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研究成果の概要（和文）：本研究においては、重症患者におけるNETsの動態を明らかにした。まず、吸引痰中の
NETsの長さが感染症発症日(0病日)から1病日にかけて有意に増加し、6～8病日では1病日と比較して有意に減少
することを明らかにした。また、挿管された重症患者の集中治療室入室時の血液を採取し、NETs、およびNETsの
形成過程でみられるシトルリン化ヒストンH3(Cit-H3)の存在を評価した。NETsあるいはCit-H3は、吸引痰中に細
菌がみられた症例で高頻度に認められた。上記の結果は、臨床病態においてNETsが感染制御に関連していること
や、NETsあるいはCit-H3の制御による重症病態の治療の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified dynamic changes of NETs in critically ill 
patients.  First, length of NETs significantly increased on day 1 compared to day 0(the day of 
infection), and decreased on day 6-8 compared to day 1.  In the other study, we took blood samples 
from intubated patients on admission to Intensive Care Unit, and determined the existence of NETs or
 citrullinated histon H3(Cit-H3)、which is involved in NETs formation.  The existence of NETs or 
Cit-H3 was observed more often in patients with the presence of bacteria in tracheal aspirates.  
These results are suggesting that NETs are associated with infection control, and the possibility of
 treatment by control of NETs or Cit-H3 in patients with critically ill condition.           

研究分野： 救急医学

キーワード： NETs
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１．研究開始当初の背景 
救命センターには、重度外傷をはじめ、熱傷、
中毒、敗血症等様々な重症病態に陥った患者
が搬送される。急性期を乗り越えた患者の死
亡原因のほとんどは、感染症からの多臓器不
全である。我々は、これまで様々な感染制御
を行い重症患者の予後改善に取り組んでき
た。その過程で、感染症の第一線で機能する
好中球の新規感染制御システムである 
Neutrophil Extracellular traps(NETs)に着
目するに至った。NETs とは、感染により活性
化された好中球が自らの DNA や granule 
protein を含む網目状の構造物を能動的に放
出するという現象であり、Brinkmann らによ
り初めて報告された(Science, 2004)。NETs
の放出により細菌を捕獲しながら能動的に
細胞死を起こす現象は、 apoptosis や
necrosis とは異なる細胞死の機序として
NETosis と呼ばれ、またこの反応は tissue 
damage に寄与するとも考えられている。しか
し，NETs の臨床病態との関連は、全く明らか
にされていなかった。我々は予備的検討にお
いて、呼吸器感染を起こした患者の喀痰中の
NETs を経時的に追跡し、感染の顕在化ととも
に NETs の発現量が増加し、感染の鎮静化と
ともに NETs が減少する、ということを明ら
か に し た (Am J Respir Crit Care Med 
185:1130-1131, 2012)。また、感染症だけで
なく外傷、熱傷、心停止、出血性ショック等
の重篤な病態の血液中にも NETs が発現する
ことを見出した(J int Med Res. 41:162-168, 
2013)。従って NETs は感染症以外の重症病態
にも関与している可能性があった。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、重症患者における NETs
の動態を明らかにし、新しい治療戦略の提案
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
吸引痰における NETs の定量化(発表論文⑨) 
集中治療室に入院して気管挿管された9例の
患者を対象とした。吸引痰は呼吸器感染の発
症日(0 病日)、１病日、3～5病日、そして６
～８病日に採取した。NETs は DNA、好中球エ
ラスターゼ、ヒストン H3 を免疫蛍光染色で
可視化することにより同定し、その長さをコ
ンピュータソフトウェア(Neurolucida〔MBF 
Bioscience, Williston, VT, USA〕)で定量
化した。この解析ソフトは、元々神経細胞の
突起の長さや太さ等を解析するために用い
られてきた。神経細胞突起を NETs に，神経
細胞体を好中球に見立てて NETs の定量化に
応用した。標本を免疫染色した後，蛍光顕微
鏡にて 200倍の視野でランダムに 5箇所画像
を取り込み、Neurolucida により各画像の全
視野における総NETs量をデジタル解析した。

図は実際の NETs と Neurolucida で定量化し
た画像である(a（左）:免疫染色した喀痰中
の好中球および NETs、b（右）:Neurolucida
で定量化した画像。線状の構造物を NETs と
して検出した)。NETs 長は、線状の構造物の
長さの和を線状の長さの数で除した長さと

定義した。 
重症患者における NETs およびシトルリン化
ヒストン H3（Cit-H3）(発表論文⑩) 
挿管された重症患者 49 例を対象とした。疾
患は、外傷(n=7)、感染症(n=14)、心停止蘇
生後(n=8)、急性中毒(n=4)、心疾患(n=4)、
脳卒中(n=8)、熱中症(n=2)、およびその他
(n=2)であった。集中治療室入室時に血液を
採取し塗抹標本を作製した。前述の方法で
NETs、および特殊な抗体を用いて NETs 産生
過程に重要と考えられている Cit-H3 の存在
を評価した。血液中の NETs あるいは Cit-H3
の存在と臨床病態(吸引痰中の細菌の存在、
診断名、血液中の白血球、IL-8 濃度、TNF-
α濃度、等)との関連を多重ロジステイック
回帰で解析した。 
４．研究成果 
吸引痰における NETs の定量化(発表論文⑨) 
図に示すように、NETs 長は、0病日から 1病
日にかけて有意に増加し(*p<0.05)、6～8 病
日では1病日と比較して有意に減少している
ことが明らかとなった(*p<0.05)。これをグ
ラム染色、および免疫蛍光染色のスライドと

合わせてみると、感染発生時の吸引痰には極
少数の NETs しか認められないが、1病日には
好中球の浸潤とともに NETs の拡がりが認め
られ、そして適切な抗菌薬の投与後呼吸器感
染の改善に伴い NETs 長が減少している様子
が観察された。本研究より、臨床例において
も NETs が感染制御に深く関連していること
が示唆された。 
重症患者におけるNETsおよびCit-H3(発表論
文⑩) 
次ページの図は血液中の好中球(→)、NETs を



放とうとしている好中球(*)、そして放たれ
た NETs(矢頭)を免疫染色で示したものであ
る。前２者には Cit-H3 が含まれているが(→
と*)、放たれた NETs には含まれていないこ
とがわかる。この結果は、NETs の放出に先立
って Cit-H3 が出現していることを示唆して

いる。 
従って、NETs および、Cit-H3 の存在は、同
じ NETs の生成過程をみていると判断した。
本研究においては、49 例中、NETs の発現が
みられたのは 5例であり、Cit-H3 が認められ
たのは 11 例であった。下表は、血液の免疫
蛍光染色で NETs もしくは、Cit-H3 が陽性で
あった症例の疾患毎の割合を示す。心停止蘇
生後(62.5%)、脳卒中(37.5％)、感染症
(28.6％)等の陽性頻度が高い。多重ロジステ
イック回帰分析で NETs もしくは Cit-H3 が陽
性であることとの関連因子を解析した結果、
「気管吸引痰における細菌の存在」が最も関
連があることが判明した。このことは、既に
感染症を起こしている症例だけでなく、心停

止蘇生後や脳卒中等の意識障害患者におい
て、気管内に細菌が侵入することが NETs 形
成の引き金になっていることを示唆してお
り、生体が感染の危機にさらされる早期の段
階から NETs が感染制御に関わっていること
を推測させる結果であった。 
 
今後の展開 
上記の研究結果より、NETs が臨床病態の感染
制御に関わっていることが推測されたが、
Nets 形成が生体に有益に働いているとは限
らない。近年、NETs が重症病態において、生
体へ悪影響を与える可能性があることが報
告されるようになった(NATURE REVIEWS 
IMMUNOLOGY,2013)。Pathogen-associated 
molecular patters(PAMPs)や damage- 
associated molecular patterns(DAMPs)に反
応して、好中球は DNA やヒストンを含む NETs
を放出し病原体を捕獲するが(図)、この時同
時に凝固系pathwayを亢進させ血栓形成を促
す(immunothrombosis)。生理的範囲内では、
NETs が誘導する immunothrombosis は、病原
体を局所に閉じ込めるという感染防御の役
割を果たすが、これが生理的範囲を超えて病
的なまでに進行すると、動静脈の血栓形成や
Disseminated intravascular coagulation を
引き起こし多臓器不全の原因となる可能性

が指摘されている。逆に言えば、NETosis を
コントロールすることにより、新たな治療展
開が生まれる可能性もある。我々は、吸引痰
を Deoxyribonuclease(DNase) I で処理する
と NETs が短くなり消失することを確認した
(発表論文⑨)。NETs の過剰形成により血栓形
成等の有害事象が起こるとすれば、それを
DNase I を用いて制御できる可能性がある。 
また、本課題研究の過程で、Cit-H3 が NETs
形成に重要な役割を果たすことを示唆する
結果を得た。従って、ヒストン H3 のシトル
リ ン 化 に 必 須 の 酵 素 で あ る
Peptidylarginine deimininase 4(PAD4)の阻
害薬も治療応用できる可能性がある。 
NETs は自己免疫疾患の抗原になるとも報告
されており(Nature medicine,2014)、Cit-H3
を介した炎症反応のメカニズムの解明が進
めば、感染症や、熱傷、外傷等の急性期疾患
だけでなく、SLE やリウマチ疾患等の慢性疾
患に対する治療への応用も可能となり、その

恩恵は極めて広範囲に及ぶことになる。 
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