
はじめに

5-Fluorouracil（5-FU）は1957年にHeidelberger ら1）

によって開発され，固形癌の化学療法剤として広く使

用されており，現在でも消化器癌に対する化学療法に

おいて最も重要な薬剤である2）．その抗腫瘍効果の作

用機序としては，fluorouracil がリン酸化されて5-

fluorouridine 5'-triphosphate（FUTP）となりRNAに

取り込まれることによるRNAの機能障害と，5-fluoro-

2'-deoxyuridine 5'-monophosphate（FdUMP）が，チミ

ジル酸合成酵素である thymidylate synthase（TS），と

還元型葉酸と ternary complex を形成しDNA合成を

阻害する事が挙げられる．RNAとDNAのどちらの系

が優位となるかは5-FUの投与方法によって異なるこ

とが知られているが，消化器癌化学療法によって汎用

される持続投与の際にはDNAの合成障害が主たる作

用機序として考えられている3）．この際腫瘍組織内

TS活性と5-FUの抗腫瘍効果が相関することが基礎

的，臨床的に確認され種々の報告がなされてい

る4）～6）．

一 方，近 年5-FUの 分 解 酵 素 で あ る dihydro-

pyrimidine dehydrogenase（DPD）活性が5-FUによる

副作用の発現に関与し，生体内にDPDが欠損した症

例では，5-FUの投与により重篤な副作用が生ずる事が

報告されている7）．更に細胞内のDPD活性が高い腫

瘍では，5-FUの分解亢進により抗腫瘍効果が低下する

ことが報告されている8）．

そこで，我々は胃癌における酵素活性からみた5-FU

の治療効果予測の可能性について検索する目的で，腫

瘍におけるTS活性，DPD活性と5-FUの感受性との

関連について胃癌培養細胞株，ヌードマウス可移植腫

瘍，臨床検体を用いて検討した．

対象および方法

1．対象

1）胃癌培養細胞株

胃癌培養細胞株として理研細胞バンクより入手した

MKN-1, MKN-7, MKN-28, MKN-45, MKN-74, GCIY ,

GT3TKB，また，当科で樹立し継代維持している ISt-
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Table 1　Intracellular TS, DPD activities and sensi-
tivity to 5-FU in humun gastric cancer cell lines

5-FU IC50
（Mean/S.D.2））
（μg/ml）

DPD
（pmol/mg/min）

TS
（fmol/mg protein）Cell line

0.14 ± 0.10N.D.1） 187MKN-1

4.97 ± 1.851.498 658MKN-7

3.22 ± 1.120.780 238MKN-28

0.26 ± 1.12N.D. 297MKN-45

0.40 ± 0.14N.D. 173MKN-74

3.00 ± 1.243.440 111GCIY

2.10 ± 0.52N.D.2,698GT3TKB

2.50 ± 1.080.720 110ISt-1

1）；N.D., not-detectable, 2）；S.D., standard deviation

1を使用した9）．

2）ヌードマウス可移植ヒト腫瘍

MKN-1, MKN-74, GCIY, GT3TKBの 細 胞 を 雄 性

BALB�cA ヌードマウス（日本クレア社）皮下に移植し
ヌードマウス可移植ヒト腫瘍を作成した．

3）胃癌腫瘍臨床検体

1997年 4 月より1998年 9 月まで当科において切除さ

れた胃癌症例40例から胃癌腫瘍組織40検体を採取し

た．

2．方法

上記の検体において，TS活性，DPD活性を測定し，

5-FUに対する感受性と比較検討した．

1）TS活性の測定

TS活性およびDPD活性測定用の酵素溶液を既法8）

に従い作製した．

酵素溶液中の蛋白濃度はBardford 法10）により測定

した．

TS活性の測定は Spears らの方法11）に準じた．上記

で得られた酵素溶液に0.6M NH4HCO3（pH 8.0），0.1M

mercaptoethanol, 0.1M NaFお よ び15mM 5-cytidine-

monophosphate（CMP）混成溶液を添加後，25℃で 3

時間反応させた．さらに[3H]-FdUMPを添加後，2mM

tetrahydrofolate , 16mM ascorbate , 9mM formalde-

hyde, 15mM 5-CMP, 20mM β-mercaptoetoethanol, 100
mM NaFを添加し，30℃で20分間反応させた．反応溶

液を3,000rpmにて 5分間遠心分離後，沈殿物に蟻酸を

加えシンチレーションカウンターにてTSに結合して

いるEdUMPの放射活性を測定した．[3H]-FdUMPの

比放射活性からTS活性を算出し，蛋白濃度で除した

比活性（fmol�mg protein）で表した．
2）DPD活性の測定

上記酵素溶液を用いて，Ikenaka ら12）の方法に従っ

て測定した．反応生成物の分離定量には，薄層クロマ

トグラフィー法を用いた．5-FU画分と5-FU分解画分

の放射活性をイメージングアナライザー（Bio-Rad 社）

により定量し，分解効率を求めさらに蛋白濃度で除し，

DPD活性を1mgの蛋白質に対し 1分間に形成される

比活性（pmol�mg�min）で表した．
3）5-FUに対する感受性

a）胃癌培養細胞株

3-（4，5-dimethylthiazol-2-yl）-2，5-diphennyl tetrazoli-

um bromide（MTT）法により判定した13）．各細胞にお

いて5-FUに対する dose response curve を作製し，50

％増殖抑制濃度（IC50値）を求めた．

b）ヌードマウス可移植ヒト腫瘍

腫瘍組織を細切後，5-FU投与群 4匹と非投与群 4匹

の皮下に移植した．経時的に腫瘍体積（長径×短径2

×1�2）を算出し14），腫瘍体積が100mm3に達した時点

で，5-FU投与群においては5-FU 50mg�kg を 4 日ごと
に 3回腹腔内投与した．薬剤投与開始後 3週間まで腫

瘍径を測定し，相対腫瘍増殖率（T�C％）から抗腫瘍効
果を判定した．

c）胃癌腫瘍臨床検体

当科で開発した無血清培養を用いたATP法にて

判定した15）．細胞内ATP量の定量には biolumines-

cence 法を用いた．5-FUに対する感受性は5-FU添加

群と薬剤無添加対照群の細胞内ATP量の比を求め，

相対腫瘍増殖率（T�C％）により判定した．
3．統計学的解析

統計処理は StatView version 4.5（Abacus Concepts

社）を使用した．測定値は平均値±標準偏差（Mean

±S. D.），中央値で表示し，相関関係は Pearson の確率

相関係数の検定を用い，危険率5％未満の場合を有意差

ありと判定した．

結 果

1．胃癌培養細胞株

胃癌細胞株のTS活性は111～2,698fmol�mg protein
に分布しており，GT3TKBが最も高値で ISt-1が最も

低値であった．DPD活性は全体に低値でMKN-7,

MKN-28, GCIY, ISt-1の 4 株でのみ検出可能であった．

感受性に関しては5-FUの IC50値は0.14～4.97µg�ml に
分布しておりMKN-1, MKN-45が比較的高感受性で

MKN-7, MKN-28が低感受性であった（Table 1）．DPD

活性の有無別に5-FUに対する感受性とTS活性の相

関について検討すると，DPD活性の検出された 4株，

2（1956） 日消外会誌 ３２巻 ７号胃癌における thymidylate synthase 活性



Table 2　Intracellular TS, DPD activities and sensi-
tivity to 5-FU in humun gastric cancer cell lines 

xenografts

T/C1）
（%）

DPD
（pmol/mg/min）

TS
（fmol/mg protein）Tumor

44.6 9.6 160MKN-1

28.122.3 83.1MKN-74

65.853.8 429GCIY

84.874.72,768GT3TKB

1）；T/C., Treated cell/Control cell

検出されなかった 4株共に5-FUに対する IC50値と TS

活性との間に統計学的に有意な相関を認めた．また，

DPD活性の検出された 4株は検出されなかった 4株

に比べ，5-FUに対して低感受性であった（Fig. 1）．

2．ヌードマウス可移植ヒト腫瘍

ヌードマウス可移植ヒト腫瘍においては，TS活性，

DPD活性ともに検出可能で，TS活性はMKN-74が最

も低値で，DPD活性はMKN-1が最も低値であった．

GT3-TKBは TS活性，DPD活性ともに最も高値を示

した．5-FUに対する感受性はMKN-74で最も高くGT

3-TKBでは低感受性であった（Table 2）．ヌードマウ

ス可移植ヒト腫瘍におけるTS活性，DPD活性と5-FU

に対する感受性との関連では，TS活性，DPD活性共に

5-FUの感受性との間に相関傾向が認められた（Fig.

2）．

3．胃癌腫瘍臨床検体

胃癌腫瘍組織40検体でTS活性，DPD活性を測定し

た．TS活性は0.36～300fmol�mg protein に分布してお
り，中央値は18.4fmol�mg protein であった．DPD活性
は14～1,082.9pmol�mg�min に分布しており，中央値は
152.6pmol�mg�min であった．TS活性とDPD活性の
間には関連は認められなかった（Fig. 3）．5-FUに対す

る感受性と腫瘍組織内のTS活性，DPD活性との関連

について検討すると，DPD活性と5-FUの感受性との

間には統計学的に有意な相関が認められなたが，TS

活性と5-FUの感受性との間には関連が認められな

かった（Fig. 4）．また，DPDの高低別にTS活性と5-

FUの感受性との関連についても検討したが，TS活性

と5-FUの感受性との間には相関を認めなかった．

考 察

進行胃癌の治療成績の向上には手術の拡大化のみな

らず，有効な補助療法の開発が望まれる．これまで胃

癌は化学療法に対して比較的抵抗性であることが示唆

されてきたが，様々な多剤併用療法の開発により，化

学療法の治療成績は向上してきている．現在，欧米で

Fig. 2 Correlation between sensitivity to 5-FU and thmidylate synthase activity（A）

or dihydropyrimidine dehydrogenase activity（B） in humun gastric cancer

xenografts.

Fig. 1 Correlations between thymidylate synthase

activity and sensitivity to 5-FU with or without di-

hydropyrimidine dehydrogenase activity．●，cell

lines without detectable dihydropyrimidine dehy-

drogenase activity．〇，cell lines with detectable di-

hydropyrimidine dehydrogenase activity.

１９９９年７月 3（1957）



は cisplatin（CDDP）と5-FUの併用療法が胃癌に対す

る標準的化学療法と考えられている．一方，本邦にお

いては5-FUの biochemical modulation の考えに基づ

くmethoterxate（MTX）と5-FUの併用療法や低用量

のCDDPと5-FUの併用療法について広範に研究され

ており2）17），おのおの高い有効性が確認されている．し

かしこのような多剤併用療法の開発によっても胃癌に

対する化学療法の奏効率は概ね50％程度であり，約半

数の症例では無効な治療による副作用の発現のみに苦

しめられているのが現状である．そこで，進行再発胃

癌に対する化学療法や，進行胃癌の術後補助化学療法

において有効な症例の治療前選別が切望されている．

我々はこのような目的のために，これまで in vitro の

制癌剤感受性試験を開発し優れた臨床成績を報告して

きた14）18）．しかし，細胞培養の手技を伴うこのような

試験法では，細菌や真菌の contamination や，細胞増殖

不良により感受性の判定ができない症例が少なからず

存在することが問題とされている．そこで，胃癌化学

療法において最も重要な薬剤である5-FUの抗腫瘍効

果予測を目的として，細胞内TS活性とDPD活性に着

目し，5-FUに対する感受性と比較検討した．

TSは5-FUの DNAの合成阻害作用における key

enzyme と考えられている，つまり，5-FUの代謝産物

であるFdUMPと還元型葉酸とTSが三元共有結合複

合体を形成することによりTS活性の機能が阻害さ

れ，DNAの前駆体であるデオキシチミジン三リン酸

（dTTP）のプールが枯渇しDNAの合成阻害から細胞

死に至る3）19）．in vitro の研究では5-FUの耐性細胞に

おいてはTSの過剰発現や活性の亢進が認められるこ

とが報告されており20），TS活性と5-FUの感受性が相

関することも示唆されている5）6）21）．最近では，臨床例

においてTS活性や発現量が5-FUによる化学療法の

効果22）や生存期間と相関する事が報告されている23）．

一方，生体内に投与された5-FUは DPD, dihydro-

pyrimidinase，β-ureidopropionase という三つの酵素
により， dihydrouracil, F-β-alanin にまで分解される．
この際初めの二つの反応は可逆的であり，最後の反応

は不可逆的で，律速酵素はDPDである24）．DPD活性

と5-FUの感受性に関しては，腫瘍細胞株を用いた検討

により5-FUの感受性と相関すること25），臨床例にお

いてDPD活性と5-FUの抗腫瘍効果が相関すること

などが報告されている8）．しかし，DPD活性と5-FU

の感受性に関する報告はいまだ少なく，特に胃癌にお

けるこれら酵素活性と5-FUの感受性に関しては報告

されていない．

今回，胃癌培養細胞株を用いた検討では，DPD活性

は全体に低値をとるものの，DPD活性の検出しえた細

胞と検出されなかった細胞では，5-FUに対する感受性

Fig. 4 Correlation between sensitivity to 5-FU and thymidylate synthase activity

（A）or dihydropyrimidine dehydrogenase activity（B）in humun gastric cancer.

Fig. 3 Correlation between thymidilate synthase ac-

tivity and dihydropyrimidine dehydrogenase activ-

ity in gastric cancer clinical sample.
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に大きな違いが見られた．しかもDPD活性の有無別

で検討すると，5-FUの感受性とTS活性には有意な相

関が得られた．このことは培養細胞株において5-FU

の感受性はTS活性とDPD活性の両者によって規定

されることを示す結果と思われた．Beck ら25）は19種類

の培養細胞株を用いて，我々と同様の方法で5-FUの感

受性がTS活性，DPD活性の両者によって規定される

ことを報告している．我々の結果はこの報告を支持す

るものであり，培養細胞株という限られた条件では，

5-FUの感受性はTS活性およびDPD活性によって規

定されているものと思われた．

次にヌードマウス可移植ヒト腫瘍を用いて同様に5-

FUの感受性とTS活性，DPD活性との関連について

検討した．ヌードマウス可移植ヒト腫瘍では，TS活

性，DPD活性とも 4株すべてで検出可能であった．検

討した腫瘍株が 4株と少なかったため，統計学的に有

意ではないものの，5-FUの感受性はTS活性，DPD

活性の両者と相関していた．我々の研究と同様にヌー

ドマウス可移植ヒト胃癌株，大腸癌株を用いて，TS

活性，TS阻害率と5-FUの抗腫瘍効果との間に有意な

相関が認められることが報告されている26）27）．また，

DPDに関してもヌードマウス可移植腫瘍において，

DPD活性，DPDmRNAの発現量が腫瘍に対する感受

性と相関することが報告されている28）．

我々の胃癌培養株を用いた基礎的検討により，in vi-

tro と in vivo においてTS活性，DPD活性の両者が5-

FUの感受性を規定する因子であることが判明した．

この結果を臨床に応用すべく，胃癌臨床検体腫瘍にお

いても同様に検討したところ，DPD活性と5-FUの感

受性との間には有意な相関が認められた．しかし，予

想に反しTS活性と5-FUの感受性との間には有意な

関連は認められなかった．その理由として考えられる

のは，5-FUの薬剤接触時間による影響が考えられた．

すなわち，in vitro の実験においては，基質としての5-

FUが短期間に大量に存在するため，5-FUの殺細胞効

果の主たる標的がRNA阻害に傾いたことにより，TS

活性と5-FUの感受性との間に相関が認められなかっ

たものと思われた3）．低濃度で長時間接触するような

方法で感受性を判定すれば，TS活性とも相関が得ら

れる可能性も考えられた．

いずれにせよ，DPD活性は5-FUの感受性を規定す

る重要な因子であり，現在，種々のDPD阻害剤が開発

され29）～31），5-FUとの併用による臨床試験が実施され

ている．我々の今回の結果は，こういったDPD阻害剤

による5-FUの抗腫瘍効果増強の理論を支持するもの

と思われた．

結論として，TS活性，DPD活性ともに，5-FUの感

受性と相関が認められることから，この両者を測定す

ることにより，胃癌において5-FUの効果予測が可能と

なることが示唆された．今後，臨床例においてこれら

酵素活性と治療効果との相関について検討する意義が

あるものと思われる．

また，最近ではRT-PCRや免疫組織化学染色によ

り，TS, DPDのmRNAや蛋白の発現量の測定が検討

されている22）32）33）．内視鏡下生検標本などの少量の検

体で測定が可能となれば，非切除例に対する化学療法

や neoadjuvant chemotherapy の治療効果予測などに

も幅広く応用可能となるものと思われる．

稿を終えるにあたり，岩手医科大学第 1外科 斎藤和好

教授の御指導ならびに岩手医科大学医局医員および代謝研

究室 佐々木尚子氏，藤原幸子氏の御協力に深謝いたしま

す．また，TS, DPD活性の測定について御指導いただいた

大鵬薬品工業株式会社，第二がん研究所福島正和氏，武知貞

士氏に深謝いたします．
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Prediction of 5-fluorouracil Sensibility by Measurement of Thymidylate Synthase Activity
and Dihydropyrimidine Dehydrogenase Activity against Gastric Cancer

Takashi Irinoda, Masanori Terashima, Hidenobu Kawamura and Akinori Takagane
Department of Surgery 1, Iwate Medical University

In order to evaluate prediction of therapeutic efficacy by intracellular enzyme activity in gastric cancer,
we investigated the role of thymidilate synthase（TS）and dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）activ-
ity in tumor sensitivity to 5-fluorouracil（5-FU）．We measured TS and DPD activities in 8 human gastric can-
cer cell lines, 4 human gastric cancer xenografts and 40 clincal samples from gastric cancer. TS and DPD ac-
tivities were determined by [3H]-FdUMP binding assay and thin-layer chromatography protocol, respectively.
Sensitivity to 5-FU was determined by MTT assay in cell lines and by in vitro ATP assay in clinical samples.
In cell lines and tumor xenografts, strong correlations between TS activity or DPD activity and 5-FU sensitiv-
ity were found. In clinical samples, a statistically significant correlation between DPD activity and in vitro sen-
stivity to 5-FU also was found. These results suggest that senstivity to 5-FU is predictable by measurement of
both TS activity and DPD activit.
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