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研究成果の概要（和文）：NETsとLDLまたは銅酸化LDLで引き起こされる血管内皮細胞の形態変化には、エンドサ
イトーシスと内皮間葉転換が関与することを見出した。生体内酸化LDLは、銅酸化LDLよりも穏やかではあるが
HL-60由来好中球のNETs形成を促進した。銅酸化LDLとその構成成分である酸化リン脂質とlysoPCにより促進され
るNETs形成は、HDLの共存により抑制された。銅酸化HDLではこの抑制作用が消失しただけでなく、銅酸化LDLと
同様にNETs形成を促進した。

研究成果の概要（英文）：We found that endocytosis and endothelial-mesenchymal transition are 
involved in the morphological changes of vascular endothelial cells induced by NETs and LDL or 
copper-oxidized LDL.　In vivo oxidized LDL promoted NET formation of HL-60-derived neutrophils more 
mildly than copper-oxidized LDL. Enhanced NET formation induced by copper-oxidized LDL and its 
components, oxidized phospholipids and lysoPC, was inhibited by the coexistence of HDL. Oxidation of
 HDL not only abolished these inhibitory effects but also promoted NETs formation similarly to 
copper-oxidized LDL.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 好中球細胞外トラップ　血管内皮細胞　酸化LDL　HDL　動脈硬化症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
循環器系疾患の危険因子である酸化LDLの生理的役割について、これまでに知られているマクロファージの泡沫
化を介した血管壁での脂質蓄積促進作用に加えて、好中球のNETs形成の促進とともに血管内皮の炎症惹起と形質
変化を促す新たな機序が見出される可能性が示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps: NETs）は、自身の染色体 DNA を
細胞外に投網のように放出して外来病原菌を絡めとる現象で、初期免疫応答の一つとして解析
されてきた。しかし一方で NETs は非感染性の多くの疾患でも見いだされることが次第に明らか
となり、血管組織では血栓や動脈硬化病巣にも見出されるようになった。NETs は、周辺の細胞
や組織を傷害し様々な疾患の要因となることが注目されており、動脈硬化病巣が形成される過
程にも影響を及ぼすといわれている。動脈硬化病巣にはマクロファージのみならず好中球も浸
潤することが知られているが、好中球の活性化や NETs 形成がどのような仕組みで病巣形成に関
わるのかは未だ十分には解明されていない。特に NETs 形成に対するリポタンパク質の影響につ
いては報告が極めて少なく、不明な点が多い。 
 
(2) 酸化 LDL は、動脈硬化病巣に蓄積するだけでなく循環血中にも存在し、炎症惹起性が強く循
環器系疾患の発症に繋がる因子として認識されてきた。これまで動脈硬化病変の形成過程にお
ける酸化 LDL の役割については、主にマクロファージによる取込みで引き起こされる血管壁で
の脂質蓄積の促進と、血管内皮細胞に対する炎症惹起性が主な作用機序として理解されてきた。
しかし好中球とその NETs 形成に対する酸化 LDL の影響については未解明な点が多く残されてい
る。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、組織傷害をもたらす NETs 形成と炎症惹起性を有する酸化 LDL とが相乗的に血
管障害を引き起こすのではないかと仮説を立てて検討を進めた。血管組織では特に内膜が循環
血中の好中球とリポタンパク質に暴露されやすいことから、ヒト大動脈血管内皮細胞（HAECs）
に NETs とリポタンパク質を作用させたときの応答を解析した。 
 
(2)当研究室ではこれまでに、in vitro で利用される銅酸化 LDL だけでなく、ヒト血漿から分離
した in vivo 酸化 LDL についても構造解析を進めてきた。本研究では、in vitro および in vivo
の酸化 LDL を用いて、両酸化 LDL の好中球 NETs 形成への寄与を比較した。また酸化 LDL を構成
する酸化リン脂質や lysoPCによる NETs 形成について、さらに HDL の影響についても解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) HL-60細胞を all-trans retinoic acidで 4 日間処理して好中球様細胞に分化誘導した。こ
の細胞をpoly-L-Lysineコートした wellに播種した後、Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）
で 30 min刺激した。培養上清を除去して培地で wash することで PMA を除去した後、LDL または
銅酸化 LDL を含む培地に置換してさらに 2 hr incubate した。回収した培養上清を用いて HAECs
を刺激した。LDL の HAECsへの取り込みについて、蛍光標識した LDL（DiI-LDL）を用いて刺激し
た後の HAECs を蛍光顕微鏡で観察した。また HAECs タンパク質の発現変動を western blot で解
析した。 
 
(2) NETs 形成に対するリポタンパク質および酸化リン脂質の影響： poly-L-Lysineコートした
well に播種した好中球用細胞を Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）で 30 min刺激し、さ
らにリポタンパク質やリン脂質を含む培地で刺激した。銅酸化 LDL や酸化リン脂質、lysoPC を
あらかじめ HDL と 37℃で 4 hrインキュベートした。培養上清中に放出された NETs由来 DNA を
Micrococcal Nuclease で部分切断し、SYTOX Green を混和して定量解析した。また培養上清中に
放出されたミエロペルオキシダーゼ（MPO）を western blot により解析した。 
 
(3) 生体内酸化 LDL の調製：健常ヒト血漿から LDL を分画し、さらに陰イオン交換カラムで 0.5 
M NaCl で溶出される画分を LDL(-)として回収し、NaCl を透析除去して用いた。好中球様細胞の
NETs 形成への影響について、銅酸化 LDL や酸化リン脂質、lysoPCと比較した。 
 
４．研究成果     
(1) NETs 形成により放出されるプロテアーゼによる LDL の変性 
HL-60 由来好中球を PMA で刺激して NETs を誘導した後、その培養上清を健常ヒト血漿から分
画した LDL と混和してインキュベートした。Western blot により apoBを検出した結果、NETs を
含む培養上清の共存により 200 kDa 未満の多くの apoB 断片が生じた。次に、好中球の代表的な
プロテアーゼであるカテプシン G とエラスターゼの寄与について各阻害剤の有無で比較した。
その結果、エラスターゼ阻害剤により apoB 断片化が顕著に抑制されたことから、NETs による
LDL 変性にはエラスターゼの寄与が大きいことを見出した。 
 

 



(2) NETs 形成による放出物と LDL で誘導される HAECs の応答 
①エンドサイトーシスの関与：エンドサイトーシス初期に機能する調節因子である Rab5の機能
消失型変異体（dnRab5）を過剰発現させた HAECs では、蛍光色素で標識した LDL（DiI-LDL）の
取り込みが消失したことから、HAECs のエンドサイトーシスが抑制されたことを確認した。こ
の細胞を用いて、NETs と LDL で刺激したときに引き起こされる応答を解析した。その結果、エ
ンドサイトーシス抑制 HAECs では NETs と LDL による細胞伸長がほぼ消失したことから、NETs
と LDLにより引き起こされる応答には HAECsのエンドサイトーシスが関与することが示唆され
た。 
②内皮間葉転換の関与：NETs と LDL または酸化 LDL を用いて HAECs を刺激すると、VE-cadherin
の減少や転写因子 Snail-1 発現の上昇、さらにαSMA の増加が観察された。これらの結果から、
HAECs の応答には内皮間葉転換が関与するシグナル系を介して進行する可能性が強く示唆され
た。 

 
(3)生体内酸化 LDL と酸化リン脂質、HDL の NETs 形成への影響 
①生体内酸化 LDL と銅酸化 LDL による NETs 形成促進の比較 
健常ヒト血漿から分画した LDL(-)と銅酸化 LDL を用い
て、HL-60 由来好中球を PMA 刺激して誘導される NETs 形
成に対する影響を解析した。LDL(-)は NETs 形成を促進し
たが、銅酸化 LDL による促進のおよそ 60%と穏やかだっ
た。銅酸化 LDL は単独でも有意に NETs 形成を誘導したの
に対し、LDL(-)では単独刺激での NETs誘導は検出されな
かった（図 1）。LDL(-)の酸化脂質と lysoPC 含量は銅酸化
LDL よりも少ないことから(1)、両者の酸化 LDL における
酸化リン脂質量が影響すると考えられたため、lysoPC や
酸化リン脂質（POVPC, PGPC, PAzPC）の NETs 形成への影
響を解析した結果、これらリン脂質による NETs 形成促進
が観察された。 
 

②HDL による NETs 形成の抑制 
LDL(-)は銅酸化LDLよりも酸化 PCやlysoPCの含量が少ない
ものの、LDL粒子と HDL粒子がともに酸化変性を受けて共存す
ることを当研究室で見出した(1)。そこで次に、酸化 LDL によ
る NETs 形成促進における HDL の影響を解析した。銅酸化 LDL
による NETs 形成の促進は、native HDL との共存により容量
依存的に部分的に抑制された（図 2）。一方、POVPC および
lysoPCをあらかじめ HDL と混合すると、NETs 形成の促進がほ
ぼ消失した。これらの結果から、HDL は酸化を受けた LDL やリ
ン脂質によるNETs形成促進を抑制する働きを持つことが示さ
れた。 

 
③HDL の酸化による NETs 形成抑制の消失 

次に、HDL を銅酸化して調製した酸化 HDL を用い
て、NETs 形成への影響を解析した。銅酸化 HDL では、酸化
LDL や酸化 PC、lysoPCに対して示された NET 形成抑制効果
がほぼ消失した。さらに、酸化 HDL は銅酸化 LDL と同様に単
独でも NETs 形成を促進することが見出された（図 3）。HDL
は lysoPCや酸化 PCによる NETs 形成促進を完全に消失させ
た。これらリン脂質が HDL の脂質層へ取り込まれたことや
apoA-I と結合した可能性が考えられた。銅酸化 LDL による
NETs 形成促進は部分的な抑制だったことから、酸化 LDL の
タンパク質成分も NETs 形成促進に寄与する可能性が考えら
れる。 
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図 1. 銅酸化 LDL と LDL(-)による NETs 形成促進  

図 2. 銅酸化 LDL NETs 形成促進と HDL による抑制 

図3.HDLの酸化によるNETs形成促進能の消失 
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