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5-Fluorouracil(FU)の リン酸化 に最 も重要なOrotate　 phosphoribosyltransferase(OPRT)の 大腸癌組織中

mRNA発 現 と臨床病理学的因子との関係および,5-FU系 抗癌剤の臨床効果 との関係について検討 した。大腸癌お

よび正常大腸粘膜のOPRT mRNA発 現 をβ-actinを 内部標準 とした半定量的RT-PCR法 で求めた。癌部 と正常粘

膜の間でOPRT　 mRNAの 発現に差はな く(n=22, p=0.98),癌 部 のOPRT mRNA発 現 と臨床病理学的諸因子

との関連 も認め られなか った(n=22)。 転移 ・再発大腸癌のうち,5-FU系 抗癌剤の有効例(CR+PR, n=12)

と無効例(SD+PD), n=16)の 間 でOPRT mRNAの 発現に差はなかった(p=0.98)。OPRT mRNAの 高 発現

群(n=7)と 低発現群(n=21)(cutoff:1.2)に 分 けて検討 しても, progression-free　 survivalに 差 はみ られな

か った(p=0.69)。 以 上か ら,大 腸癌におけ るOPRT mRNA発 現 と臨床病理学的因子 との関係は乏 しく,そ の

発現レベルのみから5-FU系 抗 癌剤の効果 を予測す ることは困難であることが示唆 された。

索 引 用 語:大 腸 癌(colorectal cancer),オ ロ チ ン酸 ホ ス ホ リボ シ ル トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ(orotate phosphor-

ibosyltransferase),5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル(5-fluorouracil)

は じめに

Orotate phosphoribosyltransferase(以 下,

OPRT)は,生 体 内で ピ リミジンのde novo生 合 成

経路 をつか さ どる酵素 であ る。また,5-FUを リ ン

酸化す る3経 路 の なか では もっ とも重要 な酵素 と

考 え られて い る1)～3)。す なわ ち,5-FUを5-fluor-

ouridine monophosphate(FUMP)に 転 換す るこ

とに よ り,DNA合 成 阻害 お よびRNA機 能 障害 の

両方 に関わ る。近 年大腸癌組 織 中のOPRT活 性 や

OPRT mRNA発 現 レベ ル と5-Fluorouracil(FU)

の 感 受性(抗 腫瘍効 果)と の関連が報告 され てい
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るが4)～7),いまだに十分な検討はなされていない。

今回,大 腸癌組織中のOPRT mRNA発 現 レベ

ル と臨床病理学的因子 との関連,お よび5-FU系 抗

癌剤の抗腫瘍効果 との関連の2点 について検討 し

たので報告する。

対象と方法

検討 1 : 当科で1996年10月 か ら2003年4月 の間

に原発巣が切除され,そ の組織が直ちに-70℃ で

凍結保存 されていた大腸癌410例 の うち,無作為に

22例 を選択 し,腫 瘍部 と隣接正常粘膜のOPRT

Table 1 Profile of patients whose colorectal cancer and normal colonic mucosa were evaluated in

relation to gene expression of orotate phosphoribosyltransferase (OPRT).

Table 2 Background data of colorectal cancer patients who received 5-

fluorouracil (FU)-based treatment

127



日本外科系連合学会誌　第 30 巻 2 号

mRNAの 発現 を半定量 した。22例 の年齢,性 別,

最大腫瘍径,肉 眼型,組 織学的壁深達度,組 織型,

Dukes'分 類,1y因 子,v因 子などの臨床病理学的諸

因子についてTable1に 示 した。

検討2:検 討1で 検討 した22例 の原発巣におけ

るOPRTmRNA発 現 と,Table1で 示 した臨床病

理学的諸因子 との関係を検討 した。

検討3:5-FU系 抗 癌剤 の前 治療 の ない非 治癒

切 除27例(検 討1,2の うち,Dukes'Dの5例 を

含 む)お よび再発 大腸癌1例 の合計28例 の原発 巣

のOPRTmRNA発 現 と,RECIST (Response

Evaluation Criteria in Solid Tumors) 分 類8)に

従 っ た5-FU系 抗 癌 剤 の抗腫瘍 効果 との 関係 につ

いて検 討 した。 また,検 討2で 得 られ たOPRT

Fig. 1a Comparison of relative expression level of orotate phoshor-

ibosyltransferse (OPRT) mRNA between colorectal cancer and correspod-

ing normal colonic mucosa (n=22).

Fig. 1b There was no significant relationship between colorectal cancer

and corresponding normal colonic mucosa in terms of relative expression
levels of orotate phosphoribosyltransferase (OPRT) mRNA (OPRT/beta
-actin) (n=22) .
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mRNA発 現 の 中 央 値 をcutoffと し てOPRT

mRNAの 発 現 を高低 の2群 に分 け,progression-

freesurvivalを 比 較 し た。検 討3の28例 の

RECIST分 類8)に 従 った標 的病 変や 抗腫 瘍効 果 を

含 め た背景 因子につ いて はTable2に 示 した。5-

FU+leucovorin+UFT療 法 では既 報9)の ご と く,

5-FU400-500mg/m2/2hrとleucovorin(ア イ ソボ

リン注R,ワ イス ・レダ リー)200-250mg/m2の 点

滴静 注(週1回,3回 連 続 の後,1週 休 薬,以 降

可能 な限 り,あ るい はPDが 確 認 され るまで繰 り返

し)に,tegafur＋uracil(UFTま た はUFT-E-)

(ユー エ フテイーR,ま たはユー エ フテイー ・ER,

大 鵬 薬 品工 業)300-400mg/body/dayの 連 日投与

を行 った。 また5-FU肝 動 注 の症例 で は,週1-2

回,500mg/body/1hrの 肝 動 注にdoxifluridine(フ

ル ツ ロンR,中 外製薬)600-800mg/bodyの 連 日経

口投 与 を行 った。 両治療 とも治療開始8週 以降,

RECIST分 類8)に よ る抗腫瘍効果 の評価 を行 った。

*:TNM classification
, mean±standard error, One-way analysis of variance (ANOVA) 

or Mann-Whitney test

Table 3 Relative expression of orotate phoshoribosyltransferase (OPRT)

mRNA accoding to various clinicopathological factors
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OPRTmRNAの 半 定 量:β-actinを 内 部 標 準

とした半定 量的RT (reversetranscriptional) -

PCR (polymerasechainreaction) 法 でOPRT

mRNAの 発 現 量 を算 出 した。す なわ ち原発 巣の切

除後,た だちに一70℃ で凍結保存 してあった新鮮

凍結大腸癌腫瘍部 と隣接正常粘膜 を検査材料 とし

た。各検査材料300-500mgか ら塩酸グアニジン・フ

ェノール ・クロロフォルム法を用いてtotalRNA

Fig. 2a Relative expression levels of  orotate phosphoribosyltran-

sferase (OPRT) mRNA according to response to 5-fluorouracil-

based treatment.

Fig. 2b Progression-free survival according to the relative expression levels of

orotate phosphoribosyltransferase (OPRT) mRNA. The cutoff value of relative

OPRT mRNA expression (OPRT/beta-actin) was determined as 1.2, based on the
median value of OPRT mRNA expression of colorectal cancer specimens (n=22).

High expression : >=1.2 ; Low expression : <1.2
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を抽 出 し た 後,逆 転 写 法 に てcomplementary

DNAを 合 成 した。PCRに はthermal cycler(Ta-

kara)を 用 い,94℃30秒(denaturation),54℃30

秒(annealing),72℃45秒(extension)の 条 件 で,

30,32,34サ イ クル行 った。増幅 され たDNAの 同

定 は2.0%ア ガ ロー スゲ ル電 気泳動法 で行 った。な

お,ヒ トOPRTmRNAに 特 異的 なprimerと して

sense5'-AGTGGATCTAGTGTTTTGGA-3',

antisense5'-GCAAACTTCCGGTCTTCAA-3'

を用 いた。 あ らか じめ10検 体 で 上記 のPCRを 行

い,PCR産 物 のsequenceを 確 認 し てOPRT

mRNAに 特 異的 で あ る こ とを確 認 した。OPRT

mRNA発 現 量の測定値(半 定 量)は,内 部標 準に

用 いたβ-actin mRNAの 発 現量 で 除 した相 対値

として算 出 した(32サ イ クル)。 なお,あ らか じめ

患者 本人か ら研 究 に対 す るinformedconsentを 取

得 した。

統 計:Dataは 平 均 ±標準誤差 で表 した。pair-

eddataの 比 較に はWilcoxon'spairedtestを,

unpaireddataの 比 較 に はMann-Whitneytestあ

る いはOne―wayanalysisofvariance(ANOVA)

を 用 い た。相 関 の 解 析 に はPearson'ssimple

regression analysisを 用 いた。Disease-freesur-

vivalcurveはKaplan-Meier法 で 表 し,そ の比較

にはgeneralizedWilcoxontestを 用 い た。すべ て

の解析 で,p<0.05を も って有意 とした。

結 果

検討 1 : 0PRT mRNAの 発 現 レベ ルは隣接正

常大 腸粘 膜が1.2±0.4に 対 し,癌 部 では1.2±0.6

で あ り,正 常大 腸粘膜 と癌 部の間 で有 意差 を認 め

なか った(p=0.98)(Fig.1a)。 ま た,正 常大腸粘

膜 と癌 部 の間 で有 意 な相 関 関係 を認、め なか った

(p=0.43,r=0.18)(Fig.1b)。

検 討 2 : 原 発 巣 のOPRTmRNA発 現 と,検 討

したいずれ の臨床病 理学 的因子の 間に も有意 な関

連 は認め なか った(Table3)

検 討 3 : 有 効 例(CR+PR,n=12)の 原 発 巣に

お け るOPRTmRNAレ ベ ルが0.65±0.10で あ る

の に対 し,無 効 例(SD+PD,n=16)の そ れ は

0.71±0.13で あ り,有 効例 と無効例 の間 でOPRT

mRNA発 現 レベ ルに有意差 を認 め なか った(p=

0.98)(Fig.2a)。 ま た,検 討2の 大 腸 癌22例 の

OPRT mRNAレ ベ ルの中央値 が1.2あ っ た ため,

こ れ をcutoff値 と して,検 討3の 症 例 をOPRT

mRNAが 高 発現(n=7)と 低 発 現(n=21)に 分

け,progression-free survivalを 比 較 したが,両 群

の生存期 間に有意差 はみ られ なか った(p=0.69)

(Fig.2b)。

考 察

今回の検討 では まず,OPRT mRNAの 発 現 を

正常 大腸粘 膜 と癌部 で比較 した うえ,癌 部 におけ

る発現 と臨床病理 学 的諸因子 との関連性 につ いて

も検 討 した。5-FU系 抗 癌 剤の抗腫瘍効 果 に関連 す

る酵素 のmRNA発 現 の正 常大 腸粘 膜 と癌部 との

違 い の 有 無 を知 る こ とは重 要 で あ る。例 え ば

Hottaら10)は,OPRT以 外 に5-FUを リン酸化 す る

酵 素 の ひ とつ で あ るthymidinephosphorylase

(TP)は 癌 部 で よ り発現 が亢進 し,し か も正常粘

膜 と癌の発現 の間 に正 の相 関が あ るこ とを報告 し

てい る。 また,5-FUを 分 解 す る律 速酵 素 で あ る

Dihydropyrimidine dehydrogenase(DPD)11)の

mRNA発 現 につ いて は癌部 よ り正 常 大腸粘 膜 の

方が有意 に高 い とい う報告 が散 見 され る12)13)。今

回得 られ たOPRT mRNA発 現 の比較 では,癌 部

と粘 膜の間 で差 が な く,結 果的 には特別 な意義 は

持 たな いが,貴 重 な資料 に な り得 ると思 われ る。

今 回の検討 では,癌 部 のOPRT mRNA発 現 と

臨床病 理学 的因子につ いて も特別 な関係 は認 め ら

れなか った。大腸癌組織 のDPDに つ いて,壁 深達

度 が深 くなるにつれ,ま た リンパ節転 移陰性例 よ

り陽性例 の方 がmRNA発 現 が 高 い こ とが報 告 さ

れてい る14)。仮 にOPRT mRNA発 現 も癌の進展や

性質 に よって影響 を受 け る場合 には,5-FU系 抗 癌

剤 を用い た化学療 法 を行 う際に は注意が必要 であ

るが,今 回の検討 か らはその よ うな必要が ない こ

とが示唆 され た。大 腸癌 におけ るOPRT mRNA

発 現 と臨床 病理 学 的 因子 に つ い て検討 した報告

は,今 回の報告 を除 いては見 あた らなか った。 ち

なみに,落 合 ら15),上 村 ら16)はOPRT活 性 と臨床病

理学 的因子 との関係 はない と報告 してい る。一方,

竹 村 ら17)は男性 が女性 よ り,粘 液癌 が他 の分 化 型

腺癌 よ り有意 に癌 部のOPRT活 性 が高い と報告 し
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て い る。

Isshiら5)は,OPRTとDPDが 逆 相 関す る こ とが

確認 されて いる大 腸癌臨床検体 を用 いた検討 にお

いて,OPRT活 性 高値 かつDPD活 性 低値 の組 み合

わせ で,88.9%の5-FUのin vitro chemosen-

sitivityが 得 られ る と して い る。Ichikawaら7)は

UFT+leucovorinの 投 与 を受 け た転 移 を有 す る

大腸癌37例 にお いて,原 発 巣のOPRT mRNAが

高 発現,あ るい はOPRTとDPDのmRNA発 現 比

が 高い場合,5-FU系 抗 癌剤 の効 果予測 因子 にな る

こ とを報告 してい る。興味深 い こ とに,Ichikawa

ら7)の検 討 材 料 で もOPRT mRNA発 現 とDPD

mRNA発 現 が逆相 関 してい る。す なわ ち,5-FU系

抗 癌 剤の効果 が期待 され るの はOPRT mRNA発

現 が高 いだ けでな く,そ のbackgroundに は5-FU

を分 解 す る律速 酵素 であ るDPD mRNAも 低 い こ

とに も注意 が必要 で あ り,OPRT mRNA発 現 が

単独 に5-FU系 抗 癌 剤 の効果 を規定 す るか ど うか

につ いて はさ らな る検討 が必要 と思 われ る。 ち な

み に,Inokuchiら18)は,大 腸癌23例 の 原発巣 お よび

肝 転移 巣 の い ずれ で も,OPRT mRNA発 現 と

DPD mRNA発 現 に は有 意 な相関 はな い と報告 し

てい る。

今 回の検討 では5-FUの 有 効 例 と無効 例 の 間で

OPRT mRNAの 発 現 レベ ル は相 当overlapし て

いた。 また,OPRT mRNAの 発 現 の高低 でpro-

gression-freesurvivalを 比 較 した場合 で も,2群

間で生存 曲線 が重 なってい た。 したが って,今 後

症 例数 を増 や して再 検討 して み て も,原 発 巣 の

OPRT mRNA発 現 レベ ルの みか ら,再 発 ・非治癒

切 除大 腸癌 に対す る5-FU系 抗 癌 剤の抗 腫 瘍効 果

を予 測す るのは困難 であ る とい う結論 にな る可能

性 が高 い。

今 回の検討 は以下 の点で さ らな る検討 の余 地が

残 され てい る。まず第1に,OPRT mRNAの 発 現

のみに的 を絞 ったため,5-FUの 抗 腫 瘍効果 に関連

す る他 の酵素(DPD,TP,thymidine synthaseな

ど)のmRNA発 現 につ いて は検討 しなか った こ と

であ る。 この点につ いては今後 の研 究課題 とした

い。第2に,OPRT mRNAの 発 現 レベ ル とOPRT

活性 は必 ず しも相関 しない可能性 が あるこ とで あ

る。この点 につ いて,落 合 ら19)は検 討例 数 が10例 と

少ない ものの,大 腸癌部のOPRT mRNA発 現 と

OPRT活 性の間には有意な相関がないと報告 して

いる。第3に 癌部のOPRT mRNA発 現には間質

の正常細胞の混入が避 けられず,近 年発達 した

laser captured microdissection法20)21)に よ る

mRNA発 現の解析に比べ,精 度が落ちる,な どの

点があげられ る。しか しながら,DPD発 現のよう

に5-FU系 抗癌剤の抗腫瘍効果 との関係にほぼ コ

ンセンサスが得 られているの と異な り,OPRTに

ついては報告がきわめて少なく,い まだにコンセ

ンサスは得 られていない。しか も大腸癌切除材料

を用いて5-FUの 臨床効果 を検討 した報告 自体が

きわめて少ないのが現状である。 この点,今 回の

結果は貴重な資料になると考えられたので報告 し

た。
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