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研究成果の概要（和文）：Colon26細胞株とColon26細胞株由来のマウス皮下腫瘍において1-methyl-tryptophan
(1-MT)と放射線照射の併用がNAD が著減することがメタボローム解析で示された。このようなNADのde novo合成
経路の阻害は、さらに1-MTと放射線照射併用でのアポトーシス増強を引きおこしていた。さらに1-MT投与により
ヒト大腸癌細胞株DLD-1のhealing, migration能力が抑えられ、E-cadherin発現上昇およびVimentin, Snail, 
Slug発現低下が生じており上皮間質転換（EMT）が抑制されることも見出した。

研究成果の概要（英文）：Metabolome analyses using Colon26 cell lines and Colon26-derived 
subcutaneous tumors in Balb/c mice revealed that 1-methyl-tryptophan (1-MT) and radiation induced a 
marked reduction in NAD. It seemed to be associated with an increase in apoptotic cells treated by 
1-MT and radiation. We also found that 1-MT decreased invasive and migrating capabilities of DLD-1 
cells which were accompanied by suppressed phenotype of Epithelial-Mesenchymal Transformation, 
namely upregulated E-cadherin and downregulated vimentin, Snail, and Slug.

研究分野：下部消化管外科学

キーワード： インドー ルアミン酸素添加酵素　1-methyl-tryptophan　大腸癌　転移　アポトーシス　放射線照射　
メタボローム

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の1-MT、放射線照射によるアポトーシス増強はNADを標的とする同様の療法が今後の大腸癌治療戦略として
有効であることを示唆するものである。また1-MTが人大腸癌細胞株でのE-cadherin発現上昇およびVimentin, 
Snail, Slug発現低下など上皮間質転換（EMT）の表現型を抑制する効果を示したことから、IDO1が転移ステップ
に関わることが示唆され、IDO1が大腸癌の進行期における治療標的となりうる可能性も示された。

※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 

Indoleamine 2,3 dioxygenase 1 (IDO1)は、tryptophan (Trp)を kynurenine (Kyn)に代謝する

酵素である。Kyn の増加は細胞障害性 T細胞の活性を低下、ならびに、制御性 T細胞の活性化

を促す。すなわち、IDO1 は腫瘍免疫を介して腫瘍増殖を亢進させると考えられている。これま

での研究で colon26 マウス大腸癌細胞株を用いた細胞実験において IDO1 阻害剤

（1-methyl-tryptophan: 1-MT）を投与すると用量依存性に細胞増殖が抑制されることを確認し

た。また、1-MT と放射線照射併用群は放射線照射単独群と比較し有意に細胞増殖の抑制が認め

られた。このように IDO1 をターゲットとした腫瘍抑制効果が示された一方で、細胞内における

生化学的変化および腫瘍抑制メカニズムについては不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

腫瘍細胞内における代謝産物に着目し、IDO1 阻害剤および放射線照射に伴う生化学的な腫瘍抑

制メカニズムを明らかにすることを目的としてメタボローム解析を中心に研究を行いさらにそ

こから派生する解析を行って腫瘍細胞での IDO1 の役割を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

Metabolomics 

マウス大腸癌細胞株 colon 26 および colon26 由来のマウス皮下腫瘍をサンプルとして、

control(Ctrl)群の他、1-MT 単独(1-MT)群、放射線照射(RT)群、1-MT+RT 併用(MR)群の 4群を設

定し、それぞれメタボローム解析を行った。1-MTは光学異性体としてL体とD体が存在するが、

マウス皮下腫瘍に対しては D体を使用した。cell line に対しては L体と D体の両方を使用し

た。解析はヒューマン・メタボローム・テクノロジー（HMT）に依頼した。 

Western blotting assay 

1-MT（L体）によるDNA損傷修復阻害作用を検証するため、colon26マウス大腸癌細胞を10%FBS

を含む RPMI1640 を用いて培養し、放射線を 4Gy 照射後、2時間ごとにタンパクを回収し、電気

泳動(SDS-PAGE)後 PDVF 膜へ transfer した。５％スキムミルク入り Tris‑buffered saline ＋

0.05%Tween-20 でブロッキングを行い、1次抗体と 4℃ overnight で反応させ洗浄したのち、各

2次抗体と室温で 1時間 incubate した。発色反応は ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagent(Cytiva)を用いた。定量したのは、DNA 損傷マーカーとして知られるγH2A.X や

apoptosis に関わる poly(ADP-ribose) polymerases (PARP)である。また 1-MT による上皮間葉

転換（EMT）へ影響に関してはヒト大腸癌細胞株 DLD-1 へ 1,000 µMの 1-MT の投与前後（48 時

間）でタンパクを回収し同様の方法で western blotting 解析を行った。評価したタンパクは

E-cadherin、vimentin、N-cadherin、fibronectin、Snail 、Slug、ZEB1,TWIST1 である。 

ROS detecting assay 

放射線照射および 1-MT（L体）による reactive oxygen species (ROS)の変化を調べるため

に ROS detecting assay を行った。マウス大腸癌細胞株 colon26 に放射線照射を行い、24 時間

後の cell line をサンプルとして回収し、ROS Detecting Cell-Based Assay (DHE) kit (Cayman 

Chemical, #601290)を用いて蛍光プレートリーダーを用いて吸光度を測定した。 

Flow cytometry によるアポトーシス評価 

マウス大腸癌細胞株 colon26 における放射線照射と 1-MT（L 体）投与に伴う apoptosis の変



化を検証するため flow cytometry を用いた apoptosis assay を行った。 

Wound scratch assay 

 6-well plate に DLD-1 を 1.2 × 105個の濃度で播き、80% confluence となった時点で

1,000-µL 用の pipette tip を用いて scratch を施した。 FBS を除いた培地に交換し、1-MT（L

体; 1,000 µM）の有無で scratch した幅の縮小を顕微鏡下に 24 時間後、48 時間後で比較・定

量化した。 

Boyden chamber assay 

8-µm の小孔のある collagen type I をコーティングした filter 付の 96-well plate（Boyden 

chamber）の上層に 1% BSA を含む培地に suspend した 5.0 × 105個の DLD-1 細胞を置き、下

層には5% FBS含有培地を入れた。上層に0-2,500 µMまでの1-MT（L体）を投与し、24時間incubate

した。Filter を取り出し上層に付着した細胞を除いたうえで Differential Quick III Stain Kit

を用いて染色し蛍光プレートリーダーを用いて 620 nm の吸光度を測定した。 

 

４．研究成果 

マウス皮下腫瘍のメタボローム解析 

Ctrl 群と比較し、Trp は RT 群で減少を認めたが、1-MT 群および MR 群では明らかな変化を認

めなかった。Kyn は 1-MT 群で増加した一方で、RT 群および MR 群では減少した。IDO1 の活性化

の指標として知られる Kyn/Trp 比は、1-MT 群で上昇した一方、RT 群および MR 群では低下した。

NAD は RT 群で減少し、ADP-ribose は RT 群で有意に増加した。 

 

マウス大腸癌細胞 colon26 のメタボローム解析 

Ctrl 群と比較し、Trp は L-1-MT 群、D-1-MT 群の両方で有意な増加を認めた。1-MT と放射線

併用では、L-1-MT+RT 群では有意に増加を認めた一方で、D-1-MT+RT 群では明らかな変化を認め

なかった。Kyn は D-1-MT 群と RT 群で増加したが、L-1-MT+RT 群と D-1-MT+RT 群では減少を認め

た。NAD+は L-1-MT 群、D-1-MT 群、RT 群で増加した一方で、L-1-MT+RT 群と D-1-MT+RT 群では

減少を認めた。Kyn/Trp 比は、L体と D体のいずれにおいても、1-MT 群と 1-MT+RT 群で減少を

認めた。 

次に、グルタチオン代謝に関わる産物の比較を示す。還元型グルタチオン（GSH）は RT 群で

増加し、1MT+RT 併用群で減少を認めた。特に D-1-MT+RT 群において有意な減少を認めた。酸化

型グルタチオン（GSSG）は、RT 群および L-1-MT+RT 群で増加を認めた。一方、D-1-MT+RT 群で

は減少を認めた。細胞の酸化ストレスの指標とされる GSSG/GSH 比は L-1-MT+RT 群と D-1-MT+RT

群で有意に高い結果が得られた。 

 

マウス大腸癌細胞 colon26 のγH2A.X 発現変化 

 放射線を照射した colon26 マウス大腸癌細胞のγH2A.X 発現を western blotting assay にて

経時的に検討した。γH2A.X は放射線照射から 2時間後に最も高い発現を認めた。同様に、

1-MT+RT 群における照射 12 時間後までγH2A.X の経時的な発現を調べると、6時間後までは発

現上昇を認めた一方で、8時間後以降は減弱した。続いて、各治療群における放射線 4Gy 照射 2

時間後のγH2A.X の発現を確認したが、RT 群と 1-MT+RT 併用群のγH2A.X の発現はおよそ同程

度であった。同様に、放射線 4Gy 照射 2時間後の poly(ADP-ribose) polymerases (PARP)の発

現を確認したが、それぞれの治療群の間に明らかな変化を認めなかった。 

 



ROS の変化 

 Ctrl 群と比較し、1-MT 群で ROS の有意な減少を認めた。1-MT+RT 群は RT 群よりも ROS が増

加する傾向を認めた。1-MT 群 RT 群、1-MT+RT 群はいずれも Ctrl 群よりも ROS が少なかった。 

 

アポトーシス変化 

 各治療群における放射線4Gy照射後48hのapoptosis の状況について結果を示す。放射線4Gy

照射の6時間後にはRT群および1MT+RT群でアポトーシスの増加を認めた。Ctrl群に比べて1-MT

群、RT 群の方がアポトーシスの像かがみられ、1-MT+RT 群で最も効率にアポトーシスが誘導さ

れていた。 

 

浸潤能の変化 

Wound scratch assay では 1,000 µMの 1-MT 処理をした DLD-1 細胞での healing は未処理の

細胞にくらべて 24 時間で 38%、48 時間で 27%抑制された。 

 

Migration の変化 

 Boyden chamber assayでは1-MTの用量依存的に下層へ移動するDLD-1細胞数が減少し、2,500 

µMの 1-MT 投与では 85%の抑制がみられた。 

 

EMT 関連タンパクの変化 

 1-MT 投与による DLD-1 細胞での EMT 関連タンパクの発現変化を western blotting で検討し

た。1-MT 投与によって E-cadherin の発現は増加し、vimentin, Snail, Slug の発現は減少し

た。ZEB1 の発現には変化が認められなかった。1-MT 投与の有無にかかわらず N-cadherin, 

fibronectin, TWIST1 のタンパクの検出はできなかった。 

 

考察 

 今回、IDO1 阻害剤である 1-MT と放射線照射を外部刺激とした場合の生体内における代謝変

化を検討するため、マウスの皮下腫瘍と大腸癌細胞株の両方をサンプルとしてメタボローム解

析を行った。マウス皮下腫瘍の場合、1-MT の投与により Kyn 合成が阻害されることを予想して

いたが、実際は 1-MT 群で Trp 量の変化はなく、Kyn は増加を認めた。IDO1 活性の指標とされる

Kyn/Trp 比は、Ctrl 群と比較し 1-MT 群で上昇が認められ 1-MT 投与による影響の予想と反する

結果となった。この結果の原因として、サンプルであるマウスの腫瘍内が腫瘍細胞そのものの

生化学的側面のみならず腫瘍微小環境を構成する他の細胞との免疫学的作用その他によってコ

ントロールされていることが考えられた。また、1-MT は光学異性体によって作用が異なるとさ

れ、L体は IDO1 阻害活性が有意に高い一方、今回マウスに投与された D体は抗腫瘍活性が有意

に高いと報告されることも原因として考えられた。 

続いて、大腸癌細胞 colon26 をサンプルとしたメタボローム解析の結果を検討した。colon26

における Kyn/Trp 比は、L体と D体のいずれの 1-MT を投与した場合においても 1-MT 群および

1-MT+RT 群で低下しており、1-MT による IDO1 活性が阻害されている結果が得られた。Trp の代

謝下流にあたる Nicotinamide adenine dinucleotide（NAD）は、Ctrl 群と比較し L-1-MT 群、

D-1-MT 群、RT 群で増加した一方で、L-1-MT+RT 群と D-1-MT+RT 群では減少を認めた。NAD は、

生体内における様々な反応の補酵素として作用する以外に、PARP や class Ⅲ脱アセチル化酵素

サーチュインの基質としても働く。PARP は自己 ADP リボシル化を介することで DNA 損傷修復を



開始することから、すなわち、NAD が DNA 損傷修復に寄与しているものと考えられる。NAD は細

胞膜透過性がなく、哺乳類ではトランスポーターも存在しないことから外部からの取り込みは

できず、体内で生合成されている。合成経路には①Tryptophan から Kynurenine を経由し NAD

を新規合成する de novo 経路、②ニコチン酸を利用する Preiss-Handler 経路、③nicotinamide

（NAM）を利用する Salvage 経路、の 3つがある。1-MT により de novo 合成経路が阻害されて

いるものと考えられたが、実際は 1-MT 単独投与の場合に、前述の通り IDO1 の活性阻害効果は

示されたにもかかわらず、NAD の減少は認めなかった。これは通常の細胞において NAD の産生

の多くが salvage 経路によって行われているためと考えられた。すなわち、1-MT 単独で de novo

経路を阻害しても、salvage 経路によって NAD が十分に供給されたため減少しなかったものと

考えられた。一方で、1-MT+RT 群では NAD 量の減少を認めた。Ikura らは、放射線によるゲノム

損傷ストレスにより NAD 産生が細胞質での salvage 経路依存から細胞核内の de novo 経路依存

に変遷することを報告している。本実験系においても同様に、放射線照射により NAD 合成の主

体が salvage 経路から de novo 経路に switch した可能性が考えられた。 

 メタボローム解析の結果から、1-MT と放射線の併用が NAD の de novo 合成経路の遮断を介し

て DNA 損傷修復阻害を生じる可能性が示唆された。続いて、DNA 損傷修復阻害効果を検証した。

γH2A.X に対する western blotting assay の結果、RT 群と 1-MT+RT 群でγH2A.X の増加を認め

たが、双方の間には明らかな変化を認めなかった。PARP は DNA 一本鎖切断を認識し修復経路を

活性化するとされるが、γH2A.X は複数の DNA 損傷において発現が認められると報告されるこ

とから、RT 群と 1-MT+RT 群の間に有意な差が認められなかったと考えた。Ikura らは相同組み

換え修復（HR)の活性を評価する Assay for Site-specific HR Activity (ASHRA)を用いて DNA

損傷修復活性を評価しており、本実験系でもこのような各修復形式に特化した方法に用いれば

RT 群と 1-MT+RT 群の差を評価できる可能性がある。一方で、経時的な発現を比較すると放射線

単独の場合のγH2A.X の発現は照射 2時間後のみで増加していたのに対し、1-MT+RT 群では照射

6時間後まで高発現が遷延しており、DNA 損傷の修復遅延が起きている可能性が示唆された。

Flow cytometry の結果を見てみると、同様に 1-MT と放射線を併用した場合においてアポトー

シスの遷延が認められた。以上から、NAD の de novo 合成経路の阻害が細胞におけるアポトー

シスの遷延、すなわち、腫瘍抑制効果に寄与する可能性が考えられた。 

NAD が転移形成に関与するという報告も他癌腫で見られることから、大腸癌細胞株の浸潤能

やEMTについての検討を追加で行った。DLD-1での検討の結果、1-MT投与がscratch wound assay, 

Boyden Chamber assay などで評価される浸潤、migration を抑制し、EMT への shift も抑制さ

れていることがその関連タンパクの変動から示唆された。ただし、N-cadherin の変化は見られ

ず、IDO1 以外の影響や feedback 機構が関与していることも考えられ、更なる検討が必要であ

るのと、in vivo での検証を行っていないのが limitation である。 

結論として、1-MT は放射線照射と併用することで NAD の de novo 合成経路を阻害し、DNA 損

傷修復が遅延する可能性、細胞内における酸化ストレスを放射線照射単独の場合よりも増強さ

せる可能性が示唆された。特に前者では実際に 1-MT と放射線照射がアポトーシスを増強するこ

とが確認された。さらに IDO1 の転移における役割も示唆された。NAD を標的とする同様の療法

が今後の大腸癌治療戦略として有効であることを示唆するものである。 
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