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研究成果の概要（和文）：neutrophil extracellular traps (NETs)の過剰産生は血管炎を含めた組織障害に関
与すると報告されている。本研究では、川崎病（KD)急性期においてNETosisが亢進しているかどうかを検討し
た。KD急性期のNET形成数は、KD回復期や健常児に比較して有意に増加していた。さらに、急性期に増加した
cell-free DNA (cfDNA)値とneutrophil elastase (NE)-DNA complex値は、回復期にかけて低下傾向を示した。
従って、KD急性期のNET形成は亢進しており、KD血管炎の病態にNETosisが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neutrophils contribute to the clearance of pathogens through the formation 
of neutrophil extracellular traps (NETs) in a process known as NETosis, but the excessive release of
 NETs has been reported to be involved in the pathogenesis of various diseases, including 
vasculitis, through inducing tissue injury. The aim of the present study was to investigate whether 
or not NETosis is enhanced in the acute phase of Kawasaki disease (KD). Spontaneous NET formation in
 vitro was observed in neutrophils isolated from KD patients, and the number of NET formations was 
significantly higher in acute KD than in convalescent KD and healthy children (HC). The increased 
levels of cell-free DNA (cfDNA) and neutrophil elastase (NE)-DNA complex in the acute phase of KD 
tended to decrease in the convalescent phase. Spontaneous NET formation was enhanced in neutrophils 
from patients with acute KD, suggesting the possible involvement of NETosis in the pathogenesis of 
KD vasculitis.

研究分野：川崎病、好中球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
KDではNETosisの制御機構が破綻することによってNETsの過剰な放出が起こり、血管炎の病態形成に深く関与す
ることが予想される。KDの病態におけるNETs形成の関与を検討し制御機構を解明することによって、原因の究
明・重症度判定・治療薬の新たな作用機序の解明に貢献することが可能であり、本研究の学術的な意義は大き
い。申請者らはKDにおける活性化好中球の研究に長年携わっており、世界に先駆けて、NETs形成の動態に関する
成果を発信することができると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは、川崎病（Kawasaki disease, KD）急性期において、末梢血好中球は増加するととも
に機能的にも活性化されて elastase 等を過剰に産生して血管炎の病態に深く関与していること
を報告してきた。近年、核内のクロマチンで構成される網目状の好中球細胞外トラップ
（neutrophil extracellular traps, NETs）放出を伴う NETosis という新たな細胞外殺菌機構
が報告され、敗血症・血栓症・自己免疫疾患等の病態への関与が注目を集めている。 
 
２．研究の目的 
本研究では「KD 血管炎の病態における NETosis の関与を検討し、その制御機構を解明する」こ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
KD 患児 37人と健常児 6人の末梢血好中球を抽出した後 in vitro における spontaneous NET 形
成を免疫染色学的に検討し、KD急性期と回復期および健常児と比較検討した。 
（１）免疫染色を実施して、NET 形成を蛍光顕微鏡で観察した。蛍光フィルタは DAPI・GFP・TRITC
の 3種類を用いた。染色された糸状もしくは網状の構造物で、Marge によってそれら全てが一致
した構造物を NETs と判断した。さらに、丸形カルチャーカバーガラスの全域を 682 視野おいて、
NETs を観察し得た視野数をカウントした。 
（２）培養上清中の cell-free DNA を定量リアルタイム PCR 法で測定した。 
（３）培養上清中の neutrophil elastase (NE)-DNA complexes を ELISA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
（１）KD 患児の好中球を in vitro において観察した場合、KD 急性期では NET 形成を認めたが、
KD 回復期や健常児ではほとんど認めなかった（図１）。 
 

 
図１ KD 急性期（A）回復期（B）および健常児の NET 形成 

 
KD 急性期の NET 形成数は、回復期や健常児に比較して有意に増加していた（図２（A））。さらに、
KD 急性期と回復期を測定しえた 11 例の検討でも、KD 急性期の NET 形成数は、回復期にかけて
有意に減少していた（図２（B））。 
 

 
図２ KD 急性期（A）回復期（B）および健常児の NET 形成数 



（２）KD急性期に増加していた cf-DNA 値は回復期にかけて減少する傾向を示したが、統計学的
有意差を認めなかった（図３（A））。KD急性期と回復期を測定しえた 14 例の検討では、KD急性
期の cf-DNA 値は、回復期にかけて有意に減少していた（図３（B））。 

 

 
図３ KD 急性期（A）回復期（B）および健常児の cf-DNA 値 

 
（３）KD 急性期の NE-DNA complexes 値は、回復期や健常児に比較して有意に増加していた（図
４（A））。さらに、KD急性期と回復期を測定しえた 15例の検討でも、KD急性期の NE-DNA complexes
値は、回復期にかけて有意に減少していた（図４（B））。 

 

 
図４ KD 急性期（A）回復期（B）および健常児の NE-DNA complexes 値 
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