
公益財団法人佐々木研究所・附属研究所・研究員（移行）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

７２６０９

基盤研究(C)（一般）

2021～2017

乳癌特異的ストレスシグナルとしてのDJ-1の構造解析

DJ-1 protein structure specific for breast cancer

５０３１２０１２研究者番号：

岩屋　啓一（Iwaya, Keiichi）

研究期間：

１７Ｋ０８７０８

年 月 日現在  ４   ５ １７

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：mRNA dj-1の発現亢進は、乳癌を含む癌に共通する現象であった。DJ-1蛋白質の発現
様式は予後因子であり、薬剤感受性を予測する。予後を正確に予測するには、病理組織標本の質を維持する病理
作業工程の厳密な管理が重要である。本研究期間は、日本におけるゲノム研究・医療の大変革期にあたり、up 
to dateに対応する研究・医療体制の社会的要求が生じた。DJ-1の臨床研究、そしてゲノム医療を推進するため
の基盤技術として、病理組織標本の質の向上を行った。そのひとつの成果としてクロスコンタミネーション防止
対策を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Increased expression of mRNA dj-1 has been a common phenomenon in cancers, 
including breast cancer. DJ-1 protein expression pattern is a prognostic factor and predicts drug 
sensitivity. To accurately predict prognosis, it is important to strictly control the work process 
in pathology laboratory to maintain the quality of histopathological specimens. In this study 
period, the quality of histopathological specimens was improved as a fundamental technology to 
promote clinical research on DJ-1 and precision medicine. As one of the results, we proposed 
protocols to prevent cross-contamination.

研究分野： 病理学

キーワード： DJ-1　構造解析　オミックス　ペプチドマップ　酸化　ゲノム医療　クロスコンタミネーション　ナノ
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレス応答を細胞内の高位レベルで制御するDJ-1 は、長期間の酸化ストレス応答過剰亢進状態が続く
と、応答システムに破たんを来して癌やパーキンソン病の性格を獲得していく。DJ-1の精密なモニタリングを行
うことにより、mRNA dj-1の過剰亢進状態を適切に評価することが実現すれば、癌や痴呆の予防や健康寿命の延
長に繋がる可能性がある。そのための社会基盤のひとつとして、病理組織標本作成過程に特殊なポケットを使用
することを提唱した。詳細なプロトコールの公表が、DJ-1を含む臨床研究成果の再現性の向上やゲノム医療の確
実な実践に繋がるヒントとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 乳癌細胞における DJ-1 の発現とその臨床的意義 

DJ-1 は、乳癌細胞においてほとんど全ての症例で mRNA の発現が亢進している。273 症例の乳癌

を対象に免疫染色を行うと、蛋白質レベルでは、約半数の 146 症例で低下し、mRNA レベルとの

乖離がみられた。（図１） 

273症例の患者予後と DJ-1蛋白質の低発現と

の関連を検討すると、乳癌細胞が DJ-1 蛋白質

の低発現を示した症例では、健存率および生

存率ともに有意に低く、予後不良であった。

（ 下 図 2 参 照 、 Histopathology. 

2012;61(1):69-77） 

DJ-1 は酸化ストレス応答に係わりアポトー

シスを制御するが、DJ-1 蛋白質レベルの低下

が認められた乳癌症例では、予後不良である反面、複数の化学療法に反応し、術前化学療法にて

pCR（癌細胞が消滅）が高頻度に誘導された。(Breast Cancer Res Treat. 2013;139(1):51-9） 

 

 

 

 

 

 

 図２ DJ-1 蛋白質の発現低下と予後 

(2) 乳癌細胞における DJ-蛋白質の分泌 

乳癌細胞株を用いて、DJ-1 蛋白質の分泌について検討し、培養液中に DJ-1 蛋白質を検出した。
次に、乳癌患者の生体内において癌細胞が DJ-1 を分泌することを調べるために、分泌液の集合
体である乳頭分泌液を検討した。非乳癌患者の分泌液に比べて、乳癌患者の乳頭分泌中では DJ-
1 蛋白質の濃度が有意に高いことが確認され、in vivo においても乳癌細胞が DJ-1 蛋白質を分
泌することが間接的に証明された。（Cancer Sci. 2012;103(6):1172-6）高濃度の DJ-1 蛋白質は、
約 600 例を対象にした乳癌血清を用いた検討でも検出された。血中 DJ-1 濃度と乳癌組織との対
比では、乳癌細胞において DJ-1 蛋白質レベルが低い症例において、高濃度の DJ-1 蛋白質を分泌
液中そして血清中に認めた。DJ-1 蛋白質が細胞外に分泌され、細胞内の DJ-1 レベルが低下した
可能性も考慮された。(Cancer Sci. 2015;106(7):938-43, Cancer Sci. 2012;103(6):1172-6） 
多様化して利便性に富む生活環境では、内分泌かく乱物質や酸化ストレスの長時間暴露を余儀
なくされ、感受性の高い乳腺細胞、内分泌細胞、生殖細胞、そして神経細胞などにダメージを与
えて、乳癌、糖尿病、不妊症、精神障害・痴呆などを誘発する。酸化ストレスを感知した細胞は、
ストレスセンサーの役割を担う DJ-1 を介して、個々の細胞レベルにおいて応答状況を決定する。
同時に、DJ-1 自身を細胞外に放出して、酸化ストレスから生体を防御する。乳癌細胞も DJ-1を
分泌して高 DJ-1 血症が起す現象を我々は見出し、乳癌細胞が分泌した DJ-1 isoform が非癌状
態と異なることを報告した。 
 
２．研究の目的 

dj-1 遺伝子は、有賀寛芳・有賀（井口）早苗教授夫妻により 1997 年に新規癌遺伝子として同定

され、後に家族性パーキンソン病の原因遺伝子であることが判明した。乳癌において認められた

DJ-1 蛋白質の発現様式が、その他の部位から発生する癌に共通の現象である可能性を調べた。

検討が進むにつれて、蛋白質発現様式の定量性を担保し核酸の質を確保することがこの方面の

研究データの再現性を高め、研究を推進するにあたり重要であることが再認識された。加えて、

図１ 乳癌における DJ-1 の発現 

a:乳癌胞巣がほぼ中央にみられる。右下に非癌乳腺組織が

みられる。(H & E) b:a と同じ標本における DJ-1 の免疫染

色では、非癌乳腺細胞に比べて乳癌細胞で DJ-1 蛋白質の

発現が減弱している。c: In situ hybridization では、乳癌

細胞における DJ-1mRNA の発現が亢進している。 

 



本研究期間中には、ゲノム研究・医療の変革期に遭遇し、up to date に対応する研究・医療体

制の社会的な必要性が生じた。研究後半は、DJ-1 の研究、およびゲノム医療を推進するための

基盤技術として、クロスコンタミネーション防止対策の開発を行った。 

 

３．研究の方法 

 

(1) DJ-1 の発現と臨床的意義 
乳管癌、肺非小細胞癌、膵管腺癌、尿路移行細胞癌、婦人科癌など様々なヒト癌組織を用いて、
抗 DJ-1 抗体を用いた免疫染色、および in situ hybridization を行った。 
 
(2) バイオマテリアルの質の確保 ― クロスコンタミネーション防止対策の開発 

細胞の透過を防止しかつ各種溶媒を通す病理組織検体梱包素材を開発するために、897 のシー

トを対象に、病理組織検体梱包素材に必要な特性を以下の 6 項目（JAS 規格、あるいは

ISO15189 に準じる）を評価した。1)目開き; 2) 厚さ; 3) 薬品耐性 （キシレン耐性）; 4) 透

水性（透水係数）; 5) 保水性（保水率）; 6) 細胞通過試験。最終的に梱包加工して標本作製

を行った。 

 
(3) DJ-1 蛋白質の構造解析 

リコンビナントの DJ-1 蛋白質を用いてトリプシン消化の至適条件決定を行った。消化物をサン

プルに質量分析器による解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) DJ-1 の発現と臨床的意義 

乳癌、肺非小細胞癌、膵管癌、尿路移行細胞癌、婦人科癌など様々なヒト癌では、DJ-1 mRNA が

非癌細胞に比べて明らかな発現の増加がみられた。一方、DJ-1 のタンパク質レベルは、癌のサ

ブタイプによって異なった。DJ-1 は予後因子であるが、DJ-1 発現の可視化により、異なる DJ-1

発現パターンが癌の進行、分化、形態に関与していることが示唆された。 

  

  

１ １ 

２ ２ 



  

 

図 1 正常子宮頸部における DJ-1 発現 

（A）正常な重層扁平上皮細胞（H & E 染色、400 倍） (B) 基底細胞の核に DJ-1 タンパク質

が局在している。（免疫染色、400 倍） 

図 2 低悪性度扁平上皮内病変における DJ-1 タンパク質の発現 

(A）扁平上皮の基底層付近に異型上皮細胞が認められる。（H & E 染色、400 倍） (B）異型上皮

細胞の細胞質内に DJ-1 タンパク質の弱い染色性がみられる。（免疫染色、400 倍） 

図 3 高悪性度扁平上皮内病変における DJ-1 タンパク質の発現 

(A）扁平上皮の全層に異型上皮細胞が認められる。（H & E 染色、400 倍） (B）異型上皮細胞の

細胞質内に DJ-1 タンパク質の発現が明瞭にみられる。（免疫染色、400 倍） 

 

薬剤感受性に関しては、DJ-1 mRNA の高発現は、様々な癌において作用機序の異なる薬剤に関係

なく薬剤耐性の予測因子であった。DJ-1 が複数のアポトーシス経路を制御する機能を有するこ

とから、がん治療のターゲットとして有望な候補のひとつと考えられた。 

DJ-1 は、様々な癌の化学療法中の予測マーカーとなる可能性がある。がん細胞は DJ-1 を細胞外

に分泌している。DJ-1 は、血液、分泌液、腹水、胸水などから早期から検出できる腫瘍マーカー

として機能する可能性がある。非がん細胞もストレス条件下で DJ-1 を分泌し、がん細胞から分

泌される DJ-1 タンパク質ががん特異的な役割や機能を持つかどうかを明らかにすることは、今

後の臨床研究の重要であると考えられた。また、正確な予後判定には DJ-1 の発現量の差異が重

要である。定量性を追求するにあたり、バイオマテリアルの質を確保する加工工程の確立が望ま

れた。 

 
(2) バイオマテリアルの質の確保 ― クロスコンタミネーション防止対策の開発 
 

ゲノム医療は、今まで診断や治療方法がなかった難病、あるいは難治癌に対応した遺伝子異常

を見つけ出し、ひとりひとりの患者さんに見合った最適な治療法を選択する。病理検査室は、患

者さんから採取した組織を、従来の検査業務に加えて遺伝子検査に用いるための厳密な加工を

行う。従来の病理検査室の加工工程では、微量の核酸が混入することにより、遺伝子診断の精度

に大きな影響を及ぼしかねない。その結果、患者さんはゲノム医療を受けられない場合があり、

患者さんの経済的損失は十数万円、社会全体では年間少なく見積もっても数億円と試算される。

本研究では、遺伝子診断に繋がる病理作業工程において、特殊なポケットを使用することにより、

ひとつの解決法を見出した。 

要件を満たしたシートの素材を用いて袋状にしてカセットを梱包する技術（μSP）を用いて細

胞レベルの混入を 100 %防止し、核酸の混入を防止した。なお、梱包の有無による H & E 標本

の染色性の差は認められなかった。 

３ ３ 



 

 

 

 

 

 

    作業工程における梱包技術の使用例       漏れ出た細胞の通過を梱包材が阻止 

 

(3) DJ-1 蛋白質の構造解析 

トリプシン消化による DJ-1 のペプチドマップでは、癌と非癌を比較すると異なっていた。とこ

ろが、消化切断出来ない部分が生じ、また疎水性ペプチドの多くが検出されなかった。そこで、

アミノ酸シークエンスのカバー効率を改善するための条件設定（酵素消化条件、消化物ペプチド

の分画など）を再検討した。 

DJ-1 蛋白質の全長のうち、マッピングされたペプチドは検討前では約半分であったが、検討後、

疎水性ペプチドを含む DJ-1 の大部分をカバーするペプチドがマッピングされた。DJ-1 蛋白質は

酸化されやすい性質を有し、常温にて自然に酸化される。DJ-1 蛋白質の至適条件下のペプチド

に 2 種類のプローブを用いてシステイン残基にひとつ（SOH）、あるいは 2 つの酸素が結合する酸

化修飾の状態（SO2H）を検出する試みを継続している。 
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