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研究成果の概要（和文）：好中球細胞外トラップ（NET）は、ネトーシスと呼ばれる好中球特異的細胞死を伴っ
て好中球自身から放出される。 NET形成は、活性酸素種依存的に引き起こされることはよく知られているが、詳
細は不明である。 本研究では、リン脂質酸化がネトーシスとNET形成に重要であることを示した。 このリン脂
質酸化は、ミエロペルオキシダーゼ（MPO）の酵素活性を介して起こることがわった。 一方、NET形成中にMPOに
よって顆粒から細胞質に放出される好中球エラスターゼ（NE）は、リン脂質酸化またはネトーシスの実行のいず
れにも必要ではないが、クロマチンの脱凝縮および核の膨潤に寄与することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Neutrophil extracellular traps (NETs) are released from neutrophils 
undergoing NETosis, a neutrophil-specific cell death mode.  It is well known that production of 
reactive oxygen species (ROS) triggers NETosis and NET formation. However, details of intracellular 
signaling downstream of ROS production during NETosis and NET formation remains uncertain. Here, we 
demonstrated that the peroxidation of phospholipids (PLs) plays a critical role in NETosis and NET 
formation. PL peroxidation is mediated by the enzymatic activity of myeloperoxidase (MPO). On the 
other hand, neutrophil elastase (NE), which was previously reported to be released from granules to 
cytosol by MPO during NET formation, is not required for either the peroxidation of PLs or the 
execution of NETosis, but contributes to chromatin decondensation and nuclear swelling. These 
findings indicate the dual roles of MPO in NETosis and NET formation, and provide new insight into 
the molecular mechanism of these phenomena.

研究分野： 免疫学

キーワード： 好中球　好中球細胞外トラップ　脂質酸化　酸化リン脂質　ミエロペルオキシダーゼ　好中球エラスタ
ーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NET形成は、感染症以外の疾患でも形成され、様々な疾患の病理に深く関与していることが相次いで報告されて
いる。例えば、糖尿病では、NET形成が創傷治癒の阻害要因となっていること、また、自己免疫疾患では、過剰
なNETに含まれる核酸やタンパク質の免疫系への暴露が、自己抗体産生を促進することが報告されている。本研
究で明らかになった機構を標的としたNET形成の制御は種々の疾患の新しい治療療法の開発に繋がる可能性を示
唆している。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
I) 種々の疾患病理における NET 形成の関与 
 感染が起こると、好中球は病原体を貪食し殺菌するとともに、自身のクロマチンを細胞外に放出して網状
の構造物を形成する。この構造物は、好中球細胞外トラップ（NET）と呼ばれ、病原体を物理的に捕獲して
これを排除する機構と理解されている。最近になって、この NET 形成は、感染症以外の疾患でも形成され、
これらの疾患の病理に深く関与していることが、相次いで報告されている。例えば、糖尿病では、NET 形
成が創傷治癒の阻害要因となっていること、また、自己免疫疾患では、過剰な NET に含まれる核酸やタン
パク質の免疫系への暴露が、自己抗体産生を促進することが報告されている。これらの知見は、NET 形成
の制御が、種々の疾患の治療法に繋がる可能性を示唆するが、制御法開発の基盤となる NET 形成の分子機
構の詳細は、未だ明らかではない。 

 
２．研究の目的 

本研究では、好中球におけるリン脂質酸化制御に関わる分子を同定し、NET 形成の実行メカニズムの解明
を目指した。 

 
３．研究の方法 

I)リン脂質酸化制御に関わる分子の同定とその NET 形成における役割の解明 
a) ネトーシスおよび NET 形成の評価  
 NET 形成の評価は、ヒト/マウス好中球、HL-60 細胞（好中球様に分化するヒト株化細胞）を用いた。
細胞外に放出されたクロマチンを、核酸染色試薬 Sytox green で染色し NET 形成を評価した。さらに、
NET 形成時に特異的に見られるヒストンのシトルリン化を免疫蛍光染色や western blot 法を用いて検出
することで、NET 形成を評価した。 
 
b）同定した標的分子の NET 形成における役割の解明 
 同定した分子を欠損した細胞株や遺伝子欠損マウス由来好中球を用いて、同定した分子がネトーシスや
NET 形成に関与するか in vitro で検討した。ヒト白血病細胞由来細胞株 HL-60 は、ジメチルスルホキシ
ド存在下で培養すると好中球様に分化することが知られている。分化した HL-60 は、活性化すると NET
が形成される。ゲノム編集法である CRISPR/CAS9 法（レンチウイルス法）を用いて標的分子欠損 HL-
60 を作製した。 

 
II）モデルマウスを用いた解析 
 マウスにグラム陰性菌の細胞壁構成成分であるリポ多糖を経鼻投与すると肺に NET が形成されるとの報
告がなされている。この方法を用いて、in vivo で肺に形成される NET を評価した。 
 

４．研究成果 
1) 好中球におけるリン脂質酸化制御に関わる分子の同定 
これまでに当研究室では、炎症性腸疾患の治療薬であるスルファサラジンや抗菌薬であるジアミノジフェニ
ルスルフォン（DDS）を活性化マウス好中球に作用させるとネトーシスおよび NET 形成が促進されること
を明らかにしていた。これらの化合物は、細胞内の脂質酸化を亢進することがわかった。さらに、リピドミ
クス解析により、これらの化合物が、細胞内のエーテル型酸化リン脂質を増加させることも見出した。これ
らの結果から、ネトーシスを起こした好中球ではリン脂質酸化の亢進が起こることがわかった。また、ネト
ーシスおよび NET 形成は、脂質酸化阻害剤であるビタミン E
誘導体トロロックスにより抑制されることから脂質酸化機構
がネトーシス誘導・NET 形成が重要であることを明らかにし
ていた。 
そこで、脂質酸化亢進に関与する分子の同定を試みた。ネトー
シス誘導に好中球内顆粒に存在するミエロペルオキシダーゼ
（MPO）および好中球エラスターゼ（NE）が関与するとの報
告がある。活性酸素により活性化した MPO は、NE を細胞質
に放出する。放出された NE は、アクチンやヒストンを分解す
ることによってネトーシスやNET を誘導すると報告されてい
る。そこで、MPO および NE が脂質酸化依存的に起こるネト
ーシス誘導に関与するか検討した。ヒト末梢血好中球をトロロ
ックス、NE 阻害剤である GW4869 または MPO 阻害剤であ
る 4-ABH で前処理後、PMA でネトーシスを誘導した。Trolox
と MPO 阻害剤は完全にネトーシス誘導を阻害した。一方で、
NE 阻害剤はドナーにより効果が異なり、NE がネトーシス誘導に
かならずしも必要ではないことが示唆された（図 1）。これらの結
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図 1. Differential contribution of 
MPO and NE in NETosis 

induction and NET formation. 
 



 

 

果より、MPO がネトーシス誘導に重要であること、NE は常にネトーシス誘導に関与するわけではない可
能性が示唆された。 
ネトーシス誘導が、脂質酸化阻害剤および MPO 阻害剤で抑制されたことから、ネトーシス誘導において
MPO と脂質酸化が密接に関係していると考えられた。そこで、次に MPO が脂質酸化依存的ネトーシス誘
導に関与しているか MPO 欠損マウスを使用して検討を行った。PMA + DDS によって誘導されるネトーシ
スおよび NETs は MPO 欠損好中球では全く観察されなかった（図 2）。また、PMA + DDS による脂質酸化
の亢進は MPO 欠損好中球では減少した（図 3）。網羅的酸化リン脂質解析を行ったところ、PMA + DDS に
より観察される酸化リン脂質の増加は、MPO 欠損好中球ではほとんど観察されなかった（図 4）。さらに、
LPS投与により肺で観察される NET 形成は MPO 欠損マウスでは減少することがわかった（図 5）。以上の
結果から、MPO は脂質酸化依存的ネトーシス誘導に関与していることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MPO は、過酸化水素と塩化物イオンを基質として次亜塩素酸を産生する酵素である。過酸化水素により活性
化された MPO が細胞質に NE を放出することでネトーシスを誘導すると報告されている。この際、MPO の
酵素活性は必要ないとの報告がある。そこで、MPO の酵素活性が脂質酸化依存的ネトーシス誘導に必要であ
るか検討した。ヒドラジン誘導体は、MPO の酵素活性を抑制することが知られている。そこで、15 種類のヒ
ドラジン誘導体のネトーシス阻害活性と MPO 酵素活性阻害効果を検討した。その結果、MPO 酵素活性阻害
能とネトーシス阻害能には正の相関があることがわかった（図 6）。また、MPO の酵素活性阻害能と脂質酸化
阻害能も正の相関があることがわかりました（図 7）。これらの結果から、MPO の酵素活性が脂質酸化依存的
ネトーシス誘導に重要であることが示唆された。 
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図 2. MPO plays a critical role 
in NET formation. 図 3. MPO plays a critical role 

in lipid peroxidation. 

図 4. Wide-targeted lipidomics of 
oxidized phospholipids. 

図 5. NET formation is suppressed in 
lung of MPO-deficient mice. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
MPO が不飽和リン脂質を直接酸化できるか検討した。組み換え MPO を過酸化
水素および不飽和リン脂質と混合後、酸化リン脂質が産生されるか TBARS 法
用いて検討した。MPO の濃度に依存して脂質酸化の指標である MDA の増加が
観察できた（図 8）。この結果より、MPO が直接的に脂質酸化を亢進できるこ
とが示唆された。この結果は、MPO が酵素活性を介して酸化リン脂質の産生に
関与している可能性があることを示唆された。 
MPO の酵素活性が重要であることを明確にするために次のような検討を行っ
た。ヒト白血病細胞である HL-60 は DMSO処理することにより好中球様細胞
に分化することが知られている。CRISPR／CAS9 法を用いて MPO 欠損 HL-
60 を作製した。さらに、この欠損細胞にレトロウイルスベクターを用いて MPO
再発現株および酵素活性のない変異 MPO再発現株を作製した。MPO再発現株
ではネトーシスの誘導（図 9上段）および脂質の酸化（図 9 下段）が認められ
ましたが、変異 MPO再発現株では認められなかった。これらの結果よりMPO
の酵素活性が脂質酸化依存的ネトーシス誘導に必須であることを明らかにし
た。 
 

 
 
 

脂質過酸化依存的ネトーシス誘導における MPO-NE の役割をさらに明らかにするために、NE 欠損 HL-60 細
胞を作製した。 NE 欠損株は、PMA刺激によりWT 株と同定度ネトーシスが誘導された（図 10上段）。さら
に、PMA刺激よる脂質過酸化も NE 欠損によってほとんど影響を受けなかった（図 10 中段）。これらの結果
より、NE が脂質過酸化依存的ネトーシス誘導に関与しないことが示唆された。さらに、NE 欠損株の NET 形
成能を評価した。 citH3陽性細胞の数は NE 欠損 HL-60 細胞で有意に減少した（図 10 下段）。この結果は、
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図 6. Correlation between MPO-inhibitory 
activity and NET-inhibitory activity of 
several hydrazine compounds. 

図 7. Lipid peroxidation and inhibitory 
effect of MPO enzymatic activity are 
strongly correlated. 
 

図 8. Lipid peroxidation 
ability of MPO. 

図 9. MPO contributes to the execution of NET formation through its enzymatic activity 
to oxidize phospholipids. 
 



 

 

NE が脂質過酸化依存性ネトーシス誘導
には関与しないが、NET 形成に重要であ
ること示唆している。以上結果をまとめ
ると、脂質酸化依存的ネトーシス誘導に
関与する分子として MPO を同定した。
MPO は過酸化水素を基質として次亜塩
素酸を産生する。産生した次亜塩素酸が
リン脂質を酸化して酸化リン脂質を生み
出し、この酸化リン脂質が NE と強調的
に働くことでクロマチンの脱凝集とヒス
トンの分解を引き起こしネトーシスが誘
導されると考えられた。 
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図 10. NE is dispensable for lipid peroxidation 
dependent NETosis but is involved in NET formation. 
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