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1．目　的

　Mitomycin C1-4), Adriamycin5-7), cis-diamminedichloro 
platinum（II）（CDDP）8)などの抗腫瘍薬では，抗腫瘍効
果の発揮の機序に活性酸素種（reactive oxygen species
以下ROS）が関与することが明らかにされている．
しかし，臨床腫瘍学において繁用される5-fluorouracil
（5-FU）について，その効果発現の機作へのROSの関与
を検討した報告は少ない10, 11)．
　そこで，CDDPにおけるROSの動勢と比較を行いな
がら，5-FU添加によるROSの関与，およびROSによる
抗腫瘍作用発現の詳細について検討を加えた．

2．方　法

1) 細胞および細胞培養
　MKN45細胞（ヒト胃poorly dif ferentiated adeno-
carcinoma由来， JCRB 0254）を使用した．細胞は，10％
牛胎児血清（以下FBS, GIBCO社），streptomycin（万有
製薬）100 U/ml，およびpenicillin（明治製菓）0.1 mg/ml
を含むRPMI1640（日水製薬）を用いて，5％ CO2内，で
インキュベートした．細胞の剥離は0.25％ tripsin 1mM 
ethylenediaminetetraacetic acid（以下EDTA）によった．
細胞数を2×105個/mlに調整したのち，（1） 3, 30, 
300μg/mlの5 -FU（協和発酵），および4, 400μg/mlの 
CDDP（日本化薬）を添加して24時間インキュベートし
たもの，（2）3μg/mlの5-FU， および4μg/mlの CDDP
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　It is well known that in a variety of anticancer agent, such as Mitomycin C, Adriamycin, CDDP, 
reactive oxgen species (ROS) play important roles in cytotoxic effects to tumor cells. However, as to 
5-fluorouracil (5 -FU) it has not been clear whether ROS can be induced by 5-FU or not and its related to 
anticancer effect. Therefore, in order to clarify the role of ROS in cytotoxic process induced by 5-FU, we 
measured ROS and 8 -oxoguanidine (8-OHdG) of 5 -FU-treated MKN-45 (human poorly differentiated 
adenocarcinomatous cells of stomach) and HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) cell lines by 
flow cytometry. In addition, the relation between ROS and apoptosis was investigated by flow cytometry. 
Trend of various enzymes related to active oxygen and promoting / inhibiting factors of apoptosis also 
measured by Western blotting method. Levels of ROS and 8-OHdG(specific maker of DNA damage 
caused by ROS) increased in MKN-45 cells exposed to CDDP or 5-FU, ROS were increased, whereas 
8-OHdG showed no change in HUVEC cells. Level of SOD and p22 proteins increased, whereas catalase 
showed no change in MKN-45 cells exposed to 5-FU. Although DNA degradation induced by ROS via 
p53 and NFκB enhancement was found in MKN-45 cells exposed to 5-FU. There are no effect of caspase-
dependent apoptotic factors. In summery, our results may indicate that anticancer effect of 5-FU is 
mediated mainly through the caspase-independent apoptosis via the ROS induction.
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を添加して48時間の時間経過による影響をみたもの，
（3）アスコルビン酸（Sigma社）10μMを添加30分間
培養し，その後3μg/mlの5 -FUを添加し，48時間
インキュベート続けたもの，（4）α-トコフェロール
（Sigma社）50μMを添加30分後，3μg/mlの5-FUを
添加して，48時間のインキュベートを続けたものの
4群を実験系に用いた．また，対照としてヒト血管
内皮細胞（Normal Human Umbilical Vein Endothelial 
Cell: CC-2571，以下HUVEC 三光純薬）を2％FBS，
streptomycin 100 U/ml，およびpenicillin 0.1 mg/mlを
含む EBM培地（三光純薬）を用いて，5％ CO2 , 37℃で
インキュベートした．0.05％ tripsin 1mM EDTAにより
剥離し，2×105個/mlに細胞数を調整したのち，3μg/
mlの5-FU，および4μg/mlのCDDPを添加し，48時間
インキュベートを続け経時的にROS，8OHdGを測定
した．
2) 細胞内活性酸素の測定
　細胞内ROSにより蛍光を発する5 mM 6-carboxy 2’, 7’- 
dichlorodihydrofluorescein diaceate, di（acetoxymethyl 
ester）（C-2938，Molecular prob社）10μlを培地に添
加して37℃で30分間インキュベートし，0.25％ tripsin 
1mM EDTAによって細胞を剥離した．PBSで懸濁した．
細胞懸濁液の蛍光強度をFACScan （Becton Dickinson社）
にて測定した．
3) 8OHdGの測定
　Oxidat ive  DNA Damage Assay  k i t（Kamiya 
Biomedical社）を使用した． 
　0.25％ tripsin 1mM EDTAによって細胞を剥離し，
500μlの2％ paraformaldehydeで懸濁した．15分間，
氷中下でインキュベートし，1 mlの70％ ethanolを
加えて固定．50μlのblocking solution添加ののち，
37℃，1時間インキュベートした．100μlのfluorescein 
isothiocynate-conjugateを添加し，さらに室温暗所
で 1時間インキュベートした．FACS液で懸濁し，
FACScanにて蛍光強度を測定した．
4) Western blot法
　細胞に 1 mM phenylmethane sulfonyl fluoride
（PMSF）500μlを加えて懸濁し，Bicinchoninic acid
（BCA） Protein Assay Reagent Kit（PIERCE）を用
いて蛋白定量を行った．一定の細胞を含む液を5％
2-mercaptoethanol（Sigma社）を加えた10％ Sodium 
dodecyl sulfate（SDS）の溶液で100℃，5分間の還元
処理を行った．10％ SDS添加のpolyacrylamide gel
にて電気泳動を行ったのち， polyvinilidene difluoride
（PVDF）膜（Millipore社）に転写しBlock ace（大日本
製薬）にて1時間ブロッキング．1次抗体として抗
Cu，Zn-SOD抗体（Binding Site社），抗Catalase抗体
（Calbiochem社），抗p22抗体（順天堂大学長岡　功先生
から供与），抗NF-κB抗体，抗Bax抗体，抗p53抗体，
抗caspase3, 8, 9抗体，抗Apaf 1抗体，抗cytocrome C抗体, 

抗Fas抗体 , 抗TNF-α抗体（Santa Cruz biotechnology
社）をそれぞれ1時間作用させ，peroxidase標識2次
抗体 （Binding Site社）を45分間作用させたのち，ECL
キット（Amersham社）によりperoxidase活性を発色さ
せてX線フィルム上にバンドとして検出した．その後
バンドをデンシトメーターにて定量した．
5) apoptosisの検出
　Annexin-V-FITC kit（医学生物学研究所）を使用した． 

MKN45を，0.25％ trypsin-EDTAで剥離しPBSで
洗浄後，binding buffer 85μlを加えて懸濁．さらに
Annexin V-FITC 10μlとPropidium iodide 5μlを加え
て室温で15分間反応させた．そののち，binding buffer 
400μlを加えFACScanにより蛍光強度を測定した．

3．結　果

1) MKN45 細胞における 5-FU濃度によるROSと 8OHdG
の変化
　5-FUの低濃度（3μg/ml）添加群において，ROSは非
添加群の2.2倍，8OHdGは1.4倍に増加した．しかし，
中等および高濃度（30, 300μg/ml）添加において，ROS
は増加したが，8OHdGの増加は認めなかった（Fig. 1）．
2) MKN45細胞におけるCDDP濃度によるROSと8OHdG
の変化
　CDDPの低濃度（4μg/ml）添加群において，ROS
は非添加群の1.65倍に，8OHdGは1.4倍に増加した．

Fig. 1. Intracellular production of ROS and 8OHdG in 
MKN45 cells treated with 5-FU. MKN45 cells (1×106/ml) 
were incubated for 48 hours without (control) or with various 
concentrations(3, 30, 300μg/ml) of 5-FU and stained  with 
C-2938 or with FITC-conjugate. Fluorescent intensity was 
monitored by flow cytometry. Intracellular generation of ROS 
and 8OHdG expressed as % of control. MKN-45＝human 
poorly differentiated adenocarcinomatous cells of stomach 
C-2938＝6 -carboxy-2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, 
di (acetoxymethyl ester). Intracellular generation of ROS;□  
8OHdG;■ Each bar is mean ± SD of three determinations 
in three independent experiments. ＊Significant dif ference 
between concentrations 3 μg/ml and 300 μg/ml of 5-FU in 
ROS, p＜0.05. Kruskal-Wallis test.
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しかし，高濃度（400μg/ml）の添加においてROSは増
加したが，8OHdGの増加は軽微であった（Fig. 2）．
3) 5-FU添加MKN45 細胞におけるROSと 8OHdGの経
時的変化
　MKN45細胞内のROS産生は，5-FU添加後，24時
間で，非添加群の2.1倍， 48時間では2.4倍に増加した．
8OHdGは，24時間で 1.25倍，48時間で1.39倍に増加
した（Fig. 3, 4）．
4) CDDP添加MKN45 細胞におけるROSと 8OHdGの経
時的変化
　MKN45細胞内におけるROS産生は，CDDP添加の
24時間で非添加群の1.4 倍，48時間では2.2 倍に増加
した．8OHdGは，24時間で1.2倍，48時間で1.5倍に
増加した（Fig. 5）．
5) 5-FU，CDDP添加のHUVEC細胞におけるROSと8OHdG
の経時的変化
　HUVEC細胞におけるROS産生は，5-FU（3μg/ml）
の添加で24時間に非添加群の1.92倍，48時間には
2.35倍．CDDP（4μg/ml）の添加で24時間に2.26倍に増
加した．しかし，5-FU，CDDPいずれの添加よっても，
8OHdGの増加は僅かであった（Fig. 6, 7）．
6) アスコルビン酸と 5-FU添加MKN45 細胞における
ROSと 8OHdGの変化
　5-FUのみの添加では癌細胞中のROSは2.18倍，
8OHdGは2.09倍であったが，アスコルビン酸と5-FU
添加で非添加群に比べてROSは1.71倍，8OHdGは1.87
倍に減り減少傾向を示した（Fig. 8）．

Fig. 2. Intracellular production of ROS and 8OHdG in MKN45 
treated with CDDP. MKN45 cells (1×106/ml) were incubated 
for 48hours with various concentrations(4, 400μg/ml) or 
without (control) of CDDP and stained with C-2938 or with 
FITC-conjugate. Fluorescence intensity was monitored by 
flow cytometry. Intracellular generation of ROS and 8OHdG 
are expressed as % of control. Each bar is mean ± SD of three 
determinations in three independent experiments. Significant 
difference between concentrations 4μg/ml of CDDP and 300 
μg/ml in ROS(＊), p＜0.05. in 8OHdG(§), p＜0.05. Kruskal-
Wallis test.

Fig. 3. Flowcytometric histogram of ROS, 8OHdG in MKN45 
cells. (A)-ROS(24hr), (B)-ROS(48hr). (C)-8OHdG(24hr), 
(D)-8OHdG(48hr). (A), (B). MKN45 cells were incubated for 
24hr or 48hr in the absence or presence of 5-FU(3 µg/ml), and 
then the culture medium was replaced with freshly prepared 
RPMI-1640 medium containing 5 µM C-2938. After 30 minutes 
of incubation at 37℃, fluorescence intensity was monitored by 
flow cytometry. (C),(D). MKN45 cells were incubated for 24h 
or 48h in the absence or presence of 5-FU(3 µg/ml), and then 
the cells were washed with PBS. The cells were suspended 
in 500 µl of 2 % paraformaldehyde. Thereafter incubation 
for 15 min, the cell was fixed in ice-cold 70 % ethanol and 
stored at 20℃ . After addition of blocking solution, the cells 
were incubated for 1hour. After addition FITC-conjugate, the 
cells were incubated for 1hour at 37℃ , fluorescent intensity 
was monitored by flow cytometry. Solid line : control, solid 
histogram : 5-FU-treated cells.
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7) α-トコフェロールと 5-FU添加MKN45 細胞におけ
るROSの変化
　α -トコフェロールの添加によりROSの産生が抑制
された（Fig. 9）．
8) p22，SOD，カタラーゼ蛋白量の変動
　5-FU（3μg/ml）添加の48時間後に，p22は非添加群
の1.27倍に増加し，SODは1.41倍に増加した．しかし，
カタラーゼの変化は認められなかった（Fig. 10）．
9) apoptosis
　5-FU （3μg/ml）添加によりannexinVの蛍光強度の経
時的増加がみられた．非添加群と比較すると，24時間
で 4.7倍，添加後48時間で7倍に達した（Fig. 11）．

Fig. 6. The time dependent change of ROS and 8OHdG 
induced by 5-FU in HUVEC. HUVEC were incubated for 
various times (3hr, 6hr, 24h, 48hr) in the absence or presence 
of 5-FU(3μg/ml), and stained with C-2938 or with FITC-
conjugate. Fluorescence intensity was monitored by flow 
cytometry. Intracellular generations of ROS and 8OHdG are 
expressed as % of control. 

Fig.7. The time dependent change of ROS and 8OHdG 
induced by CDDP in HUVEC. HUVEC were incubated for 
various times (3hr, 6hr, 24h) in the absence or presence 
of CDDP(4μg/ml), and stained with C-2938 or with FITC-
conjugate. Fluorescent intensity was monitored by flow 
cytometry. Intracellular generations of ROS and 8OHdG are 
expressed as % of control. 

Fig. 8. Intracellular production of ROS and 8OHdG in 
MKN45 cells.  treated with 5-FU and ascorbic acid. MKN45 
cells were incubated for 48h in the absence or presence of 
5-FU(5μg/ml) and ascorbic acid and then stained with C-2938 
or with FITC-conjugate. Fluorescent intensity was monitored 
by flow cytometr y. Intracellular generation of ROS and 
8OHdG are expressed as % of control.

Fig. 4. The time dependent change of ROS and 8OHdG 
induced by 5 -FU in MKN45 cells. MKN45 cells were 
incubated for various times (3hr, 6hr, 24h, 48h) in the absence 
or presence of 5-FU(3μg/ml) and stained with C-2938 or with 
FITC-conjugate. Fluorescent intensity was monitored by flow 
cytometry. Intracellular generations of ROS and 8OHdG are 
expressed as % of control. Data are expressed as means ± SD 
of three experiments. *Significant difference from untreared 
control in ROS, p＜0.05. Kruskal-Wallis test. 

Fig. 5. The time dependent change of ROS and 8OHdG 
induced by CDDP in MKN45 cells. MKN45 cells were 
incubated for various times (3hr, 6hr, 24h, 48h) in the absence 
or presence of CDDP(4μg/ml) and stained with C-2938 or 
with FITC-conjugate. Fluorescent intensity was monitored 
by flow cytometr y. Intracellular generations of ROS and 
8OHdG are expressed as % of control. Data are expressed as 
mea ± SD of three experiments. *Significant difference from 
untreared control, p＜0.05. Kruskal-Wallis test.
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10) caspase3, 8, 9, Apaf, TNF-α, Fas, cytocrome C 蛋白
量の変化
　caspase3, 8, 9, Apaf, TNF-α, Fas, は5-FU添加前後で
変化は認められず，cytocrome Cは5 -FU添加では検出
されなかった（Fig. 12）．
11) p53， Bax ，NFκB蛋白量の変化
　5-FU（3μg/ml）添加48時間後に，P53は非添加群

の5.07倍，Baxは 1.41倍，NFκBは1.31倍に増加した
（Fig. 13）．

Fig. 9. Intracellular production of ROS in MKN45 cells 
treated with 5-FU or α-tocopherol. MKN45 cells were 
incubated for 48h in the absence or presence of 5-FU (5μg/
ml) and α-tocopherol and then stained with C-2938 or with 
FITC-conjugate. Fluorescent intensity was monitored by flow 
cytometry. Intracellular generations of ROS are expressed as 
% of control.

Fig. 10. Western blotting patterns, p22, SOD and catalase 
in MKN45 treated for 24hrs with 5-FU. Western blot analysis 
of p22, SOD and catalase in MKN45 treated with 5-FU (3μg/
ml) for 48hr. Total protein (20μg) from the homogenates 
of MKN45 was subjected to SDS-polyacr ylamide gel 
elecrophoresis (7.5 % or 12 %)polyacr ylamide gel under 
reducing conditions. Molecular mass expressed in kilodaltons 
(kDa). The lane labels are(1) untreated control (2) 5-FU 
treated.

Fig. 11. Flowcytometric Analysis of Apoptosis induced 
by 5-FU in MKN45 cells. MKN45 cells (1×106/ml) were 
incubated for 48hours with 5-FU (3μg/ml) or without 
(control) and then the cell were incubated 1hour at 37℃ with 
0.5μg/ml FITC-conjugated AnnexinV in HEPES-buffered 
RPMI culture medium. Thereafter the cells were washed 
twice with fresh medium, Fluorescent intensity was measured 
by flow cytometry. Solid line : control, solid histogram : 5-FU- 
treated cells.

Fig. 12. Western blotting patterns of cytocrome C and 
caspase 3 in MKN45 treated with 5-FU. Western blot analysis 
of cytocrome C and caspase 3 in MKN45 treated with 5-FU 
(3μg/ml)exposed for 48hr. Total protein (20μg) from the 
homogenates of MKN45 was subjected to SDS-polyacrylamide 
gel elecrophoresis(7.5 % or 12 %)polyacr ylamide gel 
under reducing conditions. Molecular mass expressed in 
kilodaltons(kDa). The lane labels are (1) untreated control (2) 
5-FU treated.
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4．考　察

　5 -FUは，Heidenbergerの発見（1957年）から40年
を経過した今日，各種の固形癌に対するキードラッ
クとなった 13)．この間，5-FUの抗腫瘍効果の発現機
序の詳細が明らかにされ，2つの機序が考えられて
いる．一つは，DNA合成障害を引き起こす機序で
ある．5-FUは生体内でジヒドロピリミジン脱水素酵
素dyhydropryimidine dehydrogenase（DPD）によって
速やかにF-β-alanineに分解されるが，分解を免れた
5-FUはリン酸化を受けてFdUMPになる．FdUMP は，
還元型葉酸，およびDNAのde novo系合成酵素である
チミジル酸合成酵素 thymidylate synthase（TS）の3者
で ternary complex を形成する．このときTSが消費さ
れて活性低下が生じDNA合成阻害が生じて抗腫瘍効
果が出現する．他は，RNA機能障害を起す機序である．
腫瘍細胞内において，5-FUがリン酸化され，FUMP，
FUDPを経てFUTPとなる．このFUTPを取り込むと
RNAに機能障害が生じ抗腫瘍効果が発揮される14)．
　Mitomycin C，Adriamycinなどのキノン系抗腫瘍薬
では，細胞内でキノン構造がセミキノンラジカルにな
るときに産生されたROSにより，DNA鎖が切断され
るために癌細胞は死滅する．CDDP，Bleomycinなど
では，金属イオンの配位に際してROSの産生によって
DNA障害が起こる．このように，抗腫瘍作用を発揮す
る機序にROSが関与する抗腫瘍薬は多い11, 12)．しかし，
5-FUにおいて，TS活性阻害によるDNA合成障害と，
FUTPによるRNA機能障害が顕著であるところから，
抗腫瘍効果発現におけるROSの関与に関心が寄せられ
ることは少なく，僅かに扁平上皮癌細胞への5-FU添加
により活性酸素種産生をみたという報告，NA細胞や，

HeLa細胞へ5-FU添加によりSOD活性の増強をみたと
いう報告などがあるのみである15 - 17)．
　そこで，5-FUによる抗腫瘍効果の発現機序とROS
との関係を検討した．
　我々は，ROSの測定に蛍光色素 6-carboxy2 ’，7 ’- 
dichlorodihydrofluorescein diaceate，di（acetoxymethyl 
ester）を用いた．この蛍光色素は，細胞内に取り込ま
れると加水分解されて透過性を失うため細胞外への漏
出が少なく，細胞内にあるROSにより酸化されたとき
に蛍光を発する16)．このことから，FACSによる蛍光強
度の測定によって，細胞内ROS量が計測できる．
　ROSの産生は，5-FUが低濃度（3μl/ml）のときに
多く，暴露時間が長いほど，その産生度はより増加
した．当初，5-FUは，時間依存性とされていたが，
低濃度長時間でDNA合成阻害が生じ，高濃度短時間
でRNA機能障害が出現することが近年，明らかにさ
れた 17)．今回の検討において，低濃度長時間の暴露で
ROSの産生が特に顕著であった．
　さて，ROSのうち，ヒドロシキラジカルと一重項酸素
によりDNA 傷害が生じる．ヒドロキシラジカルはDNA
のグアニン残基と反応して8-hydroxy-2’ deoxyguanosine 
（8OHdG）を形成することから，8OHdG はROSによる
DNA障害の指標とみなされる17-21)．今回，CDDPおよび
5-FUの暴露によりMKN45癌細胞中の8OHdGは増加
した．長時間低濃度の5-FUに暴露された癌細胞におい
て，ROSおよび8OHdGの産生が増強された．また抗
酸化剤添加により，ROSや8OHdGの低下を認めたこ
とから，5-FUの抗腫瘍効果にはROSが関与し，特に
DNA合成障害がもたらされる可能性が窺がわれた．
　そのROSの機序であるが，細胞内にはキサンチンオ
キシターゼ，シクロオキシゲナーゼ，NO synthetase
（NOS），NADPHオキシターゼなど多くのROS産生系
酵素がある．特にMMCにおいてはNADPHオキシター
ゼ が関与するとされている 22 -24)．今回，我々はウエス
タンブロット法にてNADPHオキシターゼの活性中心
サブユニットであるp22蛋白を検出したところ，5-FU
添加の48時間後にp22蛋白の増加が明らかであった．
しかも，SODなどの消去系酵素も，経時的増加を示
したことから，5-FUによる活性酸素産生にNADPH 
oxidaseが関与すること，さらに，過剰のスーパーオ
キシド産生による相補作用として SODの産生増加が
予測された．
　これまでCDDPによるROS産生の著明な上昇が報じ
られている12)が，今回の実験において，CDDPと同様
5-FUによって，癌細胞におけるROSの増加および，
8OHdGの増加が認められた．これについては，5 -FU
添加が癌細胞にとって大きなストレスとなってROS
産生が亢進し，DNA障害が引き起こされると考えら
れた．一方，非癌細胞の血管内皮細胞では，5 -FU，
CDDPにより ROS増加をみたものの，8OHdGの産生

Fig. 13. Western blotting patterns of p53, Bax and NFκB 
in MKN45 treated with 5-FU. Western blot analysis of p53 
and NFκB in MKN45 treated with 5-FU (3μg/ml) for 48hr. 
Total protein (20μg) from the homogenates of MKN45 was 
subjected to SDS-polyacrylamide gel elecrophoresis (7.5％ 
or 12％)polyacr ylamide gel under reducing conditions. 
Molecular mass expressed in kilodaltons(kDa). The lane 
labels are(1) untreated control (2) 5-FU treated.



河相　開流 5-FUの効果発現における活性酸素の役割 T41河相　開流 5-FUの効果発現における活性酸素の役割

増加がなかったことから，5-FUによるROSを介した
DNA損傷にいたることは少ないものと考えられた．
　また，ROSによるDNA障害は核のDNAのみならず，
ミトコンドリアのDNA（MtDNA）にも及ぶ．そのため
ROSが最も多く生成されるミトコンドリアで，その傷
害が生じたときROSの放出は顕著である．ROS放出が
抗酸化系での処理能を超えたとき，残余の活性酸素は
MtDNAに障害を与え，MtDNA損傷による転写阻害か
ら細胞死滅に至り，抗腫瘍効果が発揮されるものとも
考えることもできる．
　また，5-FUによるapoptosisについては，cytocrome C，
caspase 9，caspase 3の変動がWestern blot法で認め
られなかったことからミトコンドリア系を介した
apoptosisは否定された．また，Fas， caspase 8の変動も
みないことから，Fasを介するapoptosisも否定できた．
更にTNF-αの変動も認められなかったことから，通常
のapoptosisを介したものではないと考えられた．
　一方，ROSの細胞伝達シグナルであるNF-κBの
上昇が認められ，Baxおよびp53産生が亢進したこと
から，caspase –independentなapoptosisにより抗腫瘍
作用が生ずると考えられた．
　これまで，5-FUについては癌細胞のDNA合成障害，
RNA機能障害の機序が明らかにされてきたが，今回の
検討により，5-FUによる抗腫瘍作用に，ROSの産生
増加に伴うDNA損傷，およびROSの産生増加に伴う
NF-κB ，Bax，p53を介したcaspase –independentな
apoptosisが関与しているものと考えられた25)．
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