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研究成果の概要（和文）：Neutrophil extracellular traps(NETs)は、好中球のクロマチンが網状に変化して病
原微生物を捉える生体防御機構である。本研究では、NETsが血小板を刺激して血栓症を誘発することに注目し、
NETs形成機構の解明と血小板を活性化するNETs成分の同定をめざした。ノックアウト型好中球モデルを活用し
て、NETs形成プロセスで生じる細胞内化学反応を解析し、好中球の細胞骨格の制御が、NETs形成に必須であるこ
とを見いだした。さらに、好中球に多く存在する２種類のタンパク質を、NETs由来の血小板活性化候補分子とし
て検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil extracellular traps (NETs) formation is a biological defense 
mechanism in which neutrophil chromatin changes into a meshwork to capture pathogenic 
microorganisms. In this study, we focused on the fact that NETs stimulate platelets to induce 
thrombosis, and aimed to elucidate the mechanism of NETs formation and to identify the NETs 
components that activate platelets.
Using a knockout neutrophil model, we analyzed the intracellular chemical reactions that occur 
during NETs formation and found that regulation of the neutrophil cytoskeleton is essential for NETs
 formation. Furthermore, we are investigating two proteins that are abundant in neutrophils as 
candidate molecules for NETs-derived platelet activation.

研究分野：生化学、免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Neutrophil extracellular traps(NETs)は、好中球のクロマチンが網状構造に変化して病原微生物を捉える生体
防御機構であるが、近年、NETs成分が血小板を刺激して血栓症を誘発することが新たな病態として注目されてい
る。
そこで本研究では、NETs形成の分子メカニズムと、NETsが血小板の活性化を介して血栓症に至るプロセスの解明
に取り組んだ。研究成果の学術的意義として、好中球の細胞骨格の制御が、NETs形成に必須であることを見いだ
した。さらに社会的意義として、NETs由来の２種類のタンパク質を血小板活性化候補として提案した。血栓症の
早期診断法の開発に寄与する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

（１） Neutrophil extracellular traps（NETs）は、好中球のクロマチンが弛緩して網状構

造に変化し、病原微生物を一挙に捕捉するしくみである。抗菌顆粒と共に働くことで効果的に

感染の拡大を防御する。 

 

（２） 近年、NETs 成分により血小板が活性化して血小板血栓を形成し、脳梗塞や心筋梗塞な

どの重篤な血栓症を誘発することが、新たな病態として注目されている。NETs を早期に検出し

てそれを制御する方法を見いだせば、血栓症の早期診断と治療に役立つが、NETs 形成から血小

板の活性化に至る分子メカニズムは解明されていない。 
 
２．研究の目的 

 好中球の NETs を起点とする血栓症の早期診断法の開発を目的とする。その達成のために、以

下の（１）、（２）の具体的な目標を設定した。 

（１）NETs 形成の分子メカニズムを明らかにするため、NETs形成過程に必須の細胞内化学反
応を見いだす。 

 
（２）血小板血栓を惹起する NETs 成分を明らかにして、血栓症の早期診断に有用な NETs 特異
的成分を提案する。 
 
３．研究の方法 

 以下の（１）〜（３）のプロセスで研究を進めた。 

（１） NETs 形成過程に特異的なタンパク質の翻訳後修飾の同定 

 NETs形成過程に必須の細胞内化学反応を見いだすため、NETs 誘導試薬 PMA で、好中球を刺
激して、網羅的質量分析をおこない、NETs 形成に特異的な翻訳後修飾を探索した。具体的には、 

好中球を刺激後、NETs 形成の進行に応じて以下の①〜④の段階にわけて、各段階のサンプルを

回収した。好中球は刺激後の時間経過と共に、①核の分葉構造が消失し、その後、②核内クロ

マチンが徐々に弛緩して、ヒストンに巻きついた核酸 DNA が崩壊する。さらに、③核膜が崩壊

して核酸 DNA と細胞質成分が混ざりあう。最終的に、④細胞膜も崩壊して網状のクロマチンが

NETs として細胞外に放出される。進行段階の検出には、核酸に結合する細胞膜透過性、不透過

性の２種類の蛍光色素を活用した。各サンプルついて網羅的質量分析、および修飾部位特異的

な抗体によるウエスタンブロッティングをおこない、NETs 形成過程で有意に変動する翻訳後修

飾を同定した。 

 

（２）変異型好中球モデルの作成 

 （１）で見いだした翻訳後修飾に関与する５種類のタンパク質について、遺伝子編集技術を

活用して、ノックアウト（KO)型好中球モデルを作成した。具体的には、好中球様に分化できる

ヒト白血病細胞株,HL60 に、各タンパク質に対する guide RNA と CRISPR/Cas9 をエレクトロポ

レーション法で導入した。ノックアウト細胞のスクリーニングは、標的分子の特異的抗体によ

るウエスタンブロッティング法でおこない、ダイレクトシーケンス法で最終的な配列を確認し

た。 

 

（３）変異型好中球モデルの NETs 形成プロセスへの影響の解析 

 作成した KO型 HL60 を好中球様に分化するため、ATRA(All-trans retinoic acid)存在下で４

日間培養して好中球モデルとし、NETs 形成プロセスへの影響を解析した。NETs 放出までの形態

学的解析には、細胞膜透過性（Hoechst 33342)、不透過性(SYTOX Green)の２種類の核酸結合蛍

光色素を活用した。また、NETs 形成進行のマーカーとして、PAD4 によるヒストンのシトルリン



化を抗シトルリン化ヒストン抗体によるウエスタンブロッティング法で検出した。 

 
４．研究成果 

（１） 質量分析法等を活用して、NETs 形成過程で特異的に変化する翻訳後修飾を網羅的に解

析し、得られた結果から、有意に変動するタンパク質を選択して、修飾部位特異的な抗体によ

るウエスタンブロッティング法でさらに解析し、NETs 形成過程で重要なタンパク質の候補を同

定した。 

 

（２） （１）の結果より、５種類のタンパク質を標的分子として、KO 型好中球モデルを作成

した。好中球様に分化できるヒト白血病細胞株,HL60 に、遺伝子編集技術（CRISPR/Cas9）を応

用し、ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)ファミリータンパク質,P4HB、プロテイン S100 ファミリ

ータンパク質のプロテイン S100A8,S100A9、チロシンキナーゼ,Syk、低分子量 G タンパク

質,Rab27A について、KO型 HL60 細胞を作成した。 

 

（３) 野生型および各 KO型 HL60 細胞を ATRA 存在下で４日間培養し、好中球様に分化・成熟

させて NETs 形成への影響を解析した。その結果、①〜③で示す通り、各細胞について、異なる

段階での影響が認められた。 

 

① P4HB-KO 型 HL60 細胞では、好中球様分化で誘導される核の分葉の抑制が認められた。 

 

② プロテイン S100A8、S100A9 は、ヒト好中球の NETs 形成過程において、特に多くのアミノ

酸に翻訳後修飾の変化が認められたタンパク質である。S100A8 と S100A9 でヘテロダイマーを

形成し、炎症時に血液中の濃度が高まることが知られている。両タンパク質は共に、未分化な

HL60 細胞では発現が認められないが、ATRA 存在下で好中球様に分化すると 3日目以降に発現量

が急増した。さらに、各 KO 型 HL60 細胞についてウエスタンブロッティングで解析すると、

S100A8-KO 型 HL60 細胞では、S100A9 の発現抑制が、S100A9-KO 型 HL60 細胞では、S100A8 の発

現抑制が確認された。タンパク質の発現段階での相互関与のメカニズムについては、解析途上

である。NETs 形成刺激後の経時的解析により、プロテイン S100A8、S100A9 は、刺激４時間後

には培養上清に放出されており、NETs 成分由来の血小板活性化分子の候補として検討を進めて

いる。 

 

③ Syk-KO 型 HL60 細胞では、好中球様に分化誘導後の補体依存性ファゴサイトーシスにおい

て、活性酸素種の産生が有意に減少していた。活性酸素種は、NETs 形成と共に、好中球の殺菌

機能の主要な成分であり、その抑制メカニズムについても検討中である。さらに Syk について

は、好中球同様に食細胞であるマクロファージの機能への影響について解析した。Syk が細胞

骨格タンパク質、アクチンの制御を介して、リソソームと食胞の融合（ファゴリソソームの形

成）、その結果としての食胞酸性化を促進することを見いだした。細胞骨格の制御は、NETs 形

成に必須であり、Syk による細胞骨格タンパク質、アクチンの制御を介した NETs 形成制御機構

についての検討を進めている。 
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