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研究成果の概要（和文）：敗血症の理解は進んでいるものの、負担を軽減する新規の治療的介入はいまだ見つか
っていない。現在の治療法は限られており、死亡率が年々低下しているのは、支持療法の改良によるものであ
る。ここでは、KMO阻害剤Ro61-8048で処理したWTマウスまたはKMOKOを用いて、LPS誘発内毒素血症におけるKMO
の免疫制御における役割を検討した。その結果、KMOKOマウスにおいて、LPS誘発またはCLPの死亡率および肝
IL-6産生が増加し、肝マクロファージにおけるATF4シグナルの増加が関与していると考えられた。さらに、敗血
症マウスを3HKで処理すると、KMOの有無に関わらず、死亡率および炎症反応が減少した。

研究成果の概要（英文）：Despite advances in our understanding of endotoxic shock, novel therapeutic 
interventions that can reduce the burden of sepsis remain elusive. Current treatment options are 
limited, and it is only through refinements in the ways that we deliver supportive care that 
mortality has fallen over the years.　
Here, the role of kynurenine 3-monooxygenase (KMO) in immune regulation was examined in LPS-induced 
endotoxemia using KMOKO and WT mice treated with the KMO inhibitor Ro61-8048. We showed that 
LPS-induced or cecal ligation and puncture-induced mortality and hepatic IL-6 production increased 
in the absence of KMO, possibly involving increased ATF4 signaling in hepatic macrophages. Moreover,
 treatment of septic mice with 3-hydroxykynurenine reduced mortality rates and inflammatory 
responses regardless of the presence or absence of KMO. 

研究分野：実験病理学

キーワード： KMO　3-hydroxykinurenine　Endotoxic shock　Interleukin-6　ATF4　Sepsis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗菌薬の出現により細菌感染による死亡率は著しく減少したが、抗菌薬使用による耐性菌の問題やさらなる治療
成績向上には、細菌を標的とする抗菌薬に加えて、生体側の免疫制御を標的とした新規治療戦略および検査法の
確立が早急の課題である。
本研究では、マウス敗血症モデルにおけるKMOの役割を明らかにしたと共に、KMOの制御は耐性菌やさらなる治療
効果の向上に向けた新規治療戦略となり得ることが期待された。

※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 
 近年、腫瘍や自己免疫性疾患等の各種炎症性疾患において、生物学的製剤や免疫チェックポイ
ント阻害剤等が治療の中心となり、劇的な治療効果の改善と QOLの向上を実現している。一方
で、細菌感染症においては抗菌薬による治療が主体であり、厚生労働省より発表された平成 27
年度の国内調査では、悪性疾患を除く敗血症による死亡率は約 10％と極めて高い状況であり、
死因の多くは全身的な炎症が制御不能となり引き起こされる多臓器不全である。また、世界的に
は 2000万～3000万人が罹患し、死亡率は約 30％との報告がある。すなわち、抗菌薬の出現に
より細菌感染による死亡率は著しく減少したが、抗菌薬使用による耐性菌の問題やさらなる治
療成績向上には、細菌を標的とする抗菌薬に加えて、生体側の免疫制御を標的とした新規治療戦
略および検査法の確立が早急の課題と考えられる。 
 IFN-を主とする炎症性サイトカインや LPS 等の各種リガンドにより酵素誘導される
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)や kynurenine 3-monooxygenase (KMO)は、トリプトファ
ン(TRP)代謝に関わる律速酵素である。これまでに申請者らは、IDO 活性の結果として、局所
TRPの枯渇あるいはキヌレニン (KYN)を中心とする TRP代謝産物の増加が、T細胞や NK細
胞の機能を制御し、種々の病態（敗血症、ウイルス感染モデル等）において重要な免疫制御因子
であることを明らかにしてきた（Hoshi M et al. J Immunol. 2010;185:3305-12., J Immunol. 
2012;188(8):3980-7. Infect Immun. 2014;82(11):4487-95.）。しかし、TRP代謝関連酵素または
その代謝産物は複数存在しており、敗血症において免疫制御の中心として作用する成分の同定
には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細菌感染症等において免疫細胞の誘導や活性を強力に制御することで知られてい
る TRP 代謝関連酵素およびその代謝産物に着目し、敗血症モデルマウスを用いた TRP 代謝の
免疫制御に及ぼす効果を明らかにする。さらに、従来の抗菌薬治療に加えて生体側の免疫能を改
善させる新規治療戦略を視野に入れた標的因子の同定と、治療効果の期待できる集団を弁別す
る検査法の確立を主たる目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）敗血症モデルマウスの作製 
 マウスは C57BL6/J（8週齢、オス）の野生型マウス（WT）及び KMO 遺伝子欠損マウス（KMOKO）
を使用した。また KMO 酵素阻害剤として WTに Ro 61-8048 を腹腔内投与した。敗血症モデル 
は、LPS（15 mg/kg）を腹腔内投与しエンドトキシンショックモデルとした。さらに、盲腸結紮
穿刺モデルを作製し、敗血症モデルで普遍性を評価した。 
 
（２）各種臓器(細胞)におけるトリプトファン代謝関連酵素の発現・活性量の測定 
 各種敗血症モデルにおける肺臓、肝臓及びリンパ節等及び発現臓器よりフローサイトメータ
ーまたは磁気ビーズを用いて単離した各種細胞（マクロファージ、樹状細胞等）の TRP 代謝関連
酵素の発現・活性を RT-qPCR 法、免疫組織化学染色（KMO 抗体等）及び Western blotting 法等
を用いて解析した。 
 
（３）敗血症に対する各種酵素阻害剤及び遺伝子欠損の効果判定 
 各種敗血症モデルにおいて、WT、KMOKO 及び阻害剤投与マウスにおける生存率の比較、各種臓
器の病理組織学的解析をした。さらに、各種モデル作製後 0, 6, 24 時間で採血および臓器等を
回収し、TRP 代謝産物（TRP、KYN、3-ヒドロキシキヌレニン（3HK）、3-ヒドロキシアントラニル
酸（3HAA）等）を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で、血中サイトカイン量等は IL-6, IL-
1及び TNF-を中心に ELISA 法を用いて分析した。 
 
（４）IL-6 産生シグナルの解析 
 WT および KMOKO マウスに LPS を投与した後に、肝臓を採取し、IL-6 産生シグナルである NF-
kB シグナルと ATF4 シグナル解析を Western blotting 法および免疫組織化学染色を用いて解析
した。さらに、これらのシグナルに TRP 代謝産物の 3HK が与える影響について評価した。 
 
（５）3HK 投与による敗血症モデルマウスの予後評価 
 LPS 投与した WTおよび KMOKO に 3HK を連日腹腔内投与し、生存率の評価および血中 IL-6 産生
量を ELISA 法で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌由来の LPS を WT および KMOKO マウスに腹腔内投与(15mg/kg)し、敗血症モデルを
作製した。重要なことに WT マウスと比較し、KMOKO マウスでは、有意に生存率が低下した。ま



た、実際の患者で起こり得る生細菌感染による敗血症への影響を調査するために、盲腸穿刺敗血
症（CLP)モデルを使用したところ、LPS 誘導性敗血症と同様に KMOKO マウスでは WT マウスと比
較して有意に生存率が低下した。 
 
（２）LPS 投与により、特に障害が強く出る肺臓、肝臓および腎臓を摘出し、KMO の発現・活性
および TRP 代謝産物の測定を行った。どの臓器においても KMO の発現を認めたものの、特に肝臓
における KMO の経時的変化は顕著であった。また、肝臓の KMO は肝細胞の他、特に F4/80 陽性細
胞（肝内マクロファージ）で強い発現を認めた。肝臓内の TRP 代謝産物の経時的変化を確認した
ところ、KMO で代謝生成される 3HK の有意な増加を認めた。 
 
（３）各種敗血症モデルにおいて、KMOKO マウスで確認された IL-6 増加に伴う生存率の低下の
原因として、KMO タンパクそのものの作用なのかあるいは KMO 酵素活性阻害による下流代謝産物
の抑制によるものかを確認するため、KMO 特異阻害剤を使用した。KMO 阻害剤の投与は KMOKO と
同様の変化を認めたため、敗血症において KMO により代謝される産物が重要な役割を持つと推
察された。そこで、LPS を投与した KMOKO マウスに下流代謝産物である 3HK を連日腹腔内投与し
たところ、生存率が劇的に改善されることを明らかにした。さらに、この効果は LPS を投与した
WT マウスにおいても有効であった。 
 
（４）肝臓内および血清中のサイトカイン(IL-6, IL-1, TNF-, IL-10, TGF-)およびケモカ
イン量(CCL2, CCL5, CCL25)を測定した。肝臓中および血清中の IL-6 量は、LPS 投与 WTマウス
と比較し KMOKO マウスで有意に高値であった。また、LPS モデルにおいて観察された、KMOKO マ
ウスにおける有意な血中 IL-6 濃度の上昇は、CLP モデルでもまた確認された。 
 
（５）LPS を投与した KMOKO で IL-6 が高値となるメカニズムを解明するために、IL-6 産生シグ
ナルとして知られている、ATF4 と NF-kB について解析した。LPS 投与 WT マウスと比較し KMOKO
マウスの肝臓において、NF-kB シグナルは有意な差を認めなかったが、ATF4 は有意に増加してい
た。さらに、肝臓中で ATF4 を発現している主要な細胞は、クッパ―細胞であることを明らかに
した。WT および KMOKO マウスから単離されたクッパ―細胞を培養し、LPS 処置による ATF4 発現
量を確認したところ、WT と比較して KMOKO で有意に ATF4 シグナルが活性化していた。一方、
KMOKO 由来のクッパ―細胞に 3HK を添加したところ、ATF4 発現量は WTと同程度まで減少した。 
 
以上の結果より、LPS 投与によりクッパ―細胞で KMO 酵素活性により生成された 3HK は、ATF4 シ
グナルを抑制した結果として IL-6 の産生量が減少し、致死率が減少することが示唆された。敗
血症における KMO の役割を明らかにしたと共に、KMO の制御は耐性菌やさらなる治療効果の向上
に向けた新規治療戦略となり得ることが期待された。 
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