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要旨 
	

【背景と目的】 
	 好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps: NETs）は細菌等の刺激を
受けた好中球が放出する網状構造物で、DNA線維とミエロペルオキシダーゼ
（myeloperoxidase: MPO）などの抗菌タンパクで構成される。自然免疫において重
要な役割を担っている一方で、細胞内に存在するタンパクが細胞外へ放出されること

により、自己抗体産生、血管内皮細胞障害、血栓症など生体にとって様々な負の影響

を与えることも報告されている。疾患の病因病態へのNETsの影響を明らかにするた
めには、適切なNETs評価法が不可欠である。これまでに様々なNETs測定法が開発さ
れ、応用されてきたが、未だにゴールドスタンダードと呼べる方法はない。そこで、

本研究では新たなNETs測定法を確立し、生体内で形成されるNETsを検出することを
目的とした。第一章ではフローサイトメトリーを用い、第二章では免疫蛍光染色を用

いてNETsを評価した。 
 
第一章：フローサイトメトリーを用いたNETsの検出と応用 
【背景と目的】血液や体腔液などの液状検体中のNETs測定は、cell-free DNAや
MPO-DNA複合体などの可溶性NETs断片を対象として行われてきた。フローサイト
メトリーにおけるNETs測定は、液状検体中のNETs形成好中球そのものを測定できる
ものの、報告数が少なく、定量性の検証や他のNETs測定法との比較が十分にはなさ
れていない。本研究では、フローサイトメトリーを用いた簡便かつ定量的、客観的な

NETs測定法の確立を目的とした。 
【材料と方法】In vitroにおいて、ヒト末梢血好中球にNETs誘導物質であるphorbol 
myristate acetate（PMA）を100 nM添加し、NETsを誘導した。細胞膜非透過性核
酸染色剤であるSYTOX Greenにより細胞外DNAを染色し、フローサイトメーターで
解析した。NETs形成に不可欠な活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）の産生
を抑制するdiphenylene iodonium（DPI）による前処理を行い、SYTOX Green陽性
細胞数に影響を与えるかを検討した。また、SYTOX GreenとMPOやシトルリン化ヒ
ストンとの共局在を確認した。アポトーシス細胞との鑑別を目的として、アポトーシ

ス誘導細胞とSYTOX Greenを反応させ、測定を行った。次に、in vivoで誘導したNETs
を検出するために、ラット尾静脈からStaphylococcus aureus（S. aureus）を注入し、
1～48時間後に採取した血液中のSYTOX Green陽性細胞を測定した。また、3 %チオ
グリコレートの腹腔内投与によりラットに腹膜炎を誘導し、72時間後に回収した腹腔
洗浄液中のSYTOX Green陽性細胞を測定した。 
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【結果】In vitroにおいて、SYTOX Green陽性細胞は培養時間およびPMA濃度依存
的に検出された。DPIによる前処理によりその数が減少したこと、SYTOX Green陽
性細胞の多くがMPO陽性であったことから、NETs形成好中球を検出できていると考
えられた。また、アポトーシス細胞はSYTOX Green陰性であることから、本検出法
ではアポトーシスとの鑑別が可能であった。In vivoにおいて、S. aureusを静注した
ラット血液中からはSYTOX Green陽性細胞はほとんど検出することはできなかった
が、腹膜炎誘導ラットの腹腔洗浄液中にSYTOX Green陽性細胞が検出された。 
【考察】In vitro及びin vivoで形成されたNETs形成好中球をフローサイトメトリーで
検出できた。本法は簡便かつ客観的、定量的な測定法と言える。In vivoにおいて、腹
膜炎ラットの腹腔洗浄液からNETs形成好中球を検出することができたが、S. aureus
を静注したラットの血液中には、NETs形成好中球はごくわずかしか認められなかっ
た。血液中で形成されたNETsは、血漿中のDNase Iの作用により、速やかに分解さ
れている可能性が考えられた。 
 
第二章：免疫蛍光染色を用いたNETsの検出と応用 
【背景と目的】抗好中球細胞質抗体（anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA）
関連血管炎はANCA産生と壊死性血管炎が特徴であり、ANCAの産生にNETsが関与
していると報告されている。ANCA関連血管炎では、NETsはANCA産生の原因とな
り、ANCAの持つNETs誘導能により過剰なNETsが形成されるというNETsとANCA
を介した悪循環が形成されている。本研究では、免疫蛍光染色を用いANCA関連血管
炎の壊死性病変部へのNETs沈着とその病的意義を明らかにすることを目的とした。 
【材料と方法】ANCA関連血管炎であるMPA（顕微鏡的多発血管炎）、GPA（多発
血管炎性肉芽腫症）、EGPA（好酸球性多発血管炎性肉芽腫症）及びANCA非関連対
照疾患（結節性多発動脈炎、皮膚動脈炎、巨細胞性動脈炎、結核、サルコイドーシス）

の組織標本を用いて、シトルリン化ヒストンとCD15、DNAに対する免疫蛍光染色及
びヘマトキシリン単染色を行った。画像解析にて、病変部に占めるNETs陽性面積の
割合を求め、各疾患で比較した。次に、結核とGPAの組織標本に10 U/mlのDNase I
を1時間反応させ、DAPI染色とヘマトキシリン単染色を行った。 
【結果】ANCA関連血管炎の血管炎病変部に見られるフィブリノイド壊死の周囲に
NETs陽性所見が得られた。ANCA関連血管炎におけるNETs陽性面積の割合は、
ANCA非関連血管炎に比べ有意に高かった。肺の肉芽腫についての検討では、GPAや
結核の壊死性肉芽腫において、壊死部にNETs陽性所見が得られ、病変部に占める
NETs陽性面積の割合はサルコイドーシスの非壊死性肉芽腫に比べ有意に高かった。
また、GPAの壊死性肉芽腫に認められたNETsは結核における壊死性肉芽腫のNETs
と比較して有意にDNase I処理に抵抗性を示した。 
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【考察】ANCA関連血管炎における壊死性病変にDNase I抵抗性のNETsの沈着を認
め、ヒトの生体内でDNase I抵抗性NETsが沈着していることを初めて示した。ANCA
がNETs誘導活性を有することやNETsが細胞障害活性を有することから、ANCA関連
血管炎ではANCAにより誘導されたNETsが壊死性病変の形成に関与すると考えられ
る。また、DNase I抵抗性のNETsはANCAの産生を誘導することも報告されており、
組織に沈着したNETsはANCA抗原の供給源となり、ANCAの産生に関与すると考え
られる。DNase I抵抗性NETsは治療標的となる可能性があり、今後は形成機序を明
らかにする必要がある。 
 
【結論】 
本研究により、フローサイトメトリーと免疫蛍光染色を用いたNETs測定法を確立
した。フローサイトメトリーによるNETs測定法はNETs形成好中球を検出するもの
であり、定量性、客観性の高い簡便な方法である。免疫蛍光染色によるNETs染色に
おいて、ANCA関連血管炎の壊死性病変部におけるDNase I抵抗性NETsの沈着を
確認した。DNase I抵抗性NETsは壊死性病変の形成やANCA産生に関与している
と考えられた。  
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略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

AAV ANCA-associaded vasculitis 
ANCA Anti-neutrophil cytoplasmic antibody 
CA Cutaneous arteritis 
Cit H3 Citrullinated histone H3 
CR3 Complement receptor 3 
DAMPs Damage-associated molecular patterns 
DAPI 4’, 6-diamidino-2 -phenylindole 
DPI Diphenyleneiodonium chloride 
EGPA Eosinophilic granulomatosis with polyangiitis 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS Fetal bovine serum 
FFPE Formalin-fixed paraffin-embedded 
FSC Forward scatter 
GCA Giant cell arteritis 
GPA Granulomatosis with polyangiitis 
HMGB1 High mobility group protein B1 
IFN Interferon 
IL Interleukin 
LPS Lipopolysaccharide 
MPA Microscopic polyangiitis 
MPO Myeloperoxidase 
NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NE Neutrophil elastase 
NETs Neutrophil extracellular traps 
PAD4 Peptidylarginine deiminase 4 
PAN Polyarteritis nodosa 
PFA Paraformaldehyde 
PI Propidium iodide 
PKC Protein kinase C 
PMA Phorbol myristate acetate 
PS Phosphatidylserine 



  6 

 
 
  

PTU Propylthiouracil 
PR3 Proteinase 3 
ROS Reactive oxygen species 
SLE Systemic lupus eryhtematosus 
SSC Side scatter 
TLR Toll-like receptor 
TNF Tumor necrosis factor 
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1. 緒言 
 

1.1	 好中球の新たな機能の発見 
	 ヒトは細菌や真菌などの病原微生物の感染や異物の侵入に対し、様々な防御機構を

有している。生体防御機構は自然免疫と獲得免疫に分類される。自然免疫は受容体を

介して微生物や異常な自己細胞を認識し、排除する役割を担っており、最前線で生体

防御を行う機構である。好中球やマクロファージ、樹状細胞などの食細胞やNK細胞
が関与している。一方、獲得免疫は一度感染した病原体を認識・記憶することで、再

度同じ病原体が侵入した時に素早く効率的に病原体を排除する機構である。T細胞やB
細胞などのリンパ球が関与している。 
	 好中球は自然免疫において感染のごく初期に働く細胞である。組織に病原微生物が

侵入すると、マクロファージや肥満細胞が素早く反応し、サイトカインを放出する。

種々のサイトカインの作用により、好中球は感染部位に遊走し、集積する。好中球は

病原微生物を貪食し、活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）を産生して病原微
生物を殺菌する。このように、好中球は遊走、貪食、殺菌を行う細胞として認識され

ていた。 
	 2004年Brinkmannらは、活性化した好中球が抗菌タンパクとクロマチンが絡み合
ったファイバー状構造物を細胞外に放出することを報告した（Brinkmann et al. 
2004）。彼らは、細胞外に放出されたDNA線維を好中球細胞外トラップ（neutrophil 
extracellular traps: NETs）と呼んだ。NETsはグラム陽性または陰性細菌に結合し、
病原性因子を分解し、殺菌する。NETsはファイバー状のDNA線維により細菌を絡
め取り、細菌の拡散を防ぐバリア作用と高濃度の抗菌タンパクによって殺菌する作用

を持っており、好中球の新たに発見された機能である。NETsの放出は細胞膜の破裂
を伴うため、NETsを形成した好中球は細胞死に至る。このNETs形成を伴う細胞死
はアポトーシスやネクローシスとは異なることから、NETosisと呼ばれた（Steinberg 
and Grinstein 2007; Fuchs et al. 2007）。その後、好酸球（Yousei et al. 2008; Ueki 
et al. 2013）や単球（Webster et al. 2010）、マクロファージ（Mohanan et al. 2013）、
肥満細胞（von Köckritz-Blickwede et al. 2008）など様々な細胞が細胞外トラップを
放出することも報告されている。NETs の発見から約 15 年が経過し、NETs を誘導
する刺激や形成経路、NETsが関与する疾患などが、少しずつ明らかとなってきてい
る。 
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1.2	 NETs形成と誘導因子 
	 Brinkmannらはphorbol myristate acetate（PMA）や interleukin（IL）-8を作
用させた好中球が、脱凝縮したクロマチンと抗菌タンパクで構成された大きな網状構

造物を放出することを示した（Brinkmann et al. 2004）。まず初めに、クロマチンが
脱凝縮し、核の分葉構造が消失する。やがて、核膜が破れてクロマチンは細胞質に流

入し、クロマチンと顆粒中の抗菌タンパクが混ざり合う。その後、細胞膜が破綻し、

抗菌タンパクによって装飾されたクロマチンが細胞外へと放出される。好中球に刺激

が入ってから 2～4時間でNETsが放出される。NETsはDNAとヒストンを含むク
ロマチン線維で構成され、DNA線維は好中球エラスターゼ（neutrophil elastase: NE）
やミエロペルオキシダーゼ（myeloperoxidase: MPO）、カテプシンG、プロテイナ
ーゼ3（proteinase 3: PR3）、high mobility group protein B1（HMGB1）、LL-37
などの 30 種類以上のタンパクによって装飾されている。NETs を誘導する刺激とし
て、PMAや IL-8のほか、細菌、真菌、寄生虫（Vorobjeva and Pinegin 2014）、抗
原抗体複合体（Garcia-Romo et al. 2011）、自己抗体（Kessenbrock et al. 2009）、
tumor necrosis factor（TNF）、interferon（IFN）（Martinelli et al. 2004）、尿酸
ナトリウム結晶（Mitroulis et al. 2004）などが報告されている。 

1.3	 NETs形成経路 
	 好中球のtoll-like receptor（TLR）をはじめとする受容体にリガンドや免疫グロブ
リン、補体、サイトカインなどが結合し、これらの受容体が活性化すると、小胞体に

貯蔵されていたカルシウムイオンが細胞質内に放出される。細胞質内のカルシウム濃

度の上昇により、プロテインキナーゼC（protein kinase C: PKC）の活性化が誘導さ
れる。PKCの作用によりnicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH）
オキシダーゼの活性化とROSの産生が誘導される（Kaplan and Radic 2012）。実験
的なNETs誘導剤として頻用されるPMAはPKCの活性化を介してNADPHオキシダ
ーゼを活性化する。先天的にNADPHオキシダーゼのサブユニットが欠損している慢
性肉芽腫症患者はROSを産生することが出来ないため、NETsを形成することが出来
ない（Fuchs et al. 2007; Bianchi et al. 2009）。慢性肉芽腫症におけるNETs形成不
全は、乳幼児期からの易感染性の一因になっている。ROSの一種である過酸化水素に
よる治療は慢性肉芽腫症患者の好中球においてNETs形成を回復させる（Fuchs et al. 
2007）。 In vitroにおいては、 NADPHオキシダーゼ阻害剤である
diphenyleneiodonium chloride（DPI）によってNETs形成が抑制される（Fuchs et al. 
2007）。これらの事実より、NETs形成において、ROS産生は不可欠であると考えら
れる。また、好中球のアズール顆粒に含まれるNEやMPOは核に移行し（Metzler et al. 
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2014）、NEはヒストンを切断してクロマチンの脱凝縮を促進し、MPOもクロマチン
の脱凝縮を促進する（Papayannopoulos et al. 2010）。NE阻害剤はNETsの形成を抑
制し（Papayannopoulos et al. 2010）、MPOを完全に欠損した患者由来の好中球は
NETsを形成することが出来ないことが報告されている（Metzler et al. 2011）。ROS
はpeptidylarginine deiminase 4（PAD4）を核に移行させる。PAD4の作用によりヒ
ストン尾部のアルギニンがシトルリンに変化し、立体構造が変化することでDNAとの
結合性が弱まり、DNAの脱凝縮が起こる（Wang et al. 2009）。PAD4欠損マウスの
好中球はNETsを形成することができず、重度の皮膚感染症を引き起こす（Li et al. 
2010）。よって、NEやMPO、PAD4はNETs形成に必要な分子であると言える。一
方で、刺激の種類によってはROSやMPO、NE、PAD4非依存的にNETsが形成され
るとの報告もあるため（Parker and Winterbourn 2012; Kenny et al. 2017）、NETs
を誘導する因子ごとに様々な経路が存在する可能性がある。 
一方で、NETs放出後も細胞膜は破綻せず、運動や貪食を行うことができるとの報
告も存在する。このような細胞死を伴わないNETs形成をvital NETosisと呼び、これ
までに述べた細胞死に至るNETs形成はsuicidal NETosisと呼ばれる（Figure 1）。
Vital NETosisは30分程度で誘導される（Clark et al. 2007）。Staphylococcus aureus 
（S. aureus）から刺激を受けた好中球では、核膜の一部が出芽し、小胞が形成される
（Pilsczek et al. 2010）。核成分を含んだ小胞は細胞内を移動し、顆粒タンパクと混
ざり合い、細胞外へNETsとして放出される。この時、細胞膜構造は維持されており、
NETsを放出した好中球はその後もS. aureusを追って移動し、貪食することができる
（Yipp et al. 2012）。形成経路についてはほとんど明らかになっていないが、グラム
陽性菌はcomplement receptor 3（CR3）やTLR2が関与し、グラム陰性菌に対しては、
活性化血小板のTLR4と好中球のCD11aが関与すると考えられている（Yipp and 
Kubes 2013）。また、Vital NETosisはROS非依存的に誘導される（Pilsczek et al. 
2010）。 
	 現段階では、suicidal NETosisとvital NETosisいずれの現象も生体内で起こりうる
と考えられているが、NETosisの全容解明にはさらなる研究の発展が必要である。 

1.4	 NETsの負の側面 
NETsは細菌や真菌、寄生虫やウイルスなどの感染に対する自然免疫応答において
重要な役割を担っている。一方で、もともと細胞内に存在しているタンパクが細胞外

へ放出されることで、身体へ負の影響を与える。宿主の免疫機構へ自己抗原を提示す

ることにより、自己抗体の産生が誘導される可能性がある（Sørensen and Borregaard 
2016）。また、HMGB1などのdamage-associated molecular patterns（DAMPs）
の放出は免疫応答を過剰にさせたり、ヒストンやNE、MPOなどの細胞障害因子は血
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管内皮細胞を障害する（Xu et al. 2009）。近年、様々な疾患の病因病態にNETsが関
与することが明らかとなっている。NETsと関連が示されている疾患は、全身性エリ
テマトーデス（systemic lupus eryhtematosus: SLE）、関節リウマチ、抗好中球細
胞質抗体（anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA）関連血管炎、糖尿病、動
脈硬化症、血栓症、がん、創傷治癒、外傷などが挙げられる（Jorch and Kubes 2017）。 

NETsが疾患に与える影響を検討するためには、適切なNETsマーカーの発見と
NETs評価方法の開発が重要な課題となる。これまでに、様々なNETs測定法が開発・
応用されてきたが、特異性、客観性、定量性などに問題があり、いまだゴールドスタ

ンダードと呼べる方法はない（Masuda et al. 2016）。本研究では、新たなNETs測
定法を確立し、生体内で形成されるNETsを検出することを目的とした。第一章では、
フローサイトメトリーを用いたNETs測定法を確立し、血液や体腔液に含まれるNETs
形成好中球を検出できるかを検討した。第二章では、組織標本を用いた免疫蛍光染色

を用い、NETsとの関連が明らかとなっているANCA関連血管炎の病変部における
NETsを検出し、さらにその特性を明らかにした。 
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Figure 1. NETs形成機序（Jorchらの論文を元に作成） 
(A) Suicidal NETosis。様々な刺激によりNADPHオキシダーゼが活性化されROSが
産生される。ROSの作用により、PAD4が活性化し、核へ移動してヒストンをシトル
リン化することでさらなるクロマチンの脱凝縮が誘導される。MPOやNEも核へ移動
し、クロマチンの脱凝縮を促進する。核膜の破綻によりクロマチンが細胞質に放出さ

れ、顆粒タンパクにより装飾される。細胞膜の破綻によりNETsが放出され、好中球
は細胞死に至る。刺激からNETs放出までは数時間かかる。(B) Vital NETosis。S. 
aureusは補体レセプターやTLR2を介して、Escherichia coli（E. coli）はTLR4を介
して、または活性化された血小板上のTLR4を介して間接的にNETsを誘導する。ROS
非依存的にPAD4が活性化され、クロマチンの脱凝縮が誘導される。NEは核へ移動し
さらなる脱凝縮を誘導する。核膜の一部から出芽が起こり、小胞を介してNETsが細
胞外へ放出される。好中球は細胞死に至ることなく、その後も貪食などの活動を行う

ことが出来る。刺激からNETs放出までは30分程度と早い。 
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2. 第一章  

フローサイトメトリーを用いた 

好中球細胞外トラップの検出と応用 
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2.1 背景 
 
	 NETsは病原微生物の侵入に対する自然免疫応答において重要な役割を担う一方、
血管内皮障害や血栓症を誘導する。さらに近年の研究で、自己免疫疾患や糖尿病、動

脈硬化症、がんなどとの関連も指摘されている。よって、NETosisマーカーの発見と
評価方法の開発は重要な課題である（Masuda et al. 2016）。In vitroまたはin vivo
で形成されたsuicidal NETosisを評価・測定する研究は多く行われているが、vital 
NETosisの評価については進んでいない。表1にsuicidal NETosisの主な測定方法とそ
の特徴をまとめた。 
	 最も一般的なNETsの評価方法は、免疫染色を用いた顕微鏡による観察であり、特
に免疫蛍光染色が頻用されている。In vitroやin vivoで形成されたNETsを評価できる。
MPOやNEなどの好中球由来タンパクとDNAやシトルリン化ヒストンなどの細胞外
核成分の共局在を観察することでNETsを同定する方法である。In vitroで形成された
NETsの評価は、カルチャースライド上の好中球にNETsを誘導し、固定後免疫染色を
行うもので、様々な実験に用いられている（Nakazawa et al. 2012a）。In vivoで形
成されたNETsの評価は、ホルマリン固定組織などを用いてNETsの免疫染色を行い、
ANCA関連血管炎の腎糸球体などにNETsの沈着が証明されている（Kessenbrock et 
al. 2009）。NETsの定量化には画像解析が用いられるが、撮影部位の選択や画像の選
択において研究者の主観が入る可能性があるため、注意が必要である。免疫染色は

NETsの視覚化において信頼性のある優れた方法であるが、客観性に乏しいことが問
題である。 
	 血清や体腔液、細胞培養液などの液体成分を用いたNETs測定では、可溶性のNETs
断片が測定される。この方法は、in vitroおよびin vivoで形成されたNETsを測定する
ことが可能である。NETs断片の一つの形態としてcell-free DNAがあり、その測定に
はPicoGreenなどが用いられている。ANCA関連血管炎やSLEなどでは血清中の
NETs断片であるcell-free DNA量が上昇していることが報告されている（Zhang et al. 
2014; Ma et al. 2016）。しかし、がんにおいては、免疫細胞によるがん細胞の破壊や
アポトーシスに由来するcell-free DNAが血液中に漏れだすことや、妊娠や糖尿病、激
しい運動または外傷による組織損傷の際にもcell-free DNA量が上昇することが報告
されている（Kohler et al. 2011; Butt and Swaminathan 2008）。したがって、患者
検体を測定する場合は、ネクローシスやアポトーシスなど他の細胞死由来のものが含

まれている可能性に注意する必要がある。Cell-free DNAの測定は客観性や定量性に
優れているが、特異性に乏しいと言える。 
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もう一つのNETs断片として、MPOやNEなどの好中球由来タンパクとDNAの複合
体があり、cell-free DNAよりもNETsを特異的に検出することが可能である。
MPO-DNA複合体やNE-DNA複合体は enzyme-linked immunosorbent assay 
（ELISA）で測定される。ANCA関連血管炎や2型糖尿病患者の血清ではMPO-DNA
複合体濃度が上昇している（Nakazawa et al. 2012a; Soderberg et al. 2015; Miyoshi 
et al. 2016）。現段階ではELISAキットは市販されていないため自作する必要があり、
標準化に関する問題は残っているが、特異的かつ客観的、定量的な優れた方法である

と言える。 
	 NETsを形成している好中球の検出にはフローサイトメトリーが用いられる。In 
vitroおよびin vivoで形成されたNETsを測定することが可能である。Zhaoらは
multispectral imaging flow cytometeryを用いてNETs形成好中球を検出した（Zhao 
et al. 2015）。NETsを形成している好中球に特徴的な核の膨化に着目し、核面積の増
加と細胞の側方散乱強度の軽度減少、そして脱凝縮した核領域におけるMPOの共局在
によりNETs形成好中球を同定した。顕微鏡画像とフローサイトメトリーを組み合わ
せたこの方法は、特異的かつ客観的、定量的な優れた方法であるが、multispectral 
imaging flow cytometryの普及には時間がかかると考えられる。また、通常のフロー
サイトメトリーを用いて、NETs形成好中球を検出する方法の開発も試みられている。
GavilletらはMPOとシトルリン化ヒストンの共局在によりNETs形成好中球を同定し
た（Gavillet et al. 2015）。フローサイトメトリーは特異的かつ客観的、定量的な方
法である。さらに、フローサイトメトリーにより測定するNETsは細胞レベルである
ため、今まさにNETsを形成している好中球を測定していることになる。ELISAでは
血清や上清中のNETs断片を測定しており、NETsがDNase Iなどの作用により断片化
したものと考えられる。よって、ELISAに比べフローサイトメトリーではリアルタイ
ムのNETs形成状態を反映すると考えられるため、信頼性の高いNETs評価法として期
待できる。しかしながら、フローサイトメトリーにおけるNETs測定は現段階では報
告数が少なく、定量的にNETsが検出されているのか、その他のNETs検出法との比較
などについて十分な検討がなされておらず、今後の研究が必要である。 
	 本研究では、簡便かつ定量的、客観的なNETs測定法の確立を目指し、細胞膜非透
過性核酸染色剤 SYTOX Greenを用いたフローサイトメトリーによってNETsを測定
した。また、血液や体腔液中に含まれるNETs形成好中球を検出できるか検討を行っ
た。 
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表1. Suicidal NETosisの主な測定法と特徴 

Masudaらの論文より引用改変 

  

マーカー/方法 特異性 客観性/ 
定量性 

長所 短所 評価対象 

好中球由来タン

パクと細胞外

DNAの共局在 

 

注意が必要 低い 簡単 客観性、定量性に難 培養細胞 
組織標本 

Cell-free DNA  注意が必要 高い キットが 
入手可能 

他の細胞死由来DNA
が検出されうる 

 

血漿・血清 
体腔液  
培養上清 

MPO/NE- DNA 
複合体 

高い 高い 左記の通り キットが市販されて

いない 
標準化が必要 

血漿・血清 
体腔液  
培養上清 

画像を元にした

フローサイトメ

トリーによる検

出 

高い 高い 左記の通り 普及してない 血液 
培養細胞 

 

フローサイトメ

トリーによる細

胞に付着した

NETsの検出 

潜在的に 
高い 

高い 左記の通り さらなる研究が必要 血液 
培養細胞 
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2.2 方法 

 

2.2.1	 In vitroでのNETsの誘導と検出 

2.2.1.1	 対象 
	 インフォームドコンセントを得た健常人ボランティアから採血し、ヘパリン入り採

血管に静脈血を採取した。本研究は北海道大学大学院保健科学研究院における研究倫

理審査委員会の承認（No.15-90）を受けて実施した。 
 

2.2.1.2	 好中球の分離とNETs誘導 
	 15 mlチューブにPolymorphprep（Axis-Shield, Dundee, Scotland）を5 ml入れ
た後、ヘパリン加血を5 ml重層した。室温にて500×gで30分遠心後、上層部分（末
梢血単核球）を取り除き、好中球層である下層部分を採取した。PBSで 2回洗浄後、
5 % fetal bovine serum（FBS）添加RPMI 1640を用いて1×106 /mlに調整した。37 ℃
で30分プレインキュベーションした後、NETs誘導試薬であるPMA（Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO）を0～100 nMの濃度になるように加え、0～4時間インキュベートし
た。 

2.2.1.3	 細胞外DNAの染色とフローサイトメトリー測定 
	 PMA処理にてNETosisを誘導した好中球（1×106個）に細胞膜非透過性核酸染色

剤であるSYTOX Green（Life Technologies, Carlsbad, CA）を1000倍希釈となるよ
うに加えた。SYTOX Greenは細胞膜非透過性であるため、生細胞は染色されず、死
細胞のみを染める。NETs形成時に細胞膜構造は破綻しDNAは細胞外に放出される
ため、NETs形成好中球の DNAは染色されると考えられる。また、SYTOX Green
は水性溶媒で非蛍光性であり、double-stranded DNA と結合すると蛍光シグナルが
100倍以上に増強するため、洗浄操作が不要という特徴がある。そのため、4 ℃で20
分反応させた後、洗浄せず直ちにAttune flow cytometer（Applied Biosystems, Foster 
City, CA）を用いて測定を行った。 
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2.2.1.4	 NETsの免疫蛍光染色と画像解析 
	 好中球は5 % FBS添加RPMI 1640を用い1×105 /mlに調整し、4 well-chamber slide
に播種した。37 ℃で30分間プレインキュベーションした後、100 nMのPMAを加え
37 ℃で4時間培養した。PBSで洗浄後、4 % paraformaldehyde（PFA）を用いて室
温で15分間固定した。PBSで洗浄後、抗体の非特異反応を防ぐために、3 % BSA添加
PBSを加え、室温で30分間反応させた。5 µg/mlの抗ヒトMPO抗体（Bio-Rad, Hercules, 
CA）またはアイソタイプコントロールとしてマウスIgG2b（BioLegend, San Diego, 
CA）を加え、室温で60分間反応させた。PBSで洗浄後、5 µg/mlのAlexa Fluor 488
標識ヤギ抗マウスIgG（H+L）抗体を加え、室温で60分間反応させた。PBSで洗浄後、
4’, 6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）入り封入剤で封入し、蛍光顕微鏡下に観察
を行った。 
	 画像解析用のサンプルは、0〜100 nMのPMAでNETsを誘導し、4 % PFAで固
定後、DAPI入り封入剤により封入した。蛍光顕微鏡を用い、対物40倍レンズでラン
ダムに5枚撮影した。蛍光画像は Image J softwareを用い、DAPI陽性面積を求め、
細胞数で補正を行った。 

2.2.1.5	 細胞外DNAとNETs関連タンパクとの共局在 
	 PMA処理した好中球をPBSで洗浄後、3 % BSA添加PBSで室温30分反応させ
た。一次抗体として5 µg/mlの抗ヒトMPO抗体または抗citrullinated histone H3 抗
体（Cit H3; abcam, Cambridg, UK）、アイソタイプコントロールとしてマウス IgG2b
またはウサギ IgG（abcam）を加え、室温で 30分間反応させた。PBSで洗浄後、二
次抗体として4 µg/mlのPE標識抗マウス IgG抗体（BioLegend）またはAlexa Fluor 
647標識抗ウサギ IgG抗体（Life Technologies）を加え、室温で30分間反応させた。
PBSで洗浄後、SYTOX Greenを加え4 ℃で20分間反応後、フローサイトメトリー
で測定した。 
 

2.2.1.6	 NADPHオキシダーゼ阻害による影響 
	 好中球は5 % FBS添加RPMI 1640を用い1×106 /mlに調整し、ROS産生に関わ
るNADPHオキシダーゼの阻害剤DPI（Sigma-Aldrich）を0または10 µM加えた。
37 ℃で30分反応後、0または100 nMのPMAを加え37 ℃で4時間反応させた。
SYTOX Greenを加え、4 ℃で20分間反応後、フローサイトメトリーで測定した。 
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2.2.1.7	 アポトーシスとの比較 

	 アポトーシスは etoposide（Bio Vision, Milpitas, CA）を用いて誘導した。好中球
は5 % FBS添加RPMI 1640を用いて1×106 /mlに調整し、37 ℃で30分間プレイン
キュベーションした。100 nMのPMAまたは100 µMの etoposideを加え、37 ℃で
1～4時間反応させた。PBSで洗浄後、Dead Cell Apoptosis Kit（Molecular Probes, 
Eugene, OR）の添付文書に従い、Alexa Fluor 488標識annexin V及びpropidium 
iodide（PI）と反応させた。もしくはSYTOX Greenを加え、4 ℃で20分反応させ
た。それぞれの細胞をフローサイトメトリーで測定した。 
 

2.2.1.8	 統計解析 
	 2群間の平均値の比較には、Student’s t-検定を用いた。P値は 0.05未満を統計学
的有意とした。 
 

2.2.2	 In vivo でのNETsの誘導と検出 

2.2.2.1	 対象 
	 6-8週齢のメスのWistarラットを用いた。なお、本研究の動物実験は北海道大学動
物実験委員会の承認（承認番号 15-0034）のもと、「北海道大学動物実験に関する規
定」に従って実施した。 
 

2.2.2.2	 細菌によるNETs誘導とラット血液中のNETs測定 
	 細菌の静注によりin vivoで形成されたNETsをSYTOX Greenを用いたフローサイ
トメーターで測定するために、まず初めに、細菌によりラットの好中球にNETsが誘
導されることをin vitroで確認した。NETsの誘導には、NETsを誘導することが報告
されているS. aureusとPseudomonas aeruginosa（P. aeruginosa）を用いた
（Vorobjeva and Pinegin 2014; Young et al. 2011）。麻酔下のもと、大動脈から採
血を行い、ヘパリンによる抗凝固処理を行った。ラット血液500 µlに対し、S. aureus
とP. aeruginosaを5×10６個加え、37 ℃で１時間反応させた。Polymorphprepを用い
て好中球を分離し、SYTOX Greenを加え4 ℃で20分間反応させた。4 % PFAで固定
後、フローサイトメトリーで測定した。 
	 1×109 /mlに調整したS. aureusをラットの尾静脈に注射し、1、4、24、48時間後
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に、麻酔下のもと大動脈からの全採血により失血死させた。Polymorphprepにより好
中球を分離し、PBSで1×106 /mlに調整後、SYTOX Greenを加え、4 ℃で20分間
反応させた。4 % PFAで固定後、フローサイトメトリーで測定した。 

2.2.2.3 腹膜炎ラットの腹腔洗浄液中のNETs測定 
	 ラットの腹腔内に3 %チオグリコレートを5 ml注射し、腹膜炎を誘導した。72時
間後、PBSまたはEDTA-PBSで腹腔内を洗浄し、好中球を含む炎症細胞を回収した。
PBSで 1×106 /mlに調整後、SYTOX Greenを加え、4 ℃で 20分間反応させた後、
フローサイトメトリーで測定した。 
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2.3	 結果 

 

2.3.1	 フローサイトメトリーによるNETs検出 
	 100 nMのPMAで4時間処理した好中球に対し、細胞膜非透過性核酸染色剤 
SYTOX Greenを添加し、フローサイトメトリーで解析した。約5000個の細胞を測定
し、代表的なデータをFigure 2に示した。 好中球分離時に完全には取り除けなかった
赤血球や末梢血単核球を解析から除外するために、forward scatter（FSC）/ side 
scatter（SSC）dot plotを用いて好中球にR1ゲートをかけた。未処理の好中球と比較
して、PMA処理した好中球では、FSC/SSCともに上昇していることから、細胞の大
きさや構造の複雑さが増していることが推測できる（Figure 2A、左、中）。PMA処
理によって好中球にNETosisが誘導されることにより、多様な形態学的変化が生じて
いると考えられる。 
	 R1内の細胞におけるSYTOX Greenのヒストグラムでは、未処理の好中球の蛍光輝
度と比較しPMA処理した好中球の蛍光輝度は右にシフトしており、SYTOX Greenに
染まっていた（Figure 2A、右）。SYTOX Green陽性細胞の割合（[R2内の細胞数/R1
内の細胞数]×100）は、未処理の好中球と比較しPMA処理した好中球で有意に高かっ
た（Figure 2B）。SYTOX Green陽性細胞の割合は、PMAの処理時間及び濃度に依
存して増加した（Figure 2C, D）。 



  21 

 
Figure 2. フローサイトメトリーによるNETsの検出 
（A）左：未処理好中球のFSC/SSC dot plot、中：PMA処理した好中球のFSC/SSC 
dot plot、右：R1内の好中球におけるSYTOX Greenのヒストグラム。計4名の健常
人の血液で同様の実験を行い、代表的なデータを示した。（B） PMA未処理群と処
理群におけるSYTOX Green陽性細胞の割合。*p<0.05、n=4。（C）100 nMのPMA
を0〜4時間反応させた好中球におけるSYTOX Green陽性細胞の割合。同様の実験
を計4回行い、代表的なデータを示した。(D) 0〜100 nMのPMAを4時間反応させ
た好中球におけるSYTOX Green陽性細胞の割合。同様の実験を2回行い、代表的な
データを示した。 
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2.3.2 	 細胞外DNAとNETs関連タンパクの局在 
	 NETsは好中球から放出されたDNAがMPOなどの抗菌タンパクにより装飾され
た構造をしている。SYTOX Green陽性細胞がNETsを形成した好中球であるか確認
するために、PMA処理した好中球におけるDNAとMPOの共局在を確認した。免疫
蛍光染色では、PMA処理した好中球から放出されたDNA（青）とMPO（緑）が共
局在する NETs が確認できた（Figure 3A）。フローサイトメトリーでは、SYTOX 
Green陽性細胞のうちの76.1 %がMPO陽性であった（Figure 3B）。一方で、NETs
に特徴的な分子であるシトルリン化ヒストンはSYTOX Green陽性細胞の約13 %が
陽性であった（Figure 3C）。  
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Figure 3. 細胞外DNAとNETs関連タンパクの局在 
（A）PMA処理（100 nM、4時間）した好中球の細胞外DNA（青）とMPO（緑）
の局在。同様の実験を2回行い、代表的な結果を示した。（B）フローサイトメトリー
におけるSYTOX GreenとMPOの染色。左：未処理の好中球、右：PMA処理（100 
nM、4時間）した好中球。同様の実験を3回行い、代表的な結果を示した。（C）SYTOX 
Greenとシトルリン化ヒストンの染色。左：未処理の好中球、右：PMA処理（100 nM、
4時間）した好中球。同様の実験を2回行い、代表的な結果を示した。 
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2.3.3	 NADPHオキシダーゼ阻害剤の影響 
	 NADPH オキシダーゼは膜結合酵素複合体であり、ROS 産生に重要な役割を担っ
ている。PMAで誘導されるNETosisはROS依存的経路で産生される（Fuchs et al.  
2007; Kaplan and Radic 2012）。また、NADPHオキシダーゼの阻害剤であるDPI
はNETs産生を阻害する（Fuchs et al. 2007）。DPIによる前処理を行った好中球で
は、DPI処理を行っていない好中球と比較してSYTOX Green陽性細胞は有意に減少
していた（Figure 4）。 
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Figure 4. DPIによるNETosis抑制 
NADPHオキシダーゼ阻害剤DPI 10 µMを反応後、100 nM のPMA処理を行った
好中球におけるSYTOX Green陽性細胞の割合。**p<0.01、n=3。 
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2.3.4	 NETosisとアポトーシスの鑑別 
NETosisはアポトーシスやネクローシスなどの他の細胞死と異なると考えられてい
る。Etoposideにより誘導したアポトーシス細胞でSYTOX Greenが陽性となるかを検
討し、NETosisとアポトーシスが鑑別可能か調べた。 
まず初めに、PMA処理した好中球とetoposide処理した好中球の特性の違いを

annexin VとPIにより検討した。正常の細胞膜は脂質二重層で細胞膜の内側に
phosphatidylserine（PS）が存在する。アポトーシスが誘導されるとPSは細胞の外側
に表出し、PSに対して強い親和性をもつannexin VがCa2+依存的にPSに結合する。
PIは細胞膜非透過性の核酸染色剤であり、アポトーシス初期細胞においては、PSの表
出化が見られるものの細胞膜構造が保たれているため、PIは細胞内に侵入できずDNA
に結合できない。一方、アポトーシス後期細胞やネクローシス細胞では、細胞膜構造

が破綻しており、annexin VとPIともに、それぞれPSとDNAに結合する。このよう
に、annexin VとPIを用いることで、アポトーシス初期細胞を判別出来る。 

PMA処理した好中球では、annexin V陽性細胞とPI陽性細胞が経時的に増加してい
た（Figure 5A、上段）。一方、etoposide処理した好中球では、4時間の刺激におい
てannexin V陽性細胞のみが増加しており、PI陽性細胞はほとんど認められなかった
（Figure 5A、下段）。これらの結果から、etoposide処理した好中球に早期アポトー
シスが誘導されていることがわかった。 
次に、NETs形成好中球と早期アポトーシス細胞にそれぞれSYTOX Greenを加え、
フローサイトメトリーで測定を行った（Figure 5B）。NETs形成好中球の場合、時
間依存的にSYTOX Green陽性細胞の割合は増加していた。しかし、etoposide処理
した好中球では、SYTOX Green陽性細胞はほとんど認められなかった。これらの結
果から、SYTOX Greenを用いたフローサイトメトリー測定において、NETs形成好
中球と早期アポトーシス細胞は鑑別できることがわかった。 
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Figure 5. アポトーシス細胞との鑑別 
（A）NETs形成好中球と早期アポトーシス細胞のannexin V/PIに対する反応性の違
い。上段：PMAで1〜4時間処理した好中球。下段：Etoposideで1〜4時間処理し
た好中球。同様の実験を3回行い、代表的なデータを示した。（B）PMAまたはetoposide
と0〜4時間反応させた好中球のSYTOX Green陽性細胞の割合。n=3。 
  

A 

B 
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2.3.5	 画像解析との比較 
	 免疫蛍光染色は最も頻用されている方法の一つであり、NETsを定量化するために
画像解析が行われている。SYTOX Greenを用いたNETs形成好中球のフローサイト
メトリーによる検出と画像解析による定量化の二つの方法を比較し、同等性を検討し

た。SYTOX Green陽性細胞の割合は画像解析によって得られたNETs面積と正の相
関を示していた（Figure 6、R2=0.7314）。このことから、SYTOX Greenを用いた
NETsのフローサイトメトリーによる測定は画像解析と同等の定量性を有すると言え
る。 
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Figure 6. 画像解析との比較 
（A）0～100 nMのPMAで処理した好中球のDAPI染色画像。(B) フローサイトメ
トリーと画像解析の比較。横軸：0～100 nM のPMAで処理した好中球をDAPI染
色し、強拡大（対物40倍）で5枚ランダムに撮影した。Image Jを用いてNETs面
積を算出し、細胞数で補正した。縦軸：0～100 nMのPMAで処理した好中球におけ
るSYTOX Green陽性細胞の割合。
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2.3.6	 In vitroでの細菌によるNETs誘導 
	 In vivoで形成されたNETsをフローサイトメトリーで測定できるかどうかを検討
するために、ラットに細菌を静注し血液中でNETosisを誘導する実験を計画した。そ
の予備検討として、細菌によりラット好中球にNETosisが誘導されることを in vitro
で確認した。NETosisの誘導にはS. aureusとP. aeruginosaを用いた。ラット全血
にS. aureusまたはP. aeruginosa を加えて、1時間反応させた。好中球を分離後、
SYTOX Greenを加え、フローサイトメトリーで測定した。未刺激の好中球に比べ、
S. aureusまたはP. aeruginosaを加えることで、SYTOX Green陽性細胞の割合は有
意に上昇していた（Figure 7）。  
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Figure 7. In vitroでの細菌によるNETosis誘導 
（A）全血にS. aureusまたはP. aeruginisaを加えNETsを誘導した。（B）ラット
血液中のSYTOX Green陽性細胞の割合。*p<0.05、n=4。 
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2.3.7	 In vivoでの細菌によるNETs誘導と検出 
	 NETs 誘導率が高かった S. aureus をラットの尾静脈から注射し、in vivo で
NETosisを誘導した。0、1、4、24、48時間後、採血と解剖を行いフローサイトメト
リーによるSYTOX Green陽性細胞の検出と組織学的検討を行った。対照として、未
処置のラットを用いた。S. aureusを静注しても、SYTOX Green陽性細胞の割合は
ごくわずかにしか上昇しなかった（Figure 8A）。脾臓に多数の多核巨細胞が浸潤し
ていたことから、細菌が脾臓にトラップされ、貪食されたと推測される（Figure 8B）。
脾臓以外の臓器に明らかな異常は認められなかった。 
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Figure 8. In vivoでS. aureusにより誘導されたNETsの検出 
（A）S. aureusを尾静脈から注射後、採取した血液中のSYTOX Green陽性細胞の
割合。（B）S. aureus 静注後の脾臓のHE染色。矢頭は多核巨細胞。  

A 

B 
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2.3.8	 腹膜炎ラットの腹腔洗浄液中のNETs測定 
	 3 %チオグリコレートの腹腔内注射によって腹膜炎を誘導し、浸潤細胞中に NETs
が検出できるかを検討した。3 %チオグリコレートを腹腔内に注射し、72時間後に腹
腔内の浸潤細胞を回収した。腹腔洗浄液の回収及び収集した細胞の懸濁には

EDTA-PBSまたはPBSを用いた。EDTAは、腹膜炎によって好中球とともに浸潤し
たマクロファージ由来のDNase IによるNETsの分解を防ぐことを目的に使用した。
EDTA-PBSを用いることで、腹腔洗浄液中にSYTOX Green陽性細胞を検出するこ
とが出来た（Figure 9）。  
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Figure 9. 腹膜炎誘導ラットからのNETs検出 
3 % チオグリコレートの腹腔内投与から72時間後に、PBSまたはEDTA-PBSで回
収した腹腔洗浄液中の SYTOX Green 陽性細胞。左：PBS 使用時の腹腔洗浄液の
FSC/SSC dot plot、中：EDTA-PBS使用時の腹腔洗浄液のFSC/SSC dot plot、右：
腹腔洗浄液中のSYTOX Green 陽性細胞。同様の実験を2回行い、代表的な結果を示
した。 
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2.4	 考察 
 
	 本研究では、細胞膜非透過性核酸染色剤SYTOX Greenを用いたフローサイトメト
リーにより、in vitro及びin vivoで形成されたNETsを測定できることを示した。本検
出法は客観的かつ定量的、簡便なNETs測定法であり、様々な研究に応用することが
可能である。 
	 PMA処理した好中球中にSYTOX Green陽性細胞が検出され、その割合はPMAの反
応時間や濃度に依存して増加していた。また、SYTOX Green陽性細胞の多くはMPO
陽性であることから、SYTOX Green陽性細胞はNETsを形成した好中球であると言え
る。しかし、SYTOX Green陽性/MPO陰性細胞も少なからず存在しており、好酸球由
来の細胞外トラップである可能性がある。一方、SYTOX Green陰性/MPO陽性細胞は
約20 %存在しており、これは活性化好中球であると考えられる。NETsに特徴的な分
子であるシトルリン化ヒストンの陽性率は低かった。その理由としては、ヒストンは

シトルリン化によりDNAとの結合性が弱まり、DNAからシトルリン化ヒストンが外
れてしまった可能性がある。しかし、Gavilletらはフローサイトメトリーにおいて、
NETsをMPOとシトルリン化ヒストンによって同定していた（Gavillet et al. 2015）。
Gavilletらとの違いについては明らかではないが、GavilletらはNETosis誘導後に2 % 
PFAで固定していたのに対し、本研究では未固定だったため、固定の有無がシトルリ
ン化ヒストンの染色結果に影響を与えた可能性がある。また、本研究の予備検討にお

いて、PFAで固定後にSYTOX Greenと反応させた場合、未刺激の好中球においても
SYTOX Green陽性所見が得られた。PFAの作用により、細胞膜に変化が生じること
が報告されており（Fox et al. 1985）、SYTOX Greenが細胞内に浸透した可能性が考
えられる。本検出法において、固定操作が必要な場合、SYTOX Greenと反応後に固
定操作をすることが推奨される。 
	 NADPHオキシダーゼ阻害剤であるDPIはROS産生の阻害を介して、部分的ではあ
るがSYTOX Green陽性細胞数を有意に減少させた。これは、SYTOX Green陽性細胞
の全てがNETsを形成した好中球なのではなく、一部にNETosis以外の原因で細胞膜
が破綻した細胞が含まれている可能性を示唆している。ネクローシスなどの何らかの

原因で細胞膜に障害を受けた場合にはSYTOX Green陽性になる可能性があるからで
ある。他の細胞死との鑑別を目的に、アポトーシスに陥った細胞がSYTOX Green陽
性になるかどうかを検討したところ、早期アポトーシス細胞はSYTOX Green陰性で
あった。後期アポトーシスとネクロトーシスに関しては、今後さらなる検討が必要で

ある。しかし、Desaiらは、NETosisはプログラムされたネクローシスであるネクロ
トーシスの一種であると述べている（Desai et al. 2016）。形態学的には、両者とも
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に細胞膜の破綻と細胞内容物の漏出が認められるが、シグナル伝達経路が異なるため、

両者を鑑別することが可能であるかもしれない。しかし、フローサイトメトリーにお

いては、現段階ではネクローシスとの鑑別は困難であると考えられる。 
	 In vitroにおいて、S. aureusやP. aerusinosaはNETosisを誘導したが、S. aureus
をラット静注した場合、血液中のSYTOX Green陽性細胞の割合の上昇はごくわずか
であった。脾臓において多核巨細胞が多数浸潤していたことから、S. aureusに対する
免疫応答が働いていたことが推察できる。敗血症患者の血液中のcell-free DNAや
MPO-DNA複合体は上昇していることが報告されている（Dwivedi et al. 2012; 
Maruchi et al. 2018）。ラット血液中にNETs形成好中球がごくわずかにしか見られ
なかった理由として、血漿中のDNase Iにより分解された可能性が考えられる。細胞
外DNAが好中球に付着した状態では血液中に長くは存在できず、NETsは可溶性にな
った状態で血液中に存在しているのかもしれない。敗血症患者の血液中からごくわず

かではあるがNETs形成好中球が検出されたことが報告されている（Gavillet et al. 
2015）。本研究においては、検討したラット数が少なく、SYTOX Green陽性細胞の
割合がわずかに上昇していたが有意とは言えないので、今後のさらなる検討が必要で

ある。 
	 3 %チオグリコレートにより腹膜炎を誘導したラットの腹腔洗浄液からは、SYTOX 
Green陽性細胞が検出された。腹腔洗浄液の回収時にPBSを用いるとSYTOX Green
陽性細胞数が減少することから、マクロファージ由来のDNase Iなどによって、NETs
形成後に速やかに分解されていることが示唆される。 
	 本研究では、細胞膜非透過性核酸染色剤であるSYTOX Greenを用いたフローサイ
トメトリーにおいて、in vitroまたはin vivoで形成されたNETsを測定することができ
た。本検出法はフローサイトメトリーを用いており、客観的かつ定量的に数千〜数万

個の細胞を評価することが可能である。また、NETs形成好中球を含む細胞浮遊液に
SYTOX Greenを添加しそのままフローサイトメーターで測定できるため、非常に簡
単で短時間の操作で測定することができる。一度に多数の検体を測定することができ

るため、in vitroのNETs評価だけではなく、臨床検体を用いたNETs量のスクリーニ
ングなどにも応用可能であると考えられる。血液や体腔液、細胞培養液などの液状検

体に対するNETs測定はこれまでcell-free DNAの測定やELISAによるMPO-DNA複
合体などの可溶性NETs断片が主に測定されてきた。これらはDNase Iなどの作用に
よる分解産物であり、NETs形成からしばらく時間が経過したものであると考えられ
る。今回フローサイトメトリーにおいて測定しているのは、好中球の形態を保った状

態の細胞であり、今まさにNETsを形成している好中球であると考えられる。Cell-free 
DNAやMPO-DNA複合体などの測定に代わり、新たな視点の測定法として、今後普
及していく可能性がある。 
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	 本研究の限界として、以下の項目が挙げられる。一つ目はネクローシスなどの細胞

膜の破綻を伴う細胞死を除外できず測定してしまう点である。早期アポトーシス細胞

はSYTOX Green陰性だったことから鑑別可能であった。しかし、ネクローシスは
NETosisと同様に細胞膜の破綻を伴うのでSYTOX Green陽性になると考えられる。
上述したように、NETosisはネクロトーシスの一種であると報告されていることから
も（Desai et al. 2016）、ネクローシスと鑑別することは難しいと考えられる。よっ
て、血液や体腔液などの検体を用いてin vivoで形成されたNETsを測定する時は、他
の細胞死由来の細胞も含まれている可能性を考慮する必要がある。二つ目は血液中の

NETs形成好中球の測定は難しい可能性がある。細菌静注後のラット血液から、NETs
形成好中球はごくわずかにしか認められなかった。NETs形成後は、血漿中のDNase I
の作用により速やかに可溶性のNETs断片となっていることが推察される。しかし、
SLEやANCA関連血管炎などでは血清中DNase I活性の低下やNETs分解能の低下が
示されており、NETs形成好中球が存在する可能性も考えられため、今後検討する必
要がある。 
	 本研究では、SYTOX Greenを用いたフローサイトメトリーにおいて、in vitroま
たは in vivoで形成されたNETsを簡便かつ客観的、定量的に測定する方法を確立す
ることができた。NETs形成好中球を測定できる本検出法は、NETs関連疾患の病因
病態の解明や薬剤によるNETs抑制効果の検討など様々なNETs研究への応用が期待
される。 
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2.5 結論 
 

	 本研究の結論を以下に示す。 
・SYTOX Greenを用いたフローサイトメトリーにおいて、in vitroまたは in vivoで
形成されるNETsを簡便かつ客観的・定量的に測定する方法を確立した。 
 
この方法は NETs を形成している好中球を測定するため、ELISA などによって測
定されるNETs断片に比較して、リアルタイムのNETs形成状況を把握することがで
きる。また、SYTOX Greenと好中球を反応させてフローサイトメトリーで測定する
だけなので、非常に短時間かつ簡単に測定することが可能である。よって、一度に多

数の検体を測定することが可能であり、NETsが関与する疾患のスクリーニングに用
いたり、NETs形成を抑制する薬剤の効果判定など様々なNETs研究に応用できると
考えられる。しかしながら、現行法ではネクローシス細胞も検出されうるため、今後

はNETs形成好中球とネクローシス細胞を鑑別するための方法やマーカーを探索する
必要がある。  
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3. 第二章 

蛍光免疫染色を用いた好中球細胞外トラップの 

検出と応用  
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3.1背景 
 
	 抗好中球細胞質抗体（anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA）は1982年に
Daviesらによって発見された自己抗体である（Davies et al. 1982）。ANCAの主な対
応抗原はミエロペルオキシダーゼ（myeloperoxidase: MPO）とプロテイナーゼ 3 
（proteinase 3: PR3）であり、それぞれに対する抗体はMPO-ANCA、PR3-ANCA
と呼ばれる。ANCA 関連血管炎は血管炎の分類として用いられている Chapel Hill 
Consensus Conference分類（CHCC2012）において、小型血管炎に分類される。血
清中の ANCA の存在を特徴とし、病理学的には、炎症による毛細血管や細動静脈の
血管壁破壊に伴うフィブリノイド壊死を認め、壊死性血管炎を呈する。ANCA関連血
管炎は顕微鏡的多発血管炎（microscopic polyangiitis: MPA）、多発血管炎性肉芽腫症
（granulomatosis with polyangiitis: GPA）、好酸球性多発血管炎性肉芽腫症
（eosinophilic granulomatosis with polyangiitis: EGPA）に分類される。また、バセ
ドウ病の治療薬として使用される抗甲状腺薬プロピルチオウラシル

（propylthiouracil: PTU）や降圧剤のヒドララジンなどの薬剤服用後に発症する薬剤
関連ANCA関連血管炎もある。 
	 本邦のANCA関連血管炎の患者数はMPAが半数以上を占め、次いでGPA、EGPA
の順に多い。MPA、GPA、EGPAいずれの疾患においても、全身の中小型血管にお
ける壊死性血管炎が特徴であるが、疾患によって多少の違いが認められる。MPAでは、
90 %以上がMPO-ANCA陽性を示し、腎臓や肺に好発する。腎糸球体には半月体形成
性壊死性糸球体腎炎がみられ、肺では肺出血や間質性肺炎が認められる。GPAは
MPO-ANCA陽性例とPR3-ANCA陽性例があり、上気道や肺における壊死性肉芽腫の
形成が特徴である。腎臓には半月体形成性壊死性糸球体腎炎を認める。EGPAは50 %
がMPO-ANCA陽性を示し、気管支喘息が先行し、好酸球浸潤を伴う壊死性血管炎と
血管外肉芽腫が特徴である。 
	 MPO欠損マウスにMPOを免疫し、産生されたMPO-ANCAまたは脾細胞を免疫不
全マウスや野生型マウスに移入すると血管炎や半月体形成性壊死性糸球体腎炎が誘導

されることから、ANCA自体に病原性があると考えられている（Xiao et al. 2002）。
ANCAにより血管炎が誘導される機序は、以下のように考えられてきた。感染などの
刺激により産生されたTNF-αなどの炎症性サイトカインは好中球を活性化させる。そ
の結果、ANCAの対応抗原であるMPOやPR3が細胞膜に表出し、そこへANCAが結
合する。それと同時にANCAのFc部分が近傍のFcγ受容体に結合する。すると、好中
球は過剰に活性化し、サイトカインやROSを産生することで血管内皮細胞を障害し、
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血管炎が生じる（Csernok 2003）。ANCAの産生機序については長い間不明であった
が、近年の研究によりNETsが関与することが明らかとなってきた。 
	 ANCAはNETs誘導能を有することや、ANCA関連血管炎患者の疾患活動期の血清
中のMPO-DNA複合体量は、寛解期や健常者に比べ有意に高いことが報告されている
（Nakazawa et al. 2012a; Nakazawa et al. 2014）。また、ANCA関連血管炎患者は
健常者と比較して、血清中DNase I活性が低下し、NETs分解活性も低下している
（Nakazawa et al. 2014）。抗甲状腺薬であるPTUを投与された患者の30 %にANCA
が産生され（Wada et al. 2002）、その一部にANCA関連血管炎が誘導される（Yang 
et al. 2017）。PMAを用いて好中球にNETsを誘導する際にPTUを一緒に作用させる
と、異常な形態のDNase I抵抗性NETsが誘導される（Nakazawa et al. 2012a）。PMA
とPTUで誘導された異常なNETsをWKYラットに免疫すると、MPO-ANCAの産生と
肺胞の毛細血管炎が誘導される（Nakazawa et al. 2012a）。これらの結果から、ANCA
関連血管炎では、一度産生されたNETsは分解されにくく生体内に長期間存在すると
考えられる。NETs成分は免疫細胞に長期間暴露されることとなり、やがてトレラン
スが破綻し、ANCA産生に至る。また、ANCAの持つNETs誘導活性により、さらに
過剰なNETsが誘導される。このようにANCA関連血管炎では、ANCAとNETsを介
した悪循環が形成されると考えられる（中沢ら2012）。NETsはANCAの産生原因と
して、また、血管内皮細胞を障害する因子としてANCA関連血管炎の病因病態形成に
深く関与すると考えられる。 
	 ANCA関連血管炎の患者組織においては、MPAの腎糸球体の半月体や深部静脈血栓、
壊死性血管炎のフィブリノイド壊死周囲にNETsの沈着が報告されている
（Kessenbrock et al. 2009; Nakazawa et al. 2012b; Yoshida et al. 2013）。しかしな
がら、GPAやEGPA、ANCAの関連しない血管炎ではNETsの存在は明らかとなって
おらず、ANCA関連血管炎に特異的な現象かどうか明らかではない。 
	 本研究では、ホルマリン固定パラフィン包埋（formalin-fixed paraffin-embedded: FFPE）
組織標本を用いて、ANCA関連血管炎とその鑑別疾患に対しNETsを検出する免疫
蛍光染色を施行し、NETsに対する免疫蛍光染色が鑑別診断に有用であるか、そして
組織へのNETs沈着がANCA関連血管炎の病因病態に影響を与えているかどうかを
検討した。 
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3.2 対象と方法 
 
	 本研究は北海道大学大学院保健科学研究院における研究倫理審査委員会の承認

（No.17-85、18-61）を受けて実施した。 
 

3.2.1	 NETsのセルブロック作成 
	 ヒト末梢血を採取し、Polymorphprepで好中球を分離した。好中球は5 % FBS添
加RPMI 1640で1×106 /mlに調整し、100 nMのPMAを加え37 ℃で4時間反応
させた。遠心により上清を取り除き、10 % ホルマリンで24時間固定した。セルブロ
ックはアルギン酸ナトリウム法により作成した。固定した細胞を遠心後、上清を除去

し、ペレットに1 % アルギン酸ナトリウムを加えた後、1 M塩化カルシウムを加えて
ゲル化させた。ゲルはパラフィン包埋し、4 µm に薄切後、シランコートのスライド
ガラスに載せた。 
 

3.2.2	 FFPE組織標本 
	 ANCA関連血管炎患者8例（MPA 3例、GPA 4例、EGPA 1例）の組織標本を用
いた。血管炎病変の対照として、ANCAの関連しない壊死性血管炎であり、病変が全
身性に現れる結節性多発動脈炎（polyarteritis nodosa: PAN）3例と病変が皮膚に限
局する皮膚動脈炎（cutaneous arteritis: CA）2例、及び、壊死を伴わず肉芽腫性血
管炎を呈する巨細胞性動脈炎（giant cell arteritis: GCA）5例を用いた。GPAで認め
られる肺の壊死性肉芽腫病変の対照として、壊死性肉芽腫を形成する結核5例、壊死
を伴わない肉芽腫を形成するサルコイドーシス5例を用いた。FFPE組織標本の詳細
は表2に示した。これらの標本は生検や手術、剖検により採取され、10 % ホルマリ
ンで固定後パラフィン包埋を行った。4 µm に薄切し、切片はシランコートのスライ
ドガラスに載せた。 

3.2.3	 免疫蛍光染色 
	 FFPE 切片はキシレンにより脱パラフィン後、Tris-EDTA 緩衝液（pH 9.0）を用
いオートクレーブ（121 ℃）で 20分間抗原の賦活化を行った。抗体の非特異的結合
を防ぐためにProtein Block Serum-free（Dako, Glostrup, Denmark）を用いて室温
で10分間ブロッキングを行った。一次抗体は抗citrullinated histone H3抗体（Cit H3; 
ウサギポリクローナル、1:100 希釈）と抗 CD15 抗体（マウス IgM、ready-to-use、
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Dako）を使用し、室温で 1時間反応させた。PBSで洗浄後、二次抗体として Alexa 
Fluor 594標識ヤギ抗ウサギ IgG H&L抗体（1:500希釈、abcam）とAlexa Fluor 488
標識ヤギ抗マウス IgM抗体（1:500希釈、Invitrogen）を使用し、室温で1時間反応
させた。PBSで洗浄後、DAPI入り封入剤を用いて封入した。スライドは蛍光顕微鏡
で観察した。 
 

3.2.4	 ヘマトキシリン染色 

	 FFPE 切片はキシレンにより脱パラフィン後、ヘマトキシリン溶液に浸漬させた。
流水洗で軽く洗浄後、1％ 塩酸アルコールで分別した。その後、エオジンを必要に応
じて反応させた。エオジン染色したものは従来法であるヘマトキシリン・エオジン染

色であり、エオジンを反応させなかったものはヘマトキシリン単染色とした。 
 

3.2.5	 DNase I処理 

	 FFPE切片はキシレンにより脱パラフィン後、クエン酸緩衝液（pH 6.0）を用いて
オートクレーブ（121 ℃）で 20 分間 抗原の賦活化を行った。その後、10 U/ml の
DNase I（Invitrogen）を37 ℃で1時間反応させた。PBSで洗浄後、DAPI染色や
Cit H3やCD15に対する蛍光免疫染色、およびヘマトキシリン単染色を行った。 
 

3.2.6	 画像解析 
	 画像解析は Image J softwareで行った。病変部に占めるNETs面積の割合（%）
は下記の通り計算した。 
 
[（病変部内のCit H3陽性面積）/（HE染色に基づく病変部面積）] ×100 
 
	 DNase I処理後のNETs残存率はDAPI染色画像またはヘマトキシリン単染色画像
の平均輝度を用いて下記の通り計算した。 
 
[（DNase I処理後の平均輝度）/（DNase I処理前の平均輝度）] ×100 
 
	 標本内に複数の病変が存在していた場合は、”病変部に占めるNETs陽性面積（%）”
または”NETs残存率（%）”の平均値を使用した。 
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3.2.7統計解析 
	 二つのノンパラメトリックな群の比較に、マンホイットニーのU-検定を使用した。
P値は0.05未満を統計学的有意とした。  
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表2. FFPE組織標本の詳細  
患者 

No. 
 
 
 
 

No. 

年齢 性別 診断 採取組織 病変数 図 11・12におけるグループ 

1 71 女 MPA 筋生検 1 

Necrotizing vasculitis  
in AAV 

2 56 男 MPA 筋生検 4 

3 82 女 MPA 腎生検 1 

4 61 女 EGPA 小腸（剖検） 2 

5 66 男 GPA 肺（剖検） 3 

Necrotizing granulomas  
in AAV 

6 58 男 GPA 肺切除 1 

7 37 女 GPA 肺切除 1 

8 49 男 GPA 肺生検 1 

9 78 女 PAN 筋生検 2 

Necrotizing vasculitis  
in non-ANCA-associated 

vasculitis 

10 39 男 PAN 皮膚生検 1 

11 45 女 PAN 皮膚生検 2 

12 27 女 CA 皮膚生検 1 

13 49 女 CA 皮膚生検 2 

14 72 女 GCA 側頭動脈生検 1 

Granulomatous angiitis 

15 72 女 GCA 側頭動脈生検 1 

16 83 女 GCA 側頭動脈生検 1 

17 72 男 GCA 側頭動脈生検 1 

18 71 女 GCA 側頭動脈生検 1 

19 57 男 結核 肺切除 1 

Necrotizing granulomas  
in non-ANCA-associated 

disease 

20 75 男 結核 肺切除 2 

21 73 女 結核 肺切除 1 

22 63 男 結核 肺切除 1 

23 66 男 結核 肺切除 1 

24 46 女 サルコイドーシス 肺生検 1 
Granulomas without 

necrosis in 
non-ANCA-associated 

disease 

25 44 男 サルコイドーシス 肺生検 2 

26 63 女 サルコイドーシス 肺切除 1 

27 45 女 サルコイドーシス 肺切除 1 

28 36 女 サルコイドーシス 肺切除 1 
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3.3	 結果 
 

3.3.1	 FFPE切片におけるNETs染色とDNase I処理 
	 本研究では、一般的にNETsを染色するために用いられているCit H3の免疫蛍光染
色に加え、ヘマトキシリン単染色を施行した。PMA処理した好中球のFFPE切片にお
いて、Cit H3陽性かつDAPI陽性の構造物が認められ、NETsであると考えられた
（Figure 10A）。Cit H3陽性部の多くはDAPI陽性であることから、本研究ではCit H3
陽性部位をNETs陽性とした。ヘマトキシリン単染色においては、ヘマトキシリンに
染まる綿状構造物が好中球核の周囲に認められ、NETsであると考えられた（Figure 
10B）。 
	 PMAにより誘導されたNETsは in vitroでの細胞培養条件下において、DNase I
の添加によって分解されることが示されているが（Hakkim et al. 2010）、FFPE標
本ではNETsがDNase Iにより分解されることは確認されていない。上記と同様の
PMA処理後の好中球のFFPE切片を使用して、DNase IによりNETsが分解される
か検討した。10 U/ml DNase Iを37 ℃で1時間反応させることにより、NETsは分
解されていた（Figure 10C, D）。DAPIやヘマトキシリンに染まる細胞外 DNAは
DNase Iにより大部分が分解されているのに対し、Cit H3はDNase I処理後も一部
残っていた。  



  48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.	 セルブロック標本におけるNETsの染色とDNase I処理 
PMA処理した好中球のセルブロック標本におけるCit H3の免疫蛍光染色（A, C; 赤： 
Cit H3、青：DNA）とヘマトキシリン単染色（B, D）を施行した。（A, B）DNase I
処理前。（C, D）DNase I処理後。Scale bar：20 µm。 
  

E

BA

C D

Figure 1
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3.3.2	 血管炎病変局所におけるNETsの沈着 
	 ANCAとフィブリノイド壊死の有無に基づき、血管炎を、ANCA関連壊死性血管炎、
ANCA非関連壊死性血管炎、肉芽腫性血管炎の3つのグループに分類し、それぞれの
グループにおける病変局所のNETs沈着量を比較した。 
	 ANCA関連血管炎であるMPAとEGPAにおいて、フィブリノイド壊死の周囲にCit 
H3陽性のNETsが確認された（Figure 11A, B, E, F）。また、MPAにおけるNETsは
フィブリノイド壊死を伴う血管炎部位のみではなく、壊死のない血管炎部位にも認め

られた（Figure 11I）。好中球マーカーとして使用したCD15は、MPAではCit H3の
分布と一致していたが、EGPAではCit H3の陽性部位にCD15陽性所見はほとんど認
められなかった。EGPAは血管炎病変部のフィブリノイド壊死周囲における好酸球の
浸潤が特徴であり、好酸球も細胞外トラップを放出することが報告されているため

（Yousefi et al. 2008; Ueki et al. 2013）、EGPAにおけるCit H3陽性物質は好酸球由
来の細胞外トラップであると考えられる。PANやCAなどのANCA非関連壊死性血管
炎や肉芽腫性血管炎であるGCAでは、NETsはほとんど認められなかった（Figure 
11C, D, G, H）。 
	 病変部に占める NETs 面積の割合は、ANCA 非関連壊死性血管炎や肉芽腫性血管
炎と比較し、ANCA関連血管炎で有意に高かった（Figure 11J）。  
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Figure 11. 血管炎病変部におけるNETsの沈着 
（A-D）各種疾患のHE染色。（E-H）Cit H3とCD15に対する免疫蛍光染色。赤：
Cit H3、緑：CD15、青：DNA。Scale bars：100 µm（A, C, E, G）, 200 µm（B, D, 
F, H）。矢頭はNETsを示す。（I）MPA症例の壊死を伴わない血管炎に認められた
NETs。Scale bar：100 µm。（J）病変部に占めるNETs陽性面積の割合。*p<0.05。  
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3.3.3	 肺の肉芽腫におけるNETsの沈着 
	 ANCAと壊死の有無に基づき、肺の肉芽腫を、ANCA関連血管炎における壊死性肉
芽腫、ANCA非関連壊死性肉芽腫、壊死を伴わない肉芽腫の3つのグループに分類し、
それぞれのグループにおける病変内のNETs沈着量を比較した。 
GPAと結核の肺の壊死性肉芽腫において、壊死部に多量のNETsが認められた
（Figure 12A, B, D, E）。CD15陽性好中球の分布は、GPAと結核におけるNETsの
局在と一致していた。壊死を取り囲む肉芽腫性病変にはNETsは認められなかった。
また、GPAの病変部周囲の正常組織において、肺胞内や血管内にNETs形成が認めら
れた（Figure 12G）。しかし、壊死を形成しないサルコイドーシスの肺の肉芽腫には
NETsは全く認められなかった（Figure 12C, F）。 
	 病変部に占めるNETs陽性面積の割合は、非壊死性肉芽腫であるサルコイドーシス
と比較して、壊死性肉芽腫を形成するGPAと結核で有意に高かった（Figure 12H）。  
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Figure 12.	 肺肉芽腫におけるNETsの沈着 
（A-C）各種疾患のHE染色。（D-F）Cit H3とCD15に対する免疫蛍光染色。赤：
Cit-H3、緑：CD15、青：DNA。Scale bars：100 µm（A, B, D, E）, 200 µm（C, F）。
矢印はNETsを示す。（G）GPA症例の正常組織における肺胞や血管内に認められた
NETs。Scale bar：50 µm。（H）病変部に占めるNETs陽性面積の割合。*p<0.05, 
**p<0.01。  
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3.3.4	 NETsに対するDNase I処理 

	 NETsはGPAと結核患者の肺の壊死性肉芽腫内に多量に認められた。これはANCA
と結核菌がそれぞれ NETs を誘導するためと考えられる（Nakazawa et al. 2014; 
Ramos-Kichik et al. 2010）。DNase I抵抗性のNETsがANCA産生に関与すること
が報告されているため（Nakazawa et al. 2012a）、ANCA関連血管炎と結核で形成
されるNETsについて、DNase I感受性の違いを検討した。GPAと結核の肺のFFPE
切片をDNase I（10 U/ml、37 ℃、1時間）で処理後、DAPI染色またはヘマトキシ
リン単染色を行った。結核の壊死性肉芽腫に認めたNETsはDNase I処理によって
大部分が分解されたのに対し、GPAの壊死性肉芽腫で見られたNETsはDNase I処
理後も残存していた（Figure 13A-H）。NETs残存率は結核と比較して、GPAで有
意に高かった（Figure 13I, J）また、結核の壊死性肉芽腫におけるCit H3はDNase I
処理後も残存していた（Figure 14）。MPAの壊死性血管炎においても、同様にDNase 
I 処理を行った。画像解析により DAPI 陽性面積のピクセル数を算出したところ、
DNase I 処理前後で値はほぼ変わらず、ANCA 関連血管炎では血管炎局所の NETs
もDNase I抵抗性であることが示唆された（Figure 15）。  
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Figure 13.	 肺の壊死性肉芽腫病変に対するDNase I処理 
GPAと結核の肺のFFPE切片に10 U/mlのDNase I処理を施行後、DAPI染色（A, 
B, E, F）とヘマトキシリン単染色（C, D, G, H）を行った。（A, C, E, G）DNase I
処理前。（B, D, F, H）DNase I処理後。Scale bar：50 µm。（I）DAPI染色に基づ
くDNase I処理後のNETs残存率。*p<0.05。（J）ヘマトキシリン単染色に基づく
DNase I処理後のNETs残存率。*p<0.05。  
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Figure 14. 結核の壊死性肉芽腫におけるDNase I処理 
結核の肺のFFPE切片に10 U/mlのDNase I処理を施行し、Cit H3とCD15に対す
る免疫蛍光染色を行った。（A, B, C）DNase I処理前。（D, E, F）DNase I処理後。
赤：Cit H3、緑：CD15、青：DNA。Scale bar：50 µm。  
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Figure 15. MPAの壊死性血管炎におけるDNase I処理 
（A）MPA の壊死性血管炎における NETs の沈着。赤：Cit H3、緑：CD15、青：
DNA。 Scale bar：50 µm。（B）DNase I処理前におけるDAPI染色。（C）DNase I
処理後のDAPI染色。 
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3.4	 考察 
	 本研究では、FFPE標本のNETsに対する免疫蛍光染色法を確立し、ANCA関連血
管炎及びその鑑別疾患の病変部におけるNETsの沈着を検討した。さらに、沈着する
NETsの特性として、DNase I感受性を検討した。 
	 FFPE組織標本において蛍光免疫染色を施行し、NETsはCit H3、CD15、DAPIに
染まる構造物として同定された。また、ヘマトキシリン単染色においても、ヘマトキ

シリン好性の綿状物質としてNETsを認識できることを初めて示した。また、FFPE
切片に認められるNETsが、DNase Iにより分解されることを初めて証明した。切片
中にはNETsの他に多数の核DNAが存在するが、核DNAはDNase I処理後も分解され
ずに残っていた。核DNAは二重らせん構造で、DNAはヒストンに巻き付きヌクレオ
ソームを構成し、さらに高次構造をとることでクロマチンを形成している。このクロ

マチンにはヘテロクロマチンとユークロマチンの2種類があり、ヘテロクロマチンは
クロマチンが凝集した状態にあるのに対し、ユークロマチンはクロマチンの構造が緩

み、転写が活発に行われている状態にある。このクロマチンの状態はDNase Iに対す
る感受性にも反映され、凝集した状態のヘテロクロマチンはDNase Iで消化されにく
いのに対し、緩んだ状態のユークロマチンは容易にDNase Iで分解される。NETs形
成時には、ヒストンがシトルリン化され、ヒストンとDNAの結合が弱まり、クロマチ
ンは糸状になるため、NETsはDNase Iに対して感受性であると考えられる。よって、
DNase I処理により、NETsは分解され、核DNAは分解されずに残っていたと考えら
れる。NETsのマーカーとして頻用されるCit H3は、DNase I処理後も残存するため、
DNase I処理の判定には向いていないと考えられ、DAPI染色やヘマトキシリン単染色
が有効である。 
	 ANCA関連血管炎病変局所におけるNETs沈着は、MPAの腎糸球体の半月体や壊死
性血管炎のフィブリノイド壊死周囲、血栓内で認められることが報告されてきた

（Kessenbrock et al. 2009; Nakazawa et al. 2014; Yoshida et al. 2013）。本研究で
は、MPAやEGPAの壊死性血管炎部位及びGPAの壊死性肉芽腫部位にNETsの沈着が
認められた。EGPAやGPAにおける組織へのNETs沈着は本研究により初めて明らか
となった。ANCA関連血管炎（MPA、EGPA）における壊死性血管炎病変部にNETs
が認められた一方で、ANCA関連血管炎と同様に壊死性血管炎を呈するCAやPAN、
肉芽腫性血管炎であるGCAでは、NETsはほとんど認められなかった。MPAやEGPA
に存在するNETsは血管炎病変部のフィブリノイド壊死の周囲に存在しており、吉田
らによるANCA関連血管炎の腎小葉間動脈における壊死性血管炎のフィブリノイド
壊死周囲にCit H3陽性所見が認められたという報告と一致していた（Yoshida et al. 
2013）。また、MPAの壊死のない小型血管炎部位においても、血管周囲にNETsが認
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められた。活性化された好中球にANCAが作用するとNETsが誘導されること
（Nakazawa et al. 2012a; Nakazawa et al. 2014）、NETsに含まれるヒストンや
MPO、NEなどの抗菌タンパクは細胞障害活性を有することが報告されている（Xu et 
al. 2009）。本研究の結果及びこれまでの知見により、ANCA関連血管炎のフィブリ
ノイド壊死形成に、NETsが深く関与していると考えられる。 

GPAの肺の壊死性肉芽腫内に多量のNETsが認められた。NETsは壊死部に分布し
ており、壊死を取り囲む肉芽腫病変には認められなかった。また、病変部周囲の正常

肺組織においても、血管内や肺胞中にNETsが認められた。GPAの発症に細菌感染が
先行する場合が多く、それが原因となってNETsが誘導され、またANCAによっても
NETsが誘導されると考えられる。壊死性血管炎と同様にGPAの肺の壊死性病変の形
成にNETsが関与していると考えられる。しかし、肉芽腫性病変と血管炎病変の間で、
NETsの詳細な分布（壊死の内部か周囲か）が異なる理由はわかっていない。 

GPAと同様に壊死性肉芽腫を形成する結核においても、肺の壊死性病変に多量の
NETs沈着が認められ、その分布はGPAと同様に壊死の内部であり、壊死を取り囲む
肉芽腫病変には認められなかった。結核菌が感染すると、好中球やマクロファージに

よって貪食される。また、結核菌はNETsを誘導することから、貪食に加えNETsの放
出も同時に起きていると考えられる。感染巣では、やがて感染の拡大を防ぐためにマ

クロファージが類上皮細胞やラングハンス型巨細胞に分化し、病変部を取り囲む。そ

のため、NETsは壊死部に見られ、肉芽腫病変に認められないと考えられる。結核に
よる壊死の原因は、結核菌や結核菌に感染した宿主細胞への免疫応答の結果として考

えられてきたが、NETsによる細胞障害活性も関与している可能性がある。一方、壊
死のない肉芽腫を形成するサルコイドーシスの肺病変においては、NETsは認められ
なかった。これらの結果から、壊死性病変の形成にNETsが関与していることが示唆
される。 
	 GPAと結核の壊死性肉芽腫病変のいずれにもNETsの沈着が認められたが、DNase 
Iに対する感受性は異なっていた。結核で形成されたNETsはDNase Iによって大部分
が分解されたのに対し、GPAのNETsはDNase I処理後も残存しておりDNase I抵抗
性であった。抗甲状腺薬であるPTUとPMAによって誘導されたNETsもDNase I抵抗
性であること、そしてPTUとPMAにより誘導されたNETsをラットに免疫すると、
MPO-ANCAの産生と ANCA関連血管炎の発症が誘導されることが報告されている
（Nakazawa et al. 2012a）。また、結核に感染した患者の約40％がANCA陽性であ
ると報告されているが（Flores-Suárez et al. 2003）、結核感染後にANCA関連血管
炎に進展する例は多くない（Chaiamnuay and Heck 2005）。これらの知見から、
NETsはANCA抗原の供給源となりANCA産生に関与するが、血管炎にまで至るには
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NETsがDNase I抵抗性を有し、ANCA抗原を持続的に提供することが必要であると
考えられる。 
	 本研究は、これまで報告があったMPAだけではなく、GPAやEGPAにおける壊死
性病変部においてもNETsの沈着を初めて示した。血管炎病変においては、壊死を認
めるPANやCAではNETsの沈着をほとんど認めなかったことから、NETs染色は壊死
性血管炎の鑑別に有用である可能性がある。肺の肉芽腫病変においては、壊死を形成

するGPAと結核でNETsの沈着が認められた。しかし、DNase Iに対する感受性が異
なっており、GPAで形成されるNETsはDNase Iに抵抗性を示していた。これまで生
体内におけるDNase I抵抗性NETsの形成は、ラットにおいてPTUの作用により誘導
されることがわかっていたが、今回の研究で初めてヒトの体内で、PTUの作用がない
状態で、DNase I抵抗性NETsが形成されていることが明らかとなった。DNase I抵抗
性NETsが形成される機序は明らかではないが、遺伝的要因や環境要因が関与してい
る可能性が考えられる。GPAと結核の組織学的特徴は壊死性肉芽腫の形成であり、い
ずれもANCA陽性となりうるため、鑑別が困難な例も認められる。その場合、壊死性
肉芽腫に存在するNETsのDNase I消化処理が両者の鑑別に有用となるかもしれない。 
	 本研究の限界として、以下が挙げられる。一つ目は症例数が少ないことである。

ANCA関連血管炎は比較的稀な疾患であり、組織標本の入手が困難であった。そのた
めに、病変部に占めるNETs陽性面積と疾患活動性やANCA抗体価、疾患発症時期と
の比較などができなかった。今後症例数を増やし、上記の比較を検討したいと考えて

いる。二つ目はNETsの好中球マーカーとしてCD15を使用した点である。通常、NETs
を証明する場合には細胞外DNAやCit H3などの核成分とMPOやエラスターゼなどの
好中球顆粒タンパクの共局在を示す。本研究においてもMPOによる染色を試みたが、
良好な陽性所見が得られなかったため、CD15を採用した。 
	 本研究によりANCA関連血管炎の壊死性病変にNETsが認められること、さらに沈
着するNETsはDNase I抵抗性を示していることが明らかとなった。組織における
NETs沈着の有無は、ANCA関連血管炎とその鑑別疾患との診断に有用であると考え
られる。また、DNase I抵抗性NETsは壊死性病変の形成やANCA産生、血管炎の発
症に関与すると考えられ、ANCA関連血管炎の病因病態解明の一助に寄与できたと考
えられる。DNase I抵抗性NETsは治療標的になる可能性があり、NETsがDNase I抵
抗性を獲得する機序を解明し、その産生を抑制することが出来れば、ANCA関連血管
炎の発症を防ぐことにつながるかもしれない。 
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3.5	 結論 
 
本研究により以下のことが明らかとなった。 

・	NETsは免疫蛍光染色の他、ヘマトキシリン単染色でも同定可能であった。 
・	FFPE組織標本中のNETsはDNase Iにより分解された。 
・	ANCA関連血管炎のMPAとEGPAの壊死性血管炎局所にNETsの沈着が認めら
れた。 

・	ANCA 関連血管炎では、壊死のない血管炎病変部ならびに病変周囲の正常組織に
おいてもNETsが認められた。 

・	結核の壊死性肉芽腫内に沈着するNETsはDNase Iで容易に分解されるのに対し、
ANCA関連血管炎に沈着するNETsはDNase I抵抗性を示していた。ヒトの体内
で、かつPTUの作用がない状況でDNase I抵抗性NETsが形成されることが初め
て示された。 
 

	 これらのことから、NETs は ANCA 関連血管炎の病態形成に深く関与することが
示唆された。ANCA関連血管炎で形成されるDNase I抵抗性NETsは分解されにく
く生体内に長期間存在することで、ANCA抗原を持続的に提供したり、血管を長期間
障害し続けることで、血管炎の発症に関与すると考えられる。今後はDNase I抵抗性
NETsの形成メカニズムを明らかにし、さらに、DNase I抵抗性から DNase I感受
性へと導く方法を開発したいと考えている。また、NETs染色とDNase I消化試験は
ANCA関連血管炎の鑑別診断において有用である可能性も示した。引き続き、NETs
染色の症例数を増やすとともに、今回検討できなかったその他の鑑別疾患においても

NETs沈着の有無や組織に沈着するNETsのDNase I感受性を明らかにし、その有用
性をさらに示していく必要がある。 
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4.	 総括および結論 

 
第一章では、フローサイトメトリーを用いた簡便かつ客観的、定量的なNETs測定
法を確立した。In vitroおよび in vivoで形成されたNETs形成好中球を測定すること
ができ、本検出法は新たなNETs測定方法として有用であると考えられた。 
第二章では、免疫蛍光染色を用いてFFPE組織標本におけるNETs検出法を確立し、

ANCA 関連血管炎の壊死性病変部における NETs の沈着を明らかにした。また、沈
着するNETsはDNase Iに抵抗性を示しており、ANCA関連血管炎の壊死性病変の
形成やANCA産生に関与していることが示唆された。今後、DNase I抵抗性NETs
の形成機序が解明され、その形成を抑制することができれば、ANCA関連血管炎の発
症を抑制できる可能性がある。 
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