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研究成果の概要（和文）：我々の解析の結果、新規 p53-PADI4 経路の基質として、histoneH4R3

及び LaminCR197,R198 を同定した。また Padi4 欠損マウスで放射線抵抗性を示すこと、

PADI4 が癌組織、癌細胞株で高頻度に機能喪失型の変異を認めることから、PADI４ががん抑

制遺伝子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have identified in vivo and in vitro citrullination of the
arginine 3 residue of histone H4 (cit-H4R3) in response to DNA damage through the
p53-PADI4 pathway. We also show DNA damage-induced citrullination of Lamin C. Padi4(-/-)
mice exhibit resistance to radiation-induced apoptosis in the thymus. We also found frequent
loss of function mutations in cancer tissues and cell lines. Our findings reveal the possible role
of PADI4 as a tumor suppressor gene.
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１．研究開始当初の背景

p53 の変異がみられる約半数の癌組織では、

安定化によって p53 タンパク質の異常な蓄積

が認められている。その結果、p53 に対する

自己抗体が癌患者血清中に高頻度に認めら

れ、腫瘍マーカーとして現在臨床応用されて

いる。また p53 の特定のエピトープをターゲ

ットとしたワクチンも開発が進められてお

り、phase2 臨床試験に入っている。この様に

癌患者において p53 が抗原性を有する事が知

られているが、抗体の認識部位に p53 の変異

は殆ど認めないため、どのようにして p53 が
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抗原性を獲得するかについては明らかにな

っていなかった。

我々はこれまで継続して p53 の下流遺伝子の

単離・機能解析を行っており、p53 による癌

抑制機序を明らかとしてきた。最近我々は

p53 がシトルリン化修飾酵素である PADI4 を

誘導し、DNA ダメージ依存的に様々なタンパ

ク質のアルギニン残基をシトルリン残基に

変換する事を報告した。シトルリン化修飾は

側鎖の荷電状態を変化させタンパク質の構

造や機能に大きな影響を与える事、また修飾

を受けたペプチドが非自己として認識され

抗原性をもつ事が知られている。我々の解析

により p53 は、これまで言われていた転写調

節による量的な制御に加え、タンパク質の質

的な制御にも関与している事が示唆された。

現在これらの研究成果を元に、ノックアウト

マウスも用いて p53-PADI4 経路によるシト

ルリン化の基質を探索しているが、その過程

で p53 自身が PADI4 によってシトルリン化修

飾を受けることを発見した。さらに興味深い

事に、シトルリン化修飾を受けるアルギニン

残基の一つが、HLA クラスⅡ分子である

HLA-DPB1*0501 による抗原提示部位に含まれ

ていた。以上の知見を元に、PADI4 によって

シトルリン化されることで p53は抗原性を獲

得し、自己抗体産生が促進されるのではない

かという着想に至り、本研究計画を立案する

に至った。

２．研究の目的

p53 は代表的な癌抑制遺伝子であり、癌の約

半数で遺伝子変異が認められている。一方癌

患者において p53に対する自己抗体が出現す

る事が報告されているが、自己抗体は p53 の

変異が少ない N 末・C 末領域を認識すること

から、なぜ p53 が抗原性を示すのかその機序

は不明であった。我々は DNA ダメージによっ

て複数のタンパク質が、タンパク質修飾酵素

である PADI4 依存的にシトルリン化される事

を最近報告した。しかしながらこれらの基質

はほどんど未同定であり、PADI4 によるシト

ルリン化修飾の癌化における意義は明らか

になっていない。本研究の目的は、PADI4 の

新規基質を同定し、発癌における p53-PADI4

経路の意義を明らかにすることである。

３．研究の方法

具体的に本研究で検討した項目は以下の通

りである。

1)in vitro/in vivoにおいてp53がPADI4に

(F.P. Li and J.F. Fraumeni, J. Am. Med. Assoc. 1982)
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よりシトルリン化される部位の同定とシト

ルリン化p53に対する自己抗体の認識部位の

検証。

2)PADI4によるシトルリン化がp53の活性及

び自己抗体産生における意義の解明。

3)候補分子解析による新規基質の探索

4)ヒストンシトルリン化の機能解析

5)シトルリン化ラミン Cの修飾部位の同定と

抗体作成

6)LC-MS/MS による網羅的基質解析

7)上記によって同定された基質の修飾部位

同定と機能解析

8)PADI4 の癌抑制遺伝子としての解析

。

４．研究成果

p53 のシトルリン化部位についての解析につ

いは、MS 解析や変異型 p53 を用いた解析によ

って、複数のシトルリン化修飾候補部位を同

定した。そこでこれらの領域に対して、抗シ

トルリン化 p53 抗体の作成を試みた。残念な

がらこれらの抗体で DNAダメージ下では内在

性のシトルリン化 p53を検出することは困難

であり、p53 シトルリン化は生理的には検出

感度以下で有るという結論となった。またア

ルギニンをシトルリンに変換したペプチド

特異的に反応する抗 p53 自己抗体は、がん患

者の血中において存在が確認できなかった。

これらの結果より、PADI4の基質としての p53

の解析は終了した。

これらの結果を元に、p53 以外の生理的な条

件でのシトルリン化の基質の探索を行った。

これまでシトルリン化が報告されているヒ

ストン H3,H4 について抗体を用いて検討した

結果、H4R3 が DNA ダメージによってシトルリ

ン化を受けることが明らかとなった。

また抗シトルリン化抗体にて PADI４を遺伝

子導入した細胞株を染色すると、核膜が強く

染色された。核膜の構成蛋白質である、Lamin

ファミリーについて、シトルリン化の有無を

検討した結果、LaminC の C 末がシトルリン化

を受けることが示された。

また PADI4を過剰発現させた細胞から抽出し

た核を用いた解析によって、ヒストン、

LaminC のシトルリン化によってクロマチン

構造が弛緩し、DNase による核の切断が起き

やすくなる事を示した。

また PADI4ノックアウトマウスの検討によっ

て、胸腺組織においてもγ線照射後ヒストン

H4R3のシトルリン化がPADI4依存的に認めら

れた。またノックアウトマウスは TUNEL 陽性

細胞、活性型 caspase3 陽性細胞が有意に減

少しており、アポトーシス抵抗性を示した。
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次いで癌細胞株にて PADI4の遺伝子変異を探

索した所、70 細胞株中 6細胞株でアミノ酸置

換を伴う遺伝子変異が認められ、さらに内 5

つの遺伝子変異では顕著に酵素活性の低下

が認められた。また癌組織における PADI4 の

遺伝子変異を探索した所、ICGC 等のデータベ

ースに８箇所の変異が登録されていた。これ

らの変異について酵素活性に与える影響を

検討した所、全てで酵素活性の低下が認めら

れた。これらの結果より、PADI4 が癌抑制遺

伝子として機能し、さらに細胞周期や RNA

splicing などに重要な役割を担うことが示

された。

肺癌の Tissue array を用いた検討では、シ

トルリン化ヒストン陽性細胞では、腫瘍サイ

ズが小さく、また p53 の染色像と逆相関を示

すことが明らかとなった。これらの結果より、

PADI4 が癌抑制遺伝子として機能し、DNA ダ

メージ依存的なアポトーシス制御のメディ

エーターとして働くことが示された。一方、

ノックアウトマウスでは、発癌に関して顕著

な phenotype が認められなかった。マウス

Padi4 はヒト PADI4 に比べ酵素活性が弱く、

この違いが弱い表現型として現れていと考

えられた。

また新規の PADI４の基質の探索を進めてい

った。候補分子を用いた解析では、cyclinA2

及び p27がシトルリン化修飾を受ける事を明

らかとした。さらにこれらの分子のシトルリ

ン化部位を同定し、特異的抗体の作成を行っ

た。またマウス骨髄組織においては、

cyclinA2 の mRNA 量は変化がないものの、タ

ンパク量がノックアウトマウスにおいて野

生型に比べて顕著に減少していた。以上の結

果より、シトルリン化修飾がタンパク質の安

定化に関わる可能性が示唆された。

また Proteome 解析によって、網羅的な基質

の探索を行った結果、hnRNP ファミリーが顕

著にシトルリン化を受けることが明らかと

なった。現在シトルリン化部位の同定、抗体

作成を進めている。
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Total
citHistonH4

positive
citHistonH4

negative
P value

positive vs negative

n=309 n=159 n=150

Gender
Male 214 100 114

0.0138**
Female 95 59 36

Age(years)

＜65 135 67 68
NS(0.6463)

≧65 174 92 82

Histological type

ADC 192 110 82

0.0099**SCC 82 35 47
Others 35 14 21

Smoking status

Never 90 60 30
0.0007**

Smoker 219 99 120

pT factor
T1 132 80 52

0.0136**
T2+T3 177 79 98

pN factor
N0 204 104 100

NS(0.9044)
N1+N2 105 55 50

p53

positive 130 55 75
0.0079**

negative 179 104 75

ADC, adenocarcinama, SCC, squamous-cell carcinoma

others, large-cell carcinoma(LCC) plus adenosquamous-cell carcinoma(ASC)

**P＜0.05(Fisher's exact test)

NS, no significance
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