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研究成果の概要（和文）：本課題では,
好中球Apoptosis/NETosisなどの細胞死が炎症を起こした腎間質の機能特異的マクロファージにどのように作用
するのかを明らかにすることを目的としている。我々は、異物を貪食した正常好中球がどのように細胞死を起こ
すのかを蛍光ラベルZymosanを用いて検証した。正常好中球は、Apoptosisを起こして細胞ごとマクロファージに
貪食されるがApoptosisを阻害すると、好中球はNETosisを起こし、この時排菌が遅れることが経時的な細胞死の
定量から明らかになった。つまり、NETosisは異物を補足する機能は有するが、分解するという点でApoptosisに
劣ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this research, we analyzed the interaction between function-specific 
macrophages (SatM) isolated from the site of inflammation in the kidney and neutrophils which 
underwent Apoptosis / NETosis. In order to analyze　NOX2 sufficient/deficient cell death, several 
patterns of neutrophil cell death were  quantified by measurement of the intensity of fluorescence 
of engulfed Zymosan or cleaved Caspase3 over 24 hours. As the results, NOX2 sufficient neutrophils, 
which engulfed Zymosan, die by apoptosis rather than NETosis. NETosis is thought to be strategy to 
kill extracellular pathogens, however, The inhibition of apoptosis made delay on clearance of fungal
 antigen. This is indicated that NETs may just trap pathogen but not kill them.

研究分野：臨床免疫学

キーワード： 制御性細胞死　好中球　慢性肉芽腫症　NETosis　Apoptosis　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
好中球は細胞外に自己のDNAやタンパクなどを放出し、NETosisと呼ばれる方法で細胞外寄生性菌の分解、除去を
行うと考えられてきた。しかし、我々が構築したin vitroの定量系によりNETosisよりもApoptosisを起こした方
が排菌が速やかであり,NETosisには異物を拡散させないため捕捉する機能はあるが、分解の効率はApoptosisに
及ばないことが示された。一方で、NETosisは様々な抗核抗体陽性自己免疫疾患の増悪に関わっていることは知
られており、今後はNETosisをApoptosisへ誘導する治療が重要になることが予想できる。

※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 

様々な原因によって細胞死がおこり組織が破壊されると、その部位には炎症細胞が浸潤する。傷
害された部位が完全にもとあった細胞で修復されれば組織は再生したといえるが、場合によっ
ては傷害部位は膠原繊維で置き換えられ、組織が線維化し将来的な機能不全をもたらすことに
もなる。従来、線維化の程度は炎症の激しさによって規定され、炎症の激しさは壊死した組織の
大きさに依存すると考えられてきたが、近年の研究により Necrotic cell 由来の DAMPs は炎症
を拡大するようにマクロファージに働きかけ、Apoptotic cell は炎症を抑制するように働くこと
が示唆されるようになった。つまり、一口に細胞死といっても、細胞の死後組織破壊が大きくな
る場合もあれば、死細胞が修復を促進させることもあり、細胞死のパターンは細胞が個体に残し
た「遺言」のようなものともいえるかもしれない。 

我々は、過去の研究において、慢性肉芽腫症のモデルである NOX2 欠損マウスを用いて様々な
病態の誘導と治療を試みてきた。NOX2 欠損マウスは主に好中球やマクロファージなどで活性
酸素種（ROS）を産生する NADPH oxydase（別名：NOX2）の主要な component である gp91phox

が欠損したマウスで、好中球の殺菌能や貪食細胞の Lysosome の pH などに異常があることが知
られている。我々はこの NOX2 欠損マウスに尿細管毒性のある薬物アリストロキア酸を投与し
急性尿細管傷害（ATI）を誘導すると、急性期の尿細管壊死が正常マウスと同程度であっても、
約 1 ヵ月後の組織において NOX2 欠損マウスの方で著しい間質の線維化を残しているという結
果を得たため、このモデルマウスの好中球細胞死と線維化の関連に着目した。 

NOX2は尿細管上皮細胞には発現しないので尿細管上皮自体の turn-overはX-CGDと正常で違
いはないと考えられ、また、正常では線維化を残さずに尿細管が再生していることから、NOX2

欠損マウスでは線維化を亢進させる局所環境が形成されると考えられた。このマウスの好中球
やマクロファージは NOX2 依存的な ROSs を産生できないため、①NETosis などの特種な細胞
死が起こりにくく、②Apoptosis した炎症細胞が残存して肉芽腫を形成すると考えられてきた。
このため慢性肉芽腫症では死細胞自体による炎症の拡大/抑制のバランスに支障をきたしている
と我々は考えた。また、好中球から放出される ROSs は周辺の細胞を障害すると同時に、それ自
体が周囲の細胞に再生を促すシグナルともなるため、このバランスの異常によって結果的に尿
細管の再生が遅れる可能性も考えられた。 

ところで、この年に別の研究グループからブレオマイシン誘導性肺線維症のモデルにおいて炎
症後期（線維形成期）に骨髄に非典型的な単球「SatM」が出現し、これを欠失させる（Cebpb-

/-）と肺で炎症が起こるにも拘らず線維化のみが起こらなくなることが確認され、線維化を促す
ことに特化した単球が存在することが報告された（Nature 541;96-101.2017）。我々はアリスト
ロキア酸誘導性 ATI でも SatM が出現するかを解析したところ、炎症早期にはほとんど出現し
ないが、投与終了後 3 週間以上経った線維化形成期に骨髄や脾臓で SatM と思われる表面マー
カーを発現した細胞が現れ、NOX2欠損マウスの方が有意にこの細胞数が多いことを確認した。
また腎臓に浸潤した細胞の中に薬物投与終了後 3 週間を経てから新たに出現する SatM 様の細
胞群が NOX2 欠損マウスでは有意に多く出現しているという結果を得た。これによって、炎症
が起きている臓器が肺であるか腎であるかに関わらず、骨髄には同じ SatM という線維化に特
化した単球が出現する可能性があること示唆された。臓器によらず且つ炎症巣でのみ線維化が
促進するよう正常組織との差別化をはかるには、SatM は臓器特異性が低く炎症後期に必ず存在
する Factor を手掛かりに作用している必然性がある。 

我々は、NOX2欠損マウスの炎症細胞、特に好中球は NETosisを起こしにくいと一般的に考えら
れていること、炎症局所で Apoptosisを起こした「死骸」のクリアランスが遅れるという特徴と、
炎症が収束するときにはいかなる臓器であれそこに必ずなんらかの視細胞が存在するという事
実から類推し、細胞死そのものが炎症の fateを左右することを明らかにしようと検証を試みた。 

 

２．研究の目的 

我 々 は 本 課 題 に お い て NOX2 欠 損 マ ウ ス と 正 常 C57BL/6 マ ウ ス の 間 で 、
Necrosis/Apotosis/Netosis などの好中球細胞死の形式に違いがないかを検証し、さらにその違
いが SatM の線維化促進効果に直接または間接に影響を及ぼすか否かを検証することを本研究
の目的とした。 

 

３．研究の方法 

NOX2 欠損マウスと正常 C57BL/6 マウスの骨髄から磁気ビーズにより negative に好中球を分
離し、下記の方法で細胞死を検出した。（次図） 
（１） Zymosan pHrodo は、TLR1,2 の Ligand である Zymosan に酸性環境で蛍光を発する物

質をラベルし、lysosome に貪食されたことを確認できるようにした kit である。分離し
た好中球をこの Zymosan で刺激し、貪食後の好中球の細胞死の形態を time lapse で 24

時間以上観察した。 



（２） Zymosan pHrodo に加え、cleaved Caspase3(cCas3)を検出する蛍光物質または細胞外
DNA を検出できる蛍光
物質を加え、TLR1,2 の
刺激によりどのような
細胞死が起こるかを
IncuCyte Live-cell 

analysis system( 以 下
IncuCyte zoom)を用い
て 48 時間以上定量し
た。 

（３） 上記（２）に Caspase の
阻 害 剤 を 添 加 し
Apoptosis ま た は
Pyroptosis を阻害した場合の Zymosan の排除の効率を定量的に比較した。 

 
４．研究成果 
（１）NOX2 欠損マウス好中球細胞死の観察 
磁気ビーズで分離した好中球（5.0×105cells/100μL）を 無血清 RPMI に浮遊させ、Zymosan 

pHrodo と Inncucyte Caspase3/7 Green または Cytotox Green を添加し、x40、x80 画像を 15

分ごとに 24 時間以上 Bio-station で撮影した。Caspase3/7 green は Cleaved Caspase3(以下
cCas3)とのみ反応し、非活性 Caspase3 では蛍光を発しない。また、Cytotox は生細胞膜非透過
性の DNA 親和性物質であり、Apoptosis をおこして膜の透過性が変化すると凝集した DNA が
染色されるほか、細胞外に放出された DNA を検出することにも使用できる。このため、Cytotox

の intensity は一般的に NETosis の定量に使われるが、特異性が無いことが問題である。 

Bio-station により撮像した経時的観察の結果、正常好中球は Zymosan を貪食し赤色蛍光を発
すると、同じ細胞で赤色蛍光が退色してから cCas3 の緑色傾向が高くなることがわかった。
Zymosan pHrodo と Cytotox Green の組み合わせでも Zymosan の貪食を示す赤色蛍光が退色
した後で、同じ細胞に凝集した緑色蛍光が観察された。これは、Zymosan を貪食した好中球が
Caspase3 を切断され、ゲノム DNA の分断凝集を起こし膜の透過性の変化する Apoptosis の一
連の経過を観察できたことを意味する。一方、NOX2 欠損マウス好中球では正常とほぼ同じ
timing で赤色蛍光を発するが、少なくとも 24 時間では正常でみられる蛍光の退色が見られず、
cCas3 による蛍光はほとんど観察されなかった。つまり、NOX2 が欠損すると異物の貪食まで
は行われるが、Caspase3 活性化以降の反応が起こらず、細胞は Apoptosis に至らないことが示
唆された。また、Cytotox green の蛍光は初期に観察されたのち淡く拡散し、NETosis 様の細胞
の破裂とDNA releaseが起こったことを示唆していた。さらにこの画像に位相差像を重ねると、
一度好中球に取り込まれた Zymosan 粒子が膜の破裂と共に再び細胞外に放出され、視野から
Zymosan 粒子が排除できていないことがわかった。 

慢性肉芽腫症は Apoptotic cell のクリアランスが遅いと予想されているが、In vitro での観察で
は NOX2 欠損好中球はむしろ Apoptosis を起こしにくいことがわかった。 
 
（２）細胞死の経時的定量的比較 
NOX2 欠損好中球は Apoptosis を起こしにくいことが time lapse 映像から推察できたが、NOX2

活性を失っているからといって Apoptosis が絶対に起こらない訳ではない。同一条件に置かれ
たはずの細胞群であっても一視野に複数種類の細胞死が同時に起きていることはしばしば観察
される。我々は、様々な細胞死が混ざり合った状態を定量的に解析する必要があると考えた。 

Bio-station は高倍率

の撮像が可能であるが、

一回の実験で 1 つの

dishしか観察できない

ので、異なる condition

の正確な比較に向いて

いない。また、Cytotox

などの蛍光強度を指標

に し た と し て も

Apoptosis と NETosis

は形態の違いによって

見分けるよりほかない。

NETosisと Pyroptosis

に至ってはどちらも DNA を細胞外に放出するため形態もよくにており、time lapse 画像だけで

は識別できない。そこで、我々は IncuCyte Zoom system を用いて 96well plate 上に Caspase

などの阻害剤をあらかじめ添加した異なる condition を作り、1×104cell/well 好中球を無血清



RPMI で浮遊させ、45min 毎に全ての well の蛍光/位相差画像を capture し、蛍光強度、大き

さ、細胞数などを識別して Apoptotic 細胞を NETosis から除外して定量する経時的比較を行っ

た（前頁図）。その結果、正常好中球（WT）に Zymosan を貪食させると、cCas3 で表される

Apoptosis と Cytotox の蛍光強度の上昇で表現される NETosis がともに起きることがわかった。

Caspase3 の阻害剤の添加により cCas3 は完全に抑制されるが（右パネル）この時、NETosis に

よって死ぬ細胞が増えることがわかった(左パネル)。しかし、Apoptosis を阻害すると Zymosan 

pHrodo の intensity のピークが後ろにずれているため（中央パネル⇒）、貪食した Zymosan を

分解する効率が悪くなっているといえる。また、Caspase１の活性化は Pyroptosis に必須であ

るが、Caspase1 を阻害しても細胞外に DNA の放出が起きていることから、Cytotox の intensity

で表現される細胞死は Pyroptosis も含んでいるが、Caspase1 非依存的な NETosis だけが測定

できたと考えられた（左パネル↕）。これに対して NOX2 欠損好中球の細胞は阻害剤に関係なく

DNA release が起こり、NOX2 非依存的 NETosis がそんざいすることが示唆された。 

 

（３）NOX2 非依存的 NETosis 誘導 

ところで、NETosis の研究はヒトの末梢血好中球を用いることが一般的で、マウスの好中球で

NETosis を誘導している論文はほとんどない。マウスの好中球は NETosis を起こしにくいと考

えられている。理由は明らかでないが、好中球の成熟度の違いや、IL-8 がマウスにはないため

確実に NETosis を誘導できる手法が確立されていない等の理由が考えられる。しかし、我々は

今までの研究の成果により、Hela 細胞から単離したヒト核タンパク U1 RNP がマウスの好中球

に高率に NETosis を誘導するという結果を得ていた。そこで NOX2 欠損好中球にも U1RNP を

用いて NETosis が誘導できるかを time lapse 映像で検証した。 

その結果、NOX2 欠損好中球であっても U1RNP 刺激により細胞外への DNA release が起こる

ことが確認された。U1RNP による NETosis 様細胞死は NOX2 非依存的経路で起こることが示

唆された。 

 

（４）NOX2 依存的/非依存的 NETosis の比較 

我々はこの NOX2 非依存的 NETosis 様細胞死と NOX2 を活性化させる PMA（Phorbol 12-

myristate 13-acetate）添加による NETosis とを NOX2 欠損マウス好中球と正常好中球で定量

的に比較した。左図に示

すように、NOX2 欠損好

中球に PMA を添加して

も NETosis（細胞外 DNA 

release ） も Apoptosis

（cCas3 上昇）も起こら

ず、PMA は NOX2 依存

的に好中球に細胞死を誘

導することが確認できた。

U1RNP は正常好中球、

NOX2 欠損好中球のいず

れにも DNA release を誘

導するが、細胞数が同じ

であるにもかかわらず、

NOX2 欠損好中球の方が多量の DNA を放出していることが分かった。cCas を比較すると、正

常では U1RNP 刺激でも一部の細胞が Apoptosis を起こしているが、時間軸を比較すると

NETosis が Apoptosis に先行していることがわかった。この結果は、In vitro であるとは言え正

常な細胞集団は NETosis と Apoptosis の間で何らかのバランスをとるということを示唆してい

ると考えられた。これに対し NOX2 欠損好中球は大量の NETosis がすぐにおこり、Apoptoic 

cell はほとんど残らないという特徴があった。 

 

（５）in vivo 実験への応用 

NOX2 欠損マウスは本来ヒト慢性肉芽腫症（CGD）のモデルとして作られたマウスである。こ

のマウスに Zymosan を投与すると右図のような肉芽腫を形成する。一般的に肉芽腫は免疫機能

上完全に排除できない異物をマクロファージが取り囲み、拡散することを防ぐようにしてでき

る。NOX2 欠損マウスの肉芽腫は免疫染色を行うと、中心に好中球の「死骸」が固まっているよ

うにみえるので今まで Apoptosis を起こした好中球をマクロファージが貪食しきれないクリア

ランスの異常であると考えられてきた。さらに、NOX2 活性を欠損すると NETosis は起こらな

いとする報告もあったため、慢性肉芽腫症と NETosis の関係は明確ではなかった。確かに、ヒ

ト末梢血の研究では NETosis の誘導に PMA がしばしば使われ、先に示したように NOX2 を欠



損すると PMA による活性化自体は全くおこらないた

め、CGD 好中球は NETosis を起こさないと誤解される

ことはありうる。しかしながら、我々の解析の結果では、

CGD 好中球の問題はむしろ Apoptosis を起こしにくい

ことであることを示唆している。さらに、まだ不明な点

は多いものの、NOX2 に依存せずに NETosis 様細胞死を

誘導できる経路が存在し、この経路を刺激されると CGD

では NETosis 様細胞死が起こり、異物は貪食されても分

解されずにとどまり続けることが考えられる。 

先にも述べたように、Apoptotic 細胞はマクロファージ

に取り込まれると抗炎症的、組織修復的にバランスを傾

けることがすでに知られている。これらの知見をもとに

我々が考える細胞死と炎症のバランスは左下図のような

ものである。異物が体内に入ると好中球の一部はすぐに

NETosis を起こし、この異物の動きを封じ、可能であれ

ばそのまま細胞外で分解する。NETosis の主要な目的は

異物の捕捉であり、タンパク分解の効率は細胞内で行う

より効率が悪くなる。しかし、この時に放出される自己

核内成分は新たに集簇する好中球の活性化のきっかけとなる。集まった好中球は異物を貪食し、

細胞内で分解、Apoptosis によって細胞ごとマクロファージに除去される。Apoptosis は好中球

が効率的に異物を除去するために必須の細胞死であり、これを trigger として炎症は抑制され組

織修復が開始される。 

今後は in vivo の炎症誘導

系モデルにおいて、実際に

肉芽腫内で NETosis 様細

胞死が起こっているのか、

炎症は拡大するのか、

Apoptosis を抑制すると炎

症 は 拡 大 す る の か 、

NETosis の抑制は可能か、

臨床応用は可能なのか、な

どをさらに検証していく

予定である。 
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