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研究成果の概要（和文）：ANCA関連血管炎患者由来の血小板が液性因子を介して好中球細胞外トラップを誘導す
ることを明らかとした。特に、ANCA関連間質性肺炎では、血小板由来因子であるCXCL4が好中球細胞外トラップ
を誘導し、遊離したcell-free DNAが血小板のTLR9を刺激することでCXCL4が放出され、さらなる好中球細胞外ト
ラップを誘導するポジティブフィードバック機構を促進する。CXCL4阻害剤は、血小板を介した好中球細胞外ト
ラップ形成を抑制し、血管炎の新規治療となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Platelets from ANCA-associated vasculitis (AAV) significantly upregulated 
neutrophil extracellular traps (NETs) formation in vitro. Flow cytometric analysis revealed that the
 proportion of TLR9 positive platelets was significantly higher in ANCA-associated interstitial lung
 disease than HCs. CXCL4 released from TLR9 agonist stimulated platelets was significantly enhanced 
in AAV, which subsequently increased NETs formation. Further, neutralizing anti-CXCL4 antibody 
significantly inhibited NETs formation enhanced by platelets from AAV. TLR9 signaling and CXCL4 
release underlie the key role that platelets play in NETs formation in the pathogenesis of AAV.

研究分野：膠原病・アレルギー内科学

キーワード： ANCA関連血管炎　好中球細胞外トラップ　血小板　自然免疫　網羅的遺伝子発現解析　分子機構　病態
解明　分子標的治療薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ANCA関連血管炎は血管内皮細胞障害を伴う壊死性血管炎により、血管の閉塞や破綻、臓器障害を来たす全身性疾
患で、未だ予後不良の疾患である。特に、ANCA関連間質性肺炎は生命予後不良で著効を示す治療薬が存在しな
い。本研究は、血小板由来液性因子であるCXCL4を阻害することで好中球細胞外トラップを抑制し、血小板を標
的としたANCA関連間質性肺炎の新規分子標的治療の創薬基盤となる可能性がある。本研究で得られた知見は好中
球細胞外トラップ形成の過剰の病態を呈する他疾患にも適応出来る可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
抗好中球細胞質抗体（anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA）関連血管炎（ANCA-
associated vasculitis：AAV）は国により定められた希少指定難病であり、血管内皮細胞障害を
伴う壊死性血管炎により全身の諸臓器が機能不全となる、生命予後不良な疾患である。しかしな
がら、その病態形成機序の詳細が不明であるため、著効を示す治療薬がないことが問題視されて
いる。近年、AAV の病態に“好中球”が血管内皮細胞障害に重要な役割をもつ可能性が指摘され
てきた。その機序の 1 つとして、好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps: 
NETs）が考えられている。NETs とは活性化好中球が核内のクロマチン網を細胞外へ放出し、形
質細胞様樹状細胞を刺激して過剰な免疫応答や炎症反応を誘導し組織障害に関与する細胞壊死
形態の 1 つである。AAV では自己抗体が NETs を誘導する機構が想定されるが、自己抗体は一定
の割合で検出されず、自己抗体のみでは AAV の病態を説明出来ない。 
 
２．研究の目的 
 
血小板は炎症、免疫機構において多岐にわたる機能をもち、自己免疫疾患においても重要な役割
を果たし得る。血管炎についても、血管内の炎症や血栓症への血小板の関与が想定されるが、こ
れまでに血管炎の病態に関与する血小板の役割および血小板の形質変化について明らかにした
報告はない。血小板は血管内の炎症や血栓症において重要な役割を担う細胞であり、研究代表者
らは AAV での NETs 誘導における血小板の役割を解明し、その中心的な役割を果たす分子を同定
することが、新規治療法の確立につながると考えた。具体的には、血管炎患者由来の血小板が
NETs を誘導する詳細な機構を明らかにし、血管炎に特徴的な血小板分画あるいは血小板と好中
球の相互作用機構での治療標的分子を探索・同定すること、同定された分子を阻害することで病
態が改善することを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
AAV に特徴的な血小板あるいは血小板と好中球の相互作用を標的とした AAV の新規治療法の確
立を目指し、本研究では血小板由来因子および好中球の相互作用を標的とした NETs 形成の阻害
機構を明らかとするべく、以下を実施した。 
（1）血小板および好中球の相互作用を介した NETs 誘導機構の解明 
（2）血小板・全血の網羅的遺伝子発現解析 
（3）血小板由来液性因子を対象とした NETs 誘導因子のスクリーニング 
（4）CXCL4 誘導機構の解明 
（5）CXCL4 阻害による AAV 治療の可能性 
 
４．研究成果 
 
本研究は令和 2年度〜令和 3年度の 2年間実施し、研究期間内に以下を明らかにした。 
 
（1）血小板および好中球の相互作用を介した NETs 誘導機構の解明 
AAV 由来の血小板を含む血漿で健常者好
中球を刺激した場合、血小板を含まない
血漿で刺激した場合に比べて明らかに
NETs 形成を誘導し、AAV 由来血小板は健
常者および疾患コントロール群由来血小
板と比較して有意に高い NETs 誘導能を
持つことを明らかにした。ボイデン・チ
ャンバーを用いたトランスウェルアッセ
イでは、血小板の好中球への接着よりも、
血小板由来の液性因子が NETs の誘導に
関与する可能性が示唆された（図 1）。 
 
（2）血小板・全血の網羅的遺伝子発現解析 
AAV 由来血小板・全血のメッセンジャーRNA を抽出し、マイクロアレイ解析 (アジレント社)を実
施した。AAV 由来血小板は健常者由来血小板と比べて Toll 様受容体（toll-like receptor：TLR）
シグナルおよび液性因子分泌に関連するパスウェイが亢進している可能性が示唆された。全血
を用いた遺伝子発現解析およびバリデーション解析では、好中球上のインテグリン分子である
LFA-1 発現が亢進し、血管内皮細胞障害へ関与することを明らかにした [① Matsumoto K, 
Kurasawa T, Yoshimoto K, Suzuki K, Takeuchi T. Identification of neutrophil β2-



integrin LFA-1 as a potential mechanistic biomarker in ANCA-associated vasculitis via 
microarray and validation analyses. Arthritis Res Ther 2021;23:136.]。 
 
（3）血小板由来液性因子を対象とした NETs 誘導因子のスクリーニング 
NETs は共焦点蛍光顕微鏡を用いて観察し、細胞外二本鎖 DNA の蛍光強度を定量し、複数種の血
小板由来液性因子を対象とし、NETs 誘導能を明らかとするためのスクリーニングを実施した。
血小板由来のケモカインである CXCL4 が AAV 由来血小板を介した NETs の定量値と相関し、CXCL4
は濃度依存性に NETs 形成を誘導した。 
 
（4）CXCL4 誘導機構の解明 
血小板には TLR2・4・9を含む免疫制御分子が
発現していることが知られる。細胞内フロー
サイトメトリー解析によって、血小板の TLR9
発現は AAV で健常者と比較して高値であった
が、TLR2 および TLR4 陽性率は健常者と差を認
めなかった。血小板での TLR9 陽性率は肺病変
を合併する患者で有意に上昇し、間質性肺炎
のマーカーである血清 KL-6 と相関した（図
2）。TLR9 のリガンド刺激は血小板からの CXCL4 分泌を促進し、CXCL4 を介して NETs を誘導する
ことを明らかとした。さらに、好中球細胞外トラップによって遊離した cell-free DNA が血小板
の TLR9 を刺激することで CXCL4 が分泌され、さらなる好中球細胞外トラップを誘導するポジテ
ィブフィードバック機構を促進し、特に、ANCA 関連間質性肺炎への関与が示唆された。 
 
（5）CXCL4 阻害による AAV 治療の可能性 
ANCA関連血管炎由来の血小板によって誘
導された NETs 形成は、CXCL4 の阻害剤に
よって抑制されることを明らかとし（図
3）、CXCL4 を阻害することが ANCA 関連血
管炎の治療剤となる可能性について報告
した [② Matsumoto K, Yasuoka H, 
Yoshimoto K, Suzuki K, Takeuchi T. 
Platelet CXCL4 mediates neutrophil 
extracellular traps formation in 
ANCA-associated vasculitis. Sci Rep 2021;11:222.]。 
 
本研究により得られた治療標的分子が起因す
る NETs 形成の抑制は病態の改善につながり、
AAV の新規治療法の確立への橋渡しになると考
える（図 4）。血小板を標的とした新規治療法が
確立出来れば、重要な死因の 1つとなっている
強力な免疫抑制治療に関連した感染症を防ぐ
ことが出来、さらなる予後の改善が期待され
る。血小板由来液性因子である CXCL4 を阻害す
ることで好中球細胞外トラップを抑制し、血小
板を標的とした ANCA 関連間質性肺炎の新規分
子標的治療の創薬基盤となる可能性がある。本
研究で得られた知見は好中球細胞外トラップ
形成の過剰の病態を呈する他疾患にも適応出
来る可能性がある。 
 
＜引用文献＞ 
① Matsumoto K, Kurasawa T, Yoshimoto K, Suzuki K, Takeuchi T. Identification of 
neutrophil β2-integrin LFA- 1 as a potential mechanistic biomarker in ANCA-associated 
vasculitis via microarray and validation analyses. Arthritis Res Ther 2021;23:136. 
② Matsumoto K, Yasuoka H, Yoshimoto K, Suzuki K, Takeuchi T. Platelet CXCL4 mediates 
neutrophil extracellular traps formation in ANCA-associated vasculitis. Sci Rep 
2021;11:222. 
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図2 AAV由来血小板におけるTLR9発現
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図3 抗CXCL4抗体による血小板介在NETsの阻害
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