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研究成果の概要（和文）：B16F10細胞を静脈注射で移入することにより肺転移モデルを作製し、移入後7日目に各種リ
ガンドを投与した。α-Galcer投与後6時間で血中IFN-γおよびIDO活性は未投与群と比較して有意な増加を認め、移入
後2週の肺転移巣では従来の報告通り、腫瘍縮小に一定の効果が得られた。また、移入後2週における肺臓でのIDO１と2
のmRNA、免疫組織化学染色および血中トリプトファン代謝産物はα-GalCer投与により未投与群と比較して有意に増加
していた。さらに、IDO1および2の特異阻害剤とα-GalCerを併用投与したところ肺転移巣への抗腫瘍効果はα-Galcer
単独投与群と比較して著効していた。

研究成果の概要（英文）：The role of indoleamine 2,3-dioxygenase (Ido) in the L-tryptophan (Trp)-kynurenine
 (Kyn) pathway after lung metastasis model by injecting B16F10 cells was investigated. We used mice treate
d with 1-methyl-D or L-tryptophan (D or L-1MT), an inhibitor of Ido1 or Ido2, to study the importance of T
rp-Kyn pathway metabolites. On day 7 after B16F10 cells, we administrated each NKT activated ligands (alph
a-GalCer and 7DW8-5). The levels of serum IFN-g and Ido activity in mice 6 hours after alpha-GalCer inject
ion were higher than those in non-treated mice. Furthermore, the levels of Ido1 and Ido2 mRNA and protein 
expression in the lung and serum Trp metabolites from mice treated with alpha-GalCer were significantly hi
gher than those from non-treated mice. Moreover, the anti-tumor effect in the lung from mice treated with 
alpha-GalCer and D- or L-1MT combined administration was markedly improved compared to that in mice treate
d with &#61537;-GalCer single administration. 
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１．研究開始当初の背景 
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)は各
種リガンドやサイトカインにより酵素誘導
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、種々の病態（腫瘍、脳虚血、ウイルス感
染症等）におけるIDOの役割を報告しており、
IDO 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
の機能を制御することから新規免疫制御因
子として注目されている。最近、NKT 細胞を
活性化するリガンドであるα-GalCer を使用
した、各種腫瘍（主として固形癌）に対する
免疫療法について臨床試験を含めた数多く
の報告がなされているが、極めて効果的に作
用する腫瘍と効果が期待できない腫瘍があ
り、特に造血器腫瘍に対する効果は十分では
ない。α-GalCer による刺激は、NKT 細胞の
活性化により大量のIFN-γ及びIL-10が産生
され、細胞障害性 T 細胞（CTL）が誘導され
抗腫瘍免疫に働く。一方で、IFN-γは IDO を
強力に誘導し抗腫瘍免疫からの逃避に関与
する。すなわち、各種腫瘍に対するα-GalCer
の効果の違いの一つとして、腫瘍細胞の IDO
誘導によることが推測された。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、腫瘍細胞に対する NKT 細胞等の
細胞性免疫を強力に制御することで注目さ
れている IDO に着目し、NKT 細胞活性化リガ
ンド投与により誘導される IDOによる NKT細
胞の免疫制御機構の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 転移腫瘍モデルの作製とマウス 
マウスは C57BL6/J（8 週齢、オス）の野生
型マウス（WT）を使用した。また IDO1 阻害
剤として 1-metyl-L-tryptophan（L-1MT）を
IDO2 阻害剤として 1-metyl-D-tryptophan 
(D-1MT)をそれぞれ WTに NKT 活性リガンド投
与前 2日より経口投与した（5 mg/ml）。 
転移性腫瘍モデルは、B16F10 細胞株を培養増
殖したものを尾静脈より投与（1×106/100 
µl）し、肺転移モデルを作製した。また、NKT
細胞活性リガンドであるα-GalCer （1 
µg/ml）および 7DW8-5（1 µg/ml）を B16 細胞
移入 1週間後に腹腔内単回投与した。 
 
(2) IDO1 と IDO2 の発現 
  腫瘍発症 WT において未処置群及びα
-GalCer投与群における肺臓でのIDO1および
IDO2の発現をRT-qPCR法および免疫組織化学

染色（抗 mouse IDO1, 2 抗体）を用いて解析
した。 
 
(3) 腫瘍に対するα-GalCer の効果判定 
B16 細胞移入後 1 週間で、WT 及び 1-MT 投
与マウスにα-GalCer を投与し、肺転移巣の
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。 
 
(4) トリプトファン代謝産物およびサイト
カイン量の経時的変化 
WT 及び 1-MT 投与マウスにおいて、B16 細
胞移入後 1週でα-GalCer を投与後 0, 2, 6, 
12, 24, 48, 72 時間で採血を行い、血中のト
リプトファン代謝産物（トリプトファン、キ
ヌレニン）を高速液体クロマトグラフィーで、
サイトカイン量はIFN-γをELISA法で分析し
た。 
 
(5) 統計解析 
 統計は統計解析ソフトStatView4.5を使用
し、ANOVA 解析により有意差検定を行い、P < 
0.05 未満を有意とした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) B16細胞をWTに移入後1週間で各種NKT
細胞活性化リガンドを投与し、血清中 IFN-
γ、IDO 活性を表す Kyn/Trp 比、血清中キヌ
レニン濃度および血清中トリプトファン濃
度の経時的変化を確認したところ、α
-GalCer 投与群において IFN-γは投与後 6時
間で最も高値を示した。また、IFN-γ等の炎
症性サイトカインで誘導されるIDO活性は投
与後6時間で未投与群と比較して有意に上昇
し、48 時間で最も高値を示した。7DW8-5 投
与群においては血清中での IFN-γの増加は
確認出来なかったが、IDO 活性は投与後 48 時
間で未投与群と比較して有意に増加してい
た。すなわち、NKT 活性リガンド投与により
IFN-γの産生増加により IDO が誘導され、ト
リプトファン代謝産物であるキヌレニンが
血中レベルで増加したと推測される。さらに
リガンド投与後1週間後の肺における腫瘍量
を重量および病理組織学的検索により確認
したところ、α-GalCer および 7DW8-5 投与群
ともに肺重量の低下および病理組織学的に
腫瘍の縮小が得られたが、十分な効果ではな
く、腫瘍細胞が免疫から逃避する機構の存在
が推察された。 
 
(2) NKT 活性リガンド投与による抗腫瘍効
果の違いに、IDO が関与していることが推測
されたので、B16 細胞移入後 2 週間での肺臓
における IDO1, 2 の mRNA 発現量と免疫組織



化学染色により発現細胞の確認を解析した。
IDO1mRNA はリガンド投与群でコントロール
群と比較して有意に増加していた。IDO2mRNA
はリガンド投与群および未投与群でコント
ロール群と比較して有意に増加しており、リ
ガンド投与群と未投与群の間に有意な差を
認めなかった。次に免疫組織化学染色結果よ
り、腫瘍移入群での IDO1 は B16 細胞で弱陽
性を示し、マクロファージで強陽性を示した。
また IDO2 は B16 細胞で強陽性を示していた。
すなわち、肺転移巣においてリガンド投与に
より腫瘍細胞の IDO1,2 が活性化し周囲トリ
プトファンの低下あるいはキヌレニン等の
代謝産物の増加を導いたと考えられる。今後
蛍光抗体法等でIDO発現細胞を同定する予定
である。 
 
(3) 腫瘍細胞による IDO の発現と NKT 細胞
による抗腫瘍効果の関係を明らかにするた
め に 、 IDO1 の 阻 害 剤 で あ る
1-metyl-L-tryptophan (L-1MT)および IDO2
の 阻 害 剤 で あ る 1-metyl-D-tryptopfan 
(D-1MT)を投与したモデルを用いて、抗腫瘍
効果を評価した。IDO1 阻害剤または IDO2 阻
害剤とα-GalCer の併用投与群ではα
-GalCer 単独投与群と比較して有意に肺/体
重比が減少していた。また、病理組織学的に
腫瘍量を確認したところ、α-GalCer 単独投
与群と比較して、明らかに併用投与群では腫
瘍の縮小効果が得られた。すなわち、α
-GalCer 投与による NKT 細胞免疫療法の効果
に影響を与える因子としてIDOが極めて重要
な役割を果たしていることが明らかとなっ
た。 
本研究において、NKT 細胞免疫療法における
抗腫瘍効果の違いの一つとして、腫瘍細胞に
おけるIDOの発現が深く関与している事が明
らかとなった。すなわち、NKT 細胞活性化リ
ガンド投与により大量の IFN-が産生され
ることで、腫瘍細胞の IDO が活性化され、周
囲トリプトファンの枯渇あるいはキヌレニ
ン等の代謝産物が増加することで抗腫瘍免
疫細胞を抑制していると推察された。今後さ
らなる検討により、NKT 活性リガンド投与に
より誘導されたIDOがどのようなメカニズム
で抗腫瘍効果を抑制しているのか明らかに
し、新規 NKT 細胞免疫療法の確立を目指す。 
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