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研究成果の概要（和文）：リウマチ関節炎（RA）などのアレルギーの発症機構を解明するために、HRFに対する抗体を
作成し、RAモデルマウスに投与後、発症を抑制した。HRFとRA及びアレルギーとの関連は未だ不明である。HRFとアレル
ギーとの関連を調べるために、RAマウスとアトピー性皮膚炎（AD)マウスの作成をした。RAやADマウスは炎症部にリン
パ球やマクロファージ、マスト細胞の浸潤が見られた。これらの動物でのIgE、ヒスタミンの産生量は増加した。マウ
スでのHRFの発現を調べるため、HRF抗体の性質を解析した。これらの結果はアレルギー疾患でのIgE、ヒスタミンを介
するHRFとの関連を調べる材料となり得る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We made an antibody against HRF to elucidate mechanism for allergic diseases such 
as a rheumatic arthritis (RA) and controlled the development after the injection of antibody to RA model m
ice. It is still unclear the correlation with between HRF and RA. To study the association between HRF and
 allergy, we tried to make RA mouse and atopic dermatitis (AD) mouse. In RA and AD model mice, cellular in
filtrations were found as lymphocytes and macrophages and mast cells in the inflammatory region. In these 
animals IgE and histamine productions decreased. We analyzed the property of the HRF antibody to examine t
he expression of HRF with the model mice. These results showed the possibility that it could become the ma
terials which examined the correlation between the allergic disease with HRF.
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１．研究開始当初の背景 

近年 RA の病態形成に関する研究報告は数

多くされているが発症原因や機構は未解明な

ままである。我々は RA が IL-1 などの炎症性

サイトカインの発現亢進などの免疫異常

(Horai; J.Clinical.Inv)により発生することや、

さらに血管内の細胞や因子が関節滑膜へ滲出

し、腫れと痛みを引き起こすこと、更には破

骨細胞と骨芽細胞とのバランスの異常による

骨破壊を伴う疾患であることを報告した。骨

破壊は RANKL(破骨細胞誘導因子)により破

骨前駆細胞を破骨細胞へと分化させる。一方、

INF-は破骨細胞の分化を抑制するが、この機

構の異常が骨破壊を起こすと報告されている

（Takayanagi; Nature）。この疾患の治療には抗

TNF抗体薬が使用されているが、完全な治療

法には至っていない。我々は HRF に対する抗

体を作成し、RA モデルマウスに投与したとこ

ろ、関節炎の発症を抑制する結果を得た。こ

の結果は RA の発症に HRF が関与すること、

さらに、この分子を標的とした治療の可能性

を示している。HRF は 1995 年に IgE 依存的に

好塩基球からヒスタミンを産生することが報

告され(MacDonald; Science)、炎症やアレルギ

ーに関与する分子として知られるようになっ

たが、詳細は不明のままである。この分子は

TCTP(Translationally control Tumor Protein)とも

呼ばれ、リンパ球の分化段階でのアポトーシ

スの阻害に関与する報告もある。この分子に

ついて我々は HRF がダイオキシンにより発

現誘導され、子宮内膜症に発現が高いことを

報告した(Oikawa; J. Pathol.)。しかし、RA にお

ける HRF の発現と疾患との関連についての

報告は全くない。また、HRF に関する生物学

的な機能やその機能に関わる分子についての

研究報告も散見するのみで、未解決のままで

ある。 

 

２．研究の目的 

関節リウマチ(RA)は世界人口の 1%を占め、

未だ完全な治療法が確立されていない。

また、ヒスタミン産生因子である HRF

（Histamine Releasing Factor）のアレルギー

疾患との関係も未だ明らかではない。と

ころが、我々は HRF に対する抗体を作成

し、RA モデルマウスに投与したところ、

関節炎の発症を抑制する結果を世界で初

めて得ることに成功した。この結果は

HRF が新たに RA の発症に関与すること

や、この分子を標的とした治療の可能性

を示している。このことから、本研究では

HRF の RA やアレルギー疾患での発症の

関与、診断マーカーとしての利用、治療法

の可能性について明らかにすることを目

的とする。 

３． 研究の方法 

(1) HRF とアレルギー疾患との関連を調

べるために、RA 及びアレルギー病態

（皮膚炎）モデルマウスの作成を行っ

た。 

これららのマウスの病態の解析を生

化学的、病理組織学的手法を用いて行

った。 

(2) 作成した抗 HRF 抗体に対する機能を

解析するめに、抗体の抗原との反応部

位、抗体のアイソタイプの解析を行っ

た。これらの抗体の使用方法について

検討を行った。 

４． 研究成果 

(1) モデルマウスの作成 

アレルギーモデル動物を作成するた

めに、Balb/c マウスに抗コラーゲン

カクテル抗体(CIA)を投与し、2 日後

に LPS で刺激後に関節の腫脹を確認

した。CIA で誘導した脚の関節を病理

組織標本で確認した。 
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さらに、組織中の浸潤した細胞の解析を

免疫染色法にて行った。コラーゲン抗体

を投与した群では T 細胞抗原に陽性のも

のやマクロファージ抗原に陽性細胞が多

く存在することを確認することが出来た。 

続いてアレルギーモデル動物としてアト

ピー性皮膚炎モデルの作成を試みた。

NC/Nga マウスにダニ抗原（Dｆ）を軟膏と

混ぜ、剃毛した背部に 1 週間 2 回、4 週

間塗布し、経過観察と、皮膚及び血液

のサンプリングを行った。 

 

 

Df を軟膏に混ぜて塗布したマウスの

背部は 2週目あたりから湿疹が観察さ

れた。4 週間目にマウスの皮膚を採取

し、ホルマリン固定後、薄切 HE 染色を

行って観察をすると、Df を処理した群

では皮膚の肥厚が確認された。また、

病理標本では DF を塗布した群では皮

膚への細胞浸潤が多く観察された。 

浸潤細胞について組織学的な解析を

行い、細胞の同定を行った。先ず、ギ

ムザ染色を行い組織浸潤細胞の核を

観察すると、Df を塗布した群では浸潤

した細胞の中に赤紫色に染色された

細胞が確認され、他の実験群より染色

された細胞数が多いことを確認した。 

さらに、浸潤細胞の分類を免疫組織学

的手法により解析した。T 細胞及びマ

クロファージ系細胞抗原で確認する

と DF で処置した群では他の群と比較

して DC3 陽性細胞と Iba1 陽性細胞が

多いことから浸潤細胞は T細胞とマク

ロファージであることが判明した。 

 

また、血清中の IgE 及び、ヒスタミン

  



の産生量を ELISA 法で測定し、炎症関連分

子の発現を確認した。IgE の産生は Df 塗布

した群で上昇し、経時的に産生が高くなっ

た。一方、ヒスタミンの産生は Df の塗布

群で産生が上昇したが、Df 処置後の初期に

上昇が見られた。 

これらのアレルギー疾患動物は炎症局所に

リンパ球及び、単球、肥満細胞の存在を確

認した。また、これらの動物での血液中に

は炎症メディエータのIgEやヒスタミンが

上昇することも確認した。 

 

(2)これらの因子の産生と HRF の関連を調

べるために作成した HRF 特異的抗体の機能

を調べ、抗体の抗原との反応部位、抗体の

アイソタイプの解析を行った。 

得られたモノクローナル抗体は 9 クローン

で、そのうち 3 クローンを ELISA による抗

原との反応性から選択した。さらに、抗体

の抗原認識部位を決定するために抗原断片

を作成して、それぞれの抗体クローンと抗

原断片との反応を確認した。その結果、2つ

のクローンで抗原反応部位が一致した。ま

た、残り 1 つのクローンと他の 2 つのクロ

ーンは抗体のアイソタイプが異なっていた。

以上の結果から、これらの抗体を組み合わ

せることで、HRF の ELISA に応用出来る可

能性が高まり、モデル動物での HRF の

発現を検出することが可能なことが予

想される。 
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