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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は好中球による殺菌システム、neutrophil extracellular traps 
(NETs)形成の分子機構の解明である。まずヒト好中球を用いてin vitroにNETsを誘導し、1）分葉核の喪失、２)
クロマチンの弛緩、3）細胞膜の崩壊、の３段階で進行することを見出した。次に各段階のサンプルを用いて
iTRAQR法による網羅的質量分析をおこない、クロマチンの弛緩に伴い急激な増加（20倍以上）が認められた約80
種類のペプチド（翻訳後修飾を含み、15種類のタンパク質の断片）を見出した。特に顕著に増加した２種のタン
パク質について、遺伝子欠失好中球モデルを作成して検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms of neutrophil extracellular traps 
(NETs) formation, human neutrophils were treated with PMA and induced to form NETs in vitro. As a 
result of live cell imaging, the process was classified into 3 stages: stage 1: most of the cells 
lost lobulated nuclei; stage 2: chromatin decondensation occurred like a spherical form; stage 3: 
decondensed chromatin became diffuse and spread like a cloud showing NET-like structures. Next, 
comprehensive mass spectrometric protein analysis using iTRAQ-labeling was performed using the 
lysates from each stage and we found about 80 peptides (fragments of 15 proteins) containing post 
translational modification, which were markedly increased according to NETs formation. Among them, 
we focus on two proteins and are studying the effects of gene defect of these proteins in NETs 
formation.

研究分野：生化学　免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1)好中球は生体防御の最前線ではたらく白
血球である。病原微生物が侵入すると、迅速
に移動して、食作用（ファゴサイトーシス）
と抗菌顆粒で対抗し、自然免疫において中心
的な役割を担う。近年、好中球のさらなる殺
菌戦略として、好中球自身が投網のごとく変
形して微生物を包み込む、 Neutrophil 
extracellular traps (NETs)の形成が報告さ
れた。NETs の網本体は核酸 DNA であり、好中
球自らが抗菌網と化して死ぬこと(NETosis)
で感染の拡大を防止する。すなわち、核の中
でコンパクトに折りたたまれていたクロマ
チン(DNA-ヒストン複合体)が繊維状にほど
けて核膜が消失し、抗菌顆粒が繋ぎ止められ
る。最後に細胞膜が崩壊して、放出された
NETs は効率的に微生物をトラップするが、そ
の形成機構は未解明である。 
 
(2)通常、NETs は生体内で速やかに分解され
るが、何らかの異常で NETs の分解が不十分
な時、NETs 成分に対する抗体(自己抗体)の産
生が誘導されて全身性エリテマトーデス
(SLE)など重篤な自己免疫疾患を招く。この
ように、NETs は好中球の殺菌システムである
とともに、自己免疫疾患の原因となる。 
 
２．研究の目的 
NETs 形成の分子機構の解明をめざす。具体的
には、1)NETs 形成開始シグナル、2)クロマチ
ンの脱凝縮プロセス、3) NETs 分解機構に焦
点を絞って検討する。通常、NETs は生体内で
速やかに分解されるが、何らかの異常で遷延
する時、NETs 成分に対する抗体が産生されて
重篤な自己免疫疾患の原因となる。本研究の
成果は、感染症の治療法に加えて自己免疫疾
患の分子標的治療法の確立に貢献する。 
 
３．研究の方法 
ヒト末梢血由来の好中球（密度勾配遠心法で
分離、精製）およびヒト白血病細胞株を分化
させて好中球のモデルとし、in vitro に NETs
形成を再構築した。NETs 誘導刺激として、1)
補体受容体を介した食作用、2)炎症を惹起す
る生体リガンドとして ATP、および 3)NETs 誘
導試薬であるPMAを用いた。刺激後の変化を、
核酸結合蛍光試薬(Hoechst33342 および
Sytox Green)共存下、バイオイメージングシ
ステムで追跡し、1）核内クロマチンおよび
細胞内小器官の動態、2）各種活性酸素種イ
ンジケーターや pH センサーを利用した細胞
内における酸化還元反応、3）クロマチン脱
凝縮（弛緩）の進行に伴うヒストンのシトル
リン化、アセチル化、メチル化、リン酸化な
ど細胞内タンパク質の翻訳後修飾、4)病原菌
の生存率への影響を解析した。翻訳後修飾の
解析については、PMA 刺激後の各段階のサン
プルについて、iTRAQ®法による網羅的質量分
析を行った。これらの検討を通して、NETs の
誘導から形成に至る各段階に重要な標的分

子を探索した。選択した標的分子については、
shRNAの導入によるRNAi、およびCRISPR/Cas9
を利用した遺伝子編集技術により、遺伝子変
異型や遺伝子欠失型の好中球モデルを作成
してその効果を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト好中球による、NETs 形成プロセスの
解析法の確立：ヒト末梢血由来の好中球を利
用 し て 、 in vitro に 、 PMA (Phorbol 
12-Myristate 13-acetate)およびカンジダ菌
(真菌)を用いて NETs を誘導する方法を確立
した。とりわけ、補体受容体を介したカンジ
ダ菌の食作用では、食作用後の殺菌プロセス
が NETs 誘導シグナルに変換され、NADPH オ
キシダーゼ依存性の活性酸素種の生成を介
してNETsを誘導することを見出した。次に、
NETs 形成過程を段階に分けて解析するため、
核酸結合蛍光試薬(Hoechst33342 および
Sytox Green)共存下、蛍光顕微鏡を利用した
バイオイメージングシステムでクロマチン
脱凝縮（弛緩）の進行過程を追跡した。NETs
形成プロセスは、以下の 1)〜3)で示すように
段階的に進行した。まず、1）核の形態が変
化して分葉核を喪失し（30 分〜１時間）、そ
の後、２)クロマチンが弛緩して核が膨潤し
（1〜2 時間）、最終的には、3）核膜と細胞膜
が崩壊して、NETs を放出した（3〜4 時間）。 
 
(2) 網羅的質量分析による NETs 形成過程に
おける翻訳後修飾の探索：(1)で示した、各
段階での生体内化学反応を見出すため、ヒト
好中球を精製して、未刺激時および PMA 刺激
後１,２,３時間のサンプルについて、iTRAQR
法による網羅的質量分析をおこない、その結
果を相対定量解析して、NETs 形成過程で有意
に変動する翻訳後修飾を含むタンパク質を
探索した。蛍光顕微鏡を利用したバイオイメ
ージングシステムの結果より、刺激２時間後
には、クロマチンの基本構造である核酸 DNA
とヒストンタンパク質の結合が緩んでいる
と判断し、2時間後に未刺激時と比して 20 倍
以上の増加が認められるペプチド（アミノ酸
の翻訳後修飾を含む）を検索した。その結果、
15 種類のタンパク質の断片として 81 種類の
ペプチドを見出した。現在、これらの翻訳後
修飾を含むタンパク質についてさらに解析
を進めている。以下に概略を示す。1)15 種類
のうち、4 種類が細胞骨格タンパク質である
アクチンおよびアクチン結合タンパク質で
あった。NETs 形成時の急速な形態変化に関与
すると考えている。2)残りの 11種類のうち、
4種類が、EFハンド型カルシウム結合ドメイ
ンを持つタンパク質群であった。その中でも、
特に顕著な増加が認められた２種類のタン
パク質については、遺伝子欠失型好中球モデ
ルを作成し、NETs 形成過程における機能につ
いて解析中である。さらに、クロマチンの弛
緩に直接的に関わる化学反応を見出すため、
核内に存在する塩基性タンパク質であるヒ



ストンに注目した解析も行った。その結果、
コアヒストンの H2A,H2B、H3、およびリンカ
ーヒストンであるヒストン H１において、こ
れまで報告されていないアミノ酸の翻訳後
修飾を見出した。特異性および NETs 形成に
おける意義について、今後さらに解析を深め
る。 
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