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学位論文内容の要旨

く序論＞
  私が所属する研究室において1997年に新規癌遺伝子として単離・同定したDJ-1遺伝子（1）
は、2003年に家族性パーキンソン病PARK7の原因遺伝子であることも明らかとなった(2)。
これまで、私が所属する研究室を中心とした研究において、DJ-1は抗酸化ストレス、転写調
節機能など、DJ-1は多機能タンパク質であることが明らかとなり（3-6)、その異常な機能亢
進が癌、機能破綻がパーキンソン病などの神経変性疾患の原因になると考えられている。パ
ーキンソン病はアルツハイマー病に次いで頻度の高い脳神経変性疾患であり、運動機能障害、
筋肉の硬直、手指の震え、動作の緩慢など特徴的な臨床症状を示す。これは中脳における黒
質‐線条体ニューロンのドーパミン神経細胞死により生じるドーパミン量の減少が原因と考え
られるが、その発症詳細機序は未だに不明である。現在使われて
いるパーキンソン病治療薬は神経細胞死によるドーパミン量の
減少に対する対症療法であり、これらの薬剤投与中も神経細胞死
は進行する。従って、根本的な神経細胞死を抑制する薬剤の開発
するためにも詳細な発症機序を解明することが必要であると考
えられる。ドーパミンの生合成は、チロシンからチロシン水酸化
酵素くTH)と芳香族アミノ酸脱炭酸酵素(DDC)の2つの酵素に
よって生合成されるが、私は、パーキンソン病の本体であるドー
パミン生合成経路主要2酵素である、THとDDCにDJ-1が関
与するのではないかという仮説を立て、実験を始めた。
く研究方法＞
  ヒトのドーパミン作動性細胞であるSH-SY5Y細胞を用いて、タンパク質レベルでのDJ-1
とTH及びDDCの相互作用の有無を検証し、それら酵素活性化への影響についてもHPLC
を用いてL-DOPA (TH酵素活性）、ドーパミン(DDC酵素活性）合成量の変化から定量的に検
証した。また、野生型と孤発性・家族性パーキンソン病患者に見られるDJ-1変異体において、
上記と同様の検証を行った。DJ-1には3つのシステインを有し、その中でも106番目のシス
テイン(C106)の酸化状態が重要である(4ことから、次に、酸化ストレス誘導剤処理したヒ
トSH．SY5Y細胞を用いて、THとDDC酵素活性の変動を測定した。また同様の条件で処理
した細胞におけるDJ‐1のC106部位の酸化状態をMALDI‾TOF．MSにより解析・決定した。
  また、ドーパミン生合成系において、DJ‐1はTHプロモーター上（‐2707／‐2909）において、
転写リプレッサーのPSF（p01ypyrimidinetraCt‐bindingproteinaS80ciatedSpliCingfaCtor）
と共に関与することが報告されている（7）。そこで、DJ‾1欠損マウス由来の中脳ニューロン
及びヒト培養神経細胞SH．SY5Y細胞を用いてヒトとマウス間の転写活性化のメカニズムを
検証した。
く研究結果冫
  タンパク質レベルにおいて、SH-SY5Y細胞においてTH及
びDDCは共にDJ-1と相互作用していることが示され（図
1A，B)、血vitro反応系において、DJ-1タンパク質の量依存
的にTH及ぴDDC酵素活性を増加させることが示唆された
（図1C，D)。これらのことから、DJ-1はTH及びDCCと結
合して、その酵素活性を増大させることが示された。
  DJ-1遺伝子変異のパーキンソン病患者は家族性の他、広く
弧発性にも見られることから、この変異体がTHとDDC酵
素活性に影響するか検討するために、パーキンソン病患者由
来のDJ-1変異体(M26I，R98Q，D149A，L166P)と酸化に重
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図1．DJ-1とTH及びDDCの結合と酵素活性化
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要なC106のDJ-1変異体の精製したタンパク質を用い、面vitro系で直接結合と酵素活性へ
の影響を検討した。変具体でもTHとDDCと直接結合する（図2A，B）が、ヘテロダイマー形
成する変異体(R98Q，D149A)を野生型と共に加えると、TH酵素活性はドミナント・ネガテ
イブに減少し、ホモダイマー形成する変異体(M26I，L166P)でも活性は減少した（図2C)。
  DDC酵素活性では、ドミナント・ネガティブに減少しな
かったが、TH同様にDJ-1変異体では活性を増加させる機
能は弱いことが示唆された（図2D)。このことから、家族
性のみならず孤発性患者に見られるDJ-1変異体でも、TH
と DDC酵 素 活 性 に 影 響 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
  更 に、 DJ-1のC106部 位の 酸化が 、THとDDC酵 素活
性へどのように影響するが検証するために、ヒトSH-SY5Y
細胞に過酸化水素を添加し、THとDDC酵素活性を測定し
た結果、酵素活性は濃度に従って上昇し、次に減少するこ
とが示された（図3A)。また、この時のDJ-1のC106部位
の酸化状態を調べると、還元型とSOH型が減少し、S02H
とS03H型の割合が増加すると急激な活性減少が起こる
ことが示された（図3B)。更に、様々な条件でDJ-1のC106
部位を酸化させたDJ-1タンパク質を血vitro系で調製し、
SH-SY5Y細 胞抽 出液 と共に反応させ、THとDDC酵素活
性を測定した結果、DJ-1が高度に酸化されたS02H，S03H
型が増加することにより、活性が減少することが血vitr〇
系でも示された（図3C，D）。DJ‐1のC106が酸化されるこ
とが活性に重要であることを考えると、パーキンソン病患
者の脳内に見られるDJ．1の過度の酸化型のタンパク質は
不活性型であり、これが発症原因の1っと考えられる（8）。
  DJ‐1ノックダウンSH．SY5Y細胞ではTH発現量の減少
が見られたが、DJ・1欠損マウスではTH発現量の減少は見
られなかった（図4A）。そこで、プロモーター上へのDJ．1
の結合を検証した結果、ヒトTHのみでDJ‐1/PSF複合体
の結合が検出された（図4B）。更にその結合領域を詳細に
検証した結果、‐2909／．2707内の―2790／‐2829にDJ‐1が結
合し（図5心、その領域を欠損したプラスミドを発現した
ヒトSH．SY5Y細胞では、その領域を含むプラスミドを発
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少なくともヒトのみに存在する系で

あることが示された(9)。  ．惑i  l｜肅
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圃5．THブロモ―ウー伽埴へのOJ-1ぬ齬台とその 転写活制ヒへの餅麗
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A Study on Significant Roles of Human DJ-1 in
              Dopamine Biosynthesis

（ドーパミン生合成経路におけるヒトDJ―1の重要な役割に関する研究）

  高齢化社会を迎えた現代において、アルツハイマー病等の神経変性疾患の病因解明や治療法・予防
法の確立は大きな課題であり、臨床研究と共に分子レベルでの基礎研究が活発に行われてきている。
本論文は，アルツハイマー病に次いで頻度の高い脳神経変性疾患であるパーキンソン病について、家
族性パーキンソン病原因遺伝子のーつPARK7の産物タンパク質DJ-1の機能解析を、主要神経伝達物
質ドパミンの生合成系に着目して行い、パーキンソン病の発症機構解明および治療・予防法開発に寄
与する知見を得ることを目的としたものである。
  著者が所属する研究室において1997年に新規癌遺伝子として単離・同定されたDJ-1遺伝子は、
2003年に家族性パーキンソン病PARK7の原因遺伝子であることも明らかとなり、以来、同研究室を
含む多くの研究室が発症分子機構に係るタンパク質機能解析にしのぎを削ってきている。これまでに、
DJ-1は抗酸化ストレス、転写調節、ミトコンドリア調節など、様々な機能を有する多機能タンパク質
であることが明らかとなり、その異常な機能亢進が癌に、機能破綻がパーキンソン病等の神経変性疾
患・男性不妊症など癌以外の複数疾患の原因になると考えられている。
  パーキンソン病は、運動機能障害、筋肉の硬直、手指の震え、動作の緩慢など特徴的な臨床症状を
示す。これは中脳における黒質・線条体ニューロンのドーパミン神経細胞死により生じるドーパミン量
の減少が原因と考えられるが、その発症詳細機序は未だに不明である。現在使われているパーキンソ
ン病治療薬は神経細胞死によるドーパミン量の減少に対する対症療法であり、これらの薬剤投与中も
神経細胞死は進行する。従って、根本的な神経細胞死を抑制する薬剤の開発するためにも詳細な発症
機序を解明することが必要であると考えられる。ドーパミンの生合成は、チロシンからチロシン水酸
化酵素(TH)と芳香族アミノ酸脱炭酸酵素(DDC)の2っの酵素によって生合成きれるが、著者は、こ
のようにパーキンソン病の本体に深く関わると考えられるドーパミン生合成経路主要2酵素、チロシ
ン脱水素酵素(TH)とドパミンデカルボキシラーゼ(DDC)にDJ-1が関与しているのではないかと
いう仮説を立て、実験を始めた。
  ヒ卜のドーパミン作動性細胞であるSH-SY5Y細胞を用いて、タンパク質レベルでのDJ-1とTH及
びDDCの相互作用の有無を検証し、それら酵素活性化への影響についてもHPLCを用いてL-DOPA
(TH酵素活性）、ドーパミン(DDC酵素活´幽合成量の変化から定量的に検証した。また、野生型と孤
発性・家族性パーキンソン病患者に見られるDJ-1変異体において、上記と同様の検証を行った。DJ-1
には3つのシステインを有し、その中でも106番目のシステイン(C106)の酸化状態が重要であること
から、次に、酸化ストレス誘導剤処理したヒトSHーSY5Y細胞を用いて、THとDDC酵素活性の変動
を 測定した 。また 同様の条 件で処 理した細 胞にお けるDJ-1のC106部位の酸 化状態を
MALDI-TOF-MSにより解析・決定した。また、ドーパミン生合成系において、DJ-1はTHプロモー
ター上(-2707/-2909)において、転写リプレッサーのPSF (polypyrimidine tract-binding protein
associated splicing factor)と共に関与することが報告されている。そこで、DJ-1欠損マウス由来の
中脳ニューロン及びヒト培養神経細胞SH-SY5Y細胞を用いてヒトとマウス問の転写活性化のメカニ
ズムを検証した。
  タンパク質レベルにおいて、SH-SY5Y細胞においてTH及びDDCは共にDJ-1と相互作用してい
ることが示され、血vitro反応系において、DJ-1タンパク質の量依存的にTH及びDDC酵素活性を増



加させることが示唆された。これらのことから、DJ-1はTH及びDCCと結合して、その酵素活性を
増大させることが示された。

  DJ-1遺伝子変異のパーキンソン病患者は家族性の他、広く弧発性にも見られることから、この変異
体がTHとDDC酵素活性に影響するか検討するために、パーキンソン病患者由来のDJ-1変具体
(M26I，R98Q，D149A，L166P)と酸化に重要なC106のDJ-1変異体の精製したタンパク質を用い、血

vitro系で直接結合と酵素活性への影響を検討した。変異体でもTHとDDCと直接結合するが、ヘテ
ロダイマー形成する変具体(R98Q，D149A)を野生型と共に加えると、TH酵素活性はドミナント・ネ

ガティブに減少し、ホモダイマー形成する変異体(M26I，L166P)でも活性は減少した。DDC酵素活性
では、ドミナント・ネガティブに減少しなかったが、TH同様にDJ-1変異体では活性を増加させる機

能は弱いことが示唆された。このことから、家族性のみならず孤発性患者に見られるDJ-1変具体でも、
THとDDC酵素活性に影響することが示唆された。
  更に、DJ-1のC106部位の酸化が、THとDDC酵素活性へどのように影響するが検証するために、

ヒトSH-SY5Y細胞に過酸化水素を添加し、THとDDC酵素活性を測定した結果、酵素活性は濃度に
従って上昇し、次に減少することが示された。また、この時のDJ-1のci06部位の酸化状態を調べる
と、還元型とSOH型が減少し、S02HとS03H型の割合が増加すると急激な活性減少が起こること
が示された。更に、様々な条件でDJ-1のC106部位を酸化させたDJ-1タンパク質を血vitro系で調

製し、SH-SY5Y細胞抽出液と共に反応させ、THとDDC酵素活性を測定した結果、DJ-1が高度に酸
化されたS02H，S03H型が増加することにより、活性が減少することが血vitro系でも示された。DJ-1
のC106が酸化されることが活性｜こ重要であることを考えると、パーキンソン病患者の脳内に見られる
DJ-1の過度の酸化型のタンパク質は不活性型であり、これが発症原因の1っと考えられる。

  DJ-1ノックダウンSH-SY5Y細胞ではTH発現量の減少が見られたが、DJ-1欠損マウスではTH発
現量の減少は見られなかった。そこで、プロモーター上へのDJ-1の結合を検証した結果、ヒトTHの
みでDJ-1/PSF複合体の結合が検出された。更にその結合領域を詳細に検証した結果、．2909/-2707内
の．2790/-2829にDJ-1が結合し、その領域を欠損したプラスミドを発現したヒ卜SH-SY5Y細胞では、
その領域を含むプラスミドを発現した細胞に比べて転写活性化の減少見られた。このことから、THの

転写活性化は種特異的であり、少なくともヒトのみに存在する系であることが示された。
  これらの結果は、パーキンソン病の発症分子機構に大きな示唆を与え、予防・治療法開発にも貢献
すると共に、脳神経系制御機構における種特異性の存在を示唆し、ヒト疾患モデル系として多用され
るノックアウトマウスおよびノックダウンマウス細胞で得られた知見のヒ卜への応用・演繹への留意

を喚起した。
  上記の成果の主体は、既に著者を筆頭著者とする2編の学術論文としてJournal of Biological
Chemistryに投稿され、2009年およぴ2010年に受理・掲載されている。日本分子生物学会年会、日
本神経科学大会等の国内学会だけでなく、2007年International Congress of Parkinson’S Disease and

Movement Disordersを皮切りに国際学会でも発表し、Annual Meeting of the Society of
Neuroscienceには2008ー2010年、3年連続して発表を果たし、国内外のパーキンソン病等神経変性
疾患研究者達との交流を深め、著者の研究をさらに活性化してきている。
  以上より、北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。


