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研究成果の概要（和文）：好中球細胞外トラップ（NETs）は好中球の新たな細胞外殺菌機構として生体防御に寄与する
が、強い傷害因子を細胞外へ放出するため、血栓症や炎症性・自己免疫性疾患などの病態形成に関与することが報告さ
れている。本研究では主に以下の3点、①NETs形成機構に活性酸素の一種である一重項酸素が重要であること、②同種
造血細胞移植後の重篤な合併症の一つである血栓性微小血管障害（TMA）の病態形成にNETsが深く関与し、血清NETs高
値がTMA発症の予測因子になりうること、③高濃度の尿酸が活性酸素非依存性にNETs形成を誘導し、NETsが高尿酸血症
による心血管障害に関連する可能性があること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil extracellular traps (NETs), a newly recognized extracellular killing me
chanism by activated neutrophils, contribute to host defense, however, it is reported to be relevant to th
e pathogenesis of immunothrombosis and inflammatory/ autoimmune diseases by releasing potent hazarous medi
ators, such as anti-microbial peptides. In this study, we revealed three major findings as below; 1) Sigle
t oxygen, one of the reactive oxygen species produced by activated neutrophils, is essential for NET forma
tion, 2) Serum NET levels predict thrombotic microangiopathy after allogeneic stem cell transplantaion (SC
T), which is one of the critical complications of SCT. 3) Uric acid induces NADPH oxidase-independent NET 
formation, suggesting that NETs could be a missing link between serum uric acid elevation and cardiovascul
ar diseases.
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1．研究開始当初の背景 

近年、好中球細胞外トラップ（Neutrophil 

Extracellular Traps; NETs）と呼ばれる好

中球の新たな細胞外殺菌機構が注目され、

その形成機序や種々の病原体に対する殺菌

作用について精力的に研究が進められてい

る。NETs は病原体や様々な因子によって

活性化された好中球がクロマチンを細胞外

へ放出して崩壊する現象で、NETs 周囲の

病原体はクモの糸に絡まるように捕捉され、

放出したクロマチンに含まれる顆粒抗菌蛋

白により殺菌される。NETs 形成について

は、活性化好中球の活性酸素産生が重要で

あることが報告されているが、どの活性酸

素種が最も重要であるのか、その後どのよ

うなシグナル伝達系が活性化されるのかな

ど、詳細は明らかでない。また、NETs は

生体防御に重要な役割を果たす一方、傷害

活性の強い因子を細胞外へ放出するため、

組織障害を引き起こし、種々の炎症性疾患

の病態形成に関与すると考えられる。例え

ば、血管内で過剰な NETs 形成が誘導され

た場合、NETs が血管内皮細胞傷害を惹起

し、その結果、血栓形成促進に関与すると

考えられる。しかしながら、その詳細な病

態生理や臨床症例における検討は十分にな

されていない。 

 

2．研究の目的 

上記背景を踏まえ、本研究では下記の点を

明らかにすることを目的とする。 

① NETs 形成に関与する活性酸素種の同

定を行う。 

② NETs 形成における活性酸素産生から

のシグナル伝達系を解析する。 

③ 同種造血細胞移植後の重篤な合併症の

一つであり、その成因が詳しく判っていな

い血栓性微小血管障害（TA-TMA）患者の

検体を用いて、血栓形成における NETs の

役割を明らかにする。 

④ 炎症性・自己免疫性疾患の病態における

NETs の役割を解明するために、本邦から

提唱された疾患概念である「IgG4 関連疾

患」に着目し、その病態形成における NETs

の役割を形質細胞様樹状細胞の活性化の観

点から明らかにする。 

これらの課題を解明することによって、

NETs 形成の効率的な増強による感染症治

療への可能性が拡がるのみならず、NETs

形成の制御による炎症性・自己免疫性疾患

の治療開発への道が開かれる可能性がある。 

 

3．研究の方法 

① NETs 形成に関与する活性酸素種の同

定 

活性化好中球はスーパーオキシド・過酸化

水素・ヒドロキシラジカル・一重項酸素と

いった様々な活性酸素を産生することが知

られている。我々は、最終に産生される活

性酸素種である一重項酸素が NETs 形成に

重要な役割を果たすと仮説を立て、実験計

画 を 進 め た 。 先 ず 、 PMA （ phorbol 

myristate acetate）刺激により誘導した

NETs 産生に対して、一重項酸素の消去剤

で あ る エ ダ ラ ボ ン や PBN

（-phenyl-N-tert-butyl nitrone）が抑制

効果を示すかどうか検討した。次に、光増

感剤である Photofrin に 630 nm のレーザ

ー光を照射することにより一重項酸素を特

異的に産生する系を利用して、活性酸素産

生が先天的に欠損している慢性肉芽腫症

（CGD）患者好中球に Photofrin を取り込

ませた後、レーザー照射して一重項酸素を

産生した場合、NETs 形成が観察されるか

否かを検討した。 

② NETs 形成におけるシグナル伝達系の

解析 

NETs 形成におけるシグナル伝達を解析す

るため、種々の刺激により NETs 誘導を行

い、Raf-MEK-ERK リン酸化経路の活性化



や NF-B 活性化などを解析した。さらに、

この系に対する NADPH oxidase 阻害剤や

種々の活性酸素消去剤による抑制効果を検

討した。 

③ 同種移植後 TMA（TA-TMA）の病態形

成における NETs の役割の解明 

当科で同種造血細胞移植を行った患者の血

清検体を用いて、血清 NETs 値と TA-TMA

の発症率との相関関係を後方視的に解析し

た。さらに、TA-TMA を発症した患者の腎

臓組織などを用いて、組織中に存在する

NETs の検出を試み、TA-TMA の病態形成

における NETs の役割を臨床的に検討した。 

④ IgG4 関連疾患（IgG4-RD）の病態形成

における NETs の役割の解明 

全身性エリテマトーゼス（SLE）の病態に

NETs が深く関与することが報告され、他

の炎症性・自己免疫性疾患の病態形成にも

NETs が関わっている可能性が示唆されて

いる。我々は、本邦から提唱された疾患概

念である難治性疾患「IgG4 関連疾患」に

注目し、特に NETs による形質細胞様樹状

細胞（pDC）の活性化の視点から、解析を

進めた。患者血清や生検膵組織を用いて、

IFN-産生や NETs 形成などを測定した。

さらに、NETs 刺激による pDC の活性化と

B 細胞からの IgG4 産生との関連を調べる

ために、患者および健常人の好中球、pDC、

B 細胞を分離して種々の条件下で共培養し、

IgG4 産生を測定するとともに、IFN-や B 

cell activating factor など IgG4 産生に関

与すると考えられるサイトカイン産生を検

討した。 

 

4．研究成果 

① NETs 形成に関与する活性酸素種の同

定 

末梢血から分離した CGD 患者または健常

人好中球に光増感剤である Photofrin を取

り込ませ、630 nm のレーザー光を照射し

て一重項酸素を特異的に発生させたときに、

NETs が形成されることを、DNA と好中球

顆粒である myeloperoxidase（MPO）との

二重染色を用いた蛍光顕微鏡および走査型

電子顕微鏡による観察で明らかにした。ま

た、この系にエダラボンや PBN を添加し

た場合、NETs 形成が抑制されることを明

らかにした。さらに、健常人好中球を PMA

で刺激して NETs 形成を誘導した時に、エ

ダラボンや PBN が NETs 形成を抑制する

ことを確認した。以上の所見から、一重項

酸素が NETs 形成に必須であることを明ら

かにした。以上の実験結果を纏めて、論文

発表を行った（文献 8）。 

② NETs 形成におけるシグナル伝達系の

解析 

ヒト生体内での NETs 形成における活性酸

素産生の役割を確認するために、生体内に

おける最多の抗酸化物質とされる尿酸を用

いて、NETs 形成の抑制作用を検討した。

その結果、PMA誘導NETs形成に対して、

5 mg/dl 未満の尿酸は抑制効果を示したが、

8 mg/dl の尿酸においては抑制効果が消失

した。一方、濃度に関わらず、尿酸は好中

球が産生する活性酸素（一重項酸素）に対

する消去作用を示した。興味深いことに、

8 mg/dl の尿酸はそれ自体単独で好中球に

作用し、NETs 形成を誘導した。この尿酸

による NETs 形成は、NADPH oxidase 阻

害剤や一重項酸素消去剤である PBN の添

加で抑制されず、また先天的に活性酸素産

生が欠損した CGD 患者好中球でも認めら

れることから、活性酸素非依存性であるこ

とが示された。さらに、尿酸誘導 NETs 形

成はNF-B p65 のリン酸化を介し、NF-B

阻害剤であるBAY11-7082の投与により抑

制されることから、NF-B の活性化が重要

であることが明らかとなった。一方、活性

酸素依存性の PMA 誘導 NETs 形成とは異

なり、尿酸誘導 NETs 形成では ERK のリ



ン酸化が認められなかった。以上の所見か

ら、高濃度の尿酸は活性酸素産生非依存的

に NETs 形成を誘導し、少なくともその一

部は NF-B の活性化を介することを明ら

かにした。以上の実験結果を纏めて、論文

発表を行った（文献 1）。 

③ 同種移植後 TMA（TA-TMA）の病態形

成における NETs の役割の解明 

当科で同種造血細胞移植を受けた患者の血

清検体を用いて、血清 NETs 値と TA-TMA

の発症率を検討した。その結果、移植前の

血清 NETs 高値が TA-TMA 発症と正の相

関にあること、感染症・急性 GVHD など

の他の移植後合併症の発症とは相関関係が

ないことを明らかにした。さらに、TA-TMA

患者 2 症例における腎臓組織の病理学的検

討により、腎糸球体の血栓形成部位に二重

鎖DNAとMPOがともに染色されるNETs

が存在することを示した。以上の所見から、

血清 NETs 値が TA-TMA 発症の良いマー

カーになること、そして NETs が TA-TMA

の病態形成に関与する可能性を明らかにし

た。以上の実験結果を纏めて、論文発表を

行った（文献 2）。 

④ IgG4 関連疾患（IgG4-RD）の病態形成

における NETs の役割の解明 

IgG4 患者血清や生検膵組織を用いた検討

から、健常人と比較して患者血清中の

IFN-が有意に高値であること、患者膵臓

に IFN-を産生する形質細胞や二重鎖

DNA と MPO がともに染色される NETs

が存在することを明らかにした。この膵臓

に存在する IFN-産生形質細胞は B cell 

activating factor（BAFF）の産生が認めら

れた。健常人好中球に尿酸結晶を加えて

NETs を誘導し、ここに pDC と B 細胞を

加えて共培養した場合、IFN- 、BAFF、

IgG4 の有意な産生が認められた。健常人

pDC の代わりに患者 pDC を加えた場合

IFN- 、BAFF、IgG4 の産生が著明に増

加したこと、健常人好中球の代わりに患者

好中球を用いてもこれらの産生が同等であ

ったことから、IgG4 産生の亢進には NETs

に反応した患者 pDC が重要であると考え

られた。さらに、IgG４産生は NETs 消去

剤であるDNase Iや抗 IFN-中和抗体によ

り抑制されることから、 NETs 刺激

pDC/IFN-産生系が IgG4-RD の病態形成

に重要な役割を果たす可能性が示された。

実際、IFN-産生に重要な転写因子 IRF-7

の核内移行が NETs 刺激を行った患者

pDC で有意に亢進していた。さらに、

IgG4-RD 患者血清中に、NETs の構成因子

であるラクトフェリンに対する自己抗体が

高率に存在することを見出し、抗ラクトフ

ェリン抗体を好中球に作用させた場合、

NETs が有意に産生することを明らかにし

た。以上の所見から、IgG4-RD 患者では、

抗ラクトフェリン自己抗体が存在し、

NETs 産生を誘導すること、NETs に反応

した pDC が IFN-/BAFF 産生を介して B

細胞/形質細胞から IgG4 産生を促進するこ

とを見出し、NETs が IgG4-RD の病態形成

に関与することを明らかにした。現在、以

上の実験結果を纏めて、論文投稿中である。 
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