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要 旨 
【背景と目的】 

 近年，臓器の虚血・再灌流障害や加齢黄斑変性の病態機序において，補体のレ

クチン経路とそれに続く第二経路の活性化が，炎症のトリガーとして働くこと

が示されているが，それら両方の補体経路を同時に阻害する抗補体薬は開発さ

れていない． 

 一方，生体には複数の補体制御因子が存在する．mannose binding lectin(MBL)-

associated serine protease (MASP)-2 のスプライシングバリアントである small 

MBL-associated protein (sMAP)は，N末端の CUB1と EGF like domainがMASP-2

と共通の構造で，レクチン経路の認識分子であるMBL/ficolinと complexを形成

するが，C末端側のセリンプロテアーゼドメインを持たない構造であり，MASP-

2の代わりにMBLと結合することでレクチン経路の活性化を調節する因子であ

る．また，H因子(FH)は，病原体や傷害を受けた自己の細胞表面に結合した第二

経路の C3転換酵素である C3bBbを C3bと Bbに解離失活し，さらに I因子とと

もに C3bを iC3bへ分解することで第二経路の活性化を制御する因子である．そ

こで，レクチン経路と第二経路の両者を阻害する抗補体薬の新規開発を目的に， 

sMAPと FHとを融合させた新規の融合タンパク sMAP-FHを作成し，生体にお

ける補体阻害作用を評価した． 

 

【方法】 

 マウス肝細胞由来 cDNAを鋳型として，PCR法でマウス sMAP全長とマウス

FH SCR1-5 ドメインの cDNA をクローニングし，TOPO ベクターへ組み込みシ

ークエンスを確認した．その後，リンカー配列付加プライマーを用いて sMAPと

FHを PCRで増幅し，In-Fusion法で PAタグ付加発現ベクター(pCAG-Bsd PA tag-

C)のマルチクローニングサイトに組み込んだ．再度シークエンスを確認した後，

同発現ベクターを CHO細胞に形質転換し，無血清培地下で sMAP-FHを産生さ

せた．培養上清中の sMAP-FHを抗PA抗体結合アフィニティーカラムで精製し，

SDS-PAGE，抗MASP-2ポリクローナル抗体と抗 FHポリクローナル抗体を用い



 3 

たWestern blotting，および mass spectrometryで sMAP-FHの産生を評価した．同

様に，MAp44全長もマウス肝細胞由来 cDNAから PCRクローニングし，TOPO

ベクターへ組み込んでシークエンスを確認した後，リンカー配列プライマーで

PCR 増幅し，FH とともに In-Fusion 法で PA タグ付加発現ベクターへ組み込ん

だ． 

 in vitro における sMAP-FH のレクチン経路，第二経路阻害作用は，mannan-

coated plateによる C3 deposition assay，Flow cytometryを用いた zymosan assayで

評価した． 

 in vivoにおける sMAP-FHのレクチン経路と第二経路の阻害作用は，sMAP-FH 

(0.5 mg/mouse, 8.62 nmol)をマウス腹腔内に投与後，1，2，4，8，24，および 48

時間後に採取した血清を用いて mannan-coated plateによる C4 deposition assayと

zymosan assayでそれぞれ評価した．また同血清中の sMAP-FH濃度を，抗 PA抗

体を用いた ELISA 法で測定し，さらに，同血清中における sMAP-FH と MBL，

または ficolin との複合体形成の有無を mannan または抗 ficolin A 抗体をコート

したプレートと抗 PA 抗体を用いた ELISA 法で評価した．対照として，腹腔内

にMAp44-FH (0.69 mg/mouse, 8.62 nmol)，PBSを投与したマウスの血清を用いた． 

 

【結果と考察】 

 CHO細胞で産生し，精製した sMAP-FHは，SDS-PAGEと Western blottingで

同一の単一バンドとして検出され，mass spectrometryでもマウス sMAPとマウス

FHを有するタンパクであることが示された． 

 mannan-coated plateによる C3 deposition assay，Flowcytometryを用いた zymosan 

assayでは，sMAP-FHは in vitroで濃度依存性に C3 deposition（レクチン経路と

第二経路の活性化）を抑制した． 

 sMAP-FHまたはMAp44-FH腹腔内投与後の血清では，mannanまたは抗 ficolin 

A 抗体をコートしたプレート上へ sMAP-FH または MAp44-FH の沈着が認めら

れ，sMAP-FHとMAp44-FHは生体内でMBLおよび ficolin Aと複合体を形成す

ることが示された．さらに，sMAP-FH投与後の血清を用いた C4 deposition assay
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と zymosan assayでは，MAp44-FH群，PBS投与群と比較して C4 deposition（レ

クチン経路の活性化）と C3 deposition （第二経路の活性化）の抑制が強いこと

が確認され，その作用は血清中の sMAP-FH の濃度と連動していた．以上から，

in vivo における sMAP-FH の補体経路の阻害機序として，sMAP 部位による 

MBL/ficolinと複合体を形成するMASPsとの競合阻害作用と，FH部位による C3

転換酵素 C3bBbの解離失活作用が考えられた．  

 

【結論】 

 融合タンパク sMAP-FHは，in vitroと in vivoにおいて補体・レクチン経路と

第二経路の両者の阻害作用を有し，それらの補体経路の活性化が病態に関与す

る疾患に対する新規治療薬となる可能性がある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

序 論 
 補体系は約30種類のタンパクで構成され，活性化により異物（病原微生物・

抗原抗体複合体・自己のアポトーシス細胞など）の排除に作用する自然免疫機

構である．補体活性化の初期反応は連鎖的なカスケード反応であり，古典経

路・レクチン経路・第二経路の３つがある（図１）．いずれも補体成分C3の活

性化に至り，C3はC3aとC3bに限定分解される．エステル結合活性を有するC3b

は異物表面へ共有結合し，オプソニンとして食細胞による貪食処理を促し，

C3aはアナフィラトキシンとして肥満細胞を直接的に活性化し，血管透過性の

亢進や炎症を引き起こすことで，生体防御に関与する．異物へのC3bの結合に

より後期経路（溶解経路）が活性化され，最終的に異物表面に膜侵襲複合体

（C5b-9）を形成して穴を開け破壊する． 

 古典経路とレクチン経路は，異物に補体系の認識分子が結合することで活性

化が開始される．古典経路では，補体成分C1qが認識分子として異物(抗原)に結

合している抗体に結合する．C1qにはセリンプロテアーゼに属する２つの補体成

分C1rとC1sが未活性型 (proenzyme) の状態で結合し，複合体を形成している．

C1qが抗原-抗体複合体に結合すると未活性型のC1rが自己触媒的に活性化され

る．活性型C1rは，未活性型のC1sを活性化し，活性型C1sは補体成分C4をC4aと

C4bに限定分解する．C4aは弱いアナフィラトキシンとして作用し，C4bは異物表

面上のアミノ基や水酸基に共有結合しオプソニンとして作用する．異物に結合

したC4bには補体成分C2が結合し，活性型C1sがC2をC2aとC2bに限定分解する．

その結果，C4bと酵素活性を有するC2aの複合体（C4b2a）が形成され，これがC3

をC3aとC3bに限定分解するC3転換酵素として機能する．その結果，異物に結合

した抗体の近傍である異物表面にオプソニンとして作用するC3bが結合し，アナ

フィラトキシンとして作用するC3aによって炎症が引き起こされ，異物を効率的

に貪食処理できるようになる． 

 一方，レクチン経路の認識分子は，mannose-binding lectin (MBL)とficolinであ

る．MBLは主にマンノースやN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)に結合し，ficolin

は主にGlcNAcやフコースに結合するレクチンである(1)．微生物表面上の糖鎖末
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端ではマンノースやGlcNAcが露出していることが多いが，宿主細胞表面上の糖

鎖末端ではシアル酸が結合しているためマンノースやGlcNAcが露出せず，その

違いでMBLとficolinは自己と非自己を見分け，非自己である異物を認識する．古

典経路の認識分子C1qと同様に，MBLとficolinにもセリンプロテアーゼに属する

３つの補体成分MBL-associated serine protease-1 (MASP-1), MASP-2, MASP-3が未

活性型の状態で結合し，複合体を形成している．MBL/ficolinが糖鎖に結合すると

MASP-1が自己触媒的に活性化され，MASP-2を活性化する(2, 3)．MASP-2は

MASP-1非存在下でも一部自己活性化すると考えられ，活性型MASP-2は古典経

路の活性型C1sと同様に補体成分C4をC4aとC4bに限定分解する(4)．異物に結合

したC4bには補体成分C2が結合し，活性型MASP-2が活性型C1sと同様にC2をC2a

とC2bに限定分解し，古典経路と同様にC3転換酵素C4b2aが形成され，C3をC3a

とC3bに限定分解する．その結果，異物に結合したMBL/ficolonの近傍，すなわち

異物表面にC3bが結合し，古典経路と同様に異物を効率的に貪食処理できるよう

になる．一方，MASP-3の機能の詳細は不明な点が多いが，次に述べる第二経路

のＤ因子を活性化すると考えられている(5, 6)． 

以上のように，レクチン経路のMBL/ficolin-MASPs複合体は，古典経路

のC1q-C1r-C1s複合体と機能的にも構造的にも類似しているが，古典経路と大き

く異なる点として，レクチン経路には活性化を抑制する２つの補体分子MAp44

とsMAPが存在する．MAp44は，MASP-1とMASP-3を転写するMasp1遺伝子から

選択的スプライシングで転写されるスプライスバリアントである．MASP-1と

MASP-3は，N末端側に共通のドメインで構成されるheavy chainを有し，MBLや

Ficolinに結合する機能を有する．C末端側には異なるドメインで構成されるlight 

chainを有し，酵素活性を有するセリンプロテアーゼドメイン(serine protease 

domain; SPD)として機能する（図2A）．一方MAp44は，N末端側のheavy chainが

MASP-1, MASP-3と途中まで共通のドメインを有しMBL/ficolinへ結合できるが，

それよりC末端側を保持しないためセリンプロテアーゼとして機能しない．その

ため，MAp44はMBL/ficolinへの結合をMASP-1またはMASP-3と競合することで

レクチン経路の活性化を阻害する補体抑制因子として機能する(7, 8)．sMAPは，
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MAp44と同様にMASP-2を転写するMasp2遺伝子から選択的スプライシングで転

写されるスプライスバリアントである(図2B)．MASP-2はMASP-1, MASP-3と同

様に，N末端側にMBLやFicolinに結合するheavy chainを有し，C末端側のlight chain

にはセリンプロテアーゼドメイン(serine protease domain; SPD)を有する．一方

sMAPは，MAp44と同様にN末端側にMASP-2の途中までと共通のドメインを有

しMBL/ficolinへ結合できるが，それよりC末端側を保持しないためセリンプロテ

アーゼとして機能しない．そのためsMAPは，MAp44と同様にMBL/ficolinへの結

合をMASP-2と競合することでレクチン経路の活性化を阻害する補体抑制因子

として機能する(9)．MAp44と異なる点として，sMAPは自己活性化によりC3転換

酵素C4b2aの形成に直接的に作用するMASP-2を競合阻害すると考えられるため，

より強くレクチン経路の活性化を阻害することが推測される． 

 第二経路では，古典経路やレクチン経路のように認識分子が存在せず，微生物

表面などの固相面上でC3分子が水分子と反応することで開始される．C3(H2O)は，

第二経路の補体因子であるB因子と結合して複合体C3(H2O)Bを形成し，第二経

路のD因子が複合体上のB因子をBaとBbに限定分解する．小さなBa分子は放出さ

れ，酵素活性を有するBbが残存した初期C3転換酵素C3(H2O)Bbが形成される．

C3(H2O)BbはC3をC3aとC3bに限定分解し，C3bは微生物表面上の水酸基やアミノ

基に共有結合する．さらにC3bはB因子と結合してC3bB複合体を形成し，D因子

による限定分解を受けて強力なC3転換酵素C3bBbが形成される．C3bBbにP因子

が結合してC3bBbPが形成されると安定化し，半減期が延長する． C3bBbは，C3

を限定分解して新たなC3bを生成し，さらに新たなC3bBbを拡大連鎖反応的に生

成するため，増幅C3転換酵素とも呼ばれる．以上のように，第二経路が活性化

されるとC3の活性化が大量に生じるため，アナフィラトキシンとして作用する

C3aが大量に産生されることにより炎症が増大する．認識分子が存在しない第二

経路は，古典経路やレクチン経路の活性化で産生されたC3bを介する経路でも活

性化するため，補体活性化における第二経路の役割は，活性化を増幅する増幅経

路（回路）としての働きがより重要である． 
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 古典経路やレクチン経路の活性化で形成されたC3転換酵素C4b2aと，第二経路

の活性化で形成されたC3転換酵素C3bBbは，その作用によるC3の限定分解で生

じたC3bと３分子複合体を形成してC5転換酵素C4b2a3bとC3bBb3bになり，後期

経路の補体成分C5をC5aとC5bに限定分解する．C5aは，C3aと同様にアナフィラ

トキシン活性を有するが，白血球の走化作用も有し，食細胞を血中から病原体感

染局所へ誘導することで宿主防御に関与する．一方C5bは補体成分C6, C7, C8, C9

と次々に重合し，膜侵襲複合体とよばれる円筒形のC5b-9複合体を微生物細胞膜

に形成し，破壊（溶菌）する． 

 C3の限定分解で生じたC3bは宿主の細胞に対しても結合し，第二経路とそれに

続く後期経路の活性化を通じて細胞傷害性を示す．そのため，生体は補体の攻撃

から自己の細胞や組織を保護する複数の補体制御因子を保持し，H因子(factor H; 

FH) は第二経路の活性化を選択的に制御する因子として機能する．H因子の基本

構造は150 kDの一本鎖糖タンパク質であり(図3A)，連結された20個のshort 

consensus repeat (SCR) で構成される(10)．H因子は，C3bとその分解産物である

C3d，heparin，C-reactive protein (CRP), 亜鉛などと結合する．C3bと結合するN末

端側のSCR1-4部位は，第二経路のC3転換酵素であるC3bBbやC3bBbPをC3b, Bb, 

Pに解離失活しさせることで，第二経路の活性化を制御する．さらにSCR1-4部位

は，C3bをiC3bに分解するI因子と結合することで，I因子のcofactorとして作用す

る．C3bの分解産物であるiC3bはB因子との結合能力を失い，あらたなC3転換酵

素の形成が阻止される(11)(図3B)． 

 以上のように，補体系は生体防御機構として機能するが，生体が備える補体

の制御能力を超える過剰な活性化が生じると，炎症による臓器障害を引き起こ

すことがある．補体の過剰な活性化が病態に関与する炎症性疾患は多数存在す

るが，いくつかの疾患では，どの補体経路の活性化が関与するかが明らかにさ

れている． 

 主に第二経路の活性化が関与する疾患として，膜性増殖性糸球体腎炎

(MPGN)の一部や非定型溶血性尿毒症症候群(aHUS)などがある．MPGNは明ら

かな原因疾患が無い一次性と感染等による続発性のMPGNが存在するが，
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MPGN症例では低補体血症が認められ，その原因としてC3 nephritic 

factor(C3NeF)が発見されて以降，血清中に出現するその他の数種の補体活性因

子の性質とMPGNの関係が検討された．その中で，補体制御因子であるFHの欠

損症のMPGNの関連性が論じられるようになり，FH欠損に伴う第二経路の活性

化がMPGNの病態の増悪に関与する可能性が考えられている．また，aHUSにお

いてもFHの遺伝子異常が認められており，MPGNとの比較検討も行われている

(12)． 

 さらに，第二経路に加えてレクチン経路の活性化が関与する疾患として，臓

器の虚血・再灌流障害や加齢黄斑変性などが明らかとなった(13-17)．その機序

として，酸化ストレスなどによる傷害を受けた細胞表面に露出した新規の自己

抗原に自然抗体であるIgMが結合し(18)，そこへMBL-MASP complexが結合する

ことでC4，C2が分解され，C3の活性化が起こることでレクチン経路が活性化

すると考えられている(19)．レクチン経路に引き続いて第二経路も活性化され

ることで，より強い炎症が惹起されることとなる(図4A)． 

 近年，心虚血・再灌流モデルマウスにヒト型リコンビナントMAp44を投与し

組織障害の改善効果を確認した報告や，抗Ⅱ型コラーゲン抗体誘導性関節炎モ

デルマウスの関節内に，ヒト型MAp44発現アデノウイルスベクターを投与し関

節炎の改善効果を確認した報告がなされており，レクチン経路がその病態の増

悪に関与する疾患において，MASP-1/3の調節因子であるMAp44が新規治療薬と

なる可能性が示唆され，MASP-1/3が治療のターゲットとなり得ると考えられた

(20, 21)．一方，MASP-2に関しても，MASP-2ノックアウトマウスにおいて心筋

と腸管の虚血再灌流モデルを作製すると傷害が軽度であったとの報告や，

MASP-2抗体の投与で脳梗塞後の傷害が改善したとの報告があり，MASP-2は治

療のターゲットとなり得る(22, 23)．さらに，補体制御因子として存在するFHと

MAp44を融合させたタンパクMap44-FHがin vitroにおいて補体レクチン経路と

第二経路の阻害作用を有することも報告されている(24)．そこで私は，MASP-2

の内因性調節因子であるsMAPとFHを融合させたタンパクsMAP-FHを作製し，

その補体経路阻害作用をin vitroとin vivoで検討することでsMAP-FHの新規治療
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薬としての可能性を検証することとした．sMAP-FHの作用機序としては，MBL

とMASPの結合を競合阻害することで，MBL-sMAP-FH complexを形成し，それが

炎症の起こっている細胞表面へ沈着することでレクチン経路の活性化を抑制す

ること，さらに融合させたFHが細胞表面にすでに結合しているC3bBbを解離失

活させることで第二経路の活性も抑制することを想定した(図4B)． 
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材料と方法 

 
マウス sMAP-FHリコンビナントタンパクの作製 

 

 Wild type C57BL/6マウス肝臓から RNAを TRIzol液（Thermo Fisher Scientific）

で抽出し，Advantage RT-for-PCR Kit（Clontech）で cDNAに変換後，これを鋳型

に PCR法でマウス sMAP全長(residues 1–185; GenBank accession no. AJ250239)と，

マウス H 因子(FH)の補体制御活性を有する short consensus repeats (SCRs) 1-

5(residues 37–340 of mature protein; GenBank accession no. NM009888)(10)をコード

する cDNAをクローニングした．タンパクの翻訳が開始されるよう，sMAPの 5’

末端には Kozak配列を残した(25)．sMAPの増幅のための PCRは，98℃10秒，

70℃15秒，72℃1分 30秒のサイクルを 35サイクルで行った．FH SCR1-5ドメ

インの増幅のための PCR は，98℃10 秒，58℃15 秒，72℃1 分のサイクルを 35

サイクルで行った．得られた sMAPと FHの SCR1-5の cDNAを Zero Blunt TOPO 

PCR Cloning Kit for Sequencing（Thermo Fisher Scientific）を用いて pCR4 Blunt-

TOPOベクターに組み込んだ．ベクターを大腸菌 DH5α株に 42℃１分間のヒー

トショック法で形質転換し，アンピシリン添加 LB 寒天培地へ散布し 37℃で培

養した．大腸菌コロニーを 12個拾い上げ，アンピシリン添加 LB液体培地で培

養した．QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN)を用いてベクターを精製し，塩基配

列を解読して目的の塩基配列（sMAP 又は FH の SCR1～5 ドメインをコードす

る塩基配列）を保持するベクターを選別した．得られた sMAP又は FHの SCR1

～5 ドメインをコードする塩基配列を保持するベクターを鋳型に，sMAP と FH

の SCR1～5ドメインを接続するリンカー配列付加プライマーを用いて，マウス

sMAP とマウス H 因子 SCR1～5 ドメインの cDNA を PCR 法で増幅した．リン

カ ー は ， グ リ シ ン リ ン カ ー 配 列

[GGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGT 

GGTGGTGGATCC(G4S)4]を組み込み，FHが自由度を持って作用できるようにす
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ること，融合タンパクが抗原性を持たないようにすることを目的とした(26)． 

PCRの条件は，98℃10秒，75℃15秒，72℃1分 30秒のサイクルを 35サイクル

で行った．得られたリンカー配列を付加したマウス sMAP をコードする cDNA

と，マウス FH SCR1-5ドメインをコードする cDNAを，In-Fusion HD Cloning Kit

（Clontech）を用いて PAタグ付加発現ベクターpCAG-Bsd PA tag-C（和光純薬工

業）のマルチクローニングサイトに組み込んだ(図 5)．上記の発現ベクターを大

腸菌 DH5α株に 42℃1 分間のヒートショック法で形質転換し，ブラストサイジ

ン添加LB寒天培地へ散布し37℃で培養した．大腸菌コロニーを12個拾い上げ，

ブラストサイジン添加 LB 液体培地で培養した．QIAGEN Plasmid Midi Kit

（QIAGEN）を用いてベクターを精製し，塩基配列を解読して目的の塩基配列

（sMAP，リンカー（(GGGGS)4），及び FHの SCR1～5ドメイン）を保持する発

現ベクターを選別した．sMAP-FHをコードする遺伝子を組み込んだ発現ベクタ

ーを，Chinese Hamster Ovary (CHO)細胞へトランスフェクトした．CHO細胞は

10% fetal bovine serum (Nichirei Biosciences Inc.)，1mM Sodium Pyruvate (Thermo 

Fisher Scientific Inc.)を添加した Dulbecco’s Modifued Eagle Medium (Thermo Fisher 

Scientific Inc.)で 48時間培養した後，培地を 2-10 μg/mlの Blastcidin (Wako)を添

加した EX-CELL® 325 PF CHO Serum-Free Medium (Sigma-Aldrich Co. LLC.)に入

れ替えて培養を継続した．細胞が安定して増殖するようになるまで，しばらく無

血清培地での細胞培養を行った．リコンビナントタンパクは，抗 PAタグ抗体ビ

ーズ(Wako)を用いてアフィニティークロマトグラフィにより精製した．培養上

清と抗 PA抗体ビーズを 4℃で一定時間混合させた後，カラムに通してビーズを

回収し PBS でビーズを洗浄した．回収したリコンビナントタンパクを 0.1M 

Glycine-HCl pH2.5 bufferで溶出し，溶出液を 1M Tris-HCl pH9.0 bufferで中和し

た．PBS で一晩透析した後，Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific)でのタンパク濃度測定を行った．   

 

マウスMAp44-FHと sMAPリコンビナントタンパクの作成 

今回，FHと融合させていない sMAP単独のリコンビナントと，Masp1遺伝子の
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スプライシングバリアントであり同じくレクチン経路の制御因子である MAp44

と FH SCR1-5ドメインをリンカー配列付加して融合させたMAp44-FHも作製し

た．sMAP単独のリコンビナントは，Wild type C57BL/6マウス肝臓由来の cDNA

を鋳型に PCR 法でマウス sMAP 全長をコードする cDNA をクローニングした．

得られた sMAPの cDNAを In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech）を用いて PAタ

グ付加発現ベクターpCAG-Bsd PA tag-C（和光純薬工業）のマルチクローニング

サイトに組み込んだ．MAp44-FHも同様にマウス肝由来の cDNAを鋳型に PCR

法でマウスMAp44全長(residues 1–385; GenBank accession no. AJ250239)とマウス

FH の SCRs 1-5 をコードする cDNA をクローニングした．得られた MAp44 と

FH の cDNA を鋳型に MAp44 と FH の SCRs1-5 を接続するリンカー配列

（(GGGGS)4）付加プライマーを用いて PCR法で増幅した．リンカー配列が付加

されたMAp44と FHの cDNAを In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech）を用いて

PAタグ付加発現ベクターpCAG-Bsd PA tag-C（和光純薬工業）のマルチクローニ

ングサイトに組み込んだ．sMAP 単独または MAp44-FH の配列が組み込まれた

発現ベクターを大腸菌DH5α株に 42℃1分間のヒートショック法で形質転換し，

ブラストサイジン添加 LB 寒天培地へ散布し 37℃で培養した．大腸菌コロニー

を拾い上げ，ブラストサイジン添加 LB 液体培地で培養した．QIAGEN Plasmid 

Midi Kit（QIAGEN）を用いてベクターを精製し，塩基配列を解読して目的の塩

基配列（sMAP単独またはMAp44-FH）を保持する発現ベクターを選別した．選

別した発現ベクターを，Chinese Hamster Ovary (CHO)細胞へトランスフェクトし，

タンパクを産生させた．リコンビナントタンパクは，抗 PA タグ抗体ビーズ

(Wako)を用いてアフィニティークロマトグラフィにより精製した．  

 

SDS-PAGEとWestern immunoblotting 

 

 作製したリコンビナントタンパクを確認するため，SDS-PAGE と Western 

immunoblottingを行った．精製したサンプル 10 μlを 2-メルカプトエタノール入

りの 2×SDS-PAGE loading buffer で 2 倍に希釈し 80℃で 5 分間炊きだした後，
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10%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し展開した．泳動後のゲルは Instant blue

染色 (Sigma Aldrich)では精製されたことを確認し， polyvinylidene fluoride 

membrane(Immobilon P; Millipore)に転写したものでは抗MASP-2ポリクローナル

抗体(3)，抗 FH ポリクローナル抗体(abcam)，抗 MASP-1/3 ポリクローナル抗体

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)でWestern immunoblottingを行い

リコンビナントタンパクが正確に合成されているかを確認した．Western 

immunoblotting の検出は ECL Prime Western Blotting Detection Reagent(GE 

Healthcare Biosciences)で行い，撮影は LAS3000(Fuji Film)を用いた． 

 

Mass spectrometry 

 

 作製したリコンビナントタンパクの質量分析を行った．CBB染色を行った

10%ポリアクリルアミドゲルから sMAP-FHのバンドを切り出し，50%アセトニ

トリルでゲルが無色になるまで脱染色を行った．ゲルが完全に乾燥するまで遠

心乾燥を行い，消化のため 150ng/30µｌの trypsin / lysyl endopeptidase溶液を加

えゲルを膨潤した．trypsinは K/R， lysyl endopeptidaseは Kの C末端側でペプ

チドボンドを切断する酵素である．37℃で一晩消化した後，0.1%TFA / 50% ア

セトニトリル溶液 40µｌを加え 15min超音波処理後，液を回収しこれを 2回繰

り返して約 80µｌのペプチドを回収した．約 2µlになるまで遠心濃縮し，50µl

の 0.1%TFAを加え C18カラム(75µmｘ15cm, 200nl/min)を用いて脱塩とゲルの

かけらなどの不溶物の除去を行った．カラムからの溶出は 20µlの 0.1%ギ酸

/80%アセトニトリルで 2回行い，約 2µlになるまで遠心濃縮後，20µｌの 0.1%

ギ酸/2%アセトニトリル溶液を加えた．C18カラムを用いて液体クロマトグラ

フィー質量分析法を行った．タンパク質の同定は，PEAKS Studio (de novoシー

ケンス解析・タンパク同定)( INFOCOM CORPORATION )のソフトウェアを用い

た． 

 

マンナンコートプレート上での C3 deposition assay 
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 作製した sMAP-FHの in vitroでの補体経路阻害作用を検証するため，mannan-

coated microtiter plateを用いて C3 deposition assayを行った．Maxisorp plate(Nunc)

へ 0.1M Carbonate Buffer(pH 9.6)で希釈した 100 μg/mlの mannan(Sigma Aldrich)を

100 μl/wellずつ加え，4℃湿潤環境で一晩静置した後，1%BSA/PBSでブロッキン

グしmannan-coated microtiter plateを作製した．5mM CaCl2/TBS buffer(140mM NaCl, 

10mM Tris-HCl pH7.4)で 2%に希釈した 8〜12週齢のWild type C57BL/6マウス血

清と sMAP-FHを 125 nM〜1000 nMまで段階的に希釈したものを混合し，MBL

と sMAP-FHの complexを形成させるため 37℃で 1時間 pre-incubationした後，

mannan-coated microtiter plateに sampleを添加して 37℃で 20分静置した．また，

比較対照として私の研究室で作製した sMAP 単独，MAp44-FH のリコンビナン

トも同様に 125 nM〜1000 nMまで段階的に希釈し同様に反応させた．反応後，

5mM CaCl2/TBS/0.1%Tween bufferで washし，8000倍に希釈した HRP-conjugated 

anti-C3 antibody(Cappel)をwellに添加し30分反応させた．wash後，TMB Peroxidase 

Substrate(Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.)で発色させリン酸で反応を停止し

た．VARIOSKAN LUX(Thermo Scientific)で 450 nmの吸光度を測定した． 

 

Flow cytometry を用いた zymosan assay (in vitro) 

 

 Wild type C57BL/6マウス血清と sMAP-FH，sMAP，MAp44-FHの各リコンビ

ナントを 10mM CaCl2/10mM MgCl2/TBS bufferで希釈し，血清濃度が 10%，リコ

ンビナント濃度が 1000 nM となるように調整した．100 μg の Zymosan A(From 

saccharomyces cerevisiae; Sigma Z-4250)と混合し 10分間 37℃で反応させた．10mM 

EDTA/TBS/0.05%Tween bufferを加えて反応を停止させ，10mM EDTA/TBS/0.05% 

Tween buffer，PBSでそれぞれ 2回ずつ washした後，C3 depositionの検出のため

に anti C3 mouse FITC conjugated(Cappel)を 30倍希釈して添加し，氷上で 30分反

応させた．PBSで 4回 washした後，FACS(BD Biosciences)で蛍光の測定を行っ

た． 
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sMAP-FH と MAp44-FHの血中濃度測定 

 

 12-14週齢のWild type C57BL/6マウス 3匹へ 0.5 mg(8.62 nmol)の sMAP-FHを

腹腔内投与し，投与後の血中動態を測定した．投与後，1時間，2時間，4時間，

8 時間，24 時間でそれぞれ眼窩静脈叢から採血を行い，48 時間後には心臓採血

を行った．10 分間室温静置の後 15 分氷上で静置し，遠心分離で血清を採取し

た．採取した血清は後の解析に使用するまで-80℃で保存した．また，対照とし

て PBSを腹腔内へ投与したWild type C57BL/6マウス 3匹でも同様に経時的採血

を行った．対照として，MAp44-FH 0.69 mg(8.62 nmol)もWild type C57BL/6マウ

ス 3匹へ腹腔内投与し，同様に経時的に採血を施行した．動物実験に関しては，

福島県立医科大学動物実験規定に基づいた動物実験計画に沿って行った． 

 投与後血中の sMAP-FH と MAp44-FH レベルの測定は ELISA で行った．

Maxisorp plate(Nunc)へ 0.1M Carbonate Buffer(pH 9.6)で希釈した Anti PA tag, Rat 

Monoclonal Antibody(Wako)を 0.5 μg/well 加え 4℃で一晩静置した後，

PBS/0.1%Tween で wash し 1%BSA/PBS で 1 時間ブロッキングした．

PBS/0.1%Tween での wash 後，0.1%BSA/PBS で希釈した血清サンプル，スタン

ダードを well に添加し室温で 30 分静置した．再度 wash し，Anti PA tag, Rat 

Monoclonal Antibody, Peroxidase conjugated(Wako)を 5000倍希釈して wellへ添加

し室温で 30分静置した．wash後，TMB Peroxidase Substrate(Kirkegaard & Perry 

Laboratories, Inc.)で発色させリン酸で反応を停止し，VARIOSKAN LUX(Thermo 

Scientific)で 450 nmの吸光度を測定した． 

 

in vivo における sMAP-FH または MAp44-FH と MBL/ficolins との complex 形

成の確認 

 

 sMAP-FH と MAp44-FH 腹腔内投与後のマウス血清中で，リコンビナントと

MBL または Ficolinが complexを形成していることを確認するため，mannanま
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たは Anti-ficolin A rabbit IgGを coatした microtiter plateを用いて ELISAを行っ

た．Mannan coated plateは上で述べたものを用いた．Anti-ficolin A rabbit IgGは 1 

μg/wellとなるように 0.1M Carbonate Buffer(pH 9.6)で希釈し，microtiter plateに添

加して 4℃で一晩静置し，1%BSA/PBSでブロッキングした．マウス血清は 2%と

なるよう 5mM CaCl2/TBS bufferで希釈し，それぞれのプレートへ添加した．ま

た，遊離型の sMAP-FHまたはMAp44-FHによる影響を除外するため，投与後各

時間の sMAP-FH，MAp44-FH血中濃度に相当するように 5mM CaCl2/TBS buffer 

で希釈した sMAP-FHまたは MAp44-FHのみを添加した wellも準備した．室温

で 30 分反応させた後，5mM CaCl2/TBS/0.1%Tween bufferで washし，5000倍に

希釈した Anti PA tag, Rat Monoclonal Antibody, Peroxidase conjugatedを wellに添

加し室温で 30分静置した．wash後，TMB Peroxidase Substrateで発色させリン酸

で反応を停止し，VARIOSKAN LUXで 450 nmの吸光度を測定した． 

 

 

 

Flow cytometry を用いた zymosan assay (in vivo) 

 

 sMAP-FH，MAp44-FH 投与後のマウス血清を total 10%となるように 10mM 

CaCl2/10mM MgCl2/TBS bufferで希釈し 100 μgの Zymosan A(Sigma)と混合し 10

分間 37℃で反応させた．10mM EDTA/TBS/0.05%Tween bufferを加えて反応を停

止させ，10mM EDTA/TBS/0.05% Tween buffer，PBSでそれぞれ 2回ずつ washし

た後，C3 depositionの検出のために anti C3 mouse FITC conjugated(Cappel)を 30倍

希釈して添加し，氷上で 30分反応させた．PBSで 4回 washした後，FACS(BD 

Biosciences)で蛍光の測定を行った． 

 

マンナンコートプレート上での C4 deposition assay  

 sMAP-FH と MAp44-FH 腹腔内投与後のマウス血清を total 2%となるように

1%BSA/5mM CaCl2/TBS bufferで希釈し，上で述べた mannan-coated microtiter plate
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へ添加し 37℃で 30分間反応させた．対照として，PBS腹腔内投与後の血清も同

様に 2%に希釈し反応させた．反応後，5mM CaCl2/TBS/0.1%Tween bufferで wash

し，1000倍に希釈した C4, Human, Natural(Hycult Biotech)を wellに添加し氷上で

30分静置した．Wash後，Anti-human C4 goat IgG(Cappel)を 5000倍希釈したもの

を 1次抗体，Anti-goat IgG biotinylated(Dako)を 10000倍に希釈したものを 2次抗

体とし，それぞれ室温で 30分反応させた．Wash後，VECTASTAIN ABC Standard 

kit(Vector Laboratories)を混合したものを well に添加して室温で 30 分反応させ

wash した後，TMB Peroxidase Substrate で発色，リン酸で反応を停止し，

VARIOSKAN LUXで 450 nmの吸光度を測定した． 

 

 統計解析 

 

 有意差検定は 2群間で unpaired t testを用いて行い，P＜0.05を有意差ありとし

た．統計ソフトは Prism 6を使用した． 
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結果 

 
sMAP-FH ，MAp44-FH，sMAPリコンビナントタンパクの作製と確認 

 

 sMAP-FH(図 6A)，MAp44-FH(図 6B)，sMAP(図 6C)を設計し，CHO 細胞へト

ランスフェクションした．細胞の培養上清から精製したタンパクは SDS-PAGE，

Western blottingとMass spectrometryで確認した．Instant blue染色を行った SDS-

PAGEでは，それぞれシングルバンドとして検出され，高い精度で精製できてい

ることが確認出来た(図 7A)．Western blotting では抗 MASP-2 ポリクローナル抗

体では sMAP-FHと sMAP，抗 MASP-1/3ポリクローナル抗体では MAp44-FH，

抗 FHポリクローナル抗体では sMAP-FHとMAp44-FHが検出されることを確認

した (図 7B，C，D)．さらに，Mass spectrometry でも sMAP-FH ，MAp44-FH，

sMAPが正確に作製されていることを確認した(図は示さず)． 

 

マンナンコートプレート上，zymosan上での C3 deposition抑制効果 (in vitro) 

 

 作製したリコンビナントタンパク sMAP-FH の in vitro でのレクチン経路阻害

作用を検証するため，mannan-coated microtiter plate での C3 deposition を測定し

た．グラフの縦軸に吸光度，横軸に添加したリコンビナントの濃度を示した．

sMAP-FHは濃度依存性に C3 depositionの阻害作用を有しており，250 nM〜1000 

nMの条件において，sMAP-FHは sMAP単独に比べ有意に C3 depositionを抑制

していた．さらに，既報でレクチン経路と第 2 経路の阻害作用が確認されてい

るMAp44-FHも濃度依存性に C3 deposition阻害作用を示したが，sMAP-FHの方

がやや阻害作用が強く，1000 nMでは有意差を持っていた (図 8)． 第二経路の

阻害作用を検証するために Flow cytometryを用いた zymosan assayを行った．グ

ラフは縦軸に zymosan particle数，横軸に FITCで検出された C3 depositionを示

した．赤のラインで示した zymosan only が血清と反応させていない negative 
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control，青のラインで示した WT がリコンビナントを添加していない血清のみ

の結果で positive controlである．1000 nMの条件下で sMAP-FHで sMAP，MAP44-

FHよりもピークが左にシフトしており，MAp44-FH，sMAPよりも C3 deposition

を抑制していることが明らかとなった(図 9A)．MFI値で比較すると，sMAP-FH

と MAp44-FH で recombinant を添加していない血清より有意に C3 deposition が

低下していた．さらに，sMAP単独とMAp44-FHに比べて有意に sMAP-FHで C3 

depositionが低下していた(図 9B)． 

 

sMAP-FH とMAp44-FHの血中濃度推移 

 

 sMAP-FH，MAp44-FHとも血中濃度は腹腔内投与後 2〜4時間で最初のピーク

を迎え，その後漸減していき，48 時間後には最高値の 10%程度に減少した(図

10)． 

 

sMAP-FH と MAp44-FH の in vivoにおけるMBL/Ficolinとの complex形成 

 

 それぞれのリコンビナント腹腔内投与後の血清を用いて，sMAP-FHとMAp44-

FHがMBLと complexを形成していること(図 11A)，sMAP-FHとMAp44-FHが

Ficolinと complexを形成していること(図 11B)を確認した．縦軸に吸光度，横軸

に解析に用いた血清の採取時間を示した．また，グラフ内の吸光度は，各時間の

血中濃度に相当する濃度の sMAP-FHまたは MAp44-FHのみを添加した wellで

の吸光度を差し引いたものを示した．mannan をコートしたプレートでは MBL

と complexを形成した sMAP-FHまたは MAp44-FHを，Anti-ficolin A rabbit IgG

をコートしたプレートでは Ficolin A と complex を形成した sMAP-FH または

MAp44-FHをサンドイッチ法で検出している．sMAP-FHまたはMAp44-FHの血

中濃度の推移と，MBLまたは Ficolinとの complex量はほぼ連動しており，4〜

8時間程度で complex量はピークに達し，その後漸減していた． 

 



 21 

マンナンコートプレート上での C4 deposition抑制効果 (in vivo) 

 

 sMAP-FHまたはMAp44-FHを腹腔内投与した後に採取したマウス血清を用い

て mannan-coated microtiter plateを用いて C4 depositionの阻害作用を検証した．

リコンビナント投与前の血清での C4 depositionの吸光度を 100%とし，sMAP-FH

群，MAp44-FH群での測定結果を比率で示した．in vivoでの状態を反映している

と思われる sMAP-FHの腹腔内投与後の血清では，各時間における sMAP-FHの

血中濃度と連動して C4 depositionの阻害作用が認められた．一方，MAp44-FHは

血中で MBL，ficolin と complex を 形成していることが確認されたものの，C4 

depositionはほとんど阻害されない結果であった(図 12)．  

 

zymosan上での C3 deposition 抑制効果(in vivo) 

 

 in vivoでの sMAP-FH，MAp44-FHの第二経路阻害作用を検証するため，sMAP-

FH と MAp44-FH を腹腔内投与した後に採取したマウス血清を用いて，Flow 

cytometryを使用した zymosan assayを行い C3 depositonの阻害作用を確認した．

縦軸に zymosan particle数，横軸に FITCで検出された C3 depositionを示した．

赤のラインで示した zymosan onlyが血清と反応させていない negative control，オ

レンジのラインで示した pre がリコンビナントを投与する前の血清のみの結果

で positive controlである．C3 depositionの阻害作用は，各時間における sMAP-FH

の血中濃度と連動し，血中濃度がピークに達する投与 4 時間後でピークが左に

最もシフトしており，C3 depositionが抑制されていた(図 13A)．他の時間の血清

に関しても，血中濃度に連動して C3 deposition の抑制効果が認められていた．

一方，MAp44-FH投与後の血清で同様に zymosan particle上の C3 depositionを測

定すると，血中濃度と連動して若干 C3 deposition が低下しているものの，その

効果は sMAP-FHと比べると弱いものであった (図 13B)．それぞれの結果をMFI

値で比較すると，腹腔内投与後 1，2，4時間後でMAp44-FHに比べ，sMAP-FH

の方が有意に C3 depositionを抑制していた(図 13C) 
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考察 
 

 補体は，病原微生物などの異物から自己を守るために必要な自然免疫機構で

あるが，過剰な活性化により増悪する病態が存在することが明らかになってき

た．これまで，補体の活性化が病勢の増悪に関与するいくつかの疾患モデルマウ

スにおいて，レクチン経路や第二経路を阻害するタンパクの投与が治療効果を

発揮するケースが報告されてきた．その例として，レクチン経路の活性化に関与

するMASP-1の競合阻害因子として作用するMAp44は，心筋虚血のモデルマウ

スや，関節炎モデルマウスにおいて治療薬としての可能性が示されている(20) 

(21)．また，第二経路を選択的に阻害する H因子(FH)と補体受容体 CR2 との融

合タンパクである CR2-FH は，SLE モデルマウスの糸球体腎炎の治療に有効で

あることが示されている(27, 28)．さらに，MAp44と H因子(FH)の融合タンパク

であるMAp44-FHは，in vitroにおいてレクチン経路と第二経路の阻害作用を有

することも報告された(24)．  

 一方，MASP-2 は MASP-1 と共にレクチン経路の活性化に作用する補体因子

であるが，MASP-2 ノックアウトマウスにおいて心虚血再灌流モデルを作製す

ると心機能障害が抑制されるとの報告や，MASP-2抗体の投与により脳血流傷害

による影響が軽減されたとの報告がある(22) (23)．MASP-2 は生体内で主に

MASP-1 により活性化されるが，自己活性化能も有しており，さらに単独で C2

とC4を分解してC3転換酵素であるC4b2aを形成することができる点が，MASP-

1と大きく異なる(4) (29)．そのため，レクチン経路の活性化を抑制する場合，レ

クチン経路の活性化に必須であるMASP-2を阻害する手法は， MASP-1を阻害

する手法より効率が良いと考えられる．これまで，MASP-1/3のスプライシング

バリアントであるMAp44は治療薬としての可能性が示唆されているが，MASP-

2 のスプライシングバリアントである sMAP の治療応用の可能性を示した報告

は未だない．そこで今回は，MASP-1 の競合的阻害因子である MAp44 よりも

MASP-2 の競合的阻害因子である sMAP の方がレクチン経路の阻害作用が高い

のではないかと考え，sMAPの新規抗補体薬としての可能性を検証することとし
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た．さらに，補体経路が病態の増悪に関与している疾患において，炎症の起点で

あるレクチン経路と増幅経路である第二経路両方を阻害できれば，より強い炎

症抑制効果が得られると考え，第二経路の制御因子である H 因子(FH)を sMAP

と融合させた sMAP-FHを作製した． 

 私が作製した sMAP-FHは sMAP全長と FHの SCR1-5をグリシンリンカー配

列で挟んで融合させたタンパクであり，レクチン経路と第二経路の活性化が開

始されて傷害を受けた細胞表面局所で特異的に作用することを想定した．

sMAP-FH の作用機序として，実験結果より MBL と sMAP-FH が血清中で

complex を形成することは確認されており(図 11A)，まず sMAP-FH と MBL の

complexが傷害を受けた細胞の表面へ誘導され，傷害された細胞表面局所で，レ

クチン経路の活性化が阻害される．さらに，sMAPに融合させた FHがすでに細

胞表面に沈着している C3bBbを C3bと Bbに解離失活し，次に I因子と共に C3b

を iC3b へ分解することで，第二経路の活性化も阻害される．この時，sMAP と

FHの間にグリシンリンカー配列があることで FHの可動性が上昇し，より C3b

へ作用しやすくなることを期待した． 

 最初に sMAP-FHによる補体経路の阻害作用を検証するため，in vitroでの再構

築実験として mannan-coated microtiter plate を用いた C3 deposition assay を行っ

た．この実験は，プレート上のマンナンへの血清中の MBL の結合でレクチン経

路が開始され，続いて引き起こされる第二経路の活性化でプレート上に結合す

る C3 を検出することで，レクチン経路と第二経路の両者の総合的な活性化能を

評価するものである．血清中で sMAP-FHとMBLの complexを形成させるため，

2%のWTマウス血清と sMAP-FHを混合し 37℃で 1時間 pre-incubationし実験に

供した．比較対象として，sMAP単独またはMAp44-FHを血清に混合した．その

結果，sMAP-FH 添加血清では sMAP 単独の添加血清と比較して sMAP-FH の濃

度依存性に C3 depositonの有意な抑制効果が示された．一方，MAp44-FH添加血

清でも濃度依存性に C3 deposition の抑制効果が認められたが，1000 nM 添加血

清では sMAP-FHで抑制効果が強かった．本実験では sMAP単独の添加血清でも

レクチン経路の阻害作用が示されると考えられるが，今回の実験系では第二経
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路の活性化も生じたため sMAP単独では C3 depositionが抑制しきれなかったと

考えられた．以上の結果から，sMAP-FH と MAp44-FH は in vitro において，レ

クチン経路と第二経路の阻害作用を有すると考えられた． 

 in vitroでの第二経路の阻害作用の検証として Flow cytometryを用いた zymosan 

assay も行った．酵母の細胞壁を主成分とする zymosan は，その表面で C3 の加

水分解を触媒する作用があり，zymosanに結合した C3を検出することで，第二

経路の活性化能を評価することができる．実験の結果，sMAP-FH添加血清では

sMAP単独，またはMAp44-FH添加血清に比べてより強い zymosanへの C3結合

の抑制効果が示された．第二経路の阻害作用は H 因子(FH)部位が有しているた

め，sMAPと比較して sMAP-FHの方が第二経路の抑制効果が優れていることは

論理上矛盾しない．しかし今回， FHを同様に有するMAp44-FHより sMAP-FH

の方がより強い第二経路の阻害作用を示した．酵母の細胞壁を主成分とする

zymosan は，その表面にマンナンや N-アセチルアセチルグルコサミンを有して

いるため，この実験系も第二経路のみならずレクチン経路の活性化も一部反映

していることが想定される．今回の実験では，sMAP-FHの sMAP部分がMAp44-

FH の MAp44 部分よりも効率よくレクチン経路を阻害したために，それに接続

する第二経路もより強く抑制された結果が反映されたのではないかと考えた． 

 次に，in vivoでのレクチン経路と第二経路の阻害作用の検証として sMAP-FH

と MAp44-FH を腹腔内投与した後に眼窩静脈叢から経時的に採取したマウス血

清を用いて，mannan-coated plateを用いた C4 deposition assayと，Flow cytometry

を用いた zymosan assayを行った．その結果，C4 deposition assay，zymosan assay

ともに投与後の血清で抑制効果が認められ，sMAP-FHは in vivoにおいて血中濃

度に連動してレクチン経路と第二経路の両方の阻害作用を有することが確認さ

れた．また，血清中での sMAP-FH とMBL，または Ficolinとの complex形成量

も sMAP-FH 血中濃度と連動しており，sMAP-FH によるレクチン経路の阻害作

用機序は，MBLまたは ficolinへの複合体形成においてMASP-2に対する競合阻

害であると考えられた．一方，MAp44-FHは血中でのMBL，ficolinとの complex

形成は確認されたものの，レクチン経路阻害作用はほとんど認められず，第二経
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路阻害作用も sMAP-FH と比べると弱いものであった．MBL，ficolin と MASP-

1，2が complexを形成する際，MASP-1,2の CUB1，EGF-like domainがMBLに

入り込む．1個のMBLまたは ficolinに対して，2個のMASPが入り込むが，そ

の組み合わせに関しては homodimerであると考えられている(30)．また，sMAP

とMAp44の CUB1，EGF-like domainのアミノ酸の homology検索を施行すると，

identity は 54%と高くない．今回 in vivo での評価において，sMAP-FH の方が

MAp44-FHよりも強いレクチン経路阻害作用を有していたが，MASP-2のスプラ

イシングバリアントである sMAP が MASP-2 と MBL または ficolin との複合体

の形成を特異的に阻害していると考えて矛盾しない．MAp44-FHが in vivoにお

いてレクチン経路阻害作用を示さなかった原因としては，MAp44 では MASP-2

を阻害できず，MASP-2の自己活性化によりレクチン経路が活性化されたのでは

ないかと考えた． 

 sMAP-FHは強力な補体レクチン経路と第二経路の阻害作用を持ち，今後，レ

クチン経路や第二経路の活性化が病態の増悪に関与する疾患において，新たな

治療薬となる可能性がある．序論で述べた通り，レクチン経路と第二経路の活性

化が関与する疾患として，臓器の虚血・再灌流障害や加齢黄斑変性などが明らか

となっており，sMAP-FHの良い治療適応と考えられる(13-17)．その病態として，

酸化ストレスなどによる傷害を受けた細胞表面に露出した新規の自己抗原に自

然抗体である IgMが結合し(18)，そこへMBL-MASP complexが結合することで

C4，C2 が分解され，C3 の活性化が起こることでレクチン経路が活性化すると

考えられている(19)．レクチン経路に引き続いて第二経路も活性化されることで

より強い炎症が惹起される．そこで sMAP-FHがMBLとMASPとの complex形

成を競合阻害し，傷害を受けた細胞表面の自然抗体 IgM へ MBL-sMAP-FH 

complexが結合することでレクチン経路の活性化を阻害し，さらに FHがすでに

細胞表面に沈着している C3bBb を C3b と Bb に解離失活し，次に I 因子と共に

C3bを iC3bへ分解することで，第二経路の活性化も阻害される．加齢黄斑変性

に関しては，疾患特異的な FHの SNPが報告されており，FHの C3bと結合する

部位の機能異常により FH が正常に機能しないことが病態の増悪に関与してい
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ると考えられている(31-33)．今回作成した sMAP-FHは，sMAP部分がレクチン

経路を阻害するだけではなく，MBLと complexを形成し，炎症が惹起されてい

る部位へ到達する役割も担っている．加齢黄斑変性の病態において，sMAP-FH

は炎症部位で FHを機能させることができる点でも，治療薬として有効である可

能性があると考えられた． 

 今回，第二経路の制御因子である FH が含まれた融合タンパクを作成したが，

第二経路は関与するがレクチン経路の関与が証明されていない aHUS や MPGN

においては，sMAP-FH の効果は期待できないと考えられる．その根拠として，

今回の融合タンパクが有するのは FHの SCR1-5のみで C3bへ結合する部分は有

しておらず，FH単独で炎症惹起部位へ到達することができないことが挙げられ

る．レクチン経路が関与していれば，MBLと結合した sMAP部分が炎症部位へ

到達する役割も担うことができるが，第二経路のみの関与の場合，その効果が期

待できないためである． 

 加えて，治療薬としての価値を高めるには，血中濃度を長時間維持させること

が今後の課題である．今回の実験では腹腔内投与後の効果持続時間は長くても

24時間程度であり，48時間後にはほぼクリアランスされてしまった．既報でも，

融合タンパクという点では今回と同様である CR2-FH の半減期は 8 時間程度で

ある(34)．これまでに日米欧で承認された融合タンパク質医薬品は，受容体，サ

イトカイン，ペプチド，酵素などと抗体の Fc部分を融合させたものが多い(35)．

現在，abataceptとして臨床応用されている CTLA4-Ig融合タンパクは rapid initial 

eliminationの後に prolonged second phaseが続き，その半減期は約 30時間である

(36)．また，補体全経路をブロックする Crry (complement receptor-related gene y)-

Ig融合タンパクを作製した報告では，その prolonged second phaseの半減期は約

40時間である(37)．抗体の Fc部分と融合させることでタンパクが安定化し，血

中半減期が延長すると考えられ，今後，sMAP-FHを治療薬として使用するため

に Igとの融合タンパクとしタンパクを安定化させることは一つの選択肢である

と考えられた． 

 本研究では，補体レクチン経路と第二経路の両方の阻害作用を有する sMAP-
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FHを作製し，その阻害作用を in vitroと in vivoでも証明することが出来た点で，

新規性が高いと考えられた．また，sMAP-FH はすでに報告されている MAp44-

FHよりも強いレクチン経路，第二経路阻害作用を有し，優位性もあると考えら

れた． 
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図の説明 
 

図 1. 補体活性化における 3経路． 

 レクチン経路はMannose-Binding Lectin(MBL)/Ficolinとセリンプロテア

ーゼであるMASPs(MASP-1,MASP-2,MASP-3)が complexを形成し，病原体

表面の糖鎖へMBL/Ficolin-MASP complexが結合すると C4，C2の分解が起

こり C3転換酵素である C4b2aが形成され，補体の活性化が開始される．

レクチン経路に引き続いて活性化される第二経路は増幅経路であり，第二

経路が活性化されることでより強い炎症が惹起されることとなる． 

 今回，抗補体薬作製に利用した補体制御因子の sMAP，MAp44，FHの

それぞれの制御部位も図に示した． 

 

図 2. Masp1遺伝子とMasp2遺伝子によるスプライシングバリアント 

(A) Masp1遺伝子からはMASP-1とMASP-3，MAp44が転写産物として産

生される．全て共通のMBL結合部位を持ち，MASP-1とMASP-3は異な

るセリンプロテアーゼを有する．MAp44はセリンプロテアーゼを持たず，

MASP-1とMASP-3の制御因子として働く． 

(B) Masp2遺伝子からはMASP-2と sMAPが転写され，sMAPはMASP-2

のMBL結合部位の一部のみで構成され酵素活性部位も持たない．sMAP

はMASP-2の制御因子として働く． 
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図 3. 補体制御因子 H因子の構造と機能 

(A) H因子は 20個の SCRドメインで構成され，SCR1〜４が補体制御活性

を有し，C3bが結合している細胞表面へは SCR19, 20が細胞接着部位とし

て機能する． 

(B) 細胞表面へ接着した H 因子は，強力な C3 転換酵素である C3bBb を

C3b と Bb に解離失活させ，さらに，I 因子と共に C3b を iC3b に分解す

る． 

 

 

図 4.  酸化ストレス等による細胞傷害時の補体活性化機構と sMAP-FHによ

る 

 レクチン経路と第二経路の抑制のメカニズム 

(A) 傷害を受けた細胞表面でのレクチン経路，第二経路活性化の模式図．

MBLと complexを形成したMASP-1，MASP-2が，細胞表面に露出した自

己抗原に付着した自然抗体 IgMを認識することでレクチン経路が活性化

し，C3が活性化されて細胞表面へ C3bが結合する．それに引き続いて第二

経路が活性化し組織傷害が引き起こされる． 

(B) sMAP-FHはMASP-1，MASP-2と競合置換してMBLと complexを形成

し，レクチン経路の活性化を阻害する．さらに，FHがすでに細胞表面に付

着した C3bBbを C3bと Bbへ分解し，さらに C3bを iC3bに失活させるこ

とで第二経路の活性化も阻害する． 

 

図 5. sMAP-FHの作成方法 

 マウス肝より作製した cDNAより sMAPと FHを PCRでクローニング

し，TOPO  ベクターへ組み込んでシークエンスを確認した．得られた

sMAP又は FHをコードする塩基配列を保持するベクターを鋳型に，sMAP

と FHを接続するリンカー配列付加プライマーを用いて，マウス sMAPと

マウス H因子の cDNAを PCR法で増幅した．その後，得られた cDNAを
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発現ベクターである pCAG-Bsd PA tag-Cへ InFusion法を用いて組み込ん

だ． 

 

図 6． sMAP-FHとMAp44-FHの模式図 

 N末端側に(A)sMAP全長(CUB1，EGF like domain)，または(B)MAp44全長

(CUB1，EGF like domain，CUB2，CCP1)，C末端側に FHの SCR1-5を有

し，間にグリシンリンカー配列(GGGGS)を 4つ持つ融合タンパクを設計し

た．また，(C)sMAP全長のみのタンパクも作製した．全てのリコンビナン

トタンパクの C末端側に PAタグが付加されている．それぞれのアミノ酸

配列と，相当する分子につき図示した． 

 

図 7. 作製した sMAP-FHの発現確認 

 sMAP-FHを組み込んだベクターをトランスフェクションした CHO細胞

の培養上清から精製した sMAP-FHを， SDS-PAGEで展開した．(A) Instant 

blue染色を行うと，sMAP-FH，MAp44-FH，sMAPそれぞれが単一のバン

ドとして検出された．精製した 3つのリコンビナントタンパクを SDS-

PAGEで展開したポリアクリルアミドゲルを PVDF膜へ転写し，(B) 抗

MASP-2抗体，(C)抗MASP-1/3抗体，(D) 抗 FH抗体でWestern blottingを

行った．抗MASP-2抗体では sMAP-FHと sMAPが，抗MASP-1/3抗体では

MAp44-FHが，抗 FH抗体では sMAP-FHとMAp44-FHがそれぞれ検出さ

れた． 

 

図 8. in vitroにおける sMAP-FHによる C3 deposition抑制効果  

 mannanをコートした 96 well プレートにWT mouseの血清にリコンビナ

ントタンパク(sMAP-FH，MAp44-FH，sMAP-Ig)を添加混合したものを

mannanコートプレート上で 20分間反応させた後の C3 depositionを HRP 

conjugated anti-mouse C3抗体で検出した．縦軸が吸光度(OD 450 nm)，横軸

が添加したリコンビナントタンパクの量を示す．リコンビナントタンパク
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が 0 nMの点の吸光度は，wellにWT血清のみを添加した時の結果を示し

ている．sMAP-FH，MAp44-FH添加血清ではともに濃度依存性に C3 

depositionが減少し，その効果に有意差は認められなかった．250 nM添加

血清において sMAPより sMAP-FHの方が，500 nM添加血清と 1000 nM添

加血清において sMAPより sMAP-FHとMAp44-FHの方が有意に C3 

depositionを抑制していた．P＜0.05(n=3)．また，1000 nM添加血清におい

てはMAp44-FHより sMAP-FHの方が有意に C3 depositionを抑制してい

た． 

 

図 9.  in vitroにおける Flow cytometryを用いた zymosan assay  

(A)10%のWTマウス血清に sMAP-FH，sMAP，MAp44-FHをそれぞれ 1000 

nMとなるように添加混合し，zymosanと 10分間反応させた．zymosanの

みの negative controlを赤のグラフ，WT血清のみ(recombinant(-))の positive 

controlを緑のグラフで示した．sMAP，MAp44-FH添加血清も

recombinant(-)血清に比べるとピークが左へシフトしており C3 depositionが

抑制されているが，sMAP-FH添加血清の方がより C3 depositionを抑制して

いた．(B)同実験の結果をMFI値で示した． 

 

図 10. sMAP-FHとMAp44-FHのマウス腹腔内投与後の血中濃度の推移  

(A)sMAP-FH 0.5 mg(8.62 nmol)と(B)MAp44-FH 0.69 mg(8.62 nmol)をWT 

mouseの腹腔内に投与した後の血中濃度の変化．どちらのリコンビナント

も最初のピークを 2〜4時間で迎え，以後も時間経過とともに減少し 48時

間後にはほぼクリアランスされていた．(n=3). 

 

図 11. sMAP-FH, MAp44-FHと FicolinA，MBLの complex形成  

 sMAP-FHまたはMAp44-FHを腹腔内投与した後に経時的に採血したマ

ウスの血清を，(A)mannan，(B)抗 Ficolin A抗体をコートした 96 wellプレ

ートに添加し，sMAP-FHまたはMAp44-FHと Ficolin A，MBLが complex
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を形成していることを HRP conjugated anti-PA抗体で検出した．sMAP-FH

またはMAp44-FHの血中濃度に連動して complexの量も経時的に変化して

いた． 

 

図 12. sMAP-FHまたはMAp44-FH投与後血清での C4 deposition抑制効果 

 mannanをコートした 96 wellプレートに(A)sMAP-FH投与後のマウス血

清または(B)MAp44-FH投与後のマウス血清を加え 30分反応させた後の C4 

depositionを anti-C4 goat IgG(1次抗体)，Anti-goat IgG biotinylated (2次抗体)

で検出した．縦軸では，各リコンビナントの投与前の血清での C4 

deposition(OD 450 nm)を 100%とした時の，各時間での C4 depositionを%で

示した．sMAP-FH投与後の血清では，血中濃度に連動して C4 deposition

抑制効果が認められた．MAp44-FH投与後の血清では C4 deposition抑制効

果が認められなかった(n=3). 

 

 

図 13. sMAP-FHまたはMAp44-FH投与後血清での C3 deposition抑制効果 

 (A)sMAP-FHまたは(B)MAp44-FHを腹腔内投与した後に経時的に採血し

たマウスの血清で，Flow cytometryを用いた Zymosan assayによる C3 

deposition抑制効果を確認した．sMAP-FH投与群では 1時間後の血清から

C3 depositionは減少し，4時間で最も減少した．その後は徐々に C3 

deposition抑制効果は薄れ，48時間後にはほぼ投与前の血清と同等の結果

となった．sMAP-FHの血中濃度に連動して C3 deposition抑制効果も経時

的に変化していた．一方，MAp44-FHでは 4時間後と 24時間後にやや C3 

deposition抑制効果は認められるが，他の時間では投与前の血清と比べて

明らかな C3 deposition抑制効果は認められなかった．(C)各リコンビナン

ト投与前の血清での C3 deposition(MFI)を 100％とした時の各時間での C3 

depositionを%で示した．投与後，1，2，4時間でMAp44-FHに比べ sMAP-

FHで有意に C3 depositionが抑制されていた． 
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