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研究成果の概要（和文）：現在のパーキンソン病の治療は対処療法のみであり、早期の診断

と治療開始が可能になれば、飛躍的に病気の進行を遅延・抑制できると考えられるが、早

期診断マーカーは未だ存在しない。本研究では家族性パーキンソン病の原因遺伝子のひと

つである DJ-1 の酸化変性に着目し、それに対するモノクローナル抗体の作成および

ELISA による定量測定系を構築と、それによるパーキンソン病患者の血液中の酸化 DJ-1
含量の測定を行った。その結果、薬物治療を行っていない患者群において、顕著な赤血球

中酸化 DJ-1含量の上昇が認められ、さらに酸化 DJ-1は高分子化していることが明らかと

なった。薬物投与パーキンソン病モデル動物においても、赤血球中の酸化 DJ-1 上昇と脳

組織中の酸化 DJ-1陽性細胞が認められた。本研究により、赤血球中の酸化 DJ-1の測定は

パーキンソン病の早期診断の指標となると示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms leading to neurodegeneration in 
Parkinson disease (PD) remain elusive, although many studies of evidence have 
indicated that oxidative stress and impairment of protein degradation system, 
resulting in cell death. However, idiopathic PD is essentially diagnosed clinically. The 
development of biomarkers for PD would afford many advantages: early diagnosis and 
identification of subgroups of PD. DJ-1 had recently found to be causative gene for a 
familial form of PD. Cysteine residue at position 106 (Cys-106) in DJ-1 was found to be 
oxidized preferentially under oxidative stress. In the present study, we developed 
specific antibodies against Cys-106-oxidized DJ-1 and a competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) for detecting oxidized DJ-1, and measured blood levels 
of oxidized DJ-1 in PD patients. It was observed that the level and an aggregated form 
of oxidized DJ-1 in erythrocytes of unmedicated PD patients were markedly higher 
than mediacted PD patients and healthy subjects. Furthermore, we observed that the 
treatment of mice with PD model compounds results in a significant elevation of 
oxidized DJ-1 in erythrocytes and its positive cells in the substantia nigra in a 
dose-and time-dependent manner. These results suggest the involvement of oxidative 
modification of DJ-1 in the pathogenesis of PD. 
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１．研究開始当初の背景 

申請者は産業技術総合研究所 健康工学
研究センターにて酸化ストレス負荷細胞の
プロテオーム解析を行い、DJ-1 を含む酸化
ストレス応答タンパク質を複数同定した。さ
らに、DJ-1 の活性中心である 106 番目のシ
ステインが酸化剤の処理により優先的にス
ルフォン酸(Cys-SO3H)へ酸化されることを
明らかとした。これらの背景のもと、酸化修
飾した DJ-1 に着目し、これに対するモノク
ローナル抗体の作成に成功した。さらに、こ
の抗体を用いた競合法 Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay (ELISA)による酸化
DJ-1 の定量測定系を構築し、パーキンソン
病患者の血液中の酸化 DJ-1 含量の測定を行
った。その結果、健常者および薬物治療中の
パーキンソン病患者群に比べ、未治療のパー
キンソン病患者群では赤血球中の酸化 DJ-1
が顕著に増加していた(図 1)。さらに、詳細
を検討した結果、未治療パーキンソン病群の
赤血球中の酸化 DJ-1 は高分子化しているこ
とが認められた(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 パーキンソン病患者赤血球中の酸化
DJ-1含有量 
健常者および薬物治療中パーキンソン病群、
未治療群の赤血球中の酸化DJ-1をELISAに
より測定した。 (* p<0.01, ANOVA Tukey) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 赤血球中の酸化 DJ-1の高分子化 

 健常者および未治療パーキンソン病患者
の赤血球を分子ふるいカラムにより分画し、
各画分の酸化DJ-1含量をELISA法により測
定した。 
 
２．研究の目的 

本研究の最終目標はこの抗体を用いた酸
化 DJ-1 測定により血液検体からパーキンソ
ン病を診断できる手法の実用化である。その
ため、本提案研究では酸化 DJ-1 の高分子化
に着目し、その構造(重合タンパク質の組成)
や疾患との相関性や、パーキンソン病モデル
動物における酸化 DJ-1 の変動の追跡により、
疾患と酸化 DJ-1 上昇のメカニズムの解明を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 パーキンソン病態と酸化 DJ-1 蓄積の詳細
を解析するため、薬物投与によるパーキンソ
ン病モデル動物を作成して、赤血球中
(ELISA)および脳組織中(組織免疫染色)の酸
化 DJ-1の経時的な変化を追跡した。 
 また、未治療パーキンソン病患者群で認め
られた酸化 DJ-1 の高分子化の構造を解析す
るため、臨床検体の高分子化した酸化 DJ-1
値と薬物治療の相関を検討した。さらに、リ
コンビナントタンパク質を作成し、DJ-1 の
酸化状態と高分子化への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)パーキンソン病モデル動物の構築と酸化
DJ-1レベルの追跡(論文①) 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyri

dine (MPTP)または 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA)によるパーキンソン病モデル動物
を作成し、経時的な血液および脳組織の酸化
DJ-1含量の測定を行った。MPTPは 15 
mg/kg・2時間おきにマウスに腹腔内投与(i.p.)
を 1-3回行い、投与 1日目～10週間後まで経
時的に採血および脳組織を摘出した。MPTP
投与後 3日目以降において線条体のドーパミ
ン含量の有意な低下が認められ、3回投与群で
は、コントロール群の 1/7程度まで減少した
(10.1 ng/g tissue→1.3 ng/ g tissue)。 

赤血球中の酸化 DJ-1はMPTPの量および
時間依存的に増加した(図 3)。さらに、15 
mg/kg 3回投与 1週間後の中脳-黒質部位
において、酸化DJ-1陽性細胞が認められた(図
4)。 
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表 1 MPTP投与による線条体ドーパミンの
減少 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 MPTP投与マウスの赤血球中酸化
DJ-1の増加 
 マウスに 15 mg/kg 2時間おきに 1~3回投
与し、経時的に採血、赤血球中の酸化 DJ-1
含量を ELISAにより測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 MPTP投与マウス中脳‐黒質における
酸化 DJ-1発現 
 MPTP(15 mg/kg×3回)または生理食塩水
投与 1週間後の脳組織における酸化 DJ-1を
組織免疫染色により検出した。 
 
 
 6-OHDAは脳固定器を用いてラット中脳-
黒質に 0.4 µg/2 µl投与し、その後、経時的な
採血と、赤血球中の酸化 DJ-1含量の測定

ELISAにより行った。6-OHDA投与 2週間
後以降における有意な酸化 DJ-1の上昇が認
められた(図 5)。 
 

ヒトパーキンソン病検体における赤血球
中の酸化 DJ-1値の上昇を、薬物投与による
モデル動物においても再現できた。これらの
結果から、赤血球中の酸化 DJ-1含量の測定
はパーキンソン病の診断に有効であること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  6-OHDA投与ラットにおける赤血球中
の酸化 DJ-1の上昇 
 6-OHDA投与ラットより経時的に採血を
行い、競合法 ELISAを用いて酸化 DJ-1含量
を測定した。*p<0.05 (Tukey, ANOVA) 
 
 
(2)ヒト臨床検体の高分子化酸化 DJ-1の測定 
 
 パーキンソン病患者および健常者の赤血
球を分子ふるいカラムにより分画し、10番目
のフラクションの酸化DJ-1を競合法ELISA
法により測定した。全酸化 DJ-1の結果(図 1)
と高い相関が得られ、未治療パーキンソン病
の赤血球中には高分子化した酸化 DJ-1が蓄
積していると考えられた(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 未治療パーキンソン病赤血球中の高分
子化した酸化 DJ-1の蓄積 
 健常者およびパーキンソン病(薬物治療中
と未治療)の赤血球を分子ふるいカラムによ
り分画し、フラクション No.10の酸化 DJ-1
含量を ELISA法により測定した。 
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(3)リコンビナントタンパク質における DJ-1
タンパク質の酸化状態と高分子化 
 DJ-1の酸化状態と高分子化に対する関与
を、リコンビナントタンパク質を用いて検討
した。リコンビナント DJ-1を過酸化水素に
より酸化し、酸化 DJ-1タンパク質を調製し
た。それぞれのタンパク質をゲルフラクショ
ンで分画後にSDS-PAGEおよびCBB染色に
よりタンパク質を染色した。未酸化 DJ-1は
高分子側にバンドが認められなかったが、酸
化により高分子側にバンドが現れ、酸化によ
る高分子化が認められた(図 7)。 
 
A 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 リコンビナント酸化 DJ-1 タンパク質
の高分子化 
 未酸化 DJ-1(A)または酸化 DJ-1(B)リコン
ビナントタンパク質を作成し、分子カラムに
より分画後に各フラクションを SDS-PAGE
および CBB染色によって解析した。 
 
 以上の研究成果から、パーキンソン病態と
酸化 DJ-1 の蓄積には関与が認められ、さら
に DJ-1 の酸化は高分子化を誘導することを
明らかとした。さらなる酸化 DJ-1 蓄積と高
分子化のメカニズムを解明することにより、
パーキンソン病の血液からの早期診断シス
テムの実用化を目指す。 
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