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2.要旨 

【背景と目的】抗好中球細胞質抗体 (ANCA) 関連血管炎 (AAV) は, 病原性自

己抗体の産生とともに急速進行性糸球体腎炎や肺胞出血など重篤な臓器障害が

引き起こされる代表的な自己免疫疾患である. 本疾患の病態は, 獲得免疫異常

による ANCA の産生と, ANCA を含む血清因子により異常に活性化された好中

球が, 血管内皮細胞傷害を介して毛細血管の破綻・閉塞を引き起こし臓器障害に

至る機序が想定されている. 近年の研究から, AAV で生じる活性化好中球は,好

中球細胞外トラップ(NETs)を血管内で形成し,自己の血管を傷害することがわか

ってきた. NETs は抗菌活性を持つ細胞内蛋白とクロマチン繊維からなる網目状

の構造体であり,それ自体に強い殺菌作用を有することから,本来は感染症時に

血管外で侵入微生物を効率よく殺菌する免疫システムである.しかし, AAV では

感染症がないにもかかわらず, ANCA により過剰に活性化された好中球が血管内

で NETs を形成することにより壊死性血管炎を引き起こすと想定されている. こ

れらの NETs は,細胞内抗菌蛋白である Myeloperoxidase (MPO)や細胞傷害作用を

もつ核 DNA を細胞外に放出するとともに, MPO は ANCA の対応抗原として,  

DNA は Toll 様受容体を介した抗体産生刺激として,さらなる ANCA の産生を促

し病態の悪循環を形成する. 

この NETs の形成には細胞内の活性酸素種（ROS）の関与が指摘されているが

その発生源や制御機構についての詳細は明らかになっていない. 我々の先行研

究において, MPO-ANCA で刺激したマウス好中球の RNA-seq による網羅的発現

解析を行ったところ,パスウェイ解析によりNrf2-Keap1抗酸化経路の関与が示さ

れた. 細胞内の抗酸化応答を担う分子の一つである Nrf2 は細胞傷害に寄与する

過剰な活性酸素種（ROS）を処理することが知られている. Nrf2 は定常状態では

Keap1 により活性が抑制された状態で細胞質に存在するが, Keap1 が ROS など過

剰な酸化ストレスを感知すると Nrf2 が活性化し, 核内に移動して転写因子とし

て抗酸化蛋白の発現を促すことで抗酸化応答を発揮する. この Nrf2 活性化を介

した ROS の制御は, 慢性腎臓病モデルマウスや自己免疫疾患モデル動物におい

て, 抗酸化作用や抗炎症効果による臓器保護効果が報告されており, 様々な疾

患に Nrf2 系を標的とする治療が注目されている. 本研究では, Nrf2 が ROS を制

御することで AAV の病態形成に関与しているかどうかを検証することを目的と

した.   

【材料と方法】①ヒトの自己免疫疾患に対する Nrf2 系の関与を,ヒト腎生検検体

を用いて NQO1 染色で評価した. ②In vitro 実験: ANCA 誘導 NETs における Nrf2

活性化薬と Nrf2 遺伝子除去の効果をそれぞれ検証した. 1) ヒト健常好中球を

Nrf2 活性化薬 Bardoxolone methyl (Bard)の前処置の有無に分けてヒト control-IgG

とMPO-ANCA-IgGで培養し, NETs 形成を評価した. 2)C57BL/6 野生型 (WT) マ



4 

 

ウスと Nrf2 -/-マウスから単離した好中球を control-IgG または MPO-ANCA-IgG

で培養し, CitH3 染色で NETs を評価した. 3) NETs による細胞障害における Nrf2

の役割を検証するため,ヒト由来の各細胞を Bard による前処置の有無に分けて, 

ヒト ANCA 誘導 NETs を含む培地で培養しそれぞれの細胞生存率を評価した. 

③In vivo 実験: AAV における Nrf2 の役割を解析するため, ANCA 移入モデルと

AAV 自然発症の 2 種類のモデルマウスを用いた. 1）ANCA 移入 AAV 誘導モデ

ルマウスを樹立し, Nrf2 活性化の効果を検証した.マウス骨髄細胞株 (WEHI-3) 

からイオン交換クロマトグラフィーにより抽出したマウス MPO を MPO-/-マ

ウスに免疫し, MPO-ANCA を含んだマウス血清を採取した. 10 週齢の雄の

C57BL6 (WT)マウスを Bard 群(n=7)と PBS 群(n=7)に分け, 0 および 22 時間にそ

れぞれ Bard と PBS を腹腔内注射した. 前述の MPO-ANCA を含む血清を静脈注

射し,その 1 時間後に LPS を腹腔内投与し 24 時間目に解析した. 2）AAV 自然発

症モデルマウスである SCG/Kj マウスを用い, 10 週齢に Bard または PBS を 3 週

間隔日で腹腔内投与し 13 週齢で解析した. 3）SCG/Kj マウスを Nrf2-/-マウスと

N3 世代まで戻し交配し, Bard または PBS を 3 週間隔日で腹腔内投与した後(各

n=6), 13 週齢時点でマウスを解析した.対照群として, SCG バックグラウンドを持

たないNrf2-/-マウスまたは野生型マウス（Nrf2＋/＋）を 13週齢で解析した（各 n=3）

それぞれのモデルマウスにおいて, 生化学的検査 (腎機能,アルブミン尿), 病理

組織学的評価, NETｓ形成と壊死に関わる組織免疫染色を行った. ④SCG/Kjマウ

スにおいて Nrf2 活性化薬の有無, Nrf2 遺伝子欠損の有無により脾細胞数, 細胞

分画をフローサイトメトリーで評価した. SCG/Kj マウスの腎臓における IL17 発

現を Western blotting と RT-qPCR 法, 組織免疫染色により評価した.さらに Nrf2

欠損 SCG/Kj マウスの脾臓 T 細胞における IL17 発現を RT-qPCR 法で評価した. 

【結果】①AAV 患者検体では, MCNS や SLE 患者に比して, 糸球体, 尿細管間

質ともに NQO1 の発現が亢進していた. ②In Vitro 実験: ヒト好中球において

Bard は細胞内 ROS の軽減とともに ANCA-NETs の誘導を抑えた.また WT マウ

ス好中球は MPO-ANCA により NQO1 の発現が亢進すると共に CitH3 陽性の

NETs が誘導されたが, この現象は Nrf2-/-マウス好中球で有意に亢進した. さら

に,ANCA 誘導 NETs により惹起される血管内皮細胞傷害, 尿細管上皮細胞傷害

は Bard 投与により有意に抑制された. ③In vivo 実験: ANCA 移入 AAV 誘導モデ

ルマウスにおいて, PBS 群は投与 24 時間後に糸球体腎炎を認めたが, Bard 投与

群では腎組織での抗酸化蛋白発現の増加を認め,NETs の有意な減少とともに臓

器障害が軽減した. SCG/Kj マウスにおいては, PBS 群で半月体形成性糸球体腎炎

を認めたが, Bard 投与群では腎組織での抗酸化蛋白発現の増加を認め,NETs 浸潤

と腎炎所見が有意に軽減した. SCG/Kj マウスと Nrf2 欠損マウスの戻し交配によ

る解析では, Nrf2-/-マウスは Nrf2＋/＋マウスと比べて腎での抗酸化蛋白発現の減

少とともに NETs 浸潤を伴って腎炎所見が有意に増悪した. ④SCG/Kj マウスに
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おいて Nrf2 の活性化により各免疫細胞の分化増殖が抑制され, Nrf2 欠損では各

免疫細胞の増殖が促進された. Nrf2 活性化はマウス糸球体での IL17 発現を有意

に抑制する一方で, Nrf2 欠損では脾臓 T 細胞の IL17 発現が有意に増加した. 

【考察】ヒト腎生検検体の解析により, AAV の病態には Nrf2 制御による抗酸化

応答が関与していることが示唆された. ヒト好中球を用いた in vitro 実験では, 

好中球の Nrf2 を薬理学的に活性化することで NQO1 の産生が促進され ANCA

誘導 NETs が抑制された. 一方で,マウス好中球の実験において, ANCA で処理し

た Nrf2 欠損好中球では抗酸化応答が見られず NETs 誘導が助長された. これら

の結果から Nrf2 活性を介した抗酸化応答の亢進が ANCA 刺激時に生じる ROS

を中和し, NETs 形成を抑制する機序が想定された. また ANCA-誘導 NETs は血

管内皮細胞や尿細管上皮細胞を傷害するが, Nrf2 の活性化は直接これらの細胞

の抗酸化応答を促進し, 細胞傷害を軽減した. この結果から Nrf2 は好中球のみ

ならず, 腎臓固有細胞への直接的な作用も併せ持つことが示唆された. これらの

in vitro の現象を, 2 つの AAV モデル(ANCA 移入モデルと自然発症 AAV モデル)

を用いて検証した. 両モデルにおいて, Bard 投与は腎組織での抗酸化蛋白の発現

を亢進させ, NETs 浸潤の抑制とともに腎炎所見を有意に改善した. 一方, Nrf2 遺

伝子を欠損させた AAV 自然発症モデルでは, 腎組織における抗酸化応答が認め

られず, NETs 浸潤の増加とともに腎炎の増悪を示した. In vitro で得られた結果

とあわせると, Nrf2 の活性化は NETs の抑制および腎固有細胞の保護を介して, 

AAV における腎炎の改善に寄与する機序が想定された.さらに, AAV モデルマウ

スに Bard を投与したところ, 脾腫の縮小が観察された. この現象の機序を明ら

かにするため, 脾臓細胞の FACS 解析により免疫細胞サブセットの変化を評価

したところ,Nrf2 活性化は Th17 細胞を主体とした T 細胞制御に関与しているこ

とが示され,さらに腎組織に浸潤する Th17 細胞の減少も認められた.これらの結

果から,Nrf2 は好中球のみならず, Th17 を主体とする T 細胞応答を制御すること

により,AAV における腎炎の改善に寄与する可能性が示唆された. 

【結論】Nrf2 は NETs 形成の制御, 抗酸化応答を介した直接的な細胞保護作用,

さらにT細胞介在性自己免疫の制御といった多面的な作用を通じて,AAVの炎症

病態を改善することを示した.Nrf2 標的治療は病態に即した新たな治療戦略とな

る可能性がある.  
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3．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-associated Vasculitis 

ABC  Avidin-biotin complex  

ANCA   Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibody 

ARE  Antioxidant Response Element 

BSA   Bovine Serum Albumin 

BUN   Blood Urea Nitrogen 

CitH3   Citrullinated Histone 3 

Cr   Creatinine 

DAMPs  Damage-associated Molecular Patterns 

DAPI   4’, 6-Diamidine-2’-Phenylindole Dihydrochloride 

DCFH-DA   2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DHE  Dehydroethidium 

DNA   Deoxyribonucleic Acid 

dsDNA  Double stranded DNA 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 

FCM   Flow Cytometry 

FCS   Foetal calf serum 

FITC   Fluorescein Isothiocyanate 

FSC   Forward Scatter 

GST  Glutathione S-Transferase 

GSR  Glutathione Reductase 

HE   Hematoxylin and Eosin 

HGREC  Human Renal Glomerular Endothelial Cells 

HK-2   Human Kidney 2 Cells  

IFN   Interferon 

IgG   Immunoglobulin G 

Keap 1   Kelch-like ECH-associated protein 1（Keap1） 

LPS  Lipopolysaccharide 

MCNS   Minor glomerular abnormalities 

mitoROS  Mitochondrial ROS 

MPO   Myeloperoxidase 
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NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphatide hydrogenase 

NETs   Neutrophil Extracellular Traps 

NQO1  NADPH quinone 1 

Nrf2   Nuclear factor erythroid 2–related factor 2 

N.S.   Not Significant 

OCT  Optimal cutting temperature 

PAD4   Peptidylarginine Deiminase 4 

PAS   Periodic acid Schiff 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PBST   PBS with 0.1% TweenⓇ 20 detergent 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

PFA   Paraformaldehyde 

PMA   Phorbol Myristate Acetate 

RNA   Ribonucleic Acid 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

ROS   Reactive Oxygen Species 

SCG/Kj  Spontaneous Crescentic Glomerulonephritis-forming/Kinjoh 

SD            Standard Deviation 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate – Polyacrylamide gel electrophoresis 

SEM   Standard error of the mean 

SG   Sytox Green 

SLE   Systemic lupus erythematosus 

SOD  Superoxide Dismutase 

SSC   Side Scatter 

TLR   Toll-like Receptor 

TNF-α   Tumor Necrosis Factor-α 

TUNEL  Terminal Deoxynucleotidyl Transferase–mediated Digoxigenin 

Deoxyuridine Nick-End Labelin 
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4．緒言 

 

抗好中球細胞質抗体（anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA）関連血管炎

（ANCA-associated vasculitis: AAV）は, 病原性自己抗体である ANCA の出現と全

身性壊死性血管炎を病理学的特徴とし, 臨床的には急速進行性糸球体腎炎や肺

胞出血を主徴とする重篤な自己免疫性疾患である (Jennette et al, 2013). 

現在の標準治療は免疫抑制療法に基づき, 抗炎症作用に加えて自己抗体産生の

抑制を介し病態の上流を制御することを目的としている. その結果, 寛解導入

および予後改善は一定の進展をみせているものの (Puéchal et al, 2016), 不可逆的

な腎機能障害や神経学的後遺症が高頻度に残存し, さらに強力な免疫抑制に伴

う重篤な感染症による死亡率が依然として主要な問題として存在している 

(Little et al, 2010).モデル動物を用いた解析により, 炎症性サイトカインシグナル

を阻害する C5a 受容体拮抗薬が奏効することが報告され, 現在本邦でもヒト患

者に対する寛解導入治療として承認された. しかしながら, これらはいずれも

病態の上流因子を標的とするにとどまり, 血管炎による組織傷害そのものを制

御する根本的治療戦略が必要である. 近年, 病原性 ANCA が好中球に作用する

ことにより, 核内クロマチンや Myeloperoxidase （MPO）などの顆粒蛋白を細胞

外へ放出する好中球細胞外トラップ（neutrophil extracellular traps: NETs）の過剰

形成が誘導され (Brinkmann et al, 2004), 臓器障害と炎症が相互に増幅する病態

的悪循環（necroinflammation）の形成に寄与することが明らかとなっている 

(Mulay et al, 2016).  

NETs は本来 , 感染防御機構として侵入微生物の効率的排除に寄与するが 

(Urban et al, 2006; Saitoh et al, 2012), 無菌性炎症においては制御された能動的壊

死の一形態として過剰に形成され, 自己組織損傷の病因的要因となる(Schreiber 

et al, 2017). AAV の免疫病態は, 感染などの外的刺激を契機とする好中球活性化

後の NETs 形成や, T 細胞・B 細胞応答を介する自己抗体 ANCA による増幅的

NETs 誘導により全身性血管炎が惹起されることが明らかにされてきた 

(Nakazawa et al, 2012). さらに, DNA を含有する NETs の分解能低下が内因性アジ

ュバントとして機能し , 自己抗体産生を促進することが報告されている 

(Nakazawa et al, 2014)  

以上の知見から, NETs を中核とした病態悪循環の存在が強く示唆されるものの, 

ANCA 依存的 NETs 形成を制御するシグナル伝達経路は未解明であり, このため

NETs を直接標的とする治療戦略は依然として確立されていない. 現在明らかに

されている NETs 形成機構としては, 炎症性サイトカインや補体系の刺激により

プライミングされた好中球が, Myeloperoxidase (MPO）や Proteinase 3（PR3）等の

好中球特異的顆粒蛋白を細胞表面に発現することから始まる. これらの抗菌蛋
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白に ANCA が結合すると, ANCA の Fc 領域と好中球表面の Fcγ 受容体との相互

作用を介してシグナルが伝達され, 活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）の

産生が誘導される.さらに, この ROS を引き金として Peptidylarginine Deiminase 4

（PAD4）が活性化され, ヒストンのシトルリン化を介してクロマチンの脱凝集

が進行し, 最終的に NETs の放出に至る. この一連の過程から, ANCA 依存性

NETs 形成において ROS が中核的役割を担うことが示唆される. 我々は, 先行研

究にて MPO-ANCA で刺激したマウス好中球の RNA-sequence とそのパスウェイ

解析により Nrf2-Keap1 抗酸化経路の関与が示しており, この本研究では ROS 制

御機構を担う転写因子である Nuclear factor erythroid 2–related factor 2（Nrf2）に

注目した. 

Nrf2 は, 抗酸化酵素群の転写誘導を介して酸化ストレス応答を統御する主要な

抗酸化シグナル伝達系の中心因子である.平常状態において Nrf2 は Kelch-like 

ECH-associated protein 1（Keap1）と結合し, プロテアソーム依存性分解により低

レベルに抑制されている.しかし, 酸化ストレス下では Keap1 が酸化修飾を受け

ることにより Nrf2 が解放され , 核内へ移行する .核内に移動した Nrf2 は

antioxidant response element（ARE）に結合し, 抗酸化遺伝子群の転写を誘導する

ことで細胞保護作用を発揮する.遺伝的または薬理学的に Nrf2 を活性化するこ

とで酸化ストレスが抑制され, 虚血再灌流障害（Nezu M et al, 2017）, アルツハ

イマー病（Uruno A et al, 2020）, 糖尿病（Lazaro I et al, 2018）において臓器保護

効果が報告されている. 加えて, 近年の研究では, Nrf2 の活性化が NF-κB 経路

（Ma Q et al, 2003）の抑制や炎症性サイトカイン産生の抑制に関与すること（Li 

W et al, 2008）, さらに老齢 Nrf2 欠損マウスがループス様腎炎を自然発症するこ

と（Yoh K et al, 2001）が示されている. これらの知見は, Nrf2 が酸化ストレス応

答の調節因子として機能するのみならず, 炎症性疾患に対する抗炎症的作用や

自己免疫疾患に対する感受性制御にも寄与している可能性を示唆している.  

本研究では NETs を標的とした AAV の炎症病態への新規治療薬の候補として

Nrf2 に着目し, 第一章で AAV 患者の腎生検検体を用いて Nrf2 の関与について, 

第二章でヒト ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 活性化薬の効果について, 第三

章ではマウス ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 の効果を, 第四章では ANCA 誘

導 NETs による細胞傷害に対する Nrf2 活性化薬の効果について述べる. さらに

第五章と第六章では AAV モデルマウスにおける Nrf2 活性化薬の効果につい

て検証し, 第七章ではAAVモデルマウスにおけるNrf2遺伝子除去の効果につい

て述べる.最後に第八章では Nrf2 の獲得系免疫細胞に対する作用について述べ, 

AAV の多様な病態に対する Nrf2 の効果を検証した. 

 

 



10 

 

 

 

 

 

 

5．第一章 

 

ヒト AAVにおける Nrf2を介した 

抗酸化応答系の関与 
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5.1 緒言 

AAV は, 病原性自己抗体 ANCA の産生を特徴とし, 小型血管を主な標的とす

る全身性の壊死性血管炎である. その病態には ANCA により誘導される NETs 

が関与し, 腎臓や肺を中心に臓器障害を引き起こす重篤な疾患である. AAV では, 

ANCA による好中球の過剰活性化により NETs が過剰に形成され血管内皮細胞

傷害を来すが, NETs 成分に対する自己抗体として ANCA が産生され, さらなる

好中球の過剰活性化を招く悪循環が病態の背景にある. NETs 形成の詳細な機序

は解明されていないが, 好中球細胞内で発生した ROS が NETs を誘導すること

が知られており, ROS は NETs とともに細胞外へ放出され細胞傷害に関与すると

考えられている.  

先行研究(Kudo T., et al)で MPO-ANCA で刺激したマウス好中球の RNA-sequence

とそのパスウェイ解析により Nrf2-Keap1 抗酸化経路の関与が示していることが

示唆され（図 1-1）, 本研究ではROS制御機構を担う転写因子であるNuclear factor 

erythroid 2–related factor 2（Nrf2）に注目した. 本研究では AAV による糸球体腎

炎の病態に Nrf2 による ROS 制御が関与していると仮説を立て, ヒト腎生検検

体を用いてその関与を検証した. Nrf2 は定常状態でも全身の組織に発現が認め

られるが，ROS 産生に応答して活性化されると，下流の抗酸化蛋白の発現を誘

導する．その代表的な分子である Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

hydrogen quinone oxidoreductase 1（NQO1）は，Nrf2 活性化の指標として広く用

いられている．そこで本研究では，NQO1 の発現を免疫染色により評価し，AAV

腎炎組織における Nrf2 依存的抗酸化応答の関与を検討した. さらに比較対象と

して，NETs が病態に関与する全身性エリテマトーデス（SLE）/ループス腎炎，

ならびに炎症や組織傷害を伴わない Minimal change nephrotic syndrome（MCNS）

の腎生検検体を用いて，同様に NQO1 発現を検討した． 

.  
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図 1-1 ANCA 刺激好中球の Pathway（著者作図） 

ROS の制御に関わるシグナル因子について Nrf2-Keap1 の活性化（赤）を認めた.

さらにその下流の抗酸化蛋白 SOD や GSR, 異物に対する解毒に働く GST など

の活性化（赤）も認めた. 
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5.2 対象 

 2000 年 1 月 1 日から 2023 年 12 月 31 日の間に市立札幌病院で腎病理診

断を受け, AAV, MCNS, SLE (classⅤ)と診断された AAV 患者 2 名, MCNS 患者 1

名, SLE 患者 1 名を対象とした. 本研究はヘルシンキ宣言及びヒトを対象とす

る医学系研究に関する倫理指針を 遵守して実施された. 診断目的に採取された

腎生検検体はパラフィンブロックで包埋された組織切片を使用し, 申請件名「壊

死性血管炎におけるプログラム細胞死の役割」として市立札幌病院倫理委員会

で承認された (承認番号: R02-059-726). 
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5.3 方法 

5.3.1 NQO1 染色 

パラフィンブロックで包埋された腎組織切片を用いた . NQO1 染色は  anti-

NQO1 antibody (Abcam) を用いて, avidin-biotin complex (ABC) 法で実施した. 

NQO1 陽性細胞は 1 スライドあたり 10 個の糸球体を倍率 400 倍でランダム

に撮像し, ImageJ software で mean luminance value を測定し, 糸球体面積で除し

た. 尿細管間質部位については, ランダムに 5 区域撮像し, NQO1 陽性面積の割

合を測定した.  

 

5.3.2 統計学的解析 

Kruskal-Wallis test (Steel's post hoc test)を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 

未満を統計学的有意とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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5.4 結果 

5.4.1 AAV の ROS の関与 

AAV 患者検体では, MCNS や SLE 患者に比して, 糸球体, 尿細管間質ともに

NQO1 の発現の亢進を認めた (図 2). 
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図 2 ヒト腎生検検体における NQO1 発現 

MCNS, AAV, LN のヒト腎生検検体を用いて NQO1 の免疫組織化学染色を施行し

た。糸球体（黄色枠）と尿細管間質（赤色枠）を示す。Scale bar: 50 μm. 

グラフは、MCNS 患者（n=5）、AAV 患者（n=5）、LN 患者（n=5）の腎生検切片

における糸球体および尿細管間質における NQO1 陽性領域の割合を示す。デー

タは平均値±標準誤差を表す。*P<0.05  
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5.5 考察 

ヒト腎生検検体を用いて, AAV 患者における Nrf2 依存的抗酸化応答の関与を検

証した. その結果, AAV 患者では MCNS や SLE と比較して, 糸球体および尿

細管間質において NQO1 の高発現が認められ, Nrf2 による ROS 制御の関与が示

唆された. この結果は, AAV による腎炎では, 組織内での ROS 産生に応答して

Nrf2 が反応性に活性化していることを示すものであり，病態の背景に酸化スト

レスが深く関与している可能性を示している.  
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6．第二章 

 

ヒト好中球における ANCA 誘導 NETs に対する 

Nrf2 活性化薬の効果の検討 
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6.1 緒言 

 

本章では, Nrf2活性化薬の ANCA 誘導 NETs に対する効果, およびその分子メカ

ニズムを明らかにすることを目的として実験を行った.  

MPO-ANCA による NETs の誘導は, Tumor Necrosis Factorα(TNF-α)等の刺激に

より好中球細胞質内の MPO が細胞表面に表出されるプライミングから始まる. 

この MPO が MPO-ANCA の Fab 領域と結合し, さらに MPO-ANCA-Fc 部が

Fcγ 受容体と架橋結合し細胞内で Spleen Tyrosine Kinase (Syk) のリン酸化が起こ

ると, 細胞内 ROS が増加し, Peptidylarginine Deiminase 4 (PAD4) 活性を介してヒ

ストンのシトルリン化を来す. これにより核クロマチンが脱凝縮し NETs 放出

へ至ると考えられている. NETs形成においてROSが重要な役割を担っているが, 

細胞内 ROS を制御する Nrf2 の影響は不明である. 本章では ANCA 誘導 NETs

のシグナル経路における Nrf2 の役割を解析するために, AAV 患者血清から抽出

した ANCA-IgG を健常者由来好中球と反応させて NETs を誘導し, Nrf2 活性化

薬投与による NETs 形成率と細胞内シグナルへの変化を免疫染色で評価した. 
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6.2 方法 

6.2.1 ヒト好中球の分離 

健常人末梢血を Polymorph Prep (Axis-Shield) を用いた比重遠心分離によりヒト

好中球を分離した. 

 

6.2.2  Immunoglobulin G (IgG)の抽出 

MPO-AAV 患者末梢血を書面による同意を得た上で採取し, 血清分離した後に-

80°C 下で保管した. IgG 濃縮用スピンカラムである Protein G HP SpinTrap (GE 

Healthcare) を用いて, 健常人血清と MPO-AAV 患者の血清から IgG を抽出し

た.  

 

6.2.3  NETs 誘導と評価 

分離した健常人の好中球を, RPMI 1640 培地 (Merck)で 5×10 5 cells/ml となるよ

うに調整し, 96 ウェルプレートあるいは 8 チャンバースライドに播種した後, 

Bardoxolone methyl (Bard) (CEM) 50nM または Phosphate Buffered Saline (PBS) を 

30 分間 pretreatment し, 5%二酸化炭素インキュベータ内に 37℃下で培養した. 

ヒト TNF-α (5 ng/ml) (Merck)で 15 分間プライミングを行った.  

続けて, 健常人から抽出した IgG (Control-IgG) または MPO-AAV 患者血清か

ら抽出した IgG (ANCA-IgG) (250 μg/ml) とともに 4 時間培養した. 形成された 

NETs を Sytox green (SG) 染色, DCFH-DA 染色, NQO1 免疫染色, PAD4 免疫染

色, Citrullinated Histone 3 (CitH3) 免疫染色で Live Imaging により各染色の陽性

域を評価した. 

 

6.2.4  Sytox Green 染色 

96 ウェルプレートで 4 時間培養した好中球に  2000 倍希釈の  Sytox Green 

(SG)(Thermo Fisher Scientific) を添加し, 蛍光顕微鏡で観察した. SG 陽性細胞は

1 ウェルあたり 3 視野（倍率 100 倍）でランダムに撮像し, ImageJ software で

mean luminance value を測定し, SG 陽性好中球を定量評価した. 
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6.2.5 DCFH-DA 染色 

ROS の評価には, 細胞内 ROS により発色する 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (DCFH-DA )(Cell Biolabs) を使用した. 健常人末梢血から分離した好中

球 5ｘ105 cells/ml 培養液に DCF 10μM を加え遮光下の 37℃で 30 分間培養した

後, 96 ウェルプレートに播種し 6.2.3 と同様に NETs を誘導した. 4 時間培養後に 

1 ウェルあたり 2 視野(倍率 100 倍) でランダム撮像し, ImageJ software で 

mean luminance value を測定し ROS を定量評価した. 

 

6.2.6  NQO1 免疫染色  

ANCA 誘導 NETs における Nrf2 による ROS 制御の関与を調べるために抗酸

化蛋白 NQO1 を免疫染色で評価した. 8 チャンバースライドで 4 時間培養した好

中球を 4% Paraformaldehyde (PFA) で固定した後, 50 倍に希釈した rabbit anti-

NQO1 antibody (Abcam) を 添加して, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS 

with 0.1% TweenⓇ 20 detergent (PBST) で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa 

Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) を遮光下の室温で 60 分

間反応させた. PBST で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡

で観察した. NQO1 陽性細胞は 1 サンプルあたり 2 視野 (倍率 100 倍)をラン

ダム撮像し, ImageJ software で mean luminance value を評価した. 

 

6.2.7  PAD4/CitH3 免疫染色 

ANCA 誘導 NETs を PAD4/CitH3 免疫染色で評価した. 8 チャンバースライドで 4

時間培養した好中球を 4% PFA で固定した後, 200 倍に希釈した rat anti-PAD4 

antibody (Abcam), rabbit anti-CitH3 antibody (Abcam)を添加して, 4℃で 24 時間イ

ンキュベートした. PBST で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa Fluor 594 goat anti-

rat IgG (Thermo Fisher Scientific), alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher 

Scientific)を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBST で 3 回洗浄後に, DAPI を

含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. PAD4 陽性細, CitH3 陽性細胞,はそ

れぞれ 1 サンプルあたり 2 視野 (倍率 100 倍) をランダム撮像し, ImageJ 

software で mean luminance value を評価した. 

 

6.2.8 統計学的解析 

Turkey 検定を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意とし

た. 統計解析は Graphpad PrismⓇを用いて行った. 
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6.3 結果 

6.3.1 ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 活性化薬の効果 

ANCA-IgG により刺激された好中球では, control-IgG で刺激された好中球と比

較して, NETs 形成が有意に多く認められた. これらの ANCA誘導NETsは, Bard

群において PBS 群と比較し有意に減少した (図 3).  
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図 3  ANCA 誘導 NETs に対する Bard の効果  

SG 陽性（緑）を示す好中球を NETs として,その平均輝度を ImageJ software で統

計解析した. Scale bar: 50μm. データは平均±標準誤差で示した. Control IgG 群 n=4, 

ANCA-IgG 群 n=8/群. *p<0.05. **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001.  
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 6.3.2 ANCA 誘導 NETs における細胞内 ROS に対する Nrf2 の関与 

NETs 形成における細胞内 ROS と Nrf2 が制御する抗酸化蛋白 NQO1 の発現を

評価した. DCFH-DA による細胞内 ROS の評価では, ANCA-IgG 刺激好中球は 

control-IgG 刺激好中球と比較して有意に高値であったが, Bard 群では有意に低

下した (図 4). NQO1 染色では, ANCA-IgG により刺激された好中球は, Control-

IgG で刺激された好中球と比較して, NQO1 の発現が有意に上昇したが, Bard 治

療によりさらに増強された(図 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  ANCA 刺激好中球における細胞内 ROS に対する Bard の効果  

細胞内活性化 ROS は DCFH-DA 染色陽性（緑）を示す. Scale bar: 50μm.   

Scale bar: 50μm.データは平均±標準誤差で示した. n=4/群. *p<0.05. **P< 0.01, 

***P< 0.001, 
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図 5  ANCA 刺激好中球における抗酸化蛋白の発現に対する Bard の効果  

好中球内の抗酸化蛋白 NQO1 の発現は緑色を示す. Scale bar: 50μm.  

Scale bar: 50μm.データは平均±標準誤差で示した. n=4/群. *p<0.05. **P< 0.01. 
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6.3.3 NETs 形成シグナルにおける Nrf2 活性化の影響 

NETs 形成に関わる PAD4, CitH3 の免疫染色を行い ,その発現を評価した. 

ANCA-IgGにより刺激された好中球では, Control-IgGで刺激された好中球と比較

して, PAD4, CitH3 ともに発現が有意に上昇したが, Bard 治療により有意に抑制

された(図 6).  
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図 6  ANCA 刺激好中球の細胞内シグナルに対する Bard の影響  

CitH3 は緑色, PAD4 は赤色を示す. Scale bar: 50μm. データは平均±標準誤差で示

した. Control IgG 群 n=3，ANCA-IgG 群 n=6/群. *p<0.05. **P< 0.01. 
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6.4 考察 

本実験の免疫染色解析から，ヒト ANCA 誘導 NETs は細胞内 ROS の産生と

ともに形成され，この過程で Nrf2 が活性化され抗酸化蛋白 NQO1 の発現が

代償的に誘導されることが示された．しかし内因性の Nrf2 活性化による

NQO1 産生では過剰な ROS に十分に対応できず，結果として NETs 形成が進

行すると考えられる．一方で，Nrf2 活性化薬 Bard を投与すると，NQO1 の

発現が強制的に亢進し，細胞内 ROS が有意に抑制され，NETs 形成に必須と

される PAD4 活性化およびヒストンのシトルリン化（CitH3）が抑制された．

これらの結果から，ANCA 誘導 NETs においては ROS 産生が病態の駆動力と

なり，Nrf2 を介した抗酸化応答はその代償的制御機構として働くが，薬理学

的な Nrf2 活性化によりこの応答を強化することで，ROS 過剰状態を是正し

NETs 形成を抑制する機序が示された． 
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7．第三章 

 

Nrf2 欠損好中球を用いた 

ANCA 誘導 NETs 形成の解析 
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7.1 緒言 

第二章では, ヒト好中球において Nrf2 活性化薬を用いた解析から，ANCA 誘導

NETsがNrf2による抗酸化応答系によって制御されていることが示された. しか

し薬理学的活性化ではオフターゲット作用の可能性を否定できない．本章では

Nrf2 の ANCA 誘導 NETs に対する抑制効果を検証するために, Nrf2 遺伝子欠損

マウス（Nrf2 -/-マウス）好中球を用いて ANCA 誘導 NETs 実験を行った. 野生型

マウスと Nrf2 -/-マウスから好中球を分離し, マウス抗 MPO-IgG で刺激を与えて 

NETs を誘導し, Nrf2 による細胞内シグナルと抗酸化応答への影響に関して免疫

染色により評価した. 
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7.2 方法 

7.2.1 マウス好中球の分離 

10-14 週齢の C57BL/6 野生型 (WT) (CLEA Japan) マウスもしくは Nrf2-/-マウス 

から末梢血を採取し , 1.25 %デキストランを用いた Ficoll-Paque Plus (GE 

Healthcare) による比重遠心分離によりマウス好中球を分離した. Nrf2 -/-マウスは

東北大学(Ito, et al,.1997)よりご提供いただいた. なお, 以降に記載するすべての

動物実験において, 下記の条件で行った.１ケージあたり 5 匹以内のマウスで

飼育した. マウスの飼育環境は, 室温 25℃の空調のもと 7 時～19 時までを明

期とした明暗サイクルで自由運動および水道水・餌の自由摂取のもとで飼育し

た. 実験動物の取り扱いについては,国立大学法人北海道大学動物実験に関する

規定に従って行った. 普通食（MF: Oriental Yeast Co. Ltd., Tokyo, Japan）で摂餌し

飼育した. 動物実験は北海道大学の動物実験倫理委員会の承認のもと, 北海道

大学動物実験に関する規定, 北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従

い行った(承認番号: 2018-018). 

 

7.2.2 NETs 誘導と評価 

分離したマウス好中球を RPMI 1640 培地 (Merck)で 5×105 cells/ml となるよう

に調整し, ウェルプレートに播種した後, 5%二酸化炭素インキュベータ内に

37℃下で培養した. それぞれの好中球を mouse TNF-α (5ng/ml) (Merck) で 15 

分間プライミングを行った後 , mouse IgG isotype control (Control-IgG) (20 

μg/ml)(R&D Systems) もしくは MPO mouse monoclonal antibody (Anti-MPO ab) (20 

μg/ml)(OriGene) とともに 4 時間培養した. NETsは免疫蛍光染色によりCitH3陽

性細胞として評価した. 

 

7.2.3 CitH3 免疫染色 

4 時間培養した好中球を 4% Paraformaldehyde (PFA)で固定した後, 500 倍に希釈

した rabbit anti-CitH3 antibody (Abcam) を添加して, 4℃で 24 時間インキュベート

した. PBST で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 

(Thermo Fisher Scientific)を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBST で 3 回洗浄

後に, DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. CitH3 陽性細胞はそ

れぞれ 1 サンプルあたり 2 視野(倍率 100 倍)をランダム撮像し, ImageJ software 

で mean luminance value を評価した. 
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7.2.4  NQO1 免疫染色  

4 時間培養した好中球を 4% PFA で固定した後, 50 倍に希釈した rabbit anti-NQO1 

antibody (Abcam) を添加して, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS with 0.1% 

TweenⓇ 20 detergent (PBST)で 3 回洗浄後に, 500倍希釈の alexa Fluor 594 goat anti-

rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBST

で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. NQO1 陽

性細胞は 1 サンプルあたり 2 視野(倍率 20 倍)をランダム撮像し, ImageJ software

で mean luminance value を評価した. 

 

 

7.2.5  統計学的解析 

Kruskal-Wallis test (Steel's post hoc tests)を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 

未満を統計学的有意とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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7.3 結果 

7.3.1 ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 遺伝子除去の影響 

WT マウスの好中球において, ANCA-IgG により刺激された好中球は, control-IgG

で刺激された好中球と比較して, NETs 形成が有意に多く認められた.  

一方 Nrf2-/-マウスの好中球において, 抗 MPO-ANCA-IgG により刺激された好中

球は, control-IgG で刺激された好中球と比較して, NETs 形成が有意に多く認め

られ, 抗 MPO-ANCA-IgG 刺激下においては, WT マウス好中球の抗 MPO-ANCA-

IgG 刺激群よりも NETs 形成は有意に多かった (図 7a) 
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図 7a  ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 遺伝的欠損の NETs 形成に与える影響 

マウス好中球の CitH3 は緑色を示す.Scale bar: 50μm.データは平均±標準誤差で示

した. n=4/群.  *p<0.05. **P< 0.01, ****P< 0.0001. 
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7.3.2 Nrf2-/-マウス好中球の抗酸化応答 

WT マウスの好中球において, 抗 MPO-ANCA-IgG により刺激された好中球は, 

control-IgG で刺激された好中球と比較して, 抗酸化蛋白 NQO1 の発現が有意に

亢進していた. 一方 Nrf2-/-マウスの好中球において, 抗 MPO-ANCA-IgG, control-

IgG いずれの刺激においても NQO1 の発現を認められなかった(図 7b). 
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図 7b ANCA 誘導 NETs に対する Nrf2 遺伝的欠損による抗酸化応答の評価 

マウス好中球の NQO1 は赤色, 核は青色を示す. Scale bar: 50μm.  

データは平均±標準誤差で示した. n=4/群.  *p<0.05. ***P< 0.001. 
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7.4 考察 

本実験から, Nrf2 欠損マウス好中球では ANCA 誘導 NETs 形成が有意に亢進

することが示された.  

第二章のヒトの好中球を用いた実験結果と併せて, Nrf2 は薬理学的活性化だ

けではなく, 遺伝子的欠損によっても ANCA 誘導 NETs 形成に影響することが

示された. 特に Nrf2 欠損によって抗酸化蛋白の発現が低下し，その結果として

NQO1 の減少に伴う細胞内 ROS の増加が認められ，これが NETs 形成シグナル

を促進し，ヒストンのシトルリン化を経て NETs 形成が亢進したと考えられる. 
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8．第四章 

 

ANCA 誘導 NETs による 

血管内皮細胞・尿細管上皮細胞傷害に対する 

Nrf2 活性化薬の保護作用 
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8.1 緒言 

 

第二章では, ヒト好中球を用いて Nrf2 活性化薬による NETs の形成抑制効果を

示し, 第三章では Nrf2-/-マウス好中球を用い ANCA 誘導 NETs の形成に Nrf2 が

関与することを示した. 本章では, ANCA-NETs により誘導される血管内皮細胞

傷害, 腎尿細管上皮細胞傷害も Nrf2 系による抗酸化応答に影響を受けると仮説

を立て, それぞれの細胞傷害に対する Nrf2 活性化薬の効果を検証した.  

AAV では, 小型血管の内皮細胞や尿細管上皮細胞が ANCA 誘導 NETs により

傷害されることが報告されている (Schreiber et al, 2017) (Grayson and Kaplan, 

2016) (Jennette and Falk, 2014) (Al-Hussain et al, 2017). そこで, in vitro で誘導した

ヒト ANCA 誘導 NETs をヒト腎糸球体血管内皮細胞（HRGEC）とヒト腎尿細管

上皮細胞（HK-2）と共培養し, Nrf2 活性化薬の有無で細胞傷害度を評価した. 
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8.2 方法 

8.2.1  HRGEC の培養  

ヒト腎糸球体血管内皮細胞( HRGEC)は, HuMedia-EG2 培地 (Kurabo) を用いて

96ウェルプレートに播種し, 37℃下の 5%二酸化炭素インキュベータ内で継代培

養を行った.  

 

8.2.2  HK-2 の培養  

ヒト腎尿細管上皮細胞（HK-2）は , keratinocyte 無血清培地  (Thermo Fisher 

Scientific ) を用いて 96 ウェルプレートに播種し, 37℃下の 5%二酸化炭素インキ

ュベータ内で継代培養を行った. 

 

8.2.3  Immunoglobulin G (IgG)の抽出  

6.2.2 と同様に健常人血清と MPO-AAV 患者の血清から IgG を抽出した. 

 

 

8.2.4  NETs 誘導と調整培地の作成 

6.2.1 と同様に分離したヒト好中球を RPMI1640 培地(Merck)で 5×105 cells/ml と

なるように調整し, 4cm ディッシュに播種した. ヒト TNF-α(5 ng/ml) (Merck)で 15

分間プライミングを行った後 , 健常人から抽出した IgG(Control-IgG)または

MPO-AAV 患者血清から抽出した IgG (ANCA-IgG) (各 250μg/ml)とともに 5%二

酸化炭素インキュベータ内に 37℃下で 4 時間培養した. その後培養液を除き

PBS で洗浄後, 培地を新しい培地（RPMI 1640）に交換し, ディッシュ底部に付

着している NETs を含む好中球成分を機械的に剥離した後, 遠心分離（1200 rpm, 

5 分）して上清を回収し NETs 調整培地とした.  
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8.2.5  ANCA 誘導 NETs の細胞傷害に対する Nrf2 活性化薬の効果  

8.2.1, 8.2.2 で培養した HRGEC または HK-2 細胞を Bard 50nM で pretreat し, 24 時

間インキュベートした後, 8.2.4 で作成した 100μL の NET 調整培地に置換してさ

らに 24 時間インキュベートした. 各細胞の細胞生存率は Calcein／ヨウ化プロピ

ジウム（PI）または Cell Counting Kit（Dojindo, 熊本, 日本）を用いて評価した. 

Calcein と PI の陽性率は ImageJ を用いて全細胞数に対する陽性細胞の割合とし

て解析した. Cell Counting Kit はメーカーのプロトコールに従って使用した. 実験

の模式図を下記に示す (図 8) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8  NETs による細胞傷害と Bard の細胞保護効果 

 

 

 

 

 

8.2.6 統計学的解析 

Turkey 検定を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意とし

た. 統計解析は Graphpad PrismⓇを用いて行った. 
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8.3 結果 

 

8.3.1 NETs による血管内皮細胞傷害に対する Nrf2 活性化薬の効果 

ANCA 誘導 NETs の HRGEC に対する細胞傷害性を Calcein/PI 染色による細胞生

存率で評価し, Bard の血管内皮細胞保護効果を検証した.  

ANCA-IgG で刺激された NETs は control-IgG で刺激された好中球と比較し, 有

意に高い細胞傷害性を示したが（図 9）,  ANCA 誘導 NETs による細胞傷害性は, 

Bard で pretreat することにより有意に低下した. 
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図 9  ANCA 誘導 NETs の HRGEC に対する細胞傷害性および Bard の効果 

Calcein PI 染色により細胞生存率を統計解析した.データは平均±標準誤差で示し

た. n=4/群. ****p<0.0001. 
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8.3.2 NETs による尿細管上皮細胞傷害に対する Nrf2 活性化薬の効果 

ANCA 誘導 NETs の HK-2 に対する細胞傷害性を Cell Counting Kit による細胞生

存率で評価し, Bard の尿細管上皮細胞保護効果を検証した.  

ANCA-IgG で刺激された NETs は control-IgG で刺激された好中球と比較し, 

有意に高い細胞傷害性を示したが（図 10）, ANCA 誘導 NETs による細胞傷害性

は, Bard で前処置することにより有意に低下した. 
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図 10  ANCA 誘導 NETs の HK-2 に対する細胞傷害性および Bard の効果 

Cell Counting Kit により細胞生存率を解析した,データは平均±標準誤差で示した. 

n=5/群. **p<0.01 ***p<0.001  
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8.4 考察 

本実験から, ANCA 誘導 NETs は血管内皮細胞, 尿細管上皮細胞を直接傷害し, 

さらに Nrf2 活性化薬は血管内皮細胞傷害, 尿細管上皮細胞に作用し NETs によ

る細胞傷害に対して保護的に働くことが示された.  

第二章, 第三章では, Nrf2 活性化薬が ANCA で誘導される NETs の形成を抑制

する効果があることが示唆されたが, 本章では Nrf2 活性化薬は糸球体血管内皮

細胞や尿細管上皮細胞において NETs による細胞傷害を直接軽減することが示

された. 以上より，Nrf2 活性化薬は AAV において，NETs 形成の抑制のみなら

ず，NETs に起因する臓器傷害に対しても直接的な細胞保護作用を有すること

が示された.   
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9．第五章 

 

AAV 誘導モデルマウスにおける  

Nrf2 活性化薬の効果の検討 
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9.1 緒言 

第二章, 第三章では Nrf2 が ROS の制御を介して NETs 形成に関与していること

が示され, 第四章では Nrf2 活性化薬による血管内皮細胞, 尿細管上皮細胞への

保護効果が示された. 本章ではこれまでの結果に着目し, in vivo において Nrf2

の制御によるNETs形成の抑制がAAVの臓器障害を改善すると仮説を立て, AAV

モデルマウスを用いて検証した. 

AAV の動物モデルには, 抗体移入型と自然発症型の 2 つの代表的なモデルマウ

スがある. 抗体移入型は, WEHI-3 細胞から MPO を抽出し, MPO 欠損マウスに投

与することで抗 MPO 抗体(ANCA)を産生させ, その抗 MPO 抗体を野生型マウス

に投与することで AAV 様の腎炎を呈するモデルマウスである. このモデルを用

いてNrf2活性化薬による薬理学的活性化により血管炎の疾患活動性を検証した.  
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9.2 方法 

9.2.1 AAV 誘導モデルマウスの樹立 

9.2.1.1 WEHI-3 の培養 

マウス骨髄性白血病細胞株である WEHI-3 細胞 (JCRB Cell Bank) は, 10% fetal 

bovine serum (FBS) を転化した Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 培地

(Merck) を用いて 37℃下の 5%二酸化炭素インキュベータ内で継代培養を行っ

た. 

 

9.2.1.2 マウス MPO の抽出 

培養した WEHI-3 細胞を遠心分離し, リン酸ベースの緩衝液でホモジナイズし

た後, 上清を酢酸ナトリウムベースの緩衝液で限外濾過し, MPO を含む細胞内

蛋白を回収した. Concanavalin A カラム (General Electric Company) と陽イオン交

換を経て MPO を回収した (Hope et al, 2000) (Xiao et al, 2002). 回収した溶液は 

PBS で置換し, 単離された MPO 蛋白は, SDS-PAGE 後に銀染色で確認した.  

 

9.2.1.3 MPO-/-マウス 

MPO-/-マウスは横浜市立大学(Aratani et al, 1999)よりご提供いただいた. 

 

9.2.1.4 マウス MPO の免疫化 

10 週齢の MPO-/-マウスに, 9.2.1.2 で得られたマウス由来 MPO を完全フロイン

トアジュバントと混合し, 混合液を第 0 日目に皮下注射し免疫化した. 第 21 

日目と第 35 日目に MPO と不完全フロイントアジュバントの混合液を腹腔内

投与し, 追加免疫した. 第 44-45日目に抗MPO抗体を含む血清を回収した (Xiao 

et al, 2002). 

 

9.2.1.5 マウス MPO-IgG の確認 (ELISA 法) 

ELISA 法によるマウス血清中 MPO-ANCA 値の測定は, A-CLIP 研究所に依頼

した. 
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9.2.1.6 AAV 誘導モデルマウスの確立 

10 週齢の雄の C57BL6 (WT)マウスを Bard 群(n=7)と PBS 群(n=7)に分け, 0 およ

び 22 時間にそれぞれ Bard(5-10mg/kg)と PBS を腹腔内注射した. 抗 MPO 抗体を

含む血清 100μl を静脈注射し, その 1 時間後に LPS (Merck) 50μg を腹腔内投

与した. コントロールとして B6WT マウス（n=5）に刺激していない MPO-/-マウ

スから採取したコントロール血清を 100μl 静脈注射し, その 1 時間後に LPS 

50μg を腹腔内投与した. 

 

9.2.2 AAV 誘導モデルマウスに与える Nrf2 活性化薬の影響 

9.2.2.1 生化学検査 

AAV モデルマウス屠殺時に末梢血を採取し, 血清中のクレアチニン（Cr）, Blood 

urea nitrogen (BUN)を Cr kit (serotec), BUN kit (serotec) を用いて測定した. 

 

9.2.2.2 尿検査 

屠殺前に代謝ケージを用いて蓄尿を行い ,尿中アルブミンを  LBIS Mouse 

Albumin ELISA Kit (FUJIFILM Wako Pure Chemical) を用いて測定し, 尿中クレア

チニンは Creatinine kit (serotec) を用いて測定した.  

 

9.2.2.3 腎病理組織学検査 

解剖時に両側の腎臓を採取した. 10%ホルマリンで固定後にパラフィン包埋切片

を作成し, Periodic acid Schiff (PAS) 染色, Elastica-Masson 染色を行った. また腎臓

を 4%PFA で  2 時間固定後に  30%スクロースで  24 時間脱水し , O.C.T 

compound (Sakura) に包埋して 5μm の凍結超薄切片を作成し蛍光免疫染色に用

いた.  

 

9.2.2.3.1 腎組織に対する PAS 染色 

腎臓の PAS 染色では, 切片上の全ての糸球体のうち糸球体腎炎 (半月体, 管内

細胞増殖) の所見を認める糸球体の割合を定量化して評価した. 尿細管間質は 1

切片あたり 10 視野 (倍率 200 倍) をランダムに観察し尿細管間質障害の所見

（尿細管萎縮, 炎症細胞浸潤, 尿細管円柱）の割合に応じてスコアリング（0 点: 

< 5%; 1 点: 5-25%; 2 点: 25-50%; 3 点: 50-75%; 4 点: 75-100%）し, 10 視野平均のス

コアで評価した.  
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9.2.2.3.2  NQO1 免疫染色 

Nrf2 の関与を腎組織の NQO1 染色で評価した. パラフィン切片を脱パラフィン

し, 10mM クエン酸ナトリウム緩衝液で抗原賦活化したのち, 1% BSA でブロッ

キングして 100 倍に希釈した rabbit anti NQO1 抗体（Abcam）を滴下し, 4℃で 24 

時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa Fluor 488 

goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) を遮光下の室温で 60 分間反応させ

た. PBS で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. 

NQO1 陽性細胞は, 腎皮質 10 視野 (倍率 200 倍) をランダムに撮像し, ImageJ 

software にて mean luminance value を測定して定量評価した. 

 

9.2.2.3.3  DHE 染色 

マウス腎組織の ROS を Dehydroethidium（DHE）染色で評価した. DHE は ROS を

反応し赤色に蛍光する性質をもつ. マウス腎凍結切片(5μｍ)を PBS で３回洗浄

した後, 1ｍM の DHE を 100ul 滴下し遮光して 30 分室温放置した. PBS で 3 回

洗浄した後封入剤で封入して蛍光顕微鏡で観察した.  

 

9.2.2.3.4  Ly6B/CitH3 免疫染色 

マウス好中球マーカーである Ly6B と NETs 形成シグナルである CitH3 を腎組織

の蛍光免疫染色で評価した. パラフィン切片を脱パラフィンし, 10mM クエン酸

ナトリウム緩衝液で抗原賦活化したのち, 10% goat 血清でブロッキングして 100 

倍に希釈した rat anti Ly6B 抗体（Bio-Rad）, rabbit anti CitH3 antibody (Abcam) を

滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈

の alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG と alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG (Thermo 

Fisher Scientific) を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に, 

DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. Ly6B, CitH3 陽性細胞は

切片中の糸球体における mean luminance value を ImageJ で測定し定量評価した. 

 

9.2.3 統計学的解析 

2 群間比較は Mann-Whitney の U 検定を, 多群間比較は Kruskal-Wallis 検定 post 

hoc Steel 検定 を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意

とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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9.3 結果 

9.3.1 生化学検査 

腎機能の指標である血清 Cr, BUN 値は Mock(PBS)群で高値であったが, Bard 群

で有意に低下しており腎機能障害が抑制されていた. 糸球体上皮傷害を反映す

る尿中アルブミンは有意差を認め無かった(図 11) 
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図 11 AAV モデルマウスにおける腎機能の評価 

血清クレアチニンと BUN 値による腎機能および尿中アルブミン量を解析した.  

データは平均値±標準偏差で示した. *P<0.05   
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9.3.2 糸球体腎炎および尿細管間質障害の検討 

腎臓の糸球体病変を PAS 染色で評価した. MPO-IgG を投与した Bard 群マウス

では組織学的変化が乏しかったが, PBS 群では半月体形成性腎炎やメサンギウム

増殖性腎炎の所見を認め, Bard 群が PBS 群と比較して糸球体腎炎の割合が有意

に少なかった. また, 腎臓の尿細管間質病変を Elastica-Masson 染色で評価した. 

MPO-IgG を投与した PBS群では尿細管萎縮や間質のリンパ球浸潤, 円柱所見を

多く認め尿細管スコアが高かったが, Bard 群では PBS 群と比較して尿細管障害

スコアが有意に低かった (図 12). 
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図 12 AAV モデルマウスの腎炎の組織学的評価 

腎臓組織の PAS 染色. Scale bar：50μm 糸球体病変の割合と尿細管損傷スコアを

解析した. データは平均値±標準偏差で示した. *P<0.05 
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9.3.3 腎臓における ROS および抗酸化蛋白 NQO1 発現 

腎臓における ROS を DHE 染色で評価した. ROS を反映する DHE 陽性細胞は

Mock 群で多く,Bard 投与群では有意に少なかった. また, ROS に対する抗酸化応

答として抗酸化蛋白の NQO1 染色で評価したところ, Bard 投与群では Mock 群と

比較して NQO１陽性細胞が有意に増加していた (図 13) 
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図 13 AAV モデルマウスの抗酸化応答 

腎組織の NQO1-および DHE-染色, scale bar：50μm.  

ImageJ software にて定量評価し, 平均値±標準偏差で示した. *P<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

9.3.4 腎糸球体における NETs 浸潤 

AAV での腎臓への NETs の影響を調べるために好中球マーカーの Ly6B 染色と

NETs の指標である CitH3 染色を用いて評価した. Mock 群と Bard 群で Ly6B 陽

性細胞の数は差が無かったが, CitH3 陽性 Ly6B 陽性の細胞は, Bard 群では

Mock 群と比較して有意に少なかった (図 14).  
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図 14  AAV モデルマウスの NETs 形成 

腎糸球体における CitH3 と Ly6B の免疫蛍光染色. 緑：Ly6B, 赤：CitH3, 青： 

DAPI,  Scale bar：50 µm グラフは糸球体における Ly6B 陽性領域と CitH3/Ly6B

二重陽性領域を ImageJ software にて定量評価し, 平均値±標準偏差で示した. 

Bard; n = 5, Mock; n = 5, *P< 0.05 

 

 

 

 

 

 



61 

 

9.4 考察 

本章では, AAV 誘導モデルマウスを用いて, Nrf2 の薬理学的活性化の効果を検

証した. 本実験で Nrf2 活性化薬は腎組織の抗酸化蛋白 NQO1 の発現を増強す

ることで AAV における組織への酸化ストレスを軽減し, 血管内皮細胞と尿細管

上皮細胞に対して細胞保護的に働くことが示された. また, 腎局所での NETs が

Nrf2 活性化薬により軽減されたことは, Nrf2 が in Vivo においても NETs 形成に

影響をあたえることを示唆している. これらの結果は第二章から第四章で示し

てきた in vitro での Nrf2 活性化の効果を支持する結果であり, Nrf2 活性化薬は

AAV において, NETs 形成の抑制と組織での抗酸化応答の強化による二つの経路

により腎炎の改善に寄与する可能性がある.  
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10．第六章 

 

自然発症 AAV モデルマウスに対する  

Nrf2 活性化薬の効果 
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10.1 緒言 

第五章では ANCA 移入型 AAV 誘導モデルマウスにおいて, Nrf2 の薬理学的活性

化により NETs 形成が抑制され組織での抗酸化応答が増強することで腎炎が改

善する事を示した. しかし, 同モデルでは ANCA 産生能を含む免疫学的異常を

評価できず, さらに観察された効果が抗体移入型 AAV モデルに特有の現象であ

る可能性も否定できない．. そこで本章では, ANCA を産生し血管炎を自然発症

する SCG/Kj マウス(Kinjoh et al, 1993)に対して, Bard を投与することで Nrf2 活

性化が血管炎に与える影響を調べた.  
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10.2 方法 

10.2.1 SCG/Kj マウス  

AAV を 自 然 発 症 す る SCG/Kj(Spontaneous Crescentic Glomerulonephritis 

forming/Kinjoh)マウス (National Institutes of Biomedical Innovation, Health, and 

Nutrition) とコントロールとして C57BL6(WT)マウスを用いた. 

 

10.2.2 SCG/Kj マウスに与える Nrf2 活性化薬の影響 

10.2.2.1 生化学検査 

マウス屠殺時に末梢血を採取し, 血清中のクレアチニン（Cr）, Blood urea nitrogen 

(BUN)を Cr kit (serotec), BUN kit (serotec) を用いて測定した. 

 

10.2.2.2 尿検査 

屠殺前に代謝ケージを用いて蓄尿を行い ,尿中アルブミンは  LBIS Mouse 

Albumin ELISA Kit (FUJIFILM Wako Pure Chemical) を用いて測定し, 尿中クレア

チニンは Creatinine kit (serotec) を用いて測定した.  

 

10.2.2.3 腎病理組織学検査 

解剖時に両側の腎臓を採取した. 10%ホルマリンで固定後にパラフィン包埋切片

を作成し, Periodic acid Schiff (PAS) 染色を行った. また腎臓を 4%PFA で 2 時間

固定後に 30%スクロースで 24 時間脱水し, O.C.T compound (Sakura) に包埋し

て 5μm の凍結超薄切片を作成し蛍光免疫染色に用いた.  

 

10.2.2.3.1 腎組織に対する PAS 染色と Elastica-Masson 染色 

腎臓の PAS 染色では, 切片上の全ての糸球体のうち糸球体腎炎 (半月体, 管内

細胞増殖) の所見を認める糸球体の割合を定量化して評価した. 腎臓の Elastica-

Masson 染色では 1 切片あたり 10 視野 (倍率 200 倍) をランダムに観察し尿細

管間質障害の所見（線維化, 尿細管萎縮, 空砲変性）の割合に応じてスコアリン

グ（0 点: < 5%; 1 点: 5-25%; 2 点: 25-50%; 3 点: 50-75%; 4 点: 75-100%）し, 10 視

野平均のスコアで評価した.  
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10.2.2.3.2  Ly6B/CitH3 免疫染色 

腎臓のパラフィン切片を 脱パラフィンし, 10mM クエン酸ナトリウム緩衝液で

抗原賦活化したのち, 5% goat 血清でブロッキングして 100 倍に希釈した rat anti 

Ly6B 抗体（Bio-Rad）, rabbit anti CitH3 antibody (Abcam) を滴下し, 4℃で 24 時

間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa Fluor 594 goat 

anti-rabbit IgG と alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG (Thermo Fisher Scientific) を遮光

下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で

封入し, 蛍光顕微鏡で観察した.  

Ly6B, CitH3 陽性細胞は , 切片中の糸球体における mean luminance value を

ImageJ で測定し定量評価した. 

 

10.2.2.3.3  CD31/TUNEL 染色 

血管内皮細胞マーカーであるCD31を腎組織の蛍光免疫染色で評価し, 壊死病変

を TUNEL 染色とともに評価した. 10.2.2.3.5 と同様にして切片を抗原賦活化した

後 5% goat 血清でブロッキングし, 20 倍に希釈した rabbit anti CD31 抗体（BD 

Biosciences）を滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後

に, 500 倍希釈の alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) を

遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に TUNEL 染色を行い, 

DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. CD31・TUNEL 陽性細胞

は, 切片中の糸球体における mean luminance value を Image J で測定し定量評価

した. 

 

 

10.2.2.4 抗酸化応答の評価 

10.2.2.4.1  NQO1 免疫染色 

腎組織のパラフィン切片を脱パラフィンし, 10mM クエン酸ナトリウム緩衝液で

抗原賦活化したのち, 1% BSA でブロッキングして 100 倍に希釈した rabbit anti 

NQO1 抗体（Abcam）を滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回

洗浄後に , 500 倍希釈の  alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher 

Scientific) を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に, DAPI 

を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. NQO1 陽性細胞は, 腎皮質 10 

視野 (倍率 200 倍) をランダムに撮像し, ImageJ software にて mean luminance 

value を測定して定量評価した. 
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10.2.2.4.2  DHE 染色 

マウス腎凍結切片(5μｍ)を PBS で３回洗浄した後, 1ｍM の DHE を 100ul 滴下し

遮光して 30 分室温放置した. PBS で 3 回洗浄した後封入剤で封入して蛍光顕微

鏡で観察した.  

 

10.2.2.4.3  Western Blotting  

凍結した腎組織をホモジナイズし, 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl 溶液, 1% Triton, 

1 mM EDTA, 1X protein inhibitor cocktail（Roche Life Science）, phosphatase inhibitor 

cocktail（Sigma-Aldrich, #P5726, #P0044）を含むバッファーで溶解した. タンパク

質をポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)で分離し, ポリフッ化ビニリ

デン(PVDF)膜に転写した. この膜を 5％脱脂乳でブロッキングし, rabbit anti-

NQO1 抗体（Abcam）を 4℃で一晩プローブした後, 西洋ワサビペルオキシダー

ゼ（HRP）標識二次抗体（Thermo Scientific）とインキュベートした. タンパク質

シグナルは Super Signal（Thermo Scientific）を用いて検出した.  

 

 

10.2.2.5 血清 MPO-ANCA 値の測定 

屠殺前に末梢血を採取し , 自己抗体である血清  MPO-ANCA 値の測定を A-

CLIP 研究所に依頼した.  

 

 

10.2.3 統計学的解析 

2 群間比較は Mann-Whitney の U 検定を, 多群間比較は Kruskal-Wallis 検定 post 

hoc Steel 検定 を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意

とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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10.3 結果 

10.3.1 生化学検査 

血清 Cr, BUN 値は Mock(PBS)群で高値であったが, Bard 群で有意に低下してお

り腎機能障害が抑制されていた. 尿蛋白は有意差を認めなかった(図 15) 
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図 15  血管炎自然発症モデルマウスにおける腎機能の評価 

血清クレアチニンと BUN および尿中アルブミンを ELISA 法で定量解析しデー

タは平均値±標準偏差で示した.  *P<0.05   
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10.3.2 糸球体腎炎および尿細管間質障害の検討 

腎臓の糸球体病変を PAS 染色で評価した. Mock 群では半月体形成性腎炎やメ

サンギウム増殖性腎炎の所見を認め, Bard 群は Mock 群と比較して糸球体腎炎の

割合が有意に少なかった. また,腎臓の尿細管間質病変を Elastica-Masson 染色で

評価した. Mock 群では尿細管萎縮や間質の繊維化, 円柱が多く, Bard 群では 

Mock 群と比較して尿細管障害スコアが有意に低かった (図 16). 
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図 16 腎組織の PAS 染色 

Scale bar：50μm. 糸球体病変の割合と尿細管損傷スコアを解析した. データは平

均値±標準偏差で示した.*P<0.05 
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10.3.3 腎糸球体における NETs 浸潤 

AAV での腎臓への NETs の影響を調べるために好中球マーカーの Ly6B 染色と

NETs の指標である CitH3 染色を用いて評価した. Mock 群と Bard 群で Ly6B 陽

性細胞の数は差が無かったが, CitH3 陽性 Ly6B 陽性の細胞は, Bard 群では

Mock 群と比較して 有意に少なかった (図 17).  
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図 17 腎糸球体における CitH3 と Ly6B の免疫蛍光染色  

緑：Ly6B,  赤：CitH3,  青：DAPI,  Scale bar：50 µm. Ly6B 陽性領域と CitH3/Ly6B

二重陽性領域を ImageJ software にて解析し,平均値±標準偏差で示した. Bard; n = 

5, Mock; n = 5, *P< 0.05 
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10.3.4 腎糸球体における血管内皮傷害の評価 

AAV における血管内皮障害と壊死の関係を, 血管内皮細胞のマーカーである

CD31 染色と, TUNEL 染色を用いて評価した. 糸球体では Bard 群は Mock 群と比

較してCD31陽性細胞が有意に多く, TUNEL陽性細胞が有意に減少していた (図

18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18 腎糸球体における CD31 蛍光染色と TUNEL 染色 

赤：CD31, 緑：TUNEL 染色. Scale bar：50 μm. CD31 陽性領域と TUNEL 陽性領

域を ImageJ software にて解析し, 平均値±標準偏差で示した.  

Bard; n = 6, Mock; n = 6, *P< 0.05  
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10.3.5 腎臓の ROS および抗酸化蛋白 NQO1 の評価 

腎組織で抗酸化蛋白の NQO1 の発現を免疫染色で, ROS は DHE 染色を評価した. 

Bard 群では Control 群, Mock 群と比較し NQO1 の発現が有意に上昇した. また

Mock 群では Bard 投与群と比較し NQO1 の発現が有意に低下し, ROS が有意に

増加した(図 19). 
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図 19 腎組織の NQO1-および DHE-染色  

Scale bar：50μm. ImageJ software にて定量評価し, 平均値±標準偏差で示した. 

*P<0.05 
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10.3.6  Western Blotting による腎臓の NQO1 発現の評価 

腎組織で抗酸化蛋白の NQO1 の発現を Western Blotting で評価した. Bard 群では

Control 群, Mock 群と比較し NQO1 の発現が有意に上昇していた(図 20). 
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図 20  腎臓の NQO1 のタンパク質発現 

Westrrn Blotting により検出. NQO1/ β-アクチン比を示す. データは平均値±標準

誤差で示した. Bard+; n = 4, Mock; n = 4. *P<0.05. 
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10.3.7   Nrf2 活性化による MPO-ANCA への影響 

Nrf2 の薬理学的活性化が自己抗体産生に与える影響を評価するために, MPO-

ANCA を測定した. Mock 群と Bard 群において, MPO-ANCA は有意な差を認め

なかった (図 21). 
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図 21 血清 MPO-ANCA 値  

末梢血中の MPO-ANCA-IgG 値を定量評価し解析し平均値±標準偏差で示した. 

Bard; n = 6, Mock; n = 6. 
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10.4 考察 

 

本章では血管炎自然発症モデルマウスを用いて, Nrf2 活性化薬の効果を検証し

た. 本実験では Nrf2 活性化薬の投与によって, 糸球体腎炎, 尿細管上皮傷害の

いずれも組織学的に改善しており, 第五章の ANCA 移入モデルと同様の結果を

認めた. 血管炎自然発症モデルの腎組織では ROS が多く生じていることが分か

ったが, Bard 投与により抗酸化蛋白の NQO1 の発現が亢進するとともに ROS 自

体の活性も低下していた. また, 腎糸球体での NETs 浸潤が Nrf2 活性化薬によ

り抑制され, 同じく糸球体の血管内皮細胞障害も改善していた事から, Nrf2 が

NETs 形成と NETｓによる血管内皮障害を制御している可能性が考えられる. 

第五章の結果と併せて, Nrf2 は NETs 形成の抑制と組織での抗酸化応答の強化に

よる二つの経路による細胞保護効果が想定されるが, 一方で ANCA-IgG の titer

には影響せず, 自己抗体産生の病態には寄与しないことが示唆された. このこ

とは Nrf2 活性化は ANCA-IgG の産生抑制を介さずに腎組織局所での NETs 誘導

の抑制, ならびに腎固有細胞の保護を担う役割があることが示唆された.  
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11．第七章 

 

自然発症 AAV モデルマウスにおける  

Nrf2 欠損の意義 
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11.1 緒言 

第五章では ANCA 移入型 AAV 誘導モデルマウスにおいて, 第六章では血管炎

自然発症マウスにおいて, Nrf2 の薬理学的活性化により NETs が抑制され, 腎炎

が改善することを示した. 本章では, Nrf2 遺伝子そのものが病態に及ぼす直接的

な影響を検証するために,  SCG/Kj マウスと Nrf2 遺伝子欠損マウスとの戻し交

配により作成したモデルを用いて, Nrf2 欠損が血管炎病態に与える影響を検討

した. 
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11.2 方法 

11.2.1 SCG/Kj マウス  

AAV を 自 然 発 症 す る SCG/Kj (Spontaneous Crescentic Glomerulonephritis 

forming/Kinjoh) マウス  (National Institutes of Biomedical Innovation, Health, and 

Nutrition) を用いた.  

 

11.2.2 SCG/Kj マウスと Nrf2-/-の戻し交配  

SCG/Kj マウス (雄) と Nrf2-/-マウス (雌) を N3 世代まで戻し交配を行った. 

N3 世代の Nrf2+/-同士を交配させ, Nrf2＋/＋ (14 週齢の雌) (n=7/群) と Nrf2-/- (14 

週齢の雌) (n=8/群) を比較検討した. 遺伝子型判定は尾生検サンプルを用いて 

Polymerase Chain Reaction (PCR) を行い確認した.使用したプライマー配列は表 1

に記載した. 

 

 

表 1  PCR に用いたプライマー配列 

 

11.2.3 生化学検査 

AAV モデルマウス屠殺時に末梢血を採取し, 血清中のクレアチニン（Cr）, Blood 

urea nitrogen (BUN)を Cr kit (serotec), BUN kit (serotec) を用いて測定した. 

 

11.2.4 尿検査 

屠殺前に代謝ケージを用いて蓄尿を行い ,尿中アルブミンは  LBIS Mouse 

Albumin ELISA Kit (FUJIFILM Wako Pure Chemical) を用いて測定し, 尿中クレア

チニンは Creatinine kit (serotec) を用いて測定した.  

 

 

 

Gene (Forward / Reverses) Primer Swquences (5' to 3')

Nrf2 Wild type Forward GCC GCC TTT TCA GTA GAT GGA GG

Nrf2 Wild type Reverse TGG GGA CTA TTG AAG GCT G

Nrf2 Mutant Forward GCG GAT TGA CCG TAA TGG GAT AGG
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11.2.5 腎病理組織学検査 

解剖時に両側の腎臓を採取した. 10%ホルマリンで固定後にパラフィン包埋切片

を作成し, Periodic acid Schiff (PAS) 染色を行った. また腎臓を 4%PFA で 2 時間

固定後に 30%スクロースで 24 時間脱水し, O.C.T compound (Sakura) に包埋し

て 5μm の凍結超薄切片を作成し蛍光免疫染色に用いた.  

 

11.2.5.1 腎組織に対する PAS 染色と Elastica-Masson 染色 

腎臓の PAS 染色では, 切片上の全ての糸球体のうち糸球体腎炎 (半月体, 管内

細胞増殖) の所見を認める糸球体の割合を定量化して評価した. 腎臓の Elastica-

Masson 染色では 1 切片あたり 10 視野 (倍率 200 倍) をランダムに観察し尿細

管間質障害の所見（線維化, 尿細管萎縮, 空砲変性）の割合に応じてスコアリン

グ（0 点: < 5%; 1 点: 5-25%; 2 点: 25-50%; 3 点: 50-75%; 4 点: 75-100%）し, 10 視

野平均のスコアで評価した.  

 

11.2.5.2  Ly6B/CitH3 免疫染色 

腎臓のパラフィン切片を脱パラフィンし, 10mM クエン酸ナトリウム緩衝液で抗

原賦活化したのち, 5% goat 血清でブロッキングして 100 倍に希釈した rat anti 

Ly6B 抗体（Bio-Rad）, rabbit anti CitH3 antibody (Abcam) を滴下し, 4℃で 24 時

間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希釈の alexa Fluor 594 goat 

anti-rabbit IgG と alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG (Thermo Fisher Scientific) を遮光

下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で

封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. Ly6B, CitH3 陽性細胞は, 切片中の糸球体にお

ける mean luminance value を ImageJ で測定し定量評価した. 

 

11.2.5.3  CD31/TUNEL 染色 

血管内皮細胞マーカーであるCD31を腎組織の蛍光免疫染色で評価し, 壊死病変

を TUNEL 染色とともに評価した. 7.2.2.3.4 と同様にして切片を抗原賦活化した

後 5% goat 血清でブロッキングし, 20 倍に希釈した rabbit anti CD31 抗体（BD 

Biosciences）を滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後

に, 500 倍希釈の alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) を

遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に TUNEL 染色を行い, 

DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. CD31・TUNEL 陽性細胞

は, 切片中の糸球体における mean luminance value を Image J で測定し定量評価

した. 
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11.2.6 抗酸化応答の評価 

11.2.6.1  NQO1 免疫染色 

Nrf2の関与を腎組織は NQO１の蛍光免疫染色で評価した. マウス腎のパラフィ

ン切片を脱パラフィンし, 10mM クエン酸ナトリウム緩衝液で抗原賦活化したの

ち, 1% BSA でブロッキングして 100 倍に希釈した anti-NQO1 antibody (Abcam) 

を滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希

釈の alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG を遮光下の室温で 60 分間反応させた. 

PBS で 3 回洗浄後に, DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. 

陽性細胞は, 腎皮質 10 視野 (倍率 200 倍) をランダムに撮像し, ImageJ software 

にて mean luminance value を測定して定量評価した. 

 

 

11.2.6.2  DHE 染色 

マウス腎凍結切片(5μｍ)を PBS で３回洗浄した後, 1ｍM の DHE を 100ul 滴下し

遮光して 30 分室温放置した. PBS で 3 回洗浄した後封入剤で封入して蛍光顕微

鏡で観察した.  

 

11.2.7  Nrf2 遺伝子除去による自己抗体産生能への影響 

屠殺前に末梢血を採取し, 自己抗体である MPO-ANCA 抗体値の測定は, A-CLIP

研究所に依頼した.  

 

11.2.8  統計学的解析 

2 群間比較は Mann-Whitney の U 検定を, 多群間比較は Kruskal-Wallis 検定 post 

hoc Steel 検定 を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意

とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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11.3 結果 

11.3.1  生化学検査 

血清 Cr, BUN 値は SCG/Kj・Nrf2＋/＋群と比較し, SCG/Kj･Nrf2-/-群で有意に高値で

あり, Nrf2 遺伝的欠失によって SCG/Kj マウスの腎機能障害が増悪していた. 一

方, 血管炎の形質を持たない Nrf2＋/＋ マウスと Nrf2-/-マウスでは血清 Cr, BUN に

差を認めなかった(図 22) 
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図 22 血清クレアチニンと BUN および尿中アルブミン 

ELISA 法で定量解析しデータは平均値±標準偏差で示した.  *P<0.05   
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11.3.2  糸球体腎炎および尿細管間質障害の検討 

腎臓の糸球体病変を PAS 染色で, 尿細管間質病変をElastica-Masson染色でそれ

ぞれ評価した. SCG/Kj・Nrf2＋/＋群と比較し SCG/Kj・Nrf2-/-群では糸球体腎炎の割

合が有意に増加し, 尿細管障害スコアが有意に高かった(図 23). 
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図 23  腎組織の PAS 染色 

Scale bar：50μm 糸球体病変の割合と尿細管損傷スコアを解析した. データは平

均値±標準偏差で示した. *P<0.05 
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11.3.3 腎糸球体における NETs 浸潤 

AAV での腎臓への NETs の影響を調べるために好中球マーカーの Ly6B 染色と

NETs の指標である CitH3 染色を用いて評価した. SCG/Kj・Nrf2＋/＋群と

SCG/Kj・Nrf2-/-群で糸球体に浸潤する Ly6B 陽性好中球の数に差が無かったが, 

CitH3 陽性 Ly6B 陽性の細胞は, SCG/Kj・Nrf2-/-群では SCG/Kj・Nrf2＋/＋群と比

較して 有意に増加 した(図 24).  
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図 24  腎糸球体における CitH3 と Ly6B の免疫蛍光染色 

緑：Ly6B, 赤：CitH3, 青：DAPI, Scale bar：50 µm. Ly6B 陽性領域と

CitH3/Ly6B 二重陽性領域を ImageJ software にて解析し, 平均値±標準偏差で示

した. *P< 0.05 
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11.3.4 腎糸球体における血管内皮傷害の評価 

AAV における血管内皮障害と壊死の関係を, 血管内皮細胞のマーカーである

CD31 染色と, TUNEL 染色を用いて評価した. SCG/Kj・Nrf2-/-群では SCG/Kj・

Nrf2＋/＋群と比較して糸球体内の CD31 陽性細胞が減少し,TUNEL 陽性細胞が有

意に増加していた(図 25). 
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図 25 腎糸球体における CD31 蛍光染色と TUNEL 染色 

赤：CD31, 緑：TUNEL 染色, 青：DAPI, Scale bar：50 μm. CD31 陽性領域と TUNEL

陽性領域を ImageJ software にて解析し,平均値±標準偏差で示した. *P< 0.05 
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11.3.5 腎臓の ROS および抗酸化蛋白 NQO1 の評価 

腎組織で抗酸化蛋白の NQO1 の発現を免疫染色で, ROS は DHE 染色を評価した. 

SCG/Kj・Nrf2＋/＋群では SCG/Kj・Nrf2-/-群と比較し NQO1 の発現が上昇し, ROS

は抑制されていたが, SCG/Kj・Nrf2-/-群では NQO1 の発現を認めず, ROS が増加

していた(図 26). 
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図 26 腎組織の NQO1-および DHE-染色  

Scale bar：50μm. ImageJ software にて定量評価し, 平均値±標準偏差で示した. 

*P<0.05 
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11.3.6 Nrf2 遺伝子除去による MPO-ANCA 産生能への影響 

Nrf2 の遺伝的欠損が自己抗体産生に与える影響を評価するために, MPO-ANCA

を測定した. Nrf2 ＋/＋群と Nrf2 -/-群において, MPO-ANCA は有意な差を認めな

かった (図 27). 
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図 27  血清 MPO-ANCA 値  

末梢血中の MPO-ANCA-IgG 値を定量評価し解析し平均値±標準偏差で示した. 
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11.4 考察 

 

本章では, 血管炎自然発症モデルマウスを用いて, Nrf2 遺伝子欠損の影響を検証

した. 血管炎自然発症マウスにおいて, Nrf2 の遺伝的欠損により腎組織で抗酸化

蛋白の発現が著明に低下し,糸球体腎炎や尿細管間質障害が増悪した. また糸球

体において NETs 浸潤ならびに壊死を伴う血管内皮細胞傷害が増悪することを

免疫染色で確認した.  

さらに, Nrf2 欠損は ANCA 値に影響を与えなかったことは, Nrf2 が病原性自己

抗体である ANCA の産生とは無関係に NETs やその他の炎症細胞に影響を及ぼ

し, 腎局所での壊死性血管炎を引き起こしていると考えられる. この結果は，

第六章の血管炎自然発症モデルに対する Bard 投与実験において，Nrf2 活性化

が ANCA 産生に寄与しなかったという結果と一致している． 

そこで第六, 七章で行ったマウス実験において, 解剖時に脾腫を来すマウスが

観察されていたことを踏まえ, 次章では脾臓免疫細胞に着目し, 血管炎自然発

症モデルマウスにおける Nrf2 の炎症制御機構について検証することとした.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



100 

 

 

 

 

 

 

12．第八章 

 

 AAV における Nrf2 の脾臓免疫細胞制御と 

腎局所 Th17 応答の解析 
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12.1 緒言 

第六章では SCG/Kj マウスにおいて, Nrf2 の薬理学的活性化により NETs 形成が

抑制され組織での抗酸化応答が増強することで腎炎が改善する事を示した. 第

七章では SCG/Kj マウスが Nrf2 遺伝的欠損により腎炎が増悪する事を示した. 

一方でいずれのマウスにおいてもNrf2がANCA 産生に影響しておらず, 獲得免

疫応答としての自己抗体産生には関与しないと考えられた. しかしながら, 移

入型 AAV モデルでは脾腫が観察され, Nrf2 活性化薬の投与により縮小がみられ

たのに対し, 自然発症モデルでは脾腫が Nrf2 欠損により増大しており, Nrf2 が

脾臓における獲得免疫細胞の制御を通じて炎症病態に影響する可能性が示され

た.  本章では Nrf2 が AAV において脾臓免疫細胞に影響を与え炎症病態に関与

していると仮説し, Bard を投与した SCG/Kj マウスと, Nrf2 を遺伝的に欠失した

SCG/Kj マウスの脾臓細胞と腎組織を用いて免疫細胞への影響について評価した.  
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12.2 方法 

12.2.1 脾臓の重量と細胞数の評価  

第六章で用いた SCG/Kj の Bard 投与群と Mock 群, 第七章で用いた SCG/Kj･Nrf2-

/-と SCG/Kj・Nrf2＋/＋を解剖直前に体重測定し, 解剖時に脾臓を採取し重量を測定

した.  

 

12.2.2 Flowcytometry による表面細胞解析 

マウスから採取した脾臓を 100μmのセルストレーナーを用いて機械的に濾過し, 

PBS で洗浄後 70μm のセルストレーナーで再度濾過し単一細胞化した. RBC Lysis 

buffer（Thermo Fisher Scientific）を用いて赤血球を溶解し, 細胞計数板で脾臓細

胞の総数を測定した. 得られた脾細胞を 5×105 cells/ml に調整し以下の A)~C)の

抗体の組み合わせで染色した：A) Ly6C peridinin chlorophyll protein（PerCP）, Ly6G 

fluorescein isothiocyanate (FITC), CD11b allophycocyanin (APC), B) CD11c (FITC), 

MHC-II (APC), F4/80 phycoerythrin (PE), C) CD4 (PE), CD8(FITC), B220(APC). 脾

臓細胞は SSC-H/FSC-H を用いてゲーティングし, 続いて SSC-H/FSC-A を用いて

ダブレットを除外し, 前述のゲーティングした細胞中の免疫細胞の割合で集団

を決定した. FACS から得られた特定の免疫細胞の割合に脾臓細胞総数を乗じて, 

各免疫細胞数を算出した.  

 

12.2.3 腎組織と脾臓 T 細胞の IL17 のｍRNA 発現の評価 

SCG/Kj マウスの Bard 投与群と Mock 群の腎臓を RNA later で処理し, ホモジナ

イズして溶解液を作成した. また SCG/Kj･Nrf2-/-と SCG/Kj・Nrf2＋/＋マウスの脾細

胞から MACS Pan T Cell Isolation Kit（Miltenyi Biotec）を用いて T 細胞を抽出し

た. これらの細胞溶解液から RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いてそれぞれ total 

RNA を抽出し, Super Script III（Invitrogen）を用い cDNA に逆転写し, Fast SYBR 

Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を蛍光シグナルとしてリアルタイム

PCR 法(qRT-PCR）を用いて IL17 の mRNA 発現を定量評価した. 発現量は 18S リ

ボソーム RNA の発現量で正規化した.  
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12.2.4  Western Blotting による腎臓組織タンパク質発現の解析  

SCG/Kj マウスの凍結した腎組織をホモジナイズし, 20 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl 溶液, 1% Triton, 1 mM EDTA, 1X protein inhibitor cocktail（Roche Life Science）, 

phosphatase inhibitor cocktail（Sigma-Aldrich）を含むバッファーで溶解した. タン

パク質をポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)で分離し, ポリフッ化ビ

ニリデン(PVDF)膜に転写した. この膜を 5％脱脂乳でブロッキングし, rabbit anti-

IL17 抗体（Abcam）を 4℃で一晩プローブした後, 西洋ワサビペルオキシダーゼ

（HRP）標識二次抗体（Thermo Scientific）とインキュベートした. タンパク質シ

グナルは Super Signal（Thermo Scientific）を用いて検出した.  

 

12.2.5  CD3/IL17 免疫染色 

SCG/Kj マウスの腎臓のパラフィン切片を脱パラフィンし, 10mM クエン酸ナト

リウム緩衝液で抗原賦活化したのち, 5% goat 血清でブロッキングして 100 倍に

希釈した rat anti CD3 antibody（BD Biosciences）, rabbit anti IL17  antibody (Abcam) 

を滴下し, 4℃で 24 時間インキュベートした. PBS で 3 回洗浄後に, 500 倍希

釈の alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG と alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG (Thermo 

Fisher Scientific) を遮光下の室温で 60 分間反応させた. PBS で 3 回洗浄後に, 

DAPI を含む封入剤で封入し, 蛍光顕微鏡で観察した. CD3/IL17 共陽性細胞は 

切片中の糸球体における蛍光色素の共局在領域の面積として ImageJ で測定し定

量評価した. 

 

12.2.6 統計学的解析 

2 群間比較は Mann-Whitney の U 検定を, 多群間比較は Kruskal-Wallis 検定 post 

hoc Steel 検定 を用いて統計学的評価を行い, p 値が 0.05 未満を統計学的有意

とした. 統計解析は Graphpad prismⓇを用いて行った. 
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12.3 結果 

12.3.1 脾臓重量と脾臓細胞数 

SCG/Kj マウスの脾臓は腫大し脾細胞の増殖を認めたが Nrf2 活性化(Bard 投与)

によって脾腫は改善し, 体重あたりの脾重量と細胞数は低下した(図 28). 一方

Nrf2 の遺伝子欠損によって SCG/Kj マウスの脾腫が増大し脾細胞数も有意に増

加した(図 29). 
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図 28 SCG/Kj マウスの脾腫と脾細胞数 

B6WT マウス（n=5）および SCG/Kj マウスに Bard（n=6）または Mock（n=6）

を投与した脾臓.脾臓対体重比と脾臓細胞総数を示す.データは平均値±標準偏差

で示した.*P<0.05.  

 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 29 Nrf2 遺伝的欠損 SCG/Kj マウスの脾腫と脾細胞数 

B6 WT マウス（n=5）および SCG/Kj・Nrf2＋/＋マウス（n=5）と SCG/Kj・Nrf2-/-マ

ウスの脾臓. 脾臓対体重比と脾臓細胞総数を示す.データは平均値±標準偏差で

示した.*P<0.05.  
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12.3.2  Flowcytometry 

脾臓細胞をフローサイトメトリー法により解析し，図 30 に示すゲーティングス

トラテジーに従って免疫細胞分画を評価した.  

SCG/Kj マウスは Bard 投与により CD4+T 細胞および CD220+B 細胞, その他の

免疫細胞数が有意に減少した（図 31）. 一方で Nrf2 遺伝的欠損 SCG/Kj マウス

では脾臓の CD4+T 細胞および CD220+B 細胞, その他の免疫細胞数の増加を認

めた（図 32）.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 30 フローサイトメトリーのゲーティング 
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図 31  SCG/Kj マウスの脾臓細胞の分画と細胞数 

SCG/Kj マウスに Mock（n=5）または Bard（n=6）を投与した群の脾臓細胞分画

と細胞数を示す. 各群の T 細胞（CD4+, CD8-）, B 細胞（B220+）, マクロファー

ジ（CD11c+ MCHII+ F4/80+細胞）, 好中球（CD11b+ Ly6Cint Ly6Ghigh）, 単球

（CD11b+ Ly6Cint Ly6Gint ), 樹状細胞（CD11c+ MCHIIlow F4/80low細胞）の細胞数

を平均値±標準偏差で示した. *P< 0.05, **P< 0.01. 
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図 32  Nrf2 遺伝的欠損 SCG/Kj マウスの脾臓細胞の分画と細胞数 

SCG/Kj・Nrf2＋/＋マウス（n=6）と SCG/Kj・Nrf2-/-マウス（n=5）の脾臓細胞分画

と細胞数を示す. 各群の T 細胞（CD4+, CD8-）, B 細胞（B220+）, マクロファー

ジ（CD11c+ MCHII+ F4/80+細胞）, 好中球（CD11b+ Ly6Cint Ly6Ghigh）, 単球

（CD11b+ Ly6Cint Ly6Gint ), 樹状細胞（CD11c+ MCHIIlow F4/80low細胞）の細胞数

を平均値±標準偏差で示した. *P< 0.05, **P< 0.01. 
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12.3.3 腎組織と脾臓 T 細胞における IL17 mRNA 発現 

SCG/Kj マウスにおいて Bard 投与群では Mock 群に比較して, 腎臓における IL17 

mRNA 発現が有意に低下していた. また SCG/Kj・Nrf2-/-マウスの脾臓から単離し

た汎 T 細胞における IL17 mRNA 発現は, SCG/Kj・Nrf2＋/＋マウスよりも有意に高

かった.(図 33) 
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図 33 SCG/Kj マウスの腎臓の IL17 の mRNA 発現 

リアルタイム PCR 法により定量し IL17/ 18s 比を解析した.データは平均値±標準

誤差で示した. Bard+; n = 4, Mock; n = 4. *P<0.05. 
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12.3.4 Western Blotting による腎臓の IL17 発現の評価 

SCG/Kj マウスの腎臓における IL17A の発現を Western Blotting で評価した. Bard

群では Mock 群と比較し IL17A の発現が有意に低下していた (図 34). 
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図 34  SCG/Kj マウスの腎臓の IL17A のタンパク質発現 

Western Blotting により検出. IL17A/ β-アクチン比を示す. 

データは平均値±標準誤差で示した. Bard+; n = 4, Mock; n = 4. *P<0.05. 
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12.3.5  腎糸球体における IL17/CD3 陽性 Th17 細胞浸潤の評価 

腎臓での Th17 細胞の影響を調べるために汎 T 細胞マーカーの CD3 と Th17 細胞

のマーカーとして IL17A を蛍光免疫染色で評価した. Mock 群と Bard 群で CD3/ 

IL17A 共陽性の細胞浸潤は, Bard 群では Mock 群と比較して有意に少なかった 

(図 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 35  腎糸球体における CD3 と IL17 の免疫蛍光染色.  

緑：CD3,  赤：IL17,  青：DAPI, Scale bar：50 µm  

CD3/IL17二重陽性領域を ImageJ software にて解析し,平均値±標準偏差で示した. 

Bard; n = 6, Mock; n = 6, *P< 0.05 
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12.4 考察 

 

本章では Nrf2 による脾臓免疫細胞への影響を検証した. SCG/Kj マウスでは自

然経過で脾腫と脾細胞増殖を認めたが, Nrf2 活性化薬の投与によってそれらが

有意に抑制されていた. 一方で SCG/Kj マウスにおいて Nrf2 を遺伝的に欠失し

たモデルマウスでは, 脾腫が増大し脾臓細胞のさらなる増殖を認めた. このこ

とは Nrf2 が脾臓免疫細胞の分化増殖に関与していることを示唆する所見であっ

た. そこでフローサイトメトリー法で各脾臓細胞の分画を評価したが, Nrf2 の活

性化により各免疫細胞(リンパ球, 好中球, 単球, マクロファージ)の分化増殖が

抑制され, Nrf2 欠損では対照的に各免疫細胞の増殖が促進されていた.  

既報では CD3 陽性 T 細胞のうち Th17 細胞が AAV の病態に関与していること

が示唆されていることから, 我々は Th17 細胞における Nrf2 の役割に着目した. 

Western blotting と RT-qPCR 解析の結果，Nrf2 活性化薬は腎組織における IL17

発現を有意に抑制していた．興味深いことに, Nrf2 欠損 SCG/Kj マウスでは脾臓

T 細胞において IL17 の mRNA 発現が増加していた.  

また, SCG/Kj マウスの糸球体における IL17+CD3+Th17 細胞の浸潤を免疫染色

で評価したが Nrf2 の活性化によって Th17 細胞の浸潤が抑制されていたことか

ら, Nrf2 はリンパ球, 特に Th17 を介した自己免疫に関与し, ANCA 抑制とは独

立した機序により AAV の炎症病態に寄与している可能性が示された.  
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13. 総合考察 

 

本研究では, Nrf2 を介した抗酸化システムが, MPO-ANCA 関連血管炎の病態

形成に重要な役割を果たしていることを示した. AAV 患者の腎臓で主に Nrf2 が

発現を調節する抗酸化物質 NQO1 の産生が増加していたことから Nrf2 の関与が

確認された. In vitro の実験において, ANCA 刺激により好中球で NQO1 産生が誘

導されるものの，この反応だけでは ROS 制御や NETs 形成抑制には不十分であ

った．一方，Bard によって薬理学的に Nrf2 を活性化すると，NQO1 産生がさら

に促進され，ROS 生成が強く抑制されることで，ANCA 刺激による NETs 形成

が有意に抑制された． 一方, 好中球における Nrf2 の遺伝的欠損により, ANCA

刺激による抗酸化蛋白 NQO1 の産生は促進されず, NETs の形成は亢進した. こ

れらの結果から, Nrf2 活性が好中球の抗酸化応答を制御し, ANCA 刺激により生

じる ROS に対応することで NETs の形成を抑制することを示している.  

 さらに in vitro 実験において, 血管内皮細胞および尿細管上皮細胞が, Nrf2 の

活性化によって NETs による傷害から保護されることも示された. AAV の腎臓病

変は,糸球体血管内皮傷害と尿細管上皮傷害によって特徴づけられる(Hauer HA, 

et al. 2002). 糸球体血管内皮傷害はヒストン蛋白など NETs 成分の特定の因子が

糸球体血管内皮細胞を直接傷害するとされ, 尿細管間質部位では傍尿細管毛細

血管炎によって尿細管上皮細胞傷害が起こると理解されている . いずれも

ANCA-NETs の暴露による小型血管炎の結果として生じるが, これまで in vitro

や虚血再灌流腎障害モデルの既報において, Nrf2 の薬理学的活性化はこれらの

腎固有細胞を酸化傷害から保護することが報告されている(Yang JL, et al. 2020), 

(Han P, et al. 2017). 本研究においても, 血管内皮細胞および尿細管上皮細胞にお

ける Nrf2 の薬理学的活性化により抗酸化蛋白の発現が増強し, ANCA-NETs によ

る細胞傷害に対しても保護的に作用していることを示した.  

また, in vitro 実験で得られた知見から想定される病態を確認するため, 我々は

2 つの AAV モデルマウスである ANCA 移入マウスと血管炎自然発症マウスを

用いて, Nrf2 活性化薬と Nrf2 欠損の両方の効果を調べた. Nrf2 活性化薬は内在

性の抗酸化応答を増強し, 糸球体腎炎と尿細管傷害を改善し, 疾患の改善と発

症予防につながったが, 対照的に血管炎におけるこの抗酸化応答はNrf2遺伝的

欠損によって抑制され, ROS と NETs の生成が増加して糸球体腎炎が悪化する

結果となった.これらの一連の in vivo 実験は in vitro 実験で確認された事象を裏

付ける結果となったが, Nrf2 活性の ANCA 産生への影響は確認できなかったた

め, この事象は生体内で自己抗体の抑制とは独立して起きていることが想定さ

れた. 一方, AAV モデルマウスに伴う脾腫は, Nrf2 活性化により軽減し, Nrf2 遺
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伝子欠損によって増悪する現象が見られた.  既報によると, Nrf2 の活性化は, 

NFκB などの炎症性サイトカイン遺伝子の転写を抑制する(Kobayashi EH, et al. 

2016)ことで炎症病態を制御していることが知られており. 特に, ループスモデ

ルマウスでは自己免疫応答に主要な役割を果たす Th17 細胞が, Nrf2 欠損によ

り増加することが報告され(Zhao M, et al. 2016), これは Th17 細胞への分化に必

要な STAT3 のリン酸化を Nrf2 が ROS 抑制を介して制御し, Th17 細胞への分化

を抑制しているためと考えられている. また, 活動性 AAV 患者では Th17 細胞

の増加が見られたことから(Neumann I, et al. 2003)(Nogueira E, et al,.2010), 我々

は AAV モデルマウスの Th17 細胞における Nrf2 の役割を調べた. 本研究の

SCG/Kj マウス実験において, Nrf2 活性化により脾臓細胞の T 細胞が減少し, 

IL17 の mRNA発現が減少することが示された. さらに,糸球体への Th17 細胞の

浸潤数は Nrf2 活性化によって減少していたことから, Nrf2 活性化が全身および

局所のTh17自己免疫を制御していることが示された.しかしANCAについては

薬理学的Nrf2活性化, またはNrf2遺伝的欠損によって影響を受けなかった. こ

れらの知見は, AAV における Nrf2 活性化が ANCA への直接作用ではなく Th17

細胞を主体とするT細胞介在性自己免疫の制御に関与していることを示唆して

おり, 自己抗体の産生を抑制することなく腎疾患の改善に寄与する可能性があ

る. ただし同じく自己免疫疾患である SLE モデルマウスでは, Nrf2 遺伝的欠損

により腎炎の増悪とともに自己抗体が増加しており（Jiang T, et al. 2014）, 自己

抗体に対する Nrf2 の意義を解明するためには, さらなる研究が必要である.  

近年, 慢性腎臓病（CKD）と 2 型糖尿病患者を対象とした薬理学的 Nrf2 活性

化剤の第 2 相臨床試験で, 腎保護作用が示された(Nangaku M, et al. 2020). 実臨床

では, Nrf2 活性化剤は, 活性酸素系を介した炎症や免疫学的異常と密接に関連す

る多発性硬化症（Gopal S, et al. 2017）の治療に使用されている. Nrf2 は AAV の

有望な治療標的となりうるが, 腎機能に対する Nrf2 の効果については議論の余

地がある.  

先行研究では, Nrf2 活性化因子は近位尿細管におけるメガリンの発現を抑制

することによってアルブミン尿を上昇させる事が分かっており, 長期的な腎機

能低下につながる恐れがある. 実際, 糖尿病性腎症における Bard の効果を検証

した第 3 相臨床試験である AYAME 試験では末期腎不全への移行を抑制する効

果は認められなかった. これは糖尿病性腎症が慢性炎症を特徴とする病態のた

め, Bard の長期間投与によって尿細管でのアルブミン再吸収に影響を与えた可

能性が考えられる. ただしこの Bard によるアルブミン尿の増加は可逆的である

と考えられており（Avula UMR, et al. 2022）, AAV の急性期から亜急性期の炎症

をターゲットとした我々の研究において, Bard 治療の有効性が示されたことは, 

Bard による短期的な治療がメガリン発現の抑制を最小現にとどめ, 可逆的なア

ルブミン尿の低下が腎保護効果につながった可能性がある. 
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本研究の限界は, AAV モデルマウスにおける Nrf2 の好中球または血管内皮細

胞特異的な役割が解明されていないことである. そのため in Vitro では細胞モデ

ルにおけるNrf2の意義を代替的に示した. さらにいくつかのAAVモデルマウス

が, 病因の解明や新規治療法の探索のための研究に利用されているが, それぞ

れのモデルには明確な特徴,利点,欠点がある.本研究では,ANCA 移入モデルと

SCG/Kj マウスの両方を用いて, AAV の発症や予防における Nrf2 の役割を明らか

にすることを目的としたが, ANCA 移入モデルでは, 導入後 1-2 日で糸球体腎炎

を発症するため, Bard は血管炎発症前に投与せざるを得なかった. 対照的に, 

AAV を自然発症する SCG/Kj マウスでは, 活動期の治療介入として発症後に

Bard を投与した. これらの治療介入の違いが結果に影響を及ぼしている可能性

は否定できない. また, SLE を系統の背景とする SCG/Kj マウスは, AAV では非

典型的な症状であるリンパ節の腫大を示すため（Huang F, et al. 2023）, 純粋な

AAV モデルとして扱うことは議論の余地がある. したがって, これらの限界を

考慮し, 疾患を総合的に評価するために, 2 つの異なる AAV モデルを用いて動物

実験を行った.  

以上から Nrf2 の活性化は NETs 形成を抑制するとともに, NETs そのものによ

る細胞傷害も軽減し, 加えて IL17 産生抑制を介した免疫調節作用により多面的

に糸球体腎炎を制御していると考えられ, AAV の新たな治療標的として期待さ

れる. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



121 

 

14. 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 AAV の腎病変において, 抗酸化酵素 NQO1 の発現が上昇していた.   

・Nrf2 活性化薬はヒト好中球の ANCA 誘導 NETs の形成を阻害した.   

・マウス好中球の ANCA 誘導 NETs は Nrf2 活性化による抗酸化応答を介して抑

制され,Nrf2 遺伝的欠損により亢進した.  

・Nrf2 活性化薬は, ANCA 誘導 NETs による血管内皮細胞傷害, 尿細管上皮傷害

から細胞を保護した. 

・Nrf2 活性化薬は, ANCA 移入マウスにおいて, 腎局所での抗酸化蛋白の発現を

亢進し, ROS の抑制を介して ANCA の産生とは無関係に腎障害を軽減した.  

・Nrf2 活性化薬は SCG/Kj マウスにおいて腎局所での ROS を抑制し, ANCA の

産生と無関係に腎傷害を抑制するとともに, 腎局所への NETs 浸潤を抑制した.  

・Nrf2 遺伝的欠損により SCG/Kj マウスにおける腎局所での ROS が亢進し, 腎

障害が増悪するとともに,腎局所への NETs 浸潤が増加した.  

・Nrf2 活性化により SCG/Kj マウスの脾臓免疫細胞の増殖が抑制され, 腎組織で

の IL17 発現と Th17 細胞の浸潤が抑制された.  

・Nrf2 遺伝的欠損により SCG/Kj マウスの脾臓免疫細胞の増殖が亢進し, 腎組織

での IL17 発現が亢進した.  

 

第一章ではヒト AAV 患者の腎組織において Nrf2 によって制御される抗酸化蛋

白の発現が亢進している事を示した.第二章ではヒト好中球において Nrf2 活性

化薬により ROS の抑制を介して ANCA 誘導 NETs が抑制する事を示した.そし

て第三章でマウス好中球において ANCA 誘導 NETs の形成が Nrf2 の遺伝子除去

により亢進することを形態学的にもシグナル伝達経路の両面から示した.また

Nrf2 活性化薬が,ANCA 誘導 NETs による血管内皮細胞傷害, 尿細管上皮傷害に

対して細胞保護効果を発揮することを第四章で示し, 第五章では ANCA 移入

AAV モデルマウスにおいて, 第六章では ANCA 産生 AAV 自然発症モデルマウ

スにおいて Nrf2 活性化が臓器保護に繋がったことを示し, 第七章では Nrf2 遺伝

的欠損が AAV 自然発症モデルマウスにおいて腎炎を増悪させたことを示した.

最後に第八章では SCG/Kj マウスにおいて Nrf2 活性化が脾臓免疫細胞の増殖抑

制に,Nrf2 遺伝的欠損が増殖亢進へと働くことを, 特に Th17 細胞の腎組織への

浸潤に影響を与えることを示した.  

以上から,本研究は Nrf2 の活性化を介した抗酸化応答が AAV の炎症病態に深
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く関与しており,Nrf2 の制御が NETs の抑制を介して AAV の急性期炎症を改善す

る新たな治療薬の候補となりうることを示した. 現在 AAV に用いられている免

疫抑制治療は AAV の臓器で起きている NETs による組織障害を直接的に抑える

ことはできないため, 長期的には腎不全や神経障害などの臓器障害が残存して

しまう点や強力な免疫抑制剤の使用により重篤な感染症の発症に関連した死亡

が多いことが問題となっている.そのため AAV の病態の中心となる NETs の制御

が可能となれば血管炎の進展を抑制し,病態の改善や臓器保護に繋がる可能性が

ある. 一方で腎保護作用を評価するための適切なバイオマーカーや安全性, 既

存免疫抑制療法との併用の位置づけは未確立である. 総じて Nrf2 活性化薬は

AAV に対する有望な治療候補であるが, 臨床応用には慎重な検証と患者層別化

が課題と考える。 
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