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前立腺癌に対する化学療法効果増強の試み
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   The present study was designed to evaluate the antiproliferative effects of suramin and the 
combination of suramin plus cisplatin (CDDP) on the hormone-independent human prostate  carci-
noma cell line (PC-93). In vitro, suramin induced a dose-dependent reduction of PC-93 prolifera-
tion, and at the clinically achievable concentration  (300  peg/m1), suramin induced a 19.7% decrease 
in proliferation on the 3rd day compared to suramin-free control  (P<0.01). However, from the 
4th day on the inhibitory action of suramin was reversed following exposure. The suramin-cisplatin 
combination showed an additive effect (inhibition ratio 32.4% on the 3rd day), and prolongation 
of the inhibition activity on the 4th day on, but it did not show any synergistic effect. Suramin 
inhibited dose-dependently the growth stimulatory effect of exogenous epidermal growth factor 
(EGF). In vivo study, suramin and suramin-cisplatin combination showed antitumor effects con-
tinously in nude mouse implanted PC-93. These findings suggest that the inhibitory effects of 
suramin on PC-93 are mediated by inhibition of the EGF-mediated growth mechanism, but by a 
cytostatic rather than cytotoxic manner in vitro. In addition, other mechanisms sucn as inhibition 
of angiogenesis factor might exist in vivo. 

                                              (Acta Urol. Jpn. 39: 1215-1220, 1993) 
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緒 言

進行期前立腺癌に対 しては抗男性 ホルモ ン療法が有

効であ り,第 一選択 として用 い られ るが,経 過中にそ

の多 くはホルモ ン抵抗性を示 し再燃 ・再発に至 る.こ

うしたホルモ ン抵抗癌に対 しては,現 在の ところ抗癌

化学療法以外には治療法がな く,多 くの施設で単剤 も

しくは多剤併用化学療法が行われている.し か し,そ

の有効率 は判定基準が異な るものの10～30%程 度Dで

あ り,予 後は きわめて不 良である.こ のため,新 しい

制癌剤の開発や効果増 強をめざす試みが必要 とされ て

いる.

最近,NationalCancerInstitute(NCI)を 中 心

と した ホ ル モ ン抵 抗 性 前 立 腺 癌 に対 す るsuraminの

有 効性 が報 告 され て ぎて い る2・3).suraminは1920年

代 に トリパ ノ ソーマ症 や オ ン コセ ル カ症 に 対 す る抗 寄

生 虫薬 と して 開 発 され,trypanblueに 類 似 の構 造 を

もつ薬 剤 であ る.そ の 後,RNA逆 転 写 酵 素 阻害 活 性

を示 す こ とが 判 明 し4),一 時 はAIDSに 対 す る 治 療

薬 と して も研 究 され,こ の 間,抗 腫 瘍 効 果 を もつ こと

が 明 らか に され た2).そ の作 用 機 序 と して はinvitro

に お い てEGF,FGF,PDGFな ど各種 のgrowth

factor作 用 の 阻 害5-8)やG-bindingproteing),

proteinkinaseClo》DNApolymeraseii),DNA
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topoisomeraseII12)な ど さま ざ ま な酵 素 活 性 の 抑 制

が 判 明 して きて い る.

しか しな が ら,suraminの 臨 床 使 用 で の問 題 点 は

神経 毒性,血 液 毒性,腎 ・肝 毒 性 な どの 副作 用 が 重 篤

で あ る こ とで あ り2),こ れ がdoselimittingfactor

とな って い る こ と で あ る.NCIのMyersら3)は

suraminの 血 中濃 度 が350μg/ml以 上 では 重 篤 な 副

作用 を呈 す る こ とか らこれ 以 下 に 抑 え る よ うな 投 与 方

法 を推 奨 して い る3)こ のた め,suraminの 臨 床 応 用

に あた って は,よ り少 ない 投 与 量 で 効果 増 強 を は か る

た め に他 剤 との 併用 は検 討 課 題 の 一 つ と考 え られ る.

今 回,わ れ わ れ は ヒ ト前 立 腺 癌 株PC-93を 用 い て

suraminの 抗腫 瘍 効 果 と,CDDPと の併 用 に よ り効

果 増 強 が え られ るか をinvitroお よびinvivoで 検

討 した.

実験材料と方法

1)ヒ ト前立 腺 癌 細 胞 株:京 都 大 学 泌 尿 器科 学教 室 の

大 石 先 生 よ り提 供 い た だ いた 未 分 化 前 立腺 癌 株PC-

93を 用 い た.Ab4を 用 いたEGFreccptor組 織 染

色 で は 良 好 な 染 色性 を 示 し,細 胞 の成 長 にEGFが

関 与す る こ とが 期 待 され た,無 血 清 培 地 で は 十 分 な

発 育 が え られず,培 養条 件 は10%FCSを 添 加 した

DMEを 用 い,5%CO2下 で 培 養 した.

2)PC-93の 発 育 に お よぼ すEGFの 影 響:各 濃 度

の マ ウス顎 下 腺 由来 上皮 成 長 因 子(和 光)を 培 養 液 内

に 添加 し,細 胞 数 の 変 化 をMTTassayを 用 い て評

価 した.

3)suraminは ドイ ツバ イエ ル社 よ り原 末 の 提 供 を

受 け,使 用 直 前 にPBSに 溶解 し各 培 地 に 添 加 した.

4)cellculture=1×105/mlに 調 整 した 細 胞 浮 遊液

を96孔 マ イ ク ロプ レー トの 各we11に100μ1ず つ 注

入 し,5%CO2下 で1時 間 培 養 した 後,薬 剤 を溶 解

した 培 養 液 をIOOPt1追 加 し最 終 濃 度 を 調 整 した.薬

剤 との接 触 時 間 はCDDPに つ い て は4時 間 と し,そ

の 後CDDPを 含 ま な い培 養 液 に 置 換 した,suramin

は 持続 接 触 と し,suraminとCDDPの 併用 群 で は

4時 間 の 同時 接 触 後 培 地 交 換 し,以 後suraminの み

の接 触 と した.各 群 との6～9wel1で 検 討 した.併 用

効 果 の評 価 は,ChouandTalalayら の方 法13)に 準

じ,combinationindexを 求 めた.こ の 際 の併 用 に

おけ るsuraminとCDDPのfixedratioは63=1

と した.

5)MTTassay:Romijnら の方 法14)に 準 じ,MTT

溶 液(4mg/ml)を 各wel1に30μ1ず つ 加 え4時

間 培 養 し,上 清 を 捨 て た 後DMSOを100μ1加 え

formazanを 溶 出 させ た.こ れ をTitatekMultiskan

を用 い540nmで 吸 光 度 を 測 定 し た.薬 剤 投 与 群 に

お け る効 果 は,無 投 与 群 に 対 す る吸 光 度 の 比 で 検討 し

た.

6)ヌ ー ドマ ウスinvivo実 験=BALBIC雄 ヌー ド

マ ウス(日 本 ク レア)6週 齢 の 背 部皮 下 にPC-93を

移 植 し,各 群3～6匹 と し た.薬 剤 投 与 開 始 は 腫瘍

重 量 がO.5～Igに な った 時 点 と し た.suraminは

Mortonら の 方 法15)に 準 じ,第1日 目に300mg/kg

を尾 静 脈 よ り静 注 し,さ ら に 第5日 目に100mg/kg

を追 加 投 与 した.CDDPは 第1日 目に7mg/kgの

腹 腔 内一 回 投 与 と し,5日 毎 に腫 瘍 径 を 計 測 し,腫 瘍

重 量 を 算 出 した 。

結 果

1)EGF添 加濃度 の違いに よる経 時的 な細胞増殖変

化では,無 添 加群に比べて細胞増殖促進効果を認め,

また,10ng/m1添 加時で培養2日 目に最 大の効果が

え られた(Fig.1).

2)suramin単 独添 加群(Fig.2)で は,濃 度依存

性に増殖 抑制効果が認め られ,持 続接触では3日 目に

最大抑制効果がえ られた.し か し,4,5日 目には再

び細胞増殖は回復す る傾向が 認め られ,suraminの
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鈴木,ほ か:Suramin・ 前 立 腺 癌

増 殖抑 制 効 果 はcytostaticな もの で あ る こ と が 示 さ

れた.ま た,臨 床 使 用 可 能 なsuraminの 血 中濃 度 で

あ る300r29/mlで は,増 殖 抑 制 率 はig.7%(P〈

O.Ol)と 有 意 差 は 認 め る もの の十 分 な 効 果 は い えず,

IC5。 は1,087Ptg/mlで あ った.

3)EGF10ng/ml添 加 に お け るsuraminの 細 胞

増殖 抑 制 効果 の検 討 で は,EGF添 加 に よ りsuramin

の 増 殖 抑 制 効 果 は 有 意 に 減 少(P<O.005)し た が

(Fig.3),suraminの 濃 度 依 存 的 な 抑 制 効 果 を示 し

た,

4)CDDP単 独 で4時 間接 触 させ た 群 で は,濃 度依

存 性に 細 胞増 殖 抑 制 効 果 を示 す と ともに 持 続 効果 も認

めた(F圭9.4).

5)suramin300μg/m1とCDDP1μg/m1併 用 群

では,suramin単 独 で 認 め ら れ た4日 目以 降 の増 殖

回復 はみ られず,増 殖 抑 制 効 果 の延 長 を認 め た(Fig・

5).ま た,suramin単 独 で最 大 増 殖 抑 制 効 果 を認 め る

3日 目に お け る 抑 制 率 を 比 較 で はsuramin単 独 群

19.7%,CDDP単 独 群13.5%o,併 用 群 で は32.4%

(P<O.Ol)と ほ ぼ相 加 効 果 を 示 した(Fig.6).

6)suraminとCDDPの 併 用 モ ル比 を63:1に 固

定 し,combinationindexを 求 めた が,各fraction

にお いて もindexは1以 上 で あ り,相 乗 効果 は認 め
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られ な か った(Fig.7).

7)ヌ ー ドマ ウ スを 用 い た検 討 で はsuramin単 独 投

与 群 に お い て 良好 な 抗 腫瘍 効果 を 認 め,し か もinvi-

troと は 異 な り持 続 効 果 も認 め られ た.CDDPと の

併 用 群 で はinvitroと 同 様 に 相 加 的効 果 が え られ た

(Fig.8).し か し,suraminを 投 与 した マ ウス の 中,

3割 がIOH以 内に 死 亡 した.

考 察

suraminはinvitroに お い てEGF,FGF,PD-

GFな どのgrowthfactor作 用 を そ のreceptorレ

ベ ル で抑 制 す る5一8)こ とが 判 明 し,抗 腫 瘍 効 果 を もつ

こ とが報 告 され て い る.Stein2)ら は これ ら の 基礎 実

験 の結 果 を 基 に 転移 病 巣 を 有 す る進 行癌15例(副 腎 癌

10例,腎 癌4例,AdultT-cellleukemia-lymphoma

l例)に 対 し て 臨床 治験 を 行 い,partialresponse

(PR)4例,m五norresponse(MR)2例 の成 績 を え

た.し か しな が ら,そ の副 作 用 は蛋 白尿14例,腎 機 能

障 害9例,肝 機 能 障 害8例,血 液 凝 固障 害11例,多 発

性 神 経 炎1例 な ど高 い 頻 度 で 出現 して い る.こ れ らの

副作 用 はsuraminの 血 中 濃 度 が高 い ほ ど 高 率 に 出現

す る一方,抗 腫 瘍 効 果 に つ い て も 同様 の こ とが い え,

安 全 域 の 狭 い薬 剤 とい え る.こ の こ とか らsuramin

濃 度 を 最 小限 に 抑 え,抗 腫 瘍 効果 を 高 め る 方 法 と し

て,他 剤 と の併 用 療法 に よ る効 果 増 強 の試 み は 意味 の

あ る こ とと考 え られ る.

今 回,suraminの 前立 腺 癌 株PC-93に 対 す る抗腫

瘍 効果 と,広 く用 い ら れ て い るCDDPと の併 用 効

果 を検 討 した.invitroに お い てsuramin単 独 群 で

は 臨床 使 用 可 能 な濃 度 であ る300μg/m1で は 期 待 さ

れ たほ ど の抗 腫瘍 効 果 は認 め ら れ な か った.Rocca

ら16)は,PC-3,DUl45,LNCaP。FGCの3つ の細

胞 株 に つ い てinvitroで のsuraminの 効 果 を 検 討

し,Pc-3,LNCaP-FGcに つ い て はIC50が300Pt9/

ml前 後 と有 効 で あ っ た が,DU145で は600ptg/

ml以 上 と細 胞 株 に よ る感 受性 の 差 が あ り,DU145

は 他 の2株 に 比べ 細 胞 内suramin濃 度 が低 い こ とを

報 告 して い る.ま た,LNCaPやDUl45はEGF

やbFGFな どの 添 加 に よ り,増 殖 が 促 進 されbFGF

の 効果 をsuraminが 阻 害 す る こ と「6),PC-3,DU

145はsuramin添 加 に よ りTGFα のbindingが

抑 制 され る こ と17)が 報告 され て い る.わ れ わ れ が用 い

たPC-93に はEGFreceptorが 存 在 し,外 因 性 の

EGF添 加 に よ り増 殖 が 促 進 した 。 そ して,suramin

はEGF添 加 の 効 果 を容 量 依 存 的 に 抑 制 した 。 この

こ とか ら,PC-93に お い て もsuraminはEGFの

作 用 をreceptorレ ペ ル で阻 害 して い る可 能 性 が示 唆

され た.suramlnのPC-93に 対 す る感 受 性 がPC-3

な ど と比 べ て 低 い 原 因 は不 明 で あ るが,grOwthfac-

torの 細 胞 増 殖 に 関 与 す る 程 度 の 違 い や細 胞 のsur-

minの 取 り込 み,排 泄 の違 い,他 の酵 素 系阻 害 の関

与 な どが 考 え られ る.ま た,suraminは 蛋 白結 合 率

が 高 く,invitroに お い て は培 地 内 の 蛋 白 濃 度 に よ

りsuraminの 細 胞 増 殖抑 制 効 果 が 異 な る こ とが示 さ

れ て お り18),10%FCSの 存 在 下 で 検 討 した 今 回 の結

果 に影 響 を お よぼ して い る可 能性 が あ る が,同 様 の10

%FCS存 在 下 に おけ るPC-3の 感 受性16・18)と 比 ぺ

て も明 らか に感 受 性 は 低 い.

inv五troに お い て はsuraminの 細 胞 増 殖 抑 制 効果

がcytostaticで あ る こ とにつ い ては,Kimら17)が

suraminを 含 む 培 地 か らsuraminを 含 ま な い 培 地

に 交 換 す る こ とに よ り細 胞 増 殖 が 回 復 した こ とを 報告

して い る.PC-93で は 持 続 接 触 に もか か わ らず 細 胞

増 殖 の 回 復 を認 めて お り,suraminの 活 性 が低 下 し

た か,PC-93が 早 期 にsuraminに 対 して 耐 性 を獲 得

した 可 能 性 が考 え られ る.今 回 はsuraminの 濃 度測

定 や 耐性 の有 無 に つ い て は検 討 して お らず 今 後 の検 討

が必 要 と思 わ れ た.

suraminと 他 剤 と の 併 用 に 関 し て は,Osswald

ら19)がinvivoでhyperdiploidEhrlichcarcinoma

を 用 い てcydophosphamideな らび にdoxorubicin

との併 用 効 果 を 検 討 し,効 果 増 強 と 副作 用 軽 減 を 認

め,こ の 際 の二 剤 を投 与 す る順 番 と間 隔 に よ って効 果

が こ と な る こ と を 報 告 して い る.ま た,Freuhauf

ら20)は,invitroでPC-3,LNCaPを 用 い てtumor

necrosisfactor(TNF一 α)な らび にdoxorubicinと

の併 用 に よ り相乗 的 な細 胞 増 殖 抑 制 効 果 が え られ る こ

を報 告 した.し か しな が ら,効 果 増 強 の 機序 につ い て

は 明 らか に して い な い.わ れ わ れ はsuraminの 多 彩

な作 用 の うちgrowthfactorの 作 用 阻 害 とDNA障

害 を きた す 効 果 に注 目 し,CDDPと の併 用 を試 み た

が 相 加 効 果 以 上 の結 果 は え られ な か った.こ れ に は,

PC-93自 身 がsuraminに 対 す る感 受性 が低 い こ と も

あ るが,細 胞 との接 触 時 間,順 番 な ど も今後 の検 討課

題 で あ ろ う.

invivoに お け るsuraminの 作用 と して,1ysoso-

malenzymeの 阻 害 に よ りヘパ リン な どのglycosa-

m五noglycanが 蓄 積 し2Ds腫 瘍 の血 管 増 生 を 抑 制す る

可 能性2)が 報 告 され てい る.今 回 の ヌー ドマ ウ スを 用

い た 検 討 ではinvitroと 異 な りsuraminの 持 続 効

果 を認 め た こ とは,invivoに おけ る抗 腫 瘍 作用 は単

に直 接 作 用 の み な らず 血 管増 生 障 害 な どの 間 接 作 用 も
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関与 している可能性を支持す るもの と考え られ る.一

方,suraminの 投与法 は血中濃度を300μg/m1に 保

つためMortonら の方法に準 じたが,suramin投 与

の約3割 のマウスが死亡 した.Mortonら は投与直 後

には一過性 に600μ9/ml前 後の血 中濃度に達す るこ

とを報告 して お り,急 性毒性 のた め死亡 した もの と考

えられ る.今 後はsuraminの 血中濃度 をモ ニタ リン

グし,よ り安全な投与法を検討す る必要がある と考 え

ている.

今回のわれわれの結果ではsuraminの 抗腫瘍 効果

は十分 とはいえず,ま た,CDDPと の併用では相乗

効果はえられなか った.し か し,多 彩な作用を もつユ

ニークな薬剤 として 今後 とも興味 が もた れ る.そ し

て,suramlnの 抗腫瘍作用 の本質的機序や 副作用機

序の解明によ り,適 切 な投与方法の決定や 副作用 の少

ないアナ ログ製 剤の開発が可能にな り,安 全 な臨床使

用への道が開かれるものと考え られる.

結 語

1)ヒ ト前 立腺 癌 株PC-93を 用 い てinvitroな ら

びにinvivoでsuraminの 抗 腫 瘍 効 果 とCDDP

との併 用 効果 を検 討 した.

2)invitroで はsuramin単 独 は 臨 床 使 用 可能 な濃

度 で は十 分 な増 殖 抑 制 効 果 は え られ なか った.ま た,

その効 果 はcytostaticで あ った.

3)CDDPと の併 用 で は 増 殖 抑制 効果 の延 長 と相 加

効 果 を認 め た.

4)suraminはEGFに よるPC-93の 細 胞増 殖 促

進 効果 を 抑制 した.

5)ヌ ー ドマ ウ スを 用 い た検 討 で はsuraminは 持 続

的 抗腫 瘍 効果 を示 し,CDDP併 用 に よ り効 果増 強 を

認 めた.

6)今 後 も検討 を進 め る こ とに よ りsuraminの 安 全

な 臨床使 用 が 可 能 とな る と考 え られ る.

なお 本研究の 一一部は 文部省 科学 研究費(一 般 研究C:

04670956)の 援助によって行われた ものであ る.
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