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要旨 

パーキンソン病の原因遺伝子である Leucine-rich repeat kinase 2 

(LRRK2) はROCOファミリープロテインキナーゼのひとつであり、

種を越えて保存されている。しかし、その生理学的機能については

不明の部分が多い。本研究では、ヒト LRRK2 に結合するタンパク

質を LC-MS/MS 法により探索し、シャペロン複合体の構成因子とし

て知られる BAG2 と HSC70 をそれぞれ同定した。さらに我々は、

線虫 Caenorhabditis elegans をモデルとして、LRRK2 の線虫ホモ

ログ LRK-1 が、BAG2 の線虫ホモログ UNC-23 と HSC70 の線虫ヒ

モログ HSP-1 により、どのように制御されているかについて解析し

た。LRK-1 は、ゴルジ体においてシナプス小胞（SV）タンパク質が

樹状突起特異的な輸送経路に選別されないようにすることにより、

SV タンパク質の軸索への極性的な局在制御を行っている。unc-23

変異体では、lrk-1 欠損変異体と同様に、SV タンパク質が軸索だけ

でなくシナプス前終末及び樹状突起の末端にも局在する表現型を示

した。また、unc-23 変異体の表現型を抑圧するが lrk-1 変異体の表

現型を抑圧しない変異として、幾つかの hsp-1 変異を単離・同定し

た。さらに、UNC-23 が HSP-1 とともに、ゴルジ体における LRK-1

の局在を制御することも明らかにした。以上の結果から、LRK-1 は

シャペロン複合体依存的な機構により、その局在が制御されている

ことが示唆された。 
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序論 

パーキンソン病は神経変性疾患の一種であり、世界で 500 万人以

上が罹患している難病の一つである。2004 年に常染色体優性パーキ

ンソン病の原因遺伝子の一つとして leucine-rich repeat kinase 2 

（LRRK2）が同定された（Paisán-Ruíz et al. 2004; Zimprich et al. 

2004）。その後の解析から、LRRK2 は孤発性および家族性パーキン

ソン病の両方に関与することが示唆されている（Beilinaa et al., 

2014）。LRRK は ROCO ファミリーに属するプロテインキナーゼで

あり、LRRK1 と LRRK2 の 2 つのアイソフォームが存在する

（Bosgraaf & Van Haastert 2003; Lewis 2009）。これまでの研究か

ら、LRRK2 はタンパク輸送やリソソームタンパク質分解経路、神経

突起伸長、外因性細胞死、炎症反応のシグナル伝達経路、ミトコン

ドリア機能不全等の様々な生体反応経路に関わっていることが示唆

されている（Rideout & Stefanis 2013）。また、LRRK2 は膜貫通ド

メインを持たない細胞質タンパク質であるにも関わらず、ミトコン

ドリアやシナプス小胞タンパク質、小胞体（ER）、ゴルジ体、エン

ドソーム／リソソーム等の膜構造体に結合していることが報告され

ている（Biskup et al. 2006）。しかし、LRRK1/LRRK2 の生理学的、

細胞学的役割及びその制御機構については不明の部分が多く残され

ている。 

ROCO ファミリータンパク質は、粘菌から哺乳動物まで種を越え
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て保存されており、線虫 Caenorhabditis elegans では、LRRK 様の

ROCO ファミリープロテインキナーゼをコードする遺伝子として、

lrk-1 遺伝子が存在する（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007; Lewis 

2009）。これまでの研究から、LRK-1 はシナプス小胞（SV）タンパ

ク質の極性的な局在に必要であることが明らかになっている

（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。神経は極性を持った細胞で

あり、軸索と樹状突起には性質や機能の異なるタンパク質が特異的

に局在する。SV や多くの SV タンパク質は、主に軸索のシナプス前

終末に局在し、樹状突起には局在しない。しかし、lrk-1 欠損変異体

では、SV タンパク質の極性が失われ、軸索のみならず樹状突起の末

端においても SV タンパク質の局在がみられる。この異所的な SV タ

ンパク質の局在は、樹状突起への極性的な輸送を担う AP-1 クラスリ

ンアダプタータンパク質である UNC-101 に依存しており、シナプス

前終末への輸送を担うキネシンである UNC-104 には依存していな

かった。また、LRK-1 はゴルジ体に局在することから、LRK-1 はト

ランスゴルジネットワークにおいて、SV タンパク質が樹状突起特異

的な輸送機構へ選別されることを抑制することで、SV タンパク質の

軸索への局在を正に制御していることが示唆された

（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。 

ROCO ファミリータンパク質は、Ras／Arf GTPase ファミリータ

ンパク質に類似した ROC（Ras in complex proteins）ドメインの他

に、プロテインキナーゼドメインや複数のタンパク質間相互作用ド
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メインを持っている（Lewis 2009）。近年の LRRK2 と相互作用する

因子を探索する目的で行われた共沈降実験及びタンデム質量分析に

より、多くの LRRK2 と結合する候補因子が同定された。それらの

中に、heat-shock cognate protein 70 (HSC70)、heat-shock protein 

70 (HSP70)、heat-shock protein 90 (HSP90)、cell division cycle 37 

(CDC37)等、シャペロン経路に関わる因子が含まれていた（Wang et 

al. 2008）。シャペロンタンパク質は、細胞質に存在する数多くのタ

ンパク質の適切なフォールディングや維持において重要な役割を果

たす。また、タンパク質のリフォールディングやシャペロンタンパ

ク質基質の分解を仲介することも知られている（Hartl et al. 2011）。

特に、HSC70 と HSP70 はシャペロン経路で機能するシャペロン複

合体において中核的な存在とされている。 

本研究では、哺乳動物 LRRK2 の結合因子として、HSC70 の他に

Bcl-2 athanogene（BAG）ファミリーのひとつである BAG2 を同定

した。哺乳動物では BAG ファミリーとして BAG1、BAG2、BAG3、

BAG4、BAG5、BAG6 の 6 つのタンパク質が報告されている

（Takayama & Reed 2001）。そのうち BAG2 は HSC70/HSP70 の

コシャペロンとしての機能を持ち、タンパク質のフォールディング

活性を制御している（Takayama et al. 1999）。線虫 C. elegans にお

ける BAG2 および HSC70 のホモログを探索したところ、それぞれ

UNC-23 と HSP-1 が同定された。そこで線虫 C. elegans を用いて、

LRK-1 の制御における UNC-23 と HSP-1 の役割を解析した。その
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結果、UNC-23-HSP-1 のシャペロン複合体はゴルジ体における

LRK-1 の局在を制御することで、SV タンパク質の軸索への極性的

な選別輸送を制御することが示唆された。 
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結果 

 

LRRK2 は BAG2、HSC70 と結合する 

LRRK2 の制御機構を解析するために、LRRK2 と結合する因子の

同定を試みた。Ras と LRRK2 とのホモロジーから、Roc ドメイン内

の 1341 番目のグリシンがバリンに置き換わった変異型 LRRK2

（G1341V）では、GTPase 活性が欠損し、活性化型である GTP 結

合型の LRRK2 が蓄積することが考えられた（Clanton et al. 1987）。

そこで、変異型 LRRK2（G1341V）を用いて LRRK2 と結合する因

子の同定を行った。ヒト胎児由来腎臓 HEK293T 細胞に FLAG タグ

で標識した FLAG-LRRK2（G1341V）を過剰発現させ、抗 FLAG

抗体で LRRK2（G1341V）と結合タンパク質を免疫沈降した。その

後、液体クロマトグラフ-タンデム質量分析 (LC-MS/MS) を実施し

た（Iemura & Natsume 2012）。その結果、変異型 LRRK2（G1341V）

と結合するタンパク質として、BAG2 及び HSC70 を同定した。まず、

アフリカミドリザル腎臓由来の培養細胞である COS-7 細胞を用い

て 免疫沈降実験を行い、LRRK2 と BAG2 および HSC70 の相互作

用を確認した。COS-7 細胞にて LRRK2 と、HA タグで標識した

BAG2 を共発現させた。FLAG-LRRK2 と HA-BAG2 のみの共発現

では両者は共沈降しない（図 1A, レーン 2）ものの、T7-HSC70 発

現下では、FLAG-LRK2 と HA-BAG2 が共沈降することが確認され
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た（図 1A,レーン 3）。また、これまでの報告（Takayama et al. 1999）

と同様に、T7-HSC70 は HA-BAG2 の免疫沈降により共沈降した（図

1A, レーン3）。これらの結果から、LRRK2とBAG2の結合はHSC70

に依存している可能性が示唆された。さらに、COS-7 細胞に、

FLAG-LRRK2、T7-HSC70 を共発現させたところ、BAG 非発現下

においても FLAG-LRRK2 が T7-HSC70 と共沈降したことから、

LRRK2 は BAG2 非依存的に HSC70 と直接結合しており、BAG2

とは間接的に結合していることが示された（図1B, レーン2）。また、

HA-BAG2 発現下では、LRRK2 と HSC70 の結合が減少することか

ら、BAG2 は LRRK2 の HSC70 からの解離を誘導することが示唆さ

れた（図 1B, レーン 3）。 

 

線虫 C. elegans における LRRK2、HSC70、BAG2 ホモログの関係

について 

生体内における BAG2、HSC70 による LRRK2 の制御機構を解析

するため、線虫 C. elegans をモデル動物として解析を行った。線虫

において、lrk-1 遺伝子、hsp-1 遺伝子はそれぞれ哺乳動物 LRRK2

及び HSC70/HSP70 の線虫ホモログをコードしている（Heschi & 

Baillie 1989; Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。また、BAG ファ

ミリーも真核生物において種を越えて保存されており、哺乳動物

BAG ファミリーには、BAG1、BAG2、BAG3、BAG4、BAG5、BAG6

の 6 つのタンパク質が存在している（Takayama & Reed 2001）。線
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虫 C. elegans では、BAG ファミリーとして BAG-1、BAG-2 が存在

しており、それぞれ哺乳動物 BAG1、BAG2 のホモログである（図

2A, 図 3）（Takayama et al. 1999）。BAG-2 は、H14N18.1 ORF に

コードされており、線虫遺伝子ノックアウトコンソーシアムの活動

により ok1408 と呼ばれる H14N18.1 ORF が欠損した系統が単離さ

れている（図 2A）。そして、ok1408 個体は、unc-23 変異体と同様

に bent-head の表現型を示した（図 7）（Waterston et al. 1980）。ま

た、unc-23 遺伝子は H14N18.1 ORF の近くにマッピングされるこ

とから、unc-23（e25）変異について、H14N18.1 ORF の遺伝子配

列を解析した。その結果、unc-23 遺伝子内に 297 番目のグルタミン

酸がリジンに変わる変異が存在した（図 4）。また、H14N18.1 を含

む導入遺伝子は、unc-23（e25）変異体の表現型をレスキューした。

これらの結果から、H14N18.1 ORF は BAG-2 をコードする unc-23

遺伝子であることが示された（図 5）。これは他研究者による最近の

報告とも合致する（Rahmani et al. 2015）。 

次に、線虫 LRK-1、HSP-1、UNC-23 が、哺乳動物 LRRK2、HSC70、

BAG2 と同様に相互作用するのか調べるために、免疫共沈降実験を

行った。COS-7 細胞に HA-HSP-1、T7-UNC-23 を共発現させたと

ころ、HSP-1 が UNC-23 と結合することが確認された（図 2B, 上

段、レーン 1, 2）。さらに、UNC-23 の BAG ドメインのみでも HSP-1

と弱く結合した（図 2B, 2 段目、レーン 3）。unc-23(e25)変異に対応

する変異型 UNC-23（E297K）も、野生型 UNC-23 と同様に HSP-1
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と結合したことから、unc-23（e25）変異は、UNC-23 と HSP-1 の

結合に影響がないことが示唆された（図 2B, 上段、レーン 2, 6）。

尚、COS-7 細胞において、LRK-1 は強制発現させることができなか

ったため、LRK-1 と HSP-1、UNC-23 の結合は検証することができ

なかった。 

これまでの研究から、lrk-1 欠損変異体では、SV タンパク質がシ

ナプス前終末及び樹状突起末端に局在することが示された

（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。そこで、unc-23 変異が SV

タンパク質の局在に影響を与えるか調べるため、unc-23変異体の SV

タンパク質の局在を観察した。SV タンパク質を可視化するため、SV

のマーカーである線虫 VAMP2／synaptobrevin に GFP を融合した

SNB-1::GFP を作製した。そして、この融合タンパク質を、頭部感

覚神経等の複数の神経で発現する flp-13 プロモーターの下流に挿入

し、観察を行った（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。頭部感覚

神経は、神経環の近くに存在する細胞体、神経環の周りを囲むよう

に存在する軸索突起、頭部末端に伸びる樹状突起の 3 つの部位で構

成されている（White et al. 1986）。野生型では、SNB-1::GFP は軸

索に局在し、樹状突起には局在しない（図 5, 6）。一方、unc-23（e25）

変異体では、lrk-1（km17）変異体と同様に SNB-1::GFP は軸索だ

けでなく、樹状突起の末端にも局在した（図 5, 6）。同様の表現型は

unc-23（ok1408）欠損変異体でも観察された。さらに、この表現型

が unc-23 変異によるものか調べるために、unc-23 変異体に
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H14N18.1 ORF を含む DNA フラグメントを導入し、表現型を観察

した。遺伝子導入個体では SNB-1::GFP は軸索にのみ局在し、樹状

突起には局在しなかった（図5, 6）。このことから、unc-23変異は lrk-1

変異同様、SV タンパク質の極性的な局在に影響を与えることが示さ

れた。 

unc-23 変異は、頭部において筋肉剥離の表現型を示し、その結果

bent-head の形態を示す（Waterston et al. 1980）。このことから、

unc-23変異体におけるSNB-1::GFPの局在異常は頭部形態異常が原

因で引き起こされる可能性が考えられた。そこで、unc-23 変異体と

同様に、筋肉剥離及び頭部形態異常を示す vab-10 変異体、mua-10

変異体において SNB-1::GFP の局在を観察した（Plenefisch et al. 

2000）。しかし、それら変異体では SNB-1::GFP の局在異常は観察

されなかった（data not shown）。この結果から、unc-23 変異体で

みられる SV タンパク質の局在異常は、頭部形態異常が原因ではない

ことが示唆された。また、同じ BAG ファミリーである BAG-1 の変

異体、bag-1（tm2899）欠損変異体についても、SV タンパク質の局

在を観察したが、unc-23 変異体とは異なり、SV タンパク質の軸索

への極性的な局在には影響がなかった（図 2A, 5, 6）。この結果から、

unc-23 変異は特異的に SV タンパク質の極性的な局在に影響を与え

ることが明らかになった。 

lrk-1 変異体でみられる SV タンパク質の樹状突起への異所的な局

在は、ゴルジ体から樹状突起末端への極性的な輸送に関わるAP-1 μ1
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クラスリンアダプタータンパク質 UNC-101 に依存している（Dwyer 

et al. 2001; Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。そこで、unc-23

変異体でみられる SV タンパク質の局在異常が、lrk-1 変異体と同様

に UNC-101 に依存しているのか調べるため、unc-23（e25）; unc-101

（m1）二重変異体における SV タンパク質の局在を観察した。unc-23

（e25）; unc-101（m1）二重変異体では、SNB-1::GFP は軸索にの

み局在し、樹状突起の末端には局在しなかった（図 5, 6）。この結果

から、unc-101 変異は、lrk-1 変異体と同様に unc-23 変異体でみら

れる SV タンパク質の局在異常を抑圧することが示された。しかし、

unc-101 変異は unc-23 変異体の示す頭部形態異常は抑圧せず、lrk-1

欠損変異体も頭部形態に影響は及ぼさなかった。このことから、

unc-101 変異は unc-23 変異体の SV タンパク質の異常局在の表現型

にのみ特異的に影響を及ぼすことが示された。これらの結果から、

LRK-1 と UNC-23 は SV タンパク質の局在について、同一経路にて

働くことが示唆された。また、同時に UNC-23 は LRK-1 を制御する

ことで SV タンパク質の軸索への極性的な局在を制御している可能

性が示唆された。 

 

unc-23 変異体の抑圧変異の単離 

unc-23 遺伝子の機能について、さらなる解析を進めるために、

unc-23 変異体の示す頭部形態異常の表現型を抑圧する変異体の遺伝

子スクリーニングを行った。スクリーニングには、遺伝子欠損変異
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体である unc-23（ok1408）変異体、及び点変異を有する unc-23（e25）

変異体を用いた。スクリーニングの結果、unc-23 変異体の示す頭部

形態異常を抑圧する km57、km58、km59 の 3 つの独立した変異を

単離した。km57 変異は unc-23（ok1408）変異体から、km58 変異、

km59 変異は unc-23（e25）変異体からそれぞれ単離された（図 7）。

変異の遺伝子マッピングの結果、3 つの変異全てが、hsp-1 遺伝子を

コードする領域に位置する一塩基置換の変異であった。km57 変異で

は 384 番目のアスパラギン酸がアスパラギン変わる変異、km58 変

異は 379 番目のアラニンがバリンに変わる変異、km59 変異は 321

番目のセリンがフェニルアラニンに変わる変異が起きていた（図. 

8A）。HSC70/HSP70 は、N 端の核酸結合ドメイン（NBD）と C 端

の基質結合ドメイン（SBD）が短いリンカー領域で結ばれている構

造をしており、km57 変異、km58 変異は、NBD とリンカー領域の

接合領域付近に位置し、km59 変異はNBD内に存在していた（図. 8A）

（Chappell et al. 1987）。興味深いことに、ウシ HSC70 の構造解析

から、立体構造上、383 番目のアスパラギン酸は、378 番目のアラニ

ンに隣接しており、ウシ HSC70 の 383 番目の Asp、378 番目の Ala

は、それぞれ km57 変異が存在する HSP-1 の 384 番目の Asp、km58

変異が存在する 379 番目の Ala に対応していた（図. 8B）（Flaherty 

et al. 1990）。このことから、km57 変異、km58 変異は HSP-1 のリ

ンカー領域の構造に影響を及ぼしている可能性が示唆された。 

HSC70 のリンカー領域は、NBD と SBD のドメイン間相互作用を
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仲介していることから（Jiang et al. 2005）、線虫 HSP-1 の km58

変異に対応する哺乳動物 HSC70 （A378V）を作製し、km58 変異

が LRRK2 及び BAG2 との結合に及ぼす影響について調べた（図. 

8A）。上記に示した結果と同様に、T7-HSC70 は、Myc-LRRK2 と結

合し、HA-BAG2 と共発現させることで、Myc-LRRK2 との結合が弱

くなった（図 9, 上段、レーン 2, 3）。一方、T7-HSC70（A378V）

では、Myc-LRRK2 との結合が T7-HSC70 に比べ弱く、HA-BAG2

を共発現させることで、より結合が弱くなった（図 9, 上段、レーン 

2, 5, 6）。さらに、T7-HSC70（A378V）は、T7-HSC70 に比べ、

HA-BAG2 と強く結合することが確認された（図 9, 2 段目、レーン 3, 

6）。これらの結果から、HSC70 の A378V 変異は、LRRK2 と HSC70

の結合を弱くし、同時に BAG2 と HSC70 の結合を強くすることが

示唆された。 

hsp-1 変異体は、unc-23 変異体の頭部形態異常を抑圧することか

ら、UNC-23 欠損によって引き起こされる SV タンパク質の異所的

な局在について、その表現型をレスキューする可能性が考えられた。

そこで、その可能性を検証するために、hsp-1（km57）; unc-23

（ok1408）二重変異体で SV タンパク質の局在を観察した。その結

果、hsp-1（km57）; unc-23（ok1408）二重変異体では、SV タンパ

ク質は軸索にのみ局在し、樹状突起の末端には局在しなかった（図

5,6）。このことから、hsp-1（km57）変異は unc-23（ok1408）変異

体の示す SV タンパク質の局在異常を抑圧することが示された。同様



  Fukuzono 16 

 

 

 

16 

の表現型の抑圧は、unc-23（e25）; hsp-1（km58）二重変異体、unc-23

（e25）; hsp-1（km59）二重変異体でも観察された。一方、hsp-1

（km57）単独変異体では、SNB-1::GFP は頭部感覚神経において正

常な局在を示していた（図 5,6）。次に、HSP-1 が LRK-1 を介して

SV タンパク質の極性的な局在を制御しているか調べるために、lrk-1

（km17）; hsp-1（km57）変異体の SNB-1::GFP の局在を観察した。

その結果、lrk-1（km17）; hsp-1（km57）二重変異体では、SNB-1::GFP

は樹状突起の末端に異常局在していた（図 5,6）。このことから、hsp-1

変異は unc-23 変異体でみられる SV タンパク質の樹状突起末端への

異常局在を抑圧するが、lrk-1 変異体の表現型は抑圧しないことが示

された。これらの結果より、HSP-1 と UNC-23 は、SV タンパク質

の極性的な局在制御においてLRK-1の上流で機能することが示唆さ

れた。また、unc-23（e25）変異体において、lrk-1 遺伝子の過剰発

現により、頭部形態異常は抑圧できなかったものの、SV タンパク質

の異常局在を抑圧することができたことからも、その可能性が示唆

された（図 5,6,7）。 

 

UNC-23-HSP-1 は、ゴルジ体における LRK-1 の局在を制御する 

HSC70/HSP70 のシャペロンシステムは、多くのタンパク質の適

切なフォールディングと維持に必須であり、タンパク質のリフォー

ルディング及び分解の仲介を行うことができる（Dai et al. 2005; 

Hartl et al. 2011；Liu et al. 2012; Meyer 2013）。そこで、unc-23
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変異が LRK-1 のタンパク質量に影響を与えるのか調べるため、lrk-1

（km17）変異体及び lrk-1（km17）; unc-23（e25）二重変異体に、

Plrk-1::lrk-1::flag を遺伝子導入し、LRK-1::FLAG を発現させてそ

のタンパク質量をウェスタンブロットで検討した。その結果、

LRK-1::FLAG のタンパク質量は lrk-1（km17）変異体と lrk-1

（km17）; unc-23（e25）二重変異体で変化がなく、unc-23（e25）

変異は LRK-1::FLAG のタンパク質量に影響を与えないことが示さ

れた（図 10A）。さらに、unc-23（e25）変異は内在性の LRK-１の

タンパク質量にも影響を与えなかった（図 10B）。これらの結果から、

UNC-23-HSP-1 は LRK-1 の分解には関与していないことが示され

た。 

次に、unc-23 変異が LRK-1 の局在に与える影響を検討するため

に、Pflp-13::lrk-1::venus を用いて LRK-1 タンパク質の局在を観察

した。これまでの研究から、LRK-1::VENUS は lrk-1 変異体の表現

型をレスキューすることが確認されている（Sakaguchi-Nakashima 

et al. 2007）。lrk-1 変異体において、Pflp-13::lrk-1::venus をゴルジ

体マーカーである Pflp-13::manII::mCherry とともに発現させたと

ころ、LRK-1::VENUS と ManII::mCherry の蛍光が共局在するこ

とが観察された（図 11A, B）。これまでの研究結果と同様、この結果

からも、LRK-1 はゴルジ体に局在していることが示された

（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。一方、lrk-1（km17）; unc-23

（e25）二重変異体においては、ManII::mCherry と共局在する
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LRK-1::VENUS の量は顕著に減少し 、LRK-1::VENUS は細胞質

全体に拡散していた。しかしながら、lrk-1（km17）; unc-23（e25）; 

hsp-1（km58）三重変異体では、lrk-1（km17）; unc-23（e25）二

重変異体に比べ、ManII::mCherry と共局在する LRK-1::VENUS の

量の増加が観察された（図 11A,B）。この結果は、unc-23（e25）変

異によって引き起こされた LRK-1 の局在異常が、hsp-1（km58）変

異によって抑圧された可能性を示唆している。また、hsp-1（km58）

変異は、単独では LRK-1 のゴルジ体への局在に影響を与えなかった

（図 11B）。これらの結果から、LRK-1 のゴルジ体への局在は

UNC-23-HSP-1 に依存していることが示唆された。 
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考察 

SV タンパク質とそれに関連するタンパク質は、前シナプス領域に

のみ局在し、樹状突起には局在しない。これまでの研究から、線虫

C. elegans では、LRRK 様タンパク質 LRK-1 がゴルジ体で SV タン

パク質の樹状突起への輸送を抑制することで、SV タンパク質の軸索

特異的な局在を制御することが示されている（ Sakaguchi- 

Nakashima et al. 2007）。本研究では、UNC-23-HSP-1 シャペロン

複合体が、ゴルジ体への LRK-1 の局在およびそれを介した SV タン

パク質の局在制御を行うことが示された。また unc-23 変異体ではゴ

ルジ体への LRK-1 の局在が減少し、これにより LRK-1 が機能でき

ず、SV タンパク質の局在異常が引き起こされることが明らかになっ

た。 

UNC-23 と HSP-1 は、それぞれヒト BAG2、HSC70/HSP70 のホ

モログである。HSC70/HSP70 は、単独では基質特異性が比較的低

いため、特定の基質に結合して作用するためには、それを周りから

制御する仕組みが必要となる。実際、多くのコシャペロンは、

HSC70/HSP70 と基質との特異的な結合や、HSC70/HSP70 の基質

からの解離を仲介・補佐する役割を担っている（Liu et al. 2012）。

HSC70/HSP70 と基質の結合は、基本的に NBD への ATP の結合、

ATP 加水分解、ADP/ATP 交換の 3 つの過程により制御される

（Meyer 2013）。HSC70/HSP70 は、ATP 結合型では基質に対する
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結合能が低く、ADP 結合型では基質結合能が高い。BAG2 は

HSC70/HSP70 の ADP/ATP 交換を促進する因子であり、

HSC70/HSP70 の NBD に結合することで、ADP から ATP への交換

を引き起こして、HSC70/HSP70 からの基質の解離を促すことが報

告されている（Takayama et al. 1999; Takayama & Reed 2001; Xu 

et al. 2008）。このことから、BAG2 は基質に結合した HSC70/HSP70

のヌクレオチド交換と、細胞内の様々な反応プロセスを結びつける

役割を担う因子であると考えられる（Liu et al. 2012）。従って、線

虫のUNC-23もHSP-1と結合してそのヌクレオチド交換反応を促進

し、それを LRK-1 の局在制御と結びつけていると推測される（図

12）。HSC70/HSP70 と同様に、HSP-1 には基質である LRK-1 との

結合能が低い ATP 結合型、及び結合能が高い ADP 型の２つの状態

があり、ADP 型の HSP-1 に結合した LRK-1 はゴルジ体に局在でき

ないと推測される。そして、UNC-23 は HSP-1 の ADP/ATP 交換反

応を促進することで、HSP-1 の LRK-1 からの解離を促し、それが

LRK-1 のゴルジ体への局在を誘導することが考えられる。今回、

UNC-23（E297K）変異型も野生型と同様にHSP-1と結合しており、

また UNC-23（E297K）を発現している unc-23（e25）変異体にお

いて、LRK-1 を過剰発現させることで SV タンパク質の局在異常が

抑圧された。これらの結果から、E297K 変異は UNC-23 の ADP/ATP

交換反応能に影響を与え、結果として HSP-1 からの LRK-1 の解離

が起きていない可能性が考えられる。 
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unc-23 変異の頭部形態異常の抑圧変異として単離した hsp-1 変異

は、unc-23 変異体でみられる SV タンパク質の局在異常及び LRK-1

のゴルジ体への局在低下の表現型を抑圧した。一方、hsp-1 変異は

lrk-1 変異を抑圧しなかった。これらのことから、HSP-1 は LRK-1

の上流且つ UNC-23 の下流で機能していることが示唆された。また、

今回単離された３つの hsp-1 変異のうち、hsp-1（km59）変異は NBD

ドメインの近くに位置し、生殖不能の表現型を示した（材料と方法

参照）。同様の表現型は、hsp-1 ノックダウン個体でも観察されるこ

とから（Piano et al. 2000; Gaiser et al. 2009）、km59 変異は機能欠

損型変異であると考えられる。一般に、HSC70/HSP70 の主な機能

は、シャペロンとしてタンパク質の正確なフォールディングを補佐

することとされている（Liu et al. 2012）。そのため、一つの可能性

として HSP-1 がシャペロンとして LRK-1 の正確なフォールディン

グを制御することで、機能的な LRK-1 を産生していることも考えら

れる。その場合、HSP-1 の機能欠損は LRK-1 のフォールディング異

常を引き起こし、結果的に SV タンパク質の局在異常を示すことにな

る。しかし、km59 変異は、機能欠損変異体と考えられるにも関わら

ず、unc-23 変異による SV タンパク質の異常局在を抑圧した。この

ことは、HSP-1 はシャペロンとして LRK-1 の正確なフォールディン

グを促進することで、SV タンパク質の局在を制御しているわけでは

ないことを意味する。つまり、HSP-1 は LRK-1 のゴルジ体への局在

を抑制しているが、LRK-1 の正確なフォールディングには必要ない



  Fukuzono 22 

 

 

 

22 

と考えられる。そして UNC-23 は HSP-1 からの LRK-1 の解離促進

を介してこの抑制を緩和することで、LRK-1 がゴルジ体へ局在でき

るようにしていると思われる。興味深いことに、近年の研究から、

ヒト細胞において HSP70 ファミリーのメンバーである HSPA1L と

BAG4 は、ダメージを受けたミトコンドリアへの Parkin の移行にお

いて正反対の役割を果たすことが報告されている（Hasson et al. 

2013）。さらに、HSC70 と BAG1 は、膜タンパク質である CFTR の

極性的な輸送の制御に関わっていることも報告されている

（Matsumura et al. 2011）。これらの知見は、HSC70/HSP70－BAG

シャペロン複合体が、様々なタンパク質の特定領域への移行を制御

することを示唆しており、本研究の結果と符合するものである。 

hsp-1（km57）変異、hsp-1（km58）変異はリンカー領域の近く

に位置しており、これまでに HSP70/DnaK のリンカー領域は NBD

と SBD の立体構造変化に重要であることが報告されている（Han & 

Christen 2001; Vogel et al. 2006; Swain et al. 2007 ）。

HSC70/HSP70 は、ADP 結合型では、リンカー領域は可動性を保っ

ており、NBD と SBD のカップリングは起きないが、ATP 結合型に

なることでリンカー領域は NBD の疎水性領域と相互作用し、SBD

と NBD が結合する。この構造変化により HSC70/HSP70 の基質に

対する結合能は減少する（Swain et al. 2007）。このことから、NBD

とSBDの構造変化に重要なリンカー領域付近に位置するkm57変異

と km58 変異は、リンカー領域の機能を変化させることで、NBD と
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SBD の立体構造上のカップリングを妨げる可能性が考えられる。そ

して、それらの変異によって HSP-1 の構造変化が妨げられた結果、

UNC-23によるADP/ATP交換反応がなくともHSP-1からのLRK-1

の解離が促進されていると推測される。また、線虫 HSP-1 の km58

変異に対応するヒト HSC70（A378V）変異タンパク質では、野生型

のものと比べて LRRK2 との結合が低下したことから、ヒトでも

A378V 変異により BAG2 非存在下において HSC70 と LRRK2 の解

離が促進されていることが推測される。 

hsp-1 欠損個体では、胚性致死等の多くの表現型を示すのに対して、

unc-23 変異体の表現型はより限定されており、皮下筋肉剥離と SV

タンパク質の局在異常しか示さない（Piano et al. 2000; Gaiser et al. 

2009）。哺乳動物では BAG ファミリータンパク質の他に、HSPBP1

やHSP110 がHSC70/HSP70の ADP/ATP 交換反応を行うことがわ

かっており（Shaye & Greenwald 2011；Liu et al. 2012）、線虫に

もそのホモログが存在することから、それらの因子が UNC-23 の代

わりに HSP-1 の ADP/ATP 交換反応を行うことにより、unc-23 変異

体では見られないが hsp-1 変異体で見られる表現型の制御を行って

いる可能性が考えられる。これと符合する話として、HSP110 の線

虫ホモログ hsp-110 のノックダウンは、hsp-1 ノックダウンと同様

に胚性致死の表現型を示すことが報告されている（Piano et al. 

2000）。今回、unc-23 変異体で見られる頭部形態異常、及び頭部感

覚神経における SV タンパク質の異所的な局在という 2 つの表現型
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がいずれも hsp-1 変異により遺伝学的に抑圧されたことから、これ

ら 2 つの因子は SV タンパク質の局在制御と表皮—筋肉の結合制御

の両方において重要な役割を果たしていると考えられる。一方、lrk-1

変異は SV タンパク質の局在異常を示すものの、皮下筋肉剥離の表現

型は示さないことから、表皮と筋肉の結合制御には、LRK-1 とは異

なる HSP-1 の基質が関与すると推測される。 

ヒトにおいては、LRRK2 と HSC70 の結合は、ユビキチン‐プロ

テアソーム系、またはシャペロンを介したオートファジーにより、

LRRK2 の分解を誘導することが報告されている（Ding et al. 2009; 

Ko et al. 2009; Orenstein et al. 2013）。しかしながら、unc-23 変異

体では LRK-1 のタンパク質量の減少はみられず、UNC-23 は LRK-1

のタンパク質分解を制御していないことが示唆された。また、本研

究により、UNC-23-HSP-1 は LRK-1 のゴルジ体への局在を制御し

ていることが示唆されたものの、LRK-1 の制御機構における

UNC-23 の上流因子は不明である。ヒトでは、酸化ストレスによっ

て活性化されるMAPKAPK2がBAG2をリン酸化することが報告さ

れており、酸化ストレスはパーキンソン病の進行に寄与しているこ

とから、LRRK2 の機能制御において BAG2 は酸化ストレスと関係

しているかもしれない（Ueda et al. 2004; Subramaniam & 

Chesselet 2013）。LRK-1 の制御機構における UNC-23 の上流因子

を明らかにするには、更なる解析が必要不可欠である。 
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材料と方法 

 

線虫 C. elegans の系統 

本研究に用いた線虫 C. elegans の系統は、表 1 に記載した。線虫

の飼育には NGM プレートに OP50 を適量塗布して用いた（Sulston 

et al. 1988）。 

 

unc-23 変異体の抑圧変異スクリーニング 

unc-23 変異体の抑圧変異を単離するために、unc-23（e25） ; 

juIs137系統及びunc-23（ok1408）; juIs137を 0.5%の ethylmethane 

sulfonate （EMS）にて 4 時間変異原処理を行った。変異原処理を

行った 132 の unc-23（e25）; juIs137 系統、72 の unc-23（ok1408）; 

juIs137 系統のうち、頭部形態異常が見られない系統について継代を

行った。km57 変異、km58 変異、km59 変異はヘテロ接合体であっ

たが、継代を行うことで km57、km58 変異体についてはホモ接合体

を単離した。一方、km59 変異体のホモ接合体は生殖不能であるため、

ホモ接合体の子孫の系統を得ることができなかった。これら変異体

は、ヘテロ接合体、ホモ接合体に関わらず、頭部形態は正常であっ

た。 

 

顕微鏡観察 
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成虫は、10～20mM のアジ化ナトリウムまたはフェノキシプロパ

ノールを含む 2％アガロースで作製したアガロースパッド上で麻酔

をかけた。遺伝子導入をした線虫の蛍光観察には、Zeiss Axioplan II

の 63 倍の対物レンズまたは Nikon ECRIPSE E800 の 60 倍の対物

レンズを用い、浜松フォトニクスの 3CCD カメラにて撮影を行った。

共焦点の蛍光観察には、共焦点レーザー走査型顕微鏡である

Olympus FV500、FV1000 の 60 倍または 100 倍の対物レンズを用

いた。 

 

SNB-1::GFP の局在異常の定量分析 

樹状突起への SNB-1::GFP の異常局在は、juIs137 導入遺伝子を

持つ成虫を用いて計測した。樹状突起末端への SNB-1::GFP の異常

局在は、強度を 0 から 2 の 3 段階に分けて評価した。樹状突起末端

への異常局在が全く見られないものをスコア 0 とし、わずかに異常

局在がみられるものの、I5 神経の軸索や DD 神経の背側神経索でみ

られるシナプスボタンの蛍光強度よりも弱いものをスコア 1とした。

また、I5 神経の軸索や DD 神経の背側神経索でみられるシナプスボ

タンの蛍光強度と同程度の蛍光強度が樹状突起の末端でみられるも

のをスコア 2 とした。本研究において、スコア 1 は観察されなかっ

たため、本文中のグラフからは除いて、スコア 0 とスコア 2 の数で

計測している。 
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ゴルジ体における LRK-1::VENUS の局在の定量分析 

LRK-1::VENUS のゴルジ体への局在は、頭部感覚神経における

LRK-1::VENUS と ManII::mCherry の共焦点蛍光顕微鏡の写真を

ImageJ にて分析することで計測した。ManII::mCherry の強度が周

囲と比べて 3 倍以上高い領域を “ ゴルジ体領域 ” とし、

LRK-1::VENUS の強度が周囲と比べて 3 倍以上高い領域を“LRK-1

の局在”とした。この 2 つの領域が重複する領域を“LRK-1::VENUS

が局在するゴルジ体”とした。 

 

マイクロインジェクション法による遺伝子導入 

雌雄同体の成虫線虫の生殖巣に DNA を注入するマイクロインジ

ェクション法は、Mello らの方法に倣った（Mello et al. 1991）。レ

ポーター遺伝子を発現させる実験においては、Pflp-13::lrk-1::venus

と Pflp-13::manII::mCherry を 100μg/ml もしくは 50μg/ml でイン

ジェクションした。これらレポーター遺伝子は、遺伝子マーカーで

ある Pofm-1::dsRed monomer（25μg/ml）とともにインジェクショ

ンした。レスキュー実験では、Punc-23::unc-23（50μg/ml）を

Pmyo-2::dsRed monomer マーカー（25μg/ml）とともに unc-23

（e25）; juIs137 にインジェクションした。生化学的解析では、

Plrk-1::lrk-1::flag（50μg/ml）をPofm-1::dsRed monomer（25μg/ml）

とともにインジェクションした。遺伝子導入個体は、 dsRed 

monomer マーカーを指標に選別した。 
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プラスミド作製 

哺乳動物 LRRK2 cDNA は cDNA テンプレート（Clontech）から

RT-PCR によって増幅し、pBS ベクターにサブクローニングした。

そして、pRK5、pRK5-FLAG、pRK5-Myc ベクターにクローニング

した。LRRK2（G1341V）変異は、PCR による部位特異的変異導入

にて作製した。変異導入した LRRK2 遺伝子のコーディング領域は

pPR5 ベクターにクローニングした。哺乳動物 BAG2 の cDNA は

HeLa cDNA ライブラリーから RT-PCR によって増幅した。

HA-BAG2 は、BAG2 cDNA を pCMV-HA ベクターに挿入して作製

した。T7-HSC70 は、Dr. S. Kota から頂いた pGEX6P-1 プラスミド

にクローニングされた哺乳動物HSC70 cDNAをpCMV-T7ベクター

に移し、作製した。T7-HSC70（A378V）変異は、PCR による部位

特異的変異導入にて作製した。Punc-23::unc-23 プラスミドは、線虫

C. elegans の遺伝子より unc-23 遺伝子を PCR により増幅し、

pCR2.1（Invitrogen）に挿入し、作製した。T7-UNC-23、unc-23 cDNA

は、C. elegans cDNA ライブラリーより RT-PCR によって増幅し

pCMV-T7 ベクターに挿入し、作製した（Kawasaki et al. 1999）。

UNC-23 の BAG ドメインは、T7-UNC-23 プラスミドから BAG ド

メインの配列のみを増幅して、pCMV-T7 に挿入し、作製した。

T7-UNC-23（E297K）は、T7-UNC-23 プラスミドをテンプレート

して、PCR による部位特異的変異導入を行い作製した。E297K の点
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変異は、シークエンスにて確認した。HA-HSP-1 は線虫 C.elegans 

cDNA ライブラリーから hsp-1 cDNA を増幅し、pCMV-HA ベクタ

ーに挿入した（Kawasaki et al. 1999）。Pflp-13::manII::mCherry

は、線虫 C. elegans cDNA ライブラリーから RT-PCR により、

AMAN-2（F58H1.1）の先端から 82 のアミノ酸配列をコードする領

域を増幅し、 flp-13 プロモーターを含むベクターに挿入した

（Kawasaki et al. 1999）。その後、mCherry 遺伝子を挿入し、作製

した。これまでに、AMAN-2 は、末端から 82 のアミノ酸配列でゴ

ルジ体に局在することが報告されている（Rolls et al. 2002）。

Pflp-13p::lrk-1::venus の作製は、Sakaguchi-Nakashima らの方法

に倣った（Sakaguchi-Nakashima et al. 2007）。Plrk-1::lrk-1::flag

は、Plrk-1::lrk-1::venusより、venus遺伝子の配列を切り出し、FLAG

の DNA フラグメントを挿入し、作製した。DNA 配列は、シークエ

ンスにて確認した。Pofm-1::dsRed monomer と Pmyo-2::dsRed 

monomer プラスミドは、以前作製されたものを用いた（Arimoto et 

al. 2011）。 

 

生化学的解析 

結合タンパク質の同定は、H. Hanafusa らの方法に倣い、

LC-MS/MS 解析にて行った（Hanafusa et al. 2011; Iemura & 

Natsume 2012）。FLAG タグで標識した LRRK1、LRRK2（G1341V）

を HEK293T 細胞に発現させ、抗 FLAG 抗体で免疫共沈降すること
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で、細胞抽出液より LRRK1、LRRK2（G1341V）と結合タンパク質

を回収。結合タンパク質は、nano LC-MS/MS システムを用いて分

析した。COS-7 細胞への遺伝子導入、細胞抽出液の作製、免疫沈降、

免疫ブロッティングは文献の方法に倣った（Tanaka-Hino et al. 

2002; Hanafusa et al. 2011）。免疫ブロッティングのバンド強度は

ImageJ にて解析した。 

 

抗 LRK-1 抗体の作製 

抗 LRK-1 のウサギのポリクローナル抗血清は、ROC-COR ドメイ

ン内の配列“CDDGELPITSSSHMKGR”に対して作製した。抗血清

は、アフィニティー精製して使用した。 

 

遺伝子配列解析 

ホモロジー解析、保存されたドメイン、アミノ酸配列の同定・解

析にはNCBI BLAST及びGenetyx-Mac を用いた。系統樹作製には、

系統学的解析ツール（MEGA5.2）を用いた（Tamura et al. 2011）。

HSC70 の分子構造を可視化には、CN3D プログラム及び NCBI の立

体構造情報（3HSC）を用いた。 

 

統計学的解析 

 統計学解析の方法は、文献に倣った(Pastuhov et al. 2012)。95％

信頼区間を modified Wald 法により算出するとともに、フィッシャ
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ーの正確確率検定によって両側の P 値を算出した(http://www. 

graphpad.com/quickcalcs/)。 
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表 1. 本研究で用いた C. elegans の系統 

 

Strain Genotype 

N2 Wild type 

CZ2060 

KU17 

juIs137 [Pflp-13::snb-1::gfp] II. 

lrk-1(km17) I. 

KU1025 lrk-1(km17) I; juIs137 II. 

KU1101 juIs137 II; unc-23(ok1408) V. 

KU1102 juIs137 II; unc-23(e25) V. 

KU1103 bag-1(tm2899) I; juIs137 II. 

KU1104 unc-101(m1) I; juIs137 II; unc-23(e25) V. 

KU1105 juIs137 II; hsp-1(km57) IV; unc-23(ok1408) V. 

KU1106 juIs137 II; hsp-1(km58) IV; unc-23(e25) V. 

KU1107 juIs137 II; hsp-1(km59)/+ IV; unc-23(e25) V. 

KU1108 juIs137 II; hsp-1(km57) IV. 

KU1109 lrk-1(km17) I; juIs137 II; hsp-1(km57) IV. 

KU1174 juIs137 II; unc-23(e25) V; Ex[Punc-23::unc-23 + Pmyo-2::dsred-monomer]. 

KU1175 juIs137 II; unc-23(e25) V; Ex[Plrk-1::lrk-1::venus +  

Pofm-1::dsred-monomer]. 

KU1176 lrk-1(km17) I; Ex[Pflp-13::lrk-1::venus + Pflp-13::manII::mcherry + 

Pofm-1::dsred-monomer]. 

KU1177 lrk-1(km17) I; unc-23(e25) V ; Ex[Pflp-13::lrk-1::venus + 

Pflp-13::manII::mcherry + Pofm-1::dsred-monomer]. 

KU1178 lrk-1(km17) I; hsp-1(km58) IV; unc-23(e25) V; Ex[Pflp-13::lrk-1::venus + 

Pflp-13::manII::mcherry + Pofm-1::dsRed-Monomer]. 

KU1179 lrk-1(km17) I ; hsp-1(km58) IV ; Ex[Pflp-13::lrk-1::venus + 

Pflp-13::manII::mcherry + Pofm-1::dsred-monomer]. 

KU1180 lrk-1(km17) I; Ex[Plrk-1::lrk-1::flag + Pofm-1::dsred-monomer] 

KU1195 lrk-1(km17) I; unc-23(e25) V; Ex[Plrk-1::lrk-1::flag + 

Pofm-1::dsred-monomer]. 
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図 1. LRRK2 と BAG2 及び HSC70 の結合 

（A,B）COS-7 細胞に図に示す組み合わせで FLAG-LRRK2、

HA-BAG2、T7-HSC70 を発現させた。細胞抽出液（WCE: Whole-cell 

extracts）と免疫沈降物を、図に示す抗体を用いて免疫ブロッティン

グにて解析した。アスタリスク（*）は IgG の軽鎖を示している。  
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図 2. HSP-1 と UNC-23 の結合 

（A）BAG-1 及び UNC-23 の構造。BAG-1 と BAG1、及び UNC-23

と BAG2 のモデル図と構造比較を示す。図中に示したドメインは、

ユビキチン様ドメイン（UBL）と BAG ドメインである。図中に各

ドメインのアミノ酸類似性も示す。モデル図の下に示した太線は、

各変異体の欠損領域を示している。e25 変異の点変異箇所はアスタリ

スクで示している。（B）HSP-1 と UNC-23 の結合。COS-7 細胞に

HA-HSP-1、T7-UNC-23[野生型、BAG ドメイン、E297K]を図に示

す組み合わせで発現させた。細胞抽出液と免疫沈降物を、抗 HA 抗

体を用いて免疫ブロッティングにて解析した。矢印と矢頭は、それ

ぞれ T7-UNC-23、BAG ドメインのみを含む T7-UNC-23[BAG 

domain]を示している。 
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図 3. BAG ファミリーメンバーの遺伝学的系統樹 

線虫 C. elegans 及びヒトの BAG ファミリーメンバーの遺伝学的系

統樹を示す。図に示したタンパク質の BAG ドメイン配列を比較した。

BAG5 は 4 つの BAG ドメインを持つため、カッコ内にドメインの番

号を記載。系統樹は MEGA5.2 を用いて作製。スケールバーは、進

化距離を示している。ヒト BAG タンパク質は BAG1—BAG6 まで６

つあるが、線虫には BAG-1 と BAG-2/UNC-23 の２つしかない。 
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図 4. UNC-23 と BAG2 の比較 

UNC-23 と BAG2 の e25 変異近傍のアミノ酸配列を示す。同一又は

類似のアミノ酸配列は、それぞれ黒又は灰色の網掛けにて表示。e25

変異の位置をアスタリスクで示す。下線は BAG ドメインの位置を示

す。 
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図 5. unc-23変異と hsp-1変異が SVタンパク質の局在に与える影響 

成虫の双器感覚神経における SV タンパク質の局在を示す。樹状突起

の末端、樹状突起、軸索をそれぞれ赤い矢頭、白い矢頭、黄色い四

角で示している。SNB-1::GFP の発現は、咽頭神経（白い矢印）と

未同定の複数の神経において確認された。画像は共焦点蛍光顕微鏡

により Z 軸を動かし撮影された複数枚の画像を重ねたものである。

画像の左側が線虫の頭部である。図中のスケールバーは 10μm を示

している。 
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図 6. SNB-1::GFP の局在異常を示す個体の割合 

観察した個体の数を示す。P 値は、フィッシャーの正確確率検定を

用いて算出した。***P<0.001。 
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図 7. unc-23 の抑圧変異としての hsp-1 変異の単離 

線虫の頭部形態を示す。unc-23(e25)および unc-23(ok1408)変異体は、

どちらも bent-head の表現型を示す。hsp-1(km57)変異および

hsp-1(km58)変異は、unc-23 変異体の示す bent-head の表現型を抑

制した。図の左側が線虫の頭部。図中のスケールバーは 10µm を示

している。 
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図 8. HSP-1 の構造 

（A）線虫 C. elegans の HSP-1 及び哺乳動物 HSC70 のモデル図を

示す。ヌクレオチド結合ドメイン（NBD）、リンカー領域、基質結合

ドメイン（SBD）をそれぞれ緑、黄色、青で示している。図中に、

それぞれのドメインのアミノ酸類似性を示す。km57 変異、km58 変

異の付近の HSP-1 及び HSC70 のアミノ酸配列を示す。km59 変異

の位置はアスタリスクで示す。 

（B）ウシ HSC70 の三次元立体構造を示す。立体構造上で、383 番

目のアスパラギン酸（HSP-1 の 384 番目のアスパラギン酸に対応す

る）は 378 番目のアラニン（HSP-1 の 379 番目のアラニンに対応す

る）の近傍に存在する。 
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図 9. A378V変異がHSC70と LRRK2及びBAG2との結合に及ぼす

影響 

COS-7 細胞に T7-HSC70[野生型、A378V(AV)変異型]、Myc-LRRK2、

HA-BAG2 を図に示す組み合わせで発現させた。細胞抽出液、免疫

沈降物を、図に示す抗体を用いて免疫ブロッティングにて解析した。 
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図 10. unc-23 変異による LRK-1 のタンパク質量への影響 

（A）FLAG で標識した LRK-1 の免疫ブロッティング。それぞれの

個体から採取した細胞抽出液を抗 FLAG 抗体で免疫沈降及び免疫ブ

ロッティングした。アクチンはローディングコントロールとして使

用した。 

（B）内在性LRK-1の免疫ブロッティング。上段のパネルは抗LRK-1

抗体による免疫ブロッティングを示している。内在性 LRK-1 の位置

は矢印で示す。下段のパネルはローディングコントロールとして用

いたアクチンを示している。 
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図 11. unc-23 変異による LRK-1 の局在への影響 

（A）LRK-1 の局在。LRK-1::VENUS とゴルジ体マーカーである

ManII::mCherry を、flp-13 プロモーターを用いて頭部神経で発現さ

せた。左の画像を重ね合わせたものを右のパネルで示している。

LRK-1:VENUS が発現している細胞のゴルジ体を白い矢頭で示して

いる。線虫 C. elegans のゴルジ体は、小さなゴルジ体が層構造を作

ることで構成されている(Chen et al. 2006)。スケールバーは 5μm を

示している。 

（B）ゴルジ体に強く局在する LRK-1 の割合。観察した個体の数を

示す。エラーバーは 95％信頼区間を示す。P 値はフィッシャーの正

確確率検定を用いて算出した。*P<0.05、**P<0.01、NS（not 

significant）。 
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図 12. モデル図 

ADP 結合型の HSP-1 は、細胞質中で LRK-1 と結合している。ここ

に UNC-23 が結合し、HSP-1 の ADP/ATP 交換反応を促進すること

で、LRK-1 が HSP-1 より解離する。解離した LRK-1 はゴルジ体に

局在して、SV タンパク質が樹状突起への輸送に選別されることを防

ぐことで SV タンパク質の極性的な局在を抑制する。 

 

 


