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研究成果の概要（和文）：ペプチジルアルギニンデイミナーゼ４（PAD4）は、核内タンパク質シトルリン化酵素であり
、ヒストンH3をシトルリン化して転写を制御する。PAD4は、好中球において高い発現があり、好中球細胞外トラップに
おいてヒストンシトルリン化は必須であることが報告されている。本研究では、PAD4欠損マウスを用いて急性肺障害に
おけるPAD4欠損の影響を調べた。その結果、PAD4欠損により急性肺障害における炎症性サイトカインの発現が顕著に抑
制されることが分かった。また、PAD4は炎症性細胞への分化を促進することが示唆された。これらの結果から、PAD4は
生体の炎症応答に重要な役割を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Peptidylarginine deiminase 4 (PAD4) is a nuclear-localized citrullination enzyme 
and transcription regulator through citrullination of histone H3. It has been reported that PAD4 is 
essential for neutrophil extracellular traps (NETs) which is a event on bacterial infection and 
inflammation. In this study, we examined the role of PAD4 on acute lung injury (ALI) using PAD4-deficient 
mouse. The results showed expression of inflammatory cytokines, IL-6, TNF-alpha, MCP-1, and IL-1beta, 
were suppressed by PAD4-deficiency. Next, we assessed the role of PAD4 on macrophage differentiation of 
M1 cells, mouse myelocytic leukemia cells. Ectopic expression of PAD4 but not mutant PAD4 in M1 cells 
induced apoptosis during IL-6 treatment of M1 cells. In addition, c-myc expression on IL-6 treatment is 
suppressed by ectopic expression of PAD4 but not mutant PAD4. These results suggested that PAD4 plays 
important roles on inflammatory response, especially ALI.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： シトルリン化
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１．研究開始当初の背景 
（１）NETs 
	 自然免疫は、様々な炎症性疾患において中
心的な役割を担っている。好中球は、自然免
疫において最も初期に働く細胞であり、体内
に侵入した細菌などの微生物を殺すために、
様々な酵素を細胞内の顆粒に保持している。
近年、好中球は、自らのクロマチン DNA 複
合体を細胞内顆粒とともに細胞外に放出し、
細菌などをトラップすることで感染防御を
担うことが明らかとなってきた。この現象は、
好中球細胞外トラップ（NETs）とよばれ、
PAD4によるヒストン修飾が重要な制御因子
であることが報告されている。 
（２）PAD4	  
	 PAD4は、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タンパク質修飾
酵素であり、関節リウマチ関連タンパク質と
してよく知られている。４種存在する PAD
ファミリーのうち、PAD4は唯一核内に存在
しヒストンやヌクレオフォスミン等を修飾
する（Nakashima et al., 2002）。最近では、
p53や Elk-1などの転写因子も修飾すること
が報告され、発癌への関与が示唆されている。
また、PAD4は、骨髄などの血球系組織で強
い発現がみとめられるものの、その造血系へ
の関与は不明であった。最近我々は、PAD4
欠損マウスを用いた解析から、PAD4が造血
多能性幹細胞に発現しており、c-myc を制御
することでその細胞の増殖を抑制すること
を明らかにした。一方で、PAD4は好中球に
豊富に存在するタンパク質であり、NETsに
おいてヒストンをシトルリン化することで
クロマチンの放出に関与することが示唆さ
れている。PAD4欠損により NETsが阻害さ
れることから、PAD4によるヒストンシトル
リン化はNETsにおいて重要な制御因子であ
ることが分かっている。 
（３）急性肺障害と NETs 
	 組織において重度の炎症が起こると、好
中球の顆粒中のプロテアーゼ等により組織
に多大な損傷が引き起こされる。これによ
り、様々な炎症性疾患において、その影響
が重篤な症状を引き起こす。例えば、関節
リウマチ患者の関節滑膜においては、重度
の慢性的な炎症により関節痛を引き起こし、
患者の QOL は著しく低下する。またごく
最近、NETs が自己抗体による刺激で誘導
されることが報告されており、自己免疫疾
患への関与も示唆されている。急性肺障害
（ALI）では、肺胞中にエラスターゼなど
のタンパク質分解酵素が放出され肺組織が
損傷し短時間で死に至る。しかしながらエ
ラスターゼ阻害剤は ALI に対する効果が
低いことが分かっている。このように、慢
性、急性によらず、炎症性疾患では重度の
組織障害がその症状を悪化させる。好中球
より放出されるプロテアーゼはエラスター
ゼだけでなく、カテプシン Gなど、他にも
様々な酵素が存在する。また、NETsが ALI

など様々な炎症性疾患に関与することが近
年明らかとなってきた。したがって、NETs
を阻害し好中球からの顆粒の放出を抑制す
ることで、組織の損傷を防ぐことができる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、PAD4 ノックアウトマ
ウスを用いて ALI モデルを作製し、ALI
におけるPAD4の役割を明らかにすること
である。また、PAD4 の阻害による NETs
の抑制が、ALIにおける組織損傷を防ぐか
どうか検討し、関節リウマチ等の自己免疫
疾患や他の炎症性疾患も含め、PAD4を標
的とした治療応用への可能性を明らかにす
る。さらに、PAD4が炎症細胞、特にマク
ロファージへの分化に関与する可能性がみ
いだされており、その検証とメカニズムに
ついて解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）PAD4 欠損マウスの肺にリポポリサッカ
ライド（LPS）を経気管投与し、肺組織にお
ける炎症性サイトカインの発現を RT-qPCR 法
により定量した。	
（２）PAD4 欠損マウスの肺に LPS を投与し、
肺胞洗浄液を採取し、エステラーゼ活性を測
定することで肺における炎症を定量化した。	
（３）マウス白血病 M1 細胞にマウス PAD4 を
レンチウイルスにより強制発現させ、細胞分
化や細胞死に与える影響について FACS を用
いて調べた。	
（４）PAD4 をレンチウイルスにより発現させ
た M1 細胞の分化における c-myc の発現を
RT-qPCR で解析した。	
（５）PAD4 を発現させた M1 細胞を IL-6 処理
し、FACS にて細胞分化とアポトーシスについ
て解析した。	
	
４．研究成果	
（１）PAD4 欠損マウスにおける急性肺障害と
炎症性サイトカインの発現	
急性肺障害における NETs の役割を明らかに
するために、野生型マウスと PAD4 欠損マウ
スに LPS を経気管投与し、肺組織における炎
症性サイトカインの発現量を解析した。
TNFalpha,	IL-6,	IL-1beta,	MCP1 について
mRNA レベルを RT-qPCR で解析したところ、WT
マウスでは LPS 投与により顕著に発現が上昇
した。一方、PAD4 欠損マウスにおいてはこれ
らサイトカインの発現上昇は比較的弱かっ
た（図１）。また、この結果は、ブレオマイ
シン投与によっても同様であった。これらの
ことから、PAD4 による NETs の制御は、急性
肺障害における炎症性サイトカインの発現
誘導に重要な役割を担っていると考えられ
た。	
	
（２）PAD4 安定発現 M1 細胞株の樹立	
マウス白血病 M1 細胞は、IL-6 処理するとマ



 

 

クロファージ分化とともに細胞死が誘導さ
れる。マクロファージ分化や細胞死における
PAD4 の役割について解析した。そのために、
レンチウイルスにより M1 細胞に PAD4	cDNA
を導入し、安定発現株を樹立した。PAD4	cDNA
は、点突然変異を挿入し PAD 活性を失活させ
た変異体（PAD4mut）も作製した。PAD4 を発
現させた細胞ではカルシウム存在下でヒス
トンがシトルリン化されるが、PAD4mut を発
現させた細胞ではシトルリン化が認められ
なかった（図２）。これらのことから、PAD4mut
は酵素活性が失活していることが確認され
た。	

	
（３）PAD4 の M1 細胞分化及び細胞死におけ
る役割	
これら（２）で樹立した細胞を用いて、IL-6
によるマクロファージ分化における PAD4 の
役割について解析した。M1 細胞を IL-6 で処
理し、FACS を用いて細胞死の割合を AnnexinV
染色により解析した。その結果、PAD4 発現細
胞では、親株や PAD4mut 発現細胞と比較して
細胞死誘導の割合が高かった。PAD4 は c-myc
の発現を抑制的に制御することから、IL-6 処
理における c-myc の発現変動について調べた。
その結果、未処理の状態では PAD4 発現によ
り c-myc の発現は変動しなかった。IL-6 処理
後 PAD4mut 細胞では c-myc の発現はほとんど
変動しないが、PAD4 発現細胞では c-myc の発
現が顕著に抑制された。これらの結果から、
PAD4 は M1 細胞における分化時に c-myc を抑
制し細胞死誘導を上昇させることが示唆さ
れた。	
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