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【要旨】胃癌症例35例を対象とし、フローサイトメトリーを利用して腫瘍細胞と正常細胞における

Pyrimidine　Nuculeoside　Phosphorylase（PyNPase）の発現率および発現量を比較した。また、腫瘍細胞内の

PyNPase発現量と組織学的因子（壁深達度（pT）、リンパ管侵襲（1y）、静脈侵襲（v）、リンパ節転移（pN））と

の関連性について検討した。1）腫瘍細胞におけるPyNPase発現率は、正常細胞と比較して有意差は認めら

れなかった。2）腫瘍細胞におけるPyNPase発現量は、正常細胞と比較して有意（p＜0．Ol）に高値であった。

3）腫瘍細胞におけるPyNPase発現量とpTおよびpN＊との問に有意（p〈0．05，＊p＜0．Ol）な正の相関を認

めた。以上より、腫瘍細胞のPyNPase発現量贈進は腫瘍の局所浸潤を高めリンパ節転移に関与することが示

唆された。

はじめに

　Pyrimidine　Nucleoside　Phosphorylase（以下、

PyNPaseと略）は5t－deoxy－5一且uorouridine（以下、5t－

DFURと略）を5－fluorouracil（以下、5－FUと略）に

変換する作用をもち、ピリミジン系ヌクレオシドを加

リン酸分解する酵素の総称で、核酸代謝のSalvage経

路をになう1）。ヒトでは主にthymidine　phosphorylase

（以下、TdRPaseと略）が、マウスではuridine　phos－

phorylaseが、これに相当する2）3＞。

　PyNPase／TdRPaseは血小板由来血管内皮細胞増殖

因子（PD－ECGF：platelet－derived　endothelial　celI

growth　factor）と同一蛋白であり、従来血管新生に関

与することが報告されている4）5）。マウス結腸癌26由

来の癌性悪液質を強く誘導する株では、あまり誘導し

ない株と比較してPyNPase活性が高く6）、またras遺

伝子を癌細胞に導入することによりPyNPase活性が

上昇すること7）など、PyNpaseと癌の悪性度との関連

性について多数報告されている8）一12）。しかし、PyNPase

は非腫瘍細胞にも存在することから、腫瘍組織内活性

値あるいは血清値が腫瘍細胞内のPyNPase量をどの

程度反映しているのか明らかではない。

　本研究では胃癌症例を対象として、フローサイトメ

トリーを利用しDNA量より腫瘍細胞と非腫瘍細胞

を分類し13）、両者のPyNPase発現率および発現量を定

量化し比較した。また、腫瘍細胞内のPyNpase発現と

胃癌の組織学的因子との関連性を明らかにすること

を目的とした。

対象および方法

1．対象

　平成12年2月より平成14年12月までに胃切除術

を施行された、術前無治療の胃癌35症例を対象とし

た。内訳は、男性22例、女性13例、年齢34歳～78歳

（平均年齢64．5歳）であった。病理組織学的所見の内

訳は、胃壁深達度（pT）1：5例、2：15例、3：13例、

4：2例，リンパ管侵襲（ly）0：5例、1：15例、2：5

例、3：10例、静脈侵襲（v）0：7例、1：15例、2：8
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例、3：5例、リンパ節転移（pN）0：15例、1：7例、

2：8例、3：5例であった。組織型の内訳は、乳頭腺癌

（pap）：3例、管状腺管癌（tub）：20例、低分化腺癌

（por）：7例、印環細胞癌：3例、粘液癌（muc）：2例で

あった。Scirrhous　cartinomaは本研究の対象から除外

した。また、病理組織学的記載は胃癌取り扱い規約第

13版14）に従った。また、本研究は東京医科大学の倫理

規定に則って行われた。

2．フローサイトメトリー法

　胃切除後直ちに腫瘍部および非腫瘍部より検体を

採取、保存（4℃FBS加PBS液）の後、24時間以内に

細切後、単離細胞を採取、PBS液にて洗浄し、細胞数

を1×107個／mlに調整した。　Lysing　Solution，　Per－

meabilizinng　Solutionを添加後、1次抗体として抗

TdRPase抗体（日本ロッシュ）を用い、反応後2次抗

体（BECTON　DICKINSON社FITC標識）
propidium　iodine（以下P．1．と略）を添加し、フローサ

イトメトリー（BECTON　DICKrNSON社FACScan）

により、PyNPaseの発現率および発現量を測定した。

腫瘍組織には腫瘍細胞の他に非腫瘍細胞のコンタミ

ネーションが考慮されるため、Fig．1のごとく縦軸

（P．1．の反応）の200チャンネルにdiploidy細胞を設

定し、それ以上（aneuploidy領域）に存在する細胞を

腫瘍細胞としてDNA量より両者を分類し腫瘍細胞

内のPyNPaseを測定した。一方、非腫瘍組織からは、

縦軸の200チャンネルに限定された2n期細胞（di－

ploidy細胞）を対象としPyNPaseを測定した（Fig．

1）0

3．検討項目

　1）腫瘍細胞と非腫瘍細胞におけるPyNPase発現

率の比較

　2）腫瘍細胞と非腫瘍細胞におけるPyNPase発現

量の比較

　3）腫瘍細胞におけるPyNPase発現量と組織学的

因子（pT，　ly，　v，　pN）との関連性

　4）腫瘍細胞におけるPyNPse発現量の予後に及ぼ

す影響

4．統計学的解析方法

　腫瘍細胞と非腫瘍細胞におけるPyNPaseの発現率

および発現量の比較には、対応のあるt検定を用いた。

腫瘍細胞におけるPyNPaseの発現量と組織学的因子

との関連を評価するために相関係数（r）を求め、相関

Fig．　1　Expression　of　PyNpase　as　measured　by　flow　cytometric　DNA　analysis　and　by　immunofluorescence

　　　Specimens　were　obtained　from　tumor　and　non－tumor　tissues　immediately　after　gastrectomy，　as　shown　on　the　left　side　of

　　　Fig．　1．　They　were　placed　in　PBS　with　FBS　and　stored　at　40C．　Within　24　hours，　the　samples　were　cut　into　strips，　and

　　　the　cells　suspended　in　PBS　with　FBS　added　before　being　washed　with　PBS．　FACScan　flow　cytometry　was　performed

　　　using　a　monoclonal　antibody，　anti－dTHdPase　（Rosche　Japan）　as　the　primary　antibody　followed　by　the　addition　of

　　　FITC－labeled　secondary　antibody　and　propidium　iodide　（PI）．　The　frequency　and　quantity　of　PyNPase　expression　in　10，

　　　OOO　to　30，000　cells　were　determined．　Considering　the　possible　contamination　of　cancer　cells　with　non－cancer　cells　in　a

　　　grossly　appearing　malignant　lesion，　the　channel　number　for　diploid　cells　was　set　to　200　as　shown　on　the　longitudinal　axis

　　　（reaction　with　PI）　in　the　center　of　Fig．　1．　Only　cells　with　a　channel　number　greater　than　200　were　regarded　as　the　cancer

　　　cell　fraction　（aneuploid　cells）．　Thus　cancer　cells　were　separated　from　non－cancer　cells　according　to　the　amount　of　DNA．

　　　Only　diploid　cells　（2n　phase　cells）　with　a　channel　number　of　under　200　were　regarded　as　normal　cells　in　grossly　normal

　　　gastric　tissue．　The　result　of　each　measurement　were　summarized　in　histograms　as　shown　on　the　right　side　of　Fig．　1．
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係数が0であるとする帰無仮説に対する検定を行っ

た。また、PyNPase発現量を組織学的進行部別に群間

比較をするために一元配置分散分析（one－way　layout

ANOVA）を利用し、各群間の比較はStudent－

Newman－Keul（SNK）検定により行った。生存率の算

出はKaplan－Meier法を適用し、　PyNPase値の予後に

及ぼす影響をLog－rank検定および一般化Wilcoxon

検定を用いて評価した。また、術後生存期間は、手術

日を観察期間の起点としoverall　survivalの期間とし

た。なお、いずれの検定も両側検定とし、有意水準は

便宜的に0．05に設定した。

結 果

　1．腫瘍細胞と非腫瘍細胞におけるPyNPase発現

　　　　率（平均値±標準偏差）の比較（Fig，2）

　腫瘍細胞におけるPyNPase平均発現率83．5±1．3％

と、非腫瘍細胞の平均発現率82，3±2．1％の間に有意

差を認めなかった。
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Comparison　of　expression　of　PyNPase　in　gastric　cancer　cells　and　non－cancer　cells．

No　significant　difference　in　the　f士equency　of　PyNPase　was　seen　in　gastric　cancer　cells　and　non－cancer　cells．

of　PyNPase　in　gastric　carlcer　cells　was　significantly　higher　than　in　non－cancer　cells（p＜0．Ol）．
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Fig．　3　Correlation　between　the　quantity　of　PyNPase　in　gastric　cancer　cells　and　histopathological　factors．

　　　　　Significant　relationships　were　seen　between　the　quantity　of　PyNPase　in　gastric　cancer　cells　and　pT　（p　〈O．05）　and　pN　（p　〈

　　　　　O．Ol）．　The　quantity　of　PyNPase　in　pT3　cases　was　significantly　higher　than　in　pTO　（p〈O．05）．　The　quantity　of　PyNPase

　　　　　in　pN3　cases　was　significantly　higher　than　those　in　pNO“　and　pN2　（p〈O．Ol’，　p〈O．05）．　No　significant　relationship　was

　　　　　seen　between　the　quantity　of　PyNPase　in　gastric　cancer　cells　and　v　and　ly．
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Fig．4　Cumulative　survival　curves　in　patients　high　or　low　values　of　PyNPase　（Kaplan－Meier　method）

　　　When　the　cutoff　value　of　PyNPase　was　set　at　a　channel　value　of　383．3，　no　significant　difference　was　seen　in　suryival　rate

　　　in　patients　above　or　below　this　value．

　2．腫瘍細胞と非腫瘍細胞におけるPyNPaseの発

　　現量（平均値±標準偏差）の比較（Fig．2）

　腫瘍細胞におけるPyNPase平均発現量279．4±24．7

チャンネルは、非腫瘍細胞の平均発現量147．3±14．0

チャンネルと比較して有意（p＜0．Ol）に高値であっ

た。

　また、組織型別の腫瘍細胞におけるPyNPase発現量

を比較したが、pap：288。1±33．4チャンネル、　tub＝

280．o±25．4チャンネル、　sig：274．5±48．3チャンネル、

muc：277．3±29．3チャンネルと有意差を認めなかっ

た。

　3．腫瘍細胞におけるPyNPase発現量と組織学的

　　因子（pT，　ly，　v，　pN）との関連性（Fig．3）

　腫瘍細胞におけるPyNPase発現量とpTとの間に

有意な正の相関（r＝0．3397，p＝0．0459）を認め、　pT3

（5例）の平均値（445．96±274．73）はpTO（15例）の

平均値（206．95±70．87）と比較して有意（p＜0．05）に

高値であった。また，pNとの間に有意な正の相関

（r＝0．4296，p＝0．0039）を認め、　pN3（5例）の平均値

（450．04±151．74）はpNO（15例）の平均値（220．37±

81．48＊）およびpN2（8例）の平均値（287．06±184．40）

と比較して有意（＊p＜0．01，p＜0．05）に高値であった。

また、PyNPase発現量とv（r＝0．0589，　p＝0．7366）およ

び，ly（r＝0，3100，　p＝0．0699）との問に有意な相関はみ

られなかった。しかし、v（＋）（28例）の平均値

（287．45±155．20）はv（0）（7例）の平均値（247．37±

108．63）に比べ高い傾向を示し、ly（＋）（30例）の平

均値（292．99±152．31）はly（o）（5例）の平均値

（198．10±68．48）と比較して有意（p＜0．05）に高値で

あった。

　4．腫瘍細胞におけるPyNPse発現量の予後に及

　　ぼす影響（Fig．4）

　リンパ節転移の無い症例（pNO　15例）の平均値よ

りカットオフ値を383．33チャンネル（pNOの平均

値＋2×標準偏差）に設定し、カットオフ値より低い

患者集合（低値群）27例と、高い患者集合（高値群）8

例の両群間で予後におよぼす影響を評価した（観察

期間：160日～l120日、平均観察期間＝492．4±308．4

日）が、二福間の累積生存率に有意差は認められな

かった。

考 察

　PyNPaseはpyrimidine系のnucleosideを加リン酸

分解する酵素の総称で，TdRPaseおよびuridine　phos－

phorylaseの2種類からなり、前者はヒト後者はマウス

に多い。5’一DFURはその構造がthymidineやuridine

に類似しているために、両方の酵素により5－FUに変

換される2）3）。Haraguchiら15）は，精製したTdRPaseを

含むゼラチンスポンジをマウスの皮下に移植し、14日

後にスポンジを摘出しこのなかのHb含量を定量的

に測定し、TdRPaseに血管新生活性のあることを確認

した。また、TdRPaseの推定基質結合部位のアミノ酸

を1個置換した酵素活性のない変異TdRPase3種類に

は、すべて血管新生活性がみられないとした。さらに、

（4）
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TdRPaseの活性阻害剤が血管新生を阻害する16）こと

から、TdRPaseの酵素活性が血管新生に必須であると

いえる。PyNPaseはアミノ酸配列においてPD－ECGF

と同一蛋白であると報告4）され、Sumizawaら5）はPD－

ECGFのcDNAをCOS細胞にtransfectしたところ

高いPyNPase活性が出現し、この活性はPD－ECGF

に対する抗体で免疫沈降させ得たと報告している。

PyNpaseの遺伝子を導入したDLDI細胞では
PyNPase活性および5！一DFUR感受性が上昇し、DLDI

細胞のin　vitroの増殖速度はvectorおよび遺伝子導入

細胞間で差は認められなかったが、マウス移植腫瘍の

増殖は遺伝子導入腫瘍細胞で上昇し、さらに遺伝子導

入腫瘍では腫瘍壊死が少なく、腫瘍血管数に有意の増

加が認められたとしている17）。また、PyNPaseによっ

てthymidineはthymineと2－deoxyribose－1一リン酸に

分解されるが、thymidine分解による組織内の

thymidine濃度低下が血管内皮細胞の増殖を促進する

との報告もある18）。これらの成績はPD－ECGF／

PyNPaseが血管新生を介して腫瘍細胞に対して促進

的に働くことを示唆し、PyNPase発現と癌の悪性度と

関連性について従来の報告を支持するものであ

る8）～12）。さらに、腫瘍組織内のPyNPaseはtumor　ne－

crosis　factor　（TNF－a），　interleukin－lev　（IL－1ev），　inteferon一

γ（IFN一γ），　inteleukin－6（IL－6）などのサイトカインに

よって誘導されるとの報告19）20）がある。また、これら

サイトカインは進行した癌組織に多く検出され癌細

胞の転移に対し促進的に関与する21）ことより、腫瘍組

織内のPyNPase発現と癌の悪性度との関連を間接的

に裏付けている。しかし、これまで免疫染色による

PyNPase発現の報告は多数みられるものの、腫瘍細胞

内のPyNPase活性値を定量的に測定し、病理組織学的

因子との関連性を検討した報告は少ない。また、5！一

DFURを基質とした酵素反応を行い生成された5－FU

量をhigh　performance　liquid　chromatograph（HPLC）

法で定量する方法22）や、ELISA法による報告23）など

もみるが、PyNPaseは腫瘍細胞のみならず正常細胞や

間質細胞にも発現することから、これらの方法では腫

瘍細胞内のPyNPase発現量をどの程度正確に反映し

ているのか明らかでない。

　本研究ではフローサイトメトリー法を利用し、腫瘍

細胞および正常細胞におけるPyNPase発現の定量的

な差異を明らかにした。通常、腫瘍組織には腫瘍細胞

のみならず非腫瘍細胞が混在するため、両者を分類す

るにあたりフローサイトメトリー法は極めて有用で

あった。同法は2本鎖DNAと定量的に結合するPJ．

染色により、DNA量が2nのdiploidy細胞と、それ以

上に増加しているaneuploidy領域の腫瘍細胞を分離

しうる。一般的に、腫瘍組織内における非腫瘍細胞の

コンタミネーションは、DNA量よりdiploidy細胞群

に存在すると考えられる。また、aneuploidy領域には

腫瘍細胞と増殖期の非腫瘍細胞が含まれるが後者の

割合は極めて少なく、aneuploidy領域においてはほと

んど腫瘍細胞を反映しているとして差し支えない。一

方、正常組織におけるdiploidy細胞群は全て正常細胞

（2n期細胞）と考えられることから、フローサイトメ

トリー法により腫瘍細胞と正常細胞を分類し測定す

ることが可能となった。フローサイトメトリ一法によ

り測定した蛍光強度は細胞に反応した抗体の量に比

例するため、間接的に細胞内の抗原量（PyNPase量）

を反映すると言える。

　PyNPaseは、様々な腫瘍組織において正常組織より

多く存在することが報告されている2）3）。本研究のフ

ローサイトメトリ一法を用いた検討でも、腫瘍細胞内

のPyNPase発現量は正常細胞に比べて有意に高値で

あった。

　PyNPaseと組織学的因子との関連性について、従来

抗モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学的検索

により、PyNPaseと癌の浸潤、転移、予後との関連を

示唆する報告が散見される8）～12）。児山ら22）は、胃癌組

織におけるPyNPase活性値を測定し、ss以深症例で高

値を示し、静脈侵襲、リンパ管侵襲、肝転移陽性例に

おいても陰性例と比較して有意に高値であったと報

告している。小川ら24）も、静脈侵襲陽性例で腫瘍組織

内のPyNPase値が有意に高値であったと報告してい

る。本研究では、胃癌細胞のPyNPase発現量と深達度

およびリンパ節転移度の間に有意な正の相関を認め

た。また、リンパ管侵襲陽性例、静脈侵襲陽性例の

PyNPase発現量が陰1月例に比べて高い傾向を示し、リ

ンパ管侵襲において有意差を認めた。これらの結果

は、腫瘍細胞内のPyNPase発現量が悪性度因子となり

うる可能性を示唆するものであり、PyNPaseが血管新

生を介して腫瘍細胞の浸潤・転移に促進的に関与する

と考えられる4）5）。また、腫瘍細胞の発育・進展はIL－1，

TNF一α，IL－6などのサイトカインの分泌により促進さ

れ、これらがPyNPase発現を誘導する21）とする報告

を支持するものである。

　最後に、リンパ節転移の無い症例（pNO　l5例）の平

均値よりカットオフ値を383．33チャンネル（pNOの

（5）
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平均値＋2×標準偏差）に設定し、それ以上を陽i生と

した場合のリンパ節転移診断能は、sensitivity　40％（8／

20）．　positive　predictive　value　100％　（8／8）．　negative

predictive　value　55．6％　（15／27）．　specificity　100％　（15／15）．

accuracy　65．7％（23／35）であった。　sensitivityは決して

十分とはいえないがspecificityが高く、特異度の面か

らPyNPase発光量の測定は臨床的に有用と考えられ

る。

　　また、今回腫瘍細胞におけるPyNPase発現量の予後

に及ぼす影響について検討し、PyNPase高値群と低値

群との間に有意差は認めなかったが、観察期間も短

かったため、今後の検討課題と思、われる。

結 論

　　胃癌細胞のPyNPase発現量は正常細胞と比較して

有意に高く、PyNPase発現量とリンパ節転移の間に有

意な相関を認め、胃癌の悪性度因子となりうる可能性

が示唆された。

　　本論文の要旨は第12回日本消化器癌発生学会

（2001年）において発表した。
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Pyrimidine　nucleoside　phosphorylase　expression　in　gastric　cancer

　　　　　　　　　evaluated　by　Flow　cytometric　DNA　analysis

Hirohisa　SHIMIZU，　Tatsuto　ASHIZAWA，　Tatuya　AOKI

　　　　　　　　　　and　Yasuhisa　KOYANAGI

Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University

Abstract

　　　In　35　patients　with　gastric　cancer，　we　compared　the　frequency　and　quantity　of　pyrimidine　nucleoside　phosphorylase

（PyNPase）　in　gastric　cancercells　and　non－cancer　cells　by　flow　cytometric　DNA　analysis　and　evaluated　the　correlation　between

the　quantity　of　PyNPase　in　gastric　cancer　cells　and　histopathological　factors　（depth　oftumor　invasion　（pT），　lymphatic　invasion

（ly），　venous　invasion　（v），　lymph　node　metastasis　（pN））．

　　　Results：　No　significant　difference　in　frequency　of　PyNPase　expression　was　seen　in　gastric　cancer　cells　and　non－cancer

cells．

　　　However，　the　quantity　of　PyNPase　expression　in　gastric　cancer　cells　was　significantly　higher　than　those　in　non－cancer　cells

（p　〈　O．01）．

　　　In　additon，　significant　relationships　were　seen　between　the　quantity　of　PyNPase　expression　in　gastric　cancer　cells　and　pT

（p〈O．05）　and　pN　（p〈O．Ol）．

　　　We　suspect　that　the　increased　quantity　of　PyNPase，　which　is　released　from　gastric　cancer　cells，　is　involved　in　the　depth

of　invasion　and　lymph　node　metastasis．

〈Key　words＞　Gastric　cancer，　PyNPase，　Flow　cytometric　DNA　analysis，　Lymph　node　metastasis，　Depth　of　tumor　invasion
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