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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、血管新生因子である血小板由来

血管内皮細胞増殖因子（PD-ECGF）と同一で、血管内皮細胞の遊走刺激活性を有し、低酸素で

誘導されるアポトーシスに対し抵抗性を賦与する。これまでに我々は、TP およびその基質で

あるチミジンの分解産物の 2-デオキシ-D-リボースが、低酸素下で hypoxia-inducible factor 1 alpha 
（HIF-1α）のユビキチン化を促進することにより発現レベルを低下させることを見出している。

本研究では、低酸素下での 2-デオキシ-D-リボースによる HIF-1αの分解促進反応の分子機構を

明らかにすることを目的として実験を行った。HIF-1αと von-Hippel Lindau 癌抑制遺伝子

（pVHL）の結合に 2-デオキシ-D-リボースが与える影響を調べるために細胞に HIF-1αと pVHL
を強制発現させた後、細胞抽出液を採取し、pVHL の抗体で免疫沈降後、HIF-1αの抗体でイム

ノブロット解析を行ったところ、2-デオキシ-D-リボースは、低酸素下での HIF-1αと pVHL の

結合を強めていることが判明した。さらに、プロリン水酸化酵素（PHD）は、主に 3 種類

（PHD1/2/3）存在しており、2-デオキシ-D-リボースが PHD1/2/3 の発現に与える影響を RT-PCR
法で検討したところ、PHD1/2/3 の発現には影響を与えていなかった。次に、HIF-1αと PHD2
の結合に 2-デオキシ-D-リボースが与える影響を調べるために、HL-60 細胞を 2-デオキシ-D-リ
ボースで処理し、正常酸素下および低酸素下で培養し、HIF-1αの抗体で免疫沈降後、PHD2 の

抗体でイムノブロット解析を行ったところ、2-デオキシ-D-リボースは、低酸素下での HIF-1α
と PHD2 のタンパク質の結合を強めていることが判明した。HIF-1αと pVHL、HIF-1αと PHD2
との結合を 2-デオキシ-D-リボースがどのような分子機序で亢進するのか、さらなる探求が必要

である。 
 
研究成果の概要（英文）： An angiogenic factor, platelet-derived endothelial cell growth 
factor/thymidine phosphorylase (PD-ECGF/TP), stimulates the chemotaxis of endothelial cells and 
confers resistance to apoptosis induced by hypoxia. TP and 2-deoxy-D-ribode, a degradation product of 
thymidine generated by TP enzymatic activity, inhibited the upregulation of hypoxia-inducible factor 
(HIF) 1 induced by hypoxia. We investigated the molecular basis for the suppressive effect of TP and 
2-deoxy-D-ribose on the upregulation of HIF-1. 2-Deoxy-D-ribose enhanced interaction of HIF-1 and 
pVHL under hypoxic condition. 2-Deoxy-D-ribose did not affect the expression of HIF-1, prolyl 
hydroxylase (PHD)1/2/3 and VHL mRNA. 2-Deoxy-D-ribose also enhanced interaction of HIF-1 and 
PHD2 under hypoxic condition. Further study is needed to elucidate the mechanism about the 
augmented interaction of HIF-1 with pVHL and PHD2.  
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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
り、チミジンとチミンの間の変換を触媒する
酵素である（図 1）。TP は血管新生因子であ
る 血 小 板 由 来 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子
（PD-ECGF）と同一であり、その血管新生に
は TP の酵素活性が必須であることが判明し
ている。また、TP は広範な腫瘍で隣接正常
組織と比較して発現が亢進しており、その発
現のメカニズムや TP の腫瘍増殖への関与に
ついては不明な点が多い。最近、我々は、TP
が低酸素で誘導されるアポトーシスを抑制
することを見出している（図 2）。また、TP
の基質であるチミジンの分解産物中の 2-デ
オキシ-D-リボースは低酸素で誘導されるア
ポトーシスに対して抵抗性を賦与する。さら
に、腫瘍における TP の発現は、血管新生と
は独立した予後因子と考えられており、この
ことは TP が血管新生以外の働きを有するこ
とを意味する。しかしながら、TP が低酸素で
誘導される詳細な機構および TP や 2-デオキ
シ-D-リボースが低酸素誘導性のアポトーシ
スを回避する機構については不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 

低酸素誘導性のアポトーシス機構を解明
するとともに、TP および 2-デオキシ-D-リボ
ースが低酸素で誘導されるアポトーシスを
回避するメカニズムの解明を目指す。我々は、
TP およびその基質であるチミジンの分解産
物の 2-デオキシ-D-リボースが低酸素下で
hypoxia-induced factor 1 alpha （HIF-1）のユ
ビキチン化を促進することにより発現レベ
ルを抑制すること、および HIF-1 の下流のア
ポトーシス促進に関わる BNIP-3 の発現を抑
制することを見出している。HIF-1の分解は、
プロリン水酸化酵素（PHD）によって、HIF-1
αの酸素依存性分解ドメインのプロリンが
水酸化することに基づく。プロリンが水酸化
された HIF-1は、E3 ユビキチンリガーゼの
構成分子である von-Hippel Lindau 癌抑制遺

伝子（pVHL）と結合して、ユビキチンプロ
テアソームのシステムで速やかに分解され
る。2-デオキシ-D-リボースが HIF-1と pVHL
の結合、PHD 活性に及ぼす影響を調べること
によって、HIF-1αのユビキチン化促進反応の
分子機構を明らかにできる可能性が高い。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト白血病 HL-60 細胞に 2-デオキシ-D-

リボースを加えて、低酸素下での HIF-1
タンパク質レベルをイムノブロット法で
解析した。 

(2) HL-60 細胞に 2-デオキシ-D-リボースを加
えて、正常酸素下および低酸素下での
HIF-1、PHD および VHL の発現を
RT-PCR 法で解析した。 

(3) 正常酸素および低酸素下で HIF-1と
pVHL を癌細胞に強制発現させた後、プ
ロテアソーム阻害剤である MG-132 を加
え、2-デオキシ-D-リボース存在下、非存
在下で培養する。培養後、HIF-1の抗体
で免疫沈降し、pVHL の抗体でイムノブ
ロット解析を行い、2-デオキシ-D-リボー
スが、HIF-1と pVHL の結合に与える影
響を調べた。 

(4) 正常酸素および低酸素下で、2-デオキシ
-D-リボース存在下、非存在下で培養した。
24 時間培養後、細胞の抽出液を用い
HIF-1の抗体で免疫沈降し、PHD2 の抗
体でイムノブロット解析を行った。 

 
４．研究成果 
 HL-60 細胞を低酸素条件下で培養すると
HIF-1が誘導され HIF-1β とヘテロ二量体
（HIF-1）を形成する。この HIF-1 は低酸素下
におけるアポトーシスの誘導や血管新生因
子VEGFや解糖系酵素などの標的遺伝子の発
現を介して細胞や組織の低酸素応答におい
て中心的役割を果たしている。 
 我々は、チミジンホスホリラーゼおよび
その分解産物である 2-デオキシ-D-リボース
が低酸素下で HIF-1のユビキチン化を促進



することにより HIF-1発現レベルを低下さ
せることを見出している。HIF-1の分解は、
PHD によって、HIF-1の酸素依存性分解ドメ
インのプロリンが水酸化することに基づく。
プロリンが水酸化された HIF-1は、ユビキチ
ンリガーゼである pVHL と結合して、ユビキ
チンプロテアソームのシステムで速やかに
分解される。低酸素下での 2-デオキシ-D-リボ
ースによる HIF-1のユビキチン化促進反応
の分子機構を明らかにすることを目的とし
て実験を行った。HL-60 細胞を 2-デオキシ-D-
リボースで処理後、低酸素下での HIF-1タン
パク質レベルをイムノブロット法で検討し
たところ 2-デオキシ-D-リボースの添加によ
って HIF-1の発現が減少した（図 3）。次に、
HL-60 細胞を 2-デオキシ-D-リボースで処理
して、正常酸素下および低酸素下での HIF-1 
mRNA の発現を RT-PCR 法で検討したところ
HIF-1の発現には影響を与えていなかった
（図 4）。また、HIF-1と pVHL の結合に 2-
デオキシ-D-リボースが与える影響を調べる
ために、COS 細胞に、HIF-1と pVHL を強制
発現させた後、プロテアソーム阻害剤である
MG-132 を添加し、2-デオキシ-D-リボース存
在下、低酸素下で 5 時間培養した。細胞抽出
液を採取し、pVHL の抗体で免疫沈降後、
HIF-1の抗体でイムノブロット解析を行っ
たところ、2-デオキシ-D-リボースは HIF-1
と pVHL の結合を強めていることが判明した
（図 5）。さらに、2-デオキシ-D-リボースが
VHL の発現に影響を与えるかどうか RT-PCR
法で検討したところ、VHL の発現には影響を
与えていなかった（図 6）。 

PHD は、主に 3 種類（PHD1/2/3）存在して
おり、2-デオキシ-D-リボースが PHD1/2/3 の
発現に影響を与えるかどうか RT-PCR 法で調
べたところ、PHD1/2/3 の発現には影響を与え
ていなかった（図 6）。次に、HIF-1と PHD2
の結合に 2-デオキシ-D-リボースが与える影
響を調べるために、HL-60 細胞を 2-デオキシ
-D-リボースで処理し、正常酸素下および低酸
素下で培養した。細胞抽出液を採取し、HIF-1
αの抗体で免疫沈降後、PHD2 の抗体でイム
ノブロット解析を行った。その結果、2-デオ
キシ-D-リボースは、低酸素下での HIF-1と
PHD2 の結合を強めていることが判明した
（図 7）。 
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図 2(低酸素下での細胞の形態変化) 

 

 

 
図 3（2-デオキシ-D-リボースの HIF-1 タン

パク質レベルに及ぼす影響） 

 

 

 
図 4（2-デオキシ-D-リボースの HIF-1 mRNA
の発現に及ぼす影響） 

 

 

 



 
図 5（2-デオキシ-D-リボースの pVHL と

HIF-1の結合に及ぼす影響） 

 

 

 

図 6（2-デオキシ-D-リボースの PHD1,PHD2, 
PHD3, VHL mRNA の発現に及ぼす影響） 

 

 

 
図 7（2-デオキシ-D-リボースの PHD2 と
HIF-1の結合に及ぼす影響） 
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