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研究成果の概要（和文）：滲出型加齢黄斑変性（nAMD）患者の前房水やMASP-1/3 欠損 AMD様病変モデルマウス
を用いて、レクチン経路（LP）と第二経路（AP）の補体因子であるMASP-1/3のnAMDの病態における役割の解明を
試みた。nAMD患者の前房水中では、対照疾患患者に比べてC4a/C4比とC3a/C3比の高値が認められ、nAMD患者眼内
においてAPに加え、LPと古典経路の一方または両方が活性化していることが明らかとなった。また、MASP-1/3 
欠損 AMD様病変モデルマウスでは、野生型に比べAMD様病変の改善傾向が認められた。以上より、nAMDの病態へ
のMASP-1/3の関与が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify the role of complement factor MASP-1/3 of the lectin and
 alternative pathways in the development of neovascular age-related macular degeneration (nAMD).  In
 patients with nAMD, the ratios of aqueous humor levels of C4a/C4 and C3a/C3 were significantly 
higher than in cataract patients, providing conclusive evidence for intraocular activation of the 
lectin and/or classical pathway in nAMD eyes.  Furthermore, using mouse model of laser-induced 
choroidal neovascularization, which has been used extensively studies of nAMD, we found that the 
nAMD-like lesion was alleviated in mice deficient for MASP-1/3 compared to wild-type mice, although 
there was no significant difference between them.  Our results strongly suggest the contribution of 
MASP-1/3 in the development of nAMD.

研究分野： 免疫学

キーワード： 加齢黄斑変性　補体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、第二経路に加え、眼内におけるレクチン経路と古典経路の一方または両方の活性化が滲出型加齢
黄斑変性の病態に関与することが明らかとなった。よって、MASP-1/3を標的とする治療法が有効である可能性が
強く示唆された。これらの成果は、滲出型加齢黄斑変性の病態における補体の関与への理解を深め、滲出型加齢
黄斑変性の新規治療法や新規診断法の開発に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自然免疫の補体系は、古典経路・レクチン経路・第二経路のいずれかを通じて活性化し、病原

微生物や自己のアポトーシス細胞の排除に働くが、その過程で炎症による臓器障害を引き起こ
すことがある。  
 近年、加齢黄斑変性(AMD)の罹患者数が急増し、病態機構の解明と新規治療法の開発が求めら
れている。ゲノムワイド相関解析の結果、補体第二経路の制御因子である H因子の遺伝子多型と
の相関が示され、AMD の病態への第二経路の関与が注目されているが、近年、レクチン経路も炎
症のトリガーとして発症初期に関与することも示唆されている（Joseph, et al. J Biol Chem 
2013）。 
 研究代表者が所属する研究室では、補体因子 MASP-1 と MASP-3（MASP-1/3）を欠損したマウス
の解析で、MASP-1/3 がレクチン経路と第二経路の活性化に必須の補体因子であることを明らか
にした(Takahashi, et al. J Exp Med 2010)。 
また最近申請者らは、レクチン経路の補体制御因子「MAp44」と、第二経路の補体制御因子 H

因子(fH)を融合させた補体阻害薬 MAp44-fH を作製し、本薬が in vitro の実験で、レクチン経路
と第二経路の両者を阻害することを確認した。 
以上を背景に、研究代表者は補体因子 MASP-1/3 は滲出型 AMD の病態機構に関与すると推察し

た。また、研究代表者らが開発した補体阻害薬 MAp44-fH は、滲出型 AMD の新規治療薬になる可
能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、滲出型 AMD 患者の前房水や MASP-1/3 を欠損した滲出型 AMD 様病変モデルマウス
を用いて、AMD の病態における補体因子 MASP-1/3 の役割を明らかにする。さらに、研究代表者
らが開発したレクチン経路と第二経路の活性化を阻害する新規の補体阻害薬 MAp44-fH を用い
て、滲出型 AMD 様病変モデルマウスに対する新規治療薬としての有効性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1)滲出型 AMD 患者の前房水中における補体タンパク質の解析 

滲出型AMD患者では、抗VEGF抗体を眼内注入する治療の際に前房水(50〜100 µL)を採取し、
解析時まで-80℃で保存した。白内障(対照疾患)では、白内障手術の際に副産物として吸引さ
れる前房水液(50〜100 µL)を採取した。対象者は福島県立医科大学(本学)附属病院で治療を
受けた患者で、かつ当研究への参加を承諾した滲出型 AMD 患者と白内障患者のみとした。 
採取した前房水中の補体タンパク質（C4、C3、C4a、C3a、MASP-2）濃度および抗体アイソタ

イプ（IgM、IgA、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4）濃度を、ELISA 法または Bead-based immunoassay
法を用いて測定した。各群の測定結果を統計学的解析により比較検討し、滲出型 AMD の病態と
各補体タンパク質との関連を明らかにした。 
 

（2)MASP-1/3 KO 滲出型 AMD 様病変モデルマウスの作製 
MASP-1/3 KO または野生型 C57BL/6 マウスの網膜に、三種混合薬（塩酸メデトミジン 0.3 

mg/kg mouse、ミダゾラム 4.0 mg/kg mouse、 酒石酸ブトルファノール 5.0 mg/kg mouse）腹
腔内麻酔下でグリーンレーザー照射（サイズ 100 µm, 照射時間 0.1 秒,100 mW, 4 発/眼）し、
滲出型 AMD 様病変である脈絡膜新生血管（CNV）を誘導した。レーザー照射前と照射後 6日目
に、暗順応下光刺激による網膜電図にて視機能を評価した。レーザー照射後 7 日目に、網
膜フラットマウント標本を作製し、血管内皮（CD102）に対する蛍光抗体を用いて CNV を染色
し、各群の CNV 面積を評価した。 
 

（3) 滲出型 AMD 様病変モデルマウスへの補体阻害薬 MAp44-fH の治療効果 
 12 週齢の野生型 C57BL/6 マウスに MAp44-fH 1000 nM を腹腔内投与した。投与前および投与
開始後 1、2、4、8、24、48 時間毎に採血し、血清を回収した。回収した血清を用いて、抗 PA
抗体による ELISA 法にて血中濃度をモニタリングした。また、MAp44-fH がレクチン経路の認
識分子である MBL または ficolin-A と血中で複合体を形成しているかを確かめるため、上述
の血清を用いてマンナンまたは抗 ficolin-A 抗体コートプレートによる ELISA 法にて、MBL ま
たは ficolin-A と複合体を形成している MAp44-fH レベルを測定した。さらに、in vivo にお
けるレクチン経路と第二経路の抑制効果をそれぞれマンナンコートプレート C4 deposition
アッセイ法とザイモザンアッセイ法で評価した。 
 

４．研究成果 
（1)滲出型 AMD 患者の前房水中における補体タンパク質の解析 

滲出型 AMD 群の前房水では、対照疾患群に比べ C4 と C3 濃度は有意な低値、C4a と C3a 濃度
および C4a/C4 比と C3a/C3 比は高値を示した（図 1）。対照疾患群に比べて滲出型 AMD 群で
C4a/C4 比および C3a/C3 比が高値を示したことから、滲出型 AMD 患者の眼内で古典経路とレク
チン経路の一方または両方が活性化していることが明らかとなった。 
次に、滲出型 AMD 群の病態への古典経路の関与を調べるため、滲出型 AMD 患者および対照

疾患患者前房水中の抗体アイソタイプ濃度を測定したところ、対照疾患群と比較して IgG2 濃



度は滲出型 AMD 群で有意な高値を認
めたが、それ以外の抗体アイソタイ
プでは有意差は認められなかった
（図 2）。さらに、各抗体アイソタイ
プ濃度とC4a/C4比との相関解析を行
ったところ、滲出型 AMD 群の IgG1 と
C4a/C4 比との間（ rs = -0.52, p = 
0.035）、および対照疾患群の IgA と
C4a/C4 比との間で負の相関を認めた
（rs = -0.70, p = 0.043）。しかしながら、
古典経路が関与する全身性エリテマ
トーデスでは、自己抗体レベルと
C4a/C4 比および C3a/C3 比との相関
は正であるため、滲出型 AMD 群にお
いて古典経路が関与することを示唆
する所見は得られなかった。 
一方、滲出型 AMD 群の病態へのレ

クチン経路の関与を調べるため、滲
出型AMD患者前房水中のMASP-2の濃
度を測定したところ、対照疾患群と
比較してMASP-2の濃度は有意な低値
を認めた（図 3）。これは、滲出型 AMD
患者眼内においてレクチン経路の活
性化によりMASP-2が消費されたため
と考えられた。また、MASP-2 濃度と
C4a/C4 比との相関解析を行ったところ、レクチン経路の活性化を示唆する負の相関の傾向を
認めた（rs = -0.45, p = 0.075）が、統計学的な有意差には達しなかった。今後、例数を増やして
検討する予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)MASP-1/3 KO 滲出型 AMD 様病変モデルマウスの作製 
MASP-1/3 KO または野生型 C57BL/6 マウスの網膜にレーザー照射し、脈絡膜新生血管病変

を誘導した。まず、レーザー照射による視機能の変化を評価するため、レーザー照射前と照
射後 6日目に、暗順応下光刺激による網膜電図を測定した。その結果、MASP-1/3 KO マウ
スでは、野生型マウスに比べレーザー照射後 6日目において、b 波の減衰が有意差に達しな
かったものの軽減する傾向がみられた。 
次に、レーザー照射後 7日目に、網膜フラットマウント標本を作製し、蛍光標識抗 CD102 抗

体を用いて CNV 面積を測定した。その結果、有意差に達しなかったものの、野生型マウスと比
べて MASP-1/3 KO マウスでは、CNV 面積の縮小傾向がみられた。今回、有意差に達しなかった
理由として検体数が少なかったことが考えられる。今後は、引き続き実験を行い、検体数を増
やして再検討する予定である。 

 
(3) 滲出型 AMD モデルマウスへの補体阻害剤 MAp44-fH の治療効果 
 野生型の C57BL/6 マウスに MAp44-fH を腹腔内投与し、経時的に血清を回収した。この血清
を用いて ELISA 法にて血清 MAp44-fH 濃度を測定した。MAp44-fH は、投与後 4時間で血中濃度
最大値となり、投与後 48時間で体内からほとんどがクリアランスされた（図 4）。 
次に、MAp44-fH がレクチン経路の認識分子である MBL または ficolin-A と血中で複合体を

形成しているかを確かめるため、ELISA 法にて、MBL または ficolin-A と複合体を形成してい
る MAp44-fH レベルを測定した。MAp44-fH は、血中で MBL または ficolin-A と複合体形成して
おり、投与後 4時間で ficolin-A との複合体形成は最大値、投与後 24時間で MBL との複合体
形成は最大値となった（図 5）。 
 



 

 
さらに、in vivo でのレクチン経路の抑制効果を確かめるため、上述の血清を用いてマンナ

ンコートプレート C4 deposition アッセイを行ったところ、MAp44-fH 投与マウスでは、投与
前血清と比べて明らかなレクチン経路の抑制は認められなかった（図 6）。また、in vivo での
第二経路の抑制効果を確かめるため、上述の血清を用いてザイモザン C3 アッセイを行ったと
ころ、MAp44-fH 投与マウスでは、投与前血清に比べて投与後 48時間まで第二経路を抑制した
（図 7）。In vivo において、MAp44-fH がレクチン経路を抑制できなかったのは、MAp44 が主に
MASP-1/3 と競合し、レクチン経路の活性化に必須である MASP-2 を競合阻害できなかったため
と考えられる。以上から、MAp44-fH はレクチン経路と第二経路を抑制する補体阻害薬として
有望とは言えないと考えた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究の結果、滲出型 AMD 患者の眼内において、レクチン経路と古典経路の一方または両方
の活性化が滲出型 AMD の病態に関与していることが明らかとなった。今後は、レクチン経路と
古典経路のどちらが滲出型 AMD の病態に関与するかを AMD 患者前房水や AMD 様病変モデルマ
ウスを用いて検討していく予定である。 
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