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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病病因遺伝子産物LRRK2は低分子量Gタンパク質Rabを細胞内でリン酸化
するキナーゼであり、またリソソームの形態制御に関わることが示唆されている。本研究ではLRRK2と基質Rabの
役割について特にリソソームに着目して解析し、LRRK2によるRab8、Rab10のリン酸化が新規のリソソームストレ
ス応答経路において重要な役割を果たすことを明らかにした。また、LRRK2によるRab7L1のリン酸化はゴルジ体
の形態を制御することも見出した。パーキンソン病に連鎖するLRRK2の変異は細胞内においてこれらの経路を異
常亢進させる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Parkinson's disease-related protein LRRK2 is a kinase that phosphorylates 
Rab family small G proteins, and has been implicated in the regulation of lysosome morphology. In 
this study, we investigated the role of LRRK2 and its substrate Rab especially on lysosomal 
regulation, and found that LRRK2-mediated phosphorylation of Rab8 and Rab10 plays an important role 
in a novel lysosomal stress-responsive pathway. We additionally found that LRRK2-mediated 
phosphorylation of Rab7L1 regulates the morphology of Golgi apparatus. Our data support the notion 
that Parkinson-linked mutations in LRRK2 may abnormally enhance these regulatory pathways in cells.

研究分野： 分子神経病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LRRK2の生理的基質として近年になりRabが同定され、その役割が注目されていたが、我々は世界に先駆けてリソ
ソームの恒常性維持に働くことを明らかにした。また、細胞内輸送の重要な制御因子であるRabがストレス依存
的なリン酸化により新たな機能を獲得することを示した点で、学術的意義も大きい。LRRK2はパーキンソン病発
症の鍵となる分子と考えられ、その詳細な機能の解明により、疾患発症機構の理解および治療薬開発にもつなが
るものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病（PD）はアルツハイマー病に次いで頻度の高い神経変性疾患であり、65 歳

以上のおよそ 100 人に 1 人がふるえや動作の鈍さなどの運動症状を発症する。現在のところド
パミン補充療法などの対症療法が普及しているが、神経細胞の変性・脱落そのものを止める根
本的な治療法は存在せず、高齢化社会を迎えた今日において根本治療法の開発は急務である。
病理学的には中脳黒質のドパミン作動性ニューロンを中心とした神経細胞内にαシヌクレイン
などの病因タンパク質が蓄積し、細胞死が認められるが、発症に至る分子レベルでのメカニズ
ムは明らかではない。一方、PD の一部には遺伝性を示す症例が存在し、本邦の相模原で最初
に発見された優性遺伝性の家族性 PD (PARK8)の病因遺伝子として、2004 年に LRRK2
（leucine-rich repeat kinase 2）遺伝子が報告された。LRRK2 はキナーゼ活性を有し、PD に
連鎖する LRRK2 の変異はそのキナーゼ活性を上昇させることが報告されているが、LRRK2
によってリン酸化される真の基質やそのリン酸化を含めた生理的機能、さらにその機能異常と
パーキンソン病発症との関連については不明であった。 

LRRK2 の生理的機能を示唆する報告として、LRRK2 遺伝子を欠損（ノックアウト）したマ
ウス・ラットや LRRK2 キナーゼ活性阻害剤を投与された動物の腎臓や肺において、細胞内の
分解器官であるリソソームが肥大化し、未消化の内容物を含有した 2 次リソソームが蓄積する
ことが報告された（Tong et al, PNAS 2010, Fuji RN et al, Sci Transl Med 2015、他複数）。
従って、LRRK2 とリソソームの機能との間に何らかの関連があることが予想された。また、
我々を含めた研究グループは、LRRK2がRabファミリー低分子量Gタンパク質の１つRab7L1
と相互作用して神経細胞内輸送を調節することを報告し（MacLeod et al, Neuron 2013）、ま
た、Rab7L1-LRRK2 遺伝子経路が線虫からマウスまで存在すること、線虫における神経軸索
の伸長やマウス腎臓における２次リソソームの蓄積を制御することを見出していた（本研究遂
行中に発表：Kuwahara et al, Sci Rep 2016）。他のグループからも LRRK2 と Rab の間の機
能的関係を示唆する方向が相次ぎ、LRRK2, Rab そしてリソソームとの関連が注目されるよう
になったが、それらの関係や、PD 発症メカニズムとの関連については不明であった。 

 
２．研究の目的 
 
 以上の背景をふまえ、本研究では以下の点を主要な目的とした。 
(1) 細胞内における LRRK2 と Rab7L1 の機能的関係の解明 
(2) LRRK2 と Rab が関わるリソソームストレス制御機構の解明 
 
３．研究の方法 
 
(1) LRRK2 はキナーゼであることから、HEK293 細胞に発現させた Rab7L1 が細胞内におけ
る基質になりうる可能性について、細胞内リン酸化を簡便に検出できる Phos-tag SDS-PAGE
法を用いて解析した。また、LRRK2 と Rab7L1 は細胞内輸送を制御することから、Rab7L1
が定常状態において局在するゴルジ体を含めた細胞内オルガネラの形態について、免疫細胞化
学的に詳細に解析した。 
(2) LRRK2 とリソソームとの関連解明のため、まず、内因性 LRRK2 を高発現するマウスマク
ロファージ由来 RAW264.7 細胞を用いて、内因性 LRRK2 とリソソームとの局在関係を検討し
た。次に、リソソームに選択的に蓄積する化合物であるクロロキンを細胞に投与した際に形成
される肥大化したリソソームと内因性 LRRK2 との局在関係についても検討した。さらに、ク
ロロキン投与によりリソソームストレス負荷を与えた際に LRRK2 が果たす役割について、
Rab との関係に着目しつつ解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞内における LRRK2 と Rab7L1 の機能的関係の解明 
 
 HEK293 細胞に 3xFLAG-LRRK2（野生型、家族性 PD 変異型）と GFP-Rab7L1 を共発現
させ、細胞ライセートを調製後、Rab7L1のリン酸化状態をPhos-tag SDS-PAGEおよび抗GFP
抗体によるウエスタンブロットにより解析した。その結果、LRRK2 の発現により Rab7L1 の
リン酸化が認められた。ゴルジ体膜に結合できない変異型 Rab7L1 はリン酸化されないことか
ら、LRRK2 はゴルジ膜上において Rab7L1 をリン酸化するものと考えられた。また、リン酸
化部位の候補と考えられる Ser/Thr 残基のアラニン置換体を用いた解析から、リン酸化部位と
して Ser72 を同定した。興味深いことに、家族性 PD 変異型 LRRK2 はいずれも野生型に比し
て Rab7L1 の Ser72 リン酸化能が顕著に高いことが判明した。さらに LRRK2 による Rab7L1
リン酸化の役割を解析するため、ゴルジ体の形態に注目して解析したところ、Ser72 リン酸化
模倣体（S72E）の発現や、野生型 Rab7L1 と家族性 PD 変異型 LRRK2 の共発現によりトラン
スゴルジの断片化が認められた。従って、LRRK2 は Rab7L1 の Ser72 リン酸化を介してトラ



ンスゴルジの形態を制御するものと考えられた（図１）。以上の結果は 2018 年 1 月に
Biochemical and Biophysical Research Communications（BBRC）誌にて発表した。 

 
図１．LRRK2 による Rab7L1 リン酸化とその役割。上段： LRRK2 は Rab7L1 の
Ser72 残基をリン酸化する。家族性 PD 変異型 LRRK2 はリン酸化能が亢進してい
る。下段：Rab7L1 の Ser72 リン酸化は、トランスゴルジ（TGN）の断片化を引き
起こす。Fujimoto T, Kuwahara T et al, BBRC 2018 より改変。 

 
(2) LRRK2 と Rab が関わるリソソームストレス制御機構の解明 
 
 RAW264.7 細胞における内因性 LRRK2 の免疫染色による解析から、LRRK2 がしばしば肥
大化したリソソームの膜上に局在していることを見出していた。そこで、リソソーム内に蓄積
し肥大化を誘導する薬剤であるクロロキンを細胞に投与したところ、LRRK2 が速やかに肥大
化したリソソーム上に局在化した。他の複数のリソソーム阻害剤を用いた検討との比較から、
LRRK2 は肥大化そのものよりも過積載となったリソソーム上に特異的に局在化すると考えら
れた。さらに、この局在化は Rab7L1 により担われること、局在化に伴い LRRK2 が顕著に活
性化することも見出した。 
 次に、LRRK2 の基質になりうる Rab ファミリー分子群のリソソーム上への局在化について、
ファミリーワイドな解析を行い、Rab8a、Rab10 が LRRK2 によるリン酸化依存的に過積載リ
ソソーム上にリクルートされることを見出した。リン酸化された Rab8a、Rab10 は GDI（グ
アニンヌクレオチド解離阻害因子）による膜からの引き抜きに抵抗性を示したことから、リン
酸化を受けるとリソソーム膜上に安定的に留まるものと考えられた。 
さらにLRRK2やこれらのRabのリソソーム膜上への局在化が果たす役割について検討する

ため、各分子のノックダウン実験を行った。その結果、LRRK2、Rab7L1、Rab8 のノックダ
ウンにより、クロロキン処理時におけるリソソーム肥大化が亢進した。一方、リソソーム内腔
に存在する代表的な加水分解酵素であるカテプシン B/D はクロロキン処理により速やかに細
胞外に放出されるが、LRRK2、Rab7L1、Rab10 のノックダウンによりカテプシンの細胞外放
出が顕著に抑制されることを見出した。 
 Rab8a や Rab10 が如何にしてリソソームの肥大化抑制や内容物放出を引き起こすのかを明
らかにするため、これらの表現型の発現に関わる Rab8a や Rab10 のエフェクター分子につい
て、既知因子のノックダウンスクリーニングにより探索した。その結果、そのような分子とし
て EHBP1 と EHBP1L1 を同定した。内因性 EHBP1、EHBP1L1 はいずれもクロロキン処理
時に LRRK2 や Rab8a/10 と同様、過積載となったリソソーム上に集積したことから、確かに
下流因子として働くものと考えられた。 
 さらに生体内においても LRRK2 が同様の役割を果たす可能性について検討するため、若齢
の野生型マウスおよび LRRK2 ノックアウトマウスにクロロキンを 2 週間にわたり腹腔内に投
与し、病理学的解析を行った。その結果、LRRRK2 ノックアウトマウスの腎近位尿細管におい
て特異的に空胞変性を認めた。また、リソソームに蓄積するリポフスチン顆粒に由来する自家
蛍光の増大やリソソームマーカーLAMP1 の染色性増大を認めた。これらの表現型は老齢（10
ヶ月齢以上）の LRRK2 ノックアウトマウスにおいても同様に認められることから、LRRK2
は生体内において老化等に伴い生理的に発生するリソソームストレスに抵抗する役割を有する
ものと考えられた。 



以上より、LRRK2 とその基質 Rab はリソソームストレス負荷時に順にリソソーム上に集積
することでリソソームの恒常性を維持すること、また、その機能はストレス依存的な LRRK2
による Rab リン酸化により調節されることを明らかにした（図２）。以上の結果は 2018 年 9
月に Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
（PNAS）誌にて発表した。 

 
図２．LRRK2 と基質 Rab によるリソソームストレス制御のメカニズム。Eguchi T, 
Kuwahara T, Sakurai M et al, PNAS 2018 より改変。 
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