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肝内胆管癌におけるNAD (P) H : quinone oxidoreductase-1

発現の臨床的意義

須藤翔

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

　　（主任：若井俊文教授）

Clinical Significance of NQO1 Expression in Intrahepatic Cholangiocarcinoma

Natsuru SUDO

　　　　　D輌vfslo皿ofDiges加e　and　Ge皿em15u瑠e1γ，

欄ga飢励vers晦・伽duafe　sC力0010fMed1αぱand　De皿飽∬Sde皿ces

　　　　　　のfrecforr丹of　Tbs血血m∫慨磁ω

要　　旨

　【目的】酸化ストレス応答において重要な転写因子であるnudear　factor　erythroid　2－related

factor　2（Nrf2）は，　NAD（P）Hl　quinone　oxidoreductase－1（NQO1）を活性化し，細胞を酸化ス

トレスや発癌から防御している．乳癌，大腸癌，肺癌，肝細胞癌，膵臓癌における変異NQO1発

現に関する報告が散見されるが，肝内胆管癌におけるM2およびNQO1発現と術後成績との

関連は未解明である．本研究の目的は，肝内胆管癌におけるNrf2およびNQO1発現を検討し，

これら転写因子の発現が予後に与える影響を明らかにすることである．

　【対象と方法】1992年1月から2012年10月までに当科で根治切除が施行された肝内胆管癌

43例を対象とし，N㎡2およびNQO1発現を免疫組織化学にて検討した．非腫瘍性肝内胆管上皮

細胞をコントロールとして，腫瘍細胞のNrf2およびNQO1発現を発現陽性と発現欠失とに分

類した．NQO1発現欠失例は，同一標本内の非腫瘍性肝内胆管上皮細胞はNQO1発現陽性を示

すが，腫瘍細胞はNQO1発現が欠失した“NQO1発現陰性化”群，非腫瘍性肝内胆管上皮細胞

がNQO1遺伝子多型によりNQO1発現欠失を示す“Polymorphism”群の2群に分類した．13

種類の臨床病理学的因子に関して単変量（log－rank検定），多変量解析（Cox比例ハザードモ

デル）を用いて生存解析を行った．経過観察期間中央値は45か月であった．

　【結果】N㎡2およびNQO1発現：Nrf2発現陽性は31例，発現欠失は12例であり，NQO1発

現陽性は28例，発現欠失は15例であった．Nrf2発現とNQO1発現との間に有意な関連を認め

た（P＝0．012）．NQO1発現様式と腫瘍の組織分化度に関しては，　NQO1発現欠失を示す頻度

は高分化型で10％（10例中1例），中～低分化型では42％（33例中14例）であった．

　術後成績：全症例の累積3年生存率は44％，生存期間中央値は22か月であった．NQO1発

現欠失群（累積3年生存率13％，生存期間中央値18か月）は発現陽性群（累積3年生存率
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60％，生存期間中央値66か月）と比較して術後成績は有意に不良であった（P＝0．009）．Nrf2

発現と術後成績に有意な関連は認められなかった（P＝0．172）．多変量解析では，リンパ節転

移（P＝0．003），遠隔転移（P＝0．007）およびNQO1発現欠失（P〈0．001）が独立した予後

不良因子であった．

　NQO1遺伝子多型およびNQO1発現陰性化：NQO1発現欠失15例中，　Polymorphism群は

10例，NQO1発現陰性化群は5例であり，肝内胆管癌切除例において，　NQO1遺伝子多型によ

りNQO1発現欠失を示す頻度は23％（43例中10例）であった．　NQO1発現陰性化群が最も

術後成績不良（累積3年生存率0％，生存期間中央値18か月）であり，Polymorphism群は累

積3年生存率30％，生存期間中央値15か月，NQO1発現陽性群が最も術後成績良好（累積3

年生存率60％，生存期間中央値66か月）であった（Pニ0．029）．

　【結論】NQO1発現欠失は，肝内胆管癌における独立した予後不良因子である．　NQO1発現欠

失例には，遺伝子多型によりNQO1発現が欠失した症例と，　NQO1発現陰性化症例が含まれ，

NQO1発現陰性化群の予後はより不良である．

キーワード：肝内胆管癌，NQO1，　N㎡2，外科切除，予後因子

緒 言

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

は，DT－diaphorase，　menadione　reductaseまたは

quinone　reductase1としても知られるフラボ蛋白

質の一種で，生体異物であるquinone類の2電子

還元反応を触媒し，低毒化または無毒化する働き

を有する1），生体内では，酸化ストレスに応じて

転写因子であるnuclear　factor　erythroid　2－relat－

ed　factor　2（Nrf2）が核内に移行することで，

NQO1の転写が活性化される2）．正常細胞におい

ては，NQO1は酸化ストレスから細胞を守り1）2），

同時に腫瘍抑制因子であるp53を安定化すること

で細胞の発癌を抑制している3）4），Radjendirane

ら1）はNQO1遺伝子をノックアウトしたマウス

モデルを用いて，NQO1が細胞の癌化抑制に働い

ていることを証明した，近年では，乳癌5）6），大腸

癌5）6），肺癌5）－7），肝細胞癌5）8），膵臓癌9）にお

ける変異NQO1発現に関する報告が散見される．

胆管癌におけるNQO1発現に関しては，細胞株を

用いたin　vitro研究の結果がいくつか報告されて

いるが10）11），肝内胆管癌におけるNQO1発現の

臨床的意義に関する報告は少ない．

　乳癌ではNQO1遺伝子多型によるNQO1発現

欠失が，腫瘍の脱分化を促進し予後不良因子とな

ることが報告されているが12）－14），肝内胆管癌

におけるNQO1発現と予後との関連に関しては

これまで明らかにされていない．本研究では，

NQO1発現欠失が肝内胆管癌における予後不良因

子であるという仮説を立て，仮説検証を行った．

本研究の目的は，肝内胆管癌におけるNrf2と

NQO1発現を検討し，これら転写因子の発現が術

後成績に与える影響を明らかにすることである，

対象と方法

1．対象

　1992年1月から2012年10月までに，当科で根

治切除が施行された肝内胆管癌43例を対象とし

た．年齢の中央値は67歳（31－82歳），性別は男

性30例，女性13例であった．術式の内訳は，拡

大左葉切除16例，左葉切除7例，拡大右葉切除6

例，左三区域切除4例，右葉切除2例，後区域切

除2例，右三区域切除1例，中央二区域切除1例．

後区域・S8切除1例，　S4a・5切除1例，　S8切

除1例，S3切除1例であった．肝外胆管切除31

例，門脈合併切除6例，肝動脈合併切除1例，下

大静脈合併切除1例が併施された．全例でリンパ

節郭清が施行され，郭清リンパ節はUICCの
TNM分類第7版15）に準拠し分類した．術前化学
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療法は5例（12％）に施行され，内訳はgemc－

iUbhle（GEM）1例，鴬一1（S－1）1例，　GEM／

S－1併用1例，GEM／cisplatin（CDDP）併用1

例，CDDP動注1例であった．術後補助化学療法

は20例（47％）に施行され，内訳はGEM　8例，

S－14例，GEM／CDDP併用4例，　GEM／S－1併

用4例であった．術後観察期間中央値は45か月

（1－230か月）であった．予後調査の時点で，20

例が再発により原病死，6例が他病死，11例が無

再発生存中であった、

2．病理組織学的因子

　対象となった43例は，全例が組織学的に腺癌

であり，腫瘍径中央値は4，0㎝（1．2－17．4cm）

であった．組織分化度（histologic　grade）は標本

内で最も分化度が低い部分で評価し，内訳は高分

化型（G1）10例，中分化型（G2）16例，低分化

型（G3）17例であった．所属リンパ節転移は15

例（35％）に認められた．遠隔転移は6例
（14％）に認められ．内訳は傍大動脈リンパ節転

移3例，腹膜播種3例であった．UICCのTNM分
類第7版15）に基づき，S栖ge　Iはユ3例，　St洛1ζe皿

∴篶漫ψ葺

氾；難

　　　　　　　図1非腫瘍性肝内胆管上皮細胞におけるNQO1発現
大型の小葉闇胆管はNQO1発現陽性（B．矢印）であるが，小型の小菓間胆管はNQO1発現

を認めない（B，矢頭），NQO1遺伝r多型（po㎞o灯〕hism）1こより，　NQO1発現は欠失して

いる　（D．矢印）．　（A）〔C）HE染色，（B）（D）NQO1免疫組織化学，
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　　　　　　　　　　　　　図2　肝内胆管癌におけるNQO1発現陰性化

　　　非腫瘍性肝内胆管上皮細胞はNQO1発現陽性（B，　D矢印〕だが，腫瘍細胞ではNQO1発現は

　　　欠失している（鼠D中の司．（A）（C）HE染色，（B）（D｝NQO1免疫組織化学，

は11例，Stage田は2例，　Stage　lyAは11例，

S垣ge　lVBは6例であった．

3．免疫組織化学

　切除標本を10％ホルマIJンで固定後に，パラ

フィン包埋プロックから3μmの連続切片を作製

し，それぞれHematoxylin　Eosin染色，　NQOl

（rabbit　m⑰noclonal　antibody　against　NQO1，

Epitomics，　Burlingalne，　CA，　USA）およびNrf2

（rabbit　monoclonal　antibody　against　Nrf2，

Epitomics，　Bur㎞game，　CA　USA）に対する免疫

組織化学を施行した．非腫瘍性肝内胆管上皮細胞

をコントロールとして，腫瘍細胞のNrf2および

NQO1発現を評価した．　Ohtaら16）の報告に基づ

き，細胞質と核のいずれか，またはその両者が染

色される場合をNf］2発現陽性とし，いずれも染

色されない場合をNrf2発現欠失とした．また，

Winskiらmの報告に基づき，細胞質と核のいず

れか，またはその両者が染色される場合をNQO1

発現陽性とし，いずれも染色されない場合を

NQO1発現欠失とした．

　非腫瘍性肝内胆管上皮細胞の多くはNQO1発

現陽性を示す（図1A，　B）が，　NQO1遺伝子多型

（polymorphism）により，NQO1発現欠失を示す
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　　　図3　NQO1遺伝子多型（polym町ph｝m｝によるNQO1発現欠失

非腫瘍性肝内胆管上皮細胞〔矢印｝がNQ⑪1発現天失力つ腫瘍細胞1矢頭）も

NQO1発現欠失している．（A）HE染色，（B）NQO1免疫組織化学．

症例も散見された（図1C，　D）．腫瘍細胞が

NQO1発現欠失を示す場合，同・標本内の非腫瘍

性肝内胆管1皮細胞のNQO1発現様式によって2

群に分類した，非腫瘍性肝内胆管上皮細胞は

NQO1発現陽性だが腫瘍細胞はNQO1発現欠失

を示す場合を」NQO1発現陰性化”群（図2）非

腫瘍性肝内胆管上皮細胞がNQO1発現欠失力つ

腫瘍細胞もNQO1発現欠失を示す場合を
’ス

o晦m。輌sm群（図3），㊨2群｛分類した，

4．予後因子

　肝内胆管癌切除後の長期成績に影響を与える因

子を明らカにするため1，11種類の臨床病理学的

因子（年齢，性別，腫瘍径，組織分化度，TNM

Stage正∫r分類pN分類，　pM多｝類，癌遺残度，術

前化学療法の有無，術後補助化学療法の有無）に

N㎡2発現およびNQO1発現を加えた13種類の因

子に関して、単変量および多変量解析を行った．

年齢のカットオフ値は、中央値を参考として65

歳としえ．各因子の評価はUICCのTN．M分類第

7版15）に基づき，腫瘍径は5．Ocmをカットオフ

値として設定した，TNM　StageはStage　F　H／

S白ge　m－WB　pT分類はpT1－2／pT3－「4のそれぞ

れ2群に分けて分類した．

5．統計学的解析

　統計解析はPASW　StaUsdcs　17　s位ware　pack－

age（SP〔鵡Japan．「恥kyo　Japan）を用いて行った，

上記13種類の臨床病理学的因子に関して，Fisher

の直接確率法を照い産比較検『を行った．また，

Kaplan－Meier法を用いた生存解析を行った．単

変量解析には10g寸ank検定を用い，単変量解析

で有意な因子を多変量解析（Cox比例ハザードモ

デル）に投入し．独立規定因子を解析した．いず

れの解析に却ても両側検定を行い，P＜0．05を

統詞学的に有意であると判疋した，

結 果

1．肝内胆管癌におけるN㎡2およびNQOI発現

　43f郷中311列　（72％）　カ｛‖重瘍細月包における

Nr招発現陽性を示し，12例（28％）がNr髭発現

欠失を示した，また，43Wll中28　f列（65％）が腫

瘍細胞におけるNQO1発現陽性を示し，15例

〔35％）がNQO1発現欠失を示した，　Nrf2発現と

NQO1発現との間に有意な関連を　めた（P＝
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図4肝内胆笹癌におけるN泡発現とNQOI発現との関連

0．012，図4）．

　腫瘍細胞の組織分化度とNQO1発現様式に関

して，NQO1発現欠失を示す頻度は高分化型で

10％（10例中1例），中～低分化型では42％

（33例中14例）であった（P＝o，127）．

2．肝内胆管癌切除後の術後成績に影響を与え

　　る臨床病理学的因子

　43例全体の累積3年生存率は44％であり，生

存期闇中央値は22か月であった．単変量解析に

より，TNM　Stage田一IVB（P〈0．001），　pT3－4

（P＝0．038），pN1（P＝0．⑪02），　pMIP＜0．001），

腫瘍径≧5．Ocn1（P－0．022），癌勘曳度R1（P＝

0．014），NQO1発現欠失（P＝0．009），これら7
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　　　　　　　　　　　図5肝内胆管癌の術後累積生存率曲線
（A）NQO1発現欠失群の術後成績はNQO1発現陽性群と比較して有意に不良であった（P＝α009）．

（B）Nrf2発現欠失群とNrf2発現陽性群との間で術後成績に有意な差は認めなかった（P＝0．172）．

（C）NQO1発現様式を，　NQO1発現陽性，　Polynlorphism，　NQO1発現陰性化の3群に分けて術後

　　成績を比較するとNQO1発現陰性化群が最も術後成績不良であり，　NQO1発現陽性群が最も

　　術後成績良好であった（P＝0．⑪29）．

種類の臨床病理学的因子が術後成績不良な因子で

あった．NQO1発現欠失群（累積3年生存率
13％，生存期間中央値18か月）はNQO1発現陽

性群（累積3年生存率60％，生存期間中央値66

か月）と比較して成績は有意に不良であった

（P＝0．009，図5A）．一・方，　Nrf2発現欠失群は累

積3年生存率25％，生存期間中央値19か月，

Nri2発現陽性群は累積3年生存率55％，生存期

間中央値66か月であり，Nri2発現と術後成績と

の有意な関連は認めなかった（P＝0．172，図5B）．

単変量解析にて抽出された7種類の臨床病理学的

因子に対して，多変量解析を行った結果，pN1

（Pニ0．003），pM1（P＝0．007），　NQO1発現欠失

（P＜0．001）が肝内胆管癌切除後の独立した予後

不良因子であった（表1），
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表1肝内胆管癌切除後の術後成績に影響を与える臨床病理学的因子

臨床病理学的因子
　　　　累積3年
症例数　　生存率（％）

単変量解析 多変量解析

P値 ハザード比（95％信頼区間） P値
腫瘍径

TNM　Stage

pT分類

pN分類

pM分類

癌遺残度

NQOI発現

　＜5．Ocm

　≧5，0cm

Stage　I－H

Stage　IILIVB

　pT　1－2

　pT3－4

　pN⑪
　pNl
　pMO
　pMl
　RO
　Rl
　陽性
　欠失

29

14

24
19

36
7

28

15

37

6

33

10

28

15

61

0

70

12

53

0

60

20

52

0

56

11

60
13

0．022

＜0、001

0．038

0．002

＜0．001

0．014

0．009

LOOO
5」18（1．771－14．786）

1．⑪00

4556（1519－13．663）

LOOO
6．517（2．320－18．307）

0．003

0．007

＜0．001

3．NQOI遺伝子多型およびNQO1発現陰性化

　　の臨床的意義

　NQO1発現欠失15例のうち，非腫瘍性肝内胆

管上皮細胞がNQO1発現欠失を示すPolymor－

phism群は10例，非腫瘍性肝内胆管上皮細胞が

NQO1発現陽性を示すNQO1発現陰性化群は5
例であった．肝内胆管癌切除例において，NQO1

遺伝子多型によりNQO1発現欠失を示す頻度は

23％（43例中10例）であった，

　NQO1発現様式を，　NQO1発現陽性，　Poly－

morphism，　NQO1発現陰性化の3群に分けて術

後成績を比較した検討では，NQO1発現陰性化群

が最も術後成績不良であり（累積3年生存率

0％，生存期間中央値18か月），Polymorphism群

は累積3年生存率30％，生存期間中央値15か月，

NQO1発現陽性群は最も術後成績良好（累積3年

生存率60％，生存期間中央値66か月）であった

（P＝0．029，図5C）．

考 察

　NQO1が生体内において果たす最も中心的な役

割は，正常細胞を酸化ストレスから守り1）2），癌

化を防ぐこと3）4）である．本研究では，NQO1発

現欠失が肝内胆管癌における予後不良因子である

という仮説を立て，仮説検証を行うため，肝内胆

管癌43例の切除標本に対する免疫組織化学を行

い，NQO1発現と術後成績との関連を解析した．

本研究は，NQO1発現欠失が肝内胆管癌における

独立した予後不良因子であることを初めて明らか

にした．

　NQO1発現と腫瘍細胞の組織分化度との関連に

ついては，これまでにいくつかの相反する臨床

データが報告されている．Siegelmann－Danieli

ら18）は，乳癌におけるNQO1の遺伝子型と組織

分化度との間に有意な関連を認めたと報告してい

るが，Fragerholmら13）は両者の間に関連は認め

なかったとしている，また，Basuら19）は膀胱癌

の組織分化度とNQO　1発現との間に有意な関連は

認められなかったと報告しているが，Ganら20）

は，低分化型の膀胱癌に比べ高分化型の膀胱癌で

はNQO1発現がより高頻度に認められたとして

いる，当教室では過去に，根治切除を施行された

肝内胆管癌34例を対象とした研究を行い，NQO1

発現欠失は腫瘍細胞の脱分化を反映し，組織分化

度と有意な関連を認めたことを報告した21）．一

方，今回の研究結果からは，NQO1発現欠失例に

おいて，中～低分化度の腫瘍を多く認める傾向は

示されたが，NQO1発現と組織分化度との間に有

意な関連は認められなかった（P＝0．127）．この

結果の相違は，研究対象とした症例の中に

Polymorphism群がどれ位の頻度で認められるか

が影響している可能性が考えられた．

　Nrf2は，正常環境下においては抑制タンパク質で
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あるKeap1により細胞質内に保持されている2）

が，Keap1遺伝子の変異や発現低下によって核内

へ移行し活性化する16）．酸化還元反応に関わる

転写因子であるN㎡2は，抗酸化物質や生体異物

に対する反応の過程においてNQO1遺伝子の誘

導を促進する22）．本研究において，著者らはNrf2

発現がNQO1発現と有意な関連を示すことを明

らかにしたが，Nrf2発現陽性31例のうち7例

（23％）はNQO1発現欠失を示していた．また，

NQO1発現欠失が肝内胆管癌切除例における予後

不良因子であることが示された一方で，Nrf2発現

欠失と術後成績との間には有意な関連は認められ

なかった．本来，Nrf2の下流に位置する転写酵素

であるNQO1だが，両者の発現が必ずしも一致し

ないという結果からは，NQO1遺伝子多型の関与

やNrf2を介さないNQO1発現経路の存在が示唆
される．

　NQO1遺伝子多型の一例として，　C609Tの置換

により特徴づけられるNQO1＊212）が知られて

いる，NQO1＊2は人口の4．4％－20，3％に認めら

れるミスセンス遺伝子変異であり，乳癌発症の危

険因子であることが報告されている23）．また，

NQO1＊2によるNQO1発現欠失が，ユビキチン

プロテアソーム系を介した腫瘍の脱分化を促進

し，乳癌患者における予後不良因子となることが

報告されている12）－14）．一方，肝内胆管癌におい

て，NQO1遺伝子多型によるNQO1発現欠失と
予後との関連についての報告はこれまでほとんど

なされていなかった．本研究では，肝内胆管癌患

者におけるNQO1遺伝子多型によるNQO1発現

欠失の頻度は約23％であることを初めて明らか

にした．NQO1遺伝子多型によるNQO1発現欠
失は肝内胆管癌の予後不良因子であり，諸家の報

告もふまえると，様々な悪性腫瘍において予後不

良を示す重要な因子である可能性が示唆される．

　NQO1はmitomycinC（MMC）等の抗癌剤の
生体内活性化にも関係している．広く知られてい

るように，MMCは適度な酸性環境下でのみ
NQO1により触媒される24）．　Buranratら11）は，

ヒト胆管細胞癌株を用いた実験でNQO1の阻害

剤としての性質を持つdicoumaro1が，胆管細胞

癌に対するGEMの細胞傷害性を増強させること

を示したが，このことから，胆管癌において

NQO1発現はGEMに対する感受性に影響を与え

る可能性が示唆される，NQO1発現が欠失した肝

内胆管癌は予後不良であるが，その一方でGEM

に対する感受性が高いことを鑑みれば，補助化学

療法の良い適応となる可能性が有る．Powisら25）

は，ヒトNQO1遺伝子を組み込んだマウス細胞株

において，MMCによる細胞発育抑制効果は明ら

かには上昇しなかったと報告している．このよう

に，NQO1やその阻害剤と抗癌剤感受性等に関し

てはまだ明らかとなっていない点も多く，今後よ

り大規模な研究を行っていく必要がある，

　本研究にはいくつかの制限がある，第一に後方

視的研究であること，第二に対象とした症例数が

少ないこと，そして経過観察期間が短いことであ

る．しかしそれらの制限を考慮しても，今回の研

究から得られた結果は統計学的に顕著に有意であ

り，これらのバイアスによる影響により導かれた

結果ではないと考える．

結 論

　NQO1発現欠失は，肝内胆管癌切除例における

独立した予後不良因子である．NQO1発現欠失例

には，遺伝子多型（polymorphism）によりNQO1

発現が欠失した症例とNQO1発現が陰性化した

症例が含まれ，NQO1発現が陰性化した症例の予

後はより不良である．
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