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研究成果の概要（和文）：チミジンホスホリラーゼ（ＴＰ）は、血管新生活性を有する酵素であ

る。ＴＰがチミジンを分解することで生じる２－デオキシ－Ｄ－リボースは血管新生活性を有

する。２－デオキシ－Ｄ－リボースの立体異性体である２－デオキシ－Ｌ－リボースは、ＴＰ

の酵素活性阻害剤であるＴＰＩと同様、ＴＰ発現腫瘍の増殖、浸潤、転移を抑制した。２－デ

オキシ－Ｄ－リボースは、細胞内でＲＯＳを産生させ、ＲＯＳがＮＦＢを活性化して血管新

生活性をもつＩＬ－8やマトリックスメタロプロテイナーゼの発現を亢進させた。 

 
研究成果の概要（英文）：Thymidine phosphorylase is an enzyme that has an angiogenic 
activity. 2-Deoxy-D-ribose, one of the degradation products of thymidine produced by TP 
also has an angiogenic activity.  As well as the inhibitor of TP, 2-deoxy-L-ribose, an 
stereoisomer of 2-deoxy-D-ribose, suppressed the growth, invasion and metastasis of the 
TP-expressing tumors.  ROS was produced by TP and 2-deoxy-D-ribose, and the ROS 
activated NFB.  The activated NFB enhanced the expression of IL-8 and MMPs that are 
involved in angiogenesis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 9,000,000   0 9,000,000 

２００６年度 8,700,000   0 8,700,000 

２００７年度 8,700,000   0 8,700,000 

２００８年度 8,700,000   0 8,700,000 

２００９年度 8,700,000   0 8,700,000 

総 計 43,800,000   0 43,800,000 

 
 
研究分野：がん研究に関わる特定領域 
科研費の分科・細目： がん治療 
キーワード：thymidine phosphorylase, 2-deoxy-D-ribose, IL-8, ROS, NFB, TSP-1, ５-FU  
 
１．研究開始当初の背景 
チミジンホスホリラーゼ（TP）はピリミジンヌ
クレオシド代謝に関与する酵素である。TP は
チミジンから 2-デオキシリ-D-リボース-1 リン
酸化への可逆的な変換を触媒する酵素であり、

フッ化ピリミジン系抗がん剤 5-フルオロウ
ラシル(５-FU)のプロドラッグの活性化酵素
としても知られている。胃がん、大腸がん、
卵巣がん、乳がん、膀胱がんなど多くの固形
腫瘍で TP の発現が隣接非がん部での発現に
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比べ高くなっている。TP が血小板由来血管内
皮細胞増殖因子（PD-ECGF）と同一であるこ
とを明らかにした。さらに TP が血管新生活性
を有すること、TP による血管新生には TP の酵
素活性が必須であることも確認した。TP によ
るチミジンの分解産物のなかでは、2-デオキシ
リ-D-リボースに血管新生活性が認められなか
った。 
我々は、2-デオキシリ-D-リボースが TP の機能
の down stream mediator であると考え、2-デ
オキシリ-D-リボースの作用機構に興味を持つ
ようになった。同時に TP の分子自身にも、酵
素活性とは関係なく何らかの生理機能があるこ
とを示唆する実験結果を得た。 
２．研究の目的 
癌の発生や進展における TP の役割とその作用
の分子機構を解明することにより、TP の高発
現した癌の革新的な治療法を開発する。具体的
には、 
（1）2-deoxy-D-ribose の標的分子を探索して見
出すこと、（2）その標的分子からどのような情
報伝達経路を経て、内皮細胞の遊走性を亢進さ
せているのか、癌細胞にアポトーシス耐性を賦
与しているのか、浸潤に関与している MMP9
などの発現を亢進させているのか、などを明ら
かにする、（3）2-deoxy-L-ribose やその誘導体
が動物実験系で癌の浸潤、転移を抑制できるの
か、また同実験で TPI や抗癌剤と併用した時相
乗的な治療効果が得られるのか、（4）TP はそ
の酵素活性以外にも分子そのものがアポトーシ
ス抑制に働くのでその分子機序を解明する。 
３．研究の方法 
(１) 腫瘍細胞へのTPcDNAのトランスフェク

ション 
TPcDNA 発現ベクター（RSV/TP）またはエ
ンプティーベクター（RSV）をヒト類表皮癌
KB-3-1 細胞、ヒト前立腺癌 PC-3 細胞にトラ
ンスフェクトした。ジェネティシンを含む選
択培地で培養し、生き残った各々のクローン
について TP の発現を TP に対するモノクロ
ーナル抗体を用いてイムノブロット法で調
べた。TP 高発現クローン（KB/TP, PC/TP 細
胞）と TP を発現していないクローン（KB/CV, 
PC/CV）を実験に用いた。 

(２) ヌードマウスへの KB 細胞の移植 
６週令のオス BALB/C ヌードマウスをクレ
アジャパンから購入した。KB/TP, KB/CV 細
胞を腹腔内に移植し、移植後３日目から TPI, 
2-deoxy-L-ribose を経口投与した。 

(３) RT-PCR による遺伝子発現の測定 
摘出した腫瘍は TRIzol 試薬を入れたプラス
チックチューブに移し-80℃で保存した。腫瘍

組織をホモジェナイズし全 RNA を抽出し
た。1g RNA を first-strand cDNA 合成ｷ
ｯﾄ（東洋紡、東京）を用いて逆転写した。
遺伝子の発現をリアルタイム PCR
（PRISM 7900HT,アプライドバイオシス
テムズ）で測定した。 

(４) ルシフェラーゼレポターアッセイ 
細胞(3×105/well in 6 well plates)を 1g の
ルシフェラーゼレポータープラスミド
（pGL3, Promega）でトランスフェクトし
た。指定された時間培養後、トランスフェ
クト細胞を採取し、ルシフェラーゼ活性を
測定した（Promega）。 

(５) クロマチン免疫沈降法 
5-FU で処理した細胞は 1%ホルムアルデ
ヒドで３７℃１０分間固定した。クロマチ
ン免疫沈降（ChIP）アッセイは ChIP アッ
セイキット（Upstate Biotechnology）を
用いて行った。 
溶解した DNA 画分は、抗 Egr-1 抗体また
はマウス IgG と混合し、沈降した DNA を
TSP-1 プロモーターのプライマーで PCR
を行い増幅した。 

 
４．研究成果 
（１） TP は、ピリミジンヌクレオシドの代

謝に関与する酵素であるが、 

同時に血管新生作用を有する。TP は
thymidine を分解するが、分解産物であ
る 2-deoxy-D-ribose が、TP の機能の
downs tream mediator であることを解
明した。 
また、TP 発現細胞は転移能が亢進してい
るが、TP の酵素活性阻害剤、TPI が転移
と浸潤を抑制することを明らかにし、
2-deoxy-D-ribose の立体異性体である
2-deoxy-L-riboseもTP発現腫瘍の血管新
生、転移と浸潤を抑制することを示した。 



 

 

（２） 2-deoxy-D-ribose をヒト白血病 HL-60
細胞に加えると、同細胞が低酸素下でのアポ
トーシスに耐性になった。低酸素下で引き起
こされる Bcl-2/Bcl-XLの発現の低下、チトク
ロム c の細胞質への放出、カスパーゼ 3、9
の活性化を 2-deoxy-D-ribose が抑制した。ま
た、低酸素により誘導される HIF-1α の発現
を 2-deoxy-D-ribose が低下させること、さら
にこの作用が HIF-1α のユビキチン化の促進
に 基 づ い て い る こ と を 証 明 し た 。
2-deoxy-L-ribose は 、 こ れ ら の
2-deoxy-D-ribose の作用を阻害した。HIF-1α
は、アポトーシスをひき起こす因子である
BNIP3 を誘導し、低酸素下で BNIP3 の発現
は亢進するが、TP、2-deoxy-D-ribose が
BNIP3 の 発 現 を 抑 制 し た 。 さ ら に
2-deoxy-D-ribose の 立 体 異 性 体
2-deoxy-L-ribose は BNIP3 の発現を亢進し
た。 

（３） TP には、DNA 傷害作用を有する抗癌剤
に対して細胞を耐性にする作用がある。この
作用には TP の酵素活性は必要ではない。TP
発現細胞の DNA 傷害剤に対する耐性の機構
として、TP が PI3-kinase/Akt 経路を活性化
して生存シグナルを増加させている可能性
を示唆した。TP 高発現細胞は、これらの抗
癌剤によって誘導されるアポトーシスに対
して抵抗性を示し、チトクロム C の放出、カ
スパーゼ 3、9 の活性化が抑制された。この
ようなTP によるアポトーシス耐性の賦与に、
TP の酵素活性は不要であった。TP に結合
する分子を、酵母 Two-Hybrid 法を用いて検
索し、18 個の陽性クローンを得た。どの分子
が抗癌剤耐性に重要かを解析しようとして
いる。 

（４） TP を高発現している KB/TP 細胞と、
TPを発現していないKB/CV細胞をヌードマ
ウスの腹腔内に移植すると、KB/TP 細胞を移
植したヌードマウスの生存期間は、KB/CV
細胞を移植したヌードマウスに比べ短かっ
た。KB/TP 細胞からなる腫瘍は KB/CV 腫瘍
に比べ浸潤能が高く、MMP-9 の発現が亢進
していることを見出した。またTP阻害剤TPI
と、2-deoxy-L-ribose が KB/TP 細胞を移植し
たヌードマウスの生存期間を延長させるこ

とを明らかにした。 
（５） 5-FU がヒト大腸癌細胞株 KM12C で

血管新生阻害因子 TSP-1 を誘導すること
を 発 見 し た 。 同 細 胞 で 、 5-FU が
p38MAPKの経路を活性化してEGR-1の
発現を増加させ TSP-1 の転写を亢進させ
ること、c-Myc の発現を低下させること
により micro-RNA(mir17-92 cluster) が
低下し、TSP-1mRNA が安定化して
TSP-1 の発現が増加することを明らかに
した。  

（６） 腫瘍内の活性化 fibroblast は、腫瘍
細胞の増殖、血管新生、転移、などに関
与する。培養ヒト fibroblast(WI-38)を低
酸素下に培養した時の遺伝子発現の変
化をジーンチップを用いて網羅的に解
析した。線維芽細胞を低酸素下で培養す
ることにより VEGF や SDF-1 だけでな
く、FGF を含む複数の血管新生に関与
する因子の発現が上昇することを見出
した。TP の機能の down stream 
mediator である 2-deoxy-D-ribose を
fibroblast に作用させた時の遺伝子発現
の変化も調べ、2-deoxy-D-ribose により
MMP9 以外にも血管新生に関与する複
数の遺伝子の発現が亢進することを見
出している。 

（７） TP による活性酸素種（ROS）産生
の機構： TP による ROS の産生機構に
ついて検討を行なった。ヒト類表皮癌細
胞（KB-3-1）にTP cDNAを導入すると、
ROS の指標となるヘムオキシゲナーゼ
（HO-1）の発現が亢進した。次に
NADPH オキシダーゼ（Nox）由来の
ROS に注目し、Nox 阻害剤である
ApocyninおよびDiphenyleneiodonium
を用いて検討を行なった。その結果、Nox
阻害剤は TP による HO-1 の発現亢進を
抑制した。KB-3-1 における Nox ファミ
リーの発現を調べた結果、Nox2 の発
現が他のメンバーと比較して顕著に高
かった。このことより TP を安定発現さ
せた KB-3-1 を Nox2 siRNA で処理する



 

 

と、TP による HO-1 の発現亢進が抑制さ
れた。これらの結果より、TP は Nox を介
して ROS の産生を亢進することが明らか
になった。 
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