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老年医学の展望

シトルリン化分子と老年病

石神 昭人

要 約 シトルリン化タンパク質は，ペプチド中の塩基性アミノ酸であるアルギニンが中性アミノ酸である
シトルリンに酵素的に修飾されたタンパク質の総称である．この反応を触媒するカルシウム依存性の酵素が
ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（PAD）である．タンパク質シトルリン化反応は，正常な表皮の角化
や神経軸索の絶縁作用をもたらすミエリン鞘の形成に重要な役割を果たす．生理的な機能を持つ反面，疾患
との関わりも深い．例えば，アルツハイマー病患者の脳では，シトルリン化タンパク質が出現し，病状の進
行程度評価に応じてその量が増加する．関節リウマチでは，シトルリン化タンパク質に対する自己抗体が生
ずる．また，皮膚疾患である尋常性乾癬やアトピー性皮膚炎では，表皮のカルシウム濃度勾配がきちんと形
成されていないため，タンパク質のシトルリン化がうまく行えていない可能性がある．このようにシトルリ
ン化タンパク質と疾患は密接な関係にあると考えられる．
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はじめに

アミノ酸は，アミノ基とカルボキシル基の両方の官能
基を持つ有機化合物の総称である．自然界にはおよそ
500 種類以上のアミノ酸が存在しているが，そのうち遺
伝子により規定されているアミノ酸はわずか 20 種類で
ある．それら 20 種類のアミノ酸の組み合わせによりヒ
トではおよそ 2～3万種類ものタンパク質を作り出す．
さらにリン酸化や糖鎖修飾などタンパク質の翻訳後修飾
は生体分子の機能の多様性を著しく増加させる．そのよ
うな翻訳後修飾のひとつに最近注目されているのがタン
パク質のシトルリン化（脱イミノ化）である．遺伝子に
規定されたアミノ酸のひとつであるアルギニンが遺伝子
に規定されないアミノ酸であるシトルリンにカルシウム
依存性の酵素を介して変換され，様々な細胞機能に関連
する１）．この現象は病態を把握する際の指標として応用
が期待される．本稿では，シトルリン化タンパク質と老
年病との関連について解説する．

シトルリン化タンパク質とPAD

シトルリン化タンパク質は，ペプチド中の塩基性アミ

ノ酸であるアルギニンが中性アミノ酸であるシトルリン
に酵素的に修飾されたタンパク質の総称である．このタ
ンパク質シトルリン化反応を触媒する翻訳後修飾酵素が
ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（PAD，peptidy-
larginine deiminase）である（図 1）１）．タンパク質シト
ルリン化反応は，タンパク質の陽電荷を減少させるため
高次構造に著しい変化をもたらす２）～４）．シトルリン化に
よる構造変化がもたらす影響は 1）電荷と抗原性の変化，
2）タンパク質分解酵素に対する感受性の変化，3）受容
体結合能の変化，4）細胞構造維持の変化，5）脱メチル
化を介した遺伝子発現制御などがあげられる５）．
生体組織内におけるシトルリン化タンパク質の同定は

容易ではない．我々はシトルリン特異的な化学修飾を
行ったタンパク質を家兎に免疫し，特異的抗体をアフィ
ニティーカラムにより精製した．そして，組織中や転写
膜上のシトルリン残基を化学修飾した後，この抗体を用
いることによりシトルリン化タンパク質を特異的に検出
することが可能となった（図 2）６）．この方法では，シト
ルリン残基の前後のアミノ酸配列に拘わらず，微量のシ
トルリン化タンパク質を高感度に検出できる．
生体内には，組織分布や基質特異性，そして遺伝子の

異なる 5種類の PADアイソフォーム（PAD1，PAD2，
PAD3，PAD4，PAD6）が存在し，そのいずれもが活
性発現に 1 mM以上という高濃度のカルシウムイオン
を必要とする７）８）．ヒトにおける 5種類の PAD遺伝子は
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図 1　ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（PAD）によ
るアルギニンからシトルリンへの変換
酵素活性発現にはカルシウムイオンを必要とする．ヒ
トでは遺伝子の異なる 5種類の PADアイソフォーム
（PAD1, PAD2, PAD3, PAD4, PAD6）が存在する．

図 2　ウェスタンブロットによるシトルリン化タンパク
質の特異的検出
レーン 1：ヒストン，レーン 2：シトルリン化ヒストン，
レーン 3：ヒトの皮膚角層抽出物
A：PVDF膜をシトルリンの化学修飾処理を行った．
B：化学修飾処理しない．
矢印はヒストン（分子量 10 ～ 15kDa）とケラチン（分
子量 55 ～ 65kDa）を示す．
※ウサギ抗化学修飾シトルリンポリクローナル抗体で
検出した．シトルリンの化学修飾処理を行わない（B）
とシトルリン化タンパク質は検出されない．

第 1染色体上に縦列して存在する．遺伝子の系統学的解
析から PAD2 が最も古い祖先遺伝子であると考えられ
ている．ヒトでの PADアイソフォームのアミノ酸配列
相同性は約 60～70％である９）～１３）．RT-PCR法やノーザ
ンブロット解析による組織発現解析から 5種類の PAD
アイソフォームの発現部位は大きく異なる１４）．即ち，ラッ
トでの PAD1 は表皮と胃にのみ，PAD3 は主に表皮，
卵巣，毛囊，PAD2 と PAD4 は表皮，肺，脾臓，胃，
腎臓，卵巣，子宮など幅広い組織でmRNAの発現が認
められた．唯一，表皮でのみ PAD1，2，3，4 の発現が
確認されており，後述する表皮角化細胞（ケラチノサイ
ト）の分化及び表皮角層の形成に重要な役割を果たすこ
とが報告されている１４）～１６）．

シトルリン

中性アミノ酸であるシトルリンは，アンモニアから尿
素を生成する代謝回路である尿素回路においてカルバモ
イルリン酸とオルニチンからオルニチントランスカルバ
ミラーゼによりリン酸と共に生成する．しかし，シトル
リンはDNAに書き込まれた遺伝暗号にはないため転
写，翻訳など一連のタンパク質合成過程でタンパク質に
組み込まれることはない．従って，生体内のシトルリン
化タンパク質は PADによる酵素反応でのみ生成する．

シトルリン化タンパク質の生理学的機能

シトルリン化タンパク質が生体内で発見された当初は
シトルリン化による分子構造の変化は生理学的なものと
考えられていた．代表的な事例としては，表皮の角化過
程においてケラチンを束ねるフィラグリンがシトルリン

化タンパク質となり分解されて正常な表皮が形成される
ことが知られている．表皮では，PAD1，2，3，4 が発
現している１４）～１６）．免疫組織染色により，PAD1，2 は基
底層から有棘層，顆粒層に分布しており，角層では検出
されなかった１５）１６）．PAD3，4 の免疫組織染色については，
未だ報告がない．何れの PADも酵素活性発現に高濃度
のカルシウムイオンを必要とする．表皮は，基底層から
表層に移行するに連れ，カルシウム濃度が高くなるよう
濃度勾配が形成されている．PADは，基底層，有棘層，
顆粒層の細胞で発現し，そのほとんどが活性化されない
状態で蓄積し，顆粒層上部まで移行する．顆粒層の外側
では，細胞核消失，ケラチン繊維の凝集，辺縁帯形成を
含む急激な形態変化（角化）が起こり角層を形成する．
顆粒層上部では，細胞内カルシウム濃度が臨界点に達し，
一気にタンパク質シトルリン化反応が進行すると考えら
れる．この時，シトルリン化されるタンパク質として我々
は，角層のケラチン模様を構成するケラチンK1や K10，
皮膚の水分保湿因子として働くフィラグリンを同定し
た１７）～１９）．特に，ケラチンのシトルリン化は，ケラチン繊
維の凝集や辺縁帯形成に重要である．また，フィラグリ
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ンのシトルリン化は，ケラチンとの電気的相互作用を弱
め，ケラチン繊維からの離脱と分解に働いていると考え
られる．フィラグリンは，角層上部でアミノ酸にまで切
断されて皮膚の保湿成分として働く．このようなカルシ
ウム濃度変化に伴い PADが活性化されシトルリン化タ
ンパク質が生じ，正常な表皮の角化が進行すると考えら
れる．
皮膚以外では神経軸索の絶縁作用をもたらすミエリン

鞘の形成にシトルリン化が重要な役割を果たしてい
る２０）．即ち，ミエリン鞘の形成時にミエリン塩基性タン
パク質（MBP）が特異的にシトルリン化を受け，タン
パク質の高次構造変化をもたらす２１）．これによりオリゴ
デンドロサイトやシュワン細胞でミエリン鞘の形成が行
われる．この事実からシトルリン化の異常は多発性硬化
症などの脱髄疾患の重要な要素とも考えられている２２）２３）．
このようにタンパク質のシトルリン化は神経系において
も生理的な機能を持つことが明らかである．

アルツハイマー病とシトルリン化タンパク質

中枢神経系には 5種類の PADアイソフォームの中で
PAD2 が多く発現している１４）．特に PAD2 は海馬，扁桃
体，視床下部，大脳皮質など脳全体に広く分布してい
る２４）．また，PAD2 はアストロサイトやオリゴデンドロ
サイトなどのグリア細胞に不活性状態で存在してい
る２５）．この事実から我々は中枢神経系における病態との
関連を解析した．
ラットにカイニン酸を投与すると神経細胞の脱落が顕

著となる．その脱落部位に対応して PAD2 とシトルリ
ン化タンパク質が出現してくる２６）．この事実は他の神経
変性疾患においても同様の現象が存在することを示唆し
ている．我々が扱う代表的な神経変性疾患としてアルツ
ハイマー病がある．著者が所属する東京都健康長寿医療
センター研究所には臨床的にも，また神経病理学的にも
明確に診断された多数のアルツハイマー病患者脳を有す
るブレインバンクがある．これらの試料より代表的なア
ルツハイマー病脳と年齢等が一致する非アルツハイマー
病脳中のシトルリン化タンパク質と PAD2 の発現を比
較，検討した．その結果，アルツハイマー病脳では，シ
トルリン化タンパク質が多く出現し，Braak Stage によ
る病状の進行程度評価に応じてその量が増加することを
明らかにした２７）．海馬領域におけるシトルリン化タンパ
ク質の局在性を検討したところ分子層と歯状回の接合部
位，及びCA1 と CA2 領域に認められた．他方，対照の
非アルツハイマー病患者脳でのシトルリン化タンパク質
の蓄積は極めて軽度であった．また，PAD2 もほぼ同一

部位において発現が亢進していた．シトルリン化タンパ
ク質および PAD2 の染色性からアストロサイトへの局
在が示唆されたのでグリア線維性酸性タンパク質
（GFAP）との二重染色を行ったところ一致した．
アルツハイマー病脳でのシトルリン化タンパク質を同

定するために二次元電気泳動と質量分析計を用いたプロ
テオーム解析を行った．その結果，アルツハイマー病脳
に存在する多数のシトルリン化タンパク質の一部として
中間径フィラメントのビメンチンとGFAP，MBPを同
定した．既にシトルリン化されたビメンチンは中間径
フィラメントの機能を失うという報告もあり２８），細胞機
能に重要な影響をもたらすことが示唆された．これらシ
トルリン化タンパク質の異常な蓄積がアルツハイマー病
の発症やその進行に関与している可能性が考えられる．
シトルリン化タンパク質の生成，蓄積がどのようにし

て起こるのかは未だ明らかではない．健常者の脳でも
PAD2 が多く存在する．また，PADの活性化には高濃
度のカルシウムイオンを必要とすることから，脳梗塞，
脳出血などの脳卒中や酸化ストレス，老化などが原因で
一過的に細胞内外のカルシウム濃度が上昇し，それが引
き金となって PADが活性化してシトルリン化タンパク
質が出現する可能性がある（図 3）．シトルリン化タン
パク質の長期的な蓄積がアルツハイマー病発症や病態進
行の原因となる可能性も十分に考えられる．
アルツハイマー病以外の神経変性疾患としてプリオン

病２９）～３１），パーキンソン病３２）や免疫性神経疾患の多発性硬
化症２２）２３）でもシトルリン化タンパク質の蓄積や PAD活
性の亢進が報告されている．

腎障害とシトルリン化タンパク質

PADはほぼ全身に分布し，また神経変性疾患におい
てシトルリン化タンパク質が重要な指標となることから
他の臓器障害においても同様の現象が出現している可能
性がある．高齢者の剖検時には腎硬化症が高頻度に出現
するが，併せて貯留性囊胞も発症している．我々は，貯
留性腎あるいは水腎症のモデルとして片側尿管閉塞実験
を行った．ラットの片側尿管を一週間結紮し開放すると，
血中尿素窒素（BUN）の上昇とともに病理組織学的に
は正常時には扁平であったボウマン囊上皮細胞が立方化
した．腎臓では PAD2 のみが発現している３３）．ウエスタ
ン法による解析では，結紮された側の腎臓にシトルリン
化タンパク質の出現と PAD2 の発現亢進が認められ
た３３）．その局在を検討すると，PAD2 は糸球体ボウマン
囊上皮細胞に特異的に発現亢進が認められた．片側尿管
閉塞を行わない腎組織には PAD2 はほとんど認められ
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図 3　アルツハイマー病とシトルリン化タンパク質
脳梗塞，脳出血などの脳卒中や酸化ストレス，老化などが原因で一過的に細胞内外のカルシウム濃度
が上昇し，それが引き金となってPADが活性化してシトルリン化タンパク質が出現する可能性がある．

なかった．また，シトルリン化タンパク質は，ボウマン
囊上皮よりも周囲の間質に強く認められた．しかし，結
紮開放後，時間が経つと次第に両者が観察されなくなっ
たことから病勢を反映していると思われる．この解析で
は，シトルリン化と PAD2 の発現は糸球体ボウマン囊
に限局しており，その組織特異性も極めて強く，興味深
い結果である．このボウマン囊でシトルリン化されてい
る分子を解析したところ，そのうちのひとつが βアク
チンであった．アルツハイマー病脳に蓄積したシトルリ
ン化タンパク質がビメンチンやGFAPなどの中間径
フィラメントであったことも併せて考えると細胞骨格タ
ンパク質のシトルリン化がボウマン囊上皮細胞の立方化
の要因であると思われる．以上の事実は神経変性疾患ば
かりではなく，シトルリン化が広範囲の臓器において病
理的な指標となることを示唆している．

関節リウマチとシトルリン化タンパク質

関節リウマチは，全身の関節が腫れて痛み，関節の破
壊をもたらす自己免疫疾患のひとつである．関節リウマ
チは 30～50 歳代に多く発症し，女性の羅患率は男性の
それの 4～5倍であり，加齢とともに羅患率が上昇する．
従来より関節リウマチ患者の血清中に含まれる自己抗体
としてリウマチ因子（RF），抗ケラチン抗体（AKA），
抗核周囲因子（APF），抗 Sa 抗体や軟骨，または関節
膜タンパクに対する抗体の存在が知られていた．これら
の中で，RFは最も一般的な血清マーカーとして使用さ
れているが，特異性が低く，感染症や健常な高齢者など

でも陽性に出てしまうことがある．RFに比べてAKA
は，90％以上の高い診断特異性を示す．AKAは，ラッ
ト上皮組織を蛍光染色した結果，表皮細胞に存在するケ
ラチンとして同定された．その後のエピトープ解析によ
りAKAはケラチンではなく，ケラチン繊維を束ねる作
用を持つフィラグリンであることがわかった．表皮角化
の最終段階において，フィラグリンは高分子量前駆体，
プロフィラグリンとして合成され，細胞質中のケラトヒ
アリン顆粒に蓄えられる．表皮角化の間，プロフィラグ
リンは，リン酸化，脱リン酸化，プロテアーゼ消化によ
り分子量 3万 7千の機能的塩基性フィラグリンユニット
として遊離される．さらにこれら塩基性フィラグリンユ
ニットは，二次的修飾として PADによるシトルリン化
により塩基性が失われ中性フィラグリンとなる．1998
年，1999 年にオランダとフランスの研究グループが相
次いでAKA抗体がシトルリン化フィラグリンを特異的
に認識していると報告した３４）３５）．また，今まで別の抗原
と考えられていたAPFとAKAは，実は同じシトルリ
ン化フィラグリンであることも判明した．
2003 年に理化学研究所，東京大学，三共株式会社の

共同研究グループは，一遺伝子多型（SNP，Single nucleo-
tide polymorphism）を用いた全ゲノム疾患関連遺伝子
解析により，関節リウマチ発症の原因遺伝子のひとつが
PAD4 であると報告した３６）．生体内で生ずるシトルリン
化タンパク質は，免疫系から異物として認識され，それ
に対する自己抗体が産生される．Schellekens ら３７）は表
皮の角化過程に重要なタンパク質であるフィラグリンの
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アミノ酸配列からシトルリンを含むペプチドを合成し，
関節リウマチ患者血清との反応性を調べた．その結果，
合成ペプチドに対する抗体は関節リウマチ患者血清の
76％に存在し，96％の特異度を示した．さらにこの合
成ペプチドを環状にした抗原は直線状よりも感度が高
かった．近年，環状合成シトルリンペプチド（CCP）を
抗原とした関節リウマチの血清診断法が臨床応用されて
いる．
PAD4 の活性化やその結果生ずるシトルリン化タンパ

ク質に対する自己抗体の生成が関節リウマチの原因であ
るならば，PAD4 を定量化する臨床検査診断薬は関節リ
ウマチの早期診断や疾患活動性の指標と成りうる．その
ため，我々はヒト血中 PAD4 濃度の測定系，及びヒト
PAD4 自己抗体の検出系を確立し，関節リウマチ患者の
血中 PAD4 濃度，及び PAD4 自己抗体の有無を調べ
た３８）．その結果，関節リウマチ患者では PAD4 濃度が高
い値を示す患者が多かったのと同時に PAD4 が全く検
出されないゼロ値を示す患者が多く存在した．さらに，
ゼロ値を示す患者のほとんどは PAD4 自己抗体が陽性
であった．一方，変形性関節症患者や健常者では，関節
リウマチ患者に比べて血中 PAD4 濃度が低い値であっ
た．また，ゼロ値を示す変形性関節症患者や健常者はい
なかった．これらの結果は，関節リウマチの初期に何ら
かの理由により血中 PAD4 が高値となり，関節リウマ
チの発症や進行に伴い PAD4 に対する自己抗体ができ
る可能性を示唆している．我々が開発したヒト血中
PAD4 測定法，及びヒト PAD4 自己抗体有無の検出法
は関節リウマチの早期診断，及び疾患の活動性を評価す
る指標に応用できる可能性がある．

皮膚疾患とシトルリン化タンパク質

ヒトの皮膚角層や毛囊にはシトルリン化タンパク質が
多く存在する．我々は，プロテオーム解析により中間径
フィラメントのケラチンK1や K10，皮膚水分保湿に重
要なフィラグリンやトリコヒアリンが高度にシトルリン
化していることを明らかにした１７）～１９）．また，マウス新生
児表皮のシトルリン化を観察すると胎児期から出産直後
を経た約 72 時間の間にシトルリン化の消長が認められ
た３９）．このことは羊水に接している胎内から空気に満ち
た外界に移る際にシトルリン化が生理学的に重要な機能
を有していることを示唆している．
興味深いことに，炎症性角化症のひとつである尋常性

乾癬ではシトルリン化タンパク質がほとんど検出されな
かった４０）．尋常性乾癬は，表皮の角層と有棘層が肥厚し，
少し盛り上がった赤い皮疹，紅色局面ができるのが特徴

である．また，皮膚表面には，白くてかさかさした乾燥
した厚い垢（鱗屑）が付着する．尋常性乾癬は，ウイル
スや細菌，かびが原因となる皮膚疾患ではないため，ヒ
トにうつる心配はない．また，尋常性乾癬の根本的治療
法や有効な医薬品は，未だ確立されていない．従ってそ
の治療法は，対症療法的なものとなり，症状が良くなっ
ている期間をできる限り長くすることが治療の目的にな
る．尋常性乾癬の角層では，シトルリン化タンパク質が
検出されないことからも，表皮角化にタンパク質シトル
リン化反応が非常に重要であることがわかる．では，同
じような皮膚炎症反応を呈するアトピー性皮膚炎の皮膚
では，シトルリン化タンパク質は存在するのであろうか．
そこでアトピー性皮膚炎におけるシトルリン化タンパク
質の動態を調べた．その結果，アトピー性皮膚炎では，
尋常性乾癬と同様に角層にシトルリン化タンパク質が
まったく検出されなかった．また，フィラグリンの局在
性には特に異常が認められなかった．アトピー性皮膚炎
での PADの発現は明らかではない．しかし，フィラグ
リンの発現に異常が見られないことから，PADの正常
な発現が予想される．PADは，酵素活性発現に高濃度
のカルシウムイオンを必要とする．アトピー性皮膚炎や
尋常性乾癬では，カルシウム濃度勾配がきちんと形成さ
れていない可能性がある．

おわりに

近年，プロテオーム解析により多くのシトルリン化タ
ンパク質が同定され，疾患との関わりが明らかになって
きた．また，シトルリン化タンパク質を指標とした臨床
検査診断薬も開発されている．検査の次には治療がある．
PAD活性阻害剤やシトルリン化タンパク質の効率的な
除去方法が疾患の治療に結びつくかは，今後注目される．
最近，免疫の分野で PADによるシトルリン化の重要

性が多く報告されている．病原体に感染すると一部の白
血球のDNAに結合しているヒストンがシトルリン化さ
れ，細胞外にタンパク質とDNAからなる網状のトラッ
プが形成される４１）．病原体の除去には，このトラップが
重要な働きをすることが明らかになった．他にも遺伝子
の発現調節４２）など，生体の維持に欠かすことのできない
生理的な役割が次々と明らかになってきている．
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