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研究成果の概要（和文）：α-シヌクレイン（α-syn）は神経細胞内に蓄積することや、細胞外に放出されたα
-synがミクログリアに作用することで脳内の炎症を惹起することが報告されている。本研究ではパーキンソン病
原因遺伝子の1つであるDJ-1がα-synによって引き起こされる細胞応答に対してどのような作用をもつか調べ
た。その結果、神経細胞内においてはDJ-1の欠損によりα-synの細胞内凝集が増加することが判明した。ミクロ
グリアにおいては、DJ-1への結合が予測される化合物が炎症応答を減弱させることを見出した。このことから、
DJ-1はα-synにより引き起こされる神経変性に対しての治療標的となり得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Preceding studies showed that α-synuclein (α-syn) was accumulated in 
neurons and extracellular α-syn bound to microglia and caused inflammation in the brain of patients
 with synucleinopathy. In this study, I investigated the effects of DJ-1 which is one of the 
causative genes of Parkinson's disease to cell responses induced by α-syn. I revealed that 
intracellular aggregation of α-syn was increased in the DJ-1 deficient SH-SY5Y cells compared with 
WT cells. Furthermore, I found that compounds predicted to bind to DJ-1 attenuated the inflammatory 
response in Microglia. These data suggest that DJ-1 can be a therapeutic target for 
neurodegenerative disease caused by α-syn.

研究分野：薬理学、神経科学、神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 α-シヌクレイン（α-synuclein; α-syn）はパ
ーキンソン病（Parkinson's disease; PD）原因
遺伝子 SNCA（PARK1）上にコードされる
タンパク質であり、神経細胞内で凝集し PD
の特徴的な病理所見であるレビー小体を形
成することや神経傷害性を示すことが報告
されている。また、近年ではレビー小体型
認知症（Dementia with Lewy Bodies; DLB）
も問題視されており、α-synのクリアランス
を促すことがこれらの疾患に対する治療方
策となることが予想される。 
 一般的に α-synは神経細胞から産生され
神経細胞間を伝播するとされているが、近
年では脳内の免疫機能を担う細胞種である
ミクログリアが α-synを取り込むことが報
告され（Lee et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 2008）、ミクログリアが α-synの
クリアランスを行うことが示唆されている。 
 一方で α-synがミクログリア細胞膜上の
Toll様受容体（TLR）に作用することでミ
クログリアを活性化させ PD病態の進行に
関わることも報告されており、PD時にミク
ログリアが病態を軽減させるか否かは不明
瞭な現状である。 
 本研究課題において、申請者は PD原因
遺伝子 PARK7にコードされるタンパク質
であるDJ-1に着目した。既報において、DJ-1
は酸化ストレスセンサーとしての機能やシ
ャペロンとしての機能を持つことが報告さ
れている。また、PDにおいては酸化ストレ
スによって誘導されるドパミン神経の脱落
に対してDJ-1が神経細胞保護的に働くこと
が示されており、DJ-1が PD病態の進行を
抑制させると言われている。 
 近年、DJ-1は細胞内タンパク質分解系で
あるオートファジー・リソソーム系と密接
に関わること（Krebiehl et al., PLoS One, 
2010）が報告されており、ミクログリアや
神経細胞に取り込まれた α-synの分解に
DJ-1が寄与している可能性があると想定し
た。さらに DJ-1は TLR刺激時のミクログ
リアの活性化に対して抑制的に働くことも
報告されており（Trudler et al., J. Neurochem., 
2014）、α-synとミクログリアの相互作用に
もDJ-1が関与している可能性が大いに考え
られる。 
 
２．研究の目的 
（1）「神経細胞およびミクログリアにおけ
る α-synの取り込みおよび蓄積に対する
DJ-1の作用解析」 
 本研究では神経細胞内およびミクログリ
ア細胞内における α-synの取り込みおよび
蓄積に焦点を当て、これらを解消するため
の治療標的の探索を目的とする。本研究で
は治療標的の候補分子としてDJ-1に注目し、
特に、神経細胞内の α-syn凝集に対するDJ-1
の作用を明らかにする。 

（2）「α-synによるミクログリア活性化に
対するDJ-1の治療標的としての有用性探索」 
 ミクログリアは細胞膜上のTLRを介して
活性化し、炎症応答を誘導することが知ら
れている。また、α-synが TLRを刺激する
ことで炎症を惹起することが近年報告され
ている。そこで、DJ-1が α-synによって惹
起される炎症応答に対して抑制作用を示す
か、また、我々が過去に見出した DJ-1への
結合が予想される低分子化合物が炎症応答
に対して抑制作用をもたらすか調べる。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞に対
し、ヒトSNCA遺伝子を過剰発現させ、α-syn 
pre-formed fibrils（pffs）を 48時間添加する
ことで細胞内の α-syn凝集を惹起した。実
験に用いた α-synは大腸菌BL21株を用いた
強制発現系で産生させ、その後、精製した。
Pffs添加後の細胞は固定後に免疫染色に供
した。また、タンパク質を回収し、western 
blotによる発現解析も行った。 
 
（2）マウスミクログリア細胞株 BV-2細胞
に対して、線維凝集した α-synあるいは
TLR2リガンドであるペプチドグリカン
（PGN）を処置し（3–30 µg/mL）、24時間
後に細胞を回収、total RNAを精製後
Real-time PCRによる各種炎症性サイトカ
インの発現量解析を行った。DJ-1結合化合
物は既報と同様のものを用い（Kitamura et 
al., Mol. Neurodegener., 2011）、PGNに対し
て前処置した（0.3–1 µM）。DJ-1結合化合
物の作用メカニズムの探索のため、PGN処
置後の細胞は固定後に免疫染色に供した。
また、タンパク質を回収し、western blotに
よる発現解析も行った。 
 
４．研究成果 
（1）SH-SY5Y細胞において SNCA遺伝子
の一過性過剰発現およびpffsの添加はα-syn
の細胞内凝集を誘導した。この時確認され
た細胞内凝集はチオフラビン T陽性の凝集
であることも分かった。これに対して DJ-1
をノックダウンした SH-SY5Y細胞におい
ては α-synの細胞内凝集の著名な増加が確
認された（図 1）。 
 また、同タイミングにおけるタンパク質
発現量の変動を調べたところ、オートファ
ジーに関連するタンパク質（LC3および p62）
の発現量に変動がみられており、DJ-1の欠
損によりオートファジー系の破綻が起こり、
これに起因して α-synの細胞内凝集が促進
されることが示唆された。 
 一方でミクログリアにおける α-syn取り
込みに対するDJ-1の作用解析に関しては研
究期間内に成果を得ることができなかった
が、今後も研究を継続していく。 
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