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研究成果の概要（和文）：AhRは外来化学物質センサーだけでなくがんの免疫逃避に関わる可能性がある。AhR遺
伝子欠損マウス(AhR-KO)で起こる盲腸での発がんが免疫寛容の破綻によるものと考え、免疫不全を示すRAG2欠損
マウスと炎症性サイトカインIL-6欠損マウスとの二重欠損マウスを作出したところ、RAG2/AhR二重欠損マウスで
は盲腸発がんは生じず、IL-6/AhR二重欠損マウスでは盲腸発がんが見られた。免疫寛容に関与するキヌレニンは
AhRで転写制御されるIDOが律速酵素となり産生される。B16F10メラノーマ細胞のAhR欠損細胞株を作成し、マウ
スで担癌実験を行ったところ、肺転移病巣数の有意な減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：AhR is considered to be involved not only in xenobiotic sensors but also in 
immune evasion of cancer. The cecum tumorigenesis shown in AhR deficient (AhR-KO) mice is thought to
 be due to a breakdown in immune tolerance. Therefore, we generated double-deficient mice of RAG2 , 
which indicate immunodeficient mice, and inflammatory cytokine IL-6. The RAG2/AhR double-deficient 
mice did not develop cecum tumor, while IL-6/AhR double-deficient mice did. Kynurenine, which is 
involved in immune tolerance, is produced by the rate-limiting enzyme IDO, which is 
transcriptionally regulated by AhR. We generated an AhR-deficient cell line derived from B16F10 
melanoma cells and tested it in mice. In tumor-bearing experiments, AhR knockout B16F10 cells 
significantly reduced the number of metastatic lesions.

研究分野： がん免疫学

キーワード： AhR　IDO　IL-6　免疫寛容　キヌレニン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法は最新の画期的がん治療法である一方で高額なうえ、効果は患者によって異なる。この原因はがん
の免疫逃避能の獲得が一因と考えられる。このがん免疫逃避機構にはIDOおよびAhRが関与していると考えられ、
本研究で着目したAhRの免疫寛容およびがん免疫逃避機構の解明が進めば、新たな免疫療法補助剤の開発が期待
できる。AhRはリガンド依存的転写因子であることから、比較的低分子の化学物質によって制御が可能であるた
め、作動薬の開発が可能である。さらに本研究で使用したAhR-KOマウスへの遺伝子改変メラノーマ細胞の担癌実
験は、AhR作動薬を開発するうえでの重要なin vivo実験系になると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）ダイオキシン受容体として知られるアリール炭化水素受容体(Aryl hydrocarbon receptor;AhR)は、ベ
ンゾ[a]ピレンやメチルコランスレンなどの変異原物質をリガンドとする核内受容体として同定された。
AhR はこれらの化学物質を代謝する薬物代謝酵素を標的遺伝子として発現誘導することから「生体異
物センサー」として働いていると考えられてきた。一方で、AhR 欠損マウス（AhR-KO）において盲腸に腫
瘤が発生することが明らかとなり、また AhR-KO 雌マウスでは胎仔死亡による産仔数の減少が認められ
ることが分かった。さらに AhR-KO マウスでは感染症への脆弱性が観察され、LPS 投与による誘発性の
炎症では致死率が上昇し、炎症反応の亢進がおこることが報告された。これらの現象は AhR が何らか
の生体内物質をリガンドとして活性化することで、雌性生殖器官の調節制御や盲腸での発がんの抑制、
および感染症に起因する炎症の抑制に重要な役割を果たしていることを示している。AhR はリガンド依
存性転写因子であるため、何らかの AhR の内因性リガンドが機能していると考えられるが、そのうちの一
つ、トリプトファン代謝経路の中間代謝物であるキヌレニン（Kyn）が AhR のリガンドであることが最近にな
って示された。Kyn はトリプトファンからインドールアミン-2,3-ジオキシゲナーゼ(IDO) およびトリプトファ
ン-2,3-ジオキシゲナーゼ (TDO) によって作られるが、このうち IDO(IDO-1/ IDO-2)は AhR の標的遺
伝子であり、AhR の活性化に伴い誘導されることから、Kyn-AhR－IDO によるポジティブフィードバック
ループが存在すると仮定される。Kyn は T 細胞の分化において、Treg をはじめとする免疫寛容をつか
さどる T 細胞への分化を促進し、TH17 などの炎症に寄与する T 細胞を抑制する。すなわち、Kyn によ
る炎症の抑制と免疫寛容の促進という免疫系の調節には、AhR がキー転写因子として重要な役割を果
たしていることが予測される。さらにがん組織においては IDO と同様の代謝活性を持つ TDO の発現亢
進により、Kyn を大量に産生することで、免疫監視機構を回避していることが示されている。 
（２）我々はこれまで、AhR-KO マウスにおける盲腸発がんの解析を行う過程で、いくつかの示唆的な知
見を得た。炎症性サイトカイン IL-1 の成熟に必要な ASC 遺伝子と AhR 遺伝子とのダブルノックアウト動
物では、腫瘍形成の遅延が見られた（1）。さらに AhR による転写制御が報告されている IL-6 が IL-1 シ
グナルの下流にあることから、この炎症反応において関与している可能性がある。また、盲腸内容物や
盲腸内細菌叢代謝物からは AhR リガンド様物質が検出された（2）。また、AhR-KO マウスに抗菌剤を飲
水投与して飼育した場合には盲腸発がんが見られない。これらのこれらのことから、盲腸では AhR を介
して腸内細菌に対する免疫寛容が成立しており、AhR-KO マウスでは、IDO の発現低下による免疫寛
容の破綻で引き起こされる慢性的な炎症が発がん原因の一つである、という仮説を立てるに至った。さ
らに我々の研究では、AhR-KO 雌マウスでは第 2 回目の妊娠以降、産仔数の低下が認められるが、こ
の際に胎仔死亡が増加していることが明らかとなった。この胎仔死亡は母マウスの AhR 遺伝子型に依
存し、胎仔の AhR 遺伝子型には関係がない。すなわち、AhR-KO マウスに見られる産仔数の低下は排
卵数の減少に加えて、母体側に起因する胎仔死亡も一因であることが分かった。興味深い事に、妊娠
マウスへの IDO 阻害薬、D-1-methyl-tryptophan 投与によって仔死亡と流産が増加することが報告され
ている（3）。以上のことを総合的に考察すると、AhR の欠損によって引き起こされる盲腸発がんや流産と
いう現象には、AhR の標的遺伝子である IDO と免疫寛容が深く関係していることが推測できる。また、
AhR とキヌレニン経路の関係について、現在の知見では、Kyn が AhR リガンドとなって IDO を誘導する
ことでさらに Kyn 産生を増強する、というポジティブフィードバックループのみ仮定される。AhR による免
疫寛容制御の全貌解明に近づくためには、ネガティブフィードバック機構の解明、すなわち AhR や他の
転写因子を介した Kyn 消去に関わる機構の解明も必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

自己免疫疾患は免疫寛容の破綻によって引き起こされ、様々な難治性疾患の原因となっている。ま
た、がんの免疫療法には、がん細胞による免疫監視機構の回避をいかに制御するかが鍵になると考え
られている。Kyn-AhR－IDO のフィードバックループを制御し、免疫寛容を調節することにより、それら難
治性疾患の治療および予防方法の開発につながることが期待できる 

そこで、本研究では AhR の生理的な役割の一つが Kyn-AhR－IDO フィードバックループによる免疫
寛容の制御であり、AhR-KO マウスの胎仔死亡と盲腸発がん発症のメカニズムが、免疫寛容の破綻によ
ることを証明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）抗原認識のための抗体産生および免疫寛容の成立には B 細胞の成熟や Treg 細胞の分化が不可
欠である。そこで、成熟 T 細胞や成熟 B 細胞が存在しない RAG2 ノックアウトマウス（RAG2-KO）を AhR
ノックアウトマウス（AhR-KO）と交配してダブルノックアウトマウス（AhR:RAG1-DKO）を交配により作出し
た。また、AhR による転写制御が知られている炎症性サイトカイン IL-6 を欠損したマウス（IL-6-KO）との
交配によりダブルノックアウトマウス（AhR:IL-6-DKO）についても作出した。AhR-KO マウスでは 30 週齢
程度で盲腸腫瘤が生じることことから、各遺伝子型動物での腫瘤の発生を検討した。 
（２）Kyn-AhR－IDO フィードバックループががん免疫逃避にどのようにかかわっているかを明確化する
ため、悪性黒色腫 B16F10 細胞から AhR 欠損細胞株や IDO 欠損株を作成した。それぞれの遺伝子の
強制発現株を皮下注射または尾部静脈から移植する担癌実験を行い、二週間後に腫瘍の定着、増大



および肺での転移巣形成について検討した。 
（３）AhR-KO 雌マウスにおける胎仔死亡に Kyn による母体-胎仔免疫寛容が関与しているかを検討す
るため、胎仔および胎盤での IDO-1 mRNA の発現について定量的解析を行った。 
（４）Kyn の AhR リガンドとしての報告には、Kyn が直接的リガンドであるという報告（4）と、とキヌレニン酸
(KA)がより強力なリガンドであるという報告（5）があり、議論が分かれていることから、哺乳類細胞でのトリ
プトファン代謝経路を持たない酵母レポーターアッセイ系を用いた Kyn 経路代謝物の AhR リガンド様活
性について調べた。酵母レポーターアッセイでは細胞壁や薬物排出ポンプによって Kyn 経路代謝物の
細胞透過性や細胞内蓄積が結果に影響する可能性があることから、遺伝子改変を施した好感度化アッ
セイ酵母を用いた。 

 
４．研究成果 
（１）研究期間内に作成した 12 匹の AhR:RAG2-DKO マウス全てにおいて、盲腸腫瘤の発生は認めら
れなかった。一方、AhR:IL-6-DKO では盲腸腫瘤の形成に変化はなかったことから、AhR-KO マウスに
おける盲腸腫瘤の発生には炎症反応が不可欠であるものの、炎症は自然免疫による炎症反応よりも獲
得免疫に起因する割合が高いことが示された。また、抗生物質投与によって盲腸腫瘤の発生頻度が減
少することから、獲得免疫の抗原となる対象については腸内細菌である可能性が示唆され、盲腸での
腸内細菌に対する免疫寛容の異常による慢性炎症が発がんに結び付くと考えられた。このことは腸内
での AhR の働きは腸内細菌に対する免疫応答の制御であり、腸内細菌が産生する AhR リガンドや食
餌性の AhR リガンド、Kyn による AhR の活性化が重要で
あることが示唆された。 
（２）B16F10 細胞の AhR 欠損細胞株のうち、細胞増殖能
に関して親株との差が見られない細胞株を選抜し野生型
マウス皮下に注射したところ、固形腫瘍重量の減少傾向が
認められた(図１）。また、微静脈注射による肺への転移に
ついて調べたところ、転移巣数の有意な減少が認められ
た。このことから AhR はがん組織の成長および転移に関す
るがん免疫逃避に寄与していることが示唆された一方、
AhR が細胞運動能あるいは細胞の接触阻害に関与してい
るとの報告があることから、作成した各遺伝子型細胞株の
遊走能の調査が必要であると考えられた。 
（３）妊娠中の母体および胎盤での IDO-1 mRNA 発現に
ついて、交配後経時的に胎仔および胎盤を摘出して解析
した結果、IDO-1 の発現は GD14 で最大になることが分か
った。また、AhR-KO マウスが母体である場合には GD12 での IDO-1 の発現に減少傾向が見られたも
のの有意な差は認められなかった。このことから、胎仔死亡に関わるとみられる Kyn の産生は母体側の
免疫細胞における IDO-1 発現が重要であると考えられる。この仮説の証明のためには母体の免疫系細
胞での IDO-1 の発現について脾臓細胞等を用いて検討する必要がある。 
（４）Kyn 経路代謝物の AhR リガンド様作用を酵母レポーターアッセイ系にて検討したところ、Kyn と KA
およびアントラニル酸に活性が認められた。一方、Kyn が非酵素的に二量体化した TEACOP が活性本
体であるという報告（6）から、Kyn 経路代謝物を 37℃でインキュベートした後に短時間の曝露にてレポー
ターアッセイを行ったところ、Kyn のみ EC50 値で 10 倍程度のリガンド活性の上昇が認められた。これら
のことから、非酵素的に生じる TEACOP が活性本体である可能性が示唆されたが、生体内でこの二量
体化反応が起こりうるかについては引き続き検討を要する。 
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