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1-0 概要 

パーキンソン病関連因子 DJ-1(PARK 7)は、パーキンソン病・癌などの重要な疾患への強

い関与が示唆されながらも、生化学的機能に関しては曖昧な点が多く、現在も研究が進め

られている蛋白質である。 

本研究は、DJ-1 の機能制御をめざし、小分子阻害剤の開発を行ったものである。本論文

では、実際に行ったスクリーニングの結果および考察について報告し、さらにその過程で

得られた DJ-1 の機能に関する考察に関しても併記する。 

本章では研究背景として、標的蛋白質である DJ-1 と疾患の関係、現時点で報告されてい

る DJ-1 の生化学的特徴の概略、そして研究目的に関して記述する。 

1-1 DJ-1 と疾患 

1-1-0 概要 

DJ-1 は、当初は原がん遺伝子として同定された蛋白質であり[1]、のちに遺伝性パーキン

ソン病との関係が示され、注目を集めた[2]。そして現在では、パーキンソン病に限らず糖

尿病や、前立腺がん、乳がん等の多種の癌など、加齢に関係した多くの疾病への関与が示

され、重要な研究対象として機能解析が進められており、また、近年では治療標的として

の提案もなされている[3][4][5][6]。 

以下、DJ-1 の関与が示された代表的な疾患である、パーキンソン病・癌に関して記述す

る。まず疾患の特徴について述べ、続いて DJ-1 の変異、もしくは過剰発現がそれら疾患の

発生機序に対してどのように影響しているかに関して、DJ-1 による酸化ストレス抑制とい

う観点から述べる。 

1-1-1 パーキンソン病 

原がん遺伝子として同定されたのち、DJ-1 が最初に大きな注目を集めたのは、DJ-1 への

変異が家族性パーキンソン病を誘発することが明らかになった時である[2]。 
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パーキンソン病は神経変性疾患の一種であり、現在も発症機構の詳細が明らかになって

おらず、有効な根本治療法が存在しない難病の一つである[7]。主な症状は運動障害で、さ

らに病態が進行すると 70%の患者が認知症を発症するため、患者の家族等患者の周辺への

経済的・物理的負担が大きいことでも知られる。神経変性疾患の中ではアルツハイマー病

に次いで患者数が多く、また、アルツハイマー病同様加齢に伴い発症確率が上昇すること

も知られている。全世界に 100 万人を超える患者が存在すること、さらに、今後予想され

る世界的な高齢化の中患者数が増加すると予想されることから、発症機構の解明・根本治

療法の開発が急務となっている。 

以上を背景として、これまで多くの研究者がパーキンソン病の発症機構解明へ向けて研

究に従事してきた。そしてその研究過程で、DJ-1 とパーキンソン病の関連は示された。 

イタリアのある家系では、若年性のパーキンソン病患者が多数生まれることが知られて

いた。その家系がゲノム内に有していたのが、DJ-1 の L166P 変異である[2]。その後この

変異によってDJ-1が大きく不安定化され、細胞内のDJ-1の発現量が大きく減少すること、

またDJ-1をノックアウトしたマウスはパーキンソン病様の症状を示す毒物への感受性が増

大することが突き止められ[8]、DJ-1 はパーキンソン病の進行を抑制するうえで重要な役割

を果たしていると推定されている。 

特にノックアウトマウスで観察された毒物感受性の増大は、DJ-1 の機能を解析するうえ

で大きな示唆を与えた。その報告内で用いられた毒物は MPTP と呼ばれる農薬であり、神

経細胞内のミトコンドリアに作用し、強い酸化ストレスを与えるものだった。MPTP は細

胞死を引き起こし、最終的にパーキンソン病様の症状をもたらす。 

DJ-1 が本化合物の毒性を抑制することから、DJ-1 は酸化ストレスを抑制することにより

パーキンソン病の進行を抑制していると考えられる[9][10][11]。この知見は、過剰な酸化ス

トレスが老化やパーキンソン病の進行を加速するという既存の報告とも合致しており、

DJ-1 の機能解析において重要な礎石となっている[12][13][14]。 
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1-1-2 癌 

同定当初 DJ-1 は原がん遺伝子と考えられていた[1]。実際、その後の研究により DJ-1 は

癌の細胞生存に強い影響を与えることが示唆されている[15][16]。 

癌とは、ゲノム内の変異や細胞内のシグナル伝達の乱れによって細胞の増殖調節機構が

障害され、結果細胞の異常増殖を起こす病気である。多くの先進諸国では心臓病などと並

び主要な死因の一つとなっており、治療法は確立していない。また癌もパーキンソン病と

同様加齢によって発病率が上昇することが知られており、今後の高齢化社会に向けて治療

法の確立が待たれる疾患の一つである[17][18]。 

現在、DJ-1 は癌の細胞生存において重要な役割を担っていると考えられている。 

癌細胞は活発な細胞増殖を特徴とする。そのためミトコンドリア内の代謝サイクルも活

発に働いている。だがこの代謝サイクルは、副産物として細胞内で多量の酸化ストレス物

質を生産することが、知られている[19]。 

先の項で記したように、DJ-1 は細胞内の酸化ストレスの緩和に大きな役割を果たし、パ

ーキンソン病を防ぐ[20]。この機能が癌の場合では悪性化へとつながると考えられている。 

つまり DJ-1 は、ミトコンドリアから発生した酸化ストレスを緩和することで、癌細胞の

生存に貢献する。その仮説を支持するように、多くの癌において DJ-1 は発現が増強してい

ることが示されており、また、癌細胞内の DJ-1 を抑制することで癌細胞の酸化ストレスへ

の感受性が増大し、細胞死が誘発されることが近年示された[16][21]。  

 

これらの報告・仮説に基づき、現在 DJ-1 は、パーキンソン病と酸化ストレスの関連を調

べるための足掛かりとして、また癌治療標的分子として注目を集めている[6]。 
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1-2 DJ-1 の生化学的特性 

1-2-0 概要 

前節(1-1)では、これまでに報告された DJ-1 が関与する疾患について記述した。本節では、

DJ-1 の生化学的特性(構造・物性・機能)を、上記疾患の作用機序とも関連させながら記述

する。 

1-2-1 DJ-1 の構造・物性 

まず DJ-1 の一次構造、すなわちアミノ酸配列に関して述べる。 

アミノ酸総数は 189 個である。推定分子量は一分子あたり約 20 kDa であり、蛋白質とし

ては決して大きなものではない。 

配列に関しては、DJ-1 は大腸菌からヒトまで比較的多くの種で保存されており、細胞内

でなんらかの重要な役割を果たしていることがうかがえる[22][23][24][25]。いくつかの残

基では高い保存性が見られ、特に保存性が高いのは、ヒトの Cys106 残基にあたる Cys 残

基である。 

続いて三次構造に関して述べる。 

これまでの DJ-1 の研究結果から、DJ-1 は以下のような構造をしていると現在考えられ

ている。[24][26][27][28] 
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Figure 1-1 DJ-1 の構造(PDB ID:1SOA) 

DJ-1 は二量体を形成しており、シアン、水色それぞれがプロトマーを表す。 

 

上記の図は結晶構造であるが、円二色性偏光などの解析の結果とも合致することから溶

液中の構造も同様と推定される[29][30]。 

特筆すべきは DJ-1 が結晶構造中で二量体構造を組んでいることである。サイズ排除クロ

マトグラフィー(SEC)、免疫沈降法から DJ-1 は溶液中でも二量体を組むことが示されてお

り(たとえば SEC の DJ-1 の溶出位置は 40 kDa に当たる位置である。なお SEC は分子を

分子量に従って分画する精製・分析手法である)、これは結晶構造という高濃度蛋白質存在

下のみの現象ではない[31][32]。 

そして DJ-1 の二量体化は、疾病に対しても重要な影響を与える。 

前節(1-1)で既述したように、家族性パーキンソン病を罹患している家系の一部では、DJ-1

に変異が観察される。この変異は DJ-1 の C 末端付近に位置する Leu166 残基が Pro 残基

に変異したものであり、DJ-1 の二量体化を妨げ、安定性を大幅に低下させることが知られ

ている。そして不安定化の影響でDJ-1の細胞内発現量は減少し、パーキンソン病へと至る。

つまり二量体化によって DJ-1 は安定化され、本来の機能を発揮できるように設計されてい

る。[31][32] 
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Figure 1-02 SEC から算出された DJ-1 の分子量 

SEC の結果から、野生型(WT)は 38 kDa の位置に、家族性パーキンソン病を引き起こす

変異体(L166P)は 19 kDa の位置に溶出された。DJ-1 のプロトマーの分子量は約 20 kDa で

あることからそれぞれ二量体、単量体にあたると考えられ、この結果は DJ-1 の機能と二量

体化が密接に関連していることを示している[31]。 

 

 

また、詳細は 3 章で記述するが、DJ-1 の二量体化はもっと積極的に機能に関わるという

仮説も提出されている[33]。その仮説によれば、DJ-1 は本来プロテアーゼとしての機能を

有しているが、プロトマーが二量体化することによってプロテアーゼ活性が抑制されてお

り、C 末端の切断によって単量体になるとプロテアーゼ活性を発揮する。 

以上 DJ-1 の構造・物性上の特徴を述べた。これらの中でも、保存性が高い Cys106 残基

の存在と、二量体化が疾患に関わる顕著な特徴である。続く DJ-1 の機能に関して述べた節

でも、これらの特徴に触れつつ過去の報告に関して概略を記す。 
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1-2-2 DJ-1 の機能 

物性解析とは対照的に、DJ-1 の生化学的機能に関しては現在決定されていない。 

仮説が提案されていないためでなく、仮説は数多く提案されているが、それらの再現性

が確認されないものが多いためである。 

ただしそれらの仮説の中に共通している点がいくつかある[20][34][35][36]。 

 

①DJ-1 は細胞死を抑制する働きがある。 

②DJ-1 による細胞死抑制に Cys106 残基が非常に重要な働きをしている。 

③酸化ストレスにより DJ-1 は細胞質からミトコンドリアへと移行する。 

 

以下、これまでに提案された仮説の中でも、特に多くの研究者によって検証されている

ものに関して、上記 3 点と関連付けながら簡単に説明する。 

 

1.プロテアーゼ仮説 

本仮説は DJ-1 がプロテアーゼ活性を発揮することにより、酸化ストレスによって誘導さ

れた凝集蛋白質を取り除くという仮説である[33][37][38]。 

この仮説は、DJ-1の大腸菌ホモログであるHSP31がプロテアーゼ活性をもつことから、

提唱された[39]。 

本仮説では DJ-1 は不要な凝集蛋白質を破壊する役割を果たすとされる。提案されている

細胞死抑制のメカニズムは以下のようなものである。 

ミトコンドリアなどから発生した過剰な酸化ストレスは、様々な蛋白質分子を無秩序に

変性させる[40]。無秩序に変性した蛋白質は最終的に細胞死へとつながる。DJ-1 は Cys106

を中心とした触媒ポケットによって変性した蛋白質をとらえ、プロテアーゼ活性で分解し、

細胞死を抑制する。 
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この仮説は、HSP31 の触媒 3 残基が DJ-1 内でも保存されていること、HSP31、DJ-1

ともにプロテアーゼ活性を有するという報告があることを主な理由として、支持されてい

る。 

 

 

Figure 1-03 DJ-1 の触媒 3 残基 

DJ-1 の一次構造内でも特に配列保存性が高い 3 残基。これら 3 残基は、典型的なシステ

インプロテアーゼの触媒残基と同じ構成であり、DJ-1 ホモログである HSP31 はこれら 3

残基を触媒残基としてプロテアーゼ活性を示す。しかし DJ-1 については、プロテアーゼ活

性を示すには配向が異なるとも提起されている。 

 

しかしこの仮説に反対する研究者もいる。反対する主な理由は、HSP31 はプロテアーゼ

活性を有するが、DJ-1 はプロテアーゼ活性を有していないという報告もまた存在すること

[24]、そして触媒 3 残基に対応する DJ-1 内の 3 つの残基の中の 1 つ、His126 残基が、プ

ロテアーゼ活性を発揮するには不適切な配向をしているためである[28][26]。 

近年この点を補足する仮説が提出された。それは、His126 残基の配向と、DJ-1 の二量

体化が関係するというものである[33]。 

DJ-1 は二量体化することにより、下図のように C 末端領域と His126 残基が接近する。 
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Figure 1-04 C 末端(太く表示)と His126 の位置関係 

DJ-1 の二量体構造のリボン図。シアン、水色はそれぞれプロトマーを示す。プロテアー

ゼ活性を調節するとされる C 末端、His126 は太く表示してある。 

 

その仮説によれば、この接近により His126 と C 末端領域の Pro184 残基が相互作用し、

His126 が固定される。しかし C 末端領域を切断すると His126 残基はプロテアーゼ様の配

向となり、活性が上昇するというものである。 

この仮説を支持する結果として、C 末端領域を切断することにより DJ-1 のプロテアーゼ

活性が向上すること、さらに培養細胞内の DJ-1 の一部の C 末端領域が切断されていること

が報告されている。 

以上のように、DJ-1 のプロテアーゼ仮説の生体内での重要性に関しては現在も激しい議

論が行われている。 

 

2.金属結合仮説 

本仮説は、DJ-1 が銅と結合することにより銅毒性を防ぎ、細胞死を抑制するというもの

である[41][42][43] 。 
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本仮説は、パーキンソン病患者の脳中では銅が過剰であるという知見に基づき提案され

ている。提案されているパーキンソン病抑制・細胞死抑制メカニズムは以下のようなもの

である。 

銅は生体内の化学反応に必須であるが、過剰な遊離銅は、その高い反応性によって毒性

を示す。そのため、生体内では銅は蛋白質と結合した形で貯蔵されている。しかし過剰な

酸化ストレスは蛋白質を変性させ、銅の遊離を促す。パーキンソン病患者は健常人と比べ

脳内に銅が蓄積しているため、酸化ストレスの影響が大きい。 

それに対して DJ-1 は、二重の方法によって酸化ストレスを防ぎ、細胞死を抑制する。ま

ず Cys106 残基を介して酸化ストレスによって放出された銅を捕え、毒性を防ぐ。さらに、

銅を捕えた DJ-1 は、酵素活性に銅を必須とする Super Oxide Dismutase(SOD)と相互作用

し、銅を渡す。SOD は酸化ストレスを緩和することが知られた酵素であり、DJ-1 から銅を

渡されることで酸化ストレス防止活性を発揮する。 

この仮説は、パーキンソン病で得られた経験事実を説明すること、さらに Cys106 が銅と

結合することが結晶構造中で確認されたことなどにより支持されている。 

 

 

Figure 1-05 DJ-1 と銅の共結晶構造 

銅原子(茶色の球)に対して、Cys106 と Glu18 が配位している。[41] 
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ただしこの仮説に関しても、プロテアーゼ仮説同様、疑問点は指摘されている。DJ-1 と

銅の in vitro での解離平衡定数 KDは 400 μM であり、非常に親和性は弱い[41]。放出され

ると考えられる遊離銅の濃度は pM~fM のオーダーであるため、DJ-1 の弱い親和性では結

合できない可能性がある。 

 

3.グリオキシラーゼ仮説 

本仮説は、DJ-1 はミトコンドリアの代謝サイクルの副産物である毒性物質グリオキサー

ルを分解することにより、細胞死を抑制するというものである[44][45]。 

この仮説は、DJ-1 の大腸菌ホモログである HSP31 がグリオキサール分解活性、すなわ

ちグリオキシラーゼ活性をもつことから、提案された[46]。 

提案されている細胞死抑制メカニズムは以下のようなものである。 

酸化ストレスによって、ミトコンドリア解糖系で利用されるべきグルコースが酸化され、

メチルグリオキサールへと変わる。メチルグリオキサールは種々の蛋白質と反応、変性さ

せ、最終的に細胞死へと至らしめることが知られている。 

DJ-1 はグリオキサールを以下のような機構によって分解し、毒性を防ぐ。 

 

Figure1-06 提案された Glyoxal 分解機構 

Arabidopsis thaliana の DJ-1 ホモログの Glyoxalase 活性機構の概略図。Cys120 がメチ

ルグリオキサールに共有結合し、Glu19 がプロトンを引き抜く。 
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その後 H121 による補助を受けながら、D 体の乳酸が反応産物として生成される。[45] 

 

この仮説は、反応中間体に類似していると考えられる結晶構造が得られていること、さ

らに線虫を用いた実験で、DJ-1 をノックアウトした場合グリオキサールへの耐性が弱化す

ることなどから支持されている。 

ただし、本仮説に関してもプロテアーゼ仮説同様、反例となる報告があり、生体内での

重要性に関して議論は分かれている[47]。 

その他にも種々の転写因子の活性化、シャペロン能など、DJ-1 に関しては数多くの機能

が提案されている[48][30]。現在、それらの中でいずれの機能が細胞内で致命的な役割を果

たしているのかははっきりしていない。 

 

1-3 研究目的と概要 

1-3-1 研究目的 

以上述べたように、DJ-1 に関しては疫学、分子生物学、生化学等の観点から多くの研究

がなされてきた。そして DJ-1 がパーキンソン病、癌など重要な疾患に関与していること、

酸化ストレスによる細胞死の抑制に重要であること、多くの生化学的機能を有している可

能性があることが判明した。 

そこから浮かんでくるのは以下のような疑問である。 

 

①DJ-1 のいずれの機能が、どのようにパーキンソン病等の疾患に関わっているのか 

②DJ-1 は薬剤標的蛋白質として有望か否か 

 

これらの 2 つの問題点を解決するための糸口となる可能性があるのが、DJ-1 の小分子阻
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害剤である。 

まず①であるが、これまで報告されてきた細胞、もしくは動物実験は、すべて siRNA も

しくはノックアウト等の遺伝子改変手法により、DJ-1 の機能を阻害し、結果を解析してい

る。機能解析には小分子阻害剤は用いられていない。 

しかし過去の知見によると、小分子阻害剤による阻害と、遺伝子改変手法による阻害が

違う実験結果をもたらし、それを詳細に解析することで蛋白質の機能の解明に至ったこと

はままある[49]。 

だが現時点では DJ-1 の機能を阻害する小分子阻害剤は開発されておらず、上記のような

解析を行うためには、DJ-1 を標的とした阻害剤の開発が必須となる。 

また、②に関しても、どのような疾患を標的とするにせよ、薬剤標的蛋白質としての評

価にはモデル動物を用いた in vivo 実験が不可欠であり、そのためには阻害剤が必要となる。 

このような背景から、本研究の目的を、DJ-1 機能阻害剤の探索とした。 

1-3-1 概要 

小分子阻害剤により DJ-1 の機能を阻害するためには、以下の 2 種類の課題を解決する必

要がある。 

 

①DJ-1 に特異的に結合する小分子の同定 

②得られた小分子による DJ-1 の機能阻害の確認 

 

課題①に関しては、主に第 2 章および第 4 章で述べる。これらの章では、DJ-1 に結合す

る小分子のスクリーニング(第 2 章)、得られたスクリーニング化合物の伸長(第 3 章)につい

て記載する。 

課題②に関しては、主に第 3 章および第 4 章で述べる。これらの章では、スクリーニン

グにより同定された化合物の機能阻害の確認(第 3 章)、伸長化合物の機能阻害の確認(第 4
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章)に関して述べる。 

第 2 章で記すスクリーニングの結果、DJ-1 に結合する化合物として、生体内に存在する

化合物 Isatin が得られた。これはパーキンソン病患者の尿中で増加する小分子であること

が知られており、生体内でも実際に DJ-1 の働きを制御している可能性がある。 

第 3 章では、まず DJ-1 の現在提案されている代表的な DJ-1 の機能について検証し、そ

の中で最も信頼性が高いと考えられたグリオキシラーゼ活性に関して、Isatin による阻害を

確認した。結果 Isatin は DJ-1 のグリオキシラーゼ活性を阻害した。 

第 4 章では、Isatin の構造に基づいて化合物の伸長を行い、さらに伸長化合物による DJ-1

グリオキシラーゼ活性の阻害を確認した。結果 KD=90 nM の阻害剤が得られ、阻害活性

(IC50)もそれに準ずるものとなった。 

本研究により、通常の細胞アッセイ等で用いるには十分な DJ-1 機能阻害剤が得られた。

この化合物はリード化合物として用いるにも十分な活性と物性を兼ね備えたものであると

考えられる。 
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第 2 章 
DJ-1 結合小分子の同定 
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2-0 概要 

 本章ではスクリーニングによる DJ-1 結合小分子の同定に関して述べる。 

 通常行われるハイスループットスクリーニングでは、酵素活性など高速で処理可能なア

ッセイ系を用いてライブラリ内の各種化合物の阻害活性を測定し、阻害剤を探索するが、

DJ-1 に関してはスクリーニング開始当初再現性の高い酵素活性が報告されていなかったた

め、ハイスループットスクリーニング系を立ち上げられなかった。 

 そこで DJ-1 の活性部位と考えられている Cys106 への小分子の結合を、物理化学的手法

により直接同定し、その小分子を基に親和性の高い化合物を得ることを計画した。 

 本スクリーニング系で用いる物理化学的手法は表面プラズモン共鳴法(SPR)である。これ

はチップ表面上の質量変化をシグナルとしてとらえる手法であり、検出感度の高さ、スル

ープット性が中程度であることなどから今回行う物理化学的スクリーニングに適している

と考えられた[50]。 

 化合物ライブラリとしてはフラグメントライブラリを用いることとした。フラグメント

ライブラリは通常用いられるハイスループットスクリーニング用ライブラリ(分子量

300~400 Daの化合物中心)よりも分子量が小さい化合物(分子量150~250 Daの化合物中心)

によって構成されたライブラリであり、通常のライブラリよりも少ない化合物数で広いケ

ミカルスペースを探索可能なライブラリである。化合物数が少ないことから、表面プラズ

モン共鳴法のスループット性の低さを補うことが可能となる[51][52]。 

 スクリーニングにより小分子を同定したのち、その結合を等温滴定型熱量測定法(ITC)と

共結晶構造解析により検証した。 

ITC は横軸に滴定量を、縦軸に結合に伴う発熱量をプロットする手法であり、小分子の

蛋白質への結合の熱力学パラメータ(KD, ∆H, ∆S, 結合比)を精度よく得られる[53][54]。必

要な蛋白質量も多いがその分信頼性も高く、化合物の結合の検証を行う二次スクリーニン

グに適した手法である。 
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共結晶構造解析は蛋白質上の化合物結合箇所を同定するために行う手法であり、相互作

用の様子を原子レベルの解像度で解析することが可能となる。 

 本章では、SPR にフラグメントライブラリを組み合わせた一次スクリーニングと、ITC

と結晶構造解析による二次スクリーニングに関して記す。 

 

2-1 蛋白質の調製  

2-1-0 概要 

本節ではスクリーニング実験中に用いた蛋白質の調製法を述べる。 

本節で用いた蛋白質は His-tag 付加 DJ-1 野生型(HisDJ-1WT)、DJ-1 野生型(DJ-1WT)

である。各種蛋白質は主に大腸菌で発現させたのち、アフィニティークロマトグラフィー、

サイズ排除クロマトグラフィーを用いて精製した。 

最終的な精製度は SDS-PAGE により確認した。 

- 

2-1-1 実験手順 

2-1-1-1 DJ-1 発現用ベクター 

最初に、各種蛋白質の発現プラスミドの作成について述べる。 

プラスミドは pET28vector を基にして作成した。作成したベクターの概要は以下のとお

りである。 
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Figure 2-01 発現ベクターの概略図 

Kan はカナマイシン耐性遺伝子、T7Pro は T7 プロモーター、6 X His はヘキサヒスチジ

ンタグ、TEV site は Tobacco Etch Virus Protease 切断サイト、 

T7Ter は T7 ターミネーターを表す。 

 

DJ-1 のアミノ酸配列 

M A S K R A L V I L A K G A E E M E T V I P V D V M R R A G I K V T V A G L A G K D P V Q C S R D V V I C P 

D A S L E D A K K E G P Y D V V V L P G G N L G A Q N L S E S A A V K E I L K E Q E N R K G L I A A I C A G P T 

A L L A H E I G F G S K V T T H P L A K D K M M N G G H Y T Y S E N R V E K D G L I L T S R G P G T S F E F A 

L A I V E A L N G K E V A A Q V K A P L V L K D 

 

本ベクターを作成する際には、まず変異体導入により Pet28b の T7 プロモーター下流に

His-tag および TEV プロテアーゼ切断配列を導入し、その後 5’末端に BamHI サイト、3’

末端に XhoI サイトを付加した各種 DJ-1 塩基配列を PCR によって増幅、制限酵素とリガ

ーゼを用いてベクター内に挿入した。BamHI サイトをアミノ酸配列へと翻訳するとグリシ
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ン-セリンとなるが、このグリシンが TEV プロテアーゼ認識配列の C 末端のグリシン-セリ

ンと重なるようにした。結果、TEV プロテアーゼによる His-Tag 切断後の DJ-1 の N 末端

にはグリシン-セリンのみが余分な残基として付加されることになった。 

 

2-1-1-2 各種 DJ-1 の発現 

このようにして得られたベクターを用い、DJ-1 を BL21(DE3)内にて強制発現させた。 

ヒートショック法により DJ-1 ベクターを大腸菌内に導入、カナマイシン 50 μg/ml の LB

培地プレート上 37ºC 培養を行いコロニーを形成させた。 

同濃度抗生物質を添加した 3 mlLB 培地にて 37ºC しんとう培養を行い、およそ 12 時間

後、1 LLB 培地に菌を植え継いだ。 

37ºC しんとう培養を行い、OD600=0.5 となった時点で IPTG 0.5 mM で発現を誘導、そ

の後 20ºC 条件下でしんとう培養を行った。 

約 20 時間後、4ºC6000G10 分の遠心分離により菌体を回収した。 

回収した菌体を、1L の培地分につき 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM 

Imidazole, 1 mM DTT バッファ 50 ml でけん濁し、超音波により氷中で破砕した。ここで

Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーを行う予定であるにもかかわらず DTT を添加

しているのは、DJ-1 の Cys106 残基の酸化を防ぐためである。ただし DTT 濃度は 1 mM

と低濃度に抑え、Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーへの影響を防いでいる。 

破砕した菌体を、4ºC40000G30 分の遠心分離により不溶性画分と可溶性画分に分離、可

溶性画分のみを回収した。 

 

2-1-1-3 DJ-1 蛋白質の初期精製 

次に発現した蛋白質を Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。 
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カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどの遠心分離で得られた可溶性画分をカラムに注入し、フロースルー画分(下

図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

溶出時の A バッファと B バッファの gradient は、A バッファ:B バッファ=100:0 から A

バッファ:B バッファ=0:100 へと 50 ml で推移するように設定し、溶出画分を 5 ml ずつ回

収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml

ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お

よび精製度を確認した。(Fig.2-2) 

 

 

 

2-1-1-4 TEV プロテアーゼ処理による His-Tag の切断除去 

上記手法により得られた His-Tag 付き DJ-1 粗精製画分を TEV プロテアーゼ処理し、

His-Tag を除去した。ただし HisDJ-1 WT には本節の処理は行っていない。 

まず上記精製法により得られた画分中から純度よく DJ-1 が得られた画分を回収し、TEV
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プロテアーゼ 200 μg と混合した。 

4ºC20 mM Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl バッファ中で 16 時間透析後、サンプルを回

収し、Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーにより TEV-protease や切断後の

His-tag と、目的の DJ-1 蛋白質を分離した。分離の手順は以下のようなものである。 

カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどのTEVプロテアーゼ処理で得られた可溶性画分を 0.22 μmのフィルタでろ

過したものをカラムに注入し、フロースルー画分(下図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml

ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お

よび精製度を確認した。 

純度よく得られた画分を混合し、終濃度 10 mM となるよう DTT を加えたのち、4ºC で

一晩保存した。 

 

 

2-1-1-5 DJ-1 の最終精製 

His-tag 切断除去後に得られた画分のうち、フロースルー画分および洗浄画分を回収し、
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サイズ排除クロマトグラフィーにより最終精製を行った。 

用いたカラムは Hiload16/60 Superdex200prepgrade(GEhealthcare)で、4ºC20 mM 

Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl, 1 mM DTT バッファ条件下で行った。 

クロマトグラムは以下のようになった。 

得られた各画分について、50 μl 分を TCA 濃縮し、15%SDS-PAGE 上で電気泳動して精

製度を確認した。(Fig.2-4) 

純度よく二量体が得られた画分を混合し、終濃度 10 mMとなるよう 1 M DTTを添加後、

1 ml ずつ 1.5 ml チューブへ分注・-80ºC で凍結保存した。 

 

2-1-2 結果 

2-1-2-3 サイズ排除クロマトグラフィーによる最終精製 

 

 

Figure 2-02 DJ-1WT の SEC のクロマトグラフィー 

 

サイズ排除クロマトグラフィーによる最終精製では、二量体の位置に大きなピークが見

られた。SDS-PAGE の結果からもこのピークの蛋白質の純度は高いことがわかった。 

以上の精製手順により、高純度の DJ-1 を 1 L の培養培地あたり 100 mg 以上取得した。
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本章では今後ここで得られた蛋白質を用いる。 

 

2-2 SPR による一次スクリーニング 

2-2-0 概要 

本節では SPR を用いたフラグメントスクリーニングに関して記す。 

SPR を用いて 300 種類以上の化合物に関して結合を検出する一次スクリーニングは、24

時間以上の測定時間がかかり、その間蛋白質は高活性のまま保たれる必要がある。チップ

上での活性を保つためには、DJ-1 の構造を維持したまま固定化する手法が適していると考

えられる。 

通常用いられる CM5 チップへのアミンカップリング法では、共有結合の非特異性のため

蛋白質の構造が破壊されやすい。そこでチップ上への DJ-1 の固定化手法としては、抗

His-tag 抗体を介した Affinity-tag キャプチャー法を用いた。抗 His-tag 抗体を CM5 セン

サーチップ上にアミンカップリング法で固定化したのち、再び NHS/EDC 混合液で抗体を

活性化した。活性化された抗体上に HisDJ-1 WT を流し、キャプチャーと同時に共有結合

で固定化した。 

固定化した DJ-1 上に Zenobia フラグメントライブラリ 352 種類をそれぞれ流し、化合

物ごとの DJ-1 への結合を検出した。 

結果 DJ-1 に結合する小分子として Isatin が同定された。 

 

2-2-1 Surface Plasmon Resonance の測定原理 

表面プラズモン共鳴分析法(SPR)とは、チップ表面のプラズモン共鳴の変化を検出するこ

とによりチップ表面上の分子間相互作用を検出する手法である[53]。 

概略図は以下に示す。 
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Figure 2-03 SPR の測定原理の概略図[53] 

 

SPR では、まず水晶上に薄い金膜を蒸着させたセンサーチップを用意し、その金膜表面

にさらに標的蛋白質を固定する。標的蛋白質に結合する分子は流路を通って金膜及び標的

蛋白質と相互作用する。 

この状態で標的蛋白質を固定した金膜表面に、水晶側から光を照射、金膜表面上で反射

させると、光の一部が金膜表面の金原子に吸収され、表面プラズモンが発生することが知

られている。これが表面プラズモン共鳴である。 

そして表面プラズモン共鳴による吸光には角度依存性がある。つまり影が発生している。

この角度依存性は金膜上のごくわずかな質量変化と相関することが知られており、この影

の角度のずれを追跡することにより、標的蛋白質に分子が結合する様子を追跡することが

可能となる。図中では I が標的蛋白質のみが金膜上に存在する際のシグナル、II が標的分子

と結合分子の複合体が金膜上に存在する際のシグナルに対応している。 

2-2-2 実験手順 

2-2-2-1 DJ-1 の固定化 

まず CM5 センサーチップ上に抗 His-tag 抗体をアミンカップリング法で固定化した。 
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用いた装置は BiacoreT200(GE Healthcare)である。固定化バッファとしては 25 mM 

HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl ,5% Tween20 を用いた。流速は 10 μl/min である。

用いた抗体は Penta·His Antibody, BSA-free (QIAGEN)である。 

センサーチップ CM5(GE Healthcare)を装置に設置、EDC/NHS 混合溶液を 7 分間流し、

チップを活性化した。続いて 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl でバッファ交

換した Abs280=0.5 の抗 His-tag 抗体を、10 mM 酢酸ナトリウムバッファ(pH5.0)で 20 倍希

釈し、活性化したチップ上に 5 分間流した。最後にエタノールアミンによりチップを不活

性化した。 

続いて DJ-1 を抗体上に固定化する。 

まず HisDJ-1 WT を 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl に 4ºC で 16 時間透

析したものを用意する。EDC/NHS 混合溶液を抗体の固定されたチップ上に 2 分間流し、

抗体を活性化する。そこに透析した DJ-1 300 μM を 2 分間流し、最後にエタノールアミン

を 2 分間流して不活化した。 

2-2-2-2 ライブラリの情報 

本スクリーニングではフラグメントライブラリを用いる。 

用いたライブラリは Zenobia Fragment Library (Zenobia Therapeutics)である。本ライ

ブラリは分子量<200~250 Da, cLogP<2, H-Bond donors<2 という条件によって選定された

化合物 352 種類によって構成されている。ここに使われている cLogP とは計算で予測され

た化合物の脂溶性を指し、H-Bond donors は化合物内に存在する水素結合の電子供与を行

うことができる原子の数である。これらが大きくなればなるほど化合物の水への溶解性は

悪くなり、物性も扱いにくいものとなる傾向があることが知られている。 

本ライブラリの基準は、一般的なフラグメントライブラリの基準(分子量<200~250, 

cLogP<3, H-Bond donors<3)よりもさらに厳しい基準であり、このライブラリから選定され

た化合物は、物性が良く扱いやすい化合物が得られると期待される。 



32 
 

2-2-2-3 SPR によるスクリーニング 

ランニングバッファとしては 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 

0.005% Tween20, 5% DMSO バッファを用いた。流速は 30 μl/min である。 

次に化合物プレートを作成した。 

先ほど記載したライブラリを DMSO により 10 mM まで希釈し、娘プレートとする。娘

プレート内の化合物を、化合物を溶解している DMSO も含めて DMSO 濃度 5%、化合物最

終濃度 200 μM となるように 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 

0.005% Tween20 バッファを用いて希釈した。 

得られた化合物群をプレート(1 プレート 384 ウェル)に分注し、DJ-1 を固定化した流路

上に流した。この際、コンタクトタイムを 15 秒と比較的短めにとることで、非特異的な結

合を防いだ。さらにその際 Solvent correction を行うことで DMSO の濃度のずれによるシ

グナルの補正も行った。 

得られた結果は、BiacoreT200 (GE Healthcare)に標準的に備え付けられている Biacore 

evaluation software によって解析した。 

2-2-3 結果と考察 

DJ-1 に結合するフラグメント化合物を SPR によりスクリーニングしたところ、以下のよ

うな結果が得られた。 
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Figure2-04 スクリーニング結果(左)と Isatin の構造(右) 

スクリーニング結果は、横軸が化合物の ID、縦軸がシグナルの高さを示し、シグナルが

高いほど SPR 系で大きなシグナルを示したことを意味する。 

赤四角で示した点が、右で示した化合物 Isatin に対応する。 

 

この中でも赤い点で示した化合物にまず着目した。この化合物はその小さな分子量(149 

Da)にも関わらず比較的高いシグナルを示している。そこでこの分子構造に関して論文等を

調査したところ、これは Isatin と呼ばれる古くから知られる生体内分子であることが明ら

かとなった。 

さらにこの Isatinは、パーキンソン病治療薬の標的分子である MAO-Bを阻害すること、

パーキンソン病患者の尿中でこの Isatin の濃度が上昇していることなどが知られていた

[55][56]。 

本研究で標的としている DJ-1 は、パーキンソン病に関連する因子である。Isatin がパー

キンソン病に関与しているならば DJ-1 と何らかの関係があると判断し、この分子を二次ス

クリーニングへと進めた。 
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2-3 ITC、結晶構造解析、SPR による二次スクリーニング 

2-3-0 概要 

一次スクリーニングにより、DJ-1 に対して結合する化合物の候補として Isatin が選択さ

れた。しかし一次スクリーニングは一濃度の SPR のシグナルに基づくものであり、フォー

ルスポジティブも多く含まれていると考えられる。 

本章ではフォールスポジティブを除くために行った二種類のアッセイに関して記述する。 

まず一つ目は ITC である。ITC は結合に伴う発熱を検出する手法であり、結合に伴うチ

ップ上の質量変化を検出する SPR とは原理が全く異なる。原理が異なる二種類の手法で結

合が検出されたならば、その結合はより確からしいと考えられる。 

また測定に固定化を要さない点も SPR とは異なっており、この点からも ITC は、固定化

で非特異吸着を引き起こすことがある SPR の結果を補うのに適した手法であると考えられ

る。 

二つ目は結晶構造解析である。この手法は DJ-1 と化合物の共結晶を作製し、その結晶に

X 線を照射することで得られた回折像を解析することで、構造を決定する手法である。本手

法は極めて精度が高く、蛋白質上の構造変化を起こした箇所、化合物の結合箇所を原子レ

ベルの解像度で解析することが可能となる手法である。 

以上の解析から、DJ-1 は Isatin と 1:1 の量比で結合しており、その結合箇所は Cys106

周辺のポケットだった。さらに結合箇所を詳細に調べると、DJ-1 は Isatin のジケトン基と

共有結合していることが明らかとなった。 

溶液中の共有結合を確認するため、分光光度計により Isatin の環構造の崩れを吸光度の

変化により検出した。さらに共有結合の可逆性を調べるため、SPR を再び用いて、DJ-1 と

Isatin の結合を速度論的に測定した。 

上記の手法を用いて、DJ-1 と Isatin の結合を検証し、相互作用形式を精査した。結果
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Isatin は DJ-1 に対して、KD=3 μM というフラグメントとしてはかなり強力な結合を示し

た。その結合箇所は Cys106 周辺のポケットであり、ポケットの中心部の Cys106 とは共有

結合を結んでいた。そしてその共有結合は、可逆であることが示された。 

 

2-3-1 Isothermal  Titration Calorimetry の測定原理 

等温滴定型熱量測定(ITC)は、滴定シリンジ中に含まれる分子 A を、異なる分子 B で満た

されたサンプルセル中に滴下した際に観察される発熱量に基づいて、二分子間の相互作用

の平衡熱力学的パラメータを完全に算出する手法である[53]。 

測定装置は図のようになる。 

 

Figure 2-05 ITC の測定装置の概略図[53] 

 

測定装置内には二つのセルが用意されている。片方はリファレンスセル、残る片方がサ

ンプルセルである。装置内では両者の温度が一定かつ等しくなるように絶えず電力を供給
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している。 

リファレンスセルは絶えず一定の電力を供与されている。しかしサンプルセルは異なる。

シリンジからサンプルセル内にサンプルを滴下すると、結合した分子数に正比例した熱が

発生する。サンプルセル内の温度を一定に保つためには、発生した熱量分だけ、サンプル

セル内に加えるべき電力が減少する。すなわち、この減少した電力量から、サンプルセル

内で発生した熱量を逆算することが可能となる。これが ITC の装置測定原理である。 

サンプルシリンジから少量のサンプルを一定時間ごとにサンプルセルに滴下した場合、

サンプルセルに加えた熱量のプロットは、図のようになる。 

 

Figure 2-05 ITC の測定データ[53] 

 

このプロットの最大吸熱量が相互作用の ΔH に、傾きが最大となるモル比が結合比に、傾

きが結合平衡定数 Ka=1/KDに、それぞれ対応する。 

なお、結合比 1:1 の反応に関しては以下の式に基づいてプロットが解析される。 
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M X	 ←→ MX 

とする。 

Ka  

 

 

となる。 

XM 複合体の濃度変化と熱変化は以下の式で結ばれる。 

dQ d XM ∆  

ここで dQ は発熱量、ΔHoは相互作用の標準エンタルピー、Voはセル容積である。 

以上の式から次式が導かれる。 

1
∆

1
2

1
1
2 2

2 1 1
 

ここで r=1/(KaMtotal), Xr=Xtotal/Mtotalである。 

ITC により得られたパラメータ dQ/dXtotalとこの式に基づいて、各種熱力学的パラメータ

は近似計算される。 

2-3-2 実験手順 

2-3-2-0 概要 

ITC 測定・共結晶構造解析に際し、DJ-1 は His-tag を切除したものを用いた。 

ITC は、Cell 内に DJ-1 を、Syringe に Isatin を入れ、測定した。 

結晶構造解析は、まず DJ-1 の結晶を還元条件下で調製したのち、その結晶を Isatin を含

むバッファ内で静置することで DJ-1 結晶に Isatin を浸透させ、結合させた。共結晶に X

線を照射して得られた回折像を解析、立体構造を得た。 

SPR は、スクリーニング時と同様に固定化を行い、Isatin の濃度を変化させて相互作用
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を確認した。 

2-3-2-1 ITC による熱力学パラメータの算出 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25ºC 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。 

DJ-1WT を４ºC で 6 時間 PBS に透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したの

ち 0.1 mM となるよう、ろ過した透析外液で希釈した。回収した透析外液中に Isatin を超

音波破砕機を用いて溶解させ、1 mM とした。準備した DJ-1WT、Isatin をそれぞれ

Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、25˚C で測定を行った。 

2-3-2-2 共結晶構造解析 

まず DJ-1 の結晶を調製した。 

DJ-1WT を 5 mM DTT、10 mM リン酸カリウムバッファ (pH 7.0)で 4 ºC 16 時間透析

し、バッファを交換した。DJ-1 を 20 mg/ ml に遠心濃縮し、濃縮した DJ-1 と結晶化用バ

ッファを 2 μl:2 μl の割合で混合、ハンギングドロップ法で 25ºC 中で結晶化した。結晶化用

バッファには 200 mM クエン酸ナトリウム, 100 mM Tris-HCl, 30% PEG400, 5 mM DTT 

(pH 8.5)バッファを用いた。 

調製した結晶を、180 mM クエン酸ナトリウム, 90 mM Tris-HCl, 27% PEG400, 10% 

DMSO, 2 mM Isatin 中にソーキングし、DJ-1 結晶に Isatin を浸透させた。 

得られた結晶にフォトンファクトリー(筑波)の BL5A ビームラインで X 線を照射した。

取得したデータからの立体構造の描像は CCP4 および COOT を用いて行った。 

2-3-2-3 分光光度計測定 

 DJ-1WT を 4ºC で 16 時間透析し、バッファを置換する。DJ-1WT を回収後、Isatin を濃

度 2 mM となるように透析外液である PBS に懸濁、溶解する。その後 DJ-1 / Isatin がそれ

ぞれ終濃度 20 μM / 10 μM, 20 μM / 0 μM, 0 μM / 10 μM となるように混合し、10 mm セ
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ルへとつめる。波長 500 nm から 250 nm まで、吸光度を測定した。 

2-3-2-4 SPR 測定 

固定化は以下のように行った。 

まず CM5 センサーチップ上に抗 His-tag 抗体をアミンカップリング法で固定化した。 

用いた装置は BiacoreT200(GE Healthcare)である。固定化バッファとしては 25 mM 

HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl ,5% Tween20 を用いた。流速は 10 μl/min である。

用いた抗体は Penta·His Antibody, BSA-free (QIAGEN)である。 

センサーチップ CM5(GE Healthcare)を装置に設置、EDC/NHS 混合溶液を 7 分間流し、

チップを活性化した。続いて 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl でバッファ交

換した Abs280=0.5 の抗 His-tag 抗体を、10 mM 酢酸ナトリウムバッファ(pH5.0)で 20 倍希

釈し、活性化したチップ上に 5 分間流した。最後にエタノールアミンによりチップを不活

性化した。 

続いて DJ-1 を抗体上に固定化する。 

まず HisDJ-1 WT を 25 mM HEPES-NaOH(pH7.4), 150 mM NaCl に 4ºC で 16 時間透

析したものを用意する。EDC/NHS 混合溶液を抗体の固定されたチップ上に 2 分間流し、

抗体を活性化する。そこに透析した DJ-1 300 μM を 2 分間流し、最後にエタノールアミン

を 2 分間流して不活化した。 

実測定は以下のように行った。 

ランニングバッファとしては PBS, 0.005% Tween20, 5% DMSO バッファを用いた。流

速は 30 μl/min である。 

秤量した Isatin をランニングバッファに溶解・希釈し、希釈系列を作製したのち、固定

化した DJ-1 上に薄い順に流した。希釈系列は 20,10, 5, 2.5, 1.3, 0.63, 0.32 μM である。 
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2-3-3 結果と考察 

2-3-3-1 DJ-1-Isatin 間相互作用の熱力学パラメータ 

ITC 測定により、DJ-1 と Isatin 間の親和性を測定し、相互作用の熱力学的パラメータを

明らかにした。 

 

 

Figure 2-06 DJ-1 と Isatin 間の相互作用の ITC の結果 

傾きから算出された親和性は、KD = 2.5 μM である。 

 

KD (μM) ΔH (kcal) -TΔS (kcal) N 

2.5±0.1 -10.4±0.1 2.8±0.1 1.1±0.1 

Table 2-01 ITC の結果のまとめ。エラーはフィッティングエラーである。 

 

結果、DJ-1 は KD=2.5 μM というフラグメント化合物としては非常に高い親和性を示し

た。これは溶液状態であるため、SPR で検出されたシグナルは固定化条件特有のものでは

ない。 

反応に伴う発熱量は大きい。これは大きなエンタルピーを与える相互作用が DJ-1 と
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Isatin 間で働いていると考えられる。 

2-3-3-2 共結晶構造 

ITC の結果を受け、Isatin と DJ-1 の共結晶構造解析を試みた。 

結果は以下のようになった。 
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Figure 2-07 Isatin と DJ-1 の共結晶構造。 

第一段:DJ-1 と Isatin 複合体の全体構造。 

各々のプロトマー(シアン、水色)に対して、一つの Isatin(緑色)が結合している 

第二段:結合した Isatin 周辺の構造。 

第三段:WinCoot により表示した電子密度図。 

青い線は、モデル構造から予測された電子密度と実際に観測された電子密度の差が小さ

いことを、赤い線はモデル構造から予測された電子密度よりも実際に観測された電子密度

が少ないことを示す。 
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下段:Isatin と DJ-1 の相互作用の模式図(MOE により描像)。緑いろの点線は側鎖原子が

水素結合を、青色の点線は主鎖原子が水素結合を結んでいることを示す。 

His126 の位置から伸びているのは、π-π相互作用である。 
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Title WT Isatin
Protein DJ-1

Collection
PDB ID ---
Source PF-BL5A

Space Group P 31 2 1

Cell Dimensions
     a,b,c (Å)

     α, β, γ (deg)

 75.10    75.10     75.25
 90.00    90.00   120.00

Wavelength 1.0000

Resolution (Å) 29.9 (1.39)

Total Observations 480,396 (39,400)

Unique Observations 48,912 (6,365)

Completeness (%) 98.3 (89.3)

Multiplicity 9.8 (6.2)

Rmerge 0.081 (0.685)

I/σI 16.6 (2.4)

Refinement
Resolution (Å) 29.9 (1.39)

Rwork/Rfree (%) 11.4 / 13.7

Number of molecules
     protein 1

     ligand 1

Number of atoms
     protein 1,429

     ligand 11

     other (not solvent) 20

     solvent 224

B-Factors (Å2)
     protein 17.3

     ligand 17.4

     other (not solvent) 27.4

     solvent 23.9

rmsd bond length (Å) 0.024

rmsd bond angle (o) 2.52

Ramachandran
     Core (%) 97.5

     Allowed (%) 1.9

     Disallowed (%) 0.6

Molecules in ASU 1
Solvent Content 60.1

Crystallization

Solution
200 mM Sodium citrate, 100
mM TRIS-HCl, pH 8.5, 30%
PEG 400 (Hampton CS#13)

Drop Size 4

Ratio (prot:ppt) Variable

Cryo none
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結晶構造中では Isatin 由来の電子雲ははっきりと観察された。 

特筆すべきは、Cys106 と Isatin 間の相互作用である。C-S 間の距離(1.9 Ǻ)が共有結合半

径(C,S それぞれ 0.77 Ǻ,1.02 Ǻ)の和に近いこと、結合した Isatin の平面性が崩れているこ

となどから、Cys106 と Isatin 間の結合は共有結合であると考えられる。 

その他に特徴的な相互作用として、Glu18 残基との間に形成された非常に短い水素結合

がある。これは通常 2.8~3.0 Ǻである水素結合と異なり、2.5 Ǻと明らかに短かった。この

水素結合間の距離は低障壁水素結合と呼ばれるものに近く、安定化に大きく寄与している

と考えられる。このことから、Isatin と DJ-1 間の強い相互作用に Glu18 が大きな寄与を

していると推測される。 

実際、共有結合エネルギーの面から考えると、C=O 結合の ΔH が 178 kcal/mol, C-O 結

合が 85.5 kcal/mol, C-S 結合が 65 kcal/mol であることから、今回の共有結合の形成は

(178-85.5-65) kcal/mol、つまり 27.5 kcal/mol 分だけ吸熱的であるはずだが、ITC の結果か

らは今回はむしろ強い発熱が見られた。Glu18-Isatin 間の水素結合が仮に低障壁水素結合

であれば約 20 kcal/mol の発熱の上乗せが予想され、それ以外の π-π相互作用などの関与も

含めれば、これらの発熱の大部分は説明が可能となる。逆にこの短い水素結合が結合に寄

与していないとすれば、今回の ITC の大きな発熱は予想しがたいものとなる。このことか

ら、今回の結合には、Glu18 という DJ-1 ホモログ内で保存された残基が、大きな寄与を果

たしていると考えられる。 

その他の相互作用として His126 との間に形成された ππ相互作用も大きな寄与を果たし

ていると考えられる。His126 のイミダゾール環は Isatin の環構造からわずかに中心をずら

しつつ平行に並んでおり、強力な ππ相互作用が形成されていると思われる。 

なお、MOE 上では Asn76 との水素結合も検出されているが、Isatin の-NH は Isatin の

環構造と同平面にあるにもかかわらず、Asn76 は Isatin の環構造が形成する平面からわず
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かにずれて位置していることから、強い水素結合ではないと考えられる。 

以上 Isatin は、DJ-1 の中でも保存性の高い 3 残基(Cys106, Glu18, His126)全てを最大

限に活用して、DJ-1 に結合している。 

2-3-3-3 分光光度計による Isatin 平面構造の崩れの測定 

 前節の結果から、結晶構造中では DJ-1 が Cys106 と共有結合していることが明らかとな

った。しかし、結晶構造中では DJ-1 の濃度が非常に高く、溶液中とは異なる環境であると

考えられ、DJ-1 と Isatin 間の共有結合が溶液中で生じているかどうかは検証の余地が残っ

ている。 

 Isatin が DJ-1 と共有結合を形成した際、Isatin の平面構造が崩れ、吸光ピークが変化す

ると予想された。このことを利用し、溶液中での DJ-1 と Isatin 間の共有結合の形成を検出

した。 

 

 

 

Figure 2-08 吸光度測定による Isatin 平面構造の崩壊の追跡結果。 

横軸は波長、縦軸が各波長の吸光度を示す。 
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青色が Isatin のみ、緑色が Isatin と DJ-1 の混合溶液、橙色が DJ-1 のみの結果である。 

Isatin の吸光度曲線で観察されたピークが、DJ-1 と混合されることにより 

消失していることが判る。 

 

 結果は図のようになった。DJ-1 が Isatin にもともと存在していた 300 nm 近辺のピーク

が、DJ-1 と混合されることにより低下していることが判る。仮に結合後の Isatin の平面構

造の崩壊が-NH 部分にまで及び、Aniline に類似した紫外吸収を示すと仮定すると、Isatin

の 300 nm の吸光度は約 1/3 倍にまで低下すると予想される。ゆえにこの結果は溶液中でも

Isatin が平面構造を失っていること、つまり DJ-1 と共有結合していることを示していると

考えられる。 

 

2-3-3-4 SPR による相互作用解析 

結晶構造解析、吸光度測定から、Isatin と DJ-1 が共有結合していることが明らかとなっ

た。共有結合は通常の条件では可逆でないことがある。そこで SPR を用いることにより、

可逆性を検証した。 

 

 

Figure 2-09 SPR による解析結果。左が得られたデータ。 

右が濃度ごとのシグナルの高さををプロットしたもの. 

左の図の矢印は、それぞれ Isatin、バッファを添加したタイミングを示しており、 
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Isatin の添加によりシグナルが上昇し、 

バッファの添加によりシグナルが低下していることがわかる 

 

結果は図のようになっている。これを見ればわかるように、固定した DJ-1 上に Isatin

を流すとシグナルが上昇し、さらにそこにバッファを流すとシグナルが低下している。シ

グナルの上昇はチップ上の質量の増加を、シグナルの低下は質量の現象を意味することか

ら、Isatin はバッファを流すことによりチップ上の DJ-1 からすぐに離れている。 

つまり共有結合は可逆的であり、解離速度は非常に速いと考えられる。 

また、濃度ごとのシグナルの高さをプロットし、平衡値解析を行うと、SPR で測定され

た Isatin と DJ-1 間の親和性は KD=2.5 μM となり、これは ITC から算出された親和性と一

致した。このことから、SPR の固定系で測定された現象は ITC の溶液系で測定された現象

とほぼ同一であると予想される。 

2-4 第 2 章の総括 

本章では SPR を用いたフラグメントスクリーニングによって、DJ-1 結合化合物を取得し

た。スクリーニングにより選択された化合物は Isatin と呼ばれる古くから知られた生体内

小分子であり、この小分子 Isatin は、文献調査などからパーキンソン病と関連が深いこと

が既に報告されている[55][56][57][58]。特にパーキンソン病治療薬セレギリンの標的分子

MAO-B は、Isatin によって阻害されることが知られており、DJ-1 が Isatin と結合すると

いう本章の結果は興味深い。 

二次スクリーニングとして、ITC、結晶構造解析、SPR により Isatin と DJ-1 の結合を

検証した。ITC の結果から、DJ-1 と Isatin 間の親和性は KD=2.5 μM となり、この値は分

子量の小さなフラグメント化合物の示す親和性としては非常に強いものであった。反応は

発熱的なものだった。 

結晶構造解析から、Isatin と DJ-1 の相互作用形式が明らかになった。Isatin は DJ-1 の
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Cys106 と共有結合を形成し、そのほか DJ-1 のアミノ酸配列の中でも特に保存性が高い

Glu18、His126 等と特異的な非共有結合を形成していた。これは DJ-1 が進化的にも Isatin

との相互作用とともに進化している可能性を示唆している[22][25]。 

また、吸光度解析、SPR による解析から、DJ-1 と Isatin 間の共有結合は溶液中でも形成

され、しかも共有結合であるにもかかわらず可逆的であることが示された。 

本章の研究から、DJ-1 の Cys106 へ結合する小分子 Isatin が同定されたため、次章では、

Isatin により阻害される DJ-1 の機能を探索していく。 
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第 3 章 
DJ-1 の機能の検証 
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3-0 概要 

 第 2 章で Isatin が DJ-1 の Cys106 周辺ポケットと結合することが明らかになった。次は

結合が確認された Isatin が、DJ-1 のこれまでに報告された機能を阻害するか否かを検証す

る必要がある。 

 DJ-1 は過去の知見によりプロテアーゼ、グリオキシラーゼ、転写因子、金属との結合な

ど様々な機能に関与することが報告されてきた。本研究で同定した化合物が in vitroでDJ-1

の機能を阻害することを確認するためには、それらの機能の中から再現性良く試験可能な

機能を選択しなければならない 

本章では過去報告された DJ-1 の機能の中、代表的な 3 種の機能(プロテアーゼ、金属結

合活性、グリオキシラーゼ)について検証を行い、引き続いて最も再現よく検証されたグリ

オキシラーゼ活性に関して、Isatin による阻害の確認を行った。 

  

3-0-1 プロテアーゼ 

I のプロテアーゼ活性は、DJ-1 の構造がプロテアーゼファミリーに属することから提案

された機能であり、DJ-1 の研究の初期から提案され、過去幾度も検証された機能である。

ただし検証結果は論文によって異なり、現在も DJ-1 がプロテアーゼ活性を持つか否かにつ

いては結論が出ていない[33][37][38]。 

特に議論が分かれている論点は、DJ-1 の構造が実際にプロテアーゼファミリーに属する

か否かである。DJ-1 の活性部位と考えられているのは Glu18, Cys106, His126 の 3 残基で

あり、これはシステインプロテアーゼの典型的な触媒活性残基であるとされる。しかし DJ-1

の場合、この中の His126 の配向がシステインプロテアーゼとは異なる配向をなしており、

活性が疑問視されてきた[33]。 

本章ではこれらの論点(プロテアーゼ活性の有無・プロテアーゼ様構造の有無)に関して検
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証した。検証のために用いたのは、DJ-1 全長及びその C 末端欠損体である。後者の C 末端

欠損体は、既報[31]により全長よりもプロテアーゼ活性が高いと報告された蛋白質である。

過去の報告では、プロテアーゼ活性が向上した理由として、His126 残基を固定していた

Pro184 残基を除くことにより、His126 の配向が変化し、結果活性が向上したと結論して

いる。本章では、DJ-1 全長と欠損体の立体構造の比較、活性の比較などにより、DJ-1 のプ

ロテアーゼ活性・さらに C 末端の機能に関して検証した。 

3-0-2 金属結合活性 

II の金属結合活性は、DJ-1 がパーキンソン病に関連することから提案された機能である。 

パーキンソン病患者の脳内では遷移金属濃度が変化することが知られている。遷移金属

は過剰に存在するとき細胞に毒性を示すことが知られており、特に銅などは様々な神経変

性疾患と関連があると提案されている。 

過去の報告では、この銅の金属毒性が、DJ-1 によって軽減されると提案されてきた

[41][42][43]。提案されている機構は、以下のようなものである。パーキンソン病患者中で

は銅濃度が上昇することで酸化ストレスが誘発されている。DJ-1 はおおもとの銅と結合す

ることで酸化ストレスを防ぐという機構である。銅毒性の軽減に関与するとされるのは

Cys106 残基であり、これは結晶構造中でも確かめられている。Cys106 が DJ-1 の機能に

重要であることは多くの報告で一致している点であり、この点からも金属結合活性が DJ-1

の細胞保護機能の中核をなすという仮説は魅力的であると考えられる。 

本章ではDJ-1の各種遷移金属への金属結合活性および共結晶構造の解析結果に関して報

告する。 

3-0-3 グリオキシラーゼ 

これは DJ-1 に関して提案されている各種機能の中でも比較的新しい機能である。この機

能は DJ-1 の類縁蛋白質である HSP31 がグリオキシラーゼ活性を有することから提案され
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た機能であり、現在もその機能の重要性に関して研究が進められている[44][45][46]。 

この機能の注目すべき点は、本研究の 2 章で同定された DJ-1 のリガンド、Isatin がグリ

オキシラーゼ活性の基質と類似した構造を持つ点である。グリオキシラーゼ活性に関して

は中間体の結晶構造が既に解析されており、その構造は Isatin と DJ-1 の共結晶に類似した

点がいくつかある。C.elegans 内での活性の重要性なども検証されており、非常に信頼性の

高い仮説であると考えられる。 

本章では報告されている活性が再現するか否か、およびその反応速度定数を算出した。 

 

3-1 プロテアーゼ活性 

3-1-0 概要 

DJ-1 はプロテアーゼ活性を有しており、さらに C 末端を欠損させることで触媒残基の一

つ His126 の配向が変化し活性が向上すると提案されていた。これらの知見に基づき、本節

では DJ-1 の全長及び C 末端欠損体のプロテアーゼ活性の検証結果と、それに付随した

DJ-1C 末端の機能解析の結果に関して述べる。 

両蛋白質を大腸菌により発現・精製したのち、それらに関してプロテアーゼ活性を検証

した。検証の結果、両蛋白質共に強いプロテアーゼ活性は確認されなかったため、示差走

査型熱量測定法・サイズ排除クロマトグラフィーにより両蛋白質の物性を確認した。結晶

構造を解析・さらに得られた構造に基づいて分子動力学シミュレーション (MD シミュレー

ション)を行ったところ、DJ-1 の C 末端は His126 の配向には大きな影響を与えず、二量体

化に影響する可能性が高いことが明らかになった。 

3-1-1 蛋白質の調製 

3-1-1-0 概要 

本節では DJ-1 プロテアーゼ活性の検証に用いた蛋白質の調製法を述べる。 
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本節で用いた蛋白質は DJ-1 野生型(DJ-1WT)、DJ-1C 末端欠損体(DJ-1∆C)である。各種

蛋白質は主に大腸菌で発現させたのち、アフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除

クロマトグラフィーを用いて精製した。 

最終的な精製度は SDS-PAGE により確認した。 

3-1-1-1 実験手順 

3-1-1-1-1 DJ-1 発現用ベクター 

最初に、各種蛋白質の発現プラスミドの作成について述べる。 

プラスミドは、DJ-1WT に関しては第 2 章で記載したものを用いた。DJ-1∆C に関しては

pCold ベクターを基にして作成した。作成したベクターの概要は以下のとおりである。 

 

Figure 3-01 DJ-1ΔC のベクター概要 

Amp はアンピシリン耐性遺伝子、cspApro はコールドショックプロテインプロモーター、

6 X His はヘキサヒスチジンタグ、 

SUMO は SUMO-tag を表す。 

 

DJ-1ΔC の配列 

M A S K R A L V I L A K G A E E M E T V I P V D V M R R A G I K V T V A G L A G K D P V Q C S R D V V I C P 

D A S L E D A K K E G P Y D V V V L P G G N L G A Q N L S E S A A V K E I L K E Q E N R K G L I A A I C A G P T 
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A L L A H E I G F G S K V T T H P L A K D K M M N G G H Y T Y S E N R V E K D G L I L T S R G P G T S F E F A 

L A I V E A L N G K 

 

DJ-1∆C 発現ベクターを作成する際には、まず変異体導入により pColdIII の T7 プロモー

ター下流にHis-tagおよびSUMOプロテアーゼ切断配列を導入し、その後 5’末端にHindIII

サイト、3’末端に BamHI サイトを付加した DJ-1ΔC 塩基配列(1-175 残基に対応)を PCR に

よって増幅、制限酵素とリガーゼを用いてベクター内に挿入した。BamHI サイトをアミノ

酸配列へと翻訳するとグリシン-セリンとなるが、このグリシンが SUMO プロテアーゼ認

識配列の C 末端のグリシン-セリンと重なるようにした。結果、SUMO プロテアーゼによる

His-SUMO-Tag 切断後の DJ-1 の N 末端にはセリンのみが余分な残基として付加されるこ

とになった。 

 

3-1-1-1-2 各種 DJ-1 の発現 

このようにして得られたベクターを用い、DJ-1 を BL21(DE3)内にて強制発現させた。 

ヒートショック法により DJ-1 ベクターを大腸菌内に導入、DJ-1WT は第 2 章と同様に、

DJ-1∆C はアンピシリン 50 μg/ml の LB 培地プレート上 37ºC 培養によりコロニーを形成さ

せた。 

同濃度抗生物質を添加した 3 mlLB 培地にて 37ºC しんとう培養を行い、およそ 12 時間

後、1 LLB 培地に菌を植え継いだ。 

37ºC しんとう培養を行い、DJ-1WT は OD600=0.5 となった時点で IPTG 0.5 mM で発現

を誘導した。その後 20ºC 条件下でしんとう培養を行った。DJ-1∆C は OD600=0.5 となった

時点であらかじめ 15ºC になるよう準備しておいたインキュベータ内に 30 分間静置、続い

て IPTG 0.5 mM で発現を誘導した。その後 15ºC 条件下でしんとう培養を行った。 

約 20 時間後、4ºC6000G10 分の遠心分離により菌体を回収した。 
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回収した菌体を、1L の培地分につき 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM 

Imidazole, 1 mM DTT バッファ 50 ml でけん濁し、超音波により氷中で破砕した。ここで

Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーを行う予定であるにもかかわらず DTT を添加

しているのは、DJ-1 の Cys106 残基の酸化を防ぐためである。ただし DTT 濃度は 1 mM

と低濃度に抑え、Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーへの影響を防いでいる。 

破砕した菌体を、4ºC40000G30 分の遠心分離により不溶性画分と可溶性画分に分離、可

溶性画分のみを回収した。 

 

3-1-1-1-3 DJ-1 蛋白質の初期精製 

次に発現した蛋白質を Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。 

カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどの遠心分離で得られた可溶性画分をカラムに注入し、フロースルー画分(下

図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

溶出時の A バッファと B バッファの gradient は、A バッファ:B バッファ=100:0 から A

バッファ:B バッファ=0:100 へと 50 ml で推移するように設定し、溶出画分を 5 ml ずつ回

収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml
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ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お

よび精製度を確認した。 

 

3-1-1-1-4 プロテアーゼ処理による His-Tag の切断除去 

上記手法により得られた His-Tag 付き DJ-1 粗精製画分を TEV もしくは SUMO プロテ

アーゼで処理し、His-Tag およびプロテアーゼ認識配列を除去した。 

DJ-1WT に関しては第 2 章と同様に切断した。DJ-1∆C に関しては上記精製法により得ら

れた画分中から純度よく蛋白質が得られた画分を回収し、蛋白質質量で DJ-1 の 1/10 量の

SUMO プロテアーゼと混合した。 

4ºC20 mM Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl バッファ中で 16 時間透析後、サンプルを回

収し、Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーによりプロテアーゼや切断後の His-tag

と、目的の DJ-1 蛋白質を分離した。分離の手順は以下のようなものである。 

カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどのTEVプロテアーゼ処理で得られた可溶性画分を 0.22 μmのフィルタでろ

過したものをカラムに注入し、フロースルー画分(下図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml
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ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お

よび精製度を確認した。 

純度よく得られた画分を混合し、終濃度 10 mM となるよう DTT を加えたのち、4ºC で

一晩保存した。 

 

3-1-1-1-5 DJ-1 の最終精製 

His-tag 切断除去後に得られた画分のうち、フロースルー画分および洗浄画分を回収し、

サイズ排除クロマトグラフィーにより最終精製を行った。 

用いたカラムは Hiload16/60 Superdex200prepgrade(GEhealthcare)で、4ºC20 mM 

Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl, 1 mM DTT バッファ条件下で行った。 

クロマトグラムは以下のようになった。 

得られた各画分について、50 μl 分を TCA 濃縮し、15%SDS-PAGE 上で電気泳動して精

製度を確認した。 

DJ-1WT については純度よく二量体が得られた画分を混合し、終濃度 10 mM となるよう

1 M DTT を添加後、1 ml ずつ 1.5 ml チューブへ分注・-80ºC で凍結保存した。DJ-1∆C は

単量体、二量体に対応すると考えられるピークで分画し、終濃度 10 mM となるよう 1 M 

DTT を添加後、4ºC で保存した。 
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3-1-1-2 結果 

3-1-1-2-1 サイズ排除クロマトグラフィーによる最終精製 

 

Figure 3-02 DJ-1ΔC の SEC クロマトグラフィー 

 

DJ-1ΔC は、DJ-1WT と比べ、圧倒的にボイド画分(溶出物の分子量がカラムの分離能を

超えている画分。溶出体積 110 ml 付近)が多い。これは DJ-1ΔC の大部分が凝集しているこ

とを示しており、後述する DJ-1ΔC の不安定性とも関連していると考えられる。また、ボ

イド画分を除いても 2 つのピークが観察されるが、これはそれぞれ DJ-1 の二量体(溶出体

積 150 ml)、単量体(溶出体積 185 ml)にあたると考えられる。そこで今回の精製ではそれぞ

れを単離して回収した。 

以上の精製手順により、高純度の DJ-1 を取得した。本節では今後ここで得られた蛋白質

を用いる。 

 

3-1-2 プロテアーゼ活性の検証 

3-1-2-0 概要 

本節では DJ-1WT, DJ-1∆C のプロテアーゼ活性の検証結果について述べる。 

検証手法は蛍光の自己消光に基づく。蛍光剤 BODIPY は pH に依存しない非常に強い蛍
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光(励起/発光: 505/513 nm)を有するが、分子同士の接近により自己消光を起こすことが知ら

れている。この BODIPY により複数修飾したカゼインは、通常では蛍光を発さないが、プ

ロテアーゼにより切断されると蛍光を発するようになる。このようにしてプロテアーゼ活

性を検出することが可能となる。 

 

Figure 3-02 EnzChek protease assay kits (Invitrogen)の説明書より抜粋 

 

本節での検証の結果、DJ-1WT, DJ-1∆C ともに強いプロテアーゼ活性は有さないことが

明らかとなった。過去の知見では DJ-1∆C は DJ-1WT と比較して強いプロテアーゼ活性を

有すると報告されていたが、本研究ではそちらに関して再現性が得られなかった。 

3-1-2-1 実験手順 

用いるのは EnzChek protease assay kits (Invitrogen)、装置は EnVision Multilable 

Reader (PerkinElmer)である。キットのマニュアルに従い、10 mM Tris-HCl, 0.2 mM ア

ジ化ナトリウムバッファ (pH 7.8)内で測定を行った。蛋白質濃度は DJ-1WT, ΔC が 50 μM,

コントロールとして用いた Trypsin は 0.43 μM である。フィルタは励起/発光: 485/535 nm

のフィルタを用いた。活性値は Trypsin の最大活性(18 min の反応)で標準化してある。 

なお本結果は、Indiana 大学の Chun-Xiang Wu、Quyen Q. Hoang 博士両名のご協力の
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元行われた。 

3-1-2-2 結果 

既報の通り、DJ-1WT がプロテアーゼ活性を有するのか、また、DJ-1ΔC が DJ-1WT と

比べ高活性であるか否かを検証した。 

 

 

Figure 3-03 DJ-1WT,ΔC のプロテアーゼ活性。 

黒線は WT の活性を、赤線は ΔC の活性を示す。すべての活性は Trypsin(水色)の 18 min

時点での活性を 100%として標準化してある。 

 

結果 DJ-1 は、WT,ΔC ともに、同濃度の Trypsin と比較すると約 450 倍ほどプロテアー

ゼ活性は低かった。これは DJ-1 がプロテアーゼとしては極めて弱いことを示している。 

原因としては、今回取得した DJ-1 が変性しているか、もしくは DJ-1 のプロテアーゼ活

性は極めて環境に依存しやすく、今回再現性が得られなかったかのどちらかであると思わ

れる。 

3-1-3 熱安定性・分子サイズの解析 

3-1-3-0 概要 

前節の結果から DJ-1 は頑強なプロテアーゼ活性は有さないことが判明した。 



62 
 

プロテアーゼ活性を有さない理由として最も可能性が高いと考えられるのは、DJ-1 の失

活である。 

そこで DJ-1WT、DJ-1∆C それぞれの熱安定性、分子状態を DSC、サイズ排除クロマト

グラフィー(SEC)、Field Flow Fractionation(FFF)によって解析した。 

結果 DJ-1WT に比べ DJ-1∆C は熱安定性が低いこと、さらに DJ-1∆C は二量体ではなく

単量体を形成しやすいことが判明した。 

3-1-3-1 実験手法 

DSC のために用いた装置は、VP-DSC (GE Healthcare)である。 

まず DJ-1WT, DJ-1∆C を PBS に 4ºC16 時間透析した。透析外液によって 30 μM まで希

釈したのち、同じく透析外液をリファレンスとして、1ºC/分の速度で 25ºC から 95ºC まで

昇温させ、熱安定性を測定した。取得したデータは Origin 7 により解析を行った。 

SEC のために用いた装置は、AKTA Explorer (GE Healthcare)である。 

DJ-1WT, DJ-1∆C を PBS に 4ºC16 時間透析した。WT は透析外液によって 10 μM まで

希釈する。DJ-1∆C は 10 μM と 50 μM に希釈し、どちらもその後平衡状態に達するよう、

4ºC で 24 時間静置した。その後 Superdex75 10/300 GL (GE Healthcare)に打ち込み、分

析した。 

FFF のために用いた装置は Wyatt Eclipse separation system (Wyatt)である。本装置と

紫外吸光時計と多角度光散乱検出器(MALS)を組み合わせることにより蛋白質の分子サイ

ズと絶対分子量を決定した。流速は 1 ml/分、Cross Flow は 3 ml/分から 0 ml/分へと段階

的に低下させた。解析は ASTRA software package (Wyatt)によって行った。 

3-1-3-2 結果 

DSC により熱安定性を解析したところ、以下のようになった。 
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Figure 3-04 DJ-1WT, ΔC の DSC の結果。 

温度上昇に伴う熱容量の変化を追跡しており、 

ピーク頂点の温度が変性中点温度に対応する。 

黒が DJ-1WT、赤が ΔC を示す。 

変性中点温度は DJ-1WT,ΔC それぞれ 61.0 ˚C, 53.5 ˚C であり、WT に比べ ΔC の方が低

い。これは ΔC が不安定化していることを示しており、精製時に凝集体が増加したことと合

致する。ピークがどちらも一つであることから、変性は二状態間の変性で近似可能である

と考えられる。 

 

 

Figure 3-05 DJ-1WT, ΔC の SEC(左),FFF-MALS(右)の結果。 

SEC の結果内の矢印はキャリブレーションの位置を示す。 

 

続いて SEC であるが、DJ-1ΔC は WT と比べ溶出位置が遅い。この位置はキャリブレー



64 
 

ションの結果から単量体の位置で、しかも濃度依存性があることなどから、二量体と単量

体間で濃度依存的な平衡関係にあると考えられる。 

FFF-MALS の結果もそれを支持している。Figure 3-05 右図が FFF-MALS の結果であ

る。線はFFFによる分離の結果を、点がそれぞれのピークに対応したMALSの結果を表す。

黒色が WT, 赤色が ΔC に対応している。 

WT, ΔC どちらも FFF のピークは一つであり、これは WT,ΔC ともにほぼ単一の分子状態

で構成されることを示す。対応する MALS では DJ-1WT は二量体であるが、主に ΔC は単

量体となっている。FFF 中では大幅に希釈されるため、濃度依存的な ΔC 二量体は存在す

ることができず、単量体として存在すると考えられる。 

3-1-4 結晶構造解析・分子動力学シミュレーション 

3-1-4-0 概要 

プロテアーゼ活性の検証、物性解析などから、DJ-1 の C 末端はプロテアーゼ活性よりも

DJ-1 の二量体化に影響を与えていることが示唆された。本節では C 末端の欠損が DJ-1 に

与える影響をより詳細に解析するため、DJ-1∆C の結晶構造を解析し、得られた構造を基に

分子動力学的シミュレーションを行った。 

結果 DJ-1∆C は DJ-1WT に比べ結合界面が小さく、二量体化に重要ないくつかの相互作

用を失っていることが判明した。中でも Pro184 残基と His126 残基は二量体化に重要な残

基であると考えられた。一方分子動力学的シミュレーションによると、His126 は Pro184

との相互作用を失った後も他の残基によって配向が固定されており、プロテアーゼの触媒

残基なるには配向が適切でないと考えられた。 

3-1-4-1 実験手順 

3-1-4-1-0 概要 

結晶構造解析は、DJ-1∆C の結晶を取得したのち、それに X 線を照射して得られた回折



65 
 

像を解析、立体構造を得た。 

分子動力学シミュレーションは DJ-1WT 二量体、単量体、DJ-1∆C 二量体、単量体のそ

れぞれについて 500 ns ずつ行った。 

3-1-4-1-1  結晶構造解析 

まず DJ-1 の結晶を調製した。 

DJ-1∆C を 1 mM DTT、20 mM Tris-HCl (pH 8.0, 4ºC)で 4ºC16 時間透析し、バッファを

交換した。DJ-1∆Cを5 mg/ mlに遠心濃縮し、濃縮したDJ-1∆Cと結晶化用バッファを2 μl:2 

μl の割合で混合、ハンギングドロップ法で 25ºC で結晶化した。結晶化用バッファには 200 

mM クエン酸ナトリウム, 100 mM リン酸-クエン酸バッファ (pH4.2), 39% PEG300 を用

いた。 

得られた結晶にフォトンファクトリー(筑波)の BL5A ビームラインで X 線を照射した。

取得したデータからの立体構造の描像は CCP4 および COOT を用いて行った。 

3-1-4-1-2  分子動力学シミュレーション 

分子動力学シミュレーションの初期状態として、DJ-1∆C に関しては上で得た構造を、

DJ-1WT は過去に報告されていた PDB File(PDB Code: 1SOA)を用いた。それぞれの構造

から二量体、単量体を取り出し、Cys106 は還元された状態に関して計算した。蛋白質の力

場としては ff99SB を、水分子の力場としては TIP3P を用いた。 

3-1-4-2 結果と考察 

C 末端が二量体化やプロテアーゼ活性に与える影響を詳細に解析するため、DJ-1ΔC の結

晶構造を解析した。 
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Figure 3-06, 結晶構造解析の結果(a)DJ-1ΔC の構造, (b)DJ-1WT(黄色, 

C 末端のみ赤く表示),ΔC(青色の線)を重ね合わせたもの。(c)BSA に対する各残基の貢献

(d)DJ-1ΔC の His126 周辺環境(e)DJ-1WT の His126 周辺環境 

 

まず注目すべきは、結晶構造中では DJ-1ΔC の二量体化が起きていることだろう。これ

は SEC で濃度依存的に DJ-1ΔC が二量体化していたことと考え合わせると、DJ-1ΔC は結

晶内という高濃度蛋白質環境下では二量体化したと考えられる。 

この結晶構造に基づき、二量体のプロトマー間の相互作用界面を PISA server で解析し

た。また並行して DJ-1WT(PDB ID: 1SOA)の二量体プロトマー間の相互作用界面も同じく

PISA server で解析し、DJ-1ΔC と比較した。 

結果、ΔC では WT 中で二量体に重要であった相互作用のいくつかが失われ、さらに界面

の埋没表面積(BSA)も大きく変化していることが明らかとなった。 

具体的に失われた水素結合は、His126-Pro184、GLy159-Leu185、Arg145-Val186 であ

る。それぞれのペアの右側の残基番号を見ればわかるように、失われた水素結合は C 末端

側が関与するものだった。 
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DJ-1WT, ΔC それぞれの BSA は 1341 Ǻ2,920 Ǻ2であり、25%以上の BSA が失われたこ

とになる。このように結晶構造から DJ-1ΔC は二量体に重要な相互作用の多くを失ってい

ることが明らかとなった。 

次に His126 に関してであるが、これは DJ-1ΔC 中でも WT とほぼ同じ配向だった。この

結果はプロテアーゼ活性が非常に弱いことと合致している。His126 の配向が変化しなかっ

た理由としては、His126 が Pro184 だけでなく Leu128 とも水素結合を組んでいることな

どが考えられる。 

分子動力学シミュレーションも His126 の配向が大きくは変化しないことを支持した。 

 

 

Figure 3-07 DJ-1WT, ΔC の Rmsf をプロットしたもの。赤線は ΔC を、黒線は WT を表

す。残基番号の下の記号は、矢印がシート構造を、チューブがへリックス構造を、赤いチ

ューブは C 末端領域を示している。 

 

上に示すのは DJ-1WT, ΔC それぞれの単量体、二量体に関して分子シミュレーションを

行い、各残基の Rmsf をプロットしたものである。 

His126 は DJ-1WT, ΔC どちらにおいても大きく動いていないことが判る。それに比べて

DJ-1ΔC 内で大きく動いているのは C 末端側で、これは相互作用を失ったことで C 末端が

固定されなくなったためであると考えられる。 

以上より、少なくとも我々の系では DJ-1 の C 末端はプロテアーゼ活性ではなく二量体化
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に強く影響を与えていることが明らかとなった。 

3-2 金属結合 

3-2-0 概要 

パーキンソン病患者の脳内の金属濃度の変化という現象に基づいて、DJ-1 には金属が結

合するという仮説が提案された。そして実際に DJ-1 は銅と結合することが近年報告されて

いる。 

本研究ではこの実験事実を検証し、さらにその過程でその他の金属と DJ-1 との結合に関

しても確認を行った。 

今回 DJ-1 への結合を検証した金属は Mn(II), Fe(III), Co(II), Ni(II), Cu(II), Zn(II)の 6 種

類である。これら金属は小分子化合物と比較すると分子量が小さく、SPR による質量の変

化は検出が難しい。そこで本節では SPR とは異なる原理で蛋白質との結合の検出を目指し

た。 

検証の結果、DJ-1 は銅よりも亜鉛に強く結合することが Differential scanning 

fluorimetry (DSF)、ITC により示され、その結合箇所は DJ-1 の機能部位である Cys106

であることが共結晶構造解析から判明した。パーキンソン病患者の脳内では銅だけではな

く亜鉛濃度も変化することが知られており、この結合も銅同様 DJ-1 の機能に何らかの意味

を持つと考えられる。 

3-2-1 蛋白質の調製  

3-2-1-0 概要 

本節ではスクリーニング実験中に用いた蛋白質の調製法を述べる。 

本節で用いた蛋白質は His-tag 付加 DJ-1 野生型(HisDJ-1WT)、DJ-1 野生型(DJ-1WT)、

DJ-1 各種変異体(DJ-1E18Q,C106S 等)である。各種蛋白質は主に大腸菌で発現させたのち、

アフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィーを用いて精製した。 
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最終的な精製度は SDS-PAGE により確認した。 

- 

3-2-1-1 実験手順 

3-2-1-1-1 DJ-1 発現用ベクター 

最初に、各種蛋白質の発現プラスミドの作成について述べる。 

プラスミドは pET28vector を基にして作成した。作成したベクターの配列は以下の赤字

で示した部位を改変して作成された。 

DJ-1 のアミノ酸配列 

M A S K R A L V I L A K G A E E M E T V I P V D V M R R A G I K V T V A G L A G K D P V Q C S R D V V I C P 

D A S L E D A K K E G P Y D V V V L P G G N L G A Q N L S E S A A V K E I L K E Q E N R K G L I A A I C A G P T 

A L L A H E I G F G S K V T T H P L A K D K M M N G G H Y T Y S E N R V E K D G L I L T S R G P G T S F E F A 

L A I V E A L N G K E V A A Q V K A P L V L K D 

3-2-1-1-2 各種 DJ-1 の発現 

このようにして得られたベクターを用い、DJ-1 を BL21(DE3)内にて強制発現させた。 

ヒートショック法により DJ-1 ベクターを大腸菌内に導入、カナマイシン 50 μg/ml の LB

培地プレート上 37ºC 培養を行いコロニーを形成させた。 

同濃度抗生物質を添加した 3 mlLB 培地にて 37ºC しんとう培養を行い、およそ 12 時間

後、1 LLB 培地に菌を植え継いだ。 

37ºC しんとう培養を行い、OD600=0.5 となった時点で IPTG 0.5 mM で発現を誘導、そ

の後 20ºC 条件下でしんとう培養を行った。 

約 20 時間後、4ºC6000G10 分の遠心分離により菌体を回収した。 

回収した菌体を、1L の培地分につき 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM 

Imidazole, 1 mM DTT バッファ 50 ml でけん濁し、超音波により氷中で破砕した。ここで
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Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーを行う予定であるにもかかわらず DTT を添加

しているのは、DJ-1 の Cys106 残基の酸化を防ぐためである。ただし DTT 濃度は 1 mM

と低濃度に抑え、Ni カラムアフィニティクロマトグラフィーへの影響を防いでいる。 

破砕した菌体を、4ºC40000G30 分の遠心分離により不溶性画分と可溶性画分に分離、可

溶性画分のみを回収した。 

 

3-2-1-1-3 DJ-1 蛋白質の初期精製 

次に発現した蛋白質を Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。 

カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどの遠心分離で得られた可溶性画分をカラムに注入し、フロースルー画分(下

図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

溶出時の A バッファと B バッファの gradient は、A バッファ:B バッファ=100:0 から A

バッファ:B バッファ=0:100 へと 50 ml で推移するように設定し、溶出画分を 5 ml ずつ回

収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml

ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お
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よび精製度を確認した。 

 

3-2-1-1-4 TEV プロテアーゼ処理による His-Tag の切断除去 

上記手法により得られた His-Tag 付き DJ-1 粗精製画分を TEV プロテアーゼ処理し、

His-Tag を除去した。ただし HisDJ-1 WT には本節の処理は行っていない。 

まず上記精製法により得られた画分中から純度よく DJ-1 が得られた画分を回収し、TEV

プロテアーゼ 200 μg と混合した。 

4ºC20 mM Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl バッファ中で 16 時間透析後、サンプルを回

収し、Ni カラムアフィニティークロマトグラフィーにより TEV-protease や切断後の

His-tag と、目的の DJ-1 蛋白質を分離した。分離の手順は以下のようなものである。 

カラムとしては HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)を用意し、バッファとしては A バッ

ファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,5 mM Imidazole, 1 mM DTT バッファを、

B バッファに 20 mM Tris-HCl(pH7.4),500 mM NaCl,500 mM Imidazole, 1 mM DTT バッ

ファを用意した。 

AKTA Prime Plus (GE Healthcare)を用いて精製する。流速は 2.5 ml/min である。 

まず HisTrap HP 5 ml を蒸留水 25 ml で洗浄後、25 ml の A バッファによって平衡化し

た。 

その後先ほどのTEVプロテアーゼ処理で得られた可溶性画分を 0.22 μmのフィルタでろ

過したものをカラムに注入し、フロースルー画分(下図 FT)を 5 ml ずつ回収した。 

続いて A バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、洗浄画分(wash)を 5 ml ずつ回収した。 

最後に B バッファ 25 ml でカラムを洗浄し、非特異吸着を洗浄 2 画分として(wash2) 5 ml

ずつ回収した。 

その後、得られた各画分について、5μl 分を 15%SDS-PAGE 上で電気泳動し、発現量お

よび精製度を確認した。 
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純度よく得られた画分を混合し、終濃度 10 mM となるよう DTT を加えたのち、4ºC で

一晩保存した。 

 

3-2-1-1-5 DJ-1 の最終精製 

His-tag 切断除去後に得られた画分のうち、フロースルー画分および洗浄画分を回収し、

サイズ排除クロマトグラフィーにより最終精製を行った。 

用いたカラムは Hiload16/60 Superdex200prepgrade(GEhealthcare)で、4ºC20 mM 

Tris-HCl(pH7.4),150 mM NaCl, 1 mM DTT バッファ条件下で行った。 

得られた各画分について、50 μl 分を TCA 濃縮し、15%SDS-PAGE 上で電気泳動して精

製度を確認した。 

純度よく二量体が得られた画分を混合し、終濃度 10 mMとなるよう 1 M DTTを添加後、

1 ml ずつ 1.5 ml チューブへ分注・-80ºC で凍結保存した。 
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3-2-1-2 結果 

3-2-1-2-1 サイズ排除クロマトグラフィーによる最終精製 

 

Figure3-08 各種 DJ-1 変異体の SEC のクロマトグラフィー 

 

いずれの蛋白質も、サイズ排除クロマトグラフィーによる最終精製では、二量体の位置

に大きなピークが見られた。DJ-1C106A のみもう一つピークが観察されるが、これはボイ

ド画分以前のピークであるため、もともとカラムに付着していたものと考えられる。 

以上の精製手順により、高純度の DJ-1 を 1 L の培養培地あたり 100 mg 以上取得した。

本章では今後ここで得られた蛋白質を用いる。 



74 
 

3-2-2 DSF による DJ-1 結合金属のスクリーニング 

3-2-2-0 概要 

小分子が結合すると一般に蛋白質は安定化する。本研究ではこのことを応用して、金属

の結合に伴う DJ-1 の変性中点のシフトを、DSF により検出した。 

今回の DSF の結果、DJ-1 は Zn(II)によってわずかに安定化されることが判明した。一

方 Cu(II)によって DJ-1 は大きく不安定化された。他の金属(Mn(II), Fe(III), Co(II), Ni(II))

に関しては殆ど変化しておらず、相互作用はしないと考えられた。 

3-2-2-1 Differential Scanning Fluorimetry の測定原理 

示差走査型蛍光測定(DSF)は、疎水性領域に結合すると蛍光を発するプローブを用いて蛋

白質の変性中点を検出する手法である。その測定原理を図によって示す。 

 

 

Figure 3-09 DSF の測定原理 

 

蛋白質は常温では多くの場合疎水領域は露出しておらず、一定の構造を持っている。し

かし温度を上げていくとやがて変性し、構造が崩れ、疎水性領域が露出する。露出した疎

水性領域にプローブが結合することで蛍光が生じ、変性の様子を追跡することができる。
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蛍光度の変化が最も大きな位置が変性中点となる。これは微分によって求められる。 

通常小分子が蛋白質に結合した場合、蛋白質は安定化され、Tm が正の方向へシフトする。

この Tm の変化を追跡することで蛋白質と小分子が結合しているか否かを検出することが

可能となる。 

3-2-2-2 実験手順 

装置は CFX Connect Real-Time System (Bio -Rad)を用い、蛍光プローブは SYPRO 

Orange(Invitrogen)を用いた。フィルタは励起/発光: 470/570 nm のフィルタを用いた。 

まず DJ-1 を 20 mM Tris-HCl (pH 7.4, 25ºC), 150 mM NaCl バッファに 4ºC で 6 時間透

析した。そして透析外液をランニングバッファとして、10 μM の金属存在下での 10 μM の

DJ-1 変性を追跡した。金属は MnCl2, FeCl3, CuCl2, CoCl2, NiCl2, ZnSO4の 6 種類である。

温度変化は 30ºC から 95ºC まで 0.2ºC/分の割合で昇温した。 

3-2-2-3 結果 

DSF により DJ-1 に結合する金属のスクリーニングを行ったところ、以下のような結果

を得た。 

 

 

Figure3-10 DJ-1 と金属を混合した容積の DSF の結果 

ピークの頂点の温度が変性中点温度に対応する。 
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Zn(II), Cu(II), Ni(II), Co(II), Fe(III), Mn(II)の 6 種の遷移金属の中で、DJ-1 を安定化し

たのは Zn(II)だった(ΔTm=0.6 ˚C)。DJ-1 との結合が報告されていた Cu(II)については大幅

に不安定化していた(ΔTm=-6.6 ˚C)。 

また、今回の結果の特徴として、Tm のみならず蛍光強度の大きさ自体も変化しているこ

とがあげられる。本現象は Zn(II), Cu(II)特有であり再現性も得られたため、これら二種の

金属特異的に DJ-1 は何らかの相互作用を受けていると考えられた。 

以上の結果から、DJ-1 は Zn(II)と結合する可能性が示唆された。 

3-2-3 ITC による DJ-1 結合金属の親和性の算出 

3-2-3-0 概要 

DSF により DJ-1 に結合する金属をスクリーニングしたところ、亜鉛が 6 種の金属の中

で唯一 DJ-1 を安定化していた。。しかし DSF ではその親和性は算出することができない。 

そこで ITC により亜鉛及びその他金属の DJ-1 への結合親和性を評価した。 

結果亜鉛は DJ-1 に対して KD=0.5 μM の親和性で結合することが判明した。生体内の亜

鉛濃度は局所的にこの値付近まで上昇することが知られており、DJ-1 は亜鉛によって制御

されている可能性がある。 

3-2-3-1 実験手順 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25ºC 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。 

DJ-1WT を４ºC で 6 時間 20 mM Tris-HCl (pH 7.4, 25ºC), 150 mM NaCl に透析し、バ

ッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち 0.05 mM となるよう、ろ過した透析外液で希

釈した。回収した透析外液中に金属を溶解させ、0.5 mM とした。なお金属を平衡化するた

めに、金属の溶解後希釈し、6 時間 4ºC で保存したのちに測定は行った。準備した DJ-1WT、
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金属をそれぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、測定した。 

3-2-3-2 結果 

DSF の結果を受け、6 種の遷移金属について ITC で DJ-1 との親和性を解析した。 

 

 

Figure 3-11 ITC を用いた DJ-1 と各種金属間の親和性解析 

 

結果、Zn(II)は DJ-1 に対して KD=0.8 μM の親和性で結合することが明らかとなった。

発熱量は小さいが、これは Zn(II)の水和水の交換などを考えると妥当である。ただしこの親

和性は他の亜鉛結合蛋白質と亜鉛間の親和性と比較すると弱く(多くの場合は KD は pM オ

ーダー)DJ-1 が生体内で亜鉛と配位するとすれば一時的なものであると考えられる。他の金

属は Ni(II)のみが非常に弱い反応を示した(KD=400 μM)。DSF 系で DJ-1 を不安定化した
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Cu(II)は、ITC では結合が確認されなかった。 

以上の結果から、DJ-1 は Zn(II)と結合すると考えられる。。 

3-2-4 共結晶構造解析と ITC による変異体の親和性解析 

3-2-4-0 概要 

これまでの結果からDJ-1が銅ではなく亜鉛に対して強く結合することが明らかとなった。

続いてこの結合の機構及び相互作用部位を検証するため、共結晶構造解析を行い、さらに

得られた共結晶構造に基づいて変異体解析を行った。 

結果 DJ-1 は機能残基である Cys106 を介して亜鉛と相互作用していることが判明した。

これは既に報告されている銅の結合部位とほぼ同じであり、Cys106 の機能の重要性を裏付

けている。 

3-2-4-1 実験手順 

3-2-4-1-1 共結晶構造解析 

まず DJ-1 の結晶を調製した。 

DJ-1WTを5 mM DTT、10 mM リン酸カリウムバッファ (pH 7.0)で4ºC16時間透析し、

バッファを交換した。DJ-1 を 20 mg/ ml に遠心濃縮し、濃縮した DJ-1 と結晶化用バッフ

ァを 2 μl:2 μl の割合で混合、ハンギングドロップ法で 25ºC 中で結晶化した。結晶化用バッ

ファには 200 mM クエン酸ナトリウム, 100 mM Tris-HCl, 30% PEG400, 5 mM DTT (pH 

8.5)バッファを用いた。 

調製した結晶を、180 mM クエン酸ナトリウム, 90 mM Tris-HCl, 27% PEG400, 10% 

DMSO, 0.5 mM ZnSO4中にソーキングし、DJ-1 結晶に ZnSO4を浸透させた。 

得られた結晶にフォトンファクトリー(筑波)の BL5A ビームラインで X 線を照射した。

取得したデータからの立体構造の描像は CCP4 および COOT を用いて行った。 
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3-2-4-1-2 ITC による変異体解析 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25ºC 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。 

DJ-1 各種変異体を４ºC で 6 時間 20 mM Tris-HCl (pH 7.4, 25ºC), 150 mM NaCl に透析

し、バッファを置換する。DJ-1 各種変異体は回収したのち 0.15 mM となるよう、ろ過し

た透析外液で希釈した。回収した透析外液中に金属を溶解させ、1.5 mM とした。なお金属

の水和状態を平衡化するために、金属の溶解後希釈し、6 時間 4ºC で保存したのちに測定は

行った。準備した DJ-1 変異体、ZnSO4をそれぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、

25ºC にて測定を行った。 

3-2-4-2 結果 

DJ-1 と Zn(II)の相互作用形式を詳細に解析するため、結晶構造解析、変異体解析を行っ

た。 
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Figure 3-12 DJ-1 と Zn(II)の共結晶構造。上段は全体構造 

下段は Zn(II)の結合部位を拡大したもの。 
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Title WT Zinc
Protein DJ-1

Collection
PDB ID 4P36
Source PF-BL5A

Space Group P 31 2 1

Cell Dimensions
     a, b, c (Å)

     α, β, γ (deg)

 75.01    75.01     75.53
 90.00    90.00   120.00

Wavelength 1.0000

Resolution (Å) 29.8 (1.18)

Total Observations 713,646 (19,808)

Unique Observations 80,469 (3,909)

Completeness (%) 99.9 (99.5)

Multiplicity 8.9 (5.1)

Rmerge 0.070 (0.650)

I/σI 16.2 (2.2)

Refinement
Resolution (Å) 29.8 (1.18)

Rwork/Rfree (%) 11.9 / 13.8

Number of molecules
     protein 1

     ligand 1

Number of atoms
     protein 1,553

     ligand 1

     other (not solvent) 20

     solvent 232

B-Factors (Å2)
     protein 16.5

     ligand 14.6

     other (not solvent) 54.3

     solvent 33.3

rmsd bond length (Å) 0.007

rmsd bond angle (o) 1.28

Ramachandran
     Core (%) 96.2

     Allowed (%) 3.2

     Disallowed (%) 0.6

Molecules in ASU 1
Solvent Content 60.1

Crystallization

Solution

200 mM Sodium citrate,
100 mM TRIS-HCl, pH 8.5,
30% PEG 400 (Hampton

CS#13)

Drop Size 4

Ratio (prot:ppt) Variable

Cryo none
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結晶構造解析の結果から、DJ-1 は Cys106,Glu18 を介して Zn(II)と相互作用しているこ

とが明らかとなった。配位形式はゆがんだ四面体である(残り二つは水分子と考えられる)。

この形式は Zn(II)としては珍しい形式で、これが原因となって弱い親和性を生んでいると考

えられる。 

変異体解析の結果、Cys106, Glu18 が Zn(II)との結合に必須であることが明らかとなった。

これは結晶構造解析の結果を裏付けるものである。 

 

 

Figure 3-13 ITC による DJ-1 変異体と Zn(II)間の相互作用の解析 

左から順に、DJ-1WT、DJ-1E18Q、DJ-1C106S 変異体と、Zn(II)の相互作用。 

 

以上から、DJ-1 は Cu(II)よりも Zn(II)に好んで配位することが明らかとなった。これは

既報とは異なる結果であった。 

3-3 グリオキシラーゼ活性 

3-3-0 概要 

グリオキサール・メチルグリオキサールはミトコンドリア内のエネルギー代謝サイクル

から発生する副産物であり、反応性が高く、様々な蛋白質を修飾することが知られている。
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グリオキサールによって修飾された蛋白質は本来の機能を失い、変性・失活へとつながり、

最終的には細胞死へと至る。 

近年、大腸菌内の熱応答性蛋白質 Heat shock protein 31 (HSP31)が、従来報告されてい

たシャペロン能のほかに、グリオキサールを分解する作用、すなわちグリオキシラーゼ活

性を有すると報告された。それに続いて HSP31 のホモログである DJ-1 もグリオキシラー

ゼ活性を有しており、この活性が DJ-1 の抗酸化ストレス能において非常に重要であるとい

う報告がなされた。 

既報による提案は以下のようなものである。すなわち、ミトコンドリアに酸化ストレス

がかかることにより発生した酸化ストレス物質を DJ-1 が分解する。結果酸化ストレスの蓄

積が防止され、DJ-1 はパーキンソン病を抑制する。この仮説は同報告内で、単利精製後の

酵素を用いた生化学的手法、細胞、線虫を用いた分子生物学的手法両面から検証されてお

り非常に信頼性が高いと考えられる。 

またグリオキシラーゼの基質であるグリオキサールはジケトン構造を持つ化合物であり、

この構造は Isatin とも共通している。そしてグリオキシラーゼ活性に必要であるとされる

残基は Isatin の結合においても必須となっている Cys106 残基である。 

 

Figure 3-07 Isatin(左)とメチルグリオキサール(右) 

赤四角で囲んだ構造が類似 

 

以上の事実を踏まえると、DJ-1 の本活性の Isatin による阻害の検証を行うことは本阻害

剤のプローブとしての有用性を確認するうえで重要となると考えられた。 
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本節では既報の DJ-1 グリオキシラーゼ活性の確認を行い、さらに酵素反応速度定数につ

いても算出を行った。 

3-3-1 実験手順 

DJ-1WT を４ºC で 24 時間 100 mM リン酸ナトリウムバッファ、1 mM DTT (pH 7.0)に

透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち 1.0 μM となるよう、ろ過した透析

外液で希釈し、室温で静置した。なお室温は 25 ˚C だった。 

基質としてはフェニルグリオキサールを用いた。フェニルグリオキサールは 250 nm に特

徴的な吸光ピークを持つが、DJ-1 によって変換されると 250 nm の吸光ピークは失われる。 

回収した透析外液に秤量したフェニルグリオキサールを溶解し、透析外液を用いて希釈

系列を調製、室温で静置した。調製した希釈系列は 0, 12.5, 25, 50, 75, 100, 200, 400 μM で

ある。各種希釈系列を調製したのち、30 μl の DJ-1 と 30 μl のフェニルグリオキサールを

素早く混合、UVstar 384 well に 100 μl 移し、Enspire (Perkin Elmer 社)で吸光度の時間

変化を測定した。測定条件は、測定波長 250 nm、データ取り込み間隔を 15 sec、測定温度

は 26 ˚C、0-300 sec に関して測定した。 

IC50の算出は Origin Pro を用いて行った。 

3-3-2 結果 

既報のグリオキシラーゼ活性が再現よく得られるかを追試した。 
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Figure 3-08 DJ-1 によるグリオキサール分解活性の測定結果。 

横軸はグリオキサール濃度、縦軸は酵素反応初速度を示す。 

 

結果、DJ-1 の酵素反応初速度は濃度依存的に上昇し、ある一定の濃度をこえると上昇比

は低下した。これは典型的な酵素反応図のプロットであり、DJ-1 がグリオキシラーゼ活性

を有することを示している。酵素反応速度定数の再現性も比較的良好(Km=27 μM, kcat= 

2.4 /sec)であり、DJ-1 は文献値に近いグリオキシラーゼ活性を有していると考えられる。 

3-4 Isatin による DJ-1 機能の阻害 

3-4-0 概要 

前節までで 3 種類の DJ-1 の機能に関する仮説を検証した。そして、グリオキシラーゼ活

性が非常に再現よく検証された。 

DJ-1のグリオキシラーゼ活性に関しては反応機構が推定されており、その中ではCys106

がきわめて重要な役割を果たす。 

第 2 章で同定された Isatin は Cys106 に結合する。このことから、グリオキシラーゼ活

性は Isatin によって競合的に阻害される可能性が非常に高い。 

そこで、Isatin 存在下で実際にグリオキシラーゼ活性が阻害されるか否かを検証した。 
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結果、DJ-1のグリオキシラーゼ活性は Isatinによって阻害されることが明らかとなった。 

3-4-1 実験手順 

DJ-1WT を４ºC で 24 時間 100 mM リン酸ナトリウムバッファ、1 mM DTT (pH 7.0)に

透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち氷中に保持した。 

続いて 100 mM リン酸ナトリウムバッファ(pH 7.0)を新たに調製、さらにその一部を分

取して 1%DMSO を混合、調製された 2 種のバッファをそれぞれ室温で静置した。今後は

それぞれ 0%ランニングバッファ、1%ランニングバッファと呼び、今後ランニングバッフ

ァとして用いる。これは DTT による Isatin の分解を防ぐためである。なお室温は 25 ˚C だ

った。 

基質としては再びフェニルグリオキサールを用いた。秤量したフェニルグリオキサール

を DMSO に溶解し、0%ランニングバッファと 1%ランニングバッファを用いて希釈、60 

μM(1% DMSO)とした。 

同様に秤量した Isatin を DMSO に溶解し、0%ランニングバッファと 1%ランニングバッ

ファ、そして氷中で保持していた DJ-1 を用いて希釈、100 μM Isatin +1 μM DJ-1 溶液

(1%DMSO)を調製。続いて DMSO と 0%ランニングバッファと 1%ランニングバッファ、

DJ-1 を用いて 1 μM DJ-1 溶液(1% DMSO)を調製。この 1 μM DJ-1 溶液と、先ほどの 100 

μM Isatin +1 μM DJ-1溶液(1%DMSO)を用いて希釈系列1 μM DJ-1+100, 30, 10, 3, 1, 0.3, 

0.1, 0.03, 0.01, 0 μM Isatin 溶液(1% DMSO)を調製した。 

各種希釈系列を調製したのち、50 μl の DJ-1 と 50 μl のフェニルグリオキサールを素早

く混合、UVstar 384 well に 100 μl 移し、Enspire (Perkin Elmer 社)で吸光度の時間変化

を測定した。測定条件は、測定波長 250 nm、データ取り込み間隔を 15 sec、測定温度は

26 ˚C、0-300 sec に関して測定した。 

IC50の算出は Origin Pro を用いて行った。 
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3-4-2 結果 

Isatin による DJ-1 のグリオキシラーゼ活性の阻害の検証を行った。 

 

Figure 3-09 Isatin による DJ-1 グリオキサール分解活性の阻害の確認。 

横軸は Isatin 濃度、縦軸は DJ-1 の活性(酵素反応初速度)を表す。 

 

Isatin により DJ-1 のグリオキシラーゼ活性は阻害され、IC50=12 μM となった。 

3-5 第 3 章の総括 

 本章では、Isatin による in vitro での阻害が検証できる系を探索した。検証した DJ-1 の

機能は、プロテアーゼ、金属結合、グリオキシラーゼの 3 種類である。 

 まずプロテアーゼであるが、この機能に関しては、本研究では再現性が得られなかった。

これはプロテアーゼ活性を向上させるという C 末端を除去した変異体に関しても同様で、

DJ-1 のプロテアーゼ活性は系の状態に対して非常に敏感な活性であると考えられた。その

ため本研究では、プロテアーゼ活性の Isatin による阻害を我々が観察するのは非常に難し

いと結論付けた。 

 次に金属結合活性に関して検証を行った。既報では DJ-1 は銅と結合し、酸化ストレスを

緩和すると提案されていた。そこで本研究では銅を含む 6 種の遷移金属に関して、DSF、

ITC、結晶構造解析により DJ-1 との親和性を測定したところ、DJ-1 は銅よりもむしろ亜鉛
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に対して強く結合することが明らかとなった。亜鉛は銅同様パーキンソン病患者の脳内で

濃度が上昇していることが知られている遷移金属であり、DJ-1 の制御に銅と共に関与して

いる可能性が予想される。しかし、現時点では細胞内の亜鉛の DJ-1 への影響について言及

した報告は存在せず、重要性が不明であるため、Isatin による阻害の検証に用いることは見

送られた。 

 最後に検証されたのはグリオキシラーゼ活性である。これは本研究中で容易に再現性が

得られた。さらに Isatin による阻害も確認され、IC50=12 μM となった。 

 本章の結果から、Isatin は DJ-1 のグリオキシラーゼ活性を阻害することが明らかとなっ

た。この機能は既に細胞、線虫を用いた系によって生体内での重要性が明らかとされてい

る機能であり、Isatin は DJ-1 の機能探索のプローブとして有望であると考えられる。 
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第 4 章  

化合物の伸長 
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4-0 概要 

前章までの結果から、スクリーニングによってDJ-1結合化合物として Isatinが同定され、

さらに DJ-1 のグリオキシラーゼ活性を Isatin が阻害することが明らかとなった。 

しかし Isatin と DJ-1 間の親和性は KD=3 μM であり阻害剤として決して強力ではない。

細胞アッセイなどに用いられる阻害剤の多くは、KD=数十~数百 nM の親和性を有しており、

Isatin は親和性を数十倍向上させる必要がある[59]。 

本章では構造情報に基づき、Isatin を基本骨格とした類縁体について DJ-1 との親和性を

検証した。 

結果 DJ-1 に対して KD=100 nM 前後の親和性で結合する化合物を見出した。またそれら

の化合物は Isatin よりも強く DJ-1 のグリオキシラーゼ活性を阻害した。 

4-1 変異体・類縁体解析 

4-1-0 概要 

本章では構造情報に基づき Isatin を伸長し、DJ-1 に対してより強い親和性を示す化合物

の取得を狙う。おおもととなる構造は、第 2 章の結果から以下のようなものとなる。 
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Figure 4-01 Isatin と DJ-1 の相互作用 

Isatin と DJ-1 の相互作用の模式図(MOE により描像)。緑いろの点線は側鎖原子が水素

結合を、青色の点線は主鎖原子が水素結合を結んでいることを示す。 

His126 の位置から伸びているのは、π-π相互作用である。 

 

図には DJ-1 と Isatin の相互作用のうち、主要なものが示してある。特に顕著な相互作用

は①Cys106 との共有結合、②E18 との非常に短い水素結合、③H126 との π-π相互作用の

3 種である。また、Isatin の周辺に水に対して露出した部分がいくらかあるのも見て取れる。 

本節では、まず変異体解析と類縁体の解析によって、これらの相互作用の中でどれが必

須で、どれが必須でないのかを検証した。 

変異体解析では、DJ-1 の各種変異体(C106S, C106A, E18Q, E18A, H126Y, H126A)を作

製し、変異体それぞれの Isatin への親和性を ITC により確認した。 

結果、Cys106 および Glu18 を変異させると親和性は完全に失われ、それら二種には劣る

が His126 も親和性に対して大きな影響を与えていることが明らかとなった。 

また類縁体解析では、Isatin の構造中で共有結合に致命的と思われるケトン官能基を除い
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た Oxindole と、Isatin の各 C 原子にメチル基が修飾されたものをそれぞれ購入し、ITC に

より結合を確認した。またメチル基によって修飾されたものの中で最も親和性に低下した

化合物については結晶構造を取得した。 

結果、Oxindole に関しては親和性が完全に失われ、Cys106 との共有結合の重要性が改

めて裏付けられた。そしてメチル基によって修飾された各種 Isatin 類縁体は、いずれも親

和性が低下した。そしてその中でも特に顕著な低下を示した化合物は、結晶構造解析から、

DJ-1 の構造を一部変化させていることが明らかとなった。 

なお、下に今回用いた類縁体を示す。 

 

 

Figure 4-02 今回用いた Isatin 類縁体 

 

4-1-1 実験手順 

4-1-1-1 ITC 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25ºC 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。またバッファに関しては、今回の実験では、変異体解析

に関してはDMSOを含むバッファで、類縁体に関しては含まないバッファで測定を行った。 

DMSO を含まない変異体の測定系に関してまず述べる。DJ-1WT を４ºC で 6 時間 PBS

に透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち 0.1 mM となるよう、ろ過した

透析外液で希釈した。回収した透析外液中に Isatin を超音波破砕機を用いて溶解させ、1.0 

mM とした。準備した DJ-1WT、Isatin をそれぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、
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25˚C で測定を行った。 

次にDMSOを含む Isatin類縁体の測定系に関して述べる。DJ-1WTを４ºCで 6時間PBS

に透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち 0.05 mM かつ 5%DMSO となる

よう、ろ過した透析外液及び DMSO で希釈した。続いて Isatin 類縁体を DMSO に溶解さ

せ、透析外液で終濃度 0.5 mM、5% DMSO となるよう希釈した。準備した DJ-1WT、Isatin

をそれぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、25˚C で測定を行った。 

4-1-1-2 共結晶構造解析 

まず DJ-1 の結晶を調製した。 

DJ-1WTを5 mM DTT、10 mM リン酸カリウムバッファ (pH 7.0)で4ºC16時間透析し、

バッファを交換した。DJ-1 を 20 mg/ ml に遠心濃縮し、濃縮した DJ-1 と結晶化用バッフ

ァを 2 μl:2 μl の割合で混合、ハンギングドロップ法で 25ºC 中で結晶化した。結晶化用バッ

ファには 200 mM クエン酸ナトリウム, 100 mM Tris-HCl, 30% PEG400, 5 mM DTT (pH 

8.5)バッファを用いた。 

調製した結晶を、180 mM クエン酸ナトリウム, 90 mM Tris-HCl, 27% PEG400, 10% 

DMSO, 2 mM Isatin 類縁体の液滴中にソーキングし、DJ-1 結晶に Isatin 類縁体を浸透さ

せた。 

得られた結晶にフォトンファクトリー(筑波)の BL5A ビームラインで X 線を照射した。

取得したデータからの立体構造の描像は CCP4 および COOT を用いて行った。 

4-1-2 結果と考察 

変異体解析・類縁体解析の結果は以下のようになる。 
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変異体名 KD (μM) ΔH (kcal) -TΔS (kcal) N 

WT 2.5 -10.4 2.7 1.1 

E18A ND ND ND ND 

E18Q ND ND ND ND 

C106A ND ND ND ND 

C106S ND ND ND ND 

H126A 260 -3.1 -1.8 3.6 

H126Y 22 -9.8 3.4 1.2 

Table 4-01 変異体解析 

 

Figure 4-03 変異体解析の結果 
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化合物名 KD (μM) ΔH (kcal) -TΔS (kcal) N 

Isatin 3.2 -11.6 4.1 1.0 

Oxindole ND ND ND ND 

Compound 1 5.6 -10.2 3.1 1.0 

Compound 2 5.1 -10.1 2.9 1.0 

Compound 3 14 -8.9 2.3 1.1 

Table 4-02 類縁体解析 

 

Figure 4-03 類縁体解析の結果 

まず図表から明らかなように、DJ-1 の Cys106 との共有結合は Isatin との結合に必須で

ある。これは共有結合を形成しない場合、Isatin とアミノ酸残基が衝突・反発し、その他の

Glu18 や His126 との非共有結合も適切に形成されないと考えられることから、容易に予想
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されたことであった。 

特徴的なのは、Glu18 との非常に短い水素結合までも必須であることである。このよう

な水素結合は酵素反応などではたびたび観察されるものの、阻害剤では比較的珍しい。酵

素反応との類似性などから、Glu18 はこの非常に短い水素結合を形成することで共有結合

の形成を補助していると考えられる。 

H126Y に比べ H126A の親和性が低いことから、His126 との π-π 相互作用も Isatin の

結合に重要な役割を果たしていることは明らかであり、これらの解析から、Isatin の基本骨

格中で相互作用に重要でない場所は殆ど存在しないと考えられる。親和性が消失してしま

った Oxindole の結果も、それを裏付けている。 

一方、メチル付加類縁体による解析は、Isatin 基本骨格に種々の官能基を付加すること自

体は、親和性に対してそれほど影響を与えないことを示唆している。 

中でも興味深いのは、最も影響が大きかった類縁体との共結晶構造である。 

 

 

Figure 4-05 Asn76 の運動。緑色は Isatin との共結晶、 

青色は Compound3 との共結晶である。緑色の Asn76 と Isatin 間の距離は、 

青色の Asn76 と Isatin と比べ近いのが見て取れる。 
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この共結晶中では、付加したメチル基が Asn76 をわずかに押しのけ、ドアのように開い

た Asn76 の奥には細い溝が続いている。これはこの部位へのもっと大きな官能基の付加に

より親和性が向上する可能性を示唆している。 

4-2 類縁体のスクリーニング 

4-2-0 概要 

DJ-1 変異体と Isatin 類縁体の解析の結果から、共有結合をする官能基が結合に必須であ

ること、そして伸長する位置によっては、少なくともメチル基を修飾することが可能な空

間は存在することが明らかとなった。 

そこで Isatin を基本骨格とする化合物群の特徴を考える。 

 

 

Figure 4-06 Isatin 骨格内の修飾可能部位 

①、③は相互作用への重要性、可用性などから、本論文中では変換を見送った。 

 

市販品の数などから判断すると、Isatin を基本骨格としたとき最も容易に伸長可能な部位

は、①の枠で囲った部位である。論文検索などを見ても、多くの Isatin 類縁体は①の位置
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を反応点として伸長が行われている。 

しかし、この部位は DJ-1 との親和性を最も重要な部位でもあることが変異体・類縁体解

析から明らかになった。予想される Cys106 との共有結合形成機構からも改変した場合の親

和性への影響は甚大であると考えられる。そのため今回はこの部位を改変することは見送

った。 

残る②、③、④であるが市販品の数などから判断すると、②、④は容易に伸長すること

が可能であると考えられる。 

②に関しては、結晶構造から判断する限り修飾する空間はそれほど残されておらず、あ

まり巨大な官能基で修飾すると蛋白質と衝突してかえって親和性が低下すると考えられる。

そこで-F, -Cl などの小さな官能基で修飾された類縁体を購入し、ITC で親和性を測定した。 

④に関しては、類縁体解析から親和性が低下することが明らかとなっている。しかし、

結晶構造解析からこの部位への修飾は DJ-1 側の構造を動かし、Asn76 が門のように開閉す

ることが判明した。そこで東大オープンイノベーションセンターのライブラリ情報に基づ

いてこの部位が修飾された化合物を購入し、親和性を測定した。その際、購入した化合物

数が多かったため、まず DSF で Tm の変化の大きかった化合物のみを選定し、ITC 測定へ

と供与した。 

結果、②の部位に関しては-F による修飾が、④の部位に関してはエチル基、フェニルエ

チル基による修飾が顕著な親和性向上を示した。 

4-2-1 実験手順 

4-2-1-1 ITC 測定 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25˚C 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。 

DJ-1WT を４˚C で 6 時間 PBS に透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したの
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ち 0.05 mM かつ 5%DMSO となるよう、ろ過した透析外液及び DMSO で希釈した。続い

て Isatin 類縁体を DMSO に溶解させ、透析外液で終濃度 0.5 mM、5% DMSO となるよう

希釈した。準備した DJ-1WT、Isatin をそれぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、25˚C

で測定を行った。 

4-2-1-2 DSF 測定 

装置は CFX Connect Real-Time System (Bio -Rad)を用い、蛍光プローブは SYPRO 

Orange(Invitrogen)を用いた。フィルタは励起/発光: 470/570 nm のフィルタを用いた。 

まず DJ-1 を PBS バッファに 4˚C で 6 時間透析した。 

続いてランニングバッファとして PBS+1%DMSO バッファを用意した。DMSO とラン

ニングバッファ、透析外液を用いて、5 μM DJ-1+50 μM Isatin 類縁体+SYPRO Orange 溶

液(1% DMSO)を調製し、昇温による DJ-1 の変性を追跡した。温度変化は 30ºC から 95ºC

まで 0.2ºC/分の割合で昇温した。 

4-2-2 結果と考察 

Isatin へのハロゲン付加の親和性への影響を検証するため、ITC により類縁化合物の親

和性を測定した。 

化合物名 KD (μM) ΔH (kcal) -TΔS (kcal) N 

Isatin 3.2 -11.6 4.1 1.0 

 

0.93 -12.4 4.2 1.0 

 

0.76 -10.6 2.3 0.95 
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Table 4-03 Halogen 原子による Isatin への修飾の相互作用への影響 

 

この際、Br、I に関しては化合物溶解性の関係で測定が難しかったため、F、Cl に絞って

測定を行った。 

測定の結果は F、Cl いずれの付加類縁体も DJ-1 への親和性が向上した。しかし向上の内

容は異なっていた。 

F による付加類縁体の場合は Isatin に比べエンタルピー的に有利であったのに対し、Cl

による付加類縁体の場合は Isatin に比べエンタルピー的に不利だった。これは F による付

加類縁体は Isatin と DJ-1 間の相互作用に加えて、新たな相互作用が生じている可能性を示

唆している。一方 Cl に関しては、Cl が付加することによって類縁体の疎水性が上昇し、結

果疎水的に DJ-1 への相互作用が強くなっている可能性を示している。 

本研究は DJ-1 に特異的なプローブを得ることが目標である。このことから、部位②に関

しては F を付加する類縁体がより適していると考えられる。 

続いて、DSF により部位④へと官能基を付加した化合物群についてスクリーニングを行

い、その中でも有意に Isatin より Tm シフトが大きかった(>1.0 ˚C)ものに関して ITC で親

和性を測定した。以下に示すのは DSF で Tm シフトが有意に高かった化合物で、なおかつ

ITC 測定が可能な溶解度を持つ化合物群である。 
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化合物名 KD (μM) ΔH (kcal)
-TΔS 

(kcal) 
N 

ΔTm

(˚C) 

Isatin 3.2 -11.6 4.1 1.0 0 

 

0.63 -11.9 3.5 0.92 3.2 

 

0.75 -12.0 3.7 0.94 2.8 

 

0.59 -11.2 5.0 1.0 2.8 

 

1.4 -10.6 7.1 1.0 2 

7.7 -12.6 5.5 1.1 6.2 

Table 4-04 様々な官能基による Isatin への修飾の相互作用への影響 

 

溶解性の問題から、8 種の化合物の中で ITC を測定できたのは 4 種であった。その中で

エチル基、フェニルエチル基を付加した化合物に関しては付加前の Isatin に比べ親和性が
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増大していた。特にエチル基は、メチル基の付加が親和性の低下へとつながったことを考

えると興味深い結果である。 

なお、エチル基、フェニルエチル基を付加した化合物の ΔH は Isatin と比較して大きな

変化はない。すなわちこれら官能基は、水素結合等の特異的な相互作用よりもむしろ、疎

水性相互作用などのエンタルピー変化を生じにくい相互作用によって親和性を向上させて

いると考えられる。 

残りの化合物に関しては、親和性は増大していない。DSF の結果と比較すると、おそら

く原因として、結合以外の理由(SYPRO Orangeへの干渉など)によってDJ-1を安定化した、

もしくは高温環境下でのみ DJ-1 との親和性が強くなるものと考えられる。 

DSF のフォールスポジティブ率の高さはよく知られていることでもあることから、今回

は ITC の結果に注目し、④の部位に関してはエチル、フェニルエチル基による付加を用い

て最適化を進めることとした。 

4-3 さらなる最適化 

4-3-0 概要 

前節の結果から、部位②と④に修飾した Isatin 類縁体の一部は DJ-1 に対して Isatin よ

りも高い親和性を有することが明らかとなった。では、これらの修飾を組み合わせること

でさらに高い親和性の化合物が得られると考えるのは容易である。 

そこでこれらの修飾を組み合わせた類縁体を購入し、DJ-1との親和性を ITCで測定した。

さらにそれらの類縁体の中で特に物性が良いものに関してDJ-1グリオキシラーゼ活性の阻

害を検証した。 

結果、親和性・阻害能共に向上した。 
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4-3-1 実験手順 

4-3-1-1 ITC 測定 

用いた装置は MicroCal Auto-iTC 200 (GE Healthcare)で、25˚C 条件下での結合に関し

て熱力学パラメータを算出した。 

DJ-1WT を４˚C で 6 時間 PBS に透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したの

ち 0.05 mM かつ 5%DMSO、もしくは 0.01 mM かつ 5%DMSO となるよう、ろ過した透析

外液及び DMSO で希釈した。続いて Isatin 類縁体を DMSO に溶解させ、透析外液で終濃

度 0.5 mM かつ 5% DMSO、もしくは 0.1 mM かつ 5%DMSO となるよう希釈した。準備

した DJ-1WT、Isatin 類縁体を、Cell:Syringe の濃度比が、F-Isatin-ethyl 付加体について

は 0.05 mM DJ-1:0.5 mM Isatin、F-Isatin-ethylphenyl 付加体については 0.01 mM 

DJ-1:0.1 mM Isatin となるよう、それぞれ Auto-iTC 中の Cell、Syringe に詰め、25˚C で

測定を行った。 

4-3-1-2 グリオキシラーゼ活性阻害の検証 

DJ-1WT を４ºC で 24 時間 100 mM リン酸ナトリウムバッファ、1 mM DTT (pH 7.0)に

透析し、バッファを置換する。DJ-1WT は回収したのち氷中に保持した。 

続いて 100 mM リン酸ナトリウムバッファ(pH 7.0)を新たに調製、さらにその一部を分

取して 1%DMSO を混合、調製された 2 種のバッファをそれぞれ室温で静置した。今後は

それぞれ 0%ランニングバッファ、1%ランニングバッファと呼び、今後ランニングバッフ

ァとして用いる。これは DTT による Isatin の分解を防ぐためである。なお室温は 25 ˚C だ

った。 

基質としては再びフェニルグリオキサールを用いた。秤量したフェニルグリオキサール

を DMSO に溶解し、0%ランニングバッファと 1%ランニングバッファを用いて希釈、60 

μM(1% DMSO)とした。 
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購入した Isatin 類縁体を DMSO に溶解し、0%ランニングバッファと 1%ランニングバッ

ファ、そして氷中で保持していた DJ-1 を用いて希釈、100 μM Isatin 類縁体 +1 μM DJ-1

溶液(1%DMSO)を調製。続いて DMSO と 0%ランニングバッファと 1%ランニングバッフ

ァ、DJ-1 を用いて 1 μM DJ-1 溶液(1% DMSO)を調製。この 1 μM DJ-1 溶液と、先ほどの

100 μM Isatin 類縁体 +1 μM DJ-1 溶液(1%DMSO)を用いて希釈系列 1 μM DJ-1+100, 30, 

10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, 0 μM Isatin 溶液(1% DMSO)を調製した。 

各種希釈系列を調製したのち、50 μl の DJ-1 と 50 μl のフェニルグリオキサールを素早

く混合、UVstar 384 well に 100 μl 移し、Enspire (Perkin Elmer 社)で吸光度の時間変化

を測定した。測定条件は、測定波長 250 nm、データ取り込み間隔を 15 sec、測定温度は

26 ˚C、0-300 sec に関して測定した。 

4-3-2 結果と考察 

これまでの得られた結果から推測された、DJ-1 にたいしてより親和性の高い Isatin 類縁

体について、ITC により親和性を測定した。 
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Table 4-05 親和性が向上した修飾を組み合わせた場合の相互作用への影響 

 

 

化合物名 KD (μM) ΔH (kcal)
-TΔS 

(kcal) 
N 

IC50 

(μM) 

Isatin 3.2 -11.6 4.1 1.0 0 

 

0.063 -9.1 -0.59 0.99 0.29 

 

0.097 -12.0 2.4 1.03 0.36 
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Figure 4-07 親和性が向上した修飾を組み合わせた場合の相互作用への影響(上)と 

グリオキシラーゼ活性阻害能への影響(下) 
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Figure 4-08 修飾に伴う結合の熱力学的パラメータの変化 

 

推測通り、類縁体はこれまでに得られた類縁体をしのぐ親和性の強さを示した。エンタ

ルピー、ΔG は必ずしも相加的ではなく、これは官能基を付加することにより脂溶性が変化

し、結果的に疎水性相互作用が一部働いているためと考えられた。 

またグリオキシラーゼ活性の阻害も検証した。 

こちらに関しても ITC 同様おおもととなった Isatin よりも高い阻害能を示しており、妥

当な結果であるといえる。 

4-4 第 4 章の総括 

 第 4 章では、Isatin の構造を基本骨格として、DJ-1 に対してより親和性が高くグリオキ

シラーゼ活性を強く阻害する化合物の探索をおこなった。 

 構造情報に基づいた変異体解析、類縁体解析により、Isatin のいずれの原子が重要である

かを解析し、結果 Isatin の中でも 2 つの部位に絞って付加を進めることを決定した。 
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 2 つの部位それぞれに関して、構造情報に基づいて付加した類縁体を購入し、DSF、ITC

により親和性を測定したところ、2 つの部位それぞれについて親和性を向上させる類縁体が

得られた。  

 部位②、④で親和性の向上へとつながった付加官能基を組み合わせた化合物は、ほぼ相

加的に親和性が向上した。このことから部位②、④の官能基付加は独立して親和性を向上

させていると考えられる。また親和性の向上に伴い DJ-1 のグリオキシラーゼ活性阻害能も

向上した。 

 以上、本研究により DJ-1 の重要な機能であるグリオキシラーゼ活性を十分な阻害率で阻

害する化合物が得られた。 
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第 5 章  
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5 章 

本研究では、機能解析・薬剤標的評価を見据えた DJ-1 機能阻害剤の獲得を目的とした。 

第 2 章ではこれに向けて SPR を用いたフラグメントスクリーニングを実施し、さらに得

られた化合物の DJ-1 への結合を ITC、共結晶構造解析、SPR の 3 つの手法によって再確

認した。 

結果 DJ-1 の Cys106 を中心としたポケットに、KD=3.6 μM というフラグメントとしては

非常に強い親和性で結合する生体内小分子 Isatin を同定した。 

この Isatin はパーキンソン病とも関連が深い分子であることが知られている。特に、

MAO-B と呼ばれる酵素は、パーキンソン病治療薬であるセレギリンの標的分子として知ら

れるが、同時に Isatin によっても阻害されることが知られている。Isatin の MAO-B 阻害

の Ki は数 μM オーダーであるといわれており、Isatin の生体内濃度がほぼこのオーダーで

あることを考慮すると、生体内でも同様の阻害が起きている可能性は高い。 

今回の研究では、DJ-1がほぼ同程度の親和性で Isatinと結合することが明らかになった。

これは DJ-1 の関与するシグナル伝達経路と MAO-B の関与するシグナル伝達経路が Isatin

を介して交差している可能性があることを示しており、パーキンソン病の発生機序を考え

るうえで興味深いと思われる。 

続く第 3 章では、これまでに提案されてきた DJ-1 の機能仮説の中から、プロテアーゼ、

金属結合、グリオキシラーゼの 3 種を取り上げ、それぞれについて追試および詳細な解析

を行った。 

まずプロテアーゼ仮説に関してだが、本研究中では、DJ-1 のプロテアーゼ活性は確認さ

れなかった。また、C 末端により DJ-1 のプロテアーゼ活性が制御されているという既報が

存在することから、そちらに関しても追試を行ったが、やはりプロテアーゼ活性は確認さ

れなかった。C 末端の切断による変性や凝集の可能性も考えて DSC、SEC、FFF-MALS

などの手法により検証を行ったところ、C 末端は安定性と二量体化に強く影響していること
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が明らかとなった。このことは結晶構造解析と分子動力学シミュレーションからも裏付け

られた。また SEC、DSC のけっかなどを確認した限りでは、精製後の蛋白質に限っては、

C 末端の切断によって凝集や変性は起こしていない。つまり、DJ-1 は構造をある程度維持

しつつ単量体となっていたということになる。 

ゆえにプロテアーゼ活性に関しては、蛋白質の置かれた環境への依存性がきわめて高い

可能性があり、阻害の確認実験には適していないと考えられた(このことは細胞内でプロテ

アーゼ活性が重要な役割を果たしていない、ということは意味しない。なぜなら、特定環

境下でプロテアーゼ活性の厳密な制御を望む場合には、環境依存性は有利に働きうるから

である)。 

続いて行ったのは、金属結合活性に関する研究である。これは、DJ-1 が銅と結合し、銅

毒性を防ぎつつ酸化ストレス応答因子 SOD1 の働きを助けるという既報の提案に基づいて

行われた。 

本研究中で DSF、ITC を用いて DJ-1 と各種遷移金属の親和性を測定したところ、DJ-1

は過去に報告された Cu(II)よりも Zn(II)に対して強く結合するという結果が得られた。結

晶構造解析、変異体解析によってもこれは確かめられ、DJ-1 は Cys106, Glu18 を介して

Zn(II)と KD=0.8 μM の親和性で結合することが明らかとなった。この親和性は亜鉛蛋白質

としては弱いが、既報の銅との親和性(KD=400 μM)と比べるとはるかに強い親和性であっ

た。一方銅に関しては、DSF 測定系では DJ-1 を大幅に不安定化させており、高温条件下

では DJ-1 に対して大きな影響を与えている可能性が考えられた。ただしこちらも環境依存

性が予想される。亜鉛に関しては現時点では DJ-1 との関連については報告がないため、細

胞内での重要性も明らかでない。そこで阻害実験の検証に用いるのは見送られた。 

最終的に比較的再現性良く確認されたのは、グリオキシラーゼ活性であった。これは

Isatin と一部似た分子を基質とする活性である。再現性良く活性が確認できること、線虫な

どを用いて DJ-1 のグリオキシラーゼ活性の重要性なども報告されていることなどから、
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Isatin 及びその類縁体による DJ-1 の機能阻害の確認には、3 種類の仮説の中でも本活性が

最も適していると考えられた。 

そして実際に Isatin はグリオキシラーゼ活性を阻害した。 

第 4 章では、第 2 章で同定された Isatin を基軸に化合物の伸長を試みた。 

その際、既に得られている構造情報を活用し、変異体解析と類縁体を用いた解析で、Isatin

のどの原子が DJ-1 との相互作用にどの程度影響を及ぼしているかを調べ、市販品の購入の

容易さなども検討に入れつつ、最終的に官能基を付加する箇所を定めた。 

そしてその 2 か所の片方に官能基を付加したものをいくつか購入し、DSF、ITC を用い

て親和性を測定したところ、2 か所それぞれに関して親和性が向上した類縁体が得られた。

そして親和性が向上した官能基の付加を組み合わせると、さらに親和性は向上し、おおも

ととなった Isatin と比べると約 30 倍程度の親和性の向上が観察された。グリオキシラーゼ

活性の阻害効率も向上し、最終的に細胞アッセイなどに用いるには十分と考えられる親和

性の阻害剤が得られた。 

本研究を通して、最終的には 2 つの学術的貢献が果たされた。すなわち、DJ-1 の研究ツ

ールとしての阻害剤の開発と、Isatin を中心とした DJ-1 と MAO-B のシグナル伝達経路の

交差の示唆である。本研究が今後のパーキンソン病の病理解明、ひいては疾患治癒へとつ

ながることを期待して、結びとする。 
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