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1. 要旨 

  

マイトファジーは、損傷したミトコンドリアを特異的に分解する選択的オートファジーの

一つである。損傷したミトコンドリアは、マイトファゴソームと呼ばれる脂質二重膜から

成る小胞によって覆われ、その後リソソームによって分解される。近年オートファジー

開始に重要な ULK 複合体が、Parkin 依存的マイトファジーにも重要なことが明らかと

なった。しかし、ULK 複合体がマイトファゴソーム形成を開始する機構については不

明であった。最近、低分子量 G タンパク質 Rab7 が、Parkin 依存的マイトファジーに重

要であることが報告された。さらに Rab7 Ser-72 のリン酸化が、マイトファゴソーム形

成開始に重要な可能性が指摘された。これまで我々は、Rab7 Ser-72 をリン酸化する

キナーゼとして、ROCO ファミリーキナーゼ LRRK1 を同定していた。そこで本研究で

は、Parkin 依存的マイトファジーにおける LRRK1 の役割について解析した。その結果

LRRK1 は、Parkin 依存的マイトファジーにおいて、ULK1/2 の下流で機能し、Rab7 

Ser-72 をリン酸化することを明らかにした。さらに LRRK1 は、ULK 複合体構成因子

ATG13 と結合し、損傷ミトコンドリアにリクルートされることが明らかとなった。また活

性化型 LRRK1 を人為的にミトコンドリアに局在させると、Parkin やミトコンドリア損傷

非依存的に、マイトファゴソーム形成開始因子 ATG9 や LC3 をミトコンドリア上に局在

化できることも明らかとなった。本研究から LRRK1 は、Parkin 依存的マイトファジーに

おいて、ATG13 によって損傷ミトコンドリアにリクルートされ、Rab7 Ser-72 をリン酸化

し、ATG9 や LC3 をリクルートすることでマイトファゴソーム形成開始に機能しているこ

とが明らかとなった。 
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2. 序論 

 

 オートファジーは進化的に保存された細胞の恒常性維持機構の１つであり、細胞内

の不要な、あるいは機能不全に陥ったタンパク質やオルガネラを除去し再利用してい

る[1]。マイトファジーは選択的オートファジーの一つで、損傷したミトコンドリアを選択

的に分解・除去している。このためマイトファジーは、ミトコンドリアの品質保持に必須

である[2-4]。マイトファジーでは、損傷したミトコンドリアはユビキチン(Ub)によって標

識される。続いて、オートファジーレセプタータンパク質が、自身のユビキチン結合ドメ

インを介して、ユビキチンで標識された損傷ミトコンドリアと結合する[5,6]。次に、オー

トファジー関連(ATG)タンパク質が損傷ミトコンドリア周辺に集積し、隔離膜と呼ばれる

二重膜構造体を形成し、損傷ミトコンドリアを包み込みマイトファゴソームを形成する。

その後マイトファゴソームは、リソソームと融合してマイトリソソームとなり、損傷ミトコ

ンドリアを分解する[1,7,8]。損傷したミトコンドリアは酸化ストレスの原因となり、細胞

にとって有害である。このことから、マイトファジーの機能不全はパーキンソン病（PD）

などの神経変性疾患の病因として強く関連づけられている[4,9-11]。 

 マイトファジーの分子機構はこれまでに多くの研究が為され、重要なシグナル経路

が複数発見されている。中でも、家族性パーキンソン病の原因遺伝子であるミトコンド

リア局在キナーゼ PTEN-induced kinase 1 (PINK1)および E3-ユビキチンリガーゼ 

Parkin 依存的に駆動するマイトファジーがよく研究されてきた[9,11]。これまでの研究

から、PINK1 が Parkin の上流で働くことが明らかとなっている[12-14]。PINK1 はミトコ

ンドリアに局在するが通常は不安定で、すぐに分解される。しかし、ミトコンドリアが損

傷すると、PINK1 はミトコンドリア外膜(OMM)上で安定化する[15,16]。外膜上の PINK1

は Parkin と Ub をそれぞれリン酸化し、Parkin を損傷ミトコンドリアにリクルートして活

性化する[15-23]。続いて、Parkin によって OMM上のタンパク質がポリユビキチン化

されると、NDP52 やオプチニューリン(OPTN)といったオートファジーレセプターが損傷

ミトコンドリアにリクルートされる。これらのレセプターは、ユビキチン化されたミトコンド

リア外膜タンパクとポリユビキチン鎖を介して結合し、LC3 ファミリータンパク質やオー
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トファジー開始因子（ULK 複合体）などを局在化して、マイトファゴソームの形成を開

始する[24-26]。また、これらのオ―トファジーレセプターのユビキチン結合能は、

TANK-binding kinase 1（TBK1）によるリン酸化を受けると促進され、マイトファジーを

強力に駆動することが知られている[27-29]。最近になって、ULK タンパク質複合体が

マイトファジーに重要なことが示唆された。ULK 複合体は ULK1 または ULK2 キナー

ゼと、FIP200、ATG13、ATG101 によって構成されている[30]。マイトファジーにおい

て、オートファジーレセプターNDP52 は FIP200 と複合体を形成することで、ULK 複合

体を損傷ミトコンドリアにリクルートし、マイトファゴソームの形成を誘導する[31]。これ

までの研究から、ULK 複合体がマイトファゴソームの形成に重要なことは明らかにさ

れてきたが、このプロセスで機能する ULK 複合体の下流因子についてはほとんどわ

かっていなかった。 

 最近の研究から、低分子量 G タンパク質 Rab7a（以下、Rab7）が、Parkin 依存的マ

イトファジーにおいてマイトファゴソームの形成開始に重要なことが報告された

[32,33]。Rab7 が属する Rab ファミリータンパク質は、膜と結合できる GTP 結合型（活

性化型）と細胞質に存在する GDP 結合型（不活性型）が切り替わることによって、細

胞内膜輸送の制御因子として機能している[34]。Rab7 は Parkin 依存的マイトファジ

ーの早期の段階で損傷ミトコンドリアに局在し、マイトファゴソーム形成に重要な

ATG9A（以下、ATG9）小胞を損傷ミトコンドリア周辺にリクルートしている[32,33,35]。

興味深いことに、Rab7 Ser-72 のリン酸化が ATG9 のリクルートに重要である可能性

が指摘され、TBK1 が in vitroで Rab7 Ser-72 を直接リン酸化することも報告された

[36]。Rab7 Ser-72 は、GDP-GTP交換や他のタンパク質との結合に必要な Switch ll

領域にあり、リン酸化を受ける残基として Rab ファミリー間で高度に保存されている

[37]。パーキンソン病の原因遺伝子 LRRK2 も、LRRK1 と異なる Rab ファミリーの保存

された残基をリン酸化し、Rab とその制御因子との結合を制御している[38,39]。例え

ば LRRK2 は、Rab10 Thr-73（Rab7 Ser-72 に相当）をリン酸化し、マイトファジーを負

に制御することが知られている[40]。 

 最近我々は、LRRK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化するキナーゼであることを報告した
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[41]。LRRK1 は Rab7 Ser-72 をリン酸化し、Rab7 のエフェクター分子 RILP との結合

を促進することで、上皮成長因子受容体（EGFR）を含んだエンドソームの細胞内輸送

を制御している。最近の研究から、LRRK1 と LRRK2 はオートファジーを制御している

ことが報告されている[40,43,44]。そこで本研究では、LRRK1 が Parkin 依存的マイトフ

ァジーにおいて重要な働きをしていないか検討した。その結果、ULK 複合体-LRRK1

経路が、Rab7 Ser-72 のリン酸化を介して、Parkin 依存的マイトファジーを制御してい

ることを明らかにした。 
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3. 結果 

 

LRRK1 は Parkin 依存的マイトファジーに必要である 

 Parkin はミトコンドリア脱分極剤 carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone 

(CCCP) によってミトコンドリアを脱分極・損傷させると、速やかにミトコンドリアに局在

し、マイトファジーによるミトコンドリアの分解・除去を誘導する[17]。まず、この系を用

いて LRRK1 がマイトファジーに重要か検討した。本研究で用いた U2OS 細胞は、内

在性 Parkin を持たない細胞であるため、Flag タグをつけた Parkin を一過的に発現さ

せた[45]。マイトファジーは Flag 抗体とミトコンドリアマーカーである、ミトコンドリア内

膜タンパク質 core 1 subunit complex III (C-III core1)抗体を用いた細胞染色によっ

て検討した[25,46]。先行研究では、Parkin を発現させた細胞に CCCP を 24時間処

理すると、マイトファジーによってミトコンドリアが完全に分解・消失する細胞が観察さ

れるようになる[17]。実際に検討したところ、約 30%の細胞でミトコンドリアが完全に消

失した（図. 1A,B）。一方、このようなミトコンドリアの分解は、Parkin を持たない細胞で

は見られなかった(図. 1A)。このことから、ミトコンドリアの消失は確かに Parkin 依存

的マイトファジーによるものであると考えられた。では、LRRK1 は Parkin 依存的マイト

ファジーに必要であるか、siRNA を用いて LRRK1 をノックダウンし検討した（図. 

17A）。Flag-Parkin を発現させた U2OS 細胞を CCCP で 24時間処理した時、LRRK1

をノックダウンした細胞では、ミトコンドリア消失の割合が有意に低下した（図. 1A,B）。

このことから、LRRK1 は Parkin 依存的マイトファジーに必要なことが明らかになった。 

 次に、LRRK1 のキナーゼ活性が損傷ミトコンドリアの除去に重要か、kinase-

negative 型の LRRK1 [以下、LRRK1(KM)] を用いたレスキュー実験によって検討し

た。Kinase-negative 型 LRRK1 (KM) 変異体は 1243番目のリシン残基をメチオニン

に置換した変異体である[47]。LRRK1 をノックダウンした細胞に siRNA耐性変異を持

った 野生型 GFP-LRRK1 を発現させると、CCCP処理によるミトコンドリアの分解が

レスキューされた。一方 siRNA耐性型 LRRK1(KM)変異体ではレスキューしなかった

(図. 1A, B)。以上のことから、LRRK1 のキナーゼ活性が Parkin 依存的マイトファジー
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に重要なことが明らかになった。 

 

LRRK1 は損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 をリン酸化する 

 Rab7 は ATG9 を含む小胞を損傷ミトコンドリア周囲にリクルートすることで、マイトフ

ァゴソームの形成に機能していることが知られている[32,33]。さらに Rab7 Ser-72 の

リン酸化が、この過程に重要な可能性が指摘された[36]。そこで、マイトファジー時に

Rab7 Ser-72 が実際にリン酸化されるか、リン酸化を特異的に認識する抗体 pS72-

Rab7抗体を用いた細胞染色で検討した。これまでの研究から、Parkin発現細胞を

CCCP で 3時間処理すると、ミトコンドリアはネットワーク構造が破壊されて核近傍に

凝集し、さらに Parkin が凝集したミトコンドリアに局在することが知られている[17]。実

際 Flag-Parkin を発現させた細胞では、CCCP3時間処理によってミトコンドリアが凝

集し、そこに Parkin が局在した(図. 2A)。さらにこの時、pS72-Rab7 のシグナルもミトコ

ンドリアに局在していた(図 2A)。このことから、Parkin 依存的マイトファジーにおい

て、損傷ミトコンドリア上で内在性 Rab7 Ser-72 がリン酸化されることが明らかとなっ

た。 

 これまで我々は、LRRK1 がエンドソーム膜上で Rab7 Ser-72 をリン酸化することを

明らかにしていた[41]。そこで LRRK1 が、Parkin 依存的マイトファジーにおいても

Rab7 Ser-72 をリン酸化しているの検討した。Flag-Parkin発現細胞を siRNA で処理

し LRRK1 をノックダウンすると(図 17A)、CCCP 依存的な損傷ミトコンドリア上の

pS72-Rab7シグナルが顕著に減少した(図 2A, B)。このことから、LRRK1 は損傷ミト

コンドリア上の Rab7 Ser-72 リン酸化に必要と考えられる。一方、LRRK1 をノックダウ

ンしても、CCCP処理によるミトコンドリアの凝集や、Parkin のミトコンドリア局在には

影響は見られなかった(図 2A)。このことから、LRRK1 は Parkin のミトコンドリアへの

リクルートには機能していないことが明らかとなった。続いて、siRNA耐性変異体を用

いたレスキュー実験を行った。その結果、LRRK1 ノックダウン細胞における CCCP 依

存的な pS72-Rab7 のシグナルの減少は、野生型 GFP-LRRK1 の発現によってレス

キューされたが、kinase-negative 型 GFP-LRRK1(KM)の発現によってはレスキューさ
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れなかった(図 2C,D)。以上の結果から、LRRK1 は Parkin 依存的マイトファジーにお

いて Rab7 Ser-72 をリン酸化するキナーゼであると考えられた。 

 次に、LRRK1 が Parkin 依存的マイトファジー時に活性化しているか検討した。

LRRK1 のキナーゼ活性は、pS-72 Rab7抗体を用いたウエスタンブロッティングによっ

てモニターした。内在性 Parkin を発現する HEK293 細胞に、Flag-LRRK1 と Flag-

Rab7 を共発現させ、CCCP で 3時間処理後、細胞の lysate を pS72-Rab7抗体を用

いてウエスタンブロッティングした。その結果、CCCP処理によって、pS72-Rab7 のバ

ンド量が増加した(図 3)。このような増加は Flag-LRRK1(KM)を発現させた場合には

見られなかったことから、確かに LRRK1 のキナーゼ活性を反映したものだと考えられ

た(図 3)。以上のことから、LRRK1 はマイトファジー時に活性化していることが明らか

になった。 

 

CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 のリン酸化における LRRK1 と ULK キナーゼの関係 

 ULK1/2 キナーゼを含む ULK 複合体は、マクロオートファジーにおいて最も上流で

機能する因子の一つである[30]。最近、ミトコンドリアが損傷すると、Parkin 依存的に

ULK が損傷ミトコンドリアにリクルートされて活性化することが報告された[31]。そこで

ULK と LRRK1間の関係について検討した。まず、ULK が CCCP 依存的な Rab7 

Ser-72 のリン酸化に重要か検討した。Flag-Parkin を発現させた U2OS 細胞に、

ULK1 または ULK2 siRNA を処理しても(図 17B)、CCCP 依存的な損傷ミトコンドリア

上の pS72-Rab7シグナルはほとんど変化しなかった (図 4A,B)。これに対し、ULK1

と ULK2 をダブルノックダウンすると、pS72-Rab7シグナルが有意に減少した(図 4A, 

B)。以上のことから、ULK1 と ULK2 は損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 リン酸化を

重複的に制御していることが明らかとなった。 

 次に、ULK1/2 と LRRK1 との関係を検討するために、ULK1 と ULK2 をダブルノック

ダウンした細胞に、恒常活性化型 LRRK1(Y944F) 変異体を発現させ[47]、損傷ミトコ

ンドリア上の pS72-Rab7シグナルを測定した。その結果、ULK1/ULK2ダブルノックダ

ウンによる pS72-Rab7シグナルの減少が、GFP-LRRK1(Y944F)によってレスキューさ
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れることが明らかとなった(図 4C,D)。以上のことから、LRRK1 は ULK1/2 キナーゼの

下流で、CCCP 依存的に Rab7 Ser-72 をリン酸化していることが示唆された。 

 

Parkin 依存的マイトファジーにおける LRRK1 と ATG13 の関係 

 次に、マイトファジーにおける ULK 複合体と LRRK1 の関係について解析した。ULK

複合体は ULK1 または ULK2 の他に、FIP200、ATG13、ATG101 で構成されている

[30]。そこでまず、これらの因子と LRRK1 が結合するか、HEK 293 細胞に GFP-

LRRK1 と Flag タグ付きの ATG101、FIP200、ATG13 または HA タグ付きの ULK1 を

共発現させることで検討した。その結果 LRRK1 は、ATG101 または ATG13 と結合す

るが、ULK1 とは結合しないことが明らかとなった(図 5A,B)。FIP200に関しては、

Flag-FIP200の発現量が低く、結合の有無が判断できなかった(図 5A)。 

 では ATG101 と ATG13 は、損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 リン酸化に重要な

のであろうか。Parkin発現 U2OS 細胞に siRNA を用いて ATG101 をノックダウンした

ところ、CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 リン酸化はほとんど変化しなかった(図 6A, B 

and 17C)。これに対し、ATG13 をノックダウンすると、pS72-Rab7シグナルが顕著に

減少した(図 7A, B and 17D)。これらの結果から、ATG101 ではなく、ATG13 が 

マイトファジーにおける Rab7 Ser-72 リン酸化に重要なことが明らかとなった。LRRK1

は ULK1/2 の下流で機能することから、ATG13 ノックダウン細胞に恒常活性型

LRRK1（Y944F）を発現させると、Rab7 のリン酸化がレスキューされることが期待でき

る。実際にこれを検討したところ、LRRK1(Y944F)は、ATG13 ノックダウンによる pS72-

Rab7シグナルの減少をレスキューできなかった(図 7A,B)。 

 ではなぜ、ULK1/2ダブルノックダウン細胞と ATG13 ノックダウン細胞とで、LRRK1

によるレスキュー能の違いが生じたのだろうか。先行研究から、ULK 複合体は損傷ミ

トコンドリアにリクルートされ、ULK の活性化が誘導されることが知られている[31]。こ

のことから、LRRK1 が ULK 複合体依存的にミトコンドリアにリクルートされることが、

損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 リン酸化に必要なのではないかと考えた。つまり

ATG13 ノックダウン細胞では、LRRK1(Y944)を損傷ミトコンドリアにリクルートできなか



 11 

ったために、Rab7 Ser-72 のリン酸化をレスキューできなかったのではないかと考え

た。この仮説が正しいならば、恒常活性化型の LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制

的に局在させると、ATG13 ノックダウンによる Rab7 リン酸化の減少をレスキューでき

るはずである。そこで本研究では、強制的に LRRK1(Y944F) をミトコンドリアに局在さ

せる方法として、rapamycin-analog (rapalog) 依存的に FK506-binding protein 

(FKBP) と FKBP12-rapamycin binding (FRB) domain が結合する性質を利用したシス

テムを用いた[31,48]。まず、FKBP と FRBをそれぞれ GFP-LRRK1(Y944F)とミトコンド

リア外膜タンパク質 Fis1 に融合させた。これらを共発現させた細胞では、rapalog 処

理によって FKBP と FRBが結合することにより、人為的に GFP-LRRK1(Y944F)をミト

コンドリア外膜に局在させることができる(図 7C)。実際に U2OS 細胞に FKBP-GFP-

LRRK1(Y944F)と FRB-Fis1 を共発現させ、rapalogを 24時間処理すると確かに

GFP-LRRK1(Y944F)がミトコンドリアに局在した(図 7D)。さらにこの時、ミトコンドリア

上で Rab7 Ser-72 のリン酸化がみられた(図 7D,E)。なお、FKBP-GFP-

LRRK1(Y944F)のみを発現させた U2OS 細胞に rapalogを処理しても、LRRK1(Y944F)

や pS72-Rab7 のミトコンドリア局在は見られなかった(図 8)。次に、ATG13 をノックダ

ウンした細胞で、LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制局在させた。その結果、ATG13

をノックダウンしているにも関わらず、LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制局在させる

と、Rab7 のリン酸化が誘導された(図 7D,E)。このことから、FKBP-FRB システムによ

る LRRK1 の人為的なミトコンドリア局在は、Rab7 リン酸化における ATG13 の機能を

バイパスできることが明らかとなった。以上の結果から、Parkin 依存的マイトファジー

において、ATG13 は LRRK1 をミトコンドリアに局在させる役割を担っていることが示

唆された。 

 

LRRK1 はマイトファジー誘導時に ATG13 と結合する 

 これまでの結果から、LRRK1 はマイトファジー時に ATG13 と結合し、損傷ミトコンド

リアにリクルートされる可能性が考えられた。そこで、LRRK1 と ATG13 が CCCP 依存

的に結合するか、内在性 ATG13 を用いて検討した。その結果、GFP-LRRK1 と内在
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性 ATG13 の結合は、CCCP処理依存的に増加することが明らかとなった(図 9A)。同

様に、GFP-LRRK1 と内在性 ULK1 の結合も、CCCP処理よって増加した(図 9B)。

LRRK1 と ULK1 を共に過剰発現させた場合は、LRRK1 と ULK1 の結合は見られなか

ったことから(図 9B)、LRRK1 は ATG13 を介して ULK1 と相互作用している可能性が

考えられた。以上の結果から、LRRK1 はマイトファジー時に、ATG13 を介して ULK 複

合体全体と結合していることが考えられた。 

 これまでの結果から、ATG13 は LRRK1 と結合し、LRRK1 を損傷ミトコンドリアにリク

ルートするのに必要な可能性が明らかになった。それでは逆に、ATG13 のミトコンドリ

ア局在は、LRRK1 による Rab7 Ser-72 のリン酸化に対して十分なのだろうか。これを

検討するため、FKBP-GFP-ATG13 と FRB-Fis1 を共発現させ、rapaogを処理によっ

て ATG13 を強制的にミトコンドリアに局在させた時、Rab7 のリン酸化が誘導されるか

検討した。その結果、ATG13 をミトコンドリアに強制局在させても、Rab7 Ser-72 のリ

ン酸化は見られなかった(図 10A,B)。従って、ATG13 のミトコンドリア局在は、Rab7 リ

ン酸化に十分でないことが明らかになった。一方、恒常活性化型 LRRK1(Y944F)を共

発現させ、ATG13 をミトコンドリアに強制的に局在させると、LRRK1(YF)がミトコンドリ

アに局在するとともに、pS72-Rab7 のシグナルが観察された(図 10C,D)。この時、野

生型 LRRK1 の共発現では、Rab7 のリン酸化は見られなかった(図 10C,D)。以上の

結果から LRRK1 は、ミトコンドリア上で Rab7 Ser-72 をリン酸化するためには、

ATG13 依存的にミトコンドリアに局在するだけでなく、ミトコンドリア上で活性化される

必要があることが示唆された。 

 では LRRK1 は、マイトファジー時にどのように活性化するのだろうか。ここまでの解

析から、LRRK1 は ULK1/2 の下流で Rab7 をリン酸化していることが明らかとなって

いる(図 4A,B)。ULK1/2 はキナーゼであることから、ULK1/2 が LRRK1 をリン酸化し

活性化している可能性が考えられた。そこで、グルタチオン S-トランスフェラーゼ

（GST）ダグのついた ULK1 リコンビナントタンパク質を用いた in vitro kinase assayを

行い、ULK1 が実際に LRRK1 をリン酸化するか検討した。ここでは免疫沈降によって

精製した kinase-negative 型の LRRK1(KM)を基質として用いることで、LRRK1 の自己
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リン酸化の影響を除外した。GFP-LRRK1(KM)と GST-ULK1 を混合してインキュベー

トしたところ、GST-ULK1 は LRRK1(KM)をリン酸化することを見出した(図 11)。以上

の結果から、Parkin 依存的にマイトファジーにおいて、ULK 複合体と共に損傷ミトコン

ドリアに局在した LRRK1 は、ここで ULK によってリン酸化され活性化している可能性

が示唆された。 

 

Parkin 依存的マイトファジーにおける LRRK1 と ATG101 の関係 

 ATG13 とは異なり、ATG101 は損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 のリン酸化に必

要ではなかった(図 6A,B)。それでは ATG101 は Parkin 依存的マイトファジーに必要

なのだろうか。これを検討するため、ATG101 をノックダウンした Parkin発現細胞に

ATP 合成阻害剤 oligomycin と複合体 lll阻害剤 antimycin A (O/A)を 24時間処理し

てマイトファジーを誘導し、損傷ミトコンドリアが除去されるか検討した。その結果、

ATG101 をノックダウンした細胞では、損傷ミトコンドリアが消失した細胞の割合が顕

著に減少した(図 12A,B)。このことから、ATG101 はマイトファジーに重要なことが明ら

かとなった。つまり ATG101 は、損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 リン酸化には必

要ないが、損傷ミトコンドリアの分解・除去には必要なことが明らかになった。 

これまでの結果を考えると、Parkin 依存的マイトファジーにおいて、ULK 複合体の下

流で ATG13-LRRK1-Rab7 からなる経路と、LRRK1 非依存的な ATG101 からなる経

路の２つの経路が存在する可能性が考えられた。このモデルが正しいならば、

ULK1/2ダブルノックダウン細胞に LRRK1(Y944F)を発現させた場合、LRRK1 依存的

な経路が活性化するため、損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 のリン酸化はレスキ

ューされるが(図 4A,B)、LRRK1 非依存的な経路は阻害されているので、損傷ミトコン

ドリアの分解・除去はレスキューできないと考えられる。実際にこれを検討したところ、

予想通り GFP-LRRK1(Y944F)は、ULK1/2ダブルノックダウンによる損傷ミトコンドリ

アの除去の阻害をレスキューできなかった(図 13A,B)。 

 では LRRK1-Rab7経路は、マイトファジーの過程をどこまで進めることができるので

あろうか。これを検討するため、FKBP-FRS のシステムを用い、活性型 LRRK1 をミト
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コンドリアに強制局在させ、隔離膜の形成やミトコンドリアの分解・除去が見られるか

検討した。rapalog依存的に LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制局在させると、隔離

膜形成に必要な ATG9 や LC3 がミトコンドリアにリクルートされることが明らかとなっ

た(図 14A-D)。このことから、活性型 LRRK1 は少なくとも隔離膜形成開始のイベント

は誘導する可能性が示唆された。さらにミトコンドリアの分解が起きるか、rapalog 処

理後ミトコンドリアマトリックス蛋白の有無を検討した。その結果、LRRK1(Y944F)を 72

時間ミトコンドリアに局在させても、ミトコンドリアマトリクスのタンパク質は分解されず

に残っていた(図 14E,F)。以上のことから、LRRK1経路の活性化によって、マイトファ

ジー形成の開始イベントは誘導されるが、ミトコンドリア分解までは生じないことが明

らかとなった。 

 

CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 リン酸化における LRRK1 と TBK1 との関係 

 最近、TBK1 が Parkin 依存的マイトファジー時に活性化し、in vitroで Rab7 Ser-72

をリン酸化することが報告された[36]。一方本研究から、Parkin 依存的マイトファジー

において、LRRK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化するキナーゼであることが明らかとなっ

た。そこで、マイトファジーにおける Rab7 Ser-72 リン酸化に対する TBK1 と LRRK1

の関係について検討した。まず TBK1 が、CCCP 依存的な内在性 Rab7 Ser-72 のリ

ン酸化に重要か、pS72-Rab7抗体を用いて検討した。その結果、TBK1 ノックダウン

細胞では CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 のリン酸化が有意に減少した(図 15A,B and 

17E)。さらに、LRRK1 と TBK1 をダブルノックダウンした細胞では、TBK1 または

LRRK1単独ノックダウンと同程度、Rab7 Ser-72 のリン酸化が減少した(図 15A,B)。

このことから、TBK1 と LRRK1 が同一経路で機能している可能性が考えられた。次

に、LRRK1 が TBK1 の下流で機能するか検討した。もし LRRK1 が TBK1 の下流で機

能するならば、TBK1 ノックダウン細胞に恒常活性化型 LRRK1(Y944F)をミトコンドリア

に局在させると、Rab7 がリン酸化されると考えられる。FKBP-FRSシステムを用いて

これを検討したところ、予想通り TBK1 ノックダウン細胞でも、LRRK1(Y944F)のミトコ

ンドリア強制局在は、Rab7 のリン酸化を誘導した(図 15C,D)。以上の結果から、
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Parkin 依存的マイトファジーにおいて、TBK1 ではなく LRRK1 が、TBK1 の下流で

Rab7 Ser-72 をリン酸化している可能性が示唆された。 
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4. 考察 

 

LRRK1 による Parkin 依存的マイトファジーの制御 

 先行研究から LRRK1 は、マクロオートファジーの制御因子であることが報告されて

いた[43]。そこで本研究では、Parkin 依存的マイトファジーにおいても LRRK1 が機能

している可能性に着目し研究を行った。その結果 LRRK1 は、ミトコンドリア損傷依存

的に活性化した ULK1/2 によってリン酸化され活性化される可能性を明らかにした。

活性化した LRRK1 は、損傷ミトコンドリア上で Rab7 Ser-72 をリン酸化し、その後損

傷ミトコンドリアの分解を促進する。本研究から初めて LRRK1 が Parkin 依存的マイト

ファジーに重要なことが示され、ULK 複合体-LRRK1-Rab7 という新規シグナル経路

が明らかとなった。 

 本研究では、Parkin 依存的マイトファジーにおいて、ULK 複合体が LRRK1 の制御

に重要なことを明らかにした。ULK 複合体は ULK1 または ULK2 と FIP200、ATG13、

ATG101 によって構成される[30]。本研究から、ATG13 ノックダウン細胞においても、

恒常活性化型 LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制局在させると、Rab7 Ser-72 のリ

ン酸化が誘導されることが明らかになった。このことは、LRRK1(Y944F)のミトコンドリ

ア強制局在が、ATG13 の機能をバイパスできることを示すと同時に、Rab7 のリン酸

化には、LRRK1 のミトコンドリア局在が必須であることを示している。また、LRRK1 は

マイトファジー時に ATG13 と結合することを見出した。恐らく ATG13 は、LRRK1 を損

傷ミトコンドリアにリクルートするのに機能しているのではないかと考えている。これま

での構造解析から、ATG13 は、ULK1/2、FIP200及び ATG101 とそれぞれ直接結合

し、ULK 複合体構成因子の橋渡し役となっていることが知られている[30]。私は

ATG13 が LRRK1 とも結合することで、ULK 複合体と LRRK1 の相互作用の足場とし

て機能し、LRRK1 を損傷ミトコンドリアにリクルートするのに機能しているのではない

かと考えている。 

 

ミトコンドリア損傷時における LRRK1 の活性化機構 
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 本研究では、恒常活性型 LRRK1(Y944F)が、ULK1/2ダブルノックダウンによる

CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 リン酸化の阻害をレスキューできることを示した。さら

に、ULK1 が LRRK1 をリン酸化することを明らかにした。これらのことから、ULK は

LRRK1 をリン酸化することで活性化している可能性が考えられる。一方で、ATG13 を

ミトコンドリアに強制局在させただけでは、Rab7 Ser-72 のリン酸化は見られなかっ

た。しかし LRRK1(Y944F)を共発現させると、ATG13 のミトコンドリア強制局在依存的

に、LRRK1(Y944)もミトコンドリアに局在し、Rab7 Ser-72 のリン酸化が観察された。こ

れに対し、野生型 LRRK1 を共発現させた場合は、ATG13 依存的な LRRK1 のミトコン

ドリア局在は見られるものの、pS72-Rab7 のシグナルは見られなかった。以上の結果

は、ATG13 のみでは LRRK1 のミトコンドリア局在は誘導できるが、LRRK1 の活性化

は誘導できないことを示している。つまり、ULK 複合体が LRRK1 の活性化に重要と

考えられた。私は、（１）マイトファジーが誘導されると、ULK 複合体と LRRK1 が損傷ミ

トコンドリアに局在する、（２）損傷ミトコンドリアに局在した ULK はクラスター化するこ

とで活性化し[31]、LRRK1 をリン酸化して活性化している、のではないかと考えてい

る。ULK 複合体による LRRK1 の活性制御は、マイトファジーにおける LRRK1 の活性

化場所と活性化タイミングの両方を制御している可能性が高い。 

 

ULK 複合体-LRRK1経路の Parkin 依存的マイトファジーにおける役割 

 本研究の解析から、ATG101 はミトコンドリアの分解には必要だが、損傷ミトコンドリ

ア上の Rab7 Ser-72 リン酸化には必要ないことが明らかとなった。このことは、ULK

複合体の下流で、LRRK1 に依存する経路と依存しない経路の 2 つが存在することを

示唆している。ATG101 は、LRRK1 非依存経路で機能している(図 16)。このモデルと

一致するように、恒常活性化型 LRRK1(Y944F)は、ULK1/2 ノックダウンによるミトコン

ドリア分解の阻害をレスキューできなかったが、Rab7 Ser-72 のリン酸化の阻害はレ

スキューできた。 

 また、活性化型 LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制局在させると、マイトファゴソー

ム形成に重要な ATG9 や LC3 のミトコンドリア局在を誘導した。このことから ULK 複
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合体-LRRK1経路は、Rab7 Ser-72 のリン酸化を介して、ATG9 や LC3 を損傷ミトコン

ドリアにリクルートする役割を担っていると考えられる。これらの結果は、Rab7 Ser-72

のリン酸化が ATG9 の損傷ミトコンドリアへのリクルートに必要だとする先行研究の

結果と一致する[36]。一方で、活性化型 LRRK1(Y944F)のミトコンドリア強制局在は、

ミトコンドリアの分解・除去は引き起こさなかった。このことは LRRK1-Rab7経路の活

性化だけでは、マイトファジーを完遂することはできないことを示している。つまり

Parkin 依存的マイトファジーにおいて、LRRK1 非依存的な経路（ATG13 を介する経

路）が、マイトファゴソーム形成時に協働する必要があると考えられる(図 16)。 

 

Parkin 依存的マイトファジーにおける LRRK1 と TBK1 の関係 

 最近の研究から、TBK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化することで、マイトファジーを制

御していることが報告された[36]。しかし、本研究では TBK1 をノックダウンしても

LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制的に局在させると、ミトコンドリア上で Rab7 Ser-

72 リン酸化が生じることが明らかとなった。これは、LRRK1 のミトコンドリア局在が

TBK1 の機能をバイパスしたことを示している。また、TBK1 ノックダウンによる Rab7 

Ser-72 リン酸化の減少は、LRRK1 とのダブルノックダウンによって促進されなかっ

た。このことから、TBK1 と LRRK1 は同一経路で Rab7 Ser-72 のリン酸化に機能して

いることが考えられた。以上のことから、LRRK1 は TBK1 の下流でマイトファジーを制

御していることが示唆された。さらに、最近の研究から、TBK1 がオートファジーレセプ

ターNDP52 をリン酸化することで、NDP52 と FIP200の結合を促進し、ULK 複合体を

ミトコンドリアの表面にリクルートしていることが示された[31]。加えて、ULK1 を強制的

にミトコンドリアに局在させると、TBK1 非依存的にマイトファジーが誘導されることも

報告された[31]。このことから、TBK1 は Parkin 依存的マイトファジーにおいて ULK 複

合体の上流で機能していることが示唆された。従って、TBK1 はマイトファジーにおい

て Rab7 Ser-72 を直接リン酸化するキナーゼではないと考えられる。 

 

Parkin 依存的マイトファジーにおける Rab7 Ser-72 リン酸化の役割 
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 先行研究から、Rab7 はミトコンドリア損傷依存的に損傷ミトコンドリアに局在し、

ATG9 小胞を損傷ミトコンドリア周辺にリクルートすることでマイトファゴソームの形成

を促進していることが知られていた[32,33]。さらに、Rab7 Ser-72 の非リン酸化型変異

体 Rab7(S72A)を発現した細胞では、ATG9 小胞のリクルートが阻害されることから、

Rab7 Ser-72 のリン酸化が ATG9 のリクルートに重要な可能性が報告された[36]。

Rab7 の Ser-72残基は、Rab7 の GTPase ドメイン内にある switch-ll 領域に存在す

る。Rab7 switch-ll 領域は、Rab7 とエフェクター分子との結合に重要な領域である

[37]。また、Rab ファミリータンパク質において、Rab7 Ser-72 に相当する残基は高度

に保存されており、リン酸化されることで、Rab ファミリーとエフェクター分子との結合

を選別することが知られている[38,39]。一例として我々は、上皮成長因子受容体

(EGFR)の細胞内輸送において、LRRK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化すると、エフェクタ

ー分子 RILP との結合が促進されることを明らかにしている[41]。本研究により、

LRRK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化することで、状況に応じて異なるエフェクター分子

との結合を促進している可能性が示唆された。私はマイトファジーにおいては、

LRRK1 が Rab7 Ser-72 をリン酸化することで、ATG9 のリクルートに関与するエフェク

ター分子との結合が促進されているのではないかと考えている。 

 

LRRK1/LRRK2 による Rab タンパク質のリン酸化を介したマイトファジー制御 

 これまでの研究から、LRRK2 はミトコンドリアの恒常性に関与していることが知られ

ている[44]。例えば、LRRK2 は Rab10 Thr-73 をリン酸化することで、マイトファジーを

負に制御することが知られている[40]。Rab10 Thr-73 は Rab7 Ser-72 に相当する保

存されたリン酸化部位である。Rab10は Parkin 依存的に損傷ミトコンドリアに集積し、

オートファジーレセプターOPTNをリクルートすることでマイトファジーを促進している。

この時、パーキンソン病患者で見られる LRRK2変異体は、Rab10 Thr-73 のリン酸化

を促進し、Rab10 と OPTNの結合を阻害することでマイトファジーを阻害することが報

告されている[40]。本研究から LRRK1 と LRRK2 は、それぞれ Rab7 または Rab10を

リン酸化することで、Parkin 依存的マイトファジーを正または負に制御している可能性
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が明らかとなった。このことは、LRRK2 と異なり、パーキンソン病患者で LRRK1 の変

異が同定されてこなかった原因なのかもしれない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21 

5. 材料と方法 

 

細胞の培養 

 U2OS および HEK293 細胞は 10% fetal bovine serum(042-30555, FUJIFILM Wako)

含有 DMEM培地を用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。これらの細胞は、それ

ぞれ the American Type Culture Collection または the Japanese Collection of 

Research Bioresourcesから入手した。 

 

抗体および使用した試薬 

 使用した抗体は以下の通りである。 

anti-TOM20 (F-10, Santa Cruz), anti-GFP (598, MBL), anti-Flag (M2, Sigma–Aldrich 

or FLA-1, MBL), anti-Myc (9E10, Santa Cruz), anti-HA (16B12, Babco), anti-ATG9 

(Abcam), anti-LC3 (M152-3, MBL), anti-C-III core 1 (Invitrogen), anti-ATG13 

(M183-3, MBL), anti-ULK1 (D8H5, CST or A7481, Sigma–Aldrich), anti-ATG101 

(Abcam), and anti-PDH E2/E3bp (Abcam) 

また、アフィニティ精製した pS72-Rab7抗体(Sigma-Aldrich)は、合成を Sigma-Aldrich

社に委託して取得した。 

 CCCP および Antimycin A は Sigma-Aldrich、Oligomycin は Merck Millipore より取

得した。A/C heterodimerizer (rapalog) は Takara より取得した。 

 

使用したプラスミドおよび RNAi について 

 GFP-LRRK1, GFP-LRRK1(K1243M), GFP-LRRK1(Y944F)、および siRNA耐性型

GFP-LRRK1, GFP-LRRK1(K1243M)はそれぞれ pEGFP-c1vector (clonetech)に PCR

によって増幅したタンパク質コード配列を挿入した。Flag-Parkin は pCMVFb vector 

(clonetech)に PCR によって増幅したタンパク質コード配列を挿入した。pHAGE-

FKBP-GFP vector および pHAGE-mt-Keima-P2A-FRB-Fis1 は Richard J. Youle教

授のグループより譲渡いただいた。GFP-ATG13 は Addgene plasmid #22875 より取
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得した。FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)および FKBP-GFP-ATG13 は pHAGE-FKBP-

GFP vector に PCR で増幅したタンパク質コード配列を挿入した。 

 本研究で使用した siRNA配列は以下の通りである。 

human LRRK1 [配列: GCAGGAACAGGAAAGTCACCATTTA (TT)]  (JBioS) 

human ULK1 [配列: CGCCTGTTCTACGAGAAGA (TT)] (JBioS) 

human ULK2 [配列: GCTCGTTACCTACATAGTA (TT)] (JBioS) 

human ATG13 [配列: GCATTCATGTCTACCAGGCAATTTG (TT)] (JBioS) 

human ATG101 [配列: GACTGTGACTTCATCGACTTCACTT (TT)] (JBioS) 

Control siRNA (Silencer Select; Life Technologies)はネガティブコントロールとして使

用した。アニーリングされた siRNA は RNAiMAX (invitrogen)を用いてトランスフェクシ

ョンし、トランスフェクション後 72時間経過した細胞を実験に使用した。 

 

In vitro kinase assay 

 GST-ULK1 リコンビナントタンパク質は SignalChemから取得した。GFP-LRRK1(KM)

タンパク質は、HEK293 細胞に発現させた GFP-LRRK1(KM)を GFP抗体を用いた免

疫沈降によって精製した。キナーゼ反応液 20μL中には以下の試薬を記載した終濃

度になるように混合し、30℃下で 20分反応させた。 

50 mM HEPES (pH 7.4), 5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 5 µCi [g-32P]ATP, 100 µM ATP. 

反応はラーミンの SDSサンプルバッファーを加えることで停止させ、SDS-PAGEによ

って分離させた後、オートラジオグラフィーでタンパク質のリン酸化を検出した。 

 

免疫沈降 

 細胞は RIPAバッファー[50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.25% deoxycholic 

acid, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, phosphatase inhibitor cocktail 2 

(Sigma–Aldrich), and protease inhibitor cocktail (Sigma–Aldrich)]を用いて溶解し、

15000gで 12 分遠心した。遠心上清を 50μL（1.5 mg）の Dynabeads Protein G 

(invitrogen)に 10μgの anti-GFP (598, MBL)または anti-ULK1 (A7481, Sigma–
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Aldrich)抗体を加え、4℃下で 2時間インキュベートした。その後、beadsは氷冷した

PBS で３回 wash し、SDS-PAGEによってタンパク質を分離した。 

 

免疫染色と蛍光顕微鏡 

 免疫染色のための細胞は、カバーガラス上で培養し、試薬処理を行った後、4%パラ

ホルムアルデヒド液で 37℃、15 分処理、またはメタノールで-20℃、2 分処理によって

固定した。透過処理は 0.5% Triton X-100で５分間処理することで行った。その後、細

胞を１次抗体、２次抗体で染色した。本研究で使用した１次抗体と希釈率は以下の通

りである。括弧内は希釈率を示す。 

mouse anti-Flag (1:500), anti-Myc (1:200), rabbit anti-TOM20 (1:200), anti-pS72-

Rab7 (1:250), anti-ATG9 (1:100), anti-LC3 (1:500), anti-C-III core 1 (1:100), and 

anti-PDH E2/E3bp (1:500). 

２次抗体には以下のものを用いた。 

Alexa-Fluor 488-, 555-, or 647-goat anti-mouse IgG antibodies (Invitrogen)または

anti-rabbit IgG antibodies (Invitrogen) 

共焦点顕微鏡は Zeiss LSM800 顕微鏡を用いた。ミトコンドリア上の pS72-Rab7 やミ

トコンドリアマトリクスタンパク質 C-lll core1 および PDH E2/E3bpの有無は、目視で

カウントし、割合を求めた。顕微鏡の設定は核実験毎に固定して撮影し、シグナルの

サチュレーションがないように行った。 

 

統計処理 

 統計処理は、Dunnett’s multiple- comparison test または Welch’s t-testによって

行った。独立して行った３回分の実験データを持って統計処理を行った。各グラフのエ

ラーバーは標準偏差（s.d.）を示している。統計処理に供した細胞の数は、各レジェン

ドに記載した。有意差検定にあたっては、GraphPad Prism ソフトウェアを用いて行っ

た。 
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8. 図 

 

図 １. LRRK1 は Parkin 依存的マイトファジーに必要である。 

(A) LRRK1 ノックダウンの損傷ミトコンドリアの除去に対する効果を検討した。コントロ

ールまたは LRRK1 siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin と siRNA耐性野生

型 GFP-LRRK1(WTr)または kinase-negative 型 GFP-LRRK1(KMr)を記載の通りに発

現させた。CCCP(10μM)で 24時間処理した細胞を、ミトコンドリアマトリクスタンパク

質 C-lll core 1抗体(マゼンタ)と Flag 抗体(シアン)で染色した。白の点線は Flag-

Parkin発現細胞を示し、アスタリスクは Parkin が発現していない細胞を示す。スケー

ルバーの長さは 10μmである。 (B) ミトコンドリアの分解について定量化した。Flag-

Parkin発現細胞のうち、C-lll core 1（ミトコンドリア）のシグナルが完全に消失した細

胞の割合を計測した。各回 30 以上の細胞を解析し、３回の独立した実験を行った。

エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testに

より行った。 *** : P<0.001、n.s. : 有意差なし。  
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図 ２. LRRK1 は損傷ミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 のリン酸化に必要である。 

(A,C) LRRK1 ノックダウンによるミトコンドリア上の Rab7 Ser-72 のリン酸化に対する

効果を検討した。コントロールまたは LRRK1 siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-

Parkin または siRNA耐性野生型 GFP-LRRK1(WTr)またが kinase-negative 型 GFP-

LRRK1(KMr)を発現させ、CCCP (10μM)で 3時間処理した。その後、ミトコンドリアマ

ーカーTOM20 抗体（緑）、pS72-Rab7抗体（マゼンタ）、Flag 抗体（シアン）で染色し

た。白の点線は Parkin発現細胞を示し、黄矢印は Parkin が局在したミトコンドリア上

の pS72-Rab7 を示す。スケールバーは 10μmである。（B,D） (A,C)の定量化を行っ

た。Parkin発現細胞の内、pS72-Rab7 が TOM20または Flag-Parkin（ミトコンドリア）

と共局在している細胞の割合を示した。各回（B）70 以上、（D）30 以上の細胞を解析

し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は

Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。*** : P<0.001、n.s. : 有意差なし。 
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図 3. LRRK1 は CCCP処理によって活性化する 

HEK293 細胞に Flag-Rab7 と野生型 Flag-LRRK1(WT)または kinase-negative 型

Flag-LRRK1(KM)を共発現させ、CCCP (10μM)で 3時間処理した。これらの細胞の

溶解液を図に示した抗体を用いて western blotを行った。 
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図 4. LRRK1 は ULK の下流で CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 のリン酸化に機能して

いる 

(A,C) Rab7-Ser-72 のリン酸化に対する ULK1/ULK2ダブルノックダウンの効果を検

討した。コントロール、ULK1/ULK2、または ULK1 と ULK2 siRNA を処理した U2OS 細

胞に Flag-Parkin と空ベクターまたは GFP-LRRK1(Y944F)を図に示すように発現させ

た。CCCP (10μM)で 3時間処理後、TOM20 抗体(緑)、pS-72 Rab7抗体（マゼンタ）、

Flag 抗体(シアン)で染色した。白の点線は Parkin発現細胞を示し、黄矢印はミトコン

ドリア上の pS72-Rab7 を示す。また、白矢印は GFP-LRRK1(Y944F)が局在したエンド
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ソームと思われる場所上の pS72-Rab7 を示す。スケールバーは 10μmである。

(B,D) (A,C)について定量化を行った。Parkin発現細胞の内、pS72-Rab7 が TOM20ま

たは Flag-Parkin（ミトコンドリア）に局在する細胞の割合を示した。各回 30 以上の細

胞を解析し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検

定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。** : P<0.01、*** : P<0.001、

n.s. : 有意差なし 
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図 5. LRRK1 と ATG101、FIP200、ATG13 または ULK1 との結合 

(A) HEK293 細胞に GFP-LRRK1 と Flag-ATG101、Flag-FIP200または Flag-ATG13

を図に示すように共発現させた。LRRK1 との結合は、Flag 抗体を用いた免疫沈降

（IP）によって検出し、図に示す抗体を用いて western blotを行った。(B) HEK293 細

胞に GFP-LRRK1 と HA-ULK1 を図に示すように共発現させた。LRRK1 との結合は

HA抗体を用いた免疫沈降（IP）によって検出し、図に示す抗体を用いて western blot

を行った。 
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図 6. CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 のリン酸化に対する ATG101 ノックダウンの効果 

(A) コントロールまたは ATG101 siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin を発現

させた。これに CCCP (10μM)を 3時間処理した後、TOM20 抗体（緑）、pS72-Rab7

抗体（マゼンタ）、Flag 抗体（シアン）を用いて染色した。白の点線は Parkin発現細胞

を示し、黄矢印はミトコンドリアに局在する pS72-Rab7 を示す。スケールバーは 10μ

mである。(B) (A)の定量化を行った。Parkin発現細胞の内、pS72-Rab7 が TOM20（ミ

トコンドリア）に局在している細胞の割合を示した。各回 30 以上の細胞を解析し、3回

の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s 

multiple-comparison testにより行った。n.s. : 有意差なし。 
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図 7. CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 のリン酸化に対する ATG13 ノックダウンの効果 

(A) コントロールまたは ATG13 siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin と GFP-

LRRK1(Y944F)を図に示すように発現させた。これに CCCP (10μM)を 3時間処理し

た後、pS72-Rab7抗体（マゼンタ）、Flag 抗体（シアン）を用いて染色した。白の点線は

Parkin発現細胞を示し、黄矢印は Parkin が局在するミトコンドリアと共局在する

pS72-Rab7 を示す。白矢印は GFP-LRRK1(Y944F)が局在するエンドソーム上の

pS72-Rab7 を示す。スケールバーは 10μmである。(B) (A)の定量化を行った。

Parkin発現細胞の内、pS72-Rab7 が Flag-Parkin（ミトコンドリア）に局在している細胞

の割合を示した。各回 30 以上の細胞を解析し、3回の独立した実験を行った。エラー
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バーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行

った。** : P<0.01、n.s. : 有意差なし。(C) タンパク質二量体誘導化合物を用いた、

LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制的に局在させるシステムの概念図を示した。(D) 

LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制的に局在させた場合の、Rab7 Ser-72 のリン酸

化に対する効果を検討した。コントロールまたは ATG13 siRNA を処理した U2OS 細

胞に FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)と FRB-Fis1 を発現させ、rapalog （0.5μM）で 24時

間処理した。細胞は pS72-Rab7抗体（マゼンタ）と TOM 20 抗体（シアン）で染色し

た。白の点線は GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞を示し、黄矢印は GFP-LRRK1(Y944F)

が局在したミトコンドリア上の pS72-Rab7 を示している。スケールバーは 10μmであ

る。(E) (D)を定量化した。GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞の内、GFP-LRRK1(Y944F)が

局在するミトコンドリアと pS72-Rab7 が共局在している細胞の割合を示した。各回 30

以上の細胞を解析し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、

有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。*** : P<0.001、n.s. : 

有意差なし。 
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図 8. FRB-Fis1 は FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)のミトコンドリア局在に必要である 

U2OS 細胞に FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)を発現させ、rapalog (0.5μM)で 24時間処

理した。細胞は pS72-Rab7抗体（マゼンタ）と TOM20 抗体（シアン）で染色した。白の

点線は GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞を示す。スケールバーは 10μmである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+

MergeTOM20pS72 Rab7
FKBP-GFP-

LRRK1 (Y944F)

-

Rapalog



 42 

 

 

図 9. LRRK1 は CCCP 依存的に ATG13及び ULK1 と結合する。 

(A) LRRK1 と ATG13 の CCCP 依存的な結合を検討した。HEK293 細胞に GFP-

LRRK1 を発現させ、CCCP (10μM)で 3時間処理した。複合体形成は GFP抗体を用

いた免疫沈降 (IP)によって検出し、図に示す抗体を用いて western blotを行った。

(B) LRRK1 と ULK1 の結合について検討した。HEK293 細胞に GFP-LRRK1 を発現さ

せ、CCCP (10μM)で 3時間処理した。複合体形成は GFP抗体を用いた免疫沈降に

よって検出し、図に示す抗体を用いて western blotを行った。 
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図 10. Rab7 Ser-72 リン酸化に対する ATG13 ミトコンドリア強制局在の効果 

(A,C) FKBP-GFP-ATG13 と FRB-Fis1 を共発現させた細胞に、野生型 Myc-

LRRK1(WT)または Myc-LRRK1(Y944F)の存在下 (C) または非存在下 (A) で

rapalog (0.5μM) を 24時間処理した。細胞は pS72-Rab7抗体（マゼンタ）と TOM20

または Myc 抗体（シアン）を用いて、図に示すように染色した。黄矢印はミトコンドリア

に局在した pS72-Rab7 を示し、白矢印はミトコンドリアに局在した Myc-LRRK1(WT)の

シグナルを示す。スケールバーは 10μmである。(B,D) (A,C)を定量化した。GFP-

ATG13発現細胞の内、pS72-Rab7 がミトコンドリアに局在した細胞の割合を示した。

各回 30 以上の細胞を解析し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差

を示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。 

*** : P<0.001、n.s. : 有意差なし。 
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図 11. ULK1 は in vitroで LRRK1 をリン酸化する 

HEK293 細胞に GFP-LRRK1(KM)を発現させ、その溶解液から GFP抗体を用いた免

疫沈降によって GFP-LRRK1(KM)タンパク質を精製した。精製した LRRK1 タンパク質

は、GST-ULK1 リコンビナントタンパク質と、 [g-32P] ATP の存在下で 30℃、20分震

盪した。自己リン酸化された ULK1 とリン酸化された LRRK1 は SDS-PAGEで分離

し、総タンパク質量は Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色によって確認した。 
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図 12. ミトコンドリア分解に対する ATG101 ノックダウンの効果 

(A) コントロールまたは ATG101siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin を発現

させ、oligomycin (10μM)と antimycin A (10μM)を 3時間共処理 (O/A) した。細胞

はミトコンドリアマトリクスマーカー C-lll core 1抗体（緑）と Flag 抗体（マゼンタ）で染

色した。白の点線は Parkin発現細胞を示す。スケールバーは 10μmである。(B) (A)

の定量化を行った。Flag-Parkin発現細胞の内、ミトコンドリアマトリクスのシグナルが

消失した細胞の割合を表示した。各回 30 以上の細胞を解析し、３回の独立した実験

を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-

comparison testにより行った。 *** : P<0.001。  
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図 13. 損傷ミトコンドリア分解における LRRK1 と ULK1/2 の関係 

(A) ULK1/ULK2ダブルノックダウンによる損傷ミトコンドリアの分解に対する効果を検

討した。コントロールまたは ULK1/ULK2 siRNA を処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin

と GFP-LRRK1(Y944F)を図に示すように発現させ、oligomycin (10μM)と antimycin A 

(10μM)を 24時間共処理 (O/A) した。細胞はミトコンドリアマトリクスマーカー C-lll 

core 1抗体（マゼンタ）と Flag 抗体（シアン）で染色した。白の点線は Parkin発現細胞

を示す。スケールバーは 10μmである。(B) (A)の定量化を行った。Flag-Parkin発現

細胞の内、ミトコンドリアマトリクスのシグナルが消失した細胞の割合を表示した。各

回 30 以上の細胞を解析し、３回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を

示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。 *** : 

P<0.001、n.s. : 有意差なし。  
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図 14. マイトファジーに対する LRRK1(Y944F)ミトコンドリア強制局在の効果 

(A,C) LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制的に局在させた場合の、ATG9 や LC3 の

ミトコンドリアへのリクルートに対する効果を検討した。U2OS 細胞に FKBP-GFP-

LRRK1(Y944F)と FRB-Fis1 を発現させ、Rapalog (0.5μM) で 24時間処理した。細胞

は、(A) ATG9抗体、(C) LC3抗体(マゼンタ)と TOM20 抗体（シアン）で染色した。白の

点線は GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞を示し、黄矢印はミトコンドリアに局在した

ATG9 または LC3 のシグナルを示す。スケールバーは 10μmである。(B,D) (A,C)の

定量化を行った。GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞の内、ATG9 (B) または LC3 (D) が

TOM20 と共局在した細胞の割合を表示した。各回 30 以上の細胞を解析し、3回の

独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s 
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multiple-comparison testにより行った。 *** : P<0.001。(E) LRRK1(Y944F)をミトコン

ドリアに強制的に局在させた場合の、ミトコンドリアの分解に対する効果を検討した。

U2OS 細胞に FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)と FRB-Fis1 を発現させ、Rapalog (0.5μM) 

で 72時間処理した。細胞はミトコンドリアマトリクスマーカーPDH E2/E3bp 抗体（マゼ

ンタ）で染色した。白の点線は GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞を示す。スケールバーは

10μmである。(F) (E)の定量化を行った。GFP-LRRK1(Y944F)発現細胞の内、ミトコン

ドリアマトリクスのシグナルが存在する細胞の割合を表示した。各回 30 以上の細胞

を解析し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定

は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。 n.s. : 有意差なし。 
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図 15. CCCP 依存的な Rab7 Ser-72 リン酸化における TBK1 と LRRK1 の関係 

(A) TBK1 ノックダウンによる Rab7 Ser-72 のリン酸化に対する影響を検討した。コン

トロール、TBK1、LRRK1 siRNA を図に示すように処理した U2OS 細胞に Flag-Parkin

を発現させた。細胞は CCCP (10μM) で 3時間処理した後、TOM20 抗体（緑）、

pS72-Rab7抗体（マゼンタ）、Flag 抗体（シアン）で染色した。白の点線は Parkin発現

細胞を示し、黄矢印はミトコンドリアに局在した pS72-Rab7 を示す。スケールバーは

10μmである。(B) (A)の定量化を行った。Parkin発現細胞の内、pS72-Ran7 が

TOM20 と今日局在する細胞の割合を表示した。各回 30 以上の細胞を解析し、3回

の独立した実験を行った。エラーバーは標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s 

multiple-comparison testにより行った。 *** : P<0.001、n.s. : 有意差なし。 (C) 
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LRRK1(Y944F)をミトコンドリアに強制的に局在させた時の効果について検討した。コ

ントロールまたは TBK1 siRNA を処理した U2OS 細胞に FKBP-GFP-LRRK1(Y944F)

と FRB-Fis1 を共発現させ、rapalog (0.5μM) で 24時間処理した。細胞は pS72-

Rab7抗体（マゼンタ）と TOM20 抗体（シアン）で染色した。白の点線は GFP-

LRRK1(Y944F)を発現させた細胞を示し、黄矢印はミトコンドリアに局在した pS72-

Rab7 を示している。スケールバーは 10μmである。(D) (C)の定量化を行った。GFP-

LRRK1(Y944F)発現細胞の内、pS72-Rab7 と TOM20が共局在する細胞の割合を表

示した。各回 30 以上の細胞を解析し、3回の独立した実験を行った。エラーバーは

標準偏差を示し、有意差検定は Dunnet’s multiple-comparison testにより行った。 

*** : P<0.001、n.s. : 有意差なし。 
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図 16. ULK 複合体-LRRK1経路による Parkin 依存的マイトファジー制御機構 

ULK 複合体は LRRK1 に依存的な経路と非依存的な経路を媒介している。ATG101

は後者の経路に属している。LRRK1 非依存的な経路は、LRRK1 依存的に誘導され

るマイトファゴソームの生合成の下流で LRRK1 依存的な経路と合流する。 
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図 17. 各種 siRNA の効果 

(A-E) Flag-Parkin を発現させた U2OS 細胞にコントロール、LRRK1 (A)、ULK1 (B)、

ATG101 (C)、ATG13 (D)、TBK1 siRNA (E) を処理した。これらの細胞の溶解液を、図

に示す抗体を用いて western blotを行った。Flag-Parkin はローディングコントロール

として用いた。 
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