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要旨 

パーキンソン病原因遺伝子産物 LRRK2 が、リソソームストレス負荷時においてど

のような機能を持つのかについて解析を行った。哺乳類培養細胞を用いた解析から、

定常状態において LRRK2 は細胞質に局在するが、リソソーム過積載負荷が生じると

オートファジー関連分子依存的にリソソーム膜表面にリクルートされることを明ら

かにした。リクルートされた LRRK2 はキナーゼ活性依存的に Rab8a、Rab10 をリソ

ソームにリクルートし、リソソームの肥大化抑制と内容物排出制御を行うことを示し

た。LRRK2は複数の Rab GTPaseをリン酸化しその局在・機能を制御することにより、

リソソームの恒常性維持に寄与する可能性が考えられる。 
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第 1章 序文 

 

LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2)とは 

Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2)は 51 のエキソンからなる遺伝子にコード

された巨大なタンパク質である。全長 2527 アミノ酸からなり、分子内に複数のドメ

インを有している(図表 1)[1]。LRRK2 はもともと常染色体優性家族性パーキンソン

病に連鎖する遺伝子として報告されたが[1-3]、その後ゲノムワイド関連解析(GWAS)

をはじめとする多くの遺伝学的解析から、クローン病やハンセン病など複数の疾患に

も関連する遺伝子であることが示されている[4-6]。LRRK2 の分子細胞生物学的機能

に関してはこれまで様々な研究がおこなわれてきたが、いまだ不明な点が多い。この

章ではまずパーキンソン病や種々の疾患と LRRK2 との遺伝学的関係に関して、次に

LRRK2 の分子構造、細胞内局在、機能におけるこれまでの研究に関してまとめる。 

 

1-1 LRRK2とパーキンソン病 

1-1-1 パーキンソン病 

パーキンソン病(Parkinson’s 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、日本における有病率は 10 万人あたり 100~150 人程度と推定さ

れている。加齢とともに有病率は上昇し、高齢化に伴いその患者数も増加している。

臨床的に振戦、無動、筋固縮、姿勢反射障害などの運動症状を主徴とする。病理学的
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には中脳黒質緻密部のドパミンニューロンや青斑核のノルアドレナリンニューロン

の選択的脱落と、残存する神経細胞における Lewy 小体や Lewy neurite の出現が特

徴的である。 

中脳黒質は錐体外路を構成する要素の 1 つであり、不随意的に運動や姿勢の調整を

行っている。黒質緻密部の投射先である線条体は直接路、間接路と呼ばれる 2 種類の

投射経路で運動機能を制御している。線条体は黒質網様部および淡蒼球内接を介して

視床→大脳皮質と投射するが直接路では線条体から直接、黒質網様部および淡蒼球内

節に神経が投射する。一方間接路では線条体→淡蒼球外節→視床下核と経て黒質網様

部および淡蒼球内節に投射する。黒質網様部および淡蒼球内接の神経は抑制性であり

運動を抑制している。線条体が興奮すると直接路では黒質網様部および淡蒼球内節の

神経を抑制し、これにより運動の脱抑制が起こる。一方間接路では黒質網様部および

淡蒼球内節の神経が興奮し運動の抑制が強まる。直接路は意図する運動に必要な部分

に対する抑制を外している一方、間接路では不必要な部分への抑制を強め運動を制御

していると考えられている。中脳黒質緻密部は線条体神経の直接路に対しては興奮性、

間接路に対しては抑制性のシナプスを投射しており、中脳黒質緻密部ドパミンニュー

ロンが興奮すると直接路・間接路いずれにしろ運動の脱抑制が生じる。PD において

ドパミンニューロンが変性すると運動の脱抑制が起こらず、筋固縮や無動などの症状

が出現すると考えられる。 

現在 PD 治療として使用される薬剤は L-DOPA であり、これは血液脳関門を通過
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可能なドパミンの前駆体である。投与された L-DOPA は中脳黒質ドパミンニューロ

ンに到達し代謝されることでドパミンとなり、ドパミンニューロンからの神経伝達物

質放出量を増加させることで残存する神経の機能を補助していると考えられる。しか

しながら現在の治療法では症状を一時的に改善するかとは可能であるが、ドパミンニ

ューロンの変性・脱落そのものを抑制することはできない。したがって PD の根本治

療法開発のためには神経変性のメカニズムを明らかにし、それを標的とした治療法を

確立することが必要である。 

 

1-1-2家族性パーキンソン病 

パーキンソン病の多くは明確な家族歴のない孤発性であるが、その一部はメンデル

の法則に則った遺伝様式で、家族性に発症する。これまでに複数の遺伝子が常染色体

劣性または優性遺伝性の病因遺伝子として同定されている(図表 2)。LRRK2 以外の家

族性パーキンソン病病因遺伝子に関してこれまで明らかにされていることを以下に

まとめる。 

 

SNCA 

SNCAは常染色体優性 PDの原因遺伝子である。SNCAがコードする-synuclein

は PDに特徴的な Lewy 小体、Lewy neuriteの主要な構成タンパク質であり[7, 8]、

家族性 PD のみならず孤発性 PD の発症においても非常に重要なタンパク質である
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と考えられている。 

SNCA と家族性 PD の関連に関する最初の報告は Polymeropoulos らによる連鎖

解析であり、家族性 PD を発症するイタリアの家系を解析し染色体 4q21-q23 の領

域が家族性 PD と連鎖することを解明、この遺伝子座を PARK1 と名付けた[9]。そ

の後同家系における PD の原因が PARK1 内にある SNCA 遺伝子の変異であり、こ

れにより SNCA にコードされる-synuclein の 53 番目のアラニンがスレオニンに

置換されることが明らかとなった[10]。その後 A53T 変異に加え、A30P[11]、

E46K[12]、H50Q[13, 14]、G51D[15]の計 5 つの変異が家族性 PD の原因として同

定された。またこれらのミスセンス変異に加え野生型 SNCA の duplication および

triplication も家族性 PD の原因となることが報告されており[16-18]、野生型の-

synuclein であっても発現量が上昇すれば PD を引き起こすことが示されている。

加えて後述するように-synuclein の発現量を上昇させるような多型が孤発性 PD

のリスクとなっており、遺伝学的解析からも SNCA は家族性、孤発性 PD 双方に重

要であることが示されている。 

ヒト病理組織における Lewy 小体内の-synuclein は線維状の構造をとっている

[8]。またリコンビナントの-synuclein を in vitro でインキュベートすると不溶性

の線維状構造である fibril、およびその前駆体の protofibril を形成することから[19]、

野生型の-synuclein 自体が凝集する性質を持つことが明らかにされている。加え

て家族性 PD の原因となる A53T 変異は凝集性が上昇させることが報告されている
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[19]。これらの-synuclein の性質と上述した遺伝学的解析から、-synuclein の代

謝動態の変化が-synuclein の凝集を誘導し、最終的に神経変性を引き起こすとい

うモデルが広く受け入れられている。しかしながらどのようなメカニズムで-

synuclein の凝集が開始されるのか、そして-synculein の凝集がなぜ神経変性を引

き起こすのかに関しては現在も解明されていない。 

 

VPS35 

VPS35 は常染色体優性 PD の原因遺伝子である。2 つの独立したグループがそれ

ぞれオーストリア、スイスの常染色体優性 PD を発症する家系を解析し、その原因

として VPS35 の D620N 変異を同定した[20, 21]。VPS35 変異による PD の病理組

織所見は現時点でまだ報告が無いが、臨床所見は孤発性によく似ており発症年齢も

50 歳前後と晩発性である。そのため VPS35 変異による PD は孤発性 PD と同様の

発症メカニズムであることが期待されている。 

VPS35 は後期エンドソームからゴルジ体もしくは細胞膜へと小胞を輸送する複

合体であるレトロマーのサブユニットの 1 つであり、小胞タンパクや膜タンパクの

リサイクリングに関わるとされている[22]。VPS35 変異がどのような効果を持つの

かに関しては不明な点も多いが、ゴルジ・エンドソーム経路における輸送に異常が

出るのではないかと考えられている。 
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CHCHD2 

2015 年に常染色体優性遺伝性家族性 PD の新たな原因遺伝子として CHCHD2

が同定された[23]。CHCHD2 はミトコンドリアタンパク質であり電子伝達系に関

わるとされている。CHCHD2 変異による PD の病理所見や発症機序に関しては今

後の研究が待たれる。 

 

PINK1, parkin 

PINK1、parkin は共に常染色体劣性遺伝性 PD の原因遺伝子である。近年の分

子細胞生物学的解析により 2つの遺伝子産物は同一の経路でミトコンドリアの品質

管理に関与することが示されていることからここでは併せて述べる。 

parkin は日本における常染色体劣性家族性 PD の家系から発見された。若年性常

染色体劣性家族性 PD の家系は 1970 年代から報告されていたが、その後 6q25-q27

に存在する遺伝子の部分欠失変異がその原因であることが報告され、その遺伝子は

parkin と名付けられた[24]。その後今日に至るまで数多くの変異が同定されている

[25]。一般的には parkin 変異による PD では Lewy 小体の形成を伴わない黒質ドパ

ミンニューロンの選択的脱落が生じると考えられているが、剖検にてシヌクレイン

病理の形成を確認したという報告も存在する[26]。常染色体劣性の家族性 PD の内

約 60%は parkin 変異が原因であるとされ、加えて家族歴が無い若年性の PD にお

いても 19%の症例で parkin の変異が存在するとされている[25]。 
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一方 PINK1 はシチリアの常染色体劣性 PD 家系において遺伝子座が同定され

[27]、その後原因遺伝子がキナーゼをコードする PINK1 であることが報告された

[28]。PINK1変異を原因とするPDも parkinによるそれと同様に若年発症であり、

臨床所見も類似し、また Lewy 小体の形成は基本的には伴わないとされている。 

近年の分子細胞生物学的研究からこれらの遺伝子がコードする parkin、PINK1

は障害を受けたミトコンドリアを選択的にオートファジーで除去する機構を制御

し、ミトコンドリアの恒常性維持に寄与することが明らかにされている。PINK1 は

その配列内にミトコンドリア移行シグナルを持ち、翻訳後ミトコンドリアへと輸送

される。しかしその後ミトコンドリア内膜へと輸送され、そこに存在する PARL と

呼ばれるプロテアーゼによって切断される[29]。切断を受けた PINK1 は不安定化

し分解される。ミトコンドリアの膜電位が低下すると PINK1 の外膜から内膜への

輸送が障害され、PINK1 がミトコンドリア外膜上へ蓄積する。その後 PINK1 はま

ずユビキチンをリン酸化する[30]。parkin はリン酸化ユビキチンに高い親和性を持

ち、外膜上でのリン酸化ユビキチン産生に応答しミトコンドリアに局在移行する。

さらに parkin も PINK1 によるリン酸化を受けることで活性が上昇する。parkin

は E3 ユビキチンリガーゼでありミトコンドリア膜上の様々なタンパク質をユビキ

チン化する。このユビキチン修飾を選択的オートファジーのマーカーである p62 に

より認識され障害されたミトコンドリアはオートファジーにより除去される[31, 

32]。 
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DJ-1 

DJ-1 は常染色体劣性の若年性 PD 原因遺伝子であり、常染色体劣性若年性 PD 全

体における 1~2%の症例が DJ-1 変異によるものであると言われている。DJ-1 の機

能ははっきりとはわかっていないが、シャペロンとして機能する、プロテアーゼと

して機能する、ミトコンドリアの恒常性に関与する、酸化ストレスの軽減に寄与す

るなどといったことが報告されている[25]。 

 

 ATP13A2 

Kufor-Rakeb syndrome は L-DOPA 応答性の若年性パーキンソニズムに加え、

認知機能障害、ミオクローヌスを併発する常染色体劣性の疾患である [33]。

ATP13A2 はその原因遺伝子であることが同定されている[34]。ATP13A2 はリソソ

ーム膜タンパク質であり、その機能ははっきりとはわかっていないが ATP13A2 ノ

ックアウトマウスは神経セロイドリポフスチノーシス様の表現型とミトコンドリ

ア ATP 合成酵素サブユニット c の蓄積を呈することから、リソソームの分解機能

に関与していることが示唆されている。 

 

1-1-3 家族性 PD病因遺伝子としての LRRK2同定と、LRRK2変異による PDの特徴 

LRRK2とPDの関係は日本人の家系における連鎖解析において最初に報告された。
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この研究では相模原に在住する常染色体優性家族性 PD 家系を対象に連鎖解析を行

い、既知の PD 原因遺伝子座とは異なる 12p11.2-q13.1 が PD と連鎖していることを

解明、この遺伝子座を PARK8 と名付けた[2]。その後 2 つの独立したグループがドイ

ツ、アメリカ、スペイン、イギリスの複数の家系を対象にした連鎖解析を行い、PARK8

に存在する LRRK2 遺伝子の変異が家族性 PD の原因であることを示した[1, 3]。 

常染色体優性遺伝性の PDを引き起こす LRRK2 の変異として確実なものとしては

これまでに R1441C[1]、R1441G[3]、R1441H[35]、N1437H[36]、Y1699C[1, 3]、

G2019S[37]、I2020T[38]の 5 か所のアミノ酸に関して計 7 種類が同定されている。

これらの変異の LRRK2 分子内における位置については LRRK2 の分子構造(後述)と

共に図表 1 にまとめた。 

LRRK2 の変異は晩発性の PD 発症を引き起こし、その臨床所見は孤発性と区別が

つかないとされる。病理組織所見としては、G2019S 変異 LRRK2 による家族性 PD

では孤発性 PD と同様に Lewy 小体、Lewy neurite を呈することが多い[39]。しかし

ながら他の変異を持つ家系では Lewy 小体が確認された症例や[1, 40, 41]、Lewy 小

体が見られず代わりに神経原線維変化や p62 陽性の封入体などが見られた症例[1]が

報告されている。また多系統萎縮症のように-synuclein の封入体がグリア細胞内に

形成された症例も報告されている[40]。G2019S 以外の変異によって引き起こされる

PD の病理組織学的所見は様々だが、少なくともその一部はシヌクレイン病理を呈す

ること、また G2019S 変異では-synuclein 病理が好発すること、さらに LRRK2 変
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異による PD は臨床所見が孤発性に類似することから、LRRK2 変異による家族性 PD

の発症機序は孤発性 PD の発症機序と共通する部分があることが期待されている。ま

た詳しくは後述するが、LRRK2 は孤発性 PD のリスク遺伝子であることが報告され

ており、このことも LRRK2 研究が家族性 PD のみならず孤発性 PD の発症機序解明

に結びつく可能性を示唆している。 

 

1-1-4 パーキンソン病のリスクとなる遺伝子、遺伝子座 

GWAS をはじめとした近年の遺伝学的研究により、孤発性 PD の発症頻度と相関

する遺伝子・遺伝子座の多型も多く明らかにされている。そのような PD リスク遺伝

子の中には家族性 PD の原因遺伝子としても同定されている SNCA や LRRK2 も含

まれている。これまでに 40 以上の遺伝子座における多型が PD のリスクであること

が報告されており[42]、本節ではそのうちの代表的なものに関して述べる。 

 

SNCA 

SNCAは常染色体優性家族性PDの原因遺伝子であることが連鎖解析により示さ

れているが、孤発性 PD のリスク遺伝子でもあることが複数の研究で報告されてい

る。SNCA のプロモーター領域に存在する REP-1 配列を PD 患者と健常者で比較

したケースコントロール研究において、この配列長の多型が PD に関連することが

報告されている[43]。その後 REP-1 配列が長い多型では-synuclein の発現量が
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mRNA レベルでもタンパク質レベルでも上昇することが報告された[44]。また複数

の GWAS でも SNCA 遺伝子のイントロン領域において PD と関連する SNP が発

見されている[45-48]。このことから SNCA は家族性 PD の発症のみならず孤発性

PD 発症にも関与している可能性が示されている。 

 

LRRK2 

LRRK2 は家族性 PD 原因遺伝子の 1 つであるが、近年の大規模な GWAS により

孤発性 PD のリスク遺伝子でもあることが報告された。Satake らは日本の孤発性

PD 患者を対象に GWAS を行い、LRRK2 コード領域の上流に位置する SNP が PD

と関連することを報告した[45]。その後行われた複数の GWAS 及びそのメタ解析に

おいて、LRRK2 と PD との関連が確認された[47-50]。報告された SNP の多くは

LRRK2 のイントロン領域もしくは LRRK2 遺伝子の上流及び下流の非コード領域

に位置している。しかしながら Do らによる GWAS では G2019S のアミノ酸置換

を引き起こすミスセンス変異が[51]、Lill らによる GWAS では G2385R を引き起

こす変異[48]がそれぞれ同定された。この結果から LRRK2 のミスセンス変異は家

族性 PD 原因となるだけでなく孤発性 PD のリスクでもあることが示唆された。 

LRRK2 遺伝子座の非コード領域に位置する SNP がどのような効果を持つのか

は不明だが、野生型 LRRK2 の発現量やスプライシングを変化させている可能性も

あり、たとえミスセンス変異がなくとも LRRK2 は孤発性 PD 発症に寄与する可能
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性が考えられる。 

 

GBA 

GBAはリソソーム加水分解酵素 glucocerebrosidaseをコードする遺伝子である。

この酵素は糖脂質であるグルコセレブロシドをグルコースとセラミドに分解する。

機能喪失型の GBA 変異をホモに持つとリソソーム蓄積病の 1 つであるゴーシェ病

を発症することで知られている。 

パーキンソン病もしくはパーキンソニズムを併発するゴーシェ病の症例が複数

報告されており、ゴーシェ病とパーキンソン病の関連が示唆されていた[52, 53]。そ

の後ゴーシェ病ではない孤発性 PD 患者、アルツハイマー病患者及び健常者を対象

に GBA 遺伝子の変異を解析したケースコントロール研究がおこなわれ、PD 患者

では AD 患者及び健常者に比して GBA 遺伝子の機能喪失型変異をヘテロで持つ割

合が有意に高いことが明らかにされた[54, 55]。加えてこれらの研究で GBA 変異を

持つ PD 患者の発症年齢は変異を持たない患者の発症年齢よりも有意に低いことも

明らかにされた。このことから GBA 遺伝子変異をヘテロに持つことは PD 発症に

対するリスクとなることが示唆された。 

その後GWASにてGBAの存在する遺伝子座における多型が PDと関連すること

が示され[47, 49, 50]、GBA 自身の変異もしくはプロモーター領域の変異が PD 発

症に関与することが改めて確認された。 
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MAPT 

MAPT は neurofibrillary tangles の主要な構成タンパク質であるタウをコード

する遺伝子である。複数の GWAS においてこの MAPT 遺伝子座上の多型が PD と

関連することが報告されている[46-48]。MAPT のミスセンス変異は前頭側頭葉型

認知症を引き起こすこと、またタウはアルツハイマー病に特徴的な neurofibrillary 

tangle の構成タンパク質であることで有名であるが、GWAS の結果より PD のリ

スク遺伝子でもあることが示され、神経変性疾患に共通する変性メカニズムが存在

する可能性も示唆される。 

 

PARK16 

日本の孤発性 PD 患者 1078 人を対象に行われた GWAS により 1q32 に存在する

遺伝子座における多型が PD 発症と相関することが明らかとなり、この遺伝子座は

PARK16 と名付けられた[45]。この遺伝子座は SLC45A3、NUCLS1、RAB7L1、

SLC41A1、PM20D1 の 5 つの遺伝子を含んでいる。 

この 5 つの遺伝子の内、RAB7L1 の翻訳産物である RAB7L1 は LRRK2 と相互

作用することが報告されている[56, 57]。また Rab7l1 ノックアウトマウスは Lrrk2 

KO マウスと類似の表現型を呈することが報告されている[58]。このことから

RAB7L1 は PARK16 の責任遺伝子であり、また LRRK2 の機能と関連する遺伝子
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であることが示唆されている。 

 

1-2 LRRK2と PD以外の疾患に関する遺伝学的関連 

1-2-1 LRRK2と炎症性腸疾患 

炎症性腸疾患は消化管に慢性の炎症をきたす疾患の総称であり、クローン病と潰瘍

性大腸炎の 2 疾患からなる。クローン病の炎症は回盲部に好発するものの、口腔から

肛門まで消化管の全長にわたり非連続性に生じることが特徴である。その炎症は粘膜

層を越え、さらに下層の粘膜下層や筋層にも及ぶ。慢性の炎症を繰り返し、腹痛や下

痢、消化管出血などを呈し、重症化した場合には病変部を外科的に切除する必要があ

る。一方潰瘍性大腸炎は大腸の粘膜層のみが侵される疾患であり、下痢、粘血便、腹

痛などを呈する。これら両疾患は消化管における慢性の炎症を主体とするが、その炎

症の原因に関してはいまだ明らかにされていない。近年これら炎症性腸疾患のリスク

遺伝子探索が盛んにおこなわれ、様々な遺伝子が同定されている。その中で、LRRK2

も炎症性腸疾患のリスク遺伝子である可能性が報告されている。 

Barrett らはヨーロッパで行われたクローン病に対する 3 つの GWAS を基にメタ

解析を行い、LRRK2-MUC19 遺伝子の存在する領域がクローン病と関連することを

明らかにした[4]。なお MUC19 は粘液の成分であるムチンをコードする遺伝子の 1

つであり[59]、消化管を保護する機能があると考えられる。その後潰瘍性大腸炎に関

する GWAS のメタ解析の結果から同遺伝子座がクローン病と潰瘍性大腸炎双方のリ
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スクであることが報告された[60]。ただしこれらの GWAS ではあくまで LRRK2 の

乗る遺伝子座が炎症性腸疾患と関連があるという結果を示しており、その原因遺伝子

が LRRK2 であるということまでは示せていない。 

 

1-2-2 LRRK2とハンセン病 

ハンセン病はらい菌による慢性の感染症である。GWAS によるリスク遺伝子探索

が行われており、漢民族を対象とした解析で LRRK2 がリスク遺伝子の 1 つであるこ

とが報告された[5]。その後同民族において LRRK2 遺伝子多型解析を目的としたケー

スコントロール研究がおこなわれ、LRRK2 遺伝子上の 13 の SNP を解析し、うち 5

つがハンセン病と関連することが明らかとなった[61]。この 5 つの SNP の内 1 つは

LRRK2 のミスセンス変異、T2397M を引き起こし、メチオニンに置換したアレルで

はハンセン病のリスクが上昇する。なお T2397M 変異は LRRK2 の半減期を短縮し、

タンパク質の発現量を低下させることが報告されている[62]。 

 

1-2-3 LRRK2と全身性エリテマトーデス 

北漢民族の SLE 患者を対象とした遺伝学的解析で LRRK2 遺伝子座上に存在する

SNP (rs2638272)が SLE の発症と相関することが報告された[6]。この研究では他の

免疫関連疾患(1 型糖尿病やクローン病など)のリスク遺伝子として同定されていた遺

伝子の内オートファジーとの関連が示唆されている 6 つの遺伝子に着目し、その遺伝
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子座の SNP と SLE 発症との関連を解析している。上述の通り LRRK2 はクローン病

のリスク遺伝子として同定されていたためこの研究で解析の対象となった。解析され

た 6 つの遺伝子座の内 LRRK2 遺伝子座に存在する SNP のみで SLE と有意な関連

が見られた。加えて SLE 発症に対して保護的なアレルでは LRRK2 の発現が上昇す

るとしている。LRRK2 と SLE の関連について報告した研究は現在のところこの 1 つ

のみであり、今後の解析が待たれる。 

 

1-3 LRRK2の構造と特徴 

1-3-1 LRRK2の分子構造 

LRRK2はN末から LRRK2特異的リピートドメイン、LRR (Leucine-Rich Repeat)

ドメイン、ROC(Ras of complex protein)ドメイン、COR (Carbocyl-terminal of ROC)

ドメイン、キナーゼドメイン、WD40 ドメインを持つ巨大なタンパク質である(図表

1)[1, 63]。ROC ドメイン、COR ドメインと連続する構造を持つことから LRRK2 は

ROCO ファミリーに分類される[1]。哺乳類は 4 つの ROCO ファミリー遺伝子を持

ち、LRRK2 の他、LRRK2 のパラログである LRRK1 (Leucine-Rich Repeat Kinase 

1) 、 DAPK1 (Death-Associated Protein Kinase 1) 、 MASL1 (MFH-amplified 

sequences with leucine-rich repeats 1)が含まれている[63, 64]。 

LRRK2 は ROC ドメインとキナーゼドメインの 2 つの酵素ドメインを持つ。ROC

ドメインは Ras と相同な GTP 結合ドメインであり、これまでの解析から LRRK2 の
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ROC ドメインも GTP 結合能と GTPase 活性を持つことが報告されている[65-67]。

また LRRK2 のキナーゼドメインはセリン/スレオニンに対するキナーゼ活性を有す

ることが示されている[68, 69]。 

 

1-3-2 LRRK2の遺伝子発現 

LRRK2 は幅広い組織で発現しており、腎臓、肺、脾臓、脳において mRNA および

タンパク質レベルで高い発現が確認されている[66, 70]。中枢神経系では皮質、線条

体、海馬及び中脳黒質ドパミン神経細胞に発現していることが報告されており[71, 

72]、加えてミクログリアやアストロサイトでも発現が見られる[73]。血球系細胞では

B リンパ球やマクロファージでの発現が高いことが報告されている[74, 75]。加えて

マクロファージでの発現はインターフェロン-によって発現が誘導されることも報告

されている[74]。このような発現パターンから LRRK2 は神経細胞のみならず活性化

された免疫系細胞をはじめ多様な細胞・組織で機能を持つことが示唆される。 

 

1-3-3 LRRK2の細胞内局在 

組織・培養細胞を分画し生化学的に LRRK2 の局在を解析した研究では、LRRK2

は一貫して細胞質画分だけでなく膜画分にも分画されることが報告されている[72, 

76, 77]。このことから LRRK2 は何かしらの細胞内小器官、膜ドメインに結合・局在

することが示唆されている。しかしながら免疫染色にて LRRK2 の細胞内局在を解析
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した報告では LRRK2 はゴルジ体、エンドソーム/リソソーム、ミトコンドリア、小胞

体に局在するなど様々な報告がある。West らは LRRK2 を HEK293T 細胞に過剰発

現させ免疫染色にてその局在を解析し、細胞質に広く分布することを報告している

[68]。Hatano らは生化学的解析に加え、COS-1 細胞、SH-SY5Y 細胞の内因性 LRRK2

を免疫染色で解析し LRRK2 がゴルジ体に局在し、加えて一部ミトコンドリアやエン

ドソーム、リソソームに局在することを報告している[72]。Biskup らはラット初代培

養神経細胞の内因性LRRK2を染色しミトコンドリアやリソソームと共局在すること

を報告している[71]。Alegre-Abarragetegui らは蛍光タグ付き LRRK2 を安定に発現

する HEK293 細胞を用いて LRRK2 の局在を解析し、蛍光免疫染色法にて LRRK2

が p62 や LC3 といったオートファジーマーカーと共局在すること、また免疫電子顕

微鏡による解析でカベオラの頸部や多胞体内部、amphisome、オートリソソームなど

に局在することを示している[78]。Vitte らは中脳黒質ドパミンニューロンの内因性

LRRK2 を染色し小胞体マーカーと共局在することを報告している[79]。また細胞内

小器官への局在ではないが、Gardet らはマウスマクロファージ系培養細胞である

RAW264.7 細胞にサルモネラ菌を感染させると、サルモネラの菌体そのものに内因性

LRRK2 が集積することを報告している[74]。 

免疫染色や免疫電子顕微鏡解析によるLRRK2の細胞内局在解析では結果にコンセ

ンサスが得られていないが、これまでの研究手法には複数の問題点が存在することに

もその原因があると考えられる。問題点の 1 つは、LRRK2 に限らず過剰発現したタ
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ンパク質はしばしば非生理的な細胞内局在を呈するという点である。このようなタン

パク質は凝集したり小胞体に蓄積したりするなど本来とは異なる局在を呈する。また

内因性 LRRK2 の細胞内局在を解析した研究も行われているが、抗体の特異性を十分

に確認しているものはこれまでにない。そのため免疫染色で得られたシグナルが本当

に LRRK2 の細胞内局在を表しているかどうかは不明である。このような問題点に加

え、LRRK2 の細胞内局在とその機能を結び付けるような研究も十分には行われてい

ない。そのため、LRRK2 の細胞内局在解析とその機能的意義解明は、現時点におい

ても LRRK2 研究における 1 つの大きな課題であると考えられる。 

 

1-4 LRRK2の機能 

1-4-1 LRRK2の基質 

LRRK2 はプロテインキナーゼであり、その基質探索に関しては数多くの研究がお

こなわれてきた。これまでに 15 以上のタンパク質ファミリーが LRRK2 の基質であ

ることが報告されている。その多くは in vitro のみでリン酸化を受けることが確認さ

れているが、Endophilin A1、リボソームプロテイン S15 などは細胞内においても

LRRK2 によるリン酸化を受けることが報告されている[80, 81]。 

近年細胞内における LRRK2 の新しい基質として複数の Rab GTPase が同定され

た[82]。この研究ではリン酸化プロテオミクス解析にて細胞内において Rab10 の

Thr73 部位が LRRK2 依存的にリン酸化を受けることを明らかにした。さらに Rab10 
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Thr73 に相同な位置にスレオニンないしセリンを持つ他の Rab GTPase に対しても

解析を行い、Rab10 を含め複数の Rab が in vitro で LRRK2 により直接リン酸化を

受けることを示している。また Rab8a、Rab10、Rab12 に関しては細胞内において

LRRK2 によるリン酸化を受けることを、リン酸化抗体および質量分析法を用いて示

している。加えて家族性 PD と連鎖した LRRK2 の変異は例外なく、これらの Rab に

対するリン酸化を亢進させることも示されている。この研究より Rab GTPase は

LRRK2 の生理的基質であり、また Rab のリン酸化はパーキンソン病発症にも関係す

る現象である可能性が強く示唆されている。Rab10 Thr73 は switch II 領域の中にあ

り、この領域は他のタンパク質との相互作用に関与する重要な領域であると考えられ

ている。LRRK2 によりリン酸化を受けると、Rab GTPase と GDI および GEF との

相互作用が低下することが示されており、不活性状態のまま膜に局在するというモデ

ルが示されている[82]。しかしながら LRRK2 による Rab GTPase のリン酸化が細

胞・個体にとってどのような意義を持つのか、その分子細胞生物学的な解析について

はいまだ行われていない。 

 

1-4-2 Lrrk2ノックアウトマウス 

Lrrk2 (LRRK2 のマウスオルソログ)ノックアウトマウスは神経組織においては異

常を呈さないが、腎臓と肺において表現型が報告されている。腎臓では色素沈着と加

齢依存的なリソソーム数の増加、個々のリソソームの肥大化、リポフスチンの沈着が
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みられる[83-85]。また p62 や LC3-II 量が増加することからオートファジー-リソソ

ーム経路の障害が示唆されている。肺では II 型肺胞上皮細胞においてサーファクタ

ントの分泌障害とラメラ体の蓄積が見られている[85]。とくに腎臓における表現型か

らLRRK2はリソソームないしはオートファジー経路に関与する可能性が考えられる

が、実際に LRRK2 がどのような機能を持つのかは明らかにされていない。 

 

1-4-3 リソソームに対する LRRK2の機能 

LRRK2 とリソソームの関係に関する研究はこれまでに複数報告されている。初代

培養神経細胞に G2019S LRRK2 を過剰発現させると LAMP1、タウ、LRRK2 の 3 者

陽性の封入体が神経突起内に形成されることが報告されている[86]。またショウジョ

ウバエにおける LRRK2 オルソログ Lrrk に G2019S 変異に相当する変異を入れ過剰

発現させると、リソソームが核近傍に集積することが報告されている[87]。G2019S 

LRRK2 tgマウス由来初代培養アストロサイトでは野生型のアストロサイトに比して

リソソームサイズの増加とリソソーム数の低下が見らている。また Lrrk2 KO マウス

由来アストロサイトではリソソームサイズに変化はなかったがリソソーム数は増加

した[73]。健常者由来および G2019S キャリアーの PD 患者由来線維芽細胞における

リソソームの形態を比較した研究では、PD 由来線維芽細胞において LAMP1 の染色

性、リソソームのクラスター化が増加しており、LRRK2 のキナーゼ阻害剤を投与す

るとレスキューされるという結果が得られている[88]。また、このようなリソソーム
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の形態変化はリソソーム膜チャネルである TPC2 のノックダウンでレスキューされ

たことから TPC2 を介している可能性が示されている。 

このように LRRK2、特に G2019S 変異 LRRK2 がリソソームに対し何らかの機能

を果たしている可能性を示唆する報告が複数ある。しかしながらその具体的なメカニ

ズムや意義に関しては不明な点も多い。加えて内因性レベルの野生型 LRRK2 が持つ

生理的な機能に関しても明らかにされていない。 

 

1-4-4 オートファジー経路における LRRK2の機能 

LRRK2 とマクロオートファジーの関連を示唆する報告が複数存在する。神経芽細

胞種由来培養細胞 SY-SY5Y に G2019S 変異 LRRK2 を過剰発現させると LC3 陽性

の構造が細胞体内に増加することが報告されている[89]。また HEK-293T 細胞に

LRRK2 を過剰発現させると AMPK の活性が上昇し、LC3 陽性構造物の数が増加し

することが報告されている[90]。蛍光タグ付き LRRK2 を安定発現した培養細胞にお

いてLRRK2をノックダウンするとオートファジーフラックスが上昇し飢餓ストレス

に対し抵抗性が上昇する[78]。しかしマクロファージ系培養細胞における内因性

LRRK2 をノックダウンするとオートファジーのフラックスが低下し、凝集性タンパ

ク質が蓄積するという報告もある[77]。また LRRK2 はシャペロン介在オートファジ

ーの基質であり、G2019S LRRK2 はシャペロン介在オートファジーを抑制するとい

う報告もある[91]。このように LRRK2 とオートファジーの関係は注目を集めている
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分野であり、LRRK2 がマクロオートファジーの誘導やクリアランスに関与している

可能性が示されている。しかしながらオートファジーを正負どちらに制御しているの

かに関して議論が分かれている部分もあり、またオートファジーを制御するメカニズ

ムに関しても詳細には明らかにされていない。 

 

1-4-5 その他の LRRK2の機能 

オートファジーやリソソーム以外にも LRRK2 の機能は多数報告されおり、例えば

LRRK2 は転写因子 FOXO1 をリン酸化し下流の細胞死に関わる遺伝子の転写を亢進

させる[92]、4E-BP をリン酸化し翻訳を亢進させる[93]、神経突起の軸索伸長を制御

する[86]、Fas の下流分子 FADD と相互作用し細胞死シグナルを活性化させる[94]、

など多彩な生命現象との関与が報告されている。 

 

リソソームとは 

リソソームは細胞内に存在する酸性のオルガネラであり、60 種類以上の加水分解

酵素を内腔に持ち細胞内外の様々な基質の分解に関与する[95]。通常 100-500 nm 前

後のサイズを持つ小胞状の形態であり、細胞内に数百程度存在しその総体積は細胞内

の容積の 5%程度を占めるとされている。内腔の pHは 5以下と酸性に保たれており、

酸性条件下において活性を持つ様々な加水分解酵素によりタンパク質、脂質、糖など
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の分解を担っている。またこれらの分解機能に加え分泌、シグナル伝達、細胞死制御

といった多彩な生命現象に関与することが報告されている。 

 

1-5 リソソームによる分解経路 

1-5-1 エンドサイトーシス 

エンドサイトーシスは細胞外の基質をリソソームに輸送する経路である。細胞外の

基質は細胞膜の陥入と共に内在化され、初期エンドソーム、後期エンドソームへと運

ばれ最終的にリソソームと融合する[96]。細胞膜上の受容体をクラスリン依存的に内

在化するエンドサイトーシスが代表的だが、貪食細胞が菌体を取り込むファゴサイト

ーシスや、液体成分を取り込むマクロピノサイトーシスなど多彩な経路が存在する。

これらの経路は初めに細胞膜で基質を取り囲み内在化する部分の分子機構に差異が

あり、例えばファゴサイトーシスではアクチン線維により細胞膜を進展させ菌体を取

り囲むがクラスリンには依存しない。しかしながらその後の成熟過程は基本的に共通

した分子機構を用いていると考えられる。 

 

1-5-2 オートファジー 

エンドサイトーシスが細胞外の基質をリソソームに輸送する経路であるのに対し、

オートファジーは細胞質の構造をリソソームに輸送し分解する経路の総称である。そ

の輸送形態に応じマクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在オ



30 

 

ートファジーに分類される。加えて近年ゴルジ体が関与する ATG5 非依存分解経路、

Glogi membrane-associated degradation pathway(GOMED)が報告された[97]。ここ

ではこれらオートファジー経路に関してまとめる。 

 

マクロオートファジー 

マクロオートファジーは複数存在するオートファジー経路の中で最も主要な経

路であり、また解析も進んでいる。そのため単に「オートファジー」といった場合

このマクロオートファジーを指すことが多い。マクロオートファジーでは細胞質の

一部分が隔離膜と呼ばれる膜構造によって取り囲まれ、オートファゴソームが形成

される。その後オートファゴソームがリソソームと融合することにより内腔の構造

物は分解される。定常状態や飢餓状態で誘導されるマクロオートファジーは細胞質

の一部分をランダムに取り囲み分解していると考えられているが、障害されたオル

ガネラや凝集したタンパク質、細胞質内の細菌などを標的に特異的にマクロオート

ファジーで分解する機構も存在する。マクロオートファジーは飢餓ストレス時のア

ミノ酸供給、タンパク質やオルガネラの品質管理、特定の基質の発現量制御、菌体

に対する感染防御と抗原提示など様々な現象に寄与していると考えられている[98]。 

 

ミクロオートファジー 
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ミクロオートファジーはリソソームの膜が陥入し細胞質を直接内腔へと取り込

む様式をとるオートファジーである。主に酵母を用いて解析されており、ESCRT と

呼ばれる複合体やクラスリン依存的にリソソーム膜の陥入が生じ、細胞質構造物の

取り込みがおきることが報告されている[99]。 

 

シャペロン介在オートファジー 

シャペロン介在オートファジーは、シャペロンタンパク質により基質タンパク質

をほどいてリソソーム膜を直接通過させる様式をとるオートファジーである[100]。

基質であるタンパク質は 5 アミノ酸からなる特異的な配列を持ち、これをシャペロ

ンである Hsc70 が認識し結合する。シャペロンと基質タンパク質が結合すると、基

質タンパク質はリソソーム表面へと輸送されリソソーム膜タンパク質のLAMP2と

相互作用する。LAMP2 は多量体を形成しリソソーム内へと基質を輸送するトラン

スポーターとして機能する。LAMP2 と相互作用した基質はシャペロンによりほど

かれ LAMP2 によってリソソーム内腔へ輸送され分解を受ける。 

 

Glogi membrane-associated degradation pathway (GOMED) 

GOMED はゴルジ体からの分泌過程が阻害された際に、蓄積した分泌小胞が

ATG5 非依存的に 2 重膜構造によって取り囲まれリソソームで分解される機構であ

る。2 重膜構造の膜の由来がゴルジ体であることから Golgi membrane-associated
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と名付けられている。この経路はもともと酵母細胞を材料に ATG5 非依存的な分解

経路を探索し、ゴルジ体からの輸送経路を阻害すると ATG5 非依存的な分解及びオ

ートファゴソーム様の 2 重膜構造の出現を見出したことをきっかけに発見された

[97]。細胞内の輸送が障害され分泌顆粒が蓄積すると、ゴルジ体の PI(4)P が低下し、

分泌顆粒を取り囲むように膜が形成される。この膜は ATG5、ATG7 非依存的に出

現するが、電子顕微鏡で観察するとオートファゴソーム様の 2 重膜構造をとってい

る。この 2 重膜構造はリソソームと融合し、内部に取り込まれた分泌顆粒は分解さ

れる。真核生物でも低血糖でインスリン分泌が抑制された際に膵臓ランゲルハンス

島β細胞においてインスリン顆粒を分泌する経路に関与している。 

 

1-5-3 オルガネロファジー 

近年様々なオルガネラがマクロオートファジーの対象となりリソソームで分解さ

れることが報告されている。このマクロオートファジーによる細胞内小器官の分解は

オルガネロファジーと総称され、オルガネラの恒常性維持に重要であると考えられて

いる。最も有名なオルガネロファジーの例はミトコンドリアを分解するマイトファジ

ーであり、マイトファジー経路の 1 つは PD 原因遺伝子産物である PINK1、parkin

によって担われている。また小胞体や核、ペルオキシソームもマクロオートファジー

により分解されることが報告されており、加えて膜障害を受けたエンドソーム、リソ

ソーム自身も、リソソームによって分解される[101]。膜障害を受けたリソソームがオ
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ートファジーにより除去される経路はリソファジーと呼ばれており、リソソームの恒

常性維持機構の 1 つであると考えらる。 

 

1-5-4 マクロオートファジー関連遺伝子の非オートファジー機能について 

リソソームの機能とは少し離れるが、ここで ATG5 をはじめとしたマクロオートフ

ァジー関連分子のマクロオートファジー以外の機能に関してまとめる。ここでは①オ

ートファジー依存的分泌経路、②LC3-associated phagocytosis およびそれに類する

分子経路、の 2 つに関して述べる。 

 

オートファジー依存的分泌経路: secretory autophagy 

多くの分泌タンパクはシグナル配列を持ちエキソサイトーシス、すなわち粗面小

胞体で合成後ゴルジ体を通過し細胞膜へと輸送される経路によって分泌される。し

かしながら一部の分泌タンパク質はシグナル配列を持たず、細胞質タンパク質とし

て翻訳されるにもかかわらず細胞外へと分泌されることが知られていた。このよう

なタンパク質はエキソサイトーシスによらない未知の”unconventional secretory 

pathway”によって分泌されていると考えられてきたが、この経路の一部がオートフ

ァジー分子によって担われていることが近年明らかになりつつある。 

secretory autophagy の概念は酵母を用いた 2 つの独立した研究で提唱され、これ

ら研究では Acb1 と呼ばれる細胞質タンパク質がオートファジー分子依存的に分泌
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されることを明らかにしている[102, 103]。その後哺乳類の細胞においてもシグナ

ル配列を持たないタンパク質である IL-1がオートファジー分子依存的に分泌され

ることが報告された[104]。また最近パネート細胞の抗菌ペプチドの 1 つ、Lysozyme

が secretory autophagy 経路で分泌されることが報告された。Lysozyme はシグナ

ル配列を持ち定常状態では通常のエキソサイトーシス経路で分泌されるが、ストレ

ス下で膜輸送が障害されると secretory autophagy 経路で分泌されることが明らか

にされている。[105]。 

secretory autophagy のメカニズムに関しては不明な点も多いが、少なくとも

ATG5 などユビキチン様結合反応に必要な分子は secretory autophagy にも必須で

ある。これらの分子がオートファゴソームを形成し細胞質タンパク質を取り囲むこ

とで、カーゴを形成すると考えられている。加えて Rab8a が関与すること[104]、

通常のオートファジーとは異なる SNARE タンパク質 (Sec22b, syntaxin 3, 

syntaxin 4, SNAP-23, SNAP-29)などが関与することなどが報告されており[106]、

カーゴ形成後の分子メカニズムの解析も進んできている。 

 

LC3-associated phagycytosis およびそれに類する分子経路 

LC3-associated phagycytosis (LAP)とは貪食細胞が菌体を取り込みファゴソー

ムが形成された際に、そのファゴソーム膜上にマクロオートファジーマーカーLC3

が直接リクルートされる現象である。マクロオートファジーにおいて LC3 は 2 重
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膜構造に局在するのに対し、LAP では LC3 がファゴソームの 1 重膜の上で直接脂

質化されリクルートされる[107]。A 群連鎖球菌のような侵襲性の高い菌を貪食した

場合、菌がファゴソーム膜を破り細胞質へ脱出する場合があり、このような時も菌

体を取り囲むように LC3 陽性の構造物が形成されるが[108]、これはマクロオート

ファジー性の 2 重膜構造である。ファゴソーム、エンドソームを破った菌体に対す

るマクロオートファジーはゼノファジーと呼ばれており、菌体を LC3 が取り囲む

という点では同様だが、その膜構造(1 重膜か 2 重膜か)、誘導メカニズム、機能に

おいて LAP とは全く別の現象である。LAP はエンドサイトーシスによって生じた

小胞に LC3 がリクルートされているだけであり、細胞内の構造の分解をしている

わけではないので本来の意味ではオートファジーの定義からも外れるが[109]、マク

ロオートファジーマーカーの LC3陽性になることから noncaonnical autophagyと

呼ばれることもある。 

LAP は Toll-like receptor (TLR)を活性化するような粒子を貪食した際に誘導さ

れる。この時電子顕微鏡観察を行うと LC3 陽性の構造はマクロオートファジー性

の構造とは異なり1重の膜からなることが確認される[107]。LAP経路におけるLC3

の脂質化はマクロオートファジー経路と同様に ATG5 や ATG7 といったユビキチ

ン様結合反応を担う分子を必要とする。しかしながらマクロオートファジーの最上

流に位置する ULK1/2 や FIP200 といった分子は LAP の誘導に関与しない。代わ

りに Rubicon、NOX2、および NOX2 によって産生される活性酸素が LAP の誘導
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に必要であると報告されている[110]。菌体を貪食した際の LAP 経路の意義として

は、ファゴソーム内における菌体の分解、過剰な炎症応答の抑制、感染防御に寄与

しているなどの可能性が示されている[107, 110]。 

また死細胞を貪食した際にも LAP が誘導されることが報告されており、この時

LAP 経路は内在化した死細胞の分解に必要である[111]。また LAP 経路が障害され

たマウス(Atg5, Nox2, Rubicon などの KO マウス)に死細胞粒子を血中投与すると

ループス腎炎様の表現型を呈することから個体においては死細胞の分解を制御し、

自己免疫疾患発症を防いでいる可能性も示唆されている[112]。 

 近年リソソームに浸透圧ストレスが加わった場合にも LAP様の LC3リクルート

現象が誘導されることが報告された[113, 114]。細胞に対しクロロキン処理や低浸

透圧培地処理を行うとリソソーム内部の圧が上昇する。これに伴いリソソーム膜上

に LC3 がリクルートされるが、これは LAP の場合と同様にリソソームの 1 重膜に

直接 LC3 がリクルートされていると考えられている。加えてこの LC3 の脂質化は

LAP 経路の場合と同様に ATG5 や ATG7 には依存するが、ULK1 複合体に依存し

ないことが示されている[113]。しかしながらこのようなリソソームに圧負荷が加わ

った際の LC3 リクルートが機能的にどのような意義を持つのかに関しては全くの

不明である。 

 

1-6 リソソームエキソサイトーシス 
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リソソームは分解のためのオルガネラであると同時に分泌機能も持つことが近年

明らかになっている。特定の刺激、環境下ではリソソームが細胞辺縁部へと輸送され

リソソーム膜と細胞膜が融合する。それによりリソソーム内腔の物質が細胞外へと放

出されるとともにリソソーム膜が細胞膜へと供給される。このようなリソソームの放

出現象はリソソームエキソサイトーシスと呼ばれており、その生理的意義としては損

傷した細胞膜の修復[115]、シグナル物質の放出[116]、神経突起伸長における膜供給

[117]、貪食細胞における貪食杯の形成[118]など様々な生命現象に関与することが報

告されている。 

リソソームエキソサイトーシスでは細胞の辺縁部に存在するリソソームが Ca2+依

存的細胞膜と融合する。Ca2+はリソソーム内腔から供給されると考えられており、リ

ソソーム膜上のチャネルである TRPML1 が重要な役割を果たしている。Ca2+の濃度

上昇はリソソーム膜上に存在する synaptotagmin VII により感知され、これにより

V-SNAER である VAMP-7 と細胞膜上に存在する SNAP-22, syntaxin-4 が活性化し

リソソーム膜と細胞膜を融合させる。また細胞膜修復の際のリソソームエキソサイト

ーシスに関与する Rab GTPase を siRNA ライブラリーで探索した研究では Rab3a

と Rab10 が lysosomal exocytosis に必要な Rab として同定されており[119]、メカニ

ズムは十分に解明されていないものの Rab GTPase の関与が示唆されている。 

 

1-7 リソソームの恒常性維持機構 
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1-7-1 Lysophagy 

Lysophagy とは破裂したリソソームに対して特異的に誘導されるマクロオートフ

ァジーである。リソソームに対し膜障害性のストレスが加わるとリソソーム膜が破れ

カテプシン B などのリソソーム加水分解酵素が細胞質に漏出する。このような現象

は Lysosomal membrane permeabilization (LMP)と呼ばれている。LMP を引き起こ

したリソソームは隔離膜によって取り囲まれ別のリソソームによって分解される

[101]。リソソームに蓄積し膜を傷害する薬剤である LLOMe (L-Leucyl-L-Leucine 

methyl ester)で細胞を処理すると、リソソームは LMP を起こし、選択的オートファ

ジーのマーカーである p62、LC3 陽性となる。その後障害されたリソソームは正常な

リソソームにより分解され除去されると考えられる。 

 

1-7-2 リソソームの生合成: TFEB 

TFEB は転写因子であり、リソソームにおいて機能する各種膜タンパク質、加水分

解酵素の遺伝子発現を協調的に制御している[120]。TFEB は CLEAR エレメントと

名付けられたゲノム上の配列 (GTCACGTGAC)に結合し下流にある遺伝子の発現を

誘導する。定常状態では TFEB は mTORC1 によるリン酸化をうけており、そのリン

酸化依存的に 14-3-3 タンパク質と結合している。リン酸化された TFEB は細胞質に

留まるが、リソソームに基質が蓄積した場合や細胞に飢餓ストレスが加わった場合に

は、mTORC1 の活性が抑制され TFEB が脱リン酸化される。すると 14-3-3 との結合
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が外れ TFEB は核移行しリソソーム関連遺伝子の発現を誘導する[121]。また最近

mTORC1以外にGSK3もTFEBをリン酸化していることが報告された[122]。TFEB

の活性化によりリソソームの生合成が亢進し加水分解能が上昇すると考えられてい

る。加えてリソソーム膜の Ca2+チャネルである TRPML1 の発現も上昇し、これによ

りリソソームエキソサイトーシスも亢進することが報告されている[123]。TFEB の

過剰発現は細胞レベルでも個体レベルでもリソソーム蓄積病モデルにおける表現型、

すなわちリソソーム基質の蓄積及びリソソームの肥大化、細胞障害をレスキューする

ことが報告されている[123, 124]。 

 

1-7-3 リソソームエキソサイトーシス 

リソソームエキソサイトーシスはリソソームの恒常性維持機構の 1 つである可能

性が考えられている。リソソームエキソサイトーシスを亢進させる TRPML1 過剰発

現や TRPML1 アゴニスト投与は、リソソーム蓄積病モデル細胞におけるリソソーム

基質蓄積を軽減、リポフスチン量を減少させることが報告されている[125]。TRPML1

活性化によるリソソーム病表現型のレスキューは、リソソームエキソサイトーシスに

必要である synaptotagmin VII のノックアウトで見られなくなることが確かめられ

ている[125]。また個体においてはリソソーム病モデルマウスに TFEB を過剰発現さ

せると、リソソーム基質の蓄積軽減と共にリソソームエキソサイトーシスの亢進がみ

られる[123, 124]。リソソームエキソサイトーシス亢進とリソソーム病様表現型の軽
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減との因果関係に関しては十分な解析がなされていないが、リソソームエキソサイト

ーシスが個体においてもリソソームの恒常性維持に寄与している可能性が示されて

いる。 
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第 2章 本研究の目的 

 

LRRK2 は遺伝学的にパーキンソン病、クローン病、ハンセン病など様々な疾患と

の関連が報告されている重要な遺伝子であるが、その病的機能は明らかでない。

LRRK2 と疾患との関係を分子メカニズムに基づいて解析するためには、その基礎と

して LRRK2 の正常な分子機能の解明が重要であると考えられる。 

Lrrk2 KO マウスは近位尿細管上皮細胞においてリポフスチンの蓄積とリソソーム

の肥大化を呈し、LRRK2 がリソソーム系において何らかの機能を有することが想定

されたが、その詳細は明らかにされていなかった。LRRK2 は細胞内において複数の

Rab GTPase をリン酸化することが報告されており膜輸送に関与している可能性が

示唆されたが、リン酸化の分子細胞生物学的意義は不明であった。 

以上から LRRK2 は細胞内のいずれかの領域に局在し、Rab GTPase をリン酸化し

リソソームに対し機能することが考えられた。そこで私は LRRK2 の細胞内局在を詳

細に解析するとともに、基質である Rab GTPase のリン酸化がどのような意義を持

つのか、そしてリソソームにおいてどのような機能を持つのかを明らかにする研究に

着手した。 
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第 3章 材料と方法 

 

試薬・抗体 

使用した 1 次抗体とその希釈倍率は図表 3 にまとめた。蛍光免疫染色の 2 次抗体は

Alexa488、Alexa546 もしくは Alexa647 で標識された各動物種に対する goat anti-

IgG 抗体(Thermo  Fisher Scientific)を使用した。イムノブロッティングの 2 次抗体

は HRP 標識された anti-IgG 抗体 (Jackson Immunoresaerch)を使用した。マウス

IFN-は Cell signaling Technology より購入し 1% BSA (w/v)/DPBS に溶解、終濃度

15 ng/mL で使用した。クロロキンは Sigma Aldrich から購入し蒸留水に溶解し、各

実験で記載の濃度で使用した。Bafilomycin A1 は Wako より購入し DMSO に溶解、

最終濃度 100 nMで使用した。Vacuolin-1は Santa Cruz より購入し DMSO に溶解、

最終濃度 500 nM で使用した。GSK2578215A は Sigma Aldrich から購入し DMSO

に溶解、最終濃度 1 M で使用した。PF-06447475 は MedCHem Express より購入

し DMSO に溶解、最終濃度 1 M で使用した。 

 

細胞の培養と継代 

ヒト胎児腎細胞由来培養細胞株 HEK293 細胞、マウス線維芽細胞系培養細胞 3T3-

Swiss albino細胞(ECACCより購入)、マウスマクロファージ系培養細胞株RAW264.7

細胞(ECACC より購入)は 10% FBS (ウシ胎児血清、HyClone 社製もしくは BioWest
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社製)、1% PS (ペニシリン /ストレプトマイシン、gibco 社製)を加えた DMEM 

(Dulbecco’s modified eagle medium、Wako)中で 5% CO2 存在下、37℃にて培養し

た。RAW264.7 細胞は解析の 48 時間前より IFN- (15 ng/mL)を含む培地に交換し活

性化した。 

HEK293 細胞、3T3 Swiss albino 細胞は接着細胞培養用のディシュ(コーニング)上

で培養し、Trypsin EDTA で細胞を剥がし継代した。RAW264.7 細胞は浮遊細胞用低

接着ディッシュ(SUMITOMO BAKELIE CO.)上で培養し、接着した細胞をピペッテ

ィングで剥がし継代した。 

 野生型もしくはK1906M変異をもつ3×FLAG-LRRK2を安定に発現するHEK293

細胞は当研究室において作成された。LRRK2 安定発現 HEK293 細胞は通常の

HEK293 細胞と同様の方法で培養・継代した。 

 

骨髄幹細胞由来マクロファージの培養 

Lrrk2 KOマウス 

Lrrk2 KO マウスは Jie Shen 教授(Brigham and Women’s Hospital and Harvard Medical 

School)よりいただいた。マウスの管理及び実験への使用においては東京大学のガイド

ラインに即して行った。 

L929コンディション培地の作製 
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L929 細胞は 10% FBS、1% PS を添加した RPMI 1640 培地 (Thermo Fisher 

Scientific)で培養・維持した。コンディション培地作成の際は L929 細胞を 15 cm デ

ィシュに 2/3 コンフルエントとなるように播き、60 mL の RPMI 1640 培地で 7 日間

培養した。培養上清を回収し 0.45 mM のフィルターで細胞残滓を取り除き、L929 コ

ンディション培地とした。L929コンディション培地は 15 mLチューブに分注し-20℃

で保存した。 

 

骨髄幹細胞の採取とマクロファージへの分化誘導 

8~10 週齢のマウスの両側大腿骨及び脛骨から骨髄幹細胞を採取し、BMDM培地

[10% FBS、1% PS を含んだ RPMI 1640 培地と L929 コンディション培地を 4:1 で

混合し作製]中で 7 日間培養した。2 日に 1 回培地を除去し DPBS で洗浄、非接着細

胞を除去した後新鮮な BMDM培地を入れた。7 日目に IFN-を 15 ng/mL となるよ

う添加した BMDM培地に交換し、さらに 48 時間培養、活性化された骨髄幹細胞由

来マクロファージを得た。 

 

RAW264.7 細胞への siRNA導入 

RAW264.7 細胞への siRNA トランスフェクションは Lipofectanime RNAiMAX 

(Thermo Fisher Scientific)を用いて、メーカーの推奨プロトコルを少し改変して行っ

た。トランスフェクションの 48 時間前に RAW264.7 細胞を浮遊細胞用低接着ディシ
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ュないしプレートに 1/6コンフルエントの細胞密度で播いた。48時間後Lipofectamin 

RNAiMAX を用いて siRNA のトランスフェクションを行った。これは 6 well プレー

トの 1 well に対して、siRNA 30 fmol、RNAiMAX 5 L の複合体を opti-MEM を用

いて調整し、well に滴下して行った。複数遺伝子に対する siRNA を同時に導入する

際は、各遺伝子に対し 30 fmol の siRNA を用意し混合後、5 L の RNAiMAX と混合

した。siRNA トランスフェクションの 24 時間後に解析用のプレート/ディッシュに播

きなおし、IFN-を添加した DMEM でさらに 48 時間培養した。 

使用した siRNA はすべて Darmacon より購入した siGENOME siRNA であり、こ

れは off-target効果を軽減するため標的遺伝子に対する 4種類の異なる配列の siRNA

が等量ずつ混合されている。siRNAはsiRNA バッファー [5×siRNA buffer (Thermo 

Fisher Sientific)を RNase free water (Thermo Fisher Sientific)]に 20 nM の濃度と

なるように溶解し、分注して-20℃で保存した。 

 

HEK293細胞へのプラスミドベクター導入 

3xFLAG LRRK2 の発現ベクターは当研究室にてヒト LRRK2 cDNA を p3xFLAG-

CMV10 ベクター (Sigma)にクローニングすることで作成された[65]。EGFP-Rab 

GTPase(マウス)を発現するベクターは東北大学福田光則教授よりご供与いただいた。

EGFP-RabGTPaseは pEGFP-C1ベクター (BD Biosciences Clontech)にクローニン

グされた[126]。LRRK2 および各種 Rab GTPase は CMV プロモータ下で発現する。
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プラスミド DNA は PureLink HiPure Plasmid Filter Maciprep Kit(Thermo Fisher 

Scientific)を用いてメーカーのプロトコルに従い精製した。プラスミドベクターのト

ランスフェクションは Lipofectamin LTX (Thermo Fisher Scientific)を用いて、メー

カー推奨プロトコルにしたがって行った。トランスフェクションの翌日に HEK293

細胞をカバーガラス上に播きなおし、さらに 24 時間後に解析に用いた。 

 

免疫細胞化学 

細胞の培養 

免疫染色を行う細胞はカバーガラス(松浪硝子)に播き培養した。購入したカバーガ

ラスは 1M の水酸化ナトリウム水溶液で 1 晩以上洗浄することで油脂を除去し、その

後蒸留水で洗浄した。洗浄したカバーガラスはオートクレーブで滅菌し実験に使用し

た。Poly-D-Lysin コートはすくなくとも HEK293 細胞、3T3 Swiss albino 細胞、骨

髄幹細胞由来マクロファージに対しては毒性が見られた。そのため本実験ではすべて

の実験・細胞に対しコーティングを行わずにカバーガラスを使用した 

 

細胞の固定 

各実験において特に断りのない限り 4% PFA 固定および 100% エタノール処理を

行い細胞を固定した。まず 4% PFA/DPBS を用いて 30 分間室温で固定した。その後

DPBS で PFA を洗浄し、カバーガラスを-20℃ 100% エタノールに入れ処理した。
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この状態でサンプルを保存した。100%エタノールを DPBS で十分に洗浄し免疫染色

を行った。 

メタノール固定は 100%メタノールを-20℃に冷却し、細胞が接着したカバーガラス

をメタノールに入れることで固定した。15 分間メタノールで浸潤固定した後、DPBS

で十分に洗浄し免疫染色に使用した。 

10% トリクロロ酢酸(TCA)処理は以下のように行った。まず細胞を 4% PFA で 30

分間室温で固定し、DPBS で十分に洗浄した。蒸留水に TCA を 10% (w/v)となるよ

うに溶解し、10% TCA 溶液を作出した。固定後の細胞を 10% TCA 溶液で 15 分間

4℃で処理した。細胞を DPBS で十分に洗浄して免疫染色を行った。 

 

免疫染色 

100% EtOH 中で保存していたサンプルは DPBS で十分に EtOH を洗浄した。そ

の後ブロッキング液[3% (w/v) BSA、0.1% (v/v) Triton X-100 を加えた DPBS]で 30

分間ブロッキングした。1 次抗体はブロッキング液に希釈した。パラフィルムの上に

30~40 L の抗体液をたらし、カバーガラスの細胞接着面が下になるように置き、室

温で 2 時間インキュベートした。カバーガラスを DPBS で 10 分×3 回洗浄した。2

次抗体および核染色用試薬(DRAQ5 Cell Signaling Technology 1:2000 希釈)をブロッ

キング液に希釈し、1 次抗体と同様にパラフィルム上に乗せ、カバーガラスの細胞接

着面が下になるように置き室温で 1 時間インキュベートした。カバーガラスを DPBS
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で 10 分×3 回洗浄し、水溶性封入剤(Mountant, PermaFluor、Thermo Fisher 

Scientific)を用いてスライドガラスに封入した。 

サンプルの画像撮影は共焦点顕微鏡(SP5、Leica)を用いて行った。画像のコントラ

ストは画像処理ソフト GIMP を用いてレベル補正を行い調整した。 

 

細胞からのタンパク質抽出 

細胞は氷冷 DPBS で洗浄後、Lysis バッファー[50 mM Tris HCl pH 7.6, 150 mM 

NaCl, 0.5% (v/v) Triton X-100, Complete protease inhibitor cocktail (Roche)]を加え

4℃で振盪し可溶化した。リン酸化を解析する際は Lysis バッファーにさらに

PhosSTOP phosphatase inhibitor Cocktail (Roche)を加えた。可溶化後、lysate を遠

心分離(20,400 x g、15 分間、4℃)し、上清に 1/3 量の 4×LDS Buffer [Thermo Fisher 

Scientific 社製製品に 4% (v/v)の 2-メルカプトエタノールを添加)を加えた。サンプル

は 95℃で 5 分間加熱しタンパク質を十分に還元・変性させた。BCA assay にてサン

プルのタンパク質濃度を測定する場合はLysisバッファーで可溶化し遠心後、4×LDS

バッファーを加える前の上清を分注し TaKaRa BCA Protein Assya Kit (TaKaRa)を

用いて解析した。 

SDS-PAGEおよび Phos-tag PAGE両方で解析するサンプルに関しては Lysisバッ

ファー中に加える complete を EDTA free のものにし、さらに PhosSTOP 

phosphatase inhibitor Cocktail (Roche)を加えた。また、可溶化後遠心分離した上清、
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4×LDS Buffer、および 10 mM MnCl2を 13:5:2 の割合で混合し、サンプル中に Mn2+

イオンが終濃度 1 mM で添加されるように調整した。 

 

Cathepsin D放出解析 

 IFN-で 48h 活性化した RAW264.7 細胞を DMEM phenol red (-)で洗浄し、1% 

FBS を含む DMEM phonol red (-)で 3 時間培養した。培養上清を回収し 200 x g で

5 分間遠心、細胞残屑を除去した上清の一部に 4×LDS Buffer を加え培養上清サンプ

ルとした。上清の残りは LDH 活性の測定に使用した。プレート上に残った細胞は培

養上清と等量の Lysis バッファーで可溶化し、通常のタンパク質抽出と同様の手法で

サンプル調製を行った。 

 

LDH assay 

培養上清中の LDH 活性測定は Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche)を用いて行

った。培養上清を回収し 96 well plate に入れ、メーカーのプロトコルに従い呈色反

応を行った。LDH 活性の値はコントロールの well の平均値を 1 となるように補正し

解析を行った。 

 

イムノブロット解析 
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タンパク質の分離は SDS-PAGE を行った。7.5%、10%もしくは 15% Tris-Glycin

ゲルを用いて、分子量マーカー(Precision Plou Protein Standard、Bio-Rad)と共に電

気泳動した。分離したタンパク質はブロッティングバッファー[10%または 20% (v/v)

メタノール、25 mM Tris HCl、200 mM グリシン]中で PVDF (polyvinylidene 

fluoride)膜(millipore)に転写した。 

Phos-tag SDS-PAGE はスタッキングゲル[4% (w/v) acrylamide, 125 mM Tris-HCl pH 

6.6, 0.1% (w/v) SDS, TEMED, and APS]、分離ゲル[12.5% (w/v) acrylamide, 375 mM Tris-

HCl pH 8.8, 150 M MnCl2, 75 M Phos-tag acrylamide (Wako), 0.1% (w/v) SDS, TEMED, 

and APS]の組成でゲルを作成し、電気泳動でタンパク質を分離した。Phos-tag SDS-

PAGE ゲルは泳動後 EDTA を添加したブロッティングバッファーで振盪し、ゲル中

の Mn2+イオンをキレートしてから PVDF 膜へ転写した。 

タンパク質を転写した PVDF 膜は PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal 

(TOYOBO LIFE SCIENCE)中で 1 時間ブロッキングした。2.5% skim milk または

イムノエンハンサー(Wako)で希釈した 1 次抗体液で 4℃にて一晩インキュベートし

た。TS-Tween[0.1% Tween20 (関東化学)を含む TS (50 mM Tris, 150mM NaCl, pH 

7.6)]にて洗浄した。二次抗体は 2.5% skim milk に希釈し、室温で 1 時間インキュベ

ートした。TS-Tween で洗浄後イムノスター(Wako)または SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific)を用いて化学発光させた。

発光は LAS-4000 mini (FUJIFILM)にて検出した。 
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バンド強度の定量 

バンド強度は Image J を用いて integrated density を算出することで定量した。デ

ータセットが複数のメンブレンにまたがっている場合は、各メンブレンのコントロー

ルバンドの強度で他のバンドを割った比を算出し、その比を定量解析した。統計解析

を行う際には独立の実験を 3 セット以上同時に行い、各実験セット・条件における

integrated density を算出、その平均値を SD と共に棒グラフに示した。それぞれの

データにおいて行ったセット数に関しては図表内に記載した。 

 

 

LRRK2陽性リソソームを持つ細胞の割合の算出 

画像は共焦点顕微鏡を用いて z-stack撮影し、maximal-projectionを行い取得した。

撮影する際の視野は 250 m 四方であり、ランダムに選択した。比較検定を行うデー

タセット内においては、それぞれレーザー強度や検出器のゲイン、コントラスト調整

は同一の条件で画像取得・解析した。取得した画像にて LRRK2 陽性のリソソームを

有する細胞数および全細胞数を算出し、その割合を算出した。解析の対象は画像内に

全体像が含まれる生細胞すべてとし、核や細胞質が崩壊している死細胞および視野の

端に位置し細胞全体が撮影されていないものは除外した。個々の細胞の区別は

LRRK2 および DRAQ5 の細胞質のバックグラウンド染色、および DRAQ5 による核
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の染色によって判断した。LRRK2 陽性リソソームの判定は実験者が行った。特に

Rab7L1、ATG 分子のノックダウンが LRRK2 陽性リソソームを持つ細胞の割合に与

える影響を検討する際には、各画像がどのサンプルに対応するかブラインドで解析を

行った。統計解析を行う際には独立の実験を 3 セット以上同時に行い、各実験セッ

ト・条件における% of cells with LRRK2 positive lysosome を算出、その平均値を

SEM と共に棒グラフに示した。それぞれのデータにおいて行ったセット数、および

各実験セット、各条件において解析した細胞数に関しては図表内に記載した。 

 

ファゴソームの LRRK2陽性率算出 

画像は共焦点顕微鏡を用いて 250 m 四方の視野を 1 断面で撮影し、視野内に含ま

れるファゴソームを解析対象とした。比較検定を行うデータセット内においては、そ

れぞれレーザー強度や検出器のゲイン、コントラスト調整は同一の条件で画像取得・

解析した。ファゴソームの判定は形態学的に行い、視野内のすべてのファゴソーム数

および LRRK2 陽性ファゴソーム数をカウントした。LRRK2 陽性陰性に関する判定

は細胞質の LRRK2 蛍光強度とファゴソーム膜上の LRRK2 蛍光強度のコントラスト

に基づいて実験者が行った。また解析の際には各画像がどのサンプルに対応するかブ

ラインドで解析を行った。統計解析を行う際には独立の実験を 3 セット以上同時に行

い、各実験セット・条件における% of LRRK2 positive phagosomes を算出、その平

均値を SEM と共に棒グラフに示した。それぞれのデータにおいて行ったセット数、
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および各実験セット、各条件において解析したファゴソーム数に関しては図表内に記

載した。 

 

リソソーム断面積の定量 

画像は共焦点顕微鏡を用いて 250 m 四方の視野を 1 断面で撮影し、視野内に含ま

れる細胞を解析対象とした。各視野はランダムに選択し、撮影断面は視野内の細胞群

の核およびリソソームが明瞭に見える高さに合わせた。解析の対象は画像内に全体像

が含まれる生細胞すべてとし、核や細胞質が崩壊している死細胞および視野の端に位

置し細胞全体が撮影されていないものは除外した。細胞全体の形態は LRRK2 抗体、

および DRAQ5 の細胞質におけるバックグラウンドを指標に判断した。各細胞におけ

る最も肥大化したリソソームの断面積を定量した。断面積は Image J を用いて、選択

ツール(oval selection または polygon selection)で LAMP1 染色を指標にリソソーム

の周囲を囲み、内側の面積を算出することで得た。各細胞における最大リソソームの

断面積は点でプロットし、平均値・SD と共にグラフに示した。また独立の実験を 3

セット以上同時に行った場合には、各実験セット・条件における最大リソソームサイ

ズの平均値を算出し、さらに複数セットにおけるその平均値を SEM と共に棒グラフ

に示した。それぞれのデータにおいて行ったセット数、および各実験セット、各条件

において解析した細胞数に関しては図表内に記載した。 
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LRRK2陽性リソソームにおける Rab GTPase の局在 

画像は共焦点顕微鏡を用いて LRRK2 陽性リソソームに視野、ピントを合わせて撮影

した。LRRK2 陽性リソソームにおける Rab GTPase の局在は細胞質・リソソーム膜

上の Rab GTPase 蛍光のコントラストに基づいて実験者が行った。 

 

アラインメント解析 

 ヒト Rab GTPase のアミノ酸配列を NCBI から取得しアラインメント解析を行っ

た。解析には遺伝情報処理ソフトウェア GENETYX ver9 を用いて、multiple 

alignment を行った。 

 

統計解析 

統計解析は GraphPad Prism を用いて行った。2 群間の平均値の比較にはスチュー

デント t 検定を、3 群以上の平均値の比較には 1 元配置の分散分析を行った。P < 0.05

をもって有意な差とした。 
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第 4章 結果 

 

4-1 LRRK2の細胞内局在の解析 

4-1-1 定常状態における LRRK2の細胞内局在 

LRRK2 の細胞内局在に関する解析はこれまでにも複数報告があるが、一貫した結

論は得られておらず、LRRK2 の分子細胞生物学的機能を解明するうえで重要な課題

の 1 つとなっていた。そこでまず内因性および過剰発現 LRRK2 の細胞内局在を複数

種類の培養細胞を用いて蛍光免疫染色法で詳細に解析した。解析対象としては内因性

LRRK2 の発現が高い 3T3-Swiss albino 細胞(マウス線維芽細胞系培養細胞)、

RAW264.7 細胞(マウスマクロファージ系培養細胞)、また 3×FLAG LRRK2 を安定

に発現する HEK293 細胞を選択した。これら 3 種類の細胞種において内因性 LRRK2

または過剰発現 LRRK2 は細胞質全体に広がるように、びまん性もしくは顆粒状に染

色された。しかしながら全体の 0.1~1%程度の細胞において LRRK2 が小胞状に染色

された。このとき LRRK2 はリソソームマーカーである LAMP1 と共染色された(図

表 4)。細胞内には LRRK2 陽性リソソーム以外に、LRRK2 陰性のリソソームが無数

に確認できたが、多くのリソソームは直径が 100~500 nm 程度であった。しかしなが

ら LRRK2 が局在するリソソームは 1~2 m 程度の径を持ち、蛍光免疫染色で内腔が

十分に確認できる大きさであった。以上のことから LRRK2 は主に細胞質に局在し、

一部の細胞では肥大化したリソソームに局在すると考えられた。 
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4-1-2 リソソーム肥大化処理時における LRRK2の細胞内局在 

定常状態の培養細胞において肥大化リソソームにおけるLRRK2局在が観察された

ことから、LRRK2 は肥大化リソソームにリクルートされる可能性が考えられた。ク

ロロキン(CQ)はリソソームに蓄積する低分子化合物であり、リソソームの肥大化を誘

導することが知られている。 

RAW264.7 細胞、3T3-Swiss albino 細胞、HEK293 細胞に CQ 処理を行うとリソ

ソームの肥大化が生じ、肥大化したリソソームの一部に LRRK2が局在した(図表 5)。

LRRK2 の局在変化を十分に誘導する CQ 処理条件は細胞ごとに異なっており、

RAW264.7 細胞では 50 M 3 時間処理、3T3-Swiss albino 細胞では 200 M 24 時間

処理、HEK293 細胞では 50 M 24 時間処理を行った。RAW264.7 細胞において最も

短時間の処理で高頻度に LRRK2 の局在変化が誘導され、この細胞株では LRRK2 は 

特によく機能している可能性が示唆された。そのため内因性 LRKR2 の局在・機能解

析では RAW264.7 細胞を材料とすることとした。一方で他の細胞株でも CQ による

LRRK2 の局在変化は見られており、CQ に対する LRRK2 の応答は細胞種を越えて

保存されている可能性が示された。 

RAW264.7 細胞に対し CQ 処理を行い、LRRK2 発現量の変化が起こるかどうか

WB (western blotting)で解析した。その結果 CQ 処理は LRRK2 の発現量を変化させ

ないことが明らかとなった(図表 6a, b)。このことから①LRRK2 局在変化は LRRK2
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の転写・翻訳の亢進を伴わないこと、②CQ は少なくとも 3 時間処理では LRRK2 の

分解抑制とそれに伴う LRRK2 蓄積を引き起こさないこと、の 2 つが示唆された。加

えてリソソームマーカーである LAMP1 のタンパク量も変化しなかった(図表 6a, c)。 

リソソームの肥大化とLRRK2のリソソーム局在との間の時間的関係を解析するた

め RAW264.7 細胞に時間を振って CQ 処理を行った。リソソーム肥大化の指標とし

ては各細胞の中で最も肥大化したリソソームの面積を共焦点顕微鏡の写真から算出

した。1 つの細胞に対し 1 つのリソソームを代表として選択した理由はすべてのリソ

ソームの大きさを測定し平均を出すことは現実出来ではなく、また LAMP1 抗体で染

色された輝点の内、径の小さいものに関してはリソソームと染色むらによるアーティ

ファクトとの区別がつかなかったためである。解析の結果、リソソームの肥大化は CQ

処理の 30 分後から観察されたのに対し、LRRK2 のリソソーム局在は CQ 処理 1 時

間後からその頻度が上昇した。このことから LRRK2 の局在変化は CQ のリソソーム

蓄積およびリソソーム肥大化の後に起こることが示唆された(図表 7)。 

 

4-1-3 内因性 LRRK2の染色条件に関する検討と、その染色の特異性の確認 

内因性 LRRK2 染色における anti-LRRK2 抗体の特異性と固定・染色条件に関して

検討を行った。まずこれまでの検討で使用していた anti-LRRK2 (MJFF2 c41-2)抗体

の染色条件に関して検討を行った。RAW264.7 細胞に対し CQ 処理を行い 4% PFA で

30 分間固定後、anti-LRRK2 抗体(MJFF2 c41-2)を用いて染色した。しかしながら肥
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大化リソソームにおける LRRK2 のシグナルは微弱であった(図表 8 上段)。これまで

の染色では 4% PFA 固定後にサンプルの浸透化およびル保存のため、サンプルを

100% エタノールで処理していた。そこで 4% PFA で固定後のサンプルを 100% エ

タノール(EtOH)で 4°C 15 分間処理したところ LRRK2 染色のシグナルが上昇した

(図表 8 中段)。 

100% EtOH 処理により anti-LRRK2 抗体(MJFF2 c41-2)による染色性が上昇した

理由として、①EtOH による脱脂効果が重要である、②EtOH による脱水の効果が重

要である、という 2 つの可能性が考えられた。しかしながら免疫染色のブロッキング

液および抗体希釈液には界面活性剤として 0.1% Triton X-100が含まれており、EtOH

処理を行わずとも十分に脱脂は行えていると考えられた。このことから前者の可能性

は否定的であった。そこでサンプルの脱水が anti-LRRK2 抗体(MJFF2 c41-2)による

染色性を向上させている可能性に関して検討を行った。トリクロロ酢酸(TCA)はタン

パク質に結合する水を奪い脱水・変性させる。4% PFA 固定後の細胞を 10% TCA で

4°C 15 分間処理したところ EtOH 処理と同様に anti-LRRK2 抗体(MJFF2 c41-2)に

よる染色性が増強された(図表 8 下段)。以上の結果から anti-LRRK2 抗体(MJFF2 

c41-2)を用いた染色では固定後に EtOH もしくは TCA 処理が必要であることが判明

し、EtOH および TCA はタンパク質に対する脱水作用を介して抗原の賦活化をして

いる可能性が示唆された。 
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次に内因性 LRRK2 染色の特異性に関して検討を行った。CQ 処理を行い 4% PFA

固定後 100% EtOH 処理を行った RAW264.7 細胞サンプルを用意した。このサンプ

ルを 3 種類の anti-LRRK2 モノクローナル抗体(MJFF2 c41-2, UDD3 30, N138/6)で

染色した(図表 9a)。MJFF2 c41-2 抗体がリソソームに局在した LRRK2 をもっとも

S/N 比よく染色したが、他 2 つの抗体でも同様の染色像が見られた(図表 9b)。このこ

とからこれらの anti-LRRK2 抗体による染色は、少なくともリソソームに集積した

LRRK2 に関しては特異性があることが確認された。 

さらに LRRK2 抗体による染色の特異性を確かめるため LRRK2 ノックアウト細胞

を用いた免疫染色実験を行った。RAW264.7 細胞はマクロファージ系培養細胞である

ためマクロファージでLRRK2のリソソーム局在が高頻度で見られると考えマウス骨

髄幹細胞由来マクロファージ(BMDM)を採取した。LRRK2 ヘテロノックアウトマ

ウス由来のBMDMに対しCQ処理を行い anti-LRRK2抗体(MJFF2 c42-2)で染色し

たところ LRRK2 のリソソーム局在が観察された。しかしながら LRRK2 ノックアウ

トマウス由来の BMDMでは、肥大化リソソームにおける LRRK2 の染色は全く観察

されなかった(図表 9c)。 

以上の結果から、内因性LRRK2の染色は少なくともリソソームに局在したLRRK2

に関しては特異的なものであり、内因性 LRRK2 は一部の肥大化したリソソームに局

在するという結果は十分に信頼できるものであると考えられた。 
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4-2 LRRK2のリソソーム局在を誘導するストレスの探索 

4-2-1 CQ による LRRK2 のリソソーム局在誘導は CQ の蓄積によって引き起こされ

る 

LRRK2 は一部の肥大化リソソームに局在し、このことからリソソームにおける何

かしらの異常が LRRK2 の局在変化を引き起こすことが示唆された。CQ は弱塩基性

のリソソーム指向性試薬の 1 つであり、リソソーム内腔に蓄積し様々な作用をもたら

す[127]。電荷をもたない状態では脂質膜を透過し細胞内および各種オルガネラ内部

に到達する。しかし酸性コンパートメントに到達すると弱塩基である CQ はプロトン

と結合し正電荷を獲得、その結果膜透過性を失う。これにより CQ は酸性コンパート

メント内にトラップされ蓄積する。このような薬理学的作用機序により CQ は①リソ

ソーム内部のプロトンと結合し pH を上昇させる、②リソソーム内部に蓄積し浸透圧

ストレスを与える、③浸透圧ストレスによりリソソームの形態を変化させる、といっ

た複数の効果を引き起こす。4-1-2 ですでに明らかにした通り、定常状態では LRRK2

は主に細胞質に局在したが(図表 10a)、CQ 処理を行うと LRRK2 は肥大化したリソ

ソームに局在を変化させた(図表 10b)。 

まずこの CQ による LRRK2 の局在変化効果がリソソーム内腔の pH 上昇に起因す

るかどうか検討を行うため、RAW264.7 細胞を V-ATPase の阻害剤である

Bafilomycin A1(BafA1)で処理した。BafA1 が十分に作用していることを確かめるた

め培養液中に LysoTracker を加え、Live Imaging にて LysoTracler の蛍光を確認し
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た。LysoTracker はリソソームの酸性度依存的にリソソーム内部に蓄積する蛍光物質

であが、培地中への BafA1 添加により LysoTracker の染色が失われた。このことか

ら BafA1 はリソソームの pH を十分に上昇させていると考えられた(図表 11)。しか

しながら RAW264.7 細胞に対し BafA1 処理を行っても LRRK2 のリソソームへの局

在変化は観察されなかった(図表 10c)。このことから pH の上昇自体は LRRK2 の局

在変化を引き起こさないことが示された。 

次にLRRK2がリソソームのサイズ自体や膜の曲率の低下などを検知してリソソー

ムに局在する可能性を考え、リソソームの形態的変化が LRRK2 の局在変化を引き起

こすかどうか検討を行った。リソソームの肥大化を誘導するVacuolin-1でRAW264.7

細胞を処理したところ、CQ 処理と同様に LAMP1 陽性のリソソームが肥大化したが、

出現した肥大化リソソームに LRRK2 は局在しなかった(図表 10d)。このことからリ

ソソームの形態的な変化自体もLRRK2の局在変化を引き起こさないことが明らかと

なった。 

最後にCQの蓄積およびそれに伴う浸透圧ストレスが LRRK2のリソソーム局在を

誘導する可能性を検討した。上述した通り CQ はリソソーム内腔のプロトン依存的に

リソソームに蓄積するため、BafA1 でリソソーム pH を上昇させると培地中に CQ を

加えてもリソソーム内腔には CQ 蓄積しない。RAW264.7 細胞に対して BafA1 存在

下で CQ 処理を行ったところ、CQ の単独処理では見られたリソソームの肥大化が生

じなくなった。それに加えてLRRK2のリソソーム局在も観察されなかった(図表 10e)。
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このことから CQ処理による LRRK2の局在変化は CQがリソソーム内腔に蓄積する

ことによって引き起こされることが示された。以上のデータの定量結果は(図表 10f)

に示した。 

 

4-2-2 リソソーム基質の蓄積も LRRK2の局在変化を誘導する 

CQ の蓄積のみならず、内因性のリソソーム基質の蓄積も LRRK2 の局在変化を誘

導するのかどうかについて検討を行った。リソソームの加水分解を阻害しリソソーム

基質の蓄積を誘導するためRAW264.7細胞に対し時間を振ってBafA1処理を行った。

BafA1 処理は 3 時間では LRRK2 の局在変化を引き起こさないことはすでに示して

いるが(図表 10c, f)、この実験ではより長期的な処理を行い 2 次的なリソソーム加水

分解阻害と基質の蓄積を誘導することを目的としている。解析の結果 BafA1 により

LRRK2 陽性リソソームの出現頻度は継時的に上昇し、6 時間以上の処理では BafA1

処理 0 時間に対し有意な差が確認できた(図表 12)。この結果から CQ 処理と同様にリ

ソソーム加水分解の阻害及びそれに伴う基質の蓄積もLRRK2のリソソーム局在を誘

導する可能性が考えられた。ただし BafA1 長期投与によるエンドソーム経路の輸送

障害や細胞への毒性といった作用からの 2 次的な効果によるものである可能性も否

定はできない。 

 

4-2-3 菌体の貪食も LRRK2の局在変化を誘導する 
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貪食はマクロファージなどをはじめとする免疫細胞が細胞外の菌体を取り込みリ

ソソームで消化・殺菌する現象である。貪食時にはファゴソーム・ファゴリソソーム

に酸化ストレス・浸透圧ストレスなどが加わる可能性が報告されている[113, 128]。

CQ や BafA1 長期投与といった人工的なリソソームストレスのみならず、より生理的

なストレスでも LRRK2 のリソソーム局在が誘導されるか検討を行った。RAW264.7

細胞に対し zymosan (酵母細胞壁画分)処理を行った。zymosan を懸濁した培地で培

養後 1 時間後に固定し免疫染色で解析した。その結果細胞内に形態学的に zymosan

を取り込んだファゴソーム・ファゴリソソームと判断できる構造物が出現し、その一

部に LRRK2 が局在した(図表 13)。 

 

4-3 PD関連遺伝子 RAB7L1 は LRRK2のリソソームへのリクルートに関与する 

LRRK2 のリソソーム局在のメカニズムを解析した。LRRK2 は細胞質タンパク質

であり膜結合ドメインや脂質修飾などを有さないことから、リソソーム膜上の他のタ

ンパク質と結合しリソソーム膜に局在することが想定された。RAB7L1 は GWAS に

て孤発性 PD のリスク遺伝子である可能性が報告されており[45]、その翻訳産物は

LRRK2 との相互作用分子であることが報告されている[56-58]。そこで Rab7L1 が

LRRK2-リソソームストレス経路に関与するかどうか検討を行った。まず HEK293 細

胞に EGFP-Rab7L1 を発現させ細胞内局在を観察した。Rab7L1 は定常状態では

TGN46 で染色されるトランスゴルジに局在し、リソソームには局在しなかった(図表
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14a)。この細胞に対し CQ 処理を行うと Rab7L1 は LAMP1 陽性のリソソームに集積

した(図表 14b)。また 3×FLAG-LRRK2 安定発現 HEK293 細胞に EGFP-Rab7L1 を

共発現させ CQ 処理を行うと LRRK2 と Rab7L1 はリソソームで共局在した(図表

15a)。さらに GFP を導入した細胞よりも LRRK2 のリソソーム局在頻度が上昇し(図

表 15b)た。Rab7L1 は LRRK2 と相互作用することが報告されており、本実験の結果

から Rab7L1 はリソソームストレス時にリソソームに局在し LRRK2 をリソソーム

にリクルートする可能性が示唆された。 

内因性の Rab7L1 が LRRK2 のリソソーム局在に関与するかどうか検討するため

RAW264.7 細胞に対しノックダウンを行い LRRK2 のリソソーム局在を解析した。

RAW264.7 細胞に Rab7L1 およびその近縁の Rab32、Rab38 遺伝子に対する siRNA

を導入し CQ 処理を行った。その結果 Rab7L1 のノックダウンでのみ LRRK2 のリソ

ソーム局在が抑制され non-target および Rab32、Rab38 に対する siRNA では抑制

効果はみられなかった(図表 16)。 

 

4-4 LRRK2は複数の Rabタンパク質を肥大化リソソームにリクルートする 

4-4-1 LRRK2局在変化の下流で制御される Rab GTPaseの探索 

複数の Rab GTPase が細胞内における LRRK2 の基質であることが報告されてい

る[82, 129]。Rab GTPase の機能には GTP 結合状態に加え、その細胞内局在が重要
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であることが知られている。そこで Rab GTPase の局在が LRRK2 のリソソーム局在

の下流で制御されるかどうか検討を行った。 

野生型 LRRK2 もしくはキナーゼ活性喪失変異体の LRRK2 (K1906M)を安定に発

現する HEK293 細胞に対し、Rab GTPase 遺伝子を導入しその局在を解析した。ヒ

トは 66 種類の Rab 遺伝子を持つが[130]、そのうち LRRK2 の基質である Rab10 の

リン酸化部位(Thr73)と相同なスレオニンないしはセリンが保存されている Rab 

GTPase を対象に解析を行った(図表 17)。また Rab5a、Rab5b、Rab5c のように複数

のアイソフォームを持つ Rab に関してはそのうちの 1 つを代表として解析した。Rab

遺伝子を導入したLRRK2安定発現HEK293細胞に対しCQ処理を行いRab GTPase

の局在を解析したところ、導入した Rab GTPase はその細胞内局在に基づいて以下

の 3 つのグループに分類的可能なことが判明した。すなわち①LRRK2 陽性リソソー

ムに局在しない Rab、②野生型・キナーゼ活性喪失型を問わず LRRK2 陽性リソソー

ムに局在する Rab、③野生型 LRRK2 陽性のリソソームのみに局在し、キナーゼ活性

喪失型 LRRK2 陽性のリソソームには局在しない Rab GTPase、である。各 Rab 

GTPase の局在を解析した免疫染色のデータを(図表 18)に、そのまとめを(図表 19)に

示した。これら 3 つのグループの内、グループ③に属するものは LRRK2 のキナーゼ

活性依存的に肥大化リソソームにリクルートされる Rab GTPase であり、LRRK2 の

下流分子候補として重要であると考えられる。 
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上で示したスクリーニング的解析では Rab3a、Rab8a、Rab10 および Rab35 がグ

ループ③に属し、Rab8a や Rab10 に近縁な Rab13 はグループ①であった。このこと

から LRRK2 による Rab のリクルートは Rab 特異性があることが示された。以上よ

り Rab3a、Rab8a、Rab10、Rab35 が LRRK2 のキナーゼ活性依存的に LRRK2 陽性

肥大化リソソームに局在する可能性が示された。ただし本スクリーニングは各 Rab 

GTPase に関して 1 度のみ検討を行っており、また定量的な解析にも至っていない。 

 

4-4-2 LRRK2は内因性 Rab8a、Rab10をキナーゼ活性依存的にリクルートする 

内因性の LRRK2 が内因性の Rab GTPase をリクルートするかどうか RAW264.7

細胞を用いて検討した。内因性のタンパク質を染色可能な抗体が存在した Rab8a、

Rab10 に関して検討したところ、CQ 処理を行った RAW264.7 細胞において LRRK2

と Rab8a、Rab10 は肥大化リソソーム上で共局在した(図表 20a)。さらに LRRK2 キ

ナーゼ活性阻害剤 GSK2578215A (GSK)存在下で CQ 処理を行と、LRRK2 陽性のリ

ソソームにおける Rab8a、Rab10 の局在が消失した。この結果から内因性の Rab8a、

Rab10 は内因性 LRRK2 のキナーゼ活性依存的に肥大化リクルートにリクルートさ

れることが確かめられた(図表 20b)。 

キナーゼ活性阻害剤が LRRK2 のキナーゼ活性を抑制しているかどうかは LRRK2 

Ser935 のリン酸化を指標に検討した。この部位は LRRK2 の自己リン酸化部位では

ないが、LRRK2 キナーゼ活性阻害剤処理により LRRK2 のキナーゼ活性と相関して
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同部位のリン酸化が低下することが知られている[131]。1 回の検討ではあるが、

RAW264.7 細胞を 2 種類のキナーゼ活性阻害剤 GKS および PF-06447475 (PF)で 3

時間処理したところ、両阻害剤とも 1 mM の濃度で十分に LRRK2 Ser935 リン酸化

を低下させ、十分に効果を発揮していることが裏付けられた(図表 21)。 

LRRK2 は Rab8a の Thr72 をリン酸化することが報告されている[82]。LRRK2 に

よる Rab8a の肥大化リソソームへのリクルートは、この部位へのリン酸化を介する

のかどうか検討を行うため Rab8a T72A 変異体を用いた解析を行った。Rab8a の野

生型および T72A 変異体を LRRK2 stable HEK293 細胞に導入し CQ 処理時の局在

を解析したところ、野生型 Rab8a は LRRK2 と共局在するのに対し T72A 変異体は

LRRK2と共局在しなかった(図表22)。このことからRab8aのリクルートにはLRRK2

による Thr72 のリン酸化を必要とすることが示唆された。定量的な解析は行えてい

ないが、LRRK2 キナーゼ活性依存的な Rab8/10 のリクルートに関しては同様の観察

結果を 2 回以上得ている。 

 

4-4-3 LRRK2による Rab10のリン酸化は CQ処理によって亢進する可能性 

CQ 処理時に LRRK2 はキナーゼ活性依存的に Rab8a、Rab10 をリソソームにリク

ルートすることが示された。そこで CQ 処理時に LRRK2 による Rab GTPase のリン

酸化が亢進しているのかどうか検討を行った。Phos-tag SDS PAGE は電気泳動によ

りリン酸化タンパク質と非リン酸化タンパク質を分離する手法である[132]。リン酸
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基に親和性を持つ低分子化合物 Phos-tag をアクリルアミドゲルに添加し、リン酸化

タンパク質の泳動度を低下させることで非リン酸化タンパク質と分離することがで

き、実際に Phos-tag SDS PAGE により内因性 Rab10 の非リン酸化体、リン酸化体

のバンドを検出できることがすでに報告されている[129]。そこで CQ 処理を行った

RAW264.7 細胞において Rab8a、Rab10 のリン酸化量が変化するかどうか解析を行

った。 

 内因性 Rab8a のリン酸化体バンドは検出できなかったが(データ非収載)、Rab10 は

非リン酸化体と考えられるバンドの上に複数のバンドが検出された。その中でもバン

ド A は CQ 処理により増加し、2 種類の構造の異なる LRRK2 キナーゼ活性阻害剤

GSK、PF にてバンド強度が減少する傾向が見られた(図表 24a, b)。バンド①は各種

処理でほとんど変動が無く、バンド②は CQ 処理でわずかに増加する傾向が見られた

が、バンド A と比較するとその傾向は弱かった。 

次にリン酸化 Rab10 (pThr73)抗体を用いての WB 解析を行った。Rab10 の推定分

子量付近に、近接する 2 本のバンドが確認され、そのうち下のバンド B は CQ 処理

により強度が増加し、2 種類の構造の異なる LRRK2 キナーゼ活性阻害剤 GSK、PF

にてバンド強度が減少した(図表 23a, b)。バンド③ではこのような傾向は見られなか

った。Phos-tag SDS-PAGE のバンド A、pRab10 Thr73 抗体による WB のバンド B

が同様の挙動を示したことからこれらのバンドは LRRK2 キナーゼ活性依存的な
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Rab10 のリン酸化を表しており、Rab10 のリン酸化は CQ 処理時に亢進すると考え

られた。 

1 回のみの実験ではあるが、バンドの特異性に関してノックダウンを行いさらに検

討した(図表 24)。non-target siRNA を導入した RAW264.7 細胞の lysate を解析した

ところ、phos-tag SDS-PAGE・pRab10 リン酸化抗体による WB 共に CQ 処理で増

加し、2 種類の LRRK2 キナーゼ活性阻害剤で増加が抑制されるバンドが確認された。

このことから図表 24a の実験結果が再現できており、それぞれ図表 24a のバンド A、

バンド B に対応するバンドであることが考えられた。Rab10 のノックダウンを行う

と CQ 処理時のバンド A、バンド B の増加が見られなくなった。一方で CQ 非処理時

のバンドの濃さには変化がなかった。phos-tag SDS-PAGE 後の WB で用いた Rab10

抗体について、通常の SDS-PAGE 後の WB におけるバンドパターンを解析したとこ

ろ、Rab10 のバンドが確認できる発色・露光条件では 1 本のみバンドが観察された。

しかしながら phos-tag SDS-PAGE での発色・露光条件と同一の長時間露光で解析す

ると Rab10 のバンドの上に無数のバンドが確認された。特に phos-tag によるリン酸

化 Rab10 のバンドは、これらの交差反応によるバンド群の中に泳動されていること

が示された。このことからバンド A、バンド B 共に Rab10 以外のタンパク質に対す

る交差反応が無視できないが、CQ 処理時に増加する分に関しては Rab10 のリン酸化

そのものを反映しているものと考えられた。リン酸化 Rab10 の量自体は非 Rab10 タ

ンパク質への交差反応の分だけ過大評価されている可能性がある一方で、CQ 処理時
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のリン酸化 Rab10 の増加率に関しては過小評価されている可能性がある。以上より

少なくともCQ処理時にバンド強度が増加する現象は LRRK2のキナーゼ活性依存的

な Rab10 リン酸化の上昇を反映するものであると考えられる。 

 図表 23a で得られたバンドに関して統計的な解析を行った(図表 23b-f)。本実験で

はメンブレンが複数枚にわたっているため、バンド強度そのものや total Rab10 で規

格化したバンド強度の値をそのまま統合することはできない。そのため各 replication

の DMSO 処理サンプルを 1 として CQ+DMSO, CQ+GSK, CQ+PF 処理サンプルを

それぞれ数値化している。従って DMSO 処理サンプルに関しては 6 replication 分の

データですべて１という値になりエラーバーが定義できないデータとなっている。図

表には one-way ANOVA with Tukey’s test および non-parametric 解析である

Kruskal-Wallis test の解析結果を両方示した。エラーバーが無い群を含むデータを

ANOVA with Tukey test, Bonferoni/Dunn test で解析している論文も存在するが[81, 

133]、これらの統計解析は正規分布性・等分散性を仮定するため本来は適応できない

という問題がある。one-way ANOVA with Tukey’s test ではバンド A、バンド B 共に

CQ 処理時にその強度が有意に増加し 2 種類の LRRK2 キナーゼ活性阻害剤で減弱し

た(図表 23b, c)。一方 Kruskal-Wallis test ではバンド A に関しては CQ+DMSO 群と

CQ+GSK 群の間、CQ+DMSO 群と CQ+PF 群の間でのみ有意な差が検出された(図

表 23b)。またバンド B では CQ＋DMSO 群と CQ+PF 群の間でのみ有意な差が検出

された(図表 23c)。 
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4-5 LRRK2と Rabはリソソームの形態とリソソーム内容物の排出を制御する 

4-5-1 LRRK2はキナーゼ活性依存的にリソソームの形態と内容物排出を制御する 

リソソームストレスに際してリクルートされる LRRK2 や Rab GTPase がどのよ

うな機能を持つのか検討を行った。まず RAW264.7 細胞に対し siRNA を用いて

LRRK2 のノックダウンを行いリソソームの形態を解析した。LRRK2 のノックダウ

ン単独ではリソソームの形態に変化は見られなかった。しかしながら LRRK2 をノッ

クダウンした細胞に CQ 処理を行うと、non-target siRNA を導入した細胞に比べリ

ソソームの肥大化が顕著に亢進した(図表 25)。このことから LRRK2 はリソソームス

トレス時におけるリソソームの肥大化を抑制することが示された。 

次に LRRK2 のキナーゼ活性が LRRK2 の機能に関わっているかどうか検討するた

め LRRK2 キナーゼ活性阻害剤存在下で CQ 処理を行った。その結果 LRRK2 のノッ

クダウンと同様に LRRK2キナーゼ活性阻害もCQによるリソソーム肥大化を亢進さ

せた(図表 26)。このことから LRRK2 のリソソーム形態維持に対する寄与はキナーゼ

活性依存的であることが示された。加えて阻害剤処理はノックダウンと異なり CQ 処

理時のみ LRRK2 の機能を阻害するため、LRRK2 は定常状態においてすでにリソソ

ームの性質を変化させているという可能性は否定的であり、CQ 処理時に機能を発揮

するということが併せて示された。 
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LRRK2 はリソソーム内圧の上昇に応答しているため、リソソームからの内容物排

出に関与している可能性を考え検討を行った。CQ の排出を直接測定することはでき

ないため、リソソーム内腔の可溶性加水分解酵素 Cathepsin D (CatD)の培養上清中

への放出を指標に解析を行った。CatD は粗面小胞体で合成されたのち酸性コンパー

トメントに到達し、その後リソソーム内で 2 回切断を受けて成熟する。これらの未成

熟 CatD、一回切断を受けた中間活性 CatD、2 回切断を受けた成熟 CatD はそれぞれ

電気泳動で異なる位置に泳動されるため WB で区別可能である。 

培地中の CatD 量を解析したところ、CQ 処理により切断を受けた CatD 量が増加

する傾向が見られた。一方で培地中における未成熟 CatD の量は CQ 処理の有無で変

化が見られなかった(図表 27a)。このことからリソソーム内で切断を受けた CatD が

CQ 処理時に放出されていることが示唆された。次にこの CatD 放出が LRRK2 のキ

ナーゼ活性に依存するかどうか検討を行うため、阻害剤存在下で CQ 処理を行った。

その結果、LRRK2 阻害剤処理により intermediate active cathepsin D の放出が有意

に抑制された(図表 27a, b)。また mature cathepsin D の放出に関しても統計学的に

有意ではないが LRRK2 阻害剤処理により抑制される傾向が見られた(図表 27a, c)。

培地中の LDH 活性は CQ 処理及び LRRK2 キナーゼ活性阻害剤処理で大きく変動せ

ず、CQ 依存的な cathepsin D の放出および LRRK2 キナーゼ活性剤による放出抑制

は細胞死に関連するものではないことが示唆された(図表 27d)。 
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4-5-2 Rab7L1もリソソームの形態と内容物排出を制御する 

LRRK2 のリソソームターゲッティングを制御している可能性のある Rab7L1 が

CQ 処理時のリソソーム形態、リソソーム放出においてどのような機能を有している

かノックダウンを行い解析した。Rab7L1 siRNA を導入した細胞では non-target 

siRNA を導入した細胞に比して CQ 処理時のリソソームの肥大化が有意に増強され

た(図表 28a, b)。また培養上清中への cathepsin D 放出は Rab7L1 のノックダウンで

有意に抑制された(図表 28c-f)。このことから Rab7L1 は LRRK2 の局在だけでなく機

能を制御する上流因子である可能性が示唆された。 

 

4-5-3 Rab8a、Rab8bはリソソームの形態を、Rab10はリソソーム内容物排出を制御

する 

LRRK2 によりリン酸化されリソソームにリクルートされる Rab8a、Rab10 がリソ

ソームの形態維持、リソソーム内容物の排出においてどのような機能を持つか siRNA

を用いたノックダウン法により検討を行った。Rab8a、Rab8b は極めて近縁であり、

少なくとも小腸上皮細胞における極性輸送、線毛形成に関しては代償的に機能するこ

とが報告されているため[134]、両者は同時にノックダウンを行った。多重ノックダウ

ンの際にはそれぞれの遺伝子に対する siRNA の量は変えず、siRNA の総量を増やし

て treansfection を行った。まずリソソームの形態維持における Rab GTPase の機能

解析を行った。その結果 Rab8a、Rab8b のノックダウンでは LRRK2 ノックダウン
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と同様にリソソームの肥大化が見られた(図表 29)。Rab10 単独ノックダウンを行っ

た細胞は non-target コントロールと同程度のリソソーム肥大化を示し、また Rab8a

と Rab8b ダブルノックダウン細胞は Rab8a、Rab8b、Rab10 のトリプルノックダウ

ン細胞と同程度のリソソーム肥大化を呈した。このことから Rab10 のリソソーム形

態維持に関する関与はあったとしても微小であることが示唆された。 

次にリソソーム内容物の放出における Rab GTPase の関与を検討した。LRRK2 の

ノックダウンおよび Rab10 のノックダウンは CQ 処理時の培地中への intermediate 

active CatD 放出を有意に減少させた。mature cathepsin D の放出は LRRK2 ノック

ダウン・Rab8a/8b/10 トリプルノックダウンでは有意な差ではなかったが抑制傾向は

見られた。Rab8a+Rab8b のダブルノックダウンではこの効果はみられなかった。こ

のことからリソソーム内容物の放出には Rab10 が優位に関与している可能性が示さ

れた(図表 30)。 

本実験では各遺伝子に対する siRNA の量をそろえたため多重ノックダウンの際の

siRNA 総量が non-target siRNA 量とそろっていないため、siRNA 量増加による効

果が表れている可能性も否定はできない。ただしリソソーム肥大化の解析では

Rab8a/8b ダブルノックダウンと Rab8a/8b/10 トリプルノックダウンでは差が見られ

ず、また cathepsin D 放出の解析では LRRK2 や Rab10 の単独ノックダウンで分泌

抑制効果が見えているが Rab8a/8bダブルノックダウンではその効果が見られなかっ

た。加えて cathesin D の放出に関しては 1 度の検証ではあるが non-target siRNA の
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量を通常の 1 倍量 (6 well palte の 1well あたり 30 fmol)から 4 倍量まで投与量を振

っても影響は見られなかった(図表 31)。以上より siRNA 量の増加によってリソソー

ムの肥大化増強、リソソーム放出抑制といった表現型を誘導する可能性は低いのでは

ないかと考えられる。 

 

4-6 オートファジー関連分子が LRRK2のリソソーム局在に関与する可能性 

4-6-1 LRRK2 のリソソーム、ファゴリソソーム局在はオートファジー関連分子を必

要とする 

CQ 処理及び zymosan 貪食はリソソーム膜上、ファゴリソソーム膜上での LC3 脂

質化を誘導することが知られている[107, 113]。この時 LC3 はマクロオートファジー

で生じる隔離膜やその他 2 重膜の構造物ではなく、リソソームの 1 重膜に直接リクル

ートされる。まず LRRK2 がこれらの LC3 リクルート現象と関連するのかどうか、

LC3と LRRK2の共染色を行うことで検討した。その結果 CQ処理時および zymosan

貪食時には LRRK2 と LC3 がリソソーム、ファゴソーム上で共局在することが明ら

かとなった(図表 32)。 

これまで過去の報告でLRRK2はマクロオートファジーの誘導に関わることが示唆

されている[77, 78, 89, 90]。そこで LRRK2 が CQ 処理時における LC3 の脂質化に関

与しているかどうか検討するため Lrrk2 のノックダウンを行った。RAW264.7 細胞

に Lipofectamine RNAiMAX を用いて Lrrk2 siRNA を導入すると LRRK2 のタンパ
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ク量は約8割減少し、ノックダウンが十分に効いていることが確かめられた(図表33a, 

b)。しかしながら CQ 処理時の LC3-II 量に変化は見られなかった(図表 33a, c)。この

ことから少なくとも CQ 処理時の LC3 脂質化においては LRRK2 がその制御因子で

あるという可能性は否定的であった。 

次にオートファジー関連分子がLRRK2リソソーム局在の上流にある可能性を検討

した。ATG5、ATG7、ATG16L1 は LC3 のフォスファチジルエタノールアミン化を

制御するタンパク質である。これらの RAW264.7 細胞に対しこれらの遺伝子に対す

る siRNA を導入し CQ 処理時の LRRK2 リソソーム局在を解析したところ、ATG5、

ATG7、ATG16L1 のノックダウンで LRRK2 の局在変化は有意に抑制された(図表 34)。

以上より、LRRK2 の局在変化の上流にオートファジー関連分子が存在することが示

唆された。 

 

4-6-2 Lysosomal membrane permeabilization は LRRK2局在変化を誘導しない 

Lysosomal membrane permeabilization (LMP)はリソソーム膜の完全性が失われ、

リソソーム内腔のプロトンや加水分解酵素が細胞質に漏出する現象である。CQ 処理

もこの LMP を引き起こすことが報告されている[135, 136]。LMP が起きたリソソー

ムは選択的オートファジーのマーカーである p62 で標識され、隔離膜で取り囲まれ

る、その後マクロオートファジーによって正常なリソソームで分解されると報告され
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ている[101]。このような障害されたリソソームをオートファジーで分解する経路は

リソファジーと呼ばれている。 

LRRK2 が LMP を起こしたリソソームに局在している可能性を検討するため、選

択的オートファジーのマーカーである p62 および膜障害のマーカーである galectin-

3 で染色した。galectin-3 は-ガラクトシド結合能を持つ細胞質タンパク質である。

-ガラクトシドを含む糖鎖はゴルジ体以降のオルガネラ内腔及び細胞表面にのみ存

在し、細胞質に局在する galectin-3 とは通常相互作用しない。しかしオルガネラ膜が

障害され細胞質と内腔が連続すると、galectin-3 はオルガネラ内腔に侵入し糖鎖に結

合する。そのため内膜系の障害のマーカーとして用いることが可能であり[137]、LMP

を起こしたリソソームにも局在する[101]。CQ 処理を行った RAW264.7 細胞を anti-

LRRK2 抗体、anti-galectin-3 抗体、anti-p62 抗体で染色したところ LRRK2 と

galectin-3 および p62 との共局在はみられなかった(図表 35a)。このことから CQ 処

理時の LRRK2 リソソーム局在は LMP を介していないことが示唆された。 

次に LMP を人為的に誘導し LRRK2 のリソソーム局在を誘導できるかどうか検討

を行った。L-Leucyl-L-leucine methyl ester (LLOMe)はリソソーム指向性試薬の 1 つ

であり、リソソーム内腔の加水分解酵素 dipeptidyl peptidase I によって膜傷害性の

分子に変換され LMP を引き起こす。RAW264.7 細胞に対し LLOMe 処理を行ったと

ころ p62 および galecin-3 陽性のリソソームが観察された。このことから LLOMe 処

理は RAW264.7 細胞において LMP を誘導できたことが確認できる。また LLOMe 処
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理により一部の細胞でLRRK2のリソソーム局在も観察された。しかしながらLRRK2

と galectin-3 は共局在しなかった(図表 35b)。このことから LMP は LRRK2 の局在

変化を誘導するわけではないことが示唆された。LRRK2のリソソーム局在はLLOMe

のリソソーム指向性試薬の性質に由来するものであり、LLOMe がリソソームに蓄積

した後さらに LMP まで生じたソソームには LRRK2 は局在しない可能性が考えられ

た。 

 

4-6-3 LC3 associated phagocytosis 様の経路で LRRK2の局在変化が誘導される 

zymosan など TLR (Toll like receptor)リガンドの貪食はファゴソーム・ファゴリ

ソソームの 1 重膜上に LC3 のリクルートを誘導することが知られている[107]。この

ような LC3 リクルートを伴うファゴサイトーシス現象は LC3 associated 

phagocytosis(LAP)と呼ばれている。LRRK2 のファゴリソソーム局在が LAP 経路の

下流で制御されているかどうか検討を行うため、LAP に関わる遺伝子のノックダウ

ンを行った。LAP 経路では ATG5, ATG16L1, Beclin-1 といった通常のマクロオート

ファジーにもかかわる遺伝子が機能しているほか、NOX2, Rubicon というマクロオ

ートファジーには関与せず LAP にのみ関与する遺伝子が知られている[110]。まず

ATG5, ATG16L1 のノックダウンを行ったところ LRRK2 の局在変化が有意に抑制さ

れた(図表 36a, b). 次に NOX2, Rubicon のノックダウンを行ったところこれらの遺

伝子のノックダウンでもやはりLRRK2の局在変化は有意に抑制された(図表 36c, d)。
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これらのことから LAPおよび LAP様経路の下流で LRRK2の局在が制御されている

ことが示唆された。 
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第 5章 考察 

 

5-1 蛍光免疫染色法による LRRK2局在解析 

本研究においてLRRK2は定常状態及びクロロキン処理を行った細胞内において肥

大化リソソーム膜上に局在することが明らかとなった(図表 4,5)。複数の先行研究に

おいても LRRK2 の細胞内局在に関する研究はなされていた(序章 1-3-3)。しかしなが

らそれらは過剰発現した LRRK2 の局在を解析している、もしくは内因性 LRRK2 を

抗体で染色しているがその抗体の特異性確認がなされていないという問題点があっ

た。本研究では 

① 内因性 LRRK2 の局在を解析している(図表 5a-d) 

② 内因性 LRRK2 に対する複数の抗体を用いて抗体の特異性を確認している(図

表 9b) 

③ LRRK2 KO 細胞を用いて抗体の特異性を確認している(図表 9c) 

④ エピトープタグ(3×FLAG)を付加した LRRK2 を、一般的に用いられている

タグ抗体(anti-FLAG M2 抗体)を用いて染色し、内因性 LRRK2 の局在と類似

した染色像を確認している(図表 5f) 

と複数の方法で LRRK2 染色の信頼性を確認した。 

また、LRRK2 がエンドソーム系に局在することを報告した論文もり、この研究で

は免疫電顕を用いて Ypet-LRRK2 の局在を解析し多胞体、amphisome、オートリソ
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ソームに局在することを示している[78]。しかしながら LRRK2 を標識した金コロイ

ドはこれらオルガネラの内腔に観察されており、リソソーム膜表面への局在を示唆す

る本研究の結果とは異なる可能性も考えられる。リソソーム内腔におけるシグナルは、

立体構造が不安定になったLRRK2がマクロオートファジーなどでリソソームに輸送

され分解を受ける過程を見ているだけの可能性もあり、機能的な局在とは異なる可能

性が考えられる。一方リソソーム表面への局在は、リソソーム膜上で LRRK2 が何か

しらの機能を持つ可能性が示唆され、その後本研究において LRRK2 とリソソームの

関係を解析する大きな動機になっている。 

しかしながら本研究はあくまでもLRRK2のリソソーム局在を示しているだけであ

り、他の細胞内小器官への局在を報告した過去の研究結果を否定するものではない。

特に定常状態において細胞質全体に広く染色されるLRRK2が本当に細胞質に局在す

るのか、何かしらの細胞内小器官に局在しているのかに関しては解析できてはいない。

リソソームに局在しないLRRK2が細胞内のどこに存在するのかに関してはさらなる

解析が必要である。 

蛍光免疫染色法により肥大化リソソームにおいて LRRK2とLAMP1が共局在する

ことは示したが、LRRK2 がリソソーム膜の細胞質側にいるのか内腔側にいるのか、

また膜に結合しているのかなどに関しては解析できていない。これらを解析するため

には①より分解能の高い免疫電子顕微鏡法を用いて解析する、②リソソームを精製し

LRRK2 が分画されてくるかどうか検討する、③分画された LRRK2 が protaiase K
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などの消化を受けるか確認しリソソーム膜の細胞質側に局在するか解析する、といっ

た実験が必要であると考えられる。 

 

5-2 LRRK2のリソソーム局在を誘導するリソソームストレスの種類 

定常状態において LRRK2 が肥大化リソソームに局在すること(図表 4)、加えて CQ

処理時に LRRK2 のリソソーム局在が誘導されることから(図表 5)、リソソームの異

常が LRRK2 のリソソーム局在を誘導することが考えられた。本研究ではリソソーム

に影響を与える薬剤で細胞を処理しどのような薬剤がLRRK2のリソソーム局在を誘

導するか検討した。その結果リソソームの pH を上昇させる BafA1 やリソソームを

肥大化させる Vacuolin-1 では LRRK2 のリソソーム局在は誘導されなかった。加え

て BafA1 存在下で CQ 処理を行い CQ のリソソーム内腔への蓄積を阻害すると、

LRRK2 のリソソーム局在はみられなくなった(図表 10)。以上のことから CQ がリソ

ソームの内腔に蓄積することがLRRK2のリソソーム局在を誘導していると考えられ

る。 

さらに BafA1 も 6 時間以上の長時間投与では LRRK2 のリソソーム局在を誘導し

た(図表 12)。BafA1 はリソソームのプロトンポンプを阻害してリソソームにおける加

水分解を阻害、2 次的にリソソーム基質の蓄積を誘導する。そのため BafA1 長時間投

与ではリソソーム基質の蓄積によりLRRK2のリソソーム局在が誘導された可能性が

考えられる。 
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LRRK2 のリソソーム局在は薬理学的処理を行っていない細胞でも低頻度ながら観

察されている。このような定常状態において出現する LRRK2 陽性肥大化リソソーム

は、オートファジー経路・エンドサイトーシス経路によるリソソームへの基質流入が

リソソームの加水分解能を上回って内腔に蓄積し、出現した可能性が考えられる。 

 

5-3 LRRK2による Rab8a、Rab10の局在制御メカニズム 

本研究において Rab8a、Rab10 が LRRK2 のキナーゼ活性依存的に LRRK2 陽性

肥大化リソソームにリクルートされることを明らかにした(図表 20)。LRRK2 は

Rab8a、Rab10 を直接リン酸化することがすでに示されており[82, 129]、実際本研究

においても CQ 処理時に Rab10 のリン酸化は LRRK2 のキナーゼ活性依存的に亢進

することを明らかにしている(図表 23)。加えて本研究において LRRK2 による Rab8a

のリン酸化部位である Thr72 をアラニンに置換した T72A 変異体は LRRK2 による

リクルートを受けないことを明らかにした(図表 22)。以上の結果から LRRK2 は Rab 

GTPase をリソソーム膜上でリン酸化することで、Rab GTPase をリソソーム上にリ

クルートする可能性が示された。LRRK2 によるリン酸化部位は Rab GTPase のスイ

ッチ II 領域内に位置しており、この領域は Rab GTPase と他のタンパク質との相互

作用に関わっている。 

Rab GDI (GDP-dissociation inhibitor)は Rab GTPase のゲラニルゲラニル基と相

互作用し、覆い隠すタンパク質である。このゲラニルゲラニル基は Rab GTPase が脂
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質膜に局在する際のアンカーとして必要である。また Rab GEF (guanine-nucleotide 

exchange factor)は Rab GTPase から GDP を解離させ GTP 結合型へと変換させる

タンパク質である。LRRK2 による Rab8a Thr72 のリン酸化は、Rab8a と GDI およ

び GEF との相互作用を低下させることが示されている[82]。また TAK1 は Rab1 の

Thr75 (Rab8a Thr72 と相同な部位)を細胞内でリン酸化し、GEF との相互作用は変

化させないが GDI との相互作用は低下させる[138]。加えて細胞質と膜画分に分画す

るとリン酸化 Rab1 は膜画分でのみ検出され、細胞質が Rab1 はほとんどリン酸化を

受けていないことも示されている。また Rab7 の Ser72 は PTEN により脱リン酸化

され、同部位をリン酸化模倣体に変異させた S72E Rab7 は GDI、GEF およびエフェ

クタータンパク質である RILP との相互作用が低下することも報告されている[139]。

このように Rab GTP スイッチ II 領域のリン酸化は GDI を含め相互作用分子との結

合を低下させることが示されつつある。特に GDI との結合が低下することは 3 つの

研究で一貫して示されており、これにより Rab GTPase のゲラニルゲラニル基が露

出し Rab GTPase が膜へと局在する可能性が考えられる。細胞質の Rab8a、Rab10

はリソソーム膜上の LRRK2 によってリン酸化を受け GDI と解離、その結果近傍の

膜構造であるリソソームに局在するというモデルが考えられる。 

LRRK2 による Rab GTPase のリン酸化は Rab GTPase のリソソーム局在に必要

であると考えられるが、Phos-tag SDS PAGE 解析から予想されるリン酸化 Rab10、

非リン酸化 Rab10 の比率は 1/100 にも満たない(図表 23、24)。CQ 処理時において
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も細胞内のごくわずかの量の Rab10 しかリン酸化を受けていない。これは Rab 

GTPase がリソソームにリクルートされたのち、直ちに脱リン酸化されるというモデ

ルで説明が可能である。また詳しくは後述するが本研究においてリソソームにリクル

ートされた Rab GTPase は機能を持つことが示唆された。しかし過去の報告ではリ

ン酸化 Rab GTPase は活性が抑制されることが示唆されている[82, 139]。リン酸化

を受けてリクルートされた Rab GTPase は、直ちに脱リン酸化されて機能を発揮す

るというモデルは、本研究で示された Rab GTPase のリン酸化がその機能に必要で

あるという結果と、過去の Rab GTPase のリン酸化はその機能を阻害するという報

告の矛盾を解消できる。このモデルに関して模式図を図表 37 に示した。 

Rab GTPase の局在はその機能に深くかかわると考えられているが、特定のオルガ

ネラに局在するメカニズムに関しては不明な点も多い。これまでの研究で Rab 自体

のアミノ酸配列[140]、Rab GEF との相互作用[141, 142]、エフェクターとの相互作

用[143]、が Rab GTPase の局在を規定する因子として報告されている。とくに GEF

に関しては人為的に Rabin8 をミトコンドリアにターゲッティングさせると Rab8a

がリクルートされること[141]、Rab27a GEF である Rab3GEF のノックダウンが

Rab27a の標的オルガネラへの局在を消失させることが報告されており[142]、Rab 

GTPase を特定オルガネラにリクルートする分子であると注目されていた。今回これ

らの要素に加えて新しく、キナーゼによるリン酸化が Rab GTPase のオルガネラ局
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在に関与する可能性が示され、LRRK2 分野だけでなく Rab GTPase の研究分野にお

いても重要な結果であると考えられる。 

ただし本研究において LRRK2 による Rab8a のリン酸化自体が Rab8a の肥大化リ

ソソーム局在に必要であるということを示すデータは、Rab8a T72A 変異体が

LRRK2 によるリクルートを受けないという実験結果のみである。この変異体が

LRRK2 によるリン酸化を受けないという点以外において野生型 Rab8a と同等の性

質を持つということは担保できていない。例えば Rab8a の GEF である Rabin8 は

Rab8a をリクルートする機能を持つが、Rab8a T72A も Rabin8 によるリクルートを

受け、またさらに下流のエフェクター分子をリクルートできることを確認する実験な

どを行い、T72A 変異 Rab8a が Rab8a 本来の正常な機能を失っていないことを示せ

ればさらに説得力が増すものと考える。 

なおリン酸化模倣変異体である Rab8a T72D/E 変異体は単独ではリソソームに局

在せず、加えて LRRK2 によるリクルートも受けないという結果が当研究室で得られ

ている。この結果に関しては第一にリン酸化模倣体が phospho-Rab8a を模倣してい

ない可能性が考えられる。また LRRK2 は Rab8a をリクルートする際にリソソーム

に局在する。このことから Rab8a のリン酸化が重要だとしても、どこでリン酸化を

受けるのかということも重要である可能性も考えられる。リン酸化模倣体は翻訳され

た時点からリン酸化状態を模倣するので「いつ」「どこで」リン酸化を受けるという情

報は得られない。LRRK2 が「リソソーム膜上」で Rab8a をリン酸化することが Rab8a
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のリソソーム局在に重要であるため、リン酸化模倣体はリソソームに局在しない可能

性も考えられる。 

 

5-4 LRRK2の分子機能: LRRK2によるリソソーム肥大化の抑制とリソソームエキソ

サイトーシス制御 

リソソームがストレスを受けると LRRK2 がリクルートされることを明らかにし

た。このことから LRRK2 はストレスを受けたリソソームで機能を持つ可能性が示唆

された。そこで CQ 処理時のにおけるリソソームの形態における LRRK2 の効果を

siRNA による LRRK2 ノックダウン、および低分子化合物による LRRK2 のキナーゼ

活性阻害を行い検討した。その結果 LRRK2 はキナーゼ活性依存的に CQ 処理時のリ

ソソーム肥大化を抑制していることが判明した(図表 25, 26)。加えて LRRK2 はリソ

ソーム内腔酵素の Catepsin D をキナーゼ活性依存的に細胞外に排出していることが

明らかとなった(図表 27)。細胞外への Cathepsin D 排出はリソソームエキソサイト

ーシスと類似した経路であると考えられ、Cathepsin D と共にリソソーム内腔の他の

加水分解酵素、CQ、水などが細胞外へと放出されていると想定される。 

次に LRRK2 によってリクルートされる Rab GTPase が CQ 処理時のリソソーム

肥大化抑制、リソソームエキソサイトーシスに関与するかどうか siRNA によるノッ

クダウンで検討した。その結果 Rab8a+Rab8b のダブルノックダウンでリソソームの

肥大化が亢進することが判明した(図表 29)。Rab10 のノックダウンではこのような
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効果はみられなかったため、リソソーム肥大化抑制における Rab10 の効果はあった

としてもマイナーであると考えられる。一方リソソームエキソサイトーシスは Rab10

ノックダウンで有意に低下した(図表 30)。このことからリソソーム肥大化抑制とリソ

ソームエキソサイトーシスはそれぞれ異なる Rab GTPase によって担われている可

能性が示唆された。LRRK2 は複数種類の Rab GTPase の局在・機能を制御し、それ

ぞれ異なる複数の経路を活性化することでリソソームストレスに応答している可能

性が示唆された。 

リソソームエキソサイトーシスはリソソーム内腔の物質を排出することで、上昇し

たリソソーム内圧を低下させることに寄与している可能性が考えられる。一方で

Rab8 が関与するリソソームの肥大化抑制はリソソーム同士の融合の抑制、またはリ

ソソームの分裂の亢進といった膜輸送制御によって制御されている可能性も考えら

れる。リソソーム肥大化抑制の意義としては、過度な肥大化はリソソームの破裂のリ

スクを上昇させることが知られており、LMP を防いでいる可能性がある。またリソ

ソーム同士の融合を抑制しているのであれば、基質が蓄積したリソソームと健全なリ

ソソームの融合を抑制しリソソームの異常が広がることを防いでいることも想定さ

れる。肥大化抑制の意義を明らかにするためには LRRK2 や Rab8 がどのようなメカ

ニズムで肥大化を抑制しているか明らかにする必要がある。 

 

5-5 Rab7L1-LRRK2-Rab8/10が存在する可能性 
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本研究では Rab7L1 が LRRK2 をリソソームにリクルートすること(図表 15、16)、

また LRRK2 は Rab8a、Rab10 をリソソームにリクルートすることを明らかにした

(図表 20)。加えて Rab7L1 ノックダウンは LRRK2 ノックダウンと同様に CQ 処理時

のリソソームの肥大化を亢進させ、catheosinD 放出を抑制した(図表 28)。また Rab8a

および Rab8b のノックダウンが LRRK2 ノックダウンと同様に CQ 処理時のリソソ

ーム肥大化を亢進させること、また Rab10 のノックダウンが LRRK2 ノックダウン

と同様にCQ処理時のCathepsin D排出を抑制することを明らかにした(図表29, 30)。

さらに LRRK2 によるリソソーム肥大化抑制、リソソームエキソサイトーシスは

LRRK2 のキナーゼ活性依存的であり、また Rab GTPase のリクルートもキナーゼ活

性依存的である。以上のことから Rab7L1 が LRRK2 をリクルートし、LRRK2 はキ

ナーゼ活性依存的に下流の Rab GTPase をリクルートし、それらの Rab GTPase が

膜輸送を制御しリソソームへの機能を発揮すると推論できる。しかしながら本研究で

は直接的に LRRK2 と Rab GTPase が機能的に同一の経路に位置していることを示

す実験は行えておらず、今後の課題である。 

過去の報告から Rab7L1 は生体内においても LRRK2 と共通した機能を有してい

る可能性が示唆されている。Rab7L1 ノックアウトマウスは近位尿細管上皮細胞にお

いてリポフスチン顆粒(自家蛍光)の蓄積や肥大化リソソームの蓄積が見られると報告

されており、本研究結果に一致する部分がある。しかしながら Rab7L1 KO マウス近

位尿細管上皮細胞におけるリソソーム異常程度は Lrrk2 KO マウスにおけるそれと
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比してかなり弱い。Rab7L1 の単独欠損では LRRK2 の機能が完全には阻害されない

可能性、また Rab7L1 は LRRK2 の局在制御以外に late endosome からの逆行性輸送

を制御していると報告されており[144]、このような機能の阻害による表現型でマス

クされている可能性も考えられる。 

一方本研究で LRRK2 の下流因子の 1 つであることが示唆された Rab8a の単独ノ

ックアウトマウスは消化管上皮細胞における極性輸送の異常が報告されている[145]。

また Rab8a KO マウスは生後 3-4 週で死亡し、これは消化管からの栄養吸収不良で

あるためと考えられている。Rab8a KO マウスの近位尿細管上皮細胞ではリソソーム

の数の増加が見られるということだがデータの収載はない。消化管上皮細胞では極性

輸送以上に加え、顕著に肥大化したリソソームが見られる。Lrrk2 KO まうすは消化

管上皮におけるリソソーム異常は見られないが、Rab8 KO では極性輸送障害も併せ

て生じるため、様々なタンパク質の miss transport に伴うリソソームへの負荷が生

じている可能性も否定はできない。生体内において LRRK2 の下流で Rab8 が機能し

ていることを示すためには、腎特異的な Rab8a/b KO マウスの作出や T72A 変異

Rab8a/b ノックインマウスの作出が必要かもしれない。なお Rab10 のノックアウト

マウスは報告がない。 

 

5-6 Rab8a、Rab10の下流分子 
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本研究の結果より Rab8a、Rab8b が CQ 処理時のリソソーム肥大化を抑制し、

Rab10 がリソソームエキソサイトーシスを制御する可能性が示された。ではこれらの

Rab GTPase の下流にはどのような分子が存在するのだろうか。 

Rab GTPase は GTP 結合状態依存的にエフェクタータンパク質と総称される機能

的タンパク質と結合し膜輸送を制御することが知られている。これまでに報告されて

いる Rab8a のエフェクタータンパク質は myosin Vb、MICAL ファミリー、EHBP1-

L1、optineurin、ORCL1 などである。myosin Vb はアクチン線維と相互作用するモ

ータータンパク質であり、Rab8 の下流で様々な小胞の分泌経路に関与することが報

告されている[146-148]。EHBP1L1 は Rab8a の下流で極性輸送を制御することが報

告されており、相互作用分子である Bin1 をリクルートし膜の曲率を制御しエンドソ

ームからの小胞の出芽を制御していると考えられている[149]。一方 Rab10 の既知の

エフェクタータンパク質はあまり知られていないが、SEC16A は Rab10 の下流でイ

ンスリン依存的な GLUT4 の細胞膜への輸送に関与することが報告されている[150]。 

既知のエフェクターの中でリソソームストレス-LRRK2 経路で機能することが特

に示唆されるものは無いが、今後これらエフェクタータンパク質をノックダウンする

などし LRRK2 の下流分子であるかどうか検討する実験が可能である。また未知のエ

フェクタータンパク質が関与している可能性も存在する。一般的に Rab GTPase の

エフェクタータンパク質の探索には酵母ツーハイブリッド法もしくはプルダウンア



92 

 

ッセイが用いられる。これらの実験により新規の Rab8、Rab10 エフェクタータンパ

ク質を同定する必要がある可能性も考えられる。 

またリン酸化 Rab GTPase 特異的なエフェクタータンパク質が存在する可能性も

考えられる。Rab8a、Rab8b、Rab10 は LRRK2 の基質であり[82, 129]、LRRK2 の

キナーゼ活性依存的にリソソームへリクルートされる(図表 20)。LRRK2 による

Rab8aのリクルートにはRab8aのリン酸化が直接関与する可能性が示されており(図

表 22)、リソソーム膜上の Rab GTPase はリン酸化状態で機能する可能性も考えられ

る。このような可能性を考慮する場合リン酸化模倣変異体 Rab GTPase を用いたエ

フェクタータンパク質探索が必要となる。ただし 5-4 で議論した通り、現時点では

Rab GTPase は脱リン酸化状態で機能を発揮することを想定している。 

 

5-7 Rab8、Rab10以外の Rab GTPaseが LRRK2の下流で機能する可能性 

本研究では LRRK2 の下流分子として Rab8a、Rab8b、Rab10 の局在・機能を解析

した。しかしながら LRRK2 の下流で局在が制御される Rab GTPase のスクリーニン

グ的探索では Rab3a、Rab35 も LRRK2 のキナーゼ活性依存的にリソソームにリク

ルートされる可能性が示された(図表 18, 19)。過剰発現タンパク質はしばしば非生理

的な細胞内局在を呈するため、内因性 Rab GTPase の局在を解析することは必須で

あると考えられる。本研究では Rab8a および Rab10 のみ内因性タンパク質の局在解

析が可能であったため、これらの Rab GTPase に着目しその後の研究を進めた。しか
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しながら Rab3a や Rab35 も LRRK2 の下流として機能している可能性が考えられ

る。とくに Rab3a に関しては Rab10 と同様にリソソームエキソサイトーシスに関与

することが報告されており[119]、LRRK2 の下流で機能する可能性も十分に考えられ

る。今後これらの Rab GTPase に関しては一過性の過剰発現でなく安定発現細胞株

を作出し低レベルに発現させた条件下で局在を解析し、スクリーニングの結果を検証

する必要がある。またこれらの Rab GTPase 遺伝子をノックダウンしリソソームに

どのような影響が出るか解析する必要もある。 

また本研究におけるスクリーニングでは Rab10 Thr73 と相同なセリンまたはスレ

オニンを有する Rab GTPase のみに着目した。しかしながらそのようなセリン/スレ

オニンを持たない Rab GTPase が本当に LRRK2 の下流分子とはならないかどうか

解析が必要である。 

 

5-8 ノックダウン実験による機能解析の限界 

本研究では各遺伝子の機能解析のためsiRNAを用いたノックダウンを行っている。

ノックダウン効率は LRRK2、Rab8a、Rab10 に関しては WB でそれぞれ確認してい

る(図表 30、33)。しかしながら Rab7L1、Rab32、Rab38、ATG5、ATG7、ATG16L1、

p22、Rubicon については抗体が無くノックダウンの効率を担保できてはいない。し

かしながら Rab7L1、ATG5、ATG7、ATG16L1、p22、Rubicon のノックダウンに関
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しては LRRK2 のリソソーム局在、ファゴソーム局在を抑制するという細胞レベルで

の表現型が確認できたため、ノックダウンの効果があると判断した。 

また siRNA によるノックダウンではタンパク質レベルでのノックダウン効率がそ

のままそのタンパク質の機能抑制の程度を示すとは限らないという問題点もある。そ

れぞれのタンパク質には予備能があり、その予備能を越えて一定程度以上の発現抑制

が起こらなければ機能抑制にはつながらないと考えられる。一方ノックアウトでは発

現がゼロになるため機能も完全に喪失すると考えられている。従ってノックダウンに

より特定の機能が低下しても、その遺伝子が機能にどの程度関与しているのか、ある

いは必須なのかといったことまでは解明できず、そのような場合にはノックアウトを

用いた実験が必要だろう。またノックダウンで表現型が見られずとも、ノックダウン

効率が不十分である可能性を除外できない。そのため例えば Rab32/38 がが LRRK2

のリソソーム局在に関与しないということを示す際にはノックアウトの実験が好ま

しい。 

 

5-9 LRRK2のリソソームストレス応答機能の細胞種を越えた保存性 

CQ 処理による LRRK2 のリソソーム局在はマクロファージ系培養細胞 RAW264.7

細胞や骨髄幹細胞由来マクロファージにおいて特に高効率に誘導された(図表 5g)。マ

クロファージは貪食細胞でありV-ATPaseや加水分解酵素などリソソーム系遺伝子の

発現が高いことで知られており、同様にリソソーム恒常性維持経路に関わる遺伝子の
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発現も高い可能性が考えられる。一方で HEK293 細胞、3T3-Swiss albino 細胞でも

CQ による LRRK2 のリソソーム局在は確認された(図表 5h, i)。したがって LRRK2

のリソソームストレス応答は多くの細胞で保存されている経路であることが示され

た。加えて本研究において RAW264.7 細胞において LRRK2 は CQ 処理時のリソソ

ーム肥大化を抑制していることを示したが(図表 25, 26)、HEK293 細胞に野生型

LRRK2 を過剰発現させた場合も同様にリソソームの肥大化が抑制されることが当研

究室において示されている。したがってリソソームへの局在変化だけでなく、肥大化

抑制という LRRK2 の機能も RAW264.7 細胞および HEK293 細胞で共通していると

ことが示されている。また HEK293 細胞では過剰発現実験ではあるが、LRRK2 によ

る Rab 8a、10 のリクルートに関しても RAW264.7 細胞と HEK293 細胞で同様に確

認している(図表 18, 20)。したがって内因性 LRRK2 の発現および機能が高いと推察

される RAW264.7 細胞を用いた分子細胞生物学的な解析結果は、他の細胞種にも適

用できるものであると考えられる。ただし本研究では神経細胞において LRRK2 のリ

ソソーム局在が見られるかどうかは検討できていない。初代培養マウス大脳皮質神経

細胞に対し CQ 処理を行ったが細胞毒性が強く解析ができなかった。神経細胞におけ

る実験はさらに条件を検討して続行する必要がある。 

なお骨髄幹細胞由来マクロファージ及び RAW264.7 細胞では CQ 処理による

LRRK2 のリソソーム局在は 3 時間程度で十分に誘導できた。しかしながら HEK293

細胞では 12 時間の CQ 処理では不十分で 24 時間必要であった。HEK293 細胞で CQ
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処理時間がこれほど長く必要な理由として新規の遺伝子発現を介している可能性が

考えられる。CQ 処理は転写因子 TFEB を活性化しリソソーム・マクロオートファジ

ーに関与する遺伝子群の発現を亢進させることが知られている[120]。また TFEB の

関与は直接的には示されていないが、CQ と同様に TFEB を活性化させるスクロース

処理を行うと Rab7L1 の発現が亢進することも報告されている[151]。オートファジ

ー関連遺伝子、Rab7L1 は本研究において LRRK2 のリソソーム局在を制御する遺伝

子である可能性が示唆されており、CQ 長時間投与による遺伝子発現の変化が、

LRRK2 の CQ への応答性を変化させている可能性は十分に考えられる。 

 

5-10 LRRK2のリソソーム局在と機能の関連 

本研究において LRRK2 は CQ 処理時にリソソームに局在すること、CQ 処理時に

LRRK2がRabをキナーゼ活性依存的に LRRK2陽性リソソームにリクルートするこ

と、CQ 処理に LRRK2 はリソソーム肥大化の抑制と排出を制御することを明らかに

した。これらの結果から LRRK2 は障害を受けたリソソームに特異的にリクルートさ

れ、そのリソソームのストレス応答を制御する可能性が示唆された。障害を受けたミ

トコンドリア上では特異的に PINK1、parkin が活性化され障害ミトコンドリア特異

的なマクロオートファジーが誘導されるが、同様に内腔に物質が蓄積し肥大化したリ

ソソームに関しては LRRK2 がリクルートされ、Rab GTPase を介した膜輸送制御に
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よるストレス応答が被ストレスリソソーム特異的に行われている可能性が考えられ

る。 

しかし本研究ではLRRK2のリソソーム局在がその機能に必須であるかどうかに関

して厳密には示せていない。これを示すには、例えばキナーゼ活性は有するがリソソ

ーム局在はみられない変異型 LRRK2 を作出し、この変異体はリソソームストレスへ

の機能を喪失するなどの実験が必要である。また PINK1 に関しては人為的にミトコ

ンドリアや他のオルガネラにターゲッティングさせると、標的オルガネラに parkin

がリクルートされさらにマクロオートファジーが誘導されることが報告されている

[152]。このような実験系を用いて、LRRK2 をリソソームに強制的にターゲッティン

グさせた際に Rab GTPase がリクルートされるかどうかを解析し、LRRK2 のリソソ

ーム局在が LRRK2 の機能発揮に十分であるかどうかを検討することも重要であろ

う。 

 

5-11 オートファジー分子と LRRK2のリソソーム局在 

LRRK2 のリソソーム局在が LC3 associated phagocytosis (LAP)およびそれと類

似する分子経路の下流で制御されている可能性が示された。CQ 処理及び zymosan 貪

食は共にリソソーム/ファゴリソソームの 1 重膜への LC3 のリクルートを誘導するこ

とが知られている[107, 113]。そして CQ 処理及び zymosan 貪食は LRRK2 をリソソ

ーム/ファゴリソソームへとリクルートし、LRRK2 は LC3 と共局在した(図表 32)。
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LC3 のリクルートに必要な遺伝子である ATG5、ATG7、ATG16L1 をノックダウン

すると、CQ 処理時の LRRK2 リソソーム局在が抑制された(図表 34)。また LAP に

おいて LC3 誘導に必要な遺伝子である ATG5、ATG16L1、p22phoxのノックダウンに

より、LRRK2 のファゴリソソームへのリクルートが抑制された(図表 36)。以上の結

果からオートファジー関連分子はLRRK2のリソソーム局在を制御することが示され

た。ATG5 ノックダウンでは LRRK2 のリソソーム局在がコントロールの半分程度に

抑制されたが、siRNA を用いたノックダウンの結果であるため ATG5 が LRRK2 の

リソソーム局在に必須であるかどうかは ATG5 ノックアウト細胞を用いたさらなる

検討が必要であると考えられる。 

LAP および CQ 処理によるリソソームへの LC3 リクルートでは、飢餓誘導オート

ファジーにおける LC3 脂質化とは異なり ULK1/2、ATG13 などを必要としないこと

が知られている。LRRK2 がマクロオートファジーではなく LAP 関連経路の下流で

リソソームに局在することを示すためにはこれらの遺伝子がLRRK2リソソーム局在

に関与しないことを示す必要がある。しかしながら siRNA を用いたノックダウン実

験では、ノックダウンで LRRK2 のリソソーム局在が抑制されなかったとしても、ノ

ックダウン効率が十分でなかった可能性を否定できない。そのためノックアウト細胞

を用いた検討が必要となる。しかしながら本研究ではノックアウトマウスを準備でき

ず骨髄幹細胞由来マクロファージを用いた検討はできておらず、また RAW264.7 細

胞は遺伝子発現が困難で CRISPER/Cas9 システムによるノックアウト細胞作出にも
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至らなかった。ノックアウト細胞を用いて ATG5、ULK1/2 を含む各オートファジー

関連遺伝子がLRRK2のリソソーム局在へどのように関与するか解析することは今後

の課題である。 

オートファジー関連分子はどのようなメカニズムでLRRK2をリソソームにリクル

ートするのだろうか。LRRK2 は膜貫通ドメインや膜結合領域などを持たないタンパ

ク質であり、脂質修飾なども知られていない。そのため別の膜局在タンパク質と相互

作用しリソソームに局在すると考えられる。LRRK2 と相互作用する分子がオートフ

ァジー分子依存的にリソソーム膜にリクルートされる、もしくはリソソーム膜上のタ

ンパク質とLRRK2の相互作用がオートファジー分子依存的に制御されている可能性

が考えられる。ATG8 ホモログは LC3-intercting region (LIR)モチーフと呼ばれる配

列を持つタンパク質と相互作用することが知られている。p62 など選択的オートファ

ジーの受容体は LIR モチーフを持ち LC3 と相互作用することが知られているが、他

にもオートファゴソームの形成・成熟に関わる様々なタンパク質が LIR モチーフを

持つことがこれまでに報告されている[153]。マクロオートファジーにおいては

Rab33b の Rab GAP である TBC1D25 や Rab7 のエフェクターである FYCO1 が

LC3 と相互作用し、オートファゴソームの成熟に関与することが知られている[126, 

154]。またトキソプラズマ感染によって誘導される LAP 経路においては、ATG8 ホ

モログの内 GABARAP サブファミリー分子が低分子 G タンパク質である Arf1 と相

互作用し活性化、これによりさらに下流の免疫関連低分子 G タンパク質がトキソプ



100 

 

ラズマを囲む小胞にリクルートされてくることが報告されている[155]。このように

ATG8 ホモログ分子によってリクルートないし活性化される分子が存在し、そのよう

な分子の下流で LRRK2 のリソソーム局在が制御されている可能性が考えられる。 

本研究においてLRRK2をリソソーム膜上にリクルートする際のアダプター分子の

候補として Rab7L1 を見出した。Rab7L1 は LRRK2 と直接相互作用することが報告

されている[56, 57]。Rab7L1 はトランスゴルジに局在すると報告されており[56, 144]、

本研究においても EGFP-Rab7L1 を HEK293 細胞に発現させると定常状態において

はトランスゴルジマーカーの TGN46 と共局在することを確認した(図表 14a)。しか

しながら Rab7L1 を発現した HEK293 細胞に対し CQ 処理を行うと Rab7L1 はリソ

ソームマーカーLAMP1 と共局在した(図表 14b)。加えて RAW264.7 細胞の内因性

Rab7L1 をノックダウンすると、CQ 処理時による LRRK2 のリソソーム局在が抑制

された(図表 16)。この効果は Rab7L1 と近縁の Rab GTPase である Rab32、Rab38

のノックダウンでは見られなかったことから Rab7L1 特異的であることが示唆され

た。RAW264.7 細胞における内因性 Rab7L1 の局在は染色可能な抗体が存在しないた

め解析できていないが、HEK293 細胞を用いた実験の結果を外挿すると、RAW264.7

細胞においても CQ 処理時に Rab7L1 はゴルジ体からリソソームへと移行すると考

えられる。そして LRRK2 と結合し LRRK2 をリソソーム膜へリクルートしている可

能性が考えられる。 
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本研究では Rab7L1 とオートファジー分子の関係については全く解析できていな

い。しかしながら両者ともにノックダウンを行うと LRRK2 のリソソーム局在が抑制

されるという結果が得られている。このことから Rab7L1 とオートファジー分子の関

係について 

1) 異なる独立の経路で LRRK2 のリソソーム局在を制御する 

2) Rab7L1 のリソソーム局在はオートファジー分子によって制御される 

3) オートファジー分子の活性が Rab7L1 によって制御される 

4) オートファジー分子と Rab7L1 は独立にリソソーム上に集積・活性化し、協調

して LRRK2 リクルートに寄与する 

などの可能性が考えられる。Rab7L1 が LRRK2 に直接結合しリソソームにリクルー

トする分子であると仮定すると、(3)の可能性は否定的である。(4)の可能性に関して

は例えばオートファジー分子がリソソーム上の Rab7L1 と LRRK2 の結合を亢進さ

せるなどの可能性が考えらえる。この場合 Rab7L1 とオートファジー分子は互いの局

在には影響を及ぼさないが、両者ともにLRRK2のリクルートに関与することになる。

Rab7L1、オートファジー分子、LRRK2 の 3 社の関係に関しては今後の検討課題で

はあるが、少なくとも LRRK2 のリソソーム局在を Rab7L1 が制御する可能性、オー

トファジー分子が制御する可能性は、それぞれ相反するものではないと考えられる。 

 

5-12 CQ処理による LRRK2機能解析の限界と有用性 
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本研究で LRRK2 の分子機能解析を行うにあたり、多くの実験で CQ 処理を行って

いる。CQ は人工的なリソソーム指向性試薬であり、細胞内に無数に存在するすべて

の酸性コンパートメントに急激に蓄積し強いストレスを与える。そのため CQ による

リソソームストレスが人工的なものであり生理的に生じうるストレスではないとい

う批判が十分に想定される。しかしながら以下のような理由で LRRK2 は生体内にお

けるリソソームストレスにも応答している可能性が考えられる。 

まず定常状態の培養細胞においても一定の割合でLRRK2のリソソーム局在が観察

されるという点が挙げられる。CQ 処理は LRRK2 陽性の肥大化リソソームを有する

細胞の割合を上昇させるが、定常状態でもわずかではあるがリソソーム局在は観察さ

れる(図表 4)。定常状態において細胞内には無数の小型リソソームと少数の肥大化リ

ソソームが混在しており、LRRK2 は肥大化リソソームに特異的に局在している。こ

のような定常状態における LRRK2 の肥大化リソソーム局在は RAW264.7 細胞、3T3 

Swiss albino 細胞、3×FLAG LRRK2 安定発現 HEK293 細胞とこのことから少なく

とも培養細胞においては定常状態においても過積載負荷により肥大化したリソソー

ムは低頻度ながら出現しており、LRRK2 はこのようなリソソームにリクルートされ

ていることが示唆される。培養細胞での観察結果が生体内に存在する細胞に対して直

ちに外挿できるわけではないが、生体内においても一定の頻度で被ストレスリソソー

ムの出現とそれに対する LRRK2 の応答が生じている可能性が考えられる。 
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2 つ目の根拠として貪食細胞に特異的なストレスではあるが、zymosan の貪食過程

においても LRRK2 がファゴリソソームにリクルートされることが挙げられる。この

ことはまずマクロファージにおいてはその細胞の生体内における主要な機能の 1 つ

である貪食過程でリソソーム/ファゴリソソームストレスが生じ LRRK2 の応答が誘

導されうるということを示唆している。加えて CQ という人工的で強力なリソソーム

ストレス誘導剤のみならず生体内で生じうる強さのストレスでもLRRK2がリソソー

ムにリクルートされる可能性が十分にあることが示唆される。 

最後に Lrrk2 KO マウスの表現型として近位尿細管上皮細胞における加齢依存的

なリソソームの異常が見られるという点が挙げられる。LRRK2 機能喪失がどのよう

なメカニズムで近位尿細管上皮細胞におけるリソソーム異常を生じさせるかについ

ての考察は次節で述べるが、近位尿細管はエンドサイトーシス活性が高くリソソーム

への負荷が多いと考えられる。従って少なくとも近位尿細管においては LRRK2 がリ

ソソームストレスに応答している可能性が考えられる。 

本研究では CQ 処理時に LRRK2 がキナーゼ活性依存的に Rab8/10 をリソソーム

にリクルートし、リソソームの形態維持と排出を制御していることを明らかにした。

CQ 処理は定常状態では低頻度である LRRK2 のリソソーム応答を高度に誘導するこ

とで、その分子細胞生物学的な機能解析を容易にするという利点があると考えられる。

今後の検討に関しても例えば LRRK2 の下流で Rab8/10 やそのエフェクタータンパ

ク質を含めどのようなタンパク質がリクルートされるか網羅的に解析を行うような
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場合には CQ 処理は強力なツールとなると考えられる。一方で LRRK2 のリソソーム

ストレス応答が生体内においてどのような意義を持つのかに関してさらに解析する

ことも今後の課題の 1 つである。 

 

5-13 本研究から推測される Lrrk2 KOマウス表現型の発症メカニズム 

LRRK2 ノックアウトマウスの主たる表現型は腎臓近位尿細管における加齢依存的

なリソソームの増加・肥大化およびリポフスチンの沈着である。近位尿細管上皮細胞

は 2 種類の受容体 megalin、cubilin を発現しており、これはタンパク質や低分子化

合物を含め原尿中の様々な物質の再吸収に関与している[156]。原尿中のタンパク質

はこの受容体に結合しエンドサイトーシスによって近位尿細管上皮細胞内に取り込

まれリソソームにて分解されるが、これによりリソソームに強い負荷がかかることが

示唆されている[157]。 

本研究では、LRRK2 はリソソームへの過積載負荷に応答し、ストレス軽減に寄与

している可能性を示した。この結果と Lrrk2 KO マウスの表現型を併せて考えると、

エンドサイトーシス活性が高くリソソームへの基質流入が多い近位尿細管上皮細胞

において、LRRK2 はリソソームのストレスを軽減し過剰な基質の排出とリソソーム

肥大化の抑制を担っている可能性が考えられる。LRRK2 が欠損するとリソソームス

トレスに対する抵抗性が失われ、リソソームの肥大化および分解に失敗したリソソー

ム基質の残骸であるリポフスチンの蓄積が生じると考えられる。Lrrk2 KO マウスで
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は各種リソソーム遺伝子の発現量が亢進していることが報告されているが、これはリ

ソソームストレス上昇により代償的に転写因子 TFEB が活性化したためである可能

性が考えられる。また Lrrk2 KO マウスで見られる p62 の蓄積はリソソーム機能低

下による 2 次的なものである可能性が考えられる。 

実際に Lrrk2 KO マウスにおける腎臓の表現型がリソソーム過積載負荷によるも

のであることを示すためには、megalin の近位尿細管特異的ノックアウトと掛け合わ

せて Lrrk2 KO の表現型がレスキューできること、Lrrk2 KO マウスに人為的にタン

パク尿を誘導するとリソソーム負荷がさらに上昇し表現型が増悪することなどの実

験を行う必要がある。これらの実験は LRRK2 の生理機能解明を通じた PD 発症メカ

ニズム解明という目的に鑑みては不必要であるかもしれない。しかしながら megalin

を介したリソソーム過積載負荷は生活習慣病による腎不全発症に関与する可能性が

示唆されている[157]。現在 megalin を介したエンドサイトーシス部分に着目して研

究がおこなわれているが、そこに加えエンドサイトーシス後の LRRK2 によるリソソ

ーム保護の観点からリソソーム過積載負荷と腎機能の関係を解析することで、さらに

研究を発展させることが可能であるかもしれない。 

 

5-14 生体内におけるリソソームストレス：リソソームの老化 

一部前節の内容と重複するが、改めて生体内においてリソソームストレスを生じう

る要因について考察する。本研究において LRRK2 はリソソームストレスに応答して
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いることが示された。Lrrk2 KO マウスは加齢依存的に近位尿細管リソソームの肥大

化とリポフスチン蓄積を呈する。加えて近位尿細管における表現型は CQ 投与による

リソソームストレスで加速されるという結果が、当研究室において得られている。以

上から生体内において、少なくともマウス近位尿細管では加齢依存的なリソソームス

トレスが存在し、LRRK2 はそのストレスに応答していると考えられる。 

マウスより長寿なヒトにおいては腎臓に加え脳・心筋など様々な臓器・組織におい

て加齢依存的なリソソームの肥大化やリポフスチンの蓄積といった変化が生じるこ

とが知られている。このことから特に高齢のヒトにおいては近位尿細管のみならず多

くの組織でリソソームに対するストレスが生じている可能性が考えられる。 

このような加齢依存的なリソソームの変化・リソソームへのストレスを生じさせる

要因として①リソソームの加水分解能の低下、②凝集性タンパク質の蓄積、③ミトコ

ンドリアの機能異常が考えられる。in situ におけるリソソームの活性を評価する手

法が確立されていないため加齢依存的なリソソーム機能の変化を直接的に検討する

研究は行われていないが、タンパク質の分解速度は加齢依存的に低下することからリ

ソソームの分解機能も加齢依存的に低下していると考えられている[158]。tau や-

synuclein、huntingtin など凝集性タンパク質がマクロ―トファジーの基質となりリ

ソソーム内腔へ輸送されることが報告されている。凝集し分解を受けにくいタンパク

質がリソソームに蓄積し、ストレスを引き起こしている可能性も考えられる。加えて

ミトコンドリアの酸化ストレスがリソソームにストレスを引き起こす可能性も提唱
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されている[159]。ミトコンドリアで発生した活性酸素は近傍のリソソーム内部に浸

透し内部のタンパク質などを酸化する。酸化されたタンパク質は加水分解に対し抵抗

性となり蓄積しリポフスチンとなる。加齢依存的なミトコンドリアの機能異常が二次

的にリソソームの老化を引き起こす可能性も考えられる。 

これらの複数の要因により生体内においてもリソソームの過積載負荷が生じてい

る可能性が考えられる。LRRK2 と老化によるリソソームストレスとの関係を明らか

にするためにはさらなる検討が必要である。 

 

5-15 パーキンソン病と LRRK2の関係に関する今後の展望 

LRRK2 の正常機能に関する本研究は直接的にパーキンソン病(PD)発症機序解明を

目指すものではないが、LRRK2 によるパーキンソン病発症機序の研究においても大

きな意義があると考えられる。過去の LRRK2-パーキンソン病研究は、LRRK2 が常

染色体優性家族性 PDの原因遺伝子であることから LRRK2 の変異効果に着目した研

究がほとんどであった。そのようなマウスをはじめとするモデル動物、もしくは in 

vitroで細胞に FPD変異型 LRRK2 を発現させ野生型 LRRK2 を発現させた場合と比

較するという手法が用いられている。しかしながらこれまで数多くの研究がなされて

きたにもかかわらず現在のところLRRK2変異がヒトでどのようにパーキンソン病を

引き起こすのかは明らかでない。 
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変異型 LRRK2 を用いた解析だけでは限界がある中で、野生型 LRRK2 がどのよう

な性質・機能を有しているのかという知見も重要であると考えられる。本研究では

LRRK2 の正常機能、すなわち本来 LRRK2 は①どのような刺激を受けた際に、②細

胞内のどこで、③どのような基質をリン酸化し、④リン酸化によって基質にどのよう

な変化をもたらし、⑤最終出来にどのような機能を発揮するのか、という点について

分子細胞生物学的に解析を行った。その結果 LRRK2 はリソソームにストレスが加わ

った際に、リソソームに局在変化し、Rab8/10 をリン酸化し、それらの Rab GTPase

をリソソームにターゲッティングさせ、リソソームストレスを軽減するという機能を

有している可能性が考えられた。 

本研究の結果から Rab8/10 のリン酸化はリソソームターゲッティング及びリソソ

ームストレスへの抵抗に関与することが考えられる。そして Rab GTPase のリン酸

化は LRRK2 によるパーキンソン病発症に深く関係することが示唆されている。複数

同定されている LRRK2 の家族性 PD 変異はすべて例外なく Rab GTPase に対する

リン酸化を亢進させる[82, 133]。LRRK2 の基質はこれまで多数報告されているが、

LRRK2 変異全てでリン酸化が上昇するものは報告されていなかった。自己リン酸化

や人工基質へのリン酸化も変異によって上昇するものとしないものがあり、家族性

PD 変異で一貫した結果は得られていなかった。その中で Rab GTPase に対するリン

酸化は LRRK2 変異で一貫して上昇することが報告され、パーキンソン病発症に関わ

る重要な基質であることが強く示唆された。従って LRRK2 によるリソソームストレ
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ス応答がパーキンソン病発症に関係がある可能性も十分に考えられる。加えて DLB、

PD 患者の脳病理組織において LRRK2 が肥大化リソソームに局在すること[159]、

Rab7L1 は GWAS にて孤発性 PD のリスク遺伝子産物である可能性が報告されてい

ること[45]からも、Rab7L1-LRRK2-Rab8/10 経路が PD 発症に関与する可能性を示

唆される。 

加えて本研究で LRRK2 はリソソームストレス時に局在を変化させ Rab10 のリン

酸化を亢進させることから、リソソームストレス時に特に機能する可能性が示された。

これまで変異型LRRK2発現による表現型解析をリソソームストレス下で行った研究

は無く、このような条件下では新しい LRRK2 の変異効果が判明する可能性もある。 

変異型 LRRK2 による PD の発症機序、および孤発性 PD 一般の発症機序解明は今

後の大きな研究課題であるが、LRRK2 の正常機能解明はその基礎として重要な知見

をもたらすものであると考えられる。 
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図表 1 LRRK2の分子構造 

LRRK2 の構造の模式図を示した。LRRK2 は N 末から順に LRRK2-specific repeat 領域、LRR

ドメイン、Roc ドメイン、COR ドメイン、キナーゼドメイン、WD40 ドメインを持つ。 

Roc ドメインは GTP 結合能と GTPase 活性を持ち、キナーゼドメインはセリン/スレオニンキナ

ーゼ活性を持つ。また家族性 PD に連鎖した変異を図中に示した。 
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図表 2 家族性パーキンソン病の原因遺伝子 

これまでに同定されている家族性パーキンソン病原因遺伝子のうち、代表的なものを列挙した。 

 

 

 

 

 

 

遺伝子 機能 遺伝様式 Lewy小体

SNCA 不明 常染色体優性 出現する

LRRK2 セリン/スレオニンキナーゼ 常染色体優性 出現する

VPS35 レトロマーサブユニット 常染色体優性 剖検例無し

CHCHD2 ミトコンドリアタンパク質 常染色体優性 剖検例無し

PINK1 ミトコンドリアセリン/スレオニンキナーゼ 常染色体劣性 出現しない

parkin E3ユビキチンリガーゼ 常染色体劣性 出現しない

DJ-1 不明 常染色体劣性 剖検例無し

ATP13A2 リソソーム膜タンパク質 常染色体劣性 剖検例無し
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図表 3 本研究において使用した 1次抗体 

本研究で実験に使用した 1 次抗体をリスト化した。ICC: 免疫細胞化学、WB: イムノブロッティ

ング、※: 東京大学薬学系研究科機能病態教室より供与。 

 

 

 

抗原 メーカー クローン 使用実験及び希釈倍率

FLAG Sigma Aldrich M2 ICC 1:500
LRRK2 abcam MJFF2 (c41-2) ICC 1:250、WB 1:1000
LRRK2 Neuromab N138/6 ICC 1:125
LRRK2 MRC PPU UDD3 ICC 1:250

pLRRK2 (pSer935) abcam UDD2 10(12) WB: 1:1000
Rab8a abcam ERP14873 ICC 1:500、WB 1:1000
Rab10 CST D36C4 ICC 1:250、WB 1:1000
pRab10 ※ Rabbit pAb WB 1:1000
LAMP1 Bio-Rad 1D4B ICC 1:1000、WB 1:1000
LAMP1 CST D2D11 ICC 1:250
TGN46 Serotec AHP500GT (Sheep pAb) ICC 1:250

CathepsinD abcam ERP3057Y WB 1:1000
p62 Abnova 2C11 ICC 1:250

Galectin-3 BioLegend M3/38 ICC 1:500
LC3 MBL 4E12 ICC 1:50
LC3 CST D3U4C WB 1:1000
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図表 4 定常状態の細胞において LRRK2は肥大化したリソソームに局在する 

RAW264.7 細胞(上段)、3T3-Swiss albino 細胞(中段)、3×FLAG LRRK2 stable HEK293 細胞(下

段)における LRRK2 の細胞内局在。細胞は 4% PFA で固定後 100% EtOH 処理を行い染色した。

RAW264.7 細胞、3T3-Swiss albino 細胞においては内因性 LRRK2 を anti-LRRK2 (MJFF2 c41-

2)抗体で、3×FLAG LRRK2 stable HEK293 細胞においては過剰発現 LRRK2 を anti-FLAG 

(M2)抗体で染色した。白枠の領域を拡大し、右列に示した。 

スケールバー: 10 m。 
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図表 5 LRRK2は CQ処理により肥大化したリソソームに局在する 

(a-f) RAW264.7 細胞(a, b)、3T3-Swiss albino 細胞(c, d)、3×FLAG LRRK2 stable HEK293 細胞

(e, f)における LRRK2 の細胞内局在を解析した。定常状態ではほとんどの細胞で LRRK2 は細胞

質に局在したが(a, c, e)、クロロキン処理を行うとリソソームが肥大化しその一部に LRRK2 が局

在した(b, d, f)。スケールバー: 10 m、矢印: LRRK2 陽性肥大化リソソーム。 

(g, h, i) 各細胞における LRRK2 陽性リソソームを持つ細胞の割合を定量した。mean SEM, n 

= 3, *P < 0.05, ****P < 0.0001, t test, 各実験の各条件において 100 細胞以上(RAW264.7 細胞: 

152-291 cells, 3T3-Swiss albino 細胞: 101-194 cells, HEK293 細胞: 220-261 cells)を解析した。 

  

g 

h 
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図表 6 CQ処理は LRRK2量を変化させない 

(a) CQ 処理を行った RAW264.7 細胞における LRRK2、LAPM1、-tubulin タンパク量を WB で

解析した。 

(b) -tubulin で規格化した LRRK2 タンパク量。mean SD, n = 4, ns: not significant, t test。 

(c) -tubulin で規格化した LAMP1 タンパク量。mean SD, n = 4, ns: not significant, t test。 
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図表 7 CQ処理時のリソソーム肥大化と LRRK2局在変化の経時変化 

(a) CQ 処理時のリソソーム肥大化(赤線)と LRRK2 のリソソーム局在(緑線)に関する定量結果。リ

ソソームサイズは各時点において 20 細胞以上の細胞に対し最も肥大化したリソソームの断面積

を定量し、mean SD で示した。LRRK2 のリソソーム局在は同様の実験を 3 回行い定量し(各実

験の各条件に付いて 91-148 細胞を解析)、mean SEM で示した。 

(b) 代表的な細胞の免疫染色像を示した(緑: LRRK2、赤: LAMP1、青: DRAQ5)。アスタリスク: 

肥大化リソソーム、矢印: LRRK2 陽性リソソーム、スケールバー: 10 m。 

 

  

a 
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図表 8 EtOH、TCA処理は anti-LRRK2 (MJFF2 c42-2)抗体による染色を増強させる 

RAW264.7 細胞に対し CQ 処理を行い 4% PFA で固定した。固定後のサンプルを DPBS 処理(上

段)、100% EtOH 15 分処理(中段)、10% TCA 15 分処理(下段)した後、anti-LRRK2 抗体(MJFF2 

c41-2)で染色した。固定後の EtOH 処理または TCA 処理で LRRK2 の染色性が上昇した。 

矢印: LRRK2 陽性リソソーム, スケールバー 10 m。 
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図表 9 LRRK2抗体による内因性 LRRK2染色は特異的である 

(a) anti-LRRK mAb のエピトープ部位模式図 

(b) RAW264.7 細胞に対し CQ 処理を行い内因性 LRRK2 を複数のモノクローナル抗体(ラビット

モノクローナル抗体である MJFF2 c41-2、UDD3 30、およびマウスモノクローナル抗体である

N138/6)で染色した。 

矢印: LRRK2 陽性リソソーム, スケールバー 10 m。 

(c) Lrrk2 ヘテロノックアウトおよびホモノックアウトマウス由来の BMDMに対し CQ 処理を

行い内因性 LRRK2 を染色した。ヘテロノックアウト細胞でのみ LRRK2 のリソソーム局在が観

察された。矢印: LRRK2 陽性リソソーム, スケールバー 10 m。  

a 

b 

c 
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図表 10 CQ処理による浸透圧ストレスが LRRK2の局在変化を誘導する 

(a-e) RAW264.7 細胞に対し記載した薬剤処理を 3 時間行い LRRK2 と LAMP1 を染色した。 

矢印: LRRK2 陽性リソソーム, スケールバー 10 m。 

(f) a-e と同様の条件の実験を計 3 セット行い、LRRK2 のリソソーム局在頻度を定量した。 

mean SEM, n = 3, one-way ANOVA with Tukey’s test, ****P < 0.0001。 

各実験の各条件において 171-390 細胞を解析した。 

  

f 
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図表 11 CQ処理による浸透圧ストレスが LRRK2の局在変化を誘導する 

RAW264.7 細胞を LysoTracker Red DND99 を含む培地で培養し BafA1 処理後の蛍光を Live 

Imaging で撮影した。破線: 細胞の輪郭, スケールバー: 20 m。 
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図表 12 BafA1の長時間投与は LRRK2のリソソーム局在を誘導する 

(a) RAW264.7 細胞を記載の時間 BafA1 で処理し LRRK2 陽性リソソームを持つ細胞の割合を定

量した。mean SEM, n = 4, One-Way ANOVA with Tukey’s test, **P < 0.01, ****P < 0.0001。

各実験の各条件において 112-454 細胞を解析した。 

(b) BafA1 12 時間処理時の代表的な細胞の免疫染色像。 

矢印: LRRK2 陽性リソソーム, スケールバー 10 m。 

  

a 
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図表 13 LRRK2は zymosanを取り込んだファゴリソソームの一部に局在する 

RAW264.7 細胞に対し zymosan を与え 1 時間後に固定、LRRK2 の局在を解析した。アスタリス

ク: zymosan を取り込んだファゴリソソーム、矢印: LRRK2 陽性ファゴリソソーム、スケールバ

ー: 10 m 
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図表 14 Rab7L1は CQ処理時にリソソームに集積する 

(a) HEK293 細胞に EGFP-Rab7L1 を過剰発現し、定常状態における細胞内局在を解析した。 

(b) Rab7L1 を過剰発現し HEK293 細胞に対し CQ処理を行い Rab7L1 の局在を解析した。 

スケールバー: 10 m。 
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図表 15 Rab7L1過剰発現は LRRK2のリソソーム局在を促進する 

(a) 3×FLAG LRRK2 stable HEK293 細胞に EGFP-Rab7L1 を過剰発現し、Rab7L1、LRRK2 の

局在を解析した。スケールバー 10 m、矢印 Rab7L1-LRRK2 陽性リソソーム。 

(b) EGFP または EGFP-Rab7L1 を過剰発現させた 3×FLAG LRRK2 stable HEK293 細胞に対

し CQ処理を行い LRRK2 のリソソーム局在を定量した。統計解析は Fisher の正確確立検定を用

いた。****p<0.0001。 
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図表 16 Rab7L1ノックダウンは LRRK2局在変化を抑制する 

(a) RAW264.7 細胞に対し non-target (上段)または Rab7L1 (下段)に対する siRNA を導入し CQ

処理を行った。写真は z-stack の maximal projection。 

(b) a で示した実験を含む各種 siRNA を導入した際の LRRK2 のリソソーム局在を定量。 

mean  SEM, n=3, one-way ANOVA with Tukey’s test。各実験セットの各条件で 440-550 細胞を解析

した。 

  

a 

b 
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図表 17 Rab GTPaseのアラインメント解析 

ヒトの各 Rab GTPase アミノ酸配列をアラインメント解析結果。Rab8A Thr72 と相同な部位に

セリン/スレオニンが保存されているものに関しては赤色で示した。 
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図表 18-1 Rab3a, Rab8a, Rab10, Rab35はキナーゼ活性を有する LRRK2とのみ共局在する 

野生型もしくはキナーゼ活性喪失型変異(K1906M 変異、KM と記載)LRRK2 を安定に発現する

HEK293 細胞に各種 EGFP-Rab GTPase を遺伝子導入しクロロキン処理を行った。Rab1a～

Rab10 までのデータを本ページに示す。 

矢印: LRRK2 陽性かつ Rab 陽性リソソーム、矢頭: LRRK2 陽性だが Rab 陰性リソソーム。  
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図表 18-2 Rab3a, Rab8a, Rab10, Rab35はキナーゼ活性を有する LRRK2とのみ共局在する 

野生型もしくはキナーゼ活性喪失型変異(K1906M 変異、KM と記載)LRRK2 を安定に発現する

HEK293 細胞に各種 EGFP-Rab GTPase を遺伝子導入しクロロキン処理を行った。Rab12～

Rab29 までのデータを本ページに示す。 

矢印: LRRK2 陽性かつ Rab 陽性リソソーム、矢頭: LRRK2 陽性だが Rab 陰性リソソーム。  
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図表 18-3 Rab3a, Rab8a, Rab10, Rab35はキナーゼ活性を有する LRRK2とのみ共局在する 

野生型もしくはキナーゼ活性喪失型変異(K1906M 変異、KM と記載)LRRK2 を安定に発現する

HEK293 細胞に各種 EGFP-Rab GTPase を遺伝子導入しクロロキン処理を行った。Rab30～

Rab43 までのデータを本ページに示す。 

矢印: LRRK2 陽性かつ Rab 陽性リソソーム、矢頭: LRRK2 陽性だが Rab 陰性リソソーム。  
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図表 19 LRRK2と共局在する Rab GTPaseスクリーニングの結果まとめ 

各 Rab GTPase が CQ処理時に LRRK2 とリソソーム上で共局在するかどうかをまとめた。野生

型 LRRK2 とのみ共局在し、K1906M 変異体とは共局在しない Rab GTPase は LRRK2 のキナー

ゼ活性依存的に LRRK2 と共局在すると判断した。 
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図表 20 内因性 Rab8a、Rab10のリクルート 

(a) 定常状態(上 2 段)もしくはクロロキン処理(下 2 段)を行った RAW264.7 細胞における内因性

LRRK2 および Rab8a、Rab10 の局在を解析した。クロロキン処理時に LRRK2 と Rab8a、Rab10

の共局在が観察された(矢印)。スケールバー: 10 m。 

(b) RAW264.7細胞に対しLRRK2キナーゼ活性阻害剤GSK2578215A存在下でCQ処理を行い、

LRRK2 および Rab8a、Rab10 の局在を解析した。LRRK2 陽性リソソームにおける Rab の局在

が消失した(矢頭)。スケールバー: 10 m。 

  

a 
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図表 21 LRRK2キナーゼ活性阻害剤の効果検証 

2 種類の LRRK2 キナーゼ活性阻害剤(GSK2578215A: 上段、PF06447475: 下段)の効果を

pLRRK2 pSer935 を指標に解析した 
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図表 22 非リン酸化摸倣型 Rab8aは LRRK2によるリクルートを受けない 

野生型 LRRK2 安定発現 HEK293 細胞に野生型もしくは T72A 変異型 EGFP-Rab8a を導入し

CQ処理を行った。野生型Rab8aはLRRK2陽性リソソームに局在したが、T72A変異体はLRRK2

と共局在しなかった。矢印: LRRK2 陽性リソソーム、スケールバー: 10 m。 
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図表 23 CQ処理時に Rab10のリン酸化は LRRK2キナーゼ活性依存的に亢進する 

(a) RAW264.7 細胞における Rab10 のリン酸化を Phos-tag SDS PAGE およびリン酸化 Rab10 

(p-Thr73)抗体を用いて解析した。 

(b-f) バンド A, B, ①-③の定量結果。DMSO 処理を 1 とした。 mean  SD, n=6, *P<0.05, 

**P<0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, 黒字: one-way ANOVA with Tukey’s test、青字: 

Kruskal-Wallis test with Dunn’s test。 

  

a 
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図表 24 Rab10リン酸化解析におけるバンドの特異性の確認 

RAW264.7細胞に対しnon-targetまたはRab10に対するsiRNAを導入しCQ処理 (50 M. 3h)、

LRRK2 阻害剤処理 (GSK, PF 共に 1 M)を行った。cell lysate を phos-tag SDS-PAGE または通

常の SDS-PAGE で分離し、Rab10, pRab10 (pThr73)抗体で WB を行った。 
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図表 25 LRRK2ノックダウンは CQ処理時のリソソーム肥大化を増強する 

(a) non-target (左)、もしくは LRRK2 (右) siRNA を導入した RAW264.7 細胞におけるリソソー

ムの形態。定常状態(上段)では違いはみられなかったが、CQ 処理時では LRRK2 siRNA を導入し

た細胞の方がよりリソソーム肥大化が亢進した。赤: LAMP1、青: DRAQ5、スケールバー: 10 m、

破線: 各細胞で最も肥大化したリソソーム。 

(b) CQ処理時における各細胞の最も肥大化したリソソームの断面積を定量した。 

mean  SD. n = 68 and 69 for non-target and LRRK2 RNAi, respectively, ***P < 0.001, t test。 
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図表 26 LRRK2キナーゼ活性阻害剤は CQ処理時のリソソーム肥大化を増強する 

(a) RAW264.7 細胞に対し LRRK2 キナーゼ活性阻害剤存在下で CQ処理を行った。赤: LAMP1、

青: DRAQ5、スケールバー: 10 m、破線: 各細胞で最も肥大化したリソソーム。 

(b) CQ処理時における各細胞の最も肥大化したリソソームの断面積を定量した。 

mean  SD. n = 96, 78 and 102 for DMSO, GSK and PF, respectively, ***P < 0.001, ****P < 

0.0001 one-way ANOVA with Tukey’s test。 

  

a 
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図表 27 LRRK2はキナーゼ活性依存的にカテプシン Dの排出を制御する 

(a) RAW264.7 細胞に対し LRRK2 キナーゼ活性阻害剤および CQ 処理 (100 m, 3h)を行い、cell 

lysate および培養上清中の各タンパク量を WB で解析した。procathepsin D は小胞体・ゴルジ体

にて糖鎖修飾を受けた未成熟なもの、intermediate active cathepsin D はリソソームに輸送後 1

回切断を受け活性化されたもの、mature cathepsin D はリソソームで再度切断を受け完全に活性

化されたものである。 

(b) CQ 処理時の培養上清中の intermediate active cathepsin D 量を定量した。cell lysate 中の a-

tubulin 量で割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 4, **P < 0.01, 

***P < 0.001, one-way ANOVA with Tukey’s test 

(c) CQ 処理時の培養上清中の mature cathepsin D量を定量した。cell lysate 中の a-tubulin 量で

割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 4, one-way ANOVA with 

Tukey’s test 

(d) 培養上清中の LDH 活性を測定した。mean  SD. n = 4 

  

a b 

c 
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図表 28 Rab7L1は CQ処理時のリソソームの形態、リソソーム内容物放出を制御する 

non-taret または Rab7L1 siRNA を導入した RAW264.7 細胞に対し CQ 処理 (100 m, 3h)を行

った。 

(a) CQ 処理後の細胞を免疫染色した。赤: LAMP1、青: DRAQ5、スケールバー: 10 m。 

(b) 4セットの独立した実験におけるそれぞれの最大肥大化リソソームの平均値の平均値を算出し

た。n=4, mean  SEM, **P < 0.01, t test。各セットの各条件において 105-163 細胞を解析した。 

(c) 培養上清中の LDH 活性を測定した。mean  SD. n = 4 

(d) cell lysate および培養上清中の各タンパク量を WB で解析した。 

(e) CQ 処理時の培養上清中の intermediate active cathepsin D 量を定量した。cell lysate 中の a-

tubulin 量で割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 4, ****P < 

0.0001, one-way ANOVA with Tukey’s test。 

(f) CQ 処理時の培養上清中の mature cathepsin D 量を定量した。cell lysate 中の a-tubulin 量で

割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 4, ****P < 0.0001, one-way 

ANOVA with Tukey’s test。 
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図表 29 Rab8aノックダウンでも LRRK2ノックダウンと同様に肥大化が亢進する 

(a) RAW264.7 細胞に対し記載の siRNA を導入し CQ処理を行った。赤: LAMP1、青: DRAQ、

スケールバー: 10 m 

(b) CQ処理時における各細胞の最も肥大化したリソソームの断面積を定量した。 

mean  SD, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, ns: not significant against non-target, one-way ANOVA with 

Tukey’s test。 

(c) b と同様の実験を計 3 セット行い、各実験における最大肥大化リソソームの平均値を定量した。 

mean  SEM, **P < 0.01, ****P < 0.0001, ns: not significant, one-way ANOVA with Tukey’s test。各実

験セットの各条件において 107-167 細胞を解析した。 

Rab10 単独ノックダウンは non-target と有意差が見られなかった。  

a 

b c 
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図表 30 LRRK2および Rab10ノックダウンは CQ処理時の CatD放出を抑制する 

RAW264.7 細胞に対し各種 Rab GTPase のノックダウンを行い、培地中への CatD 放出量を WB

で解析した。 

(a) WB の解析結果 

(b) 培養上清中における LDH 活性。 mean  SD、n = 3。 

(c) CQ 処理時の培養上清中の intermediate active cathepsin D 量を定量した。cell lysate 中の a-

tubulin 量で割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 3, **P < 0.01, 

one-way ANOVA with Tukey’s test。 

(d) CQ 処理時の培養上清中の mature cathepsin D 量を定量した。cell lysate 中の a-tubulin 量

で割ることで細胞数による分泌量の変化を補正した。mean  SD. n = 3, *P < 0.05, one-way 

ANOVA with Tukey’s test。  

a b 

c d 
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図表 31 siRNA導入による cathepin D放出への影響 

RAW264.7 細胞に対し non-target または LRRK2 の siRNA を導入、CQ 処理時の培養上清中へ

の cathepsin D 放出を解析した。括弧内の数値は 6well plate の 1well あたりに投与した siRNA

の量。opti-MEM は siRNA、transfection 試薬を含まない opti-MEM のみを投与したサンプル。 
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図表 32 LRRK2は肥大化リソソーム、ファゴソーム上で LC3と共局在する 

RAW264.7 細胞に対し CQ、zymosan 処理を行いメタノールで固定、その後 LRRK2 抗体、LC3

抗体で染色した。 

(a) CQ 処理(50 m, 3h)時の LRRK2 および LC3 免疫染色像。矢印: LRRK2 および LC3 陽性リ

ソソーム、スケールバー: 10 m。 

(b) zymosan貪食時の LRRK2 と LC3の免疫染色像。矢印: LRRK2および LC3 陽性リソソーム、

アスタリスク: ファゴソーム、スケールバー: 10 m。 

(c) LC3 陽性および陰性ファゴソームそれぞれにおける LRRK2 の陽性率。mean  SEM, n=3,  

t test, **** P <0.0001 各実験においてそれぞれ 50 以上の LC3 陽性・陰性ファゴソームを解析し

た。 
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図表 33 LRRK2ノックダウンは LC3脂質化を阻害しない 

(a) LRRK2 ノックダウンを行った RAW264.7 細胞に対し CQ処理を行い LRRK2、LC3-I、LC3-

II のタンパク量を WB で解析した。 

(b) a で示した実験における LRRK2 のタンパク量を定量した。mean SEM, n = 4。 

(c) a で示した実験における LC3-II のタンパク量を定量した。mean SEM, n = 4, t-test。 
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図表 34 オートファジー遺伝子ノックダウンは CQ処理の LRRK2のリソソーム局在を抑制する 

(a) non-target (上段)もしくは ATG5 (下段) siRNA を導入した RAW264.7 細胞に対し CQ 処理を

行い LRRK2 の局在を解析した。矢印: LRRK2 陽性肥大化リソソーム、スケールバー: 10 m。 

(b) オートファジー関連遺伝子ノックダウンを行った RAW264.7 細胞に CQ 処理を行い LRRK2

のリソソーム局在を定量した。mean SEM, n = 3, one-way ANOVA with Tukey’s test, *P < 0.05, 

**P < 0.01。各実験の各条件においてそれぞれ 100 細胞以上をカウントした。 

  

a 

b 



163 

 

 

 

 

図表 35 LMPと LRRK2のリソソーム局在は相関しない 

(a) RAW264.7 細胞に対し CQ処理を行い LMP のマーカーである p62、galectin-3 を染色した。

CQ 処理では LMP マーカー陽性となるリソソームは出現しなかった。矢印: LRRK2 陽性リソソ

ーム, スケールバー 10 m。 

(b) RAW264.細胞に LLOMe 処理を行い LRRK2、p62、galectin-3 を染色した。LLOMe 処理に

より p62、galectin-3 陽性リソソームが出現したが、これらと LRRK2 は共局在しなかった。矢

印: LRRK2 陽性かつ galectin-3 陰性リソソーム、矢頭: LRRK2 陰性かつ p62 または galectin-3

陽性リソソーム、スケールバー 10 m。 
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図表 36 LAP経路関連遺伝子のノックダウンは LRRK2のファゴソーム局在を抑制する 

(a) RAW264.7 細胞に ATG5 siRNA を導入し zymsan を貪食させた。アスタリスク: ファゴソー

ム、矢印: LRRK2 陽性ファゴソーム、スケールバー 10 m。 

(b) ATG5、ATG16L1 ノックダウン細胞に対し zymosan を貪食させた際のファゴソームへの

LRRK2 リクルートを定量した。 

mean  SEM. n=6, *P < 0.05, **P < 0.01, one-way ANOVA with Dunnett’s test, 各実験の各条件におい

て 100 以上のファゴソームを解析した。 

(c) RAW264.7 細胞に p22 PHOX、Rubicon siRNA を導入し zymsan を貪食させた。アスタリス

ク: ファゴソーム、矢印: LRRK2 陽性ファゴソーム、スケールバー 10 m。 

(d) c で示した実験における LRRK2 のファゴソーム局在を定量した。 

mean  SEM. n=3, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, One-Way ANOVA with Dunnett’s test, 各実験の各条

件において 100 以上のファゴソームを解析した。  

a b 

c d 
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図表 37 LRRK2が Rab GTPaseの局在・機能を制御するメカニズムのモデル 

LRRK2 はリソソーム膜上に局在し細胞質の Rab GTPase をリン酸化する。リン酸化された Rab 

GTPase は GDI と解離し、ゲラニルゲラニル基が露出する。すると Rab GTPase は近傍の脂質膜

に局在する。リン酸化された Rab GTPase は GDI と同様に GEF やエフェクタータンパク質とも

相互作用しない。しかしリソソームにリクルートされた Rab GTPase は直ちに脱リン酸化され

GEF、エフェクタータンパク質との相互作用を回復、機能を発揮するようになる。 
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図表 38 リソソームストレス-LRRK2-Rab GTPase経路 

本研究から推察される LRRK2 を中心としたリソソームストレス応答経路の模式図。リソソーム

に過積載負荷が加わるとまず Rab7L1 がリソソーム膜上に集積する。Rab7L1LRRK2 と結合する

アダプタータンパク質として機能し、LRRK2 をリソソーム膜上にリクルートする。LRRK2 は

Rab8a、Rab10 を含む複数の Rab GTPase をリン酸化することでリソソーム膜上にリクルートす

る。これらの Rab GTPase はそれぞれ LRRK2 の下流分子として機能し、Rab8a・Rab8b は肥大

化の抑制、Rab10 はリソソーム内容物の排出を制御する。生体内においても LRRK2 はリソソー

ムストレスに応答しており、LRRK2 の機能喪失は少なくとも近位尿細管上皮細胞においてはリ

ポフスチンの蓄積やリソソームの肥大化などのリソソーム異常が加齢依存的に進行する。 
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