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研究成果の概要（和文）：　抗PD-1抗体など免疫チェックポイント阻害薬の腫瘍微小環境における作用を妨げる
要因のひとつとして、トリプトファン代謝酵素IDOとTDOを中心とするキヌレニン経路による免疫寛容が注目され
ている。研究代表者らは、これまでに独自の細胞系アッセイ系によって複数の阻害化合物を発見してきた。本研
究ではIDOとTDOを標的とした創薬基盤の構築を目的として、IDO1/TDO二重阻害作用を有するS-ベンジルチオウレ
ア誘導体の活性向上を達成し、作用機序解析に基づくドッキングモデルを構築し化合物デザインに活用した。
IDO1/TDO二重阻害化合物の機能と有用性を検証するためのアッセイ系など創薬基盤技術を確立した。

研究成果の概要（英文）： Recently the remarkable clinical benefits of immune checkpoint inhibitors 
(ICI) have been demonstrated in subgroups of cancer patients. However, there are still many 
non-responders who are resistant to ICI therapy. The kynurenine pathway driven by tryptophan 
metabolizing enzymes such as IDO and TDO are thought to be important for one of the resistance 
mechanisms of ICIs. We have identified various small molecule inhibitors of those enzymes so far. In
 this study, we designed and synthesized novel S-benzyl thiourea derivatives as the IDO1/TDO dual 
inhibitors with corroborating support by the molecular docking models. Furthermore, we demonstrated 
superior effect of the dual inhibitors on kynurenine production using in vitro reconstitution assay 
system for the tumor microenvironment expressing both IDO1 and TDO. In the syngeneic mouse model, 
the dual inhibitors delayed tumor progression in a lymphocyte-dependent manner.

研究分野：創薬科学

キーワード： 抗がん剤　トリプトファン　キヌレニン　IDO　TDO　腫瘍微小環境　がん免疫療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　腫瘍の免疫寛容におけるIDO1やTDOの重要性は多く報告されているが、その制御や機序は十分に理解されてい
ない。本研究ではS-ベンジルチオウレア誘導体をリード化合物として、活性向上だけでなくIDO1選択的、TDO選
択的、IDO1/TDO二重阻害化合物をデザイン・合成し分けることに成功した。これらの化合物は医薬品開発のため
のシーズとしてだけでなく、IDO1やTDOの機序解明のためのツールとして有用である。さらにドッキングモデル
やMD計算を活用したアプローチや腫瘍微小環境を再構築した各種評価システムなどは、いずれもIDOやTDOを標的
とした新たな免疫療法開発を目指した創薬基盤技術として意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、抗 PD-1 抗体（Nivolumab、Pembrolizumab）や抗 CTLA-4 抗体（Ipilimumab）など免疫チ
ェックポイント阻害薬が臨床で目覚ましい成績を挙げており、がんの免疫逃避機構を標的とす
る治療戦略に大きな期待が集まっている。しかしながら、これら免疫チェックポイント阻害薬の
優れた効果は一部の患者セグメントに限定されているため、ノンレスポンダーに対しても効果
が期待できる併用薬の開発が切望されている。がんの免疫逃避機構の重要な責任分子のひとつ
として、インドールアミン酸素添加酵素（indoleamine 2 3-dioxygenase 1, IDO1）が注目され
ている（1, 2）。1950 年代に早石修らによって発見されたこの酵素は、トリプトファンの酸化的
開裂を触媒するヘム含有二原子酸素添加酵素である。IDO1 はヒトの大腸、胎盤、肺などの組織
で発現しており生体内におけるトリプトファン代謝の主要経路であるキヌレニン経路の初期反
応を担う律速酵素である。多くのがん組織で高発現しており、IDO1 によるトリプトファンの低
下とキヌレニンの増加が、腫瘍組織において T細胞や NK 細胞の機能低下を惹起する。実際に B. 
Van den Eynde らは、トリプトファン誘導体で IDO1 の酵素活性を阻害することにより、腫瘍増
殖を抑制できることをマウスモデルで検証した（3）。またその後、J. Allison らは、IDO1 ノッ
クアウトマウスでは抗 CTLA4 抗体や抗 PD-1 抗体による抗腫瘍効果が、野生型マウスに比較して
高いことを明らかとした（4）。このことは免疫チェックポイント阻害抗体と IDO1 阻害剤との併
用効果の可能性を強く示唆するものである。これまでに多くの IDO1 阻害化合物が報告されてき
たが、最初に臨床試験に進んだ Indoximod （1-methyl-D-tryptophan）は、IDO1 には直接作用し
ないため IDO パスウェイ阻害薬としての臨床試験が行われている。また IDO1 の酵素活性を直接
阻害する化合物としては、Epacadstat や Navoximod などの臨床試験が進められている（1）。し
かしその後、同様の酵素活性を有するトリプトファン酸素添加酵素（tryptophan 2,3-
dioxygenase, TDO）も脳腫瘍や乳がんなどで恒常的に発現しており、IDO1 同様にキヌレニン産
生を介した免疫逃避機構に関与していることが明らかとなってきた（5）。したがって、がん種に
よっては IDO1 を特異的に阻害しても、腫瘍組織内で TDO が発現している場合には十分な抗腫瘍
効果が発揮されないことが容易に予想される（6）。また IDO1 特異的阻害剤長期使用による獲得
耐性のメカニズムとしての TDO 発現も想定される。よって先行薬である IDO1 特異的阻害剤の抗
腫瘍効果を凌駕する活性、および幅広いがん種に対する有効性を期待した場合、IDO1/TDO 二重
阻害剤の開発とその作用の科学的な裏付けは極めて重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは独自の細胞アッセイ系を用いることにより、これまでに複数の IDO1 阻害化合
物を見出してきた（7-9）。さらに IDO1 選択的阻害活性を有する S-ベンジルチオウレア誘導体の
中から IDO1 だけでなく TDO をも阻害する二重阻害化合物を発見した。よって本研究課題では、
これまでに前例のないチオウレア誘導体の IDO1/TDO 二重阻害を指標とした構造最適化を通して、
両酵素に対する二重阻害の機構と新規がん免疫療法としての科学的根拠を明らかにすることに
よって、新しいがん免疫治療薬開発のための創薬基盤の構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本リード化合物の二重阻害活性には二つのチオウレアがオルト位に位置することが必須であ
るため、相対位置をオルトに固定し構造変換を行った（Figure 1）。①のフェニル基の修飾では、
フェニル基への各種ハロゲンやアルキル基の導入、またフェニル基を他の生物学的等価体へ変
換した。②チオウレア部変換では、窒素原子へのアルキル基の導入やトリアジン等への環化、さ
らにアミドやエステルへの変換も検討した。これらチオウレア誘導体の IDO1/TDO 阻害活性や細
胞傷害作用等は、酵素アッセイ、細胞系アッセイにて評価し、重要化合物については ADME プロ

ファイルを取得しながら、次の
化合物デザインにフィードバッ
クした。IDO1 については、複数
の化合物との共結晶構造が明ら
かとなっている（10）。一方、TDO
に関しては、基質/代謝産物との
共結晶解析が報告されている
（11）。これらの共結晶構造を活
用し、統合計算化学システムMOE
を用いたドッキングシミュレー
ションを実施し、誘導体の SAR
情報をインシリコ複合体モデリ
ングの最適化に活用した。 

組換え DNA 実験は、「カルタヘナ議定書」及び関連する国内法を遵守し、静岡県立大学組換え
DNA 実験安全委員会の承認の下で実施した。動物実験はすべて、静岡県立大学および長崎大学で
の「動物実験に関する指針」に従い、運営委員会の承認を得て行った。酵素反応速度論的解析な



どセルフリー系アッセイでは、組換 IDO1 と組換 TDO を用いた。またヘミンとアポ体を用いた再
構成系ではヘム合成阻害剤存在下での IFN-γ刺激後の A431 細胞抽出液を用いた。TDO を恒常的
に発現するヒト脳腫瘍細胞株 A172 細胞は、サイトカイン刺激によって IDO1 を誘導する。よって
IDO1 と TDO の両酵素を発現する状態を培養細胞系で再構成し、キヌレニン産生阻害、NK 細胞活
性化などの化合物評価に用いた。動物実験で、6～8週齢の雌性 BALB/c マウスまたは BALB/cSlc-
nu/nu は日本 SLC から購入し、静岡県立大学および長崎大学の SPF 動物飼育室にて飼育した。
Day 0 において、雌 BALB/c マウス（1群 6匹）に マウス大腸がん細胞株 CT26 細胞などの懸濁
液を両後背部に皮内投与した。移植後所定の日数を経て試験化合物を経口投与し腫瘍体積を継
時的に測定した。 
 
４．研究成果 
１）複合体構造モデリングを活用した構造最適化研究 
IDO1/TDO 二重阻害に係わる構造活性相関の把握と活性増強を目的として、リード化合物１に
あるフェニル基への置換基導入、チオウレア部位へのアリール基導入またはトリアジン環化を
検討した。さらにチオウレアをアミドやエステルに変換した誘導体も合成した。種々の誘導体を
合成した結果、化合物１に比べ酵素阻害活性が IDO1/TDO 共に 10 倍以上向上し構造的に多様性
のある 4つのタイプの阻害化合物群（チオウレアタイプ A, B、トリアジンタイプ C、アミドタイ
プ D ）を見出し、さらに IDO1 選択的、TDO 選択的、IDO1/TDO 二重阻害化合物を各々合成するこ
とに成功した（12）。チオウレアタイプとトリアジンタイプについてはシトクロム 450 阻害、肝
ミクロソーム代謝、PAMPA 等の in vitro ADME 解析を実施しそれぞれのタイプの特徴を把握し
た。さらに、これまでに合成した誘導体の構造活性相関情報と MOE を活用して、インシリコデザ
インによる構造最適化研究を行った。MOE によるドッキング解析では、化合物１のフェニル環は
両タンパク質のヘムの疎水性空間に位置し、チオウレア基の NH は、ヘムのプロピオン酸と水素
結合を形成する。IDO1 との相互作用において、2つのチオウレア基の NH は、それぞれ Ser263 お
よび Ser167 との水素結合に関与しており、TDO との相互作用では Ser155 および Glu80 と水素結
合を形成することが示唆された（Figure 2）。これに対して IDO1 と Epacadstat の共結晶構造か
ら、化合物のヒドロキシルアミノ部分の水酸基が IDO1 ヘム鉄とイオン結合し、このことが高活

性に寄与していると考察
した。そこで、我々のリ
ード化合物にあるチオウ
レア基の片方の窒素原子
に水酸基を導入した化合
物を新たに合成した。ま
た別のデザインとして、
IDO1 疎水性空間に存在
するシステイン残基の硫
黄原子に着目し、不可逆
的な結合による阻害活性
向上を意図した誘導体フ

ェニル環へのアクリロイル基導入化合物を新たに合成したが、これらの化合物では IDO1/TDO 共
に酵素阻害活性の向上には繋がらなかった。導入した官能基による立体障害、また MOE を用いた
ドッキング計算ではヘム鉄との相互作用解析が不十分と考察した。そこで化合物とヘム鉄の相
互作用をより詳細に解析するため MCPB.py を用いて MD 解析を行った。具体的にはアミドタイプ
の誘導体について MD 計算を活用したドッキング解析を行った。アミド誘導体の中にはフェニル
環への Br基の置換位置が異なるだけで IDO1/TDO 二重阻害（5位置換体）、TDO 選択的阻害（4位
置換体）と興味深い構造活性相関が確認できている。IDO1 酵素アッセイでは 5 位置換体の IC50
値が 0.47 µM、4位置換体の IC50値が >10 µMと明らかな活性の違いがあるが、MOE によるドッ
キングでは両化合物とも IDO1 に対する結合自由エネルギーに大きな違いは確認できなかった。
MD 解析の結果、5位置換体は、-37  kcal/mol、4位置換体は -22 kcal/mol であり、酵素アッ
セイ結果を支持するドッキングポーズを得ることが出来た。そのドッキングポーズは、ヘム上の
疎水性空間に誘導体のフェニル基がはまり込むのは MOE と同様であるものの置換基の空間配置
が異なっており、特にチオウレア基についてはヘム側鎖プロピオン酸ではなく、IDO1 側鎖アミ
ノ酸残基との水素結合が確認された。これらの結果は、MOE によるドッキング解析だけでなく MD
計算を活用することにより新たなデザインが可能であることを示している。また、これまで合成
した誘導体の中で酵素・細胞系の評価で高活性を示した IDO1/TDO 二重阻害化合物について、さ
らなる薬効評価用サンプルとして、チオウレアタイプ、トリアジンタイプをグラム単位で中量合
成し株式会社キャンバス（研究協力機関）において CT26 移植マウスを用いてプラチナ製剤（L-
OHP）併用による薬効評価を行った。その結果、評価したほとんどの化合物が併用効果において
化合物１と比較して強い抗腫瘍効果を示した（12）。 
 
２）IDO1/TDO 二重阻害化合物の機能解析 
IDO1/TDO 二重阻害作用を有するリード化合物１を用いてその阻害様式を把握する目的で組換
ヒト IDO1 および組換ヒト TDO を用いて酵素反応速度論的解析を実施した。ラインウィーバー・



バークプロットによる詳細な解析の結果、本化合物は TDO に対して基質競合的に阻害したが、
IDO1 に対しては基質競合型とは異なり非競合様の阻害様式を示した。よって化合物１は両酵素
に対して異なる阻害様式を示すことが明らかとなった。TDO については基質競合型を示すことは、
トリプトファンとの重ね合わせによるドッキングモデル解析から支持されたが、IDO1 について
は現状のドッキングモデルでの説明は困難であった。今後 MD 計算を含めたさらなる解析が必要
と考えている。さらに IDO1 については、ヘムを除去したアポタンパクとそれにヘミンを添加し
たホロタンパクに対する化合物の阻害活性強度を比較検討した。ヘムと競合することが知られ
ている BMS-986205 はアポ体への作用がより強く（13）、またトリプトファンに対して競合的に作
用する Epacadostat はアポ体とホロ体に対して同等の阻害活性を示した（Figure 3）。本条件に

て化合物１及びその
誘導体は、アポ体とホ
ロ体に対して同等の
阻害活性を示したこ
とから、ヘムと競合す
るタイプではないこ
とを明らかとした。 
 これまでに研究代
表者らは、TDO を恒常
的に発現する A172 細
胞を用いることによ
って TDO 阻害化合物

探索のための HTS 系を構築してきた。本研究では、TDO の恒常的発現は MEK/ERK パスウェイに依
存すること、さらに A172 が IFN-γ刺激によって、TDO の発現に影響することなく IDO1 の発現
を誘導することなどを明らかとしてきた。本株を IDO1/TDO 二重阻害化合物の評価に用いた結果、
IDO1特異的阻害剤であるEpacadostatや TDO特異的阻害剤680C91ではいずれも十分なキヌレニ
ン産生阻害を示さなかったが、化合物１では顕著なキヌレニン産生阻害を示した。またこのとき
に IDO1 や TDO の発現レベルには変化を与えなかったことから、酵素アッセイ系だけでなく細胞

系においても二重阻害作用を示すこ
とを明らかとした（Figure 4）。さらに
これら実験における条件培地を用い
て NK-92MI 細胞に対する作用を検討し
た。NK-92MI 細胞にキヌレニンを添加
した場合、細胞増殖およびパーフォリ
ンとグランザイム Bの産生低下に伴う
細胞障害活性の低下が確認された。化
合物1で処理した条件培地を用いた場
合には、コントロールや IDO1/TDO 特
異的阻害剤処理に比べて NK-92MI細胞
の増殖が回復し、さらに HeLa 細胞に
対する細胞障害活性が増強した。これ
らの NK 細胞などの自然免疫系への作
用はその後のエフェクターT 細胞の活
性化に繋がることが期待される。 

誘導体の中から in vitro の薬効と ADME 評価の結果から有望な化合物を選定し、上述した既
存薬との併用効果とは別に単剤での効果を指標に免疫系の関与を検討した。CT26 移植マウスの
腫瘍内 CD45 陽性細胞の割合をフローサイトメトリーで定量したところ腫瘍移植後、腫瘍内 CD45
陽性細胞の割合が腫瘍移植後大きく変化する、すなわち移植後 7 日でピークを迎えその後大き
く減少した。CT26 モデルの場合、投与時期が遅れると抗 PD-1 抗体に対して耐性になり、また制
御性 T 細胞の除去に対して感受性
であることから、免疫細胞の割合
が低下した時期においては、制御
性 T 細胞などの免疫チェックポイ
ントとは独立した機構が働くと考
えられる。そこで投与開始のタイ
ミングを初期（6日目）と後期（19
日目）に化合物を経口投与し抗腫
瘍活性の比較を行った結果、単剤
で腫瘍増殖抑制効果は初期の投与
タイミングでのみ確認された。さ
らにヌードマウスを用いた評価に
おいて、当該化合物は初期投与で
あっても腫瘍増殖抑制効果を全く
示さなかったことから、抗腫瘍活



性には T細胞の存在が必須であることも検証された（Figure 5）。このことは当該化合物が当初
のコンセプト通り IDO1/TDO 阻害による免疫抑制解除作用が主作用であることを強く示唆してい
る。また CT26 細胞および CMS5a 細胞にマウス TDO を強制発現することにより、それぞれ親株と
比較して in vivo にて高い腫瘍増殖能を示す株の取得に成功している。本株はマウスへの移植
後にも TDO の発現は維持されており、さらに移植後には腫瘍微小環境において IDO1 が誘導され
ることも確認できたことから、本株を用いたマウスモデルは IDO1/TDO 二重阻害化合物の機能解
析に有用である。 
以上、本研究により IDO1 と TDO の二重阻害化合物の作用機序を一部明らかとし、ドッキング
モデルの予測性向上に繋がる知見を得ることができた。またチオウレア誘導体の活性向上のみ
ならず、IDO1 選択的、TDO 選択的、IDO1/TDO 二重阻害化合物を各々デザインすることが可能と
なり、さらに in vitro から in vivo まで各種評価系を構築しその有用性を検証した。本研究課
題で得られた成果は、IDO1/TDO によるキヌレニン経路を標的とした新たながん免疫治療薬創製
のための堅牢な創薬基盤となることが期待される。 
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