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緒緒  言言  

 
非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は肝硬変へ進行しうる慢性肝疾患であるが、有病率が高いにもかか

わらず有効な治療方法がなく、疾患が進行することで肝硬変へ至ることを抑制することが困難である。そのため

病態の解明と新規治療法が必要とされている。NAFLD では腸管と肝臓の病態が相互に影響する腸肝軸     
（Gut-liver axis）がその病態形成に強く影響を及ぼしている。嫌気性グラム陰性桿菌が増加する腸内細菌叢の異

常を来し、腸管壁透過性が亢進による血中 lipopolysaccharide（LPS）の増加が認められ肝組織へ LPS が沈着す

ることで肝炎症と線維化が進行する［1］。腸肝軸における障害機序の解明は NAFLD の新たな治療方法の創出に

寄与すると考えられる。 
補体は補体因子 C3 の活性化により病原体や死細胞の排除を行い生体の恒常性維持に重要な役割を担っている

自然免疫因子である。複数の活性化経路が知られているが、特に第二経路は他経路の増幅経路として補体活性化

の中心的な役割を果たしている。過剰な補体活性化は様々な疾患に影響しているが、NAFLD 患者の肝臓では補

体活性化による C3 の沈着が認められ、補体第二経路の活性化抑制因子である Factor H が欠損したマウスでは

過剰な補体活性化と肝脂肪化を伴う肝障害を呈していることから［2］、NAFLD では補体第二経路が関連してい

ることが推測される。Mannose-binding lectin-associated serine protease（MASP）-1 と MASP-3 は MASP1
遺伝子のスプライシングバリアントであり、MASP-3 は補体第二経路の活性化に重要なセリンプロテアーゼであ

るが、NAFLD における腸肝軸と補体 MASP-3 の関連は未解明である。本研究では NAFLD の腸肝軸における

補体活性化因子である MASP-3 の役割を解明することを目的として、MASP-3 欠損マウスを用いて実験を行っ

た。 
 

方方  法法  

 
11．．MMAASSPP--33 単単独独欠欠損損ママウウススをを用用いいたた NNAAFFLLDD モモデデルルママウウススのの作作製製  

MASP-3 欠損 C57BL/6 マウス（MASP-3 欠損マウス）を CRISPR/Cas9 システムにより作製した。MASP-1
および MASP-3 は Masp1 遺伝子のスプライシングバリアントであり、MASP-1 と MASP-3 は共通構造とそれ

ぞれの特異的なセリンプロテアーゼドメインにより構成されている。MASP-3 特異的セリンプロテアーゼドメイ

ンの前後に相補的ガイド RNA を設計することで MASP-3 単独欠損マウスを作製した［3］。NAFLD モデルマウ

スは 8 週齢の野生型 C57BL/6 マウス（野生型マウス）と MASP-3 欠損マウスへ超高脂肪コリン欠乏メチオニン

減量飼料（CDAHFD）飼料（#A06071302、Research Diets、New Brunswick、NJ、USA）を 24 週間の投与

することで作製した。対照群は野生型マウスへコントロール飼料（#A06071314、Research Diets）を 24 週間投

与し評価した。NAFLD モデルマウスの表現型を野生型マウスと MASP-3 欠損マウスで比較した。 
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22．．肝肝病病態態のの評評価価  
コントロール飼料、または CDAHFD 飼料を 24 週間投与後にそれぞれのマウスの肝線維化、肝脂肪沈着を解

析した。肝組織の Picro-Sirius Red 染色で肝線維化を評価した。肝組織の脂肪沈着を Oil red O 染色により評価

した。Picro-Sirius Red 染色、Oil red O 染色による面積を ImageJ（National Institutes of Health）を用いて測

定した。 
 

33．．腸腸内内細細菌菌叢叢のの解解析析 
盲腸内容物のDNA を用いて 16S rDNA 部分塩基配列を標的としたアンプリコンシーケンス解析により微生物

群集構造を解析した。α多様性を Chao1 index、Shannon index、Simpson index を用いて評価した。β多様性

は各群の Bray-Curtis 距離を Analysis of similarities により解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． NNAAFFLLDD モモデデルルのの肝肝病病態態へへ対対すするる MMAASSPP--33 欠欠損損のの影影響響  
まず MASP-3 欠損が脂肪肝モデルマウスにおける肝線維化へ与える影響を評価した。コントロール飼料、

CDAHFD 飼料を 野生型マウス、そして MASP-3 欠損マウスへ 24 週間投与した。肝線維化を評価するために肝

組織に対して Picro-sirius red 染色を行ったところ、野生型マウスではコントロール飼料を投与したマウスでは

線維化は認めなかったが、CDAHFD 飼料を投与したマウスでは肝線維化が認められた。さらに CDAHFD 飼料

を投与した MASP-3 欠損 NAFLD モデルマウスの肝組織を評価すると高度の線維化を認め、野生型 NAFLD モ

デルマウスに比べて高度の肝線維化が認められた（図 1）。次に MASP-3 欠損が CDAHFD 飼料による肝脂肪沈

着への影響を評価するために肝脂肪の組織学的評価を行った。Oil red O 染色を行ったところ CDAHFD 飼料に

よる野生型 NAFLD モデルマウスでは高度の脂肪沈着を認めた。MASP-3 欠損 NAFLD モデルマウスでも肝脂

肪沈着の増加を認めたが、野生型 NAFLD モデルマウスに比べると脂肪沈着は軽度であった（図 1）。 
 

 
図 1．MASP-3 欠損の NASH モデルマウスの肝病態への影響 

CDAHFD 飼料投与による肝線維化（Picro-Sirius Red 染色）は MASP-3 欠損マウスで増悪してい

た（P＝0.001、unpaired t test）。脂肪沈着（Oil-Red O 染色）は MASP-3 欠損マウスで減少して

いた（P＝0.010、unpaired t test）。CW：コントロール飼料投与野生型マウス、NW：CDAHFD
飼料投与野生型マウス、NK：CDAHFD 投与 MASP-3 欠損マウス（スケールバー：100μm）。 
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CDAHFD 飼料によりマウスの肝臓には線維化を来し肝内の hydroxyproline は投与期間に応じて増加するた

め、肝線維化は CDAHFD 飼料の投与期間に応じて増悪すると考えられる［4］。本研究では CDAHFD 飼料投与

による肝線維化は MASP-3 欠損マウスでは野生型マウスに比べて増加しており、MASP-3 欠損は NAFLD にお

ける肝線維化へ悪影響を与えていることが明らかとなった。 
また本研究では CDAHFD 飼料投与による肝脂肪沈着は MASP-3 欠損マウスでは野生型マウスに比べて低下

していた。脂肪沈着の軽減は NAFLD の病態改善を関連しており、C3aR 欠損、C5 欠損マウスやラットでは高

脂肪食による肝障害、肝脂肪沈着の軽減が報告されている［5，6］。また補体第二経路の活性化因子である D 因

子は主に脂肪細胞で産生されるが、マウスへ高脂肪食を投与すると肝臓では D 因子の mRNA が上昇しており、

D 因子欠損マウスでは高脂肪食による肝障害や脂肪沈着が軽減することが報告されている［7］。D 因子欠損マウ

スでは高脂肪食による de novo lipogenesis や脂肪酸取り込みに関連する mRNA の発現亢進が抑制されているこ

とから D 因子は脂質代謝に関連していることが推測される。MASP-3 は D 因子の恒常的に活性化させ、第二経

路の活性化を維持し C3 や C5 の活性化を増幅する重要な役割を果たしている。本研究では、MASP-3 欠損マウ

スでは肝脂肪沈着は軽減していたが肝線維化は増悪しており、これまでの報告である C3、C5、そして D 因子の

活性低下による NAFLD の病態抑制とは異なる結果が得られた。MASP-3 欠損マウスは野生型に比べて体格が小

さく、またヒトの MASP-3 欠損は骨格の形成不全を来すことから［8］、MASP-3 が補体経路の活性化以外の生体

の恒常性維持経路への関与が推測され、さらなる解析が必要と考えられた。 
  
22．． NNAAFFLLDD モモデデルルににおおけけるる腸腸内内細細菌菌叢叢にに対対すするる MMAASSPP--33 欠欠損損のの影影響響  
次に NAFLD モデルマウスにおける腸内細菌叢へ MASP-3 が与える影響を評価した。コントロール飼料、ま

たは CDAHFD 飼料を 24 週間投与後のマウスの盲腸内容物を採取し、16S rDNA 部分塩基配列を標的とした解

析により腸内細菌叢を評価した。α多様性は野生型マウスでは CDAHFD 飼料投与により Chao1 index1、
Shannon index、Simpson index の上昇傾向が認められたが、MASP-3 欠損マウスでは CDAHFD 飼料投与後の

変化量が低下していた（図 2A）。それぞれのβ多様性を解析すると MASP-3 欠損 NAFLD モデルでは       
Bray-Curtis 距離による similarity が低下していた（図 2B）。これらの変化がいずれの菌種の変化を反映してい

るのかを明らかにするため解析すると、MASP-3 欠損 NAFLD モデルマウスで Bacteroides acidifaciens および

Prevotella の relative abundance が有意に上昇していることが認められた（図 2C）。Prevotella はヒトでは口

腔内常在菌であるが、NAFLD の病態が増悪するに従いその割合が低下することが報告されている。また

Bacteroides acidifaciens は脂肪肝の病態改善との関連が示唆されている。β多様性の similarity の低下はこれら

の細菌の増加が影響している可能性があると考えられ、MASP-3 欠損により腸内細菌叢は NAFLD に対して保護

的な環境へ変化している可能性があると考えられた。 
小児炎症性腸疾患患者では補体 C4 因子の遺伝子のコピー数と腸内細菌叢、そして病態との関連が報告されて

いる［9］。C4 遺伝子のコピー数が多い患者の血清は細菌に対する補体活性化能が高値であったことから、補体活

性化は腸管の炎症を介して腸内細菌叢の dysbiosis へ影響していると考えられている。また db/db マウスでは過

食により糖尿病に類似した病態を来し腸内細菌叢の変化が認められるが、db/db マウスへの C5 阻害薬の投与は

腸内細菌叢のα・β多様性を改善し、短鎖脂肪酸産生が亢進する［10］。これらの報告からは過剰な補体活性化亢

進が腸内細菌叢を介して病態増悪へ影響していることが推測される。本研究では MASP-3 欠損マウスの腸内細菌

叢の similarity が低下していたが、NAFLD の病態に対して保護的な細菌種が増加しており、MASP-3 欠損マウ

スでは補体活性化の抑制による腸内細菌叢の dysbiosis が軽減していることが示唆された。 
本研究では、補体第二経路の活性化因子である MASP-3 の NAFLD の病態へ与える影響を、MASP-3 欠損マ

ウスを用いて NAFLD モデルマウスを作製し肝線維化と腸内細菌叢について解析を行った。MASP-3 欠損マウス

では CDAHFD 飼料投与後に肝線維化の増悪を認めた。しかし CDAHFD 飼料投与後の肝脂肪沈着は野生型マウ

スに比べて MASP-3 欠損マウスで面積は軽減しており、また腸内細菌叢の解析では MASP-3 欠損マウスでは

NAFLD の病態に保護的な影響が示唆されている Bacteroides acidifaciens や Prevotella が増加していた。これ
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らの結果は MASP-3 が補体活性化以外の経路を介した肝病態への関与を示唆していると考えられ、MASP-3 欠

損による NALFD モデルにおける肝線維化増悪のメカニズムの解明は MASP-3 に着目したヒトの NALFD の疾

患診断や新たな治療方法の創出に寄与できる可能性があると考えられた。 
 

 
 

図 2．NAFLD モデルマウスにおける腸内細菌叢へ与える MASP-3 の影響 
A） 腸内細菌叢のα多様性。 
B） 腸内細菌叢のβ多様性（Analysis of similarities）。 
C） 盲腸内の Bacteroides acidifaciens と Prevotella。 
CW：コントロール飼料投与野生型マウス、NW：CDAHFD 飼料投与野生型マウス、

NK：CDAHFD 投与 MASP-3 欠損マウス。P 値は unpaired t test による。 
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