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概　　　　要

インドールアミン酸素添加酵素（IDO）はトリプトファンーキヌレニン代謝経路の律速酵素であ

る。また，IDOの発現は生体内の免疫調節において重要な役割を果たしている。これまでに我々は，

インターフェロン（IFN）‐γ刺激に対して感受性が高く，強力なIDOの発現誘導が認められるヒト

類表皮細胞株Ａ431においてトリプトファンがIFN‐γ誘導性IDO発現を転写レベルで促進すること

を報告してきた。本研究では，Ａ431細胞を用いて９種のトリプトファン誘導体の構造とIFN‐γ誘

導性IDOmRNA発現との相関について検討した。Ｌ‐トリプトファンは，Ａ431細胞におけるIFN‐γ

誘導性IDO発現を約２倍に増強し，他の必須アミノ酸であるＬ‐メチオニンやＬ‐フェニルアラニン

には増強効果は認められなかった。また，６‐ニトロ‐Ｌ‐トリプトファン刺激では，トリプトファ

ンよりも強い約３倍のIDO発現増強活性が認められたが，５‐ヒドロキシ‐Ｌ‐トリプトファン刺激で
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１．はじめに

これまでに，IDOの発現は，胎児－母体間免

疫における免疫寛容の誘導や免疫抑制に関与

し，免疫調節機構において重要な因子であるこ

とが報告されている１），２）。また，免疫担当細胞

である樹状細胞においてIDO発現はIFN‐γ刺激

によって誘導され，その発現を茶成分であるエ

ピガロカテキンガレートやウコン中に存在する

クルクミンが抑制することが明らかとなってい

る３），４）。また，IFN‐γに対して感受性が高く，

強力なIDOの発現誘導が認められる細胞株とし

てマウス直腸ガン細胞株CMT-93やヒト類表皮

細胞株Ａ431が報告されている５），６）。近年，

我々は，Ｌ‐トリプトファンやトリプトファン

誘導体の一種でIDO酵素活性阻害剤として働く

１‐メチル‐Ｌ‐トリプトファンならびにメチル

チオヒダントイン‐DL‐トリプトファン（MTH

‐DL‐Trp）が，マウス直腸ガン細胞株CMT‐93

におけるIFN‐γ誘導性IDOの発現を転写レベル

で制御することを報告してきた７）。また，ヒト

類表皮ガン細胞株Ａ431に対してもＬ‐トリプト

ファンは，転写レベルでIFN‐γ誘導性IDOの発

現を増強することを明らかにしてきた。よって，

本研究では，Ａ431細胞を用いて９種のトリプ

トファン誘導体の構造とトリプトファン誘導体

によるIFN‐γ誘導性IDOmRNA発現調節機能

との相関について検討したので報告する。

２．材料

培養細胞として，ヒト類表皮ガン細胞株Ａ431

を用い，培養培地はトリプトファン不含RPMI

1640培地（コージンバイオ，埼玉）を用いた。

トリプトファン誘導体として，５‐ニトロ‐DL‐

トリプトファン，Ｌ‐トリプトファン，６‐メチ

ル‐DL‐トリプトファン，インドール（和光純

薬工業，大阪），１‐メチル‐Ｌ‐トリプトファン，

５‐ヒドロキシ‐Ｌ‐トリプトファン，Ｌ‐キヌレ

ニン（SIGMA‐ALDRICH Co. 米国），６‐ニトロ

インドール（東京化成工業，東京），MTH‐

DL‐Trp（Research Organics社，米国）を用い
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21字×38行（22Q送り）×2段

は，IDO発現増強活性は全く認められなかった。また，インドール環上の電荷密度とIDO発現増強

活性との間には強い正の相関をもつことが明らかとなった。

キーワード：トリプトファン誘導体，インドールアミン酸素添加酵素（IDO），インドール環，電
荷密度

Abstract

Indoleamine２,３-dioxygenase（IDO）is an initial and rate-limiting enzyme in the metabolism

of tryptophan along the kynurenine pathway. This enzyme has been known to be involved in the

immunoregulation. We previously reported that Ｌ-tryptophan stimulated IFN-γ-inducible IDO

expression at the transcriptional level in human epidermoid carcinoma cell line Ａ431. In the

present study, we examined the correlation of nine kinds of structures of the tryptophan

derivative along with IFN-γ inducible IDO expression using Ａ431 cells. Ｌ-Tryptophan

increased IFN-γ inducible IDO expression by２-fold. In the presence of Ｌ-methionine and Ｌ-

phenylalanine, other essential amino acids, however, no effect stimulating IDO expression was

detected.６-Nitro-Ｌ-tryptophan increased IFN-γ inducible IDO expression by３-fold, but in the

presence of５-hydroxy-Ｌ-tryptophan, no effect stimulating IDO expression was seen. Moreover,

there was a strong positive correlation between the electron density on the indole ring and the

effect on stimulating IDO expression.

Key words: tryptophan derivative, indoleamine２,３-dioxygenase（IDO）, indole ring, electron
density
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た。６‐ニトロ‐Ｌ‐トリプトファンは順天堂大

学にて合成した８）。必須アミノ酸として，Ｌ‐

メチオニンおよびＬ‐フェニルアラニンを用い

た（ナカライテスク，京都）。また，トリプト

ファン誘導体の構造式を図１に示した。IFN‐

γは，遺伝子組み換え型インターフェロン‐γ

製剤（イムノマックス‐γ）（シオノギ製薬）を

用いた。

３．実験方法

１）Real‐time reverse transcription-PCR

Ａ431細胞にIFN‐γ（250IU/mL）ならびに各

種トリプトファン誘導体をトリプトファン不含

RPMI1640培地に添加し，24時間培養した。培

養後,細胞よりtotal RNAをRNeasy Mini Kit

（Qiagen Germany）で抽出し，RNAからPrime

Script RT reagent Kit（タカラバイオ株式会社）

を用いて逆転写を行いcDNAを作成した。反応

試薬としてSYBR Greenを使用し，Mx3000P

（STRATAGENE）でPCRを行った。PCR条件

は，95℃５秒，60℃30秒とし，40サイクルとし

た。すべてのサンプルはduplicateとした。用

いたprimer配列は，human IDO forward,５'‐

TCGTGATGGAGACTGCAGTAAAGG,

reverse, GTGGATTTGGTGAAACACTTGA

AGG, human GAPDH forward, GCACCGTCA

AGGCTGAGAAC, reverse, ATGGTGGTGAA

GACGCCAGTを用いた。IDO遺伝子の定量は，

GAPDHの量を標準化して計測した。

２）静電ポテンシャルマップの作成

非経験的分子軌道法を用いたエネルギー勾配

法に基づく理論計算によって，各種トリプトフ

ァン誘導体の最適化構造および電子状態を決定

した。得られた電子状態に基づき全電子密度表

面に対応する静電ポテンシャルを三次元的に表

示した。計算レベルにはHF/３‐21Gレベル，計

算プログラムにはGaussian03，結果の可視化に

はGauss Viewを利用した９）。

３）統計解析

各群の値は，平均値±標準偏差（SD）で示

し，各群間の有意差検定にはStudent's‐testを

用い，p＜0.05（*）および p＜0.01（**）を有意

差ありとした。

４．結果

Ａ431細胞において，IFN‐γ誘導性IDOm

岡本威明：トリプトファン誘導体のIDO転写調節機能 3

図１　各種トリプトファン誘導体の構造式
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RNA発現におよぼすＬ‐トリプトファン（Trp）

の効果を検討したところ，Trpの培地への添加

でIFN‐γ誘導性IDOの発現を約1.3～1.5倍に増

強したが, 他の必須アミノ酸であるＬ‐フェニル

アラニン（Phe），Ｌ‐メチオニン（Met）には，

IFN‐γ誘導性IDOの発現増強効果（以後，IDO

発現増強活性と呼ぶ）は認められなかった（図

２）。次に，トリプトファン代謝産物であり側

鎖のインドール環が開裂したＬ‐キヌレニン

（Kyn）ではIDO発現増強活性は認められなかっ

たが，トリプトファン誘導体の一種である６‐

ニトロ‐Ｌ‐トリプトファン刺激下では濃度依存

的にIDO発現増強活性の増大が認められ，200

μM刺激下では約３倍程度の強いIDO発現増強

活性が確認された。これらの結果から，トリプ

トファンの側鎖であるインドール構造がIDO発

現増強活性に関与するのではないかと推察され

た。また，インドール環におけるニトロ基の導

入によりIDO発現増強活性が変化することが明

らかとなった（図３）。そこで，次に，種々の

官能基が導入された各種トリプトファン誘導体

のIDO発現増強活性を検討した（表１）。各種

トリプトファン誘導体の添加濃度によってそれ

ぞれIDO発現増強活性が変化したが，その中で

も200μM刺激下で全ての誘導体のIDO発現増

強活性を比較したところ，トリプトファンによ

るIDO発現増強活性は，ニトロ基の導入により

さらに促進されるが，メチル基の導入によりそ

の活性は減弱し，ヒドロキシ基の導入により完

全に消失した。また，インドール環のみの刺激

では，IDOの発現増強活性は，1.4倍と微弱であ

り，さらにインドール環の６位にニトロ基を導

入するとインドールによるIDO発現増強活性は

消失した。したがって，ニトロ基導入による強

いIDO発現増強効果はトリプトファンにおいて

は認められるが，側鎖であるインドールのみで

は認められなかった。したがって，ニトロ基導

入によるIDO発現増強活性の制御には，アミノ

酸構造の保持が必要であることが明らかとなっ

た。一方，トリプトファンのインドール環以外

のところにメチルチオヒダントイン骨格が導入

された誘導体，MTH‐DL‐Trpでは，トリプト

4 川崎医会誌一般教，３５号（２００９）

図2  A431細胞におけるIFN-γ誘導性IDOmRNA発現に及ぼすトリプトファン（Trp）フェニル

アラニン（Phe），メチオニン（Met）の効果

Data are shown as the means ±SD for three samples.  
Data containing asterisk marks （*）are significantly different from the values in the IFN-γ group at p<0.05.
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岡本威明：トリプトファン誘導体のIDO転写調節機能 5

図3 A431におけるIFN-γ誘導性IDOmRNA発現に及ぼすトリプトファン，トリプトファン

代謝産物およびトリプトファン誘導体の効果

Data are shown as the means ±SD for three samples.  
Data containing asterisk marks（*,**）are significantly different from the values in the IFN-γ
group, with values of p<0.05 and p<0.01, respectively.

conc.（μM） conc.（μM） 

（3） （7） 

（8） 

（9） 

（2） 

（4） 

（5） 

（6） 

（1） 

表1 各種トリプトファン誘導体のIFN-γ誘導性IDO発現調節機能
IFN－γ単独刺激時におけるIDO発現増強活性を1.00とした。
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ファンよりも弱い約1.3倍程度のIDOの発現増強

活性が認められた。よって，インドール環以外

の部位の修飾もIDO発現増強活性に影響を与え

ることが示唆された。

このように、インドール環への各種官能基の

導入により，IDOの発現増強活性が変化するこ

とを見出した。そこで，各種トリプトファンの

インドール環上の電荷状態の違いを明らかとす

るため，各種トリプトファン誘導体に対する静

電ポテンシャルの三次元マップを作成した（図

４）。その結果，５，６位へのニトロ基の導入

はインドール環上の電荷分布を増大させ、一方

で１，６位へのメチル基，ならびに５位へのヒ

ドロキシ基の導入では，インドール環上の電荷

分布を減少させることが明らかとなった。

次に，アミノ酸の構造を保持している６種の

トリプトファン誘導体に着目し，インドール環

上の電荷分布とIDO発現増強活性との関係につ

いて検討した。まず，各種トリプトファン誘導

体のインドール環上の電荷を次のようにして算

出した（表２）。トリプトファンに関しては，

インドール環を構成する原子（Ｎ１，Ｃ２～９）

に対して，それぞれの原子上電荷をMulliken

populationとして算出し，それらの電荷の総和

（sum）をインドール環上の電荷とした。各種

官能基が導入されたトリプトファン誘導体に関

しては，インドール環を構成する原子（Ｎ１，

Ｃ２～９）の電荷と，インドール環に直結した

原子（X）（ニトロ基であればNのみ，メチル基

であればＣのみ，ヒドロキシ基であればＯのみ）

の電荷の総和（sum）を，インドール環表面上

の電荷とした。その後，この各種トリプトファ

ンのインドール環上の電荷（sum）とIDO発現

増強活性との相関を解析したところ，相関係数

R２値＝0.853（回帰式 y＝1.31x＋3.75）となり，

強い正の相関を構築することに成功した。よっ

6 川崎医会誌一般教，３５号（２００９）

図４ 各種トリプトファン誘導体の電荷分布
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て，アミノ酸構造を保持したトリプトファン誘

導体（１）～（６）のインドール環上の電荷は

IDO発現増強活性と深く関連していることが明

らかとなった（図５）。

５．考察

本研究で用いたトリプトファン誘導体の中で

最も強いIDO発現増強活性を有した６‐ニトロ‐

Ｌ‐トリプトファンは，山倉らの研究により，

生体試料中に存在することが報告されており，

生体内でIDOの発現を調節し，イムノモジュレ

ーターとして働く可能性が考えられ本研究の生

理的意義も大きい８）。特に，胎児ー母体間免疫

における免疫寛容機構に関しては胎盤上での

IDO発現が関与することから，産婦人科学（生

殖医学）領域への臨床応用研究に繋がるのでは

ないかと考えられる。また，各種トリプトファ

岡本威明：トリプトファン誘導体のIDO転写調節機能 7

表２　インドール環を構成する各原子のMulliken電荷（HF/3-21G level）

図５　インドール環上の電荷とIDO発現増強活性との相関

y
（6） 

（5） 

（4） 

（1） 

（2） 

（3） 

図中の番号は，化合物番号を示す。
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ン誘導体のインドール環上の電荷とIDO発現増

強活性とが強く相関性をもつことより，インド

ール環が活性発現には重要であると考えられ，

それを認識する分子の存在が強く示唆される。

これまでに，インドール系化合物であるインディ

ルビン，インドール‐３‐カルビノール，インドロ

［２，２‐ｂ］カルバゾールや，トリプトファン

のphotoproductである６‐フォルミルインドロ

［３，２‐ｂ］カルバゾール（FICZ）が，細胞

のサイトソル分画に存在する芳香族炭化水素レ

セプター（Ahレセプター；AhR）のリガンド

となることが報告されている10），11）。AhRがトリ

プトファンのレセプターとなり得るかどうかは

未だ解明されていないが，各種置換基導入で生

じるインドール環上の電荷密度の変化がAhRな

どの認識分子との親和性・安定性に影響を与え

ていることが理論的に示唆された。

最後に，トリプトファンの誘導体と考えられ

ている物質は大変多く，その化学構造もまた多

種多様である。各種トリプトファン誘導体の生

理活性の探索や機能解析を行う場合，化学構造

からその生理活性作用を予測することは困難で

ある。本研究により構築したトリプトファン誘

導体のインドール環上電荷密度とIDO発現増強

活性との相関関係は，実験的に測定されていな

いトリプトファン誘導体のIDO発現増強活性

を，理論化学計算から予想することを可能とし

た。例えば，アミノ基が導入された６‐アミ

ノ‐トリプトファンでは，同様の理論計算から

算出すると，原子上電荷の総和は，－1.98とな

り，構築した回帰式 y＝1.31x＋3.75を用いると，

そのIDO発現増強活性は理論的に1.16倍とトリ

プトファンと比べ弱いものになることが予想さ

れる。一方，６位にトリフルオロメチル基が導

入されたトリプトファンでは，理論的な原子上

の電荷の総和は，－0.29となり，回帰式を用い

て同様に予測するとIDO発現増強活性は，3.37

倍と非常に強いものになることが期待される。

今後，生理活性物質の検索や機能解析において，

理論化学計算と実験化学を上手に組み合わせる

ことにより，効率の良い迅速な研究の遂行が期

待される。
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