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研究成果の概要（和文）：DNase I感受性NETsあるいはDNase I抵抗性NETsのタンパクを網羅的に比較し、NETsに
DNase I抵抗性を付与すると考えられるタンパク候補を18種類絞り込んだ。NETs誘導時に候補タンパクを加える
と、5つのタンパクで正常NETsの形成が抑制され、DNase I抵抗性の異常なNETs形成が主体となった。そのうちの
１つのタンパクに対する阻害抗体をNETs誘導時に加えると、正常および異常なNETs形成が抑制された。

研究成果の概要（英文）：The proteins of DNase I-sensitive NETs or DNase I-resistant NETs were 
compared by proteomics analysis, and narrowed down 18 protein candidates that are considered to 
confer DNase I resistance to NETs. When candidate proteins were added during NET induction, the 
formation of normal NET was suppressed by the five proteins, and the formation of abnormal NET 
resistant to DNase I became the main component. Addition of an inhibitory antibody to one of these 
proteins during NETs induction suppressed the formation of normal and abnormal NETs.

研究分野：実験病理学

キーワード： ANCA関連血管炎　好中球細胞外トラップ　NETs　DNase I
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ANCA関連血管炎では分解因子DNase Iに抵抗性を持つNETsが産生され、その結果自己抗体の産生や組織障害が誘
導される。本研究では、NETsにDNase I抵抗性を付与する可能性のあるタンパクを絞り込んだ。そのうちの１つ
のタンパクに対する阻害抗体は異常なDNase I抵抗性NETsの産生を抑制したことから、本研究の成果はDNase I抵
抗性NETsが関連する疾患の治療に応用できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 抗好中球細胞質抗体（ANCA）関連血管炎は ANCAの産生と全身の小型血管炎を特徴とする
難病である。高齢者に好発し、半月体形成性壊死性糸球体腎炎を発症して腎不全に至る重篤な
疾患である。疾患特異的な治療法がなく、プレドニゾロンと免疫抑制剤のシクロフォスファミ
ドによる治療が標準治療とされている。しかし、約 20%が再燃し、免疫抑制による感染症死も
問題となっている。免疫抑制剤に代わる疾患特異的な治療法を開発するためには、ANCA関連
血管炎の病因病態の解明が必須である。 
 ANCA関連血管炎では、ANCA自体に病原性があることが知られていたが、近年その病因病
態に neutrophil extracellular traps（NETs）が関与することが明らかとなってきた。NETs
は病原微生物の感染などによって活性化した好中球が放出する網状構造物で、DNAとMPOな
どの殺菌酵素が絡み合った構造をとる。生体防御に不可欠な殺菌機構であるが、自己組織を損
傷する恐れもあり、役割を終えたNETsは血漿中のDNase Iにより速やかに分解される。ANCA
関連血管炎においては、TNF-αでプライミングされた好中球に ANCAが作用することにより
NETsが誘導されることや、腎糸球体の半月体部位に NETsの沈着が見られることなどが報告
されている。 
 研究代表者らはこれまでに、①ANCA 関連血管炎患者では血漿中の DNase I 活性が低下し
NETs分解能が低下していること、②ANCA産生の副作用がある抗甲状腺薬プロピルチオウラ
シル（PTU）を NETs誘導剤である phorbol myristate acetate（PMA）と同時に好中球に添
加すると、異常な形態を示す NETsが形成され、その NETsは DNase I抵抗性を示すこと、
③ANCA 関連血管炎のひとつである多発血管炎性肉芽腫症（GPA）の肺の壊死性肉芽腫内に
DNase I抵抗性 NETsが沈着していることを明らかにした。 
 一連の研究から、ANCA 関連血管炎では、血漿 DNase I 活性が低下していることに加え、
NETs自体が DNase I抵抗性を獲得している可能性があり、両者が合わさって NETs分解障害
の要因となっていると考えられる。この NETs分解障害により、NETsが長期間免疫細胞に暴
露され続けることで、自己抗原に対する免疫寛容が破綻し、自己抗体の産生そして ANCA関連
血管炎の発症につながっていると考えられる。生体内では DNase I感受性であるはずの NETs
が DNase I抵抗性を獲得するメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
 ANCA関連血管炎や PTUの作用により誘導される DNase I抵抗性 NETsに着目し、NETs
に DNase I抵抗性が付与される機序を明らかにする。さらに DNase I抵抗性NETsの形成を
抑制する治療薬の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)プロテオミクス 解析 
In vitro サンプルとして好中球に PMA 単独あるいは PMA+PTU を添加し誘導した DNase I 感受性
NETs と DNase I 抵抗性 NETs、組織サンプルとして GPA あるいは結核の肺壊死性肉芽腫病変で認
められた DNase I 感受性 NETs と DNase I 抵抗性 NETs それぞれをプロテオミクス解析により比
較し、NETs の DNase I 抵抗性に関与すると考えられるタンパク候補を抽出した（図 1）。 

 図 1. プロテオミクス解析に用いたサンプル 
  A. 好中球に PMA 単独あるいは PMA と PTU を添加して誘導した NETs. 青：DNA 
  B. 結核あるいは GPA 患者の肺の壊死性肉芽腫病変に認められた NETs. 青：DNA、赤：シト     
       ルリン化ヒストン（NETs）、緑：ミエロペルオキシダーゼ 
 
(2)候補タンパクおよびその阻害抗体が NETs 形成に及ぼす影響  
In vitro での NETs 誘導系に上記により抽出したタンパクを添加し、形成される NETs の形状や
DNase I 感受性に変化が生じるかどうかを確認した。また、タンパクに対する阻害抗体を添加
し、NETs の DNase I 抵抗性が解除されることを確認した。 
 
 



４．研究成果 
(1)組織サンプルおよび in vitro サンプルを用いたプロテオミクス解析 
 GPA と結核のバックグラウンド肺および肺病変部の組織を用いたプロテオミクス解析では
864 種類のタンパクが同定され、GPA のバックグラウンド肺と比較して、GPA の病変部で増加し
たタンパクは 84 種類認められた。結核病変部と比較し、GPA 病変部で増加したタンパクは 24
種類認められた。追加で文献検索等を行い、NETs の DNase I 抵抗性に関与する可能性のあるタ
ンパクとして、最終的に 14 個のタンパクまで絞り込んだ。In vitro サンプルを用いたプロテ
オミクス解析では PMA 単独あるいは PMA＋PTU を添加後 0〜6 時間反応後の好中球を比較した結
果、2344 個のタンパクが同定された。ヒートマップにより、PTU 添加による異常なタンパクの
増減が認められた。文献検索等により最終的には 4個のタンパクまで絞り込んだ。 
 
 
（2）候補タンパクが NETs 形成に及ぼす影響 
組織サンプルから抽出された 14 個のタンパク及び in vitro サンプルから抽出された 4個のタ
ンパク、計 18個のタンパクについて検討を行なった。PMA を用いた in vitro NETs 誘導系に 18
種類のリコンビナントタンパクを添加することでNETs形成やDNase I感受性に影響を与えるか
どうかスクリーニングを行なった（図 2）。その結果、13 個のリコンビナントタンパク添加では
NETs形成に影響は見られなかったが、5個のリコンビナントタンパクの添加により、正常なNETs
の形成が抑制され、異常な DNase I 抵抗性 NETs の形成が主体となった。そのうちの１つのタン
パクに対する阻害抗体をNETs誘導系に添加すると異常なNETsを含めたNETs形成が抑制された。
今後は残りの4つのタンパクに対する阻害抗体が異常なNETsの形成を抑制するかどうか検討す
る予定である。この阻害抗体は異常な NETs 形成を抑制することから、DNase I 抵抗性 NETs が
病因病態に関与する ANCA 関連結果炎などの疾患の治療に応用できる可能性がある。 

 
図 2. リコンビナントタンパク添加によるスクリーニング 
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