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研究成果の概要（和文）：本研究では、PADI4のシトルリン化基質をプロテオミクス解析により網羅的に探索し、150以
上のタンパク質をシトルリン化基質として同定した。その多くがRNA結合タンパク質であり、シトルリン化によりタン
パク質間の複合体形成が阻害される事が示された。Padi4 ノックアウトマウスのRNA sequence解析の結果、300以上の
遺伝子のスプライシングが影響を受けている事が示された。
次に、シトルリン化のコンセンサス配列を決定し、肝癌患者の17.5%でこの配列に対する自己抗体が陽性となっている
事がわかった。本研究により、シトルリン化修飾についての知見が深まり、生理的な意義が明らかとなったと考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：Although recent proteome analyses have provided a comprehensive overview of 
various posttranscriptional modifications, the functions associated with protein citrullination remain 
unclear. Thus, we performed a proteomic screen and identified more than 100 PADI4 substrates associated 
with RNA processing and translation. Citrullination of RBMX inhibited the interaction with other hnRNP 
family members. RNA sequence analyses revealed that the splicing patterns of more than 300 genes were 
disrupted in bone marrow derived from Padi4-/- mice. Citrullination at the RGG motifs was elevated in a 
number of cancer tissues, and an antibody against citrullinated RGG motifs was observed in 17.5% of serum 
samples from patients with HCV-induced HCC. Our findings revealed that PADI4-mediated citrullination is 
associated with RNA processing and tumor immunogenicity and suggest that PADI4 activation has potential 
therapeutic implications for neurodegenerative disease treatment and cancer immunotherapy.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： p53　シトルリン化
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１．研究開始当初の背景 

 

我々の研究室では、これまでに癌抑制遺伝子

p53の下流遺伝子を多数同定し、p53が癌化

抑制能を発揮するメカニズムの解明に取り

組んできた。私もこれまで p53RDL1、

XEDAR、p53AIP1、CLCA2などを新規 p53

下流遺伝子として報告し、p53が細胞の生死

を決定する機序を明らかとしてきた。2009

年に新規 p53 下流遺伝子として報告した

PADI4は、カルシウム依存的にタンパク質中

のアルギニン残基をシトルリン残基に変換

する翻訳後修飾酵素である（図 1）。私は現在

までに、DNA 損傷を受けた細胞において

p53-PADI4 経路を介して複数のタンパク質

がシトルリン化修飾を受けることを明らか

にし、またその基質として NPM1、ヒストン

H4、Lamin Cを同定した。 

シトルリン化されたタンパク質は、アルギニ

ン残基の持つ正電荷を失うことにより（図 1）

タンパク質の立体構造および機能が大きく

変化するとされており、シトルリン化された

ヒストンについても、そのN末部分の構造変

化が報告されている。我々の解析の結果、ヒ

ストンのシトルリン化修飾を認める細胞の

ほとんどにおいて核の断片化が起き、またア

ポトーシスマーカーに対し陽性であった。さ

らに、我々は PADI4 の導入によりクロマチ

ンが脱凝縮し、DNA の切断が促進される事

を明らかとした。これらの結果より、ヒスト

ンのシトルリン化修飾がクロマチンの構造

変化を介し、アポトーシス時の核の断片化を

促進している可能性が示唆された。実際に

Padi4ノックアウトマウスの胸腺組織におい

て、X線照射後のアポトーシス陽性細胞が顕

著に減少していたことから、アポトーシス誘

導における PADI4 の重要性が示唆された。

これまで p53とアポトーシスの関連は、ミト

コンドリアを介した経路（BAX、NOXA、

p53AIP1 などの p53 下流遺伝子が関与）お

よびレセプターを介した経路（FAS、DR5な

どの p53下流遺伝子が関与）によって説明さ

れてきた。両経路ともにカスパーゼの活性化

を介し最終的に DNA の切断および核の断片

化が誘導されるが、我々のデータから、

p53-PADI4 経路はクロマチン修飾を制御す

ることによって直接的にアポトーシスに特

徴的な核内のイベントに寄与していること

が示された。 

  ヒストン修飾は発生、分化、発癌など

様々な生理現象と関連しているが、近年アポ

トーシスを規定するヒストンコードとして”

Death code”という概念が提唱されている。

人の肺癌組織からなる組織マイクロマレイ

解析により、シトルリン化ヒストン陽性症例

では腫瘍サイズが小さい傾向を認め、

p53-PADI4 を介したヒストンのシトルリン

化が”Death code”として機能している可能

性が示された（図 2）。 

 
２．研究の目的 
 
我々の解析によって、DNA ダメージに

よって細胞内の複数のタンパク質がシ

トルリン化修飾される事が明らかとな

っている（図 3）。 
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（図1）
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この結果を元に、研究期間内に新規のシ

トルリン化基質の同定とその生理学的

意義を明らかにするのが本研究の目的

である。修飾によってタンパク質の機能

に及ぼす影響及びその生理的意義につ

いて機能解析を進めていく。生理的意義

の一つとして注目しているのが、抗原性

の獲得である。シトルリン化修飾につい

てはこれまで、慢性関節リウマチおよび

多発性硬化症における自己抗体産生と

の関連が知られている。これらの疾患で

はシトルリン化されたタンパク質が非

自己として認識され、抗原性を獲得する

とされている。癌においてもシトルリン

化タンパク質が免疫細胞活性化の目印

となる可能性について検討を進めてい

った。 

p53は癌組織において、変異や欠失などのゲ

ノムレベルにおける異常だけでなく、転写レ

ベルにおける抑制やタンパク質分解の亢進

など多くの機序により不活性化されている。

また p53遺伝子の生殖細胞変異は、家系内に

癌・肉腫が多発する遺伝性疾患である

Li-Fraumeni 症候群の原因となるなど、p53

は発癌の過程において最も重要な癌抑制遺

伝子と考えられている。p53は転写因子とし

て機能し、細胞周期制御やアポトーシス誘導

などに関連する様々な下流遺伝子の発現量

を制御することによって癌抑制機能を発揮

する。本研究の特色として、p53がタンパク

質のシトルリン化修飾酵素である PADI4 の

発現誘導を介して様々なタンパク質の質的

な制御にも関与することに着目している点

が挙げられる。本研究によって、シトルリン

化修飾の生理的意義をさらに明らかにする

ことは、癌分子生物学の分野のみならず生命

科学の分野全般に大きなインパクトを持つ

と考えられる。シトルリン化タンパク質が癌

抗原として機能していることが証明できれ

ば、腫瘍免疫の活性化など臨床的な応用にも

つながると期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、シトルリン化基質の網羅的同定

のため、PADI4過剰発現後の細胞抽出液を用

いてプロテオミクス解析を行った。PADI4

を導入したHEK293T細胞から細胞抽出液を

準備し、質量分析によりシトルリン化修飾に

よる 1Daの違いを網羅的に探索した。次に、 

これら新規シトルリン化タンパク質に対し、

以下の解析を進めていく。 

a)in vivoにおけるシトルリン化の検討 

b)シトルリン化部位の決定と特異的抗体の作

成 

c)基質タンパク質にシトルリン化修飾が及ぼ

す影響の解析 

これらの解析によってシトルリン化基質の

網羅的同定とその意義について明らかにな

ると考えられる。 
 
４．研究成果 

 

質量分析による網羅的解析の結果、100 以上

の基質を同定し、特に hnRNP ファミリーなど

RNA 修飾に関係する分子が有意にシトルリン

化を受けることが明らかとなった。 

最も顕著にシトルリン化を受けた RBMX に対

する抗体を作成した結果、シトルリン化され

ることが in vivo で証明された。 



さらに、RNA splicing に対する影響を検討す

る目的でPADI4を過剰発現させた細胞由来の

mRNA を用いて、RNA シークエンスを施行した

結果、PADI4 が様々な遺伝子の発現やスプラ

イシングを制御することが示された（図 4）。 

 

また質量分析による網羅的解析の結果、シト

ルリン化修飾のコンセンサス配列を明らか

とした（図 5）。さらに、そのモチーフに対す

るシトルリン化抗体を作成した。 

 

また、アルギニン残基はメチル化修飾も受け

うることから、メチル化とシトルリン化の両

修飾の関係性について検討したところ、両修

飾が同一アルギニンに対して競合している

可能性が、in vitro および in vivo の実験に

て示唆された（図 6）。 

 

また PADI4の癌化における生理的な意義を検

討する目的で、PADI4-/-p53+/-マウス及び

PADI4+/+p53+/-間での発癌、生存を検討した。

その結果、PADI4-/-p53+/-で生存期間の有意

な短縮と、腫瘍発生が増加する傾向が認めら

れた。またがん組織で報告されている変異に

ついて、酵素活性に与える影響を検討した所、

多くの変異が機能消失型であることが示さ

れた。以上の結果より、PADI4 はがん抑制遺

伝子として機能する可能性が示された。                   

シトルリン化修飾は、アルギニン残基の正電

荷を消失させることで、タンパク質の高次構

造に影響を与えることが知られている。これ

までに、慢性関節リウマチをはじめ様々な疾

患において、シトルリン化ペプチドが非自己

として認識されることで、疾患発症と関連す

ることが報告されている。そこで、本研究で

決定したシトルリン化コンセンサス配列の

修飾ペプチドを合成し、リウマチや癌などの

患者血清中に同配列に対する抗体が存在す

るかどうか検討した。その結果、肝がん患者

の 17.5%の患者で自己抗体が陽性となってい

た。シトルリン化修飾については慢性関節リ

ウマチなどにおいて自己抗体産生との関連

が知られているが、一部の癌においてもこの

修飾が免疫細胞活性化の目印となる可能性

が示された。 
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