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チ ミ ジル 酸合成酵素(th y m id yl a t e s y n th a s e , T S ) は フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤の 標的酵素で あ り, 抗癌剤 の 代謝産物 で

ある フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1 燐酸 (5-fl u o r o,2
'

- d e o x y u ridi n e 5
'

- m O n O P h o s p h at e , F d しM P) と T S お よび メ チ レ ン テ トラ ヒ ド

ロ 葉酸 (5 ,1 0- m et h yl e n e t e tr a h yd r o f ol a te , C H 2F H 4) の 3 著聞で 強力な 3 重結合体(t e r n a r y c o m pl e x) を形成する こ と に より酵素

活性 が阻害 され る . 本研究で は ヒ ト 大腸癌手術 に よ り摘出され た50 検体を対象と して ,
T S 活性, C H 2F H 4 お よ び C H 2F H 4 の 前

代謝物 である テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸(t e t r a h y d r of ol a t e , F H ｡) を測定 し , 癌化学療法 に おける T S 活性測定 の 意義お よ び今後の 化学

療法の 方向性 を検討 した . 大腸癌症例50 例中14 例 に は術前に ユ
ー エ フ テ ィ (しF T ,

テ ガ フ ー ル とウ ラ シ ル の モ ル 比が 1 : 4 の

複合 製剤) を 投 与 し, 残 り の 36 例 に は U F T 投与 を 行わ な か っ た . しF T 非 投 与例 の T S 活性 は 1 ･ 8 3 ± 1 ･ 4 6 p m ol/ g

( m e a n 士S D) で あり , そ の 変動係数(C V) は79 . 9 % で フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る感受性 の 多様性が 予測 され ′
T S 活性

は感受性の 指標に な る と考え られ た ,

一 方 ,
U F T 投与例の T S 活性 は総 T S 活性 (総 T S) が 6 ･ 3 0 ±5 ･3 9 p m ol/ g , 遊離 T S

活性 (遊離 T S) が 2 . 5 8 ±2 . 0 9 p m ol/ g で あ り, T S 阻害率 [(総 T S
一 道離 T S)/ 絵 T S〕 は56 ･3 ±1 2 ･9 % で あ っ た ･ 総 T S は

U F T 投与例 で 有意に 高値を 示 し (P < 0 . 0 0 0 1)
,
t: F T の 投与に よ り T S 産生が増加 して お り ,

こ れ が抗癌剤耐性の メ カ ニ ズ ム

と な っ て い る こ とが 示 唆され た .
しF T 非投与例 で 内因性の C H 2F H . に よ る最大可 能 T S 阻害率を 予測す る と8 ･ 3 ±9 ･ 3 % で

あ っ た . ま た
,
t: F T 投与例 で 遊離葉酸量と T S 阻害率の 関係を検討す る と C H 2F H i (r

= 0 ･ 7 0 , P < 0 ･ 0 1 ) , F H J ( r = 0 ･ 6 1
,

p < 0 . 0 5) の い ずれ も , 高値を と る ほ ど T S 阻害率 は 高か っ た .
こ れ らの こ と か ら ,

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時の 葉酸補

給が抗腫瘍効果 の 発現に 不 可欠で ある と考 え られ た . さ らに
,
しF T 投与時の T S 誘導の メ カ ニ ズ ム を 遺伝子 レ ベ ル で 検討 した

が ,
D N A レ ベ ル で は U F T 投与に 関わ らず T S 遺伝 子 の 増幅は 認め られ な か っ た ･ T S m R N A 転写量 に 関 して も U F T 投与

例 と非投与例で有意な差は認め られ ず, T S 誘導は m R N A か ら蛋白 へ の 翻訳段階 で 起 こ っ て い ると 考え られ た ■

K e y w o r d s h u m a n c ol o r e c t al c a n c e r , t h y m id yl a t e s y n th a s e 7 f ol a t e p o ol ･ fl u o r o p y ri m idi n e s ･ d r u g

r e s I S t a n C e

チ ミ ジル 酸合成酵素 (t h y m id yl a t e s y n th a s e ,
T S ) ほ メ チ レ ン

テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5 ,1 0- m e t h yl e n e t e t r a h yd r of o la t e ,
C H ごF H J

を メ チ ル 基供 与体と して デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1 燐酸 (d e o x y u rid i-

n e 5
'

- m O n O P h o s p h a t e , d しM P ) か ら デ オ キ シ チ ミ ジ
ン 1 燐酸

(d e o x y t h y m id i n e 5
'

一m O n O P h o s p h a t e , d T M P ) を 合成す る酵素で

あり , 核酸新生経路の d T M P 合成に 関与する唯
一

の 酵素 で あ

る . T S は核酸代乱 ヒ特異な位置を しめ ,
核酸 合成の 律速酵素

で ある こ と か ら抗癌剤 の 恰好の タ
ー ゲ ッ ト に な っ て お り

1

＼ 現

在も よ り有効な T S 阻害剤の 開発が積極的に 行わ れ て い る
2 州

5- フ ロ ロ ウ ラ シ ル (5-fl u o r o u r a cil , 5- F し) は ,
1 9 5 7 年 ,

H eid elb e r g e r ら
5一
に よ り抗腫瘍効果の 確認が行わ れ て か ら今 日

に 至 る ま で 消化器癌を中心 と して 広く 固形癌の 化学療法に 用い

られて い る . そ の 作用 機序に 関 して も多く の 研 究が な され て お

り
,
主と して 以下 の 3 つ が考 え られて い る

6)
: 1 ) 5- F U の 代謝

産物である フ ロ ロ デオ キ シ ･ウ リ ジ ン 1 燐酸 (5-fl u o r o- 2
'

Td e o x y u-

rid in e 5
'

-

m O n O P h o s p h a t e , F d U M P ) と T S お よび C H 2F H J の 3

者 が安定 した 三 重結合体 (t e r n a ry c o m pl e x) を 形成す る こ と に

ょ り T S を 不 可逆的に 不括性化 し ,
そ の 結果と して チ ミ ジ ル 酸

が減 り ,
D N A 合成が阻害さ れ る

7〉畠'

. 2 〕 5qF し が 括性型の フ ロ

ロ ウ リ ジ ン 3 燐酸 (5-fl u o r o u ridi n e 5
'

-t rip h o s p h a t e , F しT P ) に

代謝さ れ 直接 R N A に 取 り込 まれ , 正常 で な い R N A が つ く ら

れ , 細胞障害が発揮 され る
…

＼ 3 ) 5▼F し が フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ

ジ ン 3 燐酸(5-fl u o r o-2
'

- d e o x y u ridi n e 5
'

1 ri p h o s p h a t e . F d しT P ) に

代謝 され 直接 D N A に 取 り込 ま れ I
D N A の 機 能障害を起 こ

す
川

. 近年 5-F U との 三 重結合体の 安定性に 関与する 1e u c o v o-

ri n の 併用 が進行大腸癌に 高い 奏効率を 示す こ とが 報告 さ れ て

い る
1コ‖3 -

. こ の 事実ほ 5-F し の 作用機序の う ちで も T S 阻害が そ

の 主 要な メ カ ニ ズ ム と な っ て い る こ とを 示 唆するもの で ある ･

以上 よ り ,
フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤 に 対する感受性の 度合い

ほ 三 重結合体を形成す る F d U M P , T S , C H 2F H 4 の 濃度に よ っ

て 規定さ れ る可 能性が考え られ る .
F d U M P の 前代謝物である

フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ ジン (5-fl u o r o-2
'
- d e o x y u rid i n e , F d t: r d) を

A b b r e vi ati o n s : A D R
,
a d ri a m y ci n ; b p , b a s e p air ; B S A , b o vi n e s e r u m alb u mi n ; C D D P ,

Cis pl ati n ; C H 2F H 4 ･

5
,
1 0 -

m et h y le n e t e t r ah y d rof ol a t e ; C M P , C y tidi n e 5
,

- m O n O p h o s p h at e･ ; C V , C O efficie nt of v a ri atio n ; d C T P ･

d e o x y c y tidi n e 5
,

- t rip h o s p h at e ; d U M P , d e o x y u ridin e 5
,

- m O n O P h o s p h at e ; d T M P , d e o x y t h y mi di n
e 5

'

p
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用い た 研究で は , T S 括性が 低い 腫瘍ほ どF d U r d に 対す る感受

性 が高く
‖

＼ 逆 に F d U r d 耐性を獲得 した腫瘍制胞 の T S 活性 は

高い こ と か ら
15〉柑)

, 臨床で の 癌組織 に おい て もT S 活性 が フ ッ 化

ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る感受性 の 指標 とな る もの と考 え ら

れ る .

一 方 ,
C H 2F H ｡ を は じめ と した腫瘍内の 葉酸 プ

ー ル は 三

重結合体の 安定性 に 関与す る こ と が 知 られ て お り
17 ‖8I

,
フ ツ 化

ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時の 葉酸 プ ー ル 増加の 必 要性が強調 さ

れ て い る . しか L なが ら , 現在ま で臨床検体 で の T S 活性 , 葉

酸 プ ー ル の 測定 ほほ と ん どな され て お らず , 抗癌剤投与時の 両

者の 変動に 関 して も不 明な 点が 多い .

本研究 で は ヒ ト大腸癌の 検体を用い て腫瘍組織内の T S 活性

お よ び葉酸プ ー ル の 代表値 と して C H 2F H 4 と そ の 前代謝物 で あ

るテ Tl ラ ヒ ド ロ 葉酸(t e tr a h y d r of ol a t e , F H J) を測定 し, 感受性

先走因子 と しての 可 能性お よび フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与

時の 外因性葉酸投与の 必 要性を検討 した . さ らに ユ
ー

エ フ テ ィ

( しF T) 投与後 の 大腸癌観織 を用い て T S 活性に 及 ぼす フ ッ 化

ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤の 影響 を観察 し , そ の 変動機序を遺伝子 レ

ベ ル で検討 した .

対象お よび 方法

当科 およ び関連病院に て 手術 に よ り切除 され た 大腸癌5 0症例

50 検体 ( 男性32 例 , 女性18 例 , 平均年齢64 . 2 歳) を 対象と した .

こ の う ち14 例 に は 術前に しF T ( 大鵬薬品 , 東 京) を 経 口 投 与

し
, 残 り の3 6 例 に は 投 与 し な か っ た . しF T の 1 日 投 与量 ほ

3 00 m g が 2 例 ,
4 0 0 m g が 9 例 ,

6 0 0 m g が 3 例 で あ っ た . 平均

投与期間は11 . 7 日 , 平均総投与量ほ 493 6 m g で あ っ た .

T S 酵素 活性 , 内 因性葉酸 に よ る 三 重結合 体形成 能 ,

C H 2F H l , F H l は い ずれ も
3
H 了d U M P

,
T S

,
C H 2F H ヰ の 三者 に

よ る三 重結合体形成を利用 して 測定 した .

Ⅰ .

3
B - F d しM P の調整

1 . 青田 肉腫か らの チ ミ ジ ン 燐酸化酵素(th y m idi n e ki n a s e ,

T K ) 溶液の 調整

吉田肉腫 2 g に 4 倍量の T K 用 ホ モ ジナ イ ズ 緩衝液 [ 0 . 2 5

M 庶糖, 5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム ,
1 m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル

(dithi o th r eit ol , D T
'

r ) , 5 0 m M T ris- H C l ( p H 8 . 0)〕 を 加え ホ モ

ジ ナ イ ズ し, 1 0 5 ,0 0 0 G , 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 0

,
0 0 0 G , 2 0 分間遠心 分離 し , 上 清を

T K 溶液と した .

2 . 酵素反応に よ る
3
H-F d U M P の 生成と 分離

3
H 二F d U r d ( N E N , 東京, 1 7 . 9 C i/ m m ol , 1 m C i/ m l) 5 0 0 p C i を

ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー タ 一

に て 減圧乾閲 し, T K 用補因 子溶液

(0 . 1 M 塩化 マ グネ シ ウ ム を含む 0 . 5 M T ri s柵H C l ( p H 8 . 0) 溶液

1 溶
,
10 0 m M A T P 溶液 1 溶, 1 2 0 m M α一 G ly c e r oIp h o s p h a t e 溶

液1 溶) 0 . 2 m l を加 え溶解 した . こ れ に 上 記の T K 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 lo r o a c e ti c a cid , T C A ) 0 .5 m l を 加え300 0

回 転 ,
1 0 分 間 遠 心 分離 し 上 滞 に T C A 除 去 剤 (1 7 , 7 %

T rトn - O C tyl a mi n e を 含 む 1 ,1 ,2 - T ri c hl o r o trifl u or o e th a n e 溶 液)

2
一

- 3 m l を 加え1 0 分間振漁 し
,
3 0 0 0 回 転1 5 分 間遠 心 分離 し

た . こ の 上清を セ ル ロ M

ス プ レ ー

ト( M E R C K 社 ,
フ ラ ン ク フ

上

ル ト
,
ドイ ツ) 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, 遠心 分離 し
3

H-F d U M P を得

た .

Ⅱ . T S 活性 の 測定

T S 活性 の 測定は s p e a r s ら
1g)
の 方法に 従 っ た . すな わ ち

▲ 腫

瘍組織 300 ～ 5 0 0 m g を 4 倍量 の T S 用 ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝液

〔0 .2 M T ri s- H C l ( p H 7 . 4) , 2 0 m M 2
- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル
,
1 5 m M c y tid i n e 5

'

一m O n OT h o s p h at e ( C M P) , 1 0 0 m M フ ッ 化

ナ トリ ウ ム〕 で ホ モ ジ ナ イ ズ し ,
1 05

,0 0 0 G で 6 0 分 間遠心分離

後, そ の 上 清を酵素溶液 (20 % h o m o g e n a t e) と した . こ の 酵素

溶液 0 ･ 1 m l に 緩 衝 液A 〔0 . 6 M 炭酸 水素 ア ン モ ニ ウ ム (p H

8 . 0) , 0 . 2 M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,
0 . 1 M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム

,

1 5 m M C M P 〕 0 . 1 m l ,
3

H- F d U M P O . 1 m l
, 補 困子溶液 B 〔2

m M テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸 ,
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 ニ タ ノ ー

ル
,

1 00 m M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム , 2 % 仔 牛血 清 ア ル ブ ミ ン ( b o vi n e

S e r u m alb u mi n
,
B S A ) , 5 0 m M 燐酸 カ リ ウ ム 緩衝液( p H 7 .4)〕

0 . 0 5 m l を 順次 加 え携拝 し , 3 0 ℃ で 2 0 分 間 反応 さ せ T S
,

3

H-F d U M P , C H 2F H l の 三 重結合体を形成 さ せ た . こ の 反応液

に1 0 % 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 2 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- Ⅰ シ ソ チ 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 L S C-1 0 0 0 , 東京) に て 放射活性を測

定 し T S 量 を定量 した .

手術 前に 化学療法 を行 っ て い る症例 の 組織 に お い て は , T S

の 総量(総 T S) と F d U M P に 結合 して い な い 遊離 の T S 量(遊

離 T S) に 分け て 測定 した . すな わ ち 上 記と 同様 に して 測定 した

T S 活性 を実測遊離 T S 活性 ( 実測 遊離 T S) と し , 総 T S 活性

の 測定は酵素溶液 0 .1 m I に 緩衝液A O . 1 m l を 加え , 2 5 ℃で 3

時間反応さ せ T S に 結合 して い る F d U M P を あ らか じめ遊離さ

せ た 後 ,

3
H- F d U M P , 補国子溶液B を 加 え測定を お こ な っ た .

実測遊離 T S に はす で に 酵素溶液内に 存在 した 三 重結合体中の

F d U M P と
3
H- F d U M P とが 反応中に 入 れ 替わ っ た もの が含ま

れ て い る た め
,
S p e a r s ら

19)
の 理 論 に した が っ て 次式に よ り真の

遊離 T S 活性 を 算出 した .

遊離 T S = ( 実 測遊離 T S - 0 . 1 3 × 総 T S )/ 0 . 8 7

Ⅲ . 内因性葉酸 によ る三 重結合体形成能の測定

T S 活性測定の 補因 子溶液B か らテ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸を の ぞい

た もの を新 しく補因子溶液 と して 用 い ,
T S 活性 の 測定 と 同様

に 測定を行い , 内困性 の 葉酸 の み か ら形成 され る 三 重結合体量

を定量 した .

Ⅳ . 還元 型葉酸プ ー

ル (C H 2F H ｡ , F 札) の 測定

1 . 覿織 か らの 遊 離葉酸 の 抽出

腫瘍組織 0 . 2 ～ 0 . 4 g に 4 倍量の 5 % T C A を 加え ホ モ ジナ イ

ズ し (20 % h o m o g e n a t e) ▲ 3 0 0 0 回転 ,
5 分間遠心 後 ,

上階に 1

m l の T C A 除去剤を 加え10 分間振鼓 した . こ れ を30 0 0 回転, 5

分間遠心 しそ の 液層 を分取 し測定 に 使用 した .

m o n o p h o s p h a t e ; D T T ･ dit hi ot h r eit ol ; E D T A , et h yle n e di a m i n e t e t r a a c e tic a cid ; F d U M P , 5 qfl u o r o
-2
,

- d e o x y u ridi n e

5
'

-

m O n O P h o s p h a t e ; F d U T P , '5 ,fl u o r o -2
,

- ･d e o x y u ridi n e 5
,
-

t rip h o s p h a t e : F d U r d , 5Tfl u o r o -2
,

- d e o x y u ridi n e ; F H 4 ,

t et r a h y d r o f ol a t e ; F U T P , 5 qfl u o r o u ridi n e 5
,

- t rip h o s p h a ･t e ; 5
- F U

,
5 -fl u o r o u r a cil ; P C R , p Oly m e r a s e c h ai n



大腸癌組織内 T S 活性 と葉酸 プ ー

ル の 検 討

2 . 吉 田肉腫 よ りの T S 酵素溶液の 調整

吉田肉腫細胞 に 等量の T S 用 ホ モ ジ ナ イ ズ緩衝液を加え , ホ

モ ジナ イ ズ し, 超音波処 理 した後 105 ,0 0 0 G , 6 0 分遠心 分離 し

た . え られ た 上 帝を T S ホ モ ジナ イ ズ 緩衝液 で 2 晩透析 し , 前

述の 内因性葉酸 プ
ー ル 測定法に て 内因性葉酸 が完全に 除去され

た こ と を 確認 したも の を T S 酵素溶液 と して使用 した .

3 .
C H 2F H l , F H l の 測定

C H 2F H . , F H 4 は P ri e s t ら
20一
の 方法を 一 部改変 して 測定 した .

すなわ ち , 組織よ り抽出 した サ ン プル 溶液 0 . 0 5 m l に T S 酵素

溶液 0 . 0 5 m l , 2 % B S A O . 0 5 m l
,
2 6 m M ホ ル マ リ ン 0 ･ 0 5 m l ,

50 0 n M
3
H- F d U M P O . 0 5 m l を加 え30 ℃ で20 分間反応 させ ∴形成

され た 三 重結合体量 を T S 活性 の 測定 と 同様 に し て 測 定 し

C H ,F H J と F H 4 の 合計 量を 定量 した .
つ づ い て ,

C H ?F H l +

F H l 測定法 の 26 m M ホ ル マ リ ン を蒸 留水 に 変 え , 同様 に 測定

を行い C H 2F H l を 定量 した .
C H 2F H 4 + F H ｡ か ら C H :F H ヰ を減

算 して F H 4 を もと め た .

Ⅴ .
T S 遺伝子増幅お よび T S m R ＼A 転写量の 解析

1 .
プ ロ ー ブ の 作成 と標識

1 ) T S プ ロ ー ブの 作成

国 立 遺伝学研 究所瀬野博 士 か ら 供与 を受 け た ヒ ト T S

c D N A を鋳型 と して 特異的 D N A 増幅反応 (p oly m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n , P C R )
21 一
に て D N A を増幅 した . プ ラ イ マ ー と して ,

ヒ

ト T S c D N A の 遺伝子配列
22一
よ り T S l ( A G A G A T G A A T T C-

C C T C T G C T ) , T S 2 ( C T G A C A A T A T C C T T C A A G C T ) の2 0 塩

基か ら な る 2 種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 合成 し使用 した .

P C R 反応液を 低融点 ア ガ ロ
ー

ス で 泳動 し, 目的と する775 塩基

対(b a s e p air , b p) の D ＼A を 切り出 しフ ェ ノ
ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル

ム 抽出 し T S プ ロ ー ブ と して 用い た .

2 ) ヒ ト β- グ ロ ビ ン プ ロ
ー ブの 作成

P C R 法に 用 い る プ ラ イ マ
ー

と して ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺 伝子配

列
23一

よ り H β,g11 ( A G A G C C A T C T A T T G C T T A C A ) , Hβ一g12

(T A T G A C A T G A A C T T A A C C A T ) , Hβ一g13 ( A G G C A G A A-

T C C A G A T G C T C A ) の 2 0 塩基 か ら な る 3 種類の オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドを 合成 し た .
ヒ ト 胎 盤 D N A を 鋳 型 と し て H βLgll ,

β一 g13 を プ ラ イ マ
ー に 用 い て P C R 反応 を行 っ た . 反応液を 低融

点ア ガ ロ ー

ス で 泳動 し目 的とす る 157 8 b p の D N A を切 り出 し

フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 した . さ らに こ の D N A を 鋳型

と して H β-gll , H β-g12 を プ ライ マ
ー

と して 用 い て 再度 P C R 反

応を 行 っ た . 反応液を 低融点 ア ガ ロ
ー

ス で 泳 動 し目 的 と す る

576 b p の D N A を切 り出 し フ ェ ノ ー

ル
･ ク ロ■ロ ホ ル ム 抽出し プ

ロ ー ブ と して 用 い た .

3 ) P C R 反応

鋳型 D N A I p g に 対 し P C R 反 応緩衝液 〔10 m M T ris- H C l

( p H 8 . 3) , 5 0 m M 塩化 カ リ ウ ム ,
1 . 5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム〕,

デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 〔d e o x y a d e n o si n e 5
'

-t rip h oL

S P h a t e (d A T P ) , d e o x y g u a n o si n e 5
'

rt ri p h o s p h a t e (d G T P ) ,

d e o x y c y tidi n e 5
'

Lt ri p h o s p h at e (d C T P) , d e o x y th y mi di n e 5
'

-

tri p h o s p h at e ( d T T P ) 各 200 p M 〕 , T h e r m u s a q u a ti c u s (T a q)

D N A ポ リ メ ラ p ゼ (P e r ki n - E l m e r C e t u s 社 ,
N o r w aIk

,

U S A ) 2 . 5 単位 , ( + ) 鎖お よ び (
- ) 鎖 プ ラ イ マ ー 各1 /上M を 加

977

え
, 滅菌蒸留水に よ り全量 100 〃1 に 調整 した . 加熱に よ る反応

液 の 蒸発を防ぐた め ,
1 00 FLl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (S ig m a 社 ,

S t ･

L o w is
,
U S A ) を 重層 した . 反応 に は D N A T h e r m al C y cl e r

(P e r ki n- E l m e r C e t u s 社) を 使用 し, 熱変性を94 ℃ , 2 分間, ア

ニ ー リ ン グを55 ℃ , 2 分間, D N A の 伸長 を72 ℃ , 2 分間 と し こ

れ ら を 1 サ イ ク ル と し て26 サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後,

上層 の ミ ネ ラ ル オ イ ル を除去し ク ロ ロ ホ ル ム 1 00 J 1̀ を 加え振

と う し
,
上層に 増幅後 の D N A 溶液を 得た .

4 ) プ ロ
ー ブの 標識

す べ て の プ ロ ー ブ ほそ れ ぞれ 25 n g ず つ を マ ル チ プ ラ イ ム
･

ラ ベ リ ソ グ
24-

･ キ ッ ト ( ア マ シ
ャ
ム ･ ジ ャ パ ン) を 用 い て

[ α→
32
P〕d C T P ( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ バ ソ) で 標識 した . な お , β- ア

ク チ ン プ ロ
ー

ブほ コ ス モ バ イ オ (東京) よ り購入 した .

2 . 高分子 D N A の 抽出

各大腸癌組織 を 6 m l の ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝 液 〔20 m M

T ri s, H Cl (p H 7 . 5) , 0 . 1 M 塩化ナ ト リ ウ ム ,
1 . 5 m M M g C1 2〕 中

で ホ モ ジ ナ イ ズ し
,
ホ モ ジネ ー ト を フ ァ ル コ ソ 2 0 5 9 チ ュ

ー

ブ に

入 れ ,
1 5 0 0 回 転 ,

5 分 間遠心 分離 した , 上 帝を 捨て ベ レ ッ † に

水冷 T N E 溶液 〔10 m M T ri s- H C l (p H 7 . 5) , 0 . 1 M 塩化ナ ト リ

ウ ム
,
1 rn M エ チ レ ン ジ ア ミ ソ 四酢 酸 ( e th yl e n e di a m i n e t e tr a-

a c e ti c a cid , E D T A )〕 4 m l を加え 懸濁 し, 1 0 % ドデ シ ル 硫 酸ナ

ト リ ウ ム ( s o di u m - d o d e c y トs ulf a t e , S D S) を 20 0 pl , 1 0 m g/ m l の

プ ロ テ ィ ナ ー ゼ Ⅹ溶液を 6 恥1 加え ,
混合後50 ℃で

一 晩加温 し

た . T ri s E D T A ( T E ) 緩衝液飽和フ ェ ノ
ー ル 4 m l を加え 4 時間

穏や か に 撹拝 し, 3 0 0 0 回 転, 3 0 分間遠心 分離 し, D N A を 抽出 し

た . 液層を 分取 し, ク ロ ロ ホ ル ム 2 r山 , T E 緩 衝液飽和 フ ェ

ノ ー ル 2 m l を 加 え 据坪後 ,
3 0 0 0 回 転 ,

2 0 分 間遠心分離 し

D N A を抽出 した . 再度ク ロ P ホ ル ム 4 m l に お い て 抽出を 行 っ

た 後 D N A 溶液に リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ A ( Si g m a 社) 2 0 0 p g を加 え

37 ℃
,
3 0 分間反応 させ た . そ の 後 ,

T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ ー

ル

4 m l に て 1 回 (3 0 0 0 回転, 3 0 分) , T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ
ー ル ･

ク ロ ロ ホ ル ム ( 1 : 1 ) 4 m l に て 1 回 (3 0 0 0 回 転, 2 0 分) , ク ロ

ロ ホ ル ム 4 m l に て 1 回 (30 0 0 回 転, 1 0 分) 抽出を 行 っ た . 分取

した 液層に 400 /上1 の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム ,
8 m l の エ タ ノ

ー ル

を 加え3000 回転 , 3 0 分間遠心 分離 し エ タ ノ
ー

ル 沈澱を 行 っ た .

沈澱 させ た D N A は80 % エ タ ノ
ー ル 4 m l で 洗浄 し , 減圧乾焼 さ

せ た 後 ,
T E 緩衝液 に 溶解 した .

3 . サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ソ

T E 緩 衝液中に 溶解 した D N A は ,
2 6 0 n m に お け る 吸光度を

測 定
,

し て D N A 濃 度 を 求 め た 後 (1 0 ･ D ･

= 5 0 鵬/ m l) , そ の

20 鵬 を制 限酵素 E c o R I ( 宝酒造 , 京都) に て 完全 消化 した .

D N A 溶 液 10 pl (5 p g) に0 . 2 5 % プ ロ ム フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー

,

0 . 2 5 % キ シ レ ン シ ア ノ ー ル お よ び30 % グ リ セ ロ -

ル を 含む T E

緩衝液3 〟1 を加え 混合 し, 0 .5′唱/ m l ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを

含 ん だ 泳動緩 衝液 (40 m M T ris 酢 酸 (p H 8 . 0 ) , 2 m M

E D T A ) を用い 定電圧 100 V に お い て1 . 0 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気

泳動を行 っ た . 泳動後 サ ザ ン 法
25)
に 準 じて ト ラ ン ス フ ァ

ー

を

行 っ た . すなわ ち , 泳動後 の ゲル を ア ル カ リ変性液(0 . 5 M 水酸

化 ナ ト リ ウ ム , 1 . 5 M 塩化 ナ トリ ウ ム) に浸 し30 分間室温 に て

ゆ っ く り振逸 し D N A を変性 させ た後 , 中和液〔3 M 塩化 ナ ト

r e a c tio n ; R T - 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 ctio n ; S D S , S O di u m d o d e c yl s ulf at e ; S S C , S alin e

s o di u m cit r at e ; T C A , t ric hl o r o a c e ti c a c id ; T E , T ris E D T A ; T K , t h y m idi n e kin a s e ; T S ･
t h y m id yl at e

Sy n t h a s e



9 7 8

リ ウ ム , 0 . 5 M T ris- H C l (p H 7 .2 )〕 に 浸 し15 分 間室 温 に て ゆ っ

く り振塗した . 中和操作を 2 固練 り返 した後 ,
D ＼A は ナ イ ロ

ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー H y b o n d- N ( ア マ シ ャ ム

･ ジ ャ パ ン) に

2 0 × s ali n e s o di u m cit r a t e 〔(0 . 9 M 塩化ナ ト リ ウ ム ,
0 . 0 9 M ク

エ ン 酸ナ ト リ ウ ム) , S S C〕 を用 い て ト ラ ン ス フ ァ
ー

した . ナ イ

ロ ン メ ソ プ レ ソ フ
ィ
ル タ ー は10 分間紫外線照射を 行 い ,

D N A

を フ ィ ル タ ー に 固定 した .
フ ィ ル タ

ー

は ハ イ プ リ ダイ ズ緩衝液

〔6 × S S C , 5 × デ ン ハ ル ト液
ヱ6j

(0 . 1 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン ,

0 . 1 % B S A , 0 . 1 % フ ィ コ p

ル 4 0 0) , 5 m M E D T A . 0 . 5 %

S D S
,
5 0 p g/ m l 変性 サ ケ精子 D N A 〕 中65 ℃ の 恒温 水層 に お い

て 2 時間の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た , そ の 後 ,

ハ

イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝液に 0 . 1 % ( V / v )
3コ

P 標識 T S プ ロ ー

ブ を加 え65 ℃ に お い て16 時間 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 行 っ

た .

ハ イ プ リ ダイ ズ さ せ た フ ィ ル タ
ー

は 2 × S S C お よ び0 . 1 %

S D S を 含む溶液中で65 ℃15 分間の 洗 浄を 2 回 行 い , 引 き続き

0 . 2 × S S C お よび0 . 1 % S D S を含む 溶液中で65 ℃ , 1 時間の 洗

浄 を行 っ た . 洗浄後 H y p e rfiI m - M P ( ア マ シ ャ ム
･ ジ ャ バ ソ) を

用 い て - 8 0 ℃ に て オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た . 同 じ フ ィ

ル タ ー

を0 . 1 × S S C お よび0 , 1 % S D S を含む 溶液中 で95 ℃1 0 分

間, 2 回洗浄 し T S プ ロ ー ブを はず した 後, 同様 の 条件 で ふ グ

ロ ビ ン プ ロ ー ブと ハ イ プ リ ダイ ズ お よ び洗浄を行い ,

-

8 0 ℃ で

オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

を施行 した .

4 . 総 R ＼A の 抽出

グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ
ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム法叩 に て 総 R ＼A を 抽

出した . すなわ ち
, 各大腸癌組織を 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 ( p H 7 , 0) , 0 . 5 % サ

ル コ シ ル
,
0 .1 M 2

-

メ ル カ プ トニ タ ノ
冊 ル〕 4 m l で ホ モ ジナ

イ ズ した後 , 2 M 酢酸ナ ト リ ウ ム ( p H 4) 6 00 pl , T E 緩衝液飽

和 フ ェ ノ ー ル 4 m l , ク ロ ロ ホ ル ム 1 . 2 m l を順次 加 え な が らそ

の つ ど撹挿 し, 続 い て15 分間氷中に 静置 した . そ の 後 , 5 0 0 0 回

転 ,
2 0 分間遠心分離 しそ の 上帝 を 回収 した . 再 び 2 M 酢酸 ナ ト

リ ウ ム (p H 4=) 5 0 0 pl , T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ ー

ル 4 m l
,
ク ロ ロ

ホ ル ム 1 m l を順次加えなが らそ の つ ど控拝 し, 1 5 分 間水中 に

静置 した . 5 0 0 0 回転 , 2 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 2 時 間静置 し た . 次

に70 0 0 回転 ,
2 0 分間遠心 分離 しそ の 上 層を 捨て ペ レ ッ ト に D 溶

液 40 恥1 を 加え溶解 した . 2 プ ロ パ ノ
ー

ル 40 0 〟1 を加 え据拝 し

た後5000 回転 ,
1 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 恥1 の 蒸 留

水 に 溶解 した .

5 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ い ､ イ ブリ ダ イ ゼ
ー

シ
ョ
ソ

総 R N A 2 仙g を エ タ ノ ー ル 沈澱 させ ,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド ,

2 . 2 M の ホ ル マ リ ン を 含む 1 × M O P S 溶 液 [ 20 m M 3- N- M o r-

P h oli n o- p r O P a･ n e S ulf o n i c a cid ( p H 7 . 0) , 5 m M 酢 酸 ナ ト リ ウ

上

ム
,
1 m M E D T A 〕 に 溶解 し, 65 ℃ で 5 分間反応 させ て R N A

の 高次構造を壊 した 後 , 1 . 0 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル に て 1 ×M O P S

中で 電気泳動を行 っ た . 泳動終了後 の ゲ ル は 10 ×S S C に 浸し

20 分間ゆ っ く り振塗 させ た 後 ,
2 0 × S S C を使用 して ナ イ ロ ン メ

ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー

H y b o n d- N に ト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ ロ

ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー

は10 分 間紫外線照射を行 い ,
R N A を

フ ィ ル タ
ー

に 固定 した .
フ ィ ル タ

ー

は50 % ホ ル ム ア ミ ド , 5 ×

S S C
,
5 0 r n M 燐酸ナ ト リ ウ ム

,
0 .1 % S D S , 1 0 0 p g / m l 変性サ ケ

精子 D N A , 4 × デ ン ハ ル ト 液か らな る プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 液中で42 ℃ 4 時間反応 さ せ た . 続 い て こ の プ レ ハ イ プ リ

ダ イ ゼ ー

シ ョ ソ 液 を捨 て , 新 しく ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ソ 液

( プ レ
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 に20 % ( w / v) 硫酸デ キ ス ト ラ

ン を 加え た もの) を 入 れ ,
0 .2 % ( Ⅴ/ v)

32
P 標識 T S プ ロ ー

ブを加

え , 4 2 ℃ で16 時間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プ リ

ダイ ズ させ た フ ィ ル タ
ー

は 2 × S S C お よ び0 . 1 % S D S を含む

溶液中で42 ℃ , 1 5 分間の 洗浄を 2 回 行い , 引 き続き0 . 2 × S S C

お よび0 ･1 % S D S を令む溶液中で42 ℃ ,
1 時 間 の 洗 浄 を行 っ

た . 洗浄後 H y p e rfil m - M P を 用い て
-

8 0 ℃ で オ
ー

ト ラ ジ オ グラ

フ ィ ー を 施行 した . 同 じ フ ィ ル タ ー

を0 . 1 × S S C お よ び0 . 1 %

S D S を 含む 溶液中 で95 ℃10 分間 ,
2 回 洗浄 し T S プ ロ ー ブを は

ず した 後 , 同 様 の 条 件 で ,

32
P- d C T P で 標識 した β- ア ク チ ン

プ ロ ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ させ た .

ハ イ プ リ ダイ ズ させ た フ ィ

ル タ ー

は 2 × S S C お よび0 . 1 % S D S を含む 溶液中で6 0 ℃15 分

間 の 洗浄を 2 回 行 い , 引き続き0 . 2 × S S C お よ び0 . 1 % S D S を

含 む溶液中 で60 ℃ , 1 時間 の 洗浄を 行 っ た 後
-

8 0 ℃ で オ
ー

ト ラ

ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を 行 っ た .

6 . オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー の 解析

オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー 上 の バ ン ドの 黒化度を デ ン シ ト メ ー

タ
ー

( 島津 C S-9 0 0 0 , 京都) に て 定量 した . サ ザ ン 解析 に お い て

は , β岬グ ロ ビ ン D N A を 内部 コ ン ト ロ ー ル と して T S D N A の 遺

伝 子増幅の 有無 を検討 した .
ノ ー ザ ン 解析 に お い て は , β∵ア ク

チ ン m R N A を 内部 コ ン ト ロ
ー ル と して T S m R N A 転写量を定

量 した .

Ⅵ . 統計処理

測定値はす べ て 平均値 ±標準偏差 で 示 した . 二 群 間の 平均値

の 差の 検定に は , S t u d e n t の t 検定を 用 い , P < 0 . 0 5 を有意と し

た . また
, 相関の 有意性の 検定は P e a r s o n の 相 関 係数を求め

行 っ た .

な お 大腸癌の 記載ほ大腸癌取扱 い 規約
2別

に 従 っ た .

成 績

Ⅰ . 腫瘍組織内 T S 活性

1 . U F T 非投与例 に お け る腫瘍組織内 T S 活性

術前 U F T 投 与を 行 っ て い な い3 6 例の 腫 瘍組織 内 T S 活性

T a bl e l . T S a c ti vi t y a n d T S i n hi biti o n r a t e of t h e c ol o n c a n c e r ti s s u e s

t r e a t e d w it h o r w ith o u t U F T

N u m b e r o f T S t o t al T S f r e e T S I

C a S e S (p m ol/ g) (p m ol/ g) ( %)

U F T ( -

) 3 6 1 . 8 3 ±1 . 4 6 1 . 8 3 ±1 . 4 6

U F T ( + ) 1 4 6 . 3 0 ±5 . 3 9
*
2 . 5 8 ±2 . 0 9 5 6 . 3 士1 2 . 9

R e s u lts a r e e x pr e s s e d a s m e a n 士S D .

T S
,
th y mi d yl a t e s y n th a . s e ; T SI , T S i n h ibiti o n r a t e

'

*
P < 0 .0 0 01 c o m p a r e d wi th U F T ( - ) g r o u p .
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ー

ル の 検討

T a b l e 2 . R el a ti o n s hi p of T S a cti vi ty a n d clin i c o p a th ol o gi c f a c t o r s

N u m b e r of T S a c ti vi ty

c a s e s ( p m ol/ g)

S e x
m al e 2 1 1 . 8 1 ±1 . 5〔ミ

f e m al e 1 5 1 . 8 5 土1 . 3 1

w 1 8

H i st ol o g y m 1 5

m u c 3

1 . 6 1 ±0 . 98

2 . 1 3 士1 . 93

1 . 5 7 士0 . 60

1y にミ …3 …:芸…≡;:…… N ･ S ･

Ⅴ

( -

) 28 2 . 1 2 ±1 . 5 2

( + ) 8 0 . 8 1 ±0 .4 2
P < 0 .Ol

n にミ
ー

…; ;:;:≡壬:写; N ･ S ･

R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s m 由 n ±S D ･

N . S .
,
n O t Si g nifi c a n t ; 1y , hi s t ol o g l C aI l yr n p h oid i n v a si o n ; V , his t ol o g l C al

v a s c ul a r i n v a si o n ; n , hi s tol o gic al m e t a s t a si s of ly m p h n o d e ; H i st ol o gi c al

cl a s sifi c a ti o n i s a s f oll o w s , W : W ell diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o r n a . m :

m o d e r a te ly d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a , m u C : m u Ci n o u s
ad e n o c ar ci n -

O m a .

( m e a n 士S D ) は 1 . 8 3 ±1 . 4 6 p m ol/ g 腫 瘍重量 (以下略) で あ り,

そ の 変動係数 (C ＼り は79 . 9 % で あ っ た (表 1 ) . 性別 , 組織 型

別 ∴ 組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 , 組織学的静脈侵襲 の 有無 ,

組織学的 リ ン パ 節転移の 有無別 に 検討す ると ,
T S 括性 は性別 ,

阻織型別 , 組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 ∴阻織学的 リ ン
パ 節転

移の 有無別 で有為な差を認め なか っ た が , 阻織学的静脈侵襲陰

性例 で は 陽性例 に 比較 し て T S 活性 は 有 意 に 高値 を 示 した

(p < 0 . 01 ) ( 表 2 ) .

2 . U F T 投 与例 に おけ る腫瘍組織内 T S 活性

術前 U F T 投 与例1 4 例の T S 活性 ほ総 T S が 6 . 3 0 ± 5 . 3 9

p m ol/ g , 遊離 T S が 2 . 5 8 ±2 . 0 9 p m oI/ g で あ っ た ( 表1 ) . 腫瘍

組織型 に よ る T S 活性 の 差は 認め られ なか っ た .

一

方 , U F T 投

与例 に お け る T S 阻 害率 ほ56 . 3 ± 1 2 . 9 % で あ っ た . 術 前の

U F T 投 与目数 , 総投与量と T S 阻害率 と の 関連は 認め ら れ な

か っ た ( 図 1 ) .

Ⅱ . 腫瘍組織内葉酸プ ー ル

1 . U F T 非投 与例 に お け る 葉酸 プ
ー

ル

術前 U F T 非投与例中採取組織量に 余裕 があ っ た30 例で の 巌

織内葉酸プ ー

ル を測定 した 結果 ,
C H 2F H l が 0 . 9 1 ±0 . 8 8 p m ol/

g , F H l が 0 . 8 0 ±0 . 8 0 p m ol/ g で あ っ た (表 3 ) . 性別 , 観織型

別∴組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 , 観織学的静脈侵襲の 有無,

組織学的 リ ン パ 節転移の 有無別 で 検討す ると , 範織学的 リ ン パ

節転移陰性例 に 比較 して 陽性例で有意 に C H 2F H ｡ が 高値 を示 し

た ( p < 0 . 0 5) が , それ 以外は有意な差 を認 め なか っ た (表 4 ) .

2 . U F T 投与例 に お ける葉酸 プ
ー ル

術前 U F T 投 与例1 4 例 で の 遊離棄酸 は C H 2F H l が 1 . 6 9 ±

0 . 9 4 p m ol/ g , F H l が 1 . 0 7 ±0 .8 3 p m ol/ g で あ っ た(衷 3 ) . 遊離

葉酸量と T S 阻害率 の 関係を み る と C H 2F H J , F H i の い ずれも

そ の 量が増加す る に つ れ 阻織内の T S 阻害率が高値を取 る関係

が認められた (囲2 ) .

( A )

1 0 0

( 8 0

貰

6 0

∽

ト 4 0

2 0

( B )

1 0 0

表 8
0

､ )

_ 6 0

ト
4 0

2 0

●‡
●

●

ヽ ′
●

9 7 9

1 0 2 0 3 0 4 0

D u r a t i o n ( d a y s )

●
l

●
●

●

● ● ●

●
●

●

5 0 0 0 1 0 0 0 0 1 5 0 0 0

T o t a l d o s e ( m g )

F i g ･ 1 ･ R el a ti o n s h ip b e t w e e n T h y m id yl a t e s y n th a s e i n h i
bit-

i o n r at e (T S I) in c ol o n c a n c e r ti s s u e a n d d u r a ･tio n of U F T

e x p o s u r e ( A ) . R el a ti o n s hi p b e t w e e n T SI i n c ol o n c a n c e r

ti s s u e a n d t o t al d o s e of U F T e x p o s u r e (B) ･ F c･u rt e e n

p a ti e n ts r e c ei v e d th e c h e m o th e r a p
e u tic a g e n t U F T

p r e o p e r a ti v ely a n d T S a c ti viti e s
i n th eir r e s e c t e d c ol o n

c a n c e r ti s s u e s w e r e m e s u r e d . C o r r el a ti o n c o effi ci e n t ( r) is

O .0 0 9 ( A ) a n d O .1 5 5 ( B) . T SI = [ T S t o t a ト T S f r e e]/ T S

t o t al x l O O ( % )
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Ⅲ . 内因性葉酸 に よ る最大可能 T S 阻害率

術前 しF T 非投与例に お い て す で に 阻織中に 存在する内因性

葉酸の み で の 三 重結合体形成能を検討 した . すな わ ち , 外国性

葉酸を加えず に T S 活性 の 測定を行 な っ た と こ ろ ,
F d U M P 結

合能 は 0 . 1 3 ±0 . 1 2 p m ol/ g で あ っ た ∴ こ の 結合館は内因性葉酸

の み で の 最大可能 てS 阻害量を表す と考え られ ,
T S 活 性と の

比を取 る こ と に よ り 内因性葉酸に よ る最大可能 T S 阻害 率の 理

論値 が算出 され る . そ の 理論値 は8 . 3 ±9 . 3 % で あ り最大 で も

50 % を越 えな か っ た .

Ⅳ . しF T 投与 に よる T S 活性 , 葉酸プ ー

ル の変化

しF T 投与例に お け る T S 活性, お よび 葉酸 プ ー ル の 変化 を

非投与例と比較 した . 総 T S は しF T 投与例で 有意 に 高値を 示

し
, 遊離 T S で は しF T 投与群 で 高値 を取る傾向が認め られ た

が 有意 な差 で は な か っ た (表 1 ) . 葉 酸 プ
ー ル に 関 し て は

C H ヱF H j が L:F T 投与例で 有意に 高値 を示 した が , F H l で は 有

意 な差を認 め なか っ た (表3 ) .

Ⅴ . T S 誘導の メ カ ニ ズ ム に 関する検討

1 . T S 遺伝子増幅の 有無 (囲3 )

5 0 例全例の D ＼A を 抽出し , βグ ロ ビ ン 遺伝子量 を内部 コ ン

ト ロ
ー ル と して T S 遺伝子 量を測定 した . さ らに T S 遺伝子 量

T a bl e 3 . C H 2 F H . a n d F H . c o n t e n t s of th e c ol o n c a n c e r

tis s u e s tr e at e d w ith o r w ith o u t U F T

N u m b e r o f C H 2F H . F H 4

c a s e s (p m ol/ g) (p m ol/ g)

U F T ( - ) 3 0 0 . 9 1 ±0 .8 8 0 .8 0 士0 . 8 0ノ

U F T ( 十) 1 4 1 . 6 9 ±0 . 94
*

1 .0 7 ±0 . 8 3

R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士S D .

*
P < 0 .0 5 c o m p a r e d wi th U F T (

-

) g r o u p .

1 2 3 4

C H 2 F H 4 ( p m o l / g )

上

(

訳
)

一

S

ト

0

0

8

6

1 2 3 4

F H 4 ( p m o l / g )

F ig . 2 . R el a ti o n s hip b e t w e e n T S i n hib iti o n r a t e ( T SI) a n d

d o s e s of C H 2F H J ( A ) a n d F H . (B ) i n c ol o n c a n c e r ti s s u e s

t r e a t e d w i th t: F T . F o u r t e e n p a ti e n ts r e c ei v e d th e

C h e m o t h e r a p e u ti c a g e n t t: F T p r e o p e r a ti v ely a n d T S

a c ti v itie s a n d d o s e s o f C H コF H l a n d F H J i n th eir r e s e c t e d

C Ol o n c a n c e r ti s s u e s w e r e m e s u r e d . T h e li n e a r r e g r e s sio n

li n e f o r m e d f r o m th e d a.t a p oi n
t s is s h o w n i n T S I v e r s u s

C H ヱF H J (r
= O J O , p < 0 .01 ) a n d T S I v e r s u s F H . (r

= 0 .61
,

P < 0 .0 5) . T S I
= [ T S t o t a ト T S f r e e]/ T S t o t al x l O O ( % )

T a bl e 4 . R ela ti o n s h ip o f f ol a t e c o n t e n t a n d cli n i c o p a th ol o gi c al f a c t o r s

N u m b e r of C H 2F H . F H .

c a s e s (p m ol/ g) (p m ol/ g)

S e x
m a le 1 6 0 . 7 0 ±0 . 8 5 0 . 7 0 ±0 . 8 8

f e m al e 1 4 1 . 1 6 士0 . 8 5 0 . 9 1 ±0 . 6 7

W 1 5

H i s to lo g y m 1 2

m u c 3

0 . 91 ±0 . 9 7 0 . 7 8 士0 . 8 5

0 .8 1 ±0 . 8 3 0 . 7 2 士0 . 7 4

1 . 36 士0 . 1 8 1 . 1 7 ±0 . 63

( - ) 1 8 0 . 9 5 土0 .8 2 0 .8 0 士0 . 91

( + ) 1 2 0 . 8 5 士0 . 9 6 0 .8 0 士0 . 58

( - ) 2 4 0 . 7 8 ±0 . 7 9 0 . 7 4 ±0 . 7 7

( + ) 6 1 . 4 5 ±1 . 0 2 1 . 0 4 士0 . 8 5

(
-

) 1 5 0 . 5 5 士0 . 6 5 0 . 6 2 士0 . 6 1

( + ) 1 5 1 .2 8 士0 . 9 3
*

0 . 9 8 ±0 . 9 1

R e s ul ts a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士S D .

1 y , hi st ol o gi c a1 1 y m p h oi d i n v a si o n ; V , hi s tol o gi c al v a s c u l a r i n v a si o n ; n ,

his t ol o gi c al m e t a s t a si s of l y m p h n o d e ; H i st ol o gi c al cl a s sifi c a ti o n i s a s

f oll o w s
,
W : W ell d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o 叩 a , m : m O d e r a t el y

diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r ci n o m a
,
m u C : m u Ci n o u s a d e n o c a r ci n o m a .

†P < 0 .0 5 c o m p a r e d w ith n ( - ) g r o u p .
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が最低値 を示 した D ＼A を 1 と して 各癌鼠織の T S 遺伝子量を

数量化す る と ,
T S 遺伝子 量の 最大値は3 . 7 3 で あ っ た . しか し ,

癌覿織 に お い て T S 遺伝子の 存在す る17 番染色体の 欠失あるい

は重複の 頻度 が高 い こ とが 知 られ , こ の 程度の 遺伝子量 の 違い

を遺伝子増幅 と結論づ け る こ と は で き な い . 少なく とも試験管

内の 5-F U 耐性癌細胞 で 認め られ る よう な数10 倍程度 の T S 遺

伝子増幅は化学療法剤投与の 有無に 関 わ ら ず認 め られ な か っ

N o
.
o f c o l o n c a

.
t i s s u e

l 之 き 4 5 6 7 さ 争 1 0 1 1 1之 1 3

附 仲

之諷 1 叩

〓

州

ヰ
艦
W

ヰ

乳

色

女ST

′ 1 1 l o b i ■

F ig . 3 . S o u th e r n bl o t a n aly si s of T S a n d β
-

gl o bi n g e n e .

T h e 5 iLg Of D N A i s ola t e d f r o m c ol o n c a n c e r tis s u e w a s

dig e s t e d wi th r e s tri c ti o n e n d o n u cl e a s e E c o RI a n d tr a n sf e-
rr e d t o n yl o n m e m b r a n e aft e r el e c tr o p h o r e sis i n l .0 %

a g alo s e g el . A m e m b r a n e filt e r w a s h y b rid iz e d w ith a

32
P-1 a b el e d T S a n d β-glo bi n p r o b e . S iz e m a r k e r s a r e

i n di c a t e d t o th e l e ft . β-gl o bi n w a s u s e d a s a i n t e r n al

c o n tr ol . c a . ; C a n C e r

｣

む

q

∈

コ

U

ゝ

d

O

U

S

ト

3

2

U F T ( - ) U F T ( +)

∩ = 3 6 n = 1 4

Fi g ･ 4 ･ T S c o p y n u m b e r i n c ol o n c a n c e r tis s u e s tr e a t e d

W ith o r w ith o u t U F T . T S s p e cifi c sig n als f r o m S o u th e r n

bl o t w e r e q u a n tit a ti v el y a n aly z e d b y d e n sit o m e tri c

S C a n ni n g , T S c o p y n u m b e r w a s n o r m aly z e d t o th e l o w e s t

O n e W hi c h w a s s e t a t l .0 . E a c h h o ri z o n t al b a r r e p r e s e n ts

g e o m e tri c m e a n v al u e .

9 8 1

た . U F T 投与の 有無 で T S 遺伝子 量を比較 した が有意な差 ほ

認め られ なか っ た (図 4 ) . ま た
, 化 学療法施行例 に お い て

U F T 投与日 数 , 総投与量と T S 遺伝子 量 との 関連 を検討 した

が い ずれ も関連性 を認め な か っ た (図5 ) .
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F i g . 5 . R el a ti o n s hi p b et w e e n T S c o p y n u m b e r i n c olo n

c a n c e r ti s s u e a n d d u r a ti o n of U F T e x p o s u r e ( A ) . R el ati o-
n s hi p b e t w e e n T S c o p y n u m b e r i n c ol o n c a n c e r ti s s u e a n d

t o t al d o s e of U F T e x p o s u r e ( B ) . F o u rt e e n p a tie n t s

r e c ei v e d c h e m o t h e r a p e u tic a g e n t U F T p r e o p e r a ti v ely a n d

T S c o p y n u m b e r i n t h eir r e s e c t e d c ol o n c a n c e r tis s u e w a s

a n a ly z e d . C o r r el a tio n c o e ffi ci e n t (r) is - O A 29 ( A ) a n d
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Fig . 6 . N o rth e r n bl o t a n aly sis of T S a n d βT a C ti n m R N A .
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32
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a s a siz e r n a r k e r . β- a C ti n w a s u s ed a s a i n t e r n a .l c o n tr ol .

C a , ; C a n C e r
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2 .
T S m R N A 転写活性の 変化 ( 図6 )

覿織 量に 余裕の あ っ た30 例の T S m R N A 転写量を 検討 した ･

β ア ク チ ン m R N A 転 写 量を 内部 コ ン ト ロ
ー ル と し て T S

m R N A 転写量を 定量 した . さ らに T S m R N A 転写量が 最低 の

もの を 1 と して 各観織中の r n R N A 畳を数量化 した ･ U F T 投 与

の 有無別に T S m R N A 転写量を み る と , 酵素活性 の 増加 に も

関わ らず m R N A 量に 関 して は 両者に 有意な差を認め な か っ た

(囲 7 ) .

Ⅵ .
T S m R N A か らの 翻訳調節に関する検討

1 . t: F T 非投与例に お け る T S m R N A 転写量 と T S 活性の

関連性

術前 U F T 非投 与例 に お い て T S m R N A 量と T S 活性の 関

連を み ると ,
T S m R N A 転写量が20 以上 の 4 例に お い て , 他の

組織と比 較 して 転写量が高値 で あるに も関わ らず T S 活性は 低

値を示 した .

一 方 こ の 4 例を除い て 検討する と ,
T S m R N A 量

と T S 活性に は ほ ぼ
一 次の 相関関係が求め られ た ( 図8 ) ･

2 .
U F T 投与例の T S m R N A 転写量 と遊離 T S 活性

U F T 非投与例に おけ る T S m R N A と T S 活性 の 関係よ り え

られ た 1 次直線上 に U F T 投与例の T S m R N A 量 と 遊離 T S

の 関係を プ ロ ッ ト して み る と ,
1 2 例中 9 例で ほ U F T 投与に も

関わ らず阻織中に ほ T S m R N A 量に 対応する だ け の 遊離 T S

活性が残存 して い る と考え られ た ( 図9) .

考 察

近年の 癌化学療法 の 発達 に よ り, 消化器病 を中心 と した 固形

U F T ( h ) U F T ( +)

∩ = 1 8 n = 1 2

F ig . 7 . T S m R N A tr a n s c ri pti o n al a c ti vit y i n c ol o n c a n c e r

ti s s u e tr e a t e d w it h o r w ith o u t しF T . T S s p e cifi c sig n al s

f r o m N o r th e r n b lo t w e r e q u a n tit ati v ely a n aly z e d b y

d e n sit o r n e tric s c a n n i n g . T S m R N A tr a n s c ri p ti o n al a c ti vit y

w a s n o r m al y z e d t o t h e lo w e s t o n e w hi c h w a s s e t a t l ･0 ,

E a c h h o riz o n t al b a r r e p r e s e n t s g e o m e tri c m e a n v al u e .

上

癌に お い て もそ の 有効例 が報告 され て い る . しか し . 現在臨床

で行われて い る癌化学療法 は ,
多く の 症例 に 画 一 的 な プ ロ ト

コ ー ル を用 い て も っ とも奏効率の 高い 化学療法剤を選択する こ

とに よ り効果を 上 げて きた . しか し
, 癌の 発生 が遺伝子の 多段

階変化 に よ る こ とが 明 らか とな り, 個 々 の 腫瘍 の 生物学的悪性

度が異なる こ とを 考 えれ ば ,
そ れ ぞれ の 腫瘍 に 最適 な化学療法

もお の ずか ら異な る と考 え られ る . した が っ て , 今後癌化学療

法で そ の 奏効率を よ り高 め る た め に は 個 々 の 症 例 で 最適な薬

剤 ,
ある い はそ の 組み 合わ せ を 選択す る こ と が 必 要に な ると考

え られ る . 特 に 外科的治療前 に 行う化学療法に お い て は 抗癌剤

に 耐性 を示 す癌種 を対象 と した 場合 ,
そ の 効果が え られ ない ば

か り で な く , 患者 の 全身状態 の 悪化 に よ り術後合併症の 発生率

の 上 昇が危惧さ れ る . 術 前化学療法 を痛手術成蹟向上 の
一 手段

と して 確立 させ る た め に ほ , 術 前に 個 々 の 腫瘍 の 各抗癌剤に 対

す る感受性 を 正 確に 把塩す る こ と が 重要 である と考 え る .

現在 ざ- F U を ほ じめ と した フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤は消化

器癌化学療法の 中心 的な薬剤 とな っ て い る . T S は フ ッ 化 ピ リ
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大腸癌組織内 T S 活性と葉酸 プ ー ル の 検討

ミ ジ ン 系抗癌剤の 標的酵素で あり , そ の 腫瘍組織内の 濃度は感

受性の 指標 に な ると 考え られ る . また , T S は フ ッ 化 ビ リ ミ ジ

ン 系抗癌剤 の み な らず シ ス プ ラ チ ン ( cis pl a ti n , C D D P ) や ア ド

リ ア シ ソ ( a d ri a m y ci n , A D R ) 耐性癌 に お い て もそ の 活性が 上 昇

して い る こ とが 示 され て お り
29 冊

, 現在 臨床応用 さ れ て い る 他

の 抗癌剤に 対す る耐性 に も関与 して い る と推測 され る .

本研究に お い て 大腸癌魁織の T S 活性 は個 々 の 腫蕩で活性値

が大きく異な る こ とが 判 明 した . 試験管内の 実験 で は T S 活性

が 高い 細胞ほ ど 5-F U へ の 感受性が低 い 関係が認め られ て い る

が
31 -

, 臨床 に お い て も T S 活性値が 抗癌剤感受性 の 指標と な る

こ と が示 唆 され た .

三 山ら
32)
は胃癌 に お い て そ の 覿織塾 と T S 活性が 関連性を持

つ こ と を報告 して お り , こ れ に よ り阻織型別に 化学療法の 使用

薬剤を選択す る こ とが 可 能で ある と して い る .
こ の よう に 臨床

で えられ る デ ー タ ー

か ら T S 活性 値が 予 測 で きれ ばそ の デ ー

タ
ー

が化学療法剤選択 の 指標と な りう る . 本研究で は組織学的

に 静脈侵襲が陰性 の 大腸癌覿織 で T S 活性が 高値を示 し, か か

る指標の 候補と な り うる と考え られ た .

試験管内に お ける T S 活性と 抗癌剤感受性 の 関係を臨床症例

に お い て も評価する こ と が必 要と 考え られ る が , 実際に 化学療

法施行前 に T S 活性を知 る こ とは そ の 測定 に 必 要 とす る観織豊

がえ られ な い た め 不 可能 で ある . 本研 究で 対象 と した 癌組織も

手術に よ り切除 され た もの で あり , 化学療法 に 対す る感受性を

直接知 る こ とほ で きな い . しか し
, 近年の 遺伝子 工学 の 発達に

よ り逆転写酵素¶P C R 法 (r e v e r s e t r a n s c ri pt a s e p oly m e r a s e

c h ai n r e a c ti o n , R T- P C R) を用 い て , 微量の 検体か ら腫瘍組

中の T S m R N A 量 を 定 量 す る こ と が 可 能 と な っ だ
3
∴

H o rik o s hi ら
34)
ほ こ の 手法を用い て 臨床例で の T S m R ＼A 量と

5-F U へ の 感受性が 関連 して い る こ とを 報告 して い る . 彼 ら の

報告 で は T S m R N A 量と T S 活性の 関連 を十分に 検討 して い

な い が
, 本研究の 結果 か らは T S m R N A 量 と T S 活性と は ほ

ぼ
一 次 の 相関関係に ある と考 え られ , 今後臨床 へ の さ らな る応

用 が期待 され る . ま た , 本研究 で 認め られ た よ うに 腫瘍組織の

T S m R ＼A 量が 非常に 高い に もか か わ らず T S 活性 が低 い 症例

がわ ずか に み られ ,
そ の 磯序 の 解 明が 期待 され る .

T S が フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に よ る 三 重結合体形成 に 関

与し
,
そ の 結 果 , 抗癌剤感受性の 指標 と な る と同様に , 腫瘍内

の 葉酸 プ ー

ル は ≡ 重結合体形成と そ の 安定性に 関与 し抗癌剤感

受性に 影響を与え る こ とが 知 られ て い る
35 ■3 b
＼ 道伝 ら

ち丁■

ほ ヒ ト癌

魁織の T S を 用い て 反応液中に 含ま れ る 葉酸 の 濃度が高い ほ ど

形成 され る 三 重結合体 の 安定性が増す こ と を証 明 して い る . 本

研究 に お い て も しF T を 投与 した症例 の 癌組織 で は , C H ｡F H i

およ び F H J の 濃度が 高い 腫瘍ほ ど T S 阻害率も高く , 臨床例で

も同様 の 関連が証明 され た .

こ の よう に , 腫瘍 内の 葉酸 プ
ー ル ほ T S 活性と 同様 に 抗癌剤

感受性 を検討す る場合の 重要な国子 と な り ,
フ ツ 化 ビ リ ミ ジ ン

系抗癌剤投与時 の 葉酸補給の 必要性お よび そ の 投与量の 指標と

な ると 考え られ た . さ らに , 本研究 に お い て 嵐織学的リ ン パ 節

転移を伴わ な い癌覿織 で は C H 2F H ｡ は 有意 に 低値を 示 し, 葉酸

補給の 指標とな りう る と考え られ た .

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤と葉酸プ
ー

ル を増加 させ る生化学

的効果修飾剤 で ある 1 e u c o v o ri n の 併用が 臨床例 で高 い 有効性

を示 して い る こ と か ら , 臨床例 の 癌鼠織に は十分な T S 阻害を

えるだ け の 葉酸 プ ー ル が なく , 多くの 癌阻織で はそ の 補給が必

983

要 と考 え られ て い た . 本研究 に お い て 覿織中に 存在す る内国性

の 葉酸の み で 三 重結合体を形成 させ た と こ ろ ,
そ の T S 阻害率

は わ ずか に1 0 % 前後 で あり葉酸補給の 必 要性が確認 され た . ま

た
,
しF T 投与例 に お い て は総 T S 活性 の 増加が 認め られ た が ,

こ れ に 対 し葉酸プ ー ル の 増加率は低く相対的な葉酸 プ ー ル 欠乏

に 陥 っ て い る と予想され た . こ の よ う な フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗

癌剤投与後 の T S 誘導ほ 腫瘍 の 抗癌剤に 対す る耐性獲得機序の

一

つ と考え られ , 高い T S 阻害率を え るため に は腫疹内の 葉酸

プ ー ル の 増加 が不 可 欠と考え られ た . 最近 フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系

抗癌剤 と C D D P の 相乗効果発現 の メ カ ニ ズ ム と して C D D P に

よる 葉酸 プ ー ル 増加が示 され て お り
38 卜 40 >

,
1 e u c o v o ri n と 同様 に

生化学的効果修飾剤と して の C D D P 併用を よ り積極的 に 行 う

こ と が必 要 で ある と考え られ , 臨 床 に お け る効果が期待 さ れ

る
仙

.

フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与後 の T S 誘導ほ こ れ ま で に も

乳癌な どで観察 され て お り, 抗癌剤耐性の メ カ ニ ズ ム と も関連

して い ると考 え られ て い る
42 仙

. こ の ような T S 誘導 の メ カ ニ ズ

ム と して
,
T S の 遺伝子 レ ベ ル で の 変化が試験管内の 実験 で 証

明 され て い る . すな わ ち T S 遺伝 子座 に お け る遺伝子増幅
441

や ,
T S 遺伝 子 か ら T S m R ＼A へ の 転 写活性 の 増 加

30)
が

5-F し 耐性細胞 で 認め られ て い る . しか し
, 臨床検体 で 同様 の

現象が起 こ っ て い るか 否か に つ い て は 報告 が な い . 最近 ヒ †

T S 遺伝子の 全塩基配列が決定 され
4 5-

,
ヒ ト 臨床 検体 に お い て

も D N A , m R ＼A レ ベ ル で の 変化を 検討する こ と が 可能 に な っ

た .
T S 遺伝 子増幅に 関して は Cl a rk ら

46)
が 臨床例で 5-F U 耐

性 とな っ た腫瘍組織 で 認め られ た と報告 して い る . しか し
, 本

研究 で は 化学療法の 有無に かか わ らず T S 遺伝子 増幅は み とめ

られ な か っ た . そ の 理由と して 今回対象と した U F T 投与例で

の 投与期間が平均11 . 7 日と 短い こ と が 考え られ る . 試験管内の

実験 で認め られ る T S 遺伝子増幅は , 腫瘍細胞を 5-F U 下 に 長

期間培養 して え られ る もの で あり , 1 ～ 2 週間程度 の 投与期間

で は遺伝子増幅は起 こ ら ない もの と考え られ る . 今後 , さ らに

長期の 化学療法施行例あるい は 補助化学療法後の 再発例 に つ い

て 検討す る必 要がある .

d 方 , T S m R N A へ の 転写活性に 関 して もL:F T 投与後 で 変

化は認め られ な か っ た . C h u ら
47 }

は 試験管内の 実験 で 5-F U 投

与後に T S 活性の 増加 が 認め られ る が T S m R N A レ ベ ル での

変化は 認め られず , T S 誘導が m R N A か ら蛋白 へ の 翻訳 レ ベ

ル で 起 こ っ て い ると報告 して い る . 本研究に お け る T S 酵素清

性 ,

･ T S 遺伝子の 変化の 検討結果か ら , 臨床の 腫瘍に お い て も

同様に T S 誘導が 翻訳 レ ベ ル で 起 こ っ て い る と考え られ ,
こ の

よ うな 翻訳 レ ベ ル で の T S 誘導が フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に

対す る腫瘍の 耐性獲得機序と な っ て い るもの と思わ れ る .

現在 フ ヅ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与後 の T S 阻害の 程度を 表

す数値 と して T S 阻害率が主 に 用 い られ て い る が , 総 T S 中に

は 三 重結合体を形成 して 長期間分解を逃れ た T S が含まれ て い

るた め ,
みか け上 実際よ り も高い 阻害率 と して 評価 される 可能

性 があ る . 実際 に d T M P 合成に 預 か っ て い る 総 T S 量は

m R N A 量に 合わ せ て 合成 され る蛋白量と考え られ る . こ の 総

T S 畳の うち 三重結合体を形成 して い るもの が 其の T S 阻害量

と考 え られ , よ り動 的な T S 阻害の 指標が 必要と され る .
こ の

よ うに , よ り動的な変化と して T S 阻害 を考え る と , 翻訳 レ ベ

ル で の T S 誘導 は抗癌剤投与後の 遊離 T S 活性の 減少か ら酵素

量 を 回復 させ る巧妙な機構を な して い る と考えられ る . 実際,
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本研究 に お い て 化学療法例に お け る T S rn R N A 量 と T S 活性

の 関係を み る と t
U F T 投与に もか か わ らずほ と ん どの 腫瘍組

織中に は T S m R N A 量に み あうだ け の 遊離 T S 活性が あり ,

T S 活性が ま っ た く阻害 され て い な い とも考え られ る ･
こ の よ

うな 遊離 T S 活性の 急速 な回 復に よ り腫瘍細胞が細胞死か らの

が れて い る と推測 され る .

最近 C h u ら
購困 朝
は T S 酵素量が T S 酵素自体 で 自動調節 され

て お り ,
さ らに 5-F U に よ る翻訳段階で の T S 誘導 が イ ン タ

ー

フ ェ ロ∵ / に よ っ て 抑制 され る と報告 して い る .
こ の 事実 ほ , 遊

離 T S 量の 低下が T S r n R N A に 対 し翻訳活性の 増加の シ グ ナ

ル と して伝 え られ , そ の 結果遊離 T S 量が増加 し,
一 定に 調節

され る こ とを 示 して お り , ま た こ の よ うな自動調節が イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン に よ り抑制 され るこ とを 示 唆 して い る . 本研究 で 認め

られ た 翻訳段階で の T S 誘導 は , こ の メ カ ニ ズ ム に
一

致する も

の で ある . 今後 ,
フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 効果を よ り高め

るた め に は
,
こ の T S の 自動調節を抑制する ような 効果修飾剤

の 開発と臨床応用が 不 可 欠で ある と考え る .

結 論

ヒ ト大腸癌組織50 検体を対象と して 狙織内 T S 活性 , 葉 酸

プ
ー ル を 測定 し, さ らに U F T 投与後の T S 誘導 に つ き遺伝 子

レ ベ ル での 検討 を行 い , 以下の 結論せ 得た .

1 . T S 活性は 各大腸癌観織 で 大きく異 な り ,
フ ッ 化 ビ リ ミ

ジ ン 系抗癌剤 に対す る感受性 の 指標 と な る可 能性 を示 し て い

る .

2 . U F T 投与例 で の T S 阻害率 は腫瘍内の 葉酸 プ
ー

ル が 高

い ほ ど高値を示 し, フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時 に お け る

葉酸補給 の 必 要性 を確認 した .

3 . T S 活性 は じF T 投与例 に お い て 有意 に 高値 を 示 し ,

T S 誘導が抗癌剤耐性 の メ カ ニ ズ ム とな っ て い る こ と を 示 唆す

る .

4 .
こ の よ う な T S 誘導 は T S 遺伝子増幅 ,

T S m R N A 転写

誘導に よ らず , 翻訳段階で の 誘導 で ある可 能性を示 唆す る .

以上 の 結果 よ り ,
フ
ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時 の 葉酸補

給の 必要性 と感受性指標と して の T S 括性測定の 意義 が確認 さ

れた . また 翻訳段階 で の T S 誘導が 抗癌剤耐性と深く関わ る こ

とが 示唆され , 今後 の 生化学的効果修飾と して T S 誘 導を抑制

す る効果修飾剤の 開発お よ び 臨床応用が必 要 で あ ると 考え る .
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d U M P a n d f r e e F d じM P p o oI s t o i n hibiti o n of th y mi d yl a t e

s y n th a s e b y 5-fl u o r o u r a cil . M ol . P h a r m a c ol . , 2 5 , 3 0 3 3 0 9

(1 9 8 4) .

3 2) 三 山健司 ,
小西 敏郎, 平田 泰 , 出月 康夫 , 坂本 忍, 田

中 洋
一

, 須 田 薙 夫 : 胃 癌阻織型 と t h y m id yl a t e s y n th e t a s e ,

t h y mi d i n e ki n a s e 両酵素活性一切除標本 と内視鏡下生検標本阻

織 m

. 日 癌治 .
2 6

,
20 0 6 (1 99 け

33) K a s h a n i
- S a b e t

,
M . , R o s si , J . J .

,
L u , Y .

.
M a

,
J . X .

,

C h e n , J . , M i y a c hi , H .
& S c a n l o n , K . J . : D et e c ti o n o f d r u g

r e sis t a n c e i n h u m a n t u m o r s b y i n vit r o e n z y m a ti c a m p lifi c a-

tio n . C a n c e r R e s . , 4 8 , 57 7 5.5 7 7 8 (1 9 8 8) .

3 4) H o ri k o s hi , T .
,
D a n e n b e r g , K . D . , S t 且dl b a u e r , T . H .

W .
,
＼
◆

0 1k e n a n d t
,
M り S h e a , L . C . C . , A i g n e r , K . , G u 5 t a V S S O n ,

B り L ei c h m a n , L .
,
F r o si n g , R .

,
R a y , M .

,
G i b s o n

,
N . W .

,

S p e a r s , C . P . & D a n e n b e r g , P . V . : Q u a n tit a ti o n of

th y m id yla t e s y n t h a s e , d y h y d r of ol a t e r e d u c t a s e , a n d D TTdi a p-

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

p o ly m 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 り 52 , 1 0 8-1 16 (1 9 9 2) ･

3 5) K e y o r n a r 5i t K . & M o r a n , R . G . : F oli ni c a cid a u g m e-

n t a tio n of t h e eff e c t s of fl u o r o p y ri m idi n e s o n m u ri n e a n d

h u m a n l e u k e m i c c ells . C a n c e r R e s .
.
46

.
5 2 2 9-5 2 3 5 (1 9 8 6) .

3 6 ) H o u g h t o n , J . A .
,
M a r o d a

,
S . J . , P hilli p s , J . 0 . &

H o u g h t o n , P . J . : B i o c h e m ic al d e t e r m i n a n t s of r e s p o n si v e n-

e s s t 0 5-fl u o r o u r a cil a n d it s d e riv a ti v e s i n x e n o g r aft s of

h u m a n c ol o r e c t al a d e n o c a r ci n o m a s i n m i c e , C a n c e r R e s .
,
4 l

,

1 4 4-1 4 9 (1 9 81 ) ,

3 7) 遺伝研 司 , 田中基裕 , 大村健 ニ , 佐々 木琢磨 , 渡辺 洋辛 ,

白坂哲彦: t e r n a r y C O m Pl e x ( T C ) の 動的平衡と癌組織内還 元型

菓酸に つ い て . 日癌治, 2 6 , 1 6 8 7 ( 1 9 91 ) .

3 8) S c a n l o n , K . J .
,
N e w m a n

,
E . M

り
L u , Y . & P ri e s t , D .

G . : B i o c h e m ic al b a si s f o r c is p l a ti 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 c i n o m a c ell s ▼ P r o c ･ N a tl ･

A c ad . S ci . しS A , 8 3 . 89 2 3 8 9 2 5 (1 9 8 6) .

3 9 ) 白坂哲彦, 島本雄司 , 木下英 之 , 木村彰男 , 福 島正 和 :

5-F し: 系抗癌剤 と シ ス プ ラ チ ン の 併用 に よる 抗腫瘍効果増強と

そ の 作 用機序 - 5YF し の B io c h e m IC a l M o d ul a ti o n の 立 場 か

ら- . 癌 と化学療法, 1 8 , 4 0 3-4 0 9 (1 9 9 1) .

40 ) 白 坂哲彦 , 島本雄司 , 福島正 和: シ ス プ ラ チ ン と弗化 ビ リ

ミ ジ ン . 癌治療 ･ 今日 と明 日 ,
1 3

,
2 3-2 8 (1 9 91 ) .

41 ) 大村健 ニ , 遺伝研司 , 葉木義則 , 川上和之, 官永大門 , 橋

本琢生, 石田文生 , 渡辺 洋宇: シ ス プ ラ チ ン ,
5-F し(しF T ) 併用

療 法 に よ る 消化器癌 の 治療 . 癌 と 化 学療 法 ,
1 9

,
7 2 3-7 2 5

(1 9 9 2) .

4 2) W a s h ti e n , W . L . : I n c r e a s e d l e v el of t h y m i d yl at e

s y n th e t a s e i n c e u s e x p o s e d t o 5-fl u o r o u r a cil ･ M ol ･ P h a r m a c o l ･ ,

2 5
,
1 7 ト1 7 7 (1 9 8 4) .

4 3) S w a i n , S . M .
,
L ip p m a n , M . E .

,
E g a n , E . F .

,
D r a k e

,

J . C . , S t ei n b e r g , S . M . & A ll e g r a , C . J . : F l 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 i n p r e v i o u sly tr e at e d p a ti e n ts w ith



9 8 6

m e t a s t a tie b r e a s t c a . n c e r . J . C li n . 0 n c ol . . 7 . 8 9 0-8 9 9 (1 9 8 9 ) .

44 ) B e r g e r , S . H . . J e n h , C , H . & J o h n 5 O n . L . F . :

T h y mi d yl a t e s y n th a s e o v e r p r o d u c ti o n a n d g e n e a m plifi c a ti o n

O n fl u o r o d e o x y u ridi n e-r e Si s t a n t h u m a n c e u s ･ M ol ･ P h a r m a c o l ･ .

2 8 , 4 61-4 6 7 (1 9 8 51 .

4 5) K a n e d a
,
S .
,
N a lb a n t o fl 11 , J . , T a k eis h i , K . . S h i m i z u .

K ‥ G o t o h . 0 . . S e n o . T . & A y u s a w a . D .
: S t r u c t u r al a n d

f u n c ti o n al a n aly si s of t h e h u m a n t h y m id vl a t e s y n t h a s e g e n e .

J . B iol , C h e m .
. 2 6 5 , 2 0 2 7 7-2 0 2 8 4 (1 99 0 ) .

4 6 ) C l a r k , J . L .
,
B e r g e r . S . H .

.
M it t el m a n

,
A . & B e r g e r .

F . G . : T h y mi d yl a t e s y n t h a s e g e n e a m plifi c at i o n i n a c ol o n

t u m o r r e si s t a n t t o fl u o r o p)
･

ri m idi n e c h e m o t h e r a p y . C a n c e r

T r e a t . R e p . . 7 1 , 2 61-2 6 5 ( 1 98 7〕.

4 7) C h u , E ‥
Zi n n ,

S . & A 11 e g r a . C . : T r a n sl a ti o n al

r e g ul a ti o n o f th m id yl a t e s y n th a s e i n r e s p o n s e t o 5-f l u o r o u r a-
Cil a n d g a m m aTi n t e rf e r o n i n a h u m a n c ol o n c a n c e r c ell l in e

( H 6 3 0 ) . P r o c . A m . A s s o c . c a n c e r R e s . A n n u . M e et .
,
3 2

,
4 1 6

(1 9 9 け

48) C h u , E ･
,
K o ell e r

,
D . M

り 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 , C .

J ･ : A u t o r e g u l a ti o n of h u m a n th m id yl a t e s y n th a s e m e s s e n g e r

R N A tr a n sl a ti o n b y th y mi d yl a t e s y n th a s e . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . U S A . 8 8 . 8 9 7 7L 8 9 81 (1 99 1) ,

4 9) C h u , E . , Zi n n , S . , B o a r m a n
,
D . & A ll e g r a , C . J . :

I n t e r a c ti o n of T i n t e rf e r o n a n d 5
-fl u o r o u r a cil o n th e H 63 0

h u m a n c ol o n c a r ci n o m a c ell li n e . C a n c e r R e s . , 5 0 . 5 8 34- 5 8 40

( 1 9 9 0) .

T h e Le v el s of T h y m id y l at e S y nt h a s e a n d F ol at e P o ol i n H u m a n C ol o r e ct al C ar Ci n o m a Tis s u e s a n d C h a n g e s of

T h ym i d y l at e S y n t h a 沈 A cti vity F ol1 0 wi n g U F r E x p o $ u r e K a z uy u ki K a w a k am i , D e p a r t m e n t o f S u rg e ry ( I ) , S c h o ol

O f M e di ci n e
,
K an a Z a W a U ni v e r sity , K an a Z a W a 9 2 0

-

J . J u z e n M ed S o c .
,
1 0l

,
97 5 -

9 8 6 ( 1 9 9 2)

K ey w o r d s h um an C Ol or e c t al c a r ci n o m a , th y m id y l at e sy n th a se , fb l a te p o ol , fl u o r o p y ri m i d i n e s , d ru g r e Sis t an C e

A b st r a c t

T h y m id y l at e s y n th a s e ( T S) is a tar g et e n z ym e f b r an d t um O r 且u or op y ri m i di n e s . 5
- F l u or o

-2
■
- d e o xy u ri di n e 5

'
- m O n O p h o s

-

P h a te ( F d U M P) , W hi c h i s m e ta b oli z ed f r o m fl u o r o p y ri m i d i n e s , d i r e c tly i n hi bi ts th e e n z y m ati c a c ti vi ty o f T S th r o u g h th e f or
-

m a d o n o f a t e m ar y C O m Pl e x w ith th e e n zy m e an d 5 , 1 0 - m e th y l e n e te tr a h y dr of bl at e ( C H 2 F H 4) . I n th i s st ud y , W e m e a S u re d th e

e n z ym atic ac tivit y of T S a n d fb l at e p o oI s u b st a n c e s i n 5 0 h um an C Ol o r e ct al c ar ci n o m a ti s s u e s t o i n v e stig at e th ei r r ol e i n th i s

C an C er an d to c o n si d er th ei r i m plic ati o n s i n th e c an C er Ch e m o 血e r a p y ･ F o u rt e e n p a ti e n ts r e c ei v ed th e c h e m o th er ap e uti c a g e n t

U F T p r e o pe r ati v el y ( U F r g r o u p) , W hil e o th e r 3 6 d i d n ot r e c ei v e an y C h e m o th er ap e u ti c a g e n t ( n o n
- U F T g r o u p) . h th e n o n

-

U F r g r o up , th e m e an T S a cd vit y w as l .8 3 ±1 .4 6 p m ol/g ( m e an ±S D ) , an d th e c o e 飴ci e nt o f v ari a ti o n w a s 79 .9 % . T Yli s w i d e

V ar i a d o n s u g g e sts th at T S a c ti vi t y m ay b e u s e f ul a s a cli mi c al p a r am et er r efl e c ti n g th e re s p o n s e to fl u o r o p y ri m i di n e s ･ I n th e

U F T g r o u p , t O t al T S a c ti v i ty ( T S
- t O t al) , f r e e T S a c ti vi ty ( T S

- fr e e) , a n d T S i n h i bi ti o n r a t e ( T S I) w e r e 6 .3 0 ±5 .3 9

p m ol/g , 2 ･5 8 士2 ･0 9 p m ol/g , an d 56 ･3 ±1 2 .9 %
,
r eSp e C ti v el y . ¶l e T S

- tOt al v al u e i n th e U F r gr o up w as sig nifi c an tly i n cr e a se d

C O m p a r ed t o th at in th e n o n
- U F r g r o up (p < 0 .(X 氾1) , S u g g e Sti ng th at an in d u c d o n of T S t ak e s pla c e w i th th e U F r tr e at m e nt .

I n th e n o n - U F r gr o u p , th e p r edi c te d T SI , W hi c h w a s c al c ul ate d fr o m T S a c ti vi ty an d T S c a p a city t o b i n d to i n tr ac ell ul ar

f ol at e
,
W aS O nl y 8 ･3 士9 ･3 % ･ I n th e U F T g r o u p , T S I w a s c or r el at e d w 池 th e l e v el s of b o th C H 2 F H 4 (r = 0 .7 0 , P < 0 .0 1) an d F H 4

(r = 0 ･61 , p d ) ･05) ･ T h es e r e s ult s i n dic ate th at fblat e p o ol r epl e nish m e n t is n e c es s a ry f o r th e e x p r e s si o n of th e an ti t um Or a Cti vi
-

ty of flu or op y ri mi di n e s ･ F u r th er st u d ie s w er e pe r f or m e d to in v e stlg at e th e m e c h a ni s m o f T S i n d u c d o n f oll o w ln g U F T e x p o
-

S u r e ･ S o u th e 血 bl ot an al y sis r e v e al e d n o T S g e n e am pli fi c a d o n in ei th e r th e U F r or n o n
- U F r g r o u p . O n N or th e rn bl ot an al -

y sIS n O S lg ni丘c an t di 飴r e n c e w a s ob s e rv a bl e b et w e e n th e U F r an d n o n
q U F T gr o u p s i n th e l e v el of T S m R N A .

T h e s e r es ul t s

S u g g e St th at th e in d u cti o n of T S f oll o w l n g U F r e xp o s ur e is c o n t r o11 ed a t th e b
･

a n Sla ti o n al l e v el .
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