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研究成果の概要（和文）：DJ-1 は抗酸化ストレス等の様々な機能を有し、機能不全でパー

キンソン病を引き起こす。以前、我々は、DJ-1 結合化合物（compound	 B）が神経細胞

死を抑制することを報告しているが、その作用メカニズムは不明である。	 この研究に

おいて、我々は compound	 B の Nrf2 転写活性化に対する影響を検討した。compound	 B

は、過酸化水素により誘導される Nrf2 タンパク質安定性し転写活性化を促進した。DJ-1

と結合化合物が Nrf2 活性化を増強して酸化ストレスによる神経細胞死から保護する事

が示された。  
 
研究成果の概要（英文）：DJ-1 has multiple functions, including anti-oxidative stress, and 
its dysfunction may be l inked to the onset of Parkinson’s disease. In previous study, we 
isolated compounds that bind to DJ-1.  These compounds prevented oxidative 
stress-induced cell death via DJ-1. But the action mechanism of DJ-1 binding 
compounds is unknown.  In this study, we examined the effects of compound B, a DJ-1 
binding compound on Nrf2 transcriptional activity.  Compound B faci l itated the H2O2 
-induced Nrf2 transactivation.  Additionally, protein stabil ity of Nrf2 was improved by 
compound B with H2O2.  We suggest that DJ-1 and its binding compound B protect 
against neuronal death through enhancement of oxidative stress-induced Nrf2 
transactivation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 脳神経疾患の分子機構解明は今後迎える高
齢化社会の重要な課題である。また、脳は酸化
ストレスに脆弱であり、パーキンソン病を含む多

くの疾患を誘発する。現在、家族性パーキンソン
病は 10 数種類の遺伝子座に変異が発見されて
いる。また、神経の変性は酸化ストレスによる神
経のアポトーシスが主な原因と考えられている。
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本申請課題対象であるDJ-1は機能不全でパー
キンソン病を発症する。 
 DJ-1 は、抗酸化ストレス、転写調節、プロテア
ーゼ、ミトコンドリアコンプレックス 1 の制御機能
を有することが申請者により明らかになっている。
これまでに、申請者らはパーキンソン病患者に
見られるDJ-1変異体は抗酸化ストレス作用が減
弱していること明らかにしている。DJ-1 の抗酸化
ストレスのメカニズムはDJ-1の有する3つのシス
テイン残基が活性酸素種により酸化され、ROS
を除去することで細胞死を抑制すると考えられて
いる。 
 さらにDJ-1は酸化ストレス応答遺伝子の主な転
写因子 Nrf2 を安定化することが示された。Nrf2
は非酸化ストレス下では、Keap1 と結合して細胞
質に保持され、ユビキチン-プロテアソーム系に
より分解される。酸化ストレス存在下では、Nrf2は
Keap1 から解離し、核移行して酸化ストレス応答
(防御)遺伝子群の上流に存在する ARE 配列に
結合して転写を活性化する。 
 また、DJ-1 は、酸化ストレスに対する防御として
PI3K-AKT 経路にも関与することが、明らかにさ
れつつあり、細胞死との関与など興味深い知見
が得られている。 
 現在使用されているパーキンソン病治療薬は
ドパミンの補給、分解抑制の代償薬であり、治療
中も神経細胞死は進行するため根本的な治療
法はない。さらに最近、申請者らが決定した
DJ-1の結晶構造を基にして、DJ-1のC106に結
合する低分子化合物をバーチャルスクリーニン
グし、候補化合物の酸化ストレス誘導神経細胞
死抑制能を検討したところ、DJ-1 との結合力に
比例して酸化ストレス誘導神経細胞死を抑制す
る複数の化合物を同定することに成功した
(Miyazaki et al. 2008)。今後、パーキンソン病治
療薬として発展させるためにも、その病因解明と
治療法の確立は極めて重要である。	 
	 
	 
２．研究の目的 
	 DJ-1 による酸化ストレスの防御のメカニズムを
分子、細胞、動物固体レベルで解析し、さらにこ
れらの疾患の発症機構を明らかにし、同時に治
療薬、診断薬への医療用途を目的とする。特に
以前、我々のグループにより同定している DJ-1
に結合し、酸化ストレスによる神経細胞死を抑制
する化合物の作用機序を明らかにすることに主
眼をおいて研究を遂行した。 
	 
	 
３．研究の方法 
(1)Nrf2 転写活性化能の検討 
 Nrf2 の結合配列である ARE 配列をルシフェラ
ーゼ遺伝子の上流に連結させたプラスミドを細
胞に導入した。同時に pCMV-β-galactosidase
を同時に導入し、その活性で導入効率を補正し
た。導入 48 時間後、過酸化水素(0-400μM)、

compound B(1μM)を培地に添加し、細胞を回
収しルシフェラーゼアッセイを行った。 
 
(2)Nrf2 タンパク質安定性の解析 
 SH-SY5Y 細胞に 100 μM H2O2、1 μM 
compound B シクロフェキサミド(10 μg/ml)を添
加し、20 分毎に細胞を回収した。その細胞抽出
液を抗 Nrf2 抗体を用いたウエスタンブロッティン
グにより Nrf2 タンパク質を定量した。 
 
(3)Keap1 と DJ-1 の結合解析 
 SH-SY5Y 細胞に Flag-Keap1 を恒常的にに発
現させた細胞を樹立した。その細胞抽出液を用
いて抗 Flag 抗体で免疫沈降し、抗 DJ-1 抗体で
ウエスタンブロティングを行った。 
 
(4)compound B による Nrf2 転写活性化に対する
PI3K、AKT 阻害薬の影響の検討 
 研究の方法(1)と同様の方法にPI3K阻害薬(10 
μＭ LY294002)、AKT 阻害薬(0.1μＭ Akt 
inhibitor IV)を添加してルシフェラーゼアッセイを
行った。 
 
(5)PTEN欠損細胞を用いた compound B の Nrf2
転写活性化能に対する解析 
 PTENが欠損しているヒト前立腺がんPC3細胞
を用いて研究の方法(1)と同様の方法でルシフェ
ラーゼアッセイを行った。 
 
(6)in vitro PTEN フォスファターゼ活性の測定 
 大腸菌を用いて DJ-1、PTEN を発現精製した。
DJ-1 及び PTEN に 1 μM compound B、100 
μM H2O2 を添加し、PTEN malachite green 
assay kit を用いて PTEN フォスファターゼを測
定した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)過酸化水素誘導 Nrf2 転写活性化に対する
compound B の影響 
 Nrf2/Keap1 経路に compound B が影響するの
かをヒト神経芽細胞種 SHSY5Y で Nrf2 による転
写活性をルシフェラーゼアッセイにより測定した。
溶媒の DMSO と比較して compound B 単独では
転写活性に変化はなかった。過酸化水素により
増加する活性が、さらに compound B を添加する
ことで有意に増強した。 
 またこの効果は処理後 6 時間後から増加が観
察された。これらから compound B は Nrf2 を介し
て細胞死抑制効果を発揮することが示唆されま
した。 
 次に、compound Bの Nrf2増強効果がDJ-1 を
介したものかどうか検討した。DJ-1 をノックアウト
した細胞では、DJ-1 を発現している細胞と比べ
て強い酸化ストレス条件下で Nrf2 による転写活
性化が していた 。 それに対 して 、 さ ら に
compound B を添加しても変化はなかった。これ



 

 

より compound BのNrf2増強効果がDJ-1を介し
たものであることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)Nrf2 タンパク質安定性に対する compound B
の影響 
 Compound B による Nrf2 転写活性化増強作用
の要因として Nrf2 タンパク質の安定性が関与し
ているかどうか検証した。SHSY5Y 細胞にタンパ
ク質の新規合成阻害剤であるシクロヘキサミド
（CHX）を処理し Nrf2 タンパク質量を比較した。
CHX 処理後 40 分後から過酸化水素と
CompoundB の同時処理で有意に Nrf2 タンパク
質の減少が抑制されることが明らかとなった。こ
のことからCompound BによるNrf2による転写活
性化の増強は、Nrf2 タンパク質の安定性の増強
によることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Nrf2 タンパク質安定性に対する  compound 
B の作用メカニズムの検討 
 DJ-1 と Compound B が Nrf2 タンパク質を安定 
化することから、当初 Nrf2 の分解を促進する
Keap1 との関連を考えたが、Keap1 と DJ-1 の結
合が見られなかったことから、Nrf2の別の制御経
路である PI3K/Akt 経路に注目した。DJ-1 はこ
の経路を抑制する PTEN フォスファターゼに結
合しその酵素活性を抑制することが報告されて
いる。まずPI3K/Akt経路にCompoundBが影響
するのかを PI3K および Akt インヒビターを用い

て検討した。PI3K インヒビター、Akt インヒビター
により、未処理の細胞示される過酸化水素条件
下での Compound B による Nrf2 による転写活性
化の増強が見られなくなった。このことから
Compound B の作用点は PI3K あたりであること
が示唆された。 
 次に、PTEN 欠損細胞ヒト前立腺癌由来 PC3
細胞を用いて同様の実験を行った。PTEN 欠損
細胞でも過酸化水素処理によって Nrf2 転写活
性は増加した。しかし Compound B 添加をしても
さらなる増加は観察されず、PTEN 欠損細胞で
は Compound B の効果が失われることが示され
た。このことからCompound B と DJ-1は PTENを
介して PI3K/Akt 経路を活性化し Nrf2 による転
写を活性化していることが考えられた。 
 そこで大腸菌を用いてPTENおよびDJ-1 を発
現、精製し in vitro での酵素活性への影響を検
討した。GST-DJ-1 を加えるとコントロールと比較
してDJ-1による有意なPTEN活性の抑制が見ら
れた。そこに過酸化水素を加えると、DJ-1 による
PTEN 酵素活性の抑制は解除された。しかしな
がら高濃度の Compound B の添加により過酸化
水素により解除されたDJ-1のPTEN抑制効果が
再び見られた。またコントロールの GST ではこの
ような変化は見られなかった。このことから
Compound Bによって酸化ストレスによるDJ-1過
剰酸化が回避され PTEN 酵素活性の抑制が維
持されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、このようなモデルを考えてい
る。Nrf2 は主に Keap1 経路を介して制御されて
いるが、DJ-1 は Nrf2 上流の PTEN の酵素活性
を抑制することで Nrf2 の転写活性を制御してい
ると考えられる。Compound B を加えていない状
態で酸化ストレスが加わるとDJ-1によるPTENの
抑制が外れ、Akt 経路を介して Nrf2 は活性化さ
れない。Keap1 経路による Nrf2 の活性化に対し
て過剰な活性化の抑制の方向に働きバランスを
取っているのではないかと考えている。 
 しかし、Compound B を処理した条件で酸化ス
トレスが加わると DJ-1 による PTEN の抑制は維
持されAkt経路の活性化、Nrf2の転写活性の増
強が引き起こされ Nrf2 標的遺伝子の抗酸化スト
レス遺伝子群によって細胞死が抑制されること
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が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)まとめ 
 DJ-1 とその結合化合物である compound B と
DJ-1 により機能調節を受ける PTEN フォスファタ
ーゼの３者の関係を in vitro で作用の本体まで
再構成できたことは高い評価を得られると考えら
れる。今後、これらの結果を活性面からだけでは
なく、構造解析などを行い、さらに結果を検証し
ていきたいと考えている。 
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