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5-Fluorocytosine(5-FC)に Cytosine deaminase (CDase)

を 併 用 し た 化 学 療 法 に お け る 生 体 内 の5-FCと 転 換

5-Fluorouracil(5-FU)のBioassay法 に よ る定 量法

山 本 典 巳 ・西 山 直志*・ 伊 藤 富 山・ 谷村英 紀 ・大 山昭 夫

関 西医科 大学微生物学教室,脳 神経外科学教室*

(昭和57年3月27日 受付)

5-FCとCDase併 用に よる新しい局所的な化学療法では,腫 瘍内に5-FCと 転換 された5-FU

が共存するため,そ れぞれの組織 内濃度 を把握す ることが 治療 の うえか らも重要であ る。

5-FC,5-FU共 存下でのBioassayに よる測定法を検討 した結果,指 示 菌 と してMricrococ-

cus luteus ATCC 10240株 を用いた場合,両 者の共存下で も5-FCの 影響を受 けず5-FUの 濃度

のみの値として求め られた。また指示菌 としてSacchoromyces cerevisiae AKU 4100株 を用い

た場合は5-FCと5-FUの 総 和 として求め られた。

故に両者共存下での5-FU量 は,M.luteusで 測定 し,5-FC量 はS.cerevisiaeで 測定 しその

測定値よ り5-FU量 を減 じて求め ることがで きた。

実験的に ラッ ト皮下 に形成 させた腫瘍にCDase capsuleを 留置 し,1週 間後に5-FC 150mg/

kg腹 腔 内投与 後,経 時的に採取 した腫瘍組織お よび血液をBioassay法 を用 いて5-FCと 転換5-

FUの 定量を行なった ところ感度,再 現性に関 して物理化学的定量法 と比較 し優れた成績 を得 るこ

とができた実

5-FCは1956年 にDUSHINSKYら1)に よ り開 発 され た

ピリミジンの ク ロー ル 置換 体 で,同 族 体 の5-FUと は 異

なり抗腫瘍 作用 は認 め られ な い2)が,抗 真 菌 剤3～5)と して

繁用され てい る薬 剤 で あ る。 しか しなが ら,こ の抗 真 菌

作用6)の 作 用機 作 は 真 菌 類 が菌 体 酵 素 と して 保 有 す る

CDaseに よ り5-FCか ら5-FUに 転 換 されDNA合 成

阻害作用を発 揮 す る ことが 知 られ て い る7～9)。

われわれ は,こ の事 実 に 基 づ き腫 瘍 床 にCDase cap-

suleを 留 置 し た 後,人 体 に は殆 ん ど 副作 用 の認 め られ

ない6)5-FCを 連 続 的 に 全 身 投 与 した 場合,5-FCは 腫 瘍

局所でCDaseに よ り5-FUに 転 換 さ れ,抗腫 瘍 効 果

を発揮 し,5-FUに よ る副 作 用 を抑 制 す る化 学 療 法 を 期

待 して基礎 実験 を実 施 した。

この場合,生 体 内,特 に腫 瘍 内 の5-FCな らび に 転 換

5-FU量 を正 確 に 把 握 す る こ とは,5-FCの 投 与 法 の 合

理化,投 与効 果 の 増強 の判 定 の ため に も,ま た 副 作 用 を

コン トロール す るため に も重 要 であ る。

一方
,Bioassay法 に よ る5-FCあ る い は5-FU単 独

投与におけ る組 織 内濃 度 の測 定 法 に つ い ては既 に 種 々の

報告10～15)があ るが,5-FCと5-FUが 共 存 す る試 料 に つ

いてのそれ ぞ れ の濃 度 のassayに 関 す る報 告 は ほ とん ど

見当た らない18)。

われわれが 目的 とす る5-FCとCDase併 用に よる化

学療法 では,腫 瘍 内に 全身投与 された5-FCと 局所で

CDaseに より転換 された5-FUが 共存す るものと考え

られ る。故に本実験 では5-FCと5-FU共 存下でそれ ぞ

れ の濃度を把握するためのBioassay法 について種 々検

討を加 えたので,以 下その測定法並びに測定結果につ い

て報告す る。

I.　 材 料 と 方 法

1.　 実験材料

5-FC:日 本 ロッシュ株式会社 より分与 された 精 製 原

末(Lot No.329278)を 使用 した。

5-FU:協 和醗酵工業株式会社 より分与された精 製 原

末(Lot No.90323-00)を 使用 した。

CDase:大 阪府立大学農学部醗酵 化学教室坂井拓夫 博

士 よ り分離,精 製されたCDase(10 I.U./ml)を 使用

した。

2.　 実験方法

1)最 小阻止濃度(MIC)測 定

Bioassay法 を行な うに際 し指示菌を選択す る目 的 で

教室保存の細菌20株,CDase産 生細菌12株,真 菌20

株のMICを 日本化学療法学会MIC測 定 法21～22)に準

じ,薬 剤希釈寒天平板法に よ り測定 した。培地 としては
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細 菌 に はHeart Infusion Agar(Difco),真 菌 に は

Yeast Morphology Agar(YMA;Difco)を 用 い た
。

2)Bioassay法

上 記 菌 株 の 内か ら5-FCお よび5-FUに 最 も高 い感 受

性 を示 した菌 株 を 指 示 菌 と して 使 用 し,Penicillin測 定

Thin layer cup法10)に 従 い5-FCな らび に5-FUに 対

す る標 準 曲線 を 作 製 し,さ らにin vivo実 験 で は 生 体 内

に5-FCが 共 存 す る もの と考 え られ る こ とか ら,対 照 の

意味 を 含 め て5-FCと5-FUを1:1に 混 合 した 溶 液 な

どで阻 止 円 直 径 に 及 ぼす 影 響 の有 無 を 検 討 した 。

3)組 織 内血 液 内濃 度 測 定 法

健 常 なFisher系 雄 性 ラ ッ ト(体 重約150g)1群5

匹 の 皮 下 に 名 古屋 大学 脳 神 経 外 科 吉 田 純 博士 よ り分 与

を受 け た ラ ッ ト由来 腫 瘍 細 胞EA-285glioma細 胞 を 大

約5×106cells/rat接 種 して腫 瘍 を 形 成 さ せ,接 種 約

30日 以 後 に腫 瘍 の 直 径 が約40mmに 成 長 した 後,5-FC

単 独 投 与 群 に は 腹 腔 内 に5-FC150mg/kg投 与 した後,

経 時 的 に 腫 瘍 お よび血 液 を 採 取 した 。

一 方 ,capsule留 置 群 の 場 合,腫 瘍 の 直 径が40mm

に 達 した 後,cellulose tube(Visking company)を 滅

菌 し,清 潔 操 作 でtubeの 一 端 を堅 く結 紮 した 後CDase

0-1ml(1I.U)/capsuleを 注 入 し,同 様 に 残 りの端 を

結 紮 しでCDase capsuleと した 。 こ のcapsuleを 腫

瘍 床 に 外 科 的 に 留 置 し,1週 間 後 に5-FC150mg/kg

を 腹 腔 内に 投 与,経 時 的 に 腫 瘍 な らび に 血 液 を 採 取 しそ

れ ぞれ の 薬 剤 濃 度 を 測 定 した 。

腫 瘍 組 織 は い ず れ もPBSを 用 い て25%乳 剤 とし,

5-FC,5-FUは 熱 に安 定 で あ る の で血 液 は血 清 に分 離

非 働 化 した 後,Thin layer cup法 に 従 い5-FCお よび

5-FUの 腫 瘍 な らび に血 中濃 度 を測 定 した
。

II.成 績

1)5-FCお よび5-FUに 対 す る感 受 性

Bioassayを 行 な うに 際 し,指 示 菌 を 選 択 す る 目的 で教

室 保 存 の 細 菌20株,CDase産 生 細 菌12株,真 菌20株

に つ い て のMICを 薬 剤 希釈 寒 天 平板 法 を用 い て測 定 し

た結 果,Micrococcus luteusATCC 10240株 が 細 菌

20株 中5-Fuに 最 も感 受 性 が 高 く,MICは0.025μg/

mlで あ った(Table1)。

CEas3産 生 細 菌12株 に つ い て 同 様 に 感 受 性 を 調 べた

結 果 ・ ほ とん どの菌 株 が5-FCに 対 し>100μg/mlの

MICを 示 した 。 一 方 ,5-FUに 関 して は 先 の 結 果 と比

較 して一 様 に 高 い感 受 性 を示 した が,-M.luteusのMIC

Table 1 Susceptibility of various test strains of bacteria to 5-Fluorocytosine (5 -FC) and
5-Fluorouracil (5-FU)

* Heart Infusion Agar (Difco) was used .
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Table 2 Susceptibility of various test strains of bacteria known as cytosine deaminase

producers to 5- Fluorocytosine (5- FC) and 5- Fluorourucil (5- FU).

* Heart Infusion Agar (Difco) was used .

Table 3 Susceptibility of various test strains of fungi to 5- Fluorocytosine (5- FC) and

5- Fluorouracil (5- FU).

* Yeast Morphology Agar (Difco) was used.
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に 相 当す る 菌株 は 見 当た らなか っ た(Table 2)。

真 菌 類,牲 に酵 母様 真 菌 類 は,5-FCに 対 して 高 い 感

受 性 を 示す こ とが 報 告 され て い る11,16,17)。教 室 保 存 株 に

つ い て5-FCな らび に5-FUに 対す るMICを 測 定 した

結 果,5-FCに 対 して はCandida albicans, Candida

tropicaliSは0.1μg/ml,Saccharomyces cerevisiae

AKU 4100は0.4μg/mlと 感受 性 を示 した 。

一 方,5-FUに 対 す るMICがCandida属 の 菌 株 で

は>100μg/mlで あ っ たが,S.cerevisiae AKU 4100

で は0,4μg/mlと5-FCと 全 く同様 の感 受 性 で あ った

(Table 3)。

以 上 の結 果 よ り5-FC,5-FUに 対す る感 受 性 が 高 い

点,培 養 の容 易な 点 を 考 慮 し,Bioassayを 行 な うに 際

しM.luteus ATCC 10240株 を5-FUのS. cerevisiae

AKU 4100株 を5-FCの 指 示 菌 と して 以下 の実 験 を 行

な った。

2)Bioassay

a)標 準曲 線 の 検 討

5-FC,5-FUの 各 標 準 液 を0.01～100μg/mlの 範 囲

で 作 製 し,薬 剤 の 濃 度(μg/ml)の 対 数値 を横 軸 に,阻

止 円 直 径 の平 均 値(mm)を 縦 軸 に と り,濃 度 と阻 止 円

直 径 の 関 係 を検 討 した。

M.luteusの 場 合,5-FUに 対 して 高 い鋭 敏度 を 示 し

0.01μg/mlで も阻 止 円 を形 成 し,直 線 関 係 は0.025～

100μg/mlの 範 囲 で 成 立 した 。

一 方 ,5-FCで は5～100μg/mlの 範 囲 で しか 直 線 関

係 を認 め ず,か つ100μg/mlで も阻 止 円 直 径 は30mm

に 満 た な か った。5-FCに 対 す る本 株 の 標 準 曲線 は鋭 敏

度 が 低 く,5-FUの そ れ とは対 照 的 で あ った(Fig.1)。

Fig. 1 Comparison of zone diameters of 5- Fluoro-
cytosine (5- FC) and 5- Fluorouracil (5- FU)
on Micrococcus luteus A TCC 10240 by the
thin layer cup method.

一 方 ,S.cerevisiae AKU 4100株 の 場 合5-FCと5-

FUの 標 準 曲 線 は 全 く同 一 の パ ター ン を 示 し た(Fig.

2)。

b)5-FC,5-FU共 存 下 で のBioassay

5-FC,5-FU共 存 状 態 の 試料 で阻 止 円 に及 峰 す 影 響

を検 討 す る 周的 で 等 濃 度 の5-FC,5-FUを1:1に 混

合 した 各種 濃 度 の 溶 液 を 鯛 製 し てBioassayを 行な っ

た 。

得 られ た 曲 線 と5-FC,5-FU単 独 の そ れ ぞれ の標準

曲線 とを比 較 す る と,M.luteusの 場 合,混 合 液 を用い

て 得 た曲 線 と5-FU単 独 の 標準 曲 線 との 間 に差 は認 め ら

れ なか っ た 。即 ち,5-FC,5-FU共 存下 でM. luteus

は5-FC濃 度 に は 影 響 を受 けず5-FU単 独 の阻 止 円直径

に一 致 す る こ とが 判 明 した(Fig.3)。

一 方,S.cerevisiae AKU 4100株 の場 合,混 合 液で

得 た曲 線 と5-FU単 独 の 標 準曲 線 の 傾 きは全 く同様 であ

っ たが,阻 止 円直 径 に 関 して 混 合液 を用 い た方 が増 大 し

て い る こ とが 示 され た 。 換 言す れ ば 混 合 液 を用 い て得た

パ タ ー ンは2倍 濃 度 の5-FUの バ タ ー ン と一 致 した。

一 例 を挙 げ る と,1ml当 り5-FC 5μg,5-FU 5μg

含 む混 合液 を用 い て 得 た 阻 止 円 直径 は2倍 濃度 の5-FU

l0ug/mlの 阻 止 円 直 径 と全 く同様 で あ った(Fig.4)。

さ らに この 関 係 を 明 確 に させ るた め に,5-FCと5-FU

の 和 が50μg/mlと な る よ うな種 々の 組み 合 わ せの混合

液 を 用 い てM.luteusとS.cerevisiaeの 阻 止 円直径 の

実 測 値 と混 合 液 中 の5-FCと5-FUの 濃 度 との 関係につ

い て 検 討す る と,M.luteusで は 先 の結 果 同様5-FCの

影 響 を 全 く受 け な い こ とが わ か り,CDaseを 産 生す る

s.cerevisiaeで は5-FCが5-FUに 転 換 され るために

Fig. 2 Comparison of zone diameters of 5- Fluoro-
cytosine (5- FC) and 5- Fluorouracil (5- FU)
on Saccharomyces cerevisiae AKU 4100 by
the thin layer cup method.
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Fig. 3 Comparison of zone diameters with Micro-
Coccus luteus ATCC 10240 between 5- Fluoro-
cytosine (5- FC) and 5- FC+ 5- Fluorouracil

(5- FU) by the thin layer cup method.

常に一定の阻止 円直径,即 ち5-FU50ug/mlの 時の阻

止円直径と同操の直径を示す ことが 判 明 し た(Table

4)。

c)Competitive inhibitionと5-FC耐 性

5-FCな どフッ化 ピリミジン系核酸(DNA)合 成 阻害

剤は,プ リン,ピ リミジンを含む ナチ ュラルアナ ログの

共存状態下では共に真菌細胞内に取 り込まれ,核 酸合成

阻害の効果が半減す ること11,23)が知 られている。われわ

れはYMA培 地を 用 いS.cenvisiaeの5-FCに 対す

るMICを 測定して0.4μg/mlとSHADOMY11)と 同じ

成績を得た。

またcup内 に非働化済み 血清 お よび 加熱処理済み ラ

ット肝臓工マルジ ョンに5-FC,5-FUを 加 えた ものを

入れて阻止円直径に影響を及ぼすか否かを検討 したが,

Fig. 4 Comparison of zone diameters with Sac-
charotnyces cerevisiae AKU 4100 between 5-
Fluorocytosine (5- FC) and 5- FC+ 5-Fluo-
rouracil(5- FU) by the thin layer cup method.

その影響は認められなか った。

なお,現 在までの ところ指示 菌か ら耐性菌の出現 は認

めていない。

以上の結 果か ら5-FC,5-FU共 存状態での5-FUの

定量にはM.luteusを 用 い て 測 定 し,5-FC量 はS.

cereisiaeの 測定値 よ り5-FU量 を 減 じて求め られる

ことが 明 らかに されたc

3)組 織 内血液内濃度

以上 の結果を考慮 して,腫 瘍 内お よび血 中の5-FCな

らびに 転換5-FU量 を測定 した。

i.5-FC単 独投与群

ラッ ト腹腔 内に5-FC 150mg/kg投 与1時 間後に5-

FC量 は ピー クに達 し,腫 瘍内100～144ug/g,血 中200

～284ug/mlを 示 した。投与2～4時 間後には腫瘍内 レ

Table 4 Relationships between mixed solution and patterns of diameter of inhibitory zone .
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Fig. 5 Concentration of 5-Fluorocytosine (5-FC)

in the serum and the tumor tissue.

5-FC concentration in the serum •Z-•Z, in

the tumor tissue •œ-•œ

Dose: 5-FC 150 mg/kg/rat ip challenge

ベ ルは 約1/3に 低 下 し,血 中 レベ ルは 約1/5に 低 下 し,

そ の後 漸 次 減 少 の 傾 向 を示 した(Fig5)。

ii.CDase capsule留 置 群

一 方 ,CDase capsule留 置 群 の5-FC量 は,5-FC

単 独投 与 群 と 同様,腫 瘍 内,血 中 共 に5-FC 150mg/kg

ラ ッ ト腹 腔 内投 与1時 間 後 に 最 高値 を示 し,腫 瘍 内85

μg/g,血 中96μg/mlを 示 した 。 そ の後 漸次 減 少 した が

8時 間 後 で も5-FC単 独 投 与 群 同様 双方 とも約10μg/ml

の レベ ル を維 持 して い た 。

転 換5-FU量 は,投 与2時 間後 に腫 瘍 内8μg/g,血

中0.2μg/mlと 最 高 値 を 示 した 。 そ の後5-FC同 様 徐

々 に 減 少 したが,8時 間 後 で も腫 瘍 内 で0.6μg/gの レ

ベ ルを 維 持 して い る こ とが わ か った が,血 中 で は0.02

μg/mlとM.luteusを 用 い た 場 合 の 検 出可 能 限 界 ま で

低 下 す る こ とが 判 明 した(Fig. 6)。

III.考 察

In vivoで の5-FCお よび5-FUの 組 織 内濃 度 測 定

に 関す る研 究 は,小 田切 ら18)が患 者 血 漿 中 の5-FCと

5-FUの 同時 測 定 を 高 速 液 体 ク ロマ トグラ フ ィーを 用 い

て 行 な っ た報 告 のみ で あ る。 一 方,Bioassay法 に よ る

測 定 で は,5-FCも し くは5-FUの 単 独 測 定法 に関 す る

報 告10～15)のみ で あ る。

逸 見 ら15)は5-FUのBioassayに 用 いた 指 示 菌M.lu-

teus ATCC 10240株 がMIC 0.002μg/mlと 高 い感 受

性 を 示 し,Agar well法 を 用 い て5-FUの 定 量 を行 な

い0.004μg/mlま で 測 定 が 可 能 で あ る と報 告 した。

わ れ わ れ も教 室保 存 菌 株 の 中 で5-FUに 最 も感 受 性 の

Fig. 6 Concentration of 5-Fluorocytosine (5-FC)

and converted 5-Fluorouracil (5-FU) in the

serum and the tumor tissue. Implanting cy-

tosine deaminase capsule (1 I. U./ capsule) a

week after to assay

5-FC concentration in the serum 0-0, in

the tumor •œ-•œ, converted 5-FU concentration

in the serum •Z-•Z, in the tumor tissue •œ-•œ

高 か ったM.luteus　 ATCC　 10240株 をBioassayの 指

示 菌 と してThin　 layer　 cup法 に 従 って 標 準 曲 線 を 作製

した 。 そ の 結 果,測 定 可 能 な 限 界 は0.02μg/mlと 若 干

感 度 は 鈍 か った が 小 田切 ら18)な らび にDIASIOら19)の 高

速 液 体 クロ マ トグ ラ フ ィーの 検 出 限 界20μg/mlと 比 較

して も遜 色 が な い と考 え られ た 。

また,M.luteusを 用 い5―FCの 標 準 曲線 を作 製 し

5-FUの 標 準 曲 線 と比 較 した 結 果,5-FUの 標 準 曲線 に

比 べ5-FCの 標 準 曲 線 の 感 度 は 著 し く低 く,5-FCと5-

FUを 含 む 混 合 液 を 用 い た 場 合,5-FC共 存 下 で も5-FU

の 阻止 円 に マ ス クされ5―FC50μg/mlま で影 響 を認 め

な か った 。

この結 果 よ り,M.luteusを 指示 菌 とす れ ば5-FU量

が 容 易 に 測 定 で き る こ とが 明 らか と な った 。

一 方 ,5-FCのin vitroの 抗 菌 活 性 と りわ け抗 真 菌

活 性 に 関 す る 報 告11,16,17,23)は少 な くな い し,ま た5-FC

の 定 量,特 にBioassayに 関す る研 究 も数 多 く報 告11)さ

れ て い る。SHADOMY11)は5-FCのCompetitive inhi-

bitionの 問 題 につ い て も 触 れYeast Nitrogen Base

(YNB)培 地 の 使 用 で5-FCに 対 す る 感受 性が 高 くなる

こ とを 報 告 し,さ ら に5-FCに 最 も感受 性 の 高か った

S.cerevisiaeを 用 い,Bioassayで 患 者血 清 中 の5-FC

量 を測 定 し測 定 限 界 が0.4μg/mlで あ った と報 告 した。
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また,岩 田 ら17)はYNB培 地 にL-asparagineとde-

xtroseを 添 加 したYMA培 地 を用 い てSHADOMYと 同

様のMICを 得て い る。 わ れ わ れ も 同様 の 結 果 を 得 た が,

S.cerevisiaeは5-FUに も 同 じ0.4μg/mlのMIC

を示し,さ らに5-FCと5-FUの 標 準液 を 用 い て 阻 止 門

直径 と薬 剤濃 度 の関 係 を み た と ころ5-FCと5-FUの 標

準曲線が一 致 す る結 果 を 得 た。

この理 由 と して,JUNDら8)が 指 摘 した よ うにS.ccrc-

visiaeに おい て5-FCがcytosine permeaseに よ り

細胞内に移入 し細 胞 内CDaseに よ り5-FUに 変わ る

ため と考 え られ,CDase産 生 細 菌 の感 受 性 が 他 の 細 菌

と同様 低か った のは,こ のcytosinc pcrmeaseを 欠 如

し,細 胞 質内に 移 入 され ない た め と 考え られ た。

担癌 ラ ッ ト腫 瘍 床 にCDase caPSuleを 留 置 し5-FC

を投与 した治療 実 験 で の組 織 内,血 中 の5-FCな らび に

転換5-FU量 を5-FC値=(S.cer8visiaeに よ り示 さ

れた値)-(M.luteusに よ り示 さ れ た 値,即 ち5-FU

量)の 関係 式に 従 い求 め る と,5-FCは 投 与1時 間 後 に

ピー クに達 し腫 瘍 内85μg/g,血 中96μg/mlを 示 した

後漸次減 少 した 。 量的 に は5-FC単 独 投 与 群 で は 腫 瘍

内,血 中共 に最 高値 はcapsule留 置 群 の約2倍 量 の 値 を

示したが5-FC投 与1時 間 徒 に ピー クを有 す る 同様 の パ

ターンを示 した 。 小 田切 ら20)は,14 Cで 標 識 され た5-FC

100μg/kgを ラ ッ トに 経 口投 与 した 後,放 射 活 性 の 血 中

濃度推移につ い て報 告 し,こ の 中 で5-FCは 投 与1～2

時間で ピークに達 し約30μg/mlで,そ の 後 減 少 傾 向 を

辿った と述べ て い るが,わ れ わ れ のin vivo実 験 で 得

た値は,そ れ と比 較 して5-FC単 独投 与 群 で 約10倍 ,

capsule留 置群 で は 約3倍 高か った が5-FCの 増 減 の バ

ター ンにつ い ては 同 様 で あ った 。

一方
.転 換5-FU量 は腫 瘍 内,血 中 共 に5-FC投 与2

時間後に ピー クに 達 し5-FCの ピー クの 出 現 よ り1時 間

遅れる ことがわ か った 。5-FU[2-14 C]を ラ ッ トに 経 口

投与お よび 静脈 内 注 射 した 後,5-FUの 生 体 内 推 移 を み

た穴田 ら13)の報 告 で は,5-FUは 血 中 に 速 や か に 出 現す

ると報告 してい る こ とか ら,5-FCのdeaminationに

時間を要 す るた め転 換 され た5-FUの ピー クが5-FCの

ピーク出現 か ら1時 間 遅 れ た と考 え た 。
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FUNDAMENTAL STUDY ON THE MICROBIOLOGICAL ASSAY FOR THE

DIFFERENTIAL QUANTITATION OF 5-FLUOROCYTOSINE (5-FC) AND

5-FLUOROURACIL (5-FU) AND ITS APPLICATION.

NORIMI YAMAMOTO, TADASHI NISHIYAMA*, TOMIYOSHI ITO,

EIKI TANIMURA and AKIO OHYAMA
Department of Microbiology and Department of Neurosurgery*,

Kansai Medical University

We have already reported the newly developed local chemotherapy of cancer, in which intratumoral

conversion of 5-FC to 5-FU by extrinsic cytosine deaminase (CDase) implanted to the tumor is expected

to induce antineoplastic activity at a local site with minimal systemic toxicities. Determination of the

tissue concentration of both 5-FC and converted 5-FU is, therefore, very important for evaluating

the antineoplastic effects of this local chemotherapy. In this report, we discussed the usefulness of

the microbiological assay (Thin layer cup method) using 2 test organisms for the differential quan-

titation of the drugs in the same material and investigated the tissue concentrations of the drugs in

the tumor and the serum.

In vitro studies; The standard curves for 5-FC and 5-FU were obtained by measurement of the

zones of inhibition using standard solutions of the drugs. In the used bacteria and the fungi, Micrococcus

luteus ATCC 10240 was found to be the most sensitive organism to 5-FU (MIC=0. 025 ƒÊg/ml). On

the other hand, Saccharomyces cerevisiae AKU 4100 was sensitive to 5-FC (MIC=0. 4 ƒÊg/ml), but

had the same sensitivity to 5-FU. The standard curve of M. luteus was affected only by the con-

centration of 5-FU under the various combinations with 5-FC and 5-FU. On the contrary, the stan-

dard curve of S. cerevisiae was affected by the concentration of the sum of both drugs. The con-

centration of 5-FC (C) in the sample mixed with 5-FC and 5-FU, therefore, could be determined by

the difference between the value (A) obtained by S. cerevisiae and that (B) obtained by M. luteus

(C=A-B), although the concentration of 5-FU was calculated as (B).

In vivo studies; based on these results, we have made the differential quantitation of the drugs in

the practical experiments. 5-FC were administered intraperitoneally to the rats bearing subcutaneous

tumors which were previously implanted with the CDase containing capsule at the tumor bed. The

pattern of 5-FC concentration curves of the serum and the tumor tissue showed a close similarity.

At 1 hour after the administration, 5-FC attained to maximum and were estimated to be 96 ƒÊg/ml in

the serum and 85 jig/g in the tumor. The converted 5-FU attained to maximum at 2 hours and were

estimated to be 8 ƒÊg/ml. 5-FU passed into the blood stream was only 2. 5% of that in the tumor.


