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研究成果の概要（和文）：In vitro の実験にて、好中球をLPSで刺激し作成したNETsはセリンプロテアーゼを介
してCXCL11を効率よく分解し、活性化Tリンパ球の浸潤を抑制した。
ヒト卵巣癌切除標本の免疫染色にて、CD66b(+)Cit-H3(+) 細胞をNETsとして同定すると、その密度は進行期でよ
り高く、CD4(+)、CD8(+) T細胞の密度と逆相関した。術後の無増悪生存率はNETs高値群で有意に悪く、多変量解
析にてNETs高値群は独立した予後予測因子であった。
固形腫瘍内のNETsはケモカインを効率よく分解し、活性化Tリンパ球の浸潤を抑制することを介してがんの進行
を促進する可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vitro experiments showed that NETs produced by LPS-stimulated neutrophils
 efficiently cleaved CXCL11 via serine proteases and inhibited the infiltration of T lymphocytes 
activated with ant-CD3 and rIL-2. NETs were identified as CD66b(+)Cit-H3(+) cells by multicolor 
immunostaining of 138 resected specimens of high-grade serous ovarian cancer. The density of NETs 
was higher in advanced stage (p<0.05) and inversely correlated with the densities of CD4(+) or CD8
(+) T cells (r=-0.5182, p<0.01; r=-0.5684, p<0.001, respectively). Postoperative progression-free 
survival (PFS) was significantly worse in the high NETs group (p<0.05), and the high NETs group was 
an independent predictor for worse PFS in multivariate analysis.It was suggested that NETs in solid 
tumors may efficiently degrade chemokines, suppress T lymphocyte infiltration, and promote cancer 
progression. Degradation of NETs may be used as a treatment method for solid cancer.

研究分野：消化器外科学・腫瘍免疫学
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クポイント阻害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
好中球が固形癌の進行に対して促進的な役割を果たすことは古くから指摘されているが、その機序は十分に解明
されていない。本研究で、活性化好中球由来のNETsがケモカインを分解し、活性化Tリンパ球の浸潤を抑制する
ことが判明し、NETsがその一因であることが新たに証明された。また、ヒト卵巣癌切除標本の免疫染色にて、
NETsの量が、CD4(+)、CD8(+) T細胞の浸潤度、患者予後と逆相関することから、このメカニズムが実際にヒト癌
でも存在する可能性があると考えられた。NETsの阻害が新たながん治療に繋がる可能性が得られたことから、そ
の社会的意義は大きいと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
好中球はある状況下でクロマチンを放出し、細菌などの病原体を捕捉し、感染の拡大を防止する。
この現象は好中球細胞外トラップ(NETs)と呼ばれるが、近年の研究にて NETs はがんの進展に
も関わっていることが解ってきた。固形がんの微小環境内には多量の NETs が存在する事実が
報告されており、NETsに高密度に付着したプロテアーゼがケモカインを分解するという事実も
報告されている。しかし、腫瘍内の NETs が Tリンパ球などの抗腫瘍活性を持つ免疫細胞の癌
組織への浸潤に及ぼす影響についての情報は少ない。そこで、本研究では NETs ががん微小環
境において腫瘍浸潤リンパ球(TILs)を誘導するサイトカインを分解することで TILsの浸潤と癌
細胞との接触が阻害され、結果として抗腫瘍効果が低下し、がんの進行を促進しているのではな
いか?という仮説を設定し、その正当性を in vitro実験とヒト検体の免疫染色を用いて検証する。 
 
２．研究の目的 
活性化好中球由来の NETs が TILs に見立てた活性化 T 細胞の走化性を抑制するかを明らかに
し、そのメカニズムを追求する。また、ヒト癌の切除検体を用いて免疫組織化学染色（IHC）を
行い NETsと TILsの局在を評価し、NETsの TILs浸潤に及ぼす影響を明らかにすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) NETsの産生方法 
健常人由来の好中球を密度勾配遠心で分離後に LPS 10µg/ml の濃度で 30 分刺激後に、洗浄を
行い、4時間培養して NETsを誘導した。これを whole NETsと定義する。一方で、whole NETs
を 1500rpm, 18000rpm で 10 分ずつ遠心後に NETs 成分を除いた上清を NETs-depleted 
supernatant : NETs-depleted SNと定義した。Tリンパ球は健常人由来の PBMCを密度勾配遠
心で分離後に CD3抗体と IL-2 10ng/mlで 7-14日間培養を行い活性化させた。 
(2) Tリンパ球の走化性に対する NETsの影響 
カルセインで染色した活性化 Tリンパ球をダブルチャンバーの上層に、下層に CXCL-11 1ug/ml
を加え、2時間後に下層へ遊走したリンパ球をフローサイトメトリーで測定する実験系に whole 
NETや NETs-depleted SNを投与すると Tリンパ球の遊走が変化するか検討した。 
(3) LPSで刺激した whole NETsによる CXCL11の分解 
LPSで刺激した whole NETsと NETs-depleted SNを CXCL11と反応させて CXCL11の分解
をウエスタンブロッティングで評価した。また whole NETs に NETs 分解のため DNase I や
NETsに付着したプロテアーゼを阻害するため NEI, PMSFを投与することで CXCL11の分解
が変化するかも併せて検討した。 
(4) 免疫組織染色 
2006 年 1 月から 2018 年 3 月まで当院で一次減量手術を受けた高悪性度漿液性卵巣がん
（HGSOC）患者 138名を対象に、HGSOC患者の転帰を遡及的に検討した。 さらに、HGSOC 
患者の組織切片を作成し、好中球のマーカーCD66b、NETs のマーカーシトルリン化ヒストン
H3（Cit-H3)、および T細胞のマーカーに対するモノクロナル抗体を用いて多色免疫組織化学を
実施し、NETと TILの密度と患者予後の相関を検討した。 
 
4. 研究成果 
 (1）NETsが Tリンパ球の CXCL11に対する走化性に与える影響 
好中球をLPSで刺激し作成したwhole NETsは、Tリンパ球の遊走を抑制したがNETs-depleted 
SNでは抑制されなかった。また、LPS刺激により産生した whole NETsに DNase Iや好中球
エラスターゼ阻害剤(NEI)、セリンプロテアーゼ阻害剤(PMSF)を添加すると T リンパ球の遊走
は抑制されなかった(図 1)。 



図 1 LPS刺激好中球による T cell遊走抑制 
*:p<0.05, **:p<0.01, ***:p<0.001 
 
(2) LPSで刺激した whole NETsによる CXCL11の分解 
LPS で刺激した whole NETs は CXCL11 を完全に分解したのに対して、NETs-depleted 
supernatantによる CXCL11の分解は不完全でバンドが検出された。 
また LPSで刺激した whole NETsに DNase Iや NEI. PMSFを添加すると CXCL11の分解は
不完全でバンドが検出された(図 2)。 
 

 
図 2. CXCL11に対する抗体を用いた western blotting 
 
(3) ヒト卵巣癌における NETsと TILsの検討 
CD66b(+)Cit-H3(+) 細胞を NETsとして同定すると、その密度は進行期でより高く、CD4(+) お
よび CD8(+) T 細胞の密度と逆相関した(r=-0.5182、p<0.01; r=-0.5684、p<0.001) (図 3 A, B)。
単変量解析では、術後の無増悪生存率(PFS)は NETs高群で有意に悪かった(p<0.05) (図 3C)。他
の予後不良因子として、CA125、ステージ、PS、および不完全切除が挙げられたが、これらを
含めた多変量解析により、NETs高群（HR 5.08、95%CI: 1.15～19.4、p=0.021）と不完全切除
（HR 2.64、95%CI: 1.20～5.78、p=0.015）が PFS不良の独立した予測因子であることが明ら
かになった。 
 
(4)まとめ 
固形腫瘍の微小環境における NETsは CXCL11などのケモカインを効率よく分解し、活性化 T
リンパ球の浸潤を抑制し、がんの進行を促進する可能性があることが示唆された。切除標本にお
けるNETsの定量は卵巣癌患者の予後マーカーとなると考えられた。 
 
 



（A） 

 
（B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（C） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ヒト卵巣癌組織におけるNETsと Tリンパ球の浸潤様式と患者予後 
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