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研究成果の概要（和文）：T cell immunoglobulin mucin (TIM)ファミリー分子の機能解析を行

い、CD8 陽性樹状細胞は TIM-3 分子を介してアポトーシス細胞を貪食し、死細胞付随抗原を

CD8 陽性 T 細胞に抗原提示していることが明らかとなった。また TIM-2 分子は II 型コラーゲ

ン誘導性関節炎モデルマウスを用いた実験から、B細胞表面に発現し、B細胞の活性化に対して

促進的に働くことが初めて明らかとなった。一方、アレルギー反応の主役を担うマスト細胞に

は恒常的にオートファジーが誘導されており、オートファジー欠損マスト細胞は抗原刺激によ

る脱顆粒反応が有為に障害されていることが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）： Members of the T-cell immunoglobulin mucin (Tim) family control a variety 

of immune responses including Th1 and Th2 differentiation of T cells. We found that TIM-3 was 

expressed on C8+ dendritic cells (DC) and TIM-3 was crucial for clearance of apoptotic cells by 

phagocytes. Moreover, TIM-3-dependent phagocytosis of apoptotic cells was crucial for 

cross-presentation of dying cell-associated antigens. On the other hand, TIM-2 was found to be 

expressed on B cells and induced positive signals into B cells. Therefore, administration of 

agonistic anti-TIM-2 antibody significantly exacerbated type II collagen-induced arthritis. 

We next investigated a role for autophagy in the development and function of mast cells. We found that 

conversion of type I to type II light chain (LC3)-II, a hallmark of autophagy, was constitutively induced in 

mast cells under full nutrient conditions, and LC3-II localized in secretory granules of mast cells. 

Although deletion of Atg7 did not impair the development of BMMCs, Atg7(-/-) BMMCs showed severe 

impairment of degranulation, but not cytokine production upon antigen stimulation.  

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 5,400,000 1,620,000 7,020,000 

2009 年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

2010 年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

年度  

  年度  

総 計 14,300,000 429,000 18,590,000 

機関番号：32620 

研究種目：基盤研究 (B) 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20390282 

研究課題名（和文）リンパ球表面分子および細胞内シグナル伝達分子を標的とした免疫  

アレルギー疾患の制御 

研究課題名（英文）Development of strategy to treat allergic diseases via targeting  

surface molecules on lymphocytes and intracellular signaling 

molecules 

 

研究代表者  

奥村 康 （OKUMURA KO） 

   順天堂大学•大学院医学研究科•特任教授 

研究者番号：50009700 



 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：臨床内科学 膠原病・アレルギー内科学 
キーワード： TIM ファミリー、マスト細胞 、アレルギー、アポトーシス 
 
１．研究開始当初の背景 

これまで我々は一貫してリンパ球の機能発現

に重要な細胞表面分子に対するモノクローナ

ル抗体を作成し、それらの細胞表面分子の発

現誘導のメカニズム、および種々の免疫疾患

モデルマウスを用いてこれらの分子群の生理

的•病理的な役割を明らかにしてきた。具体的

には B7-CD28ファミリーに属する新たな補助

シグナル分子に対するモノクローナル抗体を

作製し、マクロファージや活性化Ｔ細胞にお

けるこれらの分子の発現と機能を明らかにし

た。またTNFファミリーに属する分子FasL, 

TRAIL, CD70, OX40L, 4-1BBLなどに対するモ

ノクローナル抗体を作製し、抗原提示細胞に

おけるこれら分子の発現と機能を明らかにす

るとともに、寄生虫感染におけるTh2誘導や骨

髄移植後の移植片対宿主病(GVHD)といった

種々の免疫疾患モデルを用いてこれらの分子

の生理的・病理的役割を明らかにしてきた。

その過程でリンパ球のTh1およびTh2細胞への

分化に重要な役割を果たすことが示唆されて

いるT-cell immunoglobulin mucin (TIM)ファ

ミリー分子に注目するに至った。さらにTIM

ファミリーに属するTIM-1とTIM-3が食細胞に

よるアポトーシス細胞の貪食に関与している

ことが示され、TIMファミリー分子は予想以上

に広範な機能を有している事が明らかにされ

つつあるが、その機能の全貌は明らかとなっ

ていない。 

    一方我々は、マスト細胞の分化や活性化

のメカニズムの研究に焦点をあて行ってきて

いる。これまでにマスト細胞上に発現し、IgE

の結合に必須のFcR1レセプターの転写調節

のメカニズムや、マスト細胞がアレルギー応

答だけではなく、細胞表面に発現する

Toll-like receptor(TLR)を介して感染防御

に重要な役割を果たしていることを明らかに

してきた。さらに最近我々は、細胞や個体の

飢餓応答に重要な役割を果たしていると考え

られているオートファジーが、マスト細胞で

強く誘導されているという現象を見いだした。  

２．研究の目的 

これまでの研究で申請者らは TIMファミリー

分子すべてのモノクローナル抗体を樹立し

ており、本年度はその機能解析を行うことを

目的とする。具体的には、TIM ファミリー分

子の様々な食細胞や樹状細胞(DC)によるア

ポトーシス細胞の貪食における役割を明ら

かにする。次に TIM ファミリー分子に対する

中和抗体あるいはアゴニステック抗体を

種々の疾患モデルマウスに投与することに

より、それらの治療効果を検討し、将来の臨

床応用に向けた基礎的な検討を行う。またオ

ートファジーのマスト細胞の分化や活性化

における役割を明らかにし、オートファジー

を標的としたアレルギー疾患の治療の有用

性について検討する。 

３．研究の方法 

  (1) TIM-1〜TIM-4 をそれぞれ発現するト

ランスフェクタントを作製し、UV 照射

した胸腺細胞（アポトーシス細胞）と

混合培養することで、死細胞の貪食に

TIM-1, -4 以外の TIM が関与するかを

検討する。予備実験の結果から TIM-3

が死細胞貪食に関与することを見出し

ている。 

  (2) 死細胞の貪食は様々な場所に局在す



 

るマクロファージや DC が担うと考え

られることから、これらの細胞におけ

る TIM-3 の発現を検討する。 

  (3) 食細胞や DC による死細胞の貪食が

TIM-3 に対する中和抗体の投与により

ブロックされるかを検討する。さらに

死細胞付随抗原を CD8 陽性 T 細胞に提

示する能力（クロスプレゼンテーショ

ン）があるかを、CD8 陽性 T 細胞との

共培養上清中の IFN-を測定すること

により評価する。 

  (4) マウス脾臓よりCD4陽性T細胞を調整

し、Th1 条件下、Th2 条件下で T細胞を

培養することにより、それぞれの系列

細胞への分化に TIM ファミリー分子が

どのような発現パターンを示すかを検

討する。 

  (5) TIM ファミリー分子の発現した細胞に、

TIM ファミリーに対するアゴニステッ

ク抗体を添加し、TCR 刺激により誘導

される細胞増殖や IFN-, IL-4 などの

産生に影響するかを検討する。 

(6) Th1 型優位の反応が関与するコラーゲ

ン誘導性関節炎モデルに、TIM ファミリ

ー分子に対する抗体を投与することに

よりそれぞれの病態が改善するかある

いは悪化するかを検討し、治療について

の有用性について検討する。 

(7) マスト細胞でオートファジーが恒常

的に誘導されているかを検討するため

に、野生型マウス骨髄よりマスト細胞を

誘導し、細胞の細胞抽出液を用いてウエ

スタンブロット法によりオートファジ

ー誘導マーカーの一つである light 

chain (LC)3 の II 型の発現を検討する。 

(8) Atg7 欠損マウスは生後１日以内に飢

餓応答がうまくいかずに死亡してしま

うため、十分な解析ができない。そのた

めインターフェロン誘導性に Atg7 遺伝

子 を 欠 損 す る マ ウ ス を 作 製 す る

（Atg7flox/flox マウスと I 型インター

フェロンによりCreリコンビネースの発

現を誘導できるMx1-Creマウスを交配し、

Atg7flox/flox:Mx マウスを作成する）。

このマウスの腹腔に poly I:C を注射す

ることにより、骨髄細胞から Atg7 を欠

損させる。このマウス骨髄からマスト細

胞を誘導し分化に異常がないかを検討

する。 

(6) 誘導したマスト細胞の細胞表面にお

ける c-Kit および FcR1 レセプターの

発現をフローサイトメトリーを用いて

解析する。さらに、IgE 刺激による脱

顆粒や、炎症性サイトカインの産生を

ELISA 法により測定する。 

 (7)誘導したマスト細胞をマスト細胞欠

損マウス（W/Wv マウス）の耳介に移入

し、マスト細胞が組織に再構築される

かを検討する。再構築された場合には、

passive cutaneous anaphylaxis(PCA)

反応を行い、in vivo におけるマスト

細胞活性化におけるオートファジーの

役割を明らかにする。 

４．研究成果 

(1) TIM ファミリー分子の機能解析 

TIM-3 がマウス脾臓 CD8+ DC サブセット上に

発現し、その死細胞貪食および死細胞由来抗

原の MHC クラス I上への提示（クロスプレゼ

ンテーション）に関与することを見出した。

CD8+ DC による ovalbumin タンパクを含んだ

死細胞の貪食は、抗マウス TIM-3 中和抗体

により約 50%抑制され、さらにその DC

による CD8+ OT-I 細胞の増殖および

IFN-産生も著しく抑制されることが in 

vitro および in vivo 実験により明らか

となった。これらの結果は、TIM-3 は CD8+ 



 

DC の死細胞認識レセプターとして機能

し、クロスプレゼンテーションを介した

CD8+傷害性 T細胞の誘導あるいはその末

梢トレランス誘導に TIM-3 が関与する可

能性を示唆している (Nakayama et al, 

Blood 2009)。 

    次に我々は TIM-2 分子に注目した。以前

の報告と異なり CD4 陽性 T細胞には TIM-2 分

子は発現しておらず、B 細胞に強く発現して

いることを見出した。TIM-2 分子を抗体で刺

激することにより抗 IgM 抗体や抗 CD40 分子

抗体により誘導される B細胞の増殖や抗体産

生が増強した。さらに、in vivo における

TIM-2 分子の役割を明らかにするために、ア

ゴニステックな TIM-2抗体を関節リウマチモ

デルであるコラーゲン誘発性関節炎マウス

に投与した。Th1 細胞や Th17 細胞の分化には

まったく影響を与えなかった。抗 TIM-2 抗体

投与により血清中の II 型コラーゲン抗体価

が上昇し、関節炎症状の増悪に働くことを明

らかにした。以上のことから TIM-2 分子は B

細胞表面に発現し、B 細胞の活性化を促進す

ることが初めて明らかとなった (Kawamoto 

et al, Arthritis Res Ther 2011, in press)。 

(2) マスト細胞の活性化におけるオー

トファジーの役割 

野生型マウス骨髄より誘導したマスト細胞

を用いて検討したところ、LC3-II が強く誘導

されている事、および LC3 が細胞質内で dot

を形成していることが明らかとなった（図

1A）。Atg7flox/flox:Mx マウスの腹腔に poly 

I:C を注射することにより、骨髄細胞から

Atg7 を欠損させ、マスト細胞を誘導して解析

したところ、マスト細胞の分化誘導には障害

が認められなかった。しかし、電顕を用いた

解析から非飢餓状態では典型的なオートフ

ァゴソームは認められないにもかかわらず

（図 1B）、マスト細胞の細胞質内に LC3 が顆

粒状に分布していたことから、細胞質内の顆

粒に LC3-II が局在している可能性が示され

た。

そこで IgE 受容体の架橋による脱顆粒を

-hexaminidase やヒスタミンの細胞外への

放出を指標に検討したところ、野生型マウス

に比較して Atg7 欠損マスト細胞で脱顆粒が

有意に低下していることが明らかとなった。

さらにマスト細胞の脱顆粒に伴い secretory 

lysosome マーカーである CD63 やオートファ

ゴソーム膜上に存在すると考えられる

LC3-II も細胞外に放出されるた。一方 Atg7

欠損マスト細胞は IgE 刺激に伴う IL-6 など

の炎症性サイトカインの産生や、MAP キナー

ゼ系のリン酸化には障害が認められなかっ

た。さらに骨髄から誘導した野生型および

Atg7欠損マスト細胞をマスト細胞欠損（W/WV）

マウスの耳介に移入し、マスト細胞の再構築

を行った。このマウスを用いて PCA 反応を行

ったところ、Atg7 欠損マスト細胞では顕著な

PCA 反応の現弱が認められた。以上よりマス

ト細胞では恒常的にオートファジーが誘導



 

されていること、抗原刺激によるマスト細胞

の脱顆粒にはオートファジーが重要な役割

を果たしていることが明らかとなった 

(Ushio et al, J Allergy Clin Immunol 2011, in 

press; Nakano et al, Autophagy 2011, in press)。 
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