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研究成果の概要（和文）：補体の活性化因子であるMASP-1とMASP-3の単独欠損マウスを作成したところ、それぞ
れ補体レクチン経路、そして補体第二経路特異的な活性化因子であった。脂肪肝疾患へ対する影響を解明するた
めにMASP-1欠損マウス、MASP-3欠損マウスを用いて脂肪肝モデルマウスの解析を行った。MASP-3欠損マウスでは
脂肪沈着は軽減しており、血清中ALTや肝組織を用いたRT-PCRでCOL1A1はMASP-3欠損マウスで低値であった。
MASP-1欠損マウスでは有意な変化は認めなかった。これらの結果からMASP-3欠損は脂肪肝疾患に対して保護的に
作用していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of MASP-1 and MASP-3  in complement activation 
pathway using MASP-1 deficient mice and MASP-3 deficient mice. We revealed that MASP-3 is an 
alternative pathway-specific serine protease, whereas MASP-1 is an lectin pathway-specific serine 
protease. Further, we investigated the role of MASP-1 and MASP-3 in nonalcoholic fatty liver 
disease. Our Oil Red O staining of hepatic lipids revealed that decrease of liver steatosis in 
MASP-3 deficient mice. MASP-3 deficient mice also showed low serum ALT and low expression of Col1a1 
in the liver compared with wild type mice. These findings suggested that MASP-3 deficient play 
protective role for NAFLD in mice.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性脂肪肝疾患(NAFLD)はメタボリックシンドロームの肝臓における病態であるが、有病率が高く、
また肝不全へ進行するため、新たな治療方法が必要とされている。補体は生体の恒常性維持のために重要な自然
免疫因子であり、MASP-1とMASP-3はそれぞれ異なる補体活性化経路の重要な活性化因子であることを明らかにし
た。また補体第二経路の活性化因子であるMASP-3の欠損がNAFLD病態に保護的に作用する結果が得られた。本研
究は補体の特に第二経路を標的とした治療方法の創出に役立つものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)はメタボリックシンドロームの肝臓における表現形と

考えられており、NAFLDは肝硬変や肝細胞癌を発症しうる。肥満、糖尿病、脂質異常症と関連

するが、その病態は未だ明らかではない部分が多く、病状進行の危険性の予測やより効果的な治

療法の開発に NAFLDの障害経路の解明が必要とされている。 

 補体は C3の活性化により病原体を排除する自然免疫経路であるが、補体活性化と様々な疾患

の関わりが報告されている。病原体や抗体複合体の認識から補体活性化が始まり、異なる 3 つ

の活性化経路である古典経路、レクチン経路、そして第二経路が活性化することで、C3の活性

化と炎症物質の産生により免疫応答を担っている。 

 ヒト NAFLD患者では C3濃度と肝障害が相関しており、肝臓内や血清中でそれぞれの補体経

路が活性化している。しかし 3 つの補体活性化経路はそれぞれ異なる酵素のカスケードからな

る複雑な活性化様式を示すことから、いずれの補体活性化経路が病態と関連するかはいまだ不

明である。診断や治療への応用のためには 3 つの活性化経路のうちどの経路が主に関連してい

るかを解明することが必要である。Mannose-binding lectin-associated serine protease (MASP) 

-2 はレクチン経路を、MASP-3 は第二経路のの活性化に必須の酵素である。そのため MASP-2

欠損マウスはレクチン経路が、そして MASP-3 欠損マウスは第二経路が失活している。本研究

ではレクチン経路と第二経路の特異的ノックアウトマウスを用いて、それぞれの補体活性化経

路が NAFLDの病態へ与える影響を解明することを目的とした研究を行う。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、NAFLDにおける病態とレクチン経路および第二経路の関連を明らかにするこ

とである。 

 

３．研究の方法 

A) MASP-1単独欠損マウス、MASP-3単独欠損マウスの作成と MASP-1と MASP-3の補体活

性化における役割の解明：補体レクチン経路、補体第二経路と NAFLDの関連の解明のため

に CRISPR/Cas9 システムにより MASP-1 単独欠損マウス、MASP-3 単独欠損マウスを作

成し、それぞれの補体活性化経路との関連を、血清の補体活性化能、補体第二経路の活性化

に必須の D因子の活性化状態の評価により行った。 

B) NAFLD モデルマウスの作成: NAFLD モデルマウスは超高脂肪コリン欠乏メチオニン減量

飼料(CDAHFD)を投与することで作成した。投与期間は 24週とした。当初は MASP-2欠損

マウスを用いる予定であったが、補体レクチン経路のより上流のプロテアーゼである

MASP-1欠損マウスを用いた。また予定どおり MASP-3欠損マウスを用いた。MASP-1欠



損マウス、MASP-3 欠損マウスとそれぞれの野生型マウスを用いて、CDAHFD による

NAFLDモデル群とコントロール群を以下の通り作成した。 

   A群: Masp1+/+, CDAHFD(-).  B群: Masp1+/+, CDAHFD(+).    

   C群: Masp1-/-, CDAHFD(-).  D群: Masp1-/-, CDAHFD(+).  

   E群: Masp3+/+, CDAHFD(-).  F群: Masp3+/+, CDAHFD(+).    

   G群: Masp3-/-, CDAHFD(-).  H群: Masp3-/-, CDAHFD(+).   

C) 肝障害の評価：血清中の AST, ALTを測定する。 

D) 肝線維化の評価：Sirius-red 染色、肝組織の cDNAを用いた RT-PCRで Col1a1を測定し、

線維化を評価する。 

E) 肝脂質沈着の評価：Oil red O染色により肝脂肪沈着を評価する。 

 

４．研究成果 

 CRSPAR/Ca9システムを用いて MASP-1、MASP-3特異的プロテアーゼドメインの欠損によ

って、MASP-1単独欠損マウス、MASP-3単独欠損マウスを作成した。その結果、MASP-1単独

欠損マウスの血清はレクチン経路活性化能が欠損しており、MASP-3 単独欠損マウスの血清は

第二経路活性化能が欠損していた。さらに血清中の D因子は MASP-1単独欠損マウスでは活性

化状態で存在していたが、MASP-3 単独欠損マウスでは未活性化状態で存在していた。以上か

ら、MASP-1はレクチン経路の、MASP-3は第二経路の活性化に必須のセリンプロテアーゼであ

ることが明らかとなった。 

 さらに MASP-1と MASP-3の脂肪肝における役割解明のため、脂肪肝モデルを作成して解析

を行った。MASP-1 欠損マウス、または MASP-3 欠損マウスは出生しにくく、またモデルマウ

ス作成に期間がかかるため、モデル作成に時間がかかってしまったが、MASP-1欠損マウス、お

よび MASP-3欠損マウスによる NAFLDモデルを作成できた。 

 NAFLDモデルにおいて、MASP-1欠損マウスは野生型と ALTの変化は認めなかったが(142 ± 

11U/L vs 166 ± 23U/L, P=0.387)、MASP-3欠損マウスは ALTが低下していた(168 ± 10U/L vs 

122 ± 10U/L, P=0.013)。 

 NAFLD モデルにおいて、MASP-1 欠損マウスは Sirius-red 染色による線維化の変化は認めな

かったが、MASP-3欠損マウスでは線維化の面積が軽減している傾向を認めた。また、肝組織の

cDNAによる RT-PCRでは、Col1a1が MASP-3欠損マウスで低下していた(RQ: 239 ± 79 vs 64 

± 17, P=0.047)。 

 MASP-3 欠損マウスでは Oil red O 染色による脂肪沈着が野生型に比べて軽度であったが、

MASP-1欠損マウスでは明らかな変化は認めなかった。以上から、MASP-3欠損は脂肪肝に保護

的に作用する可能性が示唆された。今後は補体活性化やサイトカインとの関連を解析すること

で、MASP-3を介した補体第二経路の脂肪肝疾患に果たす役割を解明していく予定である。 
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