
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

若手研究(B)

2015～2014

エンドソーム・リソソーム系細胞内輸送に着目したパーキンソン病発症機構の解析

Analysis of the mechanisms of Parkinson's disease focusing on endo-lysosomal 
trafficking system

１０５３３９０３研究者番号：

桑原　知樹（Kuwahara, Tomoki）

東京大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２６８７０１１４

平成 年 月 日現在２８   ６   １

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：パーキンソン病関連遺伝子として同定されたLRRK2、RAB7L1は細胞内小器官であるエンドソ
ーム・リソソームまわりの細胞内輸送を調節することが示唆されている。本研究において、マウスや線虫におけるRAB7
L1-LRRK2遺伝子経路の存在を示すとともに、その下流で機能する候補因子としてリソソームへの細胞内輸送に重要なAP
-3複合体を同定し、LRRK2との機能的関連を明らかにした。また、パーキンソン病脳内において特徴的なαシヌクレイ
ンの神経細胞内蓄積にリソソームが関与することを示唆する知見も得られた。以上より、パーキンソン病発症にリソソ
ーム障害が重要な役割を果たすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：LRRK2 and RAB7L1, two genes related to Parkinson's disease, are implicated in the 
regulation of intracellular transport mediated by subcellular organelles such as endosomes and lysosomes. 
Here we showed the existence of RAB7L1-LRRK2 genetic pathway in mice and nematodes, and demonstrated that 
lysosome-related adaptor protein complex AP-3 acts as a candidate downstream effector of RAB7L1-LRRK2 
pathway. We also found the evidence that lysosome has a key role in the intraneuronal accumulation of 
alpha-synuclein, a major hallmark pathology in Parkinson's disease brains. Collectively, these results 
suggest that lysosomal impairment may underlie an important mechanism in the pathogenesis of Parkinson's 
disease.

研究分野：分子神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
パーキンソン病（Parkinson’s disease; 

PD）は加齢に伴って発症する代表的な神経変
性疾患の１つであり、中脳黒質のドーパミン
作動性ニューロンを主体とする神経細胞の
変性・脱落と、-synuclein タンパク質を主
要構成成分とする神経細胞内封入体 Lewy小
体の出現を病理学的特徴とする。現時点にお
いて PDの発症・進行を抑制する根本的治療
法は存在せず、発症メカニズムの解明が待た
れている。 
 近年、家族性 PD家系の連鎖解析および孤
発性 PDのゲノムワイド関連解析から、複数
の遺伝子または領域が病因遺伝子／危険因
子として同定された。興味深いことに、その
中には-synucleinに加えて LRRK2、VPS35、
PARK16 (RAB7L1)、GBA、ATP13A2など
のエンドソーム・リソソーム経路遺伝子が含
まれていた。また、LRRK2と-synucleinは
連鎖解析とゲノムワイド関連解析の両者か
ら同定されており、その疾患発症における役
割の解明はとりわけ重要である。 
 LRRK2はキナーゼ活性を保持し、PD発症
に連鎖する代表的変異であるG2019S変異に
よりキナーゼ活性が上昇すること、およびそ
の発現が培養ニューロンの突起を短縮させ、
リソソームの肥大化を引き起こすことが報
告されている。変異型 LRRK2が如何にして
このような表現型を引き起こすのかについ
ては不明であったが、我々はこの表現型を調
節する因子として、これまでに孤発性 PDの
危険遺伝子座 PARK16 領域内に存在する遺
伝子 RAB7L1（Rab7-like variant 1）を同定
した。また、G2019S 型 LRRK2 の発現や
RAB7L1 のノックダウンはともにリソソー
ム加水分解酵素の運搬を担うマンノース６
リン酸受容体（MPR）の細胞内輸送に異常を
もたらし、培養ニューロンの突起短縮化とリ
ソソームの肥大化を引き起こすこと、この異
常は別の家族性 PD 病因遺伝子 VPS35 の発
現により回復することを明らかにした。
VPS35（vacuolar sorting protein 35）はエ
ンドソームからトランスゴルジへの輸送を
担うレトロマー複合体のサブユニットであ
り、レトロマーはエンドソームにおいて
MPR などのカーゴ蛋白質の輸送を制御する。
従って RAB7L1-LRRK2 経路が VPS35／レ
トロマーを介してエンドソーム・リソソーム
系輸送経路を制御すると考えられた
（ MacLeod, Kuwahara et al, Neuron, 
2013）。さらに我々はマウスや線虫を用いた
遺伝学的解析をすすめ、RAB7L1-LRRK2直
列経路が線虫の神経突起長の制御やマウス
腎臓近位尿細管におけるリソソームの形態
維持にも働くことを見出した（投稿中）。ま
た、少なくとも線虫においては RAB7L1 が
LRRK2 の上流で機能することを見出してい
る。しかしこれらの表現型の背後にあるメカ
ニズムの詳細については不明な点が多く残

されていた。 
もう１つの PD病因遺伝子-synucleinは、

PD 脳に特徴的な Lewy 小体の主要構成成分
をコードしており、LRRK2 と並び重要な病
因遺伝子である。しかし PD 連鎖変異型
-synuclein を齧歯類脳内に単純に発現させ
ても PD脳内のような蓄積は見られず、可溶
性蛋白質である-synuclein が如何にして脳
内に凝集・蓄積していくのかについては長ら
く不明であった。しかし近年、in vitro で凝
集させた組換え-synuclein をマウス脳内に
人工的に導入することにより、内因性の
-synuclein が凝集を開始し、さらにその病
態が細胞間を伝播して広がっていくことが
報告された。この伝播には、凝集-synuclein
の神経細胞内への取り込み、それを核とした
内因性-synuclein の凝集化、そして凝集体
の細胞外への排出、という一連のステップが
必要と考えられるが、これらのステップにお
ける詳細な分子メカニズムについては未解
明であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では以下の２点を主要な研究テー
マとした。 
(1) RAB7L1-LRRK2 経路のエンドソーム・
リソソームに関連した生理的・病的機能およ
びそのメカニズムの解明 
 
(2)-Synuclein の神経細胞内凝集や細胞間
伝播にエンドソーム・リソソーム経路が果た
す役割の解明 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞（神経系・非神経系）を用いた
細胞生物学的・生化学的解析、および線虫
C. elegans を用いた遺伝学的解析により、
RAB7L1-LRRK2経路で機能すると考えられ
る候補因子（AP-3 複合体, VPS35 など）が
RAB7L1やLRRK2とどのような機能的関連
を有するかを検討する。また、エンドソー
ム・リソソーム機能を障害させた場合に
RAB7L1やLRRK2の機能や局在がどのよう
な影響を受けるか解析する。 
 
(2) 組換え-synuclein 凝集体の導入により
内因性-synuclein の凝集・伝播を引き起こ
す培養神経細胞モデルおよびマウスモデル
を作出し、LRRK2、RAB7L1 や関連因子
（VPS35, AP-3複合体, GBAなど）、その他
のエンドソーム・リソソーム関連因子の効果
を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) RAB7L1-LRRK2経路の遺伝学的解析 
 線虫においてRAB7L1とLRRK2のオルソ
ログ分子（それぞれ GLO-1, LRK-1）はいず
れも機械受容神経細胞の軸索伸長を調節す
ることをこれまでに見出している。GLO-1
の遺伝学的下流分子として、リソソームへの



特定の積み荷タンパク質の細胞内輸送に重
要なアダプタータンパク質 AP-3 複合体が報
告されていたことから、まずは AP-3 と
LRK-1/LRRK2の遺伝学的上下関係について
検討した。その結果、AP-3 複合体は
LRK-1/LRRK2の下流で機能し、軸索伸長を
制 御 す る こ と が 分 か っ た 。 ま た
RAB7L1-LRRK2経路因子と考えられたレト
ロマー複合体構成因子 VPS35 との遺伝学的
関係についても調べたところ、VPS35 は
RAB7L1-LRRK2経路の上流において機能し、
かつ抑制的に作用することが示唆された。 
 
(2) RAB7L1-LRRK2 経路の機能とメカニズ
ムに関する細胞生物学的・生化学的解析 
 RAB7L1-LRRK2 経路の下流で AP-3 複合
体が機能することと考えられたことから、次
に LRRK2と AP-3との機能的関連について
検討した。AP-3 は LAMP1 や LAMP2 など
の代表的なリソソーム膜タンパク質のリソ
ソームへの輸送を担うこと、また AP-3 複合
体サブユニットを欠損させると LAMP1/2の
輸送障害の結果、細胞表面に LAMP1/2が集
積することが知られている。マウス神経系細
胞 N2a 細胞において内因性 LRRK2 または
AP-3複合体サブユニットAP3B1をノックダ
ウンしたところ、いずれの場合でも抗体ラベ
ルしたLAMP1の細胞表面から初期エンドソ
ームへの輸送は障害されなかったものの、初
期エンドソームから後期エンドソーム・リソ
ソームへの輸送が遅延することが見出され
た。またHEK293細胞表面の LAMP1/2局在
量を表面ビオチン化法により生化学的に検
討したところ、LRRK2, AP3B1いずれのノッ
クダウンによっても表面 LAMP1/2量が増加
することが見出された。さらに LRRK2 と
AP-3 との関係を調べるために両者の結合の
有無について免疫沈降法により検討したと
ころ、LRRK2と AP3B1の結合が見出された。
またその結合部位はLRRK2のN末端側であ
ることが示唆された。従って AP-3 複合体は
RAB7L1-LRRK2経路の下流で機能するエフ
ェクター分子である可能性が示唆された。 
 
(3) リソソーム障害と RAB7L1-LRRK2経路
の関連に関する解析 
 リ ソ ソ ー ム の 機 能 調 節 に お け る
RAB7L1-LRRK2経路の役割を解析するため、
種々のリソソーム機能障害剤を細胞に投与
し、RAB7L1 や LRRK2 の局在を観察した。
その結果、複数の作用機序の異なるリソソー
ム障害剤処理により、RAB7L1と LRRK2が
肥大化したリソソーム膜表面に移行するこ
とが見出された。またこの場合にも RAB7L1
が LRRK2の上流で機能する可能性が示唆さ
れた。さらにリソソーム障害に伴う肥大化は、
LRRK2 の欠損によって増悪することが見出
された。以上より、RAB7L1-LRRK2経路が
リソソームのメンテナンスに一定の役割を
果たす可能性が示唆された。 

 
(4) -Synuclein凝集・伝播の in vitro, in vivo
評価系の確立とエンドソーム・リソソームの
関与の検討 
 大腸菌よりリコンビナント-synuclein（全
長および C 末端欠損型）を精製し、in vitro
で振とう培養させて凝集させたのち、ヒト神
経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞およびマウス初代
培養神経細胞に投与することにより、内因性
-synuclein の細胞内凝集とリン酸化を再現
するモデル細胞を構築した。界面活性剤によ
る分画実験から、C 末端欠損型-synuclein
の凝集体を細胞に導入した場合に内因性の
全長-synuclein が不溶画分に回収されるこ
とが分かった。この系を用いて種々のリソソ
ーム阻害剤や PD 関連因子（LRRK2、
RAB7L1など）の効果を調べたところ、特定
のリソソーム阻害剤処理によって不溶性
-synuclein が増加することが見出された。
一方、細胞外に分泌された内因性-synuclein
を ELISA により定量したところ、また別の
処理下において-synuclein 分泌が増加また
は減少する傾向が見出された。 
 次に、あらかじめ凝集させたリコンビナン
ト-synuclein をマウス脳内（線条体）にイ
ンジェクションし、3 ヵ月後に脳内における
内因性-synuclein の蓄積・伝播を観察した
ところ、特に大脳皮質の一部の層と中脳黒質
にリン酸化-synuclein 陽性凝集体が多数出
現することが確認された。またリン酸化タウ
やTDP-43などのタンパク質の蓄積も観察さ
れた。そこでこの系を用いて、LRRK2 ノッ
クアウトマウスや VPS35 遺伝子改変マウス
に同様のインジェクション実験を施行した。
またエンドソーム・リソソーム関連因子の阻
害の効果についても検討を開始した。現在、
これらの結果の解析を進めている。 
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