
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

日本産科婦 人科学会雑 誌　AcTA　OBsT　GYNAEc　JPN　Vo1．41，　No．9，　pp ，1423− 1430， 1989 （平 1 ，9 月）

子宮頚癌 由来細胞株 に 対す る 5・FU の 感受性 に 関す る 基礎的検討
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概要　教室で は 頚 癌術後患者に 対す る Tegafurに よ る oral 　adjuvant 　chemotherapy の 有用性を報 告 し

て きた が，頚部腺癌は依然予後不 良で ある．そ こ で 頚部腺癌細胞 に 対す る 5−FU の 効果を明 らか に す る 目

的で ，扁平 上 皮癌細胞 と の 比較を中心 に以下の基礎実験を行つ た．

　頚部扁平 上 皮癌株 （OMG1 ）お よ び同腺癌株 （OMG4 ）を用い た ．こ れ らの 5・FU 感受性を増殖曲線

抑制法 に よ り検討 し，0．1−−10μg／ml の 5・FU 　96時聞作用後 の 殺細胞効果を調ぺ た ．ま た 0．1μg／ml の

5・FU 　96〜192時間作用後 の 両細胞 の 形態学的変化を 観察し た ，5−FU 　96時間作用後 の 両細胞 に対す る

DNA 合成抑制効果 は，　 de　Ilovo 経路 の 前駆体で ある
3H −deoxyuridineの 取 り込 み 動態を Ball　et　a1．の

方法 で 測定 し た．さ ら に 0．1μg／m1 の 5−FU 　96時間 作 用 後 の 両 細胞 内 FdUMP 量 お よ び thymidylate

synthetase （TS ）阻害率 を
3H −FdUMP を 用 い た radioassay 法 に よ り測定 し た ．

　増殖曲線抑制法 か ら求 め た 5−FU の 5G％増殖抑制濃度は OMC ・10 ．13μg／ml ，　 OMC ・49 　．　1ptg／ml で ，

OMG4 の 5−FU 感受性 は OMG1 に 比 べ 極 め て 低 く，形態学的に も5・FU に よ る変性所見は OMC ・1で 著明

で あ つ た．ま た ，核酸前駆 物 質取 り込み 率を control を 100％と し て 求め る と，0．1μg／m1 の 5・FU で

OMC −1で は 50％以下 に 抑制 された が，　 OMC ・4で は 75％で あつ た ．一方5・FU 作用後 の 細胞内 FdUMP 量

は OMC −14 ．7pmol／g ，
　 OMC ・42 ．6pmo1／g 以下であ り，　 TS 阻害率は OMC −158 ．7％，　 OMC ・460 ．0％

で あつ た ，

　以 上 か ら ， in　vitro に お い て も頚部腺癌細胞 の 5・FU 感受性 は 扁平上皮癌細胞 に 比 べ 低 い こ とが 判明 し

た ．ま た低用量 の 5・FU 投与下で 両細胞 の de　novo 経路の 抑制率 に 相 違 が 認 め られ た が
，
　TS 阻害率 に は

差 が な く，
こ れ らの 5−FU 感受性を左右す る 因子 と し て は 細胞内 FdUMP 量 が 重要 で あ る こ と が 示唆 さ

れ た ．

Synopsis　In　order 　to　improve　the　postoperative　survival 　 rate 　 of 　patients　 with 　cervical 　 cancer ，　 we 　have

treated 　them 　with 　adluvant 　chemotherapy （oral　Tegafur）and 　proved　this　treatment　to　be　usefuL 　However，
the　prognosis　of　cervical 　adenocarcinoma 　cases 　has　not 　been　improved　yet ．

　In　this　study ， 5−FU 　sensitivity ，
　morphological 　changes 　and 　DNA 　metabolism 　of 　cultured 　cervical 　cancer

cells　were 　examined 　using 　OM じ 1　and 　OMC −4　cell 　line　originating 　from　cervical 　squamous 　celi 　carcinoma

and 　adenocarcinoma ，　respectively ．

　The 　EC 　5  （E任ective 　Concentration　for　50％ CelI　Ki11）of 　5・FU 　on 　OMC ・1　and 　OMC ・4　cells 　after 　96　hours
of 　incubation　with 　5・FU 　was 　O．13μ g／ml 　and 　9．1μ g／m1

，
　respectively ．　 The 　morphological 　changes 　were

more 　prominent 　in　OMC ・1　ceUs 　than　in　OMC −4　cells　after 　192　hours　of　incubation　with 　O．1μ g／lnl　Qf 　5・FU ，
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The　incorporation　of 　
3H −deoxyuridlne　into　the　DNA 　was 　inhibited　more 　signi 丘calltly 　in　OMC −1　cells　than

in　OMC ．4　cells 　even 　at 　a 　low　concentration 　of 　5−FU ．　 The 　intracellular　FdUMP 　and 　thymidylate　synthetase

（TS ）inhibition　rate 　of　OMC −1　and 　OMC −4　after　96　hours　of　incubation　with 　O．1μg ／ml 　of 　5−FU 　was 　4．7pmo 二／

gand ＜ 2．6pmo1 ／g，58．7％ and 　60．0％，respectively ．

　These　results　suggest 　that　5−FU 　sensitivity　of 　cervical 　adenocarcinoma 　cell 　line（OMC ・4）is　lower　than　that
of 　cervical 　 squamous 　carcinoma 　cemine （OMC ・1）and 三t　may 　owe 　much 　not 　to　the　TS 　inhibition　 rate 　but
tQ　the　intracellular　FdUMP ．
Key 　words ： Cervical　cancer ・Cultured　cells ・5−FU 　sensitivity ・DNA 　metabolism

　　　　　　　　　緒　　言

　教 室で は，子宮頚癌術後患者 に 対 し て Tegafur

に よる oral 　adjuvant 　chemotherapy （adj ，　chem ）

を 行 い
， そ の 優れ た 再発抑制 効果 を証明 して き

た
3）4）6》11）12）「5）19）．また 基礎的 に は

，
Tegafur の 活性

型で ある5−fluorouracil（5−FU ）の 低用量持続投与

が頚癌培養細胞の 増殖を in　vitro で 抑制 し得る こ

と を報告 し て きた 4）1°）
，し か し

，
こ れ ま で の 検討は

主 と して 扁平上 皮癌に 対する もの で あ り，頚部腺

癌に 対する本療法 の 効果に 関 して は ，症例数も扁

平上皮癌 に 比 べ て 少な い こ とか ら い まだ十 分に は

解明され て い な か つ た ．
一．一

方，adj ．　chem の 効果 は

risk （Z）値 ， と りわ け遺残癌組織量 に大 きく左右

され るが
， 組織型に も関連す る こ とが判明 し て い

る．す なわ ち扁 平上 皮癌 に 比 べ て 腺癌で は adj ．

chem の 効果が やや 劣 り， そ の 予後も依然不 良で

ある こ とが 今後の 本療法施行上 の 問題点 とな つ て

い る
6 ）12 ｝．し た が つ て

， 扁平上皮癌 と腺癌で の 5−FU

感受性 の 相違 とそ の 原因を明 ら か に し て い くこ と

が現在極め て重要で ある．そ こ で ， 本研究で は ま

ず in　vitro に お い て 頚部扁平上皮癌お よ び腺癌細

胞の 5−FU 感受性を比 較する とと も に，5−FU が両

者の DNA 合成経路 に 対 し て い か な る作用機転を

有す る か を解析 し た ．

　　　　　　　　　研究方法

　使用培養株 ：当研究室で樹立 した頚部扁平上皮

癌株 （OMC −1）9〕お よ び頚部腺癌株（OMC −4）20）
を用

い た ．

　培養法 ：10％新生仔牛血 清 （三 菱化成，東京）

お よび 25μg／ml 　Kanamycin （明治製菓， 東京）を

添加 し た Ham ’

s　 F −12培地 （Flow　 Laboratories

Inc．，　U ．S．A ．）を培養液と し て 用 い た．すべ て 37℃ ，

5 ％炭酸 ガ ス 培養器中で 静置単層培養 し た ，

　使 用 薬 剤 ：Tegafur の 活 性 型 で あ る 5一

fiuorouraci1（5−FU ）（協和発酵，東京）を使用直

前 に 培養液で 希釈し ， た だ ち に実験に 用 い た ．濃

度勾配 は in　vivo に お け る血 中お よび組織中濃

度
H ）12｝を参考 に し て 0．1，0．5，LO ，5．O，10．0μ g／

m1 に 設定し た ，

　 実験方法 ：

　 1．5・FU 感受性の 測定

　 OMC ・1お よ び OMC −4を各濃 度 の 5−FU 加 培 養

液中で 培養 し生残率を測定 した．すなわ ち，3．5cm

径の plastic　dish（Falcon，　 US ．A ，）に 各 々 約 1 ×

105個／2m1 の細胞 を植 え込み 72時間培養後，対 数

増殖期に 入 つ た 時点で 各濃度 の 5・FU 加培養液 に

交換 した ．48，96，144時間後に 2dish の 細胞数を

算定し ， そ の 平均 を もつ て 対照群 ， 薬剤負荷群の

増殖 曲線を作成 し た ，ま た 細胞数算定時に 残 りの

dishす べ て の 培地交換を行つ た ．次 に 5・FU 　96時

間作用後に お ける 薬剤 負荷群細胞 数 の 対照群細胞

数に 対す る割合 を Surviving　fractionと し て 算出

し
， 片対 数表示 で プ ロ

ッ ト し て dose　 response

curve を作成 した ．各 々 の 細胞 に つ い て 得 られた

dose　response 　curve よ り50％増殖抑制濃度 （EC

50 ；Effective　Concentratien　for　50％ Cell　Kill）

、を求め ，それ ら の 5−FU 感受性を比較 し た ．

　 2．形態学的観察

　 OMC −1お よ び OMG4 約 5× IO4個／ml を Lab−

Tek 　2　chamber 　slide （Lux ，
　 US ．A ．）に 植 え込み ，

72時間培養後0．1μg／ml の 5−FU 加培 養液 に 交換

した．さ らに 96〜192時間培養後 ，
エ

ー
テ ル ・エ タ

ノ ー
ル 等量混合液で 固定 し

，
Papanlcolaou 染色

を行つ て検鏡 した．

　 3．核酸前駆物質取 り込み動態

　 5FU 作用後 の OMC −1お よ び OMC −4の 核酸 前

駆物質取 り込み 動態を ， de　novo 経路の 前駆体で

ある
3H −deoxyuridine（3H −dUrd）（New 　England

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Nuclear　Corp．
，
　U ．SA ．）を用 い ，　 Ball　et　al．の 方

法
13＞に 従 つ て 検討 した．すなわ ち，滅菌 し た scin ・

tillation　via1 （Weaton ，
　 US ，A ．）に 各 々 約 1 × 105

個／2ml の 細胞を植 え込 み 72時間培養後， 対数増殖

期 に 入つ た 時点で 各濃度 の 5−FU 加培養液 に 交換

し さ らに 96時間培養 した．これ らを リ ン 酸緩衝液

（PBS ）で 洗浄後 ，

3H −dUrd　1μCi／ml を添加 して

1 時間細 胞 DNA をパ ル ス ラ ベ ル し た ．冷 PBS

次 い で 冷 1．5％過塩素酸で 洗浄 し た 後，純 ethano1

10ml を添加 し 10分後 に 除去 した ．さ らに 5 ％過塩

素酸 1ml を添加 し80℃ ，
40分間加 温後 4 ℃ で 冷却

した ．こ れ らに Triton−X 　scintillator 　10ml を添加

し細 胞 中に 取 り込 まれた
3H ・dUrd の 放射 活性 を

Iiquid　scintillation 　counter （TRI・CARB 　300c，

Packcard，
　 U ．S．A ．）で 測定 した，

　 4．細胞内 FdUMP 量 お よ び TS 阻害率 の 測定

　 5−FU 作 用後 の OMC −1お よ び OMC ・4の 細胞 内

5−fiuoro・2’−deoxyuridine−5’−monophosphate

（FdUMP ）量 とthymidylate 　synthetase （TS ）阻

害率を，
3H ・FdUMP （Moravek 　Biochem．，　USA ）

を用 い た radioassay 法 に よ り測定 した ．

　まず各 々 約 2× 107個 の 細胞 をO．1μg／ml の 5・FU

加培養液で 96時間培養後 ， 細胞 を剥離 ， 遠沈 し た ．

沈渣に ホ モ ジ ネ ー ト buffer（0，2M 　Tris−HCl，20

rnM 　2−mercaptoethanol ， 15mM 　CMP ， 100mM

NaF ，　 pH 　7．4）2m1 を加え，ポ リ ト ロ ソ ホ モ ジ ナ

イ ザ ーに て homogenize し た 後 sonicate （20秒

間， 3 回） し て 得 られた サ ン プ ル を以下 の 測定 に

供 した．

　FdUMP の 測定 は，まず上 記サ ン プ ル 500μ 1に

5，000dpm の
3H −FdUMP ，　 IM 酢酸 1ml を 加 え よ

く混和 した後，4 ℃ ， 3，000rpm で 10分間遠心 し上

清を採取 した． こ の 上清 を凍結乾燥 した もの を1

ml の H20 で 再溶解 し，　 DEAE セ ル ロ
ー

ス カ ラ ム

（3cm ）ec　apply した後 ，
　 NH

，HCO3 で 溶 出させ サ

ン プ ル 中 の FdUMP を精製 した ．こ れをさら に 凍

結乾燥 し ，
FdUMP 測定用 buffer（5mM 　KH2PO4

，

pH 　7．4）に 再溶解 した後 ，　
sH −FdUMP （12pmo1 ／

ml ），
　 TS

，
　 CH

，
FH4 を添加 し 25℃

，
4 時間反応 さ

せ た．DCC に て B／F 分離 後 B 中 の 放 射活 性 を

liquid　scintiUation 　counter で 測定 した．　 TS の 測

定は
， 細胞 を sonicate し て 得 られ た サ ソ プ ル を

4 ℃，16，000rpm で 4 時間遠心 し サ イ ト ゾ ー
ル 画

分を採取 し た ． こ れに TS 測定 用 buffer（0，3M

NH4HCO ，， 100mM 　2・mercaptoethanol
，
100mM

NaF
，

15mM 　CMP ，
　 pH 　8．0），

3H −FdUMP （120

pmol ／ml ），　CH2FH4 を添加 し30℃ ， 20分間反応 さ

せ た ．DCC に て B／F 分離後 B 中の放 射活性を測

定し ，
TS 　freeaPP（見か け の free　TS ）を 求め た ．

TS 　 totalの 測 定 は
，
　 TS 測定用 buffer存在下 で

30℃， 3 時間 preincubation し サ イ ト ゾ ー
ル 中 の

TS と FdUMP の 結合をあらか じめ 切断後，同様

に 測定 した．実際 の TS 　freeは 次式に よ り求め ら

れる．

　 TS 　free＝ TS 　total − TS 　bind

　　　　 ＝ （TS 　freeaPP− O，13　TS 　tota1）／0．87

　TS 阻害率は TS 　 bindの TS 　 tota1に 対す る割

合か ら算出 し た ．以上 の 過程 は Spears　et　aL の 方

法
工7）【8）に準 じて 行つ た ．

　　　　　　　　　 研究成績

　 1．5−FU 感受性

　OMC ・1お よ び OMC ・4の 5・FU に よ る 増殖 抑 制

曲線 （図 1 ， 2）か ら得 られ た 5・FU 　96時間作用後

に お ける dose　response 　curve を図 3 に 示 した．

EC50値 は OMC −1で O．13μ g／ml ，
　OMC ・4で 9．1μg／

ml とな り，
　 OMC ・4の 5・FU 感受 性が OMC −1に 比
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図 1　 0MC −1の 5−FU に よ る 増殖抑制 曲線 ：OMC −1

　約 1 × 10s個 を 各濃度の 5・FU 加培養液中 で 培養 し，
　対照 群 お よび 薬剤負荷群 の 増殖 曲線を作成 した ．
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図 2　 0MC ・4の 5−FU に よ る 増 殖 抑制 曲線 ：OMC ・4

　約 1 × 10s個 を各 濃度 の 5−FU 加培養液中で 培養 し，

　対 照 群 お よ び 薬 剤負荷群 の 増殖曲線 を作成 した．

べ て極 め て低 い こ とが判明 した．

　2．形 態学的変化

　0．1μg／ln1 の 5−FU 　 192時間 作用 後 の OMC ・1お

よ び OMC −4の 細胞形態を写真 1 お よび 2 に 示 し

た ．OMG1 で は contro1 に比 べ て核は膨化し ， 核

小体の 明瞭化 ， 核小体周辺の 空隙形成 な どが観察

o

宕」
芒
3
ち

獣り
8
君
躍
凶

⊆

≧〉」
詞

　 　 　 　 0．1　0．13　　　　　　　　0，5　　　　1　0　　　　　　　　　　　　5、0　　9．110．O
　 　 　 　 　 l　 　 　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　 l
　 　 　 　 EC　500f　OMC −1　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 EC　50　ef　eMC ・4
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5・FU　concentratlOn （μ 9／m1＞

図 3　 5−FU の OMG1 お よ び OMC −4に 対す る 殺細胞

　効 果 ：OMC ・1お よ び OMC −4の 5・FU に よ る 増殖抑

　制 曲 線 か ら，5−FU 　96時 間 作用後 に お け る dose

　response 　curve を 作成 し，各 々 の EC 　50値 を 求 め た．

され ， 低濃度 の 5・FU で も長時 間作用 さ せ る こ と

に よ り OMC −1で は 著 し い 変性所見が み られ た．
一

方 OMC ・4で は やや 核の 膨化が み られ る もの の そ

の 変化は 極め て 軽度で あ り， 形態学的に も OMC ・

4の 5−FU 感受性が OMG1 に 比 べ て 低 い こ とが判

明 し た ．

　3．核酸 前駆物質取 り込み 動態

　OMC ・1お よ び OMC −4の 5・FU　 96時間作用 後に

写真 1 ・培養細胞所見（OMC ・1）（Pap．染色，　x 　400）：0．1μg／m1 の 5・FU 　192時 間 作用

　後 の OMC ・1の 形態学的変化 を示 した （a）．　 contro1 （b）に 比 べ て 核 は 膨化 し， 核小

　体 の 明瞭化，核小体周 辺 の 空隙形 成 ， 細 胞 質の 融 解 な ど，著 し い 変性 所見 が み られ

　 た．
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写真 2　培養細 胞所見（OMC −4）（Pap ．染色，× 400）：O．1μg／ml の 5−FU 　192時間 作用

　後 の OMC −4の 形態学的変化 を 示 した （a ）．　 control （b）に 比べ て や や 核 の 膨 化 が み

　 られ る もの の 核小体や 細胞質の 変化は 軽度で あ り，著 し い 変性所見 は み られ な か つ
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図 4　 5・FU 作用後 に お け る OMC −1お よ び OMC −4に

　対す る
3H −deoxyuridineの 取 り込 み ：OMC ・1お よ

　 び OMC −4約 IXlos 個 を 各 濃 度 の 5−FU 加 培 養 液 中

　で 96時間培養後，対照群お よ び薬 剤負荷 群 に 対 す る

　
3H ・deoxyuridine の 取 り込 み を 測 定 し，対 照 群 を

　100％ と し て 示 した．

お け る 核 酸前 駆 物質取 り込 み 率 は
， control を

100％ と して示 した （図 4）．0．1μ g／m1 で は OMC −

1で 53％，OMC −4で 79％，　 O．5μg／ml で は そ れぞ れ

23％ ， 61％で あ り ， 5−FU 作用後 の
3H −dUrd の 細胞

DNA へ の 取 り込み は ， 低濃度 に お い て も OMC ・1

で よ り強 く抑制 された ．

　4．細胞 内 FdUMP 量 お よ び TS 阻害率

　0．1μg／ml の 5−FU 　 96時 間 作 用 後 の 細 胞 内

FdUMP 量は OMC ・1が 4．7pmo1 ／g，　 OMC ・4が 2．6

pmol ／g 以 下 で あ り，
　 TS 阻 害 率 は OMC −1が

58．7％， OMG4 が 60．0％で あつ た ．こ の よ うに 両

細胞間で TS 阻害率 に は ほ とん ど差が 認め られ な

か つ た が，5−FU 感 受性 の 高 い OMC ・1で 細胞 内

FdUMP 量が よ り多 い こ とが判明 した．

　　　　　　　　　 考　 　案

　教室で は 子宮頚癌術後患者の 治療成績 を向上 さ

せ る 目的 で ， 臨床進行期 Ib期以上 の 症例 を再発 の

リ ス ク に 応 じ て 群別管理 し， 再発 の 可能性 の 高 い

症 例 に は Tegafur の 経 口 投与 に よ る adj ．　chem

を行 い 効果を上 げて きた
3）4）6）11）12）15）19）．また低用量

5−FU の 長期投与下 に お い て 癌細胞 の cell　 cycle

や増殖速度が遅延す る こ と，
お よ び耐性化 も生 じ

に く い こ とを頚 部扁 平 上 皮癌 培養 細 胞 （SKG −

IIIb）16）を用 い た in　vitro 実験 で 証明 し，　adj ．　chem

が術後の 遺残病巣の 再増殖を細胞 レ ベ ル で 長期間

に わ た つ て 抑制 し 得 る こ と を 基 礎 的 に 裏 づ け

た
4）10｝．し か し頚部腺癌 に 関 し て は依然予後不 良で

あ り， 今後の 本療法施行上 の 問題 点で ある と考 え

られ る
6）12）．実際昭和 53年以降 ， わ れわ れ の 判別式
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に よ り high　risk　group （risk　II，　 III群） と判定

さtr，
　adj．　chem を行つ て prospective に 予後追跡

し た 全 322症例 で の 再発 率を扁平上皮癌 と腺 癌 で

比較し て み る と ， 船 kII＋ HI 群全体で ばそれぞれ

40％ ， 56％ ，
risk 　III群で は 40％ ， 60％で あつ た ．

ま た risk 値 が 同程度で あつ て も腺癌症例 は 扁平

上 皮癌症例に 比 べ よ り早期に 再発す る傾向が み ら

れ て い る．

　こ の よ うな 観 点 か ら ， 頚部腺癌 に 対 する adj．

chem の 効果 とそ の 問題点 を明 らか に して い くこ

とが現在急務で ある と考 えられた の で
， まず ，

in

vitro に お け る頚 部腺癌細 胞 の 5・FU 感 受性 を扁

平上皮癌細胞 と比較 した．in　 vitro 実験を行 うた

め に は origin の 明確 な培養細胞株 が必 須で ある．

頚部腺癌株 に つ い て は本邦 で も最近樹立 の報 告が

散 見される よ うに な つ た が 2）7）
， そ の 数は 少な く，

多数の 株 に つ い て 検討す る こ とは い まだ困難 で あ

る．そ こ で 本研究で は 同
一

施設で 樹立 され，か つ

同
一

条 件 で 維 持 ・継代 さ れ て い る 当 研 究 室 の

OMG1 お よ び OMG4 を比較 に 適 した実験 モ デル

と し て 用 い た ．

　 そ の 結 果 ， 増殖曲線抑 制法 か ら求め た 5−FU の

50％増殖抑糊濃度は OMG10 ．13μg／lnl，
　 OMC ・4

9．1μg／ml で ，　 OMG4 の 5・FU 感受性は OMC −1に

比 べ て 極 め て 低 い こ とが 判明 した．こ れ は 5−FU

作用後 の 形態学的変化 か らも裏づ けられた． した

が つ て in　vitro に お い て も頚部腺癌細 胞 の 5−FU

感受性 は 低い と考え られた が，adj ．　chem の 原 理

か ら言 うと ， 低濃度 の 5・FU 存在下 で 持続 的に 培

養した場合に 細胞が い か な る増殖動態を示す か が

む し ろ重要 で ある．われわ れは SKG −IIIb細胞 を

0．1μg／m1 の 5・FU 加培養液 で 2 年 以上 の 長期 間

に わ た つ て 培養し た 結果 ， そ の 5−FU 感受 性は 変

化 し な い が，増殖速度 は 著 し く遅延す る こ とを報

告 した
エ゚ ）．こ の 点に 関 して ，OMC ・4を同様の 条件

下で 約 1年間培養した が ， OMC ・4で は そ の 5−FU

感受性は も と よ り増殖速度 も ほ とん ど変化し な か

つ た （未発表 デ ー
タ ）． これ らの 事実か ら，少 なく

とも in　vitro に お い て は
， 頚部腺癌細胞に 対す る

5−FU の 増殖抑制効果は 扁 平上 皮癌細胞 に 比 べ て

劣 る も の と考 え られ た．

　 表 1　 pyrimidine　nucleotide お よ び5−FU の 代謝経路

5 −FU

：廴 帯
　　　　　　　τ

MP 脅
．

廳
i・壱

一dThdぐ
．．

う Thy

DNA ← dTTP ← dTDP

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ← 　5−FU 　 metabo 隔c　pathway

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ぐ 騨一一de　no 》 o　pa ヒhway

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ぐ
一一．salvage 　pathway

　 さて
， 5・FU の 作用機序 として は ，

　 DNA 合成を

阻害す る経路
夏7）18）と RNA の 代謝異常 をお こす経

路
14）

とが存在す る．しか し低濃度有効量 を維持す

る臨床的投与法 に お い て は
， 前者の 経路が よ り重

要で ある と考 えられて い る
1）5）8，17）IB｝．すなわ ち表 1

に 示 した よ うに ， 5・FU は thymidine 　phosphor −

ylase に よ り5・fluoro−2’−deoxyuridine（5−FdUrd）

とな り， さ らに thymidine 　kinaseに よ りリ ン 酸化

さ れ て 5−fiuoro ・2 ’ ・deoxyuridine ・5ノ・

monophosphate （5−FdUMP ） とな る． こ の ，5・

FdUMP （FdUMP ）が
，
　 deoxyuridine（dUrd）を

前 駆 体 と す る de　 novo 経 路 に お い て ，

deoxyuridine−monophosphate （dUMP ）か ら

deoxythymidine−monophosphate （dTMP ）を生

成す る 酵素で あ る thymidylate　synthetase （TS ）

と結合す る こ とに よ り， DNA 合成阻害作用が発

現 され る．そ こ で OMC −1お よび OMC −4に 対す る

5−FU の DNA 合成抑制効果 に つ い て
3H −dUrd の

取 り込み率を比較 した と こ ろ ， その 取 り込み は低

濃度 の 5−FU に お い て も OMC ・1で よ り強 く抑制

された ，し た が つ て ，OMC −1と OMG4 で の 5−FU

感受性 の 相違 は 5−FU に よ る de　novo 経路 の 阻 害

効果 の 差異 に よ る と考 え られ た ． こ の点 を よ り 明

確 に す る た め に
， 低濃 度の 5−FU 作用後の 細胞内

FdUMP 量お よ び TS 阻害率を測定 した と こ ろ ，

TS 阻害率は 両細胞 に お い て 差が な く，一方 5−FU

感受性 の 高 い OMC ・1に お い て 細胞内 FdUMP 量

がよ り多い とい う結果が得 られた．

　藤 田
D お よ び 須賀ら

s）は 5・FU の 生態内動態 とそ

の 腫蕩 へ の 作用機序 に 関す る 検討 で ，5−FU の 少
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量持続投与で は FdUMP の TS 阻害 に よ る DNA

合成抑制が主 体で あ り， そ の 抗腫瘍効果を左右 す

る因子 と して腫瘍組織 内 FdUMP 量 が重要 で あ

と述 べ て い る ．
一

方中村ら
5〕
は TS 阻害率と腫蕩増

殖抑 制 と の 関連を 追求 し ， 5−FU の 低濃度有効 量

を維 持す る通常の 臨床的投与法 に お い て は
， 両者

が 良好な相関関係 を有する こ とを報告 し て い る ．

こ の よ うに adj ．　 chem を含め た 5・FU の 低用量 持

続投与法に お い て ， de　novo 経路の 抑制効果が 主

体で ある こ と に は 異論が な い よ うで ある．し か し
，

そ の 抗腫蕩効果が組織 （細胞 ）内 FdUMP 量 と TS

阻害率 の どち らに よ く相関 す る か は 明確 で は な

い ．今回の 検討で は ， OMC −1お よび OMC ・4に お い

て
3H −dUrd の 取 り込 み 率 に 相違 が み られ た に も

か か わ らず ，
TS 阻害率 は 両細胞に お い て 差が な

く，
こ れ らの5−FU 感 受性 を左右す る因子 と し て

は 細胞 内 FdUMP 量 が重要で あ る と の 結論 を 得

た ，こ の 点に つ い て は ，表 1 に 示 した よ うに ，DNA

合成経路に は thymidine （Thy ）を前駆体 と して

dTMP を 生成す る salvage 経路 も存在す る こ と

に 留意すべ きで ある と思われ る，すなわ ち5・FU

負荷時 の 細胞 の thymidine 利用 率 が 異 なれば ，

TS 阻害率が 同 じで あつ て も dUrd の 利 用率に 変

化を生 じ る可能性は十分考 え られ る か らで あ る。

さ らに 5−FU の 同化 ， 異化過程や DNA 合成経路 に

は他 の 多 くの 酵素が 関与 し て お り，5−FU 負荷時

の そ れ らの 活性値 に つ い て も詳細 に検討す る必要

があろ う， と く に FdUMP の 生成 な らび に Thy

を 基 質 と して dTMP 　poo1 の 補 充 に 関与 す る

thymidine　kinase活性 が重 要で あ る と考 え られ

るの で ， 今後 の検 討課題 とした い ，

　以上，わ れわ れ の 研究室で 樹立 し た頚癌培養細

胞株を実験モ デ ル とし て ，そ の 5−FU 感受性を扁

平 上皮癌 と腺癌細胞で 比較す る と ともに ， 両者 の

DNA 合成 経路に 対す る5−FU の 作用機転 に つ い

て 基礎実験を行 い 報告 した ，今回 の 検討 は 2株 の

み の 比較 なの で
， 無論頚 部腺癌 に 対す る5−FU の

効果 に つ い て 確定的な結論 は 導 き得 な い ．今後 は

よ り多 くの 頚部腺癌細胞株 に 関 し て 扁平上 皮癌株

と の 比較 を行 つ て い くこ とは勿論 で あるが ， そ れ

らの 5−FU 感受性を決 定す る 因 子 と し て 何 を指標

に す る の が最 もよ い の か を検索 し て い ぎた い ，他

方 ， 臨床的 に は ，5−FU 製剤をあ らか じめ 投与後手

術 摘出標本 中の FdUMP 量 ある い は TS 阻 害率

を測定す る こ とに よ り， 個 々 の 症例 に対す る adj．

chem の 効果 を予測す る こ とも可能 と思われ る．

こ れらの 詳細な検討を通じ て ，頚部腺癌に 対す る

薬剤の 投与量 や期間を再検討 し て い くこ とが重要

と考え られた ．
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