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研究成果の概要（和文）：マウス腫瘍肺転移モデルを作製し、トリプトファン代謝の役割について解析した。キ
ヌレニン代謝の律速酵素である、kynurenine 3-monooxygenase遺伝子欠損（KMOKO)マウスでは、野生型マウスと
比較して、有意に腫瘍増殖を抑制していた。同様に、KMO阻害剤投与マウスにおいても腫瘍増殖は抑制されてい
た。これらの結果は、複数の癌細胞を移入したモデルで確認された。興味深いことに、KMOKOにおける腫瘍抑制
効果は、トリプトファン代謝産物の３－ヒドロキシキヌレニンおよびキサンツレン酸の投与で無効化された。す
なわち、トリプトファン代謝産物の一種が、腫瘍増殖に深く関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A mouse lung metastasis model was generated and the roles of tryptophan 
metabolism were analyzed. Kynurenine 3-monooxygenase gene deficient (KMOKO) mice, a rate-limiting 
enzyme for kynurenine metabolism, significantly inhibited tumor growth compared to wild-type mice. 
Similarly, tumor growth was inhibited in KMO inhibitor-treated mice. These results were also 
confirmed in a various tumor model.Interestingly, the tumor suppressive effect in KMOKO was 
abolished by administration of the 3-hydroxykynurenine and xanthurenic acid. Thus, we showed that a 
type of tryptophan metabolite was deeply involved in tumor growth.

研究分野： 腫瘍免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、抗PD-1抗体などの免疫チェックポイント阻害剤の投与は、従来の治療と比較して飛躍的に治療効果を向上
させた。一方で、未だ７割程度の患者では十分な効果が得られていなことや高額な医療費が問題点として上げら
れる。本研究では、上記問題点を解決するために、トリプトファン代謝に着目し、研究したところ、代謝酵素の
一つであるKMOを阻害することで腫瘍細胞の増殖が、抑制できることを明らかにした。これらの成果は、現在の
治療法で効果のない患者の新規治療法を考える上で、重要な知見であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
抗 CTLA-4 や抗 PD-1 抗体等を用いた各種腫瘍（主として固形癌）に対する免疫チェックポイ

ント阻害療法は、標準的治療である化学療法と比較して極めて効果的に作用することが知られ
ている。従来の免疫療法では細胞免疫を高める方法が主であったが、同時に抑制機構が働くため
十分な効果が得られなかった。しかし、免疫チェックポイント阻害剤はこの抑制機構を解除する
ことで免疫細胞の効果を高めることを示した。一方で、腫瘍細胞は周囲免疫細胞から逃避する機
構を複数有しており、より効果を高めるためには複数の免疫チェックポイント機構の解明が必
要である。さらに、各種抗体療法は医療費の高額化が問題となっており、より安価かつ効果を期
待できる低分子化合物の研究が早急の課題である。 

Indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO1)は種々の炎症性サイトカインやリガンドにより酵素
誘導され、トリプトファンをキヌレニン経路へ代謝する律速酵素である。これまでに申請者らは、
IDO1 活性の結果として、局所トリプトファンの枯渇あるいは細胞毒性を有するトリプトファン
代謝産物増加により T 細胞や NK 細胞の機能を制御し、種々の病態（腫瘍、脳虚血、ウイルス
感染症等）における IDO1 の免疫制御因子としての重要な役割を明らかにしてきた。さらに、
IDO1 遺伝子欠損（KO）マウス及び IDO1 阻害剤（1-metyl-DL-tryptophan；1-MT）を使用し、
種々の病態における IDO1 制御によるトリプトファン代謝産物の役割について数多くの報告を
してきているが、腫瘍細胞における IDO1 やその他トリプトファン代謝関連酵素または酵素誘
導により生成される各種代謝産物の腫瘍免疫に関する役割は十分に理解されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腫瘍細胞に対する免疫細胞の誘導や活性を強力に制御し、周囲免疫応答から逃避さ
せることで注目されている各種トリプトファン代謝酵素により生成される代謝産物に着目し、
腫瘍の微小環境における免疫逃避機構の解明と効果の期待できる集団を弁別する検査法の確立
を主たる目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍肺転移モデルの作製とマウス 
マウスは C57BL6/J または/N（8 週齢、オス）の WT 及び IDO1KO、IDO2KO、KMOKO、QPRTKO を使

用した。また各種酵素阻害剤投与マウスとして WTに D-1-MT, L-1MT, Ro 61-8048, INCB024360
等を経口または腹腔内投与した。転移性腫瘍モデルは、各種セルライン（B16, EL-4, LLC）を尾
静脈に投与（1×106/200 µl）し、肺転移モデルとした。 
 
（２）腫瘍に対する阻害剤及び遺伝子欠損の効果判定 
腫瘍移入後、WT、各種 KO マウス及び阻害剤投与マウスにおける生存率の比較、転移巣を中心

とした腫瘍量の検索を病理組織所見および組織重量・容積により評価した。 
 
（３）トリプトファン代謝関連酵素の発現および代謝産物の測定 
  各種モデルマウスにおける肺臓やリンパ節等におけるトリプトファン代謝関連の各種酵素の
発現・活性をリアルタイム RT-PCR 法、免疫組織化学染色（抗 IDO1, IDO2, KMO, QPRT 抗体等）
及び Western blotting 法を用いて解析した。また、肺臓中のトリプトファン代謝産物（トリプ
トファン、キヌレニン、３－ヒドロキシキヌレニン、３－ヒドロキシアントラニール酸等）を高
速液体クロマトグラフィーで測定した。 
 
（４）各種トリプトファン代謝産物投与マウスにおける腫瘍増殖の判定 
腫瘍移入１週間後の KMOKO マウスに、各種代謝産物（３－ヒドロキシキヌレニン、３－ヒドロ

キシアントラニール酸、キサンツレン酸、キノリン酸）を腹腔内投与（10mg/kg, 1 回/日）し、
腫瘍量の検索を病理組織所見および組織重量により評価した。 
 
（５）ヒト肺癌組織および血清における解析 
 ヒト肺癌組織標本を用いて、KMO および KAT1 の発現を免疫組織学染色により解析した。血清
中のトリプトファン代謝産物は、HPLC を用いて測定した。また、発現解析結果および代謝産物
量と病期および症状等の関連性について調査した。 
 
４．研究成果 
（１）B16F10 腫瘍細胞をマウスに尾静脈投与し、肺転移モデルを作製した。前実験の結果より、
IDO1KO マウスおよび IDO1 阻害剤投与マウスでは、野生型マウスと比較して有意に肺/体重比が
減少することを明らかにした。肺転移モデルマウスから、肺臓を摘出し、mRNA の発現および病
理組織学的検索を実施した。腫瘍細胞および腫瘍周囲の免疫細胞で、IDO1、KMO および KAT が高 
発現していることを定量的 PCR 法および免疫組織化学染色により確認した。腫瘍細胞の増殖と
トリプトファン代謝の役割を明らかにするために、キヌレニンを３－ヒドロキシキヌレニンに
代謝する律速酵素である KMO に着目した。興味深いことに、KMOKO マウスに B16F10 腫瘍細胞を
尾静脈投与し、肺転移モデルを作製したところ、野生型マウスと比較して有意に肺/体重比が減
少していることを明らかにした。さらに、KMO特異的阻害剤であるRo61-8048を投与したところ、



KMOKO 同様に腫瘍の増殖が抑制されていた。すなわち、肺転移した B16F10 細胞の抗腫 
瘍メカニズムに重要なトリプトファン代謝産物はキヌレニン、キヌレン酸およびアントラニー
ル酸以外の代謝産物の阻害が重要と考えられた。同様に、LLC 細胞を尾静脈投与したところ、野
生型マウスと比較して KMOKO マウスでは、有意に肺/体重比が減少していた。すなわち、KMO 欠
損による、腫瘍抑制効果は普遍的に様々な種類のがんに対して効果があると推察された。さらに、
肺転移モデルに加えて、皮下投与モデルにおける効果についても調査したところ、KMOKO で有意
に腫瘍を抑制した。すなわち、肺臓に限定的な現象ではなく、複数の臓器においても同様の効果
が期待された。 
 
（２）（１）の研究結果から、次に KMOKO マウスでみられた腫瘍抑制効果とトリプトファン代謝
産物の関係を調査した。腫瘍投与後 2週間で野生型マウスと KMOKO マウスから肺臓を摘出し、肺
臓内のトリプトファン代謝産物量を高速液体クロマトグラフィーで解析した。KMOKO マウスでは、
野生型マウスと比較して、有意にキヌレニン、キヌレン酸およびアントラニール酸が増加してい
た。一方で、３－ヒドロキシキヌレニン、3－ヒドロキシアントラニール酸、キサンツレン酸が
有意に減少していた。すなわち、高キヌレニン血症のマウスであっても、抗腫瘍効果を失うこと
はなかった。従来、キヌレニンは細胞障害性 T細胞の抑制や制御性 T細胞の誘導を介した腫瘍免
疫を制御していると考えられていたが、本研究において、少なくともがん微小環境のキヌレニン
レベルの増加は腫瘍免疫の制御に関与しないと考えられた。 
 
（３）肺臓内トリプトファン代謝産物と腫瘍増殖抑制の関係を明らかにするために、腫瘍細胞を
移入した KMOKO マウスに各種キヌレニン代謝産物（３－ヒドロキシキヌレニン、３－ヒドロキシ
アントラニール酸、キサンツレン酸、キノリン酸）を連日腹腔内投与した。興味深いことに、３
－ヒドロキシキヌレニンおよびキサンツレン酸投与 KMOKO マウスでは、腫瘍抑制効果が無効化
されていた。 
 
（４）ヒト肺腺癌の病理組織標本において KMO、KAT 等の免疫染色を実施した。いずれも腫瘍細
胞や一部の免疫細胞で発現していることが確認された。また、ステージ別の発現解析等について
は現在進行中である。 
 
本研究において、各種 KO マウスを使用することによりトリプトファン代謝産物と腫瘍増殖機

構の関係の一部が解明されつつある。すなわち、従来キヌレニンを中心とした代謝産物が、エフ
ェクターT細胞を抑制することや制御性 T 細胞を分化誘導することにより、腫瘍細胞が免疫より
逃れていると考えられてきたが、これらの報告に加えてさらに下流の代謝産物もまた、腫瘍免疫
に深く関与していることが示唆された。今後さらなる検討により、責任細胞の同定やメカニズム
を解明し、トリプトファン代謝を標的とした、新規免疫療法の確立を目指す。 
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