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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病の原因遺伝子であるLRRK2は細胞や組織の中でRabと呼ばれるタンパク
質をリン酸化するが、その機能はよくわかっていなかった。本研究において、LRRK2がRab10をリン酸化すると、
小胞体からリソソームに局在が変化することを見出した。また、同時にリソソームの細胞内局在が変化すること
も見出した。
さらに、LRRK2の活性化因子であるRab29の近傍タンパク質を網羅的に同定した。また、Rab10リン酸化やリソソ
ームの局在を制御する遺伝子の網羅的スクリーニング系を確立した。これらの研究成果から、LRRK2-Rab経路の
制御異常がパーキンソン病の原因となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although LRRK2, a causative gene product for Parkinson disease, has been 
shown to phosphorylate Rab proteins, its functional significance remains unknown. In this study, we 
found that Rab10 changes its subcellular localization from endoplasmic reticulum to lysosome. 
Interestingly, we also found that lysosomes change the localization if cells overexpressing LRRK2 
were treated with LRRK2 inhibitors.
Moreover, we systematically identified proximal proteins of Rab29, an activation factor for LRRK2. 
We also established a genome-wide screening system that enables us to screen genes involved in the 
regulation of Rab10 phosphorylation as well as lysosomal positioning by LRRK2.
Taken together, we propose the involvement of dysregulation of the LRRK2-Rab pathway in the 
pathogenesis of Parkinson disease.

研究分野：疾患生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病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るが、現在その根本治療法は存在しな
い。主として高齢者に発症することから、超高齢社会を迎えた本邦において、その発症機序に基づく治療法の開
発は急務である。私たちは、その変異により遺伝性のパーキンソン病の原因となるLRRK2タンパク質がRab10タン
パク質をリン酸化（リン酸を付与する）ことを発見したが、本研究ではそのリン酸化がリソソームと呼ばれる細
胞内小器官の恒常性維持に関与する可能性を提示した。リソソームは細胞内の老廃物の分解や細胞外への放出な
どを担当する器官であり、その異常がパーキンソン病の原因となる可能性が考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病（Parkinson disease; 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、高齢期に多く発症する。臨床症状は、安静時振戦、筋固縮、寡動、姿勢反射障害など
の運動機能障害を主徴とし、病理学的には、中脳黒質ドーパミン神経細胞などの選択的変性、脱
落と、残存する神経細胞における Lewy小体と呼ばれる封入体の形成を特徴とする。現在利用可
能な PD の治療法は対症療法に限られており、高齢化が急速に進行する現代において、PD の分
子病態に即した根本療法の開発が急務となっている。 

PDの大半は遺伝的背景の少ない孤発例であるが、一部に遺伝子変異をともなう家族性パーキ
ンソン病（familial Parkinson disease; FPD）が存在し、2004年にその責任遺伝子のひとつとして
LRRK2（leucine-rich repeat kinase 2）が同定された（Paisán-Ruíz et al., Neuron, 2004; Zimprich et al., 
Neuron, 2004）。LRRK2変異による FPDは、孤発性 PDとよく似た臨床症状や病理像を呈するこ
とから、LRRK2 の研究により、孤発性も含めた PD の分子病態の本質を究明することが可能と
考えられている 

LRRK2 タンパク質は 2527 アミノ酸からな
る巨大タンパク質であり、GTP 結合活性を有
する ROC（Ras of complex proteins）ドメイン
やキナーゼドメインなど、複数の機能ドメイ
ンを同一分子内に有する（図 1）。現在までに、
図 1 に示す 7 種類のアミノ酸置換が PD に連
鎖する変異として同定されている。神経細胞
に FPD 変異型 LRRK2 を過剰発現すると、キ
ナーゼ活性依存的に神経細胞死や神経突起の退縮が生じることが報告され（Smith et al., Nat. 
Neurosci., 2006; MacLeod et al., Neuron, 2006）、LRRK2の基質タンパク質の異常リン酸化が神経変
性を惹起する可能性が示唆されたが、生理的環境下において LRRK2によりリン酸化される基質
タンパク質は、長らく知られていなかった。そこで私たちは英国留学中にリン酸化プロテオミク
ス解析を行い、低分子量 GTP結合タンパク質 Rabファミリーに属する Rab10など複数の Rabタ
ンパク質が、LRRK2の生理的基質であることを初めて明らかにした（Steger et al., eLife, 2016）。
また、内因性 Rab10のリン酸化を検出する実験系を確立し、LRRK2の FPD変異ノックインマウ
スにおいて内因性 Rab10 のリン酸化が顕著に亢進することを世界に先駆けて示した（Ito et al., 
Biochem. J., 2016）。しかしながら、LRRK2による Rab10リン酸化の機能的意義、その亢進と神
経変性の因果関係、PD患者における Rab10リン酸化の変化については全く明らかになっていな
かった。 

 

２．研究の目的 
 
前項でも述べたように、私たちはごく最近、細胞内小胞輸送の制御に関与する低分子量 GTP
結合タンパク質 Rab ファミリーに属するタンパク質が LRRK2 の生理的基質であり、LRRK2 の
遺伝子変異により Rabのリン酸化が異常に亢進することを見出した。しかしながら、Rabリン酸
化の生理的な制御機構、機能的意義、パーキンソン病患者における変化などは全く知られていな
い。本研究は、LRRK2による Rabリン酸化、小胞輸送への影響と神経変性の因果関係を解析し、
パーキンソン病の新たな創薬標的を提示することを目的とする。 

 

３．研究の方法 
 
（1）LRRK2の活性制御機構 

孤発性 PD患者のゲノムワイド関連解析（GWAS）から同定された PD発症リスクと関連する
遺伝子座のひとつに RAB29がある。本研究の開始後に、Rab29タンパク質が LRRK2を活性化す
ることが報告され（Purlyte et al., EMBO J., 2018）、私たちも再現することができた。そこで、Rab29
による LRRK2の活性制御機構を詳細に明らかにするべく、Rab29近傍タンパク質の同定を行っ
た。具体的には、TurboIDと呼ばれる人工的に改変された非特異的ビオチンリガーゼを融合した
Rab29 を U2-OS 細胞に恒常発現させ、培地にビオチンを添加することでビオチン化されたタン
パク質をストレプトアビジンビーズによりプルダウンし、LC-MS/MSにより同定した。 

LRRK2の FPD変異体（Y1699C変異）を培養細胞に恒常発現させ、内因性 Rab10のリン酸化
を蛍光免疫染色により検出する実験系を確立した。これを 384 ウェルプレートを用いたハイス
ループットスクリーニングに適合する条件へと最適化を行った。 

（2）Rabリン酸化の機能的意義 

前項で述べたように、LRRK2の FPD変異体を培養細胞に恒常発現すると、内因性 Rab10のリ
ン酸化が検出できるが、これがどのオルガネラマーカーと一致するか蛍光免疫染色により検討
した。また、total Rab10の局在についても、LRRK2の発現の有無や、LRRK2特異的阻害剤処理
により変化するか同様に検討した。 

図 1 LRRK2のドメイン構造と PDに連鎖した変異 



 

４．研究成果 
 
（1）LRRK2の活性制御機構 

HEK293A 細胞に 3xFLAG-LRRK2 と
HA-Rab29を一過性に共発現させると、発
現した LRRK2 の自己リン酸化が Rab29
の共発現により顕著に増加した（図 2）。
この結果は、Rab29が LRRK2を活性化す
ることを示している。 

Rab29 による LRRK2 活性化の分子メ
カニズムを明らかにするため、Rab29 の
近傍タンパク質を TurboID を用いて探索
した。U2-OS細胞に V5-TurboID-Rab29を
恒常発現させ、ビオチン化タンパク質を
プルダウンした。V5-TurboID-emptyを発
現する U2-OS細胞をコントロールとして、プル
ダウン量を非標識プロテオミクス解析により
定量した。その結果、Rab29 近傍タンパク質と
して、トランスゴルジ網（trans-Golgi network; 
TGN）に局在する Golginファミリータンパク質
や、小胞輸送に関与するタンパク質が主に同定
された（図 3）。この結果は Rab29が TGNに局
在することと一致しており、結果の信頼性を裏
付けている。これまでに、Rab29 結合タンパク
質や近傍タンパク質を網羅的に同定した報告
はなく、本結果の新規性は高い。また、Golgin
ファミリータンパク質はRabを膜上に繋留する
機能が示唆されているものも存在することか
ら（Jones R et al., J. Cell Biol., 2008）、Rab29の
TGN 局在様式を解明する手がかかりになる期
待が高い。今後、これらのタンパク質が Rab29
のエフェクターとなるかなどを解析すること
で、Rab29 が LRRK2 を活性化する分子メカニ
ズムの詳細が明らかになると期待される。 

 

（2）Rabリン酸化の機能的意義 

HEK293A 細 胞 に Y1699C 変 異 型
3xFLAG-LRRK2と HA-Rab10を恒常的に
共発現させ、免疫染色したところ、Rab10
およびリン酸化 Rab10 は LAMP1 陽性の
リソソームと一致する局在を示した（図
4）。このとき、細胞を LRRK2阻害剤で処
理すると、Rab10は小胞体マーカーと一致
する局在を示し、LRRK2によるリン酸化
依存的に細胞内局在が変化する可能性が
示唆された。 
さらに興味深いことに、LRRK2阻害剤
処理の有無によりリソソームの細胞内局
在が変化することを見出した（図 4）。
HEK293A 細胞ははがれやすくハイスル
ープットの蛍光免疫染色に適さなかった
ことから、Y1699C変異型 LRRK2を恒常
発現する U2-OS細胞を作出した。この細
胞においても、LRRK2阻害剤処理により
内因性 Rab10 のリン酸化が消失し、リソ
ソームの細胞内局在が変化したことか
ら、この細胞を用いて LRRK2によるリソ
ソーム局在制御に関与する遺伝子を網羅
的にスクリーニングできると考えられ
た。 

図 3 Rab29近傍タンパク質の探索 

図 2 Rab29による LRRK2の活性化 

図 4 LRRK2の Rab10およびリソソームの細胞内局在へ
の影響 



HEK293A 細胞においてリソソームの輸送や細胞内局在に関与する遺伝子を CRISPR-Cas9 ノ
ックアウトしたところ、RILP をはじめとするいくつかの遺伝子のノックアウトによりリソソー
ムの核近傍への集積がキャンセルされた。これらのタンパク質は Rab のエフェクター分子であ
ることから、LRRK2によりリン酸化された Rabタンパク質が、これらのエフェクタータンパク
質を介してリソソームの微小管依存的輸送を制御する可能性が示唆された。 

 

（3）得られた成果の位置づけとインパクト 

LRRK2の生理的基質同定は大きなマイルストーンであるが、基質である Rabタンパク質のリ
ン酸化がどのような生物学的意義を有するか、あるいはその過剰リン酸化が PD発症において果
たす役割は全く明らかになっていない。本研究では、リン酸化 Rab10 特異抗体を作出すること
でリン酸化 Rab10 がリソソームに局在することを見出した。また、リソソームの細胞内局在が
LRRK2のキナーゼ活性依存的に変化することを見出した。 
リソソームの細胞内局在は、リソソームの分解活性やオートファジーにおける機能の調節に
寄与することが近年明らかになりつつあり、LRRK2 がその一部を担う可能性を提示したことは
基礎生物学的に大きなインパクトがある。また、リソソーム分解酵素である glucocerebrosidaseの
ヘテロ機能欠損が PD 発症リスクを大きく上昇させることなどから、PD の発症にはリソソーム
の機能異常が関与することも示唆されており、PDの病態解明という点でも大きな意義を有する
と考えられる。 

 

（4）今後の展望 

本研究で同定された Rab29近傍タンパク質が Rab29-LRRK2経路において果たす役割を明らか
にすること、LRRK2-Rab10経路の制御因子の網羅的スクリーニング、LRRK2によるリソソーム
局在制御に関与する遺伝子の網羅的スクリーニングを進めていくことで、TGN からリソソーム
へとつながる小胞輸送の異常がどのようにして PD発症をもたらすのかを明らかにする。 
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