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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗好中球細胞質抗体(ANCA)関連血管炎の病態形成への好中球のneutrophil ext
racellular traps (NETs)形成の関与、および全身性血管炎モデルの作成を検討した。MPO-ANCA陽性IgGは補体存在下で
NETs形成を促進する可能性が示された。第２に、高力価のウサギ抗マウスMPO抗体とCandida albicans water-soluble 
fractionをC57BL6マウスに投与したが、明らかな血管炎の発症は認められなかった。第３にANCA関連血管炎患者末梢血
中のサイトカイン、ケモカインを網羅的に測定し、その存在を確認した。

研究成果の概要（英文）：Objective: We investigated involvement of neutrophil extracellular traps (NETs) fo
rmation in pathogenesis of anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)-associated vasculitis and tried to 
develop a murine model of systemic vasculitis. Methods: We separated neutrophils from peripheral blood usi
ng a magnet beads-based negative selection method. Immunoglobulin G (IgG) fraction of Myeloperoxidase (MPO
)-ANCA positive serum was prepared using Protein A column. A murine model of systemic vasculitis was explo
red using Candida albicans water-soluble fraction (CAWS) and house-made rabbit anti-mouse MPO polyclonal a
ntibody. Results. IgG fraction of MPO-ANCA positive serum induced NETs formation in the presence of recomb
inant C5a. CAWS and house-made rabbit anti-mouse MPO polyclonal antibody could not induce systemic vasculi
tis in C57BL6 mice. We measured panel of cytokines and chemokines in sera from patients with ANCA-associat
ed vasculitis. All cytokines and chemokines were measurable in them.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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

わが国で増加の著しい血管炎の一つであり、

患者血清中にはミエロペルオキシダーゼ

(MPO)特異的 ANCA(MPO-ANCA)またはプ

ロテイナーゼ 3(PR3)特異的 ANCA が高率に

検出され、病態形成に寄与している。ANCA

関連血管炎は全身性炎症性疾患であり、腎、

肺、神経系に高率に臓器病変を形成する。近

年、Kessenbrock らは好中球の neutrophil 

extracellular traps (NETs)形成が患者由来

ANCA 陽性 IgG で誘導され、NETs 内には

toll-like receptor 9 （TLR9）ligand である

DNA および LL37 が存在し、患者腎組織に

おいても NETs 形成と inteferon- (IFN-)

誘導遺伝子である MxA の発現が認められる

ことを報告した (Nat Med 2009;15:623)。

（註：DNA および LL37 は TLR9 を介して

IFN-産生を誘導する因子として知られてい

る。）また、補体 C5 の活性化成分である C5a

も IFN-でプライミングされた健常人好中

球のNETs形成を刺激することも報告されて

いる。好中球の NETs 形成は生理的には細菌

などに対する感染防御機構として発見され

たが、これらの報告によって、ANCA 関連血

管炎の病態形成に関与する可能性が示され

た。しかし、ANCA関連血管炎における NETs

形成の詳細な分子機構と治療応用の可能性

は明らかではない。 

研究代表者は、難治性血管炎調査研究班の

研究分担者として、ANCA 関連血管炎のコホ

ート研究の立ち上げと運用を行ってきた。詳

細な解析は現在進行中であるが、高用量ステ

ロイドとシクロホスファミドを中心とする

免疫抑制療法の導入により ANCA 関連血管

炎の予後は改善されたものの、高い再燃率と

感染症をはじめとする治療の副作用が未解

決の問題として残っている。そこで、従来の

免疫抑制治療とは異なる視点での治療法の

開発が急務と考え、NETs 形成・netosis 抑制

による ANCA 関連血管炎の治療法（NETs 

targeted therapy）開発を着想するに至った。 

２．研究の目的 

本研究では、ANCA 関連血管炎の病態形成

への好中球の NETs 形成と netosis の関与、

および治療応用の可能性を、患者検体を用い

た ex vivo 実験と血管炎マウスモデルを用い

た in vivo 実験により検討することを目的と

した。 

３．研究の方法 

(1)好中球の NETs形成能の検討 

①ヒト末梢血好中球の精製 

 ヒト末梢血 10ml に HetaSep (Veritas

社)2mlを添加し、転倒混和後 10分間静置後、

上清を新たな試験管に移した。EasySep Neg 

Human Neutrophil Kit(Veritas 社)を用い、

キ ッ ト の 説 明 書 に 従 っ て 、 negative 

selection によって、末梢血好中球を精製し

た。精製した好中球の純度を flow cytometer

により測定し、90％以上が CD16 陽性である

ことを確認した。 

②免疫組織染色による NETs の検出 

細胞培養用 24 穴プレートに poly-L-lysine 

コート  カバーガラスを入れ、10% FBS / 

HBSS(+) に懸濁した好中球 を 5×104 / well 

（2×105 / ml を 250μl）で培養した。各種

刺激を加えたのち、カバーガラスを取り出し、

Phosphate Buffered Saline (PBS)で細胞を

洗浄後、4% パラホルムアルデヒド/ PBS で

固定した。0.2% TritonX-100 / PBS で透過処

理後、3% ウシ血清アルブミン / PBS で非特

異的反応をブロックした。次にウサギ抗

Neutrophil Elastase 抗体を室温にて 1 時間

反応させ、PBS で洗浄後、FITC 標識ヤギ抗



ウサギ IgG を室温にて 1 時間反応させた。

PBS で洗浄後、Hoechest 33258 にて核染色

を行い、封入した。 

③ヒト抗 MPO-ANCA 抗体を含む IgG 精製 

抗 MPO抗体価高値の患者末梢血から血清を

分離し、Affigel ProteinA MAPS Ⅱを用いて

IgGを精製後、蛋白濃度を測定した。 

(2)全身性血管炎モデルマウスの作成 

①抗マウス MPO 抗体の作成 

TiterMax Goldを用いてリコンビナントマ

ウス MPO（R&D）にて家兎を 3回免疫した。血

清中の抗マウス MPO抗体を下記②の方法で測

定し、高い抗体価が得られたことを確認後、

末梢血を採取した。末梢血から血清を分離し、

Affigel ProteinA MAPS Ⅱを用いて IgGを精

製後、蛋白濃度を測定した。 

②抗マウス MPO 抗体測定 

リコンビナントマウス MPO を PBS で 2μ

g/ml に溶解し、96 穴 ELISA 用プレートに固

相化した。ブロックエースでブロッキングし、

PBS-Tween にて洗浄した。PBS で希釈した

兎血清 100μ l を加え２時間反応後、

PBS-Tween にて洗浄し、ペルオキシダーゼ

標識抗ウサギ IgG 抗体を２時間反応させた。

PBS-Tween にて洗浄後、TMB（3, 3', 5, 

5'-tetramethylbenzidine ） で 発 色 さ せ 、

450nm にて吸光度を測定した。 

③マウスにおける血管炎の誘導 

第１のモデルとして、Candida albicans 

water-soluble fraction (CAWS)（東京薬科大

学薬学部免疫学教室三浦典子先生より供与）

4mg/匹を C57BL6マウスに day 0 および day 5

に腹腔内投与し、同日に抗マウス MPO抗体ま

たはウサギ IgG（Sigma Aldrich）2mg/匹を静

脈内投与した。CAWS を投与せず、抗マウス

MPO抗体 2mg/匹のみを投与したマウスもコン

トロールとして用意した。day 10 に肺および

腎臓を摘出し組織切片を作成した。 

第 ２ の 血 管 炎 モ デ ル と し て 、

lipopolysaccharide (LPS)10μg を腹腔内投

与し、2 時間後に抗マウス MPO 抗体またはウ

サギ IgG 100μg/体重 1g を投与し、day6 に

肺および腎臓を摘出し組織切片を作成した。

マウスから採血し血清を分離後、尿素窒素お

よびクレアチニンを測定した。 

(3)ANCA 関連血管炎患者における血清サイト

カイン、ケモカインパネルの測定 

Observational cohort study of remission 

induction therapy in Japanese patients 

with ANCA-associated vasculitis and 

rapidly progressive glomerulonephritis 

(RemIT-JAV-RPGN)に登録された ANCA 関連

血管炎患者の血清中のサイトカインを、マル

チプレックスサスペンションアレイを用い

て測定した。今回の検討では、IL-1β、IL-2、

IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-10、IL-12p40、

IL-13、IL-15、IL-17、IFN-γ、TNF-α、Eotaxin、

FGF-basic、G-CSF、GM-CSF、MIP-1α、

PDGF-bb、RANTES、VEGF を測定した。 

 

４．研究成果 

(1)好中球の NETs形成能の検討 

①ヒト末梢血好中球の精製 

健常人末梢血好中球を HetaSep および

EasySep Neg Human Neutrophil Kit にて

精製し、FITC 標識抗ヒト CD16 抗体で染色し

た。図１のように、91%の細胞が CD16 陽性で

あることが flow cytometer にて確認された。 



 

図１精製した好中球の CD16発現（黒：isotype 

control, 赤：抗 CD16 抗体） 

②免疫組織染色による NETs の検出 

健常人末梢血好中球をカバーガラス上で

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)に

て 3時間刺激し、抗 Neutrophil Elastase 抗

体にて NETs を染色した。図２に示すように

PMA 100nM、３時間刺激により NETs 形成

が確認された。 

 

図２PMAによる好中球の NETs 誘導（3時間） 

PMAにて 24時間刺激した場合には、図３に示

すように無刺激でも軽度の細胞の膨隆が認

められたが、PMA 20nM, 100nM のいずれにお

いても明らかな NETs形成が確認できた。 

 

       PMA 0nM           PMA 20nM 

 

      PMA 100nM 

図３PMAによる好中球の NETs 誘導（24時間） 

次に C5a 100ng/ml で 15分間プライミングし

た後に、抗 MPO-ANCA抗体高力価患者由来 IgG

または健常人由来 IgGを 250μg/mlで添加し、

3 時間刺激した。図４に示すように、C5a 単

独刺激のみで軽度の細胞の膨張を認めた。抗

MPO 抗体高力価患者由来 IgG を添加したとこ

ろ。さらに細胞の膨化が進み、NETs形成が促

進された。一方、図４に示した健常人由来 IgG

を加えた場合には、C5a 単独と明らかな差は

見られなかったが、一部の健常人由来 IgG で

NETs形成が軽度促進される場合が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４補体成分 C5a および抗 MPO-ANCA 抗体陽

性 IgGによる NETs の誘導 

 

以上の検討から、抗 MPO-ANCA 抗体陽性 IgG

には NETs 形成を促進する働きがあることが

示された。複数の患者血清を用いた検討を行

ったところ、NETs形成を促進する抗 MPO-ANCA

抗体陽性 IgGと促進作用が明らかではない抗

MPO-ANCA 抗体陽性 IgG が見られた。その違い

および、一部健常人での軽度の NETs 促進能

に関しては今後の検討課題と考えられた。 
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(2)全身性血管炎モデルマウスの作成 

①抗マウス MPO 抗体の作成 

リコンビナントマウス MPOで 3回免疫したウ

サギから末梢血を採取し、Affigel ProteinA 

MAPS Ⅱを用いて 60mgの IgGが得られた。 

②マウスにおける血管炎の誘導 

上記①で作成したウサギ抗マウス MPO抗体を

用いて、CAWS による全身性血管炎モデルの作

成を検討した。 

 1 回目の検討では、無処置マウス（N 群）

（n=3）、CAWS＋ウサギ IgG投与マウス（C 群）

（n=2）、CAWS＋ウサギ抗マウス MPO 抗体（CM

群）（n=3）を作成した。CAWS は 4mg/匹を Day 

0, Day 5 に投与した。 

表１に示すように、尿蛋白、尿潜血反応は N

群と比較して C 群、CM 群の Day 10 において

変化はなかった。末梢血で測定した BUN は N

群と比較して、C 群、CM 群の Day 10 におい

て上昇していたが、Cr は不変であった。 

Day 10にこれらのマウスから肺および腎臓を

摘出し、固定後、Hematoxilin-Eosin（HE）

染色を行い組織学的に検討した。肺、腎のい

ずれにおいても有意な炎症所見は認められ

なかった。 

表１ CAWS を用いた全身性血管炎モデル作

成（第１回） 

 尿蛋白 

(mg/dl) 

尿潜血 BUN 

(mg/dl) 

Cr 

(mg/dl) 

N 群 100 全例

(-) 

22.0 0.1 

C 群 65 全例

(-) 

33.5 0.1 

CM 群 100 全例

(-) 

33.4 0.1 

 

2 回目の検討では、ウサギ抗マウス MPO 抗

体単独投与群（M 群）（n=3）、CAWS＋ウサギ

IgG投与マウス（C群）（n=3）、CAWS＋ウサギ

抗マウス MPO抗体（CM 群）（n=3）を作成した。

CAWS は 8mg/匹を Day 0, Day 5 に投与した。 

表２に示すように、尿蛋白、尿潜血反応、

BUN、Cr のいずれの指標においても、有意な

変化を認めなかった。1 回目と同様に、Day 10

にこれらのマウスから肺および腎臓を摘出

し、固定後、HE染色を行い組織学的に検討し

たが、有意な炎症所見は認められなかった。 

 

表２ CAWS を用いた全身性血管炎モデル作

成（第２回） 

 尿蛋白 尿潜血 BUN Cr 

M 群 100 全例(-) 32.9 0.17 

C 群 65 3 例(-) 

1 例(+) 

26.1 0.17 

CM 群 100 全例(-) 33.4 0.12 

Day 10 における測定値を示す。表１に示した

ように、無処置マウスは尿蛋白が 100mg/dl

程度検出されることを確認している。 

 

そこで CAWS とは異なる刺激で全身性血管

炎モデルマウスを作成するために、LPS＋ウ

サギ IgG（L 群）（n=3）と LPS+ウサギ抗マウ

ス MPO抗体（LM群）（n=3）を作成した。尿蛋

白、尿潜血反応、BUN、Cr を測定したが、い

ずれの指標においても有意な変化を認めな

かった。Day 6 にこれらのマウスから肺およ

び腎臓を摘出し、固定後、HE 染色を行い組織

学的に検討したが、有意な炎症所見は認めら

れなかった。 

以上の検討から、いずれの全身性血管炎モ

デルにおいても、我々が作成したウサギ抗マ

ウス MPO抗体は血管炎惹起作用を持たないと

考えられた。既報では MPOノックアウトマウ

スを用いて作成したマウス抗マウス MPO抗体

が使用されており、免疫した動物種の差が今

回血管炎を誘導できなかった原因の一つと

して考えられた。 

CAWS と抗 MPO 抗体を用いた全身性血管炎モ



デル自体の作成が出来なかったかため、その

後に予定していた新規治療標的の検討は実

施出来なかった。 

(3)ANCA 関連血管炎患者における血清サイト

カイン、ケモカインパネルの測定 

好中球の netosis には炎症性サイトカイ

ン・ケモカインが関与する。これまでに、ANCA

関連血管炎の血清中の限られた種類のサイ

トカイン・ケモカインを測定した報告はある

が、網羅的な測定は報告されていない。そこ

で、RemIT-JAV-RPGN に登録された顕微鏡的多

発血管炎患者 30名の治療開始前、6 か月後の

血清を用いて、方法に示したサイトカイン、

ケモカインを測定した。これらのすべてのサ

イトカイン、ケモカインが患者血清中に測定

可能な濃度で存在していた。 
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