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研究成果の概要：A431細胞におけるIFN-γ誘導性IDOmRNA発現の調節機能は、IDOの基質で
あるトリプトファンに特異的なものであり、そのIDOmRNA発現増強の作用機序として、
Jak-StatシグナリングよりもむしろNF-κBシグナリングの関与が示唆された。さらに、各種ト
リプトファン誘導体によるIDO発現調節活性とインドール環表面の静電ポテンシャルとは強い
正の相関を示し、インドール環における各種官能基による修飾が認識分子との親和性・安定性に
影響を与えているのではないかと推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 胎児と母親の間では、遺伝的に異質で
あるにもかかわらず妊娠時には拒絶反応が
生じない。現在、このメカニズムにおいて
は、未だ詳細には明らかとなっていない。
しかし、1998年、トリプトファン(Trp)分解
酵素の一つであるインドールアミン2,3酸素
添加酵素(IDO)活性を阻害すると、マウスが
流産するとの報告がなされ (Munn DH et al., 
Science 281, 1998)、IDO活性と妊娠維持と相
関することが示唆されている。また、Munn
らの報告によると、IDOを誘導した樹状細胞

はT cellを活性化する能力を欠失しているこ
とが報告され (Science 297, 2002)、IDOが誘
導されることで樹状細胞が不応期へ入り、
免疫抑制機構が誘導されることが示唆され
ている。IDOの基質であるTrpは制限アミノ
酸であり、特に妊娠時には胎児の成長に必
須のアミノ酸であるにもかかわらず、妊娠
初期から中期にかけて、胎盤上にそれを分
解するIDOが強力に誘導されてくることは
何を意味しているのであろうか？ 2001年
に我々は、受精卵着床後からマウス胚にト
リプトファン2,3酸素添加酵素(TDO)が強力
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に誘導され、その後、着床10日ぐらいで改
めて胎盤などにIDOが誘導されてくること
を 見 出 し た  (Suzuki S et al., Biochem 
J.355,2001)。よって、TDOが免疫抑制のメイ
ンをなし、IDOは、その維持に働いており、
Trpそのものが免疫誘発カスケードの一員
となっているのではとないかと現在考えて
いる。 
 
(2)これまでにIDOは、胸腺、肺、副睾丸、小
腸等において、インターフェロン-γ (IFN-γ)お
よびリポポリサッカライド（LPS）によって
強力に誘導されることが明らかとなってお
り、また、IDO酵素活性阻害剤として、トリ
プトファンのアナログである1-メチル-L-ト
リプトファン(1-MT)やメチルヒダントイン
-DL-トリプトファン（MTH-Trp）が報告され
ている（Muller AJ et al.,Nat.Med.11,2005）。
また、Kudoらのグループは、Trpの胎盤透過
がIDO酵素阻害剤で抑制されることを報告し
ている（J Physiol. 531, 2001）。 
一方、2006年に我々は、1-MT、MTH-Trpなら
びにTrpが、ヒト表皮ガン細胞株A431におい
て、IFN-γ誘導性のIDOの発現を転写レベルで
増強し、マウス直腸ガン細胞株CMT-93にお
いては、IFN-γ誘導性のIDOの発現を転写レベ
ルで抑制することを見出した。また、Trpに
よるIDOのmRNA発現レベルの調節は、他の
アミノ酸であるフェニルアラニンやメチオ
ニン刺激下では変化しないことより、Trp特
異的な作用であることを確認した。 
  
２．研究の目的 
(1)制限アミノ酸の一種であるTrp、および
Trp誘導体によるIDOの転写調節機構を検討
し、胎児ー母体間免疫におけるTrpの役割お
よびその作用機構の解明を目的とする。 
 
(2)女性健常者における性周期と IDO 発現と
の関連性について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)本研究では、必須アミノ酸の一種であるト
リプトファンの転写調節機構の解明を行った。
本因子の転写調節機構の解明には、ヒト表皮
系ガン細胞株A431ならびにマウス直腸ガン細
胞株CMT-93を用いた。また、培養培地として、
トリプトファン不含の培地を用いた（コージ
ンバイオ株式会社・埼玉）。 
 
(2)Jak1、Jak2およびSTAT1のリン酸化に及ぼ
す影響に関しては、各種抗体およびリン酸化
抗体を用いてウエスタンブロッティング法な
らびに酵素抗体法（ELISA法）を用いて検討し
た。IDOのメッセンジャーRNA発現レベルに関
しては、Real-time RT-PCR法を用いて検討し
た。 

(3)TrpのNF-κBの活性化経路に及ぼす影響に
関して、NF-κBの発現は、ウエスタンブロッテ
ィング法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 近年我々は、CMT-93細胞においてトリプ
トファンがIFN-γ誘導性IDO発現を抑制するこ
とを報告してきた。 そこで、本年度はA431
細胞において、トリプトファンによるIFN-γ
誘導性IDO発現の調節機構をNF-κBシグナリン
グおよびJak-Statシグナリングに着目して検
討した。IDO mRNA発現レベルの解析において
は、Real time RT-PCR法を用いた。その結果、
トリプトファンは、75µMの培地への添加で
A431細胞におけるIFN-γ誘導性IDO mRNA発現を、
最大2.2倍に増強した。このトリプトファンに
よる増強効果は、他のアミノ酸であるフェニ
ルアラニンやメチオニンでは認められなかっ
た。また、細胞核内でのNF-κB発現レベルは、
トリプトファン刺激により増大した（図１）。
さらに、トリプトファンによるIDO mRNAの増
強効果はNF-κB活性化阻害剤として作用する
プロテアソームの特異的阻害剤Lactacystin 
(10µM) 処理により完全に消失することから、
NF-κB活性化シグナリングの関与が示唆され
た。トリプトファンによるIFN-γ誘導性IDO 
mRNA発現の調節機能は、IDOの基質であるトリ
プトファンに特異的なものであり、そのIDO 
mRNA発現増強の作用機序として、Jak-Statシ
グナリングよりもむしろNF-κBシグナリング
の関与が示唆された。 

 
図１ 細胞内でのNF-κB発現レベル 

 
(2)IFN-γ刺激に対して感受性が高く、強力な
インドールアミン酸素添加酵素(IDO)の発現
誘導が認められる細胞株として、ヒト類表皮
ガン細胞株 A431が報告されている。近年我々
は、A431 細胞においてトリプトファンが
IFN-γ誘導性 IDO 発現を転写レベルで促進す
ることを報告してきた。本研究では、A431細
胞を用いて約 10 種のトリプトファンアナロ
グの構造と IFN-γ誘導性 IDOmRNA 発現との相
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関について検討した。トリプトファンアナロ
グとして、1-メチル-L-トリプトファン、6-
ニトロ-L-トリプトファン、５-ハイドロキシ
-L-トリプトファン等を用いた。IDOmRNA発現
レベルの解析は、real time RT-PCR法を用い
た。また、各種トリプトファンアナログにお
いて、非経験的な分子軌道計算により分子構
造と電子状態を算出した。得られた電子状態
に基づき全電子密度表面を発生させ、その上
に 3次元静電ポテンシャルを写像させた。計
算レベルには HF/3-21G レベル、計算プログ
ラムには Gaussian03、結果の可視化には
Gauss Viewを利用した。その結果、L-トリプ
トファンは、A431 細胞における IFN-γ誘導性
IDO 発現を、約 2 倍に増強し、他のアミノ酸
であるメチオニンやフェニルアラニンには
増強効果は認められなかった。また、6-ニト
ロ-L-トリプトファン刺激では、トリプトフ
ァンよりも強い約 3倍の IDO発現増強効果が
認められ（図２）、1-メチル-L-トリプトファ
ンや、インドールには、約 1.5 倍の弱い IDO
発現増強効果が認められた。さらに、インド
ール環表面の静電ポテンシャルを検討した
ところ、ニトロ基の修飾により非修飾とくら
べて正電荷に偏ることが明らかとなった。各
種トリプトファン誘導体による IDO発現調節
活性とインドール環表面の静電ポテンシャ
ルとは強い正の相関を示し、インドール環に
おける各種官能基による修飾が認識分子と
の親和性・安定性に影響を与えているのでは
ないかと推察された。    

 
図２ トリプトファン誘導体の 

  IDO発現調節機能 
 

 

(3)女性健常者３名より各性周期毎に末梢血
を採取し、ミルテニーバイオテク株式会社の
Blood dendritic isolation kit を用いて樹
状細胞を分離･精製を行った。その後、IFN-γ
処理を行い、２４時間後の IDOmRNA発現を測
定したところ、排卵期に近づくにつれて IDO
の発現が上昇し、その後、減少する結果が得
られた。これらの結果より、性周期と IDOの
発現とは相関性をもつことが明らかとなっ
た。今後、妊娠初期・中期・後期の期間での
IDOの発現を検討していく予定である。 
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