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研究成果の概要（和文）：家族性パーキンソン病PARK7の翻訳産物は、DJ-1タンパク質である。DJ-1をノックダ
ウンさせたヒトSH-SY5Y細胞では著明に酸化ストレスによる細胞死が誘導された。一方、α-シヌクレインはパー
キンソン病において、凝集・沈着することが報告されている。本研究においてα-シヌクレインの凝集を呈する
モデルの作製、およびミクログリアによるα-シヌクレインの取り込みを評価するin vitro実験系を確立した。
つまり、ヒトSNCA遺伝子を過剰発現したSH-SY5Y細胞においてα-シヌクレインのpreformed fibrilsを処置する
ことで、細胞内にα-シヌクレインの著しい凝集が引き起こされた。

研究成果の概要（英文）：DJ-1 protein is a normal gene product of familial Parkinson's disease PARK7.
 DJ-1-knocked down human SH-SY5Y cells markedly generated oxidative stress and then neural cell 
death. On the other hand, α-synuclein (α-syn) protein is known to accumulate the aggregated form 
in the brains of patients with synucleinopathies such as Parkinson's disease (PD). In this study, I 
establish the α-syn-aggregation system in SH-SY5Y cells and the evaluation system of microglial α
-syn-phagocytosis. In addition, the exogenic treatment of preformed fibrils (PFFs) induced 
intracellular α-syn-aggregation in SH-SY5Y cells overexpressing the human SNCA gene. These results 
suggest that exogenous PFFs induced intracellular aggregation of α-syn protein harboring β-sheet 
structures from endogenous α-syn similar to prion-like spreading.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PARK7/DJ-1は家族性パーキンソン病の原因遺伝子として同定されたため、当初はパーキンソン病の治療薬として
の創製を試みていた。しかし、強い抗酸化ストレス能をもつことから、他の神経変性疾患に対する治療標的の候
補になると考えられた。そこで、プリオンと同様にα-シヌクレインが細胞内で凝集する細胞評価系を確立し
た。さらに、DJ-1の抗酸化能調節部位であるC106残基に結合する化合物を見出し、その化合物に神経細胞保護効
果があることを明らかにした。本研究課題で得られた研究成果により、パーキンソン病だけでなく、他の神経変
性疾患にも効く新たなシード薬を見出し、社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) パーキンソン病や認知症などの神経変性疾患は、神経細胞の著しい脱落が結果として生じ、
原発部位に起因した特有の神経症状を呈する。パーキンソン病では α-シヌクレイン、アルツハ
イマー型認知症ではアミロイド-β およびリン酸化タウなどの変性タンパク質が脳内に蓄積し、
酸化ストレス・小胞体ストレスが引き起こされると考えられている。しかしながら、これらの神
経変性メカニズムの全容は未だ明らかにされておらず、近年これら神経変性疾患における薬が
いくつか開発されているが基本的には対症療法にしか過ぎない。そのため、神経変性疾患の脳病
態を解明し、新規治療薬を開発することが必須である。PARK7/DJ-1 は北海道大学薬学部におい
て、がん原遺伝子として単離され、オランダの研究グループにより家族性パーキンソン病の原因
遺伝子 PARK7として同定された。研究代表者はこれまでに、野生型（正常）PARK7/DJ-1タンパ
ク質はドパミン神経の酸化ストレスセンサーとして機能し神経保護作用を示すこと、家族性パ
ーキンソン病において遺伝子変異した PARK7/DJ-1 タンパク質はその機能を消失することを見
出している。 
 
(2)  DJ-1の機能として、転写因子 Nuclear factor-erythroid-2-related factor 2（Nrf2）の核内移行に
関わることや変性タンパク質の分解に関与することが報告されている。さらに最近、ミクログリ
アによる α-シヌクレインの貪食に DJ-1が関与することも報告されている。 
このように、DJ-1 は神経細胞およびミクログリアにおいて神経変性疾患に対する防御機構と
して働くことが示唆されているが、DJ-1 がどのように機能するのか、詳細な分子機構は明らか
になっていない。一方、化合物ライブラリを用いたバーチャルスクリーニングにより DJ-1に結
合する化合物を見出し、その薬理作用として DJ-1の抗酸化作用を維持・増強するような機能を
有することを報告してきた。しかしながら、神経細胞内における DJ-1結合化合物の作用機序や
ミクログリアにおける DJ-1結合化合物の薬理作用も解明できていない。そこで、研究代表者は、
ミクログリアにおける DJ-1の作用解析および神経変性疾患モデルに対する DJ-1および DJ-1結
合化合物の作用を明らかにするため研究を計画した。 

 
  DJ-1に関する研究は、最近、研究代表者たち以外でも国内外において広く行われてきた。そ
して、DJ-1 がミクログリアにおける α-シヌクレインの貪食に関与するという知見も報告されて
いる。研究代表者の研究グループは DJ-1 の活性調節部位である C106 残基に注目した研究を展
開しており、この部位に結合する低分子化合物の薬効を報告してきた。そのため、DJ-1 という
分子への着目という点では競合グループが存在するが、創薬というゴールを見据えた化合物の
探索という点において、研究代表者たちがリードしている。本研究課題は、DJ-1 のさらなる機
能や DJ-1結合化合物の詳細な薬理作用を探索するという点で有望な研究であると考えている。 
 
 
２．研究の目的 
(1) PARK7/DJ-1は家族性パーキンソン病の原因遺伝子として同定されたため、当初はパーキンソ
ン病の治療薬としての創製を試みていたが、強い抗酸化ストレス能をもつことから、酸化ストレ
スを病因とする種々の神経変性疾患に対しても、治療標的になると考えた。また、DJ-1 は異常
タンパク質の除去にも関わることが示唆されていることから、α-シヌクレインやアミロイド-βの
クリアランスを促進するための治療標的としても注目している。 
 
(2) 研究代表者は、DJ-1の抗酸化能調節部位である C106残基に結合する化合物をバーチャルス
クリーニングにより見出しており、その化合物に神経細胞保護効果があることを見出してきた。 
 
 本研究課題では in vitroでの詳細な作用メカニズムの解析や、in vivo動物モデルを用いた解析
により種々の神経変性疾患に対する DJ-1結合化合物の薬理作用を明らかにしていく。さらに、
研究代表者たちが見出した DJ-1 結合化合物が DJ-1 の抗酸化能および異常タンパク質の除去能
を増強させ、種々の神経変性疾患モデルに対して有効性を発揮すれば、これまで行われてきた研
究とは一線を画した、創薬につながる研究になると期待し、本研究課題を実施した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) DJ-1による抗酸化能発揮の分子メカニズムの解明および薬理学的調節： 
 DJ-1タンパク質は活性酸素種（ROS）を直接の基質として除去するといわれているが、他のメ
カニズムとして、Nrf2 の核内移行に基づく抗酸化因子（ヘムオキシゲナーゼ-1 やグルタチオン
合成酵素）の発現を誘導することも報告されている。しかしながら、その作用メカニズムは明確
ではないため、ヒト神経芽細胞種 SH-SY5Y細胞を用いて分子薬理学的な解析を行う。また、DJ-
1ノックダウン細胞を作成し、野生型と DJ-1ノックダウン細胞を比較し、さらに DJ-1結合化合



物の有用性を検討する。 
 In vivo ではマウスおよびラットを用いてパーキンソン病モデルを作製し、DJ-1 結合化合物を
投与した際の Nrf2下流の抗酸化因子の発現量変化や病態軽減作用を調べる。 
 
（2）DJ-1による異常タンパク質除去機構の薬理学的調節： 
 神経細胞内においてはユビキチン・プロテアソーム系やオートファジーなど、変性タンパク質
の除去機構が存在する。DJ-1 はオートファジーによるタンパク質分解に関与することが知られ
ており、これに対して DJ-1結合化合物が促進作用を有するか調べる。研究代表者の過去の研究
において、神経細胞内への α-シヌクレインの蓄積が DJ-1のノックダウンで増強するという基礎
的知見を得ており、DJ-1結合化合物による DJ-1の機能増強が αシヌクレインの蓄積を軽減する
か解析する。 
 
(3) ミクログリアにおける DJ-1による異常タンパク質貪食機構の解明および薬理学的調節： 
 ミクログリアには α-シヌクレインやアミロイド-β タンパク質を貪食し除去する機構が存在す
る。最近の研究により、α-シヌクレインの貪食に DJ-1 の関与が報告されていることから、種々
の異常タンパク質の除去に DJ-1が関与し、それを DJ-1結合化合物が促進できると予想した。マ
ウスミクログリア細胞株 BV-2 細胞を用いて DJ-1の変異体を作製し、変異 DJ-1 をもつ BV-2 細
胞における種々の変性タンパク質の貪食を評価する。また、DJ-1 結合化合物による貪食能の亢
進が見られるか評価する。 
 
 病態モデル動物を用いた解析に関して、研究代表者は過去にアルツハイマー病モデルマウス
においてミクログリアの貪食能を亢進させることで老人斑の蓄積を抑える研究（① Takata, 
Kitamura, et al., J. Biol. Chem., 2010）を行ってきた経験があるため、アルツハイマー病モデルにお
ける異常タンパク質蓄積に関する研究のノウハウを有している。α-シヌクレインの蓄積を伴う神
経細胞モデル、さらに動物モデルについても確立を試みる。さらに、それらのモデルの作用解析
も行う予定である。 
 
 
４． 研究成果 
(1) 骨髄幹細胞および造血幹細胞は分化細胞に比べ、DJ-1タンパク質の発現量が高かった。これ
らの幹細胞から分化させたミクログリア様細胞はアミロイド-βを貪食・除去した。 
 
(2) 扁形動物プラナリアの脳ドパミン神経ネットワークの再構築にプラナリアの DJ-1 が関与す
ることが明らかとなった。さらに、脳ドパミン神経再生の位置情報の認識機能にMEK/ERK経路
が調節することが推定された。 
 
(3) 家族性パーキンソン病 PARK7 の正常遺伝子産物は、DJ-1 タンパク質として見出している。
DJ-1 をノックダウン（KD）させたヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞では著明に酸化ストレスに
よる細胞死が誘導された。一方、α-シヌクレインはパーキンソン病をはじめとしたシヌクレイノ
パチーにおいて、凝集・沈着することが報告されているタンパク質である。本研究課題において
α-シヌクレインの凝集を呈するモデルの作製、およびミクログリアによる α-シヌクレインの取
り込みを評価する in vitro実験系を確立した。つまり、ヒト SNCA遺伝子を安定的に過剰発現し
た SH-SY5Y細胞を作成し、これに対して α-シヌクレインの preformed fibrils（PFFs）を処置する
ことで、プリオン凝集と同様に、細胞内に α-シヌクレインの凝集が著しく引き起こされた。ま
た、マウスミクログリア細胞株 BV-2 細胞に対しては PFFs を処置することにより細胞内への取
り込みが起こることを確認した。さらに、マウス脳内へ PFFsを投与することによって脳内に α-
シヌクレインの凝集を呈するモデルが作製できた。 
 
(4) α-シヌクレイン PFFsによって誘導されるヒト SH-SY5Y細胞内における α-シヌクレインの凝
集体形成は、ニコチン性アセチルコリン受容体刺激により抑制された。 
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