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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病はドパミン神経細胞が変性し脱落する，変性疾患である．多

くの遺伝的素因などが関係しているが，詳細なメカニズムについては不明な点が多い．本研究では常染色

体劣性遺伝性パーキンソン病の原因である DJ-1 蛋白の詳細な細胞内局在を検討した．DJ-1 は細胞質だけ

でなく顆粒状に局在する事が明らかかとなった．詳細に検討すると一部は Golgi 装置，シナプス小胞に局

在を認めることが示された．シナプス小胞に局在している DJ-1 に関して immunoisolation 法を用いて検

討したところ，Rab-3A および synaptophysin と同じ局在を示した．さらに，Forster resonance energy 

transfer 法を用いて living cell における DJ-1 と synaptophysin との機能について検討したところ，一

部は相互作用している事が示された．また，シナプトソームおよび培養細胞の膜を精製してリコンビナン

ト DJ-1 を用いて膜と DJ-1 との結合に関して検討した．正常型 DJ-1 は蛋白を介さず膜へ直接結合してい

るが，病的変異体である L166P は膜結合能が低下しており，これによりパーキンソン病を発症している可

能性が示された．今回の結果より，DJ-1 は膜輸送に関与していることが明らかとなった．  
 
研究成果の概要（英文）： 
Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder caused by loss of dopaminergic neurons. 

Although many reports have suggested that genetic factors are implicated in the pathogenesis of 

PD, molecular mechanisms underlying selective dopaminergic neuronal degeneration remain unknown. 

DJ-1 is a causative gene for autosomal recessive form of PARK7-linked early-onset PD. In this project, 

my colleagues and I revealed that DJ-1 distributes to the cytosol and membranous structures in a 

punctate appearance in cultured cells and in primary neurons obtained from mouse brain. Additionally, 

DJ-1 colocalizes with GM130, synaptophysin and Rab3A. Förster resonance energy transfer analysis 

revealed that a small portion of DJ-1 interacts with synaptophysin in living cells. Although the 

wild-type DJ-1 protein directly associates with membranes without an intermediary protein, the 

pathogenic L166P mutation of DJ-1 exhibits less binding to synaptic vesicles. These results indicate 

that DJ-1 associates with membranous organelles including synaptic membranes to exhibit its normal 

function. 
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１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病は運動障害を前景に認める

神経変性疾患である．患者は運動障害だけで
なく認知症や自律神経障害など様々な非運
動症状をみとめるため，日常生活の質が著し
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く低下する．多くは孤発性であり疾患の原因
は不明の点が多いが，5-10％に明らかな原因
遺伝子の変異により発症する事が知られて
いる．これらの遺伝子がコードする蛋白の機
能を解析することでパーキンソン病におけ
る黒質神経細胞死のメカニズムを解明でき
る可能性がある．そのなかで，DJ-1 は常染色
体劣性遺伝性パーキンソン病の一つである
PARK7 の原因遺伝子として同定されている．
DJ-1 蛋白は酸化ストレスやミトコンドリア
機能に関連すると報告されており，孤発性パ
ーキンソン病のバイオマーカーになり得る
ことが示されており，孤発性を含めこの蛋白
の機能障害はパーキンソン病における黒質
神経細胞死に関わる事が示唆される． 
 
２．研究の目的 
DJ-1 の正確な機能や細胞内局在については
不明の点が多い．そのため本研究の目的は，
1) DJ-1 の細胞内局在を免疫細胞二重染色方
や生化学的分画法を用いて詳細に検討する． 
2)DJ-1 はシナプス小胞に局在するかどうか
を生化学的に証明する．3)膜輸送に関連する
蛋白と相互作用するかどうか免疫沈降法お
よび FRET 法をもちいて検討する．4)野生体
および病的変異体の DJ-1 は膜に結合するか
どうかに関して検討する． 
 
３．研究の方法 
培養細胞を蛍光免疫細胞染色法で DJ-1 およ
び各細胞内オルガネラマーカーを染色した．
共焦点顕微鏡を用いて細胞内局在を検討し
た．また，培養細胞をソニケーターで破砕し
膜成分および細胞質成分に分画し
western-blot 法で局在を検討した．マウス脳
について
はホモジ
ネートし
て生化学
的にシナ
プトソー
ムを分画
(Fig1)し，
Western-
blot法で 
          Fig 1 シナプトソーム分画法 

DJ-1 の局在を評価した． 
 
シナプス小胞に局在していることを生化学
的に証明するために synaptophysin で
immunoisolationを行いDJ-1が局在するかど
うかを確かめた．また，synaptophysin と相
互作用するかどうかを確認するために
immunoprecip
tation を行い
DJ-1 が直接結
合するかどう

かを確認した（Fig 2）． 
 
 
Fig2 Immunoisolation/immunoprecipitation 

 
また，相互作用は living cell で生じるかど
うかについて FRET 法を用いて検討した． 
さらに DJ-1 の膜への結合能を確認するため
GST-DJ-1 蛋白と培養細胞膜分画が結合する
か検討した． 
 
４．研究成果 

免疫染色では DJ-1 の免疫活性が細胞膜と細

胞内に顆粒状に認め，細胞内の DJ-1 免疫活

性は小胞

マーカー

で あ る

Rab3A お

よ び

VAMP2 と

共局在し

ていた．

ま た ，

Golgi 装

置のマー

カーであ

る GM130

とも共局

在してい

た(Fig3)．Fig3 DJ-1 の細胞内局在 

 

初代培養神経細胞による免疫染色およびマ

ウ ス 脳 を シ ナ プ ト ソ ー ム に 分 画 し

western-blot 法で確認したところ，細胞膜画

分およびシナプス小胞画分に DJ-1 の免疫活

性を認めた（Fig4）． 



 

 

 
Fig4 DJ-1 はシナプトソームに局在する 

 

上記より，DJ-1 は Golgi 装置やシナプス小胞

といった膜系細胞小器官に局在する事を示

し た ． Synaptophysin の 抗 体 を 用 い て

immunoisolation お よ び

immunoprecipitationを行ったところDJ-1は

synaptophysin との直接結合は示せなかった

が，synaptophysin が関係するシナプス小胞

に局在していた（Fig5）． 
 

Fig5 DJ-1 はシナプトファイシンが局在するシナ

プス小胞に局在する 

 

Living cell で synaptophysin と DJ-1 が結合

するかどうか FRET 法で検討したところ，少

な い な が ら も 確 実 に 一 部 の DJ-1 は

synaptophysin と interaction する事が確認

できた（Fig7）． 
 

 

Fig7 DJ-1 とシナプトファイシンは相互作用さら

に野生体の GST-DJ-1 のリコンビナント蛋白

は培養細胞膜に結合する事が示されたが，

PARK7 の原因となる L166P 病的変異体は野生

対と比較して膜への結合能は低下していた

(Fig8)． 

 

 
Fig8 L166P は膜結合能が低下する 

 

上記の結果より， 内因性 DJ-1 の一部は細胞

膜・膜状小器官に局在していることから，

DJ-1 は細胞内においてタンパク質の膜輸送

系に深く関与している可能性が推察され，こ

れらについて今後検討することにより，

DJ-1-linked PD の発症機序解明につながる

ものと期待された． 
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