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研究成果の概要（和文）：末梢血好中球をLPS で刺激して作成したNETsは単球からM2マクロファージへの分化を
阻害し、T細胞の増殖を回復する作用を有していた。一方で、NETsは活性化T細胞のCXCL-11に対する走化性を強
く抑制した。ヒト大腸癌組織中のNETsの密度はCD3(+)CD8(+)T 細胞の密度と逆相関していた。これらの事実か
ら、固形腫瘍内のNETｓはがんを促進する作用と抑制する作用の両方を有しており、固形腫瘍の切除標本におけ
るNETsの定量は免疫療法に対する感受性や患者予後と相関する可能性があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：NETs produced by stimulating peripheral blood neutrophils with LPS inhibited
 the differentiation of monocytes into M2 macrophages and restored the proliferation of T cells 
stimulated with anti-CD3 mAb. On the other hand, NETs strongly suppressed the chemotaxis of 
activated T cells to CXCL-11 probably through the degradation of chemokines. The density of NETs in 
human colon cancer tissues was inversely correlated with the density of CD3(+)CD8(+) T cells, 
suggesting NETs inhibits the infiltration of T cells in tumor tissue. These facts suggest that NETs 
in solid tumors have both cancer-promoting and inhibitory effects. However, given that the response 
to immune checkpoint inhibition therapy is dependent on the accumulation of cytotoxic T cells in 
tumor stroma, NETs may be negatively associated with patient outcome. Quantification of NETs in 
resected solid tumor specimens might be a biomarker to predict the sensitivity to immunotherapy.

研究分野：消化器外科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの進展に対する好中球の役割とその機序は十分に解明されていない。本研究にて、活性化好中球由来のNETs
がマクロファージの分化を制御すること、活性化Tリンパ球の浸潤を抑制することが新たに判明した。また、ヒ
ト大腸癌切除標本の免疫染色にて、NETsの量がCD8(+) T細胞の浸潤度と逆相関することから、NETsの定量が免疫
チェックポイント阻害療法の感受性と相関する事実が解り、臨床応用への道が開かれたという点で社会的意義も
大きいと思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
好中球細胞外トラップ(NETs)は、細菌などの病原体を捕捉し、感染の拡大を防止する生体防御
機構であるが、近年の研究でがんの進展を促進する役割を持つことが解ってきた。固形がんの微
小環境内には多量の NETs が存在する事実が報告されており、NETs に高密度に付着したプロ
テアーゼがケモカインを分解する能力を持つことも報告されている。しかし、腫瘍内の NETsが
微小環境内での免疫応答をどのように制御するかはよく解っていない。そこで、本研究では
NETsが、腫瘍関連マクロファージ(TAM)の分化および腫瘍浸潤リンパ球(TILs)の性質に如何な
る影響を与えるか？について、in vitro実験とヒト検体の免疫染色を用いて検討することにした。 
 
２．研究の目的 
活性化好中球由来の NETs が、単球の分化、活性化 T細胞の走化性に及ぼす影響とその分子メ
カニズムを追求する。また、ヒト癌の切除検体を用いて免疫組織化学染色を行いNETsと TAM、
TILs の密度、局在様式を客観的に評価し、NETs ががん微小環境における免疫応答に与える影
響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) NETsの産生方法 
健常人由来の好中球を密度勾配遠心で分離後に LPS 10µg/ml の濃度で 30 分刺激後に、洗浄を
行い、4時間培養して NETsを誘導した。これを whole NETsと定義する。一方で、whole NETs
を 1500rpm, 18000rpm で 10 分ずつ遠心後に NETs 成分を除いた上清を NETs-depleted 
supernatant : NETs-depleted SNと定義した。 
(2) マクロファージ分化に与える NETsの影響 
健常人末梢血から単核細胞（PBMC）を採取、AutoMACS® Pro Separatorを使用したポジティ
ブセレクション法により CD14(+)単球(PBMo)を分離し、M-CSF (50 ng/ml)を添加した培地で
5 日間培養する実験系に、NETsを加え、そのフェノタイプを FACSにて検討した。また CFSE
にて蛍光染色した PBMC を CD3 抗体で刺激し、分裂能を測定する実験系に、これらのマクロ
ファージを添加し、その蛍光量の変化で T細胞の増殖の変化を検討した。 
(3)Tリンパ球の走化性に対する NETsの影響 
健常人由来の PBMCを密度勾配遠心で分離後、CD3抗体と IL-2 (10ng/ml)で 7-14日間培養を
行い、活性化 T細胞を作成した。この T 細胞をカルセイン染色し、ダブルチャンバーの上層に、
下層に CXCL-11(1ug/ml)を加え、2 時間後に下層へ遊走したリンパ球をフローサイトメトリー
で測定する実験系に whole NETや NETs-depleted SNを投与し、その変化を検討した。 
(4) 免疫組織染色 
ヒト大腸癌 63例の手術切除検体を用いて、組織切片を作成、好中球に特異的な CD66b、NETs
に特異的な Cit-H3抗体を用いて NETsを同定するとともに、好中球、マクロファージ、リンパ
球のフェノタイプとその密度を免疫染色にて検討した。 
 
4. 研究成果 
(1）マクロファージ分化に与える NETsの影響 
IL-4+IL-10で培養した PBMoは CD163、CD206の発現が有意に増強し、M2型 マクロファー
ジ(M2)への分化を示し、T細胞の増殖を 50％程度まで低下させた。しかし、分化過程で NETs
を添加すると、CD206、CD163の発現は有意に抑制され、T細胞の増殖に対する抑制効果は著
明に低下した (図 1，2)。 

 



(2) NETsが Tリンパ球の CXCL11に対する走化性に与える影響 
好中球をLPSで刺激し作成したwhole NETsは、Tリンパ球の遊走を抑制したがNETs-depleted 
SNでは抑制されなかった。また、LPS刺激により産生した whole NETsに DNase Iや好中球
エラスターゼ阻害剤(NEI)、セリンプロテアーゼ阻害剤(PMSF)を添加すると T リンパ球の遊走
は抑制されなかった(図 3) 

図 3 LPS刺激好中球による T cell遊走抑制 
*:p<0.05, **:p<0.01, ***:p<0.001 
 
(3) ヒト大腸癌における NETsと TILsの検討 
CD66b(+)細胞を浸潤好中球（TAN）、CD66b(+)Cit-H3(+) 細胞を NETsとして同定すると、そ
れらの密度は CD3(+)CD8(+)T 細胞の密度と逆相関していた(TAN: r=-0.23, NETs:-0.26、
p<0.05) (図 4)。 
 
(4)まとめ 
がん微小環境に存在する NETs は M2 マクロファージへの分化を阻害する一方で、CXCL11 な
どのケモカインに対する活性化 T リンパ球の腫瘍内への浸潤を抑制することが示唆された。免
疫チェックポイント阻害療法の効果は腫瘍内の T 細胞の浸潤程度と強く相関することから、固
形腫瘍の切除標本における NETs の定量は免疫療法に対する感受性や患者予後を予測するマー
カーとなる可能性があると考えられた。 



 

 

 
図４. ヒト大腸癌組織における好中球、NETsと CD8(+) 細胞リンパ球の浸潤様式  
(上：代表例、下：相関性) 
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