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研究成果の概要（和文）：好中球の新たな細胞外殺菌機構として知られる好中球細胞外トラップ（neutrophil 
extracellular traps: NETs）は、細胞外へ放出した組織傷害性の強いヒストンや抗菌タンパクにより、種々の
免疫・炎症・血栓性疾患の病態形成に関与することが報告されている。本研究では、同種造血細胞移植後の重篤
な合併症の一つである慢性移植片対宿主病（GVHD）や、代表的な全身性炎症性疾患の一つである川崎病を対象と
して研究を進め、これらの病態形成におけるNETsの役割の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil extracellular traps (NETs), a novel extracellular killing 
mechanism of neutrophils, are involved in the pathogenesis of immune, inflammatory, or thrombotic 
diseases, due to harmful proteins such as histone and anti-microbial peptides, released 
extracellularly from neutrophils. In this study, we revealed an important role of NETs, at least in 
part, in the pathogenesis of chronic GVHD, one of the serious complications after allogeneic 
hematopoietic cell transplantation, or Kawasaki disease, one of the representative systemic vascular
 inflammatory diseases.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、代表的な炎症性疾患の一つである川崎病における血管炎病変の形成にNETsが重要な役割を果た
すことを、疾患モデルマウスや患者検体を用いた解析により明らかにした。本研究遂行時、COVID-19関連川崎病
類似疾患（小児多系統炎症性症候群：MIS-C）が欧米を中心に報告され、MIS-Cと古典的川崎病との関係につい
て、トピックスとなった。今回明らかにした所見から、MIS-Cと古典的川崎病は病態を共有しており、MIS-Cはそ
の重症型である、という仮説を立て、報告した（Ann Rheum Dis, 2020）。他の研究者からも我々の仮説の妥当
性が示され、MIS-Cの理解が進んだ。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 好中球の新たな殺菌機構として知られるようになった「好中球細胞外トラップ（neutrophil 
extracellular traps; NETs）」は、殺菌により感染防御に寄与する一方、細胞外へ放出した傷害活性
の強いヒストンや顆粒抗菌ペプチドなどにより組織傷害や臓器不全を引き起こすことが報告さ
れている。そして NETs は、その直接的な作用により、血管内皮細胞障害による動脈・静脈・微
小血管における血栓症や痛風などの関節炎、またその間接的な作用により、関節リウマチや全身
性エリテマトーデスなどの自己免疫疾患、その他癌の転移、臓器の線維化など様々な疾患の病態
に深く関与することが数多く報告されている。 

我々はこれまでに、NETs 産生に活性酸素種の一つである一重項酸素が必須であること
（Nishinaka Y et al. BBRC 2011）、高濃度尿酸の刺激により NETs 産生が誘導されること（Arai Y 
et al. BBRC 2014）、そして同種造血細胞移植後の合併症である移植後微小血管症や IgG4 関連疾
患の一型である自己免疫性膵炎の病態形成に NETs が深く関与すること（Arai Y et al. Biol Blood 
Marrow transplant 2013, Arai Y et al. J Immunol 2015, Minaga K et al. J Gastroenterol 2020）を報告し
た。また、同種免疫寛容の破綻が主因と考えられる不育症の病態において、疾患モデルマウスや
ヒト流産の検体を用いた解析から NETs がエフェクターとして作用すること（Mizugishi K et al. J 
Biol Chem 2015, Mizugishi K and Yamashita K. FASEB J 2017）を明らかにした。 

このような背景をもとに、本研究では同種造血細胞移植の重大な合併症の一つである慢性移
植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）の病態における NETs の役割について、免疫制御
の異常によって過剰に炎症が惹起すると考えられている他の炎症性疾患の病態を参考にしなが
ら明らかにしていきたい。 
 
２．研究の目的 
 「1．研究開始当初の背景」でも述べたように、本研究は、同種造血細胞移植の合併症の一つ
である慢性 GVHD の病態における NETs の役割を明らかにすることが主目的である。この目的
を達成するため、免疫制御の異常により過剰な炎症が引き起こされる難治性の炎症性疾患（川崎
病など）の病態と対比して、同種または自己免疫寛容の破綻の観点から、病態解明へアプローチ
する。そして、NETs 産生の制御により慢性 GVHD の発症や重症度の低減を目指す。この研究を
進めていくことによって、最終的に同種または自己免疫寛容における自然免疫系の重要性の一
端を明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 

研究の方法として、①血清や生検組織などの患者検体を用いた研究、②疾患モデルマウスを用
いた研究、がある。 

 
① 患者検体を用いた研究 

GVHD 患者や川崎病患者の血清を健常人好中球に投与して、NETs 産生の程度を種々の指標を
用いて定量的に測定し、疾患未発症群や健常人の血清と比較検討する。また、GVHD 患者の皮膚
や腸管、川崎病患者の血管などの生検組織標本検体から、シトルリン化ヒストンやミエロペロキ
シダーゼなどに対する抗体を用いて NETs を検出し、定量的に評価する。さらに、NETs ととも
に炎症の発現や調節に寄与すると考えられる単球・マクロファージ、リンパ球、樹状細胞様形質
細胞（pDC）などの細胞数や割合、分布などを調べる。 
 
② 疾患モデルマウスを用いた研究 
 GVHD モデルマウスは、8-12 週齢 B10.D2 雄マウスの T 細胞除去骨髄細胞（1x107/匹）と同量
の脾細胞とを、0.8 Gy 照射した 8-12 週齢 BALB/c 雌マウスへ輸注することにより作成する。コ
ントロールとして、同条件の BALB/c 同系移植を使用する。また、川崎病モデルマウスは、真菌
由来物質である CAWS（candida albicans water-soluble fraction）を 4-8 週齢 B6 雄マウスへ連日 5
日間腹腔内投与することにより作成する。コントロールとして、PBS を投与するマウスを使用す
る。 

これらの GVHD や川崎病モデルマウスに NETs 産生抑制薬として PAD（protein arginine 
deiminase）阻害薬である Cl-amidine や DNA 分解酵素などを投与する。GVHD の評価は GVHD 
skin score や採取した皮膚の組織染色を行い、種々の処理により GVHD の発症や重症度が低減す
るか否かを検討する。また、GVHD 発症に関わると考えられる種々の液性因子（サイトカインや
ケモカインなど）について、その発現を ELISA 法や定量 PCR 法を用いて測定する。川崎病の血
管炎の評価は、大動脈基部や冠動脈周囲における好中球などの炎症細胞浸潤の有無や血清 CRP
値、IL-6 値などを用いて行い、種々の処理により炎症の発現や重症度が低減するか否かを検討す
る。さらに、病変部位における NETs の検出は、組織標本においてシトルリン化ヒストン（Cit-
H3）に対する抗体や、ミエロペロキシダーゼなどの好中球顆粒蛋白に対する抗体を用いて、蛍
光顕微鏡などで観察する。さらに、病変部位における浸潤細胞については、それぞれの特異的な
抗体を用いて同定する。 



 
４．研究成果 

当初は慢性 GVHD について研究を開始したが、研究年度途中で COVID-19 が全世界的に流行
し、COVID-19 の重篤な合併症として、川崎病類似疾患（Kawasaki-like disease）と呼ばれる小児
多系統炎症性症候群（MIS-C）が欧米を中心に報告された。この中で、MIS-C がこれまでの川崎
病（古典的川崎病）と病態生理学的に違いがあるのか、それとも同一スペクトラムであるのか、
が全世界的に重要な争点となった。本研究に関連して、この課題の解決が急務であると考え、川
崎病を中心に研究を進めた。 
 
① 患者の血清を用いた NETs 産生能の in vitro 測定系の確立 
（1）健常人好中球を患者の血清で刺激をして、蛍光試薬 Cytox Green
を用いた DNA 染色やシトルリン化ヒストンに対する蛍光標識抗体
を用いた免疫染色により NETs 産生量が画像的に測定できること、
（2）尿酸結晶刺激による NETs 産生がコントロールとして有用であ
ること、（3）川崎病患者の急性期に得た血清による刺激が、非炎症
時（回復期）や健常人血清と比べ、NETs 産生を有意に増加させ、NETs
産生量は臨床的重症度と相関していること、を明らかにした（図 1）。 
 
② モデルマウスを用いた研究 
（1）CAWS 誘発血管炎を有する川崎病モデルマウスを確立し、心臓
の大動脈基部や冠動脈周囲に特異的に血管炎が発症することを確認
した（図 2）。そして、（2）その血管炎部位に浸潤する細胞は、その
ほとんどが好中球であること、（3）検出された好中球は PAD4 や Cit-H3 に対する抗体が陽性で
あり、多くの NETs 産生が認められることを明らかにした（図 3）。 

 
これらの所見から、我々は MIS-C は古典的川崎病と病態を共有し、SARS-CoV-2 感染を契機と

して自然免疫系の過剰な活性化が惹起された重篤な疾患群であると考察し、学会誌へ報告した
（引用文献①）。 
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