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研究成果の概要（和文）：活性化好中球から排出されるクロマチン網であるNETsには、多くの細胞内構成蛋白が
含まれ、細菌の捕捉以外の殺菌作用のみならず、血栓形成、癌転移、そして膠原病疾患の発症や自己抗体産生に
も大きな役割を果たしている。殺菌作用以外は総じて、NETsは各疾患に悪影響を及ぼしている。
本研究では、RA患者1例、成人発症スティル病患者1例、家族性地中海熱患者5例についてiPS細胞を樹立した。健
常者iPS細胞由来好中球にPMA添加、NETsを検出した。コルヒチン添加でNETs産生は阻害できなかった。

研究成果の概要（英文）：NETs, which are chromatin nets excreted from activated neutrophils, contain 
many intracellular component proteins, and not only bactericidal activity other than bacterial 
capture, but also thrombus formation, cancer metastasis, and the onset of collagen disease. It also 
plays a major role in autoantibody production. As a whole, NETs have an adverse effect on each 
disease except for bactericidal activity. In this study, iPS cells were established in 1 RA patient,
 1 adult-onset Still's disease patient, and 5 familial Mediterranean fever patients. PMA addition 
and NETs were detected in normal human iPS cell-derived neutrophils. Addition of colchicine failed 
to inhibit NETs production.

研究分野： 自己炎症性疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠原病疾患、自己炎症性疾患において、NETsの構成成分の内容、NETsの量、刺激に対する反応の違いが各疾患で
異なり、病変局所のみならず、全身症状にも影響を与え、病態形成に重要な役割を果たしている可能性が高い。
好中球は寿命が短く解析が難しい細胞であるが、iPS細胞より誘導した好中球は比較的寿命が長いため、解析が
行いやすい。コルヒチンでNETs産生が阻害できないことから、今後、NETs産生阻害薬の開発が望まれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
膠原病疾患の多くは自己免疫疾患であり、T 細胞や B 細胞の獲得免疫が主体であると考えら

れていた。しかし、Toll like receptor の発見やその後の研究の進歩によって、自然免疫も獲

得免疫に変わらないほど重要な役割をしていることが分ってきた。末梢血中最多の好中球にお

いて、その細胞数と膠原病疾患の病勢が相関していることは、研究からも申請者の臨床経験か

らも明らかであり、膠原病疾患における好中球の役割を検討することは重要であると思われる。 

2004 年に Brinkmann らは、活性化好中球は他の細胞と異なり、核内のクロマチンを細胞外へ放

出することを発見した(Science 303:1532-5, 2004)。このクロマチン網は NETs (neutrophil 

extracellular traps)と呼ばれ、細菌の捕捉以外に NETs そのものに殺菌作用があることも報告

された。その後の研究で NETs は、 血栓形成(PNAS 107: 15880-5, 2010)や癌転移(J Clin Invest 

123:3446-58, 2013)に重要な役割をしていること、また、膠原病疾患の全身性エリテマトーデ

ス(SLE)の発症に重要な働きをしていること(J Clin Invest 123:2981-93, 2013)、関節リウマ

チ(RA)では、NETs に含まれるヒストン 4 をシトルリン化した抗原に対する抗体が、RA 患者の

60%以上に陽性であったこと(Ann Rheum Dis 73:1414-22, 2014)など、様々な役割が判明した。 

 
２． 研究の目的 
最近、家族性地中海熱(FMF)患者の NETs が、FMF の病態形成に重要な役割を果たしている報告

があった(Ann Rheum Dis 75:269-77, 2016)。FMF 患者末梢血中の好中球は、有熱期のみ NETs

を排出、NETs にはヒストンやエラスターゼに加え、IL-1b を含んでいた。これは、FMF 患者に

おける抗 IL-1 製剤の有効性を説明するひとつの現象と思われる。同様に膠原病疾患においても、

好中球から排出される NETs の構成成分の内容、NETs の量、刺激に対する反応の違いが各疾患

で異なり、病変局所のみならず、全身症状にも影響を与え、病態形成に重要な役割を果たして

いるのではないか、という発想に至った。これらを証明することが、本研究の目的である。 

 

３． 研究の方法 
患者から毎回好中球を分離することは難しく、実験のための好中球数の確保も困難である。 

京都大学 iPS 研究所と共同で、疾患特異的 iPS 細胞を作成する。対象疾患は、家族性地中海熱、

関節リウマチ、成人発症 Still 病である。疾患特異的 iPS 細胞から純度の高い好中球へ分化さ

せる条件決めを行う。また、患者末梢血から好中球を分離する方法も確立する。iPS 細胞から

好中球へ分化可能となった場合、PMA 刺激が一般的であるが、NETs 産生の条件決めを行う。 

コルヒチンや種々のコンパウンドを使用して、NETs 産生阻害薬を同定する。 

 
４． 研究成果 

(1) RA 患者 1 例、成人発症スティル病患者 1 例、家族性地中海熱患者 5 例について iPS 細胞

を樹立した。 
(2)  好中球への分化の条件決めが確立され、健常者 iPS 細胞から純度の高い好中球が得られ

るようになった。 
(3) RA 患者からネガティブセレクションで好中球を分離、98%以上の純度で採血から 30 分以

内に分離可能となった。 
(4) 健常者 iPS 細胞由来好中球を 24 穴プレートで培養、底に円形のガラススライドを挿入、

PMA 刺激後、DNA(ヘキスト), ヒストン(標識モノクローナル抗体), MPO(標識モノクロ

ーナル抗体), エラスターゼ(標識モノクローナル抗体)、で NETs を検出した。 
(5) コルヒチン添加で NETs 産生は阻害できなかった。 
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