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研究成果の概要（和文）：LRRK2はパーキンソン病（PD）の主要な病因タンパク質であり、細胞内でRab8やRab10
などのRab GTPaseをリン酸化するキナーゼである。PDにおいてLRRK2の異常活性化が示唆されていることから、
その活性調節機構について解明を試みた。本研究において、LRRK2のRabリン酸化活性は細胞へのリソソームスト
レス負荷により上昇すること、その活性化にRab29など複数の調節因子が関わること、LRRK2の活性化がPD脳内に
蓄積する病因タンパク質αシヌクレインの細胞外放出を促すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：LRRK2 is a major causative protein for Parkinson’s disease (PD), and is a 
kinase that phosphorylates Rab GTPases such as Rab8 and Rab10 in cells. Since hyperactivation of 
LRRK2 has been implicated in PD, we sought to elucidate the regulatory mechanism of LRRK2 
activation. In this study, we found that LRRK2 activity to phosphorylate Rab is enhanced by 
lysosomal stress loading to cells, that multiple regulatory factors including Rab29 are involved in 
the activation process, and that LRRK2 activation causes the extracellular release of 
alpha-synuclein, another PD-causative protein accumulated in PD brains.

研究分野：分子神経病理学

キーワード： LRRK2　リソソーム　Rab　リン酸化　パーキンソン病　αシヌクレイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LRRK2の異常活性化の抑制はパーキンソン病の新規治療戦略として有望と考えられるが、本研究から、LRRK2活性
化に関わる制御因子や経路が明らかになったことで、それらの因子も創薬標的になりうると考えられた。学術的
には、LRRK2を中心とした新規のリソソームストレス応答機構とその制御メカニズムを見出したことで、細胞の
恒常性維持機構に対する新たな理解が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病（PD）は加齢とともに発症する代表的な神経変性疾患であり、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。PDは病理学的に中脳黒質のドパミンニュ
ーロンを主体とする神経細胞の変性・脱落と、αシヌクレインを主成分とする神経細胞内封入体
Lewy小体の形成を特徴とする。PDの多くは孤発性であるが一部に遺伝性が存在し、αシヌクレ
イン遺伝子のほか、Leucine-rich repeat kinase 2（LRRK2）が顕性遺伝性 PDにおける主要な病因遺
伝子として同定された。また、LRRK2の一塩基多型は孤発性 PDの主要なリスク因子としても報
告されている。 

LRRK2は細胞内小胞輸送に関わる Rab GTPaseファミリーの一部（Rab8, Rab10など）を細胞
内でリン酸化するセリンスレオニンキナーゼである。家族性 PD に連鎖する LRRK2 の 7つのミ
スセンス変異はいずれも LRRK2 の Rab リン酸化活性を顕著に亢進させることが示されており
（Steger et al, Elife 2016、Fujimoto et al, BBRC 2018）、さらに LRRK2の活性化は孤発例 PDの黒
質においても示唆されている（Di Maio et al, Sci Transl Med 2018）。従って、LRRK2の活性化を
もたらす分子機構の解明は、LRRK2 活性阻害を指向した PD 治療薬開発の鍵になるものと考え
られる（Abe and Kuwahara, Front Neurol 2021, 文献➀）。 
 我々はこれまでに、細胞にリソソーム過積載ストレスを加えると LRRK2が肥大化したリソソ
ーム膜上に集積し、同時に活性化することを見出した（Eguchi et al, PNAS 2018, 文献➁）。さら
に、LRRK2のリソソーム膜上への集積には上流の Rab29が介在すること、LRRK2の基質である
Rab8, Rab10 がリソソーム膜上で LRRK2 によりリン酸化を受けてリソソームの肥大化抑制と内
容物の放出に働くことを明らかにした。これらの発見は、リソソームがストレスに応答する新た
な機構が存在することを示すと同時に、ストレス依存的な LRRK2の活性化機構が存在すること
を示唆するものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では以上の背景から、主に次の点を明らかにすることを目的とした。 
(1)リソソームストレス負荷時に LRRK2が Rabリン酸化を引き起こすメカニズムの解明 
(2) LRRK2およびその上流因子 Rab29のリソソーム膜への局在化機構の解明 
(3) リソソームストレス負荷による LRRK2活性化が PD病態の形成に与える影響の解明 
 
３．研究の方法 
(1) リソソーム過積載をもたらすと予想される様々なリソソーム指向性薬剤を細胞に投与し、

LRRK2 の活性化状態の変化について、基質である Rab10 のリン酸化を指標に解析するとと
もに、活性化の背景にある分子あるいは細胞レベルでの変化を明らかにする。 

(2) LRRK2 やその上流因子 Rab29 がリソソームストレス負荷時にリソソーム膜上に局在化する
メカニズムを解明するとともに、リソソームストレスによって生じる Rab29リン酸化の役割
やメカニズムについて解析する。 

(3) リソソームストレス負荷時における LRRK2 の活性化が PD 病態形成に果たす役割として、
不溶性αシヌクレインの細胞外放出に与える影響に着目して検討する。 

 
４．研究成果 
(1) リソソームストレスがもたらす LRRK2活性化と Rab10リン酸化についての解析 
クロロキン（chloroquine）に代表されるリソソーム指向性薬剤（lysosomotropic agent）は一般
に弱塩基かつ脂溶性の高い低分子化合物であり、酸性オルガネラであるリソソーム内に入った
のちにプロトンを受け取ることで膜透過性を失い内部に蓄積する。そのような薬剤として、クロ
ロキンのほか、抗うつ薬や抗がん剤、局所麻酔薬など臨床応用されている薬剤のセットを選別し、
LRRK2活性化に与える効果を解析した。LRRK2を内因性に高発現する RAW264.7細胞にこれら
の薬剤を投与した結果、Chlorpromazine, Lidocaineなどの複数の薬剤の投与が Rab10リン酸化の
顕著な上昇をもたらすことを見出した。また、Rab10リン酸化上昇とともに、リソソーム内容物
の細胞外への放出が強く誘導された。これらの効果はいずれも LRRK2キナーゼ活性阻害剤で抑
制されたことから、LRRK2依存的であることが確かめられた。 



 一方、LRRK2のキナーゼ活性そのものの指標と
なるLRRK2の pSer1292自己リン酸化については、
これらのリソソーム指向性薬剤の投与時にも上昇
しないことが判明した。また、近接ライゲーショ
ン法による検討から、リソソーム指向性薬剤の投
与時には LRRK2 と基質 Rab のリソソーム上での
近接度が上昇していることを見出した。従って、
リソソーム指向性薬剤は、LRRK2と Rabの近接度
を上げることで Rab10リン酸化を誘導するものと
考えられた（図 1）。これらの結果は LRRK2の Rab
リン酸化活性の新たな制御機構を示すものであ
り、2020年に Neurobiology of Disease誌に発表し
た（Kuwahara et al, Neurobiol Dis 2020, 文献➂）。 
 
(2) リソソームストレス負荷時における LRRK2と
Rab29の局在制御についての解析 
 リソソームストレス負荷により肥大化したリソソーム膜上に局在化した LRRK2は、オートフ
ァジーマーカーLC3と共局在することを見出していた。この時、LC3はオートファゴソーム二重
膜ではなくリソソーム一重膜に局在していると考えられ、そのような一重膜への局在化は non-
canonical autophagyと呼称されている。我々は、LRRK2 のリソソーム局在化も LC3 と同様のメ
カニズムで制御される可能性を検討した。その結果、LC3 conjugationに関わる ATG5や ATG16L1
が LRRK2の局在化を制御していること、オートファジーの上流で働くオートファジー始動複合
体構成因子は関わらないことを見出した。従って、LRRK2の局在変化も non-canonical autophagy
の機構で制御されているものと考えられた。 

LRRK2の別の上流因子 Rab29の局在化機構についても解析した。Rab29は、LRRK2と同様に
肥大化したリソソームに局在化し、同時に LRRK2を活性化させることを見出している（Eguchi 
et al, PNAS 2018）。そこで我々はリソソームストレス下での Rab29分子の変化について、翻訳後
修飾に着目して解析した。Phos-tag SDS-PAGEによる解析から、Rab29はクロロキン処理時に顕
著にリン酸化を受けることを見出した。また、質量分析による解析から、リン酸化を受けるアミ
ノ酸残基を同定した。リン酸化を模倣した Rab29 を細胞に発現させたところ、クロロキン処理
時のリソソームの肥大化が強く抑制された。さらに in vitroにおいて Rab29リン酸化を担うキナ
ーゼを探索し、キナーゼ Xを同定した。細胞においてキナーゼ Xを活性化させると Rab29がク
ロロキン非投与下においてもリソソームに強く局在化した。さらにキナーゼXの活性化のみで、
Rab29を介して LRRK2のリソソーム局在化と活性化が誘導された。従って、Rab29のリン酸化
も LRRK2活性化を制御する上流因子の１つであると考えられた。 
 
(3) LRRK2活性化機構がαシヌクレインの細胞間伝播に果たす役割の解析 
 リソソームストレスがもたらす LRRK2活性化と PD病態形成との関連を解析するため、αシ
ヌクレインの細胞間伝播、とりわけ細胞外放出現象に着目した。リソソームストレス下ではリソ
ソーム内容物が LRRK2を介して細胞外に放出されるが、我々は、凝集させたαシヌクレインを
取り込んだ細胞にリソソームストレスを加える
と、細胞内の不溶性αシヌクレインがやはり
LRRK2依存的に放出されることを見出した。この
時、凝集αシヌクレインはリソソームにまで到達
しており、その後リソソーム酵素とともに細胞外
に放出されていると考えられた。また、この
LRRK2 依存的なαシヌクレイン分泌は神経細胞
よりもミクログリアやマクロファージで顕著で
あることを見出した。 
一方、凝集させた αシヌクレインの細胞内取り
込みにより、LRRK2の活性化が生じることを発見
した。この時、リソソーム指向性薬剤と同様に
LRRK2 と基質 Rab のリソソーム膜上への局在化
が誘導されたことから、取り込まれた凝集 αシヌ

図 1. リソソーム指向性薬剤による LRRK2
活性化と Rabリン酸化のメカニズム 

図 2. PD病態形成における LRRK2と 
凝集 αシヌクレインの相互活性化のモデル 



クレインはリソソームストレスを与えることで LRRK2 活性化をもたらしたものと考えられた。
従って、LRRK2が凝集αシヌクレイン分泌をもたらすとともに凝集αシヌクレインが LRRK2を
活性化する、という、相互活性化のメカニズムが存在することが示唆された（図 2）。これは、
PD病態形成における LRRK2とαシヌクレインの新たな機能的関係を示すものと考えられる（論
文投稿中）。 
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