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研究成果の概要（和文）：家族性パーキンソン病（PD）の原因遺伝子PARK7の遺伝子産物であるDJ-1は、酸化ストレス
下で自身が酸化され、酸化DJ-1を生じる。本研究では、酸化DJ-1特異的な抗体を用い、PD患者脳内および血液中の酸化
DJ-1を解析した。本研究から、初期のPD患者脳内および血液中に酸化DJ-1が生成することが明らかとなった。DJ-1の酸
化はグルタチオンなどの抗酸化物質で抑制された。以上本研究から、酸化DJ-1を指標としたPDの早期診断・早期治療法
の分子基盤が確立できた。

研究成果の概要（英文）：DJ-1, the product of the causative gene of a familial form of Parkinson’s 
disease (PD), undergoes preferential oxidation at the cysteine residue at position 106 (Cys-106) under 
oxidative stress. In the present study using specific antibodies against Cys-106-oxidized DJ-1 (oxDJ-1), 
we evaluated oxDJ-1 levels in brain and blood of PD patients. It was found that DJ-1 oxidation in 
erythrocytes and in the brain occurs in PD patients, particularly during the early phases. DJ-1 oxidation 
was effectively inhibited by endogenous antioxidant glutathione. We could develop the molecular base for 
the diagnosis and treatment of PD at early phases based on the levels of oxDJ-1.

研究分野：生化学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 家族性パーキンソン病の原因遺伝子
PARK7の遺伝子産物である DJ-1は、酸化ス
トレス下で自身が酸化され、酸化 DJ-1 を生
じる。申請者は、治療を開始する前の、ごく
初期のパーキンソン病患者の赤血球中に、酸
化 DJ-1 が顕著に蓄積することを発見した。
この結果から、赤血球中の酸化 DJ-1 レベル
が、パーキンソン病の早期診断を実現するバ
イオマーカーになりうると考えられた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、酸化 DJ-1 特異的な抗体を用
い、パーキンソン病の早期診断・早期治療法
の分子基盤確立を目的として、以下の検討を
行った。 
（1）パーキンソン病患者脳内および赤血球
中の酸化 DJ-1レベルを調べ、酸化 DJ-1がパ
ーキンソン病の早期に増加するか明らかに
する。 
 
（2）初期のパーキンソン病患者で認められ
た酸化 DJ-1 の蛋白質化学的性質を調べ、赤
血球中に検出された酸化 DJ-1 の生成メカニ
ズムを明らかにする。 
 
（3）酸化 DJ-1レベルの増加が、パーキンソ
ン病モデル動物でも増加するか検証し、神経
変性の進行やパーキンソン病の症状との関
連性を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）酸化 DJ-1 特異的な抗体は、酸化 DJ-1
リコンビナント体を抗原として作成したマ
ウスモノクローナル抗体を用いた。免疫染色
法、Western blot 法、ELISA において、そ
れぞれ DJ-1 KO マウス由来試料および酸化
ストレスを負荷した SH-SY5Y細胞の可溶性
タンパク質画分を用い、酸化 DJ-1 特異性を
確認した。 
 
（2）進行度合いの異なるパーキンソン病患
者由来の脳切片（健常者 4例、レビーステー
ジ 1〜5由来 17例）を用い、酸化 DJ-1抗体
を用いた免疫染色を行い、神経変性の進行に
伴う酸化 DJ-1 の生成について解析する。免
疫染色で得られた結果について、凍結ブロッ
クから得られるタンパク質画分の Western 
blot解析により検証する。 
 
（3）進行度合いの異なるパーキンソン病患
者由来の血液から赤血球を単離し、溶血後の
遠心操作により赤血球可溶性タンパク質画
分を分離する。得られた画分について、
ELISA により酸化 DJ-1 レベルを測定する。
赤血球画分での DJ-1 の酸化レベルを、二次
元電気泳動法による解析でも検証する。血液
に様々な酸化剤を加え、血液中の酸化 DJ-1
レベルが増加するか検証する。以上の解析を
多検体で行い、統計処理によりパーキンソン

病の進行度合いと酸化 DJ-1 レベルの関連性
について明らかにする。 
 
（4）ELISAで高値を認めた赤血球画分につ
いて、ゲルろ過法によりタンパク質を分離し、
各画分の酸化 DJ-1 レベルを測定する。酸化
DJ-1 が含まれる画分について、さらに分画
を進め、酸化 DJ-1 が相互作用する分子を同
定する。 
 
（5）神経毒MPTPの投与により作成したパ
ーキンソン病モデルカニクイザルについて、
赤血球酸化 DJ-1 レベルを測定し、神経症状
と酸化 DJ-1 レベルとの関連性について検証
する。 
	
４．研究成果	
（1）DJ-1 KOマウス由来の脳切片を用い、
酸化 DJ-1 特異的な免疫組織染色系を確立し
た。ヒト由来脳切片の免疫組織染色から、酸
化 DJ-1 がパーキンソン病の主な変性部位で
ある中脳黒質のドパミン神経に多く存在す
ることが明らかとなった。更に、進行度合い
の異なる脳切片での染色結果から、神経変性
の進行に伴い、ドパミン神経における酸化
DJ-1 レベルが増加し、パーキンソン病発症
時に最大を示すことが明らかとなった（図 1）。
パーキンソン病からさらに進行したパーキ
ンソン病型認知症患者では、酸化 DJ-1 レベ
ルの減少が認められた。組織免疫染色で得ら
れた結果について、凍結脳ブロック由来タン
パク質画分を用いた Western blot 解析を行
った。その結果、染色の強度と一致した
Western blot解析結果が得られ、組織免疫染
色で得られた結果を確認することができた。
以上の結果から、ヒト中脳の黒質ドパミン神
経において、酸化 DJ-1が健常人でも存在し、
パーキンソン病のごく初期から脳内で生成
することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	 パーキンソン病の進行に伴う中脳黒質
の酸化 DJ-1レベルの変化 
 
（2）進行度合いの異なるパーキンソン病患
者 150例について、赤血球中の酸化 DJ-1レ
ベルを測定した。その結果、治療を開始する
前のごく初期のパーキンソン病患者（未治療
パーキンソン病患者、n = 88）において、健
常人（n = 33）および治療パーキンソン病患
者（n = 62）より統計的に高い酸化 DJ-1レ
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ベルが検出された（図 2）。パーキンソン病の
進行度合いを現す Hoehn-Yahr 値と酸化
DJ-1レベルを比較すると、酸化 DJ-1高値は
Hoehn-Yahr 値の低い 1〜2 のごく初期のパ
ーキンソン病患者で多く認められた(図 3)。
以上の結果から、ヒト中脳の黒質ドパミン神
経と同じく、赤血球中の酸化 DJ-1 レベルも
パーキンソン病のごく初期から生成するこ
とが明らかとなった。未治療パーキンソン病
患者における酸化 DJ-1 レベルの増加は、二
次元電気泳動法による評価でも有意な高値
を認めた。さらに、血液中に過酸化水素やラ
ジカル開始剤などの酸化剤を加えると、赤血
球中の酸化 DJ-1 レベルが増加することが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2	 未治療パーキンソン病患者の赤血球に
おける酸化 DJ-1レベルの増加 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3	 酸化 DJ-1 レベルと Hoehn-Yahr 値の
関連 
 
（3）ELISAで高値を認めた未治療パーキン
ソン病患者由来の赤血球画分について、ゲル
ろ過法を用いてタンパク質を分離し、各画分
の酸化 DJ-1 レベルを測定した。その結果、
酸化 DJ-1 が低分子および高分子画分に検出
された（図 4）。低分子画分の酸化 DJ-1 は、
酸化 DJ-1 に対する抗体による免疫沈降で回

収でき、質量分析法による解析から Cys106
の酸化が確認された。低分子画分で検出され
た酸化 DJ-1 は、2 量体に相当する分子量の
ところに検出された。一方、高分子画分に検
出された酸化 DJ-1 は、免疫沈降による回収
は困難であった。そのため、陰イオンカラム
クロマトグラフィーによりさらに分離を行
い、酸化 DJ-1 が含まれる画分に共存するタ
ンパク質を質量分析法により同定した。その
結果、DJ-1 と相互作用することが知られて
いる HSP90および 20Sプロテアソームが検
出された。20S プロテアソームと酸化 DJ-1
の相互作用について、リコンビナント酸化
DJ-1 と精製 20S プロテアソームを用いて解
析した結果、両者の相互作用が確認された。
両者の相互作用に HSP90 は影響しなかった。
これより、未治療パーキンソン病患者の赤血
球中において、酸化 DJ-1が一部 20Sプロテ
アソームと相互作用すると考えられた。最近、
DJ-1 は 20S プロテアソーム阻害活性を持つ
ことが報告された。他方、パーキンソン病患
者の赤血球中に高分子化したα-シヌクレイ
ンなどの異常タンパク質が蓄積することも
報告されている。本研究で得られた知見から、
酸化 DJ-1 が 20S プロテアソームを阻害し、
赤血球中への異常タンパク質蓄積に関与す
る可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4	 赤血球中における酸化 DJ-1の分布 
 
（4）神経毒であるMPTPを投与したカニク
イザル（n = 4）から経時的に採血を行い、赤
血球可溶性画分を単離した。得られたサンプ
ルについて、酸化 DJ-1レベルを ELISAで測
定した所、個体差が認められた統計的に有意
な酸化DJ-1レベルの増加が認められた(図 5)。
手足の震え等の神経症状との関連について
解析した結果、酸化 DJ-1 の増加は神経症状
が起こる前に一端増加が認められ、急性期の
増加が示唆された。また、神経症状が出た後
にも酸化 DJ-1 レベルの増加が見られ、神経
障害以降にも酸化 DJ-1 レベルが増加すると
考えられた。以上、本研究によりパーキンソ
ン病カニクイザルモデルにおいても、血液中
の酸化 DJ-1 レベルが増加することが示され
た。 
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図 5	 パーキンソン病モデルカニクイザルに
おける酸化 DJ-1 レベルおよび神経症状の変
化	
	
（5）以上本研究より、脳内および赤血球中
において、パーキンソン病のごく初期に酸化
DJ-1 レベルが増加することが明らかとなっ
た。パーキンソン病の発症・進展には、酸化
ストレスが関与することが知られているが、
未だ治療法まで発展していない。DJ-1 の酸化
は、抗酸化物質グルタチオンで抑制できるこ
とが明らかとなっている。以上の知見から、
酸化 DJ-1 高値のパーキンソン病患者に、グ
ルタチオンなどの抗酸化物質の投与が有効
であると考えられる。	
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