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近年 ， 消化管癌 に 高い 奏効率 を示 す化学療法と して ，
フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン とそ の 調節因子の 併用 が注 目 され て い る ． 本研

究で ほ
，

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の 作 用増強の 条件を 明 らか に す る こ と を 目 的と し
仁 腫瘍覿織に お ける フ

ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の 代謝関連

酵素活性を 測定す ると ともに
，

チ ミ ジ ル 酸合成酵素 くth y mi d yl a t e s y n th a s e
，
T S l の 阻害と酵素反応の 補因子で ある還元型葉酸

濃度と の 関係を 検討 した ． 7 5 例の 臨床症例か ら得た胃癌 ， 大腸癌の 新鮮覿 鮎 7 検体と正 常粘険1 4 検体を 用い た ． 採取 した 覿織

は凍結保存 し
，

T S 濃度 ，
チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ くth ym id i n e k i n a s e ， T Kl 活性 ，

5－フ ル オ ロ ウ ラ シ ル く5－fl u o r o u r a cil
，
5 ゼ U トの リ ソ

酸 化 と 分 解 経 路 の 酵 素 活 性 ， 還 元 塾 葉 酸 で あ る メ チ レ ン チ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 くm e th yl e n e t e tr a h y d r of olylgl u t a m a t e
，

C H 2H 4P t e Gl u トお よび テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸くt e tr a h yd r of olylgl u t a m a t e
，
H 4P t e G lul の 濃度を 測定 した ， さ ら に ， ト リチ ウ ム で ラ ベ ル

した フ ツ 化デ オ キ シ ウ リ ジ ン
一

癖酸くfl u o r o d e o x y u ridi n e m o n o p h o s p h a t e
，
F d U M P l と T S お よび 内因性葉酸 に よ っ て 形成され

る 三 者結合体くt e r n a r y c o m pl e x ，
T Cl の 安定性を観察 した 一 度瘍組織 の T S 壊乱 T K 括IR ，

5－F U の リ ソ 酸化 およ び 分解経路

活性 ，
2 つ の 還元型葉酸の 合計濃度 ，

T C の 半減期はそ れ ぞれ
，
2 ．5 士3 ．6 n M

，
2 ■6 士1 ．3 n m o V g 紅織ノm i n ．， 4 ．5 土3 T9 n m o V g 組

l mi n ．
，
1 ．4 土1 ．O n m o V g 紅織ノm i n ．

，
1 ．9 土1 ．O n M ， 36 土8 分 で あ っ た ■ ま た

，
T C の 半減時間と試験管内の C H 2 H 4P t e G l u 濃度とほ

よく相関 した くy ニ 8 9 ．8 x ＋1 8 ．6
，

r
こ 0 －8 69 ， p く0 ．0 0 り ． 外国性 の F d U M P と 内国性還元型葉酸 と で 形成 され た T C の T S 濃度 に

対す る百 分率 を意味する試験管 内チ ミ ジ ル 酸合成 酵素阻害 率 くth ym id yla t9
S y n t h a s e i n h ibiti o n r a t e i n t u b e l T SI R i n t u b el

は ，
T S ．濃度 と 負の 相関を 呈 した くy ニ

ー 0 －3 7 x ＋2 ．6 7 2
．
r

ニ 0 －5 4 3 ， p く0 ．0 01l ． 以上 の 研究結果か ら
，
5 － F U の 分解は フ ッ 化 ビ リ ミ

ジ ン の 抗腫瘍効果に 影響を 与え ， そ して 腫瘍組織間に み られ る T S 濃度や 還元 型葉酸濃度の 相違は フ ツ 化 ビ リ ミ ジ ン 投与後の

T S 阻害率や T S 阻害の 持続 に 影響を 与え る と考え られ た ．

K e y w o r d s fl u o r o p y ri m idi n e
，
t h y m id yl a t e sy n t h a s e

，
t e r n a r y C O m pl e x ，

r e d u c e d f ola t e

消化管上 皮由来の 悪性腫瘍の 治療 に お い て ， 病巣の 外科的切

除が そ の 中心 で あ る こ と に 異論は な い
．

しか し
， 局所療法の 限

度を超え て 進展 した 症例に 遭遇す る こ と もまれ で は なく ， 進行

胤 再発癌 に 対す る有効な化学療法の 開発は急務 で ある と言え

る ．

過去20 年間で ， 化学療法に よ る 白血 病
， 悪性リ ン パ 腫 ， 卵巣

癌な どの 治療成績は 飛躍的に 向上 した ．

一 方 ， 胃癌 ， 大腸癌 の

予後向上 に 寄与 した の は 早期発 見 と い う診 断技術 の 進歩 で あ

り
，

こ れ ら の 癌腫に は 化学療法の 効果は 期待 で きな い と い うの

が通説で あ っ た ．

近年の 生化学的 ， 薬理 学的検索 に よ っ て ， 各種抗癌剤の 作用

機序の 解明 と とも に
， 腫瘍細胞 が抗癌剤 に 対 し低感受性と な る

故序も明 らか に さ れ つ つ ある ．
か か る知見に 基づ い て

，
腫瘍細

胞内で の 抗癌剤の 代謝を調整 しそ の 効果増強を 図 る ，
い わ ゆる

生化学的調節 くbi o c h e mi c al m o d u l atio nl の 理 論を 導入 した 化学

療法が 最近注 目され て い る ． な か で も
，

消化管原発の 癌腫に 対

して は
一
5－フ ル オ ロ ウ ラ シ ル く5－fl u o r o u r a cil

，
5－F U l を 作用因子

くeff e ct o rl と して 使用す る多剤併用療法が 注目 を浴び
，
基礎 軌

臨床的検討が な され て い る ． すな わ ち
，

ロ イ コ ポ リ ン や シ ス プ

ラ チ ゾ
，

，
メ チ オ ニ ン 欠乏輸液

2，
を 調節因子 くm o d u l at o rl と した

5－F U 系抗癌剤の 生化学的調節の 基礎的検討が な され
， 臨床 で

もそ の 効果が 認め られ て い る
3 卜 61

5－F U の 主た る作用機序ほ
，
5－F U が 5一フ ル オ ロー2

J

－デ オ キ シ

ウ リ ジ ン
ー 燐 酸 く5－fl u o r o－2

，

－d e o x y u rid i n e 5
，

一皿 O n O p h o s p h a t e ，

F d U M P l に 代謝され た後 ，
ビ リ ミ ジ ン の 新生合成系律速酵素で

ある チ ミ ジル 酸合成酵素くth y m id yl at e s y n th a s e ， T S I お よび メ

チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 くm e th yl e n et e tr a h yd r of olylgl u t a m at e
，

C H 2 H ．P t e G l ul と ともに 三 者結合体くt e r n a r y c o m pl e x
．
T Cンを形

成 し ，
T S を不 括化する こ と に よる

7 脚
． した が っ て

， 腫瘍細胞内

で の 5－F U の 代謝障害や 異化 ，
T S に 対す る葉酸の 相対的不 足

は 5－F U に 対す る低感受性 に 帰結する と考え られ る
別

．

ロ イ コ ポリ ソ や シ ス プ ラ チ ン を 調節因子と して 5－F U とと も

に 用い る場合， そ の 目的は腫瘍細胞内の 還元型葉酸濃度の 増加

で ある ． しか し
，

ヒ ト 新鮮腺 病組織 を 用い た 腫 瘍 組織 内の

5－F U 代謝に 関す る検討は少な く ， 加え て F dU M P の 存在下 で

形成 され る T C と細胞内還元 塾葉酸 との 関係 に つ い て は こ れ ま

平成 6 年 5 月24 日受付 ， 平成 6 年 7 月27 日受理

A b b r e viatio n s こ D E A E
，

di et h y la mi n d e t h yl ニ F U M P
，

flu o r o u ridi n e m o n o p h o s p h at e ニ C H 2 H 4P t e G lu
，

m et h yl e n et et r a h y d r of olylg lu t a m a t e ニ C H 2 H 4P t e G l u
n ，

m et h y le n et et r ah y d r of oly lp oly g l ut a m at e ニ d － RiblP
，

2 －

d e o x y
－

a
－ D － rib o s e l －

p h o s p h at e ニ F d U M P ， 5 －flu o r o
－ 2

，

一 d e o x y u ridin e 5
，

－ m O n O p h o s p h at e i F d U r d ， fl u o r o d e o x y u ridi n e ニ



7 2 2

で 全く研究 され て い な い ． 抗癌剤の 効果に 影響 を与 え る腫瘍組

織内の 生化学的 因子 の 検討は
， 採取 した腫瘍 の 抗癌剤 に 対す る

感受性の 予測
川

と 同様 ， 臨床上 極め て 重要な こ と で ある と思 わ

れ る ．

本研究 で は
，

ヒ トの 胃癌 およ び大腸癌の 新鮮切除材料を 用 い

て 5 ゼ U の 代謝 ， 異化 に 関わ る酵素の 活性 ，
5 － F U の 標的酵素 で

ある T S 濃度，
お よび 形成され た T C と 癌組織 内還元 型葉酸の

関係に つ い て 検討 した ．

対象お よび方法

工 ． 対 象

1990 年1 月 よ り199 1 年 5 月 ま で に 金沢大学第 一 外科お よび 関

連施設 に お い て病理 観織学的に 胃癌 また ほ 大腸癌 と診断 され た

症例の うち75 例 を対象 と し
，

そ の 生検お よ び切除が な され た 材

料計87 検体 を用 い た ． 内訳は
， 胃癌原発巣52 検体 ， 胃癌転移リ

ン パ 節 9 検体
，
大腸癌原発巣25 検体

，
大腸癌転移 リ ン パ 節1 検

体で あ っ た ． ま た
， 胃癌原発巣か ら 5 c m 以上離れた 部の 正 常胃

粘膜14 検体 を採取 し測定 に 供 した ． さ らに
， 肝切除時 に 得 られ

た正 常肝組織 2 検体 に つ い て も， 酵素活性の 測定 に 供 した ． 採

取 した 検体 は直 ち に 液体窒素で凍結 し， そ の 後 －

8 0 C で 保存 し

た ．

正 ． 研究方法

1 ． 投与薬剤 お よび 投与方法

87 検体の う ち胃癌11 例
，
大腸癌 5 例に は テ ガ フ ー ル に 換算 し

て 600 m gJ 日 の U F T くテ ガフ ー ル と ウ ラ シ ル の モ ル 比 1 こ 4 の

合剤ンを
一 週 間投与 し

， 最後 の 内服 の 4 ノ
ー 5 時間後 に 標 本 を採

取 した ．

2 ． 検査法

り 試薬 の 調製

5 －t6 －
3
Hl －

フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くfl u o r o d e o x y u rid i n e
，

F d U r dI くN e w E n gl a n d N u cl e a r
，

B o st o n
，

U S A l か ら の

3
rトF d U M P の 調製に ほ

， 青田 肉腫細胞由来の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ

くth y m idi n e k in a s e ， T K l を 用い た ． 吉田肉腫細胞 由来 の T K の

調 整ほ 以下 の よ う に 行 っ た ． すなわ ち t 生 後 5 週 の 雄 ド ン

リ ュ
ー ラ ッ ト の 腹腔 内に て 3 世代継代培養 した 青田 肉腫細胞を

半分に 希釈 した生理 食塩水 で 2 回 洗 浄 した 後 ，
こ の 細胞 沈癒

1 g に 酵素液調製液A く5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
，
2 5 m M 塩化カ

リ ウ ム
，
1 0 m M 2 － メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー

ル を 含 む
， p H 8 の

50 m M トリ ス 塩酸緩衝液1 を 4 倍量加え て 1 分間粉砕 した ．
こ

れ を 4 て二
，
1 0 5

，
0 0 0 x g ，

6 0 分間の 超遠心 の 後， 上清 を酵 素調整

液A で1 2 時間透析 した ． 透析後，
4 て二

，
1 0

，
00 0 x g ，

2 0 分間遠心

し
，
そ の 上 清を

3

H－F d U M P 調製用酵素くT Kl 液と した ． こ の 吉

田 肉 腰 細 胞 由 来 の T K を 用 い て ， 5 －r6 －

3

H l － F d U r d か ら

3
HL F d U M P を調製 した ． すなわ ち ， まず，

0 ．1 M 塩化 マ グネ シ

ウ ム を含む 0 ．5 M ト リ ス 塩酸緩衝 液くp H8 ．OJ，
1 0 0 m M A T P 水溶

液 ，
1 20 m M 戊

－ グ リ セ ロ フ
ォ ス フ ェ

ー ト水溶液を お の お の 1 容量

ずつ 混合 した 溶液 0 ．2 m l 中に
，
5 －r6 －

3

H IF d U r d O ．5 m l を4 0 C
，

1 0 分間減圧 乾固を行 っ た もの を溶か して基質溶液と した ．
こ の

基質溶液 0 ．2 血 に
， 青田 肉腫細胞 由来の T E 液く上 述1 0 ．8 m l を

加え
，
37 て二

，
1 時 間反応 させ た ． 水冷後 ， 蒸留水 1 ．O m l

，
2 0タ首ト

リ ク ロ ロ 酢酸くt ri c h l o r o a c eti c a cid
，
T C A 1 0 ．5 m l を 加え反応 を止

めた ． 4 て二
，
3 ，00 0 r p m

，
1 0 分間の 遠心 後 ，

上 清に 当量 の T C A

除去剤を 加え10 分間振塗 し， さ らに 3 ，0 0 0 r p m ， 1 0 分 間遠 心 し

た ． T C A 除去剤 は ト リーn－オ ク チ ル ア ミ ソ くt ri －

n
－

O C tyla m i n el

1 7 ．7 g に l
，
1

，
2 － ト リ ク ロ ロ ト リ フ ル オ ロ エ タ ン く1 ， l

，

2 － tri c h l o r o t rifl u o r o
－

e th a n el を 加え て 1 0 0 g と した もの を使用 し

た ． 4 枚の P E I セ ル ロ
ー

ス プ レ ー

ト くP EI－C ell u l o s e pl a teJ に遠

心 上 清を 1 ノ4 量ず つ 吸着 させ
，
1 M 酢酸と 1 M 塩化 リ チ ウ ム を

等量ず つ 含 む展 開液 に て 展開 した ． そ の 際 ， 各 P El セ ル ロ ー

ス

プ レ ー トの 両側 に 幅 2 c m の P E工 セ ル ロ ー

ス プ レ ー トを 1 枚ず

つ 並 べ て
，

これ ら に 10 m M の 非標識 F d U M P を 1 0JJl ずつ 吸着

させ ， 同時 に 展 開 した ． 紫外線灯で 非標識 F d U M P の 位置 を確

認 し
，

こ れ を マ ー カ ー

と して
3
H－F d U M P が展開 され て い る部分

の P E工 セ ル ロ ー

ス を か き と り ， 試験管 内に 移 した ． そ して
，

こ

の 中に 0 ．2 M ギ 酸ア ン モ ニ ウ ム 4 m l を 加え， 十 分に 振返 後 ，

3 ，0 0 0 r p m
，
1 0 分間の 遠 心 を行 っ た ． そ の 上 清を

3

H－F d U M P 溶液

と し
， 残 りの 沈蔭に ほ さ らに 0 ．2 M ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 2 m l を加

え ， 同様に し で H－F d U M P の 溶出 ， 分離を 行 っ た ．
こ の 操作を

繰 り返 し
． 得 られ た

3
H － F d U M P 溶 液の 比活性 が 3 ．7 x l O

T
d p m ノ

血 以上 の もの の み 凍結保存 し
， 酵素活性測定 に 使用 した ．

2 う 切除検体か らの 酵素の 抽出

手術に よ る切除後 1 時間以内に 液体窒素 に て 凍結 し ， 測 定ま

で － 8 0 て に て保存 した ． 測定は 凍結処理 後10 日 以内に 行 っ た ．

測定に 際 し
， 以下 の よう な 凍結 検体 の 処理 を 行 っ た ．

i ．
T K

，
ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び 5 － F U リ

ン 酸化経路 の 酵素活性測定の た め の 検体処理

検体 l ．O g に 4 m l の 酵素作成液 A を 加え ， 1 分 間粉砕 した

後 ，
4 て二

，
1 0 5 ．0 0 0 x g t

6 5 分間の 超遠心 を行 っ た ． 遠心 後 の 上

帝を 各検体 の 酵素液と した ．

ii ．
T S 濃度 ， お よ び還元 型葉酸濃度測定 の た め の 検体処理

各検体 2 ．O g を 1 ．O g ず つ に わ け， そ れ ぞれに 酵 素液 調製液B

く1 5 m M C M P
，
2 0 m M メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー

ル
，
0 ．1 M フ ッ 化ナ ト

リウ ム 0 ．2 M ト リ ス 塩酸緩衝液 ， p H 7 ．4 トを 4 血 ず つ 加 え ，
1 分

間粉砕 した 後 ，
4 て

，
1 0 5 ，0 0 0 x g ，

6 5 分間の 超遠心 を 行 い
，

上

滞を 各検体 の 酵素液と した ．

iii ． T C の 半減期測定の た め の 検体処理

検体 3 ．O g を 7 1血 の 酵素液調製液 B で 粉砕 した 以外ほ 21 － ii と

同様に して 行 っ た ．

3 う 酵素活性の 測定

i ．
T K の 活性測定

0 ．1 M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 0 ．5 M ト リ ス 塩 酸 緩 衝液

くp H8 ．Ol，
1 2 0 m M a－グ リ セ ロ フ ォ ス フ ェ

ー ト水溶液 ，
1 p C il m l の

14

C － チ ミ ジ ン くN e w E n gl a n d N u c l e a rl を 含む 1 m M チ ミ ジ ン
，

お よ び 10 0 m M A T P 水溶液 をそ れ ぞれ 等量ず つ 混合 し
，

こ れ

を 基質液 と した ，
こ の 基質液 0 ．05 m l に 2トi で作成 した酵素液

0 ．2 m l を加 え ，
3 7 て

1 2 0 分間反応 させ た ． 沸騰水に 3 分間浸 し

た 後 ，
3

，
0 0 0 r p m

，
1 0 分 間の 遠 心 を 行 い

， そ の 上 清 0 ．1 m l を

3 x 3 c m の D E A E セ ル ロ ー ス 紙 くT O Y O 濾 紙 ， 東京う に 滴下

し ，
これ を I m M ギ酸 ア ン モ ニ ウ ム 液で10 分間洗浄後 ， 蒸留水

で 洗浄 した
．

ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム 液 と蒸留水に よ る洗浄 を 2 度繰

5 － F U
，

5 －fl u o r o u r a cil ニ L ，． C a S ei
，

L a c t o b a cill u s c a s ei ニ H ．P t e G lu
，

t e tr a h y d r of olylg lu t a m at e ニ H ．P t e Gl u
n ，

t et r a h y d r of olylp oly gl ut a m at e ニ T C
，
t e r n a r y C O m ple x i T C A ， t ric hl o r o a c e ti c a cid ニ T K

，
t h y mi din e ki n a s e ニ T S

，

t h y m id yl a t e sy n t h a s e ニ T S I R
，
t h y m id yla t e s y nt h a s e in hibiti o n r at e
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り返 し た 後 ，
D E A E セ ル ロ ー ス 紙 を 風 乾 し た ． 風 乾 後 ，

D E A E セ ル ロ ー ス 紙 をバ イ ア ル に 移 し， ト ル エ ン に て希釈 した

5 倍濃縮 シ ソ チ ブ レ ン ダ ー

ーl を 10 m l 加 え ，
D E A E セ ル ロ ー ス

紙上 に 残 っ た
14
C－チ ミ ジ ン

ー 燐酸を 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ

ン タ
ー

に て 測定 した ． な お
， 放射活性ほ すべ て くd p m l と して測

定 した く以下同 じ1 ．

一

九
一

部の D E A E セ ル ロ
ー ス 紙は 洗浄を

行わず に そ の ま ま バ イ ア ル に 移 し ，
D E A E セ ル ロ

ー

ス 紙上 の

14
C － チ ミ ジ ン と

H
C－チ ミ ジ ン

ー 燐酸の 総和を 測定 した ． 測定値か

ら 1g あた り の 組織が 1 分間に 生成 した チ ミ ジ ン
ー

餅酸 量を 計

算 し
，

こ の 値を そ の 癌組織 の 有する T K 活性と した ．

ii ． ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 活性の 測定

0 ．1 M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 0 ．5 M ト リ ス 塩酸 緩 衝 液

くp H 8 ．01 ，
2 5 0 m M フ ッ 化ナ ト リ ウ ム

，
5 0 0 m M ニ コ チ ン 酸ア ミ

ド
，
1 0 m M ジ ヒ ド ロ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド

フ ォ ス フ ェ
ー ト くdih yd r o ni c o tin a m id e a d e n in e d in u cl e o tid e

p h o s p h a t e
，

N A D P Hl ，
2 0 p C il m l の

3
H－F U くN e w E n gl a n d

N u cl e a rl を 含む 0 ．1 m M 5－F U
，

お よ び 50 m M A T P を等量ずつ

混合 し基質液 と した ． こ の 基質液 0 ．1 5 m l に 21 － i で 作成 した酵

素液 0 ．1 m l を 加え ，
37 C

，
3 0 分間反 応させ た ． 水冷後 ，

2 M の

過塩素酸 0 月5 m l に て 反応 を止め
，
4 こ ， 3 ，

0 0 0 r p 町 5 分間遠心

した ． そ の 上 清の 0 ．2 m l を試験管 に と り ，
2 M の 水酸化 カ リ ウ

ム 0 ．0 6 m l を添加 して 携搾後，
3

，
0 0 0 r p m

，
5 分間遠心 した ． 遠心

後，
上 清 0 ，0 2 m l を マ イ ク ロ ピ ペ

ッ ト で と り
，

T L C プ レ
ー

ト

くM e r c k
，
F r a n kf u r t

，
D e u ts c h la n dl を 使 い 展開 した ． 展 開液 は

1 7 こ 3 こ1 の 容量比の ク ロ ロ ホ ル ム
，

メ タ ノ ー

ル
， 酢酸か ら成 る

もの を用 い た ， 1 5 旬 2 0 分間の 展開の 後 ，
T L C プ レ ー トを 乾燥 さ

せ
， 紫外線灯で 照 ら しな が ら原点部 分をか き と りバ イ ヤ ル に 入

れた ．
これ に 4 N H C l O ．1 m l を 加 え た 後 ，

A C S一正 1 0 m l を 加

え ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ーに て 測定 した ．

一 方 ，

一

部は展開せ ずに 総 カ ウ ン ト数 を 求 め た ， 得 られ た 測定値 よ り

1 g の 癌組織 が単位時間 く別 当た りに 分解 した 5－F U 量を算出

し， 本酵素活性 と した ．

iii ． ビ リ ミ ジ ン フ ォ
ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ く経

路 11 の 活性測定

5－F U を 直接 フ
ッ 化 ウ リ ジ ン

ー 麟 酸 くfl u o r o u ridi n e m o n o p h o－

s p h a t e ， F U M P H に 変換する 本酵素活性の 測定を行 っ た ． すな わ

ち ， 等量ず つ の 0 ．5 m M ト リ ス 塩酸 くp H 8 ．OJ ， 0 ．0 5 m M 塩化 マ グ

ネ シ ウ ム
，
0 ．1 m M フ ッ 化ナ ト リウ ム

，
0 ．0 4 m M フ ォ ス フ ォ リ ボ

シ ル ピ ロ 燐 酸 ， 蒸 留 水
，

お よ び 20 p C iノm l の
3
H－F U を 含 む

0 ．1 m M 5－F U か ら成る 基質液を 調製 し
，

こ の 0 ．1 5 m l と 2 トi で

調整 した 酵素液 0 ．1 m l を 混ぜ37 C
，
3 0 分間反応 させ た ． 30 分後

直ち に 氷冷 し
，
2 M の 過塩素酸 を加 え て反応を 止めた ． 続い て

4 C
，
3

，
0 0 0 r p m

，
5 分間の 遠心 を 行い

，
そ の 上 清 0 ．2 m l を 小試

験管に と り
，
0 ．2 M の 水酸化 カ リ ウ ム を加 えて 控拝 した ． さ ら

に
，
3

，
0 0 0 r p 町 5 分間 の 遠心 の 後 ，

上清 0 ．0 2 m l を 3トii の 測定

時と同様に して T L C プ レ
ー ト を 用 い て 展開し

，
原点部分を カ

ウ ン ト した ．

一 方 ，

一

部は展開せ ずに 総 力 ウ ソ ト数を 求めた ．

得られた 測定値か ら 1 g の 痛風織が 単位時間く分コ当た りに リ ン

酸化 した 5－F U 量 を算出 し本酵素活性 と した ．

i v
． ウ ラ シ ル リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ＋ ウ リ ジ ン キ ナ

ー

ゼ く経路 21 の 活性測定

5 － F U か ら F U r d を 経て F U M P に 至 る本経路の 活性の 測定

ほ
， 基質液が 一 部異な る以外 は 3I － iii と同様に して 行 っ た ． すな

わ ち ， 基質液 と して 蒸留水の 代わ りに 0 ．1 M A T P を
，

フ ォ ス

7 2 3

フ ォ リ ボ シ ル ピ ロ 燐酸 の か わ りに 40 m M の リ ボ ー スート燐 酸を

用い て 測定 した ． 得られた 測定値か ら 1 g の 痛組織が単位時間

く分ン当た り に リ ン 酸化 した 5－F U 量 を算出 し， 本経路の 酵素活

性と した ．

v ． ウ ラ シ ル デ オ キ シ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ＋チ ミ ジ

ン キ ナ ー ゼ く経路 3さ の 活性測定

5 － F U か ら F d U rd を経て Fd U M P に 至る本経路の 活性の 測

定 は
， 基質液が

一

部異な る以外は 3トiii と 同様に して 行 っ た ． す

なわ ち
，
基質液 と して 蒸留水の 代わ りに 0 ．1 M A T P を

，
フ ォ ス

フ ォ リ ボ シ ル ピ ロ 燐酸の か わ り に 40 m M の デ オ キ シ リ ボ
ー

ス
ー ト燐酸を 用 い て 測定 した ． 得 られ た測定値 よ り 1 g の 痛組織

が 単位時間く分さ当た りに リ ン 酸化 した 5 － F U 量を算出 し
， 本経

路の 酵素活性と した ．

vi ． 癌組織内 T S 濃度 およ び T S 阻害率の 測定

S p e a r s ら
11I－21

の 方法に 準 じて行 っ た ． すなわ ち ， 試験管内に

2I－ii の 操作 に よ り作成 した酵素液 0 ．2 m l を 入れ ， 続い て 緩衝液

A く0 ．6 M 重炭酸ア ン モ ニ ウ ム
，
0 ．1 M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

，

0 ．1 M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 15 m M C M P か ら成 る1 を

0 ．2 m l
，

3
H － F d U M P く50 m M リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 に て 3 ．7 x

l O
6
d p m J

l
m l に 調整1 を 0 ．2 m l

， 最 後 に 補 因 子溶 液 B く2 m M

d l－ し テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 ，
1 6 m M ア ス コ ル ビ ン 酸 ，

9 m M フ
ォ

ル

ム ア ル デ ヒ ド
，
1 5 m M C M P

，
2 0 m M メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル

，

0 ．1 M フ ッ 化ナ ト リ ウ ム
，

2 ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ，

5 0 m M
l

リ ソ 酸 カ リ ウ ム 緩衝液 ， p H 7ヰトを 0 ．1 m l 添加 し
，
3 0て二

，

2 0 分間反応 さ せ た ． そ して 直ち に 冷却後 ，
1 0 ％ T C A O ．7 m l を加

え反応を 止め た ． 4 て ，
2

，
00 0 r p 恥 5 分

．

間の 遠心 後，
上 帝を吸

引除去し
， 沈瞳を 5 ％ T C A 2 m l で 2 回 洗浄 した ． 洗浄後 ， 沈

法に ギ酸 0 ．5 皿l を加え溶解さ せ た ．
こ の 全量を バ イ ア ル に 移

し
，
A C S一皿 10 m トを加え て液体 シ ン チ レ

ー シ ョ
ン カ ウ ン タ

ー

に

て 放射活性を 測定 した ． 測定値 よ り ブ ラ ン ク を差 し引 い た値

を ， 使用 し71
3
H－F d U M P の 比放射活性 で 険 し

，
こ れ か ら癌狙織

1 g 当た りの T S 量を求め た ．

一 方
，

こ れ と は別に フ ッ 化 ビ リ

ミ ジ ン 系抗癌剤に よ る術前化学 療法 を 施行 し た症 例 に 対 して

ほ
， 酵素液 を緩衝液A で25 C ，

3 時間処理 した後 ．
上記 の 方法

で 総 T S 濃度を 測定した ． 緩衝液A に よ る前処 置施行後 に 得 ら

れ た値を総 T S 量 汀S I。．A ．l ， 緩衝液A に よ る前処 置を施行せ ずに

得 ら れ た 値 を 近 似遊離 T S 量 く．，，，。X Lm 8 ．e
T S L，e el と し

，
S p e a r s

ら
11－12－

の 理論に よ り 真の 遊離 T S 濃度 汀S f ．亡el を 次 の 式 で 求め

た ．

T S ，，．．
二く8 ，，，。X Lm a ．，

T S ，，．亡－0 ．1 3 x T S
．。．all1 0 ．8 7

さ ら に T S 阻害率 く％う を 次の 式で 求めた ．

T S 阻害率 二 1 0 0 x くT S ．。t 且．
－ T S ．，e CV T S

．。t a．

4 1 外因 性の F d U M P と 内因性還元塾葉酸の み の 存在下 で の

T C 形成量の T S 濃度に 対す る百 分率 くth y mi d yl a t e s y n th a s e

i n h ibiti o n r a t e in t u b e
，
T S I R i n ．。b 色1 の 測定

使用す る補因子溶液B の 違い 以外 は T S 濃度の 測定 と同様に

して 行 っ た ． すな わ ち
1 内因性 の メ チ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸

くm yth yle n e t etr a h yd r of ol a t e
，
C H 2H 4P t e G l ul の み の 存在下 で の

T C 形成量は
，
d卜し テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 と フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドの

両者を 含ま な い 補因子溶液B
，
，

を 用い て測定 した ． また ， 内因

性の H ．P t e Gl u を C H 2I
－

h P t e G l u に 変 えた状 況下で の T C 形成

畳ほ t
d卜し テ トラ ヒ ド ロ 葉酸の みを 含ま な い 補因子捧液 B

，

を



7 2 4

用 い て 測定 した ． 神国子 溶液 B
，

を 用 い て 測定 され た T C 形成

量 の T S 濃度 に 対す る百 分率 T SI R in t 。b e く％I は 次 の 式 に よ っ

た ．

T S I R h t u b亡
ニ rT C 形成量ノg 組織コ A T S 量I g 魁織コ X l OO

5 1 癌艇織 内 C H 2 H 4P t e G l u お よ び H 4P t e G l u 濃度の 測定

D ． V ． S a n ti 博士 くカ リ フ ォ ル ニ ア 大学 ，
U ．S ．A ．J ， 綿 矢有佑博

士 く岡 山 大学ユ よ り 供 与 を う け た ム庄C ねあd C fgg 混ざ ピd J ef くエ ．

c a s eiJ の T S を 用 い
，
C H 2 H ．P t e G lu ， また は フ ォ ル ム ア ル デ ヒ

ドにて C H 2 H 4P t e G l u に 変換 した H ．P t e G lu を ，

3
H － F d U M P を

用 い て T C と して 補足す る方法
t 3I

を と っ た ． すなわ ち ，
2 0 ％ま

た は1 0 ％ に 調 整 さ れ た T S 測 定 用 の 酵 素 液 0 ．2 mi
，
5 0 n M

3
H－F d U M P O ．2 m l

， 補因子溶液 B
，

また ほ B
，J

o ．1 m l
，
お よ び測定

直前 に 調整 した 70 n M の L ． c a s ei T S 入 り緩衝液 A O ．2 m l か

らなる反応液を30 て ， 2 0 分間イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン を行 っ た後 ，

1 0 ％T C A O ．7 m l に て 反 応 を 止 め た ． そ し て
， 沈 鐘 中 の

3
H － F d U M P を 測定 した ． 禰 因子溶液 B

，，

を使用 して 得 られ た 測

定値を 癌阻織 内の C H 2H ．P t e G l u 濃度 と し ， また 補因子溶液B
，

を使用 した とき に 得 られ た値 よ り こ の 値を差 し引い た 値を癌阻

織 の H 4 P t e G l u 濃度 と した ，

6 1 3 0 ％粗 酵素 液中 で
3
H － T C くT S －

3
H －F d U M P － C H 2H 4P t e G l ul

の 半減期の 測定

初め に
，

3

HL F d U M P にて 標識 された T C を 形成 させ ， 続い て

過剰 の Fd U M P を加 え ， 標識 され た T C の 減衰曲線を 求め た ．

す なわ ち ，
T SI R h ．u b．

の 測定方法を 用い
， 癌鼠 織 内の 内困性 の

C H 2 H 4P t e G lu お よ び H 4P t e G lu の み の 存 在 下 で 標 識 さ れ た

T C を形成 させ た ． 3 7 てニ
，

3 分間の イ ン キ ュ
べ －

シ ョ ン に 続 い

て
，
反応液中 で

3

H － F d U M P の 初期濃度の 2 ，0 0 0 倍 に あた る 濃 度

に な る F d U M P を 加え ，
こ の 時点 より標識 され た T C の 解離時

間の 測定を 開始 した ． 時 間毎 く0 分 と1 0
，

2 0 お よ び30 分 の 3

点I に 反応液 中の 0 ．7 m l を 採取 し
，

こ れ を 水冷 した 10 ％ T C A

く0 ．7 m lう入 りの 試験管 内に 加え た ． 引き続き
，
T S 濃度の 測定と

同様 に 沈睦を 5 ％ T C A に て洗浄後 ， 可溶化 させ放射 活性 を 測

定 した ． 標識 され た T C の 残存率 の 対数を縦軸 に と り ， 時間を
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F i g ． 1 ． T h e a c ti v ity of d ih yd r o u r a cil d e h yd r o g e n a ，S e i n th e

p ri m a ry g a st ri c c a r ci n o m a くg a s tri c c a r ci n o m al，
m e t a S t a ti c

l y m ph n o d e of th e g a stri c c a r ci n o m a く1y m p h n o d e m e t a ．l ，

a n d n o r m al g a s tri c m u c o s a くn o r m al m u c o s al ． V e r ti c al b a r s

r e p r e s e n t m e a n 土S ．D ． ．

横軸 に と っ て 残存 率が50 ％ に な る時間 く分I を半減期 と した ．

3 ． 病理 観織診断

切除標本の うち
， 検体採取部分 に 近接する痛組織塑 を へ マ ト

キ シ リ ソ
ー

エ オ ジ ン 染色 に て診断 した ． 病理組織学的診断ほ胃

癌取 り扱 い 規約お よ び 大腸癌取 り扱 い 規約に よ っ た
l 咽

4 ． 統計学的処理

異 な る 2 群の 平均値 の 差 の 検定 ほ S t u d e n t の t 検 定を 用 い

て
， 異な る 3 群以上 の 平均値 の 差b 検定は A N O V A 法を 用 い

て 行 い
， 危険率 5 ％以下を も っ て有意 と した ． ま た

，
回帰は 最

小 2 乗法 に よ る直線回 帰で 示 し
，

2 変数 の 相関 は 相関 係数 くrl

で表 した ．

成 績

工 ． 各種酵素活性値

1 ． 5 ギ U の 分解経路 の 律速酵素括性

5－F U の 分解経路 の 律速酵素で あ る ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル デ ヒ ト

ロ ゲ ナ
ー ゼ の 活性 は 胃 癌原発 巣 くn

ニ 3 71 ， 胃 癌転移 リ ン パ 節

くn
ニ 91

，
胃正常粘膜組織 くn ニ 1 即 でそ れ ぞれ 1 ．4 士1 ．0 ，

1 ．1 士0 ．8 ，

1 ．8 土0 ．7 n m olノg 組織ノm i n ． で あ っ た ． 胃癌原発巣の 5－F U の 異

化活性 は正 常胃粘膜に 近似 して い た く囲 い ．

一

方，
2 例 の 肝覿織で の 本酵 素活性は

，
そ れ ぞれ 1 0 ．2

，
1 6 ．1 n

m olノg 阻織ノ皿 h ． と極め て 高値 を呈 して い た ．

2 ．
5 － F U の リ ソ 酸化経路の 酵素乾性

胃痛原発巣 くn こ 2 2 H に おけ る経路1 ， 経路 2 ， お よ び経路 3

の 酵素活性 はそ れ ぞれ 0 ．51 土0 ．7 0
，
4 ．50 士3 ．9 0

，
9 ．0 0 士4 ．7 0 n m olノ

g 組織ノm i n ． で あり
， 最大の 活性値 を示 した の は経 路 3 で あ っ

た く図 21 ． 胃正 常粘膜 くn
ニ 別 に お ける経路 1

，
2 お よ び 3 の 酵

素活性はそ れ ぞれ 0 ．2 4 士0 ．1 7
，
2 ．6 0 士3 ．2 0

，
4 ．4 0 土3 ．4 0 n m olノg 組

織ノm i n ． で あ り ， 胃癌 転 移 リ ン パ 節 くn こ 引 で は そ れ ぞ れ

0 ．2 0 士0 ．2 0
，
1 ．6 0 士0 ．5 0

，
8 ．3 0 士4 ．8 0 n m o V g 組織J

，

m i n ． で あ っ た ．

経路1
，

2 お よ び 3 に お い て
， 胃癌原発巣ほ 胃正 常粘膜 よ り

有意に 高い 活性 を有 して い た くP く0 ．05う．

3 ． T K 活性

胃癌原発巣 くn こ 2 即， 胃癌転移 リ ン パ 節くn ニ 6う お よ び胃正 常
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th y mi d i n e k in a s e
，

r e S p e C ti v ely ． ホ P く0 ．0 5 ． V e r ti c al b a r s

r e p r e s e n t m e a n 土S ． D ． ．
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粘膜 くn 二 1 21 の T K 活性 は そ れ ぞ れ 2 ．6 0 土1 ．3 0 ， 2 －3 0 士1 ．3 0 ，

1 ，1 0 土0 ．9 0 n m olノg 組織ノm i n ． で あり ， 胃癌原発巣は胃正 常粘膜

に 比 べ 有意に 高値を 呈 して い た げく0 ．0 引，く図 3I ．

4 ． T S 濃度

胃癌原発巣くn こ 抑 ， 胃正常粘膜くn
こ 川 お よび 大腸癌原発巣

くn
ニ 2 5う の T S 濃 度 ほ そ れ ぞ れ 2 ．5 0 土3j 札 0 ．7 0 土0 ．7 0 ，

3 ．80 土3 ．4 0 n M で あり
，
胃癌原発巣は 胃正 常 粘膜 に 比 べ 有 意に

高値を呈 して い た くP く0 ．0 軋 く図4 I ．

5 ． T K 活性 と 5 － F U の リ ソ 酸化経路 との 関

T K 活性と経 路1 ま た は 2 と の 間に 有 意な 相 関は み ら れ な

か っ た がくr
こ 0 ．2 7 7 ， P

ニ 0 ．2 6 6こ r こ 0 ．3 5 0
， p こ 0 ．1 5 41 ，

T K 活性 と経

路3 と の 間に 有意な 相関が 認め られ た くr
二 0 ．6 2 8 ， p く0 －0 り， く図
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7 2 5

5 1 ．

6 ． 外国性 の F d U M P と 内因性還元塾葉酸の み の 存在下で の

T C 形成量と そ の T S 濃度 に 対する 百 分率 くT SI R h Lu b el の 測定

胃癌 およ び 大腸癌計49検 体の T S王R 血 t u b亡 ほ 2 5 ．1 士1 7 ．2 ％ で あ

り
，

こ の 値は T S 濃度が 大きくな るに つ れ 小 さく な る傾向を 呈

した くr ニ 0 ．4 31
， p く0 ．0り，く図 6つ．

7 ． T S I R

術 前 に U F T を 投与 さ れ た 1 2 検 体 に お け る T S 阻 害 率

くT SI R l は ， T SI R m 血 と は異な り T S 濃度が 大きくな っ て も小

さ くな る傾 向はみ られ なか っ た く固 7 1 ．

8 ． 癌組織 内 C H 2 H ．P t e G l u 濃度お よ び H ．P t e G lu 濃度の 測定
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胃癌お よ び 大腸癌35 例に お け る ， 2 つ の 葉酸 の 合計 濃度 は

1 ．9 0 土1 ．0 0 n M で あり ，
C H 2 H ．P t e G l u 濃度 ，

H ．P t e G l u 濃度は そ

れ ぞれ 0 ．6 9 士0 ．5 4
，
1 ．2 5 土0 ．6 9 n M で あ っ た ． C H 2 H 4P t e Gl u 濃

と H 4 P te G l u 濃 度 と の 間 に は 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た

くr ニ 0 ．3 5 6
， P く0 ．0 51 ，く図 81 ．

9 ．

3
H－T C くT S－

3
H－F d U M P－C H 2 H ．P t e G l ul の 半減期

，
お よ び

そ れ と C H 2H ．P t e G l u 濃度 と の 関係

30 ％酵素液 に て得 られ た
3
H － T C の 半減 期は36 士 8 分 で あり

くn ニ 1 8l ， 最大値55 分 ， 最小値23 分 で あ っ た ． さ らに
，

3
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O b s e r v e d b e t w e e n th e s e t w o f ol a te l e v els くr ニ 0 ．35 6
，

p く0 ．0 5I ．

半減期は 測定 した 試験管 中の C H 2 H 4P t e G l u 濃度 と 正 の 相 関を

呈 した くr 二 0 ．8 6 9
， p く0 ．0 0 1う，く図 9う．

rO ． 癌組織内還元 型葉酸活性 と T S 濃度 との 関係

癌組織 内の T S 濃度と H 4P t e G l u 濃度と の 間，
お よ び T S 濃

度と 2 つ の 還元 型葉酸の 合計濃度と の 間に は正 の 相関が 認め ら

れ た が く図10 ，1 11 ，
T S 濃度と C H 2 H 4P t e G l u 濃度 と の 問に ほ有

意の 相関は み られ なか っ た くr ニ 0 ．1 7 6
， p ニ 0 ．3 1 2う．
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V

o 2 4 6 8 1 0 1 2

T S くn M I
F ig ． 1 1 ． C o r r e la ti o n b e t w e e n th y m id yl a t e s y n th a s e l e v el s a n d

th e s u m of t e tr a h yd r of o la t e a n d m e th yl e n et e t r a h y d r of ola t e

le v el s ． Si g nifi c a n t c o r r el a ti o n w a s o b s e r v e d b e t w e e n th e m

くr ニ 0 ．5 8 1
， p く0 －00 11 ．
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Fi g ． 1 2 ． C o r r el ati o n b e t w e e n t h y m id yl a t e s y n th a s e l e v el s a n d

th e r a tio of th e s u m of t e tr a h y d r of oi a t e a n d m e th yle n e－

t etr a h yd r of ol a t e l e v els to T S le v el ． S ig n ific a n t n e g a ti v e

c o r r el a ti o n w a s o b s e r v e d b e t w e e n th e m くr
ニ 0 ．5 4 3 ， p く

0 ．00 11 ．

一

方 ，
T S 濃度 に 対す る還元型葉酸濃度の 比ほ

，
T S 濃度が 大

きくな るに つ れ 有意に 減少 した くr
ニ 0 ，5 4 3 ， p く0 －0 0り，く図12ぅー

1 1 ． 癌組織 内還元 塾葉酸濃度 と T S工R h ．u b e との 関係

試験管中の C H 2H ．P t e G l u 濃度 と T SI R h t 。b e との 間に ほ有意な

相関 は み られ な か っ た が くr こ 0 ．0 41
， p ニ 0 ．8 1 51 ， 試験 管 中 の

C H 2H ．P t e G l u 濃度を T S 濃度で 険 した 値と T SI R h ．。b ． と の 間に

ほ有意な正 の 相関が得 られ た くr
ニ 0 ．55 3 ， p く0 ．0 01 い 瀾13I ．

ハ

辞
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1 2 3 4 5 6 7

M e t h yl e n e t e t r a h y d r o f o l a t e

ノT S

Fi g ． 1 3 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n th e r a ti o of m e th yl e n et etr a－
h y d r of ol a t e l e v el t o T S l e v el a n d T S I R 肌 L 。h ，

V al u e s －

S ig nifi c a n t c o r r eL ati o n w a s o b s e r v e d b et w e e n th e m

くr ニ 0 ．5 5 3
， p く0 ．0 0り ．

考 察

い く つ か の 抗癌剤は作用機序 の 解明が 進み ， 腫瘍が 示 す低感

受性に 関与す る因子 が判明 しつ つ ある ． と りわ けフ ッ 化 ビ リ ミ

ジ ン 系抗癌剤は
，

そ の 代謝過程 と とも に 作用機 序が ほ ぼ 明 らか

に され て い る数少な い 薬剤の 一

つ と い え る ． 5－F U は こ れ ま で

消化器癌に 最 も頻回 か つ 大量に 使用 され た 薬剤で あるが
， 単剤

はもち ろん他剤 との 併用 で も満足 で き る臨床効果を示 さな か っ

た ． そ の 原因ほ
，
5－F U が 抗腫瘍効果を発揮す る際 に 必 須で あ

る 葉酸 の 代謝を無視 した使用 法に あ っ た
7－

． ま た
， 腫瘍観 織 内

で 5－F U が受け る代謝の 実際も解 明 され て い な い
． か か る事象

を 明 ら かに す る こ と は
， 理論的な 薬剤の 併用 法の 開発 ， 癌の 化

学療法の 成績向 上に 結び つ く と考え られ る ，

最初に
，

ヒ トの 腺病阻織内で の フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 代謝 を検討

した ． ある種 の 培養細胞 で は ，
T K は 5－F U リ ン 酸化経路 の 律

速酵 素で ある
怖

． また ，
5－F U を F d U M P に 変換する経路に お い

て T K 活性は チ ミ ジ ン フ ォ
ス フ ォ リ ラ

ー ゼ 活性よ り もは る か に

小 さい と され て きた
17－

． 以上 の こ とは ノ 本研究で T K 活性と
，

5－F U の リ ン 酸化経路の うち の 経路 3 と の 間に 有意 な 相関が み

られ た こ とか らもう かが わ れ る ． しか し
，

ヒ ト の 痛風織で は補

酵 素 で あ る デ オ キ シ リ ボ ー

ス
ー 1r燐 酸 く2－d e o x y－aLD－rib o s e

l－p h o s p h a t e ， dq Rib l 円 が 少な く ，
F d U r d が速や か に 5－F U に

変換 され て しま う と され ，
5 ゼU の リ ソ 酸化に 占め る経 路 3 の

重要性 に 疑問が ある ． 本研究の 成績か ら ，
ヒ ト で は経路 2 が主

た る 5－F U の リ ン 酸化経 路で あ ると 考え られ た ． ま た
， 本研究

に よ り こ れ ら 5 －

アU の リ ン 酸化経路活性 と比較 して
，
5－アU の

分解酵素活性も無視 しうる値で ほ な い こ と が判明 した ． 本酵素

活性の 抑制 に よ っ て フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 抗癌効果が 増

強 ざれる ご と はすで に認め られ て お り
酬 I

，

．本酵 素の 存在 が 腫
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瘍に よ る フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 糸抗癌剤 に 対する低感受性 の 一 因 に

な っ て い る もの と 思わ れ た ．

一

方観織内 で は
， 還元塑葉酸 は ポ リ グル タ ミ ン 酸塩 と し て 存

在す るた め
20I

， 今回 測定 した C H 2H ．P t e Gl u や H 4P t e G l u ほ それ

ぞ れ ポ リ グ ル タ ミ ソ 酸 塩 型 メ チ レ ン チ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸

くm e th yle n e t et r ah y d r of ol yl p oly gl u t a m a t e
，
C H 2H 4 P t e G l u

nl お よ び

ポ リ グル タ ミ ン 酸 塩 塾 テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 くt e tr a h yd r of olyl－

p ol y gl u t a m a t e
，
H ．P t e G l u

。l と 考え られ た ． 本研究 の 成績で ほ
，

T S 高濃度 の 癌組織 で ほ C H 2 H ．P t e G l u およ び H 4P t e G l u 濃 度も

高く I
T S 高濃度の 癌観織 でほ 葉酸代謝が活発で ある と 推測 さ

れた ． ま た
， 高濃度の 葉酸を含 む培養液中 で 培養 さ れ た 培養細

胞 内の 還 元型葉酸濃度 く0 ．5 ノ
ー 2 ．7 月M さ

2112 2 1

と比較 し ， 本研 究で 得

られ た 臨床検体の 還元型葉酸濃度は は るか に 低く ，
ヒ トの 血 清

で の 低t l還元塾葉酸濃度
231

がそ の
一

因と考 え られ た ．

高い T S 濃度を 持 つ と 下 の 腺病組 織 で は
，

C H 2 H 4P t e G l u や

H 4P t e G l u 濃度は T C 形成 に 十分な だ け存在す るの で あ ろ うか ．

今回 の T S工R in l u b e の 検討 より 以下の 推論が成立 す る ．

T C の 形成過程か ら 次の 式が 成 り立 つ ． す なわ ち ， 反応 開始

後 の 試 験 管 内 の T S 濃 度 ，
F d U M P 濃 度 ，

お よ び T S と

F d U M P の 二 者 結 合 体 くT S ． F d U M P l の 濃 度 を そ れ ぞれ ，

t T Sl h t 。b e ， tF d U M Plin t 。b．， t T S ． F d U M Pli。 t。b e
と し

， 反応速度定 数

を K 3 ， K 4 で 表す と
，

E T S ． F d U M P lin ．。b．ノくt T Sコh t。b e
X r F d U M P L 。 L。b ．l 二 K ．1 K ，

さ らに
， 試験管内の T C 濃度 ，

C H 2H ．P t e G l u 濃度 をそ れ ぞれ ，

t T Cl h ．ub 亡，t C H 2 H ．P t e G l ul 狛 血 と し
， 反応速度定数を K ．，

K 2 で表

すと
，

t T Clin t。bJ くt T S ． F d U M Pl m L。b e
X rC H 2H ．P t e G l uli n t。b モナ ニ K 21 K l

また ， 試験管 内で の T S の 初期濃度 を 汀Sl o i爪 ．u b亡 とす る と ．

T S I R h ．。b e く％1 こ 1 0 0 x r T Clin t 。bJ t T Sl。 h L。b ．

試 験管 内で の C H 2 H 4P t e G l u お よ び F d U M P の 初 期 濃 度

くr C H 2H 4 P t e G l ul 。 h t。b， ，E F d U M Pl。 h t u b．1 が
，

とも に T S の 初期

度 に 比 べ て ほ る か に 大 きい と き に ほ
， t C H 2H 4P t e G l uli。 t u b ． と

FF d U M P lh t。b 亡 は そ れ ぞ れ 初期濃 度 に 等 し い ． こ の 時 に ほ
，

T S工R h ．血 は 次の 式で 表 さ れる ．

T S工R h ．u b亡く％I ニ

1 0 0 x K 2
． K 4

．

r C H 2 H ．P t e G l ul。 i n t u b er F d U M P l。 h t 。bJ

くK ．
． K ，＋K l

． K ．
．E F d U M Pコ。 h L 。b e

＋ K 2
． K ．

．

E C H 2 H 4P t e G l uコ。 h ．。b七

．tF d U M P l。 l。 t U b．ナ

すな わ ち ，
F d U M P お よ び C H 2 H ．P t e G l u の 初期濃度 が と も に

T S の 初 期捜度 に 比 べ て は るか に 大き い と き ，
T S I R i n t 血 は

T S の 初期浪度と は 関係なく決定 され る ．

した が っ て
， 今 回 F d U M P 過剰の 条件下で T S 高濃 度の 検体

に み られた T SI R i n t 。b e
の 低値傾向は ，

T S 高濃度 の 癌 艶織 で は

C H 2H 4P t e G l u や H ．P t e G l u が T S に 対 し相対的に 不 足 して い る

こ とを 示 して い る ．

T S I R n 血 と異 な り
， 切除前に U F T が 投与 され た 検体に おけ

る T S 阻害率くT SI R トに ほ T S 低濃度の 組織 と T S 高濃度の 阻

織 の 間に 差を 認め な か っ た ． 以上 よ り
，
T S 高濃度 の 痛 風織 で

は フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ソ へ の 反復暴露に よ っ て ， 他 の 還元 型葉酸か

ら C H 2 H 4P t e G l u や H ．P t e G l u へ の 転換が促進 され た 可 能性が 示

唆され た ．
こ の よ う な 葉酸 代謝 は

，
T S 濃 度に 対 す るC H 2 H 4

－

P t e G l u や H 4P t e G l u 濃度の 比と と もに
，

T S が高濃度の 癌組織

に お い 手は T S 阻害に 影響を 及ぼ すもの と思わ れ る1 こ れ に 対

し
， 低 い T S 濃 度 を 示 す 痛 敵織 で は

，
T S 濃 度 に 対 す る

C H 2 H ．P t e G l u や H 4P t e G l u 濃度の 比が T S 阻害を 左右する最も

重要な 因子 と考 え られ た ．

1 種 類の ダ ル ク ミ ン 残基数を 持 つ C H 2H 4P t e G l u を 用 い た 測

定で ほ
，

T C の 安定性 は試験管 内の T S 濃度や F d U M P 濃度に

ほ 左右され ず ， 試験管 内の 遊離 の C H 2H ．P t e G l u 濃度 の み に 左

右 され る こ と が報 告され て い る
24 ト 26，

． C H 2H 4P t e G l u
n
は

，
モ ノ グ

ル タ ミ ン 酸 塩 型 の C H 2H 4 P t e G l uくm e th yl e n e t e tr a h yd r of oly ト

m o n o gl u t a m a t e ，
C H 2H ．P t e G l u ．1 よ りも200 倍以上 の T C 安定化

作用 を 有 して お り ， ダル ク ミ ン 残基数が 3 以 上 な らば
，

そ の 安

定化作用は 一 定 で ある と 報告され て い る
25－

． 観織 内の 還元 型 葉

酸 ほ ほ とん ど残基数が 3 以上 の ポ リ グ ル タ ミ ン 酸塩型で あるの

で
，
T C の 安定性 ほ

， 組織 内の C H 2 H 4P t e G l u 濃度の み に 依存す

る こ と に な る ． 今回 の 測定結 果 か らも ， 癌覿 織 間に 存 在する

C H 2 H 4P t e G l u 濃 度の 差が T C の 安定性 に 大きく影響 して い る こ

と が判 明 した ． した が っ て
，
た とえ T S 濃度が 同 じで も

， 同等

の T S 阻害率を 得 るの に 必要な F d U M P 濃度が 癌組織間で 異な

るもの と推測 され た ． T S 高濃度 の 癌組織ほ どフ ッ 化 ビ リ ミ ジ

ン 系抗癌剤 に 対す る感受性が 高い と する M a e h a r a ら
8ン

の 報告が

あ る ． しか し
，

一 方 で T S が 高濃度で ある と
， 同程度の T S 阻

害を もた らす の に 必 要な F d U M P や C H 2H 4 P t e G l u を よ り多く

必 要と する た め
，

フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌 剤が効き に くい とす

る報告もある
9－

． こ の 二 つ の 考 え は 一 見矛盾 して い る よ う で あ

るが
， 十分な F d U M P や C H 2 H 4P t e G l u を 補 う こ と に よ り

，

T S 高値の 癌組織 に ほ
1

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る高

い 感受性が 期待で きる こ と を意味 して い る ．
ヒ ト腺癌組織内の

T S 濃度 は正 常粘膜 と比較する と総 じて 高く t 癌紅織内還 元型

菜酸濃度を 高め る 5－F U の 生化学的修飾は 今後は よ り大きな意

味 を持 っ て く る もの と思 われ る ．

結 論

作用磯序が 明 らか に され て い る既知 の 抗癌剤を 対象に
， そ の

作 用増強の 条件を 明 らか に する 目 的で
，

ヒ トの 胃癌組織61 例，

大腸癌組織26 例を 用 い ビ リ ミ ジ ン 代謝 ，
お よび 三 者結合体と 還

元 型葉酸代謝 と の 関係を 検 討 し た ． そ の 結 果以下 の 結 論を 得

た ．

1 ． 癌組織の T S 濃度 ，
T K 活性 ，

5－F U の リ ン 酸化お よ び分

解経路活性 ， 還 元型葉酸 濃度 くC H 2H 4P t e G l u お よ び H ．P t e G l u

の 合計濃度l ，
T C の 半減 期ほ それ ぞれ ，

2 ．5 土3 ．6 n M
，
2 ．6 士1 ．3 n

m o V g 組織J
，

mi n ．
，
4 ．5 土3 ．9 n m olノg 組織ノm i n ． ， 1 ．4 土1 ．O n m o V g 組

織ノm i n リ 1 ．9 土1 ．O n M ． 3 6 士8 分で あ っ た ，

2 ． 外国性 の F d U M P と内因性還元 型葉酸 の み の 存在下で の

T C 形 成 量 の T S 濃 度 に 対 す る 百 分率 を 測 定 し
，

こ れ を

T S I R in ．。b e と して
，
T S 濃度と の 関係を み てみ る と

， 両者の 間に

は
， 負 の 相 関 が 得 ら れ た くy

ニ
ー

0 ．37 x ＋2 ．6 7 2 ， r
ニ 0 ．5 43

，

p く0 ．0 0 り ．

3 ． 術前 に フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン を投 与され た 検体 の T S 阻害率

くT SI Rl と T S 渡度 との 間に 相関関係は み られな か っ た ．

4 ． ト
．

リ チ ウ ム で標識 された T C の 半減時間は 試験管内の 還

元型葉 酸濃度 くC H 2 H ．P t e G l u 濃度I と よく 相 関 し た くy ニ 8 g －9

X ＋1 8 ．6
，

r ニ 0 ．8 6乳 p く0 ．0 0り ．
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5 ． T S 濃度 に 対す る還元型葉酸濃度の 比は
，
T S 濃度 が高く

な るに つ れ 有意に 減 少 した くr ニ 0 ■5 4 3
， p く0 ．0 0 11 ．

6 ． 試験管 内の C H 2 H ．P t e G l u 濃度 を T S 濃度で 険 した 値と

T S 沢 山 I u b亡 と の 間 に は 有意な正 の 相関関係が み られ た くr ニ 0 ，5 5 3
，

p く0 ．0 0 り ■

以上 の 結果か ら ，
5－F U の リ ソ 酸化経路活性と 比 べ て

，
5－F U

の 分解経路病性は無視 し得る値 で ほ なく t
フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン の

抗腫瘍効果に 影響 を及 ぼすと 考え られ た ■ また J 匝瘍組織間に

み られ る T S 濃度や 還 元型葉酸濃度 の 相違が フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン

投与後の T S 阻害率を 左右す る こ と が 明らか に な っ た ．
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