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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)早期診断マーカーとして抗CCP抗体がある。この抗CCP抗体産生に関与する
PAD4を早期RAの標的タンパク質と考え、モデル動物（D1CCマウス）等を用いた以下の実験を行った。１）関節炎発症時
におけるPAD4発現領域の免疫組織学的な検討、２）血清抗CCP抗体検出系の樹立、３）抗PAD4抗体投与による関節炎治
療時における抗CCP抗体等RA血清マーカーの変動検討。その結果関節炎発症時PAD4は好中球の核に発現する事が明らか
となった。新たな血清抗CCP抗体測定系を樹立した。抗PAD4抗体は、関節炎発症に対し治療効果を示したが、抗CCP抗体
は予後因子としては変動しないことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Anti-cyclic citrullinated peptide antibodies are a useful biomarker for early diag
nosis in rheumatoid arthritis (RA). Anti-PAD4 monoclonal antibodies were created because of an early thera
peutic target of RA. We studied 1) where PAD4 expresses in early inflammatory stages in RA model animal, c
alled D1CC mouse by immunohistochemistry, 2) to establish a new ELISA system to detect anti-CCP antibodies
 in mouse serum, 3) to analyze serial concentration of anti-CCP antibodies after treatment of anti-PAD4 an
tibody. 
As a result, PAD4 localized in only the nucleus of neutrophils, not in synovial cells. We created a new EL
ISA to monitor anti-CCP antibody in mouse serum. Finally, anti-PAD4 antibody blocked PAD4 enzymatic activi
ty and showed a therapeutic effect in D1CC mouse, however all serum concentrations of anti-CCP antibodies,
 rheumatoid factor IgM, and IgG did not response according to clinical scores. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
「概要」―RA早期関連タンパク質PAD4に着目
し、RA早期治療を目指す 

RA 有病率減少に直結する RA 早期診断、早期

治療を行うためには、発症早期において特徴

的な分子の性質を理解し、RA 発症との関連性

を見出す必要がある。現在広く認められ、一

般的にも使用される早期診断マーカーとし

て抗 cyclic citrulinated peptide (CCP)抗

体がある。抗 CCP 抗体は、RA 特異的にシトル

リン化された抗原群に反応性を示す抗体で

ある。シトルリン化は、アルギニン残基をシ

トルリンとする酵素、Peptidyl arginine 

deiminases (PADs)により行われる。このた

め PADs は、早期における治療ターゲットと

なる可能性がある。PADs と RA 発症との関連

に関しては、PAD4 が特に注目されており、

PAD4 の DNA 多型性と RA との関係が明らかと

されている(Nat.genet 34,2003,395)が、一

方これが検証されないケースもある（e.g. 

Autoimmunity Reviews 4,2005,561）。 すな

わ ち RA 発 症 と の 関 係 を 考 え る と          

PAD4 酵素活性そのものが関与する可能性が

残されている。 

図 1 D1CC マウスを用いた抗 PAD4 

2 次免疫後、抗体投与は３日間隔で 3 回行っ

た。 

 

そこで以下の一連の研究を行い、「PAD4 阻害

により関節炎治療効果が得られる」との結論

を得た。１）PAD4 構造解析の結果を利用し

PAD4 におけるシトルリン化活性部位を特定

し、これを特異的に阻害するマウス MoAb を

デザインした。２）PAD4 阻害活性を有する抗

体を選択した。３）D1CC マウスにおいて関節

炎治療効果を検討し、抗体による阻害効果が

確認された（図 1、縦軸は、外見的所見のス

コアを示す。特許申請（特願 2010-185734）

済みである。 

「既存治療薬との相違点」 

生物製剤とし既に利用されている主要な既

存治療薬は、1) TNFαおよび関連タンパク

質、2) IL-6 をターゲットとした関節リウ

マチ治療薬等である。この様に既存治療薬

は、主として関節リウマチの炎症に着目し、

免疫担当細胞間におけるケモカイン、サイ

トカインネットワークを阻害すること、す

なわち炎症中後期がターゲットとなる（図

2）。一方抗 CCP 抗体産生の原因タンパク質

PAD4 は、炎症中後期より先立つ早期バイオ

マーカーと考える事ができる。またPAD4は、

ケモカイン、サイトカインネットワークと

は異なる分子標的機構に関与する為、単剤

での効果が期待されるだけでなく、既存薬

との併用により、より広い炎症期間をカバ

ーする相乗的な効果を示す可能性もある。 

 

図 2 既存治療薬との相違点のまとめ 

 

「D1CC マウスの利点」 

 D1CC マウスは、図 3 にあるようにヒト

RA 発症や病態進行性に極めて類似した段

階的な疾病を観察する事ができる（PNAS. 

103, 14465-14470, 2006）。炎症の進行が緩

やかなため、病態早期も観察する事ができ

る。すなわち既存の RA モデルマウスでは

行い難かった、RA 早期をターゲットとし



た抗体治療薬の効果判定を行う事ができる。

また D1CC マウスは、発症後期において慢

性の間質性肺炎を発症する唯一のモデル動

物でもある（図 3、     

間質性肺炎モデル動物としても特許申請中、

特許申請後論文作成）。  
 

 
図３ D1CCマウスを利用した治療薬解析の
概要 
 
２． 研究の目的 
PAD4 と関節リウマチ発症との因果関係を明

らかとする 

これまでの種々の報告から PAD4 は、関節リ

ウマチにおいてのみ細胞外に存在し、種々の

細胞外マトリクスをシトルリン化すると考

えると理解しやすい。このシトルリン化によ

り新たな抗原（抗 CCP 抗体の原因抗原）が産

生される。先の実験から PAD4 活性を阻害す

る事で関節炎治療効果が確認できた。この治

療効果の検証を行う。 

① D1CCマウスにおいて抗CCP抗体価測定の

システムを樹立した。そこで抗 PAD4 抗体投

与により、抗 CCP 抗体価が減少する事を明ら

かとする。 

➁ 関節炎周辺部における PAD4 たんぱく質

の存在を明らかとする。PAD4 の由来は、炎症

時に浸潤してくる好中球由来である事が推

定される。そこで抗 PAD4 抗体取得時に得ら

れた種々の抗 PAD4 抗体を利用し、好中球由

来の PAD4 が関節部において存在する事を免

疫組織化学的に明らかとする。 

③ 上記➁と同様の現象が異常増殖性を有

する滑膜細胞由来の PAD4 である可能性もあ

る。この点も免疫組織化学的に検討する。 

 

３．研究の方法 
早期ターゲットタンパク質の機能（活性）と

RA 発症との関連を明らかにする 

PAD4 酵素活性阻害を示す抗 PAD4 抗体は、

早期関節リウマチにおいて治療効果を持つ

可能性を示すデータが得られた。この場合

抗 PAD4 抗体は直接的に PAD4 分子の活性阻

害を行ったと考えられる。そこでターゲッ

トとなる PAD4 は、炎症時早期に浸潤してく

る好中球由来であるのか、それともこの好

中球浸潤に先立ち増殖性を示す滑膜細胞由

来であるのかを検討する。 
 
４． 研究成果 

（１）PAD4 酵素活性阻害測定 

マウス抗 PAD4 抗体による PAD4 酵素活性阻

害度の検討の目的で阻害活性測定法の確立

をめざした。当初は、非特異的な結合を抑制

する目的で添加されるアルブミンを加えた

実験系で PAD4 活性測定を行っていたが、ア

ルブミン添加により逆に安定した活性測定

値が得られないことが明らかとなった。そこ

で最終的には、アルブミンを除いた活性測定

系を用い、抗 PAD4 抗体による PAD4 酵素阻害

活性を測定した。 

結果：マウス抗 PAD4 抗体は、PAD4 酵素活

性を濃度依存的に阻害することが分かった。 

（２）抗 PAD4 抗体による関節炎組織像の

免疫染色 

上記測定法が確立されたことで、マウス抗

体の阻害の程度を明らかとできた。加えて生

化学的な解析を行い、各抗体の特異度、親和

度などを合わせて検討した。これらの情報を

基に、マウス抗 PAD4 抗体を用いた、マウス

関節炎組織を用いた免疫染色を行った。使用

するマウスは、本申請者が開発したもので慢

性、進行性の関節炎を示す D1CC マウスであ

る。早期関節炎の状態を長期間維持する利点

を生かし、この時期の組織をサンプリングし

実験に用いた。 

結果：関節炎発症時、関節局所には、いわ



ゆる Pannus と呼ばれる増殖性の繊維芽細胞

を主体とする領域に多くのリンパ球の浸潤

が観察される（Hematoxylin- Eosin 染色等に

より確認）。この様な組織サンプルを抗 PAD4

抗体により免疫染色すると pannus に対する

染色性は見られない、一方浸潤性のリンパ球

のうち好中球の核に対し強い染色性が観察

された。 

（３）マウス血清を用いた抗 CCP 抗体価測

定系の樹立 

本研究を進めるにあたり中核となる技術

である。これまでマウス血清中の抗 CCP 抗体

価はヒト抗CCP抗体価測定キットをマウス抗

体用に改変し使用してきた。問題点としてキ

ットそのものが高価であるため、頻繁に測定

できない。またキット内容が明かされていな

いため、容易に非特異的な吸着などをより低

減させるための試みを行いにくかった。そこ

で新たにマウス専用のキットを構築し、マウ

ス血清における抗CCP抗体価の変動をモニタ

リングする測定系を構築した。 

結果：抗血清添加による非特異的な吸着を

抑制できる様緩衝液の条件を整え、蛍光を用

いた高感度測定系を樹立した。マウス正常抗

血清では、基準値以下(独自に設定した Unit

換算で 1.83Unit)、一方関節炎誘導時に

cut-off 値（正常値+2SD、2.11Unit）を超え

る事が明らかとなった。 

（４）抗 PAD4 抗体による治療効果の再現

実験 

D1CC マウスにおいて関節炎を誘導し、マウ

ス抗 PAD4 抗体（4種類、各抗体 100 g/マウ

ス/2 回/週）、コントロールとして MTX および

PBS(プラセボ)を投与し、抗 PAD4 抗体治療効

果の検討に関する再現実験を行った。 

結果：抗 PAD4 抗体、MTX 投与群では、PBS

投与群と比較して治療効果が観察された（現

在論文投稿準備中）。 

（５）抗 PAD4 抗体投与時における抗 CCP

抗体価の変動 

抗 PAD4 抗体投与時における抗 CCP 抗体価

および RFIgG、RFIgM 価の変動をモニタリン

グする目的で、（４）と同様な実験を行った

（コントロールは PBS のみ）。 

結果： 関節炎誘導後、抗 CCP 抗体、RFIgG、

RFIgM は Cut-off 値（本申請者が正常マウス

を基準に設定）を超えた。 
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