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研究成果の概要（和文）：本研究では LRRK2 の過剰発現もしくは iRNA による LRRK2 をノックダ

ウンした培養細胞系で growth hormone の放出に変化があるかを検討した．LRRK2 の病的変異で

ある I2020T と G2019S についての検討では明らかな放出に有意差は認めなかった．しかしなが

ら，iRNA でノックダウンした場合は有意差をもって放出能が低下した．さらに，iRNA でノック

ダウンした細胞に wild type の LRRK2 を発現させたところ放出能は改善した．病的変異体を発

現させた場合は放出能の改善は wild type よりは低い傾向があったが有意差は認めなかった．

以上から，LRRK2 は膜輸送に関する機能を持つ事が示されたが，病的変異体が放出能に影響を

与えるかどうかは今後の検討していく必要がある． 

 

 

研究成果の概要（英文）：Leucin-rich repeat kinase 2 (LRRK2) is causative protein of 

PARK8-linked familial Parkinson’s disease and associates with the membrane trafficking 

system. In this study, we have explored whether LRRK2 influences the exocytosis in 

cultured cells. We revealed that knocking down LRRK2 expression disrupted the exocytosis 

of growth hormone in PC12 cells, which are rat adrenal pheocromocytoma cell line. However, 

pathogenic LRRK2 mutants could not influence the exocytosis, compared to wild LRRK2. 

Therefore, LRRK2 might participate in the membrane trafficking system, but we need further 

investigations to understand whether pathogenic LRRK2 mutants may affect the functions 

of exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

LRRK2 は常染色体優性型の家族性パーキン

ソン病のなかで，最も頻度が多いとされて

いる原因遺伝子であり，症状は孤発型のパ

ーキンソン病に類似している．そのため，

この遺伝子がコードする蛋白の機能を解

明する事で病気の解明につながる事が期

待されている．我々は LRRK2 の細胞内局在

を詳細に検討し，Golgi 装置およびシナプ

ス小胞に局在し，さらに脂質ラフトに結合

する事を示し，2007 年 Human Molecular 

Genetics 誌より報告した．さらに，我々は

以前よりLRRK2以外にも家族性パーキンソ

ン病の原因蛋白である，・-synuclein，

parkin はいずれも放出能に関係している

事を報告された．さらに，ノックアウトマ

ウスを用いた検討では，・-synuclein，

parkin, DJ-1, PINK1, いずれもシナプス

終末の神経伝達に変化が有る事が報告さ

れている． 

 
２．研究の目的 

LRRK2はMAPKKKドメインおよびRab類似ド

メインを持つことが構造解析より明らか

にされている．さらに LRRK2 がシナプス小

胞に局在し，膜機能ドメインである脂質ラ

フトに結合する事は LRRK２がシナプス終

末で膜輸送に関連する事が示唆される．今

回LRRK2が放出能に関連するかどうかに焦

点を当てて検討した． 

 
３．研究の方法 

ラットのpheochromocytoma由来のPC12細

胞に人成長ホルモンの vector である

pxGH5と control vector，LRRK2の野生体，

G2019S，I2020T，rat LRRK2 siRNA をそれ

ぞ れ 同 時 に transfection し た ．

Transfection から 48 時間後，4.7mM KCl

（ low-K+ buffer ） お よ び 41.4mM KCl 

(high-K+ buffer)で incubation し，放出さ

れた成長ホルモンと細胞内の成長ホルモ

ンを ELISA で確認した．そして 

放出量(% of total content)=(外液に放出

された量)/(放出量の総和＋細胞内)を計

算し放出量に差があるかどうかを検討し

た． 

 
４．研究成果 

(1)PC12 神経細胞において，成長ホルモンの

放出能を検討したが，野生体と I2020T, 

G2019S 共に明らかな差は認めなかった．また，

kinase の機能を落とすと報告されている

K1906M についても検討したが明らかな変化

は認めなかった． 

 
 
 
 
 
 
 
(2)Rat LRRK2 siRNA を用いて，PC12 の内在
性 LRRK2をノックダウンし過剰発現系の実験
と同様に放出能を検討したところ LRRK2の発
現を低下させると有意に放出能が影響を受
ける事が示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



(3) さらに，siRNA で内在性 LRRK2 をノック
ダ ウ ン し そ こ に 野 生 体 の LRRK2 を
transfection し放出能が回復するかどうか
検討した．結果，WT では siRNA でノックダウ
ンする前より回復した．つまり，LRRK2 の機
能低下は放出能に影響する事が示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)同様に LRRK2 をノックダウンした細胞に
I2020T, G2019S を transfection し回復する
かどうかを検討した．病的変異体は放出能の
回復は低下している傾向はあるものの有意
差は認めなかった． 
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