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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにIDH1変異がNAD+合成代謝機構に影響を及ぼすことを見出してきた。
本研究ではNAD+の消費経路に着目し、DNA修復機構の主要タンパク質であるPARPの活性の亢進を通じてNAD+を消
費するテモゾロミドとNAD合成阻害剤の併用療法を試みた。その結果IDH1変異神経膠腫において遺伝子変異特異
的に合成致死性が得られた。動物レベルにおいても薬剤併用による相乗効果的な抗腫瘍効果が認められた。これ
らの結果IDH1変異神経膠腫に対する遺伝子変異特異的な治療法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have previously developed novel therapeutic strategy for IDH1 mutant 
gliomas by depleting intracellular NAD+. Unfortunately, systemic NAMPT inhibitor treatment is toxic 
to humans, thus we aimed to develop therapeutic strategy to reduce toxicity. We found temozolomide, 
which is used as standard therapy in gliomas, transiently induce intracellular NAD loss by base 
excision repair pathway activation. Using this biological effect, we found combination with NAMPT 
inhibitor with temozolomide could induce potent NAD+ depletion inducible anti-tumor effect without 
critical toxicity in mice. Thus, we could establish novel therapeutic regimen for IDH1 mutant 
gliomas.

研究分野：脳神経外科
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経膠腫は未だ人類が克服しきれていない疾患である。IDH変異は低悪性から悪性化を引き起こすタイプの神経
膠腫の大部分に認める遺伝子異常であり、治療標的としての意義がこれまでに期待されてきた。我々の研究によ
り、IDH1変異神経膠腫に対し、標準的治療薬であるテモゾロミドにNAD+合成阻害剤を併用する治療が遺伝子特異
的な治療標的であることが判明した。今後さらなる研究が進むことで将来の遺伝子変異特異的な治療法として臨
床応用につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景  
原発性脳悪性腫瘍において神経膠腫は代表的致死的疾患に挙げられる。一部の神経膠腫に
おいて IDH1 遺伝子の変異が腫瘍形成に極めて重要であることが判明している。申請者
らは IDH1 変異腫瘍細胞は野生型と比較して 細胞内 NAD+の基礎値が低値てであるこ
と、その原因として IDH1 変異により NAD+合成の主要経路 の酵素である Naprt1 が
抑制されることを見出した。 癌細胞ては NAD+合成は 2 つのサルベージ経路が重要であ
り、一つは Naprt1 を介する経路、もう 一つは律速酵素であるNampt を介した経路であ
る。IDH1 変異細胞では Naprt1 発現が抑制されているため、極めて低濃度の Nampt 阻
害剤により NAD+合成が強力に阻害される。その結果 NAD+ 値が IDH1 変異神経膠腫
細胞の生存に不可欠な閾値を下回ることで細胞死に至ることが判明した(Tateishi K et al. 
Cancer Cell, 2015)。これらの結果は NAD+合成阻害をターゲットにした治療法が実際の 
IDH1 変異を有する脳腫瘍患者にも 応用可能であることを示唆するものであった。これら
の結果により、申請者らは IDH1 変異腫瘍に 対する NAD+代謝性変化を利用した有力な
治療法を確立した。 一方生体への応用を考慮した際に、安全性、有効性を更に高めた治療
法の確立が課題として残っている。即ち Nampt 阻害剤を最小限に使用しつつ NAD+値を
低下さ せる治療法で必要であると考えられた。そこで申請者らは外因的な NAD+消費経
路の活性化が IDH1 変異腫瘍細胞内の NAD+基礎値低下を促進させ、Nampt 阻害剤の感
受性を更に高めるのではないかと仮説を立てた 

 
２． 研究の目的 
これらの研究背景を踏まえ、本研究では外因的な NAD+消費経路の活性化により in 
vivo において従来よりも低濃度の Nampt 阻害剤にて NAD+枯渇が誘発される治療法
を確立することを研究全体構想に掲げた。具体的にはアルキル化剤テモゾロミド(TMZ)投
与により PARP依存性にNAD+消費が生じると仮説を立て、IDH1 変異神経膠芽腫に対し
てTMZと NAMPT阻害剤の併用による抗腫瘍効果が増強されるか検討を行うことを本研
究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 
1) in vitro 実験： 
  IDH1変異が及ぼす代謝ストレスの解明 
 DNA修復機構にはPARPを介したbase excision repair (BER) や single strand break repair  
 のみならず double strand break に対する homologous recombination, TMZ によるメチル   
 基負荷後のMMRなどがある. 最初に IDH1 変異神経膠芽腫幹細胞株に対しTMZ投与を 
 行い細胞毒性効果、NAD+消費、PARP活性などを検討した。またNAD+変動が PARP 
 依存性かを明らかにするために PARP 阻害剤を用いた拮抗化が生じるか検討した。 
 TMZとNAMPT阻害剤の併用による細胞毒性効果の検討 
 内因性 IDH1 変異神経膠芽腫幹細胞株、IDH1 野生型神経膠芽腫幹細胞株を用いてTMZ 
 と NAMPT阻害剤併用による抗腫瘍効果を検討した。また併用による細胞内NAD+値の変  
  動を検討した。 
 外因性 IDH1変異細胞株を用いた確証実験 
 併用効果が IDH1 変異に基づくものか明らかにする為に、申請者らが樹立したテトラサイ 
 クリン誘導下 IDH1 変異強制発現神経膠芽腫幹細胞株（MGG18-IDH1-R132H）を用いて 
 細胞毒性効果、NAD+変動を検討した。またNAPRT１抑制モデルを作成し、同様の抗腫 
 瘍効果があるか検討した。 
 細胞毒性効果とMMR機構やMGMT遺伝子発現との関連性についての検討 
 併用効果がTMZ耐性に関連するMMR遺伝子変異やMGMTプロモーター領域のメチル 
 化状態に影響されるか検討するためMGMT高メチル化 、低メチル化細胞を用いてMSH6 
 抑制モデルを作成し抗腫瘍効果を検討した。 
 細胞毒性メカニズムの検討 
 細胞毒性がアポトーシス依存性かオートファジー依存性か検討した。FACS, western  
 blotting 法にて解析するとともにアポトーシス、オートファジー阻害剤にて細胞毒性効果 



  に対する拮抗が得られるか検討した。 
    in vivo 研究   
  TMZ と NAMPT 阻害剤による併用療法が IDH1 変異腫瘍動物モデルに対する抗腫瘍効果 
  を発揮するか、更にはNAMPT阻害剤減量下でも同様の効果が得られるか検討した。 
 
４． 研究成果 
    IDH1変異が及ぼす代謝ストレスの解明 
  IDH1 変異神経膠芽腫幹細胞に対しTMZを投与したところ、濃度依存性に細胞毒性を誘 
  導することが判明した。ただし細胞増殖抑制効果は４日目以降に生じ、これはTMZの薬 
  理作用 (MMR依存性の futile mismatch repair 機構)によるものと考えられた。一方 TMZ 
  投与直後より数時間以内に細胞内 PARP活性の上昇とともに代謝産物である poly  
  ADP-ribose (PAR)が過剰に産生された（図１）。更には PARP 活性と連動しNAD+消費が 
  生じることが判明した（図２）。これらの現象は PARP阻害剤である olaparib にて拮抗が 
  生じたことから PARP 活性依存性であることが判明した。このことはTMZ投与後急速に 
  生じるDNAメチル基負荷に対する修復機構が潜在的な治療標的となりうることを示唆す 
  る結果であった。 

    
図 1 TMZ投与後の PAR 発現の変化 図２ TMZ 投与６時間後に於けるNAD+値の変動 
     TMZとNAMPT阻害剤の併用による細胞毒性効果の検討 
   次に内因性 IDH1 変異神経膠芽腫幹細胞株であるMGG119, MGG152, BT142、IDH1 
      変異軟骨肉腫細胞株であるHT1080を用いてTMZとNAMPT阻害剤を投与したところ、 
   いずれの細胞においてもTMZの濃度依存性にNAMPT阻害剤との併用効果が生じるこ 
   とが判明した（図 3）。この現象は IDH1 野生型神経膠芽腫幹細胞株では認められなかっ 
   たことから、少なくとも IDH1 変異細胞においてはTMZと NAMPT阻害剤の併用効果 
   が期待できることが示唆された。またNAD＋はNAMPT 阻害剤、TMZ 単独と比較し、 
   併用下では強力に抑制されることが併せて判明した（図 4）。 
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図３内因性 IDH1変異神経膠芽腫幹細胞株に対するNAMPT阻害剤とTMZ併用による抗腫瘍
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図４ 内因性 IDH1変異神経膠芽腫幹細胞株に対するNAMPT阻害剤とTMZ単独及び併用下
におけるNAD＋値の変動 
外因性 IDH変異細胞株を用いた確証実験 
外因性 IDH 変異細胞株を作成し併用効果を検証したところ、強制 IDH1 変異細胞株において
NAMPT 阻害剤の感受性が高まること、更には TMZ との併用効果が有意に認められることが
明らかになった（図 5）。更に UACC257 細胞株に対し shRNA を用いて NAPRT1 を抑制した
ところ強制 IDH1 変異細胞に於ける薬効と類似した現象が認められたことから、細胞毒性効果
は IDH1 変異による NAPRT1 発現の抑制が関与していることが明らかになった。これにより
NAMPT阻害剤とTMZ の併用療法は IDH1 変異神経膠芽腫において特に有用な治療法である
ことが裏付けられた。 
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図５; IDH1 変異強制モデル（IDH-R132H）とコントロール（GFP）におけるNAMPT阻害剤
単独及び TMZとの併用下における抗腫瘍効果の検討 
 
細胞毒性効果とMMR機構やMGMT遺伝子発現との関連性についての検討 
MGMT メチル化（MGG152）非メチル化（HT1080）細胞を用いて主たる MMR 関連遺伝子
である MSH6 を抑制し, TMZ 耐性細胞モデルを作成した。これらの細胞を用いて TMZ と
NAMPT 阻害剤の併用療法を検討したところ、いずれも相乗効果が保たれることが判明した。
このことは TMZ 耐性及び不応神経膠芽腫においてもこの併用療法の効果が期待されるもので
あった。 
細胞毒性メカニズムの検討 
細胞毒性メカニズムとして オートファジーに関連する蛋白発現が亢進していた。またアポトー
シス非依存性であることも判明した。さらにオートファジー阻害剤を用いたところ細胞毒性効
果に抑制が生じたことから細胞毒性はNAD＋枯渇によって生じたATP産生低下に起因するオ
ートファジーによるものと考えられた。 
in vivo 研究 
TMZ と併用することで、低濃度 NAMPT 阻害剤治療が高濃度下での治療効果と同様の抗腫瘍
効果が得られるか IDH1 変異、野生型細胞株を用いて検討した。IDH1 変異腫瘍に対し最初に
NAD+値を測定したところ、高濃度NAMPT阻害剤と比較し TMZと 50％濃度のNAMPT阻
害剤で同レベルのNAD+低下が腫瘍組織内で生じていることが判明した。この濃度を用いてマ



ウス IDH1 腫瘍に対して抗腫瘍効果が生じるか検討したところ、NAMPT 阻害剤、TMZ 単独
治療と比較して併用療法では顕著な抗腫瘍効果が生じることが判明した。一方 IDH1 野生型腫
瘍では抗腫瘍効果は認められなかった。 
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