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Abstract: A lot of novel chemotherapeutic agents have been developed recently， 

improving the management of urogenital carcinomas. However， effective chemotherapy 

has not yet been established for advanced renal cell carcinoma and hormone relapsing 

prostate carcinoma. Most of the chemotherapeutic ageロtstarget DNA in tumor cells; 

therefore， the new agents functioning in different mechanisms to i出ibittumor cell growth 

are expected for the treatment of these carcinomas. 

Rhodamine 123 (Rh)， a red fluorescent dye， has the property to acummulate more and be 

retained longer in the mitochondria of malignant transformed cells than in those of normal 

cells. 

In this study， the suppressive effect of Rh on the growth of cultured prostate carcinoma 

cells (PC-3 and LNCaP) was examined in vitro and in vivo. 

Rh suppressed the growth of PC-3 and LNCaP cells significantly. The accumulation and 

retention of Rh in PC-3 cells was demonstrated both in vitro and in PC-3 tumor cel1s 

implanted in nude mice. Methylglyoxal Bis(guanylhydrazone) (MGBG) and 2-deoxy-D 

glucose (2 DG) suppressed the growth of PC-3 and LNCaP cells when each was administer血

ed in combination with Rh ; namely， these agents seem to modulate the suppressing effect 

of Rh on the growth of tumor cells. 

These results indicate that Rh has the potential to be an anticancer agent against prostate 

carcmomas. 

Index Terms 

rhodamine 12.3， cell growth， human prostate carcinoma cells， 2-deoxy-D-glucose， methyl-

glyoxal bis (guanylhydrazone) 
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男性内分泌療法や免疫療法が開発されてはいるものの，

有効な化学療法が確立していない前立腺癌や腎細胞癌で

今日，尿路性器癌に対する治療成績は集学的治療体系 は充分に成績をあ戸ていないのが現状である3)4). 前立腺

の普及により向上し，特に化学療法が有効である精巣癌， 癌に対する抗男性内分泌療法は初期治療として 80%以

跨脱癌の治療成績は飛躍的に向上している 1)2) 一方，抗 上の症例で有効であるが，その半数以上が3年以内に再
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燃する. このような再燃癌やホノレモン不応癌に対する治

療は姑息的な治療の域を出ないのが現状で5)61 有効な抗

癌剤の開発が望まれている.

現在用いられている抗癌剤は核酸を標的とするものが

大半を占めている.一方，癌細胞における解糖系の異常

についてはすでに多くの知見が報告されているが7)，抗

癌剤として解糖系ならびにミトコンドリアにおける電子

伝達，酸化的リン酸化反応を標的とするものの報告は少

ない.

Rhodamin問1児巴 123は赤色蛍光色素でミトコンドリアに

選択的に集積する特性

較してより多く，より長時間蓄積し9)ミトコンドリア毒

性を示し，癌細胞の増殖を抑制する極めて特異な特性を

有することが近年，報告されている 10).

今回，ヒト前立腺癌細胞(PC-3，LNCaP)を用いて

Rhodamine 123の細胞増殖抑制効果を invitro， in vivo 

について検討するとともに， ミトコンドリア系外での解

糖系阻害剤である 2-deoxy-D-glucose(2DG)，および

癌細胞増殖に必要とされるポリアミンの合成抑制作用と

ともにミトコンドリア毒性をもっとされる Methyl-

glyoxalBis(guanylhydrazone) (MGBG)の併用効果も

検討したので報告する.

実験 材 料

①試験薬剤

Rhodamin巴123[Methyl 0ー(6-amino-3'imino-3 H 

xanthen-g-yl) benzonat巴monohydrochloride，分子量

380 . 83， Sigma Ch巴micalCo.， ST. Louis， U. S目 A.J(以

下 Rhと略す〉は，脂溶性で陽性に荷電した励起波長 511

nmの赤色蛍光色素である.DMSOで溶解した後，生理

食塩水で最終濃度 10mg/mlに希釈して遮光下に冷所保

存し，使用にあたって生理食塩水で適宜希釈し，培養液

に添加した(Fig.1).

2-deoxy-D-glucos巴〔和光純薬，京都)(以下 2DGと略

す〉は， ミトコンドリア外の解糖系阻害剤で，冷所保存

し，使用にあたって生理食塩水で添加培養液中濃度が

50， 500μg/mlになるように希釈し培養液に添加した.

Methylglyoxal Bis(guanylhydrazone) (MGBG)， 

(Aldrich Chemi. Co， MI. U. S目 A.)はミトコンドリア毒

性を示すポリアミン合成阻害剤で， DMSOで 10mg/ml 

に溶解し冷所保存し使用にあたって生理食塩水で適宜希

釈して培養液に添加した.

②培養細胞ならびに培養条件

ヒト由来前立腺癌培養細胞としてホノレモン非依存性の

PC-3")とホノレモン依存性の LNCaP'町大日木製薬 cell
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bank，東京〉を用いた.

培養液は， PCすには 7% fetal bovine serum(FBS) 

添加 F12 Kを， LNCaPには 10% FBS添加

RPMI1640(大日本製薬 [ICN社，オーストラリア]，大

阪〕を用い，それぞれ組織培養用フラスコ (Corning

25100，岩城硝子，船橋〉中で，3TC， 5 % CO，の条件下に

継代培養した.培養液にはそれぞれペニシリン G(高有製

薬，東京)100unit/ml，硫酸ストレプトマイシン〔明治製

薬，東京)100μg/mlを加えた. in vitr口実験では，原則

として培養液 1mlを添加した Falconの 35mm

petridishに 1X105細胞を播種し，24時間後に試験薬剤

を添加した.添加後 24時間で、試験薬剤無添加の培養液に

交換し，それ以後の培養液交換は実験終了まで行わなか

った.試験薬剤添加後1， 3， 7， 9日自に 0.01% EDTA 

加o. 25 % trypsinを用いて細胞を遊離単一化し， trypan 

blu巴溶液と混和して，生細胞数を血球計算盤で顕微鏡下

に計測した.

③実験動物

ヒト前立腺癌由来培養細胞を移植する動物は 8週齢，

体重 20gの BALB/ c AnNCrj -nu雄性ヌードマウス

(日本チヤールスリパー，神奈川〉を用い，滅菌ケージに

5匹ずつ入れ， ヌードマウス用滅菌餌を自由に摂取させ

た.

④細胞および組織内 Rh濃度測定方法

Rhの細胞および組織内濃度測定は高速液体Fロマト

グラフィ一法(Highperformance liquid chromatogra-

phy: HPLC)で測定した.使用したイオン交換カラムは

TSK-Get ODS 80 TM(東洋ソーダ，東京〉を，溶離液は

60 % HPLC用エタノヶノレを用い，カラム温度 350C，

flow rate 1.2 ml/minの条件で，蛍光検出器(FS-8000，

東洋ソーダ，東京〕を使用して，励起波長 511nm，蛍光波

長 575nmで測定した.測定に先だって標準液とした Rh

溶液を用いて retentiontim巴を設定し，生体サンプノレを

H2N 

cr 

Fig. 1. The chemical structure of rhodamine 123. 
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測定したl叩')

細胞内 RhはAH2蛍光顕微鏡(オリンパス，東京〕を

使用し，波長 575nmで観察した.

⑤統計

in vitro実験での各数値は 3団施行値の平均値で表示

し，各群間比較は対応のない t検定にて行い， P値が

0.05以下の場合，有意とした.また m V1VO実験の各群

聞の移植腫蕩体積の比較は，対応のなし、 t-検定にて行

い， P値が 0.05以下の場合，有意とした各群の腫蕩移

植ヌードマウスの実測生存率は， Kaplan-Meier法にて，

またその検定には GeneralizedWilcoxon testにて行っ

Tこ.

実験方法と結果

1. Rhの培養細胞内での分布と濃度に関する検討

実験 1-1 :蛍光顕微鏡による観察

方法 PC-3をFalconの35mm petoridishに入れた

カパーグラス上に 1x 10'細胞を播種し， 24時間後に最終

Rh濃度が 5μg/mlになるように Rh溶液 100μlを添加

し， 24時間経過後， Rh無添加培養液に交換しその 1時

間後および 72時間後に蛍光顕微鏡で細胞内の蛍光を観

察した.

結果:Rhを24時間添加した PC-3はRh無添加培養

液に交換した 1時間後では細胞質内に Rhの蛍光が明瞭

(A) PC-3 for 1 hour 

Plate 1. Fluorescence micrographs. 

に確認され， 72時間後にも同程度の蛍光が確認された.

蛍光は PC-3の細胞質内に認めるが，核内には認められ

なかった(Plate1). 

実験 1-2: HPLCによる細胞内 Rh濃度の検討

方法:PC-3 1 x 105細胞を播種し，4日後に最終 Rh

濃度が 2.5μg/mlになるように Rh溶液 100μlを24時

間添加後，無添加培養液に交換し，直後 6時間後， 24 

時間後， 72時間経過後にそれぞれ培養液を取り除き，生

理食塩水で 3回以上洗浄した後に， trypsinで細胞の遊

離単一化の処理を行い，培養細胞を回収し細胞数を算定

した.回収した細胞を蒸留水 2ml中に移して，氷中でホ

モジュネートし， 10分間遠心分離し，その浮遊液 1mlを

ウノレトラセント 30(東洋ソーダ，東京〕を用いた 3500

rpm， 6時間の遠心鴻過法で除蛋白し，得られた検体のう

ち 200μ1を HPLC法で Rh濃度を測定した.最終的に l

x 10'細胞に換算して標記した.なお，クロマトグラム上

で生体サンプノレの Rhのピークが，標準サンプノレの

r巴tention timeと同一部位であることの確認には com

put巴ranalyzer(CP-8000，東洋ソーダ，東京〉を使用し

て，測定ピークの解析を行い Rh濃度を測定した13)14)

(Fig.2). 

結果 Rh 2.5μg/mlを24時間添加させた直後の PC

3 1 X 106細胞中の Rh濃度は 12.2μMで， 6時間後に

は7.90μM(64.8%)， 24時間後では 7.10μM(58.2%) 

(B) PC-3 for 3 days 

Cells(PC-3) were stained with Rh(5μg/ml) for 24 hours， 

washed and kept in dye-free medium for 1 hour(A) and for 3 

days(B) 
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と滞留し， 72時間後では検出限界以下に低下した

(Tabl巴1).

以上の結呆から， Rhはヒト前立腺癌細胞(PC-3)内に

24時間経過後も 58.2%が滞留することが示された.

II. Rhのヒト前立腺癌培養細胞の増殖への影響を検討

する invitro実験

Rhの添加濃度ならびに添加時間に関する予備実験を

行い， PC-3， LNCaPともに細胞播種 24時間で増殖期に

達するが，この時点の Rhの添加が 6時間以内では，両細

胞ともに有意に増殖抑制が認められなかったため，以後

の実験における Rhの添加時聞は 24時間として実験を

行った.

実験II-1: Rh単独添加による細胞増殖抑制につい

て

方法:PC-3， LNCaPをそれぞれ 1X 105細胞播種した

24時間後に培養液に Rhを添加した.添加した Rh溶液

は各濃度とも 100μ!と一定とし， Rh最終濃度が 0，

1.0， 2.5， 5.0および 10μg/mlになるように調整して培

養液に添加した. Rhを24時間添加させた後に，培養液

をRh無添加培養液に交換して観察し， Rh添加後 1日，

貫

3日， 7日， 9日目に細胞数を算定した.

結果:PC-3はいずれの Rhの濃度においても対照群

と比較して細胞増殖が用量に依存して抑制された 10 

μg/ml投与群では添加後 9日目まで細胞数は減少した.

1-5μg/ml投与群では 3日までは対照群より細胞増殖

は抑制される傾向がみられたが，以後はこの細胞数を保

って 9日自主で経過した. 3日目で Rh5.0μg/ml以上

の群で，対照群と比較して有意の細胞増殖抑制効果(P<

0.05)がみられた.また 7日， 9日目では Rh1.0μg/ml 

以上のすべての群で，対照群と比較して有意の細胞増殖

抑制(P<0.05)がみられた(Fig.3).

LNCaPについては PC-3と同様にいずれの Rhの濃

度においても対照群と比較して細胞増殖が用量に依存し

て抑制さわした. 5μg/ml以上の投与群では細胞数は減少

し， 1-2.5μg/ml投与群では対照群よりは細胞増殖は抑

制されるものの増殖傾向が 9日目までみられた.また細

胞は9日目には7日目と比較して，対照群を除くすべて

の群で再増殖する傾向がみられた.7日， 9日目で Rh1.0 

μg/ml以上のすべての群で対照群と比較して有意の細

胞増殖抑制(P<0.05)がみられた(Fig.4).

Table 1. Intracellular conc巴ntrationof Rh(μM/I06 cells) after 

exposure for 24hours 

Time after exposure to Rh for 24hours 

Cell Pre-exposure 0 h 6 h 24h 72h 

PC-3 N. D. 12.2 7.90 7.10 N. D. 

[MV] 
5.74 (standard) 

[MV] 
(sample) 

80.0イ 80.0 

60.0 

5.73 

40.0イ ./Rh 

20.0 20.0 

I L 8A1 
0.0十一γ」 71 0.0 

[TIME] 10.0 [TIME] 10.0 

Fig. 2目 Determinationof Rh by HPLC. 



と2DGの各濃度を 24時間併用添加後，各濃度の 2DG

添加培養液に交換， 9日目まで継続し，同様に Rh添加後

1日， 3日， 7日， 9日目の細胞数を算定した.

MGBGの併用効果について Rh2.5μg/mlとMGBG

の各濃度を 24時間併用添加後，無添加培養液に交換し同

様に細胞数を算定した.

結果 PC-3では， 2 DG 50， 500μg/ml単独(24時

間〉群， 2 DG50μg/ml単独(継続〉群において添加後 1

日， 3日， 7日， 9日目を通じ対照群と比較して細胞増殖

の抑制はみられなかった.2DG 500μg/ml単独〔継続〕群

では 3日， 7日， 9日目で対照群と比較して有意な抑制(P

<0.05)を認めた(Fig.5). また， LNCaPは2DG 50， 

.500μg/ml単独(24時間〉群， 2 DG 50， 500μg/ml単独

(継続〉群において対照群と比較して細胞増殖の抑制はな

かった(Fig.6). 

MGBG l.0， 2.5， 5.0， 10.0μg/ml単独(24時間〉群

は，濃度に関係なく PC-3，LNCaPともにその増殖は抑

制されなかった(Fig.7，Fig.8). 

Rh2.5μg/ml(24時間)+2DG 50μg/ml(24時間〉併

用群， Rh2.5μg/ml(24時間〉十2DG 500μg/ml(24時

間〉併用群において， PC-3， LNCaP細胞ともに試験薬剤

添加後 1日目より 9日目を通じて Rh単独群と比較して

増殖抑制効果はみられなかった(Fig.9， Fig. 10). 

Rh 2.5μg/ml(24時間〉十2DG50μg/ml(継続〉併用
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以上の結果から， Rhは用量依存的にヒト前立腺癌由

来細胞の増殖を抑制することが明らかになった.また，

Rhによる細胞増殖の抑制を修飾する薬剤の検討には

Rh単独では増殖抑制が軽度である 2.5μg/mlが適切と

考えられ，以後の Rhに対する chemicalmodulationの

検討にはこの濃度を用いた.

実験II-2: Rhの細胞増殖抑制におよぼす 2DG，

MGBGの影響

方法:2DGの影響について PC-3，LNCaPのいずれ

にもそれぞれ 1X 105細胞播種した 24時間後に最終濃度

0， 50， 500μg/mlになるように 2DG溶液を 100fll加

え，さらに 24時間経過後，無添加培養液 1mlと交換し

2DG添加後 1日， 3日， 7日， 9日目の細胞数を算定し

た.また 2DG添加培養液を 24時間経過以後も 9日目ま

で継続投与する群を作成して，同様に 2DG添加後 1日9

3日， 7日， 9日目の細胞数を算定した.

MGBGの影響について細胞播種 24時間後に最終濃度

が0，l.0， 2.5， 5.0， 10μg/mlになるように MGBG溶

液を 100μl加え， 24時間後に無添加培養液に交換し，

MGBG添加後 1日， 3日， 7日， 9日目の細胞数を算定し

.
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Fig. 3. Effect of Rh on PC-3 c巴11growth. 



群では， PC-3， LNCaPともに添加後 3日目より 9日目

を通じて， Rh単独添加群と比較して増殖抑制に変化は

みられず併用効果を認めなかった. Rh2.5μg/ml(24時

間)+2DG500μg/ml(継続〉併用群で、は， PC-3で添加後

3日， 7日， 9日目を通じ， Rh単独添加群と比較して播種

細胞数の増加を認めず，有意な抑制(p<O.05)を認め併

用効果を示した(Fig.l1). LNCaPで3日目に播種細胞

数の減少を認め， 7日， 9日目には徐々に増加するも， Rh 

単独添加群と比較して有意の抑制効果(P<O.05)を認め

併用効果を示した(Fig.12). 

貫

Rh2.5μg/ml(24時間)+MGBG 1μg/ml(24時間〕

併用群， Rh2.5μg/ml(24時間)+MGBG10μg/ml(24

時間〉併用群において， PC-3でRh単独群と比較して，

MGBG1μg/mlでは抑制はみられなかったが，

MGBG10μg/mlでは有意の抑制(P<O.05)がみられ，

併用効果を認めた(Fig.13).また， LNCaPでは MGBG

の併用効果は認められなかった(Fig.14).

江吉(444) 

III. ヒト前立腺癌細胞の培養液中の腫蕩マーカーについ

て
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結果:LNCaP培養液中の PAP測定値は， Rh2.5μg 

/ml単独(24時間〉群では，対照群と比較して Rh添加後

3日目の PAP値は，対照群が 0.7μg/mlであったのに

対し 0.5μg/ml以下と抑制を認めたが， 7日目以降 PAP

値は徐々に上昇し， 9日目には対照の1.3μg/mlに対し，

1.2μg/mlと有意の抑制は認められなかった. Rh5.0 

μg/ml単独(24時間〉群では， PAP 値の変動は 2.5μg/

mlの場合と同様で経時的な上昇が認められたが， 9日目

でも PAP値 0.7μg/mlと対照群の1.3μg/mlと比較

して低値を示した.また PA値についても同様の変動が

Rhodamin巴123のヒト由来前立腺癌培養細胞の増殖に及ぼす影響に関する研究

方法: 実験IIー1，2における， Rh 2.5， 5.0μg/ml 

単独(24時間〉群， 2DG 50，500μg/ml単独〔継続〉群およ

び Rh2.5μg/ml(24時間)+2 DG 50， 500μg/ml(継

続〉併用群の各時間経過後の LNCaP培養液中の Pros

tatic specific antigen(PA)をマーキット M-PAを用い

て酵素免疫法で， Prostatic acid phosphatase(PAP)を

PAP栄研を用いて RIA2抗体法で測定した.なお， PC 

3培養液中の腫湯マーカーを測定した結呆， PC-3では

PAおよび PAPのいずれもが極めて低値であり，今回は

LNCaPのみを対象とした.
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認められ， Rh5.0μg/ml単独(24時間〉群の 9日目では N. ヒト前立腺癌細胞の増殖抑制に及ぼす Rhの影響に

対照群で 15.0μg/mlに対し 2.8μg/mlと低値を示した. 関するInVIVO実験

2DG単独(継続〕群における PA，PAP値の変動は実 予備実験として，体重 20gのヌードマウス 16匹に対

験期間中対照群と比較して変化なく抑制は認められなか し， trypsin処理した PC-3，LNCaPをそれぞれ 2x 10' 

ったが， Rh2.5μg/凶 +2DG50μg/ml併用群で、は， Rh 細胞/0.5ml/匹を 26Gの皮内針を用いて右側腹部に皮

単独時と比較して PAP値は 9日目で 0.8μg/mlとやや 下移植し，その可移植性を検討した.その結果， PC-3は

低値を示し，併用効果が認められたが， PA値は9日目で 16匹中 14匹生着し，一方 LNCaPは16匹中 2匹に生着

14.0μg/mlと併用効果は認められなかった. Rh2.5μg したのみであった.以上の結果より，以後の invivo実験

/m1+2DG500μg/ml併用添加群では， PAP値はRh単 には PC-3を用いて実験を行った.

独時と比較して 7日目で 0.7μg/mlと高値であったが， 実験Nー1 ヒト前立腺癌細胞担癌マウスにおける

9日目で 0.5μg/ml以下に抑制され，併用効果を認めた Rhの体内分布に関する検討

PA値は7日目まで1.5μg/ml以下と低値で 9日目でも 方法:PC-3を移植した 100日目の担癌ヌードマウス

9.3μg/mlと再上昇は認められるものの併用効果が認め 3匹の腹腔内に 26G皮内針にて Rh溶液 0.5mlを10

られた(Tabl巴~. md~(培養液換算で、 10μg/ml 相当〉投与し， 6時間後，

24時間後， 72時間後に各 1匹ずつ屠殺し諸臓器を摘出し
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Fig. 13. Effect of Rh plus MGBG on PC-3 cell 

growth 
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Fig. 14. Eff巴ctof Rh plus MGBG on LNCaP cell 

growth. 

Table 2. Chang巴sof P AP and P A in Cultur巴 Mediumof LNCaP 

Treatment 
PAP(ng/ml) PA(ng/ml) 

Day 1 Day3 Day7 Day9 Day 1 Day3 Day7 Day9 

Control く0.5 。目7 0.8 1.3 1.7 <1.5 5目。 15.0 

十Rh2.5μg く0.5 くO目5 0.5 1.2 1.8 く1.5 く1.5 16.0 

十Rh5.0μg <0.5 <0.5 0.5 0.7 2.0 <1.5 <1.5 2.8 

十2-DG50μg 0.5 <0.5 0.6 1.7 1.6 <1.5 6目。 34.0 

十2-DG500μg 0.6 0.7 0.5 1.8 1.5 く1.5 6.3 46.0 

+ Rh2.5μg+2-DG50μE 0.6 <0.5 く0.5 0.8 <1.5 <1.5 <1.5 14.0 

+ Rh2.5μg+2-DG500μE 0.5 0.5 0.7 く0.5 く1.5 く1.5 く1.5 9.3 
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/kgと高かった.腫蕩内 Rh濃度は 3. 10μM/kgで肺，

血液などと同等の濃度であった. Rh投与 24時間後では

肝，腎，腫疹組織における濃度の差は認められず，添加

6時間後の測定値と比較すると肝，腎で 2.38，2.46 %で

あるのに対し，腫療では 3.87%と高く，腫湯における

Rhの長い滞留性が示された.また心臓では 2.60x10-1

μM/kgと他の臓器と比較して高濃度であり，また 6時

間値の 5.8%が滞留した. 72時間後では心臓，牌，精巣

は検出限界以下となり肝，腎では濃度がやや高いものの，

全臓器で 6時間値と比較して 1%以下に減少した

Rhodamine 123のヒト由来前立腺癌培養細胞の増殖に及ぼす影響に関する研究

た.前処置として細胞内 Rh濃度の測定と同様に各組織

を150-300mg採取し蒸留水 2mlにて氷中でホモジュ

ネートし，これをさらに 3500rpmで 10分間遠心し，そ

の上清 1mlをサンフソレとした.除蛋白処置としてウノレト

ラセント 30を使用し， 3500 rpmで6時間遠心鴻過し，

その上清 200μlを取り HPLCにより，組織内 Rh濃度

を測定した13)14)• 

結果:Rh(10 mg/kg)腹腔内投与後， 6時間後の組織内

Rh濃度は肝，腎においてそれぞれ 8.35，7.05μM/kgと

高値を示し，次いで心臓，小腸がそれぞれ 4.45，4.08μM

6h 
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Fig. 16. PC-3 tumor growth curv巴sin nude mice 
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 3 times) or Rh 
+2DG (500mg/kg， 10 times) every 2 days 
started 1 day aft巴rimplantation 

Table 3. Tissu巴 Rh concentration(μM / kg) after 

intraperitoneal administration of Rh(10mg/kg) 

in PC-3 implanted nude mice 

Concentration of Rh (μM/kg) 

Hours after injection 

24h(%)' 72h(%)* 

1.99X10-1(2.38) 7.80X10-2(0.93) 
1.74X10-1(2.46) 4.10x10-2(0.58) 
2.60X10-1(5.80) N. D 
1.14X10-1(4.07) 1.60x10-2(0.57) 
5.50 X 10-2(2 .40) N. D 
6.00 X 10-2(1.47) 2.90 X 10-2(0.58) 
6.25 X 10-2α 42) N. D 

3.90 X 10-2(1.22) 1. 50 XlO-2(0. 47) 
l.20 X 10-1 (3.87) 3.10 X 10-2(1. 00) 

， : Rh conc/Rh conc after 6 h 

50 40 30 days 

Fig. 15. PC-3 tumor growth curves in nude mice 
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 3 or 5 times) or 
2DG (500mg/kg， 10 times) every 2 days 
started 1 day after implantation目

50 40 30 
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(Table 3). 

実験N-2: Rhのヒト前立腺癌培養細胞の増殖に及

ぼす invivoにおける検討

方法:Herr et al.15)の腎細胞癌における実験系に準じ

て体重20gのヌードマウス 30匹に 2x 10'細胞/0.5ml/

匹の PC-3を皮下移植し，翌日より Rh5 mg/kg/dayを

隔日に3固または5回腹腔内投与し， 2DGは500mg/ 

kg/dayを隔日に 10回腹腔内投与した.また同様の投与

Volume 
(m同)

1x1Q4 

'
 

1x10 3 

40 50 days 

1xl02 

Rh x 5 (n=4) 
Rh x 5 + 2DG x 10 (n=5) 

30 

Fig. 17. PC-3 tumor growth c)1rv巴sin nude mic巴
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 5 times) or Rh 
十2DG(500mg/kg， 10 tim巴s)ev巴ry2 days 
started 1 days after implantation 

50 

50 60 

江 貫

スケジューノレで、 Rh5mg/kg投与と 2DG 500 mg/kg投

与を併用して行った.各群の動物数はRh，2DG非投与

対照群 :6匹〔内 2匹非生着)， Rhx 3回投与群 :5匹(内

1匹非生着)， Rhx 5回投与群 :4匹〔全例生着)， 2DG投

与群 :5匹(内 2匹非生着)， Rhx 3回投与+2DG併用

群 5匹〔全例生着)， Rhx 5回投与+2DG併用群 :5匹

〔全例生着〉を用いた.全群において 50日まで移植腫療の

長径，短径を週2回測定し，楕円形と仮定してその体積

を求め，その腫濠増殖について検討した.また，各群の

動物は移植後 100日まで観察し，その生存について検討

しTこ.

結果.今回用いた Rh，2DGの投与量ではヌードマウ

スには急性毒性や行動異常を示唆する所見は観察されな

かった.

移植腫蕩が生着したヌードマウスのみを対象として試

験薬剤の単独投与の結果を見ると，移植35日目で対照

群， RhX3回投与群， RhX5回投与群の PC-3移植腫蕩

はそれぞれ平均 3.7x 103mm3， 1. 7 x 103mm3， 8.1 x 102 

mm3で、あった.40日目にはそれぞれ8.9x 103mm3， 3.7 

x 103mm3， 2.6 x 103mm3となり，さらに 50日目では 2.3

x 104mm3， 1.6 x 104mm3， 9.6 x 103mm3とRh投与群は

対照群と比較して腫療体積が小さく，さらに RhX3回投

与群と RhX5回投与群を比較すると後者で腫濠体積は

さらに小さくなっていた. 40日目で RhX3回群は対照

群と比較して腫蕩増殖の有意な抑制効果(P<0.05)がみ

られた. 2DG単独投与群では，移植35日目で腫蕩体積

が対照群と比較して 1.5X103mm3とやや小かったが 40

control 

70 90 100 (days) 80 

Fig. 18. Effects of Rh and 2DG on survival rates of PC-3 implanted 
nude mice. 
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日目， 50日目では差はみられなかった(Fig.15).

併用投与の結果を見ると， RhX3四十2DG併用群， Rh 

X5回十2DG併用群の移植腫湯の増殖は，いずれも観察

期間中において Rh単独投与群とその腫蕩体積には差は

みられなかった(Fig.16，Fig.17). 

PC-3の移植後のヌードマウスの生存についてみると，

50日目まではいずれの群においても死亡は認められな

かった.対照群 4匹では， PC-3移楠後 51日目， 57日

目， 65日目にそれぞれ1匹死亡し， 90日後にはすべて死

亡した.これに対し， Rhx3回投与群4匹では83日目に

1匹死亡した以外，残る 3匹は観察期間である 100日以

上にわたって生存した. RhX5回投与群4匹では53日

目， 76日目， 86日目にそれぞれ 1匹死亡したが， 1匹は

100日以上生存した.2DG投与群3匹では57日目， 83日

目にそれぞれ l匹死亡したが， 1匹は 100日以上生存し

た.RhX3回十2DG併用投与群5匹では63日目， 83日

目にそれぞれ 1匹死亡， 96日目に 2匹死亡し， 1匹のみ

100日以上生存した.Rhx5回十2DG併用投与群5匹で

は50日自に l匹死亡したが，残り 4匹は 100日以上生存

した(Fig.18).観察期間を 100日で打ち切り，それぞれ

のKaplan-Meier法による平均生存日数をみると，対照、

群が 65.75日であったのに比較して， Rh>く3回投与群は

95.75日， Rhx5回投与群は 78.75日， 2DG単独投与群

は80.0日， RhX3回+2DG併用投与群は 87.6日， RhX

5回十2DG併用投与群は90.0日と，いずれも対照群に

比較して平均生存期聞は延長し，統計学的にはRhX3回

投与群およびRhX3回+2DG併用投与群は，対照群と

比較して有意の生存期間の延長(P<0.05)が認められた.

考 察

尿路性器癌の治療は化学療法を中心とした補助療法の

進歩により，その成績は向上したが叫，抗男性ホノレモン

の反応しない前立腺癌や腎細胞癌に対する化学療法の治

療成績は満足できるものではない3，4，5，6)，ホノレモン不応前

立腺癌に対しては有効な治療はなく，化学療法でも自覚

症状の軽減などの近接効果は見られるものの生存率の改

善には寄与していないのが現状である.進行癌に対する

治療としての化学療法は，全身療法として今後ますます

重要な位置を占め，抗癌剤の感受性の増強や副作用の軽

減などの支持療法の確立とともに，これらの治療の困難

な癌腫に対する新しい展開による抗癌剤の開発が望まれ

る.

従来用いられてきた抗癌剤の多くは核酸代謝関連物質

であり，糖代謝に関連した抗癌剤は未だ開発されていな

い.癌細胞の代謝において糖代謝は最も詳細に研究され，

癌の特徴的な糖代謝の所見が得られているが'1，糖代謝

に関連した抗癌剤は未だ発見されておらず， とくに細胞

内エネノレギ一代謝に深く関与するミトコンドリアを標的

にした抗癌剤についてはほとんど検討されておらず，将

来この方面での発展が期待されている.

Rhは比較的新しく開発された赤色色素で，脂溶性で

陽性に荷電しており， 511 nmの励起で蛍光を発する.

1980年に Johnson et al.")によってミトコンドリアに

選択的に集積される性質が明らかになり， ミトコンドリ

アの生体染色にその有用性が見いだされた. 1982年に

Summerhayes et a).9)によって malignanttransformed 

cellsのミトコンドリアにより多く，より長時間集積する

性質が見いだされ，さらに Barnalet al.'O) により in

vitroで癌細胞に対する選択的な毒性とマウス移植腫療

に対する抗腫場活性が報告され， ミトコンドリアを標的

とする抗癌剤としての可能性が見いだされた.

Rhによる癌細胞の増殖抑制のメカニズムは， Rhが癌

細胞のミトコンドリアにより多く集積し，より長時間蓄

積する特性により， ミトコンドリア依存性のエネノレギ一

代謝，すなわち oxidoreductaseの阻害並びに酸化的リ

ン酸化障害が正常細胞に比較して顕著に発現して，細胞

毒性を示すとされている 16).

今回， Rhによる前立腺癌細胞の増殖抑制の検討にお

いて，抗男性ホルモン療法に対する異なる応答能を示す

確立された培養細胞株を用いた.すなわち PC-3は抗男

性ホノレモン療法抵抗性の進行前立腺癌症例の腰椎転移組

織に由来する grade4の前立腺腺癌であり 11)，一方，

LNCaPは進行前立腺癌症例の鎖骨リンパ節転移組織に

由来するものであるが， androgen rec巴ptorを有する前

立腺腺癌12)である.今回， in vitro実験の培養液中の前立

腺腫蕩マーカーの測定において， PC-3はPA，PAPのい

ずれにおいてもその産生は低く，一方， LNCaPは細胞増

殖によく相関した結果を示し， PC-3とLNCaP比 PA

およびPAPの産生能においても異なる特性が見いださ

れ，また，抗男性ホノレモン療法抵抗性前立腺癌細胞では

その増殖と腫望書マーカーが相関しない興味ある結果を示

した.

本研究において， Rhが抗男性ホノレモン療法に対する

応答能の異なるこれら 2株の細胞増殖を invitroで用量

に相関して抑制し，また， PC-3担癌ヌードマウスの移植

腫蕩の増殖抑制および生存期間の延長が観察されたこと

は，進行前立腺癌に対する Rhの抗腫湯効果を示唆する

極めて興味深い結果を見いだした.しかしながら， Rhに

よる細胞増殖抑制効果は殺細胞効果によるというよりは，

ミトコンドリアでのエネノレギー代謝の阻害による静細胞
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効果に起因するものと考えられている. In vitroにおい

て7日目以降の再増殖が観察されたことから，今後，さ

らに Rh単独で長期間投与や繰り返し投与について検討

する必要があるものの，ホノレモン不応前立腺癌治療にお

いて核酸を標的とする抗癌剤に有用なものが少ない現状

において，この種の薬剤の有用性を示唆するものと考え

られた.同様の結果は， 1987年および 1995年に Arcadi

et aP7)18)が，種々のヒトならびにラットの前立腺癌細胞

の移植腫療に対して Rhが毒性効果を有することを報告

している.実験に用いた各群の mic巴数は少ないものの

今回の PC-3移植腫蕩を用いた invivoの検討において，

PC-3移植後の短期投与にもかかわらず， Rhや2DGを

投与するいずれの群の mic巴平均生存期間の延長が観察

され， Rhのinvitroにおけるヒト由来前立腺癌細胞の増

殖抑制効果を再現する結果を示した.今回の検討では2

DGとの併用投与の明らかな効果は観察されなかったが，

H巴rret aP川土 Rhによるラット腎細胞癌の増殖抑制実

験において， Rhは単剤でラット腎細胞癌の増殖を抑制

するものの，その効果はさらに 2DGや MGBGなどの糖

代謝阻害剤で増強されることを報告しており，今後， in 

vitroにおける Rh単独ならびに 2DGおよびMGBGと

の併用など，用量・用法の検討が必要である.

2DGはglucoseのアナログで，体内の 2DGリン酸に

代謝され，解糖系のホスホヘキソースイソメラーゼによ

るフノレグトース 6ーリン酸の合成をブロックする解糖系

阻害剤19)である.MGBGの正確な作用機序は明らかでは

ないが，ポリアミン合成阻害作用とともにミトコンドリ

アに選択的に取り込まれ毒性を持つことがま口られてい

る叫21) 本研究では Rhの細胞増殖抑制効果を増強する

ものとして， Rhと異なる作用点を有する 2DGと

MGBGを用いたが， in vitroで， 2DG， MGBGは，単

剤では明らかな毒性を示さない用量の Rhと併用して作

用させることにより Rhの毒性に増強効果がみられたこ

とから，エネノレギ一代謝阻害剤の抗癌剤としての有用性

を示唆する興味深い結果を示したものと考える.

Rhはそれ自体の抗癌作用の他，ヘマトポノレフィリン

誘導体と同様の光感作への増強作用13)および温熱療法制

への増強効果が報告され，その存在はさらに注目を集め

ている.一方， Rhはすでに基礎医学分野において細胞形

態，細胞生理・薬理学などにおいて生体染色剤として広

く用いられており，他の化学療法剤との併用も期待され

ているが，内因性薬剤耐性の主因である MDR1による

影響を受けること 23)叫も報告されており，今後更に，他の

耐性克服斉U25)26)との併用について検討を進める必要があ

る.

江 貫

絶 語

赤色蛍光色素で，そのミトコンドリア毒性により癌細

胞の増殖を抑制するとされる Rhodamine123 CRh)のホ

ノレモン非依存性前立腺癌培養細胞株 PC-3，ホノレモン依

存性前立腺癌培養細胞株 LNCaPに対する増殖抑制効果

をinvitroならびに invivo において検討した.また，

ミトコンドリア外解糖系阻害剤である 2DGおよびポリ

アミン合成阻害作用とミトコンドリア毒性をもっ

MGBGの併用効果についても検討した.

1. Rhの培養細胞内での分布と濃度に関する検討にお

いて， Rhはホノレモン依存性に関係なく前立腺癌細胞に

長〈滞留することが確認された.また， Rhは前立腺癌細

胞の核内には認められず，細胞質内に認められた.

2. Rhのヒト前立腺癌培養細胞の増殖への影響に関す

るinvitro実験において， Rhの用量依存的増殖抑制効果

を認めた.2DG， MGBG単独では， 2 DG 500μg/mlC継

続〉群で軽度の増殖抑制が PC-3に認められた以外は，有

意な増殖抑制効果は認められなかった.2DG， MGBGの

Rhとの併用効果については， Rh十2DG 500μg/mlC継

続〉群およびRh十MGBG10μg/m1C24時間〉群で PC-3

に併用効果が認められた.

3.ヒト前立腺癌細胞の培養液中の腫濠マーカーを検討

した結果， Rhの用量依存的な PA，PAP産生の抑制効果

が認められた.2DG単独では，その抑制効果が認められ

なかった. Rhとの併用効果については， Rh十2DG 500 

μg/ml群に認められた.いずれも前立腺癌培養細胞増殖

に関する invitro実験と同様の結果であった.

4， Rhのヒト前立腺癌細胞CPC-3)担癌マウスにおける

体内分布に関する invivo実験において，投与された Rh

はまず肝，腎に高濃度に集積するが，時間経過とともに

腫療に長く滞留することが示された.

5. Rhのヒト前立腺癌細胞の増殖抑制におよぼす影響

に関する invivo実験において， RhはPC-3移植腫蕩の

増殖抑制効果を示したが， 2DGは増殖抑制効果はなく，

また Rhとの併用効果も認められなかった.しかしなが

ら， Rh，2DGはヒト前立腺癌担癌マウスの生存期間を延

長させた.

以上より， Rhは前立腺癌細胞の増殖を invitroならび

にin vivoにおいて抑制し，その抑制効果はbiochemi-

cal modulatorである 2DG，MGBGにより修飾される

可能性が示唆されたが，今後，さらに温熱療法，光力学

的治療及び抗癌剤による修飾を検討する必要がある.
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