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We have investigated the association between intra-tumor expressions of thymidylate synthase (TS)， dihy-

dropyrimidine dehydrogenase (DPD)， and orotate phophoribosyl transferase (OPRT) -enzymes involved in 5-FU 

metabolism-and clinicopathological factors in colorectal cancer. Subjects: The subjects comprised 52 cases with 

colorectal cancer that underwent surgery in our department between 1999 and 2001. Methods: Laser micro-

dissection was employed for measurement of mRNA of TS， DPD， and OPRT， and their association with clinicopa-

thological factors (lymphatic invasion， and venous invasion， invasion depth， lymph node metastasis， histological 

types， clinical stage) and prognosis was analyzed. Results: TS mRN A was at low levels in advanced cases -indi-

cated by pathological factors such as lymphatic invasion， venous invasion， depth invasion， and clinical stage as 

well as in well-differentiated cases. When enzyme expression levels were compared between the cases with and 

without recurrence， TS mRNA expression levels was significant1y lower in the group with recurrence. A multi-

variate analysis extracted invasion depth and lymph node metastasis as risk factors for recurrence， but not TS 

mRNA. In the group with recurrence， there was no significant di旺'erencein survival rates between the groups 

with high and low TS mRNA levels， respectively. Neither DPD nor OPRT mRNA levels had a significant correla-

tion with clinicopathological factors. Conclusions: Although it has been suggested that the prognosis for colorec-

tal cancer is poorer in cases with higher TS mRNA levels， the results of this study suggest that the TS mRNA 

levels were higher in cases with higher grades of malignancy but then decreased in more advanced cases. The 

clinical significance of TS mRNA should be considered based on these points of view. 
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緒亘

近年，大腸癌の化学療法において，分子標的薬の

導入やレジメンの開発により，生存期聞が延長して

いる.しかし未だ 5-FU系の抗癌剤が標準治療と

なっている.

TS (Thymidylate Synthase)， DPD (Dihydro-

pyrimidine Dehydrogenase)， OPRT (Orotate Phos聞

phoribosyl Transferase) は5-FU系抗癌剤の代謝酵

素である.各酵素の代謝経路から，腫蕩内の各酵素

の発現が TS，DPDは低く， OPRTは高いほど 5-FU

の抗腫蕩効果が発揮されると考えられている.

さらに， TSはDNAのdenovo合成経路の律速酵

素であると同時に細胞周期 GO期から S期への細胞

増殖に関わる酵素であり，細胞増殖が盛んで、あるほ

ど，増加する.このため TSの腫蕩内発現が高いほ

ど，悪性度が高いと考えられているト5)

各酵素の活性値や mRNA発現量と病理学的因子

や予後との関連の報告には，一定の見解は得られて

いない6)-17)

これまで各酵素の測定は 酵素活性値の測定や免
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Table 1 Distribution of expression levels of 

the enzymes 

mean :t SD median (range) 

TS mRN A 2.59 :t 2.68 1.74 (0.71-17.82) 

DPD mRNA 0.34:t 0.15 0.30 (0.10-0.65) 

OPRT mRNA 1.54:t 0.58 1.46 (0.46-3.16) 

Distribution of TS mRNA expression levels did 

not follow a normal distribution. Distribution of 

DPD and OPRT expression levels follow a normal 

distribution. 

疫組織染色法で測定されてきたしかしこれらの

方法は多くの組織片が必要であること，正常組織が

混入することなどが問題点となっていた.近年，マ

イクロダイセクション (LCM)とリアルタイム PCR

(RT-PCR) を組み合わせた DanenbergTumor Pro句

file (DTP)法により微量の組織からでも，標的部分

(腫蕩組織)のみを抽出し，高感度，高精度に各酵素

のmRNA発現量を測定することが可能となった.

そこで，当施設における大腸癌手術症例について

DTP法を用いて各酵素の mRNA発現量を測定し

各酵素と病理学的因子との関係，予後について検討

した.

対象と方法

1.対象

1999年から 2001年までの 2年間に東京女子医科

大学第二外科において手術を施行した大腸癌手術症

例のうち，各酵素の発現量を測定できた 52例を対象

とした.対象症例の内訳は男性27例，女性25例，

手術時年齢は 40~84 歳(平均 62.7 歳)であった.

2.方法

1)大腸癌原発巣の TS，DPD， OPRTのmRNA

発現量の測定

対象症例の大腸癌原発巣のホルマリン固定パラ

フイン包埋標本(FFPE)より 10μm厚の薄切切片を

作製し， LCM法を用いて癌細胞を抽出した.その後

RT-PCR法にて s-actinmRN A発現を対照とし，

TS， DPD， OPRTのmRNA発現量を定量的に測定

した測定は米国の ResponseGenetic Inc. (RGI研究

所)に依頼して行った

2)臨床病理学的因子と各酵素の mRNA発現量

の関係

各酵素の発現量と臨床病理学因子(リンパ管侵襲，

静脈侵襲，壁深達度， リンパ節転移，分化度，進行

度)の関係について検討した臨床病理学的因子は

大腸癌取り扱い規約第 6版に準じた?
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3)統計学的処理

今回の検討では統計ソフト Dr.SPSS IIを使用し

た各酵素の mRNA発現量の分散を確認しノンパ

ラメトリック検定は Mann-Whitney検定 (MW)， 

Kruskal Wallis検定 (KW)，パラメトリック検定，

Student-t test (t-test)とANOVA(analysis of vari-

ance)を使用した.さらに Jonckheere-Terpstra検定

(JT)にて傾向検定を追加した生存分析は Kaplan-

Meier法およびlog-ranktest，多変量解析はロジス

ティック回帰分析，変数減少法を使用したすべて

の検定で p-value<0.05を有意差ありとした.

なお，この研究は東京女子医科大学の倫理委員会

の承認を得て行った

結果

1)各酵素の mRNA発現量

各酵素の発現量の分布を示す (Table1). 

分布から，以後の検定方法は， TSmRNA発現量

は，分散に歪みやはずれ値があったため，ノンパラ

メトリック検定とし DPDおよび OPRTmRNA

発現量は正規分布に従っており，パラメトリック検

定とした.

2)各酵素の mRNA発現量と臨床病理学因子の関

係 (Table2) 

臨床病理学的因子と各酵素の mRNA発現量の関

係について検討した.その結果を Table2に示す.

(1) TSmRNA発現量

組織型は低分化で有意に高値であった.逆にリン

パ管侵襲高度(Iy2・3)，静脈侵襲陽性(vl-3)，柴膜浸

潤陽性 (SE-)，臨床病期進行例 (StageIII-IV)で有

意に低値であった. リンパ節転移陽性 (N1-)でも有

意差はないものの，低値となる傾向がみられた.

(2) DPDおよび OPRTmRNA発現量

DPD， OPRT mRNA発現量と臨床病理学的因子

とは統計学的に関連は認めなかった.

3)再発の有無による各酵素発現量

再発の有無は治療開始時の進行度が強く影響す

る.全症例が術後5年を経過した 2006年 12月の時

点において再発例と無再発例に分け，各酵素の

mRNA発現量の分布を比較した (Table3). 再発例

では， TSmRNA発現量が有意に低値(p=0.0126)で

あった.DPDおよびOPRTmRNA発現量では有意

差は認めなかった.

4)再発の危険因子に関する検討

再発を目的変数，再発に関わる因子としてリンパ

管侵襲，静脈侵襲， リンパ節転移，壁深達度，組織
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Table 2 Relationship between clinicopathological factors and the expression levels of enzymes 

TS rnRNA DPD rnRNA OPRT rnRNA 

Variables Category N Median 
(range) 

p-value Mean:tSD p-value Mean:tSD p-value 

Lyrnphatic invasion lyO-1 37 2.04 MW  0.017* 0.35:t 0.14 ##N.S. 1.58:t 0.57 ##N.S. 
(0.93-17.82) 

ly2-3 15 1.34 0.32:t 0.17 1.51士0.62
(0.71-2.53) 

Venous invasion vO 39 1.71 MW  0.032* 0.34土0.14 ##N.S. 1.58:t 0.59 ##N.S. 
(0.71-17.82) 

vl-3 13 1.74 0.34:t 0.18 1.69土0.53
(0.91-8.88) 

Depth -SS 40 2.10 MW  0.003* 0.35:t 0.13 ##N.S. 1.59:t 0.63 ##N.S. 
(0.93-17.82) 

SE- 12 1.340 0.30:t 0.18 1.38:t 0.36 
(0.71-3.15) 

Lyrnph node rnetastasis NO 27 2.04 MW  0.085 0.36土0.15 ##N.S. 1.64士0.62 ##N.S. 
(0.93僧17.82)

N1- 25 1.62 0.32:t 0.15 1.44:t 0.54 
(0.71-6.05) 

Differentiation well 21 1.66 KW 0.012* 0.29:t 0.14 #N.S. 1.30:t 0.49 #N.S. 
(0.71-7.44) JT 0.042* 

rnod 26 1.74 0.35:t 0.14 1.74:t 0.60 
(0.91-8.88) 

por 5 4.47 0.43:t 0.17 1.50土0.56
(2.53-17.82) 

Stage Stage 11I 23 2.54 KW 0.047* 0.36土0.15 #N.S. 1.65:t 0.64 #N.S. 
(0.93-17.82) JT 0.014* 

Stage I1I 19 1.51 0.34:t 0.15 1.43:t 0.61 
(0.71-6.05) 

Stage N 10 1.60 0.26:t 0.12 1.52:t 0.32 
(0.91-2.14) 

TS rnRNA was at low levels in advanced casesー indicatedby pathological factors such as lyrnphatic invasion， venous invasion， 
depth invasion， and c1inical stage. Conversely， TS rnRNA level was significantly higher in cases with poor di旺'erentiation.

DPD and OPRT rnRNA expression levels showed no di宜erencein each of the clinicopathological factors. 

KW: Kruskal-Wallis， JT: Jonckheere-Terpstra， MW: Mann-Whitney U， # ANOV A: analysis of variance， ##t: Student'ιtest， *p<0.05， 
N.S.: not significant. 

Table 3 Comparison of enzyme expression levels in the re-

currence group and the non-recurrence group 

Recurrence (+) Recurrence (一) p-value 
(N=20) (N = 32) 

TS rnRNA 1.62:t 0.57 3.20:t 3.26 #0.0126* 

DPD rnRNA 0.30:t 0.13 0.36:t 0.15 ##N.S. 

OPRT rnRNA 1.35:t 0.53 1.67:t 0.59 ##N.S. 

TS rnRNA expression levels was at significantly low levels in the 

recurrence group cornpared to the group with no recurrence. 

rnean:tSD， # Mann-Whitney， ##Student-t test， *p<0.05， N.S.: not 
significant. 

型， TSmRNA発現量(壬2，5，>2.5)を選択しロジ

スティック回帰分析を行った (Table4).単変量解析

にてリンパ管浸潤高度(ly2-3)，紫膜浸潤陽性(SE-)， 

リンパ節転移陽性(N1-)， TS mRNA発現量低値が再

発に関わる因子として抽出された.変数減少法によ

る多変量解析を行った壁深達度 (p= 0.014)，リン

パ節転移 (p=0.039)が再発に寄与する因子として抽

出されたが， TSmRNA発現量は抽出されなかった.

5)再発群における TSmRNA発現量と累積生存

曲線 (Fig.l)

再発群で TSmRNA発現量を再発群の中央値で

高値群と低値群にわけた生存期間の差を Kaplan-
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Table 4 Multivariate analysis of recurrence factors by logistic regression 

Univariate analysis 
Multivariate analysis 

N (backward elimination method) 
Variables Category 

(recurrence) Odds Odds 
ratlO 

95%CI p-value 
ratlO 

95%CI p-value 

Lymphatic invasion lyO-1 37 (11) 0.047* 

ly2-3 15 (9) 3.545 1.015-12.832 

Venous invasion vO 39 (12) 0.055 

v1-3 13 (8) 3.600 0.973-13.316 

Depth -SS 40 (11) 0.006* 0.014* 

SE- 12 (9) 7.909 1.801-34.728 6.943 1.477-32.647 

Lymph node metastasis NO 27 (6) 0.015* 0.039* 

N1- 25 (14) 4.455 1.338-14.831 3.898 1.069-14.215 

Differentiation well 21 (6) 0.231 

mod， por 31 (14) 2.058 0.631-6.711 

TS mRN A expression 
(H三i2g.h5) 

16 (2) 0.019* 

Low 36 (18) 0.143 0.028-6.850 
(<2.5 

A multivariate analysis extracted invasion of depth and lymph node metastasis as risk factors for recurrence， but not TS mRNA 

expression levels. 

1.2 

1.0 

.8 

.6 

.4 

.2 TSHL 

cumulative 
0.0 

ロhigh--市

survival 
rate -.2 

ロlow

0 1000 2000 3000 

survival time 

TSmRNA N Survival time Log-rank test 
expresslon Median(days) 

high(>1.62) 10 1003.00 0.979 

low(孟1.62) 10 1246.00 

Fig. 1 Survival curves related to expression levels of TS mRNA in the recurrence group 

In the group with recurrence， there was no significant difference in survival rates between 

the groups with high or low TS mRNA levels. 

Meyer法およびlog-ranktestで検討した.生存期間

に有意差はなかった.

考 察

5-FUの代謝に関わる酵素として， TS， DPD， 

OPRTの存在が知られている. OPRTは5-FUを活

性化ヌクレオチドに変換し， DNAおよびRNAの合

成阻害に関わる. DPDは腫蕩内で 5-FUの85%を

代謝，無毒化する. DPDによる分解を免れた 5-FU

代謝産物である fluorodeoxyuridinemonophosphate 

(FdUMP)と還元型葉酸が covalentternarycomplex 
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を形成することで， TSの酵素活性が阻害され DNA

合成阻害をきたすと考えられている. したがって，

腫蕩内の TSとDPDが低く， OPRT活性は高いほ

ど5-FUの抗腫蕩効果は高くなると考えられる.

また， TSは細胞増殖に関わる酵素でもあり，細胞

増殖の盛んな組織で増加する.従って， TSの腫蕩内

発現が高いほど悪性度が高くなり ，悪性度の指標と

なることが示唆されているト5)

当施設の大腸癌手術症例に対して TS，DPD， 

OPRT各酵素の mRNA発現量と臨床病理学的因子

との関係について検討した.今回の検討では， TS 

mRNA発現量ではリンパ管侵襲高度陽性，静脈侵襲

陽性，柴膜浸潤陽性，臨床病期進行例で有意に低値

であった.逆に，組織型では低分化の群で TSmRNA

発現量が有意に高値であった.

以上の結果から，組織型を悪性度の指標， リンパ

管侵襲，静脈侵襲，壁深達度，臨床病期を進行度の

指標として考えると，悪性度が高いと高発現となり，

進行に伴い低発現となる可能性が示唆された

Fujiiら川ま大腸癌原発巣における TS活性値と

Ki67 Labeling index (L1)との関係について検討し

L1が75以上で有意に TS活性が高値 (p= 0.0016)で

あり，悪性度の高いもので TS活性値が高値であっ

たと報告した.また Yamaneら川ま大腸癌肝転移巣

のTSmRNA発現量につき比較検討をし，高分化

1.8:t 2ふ低分化4.0:t4.9，同時性肝転移1.3:t0.8，異

時性肝転移 2.3:t3.0で有意差はなかったが，悪性度

の高いものにおいて高値であり 進行した転移巣で

は低値となる傾向があったと報告した両者の結果

は悪性度の高いものほど， TS活性が高値でで、あるこ

とが示唆されるものとしし，今回の結果と合致する.

病理学的背景因子と TSmRNA発現量との関係

について山田ら川ま 4文献伽

達度，静脈侵襲， リンパ管侵襲， リンパ節転移，進

行度につき比較したが，いずれも統計学的に差がな

かったと報告している.

長野ら2勺ま TSmRNA発現量を原発巣，間質部お

よび転移巣と比較している. TSmRNA発現量は間

質より腫蕩部で強く発現したまた転移巣との比較

では，肝転移<原発巣<リンパ節転移の順に低発現

であったと報告している.発現が異なる要因として

転移巣での細胞増殖の形態の違いや， mRNAレベル

での発現調節機構が異なることを挙げている.

しかし進行度による各酵素の mRNA発現量の変

化に関する論文は現在のところ見つけることはでき

なかった.

手術後 5年を経過し再発のあった症例で有意に

TSmRNA発現量が低値であったことから，多変量

解析により，再発に影響を与える因子について解析

を行った.単変量解析では TSmRNA発現量も有意

であったしかし多変量解析では柴膜浸潤とリン

パ節転移が再発に寄与する因子として抽出された

が， TSmRNA発現量は抽出されなかった.また，再

発群において TSmRNA発現量の高値群と低値群

で生存日数を比較したところ 両者には生存期間に

差はみられなかった.

以上の結果から， TSmRNA発現量は進行に伴い

低値となるが直接的な再発の因子ではなく，予後に

は影響しないと考えられた.

Sanjayら却l土進行大腸直腸癌症例で術後に TSin-

hibitorを用いた症例の 8文献に対し， TSmRNA 

発現量と overallsurvival (OS)について検討してい

る.その結果，総合的には TSmRNA発現量が高値

であるほど生存期聞が短く，予後が不良である傾向

であった.しかし文献によって結果にばらつきが

あったと報告している.文献毎に測定方法が異なる

こと，基準点の設定が各文献により異なることを問

題点として指摘している.

今回の検討では再発群では低値であり，癌の進行

に伴って TSmRNA発現量が低発現となる可能性

が示唆された測定時期の観点からも検討すること

が必要と考えられた.

本論文に関し開示すべき利益相反はない.
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