
鰤 瀾[1鶉
誓鰈卍

5‐FU系抗癌剤の代謝・ 性化酵素遺伝子群の
発現調節機構の解明と応用展開

秀m11木

谷本 圭司、下國達志、右近 圭

野口琢矢、檜山桂子、西山正彦
広島大学原爆放射線医科学研究所遺伝子診断・治療開発研究分野

1.はじめに

抗癌剤 5-fluorouracil(5¨FU)は 開発後40年 以

上を経過しているが、現在も消化器癌を中心とし

た各種固形癌治療の基本的薬剤として、癌化学療

法で中心的な役割を果たしてお り
1~3)、 5-FUや

その誘導体に関し、様々な抗癌剤やバイオケミカ

ルモジュレーター、分子標的治療薬および放射線

療法との併用の試みが続けられている
1)。

しかし

ながら、その効果、有害事象発現機構にはいまだ

不明な点が多く、より効果が高く安全な治療の確

立、そして個別化治療の実現には、詳細な分子機

構の解明が必要不可欠である。

投与され腫瘍細胞内に到達 した5‐FUの抗腫瘍

i舌`性 は、5‐fluorou五 dine 5'‐triphosphate(FUTP)、

5‐■uoro-2'‐deoxyu五 dine 5'―triphosphate(FdUTP)、

ま〕よこド5‐■uoro… 2'¨deo柳ndine-5'¨ lll10nO― phosphate

(FdUMP)へ の代謝 (Anabolism)と ■uOrO‐ 5、

6…dihydrouracil(FUH2)や fluorO_β ―alanine(FBALl

への分解 (Catabolism)の バランスにより制御

されていると考えられている (図 1)。 これまで

に、多 くの施設、研究者によって5¨FUの代謝酵

素 dihydropynmidine dehydrogenase(DPD) や

標的分子 thymidylate synthase(ヽ )等の遺伝

子多型、遺伝子または蛋白発現量やその酵素活

性が各種癌細胞株や臨床検体を用いて調べられ、

抗癌剤の効果や有害事象との関連性が検討されて

きた。その結果、それらの遺伝子発現量が5¨FU
系抗癌剤の効果を規定する上で重要な因子である

ことが明らかにされてきた13)。
しかしながら、

関連酵素を含めた遺伝子群の発現動態、発現調節

機構に関してはいまだ多くの点が不明のままであ

る。我々は、5-FUま たはCDDP処理によるDPD
遺伝子 (DPD)と ヽ 遺伝子 (― S)発現変

動と抗癌剤感受性について4)、 DPDプ ロモータ

ー領域のメチル化 と遺伝子発現および 5¨FU感受

性
5)さ

らに、転写因子AP-1に よるDPD転 写活

性化機構
6)等

、5‐FU代謝酵素遺伝子の発現調節

による5‐FU感受性規定機構に注目し研究を進め

てきた。

本研究では、5-FU系抗癌剤の代謝・活性化に

関わる酵素遺伝子群の発現調節機構、および代

謝・活性化経路全体の動態を明らかにすること

により、分子生物学的機構を基盤 とした FU系

抗癌剤効果・副作用予測、さらには、効果増強・

有害事象減弱を実現化する治療法の開発をめざ

した。

2.方法

消化器癌・肺癌を含む39細胞株の 5¨FU感受性

(IC50値 )を Ⅳ
…

法にて測定 した。これらの細

胞株における5‐FU代謝・活性化酵素遺伝子群の

発現を real‐time RT― PCR法 にて測定 した。さら

に、5‐FU、 CDDP、 CPT‐ 11処理後の大腸癌細胞

株 HCC48、 お よび、PMAと Ionomycin処理後

の胃癌細胞株 HSC42細胞よりtotal RNAを 抽出

し遺伝子発現変動解析を行った。転写制御機構

の解析 を行う為、大腸癌細胞株 HCC50由 来ゲノ

ム DNAを templateと しPCR法 にて ― Sプ ロ
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図 1 5-FU代謝経路

腫瘍細胞内に到達 した5-FUは様々な酵素に触媒され、その約80%は 刊uorO-5、 6-dihydrouracil(FUH2)や

fluoro― β―alanlne(FBAL)へ分解 (Catabolism)さ れ、残 り約20%は 5-fluorourldine 5'―tttphosphate(FUTP)、

5-fluoro-2'― deoxyuridine 5'― triphosphate (FdUttP)、 および 5-fluoro-2'― deoxyuridine 5'― monophosphate(FdUMP)
へ代謝 (Anabdbm)され抗腫瘍効果を示す。主要な酵素をコー ドする遺伝子名を枠内に示した。
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図 2 39細胞株の 5-FU感受性

消化器癌・肺癌を含む39細胞株の5-FU感受性を Ml~「 法にて IC50イ直として評価した。感受性の高い細胞か

ら低い細胞まで、様々な細胞株の存在が示された。

モーター領域をクローニングした。さらに、同プ

ロモーターをルシフェラーゼ遺伝子と連結しレポ

ーター遺伝子を作製し、遺伝子導入実験を行った。

3.結果および考察

消化器癌・肺癌39細胞株の5¨FU感受性をVITT

法にて測定した結果、感受性は癌種によらず、細

胞個々で大きく異なっていた (図 2)。 これらの
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表 1 5-FU代謝関連酵素遺伝子群発現量の相互関連性

消化器癌 ・肺癌を含む39細胞株における 5-F∪ 代謝関連酵

素遺伝子群の発現量を real― tlme RT― PCR法 にて測定 した。

各遺伝子発現量の相互関連性を回帰分析により検討 した。

表には P<005の相関性を示 したもののみ表示 した。
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なわち、AP-1を 活性化することが知 られている

PMAお よび ionomycin処理により処理濃度・時

間依存的に HSC42細 胞の DPD発 現量が増加す

ること、AP-1が活性化 しa醜つ プロモーターに

直接結合 しその転写を活性化することを示 した

(図 3)。 さらに、anつ 発現が増加する同条件下

において、5‐FUの代謝に関わる他の遺伝子発現

も大きく変化することが明らかとなってきた。す

なわち、PMA/ionomycin処 理 に よ り、」WS
発現 はほとん ど変化 しないが、1/Pと ECGFI発

現は増加、― S発現は減少することが示された

(図 4)。 また、― Sプロモーターレポーターの

遺伝子導入実験 により、PMA/ionomycin処理

による発現低下は転写 レベルで制御されている可

能性 も強 く示唆された (図 4)。 以上の結果は、

5-FUの 代謝に関わる遺伝子群の協調的発現制御

が転写 レベル行われている可能性を示すものとい

える。

次 に、5¨FUと 主 な併 用 薬 剤 と考 え られ る

CDDPや CPT‐ 11処理によるこれら遺伝子群の発

現変動について解析 した。HCC48細 胞 をそれぞ

れの抗癌剤で処理後、 12、 24、 48、 72、 96時間に

回収 した細胞 よりtotal RNAを 抽出 し、real‐lme

RT―PCR法 にて発現解析を行った。その結果、抗

癌剤処理により、 これ ら遺伝子発現量は大 きく

変動することが明 らかとなった (図 5)。 特に、

― S発現は過去の報告
4)と

同様 5‐FU処理によ

り著 しく増加 し、耐性獲得機構の一つ と考えら

れた。興味深いことに、抗癌剤処理による遺伝

子発現変動は5¨FU、 CDDPと CPT-11で ほぼ共通

で、― S、 」WS、 π I、 鳳 MIは 発 現誘 導、

ECGFI、 1/Pは発現抑制されることも示された。

これらの発現変動により、代謝経路の活性化が起

こ り、投与 された 5‐FUか ら効果的に FdUMPが
生成されるものと考えられるが、標的の電 も増

加すると思われ、その総和が どの様に5‐FU感受

性へ反映されるのかについては現時点では不明で

ある。また、以前の報告において、遺伝子発現変

動には細胞特異性が示されていることから
4)、

そ

TF′    君RMr
月貫解2

OЮ01     0.5FJ9・

く0.α〕1    0588・

″…″―――  ‐ rtF7M28^…… __ .014    0389
月ば引ビア   月月肌42     ■0.001    0.664螢

R薄ん′紳       01o14    0.389
月月解′   R置解ノ瞥    く0、 001    0威 33・

細胞株では、 5¨FUの感受性 を規定する機構、特

に代謝・活性化に関わる酵素遺伝子群の発現調節

機構 に著明な個体差があるもの と考えられた。

これ らの細胞株 における 5-FU代 謝・活性化酵

素遺伝子群の発現 を realume RT‐ PCR法にて測

定 した ところ、3WS、 裂復、測u在、測ぃク、

RⅢ″B、 ― S間 で発現量に相関が認められた

(表 1)。 以上の結果は、癌細胞において、5‐FU
の代謝に関わる遺伝子発現が協調的に行われてい

る可能性 を示唆するものと考えられる。一方、

これらの遺伝子群において、単独でその発現量 と

5¨FUの IC50値 に関連性 を示す遺伝子は認められ

なかった。5¨FUの 感受性に強 く関わると考えら

れる代謝経路は複数の経路、酵素の複合体であり

(図 1)、 それ らを協調的に制御する機構の全体

像をとらえることの重要性を示す結果と考えられ

る。

我 々は、 これ まで に、5¨FU減勢酵素 である

DPD遺 伝 子 (DPD)の 発 現 制御 に転 写 因子

AP-1が 関わっていることを報告 して きた
6)。
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図 3 PMAおよび lonomycinに よる転写因子 AP-1の 活性化による DPヽの 発現制御

胃癌細胞株 HSC42を様々な濃度の PMAと 0 5μ Mの ionomyclnで処理後、totJ RNAを抽出し、real― tlme RT― PCR法 にて
DPγD発現量を測定した。その結果、PMAの濃度依存的に (A)、 処理時間依存的に (B)DP)の 発現量は増カロした。同条

件下の細胞核抽出液を用いた EMSAに て θP)の プロモーターに活性化した AP-1が直接結合して、転写を活性化している
ことが確認された (C、 D、 E)。 (参考文献 6よ り引用)
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図4 PMAおよび bnomydnに よる5-FU代謝関連酵素遺伝子発現量の変化

胃癌細胞株 HSC42を 10ng/mlの PMAと 0.5μMの ionomycin処理後、totJ RNAを 抽出し、real-lme RT― PCR法にて5-FU代

謝関連酵素遺伝子群の発現量を測定した。LJPおよび【rF7は DPγD同様に薬剤処理により発現量が増加したが、「
yMS

は逆に減少した (A)。 さらに、アYVS遺伝子プロモーターレポーターを HSC42細 胞に遺伝子導入後、PMA/ionomycln

処理し、24時間後にレポーター活性を測定した。その結果、アYWSプロモーター活性は薬剤処理により有意に抑制されて

いた (B)。

■

■

住

軌

色

一Ｘ
卜
一コ
属
ａ
ｂ
い
蔵
壼
嘗
く
驚
檬
薔
』等
コ
週

Co期 υol      ,       鰯 A

rrr二書

圏

66   1「′
″Zυ

“
Иフλ II助.I』%η5



″
[

FLミ

==警

u・

〆ハ =ヽ…
｀‐■通シくl

い`―…籠ミI.√色

A 
争.・

凛0

欝    囀    理

7:質撥 翻詢静 5拝磯 t目豫tmttti賦殿‐爆 i

T:騰 銀 留 C釘・ 1摯F饉辮機 t(随tr3)

図5 抗癌剤処理による5-FU代謝関連酵素遺伝子発現量の変化
大腸癌細胞株 HCC48を 1 0μ g/mlの 5-FU(A)、 03μ 9/mの CDDP(B)、 0.5μ g/mlの CP千 ]](C)、 処理後、
12、 24、 48、 72、 96時間で細胞を回収、total RNAを 抽出し、real― time RIPCR法 にて5-FU代謝関連酵素
遺伝子群の発現量を測定した。その結果、抗癌剤処理による遺伝子発現量の大きな変動が示された。

諄
基
菫
》
Ｑ
ゝ
聾
』
い
電
」
申
じ
●
０

α0

聯
」せ
癬
Ｏ
ヽ
蜂
」
等
電
ヽ
壼
鶴
讐

署
ゝ
蔓
）
彗
」
鋤
』
０
く

ヽ
０
転

颯

T苺餞露ぽt感「C等働p tFttm麒 曖枷olj霧 :

″
′
l″aυ′s 乃ムII 助 .1 2θθ5



０

５

０

５

０

３

２

２

１

１

（】
け
コ
饉
魚
尊
ン

，
一事
く
ｏ
ｏ
ぜ
０
一一●
コ
Ｊ

0.5

0.0
pGL3‐8asic   peL3‐ TWSPro

'P(0.005

図 6 5-F∪ 処理による 丁YMS転写活性化

大腸癌細胞株 HCC48に アYWSプロモーターレポーターを遺伝子導入後、1.Oμ g/ml

の5-F∪ で処理し、24時 間後にルシフェラーゼレポーター活性を測定した。その結

果、アYWSプロモーターは5-FU処理により有意な活性化が示された。

れらの機構解明にも取 り組む必要がある。

最後に、これ ら抗癌剤処理による発現変動

が転写レベルで制御されている可能性を検討 し

た。― Sプ ロモーターレポーターをHCC48細

胞に遺伝子導入後、5-FU処 理を行い、プロモー

ター活性を測定 した。その結果、5¨FU処理によ

る― S発現増加はそのプロモーターを介して

転写レベルで調節されている可能性が示された

(図 6)。 以上の結果より、― Sプロモーター解

析を通 じて、5‐FU応答性の転写因子を同定し、

5-FU代 謝経路の主要な制御因子を同定すること

が可能であると期待された。

4.まとめ

5‐FU代謝・活性化に関わる酵素遺伝子の発現

解析により、これらの経路が様々な刺激に対して

協調的に変動している可能性が示された。これら

の発現変動は転写レベルで制御されている可能性

が示されており、調節機構の解析が新しい診断・

治療法開発に繋がるものと期待された。
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