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研究成果の概要（和文）：好中球細胞外トラップ（NETs）は、抗菌作用の他に組織傷害や敗血症、血栓症、がん
の転移、動脈硬化など多彩な作用を示す。我々はヘミンのNET作用について検討し、短時間でNETを誘導するこ
と、酸化ストレスの存在により増強されることを見出した。さらにdeferasirox、アセテートがNETを抑制するこ
とも確認した。またNET形成の必要条件である好中球の活性化を、空胞形成を指標として自動血球係数装置で定
量観察可能であることを見出した。臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil extracellular traps are related to tissue damage, sepsis, 
thrombosis, cancer metastasis, and arteriosclerosis in addition to 
antibacterial activity. We have studied the effect of hemin on NET producing effects. Hemin induced 
NETs in a short period, and that was enhanced by the presence of oxidative stress.  Deferasirox and 
acetate inhibited NET formation.  Neutrophil activation, prerequisite for NET, was quantitatively 
detectable by using automated hematology analyzer.  These results help the understanding of NET 
biology and provide a possible clinical detection method.

研究分野： 血液病学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 好中球細胞外トラップ現象（NET）は、強
力な抗菌作用を示す他に、組織傷害や敗血症、
血栓症、がんの転移、動脈硬化など多彩な作
用を示す。このような現象を増悪させる因子
を明らかにすること、より簡便に検出し臨床
に応用することは極めて重要である。 
	 これまでに NET 形成促進因子として、
PMAが in vitro研究では多用され、そのほか
エンドトキシン、TNFα、免疫複合体など様々
なものが利用され、我々も含め複数のグルー
プからヘムタンパク（ヘミン）が好中球を活
性化させる可能性が示されている。またわれ
われは、ヘミンが PMA より、より短時間で
NET を誘導することをすでに報告した
（Transfusion, 2014）。	  
	 生体内での NET 現象検出は、放出された
DNA、あるいは DNA-ミエロペロキシダーゼ
複合体、などを測定する方法が時に応用され
ているが、より簡便な方法の確立が臨床的に
は重要であると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 
2-1	 微小な溶血は、敗血症をはじめとした重
症病態の進展に寄与すると報告されている。 
そこでヘミンによる好中球活性化が、NET形
成を引き起こすか否か、その特徴、増強因子、
抑制因子、などについて明らかにすることを
目的とした。 
 
2-2	 同時に臨床的にも応用可能な、簡便な検
出法の確立をめざすことを目的とした。 
 
なお。いずれの研究も姫路獨協大学生命倫理
委員会にて承認されている。 
 
３．研究の方法 
 
3-1	 In vito での NET 形成は、主に Syox 
Green を用いた蛍光顕微鏡、あるいは共焦点
レーザー顕微鏡、による形態観察、および遊
離核酸を定量する方法でおこなった。 
 
3-2	 一般臨床で頻繁に利用されている血球
計数装置、あるいはフローサイトメトリーに
よる検出から可能性を推察し、さらに血球計
数機でも反映させることの可能性について検
討した。 
	  
	
４．研究成果	
	
4-1	 ヘミンが短時間で NET を形成させるこ
とはすでに報告した（Transfusion	2014）。こ
の研究期間では NET を抑制する因子について
検討した。	
	 鉄キレート剤 deferasirox は、desferralと
異なり好中球活性酸素種（ROS）産生を抑制す

ることをすでに報告した（J Clin Med Res, 
2013）。そこで本剤がNETを抑制するかどう
かを検討したところ、形態的にも、また放出
DNA 定量においても抑制作用が確認され報
告した（雑誌論文④）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 なお deferasiroxによる抑制は、マウス肺障
害モデルを用いた in vivo検討でも確認でき、
投稿準備中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 一方、ヘミンによる NET 形成を増強させ
る因子について検討し、少量の過酸化水素の
存在が増強因子であることを認め、雑誌論文
③として報告した。 
 
	 さらに短鎖脂肪酸であるアセテートの免疫
抑制作用に着目し、アセテートが NET 形成
を抑制するか否かを検討した。腸管内濃度の
アセテートは、マイルドに NET 形成を抑制
し、炎症性長症候群での治療メカニズムの 
一つの要因であろうと推測された（雑誌論文
①）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 
4-2	 臨床的に応用可能な簡便検出法につき、
主にフローサイトメトリー法の応用を試みた。 
	 当初 NET を放出した好中球を検出するこ
とを試みたが、非特異的反応が強く、定量化
に応用することは不可能であった。 
	 そこで、NET 形成の必要条件である ROS
産生を簡便に計測する方法の確立を目指した。
ROS産生を直接検出するには、特殊な試薬の
使用が必要であり、われわれは ROS産生時に
随伴して発生しる空胞形成を指標とする可能
性について検討した。 
	 空胞形成細胞はフローサイトメメーターの
SCC 増強として検出できることを見出した
ので、さらに自動血球計数装置への応用をこ
ころみた。シスメックス社の血球計数装置を
用いて検討したところ、好酸球領域に出現す
ることが判明し、今後臨床的にも応用可能な
プログラム作成をこころみたい（投稿中）。 
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