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緒緒  言言  

 
Olaparib は、ポリ（ADP-リボース）合成酵素（PARP）を標的とした合成致死性抗がん剤として開発され、

DNA 修復経路の一つである相同性組換え（HR）修復能を欠損したがん細胞に対して、特異的に細胞死を誘導す

る［1］。本抗がん薬は、HR 修復因子 BRCA1 または BRCA2 変異陽性の卵巣がん、乳がん、膵がん、前立腺が

ん等の治療薬として臨床承認されており、近年、肺がんなど複数のがん種を対象とした臨床試験も実施されてい

ることから、今後適応拡大が見込まれる。しかしながら、PARP 阻害薬投与後に耐性が誘導されることが治療上

の問題として生じており、早期に耐性要因を同定するとともに、耐性を克服するための治療法の確立が必要とさ

れている。これまでに、PARP 阻害薬耐性機構として、BRCA1/2 復帰変異の誘導や DNA 修復因子への変異によ

る HR 修復能の回復、薬剤排出ポンプ MDR1 の過剰発現、PARP1 及びポリ（ADP-リボース）分解酵素（PARG）

の発現低下、停止した複製フォークの安定化による DNA 修復の亢進などが olaparib 耐性の原因として報告され

ている［2～5］。Olaparib の標的分子である PARP は、翻訳後修飾の一つであるポリ ADP-リボシル化反応を介

して、DNA 修復の他に DNA 複製や転写制御、炎症応答など生体内の様々な生命現象を制御することが知られて

おり［6～8］、PARP 阻害薬による PAR 化反応の抑制は、DNA 修復のみならず様々な細胞内経路の制御を介し

て、耐性を獲得する可能性を示している。そこで本研究では、新規の olaparib 耐性因子を同定し、その耐性機序

を明らかにすることを目的として研究を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．次次世世代代シシーーケケンンスス解解析析にによよるる oollaappaarriibb 耐耐性性因因子子のの網網羅羅的的解解析析  

BRCA1 ノックアウト細胞株と olaparib 耐性細胞株を 10μM olaparib 存在下にて 24 時間処理し、total RNA
を抽出した。RNA-seq ライブラリーを作製後、NovaSeq600（Illumina）を使用して RNA-seq 解析を行った

（DNA チップ研究所）。 
 

22．．CCCCKK アアッッセセイイにによよるる細細胞胞生生存存率率のの測測定定  
細胞生存アッセイは CCK Assay Kit（Cell Counting Kit-8, Dojindo）を用いて添付のプロトコールに従って行

った。96-ウェルプレートで培養した細胞に、CCK-8 溶液を添加し 37℃でインキュベーション後、450 nm の吸

光度（reference 600 nm）を測定することにより細胞の生存率を算出した。 
 

33．．qqRRTT--PPCCRR  
Total RNA は各細胞より High Pure RNA isolation Kit（Roche）を用いて抽出した。RNA からの cDNA の合

成は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Thermo Fisher Scientific）を用い、添付のマニュアルに

従って行った。qRT-PCR は SYBR Green を用いて、StepOne Plus Real Time PCR System で解析した。標的

遺伝子の mRNA レベルは、GUSB の mRNA レベルで normalize した。 
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44．．細細胞胞内内 NNAADD＋＋レレベベルルのの測測定定  
細胞内 NAD＋レベルの測定は、NAD/NADH Assay Kit-WST（Dojindo）を用いて、添付のマニュアルに従っ

て行った。NAD/NADH Extraction Buffer により cell lysate を調製後、総 NAD＋/NADH 量および NADH 量を

それぞれ測定し、総 NAD＋/NADH 量から NADH 量を差し引くことで、細胞内 NAD＋量を算出した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．PPAARRPP 阻阻害害薬薬 oollaappaarriibb のの耐耐性性因因子子のの探探索索  
これまでに、膵がん細胞株 MIA PaCa-2 において、CRISPR/Cas9 システムを用いて BRCA1 ノックアウト

（KO）細胞株（C1 細胞）を樹立し、C1 細胞株における olaparib の継続的な処理により、olaparib 耐性クロー

ンとして C1/OLA 細胞株を単離した。C1/OLA 細胞は、C1 細胞と比べて olaparib に対する IC５０値が 17 倍以上

上昇した細胞株である。本研究では、C1/OLA 細胞における olaparib 耐性因子を探索するために、C1 細胞との

比較により RNA-seq 解析による網羅的な mRNA 発現変動を解析した。その結果、2 倍以上発現上昇が検出され

た遺伝子が 1,042 遺伝子、発現低下した遺伝子が 1,259 遺伝子同定された。C1/OLA 細胞において 2 倍以上発現

上昇した遺伝子について、pathway 解析を行った結果、NAD＋代謝経路を含む複数の経路の活性化と関連するこ

とが示唆された（図 1）。RNA-seq 解析により上昇した上位 40 遺伝子に、NAD＋代謝経路に関わる NMNAT2 お

よび NT5E 遺伝子が含まれていたことから、本研究では NAD＋代謝経路と olaparib 耐性の関連性を解析するこ

とにした。 

 
 

図 1．Olaparib 耐性機序同定のための遺伝子発現プロファイル 
Olaparib 処理した C1/OLA 細胞は C1 細胞との比較により RNA-seq 解析を実施

後、C1/OLA 細胞において 2 倍以上上昇した発現変動遺伝子について、pathway 解

析を行った。Pathway 解析の結果、同定された上位 20 個の経路を示している。 
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22．．CC11//OOLLAA 細細胞胞ににおおけけるる oollaappaarriibb 耐耐性性機機序序のの解解析析  
NAMPTおよびNMNAT2はSalvage経路を介したNAD＋合成に関わる主要な因子であり、NAMPTはsalvage

経路の律速酵素として知られる。C1/OLA 細胞において、これらの遺伝子発現を qRT-PCR により解析した結果、

C1 細胞と比べてどちらの遺伝子も有意に発現上昇が認められた（図 2a）。さらに、C1/OLA 細胞における細胞内

NAD＋量を測定した結果、C1 細胞と比較して 2.5 倍上昇することが明らかとなった（図 2b）。これらの結果は、

C1/OLA 細胞において NAD＋生合成経路が活性化していることを示唆した。 
 

 
 

図 2．C1/OLA 細胞における NAD＋合成経路の活性化 
a） 10μM olaparib 処理（24 h）または未処理（0 h）条件下で、C1 および C1/OLA

細胞におけるNAMPT およびNMNAT2 のmRNA 発現量を qRT-PCR によ

り解析した（n=5 independent experiments）。 
b） C1 および C1/OLA 細胞における細胞内 NAD＋量の測定。NAD＋量は、C1 細

胞と比較して、C1/OLA 細胞において 2.5 倍上昇した（n=3 independent 
experiments）。* p＜0.01（Student’s t-test）。 

 
次に、細胞内の NAD＋レベルの上昇が C1/OLA 細胞における olaparib 耐性の要因であるのかどうかを明らか

にするために、C1 細胞をニコチンアミドで処理することにより、細胞内 NAD＋レベルの上昇を誘導した。C1 細

胞において、20 または 30 mM のニコチンアミド添加は、細胞内 NAD＋レベルをそれぞれ 2.3 および 2.9 倍上昇

させた（図 3a）。C1 細胞におけるニコチンアミド処理が細胞内 NAD＋レベルの上昇を誘導したことから、ニコ

チンアミド処理条件下にて、olaparib 感受性を測定した。その結果、ニコチンアミド濃度依存的に、C1 細胞の

olaparib 感受性は低下し、olaparib に対する IC40値は、30 mM ニコチンアミド存在下で、未処理細胞と比べて、

3.8 倍に上昇した（図 3b）。既に臨床承認されている別の PARP 阻害薬である talazoparib を用いて同様の解析

を行った結果、30 mM ニコチンアミド存在下で、talazoparib に対する IC40値は 383 倍上昇することが明らかと

なった。以上の結果より、C1/OLA 細胞において、NAD 代謝経路の活性化に伴う細胞内 NAD＋レベルの上昇が

PARP 阻害薬耐性を誘導する要因であることが示唆された。PARP 阻害薬は、PARP1 や PARP2 の触媒部位 

（NAD＋結合領域）に結合することで、ポリ ADP-リボシル化活性を阻害する。C1/OLA 細胞において、NAD＋合

成経路の活性化により PARP の基質である NAD＋レベルの上昇が誘導されたことにより、PARP の触媒部位に

おいて PARP 阻害薬の結合が競合的に阻害され、olaparib 耐性が引き起こされたと考えられる。 
これまでに、NAMPT 発現の上昇は、大腸がんやメラノーマ等の腫瘍増殖に関わることが報告されている    

［9，10］。TCGA データベースを解析した結果、膵がんを含む複数の腫瘍において NAMPT や NMNAT2 の    
遺伝子増幅が認められ、NAMPT 高発現の膵がん患者における全生存期間の短縮を示した。これらの結果は、

NAMPT 過剰発現により引き起こされる NAD＋レベルの上昇が、膵がんの増悪に寄与することを示唆しており、

PARP 阻害薬耐性が膵がん患者において引き起こされ得ると考えられた。今後、olaparib 耐性と膵がん患者にお

ける NAD+や NAMPT 発現レベルとの相関性の解析が必要であると考えている。 
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図 3．細胞内 NAD＋レベルの上昇に伴う C1 細胞の olaparib に対する感受性 

a） C1 細胞におけるニコチンアミド処理後の細胞内 NAD＋レベル。C1 細胞は 0～
30 mM ニコチンアミド存在下で 24 h 培養後、細胞内 NAD＋レベルを測定した  

（n＝3 independent experiments）。NAD＋レベルはニコチンアミド濃度依存

的に上昇した。*p＜0.01（ANOVA followed by Tukey’s HSD post hoc analysis）。 
b） ニコチンアミド存在下における olaparib 感受性。C1 細胞は 0～30 mM にニコ

チンアミド存在下で、0～20μM olaparib と共に処理し、細胞の生存率を CCK
アッセイにより解析した（n＝3 or 4 independent experiments）。 
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