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研究成果の概要（和文）：近年、トリプトファンの代謝酵素であるインドールアミン酸素添加酵素（IDO）が宿主免疫
抑制に重要な役割を果たしていることが各種疾患モデルにおいて明らかにされつつある。本研究ではHBV感染におけるI
DOの関与を明らかにした。HBV排除に必要なHBs抗原特異的CTLの誘導に対しては、IDOはその誘導効率を低下させている
と考えられた。また、急性肝障害においては、IDOの発現は、肝障害をより増悪させ得るものと推測された。このよう
に、HBV感染症においては、IDOは重要な役割を果たしていると考えられ、その発現・活性化を制御することは、HBV感
染症における新規治療薬の開発に繋がるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), an enzyme that is ubiquitously distributed in 
mammalian tissues and cells, converts tryptophan (Trp) to L-kynurenine (L-Kyn), and it is noted as a relev
ant molecule in promoting tolerance and suppressing adaptive immunity. In this study, we revealed the role
 of IDO in the induction of HBV-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) and acute hepatitis induced by HBV-s
pecific CTL. IDO impaired the induction of HBV-specific CTL after immunization with HBsAg and alpha-GalCer
. In acute hepatitis model, the inhibition of IDO expression improved the liver injury induced by HBV-spec
ific CTL. These results demonstrated that IDO is critical in the induction of HBV-specific CTL and acute h
epatitis. The control of IDO activity leads to a new therapy for diseases caused by HBV infection.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、必須アミノ酸であるトリプトファン
の代謝酵素であるインドールアミン酸素添
加酵素（IDO）が免疫学の分野において注目
されている。トリプトファンの重要な代謝経
路であるキヌレニン経路はトリプトファン
酸素添加酵素（TDO）や IDO により代謝制御
を受けているが、特に IDO は IFN-γ や TNF-
αなどの炎症性サイトカインにより酵素誘
導され、さらには樹状細胞の抗原提示能や T 
cell の機能を調節することが明らかにされ
ている。免疫寛容と IDO の過剰発現との関係
（Muller AJ et al, Nat Med 2005）、あるい
は腫瘍の増殖とIDOの関与を示唆するデータ
（Uyttenhoe C, et al, Nat Med, 2003）も
相次いで報告され、世界的にも注目されてい
る。最近の申請者らの研究結果では HBV 抗原
を高発現するHBVトランスジェニックマウス
に HBV 抗原特異的細胞障害性 T 細胞（CTL）
を移入して誘導するマウス劇症肝炎モデル
において肝内でのIDO発現の増強を初めて確
認した。また、C 型肝炎ウイルスにおいては
臨床例で肝組織内IDOの発現増強が確認され
ている（Larrea E et al, J Virol 2007）。
しかしながらIDO発現の肝炎における役割に
ついては不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究はIDO制御による肝炎ウイルス感染
症に対する新規治療法の開発を最終目的と
する。近年、IDO が宿主免疫抑制に重要な役
割を果たしていることが各種疾患モデルに
おいて明らかにされつつあるが、本研究では
HBV トランスジェニックマウスおよび IDO ノ
ックアウト（KO）マウスを用い、HBV 感染に
おける HBV 特異的細胞障害性 T 細胞（CTL）
誘導機構およびその肝障害におけるIDOの関
与を明らかにし、HBV 感染症による肝障害に
対する新たな治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 １）IDO-KO マウスを用いた HBV 特異的 CTL
誘導能の解析 
 通常の WTおよび IDO-KO マウスを用い、HBV
抗原単独およびHBV抗原とアジュバンドとし
てα-galactosylceramide(GalCer)を同時に
投与することにより免疫を行い、CTL の誘導
能および誘導能修飾機構を解析する。CTL 誘
導能の解析には抗原特異的 IFN-γ 産生能
（ELISOPT アッセイ）および特異的抗原認識
能（MHC テトラマー法を用いる）を用いる。
WT マウスおよび IDO-KO マウスとの間で誘導
能の差異が確認できた場合、CTL 誘導に重要
とされるサイトカインなどの分子（IL-2、
IL-12b、CD40L など）の発現解析を行う。IDO
の免疫学的な機能としてリンパ球の増殖お
よびアポトーシスに深いかかわりがあると
報告（Terness P et al, J Exp Med 2002）
があるため、リンパ球（特に CTL）の増殖能
（CFSE による細胞増殖能検出）を FACS にて

行う。 
２）HBVTg/IDO-KO マウスを用いた急性肝障害
の解析 
 IDO-KO マウスと HBVTｇマウスを掛け合わ
せた HBVTg/IDO-KO マウスを樹立する。これ
らのマウスに HBV特異的 CTLを経静脈的に移
入し、肝障害を惹起させ、IDO 欠損状態にお
ける肝障害の程度を比較し、IDO の影響を解
析する。i) WT および IDOKO の HBVTg マウス
に HBV 特異的 CTL を移入し、肝障害を誘導す
る。それぞれ肝障害の程度を致死率、血清
AST・ALT、病理学的解析（HE 染色、TUNNEL
法によるアポト―シスの評価）により検討す
る。ii) IDO が肝障害に対し、増悪作用もし
くは抑制作用があると推測されるが、それら
のメカニズムを明らかにするため、肝内サイ
トカイン（IFN-γ、TNF-α、FasL など）の発
現をリアルタイム PCR 法にて解析する。iii) 
肝内リンパ球の発現型の解析を表面マーカ
ーの染色をして FACS を行う。 
３）IDO 阻害薬を用いた CTL 誘導能と肝障害
に対する効果の検証 
IDO の拮抗阻害剤である１-メチルトリプト
ファン（1-MT）を経口投与して CTL 誘導能実
験およびCTL移入による肝障害誘導実験を行
い、１-MT の CTL 誘導能（抗原特異的細胞障
害性試験など）および肝障害に対する効果を
検証する。 
 
４．研究成果 
１）IDO-KO マウスを用いた HBV 特異的 CTL

誘導能の解析 
 WT および IDO-KO マウスに対して HBs 抗原
と GalCer により免疫を行ったところ、ex 
vivo で行った ELISPOT アッセイの結果より、
HBs 抗原特異的な IFN-γ 産生細胞数は
IDO-KO マウスにて多くみられた（図１）。 
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この結果より、IDO-KO マウスにて免疫により
Th1 反応の増強がみられたこととなる。また、
MHC ダイマー法や HBs 抗原特異的細胞傷害性
試験の結果より、IDO-KO マウスにて HBs 抗原
特異的なCTLの誘導効率が高いことが明らか
となった。また、免疫後のリンパ節内でのサ
イトカインの発現をリアルタイム RT-PCR 法
により検討してみたところ、IDO-KO マウスに
て、IL-2 や IL-12b の発現が増強していた。

図１ HBV抗原特異的IFN -γ産生能（ELISPOTアッセイ）



これらのサイトカインは、抗原特異的細胞傷
害性 T 細胞の誘導に重要な役割をしており、
今回の検討でも、IDO-KO マウスにて IL-2 や
IL-12bの発現増強がCTLの誘導効率を高めた
ことに寄与していた可能性がある。また、免
疫後、リンパ節内では特に CD11b 陽性細胞が
IDO を発現し、抗原特異的な CTL の増殖能を
抑制するため、その IDO 発現を取り除くこと
により HBV特異的 CTL誘導能を高めたと考え
られた。さらに、IDO の拮抗阻害剤である 1-
メチルトリプトファン（1-MT）も HBs 抗原特
異的な免疫応答を増強できることが ELISPOT
アッセイおよびMHCダイマー法にて確認でき
た。以上より、 
 
２）HBVTg/IDO-KO マウスを用いた急性肝障害
の解析 
 WTおよびIDOKOの HBVTgマウスにHBV特異
的 CTL を移入し、肝障害を誘導した。移入後
の肝障害の程度を血清ALT値でモニタリング
すると、明らかに IDO-KO マウスにて肝障害
の軽減が認められた（図２）。さらに、組織 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
学的な検討においても IDO-KO マウスでは、
肝炎症像があまり観察されなかった。また、
TUNEL 染色法にて組織学的な検討を行うと肝
実質細胞の陽性細胞数が IDO-KO マウスにて
減少していた。以上の結果より、HBs 抗原特
異的 CTL による急性肝炎モデルでは、IDO の
欠損により、肝障害が軽減されることが示唆
された。さらに、IDOの拮抗阻害剤である1-MT
を投与することにより、肝障害を軽減するこ
とができた。そのメカニズムを検証するため
に、IDO の活性化により増加するトリプトフ
ァンの代謝産物であるキヌレニンについて
検討した。HBVTg/IDO-KO マウスにても HBs 抗
原特異的CTLとキヌレニンを投与することに
より肝障害の悪化がみられた。さらに、HBs
抗原特異的 CTL の代わりにリコンビナント
IFN-γ とキヌレニンを HBVTg/IDO-KO マウス
に投与しても肝障害の悪化がみられた。した
がって、HBVTg マウスにおいては、IFN-γと
キヌレニンが増加することにより肝実質細
胞のアポトーシスが誘導され、肝障害が増悪
するものと考えられた。 
 
３）まとめ 
 以上の結果より、HBV 排除に必要な HBs 抗

原特異的 CTL の誘導に対しては、IDO はその
誘導効率を低下させていると考えられた。ま
た、急性肝障害においては、IDO の発現は、
肝障害をより増悪させ得るものと推測され
た。このように、HBV 感染症においては、IDO
は重要な役割を果たしていると考えられ、そ
の発現・活性化を制御することは、HBV 感染
症における新規治療薬の開発に繋がるもの
と考えられた。 
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図２ HBV抗原特異的CTLによる肝障害（血清ALT値）
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