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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肝炎（AIH）と原発性胆汁性肝硬変（PBC）において、NETs、EETsという新
たな自然免疫に関与する概念と病態との関連を明らかとすることを目的とした。PBCではEETsは確認できなかっ
たが、AIH患者の肝臓においてNETsの存在が初めて明らかとなり、AIH患者血清中に存在する抗好中球細胞質抗体
（ANCA）がNETsを誘導することが示唆された。また、NETsの血清マーカーであるcfDNAと抗体産生に関与する
BAFFとの相関も得られ、AIHの免疫病態にNETsが関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the relationship between NETs and 
EETs, new innate immunity concepts and pathologies in autoimmune hepatitis (AIH) and primary biliary
 cholangitis (PBC). Although EETs could not be confirmed in PBC, the presence of NETs was first 
revealed in the liver of AIH patients. In addition, it was suggested that ANCA present in AIH 
patient serum induces NETs in vitro. The correlation between serum marker cfDNA and BAFF involved in
 antibody production was also obtained, suggesting that NETs are related to AIH immunopathology.

研究分野：消化器病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、他の自己免疫性疾患においてはNeutrophil Extracellular Traps (NETs)と病態との関連が報告され
ている。自己免疫性肝疾患である自己免疫性肝炎（AIH）においては、抗好中球細胞質抗体（ANCA）を含む種々
の自己抗体の出現、抗体産生に関与するBAFF濃度の増加、発症早期に好中球の浸潤が観察されるが、NETsの存在
や意義は不明であった。今回、AIH患者の肝臓におけるNETsの存在とAIH患者血清中に存在するANCAがNETsを誘導
することが明らかとなったことから、AIHの免疫病態の解明に繋がる成果と考えられる。　



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs)は活性化した好中球が自らの二重鎖DNA（dsDNA）に
ミエロペキシダーゼ（MPO）やエラスターゼなどの抗菌蛋白を絡ませた網状の構造物を細胞外に
放出し、病原微生物からの生体を守る防御機構である。近年、NETsが様々な自己免疫疾患の病態
に関与することが注日され、生体内で過剰なNETs産生や制御されないNETsが存続すると、自己抗
体の産生や臓器障害に関与することが示されている。一方、好中球のみならず好酸球においても
EETsと呼ばれる現象が報告されている。その構成成分はミトコンドリア由来DNAとMBP（major 
basic protein）、ECP（eosinophil cationic protein)、EPOなどの好酸球顆粒蛋白である。何
らかの機序で好酸球が活性化するとETTsが形成され、NETsと同様に臓器障害に関与するとされる。 
 
２．研究の目的 

自己免疫性肝疾患である自己免疫性肝炎（AIH）と原発性胆汁性肝硬変（PBC）において、NETs、
EETs という新たな自然免疫に関与する概念と自己免疫性肝疾患の病態との関連を明らかとす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）AIH と PBC における NETs、EETs の存在の確認 

① 生検肝組織のおけるNETs、EETsの同定 
Shiogamaらが報告（Acta Histochem Cytochem 2016）したホルマリン固定パラフィン切片を

用いて好中球細胞質成分のラクトフェリン免疫染色とssDNA免疫染色を行い、肝組織内での網目
状構造（NETs）の存在を確認する。 

PBCのEETsが確認できなかったため、以後、AIHにおけるNETsに焦点を絞って研究を進めた。 
② circulating free DNA (cfDNA)とDNase1活性の測定 
NETsの確認法として報告されている血液中のcirculating free DNA (Margraf S, et al. 

Schock 2008)とNETs分解に関与するDNase1活性（Frese S, Nat Rev Immunol 2011）をAIH患者血
清を用いて既報に準じて測定する。 
 
（２）NETs陽性例のBAFFおよび血清サイトカインアッセイ 
 肝組織およびcfDNA測定を行ったAIH患者血清中のBAFF測定（ELISA法）および各種サイトカイ
ンアッセイ（Bio-Plex Proサイトカインアッセイキット）を行う。NETs陽性との関連、cfDNAと
の相関を検討する。 
 
（３）AIHにおける ANCA 対応抗原の同定 

健常人好中球あるいは HL60 細胞を用いて、Cell fraction kits (Bio Vision)にて細胞質成
分を抽出する。上記にて抽出した蛋白を二次元電気泳動で分離後、polyvinylidene difluoride 
(PVDF)膜に転写し、蛍光抗体法 ANCA 陽性の AIH 患者血清（1 次抗体）とビオチン標識抗ヒト
IgG抗体（2次抗体）を用いて Western blotting を施行する。疾患群のみ陽性の蛋白スポット
と同じ分子量、等電点を示すスポットを別途に抽出蛋白を二次元電気泳動で分離したゲルより
切り出しアミノ酸解析を行う。併せて好中球細胞質抗原 FtsZ 蛋白も用いて Western blotting
を施行する。また、既知の ANCA抗原を用いた ELISA 法にて検討する。 
 
（４）ANCAによるNETsの誘導 
 NETsの確認は SYTOX green 染色（5 M、Lifetechnology.com）を用いて行う。健常人から好
中球を末梢血から分離し、培養プレートに 1.0×106 cells/well で分注しする。ANCA 陽性 AIH
患者血清から IgG分画を抽出し、wellに添加し NETs 誘導を蛍光顕微鏡下に確認する。 
 
（５）CpG DNAを用いた実験動物での検討 

CpG DNAを用いて ANCA 対応抗原蛋白に対する自己抗体を産生するマウスの作成を行う。既報
（Abe K, Ohira H, et al. Fukushima J Med Sci 2007）に準じて 8週齢の B57BK/6NCrj マウス
に 50 g の CpGDNA(5’-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’)をアジュバンドとして、抗原蛋白
50 g と共に 3回尾根部へ皮下投与する。28日後に ALT 測定を肝組織の観察を行う。 

 
４．研究成果 
（１）AIHにおける NETs の存在 
① 自己免疫性肝炎（AIH）患者生検肝組織における NETs の存在の確認を Shiogama らが報告に
従いホルマリン固定パラフィン切片を用いて好中球細胞質成分のラクトフェリン免疫染色と
ssDNA 免疫染色を行い、肝組織内での網目状構造（NETs）の存在を確認した（図 1）。35 例の AIH
組織のうち、9例において NETsが確認された。 
② 血液中の NETs の確認法である circulating free DNA (cfDNA)を 30 例の AIH 患者血清で検
討すると、図１に示す様に AIH（468.3+/-175.3 ng/ml）と C型慢性肝炎（CHC、30例 318.6+/-83.8 
ng/ml）、健常人（Control、30 例 355.0+/-53.9 ng/ml）と有意に AIH で高値であり NETsの存在
が裏付けされた。しかし、肝組織における NETsの陽性・陰性との明らかな関連は認められなか
った。DNase1 活性の測定は安定せず有意な結果は得られなかった。 
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  図 1 肝組織における NETs 染色            図 2 cfDNA 
 
（２）NETs陽性例のBAFFおよび血清サイトカインアッセイ 
生検肝組織にてNETsの存在を確認している 35例の AIH患者血清中の各種サイトカイン（IFN、

IL-2、IL-4、IL-5、 IL-10、IL-12、IL-13、GM-CSF、IFNγ、TNFα）を Bio-Plex Proサイトカ
インアッセイキットを用いて測定した。感度以上となり評価できたサイトカインは IL-10、IFN
γ、TNFαのサイトカインであり、それぞれ NETs 陽性、陰性で比較すると、IL-10（5.58.9、
4.5+/-5.0 g/ml）、IFNγ（1.1+/-0.9、0.60.4 g/ml）、TNFα（16.8+/-11.4、16.26.3 g/ml）
と両群間に明らかな有意差は認めなかった。また、血液中の NETs の確認法である cfDNA を測定
した45例のAIH患者血清とこれらサイトカインの関連をみてみると、IL-10（r=0.211、p=0.1641）、
IFNγ（r=-0.02025、p=0.895）、TNFα（r=0.2243、p=0.1386）と有意差な相関は認めなかった。
同様に BAFFとの相関を検討したところ、図 2 の様に r=0.3009、p=0.0472と有意な正の相関が
認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              図 3 cfDNAと BAFF の相関 
 
（３）AIHにおける ANCA 対応抗原の同定 
AIH における対応抗原の同定においては、好中球細胞質抗原ならびに HL60 細胞抗原蛋白を用

いた検討においても、有意な蛋白陽性スポットが検出されなかった。そこで ANCA panel kit
を用いて 46 検体について測定を行った。陽性の検体は PR３、MPO、BPI、Elastase、Cathepsin 
G、Lysozome、Lactoferin がそれぞれ、26検体（56.5％）、8 検体（17.4％）、19検体（41.3％）、
23 検体（50.0％）、19 検体（41.3％）、32検体（69.6％）、5検体（10.9％）で陽性所見が得ら
れた。なお、好中球細胞質抗原 FtsZ蛋白を用いた検討においても、蛋白陽性スポットが検出さ
れたが、AIH に特異性は認めなかった。 
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（４）ANCAによるNETsの誘導 
健常人末梢血（10 ml）から好中球を分離・培養し、ANCA 抗体（ラクトフェリン）陽性患者

血清から抽出した IgG 分画を各 well に添加し NETs 誘導を実施した。コントロールとして健常
人の好中球を TNFα（20 ng/ml）および PMA刺激（25nM）にて NETsが形成（SYTOX 5M で蛍光
染色し蛍光顕微鏡下に観察）されることを確認している（図 4a）。当初の検討で好中球の接着
が不十分であったたため、培養類洞内皮細胞と好中球（1×106/well）を共培養し、AIH 患者血
清から分離した IgG分画（0.5mg/500l）を 3時間添加し,無水エタノールで固定後に蛍光顕微
鏡下に観察し NETs 形成されることを確認した（図 4b）。一方、コントロールの ANCA陰性血清
では NETs形成が認めらなかったことから、AIH患者血清に存在する ANCAが NETs 形成に関与す
ることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            図 4a 陽性コントロール       図 4b AIH血清（IgG分画） 
 
（５）CpG DNAを用いた実験動物での検討 

CpGDNA を用いた実験動物の検討では、AIH患者血清で確認された ANCAの中で、対応抗原とし
てラクトフェリンを用いて、8週齢の B57BK/6NCrj マウスに 50 g の CpGDNA(5’-TCC ATG ACG 
TTC CTG ATG CT-3’)をアジュバンドとして、ラクトフェリン蛋白 50 g と共に 3 回（day0、
10、20）尾根部へ皮下投与し、28 日目で採血と肝臓を摘出した。血清 ALT 値はコントロール、
CpG単独投与、ラクトフェリン単独投与、CpG+ラクトフェリン投与で、それぞれ 42+/-6.3 U/l、
40+/-6.3 U/l、87+/-67.7 U/l と CpG+ラクトフェリン投与において他の群に比し有意（p=0.0317）
に高値であった。HE染色においても CpG+ラクトフェリン投与では肝内炎症が確認された。 

 

これまでの成果から AIH患者の肝臓において NETs の存在が初めて明らかとなり、AIH患者血
清中に存在する ANCA が NETs を誘導することが示唆された。今後、AIH の病態との関連をさら
に検討する価値がある。 
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