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乳癌個別化化学療法への基礎的研究:チミジル酸合成

酵素遺伝子多型と酵素蛋白発現の解析から

藤島 成 乾 己浩 綿谷正弘

近畿大学医学部外科学教室

抄録

フッ化ピリミジン系薬剤はチミジル酸合成酵素 (TS)を阻害しDNA合成障害を引き起こす.TS遺伝子には 5'

一非翻訳領域 (UTR)の28塩基反復配列多型 (3R，2R)と， 3'-UTRで6塩基 (bp)の欠失を認める遺伝子多型(-

6 bp)および欠失を認めない (+6bp)遺伝子多型が存在する.リンパ節転移陽性乳癌49例を対象に正常組織およ

び腫疹組織における TS遺伝子多型と TS発現を解析し，それらの関連性を検討した.TS遺伝子5'-UTRの遺伝

子多型が正常組織で3R/3Rは8例， 2R/3Rは36例，正常組織で2R/3Rで癌車息織でも 2R/3Rは36例中14例で， 22 

例は 2Rのアレルが欠失する loss/3Rであった.正常組織と癌組織でTS遺伝子3'-UTRの+6bp/+6 bp遺伝子

型は，それぞれ25例 7例， -6bp/+6bpは22例， 13例，-6bp/-6 bpは2例， 29例であった.正常・癌組織のい

ずれにおいても TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多型と TS発現に関連は認められなかった.しかし，正常組織で十6

bp/十6bp 25例の TS発現は9.5:t9.8 ng/mg蛋白で， -6bp/+6 bp 22例の TS発現と比べ有意に高値であった.

また癌組織においても+6bp/+6 bp 7例の TS発現は29.2:t17.4ng/mg蛋白で， -6bp/十6bp 29例の TS発現

と比べ高く， 13例の-6bp/-6 bpのTS発現と比べ有意に高値であった.TS遺伝子3'-UTRの6塩基欠失を認め

る遺伝子多型および、欠失を認めない遺伝子多型は，乳癌組織と正常組織のいず、れにおいても TS発現に影響を及ぽ

していると考えられ， TS遺伝子3'-UTRの遺伝子多型はフッ化ピリミジン系薬剤による乳癌個別化化学療法の選

択因子としての可能性が示唆される.

Key word自:チミジル酸合成酵素，チミジル酸合成酵素遺伝子多型，チミジル酸合成酵素遺伝子多型と酵素蛋白発

現，フッ化ピリミジン系薬剤，乳癌，化学療法

緒言

乳癌手術後の初期治療や転移・再発治療において，

化学療法の有用性がEBM(Evidence Based Medi-

cine)から明らかとなっているに乳癌化学療法剤の

中でも，フッ化ピリミジン系薬剤は初期治療だけで

なく再発治療においても重要な keydrugとして汎

用されている.フッ化ピリミジン系薬剤は，代謝過

程でthymidine phosphorylaseとthymidine

kinaseを介して fluorodeoxyuridine-5'-mono-

phosphate (FdUMP)に変換される.そして活性体

の FdUMPがチミジル酸合成酵素 (TS:

thymidylate synthase)の本来の基質である dUMP

と競合的に TSと結合し，還元型葉酸の存在下に

TSと三元共有結合複合体を形成することでDNA

合成阻害を引き起こす2-4 それゆえ腫場だけでなく

宿主の TS発現およびTS活性が， 5-fluorouraciI (5 

-FU) を中心としたフッ化ピリミジン系薬剤の薬剤

感受性因子および副作用規程因子として研究されて

いる 5-7

TS遺伝子には 5'一非翻訳領域 (UTR)と3'-UTR

の2つの遺伝子多型が報告されている.TS遺伝子5'

-UTRのプロモーターのエンハンサー領域で28塩

基の 3回(3repeasts : 3R)ないし 2回(2repeats : 

2R)繰り返し配列が存在し，その結果3R/3R，2R/ 

3R， 2R/2Rの遺伝子多型が出現する.大腸癌でTS

遺伝子5'-UTRの遺伝子多型と TS発現の関連が

検討され， TS遺伝子5'-UTRの28塩基反復配列多

型 (VNTR)はTS発現とともに治療効果予測因子

と報告されているまた近年， TS遺伝子3'-UTR
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における 6塩基の欠失 (TS3'-UTR 1494de16)によ

る遺伝子多型が報告され，この欠失は TSmRNA 

の二次構造の安定性に関わり， TSの翻訳に影響を

及ぽすことが明らかとなった乳癌において TS

mRNAや蛋自発現，酵素活性が精力的に検討され

ているが， TS遺伝子多型と TS発現の関連は未だ

明らかとなっていない.

乳癌化学療法にフッ化ピリミジン系薬剤が用いら

れているが，確実に治療効果が得られ，かつ副作用

の少ない患者を選別して投与することが重要であ

る.本論文はフッ化ピリミジン系薬剤を用いた乳癌

化学療法の個別化治療を確立するための基礎研究と

して，化学療法の適応となるリンパ節転移陽'性乳癌

を対象に正常組織および腫虜組織における TS遺伝

子5'-UTRならびに 3'-UTRの遺伝子多型を解析

するとともに，それぞれの組織における TS発現を

測定し， TS遺伝子多型と TS発現の関連性を検討

した.

方 法

1.対象

2006年1月から07年8月までに，近畿大学医学部

外科学教室で手術が施行されたリンパ節転移を伴う

原発性乳癌49例から，患者に十分な研究要旨の説明

の書面による同意を得て，癌組織ならびに正常乳腺

組織を採取し，解析対象者とした.対象患者からの

標本採取および遺伝子解析を含む研究計画は，当院

倫理委員会の承認を受けた(承認番号18-01).対象

患者の正常組織および癌組織は採取後直ちに液体窒

素で凍結し，解析まで-80度で保存した.正常組織

は癌組織の端から少なくとも 2cm以上離れた肉眼

的に健常と思われる部位より採取し，癌組織は中心

部分の壊死部を避け腫場辺縁部から採取した.

2. TS遺伝子多型

採取した癌組織および正常組織を粉砕後， DNA 

ZOL Reagent (Invitorogen社)を用いて DNAを抽

出した.TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多型は， Horie 

らの報告に従い (sense)5'-GTGGCTCCTGC. 

GTTTCCCCC-3'， (anti sense) 5'一CCAAGCTTGG争

CTCCGAGCCGGCACAGGCA TGGCGCGG -3'の

primer (Invitrogen社)を作成し， PCR増幅後のア

レルサイズの違いを電気泳動にて検出した 10 すな

わち， 20 ng/j..LIに希釈した genomicDN A 4凶， 2x 

Advantage GC -melt LA緩衝液 (Clonetech社)

12. 5 ~l， sense primer (0.1 ~M/ぃ1) 4 凶， anti sense 

primer (O.lj..LM/ぃ1)4 ~I， dTNP (10 mM) 1ぃ1，
Taq DNA polymerase (5 U/ぃ1)O. 5 ~l，滅菌蒸留
水24ぃlを加えた50ぃlのPCR反応液を作成し，熱

成他

変性940C1分，アニーリング600C1分，伸長反応720C

2分のサイクルを30回繰り返した後，伸長反応を

72
0C 5分行う PCR条件とした.PCR産物は 4%ア

ガロースゲルで電気泳動後，エチジウムブロマイド

で染色し248bp (3R)と220bp (2R)のアレルサイ

ズを識別した.

TS遺伝子3'-UTRの遺伝子解析には， Ulrichら

の報告に従い (sense)5'-CAAATCTGAGGGAG. 

CTGAGT-3'と(antisense) 5'-CAGATAAGTGG. 

CAGT ACAGA-3'のprimer(Invitrogen社)を作成

しPCR増幅を行った.genomic DNA (80 ng/凶)

1ぃ1，sense primer (0.2ぃM/ぃ1)2ぃ1，anti sense 
primer (0. 2 ~M/川) 2 ~l に PCR SuperMix 

(invitrogen社)45 ~l を加えた50 ~l の PCR 反応液

を作成し， 940C 5分の熱処理後，熱変性940C30秒，

アニーリング580C45秒，伸長反応720C45秒のサイク

ルを30回繰り返し， 7ZOC 5分伸長反応を行う PCR

条件とした.PCR産物を制限酵素Dra1 (TaKaRa 

社)と3TCで1時間反応させ， 4%アガロースゲル

で電気泳動後，制限酵素多型から TS遺伝子3'

UTRの遺伝子多型を解析した

3. TS 測定

凍結保存された正常あるいは癌組織に 4倍量の蛋

白抽出用緩衝液 (0.1%Tween 20)を含んだ20mM

Tris-buffered saline (TBS， PH 7.5)を力日えホモジ

ナイズ後，ホモジネートを超遠心分離 (10500xg， 

4 oC 1時間)し，その上清を0.1%Tween 20を含む

20mMのTBS(PH 7.5)で10ぃg/mlになるように
希釈し蛋白抽出液とした.TS測定は 2ステップサ

ンドイツチELISA法で行った 11 まず初めに TS抗

体固相化プレートを作成した.すなわち， 50mM炭

酸緩衝液pH9.5で2ぃg/mlに調整した抗TSモノ
クローナル抗体 (RTSMA1)を96穴の ELISA用プ

レートに0.1ml分注し，3TCで2時間コーティング

を行った.TS抗体が固相化されたプレートを 2回

洗浄後(0.05%Tween 20を含む生理食塩水)，前述

の方法で調整した蛋白抽出液O.lmlずつを抗体固

定化プレートに分注し3TCで1時間反応させた.そ

の後2回洗浄し， 1ぃg/mlに希釈されたパーオキシ
ダーゼ標識抗TSモノクローナル抗体 (NTSMA1)

を0.1ml分注後，3TCで1時間反応させた.そして

4回洗浄後， 3 mg/mlオルトフェニレンジアミンと

0.75mM過酸化水素水を含むO.lM酢酸緩衝液

(pH 5.5) 0.1 mlを加え，室温暗所にて30分間静置し

発色させた.0.lM硫酸0.1mlを加えて発色反応を

停止させ， 490 nmに測定波長を設定した ELISA用

プレートリーダーにて発色強度を測定した.正常組

織および癌組織での TS発現は， 8~0 .125 ng/well 
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に段階希釈したリコンビナントヒト TS(rhTS)を

用いて 2ステップサンドイツチ ELISA法から作成

した標準曲線に基づき，タンパク 1mgあたりの TS

として求めた.rhTSおよび抗TSモノクローナ

ノレ抗体 (RTSMA1とNTSMAl)は，大鵬薬品工業

(東京)から供与された.

4.統計解析

正常組織および癌組織における TS発現と遺伝子

多型の関連は Mann-WhitneyU-testにて検討し，

p<0.05を統計的有意とした.すべての統計処理は

SPSS II (Ver. 11.0，エス・ピー・エス・エス株式会

社)を用いて行った.

結 果

1.正常組織と癌組織における TS遺伝子5'-UTR

の遺伝子多型

TS遺伝子には 5'-UTRに縦列繰り返し記列

(tandem repeat)があり，主に 3回反復 (3R)と2

回反復(2R)がみられる.特例の正常組織での TS遺

5'-UTRの遺伝子多型解析から，両アレ/レに

3Rの繰り返し配列が存在する 3Rホモ接合型 (3R/

3R)は8例(16%)で， 2R/3Rのヘテロ接合型は36

17U (74%)であった.残りの 5{YJJのうち 3例 (6%)
は3R/4Rのヘテロ接合型'1¥ 2供 (4%)は 3R/5R

のヘテロ接合型であった.正常組織で2R/3Rを示し

た361YUのうち，癌組織でも 2R/3Rのヘテロ接合型は
14例 (39%)で， 22例 (61%)は2Rの存在するアレ

ルの欠失 Ooss/3R)が認められた(図1).正常組

織で3R/4R，あるいは 3R/5Rであった症例の癌組

織では対立遺伝子欠失は認められなかった.

2. TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多型と TS発現

49例の正常組織での TS発現は6.8土8.7ng/mg 

300bpー→

200bp-→ 

100bp-→ 

国1

症例1

N T N 

疲~12

T 

3R: 248 bp 
←-2R: 220 bp 

5'-UTRにおける遺伝子多型.増幅した断片
を4%アガロースゲルで電気泳動 220bpを
2R， 248 bpを3Rとして示す.症例1 正常
組織(N)で2R/3Rの遺伝子多型であったが，
癌組織 (T)で2Rの欠失が認められる.症例
2 :正常組織 (N)と癌絶織 (T)のいずれで

も2R/3Rの遺伝子多型.molεcular weight 
markerとして100bp DNA ladderを用い
7こ.

蛋白であった.TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多君主の

検討から，正常組織で2R/3Rのヘテロ接合型の TS

発現は7.8:t8. 5 ng/mg蛋白で， 3R/3Rのホモ接合

型では6.2土12.0ng/mg蛋白で，正常組織での TS

遺缶子5'-UTRの遺伝子多型と TS発現に関連は

認められなかった.癌組織での TS発現は18.0土

11.0 ng/mg蛋白で，正常組織における TS発現と比

べ有意に高値 (ρ<0.05)であった.癌組織における

TS遺伝子5'-UTRの遺伝子不安定性と TS発現の

関連は，正常組織で2R/3Rのヘテロ接合型を示した

36例の癌組織で検討可能であった.棒組織における

TS発現は正常組織で2R/3Rで癌組織でも 2R/3R

のヘテロ接合型であった14例は， 19.8土14.9ng/mg 

蛋白で，癌組織で2Rの対立遺伝子欠失が認められ

た22{YJJOoss/3R)は， 16.3土8.0ng/mg蛋自であっ
た.癌組織における TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多

型とすS発現に関連は認められなかった.

3.正常組織と癌組織における TS遺伝子3'-UTR

の遺伝子多型

本実験の PCR条件では， TS遺伝子3'-UTRに6

bpの欠失を認めない場合には，制限酵素Dra1に

よる命日摂酵素多型がみられる.すなわち Dra1の作

舟にて88bpと70bpに切断された断片が出現する

が， 6bpの欠失を認める場合にはDra1の認識部位

がないため切新されず152bpの断片となる(図2).

49例の正常組織では， TS遺伝子3'-UTRに6bpの

200 bp今

100 bpぅ

図2

表 1

n 
N T 
「寸
N T 
「寸
N T 
「寸
N T 
「寸
N T 
「寸
N T 

ゐ+生生与事事ふ与ふふふ
::! :; ~品..ず..屯 .. 
ええ壬壬'12...~~~~~~~

z 22232;33事事 2
L一一」 し一一..J L-J L一一~ L一一~ L一一」

砂一一 138bp 
←一一 132bp 

宇一一 88bp 

宇一一 iObp 

3'-UTRにおける遺伝子多型.正常組織(N)，
綴組織(T).増幅した断片を制限酵素Dra1 
を用いて切析し， 4%アガロースゲルで電気
泳動.6bpの欠失を認めない場合Dra1によ
り70bpと88bpのbandに切断される 6bp
の欠失を認めた場合Dra1により切断され
ないため152bpのbandを示す.molecular 
weight markerとして100bp DNA ladder 
を用いた.

乳癌患者における TS遺伝子3'-UTRの遺伝

子多型頻度

遺伝子型

6 bp/-6 bp 

6bp/+6bp 

正常組織 癌総識

十6bp/十6bp 

2 (4 %) 

22 (45%) 
25 (51%) 

13 (27%) 

29 (59%) 
7 (14%) 



2例は，癌組織においても -6bp/-6 bpのホモ接合

型であった(表2，A群).乳癌への進行とともに TS

遺伝子3'-UTRにおける 6bpの欠失は47例中27例

(57%) に認められた.

5. TS遺伝子3'-UTRの遺伝子多型と TS発現

正常組織ならびに癌組織における TS発現の比較

では， TS遺伝子 3'-UTRの+6bp/ +6 bp， -6 

bp/ +6 bp， -6 bp/ -6 bpのいずれの遺伝子型であ

っても正常組織と比べて癌組織でTS発現は高値で

あった(表3). さらに，正常組織ならびに癌組織の

いずれにおいても TS遺伝子3'-UTRの遺伝子多

型でTS発現に差が見られ，正常組織で十6bp/+6 

bpのホモ接合型であった25例の TS発現は9.5:::t

9.8 ng/mg蛋白で， -6bp/十6bpヘテロ接合型22

例の TS発現3.8土6.9ng/mg蛋白と比べ有意に高

値であった (ρ<0.05) (表3).また癌組織において

もTS遺伝子3'-UTRで+6bp/+6 bpのホモ接合

型 7例の TS発現は29.2:::t17.4ng/mg蛋白であ

り， -6bp/+6 bpのヘテロ接合型29例の TS発現

16.8土9.0ng/mg蛋白と比べ有意差はなかったも

のの高値で， 13例の 6bp/-6bpのホモ接合型との

比較では有意に高値であった (ρ<0.05) (表3).

6.癌組織における TS遺伝子3'-UTRの遺伝子

不安定性と TS発現

正常組織と癌組織の TS遺伝子3'-UTRの遺伝

子不安定性から， 49例は表2に示すように 6つのグ

ループに分類された (A-F群).正常組織で+6

bp/十6bpのホモ接合型で癌組織では-6bp/-6 bp 

のホモ接合型に変化したC群，および正常組織で

は-6bp/ -6 bpのホモ接合型であり癌組織でも -6

成他島

欠失を認めないホモ接合型 (+6bp/ +6 bp)は25例

(51%)であった(表1).そして22例 (45%)は片

方のアレルで6bpの欠失を認め，その対立アレルで

は6bpの欠失を認めないヘテロ接合型 (-6bp/+6

bp)で，残り 2例 (4%)は両アレルに 6bpの欠失

を認めるホモ接合型 (-6bp/ -6 bp)であった.一

方，癌組織では+6bp/+6 bpホモ接合型は49例中7

例(14%)に， -6bp/-6 bpのホモ接合型は13例 (27

%)に，また-6bp/+6 bpのヘテロ接合型は29例(59

%)に認められた.

4.癌組織における TS遺伝子3'-UTRの遺伝子

不安定性

正常組織で十6bp/+6bpのホモ接合型を示した

25例中 7例は，癌組織でも +6bp/ +6 bpのホモ接合

型であった(表2，F群).しかし残りの18例は癌組

織でTS遺伝子3'-UTRでの 6bpの欠失が認めら

れた. 18例中16例は 1つのアレルに (-6bp/ +6 

bp) ，また 2例は両アレルに 6bpの欠失 (-6bp/-

6 bp)が認められた(表2，C群， E群).正常組織

で-6bp/十6bpのヘテロ接合型であった22例では，

13例が癌組織でも同様のヘテロ接合型であったが，

9例では 1つのアレルに 6bpの欠失が出現し-6

bp/-6 bpのホモ接合型へと変化した(表2，D群，

B群).正常組織で両アレルに 6bpの欠失を示した
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届組織における TS遺伝子3'-UTRの遺伝子

不安定性
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表3

j 
15.4::t 11.0 
n弓19

∞rF 30 
るTS発現

δ 20 

E 

癌組織における 3'-UTRの遺伝子多型と TS
発現の関連.F群:正常組織;十6bp/+6 bp 
→癌組織;+6 bp/十6bp， B群:正常組
織;-6 bp/十6bp→癌組織 ;-6bp/-6
bp， D群:正常組織;-6 bp/十6bp→癌組
織;-6 bp/ート6bp，E群:正常組織;十6
bp/+6 bp→癌組織;-6 bp/+6 bp. F群は
B，D，E群より有意に TS発現が高い.(ρ< 
0.05) 

D B F 

10 

。

図3

ρ* 

-6bp/-6bp 6.3(2) 14.6:1:7.0(13)村 n.s.

-6 bp/十6bp 3.8:1: 6.9 (22)村1.8:1:9.0(29) <0.01 

+6 bp/+6 bp 9.5:1:9.8(25) ** 29.2:1:17.4(7)日*<0.01 

( );症例数

TS : ng/mg蛋白
* .各遺伝子型における正常組織v.s.癌組織

**ρ<0.05 (正常組織;-6 bp/+6 bp vふ +6bp/十6
bp) …:ρく0.05(癌組織;-6bp/-6bp 
bp) 

Vふ十6bp/十6

癌組織正常組織
遺伝子型
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bp/-6 bpの遺伝子型であったA群はそれぞれ2例

であることから本解析から除外した.正常組織で十

6 bp/+6 bpの遺伝子型で癌組織でも+6bp/+6 bp 

の遺伝子型であった 7例 (F群)の癌組織における

TS発現は，癌組織で-6bp/十6bpへと遺伝子変化

を示したl3例(E群)のTS発現と比べ有意に高値で

あった (p<0.05) (図3).またF群のTS発現は，

正常組織で 6bp/十6bpのヘテロ接合型で癌組織

でも同様のヘテロ接合型であったD群，および癌組

織で-6bp/-6 bpの遺伝子型へと変化したB群の

TS発現と比べ有意に高値であった (ρ<0.05)(図

3).しかしB，D， E群の癌組織における TS発現

には有意な差は認められなかった.

考察

TS遺伝子は5'-UTRと3'-UTRに遺伝子多型が

報告されているが， TS遺伝子5'-UTRの2R/2R，

2R/3R， 3R/3RのVNTR遺伝子多型頻度は人種間

でバラツキが認められる.欧米人の大腸癌患者を対

象とした TS遺伝子5'-UTRのVNTR多型解析か

ら，患者の正常組織での2R/2R，2R/3R， 3R/3Rは

それぞれ， 16-21%， 51-52%， 26-32%程度仰と報告

されているが，日本人の大腸癌患者の正常組織を対

象とした解析では， 2R/2R， 2R/3R， 3R/3Rはそれ
ぞれ， 4-8%， 24-33%， 61-63%であった 13.14 一方，

乳癌患者を対象としたTS遺伝子5'-UTRの

VNTR多型解析の報告は無く，著者らの日本人にお

ける研究が唯一の報告である.大腸癌患者と乳癌患

者の正常組織における遺伝子多型頻度は同じ日本人

であっても異なり，乳癌患者の正常組織では2R/3R

の頻度が74%と高く，逆に3R/3Rが16%と低かっ

た.近年， 102人の健常日本人を対象に TS遺伝子5'

UTRの遺伝子多型頻度が検討され， 2R/2R， 2R/ 

3R， 3R/3Rはそれぞれ， 5 %， 22%， 74%と報告さ

れた 15 健常人における TS遺伝子5'-UTRの遺伝

子多型と乳癌および大腸癌患者の正常組織における

遺伝子多型頻度の違いが，それぞれの腫療の分子生

物学的発症リスクを反映しているかは明らかでな

い.中国人を対象にcase-controlstudyから TS遺

伝子多型と乳癌擢患リスクが検討されているがl九

日本人20人に 1人が乳癌に擢患するようになった現

在，日本人のTS遺伝子多型に基づく乳癌リスクを

評価すべきであると考える.

TS遺伝子3'-UTRの遺伝子多型は，停止コドン

から447塩基下流 (position1494)の6塩基の欠失を

認める遺伝子多型，あるいは欠失を認めない遺伝子

多型である.井上らは51人の健常日本人女性を対象

とした末梢血を用いたTS遺伝子3'-UTRの遺伝

子多型の解析から，+6 bp/ +6 bp， -6 bp/ +6 bp， -

6bp/-6bpの遺伝子型をそれぞれ24%，51%， 25% 

と報告し，石川らは健常男性132人を対象とした解析

で+6bp/ +6 bp， -6 bp/ +6 bp， -6 bp/ -6 bpの遺

伝子型はそれぞれ11%，55%， 34%と報告した 15，17

一方，人種は不明であるが1085人の健常アメリカ人

における解析では，+6 bp/ +6 bp， -6 bp/ +6 bp， -

6bp/-6bpの遺伝子型はそれぞれ48%，41%， 11% 

と報告されている 18 著者らは井上と違って，乳癌組

織から少なくとも 2cm以上離れた肉眼的健常乳腺

組織を採取し，正常乳腺組織としてTS遺伝子多型

解析を行った.その結果，乳癌患者の正常組織で

は，+6 bp/ +6 bp， -6 bp/ +6 bp， -6 bp/ -6 bpの

遺伝子型はそれぞれ51%，45%， 4 %で，井上らの

健常日本人女性を対象とした場合より健常アメリカ

人における遺伝子多型分布に近似していた.著者ら

と石川らのTS遺伝子3'-UTRの遺伝子多型分布

と井上らの報告による遺伝子多型分布の違いの原因

は明らかでない.著者や井上そして石川らの解析人

数は少ないことから，今後は日本人女性を対象に，

TS遺伝子3'-UTRの遺伝子多型を含んだ大規模な

遺伝子多型解析が望まれる.

乳癌は進行するとともに多くの染色体上で遺伝子

不安定性が生じ，遺伝子変異が蓄積してくる 19 TS 

遺伝子は第18番染色体短腕(18pll.32)に局在する

が， 18p11のアレル欠失は乳癌の20%-63%に認めら
れている 20，21 本研究でも正常と腫場組織における

TS遺伝子5'-UTRのinformative症例における解

析から， 2Rのアレル欠失が61%の乳癌に見られ，ま

たTS遺伝子3'-UTRでの 6塩基の欠失は47例中

27例 (57%)に認められた.第四番染色体短腕の対

立遺伝子欠失は乳癌再発に関連するという報告もあ

れば， 56%の非浸潤癌に認められることから乳癌発

生の比較的早期から関与しているとの報告もあ

る20，22 著者らはリンパ節転移陽性乳癌の原発巣で，

18p11.3領域の遺伝子欠失が高頻度に出現している

ことを明らかにしたが，今後リンパ節転移陽性乳癌

の原発巣ならびに転移リンパ節巣でTS遺伝子

locusを含めた 18pの対立遺伝子欠失の解析を行

い，第18番染色体短腕の乳癌進展における生物学的

役割を明らかにする予定である.

TSは生体内でdUMP(2'-deoxyuridine 5' 

monophosphate)から dTMP(thymidine 5'-mono-

phosphate)への反応を触媒するピリミジン生合成

経路の律速酵素で，細胞周期と細胞増殖の状態に依

存して発現する.福井らは1705例の乳癌を含むさま

ざまな領域由来の腫場組織を対象にTSmRNA発

現，蛋白発現，酵素活性を検討し， ELISA法を用い
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た測定から乳癌では15.5ng/mg蛋白(中央値)程度

のTS蛋白が発現していると報告している 23 本研

究でもリンパ節転移陽性乳癌49例を対象に ELISA

法でTS発現を解析したが，腫場組織における TS

量は平均18ng/mg蛋白で，福井らの報告と同じ程

度の TS量が検出された.また正常組織に比べ腫虜

組織では多くの酵素の発現が充進していることが知

られているが，本研究でも正常組織と比べ腫場組織

でTS発現は有意に高値であった.

TS遺伝子多型と TS発現の関連性が消化器癌を

中心に研究されている.TS遺伝子 5'-UTRの3R/

3R遺伝子型は 2R/2Rの遺伝子型と比べ TS

mRNAやTS発現が高く，また 3R/3R遺伝子型は

2R/3Rの遺伝子型より TS発現が高いことが報告

されている 10，24 Kawakamiらは 2R/3Rのinfor-

mative大腸癌を対象とした検討から.2R/lossの遺

伝子型は他の遺伝子型と比べ有意に TS発現が低

く.3RのRNAは2RのRNAより効率良く翻訳さ

れることを示した 14，25 また TS遺伝子 3'-UTRの

遺伝子多型の検討では 6塩基欠失型は転写後の

TS mRNAの分解速度が速まり TSmRNA発現が

低下することが示されている 26，ペ著者らの研究で

は.TS遺伝子 5'-UTRの遺伝子多型と TS発現に

関連性が見られなかったが，この結果が直ちに乳癌

では TS遺伝子 5'-UTRの遺伝子多型が TS発現に

影響しないという結論に至らない.なぜなら，本研

究の対象乳癌では 2Rの欠失が高頻度に認められた

が，効率の良い翻訳機能を示すと考えられている 3R

の欠失する症例が出現しなかったことがその理由の

1つとして挙げられる.一方， TS遺伝子 3'-UTRの

遺伝子多型と TS発現の検討では，乳癌患者の正常

組織において-6bp/+6 bpの遺伝子型と比べ， +6 

bp/+6 bpの遺伝子型の TS発現は有意に高く，ま

た癌組織においても十6bp/+6bpの遺伝子型が 6 

bp/十6bpや 6bp/-6bpの遺伝子型と比べ TS

発現が高いことが明らかとなった.乳癌においても

TS遺伝子 3'-UTRの6塩基の欠失を認める遺伝子

多型，または欠失を認めない遺伝子多型が，腫場組

織だけでなく正常組織においても TS発現に影響を

及ぼしていると考えられる.今後は本研究で対象と

したリンパ節転移陽性乳癌以外にも解析対象を広

げ， TS遺伝子5'-UTRの遺伝子多型がTSmRNA

発現や TS発現に及ぽす影響を検討するとともに，

TS遺伝子 5'-UTRと3'-UTRの2つの遺伝子多

型がどのような関連を持ちながら TS発現に関与し

ているかを検討する必要がある.

Pullarkatらは 5-FUが投与された転移性大腸癌

を対象に， TS遺伝子 5'-UTRの遺伝子多型と 5

成他

FUの治療効果および副作用発現を検討し， TS遺伝

子多型解析の薬剤感受性因子ならびに副作用規程因

子としての有用性を示唆した28 本研究では， TS遺

伝子3'-UTRの+6bp/十6bpの遺伝子型は，腫場

組織だけでなく正常組織でも TSが高発現している

ことが明らかとなり， TS遺伝子3'-UTRの遺伝子

多型が乳癌におけるフッ化ピリミジン系薬剤の感受

性因子となりうる可能性が示唆された.フッ化ピリ

ミジン系薬剤の抗腫蕩効果と副作用を考えた場合，

腫場内 TSだけでなく 5-FUを分解する Dihy-

dropyrimidine dehydrogenase (DPD)活性も重要

である 29 今後は TS発現だけでなく DPD発現も測

定し，フッ化ピリミジン系薬剤が投与された乳癌患

者の短期・長期の観察から， TS遺伝子多型の治療効

果予測因子ならびに副作用規程因子としての有用性

を明らかにしたい
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