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　　　　　　　　　緒　　言

　卵巣癌の 化学療法は ， 短期の QOL を改善 し， 無

病期間を延長 した．しか し長期 予後 ・生存率 は依

然 と し て 不良で あ る．そ の 第
一．一

の 理 由は
， 化学療

法に対する耐性 にあ り，再発卵巣癌に対する化学

療法の 奏効率は20〜30％以 下に とどま っ て い る，

こ の 耐性は ， （1）量的耐性すな わち dose　intensify

に よ り克服 され うる耐性 ， （2）薬剤 を細胞外 へ 排

出す るポ ン プ機能 を有す る蛋 白群の 誘導に よる耐

性，（3）癌細胞における glutathioneと glutathione

S−tnnsferase 増加 に よ る解毒作用亢 進に よ る 耐

性 ， （4）DNA 損傷の 修復を効率化 し， 薬剤の 影響

を抑制す る耐性 などが ， 単独ある い は相互に作用

し，よ り効率的な耐性を形作 る と考えられる，し

か し現在得 られ て い る知見 の 多 くは in　vitro で の

細胞株 の 成績か ら演繹 されてお り，実際の in　vivO

の 耐性の獲得は，卵巣癌 の 遺伝子の 不安定化に よ

る ralldom な選択 の 結果 とも考 えられ て い る．こ

の ようなこ とを背景に し て
， 多 くの 研究的 ・臨床

的 ア プ ロ
ー

チが な され て い る．大 別す る と ， （a）感

受性 試験 に よる効 果予溯 ・個別化 治療 の 研究 ，

（b）原発 巣に お け る 遺伝 r解析 に よ る 効果予 測

研 究 ， （c ）CSF 製 剤 の 併 用 に よ る dose　intensify

され た投与の 工夫
・実施，（d）化学療法剤の 血 中

濃度維持 を重視 した AUC 基準に よる持続投与の

実施な どで ある．しか し多 くの 臨床 的工 夫 と努力

に もかか わ らず ， 実際 に は患者は 再発 と薬剤耐性

の ため に死亡 して しま うの が 現状で ある．卵巣癌

は進行した状態で発見され るこ とが多 く， こ の よ

うな進行した症例はすで に全身疾患で あ り，治療

戦略的に は化学療法の 重要性が極め て高 い ．有効

な治療方法の確 航に は耐性の 理解 ・制御が最 も急

が れる．こ の ような背景にあ っ て ，本研究の 目的

を 2 点に定め た．（1）薬剤耐性 に 関わ る遺伝子発

現 ， 遺伝子不安定性 を多数 の 症例で 検討する こ と，

特 に同一一症例の 原発巣 ， 転移巣 ， 再発巣で検討す

る こ と に よ り耐性 獲得 の 実態 とその chronology

を理解す る．（2）化学療法施行中に耐性の 発現 を

知る こ とは，治療指針の 早期変更に最も重要な情

報を得る こ とにほか ならな い ．そ こ で耐性出現の

早期指標の 検索 と検討 を行 っ た，

　　　　　　　　 対象と方法

　 L 対象

　ljlY巣サ嵒62症i列（stage 　I＝18，
　s｛age 皿＝9，

　stage 　m ＝20，

stage 　IV＝15）を検討 した．組織学的分類 は漿液性

腺癌26例 ， 類 内膜癌 17例 ， 明細胞癌 10例 ， 粘液性
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表 1　 耐 性 限 了を発現 して い る 細胞が 示す抗腫瘍楽

剤耐性
』
｛．ID51JIR．1 MRP LRP 変 異 P53

ア トリアマ イシン 　ア ドリア マ イシ ン　シス プラチ ン 　シス プラチ ン

　 タキ ソ
ール 　 　 　エ トポ シ ド 　 at トポ シ ド

　 エ トポ シ ド　 　 シス プ ラチ ン

多剤耐性

あ る
一
つ の 薬剤で細 胞 を処 理 し，耐性 を付 与した 結 果，他

の 薬剤 に も耐性 を も っ て くる こ と，

腺癌 9 例で ある， こ の うち stage 皿 の 7 症例で は

原発巣（P）， 転移巣 （M ），再発巣 （R）の すべ て につ

い て解析 した．また19例では P と R につ い て 解析

した．原発巣 と転移巣は初回手術に際 し切除 ， 再

発 巣 は 2 次 的手術 （初 回術後 0．5〜 3 年）に 際 して

切除 した組織を用 い た．

　2．耐性獲得の chron （，logyの 実態

　（1）現在 の と こ ろ卵巣癌 の 耐性獲得に相関， な

い し は 関連 す る と され る発 現 遺伝 子 は MDR −1

（Multidlug　Resistance），
　 MRP （Multidrug　resista −

nce −associated 　Protein ），　 LRP （Lung　resistan 〔：e　pr−

otein ）の 3 者が 最も有力で あ り（表1），
　 glutathiene

や glutathione　S−translbrase な どの遺伝子 ， 蛋 白に

関 して は臨床 的意義は少な い と考え られて い る．

そ こ で MDR −1，
　MRP ，

　LRP を Type 　1の 耐性因子と

し（図1＞，RT −PCR 法 に て 発現 を検討 した
L’．次 に

化学療法に よ り，腫瘍 には p53を介した アポ ト
ー

シ ス が起 こ る が ， p53 に 変異がある とこ の 系 は働

か ず， 耐性 となる．また Bcl−2は ア ポ トーシ ス を抑

制する こ とで耐性獲得に関連 して い る可能性が細

胞株 な どで 報告 され て い る．また 最近で は カ ス

パ ーゼ を抑制す る こ と で ア ポ トーシ ス を抑制する

survivin が報告 され た，そ こ で 変 異，　 p53，　Bc1−2，

suMvin を Type　2の 耐性 因子 （図2）として そ の 発

現 を免疫組織染免 ， RT −PGR 又は Westem　blotting

で 検討 した．最後に Type　3の 耐性因子 と し て （図

3），CDDP な どに よる DNA 損傷 を切 断
・
修復す

る DNA 修 復酵 素 ERCC −1 （excision −repair 　cross ．

complementing 　CHO 　rnutant　cell　lines　of 　c〔〕mple −

mentation 　gr〔〕up −1＞， 遺伝子の 不安定化 と耐性獲得

を microsatellite 　ing．　tabilit，y （MI）で 解 析 し た ．　 MI

検出の 効率化 の ため ， Alu 配列を標的 とした arbi −

trarily　primed　PCR2 ｝

を使用 した．また腫瘍 の 増殖

能力 と耐性発現 の 関係 を検討すべ くその 意義が卵

巣癌 に て 最 もよ く認め られ て い る c−erbB −2の 増幅

を検討 した （INFγ遺伝 子に対 す る増幅比 ： な し ＝

O，
1〜2倍 ＝・　1

，
2〜4倍 零 2

，
4倍以 上 ＝ 3＞．臨床的 パ ラ

メ ー タ と し て 生 存期 間，非 増 悪期 間を Kaplan−

Meier法で 検討 し，有意差検定は Iog−rank 　testを

行 っ た．CR 症例 にお い て マ ーカ ーが
．
基 準他の 3

倍を超 え る もの
， あ る い は 新た な病 変0）出現 を

もっ て再発 と定義 した．また初回治療で 病変が残

存 した症例で は，腫瘍 マ
ーカーの 再上 昇ある い は

CDDPI
’3
記．t

’
：1

CDDP

悩11　　Type　ll肘
’1生
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図 2　　Type　2耐丁生

図 3　 Type：3刪』｛生

評価病変の増 大をもっ て 増悪と した．耐性 は
， 再

発確認後に 多剤併用化学療法 を少な くと も 3 回以

上行 い
，
NC 又 は PD の もの とした．生存，再発，

増悪 の リ ス ク 因子は Cox 比 例 ハ ザー ドモ デ ル で

検討 した．解析に は SPSS パ ッ ケ
ージ6．  をマ ッ キ

ン トシ ュ ヒで 使用 した ．

　3。耐性 出現の 早期指標の 検討

　耐性 の 発現 を 早期 に有効に検出す る方法は知 ら

れて い ない ．臨床的には腫瘍 マ ーカ ーの 再一L昇や

画像診断に よる腫瘍の 容積の 変化に頼 らざるを得

ない ．しか しこ れ らの 変化が起 こる，は るか以 前

に耐性発現が開始 して い る と考え られ る．近年腫

瘍由来の DNA 断片が thL中に検出され る こ とが 報

告され て い る こ とか ら
， 卵巣癌にお い て化学療法

が有効で ある場合 は腫瘍細 胞 の ア ポ ト
ーシ ス が進

み ， ］fE　H9に Free　DNA 　Fragments（FDF ）が増力11す る

こ とが推定 される ．そ こ で 腫瘍由来の Telomere

（T ）が正常細胞由来の T よ り短 い こ とに着 口し，

N 工工
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表 2　 進行期 別に検討 した耐性閃子の 発現頻度

Stage　I　Stage　H　Sしagc 旺I　Stage　IV

Type 　 l　 MDR ．1 ＊

　　38、9 ％　　22．2 ％　　55．0 ％　　73．3 ％

．X，TRP　　　44．4　　　66．7　　　 50．0　　　60ρ

LRP ＊

　　 38．9　　　 44．4　　　 65．0　　　 86．7

Type 　2　変 耋戛p53　　　33、3　　　　22，2　　　　50．5 婿
…

Bcl・2　　　 77．6　　　100．0　　　 60．0　　　 ・16、7

Survivin　　　61，1　　　　66．7　　　　70．0　　　　73，3

Type 　 3　ERCC −1　　 50．0　　　55．5　　　 65，0　　　60．0

M1 27，6　　　　　22．2　　　　　3α0　　　　　53，il

c・erbB −2　　 22．2　　　 66、7　　　 55，0　　　 13．3

＊
P ＜ 0ρ5Stage 　l ＋ Hvs 皿 ＋ R「

そ の 検出を行 っ た．対象は CAP 療法中の stage 皿

（n ＝25 ＞， stage 　IV（n ＝16）で化学療法 中に末梢血 を

採取 し tota1　DNA を抽 出し検討に供 した．化学療

法の 奏効評価 は最終治療後 4 週間以 内に行 っ た．

　　　　　　　　　成　 　績

　 1）組織別因子発現

　原発 巣 に お け る Type　1因 予 の MDR −1
，
MRP

，

LRP の 発現 は それ ぞれ漿 液性 癌が61．5
，
　61．5，

　69．2

％ で LRP の 発 現頻度が 最 も高 い ．類 内膜癌 で は

22．2， 55．6， 55．6％ ， 明細胞癌で は35．5
，
47．1， 47．4％ ，

粘 液性 癌 で は 70．O，　40、O，　40．0％ で あ っ た．　 Type 　2

因子 で ある p53 ，
　Bcl−2な らび に surviVin はそ れぞ

れ 漿 液 性 癌 が53．8
，
　61．5， 65，3％ ， 類 内 膜癌 で は

22．2， 77．8，33，3％ ， 明細胞癌で は 35．3， 64．7， 82．3％ ，

粘液性癌で は 30、0，80．0，80，0％で あ っ た．Type　3

1n9　r・の ERCC −1，
　MI 陽性率，　c−erbB −2増幅 はそれ ぞ

れ漿 液 性 癌 が 53，8， 34．6， 73．1％ ， 類 内 膜 癌 で は

66．7，0，55．5％，明細胞癌で は58．8， 52．9， 29．4％ ， 粘

液性癌で は 60．0
，
30．0， 60．O％で あ っ た．い ずれ も組

織型別の 発現差はない ．一方進行期でみ る と表 2

の よ うに早期症例 （n ＝27， stage　l，
　ll）と進行症例 （n

＝35，　stage 　M ，
　 W ）を比 較 す る と

，
　 MDR −1と LRP

の 発現頻度が 後者で有意に高か っ た （表 2 ：MDR −

1 ：9／27vs　22／35，
　p 〈 0．  2， 1．RP ：11／27　vs 　26／35，

p＜ O．OO2
，
　Fisher　exact 　test）．　 Type 　2，3の 1大1了・で は

進行期とは 関連 しなか っ た．

　2）耐性因 r発現 と生存期間

　 MDR −1，
　 MRP ，

　LRP の それ ぞれ発現陽性例 と陰

性例の 生存期間は31 ± 12vs　63 ± 10カ月 （中央値 ±

標準誤 差）， 67 ± 20vs　47± 14，31± 19　vs 　75 ± 22で

あ り，MDR −1陽性症例は 陰性症例に比 較 して 有意

　 累積生存率
1，0

：1 
4

．2・

発現なし

63±10

発現あ り

31± 12P

値

o．e5

MDR ．／

［『
L −一一，、
　 　 ；　 発現あり

発現なし

｝〔 60

　 累積！，k存率
1．0
　 1
．8642

120　 　 180
　 生存期間 （月）

， P値

O．8

発現あり

発現なし

1．o8

−
｝

2

累積生存率

MRP0

　　　　　60　　　　　12G　　　　］80　　　　　　　　　　0　　　　　60　　　　　120　　　　ユ80

　 　 　　 　 　 　 　 生 存期問（月）　　　　　　　　　　　　 生 存期問（月）

　図 4　
「1》pel 耐性因子の 発現 の 有無 と累積生 存率（中央値 圭 標準誤差）
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』

2

1
　

　

　

　
「
ー

纏

上

脚

窯
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値
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一一一…

i
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Survivin　　　　　発現なし

ρ

864

君

1

0　　　　　60　　　　　120　　　　180　　　　　　　　0　　　　　6 　　　　　12｛〕　　　　180

　　　　　　　　　　生存期間（月）　　　　　　　　　　　　　 生存期間（月）

　 図 5 　Type　2耐 性 因千 の 発現の 有無 と累積生 存率（中央値 ± 標準誤差 ）

弊騨

塊
発現なし
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発現あ り

47± 16P

値
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L −一一一一一一．発現あ り
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累積生存率
一一
LL

　　　　 L−−1　　　　　 1

発現な し
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25± 4P

値
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c−erbB −2

L一一一一一m1

・一一一一一一発現あ り

発現なし

0　　　　　60　　　　　120　　　　180　　　　　　　　　0　　　　　60　　　　　ユ20　　　　t80

　　　　　　　　　　生存期間（月）　　　　　　　　　　 生存期問 u−1）

　図 6　1初）e3i 面1性 因子 の 発現 の 有無 と累積生 存率（中央値 ± 標準誤差 ）

の 生存期 間の 短縮が み られた （図 4 ：p〈 O．05，log−

rank 　test）．
一方 p53 ，

　Bcl−2
，
　survivin で は発現陽性

例 と陰性例の 生存期 間は23 士 3vs 　63± 12カ 月 ， 63

± 12vs　24± 5， 20± 13　vs 　62士 27で ，変 異 p53な ら

びに survi “n 陽性例 は陰性例 よ り生存期間が 短 い

（図 5 ：p ＜ 0．001，p く 0．005）．　 Type　3因
．
f’で は
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図 7　遺 伝子 の 定量 的 発 現 と生 存

c
−
erbB −2

ERC ・C−1が 47 ± 16　vs 　63 ± 55，　MI が 45 ± 20　vs 　64 ±

19， c−erbB −2増幅｛列が 2t5　± 4　vs 　117d：3 と c−erbB −2増

幅の ある症例が な い もの に比較 して 短い （図 6 ：

pく 0．Ol）。なお変異 p53 ，
　Bc1−2お よ び c−erbB −2増幅

は定 量的デ
ータ で あ り，

こ れを群 として生存を比

較 した．その 結果は図 7の よ うに ， 変異 p53 で 若 1二

の 発現強度依存 的短縮の 傾 向が あ り，
c −erbB −2で

は 有意 の 発現強度依存 的短縮 （p＜ 0．03）がみ られ

た．

　3）生 存に対する リ ス ク因子の 検討

　Type　1， 2， 3の 諸 因 r一な ら び に Stage を Cox 比

例ハ ザ
ー

ドモ デ ル を用 い て ， それ ぞれ が生存に関

与す る リス ク lkl　t一で あるか否かを検 討した．表 3

に 示す ご と く， 変異 p53 発現 の 有 無（p ＜ 0．006），

survivin 発現 の 有 無 （p ＜ 0．008）そ して c−erbB −2の

増幅の 有無（pく O．Ol）が各々 独 ウニした生存 に 対す

る リス ク 因子 で あ る こ とが 明 らか とな っ た．ハ

ザ
ー

ド比 よ り， 変異 p53陽性は 陰性に比 較して 3．3

倍の リス ク を， survivin 陽性は 6．2倍の リ ス クを ， c−

erbB −2の 増幅陽性 は 2．0倍の リス ク で ある 。

　4）　非増悪 期間（Progression　free　intefval ：pFI）

表 3　多変量解析 に よ る 生 存 に 対す る 予 後不良 因 子

　（Cox 比 例 ハ ザ ードモ デ ル ）

p 値　　　 ハ ザード比

MDR ・1 ns

MRP nS

LRP ns

変 異 P53 0．006 3．3

Bcl−2 ns

Survivin　　　　　　 O．008 6．2

ERCC ．1 11S

MI 11S

c −erbB −2 0．Ol 2．O

Stage ＜ 〔｝．0001
FO

　PFIは stage 　H，
　 HIで検 討した．　 MDR −1，MRP ，

LRP の それぞれ発 現陽性例 と陰性 例 の 牛存期 問

は22± 7vs 　67± 31カ 月（中央値 ± 標準誤差），
36 ±

18vs　32 ± 8，20 ± 9vs 　55± 0で あ り，　 MDR −1陽性，

LRP 陽性 例は それぞれ の 陰性例 よ り有意 に 早 い

再発が み られ た （図 8 ：p〈 O．03， p〈 O．Ol， ］og −rank

test）．　 p53，　 Bcl−2，　 surviVin で は発現 陽性 例 と 陰
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図 g　非増悪期間とType　2耐性因子発現 の 関連

性例の 生存期 間は 20± 7vs　55± 15力丿…1， 39± 12vs

20 ± 5， 22 ± 9vs　67± 22で ， 変異 p53ならび に sur −

ViVin陽性例 は陰性 例で 再発が 早 い 傾向が あ っ た

が，推 計学的有意差 は検出 され なか っ た （図 9 ：

p＜ 0．08， p＜ 0．07）．また PFI は ERCC −1陽性 ， 陰性

で は22 ± 9vs 　67 ± 20，　MI が 32　±　15　vs 　36 ± 12，
　c一
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図 10　非 増 悪期 間 と Type 　3耐 性 閃 子 の 関連

elbB −2増幅例が 32± 13　vs 　36± 10と い ずれ に お い

て も差は なか っ た （図 10）．

　5）再発 ， 「羽然に対す る リ ス ク因 r−

　Stage　H ，
　IH症例における PH 短縮に対す る リ ス

ク 因 ∫の 解析を Cox 比 例ハ ザー ドモ デ ル で 検討

した．その 結果 は表 4 で 示す ように，MDR −1（p＜

0．02）と LRP （p〈 0，004）が独立 した再発 ， 再燃に対

す る リス ク因子 である こ とが 明 らか とな っ た．そ

れ ぞ れ の ハ ザー
ド比 は5．6 と16．8である，

　6）原発 巣における Type　l， 2， 3因子 と再発巣の

耐
’

性発現

　原発巣にお け る耐性因子発現の 有無が ， 再発 巣

に お ける 耐性 発現 と関連 がある か 否か を カ イ 自乗

検定で 行っ た．そ の 結果 Type 　lで は MDR −1と LRP

が 各々 有意の 関連 が あ り（表 5 ：p＜0．03， 相対危

険度（PR ）＝一・2，
　p＜ O．OOI，

　RR ＝3），Type 　2で は い ずれ

も耐性発現 に 関連せず ，

厂rype　3で は ERCC −1（表 6

：p く 0．001， RR；2）， MI（p ＜ O．e5，
　RR ＝1．5）， c−erbB −

2（p ＜ 〔〕，002，RR ＝2）で あ っ た．

　7）原発巣，転移巣 に お ける ［lbepe　1，2，3因子の

発現

　初同手術時に得られ た 7組 の 原発巣組織 な らび

に 転移巣継織 にお い て Type　1，2，3の そ れぞれの

表 4 　多変量 解析 に よ る 増悪 に 対す る 予 後 不 良因 了

　（Cox 比 例 ハ ザ
ー

ドモ デ ル ）

p 値 ハ ザ ード比

MDR −1 0．02 5．6

MRP ns

LRP 0．eo4 16．8

変異 P53 lls

Bcl．2 11s

Survivill 11s

ERCC ・1 Ils

MI 11S

c・erbB −2 ns

表 5　Type 　 1耐性 因子 の 発 現 の 有無 と臨 床的 耐 性 出

　現 の 相関

発現 耐性 を認め ない 　耐性 を認め る p 値

MDR −1　（
一

） 21 1  p ＜ 0．03

（＋ ） ll 20　 　 椙対危 険度≡2

MRP 　（
一
） 16 13 Tls

（＋ ） 16 17

LRP 　 （一） 21 4 P ＜ 0．oel

（＋ ） 11 20 相対危 険 度＝3
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表 6　Type 　3耐性 因 r一の 発 現 の 麿無 と臨床的耐性出

　 現 の 相 関

発現 耐性 を認め ず 耐性 を認め る P 値

ERC じ 1　（一）　　　　20 6 p く 0．Ol

（＋ ） 12 24 相対 危 険度＝2

Ml　 （一〉 23 14 P く 0．05

（＋ ）　　　 9 16 相対危険度 ＝1．5

c．erbB ．2　（
一
） 20 7 P ＜ 〔，．〔〕〔｝2

（＋ ） 12 23 柑 対危険 度＝2

表 7　初 回 治 療時 に採取 し た 原 発 巣 と転移 巣 に お け

　る耐性 因 t’の 発現の 関 係

原発巣 （n ＝7） 転移 巣 （n ＝7）

MDR −1 4（57．1？6） 5（71〆1？も）

MRP 3（・t2．9♀6〕 4（57．1016）

LRP 6（85．7曾b） 5（71．4％）

変異 P53 4（57ユ％） 3（42，9％）

Bc1・2　　　　　　　 5（7L4％〉 6（S5．7？も）

Survivin 5（7L4 ％） 7（loo％）

ERCC ．1 5（71．4り6） 5（71．il％）

MI 2〔28．6％） 4（57，196）

e−erbB ・2 5 （7工．4c｝6） 3（42，9？6）

そ れぞ れ の 間 に は有 意差 を認めない

因子の 発現 を検討した．表 3 の ご と く， 1呵者間で

は 発現 の 頻度に差 は認め なか っ た （表 7）．

　8）原発巣 ， 再発 巣にお ける Type 　1，　2， 3因子の

発現

　原発巣 と再 発巣 の 間で は ， 両 者とも発現 陽性

（PP ：白然耐
’t生），　凍発巣陰

’
性，　再発巣陽

’
性（NP ：

獲得耐性），両者共陰性 （NN ：薬剤感受性あ り）， 原

発巣陽性 ， 再発巣陰性 （PN ：再発 ク ロ ー ン は非耐

性）の 4 通 りが考え られ る．19症例の うち ，
MDR −1

で は PP＝8，　 NN ＝ 3，
　 NP ＝ 7，

　 PN ＝ 1で MRP は PP ＝

11， NN ＝1，
　 NP ＝7，

　 PN ＝0，
　 LRP で は PP＝15，

　NN

．2
，
NP ＝L　 PN ＝0で あ っ た．次 に 変異 p53 は PP＝

7， NN ＝7，　 NP ＝3，　 PN ＝ 2，　 Bcl−2は PP＝5，　 NN ＝

6，NP ＝5，　 PN ＝・3で surviVin は PP＝14，　 NN ＝O，NP

＝5， PN ＝0で あ っ た．ERCG −1は PP＝15，
　 NN ＝O，

　NP

＝ 4， PN ＝0で ，
　 MI につ い て は PP ＝ 13，

　 NN ＝ 0，
　NP ＝

6，
PN ＝0で あ っ た．　 c−erbB −2の 増幅 は PP ＝11， NN

＝ 3， NP ＝ 5，
　 PN ＝ Oで あ っ た （図3， 4， 5）．

　 9）血中遊離テ ロ メ ア の 検 出

　化 学 療 法 中 の 血 中 遊 離 テ ロ メ ア （telomeric

fragment：TF）の 検出に は細 胞破壊に よる TF 混

入 を避け る ため ， 1血L清 は遠心分離で は な く， フ ィ

ル タ
ー
法で 行 っ た，［fiL中 TF に は二 つ の 主なバ ン

ドを検出 した e す なわ ち図 12に示すよ うに
，
5．5kb

例数 16

　 14

　 12

　 10

64ZO

MDR −1　　 MRP 　　　 LRP

ERCC −1 Ml

例数　14

　 　 12

　 　 10

　 　 8

　 　 6

　 　 4

　 　 2

　 　 0

1210

界

3
変

頂

Bcl−2　　 Survivin

c −erbB ・2

9 持続陽性

〔コ 持続 陰性

困 陽性転 化

■ 陰性転 化

図 H 　 同
一

症 例 の 原 発巣 と再発巣に お ける 耐性因 f発現
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A 　 B　 C　 D

A ：奏効例、化学療法 前

B：奏効 例、化学療法 7 日 目

C ：非奏効例、化 学 療 法 前

D ：非奏効例、化学療法 7 日 目

図12　化学療法 1掩後 にお け る TF の 変 化

表 8　 マ ーカーと TF 法 の 比 較

マ
ーカー TF

　 感度

特 異性

陽性検 出率

陰性検出率

0．500
、880

．830
．58

 ．800
．630

．730
．71

お よび 2．3kb の バ ン ドで あ るか，前者は正 常婦人

で もみ られ て い る，
一

方後者は担癌患者に しか検

出されず， しか も化学療法が奏効した場合 は加療

後 にバ ン ドが増 強する こ とが示 され た，腫瘍マ ー

カ ー（CA 王25）が陽性例 に お い て TF 法 との 比較 を

行 っ た．その 結果表 8の ように感度 ， 陰性検出率

にお い て マ ーカーよ り優 れた結果が得 られた．

　　　　　　　　　考　 察

　近年の 白金製剤を含む多剤併用化学療法の 導入

に よ り， 卵巣癌治療の 成績は 大 い に 向 ヒしたが ，

長期予後は大 き く改善はされ て い な い 。こ れ は薬

剤耐性に より化学療法が無効 となる こ とに よる．

こ の 耐性 に はまず薬剤 を細胞外 へ 排 出するポ ン プ

機能を有す る蛋 白群 の 誘導に よ る耐性 があ り，7

番染 色体 に 位置 す る MDR 一工，16番 染色 体 に あ る

MRP 同 じ く16番染色 体 ．flの LRP が 知 ら れ て い

る．一
方多 くの 化学療法剤は，腫瘍に ア ポ トーシ

ス を誘導する こ とで殺腫瘍効果 を引 き起 こ す， し

た が っ て
，

こ の ア ポ ト
ーシ ス を同避する 作AJを癌

細胞が もつ と耐性 となる と考え られ る．こ の 点か

ら変 異 p53，　 Bcl−2な ら び に survivhl が注 目され

る．今
一

つ の 系 は DNA 損傷の 修復 を効率化 し，薬

剤の 影響 を抑制する耐
’
性 （ERCC −1）で あ り， さ ら に

は増殖に関 与す る c−erbB −2増幅そ して卵巣癌 の 遺

伝 子 の 不 安 定 化 に よ る random な 選 択 の 指標

（MI ）を検討 した。

　 これ らの 因子の 原発巣で の 発現 は概ね50〜60％

であ り， 組織型 との 関連はみ られなか っ た．臨床

的には組織型に よ っ て は化学療法 に対す る感受性

に差がある こ とが明 らか で ある が ， Izuquierdo　et

al．も57例 の 臨床 報 告で 漿 液性あ る い は 粘液性癌

に つ い て 同様に差 を認め て い な い と報告 し， 50〜

70％ の MDR −L　 MRP ，1．RP の 発現 陽性 率 を報告

して い る
”1
．また MDR −1，　 MRP に つ い て は Kamaig

et　al．も組織型 との 関連 を認め て い な い
4］

．こ れ ら

の 薬剤排泄 ポ ン プ 蛋白の 発現 頻度に関し て は組織

型 と の 関連は薄 い と思わ れ る ．一
方進行期か らみ

る と 皿 ，W 期 にお い て MDR −1と LRP の 発現が多

くみ られ た．こ の 発現の 差 は，こ れ らの 症例は未

治療例 で あ るこ とか ら ， 薬剤に よる誘導 とは考え

ら れ ない ．す な わ ち ， 腫瘍が経時的変化 の なか で ，

MDR −1と LRP を発現する こ とが示唆 され た．Tンpe

2， 3因 r一に つ い て は組織型，stage い ずれにお い て

も差はな い が，Type　2で は survivin 発現が 高 い 傾

向を示 し，
こ の 新 し い ア ポ トーシ ス 回避 因子 も

p53 や Bcl−2と同様 ， 原 発 巣で ，しか も早期か ら発

現 して い る こ とが示 され た．sundVin は Bcl−2と異

な り， cytochrome −
¢ を介さず直接 カ ス パ ー

ゼ を抑

制す る こ とが知 られ ， よ り直接的に耐性に関わ っ

て い る 叮能性が ある
11

．事実，単変量解析で MDR −

1， p53 ，
　surViVin ，

　c−erbB −2陽性症例がそれぞれ陰性

症例 に比 較して 予後が 不良で あ っ たが ， Type　1，2，

3因子 に stage を加えた多変量解析を行うと，p53，

sulvivin な らび に c−erbB −2増幅 が stage に 対 して

も独 疏したリ ス ク因子で ある こ とが 明 らか に な っ

た．特に SUMvin は その ハ ザ ー
ド比 6．2（95％ 信頼

区間2．1〜17．8）で あ り，予後に対 し て 強 い 負の 影響

が ある と考え られ る．一
方 stage 　H，　HI にお ける再

発に つ い て の 単変量解析で は ， ERCC −1，　MDR −1と

LRP がそ の 陽性例 が PFI 短縮 の 因子で あ っ た．さ

らに は MDR −1と LRP は多変量解析 で も独 立した

重要 なリス ク因子 で ある こ とが確認された．す な

わ ち，それぞれの ハ ザ ー ド比 は5．6（95％信頼区 間

1．5〜13．5）と16．8（95％信 頼 区 間5．2〜35．4）で あ っ

た．MDR −1に つ い て は PFI と関連す る こ とが報 告

されて い る
43
．LRP は核膜 ， 小胞体膜 な どに あ り，

核 内か ら cisplatin など の 化学療法 剤 を細胞 質側
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へ 排 出する作用 を担 うと考え られ て い る
h）
。さら

に そ の 後 は 細 胞 外 へ の 排 出 をMDR −1あ る い は

MRP が行 うこ とが示唆 されて い る
T〕
駅 図 6＞．さ ら

に は in・Vitroの 系にお い て ，　 LRP が最 も薬剤耐性

の 指標である こ と ， MRP や LRP など複数の Type

1耐性因
．
予を発現 して い る株は よ り耐性が 強 い こ

とが報 告され てお 畔 ， 今 回 の 臨床成績 とも
一
致

す る．

　薬剤耐性を有す る再発病巣の 治療 は ， 臨床の 大

きな問題であ るが ， 再発巣におけ る耐性因子の 発

現は全 く検討 され て い ない ．すなわち ， 耐 険の獲

得が in　vivo で も起 こ っ て い る の か 明 らか で は な

い ．そ こ で ，同
・患者の 原発 巣と転移巣な らび に

再発巣を検討する こ とで ， こ の 点を明 らか に しよ

うと試み た．結果の 評価はそ れぞ れ の 因子が持続

的に発現 して い たか ， ある い は陽性転化 した か で
，

广1然耐性 ク ロ ーン を含む もの と獲得耐性 ク ロ ーン

を含む もの を区別 した．そ の 結果 MDR −1， MRP ，

Bc］−2，
　 slllvivin ，

　 ERCC −1，
　 MI は原発巣で も発現

して い るが ， 再発巣で の 発現頻度が高 くなる こ と，

こ れ に比べ LRP は原発巣か ら発現 してお り， 再発

まで の 間に発現は変 らなか っ た．したが っ て ， LRP

は宝 と して 自然耐性にお け る意義があ る もの と考

える．Stage　M ，
　 W で MDR −1と LRP 発現の 頻度が

高か っ た こ とを考え合わせ る と， MDR −1は獲得耐

性 を ，
LRP は腫瘍J曽殖に も関わ っ て い る 可能性 が

ある．

　最後 に我々 は 血．中 の FDF の うち ，
　 TF の 検出が

ロ∫能で ある こ とを報告した．基礎検討か らは ， こ

の 方法が 臨床経過中に臨床的な耐性と柑関す る こ

とを示 してお り， 本法を改良すれば化学療法の 有

効性 を ill　vivo で モ ニ ターする こ と，ある い は他 の

化学療法 レ ジ メ ン へ の 変更に も応用が U∫能で あ る

と考え る．

　　　　　　　 ま と め （図13）

　腫瘍の 発育はある
一．一定の 大 きさに腫瘍が達 して

初め て診断が可能で ある ，すなわち病変が評価 可

能限界を超 えた大 きさに達 し，さ ら に診断ま で の

時間が経過 して初回治療 （手術 ＋ 化学療法）に よ り

腫瘍 が取 り除かれ る．こ の とき cytoextinction と

して 完全で あ れば真の CR で あ る．ただ し， 評価可

腫

瘍
細

胞

数

ア断片測定

ERCCPア

　 　 　 　 　 c−erbB −2

図13　卵巣癌進行の 絳過 と TypeL，2，3の 遺伝予 の 関係

　 と ま とめ

表 9　 卵巣癌治療の 展望 ：治療 の ターゲ ッ ト

生 存　 弥発
・
　 再 発 巣で の 　 自然 　 獲 得

期 間　　↓曽悪 　　　　　酎
’
「生　　　　1耐性　　1吋性

MDR ．1o 　 　 ◎ Q o

MRPLRP

◎
、丿 ○

変 異 P53 　　 ◎　　 △

BcL−2Stlr

、tivill 　　　　　　　（t）　　　　　　　　@

ERCC 1 ○ o ○

　 △ M o ○

　
　
○ c．erbB ． @ 　0Q

O 　　　 o 能 限界以ドまでのcytoreduction

あ れば ， 見掛 のGR でしかな い
． この 場合では

いず れは潜 在 的 再発を経 て，再発 が 顕 在 化す

． したが っ て 再治 療を受けること に な る． 再

療を 受 ける こ と で ， 耐性のない サブク ローン

減 少す る．縮小した腫 瘍 内 のpopulation は 1

性のな いサブ ク ロ ー ン は 除 去 で き る が ， むし

耐 性サブクロ ーン の比率が 高くなる．引き続

そ れが 増大し， 増悪する．こ の 間
には薬剤に

る獲得耐性 サブ クローンが 斟
現 す るで あ ろう

と は今 回のデ ー タが示している． さらに 遺 伝

の 不安定 化 が すす み ，増 殖 因子の関 与も 加わ

ことで， 腫瘍の増殖は急速に進行 し， termiIlal 　 st

e に至ると考え る ．この モデルに おい ては，再治 療 後の有

なcytoreduction の程度が ど れ

らいで
あ
るか を 知 る こ と が 重要 であるが ， N工工一
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TF 法が その ため に 有用で ある 可能性があ り， 今後
一

層検討が必 要で あろ う。今回の 成績か らそれぞ

れ
’
鞭 pe　1，2，3の 因 子が 重要 な治療 の タ ーゲ ッ

トに もな りうる と考える （表 9），
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Abstract

  Acquisition of  multidrt!g  resistance  (MDR)phenotype in ovatrian  cancers  is the main  obstacLe  in suct'cess-

fu1 improvement  of the treatment strat;egies. Currently, putative two  MDR  pathwa"fs have  been proposed.
First is membrane  associated  dnig efflux  pump  such  as MDR-1  and  MRP  or  LRP  (Type 1 MDR  factor) . See-
ond  is aiiti-apoptosis  proteins such  as  p53, Bc:1-2 and  suwivin  (Type 2 MDR  factor) , In addition  to t/hese fac-
tors, we  haire studied  DNA  repair  enzyme  ERCC-1,  microsatellit,e  instability (MI) and  c-erbB-2  amplification

(Type 3 MDR  factors) in 62 (stage I, ll, M, IV=18, 9, 20, 15) ovarian  cancer  cases,  Also  plasma  free telomere

fragments  are  monitored  before and  after  chemotherapy  to test its diagnostic potential for early  detection

ofMDRphenot}pe.

  The expression  of  type 1, 2, 3 MDR  factors are  equally  seen  in serous,  mucinous,  endometrioid  and  cleam'

cell  cancers.  The MDR-1  and  LRP  were  more  frequently secn  in advanced  stages  (M +  IV)than early  stages  (I
+  ll) .Sumiival analysis  by the Cox proportional hazard model  showed  over  expression  of mutarit  p53 (RR=
3. 3, p<O,O06)  

,
 suwtvin(RR=6.2,  p<O,O08)  and  amplification  of  c-erbB-2  (RR=2,O, p<O.Ol)were  stage-

independent/ risk  lactors. On  the other  hand, the progression free inteivals (PFI) were  affected  by  MDR-1

(RR=5.6, p<O.02)  and  LRP(RR=16.8,  p<  O,e04) .Expression of  MDR-1  and  IJRP positively correlated  with

later development  of  MDR  phenotype  whereas  type 2 has no  impact  on  the  MDR.  Type  3 factors all  posi-
tiveiy eorrelated  wil/h  the MDR  phenotype  after  recurrence(ERCC-1  : RR=2,  p<O.OO1,  MI  : RR=1,5, p<O.05,

c-erbB-2  : RR=2,e,  p<  O.O02) ,

  Chronology  of MDR  related  factor expression  was  tested longitudinally in primary, early  metastatic  and

late recurrent  lesions ofthe  saine  patients (n=19) . The  analysis  showed  frequency  of  MDR-1  expression,  MI
aAid  c-erbB-2  amplificat,ion  haye been increased in late recurrent  lesions whereas  LRP  and  survivin  have  al-

ready  been expressed  in the primary  Iesions. These observation  indicate that drug eenux  pumps  are  related

with  re{/'urrence  and  resistance  but MDR-1  and  MRP  are  associated  with  acquired  resistaiice  biJt LRP  with

prirnaiy resistance.  The p53  and  survlvin  are  strong  llegative  indicator for suivival  but have little impact on

recurrence.  ERCC-1, MI and  c-efbB-2  do haiie relationship  with  recurrenee  and  restst,ance.

  Lastly free telomere  fragments are  successfully  detected in the peripheral blood and  the positive predic-

t,ive value  {br discriminat,ing chemotherapy  responders  from  non-respondet's  was  O,83 whereas  serum  tu-

mor  markers  had  that  of  O,tt2.

  This is the first repoit  of  c:hronology  in MDR  and  MDR-related  genes expressions  in ovariall  canc/'er.  The

distincrt association  of  each  MDR-re]ated  factors with  clinical parameters  indicates independent  roles  of

these fac:tors and  thus potenl/ial use  of 1/he factors as  target for molecular  treatment,s of ovarian  cancer.


