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研究成果の概要（和文）：MASP-1 KO MRL/lprマウスを作製し、MASP-1 欠損による補体第

二経路活性消失が MRL/lpr マウスのループス様腎炎病態に与える影響について検討した。

MASP-1 KO MRL/lprマウスでは、野生型と比較して補体 C3 消費の抑制・抗 dsDNA 抗体値

低下・腎糸球体病変の抑制が認められ、MASP-1 による補体第二経路活性化がループス腎炎な

どの自己免疫性炎症病態に関与することが示された。本成果により、MASP-1 がヒト SLE に

おけるループス腎炎の新たな治療標的対象として有効であることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Lupus-prone MRL/lpr mice deficient for MASP-1, a serine protease 
essential for activation of the alternative complement pathway, were generated and 
analyzed for development of autoimmune lupus-prone disease.  Aged MASP-1 KO 
MRL/lpr mice showed reduced serum C3 consumption, reduced serum anti-dsDNA levels, 
and no/moderate glomerulonephritis compared to age-matched wild-type littermates, 
indicating that suppression of MASP-1 would be an effective therapeutic strategy for 
human lupus nephritis. 
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科研費の分科・細目：基礎医学・免疫学 
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒト全身性エリテマトーデス(SLE)におい
て主要な死因となっている腎不全の発端と
なるループス腎炎では、自己抗体が形成する
免疫複合体による補体系の活性化が主要な
メカニズムであると考えられている。中でも
補体第二経路構成因子の特異的阻害がルー
プス腎炎病態の軽減に有効であることが報

告されており、種々の活性化因子の抑制なら
びに阻害因子の投与による治療法の有効性
を 検 討 す る 研 究 が 行 わ れ て い る (J	
 
Immunol,164,786,200;	
 Kidney	
 Int,	
 65,129,	
 
2004;	
 Arthritis	
 Rheum,63,1076,2011)。近
年、申請者らのグループは、補体レクチン経
路の活性化に機能する因子として同定され
た MASP-1 が補体第二経路活性化に必須の因
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子 で あ る こ と を 発 見 し た （ J	
 Exp	
 
Med,207:29,2010）。現在までに MASP-1 を標
的とした第二経路活性阻害がループス腎炎
病態に与える影響については検討がなされ
ていない。	
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、MASP-1 遺伝子ノックアウト
SLE モデルマウスを作製し、自己抗体の産生
が開始される 12 週齢から、およそ半数が死
亡する 24 週齢までの自己抗体産生・補体値・
腎炎病態を調べることで、本分子の自己免疫
性腎炎病態への関与を明らかにすると共に、
本分子を標的としたループス腎炎の治療戦
略の有効性を明らかにすることを目的とし
た。	
 
 
３．研究の方法 
(1)MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウスの作製	
 

	
 申請者の所属講座で作製された MASP-1	
 KO	
 
C57BL/6 マウス(J	
 Immunol,180:6132,2008)
をヒト SLE モデルマウスである MRL/lprマウ
スに戻し交配して、MASP-1/3	
 KO	
 MRL/lprマ
ウスを作製した。戻し交配の各世代において、
第 4,5,7,10,17 番染色体における 12 種のマ
イクロサテライトマーカーおよび Fas遺伝子
の遺伝子型を PCR によりチェックしながら、
より次世代交配に適した個体を用いて戻し
交配を行った。	
 

(2)血清生化学的評価	
 

	
 MASP-1 野生型・ヘテロ・KO マウス各 6 匹
から 12-24 週齢の 2 週毎にイソフルラン吸入
麻酔下で 200	
 µL 程度眼底採血し、血清を調
製した。ELISA により、ザイモザンを用いた
補体第二経路活性・血清 C3 量・血清抗 dsDNA
抗体値を評価した。	
 

(3)蛋白尿の評価	
 

	
 MASP-1 野生型・ヘテロ・KO マウス各 6 匹
から 12-24 週齢において 2 週間毎に代謝ケー
ジを用いて 1 日採尿し、ELISA により 1 日尿
中のアルブミン量を測定し、蛋白尿を評価し
た。	
 

(4)腎の病理組織学的解析	
 

	
 24 週齢において、MASP-1 野生型・ヘテロ・
KO マウス各 6 匹を屠殺し、腎を採取してパラ
フィン切片を作製し、ヘマトキシリン・エオ
ジン染色により病理解析を行った。	
 

(5)免疫担当細胞集団の解析	
 

	
 24 週齢において、MASP-1 野生型・ヘテロ・
KO マウス各 3 匹を屠殺し、脾臓・腹腔リンパ
節を採取して、CD4/CD8 陽性 T 細胞、B 細胞、
マクロファージ、樹状細胞集団を FACS によ
り解析した。	
 
	
 
	
 
	
 

４．研究成果	
 

	
 MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウスを戻し交配によ
り作製した。戻し交配 3世代目までにおいて、
疾患感受性領域とされている 13 種全てのマ
イクロサテライトマーカーが MRL/lprマウス
のホモ型に置換された。さらに 4 世代以上戻
し交配を行い、7-9 世代戻し交配したマウス
を解析に用いた。	
 

	
 12-24 週齢における各群 MRL/lpr および
C57BL/6 マウスから採血して血清を調製し、
補体第二経路活性・C3 量・抗 dsDNA 抗体値を
測定した。本マウスは、既報の MASP-1	
 KO	
 
C57BL/6（J	
 Exp	
 Med,207:29,2010）と同様に、
EGTA 存在下においてザイモザンに対する C3
沈着活性を示さず(図 1)、本マウスにおける
第二経路活性消失が確認された。本成果によ
り、MASP-1 は補体消費量が高い MRL/lprマウ
スにおいても第二経路活性化に極めて重要
であることが示された。	
 

	
 12-24 週齢まで 2 週毎に採血して調製した
血清中の C3 量を ELISA にて測定した結果、
MASP-1	
 KO	
 MRL/lprマウスは、野生型 MRL/lpr
マウスと比較して有意に高い C3 レベルを維
持していた(図 2)。ヒト SLE 患者では血清に
おける CH50、C3、C4 がしばしば低値を示し、



疾患活動性の指標として用いられている
(Arthritis	
 Rheum,28:904,1985)。C3 をノッ
クアウトした MRL/lprマウスでは、全補体経
路の活性が消失してしまうため、古典経路活
性消失による自己抗原クリアランス異常を
来し、腎炎病態が悪化したが(J	
 Immunol,166:	
 
6444,2001)、第二経路構成因子である B 因
子・D 因子をノックアウトした(J	
 Immunol,	
 
164:786,2000;	
 Kidney	
 Int,65:129,2004)、
または第二経路抑制因子である H因子を投与
した MRL/lpr マウス(Arthritis	
 Rheum,63:	
 
1076,2011)では、血清 C3 消費抑制に伴い、
蛋白尿・血清抗 dsDNA 抗体値・腎糸球体への
IgG・C3 沈着の低下が認められ、病理学的評
価においても腎炎病態が有意に改善した。以
上のことから、第二経路活性化がループス腎
炎における腎での補体消費による炎症の主
要な増悪因子であることが強く示唆される。
本研究において、MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウス
についてこれらの評価を行った結果、血清抗
dsDNA 抗体低値(図 3)、蛋白尿の低下(図 4)、
24 週齢における糸球体腎炎の発症抑制(図 5)
が認められた。	
 

	
 24 週齢における各群マウスの脾臓免疫担
当細胞の挙動を FACS により検討した結果、
MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウス脾臓におけるヘル

パーT 細胞(CD3+CD4+)、細胞傷害性 T 細胞
(CD3+CD8+)、成熟 B 細胞(CD19+IgM+)、マクロ
ファージ(CD11b+MHC	
 classII+)、樹状細胞
(CD11c+MHC	
 classII+)集団のポピュレーショ
ンは野生型とほぼ同等であり、MASP-1 欠損は
免疫担当細胞レベルにおいて影響を及ぼさ
ないことが示された(データ非表示)。	
 

	
 上記の結果より、MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウ
スではループス様腎炎における糸球体病変
が抑制されることが示され、ループス腎炎の
治療標的として有効であることが示唆され
たが、24 週齢における各群マウスの体重を測
定した結果、野生型(37.7±4.5	
 g,	
 n	
 =	
 3)、
MASP-1	
 KO(27.4±2.8	
 g,	
 n	
 =	
 2)であり、MASP-1	
 
KO	
 MRL/lprマウスにおける成長抑制が認めら
れた。MASP-1 は補体系において D 因子を活性
化して第二経路を活性化させることが知ら
れているが、近年 MASP-1 が顔面骨格異常・
頭蓋骨癒合症・口唇口蓋裂等を主病変とする
3MC 症候群の発症に関与することが報告され
た(Nature	
 Genet,43,197,2011)。MASP-1	
 KO	
 
C57BL/6 においても骨格異常が見出されてお
り(論文投稿準備中)、MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マ
ウスは骨形成異常等により発育が著しく阻
害されていることが示唆される。今後、
MRL/lpr マウスにおける全身性自己免疫性炎
症に対する MASP-1 の機能ならびに治療標的
としての有効性を正確に評価するために、抗
MASP-1 抗体の投与による後天的な MASP-1 抑



制実験系を確立し、同様にループス腎炎への
効果について検討していく必要がある。	
 

	
 本研究では、MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr マウスを
用いて、ループス様腎炎病態への MASP-1 の
関与と治療標的としての有効性について検
討を行った。その結果、MASP-1	
 KO	
 MRL/lpr
マウスでは、自己抗体値・C3 消費の低下、糸
球体腎炎発症抑制が認められ、MASP-1 がヒト
ループス腎炎の治療標的として有効である
ことが示された。今後、抗 MASP-1 抗体を投
与する実験を行うことで、より正当なループ
ス様腎炎抑制効果を見出し、ヒトループス腎
炎の新規治療法を確立していく予定である。	
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