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Thesis

大腸癌におけるorotate phosphoribosyltransferase

発現に関する検討 

埼玉医科大学消化器一般外科(II)部門

（指導：平山　廉三教授）

高橋　威洋  

Expression of orotate phosphoribosyltransferase in colorectal cancer
Takehiro Takahashi (Department of digestive and general surgery, Saitama Medical School,  Moroyama, 
Iruma -gun, Saitama 350 -0495, Japan)

Backgroud: Activation of 5 - fluorouracil (5 -FU) into nucleotides requires phosphorylation by orotate 
phosphoribosyltransferase (OPRT). In this study, we investigated the correlation between enzymatic 
activity and gene expression of OPRT in colorectal cancer tissues, and the association between OPRT 
gene expression and anti - tumor effect. 
Materials and Methods: Enzymatic activity and gene expression of OPRT were measured by 
radioassay method and a real - time reverse transcriptional - polymerase chain reaction method, 
respectively, in 20 primary colorectal cancer tissues. In 37 patients treated with tegafur -uracil and 
leucovorin for metastatic colorectal cancer, OPRT gene expressions were analyzed by the same method.
Results: There was a positive correlation between enzymatic activity and gene expression of OPRT 
(r＝0.788, P＜0.0001). Responding tumors had statistically higher OPRT gene expression than 
nonresponding tumours (P＝0.0008), and patients with a high OPRT mRNA expression suvived longer 
than those with a low OPRT mRNA expression (P＝0.0019).
Conclusion: The expression of OPRT gene might be useful as predictive parameter for the efficacy of 
fluoropyrimidine -based chemotherapy.
Keywords: orotate phosphoribosyltransferase, colorectal cancer, 5 - fluorouracil

緒　言

　5 - fluorouracil（5 -FU）系抗癌剤は消化器癌，とり
わけ，大腸癌化学療法に広く使用されている重要な
抗癌剤である1)．腫瘍内に取り込まれた5 -FUは速や
かに律速段階の分解酵素であるdihydropyrimidine 
dehydrogenase（DPD）により2 - fluoro -β- alanineに
分解される2)．分解を受けなかった5 -FUは細胞内で
リン酸化をうけ活性代謝体に変化し，殺細胞効果
を発揮する．活性代謝体の5 - fluoro -deoxyuridine 
monophosphate（FdUMP）3, 4)は，還元型葉酸補酵素の
5, 10 -methylene tetrahydrofolateの存在下に，DNA de 

novo系酵素の thymidylate synthase（TS）と三元共有結
合複合体（ternary complex）を形成し，TSの酵素活性
を阻害する5)．これにより，DNAのde novo合成系は抑
制され，DNA障害が時間依存性に惹起される6)．
　以上のような5 -FUの作用機序から考えると，標的
酵素のTSおよび分解酵素のDPDの多寡により，抗腫
瘍効果が決定される可能性が推測される．転移性大腸
癌におけるTS・DPD遺伝子発現とフッ化ピリミジン
系抗癌剤の治療効果を検討したところ，TS低発現か
つDPD低発現の腫瘍の奏効率は75％であり全ての腫
瘍で奏効が得られたわけではなかった7)．このことは，
5 -FUの効果予測はTS・DPD 以外にも感受性を規定す
る因子が存在する可能性を示唆している8)．医学博士　甲第935号　平成16年4月23日 （埼玉医科大学）
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　5-FUが活性代謝体のFdUMPに代謝されるた
めにはリン酸化の過程が必須である．第一段
階のリン酸化に関与する酵素として，orotate 
phosphoribosyltransferase（OPR T）9, 10)，uridine 
phosphorylase（UP）11, 12)，thymidine phosphorylase
（TP）13)が報告されている（図 1）14)．このうち，OPRT
を介して5 -phosphoribosyl - 1 -pyrophosphate （PRPP）
の 存 在 下 で 直 接5 - fluorouridine mono -phosphate 
（FUMP）に代謝される経路が，ヒト株化癌細胞におい
ては主たる5 -FUのリン酸化経路であることが示され
た9, 10)．また，ヒト大腸癌組織を用いたin vitro 抗癌剤感
受性試験での検討では，5 -FU 感受性組織は非感受性
組織に比較して有意に高いOPRT 酵素活性を呈してい
た15, 16)．しかし，転移性大腸癌におけるOPRTの発現と
フッ化ピリミジン系抗癌剤の治療効果の関連を in vivo
で検討した報告はない．
　今回の研究においては，大腸癌組織のOPRT活性と
OPRT mRNA発現量を同時に測定し相関関係を検討した．
さらに，この結果を踏まえて，OPRT mRNA発現量から
転移性大腸癌に対するフッ化ピリミジン系抗癌剤の治療
効果予測が可能か否かを検討したので報告する．

検討1：大腸癌組織のOPRT活性とOPRT mRNA発現
量の検討

I．対　象　

　2001年6月～12月の間に当科にて術前化学療法を施
行せずに手術が行われた大腸癌20例を対象とした．
男性14例，女性6例，平均年齢は65歳（39～77歳）で，
結腸癌13例，直腸癌7例であった．

II．方　法

1． 検体採取とOPRT活性およびOPRT mRNA発現量
の測定法
　治療目的に切除された標本の腫瘍部から5 mm角
の組織検体を採取し，直ちに凍結保存後，組織中の
OPRT活性およびOPRT mRNA発現量を以下の各方法
を用いて測定した．なお，本研究は埼玉医科大学倫理
委員会に承認されたものであり，患者から書面による
同意を得た上で行った．　
1）OPRT活性の測定　
　切除された組織検体（500 mg）を直ちに凍結保
存後，組織中のOPRT活性（nmol/min/mg-protein）を
radioassay法により測定した．すなわち，組織をホモジ
ナイズした後に遠心分離し，上清を採取した．これに
phosphoribosylpyrophosphate，［3H］- 5 -FUを含む基質
液を加えて，0，5，10，15分後に反応を停止させた．そ
の後，遠心分離により未反応の［3H］- 5 -FUを除去し，
液体シンチレーションカウンターでFUMPの経時的な
生成量を測定することによって1分間当たりの反応速
度を求めた17, 18)．
2）OPRT mRNA発現量の測定14)　　
　切除された組織検体の一部（約20 mg）を直ちに
凍 結 保 存 後，RNA抽 出 キ ッ ト（RNeasy MiniKit：
QIAGEN Inc. Chatsworth, CA, USA）でRNAを抽出し19)，
逆転写酵素でRNAからcDNAを合成した．OPRT 
mRNA遺伝子と内部標準となるglyceralaldehyde -  
3 -phosphate dehydrogenase（GAPDH） mRNA遺伝
子発現の定量化には，蛍光を用いたリアルタイム検
出法（ABI PRISM 7700 Sequence Detection System

図 1. Metabolism of 5 -FU (5 - fluorouracil)＜anabolism＞. (Pathway 1) OPRT; orotate phosphoribosyltransferase, PRPP; 5 -  
phosphoribosyl - 1 -pyrophosphate, (pathway 2) UP; uridine phosphorylase, Rib -1 -P; ribose -1 -phosphate, FUR; 5 - fluorouridine, 
(pathway 3) TP; thymidine phosphor ylase, FUdR; 2’ -deoxy -5 - fluorouridine, dRib -1 -P; deoxyribose -1 -phosphate 
＜catabolism＞ . DPD; dihydropyrimidine dehydrogenase, F -ß -Ala; 2 - fluoro -ß–alanine, FUMP; 5 - fluoroudine monophosphate, 
FUDP; 5 - fluorouridine, diphosphate, FUTP; 5 - fluoro -uridine -5’ - triphosphate, FdUMP; 5 - fluoro -deoxyuridine -monophosphate,  
TS; thymidylate synthase, CH2THF; 5,10 -methylene tetrahydrofolate.
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（Taqman）；Perkin -Elmer Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA）20 -22)を用いた．表 1に用いた
primer/probeの塩基配列を示す．OPRT mRNA遺伝子
発現は，OPRT mRNAとGAPDH mRNAの発現量の比
（OPRT/GAPDH）により算出した．
2． OPRT活性とOPRT mRNA発現量との関連
　腫瘍部におけるOPRT活性とOPRT mRNA発現量
との関連についてはPearsonの相関係数を用い検討
した．p＜0.05を有意差ありとした．　　　　　　　

III．結　果

　OPRT活性とOPRT mRNA発現量の関係を図 2に
示す．OPRT活性とOPRT mRNAの発現量の間に正の
相関関係を認めた（相関係数 0.788，p＜0.0001）．

検討2：大腸癌組織のOPRT mRNA発現量と転移性大
腸癌に対するフッ化ピリミジン系抗癌剤の治療効果

I．対　象　

　1998年7月から2000年12月までの期間に東京医
科歯科大学消化器外科において切除不能転移性大
腸癌に対してテガフール・ウラシル（UFT）・ロイ
コボリン（LV）の経口治療が行われた37症例を対象
とした 7)．全例が原発巣を切除後に，転移性病巣に対
して first - line化学療法として治療が行われた症例で
あり， （1） PS scoreが2以上であること 23)，（2） 計測可
能な病変が少なくとも1つあること，（3） 血液学的検
査によって十分な肝・腎機能が確認されていること，
（4） 3ヶ月以上の余命が期待できることを適格基準と
して満たしていた．平均年齢は62歳（38～80歳）で，
同時性転移9症例，異時性転移28症例であった．

II．方　法

1． 治療法と治療効果判定
　化学療法は，UFT 400 mg/m2/dayおよびLV 15 mg/ 
bodyの 5日間経口投与のあと2日間休薬した．これを
4回（28日間）繰り返し1サイクルとした7, 24)．治療前お
よび 2サイクル（8週）の治療毎にCTによる計測可能病
変の評価を行い，UICCガイドライン25)に基づいて治療
効果判定を行った．2症例はCR，10症例はPR，16症例は
NC，9例はPDであり，奏効率は32.4％（12/37）であった．

2. 検体採取とOPRT mRNA発現量の測定法
　原発巣切除術時に大腸癌より約20 mgの検体を採
取し，速やかに液体窒素で迅速凍結し－80℃で保存
した．術前化学療法を行った症例はなかった．OPRT 
mRNA発現量の測定法は，先に述べた蛍光を用いた
リアルタイム検出法により，OPRT mRNAとGAPDH 
mRNAの発現量の比（OPRT/GAPDH）を算出した．
3. 統計学的推計
　奏効例と非奏効例の遺伝子発現量の比較には，
Mann -Whitney U test，奏効率の比較には two sided 
Fisher’s exact testを用いた．生存曲線はKaplan -Meier
法により描出し，log - lank testにより差を検定した．
p＜0.05を有意差ありとした．

III. 結　果

1. 奏効例と非奏効例におけるOPRT mRNA発現
　37例全例でOPRT mRNA発現量の測定は可能であり，
中央値1.01 （0.42～3.94）であった．UFT・LV療法に対す
る治療効果を奏効例と非奏効例に分けると，奏効例
におけるOPRT mRNAの中央値は1.39（1.02～3.04）で
あり，非奏効例におけるOPRT mRNAの中央値0.85
（0.42～2.57）に比較して，有意に高値を示した（P＝
0.0008）（図 3）．
2. OPRT mRNA発現の程度別にみた奏効率
　OPRT mRNAの中央値である1.0をcut -off値として，
OPRT mRNAが1.0以上の症例をOPRT高発現，1.0未
満の症例をOPRT低発現と分類した．OPRT高発現例
の奏効率は63％（12/19）であったが，OPRT低発現例
には奏効例が認められなかった（P＜0.0001）．
3. OPRT mRNA発現の程度別にみた生存期間
　OPRT高発現例の50％生存期間は12.5ヶ月（4.1～
28.3ヶ月）に対して，OPRT低発現例の50％生存期間
は8.5ヶ月（3.0～17.3ヶ月）と，OPRT高発現例で生存
期間の延長が認められた（P＝0.0019）（図 4）．

考　案

　5 -FUが活性代謝体のFdUMPに代謝されるために
はリン酸化の過程が必須である．第一段階のリン酸化
に関与する酵素として，OPRT，UP，TP，第二段階の
リン酸化に関与する酵素としてuridine kinase（UK），
ribonucleotide reductase，thymidine kinase（TK）が報

表 1. The primers and probe sequences for GAPDH (glyceraldehyde -3 -phosphate dehydrogenase), and OPRT (orotate phosph
oribosyltransferase)
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告されている（図 1）．リン酸化経路は，経路（1）: 5 -  
phosphoribosyl - 1 -pyrophosphate （PRPP）の存在下
でOPRTによって直接FUMPとなる 9, 10)，経路 （2） : 
Rib -1 -Pの存在下でUPによりFURにリン酸化され，
さらにUKによるリン酸化により間接的にFUMPと
なる 11, 12)，経路（3） : dRib -1 -Pの存在下でTPによりリ
ン酸化されたFUdRを経てTKによるリン酸化の後間接
的にFdUMPとなる13)，という3つの経路に分類される．

　ヒト株化癌細胞を用いた検討では，5 -FUのリン酸
化が5 -FUによる抗腫瘍効果発現の律速段階のひとつ
であり，またOPRTによる経路（経路（1））が5 -FUリ
ン酸化の主たる経路であることが示されている 9, 10)．
Inabaらは，ヒト胃癌株化細胞から5 -FU耐性株を
誘導し，耐性株ではOPRT活性が有意に低下すること
を報告した 26)．最近，Fujiiらは，54例のヒト大腸癌組
織を用いた in vitro 抗癌剤感受性試験において，5 -FU 
感受性組織は非感受性組織に比較して有意に高い
OPRT 酵素活性を呈することを示した16)．
　本来であれば，OPRTの酵素活性を直接測定するこ
とが望ましい．しかし，酵素活性測定には数100 mg
単位の腫瘍組織が必要であり，全例からの採取は困
難である．また，酵素活性の測定には放射性同位元素
を用いた煩雑な手技が必須となる．今回の研究では，
10 mg単位の腫瘍組織で測定が可能なmRNAレベルで
のOPRT遺伝子発現とOPRT酵素活性に正の相関を認
めた．このことは，OPRT遺伝子発現測定がOPRT酵
素活性測定の代用となるうる可能性を示唆するもの
である．Uetake，Ichikawaらは，大腸癌組織において
RT-PCR法によるDPD mRNAレベルでの遺伝子発現
とDPD酵素活性が正の相関を認めることを報告して
いる 27)．今回，われわれの用いた蛍光を用いたリアル
タイム検出法による遺伝子発現は，RT-PCR法に比較
して，感度と精度が高くより少ない検体量での測定が
可能である．

図 4. Survival curves in terms of OPRT gene expression. 
The median survival time was 12.5 months in patients with 
high OPRT mRNA expression (range:4.1～28.3 months), but 
8.5 months (range:3.0～17.3 months) in patients with low 
expression (P＝0.0019). Patients with a high OPRT mRNA 
expression suvived longer than those with a low OPRT mRNA 
expression.

図 3. OPR T gene expression in terms of response. 
Responding tumors statistically had higher OPRT gene 
expression than nonresponding tumors (P＝0.0008).

図 2. OPRT mRNA expression plotted against enzymatic 
activity of OPRT. OPRT mRNA shows a positive correlation 
against enzymatic activity of OPRT (correlation coefficient＝
0.788, p＜0.0001).

奏効例 非奏効例
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　さらに，今回の研究では，転移性大腸癌に対する
フッ化ピリミジン系抗癌剤の治療効果と大腸癌組
織のOPRT mRNA発現量との関連についても検討を
行った．原発巣におけるOPRT mRNAが高発現の腫瘍
では，UFT・LV療法により転移巣の腫瘍縮小が得られ
やすく，生存期間が有意に延長することが示された．
OPRT酵素活性が in vitroの5 -FU感受性と関連するこ
とは既に示されていたが15, 16)，臨床検体におけるOPRT
遺伝子発現が in vivoの5 -FU感受性と関連することを
示した報告は，文献を検索し得た範囲でわれわれの本
研究がはじめてと思われる．
　Ichikawaらは，UFT・LV療法を行った37症例を対
象に，標的酵素のTS，分解酵素のDPDに加え7)，今回
のOPRTを含む第一段階のリン酸化に関与する酵素
のUP，TPの合計5遺伝子の発現を検討しているが 14)，
症例数が不十分なため多変量解析を行うに至ってい
ない．今後の展開としては，さらに多数の遺伝子発現
を包括的に検討するDNAアレイなどの新規測定法を
積極的に大規模臨床試験に前向き研究として導入して
いくことが必要であろう．

要　約

　今回，我々は，大腸癌組織のOPRT活性とOPRT 
mRNA発現量の関係を検討した．OPRT活性の測定
にはradioassay法，OPRT mRNA発現の半定量化に
は，蛍光を用いたリアルタイム検出法をそれぞれ用い
た．結果は，OPRT活性とOPRT mRNA発現量には，
正の相関関係を認めた．このことから，OPRT mRNA
発現量とUFT・LV療法を行った大腸癌37症例の治療
効果について検討した．OPRT mRNA発現量は，奏
効例では中央値1.39，非奏効例中央値0.85であり，奏
効例で有意に高値を示した（P＝0.0008）．OPRT遺伝
子発現の程度別に比較すると，OPRT mRNA発現の
中央値1.0をcut -off値とした場合，1.0以上の高発現
例での奏効率は63％，低発現例では奏効例はなかっ
た．また，高発現例に生存期間の延長を認めた（P＝
0.0019）．今後，OPRT遺伝子発現のフッ化ピリミジン
系抗癌剤の抗腫瘍効果予測における意義につき，前向
きの臨床試験で検討する必要がある．
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