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研究成果の概要（和文）：Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)はトリプトファン代謝酵素であり免疫抑制作用を有す
る。本研究では卵巣癌進展におけるIDOの役割を解明する。マウス卵巣癌細胞株HM-1にIDO遺伝子を導入し、IDO過剰発
現株 (HM-1-IDO)を確立し、HM-1-IDOおよびmockをマウスに腹腔内移植した。移植後day14における腹膜播種腫瘍重量、
腹水量はHM-1-IDO移植マウスで有意に増加し、腫瘍内浸潤CD8+T-cell, NK cellの有意な減少を認め、腹水中TGF-beta
の有意な上昇を認めた。IDOは微小環境内において免疫寛容誘導を介して卵巣癌の進展を促進する。

研究成果の概要（英文）：Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is a tryptophan-catabolizing enzyme that has imm
unoregulatory functions. The purpose of the present study is to clarify the role of IDO during the process
 of peritoneal dissemination of ovarian cancer. IDO-cDNA was transfected into the murine ovarian carcinoma
 cell line HM-1, establishing IDO-overexpressing cells (HM-1-IDO). HM-1-IDO or mock were intraperitoneally
 transplanted into syngeneic immunocompetent mice. HM-1-IDO-transplanted mice showed significantly shorten
ed survival, and increased tumor weight and ascites with the significantly reduced numbers of CD8+ T cells
 and NK cells within tumors as well as increased levels of TGF-beta in ascites. These data show that tumor
al IDO promotes the peritoneal dissemination of ovarian cancer through suppression of tumor-infiltrating T
 and NK-cell recruitment and enhancement of immunosuppressive cytokines in ascites, thus IDO may be a prom
ising molecular target for the therapeutic strategy of ovarian cancer.
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1. 研究開始当初の背景 

 卵巣癌はその半数以上が初回手術時に腹膜

播種を伴う advanced stage である。これらの

進行症例に対する治療の主役は腫瘍減量手術

に引き続く化学療法であるが、多くの臨床試

験にもかかわらず、近年長期予後の改善は見

られていない。従ってさらなる予後改善のた

めには、有害事象を高めずに且つ化学療法と

組合せてその効果を促進し得る新規治療戦略

が求められており、その中で卵巣癌に対する

新たな免疫療法の開発が脚光を浴びつつある。 

 癌が増殖•進展するためには腫瘍微小環境

内での宿主免疫監視機構からの逃避、すなわ

ち免疫寛容の獲得が必須である。従って腫瘍

が特異的に誘導する免疫寛容システムを解明

し、これを打破する治療戦略は、従来の免疫

療法や化学療法の有効性を飛躍的に高める可

能性があるが、卵巣癌における免疫寛容機序

の詳細は未だ明らかでない。 

 Indoleamine 2,3-dioxygenase(IDO)はトリ

プトファン代謝酵素であり、免疫抑制作用を

有する。我々はこれまでの研究にて、卵巣癌

に高頻度に IDO が発現し、Stage や患者生存

率に有意に相関することを報告してきた。ま

た手術検体による免疫組織化学的解析により、

IDO の発現量は腫瘍内に浸潤する T 細胞数と

逆相関し、腫瘍の進展や不良な予後に関与し

ている可能性を示した。しかしながら卵巣癌

における IDO を中心とした腫瘍免疫寛容誘導

メカニズムとその役割については十分な検討

がなされておらず、これらの解明とこれを標

的とする新たな治療戦略が期待されている。 

 

2. 研究の目的 

 本研究においては、(1)マウス卵巣癌 IDO 過

剰発現細胞株の確立とcharacterization、(2) 

IDO のマウス卵巣癌進展への寄与とそのメカ

ニズムの解明、(3)IDO に対する特異的阻害剤

の抗腫瘍効果の検討の 3 つを行い、進行卵巣

癌に対する新たな標的治療法を開発すること

を目的とする。 

 

3. 研究の方法 

(1) IDO 過剰発現マウス卵巣癌細胞株の生物

学的特性の検討 

マウス IDO 遺伝子をマウス卵巣癌細胞株

OV2944-HM-1(以後 HM-1 と略す)に導入し、安

定化マウス卵巣癌 IDO 過剰発現細胞株を樹立

する。本細胞株の in vitro における behavior

をコントロールベクター導入株(mock)と比較

する。 

 

(2) IDO の腹膜播種促進効果の有無の検討 

 HM-1 mock、IDO 過剰発現株（HM-1-IDO）1X106

個/bodyをB6C3F1マウス(♀,6週齢)に腹腔内

投与し、至適ポイントで Sacrifice し、腹水

量、腹膜播種の合計腫瘍重量を計測する。ま

た両群におけるマウスの生存期間を解析する。 

 

(3) 腫瘍内浸潤する免疫細胞への影響の検討 

 上記(2)の in vivo 実験の条件下において、

腹腔内の播種腫瘍を摘出しホルマリン固定後

切片を作成し、病理組織学的検討を行い、同

時に腫瘍内に浸潤する宿主免疫細胞の免疫組

織化学染色を行い、カウントし定量化する。 
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(4) IDO の腹水中の免疫関連サイトカイン産

生に与える影響の検討 

 同様に上記(2)の条件下において、腹水中の

サイトカイン（TGF-beta, VEGF, IL-10, IL-6）

を ELISA で測定し、比較検討する。 

 

(5) IDO 阻害剤の抗腫瘍効果および抗癌剤と

の併用治療効果の検討 

  IDO 過剰発現させた HM-1 細胞を B6C3F1 マ

ウ ス に 腹 腔 内 移 植 し IDO 阻 害 剤

1-methyltryptophan(1-MT)を連日経口投与ま

たは隔日腹腔内投与し、day10, day14 の播種

腫瘍重量、腹水量およびマウス生存期間を比

較する。 

 

4. 研究成果 

(1) マウス卵巣癌 IDO 過剰発現細胞株

(HM-1-IDO)の特性 

 HM-1-IDO は in vitro での培養上清中のト

リプトファンの枯渇、代謝産物キヌレニンの

著増という high level の IDO酵素活性を有す

ることを確認した。 

in vitro の培養系における 72 時間までの細

胞増殖能および細胞遊走能についてHM-1-IDO 

は mock と有意差を認めなかった。培養中の細

胞形態学的にも有意な差は認めなかった。 

 

(2) マウス卵巣癌腹膜播種モデルにおける

IDO 過剰発現の腫瘍促進効果 

 IDO 過剰発現株移植マウスにおいて、day14

における開腹所見は mock 移植マウスに比較

して肉眼的に著明な腹膜播種、腹膜肥厚を認

め、病理組織学的にも癌細胞の腹膜浸潤の有

意な増加をみた。day10、day14 の腹膜播種腫

瘍重量および腹水量は、ともに mock 移植マウ

スに比較して有意に増加した。 

 

(3)IDOによる腫瘍微小環境内および腹腔内の

免疫寛容誘導作用 

 上記(2)の実験において、播種腫瘍の免疫組

織化学解析を行ったところ、IDO 過剰発現株

移植マウスは、mock 株移植マウスに比較して、

腫瘍内浸潤CD8+T細胞およびNK細胞の有意な

低下を認めた。さらに、IDO 過剰発現株移植

マウスは、mock 株移植マウスに比較して、腹

水中の免疫抑制性サイトカインである

TGF-beta, IL-10 の有意な増加を認めた。IL-6, 

VEGF については有意な差は認めなかった。 

 

(4) IDO 阻害剤の抗腫瘍効果および抗癌剤と

の併用治療効果の検討 

 IDO 阻害剤 1-MT(4mg/body)を隔日腹腔内投

与して腫瘍進展に対する治療効果を検討した。

D-1-MTの投与群においてコントロール群と比

較して day14 の有意な播種重量低下および腹

水量の減少を認めた。L-1MT 単独群では有意

な抗腫瘍効果を得られなかった。 

 

(5) まとめと考察 

 免疫寛容を誘導する IDO が卵巣癌の癌性腹

膜炎の促進に関与し、分子標的治療の候補に

成り得るという仮説を証明するため本研究を

行ってきた。我々は過去にヒト卵巣癌 IDO 過

剰発現株を用いてヌードマウスの系で IDO の

機能解析をしてきたが、T-cell 系免疫が欠損

しているというデメリットがあり、大きな障
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壁、limitation となってきた。今回、世界で

初めてマウス卵巣癌細胞HM-1にIDOを過剰発

現させた細胞を確立し、immunocompetent な

B6C3F1 マウスへの腹腔内移植が可能になり、

マウス卵巣癌腹膜播種モデルを確立し得たこ

とは、今後の IDO の腫瘍進展に寄与するメカ

ニズムの解明や IDO 阻害剤の抗腫瘍効果を検

討するための基盤作りとしてたいへん有意義

であった。本研究において、我々は、IDO 過

剰発現株移植マウスにおいて、腹膜播種腫瘍

重量および腹水量の有意な増加を認め、腫瘍

由来の IDO が腫瘍微小環境内において免疫寛

容を誘導し、卵巣癌の腹膜転移を促進してい

ることを見いだした。また過剰発現株移植マ

ウスの生存期間が有意に短いことは、ヒトの

臨床検体を用いた過去の study において、IDO

高発現患者の予後が不良である結果をサポー

トするものであるといえる。IDO 阻害剤 1-MT

を用いたマウスモデルにおけるにおいては、

腫瘍の有意な減少を認め、IDO を標的とする

卵巣癌の新たな治療戦略の可能性を示唆した。 
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