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研究成果の概要（和文）：  本研究課題によって、LRRK2遺伝子を持たないミクログリアではalpha-synucleinの分解が
促進しており、特に細胞内への取り込みを行うエンドサイトーシスが異常な亢進状態になっていることが明らかになっ
た。一方でalpha-synucleinの引き起こすミクログリアの炎症反応は、LRRK2遺伝子を持たないミクログリアでは低下し
ており、その炎症反応経路がToll様受容体4を介することが明らかになった。
  本研究課題によって、LRRK2の新たな機能が明らかになったと同時に、alpha-synucleinとミクログリアを軸としたパ
ーキンソン病病態メカニズムの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we investigated alpha-synuclein clearance by microglia isolated 
from LRRK2-knockout (KO) mice and found that alpha-synuclein was taken up in larger amounts and cleared 
from the supernatant more effectively than from microglia isolated from wild-type (WT) mice. This higher 
clearance ability of LRRK2-KO microglia was thought to be ascribable to an up-regulation of early 
endocytotic pathway. We also analyzed TLR4-mediated TNF-alpha production by LRRK2-KO microglia upon 
stimulation with alpha-synuclein and found that this was decreased in comparison with WT microglia. These 
results indicate that LRRK2 negatively regulates the clearance of alpha-synuclein through down-regulation 
of the endocytosis pathway, and positively regulates the production of alpha-synuclein induced TNF-alpha 
production.
 Our findings revealed a new functional role of LRRK2 in microglia and offer a new insight into the 
mechanism of Parkinson's disease pathogenesis.

研究分野： 神経変性疾患

キーワード： ミクログリア　パーキンソン病　alpha-synuclein　LRRK2

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 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老人性神経変性疾患
である。中脳黒質におけるドーパミン神経細
胞の脱落が原因であるが、その発症機序は未
だ不明である。 
 
(2) Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) は家
族性 PD (PARK8) の原因分子として報告され
た分子であり、LRR, ROC, COR, kinase, WD40
ドメインを持つ [図 1]。現在までに細胞死や
軸索伸長、オートファジー、エンドサイトー
シスなどの生理機能に関与することが報告
されている。LRRK2 は発見以来、神経細胞内
での機能解明に焦点が当てられてきた。しか
し、我々が LRRK2 は神経細胞だけでなく免
疫系細胞にも高く発現していることを見出
したことで、脳内免疫系を司るミクログリア
での機能が注目され始めた (Maekawa et al. 
Biochem Biophys Res Commun, 2010)。近年、
ミクログリアの炎症反応が LRRK2 によって
コントロールされていること、変異 LRRK2
を持ったミクログリアは、炎症性サイトカイ
ンの産生に異常をきたすことが報告された 
(Moehle et al. J Neurosci, 2012; Gillardon et al. 
Neuroscience, 2012)。このようにミクログリア
-LRRK2 の機能が近年注目を集めているが、
未だ不明な点も多く、さらなる解析が必要と
考えられる。 
 

図 1  LRRK2 のドメイン構造 
 
 
(3)-synuclein (SYN) も LRRK2 と同様に家
族性 PD の原因分子である。過剰なSYN は
自身のオリゴマー化を促進し、神経細胞に毒
性を与えると考えられている。また、SYN
は細胞外に放出され、細胞間を伝播する。
SYN は神経細胞同様にグリア細胞において
も分解されるが、その分解能力はミクログリ
アにおいて最も高いことが明らかになって
いる。2009 年には、LRRK2 とSYN のダブ
ル TG マウスにおいて、SYN の誘発する病
態を LRRK2 が増悪させるということが報告
された (Xian et al. Neuron, 2009)。 
 
(4) LRRK2 がミクログリアに高く発現してい
る点、SYN の主要なスカベンジャー細胞が
ミクログリアである点、SYN が誘発する病
態に LRRK2 が関与する点から、ミクログリ
ア-LRRK2 とSYN 分解の研究に着目した。
ミクログリア-LRRK2 の機能に焦点を当て、
PD 発症機序・病態進行をミクログリアの側
面から解析することは、PD 研究に新たな知
見を与えると共に、新規治療薬の開発を行う
上でも非常に重要であると考えられる。 
 
 

２．研究の目的 
SYN は過剰状態が PD を引き起こすと考

えられており、ミクログリアで効率的に分解
されることが明らかになっている。PD 原因
分子である LRRK2 がミクログリアに高く発
現していること、LRRK2 がSYN 病態を増悪
させることから、SYN 分解に LRRK2 が関
与している可能性が考えられた。本研究では、
LRRK2-ノックアウト (KO) マウスのミクロ
グリアにSYN を添加し、分解能力・ミクロ
グリア機能の解析を行い、SYN とミクログ
リア-LRRK2 の関連性を明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ミクログリアにおけるSYN 分解能解析 
LRRK2 KO マウスから初代培養ミクログリ
アを分離し、市販のリコンビナントSYN タ
ンパクを添加/非添加し、以下の項目について
比較検討した。 
① LRRK2 の有無がミクログリアの生存率に
影響を及ぼすか否かを、MTT アッセイにより
解析した。 
② 蛍光標識microbeadsを細胞に取り込ませ、
蛍光顕微鏡で検出し、貪食能の解析を行った。 
③ 炎症性サイトカインの産生量を市販の
ELISA-kit を用いて解析した。 
 
(2) SYN 分解時におけるエンドサイトーシ
スの解析 
①SYN 添加から 24 時間後のミクログリア
を、抗 Rab5（前期エンドソーム）、抗 Rab7
（後期エンドソーム）、抗 Rab11（リサイクリ
ングエンドソーム）抗体を用いて免疫蛍光染
色した。染色結果を解析し、エンドサイトー
シスによる取り込み機構に差があるか否か
を確認した。
② SYN 添加から 24 時間後のミクログリア
を、抗LRRK2抗体と抗Rab5抗体で共染色し、
二つの分子が共局在しているか否かを検討
した。 
 
(3) SYN による活性化機序の解析 
SYN が Toll 用受容体 4 (TLR4) を活性化
し、炎症型ミクログリアへ誘導するという
報告から、本研究においてもその経路に
LRRK2 が関与するか否かを検討した。
SYN の添加前に TLR4 の特異的阻害剤 
(LPS-RS) を添加し、24 時間後の炎症性サ
イトカイン産生量を ELISA で測定した。 
 

 
以上の実験より得られたデータを統合して、
SYN 分解における LRRK2 の具体的な作用
点とミクログリアにおける LRRK2 の役割を
明らかにした。 
 



 
４．研究成果 
(1) LRRK2 KO ミクログリアにおける表現型

の変化 
① ミクログリアに対する特異的抗体 (Iba1) 
を用いた蛍光染色では、LRRK2 KO ミクログ
リアに形態的な異常がないことが明らかに
なった  [図 2-A]。 
② LRRK2 KO ミクログリアにおける生存率
の変化を野生型ミクログリアと比較するた
め、MTT アッセイを用いてミトコンドリア活
性を解析した。その結果、LRRK2 KO ミクロ
グリアではSYN の有無に関わらず、生存率
が変化しないことが明らかになった [図 2-B]。 
③ 蛍光標識ビーズを用いた貪食能の解析で
は、LRRK2 KO ミクログリアは野生型ミクロ
グリアと比較して貪食能に差がないことが
明らかになった [図 2-C]。 

図 2 LRRK2 KO ミクログリアの表現型 
 
 
(2) LRRK2 KO ミクログリアにおける 

SYN 分解能の亢進 
① 培養液中にリコンビナントSYN を添加
し、24 時間後の細胞内SYN 量を Western 
blotting で解析した。その結果、KO ミクログ
リアの細胞内SYN 量は野生型に比べ増加し
ていることが確認された [図 3-A,B,C,D]。 
② 上述の実験系において、各培養液中に残
ったSYN を ELISA で定量した。その結果、
KO ミクログリアでは野生型に比べ培養液中
SYN が減少していた [図 3-E]。 
以上の結果から LRRK2 KO ミクログリア

ではSYN の分解が促進していることが明ら
かとなった。 
 
 
(3) LRRK2 KO ミクログリアにおけるエンド 

サイトーシスの異常 
① LRRK2 KO マウス、野生型マウスのミク
ログリアを各種エンドソームマーカー抗体
で蛍光免疫染色した。その結果、KO ミクロ
グリアの Rab5 (初期エンドソームマーカー)
陽性エンドソームが増加していることが明
らかになった [図 4-A,B,C,D]。 
② 前述の実験系において、膜の取り込み初
期に関連する Dynamin1 との共染色を行った
ところ、LRRK2 KO ミクログリアでは Rab5
と Dynamin1 の共局在率が上昇していること
が明らかになった [図 5-A,B,C,D]。 
以上の結果から、LRRK2 KO ミクログリア

ではエンドサイトーシス初期の取り込み機 

構に異常があることが明らかになった。
LRRK2 KO ミクログリアにおけるSYN 分解
の亢進もこの経路を介している可能性が考
えられた。 
 

図 3  LRRK2 KO ミクログリアにおける 
SYN 分解の異常 

 
 
 

 
図 4  LRRK2 KO ミクログリアにおける 

エンドサイトーシスの異常① 



 

図 5  LRRK2 KO ミクログリアにおける 
エンドサイトーシスの異常② 

 
 
(4) LRRK2 KO ミクログリアにおける 

炎症性サイトカイン産生の異常 
① LRRK2 KO, 野生型マウスのミクログ
リアに LPS やSYN を添加し、24 時間後
の炎症性サイトカインの産生量を ELISA
で測定した。その結果、KO ミクログリア
では炎症性サイトカインである TNF-の
産生が優位に減少していることが明らか
になった [図 6-A,B]。 
② LRRK2 KOミクログリアに見られる炎症
性サイトカイン分泌の低下がどのようなシ
グナル経路に関連するのかを検討した。
SYN 誘導性サイトカイン分泌への関連性
が疑われた TLR4 のシグナル経路を解析す
るため、TLR4 阻害剤である LPS-RS を用い
た実験を行った。その結果、LPS同様にSYN
誘導性のサイトカイン分泌が抑制された 
[図 6-A,B]。 
 
以上の結果より、LRRK2 が脳内免疫を担当す
るミクログリアにおいてSYN 分解に関与す
ることが明らかになった。今後、ミクログリ
アにおけるSYN 分解と LRRK2 機能の作用
点が詳細に明らかになれば、PD 研究や治療
薬開発に大きな知見を与えることができる
と考えられる。 
 
 
 
 
 

図 6  LRRK2 KO ミクログリアにおける炎症性 
サイトカイン産生の異常 
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