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研究成果の概要（和文）：細胞膜外で切断される遊離型TIM-4(sTIM-4)の存在を発見し、炎症細胞に発現する
CD300bと結合して、喘息モデルマウスの病態形成に深く関わることを明らかにした。sTIM-4を高感度に測定する
ELISAを構築し、喘息患者の血清中のsTIM-4を測定して、血清sTIM-4が喘息患者の喘息重症度に相関しているこ
とを示した。さらに膠原病患者血清のsTIM-4を測定した結果、関節リウマチ患者の血清sTIM-4量は、他の膠原病
患者の血清sTIM-4値よりも有意に高値になることを示した。関節リウマチの活動性の指標として用いられてい
る、MMP-3とCRPと血清sTIM-4値は有意な相関を示した。

研究成果の概要（英文）：We found that soluble TIM-4 (sTIM-4), which is cleaved outside the cell 
membrane, binds to CD300b expressed on inflammatory cells and is involved in the pathogenesis of 
asthma model mice. sTIM-4 was measured in the serum of asthma patients by highly sensitive ELISA for
 sTIM-4, We showed that serum sTIM-4 correlated with the severity of asthma in asthmatic patients. 
Furthermore, we measured sTIM-4 in the serum of collagen disease patients and found that the serum 
sTIM-4 levels of rheumatoid arthritis patients were significantly higher than the serum sTIM-4 
levels of other collagen disease patients. Serum sTIM-4 levels correlated significantly with MMP-3 
and CRP, which are used as indicators of rheumatoid arthritis activity.

研究分野：免疫学

キーワード： 免疫学　炎症　喘息　アレルギー疾患　自己免疫疾患　関節リウマチ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチを初めとする自己免疫疾患や喘息･アレルギー疾患の増加が大きな社会問題となるなかで、sTIM-4
は慢性化炎症を誘導あるいは維持している重要な働きを持つ分子である可能性が高く、自己免疫疾患やアレルギ
ー疾患の治療を目的とした新たな標的分子として、また補助診断あるいは治療効果や予後予測に際して有用なサ
ロゲートマーカーになるのではないかと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 難治性の慢性炎症疾患には、喘息やアトピー性皮膚炎などのアレルギー疾患や関節リウマ
チや全身性エリテマトーデス(SLE)、1 型糖尿病などの自己免疫疾患など様々な疾患が含まれる。
これらの疾患では炎症の慢性化に伴い、組織の変性や変形が生じ、長期にわたって痛みや患部の
機能障害にさらされる。厚生労働省の最新の調査(平成 26 年)によれば、関節リウマチ患者は約
33 万人、喘息患者に至っては約 117 万人を超え、超高齢化社会を迎え患者数は益々増加する傾
向にあり、すでに大きな社会問題となっている。 
 
(2) 一般的に炎症は、発赤、発熱、腫脹、疼痛を特徴とする反応で、微生物の感染や組織障害か
ら身を守るために起こる一時的な現象である。ところがこれが慢性化すると自身にとって大変
辛い状況が続き、生活にさえ支障をきたす深刻な状態へと陥る。ではなぜ炎症が慢性化するの
か？その機序についてはほとんど解明されていない。また意外にも炎症の程度を定量化する方
法も、肝細胞で作られる C 反応性蛋白(CRP)の上昇を測定する以外に有用な方法は確立されてい
ない。また炎症が慢性化すると特異的に抑制することは困難であり、その治療方法には主に免疫
抑制剤やステロイドが用いられてきた。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。だが今日、関節リウマチ治療薬インフリキシマブ(抗 TNF-α
抗体)のように、病態形成に関与する特定のサイトカインを標的にした抗体療法が飛躍的な治療
効果をもたらしている。免疫研究における大きな目標は、病原体や発癌などに対する通常の免疫
反応を維持、あるいは高め、自己組織やアレルゲンなど自身に不利に働く免疫反応を人為的に制
御可能にすることにある。抗体療法は大きな可能性を秘めており、その発展は慢性炎症を誘導•
制御する標的分子の的確な選択に委ねられている。 
 
(3) これまでの研究過程で当初 CD4 T 細胞の Tヘルパー1(Th1)および Th2 細胞の分化に働くと
考えられた新規細胞表面分子 T cell immunoglobulin and mucin domain (TIM)ファミリーに注目す
るに至った。TIM は、細胞外領域にイムノグロブリンとムチン領域を持つ分子で、これまでに 4
種類のタンパク質が同定されている。私達は、世界で初めて全てのマウス TIM 分子に対する抗体
を作製して解析を行ってきた。ヒト関節リウマチのモデルであるコラーゲン誘発性関節炎マウ
スに抗 TIM-4 抗体を投与して治癒効果を検討した結果、症状が抑制される効果を発見した。注目
すべきは、抗体投与を関節炎発症後、さらに数十日経過した後に行っても有意な治癒効果が認め
られた点にある。また細胞表面から切断される遊離型 TIM-4(soluble TIM-4:sTIM-4)を見出し、
マクロファージに発現する CD300b と結合して炎症性サイトカインの産生調節に働くことを明ら
かにしてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで本研究は、コラーゲン誘発性関節炎マウスとは異なる慢性炎症疾患モデルである喘
息モデルマウスにおけるTIM-4の役割を明らかにすることを目的とした。また疾患によってTIM-
4 を発現する細胞の種類によって炎症の慢性化に特徴的な違いがあるか検討するために、マウス
sTIM-4 の切断部位を同定し、細胞ごとにこれを変異させた非遊離型 TIM-4 マウスを作製して、
各種疾患モデルにおける特徴的な機能の違いを検証することを目的とした。 
 
(2) さらに炎症の定量化を目指し、ヒト sTIM-4 を高感度に測定する方法を確立し、関節リウマ
チ患者や SLE 患者、喘息患者の血清からヒト sTIM-4 を測定して、発症や病態との相関を検討し
て臨床応用に向けた基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) BALB/c マウスに 0日目と 14 日目に 2mg のアラムアジュバントとともに 100μg の卵白アル
ブミン(ニワトリの卵白アルブミン:OVA)を腹腔内に注射免疫した。22 日目、24 日目、26 日目、
および 28 日目に、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中にエアロゾル化した 1％OVA をマウスに吸入さ
せ OVA 誘導型喘息モデルマウスを作製した。エアロゾルはネブライザーを用いて発生させた。
21、24、27 日目に抗 TIM-4 モノクローナル抗体(mAb)（RMT4-53）またはコントロール IgG（RTG2b）
をマウスに投与し、エフェクターフェーズに対する抗 TIM-4 mAb の影響を調べた。 
 
(2) BALB/c マウスに 0、7、14、21、28、35 日目に 10μg の OVA を腹腔内に注射免疫した。40、
43、46 日目に 20μg の OVA または PBS を経鼻投与してマスト細胞依存性喘息モデルマウスを作
製した。OVA 経鼻投与の 3 時間前に抗 TIM-4 mAb またはコントロール IgG を腹腔内投与して、マ
スト細胞依存性に誘導される喘息症状への抗 TIM-4 mAb の影響を調べた。 
 
(3) ヒト TIM-4 の細胞内領域にアミノ酸のヒスチジンが 6 つ並ぶタグをつけたタンパク質を発
現する白血病細胞株 K562 を作製し、抗ヒスチジン抗体を用いて切断後に細胞に結合した状態の



TIM-4を回収、液体クロマトグラフィー質量分析計を用いてsTIM-4の切断部位の同定を試みた。 
 
(4) 2 種類の異なる抗ヒト TIM-4 モノクローナル抗体をラットから作製し、sTIM-4 を高感度に
測定する高感度サンドイッチ ELISA(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)を構築した。 
 
(5) 順天堂医院呼吸器内科と連携を取り、順天堂大学医学系研究等倫理委員会の承認のもと、喘
息患者さん 124 例から血清 sTIM-4 を測定し、血清 sTIM-4 が喘息重症度に相関しているか否か
検討した。 
 
(6) 順天堂医院膠原病・リウマチ内科、及びバイオリソースバンク活用研究支援講座と連携を取
り、順天堂大学医学系研究等倫理委員会承認のもと、関節リウマチ 118 例、それ以外の膠原病患
者血清としてシェーグレン症候群 94 例、全身性エリテマトーデス 140 例、全身性強皮症 52 例、
多発性筋炎 12 例から血清 sTIM-4 を測定し、健常者血清 sTIM-4 と比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) TIM-4 が喘息の発症に関与しているかどうかを調べるため、エフェクターフェーズに抗 TIM-
4 mAb またはコントロール IgG を投与した。30 日目に、コントロール IgG を投与したマウスは、
メタコリンに対する気道過敏性(AHR)と、気管支肺胞洗浄液(BAL)中の好酸球の蓄積と IL-13 の
産生を特徴とする典型的な喘息表現型を発症した。気管支の周囲には好酸球が大量に浸潤し、気
管支では粘液が過剰に産生された。抗 TIM-4 mAb の投与は、AHR の発症、BAL 液中の好酸球の蓄
積と IL-13 の産生、肺における好酸球増加と粘液の過剰産生を有意に抑制した。一方、血清中の
OVA 特異的 IgG1、IgG2a および IgE 抗体のレベルは、抗 TIM-4 投与マウスとコントロール IgG 投
与マウスとの間に差はなかった。さらに、エフェクターフェーズに抗 TIM-4 mAb を投与しても、
リンパ節 T細胞による OVA 特異的 IL-4、IL-5、IL-13 の産生には、コントロール IgG と比較して
影響を与えなかった。従って、抗 TIM-4 mAb による喘息のエフェクターフェーズでの抑制は、T
細胞や B細胞によるものではないと考えられた。 
 
(2) この可能性をさらに検証するため、OVA 誘導型喘息モデルマウスから正常なマウスに養子移
入して喘息症状を誘発するモデルにおける抗 TIM-4 mAb の効果を調べた。AHR の発生、好酸球の
蓄積、BAL 液中の IL-13 の産生は、抗 TIM-4 mAb の存在下で有意に抑制されたが、OVA 特異的 Th2
サイトカイン(IL-4、IL-5、IL-13)の産生は抑制されなかった。これらの結果を総合すると、TIM-
4 は T 細胞や B細胞の反応に影響を与えることなく、喘息発症のエフェクターフェーズに大きく
寄与していることがわかった。 
 
(3) 喘息モデルマウスのエフェクターフェーズの病態形成における TIM-4 の関与をさらに評価
するために、マスト細胞依存性に誘導される喘息モデルマウスに抗 TIM-4 mAb を投与した。47
日目、コントロール IgG 投与マウスの BAL 液中に蓄積した好酸球は、気管支周囲の組織に大量に
浸潤し、気管支は粘液を過剰産生した。コントロール IgG 投与マウスの BAL 液では、Th2 サイト
カイン(IL-4、IL-5、IL-13)のレベルは上昇したが、Th1 サイトカイン IFN-γのレベルは上昇し
なかった。一方、抗 TIM-4 mAb を投与したマウスでは、BAL 液中の好酸球蓄積、好酸球増多、粘
液過剰産生、Th2 サイトカインレベル(IL-4、IL-5、IL-13)が有意に抑制された。しかしながら、
血清中の OVA 特異的 IgG1、IgG2a および IgE のレベルは、抗 TIM-4 mAb を投与したマウスとコ
ントロールの IgG を投与したマウスの間で同等であった。これらの結果は、TIM-4 がマスト細胞
依存性に誘導される喘息モデルマウスの発症に関与していることを示している。 
 
(4) sTIM-4 を検出するために、抗マウス TIM-4 mAb を用いたサンドイッチ ELISA を開発した。
この ELISA では、マウス IgG2a や他の TIM 分子の Fc 融合タンパク質は認識されず、TIM-4-Fc が
特異的に検出された。フローサイトメトリーと ELISA による分析では、TIM-4 発現ベクターでト
ランスフェクトしたマウス T リンパ腫 L5178Y 細胞と正常ラット腎臓 NRK 細胞(TIM-4/L5178Y と
TIM-4/NRK)の培養上清に sTIM-4 が検出されたが、トランスフェクトしていない細胞から採取し
た上清には検出されなかった。マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)の広域阻害剤である BB-
94 でトランスフェクタントを処理すると、培養上清中の sTIM-4 の濃度が有意に低下した。イム
ノブロット分析では、TIM-4/L5178Y 細胞から調製したライセート中に全長 TIM-4 に相当するバ
ンド(約 70 kDa)が検出され、培養上清中にもショートフォームの TIM-4(約 50 kDa)が検出され
た。一方、トランスフェクトしていない細胞の培地や溶解液やコントロール IgG で免疫沈降した
TIM-4/L5178Y 細胞の溶解液や培養上清では、バンドは検出されなかった。これらの結果は、sTIM-
4が TIM-4トランスフェクト細胞の表面に発現したTIM-4の細胞外ドメインのタンパク質分解に
よって生成されたことを示している。またマウス腹腔 CD11b+ F4/80+ マクロファージを 24 時間
培養すると、培養上清中に sTIM-4 を検出した。BB-94 を添加すると、マクロファージからの sTIM-
4 濃度は有意に減少した。これらの結果は、MMP がトランスフェクト細胞や初代マクロファージ
表面の TIM-4 を切断し、sTIM-4 を生成することを示している。さらに、OVA 誘導型喘息モデルマ
ウスの BAL 液と血清には、ナイーブマウスの BAL 液と血清と比較して、より高レベルの sTIM-4
が検出された。これらの結果は、sTIM-4 レベルが炎症時に局所的、全身的に亢進していること



を示唆している。 
 
(5) sTIM-4 が骨髄由来マスト細胞(BMMC)に結合するか調べた。FcεRI+ KIT+ BMMC は TIM-4-Fc
と結合したが、これは抗 TIM-4 mAb とのプレインキュベーションでブロックされた。次に、TIM-
4-Fc で処理した BMMC のサイトカイン産生に対する Cd300b mRNA を標的とする siRNA の効果を調
べた。Cd300b siRNA でトランスフェクトした BMMC では、Cd300b mRNA のレベルだけでなく、細
胞表面に局在する CD300b のレベルも低下した。TIM-4-Fc によって誘導されるサイトカイン(IL-
6、IL-13)産生は、Cd300b siRNA をトランスフェクトした BMMC では、コントロールの siRNA を
トランスフェクトした BMMC と比較して有意に減少した。さらに、TIM-4-Fc で刺激した Cd300b-
/- BMMC は、野生型(WT)BMMC と比較して、サイトカイン産生が低下した。これらのデータは、sTIM-
4-CD300b 作用が BMMC のサイトカイン産生を誘導することを示している。 
 
(6) ヒト sTIM-4 の切断部位を同定するために、TIM-4 の細胞内領域にアミノ酸のヒスチジンが
6 つ並ぶタグをつけたタンパク質を発現する白血病細胞株 K562 を作製。抗ヒスチジン抗体を用
いて切断後に細胞に結合した状態の TIM-4 を回収、液体クロマトグラフィー質量分析計を用い
て sTIM-4 の切断部位の同定を試みたが、タンパク質の回収量が少なく十分な計測ができなかっ
た。これを解消する為に、大阪大学蛋白質研究所から技術的および物質的なサポートをいただき、
TIM-4-PAタグを構成するpCD-PAx3発現ベクターを作製した。HEK293T細胞にTIM-4-PA/pCD-PAx3
を導入し、細胞溶解液から抗 PA 抗体-ビーズにより切断部以下の TIM-4 を免疫沈降できるか検
討を行った結果、少量のバンドが検出された。現在、分析可能な量を確保するためスケールアッ
プを行っている。 
 
(7) ヒトTIM-4に対して異なる結合部位を有する2つの抗ヒトTIM-4モノクローナル抗体 RHT4-
89、RHT4-62 を得た。この 2つの抗体を用いて、rhTIM-4(recombinant human TIM-4 His-tag)を
スタンダートとするサンドイッチ ELISA を作製した。作製した ELISA は、rhTIM-4 を濃度 50ng/ml
〜0.78ng/ml の範囲で測定可能であった。この ELISA の TIM-4 特異性を確認するため、50ng/ml
濃度の hIgG1、rhTIM-1、hTIM-1-Fc、hTIM-3-Fc、rhTIM-4、hTIM-4-Fc を測定した。結果、rhTIM-
4、hTIM-4-Fc 以外の TIM ファミリー分子は検出されなかった。以上の結果から、作製した ELISA
は TIM-4 を特異的に検出することが可能と判断した。 
 
(8) 軽症から重症の成人喘息患者 124 人を対象に、血清 sTIM-4 濃度を測定した。結果、血清
sTIM-4 濃度は、喘息患者の年齢、喘息発症年齢、および肺活量の 50%の気量位における気速(V50)/
肺活量の 25%の気量位における気速(V25)と弱いながらも正の相関があり、努力肺活量(FVC)、1
秒率(FEV1)、V50、V25、および最大中間呼気流量(MMF)を含む気流制限と負の相関があった。さ
らに、血清 sTIM-4 値は、GINA(Global Initiative for Asthma)のステップ 5治療を受けた喘息
患者において、GINA ステップ 1〜4 治療を受けた患者の値と比較して有意に高く、また吸入コル
チコステロイドの高用量投与を受けた患者においても、低用量投与を受けた患者の値と比較し
て有意に高かった。重症喘息に対する遺伝子組換えヒト化抗 IgE モノクローナル抗体であるオ
マリズマブによる治療を受けた患者(16.7％)の血清 sTIM-4 レベルは、オマリズマブ治療を受け
なかった患者よりも有意に高かった。これらのデータは、血清 sTIM-4 が喘息患者における喘息
の重症度や気流制限と関連し、喘息のサロゲートマーカーとして使用できる可能性があること
を示している。 
 
(9) 関節リウマチ患者 118 人を対象に、血清中の sTIM-4 を測定した。同時に他の膠原病と比較
するため、シェーグレン症候群 94 人、全身性エリテマトーデス 140 人、全身性強皮症 52 人、多
発性筋炎 12 人の患者血清中の sTIM-4 も測定した。結果、今回検討したすべての膠原病患者血清
中の sTIM-4 は、健常者血清中の sTIM-4 と比較して有意に高値を示した。中でも関節リウマチ患
者の血清中の sTIM-4 量は、シェーグレン症候群を除き他の膠原病患者の血清 sTIM-4 値よりも
有意に高値を示した。以上の結果は、先に報告した関節リウマチモデルマウスの症状悪化ととも
に、血清 sTIM-4 が見出された結果と同様に、ヒトの関節リウマチ患者の血清中にも sTIM-4 が存
在することを確認したことになる。 
 
(10) さらに関節リウマチ患者の血清 sTIM-4 値と血液学的、生化学的、免疫血清学的検査データ
を比較して Spearman の順位相関を用い相関関係を分析した。結果、血清 sTIM-4 値は、関節リウ
マチの活動性の指標として用いられている、マトリックスメタロプロテアーゼ-3(MMP-3)と CRP
と弱いながら有意な相関を示した。この結果は、sTIM-4 が CRP や MMP-3 と同様に疾患活動性の
補助的なサロゲートマーカーになり得る可能性を示している。 
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