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切除不能・再発大腸癌における

NAD (P) H : Quinone Oxidoreductase 1発現の臨床的意義

佐 藤 洋

新潟大学大学院医歯学総合研究科

消化器・一般外科学分野（第一外科）

　　　（指導：若井俊文教授）

Clinical Significance of NAD (P) H : Quinone Oxidoreductase 1 Expression in

Unresectable or Recurrent Colorectal Carcinoma
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要　　旨

　【緒言】大腸癌化学療法の進歩は著しく，切除不能・再発大腸癌の生存期間は2年を超えてい

る．大腸癌領域では，KRA5遺伝子測定が抗epide㎜al　growth　factor　reseptor（EGFR）抗体薬

の治療効果予測因子としてその地位を確立している．しかし，K昆4S遺伝子野生型であっても

奏効率の上乗せは10－30％にすぎず，㎜S遺伝子を介さない別経路の存在が注目されている．

NAD（P）H：quinone　oxidoreductase　1（NQO1）は，抗癌剤や放射線照射耐性に関与する抗酸化

ストレズ蛋白として知られているが，大腸癌におけるKRA5遺伝子変異，予後との関連は明ら

かになっていない．本研究の目的は，KRAS遺伝子野生型および変異型切除不能・再発大腸癌

におけるNQO1発現が予後に関与するかを検証することである．

　【方法】2007年3月から2013年1月までに当科で瓦題5遺伝子野生型および変異型切除不

能・再発大腸癌に対して治療を行った51例を対象とした．対象症例の大腸癌原発巣標本におい

て，NQO1モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学検査を行い，　NQO1の発現を解析した．

NQO1の発現を陽性および陰性の2群に分類し，臨床病理学的特徴および予後を統計学的に検

討した．

　【結果】男性29例，女性22例で年齢中央値は62歳（範囲：17－79歳），KRA5遺伝子野生型
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は33例（647％），変異型は18例（35．3％）であった，NQO1発現陽性群が40例（78．4％），

陰性群が11例（21．6％）であった．NQO1発現陽性群，陰性群の間で臨床病理学的因子に有意

差はみられなかった．生存期間の検討では，NQO1発現陽性群と陰性群，　KRAS遺伝子野生型と

変異型の間で有意差は認められなかった（Pニα453，P＝0．089），しかし，　NQO1発現解析，

皿45遺伝子変異検査の両者を組み合わせることによって，生存期間が有意に層別化された

（Pニ0．049）．KRA5野生型かつNQO1発現陰性群の生存期間中央値（M訂）は46か月であり，

KRA5変異型かつNQO1発現陽性群の21か月（P＝0。042），　KRA5変異型かつNQO1発現陰性

群の15か月（P＝0．007）と比較して有意に予後良好であった．．KRAS遺伝子野生型に限ると，

NQO1発現陰性群のM訂は46か月，　NQO1発現陽性群のMSTは26か月であり，　NQO1発現

陰性群の予後が良好な傾向を示した（P＝0．074）．

【結論】NQO1発現解析とKぴ遺伝子変異検査の両者を行うことにより，切除不能・再発大

腸癌の予後が有意に層別化される．

キーワード：大腸癌，NQO1，　KRA5遺伝子

緒 言

　近年，本邦における大腸癌患者数は増加傾向に

あるが，化学療法の進歩は著しく，進行再発大腸

癌の生存期間中央値（Median　survival　time：

Msr）が2年を超えるまでに延長している1）2）．

この生存期間延長に抗vascular　endothelial

growth　factor（VEGF）抗体薬や抗epidermal

growth　factor　reseptor（EGFR）抗体薬といった

分子標的薬の果たした役割は大きい，しかし，化

学療法単独で治癒にいたる症例が稀であることも

事実である．

　Guanosine　triphosphate（GTP）結合蛋白であ

るKRASはEGFRの下流シグナルを伝達iする．

KRAS遺伝子変異によって，　RASに内在する

GTPase活性が低下し，　KRAS蛋白がGTPを結合

した活性型に留まる．その結果，EGFRからの刺

激に関わらず下流のシグナルを恒常的に増強する

と考えられている3）．大腸癌領域では，KRA5遺

伝子測定が抗EGFR抗体薬の治i療効果予測因子

としてその地位を確立し，変異型では抗EGFR抗

体薬の効果は認められない。しかし，大規模臨床

試験の結果から，KRA5遺伝子野生型であっても

奏効率の上乗せは10－30％であり1）2），KRAS遺

伝子を介さない別経路の存在が注目されている．

　NAD（P）H：quinone　oxidoreductase　1（NQO1）

は，抗癌剤や放射線照射耐性に関与する抗酸化スト

レス蛋白である4）．これまでに胃癌5），肺癌6）7），

膵臓癌8）9）などの領域で各癌腫とNQO1発現の

関与が報告されている．われわれは，肝内胆管癌

においてNQO1発現と予後の関連について報告
した10）．

　本研究の目的は，大腸癌におけるNQO1の発現

を免疫組織化学検査で解析し，NQO1発現が

KRA5遺伝子野生型および変異型切除不能・再発

大腸癌における予後に関与するかを検証すること

である．

対象と方法

　2007年3月から2013年1月に切除不能・再発

大腸癌と診断され，新潟大学医歯学総合病院消化

器・一般外科で治療を行った51例を対象とした
（表1）．

　対象症例の外科切除標本または生検標本を使用

し，ダイレクトシークエンス法を用いて㎜5遺

伝子codon12，13，61の変異を検索した．本研究

では，1硯45遺伝子codon12，13，61の全てに変

異を認めないものをKRA5野生型，いずれかに変

異を認めるものをK品45変異型と定義した．対象

症例の大腸癌原発巣標本において，NQO1モノク

ローナル抗体（Epitomics，　Bur】㎞g㎜e，　C＆USA）
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表1切除不能・再発大腸癌51例の臨床病理学的特徴

切除不能・再発時年齢

性別

原発巣部位

κ飽5遺伝子

EGFR発現

組織型

切除不能・再発部位

再発臓器個数

初回手術時Stage

中央値（範囲）

男

女

右側結腸

左側結腸

直腸

野生型

変異型

陽性

陰性

未検

高分化・中分化

低分化・その他

肝臓

肺

リンパ節

腹膜

局所

その他

1臓器

複数臓器

1

玉I

III

IV

62　（17－79）歳

　　29

　　22
　　　11

　　　9

　　31

　　33
　　　18

　　33
　　　8

　　　10

　　47
　　　4

　　25

　　25
　　　6

　　　5

　　　9

　　　2

　　26

　　25
　　　3

　　　3

　　　12

　　33

を用いた免疫組織化学検査を行った，Winskiら11）

の報告に基づき，細胞質内と核のいずれか，また

はその両者が染色された場合をNQO1発現陽性

と定義した．免疫組織化学検査によるNQO1発現

陽性例と陰性例を図1に示した．外科的切除が行

われた症例は切除標本を用いて免疫組織化学検査

を行い，非切除の症例では生検標本を用いて検索

を行った．対象症例は各種集学的治療が行われて

いるため，症例によって異時性に複数の標本が存

在している場合があるが，その場合は最も初期の

標本を測定検体として採用した．

　NQO1発現陽性群，陰性群の2群に分類して，

それぞれの臨床病理学的因子を統計学的に比較検

討した．さらにNQO1発現，　KRA5遺伝子変異別

に生存期間解析を行った．2群間の臨床病理学的

因子は，Mann－Whitney　U検定またはFisherの

直接確率法を用いて比較した．生存解析は，大腸

癌死亡をend　pointとし，累積生存率をKaplan－

Meier法で算出し，　log－rank検定を用いて比較

した，統計ソフトはSPSS　Statistics　22（SPSS

Japan　Inc．，　To1㎏o，　Japan）を使用し，　P＜0．05を

有意差ありと判定した．
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　　　　　　　図1切除不能・再発大腸癌の原発巣におけるNQO1発現

NQO1モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色．　NQO1発現陽性例では細胞質全体が

びまん性に染色されている（図1A）が，陰性例では染色されていない（図1B）．

表2NQO1発現別の臨床病理学的特徴

NQO　1発現

隔性（n＝4由 陰性（D＝11） P値

切除不能・再発時年齢

性別

原発巣部位

醐3遺伝子

EGFR発現

組織型

再発臓器個数

初回S笛昏

対象部位への手術

抗EGFR抗体薬使用

中央値｛範囲）

男

女

結腸

直腸

野生型

変異型

陽性

陰性

高分化・中分化

低分化・その他

1臓器

檀数臓器

1，H，］【皿

あり

なし

あり

なし

625（17－79）歳　63（55－79）歳　⑪．347

23

17

且5

25

27

B
26

6

36

4

2⑪

20

15

25

16

24

14

26

6

5

5

6

6

5

5

2

11

⑪

6

5

3

8

7

4

4

2

〉⑪999

⑪．732

0488

⑪．6玉7

⑪565

〉⑪9麗

⑪。726

⑪．19⑪

⑪．191
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　　　　　　　図2　切除不能・再発大腸癌51例の累積生存率

A：NQO1発現別の累積生存率．　NQO1発現陰性群と陽性群で生存期間に差を認め

　　なかった（P＝0．453）．

B：KR45遺伝子変異別の累積生存率．㎜5野生型と変異型で生存期間に差を認め

　　なかった（P＝α089）．

結 果

1．対象51例の患者背景

　男性29例，女性22例で年齢中央値は62歳で

あった．原発部位は右側結腸が11例（21．6％），

左側結腸が9例（17．6％），直腸が31例（60．8％）

であった．㎜遺伝子野生型は33例（64．7％），

変異型は18例（353％）であった．対象51例の

治療開始後の観察期間中央値は21か月（範囲二1－

78か月）であった．EGFR陽性が33例（64．7％），

EGFR陰性が8例（15．7％）で，組織型は高分

化・中分化が47例（92．2％），低分化・その他が

4例（7．8％）と診断された．再発部位としては肝

臓肺転移が多く，1臓器転移例は26例（51．0％），

複数臓器転移例は25例（49，0％）であった．ま

た，初診時にStageIVであった症例は33例で，全

体の64．7％を占めていた（表1）．

2．大腸癌におけるNQO1発現

　NQO1モノクローナル抗体を用いた免疫組織化

学染色検査を行い，対象症例におけるNQO1の発

現を解析した．陽性例では細胞質全体がびまん性

に染色されたが，陰性例では染色されなかった

（図1）．NQO1発現陽性が40例（78．4％），陰性

が11例（21．6％）であった，

3．NQOI発現陽性群とNQO1発現陰性群の臨
　　床病理学的特徴

　NQO1発現陽性群，陰性群の2群に分けて検討

した．両群の間で，原発巣部位（Pニ0．732）や組

織型（P＝0．565）などの臨床病理学的因子に差

はみられなかった．KRA5遺伝子変異の有無
（Pニ0．488），EGFR発現（P＝0．617）に差はみ

られず，抗EGFR抗体薬の使用頻度にも差を認め

なかった（P＝0．191）．切除不能・再発部位に対

する外科治療の介入についても両群に差は認めな

かった（Pニ0．190）（表2）．

4．NQOI発現陽性群と陰性群の生存期間，

　　KR且5野生型と変異型の生存期間

　対象51例において，NQO1発現の有無KRA5
遺伝子変異の有無についてそれぞれの生存期間解

析を行った（図2）．本検討では，NQO1発現の有

無（図2A），　KRA5遺伝子変異の有無（図2B），
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図3NQO1発現解析と㎜遺伝子変異検査の組み合わせによる累積生存率

　　NQO1発現解析とKRA5遺伝子変異検査を組み合わせることで

　　生存期間が有意に層別化された（Pニ〔1049）．

いずれにおいても生存期間に有意差はみられなか

った（Pニ0．453，P＝α089）．

5．NQOI発現解析とKRA5遺伝子変異検査の
　　組み合わせによる生存期間の検証

　NQO1発現解析と蜘5　i遺伝子変異検査を組

み合わせることで，生存期間が有意に層別化され

た（Pニ0．049＞（図3）．㎜5野生型かつNQO1

発現陰性群のM訂は46か月であり，KR45変異

型かつNQO1発現陽性群の21か月（P＝α042），

㎜S変異型かつNQO1発現陰性群の15か月
（P＝0．007）に対して有意に予後良好であった．

また，KRA5野生型に限ると，対象症例のM訂は

NQO1発現陰性群で46か月，　NQO1発現陽性群

で26か月であり，NQO1発現陰性群で予後が良

好である傾向を示した（P＝0．074），

考 察

　抗VEGF抗体薬や抗EGFR抗体薬などの分子

標的薬を含めた全身化学療法の進歩により，切除

不能・再発大腸癌の生存期間中央値は2年を超え

るまでに延長している1）2）．KRA5遺伝子変異は

大腸癌の35－40％に認められると報告されてい

る．本邦からの報告でもほぼ同様の結果であり，

日本人の33．5％でKRA5遺伝子変異があったと

されている3）．近年，切除不能・再発大腸癌に対

して全身化学療法を行う上でKRAs遺伝子の検

索は必須となっている．KRA5野生型の場合は抗

EGFR抗体薬の使用が考慮されるが，変異型であ

れば効果が期待できないために通常は使用されな

い，しかし，効果が期待されるK昆4S野生型にお

いても，抗EGFR抗体薬による奏効率の上乗せは
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10－30％であることが大規模臨床試験によって

明らかになっている1）2）．したがって通常の

Oncogenic　Ras　pathwayとは別の経路が治療抵抗

性に関与している可能性が示唆されている．

　近年，抗酸化因子であるNQO1，　HO1などが癌

細胞における放射線・抗癌剤耐性に関与している

との報告がみられる．Baoら12）は，シスプラチ

ン抵抗性である卵巣癌細胞株A2780cpにおいて，

NQO1，　HO1のmRNA蛋白がいずれも高発現し

ていたのに対し，感受性のある卵巣癌細胞株

A2780では低発現であったと報告している．また

Maら13）は，子宮頸癌患者において，　NQO1高発

現はStage，組織型，リンパ節転移とともに有意

な予後不良因子であったと報告している．

　また，Jiら14）は，大腸癌において，　NQO1や

HO　1といった抗酸化因子の発現調整に関与して

いるNrf2の過剰発現が最も重要な予後不良因子

であったと報告している．さらにNQO1高発現群

も有意に予後不良であったとしているが，XR45

遺伝子変異との関連は明らかにされていない．ま

た，Mikamiら15）は，大腸癌臨床標本において，

リンパ節転移陽性大腸癌では有意にNQO1が高

発現であったと報告しているが，予後については

言及していない．

　本研究では，NQO1発現解析とKRA5遺伝子変

異検査を組み合わせることによって，切除不能・

再発大腸癌の生存期間が有意に層別化されること

を明らかにした．さらにKRA5野生型に限って比

較すると，NQO1発現陰性群は陽性群と比べて予

後が良好である傾向を示した（P＝0．074）．一方，

㎜S変異型においては両群間に差を認めなかっ
た（P＝0．31）．

　癌の進行度の増加に伴ってNQO1が高発現と

なることが，胃癌5）や大腸癌14）15）で報告されて

いる，NQO1高発現が予後不良に関与する理由と

しては，放射線・抗癌剤耐性機序のほかにも，癌

細胞自体の生物学的悪性度を表している可能性

や，CycUn　A2，　B1，　D1の発現増加に伴う細胞周

期進行の関与4），NQO1以外の抗酸化ストレス蛋

白であるHMOX－1，　G訂などの高発現を伴うこ

とによる治療抵抗性の増加16），などが考えられ

ている，

　DeNicolaら17）によれば，ストレス応答型の転

写制御経路であるKeap1－p62－M2　pathwayと

は別に，KRA5遺伝子を介してNrf2の高発現をき

たす経路が報告されており，㎜変異型で予後

に差を認めなかった理由の一因となっている可能

性がある．生体内ではNrf2，　NQO1の発現に関し

てpolymorphismが指摘されており10），実際の蛋

白発現には様々な経路が関与しているものと考え

る．

　本研究の結果から，KRA5野生型かつNQO1発

現陰性群は，良好な予後が期待できると考えられ

る，したがって，この条件に合致する症例では，

複数の遠隔転移を認めた場合でも，切除を含めた

集学的治療を積極的に行うといった治療戦略を考

慮するなど，臨床的な応用が期待できる．

　本研究にはいくつかの制限がある．経過観察期

間が短いこと，単施設の少数例での検討であるこ

と，RA5遺伝子測定としてKRA5遺伝子変異
（codon12，13，61）のみを測定していることであ

る．今後は症例数を増やし，NRA5遺伝子を含め

た解析を行うことで，より個別化した集学的治療

の確立を目指す必要がある．

結 論

　NQO1発現解析と蜘5　i遺伝子検索を組み合

わせることで，切除不能・再発大腸癌の生存期間

を有意に層別化できる．KRAS野生型大腸癌にお

いて，NQO1発現陰性群は，陽性群と比較して予

後が良好である可能性がある．
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