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研究成果の概要（和文）：
[酸化ストレス時に分泌されるDJ-1の機能解析]酸化ストレス条件下において、アストロサイトから分泌されたDJ-1によ
り、共培養した神経細胞の細胞生存率が増加する事を明らかとしました。また、家族性パーキンソン病PARK7で報告さ
れている変異型DJ-1の細胞外への分泌が、野生型DJ-1に比べて少ないことを見出しました。
[DJ-1のプロテアーゼ機能の解析]DJ-1のプロテアーゼとしての性質の解明を行いました。また、DJ-1によって切断され
る配列の絞り込みを行い、基質候補を得ました。

研究成果の概要（英文）：
[Function analysis of DJ-1 secreted under oxidative stress] We found that secreted DJ-1 from astrocytes pr
otected co-cultured neurons against oxidative stress. Furthermore, we found that the amount of secreted DJ
-1 mutants found in Familial Parkinson's disease PARK7 was less than DJ-1 wt.
[Function analysis of DJ-1 as protease] We analyzed the biochemical characterization of DJ-1 protease. Fut
hermore, we identified the recognition sequences for DJ-1 protease and targeted proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、1997 年に新規がん遺伝子とし
て DJ-1を同定し（Nagakubo D et al. 1997）、
DJ-1 が転写調節機能を持つ事、抗酸化機能を
持つ事、プロテアーゼ活性を持つ事を報告し
ています。 
 DJ-1 は 2004 年に家族性パーキンソン病原
因遺伝子 PARK7である事が報告され、申請者
は PARK7 患者に見られる 変異型 DJ-1 遺伝子
産物は抗酸化機能が減弱している事を報告
しました。 
 パーキンソン病は、アルツハイマー病に次
いで多い神経変性疾患で、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
などを生じます。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。しかしなぜドーパミン神
経が障害をうけるのかといったことも含め
まだ未解明の部分が多い状況です。 
 
２．研究の目的 
 DJ-1 のこれまでに明らかとなっている
様々な機能に加え、ダイレクトに神経細胞を
保護している機構を明らかにしていくため
に、３つの目的を設けました。 
(1)神経細胞が損傷した際の DJ-1 の再生・修
復機構の解明 
(2)DJ-1 が酸化ストレス下で細胞外に分泌さ
れて、神経細胞を保護している機能の解明 
(3)DJ-1 がプロテアーゼとして細胞を凝集ス
トレスから保護している機能の解明 
 
３．研究の方法 
 本申請研究を解析するうえで考慮すべき
論文を申請者らは2008年に発表しています。
この論文では「脳卒中時にDJ-1が分泌され、
脳卒中直後の脳に DJ-1 を投与したところ脳
卒中による傷害が軽減された」事を報告して
います。加えて、脳虚血の再還流時に活性酸
素が出るとの見解もあり、本申請研究は異な
る３つのアプローチであると同時に、
『(2)DJ-1 の分泌→(3)自身の酸化による抗
酸化機能とプロテアーゼとしての機能→(1)
神経細胞の修復』という DJ-1 の連続した保
護機能を総合的に解析する事も計画しまし
た。 
 
(1)DJ-1 の神経細胞再生・修復機能の検討 
DJ-1 の神経細胞再生を観察するために初代
神経培養細胞を作製し、機械的もしくは薬剤
により傷を作製し、神経再生を経時的な観
察・測定を試みました。 
 
(2) 分泌された DJ-1 の機能解析 
酸化ストレス時に分泌される 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 を用いて行い
ました。材料は妊娠マウス及びラットの胎児
から大脳皮質および中脳の初代神経培養細

胞を作製し、アフィディコリンもしくは AraC
などでグリア細胞を排除した物を主に用い
ました。 
 DJ-1 を分泌する初代グリア培養細胞は別
途妊娠マウス及びラットの胎児から作製し
てセルカルチャーインサートにまき、神経細
胞が培養されている dish にセットし、過酸
化水素処理による酸化ストレスをかけ、分泌
された DJ-1 の抗酸化機能、ROS 消去能を解析
しました。 
 さらに、グリア細胞を不死化し、家族性パ
ーキンソン病 PARK7 で報告された DJ-1 変異
体を導入した細胞株を作成し、その分泌量、
分泌による変異 DJ-1 の抗酸化機能、ROS 消去
能を解析しました。 
 
(3) DJ-1 のプロテアーゼ機能の解析 
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
て基質特異性を検討しました。 
ライブラリーのデザイン上、上記の一次スク
リーニングでは２５種類の基質混合物の段
階までであるため、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。 
 
４．研究成果 
(2) 分泌された DJ-1 の機能解析 
 酸化ストレス条件下において、DJ-1 の分泌
により共培養した神経細胞の細胞生存率が
増加する事を明らかとしました。また、家族
性パーキンソン病患者で報告されている変
異型 DJ-1 のいくつかは、細胞外への分泌が
野生型に比べて少ない事も見出しました。 
 これらのことから、家族性パーキンソン病
PARK7 の患者さんでは、酸化ストレスが生じ
た際に細胞外に分泌されて働く DJ-1 量が健
常人に比べて少ないために、酸化ストレスに
対して脆弱であり、早期にパーキンソン病を
発症するのではないかと考えられます。 
 
(3) DJ-1 のプロテアーゼ機能の解析 
 DJ-1 プロテアーゼの性質として、pH5.5 に
おいて最も活性が高いこと、二価イオンによ
る阻害を受け、特に銅イオンによって強く阻
害される事を明らかとしました。 
 また、DJ-1 による切断配列も解析し、
valine–lysine–valine–alanine (VKVA)の配
列を特に好んで切断する事を見出しました。 
 これらの結果を受けて、DJ-1 によって切断
される基質を探索し、いくつかの基質候補を
得、その中から in vitro において実際に DJ-1
による切断を受ける基質の同定に至りまし
た。今後はこれら基質をとおした DJ-1 のプ
ロテアーゼとしての機能を解析し、パーキン
ソン病発症メカニズム解明及び治療法・予防
法解明につなげていけたらと期待していま
す。 



 
(1) DJ-1 の神経細胞再生・修復機能の検討 
本項目については、(1)(2)の解析を受けて着
手したため、本助成事業は終了していますが、
申請書に記載した実験手法に基づき解析を
継続しています。 
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