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研究成果の概要（和文）：TIM-4分子の機能について、以下の事を明らかにした。細胞表面にあるTIM-4は、タンパク質
分解酵素によって切断され、可溶型TIM-4 (sTIM-4)として存在する。sTIM-4はマクロファージやマスト細胞に作用して
、炎症性サイトカインを産生する。この効果はLIMIR5という分子との結合によってもたらされる。関節炎モデルマウス
の血液中にはsTIM-4が高値に存在し、このマウスに抗TIM-4抗体を投与すると、炎症性サイトカインの産生が減少して
病態が改善された。ヒトにおいてもsTIM-4は存在する可能性があり、免疫疾患治療の新たなターゲット分子になる可能
性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated a critical contribution of TIM-4 to the development
 of collagen-induced arthritis (CIA) and collagen antibody-induced arthritis (CAIA), which are well-establ
ished animal model for the human rheumatoid arthritis. Administration of anti-TIM-4 mAb significantly inhi
bited the development of CIA and CAIA with a concomitant decrease of IL-6 and IL-1 beta in the ankle joint
s. Importantly, high levels of soluble TIM-4 were detected in sera of CIA mice as compared with naive mice
. Moreover, soluble TIM-4 stimulation significantly induced IL-6 and TNF-alpha production by macrophages. 
These effects might be mediated by TIM-4-LMIR5 interaction. It is noteworthy that the inhibitory effects a
gainst the development and progression of arthritis by anti-TIM-4 mAb were observed when anti-TIM-4 mAb wa
s administrated after the onset or even after the establishment of arthritis. TIM-4 thus represents a nove
l target for intervention of rheumatoid arthritis.
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１．研究開始当初の背景 
モノクローナル抗体は特定の分子に特異的
に結合し、その分子機能を抑制・活性化する
ことができることから、30年程前から治療薬
として臨床に用いることが期待されてきた。
副作用の問題などからその実用化は困難を
極めたが、しかし今日、マウス•ヒトキメラ
抗体やヒト化抗体の作製といった抗体工学
の技術革新により問題は克服されつつあり、
関節リウマチ治療薬インフリキシマブ(抗
TNF-抗体)や気管支喘息治療薬オマリズマ
ブ(抗 IgE抗体)などの登場に見られるように、
抗体療法は飛躍的な治療効果をもたらして
いる。これまで自己免疫疾患やアレルギー疾
患といった免疫疾患は主に免疫抑制剤を使
って治療されてきたが、これらの薬剤は好ま
しいと好ましくないにかかわらず全ての免
疫反応を抑制してしまう。我々免疫学者にお
ける治療の大きな目標は、病原体や発癌など
に対する通常の免疫反応を維持し、あるいは
高め、アレルゲンや自己組織などに対する生
体に不利な反応を特異的に抑制することに
ある。特定の病態形成に関与するサイトカイ
ンや細胞表面分子を標的にできる抗体医薬
療法は、既存の治療方法に変わる大きな可能
性を秘めており、その発展は標的分子の選択
に大きく委ねられている。 
 
(1) これまで我々は、リンパ球の Th1 および
Th2 細胞の分化誘導に重要な役割を果たすと
考えられている T-cell immunoglobulin 
mucin (TIM)ファミリー分子に焦点をあて機
能 解 析 を 行 っ て お り 、 こ れ ま で に
TIM-1,TIM-2,TIM-3 の抗原提示細胞や T 細胞
における発現の解析と、樹状細胞-T 細胞クロ
スプレゼンテーションにおける機能、移植片
対宿主病、またアレルギー性結膜炎における
これらの分子の重要性を明らかにしてきた。
なかでも現在、限られた細胞にのみ発現する
TIM-4 の働きに注目している。 
 
(2) またリンパ球表面分子の病理的機能解
析と平行して、新たな Th2 サイトカインであ
る IL-33 とそのレセプターである ST2にも注
目し、喘息･アレルギーにおける役割解析の
研究も行っている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、抗体医薬療法における自己免疫疾
患や喘息･アレルギー疾患に対する新たな候
補分子を見出すことを目的とし、炎症惹起に
関与が考えられる細胞表面分子TIM-4と新規
Th2 サイトカイン IL-33/ST2 に焦点を絞り、
抗マウスモノクローナル抗体を作製して、コ
ラーゲン誘発性関節炎や卵白アルブミン蛋
白(OVA)誘発性喘息といった疾患モデルマウ
スに投与して、治療の有用性について検討を
行う。さらにこれら分子の生体内や病理組織
における発現の局在を明らかにするなど、将
来の臨床応用に向けた基礎的な解析を行う

ことを目的とした。ノックアウトマウスと異
なり、抗体を用いる実験には、標的分子の働
きを時間など状況に応じてコントロールで
きる利点があり、詳細な機能解析を行うこと
が可能である。 
 
３．研究の方法 
(1) コラーゲン誘発性関節炎モデルマウス
における抗 TIM-4 抗体投与の効果の検討。
DBA/1マウスにII型コラーゲンと完全フロイ
ントアジュバントのエマルジョンで免疫を
行い、14 日後にさらに II 型コラーゲンと不
完全フロイントアジュバントのエマルジョ
ンを免疫してコラーゲン誘発性関節炎(CIA)
を発症させた。マウスは抗 TIM-4 抗体投与群
とコントロール抗体投与群の２群に分け、14
日目から 37 日目まで抗体投与を行い、関節
炎の症状(クリニカルスコア)を四肢それぞ
れに 0〜4 点の 5 段階でスコア化して測定を
行った。さらに発症後の関節炎に対する治療
効果を検討するため、関節炎を発症し関節点
数が 1点となったマウスに抗 TIM-4 抗体とコ
ントロール抗体をそれぞれランダムに投与
した。さらに重篤状態の関節炎に対する治療
効果も検討するため、10 匹のマウスの関節炎
発症率が 100%に達した 34 日目の時点で、ク
リニカルスコアが同等となるように２群に
分け、34 日目から 62 日目まで抗 TIM-4 抗体
とコントロール抗体を投与した。 
 また T細胞及び B細胞の影響を受けずに関
節炎を惹起することができる、コラーゲン抗
体誘導関節炎（CAIA）を誘導するため、II 型
コラーゲンに対する５モノクローナル抗体
カクテルをマウスに注入した。DBA/1 マウス
に、0日目に抗 II 型コラーゲンカクテル抗体
を 2mg投与、3日目に LPS 25μgを投与した。
抗 TIM-4 抗体もしくはコントロール抗体は 3
日目から投与した。 
 ２つの実験系ともに、リンパ節細胞再刺激
実験による CD4 T 細胞増殖・サイトカイン産
生、病理組織、関節部分の炎症性サイトカイ
ン産生量、血清中の抗コラーゲン抗体産生量
などを指標にして、病態が改善したか否か評
価を行った。 
 
(2) OVA 誘発性喘息モデルマウスにおける抗
TIM-4 抗体投与の効果の検討。BALB/c マウス
に卵白アルブミン蛋白(OVA)をアラムアジュ
バンドともに 0 日目および 14 日目に皮下注
射によって免疫を行い、22 日目から OVA を 7
日間、隔日ネブライザー吸入を行って、OVA
誘発性喘息モデルマウスを作製した。発症期
に抗TIM-4抗体投与群とコントロール抗体投
与群ともに週 3回腹腔内投与を行った。気道
過敏性試験、肺胞洗浄液中の好酸球数および
サイトカイン量の測定、血清抗 OVA 抗体価、
リンパ節細胞再刺激実験による CD4 T 細胞の
増殖能およびサイトカイン産生量、肺組織標
本における気管支への炎症細胞浸潤および
粘液産生細胞の発生数を測り、病態が改善し



たか否か評価した。 
 
(3) システインプロテアーゼによるアレル
ギー性肺炎症モデル作製とIL-33の機能解析。
アレルギー疾患の発症へと至る過程におい
て、アレルゲンが持つプロテアーゼ活性が重
要と考えられている。一方で近年、Th2 反応
やアレルギー反応に上皮由来サイトカイン
IL-33 が重要視されている。そこでまず、ア
ジュバント非存在下でシステインプロテア
ーゼ活性を持つパパイン（パパイヤに由来す
る職業性アレルゲン）やダニ主要グループ 1
アレルゲン(Der f1)を C57BL/6 マウスに点鼻
投与してアレルギー性肺炎症モデルマウス
の作製を試みた。次に野生型と IL-33 欠損マ
ウスに応用して、プロテアーゼアレルゲンに
よって誘発されるアレルギー性肺炎症にお
ける IL-33 の役割を検討した。 
 
(4) ヒトIL-33レセプターであるST2 のプロ
モーター領域の転写に重要と思われる転写
因子の解析をルシフェラーゼアッセイやゲ
ルシフトアッセイ、クロマチン免疫沈降法な
どの実験方法を用いて行った。 
 
(5) 抗マウスST2モノクローナル抗体の作製。
ラットに組換えST2タンパク質を数回免役し
た後、所属リンパ節細胞を回収、マウスミエ
ローマ細胞と融合してハイブリドーマを作
製した。ST2 発現細胞を用いて、抗 ST2 抗体
産生ハイブリドーマを選別した。Th2 のみな
らず Th1/Th17 に及ぼす IL-33/ST2 の機能を
解析するために実験的自己免疫性脳脊髄炎
マウスを作製。C57BL/6 マウスにミエリンオ
リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 糖 蛋 白 と M. 
TuberculosisH37Ra 死菌を完全フロイントア
ジュバントのエマルジョンで免疫を行い、実
験的自己免疫性脳脊髄炎マウスを作製し、抗
ST2 抗体投与による臨床スコアの変化を観察
した。 
 
４．研究成果 
(1) CIA マウスに抗 TIM-4 抗体を投与して治
癒効果の検討を行った。結果、CIA 誘導後期
に投与すると、関節炎の症状を抑制する効果
が認められた。抗TIM-4抗体を投与した群は、
コントロール抗体投与群と比較して、関節炎
症状と発症率ともに低値を示した。後肢関節
の組織学的解析においても、抗 TIM-4 抗体投
与群では、炎症性細胞浸潤、滑膜細胞の増殖、
パンヌス形成、軟骨の菲薄化が抑制されてお
り、関節内の炎症性サイトカイン(IL-6, 
TNF-, IL-1)量が低値を示した。注目すべ
きは、関節炎発症直後だけではなく、数十日
が経過した時点から抗体投与を始めても有
意な関節炎の抑制効果が認められた点にあ
る。この場合にも、関節内の炎症性サイトカ
イン(IL-6, TNF-, IL-1)の産生量の低下が
認められた。しかしながら抗 TIM-4 抗体投与
は、リンパ節 CD4 T 細胞の増殖やサイトカイ

ン産生、血清中の抗 II 型コラーゲン抗体価
には影響せず、T･B 細胞非依存性の CAIA マウ
スにおいても関節炎は抑制されたことから、
抗 TIM-4 抗体は、T 細胞や B 細胞の働きには
関与せず、マクロファージなどの炎症性細胞
に働き抗炎症効果を発揮したものと考えら
れた。実際、細胞表面にある TIM-4 は、タン
パク質分解酵素によって切断され、可溶型
TIM-4 (sTIM-4)として存在することを新たに
示し、sTIM-4 がマクロファージに作用して、
炎症性サイトカインの産生を誘導する働き
があることを確認した。この効果は
Leukocyte mono immunoglobulin like 
receptor 5(LIMIR5)という分子との結合を介
してもたらされると現在推測している。関節
炎モデルマウスの血液中には sTIM-4 が高濃
度で存在することから、関節炎の発症ととも
に sTIM-4 が作られ、この sTIM-4 がマクロフ
ァージに作用して炎症性サイトカインの産
生増強に働き、関節炎を悪化させるように働
いたと考えている。さらに TIM-4 は、骨破壊
をもたらす破骨細胞の分化･機能にも促進的
に働き、関節炎の増悪に寄与することを明ら
かにした。 
 
(2) 同様の結果は、OVA 誘発性喘息モデルマ
ウスに抗TIM-4抗体を投与した場合にも認め
られた。発症期に抗 TIM-4 抗体を投与した結
果、気道過敏性の抑制、肺胞洗浄液中の好酸
球数の減少および IL-13 産生の減少、粘液産
生細胞数の減少など、明らかな病態の改善が
認められた。この結果は CIA 実験と同様に、
リンパ節 CD4 T 細胞の増殖やサイトカイン産
生、血清中の抗 OVA 抗体価には影響しなかっ
た。従って抗 TIM-4 抗体は、T細胞･B細胞の
働き以外に作用して喘息症状を抑制したと
考えることができる。現在、そのメカニズム
を明らかにするため、さらなる解析を進めて
いる。これまで数々の細胞表面分子に対する
モノクローナル抗体を作製し、種々の免疫疾
患モデルマウスに投与実験を行ってきた。抗
原を免疫する時や疾患を発症する時期に抗
体を投与することによって抑制効果が認め
られたケースは多々観測されてきたが、明ら
かな病態形成後に抗体投与を行って、抑制効
果が認められたケースは極めて希である。従
って、TIM-4 がヒト関節炎の治療を目的とし
た新たな標的分子になる可能性は高いと考
える。sTIM-4 は数種類の炎症性サイトカイン
の産生誘導に働く。現在、TNF-など個々の
炎症性サイトカインを標的にした抗体医薬
品は実用されているが、数種類の炎症性サイ
トカインを総合的に根本から産生抑制する
ことが可能になれば、個々の抗サイトカイン
抗体療法に抵抗性を示す患者さんへの新た
な治療方法として効果も期待できる。また
sTIM-4 は補助診断あるいは治療効果評価や
予後予測に際して有用なバイオマーカーに
なる可能性もある。 
 今後、可溶型ヒト TIM-4 の存在を証明し、



機能を明確にするとともに、関節炎や喘息な
どの慢性炎症疾患の患者血清から可溶型ヒ
トTIM-4の検出を試みて疾患との相関を検討
することが急務である。 
 
(3) プロテアーゼアレルゲン点鼻投与によ
るアレルギー性気道炎症モデルマウスの作
製を試みた。高濃度(100 g)のパパインを点
鼻投与したマウスでは、１度の投与でも肺胞
洗浄液中に出血が認められた。高濃度ではパ
パインが持つプロテアーゼ活性が強く、組織
が損傷を受けるため、低濃度で投与する方法
が求められた。低濃度(30 g、10 g)のパパ
インを 0日目と 7日目の 2回点鼻投与したと
ころ、10 日目には血清中のパパイン特異的
IgE および IgG1 値が上昇し、好酸球を中心と
した肺への細胞浸潤が誘導された。システイ
ンプロテアーゼ活性を非可逆的に失活させ
る阻害剤E64で処理したパパインの点鼻投与
では、抗体産生も好酸球浸潤も誘導されなか
った。同様に Der f1 を 0 日目、7 日目、14
日目と 3回点鼻投与したところ、17 日目に血
清中のDer f1特異的IgG1値の上昇とともに、
肺への好酸球浸潤が認められた。これらの反
応は、E64 処理した Der f1 やプロテイン活性
を欠損した Der f1 変異体の点鼻投与ではみ
られなかった。以上のように、低濃度の植物
およびダニ由来のプロテアーゼをマウスに
繰り返し点鼻投与することによって、好酸球
浸潤と血中の IgE および IgG1 の上昇を伴う
アレルギー性肺炎症を作製することが出来
た。この系を IL-33 欠損マウスに応用して、
プロテアーゼアレルゲンによって誘発され
るアレルギー性肺炎症におけるIL-33の役割
を検討した。結果、IL-33 欠損マウスではパ
パイン投与による肺への好酸球浸潤はほぼ
完全に消失し、パパイン特異的な IgE, IgG1
産生も有意には減少されていた。従って、
IL-33は好酸球浸潤には必須であり、血中IgE、
IgG1 の産生にも部分的に関与することが明
らかとなった。パパイン点鼻投与による肺胞
洗浄液中のサイトカインを測定すると、
IL-33の産生に続いてIL-5とIL-13の産生が
認められた。一方で、IL-33 欠損マウスでは
IL-5 および IL-13 の産生はみられなかった。
従って IL-33 は、パパインシステインプロテ
アーゼ活性依存的に肺胞に放出され、その
IL-33 がその後の IL-5、IL-13 の産生を引き
起こし、好酸球浸潤を誘導して肺炎症の発症
に関わっていると考えている。 
 
(4) IL-33 の受容体である ST2 を発現する主
要な細胞としてマスト細胞と好塩基球が挙
げられる。ST2 のプロモーター領域の転写に
重要と思われる転写因子の解析を行った。転
写開始点上流には転写に重要と思われる
GATA と Ets モチーフがある。解析の結果、ヒ
トマスト細胞、好塩基球において GATA が転
写調節に関わることを明らかにした。さらに
GATA モチーフについて解析を行った結果、

GATA2 が正の転写活性化因子として、GATA1
は抑制性の転写調節因子として働くことを
見出した。好塩基球はマスト細胞に比べて
ST2 の発現が弱い。一方で、好塩基球は GATA1
の発現が高く、このことが好塩基球における
ST2 低発現の一つの要因になっていると考え
られる。 
 
(5) マウス ST2に対するモノクローナル抗体
を数クローン作製した。その一部を実験的自
己免疫性脳脊髄炎マウスに投与した。結果、
抗 ST2 抗体は臨床スコアを軽減させた。従っ
て、Th2 が有意な疾患のみならず、Th1/Th17
有意な疾患の病態形成(悪化)にも ST2が機能
している可能性が有り、現在そのメカニズム
についてさらに解析を行っている。 
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