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平成２９年度の研究実施計画

研究の目的
近年、抗CTLA-4抗体や抗PD-1抗体等を用いた治療は、種々の腫瘍細胞に対する免疫チェックポイント阻害剤とし
て高い効果が得られている。一方で、腫瘍細胞の種類あるいは進行度によっては十分な効果が得られず、他の免
疫制御因子の解明が早急の課題である。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
とする。
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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WT及びIDO1-KO、IDO2-KO、KMO-KO、QPR
T-KOを使用する。また各種酵素阻害剤としてWTにD-1-MT, L-1MT, Ro 61-8048, INCB024360等を経口または腹腔
投与する。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（5×105及び1×106/200 &
micro;l）し、肺転移モデルを作製する。
②各種臓器におけるトリプトファン代謝関連酵素の発現・活性：腫瘍発症WTにおける各種組織（肺臓、肝臓及び
リンパ節等）及び発現臓器より単離した各種細胞（マクロファージ、樹状細胞等）の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、フローサイトメトリー法、免疫組織化学染色（抗IDO1, IDO2, 
KMO, QPRT抗体、抗キヌレニン抗体等）及びWestern blotting法を用いて同定する。
③腫瘍に対する阻害剤及び遺伝子欠損の効果判定：セルライン投与後、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（免疫組織化学染色、免疫蛍光抗体法
）、フローサイトメーター、in vivo イメージャーおよび組織重量・容積により評価する。
④トリプトファン代謝産物、サイトカインおよびNKT細胞の経時的変化：WT、各種KOマウス及び阻害剤投与マウ
スにおいて、セルライン投与後 1, 3, 7, 14日で採血を行い、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、３－ヒドロキシキヌレニン、３－ヒドロキシアントラニル酸等）を高速液体クロマトグラフィー
で、サイトカイン量はIL-12及びIFN-γを中心にELISA法で分析する。同時に、NKT細胞数および申請者がすでに
所持している腫瘍特異ペプチドを用いて、腫瘍特異的CTL細胞数をフローサイトメーターで解析する。

①IFN-γ産生細胞数およびCTL誘導による細胞障害性試験
　WT及び各種KOマウスの肺臓またはリンパ節等の転移巣より単核細胞を分離し、ELISPOTアッセイによりIFN-γ
陽性細胞数を定量する。同様に、クロムリリースアッセイにより、腫瘍特異的CTLの細胞障害能を評価する。
②CTL誘導及び腫瘍増殖シグナル経路に及ぼすトリプトファン代謝産物の影響
CTL及びNKT細胞等の誘導阻害による腫瘍の免疫逃避機構にトリプトファン代謝産物の関与が予想される。したが
って、抗腫瘍免疫効果の得られたKOマウスより単離した細胞にin vitroで欠乏した各種トリプトファン代謝産物
を添加した群と無添加群での細胞障害能及び誘導効率をクロムリリースアッセイ及びフローサイトメーターを用
いて比較検討する。また、サイトカイン産生シグナル(NF-kB等)や腫瘍増殖シグナル（Ras等）及びセルサイクル
をWestern blotting法やフローサイトメトリー法で解析する。

平成３０年度の研究実施計画

    （２／３）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。

（課題番号： 17K15785 ）



③各種酵素阻害剤による抗腫瘍効果の判定と投与法
　これまでに得られた知見を基に、各種酵素阻害剤（D-1MT、L-1-MT、DL-1-MT、Ro 61-8048, INCB024360等）の
投与方法についても検討する。阻害剤の直接投与経路（経口、腹腔、静脈注等）や投与量を検討する。さらに、
新規阻害剤の候補分子の探索スクリーニング法が確立してあり、多種類のフィトケミカルを用いてより効果的か
つ有害事象のない阻害剤の開発も目指す。フィトケミカルはすでに抽出したストックを数百種類所持しており、
研究協力者の内諾はすでに得られている。
④阻害剤効果応答群と不応等群判別法の確立
　抗腫瘍効果にはトリプトファン代謝産物量が深く関与していることが予想され、本代謝産物を迅速かつ正確に
測定することは新規治療戦略に介入する検査として極めて重要である。HPLCを使用したトリプトファン代謝産物
の一斉測定を確立し、抗腫瘍効果を期待できる群のカットオフ値（各種トリプトファン代謝産物値によるインデ
ックス解析も視野に入れる）を求め、トリプトファン代謝のどの酵素を阻害すれば抗腫瘍応答が得られるかを弁
別し、阻害剤の適切な投与量を決定する。in vitroで抗腫瘍効果とインデックス解析を行い、可能であれば臨床
検体での解析も視野に入れている。
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平成３１年度の研究実施計画
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