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研究成果の概要： 
RA 関連遺伝子としてぺプチジルアルギニンデイミナーゼタイプ４（PADI4）遺伝子を得た。PADI 酵素

によってシトルリン化タンパクは産生され、さらにシトルリン化タンパクのいくつかは特異的自己抗原と

して知られている。PADI4 酵素の基質群を免疫スクリーニング法等により行い、タイプ１、タイプ２コ

ラーゲン、真核生物翻訳開始因子 4G1(eIF4G1)、α―エノラーゼなどを同定し、RA 発症と自己抗体産生

の関連を調べたところ、RA 患者にはこれらのタンパクのシトルリン化フォームに対する抗体が存在する

ことがわかった。また既知シトルリン化タンパクとして知られるフィブリノーゲンがシトルリン化により

生理的機能が変わることなどを突き止めた。更に PADI4 遺伝子の発現が RA の発症、進行にどのように

影響しているか調べるために、遺伝子改変動物として、PADI4 ノックアウトマウスを作製した。 
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１．研究開始当初の背景 

ケースコントロール関連解析法により関節リウマ

チ関連遺伝子として、PADI4 遺伝子を同定した。

PADI4 遺伝子はタンパク質中のアルギニンをシト

ルリンする酵素をコードする遺伝子として知られ

ていたが、その機能、活性が関節リウマチにおい

てどのように関係しているかははっきりしていな

かった。近年、関節リウマチ患者において高率で

見られる自己抗体の一つに、抗シトルリン化ペプ

チド抗体が存在しており、この抗原がしトルリン

化されたタンパクに対する抗体であると言うこと

が知られるようになってきていた。このことから、

PADI4 はタンパク質のシトルリン化を介して関節

リウマチに関与していることが示唆されたが、実

際にどのような段階、どのような機序で関節リウ

マチに PADI4 が関わっているかは不明であった。 

 
２．研究の目的 
モデル動物、ノックアウトマウスなど、実験動物

を用いて、PADI4 遺伝子の生理的機能とその関節

リウマチへの関与を明らかにする。自己免疫疾患

に特有の自己抗体の一つとして挙げられる、抗シ

トルリン化ペプチド抗体はポリクローナルな抗体

であり、そのターゲットとなるタンパク質はたく



さん存在していると考えられている。PADI４酵素

の修飾ターゲットを免疫スクリーニング法などを

用いて同定し、これらのタンパクに対する関節リ

ウマチにおける自己抗体の有無を調べ、疾患への

関与を調べる。 
 
３．研究の方法 
１． 免疫スクリーニング法による基質同定とそ

の抗原性の確認 

１） 培養滑膜細胞、軟骨細胞を始めとするｃDNAラ

イブラリーを用いた免疫スクリーニング 

培養滑膜細胞、軟骨細胞を始めとするｃDNAライブ

ラリーを用いて、免疫スクリーニングを行う(5)。

ファージライブラリーを大腸菌に感染させ、タン

パク質発現を誘導した後、メンブレンに写し、

PADI4酵素で処理し、シトルリン化タンパク検出抗

体（anit-modified citrulline antibody）で陽性

コロニーを選別し、基質遺伝子を同定する。得ら

れた遺伝子については、タンパク精製を行い、抗

原性を患者血清、健常人血清を用いてELISA法にて

確認する。これらの血清抗体価とPADI4の遺伝子型

の間に相関を調べる。陽性クローンのうち、抗原

性の認められたタンパクに関しては合成ペプチド、

精製タンパクを関節炎誘導マウス（CIAやAIA）に

接種し、関節炎誘導効率への影響を調べる。 

２） 既知シトルリン化タンパクの生理的機能と関

節リウマチへの関与 

現在までに知られている、シトルリン化修飾を受

けるタンパク質の生理的機能について調べ、関節

リウマチ患者において、自己抗体が観察されるか

どうか、される場合は、疾患の進行、発症に関わ

るかどうかについてモデル動物を用いて調べる。 

２． ノックアウトマウスを用いたPADI4機能解析 

１） 組織学的解析 

経時的に解剖し、組織を回収し、組織切片を作製、

表現型の異常があるかどうかを確認する。また、

血清を回収し、血清抗体価（抗シトルリン化ペプ

チド抗体価、リウマトイド因子、抗IgM、抗IgG）

を測定し、コントロールマウスと比較する。また

ジーンチップマイクロアレイを用いて、ラージス

ケールでの遺伝子発現量の差をRNAレベルで調べ、

PADI4遺伝子の発現がなくなることで影響を受け

る遺伝子群を同定する。 

 

２） 関節炎誘導効率の比較 

2型コラーゲンを免疫することでマウスに関節炎

を誘導することが可能であるが、本研究ではコン

トロールとなるPADI4野生型マウスとPADI4ノック

アウトマウスで関節炎の発症効率がどのように異

なるか、調べる。また、抗シトルリン化ペプチド

抗体価を測定し、PADI4をノックアウトすることで

抗体価の上昇と関節炎の重症度の間で相関がある

かどうかを調べる。 

 
４．研究成果 
１．ＰＡＤＩ４の基質とシトルリン化タンパクの

生理的機能の同定 

１）免疫スクリーニング法により、タイプIコラー

ゲン、タイプ２コラーゲン、真核生物翻訳開始因

子 4G1(eIF4G1)、α―エノラーゼを同定した。こ

れらのタンパクはシトルリン化をうけ、自己抗原

性を示すものであった。これと従来の知見を合わ

せると、多数のシトルリン化タンパクが存在し、

また自己抗原性を示すが、真のターゲットとなる

原因タンパクの有無についてははっきりしない。 

 

２）フィブリノーゲンはＲＡ患者の関節部位でシ

トルリン化されており、ＲＡにおけるシトルリン

化自己抗原の可能性が考えられる。そこで、RA関

連遺伝子として我々が同定した、ＰＡＤＩ４遺伝

子と、そのファミリー遺伝子として知られている

ＰＡＤＩ２の基質としてフィブリノーゲンを確認

し、それの修飾部位について、LC-MS/MSにより同

定した。その結果、フィブリノーゲンα鎖、β鎖

にはシトルリン化部位が数多く存在しており、γ

鎖では確認できなかった。またα鎖にある１６番

目のアルギニン（Ｒ１６）はトロンビンにより切

断され、フィブリン形成がおこるのに重要である

。そこで、Ｒ１６がシトルリンに変換されること

でトロンビンによる切断が見られなくなる可能性

を考え、実験を行ったところ、Ｒ１６のシトルリ

ン化により、トロンビンによる切断は見られなく

なることがわかった。さらに、シトルリン化フィ

ブリノーゲンをフィブリノーゲンに一定の比率で

混ぜて、阻害実験を行ったところ、特定の比率ま

でシトルリン化フィブリノーゲンを混ぜることで

トロンビンによるフィブリン形成が阻害された。

今までシトルリン化の存在は明らかであったがそ

の生理的意味は明確ではなかった。今回の研究に

よりフィブリン形成の阻害を生理的に行っている

可能性が示唆された。 

 

２．ＰＡＤＩ４遺伝子改変マウスの作製 

ＰＡＤＩ４遺伝子ノックアウトマウスを作製した

。ＰＡＤＩ４遺伝子を欠失させ、その代りにネオ

マイシン遺伝子を導入し、ＰＡＤＩ４ノックアウ

トマウスを作製した。遺伝的背景が１２９Ｓ１と

Ｂ６の混合であり、今後、コラーゲン誘導関節炎

などに用いるため、遺伝的背景をＢ６に置き換え

るため、スピードコンジェニックを行い、B6バッ

クグラウンドに改変した。更に関節炎誘導率のよ

い、DBA1Jへの改変も行っている。 
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