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研究成果の概要（和文）： 

(1)神経は軸索と樹状突起に異なる蛋白質のセットを含んでいる。シナプス小胞およびシナプス

小胞蛋白質は、プレシナプス領域に局在するが樹状突起には局在しない。我々は MAPKKK 様キナ

ーゼ LRK-1 が UNC-16と同一経路で機能し、ゴルジ体からの輸送小胞の形成に必要であることを

明らかにした。 

 

(2)上皮成長因子受容体（EGFR）の活性化は、EGFR の細胞膜から細胞内エンドソーム画分への

局在を引き起こす。これらのイベントは、EGFR による増殖シグナルの制御に重要である。我々

は、ROCO キナーゼファミリーLRRK1 が、Grb2 と相互作用することで活性化した EGFR と複合体

を形成し、EGFR の早期エンドソームから後期エンドソームへの移行に関与していること、EGFR

がLRRK1の944番目のチロシン残基をリン酸化し、そのキナーゼ活性を負に制御していること、

この制御が適切な EGFR 細胞内トラフィックに必要であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1)Neurons are polarized cells that contain distinct sets of proteins in their axons and dendrites. 

Synaptic vesicles (SV) and many SV proteins are exclusively localized in the presynaptic regions but not 

in dendrites. We found that a MAPKKK-like kinase LRK-1 acts in the same pathway as UNC-16 and is 

required for the formation of proper volume of transport vesicles from Golgi apparatus. 

 
(2)Activation of the epidermal growth factor receptor (EGFR) triggers trafficking events that relocalize 

receptors from the cell surface to intracellular endocytic compartments. These events are important for 

the regulation of mitogenic EGFR signaling. We revealed that leucine-rich repeat kinase 1 (LRRK1), a 

member of ROCO kinase family, forms a complex with activated EGFR through an interaction with 

Grb2 and is involved in the trafficking of EGFR from early to late endosomes. We showed that EGFR 

negatively regulates the kinase activity of LRRK1 by Tyr-944 phosphorylation and that this is required 

for proper endosomal trafficking of EGFR. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)神経細胞は極性をもった細胞であり、軸索と
樹状突起という異なる機能構造をもつ。軸索と
樹状突起の働きの違いは、そこに存在する蛋白
質の違いに由来する。さらに、神経細胞はシナ
プスの再構成や繋ぎ変えなどを行うことが知ら
れており、その際にはシナプス小胞蛋白質局在
のダイナミックな変化が何らかのシグナル因子
によって誘導されると推測されている。我々は、
JNK MAPK カスケードが運動神経におけるシナプ
ス小胞蛋白質の局在を時空間的に制御すること、
MAPKKK 様プロテインキナーゼ LRK-1 が、ゴルジ
体からの細胞内トラフィックを介してシナプス
小胞蛋白質の極性的な局在を制御することを明
らかにしていた。これらの結果は、シナプス小
胞蛋白質の軸索特異的な局在制御が、様々なシ
グナル分子によって時空間的に行われているこ
とを示唆している。 
 
(2)ROCO ファミリーキナーゼ LRRK1 は Ras に似
た GTPase ドメインと MAPKKK に似たキナーゼド
メインを持つユニークな分子である。LRRK1 の
ファミリー分子 LRRK2 は、近年家族性パーキン
ソン病原因遺伝子（Park8）として同定され、多
くの研究室で解析が進められてきた。しかし、
LRRK1 及び LRRK2 の生理的役割及び作用機構に
関しては不明であった。我々は LRRK1 の機能を
解明する目的で、LRRK1 と相互作用する分子を
LC-MS/MS 法により探索した結果、レセプターチ
ロシンキナーゼのアダプター分子 Grb2 を同定
した。また、siRNA を用いて LRRK1 をノックダ
ウンすると、エンドサイトーシスされた EGFR
は早期エンドソームに蓄積し、後期エンドソー
ムに移行しないことを見出していた。しかし、
早期エンドソームに局在した LRRK1 がどのよう
に EGFR 細胞内トラフィックを制御しているの
か、また LRRK1 のキナーゼ活性がどのように制
御されているのかは不明であった。 
 

２．研究の目的 

(1)本研究では、線虫をモデル動物として、極性
をもった蛋白質局在機構が LRK-1 シグナル伝達
経路によりどのように制御されているのか解明
を試みる。特に、これらのシグナル伝達経路の
上流及び下流で機能する因子を、結合因子のス
クリーニングや遺伝学的なスクリーニングによ
り同定し、それらの因子の機能解析により、シ
グナル伝達経路の時空間的制御機構と細胞内ト
ラフィックの接点を明らかにする。 
 
(2)活性化した EGFR はエンドサイトーシスによ
りすみやかに細胞膜上から取り除かれ、早期エ
ンドソーム、多胞体／後期エンドソームを経て
リソソームに送られ分解される。この過程が異
常になると、細胞は過剰な EGFR シグナルにさら
され、癌化を促進する。そこで、LRRK1 による

EGFR 細胞内トラフィック制御機構を解明す
ることで、細胞内トラフィックによる EGFR
シグナルの時空間的制御機構の解明目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 線虫のlrk-1変異体と同様なシナプス小
胞の局在異常の表現型を示す変異体を単離
し、遺伝子を同定して解析を行う。また、そ
れらの因子による輸送について、時空間的な
解析を行う。 
 
(2) LRRK1が EGFR 細胞内トラフィックにおい
てどのように機能しているのか、HeLa 細胞を
siRNA 処理し内在性 LRRK1 をノックダウンす
ることで検討する。EGFR 細胞内トラフィック
は、生細胞を Alexa647 でラベルした EGF を
用いて可視化し、早期エンドソーム及び後期
エンドソームはそれぞれ GFP-Rab5 及び
DsRed-Rab7 によって可視化する。これら蛍光
標識した分子を用いタイムラプス観察する
ことで、活性化した EGFR の細胞内トラフィ
ックをリアルタイムで解析する。 
 
４．研究成果 
(1)  LRK-1 によるシナプス小胞蛋白質の極
性的な局在制御機構 
 線虫のLRK-1は哺乳動物 LRRK2 の線虫ホモ
ログであり、シナプス小胞蛋白質の時空間的
制御を行う。LRK-1 と共に機能する新たな因
子を単離・同定する目的で、lrk-1 変異体と
同様にシナプス小胞蛋白質の局在異常の表
現型を示す変異体を 12 系統単離し解析を行
った。２系統は lrk-1 遺伝子の新規変異で、
残りのうち６系統はlrk-1遺伝子とは異なる
染色体上の新規変異であったことから、これ
らの変異を alsv（abnormal localization of 
synaptic vesicle protein）と命名した。そ
のうち、alsv-1 と alsv-2 遺伝子について遺
伝学的解析を行い、どちらの遺伝子も lrk-1
と同様にUNC-101依存的な輸送経路で機能し
ていることを確認した。さらに、遺伝学的マ
ッピングおよびシーケンシングにより原因
遺伝子の同定を行ったところ、alsv-2(km75)
が UNC-16 の 838 番目の Trp が終止コドンに
なった変異であることが判明した。以前に単
離された unc-16 変異は、いずれも UNC-101
非依存的にシナプス小胞の局在が異常にな
るが、それらは全て km75 変異よりも前方に
位置する変異であった。これに対し、km75 変
異で見られた局在異常はUNC-101依存的であ
ったことから、UNC-16 は UNC-101 非依存的輸
送制御とUNC-101依存的輸送制御の両方を制
御すること、UNC-101 非依存的輸送制御には
UNC-16のC端は必要ないがUNC-101依存的輸
送制御にはC端が必要であることが示唆され



た。さらに、lrk-1 および unc-16 変異体では、
シナプス小胞だけでなくゴルジ体に特異的に局
在する蛋白質も神経突起先端に異常局在するこ
とが明らかになった。シナプス小胞の輸送過程
について時空間的解析を行ったところ、lrk-1
および unc-16 変異体では異常に大きい tubule
状の輸送小胞が細胞体で形成され、これがその
まま神経突起先端へと輸送されていることを見
出した。この表現型は、UNC-16 が結合するキネ
シンモーターunc-116 の変異体や細胞質ダイニ
ン dhc-1 のでは見られない。また、lrk-1 およ
び unc-16 変異体で見られた大きい tubule 状の
小胞が輸送される表現型は、unc-116 変異や
dhc-1、さらに別のキネシンである unc-104変異
体のバックグラウンドにおいても観察されたこ
とから、この表現型はこれらのモーター蛋白質
に依存していないと考えられる。さらに、遺伝
学的解析からlrk-1とunc-16は同一の経路で機
能することも示された。以上の結果から、UNC-16
と LRK-1 はキネシンやダイニンに依存しない形
で、細胞体、おそらくゴルジ体における正常な
大きさの輸送小胞形成を制御することが示唆さ
れた。 
 
(2) LRRK1 による EGFR細胞内トラフィック制御 
 siRNA を用いて LRRK1 をノックダウンした細
胞では、EGFR は早期エンドソームに蓄積したま
まで後期エンドソームへの移行が阻害される。
そこで、この過程における LRRK1 の機能を解析
した結果、LRRK1 は EGFR の微小管上の輸送に必
須であることがわかった。LRRK1 をノックダウ
ンした細胞では、EGFRを含むエンドソームの運
動性（特に Dynein モーター蛋白質に依存した運
動性）が顕著に低下する。このとき siRNA 耐性
野生型 LRRK1 を発現させると、EGFRの微小管上
の輸送がレスキューされるのに対し、キナーゼ
不活性型 LRRK1 ではレスキューがみられなかっ
た。このことから、LRRK1 はキナーゼ活性依存
的に EGFR の微小管上の輸送を制御し、結果とし
て後期エンドソームへの移行に機能しているこ
とが明らかとなった。 
 LRRK1 のキナーゼ活性がどのように制御され
ているのか検討したところ、LRRK1 は活性化し
た EGFR によってリン酸化され制御されている
ことを明らかにした。EGFR は EGF 刺激依存的に
LRRK1の944番目のチロシン残基をリン酸化し、
LRRK1 のキナーゼ活性を負に制御する。EGFR に
よる制御を受けない変異体 LRRK1（LRRK1 Y944F）
は、恒常的に高いキナーゼ活性を持ち、EGFR を
含むエンドソームの輸送を過剰に促進する。そ
の結果、エンドソームの成熟が異常になり、核
付近に早期エンドソーム、後期エンドソーム、
リサイクリングエンドソーム全ての性質を持つ
ミックスされたエンドソームが形成されること
を明らかにした。また、電子顕微鏡による観察
から、これらのミックスされたエンドソームで
は内部小胞が形成されておらず、未成熟なエン

ドソームであることも明らかとなった。この
ように、LRRK1 はキナーゼ活性依存的に EGFR
を含むエンドソームの輸送と成熟に機能し
ていることを明らかにした。 
 ESCRT 複合体はユビキチン化された
Cargo を認識し、リソソーム分解経路へと
選別するのに重要なエンドソーム膜上のタ
ンパク質複合体である。ESCRT 複合体によ
って認識された Cargoは、エンドソーム膜
上から内部小胞へと取込まれ、その後リソ
ソームによって分解される。我々は、LRRK1
が ESCRT 複合体構成因子 STAM1及び Hrsと
相互作用することを見出した。さらに、解
析を進めた結果、LRRK1 はスキャホールド
蛋白質として機能し、ESCRT 複合体による
EGFR の認識に機能していることが明らか
となった。LRRK1 をノックダウンした細胞
では、EGFR はエンドソーム内腔へと取込ま
れず、リソソームでの分解も遅延する。こ
のように、LRRK1 は EGFR のリソソーム分解
経路選別に機能することで、活性化した
EGFR の分解速度を制御しすることを明ら
かにした。以上の結果から、LRRK1 は EGFR
細胞内トラフィックを制御することで、活
性化した EGFR から送られる増殖シグナル
（MAP キナーゼ経路の活性化）を時間的（リ
ソソーム分解までのタイムコース）にも空
間的（早期エンドソームまたは、多胞体／
後期エンドソーム局在）にも制御している
ことが明らかになった。 
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