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研究成果の概要（和文）：本研究は、老年期に安静時振戦などの運動機能障害をもたらすパーキンソン病（PD）
の原因となるロイシンリッチリピートキナーゼ2（LRRK2）というタンパク質の異常が、PDを惹き起こすメカニズ
ムの解明を目的として行った。LRRK2は他のタンパク質にリン酸を付加する（リン酸化）機能を有するが、Rab12
タンパク質へのリン酸化により細胞内の老廃物の分解装置であるリソソームと呼ばれる細胞内小器官の細胞内で
の位置が異常となることを見出した。今後、リソソームの細胞内の位置が異常となることで生じる現象を明らか
にすることで、PDの新しい治療法の開発につながる成果である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanism by which 
abnormalities in the protein leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2), which causes Parkinson's disease 
(PD), a disease that causes motor dysfunction such as resting tremor in old age, is responsible for 
causing PD. LRRK2 has a function of adding phosphate to other proteins (phosphorylation), and we 
found that phosphorylation of Rab12 protein causes abnormal intracellular positioning of 
intracellular organelles called lysosomes, which are the intracellular waste degrading machinery. 
This finding may lead to the development of a new treatment for PD by clarifying the phenomena 
caused by the abnormal intracellular position of lysosomes.

研究分野：病態神経生化学

キーワード： パーキンソン病　LRRK2　Rab12　Rab29　リン酸化　リソソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
パーキンソン病は高齢者に多く発症する神経変性疾患であるが、その治療法は対症療法に限られており、発症メ
カニズムに基づいてパーキンソン病を根本的に治療する方法や、その進行を遅らせる方法は存在しない。パーキ
ンソン病の発症には細胞内の老廃物を処理する装置であるリソソームの機能障害が関与することが以前から指摘
されていた。本研究で見出したリソソームの細胞内における位置の変化がどのようにリソソームや細胞の機能に
影響を与えるかは明らかでない。今後、これらを明らかにすることで、パーキンソン病の根本的治療法の開発に
つながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（Parkinson disease; PD）
は高齢期に多く発症する神経変性疾患であり、
無動、安静時振戦、筋固縮などの運動症状を呈
する。PD 患者の剖検脳では、中脳黒質ドーパ
ミン神経細胞などが選択的に変性・脱落し、残
存する神経細胞においてレヴィ小体と呼ばれ
る封入体の形成が見られる。薬理学的研究から
PD の神経変性の原因として活性酸素などによ
る細胞ストレスが示唆されているが、メカニズ
ムの詳細は不明であり根本的治療法は存在し
ない。LRRK2（leucine-rich repeat kinase 2）
は、家族性 PD（FPD）の原因遺伝子のひとつで
ある。孤発性 PD のゲノムワイド関連解析（GWAS）からも LRRK2 遺伝子座が PD 発症リスクと関
連することが繰り返し報告されており（Satake et al., Nat Genet 2009 ほか）、LRRK2 は遺伝
子変異の有無に関わらず PD 発症に重要な役割を果たすことが示唆されている（図 1）。 
 LRRK2 は 2527 アミノ酸からなる巨大タンパク質であり、GTPase ドメインやキナーゼドメイ
ンなど、複数の機能ドメインからなる（Ito et al., Biochemistry 2007; Araki, Ito et al., 
Neuronal Sig 2018）。私たちは、LRRK2 の生理的基質として低分子量 GTPase Rab10 を含む複数
の Rab タンパク質を初めて同定し（Steger, Tonelli, Ito et al., eLife 2016）、FPD 変異ノ
ックインマウスでは Rab10 リン酸化が亢進することを明らかにした（Ito et al., Biochem J 
2016）。さらに、LRRK2 変異のない孤発性 PD 患者剖検脳においても Rab10 リン酸化の亢進が報
告され（Di Maio et al., Sci Transl Med 2018）、LRRK2 の異常活性化が PD における神経変性
の一因であることが強く示唆されている。LRRK2 による Rab のリン酸化はエフェクタータンパ
ク質などとの相互作用に影響を与えることから、LRRK2 の異常活性化は小胞輸送の異常、ひいて
はオルガネラ恒常性の破綻を引き起こすことが想定される。実際、私たちも参画した研究におい
て、FPD 変異型 LRRK2 の過剰発現により、内容物が overload されたリソソームの細胞外分泌
が促進されることが示されている（Eguchi et al., PNAS 2018）。 
 
２．研究の目的 
 前項で述べたように、LRRK2 生理的基質 Rab10 の発見をきっかけとして、LRRK2 下流の細胞
内現象に関して研究が進みつつある。一方で、孤発性 PD においても LRRK2 の異常活性化が示
唆されているにも関わらず、その異常活性化が神経変性を招くプロセスはほとんど明らかにな
っていない。そこで本研究課題では以下の 2 点を目的とする。 
・LRRK2 の活性化メカニズムを解明する。 
・LRRK2 によるリソソームの細胞内局在制御の分子基盤を解明するとともに、その異常が神経
変性を引き起こすことを示す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、（1）LRRK2 によるリソソーム関連オルガネラ層板小体の恒常性制御メカニズムの
解明、（2）LRRK2 機能亢進によるリソソーム局在制御異常の分子メカニズムの解明、（3）LRRK2
の活性化因子である Rab29 の生化学的性状の解明、の 3点に取り組んだ。 
（1）LRRK2 によるリソソーム関連オルガネラ層板小体の恒常性制御メカニズムの解明 
LRRK2 の阻害剤を投与された動物（マウス、ラット、サル）では、肺の 2型肺胞上皮細胞に特
異的に存在する層板小体と呼ばれるオルガネラが顕著に肥大化することが知られていた。層板
小体はリソソームや後期エンドソームに由来し、肺サーファクタントを合成・貯蔵し、刺激に応
じて肺胞腔へと分泌する役割を有する。層板小体肥大化を起こす LRRK2 ノックアウトマウスの
肺からショ糖密度勾配遠心を用いて層板小体を単離し、LC-MS/MS 解析により LRRK2 ノックアウ
トにより生じる層板小体プロテオームの変化を解析した。また、この現象の培養細胞モデルを作
製するため、ヒト肺がん由来培養細胞 A549 細胞に LRRK2 阻害剤を慢性的に投与する実験や、A549
細胞の内因性 LRRK2 を CRISPR-Cas9 法によりノックアウトした細胞を作製し、電子顕微鏡観察
により層板小体の肥大化を確認した。 
 LRRK2 ノックアウトにより層板小体局在量が減少するタンパク質について、A549 細胞モデル
においてノックアウト細胞を作製し、LRRK2 ノックアウトと同様に層板小体肥大化を惹き起こす
か検討した。また、レスキュー発現により層板小体肥大化が回復するか検討した。 
 
（2）LRRK2 機能亢進によるリソソーム局在制御異常の分子メカニズムの解明 
 HEK293A 細胞に家族性 PD 変異型 LRRK2 を過剰発現するとリソソームが核近傍に集積すること
を見出していた。この現象は LRRK2 阻害剤処理により消失したことから、LRRK2 の基質タンパク
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質の過剰リン酸化により生じると考えられた。そこで、LRRK2基質となるRabタンパク質（Rab8A、
Rab10、Rab12）のノックアウト細胞を作製し、LRRK2 過剰発現によるリソソーム局在異常が見ら
れなくなるものを探索した。また、当該 Rab タンパク質の既知のエフェクタータンパク質につい
てもノックアウト細胞を作製し、リソソーム局在への影響を解析した。 
 
（3）LRRK2 の活性化因子である Rab29 の生化学的性状の解明 
 Rab タンパク質は脂質修飾を受けて細胞内の小胞やオルガネラの膜上に局在する。不活性化型
である GDP 結合型の Rab タンパク質は GDP 解離阻害因子（GDI）と結合して膜から引き抜かれ、
GTPase 活性化タンパク質（GAP）の局在する細胞内部位へと移動し、再度活性化される。LRRK2
活性化因子である Rab29 は GDI との親和性が低いことが示唆されており、他の Rab タンパク質
とは異なる特異なライフサイクルを有する可能性が考えられる。そこで、種々の培養細胞や組織
における Rab29 の細胞内局在を生化学的分画法により解析した。また、Triton X-114 を用いた
分画により脂質修飾の有無を解析した。さらに、GDI や脂質修飾酵素をノックアウトし、Rab29
の局在への影響を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）LRRK2 によるリソソーム関連オルガネラ層板小体の恒常性制御メカニズムの解明 
 野生型および LRRK2 ノックアウトマウスの肺から
単離した層板小体の LC-MS/MS 解析の結果、ノックア
ウト層板小体には多くの Rab タンパク質の局在量が
増加していた。また、Borcs5/6/7 などリソソームの
細胞内局在制御に関わるタンパク質の局在量が減少
していた（図 2）。 
 A549 細胞を用いて局在が減少した BORCS5/6/7 を
それぞれノックアウトし、電子顕微鏡観察により層
板小体の面積を定量した。BORCS5 や BORCS7 のノック
アウトでは面積に変化はなかったが、BORCS6 のノッ
クアウトでは層板小体面積の増加が見られた（図 3）。
また、BORCS6 ノックアウト細胞に BORCS6 を再発現し
たところ、層板小体の面積が野生型レベルにまで回
復した。さらに、LRRK2 ノックアウト細胞に BORCS6
を過剰発現したところ、層板小体の肥大化が抑制さ
れた。以上の結果から、LRRK2 ノックアウトによる層
板小体の肥大化には、BORCS6 の局在量の減少が関与
することが示唆された。 
 本項の成果は、Araki M et al., Hum. Mol. Genet., 2021 に
発表した。 
 
 
（2）LRRK2 機能亢進によるリソソーム局在制御異常の分子メカ
ニズムの解明 
 HEK293A 細胞に家族性 PD 変異である Y1699C 変異型 LRRK2 を
発現させると、LAMP1 陽性のリソソームの局在が核近傍に集積し
た。このとき、LRRK2 の代表的な基質タンパク質である Rab8A、
Rab10、Rab12 をノックアウトすると、Rab12 ノックアウト細胞で
のみ、野生型 LRRK2 過剰発現細胞を LRRK2 阻
害剤で処理した時と同様に、リソソームが細
胞質に拡散した（図 4）。 
 Rab12ノックアウト細胞におけるリソソー
ムの局在変化は、野生型 Rab12 の再発現によ
り回復した一方で、リン酸化部位である 106
位のセリン残基をアラニンに置換したRab12
の再発現では回復しなかった。これらの結果
から、LRRK2 による Rab12 の過剰リン酸化が
リソソーム局在異常を惹き起こすと考えら
れた。 
 Rab12 の既知のエフェクタータンパク質をノックアウトしたところ、Rab-interacting 
lysosomal protein-like 1（RILPL1）のノックアウトによりリソソームが細胞質に拡散すること
を見出した（図 5）。また、Rab12 と RILPL1 は共免疫沈降され、S106A 変異体では野生型に比し
て RILPL1 の共免疫沈降量が減少することを明らかにした（図 6）  
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 RILPL1 はダイニン-ダイナクチン複合体と結合して微小管マイナス端（核方向）への輸送に関
わることから、Rab12の過剰リン酸化によりRab12と RILPL1との相互作用が促進されることで、
Rab12 が局在するリソソームの核方向への輸送が促進されると考えられた。 
 本項の成果は、Ito K et al., FASEB J., 2023 に発表した。 
 
（3）LRRK2 の活性化因子である Rab29 の生化学的性状の解明 
 膜貫通領域をもたない Rab タンパク質は、カルボキシ末端に存在する
システイン残基のプレニル化（ゲラニルゲラニル化、ファルネシル化）
修飾により膜に結合し、小胞輸送の分子スイッチとして機能する。しか
し、培養細胞を破砕して超遠心分画すると、内在性 Rab タンパク質の大
半は主として細胞質画分に濃縮される。これは、細胞質に大量に存在す
る GDI タンパク質が脂質修飾された GDP 結合型 Rab タンパク質を認識
し、膜から引き抜くためである。私たちの予備的解析において、Rab29
と GDI との親和性が低いことが示唆されたため、内在性 Rab29 の生化学的分画を行ったところ、
他の Rab タンパク質と異なり Rab29 は主として膜画分に検出された（図 7）。リコンビナント GDI
タンパク質を用いて膜画分からの引き抜き実験を行ったところ、Rab10 は引き抜かれたが Rab29
は引き抜かれなかった（図 8）。 

 
 これらの結果から、Rab29 がプレニル化を受けずに膜局在する可能性が考えられたため、
Triton X-114 を用いて疎水性に基づく分画を行った。Rab29 は他の Rab タンパク質と同様に疎
水性画分に濃縮された。また、Rab タンパク質のゲラニルゲラニル化に必須である Rab ゲラニル
ゲラニル転移酵素のサブユニットをノックアウトしたところ、Triton X-114 分画における Rab29
の疎水性が他のRabタンパク質と同様に減弱したこ
とから、Rab29 はゲラニルゲラニル化を受けて膜に
局在することが確かめられた。Rab10と異なりRab29
は GDI と共免疫沈降されなかったことから（図 9）、
メカニズムは不明なもののRab29と GDIの親和性が
低く、膜から引き抜かれない特異な性質を有するこ
とが明らかになった。このような性質が LRRK2 の活
性化に重要である可能性が考えられる。 
本項の成果は、Nagai-Ito Y et al., J. Biol. 
Chem., 2022 に発表した。 
 
 （1）～（3）で述べたように、本研究では LRRK2
の活性化因子であるRab29の生化学的性状と、LRRK2
がエンドリソソーム系の恒常性や局在制御に関与
する分子メカニズムの一端を明らかにした。今後、
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これらの研究をさらに発展させることにより、Rab29 が LRRK2 を活性化する分子メカニズムの詳
細を解明し、それによりもたらされる神経変性に直結する細胞病態を明らかにしたい。 
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