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研究成果の概要（和文）：　活性化型で循環する補体因子MASP-3は、生体内でレクチン経路の糖鎖認識分子(LP 
PRMs)と複合体を形成しているが、その免疫学的意義は不明である。本研究では、認識分子との複合体形成能を
欠く4種類の変異型リコンビナントマウスMASP-3（rmMASP-3）と野生型rmMASP-3をマウスに投与し、生体内にお
ける活性化動態を比較検討した。
　その結果、両者とも生体内で速やかに活性化型に変化したが、変異型rmMASP-3は野生型rmMASP-3よりも生体内
から早期にクリアランスされることが判明した。以上より、LP PRMsとの複合体の形成は、生体内でのMASP-3の
維持に寄与することが示された。

研究成果の概要（英文）：　MASP-3 circulates in an active form and forms a complex with recognition 
molecules of the lectin complex pathway (LP PRMs) in vivo, but its immunological significance is 
unknown. In this study, four types of mutant recombinant mice MASP-3 (rmMASP-3), which lack the 
ability to form a complex with LP PRMs, and wild-type rmMASP-3 were administered to mice, and their 
activation kinetics in vivo were investigated.
　As a result, it was found that both of them rapidly changed to the activated forms in the 
circulation. However, the mutant rmMASP-3 was cleared from the circulation earlier than the wild 
type rmMASP-3. From these results, it was shown that the complex formation of MASP-3 with LP PRMs is
 required for the maintenance of MASP-3 in vivo.

研究分野： 免疫学

キーワード： 補体因子　MASP-3　第二経路　レクチン経路　認識分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、第二経路の補体因子であるMASP-3が、なぜレクチン経路の認識分子と複合体を形成するのか、その
意義を世界で初めて見出したものであり、補体系のメカニズムの全容解明に大きく貢献する成果である。
　補体第二経路は、さまざまな炎症性疾患における増悪因子として知られており、今後MASP-3を標的とする治療
戦略を開発する上で、重要な知見をもたらした成果と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

補体系は、古典経路・レクチン経路・第二経路の３つの酵素カスケード反応で構成され

る自然免疫機構である。古典経路とレクチン経路は、それぞれ微生物への抗体や糖鎖認識分

子の結合により活性化が開始され、その結果、補体 C3 の結合により微生物は食細胞に認識

され（オプソニン化）、貪食処理される。一方、第二経路は C3 の活性化を増幅し、炎症を

引き起こす C3a と C5a を多量に産生する。 

Masp1 遺伝子から転写される２つの補体因子 MASP-1 と MASP-3 は、両者間で構造が共

通のドメインである糖鎖認識分子への複合体形成部位(H 鎖)と、両者間で構造が異なる酵

素活性(L 鎖)で構成される。近年申請者らは、補体系における MASP-1 と MASP-3 の個別

の役割を明らかにするために、MASP-1 と MASP-3 の各酵素活性部位(L 鎖)に特異的なエク

ソンを CRISPR/Cas9 で切除編集し、MASP-1 単独欠損マウスと MASP-3 単独欠損マウスを

作成し解析を行った。その結果、MASP-1 はレクチン経路の活性化に作用し、MASP-3 は第

二経路の活性化に作用する補体因子であることを明らかにした(Hayashi, M et al. J Immunol, 

203:1411-1416, 2019)。 

上記で述べたように、生体内において MASP-1 と MASP-3 は、H 鎖を介してレクチン経

路の糖鎖認識分子(MBL-A, MBL-C, ficolin-A, ficolin-B, CL-K1, CL-L1)と複合体を形成し

ている。MASP-1は生体内で未活性型として存在し、MASP-1と糖鎖認識分子との複合体が、

微生物表面の糖鎖に結合すると MASP-1 の 3 次元構造が変化し自己活性化することが明ら

かになっている。 

一方、申請者らがマウス血清中の MASP-3 の活性化状態を解析した結果、MASP-1 とは

異なり、MASP-3 の大部分は活性化型として存在することを見出した(Hayashi, M et al. J 

Immunol, 203:1411-1416, 2019)。しかし、MASP-1 同様に MASP-3 の活性化にレクチン経路

の糖鎖認識分子との複合体形成を必要とするのか、また、どの糖鎖認識分子が MASP-3 の

活性化に関与するのかは同定されておらず、MASP-3 活性化のメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究は、生体内での MASP-3 の活性化におけるレクチン経路の糖鎖認識分子の関与の

有無を明らかにするために、糖鎖認識分子との複合体形成能を欠く 4 種類の変異型リコン

ビナントマウス MASP-3（rmMASP-3）と野生型 rmMASP-3 を作成してマウスに投与し、

生体内における rmMASP-3 の活性化動態を比較検討した。 

 
３．研究の方法 
（1）rmMASP-3 の作成 

ヒト MASP-1/3 H 鎖の CUB1 ドメインと CUB2 ドメインに存在する認識分子との結合

に重要な 4 つのアミノ酸（CUB1: Glu49, Asp102; CUB2: His218, Tyr225）の配列は、マウス

MASP-1/3 H 鎖のそれと共通である 3)。本研究では、それらを Ala に置換した 4 種類の変

異型 rmMASP-3 と野生型 rmMASP-3 を、CHO 細胞を用いて作成した。なお、それらのリ

コンビナントタンパク質の C 末端側には PA tag を融合した。 

（2）rmMASP-3 とレクチン経路の糖鎖認識分子との複合体形成能の評価 

変異型または野生型 rmMASP-3 を混合した野生型マウス血清を、マンナンまたは

GlcNAc をコートしたマイクロプレートに反応させ、各種 rmMASP-3 とレクチン経路の認



識分子との複合体の沈着の有無を HRP 標識抗 PA 抗体で評価した。 

（3）生体内における rmMASP-3 の活性化動態の評価 

各種 rmMASP-3 100μg を野生型および MASP-3 欠損マウスの尾静脈内に投与し、経時

的に採血した。血清中の活性化型 rmMASP-3 を、抗 PA 抗体を用いた Western blotting で

検出し、各種 rmMASP-3 の活性化動態を比較検討した。 

（4）D 因子の活性化と第二経路の活性化能の評価 

各種 rmMASP-3 を MASP-3 欠損マウスの尾静脈内に投与し、投与後の血清中の D 因子

の活性化と、第二経路の活性化能の回復を、Western blotting とザイモザンに対する C3 

deposition assay でそれぞれ評価した。 

 
４．研究成果 

（1）rmMASP-3 とレクチン経路の糖鎖認識分子との複合体形成能の評価 

各種 rmMASP-3 とレクチン経路の糖鎖認識分子との複合体形成能を評価した結果、マイ

クロプレート上への野生型 rmMASP-3 の沈着は検出されたが、変異型 rmMASP-3 の沈着

はすべて検出されなかった。 

（2）生体内における rmMASP-3 の活性化動態の評価 

生体内における各種 rmMASP-3 の活性化動態を評価した結果、野生型および MASP-3

欠損マウスにおいて、変異型 rmMASP-3 は野生型 rmMASP-3 と同様に活性化型に変化し

た。しかし、野生型 rmMASP-3 は、投与後 12 時間経過後でも血清中で検出されるのに対

し、変異型 rmMASP-3 は投与後 6 時間後までに検出されなくなった。 

（3）D 因子の活性化と第二経路の活性化能の評価 

各種 rmMASP-3 投与後の、MASP-3 欠損マウス血清中の D 因子の活性化と、第二経路

の活性化能の回復を評価した結果、野生型 rmMASP-3 を投与したマウスの血清と同様に、

変異型 rmMASP-3 を投与したマウスの血清でも、血清中の D 因子の活性化と第二経路の

活性化能の回復が認められた。 

（4）総括 

生体内において、レクチン経路の糖鎖認識分子は MASP-3 の活性化に必須ではないが、

循環中における MASP-3 の維持に寄与することが判明した。 
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