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緒　言

　ミトコンドリアの機能低下は多くの加齢性疾患（２型糖尿病，パーキンソン病，心血管疾患）に関与し，特に２型糖
尿病では複数の組織･細胞でミトコンドリア機能の低下が見られる．ミトコンドリア機能を回復させるアプローチとし
て，ミトコンドリア恒常性維持機構を増強する生物応答調整剤が研究されている 1,2)．しかし，化合物を用いたミトコ
ンドリア機能の正常化には組織特異性が見られ，細胞毒性を伴う化合物も多い．そこで我々は，複数の組織においてミ
トコンドリア恒常性がどのように制御され，また病態と共にどう変化してくるかを検証するため，２型糖尿病の病態の
中核の１つであるマクロファージの炎症反応とミトコンドリア恒常性を基盤に，ミトコンドリアの恒常性維持機構に重
要な遺伝子を検索した．マクロファージによる炎症反応の中でも白色脂肪組織のインスリン抵抗性と膵ベータ細胞の
毒性を引き起こす NLRP3 インフラマソーム活性化にはミトコンドリア内の活性酸素の上昇が重要だとされ，ミトコン
ドリア恒常性維持機構の阻害はインフラマソーム活性化を起こりやすくすることも報告されている．本研究ではマク
ロファージのミトコンドリア活性酸素量と NLRP3 インフラマソーム活性化を制御する遺伝子を全ゲノムレベルで探
索し，ミトコンドリアと加齢性疾患を結ぶ鍵となる遺伝子の同定を行った．

方法および結果

　ミトコンドリアの恒常性維持機構と NLRP3 インフラマソームの活性化に関わる遺伝子を同定するため，我々は近年
報告された CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子ノックアウト手法を研究に用いた．CRISPR/Cas9 はゲノム遺伝子配列にマ
ッチする特有のガイド RNA (sgRNA) を用いゲノム DNA を切断し，それを修復する際に遺伝子配列の変異が起こり，
ストップコドンが作られ遺伝子がノックアウトされる原理である．中でもレンチ CRISPR を用いた手法では，
CRISPR/Cas9 とガイド RNA (sgRNA) を細胞のゲノムに組み込ませ，数週間強制発現することで，高い効率で遺伝子
がノックアウトされる．２週間に及ぶ CRISPR/Cas9 と NLRP3 インフラマソームに重要な遺伝子のガイド RNA

（NLRP3, PYCARD, CASP1 それぞれ）の発現により，THP-1 マクロファージの IL-1β 分泌が 95%以上抑制できること
が確認できた（図 1A）．
　CRISPR/Cas9 による遺伝子ノックアウトスクリーニングを行うには１遺伝子に対して１つ，又は複数のレンチウイ
ルスを作製し遺伝子特異的なガイド RNA の影響を IL-1β 分泌量などで１つずつ検証する必要がある．しかし，全ゲ
ノム遺伝子約２万個以上のレンチウイルスを１つずつ作製し，それらの影響を ELISA などで検証するには１人で行え
る実験量を遥かに超えてしまう．しかし，Pooled スクリーニングでは，全ゲノム遺伝子に対するレンチ CRISPR のプ
ラズミドが混合した DNA を用い，数万種のウイルスを一度に作製し，１細胞あたり 0.3 ウイルスが感染するようにウ
イルス濃度を調整し，感染した細胞を数週間セレクションすることで，１細胞あたり１遺伝子がノックアウトされる手
法である．よって全ゲノム遺伝子１つずつに対してノックアウト細胞が一度に作られる．作製されたノックアウト細
胞の中でミトコンドリア活性酸素量と NLRP3 インフラマソームの活性化に影響を及ぼす物を検出するには，FACS ア
ッセイで細胞をソートする必要がある．我々はカスパーゼ１活性をカスパーゼ１インヒビターに蛍光タンパク質を付
けた FAM-YVAD-FMK プローブと，ミトコンドリア活性酸素量を測定する MitoSOX Red を同時測定できるアッセイ
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を最適化した．NLRP3 をノックアウトした細胞では，ミトコンドリア阻害剤の投与後ミトコンドリア活性酸素の上昇
は保たれるが，カスパーゼ１の活性化は抑えられ，アッセイが機能していることを確認した（図 1B）．

図 1． CRISPR/Cas9 による遺伝子ノックアウトスクリーニング．
A）レンチウイルスベクターにより CRISPR/Cas9 と遺伝子特異的なガイド RNA (sgRNA) を２週間発現した
後，NLRP3 インフラマソームの活性により分泌される炎症性サイトカイン IL-1B の分泌量を ELISA で測定し
た．B）ミトコンドリア活性酸素量と NLRP3 インフラマソーム活性によるカスパーゼ１活性をネガティブコン
トロールと NLRP3 ガイド RNA を用いたノックアウト細胞で FACS 測定した．C）レンチ CRISPR を用いた全
ゲノム遺伝子スクリーニングのプロトコール．

　全ゲノム遺伝子スクリーニングを行うため，我々は 200×106 の THP-1 細胞を１細胞あたり 0.3 ウイルス量で感染さ
せた．これにより，ノックアウトライブラリー（約２万遺伝子×６ガイド RNA=12 万ガイド RNA）を 500 倍のカバー
率でスクリーニングすることができた（図 1C）．FACS アッセイで細胞をソートした後，次世代シーケンサーで分類さ
れた細胞にどの遺伝子がノックアウトされていたかガイド RNA の配列を基に解析した．まずはポジティブコントロ
ールの NLRP3/PYCARD/CASP1 遺伝子ノックアウト細胞がカスパーゼ１活性度の低い方に多く FACS で回収された
か検証した．しかし，ポジティブコントロールのガイド RNA 配列はカスパーゼ１活性度の低い方と高い方では大きな
差が見られなかった．スクリーニングがポジティブコントロールを正しく検出できなかった理由を探るため，今までに
得たデータを振り返り原因をいくつか特定した．まずは，カスパーゼ１が活性された細胞はその後細胞死に直面するた
め，いずれはカスパーゼ１のプローブが細胞から流れ出し，活性度が低い細胞に分類されてしまっていた（図 2A）．
これは細胞死のマーカーを FACS アッセイに加えることで最小限に抑えられると想定する．また，THP-1 細胞をマク
ロファージへ誘導，そして FACS ソートを行う際多くの細胞が失われるため次世代シーケンサーで解析される細胞数
が当初の 500 倍のカバー率から 10 倍程に大幅に下がっていた（図 2B）．よってデータがよりノーイズなどで大きく影
響されやすくなっていた（図 2C）．特に Pooled スクリーニングでは PCR バイアスが大きなノーイズの原因となること
から，スクリーニングで用いる細胞数を増やす必要が見出された．
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図 2． CRISPR/Cas9 全ゲノム遺伝子スクリーニングのクオリティーコントロール．
A）ミトコンドリア活性酸素量とカスパーゼ１活性度により FACS ソートされた細胞の大きさ (FSC) と複雑さ
(SSC) を比較した．活性酸素量とカスパーゼ１活性度の低い細胞では FSC/SSC が低い死細胞が多く含まれてい
ると予測される．B）FACS ソートされた細胞から得られたガイド RNA に対するシーケンスのリード数と
FACS ソートを行わなかった細胞のリード数の確率分布．FACS ソートを行わなかった細胞では 80%以上
(Frequency=0.2) のガイド RNA で 100 倍以上のカバー率が得られたが，FACS ソートを行った細胞では 80%以
上のガイド RNA で 10 倍程のカバー率しか得られなかった．C）ノックアウト細胞から検出されたガイド RNA
の数をサンプルごとに比較したプロット．FACS ソートを行わなかった細胞ではカバー率が低いガイド RNA
でも大きな差は見られなかった．しかし，FACS ソートされた細胞では，サンプルごとに見られる差が一番多い
のはカバー率が低かったガイド RNA であった．よって FACS ソートをされた細胞で見られるサンプルの差は
カバー率の低いガイド RNA によるノーイズが強く影響していると予測される．

考　察

　本研究ではミトコンドリアの恒常性維持機構と NLRP3 インフラマソームの活性化に重要な遺伝子を同定するスク
リーニング手法を最適化し，スクリーニングを行った．スクリーニング手法は論文で１年程前に報告されたばかりの技
術であり当初から数回に及ぶ最適化が必要だと予想されていた．今回の実験で得たデータを基に，より信頼性のあるス
クリーニングデータが得られると期待される．特に NLRP3 インフラマソームの活性化には細胞内カルシウムの上昇
など他のパスウェイも重要であり，またミトコンドリアも細胞内のカルシウム 3) や他のパスウェイを制御することか
ら，同定された遺伝子がミトコンドリアと他のパスウェイにどのように関与しているか検証することが，ミトコンドリ
アと加齢性疾患の関係をより明確にするステップとして必要だと考えられる．
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