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原著

頭頚部癌に対するスラミンの抗腫蕩効果

近藤昭男

徳島大学耳鼻咽喉科学教室（主任：小池靖夫教授）

（平成10 年9 月2 日受付）

スラミンは，アフリカトリパノソーマ症の治療剤とし

て開発されたが，最近，副腎癌や前立腺癌などの悪性腫

蕩に対して抗腫場効果を持つことが判明した。しかし，

頭頚部領域の癌に対してはスラミンの抗腫蕩効果は知ら

れていない。この研究は頭頚部領域の癌に対するスラミ

ンの抗腫蕩効果を調査するために行った。

悪性細胞として扇平上皮癌細胞，甲状腺未分化癌細胞

を使用し，正常細胞としてマウス皮下組織細胞を使用し

た。それぞれの細胞は各種濃度（ 0, 50, 100, 200, 

300, 500, lOOOμM ）のスラミンを添加し， 37 ℃， 72 時

間培養し，パパニコロウ染色を行った。

扇平上皮癌細胞はlOOμM 以上で，甲状腺未分化癌細

胞は50μM 以上で細胞増殖抑制効果を認めた。マウス皮

下組織細胞は300μM 以上という高濃度で細胞増殖抑制

効果を認めた。形態的には，スラミンは扇平上皮癌細胞，

甲状腺未分化癌細胞の分化度を向上させた。しかし，マ

ウス皮下組織細胞では形態変化を認めなかった。

スラミンは，頭頚部領域の癌に対して抗腫蕩剤となり

うる可能性が示唆された。

スラミンは，元来，アフリカトリパノソーマ症の治療

剤として使用されてきた1) 。1979 年に De Clercq2l が，

スラミンが RNA 腫蕩ウイルスに関係する reverse

transcriptase 活性を抑制することを発見してから，多

数の研究が行われるようになった。そこで，スラミンに

ついて，現在まで報告されていることを以下にまとめて

みた。

1. 歴史

スラミンは， 1904 年に抗寄生虫活性が初めて報告さ

れ， 1916 年に化学合成された。 1920 年代初期に，アフリ

カにてヒトトリパノソーマ症の治療薬として臨床試験が

行われたl,3) 0 1930 年代初期に薬剤投与後の副作用と

して副腎皮質障害の発生率が増加したことが報告され

た4）。 1979 年に De Clercq は，低濃度のスラミンが RNA

腫蕩ウイルスの reverse transcriptase 活性を抑制する

ことを観察した2）。 1984 年に， Mitsuya らが HIV に対し

てのスラミン効果を研究し in vitro において HIV の感

染性や細胞変性がスラミンにより阻止されることを証明

した5）。 1984 年に， AIDS 及び AIDS-related complex の

10 人の患者に試験的に使用され 4 人に in vivo におい

てウイルスに対して効果があったが 臨床的及び免疫的

改善はなかった6）。 1985 年に， Levine らは， AIDS や B-cell

lymphoma の日和見感染の12 人にスラミンを投与したが，

誰も免疫改善を示さなかった7）。 1980 年代は AIDS に対

して数多く研究されたが AIDS の治療剤とはなりえな

かった。その研究過程において，副腎癌，前立腺癌に対

して，抗腫蕩効果があることがわかってきた。最近10 年

間で，多くの特性が調べられ，ある細胞ラインの増殖を

刺激する能力が報告されている8-10 ）。 Spigelman ら11 ）は

リンパ細胞に対し， Guo ら12 ）は神経細胞の増殖抑制の効

果， Dorfinger ら13 ）は上皮細胞の増殖抑制の効果を報告

した。

2. 作用機序

スラミンが抗腫蕩効果を発揮する作用機序は，第一に，

スラミンが epidermal growth factor (EGF ）という腫

蕩成長因子と結合し 腫蕩成長因子がそのレセプターに

結合するのを阻止する働きがある 14-17 ）。また，他の成長

因子としてplatelet-derived growth factor (PDGF) 14, 18-22), 

tumor growth factor-beta (TGF －戸） 15 ）と結合することで

腫傷成長因子がそのレセプターに結合するのを阻止する

と報告されている。第二に， glycosaminoglycan を血中

に増加させる。 glycosaminoglycan は腫蕩細胞の成長に

必要な脈管形成を阻止し，結果として腫蕩成長を阻止す
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る働きがあると報告されている23 -26 ）。第三に，腫蕩成長

の促進や分泌などに必要な protein kinase C を抑制する

ことで，腫蕩細胞の成長を阻止すると報告されてい

る10, 27）。第四に， DNA 合成の抑制することで，腫蕩細

胞の成長を阻止すると報告されている28 ）。 以上のことが，

複数に絡み合って腫蕩細胞に作用している可能性があり，

結果としてスラミンが抗腫蕩効果を持つと推測される。

3. 基礎実験及び臨床試験

上記の抗腫蕩効果の作用に基づいての基礎実験や臨床

試験は以下のことが報告されている。in vitro での培養

細胞を用いたスラミンの抗腫蕩効果の基礎的実験におい

て，前立腺癌細胞29.30 ），副腎癌細胞13, 31-33 ），大腸癌細胞8,9 ),

神経系の悪性細胞10.12 .34 ），リンパ系の悪性細胞11 ）が報告

されている。いずれにおいても スラミンが腫蕩細胞の

増殖を阻止すると報告されている。臨床面からの報告と

しては，スラミンが RNA 腫蕩ウイルスに関係する

reverse transcriptase 活性を抑制することを発見された

のを契機に2)' 1984 年に in vitro で HIV の複製を抑制す

ることが報告された5）。 よって臨床的研究はまず AIDS

から始まった。1985 年より AIDS 患者の治療に使用され

た6,3 5, 36 ）。 しかし， 1986 年に AIDS ウイルス血症は抑制

するが，患者の副作用の問題があったり，免疫機能の改

善を認めなかった報告があり 7) 1987 年には AIDS に対

して無効で、あると結論付けられた37）。 しかし，その研究

過程で，抗癌剤としての可能性があるとの期待が生じ

た38 ）。 そして，抗癌剤としての臨床使用は， 1989 年に副

腎癌31, 39-42 ）に使用された。1990 年からは前立腺癌43刈）に

も使用された。そして，いずれにおいても，抗腫蕩効果

があると報告されている。しかし，一方では， 1995 年に

結腸癌に対して臨床試験が施行されたが，効果がなかっ

たという報告もある45 ）。

4. 有効濃度

スラミンが作用するために有効な濃度は， in vitro で

の培養実験では以下のごとくである。前立腺癌細胞では

lOOμg/ml 以上で細胞増殖を抑制するという報告29 ）があ

り，また300μg /ml 以上で細胞増殖を抑制するという報

告30 ）もある。副腎癌細胞では150μg /ml あるいは350μg/

ml 以上で細胞増殖を抑制するという報告31) である。大

腸癌細胞ではlOOμg /ml 以上で細胞増殖を抑制するとい

う報告別である。神経系の悪性細胞ではlOOμg /ml 以上

で細胞増殖を抑制するという報告12）である。そして，リ

ンパ系の悪性細胞では200μg/ml 以上で細胞増殖を抑制
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するという報告11 ）である。概して in vitro での培養実

験では100 から350μg /ml で細胞増殖を抑制するようであ

る。一方，臨床的に使用される有効血中濃度は，副腎癌

において， 200μg ～300μg /ml39 lで使用するべきとか， 300

μg/ml 以下31 ）で維持されるべきであると報告されている。

前立腺癌では， 200μg /ml まで43 ），あるいは300μg /ml ま

で“）血中濃度が維持されるようにと報告されている。こ

のように臨床的に血中濃度に上限が決められているのは，

次に述べる副作用の問題が大きな地位を占めるためと思

われる。

5. 副作用

スラミンが人体に及ぼす影響は多数報告されている。

一般的な副作用は，発赤，発熱，全身倦怠感，吐き気な

どが挙げられる6, 7, 22. 31, 35 , 39, 43, 44, 46）。 そして，重篤あるい

は重要な副作用として，腎障害6, 7, 31, 35,3 8, 41, 44 , 46 ），肝障

害6,3 1,35 ，砥44），角膜炎31，礼39 ,47-49 ），副腎障害7,13, 32. 38. 46却），

凝固障害31, 39, 41 ,44, 51 -53 ）， 白血球減少38,44 ），血小板減少お），

多発性神経障害7. 31, 38 , 39, 44 . 54, 55 ）などが報告されている。

上記の副作用の中で，具体的な血中濃度を述べると，副

腎障害は300μM (428. 7μg /ml ）以上で発生すると報告

されている 13）。凝固障害は250μg /ml までは影響を受け

ないと報告されている51 ）。 多発性神経障害は350μg /ml

以上で40% が発生すると報告54 ）され，別の報告で， 300

μg/ml 以下では発生を認めなかったという報告55 ）もある。

以上より，人体に対して，副作用などの障害を起こすの

が250 あるいは300μg /ml 以上の血中濃度であると思われ

る。

以上より，現在，スラミンは臨床的に副腎癌，前立腺

癌に対し有益な効果が観察されている。しかし，頭頚部

領域の悪性腫虜細胞に関して スラミンの抗腫蕩効果の

報告は現在までない。今回，頭頚部領域の扇平上皮癌細

胞および甲状腺未分化癌に対してスラミンの細胞増殖抑

制効果，組織学的変化を研究し，考察したので報告する。

方法

1. 細胞株

使用細胞株は，悪性細胞として，ヒト舌癌細胞（以下

SCC-25 細胞と略す），ヒト甲状腺未分化癌細胞 （以下

FRO 細胞と略す）を使用した。対照とした正常細胞は，

マウス皮下組織細胞（以下 L 細胞と略す）を使用した。

SCC-25 細胞はAME 阻CAN TYPE CULTURE COLLECTION 

社のものを用いた。FRO 細胞は山下俊一教授 （長崎大
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学医学部附属原爆後障害医療研究施設発症予防部門）よ

り提供を受けた。 L 細胞は桑野信彦教授（当時大分医大，

現在九州大学）より提供を受けた。

2. 薬剤

スラミンは， Calbiochem 社のものを用いた。スラミ

ンの構造式を図 1 に示す。分子量は1429 である。

3. 検査法

MTT assay はCHEMICON 杜のMTT-CELL GROWTH 

ASSAY キットを用いた。培養細胞に MTT ( 3 -( 4 , 5 -

Dimethylthiazol - 2 -yl) - 2 , 5 -Diphenyl tetrazolium 

bromide ）の 5mg/ml 溶液を0.05ml 加え， 4 時間培養

後， Isopropanol/0. 04N HCl を0.5ml 加えた。これによ

り，平底24well プレートの底に黒いけばだった結晶が

形成される。これをよく混ぜて，結晶をはいだところ

で， 570nm の吸光度を ELISA reader ( SJ eia AUTO 

READER ，三光純薬）により測定した。 MTT assay で

は，各濃度の細胞から細胞を含まない吸光度を差しヲ｜い

たものを optical density （以下 OD と略す）として示し

た。

実験 l ：培養細胞数の決定

平底24well プレートに SCC-25 細胞を1. 0×104/ml/ 

well, 2.0 ×104 /ml/well, 4. 0 ×104 / ml/ well ずつ播

き， 24, 48, 72, 96, 120 時間後に MTT assay を行い，

細胞数を調べ，それぞれの細胞増殖曲線を調査した。同

様に FRO 細胞， L 細胞を0.25 ×104/ml/well, 0. 5×104/ 

ml/well, 1. 0×104/ml/well ずつ播き， 24, 48, 72, 96, 120 

時間後に MTT assay を行い，細胞数を調べ，それぞれ

の細胞増殖曲線を調査した。それぞれの細胞増殖曲線は，

横軸に時間，縦軸に MTT assay で得られた OD を対数

表示し，各細胞の増殖状態をグラフにした。

実験 2 ：有効スラミン濃度の決定

1. 平底24well プレートに，実験 lで得られた結果に

基づいて， SCC-25 細胞は， 2 ×104/ml/well ずつ，

図 l ：スラミンの構造式
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FRO 細胞は0.5 ×104/ml/well ずつ， L 細胞は0.5 ×

104/ml/well ずつの細胞を播いた。

2. 24 時間， 37 ℃， 5 %CO2 で incubate し，細胞が平

底24well プレートに付着したところへ， 0, 50, 

100, 200, 300, 500, lOOOμM のスラミンを 1ml

それぞれ添加した。なお，スラミンの濃度は培地中

に溶解し調整した。

3. 72 時間スラミンを接触させた後， MTT assay を施

行した。 MTT assay で得られた OD のうち， OμM

のスラミンで得られた OD を対照とした。そして

50, 100, 200, 300, 500, lOOOμM のスラミンを添

加して得られた OD を対照の OD で割り，百分率

で表した値を生存率とした。

4. 統計的検定：有意差の検定には，多群の組み合わせ

の検定（Scheffe's F）を用いた。

実験3 ：形態学的変化の観察

1. Chamber スライドに，実験 1で得られた結果に基

づいて， SCC-25 細胞は， 2 ×104/ml/well ずつ， FRO

細胞は0.5 ×104/ml/well ずつ， L 細胞は0.5 ×104/

ml/well ずつの細胞を播いた。

2. 24 時間， 37 ℃， 5 %CO2 で、incubate し細胞がChamber

スライドに付着したところへ， 0, 100, 300, 1000 

μM のスラミンを 1 ml それぞれ添加した。なお，

スラミンの濃度は培地中に溶解し調整した。

3. 72 時間スラミンを接触させた後，各細胞の形態変化

を観察するために，パパニコロウ染色を施行した。

結果

実験 1 ：培養細胞数の決定

SCC-25 細胞（図 2 ）では 2 ×104/ml/well, 4 ×104/ml/ 

well で96 時間以上で細胞増殖に頭打ちが見られる。そ

して， 24 時間から96 時間まで安定して細胞が増殖し，あ

る程度の OD が得られるのが 2 ×104/ml/well で見ら

れる。そこで，実験 2, 3 を施行するに当たり， l well 

当り 2 ×104/ml の細胞を植え込むことにした。同じよ

うに FRO 細胞， L 細胞では，安定して細胞の増殖が見

られる0.5 ×104/ml/well を実験 2,3 に用いることにし

た。

実験 2 ：有効スラミン濃度の決定

L 細胞に対するスラミン濃度と細胞増殖抑制の結果を

図 3 に示す。スラミン濃度 OμM と比較して，生存率に
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図 2 : SCC-25 細胞の増殖曲線
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図 3 : L 細胞の生存曲線
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図 5 :FRO 細胞の生存曲線

100 200 300 500 1000 

スラミン濃度（ /1 M) 

＊： スラミン濃度 O μM に対して，スラミン濃度50, 100, 200, 
300, 500 , lOOOμM で生存率に有意差がある （p< O. 01 ) 

図 6 : L 細胞のパパニコロウ染色 （×200 倍）

ト心地
A ：スラミン濃度 OμM, B ：スラミン濃度300μM

統計学的有意差が見られるのがスラミン濃度300μM 以

上である（p<0.01 ）。sec 2s 細胞に対するスラミン濃

度と細胞増殖抑制の結果を図 4 に示す。スラミン濃度

。μM と比較して， 生存率に統計学的有意差が見られる

のがスラミン濃度lOOμM 以上である （pく0.01 ）。FRO

細胞に対するスラミン濃度と細胞増殖抑制の結果を図 5

に示す。スラミン濃度 OμM と比較して， 生存率に統計

学的有意差が見られるのがスラミン濃度50μM 以上であ

る (pく0.01 ）。

実験3 ：形態学的変化の観察

L 細胞のスラミン濃度 OμM と300μM のパパニコロウ

染色 （200 倍）を図 6 に示 した。スラミン濃度300μM の

場合では， OμM と比べ核分裂像が若干減少しているが，



スラミンの抗腫傷効果

A ：スラミン濃度 OμM, B ：スラミン濃度lOOμM

図 8: FRO 細胞のパパニコロウ染色 （×200 倍）

A ：スラミン濃度 OμM, B ：スラミン濃度lOOμM, C ：スラミン

濃度300 μM

特徴的な形態変化は見られなかった。スラミン濃度

lOOμM でも特徴的な形態変化は見られなかった。なお，

スラミン濃度lOOOμM では細胞がほとんど認められない

ため，観察不可能であった。SCC-25 細胞のスラミン濃

度 OμM とlOOμM のパパニコロウ染色（200 倍）を図 7

に示した。スラミン濃度lOOμM の場マ合では， OμM と

比べ核が濃縮し，角化傾向が見られ，癌真珠が見られた。

スラミン濃度300μM でも細胞密度は低いものの，癌真

珠が認められた。なお，スラミン濃度lOOOμM では細胞

がほとんど認められないため，観察不可能であった。

FRO 細胞のスラミン濃度 0μM, lOOμM, 300μM のパ

パニコロウ染色（200 倍）を図 8 に示した。スラミン濃

度lOOμM では，クラスターを形成しつつあり， 300μM

ではクラスターを完全に形成していた。なお，スラミン
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濃度lOOOμM では細胞がほとんど認められないため，観

察不可能であった。

考 察

今回の実験にて，スラミンが頭頚部領域の悪性細胞に

対して，抗腫蕩効果があり，その作用として悪性細胞の

分化度を向上させることが示唆された。

1. 本実験について

今回，実験するにあたり， MTT assay を用いた理由

は以下のとおりである。酵素活性を利用する制癌剤感受

性決定法として， Succinic dehydrogenase inhibition test 

(SDI test ）が， Kondo らにより報告された56 ）。 SDI と

はコハク酸脱水素酵素抑制（succinic dehydrogenase 

inhibition ）の略で， succinic dehydrogenase は succinic

acid の水素分子を受容体に移して fumaric acid に酸化

させることを触媒する酵素である。受容体として TTC

( 2 , 3 , 5 -triphenyl tetrazolium chloride ) , MTT 

( 3 -( 4 , 5 -Dimethylthiazol- 2 -yl ) -2 , 5 -Diphenyl 

tetrazolium bromide ），最近では X TT [ 2 , 3 -bis ( 2 -

methoxy - 4 －凶仕o - 5 -sulfophenyl) - 5 - （くpheny 凶凶no >

carbonyl) -2 H-tetrazolium hydroxide ］などのtetrazolium

塩が用いられる。これらの水素分子を受けると有色の

formazan を形成するので この formazan の吸光度を

光電比色計で測定する。癌細胞のコハク酸脱水素酵素活

性の低下率と癌細胞の生存性の低下率が相関することを

利用した方法である。新しい tetrazolium 塩として MTT

が合成されると， MTT を用い，薬剤接触時間は72 時間

で行われるようになった。そして 欧米でも幅広く

MTT assay として使用されている 57 日）。 以上より，今

回の実験においては，スラミンの効果判定として，スラ

ミンの接触時間を72 時間とし， MTT assay を用いて，

抗腫場効果を判定した。

対数増殖期の細胞に対する効果を見るために， 実験 l

にて各細胞の増殖状態を確認した。すなわち，実験 2, 3 

で使用する培養細胞を植える適切な濃度を実験 l で決定

した。癌細胞は互いに重なり合い，増殖していき，接触

阻止現象の損失があると言われているが60 ），実際は， 実

験 1の結果のとおり 正常細胞あるいは悪性細胞に関わ

らず，高濃度の培養細胞を植え込むと， 96 時間以上の培

養で対数増殖の直線性がなくなる。従って，図 2 で直線

的に増殖する濃度を選んだ。

実験 2 において，正常細胞の L 細胞では， スラミン
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が300μM 以上でないと，細胞増殖の抑制効果がないこ

とが分かった。一方，悪性細胞の SCC-25 細胞で、はlOOμM

以上で細胞増殖の抑制効果を認め，さらに FRO 細胞で

は50μM 以上という低濃度から細胞増殖の抑制効果を認

めた。スラミンのlOOμM は142. 9μg /ml に相当する。臨

床的に使用される最適な濃度は前述したように，副腎癌

においては200μg ～300μg/ml31・39l であり，前立腺癌で

は， 200μg/ml まで43 ），あるいは300μg /ml まで44 ）血中濃

度が維持されるようにと報告されている。よって，

SCC-25 細胞や FRO 細胞では過去の報告されている濃

度より，低濃度で抗腫蕩効果が発揮できると予想される。

正常細胞の生存率に影響を及ぼすのは300μM 以上，す

なわち428. 7μg /ml 以上ということなので，スラミンは

安全な血中濃度で頭頚部領域の悪性細胞に使用できる可

能性がある。

実験3 の意義は，次のように考えられる。正常細胞の

L 細胞ではスラミン濃度 OμM と300μM を比較しても特

徴的な形態変化がないことが分かつた。これは，先ほど

述べたとおり，スラミン濃度300μM でも，正常細胞に

対しては，形態変化を起こさせないことが示唆され，こ

れ以下の濃度では，人体に対し，正常細胞の形態変化を

起こさせないという意味で，安全であると考えられる。

一方， SCC-25 細胞ではスラミン濃度lOOμM で癌真珠が

見られ，高分化の方向に形態変化していると考えられる。

FRO 細胞ではスラミン濃度lOOμM 以上でクラスターを

形成し，また，細胞の形も紡錘形から円形になっており，

あたかも，未分化癌が乳頭癌に分化したようにも見える。

また，文献的にも Henesy ら10 ）は，スラミン lOOμM, 48 

時間薬剤接触で，神経芽細胞の形態を未分化な球形から

分化を示す軸索を有する形態に分化させたと報告した。

Fantini ら8, 9）は，スラミンlOOμg/ml, 96 時間薬剤接触で，

大腸癌細胞を未分化な形態から分化形態に変化させたと

も報告している。このことより，スラミンは今回使用し

た悪性細胞にも，分化を誘導し，分化度を向上させる役

割があることが示唆される。しかし，分化を起こすメカ

ニズムは，解明できていないし， Henesy ら， Fantini

らも解明できていない。だが，スラミンは悪性細胞を高

分化な方向に形態変化させることより，ネクローシスを

起こすだけでなく，悪性細胞自身を変化させる，すなわ

ちアポトーシスを誘導する可能性があると考えられる。

2. 今後の展望

スラミンは副腎癌，前立腺癌のみでなく，頭頚部領域

近藤昭 男

の悪性腫蕩に使用できる可能性が示唆された。安全な血

中濃度で腫蕩細胞のみを制御できる可能性がある。とり

わけ，頭頚部の悪性腫蕩は扇平上皮癌が主流であるが，

これに対しても，新しい抗癌剤となりえる可能性がある。

また，決定的な治療法がなく予後が極めて悪い甲状腺未

分化癌に対しても 新しい抗癌剤となりえる可能性があ

る。今後は，スラミンの作用機序をさらに研究し，また，

スラミンが細胞の分化を誘導するメカニズムを解明する

必要があると思われる。
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The antitumor effect of suramin to the head and neck cancer 

Akio Kondo 
Department of Otorhinolaryngology, The University of Tokushima School of Medicine, Tokushima 
(Director : Prof Y asuo Koike) 

SUMMARY 

Suramin was originally developed as an antiparasitic drug for African trypanosomiasis. 
Subsequently, it has been found to have antitumor effects to various neoplasmas such as 
adrenal cancer and prostate cancer. However, its effect on the head and neck cancer is 
unknown. This study was perfomed to investigate the effects of suramin on the head and 
neck cancer. 

SCC-25 cells and FRO cells were used as a representative of malignant cell, and L cells 
were used as a representative of normal cell in this study. Each cell line was cultured 
together with suramin solution at various concentration (0, 50, 100, 200, 300, 500, 1000 µM) at 
37°C for 72 hours and was stained by Papanicolaou method. 

The proliferation of SCC-25 cells and FRO cells was inhibited by suramin solution at 
more than 100 µMand 50 µM concentration respectively. However, The proliferation of L 
cells was not inhibited until 300 µM concentration. Morphologycally, suramin induced the 
differentiation of SCC-25 cells and FRO cells. But the morphology of L cells were not 
changed by suramin. 

It is concluded that suramin can be an effective antitumor drug for the head and neck 
cancer. 

Key words : suramin, antitumor effect, head and neck cancer, cell proliferation, cell differen-
tiation 


