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研究成果の概要（和文）：　血管新生は癌細胞の増殖の第一歩であり，この段階を検出できれば早期発見に繋が
る。チミジンホスホリラーゼ（ＴＰ）は血管新生因子であり癌細胞の増殖や転移に関わっている。ＴＰ観察は，
癌細胞の早期検出マーカーになると考えた。本研究では，血管新生因子であるＴＰの酵素活性に応答する蛍光プ
ローブを開発し，癌細胞の初期進展過程の可視化を行うことを目標とした。まず，ＴＰにより蛍光強度が変化す
る診断薬として，チミジンに蛍光色素としてダンシル基，消光剤としてダブシル基を共有結合させることを試み
た。合成したプローブを用いてＴＰ応答活性を評価したところ，１時間で45％程度の過リン酸分解反応が進行す
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：AAngiogenesis is the first step in the growth of cancer cells, and if this 
stage can be detected, it will lead to early detection. Thymidine phosphorylase (TP) is an 
angiogenic factor and is involved in the growth and metastasis of cancer cells. We considered that 
TP observation would be a marker for early detection of cancer cells. In this study, we developed a 
fluorescent probe that responds to the enzymatic activity of TP, which is an angiogenesis factor, 
and aimed to visualize the early development process of cancer cells. First, as a diagnostic agent 
whose fluorescence intensity changes with TP, we attempted to covalently bond a dansyl group as a 
fluorescent dye and a dabsyl group as a quenching agent to thymidine. When the TP response activity 
was evaluated using the synthesized probe, it was found that the phosphorolysis decomposition 
reaction proceeded by about 45% in 1 hour.

研究分野： 酵素工学，生体関連化学

キーワード： チミジンホスホリラーゼ　過リン酸分解反応　蛍光プローブ　癌診断　癌マーカー　有機合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　日本人の死因一位は癌である（約30％）。消化器官の内視鏡観察時に癌の疑いのある組織は，ヨード染色によ
る目視判定が行われ，次に対象組織が採取されて病理検査が行われる。ヨード染色は簡便であるが副作用が問題
である。癌の判定は組織を少量採取し，病理検査の結果を経て診断と癌組織の切除範囲が決定されるため，時間
と労力がかかる。術中の薬剤塗布検査が病理検査と同じ精度で癌組織を検出できれば，癌組織の切除はリアルタ
イムで実施可能となり，正確，迅速，患者への負担軽減と再発防止に繋がると考えられる。そのため，簡単に癌
細胞の場所を診断できるような新しいプローブ分子の開発が望まれている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本人の死因の第一位は悪性腫瘍（癌）であり，約 30％を占めている。癌細胞は，遺伝

子の変異により自己制御できなくなった細胞が無限増殖する現象である。そのため栄養を
過剰に必要とし，新しく血管を引き込み（血管新生），組織内に癌細胞のシグナルを広め（浸
潤），別の場所に癌細胞を転移させて身体を機能不全にする。癌の治療方法としては早期に
発見することが一番であり，適切な処置を行うことで生存年数を飛躍的に延ばすことがで
きる。 

 
消化器官では，内視鏡観察時に癌の疑いのある組織はヨード染色などによる目視判定が

行われ，次に対象組織が採取されて病理検査が行われる。ヨード染色は簡便であるが副作用
が問題であり，病理検査の結果から癌組織の切除範囲が決定される。内視鏡作業時に，薬剤
塗布検査が病理検査と同じ精度で癌組織を検出できれば，癌組織の切除は迅速に可視化し
ながら正確に実施できるため，患者への負担軽減と再発防止に繋がると期待できる。 
癌細胞の成長増殖初期では，血管新生と言う現象が起きる。この血管新生を検出できれ

ば，癌の早期発見に繋がる。チミジンホスホリラーゼ（ＴＰ）は血管新生因子であり癌細胞
の増殖や転移に関わっていることが報告されている（原口 Nature, 1992）。癌化された細胞
周辺でＴＰが特異的に過剰発現していることから，癌細胞早期検出を容易に行うマーカー
として活用できないか，というのが本研究の「問い」である（図１）． 

 

 

２．研究の目的 
本研究では，血管新生因子であるチミジンホスホリラーゼ（ＴＰ）をターゲットとして，Ｔ

Ｐの酵素活性に応答して蛍光強度が変化してシグナル発信するプローブを開発することを目的
とする。 

癌細胞が無限増殖を開始すると，ＴＰは血管新生のために過剰発現される。ＴＰを検出する
ことは，癌の早期過程を発見することに繋がる。今回デザインしたプローブ分子は，ＴＰの反応
基質であるチミジンを基本骨格として修飾することで合成する。チミジンの塩基部位に蛍光団，
リボース部位に消光団を導入する。本分子はＴＰが存在しないときは分子内蛍光共鳴エネルギ
ー移動（FRET）により蛍光消光している。しかし，ＴＰが存在すると，その触媒活性である過
リン酸分解により，プローブ分子の塩基部位とリボース部位が切断されて両者の距離が離れる

 

図１  本研究の概念図．チミジンホスホリラーゼ応答型蛍光プローブは，血管新
生因子であるＴＰが存在した場所だけ蛍光強度が増大する．ＴＰの過リン酸分解に
よる蛍光共鳴エネルギー移動の解除が鍵である。  

 
図２ 血管新生因子としてのチミジンホスホリラーゼにより蛍光応答するプロ
ーブによる癌細胞の検出 



ことで蛍光強度が増大する（図３）。本原理により，血管新生中の癌細胞のみを特異的に検出可
能になる。 

 

 

３．研究の方法 
3-1 プローブ分子のデザインと合成，構造解析 
これまでの研究により，ヌクレオシドの塩基部位の 5 位は，チミジンホスホリラーゼから特

異性が低いと言うことがわかっている。TP の本性質を利用して，5 位にリンカーを介して蛍光
色素を導入することとした。またリボース部位は，5’位水酸基は，化学修飾を行っても大きな影
響を与えないこともわかっているため，5’位に消光剤を導入することを検討した（図４）。合成
を試みた化合物は，核磁気共鳴装置，質量分析，分光光度計，蛍光分光光度計を用いて構造と吸
光度，蛍光波長の測定を行った。 

 
3-2 プローブ分子を基質とした酵素反応の評価 
合成したプローブ分子とその前駆体を用いて，チミジンホスホリラーゼ（TP），ピリミジンヌ

クレオシドホスホリラーゼ（PyNP）による加リン酸分解反応の調査を行った。酵素反応は，バ
イアル瓶にリボースドナーとしてチミジン（40 mM），疑似塩基として蛍光色素を有したウラシ
ル（5 mM）をリン酸緩衝液（1 mM, pH 6.8）に溶解し，温度を 40 ℃に保った。その後，基質
が溶解しない場合は DMSOを加え（10 % から 60 %），TP もしくは PyNP を添加して反応を開
始した。逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（10 mM リン酸緩衝液 pH 6.8：アセ
トニトリル，ABS  260nm）を用いて反応を追跡し，得られたチャート面積から反応転換率と反
応速度を算出した。 

 
 

４．研究成果 
4-1 プローブ分子の合成ルート 
図４の逆合成ルートに従い，蛍光団と消光団を合わせ持つチミジン誘導体の合成を行った。

5-ヨードウリジンを出発原料に用いて園頭カップリングにより蛍光団（ダンシル基）を導入した。

 

図３ プローブ分子のデザインと酵素反応による蛍光応答のメカニズム 

 

図４ 蛍光色素と消光部位を合わせ持つチミジン誘導体の逆合成ルート 

 

図５ ダンシル基（蛍光基）を有したヌクレオシド①と塩基②の合成 



消光団はダブシル基をリボースの５′水酸基に導入することを考案した。結果を図５，６に示し
た。今回検討する化合物は，二種類である。一つはウリジンの塩基部位 5’ 位にリンカーを介し
て蛍光色素を導入した化合物①と，もう一つはウラシル塩基の 5 位に同様な方法でダンシル基
を導入した化合物②である。カップリング方法はパラジウム触媒を用いた園頭カップリングを
利用した。 

 

4-2 ダンシル基を有したウラシルの酵素によるヌクレオシドへの導入反応 
まず，ヘキシン-1-オールを出発原料として，水酸基をアミノ基に官能基変換した。次に，ヘ

キシン-1-アミンとダンシルクロリドを反応させることでスルホンアミド化によりアルキン導入
ダンシル蛍光色素とした（97 %）。アルキン導入ダンシル蛍光色素と 5-ヨードウリジンを園頭カ
ップリングにて導入を行った。その結果（図５），ヌクレオシド体は 92％，ウリジンへの導入で
は 56％で蛍光部位の導入ができた。 

 

4-3 消光団としてのダブシル基の導入の検討 
同一分子内に蛍光共鳴エネルギー移動を起こすための官能基として，ダブシル基を検討した。

ダブシル基は，図６に示すような 4-ジメチルアミノアゾベンゼン-4'-スルホニル基のことである。
4-ジメチルアミノアゾベンゼン-4'-スルホニルクロリドに対する 5-ヨードウリジンの 5’水酸基の
求核攻撃による導入を試みた。しかし，ダブシル基と 5-ヨードウリジンのカップリングは成功
しなかった。スルホン酸クロリドの硫黄原子へのヌクレオシドの 5’水酸基の求核攻撃が困難で
あることが予想できた。そのため，目的化合物を④に変更し，ダブシル基にリンカーを介して末
端に脱離基としてトシル基を導入した化合物についても検討した。その結果，7％と非常に低い
収率で化合物④の合成ができた。今後は，分子サイズの小さな消光剤（ジニトロベンゼンなど）
の導入を検討する。 

 
4-4 チミジンホスホリラーゼを利用した蛍光色素を有したウラシル塩基とチミジンの塩基部

 

  

 

図６ ダンシル基を有したウラシルとチミジ
ンを基質とした TP による塩基部位交換反応
と有機溶媒（DMSO）添加効果。左は，酵素反
応時間に対する転換率を示し，系中に占める
DMSO の体積分率での結果を示した。右は，
系中に占める DMSO 含有量（体積分率）と転
換率の関係。下は，実際の反応中のバイアル瓶
の写真。左から，DMSO の体積分率が 0，10，
20，30，40，50，60 %の実験。 
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図６ リボースの 5’位に消光団（ダブシル基）を導入したヌクレオシド 



位交換反応の検討 
 チミジンホスホリラーゼを触媒として，チミジンと蛍光色素であるダンシル基を結合させた
ウラシルが塩基部位交換反応を起こすかを調査した。結果を図６に示した。左の図は，時間変化
に対する反応転換率を示し，各線は系中に含まれる DMSOの体積分率を示した。DMSO濃度を
高めて行くと反応転換率は向上し，DMSO 40%の時が，反応転換率が 65％となり最大となった。
これは，蛍光色素であるダンシル基が疎水性であるため水系に溶解しにくいため，DMSO を混
合することで基質の溶解性が向上し，酵素との接触頻度が向上して反応が進行したと考えられ
た。DMSO含量が 50 %になると，反応系はほぼ透明であるため基質の溶解性は向上しているも
のの，酵素の失活が目立つようなった。DMSO 60 % では，大きく反応転換率が低下することが
わかった。 

 
4-5 チミジンホスホリラーゼを利用した蛍光色素を有したウリジンの過リン酸分解反応 
次に，蛍光色素を持ったウリジン（dRD4U）の各濃度に対する過リン酸分解の経時変化を図

７左に示した。dRD4U 濃度 1 mM のときは最大分解率 69%となり高い分解率を示した。一方，
dRD4U 濃度 5mMや 8 mMのときは，最大分解率はそれぞれ 21，11%となり，低い過リン酸分
解率を示した。どの dRD4U 濃度においてもおおよそ二時間程度で飽和に成ることがわかった
が，リン酸濃度が高い 8 mMでは，逆反応が生じてしまい，5時間以降では転換率が低下し，反
応物の方に平衡が移動してしまったことがわかった。 

今回の実験では，蛍光強度の変化を測定することができなかった。新しい蛍光色素をデザイ
ンし，蛍光強度，もしくはストークシフトが起こるようなプローブ分子をデザイン合成する。 

 
 
 
 
 
 

 

  

図７ ダンシル基を有したウリジン濃度に対する TP による過リン酸分解反応。左図は反
応時間に対する反応転換率の効果とリン酸緩衝液の濃度効果。右図は，反応溶媒としての
リン酸緩衝液濃度に対する最大転換率を示した図。 
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