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１．はじめに
　真核生物の DNAは， ヒストン八量体［四種類のヒスト
ン H2A, H2B, H3, H4が (H2A-H2B)2(H3)2(H4)2の八量体を
形成：Hはヒストンの頭文字］に巻きついて， ヌクレオソ
ームを形成している。 個々のヒストン（H2A, H2B, H3, H4）
の N末端領域は決まった立体構造をとらないでヒストン
八量体から突き出ているので，アセチル化， リン酸化， ユ
ビキチン化， メチル化などの共有結合性の修飾（翻訳後
修飾）を受ける。 このようなヒストンのＮ末端領域の翻訳
後修飾は， ヌクレオソームがらせん状に並んだクロマチン
（染色体）の構造をダイナミックに変化させて遺伝子の発
現を調節しているが， 最近，ヒストンのシトルリン化が新
規の翻訳後修飾として注目されるようになった。
　ヒストンのシトルリン化は， Peptidylarginine deiminase 4

（PAD4）によって Ca2+依存的にアルギニン残基が脱イミ
ノ化されて起こる (Fig. 1)。 PADはこれまでに 5種類のア
イソフォーム（PAD1-4, PAD6）が同定されているが， その
中で唯一 PAD4のみが核移行シグナル（nuclear localization 

signal: NLS）を有して細胞の核内に存在し， ヒストンのシ
トルリン化に関与している [1]。 PADによるタンパク質の
シトルリン化はアルギニン残基の正電荷を消失させるの
で，ターゲットとなるタンパク質の高次構造や他の分子と
の相互作用が変化し、細胞内の様々な機能に大きな影響を
及ぼす [2]。
　PAD4によるヒストンのシトルリン化はメチル化と拮抗
して遺伝子発現を調節している (Fig. 1)[3, 4]。 事実， ヒスト
ン H3の Arg17と H4の Arg3はそれぞれ CARM1 (cofactor 

associated arginine methyltransferase 1) と PRMT1 (protein 

arginine methyltrasnferase 1) によってジメチル化されるが， 
これらの部位がメチル化されるとエストロゲンレセプター
を介した転写が活性化される [5, 6]。 一方で， PAD4はヒス
トン H3の Arg2, Arg8, Arg17, Arg26および H4の Arg3を
シトルリン化するが， ヒストン H3の Arg17とヒストン H4

の Arg3がシトルリン化されると CARM1と PRMT1によ
るメチル化が阻害される。 また， 興味あることに， CARM1

と PRMT1によるアルギニン残基のジメチル化はモノメチ
ル化を経て起こるが， PAD4はこのモノメチル化されたア

ルギニン残基もシトルリン化し， 結果的にモノメチル化さ
れたアルギニン残基を脱メチル化する (Fig. 1)[3, 4]。 ヒス
トンのメチル化は他の翻訳後修飾に比べて安定で， これま
でヒストンの脱メチル化反応を触媒する酵素は見つかって
いなかったが， モノメチル化されたアルギニン残基をシト
ルリン化することが示されたことによって， PAD4はヒス
トンの脱メチル化に関与する初めての酵素としても注目さ
れるようになった。
　一方， タンパク質のシトルリン化は関節リウマチとも深
く関連している。 関節リウマチは遺伝的・環境的な要因に
よって骨と骨をつなぐ関節にある滑膜で炎症が生じ， 骨や
軟骨の破壊を起こす難治性の自己免疫疾患である。 PADと
関節リウマチとの関連では，
1) ヒト全ゲノムを対象にした関節リウマチ関連遺伝子の
大規模ケースコントロール関連解析から，PAD4遺伝
子上に関節リウマチ感受性の一塩基多型が見つかった
[7]。

2) PADおよび PADによってシトルリン化されたタンパク
質が関節リウマチの患部である滑膜に局在している。

3) 関節リウマチの発症に関与する主要組織適合系複合体
［MHC II (HLA-DRB1*0401)］はシトルリン化ペプチド
と高い親和性を示す。

4) 関節リウマチの患者は関節リウマチに特異的な自己抗
体を産生しているが， いずれの自己抗体も PADによっ
てシトルリン化されたタンパク質を非自己（自己抗原）
として認識して産生されている [8]。

ことから， PAD4が関節リウマチの原因タンパク質である
ことが示され， PAD4の活性阻害剤は慢性関節リウマチの
根本的な治療薬になるものと期待されている。
　以上のように， PAD4の構造と機能の関連を明らかにす
ることはヒストン修飾による転写調節機構の解明や関節
リウマチの新規治療薬の開発にきわめて重要である。 そこ
で， 本稿では PAD4のＸ線結晶構造解析から明らかにされ
た新しい酵素の活性化機構 [9]およびヒストン認識につい
て紹介する [10]。
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Figure 1  
Transcriptional regulation by histone arginine citrullination by PAD4 
and methylation by CARM1 and PRMT1.

２．結晶化とＸ線結晶構造解析
　PAD4は大腸菌の発現系で大量に発現され， アフィ
ニティーカラムおよびイオン交換カラムで高度に精製
された。 Ca2+非結合型 PAD4の結晶化はハンギングド
ロップ蒸気拡散法で行い， 0.1 M Imidazole pH 8.0, 0.2 M 

Li2SO4, 8 % PEGMME2000の条件で高分解能のＸ線結晶
構造解析に適した結晶が得られた [11]。 構造解析は EMTS

（Ethyl mercurithiosalicylate), TMLA(Trimethyl lead acetate), 

KAu(CN)2, K2PtCl4, LuCl3で調製された重原子誘導体結晶を
用いたMIRAS法（異常分散を考慮した多重同型置換法）
で行った。 また， Ca2+結合型 PAD4と Ca2+結合型 PAD4-基
質（benzoyl L-arginine amide: BA）複合体の結晶は， PAD4

の C645A不活性変異体の結晶をそれぞれ Ca2+および Ca2+

と基質 BAを含む溶液に浸漬して調製した。 なお， PAD4の
C645A不活性変異体 [Ca2+非結合型 PAD4(C645A)]の精製
および結晶化は Ca2+非結合型 PAD4と同じ条件で行った。
　一方， PAD4-ヒストンペプチド複合体の結晶は、Ca2+非
結合型 PAD4（C645A）の結晶を Ca2+存在下それぞれヒス
トン H3の Arg8を含むペプチド， ヒストン H3の Arg17を
含むペプチド， 及びヒストン H4の Arg3を含むペプチドを
含む溶液に浸漬して調製した。 Table 1に結晶学的データお
よび回折強度データと精密化の統計値を示す。

３．全体構造
　Fig. 2aに PAD4の全体構造を示す。 PAD4は 2つのドメ
イン［N末端ドメイン (N-terminal domain)と C末端ドメ
イン (C-terminal domain)］から構成され， その形は細長い
ブーツ状である。 Ca 2+ は Ca2+結合型 PAD4および Ca2+結
合型 PAD4-基質 BA複合体の異常分散差フーリエ図から
5つ確認され， そのうち 3つは N末端ドメインに， 残り 2

Table 1. Crystallographic data, and data collection and refinement statistics

           Ca2+-free               Ca2+-bound     BA                   Peptide H3-1            Peptide H3-2         Peptide H4

           PAD4                   PAD4     Complex   Complex   Complex  Complex

Crystallographic data and data collection statistics

Space group          C2        C2      C2     C2    C2  C2

Cell dimensions  

 a (Å)                          144.6       146.4     146.1    146.3    146.1  146.2

 b (Å)          60.4       60.1      60.0     60.8    60.1  60.6

 c (Å)          113.4       115.3    115.4    115.1    115.7  115.2

 ß (°)           123.6       124.4     124.2    124.3    124.3  124.2

Resolution range (Å)     33.42-2.80       50.00-2.60     50.00-2.30    50.00-2.00   50.00-2.07 50.00-2.25

Total observations         93,345       127,227     273,837    233,822   222,220 153,298

Unique reflections         38,041       24,864     36,718    55,675    47,513  39.724

Completeness (%)         97.6 (98.3)       96.2 (96.8)     97.9 (93.5)    97.7 (96.2)   92.6 (63.9) 98.3 (98.2)

Rmerge (%)          4.6 (26.1)       5.0 (36.1)     5.0 (21.7)    5.6 (39.5)   6.2 (33.3) 6.1 (34.5)

Refinement

Resolution (Å)          2.80       2.60      2.30     2.10     2.10   2.25

No. reflections         17,603       22,280     32,646    43,126     41,436   35,325

R /Rfree (%)          23.1 / 26.4       22.4 / 26.9     21.1 / 25.2    20.2 / 24.1    20.2 / 24.6  19.9 / 24.8

No. atoms

  Protein          4,382       4,745     4,951     4,952     4,937   4,943

  Substrate          0        0      20     39     40   37

  Ca2+                 0        5      5     5     5   5

  Water          0        64     162     224    191  154

R.m.s. deviations

  Bond lengths (Å)      0.019       0.017     0.014     0.012     0.012   0.012

  Bond angles (°)        1.894       1.662    1.595     1.465     1.468   1.622
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４．N末端ドメイン
　N末端ドメインは 1-300番目のアミノ酸から構成さ
れている。 このドメインはさらに 2つのサブドメイン
（sub-domain 1と sub-domain 2）に分けることができる
(Fig. 2a)。 sub-domain 1と sub-domain 2はともに免疫グロブ
リン様の構造をとり， sub-domain1には 56PPAKKKST63とい
う核移行シグナル（NLS）が存在している。 この領域は 2
つのβ-strandsを結ぶ分子表面のループ領域に存在している
が， いずれの結晶においてもこの領域は disorderしていて
その電子密度は確認できなかった。 また， 冒頭で述べた関
節リウマチ感受性の一塩基多型は G55S, V82A, G112Aと
いうアミノ酸置換を引き起こすが， これらのアミノ酸置換
部位はすべて sub-domain 1に局在し， C末端ドメインに存
在する活性部位（後述）からは遠く離れている。 さらに，
G55S, V82A, G112Aの置換は Ca2+の結合や 2量体形成に
も関与していないので， これらの関節リウマチ感受性の一
塩基多型は PAD4の活性には影響しないものと思われる。 
　一方， sub-domain 2の分子表面には 3つの Ca2+がクラス
ターを形成して結合している (Fig. 2a)。 この領域は Ca2+非
結合型 PAD4では disorderしているが， Ca2+結合型 PAD4

および Ca2+結合型 PAD4-基質複合体では Ca2+が結合す
ることにより安定化され， α-helix構造が誘起されている
(Fig. 3b)。 Ca2+の結合（配位）には Asp388と 153番目から
179番目の酸性のアミノ酸が関与しているが， Asp155や
Asp157や Asp176のように一つのアミノ酸の主鎖と側鎖が
複数の Ca2+に配位する様式も認められる。 このような Ca2+

がクラスターを形成してタンパク質表面に結合する様式は
Protein kinase C (PKC) の C2ドメインにも認められる。 PKC

の C2ドメインは Ca2+結合による表面電荷の変化によって
リン脂質との結合が制御されているが， sub-domain 2の Ca2+

クラスターの生理学的な機能はまだよくわかっていない。 

５． C 末端ドメイン
　301-663番目のアミノ酸残基からなる C末端ドメイン
（Fig. 2a）は， α/βプロペラ構造と呼ばれる擬似の 5回軸
で関係付けられる 5つの ββαβ moduleから構成されてい
る（Fig. 4）。 α/βプロペラ構造は， L-アルギニンを L-シ
トルリンに変換する arginine deiminase (ADI)[12]や L-ア
ルギニンとグリシンから guanidinoacetic acidを合成する
arginine:glycine amidinotransferase (AT)[13] などの L- アル
ギニン修飾酵素において共通に認められる構造である。 こ
の α/βプロペラ構造の中心部にはクレフトが形成されて
いて， 基質 BAと 1つの Ca2+ (Ca1) が結合していた。 もう
1つの Ca2+ (Ca2) は 2番目の ββαβモジュール（modules 2, 

Fig. 4）の α-helixと β-strandの間に確認された。 なお， Ca1

には、Gln349, Glu353, Glu411の側鎖と Phe407と Leu410

の主鎖カルボニル酸素と 2つの水分子が配位し， Ca2には
Glu351, Asp369, Asn373の側鎖と Ser370の主鎖カルボニル
酸素と 1個の水分子が配位している (Fig. 3a)。 
　Fig. 3aに基質 BA認識の様子を示す。 基質 BAのアル
ギニン側鎖のグアニジノ基の窒素原子は 2つの酸性残

つは C末端ドメインに見出された。 これら 5つの Ca2+はい
ずれも EFハンドとは異なるモチーフで結合しており (Fig.  

3)， 既知の Ca2+結合タンパク質との比較において興味がも
たれる。 また， 基質 BAの電子密度は C末端ドメインの 2
つの Ca2+の近傍に確認された。 
　また， PAD4はいずれの結晶においても結晶学的な 2回
軸で関連付けられるもう 1つの分子に近接していた (Fig. 

2b)。 この 2分子の分子量はゲルろ過クロマトグラフィー
及び動的光散乱の結果とも一致し， また， その形状はＸ線
小角散乱法によって決定された低分解能溶液構造と一致し
ているので， PAD4は結晶中で近接している 2分子（2量体）
で機能することが示唆される。 

Figure 2  
Overall structure of the substrate complex of Ca2+-bound PAD4 
(C645A). (a) Ribbon representation of the monomeric form of the 
substrate complex. Five Ca2+ ions (Ca1, Ca2, Ca3, Ca4, and Ca5) are 
shown as black balls, and the substrate, benzoyl-L-arginine amide 
(BA), as a dark blue ball-and-stick model. Sub-domains 1 and 2 and the 
C-terminal domain are presented in yellow, green, and red, respectively. 
The putative nuclear localization signal (NLS) region is shown by 
a dotted line. (b) Ribbon representation of the dimeric form of the 
substrate complex. A crystallographic 2-fold axis runs vertically at the 
center of the dimer.

Figure 3  
Structures around substrate and Ca2+ binding sites in Ca2+-bound PAD4 
(C645A). The substrate, benzoyl-L-arginine amide (BA), is shown as 
a green stick model. Ca2+ ions are shown as yellow balls. (a) Structure 
around Ca1, Ca2, and the substrate, benzoyl-L-arginine amide, in the 
C-terminal domain. (b) Structure around Ca3, Ca4, and Ca5 in the 
N-terminal domain.

(a) (b)

(a) (b)
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Figure 4  
Ribbon representation of the C-terminal domain in the substrate complex 
of Ca2+-bound PAD4 (C645A). Five ββαβ modules 1, 2, 3, 4, and 5 are 
colored light blue, red, dark blue, yellow, and orange, respectively. The 
substrate, benzoyl-L-arginine amide (BA), is shown as a green stick 
model. Ca2+ ions are shown as yellow balls.

基 Asp350と Asp473によって認識され，その近傍には
Cys645(Ala645)と His471が位置している。 また， アルギ
ニン側鎖のアルキル基 (-CH2-CH2-CH2-)の部分には Trp347

と Val469との疎水的な相互作用も認められる。 一方，基
質 BAの主鎖部分では， BAのアルギニンのカルボニル酸
素と窒素がそれぞれ Arg374と Arg639の主鎖カルボニル
と水素結合を形成している。 また， BAのベンゾイル基の
カルボニル酸素と Arg374の間にも水素結合が認められる。 
PAD4はタンパク質中のアルギニン残基（ペプチジルアル
ギニン）を基質として認識するが，遊離の L-アルギニン
は認識しない。 これは基質 BAのベンゾイル基のカルボニ
ル酸素に相当する部分が遊離の L-アルギニンには存在し
ないためで， この部分の分子認識が PAD4の基質認識の特
異性に重要であることが示唆される。 また， 基質 BAのア
ルギニン側鎖のグアニジノ基部分を認識する残基 (Asp350, 

His471, Asp473, Cys645)が 遊離の L－アルギニンを L－
シトルリンに変換する酵素 ADIの触媒残基と一致し， か
つ Asp350, His471, Asp473, Cys645をそれぞれアラニンに
置換した変異体では PAD活性が完全に消失することから， 

Asp350, His471, Asp473, Cys645の 4残基が PAD4の活性残
基であると考えられる。 

６．Ca2+ の結合により活性部位が形成（誘起）される
　Ca2+ 非結合型 PAD4, Ca2+ 結合型 PAD4および Ca2+ 結
合型 PAD4-基質 BA複合体の三者の構造を比較すると， 
PAD4の活性部位周辺の高次構造が Ca2+が結合することに
よってダイナミックに変化することがわかる。 Ca2+非結合
型 PAD4の活性部位周辺は disorderしていて， 非常に不安
定である。 そのために活性部位付近に大きな窪み（acidic 

concave surface）が現れ，その表面に酸性のアミノ酸残基
が露出している (Fig. 5a)。 この酸性の窪みの表面に 2つの
Ca2+ (Ca1と Ca2)が結合すると， disorderしていた領域が安
定化して活性部位 (active site cleft)が誘起される (Fig. 5b)。 
また， Ca2+結合型 PAD4と Ca2+結合型 PAD4-BA複合体の
活性部位の構造は一致しているので， 2つの Ca2+(Ca1と
Ca2)が結合することによって酵素の活性部位が誘起され， 
そこに基質 BAが結合することがわかる (Fig. 5c)。 
　2つの Ca2+ (Ca1と Ca2)の結合が活性部位の形成（誘起）
に必須であることを実験的に証明するために， Ca1と Ca2

に配位するアミノ酸残基をそれぞれアラニンに置換した変
異体を作成して PAD活性を測定した。 その結果， E351Aを
除くすべての変異体で PAD活性の消失が確認された。 さ
らに， N末端ドメインに結合している Ca2+の配位に関与す
る残基の中で唯一 C末端ドメインに存在する Asp388（Ca3

に配位）をアラニンに置換した変異体では活性の失活が認
められないので， PAD4の活性発現には Ca1と Ca2の結合
が必須であることがわかる。
　これまで PAD4によるアルギニン残基のシトルリン化に
なぜ Ca2+が必要なのかわからなかったが， 今回のＸ線結晶
構造解析によって， Ca2+の結合が活性部位を誘起して酵素
反応の場 (active site cleft)の形成に関与していることが明
らかとなった。 Ca2+依存性の酵素としてはこれまでにシス

Figure 5  
Electrostatic surface potentials of Ca2+-free PAD4 (a), Ca2+-bound PAD4 (b), and the substrate(BA) complex of Ca2+-bound PAD4 (C645A) (c). Surface 
colors represent the potential from -10 k

B
T-1 (red) to +10 k

B
T-1 (blue). The substrate, benzoyl-L-arginine amide (BA), is shown as a green space-filling 

model. The acidic concave face and the active site cleft are marked by green and yellow circles, respectively.

(b)(a) (c)
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Figure 6 
Structures around the active sites of the Ca2+-bound PAD4 (C645A) in complex with peptides H3-1, H3-2, and H4. Left, ball-and-stick representation of 
the structures. The protein moiety is colored grey, and the peptides, H3-1 (a), H3-2 (b), and H4 (c) are colored green, magenta, and yellow, respectively. 
Superimposed are |F

o
| – |F

c
| electron densities of the peptides, contoured at 2σ. Right, schematic diagrams of the structures on the left. Dotted lines and 

green half-circles show hydrogen bonds and hydrophobic interactions, respectively.

テインプロテアーゼの Calpain[14]や，タンパク質中の Lys

と Glnのイソペプチド結合を形成する Transglutaminase[15]

の立体構造が報告されている。 しかし， これらの酵素では
Ca2+の結合により活性部位の構造変化は認められるものの
（Calpainでは予測されるものの）， PAD4のように disorder

していた領域が安定化されて活性部位が誘起されるといっ
たダイナミックな構造変化は認められていない。 したがっ
て， 今回のＸ線結晶構造解析で示された Ca2+による PAD4

の構造変化はこれまでにないまったく新しい酵素活性化機
構であるといえる。 

７．PAD4 によるヒストン認識と配列特異性
　これまで述べてきた基質 BAは PAD4の人工の基質で， 
生体内の本来の基質はタンパク質（ヒストン）のアルギ
ニン残基（ペプチジルアルギニン）である。 そこで， PAD4

によるヒストン認識機構を明らかにすることも踏まえ， 
Ca2+結合型 PAD4（C645）とヒストンの N末端領域にあ
るアルギニン残基を含む 10残基のペプチドとの複合体の
Ｘ線結晶構造解析を行った。 なお， 用いたヒストンの N末

端ペプチドは次の 3つである。
ヒストン H3のＮ末端ペプチド 1
（Ac-4KQTARKSTGG13）：peptide H3-1

ヒストン H3のＮ末端ペプチド 2
（Ac-14KAPRKQLATK23）：peptide H3-2

ヒストン H4のＮ末端ペプチド
（Ac-1SGRGKGGKGL10）：peptide H4

　この 3つのペプチドにおいて， ターゲットのアルギニン
残基の位置を Nとし， その N末端側の残基を順次 (N-1), 

(N-2), (N-3), C末端側を順次 (N+1), (N+2), (N+3)とすると
(Figs.6, 7b)， いずれの 10残基のヒストンペプチドも (N-2)

から (N+2)の 5残基のアミノ酸残基の電子密度が確認さ
れ， そのうち (N-2)から (N+1)の 4残基が PAD4によって
認識されることがわかった (Fig. 6)。 さらに， その認識様式
を比較してみると， いずれのヒストンペプチドも (N-2)か
ら (N+1)の 4残基の主鎖原子が認識されている。 一方， ヒ
ストンペプチドの側鎖の認識はターゲットとなるアルギニ
ン残基の側鎖と (N-2)の残基の側鎖だけで［ペプチド H3-2

の (N-2)は Alaで， γ位に酸素原子がないために側鎖の相

(b)

(a)

(c)
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互作用は観測されない］， 基質認識の配列特異性はきわめ
て低い。 ただ， (N-2)の残基の側鎖が大きいと PAD4と立体
障害を起こすことが考えられるので， (N-2)の残基は小さ
な側鎖を持つことが必須であると考えられる。 事実， これ
までに報告されている，PAD4によりシトルリン化される
5つのヒストンペプチドの (N-2)の位置は Gly, Ala, Serな
どのアミノ酸残基が占めている。

８．ヒストン認識の構造（コンフォメーション）特異性は
非常に高い
　次に， ヒストンペプチドの構造（コンフォメーション）
を比較してみると、その構造は共通してペプチド鎖は折
れ曲がった βターン様の構造をとっていることがわかる
(Fig. 7a)。いずれのヒストンペプチドも (N-2)から (N+2)

の 5残基のアミノ酸残基の電子密度が確認され， そのう
ち (N-2)から (N+1)の 4残基が PAD4によって認識されて
いる (Fig. 6)。 したがって， (N+2)の残基は電子密度は確認
されるものの PAD4には認識されていないことになる。 こ

れはヒストンペプチドが，PAD4の活性部位周辺の形状と
Arg374との相互作用によって，折れ曲がった βターン様
の構造が誘起されるためである (Fig. 7b)。 そのためにヒス
トンペプチド分子内の (N-2)のカルボニル酸素と (N+2)の
窒素の間に水素結合様の弱い相互作用が形成され， (N+2)

の残基が安定化される。 なお， 典型的な βターン構造では
(N-1)のカルボニル酸素と (N+2)の窒素の間に水素結合が
形成されているが、ヒストンペプチドの βターン様の構造
では両原子間の距離は水素結合の距離よりも長く， 水素結
合の形成までには至っていない。
　このように , 通常は一定の決まった構造をとっていな
いヒストンの N末端領域も PAD4に認識されると折れ曲
がった βターン様の構造をとるようになる。 このことは
PAD4の基質特異性を考える上に非常に重要である。 PAD4

は二次構造を形成している領域のアルギニン残基は認識
しないことが生化学的な実験から明らかにされているが
[16]， これは一定の決まった構造をとっていない柔軟性に
富む領域にあるアルギニン残基のみが PAD4によって認識
されるためである。 PAD4のターゲットとなるアルギニン
残基が一定の二次構造を形成している領域にあると， 折れ
曲がった βターン様の構造が誘起できないので PAD4には
認識されない。 すなわち， PAD4によるヒストン認識では， 
アミノ酸残基の配列特異性はきわめて低いが， 構造（コン
フォメーション）の特異性は非常に高いといえる。 ヒスト
ンの N末端領域にあるアルギニン残基が前後のアミノ酸
配列にあまり関係なく優先的に認識されて PAD4の格好の
ターゲットとなるのは， まさに PAD4のこのようなヒスト
ン（基質）認識の特異性に起因しているといえる。

９．まとめ
　今回， 私たちは Ca2+非結合型 PAD4, Ca2+結合型 PAD4, 

Ca2+結合型 PAD4－基質複合体の構造を決定し， 3者の構
造比較から「C末端ドメインに結合する Ca2+によって酵
素の活性部位が誘起され， そこに基質分子が結合する」と
いう新規の酵素活性化機能を明らかにしてきた。 このよう
な Ca2+による酵素活性化機構はこれまでに構造が決定さ
れている Ca2+依存性の酵素ではまったく認められていな
いので， まったく新しい酵素活性化機構として非常に興味
深い。 また， ヒストンペプチドとの複合体の構造解析から
は， 「通常は一定の決まった構造をとっていないヒストン
の N末端領域も PAD4に認識されると折れ曲がった βター
ン様の構造をとるようになる」ことや， 「PAD4によるヒス
トン認識では， 配列特異性は低いが，構造の特異性は高い」
ことなど， 新規のヒストン認識に関する構造科学的な知見
が数多く得られた。 これらの研究成果は今後の真核生物の
転写研究に大いに役立つものと思われ , 今後の展開が楽し
みである。 さらに， 今回得られた基質認識に関する構造学
的知見は， 関節リウマチの新規薬剤の開発に必要な PAD4

の阻害剤候補物質の設計にも有効で， PAD4-阻害剤複合体
のＸ線結晶構造解析を通じて， より特異性に優れ阻害活性
の高い化合物の創製が期待される。

Figure 7
Histone N-terminal structures. (a) structural comparison of PAD4-bound 
forms. Peptides H3-1, H3-2, and H4 are shown as ball-and-stick 
representations colored green, magenta, and yellow, respectively. (b) 
top view of the peptide H3-2 structure shown in (a), together with a 
molecular surface representation near the active site cleft. The weak 
intra-peptide interactions between the backbone oxygen at (N-1) 
position and the backbone nitrogen at (N+2) position are shown as 
dotted line.

(b)

(a)
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