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研究成果の概要（和文）：DJ−１に起因した家族性パーキンソン病の病態を解明する一手として、

内因性DJ-1の細胞内局在について詳細な検討を行った。本研究において、DJ-1 が神経終末部

の有芯小胞体上に局在しており、分泌小胞体の膜輸送に関与する低分子量 G タンパク質である 

Rab 3 と共局在していることを見出した。また、研究代表者は、DJ−１が細胞内の膜タンパク質

輸送に関与している可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to investigate the precise 
subcellular distribution of endogenous DJ-1 in mouse brain and several cultured cell lines. 
In the present study, we found that DJ-1 was collected in the synaptic plasma membrane 
fractions together with integral membrane proteins. In agreement with this finding, 
double immunolabelling assay showed that DJ-1-immunoreactivity was highly detected in 
the membrane compartment of cultured cells and overlapped with integral membrane proteins 
on the cell surface.  The findings strongly suggest that DJ-1 is associated with the 
plasma membrane in the mouse brain and cultured cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 パーキンソン病（Parkinson’s disease; 

PD）は中脳黒質のドーパミン（DA）細胞が変

性することで発症する神経変性疾患である。
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PDの多くは環境要因、遺伝的要因が関与し発

症する孤発性であると考えられており、病因

を絞り込むことが困難である。このような背

景において、単一遺伝子異常で発症する家族

性 PD (familial Parkinson’s disease; FPD) 

の研究は分子レベルで黒質変性の病態を解

明できる可能性があり注目されている。これ

まで FPDの原因遺伝子として a-synuclein 

(PARK1, PARK4)、parkin (PARK2)、UCH-L1 

(PARK5)、PINK1 (PARK6)、DJ-1 (PARK7)、LRRK2 

(PARK8) 、ATP13A2 (PARK9) が同定・単離さ

れている。DJ-1 遺伝子異常に起因する FPD 

(DJ-1-linked FPD) では、parkin変異家系で

発症が認められるFPDに臨床症状が酷似して

おり、剖検例はいまだ報告されていないが黒

質神経細胞が比較的選択的に障害されてい

ることが予想される。すなわち、DJ-1タンパ

ク質の機能を明確にすることは、PDにおける

DA 神経変性死の機序解明において重要な意

味を持つと思われる。 

 

２．研究の目的 

 現在までの分子生物学的研究から、DJ-1 

はミトコンドリア内に局在し、は抗酸化スト

レス機能を有することが示されている。従来

から孤発性 PD の病因には酸化ストレスの

関与が指摘されており、DJ-1の機能解明は孤

発性 PD の病態解明につながる可能性を秘

めている。しかしながら、これらの所見はあ

くまで DJ-1 を過剰発現させた培養細胞系

での実験結果に基づいたものがほとんどで

あり、内因性 DJ-1 の細胞内局在ならびに脳

内における機能的役割については未だ不明

な点が多く残されている。そこで、我々は 

DJ-1-linked FPDの病態を解明する一手とし

て、1) DJ-1 の細胞内局在を明確化、2) DJ-1 

が細胞内の膜輸送への関与およびその機序

を検討、3) DJ-1 変異体による膜輸送機構の

変化を評価し、それらの知見をもとに DJ-1 

の機能障害がいかに黒質神経細胞死を引き

起こすかについて解明することを目指す。 

 

３．研究の方法 

 マウス全脳からシナプトソームを単離し、

Western-blot法にてDJ-1の局在について評

価した。また、マウス脳シナプトソームから

ショ糖密度勾配法 (0.2 M-2.0 M) により小

胞体画分を細分画し、Western-blot法にて同

様の検討を行った。さらに、小胞体画分を用

いて、免疫沈降法ならびに免疫単離法に従い、

DJ-1の細胞膜結合形式について検討を行っ

た。また、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞

における内因性 DJ-1 の細胞内局在につい

て共焦点顕微鏡法にて検討を行った。 

 

４．研究成果 

 まず、我々はマウス脳より単離したシナプ

トソームの各画分における DJ-1 の局在につ

いて検討を行った。その結果、細胞膜マーカ

ーであるtransferrin receptor および NR-1

と同様に、DJ-1 がマウス脳シナプトソーム

の細胞膜画分に局在していることを確認し

た（図１）。 

    

 

 次に、シナプトソームから単離した小胞体

画分における DJ-1 の局在について検討を行

った。一般に、小胞体はシナプス小胞

（Synaptic vesicle）と呼ばれる小型の膜構

造体と有芯小胞（Dense core vesicle）と呼

ばれる大型の膜構造体に大別されることが

知られている。本研究においても、我々は小

胞体マーカーであるsynaptophysin が、低密

度および高密度画分に、2層性の局在ピーク

を示すことを確認した。興味深いことに、小

胞体画分における DJ-1 の免疫活性ピークは、

高密度画分で認められる synaptophysin の

局在ピークと一致していた。さらに、小胞体

の膜輸送に関与する低分子量 G タンパク質

である Rab ファミリーについても同様の検

討を行った。その結果、分泌小胞体の膜輸送

に関与する低分子量 G タンパク質である 

Rab 3の局在ピークはsynaptophysin および 

DJ-1 のそれと部分的に一致した (図２)。 
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こ

れら

の結

果

は、

マウスの脳内において、DJ-1 が神経終末部

の細胞膜ならびに細胞内小胞体に局在する

可能性を示すものと考えられる。さらに、マ

ウス脳シナプトソームから作製した小胞体

画分サンプルを用いて、免疫沈降法ならびに

免疫単離法に従い、DJ-1 と小胞体膜の結合

形式について生化学的な検討を行った。その

結果、内因性 DJ-1 は小胞体上の機能タンパ

ク質ではなく、直接的に小胞体膜に結合して

いる可能性を見出した。 

 次に、ヒト由来神経芽細胞株である

SH-SY5Y 細胞における内因性 DJ-1 の局在

について、共焦点顕微鏡法にて検討を行った。

その結果、DJ-1 の免疫活性が、細胞膜と細

胞内において顆粒状に検出され、さらに細胞

内の DJ-1 免疫活性は分泌小胞マーカーであ

る Rab3Aと共局在を示した (図３)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、本実験では、ミトコンドリアにおける 

DJ-1の局在は観察されなかった。さらに、

SH-SY5Y 細胞より作製した細胞膜分画を除

タンパク質処理し、リコンビナント DJ-1 の

膜結合実験を行った結果、以上、野生型 DJ-1 

は著明な結合性を示したのに対し、DJ-1 の

病原変異体は結合性を示さなかった。最後に、

SH-SY5Y 細胞に DJ-1 およびその病原変異

体をそれぞれ発現させ、SH-SY5Y からの液性

因子の分泌あるいは dopamine transporter 

などの細胞膜タンパク質の代謝回転につい

て比較検討を行った。しかしながら、残念な

がら、いずれの DJ-1 を発現させた群におい

ても、有意な差は認められなかった。 

 本研究の結果より、マウス脳内および

SH-SY5Y細胞において、内因性 DJ-1 が細胞

膜ならびに小胞体上に局在していることが

はじめて明らかとなった。また、DJ-1が分泌

小胞に局在を示したことから、DJ-1がタンパ

ク質の細胞内輸送に関与している可能性が

示唆された。また、DJ-1 の病原変異体が細

胞膜への結合性を示さなかったことから、

DJ-1-linked FPDの発症には、DJ-1 が制御す

る膜輸送システムの破綻が関与している可

能性が考えられた。今後、細胞内輸送経路に

おける DJ-1 の機能的役割についてさらに

検討することにより、DJ-1-linked FPDの病

態解明につながるものと期待される。 
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