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研究成果の概要（和文）：
酸化ストレス下でグリア細胞から分泌されたDJ-1が，酸化ストレス下での神経細胞の保護に重要であり，家族性パーキ
ンソン病PARK7で報告されているDJ-1変異体およびDJ-1機能を失った変異体ではその保護能力が低下していたことが明
らかとなりました．DJ-1とBeclinが酸化ストレス下において結合が増強され，DJ-1がオートファジーを促進する方向で
働いていることが示唆されました．また，DJ-1の基質として神経細胞においてミトコンドリアを輸送するモータータン
パク質であるKIF1Bが得られました．

研究成果の概要（英文）：
Secreted DJ-1 from astrocytes protected co-cultured neurons against oxidative stress, while the DJ-1 
mutants discovered in PARK7 did not. DJ-1 directly interacts with Beclin and this binding was promoted by 
oxidation of DJ-1. There are different views on the function of DJ-1 in autophagy. Then, I investigated 
whether DJ-1 promote or suppress autophagy, and then it became clear that DJ-1 promotes autophagy. We 
identified KIF1B as target substrate for DJ-1 protease. It is possible that DJ-1 regulate mitochondrial 
transport through cleavage of KIF1B.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DJ-1　PARK7
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１．研究開始当初の背景 
DJ-1は1997年に新規がん遺伝子として同定
され，2004 年に家族性パーキンソン病原因
遺伝子 PARK7 であることが報告された遺伝
子です．申請者らはこれまでに，DJ-1 タン
パク質が転写調節機能、抗酸化機能を持つこ
とを報告しています．パーキンソン病は、中
脳黒室ドーパミン神経の変性・脱落により発
症し、運動障害などを生じる神経変性疾患で
す．神経が冒される原因については諸説あり、
酸化ストレス・ミトコンドリア障害、異常タ
ンパク質の蓄積などの関与が示唆されてい
ます．特に，パーキンソン病とミトコンドリ
アの関係については古くから示唆されてい
ます．申請者らはこれまでに，DJ-1 欠損細
胞においてミトコンドリア ComplexI 活性が
低下している事を報告しており，他のグルー
プからも DJ-1 とミトコンドリアの関係を示
唆する報告がいくつかされていますが，その
メカニズムは未だ不明です．また近年，DJ-1
とは異なる家族性パーキンソン病に関与す
る Parkin と PINK1 の研究から，機能不全に
陥ったミトコンドリアを除去する品質管理
がパーキンソン病解明の鍵を握っていると
いう報告がされ，DJ-1 がその機構に関与し
ているのか，全く別の機構で制御しているの
か疑問が持たれます． 
 
２．研究の目的 
申請者は最近，家族性パーキンソン病原因遺
伝子産物 DJ-1 と，オートファジーに必須な
Beclin の結合を見い出しました．本申請研究
では DJ-1 と Beclin の相互作用に加えて，
DJ-1 のプロテアーゼ機能についても解析し，
DJ-1 による機能不全ミトコンドリアの排
除・異常タンパク質の分解機構について明ら
かにすることを目的としています．また，こ
の研究は DJ-1 が関与する疾患の治療への礎
にもなりえ，また，DJ-1 の分泌機構にも注
目することで，DJ-1 をターゲットとした創
薬，DJ-1 のバイオマーカーへの活用も視野
に入れて解析することを目的としました． 
 
３．研究の方法 
パーキンソン病の発症に繋がる機能不全ミ
トコンドリアの DJ-1 による排除を、申請者
が新たに見出した DJ-1 と Beclin の相互作用
から解析し，同様に発症原因となる異常タン
パク質の分解を DJ-1 のプロテアーゼ機能か
ら解析しました．また，DJ-1 が酸化ストレス
下で分泌されることから，分泌及び再取り込
みされる可能性も含めた機構の解析及び、生
体内での酸化ストレスと分泌 DJ-1 の相関関
係を解析しました． 
 
(1) DJ-1 と Beclin による障害ミトコンドリ
ア排除機構[mitophagy]の解明 
DJ-1 のオートファジーへの関与が，オートフ
ァジーに影響を与える Beclin 量の変化によ
るものなのか，Beclin と他のタンパク質との

相互作用への関与なのかが不明なため検討
しました．また，DJ-1 と Beclin の結合が外
部刺激を受けて変動するのかも検討しまし
た． 
 
(2) DJ-1のプロテアーゼ機能の解析及び基質
探索 
DJ-1 は通常状態では酵素活性が無い，もしく
は非常に低いと考えて作製したC末端領域を
欠損した DJ-1(以後 DJ-1ΔH9)がプロテアー
ゼ活性を有することが明らかとなったため，
これを基に DJ-1 のプロテアーゼ機能を解析
しました．基質探索には，ペプチド研究所か
ら発売されている基質ライブラリーを用い
て，DJ-1 の野生型、C106S 変異体、DJ-1ΔH9，
DJ-1ΔH9C106S を添加して基質特異性を調べ，
その中から酵素活性の高かった基質混合物
のサンプルの水解断片を LC-MS で分析し，そ
の分子量から水解された部位のアミノ酸配
列を特定しました．得られた配列をもとに蛍
光基質ペプチドを作製し，DJ-1 のプロテアー
ゼとしての指摘条件等を検討しました． 
 
(3) DJ-1 の分泌機構の解明 
DJ-1 の分泌について現在明らかになってい
るのは，酸化ストレス時に酸化型 DJ-1 の状
態で分泌されるということのみなため， 
DJ-1 の機能を解析するために，BD Falcon 社
から発売されているインサート培養用 dish
を用い検討します．この dish を用いると，
DJ-1を分泌する側の細胞と，分泌されたDJ-1
を受けとる側の細胞が混じることなく、純粋
に分泌物のみで考える事ができます．また，
細胞を分けて準備できるため，酸化ストレス
の度合いや薬剤の種類・量をかえての検討が
行える利点もあります． 
まず，アストロサイトより分泌された DJ-1
に，初代培養神経細胞を酸化ストレスから保
護する機能があるかどうかを，上記の dish
で酸化ストレスをかけ，共培養後に初代培養
神経細胞の生細胞を Cell counting Kit によ
り測定しました． 
次に，分泌された DJ-1 が他の細胞に再取り
込みされる可能性があるため，共培養後，初
代培養神経細胞内の DJ-1 量の測定をウエス
タンブロッティング法により測定し，また，
培養上清中の DJ-1 量の測定もウエスタンブ
ロッティング法およびELISA法で検討しまし
た． 
更に，分泌 DJ-1 による効果が分泌 DJ-1 の影
響である事を確認するために，抗 DJ-1 抗体
を培養液中に添加し，同様の検討を行い解析
しました． 
 
４．研究成果 
(1) DJ-1 と Beclin による障害ミトコンドリ
ア排除機構[mitophagy]の解明 
DJ-1 と Beclin の結合を in vivo および in 
vitro で検討し，DJ-1 が直接 Beclin と結合
すること，さらに ，その結合が酸化ストレ



ス下において増強することを見出しました．
次に，これまでに報告されている，DJ-1 とオ
ートファジーの関係について，DJ-１がオー
トファジーを促進するという見解と，DJ-1 が
オートファジーを抑制するという見解があ
ったため，DJ-1 をノックダウンして検討し，
DJ-1 をノックダウンするとオートファジー
が抑制されることを確認しました．本助成事
業は終了していますが，上記の結果を受けて，
引き続き解析を行っています． 
 
(2) DJ-1のプロテアーゼ機能の解析及び基質
探索 
基質探索スクリーニングにより，DJ-1 による
切断を強く受ける配列が valine-lysine 
-valine-alanine(VKVA)であることが明らか
となったことから，この配列をもつ蛍光ペプ
チドを作製し，DJ-1 のプロテアーゼとしての
性質を検討しました．その結果，DJ-1は pH5.5
の時に最も高いプロテアーゼ活性を持つ事，
塩濃度や金属イオンの影響を受ける事など
が明らかとなりました． 
また、基質候補として ABL1 および KIF1b を
見出し，in vitro において DJ-1 による切断
を受けることを明らかとしました． 
 
(3) DJ-1 の分泌機構の解明 
神経細胞とアストロサイトをお互いの細胞
が接することなく共培養できる系において，
アストロサイトより分泌された DJ-1 が初代
培養神経細胞を酸化ストレスから保護する
機能があることを明らかとしました．さらに，
家族性パーキンソン病で報告されている
DJ-1 変異体では，分泌 DJ-1 による神経細胞
保護機能が低い事も明らかとしました． 
次に，上記の保護機能が本当に分泌された
DJ-1 によるものなのかどうかを確認するた
めに，分泌された DJ-1 を補足できる抗 DJ-1
抗体を探索し，最も適した抗体を用いて，細
胞に分泌された DJ-1 が補足された時の神経
細胞の酸化ストレスへの脆弱性を調べたと
ころ、抗 DJ-1 抗体の添加によって，神経細
胞の酸化ストレスへの脆弱性が高まりまし
た． 
 
本助成事業における成果のまとめ 
(1)DJ-1とBeclinが酸化ストレス下において
結合が増強され，DJ-1 がオートファジーを促
進する方向で働いていることが示唆されま
した． (2)DJ-1 の基質として神経細胞におい
てミトコンドリアを輸送するモータータン
パク質である KIF1B が得られました． (3)に
おいて，分泌された DJ-1 が酸化ストレス下
において神経細胞の保護に重要であり，DJ-1
変異体はその保護能力が低下していたこと
が明らかとなりました． 
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