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緒 言 

 
細胞死は従来「プログラムされた自然死」apoptosis と「破壊的な死」necrosis に分類されてきた。近年、細胞死は

「細胞の単なる終焉」ではなく、炎症等の生命反応を積極的に誘導する「生きた生命現象」であることが明らかとなり、

細胞死誘導メカニズムの解明の重要性が高まりつつある。 
プログラム細胞死の形態学的及び分子レベルの解析が進むことにより、プログラム細胞死には apoptosis 以外に

necroptosis、pyroptosis、NETosisが存在することが明らかとなった。現在これらの細胞死は独立した生命現象と考え

られている［1，2］。 
中でも pyroptosis は分子複合体インフラマソームの形成により生じる活性型 caspase-1 により誘導され、マクロフ

ァージからの IL-1の分泌による炎症反応を伴うユニークな細胞死である。NLRP3、ASCとpro-caspase-1から構成さ

れるNLRP3インフラマソームはミトコンドリア上で形成され、痛風等の生活習慣病、自己免疫疾患、感染症の炎症病

態に大きく関与している［3，4］。 
私達は現在までにNLRP3 インフラマソームの新規活性化因子の探索（chitin）や活性化制御の細胞内シグナル因子

の同定（Bruton’s tyrosine kinase）を行ってきた［5，6］。その後、未だ不明点の多いNLRP3インフラマソーム形成

メカニズムによりダイレクトに迫るため、マクロファージ中のNLRP3に直接結合する細胞内分子を免疫沈降と質量分

析により探索した。その結果、NLRP3の結合因子としてアクチン調節因子であるゲルゾリン（gelsolin）を見出した。 
本研究ではgelsolinによるNLRP3インフラマソーム形成制御メカニズムを解明すると共に、gelsolinを軸としたマ

クロファージのプログラム細胞死のクロストークの解明を目指した。 
 

方法および結果 

 
1． NLRP3とgelsolinの結合の観察 
質量分析の結果を免疫沈降法とproximity ligation assay（PLA）で確認した。 
免疫沈降法ではLPS で 3 時間刺激されたマウス骨髄マクロファージから細胞溶解液を作製し、抗NLRP3 抗体で免

疫沈降の後に、抗 gelsolin 抗体でブロットした。一方、PLA では上記のマクロファージをアセトン固定し、マウス抗

NLRP3抗体とウサギ抗gelsolin抗体でprobeした後にDuolink® PLAシステムによりシグナルを増幅させた。 
いずれの方法においてもLPS 刺激を受けたマクロファージではNLRP3 と gelsolin が結合している所見が得られた

（図1）。 
2． Gsnノックアウト細胞（Gsn-KO J774-1）の作製 

lentiCRISPR v2ベクターにgelsolin遺伝子（Gsn）を標的とするguide RNAを組み込み、マウスマクロファージ株

J774-1 に遺伝子導入した後に、puromycin で選択し限界希釈法により細胞をクローニングした。Western blot にて

gelsolinの欠損を確認した。コントロール細胞（Ctrl J774-1）として酵母GAL promoterを標的とするguide RNAを

上記と同様に導入した細胞を作製した。 
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図1．LPS刺激マクロファージでのgelsolinとNLRP3の結合 

左：免疫沈降、右：PLA 
 
3．GelsolinのNLRP3インフラマソーム活性とapoptosisに対する影響の観察 

Gsn-KOおよびCtrl J774-1をLPSで3時間刺激（シグナル1）した後にnigericinで刺激した（シグナル2）。イ

ンフラマソーム活性は培養上清中の IL-1βと活性型 caspae-1 p20をELISAとWestern blotで、apoptosisは
Western blotで活性型 caspase-3の検出で各々評価した。また、上清中のLDH濃度の測定により細胞死を評価し

た。その結果、Gsn欠損により caspae-1 p20と IL-1βが増加することが見出された。加えて、Gsn欠損により活性

型 caspase-3とLDHが上昇することも判明した（図2）。これらの所見より、gelsolinはNLRP3インフラマソーム

活性とapoptosisの抑制因子であることが明らかとなった。また、NLRP3インフラマソームの活性化はpyroptosis
を誘導することから、gelsolinはpyroptosisとapoptosisという2種類のプログラム細胞死を制御するユニークな分

子であることが明らかとなった。 
 

 
 
 

図2．Gsn欠損によるNLRP3インフラマソーム活性の亢進 
左：Gsn欠損による活性型caspae-1 & -3と IL-1βの増加 
右：LDHの増加 
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4．Gelsolin、NLRP3とミトコンドリアの結合の観察 
GelsolinがNLRP3インフラマソーム形成と共にapoptosis起動の場でもあるミトコンドリアに結合するか否か、共

焦点レーザー顕微鏡で観察した。マウス骨髄マクロファージをLPSとnigericinで刺激した後に、MitoSpy Orangeで
ミトコンドリアをラベルし、アセトン固定の後に抗 gelsolin 抗体で染色した。更に Gsn -KO および Ctrl J774-1 の

NLRP3インフラマソームの活性を誘導した後にMitoSpy Orangeでラベルし、抗NLRP3抗体で染色した。 
NLRP3 インフラマソームの形成の際、gelsolin はミトコンドリアに結合すことを見出した（図 3 上段）。加えて、

gelsolin の欠損により NLRP3 のミトコンドリアへの結合が促進されることより（図 3 下段）、炎症マクロファージに

おいて gelsolin はミトコンドリアと結合することにより、pyroptosis と apoptosis を制御していることが予想された。 
 

 

 

図3．GelsolinはNLRP3のミトコンドリアへの結合を抑制する 
上：Gelsolin（緑）とミトコンドリア（赤）との結合 
左：LPS刺激、右：LPSとnigericin刺激 
下：NLRP3（緑）とミトコンドリア（赤）との結合 
左：Ctrl、右：Gsn－/－ J774-1（LPSとnigericin刺激） 

 
5．Gelsolinの活性酸素種（ROS）産生に対する影響の観察 
ミトコンドリア由来活性酸素種（ROS）はプログラム細胞死の誘導因子として知られている。そこでGsn -KOおよ

びCtrl J774-1のNLRP3インフラマソームの活性を誘導した後にMitoSOXでラベルしフローサイトメーターでROS
産生を評価した。 

Ctrl と比べてGsn -KO では休止状態のみならず炎症刺激に対してもROS 産生が更新していた（図4）。これらの結

果よりgelsolinは炎症刺激によるミトコンドリアからのROS産生を抑制していることが示唆された。 
 

 
図4．Gsn欠損によるROS産生の行進 

フローサイトメーターでROS産生を測定 

Unstained 

Ctrl untreated 

Gsn-/- untreated 

Ctrl LPS + ATP 
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考 察 

 
本研究ではインフラマソームの活性化誘導前のNLRP3の分子状態に着目することで、NLRP3インフラマソームの

制御因子の同定を試みた。その結果、複数のNLRP3結合因子が見出されたが、中でもアクチン調節因子であるgelsolin
が Jurkat 細胞の apoptosis を抑制することが既に報告されていることから［7］、gelsolin はプログラム細胞死に対し

てユニークな制御因子であることが予測された。 
本研究により炎症マクロファージにおいて gelsolin はミトコンドリア上の NLRP3 インフラマソーム形成と

apoptosis誘導を制御する因子であることが明らかとなった（図5）。一方、本研究によりアクチン調節因子gelsolinは

炎症環境においてマクロファージの生存を維持するユニークな因子であることが示唆される。 
生体炎症環境において、gelsolinによるマクロファージの生存維持が炎症の経過と組織修復に対してどのような意義

を有するのであろうか。現在 Gsn -flox マウスを作製中であり、今後このマウスを用いて本研究で見出した現象の生理

的意義を明らかにしてゆく。 
 

 
図5．Gelsolinはミトコンドリアに結合しNLRP3インフラマソームの活性化とapoptosisを抑制する 
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