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研究成果の概要（和文）：マウス胎仔由来線維芽細胞をモデル細胞としてNAD+代謝環境が「細胞老化」と「がん化」の
ふたつの細胞機能に関わること知見を得ることができた。NAD+再利用経路の律速酵素NAMPTを安定的に高発現するマウ
ス胎仔由来線維芽細胞は、細胞老化の遅延を引き起こすことが明らかになり、また、遺伝子導入によりがん化させた細
胞は、がん化の程度が低くなることを示唆する知見が得られた。これらの結果は、マウス胎仔由来線維芽細胞ではNAMP
Tの高発現、すなわち細胞内NAD+量を高く維持することが老化やがん化などの細胞機能の異常に対して負に働く可能性
を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We revealed that NAD+ metabolism in mouse embryonic fibroblasts affects 
“cellular senescence” and “tumorigenesis”. Fibroblasts derived from the mice having enforced 
overexpression of NAMPT, the rate-limiting enzyme in NAD+ salvage pathway delay the onset of cellular 
senescence and Ras-induced transformed MEF cells derived from Tg mice demonstrate less potential against 
anchorage-independent growth. These results suggest that in mice fibroblast to keep NAD+ level high works 
negative for processes of cellular senescence and tumorigenesis.

研究分野： 時間生物学
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１．研究開始当初の背景 
われわれは、概日時計がNAD+再利用

経路の律速酵素NAMPTの遺伝子発現を制御す
ることで細胞内NAD+代謝環境を制御し、その
結果、NAD+依存性脱アセチル化酵素SIRT1の時
間依存的活性変動を介して概日時計転写シ
ステムを調節していることを発見した。 

 
細胞内NAD+代謝環境の日内（短期）

変動に加え、加齢による細胞内NAD+の減少（長
期的変動）がマウス臓器やヒト細胞で報告さ
れていた。また、NAD+前駆体ニコチンアミド
モノヌクレオチド（NMN;図１）を投与された
老齢マウスは種々の代謝機能の回復が観察
されたことから、細胞内NAD+の減少が老化を
促進するひとつの因子であると提唱されて
いた。ヒト初代細胞を用いた研究より、NAMPT
高発現が細胞老化を遅延させることが報告
され、細胞レベルでも細胞内NAD+減少が老化
を惹起する可能性が示された。一方で、ヒト
がん細胞におけるNAMPT発現量とがん進行度
に正の相関があること報告されており、生体
の健康維持に細胞内NAD+維持がどのように働
くかは不明な点が多かった。 

 
２．研究の目的 

われわれはマウス線維芽細胞をモ
デル細胞として NAD+代謝環境の変化が「細胞
老化」と「がん化」のふたつの現象（細胞機
能）にどのような影響を与えるか、さらにそ
の分子基盤の解明を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞老化に対する影響 

Nampt 強制発現トランスジェニック
（Nampt−Tg）および対照野生型マウスより初
代マウス胚由来線維芽（MEF）細胞を樹立し、
細胞老化への影響を細胞増殖能や老化マー
カーの検出により検証した。 
  
（2）がん化に対する影響 
 Nampt 強制発現トランスジェニック
（Nampt−Tg）および対照野生型マウスより樹
立した不死化 MEF 細胞を用いて、がん化の指
標である足場非依存性増殖能を検証するこ
とでNAMPT/NAD+によるがん化への影響を調べ
た。活性型 Ras などを発現させ、がん化を誘
導した時の影響も同様の方法にて検証した。 

 
４．研究成果 
（1）細胞老化に対する影響 

研究開始時点でわれわれは、細胞内
NAD+濃度が恒常的に上昇しているマウス、す
なわち、NAD+再利用経路の律速酵素である
Nampt 遺伝子を全身性で恒常的に高発現する
Nampt-Tg マウスを複数ライン樹立していた。
これらのうち４種類の独立した Tg マウス胎
仔由来繊維芽（MEF）細胞を用いて細胞老化
への影響を調べた。まず各初代 MEF 細胞で発
現する総NAMPTタンパク質量を調べたところ、
対照野生型 MEF細胞と比して約 1.3倍から５
倍程度増加していることが明らかになった。
また、細胞内 NAD+量も総 NAMPT タンパク質量
に比例し、1.2 倍から 2.6 倍程度上昇してい
ることが確認できた。これら初代 MEF 細胞を
用いて細胞増殖能を検証したところ、
NAMPT/NAD+の増加が最も少なかった MEF ライ
ンでは野生型MEF細胞と同じ継代回数で細胞
老化が開始したが、他の NAMPT/NAD+増加が見
られたMEFラインでは細胞老化開始の遅延が
観察された（図 2）。さらに遅延の程度は
NAMPT/NAD+増加量依存的であることがわかっ
た。また、他の細胞老化マーカーを調べた結
果からも同様にNAMPT/NAD+増加量依存的に細
胞老化の開始が遅延することが示唆された。 

次に、細胞老化遅延の原因を検証し
た。細胞老化の主要な原因のひとつとして酸
化ストレスが知られている。Nampt-Tg MEF 細
胞および対照野生型MEF細胞内の活性酸素種
量を定量した結果、Tg-MEF 細胞は野生型 MEF
細胞の約 25%程度であった。抗酸化ストレス
関連遺伝子の発現量を比較したところ、幾つ
かの遺伝子の発現量が Tg-MEF 細胞で優位に
上昇していた。これらの結果は、Tg-MEF 細胞
は活性酸素種の産生量が少ないのではなく、
分解能力が高いことを示唆している。さらに、
酸化ストレス抵抗性を検証するため、酸化ス
トレスの一種である過酸化水素（H2O2）処理
を行い、細胞増殖能および生存率を比較した。
その結果、Tg-MEF 細胞は細胞増殖能と生存率
の両方の実験でH2O2に対して抵抗性を示した。
以上より、Tg-MEF 細胞内 NAD+代謝環境は、酸
化ストレス抵抗性を強めるために細胞老化
が遅延した可能性が考えられる。 
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薬理学的に細胞内 NAD+上昇を惹起
することで Tg-MEF 細胞と同様に細胞老化が
遅延するかを次に検証した。細胞培養液に
NAD+の前駆体であるニコチンアミドモノヌク
レオチド（NMN）を添加することで細胞内 NAD+

量をほぼ Tg-MEF 細胞と同程度まで上昇させ
ることができた。この条件下で細胞老化遅延
の有無を検証した結果、細胞老化の遅延は観
察されなかった（図 3）。NAMPT は、ニコチン
アミド（NAM）を NMN に変換する酵素である
ため、細胞内 NAM 量を Tg-MEF 細胞と NMN 処
理細胞で比較した。Tg-MEF 細胞内 NAM は対照
野生型MEF細胞と比較して非常に減少してい
ることを示す知見を得ている。しかし、NMN
処理 MEF細胞内 NAMは非処理 MEF細胞と同程
度であった。NAM は Sirtuin など NAD+を消費
する酵素の阻害剤として働くため、NAMPT に
よる細胞内 NAM減少が Sirtuin などの酵素活
性を上昇させるために必須ではないかとい
う作業仮定のもと現在鋭意検証中である。 

 
（2）がん化に対する影響 

不死化したMEF細胞を用いてがん化
に対する影響を足場非依存性増殖を指標に
検証した。不死化した Tg-MEF 細胞は Wt−MEF
細胞と同様に足場非依存的なコロニー形成
は示さなかった。足場非依存性増殖を促進す
ることが知られている活性型 Rasや c−mycを
強制発現させた Wt-MEF 細胞は、過去の報告
同様に多くのコロニーを形成し、細胞のがん
化が確認できた。しかし、Tg−MEF細胞は、コ
ロニー形成は観察できたが、それぞれのコロ
ニーは小さく、コロニー数も Wt−MEF 細胞に
比べ少なかった。これらの結果は、細胞内NAD+

量が細胞のがん化に対して負に作用してい
る可能性を示唆している。 
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