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研究成果の概要（和文）：高齢化社会の進行は、関節リウマチ(RA)患者数の顕著な増加率としても現れている。
このため早期治療法を確立することは喫緊の課題の一つである。早期ターゲットタンパク質、PAD4に対するマウ
スモノクローナル抗体（MoAb）をPAD4の構造解析を基に作成し、関節リウマチモデルマウス、D1CCマウスにおい
て、関節炎治療を行い顕著な治療効果が得られた。そこでマウスMoAbを親和度で凌ぐ新たなニワトリMoAb（ヒト
MoAb化が可能）を得た。本研究では「ニワトリMoAb抗体がD1CCマウス関節炎に対し治療効果を示す」ことを明ら
かとした。「RA早期治療法実用化」に向けた基礎データの取得およびその特許化が進んだ。

研究成果の概要（英文）：Peptidylarginine deiminase 4 (PAD4) that catalyzes the conversion of protein
 arginine residues to citrulline residues in the presence of Ca2+ is likely to be involved in 
rheumatoid arthritis (RA), because anti cyclic citrullinated protein antibodies against its 
catalytic modified peptides are associated with onset of RA disease. However, it is still not clear 
whether PAD4, in particular, its catalytic activity directly affects onset of RA symptoms.　To 
reveal this, we created that anti PAD4 monoclonal antibodies recognized catalytic cleft of PAD4. 
Antibodies were obtained by phage display technique to be combined with immunization in chick.　They
 were introduced by intraperitoneal administration in RA model mouse, called D1CC mouse, resulted in
 reduction of onset of inflammatory arthritis.　Anti PAD4 antibody reduces inflammatory arthritis in
 D1CC mouse. We therefore concluded that PAD4 played critical role in the pathogenesis of initial 
phase of RA.

研究分野： 免疫学
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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、抗 PAD4 抗体を用いた 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

られた早期診断マーカーとして抗 cyclic 

citrullinated 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。 

PADs の中でも PAD4 は、早期治療ターゲット

となる可能性がある。さらに抗 CCP 抗体産

生との関連を考えるとPAD4酵素活性そのも

のが関与すると考えられる。 そこで以下の

一連の研究（2011-13 年度基盤 C,第一三共

との共同研究等）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 構造解析の結果から PAD4 シトル

リン化活性阻害型マウスモノクローナル抗

体を作成した（Table 1）。さらにより親和

性の高い抗体の取得を目指し、ニワトリを

用いた新規抗体の作成を試みている。ニワ

トリを用いた場合、予想通りマウス抗体と

比較してより低いKdをもつクローンが得ら

れる可能性が示唆された（Table 1）。 

Table 1 ニワトリ抗体の特徴 

 

 

 

 

 

 

（２）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、特許実

施権譲渡の交渉を行う可能性あり）済み

である。 

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。 

（３）より特異度、阻害度の高い MoAb を得

る目的でニワトリを用いたMoAbのスクリー

ングを行い、10 クローンを得た (table1 参

照)。 

「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 等サイトカインを利用した

治療薬で炎症中後期を、一方（３）PAD4 は、

（１）、（２）に先立つ早期をターゲットと

している。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

機構に属する。この為単剤での効果に加え、

既存薬との併用効果も期待できる（図 2参

照）。 

 

 

 

 

図 2 既存治療薬との相違点 

「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、

関節リウマチモデル動物（2012 年度）および

間質性肺炎モデル動物（2013 年 3月より）と

してオリエンタル酵母から販売を開始した。

国内特許出願済みである（特許第 4857450  

号管理番号Ｇ-58ＪＰ、2010 米国特許取得 

特許番号 US7745690）。間質性肺炎治療薬

Pirfenidone（塩野義製薬）による治療効果

を検討した。良好な治療効果が得られている。 

図３ D1CC マウスを利用した治療薬 

解析の特徴 
 
２．研究の目的 

 （１）ニワトリ抗 PAD4 抗体による PAD4 活

性阻害効果および関節炎抑制効果を明らか

とする。 

関節炎抑性効果を示す抗 PAD4 抗体は、PAD4

の構造解析データを基盤として得た。マウス

PAD 抗体は、動物実験により PAD4 が治療標的

となることを明らかとした。一方その阻害活

性、治療効果は必ずしも満足ゆくものではな

かった。そこでより高い特異度、活性阻害度、

動物実験における治療効果を示すクローン

取得を目指し、ニワトリからの MoAb 作成を

試み、複数のクローンを得た。以下の４点を

明らかとする。 

① ニワトリ抗体による PAD4 特異度、結合

度および PAD4 活性阻害度を検討する。 

② ビアコアを用い各抗体の PAD4 に対する

親和度を計測し、動物実験に使用する最適な

抗体を選択する。 

③ 選ばれたニワトリ抗体（マウス化する）

を大量生産する。 

④ ニワトリ抗体を D1CC マウスに投与し関

節炎抑性効果を検討し、ヒト化するニワトリ

抗体を絞り込む。 

（２）抗 PAD4 抗体による関節炎抑制は抗

シトルリン化ペプチド抗体（Anti-cyclic 

citrullinated peptide antibody; 

anti-CCPAb, ACPA）価を減少させるのか明ら

かとする。 

関節炎を示すマウスにおいても ACPA が検

出される。我々もシトルリン化環状化ペプ

チドを用いその存在検出が可能となった。

一方実際に関節炎進行のモニタリングや病

態治療効果の検討に利用されていない。以

下の２点を明らかとする。⑤ マウス抗

PAD4MoAb(既に炎症抑制効果を確認してい

るので基準コントロールとなる)および、⑥ 

ニワトリ由来抗 PAD4 抗体(マウス抗体化済

み)を D1CC マウスに投与し、血清中の APCA

値の変動をモニタリングする。 

 

３．研究方法 

（１）ニワトリ抗 PAD4 抗体による PAD4 活性

阻害効果および関節炎抑制効果を明らかと

する。 

新規ニワトリ抗 PAD4 抗体は、マウス抗 PAD4

抗体と比較して約 1桁低い Kd 値(table1)を

示す。そこでこれらニワトリ抗 PAD4 抗体の

PAD4 に対する特異度、結合度、活性阻害度、

動物実験における治療効果を検討する。本実

験により最終的にヒト化すべきニワトリ抗

体を絞り込む。 

 （２）PAD4 抗体による関節炎抑制は抗シト

ルリン化ペプチド抗体を減少させるのか明

らかとする。 

 関節炎を示すマウスにおいても ACPA が検



出される。シトルリン化環状化ペプチドを用

いた新規検出系により、ニワトリ由来抗 PAD4

抗体投与時の血中 APCA 値の変動をモニタリ

ングする。 

 

４．研究成果 

（１）ニワトリ抗 PAD4 抗体による PAD4 活性

阻害効果および関節炎抑制効果を明らかと

する。 

① ニワトリ抗体による PAD4 特異度、結合

度および PAD4 活性阻害度を検討する。 

これまでマウス MoAb 取得時の解析から、活

性阻害が期待できる Peptide 1 および 2の二

つの領域にターゲットを絞り込んだ(Table 

2)。 

 

Table 2 PAD4 活性領域を構成すると考えられ

る peptides 

この領域は、タンパク質立体構造上、天然変

性領域（intrinsic disorder）を形成するシ

トルリン化活性領域である。この領域に関し

ヒト、マウス、ニワトリ間でのホモロジー検

索等を行うと、ニワトリにおいて PAD4 その

ものが見つかっていない為、より親和性の高

い抗体が得られる可能性があることが明ら

かとなった(Table 3)。そこで本ペプチドに

対するニワトリ抗体作成を試みた。 

 

Table 3 chicken (c), human (h) and mouse 

(m) PAD4 間のアミノ酸配列比較 

ニワトリ抗体はニワトリへの抗原免疫およ

びファージディスプレイ法により作成した。

スクリーニングの結果得られたニワトリ抗

体の性能評価を行った。それぞれの抗体が、

hPAD4, mPAD4、hPAD4, mPAD2 等に反応するか

否かを検討した。結果の一例を図 4 に示す。

ニワトリ抗体は、これまでに得られていたマ

ウス MoAb と比較して hPAD4 に対しより強い

結合を示すことが明らかとなった。またこれ

らの抗体はmPAD4に同様に強い結合を示すが、

hPAD2, mPAD2に対しては結合能を示さなかっ

た。

 
図４ニワトリ抗体の hPAD4 への結合  

これらの抗体による PAD4 活性阻害度を検討

した。結果の一例を図 5 に示す。図 4におい

て結合が弱い cE1, cE4 と比較して結合能が

高い cH7 は、PAD4 阻害活性の程度も高いこと

が分かった。 

 

図５ ニワトリ抗体による PAD4 活性阻害 

Table 4 ビアコアによる親和性測定 

② ビアコアを用い各抗体の PAD4 に対する

親和度を計測し、動物実験に使用する最適な

抗体を選択する。 

さらにこれらニワトリ抗体の親和性をビア

コアにより解析した(Table 4)。ニワトリ抗

体は、マウス抗体と比較し約一桁親和性が高

いものが得られた。 



③ 選ばれたニワトリ抗体（マウス化する）

を大量生産する。 

得られたニワトリ抗体は、マウスキメラ化を

行い、無血清組織培養にて大量生産した。 

④ ニワトリ抗体を D1CC マウスに投与し関

節炎抑性効果を検討し、ヒト化するニワトリ

抗体を絞り込む。 

D1CC マウスは、MHC クラス II(MHCII)のマス

タースイッチである Class II 

transactivator 遺伝子を 2型コラーゲン

（Col2）プロモーター下に導入し、MHCII を

関節軟骨特異的に発現させた tg マウスであ

る。この D1CC マウスにニワトリ由来抗体を

投与し、関節炎改善の効果を検討した（図６）。

投与により関節炎抑制効果が観察された。 

図６ニワトリ抗体投与による関節炎改善効

果検討 

（２）抗 PAD4 抗体による関節炎抑制は抗シ

トルリン化ペプチド抗体（Anti-cyclic 

citrullinated peptide antibody; anti-CCP 

Ab, ACPA）価を減少させるのか明らかとする。 

⑤ マウス抗 PAD4MoAb および、⑥ ニワト

リ由来抗 PAD4 抗体を D1CC マウスに投与し、

血清中のAPCA値の変動をモニタリングする。 

組織学的な解析よりニワトリ抗 PAD4 抗体に

よる関節炎抑制効果は、関節部における好中

球細胞外トラップ(neutrophil 

extracellular traps, NETs)形成の阻害にあ

ることが明らかとなった。NETs 形成は、血清

中 ACPA 形成の主要因と考えられている。現

在この抑制効果が実際に抗シトルリン化ペ

プチド抗体産生量に相関する実験を進めて

いる。 
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輪（東京都・港区） 

 
〔図書〕（計 0件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 2件） 
名称： 間質性肺炎モデル動物及びその用途 
発明者：金澤 智 
権利者：名古屋市立大学 
種類：特許 
番号：特願 2015-49568 
出願年月日：平成 27 年 3月 12 日 
国内外の別： 国内 
 
名称： 新規抗 PAD4 抗体 
発明者：金澤 智 他 
権利者：横浜市立大学、名古屋市立大学、フ
ァーマフーズ 
種類：特許 
番号：特願 2015-044518 
出願年月日：平成 27 年 3月 6日 
国内外の別： 国外  
 
○取得状況（計 1件） 
名称：間質性肺炎モデル及びその用途 
発明者：金澤 智 
権利者： 名古屋市立大学 
種類：特許 
番号：特許 5888693 号 
取得年月日：平成 28 年 2月 26 日 
国内外の別： 国内 
 
〔その他〕ホームページ 
http://www.med.nagoya-cu.ac.jp/molgene.
dir/staff.html 
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