen)を行って正常肺組織と肺癌
細胞とで発現量を比較する2)。また、検
体の肺癌細胞を選別するためにﾏｲｸﾛﾀﾞｲ
ｾﾞｸｼｮﾝを行い、ﾀﾞｲｾﾞｸｼｮﾝされた肺癌組織
からRNA もしくはDNAを抽出・精製する。
ﾎﾙﾏﾘﾝ固定による検体中のRNA劣化が認め
られた場合は、Nampt遺伝子の各ｺｰﾃﾞｨﾝｸﾞ
領域に対応するprimer pair(計11 個の
Exon 領域)を用いて、PCRを行ってDNAﾌﾗ
ｸﾞﾒﾝﾄを合成・精製する。精製したDNA配
列を前述のdirect sequence、SNaPshot®
を用いて解析する。また、RNAの保存状態
がよい検体については、Real time RT-PCR 
を用いてNampt mRNAの発現量を解析する。
Nampt mRNAの発現量はGAPDH発現量との比
で相対定量する。 
【平成25 年度】 
次年度では、「変異Namptﾀﾝﾊﾟｸ発現細胞
の細胞増殖に関する機能解析」を行う。
１．前年度で検証した変異Nampt遺伝子の
ｸﾛｰﾆﾝｸﾞを行い、肺癌細胞株へ変異遺伝子
を導入する。ｺﾝﾄﾛｰﾙとして、野生型遺伝
子導入細胞株、親細胞株を用いる。ｸﾛｰﾆﾝ
ｸ ﾞ / 遺 伝 子 導 入 に は Gateway ｼ ｽ ﾃ ﾑ
(invitrogen)を利用し、組み換え反応用
のprimerは、Vector TNI Advance®でﾃﾞｻﾞ
ｲﾝする。ﾍﾞｸﾀｰにはLentivirusを用い、一
部にT-RexTMｼｽﾃﾑ(invitrogen)を利用し
て、ﾃﾄﾗｻｲｸﾘﾝ添加の有無によって細胞内
の変異Nampt遺伝子発現のon/offを調節
できる細胞株を作成する3)。 

２．変異株について、BrdU assayを行っ
て細胞増殖能を評価する。また、変異株
からﾀﾝﾊﾟｸを抽出し、細胞内の細胞増殖・
生存ｼｸﾞﾅﾙ変化を抗体ｱﾚｲにて評価する。
変異株を培養した培養上清中のGrowth 
factorを、抗体array/ｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾄを用い
て検証する。各細胞株へNampt阻害剤を投
与し、BrdU assayで細胞増殖抑制効果を
評価する。 
３．In vivo実験では、ﾇｰﾄﾞﾏｳｽの肺癌皮
下移植ﾓﾃﾞﾙを用いる。ﾇｰﾄﾞﾏｳｽ（ICRnu/nu）
の背部皮下へ、細胞株を移植する。次に、
各移植群で経時的に腫瘍体積を測定して
腫瘍増殖能を比較する。また、それらﾇｰﾄﾞ
ﾏｳｽへ、生体適合性Nampt阻害剤を皮下注
射で投与して、それぞれの株に対する阻
害剤の腫瘍増殖抑制効果を比較する4)。
腫瘍切片を取り出し、免疫染色を行って
細胞増殖ｼｸﾞﾅﾙ比較する。 
４．研究成果 
我々が行った研究により、KRA 遺伝子変

異を有する肺癌に対して Nampt 阻害剤が
高い抗腫瘍効果を有する可能性をつきと
めた。まず、肺癌細胞株のパネルを用い
た検討により、Nampt 阻害剤の感受性が高
い肺癌細胞を検出する作業を行った。異
なる遺伝子変異を持つ肺癌細胞株のパネ
ルを用いて、Cell viability assay の１
つであるacid phosphatase assayを行い、
Nampt 阻害剤の効果を検証した。その結果、
KRAS 遺伝子変異を有する肺癌が nampt 阻
害剤に対して高い感受性（抗腫瘍効果）
を持つ可能性を見出した。また、KRAS 遺
伝子変異を有する肺癌細胞株のなかでも、
Nampt 阻害剤に高感受性の株と比較的低
感受性の株に分別された。そのメカニズ
ムを検証するため、Nampt 阻害剤に高感受
性の KRAS 肺癌細胞株を用いて、ウエスタ
ンブロットによる細胞内シグナル変化の
解析を行った。その結果、増殖シグナル
系列の１つである MAPK・PI3K/AKT シグナ
ルの変化や、アポトーシスの変化は乏し
いことが判明した。一方で、アポトーシ
ス以外の細胞死メカニズムの１つである
オートファジーに関連するタンパクの発
現量の変化が確認された。なかでも At7
というオートファジー関連タンパクが、
Nampt 阻害剤を投与した KRAS 肺癌で抑制
されていることを確かめた。 
これらの研究活動・成果の一部は、2015

年 4 月に、国際学会の１つ American 



Association for Cancer Research Annual 
Meeting で報告している。 
以上の成果・研究結果をさらに発展さ

せるべく、本テーマに関連した新たな研
究計画を設けた。今後、Nampt 阻害剤に高
感受性の KRAS 肺癌を用いて、Reverse 
Phase Protein Array を行い、がん増殖シ
グナル変化とそのパスウェイ解析を実施
する。In vitro 実験で、それらのシグナ
ル変化とオートファジータンパクとの関
連性を突き止め、さらには肺癌病理組織
検体を用いて、Nampt タンパク・遺伝子発
現量と、同定された候補タンパク・遺伝
子発現の関連を評価する予定である。 
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