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１． 緒言 

 

好中球は末梢血白血球の 50～70％を占める末梢血中の最多白血球である。好中球は

細胞質顆粒内にミエロペルオキシダーゼ myeloperoxidase (MPO)、エラスターゼ、カ

テプシン G、プロテイナーゼ proteinase 3 (PR3)などの蛋白分解酵素やラクトフェリ

ン、ディフェンシン、LL-37 などの抗菌蛋白を有しており、刺激に応じて病原体の貪

食、脱顆粒、活性酸素種 reactive oxygen species (ROS)や炎症性サイトカインの産

生を介して病原体の除去を行う 1。近年、好中球の重要な生体防御機能として好中球細

胞外トラップ neutrophil extracellular traps (NETs)が注目されている 2。1996年

に Takeiらは、phorbol myristate acetate (PMA)で好中球を刺激すると好中球内の

核の融合とクロマチンの脱凝集が起こり、その後核膜が破壊され、さらに ROS産生に

依存して細胞膜が破裂する現象を発見した 3。2004 年に Brinkmannらは、好中球が細

胞外に放出する細胞内蛋白を混合した DNA 線維を NETs、NETs 形成を伴うアポトーシ

スやネクローシスとは異なる好中球細胞死を NETosis と定義した 2。刺激を受け活性

化した好中球が細胞死に至る際、好中球は DNAと細胞内蛋白を混合して細胞外に網目

状に放出することで NETsを形成し、病原体の捕獲と物理的封じ込めを行い、かつ NETs

に含まれる高濃度の抗菌蛋白を曝露させることで細胞死に至った後も効率よく殺菌を

行う。 

現在 NETosisには suicidal NETosis、vital NETosisと呼ばれる 2種類の NETosis

があると考えられている 4 (Figure 1)。Suicidal NETosisは、NETsの形成と同時に

好中球細胞膜の破裂を伴う古典的な NETosisである。好中球を PMAで刺激すると、プ

ロテインキナーゼ protein kinase C (PKC)/Raf/Ras/MEK/ERK経路の活性化が誘導さ

れ、細胞内カルシウムイオン濃度が上昇する 5。細胞内カルシウムイオン濃度の上昇に

よって NADPH oxidase による ROS の産生が亢進し、蛋白のシトルリン化酵素である

peptidylarginie deminase 4 (PAD4)が核内に移行する。 核内のヒストン蛋白は強い

塩基性を有しており、酸性である DNAと高い親和性で結合しクロマチンの高次構造を

維持しているが、PAD4 がカルシウムイオン存在下でヒストン蛋白 H3 のアルギニンを

シトルリンに変換すると、クロマチンの脱凝集が生じる 6。さらに、ROSの産生亢進は

細胞質顆粒内の MPOやエラスターゼを核内に移行させ、ヒストン蛋白を切断すること

でクロマチン脱凝集を促進させる 7。その結果、核の分葉構造の消失と核膜破裂が起こ
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り、細胞内に放出されたクロマチンと細胞内蛋白が混合され、最終的には細胞膜も破

裂して DNA線維が細胞外に放出され、NETsが形成される 8。 

これに対し vital NETosisは、好中球が核や細胞質形態を保ったまま NETsを放出

するというものであり、2010 年に Pilsczek らによって初めて報告された 9。Vital 

NETosisの過程では、まず好中球が Toll様受容体 toll-like receptor (TLR)や補体

受容体などからの刺激を受け、さらに血小板上のグリコプロテイン Ib と好中球表面

のβ2 インテグリン (CD18)の結合が生じると核内で DNA成分を含んだ小胞が形成さ

れ、核外に放出されて細胞膜側へ移行する 10。その後 DNA 成分を含んだ小胞が細胞外

に放出されるのと同時に細胞内蛋白も放出され、NETsを形成する。Suicidal NETosis

と大きく異なる点として、vital NETosisは ROSに非依存的であり、NETs形成後も好

中球形態は保たれ、病原体の貪食が可能であり、かつ好中球の寿命も短縮しない 4。な

お、vital NETosisの亜型として ROS依存性に核 DNAの代わりにミトコンドリア DNA

が放出されるタイプの NETosisも報告されている 11。 
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Figure 1. Suicidal NETosisと vital NETosis 

Suicidal NETosis は NETs の形成と同時に好中球細胞膜の破裂を伴う古典的な

NETosisである。好中球を PMAで刺激すると、PKC/Raf/Ras/MEK/ERK経路の活性化が誘

導され、細胞内カルシウムイオン濃度が上昇する。細胞内カルシウムイオン濃度の上

昇によって NADPH oxidase による ROS の産生が亢進し、PAD4 の核内移行が起こる。

PAD4 がカルシウムイオン存在下でヒストン蛋白 H3 のアルギニンをシトルリンに変換

すると、クロマチンの脱凝集が生じる。さらに、ROSの産生亢進は細胞質顆粒内の MPO

やエラスターゼを核内に移行させ、ヒストン蛋白を切断することでクロマチン脱凝集

を促進させる。最終的には細胞膜も破裂して、細胞内蛋白を混合した DNA線維が細胞

外に放出されることで NETsが形成される。 

これに対し vital NETosis は、好中球が TLR や補体受容体などからの刺激を受け、 

さらに血小板上のグリコプロテイン Ibと好中球表面のβ2インテグリン (CD18)の結

合が生じると、核内で DNA成分を含んだ小胞が形成され、核外に放出されて細胞膜側
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へ移行する。その後、DNA 成分を含んだ小胞が細胞外に放出されるのと同時に細胞内

蛋白も放出され、NETsを形成する。 

NETs は感染に対する生体防御において重要な役割を担っているが、過剰な NETs の

産生は組織障害を生じうるため、NETsの形成と分解は生体内で厳密に制御されている。

生体内の主要な NETs 分解因子は血清中の DNase I であり、生体内での役割を終えた

NETsは血清中の DNase Iにより速やかに分解されるが、DNase Iの活性低下など NETs

の分解障害が生じた場合、細胞内蛋白や DNAが長時間細胞外に暴露され、それらを抗

原とした自己抗体が産生されうる 12。 

近年、NETosis の制御異常と抗好中球細胞質抗体 anti-neutrophil cytoplasmic 

antibody (ANCA)関連血管炎の関連が注目されている。ANCA 関連血管炎は血清中に

ANCA の出現を伴う全身性の小型血管炎である。ANCA 関連血管炎には原発性と続発性

があり、原発性に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腫

症 eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (EGPA)の 3疾患が、続発性には

抗甲状腺薬のプロピルチオウラシル propylthiouracil (PTU)や降圧薬のヒドララジ

ン、TNF阻害薬などの薬剤により誘発される薬剤関連 ANCA関連血管炎がある 13。ANCA

が血管炎を引き起こす機序としては、感染など何らかの誘因により産生された TNF-α

をはじめとした炎症性サイトカインが好中球に作用して、細胞膜上に ANCA の対応抗

原である MPOや PR3を表出させ、これらに ANCA が結合すると同時に ANCAの Fc部分

が好中球表面の Fcγ受容体にも結合して好中球の過剰な活性化が誘導され、細胞外へ

の ROSや蛋白分解酵素の放出および炎症性サイトカインの異常産生を起こし血管内皮

細胞を障害するとする ANCA-サイトカインシークエンス説が提唱されてきた 14。 

ANCA の病原性についての解明が進む一方で、ANCA の産生メカニズムに関しては不

明であった。2009年に Kessenbrockら 15は in vitroの実験系において TNF-αでプラ

イミングした好中球に ANCA 関連血管炎患者の血清より抽出した IgG を添加すると

NETsが形成されること、ANCA関連血管炎患者の腎糸球体の半月体部位に NETsが形成

されていること、さらに疾患活動期の患者血清中では寛解期の患者や健常者と比較し

て生体内の NETs形成量が多いことを報告した。 

Nakazawaら 16は、PTUを内服している患者の約 30％で MPO-ANCAが産生されること
17に着目し、健常者好中球に NETs誘導剤である PMAと同時に PTUを添加すると DNase 

I抵抗性の異常な NETsが形成されることを発見した。さらに、WKYラットに PTUを内

服させ PMAを腹腔内投与すると、腹膜組織に DNase I抵抗性の異常な NETsが蓄積し、

血清中に MPO-ANCAが産生され、かつ肺出血および pauci-immune型の細胞増殖性腎炎

が発症することも報告した。これらの結果から、何らかの原因により生体内に過剰な
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NETsが形成されたりNETsの分解障害が生じたりするとNETsに含まれるMPOに対する

免疫寛容が破綻し、MPO-ANCAが産生される可能性が示された。加えて、MPO-ANCA関連

血管炎患者は健常者と比較して血清の NETs分解活性および DNase I活性が有意に低

いことも報告されている 18。MPO-ANCA関連血管炎を発症する患者はこのような NETsの

分解障害を背景として、何らかの環境要因によって NETs の形成異常や産生亢進が生

じた場合、NETsが生体内に長時間残存し、MPOなどの細胞内蛋白が細胞外に暴露され

続ける。その過程で MPOに何らかの修飾が加わることにより免疫系に非自己と認識さ

れ MPO-ANCAの産生が誘導される可能性が考えられる。一旦 MPO-ANCAが産生されれば

MPO-ANCAによって NETs形成が誘導され、NETsと ANCAを介した悪循環 (NETs-ANCA悪

循環)が生じると考えられる 19。 

MPO-ANCA 関連血管炎患者においてはこのような NETs-ANCA 悪循環が病態形成およ

び悪化の一因を担っていると考えられるが、MPO-ANCA 値は Birmingham Vascular 

Activity Scores (BVAS)、Disease Extent Index (DEI)などの疾患活動性スコアと正

の相関がある一方で、治療前の MPO-ANCA 値と治療経過は相関せず、ANCA 関連血管炎

患者の治療後の寛解維持期間と診断時の MPO-ANCA値や治療後の MPO-ANCAの低下度に

関連は認めない 20。このことから，ANCA 関連血管炎の病態形成において MPO-ANCA と

は別の要因が NETs-ANCA悪循環を増幅している可能性も考えられる。 

我々は、ヒドララジン誘発 ANCA関連血管炎の症例を経験し、この症例の病態におい

て NETs-ANCA悪循環が働いていること、また、NETs-ANCA悪循環の増幅に抗 NETs抗体

が関与していることを見出した。第一章ではこの症例の臨床経過を報告し、経過中の

4 つの異なる時点において採取した患者血漿について、ANCA と抗 NETs 抗体の有無、

NETsの誘導活性や分解活性を解析した結果を報告する。続いて第二章では、MPO-ANCA

関連血管炎患者における抗 NETs 抗体の存在頻度、ならびに抗 NETs 抗体の NETs 形成

や分解に対する影響を解析し、さらに抗 NETs抗原の対応抗原の同定を試みた。 

これらの解析を通して、MPO-ANCA 関連血管炎患者の中には抗 NETs 抗体を有する症

例が存在し、その一部では抗 NETs抗体が NETsの産生誘導や分解障害を惹起している

ことが明らかとなった(Figure 2)。 
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Figure 2. NETs-ANCA悪循環における抗 NETs抗体の関与 

MPO-ANCA関連血管炎患者において、NETsの分解障害を背景として、薬剤、感染、シ

リカ暴露など何らかの環境要因によって NETsの形成異常や産生亢進が生じると、NETs

が生体内に長時間残存し、MPOが細胞外に暴露され MPO-ANCAの産生が誘導される。一

旦 MPO-ANCAが産生されれば MPO-ANCAによって NETs形成が誘導され、NETsと ANCAを

介した悪循環 (NETs-ANCA 悪循環)が生じると考えられる。一方で治療前の MPO-ANCA

値と治療経過は相関せず、ANCA 関連血管炎患者の治療後の寛解維持期間と診断時の

MPO-ANCA値や治療後の MPO-ANCAの低下度に関連は認めないことから、MPO-ANCA関連

血管炎の病態形成において MPO-ANCA 以外の要因が NETs-ANCA 悪循環を増幅している

可能性も考えられる。本研究では、MPO-ANCA 関連血管炎患者の中に抗 NETs 抗体を有

する症例が存在し、その一部では抗 NETs抗体が NETsの産生誘導や分解障害を惹起し

ていることを示す。 
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2. 略語表 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 

ANCA aniti-neutrophil cytoplasmic antibody 

BVAS Birmingham Vascular Activity Score (BVAS) 

Cit-H3 citrullinated histone H3 

DAPI 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DEI Disease Extent Index 

DNase deoxyribonuclease 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EGPA eosinophillic granulomatosis with polyangiitis 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

FBS Fetal bovine serum 

GPA granulomatosis with polyangiitis 

HRP horseradish peroxidase 

IgG immunoglobrin G 

MNase monococcal nuclease 

MPA microscopic polyangiitis 

MPO myeloperoxidase 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NETs neutrophil extracellular traps 

PAD4 peptidylarginine deminase 4 

PBS phosphate buffered saline 

PFA paraformaldehyde 

PKC proteinase kinase C 

PMA phorbol myristate acetate 

pNPP p-nitrophenyl phosphate 

PR3 proteinase 3 

PTU propylthiouracil 

ROS reactive oxygen species 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 

SLE systemic lupus erythematosus 

TLR toll-like receptor 

TMB tetramethylbenzidine 
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3. 第一章 

 

ANCA関連血管炎の再燃時に認めた抗 NETs抗体 

(Anti-Neutrophil Extracellular Trap Antibody in a 

Patient with Relapse of Anti-Neutrophil Cytoplasmic 

Antibody-Associated Vasculitis) 
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3.1 背景 

 

我々は、降圧薬であるヒドララジンにより誘発された ANCA 関連血管炎の症例を経

験した。この症例では、ヒドララジンを休薬したのみで臨床症状が改善したものの、

MPO-ANCAは完全には消失せず、16か月後に MPO-ANCA値の再上昇と血管炎症状の再燃

を認めた。休薬後にヒドララジンは再開しておらず、初発時から再燃時にかけて NETs-

ANCA悪循環が働いた可能性が考えられた。我々は、この NETs-ANCA悪循環の増幅に抗

NETs抗体が関与したのではないかと仮説を立てた。そこで、本症例の初発時の血漿①、

再燃時の血漿②、治療開始 3か月後の血漿③、寛解後の血漿④について、抗 NETs抗体

の有無を検索し、それとともに各血漿の NETsの誘導活性や分解活性を調べた。 
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3.2 症例提示 

 

70歳代女性。10年前より高血圧の治療のためヒドララジンを内服していた。前医で

受けた尿検査で血尿と蛋白尿を指摘された。その時点で腎機能障害は認めなかった（血

清 Cr 0.8mg/dl）。1か月後の血液検査で腎機能障害を指摘され（血清 Cr 1.6mg/dl） 

精査加療目的で入院となった。MPO-ANCA 値 107IU/ml と高値であり、胸部画像検査で

間質性肺炎を認めた。経皮的腎生検で pauci-immune 型半月体形成性糸球体腎炎の所

見であり、MPO-ANCA関連血管炎と診断した。ヒドララジンの休薬により、血管炎に伴

う症状は徐々に改善し、休薬から 10か月後に血清 Cr 1.1mg/dl、MPO-ANCA値 13IU/ml

まで低下し、間質性肺炎も増悪なく経過した。経過からヒドララジン誘発 ANCA関連血

管炎と判断し、免疫抑制薬は使用せず、ヒドララジンの休薬のみで経過を観察した。

しかし、ヒドララジンの休薬から16ヶ月後に38℃台の発熱が出現し、血清Cr 2.0mg/dl

と再び腎機能が悪化した。MPO-ANCA 値 195IU/ml と上昇し、再度経皮的腎生検を施行

したところ、pauci-immune型半月体形成性糸球体腎炎の所見であった。MPO-ANCA関連

血管炎の再燃と診断し、プレドニゾロン 30mg/日(0.5㎎/kg/日)で治療を開始した。治

療開始後から速やかに腎機能は改善し、MPO-ANCA 値も 2.4IU/ml まで低下して、寛解

に至った(Figure 3)。 
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Figure 3. 提示症例の臨床経過 

70歳代女性。10年前より高血圧の治療のためヒドララジンを内服していた。血尿、

蛋白尿、急速な腎機能障害が出現し、MPO-ANCA 値 107IU/ml、pauci-immune 型半月体

形成性糸球体腎炎、間質性肺炎を認め、MPO-ANCA関連血管炎と診断した。ヒドララジ

ンの休薬により 10か月後には血清 Cr 1.1mg/dl、MPO-ANCA値 13IU/mlまで低下した。

ヒドララジンの休薬から16ヶ月後に38℃台の発熱と腎機能障害（血清 Cr 2.0mg/dl）

が出現し、腎再生検により MPO-ANCA 関連血管炎の再燃と診断した。プレドニゾロン 

30mg/日(0.5㎎/kg/日)で治療を開始した。治療開始後に腎機能は速やかに改善し、最

終的に MPO-ANCA値 は 2.4IU/mlまで低下して、寛解に至った。 
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3.3 実験方法 

 

3.3.1 患者血漿の採取 

 

文書によるインフォームドコンセントを得た後、初発時（血漿①）、再燃時（血漿

②）、治療開始後 3か月時（血漿③）、寛解時（血漿④）に、ヘパリンコーティングし

た採血管に血液を採取した。採取した血液は 20℃、1900×g、15分間遠心分離し、血

漿を回収した。検体は使用時まで-80℃で凍結保存した。 

 

 

3.3.2 患者血漿中の IgGの抽出 

 

採取した患者血漿より IgGを抽出するため、プロテイン Gカラム（GE Healthcare、

Tokyo、Japan)を用いたアフィニティークロマトグラフィーを行った。まず、結合バッ

ファー (20 mM sodium phosphate、pH 7.0)、溶出バッファー (0.1 M glycine-HCl、

pH 2.7)、中和バッファー（1 M Tris-HCl、pH 9.0）の 3種類の試薬を作製した。次

に、プロテイン Gカラムを室温、200×g、1分間遠心し、カラム内の液体を除去した。

その後、結合バッファーをカラムに充填し、カラムを平衡化した。室温、200×g、1分

間遠心してカラム内の液体を除去し、患者血漿をカラム内に充填、室温に 4分間静置

して血漿中の IgGをカラムに結合させた。その後、カラムを 200×g、1分間遠心して

液体成分を除去し、除去した液体成分を IgG除去後血漿として保存した。一方、カラ

ムには溶出バッファーを添加し、カラムに結合した IgGを抽出し、別のエッペンチュ

ーブに回収した。回収した IgG 溶液に中和バッファーを添加し、IgG 抽出液を中和し

た。中和した IgG 溶液および IgG 除去血漿は、使用時まで-80℃で凍結保存した。な

お、回収したサンプル内にエンドトキシンの混入がないことを Limulus test kit 

(Wako Pure Chemical、Osaka、Japan)を用いて確認した。 
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3.3.3 健常者好中球の分離 

 

健常者の末梢血をヘパリンコーティングした採血管に採取した。次に血球成分を分

離するため、遠沈管の下層に polymorphprep (Axis-Shield、Oslo、Norway)、上層に

採取した血液を重層して、20℃、490×g、40分で遠心分離した。遠心分離後、血漿成

分内に 2層の buffy coat (上層；単核球成分、下層；多核顆粒球成分）が形成された

ことを確認し、下層の buffy coatを回収した。PBSで数回洗浄したものを好中球とし

て、以下の実験に使用した。 

 

 

3.3.4 NETsを標的とした間接蛍光抗体染色 

 

3.3.3 の方法で採取した健常者好中球を 5％FBS 加 RPMI-1640 で 1×105/ml に調整

し、4ウェル組織培養用カルチャースライドに400µl/well で播種した。37℃で 15分

間静置した後、PMA 20nMを添加し、37℃でさらに 3時間反応させて NETsを誘導した。

その後、室温で 4％パラホルムアルデヒド paraformaldehyde (PFA)に 15分間浸し、固

定を行った。固定した細胞をPBSで洗浄した後、患者血漿より抽出したIgGを250µg/ml

に調整し、一次抗体として NETsに添加した。4℃で一晩反応させた後、PBSで洗浄し、

遮光下で二次抗体を添加して室温に 1 時静置した。その後 PBS で洗浄し、solution 

containing 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories 、

Burlingame、CA)で DNA染色を行った。標本を蛍光顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 (Keyence 

Japan、Osaka、 Japan)にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.(Keyence)を用いて

観察した。 
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3.3.5 患者 IgGの NETs誘導率の測定 

 

3.3.3の手順で健常者末梢血より好中球を分離、回収した。次に 5％FBS加 RPMI-1640

で好中球を 1×10６/ml に調整し、4 ウェル細胞培養用カルチャースライドに

400µl/wellで播種した。その後、各ウェルに TNF-αを 5ng/mlの濃度で添加し、15分

間 37℃に静置した。患者血漿より抽出した IgG を250µg/mlの濃度で添加し、37℃で

3時間反応させた。上清を除去した後、4％PFAで細胞の固定を行った。固定した細胞

を PBSで 3回洗浄し、一次抗体として rabbit anti-citrullinated histone H3 (Cit-

H3) antibody （Abcam、Tokyo、Japan) を 100倍希釈して添加、室温で 60分間静置し

た。再度 PBSで 3回洗浄後、Alexa Fluor 594標識 goat anti-rabbit IgG antibody 

(Invitrogen、Tokyo、Japan) を 500倍希釈したものを添加して、室温遮光下で、1時

間静置した。PBSで 3回洗浄後、DAPIを含む封入剤で封入し、DNA染色を行った。蛍

光顕微鏡 BIOREVO BZ-9000にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.を用いて標本

を観察し、各ウェルにつき 6個所ランダムに 200倍視野で撮影し、画像内の Cit-H3陽

性細胞数と DAPI陽性細胞数を Image J（無料ソフトウェア；imagej.nih.gov/ij）を

用いて測定し、Cit-H3陽性細胞率を計測した。 

 

 

3.3.6 患者血漿の NETs分解率の測定 

 

3.3.3の手順で健常者末梢血より好中球を分離・回収し、5％FBS加 RPMI-1640で好

中球を 1×10６/mlに調整した。4ウェル細胞培養用カルチャースライドに400µl/well

で播種し、37℃で 15分間静置した。PMA 100nMを各ウェルに添加し、再度 37℃で 3時

間反応させた。その後、上清を除去し、PBSで 10％に調整した患者血漿を各ウェルに

添加して、37℃で 6時間反応させた。2nM EDTAを添加して血漿中のヌクレアーゼ活性

を停止した後、4％PFAで固定した。PBSにて洗浄後、DAPIで DNA染色を行った。蛍光

顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.を用いて標本を

観察し、各ウェルにつき 6個所をランダムに 200倍視野で撮影した。各画像内の DAPI

陽性となる残存した NETs面積を Image Jを用いて測定し、下記の式より NETs分解率

を算出した。 

 

NETs分解率 (%) ＝ [1– {NETs面積(10％血漿) / NETs面積(PBS)}] × 100 
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3.3.7 患者血漿の DNase I 活性の測定 

 

患者血漿中の DNase I 活性を ELISA キット (Orgentec GmbH®、Mainz、Germany)を

用いて測定した。ELISAプレートに DNase Iに分解される特異的基質が固相化されて

おり、各ウェルに標準サンプルおよび患者血漿を添加して、37℃で 1時間静置した。

その後、ウェル内のサンプルを除去、洗浄し、基質に対する HRP標識抗体を添加させ

た後、tetramethylbenzidine (TMB)で発色させマイクロプレートリーダー（Benchmark 

Plus: BIO-RAD、Tokyo、Japan）を用いて主波長 450nmの条件で吸光度を測定した。標

準サンプルの吸光度より標準曲線を作成し、各血漿サンプルの DNase I活性を測定し

た。 

 

 

3.3.8 統計解析 

 

統計解析方法は各結果の図の説明に記載した。すべての p 値は 0.05 未満を統計学

的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で表記した。統計解析は GraphPad Prism 7 (GraphPad 

Software、San Diego、CA) を用いて行った。 
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3.4 実験結果 

3.4.1 患者血漿中の抗 NETs抗体の同定 

 

患者血漿①(初発時)、血漿②(再燃時)、血漿③(治療開始後 3か月時）、血漿④(寛解

時)について、NETsを標的とした間接蛍光抗体法を行い、血漿中の抗 NETs抗体の有無

を判定した。血漿①と②において、細胞形態を保つ好中球の細胞質に反応する IgGが

検出され、ANCA陽性と判定した(Figure 4、赤矢印)。これに対し、血漿③と④では同

様の反応は認めず、ANCA 陰性であった。間接蛍光抗体法による ANCA 判定結果は、血

漿の MPO-ANCA値と一致していた。血漿②と③において NETsに反応する IgGが検出さ

れ、抗 NETs抗体陽性と判定された（Figure 4、黄矢印）。血漿①と④には NETsへの反

応は認めず、抗 NETs 抗体は陰性と判定した。 
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Figure 4. 患者血漿中の ANCAと抗 NETs抗体 

血漿①（初発時）、血漿②（再燃時）、血漿③（治療開始後 3か月時）、血漿④（寛解

時）について、NETs を標的とした間接蛍光抗体法を行った。血漿①と②では ANCA 陽

性であった（赤矢印）。血漿②と③において NETsに反応する IgGが検出され、抗 NETs

抗体陽性と判定した(黄色矢印)。 
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3.4.2 患者 IgGの NETs誘導率の測定 

 

次に、各血漿（①初発時、②再燃時、③治療開始後 3か月時、④寛解時）から抽出

した IgGについて、NET誘導率を測定した。NETs誘導率は、①②③で④に比べて有意

に高かった(Figure 5)。 
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Figure 5. 患者 IgGの NETs誘導率 

初発時（①）、再燃時（②）、治療開始後 3 か月時（③）の NETs 誘導率は、寛解時

（④）に比べて有意に高かった。寛解時（④）の NETs誘導率は健常者と同等であった。

統計解析：One-way ANOVA。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意とし、p<0.05;*、

p<0.01;**で表記した。 
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3.4.3 患者血漿の NETs分解率の測定 

 

次に、血漿①（初発時）、血漿②（再燃時）、血漿③（治療開始後 3か月時）、血漿④

（寛解時）について、NETs分解率を測定した。その結果、①～④全ての血漿の NETs分

解率は健常者に比べて有意に低かった(Figure 6)。 
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Figure 6. 患者血漿の NETs分解率 

全ての血漿（①～④）の NETs 分解は健常者に比べて有意に低かった。統計解析：

One-way ANOVA。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**

で表記した。 
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3.4.4 患者血漿の DNaseI 活性の測定 

 

次に、血漿①（初発時）、血漿②（再燃時）、血漿③（治療開始後 3か月時）、血漿④

（寛解時）について、DNaseI 活性測定した。その結果、各血漿の DNaseI 活性は、血

漿①：21.7％、血漿②：28.3％、血漿③：22.8％、血漿④：33.5％であり、健常者：

52.6％±12.1％（平均値±標準偏差）と比較して低値であった (Figure 7)。 
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Figure 7. 患者血漿の DNase I活性 

各血漿の DNaseI活性は、血漿①：21.7％、血漿②：28.3％、血漿③：22.8％、血

漿④：33.5％であり、健常者：52.6％±12.1％（平均値±標準偏差）と比較して低

値であった。 
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3.5 考察 

 

ヒドララジン誘発 ANCA関連血管炎は薬剤関連 ANCA関連血管炎に該当し、2009年の

総説では 68例が報告されている。それによると、ヒドララジンの平均投与期間は 4.7

年、平均投与量は 142㎎/日であった 21。自己抗体に関しては、MPO-ANCAの他、抗 dsDNA

抗体、抗ヒストン抗体などの抗核抗体を高率に保有し、低補体血症も合併することが

特徴である。ヒドララジンによる血管炎発症の機序については明らかではないが、ヒ

ドララジンが好中球細胞内に蓄積し、MPO と結合することで細胞毒性を生じ、好中球

細胞死を誘導する。その結果、細胞外に暴露された細胞内蛋白が自己抗原として免疫

系に認識され、MPO-ANCAをはじめとした種々の自己抗体が産生されると想定されてい

る 22, 23。近年、PTUによる薬剤関連 ANCA関連血管炎においては、PTUの作用で DNase I

に分解されにくい NETsが形成され、NETsの蓄積により MPO-ANCAが産生される機序が

明らかとなっている 16。ヒドララジン誘発 ANCA関連血管炎においても、好中球細胞死

の一形態である NETsが関与している可能性が考えられる。 

提示症例では、再燃時（血漿②）と治療開始後 3か月時（血漿③）において、抗 NETs

抗体が間接蛍光抗体法で陽性であった。本症例の血漿の NETs分解能は採血の時期、す

なわち病勢によらず低値であり、血漿中の DNase I活性も同様に低かった。その一方

で、初発時、再燃時、治療開始後 3か月時の血漿（①②③）では NETs誘導能が高かっ

た。このうち初発時と再燃時（血漿①②）では MPO-ANCA が陽性であり、MPO-ANCA の

NETs誘導能が結果に反映されていると考えられるが、治療開始後 3か月後の血漿③は

ANCA陰性抗 NETs抗体陽性であり、抗 NETs抗体にも NETs誘導能があることが示唆さ

れた。 

本症例では、ヒドララジン休薬により血管炎の活動性は一旦改善したものの、MPO-

ANCA が完全に陰性化しないまま経過した。遷延した MPO-ANCA が NETs の形成を誘導

し、やがて抗 NETs 抗体が産生され、その抗 NETs 抗体にも NETs 誘導能があることに

より、ANCA-NETs悪循環が促進され、MPO-ANCA関連血管炎の再燃につながった可能性

が考えられる。 
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3.6 小括 

 

 ヒドララジン誘発 ANCA 関連血管炎の一例を提示した。ヒドララジンの休薬により

血管炎の活動性は一旦改善したものの、16 か月に MPO-ANCA 関連血管炎が再燃した。

再燃時には NETs 誘導能を持つ抗 NETs 抗体も産生されており、この抗 NETs 抗体が

NETs-ANCA悪循環を促進させ、MPO-ANCA関連血管炎の再燃に寄与した可能性が考えら

れた。 
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4．第二章 

 

ANCA関連血管炎患者における抗 NETs抗体の存在と 

病的意義 

(The Presence and Pathogenesis of Anti-Neutrophil 

Extracellular Trap Antibody in Patients with Anti-

Neutrophil Cytoplasmic Antibody-Associated Vasculitis) 
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4.1 背景 

 

第一章では、MPO-ANCA 関連血管炎患者の中に抗 NETs 抗体を有する症例があり、そ

の抗 NETs 抗体が NETs-ANCA 悪循環を促進する場合があることを示した。これを踏ま

え、我々は MPO-ANCA関連血管炎患者における抗 NETs抗体の保有頻度を調査し、さら

に抗 NETs抗体陽性患者と陰性患者間での血管炎の臨床症状の違いや、抗 NETs抗体の

NETs形成ならびに分解に対する影響を評価した。 
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4.2 実験方法 

 

4.2.1 血漿採取 

 

対象は2008年から2014年の間に北海道大学病院内科Ⅱで診断、治療したMPO-ANCA

関連血管炎患者 11例と、健常ボランティア 4例とした。対象者より文書によるインフ

ォームドコンセントを得た後に、ヘパリンコーティングした採血管に血液を採取した。

採取した血液は 20℃、1900×g、15分間遠心分離し血漿を回収した。検体は使用時ま

で-80℃で凍結保存した。 

 

 

4.2.2 血漿中 IgGの抽出 

 

採取した血漿よりIgGを抽出するため、プロテインGカラム（GE Healthcare、Tokyo、 

Japan)を用いたアフィニティークロマトグラフィーを行った。まず、結合バッファー 

(20 mM sodium phosphate、pH 7.0)、溶出バッファー(0.1 M glycine-HCl、pH 2.7)、

中和バッファー（1 M Tris-HCl、pH 9.0）の 3種類の試薬を作製した。次に、プロテ

イン G カラムを室温、200×g、1 分間遠心し、カラム内の液体を除去した。その後、

結合バッファーをカラムに充填し、カラムを平衡化した。室温、200×g、1 分間遠心

してカラム内の液体を除去し、血漿をカラム内に充填、室温に 4分間静置して血漿中

の IgGをカラムに結合させた。その後、カラムを 200×g、1分間遠心して液体成分を

除去し、除去した液体成分を IgG除去後血漿として保存した。一方、カラムには溶出

バッファーを添加し、カラムに結合した IgGを抽出し、別のエッペンチューブに回収

した。回収した IgG 溶液に中和バッファーを添加し、IgG 抽出液を中和した。中和し

た IgG溶液および IgG除去血漿は、使用時まで-80℃で凍結保存した。なお、回収した

サンプル内にエンドトキシンの混入がないことを Limulus test kit (Wako Pure 

Chemical、Osaka、Japan)を用いて確認した。 
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4.2.3 健常者好中球の分離 

 

健常者の末梢血をヘパリンコーティングした採血管に採取した。次に血球成分を分

離するため、遠沈管の下層に polymorphprep (Axis-Shield、Oslo、Norway)、上層に

採取した血液を重層して、20℃、490×g、40分で遠心分離した。遠心分離後、血漿成

分内に 2層の buffy coat (上層；単核球成分、下層；多核顆粒球成分）が形成された

ことを確認し、下層の buffy coatを回収した。PBSで数回洗浄したものを好中球とし

て、以下の実験に使用した。 

 

 

4.2.4 NETsを標的とした間接蛍光抗体染色 

 

4.2.3 の方法で採取した健常者好中球を 5％FBS 加 RPMI-1640 で 1×105/ml に調整

し、4ウェル組織培養用カルチャースライドに400µl/well で播種した。37℃で 15分

間静置した後、PMA 20nMを添加し、37℃でさらに 3時間反応させて NETsを誘導した。

その後、室温で 4％PFAに 15分間浸し、固定を行った。固定した細胞を PBSで洗浄し

た後、患者血漿より抽出した IgGを250µg/mlに調整し、一次抗体として NETsに添加

した。陽性対照には rabbit anti-Cit H3 antibodyを PBSで 250倍希釈したもの、陰

性対照には normal rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology、Dallas、TX)を PBSで 20

倍希釈したものを使用した。4℃で一晩反応させた後、PBSで洗浄し、遮光下で二次抗

体を添加して室温に 1 時静置した。なお、二次抗体は、患者 IgG に対しては Alexa 

Fluor®488標識 goat anti-human IgG (Invitrogen、Tokyo、Japan)を PBSで 500倍希

釈したもの、対照にはAlexa Fluor®488標識 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen)を

PBSで 500倍希釈したものを使用した。その後 PBSで洗浄し、DAPIで DNA染色を行っ

た。標本を蛍光顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 (Keyence Japan、Osaka、Japan)にて BZ-Ⅱ観

察アプリケーション ver.1.40.(Keyence)を用いて観察した。 
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4.2.5 血漿抽出 IgGの NETs誘導率の測定 

 

4.2.3の手順で健常者末梢血より好中球を分離、回収した。次に 5％FBS加 RPMI-1640

で好中球を 1×10６/ml に調整し、4 ウェル細胞培養用カルチャースライドに 400 

µl/wellで播種した。その後、各ウェルに TNF-αを 5ng/mlの濃度で添加し、15分間

37℃に静置した。患者血漿より抽出した IgGを250µg/mlの濃度で添加し、37℃で 3時

間反応させた。上清を除去した後、4％PFAで細胞の固定を行った。固定した細胞を PBS

で 3 回洗浄し、一次抗体として rabbit anti-citrullinated histone H3 (Cit-H3) 

antibody（Abcam、Tokyo、Japan) を 100倍希釈して添加、室温で 60分間静置した。

再度 PBS で 3 回洗浄後、Alexa Fluor 594 標識 goat anti-rabbit IgG antibody 

(Invitrogen) を 500倍希釈したものを添加して、室温遮光下で 1時間静置した。PBS

で 3回洗浄後、DAPIを含む封入剤で封入し、DNA染色を行った。蛍光顕微鏡 BIOREVO 

BZ-9000にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.を用いて標本を観察し、各ウェル

につき 6個所ランダムに 200倍視野で撮影し、画像内の Cit-H3陽性細胞数と DAPI陽

性細胞数を Image J（無料ソフトウェア；imagej.nih.gov/ij）を用いて測定し、Cit-

H3陽性細胞率を計測した。 

 

 

4.2.6 血漿の NETs分解率の測定 

 

4.2.3の手順で健常者末梢血より好中球を分離・回収し、5％FBS加 RPMI-1640で好

中球を 1×10６/mlに調整した。4ウェル細胞培養用カルチャースライドに400µl/well

で播種し、37℃で 15分間静置した。PMA 100nMを各ウェルに添加し、再度 37℃で 3時

間反応させた。その後、上清を除去し、PBSで 10％に調整した患者血漿を各ウェルに

添加して、37℃で 6時間反応させた。2nM EDTAを添加して血漿中のヌクレアーゼ活性

を停止した後、4％PFAで固定した。PBSにて洗浄後、DAPIで DNA染色を行った。蛍光

顕微鏡 BIOREVO BZ-9000 にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.を用いて標本を

観察し、各ウェルにつき 6個所をランダムに 200倍視野で撮影した。各画像内の DAPI

陽性となる残存した NETs面積を Image Jを用いて測定し、下記の式より NETs分解率

を算出した。 

 

NETs分解率 (%) ＝ [1– {NETs面積(10％血漿) / NETs面積(PBS)}] × 100 
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4.2.7 血漿の DNase I 活性の測定 

 

血漿の DNase I 活性を ELISA キット (Orgentec GmbH®、Mainz、Germany)を用いて

測定した。ELISAプレートに DNase Iに分解される特異的基質が固相化されており、

各ウェルに標準サンプルおよび被検血漿を添加して、37℃で 1時間静置した。その後、

ウェル内のサンプルを除去、洗浄し、基質に対する HRP 標識抗体を添加させた後、

tetramethylbenzidine (TMB)で発色させマイクロプレートリーダー（Benchmark Plus: 

BIO-RAD、Tokyo、Japan）を用いて主波長 450nmの条件で吸光度を測定した。標準サン

プルの吸光度より標準曲線を作成し、各血漿サンプルの DNase I活性を測定した。 

 

 

4.2.8 患者血漿 IgG溶液の MPO-ANCA吸収実験 

 

患者血漿より抽出したIgG溶液250µg/mlおよびrabbit anti-MPO antibody (Abcam) 

5µg/mlそれぞれに対し、リコンビナントヒトMPO (rhMPO；Creative BioMart、 Shirley、

NY) を 10mg/mlの濃度で添加して、室温で 1時間反応させた。その後 20℃、2400×g、

1分間遠心分離した後、上清を回収し、MPO-ANCA吸収後 IgGとして回収した。次に、

4.2.3 と同様の手順で健常者好中球を 4 ウェル細胞培養用カルチャースライドに 1×

105/mlで播種した後、PMA 20nMで刺激して NETsを作製し、4％PFAで固定した。固定

後の細胞に、一次抗体として MPO-ANCA吸収前と吸収後の anti-MPO antibody および

患者血漿 IgGを添加した。4℃で一晩反応させた後、PBSで洗浄し、二次抗体を添加し

て、室温にて 1時間遮光下に静置した。その後 PBSで洗浄し、DAPIで DNA染色した。

蛍光顕微鏡 BIOREVO BZ-9000にて BZ-Ⅱ観察アプリケーション ver.1.40.を用いて観

察し、MPO-ANCA吸収前後の変化を評価した。 
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4.2.9 ELISAによる患者血漿中の ANCAの検索 

 

患者血漿中の MPO-ANCA以外の ANCAを検索するため、Wieslab®ANCA panel kit (EURO 

DIAGNOSTICA、Malmö、Sweden)を用いた ELISAを行った。同キットにはアズロシジン、

BPI、カテプシン G、エラスターゼ、ラクトフェリン、リゾチームの 6種類の ANCA抗

原が固相化されている。キット付属の希釈液で 80 倍に希釈した患者血漿を各ウェル

に入れ、室温で 1時間反応させた。付属の洗浄液で洗浄後、アルカリホスファターゼ

標識 anti-human IgGを各ウェルに添加し、室温で 30分間静置した。洗浄後、付属の

p-nitrophenyl phosphate (pNPP) 溶液を各ウェルに添加して、室温で 1時間静置し、

発色させた。その後、マイクロプレートリーダーを用いて主波長 405 nmで吸光度を測

定した。 

 

 

4.2.10 統計解析 

 

統計解析方法は各結果の図の説明に記載した。すべての p 値は 0.05 未満を統計学

的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で表記した。統計解析は GraphPad Prism 7 (GraphPad 

Software、San Diego、CA) を用いて行った。 
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4.3 実験結果 

 

4.3.1 血漿中の抗 NETs抗体の同定 

 

MPO-ANCA関連血管炎患者血漿より抽出した IgG 溶液250µg/mlを一次抗体として、

NETs を標的とした間接蛍光抗体法を行った。その結果、MPO-ANCA 関連血管炎患者 11

例中 6例が抗 NETs抗体陽性であった(Figure 8)。健常者 4例には抗 NETs抗体は認め

なかった。 
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Figure 8. 血漿中の抗 NETs抗体の同定 

MPO-ANCA関連血管炎患者（n=11）の血漿から抽出した IgG について、抗 NETs 抗体

の有無を間接蛍光抗体法で評価した。11例中 6 例が抗 NETs抗体陽性であった。代表

的な所見を示す。 
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4.3.2 抗 NETs抗体の有無と臨床パラメータの関連 

 

次に、対象とした MPO-ANCA関連血管炎患者 11例を、4.3.1で判定した抗 NETs抗体

の陽性 6例と陰性 5例の二群に分け、MPO-ANCA値ならびに血管炎活動性の評価である

BVAS（Birmingham Vasculitis Activity Score 2008 version 3)に差があるか検討し

た。MPO-ANCA値、BVASいずれにおいても、抗 NETs抗体陽性群と陰性群の間で有意差

は認めなかった（Figure 9A、9B）。 
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Figure 9．抗 NETs抗体の有無と臨床パラメータの比較 

抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA 関連血管炎患者(n＝6)と陰性患者(n＝5)の間で、MPO-

ANCA値（A）、BVAS(B)いずれにも有意差は認めなかった。統計解析：Mann-Whitney U-

検定。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で表記し

た。 
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4.3.3 血漿抽出 IgGの NETs誘導率の解析 

 

次に、血漿より抽出した IgGの NETs誘導率を測定し、抗 NETs抗体陽性 MPO-ANCA関

連血管炎患者(n＝6)、抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常

者(n＝4)の間で比較した。MPO-ANCA 関連血管炎患者は抗 NETs 抗体陽性群、陰性群い

ずれも健常者と比較して NETs誘導率が有意に高かったが、抗 NETs抗体の有無による

NETs誘導率の差は認めなかった（Figure 10）。 
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Figure 10．血漿抽出 IgGの NETs誘導率の比較 

血漿より抽出した IgG の NETs誘導率を測定し、抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA関連血

管炎患者(n＝6)、抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常者(n

＝4)の間で比較した。統計解析には Kruskal-Wallis 検定を用い、post-hoc 検定には

Dunn の多重比較検定を用いた。すべての p 値は 0.05 未満を統計学的有意とし、

p<0.05;*、p<0.01;**で表記した。 
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4.3.4血漿の NETs分解率の解析 

 

次に、血漿の NETs 分解率を測定し、抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA 関連血管炎患者(n

＝6)、抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常者(n＝4)の間で

比較した。MPO-ANCA 関連血管炎では、抗 NETs 抗体陽性群、陰性群いずれも健常者と

比較して NETs 分解率が有意に低かったが、抗 NETs 抗体の有無による NETs 分解率の

差は認めなかった（Figure 11）。 
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Figure 11．血漿の NETs分解率の比較 

血漿の NETs 分解率を測定し、抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA 関連血管炎患者(n＝6)、

抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常者(n＝4)の間で比較し

た。統計解析には Kruskal-Wallis検定を用い、post-hoc検定には Dunnの多重比較検

定を用いた。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で

表記した。 
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4.3.5 血漿の DNase I活性の解析 

 

次に、血漿の DNaseI 活性を測定し、抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA 関連血管炎患者(n

＝6)、抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常者(n＝4)の間で

比較した。MPO-ANCA 関連血管炎では、抗 NETs 抗体陽性群、陰性群いずれも健常者と

比較して DNase I活性が有意に低かったが、抗 NETs抗体の有無による DNase I活性

の差は認めなかった（Figure 12）。 
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Figure 12．血漿の DNaseI活性の比較 

血漿の DNaseI 活性を測定し、抗 NETs 抗体陽性 MPO-ANCA 関連血管炎患者(n＝6)、

抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者(n＝5)、および健常者(n＝4)の間で比較し

た。統計解析には Kruskal-Wallis検定を用い、post-hoc検定には Dunnの多重比較検

定を用いた。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で

表記した。 

 

 

 

 

 



51 

 

4.3.6 小括 

 

これまでの評価結果を Table 1に示す。 

 

Table 1  対象患者のまとめ 

対象とした MPO-ANCA関連血管炎患者 11名および健常者 4名の臨床的背景ならびに

血漿の NETs誘導率、NETs分解率、DNaseI活性の評価結果を示す。測定値は中央値[四

分位範囲]で示した。 
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4.3.7 抗 NETs抗体が NETs分解能に及ぼす影響 

 

MPO-ANCA関連血管炎発症の背景に NETsの分解障害があるが 18、NETs分解障害の原

因として、抗 NETs 抗体あるいはそれ以外の DNase I阻害物質の存在が指摘されてい

る 12。そこで我々は患者血漿から抗体を除去し、抗体除去前後の血漿の NETs分解能を

比較することで、血漿の NETs分解障害が抗体由来か、それ以外の原因によるかを鑑別

することを試みた。「IgG除去前血漿」、「IgG除去前血漿＋DNase I」、「IgG除去血漿」、

「IgG除去血漿＋DNase I」の 4群を作製し、抗 NETs抗体陰性患者、陽性患者の血漿

について、これら 4群における NETs分解能を測定した。 

抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者では、IgG除去前血漿と IgG除去後血漿

で NETs分解能に有意差は認めなかった。また、いずれの血漿も DNase I を添加する

と、NETs分解率が有意に上昇した(Figure 12A)。これらの結果から、抗 NETs抗体陰

性 MPO-ANCA関連血管炎患者の血漿における NETs分解能の低下は DNase Iの活性低下

が原因であり、NETs分解障害が IgG除去に依らないため、NETs分解に影響を及ぼすよ

うな IgGは存在していないと考えられた。 

抗 NETs抗体陽性 MPO-ANCA関連血管炎患者では、IgG除去前血漿に DNase Iを添加

しても分解率が改善しなかったが、IgG除去後血漿に DNase Iを添加すると、NETs分

解率が有意に上昇した(Figure 12B)。また、6例中 2例で IgG除去のみで NETs分解率

が飛躍的に回復した血漿があった(Figure 12C)。これらの結果から、抗 NETs 抗体陽

性 MPO-ANCA関連血管炎患者の血漿中には DNase I を阻害する物質があり、一部の症

例では IgGが DNase I活性を阻害していること、また、その IgGは抗 NETs抗体であ

ることが示唆された。 
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Figure 12A. 抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者の NETs分解率低下の要因 

抗 NETs抗体陰性 MPO-ANCA関連血管炎患者では、IgG除去前血漿と IgG除去後血漿

で NETs分解率に有意差は認めなかった。また、いずれの血漿も DNase I を添加する

と、NETs分解率が有意に上昇した(p＜0.05)。統計解析には repeated measured ANOVA

を用い、post-hoc検定には Bonferroni検定を用いた。すべての p値は 0.05未満を統

計学的有意とし、p<0.05;*、p<0.01;**で表記した。 
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Figure 12B. 抗 NETs抗体陽性 MPO-ANCA関連血管炎患者の NETs分解率低下の要因 

IgG除去前血漿に DNase Iを添加しても分解率は変化しなかった。しかし、IgGを除

去し、かつ DNase I添加を行うと、NETs分解率が有意に上昇した(p<0.05)。また、IgG

除去前後で NETs分解率に有意差は認めなかったが、6例中 2例で IgG除去のみで NETs

分解率が飛躍的に回復した。統計解析には repeated measured ANOVAを用い、post-

hoc検定には Bonferroni検定を用いた。すべての p値は 0.05未満を統計学的有意と

し、p<0.05;*、p<0.01;**で表記した。 
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Figure 12C. 抗 NETs抗体陽性 MPO-ANCA関連血管炎患者 2例における IgG除去後の

NETs分解率の変化 

抗 NETs抗体陽性 MPO-ANCA関連血管炎患者 6例のうち 2例で、血漿中の IgG除去

後に NETs分解率が飛躍的に回復した。 
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4.3.8 抗 NETs抗体の対応抗原の検索 

4.3.8.1  血漿抽出 IgGの MPO-ANCA吸収 

 

4.3.7の結果から、一部の抗 NETs抗体が DNase Iによる NETs分解を妨げている可

能性が考えられた。そこで次に抗 NETs抗体の対応抗原を検索した。まず、抗 NETs抗

体の対応抗原が MPOと異なるか、つまり抗 NETs抗体が MPO-ANCAと異なるかを評価し

た。4.3.7で確認した DNase I活性阻害を有する抗 NETs抗体保有患者 2例（患者 1、

患者 2）の血漿抽出 IgG溶液に rhMPOを添加し、MPO-ANCAと rhMPOの複合体を形成さ

せた。その後、遠心分離を行い MPO-ANCAと rhMPOの複合体を沈殿させることで、IgG

溶液中の MPO-ANCAを除去した。MPO-ANCA吸収前および吸収後の患者血漿抽出 IgG溶

液と、対照として rabbit anti-MPO antibodyを用いて、健常者好中球ならびに健常者

好中球を PMAで刺激して作製した NETsを標的とした間接蛍光抗体法を行い、MPO-ANCA

吸収後の IgG の好中球蛋白および NETs への反応性を評価した。Rabbit anti-MPO 

antibodyは MPO-ANCA吸収前では好中球、NETsいずれに対しても反応を認めたが、MPO-

ANCA 吸収後は好中球および NETs いずれも陰性に転じた。患者 1、患者 2 の血漿抽出

IgGはMPO-ANCA吸収前、吸収後いずれも好中球ならびにNETsに対して陽性であった。

これらの結果から、患者 1、患者 2の血漿中に存在する抗 NETs抗体は、MPO-ANCA以外

の ANCAであることが示唆された(Figure 13)。 
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Figure 13. rhMPOを用いた MPO-ANCA吸収実験 

MPO-ANCA 吸収前後の患者血漿抽出 IgG を用いて、好中球（上段）、NETs(下段)を標

的とした間接蛍光抗体法を行った。Rabbit anti-MPO antibodyは好中球、NETsのいず

れに対しても MPO-ANCA 吸収前は陽性であったが、MPO-ANCA 吸収後は陰性に転じた。

患者 1、患者 2の血漿抽出 IgGは MPO-ANCA吸収前後によらず、好中球、NETsいずれに

対しても反応した。 
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4.3.8.2 ELISAキットを用いた抗 NETs抗体の対応抗原の検索 

 

次に、Wieslab®ANCA panel kit (EURO DIAGNOSTICA、Malmö、Sweden)を用いた ELISA

を行い、患者 1、患者 2の血漿中に既知の ANCA抗原であるアズロシジン、BPI、カテ

プシン G、エラスターゼ、ラクトフェリン、リゾチームに対する自己抗体が含まれて

いないかを評価した。その結果、患者 1、患者 2 いずれの血漿においても上記蛋白を

抗原とする抗体は認めなかった(Figure 14)。以上より抗 NETs 抗体の対応抗原は本

ELISA キットで検出可能な ANCA 抗原のいずれでもない好中球蛋白であると考えられ

た。 
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Figure14．Wieslab®ANCA panel kit(ELISA)を用いた抗原検索 

患者 1、患者 2の血漿中に既知の ANCA抗原であるアズロシジン、BPI、カテプシン

G、エラスターゼ、ラクトフェリン、リゾチームに対する自己抗体が含まれていないか

を調べた。患者 1、患者 2の抗 NETs抗体の対応抗原は、上記蛋白のいずれでもなかっ

た。 
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4.4 考察 

 

MPO-ANCA関連血管炎患者 11例の血漿中の抗 NETs抗体の存在頻度ならびに NETs形

成や分解に対する影響を解析した結果、11例中 6例に間接蛍光抗体法で抗 NETs抗体

を認めた。抗 NETs 抗体の存在に関しては全身性エリテマトーデス systemic lupus 

erythematosus (SLE)患者において検討した報告があり、SLE患者 59例の血漿の NETs

分解能を測定し、NETs 分解率 60％を基準に高分解率群と低分解率群の 2 群に分類し

たところ、低分解率群の中で、患者血清に DNase Iや monococcal nuclease(MNase)を

投与しても NETs 分解率が改善しないが、血清中の抗体成分を除去した血清では NETs

分解能が上昇する群、すなわち抗体の作用により NETs の分解障害が生じているグル

ープが存在していた。さらに NETs 蛋白を固相化した ELISA においてそのグループの

血清中の抗NETs抗体量を測定したとこところ、グループ以外の血清と比較して抗NETs

抗体量が有意に多かった 12。この報告により、NETs分解障害を有する SLE患者の血清

中の一群に抗 NETs抗体が存在し、この抗 NETs抗体が DNase Iによる NETs分解を阻

害している可能性が示唆された。MPO-ANCA 患者において抗 NETs 抗体の存在を明確に

示した報告はなく、今回我々が同定した抗 NETs 抗体の一部に関しては SLE における

既報と同様に、DNase Iの働きを阻害し、NETsの分解障害を惹起している可能性が示

された。 

本研究ではさらに抗 NETs 抗体の対応抗原の同定を目的とした解析を行った。注目

した DNase I活性を阻害する抗 NETs抗体は、既知の ANCA抗原以外の好中球蛋白を認

識している可能性を示した。NETsに含まれる蛋白成分として DNAの他にヒストン、エ

ラスターゼ、MPO、カテプシン G、ラクトフェリン、ペントラキシン 3、LL-37など 30

種類以上の抗菌蛋白および蛋白分解酵素が同定されており 24、それら蛋白は NETs形成

時に細胞外に暴露され自己抗原となりうる。 ANCA関連血管炎においては MPO、PR3以

外 の エ ラ ス タ ー ゼ 、 25lysosomal membrane protein-2 （ LAMP-2 ） 26 、

bactericidal/permeability increasing protein (BPI) 27、ラクトフェリン 28などの

好中球細胞内蛋白を抗原とした ANCA 関連血管炎の発症が報告されている。MPO-ANCA

以外の ANCA関連血管炎と NETsの異常との関連は不明な点が多いが、抗ラクトフェリ

ン抗体が NETs誘導能を有するなど 28、MPO-ANCA 以外の ANCA においても NETs形成・

分解に対し影響を与える可能性がある。 

ANCA 関連血管炎に対する寛解導入治療として副腎皮質ステロイドにエンドキサン

やリツキシマブといった免疫抑制薬、分子標的薬を組み合わせた治療により寛解導入

率は向上してきたが 29、免疫抑制に伴う治療関連感染症死の割合がいまだに多く問題
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となっている 30。近年明らかとなった ANCA関連血管炎と NETsの病態の関連性を明ら

かにすることで、免疫抑制治療の他に NETsの制御を目的とした治療が ANCAの産生を

抑制し、さらには ANCA-NETs悪循環を断ち切る有用な手段となり得る。今回の検討で、

抗 NETs抗体が NETs分解障害を有しうることが確認できた。その対応抗原が同定され

れば、抗原蛋白の NETs 内での局在や機能、さらにはその抗 NETs 抗体の NETs 分解阻

害のメカニズムの詳細が明らかとなる可能となる。抗 NETs 抗体の産生や作用をコン

トロールすることで NETsの制御を行うことを目標とし、今後も研究を継続していく。 
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5. 総括及び結論 

 

第一章では、ヒドララジン誘発 ANCA関連血管炎の症例において、血管炎の再燃時の

血漿中に抗 NETs抗体を間接蛍光抗体法で検出した。本症例の抗 NETs抗体は、NETsを

形成してない好中球には反応せず、MPO-ANCA やその他の ANCA とは異なる自己抗体と

考えられた。また、機能的には NETs誘導能を有していた。 

第二章では、MPO-ANCA関連血管炎患者 11例中 6例に抗 NETs抗体を認めた。抗 NETs

抗体陽性 6例中の 2症例では、血漿中の IgGを除去することによって血漿の NETs分

解能が顕著に増加した。それら 2例の抗 NETs抗体は、血清中の MPO-ANCAを MPOで吸

収しても間接蛍光抗体法における NETs への反応性は失われず、また、NETs を誘導し

ていない好中球の細胞質にも反応したことから、MPO-ANCA以外のANCAと考えられた。

その対応抗原を ANCAパネルキットで検索したが、同キットで検出可能な ANCA抗原の

いずれでもなかった。 

本研究により、ANCA 関連血管炎患者の一部で抗 NETs 抗体が産生されていることが

明らかとなった。しかも、症例により異なる性質の抗 NETs抗体が産生されていた。抗

NETs抗体のうち、NETs誘導活性を持つものや DNase Iの阻害活性を持つものは、ANCA

と協調して NETs-ANCA悪循環を促進させ、ANCA関連血管炎の病態形成に関与する可能

性があり、今後、そのような機能的抗 NETs抗体の対応抗原同定を目指した研究を継続

する意義は大きいと考えられる。 
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