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尿 路性器癌培養 細胞 の細 胞増殖 にお よぼす

Rhodamine123の 影響
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 Rhodamine 123 (Rh123) is a red fluorescense dye,which is acummulated more and retained longer 
in the mitochondria of malignant transformed cells. In this study, the suppressive effects on the 

growth of cultured urogenital carcinoma cells  (PC-3 and LNCaP from prostate carcinoma, T-24 
from bladder cancer, and  SV-HUC-1 human ureteral transitional cell transformed by SV virus in 
vitro,  ACHN,  YCR-1 and RCF213 from renal cell carcinoma) were examined. The cell growth 
of PC-3, LNCaP, T-24 and SV-HUC-1 was suppressed significantly in a dose dependent manner, 
but that of cells derived from renal cell carcinoma was not suppressed. The uptake and elimination 
of  Rh123 in PC-3, ACHN and YCR-1 were not significantly different. When administered with  ve-
rapamil and buthionine sulfoximine, which are reported to be chemical modulators of anticancer 
agents, Rh123 suppressed the growth of ACHN and  YCR-1 significantly.  Rh123 seems to have 
an anticancer effect against the urogenital carcinomas, and the role of  Rh123 with hyperthermia, 

photodynamic therapy and chemotherapy requires further investigation. 
                                               (Acta Urol. Jpn. 39: 1233-1240, 1993) 

Key words: Rhodamine 123, Culture cells, Cell growth inhibition, Urogenital carcinoma

緒 言

従来の抗癌剤は核酸を標 的 とす るものが大半を 占め

るが,mitochondriaを 標的 とした抗癌剤についての

検討は殆 んど報告 され て い な い の が 現 状 で あ る。

RhodamineI23(Rhl23)IS赤 色蛍光色素で,mito-

chondriaに 選択的に集積す る特性 があ り1),癌細胞で

は正常細胞 に比 較 して よ り多 くよ り長時間蓄積 し2),

mitochondria毒 性 を示 し,癌 細 胞の増殖 を抑制す る

ことが報告 されてい る3).今 回,Rhl23の 尿路性器癌

細胞に対す る増殖抑制効果並びにその修飾 因子につい

て検討 した ので報告す る。

実 験 材 料 と方 法

Rh123(SigmaChemicalCo.2-〔6-amino-3-imi-

no3H-xanthen-9-yl〕benzoicacidmethylester,

分 子量380.83)は,Fig.1に 示 す 化学 構 造 式 を もつ

赤 色 蛍 光 色 素 で,あ らか じめDMSOに て10mg/mI

に溶 解 し,遮 光 下 に 冷 所保 存 し,使 用 に あ た って生 理

食 塩液 で 適宣 希 釈 し培 養 液 に添 加 した.

泌 尿 器科 癌 由来 細 胞 株 と して,前 立 腺 癌 と してPC

-3とLNCaP,移 行 上 皮 癌 と してT-24,ま たinvit-

roでSV感 染 した ヒ ト尿 管 由 来移 行 上皮SV-HUC-

1,腎 細 胞 癌 と してACHN,YCR-1お よびRCF213

(教 室 樹 立)を 用 い た.PC-3,LNCaPお よびACH一
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Fig.1,ChemicalstructureofRhodamine123.

Nは 大 日本製 薬cellbankか ら購 入 し,T-24,SV-

HCU-1とYCR-1は 横 浜 市 立 大 学 医学 部 泌 尿 器 科 学

教 室 か ら提供 を受 け た 。

培 養 液 は7%FCSを 添 加 したF12Kを 用 い た が,

LNCaPに は10%FCS添 加RPMI1640を 用 いた.

細 胞 は原 則 として35mmpetridishに5×104細 胞 を

播 種 し,5%CO2,37℃ のincubatorで 培 養 した ・

Rh123の 添 加 濃 度,添 加時 間 を 変 え た 予 備 実 験 で,

Rhl23は6時 間 以 内 の 短 時 間 の 添 加 で は 細 胞 増 殖 を

抑 制 しな い こ とが 明 らか に な り,今 回 は細 胞 播 種24時

間 後 に1,2.5,5お よび10μ9/mlの 濃 度 で 培 養液 に

Rh123を24時 間 添 加 し,以 後,Rhl23無 添 加 培 養液

で培 養 し,添 加 後7～IO日 目に細 胞 数 を 測 定 し細 胞増

殖 につ い て 検討 した.

Rh123の 細 胞 内 濃 度 の経 時 的 変 化 に つ い て,PC-3

とACHN,YCR-1を 用 い て フ ロ ーサ イ トメ トリー

(FCM:FACSCAN,Benton-Dixton,Inc.)で 細 胞

内 の取 り込み と排 泄 に つ い て検 討 した.PC-3,ACH・

Nお よび,YCR-1の 培養 液 にRhl23を1.25お よび

5μg/m正 を 添 加 し,経 時 的 に30,60,90,180分 後 に,

FCMで 細 胞 蛍 光 強 度 を測 定 した.ま た,Rh123を

150分 添 加 後 にRhl23無 添 加 培 養 液 で,30,60,i20

お よび180分 後 に 測 定 した.

腎細 胞 癌 で は 抗癌 剤 に対 す る 内因 性 薬 剤 耐性 が発 現

す る こ とが知 られ て い る が,Ca2+拮 抗 剤 で あ るve-

rapamil(エ ーザ イ株 式 会 社)やglutathioneredox

cycleに 関 与 す るbuthioninesulfoximine(BSO;

SigmaChemicalCo.)に よるRhl23の 細 胞 増 殖 抑

制 の修 飾 につ い て,ACHN,YCR-1を 用 いて 検 討 し

た.

結 果

1)Rh123に よる尿路性器癌培養細胞 の増殖抑制に

つ いて

PC-3,LNCaPお よびT・24,SV-HUC・1はFig.

2,3に 示 す よ うに,添 加 したRh123の 用量に相関

して増殖が抑制 され た が,し か しACHN}YCR・1,

RCF213は,Fig.4に 示 す ごとく,高 濃度のRhl23

でACHNに 軽度の増殖抑制 が見 られた以外,移 行

上皮や前立腺癌 由来細胞 と同 じ用量のRhl23で は細

胞 の増殖抑制 は見 られ なか った.

2)FCMに よるRhl23の 蛍光強度について

腎細胞癌 由来細胞株 のRhl23に よる細 胞増殖抑制

に抵抗す る特性について,FCMを 用 いてRh123の

細 胞内の取 り込み と排泄を 検討 した.細 胞はRh123

に よる抑制 の み られ たPC-3と 細 胞増殖 の抑制がみ
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られ な か ったYCR-1で は,経 時的 に 測定 した 細

胞蛍光強度は両老 にお い て まった く差異 が なか った

(Fig.5)。Rhl23に よ る軽度の増殖抑制 の見 られた

ACHNと まった く抑制の見 られなかったYCR-1の

蛍光強度の比較では,増 殖抑制 とは逆に,ACHNは

Rh123を1.25お よび5μg/ml添 加後の経 時的な取 り

込み(F五9.6)やRh!23無 添加培養液 に変えた後の

経時的な残留(Fig.7)に おいて も,YCR.-1よ り蛍

光強度が低 い傾 向が見 られたが,有 意 の差 は見 られな

か った.こ の ことよ り腎細 胞癌 由来細胞がRh123に

よって増 殖が抑制 されな か った原因は,Rhl23の 細

胞内濃度 とは関係 のない別の機構が存在す ることが推

察 された,ま た,Rh123添 加後の細胞の蛍光強度 の

ピークは時間 と共に右方 に シフ トし,Rhl23添 加に

ょ りG2/Mブ ロックが起 こ り,細 胞分 裂が抑制 され

ることが推察 された(Fig.8)4),

3)Rhl23に よる腎細 胞癌培養細胞 の増殖抑制効果

の修飾 につ いて

Rhl23が 腎細胞癌 由来細胞の増殖 を抑制 しな い機

序を解 明す るた め に,種 々の 濃度 のBSOお よび

verapamilと,ACHNお よびYCR4で 増殖抑制効

果 のほとん どない5μ9/mlの 濃度 のRhl23と の併
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用について検討 した.

予備実験 の結果か ら,BSOは5,10お よび25μM

の濃度でRhl23添 加 の48時 間前か ら培養液に添加 し,

ACHNとYCR-1を 用 いてRh1235μg/mlと の併

用に よる細胞増殖について検討 した.BSOはACH-

Nお よびYCR-1細 胞 に対 して10μM以 上の濃 度で

は細 胞毒性 が強 く発現 し,そ の併用効果は明 らかでは

ないが,毒 性 の発現 しない5μMで は明 らかに強い増

殖抑制効果がみ られ た.ACHNはYCR-1に 比較 し

てBSOの 毒性の発現が軽度で,Rh123単 独で は増

殖抑制 の軽度なRh123の5Pt9/mlの 添加で,BsO

の用量 に相関 して強 い 増殖抑制が見 られた.YCR-1

はBSOの 細 胞 毒 性 が 強 く発 現 し,併 用 効果 は 明 ら

か で は ない が,毒 性 の 発 現 しな い5μMで は併 用 に

よ り強 い増 殖 抑 制 効 果 が 見 られ た(Fig.9).

予 備実 験 の結 果 か ら,ACHNとYCR-1を 用 いて

verapami1は2.5,5,10お よ び20μ9/mlの 濃 度で

Rh123添 加 の1時 間 前 に 培 養 液 に 添 加 し,Rhl235

μg/mlと の 併用 に よ る細 胞 増 殖 に つ い て検 討 した ・

ACHNに 対 す るverapamllに よる細 胞 毒 性 は 比較

的 少 な く,verapamilの 用 量 に 相 関 してRh123の 細

胞 増 殖 抑 制 効 果 が発 現 した.一 方YCR-10tverapa-

milの 用量 に 相関 してACHNよ り強 い 細 胞 増 殖 抑

制 の発 現 が 見 られ た(Fig.10)。
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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,抗 男性ホルモ

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 のが現況で,ま た

進行腎細胞癌 において も免疫療法に期待が寄せ られ て

いるが,化 学療法 はほ とん ど奏効 せ ず,有 効 な 治 療

がないのが現状 とい って も過言 ではない・進行癌に対

す る治療 として,全 身療法 である化学療法は今後 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 を図るとともに,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.

従来の抗癌剤 の多 くは核酸代謝関連物質であ り,糖

代謝に関連 した抗癌剤はいまだ開発 されていない.と

くに細胞内エネルギー代謝に深 く関与す るmitochon-

driaを 標的に した 抗癌剤についてはほ とん ど検討 さ

れていないのが現状で ある。

Rhl23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,511nmの 励起 で蛍光 を
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発 す る.1980年 にJohnsonら1)vcよ ってmitochon・

driaに 選 択 的 に集 積 され る性質 が 明 らか に な り,mi-

tochondriaの 選 択 的 な生 体 染色 を 中 心 と した研 究 に

用 い られ て き た.1982年 にSummerhayesら2)に よ

ってmalignanttransformedce11sのmitochon

driaに,よ り多 く,よ り長 時 間 集 積 す る性 質 が 見 い
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だ され,1982年 に はBarnalら3)に よ りinvitroで

癌細 胞 に 対す る選 択 的 な毒 性 とマ ウ ス移 植腫 瘍 に対 す

る抗腫 蕩 活 性 が 報告 され た.

Rhl23に よ る 癌 細 胞 増 殖 抑 制 の メカ ニズ ム は,正

常 細 胞 に比 して 悪 性 腫 瘍 細 胞 のrnitochondriaに は

Rh123が よ り多 く集 積 し,長 時 間 蓄 積 す る こ と に よ

り,mitochondria依 存 性 の エ ネ ルギ ー代謝,oxido-

reductaseの 阻 害 な ら び に 酸 化 的 リ ン酸 化 障 害 が 生

じ,細 胞 内 の合 成 障 害 が 惹 起 され,細 胞 毒 性 を 示 す こ

とが 明 らか に な って い る5)。Rhl23の 効 果 増 強 に 関 し

ては,温 熱 に よ りRhl23の 毒性 が 増 強 され る こ とや,

photochemosensitizingeffectsの あ る こ とが 報 告 さ

れ てい る6・7).こ れ ら の 報 告 は 頭 頸 部腫 瘍 が中 心 で,

泌尿 器 科 領域 の悪 性 腫 瘍 に つ い て の 報告 は 少 な い.泌

尿器 科 領 域 に おい て は1986年 にArcadi8)が マ ウス可

移 植前 立腺 腫 瘍 細 胞(R3327-H)の 増 殖 抑 制 に つ いて

報 告 した のが 最 初 で,そ の 後1988年 にHerrら9)が

murinerenaladenocarcinomaを 用 い てRhl23が

抗腫 瘍 効 果 を 有す る こ と を報 告 し,そ の 作 用 は2-de-

oxyglucoseやMGBGな どの 糖 代 謝 阻 害 剤 で増 感 さ

れ る と して い る.

今 回,尿 路 性 器 癌 由来 培 養 細 胞 を 用 い てRhl23の

増 殖抑 制 効 果 を検 討 した 結 果 で は,移 行 上 皮 由来 の細

胞 や前 立 腺 癌 由 来 の細 胞 で はRhl23の 用 量 に 相関 し

て細 胞 増 殖 抑 制 がみ られ た が,腎 細 胞 癌 で は そ の 効果

が み られ な い とい う興味 あ る結 果 が え られ た.腎 細 胞

癌 由来 の培 養 細 胞 株 に はMDRlの 発 現 に 差 が あ る こ

とは よ く知 られ て お りle).一 方,Rhl23に よ る腎細 胞

癌 培養 細 胞 に 対す る 薬 剤 耐性 に は 餅 糖 蛋 白が 関 与 し

て い る こ と も知 られ て い る11).今 回用 い た 腎細 胞癌 由

来 の細 胞 の うち,ACHNはMDRIの 発 現 が 低 い細

胞 で,YCR-iはMDR-1の 発 現 の 高 い細 胞 で あ り,

内 因性 薬 剤 耐 性 に 関与 す る薬 剤 で あ るverapamilや

BSOとRhl23の 併 用 に よ り,細 胞 増殖 が 抑制 され

た こ とに よ り,AcHN,YcR-iのRhl23に 対 す る

薬剤 耐 性 に はP一 糖 蛋 白以外 に,glutathioneredox

cycleの 関 与 す る解 毒 機 構 の 関 与 も示 唆 され た.

Mitochondriaに 選 択的 に1乍用 す る他 の 抗 癌 剤 と し

てはGossypol(phenoliccottonseedextract)や

Lonidamine(indazolecarboxilicacid)が 開 発 さ

れ て お り,特 にLonidamineは 前立 腺 癌 に 有 用 性 が

あ る報 告 が み られ 且2),ま た 本 邦 に お い て もす で に 臨 床

第2相 試 験 が 開 始 され,今 後 の 進 展 が 期 待 され て い る.

Rhl23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 い るが,腫 瘍 学 に お い て は,そ の染 色 性 か

ら抗癌剤,温 熱,光 力学な どの抗癌治療の感受性 試験

に応用が可能 で,治 療 としてはRhl23自 身が 抗癌効

果を有する とともに,抗 癌剤,温 熱療法,光 力学療法

の増感剤 としての応用 も期待でき,今 後 さらに,他 の

抗癌剤 との併用効果や他の内因性薬剤耐性克服剤 との

併用について検討 を進め る必要がある.

結 語

Rh123は 泌尿器科癌由来細 胞の増殖を抑制 し,そ の

抑制 効果は種 々のbiochemicalmodulationに よ り

修飾 され ることを明 らかに したが,今 後,さ らに湿熱

療法,光 力学的治療 お よび抗癌剤に よる修飾を検討す

る必要 があ る.
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