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研究成果の概要（和文）：血中human PAD4（hPAD4）濃度の測定系、及びhPAD4自己抗体の検出系を確立した。RA患者で
はhPAD4高値を示すものがあったのと同時にゼロ値を示すものが存在した。さらに、ゼロ値を示したほとんどの患者でh
PAD4自己抗体が陽性であった。一方、健常者ではRA患者に比べてhPAD4が低値であった。今回確立したhPAD4測定法及び
hPAD4自己抗体検出法はRAの早期診断へと応用できる可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：We developed two novel methods for sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELI
SA) for the determination of human peptidylarginine deiminase 4 (hPAD4) and the detection of hPAD4 autoant
ibodies in the peripheral blood. The combination of these sandwich ELISA methods might be a potentially be
neficial clinical tool for diagnosing RA.
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１．研究開始当初の背景 
Peptidylarginine deiminase（PAD）はペ

プチド中に含まれるアルギニンをカルシウ
ムイオンの存在下でシトルリンに変換（シト
ルリンン化）する機能を有する酵素である。
動物種では５種類のPADのサブタイプが知ら
れている。このシトルリン化により分子の機
能や抗原性が変化し、様々な病態と関連する
ことを我々は解析してきた。PAD によるシト
ルリン化により誘導される変化は生理的な
ものと病理的なものが知られている。 
 
２．研究の目的 
本研究では診断・治療に利用を目的として

PAD 血中レベルと PAD 自身に対する自己抗体
の高感度測定法の確立を行う。これらの測定
法を用いて各種疾患、特に関節リウマチと悪
性腫瘍におけるPAD発現とその悪性度等の病
態との相関を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）組み換え PAD4 の作製 
ヒト４型 PAD (PAD4) cDNA を用いた組み換

え蛋白を作製する。作製する組み換え分子は
シトルリン化活性を有するものとする。その
ため発現システムにおいては酵素活性を持
たせる。 
 

（２）PAD4 に対するモノクローナル抗体の作
製 
作製した組み換え PAD4 を BALB/c マウスに

免疫し、モノクローナル抗体を樹立する。通
常の酵素抗体法によりスクリーニングを行
い、Western blotting 法により確認を行う。 
 

（３）血中 PAD4 の高感度測定系の開発 
血中 PAD4 の測定系は、組み換え PAD4 蛋白

質を抗原としたサンドイッチELISA法を確立
する。 
 

（４）PAD4 に対する自己抗体検出系の開発 
リウマチ患者血清中には PAD4 自身に対す

る自己抗体が存在している。これまで用いら
れている方法を改良しより高感度の測定系
を開発する。基本的には従来の ELISA 法の変
法であり、標的抗原は組み換え PAD4 分子で
ある。 
 

（５）各種疾患の病理組織学的および臨床病
態との相関解析 
対象とする主たる疾患はヒト神経膠芽腫

（glioblastoma）である。 
 

４．研究成果 
（１）血中 human PAD4（hPAD4）濃度の測定
系、及び hPAD4 自己抗体の検出系を確立し、
関節リウマチ（RA）患者の血中 hPAD4 濃度、
及び hPAD4 自己抗体の有無を調べた。即ち、
hPAD4 組換えタンパク質（rhPAD4）を大腸菌
で発現、精製した。hPAD4 に特異的なモノク

ローナル抗体を作製し、hPAD4 に特異的なサ
ンドイッチ ELISA 法、及び hPAD4 の自己抗体
を検出するサンドイッチ ELISA 法の 2種類を
確立した。そして、RA 患者 32 例、健常者 20
例の血中 hPAD4 濃度及び hPAD4 自己抗体の有
無を測定した。その結果、RA 患者では hPAD4
高値を示すものがあったのと同時にゼロ値
を示すものが存在した。さらに、ゼロ値を示
したほとんどの患者でhPAD4自己抗体が陽性
であった。一方、健常者では RA 患者に比べ
て hPAD4 が低値であった。また、ゼロ値を示
す健常者はいなかった。これらの結果から、
RA の初期では hPAD4 が高値となり、やがて
hPAD4 の自己抗体ができる可能性が示唆され
た。今回確立した hPAD4 測定法及び hPAD4 自
己抗体検出法は RA の早期診断へと応用でき
る可能性が考えられる。 
 

（２）シトルリン化タンパク質を特異的に検
出する抗体を作製し，固形腫瘍を中心にシト
ルリン化タンパク質の局在と病態との相関
について解析を試みた。ヒト神経膠芽腫
（glioblastoma）の病理組織を用いてシトル
リン化タンパク質の免疫染色を行った結果、
細胞増殖の盛んな神経膠芽腫ではシトルリ
ン化蛋白質がほとんど染色されなかった。一
方、神経膠芽腫に隣接する正常な神経細胞で
はシトルリン化蛋白質が染色された。これら
の結果から神経膠芽腫の成立に蛋白質のシ
トルリン化は関与しないと考えられる。他の
癌での病態成立にシトルリン化蛋白質が関
与するかは興味深い。 
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