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研究成果の概要（和文）：本研究ではHL-60由来好中球を用いてNETs形成に対する酸化LDLの影響を調べた。PMA
刺激により誘導されるHL-60由来好中球のNETs形成は酸化LDLにより促進され、細胞外へのDNAおよびMPOの放出が
顕著に増加した。これら変化は未変性LDLでは見られなかった。またNETs形成後の培養上清は血管内皮細胞を伸
長させ炎症応答を増加させた。以上の結果から酸化LDLは好中球のNETs形成を促進することで血管傷害を増悪さ
せる働きをもつことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) on 
neutrophil extracellular trap (NET) formation using HL-60-derived neutrophils. OxLDL, but not native
 LDL, enhanced PMA-induced NET formation with enhanced release of myeloperoxidase into the culture 
media, leading to elongation of human aortic endothelial cells and increased inflammatory responses.
 These data suggest that oxLDL may play important roles in exacerbating endothelial functions 
through accelerating NET formation. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血中コレステロールの中でも超悪玉として知られる酸化LDLは、血管内での脂質蓄積や血管炎症を引き起こす危
険因子であることが知られている。血液中の白血球の多くを占める好中球は生体防御において重要な働きをする
が、過度に活性化すると組織傷害を引き起こす。本研究は好中球の活性化に対する酸化LDLの影響について調べ
た。酸化LDLは好中球の活性化を促進して血管内皮細胞の炎症応答を増悪させることが示唆され、動脈硬化およ
び血管炎症が進行する際の新しいメカニズムが存在する可能性が考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
循環血中における低比重リポタンパク質（low-density lipoprotein: LDL）の量的な増加は、動
脈硬化性疾患のリスクを上昇させる独立した危険因子である。したがって血中 LDLを低下させ
るための薬物治療は心血管疾患の発症リスクを減少させる方法として確立している。しかし血
中 LDL を低下させるだけでは動脈硬化発症のリスクを部分的にしか抑えられないことが課題
となっている。この“残余リスク”を改善することが、循環器系疾患に対する新たな取り組み
として重要視されている。 
生体成分の分析技術が大幅に向上したことにより、循環血中には酸化や小型化といった変化
を生じた LDLが存在することが明らかとなり、循環器系疾患を制御するための重要なターゲッ
トとしても認識されつつある。当研究室では酸化 LDLが動脈硬化病変だけでなく、循環血中に
も存在することを示してきた。その存在量は血漿中 LDL 画分のうち 0.1%未満とごく僅かでは
あるものの、冠動脈疾患患者の血漿では数倍上昇すること、また動脈硬化モデルマウスでは動
脈硬化病変形成の進行前の発症初期に血中酸化 LDLが上昇することを示し、酸化 LDLが動脈
硬化症の発症に寄与する危険因子として注目してきた。 
動脈硬化病巣の形成過程における酸化 LDLの生理的役割については、これまで主にマクロフ
ァージや血管内皮に対する働きについて国内外でさかんに検討されてきた。酸化 LDLはマクロ
ファージに際限なく取り込まれるため、血管内での脂質蓄積を引き起こす。また酸化 LDLは血
管内皮細胞などに作用すると炎症を誘発し、血管傷害を生じる。これらと比較して、好中球に
対する酸化 LDLの働きについてはあまり解析が進んでいない。好中球は血中の白血球の多くを
占めており、感染初期の免疫応答など自然免疫において重要な役割を担うが、リポタンパク質
による影響についての報告は極めて少なく、特に酸化 LDLが好中球に作用するとどのような反
応を示すのかについてはよくわかっていない。 
免疫反応の応答初期を担う好中球は、好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps: 

NETs）を起こすことが 2004年に報告された。NETsは好中球による新しい細胞死としてネトー
シス（NETosis）とも呼ばれる。NETs は細胞外に自身の DNA を網状に放出して細菌などを絡
めとり殺菌する働きで、免疫応答の一つとして報告された。しかし非感染時でも生体内で NETs
が生じていることが次第に明らかとなり、過剰な NETs 形成が組織傷害を起こす側面が次第に
注目され、自己免疫疾患やがん、アルツハイマーなど多様な疾患に関わることが明らかとなっ
た。NETs は動脈硬化や血栓といった循環器系疾患でも見いだされており、血管の炎症・傷害
の発生に深く関わることが強く示唆されている。しかしその具体的なメカニズムはいまだ解明
されておらず不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 好中球 NETsと酸化 LDLは、それぞれ血管炎症惹起性を有することが知られているが、両者
の相互関係についてはいまだ検討されていない。酸化 LDLは LDLが生体内酸化ストレスによ
り酸化変性を受けて生成すると考えられている。また酸化 LDLは内因性異物としてスカベンジ
ャー受容体などに認識されることから、酸化 LDLが好中球に内因性異物として認識される可能
性があることが推測され、好中球 NETs形成と酸化 LDL生成が協同的に作用して動脈硬化など
の疾患に関与することが示唆された。 
 本研究は、酸化変性リポタンパク質が有する炎症惹起性と好中球 NETs 形成による組織炎症
との相互関係に着目し、好中球 NETs 形成に対する酸化変性リポタンパク質の役割を明らかに
する。そして動脈硬化病巣の形成過程で生じている血管内皮細胞での炎症反応や障害性に影響
する可能性について明らかにすることを目的とする（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．好中球 NETs形成における酸化 LDLの役割と血管炎症への寄与 
 
 
 



 
３．研究の方法 
 本研究は昭和大学薬学部倫理委員会の承認を受けて以下の手順で実施した。 
（１） ヒト LDLの分画と酸化 LDLの調製 

健常ヒト血漿からLDLを超遠心法により分画した。LDL濃度を0.2 mg/mLとして5 μM
硫酸銅と混合し、37℃で 3 hインキュベーションして酸化 LDLを調製した。 

 
（２） HL-60細胞を用いた NETs形成と酸化 LDLの影響（図２） 
① HL-60由来好中球の作成と刺激：HL-60細胞を 2 μM all-trans retinoic acid（AtRA）で 4
日間処理し、好中球様細胞に分化誘導して HL-60 由来好中球とした。50 nM phorbol 
12-myristate 13-acetate（PMA）で 30 min刺激して NETsを誘導した後、さらに 20 μg/mL
の LDLまたは酸化 LDLで 2 h刺激した。 
② NETs形成の定量解析と蛍光顕微鏡による観察：HL-60由来好中球を刺激した後、培地
中に放出された NETs 由来 DNA を Micrococcal Nucrease で部分切断した後、SYTOX 
Green で染色して蛍光プレートリーダーで定量解析した。またチャンバースライド内
でHL-60由来好中球を刺激してNETsを形成させ、細胞外に放出されたDNAを SYTOX 
Greenで染色して蛍光顕微鏡を用いて観察した。 
③ ヒストンシトルリン化の解析：HL-60 由来好中球を刺激した後、細胞抽出液を用いて

Western blotにより解析した。また免疫染色を行い蛍光顕微鏡により NETs構造ととも
に観察した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．HL-60由来好中球の NETs誘導とヒト大動脈血管内皮細胞の刺激 
 
 
（３） NETs放出物によるヒト大動脈血管内皮細胞（human aortic endothelial cells: HAECs）の
応答（図２）：HL-60 由来好中球から放出された NETs 構成成分による影響を調べるた
めに、HL-60由来好中球を刺激した後の培地を回収し、HAECsの培地に加えて 24 hイ
ンキュベーションした（図２）。HAECs に発現する細胞間接着分子である VE-cadherin
を染色し蛍光顕微鏡で観察した。また HAECsの細胞抽出物を用いてWestern blotを行
い、タンパク質の発現変動を解析した。 

 
 
４．研究成果 
（１） HL-60由来好中球の NETs形成に対する酸化 LDLの影響 
① HL-60由来好中球を PMA刺激することにより NETs形成が引き起こされ、培地中への

DNA放出と細胞外網状 DNAの形成が確認された。蛍光顕微鏡による NETs構造の観
察から、SYTOX Green染色された網状 DNAとシトルリン化ヒストンが共局在したこ
とから、NETs が進行したことによる結果であることを確認した。一方、未変性 LDL
または酸化 LDL単独でHL-60由来好中球を刺激したときにはNETs形成は確認されず、
ヒストンシトルリン化も検出されなかった。このことから未変性 LDLおよび酸化 LDL
には、ヒストンシトルリン化を介した NETs形成を引き起こさないことがわかった。 
② PMA刺激後の HL-60由来好中球をさらに酸化 LDLで刺激したとき、細胞外への DNA
放出と NETs構造の形成が顕著に促進された。また培地中へのMPO放出も明確に観察
された。培地成分について Native-PAGEを行うと、LDL中の主要なタンパク質成分で
ある apolipoprotein B-100と同じ分子量でMPOが検出された。このことから、PMA刺
激で誘導され酸化 LDL により促進された NETs 形成において、細胞外に放出された
MPOは酸化 LDLと相互作用することが示された。これら酸化 LDLによる効果は未変
性 LDL では確認されなかったことから、LDL の酸化変性が持つ性質により引き起こ
されることが分かった。 



 
（２） NETs放出物による HAECsの応答 
① HL-60由来好中球のNETs形成後の培地中にはNETsにより細胞外へ放出された成分が
含まれる。HL-60由来好中球が NETsを形成したときの培養上清を HAECsに作用させ
ると、VE-cadherin染色が低下し、HAECsの形態が伸長して真円度が有意に低下した。
これら HAECs での変化は、HL-60 由来好中球を PMA で刺激後さらに未変性 LDL ま
たは酸化 LDLで刺激したときの培養上清でさらに顕著となった。 
② HAECsでのMMP-1発現をWestern blotで解析した結果、①の結果と対応して、MMP-1
の発現誘導が引き起こされた。 
③ HL-60 由来好中球を PMAで刺激せず NETsを形成しないとき、未変性 LDLまたは酸
化 LDL単独で刺激した後の培養上清を HAECsに作用させても、HAECsの形態変化と
MMP-1発現誘導は引き起こされなかった。以上の結果から、HL-60由来好中球の NETs
形成による HAECs の伸長と炎症応答は、リポタンパク質存在下で促進されることが
明らかとなった。 

 
（３） 本研究から、酸化 LDLは好中球NETs形成を促進する働きをもつこと、また好中球NETs
形成が引き起こす HAECsの炎症応答が LDLおよび酸化 LDLにより増悪することが示
された。以上の結果から酸化 LDLは好中球 NETs形成を介して血管炎症を促進する作
用を有する可能性が強く示唆された。動脈硬化や血管炎症の新たな発症機構の解明に
繋がることが期待される。今後、NETs由来成分によるリポタンパク質変性の可能性の
解明とその分子レベルでの解析、好中球 NETs形成のどの過程で酸化 LDLが作用し細
胞外への DNA放出を促進するか、また HAECsに対する炎症誘導作用に関わる分子を
詳細に解析する必要がある。 
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