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「内分泌かく乱物質による精子形成異常に関与する癌遺伝子産物DJ-1とAMY-1」 

 

1.研究実施の概要 

 新規癌遺伝子として単離、同定されたDJ-1，AMY-1及び精巣で発現する遺伝子群の機能

解析と内分泌かく乱物質との相関を、分子生物学、生化学、細胞生物学、発生生物学的手

法により、内分泌かく乱物質による精子形成不全（不妊）、脳神経変性疾患、細胞癌化の

分子機構を解明した。解析が進んだDJ-1は体細胞と精子で機能し、転写調節、抗酸化スト

レス、プロテアーゼの３つの機能を有し、その機能破綻が男性不妊、パーキンソン病の原

因になることが明らかになりつつある。上記の疾患原因の１つとしては酸化ストレス、あ

るいは小胞体ストレスが考えられ、ダイオキシン、ビスフェノールAなどの内分泌かく乱

物質は活性酸素を誘導し、ビスフェノールA投与マウスはパーキンソン病様の神経症状を

起こす。抗酸化ストレス機能を有するDJ-1はダイオキシン、ビスフェノールにより誘発さ

れる活性酸素に伴い発現上昇し、自己酸化されることで活性酸除去を行った。また、DJ-1

は小胞体ストレスが原因で異常凝集体を生ずるPael受容体を分解し、抗細胞死作用を示し

た。以上より、内分泌かく乱物質の生体に及ぼす分子機構の１つとして酸化ストレス、小

胞体ストレスがあり、その防御因子としてのDJ-1が明らかとなった。 

 

2.研究実施内容 

現在までに多数の内分泌攪乱物質が同定されているが、そのバイオマーカーとなるター

ゲット遺伝子、更に内分泌攪乱作用の分子機構は未だに不明な点が多く現在精力的に解析

されている。本研究室では長らく癌遺伝子研究を行なっており、その過程でras癌遺伝子

と強調的に細胞を癌化する新規癌遺伝子DJ-1を同定した。DJ-1は種々の内分泌攪乱投与ラ

ット、マウス、培養細胞で発現が顕著に変動する。また、DJ-1は男性不妊をもたらす化学

物質投与マウス精子で不妊とパラレルに変動して減少することから、ある内分泌攪乱物質

のターゲットタンパク質であると推定されるようになった。更に、活性酸素誘導物質によ

りDJ-1は発現誘導され、家族性パーキンソン病PARK7の原因遺伝子であることも今年度に

入り報告された。パーキンソン病は活性酸素が発症原因と一つと考えられている。このよ

うな多様な機能を有するDJ-1の機能解明を行い、同時に内分泌攪乱物質の生体に及ぼす分

子機構をDJ-1を基点として解明することを目的として研究した。 



2-1. 実験方法 

１）マウス、培養細胞におけるビスフェノールA (BPA), TCDDD暴露におけるDJ-1の発現

変動と活性酸素誘導 

成熟雄マウス( BL/6、6週齢 )を用いて、コーンオイルに溶解したBPA( 100 

mg/kg/day )、TCDD( 100 ng/kg/day )を各々毎日経口投与した。0、2、4週間後にそ

れぞれ精巣、精子、脳を摘出し、Western blotによりDJ-1を定量した。また、セルト

リ細胞株TM4, eraly spermatocyte 細胞株GC1に20, 100 nM BPAを処理し、DJ-1の発

現変動をWestern blotにより、活性酸素産生をフローサイトメーターで定量した。 

２）DJ-1の坑酸化ストレス能 

過酸化水素H2O2, 活性酸素誘導を行う神経毒MPP+, 6-ヒドロキシドーパミン(6-

OHDA)を種々の濃度でDJ-1に対するsiRNA処理したドーパミン性神経芽腫細胞SH-SY5Y

を処理し、死細胞を定量した。マウスNIH3T3細胞にwild-type, 及び種々のDJ-1変異

体を導入した細胞株を樹立し、H2O2処理後のDJ-1の発現とpI変動を、また死細胞を定

量した。 

３）DJ-1のSUMO-1化と活性変動 

H1299細胞におけるDJ-1の動態を坑DJ-1抗体、坑SUMO-1抗体で検討した。また、DJ-

1に存在する全１６種のリジンをアルギニンに変換させた変異体を作成し、DJ-1の

SUMO-1サイトを同定した。さらに、パーキンソン病に見られるDJ-1変異体のSUMO-1化

と細胞内局在の変動を解析した。 

2-2. 実験結果 

１）内分泌攪乱物質によるDJ-1の応答 

今回のBPA, TCDDと昨年度報告した他の内分泌かく乱物質暴露に対するDJ-1の応答

を以下の表にまとめる（表１）。 

表１．各種薬剤投与に対するDJ-1の応答 

内分泌攪乱物質、化学物質 DJ-1の発現 DJ-1の局在変動 動物 or 細胞 活性酸素誘導

アンドロゲンアンタゴニスト 

ビンクロゾリン、p,p’-

DDE、ニトロフェン 

 

変動なし 

 

 

核から細胞質 

核内でdiffuse 

CosI細胞 検出できず 

ビスフェノールA 減少（精巣） 

上昇（精子） 

上昇（脳） 

変動なし マウス、 

TM4細胞 

GC1細胞 

Nero2A細胞 

誘導 

ダイオキシン 

 

減少（精巣） 

上昇（精子） 

上昇（脳） 

変動なし 

 

マウス 誘導 

精巣上体毒 

 オルニタゾール、 

エピクロロヒドリン 

 

減少（精子） 

 

核から細胞質 

核内でdiffuse 

CosI細胞 

ラット、 

マウス、 

未テスト 



また、BPA処理によりTM4、GC1、Neuro2A細胞で活性酸素が誘導されることが明らかと

なった。DJ-1はこの活性酸素に応答して発現変動したと考えられる。 

２）活性酸素消去因子としてのDJ-1 

過酸化水素投与細胞ではDJ-1の酸化が観察された。更に、過酸化水素と精製DJ-1を

反応させたところ、DJ-1自身の酸化に伴う過酸化水素の消去が観察され、DJ-12量体

形成を阻害する変異DJ-1ではその活性が半減していた。従って、DJ-1は自己酸化され

ることで過酸化水素を消去することが明らかとなった。DJ-1は過酸化水素、MPP+, 6-

OHDA処理による細胞死に対し抵抗性を示し、パーキンソン病で見られる変異、2量体

形成、SUMO-1化変異体ではこの活性が消失していた。 

３）DJ-1のSUMO-1化 

DJ-1は130番目のリジンがSUMO-1化され、全てのDJ-1機能にSUMO-1化が必須であっ

た。パーキンソン病で見られる変異体で過剰にSUMO-1化され、一部にミトコンドリア

に局在し、不溶化していることにより機能消失していた。 

４）DJ-1の構造解析 

DJ-1のX線結晶構造解析が完了し、DJ-1自身が単独で１つの構造体をとり、β-

sheetを介した２量体活形成が活性に重要である事が明らかとなった。また、DJ-1は

原核生物のプロテアーゼIと構造が酷似しており、事実DJ-1はロテアーゼ活性が存在

した。このプロテアーゼ活性は受精時、のパーキンソン病での疾患と関連があると考

えられる。 

５）DJ-1とパーキンソン病 

パーキンソン病は老年ととも発症する弧発性のパーキンソン病と、若年で発症する

遺伝的パーキンソン病が存在する。DJ-1は遺伝性パーキンソン病(PARK7)の原因遺伝

子であることが報告された。PARK7患者ではDJ-1遺伝子の欠失、あるいはL166P変異な

ど現在まで１１個の変異が報告されている。DJ-1は酸化ストレスで発現誘導されるの

で酸化ストレスとの関連を検討し、DJ-1は自らが酸化されることで活性酸素を除去し、

活性酸素誘導細胞死を防御する事が明らかとなった。Dimer形成に必要なC57,SUMO-1

化に必要なK130、L166変異ではこの活性が失われ活性酸素誘導細胞死が生じた。また、

パーキンソン病ではPael-Rなどが脳黒質に蓄積するが、DJ-1はプロテアーゼとして

Pael-Rを分解した。弧発性パーキンソン病は酸化ストレス、化学物質の作用などがそ

の原因と想定されている。そこで、DJ-1の弧発性パーキンソン病、内分泌かく乱物質

に共通に存在する機構の存在を想定して解析している。 

2-3. 結論 

 このように異なる作用点を有すると考えられる内分泌かく乱物質、化学物質に対して

DJ-1は反応する。アンドロゲン受容体(AR)活性は転写活性を発揮するためには細胞核内の

ドット状に見える一定の場にDJ-1を含む複数の転写調節因子と共局在することが必須であ

るが、アンドロゲンアンタゴニストはARを核内にdiffuse（一様）に拡散させ、同時にDJ-

1は細胞質まで移動させARとの共局在を解離させる。一方、オルニタゾールなどの精巣上



体毒はアンドロゲンアンタゴニスト同様にAR転写活性を抑制する。しかしながら、ARの核

内でのドット状局在は変えないがDJ-1は細胞質まで移動させARとの共局在を解離させる。

以上の事より、ARはDJ-1を共局在することが活性発揮に必須と考えられ、AR作用を攪乱さ

せる内分泌攪乱物質の一つの作用点がここに存在すると推定された。 

 一方、ビスフェノールA、ダイオキシンなどはエストロゲン受容体を始めとする複数の

作用点があることが予想されている。DJ-1はビスフェノールAにより発現減少し、ダイオ

キシン投与マウスでは臓器により発現は上昇、減少する。これらに共通する機構はなんで

あろうか。ビスフェノールA、ノニルフェノール、ダイオキシンなどは細胞内に活性酸素

を誘導する報告が最近あいついでいる。活性酸素ははDNA、タンパク質、糖などにダメー

ジを与え、癌、脳疾患、不妊等を誘発すると考えられている。我々は自己酸化されること

で活性酸素を消去し、活性酸素の1つである過酸化水素による細胞死に抵抗性を与える機

能がDJ-1に存在し、パーキンソン病に見られる変異DJ-1はこの活性を失っていることから、

DJ-1は酸化ストレス防御因子であることを明らかにした。ビスフェノールA、ノニルフェ

ノール、ダイオキシンなどの作用を活性酸素だけで説明することはできないが、１つの作

用点として考えることができ、そこにDJ-1が関与するものと考えられる。モデルを図１に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．DJ-1の作業モデル 

 

 

3.研究実施体制 

分子生物・マウスグループ 

① グループ長名：有賀寛芳（北海道大学大学院薬学系研究科、教授） 

② 研究項目 

(１) DJ-1の解析 

(1)-1. DJ-1に作用する内分泌かく乱物質とDJ-1の量的・局在変動 

ROS

Scavenging ROS  
   by auto-oxidation 

DJ-1

DJ-1 activated

Oxidized proteins

Degradation

Hypothetical Model

ex. DJ-1-P 
      DJ-1-SUMO

DJ-1 highly oxidized Loss of function



(1)-2. DJ-1に機能解析 

(1)-3. DJ-1の構造解析 

(1)-4. DJ-1とパーキンソン病 

(２) AMY-1の機能解析 

抗体グループ 

① グループ長名：玉井克之（医学生物学研究所(MBL)・研究リーダー） 

② 研究項目 

(１) 新規タンパク質に対する抗体作成とDJ-1の高感度検出系の作成 
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