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は じ め に

アレルギー疾患に対する治療は近年，生物学的製剤
が登場するなど，新たな局面を迎えている．アレルギー
疾患の多くは好酸球の関与を伴うが，新しく報告され
た細胞死である好酸球 ETosisがアレルギーの病態に
関与することが報告されている．好酸球は骨髄で成熟
した後これ以上分化しない “end-stage”細胞であり，
好酸球の細胞死が果たす役割は重要な意義を持つと考
えられる．好酸球は galectin-10と呼ばれる好酸球に
ほぼ特異的な蛋白を有しており，炎症局所の galec-

tin-10濃度が病勢を反映するマーカーとなる可能性が
報告されている．我々は好酸球 ETosisのメカニズム
を検討し，ETosisにおける galectin-10の動態を調べ
るとともに，好酸球性多発血管炎性肉芽腫症における
好酸球 ETosisと血清 galectin-10の意義について検討
を行ったので，本研究内容を概説する．
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1.　好酸球と ETosisとは

好酸球が白血球の中の独立した細胞として報告され
たのは約 140年前であり，1879年に Paul Ehrlichによ
り細胞内に好酸性を示す顆粒があることが報告され，
以降好酸球，eosinophilと呼ばれるようになった．こ
の報告以降，好酸球に関する研究が盛んとなり，古く
から寄生虫感染やアレルギー性炎症に関与することが
報告されてきた．好酸球は白血球の 1～4%を占める
顆粒球であるが，組織中にはその 100倍程度存在する
とされており，血管内から組織へ遊走して機能を発揮
する．好酸球の機能は免疫反応だけではなく，脂質の
代謝や組織の再構築など多様な役割を持っていること
も分かってきた1）．好酸球を特徴付けるのは顆粒であ
り，1つの細胞に 200個ほどの顆粒を持っており，強
い細胞傷害作用をもつ 4種類の顆粒蛋白MBP （major 

basic protein）， EPO/EPX （eosinophil peroxidase）， ECP

（eosinophil cationic protein），EDN（eosinophil-derived 

neurotoxin）が貯蔵されている．これらの顆粒蛋白は
それぞれ抗微生物作用や樹状細胞，好中球の活性化な
ど炎症反応を修飾する作用がある2）．好酸球は好中球
と比べ貪食能が低く，これらの傷害性のある顆粒を放
出すること（脱顆粒）は好酸球の重要な免疫機構であ
る．好酸球の脱顆粒メカニズムは生きた細胞による脱
顆粒と細胞崩壊を伴う脱顆粒の大きく 2つに分けられ
る．エキソサイトーシス，piecemeal degranulationは
生きた好酸球による脱顆粒であり，非選択的に顆粒内
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容物を放出するのがエキソサイトーシスであり，選択
的に顆粒内容物を放出するのは piecemeal degranula-

tionと考えられている．一方で細胞崩壊を伴う脱顆粒
はその名の通り細胞死の結果生じる脱顆粒であり，崩
壊型脱顆粒とも呼ばれ，この本態は好酸球 ETosisで
ある．

ETosisの研究は 2004年に Brinkmannが好中球から
網状の DNA（Neutrophil extracellular traps，細胞外ト
ラップ）が放出され，細菌を捕捉することを報告した
のが始まりである3）．2007年には細胞外トラップを伴
う細胞死はアポトーシスやネクローシスとは異なる細
胞死によるものであることが報告され，ETosis（Extra-

cellular trap cell death）と呼ばれるようになった4,5）．
ETosisはアポトーシスのようなカスパーゼ経路の活
性化や核の濃縮，DNAの断片化は伴わず，ETosisの
過程で核の脱凝集が生じ，最終的には細胞膜が破綻し，
網状の DNAが細胞外に放出される（図 1）．2013年
に植木らは好酸球でも ETosisが生じることを報告し
たが6），好中球と好酸球では異なる点がある（図 2）7,8）．
好中球 ETosisでは顆粒の膜は細胞内にて崩壊し，線

維状の DNAに付着した状態で放出されるが，好酸球
では顆粒膜は保たれたまま放出される7）．この好酸球
由来の遊離顆粒は組織に沈着し，細胞外で IFN-γなど
の刺激によって ECPなどの傷害性のある顆粒蛋白を
放出し，好酸球性炎症を増幅させる作用がある9）．好
酸球 ETosisにより形成された細胞外トラップは好中
球と比べて太く，安定であり，組織に長く沈着し，粘
性の高い分泌物を形成に寄与することが示唆されてい
る7）．好酸球 ETosisが炎症局所で確認された疾患は
様々な報告があるが，喘息や COPD，好酸球性副鼻腔
炎，線維素性唾液管炎など管腔内で粘調性の高い粘液
を生じる疾患が多いのが特徴である10-12）．ETosisの本
来の目的は網状の DNAにより微生物を捕捉し，殺菌
作用を発揮する免疫機構であるが，過剰な場合には顆
粒蛋白やヒストンによる組織傷害や管腔内に貯留した
分泌物の粘性を高めるなど病的となる．近年，好酸球
に関する研究は盛んに行われているが，好酸球はヒト
とマウスでは細胞内構造や含有する蛋白に違いがある
ため，ヒト末梢血好酸球を用いて研究を行うことが必
要となる．従来は様々なステップを経て末梢血から好

図 1　好酸球 ETosisのプロセス
活性化した好酸球は核の形態変化が生じ，最終的には細胞崩壊を来す．30～120分程度で比較的早い時間で
反応が生じる．（文献 23より改変）

図 2　好中球 ETosisと好酸球 ETosisの違い
好中球と好酸球は刺激の種類や構造に違いがあり，それぞれの関連疾患の病態と関連する可能性がある（文
献 7，8より引用）．
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酸球を分離していたが，最近では比較的短時間で少な
いステップで分離可能なキットも登場しており，好酸
球研究は発展してきている13）．しかし，ETosisのメカ
ニズムについて未だ明らかではない部分が多い．

2.　好酸球 ETosisとヒストンのシトルリン化

好中球 ETosisではヒストンのシトルリン化はクロ
マチン構造を弛緩させ，細胞外トラップの形成を促進
することが報告されおり，好中球 ETosisにおけるヒ
ストンのシトルリン化には Caイオンや活性酸素が関
係し，PAD4を介するとされている14）．2018年にアレ
ルギー性気管支肺アスペルギルス症患者の粘液栓を免
疫染色すると，シトルリン化ヒストン H3陽性像が認
められることが報告されたが，アポトーシスとの相違
など詳細な検討は未だなされていなかった15）．本研究
では末梢血より好酸球を高純度分離し，アポトーシス，
ネクローシス，ETosisをそれぞれ誘導し，シトルリ
ン化ヒストン H3による免疫染色，ウエスタンブロッ

ティングにより検討した．ETosis，アポトーシスでは
ヒストンのシトルリン化は認めるが，ネクローシスで
はヒストンのシトルリン化は認めなかった．線維状の
シトルリン化陽性の細胞外トラップは認めたのは
ETosisのみであり，線維状のヒストンのシトルリン
化陽性像は ETosisを示す指標となることが示された
（図 3）．

3.　好酸球 ETosisにおける galectin-10の動態

好酸球におけるプロテオミクス解析によると顆粒蛋
白である EDNは 2番目，MBPは 9番目に多く，好酸
球に特徴的な主要な蛋白であると言える．そのほか上
位を占めるのはアクチンやヒストンが主であるが，
galectin-10は 5番目を占める蛋白であり，好酸球構成
蛋白のうち顆粒以外の 10%を占めることから好酸球
の主要な蛋白であると考えられる16,17）．Galectin-10は
好酸球性炎症の病理学的特徴であるシャルコーライデ
ン結晶を構成する蛋白であり，galectin-10は好酸球の

図 3　好酸球 ETosisにおけるヒストンのシトルリン化と galectin-10，MBP染色（文献 28より改変）
上段 : 末梢血好酸球に対して各細胞死を誘導し，シトルリン化ヒストン H3による免疫染色を行うと，
ETosisのみ線維状のシトルリン化ヒストン陽性像が認められる．（青 : DNA，緑 : シトルリン化ヒストン
H3）
下段 : 末梢血好酸球に ETosisを誘導すると galectin-10は染色されず，MBPのみ陽性となる．顆粒はその内
容を保ったまま放出され，galectin-10は細胞崩壊に伴って細胞外に放出される．（赤 : MBP，青 : DNA，
緑 : galectin-10）ETosisを来した細胞の周囲に galectin-10陽性のシャルコーライデン結晶が認められる（矢
印）．
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ほかには好塩基球や制御性 T細胞にも含まれること
が分かっているが18），好酸球では特に大量に含まれて
いる19）．好酸球における galectin-10の局在について
は長年議論されていたが，2020年に galectin-10は好
酸球の細胞質に存在しており，顆粒内には存在しない
ことが分かった17）．2018年にはシャルコーライデン
結晶の形成は好酸球 ETosisの過程で生じることも分
かっており，好酸球 ETosisとシャルコーライデン結
晶，構成蛋白 galectin-10は関連が深いことも示唆さ
れる20）．好酸球に特徴的な蛋白である顆粒蛋白と
galectin-10に着目し，好酸球 ETosisの過程における
蛋白の動態を調べることとした．
末梢血より高純度分離した好酸球を用いて ETosis

を誘導し，顆粒蛋白MBP，galectin-10による免疫染
色を行い，共焦点顕微鏡で観察した．無刺激の好酸球
では細胞質内に顆粒蛋白と galectin-10の存在が確認
されたが，ETosisを誘導した好酸球ではMBPのみ陽
性であり，galectin-10は染色されなかった（図 3）．
MBPと galectin-10で染色された面積比を画像処理ソ
フトにて算出し，MBP/galecin-10面積比を Cytolysis 

indexとした．無刺激の好酸球と ETosisを誘導した好
酸球では有意に Cytolysis indexが高くなることが分か
り，Cytolysis indexは好酸球 ETosisの免疫染色にお
ける客観的指標となる可能性が考えられた．次に末梢
血好酸球に ETosisを誘導し，その培養液上清中に含
まれる蛋白を調べたところ，分離した好酸球を粉砕し
て作製したライセートの蛋白量を 100%とすると，
LDHは 51%，galectin-10は 45%が ETosisによって
放出されることが分かったが，顆粒蛋白はわずか 7%

であった．この結果より，galectin-10は細胞外に放出
されるが，顆粒蛋白は顆粒膜が保たれたまま放出され
ることが示唆された．

4.　好酸球性多発血管炎性肉芽腫における 
好酸球 ETosis

これまでの研究結果をもとに実際の病理組織でもヒ
ストンのシトルリン化，galecitn-10，MBP染色で in 

vitroと同様の所見が得られるのか検討を行うことと
した．本研究では好酸球性多発血管炎性肉芽腫
（Eosinophilic granulomatosis with polyangiitis : EGPA）
患者から得られた病理組織を用いた．EGPAは好酸球
が関連する難治性の血管炎であり，肺や消化管，皮膚
など多臓器を傷害する21）．好酸球が関連することは分

かっているが，好酸球 ETosisとの関連は検討された
ことはなかった．EGPA患者から得られた病理組織を
in vitroと同様にシトルリン化ヒストン H3染色，
MBP，galectin-10による染色を行った．シトルリン
化ヒストンH3染色では同一視野をHE染色に観察し，
崩壊した好酸球と線維状のヒストンのシトルリン化陽
性像が一致することが確認でき，好酸球 ETosisが生
じていることが示された．MBP，galectin-10による
染色においても崩壊した好酸球はMBPのみが陽性と
なる様子が観察され，in vitroと同様の結果が得られ
た．電子顕微鏡による観察でも EGPA患者の病理組
織では好酸球 ETosisが生じていることが分かり，
EGPAでは好酸球 ETosisが生じていることが示され
た．一方で電子顕微鏡による観察ではアポトーシスや
ネクローシスしている細胞は確認できなかった．ETo-

sisはアポトーシスと異なり，find-meシグナルを出さ
ないため，マクロファージに処理されず，組織中に長
くその痕跡が残ることがその理由と考えられる．過去
の報告でも喘息患者の病的な気道粘膜でも好酸球のア
ポトーシスが認められることは稀であると報告されて
いる22）．
今回の検討では免疫染色による手法で好酸球 ETo-

sisが生じることを示したが，従来は電子顕微鏡観察
にて好酸球の崩壊像を示すことが確実な方法であり，
好酸球 ETosisの標準的な評価方法は確立されていな
かった．シトルリン化ヒストン H3や MBP，galec-

tin-10による免疫染色による方法は電子顕微鏡観察よ
りも比較的簡便に施行でき，アポトーシスやネクロー
シスとも区別可能な方法であることから，この免疫染
色による手法は病理組織において好酸球 ETosisを評
価する方法になると考えている23）．

5.　好酸球 ETosisの血清バイオマーカー

In vitroと EGPAの病理組織の検討から，galectin-10

は ETosisの際に細胞外に放出することが分かったた
め，顆粒蛋白や galectin-10は血清中の濃度に影響す
るのか検討することにした．健常群と喘息群，活動性
EGPA群と寛解 EGPA群に分けて顆粒蛋白と galec-

tin-10濃度を検討すると，好酸球数で補正して算出し
た結果，galectin-10濃度は活動性 EGPA群で他の群と
比べて有意に高値であることがわかった．また，
EGPAの疾患重症度スコア（BVASスコア）は血清顆
粒蛋白濃度では有意差がなかったが，血清 galecitn-10
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濃度のみ正の相関を示した．さらに，好酸球を正に調
節するサイトカインである IL-5の血清中の濃度を調
べてみると活動性 EGPA群での有意に高値であり，
血清 galectin-10濃度と IL-5濃度は正の相関を示すこ
とがわかった．EGPAにおいては IL-5やそのほか自
己抗体などとの共刺激によって好酸球 ETosisが誘導
されると考えられた．galectin-10は顆粒内には存在せ
ず，ETosis以外の脱顆粒では放出されないため16），血
清 galectin-10濃度は組織中での好酸球 ETosisの程度
を反映するバイオマーカーとなり得ることが示唆され
た（図 4）．
今回の検討では，血清中の galectin-10濃度と顆粒

蛋白濃度は異なる結果となったが，顆粒蛋白は採血後
の試験管内で凝固する過程でも脱顆粒することにより
放出されるため24），ETosisを反映したものではない可
能性がある．また，ETosisにより放出された遊離顆
粒はカチオン性が強く，炎症組織に沈着しやすい．特
にMBPは皮膚組織に 6週にわたり沈着しており，顆
粒蛋白は末梢循環に入りにくいことも血清顆粒蛋白濃
度が galectin-10と比較して低い原因であると考えら
れる25,26）．我々の検討では EGPAで血清 galectin-10濃
度が上昇することが示されたが，今後様々な好酸球性
炎症疾患でも血清 galectin-10濃度の上昇が認められ
るのか検討できれば好酸球 ETosisのマーカーとして
確立できるかもしれない．例えば，EGPAにおけるメ
ポリズマブの国際共同第 III相試験として行われた
MIRRA試験において寛解となった患者は 3割程度で
あるため27），高価な分子標的薬の使用に際して血清
galectin-10が治療効果予測や治療効果判定に使用可能
となることが期待される．

さ い ご に

本研究では，好酸球 ETosisでは galectin-10が細胞
外に放出されることを in vitroから実際の病理組織，
血液検体で示すことができた28）．Galectin-10は体内
では好酸球しかほぼ保有せず，ほかの脱顆粒様式では
放出されないことから，血清 galectin-10濃度は全身
的に好酸球 ETosisが生じていることを反映している
可能性が高い．また，今回の研究では好酸球 ETosis

とシトルリン化ヒストンの関連についても初めて示す
ことができ，好酸球 ETosisが生じるメカニズムの一
部が解明されたと言える．今後も好酸球 ETosisのメ
カニズムを調べることによって血清 galectin-10のバ
イオマーカーとしての有用性，ETosisを抑制する治
療法や傷害性を有する遊離顆粒や細胞外トラップを除
去する治療法など，好酸球性炎症疾患・アレルギー疾
患の診断，治療のさらなる進歩を目指したいと考えて
いる．
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