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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ（RA)、間質性肺炎（IP)において、シトルリン化自己ペプチドに対する
抗体産生が発症および病態進行に関与する可能性がある。シトルリン化活性を持つPAD4の構造解析データを基に
活性領域阻害抗体を作成した。得られた抗体の塩基配列から組換え技術を用いヒト化抗体化等に成功している。
本抗体がモデル動物において関節炎抑制効果を持つことを明らかにした（特許共同出願済み）。1）関節炎およ
びIP時、シトルリン化自己ペプチドは両病態に共通性があるのか否か、2）本抗体により間質性肺炎発症を抑制
できるかを明らかにする。RAからIP発症へ至る過程に、シトルリン化がどの様に関与するのかを明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Production of antibodies against citrullinated self-peptides, ACPA might 
involve in the onset of rheumatoid Arthritis and interstitial pneumonia. We developed antibodies 
against catalytic active cleft of peptidyl deiminase 4, PAD4 based on structural analysis. We have 
already reconstructed humanized antibodies. The antibodies ameliorated inflammatory arthritis in 
RA-model mouse (patent pending). 1) What are the common citrullinated peptides between inflammatory 
arthritis and IP as a complication of RA, 2) Whether antibodies ameliorate IP. We reveal the 
mechanism of RA-to-IP pathogenesis through the production of citrullinated peptides.

研究分野：分子生物学、免疫学

キーワード： 関節リウマチ　PAD4　間質性肺炎

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
D1CCマウスを用いた研究から、protein arginine deiminase 4 (PAD4)は関節炎症時、パンヌスに浸潤する好中
球において発現していることが分かった。またD1CC、D1CC/D1BC マウスにおける間質性肺炎（IP、組織学的には
肺線維症を伴うNSIP、UIP様肺病変を示す）解析においても組織内へ浸潤する好中球でPAD4が高発現しているこ
とが分かった。好中球が発現するPAD4はシトルリン化自己ペプチド産生を促し、関節炎からIP病態発症に強く関
与することが疑われているが、そのメカニズムはほとんど明らかになっていない。この点を明らかとし、より高
い治療法の開発へと結びつける。

※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 

関節部における PAD4 の発現 

D1CC マウスを用いた研究から、protein arginine deiminase 4 (PAD4)は関節炎症時、パ

ンヌスに浸潤する好中球において発現していることが分かった。PAD4 はシトルリン化自己

ペプチド産生を促し、関節炎病態発症に強く関与することが疑われているが、そのメカニズ

ムはほとんど明らかになっていない。この点を明らかとし、より高い治療法の開発へと結び

つける。 

抗 PAD4-catalytic cleft 抗体（抗 PAD4CC 抗体）の特徴 

PAD4 構造解析データを基に、シトルリン化活性領域(catalytic cleft)を標的とした抗体

をニワトリで作成した。樹立したニワトリ抗 PAD4-catalytic cleft 抗体(抗 PAD4CC 抗体)

配列データを基に、マウス実験用抗 PAD4CC 抗体(ニワトリマウスキメラ、以後本申請書内で

は本抗体を抗 PAD4CC 抗体と表記する)、および治療薬開発を目的としたヒト抗 PAD4CC 抗体

を作成した。これらの抗体は、in vitro において PAD4 シトルリン化能を阻害するという

特徴がある。抗 PAD4CC 抗体は、D1CC マウス（CIITA を軟骨特異的に発現するトランスジェ

ニックマウス）に対し関節炎抑制効果を持つことも確認している(「新規抗 PAD4 抗体」PCT

出願番号 PCT/JP2016/057030 )。 

関節リウマチモデル利用の利点  

1. 関節リウマチモデル：D1CC マウス(慢

性、進行性関節炎モデル 図 1参照)  

D1CC マウスは、関節炎高感受性で、慢性、

進行性の関節炎を誘導できる。Collagen-

induced arthritis (CIA)と同様 bovine 

Collagen II（bCII）を用い誘導するが、通

常の 1/15～20 量の bCII で誘導でき、炎症

期間が CIA より 2倍長くなる(図１、CIA:急

性炎症、D1CC:慢性炎症)。このマウスを用い、抗 PAD4CC 抗体投与による関節炎抑制効果が

得られた。また抗体投与中止後も持続的な抑制が観察された。 

 
２．研究の目的 

研究計画１）抗 PAD4CC 抗体（シトルリン化活性阻害タイプ）が ACPA（抗 CCP 抗体価）産生

を in vivo において抑制するか、また病態発症に関与するシトルリン化自己ペプチドを同

定する 

関節炎での検討: D1CC ヘテロマウスを用い慢性、進行性関節炎誘導後、抗 PAD4CC 抗体

を投与し、血清および関節部組織をサンプリングする。 

1．関節炎期間中における血中 ACPA（抗 CCP 抗体価）産生が抑制されるかを検討する。 

2．関節炎期間中、関節部におけるシトルリン化ペプチド産生抑制効果検討を行う。 

正常関節部と炎症関節部におけるシトルリン化ペプチドの量的、質的な比較をプロテオ

ミクス、western blot 解析等により行う。 

 

 

 

 



 
３．研究の方法 

本申請で用いるモデルマウスと研究計画内容等を一覧にすると以下のようになる。 

病態（特徴） 使用するマ

ウス 

期待される効果 病態誘導法 

関節炎  

（慢性、進

行性） 

D1CC ヘテ

ロマウス 

抗 PAD4CC 抗体投与によるシ

トルリン化自己ペプチド同定、

ACPA産生抑制 

bCII （CIA法の約 1/15-

20 量の低濃度で誘導す

る） 

 

関節における解析  

研究のポイント：プロテオミクス解析では、whole cell lysateを分析するが、シトルリン化

自己ペプチドに絞り込み分析する。解析にはLC-MS/MSを用いたショットガン解析を行う。

分離能を上げ検出タンパク質の数を発現量に従い、シトルリン化自己ペプチド上位 200 程

度を見出す。 

D1CC マウス関節炎誘導および抗 PAD4CC 抗体投与 

D1CC マウス関節炎誘導は、低濃度 bCII (0.02 mg/mouse)を、2 回（1 回目 Freund`s 

complete adjuvant,2回目ブーストは Freund`s incomplete adjuvantとエマルジョンを形

成）投与する。2回目投与から抗 PAD4CC抗体を 2回/週、4週間、合計 16回投与する。 

ACPA (anti-citrullinated protein antibodies)測定群と関節部サンプリング群と大きく 2

群に分け実験を行う。抗 PAD4CC抗体投与による関節スコアをモニタリングしながら、採

血を行う。 

ACPA（抗 Anti-cyclic citrullinated peptide、CCP 抗体価）測定群解析 

1. 関節炎の状態を外見的所見としてスコア化しモニタリングする。 

2. 週 1回経時的採血を行う。ACPA（抗 CCP抗体価、独自設定の unitで評価）測定を

行う。 

関節部サンプリング群解析 

1. 週 1回、関節部前後 5mm切除し、緩衝液にて溶解し、関節部由来 whole cell lysate

を得る。タンパク質濃度を BCA法により決定する。 

2. この可溶化サンプルを用い、シトルリン化ペプチドに対するプロテオミクスおよび

western blot(WB)解析を行う。 

 
４．研究成果 

関節における解析概要 

PAD4 抗体の抗体性能評価、および関節炎に対する効果検討結果の論文作成をすすめる。一

方プロテオミクス解析結果から、新たなシトルリン化ペプチドを見出した。今後このペプ

チド発現の意味を見出すことで、関節リウマチ発症との関係性を明らかとする。 

プロテオミクス解析 

関節部由来 whole cell lysateを用い、特異的なシトルリン化ペプチド、抗原 Aを同定した。

非シトルリン化抗原 A に対する抗体により、この抗原が関節局所に発現していることを同

定した。抗原 A は、関節部における疾患を伴う遺伝病と同一因子であることから、今後抗

原 Aが関節リウマチにどのように関わるのかを解析していく。またシトルリン化抗原 Aに

対する抗体を作成し、関節リウマチ病態との関係性を、まずは D1CC モデルを用い明らか



とする。データにより、抗原 Aについて特許化を図る。 

D1CC マウス関節炎誘導および抗 PAD4CC 抗体投与 

ACPA (anti-citrullinated protein antibodies)測定群と関節部サンプリング群と大きく 2

群に分け実験を行った。 

ACPA（抗 Anti-cyclic citrullinated peptide、CCP 抗体価）測定群解析 

1. 関節炎の状態を外見的所見としてスコア化しモニタリングしたところ、関節炎の改善

効果が得られた。 

2. ACPA（抗 CCP 抗体価、独自設定の unit で評価）測定を行ったところ、ACPA 測定

（ELISA）でのデータの個体間における変動のため、関節炎改善の所見同様改善が見込ま

れるものの、現時点では ACPAが減少すると結論づけることはできない。 
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