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チ ミ ジ ル 酸 合成酵素 帥 ym id yl at e s y n th a s e , T S ) は , ピ
1
) ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 新た な合成系律速酵素であ ると と もに フ

ツ 化 ピ1) ミ ジ ン 系抗癌剤の 標的酵素で ある ･ 本研究 は, デ ジタ ル 式画像解析装置(digi t al i m a g e a n al y s e r , D n ) (Fl u o rl m a g e r ,

M ol e c ul a r D y n am i c s , C alif o mi a , U S A) を用 い た競合的P C R ( c o m p etiti v e P C R) 法に よ るTS m R N A の 定量法を確立する こ と を目

的と した ･ ヒ ト消化器病由来継代細胞株9 種, 手術 に より摘出さ れ た 胃痛15 検凧 大腸癌35 検体, 胃痛腹膜播種1 検体 を対象
に本法に よ る TS m R N A の 定量お よ び T ㌢蛋白量測定を行い , 生検組織を用 い たT S m R N A 定量の 信頼性 と そ の 臨床的意義 に つ

い て 検討 し た ･ なお
,
コ ン ト ロ ー ル と して/?

- ア ク チ ン m R N A の 定 量も同様 に行い
,
T S m R N A 量 はT S m R N A / P - ア クチ ン

m R N A 比 Cr S/ ア クチ ン 比) と して表 した ･ 継代 細胞株9 種に お け る T S/ ア クチ ン 比と TS 蛋白量と の 間に は 有意な正 の 相関を

認め た(r = 0 ･8 5
, p < 0 ･0 1) ･ 手術検体51 例 にお ける 耶/ ア クチ ン 比 は1 ･6 3 ±1 ･5 7 × = ｢

2

, 耶 蛋白量は2 .1 8 土 1 .7 3 p m o l/ g 組織

重量であり･ 手術検体 に お ける 耶/ ア クチ ン 比と 耶 蛋白量と の 間に は有意な正 の 相関を認め た(r = 0 .5 7
, p < 0 .0 1) . 術前生検

組織 にお ける T S/ ア ク チ ン 比と
･ 同

山

症例 に お け る手術検体の T S/ ア ク チ ン此 と の 間 に は 高い 正 の 相関を認 め た( r = 0 .9 4 ,

p < 0 ･0 1) ･ T S / ア クチ ン比 と臨床病 理学的所見と の 比較検討で は
,
組織学的脈管侵襲の 程度別で v 3 症例 が Ⅴ｡ , V 2 症例 と 比較 し

て 有意に高値を示 した(p < 0 ･0 5) ･ ま た組織型別で は, 低 分化型が高分化型 と比較して有意 に高い T S/ ア ク チ ン 比を示 した

b < 0 ･0 5) ･ 以 上 より, 競 合的P C R 法 を用 い て測定 し た生 検組織 の T S m R N A 量 は手術検体の T S m R N A 量お よ びT S 蛋白量 と

高 い 正 の 相関 を有する こ と が 判明 した ･ さ ら に
,
競 合的P C R 法 を用 い て 評価 し た ヒ ト消化器病生検標本の T S m R N A 量は

,
脈

管侵襲 な どの 程度を術前に予測す る指標 と な る可 能性が示唆 さ れ た .

E e y w o r d s h u m a n g a s t r oi n t e sti n al c a n c e r , th y m id y l at e s y n th a s e , C O m p etitiv e P C R , d ig it al

i m a g e a n aly s e r , 且u o r o p y ri m idi n e s

悪性腫瘍 に対する化学療法は
,
分了せ 物学を中心 とする基

礎医学の 進歩 に裏付けら れ て そ の 成績 を着実 に向上 さ せ て い

る ･ と りわ け
,
5 - フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-fl u o r o u r a cil , 5 - F U ) は代

謝過程と と もに作用機序 の 解明が進み
,
その 抗腫瘍効果の 増強

を目的と し た生 化学的調節 (bi o c h e m i c al m o d u l a ti o n) の 有田性

が報告され てい る り2)
.

5 -F U は
,
1 9 5 7 年 に D u s c h i n s k y ら

こl)
に よ り抗腫瘍効果が確認

されて 以 来
,
その 誘導体も含 め て消化器癌 に対 して広く臨床 の

場で使用 され
, 硯 在 な お 最も頻用 さ れ る 抗痛剤の 1 つ で あ る .

その 抗腫瘍効果は , 5 - F U の 生 体 内活性代謝物質であ る フ ル オ
ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1 燐 酸 (5 qfl u o r o - 2

,
- d e o x y u ri d i n e 5

,

-

m O n o p h o s p h at e , F d U M P ) と チ ミ ジル 酸合成酵素 (th y m i d yl a t e

S y n th a s e
,
T S ) お よ び メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5 , 1 0 -

m e th yl e n e t et r a h y d r of ol a t e , C H 2F H 4) の 3 者が 安定 した 不活性 三

者結合体 (t e r n a r y c o m pl e わ を形成する こ と に よ る TS の 阻害作

坪= ニ基づ い た D N A 合成阻害
4)5)

,
フ ル オ ロ ウ リ ジ ン3 燐酸を介

し た R N A 障害
即 j

,
5- F U が フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 3 燐酸 に

代謝 さ れ 直接 D N A に 取り込ま れ る こ と に よ る D N A 機能 障害
出)

に よ り 発現する と さ れ て い る .
こ れ ら の うち臨床用量 で は ,

F d U M P に よ る TS 阻害が 細胞毒性を発揮する主た る機序である

と 考え ら れ て い る
… )

. こ の た めT S は
, 臨床 にお い て も フ ツ 化

ビリ ミ ジ ン系抗痛剤 の 標的酵素と して 注 目 さ れ る に至 っ て い

る .

F d U M P の 前代 謝物 であ る フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ 7) ジ ン (5 -

n u o r o d e o x y u ridi n e , F d U rd) を用い た 研究で は ,
T S 蛋白量が 少

な い 腫 瘍ほ どFd U r d に対する感受性 が高く
Il)

,
逆に Fd U rd 耐性

を獲得 した 膿瘍細胞 の T S 蛋白量 は多い
12)1:-)

. し たが っ て
, 臨床

例 に お ける 痛組織 の TS 蛋白量の 測定 は5 -F U に対する感受性予

測 と
,
腫瘍細胞内外の 環境 に応 じた併用薬剤選択の 指標 に な る

と考えら れ る . 現在 , 腫瘍組織 の T S 蛋 白量 の 測定 に は
,

3

軋

平成10 年3 月 1 8 日受付
,
平成1 0 年 5 月 6 日受理

A b b r e vi a ti o n s ‥ B S A , b o v i n e s e r u m alb u m i n ; C D D P , Ci s - d i c h l o r o d i a m m i n e p l ati n u m ( Ⅱ) ; C H 2 F H 4 , 5 ,1 0 -

m e th y le n e t et r a h y d r of ol at e; D 仏 , di gi t al i m a g e a n al y s e r; D T r , dithi o th r eit ol; F d U M P , 5 - fl u o r o -2
,
- d e o x y u rid in e 5

,
･

m O n o p h o s p h at e; F d U r d , 5
-A u o r o -2

,
p d e o x y u ridin e; F H 4 , t et r a h y d r o fo 1 at e; 5 - F U , 5 血 o r o ur a Cil; I N , 1e u c o v o ri n ; P B S ,
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F d U M P を用 い た パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ が 広く行 わ れ て い

る
14)

. しか し
,
パ イ ン デ イ ン グ ア ッ セ イ に は大量 の 組織 を要す

る た め
, 術前の 生 検組織を用い た評価 は困難である ■ こ の た め

正確 か つ 簡便 に微量検体か らT S 蛋白量 を評価 し得 る方法の 開

発が望まれ る .

近年
,
逆転写酵素 に よ る c D N A 合成反応と P C R 法を組 み 合わ

せ た 逆転写酵素- P C R (r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n - p Ol y m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n
,
R T -P C R) 法 が , 微 量検体 の R N A の 検 出を可 能 と し

た
15) 川)

. さ ら に こ の 手法を応用 して 様 々 な定量接 が試み ら れ て

い るが
,
そ の 中 で も信頼性 の 高 い 定量的P C R 法が ,

人工 的 に

作成 した 内部 コ ン ト ロ
ー ル ( コ ン ペ テ ィ タ

ー ) を用い た競合的

P C R (c o m p e titiv e P C R) 法 で ある
17 卜 1"

本研究で は
,
ヒ ト消化器病由来継代細胞帆 ヒ ト消化器病組

織お よ び術前生検組織を用い て 競合的P C R 法 に よ る T S m R N A

の 定 量お よ び T S 蛋白量 の 測定を行 い ,
微 量検体を用 い て 測定

し たT S m R N A 量 と TS 蛋白量の 相関性を検討した. さ ら に , 臨

床検体 にお ける T S m R N A 量 と臨床病理学的所見と の 関連性 に

つ い て検討 し た .

対象お よ び方法

Ⅰ. 細胞培養 お よ び臨床検体

1 . 使用細胞とその 培養条件

金沢大学痛研究所化学療法部 (佐 々 木琢磨教授) か ら 倶与 を

受け た ヒ ト 消化器癌 由来継代細 胞株 M K N 2 8 , M K N 4 5 ,

N U G C 3
,
T M K l

,
N K P S

,
C ol o 2 0 1 , H T 2 9 , S W 4 8 0 , S W 6 2 0 の

9 種を, それぞ れ75 c I ℃
ヨ
の フ ラス コ 内で 培養 した . 培養液 に は,

R P M I -1 6 4 0 培地 (Gib c o , G r an d I sl a n d , U S A ) に10 % ウ シ胎 児血

清 ( Gib c o) , 1 0 0 単位/ m l ペ ニ シ リ ン ( コ ス モ バ イ オ , 東京) ,

10 0 〃 g / m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( コ ス モ バ イ オ) を添加 した も

の を使用 した . 培養細胞 は 5 % 炭酸ガ ス 通気の 培養装置内に お

い て3 7 ℃ で培 養 し, 対数増殖期にある細胞を1 × 燐 酸緩衝食塩

水 b h o sp h a t e
-b u 鮎 r e d s ali n e

,
P B S) にて2 回洗 浄衡 トリ プ シ

ン E D T A (0 .0 5 % ト
1
) プ シ ン

,
0 .5 3 m M E D T A) で ハ

ー ベ ス ト
,

遠心 後, 1 × P B S に て 1 回洗浄をお こ な っ た . 遠沈 させ た 細胞

は解析 に使用す るまで -

8 0
■

℃に保存 した .

2 . 臨床検体

金沢大学医学部附属痛院第
一

外科 お よ び関連病院に て 手術 に

よ り切除された術前化学療法を施行 さ れ て い な い 胃痛15 検 体,

下

大腸癌35 検 体
,
胃痛腹膜播種1 検体 (男性30 例 ,

女性21 例
, 平

均年齢65 .8 歳) お よ び 大腸癌35 検体 の うち術前 に内視鏡的に採

取 し た生 検組織9 検体 を対象と し た .

Ⅰ . 総 R N A の 抽 出

1 . 継代細胞株 お よ び手術検体

継代細胞株 お よ び 手術検体 に対 し て は グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ
ー

ル ･ ク ロ ロ フ ォ ル ム 法
21-)

を 一 部改 変 し て総 R N A を抽出 した .

す なわ ち
, 継 代細胞株, 胃痛組織 , 大腸 癌組織, 胃痛腹膜播種

組織を D 溶 液 〔4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シア ン 酸塩 ,
2 5 m M ク エ ン

酸ナ トリ ウ ム b H 7 .0) , 0 .5 % サ ル コ シル
,
0 ,1 M 2 - メ ル カ プ トエ

タ ノ ー ル〕 4 m l で ホ モ ジ ナ イ ズ した 後 ,
2 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム

b H 4 .0) 6 00 FL l , T E 緩衝 液飽和 フ ェ ノ
ー ル 4 m l , ク ロ ロ フ ォ ル

ム 1 .2 m l を順 次加え な が らそ の つ ど撹拝 し, 1 5 分 間氷rl｣ に静置

した . その 後 ,
3 0 0 0 r p m , 4 0 分間遠心分離後そ の 上 清 を回収し,

2 プロ パ ノ ー ル 4 m l を加 え混合後- 2 0 ℃ に1 時間静置 し た . 次に

30 0 0 r p m , 4 0 分 間遠心分離 しそ の 上 層を捨 て ペ レ ッ トに D 溶液

400 〃1 を加 え溶解 し た. 2 プ ロ パ ノ
ー

ル 4 0 0 〃l を加え撹拝した

後 500 0 r p m , 1 0 分 間遠心分離 し , R N A を沈澱 と し て得 た.

澱 は80 % エ タ ノ
ー

ル で洗 い ,
減 圧乾固 させ た 後 に300 /ノ 1 の蒸

留水 に溶解 し た . 2 6 0 n m の 吸 光度を測定 し総 R N A 濃度を算出

し た.

2 . 生 検組織

生 検 組織 の 総 R N A の 抽 出 に つ い て は ,
ア イ ソ ジ ュ ン

(I s o g e n ) ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

, 富 山) を用い て 行 っ た . す なわ ち
,

組織100 m g あた り1 m l の 割合で ア イ ソ ジ ュ ン を加えホ モ ジナイ

ズ 後
,
ク ロ ロ フ ォ ル ム を組織100 m g あた り0 .2 m l の 割合で加え

て 混和 し, 4 ℃ , 1 2 ,0 0 0 r p 町 1 0 分 間遠心分離 し た. 上帝を回

収 し, 2 プ ロ パ ノ
ー

ル 0 .1 5 m l を 加え混合後, 4 ℃ , 1 0 ,0 0 0 r p m ,

2 0 分間遠心分離 し , R N A を沈澱 と し て得 た . 沈澱 は80 % エ タ

ノ
ー ル で 洗 い

,
減圧乾固 させ た 後 に30

′
′′ 1 の 蒸留 水に溶解し

た .

Im . 競合的 P C R 法

1 . T S 競合鋳型D N A Cr S コ ン ペ テ イ ク
ー

) の 作成

TS コ ン ペ テ ィ タ
ー

の 作 成は C eli ら
21 一
の 力1去に 準 じ た . 帰り埋

は 鋳型 D N A ヒで n 塩基対外側 の D N A 配列 を付加 し た プ ライマ

ー で P C R 反 応 を 行う こ と に よ り, n 塩基村短く な っ た コ ン ペ テ

ィ タ
ー を作 成す る こ と が で き る と い うも の で あ る . T S に対し

て 特異的 なP C R プ ラ イ マ
J
rS O 4 , T S 7 お よ び T S コ ン ペ テ ィ タ

T a bl e l . P rin - e r S u S e d f o r c o m p e tit o r c o n st ru c ti o n ･
P C R o f T S a n d lヲ

ー

a C ti n g e n e

; 謡 ti｡ n (b票芝s, S eq u e n c e 5
･
→ 3

一

T S O 4

T S 7

T S 1 4

A C T 5

A C T 7

A C T 14

2 0

2 0

4 0

2 0

2 0

40

G C T A A A G A G C T G T C T T C C A A

A T G T C T C C C G A T C T C T G G T A

A T G T C T C C C G A T C T C T G G T A A A C T G G C A G A G G G C A T G G C A

T T G A A G G T A G m C G T G G A T

A C T G A C T A C C T C A T G A A G A T

A C T G A C T A C C T C A T G A A G A T G C G G G A A A T C G T G C G T G A C A

T S O 4
,
T S g e n e

- S p e CiB c s e n c e p r l m e r; T S 7 , T S g e n e
- S P e C ifi c a n ti s e n c e p rl m e r; T S 1 4 , a ntis e n c e p rl m e r f o r c o m p

e titi v e

t e m pl ate c o n s t ru Ctio n ; A C T 5 ･ β
-

a C tin g e n e
-

S p e Cifi c s e n cモP
ri m e r; A C T 7 , ′3

-

a C ti n g e n e
-

S pe Cific a n tis e n c e p ri m e r :

A C T 1 4
,
a n tis e n c e p rl r n e r f o r c o m p e t

iti v e t e m pl at e c o n s t ru Ctl O n ･

p h o s p h at e
-b u ff6 r e d s al i n e; R T I P C R , r e V e r S e･ t r a n S C rip t a s e p oly m e r a s e c h ai n r e a cti o n ; T C A , tric hl o a c e ti c a

cid ; T K I

也y m idi n e k in a $ e; T S , 伽 m id yla t e s y n 仇a s e
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T S O 4

5
,

芦撃撃室

T S c D N A

1 p c R
[::::::::コ5

'

T S 7

C o m m o n s e q u e n c e

3 6 7 b p

T S 1 4

′

≡
･

1 p c R
3 3 3 b p

T S c o m p e tit o r

Fig l . S c h e m a o f th e p r o c e d u r e o f T S c o m p e ti t o r

C O n S t ru Cti o n . T S O 4
,
T S 7 an d T S 1 4 p ri m e r a r e sh o w n i n T ab l e

l .

一 作成用 プ ライ マ ー

T S 1 4 を設計 した (表1) . プ ライ マ
ー の 合成

はバ イ オ ロ ジ カ (名古屋) に 委託 した . 国立遺伝学研究所瀬野

博士か ら 僕与 を受けた ヒ トTS c D N A をT S O 4 , T S 7 プ ライ マ ー

でPC R 反応 に て増幅 し た . P C R 反 応液 を 低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ

ル 仏g a r o s e L , ニ ッ ポ ン ジ
ー ン) で 泳動 し, 3 6 7 塩基対の D N A

を切り出 し フ ェ ノ ー ル ■

ク ロ ロ ホ ル ム 摘 出 し た . 抽 出 し た

D N A を次 にT S O 4
,
T S 1 4 プ ラ イ マ

ー

で P C R 反応 にて 増幅 し た .

P C R 反応 液を低融点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 し
,
3 3 3 塩 基対 の

D N A を切り出 しフ ェ ノ ー ル ･

ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 し
,
こ れ をT S

コ ンペ テ ィ タ ー と した(図1) . こ の 方法に よ りTS m R N A よ り34

塩基対短く, ほ ぼ 同一一
一

の 塩 基配列を有す る TS コ ン ペ テ ィ タ ー

が作成さ れ た .

2 ･

ノ
･ヲ ー ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ ダ

ー

の 作 成

ノ
9 - ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ ダ

ー

は
,
T S コ ン ペ テ イ ク

ー

と 同様 の

手順で作成 した .

J
?- ア ク チ ン m R N A の R T P C R 尉勿が 284 塩 基

対
, β- ア ク チ ン コ ン ペ テ イ ク

ー

が24 5 塩 基対と な る よ う に
′
ヲー

アク チ ン に対 し て 特異的 なP C R プ ラ イ マ ー

A C T 5
,
A C T 7 お よ

び
ノ9- ア ク チ ン コ ン ペ テ ィ タ

一 作成 用 プラ イ マ ー A C T 1 4 を設 計

した (表1) . な お , ′
･ラーア ク チ ン コ ン ペ テ ィ タ

ー の 作成に は手術

検体の m R N A より逆転写酵素反応に て 得た c D N A を川い た .

3 . c D N A 合成

継代細胞株
,
手術検体 お よ び生 検組織 よ り抽出 し た R N A を

鋳型と し て c D N A 合成 をお こ な っ た . す な わ ち
,
R N A 5 / L l

(2 0 0 iL g/ m l) に オ リ ゴ デ オ キ シテ ミ ジ ン プ ラ イ マ
ー

〔01i g o

(dT)
Ⅰ2 18

p ri m e r
,
G ib c o〕10 0 〃1/ m g を2 .5 /L l 加え, 6 8 ℃ で 15

分間変性 させ た後 ,
4 ℃ ま で 冷却 した . 引 き続き10 倍 R T 綬衝

液〔50 m M T ri s - H C l (Si g m a , S t . L o u i s , U S A ) b H 8 .3) , 4 0 m M 塩

化カ リ ウム
,
8 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム〕2 FL l , 0 ･5 m M デ オ キ シ

リボヌ ク レオ チ ド三 リ ン 酸4 〃1 , 2 2 5 〃 g / m l ウ シ 血清 ア ル ブ

ミン O) 0 vi n e s e ru m alb u m i n
,
B S A) 0 .2 FL l , 1 m M ジ チ オ ス レイ

ト ル (dith i o th r e it ol
,
D T T ) 1 FL l , R N A 分解酵素阻害因子

(榔 a si n
,
P r o m e g a , M a di s o n , U S A ) 2 0 単位(0 ･2 FL l) , さ ら に逆

195

転写酵素(a vi a n m y el o b l a st o si s vi r u s r e v e r s e t r a n s c ri pt a s e , Li f e

S ci e n c e s I n c ･
,
S t ･ P e te r s b u r g , U S A ) 8 単位(0 .2 FL l) を加え, 滅菌

蒸留水 で総量12 .5 FL l と し , 4 2 ℃ で60 分間反応 させ c D N A を合

成 させ た後
,
9 5 ℃

,
5 分間で 逆転写酵素 を失潰 させ た .

4 . 競合的P C R 反応

鋳型 D N A l /j ‖ニ対 して段階希釈した コ ン ペ テ ィ タ
ー

Cr S は2

倍希釈 , ノ
9 - ア ク チ ン は3 倍希釈) を5 〃l ず つ と10 × P C R 反応

綬衝液〔100 m M T ri s
-

H C l ( p H 8 .8) , 5 0 0 m M 塩 化カ
1) ウ ム

,

1 5 m M 塩 化 マ グネ シ ウ ム
,
1 % トリ ト ン Ⅹ一 1 0 0〕 5 〃1 , d A T P ,

d G T P
,
d C T P

,
d

′

I T P 各8 n m ol , T a q D N A ポ リ メ ラ ー ゼ1 単位

( い ずれ も ニ ッ ポ ン ジ
ー ン) お よ び, プ ラ イ マ

ー

T S O 4
,
T S 7 を

2 0 p m ol ず つ 加え, 滅菌蒸留水 に て計40 〃1 と した . 蒸発 を 防ぐ

た め ミ ネラ ル オ イ ル (Si g m a) 2 5 F L l を重層 し, P r o g r a m T e m p .

C o n t r o I S y s t e m P C - 8 0 0 ( ア ス テ ッ ク , 福 岡) を使用 して ,

9 4 ℃ 3 分 間の 初期変性の 後, 9 4 ℃ 40 秒 間の 熟 変性 ,
5 6 ℃ 1 分

間の ア ニ ー

リ ン グ
,
7 2 ℃ 1 分間の D N A 伸 長反応を1 サ イ ク ル

と し
,
3 0 サ イ ク ル の 増幅 を 行 っ た . 競合 的P C R 反応終了後,

各産物 の 10 /∠ = こ対 し3 /ノ1 の 色素頼衝液 (0 .0 2 % プ ロ モ フ ェ ノ

ー ル ブ ル ー

,
0 . 0 2 % キ シ レ ン シ ア ノ

ー ル
, 5 0 % グリ セ ロ

ー ル
,

19らドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム) を加 え, 1
′
" g / m l の

エ ナ ジ ウ ム

ブ ロ マ イ ド ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン) を 含 む , 4 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル

仏g a r o s e X , ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン) に て 電気泳動を行 っ た . 電 気泳

動装置 は ミ ュ ー ピ ッ ト2 ( ア ド バ ン ス , 東京) を使用 し, 1 0 0 V

定電圧 下 で 泳動 した .

5 . D I A によ る解析定量

競合的P C R 法 に よ る 産物 は
,
泳動 後デ ジ タ ル 式画像解析装

置 (di git al i m a g e a n al y s e r , D I A ) (F l u o r I m a g e r , M ol e c ul a r

D y n a m i c s , C alif o r n i a , U S A ) に取 り込み , 画像解析 ソ フ トウ ェ ア

(I m a g e Q u a n N T , M ol e c ul a r
･

D y n a m i c s) に より エ ナ ジ ウム ブ ロ マ

イ ドに て発光さ せ た バ ン ドひ と つ ひと つ の 強度 を数値化 し, 解

析定量 を行 っ た . す なわ ち
,
バ ッ ク グ ラ ン ド で 補正 した コ ン ペ

テ イ ク ー の 強度と そ れ ぞ れ に対応 した 目的遺伝子の 強度 の 比を

縦軸 に, コ ン ペ テ イ ク ー の 量を横軸 にと り両 村数 グラ フ に プ ロ

ッ ト し
,
コ ン ペ テ ィ タ ー と タ ー ゲ ッ ト の 強度の 比が 等しく な る

コ ン ペ テ イ ク
ー

の 量を , Ⅲ的遺伝~~J
'

･

の 量 と した .
T S m R N A

,

′
3- ア ク チ ン m R N A を そ れ ぞ れ 定還 し , T S m R N A 量 は T S

m R N A / ,ヲ
ー ア ク チ ン m R N A 比 (以■l

､d T S / ア クチ ン 比) と し て 表し

た .

Ⅳ .

:-

H - F d U M P の 調製

1
. !; 旧 肉 腫 か ら の チ ミ ジ ン 燐 酸 化酵 素 (th y r n i di n e

k i n a s e ,T K) 溶液の 調整

吉田肉腫2g に T K 用懸濁緩衝液 〔0 .2 5 M 庶糖, 5 0 m M 塩 化マ

グネ シ ウ ム
,
1 m M D T T

,
5 0 m M T ri s - H C l (p H 8 .0)〕 を加え 組砕

懸濁 し, 4 0 , 00 0 r p m , 6 0 分間遠心分離 し た . こ の 上 清 を 上 述の

緩衝液 に て1 晩透析後, 1 2 ,0 0 0 r p m , 20 分間遠心分離 し, 上宿

をT K 溶液と した .

2 . 酵素反応に よ る
こ1

H - F d U M P の 生成と分離
:一

H -F d U r d (1 7 ･9 C i/ m m ol , 1 m Ci/ m l , N E N
,
東京) 50 0 /1 C i を

ロ ー タ リ
ー エ バ ボ レ ー タ 一 に て 減圧 乾閲 し, T K 用神国子溶液

〔0 .1 M 塩 化 マ グネ シ ウ ム を 含む0 .5 M T ri s - H C l (p H 8 .0) 溶液,

1 0 0 m M A T P 溶液, 1 2 0 m M α
- グ 1) セ ロ

ー

ル 燐酸溶液の 1 : 1 :

1 混 合液〕 0 .2 m l を加え溶角牢し た . これ に上記 の TI( 溶液0 .8 m l

を加 え37 ℃ で1 時 間反応 させ た . その 後蒸留水1 m l , 2 0 % トリ

ク ロ ロ 酢酸 (t ri c h l o r
･

O a C e ti c a cid
,
T C A ) 0 .5 m l を加え30 0 0 rp m ,
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A

I Z 3 4 5 6 7 8 9 1 0

T S

( 3 6 7 b p )

C o m p e tit o r

( 3 3 3 b p)

下

B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

β - a C ti n

( 2 8 4 b p)

C o m p e tit o r

( 2 4 5 b p)

Fi g 2 . P h ot o g r a p h of e thi di u m b r o m id e
-

S t ai n e d g el of c o m p e titi v e P C R p r o d u ct ･ ㈱ Q u a n tiB c a ti o n o f T S m R N A b y c o m p e titi v e P C R ･

Si z e m a rk e r s (≠Ⅹ17 4 D N A / H a e Ⅲ) a r e sh o w n i n l a n e l
･ T h e p o siti v e c o n t r ol i s s h o w n i n l an e 2 ･ n e am O

u n t O f c o m p e tit o r w a s 14 3 4 ×

1 0-
6

p m ol (b n e 3) , 7 1 7 × 1 0~⊥
6

p m ol (1 a n e 4) , 3 5 8 .5 ×1 0
J i

p m ol (l a n e 5) , 1 7 9 ･3 × 1 0~
6

p m oI O a n e 6) , 8 9 ･6 × 1 0~
6

p m ol O a n e 7) ･ 4 4 ･8 ×

1 0▼
6

p m ol O a n e 8) , 2 2 .4 × 1 0N
6

p m ol O a n e 9) , 1 1 .2 × 1 0▼
6

p m oI O a n e l O) ･ (B ) Q u an ti B c a ti o n o f β
-

a Cti n m R N A b y c o m p e titi v e P C R ･ Si z e

m ar k e r s (≠Ⅹ17 4 D N A / = a e Ⅲ) ar e S h o wn i n l a n e l ･ T h e p o siti v e c o n tr ol i s s h o w n i n l an
e 2 ･ T b e a m o u n t of c o m p e tito r w a s 4 1 4 5 ･3 ×1 0h

5

p m ol ( 加 e 3) , 1 3 8 1 .8 ×1 0-
5

p m ol q a n e 4) , 4 6 0 ･6 × 1 0u
5

p m oI O a n e 5) , 1 5 3 ･5 × 1 0
∪5
p m ol O an e 6) ･ 5 1 ･2 × 1 0∩'

5

p m oI O a n e 7) ･ 1 7 ･1 × 1 0N
5

p m o1 0 a n e 8) . 5 .7 × 1 0~
5

p m oI O a n e 9) , 1 .9 × 1 0q
5

p m oI O an e l O) ･

J

O

室
温
∈

8
P
u

帽

芯
野
望

-

0

0

膏
｣

倉
s

u

β
u

〓

讐
屈
s

二

/
=

1 1 0 1 0 0 1 0 0 0

A m o u n t o f c o m p e tit o r (P m O L)

F ig 3 . T h e m e th o d of th e q u a n ti t ati v e d e t e r m i n a ti o n o f T S

m R N A b y c o m p e titi v e P C R , T h e si g n a l i n t e n s iti e s o f

c o m p e titi v e P C R p r o d u ct s tai n e d b y eth idi u m b r o m i d e w e r e

m e a s u r e d u si n g a d i gi tal i m a g e a n aly s e r (Fl u o rI m a g e r) . T h e

r a ti 0 0f th e a m pli五e d ta r g et t o th e a m plifi e d c o m p e tit o r
w e r e

p l o tt e d a g ai n s t th e a m o u n t of th e c o m p e tit o r u s e d
f o r th e

a s s a y . T h e e q ui v al e n t o f titr ati o n is sh o w n a s
a n a r r o w ･

1 0 分間遠心分離 し上清 にT C A 除去剤 (17 .7 % トリ ー

n
一 オ ク チ ラ ミ

ン を含 む1
,
1
,
2 - トリ ク ロ ロ トリ フ ロ ロ エ タ ン 溶液) 2

へ

3 m l を

加え10 分間凝塗 し, 3 0 00 r p m , 5 分間遠心分離 した .
こ の 上 清

をセ ル ロ ー ス プ レ
ー

ト(M e r ck , フ ラ ン ク フ)L, ト , 独) に ス ポ ッ

ト し1 M 酢酸 : 1 M 塩 化リ チ ウ ム 混液 (1 : 1) で展 開 しF d U M P

画分をか き とり0 .2 M 蟻酸 ア ン モ ニ ウ ム (p H 5 .0) 2 m l を 加え抽

出
,

3

H - F d U M P を得 た .

Ⅴ
. 1 S 蛋白量 の測定

T S 蛋白量の 測定 は S p e a r s ら
22)
の 方法 に従 っ た . す な わ ち

,

臨床検体で は腫瘍組織300 ～ 5 0 0 m g を4 倍量の TS 用懸濁緩衝液

〔0 .2 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル

,
1 5 m M C M P

,
1 0 0 m M フ ツ 化

ナ トリ ウ ム〕 で姐砕懸濁 し, 4 0 , 0 0 0 rp m で 6 0 分 間遠心分維後,

そ の 上清を酵素溶液と し た.
こ の 酵 素溶液0 . 1 m l に 媛衝 液 A

〔0 .6 M 炭酸水素ア ン モ ニ ウム b E 8 .0) , 0 .2 M メ ル カプ ト エ タノ

ー ル
, 0 .1 M フ ツ 化 ナ トリ ウ ム ,

1 5 m M C M P〕 0 ･ 1 m l
,

3

臥

F d U M P O . 1 m l , 補 因子 溶液 B 〔2 m M テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸

(t e t r a h y d r of ol a te , F H ｡) , 1 6 m M ア ス コ ル ビ ン 酸塩 ,
9 m M ホル

マ リ ン
,
1 5 m M C M P

,
2 0 m M メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル
,
1 0 0 m M

フ ツ 化 ナト リ ウ ム ,
2 % B S A , 5 0 m M 燐酸 カ 1) ウ ム 緩衝液 b H

7 .4) 〕 0 .0 5 m l を順次加え覚拝 し, 3 0 ℃ で2 0 分 間反応 させ TS ,

3

H -F d U M P , C H 2F H . の 三者結合体 を形成 させ た .
こ の 反応液に

10 % T C A O .3 5 m l を加え反応を停止さ せ 遠心分離 し, さ らに沈

澱 を5 % T C A l m l で 2 回懸濁
･ 遠心 し た . 分離 した 沈澱 に蟻酸

0 .5 m l を 加え ,
全量 を バ イ ア ル に 入 れ A C S - Il シ ン ナ レ

一

夕
ー

( ア マ シ ャ ム
･

ジ ャ パ ン
,
東京) 10 m l を加 えシ ン チ レ

ー

シ ョ ン

カ ウ ン タ
ー

( ア ロ カ u C - 1 0 0 0 , ア ロ カ , 束京) に て 放射活性を

測定 し
,
組織1 g あた り の T S 量を定量 した . 継 代細胞株 にお

い て は1 × 10
7

細胞 あた り1 m l の T S 用懸 濁緩衝液に て 組砕懸濁

し酵素溶液を得 た ｡ 臨床検体 と同様 に測定 を行 い ､ 酵 素溶液中

の 単位蛋白量あたり の T S 量を定量 し た . 酵素溶液中の 総蛋白

量 は バ イ オ ラ ツ ド プ ロ テ イ ン ア ツ セ イ キ ッ ド ( Bi o
- R ad ,

Ri ch m o n d
,
U S A ) を用い て 測定 した ｡

Ⅵ . 統計処 理

測定値はす べ て 平均値 士 標準偏差で示し た ∴ 二群間の 平均牌

の 差の 検定 に は, S t u d e n t の t 検定を用い , 多群間 の 平均値の差

の 検定 に は
一

元配置分散分析法の 後, S ch e ff e の F 検定を 仰
､
▼

危 険率5 % 未満 の 場 合に有意差あ りと した . ま た , 相関のイほ

性 の 検定 はP e a r s o n の 相 関係数 を求 め行 っ た .

なお 胃軌 大腸癌 の 所見の 記載 は そ れ ぞ れ 胃痛取扱 い 規紆1
;}

▼

大 腸噛取扱 い 規約
24)

に従 っ た .

成 績

Ⅰ . 競合 的 P C R 法 に よ る T S m R M の定量

1
. 競合的P C R 法 と DI A に よ る定 量

既知量の T S コ ン ペ テ ィ タ
ー

を作成 し
,
実際 に競合的P C R に

ょ る産物 の 電気泳動を行 っ た (図2 A) . 電気泳動 の 結果, 1
つ の

チ ュ
ー

ブ 内で 367 塩 基村 の T S m R N A と 33 3 塩基対 の TS コ ン
ペ

テ ィ タ
ー

の それ ぞ れ の バ ン ドが 検出さ れ た . 段 階希釈し た コン

ペ テ ィ タ
ー

で は
,

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに よ っ て発 光 したバ ン

ドの 強度は そ の 量 と
一

致 し次 第に減弱 した .

一 方 , タ
ー

ゲ ッ ト

とな る T S m R N A の バ ン ドの 強度 は 反対 に次第 に増強 し, 両者

の バ ン ドの 強度が等 しく な る T S コ ン ペ テ ィ タ
ー の 量 は肉眼的

にも概ね予測可能であ っ た . 初期 実験結果 より, T S コ ン
ペ テ



競合的P C R 法 に よ るT S m R N A の 定量

ィ ダ
ー の 量 は 1/ 2 倍ず つ 7 段 階希釈 で 14 3 4 × 1 0】6 p m o l か ら

11 .2 ×1 0∪~
6

p m ol の 範囲に設定 した. ま た求 め る
r

r S m R N A の 量

がこ の 系列か ら外れ た 場合 は コ ン ペ テ ィ タ
ー の 量 の 範囲を変更

し
,
再度競合的P C R 法 を行 っ た . p - ア ク チ ン の 競合的 P C R 法

による 産物の 電気泳動も同様 の 結果が得 ら れ た( 図2 B) . ′ク ー ア

クチ ン コ ン
ペ テ ィ タ

ー

の 量 は1/ 3 倍ず つ 7 段 階希釈で 414 5 .3 ×

1 0~
5

p m ol か ら1 .9 × 1 0
】5 p m ol の 範囲 に設定 した .

電気泳動終了後, D I A に取り込 み画像解析 ソ フ ト ウ ェ ア に よ

る解析を行 っ た . 画像解析 ソ フ トウ ェ ア に よりそ れぞ れ の バ ン

ドの 強度 を数値化 し, バ ッ ク グ ラ ン ドの 強度で 補正 した 後, 両

村数グ ラ フ の 縦軸 を コ ン ペ テ ィ タ
ー の 強度 とそ れ ぞ れ に対応 し

た目的遺伝子 の 強度 の 比 , 横軸を コ ン ペ テ ィ タ ー の 量と し5 点

プロ ッ ト した (図3) . プ ロ ッ ト し た5 点は ほ ぼ 直線 上 に 位置 し

2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0

TS c D N A ( P m Ol)
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て い た .

2 . 競 合的P C R 法 に よ るT S m R N A 定量の 正確性

既知量の ヒ トT S c D N A (7 0 2 .2 5 p m ol) を用い て , 希釈な し, 2

倍 希釈, 4 倍 希釈
,
8 倍希釈 に対 し て競合的P C R 法 に よ る 定量

を行 っ た ｡ 測定 の 結果は ほ ぼ 既知量 と 一 致 し た (囲4A) ｡ 既知

量の ヒ トT S c D N A に対 し
,
P C R の サ イ ク ル 数を変更 して そ れ

ぞ れ 競合的P C R 法 に よ る 解析定量を行 っ た . 2 5 サ イ ク ル
,
3 0

サ イ ク ル
,
3 5 サ イ ク ル

,
4 0 サ イ ク ル と 異な っ たサ イ ク ル 数 に

お い て もほ ぼ同
一

の 定量結果であ っ た (図4 B) .

‡ . 継代細胞様に お ける TS/ ア クチ ン 比 と TS 蛋白量の検討

継代細胞株9 検体 に お ける T S m R N A 量 は35 4 ± 2 4 0 × 1 0~~
G

p m o l/ m g 全 R N A , β
- ア ク チ ン m R N A 量 は 25 8 ± 7 8 × 1 0←

4

p m o l/ m g 仝 R N A , T S / ア ク チ ン比 は 1 .3 7 士 0 .6 9 × 1 0~
2

で あ っ
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･

O m th e d at a

p oi n ts b et w e e n T S c D N A a n d its q u a n ti丘c ati o n b y c o m p e titi v e P C R . (B ) T h e T S c D N A (7 0 5 p m ol) w a s q u a n ti丘e d b y c o m p e titi v e P C R
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Fi g 6 . R el a ti o n sh ip b e t w e e n T S p r o t e i n l e v el a n d th e T S

m R N A / P - a C ti n m R N A r a ti o i n s u r gi c al s p e ci m e n s o f

C O l o r e ct al a n d g a st ri c c a n c e r s a n d p e rit o n e al di s s e m i n a ti o n .

′

m e l in e r r e g r e s si o n li n e fb r m e d fr o m th e d a ta p o in ts i s sh o w n

i n T S p r o t ei n l e v el v e r s u s T S m R N A / β
-

a Cti n m R N A r a ti o ( r =

0 .5 7
, p < 0 .0 1) .
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た . ま た TS 蛋白量 は0 .7 2 ± 0 .7 3 p m ol/ m g 蛋白で あ っ た . 継 代

細胞株 に お け るT S/ ア ク チ ン 比 と T S 蛋白量と の 間に は 有意 な

正 の 相関が み ら れ た(r = 0 .8 5
, p < 0 .0 1) (図5) .

Ⅱ . 手術検体 に お ける TS / ア クチ ン比 と1 S 蛋 白量 の検討

手術検体5 1 例 に お ける T S m R N A 量 は 31 . 8 ± 5 4 ･7 × 1 0
'う

(
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S
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T S m R N A / β
- a C ti n m R N A ra ti o

o f b i o p s y s p e c
i m e n( ×1 0

-2
)

Fi g 7 . R el ati o n s hi p b e t w e e
n T S m R N A / l?

-

a Cti n m R N A r ati o

i n s u r gi c al s p e ci m e n s a n d th e T S m R N A/ J?
-

a Cti n m R N A r a ti o

i n bi o p s y sp e ci m e n s o f c ol o r e c tal c an C e r ･ T h e li n e r r e g r
e s si o n

li n e f o r m e d f r o m th e d at a p oi n ts i s sh o w n i n T S m R
N A / ′3

-

a cti n m R N A r ati o in s u r gi c al s p e ci m e n s v e r s u s T S m R N A / /
l? -

a cti n m R N A r a ti o i n b i o p s y s p e ci m e n s (r
= 0 .9 4 , p < 0 ･0 1) ▲

下

p m ol/ m g 全 R N A , P
- ア ク チ ン m R N A 量 は 20 9 ± 2 3 0 ×1 0~ S

p m ol/ m g 全 R N A , T S / ア ク チ ン 比 は 1 ･6 3 ± 1 ･5 7 × 1 0
~ 2 で あっ

た . T S 蛋白 量は2 .1 8 ± 1 .7 3 p m ol/ g 組織 重量であ っ た . 手術検

体 に お け る T S/ ア ク チ ン 比 とT S 蛋白 量 と の 間に は有意な正 の

相関が み られ た(r
= 0 .5 7

, p < 0 .0 1) (図6) .

Ⅳ . 術前生検組織 と手術検体 にお け る TS/ ア クチ ン 比の検討

術前 生検組織 に お け るT S/ ア ク チ ン 比 は1 .2 4 ± 0 .8 0 × 1 0~
2

で

あ っ た . 同
一

症例 に お ける 手術検体 の T S/ ア ク チ ン 比と生検組

織 にお け るT S/ ア ク チ ン比 の 間 に は有意な正 の 相関が み られ た

( r
= 0 .9 4

, p < 0 .0 1) (図7) .

Ⅴ . 臨床 病理学的検討

胃痛1 5 例 , 大 腸癌35 例 に つ い て性 別, 臓器 別, 組織学的リ

ン パ 節転移 の 有無 , 組織学的リ ン パ 管便襲 の 程度 , 組織学的脈

管侵襲の 程度別, 組 織塑別 に つ い て検 討 した .
T S / ア クチ ン比

は性別, 臓 器別, 組織学的 リ ン パ 節転移 の 有取 組織学的リ ン

パ 管侵襲の 程度別で は有意 な差を認 めなか っ た が , 組織学的脈

管侵襲 の 程度別で は Ⅴ=‡症例 が v tl , V 2 症 例 に対 し て 有意に高値を

示 し た(p < 0 .0 5) . ま た 組織型別で は低分化型が高分化型と比

較 し て 有意 に高 い T S/ ア ク チ ン 比 を示 し た(p < 0 . 0 5) . T S 蛋白

量 は性別, 臓 器別, 組織学的リ ン パ 節転移 の 有軌 組織学的リ

ン パ 管 侵襲 の 程度別, 組織学的脈管侵襲 の 程度別で は 有意な差

を認め な か っ た .

一

九 組織塑別で は低分化型が高分化型に対

して 有意 に高 い T S 蛋白量 を示 し( p < 0 .0 1) , 申分化型と比較し

て も有意 に高値で あ っ た (p < 0 .0 5) . 組織型別 に TS / ア クチ ン

比 とT S 蛋 白量を み る と ,
い ず れ も低分化型で最高値を, 高分

化型で最低値 を示 し , 二 者 の 間 に は 強 い 類似性 が認 め られ た

(表2) .

T a bl e 2 . R el ati o n s hip o f T S m R N A / P
-

a C ti n m R N A r a tio , T S p r ot ei n le v el a n d clin i c o p a t h o
lo gic f a c t o r s

V a ri a bl e C l a s sific a ti o n
N u m b e r o f

C a S e S

S e x M al e 3 0

F e m ale 2 0

S a m ple S t o m a c h 15

C o lo n 3 5

n
a ナ

( - ) 1 8

( + ) 3 2

1y
bl

V
C)

H is to lo g y
d)

0

1

つ
ん

｢

J

ハ

U

1

2

3

2 6

1 3

5

6

40

4

3

3

t u b 1 2 2

t u b 2 1 8

p o r 8

T S m R N A / J9
- a C ti n m R N A r atio

( 富 士S D ,
× 1 0~~ 2)

Ⅰ.5 7 ± 1 .6 7

1 .5 9 ± 1 .3 9

2 .1 :与±2 . 18

1 .4 1 ± 1 . 2 3

l .5 1 ± 1 .1 2

1 .6 9 ± 1 .8 1

1 .7 0 ± 0 .3 3

l .5 5 士 0 .4 3

l .0 0 ± 0 .4 5

1 .8 5 ± 0 .7 6

l .5 6 ± 1 .3 2

1 .1 9 ± 1 .0 7

0 .4 5 ± 0 ,2 6

4 .2 4 ± 3 .6 2

1 .O l 土 0 .7 9

2 .0 0 ± 2 .0 8

2 .7 3 ± 1 .4 1

T S p r ot ei n l e v e l

( 貢± S D , p m Ol/ g
. tis s u e)

2 .1 8 ± 1 .7 3

2 .0 1 士 1 .6 3

2 .6 8 ± 2 .1 2

2 .02 ± l .5 1

2 .4 4 士 l .67

2 .0 り±1 .7 7

2 ,2 2 ± 1 .7 7

2 .6 7 ± 1 .9 0

1 .8 1 ± 0 .6 3

1 .5 9 ± 1 .8 3

2 .25 ± 1 .7 4

1 .2 0 土 0 .8 1

1 .27 ± 0 .2 6

4 .0 6 ± 2 .0 4

1 .7 1 ± 0 .9 1

2 .
1 6 ± 1 .9 8

3 .9 5 ± 2 .0 2

a) n , hi st o l o gi c al m et a st a s is o f ly m p h n o d e ･
P

,
wi th o u t m e ta s t a si s; + , W ith m e t as t a s is ･

b) 1y , h isto 1 0 gi c al ly m p h oi d i n v a si o n ･ 0
,
W ith o u t i n v a si o n; 1 , W ith s li gh t i n v a s io n ; 2 , W ith m o d e r at e i n v a si o n; 3 , W ith s e v

e r e

c) v , h ist ol o gi c al v a s c ul a r i n v a si o n . 0
,
W ith o u t i n v a si o n ; l , W ith sli gh t i n v a si o n; 2 , wi th m o d e r at e i n v a si o n; 3 , W it h s e v e r e

d) tu b l , W ell dif fe r e n ti at ed a d e n o c a r c in o m a; t u b 2 , m O d e r a t ely di 触 r e n
ti at e d a d e n o c ar Ci n o m a; P O r , P O O rly

di ff t r e n tia t e d

a d e n o c a r ci n o m a .

*

p < 0 ･0 1 ,
* *
p < 0 ･0 5 ,

* * *

p
= 0 ･0 7 b y S c h ef 紺 s F te s t ･

■

l
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考 察

電子内視鏡 に代表さ れ る消化管検査機器 の 進歩
t 常 及は , 消

化器病の 早期発見, ひ い て は その 治療成績の 向上 をもた ら した .

しか し , 高度進行癌 や再発症例 の 予後 は未 だ不良である . ま た

治癒切除 に お い て も2 0
～ 3 0 % の 症例 に骨髄中 に微小転移を認

める と報告 され て い る
25)

. した が っ て
,
外科 的切除の み で は 治

癒が期待できない 例 や切除不能例 の 治療成潰の 向上 に は , 化学

療法の 効果が重要な役割 を担うと考えら れ る . 最近の 癌 化学療

法の 課題 は , 腫瘍縮小効果の み な ら ず延命 ヤ ク オ リ テ ィ オ ブ

ライフ の 改善を目標 にする と こ ろ に ある . そ の た め に , 新規薬

剤の みな らず作用機序や そ の 抗腫瘍効果に影響 を及ぼす細胞内

環境を考慮 した 化学療法の 開発 が精力的に な さ れ て い る . 5 - F U

は
､ 消化器痛 を中心 に広く臨床に用い ら れ て きた . しか し

, 最

近まで単剤はもちろ ん ,
佃 剤と の 併 用で も充分な臨床効果を示

さなか っ た . そ の な か で , 腫瘍細胞内の デ オキ シ ウリ ジ ン ー 燐

酸やTS 蛋白の 高値が 5 - F U に対す る低感受性 に つ な が る こ と が

報告さ れ
2 6)

,
5 - F U の 主た る作用機序 は T S 阻害 にあ る こ と が 広

く認め られ る に至 っ た . 同時 に, 腫瘍 組織内の 還元 型葉酸濃度

を高め る こ と が 5 - F U の 抗 腫瘍効果増強 に帰結す る と 認識 さ

れ
抑 ㈹

,
そ れ を 裏付け る よ う に大腸癌 に 対す る 外因性葉酸

(l e u c o v o ri n , Ⅰ. V) と 5 - F U の 併用療法 の 有用性 が報告 さ れ て い

る
29)

.

一 方 , シス プ ラチ ン (ci s -d i ch l o r o di am m i n e pl a也n u m ( Ⅱ) ,

C D D P) と 5 p F U の 併 用療法 が進行 ･ 再発消化器痛 に高い 奏効率

を示すこ と が 判明 して い る
3O)

. s c a n l o n ら
31)
は培養細胞を伺い

た実験で
,
C D D P の 存在下で は細胞膜に お け る メ チ オ ニ ン の 能

動輸送が阻害 さ れ
,
そ の 結 果細胞内で F H 一. が 生 成 され ると 報告

した. F H ｡ は C H 2 F H 4 の 前駆 体で あり, C D D P と5 - F U の 相乗効

果はC D D P に よ る還元 型葉酸濃度上昇作用 に由来 し て い ると 解

釈され る . 実際S hi r a s ak a ら
32) は

,
坦痛 ラ ッ トを用い た 実験で

C D D P 投与 によ る 腫瘍組織内還元型葉酸濃度の 上 昇と , そ れ に

伴う5 - F U の 抗腫瘍効果増強 を報告 し て い る .･ ま た , 橋本
33)
は

坦痛ラ ッ ト を用 い た実験 で , C D D P お よ び L V 投与 時の 腫瘍組

織内還元型葉酸の 変化を経時的 に観察 し, 5 - F U と 併用する際

の C D D P は
,
低量を反複 し て投与すべ きで あ る と結論づけた .

こ の 実験結果 が
,
現 在 多く の 施設 で行 わ れ て い る 低量反復

C D D P + 5- F U 療 法 の 理 論的背景 に な っ て い る .
こ の よう に

,

腫瘍細胞内 の 還元型葉酸濃度 を 上 昇さ せ TS を 含む 不活性三者

結合体の 形成率 を高 め る試 み は, 臨床的 に も成果をあげつ つ あ

る
:'4)

. か か る場 合, 標的酵素である T S の 絶対量が予 め把寝で

きれ ば理 想的である . T S 蛋白 量が 豊富 な腫瘍細胞 を死 に至 ら

しめる に は
,
よ り高濃度 の 還元 型葉酸が必要と予想さ れ る か ら

である. ま たjl = 二
35)
は
,
腫 瘍の 増殖 を 阻止 し な い 程 度の 5 - F U

投与で は
,
T S 蛋 白量が む しろ増加す る こ と を報告 した .

こ れ

らの こと か ら
, 腫瘍組織内 の T S 蛋白量は 5 - F U と併用す る薬剤

の選択 や化学療法 の 効果判定 に有用 な情報 である と考え ら れ

る
･ しか し

,
充分 な検体量 が得 ら れ な い 術前 や切除不能例な ど

では
, 従来 の パ イ ン デ イ ン グア ッ セ イ で TS 蛋 白量を測定す る

こと は不 可 能で あ っ た . した が っ て
,
生検組織 な どの 微量組織

から 耶 蛋白量を評価 し得 る方法 の 確立が望まれ て い た .

近年
,
P C R 法 の 出現 に よ り遺伝子工 学 は急速 に発展 し, T S

遺伝子発現 そ の も の を測定す る こ と が 容易 と な っ た
36)

. 従来
,

ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 が様 々 な組織 の 遺伝子発現量を測定す る た

めの 手段 と して用 い ら れ て きた . しか しなが ら
,
こ の 方法 は組
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織 か ら の 多くの m R N A 量 の 抽出が 必要であ る 珊 . 逆転写酵素に

よ る cD N A 合成反応 と組み合わせ た R T P C R 法 は , ノ
ー

ザ ン プ

ロ ッ ト法な どに比 べ て は るか に高感度 であり
,
この 手法に より

こ れ まで検出が 困難であ っ た少量の 組織 や細胞中 の m R N A の 検

出が 可 能 と な っ た
-5)1 6)

. さ ら に
,
こ の 手法を応用 した m R N A の

定量法と して , 内部標準物質を用い る方法
閑

や競合的PC R 法
1 ¶ ､ 1 9)

が 開発さ れ た . H o ri k o sh i ら
36)
は
,
T S m R N A を定量する た め に

内部標準物質と し て/9 2
∴ミ ク ロ グロ ブ リ ン を用 い て 別々 に 紆｢

P C R 反応を実施 し
,
各々 の 発現量を比較する こ と に よ っ て , 最

終的なT S m R N A の 発現量を測定 した . さ らに
,
消 化器病 に お

い て 化学療法前 の 腫瘍内TS m R N A 量と 5 - F U 感受性 との 相関 を

示 し た . R T P C R 法を用い た m R N A の 定量を行う上 で の 問題点

は
,
m R N A の 抽 出効率 お よ び逆転写酵素反応の 収率, P C R で の

増幅効率 の 違い ,
P C R で の プ ラ ト

ー

効果 の 遠 い で ある . 今回,

予備実験と してノ9
- ア クチ ン m R N A を内部標準物質と し, 1 チ ュ

ー ブ 内で TS m R N A と 同時 に増幅させ
,
両者を比較する こと に

より TS m R N A の 定量を試 み た. しか し
,
本研究の 結果か ら明

らか な よう に, /ヲ
ー ア ク チ ン m R N A 量 に対 して TS m R N A 量 は極

め て 微量 であ る. そ の ため
, 両者が プ ラ ト

ー

に達 して い ない

P C R サ イ ク ル 数な どの 条件設定が極め て 困難 であり, すべ ての

検体 で測定 可能な条件を設定する こ と は不可能であ っ た . ま た

ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 で はT S 遺伝子 の 発現 が極 めて 微量の 場合
,

検 出 さ れ な い 症例 が い く つ か み ら れ た . 競合的P C R 法で は最

初 に コ ン ペ テ ィ タ
ー を作成する と い う操作 が必要 とな るが

,

一

度作 成すれ ば半永久的に多数の 検体 に対 し て使用可 能である .

さ ら に
, 段 階希釈 した コ ン ペ テ ィ タ

ー

を使用す る こ と によ り,

プ ラ ト
ー 効果 の 影響を受けず, 広範囲の m R N A を 定量可 能で あ

る と考えら れ る . 実 際P C R サ イ ク ル 数を変化さ せ て も競合的

P C R 法の 定量結果 に変化は なか っ た .

一 方 , 作成 し た コ ン ペ テ

ィ タ ー の 塩基配列 が目的遺伝子と大きく異な る場合
,
両者の 増

幅効率が異 なる場合が あり, プ ラ ト ー に達す る前 の 指数関数的

増幅 の 時点で解析を行う必要性があ ると い う報告もみ ら れ る
39)

,

D i vi a c c o ら
JO)
は
,
P C R 反応を利用し た簡便 なn 塩基対の D N A が

挿 入 さ れ た コ ン ペ テ ィ タ ー の 作 成法を, C eli ら
21)
は
,
同様 に

P C R 反 応を利用 した
,
n 塩基対欠失 した コ ン ペ テ ィ タ ー の 作成

法 をそ れ ぞ れ 開発し た .
こ れ らの 方法に より, 目 的遺伝子と ほ

ぼ 同
山

の 塩 基配列 をも つ コ ン ペ テ イ ク ー の 作成 が 可 能で あり,

士削高効率の 問題が ほ ぼ解消 され る . 本研 究で は, C eli ら
川
の 方

法に 準 じて コ ン ペ テ ィ タ
ー を作成 した . しか し

,
こ の コ ン ペ テ

ィ タ
ー

は D N A で あり
,
R N A の 抽 出効率や逆転写酵素反応の 収

率の 問題は依然と して 残る . し たが っ て
,
正 確な m R N A の 定量

を行う た め に は競合鋳型R N A を作 成
41) す る か

,
あ る い は

ノ
ウ- ア

ク チ ン な どのI斗郎標準物質 に つ い て同様 に競合的P C R 法 によ

り定量を行い , 目的 m R N A に つ い て行 っ た結果と 比較する こ と

が 必要とな る. 本研究 で は後者を選択 し, 内部標準物質と し て

β
- ア ク チ ン の コ ン ペ テ ィ タ

ー

をT S と 同様な手技 で作成 し, 定

量 を行 っ た .
こ の 方法 に より先 に述 べ た問題点が解決され た と

考え られ る .

初期 の 競合的P C R 法 に お け る定量 ほ泳動上 の タ ー

ゲ ッ ト バ

ン ドと コ ン ペ テ ィ タ
ー バ ン ドの 強度が 同 一

と な る レ
ー ンを判定

して 行 わ れ て い た
21)

. しか し , 肉眼に よ る判定 は客観性 に欠け

誤差も大きい . こ の た め
,
バ ン ドの 強度 の 比較 に RI を用い た

定量が行わ れ , 誤差もより軽微なもの と な っ た
42)

. 本研 究で は,

電気泳動彼の 産物発現量の測定 に DIA を使用 した . そ の測定原
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理 は , 暗箱内 に置か れ た ブ ロ ツ テ ィ ン グ シ
ー トか らの 発光現象

を超高感度 ビ デ オ カ メ ラで と らえ る こ とで あ る. 発光 は微弱 な

た め
,
2 次元 の フ ォ ト ン カ ウ ン テ ィ ン グ撮像 に よ り , 光 子 ( フ

ォ ト ン) ひ と つ ひ と つ を検出, 蓄積 して 画像化 して い く . こ れ

に より
,
従来 は Ⅲ を用い て は じめ て 可 能 で あ っ た 高感度 で高

橋度な定量接が可能と な っ た . さ ら に
,
発現 が非常 に少 なく肉

限的にも認識困難な バ ン ドで も, コ ン ピ ュ
ー

タ
ー の 設定 を変え

る こと で検出が可能である . した が っ て
,
ゲ ル 上 の 産物 の 発現

量を比較す る競合的P C R 法で は
,
D I A は必要不 可欠であ る とい

える . D 仏 を使用 した 競合的P C R 法 に よる 解析 で は ,
ほ ぼ 全例

で コ ン ペ テ ィ タ
一 畳 と タ ー

ゲ ッ ト/ コ ン ペ テ ィ タ
ー

強度 比 と の

間 には 一 定の 関係が 得 られ た . そ の 際, 目的遺伝子と コ ン ペ テ

ィ タ
ー 強度量 が 等 しくなる点, す な わち, タ

ー

ゲ ッ ト/ コ ン ペ

テ ィ タ ー = 1 と な る コ ン ペ テ イ ク
一 畳 を目的遺伝子 の 量 と し

た . ま た
,

一

定 の 関係 が 得 ら れな い 場合 ,
競 合的 P C R 法が 適

切で な い も の と判断 し
,
再度定量を行 っ た . し たが っ て , 定 量

に お け る誤差 は非常 に少な い もの と考える . ま た
, 既 知量 の

TS c D N A の 定量 に お い て ほ ぼ正確な僅 が得 られ , か つ P C R サ

イ ク ル 数を変えても催 は ほ ぼ
一

定で あり, こ の 手 法の 正 確性 ,

簡便性が 確認 され た .

J o h n st o n ら
43)
は β

- ア クチ ン を内部標準物質と したR T P C R 法

を用い た定量法 で , 胃痛 ,
大腸癌組織 のT S m R N A 量 と TS 蛋白

量 との 間 に正 の 相関性を認め る こと を報告 して い る . 本研究で

も継代細胞株 9 種を用 い , 競合 的P C R 法に よ る T S m R N A と β
-

ア ク チ ン m R N A の 定量を行 い ,
T S 蛋 白量と の 相関性 に つ い て

確認 を行 っ た . そ の 結果 , 同様 にT S/ ア ク チ ン 比 と T S 蛋白量

と の 間 に は高 い 正 の 相関を認め た. ま た胃癌, 大腸癌, 胃痛腹

膜播種 か ら な る 51 手 術検体 に つ い て もほ ぼ 正 の 相 関 を認 め ,

T S m R N A の 定量 に よりT S 蛋白量 の 評価が 可 能で あ る こ と が確

認 され た . しか しな が ら
,
手術検体 で は 継代細胞株 と 比 べ て

′

指/ ア クチ ン 比と T S 蛋白量 と の 相関 に多少の ば ら つ きが み られ

た .
こ れ ら の 原 因と して は , 手術検体採取 の 条件 が異な る こ と

が 考えら れ る . 正 確な m R N A の 定量を行うた め に は ,
摘 出後の

迅速な検体の 凍結保存が 必 要で ある こ と は言うま でもな い . ま

た
,
T S 遺伝子 が そ れ 自身の m R N A に結合す る こ と に より ,

翻

訳段階で制御され る 作用 (a u t o r e g ul a ti o n)
瑚 も報告 され て お り

,

翻訳調節 の 存在も
ー 因と なりう る . さ ら に最近 に な っ てT S と

ア ン チ セ ン ス 配列をと る 遺伝子rT S が 報告 さ れ , 転写後調節 に

強く関与 して い る 可 能性がある こ とが 示唆さ れ て い る
4 5)4 6)

. n
､

S

は r T S α とr T S P の 2 種輝が あ る こ とが 確認 さ れ , 特 にr T S /ヲ

は抗癌剤耐性 に関与 して い る との 報告 が ある
4 7)

. 今 後 この 2 種

類の 遺伝子 の 転写後調節, お よ び抗癌剤耐性の 作用機序 の 解明

が期待 され る .

本研究の 目的の
一

つ で ある微量検体か ら の T S m R N A 定量 の

倍額性を確認する た め に, 実際に術前内視鏡 に て採取 した 生 検

組織より m R N A を抽出 し
,
競合的P C R 法 によ る T S m R N A の 定

量を行 っ た . 同
一

症例 で手術検体の TS/ ア クチ ン 比 と 生検組織

の T S/ ア ク チ ン 比 を比較 した結果, 両者 の 間に は有意 な正の 相

関 を認 め た . こ の こ と か ら
, 競合 的P C R 法を用 い た 消化器痛

の 生検組織か ら の T S m R N A 定量は 充分 な信頼性 を有 して い る

と結論 しえた . H a u z e ら
48)
は
! 少数例の 検体で は あ るが , 競合

的P C R 法 に よ っ て 定量 した 生検組織の T S/ ア ク チ ン 比 と T S 蛋

白量 との 相関性を報告 して い る .

胃痛
,
大腸癌 に お い て TS 黄白量が手術後の予後と相関す る

下

こ と が レト ロ ス ペ ク テ ィ ブ お よ び プ ロ ス ペ ク テ ィ ブ な臨床研究

に よ っ て示 され て い る
49)5 0)

. 本研究 で 胃痛
,
大腸癌50 検体 にお

ける T S 蛋白量 と 臨床病 理学的所見を比較検討 した 結果
, 分化

度 が低 い 症例 ほ どTS 蛋白量 が高 か っ た .

′

I S / ア クチ ン 比にお い

て もほ ぼ 同様 の 結果が得 ら れ , 加 えて脈管侵襲の 高度な症例ほ

どT S/ ア ク チ ン 比 が 有意 に高値 であ っ た .
こ の こ と か ら

, T S

m R N A 量が悪 性度の 指標 とな る可能性 が示唆 され た .

以上
, 本研究 の 結果か ら , 競合 的P C R 法 に よ る 微量検体を

用 い た TS m R N A 定 量の 信頼性 が確認 さ れ た , ま た
,
T S / アク

チ ン比 は T S 蛋白発現量 と有意 な正 の 相 関 を示す こ と が 判明し

た . T S m R N A や T S 蛋白 の 定量 に は, 従来大量 の 検体を必要と

して い た が ,
これ ら に代 わ る手技 と し て競合的P C R 法の 有用

性 が示唆され た . 今後 は , 競合的 P C R 法 に よ っ て 評価 したTS

m R N A 量 , T S 蛋 白発現量 と , 5 - F U を中心 と する 癌化学療法の

奏効度を比戟検討す る必要 がある と 思わ れ る .

結 論

ヒ ト音肖化器痛由来継代細胞株 9 種お よ び ヒ ト消化器痛組織51

検 体 を対象 と して競合的P C R 法 に よ る T S m R N A の 定量およ び

T S 蛋白量 の 測定 を行 い , 以下 の 結論 を得 た .

1 . D I A を 用い た競合的P C R 法に よ る TS m R N A の 定量が簡便

か つ 信頼性 を有す るもの で あ る こ とが 示唆 さ れた .

2 . 継代細胞株 にお ける TS/ ア ク チ ン 比 とT S 蛋白量と の 間に

は有意な正 の 相関が み ら れ ,
手術検体 にお い ても同様 の 相関性

が認め られ た こ と より
,
T S/ ア クチ ン 比 の 測定 に よ っ てTS 蛋白

量を評価す る こ と は可 能 で ある と思 わ れ た .

3 . 生 検組織 と手術検体 に お け る TS/ ア ク チ ン 比の 間 には有

意な正 の 相関が み られ , 競合 的P C R 法 に より生 検組織 (微量検

体) か ら の T S m R N A 定量 は信頼性 を有す るもの と思 わ れた .

4 . 臨床病理学的所見 と TS / ア ク チ ン 比で は , 脈管侵襲の高

度な症例 と分化度 が低 い 症例 ほ ど T S/ ア ク チ ン 比が 高く, T S

m R N A 発現 は抗癌剤感受性 の 指標 の み な らず, 悪性度の 指標に

もな る 可能性が示唆 され た .
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R N A m e t ab oli s m i n N o vi k off h e p at o m a c ell s . C a n c e r R e s 3 9 :

49 05 4 9 1 3 , 1 9 7 9

7 ) K u f e D W , M aj o r P P . 5 欄 u o r o u r a cil i n c o r p o r a ti o n i n t o

h u m a n b r e a s t c a r ci n o m a R N A c o rr el at e s wi th c yt o t o x i city . J Bi oI

C b e m 2 5 6 : 9 8 0 2
-9 8 05

,
1 9 8 1

8 ) T a n a k a M , m m u r a K , Y o s h id a S . E n h a n c e m e n t o f th e

in c o r p o r a ti o n o f 5
-fl u o r o d e o x y u rid yl a t e i n t o D N A of H し60 c ell s

b y m eta b oli c m o d u
l ati o n s . C a n c e r R e s 4 3 : 5 1 4 5 - 51 50

,
1 9 8 3

9 ) E v a n s R M ,
I ･ a S ki n J D

,
H a k al a M T . As s e s s m e n t o f g r o w th

-

1i m iti n g e v e n ts c a u s e d b y 5
一灯u o r o u r a cil i n m o u s e c ell s a n d i n

h u m a n c ell s . C a n c e r R e s 4 0 : 4 1 1 3 - 41 2 2
,
1 9 8 0

1 0) S p e ar S C P , G u st a v s s o n B G , M it c h ell M S
,
S pi c e r D , B e r n e

M
,
B e r n s t e i n L

,
D a n e n b e r g P V . T h y m i d yl a t e s y n th e t a s e

i n hibiti o n i n m ali g n a n t t u m o r a n d n o r m al li v e r of p a ti e n ts gi v e n

i n tr a v e n o u s 5 一皿u o r o u r a cil . C a n c e r R e s 4 4 : 4 1 4 4 q 4 1 5 0
,
1 9 8 4

11) W a sh ti e n W L . T h y m id yl at e s y n th e ta s e l e v el s a s a fa ct o r i n

5 -fl u o r o d e o x y u ri di n e a n d m e th o t r e x a t e c y t o t o x i cit y i n

g a str oi n t e sti n al tu m o r c ell s . M oI P h a r m a c o1 2 1 : 7 2 3 -7 2 8
,
1 9 82

12) R o s s a n a C , R a o L G , J o h n s o n L F . n y m id yl at e s y n th e t a s e

O V e r P r O d u c ti o n i n 5
- fl u o r o d e o x y u ri d i n e ィ e si s t a n t m o u s e

B b r o bl a st s . M oI C ell B i o1 2 : 1 1 1 8 -1 1 2 5
,
1 9 8 2

1 3) P ri e s t D G , I ･ e df o rd B E
,
D oi g M T . I n c r e a s e d th y m i d yl a te

S y n th e ta s e i n 5 -fl u o r o d e o x Y u rid i n e r e si st a n t c ult u r e d h e p a to m a

C ell s . B i o c h e m P h a rm a C O1 2 9 : 1 5 4 9 -1 5 5 3
,
1 9 8 0

1 4) S a n ti D V , M c H e n r y C S , P e r ri a rd E R . A filt e r a s s a y f o r

th y m id yl a t e s y n th e t a s e u si n g 5
-n u O r O - 2

,
-d e o x y u rid yl a t e a s a n

a cti v e sit e tit r an t . B i o c h e m i s tr y 13 : 4 6 7
-7 0

,
1 9 7 4

1 5) S aiki R K
,
S c h a rf S

,
F al o o n a F

,
M u lli s K B

,
H o r n G T

,
E rli c h

H A
･
A r n h ei m N ･ E n z y m ati c a m plifi c a ti o n o f J9

-

gl o b i n g e n o m i c

S e q u e n c e s a n d r e st ri c ti o n sit e a n al y si s f o r d i a g n o si s of si c kl e c ell

a n e m i a . S ci e n c e 2 3 0 : 1 3 5 0 -1 3 54
,
1 9 8 5

1 6) C h ell y J , K a pl a n J C , M ai r e P , G a u t r o n S , K a h n A .

T r a n s c ri p ti o n of th e d y st r o ph i n g e n e i n h u m a n m u s cl e a n d n o n
-

m u s cl e ti s s u e s . N at u r e 3 3 3 : 8 58 -8 6 0
,
1 9 8 8

1 7) B e c k e r - A n d r e M
,
H a h l b r o c k K . A b s o l u t e m R N A

q u a n tin c a ti o n u si n g th e p o ly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n (P C R) . A

n o v el a p p r o a c n b y a P C R ai d e d t r a n s c r i p t tit r a ti o n a s s a y

P A T T Y ) . N u cl ei c A cid s R e s 1 7: 9 4 3 7 -9 4 4 6
,
1 9 8 9

18) Gillil a n d G
,
P e r ri n S

,
Bl a n c h a r d K

,
B u n n H F . An al y si s of

C y to k i n e m R N A a n d D N A : D e t e c ti o n a n d q u a n ti t a ti o n b y

C O m p etiti v e p oly m e r a s e ch ai n r e a cti o n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A

87 : 2 7 25 -2 7 2 9
,
1 9 9 0

19) S i e b e rt P D
,
L a r ri c k J W . C o m p e titi v e P C R . N at u r e 3 5 9‥

55 7 -5 58
,
1 9 9 2

20) C h o m c z y n s k i P , S a c c h i N . S i n gl e
-

S t e p m e th o d o f R N A

i s ol ati o n b y a cid g u a ni di ni u m th i o c y a n at e
-

p h e n ol
-

C hl o r of o r m

e x tr a cti o n
･ An al Bi o ch e m 1 6 2 : 1 5 6 -1 5 9 , 1 9 8 7

21) c e h F S
,
Z e nil m a n M E

,
S h u ldi n e r A R A r a pi d an d v e r s a til e

m eth o d t o s y n th e si z e i n t e r n al s ta n d a r d s f o r c o m p e titi v e P C R .

N u cl ei c A cid s R e s 2 1 : 10 4 7
,
1 99 3

22) s p e a r s c p
,
S h a h i n i a n A H

,
M o r a n R G

,
H eid elb e r g e r C ,

2 0 1

C o rb e tt T H ･ I n vi v o ki n e ti c s o f th y m i d yl a te s y n th e ta s e i n h ib iti o n

i n 5 - fl u o r o u r a cil - S e n Si ti v e ･

a n d - r e Si s t a n t m u ri n e c ol o n

a d e n o c ar Ci n o m a s . C a n c e r R e s 4 2 : 4 5 0 q4 5 6
,
1 9 82

2 3) 胃痛取扱い 規約(胃痛研究会稀) . 改討 第12 版 , 金原出版,

東京, 1 9 9 3

2 4) 大腸癌取扱い 規約 (大腸癌研究会編) . 改訂第5 版, 金原

出版
,
東京

,
1 99 4

2 5) 0
'

S ul 1iv a n G C
,
C o11i n s J K , 0

'

B ri e n F
,
C r o w l e y B , M u r p h y

K
,
L e e G

,
S h a n ah a n F . M i c r o m e t a st a s e s i n b o n e m a r r o w o f

p a ti e n t s u n d e r g oi n g
"

c u r a tiv e
"

s u r g e r y f o r g a s tr oi n te sti n al

C an C e r ･ G a s tr o e n t e r ol o g y l O 9: 1 5 3 5
r1 5 4 0

,
1 99 5

2 6) S p e ar S C P , G st a v s s o n B G
,
B e r n e M

,
F f o si n g R , B e rn S tei n

L
,
H a y e s A A ･ M e c h a n i s m s of i n n a te r e si s ta n c e t o th ym i d yl a t e

S y n th a s e i n h ib iti o n a fte r 5
- n u O r O u r a Cil

.
C a n c e r R e s 4 8 : 5 8 9 4 _

5 9 0 0
,
1 9 8 8

2 7) 白坂智彦 , 島本雄司
, 福島正 和. シ ス プ ラ チ ン と 弗化 ビ

リ ミ ジ ン . 痛治療 ･ 今 日 と明日 13 : 2 3 - 2 8
,
1 9 9 1

2 8) 道伝研司, 田 中基裕 , 大村健 二
, 佐 々 木琢磨, 渡辺洋宇,

白坂智彦. te rn a r y C O m pl e x C r C ) の 動 的平衡と痛組織内還元型

葉酸 に つ い て . 日痛治 26 : 1 68 7 , 1 9 9 1

2 9) P et r elli N
,
H e r T e r a L

,
R u st u m Y

,
B u r k e P

,
C r e a v e n P

,
S tul c

J , E m ri c h U
,
M ittel m an A . A p r o s p e c tiv e r an d o m i z e d tri al of 5 -

fl u o r o u r a cil a n d ･hi gh - d o s e l e u c o v o ri n v e r s u s 5 -n u O r O u r a Cil a n d

m eth o tr e x a t e i n p r e v i o u sl y u n tr e a t e d p a ti e n t s w i th a d v a n c e d

C Ol o r e c tal c a r ci n o m a . J C li n O n c o1 5 : 1 5 5 9 -1 5 6 5
,
1 98 7

3 0) 大村健 二 , 道伝研司, 宗本 義則, 川上 和之
,
富永太門

,

橋本琢生 , 石田文生
,
渡辺洋字. シス プラ チ ン

,
5 - F U (口F p 併

用療法に よ る消化器痛の 治療. 癌と 化学療法 19 : 7 2 3 - 72 5
,
1 9 9 2

3 1) S c a n l o n K J , N e w m a n E M , L u Y , P ri e s t D G . B i o c h e m i c al

b a si s f o r ci s pl ati n a n d 5
-fl u o r o u r a cil s y n e r gi s m i n h u m a n o v a ri a n

C a r Ci n o m a c ell s . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 8 3 : 8 9 2 3 - 89 2 5
,
1 9 8 6

3 2) S h i r a s a k a T , S h i m a m o t o Y
,
O h s h i m o H

,
S a it o H

,

F u k u s h i m a M . M e t ab oli c b a si s of th e s y n e r gi s ti c a n tit u m o r

a c ti viti e s of 5 -n u O r O u r a Cil a n d ci s pl a ti n i n r o d e n t tu m o r m od el s in

Vi v o ･ C a n c e r C h e m o th e r P h a r m a c o1 3 2 : 1 6 7 -1 7 2
,
1 9 9 3

3 3) 橋 本琢生 . フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン系抗 が ん 剤の 抗腫瘍効果増

強 に関す る基礎的研究. 十全医会誌102 : 6 5 8 - 6 70
,
1 9 9 3

3 4) 大村健 二 進行胃癌 に対する5 -F U + C D D P 療法- そ の 理 論

と実際- . 進行胃痛 に対する治療戦略 ､ 遺伝 子診断か ら集学的

治療まで ､

(宮崎逸夫, 米村 豊編) , 第1 版 , 1 2 4 - 13 0
,
ソ フ ト

サ イ エ ン ス 社
,
束京

,
1 9 9 5

3 5) 川 上 和 之.
ヒ ト大腸癌組織内チ ミ ジ ル 酸合成酵素活性お

よ び葉酸 プ ー ル の 測定と ユ ー

エ フ テ ィ 投与 によ る そ の 変動 . 十

全医会誌 101 : 9 7 5 一錮6
,
1 9 92

3 6) H o ri k o s h i T , D an e n b e r g K D , S t ad b a u e r T H W , V olk e n an d t

M
,
S h e a L C C

,
A i g n e r K , G u st a v s s o n B

,
Le i ch m a n L

,
F r 6 si n g R ,

R a y M , G ib s o n N W , S p e a r s C P , D an e n l) e r g P V . Q u an tit ati o n of

t h y m id yl a t e sy n th a s e , d i h y d r o f ol a t e r e d u c t a s e , a n d D T
-

d i a p h o r a s e g e n e e x p r e s si o n i n h u m a n t u m o r s u si n g th e

p ol ym e r a S e C h ai n r e a c ti o n . C a n c e r R e s 52 : 1 0 8
- n 6

,
19 9 2

3 7) B o u a b o u l a M
,
Le g o u x P , P e s s6 g u 6 B , D el p e ch B , D u m o n t

X
,
Pi e ch a c z yk M , C a s ell a s P , S hi r e D . S t an d ar di z ati o n of m R N A

titr a ti o n u si n g a p oly m e r a s e c h ai n r e a c也o n m e th o d i n v ol vi n g c o
-

am pliB c a ti o n wi t h a m ul ti s p e ci丘c i n t e rn al c o n t r ol . J Bi oI C h e m



2 0 2 森

267 : 2 18 3 0 -2 1 8 3 8
,
1 9 9 2

3 8) K i n o s h i t a T , I m a m u r a J , N a g ai H , S h i m a m o t o K ･

Q u a n tifi c a ti o n o f g e n e e x p r e s si o n o v e r a w i d e r a n g e b y th e

p ol ym e r a S e C h ai n r e a cti o n ･ An al B i o c
h e m 2 0 6 : 2 3 l

-2 3 5
･
1 9 9 2

3 9) W ei s n e r RJ , B ei n b r e c h B , R u e gg J C ･ Q u a n tit ati v e P C R ･

N a 山 r e 3 6 6 : 4 1 6 , 1 9 9 3

4 0) D i vi a c c o S , N o ri o P , Z e n tili n L , M e n z o S , C l e m e
n ti M

,

B i am O n ti G
,
R v a S

,
F al a s c hi A , G i a c c a M ･ A n o v el p r o c e d u r e f o r

q u a n tit a ti v e p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n b y
c o a m p lifi c ati o n o f

c o m p etitiv e t e m pl a te s ･ G e n e 1 2 2 : 3 1 3
- 3 20

,
1 9 9 2

4 1) V a n d e n H e u v el J P , T y s o n F L , B ell D A ･ C o n s t r u c ti o n of

r e c o m b i n a n t R N A t e m p l a t e s f o r u s e a s i n t e rn al st a n d a rd
s i n

q u an ti ta ti v e R T P C R B i o t e c
h n iq u e s 1 4‥3 9 5

- 39 8
,
1 9 9 3

4 2) M c C u1l o c h R K , C h o o n g C S , H u rl e y D M ･ An e v al u ati o n o f

c o m p e d t o r t yp e an d si z e f o r u s e in th e d e t e r m
i n a ti o n o f m R N A

b y c o m p e tid v e P C R ･ P C R M e th o d s A p p1 4 : 2
1 9 -2 2 6

,
1 9 9 5

4 3) J o h n s t o n P G , L e n z H J , L ei c h m a n C G , D a n e n b e r g K D ,

Al 1 e g r a CJ , D a n e n b e r g P V , Le i c h m an L ･ T h ym id yl a t e s y n th a s e

g e n e a n d p r o te i n e x p r e s si o n
c o r r el at e a n d a r e a s s o ci a t e d wi th

r e s p o n s e t o 5
- fl u o r o u r a cil i n h u m a n c ol o r e c t al a n d g a s t ri c

tu m o r s . C a n c e r R e s 5 5 : 1 4 0 7 -1 4 1 2 , 1 9 9 5

4 4) C h u E , K o ell e r D M , C a s e y J L , D r a k e J C , C h a b n e r B A ,

E I w o o d P C
,
Z i n n S , A ll e g r a CJ . A u t o r e g u l a ti o n o f h u m a n

th y mi d yl a t e s y n th a s e m e s s e n g e r R N A t r an Sl a也o n b y th ym i 瑚 a te

sy n th a s e ･ P r o c N a也A c a d S ci U S A 8 8 : 8 9
77 -8 9 8 1

･
1 9 9 1

下

45) D ol n i c k B J . C l o n i n g a n d c h a r a c te ri z ati o n o f a n a tu r al1y

o c c u mi n g a n ti s e n c e R N A t
o h u m a n th y mi d yl at e s y n th a s e m R N A ･

N u cl ei c A cid s R e s 2 1 : 1 7 4 7 -1 7 5 2 , 1 9 9 3

4 6) Bl a c k A 軋 D ol n i c k BJ . E x p r e s si o n of n S c o r r el a t e s wi th

alt e r e d g r o w th r e g u l a ti o n o f th y m id yl a t e s y n th
a s e ･ C an C e r R e s

5 6 : 7 0 0 て05
,
1 9 9 6

4 7) D oln i c k B J , B l a c k A R .創te rn a te S pli c in g of th e I T S g e n e

p r od u c t a n d it s o v e r e x p r e s si o n
i n a 5 一皿u o r o u r a cil - r e Si st a n t c ell

h n e . C an C e r R e s 5 6 : 3 2 0 7
- 3 2 1 0

,
1 9 9 6

4 8) H a u z e T A , L a r s s o n L , L a r s s o n P A , H a n s s o n G , As e a A ,

G u st a v s s o n B . R a pid d e t e c ti o n o f th y m i d yl a te s y
n th a s e g e n e

e x p r e s si o n l e v el s b y s e m i
-

q u a n tit ati v e c o m p e ti ti v e r e v e r s e

t r an S C ri p ta s e p ol ym e r a S e Ch ai n r e a c ti o n f oll o
w ed b y q u an tita h e

di gi t al i m a g e an al y si s . T u m o r B i o1 1 7‥3 0 6
-3 1 9 , 1 9 9 6

4 9) J o h n st o n P G , Fi s h e r E R , R o c k ett e H E , Fi s h e r B , W o lm ark

N
,
D r a k e J C , C h a b n e r B A , Al 1 e g r a CJ ･ Ⅵ一･

e r Ol e o f th y mi d yl ate

s y n th a s e e x p r e s si o n i n p
r o g n o si s a n d o u t c o m e o f a dj u v a n t

c h e m o th e r a p y i n p a ti e n t s w it h r e c t al c a n c e r ･ J Cli n O n c ol 12 :

2 6 40 -2 6 4 7
,
19 9 4

5 0) Le n z HJ , Le i c h m a n C G , D a n e n b e r g K D , D a n e n b e r g P V ,

G r o s h e n S
,
C o h e n H

,
L A i n e L

,
C r o o k e s P

,
S il b e r m an H , B ar an d a

J , G ar Ci a Y , Li J , Le i c h m an L . T h y m id yl at e s y n th a s e m R N A l e v el

i n a d e n o c ar Ci n o m a of th e sto m a c h : A p r e di ct o r f o r p ri m a r y tu m o r

r e s p o n s e a n d o v e r al l s u r vi v al
. J C li n O n c ol 1 4 : 1 7 6 -1 8 2 , 1 9 9 5

Q u a ntifi c ati o n o f T h y mi d yl at e S y n t h a s e m R N A b y
C o m p etiti v e P C R U si n g V e r y S m a11 T i s s u e S a m p l e s

i n H u m a n

G a st r oin t e sti n al C a n c e r M i n o r u M ori s hi t a
,
D e p

a rt m e n t o f S u r g e ry ( 1) , S c h o ol o f M e di c i n e ･ K a n a z
a w a U n i v e r sity ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7

,
1 9 3

-

2 0 2 ( 1 9 9 8)

K ey w o r d s: h u m a n g as t r oi n te s ti n al
c a n c e r , th y m i d y l a te sy

n th a s e
,
C O m p e ti ti v e P C R , d i g

i t al i m a g e a n a ly s
e r
･

n u o r o p y ri m i d i n e s

T h y m i d y l a te s y n th a s e ( T S) i s th e t ar g e t e n Z y m e O f fl u o r o p y
ri m i di n e s

,
W hi c h i s al s o o n e o f th e r a t e

-1i m i ti n g e n z y
m e s f o r

th e d e n o v o sy n th e si s of th e p r y m
id in e n u cl e otid e ･ I n thi s s t u d y , a q u a n ti n c a ti o n m e th

o d of T S m R N A b y c o
m
p
e ti ti v e P C R

u sin g a d i gi t al i m a g e a n al y z e r ( D I A) w a s e st a b lis h e d ･
U si n g 9 c u lt u r e d c e ll li n

e s
,
1 5 g a st ri c c a n c e r s a m p

l e s
,
3 5 c o l o r e c tal

c a n c e r s a m p l e s , a n
d l s a m p l e o f g a stri c c a n c e r s e

e d i ng o n th e p e ri t o n e u
m e x ci s e d d u ri n g o p e r a ti o n , q u a

n tifi c a ti o n o f T S

m R N A b y c o m p e ti ti v e P C R a n d m e a s u r e m e n t
o f th e T S p r o t ei n l e v

el w a s p e rf o r m e d , a n d th e
r eli a b ili ty o f m

R N A

q u a n ti B c a ti
o n u sl n g ti s s u e s a m p l e s o b t

ai n e d b y bi o p sy a n d it s cli n i c al i m p o r t a n c e w e r e e v a l u at
e d ･ A s a c o n tr o l

, P - a C ti n

m R N A w a s q u a n tifi ed ･ T h e a m o u n t of T S m R N A w a s e x p r e s s e d a s th e T S m R N A /β
一 a C ti n m R N A r a ti o ( T S / a c ti n r ati o) ･

T h e r e w a s a si g ni凸c a n t c o IT el ati o n b e t w e e n th e T S / a c ti n r a ti o a n
d T S p r ot ei n l e v el i n th e 9 c e11 1i n e s ( r

= 0 ･8 5
, P < 0 ･O l) ･ I n th e

5 1 s am Pl e s c oll e c te d d u ri n g o p e r a ti o n s , th e m e a n T S / a c
ti n r a ti o w as l ･6 3 ± l ･5 7 ×10 q

2

,
a n d th e m e a n T S p r o t

ei n l e v el w a s

2 . 1 8 ± 1 ･7 3 p m o u g
･ ti ss u e

,
S h o w i n g a si g n i 鮎 a n t c or r el ati o n b e t w e e n th e m e a n T S /

a c ti n r a ti o a n d T S p r o
t ei n l e v el ( r = 0 ･5 7 ,

p < 0 ･0 1) ･ T h e r e w a s a cl o s e c o r r el ati o n b e t w e e n
th e T S / a c ti n r a ti o s o b t ai n e d b y p r e o p e r a ti v e b i o p sy a n d th

o s e o f th e s a m pl e
s

c oll e c te d f r o m th e s am e P ati e n t d mi n g o p e r a ti o n ( r
= 0 ･9 4 , P < 0 ･0 1) ･ T h e T S/ a c ti n r a ti o w a s si g ni B c a n tly h ig h e r i n v 3

th a n i n

v ｡ a n d v 2 a C C O r di n g t o th e c l a s sifi c ati o n o f h i s tol o g i c a l i n v a si o n o f v
e s s el s ( P < 0 ･ 0 5) ･ T h e T S / a c ti n r a ti o i n t

h e l o w
-

d iff e r e nti ate d tis s u e s w as sig n ifi c a ntly hi gh e r t h a n th at i n th e h ig h
- di ff e r e n ti a t e d ti s s u e s ( P < 0 ･

0 5) ･ T h e s e r e s u l ts s u g g e s t
th at

c o m p
etiti v e P C R i n ti s s u e s o b t ai n e d b y b io p s y lS a u S e fu l m eth o d f o r e v al u a ti o n o f th e p

r o d u c d o n of T S p r o tei n , a n d th a
t th e

m e a s u r e m e nt o f T S m R N A is a p ot e n ti al p r e o p e r ativ e p r e di c t o r o f th e hi st o l o g y o f v e s s
el s in h u m a n g ast r oi n t e sti n al c a

n c er

tiss u e s .


