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研究成果の概要（和文）：シャルコー･ライデン結晶(CLC)は、六角錐が底面でつながった微小な針状の結晶であ
る。アレルギー疾患、寄生虫感染症など多くの疾患の組織や分泌液中で認められ、好酸球性炎症を示唆する古典
的な所見として知られている。CLC蛋白は、レクチンの一種であるgalectin-10であることが判明している。本研
究は、長年にわたって医師や病理学者の間で謎だったCLCの出現機構を、分子細胞学的な観点から初めて明らか
にしたものである。好酸球が活性化によってETosisと呼ばれる細胞死を起こす過程でgalectin-10を制御しなく
なり、最終的に細胞が崩壊することが結晶化の原因と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Charcot-Leiden crystals (CLCs) are tiny needle-shaped crystals with 
hexagonal pyramids connected at the base. The CLC protein has been found in tissues and secretions 
of many diseases, including allergic and parasitic infections, and is a classic  hallmark  of 
eosinophilic inflammation. CLC protein has been found to be galectin-10, a type of S-type lectin. 
This study is the first to elucidate the mechanism of CLC generation from a molecular and 
cytological perspective, which has long been a mystery to physicians and pathologists. CLC 
crystallization was shown to be caused by the loss of cytoplasmic galectin-10 in the process of cell
 death, namely ETosis.

研究分野：アレルギー学　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CLCの存在は150年以上前に発見され、好酸球性炎症の代表的な病理所見として普遍的に観察されてきた。この形
成機構が細胞の自発的細胞死であることを明らかにしたことは学術的価値に価値が高い。論文はトップジャーナ
ルのひとつであるBlood誌の表紙に取り上げられるなど研究結果は国内外でも高く評価された。臨床的にも、CLC
の形成自体が炎症を反映し、増幅に関与していることが明らかになりつつある。すなわち、CLCやその構成蛋白
であるgalectin-10をターゲットとして病態評価や治療応用につなげる端緒となる研究である。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
顕微鏡の発達により 1850 年代に発見されたシャルコー･ライデン結晶(Charcot-Leyden 
Crystal :CLC)は、六角錐が底面でつながった微小（0.1mm以下程度）な針状の構造物である。
喘息をはじめとしたアレルギー疾患、寄生虫感染症など多くの疾患の組織や分泌液中で認めら
れ、好酸球性炎症を示唆する古典的な所見として知られている。CLC蛋白は、アミノ酸シーケ
ンスからレクチンの一種である galectin-10 であることが判明しているが(Leonidas et al. 
Structure. 1995)、その生物学的機能は不明である。 
 興味深いことに、galectin-10 はほぼヒトの好酸球のみが有しており、好酸球の細胞質総蛋白
のうち実に約 10%を占める。galectin-10 は好酸球の細胞質と核に多く分布しているが(Calafat 
et al. Br J Haematol. 1997)炎症局所で結晶化する。 
好酸球は組織に集積することでアレルギー性炎症を起こしているが、このような組織では好酸
球が細胞死を起こしていることが知られていた。研究者はこれを崩壊性脱顆粒(lytic 
degranulation)などと呼んできたが、長い間その本態は不明であった。我々は、活性化した好酸
球が非アポトーシス細胞死をきたしている、という仮説のもと研究を行ってきた。その結果、
ETosis と呼ばれる迅速なプログラム細胞死が崩壊性脱顆粒の本態であることを解明し(Ueki, et 
al. Blood. 2013)、難治病態に寄与していることを明らかにした (Ueki et al. J Allergy Clin 
Immunol. 2016)。これまでの研究結果は、好酸球の「自発的な非アポトーシス死」が慢性炎症
病態を形成する、という新しい知見を提供したものである。 
研究の過程で偶然、実験的に ETosis を誘導した好酸球にはしばしばCLCの形成が認められ
ることを見いだしていた。生体内では、ETosis の過程で細胞内の galectin-10 が増加もしくは
局在が変化して結晶化し、最終的に細胞が崩壊することによってCLCが観察されると推測さ
れた。 
 
２．研究の目的 
これまで、CLCの臨床的意義は単なる好酸球性炎症の傍証でしかなかった。そこで、活性化
した好酸球が ETosis をきたすことがCLCの形成に寄与しているという仮説に基づいて本研究
を行うこととした。具体的には、CLCの形成と ETosis の関連について、ヒト好酸球を用いた
in vitro の実験系を用いて検証し、さらにCLC/galectin-10 の病態との関連を検討することで、
診断やモニタリングにおける新しい意義や有用性を見いだそうとした。 
 
３．研究の方法 
末梢血好酸球から高純度分離したヒト好酸球を用いて効率的なCLCの実験モデルを確立し、
ETosis との関連からそのメカニズムを明らかにした。臨床的な検討としては検体が得られやす
い好酸球性副鼻腔炎患者を選定した。病理学的な検討によって、臨床情報との関連を横断的に
解析する。これらは国内外の研究者と連携して行った。 
 
４．研究成果 
末梢血から得られた好酸球を用いて、CLCの試験管内モデルを検討した。既知の条件で
ETosis を誘導し、位相差顕微鏡で細胞の形態を検討し、特徴的な結晶構造の生成を確認した。
この結果、複数の ETosis 誘導条件下で共通して細胞内に特徴的な構造物が認められ、CLCの
生成が確認できた。これを顕微鏡の視野あたりの個数で定量化が可能であった。さらに、CLC



の生成は ETosis を抑制するNADPH oxidase 阻害薬で抑制され、無刺激のコントロール細胞
ではCLCを認めないことから、ETosis に関連した生成であることが示された。 
免疫蛍光染色と共焦点レーザー顕微鏡を用いて galectin-10 の細胞内局在変化を検討したと
ころ、ETosis を誘導すると細胞内の galectin-10 の局在は ETosis の課程で大きく変化し、細
胞内で結晶化する様子が捉えられた。電子顕微鏡でも ETosis をおこした細胞にCLCの存在
が確認された。 
タイムラプス顕微鏡システムにより細胞の形態変化についても検討を行った。この結果、細
胞内で起こるCLCの生成は迅速(1 分程度)に起こり、細胞膜の透過性が上がる（細胞死の定
義）直前に認められることが明らかになった。結晶が出現する瞬間をとらえられたことは、こ
れまで誰も見たことのない直接的な証拠として特に重要と考えられる。 
細胞内で結晶化するCLC はサイズが小さく、生体内で認められるようなサイズにならな
い。このため、細胞外で galectin-10 が大きなサイズのCLCを形成することについて検討し
た。まず、ELISA 法を用いて ETosis によって galectin-10 が細胞外に大量に放出されること
を確認した。これはNADPH oxidase 阻害薬で抑制された。集積した好酸球を模倣するため、
丸底の培養条件で細胞数を増やして ETosis を誘導したところ、様々な大きさの CLCの形成
を確認することができた。 
実際の生体組織の検討について、まず電子顕微鏡を用いることで、結晶の出現と ETosis
が一致していることを炎症性腸疾患やアレルギー性鼻炎の粘膜で確認した。また、好酸球性
副鼻腔炎を 30 例以上解析した結果、副鼻腔組織には、重症度が上がるほどCLCが出現し
ていることが示された。 
研究結果は、長年にわたって医師や病理学者の間で謎だったCLCの出現機構を、分子細胞
学的な観点から初めて明らかにしたものである。端的には、好酸球が特殊な細胞死：ETosis
を起こす過程で galectin-10 を制御しなくなり、最終的に細胞が崩壊することが結晶化の原因
と考えられた。好酸球が組織でアポトーシスを起こした場合、マクロファージなどの貪食細胞
によって除去されるが、ETosis ではいわゆる eat-me サインを表出しないことから適切に除去
されず、核や細胞質から漏出した galectin-10 が結晶化すると考えられる。概ね当初の仮説を
裏付けるものと考えられた。 
内容は国内学会や国内誌等で発表するとともに、論文は Blood 誌（血液分野のトップジャ
ーナル）に受理された(Charcot-Leyden crystal formation is closely associated with eosinophil 
extracellular trap cell death.Blood. 2018;132(20):2183-2187. )。これは Editorial になるのみ
ならず、表紙として取り上げられるなど高い評価を受けた。研究結果は一般向けにプレスリ
リースを行ったほか、教室のホームページにも掲載し、web ジャーナルへの寄稿を行うな
ど、わかりやすく複数の媒体を介して発表した。 
その後、海外のグループから我々の研究結果を追試し、さらにCLCをターゲットとした治療
薬の開発につながる重要な報告があった(Persson, E. K., et al. Science 364. 6442)。これらの報
告と我々の研究の位置づけ、方向性についてまとめ、総説として発表した(Charcot-Leyden 
Crystals in Eosinophilic Inflammation: Active Cytolysis Leads to Crystal Formation. Curr. 
Allergy Asthma Rep., 19, 38)。 
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