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研究成果の概要（和文）：DJ-1のドパミン合成・分泌系における機能を解析し、DJ-1がドパミ

ン合成酵素であるチロシンヒドロキシラーゼ、L-DOPA脱炭酸酵素、分泌酵素 VMAT-2への直

接結合と、その遺伝子の転写活性化を行うことで活性を DJ-1 の酸化状態依存的に正に制御す

ること、および DJ-1 はミトコンドリア複合体 I の正の制御因子であることを明らかした。更

に、パーキンソン病、脳拘束動物モデルに対して大きな治療効果を示す複数の DJ-1 結合化合

物を単離し、構造活性相関を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：We found that DJ-1 positively regulates synthesis and secretion of 

dopamine through direct interaction of DJ-1 with tyrosine hydroxylase, L-DOPA 

decarboxylase and VMAT-2 and through upregulation of their gene expression and that 

DJ-1 also positively regulates enzymatic activity of mitochondrial complex I. Furthermore, 

we isolated DJ-1-binding compounds that restored locomotion defect and inhibited 

neuronal cell death in Parkinson’s disease and stroke model animals.   
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１．研究開始当初の背景 

 我々が 1997 年に新規がん遺伝子として単
離した DJ-1 (Nagakubo et al. 1997) は、2003

年に家族性パーキンソン病原因遺伝子 park7

であることが分かり、それ以降多方面で精力
的に DJ-1 研究がなされてきた。DJ-1 の基本
的機能は本基盤研究(B)採択の 2009 年までに
我々の研究を中心として明らかになってき
ていたが、DJ-1 が関与するパーキンソン病発

症機構は依然として不明であった。 

 一方、パーキンソン病の治療薬としては、
患者で減少するドパミンの補充を目的とし
た対症療法が行われていたが、治療中もドパ
ミン神経細胞死が進行することから、神経細
胞死そのものを抑制する薬剤の誕生が期待
されていた。我々は、DJ-1結合低分子結合化
合物を単離し、この化合物が DJ-1の酸化を抑
制し、細胞、動物パーキンソン病モデルで顕
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著なドパミン神経細胞死抑制と行動異常改
善を 2008年に報告し(Miyazaki et al. 2008)、根
本的治療薬への可能性を示していた。 

 

２．研究の目的 

 本研究期間３年間で以下を目的とした。 

(1) DJ-1 が関与するパーキンソン病発症機  
構 

 ①パーキンソン病はドパミン産生細胞死
による中脳黒室ドパミン量の減少によ
り引き起こされる。ドパミンはチロシン
からチロシンヒドロキシラーゼ(TH)に
より L-DOPAが形成され、次に L-DOPA

脱炭酸酵素(DDC)によりドパミンが産生
される。ドパミンは VMAT2 により顆粒
に抱合されドパミントランスポーター
によってシナプス後細胞に放出される。
このドパミン合成・分泌系における DJ-1

機能を解明する。 

 ②パーキンソン病は酸化ストレスとそれ
に伴うミトコンドリア機能異常が原因
を考えられている。そこで、DJ-1のミト
コンドリア機能を解析する。 

(2)DJ-1 結合化合物による神経変性疾患治療
薬の開発 

 ①2008 年に DJ-1 の 106 番目のシステイン
(C106)領域に結合する化合物として化
合物 A, B を報告した(Miyazaki et al. 

2008)。この化合物スクリーニングは約
30,000 化合物を有するライブラリーか
ら in silicoスクリーニングした。これと
同様な方法により約 2,500,000 化合物を
有するライブラリーから再度スクリー
ニングを行う。 

②化合物 B と上記で得られた化合物の構
造活性相関を行いより有効な化合物を
創成する。 

③パーキンソン病以外の神経変性疾患で
ある脳梗塞、アルツハイマー病のモデル
動物にもこれらの DJ-1 結合化合物が効
果を示すかを検討する。 

    

 

３．研究の方法 

(1) DJ-1 が関与するパーキンソン病発症機  
構 

 まず、DJ-1 ノックダウン培養神経細胞、
DJ-1 ノックアウトマウスおよびそれ由来細
胞を使って、DJ-1 発現低下時の TH, DDC, 

VMAT2 発現およびその酵素活性を測定する。  

TH, DDC, VMAT2 と DJ-1のタンパク質相互
作用を免疫共沈降法、Pull-down 法で解析し、
次に DJ-1 発現系におけるこれらの酵素活性
を測定する。TH, DDC, VMAT2 遺伝子発現に
おける DJ-1 機能を RT-PCR, プロモーターに
ルシフェラーゼ遺伝子を連結させたレポー
ター遺伝子アッセイで解析する。 

 DJ-1 結合タンパク質を種々の方法で単離
し、その中からミトコンドリア関連タンパク
質を解析する。ミトコンドリア複合体 I はパ
ーキンソン病患者ではその酵素活性が低下
しているので、ミトコンドリア複合体 I 活性
における DJ-1 機能を上記の結合タンパク質
をキーとして解析する。 

 

(2)DJ-1 結合化合物による神経変性疾患治療
薬の開発 

2,500,000化合物を有するZincライブラリー
を使って DJ-1 C106 領域に結合する化合物を
富士通・バイオサーバーを使って in silico ス
クリーニングを行う。化合物 Bと上記で得ら
れた化合物の側鎖改変を行い、DJ-1 との結合
力、神経細胞死抑制能を培養神経細胞である
SH-SY5Y 細胞で検討する。活性上昇の見られ
た化合物を、パーキンソン病、脳拘束、アル
ツハイマー病モデル動物で薬効を検討する。   

神経変性疾患は脳の病気であり、治療薬は
血液脳関門を通過しなくてはいけない。そこ
で、化合物を腹腔内注射し動物モデルで薬効
を検討する。 

 
４．研究成果 
(1) DJ-1 が関与するパーキンソン病発症機  
構 

 ①ドパミン合性・分泌系における DJ-1の機
能 

  DJ-1 をノックダウンさせたヒト神経細
胞においては、TH, DDC, VMAT2 活性の顕
著な低下が見られたが、マウス細胞、マウ
ス個体ではその効果がなかった。解析の結
果、DJ-1 はヒト細胞特異的に TH, VMAT2

遺伝子の転写活性を増強することを明ら
かにし(Ishikawa et al. JBC, 2010; Ishikawea 

et al. BBRC, 2012)、TH遺伝子においては
ヒト細胞特異的に DJ-1 が転写抑制遺伝子
PSFをTHプロモーターから排除する機構
を明らかにした（下図）(Ishikawa et al. JBC, 

2010)。 

 
  更に、DJ-1は TH, DDC, VMAT2 に直接結
合し、DJ-1 の C106 の酸化状態依存的に酵
素活性を正に制御することを明らかにし



 

 

た。また、パーキンソン病患者で見られる
変異 DJ-1 にはその活性が見られなかった
(Ishikawa et al. JBC, 2009; Ishikawa et al. 

BBRC, 2012)。以上より、家族性、孤発性
パーキンソン病発症における DJ-1 のドパ
ミン合成・分泌への直接的関与を明らかに
した。 

 

 ②DJ-1 のミトコンドリアにおける機能 

  Two-hybrid スクリーニング法で得られた
DJ-1 結合タンパク質の中には、ミトコンド
リア複合体 I のサブユニットである
NDUFA4、ND1 が含まれていた。DJ-1 はこ
れらのタンパク質に結合し、複合体 I の酵
素活性を正に制御していた(Hayashi et al. 

BBRC, 2009)。更に DJ-1ノックアウトマウ
スとそれ由来細胞では、ミトコンドリア膜
電位が低下しており、オートファジー誘導
が起こっていた。 

 

(2)DJ-1 結合化合物による神経変性疾患治療
薬の開発 

 Zinc ライブラリーから DJ-1 結合化合物を
in silico スクリーニングし、化合物 B より
活性の高い化合物 23 を同定した(Kitamura 

et al. Mol. Neurodegeneration, 2011)。化合物
B、化合物 23 の側鎖を改変した化合物を約
100種類設計し 46個を合成した。これらの
化合物の活性を酸化ストレス付加
SH-SY5Y 細胞、6-OHDA, ロテノン投与パ
ーキンソン病モデルラット、マウスで検討
し活性の高い化合物を得た。更に、脳拘束
モデルラット(Yanagida et al., J. Pharmacol. 

Sci. 2009; Kitamura et al. Mol. 

Neurodegeneration, 2011)、アルツハイマー
病モデル でも症状改善を見た。また、化
合物Bは腹腔内投与によりパーキンソン病、
脳拘束モデル動物の症状を改善すること
から、化合物 Bは血液脳関門を通過して機
能することを明らかにした(Inden et al. J. 

Pharmacol. Sci. 2011)。 
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