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研究成果の概要（和文）：　本研究では、SLEなど補体レクチン経路と第二経路が病態に関与する疾患に対する新規治
療法の開発を目的に、２つのリコンビナント蛋白（MAp44-Ig, MAp44-fH）を開発した。その結果、マンナンコートプレ
ートを用いたin vitroの実験ではMAp44-fHが最も強くレクチン経路と第二経路の活性化を抑制した。MAp44-fHをマウス
腹腔内に投与し、48時間後までに採血した血清を用いたin vivoの実験でも、レクチン経路と第二経路の活性化の抑制
効果が認められた。今後は同薬をSLEモデルマウスに投与しその治療効果を判定する。

研究成果の概要（英文）：　We generated two recombinant proteins（MAp44-Ig, MAp44-fH）to threat diseases 
that are associated with activation of the complement lectin and alternative pathways such as lupus. In 
vitro experiments using mannan-coated microplates showed that MAp44-fH has stronger effect on the lectin 
and alternative pathway inhibition compared to MAp44-Ig. In vivo experiments by using sera from mice that 
received peritoneal administration of MAp44-fH showed inhibitory effect of the lectin and alternative 
pathways. MAp44-fH will be administrated to murine lupus models afterwards.

研究分野：補体学
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１．研究開始当初の背景 
 補体系は約 30 種類の蛋白で構成される自
然免疫機構であり、補体成分 C3 の活性化は
病原体の排除や炎症の惹起に中心的に作用
する。C3 を活性化する補体経路は、古典経
路・レクチン経路・第二経路の３つがある。 
 レクチン経路の活性化に必須である
MBL-associated serine protease-1 (MASP- 
1)と、その同一の遺伝子から転写されるスプ
ライシングバリアントの MASP-3(MASP-1/3)
は、第二経路の補体Ｄ因子を活性型(fD)に変
換するために必須の補体因子(酵素)である。
従って、Masp1/3-ノックアウト(KO)マウスで
はレクチン経路と第二経路が活性化されな
い(Takahashi(連携研究者),et al. J Exp Med 
2010)。一方、MASP-1 遺伝子のもう一つのス
プライシングバリアントである MAp44 は、
MASP-1/3 と異なり酵素活性部位(SPD)を欠く
ため、MASP-1/3 の作用を阻害する内因性調節
因子として働く(図 2) 
 自己免疫疾患の全身性エリテマトーデス
(SLE)では、自己抗体による免疫複合体の形
成が補体活性化のトリガーとなるため、古典
経路が糸球体腎炎などの臓器障害に中心的
に作用するとされてきた。一方、申請者らは、
SLE モデルマウス(MRL/lpr 系)における糸球
体腎炎への C3 の役割(Sekine, et al. J 
Immunol 2001)や自己抗体産生Ｂ細胞の関与
(Sekine, et al. J Immunol 2004; Sekine, et 
al. J Immunol 2006; Sekine, et al. PNAS 
2007)を明らかにし、その治療法として第二
経路の活性化を阻害するＨ因子(fH)と補体
受容体 CR2 との融合タンパク CR2-fH の有効
性を示した(Sekine, et al. Arthritis Rheum 
2011; Sekine, et al. Mol Immunol 2011)。 
 近年、SLE のループス腎炎の糸球体に、MBL
や Ficolinなどのレクチン経路の補体分子の
沈着が相次いで報告され、ループス腎炎の病
態へのレクチン経路の関与が示唆されてい
る。これらを背景に、報告者らがレクチン経
路と第二経路が活性化されない Masp1/3-KO 
SLE モデルマウス(MRL/lpr 系)を作製し、そ
の病態を解析したところ、血清 C3 レベル,糸
球体 C3 沈着レベル,タンパク尿,腎病理所見
が著明に改善することを見出し、Masp1/3 が
糸球体腎炎の病態機構に作用することを明
らかにした(2013 年米国リウマチ学会(ACR)･
口演発表)。以上の結果から、補体因子
MASP-1/3、すなわちレクチン経路と第二経路
が病態機構に関与する疾患に対して
MASP-1/3 を標的とする新規治療法の可能性
が示された。 
 
２．研究の目的 
 以上を背景に、本研究では補体･レクチン
経路と第二経路の活性化に作用する補体因
子 MASP-1/3 を阻害する２種類の生物学的製
剤(抗 MASP-1/3-SPD モノクローナル抗体、リ
コンビナントタンパク MAp44-Ig)を開発し、
それを MASP-1/3 が臓器障害に関与すること

が判明しているSLEモデルマウスの糸球体腎
炎を対象に投与し、その効果を検証しながら、
同製剤を用いる新規治療法の確立を目指す
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では MASP-1/3 を標的として補体・
第二経路の活性化を阻害する新規生物学的
製剤の開発のため、以下の手順に従って研究
を進める。 
(1) MASP-1/3を標的とするモノクローナル抗
体の作製 
 報告者らが保持する Masp1/3-KO マウ
スに、すでに作成済のリコンビナントマ
ウス MASP-1(rMASP-1)と rMASP-3 蛋白を
免疫し、定法に従って特異的な抗体を産
生するハイブリドーマを作成する。抗
MASP-1-SPD と抗 MASP-3-SPD モノクロー
ナル抗体産生株を ELISA とウエスタンブ
ロット法で選別し、ラージスケールで培
養後、抗体精製カラムを用いてモノクロ
ーナル抗体を精製する 
 
(2) リコンビナントタンパク MAp44-Ig の作
成 
 マウス肝 cDNA ライブラリーをもとに、
制限酵素アダプター配列付加プライマー
を用いてPCR法にて MAp44 cDNAをクロー
ニングする。 
 遺伝子配列を確認後、マウス免疫グロ
ブリン IgG1(hinge-CH2-CH3)をエンコー
ド済の発現ベクター(pFUSE-mIgG1-Fc1)
に MAp44 cDNA を組込み、リコンビナント
融合タンパク MAp44-Ig をエンコードす
る発現ベクターを作成する。 
 発現ベクターを CHO 細胞にトランスフ
ェクトして培養液を回収し、プロテイン
Aカラムで MAp44-Ig(図１)を精製する。 

 
(3) モノクローナル抗体と融合タンパクのレ
クチン経路と第二経路阻害作用の検証 



１）in vitro での阻害作用の検証 
 野生型マウスの血清に抗 MASP- 
1/3-SPD モノクローナル抗体または
MAp44-Igを加えて室温で１時間反応
させ、反応液をマンナンコーティン
グのマイクロプレートに加えて、C3
沈着の程度を FITC-anti-C3 抗体で
検出する。C3 沈着の減少が観察され
れば、レクチン経路と第二経路が阻
害されたと評価する。 

  ２）in vivo での阻害作用の検証 
 野生型 C57BL/6 マウスの腹腔内に
抗 MASP-1/3-SPD モノクローナル抗
体または MAp44-Ig を投与し、経時的
に採血する。得られた血清をマンナ
ンコーティングのマイクロプレート
に反応させ、C3 沈着の程度を
HRP-anti-C3 抗体で検出する。C3 沈
着の減少が観察されれば、レクチン
経路と第二経路が阻害されたと評価
する。 

 
(4) 疾患モデル動物への応用 
 SLE モデルマウス(MRL/lpr 系と NZB/W 
F1 系)の糸球体腎炎を治療対象とし、抗
MASP-1/3-SPD モノクローナル抗体または
融合タンパク MAp44-Ig の投与による治療
効果を評価する。 
１） モノクローナル抗体投与群、融合タ
ンパク投与群、生理食塩水投与群(各
12 匹/群)に分類し、腎炎発症後
(MRL/lpr 系:14 週齢〜、NZB/W F1
系:22 週齢〜)に週２回(計８週間)、
モノクローナル抗体，融合タンパク，
生理食塩水を腹腔内投与する。投与
量は研究計画(3)-2)のデータより算
出する。 

２） 投与前および投与開始後２週間毎に
血清を採取し、レクチン経路と第二
経路の阻害効果を確認する。また、
尿中アルブミン排泄量, 血清 C3 値、
免疫複合体値、抗 dsDNA 抗体値を
ELISA で測定する。さらに BUN・血清
クレアチニン値を測定し、腎機能を
評価する。 

３） 投与開始８週後に腎を回収し、糸球
体への IgG, C1q, C3 沈着レベルを蛍
光抗体法で評価する。また、H&E と
PAS 染色にて腎の病理組織学的評価
を行う。 

 
４．研究成果 
(1) MASP-1/3を標的とするモノクローナル抗
体の作製 
 Masp1/3-KO マウスに、リコンビナント
マウス MASP-1(rMASP-1)と rMASP-3 蛋白
を免疫し、定法に従って特異的な抗体を
産生するハイブリドーマの作製を試みた
が、免疫されたマウスの血清に抗
MASP-1-SPD と抗 MASP-3-SPD は産生され

なかった。その理由として、Masp1/3-KO
マウスで欠損させた遺伝子の部位は
Masp1 遺伝子の第２エクソンであり、そ
の下流に位置する SPD 領域のエクソンが
破壊されていなかったために、欠損させ
た第２エクソンをスキップして極少量の
SPD 領域の mRNA の転写が生じ、その結果
SPD 領域の蛋白に対する免疫寛容が成立
してしまったためと考えられた。 
 
(2) リコンビナントタンパク MAp44-Ig の作
成 
 発現ベクターを CHO 細胞にトランスフ
ェクトして培養液を回収し、プロテイン
Aカラムで MAp44-Ig を精製し、SDS-PAGE
で展開した。その結果、約 80kDa のバン
ドが認められ、マススペクトロ解析の結
果マウス MAp44-Ig であることが確認さ
れた(図２)。 

 
(3) in vitro におけるリコンビナントタン
パク MAp44-Ig のレクチン経路と第二経
路の阻害作用 
 in vitro におけるリコンビナントタ
ンパク MAp44-Ig のレクチン経路と第二
経路の阻害作用を、野生型マウスの血清



に MAp44-Ig を加えて室温で１時間反応
させ、反応液をマンナンコーティングの
マイクロプレートに加えて、C3 沈着の程
度を HRP-anti-C3 抗体で検出した。ポジ
ティブコントロールとして野生型血清の
みを、ネガティブコントロールとして、
MASP-1/3ノックアウトマウス血清を用い
た。その結果、MAp44-Ig の容量依存的に
C3 沈着の減少が観察され、MAp44-Ig は
in vitro でレクチン経路と第二経路の阻
害作用を有することが判明した。 
 
(4) in vitro におけるリコンビナントタン
パクMAp44-Ig と MAp44-fHとのレクチン
経路と第二経路の阻害作用の比較 
 MAp44-Igが第二経路の阻害作用を有し
ないことを想定し、MAp44 と第二経路の
制御因子である H 因子(fH)の N 末端の 5
つの short consensus repeat(SCR)を融
合した MAp44-fH を作製した。H 因子は、
C3 転換酵素 C3bBb を C3b と Bb に解離失
活させ、さらに I 因子とともに作用して
C3bを iC3bに分解することで第二経路を
制御する因子であり、N末端の 4つの SCR
にその活性を有する。作製法は、マウス
肝 cDNA から H因子の N末端の 5つの SCR
遺伝子をクローニングし、これを４つの
アミノ酸配列リンカー（GGGGS）4で接続
し、C末端に PA-Tag を付加する発現ベク
ター(pCAG-Hyg PA tag-C)に組み込んで
CHO細胞にトランスフェクトし、MAp44-fH
を産生させた。これを抗 PA 抗体カラムで
精製して SDS−PAGE で展開し、マススペク
トロ解析で当該バンドがマウスMAp44-fH
であることを確認した。 
 MAp44-Ig と MAp44-fH とを用いてマン
ナンコートプレートを用いた C3 
deposition assay を 行 っ た 結 果 、
MAp44-Ig よりも MAp44-fH の方が有意に
強く C3 沈着レベルを抑制したことが判
明した(図４)。 

 
 
(5) in vivo におけるリコンビナントタンパ
ク MAp44-fH の腹腔内投与後の血中濃度
と補体抑制能の動態解析 

 図４の解析結果をもとに、より強い補
体抑制効果が望める MAp44-fH を用いて
in vivo におけるMAp44-fHの腹腔内投与
後の血中濃度と補体抑制能の動態解析を
行った。 
 野生型 C57BL/6 マウスの腹腔内に
MAp44-fH を 500μg投与し、1、2、4、8、
16、24、48 時間ごとに眼窩静脈叢から採
血し血清を回収した。これをもとに抗 PA
抗体を用いた ELISA 法で、血清 MAp44-fH
濃度を測定した。その結果、腹腔内投与
１時間で血清濃度がピークとなり、48時
間でピーク時の10％程度に減少すること
が判明した（図５）。 

 
 さらに、経時的に採血した上記の血清
を用いて、in vivo での補体抑制効果を、
マンナンコートプレートアッセイで評価
したところ、MAp44-fH投与前の血清(pre)
と比較して C3 活性能の有意な抑制効果
がみとめられ、その効果は 48 時間後でも
持続した(図６)。 

 MAp44-fH の血中濃度が投与後 48 時間
目までに減少したにもかかわらず、補体
抑制効果が長時間持続した理由として、
血中で MBL と複合体を形成している
MASP-1 または MASP-3(MBL・MASP-1/3 複
合体)の多くが MAp44-fH と置換されて
MBL・MAp44-fH 複合体となり、レクチン
経路の活性化をトリガーとする補体活性
化の抑制状態が保たれたことが推測され
た。 
 一方、遊離型の MAp44-fH は比較的分子
量が小さいため、血中から優先的にクリ
アランスされ、それが血中濃度に反映さ
れたためと推測された。 



 以上の結果から、本研究で申請者らが
作製した新規のリコンビナント蛋白
MAp44-Ig は in vitro において補体活性
化の抑性能を有し、さらに MAp44-fH は
MAp44-Ig と比較して補体抑性能に優れ、
in vivo でも持続的に補体活性化を抑制
することが判明した。 
 今後の研究計画として、MAp44-fH を
SLE モデルマウスに投与し、その治療効
果を判定し、SLE に対する新規治療薬の
開発を目指す。 
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