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研究成果の概要（和文）：ヒトインドールアミン2,3ジオキシゲナーゼ1(IDO)はトリプトファン(Trp)に酸素２原
子を添加するヘム酵素である。この反応はヘムによる唯一の二原子酸素添加反応である。その一方で、この反応
が免疫抑制に関与することから、IDOは癌の免疫療法のターゲットである。しかしながら反応機構全容は不明で
ある。本研究では反応機構解明を目指し、酵素反応の一部始終を分光学的に追跡して反応中間体の構造と状態に
ついて調べた。その結果三者複合中間体が二状態存在し、また次のステップに進むためにTrpが高い反応性をも
つことの重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Indoleamine 2,3-dioxygenase, which is a heme conatining enzyme, incorporates
 two oxygen atoms into Tryptophan. This reaction is the only dioxygenase reaction catalized by heme 
enzyme. On the other hand,  this reaction is involved in immune suppression, and thus IDO is a 
immunotherapeutic target. However, the reaction mechanism of IDO is not yet fully understood. In 
this study, we monitored a whole enzymatic reaction by spectroscopy and asigned the structure and 
state of reaction intermediates to understand the reaction mechanism. As a result, a presence of two
 different types of ternary complex intermediates and the importance of a high reactivity of Trp are
 suggested. 

研究分野： 生物物理学、生物無機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IDOは免疫療法のターゲットであり、治療薬としてのIDO阻害剤の探索が盛んに行われている。本研究では、既報
の中間体が２状態存在し時間経過に伴って増減する様子を捉え、また、この中間体の安定化の原因を示唆した。
中間体が安定に存在することは、活性を低下させる要因であり、阻害剤をデザインする上で有益な情報といえ
る。同時に、ヘム酵素による唯一のニ原子酸素添加反応の反応機構解明の鍵となる、未検出中間体を検出するた
めの実験をデザインする上でも有益な情報である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトインドールアミン 2,3 ジオキシゲナーゼ 1(IDO)は、Trp 主要代謝経路の最初の反応を触

媒するヘム含有 2 原子酸素添加酵素である。体内に取り込んだ Trp の約 95%がこの反応によっ

て代謝される。IDO は誘導酵素として胎盤や癌化した組織で高発現し、‘免疫療法’のターゲット

として阻害剤探索が盛んである。IDO と同様にヘム含有 2 原子酸素添加酵素であるトリプトフ

ァン 2,3 ジオキシゲナーゼ(TDO)は肝臓の構成酵素としてこの反応を触媒し、IDO と TDO によ

る Trp への 2 原子酸素添加反応はヘム酵素による唯一の 2 原子酸素添加反応である。酸素を基

質とするヘム酵素のうち、酸素還元酵素と 1 原子酸素添加酵素の反応にはプロトンと電子が必

要だが、Trp への 2 原子酸素添加反応では収支としてプロトンと電子を必要とせず、この反応は

ヘム酵素による触媒反応として特異と言える。反応機構研究においては、2006 年に初めて報告

された IDO の X 線結晶構造 1 と、2009 年から 2010 年にかけて振動分光法により決定された

IDO 反応中間体の配位構造 2,3に基づき、 図 1 に示すような、 酸素分子から 1 原子ずつ二回に

分けて酸素添加する機構が提案された。ヘム酵素として、酸素化型とフェリルオキソ型 (Fe4+=O)

による酸素添加反応は 極めて異例で、 この反応は反応中の基質とタンパク質が作り出す最適

な反応場が可能にすると考えられるが、 その構造情報はなく、 反応機構全容解明には至ってい

ない。阻害剤結合型 IDO の X 線結晶構造は本研究開始当初においても複数報告されており、図

24 に示すようにヘムポケットが柔軟でかつ大きいために、阻害剤の取りうる構造が多様である

ことが見て取れる。このヘムポケットの柔軟性は L-Trp のみならず D-Trp も基質としうる IDO

の特徴といえる。また、IDO は基質濃度がある程度以上に上昇すると基質そのものにより活性

が阻害されるという、基質阻害の性質があり、フェリルオキソ中間体は基質濃度が高い条件で報

告されている。一方の TDO は L-Trp のみを基質とし、基質阻害の性質はなく、フェリルオキソ

中間体の報告もなされていない。 
 

 
２．研究の目的 

 ヘム酵素による唯一の 2 原子酸素添加反応を触媒し、かつ、癌治療における免疫療法のター

ゲットてとして注目される IDO の反応機構を明らかにするために、未検出 IDO 反応中間体の

検出と、反応中の基質(基質中間生成物)の共鳴ラマンスペクトルの検出を目的とした。  
 
３．研究の方法 

 ストップトフロー法はミキサー部分で基質と酵素を混合して反応を開始し、連続するセル内

に試料を留めることにより、ミキサーから観測点までの不感時間を除けば、反応開始から終了ま

での一部始終がセル内で進行する。この装置に種々の検出手法を組み合わせれば、酵素反応の一

部始終を観測可能となる。本研究ではストップトフロー法に吸収分光法を組み合わせて、酵素反

応生成物の増加と、活性中心ヘムの電子状態の変化を検出し、さらに、可視共鳴ラマン分光法

(RR)を組み合わせて、酵素反応中の IDO の‘ヘム’と‘基質酸素’の構造変化を検出した。本実験装



置の不感時間はおよそ 3 ms でその後数 sec の時間領域を観察した。実験開始当初は、さらに紫

外共鳴ラマン分光法を組み合わせることで、‘基質 Trp'や'基質中間生成物’と‘タンパク質部分’の

構造変化を検出することを目標とした。IDO は還元型で活性を持ち、ストップトフローのミキ

サー部分で初めて基質酸素と混合されることで反応を開始する必要がある。そこで、本研究課題

遂行期間中において、還元剤を含まない還元型 IDO と基質の混合による酵素反応追跡に十分な

嫌気度を保持できる嫌気システムを開発し、試料調製方法を確立した上で、以下の方法で研究を

行なった。 

 研究目的である「未検出反応中間体の検出」をするために、律速段階が変わるような反応条件

を検討し、反応の一部始終を追跡した。これまでに報告されている反応中間体は酸素化型中間体、

三者複合中間体、フェリルオキソ中間体の３種類（図 1）であり、中間体を検出するためには中

間体が寿命を持つ、すなわち、その中間体のが次の中間体に代わるステップが律速段階であるこ

とが必要になる。そこで本研究では律速段階が変わるような溶液条件を検討し各溶液条件で吸

収分光法により反応追跡を行い、生成された分子種のスペクトルを抽出可能なグローバルフィ

ッティングにより解析する方法をもちいた。予想されている反応サイクルにおいて基質 Trp と

基質酸素間でプロトンのやりとりを伴うと考えられていることから、高い pH 条件で H+が減少

した場合、重水条件でプロトンが重くなった場合、また、インドール環の C2C3 の開裂には C2-

C3 の二重結合性と活性化された酸素との相互作用が必要と考えられていることから、立体配座

の観点で悪影響を及ぼさず、かつインドール環の二重結合性を変えるように C5 に置換基を入れ

た L-Trp の誘導体を用いた。具体的な条件は以下の通り；溶液条件：pH 条件（pH 7.4、8.0、

8.5、9.0、9.5）、重水条件（pD 8.1）、基質条件：Trp 誘導体（L-Trp, 5-OCH3-L-Trp, 5-Br-L-Trp, 

5-OH-L-Trp, 5-CH3-L-Trp）。また、基質阻害の影響を考える必要がないように基質 Trp と IDO

の濃度を等しくして実験を行った。この解析結果で特徴が見られた反応条件について、405 nm

励起可視共鳴ラマン分光法による反応追跡を行った。可視共鳴ラマン分光法では、基質酸素とし

て 16O2と 18O2の２種類の酸素を用い、それぞれの反応追跡時に得られたスペクトルの差スペク

トルを計算して酸素同位体差スペクトルを得、反応中間体の配位構造を決定した。 

 

４．研究成果 

【種々の溶液条件における反応追跡】基質阻害がない条件として酵素濃度と基質濃度を等しく

した。また、反応を遅くするためにストップトフロー装置に装着した循環水式の恒温装置の温度

を 4 度に設定した。上記の方法の欄で述べた溶液条件について、反応開始から 100 ms までは 1 

ms 間隔、その後 12 秒までは 100 ms 間隔で 300~600 nm の波長範囲において吸収スペクトル

を取得することにより反応を追跡した。時々刻々のスペクトル変化を式 1 から求めた。 

( , ) = ( ) − ( ) ∙ − ( ) ∙ ⋯− ( ) ∙ (式 1) 

ここで は吸光度、 は波長、 は測定開始からの時間、 は時定数、 は想定する時定数の数であ

る。この解析からスペクトル変化の時定数（ ~ )と各時定数で起きるスペクトル変化( ( )を

波長順にならべたスペクトル）が得られる。得られたスペクトルを既報の中間体のスペクトルと

比較しスペクトルの帰属を行った。また、時定数を比較して各中間体の寿命を比較した。検討し

たほぼ全ての条件で還元型から酸素化型中間体、酸素化型中間体から三者複合中間体、三者複合

中間体から酸素化型中間体へとスペクトルが変化する様子が検出された。すなわち、基質阻害が

ない条件下でフェリルオキソ中間体は検出されなかった。また、三者複合体が関与する時間領域

にけるスペクトル変化を比較すると、L-Trp およびいくつかの L-Trp 誘導体のスペクトル変化



と 5-Br-L-Trp のスペクトル変化の形状に違いがあったことから、異なるスペクトル種が含まれ

ていることが示唆された。また、5Br-L-Trp では三者複合体形成が L-Trp に比べて 3 倍速く、

Br-NFK の生成は 5〜6 倍遅かった。 

【新たなスペクトル種の検出】 

 吸収分光法による反応追跡の結果から L-Trp を基質とした場合と 5-Br-L-Trp を基質とした場

合について、三者複合体が関与する時間領域に異なるスペクトル種が含まれることが示唆され

たことから、より詳細に反応中間体の構造を調べるために、405 nm 励起可視共鳴ラマン分光法

による反応追跡を行った。その結果三者複合体が検出される時間領域において O-O 伸縮振動領

域に違いが見出され（図 3）、（A）L-Trp では幅広の 1144 cm-1のバンドを、（B）5-Br-L-Trp で

は幅の狭い 1139 cm-1のバンドを検出した。L-Trp を基質にした場合さらに時間分解してより詳

細な解析を行なったところ、1145 cm-1に O-O 伸縮振動を持つスペクトル種が形成され時間とと

もに減少し、1138 cm-1に O-O 伸縮振動を持つスペクトル種が増加してから減少する様子が検出

された（図 4）。ヘム鉄に結合した酸素分子への水素結合の数や強さの違いが酸素分子の O-O 伸

縮振動の違いに反映されることが報告されており、水素結合の数が多く強いほど低波数側に検

出される。このことから、L-Trp ではまず、ヘム鉄に結合した酸素と L-Trp との水素結合が弱い

三者複合体が形成され、その後、水素結合が強い三者複合体が形成されて反応が進むと考えられ

る（図 5）。後者の三者複合体の減衰と NFK 生成の時定数が一致したこともこの考えを支持す

る。5-Br-L-Trp では三者複合体形成の時定数が L-Trp に比べて 3 倍速く、三者複合体の減衰と

Br-NFK の生成の時定数は L-Trp の場合に比べて 5~6 倍遅かった。すなわち、素早く形成され

た三者複合体が安定に存在していることが明らかとなった。このことは以下のように説明でき

る。すなわち、電子吸引基である Br 基の導入により Trp のアミノ基と酸素分子の水素結合が形

成しやすくなり、水素結合が強い三者複合体が素早く形成された。しかしながら電子吸引基であ

る Br 基の導入により、酸素分子の開裂に必要な C2-C3 の反応性が L-Trp の場合に比べて下が

ったために三者複合体が安定に存在した。 

 



 以上のように、本研究では IDO による L-Trp の反応

過程において、三者複合体には２つのスペクトル種、

すなわち２状態が存在することを示した。また、基質

濃度が十分低い条件下で反応の一部始終を追跡した結

果フェリルオキソ中間体を検出しなかった。これらの

結果は IDO の反応機構を考える上で重要で新しい情

報であり、得られた結果から図 6 のような反応サイク

ルが提案される。また、三者複合体形成後の酸素分子の開裂のステップに進む上でインドール環

の電子状態の重要性が示唆された。これまでにも Trp 誘導体を基質とした活性の違いの報告は

あった 5がどのステップに影響を与えるものであるのかを示すものではなかった。その観点から

も、本研究で得られた結果は IDO の反応機構の研究のみならず阻害剤をデザインする上でも重

要な情報と言える。 
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