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研究成果の概要（和文）：ウイルス性肝炎の治療で使用されるインターフェロン(IFN)の副作用として抑うつ等の神経
症場が知られている。
IFN治療中で抑うつ症状を呈した患者群は、抑うつ症状の見られなかった患者群と比較してトリプトファン(TRP)-キヌ
レニン(KYN)代謝系が著明に亢進していた。また、マウスを用いた実験結果より、インターフェロンにより酵素誘導さ
れるTRP-KYN代謝の律速酵素として知られるindoleamine 2,3-dioxygenaseが抑うつ症状の発症に深く関係している事が
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Increases in L-tryptophhn (TRP) to L-kynurenine (KYN) pathway metabolism were foun
d in interferon (IFN) treated-HCV patients with depressive symptoms. Further, mice with Interferon (IFN) g
ene transfection induced indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO1) , resulting marked increase in TRP to KYN path
way metabolites, which well correlated with depression. The blockade of IDO1 activation prevented the deve
lopment of depressive-like behavior.
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１．研究開始当初の背景 
 C型肝炎患者にはインターフェロン(IFN)、
特に IFN-を中心とした治療が行われ、約
50%以上の患者が治癒する。 
しかし、IFN治療による副作用として風邪様
症状、疲労感、不眠、イライラなどの身体的
症状、また、うつ病などの精神的症状が発生
し、IFN治療中止の大きな要因となっている。 
すなわち、IFN 誘発性うつ発症による IFN
治療中止を未然に防止するため、うつ発症に
関連するリスクファクターを特定すること
は極めて重要である。 
 Indoleamine-2,3-dioxygenase(IDO)は、必
須アミノ酸であるトリプトファン(Trp)を基
質としてインターフェロン (IFN-)や腫瘍
壊死因子(TNF-などのサイトカインの他、
regulatory T cell (T reg)で発現している
CTLA-4と樹状細胞やマクロファージが持つ
B7と結合することで酵素誘導され、iNOSと
ともに樹状細胞の抗原提示能や T-cell 調節
因子として機能している。IDOについて過剰
発現と免疫寛容（Muller AJ et al. Nat Med. 
2005 11:312-319.）あるいは腫瘍の増殖 
(Uyttenhove C et al. Nat Med., 9: 
1269-1274) との関係が報告され、この分野
の研究は世界的に注目されている。IDO酵素
誘導に関して、その重要性は前述の如く免疫
寛容との関連において、免疫療法等を視野に
入れた研究開発が世界的に活発である。一方、
IDOを介した Trp-キヌレニン(Kyn)経路の代
謝産物であるキヌレン酸(KA)、３ヒドロキシ
キヌレニン(3HK)などは、脳神経系で生理活
性を有する事で知られている。 
 
２．研究の目的 
 
 IDO は、IFN-や TNF-などの炎症性サイ
トカインにより酵素活性が強く誘導され、免
疫寛容や腫瘍の増殖との関係で注目されて
いる。近年、インターフェロンなどのサイ
トカイン治療による合併症として併発する
うつ病様病態に IDO が関わっていることが
示唆される。本研究は、脳神経疾患、特に C
型肝炎などサイトカインを治療薬に使用し
た際に高頻度で発症するうつ病と IDO の関
係にターゲットを絞り、IFN治療中の C型肝
炎患者血清および IFN 高発現マウスモデル
を用いて Trp-Kyn 代謝とインターフェロン
誘発性うつ発症との関連について検討する。
さらに、サイトカイン治療で発症するうつ病
をはじめとした神経症状についてその発症
メカニズムの詳細を明らかにし、発症予防に
繋がるシステム構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
1） インターフェロン持続投与うつ病マウス
モデルを用いた病態解析 
インターフェロンをマウスに持続的に腹腔
内投与すると、脳内における IDO が持続的

に活性化し、さらに神経毒性をもつとされて
いる Trp-Kyn 代謝が亢進することで行動異
常を発症する (Saito K et al. Brain Res., 
546: 151-4)。うつ病様行動の測定は、行動薬
理学的に広く使われているForced swim test 
(FST)および Tail suspension test (TST)を用
いる。臓器、特に中枢神経系における Trpお
よび関連代謝産物の濃度測定は HPLC にて
行う。また Real time-PCR、ELISA法、FACS
などを用いて、種々のサイトカインの動態や
免疫細胞の動態を調べ、それらの変動と IDO
との関係について明らかにする。 
 
a) 実験動物 
マウス (C57BL/6J、8 週齢、♂) は清水実験
材料株式会社より購入し、実験動物委員会の
承認を得て、本学の動物舎 (室温 25±1℃、
湿度 55±5%、明暗サイクル 7:00-19:00 ) で
飼育した。飼料 (オリエンタル酵母工業株式
会社、AIN-93G ) 及び水は自由摂取とした。
1 週間の馴化期間後, 体重に基づいて無作為
に群分けし、IFN高発現群として Liuらの方
法に従い、IFNpDNA をマウス体重の約 9%
量の生理食塩水に溶解し、尾静脈から 5秒以
内に全量注入した。 
IFNpDNA 投与後、4 週間後に強制水泳試験
法にてうつ様行動を評価した。行動実験は
10:00-18:00 の間で行った。 
 
b) 強制水泳試験法 (Forced swim test: FST) 
によるうつ様行動の評価 
試験にはスキャンネットMV-40 AQ (メルク
エスト社) を用いた。実験開始 1 時間前より
マウスを実験室 (室温 25±1℃、湿度 55±
10%) にて馴化させた。シリンダーにはあら
かじめ 13.5 cm の高さまで水道水 (22±
1℃) を入れ、その中でマウスを 6分間強制的
に水泳させ、6分間のうち後半 5分間の無動
時間を測定した。シリンダーは試験毎に水道
水で洗浄した。 
 
2） 脳神経および末梢組織での IDO の免疫組
織染色 
C57BL/6J 野生型(WT)マウス(6 週齢,オス:日
本 SLC)組織を 10%リン酸緩衝ホルマリン液で
一晩固定した。標本はパラフィン包埋した後
4μm に薄切し、ヘマトキシリン・エオジン 
(HE) 染色、ネガティブコントロール(NC)染
色、IDO1 免疫染色及び IDO2 免疫染色に用い
た。免疫染色は、一次抗体として特異性を確
認した上記の抗 IDO1 抗体、抗 IDO2 抗体を使
用し、二次抗体として LSABkit (Dako) を使
用した。NC には免疫前ウサギ血清を一次抗体
として使用した。 
 
3） インターフェロン治療製剤により発症
したうつ病患者サンプルでの解析 
患者の同意が得られた IFN 治療中の C 型肝
炎患者 51 名の血清を用いた。提供された血
清は解析まで-80℃で保存した。IFN治療中 



 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Fig 1  IFN 高発現うつ病マウスにおよぼす
IDO 遺伝子欠損の影響 
 
にうつ様症状が認められたため精神科を受
診し、診断を受けたケースを  “うつ群”
“Depression+”と表記し、うつ様症状が認
められないまま予定通りに治療を終了した
ケースを“非うつ群”“Depression-”と表記
した。 
 
４．研究成果 
 
1）インターフェロン持続投与うつ病マウス
モデルを用いた病態解析 
IFN 高発現マウス血清中の TRP 有意な減少、
KYN およびその下流の代謝産物である 3 ヒド
ロキシキヌレニン(3-HK)の増加が認められ
た。マウス脳内においても 3HK の顕著な増加
が認められた。IDO1 活性の強い誘導によって
みられたうつ病様行動は、IDO1 遺伝子欠損マ
ウスにおいて、改善が認められた (Fig. 1)。
さらにマウス脳内においてみられたTRP代謝
産物の変動は IDO1 遺伝子欠損マウスではみ
られなかった (Fig. 2)。 
 

 
 

 
 

 

 
Fig 2. IFN 高発現うつ病マウスにおける Trp
代謝におよぼす IDO 遺伝子欠損の影響 

2) 脳神経および末梢組織での IDO の免疫組
織染色 
マウス組織から mRNA を抽出し、RT-PCR にて
IDO1, IDO2 の mRNAの発現の有無を検討した。
IDO1 は大腸と精巣上体で発現が認められ、
IDO2 は大脳皮質、小脳、肝臓、腎臓、精巣上
体で発現が認められた。 
脳神経系ではIDO2のみの発現が確認された。
免疫染色を行い IDO2 陽性細胞の特定を行っ
た。大脳皮質の神経細胞、小脳のプルキンエ
細胞、脈絡叢においてそれぞれ発現が確認さ
れた。 
 
3) インターフェロン治療製剤により発症し
たうつ病患者サンプルでの解析 
うつ群において、IFN 治療開始からうつ診断
までの平均日数は 86 日、IFN 治療中止前時点
の平均日数は 105 日、IFN 治療中止後時点の
平均日数は 279 日であった。治療開始前から
治療開始 2 週間後・4 週間後における Trp、
Kyn、3HK、3HAA の動態を検討した。 
その結果、Trp はうつ群・非うつ群ともに治
療に伴った減少が見られた。特にうつ群では
Trpの減少幅が大きく、治療中止によってTrp
の値が治療前の水準に回復した。Kyn はうつ
群・非うつ群ともに IFN 治療によって増加傾
向を示した。3HK はうつ群・非うつ群ともに
治療開始 2週間後から増加した。特にうつ群
では急激な増加が認められ、治療中止によっ
て治療前の水準まで戻った。3HAA、AA、KA は
うつ群・非うつ群ともに IFN 治療による著明
な変動は確認できなかった。 
本研究により、IFN 治療によるうつ発症例で
は、うつ非発症例に比べて Kyn、3HK の増加
量が大きく、特に 3HK の増加が顕著であるこ
とが明らかとなった。また、治療開始早期の
段階でTrp-Kyn代謝産物動態の変動が確認で
きたことから、IFN 治療によるうつ発症を早
期に同定できる可能性が示唆された。 
 
本研究結果は、(1) ハイドロダイナミクス法
によりIFNを高発現マウスがサイトカイン療
法で発症するうつ病の疾患モデルとして有
用である事 (2)  IFN投与によりTrp-Kyn代
謝系の著明な増加が認められ、セロトニン経
路とは独立した細胞毒性を有するKyn代謝の
亢進がうつ発症の１つの危険因子であるこ
とを明らかにした。 
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