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緒言 
	 MPO-ANCA 関連血管炎 (MPO-AAV)はミエロペルオキシダーゼ(MPO)を対
応抗原とする抗好中球細胞質抗体(MPO-ANCA)産生を特徴とする小型血管炎で
ある. 腎臓や肺を好発臓器とするが, その他にも神経や皮膚など全身臓器を標
的とする. 腎臓や肺が侵された場合には, 急速進行性糸球体腎炎や肺胞出血な
ど致命的な病態を来すことがあり, 腎代替療法や緊急呼吸管理の導入などを含
め, 早期の適切な治療介入が重要となるが, その病態はまだ解明されていない
部分が多い.  
	 これまでの研究で自己抗体である MPO-ANCA が好中球表面に表出された
MPO に結合し, それが好中球を過剰に活性化させ, 微小血管炎を来すことが示
されているが, MPO-ANCA 産生の機序自体は不明であった. これに対し近年, 
MPO-ANCA 産生に好中球細胞外トラップ (NETs)と呼ばれる好中球の細胞死
形態の一種の制御異常が関与しているという報告があり, MPO-ANCAと NETs
の関係が注目されている.  

NETsとは, 2004年にBrinkmannらによって初めて報告された好中球の新し
いタイプの細胞死である. これは, 好中球が LPS や fMLP など特定の刺激を受
けると, MPO やエラスターゼなど殺菌蛋白に装飾された DNA 線維を放出して
細胞死に至る, というものである. このNETsは生体内で放出したDNA線維で
細菌をトラップし, さらにDNA線維にちりばめられた殺菌蛋白によって殺菌作
用を発揮することが想定されており, 自然免疫において重要な役割を果たして
いると考えられている(Figure 1). その一方で, NETs が適切に処理されなけれ
ば, 本来は細胞内に存在する DNAや蛋白が細胞外に露出した状態となり, それ
らが長期間生体局所に存在することにより自己抗原として認識される可能性が

指摘されている. 一方で, 最近では NETs 自体が有する組織障害性の問題点も
報告されている.  
	 現在 MPO-AAV の治療薬としてステロイドやシクロフォスファミド, リツキ
シマブなど免疫抑制薬に関しては一定の効果が確立されているが, NETs と
MPO-ANCAとの関連が報告されたことにより, NETsを標的とした新しい治療
薬の開発が期待されている.  
	 本研究では NETs を標的とした治療薬として, 以下のふたつを解析対象とし
た. ひとつは, 自己抗原の供給源となる NETsの形成を阻害し, MPO-ANCA産
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生を抑制する可能性が期待される Peptidylarginine deiminase (PAD)阻害薬で
ある. そして, もうひとつは, NETs の有する組織障害性を阻害する可能性が期
待されるリコンビナントトロンボモジュリン(rTM)である.  
 
	 第一章では, NETsの誘導経路で不可欠な脱イミノ化の過程を阻害する NETs
形成阻害薬としてのPAD阻害薬の効果についてMPO-ANCA産生モデルマウス
を用いた研究成果について述べる.  
我々は NETs形成経路において中心的役割を果たしている PAD4の作用を阻
害することによって NETs形成およびMPO-ANCA産生, さらにはMPO-AAV
発症を抑制できるのではないかと考えた. そこで, この仮説を検証するために, 
Nakazawaらの報告を参考にして BALB/cマウスを用いてMPO-ANCA産生の
副作用を有することが知られている抗甲状腺薬であるプロピルチオウラシル

(PTU)と, 炎症惹起物質である phorbol myristate acetate (PMA)の投与により
MPO-AAV モデルマウスを作製し , このモデルに PAD 阻害薬である

Cl-amidineを投与することによってNETs形成やMPO-ANCA産生, さらには
MPO-AAVの発症が抑制できるか検討した.  
 
第二章ではNETsの血管内皮細胞障害性に対する rTMの効果を検証した実験
について述べる.  
トロンボモジュリン (TM)は血管内皮細胞表面に発現する糖蛋白であり, そ
の生理機能として抗凝固作用や活性化プロテイン C (APC)を介した抗炎症作用
などが知られており, その細胞外ドメインの遺伝子組み換え製剤である rTMは
日本において播種性血管内凝固症候群(DIC)の治療薬として広く使用されてい
る.   
一方で, in vitroで細胞外ヒストンが血管内皮障害作用を有することが知られ
ており, この作用が rTM にて減少したという報告がある. 細胞外ヒストンは
NETsの主要な構成成分のひとつであり, TMがヒストンに直接結合することが
知られている. 我々は NETs の血管内皮細胞障害作用にヒストンが関与してお
り, これに対して rTM が細胞障害抑制作用を示すかを, ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)を用いて検証した.   
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Figure 1. NETsの蛍光抗体法による染色像 
	 	 Peter C et al, Leukoc Biol 2016 Feb;99(2): p257より引用改変 
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略語表 
ANCA Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibody 
B6/J C57BL/6 J 
B6/N C57BL/6 N 
BUN Blood Urea Nitrogen 
Cit H3 Citrullinated Histone 3 
Cr Creatinine 
CRP C-reactive protein 
DAB 3, 3’-Diamino Benzidine 
DBA  Dilute Brown Agouti 
DAPI 4’, 6-Diamidine-2’-Phenylindole Dihydrochloride 
DNA Deoxyribonucleic acid 
DNase Deoxyribonuclease 
fMLP N-Formylmethionine-Leucyl-Phenylalanine 
HE Hematoxylin and Eosin 
HUVEC Human umbilical vein endothelial cell 
LDH Lactate dehydrogenase 
LPS Liopolysaccharide 
MPO Myeloperoxidase 
NETs Neutrophil Extracellular Traps 
NZW New Zealand White 
PAD 4 Peptidylarginine Deiminase 4 
PAR-1 Protease-activated receptor-1 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PFA Paraformaldehyde 
PMA Phorbol Myristate Acetate 
PR3 Proteinase 3 
PHOX Phagocytic oxidase (= NADPH oxidase enzyme complex) 
PTU Propylthiouracil 
rTM recombinant Thrombomodulin 
SD Standard Deviation 
TM Thrombomodulin 
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TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 
WKY Wistar Kyoto 
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背景 
 
	 MPO-ANCA 関連血管炎 (MPO-AAV)はミエロペルオキシダーゼ(MPO)を対
応抗原とする抗好中球細胞質抗体(MPO-ANCA)産生を特徴とする小型血管炎で
ある. 腎臓や肺を好発臓器とするが, その他にも神経や皮膚など全身臓器を標
的とする. 腎臓や肺が侵された場合には, 急速進行性糸球体腎炎や肺胞出血な
ど致命的な病態を来すことがあり, 早期の適切な治療介入が重要となるが, そ
の病態はまだ解明されていない部分が多い.  
	 これまでの研究で自己抗体である MPO-ANCA の病原性が示されているが, 
MPO-ANCA産生の機序は不明であった. これに対し近年, MPO-ANCA産生に
好中球細胞外トラップ (NETs)の制御異常が関与しているという報告があり, 
MPO-ANCAと NETsの関係が注目されている 1-3.  

NETsとは, 2004年にBrinkmannらによって初めて報告された好中球の新し
いタイプの細胞死である 4. これは，好中球が MPOやエラスターゼなど殺菌蛋
白に装飾された DNA線維を放出して細胞死に至る, というものであり, 自然免
疫において重要な役割を果たしていると考えられている. その一方で, NETsが
適切に処理されなければ, 本来は細胞内に存在するDNAや蛋白が細胞外に露出
した状態となり, それらが自己抗原として認識される可能性が指摘されている
2,5.  
	 現在 MPO-AAV の治療薬としてステロイドやシクロフォスファミド, リツキ
シマブなど免疫抑制薬に関しては一定の効果が確立されているが, NETs と
MPO-ANCAとの関連が報告されたことにより, NETsを標的とした新しい治療
薬の開発が期待されている. 

NETs 形成に至る経路は不明な点が多いが, 主に細菌に由来する fMLP や
LPS の刺激などにより, 活性酸素種産生を介して peptidylarginine deiminase 
4 (PAD4)を活性化する経路と, 活性酸素種産生を介さずに PAD4 を活性化する
経路が考えられている 6. 活性化された PAD4は核内に移行し, 不明の経路を経
て核膜の破綻を誘導し, それによってDNAやヒストンが細胞質蛋白と混合され, 
さらに細胞膜も破れて細胞内物質が細胞外へ放出され NETs が完成する 
(Figure 2).  

PAD は, 蛋白質のアルギニンを脱イミノ化してシトルリンに変換する機能を
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有する酵素群であり, 1-4, 6の5つのサブタイプが知られている 7. 発現分布はサ
ブタイプにより異なり, それに伴い関連する疾患も異なっている．PAD4は好中
球を含む血球系細胞に発現しており, PAD4の制御異常と関節リウマチや多発性
硬化症などとの関連が報告されている 8,9. PAD4の NETs誘導経路での役割は, 
ヒストン尾部のアルギニンをシトルリンに変換して立体構造を変化させること

により, クロマチンの脱凝縮を起こすことである. そしてこの過程は NETs 形
成に不可欠であることが知られている 10.  
	 Nakazawaらは, WKYラットに抗甲状腺薬である PTUと炎症惹起物質であ
るPMAを投与することによってMPO-ANCA産生および糸球体腎炎, 肺出血を
来すラットモデルを作製した 2. このモデルでは, PMAを注射した腹腔内に分解
されにくい異常な NETs が形成され, これが生体局所に長期間存在することに
より MPO に対する免疫寛容が破綻し , MPO-ANCA の産生が誘導され , 
MPO-AAVが誘導された可能性が考察されている.  
	 本研究では in vitroで好中球に対して PMAおよび PTU投与によるNETs誘
導系を作製し, PAD 阻害剤である Cl-amidine の効果を検証した． さらに In 
vivoでMPO-ANCA産生マウスを作製し, このモデルへのCl-amidine投与によ
る効果を検証した． 
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方法 
＜In vitro実験＞ 
1) 好中球の分離 
健常人末梢血から Polymorphprep (Axis-Shield)を用いて, 同剤と等量の血液
を重層し，室温で 400Gにて 40分遠心し, 好中球を分離した.  
 
2) NETs誘導 
分離した好中球をRPMI 1640培地(Sigma-Aldrich)で 1×106/mlとなるように
調整し, 4well チャンバースライド (Falcon)に 400µl/well 播種した. さらに
PMA (Sigma-Aldrich)は 20nM, PTU (Chugai Pharmaceutical) は 20µMの濃
度で, a)添加無し, b)PMAのみ, c)PTUのみ, d)PMA+PTUとなるように 4通り
の wellを作製し，37℃で 2時間培養した.  
 
3) Cl-amidine添加による NETs抑制実験 
分離した好中球を RPMI1640培地で 1×106/mlとなるように調整し, 4wellチ
ャンバースライドに 400µl/well 播種したものに，PAD 阻害薬である
Cl-amidine (Calbiochem)を 200µMとなるように添加し, 37℃で 15分培養した
後, PMA単独, もしくは PMAと PTUを添加して, 37℃で 2時間培養した.  
 
4) NETsの評価, 定量 

2時間の培養後, すべての well内の上清を除去し, 4%PFAを添加して室温で
15 分固定した. PBS で 3 回洗浄後に, 一次抗体として 5µg/ml の rabbit 
anti-human citrullinated histone 3 (Cit-H3) polyclonal antibody (Abcam)を 1
時間室温で反応させ , 二次抗体として 500 倍希釈の  Alexa Fluor 
594-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (Invitrogen)を1時間室温にて反
応させた. PBSで 3回洗浄後, DAPI (Sigma-Aldrich)を含む封入剤で封入し, 蛍
光顕微鏡で観察した. NETs誘導の定量評価は, 1スライド当たり 100倍にて 5
視野ランダムに撮像し, 1視野当たりの Cit-H3陽性細胞数を測定した.  
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＜In vivo実験＞ 
1) 使用するマウス系統の選択 
どの系統のマウスを用いるのが良いか検討するため, 予備的にBALB/c, NZW, 

B6/N, B6/J, DBA の 5 系統のマウスを用いて以下の実験を行った. PTU を

5%Glucose に 1mg/ml となるように溶解し, 各系統のマウス 5 匹ずつに連日経
口投与し, day0と day7にPMAを 50ng腹腔内注射した. この方法で, マウスは
1日当たり約 2.5mg の PTUを摂取した. 5系統すべてのマウスを day28に屠殺
して血清中の MPO-ANCA 値を測定し, 全身臓器を組織学的に検索した．なお, 
動物実験は北海道大学動物実験に関する規程に従って行った. 
 
2) MPO-ANCA産生マウスモデルへの Cl-amidine投与 
予備検討の結果，BALB/c を用いることとした．14週齢の雌の BALB/cマウ
スを, vehicle群 (n=13)と Cl-amidine群 (n=7)の二群に分けた. vehicle群は給
水ボトルに PTU 調整液 (1mg/ml)を入れて経口投与し, day0 と day7 に
PMA50ngを腹腔内注射した. それに加えて連日 200µlの PBSを腹腔内注射し
た. Day13-14 に代謝ケージを用いて蓄尿し, day14 に屠殺して採血と解剖を行
った. Cl-amidine群は, Cl-amidine 0.3mgを 200µlの PBSに溶解して連日腹腔
内注射し, その他の手順は vehicle群と同様に行った.  
 
3) 生化学検査 
血尿は Dipstick (Siemens Healthcare)を用いて評価した. 尿蛋白, 尿中 Cr, 
血清 BUN, 血清 Cr, 血清 CRP測定は岸本研究所に依頼した. ELISAによる血
清MPO-ANCA値の測定は A-CLIP研究所に依頼した.  
 
4) 組織学的評価 

Day14に解剖を行い, 肺, 腎臓, 腹膜を採取した. それぞれ 10%ホルマリンに
て固定し, 肺と腎臓はパラフィン包埋切片をHE染色して評価した. 腹膜組織は, 
既報に従い, 一次抗体として rabbit anti-human Cit-H3 polyclonal antibody 
(Abcam)を用い, 酵素抗体法にてDABを発色させて組織学的評価を行った 11,12. 
1スライド当たり 100倍にて 5視野ランダムに撮像し, 1視野当たりの浸潤分葉
核球に占める Cit-H3陽性細胞の割合を測定した. 
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5) 統計学的解析 
	 Studentの t検定または一元配置分散分析 one-way ANOVA後のTukeyまた
は Dunnettの多重比較検定にて群間比較を行い，p値が 0.05未満をもって有意
とした. 
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結果 
 
＜In vitro実験結果＞ 
1) NETs誘導に対する Cl-amidineの効果 

PMA により刺激された好中球は既報の通り流線型の NETs を形成し(図 1a), 
PMAおよび PTUによって刺激された好中球も既報の通り円型の NETsを形成
した(図 1c). これに対し，PAD 阻害薬である Cl-amidine で処理した好中球は
PMA単独, PMAおよび PTUによる刺激を受けてもNETs形成はほとんどみら
れなかった (図 1b, d).  
また, 添加した試薬別に NETs 陽性細胞数を定量したところ, Cl-amidine 添
加により NETs 陽性細胞は有意に減少しており(図 2),  Cl-amidine は流線型
NETsと円型 NETsいずれの形成も阻害することが確認された.  
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図 1．In vitroにおける Cl-amidineの NET誘導への影響 
a) PMA b) PMA+Cl-amidine c) PTU+PMA d) PTU+PMA+Cl-amidine  
(a-d; ×400)．青は DNA, 赤は Cit-H3を示す． 
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図 2．添加試薬別の Cit-H3陽性細胞数 
PMA, PMAおよび PTUによって誘導される Cit-H3陽性細胞数は Cl-amidine
添加により有意に減少した. 平均値±標準誤差, N=4-5, **p<0.01.  
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＜In vivo実験結果＞ 
1) 使用するマウス系統の選択 

BALB/c, NZW, B6/N, B6/J, DBA の 5 系統のマウスに PTU を経口投与し, 
day0と day7に PMAを腹腔内注射した. Day28の血清において, BALB/cマウ
スと NZW マウスの MPO-ANCA 値がその他の系統と比べて高値であった 
(BALB/c 100.4±12.0ng/ml, NZW 96.1±12.8ng/ml, B6/J 31.6±5.79ng/ml, B6/N 
41.3±0.89ng/ml, DBA 32.0±4.06ng/ml) (図 3a, b). すべての系統で血尿, 蛋白尿
は陰性であり, 血清中の CRP値, Cr値, BUN値の上昇も認めなかった (図 3b). 
病理組織学的な検討では, いずれの系統のマウスにも明らかな腎炎・血管炎は確
認されなかった(図 3c).  
以上より，BALB/c マウスを MPO-ANCA 産生モデルとして使用することと
した．なお，BALB/c マウスは day14 の採血にて，血清 MPO-ANCA 値が
79.0±5.70ng/ml とすでに十分な抗体価を示しており，実験期間は 14 日間とし
た. 
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図 3．使用するマウス系統を選択するための予備実験 
BALB/c, NZW, B6/N, B6/J, DBAの 5系統のマウス 5匹ずつに PTU 2.5mgを
連日経口投与し, day0と day7に PMAを 50ng腹腔内注射した. Day14に採血
して血清MPO-ANCA値を測定し, day28に屠殺して, 採血および解剖を行った. 
また，屠殺前日に蓄尿し，尿検査を行った． 
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図 4．PTUおよび PMA投与による各系統マウスへの影響 
a) Day28における系統別の血清MPO-ANCA値を示す．BALB/cおよび NZW
の血清 MPO-ANCA 値が他の系統に比べて高値であった. 表は系統別の尿潜血, 
蛋白尿, 血清 Cr 値, 血清 BUN 値を示す．尿所見はすべて陰性で，いずれの系
統でも血清 Cr値や血清 BUN値の上昇は認めなかった.  
b) 5系統マウスの腎と肺組織の HE染色像. (左段が腎; ×400, 右段が肺; ×200). 
いずれの系統も腎炎や肺胞出血を発症しなかった. 
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2) 腹膜における Cl-amidineの NETs形成阻害作用 
14週齢の雌の BALB/cマウスを, vehicle群 (n=13)と Cl-amidine群 (n=7)の
二群に分けた. 両群とも, PTU を 2.5mg/day 経口投与し, day0 と day7 に
PMA50ngを腹腔内注射した. Vehicle群には連日 200µlの PBSを腹腔内注射し
た. Day13-14 に代謝ケージを用いて蓄尿し, day14 に屠殺して採血と解剖を行
った. Cl-amidine群は, Cl-amidine 0.3mgを 200µlの PBSに溶解して連日腹腔
内注射し, その他の手順は vehicle群と同様に行った (図 5a).  

Day 14に採取した腹膜組織を用いて Cit-H3陽性細胞を免疫組織化学的に検
出した．Cl-amidine 群では腹膜に浸潤した分葉核球中に占める Cit-H3 陽性細
胞の割合が vehicle群に比べて有意に低値であった(38%減少) (図 5b, c).  
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図 5．腹膜組織における NETs誘導に対する Cl-amidineの影響 
a) 実験プロトコルを示す． 
b) 茶色が Cit-H3陽性細胞を示している.  
c) 1スライド当たり 100倍にて 5視野ランダムに撮像し, 1視野当たりの浸潤分
葉核球に占めるCit-H3陽性細胞の割合を測定した. 平均値±標準誤差, N=7-13, 
 *p<0.05.  
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3) Cl-amidineによるMPO-ANCA産生の抑制 
Day14におけるMPO-ANCA抗体価はCl-amidine群で平均 33ng/ml, vehicle
群で平均 133ng/mlであり, 明らかな有意差をもって Cl-amidine群で低値であ
った (図 6).  
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図 6．MPO-ANCA産生に対する Cl-amidineの影響 
Day14における vehicle群と Cl-amidine群のMPO-ANCA値を示す．平均値±
標準誤差, N=7-13, **p<0.01 
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考察 
 
	 PMA によって刺激された好中球は, 殺菌蛋白のちりばめられた脱凝縮した
DNAを放出してNETsを形成する 4. NETsは細菌に結合して殺菌能力を発揮し, 
自然免疫において重要な役割を果たすと考えられている. 慢性肉芽腫症患者で
は NETs を形成することができないために様々な細菌や真菌感染に罹りやすい
が, 遺伝子治療によって NETs 誘導能を回復させることにより, これらの感染
に対する抵抗性が獲得されたことも報告されている 13.  

PMA による刺激を受けた好中球は, NETs 形成を経て細胞死に至る 14. この
細胞死はアポトーシスともネクローシスとも異なる特徴をもっており , 
NETosisと名付けられた 15. 一方で Clarkらは, NETs形成の後, 好中球は必ず
しも細胞死には至らないことを報告した 16. 好中球が貪食能や遊走能を保ちな
がら NETosisを起こしうることも報告され 17,18, これを vital NETosisと呼ぶ
ようになった. これに対し前述の古典的NETosisは suicidal NETosisを呼ばれ
るようになった.  

NETs は自然免疫において重要である一方で有害な側面も持っている 19,20. 
NETs の有害性として, 血小板凝固亢進作用や血管内皮細胞への直接的な組織
傷害 21-23, 病原性を有する自己抗体産生への関与が指摘されている 2,5. 例えば, 
全身性エリテマトーデス(SLE)患者の 30-40%で血清中の DNaseⅠの作用低下
によるNETs分解能の低下が指摘されており, そのことが抗DNA抗体産生なら
びに疾患重症度に関係していることが報告されている 5. また, ラットを用いた
実験では, PTUにより異常な形態を呈し DNaseⅠ抵抗性を示すNETsが形成さ
れ, この NETs に含まれる MPO が免疫システムに認識されて MPO-ANCA 産
生に繋がっていることも示唆されている 2. PTUの一部はMPOによって代謝さ
れることが知られており, その際にMPOの構造変化が生じて 24, MPOに対する
免疫寛容の破綻が誘導される可能性が示唆されている.  
本研究で, 我々はMPO-ANCA産生モデルマウスを作製した. 5系統のマウス
を用いて既報のラットモデルのプロトコルを参照に 2, PTUと PMAを投与して
その反応をみたところ, 興味深いことに, 系統によって MPO-ANCA 産生の程
度に差を認めた. 系統による差異の要因は今後さらに追求が必要であるが, 
BALB/cマウスのTh2優位性 25やNZWマウスの自己免疫背景 26がMPO-ANCA
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産生の生じやすさに関与した可能性がある. 一方で, 既報のWKYラットによる
実験では軽度ながら肺胞出血や糸球体腎炎が発症したのに対し 2, マウスモデル
では血管炎を示唆する所見を認めなかった．PTU および PMA 投与による
MPO-AAVの誘導には種差が存在する可能性が示唆される.  

Neeli らは炎症環境下において活性化好中球における PAD4 依存性のヒスト
ンの脱イミノ化を実証した 27. PAD4機能に障害をもつ好中球ではNETsが誘導
されず, PAD4がNETs形成において重要な役割をもつことが明らかになってい
る 28. 同様に PAD 阻害剤である Cl-amidine がヒストン H3 のシトルリン化を
阻害し, 好中球性の前骨髄球である HL60 細胞におけるカルシウムイオノフォ
アや Shigella flexneri刺激による NETs形成を抑制することが報告されている
29. さらに, Cl-amidineはループス腎炎モデルマウスにおいてNETs形成を抑制
することが報告されている 30. Cl-amidineは PADのシステインを不可逆的に不
活性化することが明らかになっている 31.  
これらの知見から, 我々は Cl-amidine を使用してヒストンのシトルリン化, 
そしてそれに引き続くNETs形成を阻害する実験を in vitroならびに in vivoで
行った. 本研究では in vitro, in vivoにて既報の Cl-amidineによる NETs形成
抑制作用を確認し, さらに in vivoにおいて Cl-amidineがMPO-ANCA産生を
抑制することを明らかにした . これらの結果から , 過剰な NETs 形成が
MPO-ANCA 産生に関与しているとする Nakazawa らの説が支持された. より
直接的にMPO-ANCA産生における PAD4依存性のNETs形成の関与を実証す
るためには, PAD4ノックアウトマウスを用いた実験が必要である.  
本研究における limitationは, in vivoにおける NETsの生成量を反映する指
標として, 血清中の MPO-DNA 複合体を測定しなかったことである. しかし, 
PMAおよび PTUによって誘導された NETsは血清中に可溶型としてほとんど
存在しないことが示されているため 2, 本研究では組織の免疫染色によって
Cit-H3を検出することにより NETs形成を評価した.  
また, 本研究で作製したマウスモデルでは血管炎の表現型を得ることができ
なかったため, Cl-amidineのMPO-ANCA産生抑制効果がMPO-AAV発症にど
のような効果をもたらすのかを検証できなかったことも付記すべき limitation
である. マウスモデルにおいて PMAおよび PTUの増量や投与期間の延長など
が血管炎発症を誘導しうるのか, 今後の検証が必要である.  

MPO-ANCAはMPO-AAVにおいて主要な病原性因子であることが知られて
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おり 32,33, 病原性自己抗体の産生を抑制する効果を持つ Cl-amidine は
MPO-AAVの治療薬の候補となり得る. 既報ではSLE30や多発性硬化症 34, コラ
ーゲン誘導関節炎 35, 炎症性腸疾患 36などの動物モデルに対するCl-amidineの
一定の効果が報告されている. 安全性, 忍容性などは今後検証されなければな
らないが, Cl-amidineはMPO-AAVを含めたNETs関連疾患に対する新しい治
療薬の候補となると考えられる.  
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第二章 

 

 

 

 

好中球細胞外トラップの血管内皮細胞障害に対する 

リコンビナントトロンボモジュリンの効果 
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背景 
 
	 第一章で述べたように, NETsは長時間生体内局所に存在することにより自己
抗原となり得ることが報告されているが, それと同時に NETs による直接的な
血管内皮細胞障害についても報告がある 37.   
	 血管内皮細胞表面に発現する 105kDa の糖蛋白質であるトロンボモジュリン
(TM)は生体内において活性化プロテイン C(APC)を介する, または介さない経
路で抗凝固作用や抗炎症作用を発揮することが知られている (図 7).  2008 年
より本邦で TM の細胞外領域の遺伝子組み換え製剤であるリコンビナントトロ

ンボモジュリン(rTM)が播種性血管内凝固症候群(DIC)における治療薬として広
く使用されているが, その効果の詳細な機序についてはまだ不明な点も多い.   
	 NETs の形成に伴って放出される細胞外ヒストンについては, 好中球の遊走
や血小板凝集, 血管内皮細胞障害を促進作用が知られており 23. また, rTMによ
り, ヒストンの凝固亢進作用が抑制されたという報告がある 21.   

TM を構成するドメインにおいて上皮成長因子(EGF)様ドメインは直接ヒス
トンに結合することが明らかになっているが, その生理的意義は現在のところ
不明である.   
	 以上を踏まえ, 我々はヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いてNETsおよび
その細胞障害の主役と想定されているヒストン, ならびに NETs そのものよる
細胞障害性を rTMによって抑制できるか検証した.  
また , Damage-associated molecular patterns (DAMPs)の１種で , かつ

NETs の構成成分である High mobility group box-1 (HMGB-1)は好中球の
TLR4を介してNETsを誘導するという報告がある 38. さらに rTMはHMGB-1
に直接結合して抗炎症作用を発揮することが明らかになっており 39, 誘導され
た NETs中の HMGB-1による NET誘導を rTMによって抑えられるのではな
いかと考え, rTMによって NETosisそのものを抑制できるかについても検証し
た． 
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方法 
 
1) 好中球の分離 
	 健常人末梢血から Polymorphprep (Axis-Shield)を用いて, 同剤と等量の血液
を重層し，室温で 400Gにて 40分遠心し, 好中球を分離した.  
 
2) rTM添加による NETs誘導抑制実験 
分離した好中球を RPMI1640培地で 1×106/mlとなるように調整し, 4wellチ
ャンバースライドに 400µl/well ずつ播種した．そのうち 2 つの well に，rTM
を 100µg/mlとなるように添加し, 37℃で 60分培養した後, 2つの wellに PMA 
(Sigma-Aldrich)を 40nM の濃度になるように添加し , a)添加無し , 
b)rTM100mg/mlのみ, c)PMAのみ, d)PMA+ rTMとなるように 4通りの well
を作製し，37℃で 2 時間培養した. その後, すべての well 内の上清を除去し, 
4%PFAを添加して室温で 15分固定した. PBSで 3回洗浄後に, 一次抗体とし
て 5µg/mlの rabbit anti-human citrullinated histone 3 (Cit-H3) polyclonal 
antibody (Abcam)を 1 時間室温で反応させ, 二次抗体として 500 倍希釈の 
Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (Invitrogen)を 1時
間室温にて反応させた. PBSで 3回洗浄後, DAPI (Sigma-Aldrich)を含む封入剤
で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. NETs 誘導の定量評価は, 1 スライド当たり
100倍にて 5視野ランダムに撮像し, 1視野当たりのCit-H3陽性面積を Image J
で測定した.  
 
3) ヒストンの HUVECに対する細胞障害性の評価および rTMの効果 

96 wellプレート上に HuMediaで 5x104/mlに調整した HUVEC細胞溶液を
100μl/well 添加して一晩培養した．その後, 培地を交換して 10μg/ml, 25μ
g/ml, 50μg/ml, 100μg/ml, 150μg/mlの未分画ヒストン(Sigma Aldrich)を添
加し, 5時間培養後に LDH放出試験で細胞障害度を評価した. LDH放出試験は
cytotoxicity LDH assay kit-WST (Dojindo)を用いて行った.  
ヒストンの細胞障害性に対する rTMの効果はヒストン濃度を100μg/mlに固
定し, rTMを 0μg/ml, 50μg/ml, 100μg/ml, 200μg/ml, 300μg/mlの濃度で 1
時間静置してからヒストンを添加し, 4時間培養後に LDH放出試験で細胞障害
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性を評価した. 
 

4) HUVEC添加用 NETsの準備 
健常人から分離した好中球をRPMI 1640培地(Sigma-Aldrich)で 1×105/mlと
なるように調整し, 10cm dishに 10ml播種した. さらに PMA (Sigma-Aldrich)
を 40nMの濃度になるよう添加し, 37℃で 4時間培養した. その後, 上清を廃棄
し, 1mlのHuMediaを添加した後に底面に残存しているNETsをセルスクレー
パーを用いて回収した.  
回収した NETsは well添加時に 1x (=好中球 1.7x103 由来/ml), 3x (=5.1x104 
由来/ml), 5x (=8.5x104 由来/ml), 10x (=1.7x105 由来/ml)となるようにそれぞ
れ添加量を決めて HuMediaにて希釈調整した.   
 
5) NETsの HUVECに対する細胞傷害性の評価および rTMの効果 
回収したNETsをwell添加時に 1x (=好中球 5.0x103 由来), 3x (=1.0x104 由
来), 5x (=2.5x104 由来), 10x (=5.0x104 由来)となるようにそれぞれ添加量を決
めて HuMedia にて希釈調整した. それぞれの濃度の NETs を HUVEC へ添加
して 5時間培養し, その後 Cell counting kit-8を用いて細胞生存率を測定した.   
 
6) 統計学的解析 
	 Studentの t検定または一元配置分散分析 one-way ANOVA後のTukeyまた
は Dunnettの多重比較検定にて群間比較を行い，p値が 0.05未満をもって有意
とした. 
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結果 
 
1) rTMによる NETs誘導抑制効果 

rTM100ng/mlによる 1時間の前培養にて PMAによって誘導されるNETsは
有意に抑制された(図 8, 9).   
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図 8 . rTMの NETs誘導への影響 
a) PMA b) PMA+rTM100μg/ml c) 添加なし d) rTM100μg/ml  
(a-d; ×200)．青は DNA, 赤は Cit-H3を示す． 
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図 9. 添加試薬別の Cit-H3陽性面積 
添加試薬別に Image Jにて 1スライド当たり 100倍視野にて 5視野ランダムに
撮像し, 1視野当たりの Cit-H3陽性面積を測定した. 平均値±標準誤差, N=3,  
*p<0.05.  
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2) ヒストンによる HUVECに対する細胞障害性の確認 
既報の通り, ヒストンの濃度依存性に細胞障害性の上昇が認められた(図 10).  

 
 

 
図 10．ヒストンの HUVECへの細胞障害 
10〜150μg/mlのヒストン濃度でHUVECを４時間培養し, LDH放出試験で細
胞障害度を測定した. 平均値±標準誤差, N=5, *p<0.05. 
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3) ヒストンによる血管内皮細胞障害に対する rTMの抑制効果 
100μg/ml以上の rTMで 1時間前培養することにより, ヒストンの HUVEC
に対する細胞障害性が抑制された(図 11).  
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図 11．添加濃度別の rTMのヒストンによる血管内皮細胞障害の抑制効果  
前培養として 50〜300μg/mlの rTMを添加し, ヒストン 100μg/mlで 4時間培
養した後, LDH 放出試験で細胞障害性を測定した. 平均値±標準誤差, N=5, 
*p<0.05. 
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4) NETsによる HUVECに対する細胞障害性 
添加した NETs の濃度が高いほど HUVEC の細胞生存率は低下しており, 

NETsの HUVECに対する濃度依存的な細胞障害性が認められた(図 12).  
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図 12．添加 NETsの濃度別の HUVECに対する細胞障害性 
種々の濃度の好中球数から誘導した NETs を HUVEC に添加し, 4 時間後に
WST assayによって細胞生存率を測定した．平均値±標準誤差, N=5, *p<0.05. 
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5) NETsによる血管内皮細胞障害に対する rTMの抑制効果  
	 rTMは 100μg/ml以上の濃度で NETs 5xの細胞障害性を有意に抑制するこ
とが確認された(図 13)． 
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図 13. 添加濃度別の rTMの NETsによる血管内皮細胞障害の抑制効果 
前培養として 50〜200μg/mlの rTMを添加し, NETs 5x (好中球 8.5x104由来

/ml)で 4時間培養した後, WST-assay試験で細胞生存率を測定した. 平均値±標
準誤差, N=5, *p<0.05. 
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考察 
 
	 TMは血管内皮細胞表面に発現する分子量105kDaの糖蛋白であり, レクチン
様ドメイン, EGF 様ドメイン, セリン/スレオニン残基に富むドメイン, 膜貫通
ドメイン, 細胞質ドメインから構成される 40.   

TM の生体内での生理機能としては, トロンビンと結合してトロンビン-TM
複合体となり, これがプロテインCを活性化することによるAPCを介した抗凝
固作用 41や抗炎症作用 42, 細胞保護作用 43などがよく知られている.  一方で, 
TM は APC を介さない生理機能も有しており, レクチン様ドメインは DAMPs
である HMGB-1に直接結合して抗炎症作用を発揮する 39．また, 同ドメインは
他にも LPS などの pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)の
TLR4/CD14への結合阻害や 44, 補体経路の古典経路およびレクチン経路の活性
化抑制作用も報告されている 45.  EGF 様ドメインは APC 活性化作用や 46, ト
ロンビンとの結合を介した thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)
活性化による線溶系阻害作用 47, さらに補体制御作用 48, 49などが報告されてい

る.  また, 細胞外ヒストンへ EGF 様ドメインが直接結合することが明らかに
なっている 37, 50.   
	 NETs 誘導のシグナル伝達に関しては不明な点が多いが, 誘導刺激の種類に
よって経路が異なり, NADPH 酸化酵素を介さない経路と介する経路があるこ

とが報告されている 51.  rTMによって血小板共培養による LPS誘導 NETosis
が抑制されたことが報告されているが 52, これは rTMの血小板TLR-4/CD14へ
の拮抗阻害作用 44による可能性が考えられる. 一方でPMAによって誘導される
NETsは LPSに誘導されるNETsとは異なる経路で形成されると考えられてい
る. 
また, HMGB-1は好中球の TLR4を介して NETsを誘導するという報告があ
る 38.  そこで我々は PMA誘導 NETosisも rTMによって抑制される可能性を
考えた.  実際に, rTMよる前培養後に PMAを添加したところ, NETs形成の有
意な抑制が確認された. この PMA誘導NETsの抑制はNETs中のHMGB-1に
よるNETs誘導作用が rTMよって阻害されたことによる可能性が考えられるが, 
PMAにより誘導される NETsは rTMでは抑制されないという相反する報告も
あり 53, 今後さらに詳しい探求が必要である. なお, 補体とNETsの関係に関し
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ては前述のように rTMは補体を制御することが知られており, 補体制御因子で
ある Factor Hが NETs誘導を制御していることを示した報告や 54, C3a受容体
の upregulationにより NETs誘導が上昇すること 55, さらには C5阻害剤によ
ってNETs誘導が抑制されたという報告もある 56. したがって, in vivoでは補体
に関連した NETs誘導の抑制効果も加えて期待できると考えられる.   
また, 本研究では既報におけるヒストンの細胞障害性をまずLDH放出試験に
て確認し, 新規の事実としてこの系に rTMによる前培養を行うことによってヒ
ストンの細胞障害性が抑制されることを実証した.  さらに, ヒストンと同様に
NETs 自体の細胞障害性も rTM によって抑制されることが明らかになった. な
お, NETsのHUVECに対する細胞障害性の評価方法に関しては LDH放出試験
では好中球由来の LDH の影響が出てしまうため, 生細胞の活性を測定する
WST-8 assayにて評価した.   
細胞外ヒストンは NETs の直接的な組織障害性の主たる要因である可能性が
報告されており 21, 本研究にて得られた rTMのNETsによる血管内皮細胞障害
に対する抑制効果は主にヒストンに対する効果である可能性が考えられた. 今
後, NETs成分に含まれるヒストンの濃度を測定し, そのことを明らかにする必
要がある. 
本研究では rTMは PMA誘導NETosisの抑制, ならびにNETsによる細胞障
害性の軽減効果を認めた. すでに産生された NETs による細胞障害性を抑制し
つつ, 新たな NETs 産生を抑制することで NETs に関連した病態の改善に寄与
する可能性を示唆している.   
今後は MPO-ANCA の産生とともに半月体形成性糸球体腎炎を発症する

SCG/KJマウスを用いて, rTMの効果を検討する予定である. なお, 本実験では
血管内皮細胞障害の程度を, 用いたassayの測定感度以上にするために, 実臨床
よりも高い濃度でヒストンを使用した. その細胞障害性を抑制するために rTM
も高濃度を要したが in vivoでは臨床的な投与量に近い量でヒストンによる血管
内皮細胞障害を抑制できる可能性があると考えられるため, in vivo の実験では
用量をできる限り実臨床に沿った濃度で行うよう計画している.   
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総括および結論 
 
	 本研究から得られた新知見は以下の通りである.  
・	ヒト好中球において PTU および PMA の添加によって誘導される円形の

NETs形成が PAD阻害薬である Cl-amidineの添加により抑制された.  
・	PTUおよび PMAの投与によって BALB/c, NZW, B6/J, B6/N, DBAマウス
いずれにおいてもMPO-ANCA産生が誘導され, 特に BALB/cと NZWの 2
系統で抗体価が高かった.  

・	PAD阻害薬であるCl-amidineの投与によりMPO-ANCA産生モデルマウス
における腹膜での NETs形成が抑制された.  

・	Cl-amidine の投与により MPO-ANCA 産生モデルマウスにおける

MPO-ANCA産生が抑制された.  
・	rTMによって PMAによる NETsの誘導が部分的に抑制された.  
・	rTMによってヒストンおよび NETsの HUVECに対する細胞障害性が抑制
された.  

 
	 本論文第一章では, NETsの形成に不可欠なPAD4の働きを阻害することによ
り, MPO-ANCAの産生に NETsの過剰が関与していることを in vivoで初めて
証明した. また, MPO-ANCA は MPO-AAV の主要な病原因子であることから, 
MPO-ANCAの産生を抑制する PAD阻害剤が, MPO-AAVの新たな治療薬の候
補となる可能性を示した. 
第二章では rTMヒストンおよびNETsの直接的な血管内皮細胞障害性の抑制
ならびに NETs の誘導そのものを抑える作用を有していることを証明し, rTM
が, MPO-AAV も含めた NETs 関連疾患の病態改善に寄与できる可能性を示し
た． 
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