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略号

本論文中では以下の略号を用いた
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dihydropyrimidine dehydrogenase

deoxyribose-1-phosphate

牛胎児血清(fetal bovine serum)

アメリカ食品医薬品局(food and drug administration)

fluorodihydrouracil

fluorodeoxyuridine diphosphate

fluorodeoxyuridine monophosphate

fluorodeoxyuridine

fluorodeoxyuridine triphosphate

dihydrofolate

folylpolyglutamate synthase

tegafur
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FUDP fluorouridine diphosphate

FUMP fluorouridine monophosphate

FUrd fluorouridine

FUTP fluorouridine triphosphate

GAPDH glyceraldehyde'3-phosphate dehydrogenase

GGH y'glutamyl hydrolase

GI5。     50％細胞増殖抑制濃度(50％growth inhibition concentration)

Glu glutamic acid

HPMC hydroxypropylmethylcellulos

HRP horseradish peroxidase

LV leucovorin
NCI National Cancer lnstitute

ODC orotidine 5”monophosphate decarboxylase

OPRT orotatephosphorybosyl transferase

Oxo oteracil potassium

PRPP phosphoribosylpyrophosphate

PVDF polyvinylidene fluoride

Ribl-P ribose-1'phosphate

RT'PCR reverse transcription polymerase chain reaction

RTV relative tumor volume

siRNA smalldinterfering RNA

TGI tumor growth inhibition rate

THF tetrahydrofolate

TP thymidine phosphorylase
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TS

TV

UFT

UMPS

UP

thymidylate synthase

腫瘍体積(tumor volume)

tegafur-uraciI

uridine 5'一一monophosphate synthase

uridine phosporylase
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第1章序論

癌は、日本において昭和56(1981)年より死因の第1位を占めており、死亡者数は

現在年間30万人以上に及ぶ［厚生労働省、2006］。また、厚生労働省研究班の推計

によれば、生涯のうちに癌に罹る可能性は男性の2人に1人、女性の3人に1人とさ

れている。さらに、癌は加齢により発症リスクが高まるため、今後ますます高齢化が

進行することを踏まえると、その死亡者数は今後とも増加していくと推測される。従っ

て、癌の制圧は日本人の健康上の最重要課題である。

癌の治療は外科的治療、放射線治療及び化学療磨翌ﾌいずれか、または複数を組

み合わせて行われる。早期の癌は原発部位に限局しているものの、次第に全身に転

移する。化学療磨翌ﾍ原発部位のみならず転移部位も根絶し得る唯一の治療磨翌ﾅある。

癌化学療磨翌ﾌ近年の進歩はめざましく、有効な抗癌剤の出現や各種抗癌剤の併用

療磨翌ﾉより、急性白血病、悪性リンパ腫、絨毛癌等では化学療磨翌ﾌみで治癒に導け

るまでに至っている。しかし一方で、多くの固形癌に対しては、抗癌剤の有効性はま

だ低く、化学療磨翌ﾌみでは完全に治癒に至らないのが現状である。従って、癌の治癒

率を向上させるにはさらなる化学療磨翌ﾌ進展が必須であり、臨床における腫瘍の大

半を占めている固形腫瘍に対して有効な新規抗癌剤の開発が望まれている。

 抗癌剤は、アルキル化剤、代謝拮抗剤、抗生物質、植物アルカロイド、白金錯体、

ホルモン剤及び分子標的薬剤などに分類される。抗癌剤の中でもプリン代謝拮抗剤、

ピリミジン代謝拮抗剤、葉酸代謝拮抗剤を含む代謝拮抗剤は長い歴史を持ち、癌化

学寮磨翌ﾉおいて重要な一翼を担ってきた。その中でも、5一一fluorouraci［(5-FU)を代表

とするフッ化ピリミジン系代謝拮抗剤は、大腸癌、頭頸部癌、胃癌、乳癌をはじめとす

る多くの固形癌の治療に用いられている。

 5-FUは、ウラシルが腫瘍内に取り込まれやすいことから、1957年にHeiderberger
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らによって誘導体として合成されて以来(図1)［Dunchinsky et al. ，1957］、大腸癌、

乳癌、頭頸部癌などの各種固形腫瘍の治療に用いられている［Longley et aL，2003］。

また、現在でもなお5-FUの抗腫瘍効果増強と副作用の軽減を目指して、新しい誘導

体の開発や、投与磨翌ﾌ改良、leucovorin(LV)(図2)などのbiochmical modulatorやシ

スプラチンなどの他の抗癌剤との併用療磨翌ﾈどが試みられている。
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図1. 5-FU及び関連化合物の構造
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5-FUは主に1)RNAへの取り込み、2)thymidylate synthase(TS)阻害により細胞

毒性を発現することが知られている［Longley et al. ，2003］(図3)。前者において、

5-FUは細胞内でfluorouridine triphosphate(FUTP)に代謝され、 RNAに取り込まれ

た後RNA求濫¥傷害を引き起こす。また後者において、5-FUはfluorodeoxyuridine

monophosphate(FdUMP)に代謝され、還元型葉酸の一つである

5，10-methylenetetrahydrofolate(5，10-CH2-THF)と共にTSと共有結合し強固な三者

共有結合体(ternary complex、図4)を形成しdTMP及びdTTPを枯渇させ、その結

果DNA合成を阻害する。この作用が強いフッ化ピリミジン系代謝拮抗剤としてfluoro

deoxy uridine(FdUrd)が知られている(図1，3)。
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図3. 5-FUとしVの代謝
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図4. FdUMP， TS，5，10-CH2-THF複合体(ternary complex)

 一方、5-FUはピリミジン異化経路で分解される。5-FUはまず5-FUの分解反応の

律速酵素であるdihydropyrimidine dehydrogenase(DPD)によりfluorodihydrouracil

(FDHU)へ変換される(図3)。ごくまれにDPDを欠損した患者が存在し、このような

患者が5-FUを投与された場合、投与初期にロ内炎、下痢、血液傷害、神経障害など

の重篤な副作用が発現したとの報告がなされている［van Kuilenburg et al. ，2004］。

 一方、5-FUは単剤で使用された場合、奏効率は20％以下と比較的効力が弱いこと

が知られている［Longley et al. ，2003］。このため、臨床効果を改善するべく、S-1，

5'一deoxy-5-fluorouridine(5'一DFUR)， capecitabineなどの誘導体が開発されてきた。

S-1は、5-FUの血中濃度を最大限に高め、かつそれに付随して増大する消化器毒

性を軽減させるために、5-FUのプロドラッグであるtegafur(FT)に、 DPD阻害剤で

ある5-chloro-2，4-dihydroxypyridine(gimeracil， CDHP)とorotate

phosphoribosyitransferase(OPRT)阻害剤であるoteracil potassium(Oxo)を配合し

た経ロ抗癌剤である(図5)［Shirasaka et・al. ，1998］。
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 FTは主として肝ミクロゾームP450(CYP2A6)により徐々に5-FUに変換されると

いう特徴を有している。CDHPは、主に肝臓に多く分布するDPDを可逆的に阻害する

ことにより血中及び腫瘍中の5-FUを高濃度に持続させ、抗腫瘍効果を増強する。ま

た、Oxoは主に消化管組織に分布してOPRTを阻害し、5-FUからfluorouridine

monophosphate(FUMP)への生成を選択的に抑制する。その結果、 S-1投与により

5-FUの強い抗腫瘍効果を損なうことなく、消化管障害が軽減されると考えられている。

現在、S-1は日本国内では胃癌、結腸・直腸癌、頭頸部癌、非小細胞肺癌、手術不

能又は再発乳癌の適応症で使用されている。

 また、5-FUの臨床効果を改善するべく、各種のbiochmical modulatorが研究されて

きた。その中でも、還元型葉酸の一つであるleucov。rin(LV)(図2)と5-FUの併用療

磨翌ﾍ大腸癌に対する臨床試験の結果、5-FU単剤に比較し有意に奏効率及び生存期

間を改善したことが報告されており［Advanced Colorectal Cancer Meta-Analysis

Project，1992， Meta-Analysis Group in Cancer，2004］、5-FU/LV併用療磨翌ﾍ現在大腸

癌に対する標準化学療磨翌ﾌ一つである。LV自体には抗腫瘍作用はないが、

5，10-CH2-THFを供給しternary complexを安定化させることで5-FUの抗腫瘍効果を
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増強する［Longley et al. ，2003］(図3)。 LVは構造上、d体と/体が存在する。注射剤

であるアイソボリンは/体であり、幽魂剤であるUZEL及びLV錠は等量のd体と/体

を含有する。生物活性を有するのはnatural isomerである/体であり、d体はほとん

ど代謝を受けずに尿中に排泄されることが知られている。

 このように5-FUの効果を高めるための様々な工夫にも関わらず、未だにこれら治

療が無効である患者も多い。また、5-FU系抗癌剤は、進行あるいは再発症例には奏

功しにくいことも事実である［Oonuma et al. ，2001］。しかし、癌患者における5-FU系

抗癌剤の効果を投与前に予測することが出来れば、不要な投与による患者の不利益

を軽減することが出来る。そのためには、薬剤投与前に薬剤に対する効果を予測しう

る因子を同定することが重要となる。また、5＋Uを含む抗癌剤は単剤で使用されるこ

とは少なく、複数の薬剤と組み合わせて使用されることが多い。患者の腫瘍が併用薬

に対して感受性を持たない場合、患者は併用薬の投与により副作用や経済的負担と

いった不利益のみを受けると思われる。即ち、5-FUだけではなく併用薬剤に対する

効果予測因子も同定する必要がある。

 本研究では、まず5-FU療磨翌ﾌ効果予測を実現化するために、5-FUの効果予測因

子を探索した。これまで、5-FUの臨床効果と腫瘍中のTSとDPDの発現レベルに関

連性があったことが多数報告されており、これらの因子は5-FUの効果予測因子とな

りうる可能性がある［Longley et al. ，2003， Johnston et al. ，1995， Ichikawa et al. ，2003］。

しかし、これらの2因子の発現レベルに基づいた5-FUの治療効果予測方磨翌ﾍ未だ

に確立されておらず、また2因子のみを用いた予測方磨翌ﾅは不十分である可能性も

残されている。そこで我々は、5-FU活性化酵素の一つであるOPRTの5-FU効果予

測因子としての可能性について、ヒト癌培養細胞を用いて検討した。

 次に、5-F/LV療磨翌ﾌ効果予測を実現化するために、LVによる5-FUの抗腫瘍作

用増強効果を予測しうる因子を探索した。LVによる5-FUの抗腫瘍作用に関与する
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因子はこれまで報告されていない。葉酸はfolylpolyglutamate synthase(FPGS)によ

りグルタメート化される［Suh et aL，2001］(図6)。ヒトのFPGSはcytosolと

mitochondoriaに存在する［Lin et・al. ，1993， McGuire・et・al. ，2000］。一方で、 FPGSによ

りグルタメート化された葉酸はγ一glutamyl hydrolase(GGH)によりグルタミン酸が切断

される［Suh et al. ，2001］(図6)。ヒトのGGHはリソソームに存在するが、癌培養細胞

では培養液中にも見いだされている［Galivan et al. ，2001］。ポリグルタメート型葉酸は

細胞外へ排出されにくいためモノグルタメート型葉酸よりも細胞内貯留性が高いこと

が知られている［Moran et al. ，1999］。従って、 FPGS及びGGHは細胞内の葉酸レベル

に重要な役割を担っていると考えられるが、この2つの酵素量がLVによる5-FUの

抗腫瘍作用増強効果に影響を与えるかどうかは不明である。そこで、これら二つの酵

素の発現量とLVによる5-FUの抗腫瘍作用増強効果との関連性についてヒト大腸癌

培養細胞を用いて検討した。
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Monoglutamate extrace//u/ar

            intfi∂α9伽3ノ・

階翫＿『懸隔＿，
Glu

Folate-

Monoglutamate
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    GGH Foiate-

    Glu

7一一一p・lygl吐amate

図6葉酸代謝におけるFPGSとGGHの役割

Glu; glutamic acid， FPGS; folylpolyglutamate synthase， GGH; y-glutamyl hydrolase
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第2章Orotate phosphoribosyltransferase(OPRT)の5-fl・u…uracil(5-FU)

効果予測因子としての可能性の検討

1. 緒言

5-FU系抗癌剤は古くから胃癌、大腸癌、乳癌、頭頸部癌などの治療に幅広く使用

されており、固形腫瘍に対する化学療磨翌ﾌkey drugの一つである。5-FUは次の二つ

の求絡¥により抗腫瘍効果を発揮すると考えられている。1つ目の求酪?ﾍ、5-FU代謝

物であるFdUMPがTS及び5，10-CH2-THFと強固な三者共有結合体(ternary

complex)を形成し、その結果DNA合成阻害を引き起こすことによりもたらされる。も

う1つは、5-FU代謝物がRNAへ取り込まれ、 RNA求濫¥障害が引き起こすことが挙げ

られる［Longley et al. ，2003］。

 TSは5，10-CH2-THFをメチル基供与体としてdUMPをメチル化し、dTMPを生成す

る酵素である。TSの阻害はdTMP及びdTTPを枯渇させ、その結果DNA合成を阻害

する［L。ngley et al. ，2003］。Johnstonらは、9人の大腸癌患者と12人の胃癌患者の

腫瘍中TS mRNA及び蛋白発現量を調べ、5-FUの治療効果が認められた腫瘍のTS

発現は治療に抵抗性であった腫瘍に比べ有意に低かったことを報告している

［Johnston et al. ，1995］。一方、投与された5-FUの80％は、肝臓や腫瘍中のDPDに

より速やかに分解される［Longiey et al. ，2003］。従って、 DPD発現量は5-FUの治療

効果を規定する重要な因子であると考えられている。Ichikawaらは37人の大腸癌患

者の腫瘍中DPDとTSのmRNA発現レベルを検討し、全患者に対する5-FU系抗癌

剤の奏効率が32. 4％であったのに対し、TSとDPD発現レベルが低い腫瘍を持つ患

者のみを選択した場合の奏効率は75％であったこと、さらにTSとDPD発現レベルが

低い腫瘍を持つ患者の生存期間中央値は、TSまたはDPDの発現が高い腫瘍を持

つ患者よりも有意に長かったこと、を報告している［Ichikawa et al。，2003］。これらの報
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告は、腫瘍中のTSとDPDの発現レベルは5-FUの治療効果を規定していることを示

は未だに確立されておらず、また2拍子のみを用いた予測方磨翌ﾅは不十分である可

能性も残されている。

 5-FUは細胞内でリン酸化された後に抗腫瘍効果を発揮する。5-FUのリン酸化経

路には以下の3つの経路が存在する(第1章図3)。一つ目の経路では、5-FUは

phosphoribosylpyrophosphate(PRPP)存在化でOPRTによりFUMPへ変換される。

二つ目の経路では、ribose-1 一一phosphate(Rib1-P)存在下でuridine phosporylase

(UP)によりfluorouridine(FUrd)に一度変換された後、 FUMPに変換される。三つ目

の経路では、deoxyribose-1-phosphate(dRibl-P)存在化でthymidine phosphorylase

(TP)によりFdUrdに一度変換された後、FdUMPに変換される。しかし、腫瘍ではこれ

ら3つの経路の中でOPRTが関与する経路が主であることが報告されている［Peters

et al. ，1986， Peters et al. ，1991］。OPRTとorotidine 5'一monophosphate decarboxylase

(ODC)はde no・voのピリミジン合成において、オロト酸にribose-5'一phosphateを付

加する反応と、orotidine-5'一monophosphateの脱炭酸化に関わる酵素であり、両者で

能性酵素である［Evans et al. ，2004］。OPRTとODCは一つのmRNAにコードされて

おり［Suttle et aL，1988］、OPRTのmRNA発現量及び活性レベルは様々な癌で高発

現していることが報告されている［Ochiai et al. ，2001，Mizutani et a1. ，2004， Yoshitomi

et al. ， 2006］. 

 腫瘍中のOPRT発現レベルが5-FU感受性と関連したという報告が幾つかなされて

いる［Ochiai et aL，2006， Ichikawa et・al. ，2003， Nakano et al. ，2006］。術後補助化学療

磨翌ﾆして5-FU系抗癌剤を施行された124人の大腸癌患者において、高いOPRT活

性を示した腫瘍を有する102人の大腸癌患者は、低い活性を示した腫瘍を有する22
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人の患者より無病生存期間及び全生存期間が有意に長かったことが報告されている

［Ochiai et al. ，2006］。さらに、5-FU系抗癌剤であるtegafur-uracil(UFT)にしVを併用

したUFT/LV併用療磨翌�{行された37人の大腸癌患者において、治療が有効であっ

た腫瘍は治療抵抗性であった腫瘍よりも腫瘍中のOPRTとDPDのmRNA発現の比

(OPRT/DPD)が有意に高かったことも報告されている［lchikawa et aL，2003］。しかし

ながら、Ishidaらは39人の大腸癌患者の腫瘍中OPRT mRNA発現と5-FU系抗癌剤

の治療効果に関連性が認められなかったことを報告している［Ishida et aL，2005］。従

って、OPRT発現と5-FUの抗腫瘍効果との関連性には矛盾する報告が存在する。

 5-FUは40年以上様々な固形癌に対して用いられているが、単剤で使用された場

合、奏効率は20％以下である［Longley et al. ，2003］。そこで5-FUの抗腫瘍効果を高

めるため、これまでS-1や5LDFUR， capecitabineといった5-FUのプロドラッグが開

発された。特にS-1は、胃癌に対する奏効率が46. 5％と高い有効性を示す［Sakata et

al. ，1998］。しかし、これらの薬剤に対しても効果が認められない患者や副作用が強く

出てしまう患者が存在する。従って、薬剤の投与前に治療効果を予測する方磨翌ﾌ確

立が強く望まれている。

本研究では、ヒト癌細胞株を用いて、5-FUの抗腫瘍効果とOPRT発現との関連性

を検討した。また、small-interFering RNA(siRNA)を用いて癌培養細胞株のOPRT発

現をノックダウンし、5-FUの細胞毒性効果へ与える影響を検討した。

2-1公開データベースからのヒト癌細胞60株の遺伝子発現データ及び5-FUに対す

る感受性データの入手

National Cancer・lnstitute(NGI)が所有しているヒト癌細胞60株(NCI60細胞株)に

対する5-FUの50％細胞増殖抑制濃度(50％growth inhibition concentration;GI5。)の

14



データはNCIの公開データベース(http://dtp. nci. nih. gov)から入手し、解析に使用し

た。遺伝子発現データは、Broad Instituteが公開しているAffymetrix Hu6800アレイ

で測定したNCI60細胞株の遺伝子発現プロフメ翼Cルデータ

(http＝//www. broad. mit. edu/tools/data. html)を使用した［Staunton et al. 2001］。遺伝

子発現データはMicroarray Suite 5. 0ソフトウエア(AfFymetrix， Santa Clara， CA， USA)

のアルゴリズムを用いて標準化した。さらにデータをGenespringソフトウエア(Agilent

Technologies， Inc. ， Santa Clara， CA， USA)にインポート後、アレイ間の染色ムラを補

正するため各々のアレイの中央値で補正した。

2-2薬剤

 5-FUは和光純薬工業(Osaka， Japan)より購入した。S-1とCDHPは大鵬薬品工

業(Tokyo， Japan)で合成されたものを使用した。5LDFURは日本ロシュ株式会社

(Tokyo， Japan)より購入した。

2-3動物及び飼育条件

4週遅の雄のヌードマウス(BALB/cA Jcl-nu/nu， Clea Japan， Inc. ， Tokyo， Japan)

は、特定病原体感染防止条件(specific-pathogen-free)下で飼育した。また全ての

実験は、大鵬薬品工業の動物実験指針に従って実施した。

 使用したヒト癌細胞株とその入手先を表1に示す。細胞は牛胎児血清(FetaI

bovine serum;FBS)を10％添加したRPM11640培地にて、37。C、5％CO2のインキュ

ベーター内で培養、継代したものを使用した。
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癌腫 細胞直 入手先

乳岳 MC-5
   H-31

   MC-2
   MX-1
   MDA-MB-435SHM
    MDA-MD-231

大腸癌 KMI2C
    HCT-15

    KM20C
    COL-1

    KM12C/FU

    CO-3

 肺癌 GT3TKB
    LC-11

    Lu-99

    LX-1

    LC-6
    Lu-134

    Lu-130

    PC-9

 膵癌 PAN-3
    PAN-4
    PAN-12
    H-48

    MIAPaCa-2
    BxPC-3
 胃癌 AZ-521
    SC-2
    ST-40
    4-1ST
    SC-4

    0CUM-2MD3
前立腺癌DU145
    TSU-Prl

実験弓馬中央研九所(Kanagawa， Japan)

大阪大学微生物病研究所
実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

(財)癌研究会癌研究所(Tokyo， Japan)

American Type Culture Collection (Rockville， MD)

大日本住友製薬株式会社(Osaka， Japan)

国立がんセンター森川清先生
大日本住友製薬株式会社(Osaka， Japan)

国立がんセンター森川清先生
実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

国立がんセンター森川清先生

5-FU耐性株は大鵬薬品工業株式会社で樹立
実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

理化学研究所(Tokyo， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

国立医薬品食品衛生研究所細胞バンク(Osaka， Japan)

(財)癌研究会癌研究所(Tokyo， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

国立医薬品食品衛生研究所細胞バンク(Osaka， Japan)

東京医科大学
大日本住友製薬株式会社(Osaka， Japan)

大日本住友製薬株式会社(Osaka， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

大阪大学微生物病研究所
American Type Culture Collection (Rockville， MD)

大日本住友製薬株式会社(Osaka， Japan)

ヒューマンサイエンス研究資源バンク(T。kyo， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

実験動物中央研究所(Kanagawa， Japan)

大阪市立面科大学平川弘聖先生
American Type Culture Collection (Rockviile， MD)

富山医薬大学済木育夫先生

表1. 実馬剣こ使用した培養癌細胞株

2-5細胞増殖抑制試験

細胞を1-2×103cells/wellとなるように96穴プレートに100μしの10％FBSを含む

RPMI1640培養液で播種した。翌日、種々の濃度の5-FU及び70μM(終濃度)の

CDHPを100μL添加した。72時間後、WST-8試薬により細胞内脱水素酵素量を測
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定することにより生細胞数を評価した(Cell counting kit-8;Dojindo， Kumamoto，

Japan)。 GI5。はXLfitソフトウエア(ID Business Solutions， Guildford， UK)を用いて算

出した。

2-6ヌードマウス皮下移植ヒト腫瘍株に対するS-1と5LDFURの効力試験

 表1に示した癌細胞株のうち31株(MC-5， H-31，MC一一2， MX-1，MDA-MB-435SHM，

MDA-MD-231， KMI2C， HCT-15， KM20C， COL-1， KMI2C/FU， CO-3， GT3TKB， LC-11，

Lud99， LX-1， LC-6， Lu-134， Lu-130， PAN'3， PAN-4， PAN-12， H-48， MIAPaCa-2，

BxPC-3， AZ-521， SC-2， ST-40，4-1ST， SC-4，0CUM-2MD3)を用いて、S-1と

5'一DFURの効力試験を実施した［Ooyama et al. ，2006］。細胞をヌードマウスの右側背

部皮下に移植後、経時的に電子ノギスにより腫瘍径を測定して、以下の式で腫瘍体

積(Tum。r v。lume;TV)を算出し、TVが100-300mm3になったマウスを選別した。

TV(mm3)＝［直径(mm)×短径(mm)］3/2

 移植した腫瘍の体積がほぼ均等になるように各群に6-8匹つつ割り付け(0日

目)、翌日より14日間、S-1をFTとして10 mg/kg/day、5'一DFURを150 mg/kg/day

の用量で1日1回連日投与した。S-1及び5LDFURは0. 5％(w/v)

hydroxypropylmethylcellulos(HPMC)溶液で懸濁した。コントロール群には溶媒のみ

を投与した。効果判定は最終薬剤投与日の翌日(15日目)の各マウスのTVと投与

開始前日(0日目)のTVを用いて以下の式でRelative tumor volume(RTV)を算出

し、さらにTumor growth inhibition rate(％)を以下の式で算出し評価指標とした。

RTV＝(15日目のTV)/(0日目のTV)

Tumor growth inhibition rate(％)＝(1一薬剤投与群の平均RTV/コントロール群の平均

RTV) × 100
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2-7 Real time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

 TS、 DPDおよびOPRTのmRNA発現量の検討はreal・time RT-PCR磨翌ﾉより実施

した。各細胞からtotal RNAをRNeasy Mini Kit(Qiagen， K. K. ， Tokyo， Japan)を用いて

抽出し、total RNAよりHigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kit(Applied

Biosystems， Foster City， CA)を用いてcDNAを合成した。1ngのtotal cDNA、プライ

マー・プローブ試薬である20×TaqMan gene expression assays mix(Applied

Biosystems)及びTaqMan Universal PCR Master Mix(2×)(ApPlied Biosystems)試

薬の合計20μしの反応液よりreal time PCRを実施した。 PCR装置にはApplied

Biosystems 7900HT(Applied Biosystems)を使用し、 PCR条件は500C 2分を1サイ

クル;95。C 10分を1サイクル;95。C 15秒と600C 1分を40サイクルとした。本実験

に用いた各遺伝子に対する20×TaqMan gene expression assays mix試薬は次に示す

アッセイIDのものを使用した。TS，HsOO426591. m1;DPD，HsOO559278. ml;

OPRT，HsOOI 65978-m 1;beta actin(ACTB)，Hs99999903. ml及び

giyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)，Hs99999905-m1。ヌードマウ

ス皮下移植腫瘍におけるmRNA発現量は、 GAPDHとACTBの幾何平均値で補正し、

培養癌細胞株におけるmRNA発現量は、GAPDHの発現量で補正した。

2-80PRT遺伝子のサイレシング

 OPRTに対するsiRNA及びControl siRNA(siCONTROL RISC-free siRNA)は

Dharmacon Research(Chicago，1」USA)から購入した。細胞を1. 25×104 cells/cm2

の密度で播種し、翌日、細胞に250pMのsiRNAとLipofectamine RNAiMAX

(lnvitrogen Carlsbad， GA， USA)の複合体を添加し、24時間インキュベートした。

2-9イムノブロッティング
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 細胞を界面活性剤であるM-PER試薬(Pierce Chemical Co. ， Rockford，1」USA)で

可溶化後、14，000×gで10分遠心分離した。得られた上清から、Biorad Protein assay

試薬(Bio-Rad Laboratories， Hercules， CA， USA)を用いてBradford磨翌ﾅ蛋白定量を

行った。総蛋白量として30μgの蛋白抽出液に還元試薬(NuPAGE Sample BufFer(4

×);Invitrogen)を添加して還元処理を行い、NuPAGE 10％Bis-Trisゲル

(lnvitrogen)とMOPS running buffer(lnvitrogen)を用いて、還元条件下で200Vの定

電圧で45分泳動した。泳動終了後、蛋白をPolyvinylidene fluoride(PVDF)膜に転写

した。転写後のPVDF膜をECL advance Western blotting detection kit(Amersham

Biosciences， Buckinghamshire， UK)に含まれるブロッキング試薬を用いてブロッキン

グ処理を行った後、一次抗体として500倍希釈したウサギ抗OPRTポリクローナル抗

体(Taiho Pharmaceutical Co. ， Tokyo， Japan)［Sakamoto et al. ，2005］を室温で1時間

作用させ、二次抗体としてhorseradish peroxidase(HRP)ネ票識抗体(DakoCytomation

Co. ， Kyoto， Japan)を30分反応させた。バンドの検出にはECL advance Western

blotting detecti。n kit(Amersham Biosciences)を用いてその化学発光シグナルをイメ

ージアナライザー(LAS-3000 Mini;Fuj i Film Co.  Ltd. ， Tokyo， Japan)で検出した。

2-10統計学的解析

 遺伝子発現量と薬剤感受性の相関性を評価する際、遺伝子発現データはデータ

の分布を正規化するため中央値で補正した値を用いた。相関性はピアソン相関係数

を用いて評価した。統計処理ソフトにはJMP(SAS Institute Inc. ， Cary， NC， USA)を用

い、ρ＜0. 05を統計的に有意であると判断した。

3. 結果

3-1NCI60細胞株におけるOPRT mRNA発現量と5-FUの細胞毒性効果との相関性
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OPRT mRNA発現量と5-FUの細胞毒性効果との相関性を検討するため、NCI60細

胞株の遺伝子発現データと5-FUに対する感受性データを公開データベースよりダウ

ンロードした。OPRT発現量は5-FUのGI5。値と有意に相関した(ρ〈0. 05)が、相関

係数は一〇. 255であり、その相関性は弱かった(図1A)。

 TSとDPDによる5-FUの細胞毒性への影響を軽減するさせるために、TSまたは

DPDのmRNA発現量が中央値から上下1. 5倍以内であった細胞株を選択した。TS

のmRNA発現量が中央値から上下1. 5倍以内であった細胞株は60細胞株中31株

であり、31株におけるOPRT mRNA発現量と5-FUのGI5。値には相関が認められな

かった(r＝一〇. 246，ρ＝0. 183，図1B)。同様に、 DPDのmRNA発現量が中央値から上

下1. 5倍以内であった20細胞株におけるOPRT mRNA発現量と5-FUのGI5。値には

相関が認められなかった(r＝一〇. 248，1⊃＝0. 292，図1C)。しかし、 TSとDPD両方の

mRNA発現量が中央値から上下1. 5倍以内であった11細胞株を選択すると、 OPRT

mRNA発現量と5-FUのGI5。値に有意な相関は認められなかった(ρ＝0. 102)ものの、

その相関係数は一〇. 519であり、60細胞株における相関係数に比べ高かった(図1

D)o

20



A給雰

釜'燈4
蓋
響

遭

窯燈器
ざ

懲一6

1騰. 
   。〟?卵沸

。 轍。
    o. 〈5)

鷹｛鉾         翼)5         頽》i

 練＞r恥蕊三e娃◎PBT欝員喪A㈱τ9器io自

    f』」｛＝｝. 2慧sF＝Q. ζ)呉肇

Bが

奮s o・e

iぎ

晦
購

露樽一5

蓉

。電。捻

。   o
  o    o

黛。(も。

 '＼一刈。 o
     NMS“tLfirvvv一一一

〇 O ＠oo v“一一

    〇
     〇

鋭跨

     o
o gt＞Ooo
N. .  一〇9

・評緩器
   強

1舜バ         1解         鯉｝e

  踵ag騰藤z燈《蚕◎P:RTm…只輝A eag》F'e8siorm

    詐冨“◎. 24戸戸＝｛｝、1葛3

窪鴇lt
釜
叫

豊

亀槍6
ざ

沁£

餐｝一s         1癖書         1醗

  求浴pirm・a駆鱒OPRτ覇糞潤A 2選藝｝婚翻ぬ雍

    弄冨一9. 2. 4麩，戸篇懸，2§2

江)fO“3

露1・＃一・t

壼

甚燈お

二毛

。 o
N'xc，. 

?盾n O
   N-x.  O
   O ”×'N. 

    oo 'N］x. 

     o

筆ゆ・1         嘩費9・         慧(｝辛

  賊OfTvealized OP醗マ醗勲擁・A expa｝ssiusu

    s＝一(｝. 51普友ミ＝ミ1:i. 窪(｝詮

図1 NCI60細胞株におけるOPRT mRNA発現量と5-FUの細胞毒性効果との相関性

(A)60細胞株(B)TS mRNA発現量で選択した31細胞株(C)DPD mRNA発現量で選択し

た20細胞株(D)TSとDPD両方のmRNA発現量で選択した11細胞株。マイクロアレイで測

定されたOPRT mRNA発現量は、アレイの中央値で補正後、さらに60細胞株におけるOPRT

発現量の中央値で補正した。
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3-2ヌードマウス皮下移植腫瘍におけるOPRT mRNA発現量と5LDFUR及びS-1

の抗腫瘍効果との相関性

5-FU系抗癌剤である5LDFUR及びS一一1の抗腫瘍効果と腫瘍中OPRT mRNA発

現量を比較検討するため、ヌードマウス皮下移植31腫瘍株に対する5LDFUR及び

S-1の効力試験を実施した。試験終了後のコントロール群の腫瘍組織からOPRT

mRNA発現量を測定し、5'一DFUR及びS-1の抗腫瘍効果との相関性を検討した。31

腫瘍株におけるOPRT mRNA発現量と5'一DFURまたはS-1によるTumor growth

inhibition rateに有意な相関は認められなかった(5LDFUR;r＝O. 1 04，ρ＝0. 576，図

2A， S-1;r＝O. 281ρ＝0. 126，図2C)。 NCI60培養癌細胞株のTS及びDPDのmRNA

発現量は株間でそれぞれ10倍及び58倍差異があったのに対し、ヌードマウス皮下

移植31腫瘍株におけるTS及びDPD mRNA発現の株間の差異はそれぞれ37倍

及び1. 4×105倍と大きかった(data not shown)。そこで、 TSとDPD発現の差異による

影響を軽減させるため、31腫瘍株におけるTS及びDPDのmRNA発現量が中央値

からそれぞれ上下2倍及び7倍以内であった7腫瘍株を選択した。7腫瘍株における

OPRT mRNA発現量と5LDFURによるTumor growth inhibition rateに有意な相関が

認められた(r＝ O. 759ρ＝O. 048，図2B)。さらに、7腫瘍株におけるOPRT mRNA発

現量とS-1によるTumor growth inhibition rateには相関傾向が認められ(ρ＝0. 081)、

その相関係数(r＝0. 699，図2D)は31腫瘍株における相関係数に比べ高かった。
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図2 ヌードマウス皮下移植腫瘍におけるOPRT mRNA発現量と(A， C)5'一DFUR及び(B，

D)S-1の抗腫瘍効果との相関性

(A，C)31腫瘍株(B， D)TSとDPD両方のmRNA発現量で選択した7細胞株。 OPRT mRNA

発現量は、real time RT-PCRで測定し、 GAPDHとACTBのmRNA発現量の幾何平均値で補

正後、さらに中央値で補正した。
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3-30PRT mRNA発現量と5-FUの細胞毒性効果との相関性

OPRT mRNA発現量と5-FUの細胞毒性効果との相関性について、さらに詳細にin

眈roで検討した。TS発現による5-FUの細胞毒性効果への影響を出来る限り除外す

るため、TS mRNA発現量が同レベルである5つの細胞株(MIAPaCa-2，

OGUM2-MD3， TSU-Pr1，PC-9， DU145)を選定した。5細胞株におけるTS、 DPD及び

OPRTのmRNA発現量はそれぞれO. 11-0. 32、0. 05-1・. 29、0. 25-1. 98であった(図

3A)。 DPD発現による5-FUの細胞毒性効果への影響を軽減するため、DPD阻害剤

であるCDHPを用いた。70μMのCDHPは細胞毒性を示すことなく、完全にDPD活

性を阻害する［Oie et al. ，2007］。5細胞株の内DPD mRNA発現量が最も高かった

MIAPaCa-2細胞において、5-FU単剤及びCDHPを併用時の5-FUのGI5。値はそれ

ぞれ13μM及び7. 2μMであり、CDHPは5-FUの細胞毒性を1. 8倍増強した(図3B)。

他の4細胞壁において、CDHPは5-FUの細胞毒性を1. O-1. 3倍増強した(図3B)。

CDHPを併用時の5-FUのGI5。値はOPRT mRNA発現量と有意に相関した(r＝

一〇. 990，ρ＝0. 001，図3C)。
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OPRT mRNA発現量、(B)5-FU及び5-FU/CDHPに対する感受性、及び(C)OPRT m

RNA発現量と5-FU/CDHPの細胞毒性効果との相関性

(A，C)mRNA発現量はreal time RT-PCR磨翌ﾅ測定し、 GAPDH mRNA発現量で補正した。

mRNA発現量は2回の実験の平均値を示した。(B， C)GI5。値は5-FU融剤または5-FU/70

μMCDHPを72時間接触させた細胞増殖抑制試験の結果(n＝3)から算出した。
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3-45-FUの細胞毒性作用に与えるOPRTノックダウンの効果

TsとDPDの影響を軽減させた条件下で、 siRNAによるoPRT発現のノックダウン

が5-FUの細胞毒性効果へ与える影響を検討した。TSの影響を排除するため、同レ

ベルのTS mRNA発現を持つMIAPaCa-2及びOCUM-2MD3細胞を選択し、さらに

DPDの影響を排除するため、cDHPを用いた。細胞を48時間siRNAで処理し、その

後72時間5-FU/70 pM CDHPを接触させた。siRNA処理後48時間後のMIAPaCa-2

及びOCUM-2MD3細胞のOPRT mRNA発現は、それぞれコントロール細胞の110/・

及び7％に低下し(data not shown)、 OPRT蛋白レベルも低下した(図4A)。 siRNA処

理120時間後、MIAPaCa-2細胞のOPRTのmRNA及び蛋白レベルは、それぞれコ

ントロール細胞の48％(data not shown)及び22％(図4A)に低下していたが、

OCUM-2MD3細胞のOPRT mRNA発現量はコントロール細胞と同程度であり(data

not shown)、 OPRT蛋白レベルもコントロール細胞の82％にまでしか低下していなか

った(図4A)。 OPRTノックダウンは、トランスフエクション48時間後のTSやDPDのm

RNA及び蛋白レベルに影響を与えなかった(data not shown)。 MIAPaCa-2及び

ocuM-2MD3細胞におけるoPRTsiRNA処理は、5-FuのGI5。値をそれぞれ28倍及

び4倍増加させた。これらの結果は、OPRT発現が癌細胞の5-FU感受性に関連して

いることを示唆するものである。
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図4(A)M1APaCa-2及びOCUM2-MD3細胞に対するOPRT siRNA処置がOPRT蛋白発現

量に与える影響(B，C)(B)MIAPaCa-2細胞及び(C)OCUM2-MD3細胞に対する
OPRTsiRNA処置が5-FU/CDHP感受性に与える影響

(A)トランスフェクション48時間及び120時間後のOPRT蛋白はイムノブロッティング磨翌ﾉよ

り検出した。(B，C)siRNA処置後の細胞を種々の濃度の5-FUと70μMのCDHPで72時間

処理した。結果は、平均値±標準偏差(n＝3)で示した。

5-FUが抗腫瘍効果を発揮するためには、OPRTなどの酵素によりリン酸化を受け

る必要がある。しかし、これまでOPRTの5-FUの抗腫瘍効果規定因子としての重要

性は十分わかっていない。本研究では、OPRT発現と5-FUの抗腫瘍効果との関連性

を明らかにするため、5-FU感受性に影響を与えると考えられているTS及びDPDの

mRNAの発現量が株間で同程度である癌細胞株を選択し、これらの発現の影響を出
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来るだけ排除した。これらの細胞株のOPRT mRNA発現量と5-FUの抗腫瘍効果は

正に相関した。さらに我々はOPRTと5-FUの抗腫瘍効果との関連性について伽伽。

で検証した。これらの結果は、TS及びDPDに加えOPRTも5-FUの抗腫瘍効果規定

因子であることを示唆している。

本研究におて、TS及びDPDのmRNA発現が株間で同程度であった細胞株におけ

るOPRTmRNA発現と5-FUの抗腫瘍効果の相関性は、全ての細胞株における相関

性よりも強かった。Ishidaらは、大腸腫瘍中のOPRT mRNA発現量は5-FU系抗癌剤

の抗腫瘍効果と関連しなかったことを報告している［lshida et al. ，2005］。これは、我々

の結果を考慮すると、OPRTより他の因子の方が5-FU系抗癌剤の効果に強い影響

を与えた可能性がある。実際Ishidaらは、腫瘍中TS mRNA発現量は5＋U系抗癌剤

の抗腫瘍効果と関連したことを報告している［lshida et al. ，2005］。このように、我々の

結果は5-FUの抗腫瘍効果を正確に予測するためには、TS、 DPD及びOPRTの三者

の発現レベルを検討する必要があることを示唆している。

CDHPはDPD活性を競合的に阻害する［Tatsumi et al. ，1987］。我々は、CDHPが癌

細胞株の5-FU感受性を増強することを示した。これは、Takechiらの報告とも一致す

る［Takechi et al. ，2002］。CDHPの効果は5つの癌細胞株のうちMIAPaCa-2細胞で

最も高く、またMIAPaCa-2細胞は最もDPD発現が高かった。この結果は、細胞内の

DPD発現は5-FUの細胞毒性効果を軽減することを示唆している。我々は以前、ヌー

ドマウス皮下移植ヒト腫瘍31株の腫瘍中DPD mRNA発現レベルは5-FU系抗癌剤

の抗腫瘍効果と負相関を示すが、CDHPを配合しているS-1の抗腫瘍効果とは相関

しないことを報告している［Ooyama et al. ，2006］。本研究で我々は、ヌードマウスに皮

下移植したヒト腫瘍株におけるOPRT mRNA発現がS-1の抗腫瘍効果と正相関する

ことを示した。また、癌培養細胞株のOPRT発現は、 CDHP併用時の5-FUの細胞毒

性効果と正相関した。これらの結果は、S-1ではCDHPによりDPDの影響が排除さ
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れるため、腫瘍中OPRT発現がS-1の抗腫瘍効果の重要な規定因子であることを示

唆する。

今後は臨床研究において、腫瘍中のTSやDPDに加えOPRTの発現を測定し、

5-FU系抗癌剤の抗腫瘍効果との関連性を明らかにする必要性がある。

5. 小括

 本研究では、NC160細胞株及びヌードマウス皮下移植ヒト腫瘍31株を用いて、

OPRT発現と5-FUの抗腫瘍効果との関連性を検討した。TS及びDPDによる5-FU

の抗腫瘍効果への影響を軽減するため、TS及びDPD発現が同レベルである細胞株

を選択したところ、それらの細胞株のOPRT発現と5-FUの抗腫瘍効果は正相関した。

さらに、in vitroでOPRT発現と5-FUの抗腫瘍効果を詳細に検討した。TS発現が同

程度である5細胞株を用いることでTSの影響を軽減し、さらにDPD阻害剤である

CDHPを用いてDPDの影響を軽減した。その結果、5細胞株のOPRT発現とCDHP

併用時の5-FUの細胞毒性効果は正相関した。さらに、 MIAPaCa-2とOCUM2-MD3

細胞株のOPRT発現を、 siRNAを用いてノックダウンしたところ、OPRT発現のノックダ

ウンは、両細胞株の5-FUへの感受性を低下させた。これらの結果は、腫瘍のOPRT

発現は5-FUの抗腫瘍効果に影響を与えること示唆しており、OPRTが5-FUの効果

予測因子となりうる可能性がある。
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第3章 Leucovorin(LV)による5-fluorouracil(5-FU)の抗腫瘍作用増強効果を規

      定する因子の探索

1.  緒言

 5-FUは主に、その活性代謝物であるFdUMPがTS及び5，10-CH2-THFと強固な

三者共有結合体(ternary complex)を形成してTSを阻害することにより抗腫瘍効果

を発揮する［L。ngley et al. ，2003］。TSは5，10-CH2-THFをメチル基供与体として

dUMPをメチル化し、dTMPを生成する酵素であり、この酵素の阻害はdTMP及び

dTTPを枯渇させ、その結果DNA合成を阻害する。しかし、5-FUは単剤で使用された

場合、奏効率は20％以下である［L。ngley et al. ，2003］。そこで5-FUの抗腫瘍効果を

が開発された。LVは還元型葉酸製剤であり、LV自体には抗腫瘍作用はないが、

5，10-CH，一THFを供給しternary complexを安定化させることで5-FUの抗腫瘍効果を

増強する［Longley et al. ，2003］。

 Spearsらは37人の大腸癌患者に500 mg/m2の5-FUを静脈内投与し腫瘍中の

TS阻害率を調べた結果、30人の患者の腫瘍はTS阻害率が850/・以下であり、その

うち16人(53％)は5，1 O-CH，一THF量の不足が不十分なTS阻害を引き起こした原因

である可能性を報告している［Spears et al. ，1988］。この仮説は、大腸癌に対する

5-FU/LV併用療磨翌ﾍ5-FU単剤に比較し有意に奏効率及び生存期間を改善するとい

うメタアナリシスの結果により裏付けられた［Advanced Colorectal Cancer

Meta-Analysis Project，1992， Meta-Analysis Group in Cancer，2004］。5-FU/LV併用

療磨翌ﾍ大腸癌に対する標準化学療磨翌ﾌ一つである。

 患者に最適な薬剤を処方する個別化医療を実現化するためには、患者に薬剤を

投与する前に効果や副作用を予測できる因子を同定することが不可欠である。5-FU
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に関しては、その抗腫瘍効果にTSやDPDなどの因子が関与していることが報告さ

れている［Longley et al. ，2003， Johnston et al. ，1995， Ichikawa et al. ，2003］。しかし、

LVによる5-FUの抗腫瘍効果増強効果に関与する因子に関してはこれまで報告され

ていない。

 葉酸は血中ではモノグルタメート型で存在するが、細胞内では主にポリグル直立ー

ト型で存在する。細胞内葉酸はfolylpolyglutamate synthase(FPGS)によりポリグルタ

メート化される一方で、γ一glutamyl hydrolase(GGH)によりグルタミン酸が切断される

［Suhetal. ，2001］。ポリグルタメート型葉酸はモノグルタメート型葉酸よりも細胞内貯留

性が高いことが知られている［Moran et al. ，1999］。従って、 FPGS及びGGHは細胞内

の葉酸レベルに重要な役割を担っていると考えられるが、この2つの酵素量がLVに

よる5-FUの抗腫瘍作用増強効果に影響を与えるかどうかは不明である。

 本研究では、LVによる5-FUの抗腫瘍作用増強効果を規定している因子を探索す

るために、ヒト大腸癌細胞株を用いてLVの効果とFPGSの発現量と葉酸量との関連

性を検討した。さらに、siRNAを用いてFPGsまたはGGHをノックダウンし、 Lv効果へ

与える影響を検討した。

2-1薬剤

 S-1としVは大鵬薬品工業(Tokyo， Japan)で合成されたものを使用した。 FdUrd

は和光純薬工業(Osaka， Japan)より購i入した。［3H］FdUMP(15 Ci/mmol)と

(6S)一［3'，5'，7，9-3H］LV(10Ci/mmol)は:Moravek Biochemicals(Brea， CA， USA)から

購入した。
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 5種のヒト大腸癌細胞株を実馬剣ご使用した。COL-1細胞は実験動物中央研究所

(kanagawa， Japan)、 KM12CとKM20C細胞は国立がんセンター森川清先生より分与さ

れた。HT-29とDLD-1細胞はAmerican Type Culture Collection(Rockville， Md， USA)

から入手した。細胞は牛胎児血清(Fetal b。vine serum;FBS)をIOo/o添加した

RPMI1640培地にて、37。C、5％CO2のインキュベーター内で培養、継代したものを使

用した。

2-3動物及び飼育条件

4週齢の雄のヌードマウス(BALB/cA Jci-nu/nu， Clea Japan， Inc. ， Tokyo， Japan)

に、通常飼料(CE-2， Clea Japan， Inc. ， Tokyo， Japan)または低葉酸飼料

(AIN-93M-based folate一'deficient rodent diet， Oriental Yeast Co. ， Lrd， Tokyo， Japan)

を入荷時より試験終了まで自由摂取させた。マウスは、特定病原体感染防止条件

(specific-pathogen-free)下で飼育した。また全ての実験は、大鵬薬品工業の動物実

験指針に従って実施した。

2-4細胞増殖抑制試験

 細胞を2×103cells/wellとなるように96穴プレートに100μしの10％FBSを含む

RPMII・640培養液で播種した。翌日、種々の濃度のFdUrd及びLVを100 pL添加し

た。72時間後、WST-8試薬により細胞内脱水素酵素量を測定することにより生細胞

数を評価した(Cell counting kit-8;Dojindo， Kumamoto， Japan)。50％細胞増殖抑制濃

度(GI5。)及び95・o/・・confidence interval(CI)はXLfitソフトウエア(ID Business

Solutions， Guildford， UK)を用いて算出した。

2-5ヌードマウス皮下移植ヒト腫瘍株に対するS-1としVの効力試験
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 細胞をヌードマウスの右側背部皮下に移植後、経時的に電子ノギスにより腫瘍径

を測定して、以下の式で腫瘍体積(Tumor volume;TV)を算出し、TVが100-

300mm3になったマウスを選別した。

TV(mm3)＝［直径(mm)x短径(mm)］3/2

 移植した腫瘍の体積がほぼ均等になるように要垣に6-7匹つつ割り付け(o高

目)、翌日より14日間、S-1をFTとして6. 9 mg/kg/day、 LVを20 mg/kg/dayの用量

で1日1回連日投与した。S-1及びLVは0. 5％(w/v)hydroxypropylmethylcellulos

(HPMC)溶液で懸濁した。コントロール群には溶媒のみを投与した。効果判定は最終

薬剤投与日の翌日(15日目)の各マウスのTVと投与開始前日(0日目)のTVを

用いて以下の式でRelative tumor volume(RTV)を算出し、さらにTumor growth

inhibition rate(TG1，％)を以下の式で算出し評価指標とした。

RTV＝(15日目のTV)/(0日目のTV)

TGI(％)＝(1一薬剤投与群の平均RTV/コントロール群の平均RTV)×100

2一'6 Real time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

 FPGS，GGHのmRNA発現量の検討はreal time RT一一PCR磨翌ﾉより実施した。各細

胞からtotal RNAをRNeasy Mini Kit(Qiagen， K. K. ， Tokyo， Japan)を用いて抽出し、

total RNAよりHigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kit(Applied Biosystems，

Foster City， CA， USA)を用いてcDNAを合成した。1ngのtotal cDNA、プライマー・

プローブ試薬である20×TaqMan gene expression assays mix(Applied Biosystems)及

びTaqMan Universal PCR Master Mix(2 x)(Applied Biosystems)試薬の合計20μし

の反応液よりreal time PCRを実施した。PCR装置にはApplied Biosystems 7900HT

(Applied Biosystems)を使用し、 PCR条件は50。C 2分を1サイクル;950C 10分を1

サイクル;95。C 15秒と60。C 1分を40サイクルとした。本実馬剣こ用いた各遺伝子に
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対する20×TaqMan gene expression assays mix試薬は次に示すアッセイIDのものを

使用した。FPGS， HsOO191956. m1;GGH， HsOO608257. m1及びbeta actin(ACTB)，

Hs99999903-m1。mRNA発現量は、ACTBの発現量で補正した。

2-7FPGS及びGGH遺伝子のサイレシング

 FPGS及びGGHに対するsiRNAはStealth Select RNAi(lnvitr。gen， chicago，1」

USA)を使用した。Control siRNA(siCONTROL RISC-free siRNA)はDharmacon

Research(Chicago，1」USA)から購入した。細胞を1. 25×104 cells/cm2の密度で播種

し、翌日、細胞に250pMのsiRNAとLipofectamine RNAiMAX(lnvitrogen Carlsbad，

CA， USA)の複合体を添加し、24時間インキュベートした。

2-8FPGS及びGGH抗体の調整

 抗原を調整するため、FPGSは、219-238番目のアミノ酸

(CSTNQIPMLIRRKETKDYGTKRL)に対してペプチドを合成した(lmmuno-Bioiogical

Laboratories Co. ， Ltd. ， Gunma， Japan)。GGHは94-110番目のアミノ酸配列

(LFPGGSVDLRRSDYAKV)にシステイン残基を付加してペプチドを合成した

(lmmuno-Biological Laboratories C。. ， Ltd. )。これらのペプチドにウシサイログロブリン

を結合させ抗原を作製した。ウサギ(日本白色種)に抗原を1回あたり100μg、3ケ

月間に合計8回免疫した。抗血清の力価が上昇していることを確認後、全血を採取し、

遠心分離し血清を採取した。得られた血清を、抗原アフィニティーカラム(Activated

Thiol Sepharose 4B， GE 130 Healthcare UK Ltd. ， England)を用いて精製し、 FPGS及

びGGH抗体としてイムノブロッティングに用いた。

2-9イムノブロッティング
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 細胞を界面活性剤であるM-PER試薬(Pierce Chemical Co. ， Rockford，1」USA)で

可溶化後、14，000×gで10分遠心分離した。得られた上清から、Biorad Protein assay

試薬(Bio-Rad Laboratories， Hercules， CA， USA)を用いてBradford磨翌ﾅ蛋白定量を

行った。総蛋白量として30μgの蛋白抽出液に還元試薬(NuPAGE Sample BufFer(4

×);Invitrogen)を添加して還元処理を行い、 NuPAGE 10％Bis-Trisゲル(lnvitrogen)

とMOPS running butler(lnvitrogen)を用いて、還元条件下で200Vの定電圧で45分

泳動した。泳動終了後、蛋白をPolyvinylidene fluoride(PVDF)膜に転写した。転写後

のPVDF膜をECL advance Western blotting detection kit(Amersham Biosciences，

Buckinghamshire， UK)に含まれるブロッキング試薬を用いてブロッキング処理を行っ

た後、一次抗体として500倍希釈したウサギ抗FPGSまたはGGHポリクローナル抗

体を室温で1時間作用させ、二次抗体としてhorseradish peroxidase(HRP)標識抗体

(DakoCytomation Co. ， Kyoto， Japan)を30分反応させた。バンドの検出にはECL

advance Western blotting detection kit(Amersham Bi。sciences)を用いてその化学

発光シグナルをイメージアナライザー(LAS-3000 Mini;Fuji Film Co.  Ltd. ， Tokyo，

Japan)で検出した。

2-10還元型葉酸量の測定

 還元型葉酸は、5，1 O-CH，一THFとtetrahydrofolate(THF)の総和として、

TS-FdUMP bindingアッセイ磨翌�pいて測定した［Priest et al. ，1991］。LV投与による

還元型葉酸の増加量は以下の式を用いて評価した。

LV投与による還元型葉酸の増加量＝(LV投与群における還元型葉酸量)一(コントロ

ール群における還元型葉酸量)

2-11［3H］LV接触後の細胞内葉酸量の測定
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 細胞を6×104cells/wellとなるように6穴プレートに2. 5 mしの10％FBSを含む

RPMI1640培養液で播種した。翌日、終濃度が10μしとなるように［3H］LVを2. 5mL添

加した。一定時間培養後、細胞をPBSで洗浄し1NのKOHで溶解した。細胞溶解液

をINのHCIで中和後、 Biorad Protein assay試薬(Bio-Rad Laboratories)を用いて

Bradford磨翌ﾅ蛋白定量を行った。細胞に取り込まれたトリチウム量は、液体シンチレ

ーションカウンター(TRI-CARB 2000CA;Packard Instruments， Meriden，CT，USA)で測

定し、蛋白含量で補正した。

2-12統計学的解析

 2群間の有意差の検定は、Student's t-testまたはDunnett's multiple testを用い

た。相関性はピアソン相関係数を用いて評価した。統計処理ソフトにはJMP(SAS

Institute Inc. ， Cary， NC， USA)を用い、ρ＜0. 05を統計的に有意であると判断した。

3. 結果

3-1ヌードマウス皮下移植ヒト大腸腫瘍に対する5-FUの抗腫瘍作用に与えるLVの

効果

通常飼料及び低葉酸飼料で飼育したマウスに移植したヒト大腸腫瘍COL-1及び

KM20C株に対するS-1及びS-1/LVの抗腫瘍効果を調べ表1に示した。通常飼料

飼育条件下では、LVはCOL-1株に対するS-1の抗腫瘍効果を有意に増強した(P＜

0. 01)が、KM20C株に対しては増強しなかった。一方、低葉酸飼料飼育条件下では、

LVはCOL-1及びKM12C両面に対してS-1，の抗腫瘍効果を有意に増強した

(COL-liP〈 O. Ol， KM20Ci P〈 O. 05). 
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Diet Cell Dru RTV TG1(O/o

Normal diet COL-1

KM20C

Low folate diet COL-1

KM20C

Control
 S-1

S-1/LV

Control
 S-1

S・一1/LV

Control
 S-1

S-1/LV

Control
 S-1

S-1/LV

8. 12 ± O. 85

3. 55 ±O. 27 ＊＊＊

2. 84 ±O. 47 ＊＊＊ ne

7. 02 ± O. 68

3. 46 ±O. 48 ＊＊＊

3. 37 ±O. 49 ＊＊＊ N. s

8. 29 ± 2. 07

4. 51 ±O. 36 ＊＊＊

2. 90 ±O. 54 ＊de＊ ＃＃＃

8. 60 ± 1. 29

3. 94 ± 1. 10 ＊＊＊

2. 92 ± O. 44 ＊＊＊ ＃

56. 2

65. 0

50. 8

52. 1

45. 6

65. 0

54. 2

66. 1

表1ヌードマウス皮下移植ヒト大腸腫瘍に対するS-1の抗腫瘍作用に与えるLVの効果

結果は、平均値±標準偏差(n＝6-7)で示した。

＊＊＊ P 〈O. OOI versus Control group by DunnetVs test. 

＃ P〈 O. 05， ＃＃ P〈 O. Ol， ＃＃＃ P〈 O. OOI versus S-1 group by Student's t-test， N. S. ， not

significant， RTV: Relative tumor volume， TGI; Tumor growth inhibition rate

3-2ヌードマウス皮下移植ヒト大腸腫瘍中門二型葉酸量に与えるLVの効果

COL-1及びKM20C株のControl群における還元型葉酸量はそれぞれ28. 6、4. 5

pmol/mg/proteinであり、KM20C株に比較しCOL-1株は有意に高い還元型葉酸量を

有していた(P＜0. 001，図1A)。 COL-1及びKM20C株のLV投与群における還元型

葉酸量はそれぞれ66. 5、14. 6pmol/mg/proteinであり、LV投与は二株の腫瘍中還

元型葉酸量を有意に増強した(COL-1;P〈O. Ol， KM20C;ρ＜0. 01，図1A)。 LV投与に

よる還元型葉酸の増加量はCOL-1株で38. O pmol/mg/protein、 KM20C株で10. O

pmol/mg/proteinであり、COL-1株の方が大きかった。

3-2ヌードマウス皮下移植ヒト腫瘍組織中のFPGSmRNA発現量

 COL-1株及びKM20C株のFPGSmRNA発現量はそれぞれ0. 032、0. 015であり、

KM20C株に比較しCOL-1株で有意に2. 1倍高かった(ρ〈0. 001，図1B)。
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図1(A)LV投与によるヌードマウス皮下移植ヒト大腸腫瘍における還元型葉酸量及び(B)

ヌードマウス皮下移植大腸腫瘍におけるFPGS mRNA発現量

(A)薬剤最終投与から24時間後の腫瘍中還元型葉酸量をTS-FdUMP bindingアッセイ磨翌ﾅ

測定した。(B)C。ntr。1群における腫瘍中FPGS mRNA発現量はrealt time PCR磨翌ﾅ測定し、

ACTB mRNA発現量で補正した。結果は、平均値±標準偏差(n＝6-7)で示した。＊＊ρ〈
O. Ol， ＊＊＊P〈 O. OOI

3-3ヒト大腸癌培養細胞内還元型葉酸量及びFdUrd感受性に与えるLVの効果

ヒト大腸癌培養細胞内の還元型葉酸量へのしV添加による影響を検討した。 LV非

添加時の4種のヒト大腸癌培養細胞内還元型葉酸量は1. 1-7. 7 pmol/mg/proteinで

あった。10μMのしVを72時間添加させた時の細胞内還元型葉酸量は3. 7-66. 6

pmol/mg/proteinであり、LVは全て株の細胞内還元型葉酸量を増加させた(図2A)。

また、LV非添加時の細胞内還元型葉酸量(Basal level of reduced f。late)はしVによ

る還元型葉酸の増加量と有意に正相関した(r＝0. 98，P＝0. 018，図2B)。

 次に、LVによる5-FUの細胞毒性作用への影響をヒト大腸癌培養細胞でDLD-1

細胞を用いて検討した。5-FUの細胞毒性作用に対するLVの効果を適切に検討する

ため、5-FUの代わりにFdUMPのdirect precursorであるFdUrdを使用した。DLD-1

細胞に0. 1μMのFdUrdを72時間接触させた時の細胞生存率は64. 8％であった(図
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2C)。しかし、LVO. 1、1、10μMを併用した時の細胞生存率はそれぞれ49. 9、48. 0、

44. 4％であり、LVはFdUrdによる殺細胞効果を有意に増強した(P＜O. OOI，図2C)。
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図2(A)ヒト大腸癌培養細胞(DLD-1，HT-29， KMI2C及びKM20C)内還元型葉酸量に与え

るLVの効果(B)ヒト大腸癌培養細胞(DLD-1， HT-29， KM12C及びKM20C)におけるLV

非接触時の還元型葉酸量(Basal level of reduced folate)としVによる還元型葉酸の増加量

との関係(C)FdUrdの細胞毒性作用に与えるLVの効果

(A，B)10μMのしVを72時間接触させた後の細胞内還元型葉酸量をTS-FdUMP bindingア

ッセイ磨翌ﾅ測定した。結果は2回の実験の平均値を示した。(C)細胞を0」pMのFdUrdと

0. 1，1，10μMのしVで72時間処理した。結果は、平均値±標準偏差(n＝3)で示した。＊＊＊P

〈 O. OOI

3-4ヒト大腸癌培養細胞内還元型葉酸量に与えるFPGSまたはGGHのノックダウン

の効果

FPGS及びGGHと細胞内還元型葉酸量の関連性を明らかにするために、 FPGS及
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びGGH発現をsiRNAを用いてノックダウンした。 DLD-1細胞におけるFPGsまたは

GGHのsiRNA処置は、それぞれのmRNA発現量を有意に減少させた(data not

shown)。また、FPGSまたはGGHのsiRNA処置はそれぞれの蛋白発現量を減少させ

た(図3A)。 DLD-1細胞に対するFPGS siRNA処置は、細胞内還元型葉酸量を

Control siRNA処置細胞の380/oに低下させた(ρ〈0. 05，図3B)。一方、GGH siRNA

処置は細胞内還元型葉酸量に影響を与えなかった(図3B)。

3-5［3H］LV接触後のヒト大腸癌培養細胞内の葉酸量に与えるFPGSまたはGGHのノ

ックダウンの効果

siRNAによるFPGsまたはGGHのノックダウンが［3H］Lv接触後の細胞内葉酸量に

与える影響を調べた。LVは細胞内で速やかに他の葉酸誘導体へ変換される［Girgis

et al. ，1997， Anguera et al. ，2003］。従って、［3H］LV接触後の細胞内［3H］量は、 LVと他

の葉酸誘導体由来のものであると考えられる。FPGs siRNAを処置したDLD-1細胞

に［3H］LV 10μMを72時間接触させた時、［3H］葉酸量はControl siRNA処置細胞の

76％に低下した(ρ〈0. 05，図3C)。GGH siRNA処置細胞ではControl siRNA処置細

胞に比べ［3H］LV接触後の細胞内［3H］葉酸量が高い傾向が認められた(P＝0. 072，

図3C)。

 さらに、siRNAによりFPGsまたはGGHをノックダウンした細胞に10μMの［3H］Lv

を12時間接触させ、その後培地を［3H］LV非含有の新しい培地に取り替え，細胞内

［3H］葉酸量を経時的に測定した。FPGS siRNAを処置したDLD-1細胞はC。ntrol

siRNA処置細胞に比べ細胞内［3H］葉酸が速やかに消失したが、 GGH siRNA処置細

胞では細胞内［3H］葉酸の消失は緩やかであった(図3D)。
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図3ヒト大腸癌培養細胞DLD-1細胞に対するFPGsまたはGGHsiRNA処置が(A)FPGs
及びGGHの蛋白発現量、(B)細胞内還元型葉酸量、(C)［3H］LV接触後の細胞内［3H］葉酸

量及び(D)培地中［3H］LVを除去した後の細胞内［3H］葉酸量に与える影響

(A)siRNA処置48及び120時間後のDLD-1細胞からFPGs及びGGH蛋白をイムノブロッ

ティング磨翌ﾅ検出した。(B)siRNA処置48時間後のDLD-1細胞内の還元型葉酸量を
TS-FdUMP bindingアッセイ磨翌ﾅ測定した。結果は、平均値±標準偏差(n＝3)で示した。

＊ρ〈o. 05(c)siRNA処置48時間後のDLD-1細胞に10μMの［3H］Lvを72時間接触後

細胞内［3H］量をカウントした。結果は、平均値±標準偏差(nニ3)で示した。＊P〈0. 05(D)

siRNA処置48時間後のDLD-1細胞に10μMの［3H］Lvを12時間接触後、培地を［3H］Lv

非含有培地に取り替え、経時的に細胞内［3H］量をカウントした。結果は2回の実験の平均値

を示した。

3-6ヒト大腸癌培養細胞におけるLVによるFdUrdの細胞毒性増強作用に与える

FPGSまたはGGHのノックダウンの効果
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DLD-1細胞におけるFPGSまたはGGHのノックダウンが、 LVによるFdUrdの細胞

毒性増強効果に与える影響を検討した。DLD-1細胞におけるFdUrd及びFdUrd/1

μMLVのGI5。値は0. 52μM，0. 29μMであり、LVは有意にFdUrdの細胞毒性効果を増

強した(図4A、表2)。 Gontrol siRNA処置は、 LVによるFdUrd細胞毒性増強作用に

影響を与えなかった(図4B、表2)。しかし、 FPGS siRNA処置細胞におけるFdUrdの

GI，。値とFdUrd/LVのGI5。値はそれぞれ0. 42μM，0. 39μMと同程度であり、FPGSノッ

クダウンはLv効果を消失させた(図4c、表2)。一方、GGH siRNA処置細胞における

FdUrd及びFdUrd/LVのGI5。値はそれぞれ0. 14μM，0。08μMであり、GGHノックダウ

ンは両薬剤に対する感受性を上昇させた。以上の結果より、腫瘍中FPGS及びGGH

発現はFdUrdの細胞毒性作用に対するLVの増強効果を規定している可能性が示さ

れた。

Glso(ptM) of FdUrd

一 LV (950/o Cl ＋ LV (950/oCl

  None
Control siRNA

FPGS siRNA
 GGH siRNA

O. 52 (O. 39 一 O. 64)

O. 49 (O. 40 一 O. 58)

O. 42 (O. 33 一 O. 51 )

O. 14 (O. 11-O. 17)＃

O. 29 (O. 21一 O. 37) ＊

O. 24 (O. 17-O. 31) ＊

O. 39 (O. 27 一 O. 51 )

O. 08 (O. 05 一 O. 1 0) ＊ ＃

表2ヒト大腸癌培養細胞DLD-1細胞に対するFPGSまたはGGHsiRNA処置がFdUrdの
GI5。値に与える影響

＃ 950/o Cls showed no overlap with Control siRNA group. 

＊ 950/o Cls for ＋ LV and 一 LV groups showed no overlap

Glso; 500/o growth inhibition concentration， CI; confidence interva1
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図4ヒト大腸癌培養細胞DLD-1細胞に対するFPGsまたはGGH siRNA処置が
FdUrdの細胞毒性作用に対するLVの増強効果に与える影響
(A)siRNA無処置、(B)Control siRNA、(C)FPGS siRNA及び(D)GGH siRNAを48

時間接触させたDLD-1細胞に種々の濃度のFdUrdと1μMのしVを72時間接触さ
せた。結果は、平均値±標準偏差(n＝3)で示した。
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癌患者に対するLVの効果を投与前に予測することが出来れば、不要な投与による

患者の不利益を軽減することができる。しかし、これまで5-FUの抗腫瘍作用に対す

るLVの増強効果を規定する因子は分かっていない。

本研究では、ヌードマウス皮下移植大腸癌腫瘍COL-1及びKM20C株にS-1及び

S-1/LVを投与し、 S-1の抗腫瘍作用に対するLVの効果を検討した。通常飼料飼育

下で、LVはCOL-1株に対するS-1の抗腫瘍効果を有意に増強したが、 KM20C株に

対し増強効果を示さなかった。COL-1株の還元型葉酸量はKM20C株に比べ有意に

高く、またしV投与は両株の腫瘍中還元型葉酸を有意に増加させたが、その増加量

はKM20C株よりCOL-1株で大きかった。さらに、大腸癌培養細胞の還元型葉酸量は

LVによる還元型葉酸の増加量と有意に正の相関を示した。これらの結果は、葉酸の

蓄積能力が高い腫瘍は、もともと高い還元型葉酸量を有しており、LV投与による還

元型葉酸の増加量も高いためにしVに感受性であった可能性を示唆している。

 Cheradameらはヒト大腸癌培養細胞中のFPGS活性と細胞内還元型葉酸量が有意

に正相関することを報告している［Cheradame et al. ，1997］。我々の検討結果でも、

KM20C株より高い還元型葉酸量を有するCOL-1株はKM20C株より高いFPGS

mRNA発現量を有していた。さらに、siRNAによるFPGSのノックダウンは細胞内還元

型葉酸量を低下させるとともに、LV接触後の細胞内葉酸量を低下させた。これらの

結果は、FPGSは腫瘍中葉酸量を調節していることを示すものである。さらに、 FPGS

のノックダウンはFdUrdに対するLVの増強効果を低下させた。これは、腫瘍中の

FPGS発現レベルはLV感受性を規定していることを示唆している。

 GGHはFPGSによりポリグルタメート化された葉酸のグルタミン酸を切断する［Suh

et・al. ，2001］。本研究において、GGHのノックダウン細胞ではしV接触後の細胞内葉酸

量が増加している傾向が認められた。さらに、GGHのノックダウンは、細胞の
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FdUrd/LVへの感受性を有意に増加させた。これらの結果は、GGHがFPGSと同様に

細胞内葉酸量を調節する結果、LV感受性に影響を与えることを示唆する。従って、

LVの有効性を正確に予測するためには、腫瘍中のFPGSとGGH両方の発現レベル

を調べることが必要であり、FPGS発現が高く、かつGGH発現が低い腫瘍が最もLV

に対して感受性を有すると考えられる。

我々の実験条件下では、癌細胞は同じ葉酸レベルで維持されているため、細胞内

還元型葉酸量は細胞の葉酸蓄積能力に依存している可能性がある。しかし、血漿や

組織中還元型葉酸量は食餌中葉酸量や生活習慣、食生活などに影響を受けること

が報告されており［Raghunathan et al. ，1997， Schmitz et al. ，1994， Ward et al. ，1990，

Hatzis et al. ，2006］、ヒトの腫瘍中還元型葉酸量は細胞の葉酸の蓄積能力を反映して

いない可能性が高い。従って、腫瘍中還元型葉酸量よりもFPGSやGGH発現量の方

が5-FUの抗腫瘍作用に対するLVの有効性予測因子として適していると考えられ

る。

Sohnらは、 FPGSのセンス鎖cDNAを導入させFPGSを高発現させたヒト大腸癌培

養細胞HCT116は5-FU/LV感受性となり、アンチセンス鎖cDNAを導入させFPGS

発現を低下させたHCT116細胞は5-FU/LVに耐性となったことを報告している

［Sohn et al. ，2004］。しかし、彼らはこれら細胞の5-FU吐剤に対する感受性を検討し

ていない。本研究において、FPGSのノックダウンはLVに対する感受性は低下させた

が、FdUrdに対する感受性には影響を与えなかった。この結果を考慮すると、 Sohnら

の結果は、遺伝子導入によるFPGSの発現変化が5-FUよりもしVに対する感受性に

影響を与えた可能性がある。

GGHのノックダウンは細胞のFdUrd/LV感受性だけではなく、 FdUrdに対する感受

性も増加させた。これは腫瘍中GGH発現レベルが細胞のFdUrd感受性に影響を与

えることを示唆する。この原因は分からないが、2つの可能性が考えられる。1つ目と
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して、GGHのノックダウンが細胞内5，10-CH，一THF量に影響を与えた結果、 FdUrdに

対する感受性を変化させた可能性がある。一方、グルタミン鎖長が長い

5，1 O-CH，一THFは、TSとFdUMPの結合体への親和性が高く、かつその三者複合体の

安定性も高いことが報告されている［Radparvar et al. ，1989］。従って、2つ目として、

GGHのノックダウンが5，10-CH2-THFのグルタミン忙忙を伸長させた結果、FdUrdに

対する感受性が上昇した可能性がある。

今後臨床研究において、大腸癌患者の腫瘍中FPGS及びGGHの発現レベルと

5-FU/LVによる治療効果との関連性を検証する必要があると思われる。

5. 小店

本研究では、LVによる5-FUの抗腫瘍作用増強効果を規定する因子を探索するた

めに、ヌードマウス皮下移植ヒト大腸腫瘍COL-1及びKM20C株を用いて、 LVによる

5-FUの抗腫瘍作用増強効果と腫瘍中還元型葉酸量及び腫瘍中FPGS mRNA発現

量の関連性を検討した。COL-1株はKM20C株よりもLVに対する感受性が高く、さら

に腫瘍中還元型葉酸量やLV投与による腫瘍中還元型葉酸の増加量が高かった。ま

た、COL-1株はKM20C株よりも有意に高いFPGS mRNA発現量を有していた。大腸

癌培養細胞を用いて加沈％oでしVの効果を検討した結果、LVは有意にFdUrdの細

胞毒性作用を増強した。また、4種のヒト大腸癌培養細胞における細胞内還元型葉酸

量は、LVによる細胞内還元型葉酸の増加量と有意に正相関した。 FPGSとGGHの細

胞内葉酸量とLV効果への役割を検討するため、ヒト大腸癌培養細胞DLD-1細胞の

FPGSまたはGGHをノックダウンした。 FPGSのノックダウンは、細胞内還元型葉酸量

を低下させ、また［3H］LV接触後の細胞内［3H］葉酸量を低下させた。さらに、FPGS

のノックダウンはFdUrdの細胞毒性作用に対するLVの増強効果を低下させた。一方、

GGHのノックダウンは、細胞内還元型葉酸量には影響を与えなかったが、［3H］LV接
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触後の細胞内［3H］葉酸量を増加させる傾向が認められた。さらに、 GGHのノックダウ

ンはFdUrd/LVに対する細胞の感受性を上昇させた。以上の結果より、FPGS及び

GGHはLV投与後の細胞内葉酸量を調節することにより5-FUの抗腫瘍効果に対す

るLVの増強効果に関与している可能性が示された。これらの結果は、腫瘍中FPGS

及びGGH発現が5-FUの抗腫瘍効果に対するLVの増強効果の規定因子であるこ

とを示唆するものである。

47



20世紀の終わりにヒトの遺伝子配列の概要が解明され、テーラーメード医療に関す

る議論が高まり、注目を集めている。テーラーメード医療とは、遺伝子情報を活用して

のことである。テーラーメード医療が普及すれば、〟頼ｳ者の体質に合わせた医療を行

うため、治療効果が高まるほか、医薬品の副作用が軽減されること、②これまで製品

化が困難であった特定の体質の人にだけ効果のある医薬品についても開発の道が

開けること、③無駄な医薬品の投与が減少するため、医療費の抑制にも繋がるとみ

られること、などが期待できる。特に、抗癌剤は副作用が重篤かつ治療域が狭い薬

物であること、癌の病態が患者間で非常に異なることから、テーラーメード医療の実

現が最も必要とされる疾患の一つである。薬剤効果規定因子が明らかとなっており、

治療前に診断を行ってから投与を行う抗癌剤の例として、ハーセプチンが挙げられる。

癌細胞ではしばしばHER2タンパク質が過剰に発現しているが、ハーセプチンは癌細

胞の表面にあるHER2に結合して選択的に攻撃する。このHER2受容体の過剰発現

を確認するハ一匹プテストという診断薬が開発されており、この診断結果によりハー

セプチンを投与するか否かを決定する。ハーセプテストは現在国内においても承認さ

れている。また、抗癌剤の副作用を事前に予測する診断薬として、塩酸イリノテカンの

副作用予測診断薬UGTIAI遺伝子多型診断キットがアメリカ食品医薬品局(food

and drug administration;FDA)に承認されている。このように、一部の抗癌剤ではそ

の効果及び副作用規定因子の遺伝子多型や遺伝子及び蛋白発現量などの情報に

基づいた治療手磨翌ｪ確立されつつあるが、多くの薬剤については未だ探索研究段階

にある。

本研究では、5-FU及び5-FU/LV療磨翌ﾌ効果予測を実現化するため、5-FU効果
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予測因子としてのOPRTの可能性と、 LVによる5-FUの抗腫瘍効果増強作用規定因

子としてのFPGS及びGGHの重要性を基礎的に検討した。その結果、腫瘍中のTS

やDPDに加えOPRTも5-FUの抗腫瘍効果を規定していることが明らかになり、腫瘍

中のTSやDPD発現レベルに加えてOPRT発現レベルも5-FUの抗腫瘍効果予測

因子となりうる可能性が示唆された。さらに、腫瘍中のFPGSとGGHは、LV投与後の

細胞内葉酸量を調節することにより5-FUの抗腫瘍効果に対するLVの増強効果に関

与していることが明らかとなり、腫瘍中FPGS及びGGH発現レベルがLVの効果予測

因子となりうる可能性が示唆された。しかし、これらはin v/'troでの検討結果であり、今

後は臨床研究での検証が必要である。

46人の大腸癌患者の腫瘍中OPRT活性は平均0. 387±0」68 nmol/min/mg protein

であり、20人の胃癌患者の腫瘍部中OPRT活性は0. 120±0. 099 nmol/min/mg

proteinであったことが報告されている［Fuj ii et al. 2003，0chiai et al. ，2001］。また、

我々は以前、458人の胃癌患者の腫瘍中TS及びDPD活性はそれぞれ0、071±0. 087

pmol/mg/protein及び140. 8・±・94. 9 pmol/min/mg proteinであったことを報告している

［Fukushima et al. ，2003］。さらに、 Kiddらは、大腸癌患者の腫瘍中FPGS及びGGH

mRNA発現量を調べ、患者間でこれらの発現量に大きな差異があったことを報告して

いる［Kidd et aL，2005］。これらの報告は、今回抽出した5-FU及びLV感受性規定因

子の発現は患者間で差異があることを示しており、この差異が5-FU及びLV感受性

へ影響を与えている可能性がある。即ち、これらの因子の発現に基づいて患者を選

択することにより、5-FUや5-FU/LV療磨翌ｪ有効である患者集団を選び出せる可能性

がある。

5-FUは第1章図3に示すように、細胞内でTS，DPD，OPRT以外の多くの酵素の基質

となり、その代謝物が抗腫瘍効果を発揮する。また、FdUMPによりTSが阻害された

後、細胞死に至るまでの詳細なメカニズムは未だに解明されていない［Longley et al. ，
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2003］。従って、TSDpD，OPRT以外の因子が5-FUの効果を規定している可能性は多

分にあり、またそれらの因子がより優れた効果予測因子となり得る可能性も残されて

いる。また本研究において、我々はLV感受性規定因子としてFPGS及びGGHに注

目して検討を行ったが、第1章図3に示すように、LVがternary complex形成に必要

である5，10-GH2-THFに変換される過程にも多くの酵素が関与している。よって、

FPGSやGGH以外の因子がLV感受性に影響を与えている可能性がある。今後は、

今回抽出した因子の臨床研究での検証に加え、他により優れた効果予測因子がない

か探索的に検討する必要がある。
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