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研究成果の概要（和文）：LRRK2変異はヒトにおいて孤発性および家族性のパーキンソン病と関連することが知られて
いる。我々はLRRK2結合蛋白質として、シャペロン複合体を形成することが知られているBAG-2とHSC70を同定した。そ
れに加えて、我々はそれらのC. エレガンスホモログであるUNC-23とHSP-1が、LRRKホモログLRK-1のゴルジ体への局在
を決定することにより、シナプス小胞タンパク質の極性的輸送を制御することを明らかにした。また我々は LRK-1がp3
8 MAPキナーゼ経路と共に6-OHDAの毒性からドーパミン神経を守るように働くことを示した。

研究成果の概要（英文）：It is known that mutations in LRRK2 are linked to both sporadic and familial Parki
nson's disease in human. We identified two human proteins that bind to LRRK2: BAG-2 and HSC70, which are k
nown to form a chaperone complex. In addition, we characterized that their C. elegans homologs, UNC-23 and
 HSP-1, regulate polarized sorting of synaptic vesicle proteins by determining Golgi localization of LRK-1
, the sole homolog of human LRRK. Furthermore, we demonstrated that LRK-1 acts with p38 MAP kinase pathway
 to protect C. elegans dopaminergic neurons from 6-OHDA toxicity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 パーキンソン病は高齢者に多い運動障害

を特徴とする神経変性疾患であり、日本国内

だけで推定１０万人を越える患者がいると

される、最も患者数が多い神経難病である。

2004 年に同定された LRRK2 (PARK8) 遺伝子

は家族性パーキンソン病だけでなく孤発性

パーキンソン病にも関与することから、パー

キンソン病発症におけるキーファクターと

して注目されている。しかし、その本来の役

割については不明の点が多い。LRRK2 遺伝子

はロイシンリッチリピート、Roc-COR ドメイ

ン、キナーゼドメインおよび WD40 リピート

をもつマルチドメイン蛋白質をコードして

おり、多細胞生物において線虫からヒトまで

種を越えて保存されている。申請者は線虫 C.

エレガンスをモデル動物として用いること

により、LRRK2 の線虫ホモログ LRK-1 が、神

経細胞においてシナプス小胞蛋白質の軸索

特異的な局在を制御することを世界に先駆

けて報告した（Curr. Biol., 2007）。さらに

Wolozin 博士らとの共同研究により、LRK-1

がミトコンドリアで機能することにより酸

化ストレスに関与することも見いだしてい

た（J. Neurosci, 2009）。しかし、その上下

流で機能する因子についてはあまりよく分

かっていなかった。 

 

２．研究の目的 

 我々は、「ヒト LRRK2 と線虫 LRK-1 は種を

越えて保存された機能を担い、かつ共通の因

子と複合体を形成して機能する」という仮定

のもとに、ヒト LRRK2 を用いた生化学的解析

と線虫LRK-1を用いた分子遺伝学的解析を有

機的に連携させた研究を行うことにより、

LRRK2/LRK-1 の上下流で機能する因子とその

役割を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 ヒト LRRK2タンパク質に結合するタンパク

質を同定する目的で、TOF-MS 解析による結合

因子の同定を行った。同定された因子につい

ては、免疫沈降法を用いて実際にそれらの因

子が結合するのか再検討した。さらに、それ

らの因子の線虫ホモログを同定し、その機能

について解析した。一方、lrk-1 変異体と同

様の表現型を示す変異体のスクリーニング

を行うことにより、LRK-1 と同一の経路で機

能する因子の同定を行った。単離した変異体

は、SNP 法による遺伝子マッピングと全ゲノ

ムシーケンス法により、遺伝子の同定を行っ

た。さらに、ドーパミン神経を GFP で可視化

した線虫を用いて、6-OHDA のドーパミン神経

に対する毒性も検討した。 

 

４．研究成果 

（１）LRRK2 と結合する因子の解析 

 ヒト LRRK2と結合する蛋白質を同定する目

的で、HEK293 細胞でタグを付けた LRRK2 を発

現させ、これを免疫沈降後に共沈降した蛋白

質をTOF-MS解析により同定した。その結果、

シャペロンタンパク質 HSC70 と HSC70/HSP70

結合タンパク質 BAG-2 を同定した。Cos7 細胞

でそれぞれのタンパク質にタグを付けて発

現させたものを用いた生化学的解析から、

LRRK2 は HSC70 と、HSC70 は BAG-2 とそれぞ

れ強く結合すること、また BAG-2 は HSC70 存

在下でLRRK2と弱く結合することが判明した。

これらのことから、BAG-2 は HSC70 を介して

LRRK2 に結合すると考えられる。 

（２）線虫を用いた BAG-2/HSC70 の解析 

 in vivo での BAG-2/HSC70 と LRRK との関係

を明らかにするために、線虫をモデルとした

解析を行った。まず、線虫の BAG-2 ホモログ

をゲノム配列から検索したところ、H14N18.1 

ORF が BAG-2 と相同性を示すタンパク質をコ

ードしていることを見出した。次にこの遺伝

子を破壊した系統を作成したところ、この変

異系統は unc-23 変異体と類似した頭部形態

異常の表現型を示すことを見出した。さらに



既存の unc-23 変異体の変異部位について調

べたところ、H14N18.1 ORF 内にミスセンス変

異があることを見出し、さらにこの変異体で

見られる頭部形態異常の表現型が H14N18.1

遺伝子の導入により相補されることを確認

した。これらの結果から、線虫 UNC-23 遺伝

子が BAG-2 をコードすることが示唆された。

一方、線虫の HSC70 のホモログが HSP-1 であ

ることは既に報告されていた。そこで UNC-23、

HSP-1 および LRK-1 が結合するかどうかにつ

いて、培養細胞を用いた生化学的解析により

検討した。Cos7 細胞でそれぞれの因子にタグ

を付けたものを発現させて免疫沈降するこ

とで、それらの結合をそれぞれ検討したとこ

ろ、LRK-1 は HSP-1 と、HSP-1 は UNC-23 とそ

れぞれ強く結合すること、さらに UNC-23 が

HSP-1 存在下で LRK-1 と弱く結合することを

見出した。これらのことから、線虫のホモロ

グも哺乳動物と同様な結合パターンを示す

ことを確認できた。 

 これまでの研究から、lrk-1 変異体ではシ

ナプス小胞タンパク質SNB-1の樹状突起への

異常局在を示すことが分かっていた。そこで、

unc-23変異体についてSNB-1の局在パターン

を調べたところ、lrk-1 変異体と類似した局

在異常の表現型を示した。またこの表現型は

lrk-1 変異体の場合と同様に、クラスリンア

ダプタータンパク質 AP1 の線虫ホモログ

UNC-101 の変異により抑圧された。さらに、

unc-23 変異体の SNB-1 局在異常の表現型は、

unc-23 遺伝子の導入により相補されるだけ

でなく、LRK-1 の大量発現によっても抑圧さ

れた。これらの結果から、UNC-23 は LRK-1 の

上流で機能することにより、SNB-1 の局在を

制御することが示唆された。 

 さらに、unc-23 変異を抑圧するサプレッサ

ー変異のスクリーニングも行った。その結果、

３つのサプレッサー変異を同定したが、これ

らの変異はいずれも優性変異であり、さらに

hsp-1 のミスセンス変異であることが判明し

た。HSP-1 は N 端側からヌクレオチド結合ド

メイン(NBD)、リンカーおよび基質結合部位

(SBD)の３つのドメインから成るが、今回単

離された hsp-1 変異のうち２つは HSP-1 のリ

ンカー部位あるいはその直前に位置してお

り、ホモで維持可能であった。一方、残り一

つは NBD 内に存在していたが、この変異はホ

モで幼虫致死あるいは不稔の表現型を示し

た。これらの hsp-1 変異は、unc-23 の欠損変

異もミスセンス変異も抑圧できたが、lrk-1

変異は全く抑圧できなかった。以上のことか

ら、HSP-1 は UNC-23 の下流および LRK-1 の上

流で機能すると考えられる。 

 UNC-23およびHSP-1のLRK-1に対する効果

を調べるために、線虫内での LRK-1 の動態に

ついて検討した。まず unc-23 変異体で LRK-1

タンパク量を調べたが、これについては野生

型と差はなかった。これまでの解析から

LRK-1 が主にゴルジ体に局在することがわか

っていたので、次に LRK-1 のゴルジ体局在に

対する UNC-23 および HSP-1 の関与について、

LRK-1::VENUS 融合タンパク質を用いて検討

した。その結果、 unc-23 変異により

LRK-1::VENUS のゴルジ体への局在が減少す

ること、また、この減少は hsp-1 変異により

抑圧されることがわかった。以上の結果から、

UNC-23 は HSP-1 を介して LRK-1 に結合し、そ

のゴルジ体への局在を正に制御することに

より、SNB-1 の極性的輸送を制御することが

示唆された。 

（３）lrk-1 変異体と同様の表現型を示す変

異体の探索 

 LRRK2/LRK-1の周辺で機能する因子を更に

同定する目的で、lrk-1変異体と同様の表現型

を示す変異体のスクリーニングを行った。そ

の結果、複数の変異体の単離に成功した。そ

れらの変異体のうち、km75変異に着目して更

なる解析を行った。km75変異は、lrk-1変異体

やunc-23変異体と同様にSNB-1局在の異常を

示し、さらにその表現型がUNC-101依存的であ



った。km75変異の原因遺伝子をSNPおよびゲノ

ムシーケンスにより同定したところ、キネシ

ン結合タンパク質JIP3の線虫ホモログunc-16

の新しい変異であることが判明した。これま

での解析から、既存のunc-16変異体で見られ

る局在異常はUNC-101に依存しないことが分

かっていた。しかし、今回単離された

unc-16(km75)変異は、UNC-101に依存した局在

以上の表現型を示した。km75変異は、これま

で単離されたunc-16変異とは異なり、C端の一

部のみが欠損するタイプの変異であったこと

から、おそらくUNC-16はそのN端領域を介した

機能とは別に、C端領域を介してUNC-101依存

的なシナプス小胞タンパク質の局在制御に関

わると考えられる。哺乳動物LRRK2はJIP3と結

合してこれを安定化させるという報告もある

ことから、線虫ではLRK-1がUNC-16を介して

SNB-1の局在制御を行っている可能性が考え

られる。 

(4)LRK-1 のドーパミン神経変性への関与 

 LRK-1 の機能を更に明らかにするために、

我々は Feng 博士との共同研究により、LRK-1

のドーパミン神経変性への関与を検討した。

ドーパミン神経の変性を誘導する薬剤であ

る 6-OHDA を線虫に投与した場合、野生型で

はドーパミン神経の変性はほとんど観察さ

れない。しかし、lrk-1 変異体に投与した場

合、ドーパミン神経の変性が有意に観察され

た。さらにこの表現型は、MAP キナーゼ経路

の因子である sek-1 および pmk-1 の変異によ

っても有意に観察された。ちなみに遺伝学的

な解析から、これらの因子が同一経路で機能

することも示唆された。更なる解析から、

6-OHDAを線虫に投与するとPMK-1の活性化ド

メインがリン酸化されること、またそのリン

酸化はlrk-1変異体では起こらないことを見

出した。さらに、lrk-1、sek-1 および pmk-1

変異体では、ヒト変異型α-シヌクレイン発

現によるドーパミン神経の変性が野生型よ

りも強く起こることも見出した。これらの結

果から、線虫では LRK-1、SEK-1 および PMK-1

が同一経路上で共にドーパミン神経の変性

に対して抑制的に働くことが示唆された。な

お、同様な関係はヒト神経芽細胞腫でもみら

れたことから、この経路が種を越えて保存さ

れたLRRK2/LRK-1のシグナル経路のひとつだ

と推測される。 
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