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5-fluorouracil(5-FU)に 高 感受性 の ヌ)ー ドマ ウス移植 ヒ ト胃癌株(皮 下移植腫瘍)を 用 い,5-FU

20mg/kg連 日経 口投 与(20mg/kg p.o.)と10mg/kg連 日腹腔 内投与(10mg/kgi.p.)の 抗 腫瘍効

果 を比較検 討 した。 また,腫 瘍 内DNAに 対 す る作用 の指 標 としてthymidylate8ynthase(TS)縞 合

能 を,RNAに 対 す る作 用の指標 としてRNA中 に取 込 まれ た5-FU(F-RNA)濃 度 を測定 した。治療

に よる体重減 少率には両群 問に有 意差 を認め なか ったが,20mg/kg p.o.群 は10mg/kgi.p.群 に比べ,

実験 の全期 間を通 じて有意 に強 い腫 瘍増殖抑 制効 果 を示 した(P<0.05)。 相 対腫瘍 重量 にお けるT/C

比 の 最小値 は20mg/kgP.o.群 で は9.97%,10mg/kgi.p.群 で は48.1%で あ った。5-FU単 回投 与

に よるTSお よびF-RNAに 対 す る作用 は一過性 であ ったが,20mg/kg p.o.群 と10mg/kg i.P.群 の

成績 に は差 を認め なか った。 一方,5-FU連 続 投与 ではTS阻 害率お よびF1-RNA値 は治療 日数が長 く

なるほ ど増大す る傾 向 を認 めたが,や は り20mg/kg p.o.群 と10mg/kg i.p.群 の 成績 には差 を認めな

かった。以上よ り,5-FUの 経 口投与 は投 与量 を2倍 程 度増加 するこ とに よ り,腹 腔 内投与 に匹敵す る

効 果 を期待 し得 る と考 えられ た。
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5-fluorouracil(5-FU)は 代表的な代謝拮抗薬であり,そ

の効果はin vitroの検討では,薬 剤濃度よりも,有 効濃度以

上の薬剤との接触時間に依存すると考えられている"。また,

臨床では投与時間を長くするほど副作用が軽減すると報告さ

れている2)。したがって,5。FUの 投与法としては持続点滴

静注や持続動注などの持続投与法が推奨されているが,こ の

ためには入院または特殊な処置を必要とする。一方,5-FU

は消化管からある程度の吸収が期待でき,外 来通院で長期間

にわたる治療が可能であることから,我 が国では経口投与に

よる治療が許可され普及している。

我々は5-FUに 高感受性を示すヌードマウス移植ヒト胃

癌株(皮 下移植腫瘍)に 対し,5-FIUを 経口および腹腔内投

与し,肋 ひiooにおける腫瘍増殖抑制効果とともに,腫 瘍内

のDNAお よびRNAに 対する作用を比較検討したので報告

する。

1.材 料 と 方 法

動物は三共ラボサービス(株)か ら購入したBALB/c

ヌー ドマウス(体 重20～259の 雄)を 用いた。薬剤は

協和発酵工業(株)よ り供与 された注射用5-FUを 使

用 した。腹腔内投与では10mglkgを,経 口投与では

20mg/kgを1日1回,連 日投与 した。腫瘍は名古屋大

学医学部で樹立され,5-FUに 高感受性のヒ ト胃癌株,

SC-1-NU(低 分化型腺癌)を 用いた03mm角 に細切

した腫瘍ブロック1個 をマウスの両側背部に皮下移植

した。腫瘍移植後は週3回,腫 瘍の長径(L)と 短径

(W)をmm単 位で計測 し,推 定腫瘍重量(L×W2/2,

mg)を 算出した。

治療実験は推定腫瘍重量が100～300mgに 達した時

点で開始 した。治療開始後は対照群お よび各治療群に

ついて相対腫瘍重量,す なわち各測定時の推定腫瘍重

量(Wi)と 治療開始時の推定腫瘍重量(Wo)と の比

(W/Wo)を 求めた。 また,各 測定時の実測体重から推

定腫瘍重量を引いて推定体重(BWi)を 算出し,治 療開

始時 の推 定体 重(BWo)に 対す る比(相 対体 重,

BWBW。)を 求めた。推計学的検定にはt検 定を用い,

p<0.05を 有意差あ りとした。

腫瘍内のDNAお よびRNAに 対する作用を知るため

に,5-FU単 回投与後0.5,1,2お よび4日 後に腫瘍を

摘出した。また,治 療実験途中の8,16お よび24日 目

にも腫瘍を摘出した。各時点で摘出した腫瘍はただち

に凍結し,測 定時 まで-80℃ で保存した。

DNAに 対する作用の指標 として,Spearsら3)の 方法

に準 じてthymidylate synthase(TS)活 性を測定した。

腫瘍組織ホモジネー トを超音波処理 し,高 速遠心分離

によりサイ トゾル画分を採取 した。これを二分 し,一

方はそのまま(TS free),他 はpH8.1の 重炭酸アンモ

ニ ウムバ ツフ ァー(300mM NH4HCO3,100 mM

2-mercaptoethanol,100 mM NaF,15 mM cytidy-
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late)と 等 量混和 し,25℃ で3時 間 インキ ュベ ー トし

た後(TS total),3Hラ ベ ル した5-fluorodeoxyuridine

monophosphate(3H-FdUMP)お よ び5,10-methyl-

enetetrahydrofblate(5,10-CH2FH4)と 反 応 させ,生

ず るtemary complexの 放 射 活 性 を測 定 した 。TS

tota1に 対 す るTS complex(TStota1-TS free)の 百

分 率 を求め,TS阻 害 率 と した。

RNAに 対 す る作用 の指標 として,RNA中 に 取 り込

まれ た5-FU濃 度(F-RNA)を 測 定 した。Schmidt

-Thahhauser-Schneider法4)に よ り腫痛組 織ホモ ジネ

ー トよ りRNAを 抽 出 した
。 これ を塩酸 で加水 分解 し

た後,5-FUを 抽 出 ・精 製 し,キ ャピラ リー ガス ク ロ

マ トグラフマス スペ ク トロメ トリー(GC-MS)に よ り

測定 した5)。

n.成 績

1.腫 傷 増殖抑制 効果 と副作用

5-FUのSC-1-NUに 対 す る腫瘍 増殖抑 制効果 を相

対腫瘍 重量 におけ るTlc比 の 推 移で示 した(Fig.1)。

腫 瘍内DNAお よびRNAに 対 す る作用 の検討用 にマ ウ

ス を屠殺 した ため,腫 瘍 数が 経 時的 に減 少 して い る。

10mg/kg腹 腔 内投 与群(10mg/kgi.p.群)で は治療

開始後8日 目まで,20mg/kg経 口投与群(20mg/kgp.

o.群)で は12日 目 までT/C比 の 急 速な低 下 を認 め,

各 々58.7%,18.1%に 達 した。以後,T/C比 は 緩や

かに低 下 し,実 験 終了時(24日 日)に は各 々48.1%,

9.97%に 達 した。治療群 間の比較で は,20mg/kgP.

o.群 は10mg/kg i.p.群 に比 べ,治 療実験 の全 期間中

を通 じて有 意 に 良好 な増 殖 抑 制 効 果 を示 した(P<

0.05)。 さ らに,両 群の成績 の比 を縦 軸に,治 療 期間 を

横 軸 に とる と,両 者の 間 には有 意の正 の相 関関係 を認

め た(Fig2,r=0.989,P<0.001)。

Fig. 1. Antitumor effect of 5-fluorouracil by oral and

intraperitoneal administration. Each point shows

mean •} standard error. The number of samples

decreased with time for measurement of TS and

F-RNA.*P< 0.05,**P< 0.01,***P<

0.001

相 対体 重の推 移をFig。3に 示 した。治療 開始後6日

圓 と8日 目において,20mg/kgp.o,群 の 相対体 重は

10mg瓶gi,p,群 の それ に比べ 低 い傾 向 を示 した(P<

0.10)が,そ れ以後 は両群間 に差 を謬め なか った。 相対

体 電 の 最小 値 は,10mg/kg i.p,群 で は0,793,20

mg/kg p.o,群 で は0,820で あ った。

2.脾 瘍内TSに 対 する作用

今回検討 したSC-1-NUの 無 処 置対照 群(n=5)の

TS tota1は51.9±5.41 pmol/g-tiggueで あ った。

5-FU単 回投 与後 のTSの 変化 をFig,4に 示 した。

TStotalは5日FU投 与 後1日 目か ら2日 目にかけて高

値 を示 し,4日 目に対 照群 の レベ ルに復 した。TS free

は5-FU投 与 後0.5日 目には低値 を示 したが,1日 日に

は対照群の レベ ルに復 した。TS oomplexは5-FU投 与

後1口 目まで は20～25pmol/g-tissueを 維 持 して いた

が,以 後急 速 に減少 した。TS阻 害 率 は5-FU投 与 後

0.5日 目では40%前 後,1日 目で は30%以 上 を呈 し

たが,以 後急速 に低 下 した。

Fig. 2. Correlation between the duration of treatment
and the ratio of effects by 20 mg/kg p. o. to those by

10mg/kg i. p..

Fig. 3. Changes in relative body weight after treatment.

Each point shows mean •} standard error . The num-

ber of mice decreased with time for measurement of

TS and F-RNA.
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a. TS total (pmol/g-tissue) b. TS free (pmol/g-tissue)

c. TS complex (pmol/g-tissue) d. TS inhibition rate (%)

Fig. 4. Timely change of thymidylate synthase after sin-

gle dosage of 5-fluorouracil.

a. TS total (pmol/g-tissue) b. TS free (pmol/g-tissue)

c. TS complex (pmol/g-tissue) d. TS inhibition (%)

Fig. 5. Timely change of thymidylate synthase after suc-

cessive dosage of 5-fluorouracil.

5-FU連 続 投 与後 のTSの 変 化 をFig.5に 示 した。

TStota1,TS freeは と もに徐 々 に減少 す る傾 向を認め

たが,TS complexは20pmol/g-tissue前 後 で,ほ ぼ一

定 した レベ ルを保 っていた。 この ため,TS阻 害 率 は次

第 に上昇 し,16日 目以 降は50～60%の 高 値 に達 した。

以上 の変化 は10mg/kgi.p.群 と20mglkg p.o.群 に共

通 してみ られ,両 群 の成績 には差 を認め なか った。

3.腫 瘍 内F-RNAに 対 す る作 用

5-FU投 与 に よるF-RNAの 変 化 をFig.6に 示 した。

5-FU単 回投与 後のF-RNAは0.5日 目か ら1日 目にか

けて20ng/mg-RNA前 後 の ピー クを示 し,2日 目まで

高値 を維持 して いた。5-FU連 続 投 与後のF-RNAは 投

与 日数 が 増 す ほ ど 高 値 と な り,24日 目 に は90

ng/mg-RNA以 上 に達 した。TSと 同様 に,10mg/kgi.

p.群 と20mg/kg p.o.群 の 成績 はほぼ 同等 で,明 らか

な差 を認め なか った。

III.考 察

抗癌 化学療法 を成功 させ るため には,強 力 な寛解導入

a. Change after single dosage

b. Change after successive dosage

Fig. 6. Timely change of F-RNA after single and succes-

sive dosage of 5-fluorouracil.

療法だけでなく,有 効な寛解維持療法も不可欠と思われ

る。5-FUは 代表的な代謝拮抗薬の一つであり,胃 癌 を

は じめ とす る消化器癌 に対する多剤併用療法やbio-

chemical modulationのkey drugと して使用 されてい

る。―方,5-FUに は重篤な副作用が少なく,長 期投与

が可能であることか ら寛解維持療法に,ま た外科領域で

は根治手術後のadjuvant chemotherapyに 広 く使用さ

れている。

5-FUは 消化管か らある程度の吸収が期待できるこ

と,ま た低濃度であっても長時間にわたって血中濃度が

維持できれば,理 論的には効果が期待できることか ら,

我が国では1975年 に経口投与による治療が承認 され

た。一方,消 化管か ら吸収された5-FUは 門脈血中で

は高濃度を示すが,肝 臓に達するとdihydropyrimidine

dehydrogenaseに より分解されるため,5-FUの 全身血

中濃度は上がらないとの指摘 もある6)。

そこで,我 々は5-FUに 高感受性のヌー ドマウス移

植ヒ ト胃癌株 を用い,5-FU経 口投与の抗腫瘍効果を再

検討 した。穴田ら7)は,マ ウスを用いた基礎的検討で,

5-FU経 口投与時の血中および腫瘍内5-FU濃 度は静脈

内投与時の約1/2に 相当し,投 与量を増加 させることに

より静脈内投与時に匹敵する抗腫瘍効果が得 られたと報

告 している。この成績を参考にして,今 回は経口投与の

投与量を腹腔内投与の2倍 に設定した。

この結果,治 療による体重減少率には両群問に有意差

を認めなかったが,20mg/kg p.o.群 は治療実験の全期

間を通 じて10mg/kg i.p.群 よりも有意に強い抗腫瘍効

果を示 した。別時点での実験8)だ が,20mg/kgを 連 日

腹腔内投与した際のTIC比 は,3日 目79.3%,5日 目

49.4%,7日 目30.5%,10日 目14.6%,14日 目
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8.44%,19日 目5.17%,24日 目3.70%,28日 目

3.46%で あり,今 回の20mg/kg P.o.群 の成績はこれ

に匹敵する成績 と思われた。なお,20mg/kg p.o.群 と

10mg/kg i.p.群 の成績の差は,治 療 日数が長 くなるほ

ど大きくなってお り,5-FUの 投与法による成績の差を

検出するためには,従 来の治療実験プロトコール9)よ り

も長期にわたる投与お よび観察が必要と考えられた。

5-FU投 与後のTSお よびF-RNAの 変化は,投 与後

速やか に発現するが,一 過性である とされている3,5)。

今回の検討では5-FU投 与直後の測定は行 っていない

が,TSに 対す る作用は,投 与からもっとも近い0.5あ

るいは1日 目に最大で,そ れ以降急激に低下 しており,

従来の報告と矛盾 しないと考えられた。5-FUの 血中消

失半減期は10～20分 と短 く,有 効血中濃度を維持する

ために持続点滴静注投 与が推奨されている。 しか し,

bolusで 投与した5-FUの 作用は一過性 とはいうもの

の,1日 程度は持続 してお り,ま た,連 日投与ではTS

阻害率およびF-RNA値 が次第に増大する傾向を認めた

ことから,1日1回 の間歇投与でも効果を期待 しうると

考えられた。

いずれにしても,腫 瘍内TSお よびF-RNAに 対する

作用には,20mg/kg p.o.群 と10mg/kg i.p.群 の間で

差を認めなかったことより,5-FUは 経口投与でも2倍

程度投与量を増すことにより,腹 腔内投与に匹敵する作

用が期待で きると考えられた。なお,両 群の腫瘍内TS

お よびF-RNAに 対する作用が同等であ りなが ら,in

vivoに おける抗腫瘍効果に有意差が生 じた理由は不明

であ り,今 後さらに検討 を加 える必要があると思われ

る。

経口投与による治療は,外 来通院による寛解維持療法

を可能とすることか ら,癌 患者にとって大きなメリット

となろう。今後,投 与法の工夫により,5-FUの 経口投

与が静脈内投与に匹敵する抗腫瘍効果をもたらす ことが

期待 される。

稿を終るにあた り,TSお よびF-RNAの 測定にご協

力いただいた協和発酵工業(株)に 感謝 します。 また,

動物の飼育管理にご協力いただいた本学中央動物施設の

田村 弘助教授および職員各位に感謝 します。
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An experimental study on the effect of oral administration of 5-fluorouracil,

using a human stomach cancer xenograft in nude mice

Yuji Hanatani, Susumu Kodaira, Tatsuo Asagoe,

Hiroshi Miyoshi and Nobuhiko Nagaoka

First Department of Surgery, Teikyo University School of Medicine, Tokyo, Japan

We examined the antitumor effect of 5-fluorouracil (5-FU) by daily oral (p. o.) administration of
20 mg/kg compared with that by daily intraperitoneal (i. p.) administration of 10 mg/kg. A
5-FU-sensitive human stomach cancer xenograft (SC-1-NU) was used for the experiment. We also
measured the binding capacity of thymidylate synthase (TS) and 5-FU incorporated into RNA

(F-RNA) for the effect on DNA and RNA, respectively. Antitumor effects of 5-FU by 20 mg/kg p.
o. were significantly stronger than those by 10 mg/kg i. p., throughout the experimental period
(P<0.05). The minimum TIC ratios were 9.97% for 20 mg/kg p. o. and 48.1% for 10 mg/kg i. p..
The effects of a single dose of 5-FU on TS and F-RNA were transient, whereas the TS inhibition
rate and F-RNA content were gradually increased after successive doses of 5-FU. In both cases,
no differences were seen between the effects of 20 mg/kg p. o. and 10 mg/kg i. p.. It was consid-
ered that the effect of a large dose of 5-FU given orally could be equivalent to that given
intraperitoneally.




