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研究成果の概要（和文）：顕微鏡的多発血管炎(Microscopic Polyangiitis, MPA)は，小血管を障害する壊死性
血管炎で，肺胞出血，重度の腎不全，多発性単神経炎などの重篤な臓器障害を合併する自己免疫疾患である．
MPAは難治性で再発性であるため，病態解明と新たな治療法の開発が望まれている．我々は，新しいC. albicans
 由来分画を用いてマウスにヒトMPAを模した小血管炎を再現する方法を確立した．PI3Kγ欠損好中球ではNETs形
成が有意に抑制され，この誘発法をPI3Kγ欠損マウスに適応したところ，MPA様小血管炎の発症は有意に抑制さ
れた．

研究成果の概要（英文）：Microscopic polyangiitis (MPA) is a form of small vessel vasculitis (SVV) 
primarily affecting arterioles, capillaries and venules. Aberrant neutrophil extracellular traps 
(NETs) play a role in MPA induction but a lack of suitable mouse models has precluded elucidation of
 the mechanism. We have developed a new mouse model of MPA based on administration of a novel fungal
 immunostimulant, termed CANDE. CANDE induced NET formation both in vitro and in vivo. CANDE-treated
 mice displayed disease closely recapitulating human MPA, with anti-neutrophil cytoplasmic 
autoantibodies (ANCAs) in serum; necrotizing SVV in the lung; and necrotizing glomerulonephritis 
with crescent formation. Using this MPA model, we demonstrate that loss of phosphoinositide-3-kinase
 p110g; inhibits NET formation in vitro and in vivo, decreases serum ANCA levels, and alleviates 
organ damage.

研究分野： 脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 

 好中球細胞外トラップ（NETs）は、ク

ロマチン構造にタンパク質が混在する構造

物で、形質膜の破裂とともに細胞外に形成

され、微生物と結合し、効果的な殺菌に寄

与している。NETs の形成には、活性酸素

を生成する NOX 活性が必要であることが

最近報告されている。NOX 活性は、イノ

シトールリン脂質による NOX 構成分子群

のアセンブリー制御により調節されている。 

一方、顕微鏡的多発血管炎（MPA）は、

小型血管に激しい好中球浸潤を伴う難治性

の自己免疫疾患で、病因や病態の多くは未

解明である。最近、異常な NETs の形成が

抗好中球細胞質抗体 （ANCA）産生と MPA

の発症に関わることが示唆されている。従

来の血管炎動物モデルには、特定の近交系

で特定の遺伝子変異を有するマウス、

Candida albicans 水溶性抽出物 (CAWS) 

誘発モデルやアルブミン誘発モデルなどが

知られている。しかし、いずれのモデルで

も血管炎病型がヒトの MPA とは異なり、

MPA の病因や病態解明のためにはヒト

MPA を再現できる動物モデルの確立が待

たれていた。 

 

２．研究の目的 

 申請者は予備的検討で、従来法の CAWS

腹腔内投与に低用量の Lipopolysaccharide 

(LPS) を併用することにより C57BL/6 野生

型マウスに高力価の ANCA 陽性、肺胞出血

を伴う肺毛細血管炎、糸球体腎炎を認め、

病型がヒト MPA に非常に近似した小型血

管炎を誘導できることを初めて見出してい

た。本萌芽研究で、MPA 誘発プロトコール

を詳細に検討し、至適条件を決定する。さ

らにこの方法を、申請者が独自に作製・解

析したイノシトールリン脂質代謝酵素

PIK3CG （p110γ）欠損マウスなどに適用

し、血管炎とイノシトールリン脂質代謝の

連関を明らかにする。以上により、この独

自の誘発型 MPA モデルを洗練化し、確立

するとともに有用性を示し、病態関連新規

知見を得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

MPA 誘発物質の調製 

 顕微鏡的多発血管炎（MPA）を簡便に誘

発できる C. albicans 由来物質（のちに

CANDE と名付けた）を調製する。菌株、

培養条件（培地、温度、培養時間）の最適

化を行う。 

投与プロトコールの確立 

 マウスの性別、週齢、CANDE、LPS 投与

量、回数、期間を含むプロトコールを詳細

に検討し 

 生物活性評価法 

 間接蛍光抗体法による好中球細胞外トラ

ップ誘発率、抗好中球細胞質抗体（ANCA）

力価の測定、ルミノールを用いた経時的活

性酸素種定量解析、末梢血好中球数測定、

サイトカインレベルの測定、肺毛細血管炎、

糸球体腎炎の組織化学的解析。 

 

４．研究成果 

（1）我々の新製法による C. albicans 由来分

画は，in vitro で NET inducer として知られて

いる lipopolysaccharide と同等の NETs 誘発率

を認めた．これは従来の C. albicans 由来分画 

(アルカリ抽出法)よりも有意に高率だった。

この新しい C. albicans 由来分画はマウス皮

下組織に過剰な NETs 形成を誘発した．この

C. albicans 由来分画の 6 週間の反復投与によ

り野生型マウスは検尿異常（尿タンパク陽性，

尿潜血陽性），ANCA 抗体価の上昇，肺の壊

死性小血管炎，肺胞出血，細胞性半月体を伴

う分節性壊死性糸球体腎炎を来たし，低頻度

ながら末梢神経炎を合併した。これらの所見

はヒトの MPA に非常に類似するため，この

方法を用いることにより，マウスに MPA を

模した小血管炎を再現できることが明らか



になった。この MPA マウスモデルでは，生

体内で NETs の誘発から疾患発症までを観察

できることから，MPA の病態解明と新たな治

療法の有効性の評価に有用と思われる。 

（2）Phosphoinositide 3 kinase gamma (PI3Kγ)

は PI(3,4,5)P3 産生酵素の 1 つで好中球の

ROS 産生や遊走に必須である。PI3Kγ欠損マ

ウス由来好中球では，in vitro および in vivo 

で NETs 形成が有意に抑制された。PI3Kγ欠

損マウスに前述の方法で MPA 様小血管炎を

誘発した結果，検尿異常，ANCA 抗体価，肺

および腎の MPA 関連病変の重症度は軽減さ

れた。以上から，PI3Kγは MPA 治療におい

て有望な標的分子となり得ることが示唆さ

れた。 
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