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要旨 
【背景と目的】 
加齢黄斑変性(age-related macular degeneration; AMD)は高齢者に生じる黄斑疾患であり、加齢

に伴う網膜色素上皮(retinal pigment epithelium; RPE)の機能障害が一因と考えられている。RPE
は脈絡膜からの親水性物質の供給を受けているが、加齢に伴いブルッフ膜の水透過性が低

下し親水性物質の供給が低下する。また、RPEは加齢に伴い酸化ストレスを受ける。これらの

加齢性変化はAMDの病態形成に関わると考えられている。一方、パーキンソン病（Parkinson's 
disease; PD）は主に中脳黒質におけるドパミン作動性ニューロンの脱落や変性を特徴とする神

経変性疾患である。α-synucleinは、PD患者の黒質における細胞内線維性凝集体であるレビー

小体の主要成分の1つである。α-synuclein凝集体は、ドパミン作動性ニューロンの機能障害と

細胞死を促進することにより、PDの病態形成に重要な役割を果たしている。α-synucleinに加え

て、leucine-rich repeat kinase 2（LRRK2）もPDの病因に関与する分子として注目されている。

LRRK2は、GTPaseドメインとセリン／スレオニンキナーゼドメインを含む分子量の大きな酵素タ

ンパクであり、α-synuclein との相互作用が報告されている。 
近年、疫学的研究によってAMD患者はPDを発症するリスクが高いことが示されており、両疾

患の関連性が示唆されるようになった。しかし、これら2つの疾患に共通する病態機序は現時

点で不明である。本研究では、PDの病態形成に重要な役割を果たすLRRK2とα-synucleinに
注目し、AMDとPDに共通する病理学的特徴を探索する検討を行った。 
【対象と方法】 
ヒト眼球標本を用いて、LRRK2とα-synuclein、リン酸化α-synucleinの免疫染色を行った。培養

ヒト不死化RPE細胞hTERT-RPE1に対し、AMDの病態形成に関わる刺激として過酸化水素の

投与および血清除去下での培養を行い、LRRK2とα-synucleinのmessenger ribonucleic acid 
(mRNA)発現量とタンパク量変化を定量的real-time polymerase chain reaction (PCR)、western 
blottingで解析した。LRRK2野生型（wild type; WT）と、キナーゼ活性の亢進が生じる変異であ

るLRRK2-G2019SをhTERT-RPE1に遺伝子導入して過剰発現させ、α-synucleinのmRNA発現量、

タンパク量とリン酸化の変化をreal-time PCR、western blottingで解析した。次に、LRRK2-G2019S
をhTERT-RPE1に過剰発現させ、生存細胞数とアポトーシスの実行役であるcaspase 3/7活性を

測定した。凝集化α-synucleinを hTERT-RPE1に投与し、細胞数とcaspase 3/7活性を測定した。

LRRK2とα-synuclein に介在する分子として、多数存在するRAB GTPase (RAB)のうち、RAB1A、

RAB8A、RAB10、RAB12、RAB29、RAB35に注目した。hTERT-RPE1において、これらをsmall 
interfering ribonucleic acid (siRNA)でノックダウンし、α-synucleinのmRNA発現量、タンパク量の変

化をreal-time PCR、western blottingで検討した。さらに、LRRK2-G2019SをhTERT-RPE1で過剰発

現させRABのタンパク量とリン酸化が変化するか検討した。最後に、LRRK2-G2019S transgenic 
(Tg)マウスを用いて眼底検査と病理組織学的解析によって網膜の形態を観察し、網膜電図

によって網膜機能を解析した。 
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【結果】 
LRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinがヒト眼球のRPE層に存在していた。2歳、39歳の検

体よりも85歳、91歳の検体の方が全ての分子の染色シグナルの増強を認めた。 
培養RPE細胞hTERT-RPE1に過酸化水素刺激を行うと、LRRK2のmRNA発現およびタンパク

量が増加し、α-synucleinのタンパク量が増加した。同様に、hTERT-RPE1に血清除去を行うと

LRRK2のmRNA発現、タンパク量が増加し、α-synucleinのタンパク量が増加した。hTERT-RPE1
でLRRK2-WTとLRRK2-G2019Sをそれぞれ過剰発現させるとα-synucleinタンパク量が増加した

が、mRNA発現量は変化がなかった。hTERT-RPE1でLRRK2-G2019Sを過剰発現させると

caspase 3/7活性が上昇し、細胞死が誘導された。α-synuclein凝集体をhTERT-RPE1に投与して

もcaspase 3/7活性が上昇し、細胞死が誘導された。hTERT-RPE1においてRAB1A、RAB8A、

RAB10をsiRNAでノックダウンすると、α-synucleinのタンパク量が増加した。さらに、LRRK2-
G2019Sを過剰発現させたhTERT-RPE1において、RAB1A、RAB8A、RAB10のリン酸化が亢進

した。 
LRRK2-G2019S Tgマウスにおいて、RPEおよび視細胞死、色素脱失病変と同部位での脈絡

膜菲薄化、網膜電図におけるa波・b波の振幅の低下を認めた。また、LRRK2-G2019S Tgマウス

では網脈絡膜、特にRPEにおけるα-synucleinのタンパク量増加を認めた。 
【考察】 
本研究では、ヒト眼球切片を用いた免疫染色により、PDの病因に関与する主要な分子であ

るLRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinがヒトRPE層に存在することが示された。 
In vitro実験においては、酸化ストレスと血清除去の両方が培養RPE細胞hTERT-RPE1におけ

るLRRK2のmRNA発現およびタンパク量を増加させ、α-synucleinのタンパク量を増加させた。

この結果から、AMDの病態形成に関与する刺激により、RPEにおいてLRRK2とα-synucleinのタ
ンパク量が増加することが示された。さらに、hTERT-RPE1でLRRK2-WTおよびLRRK2-G2019S
を過剰発現させると、α-synucleinの転写は増加することなく、同分子のタンパク量増加とリン酸

化亢進が認められた。本結果から、LRRK2がα-synucleinの翻訳後制御を行うことが示された。

さらに、LRRK2-G2019Sの過剰発現とα-synuclein凝集体の刺激により、RPEの細胞死が誘導さ

れた。本結果から、LRRK2がα-synucleinの増加を介してRPEの細胞死を誘導すると考えられた。

LRRK2は、エンドソーム・ライソソーム分解経路を含む複数のポイントで、複数のRABタンパク

をリン酸化することによって、小胞輸送を制御している。本研究では、RPEにおいてLRRK2が
RAB1A、8A、10のリン酸化と機能修飾を介してα-synucleinの分解を阻害することを示した。加

えて、LRRK2-G2019S Tgマウスを用いた実験結果から、LRRK2のキナーゼ活性の亢進によっ

てα-synucleinがRPEで増加することにより、視細胞死と脈絡膜の菲薄化が生じた可能性が考え

られた。つまり、LRRK2のキナーゼ活性亢進が網膜外層および脈絡膜の恒常性を破綻させ

網膜機能を低下させることを示した。 
【結論】 
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本研究は、AMDがPDと共通の病態メカニズムを有していることを示し、RPEの機能障害にお

けるLRRK2とα-synucleinの役割を明らかにした。また、LRRK2がAMDの病態生理に関する理

解をさらに深めるための研究対象であることが示唆された。 
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略語表 
本文中および図表で使用した略語は以下のとおりである。 
AMD age-related macular degeneration 

ANOVA analysis of variance 

BCA bicinchoninic acid 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 

FBS fetal bovine serum 

GFP  green fluorescent protein 

IgG immunoglobulin G 

LRRK2  Leucine-rich repeat kinase 2 

mRNA messenger ribonucleic acid 

PBS phosphate-buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PD Parkinson's disease 

PVDF poly vinylidene di-fluoride 

RAB RAB GTPase  

RNA ribonucleic acid 

RDCVF rod-derived cone viability factor 

RPE retinal pigment epithelium 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

siRNA small interfering ribonucleic acid 

Tg transgenic 

TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling 

VEGF vascular endothelial growth factor 

WT wild type 
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緒言 
加齢黄斑変性について 
加齢黄斑変性（age-related macular degeneration; AMD）は、50歳以上の高齢者に生じる加齢に

基づく黄斑疾患であり、網膜色素上皮(retinal pigment epithelium; RPE)の地図状萎縮を伴う萎縮

型AMDと、典型的には脈絡膜新生血管が生じて網膜出血や浮腫などの滲出性変化が生じ

る滲出型AMDの 2つの主要なタイプに分けられる(図1)。AMDは先進国の高齢者における視

覚障害の主な原因の一つであり(Vyawahare and Shinde, 2022)、我が国においても高齢化の進

行とともに中途失明の大きな割合を占めるようになりつつある。このため、失明疾患である

AMDの発症メカニズムを明らかにし、有効な治療法を確立することは、眼科領域における急

務である。 

 
萎縮型AMD、滲出型AMDは共に、RPEの機能障害が一因であると考えられている

(Vyawahare and Shinde, 2022)。RPEは、網膜と脈絡膜の間に存在している単層の色素上皮であ

り(図2)、視細胞にとって不可欠な複数の代謝・支持機能を有している(図3)。その中でも最も重

要な機能の一つは、常に排出される視細胞外節の貪食による取り込みと分解である(図3)。ま

た、健常な状態ではRPEと網膜外層は脈絡膜からの親水性物質の供給によって恒常性が維

持され、逆に脈絡膜毛細血管板はRPEからの血管内皮増殖因子(Vascular endothelial growth 
factor; VEGF)を含む複数のサイトカインの分泌によって恒常性が維持されている(Grisanti and 
Tatar, 2008) (図3)。 

図 1 AMDの眼底写真 
萎縮型AMDと滲出型AMDの２つの主要なタイプに分けられる. 
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 対照的に、老化条件下では加齢に伴う機能障害によって脂質に富む視細胞外節の貪食物

が分解不可能となり、リポフスチンとしてRPEに徐々に蓄積する(Grisanti and Tatar, 2008)。また、

加齢に伴う脂質代謝異常によってRPEとブルッフ膜の間に過剰な脂質沈着であるドルーゼン

が生じる。さらに、脂質の沈着はブルッフ膜の肥厚を引き起こし(Okubo et al, 1999)、その水透過

性を低下させることが明らかになっている(Moore et al, 1995)。その結果、RPEと脈絡膜間の親水

性分子の相互交換を悪化させ、栄養欠乏や酸化ストレスなどの変化を引き起こし、最終的に

AMDを発症すると考えられている。 

 

図 2  眼球の構造 
眼球の内側から網膜、RPE、ブルッフ膜、脈絡膜が存在する. 

 
図 3 RPEの機能 
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パーキンソン病について 
パーキンソン病（Parkinson's disease; PD）は、主に黒質におけるドパミン作動性ニューロンの脱

落や変性を特徴とし、運動障害や自律神経障害を来す神経変性疾患である(Miyasaki et al, 
2002)。PD患者では、臨床症状出現時には黒質のドパミン作動性ニューロンの40～60％が変

性していると推定されている(Giguère et al, 2018)。α-synucleinは、PD患者の中脳黒質における細

胞内線維性凝集体であるレビー小体の主要成分の1つであり、ドパミン作動性ニューロンの機

能障害と細胞死を促進することにより、PDの病態形成に重要な役割を果たしている。α-
synucleinは通常、単量体または四量体の形態で存在するが、オリゴマーや線維などのα-
synuclein凝集体は細胞内機能を損なうことが知られている(Rocha et al, 2018; Cascella et al, 2021) 
(図4)。また、α-synucleinのリン酸化がその凝集を促進することが報告されている(Smith et al, 2005)。
レビー小体関連α-synucleinopathyはPD患者だけでなく、神経精神疾患のない高齢者の31％に

も存在し(Jellinger, 2004)、ドパミン作動性ニューロンの減少は加齢によっても生じることから(von 
Linstow et al, 2020)、加齢はPDの発症と進行の危険因子である。 

 
α-synucleinに加えて、leucine-rich repeat kinase 2（LRRK2）もPDの病因に関与する分子として注

目されている(Zimprich et al, 2004)。LRRK2は、GTPaseドメインとセリン／スレオニンキナーゼドメ

インを含む分子量の大きな酵素タンパクである(O'Hara et al, 2020)（図5）。これまでの研究から、

α-synucleinとLRRK2の相互作用が明らかとなっている(O'Hara et al, 2020)。例えば、LRRK2はα-
synucleinのセリン129を直接リン酸化し(Qing et al, 2009)、RAB GTPase (RAB)タンパク質のリン酸

化を介してエンドソーム・ライソソーム経路を調節することでα-synucleinの細胞間伝達を制御し

ていることが報告されている(O'Hara et al, 2020)。また、LRRK2-G2019S変異は家族性PDで最も

頻度の高い遺伝子変異であり、キナーゼ活性を亢進させることでα-synucleinの蓄積と凝集を

 

図 4 (A) α-synucleinの構造、 (B) α-synucleinの凝集化 
(A) α-synuclein は 140アミノ酸残基からなるタンパク質である. C末端側にリン酸化部位が存

在する. (B) α-synucleinは通常単量体または四量体として存在するが、凝集化し、オリゴマー

や線維となることで細胞毒性をもつことが知られている. 



 9 

引き起こすことも明らかとなっている(O'Hara et al, 2020) (図5)。 

 
近年、疫学研究によって滲出型AMD患者ではその後PDを発症するリスクが有意に高いこと

が示され(Chung et al, 2014; Etminan et al, 2018; Choi et al, 2020)、滲出型AMDとPDの関連が示唆さ

れている。また、PD患者では脳体積と網膜外層の厚みに有意な正の相関があること(Uchida et 
al, 2020)、人工知能により眼底写真からPDを検出できることが報告され(Tran et al, 2024)、PD患

者でも網膜の変化が生じることが示された。以上の既報から、我々はAMDとPDには共通する

病態メカニズムが存在すると仮説を立てた。しかし、α-synucleinやLRRK2を含むPD関連分子

の網膜疾患における役割については、まだ十分に検討されていない。 
本研究では、特にLRRK2とα-synucleinに焦点を当て、AMDとPDに共通する病態メカニズムを

明らかにすることを目的として研究を行なった。 
  

 
図 5 LRRK2の構造と主なPD関連遺伝子変異 
家族性 PDで最も頻度の高い遺伝子変異である G2019変異はキナーゼ活性の亢進を引き

起こす. 
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方法 
1. 臨床検体 
 眼球標本は、眼球摘出または眼窩内容除去術を受けた患者からインフォームド・コンセント

を得て入手した。網膜芽細胞腫の2歳男児、結膜扁平上皮癌の39歳男性、結膜扁平上皮癌

の85歳男性、眼瞼脂腺癌の91歳女性の患者の検体を使用した。本研究に使用した臨床検体

は全て書面により同意を得た患者から採取しており、臨床検体の扱いは北海道大学病院自

主臨床研究審査委員会に承認を受け（#021-0106）、「北海道大学病院における臨床研究の

取り扱いに関する指針」に準じた。 
 
2. 免疫染色 
ヒトおよびマウス組織の包埋標本を脱パラフィンし、10mMクエン酸バッファー（pH6.0）を用い

て電子レンジで抗原賦活化を行った。Delicate Melanin Bleach Kit（Polysciences、Warrington、PA、

USA）を用いてメラニン色素を除去し、10% normal goat serum (Thermo Fisher Scientific、Waltham、

MA、USA)で30分ブロッキングを行い、さらにDako REAL Peroxidase-Blocking Solution（Agilent、
Santa Clara、CA、USA）で内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害した後、4℃で一晩一次抗体

反応を行った。ヒト組織の一次抗体として、抗α-synuclein抗体（LB509、1:20000、Abcam plc、
Cambridge、UK）、抗リン酸化α-synuclein抗体（セリン129）（pSyn#64、1:5000、富士フィルム和光

純薬、大阪、日本）、抗LRRK2抗体（MJFF2、1:500、Abcam plc）を使用した。マウス組織の一次

抗体として、抗α-synuclein抗体（E4U2F、1:150、Cell Signaling Technology、Danvers、MA、USA）、

抗リン酸化α-synuclein（セリン129）（ab51253、5μg/ml、Abcam plc）、抗LRRK2抗体（MJFF2、1:500、
Abcam plc）を使用した。続いて、EnVisionTM+ Dual Link System-HRP（Agilent）を用いて、室温で

30分間二次抗体反応を行った。AEC基質としてImmPACT® AMEC Red Substrate（Vector 
Laboratories、Newark、CA、USA）を用い、ヘマトキシリンで対比染色し、BZ-9000蛍光顕微鏡（キ

ーエンス、大阪、日本）で撮影した。ヒト組織の免疫染色においては、ポジティブコントロール

の組織として、LRRK2にはヒト腎尿細管、α-synucleinおよびリン酸化α-synucleinにはパーキンソ

ン病患者のS状結腸の腸管粘膜下神経叢を用いた。 
 
3. 細胞培養 
培養ヒト不死化RPE(hTERT-RPE1)はAmerican Type Culture Collectionより購入し、10%ウシ胎児

血清 (fetal bovine serum; FBS)を添加したDulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)/F-12 (Thermo 
Fisher Scientific)で、37℃、CO2濃度5%で培養した。 
 
4. 定量的real-time polymerase chain reaction (PCR)  
LRRK2、α-synuclein、RAB1A、RAB8A、RAB10、RAB12、RAB29、RAB35の  messenger 

ribonucleic acid (mRNA)発現量をreal-time PCRで測定した。hTHRT-RPE1を6ウェルプレートに
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4x105 個/ウェルで播種し、24時間培養を行なった。酸化ストレスとして、過酸化水素

(H2O2)100μMを添加し24時間後に細胞を回収した。血清除去刺激では、同様に細胞を播種し

た24時間後に無血清のDMEM/F12に培地交換し、さらに24時間経過した時点で細胞を回収

した。また、LRRK2過剰発現の実験では哺乳類細胞用バキュロウイルスベクターである

BacMamシステムを使用し、細胞を播種して24時間後に10%のBacMam LRRK2-WT reagentま
たはBacMam LRRK2-G2019S reagent （Thermo Fisher Scientific）を添加し、24時間後にサンプル

を回収した。Ribonucleic acid (RNA)の抽出には NucleoSpin RNA plus (MACHEREY-NAGEL、

Düren、Germany)を用い、逆転写反応には GoScript reverse transcriptase (Promega、Madison、WI、
USA)を用いた。PCR に使用したプライマーは下記の通りである(表1)。解析には StepOnePlus 
Real-Time PCR システム (Thermo Fisher Scientific)を用いた。PCR条件は 95℃ 2 分、95℃ 15 秒、

60℃ 1 分を 40 サイクル施行し、ΔΔCt 法を用いて算出した。   

 

表 1 本実験に用いたプライマー配列 
Target gene   Sequence 

human LRRK2 forward 5’- GGAACTGGAGGAGGCCATATT -3’  
 reverse 5’- TTCCGGTTGTAGCCCAATAC -3’  

human SNCA forward 5’- TGTAGGCTCCAAAACCAAGGAG -3’ 
 reverse 5’- CACTGTCTTCTGGGCTACTGC -3’  

human RAB1A forward 5’- ATTGGCGACTCAGGGGTTG -3’  
 reverse 5’- CCACACCAATTGTGCTGATGTA -3’  

human RAB8A forward 5’- TCCGGAACTGGATTCGCAAC -3’  
 reverse 5’- CTCCCCGTTCCTTGGAAACT -3’  

human RAB10 forward 5’- AGAGGCGCAATGGGTATCAT -3’  
 reverse 5’- TCGTCCATATCACACTTGTTTCCT -3’  

human RAB12 forward 5’- TGGGATGCGGTTCTGTGAAG -3’ 
 reverse 5’- GCTCTGGTTGTAACGACAGGAT -3’ 

human RAB29 forward 5’- AACAGGACCTAGACAGCAAGC -3’ 
 reverse 5’- CCAACCTGTGAAACCGTTCT -3’ 

human RAB35 forward 5’- AAGATCCGGACCGTGGAGA--3’ 
 reverse 5’- TGGTGACGTCGTAAACCACAA -3’ 

human ACTB forward 5’- CGAGCACAGAGCCTCGCCTT -3’ 

  reverse 5’- AGCGCGGCGATATCATCATCC -3’ 
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5. Western blotting 
細胞およびマウス網脈絡膜組織からのタンパク抽出には1×Laemmli buffer（62.5mM Tris-

HCl[pH6.8]、2% Sodium dodecyl sulfate (SDS)、10%グリセロール、0.01%ブロモフェノールブルー、

5% 2-メルカプトエタノール）を用いた。得られた細胞溶解液をそれぞれ氷上で5秒間、4回超
音破砕を行った後、4℃、15,000 x gで10分間遠心し、上清を回収した。タンパク定量は 
bicinchoninic acid (BCA)アッセイキット(Thermo Fisher Scientific)を用いて行い、サンプル濃度を2 
mg/mLに揃えたのち、95℃で3分間ボイルした。Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)を行い、蛋白を転写したpoly vinylidene di-fluoride (PVDF)メンブレンを

5%スキムミルクで1時間ブロッキングした後、4℃で一晩一次抗体反応を行った。使用した抗

体と希釈倍率は以下の通りである。抗LRRK2抗体（MJFF2、1：1000、Abcam plc）、抗α-synuclein
抗体（MJFR1、1：1000、Abcam plc）、抗リン酸化α-synuclein抗体（セリン129）（ab51253、1：1000、
Abcam plc）、抗RAB1A抗体（11671-1-AP、1:1000、Proteintech、Rosemont、IL、USA）、抗RAB8A
抗体（MJF-R22-79-3、1:1000、Abcam plc）、抗体RAB10抗体（MJF-R23、1:1000、Abcam plc）、抗
RAB12抗体（68079-1-IG、1:1000、Proteintech）、抗RAB29抗体（MJF-R30-124、1： 1000、Abcam 
plc）、抗RAB35抗体（11329-2-AP、1:1000、Proteintech）、抗リン酸化R AB1A抗体（スレオニン75）
（ABS2131、1:250、Merck）、抗リン酸化RAB8A抗体（スレオニン72）（MJF-R20、1:1000、Abcam 
plc）、抗リン酸化RAB10抗体（Thr73）（MJF-R21-22-5、1：500、Abcam plc）。一次抗体反応後にメ

ンブレンをTris-buffered saline with Tween 20 (0.1%Tween-20)で洗浄し、二次抗体で室温1時間反

応させた。二次抗体には、peroxidase AffiniPure™ goat anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) (H+L) あ
るいはgoat anti-mouse IgG (H+L) (1:4000、Jackson ImmunoResearch、West Grove、PA、USA)を用い

た。化学発光基質にはSuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific)
を用いた。撮影にはiBright imaging system (Thermo Fisher Scientific)を用いた。 

 
6. Cell Viability Assay 
hTHRT-RPE1を 2x103個/ウェルの密度で白壁透明底96ウェルプレートの個々のウェルに播

種し、24時間培養した。2%の BacMam LRRK2 G2019S Reagentを投与し、LRRK2-G2019Sを細

胞内で過剰発現させ、24時間、48時間、72時間培養した。コントロールとして BacMam green 
fluorescent protein (GFP) transduction control（Thermo Fisher Scientific）を用いた。生存細胞数は、

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay (Promega)を用い、発光はマルチプレートリーダーinfinite 
200 PRO (Tecan、Männedorf、Switzerland)にて測定した。 

 
7. Caspase 3/7 Activity Assay 
hTHRT-RPE1を2x103細胞/ウェルの密度で白壁透明底96ウェルプレートの個々のウェルに播

種し、24時間培養した。2%のBacMam LRRK2 G2019S Resgentを投与し、LRRK2-G2019Sを細

胞内で過剰発現させ、24時間、48時間、72時間培養した。コントロールとしてBacMam GFP 
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transduction controlを用いた。続いてCaspase 3/7 Assay reagent(Promega)を添加し、1.5時間インキュ

ベートした後にマルチプレートリーダーinfinite 200 PROで発光を測定した。発光強度は、

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assayを用いて測定した生存細胞数で補正した。  
α-synuclein添加実験においては、hTHRT-RPE1を1.5x103細胞/ウェルの密度で白壁透明底96

ウェルプレートの個々のウェルに播種し、24時間培養したのち、20 μg/mlの組換えヒトα-
synuclein凝集体蛋白（SPR-322、StressMarq Biosciences Inc.、Victoria、Canada）を加え、24時間、48
時間、72時間後のcaspase 3/7活性を測定した。 
 

8. 細胞数の測定 
hTERT-RPE1を透明底96ウェルプレートに1.5x103細胞/ウェルの密度で播種し、24時間培養し

た。20 μg/mlの組換えヒトα-synuclein凝集体蛋白およびコントロールとしてphosphate-buffered saline 
(PBS) を添加し、24時間、48時間、72時間培養した。細胞核をCell Count Normalization Kit
（#C544、Dojindo、Kumamoto、Japan）の核染色試薬（Hoechst 33342）で染色した。1ウェルあたり3
カ所を撮影し、画像解析ソフトImage Jを用いて細胞数をカウントし、平均値を算出した。 
 

9. RAB small interfering ribonucleic acid (siRNA)によるRNA干渉 
RAB1A、RAB8A、RAB10、RAB12、RAB29、およびRAB35遺伝子の発現を抑制するための

siRNAオリゴヌクレオチド（RAB1A siRNA-1、Silencer select siRNA ID: s229381; RAB1A siRNA-2、
Silencer select siRNA ID：s229381; RAB8A siRNA-1、Silencer select siRNA ID: s8680; RAB8A siRNA-
2、Silencer select siRNA ID: s8681; RAB10 siRNA-1、Silencer select siRNA ID: s21390; RAB10 
siRNA-2、Silencer select siRNA ID： s21392； RAB12 siRNA-1、 Silencer select siRNA ID：s47368； 
RAB12 siRNA-2、Silencer select siRNA ID：s47370；RAB29 siRNA-1、Silencer select siRNA ID：
s17082； RAB29 siRNA-2、Silencer select siRNA ID：s17083; RAB35 siRNA-1、Silencer select siRNA 
ID: s21707; RAB35 siRNA-2、Silencer select siRNA ID: s21708)とネガティブコントロールsiRNAオリ
ゴ(Silencer select negative control No. 1）をThermo Fisher Scientific社から購入した。hTERT-RPE1に、

Lipofectamine RNAiMAX試薬（Thermo Fisher Scientific）を用いて10 nMのsiRNAを導入し、48時
間後にreal-time PCRでmRNA発現量を、72時間後にwestern blottingでタンパク量を解析した。 
 

10. マウス 
メスC57/BL6J (CLEA Japan、Tokyo、Japan)およびメスC57BL/6J-transgenic(Tg) (LRRK2*G2019S) 

2AMjff/J（Jackson Laboratory、Bar Harbor、ME、USA）を用いた。マウスの両眼を眼底検査および

網膜電図で観察し、眼球摘出を行った。各マウスの片眼はSUPER FIX（KURAO、大阪、日本）

で固定し、免疫組織化学的解析のためにパラフィン包埋した。もう片眼は網膜・RPE・脈絡膜

からなる組織に分離し、western blottingに用いた。本実験におけるマウスの扱いは「国立大学

法人北海道大学動物実験に関する規定」に準拠し(承認番号: 22-0100)、Association for 
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Research in Vision and Ophthalmologyで定められた動物実験ガイドラインに基づいて実施された。 
 
11. 眼底検査 
マウスを5週齢から29週齢まで4週毎に、ケタミン/キシラジン麻酔で鎮静後、ミドリンP（0.5% トロ

ピカミド+0.5%フェニレフリン塩酸塩、参天製薬、大阪、日本)を点眼して散瞳し、眼底検査を行

った。眼底写真はCX-1デジタル網膜カメラ（キャノンメドテックサプライ株式会社、川崎、 日本）

で撮影した。 
 

12. TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 染色 
マウス眼球検体の切片を脱パラフィン後、ApopTag® Fluorescein In situ Apoptosis Detection Kit 

(S7110、Merck)を用いてTUNEL染色し、BZ-9000蛍光顕微鏡で撮影した。 
 
13. 網膜電図 
マウスを12時間明室と12時間暗室のサイクルで飼育し、網膜電図測定を行う前に一晩暗順

応させた。麻酔と散瞳の後、0.001cd・s/m2と10cd・s/m2の光刺激に対する網膜電図を記録した。

その後、10分間の明順応下で10cd・s/m2の光刺激に対する網膜電図を記録した。すべての網

膜電図は小動物用全視野光刺激装置（有限会社メイヨー、愛知、日本）、および誘発反応記

録装置PuREC（有限会社メイヨー）を用いて測定した。 
 
14. 統計解析 
全ての結果は平均値±標準誤差で示した。また、2群間の比較にはStudent’s t-testを用い、多

群間での比較にはone-way analysis of variance (ANOVA)に引き続いてTukey-Kramer法を用いた。

p値が0.05未満を呈した場合に統計学的に有意差があると評価した。 
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結果 
1. LRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinのヒトRPEにおける局在 
LRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinがヒトRPEに存在するかどうかを調べるため、まずヒト

眼球標本を用いてこれらの分子の免疫染色を行うこととした。使用する抗体の条件検討のた

め、ポジティブコントロールの組織としてLRRK2にはヒト腎組織、α-synucleinおよびリン酸化α-
synucleinにはPD患者のS状結腸粘膜組織を用いて検討を行った。LRRK2は腎尿細管で陽性

像を認め、α-synucleinおよびリン酸化α-synucleinはPD患者の粘膜下神経叢で陽性像を認めた

(図6)。 

 
 次に、ヒト眼球標本でリン酸化α-synucleinの免疫染色を行った。RPEは褐色のメラニン色素を

有するため基質として赤色に発色するAECを用いたが、それでもなおRPEのメラニン色素のた

め陽性か否かの判断が困難であった（図7）。そこで、ヒト眼球標本でメラニン脱色を行った上

で、免疫染色を行うこととした。 
 
 
 
 

 

図 6  LRRK2、 α-synuclein、 リン酸化 α-synucleinの免疫染色の条件検討 
(A) ヒト腎組織を用いた LRRK2の免疫染色 (B) パーキンソン病患者の S状結腸粘膜組織

を用いた α-synuclein、 リン酸化 α-synucleinの免疫染色. 矢印は、粘膜下神経叢を示す. スケ
ールバー = 50 μm 
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上記の条件検討後に、ヒト眼球標本を用いてLRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinの免疫
染色を行った。LRRK2の陽性像は神経網膜の全層とRPEで認められた(図8A)。α-synucleinの
陽性像は、神経線維層、神経節細胞層、内網状層、内顆粒層、視細胞外節、RPEで観察さ

れた（図8B）。リン酸化α-synucleinの陽性像は、RPEで観察された（図8C）。 

 
図 7  メラニン脱色なしで行ったヒト眼球標本におけるリン酸化 α-synucleinの免疫染色 
矢印は、RPEを示す. スケールバー = 50 μm 
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図 8  2歳男児、39歳男性、85歳男性、91歳男性の網膜切片における (A) LRRK2、(B) α-
synuclein、(C) リン酸化 α-synucleinの免疫染色.  
矢印は RPEを示す. スケールバー = 50 μm. 
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2. RPEにおけるAMD病態形成に関わる刺激によるLRRK2とα-synucleinの誘導 
RPEがAMDの病態に関与する刺激を受けた際のLRRK2とα-synucleinの変化を調べるために、

培養ヒト不死化RPE細胞hTERT-RPE1を酸化ストレスとして過酸化水素で刺激した。また、脈絡

膜からRPEへの親水性物質の供給低下を模倣するために血清除去を行った。過酸化水素刺

激により、LRRK2のmRNA発現は84％増加し、タンパク量も増加し（図9AB）、α-synucleinのタン

パク量も増加した（図9B）。 

 
さらに、血清除去刺激によってLRRK2のmRNA発現は約11倍に増加し、タンパク量も増加し

た（図10AB）。また、α-synucleinのタンパク量が増加した（図10B）。  

 
図 9 hTERT-RPE1における、過酸化水素による LRRK2 と α-synucleinの誘導 
(A) H2O2 刺激による LRRK2 mRNA 発現 の変化(各n = 3、*p < 0.05) (B) H2O2 刺激による

LRRK2 と α-synuclein 蛋白量の変化 

 

図 10 hTERT-RPE1における、血清除去刺激による LRRK2 と α-synucleinの誘導 
(A) 血清除去刺激による LRRK2 mRNA発現の変化(各n = 3、**p < 0.01) (B) 血清除去刺激
による LRRK2と α-synuclein 蛋白量の変化 
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3. LRRK2過剰発現によるα-synucleinのタンパク量の増加 
次に、LRRK2の増加がα-synucleinのタンパク量増加に関連しているかどうかを調べるために、

LRRK2野生型（wild type; WT）と、キナーゼ活性の亢進が生じる変異型であるLRRK2-G2019S
をそれぞれBacMamシステムを用いてhTERT-RPE1に遺伝子導入し、過剰発現させた。

LRRK2-WT、LRRK2-G2019Sの過剰発現の有効性は、real-time PCRで検証した（図11）。 
 

  

 
図 11  hTERT-RPE1にGFP control、LRRK2-WT、LRRK2-G2019Sを過剰発現し 24時間

後のLRRK2 mRNA発現 

(A) GFP controlおよびLRRK2-WT (B) GFP controlおよびLRRK2-G2019S（各n = 3、**p < 

0.01） 
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LRRK2-WTの過剰発現により、遺伝子導入48時間後にα-synucleinのタンパク量とリン酸化が

増加した（図12）。  

LRRK2-G2019Sを過剰発現させると、α-synucleinのタンパク量とリン酸化がLRRK2-WT過剰発

現時に比べてさらに増加した（図13）。 

  

 
図 12  hTERT-RPE1 に LRRK2-WT を過剰発現し 48時間後の LRRK2 のタンパク量、

および α-synucleinのタンパク量とリン酸化の変化 

 

図 13 hTERT-RPE1 に LRRK2-G2019S を過剰発現し 48時間後の LRRK2 のタンパク

量、および α-synucleinのタンパク量とリン酸化の変化 
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しかし、LRRK2-WTおよびLRRK2-G2019Sの過剰発現によってα-synuclein（SNCA） mRNA発現

量は変化しなかった（図14）。本結果は、LRRK2過剰発現によってSNCA mRNAのde novo合成

を介さず、α-synucleinのタンパク量とリン酸化が増加することを示した。 

4. LRRK2過剰発現によるRPE細胞死の誘導 
RPEに対するLRRK2発現増加の影響を評価するため、Bacmamシステムを用いた遺伝子導

入によりLRRK2-G2019Sを過剰発現させ、遺伝子導入したhTERT-RPE1における生存細胞数

とアポトーシスの実行役であるcaspase 3/7活性を評価した。hTERT-RPE1におけるLRRK2-
G2019Sの過剰発現は、生存細胞数を著しく低下させ（図15A）、caspase 3/7活性を上昇させた

（図15B）。 

 

図 14  hTERT-RPE1に(A) LRRK2-WT、(B) LRRK2-G2019Sを過剰発現し 24時間後の

SNCA mRNA発現（各n = 3、A : p = 0.21,  B: p = 0.22） 
 

 
図 15 LRRK2-G2019S過剰発現による hTERT-RPE1の生存細胞数および caspase 3/7活

性の変化 
(A）生存細胞数 (B) caspase3/7活性 （各n = 3、*p＜0.05） 
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次に、RPEの生存能とcaspase 3/7活性に対するα-synuclein凝集体の影響を調べるため、α-
synuclein凝集体をhTERT-RPE1に添加した。α-synuclein凝集体で刺激後、細胞数は48時間で

33％、72時間で43％減少した（図16A-C）。caspase 3/7活性は24、48、72時間でそれぞれ11、86、
83％増加した（図16D）。これらの結果から、LRRK2のキナーゼ活性の増加がα-synucleinのタン

パク量を増加させることによってRPEの細胞死を引き起こすことが示唆された。 

 

 
図 16 α-synuclein 凝集体 (20 μg/ml)添加による hTERT-RPE1 の細胞数および caspase 3/7
活性の変化 
(A) α-synuclein 凝集体（20 μg/ml）添加または無添加で培養した細胞の代表写真. 添加 48時
間後に撮影 (B) α-synuclein凝集体を添加または無添加で培養した細胞のヘキストによる核染

色の代表写真. スケールバー = 200 μm (C) α-synuclein凝集体を添加または無添加で培養した

際の細胞数（各n = 4、**p < 0.01）  
(D) α-synuclein凝集体を添加または無添加で培養した際の caspase 3/7活性（各n  =  4、**p < 
0.01） 
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5. RPEにおける、LRRK2によるα-synucleinのタンパク量増加の機序 
LRRK2の過剰発現がα-synucleinタンパク量を増加させる機序を探るため、α-synucleinの分解

に関与する分子を同定しようと考えた。先行研究において、LRRK2はリン酸化を介してRAB35
の機能を阻害し、エンドソーム・ライソソームにおける凝集化α-synucleinの分解を抑制すること

が報告されている(O'Hara et al, 2020; Bae and Lee, 2020)。我々は、LRRK2の基質として報告され、

hTERT-RPE1で高発現しているRAB1A、RAB8A、RAB10、RAB12、RAB29、RAB35に注目し

た。RPEにおけるα-synucleinの分解に関与するRABを解明するため、まずRAB1A、RAB8A、

RAB10、RAB12、RAB29、RAB35のノックダウンがhTERT-RPE1におけるα-synucleinタンパク量

に及ぼす影響を調べた。RABはそれぞれ2種類のsiRNAでノックダウンした。RABノックダウン

の有効性は、real-time PCR（図17）およびwestern blotting（図18）で確認した。hTERT-RPE1にお

いて、RAB1A、RAB8A、RAB10をノックダウンすると、α-synucleinのタンパク量が増加した（図

18）。 
 

 
図 17 hTERT-RPE1 に siRNA を導入し 48時間後の RAB1A、 8A、 10、 12、 29、 35 の
mRNA発現レベル  (各n = 3、**p < 0.01) 
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RPEにおいてRAB1A、RAB8A、RAB10がLRRK2の基質であるかどうかを明らかにするため、

Bacmamシステムを用いてLRRK2-G2019Sを過剰発現させたhTERT-RPE1において、RAB1A、

RAB8A、RAB10のタンパク量とリン酸化を検討した。LRRK2-G2019Sの過剰発現により、RAB
のタンパク量は変化しなかったが、RAB1A、RAB8A、RAB10のリン酸化が、それぞれ150、50、
66％増加した（図19）。本結果から、LRRK2がRAB1A、8A、10のリン酸化を介してRPEにおける

α-synucleinの分解を阻害することが示唆された。 

 

 

図 18 hTERT-RPE1に siRNAを導入し 72時間後の RAB1A、 8A、 10、 12、 29、 35、およ

び α-synucleinのタンパク量  
(A) siRNA により RAB1A、8A、10、12、29、35 をノックダウンした hTERT-RPE1 における

RAB1A、8A、10、12、29、35および α-synucleinの western blotting (B) α-synucleinのバンドのデン

シトメトリー解析. 2種類の siRNAの値の平均値を示す(各n = 3 each、*p < 0.05、**p < 0.01).  
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図 19 hTERT-RPE1に LRRK2-G2019Sを過剰発現し 48時間後の RAB1A、8A、10のタン

パク量とリン酸化の変化 
(A) LRRK2-G2019S を過剰発現した hTERT-RPE1 における RAB1A、8A、10 の総タンパクとリ

ン酸化タンパクの western blotting (B) リン酸化 RAB1A、リン酸化 RAB8A、リン酸化 RAB10の

バンドのデンシトメトリー解析(各n = 3、*p < 0.05、**p < 0.01) 
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6. LRRK2-G2019S Tgマウスにおける眼球の形態学的変化 
LRRK2-G2019S TgマウスとWTマウスのRPEおよび脈絡膜の形態学的変化を5週齢から29週

齢まで4週ごとに眼底検査で評価し、さらに眼球摘出後に免疫染色およびwestern blottingを行
った。  
眼底検査では、LRRK2-G2019S TgマウスおよびWTマウスともに、年齢依存的に眼底周辺部

に脱色素病変が観察された。しかし、LRRK2-G2019S TgマウスではWTマウスと比較して脱色

素病変のサイズが大きく、視神経乳頭に近い位置に存在した（図20）。 

脈絡膜組織のTUNEL染色で、LRRK2-G2019S Tgマウスでは外顆粒層とRPEでTUNEL陽性

のアポトーシス細胞がそれぞれ10倍と5倍増加していた（図21、 22）。 

 
図 20  LRRK2-G2019S Tgマウス眼底の脱色素病変の代表写真 
22週齢の LRRK2-G2019S Tgマウスの鼻上側に脱色素病変を認めた. 矢頭は視神経乳頭を、

矢印は脱色素病変を示す. 

 

図 21 WTマウスと LRRK2-G2019S Tgマウスの網膜組織における TUNEL染⾊の代
表写真 
視細胞（矢印）および RPE（矢頭）に TUNEL陽性細胞が認められた. スケールバー = 50 μm 
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ヘマトキシリン・エオジン染色において、色素脱失病変部に一致して視神経乳頭から1500 
μm以内の位置に脈絡膜の菲薄化が認められた（図23）。これらの結果から、LRRK2のキナー

ゼ活性の亢進により、マウスのRPEおよび視細胞の細胞死と、それに引き続いて脈絡膜菲薄

化が生じることが示唆された。 

 
図 22  WTマウスと LRRK2-G2019S Tgマウスの外顆粒層、 RPEにおける TUNEL陽性細

胞数 (各n = 3、*p < 0.05、**p < 0.01) 

 

図 23 図 20で示したLRRK2-G2019S Tgマウス眼球上鼻側の色素脱失病変部、および

WTマウス代表眼の組織学的所見 

矢頭は菲薄化した脈絡膜を示す. ヘマトキシリン・エオジン染色. スケールバー = 200 μm. 
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7. LRRK2-G2019S Tgマウスの脈絡膜組織における α-synuclein の増加 
LRRK2のキナーゼ活性の上昇がα-synucleinのタンパク量およびリン酸化を増加させるかにつ

いて検討するために、LRRK2-G2019S TgマウスおよびWTマウスの眼球標本において、α-
synuclein、リン酸化α-synuclein（セリン129）の免疫染色を行った。LRRK2-G2019S Tgマウスでは、

WTマウスに比べて神経節細胞層、内顆粒層、RPE、脈絡膜でLRRK2の染色シグナルが増

加した（図24）。また、LRRK2-G2019S Tgマウスではα-synucleinの染色シグナルがWTマウスに比

べて視細胞外節とRPEの境界部で増強していた（図24）。α-synucleinの染色シグナルが増加し

た領域は、脈絡膜の菲薄化領域に一致していた。リン酸化α-synucleinの染色シグナルは、WT
マウスに比べてLRRK2-G2019S TgマウスのRPEおよび脈絡膜で増加していた（図24）。 
 

  

 
図 24 29週齢の WTマウスと LRRK2-G2019S Tgマウスの網脈絡膜切片における

LRRK2、α-synuclein、リン酸化 α-synucleinの免疫染色 
LRRK2-G2019S Tgマウスでは、視細胞外節と RPEの境界部（矢印）で α-synucleinの染色シグ

ナルが増強していた. スケールバー = 50 μm. 
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さらに、LRRK2-G2019S Tgマウスの網脈絡膜組織では、WTマウスと比較してLRRK2のタンパ

ク量が4倍、α-synucleinのタンパク量が2倍に増加していた（図25）。これらの結果から、LRRK2
のキナーゼ活性の上昇によって脈絡膜組織とRPE層においてα-synucleinのタンパク量が増加

したことが示された。 
 

  

 
図 25 14週齢の WTマウスと LRRK2-G2019S Tgマウスの網脈絡膜組織における

LRRK2、 α-synucleinのタンパク量 
(A) Western blottingで解析した (B) LRRK2、(C) α-synucleinのバンドのデンシトメトリー解析 (各n 
= 3、*p < 0.05、**p < 0.01) 
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8. LRRK2-G2019S Tgマウスにおける網膜機能障害 
LRRK2のキナーゼ活性亢進が網膜機能に及ぼす影響を評価するため、LRRK2-G2019S Tg

マウスとWTマウスで網膜電図を測定した。暗順応下10cd・s/m2の光刺激で誘発される桿体-錐
体混合応答では、LRRK2-G2019S TgマウスではWTマウスと比較して、a波の振幅が12週齢と16
週齢でそれぞれ33％と44％減少し（図26AB）、b波の振幅が12週齢と16週齢でそれぞれ32％
と47％減少した（図26AC）。さらに、b波の頂点潜時はLRRK2-G2019S Tgマウスでは12週齢と16
週齢でそれぞれ7％と22％延長した（図26AD）。  

 

 

図 26 網膜電図. 桿体-錐体混合応答 
(A) 6週齢、12週齢、16週齢の WTマウス（黒線）と LRRK2-G2019S Tgマウス（オレンジ線）の

代表例の波形. 矢印が a波を、矢頭が b波を示す. (B) a波振幅 (C) b波振幅 (D) b波頂点潜
時（各n = 4、*p < 0.05、**p < 0.01） 
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暗順応下0.001cd・s/m2の光刺激で誘発される桿体応答では、LRRK2-G2019S Tgマウスでは12
週齢と16週齢でb波の振幅がそれぞれ36％と25％減少した（図27）。一方、明順応下10cd・s/m2

の光刺激で誘発される錐体応答では、12週齢ではa波とb波の振幅に有意差は認められなか

ったものの、16週齢でLRRK2-G2019S Tgマウスのa波とb波の振幅がそれぞれ27％と35％減少
し、b波の頂点潜時が8％延長した（図28）。これらの結果から、LRRK2のキナーゼ活性の亢進

はマウスの網膜電図において桿体応答、次いで錐体応答の振幅を減少させ、頂点潜時を延

長させることが示された。 

 

 

 
図 27 網膜電図. 桿体応答 
(A) 12週齢、16週齢の WTマウス（黒線）と LRRK2-G2019S Tgマウス（オレンジ線）の代表例

の波形. 矢頭が b波を示す (B) b波振幅（各n = 4、**p < 0.01）. 
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図 28 網膜電図. 錐体応答 
(A) 12週齢、16週齢の WTマウス（黒線）と LRRK2-G2019S Tgマウス（オレンジ線）の代表例

の波形. 矢印が a波を、矢頭が b波を示す. (B) a波振幅 (C) b波振幅 (D) b波頂点潜時（12週 
WT n = 4、 Tg n = 7、 16週 各n = 4、 **p < 0.01） 
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考察 
本研究から明らかになったことは、以下の通りである（図29）。(1) ヒトRPEにはLRRK2、α-

synucleinおよびリン酸化α-synucleinが局在する。(2) RPEにおいて血清飢餓および酸化ストレス

によりLRRK2とα-synucleinが誘導される。(3) RPEにおいてLRRK2-WTとLRRK2-G2019Sの過剰

発現によりα-synucleinのタンパク量は増加し、リン酸化が亢進する。(4) LRRK2-G2019S過剰発

現によりcaspase 3/7活性が増加し、RPEの細胞死が誘導される。(5) α-synuclein凝集体の投与に

より、caspase 3/7活性が増加し、RPEの細胞死が誘導される。(6) LRRK2は、RPEにおいて

RAB1A、RAB8A、RAB10のリン酸化を介してα-synucleinの分解を阻害する。(7) LRRK2-G2019S 
Tg マウスではRPEおよび視細胞のアポトーシスが増加し、脈絡膜が菲薄化する。(8) LRRK2-
G2019S TgマウスのRPE層では、α-synucleinが増加する。(9) LRRK2-G2019S Tgマウスでは、網膜

電図で振幅の低下と潜時延長を認める。本結果から、これまでの疫学研究(Chung et al, 2014; 
Etminan et al, 2018; Choi et al, 2020)から推測されたAMDとPDに共通する病態メカニズムの存在

が示された。 

 
 

 
 

 

 

図 29 加齢性変化によってLRRK2がRPE細胞死を引き起こす機序の解説図  
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網膜は神経網膜と単層の色素性細胞であるRPEから構成されており、網膜のさらに外側に

は脈絡膜が存在する。ヒト眼球切片におけるLRRK2の免疫染色の報告は我々が渉猟する限

りない。一方、α-synucleinの染色像はヒト健常眼・PD患者の網膜において神経節細胞層・内網

状層・内顆粒層・視細胞外節に認められること(Veys et al, 2019)、リン酸化α-synucleinの染色像が

PD病患者において神経節細胞層の軸索と細胞体に認められること(Veys et al, 2019)が示され

てきたが、RPEにおけるα-synuclein、リン酸化α-synucleinの存在については明らかにされていな

い。本研究では、LRRK2、α-synucleinとリン酸化α-synucleinがヒトRPEの細胞質に局在することを

示した。さらに、全ての分子の染色シグナルは加齢とともに増加していた。これらの結果から、

PDの病態に関与する主要な分子がヒトRPEに存在することが示された。ただし、本研究で使

用したヒト眼球標本は、原疾患の治療のために眼球摘出術または眼窩内容除去術を行い、

保管していたものだったため、摘出時期および固定時間が異なっていた。このことが、染色シ

グナルの程度に影響を与えた可能性は否定できない。 
AMDの病態メカニズムは未だ十分に解明されていないが、最近の研究から網膜外層と脈

絡膜における酸化ストレス、軽度の炎症、栄養輸送の障害など、加齢に伴う変化がAMDの発

症に関与していると考えれられている(Grisanti and Tatar, 2008; Vyawahare and Shinde, 2022) 。本研

究では、過酸化⽔素による酸化ストレスによって培養RPE細胞hTERT-RPE1におけるLRRK2
のmRNA発現およびタンパク量が増加し、さらにα-synucleinのタンパク量が増加した。また、脈

絡膜からの親水性物質の供給低下を模した刺激として培養RPEを血清除去し培養すると、

LRRK2のmRNA発現およびタンパク量が増加し、さらにα-synucleinのタンパク量が増加した。こ

の結果から、AMDの病態形成に関与する刺激により、RPEにおいてLRRK2とα-synucleinのタ
ンパク量が増加することが示された。さらに、LRRK2-WTおよび家族性PDで最も多い遺伝子
変異でありキナーゼ活性の亢進を示すLRRK2-G2019Sを培養RPE細胞で過剰発現させると、

転写が増加することなく、α-synucleinのタンパク量の増加とリン酸化の亢進が認められた。本結

果から、LRRK2がα-synucleinの翻訳後制御を行うことが示された。さらに、LRRK2-G2019Sの過

剰発現とα-synuclein凝集体の刺激により、培養RPE細胞でcaspase 3/7活性が上昇し細胞死が誘

導された。α-synucleinは、ミトコンドリア機能障害(O'Hara et al, 2020; Du et al, 2020)、小胞体機能障

害(Du et al, 2020)、オートファジー機能障害(O'Hara et al, 2020)、核内転写制御因子の変化

(Wong and Krainc, 2017)、シナプス機能障害(Du et al, 2020; Wong and Krainc, 2017)を介して細胞

傷害を引き起こすことが知られている。本結果から、LRRK2がα-synucleinの増加を介してRPE
の細胞死を誘導すると考えられた。 
また、LRRK2はエンドソーム・ライソソーム分解経路を含む複数のポイントで、複数のRABタ

ンパクをリン酸化することによって小胞輸送を制御している(Bae and Lee, 2020)。ヒト神経芽細胞

を用いた実験では、LRRK2-RAB35経路の活性化によってα-synucleinがライソソームでの分解

を回避して分泌経路に導かれ、α-synucleinの伝播が促進されたと報告されている(Bae et al, 
2018)。しかし、RPEにおけるLRRK2、RAB、α-synucleinの関係性についてはこれまで検討がな
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されていない。LRRK2の基質となるRAB蛋白として、RAB1A、3、8A、10、12、29、35、43などが

報告されており(Bae and Lee, 2020; O'Hara et al, 2020)。本研究ではその中でhTERT-RPE1で遺伝
子発現レベルの高い、RAB1A、8A、10、12、29、35に着目した。本研究の結果から、RPEにお

いてLRRK2がRAB1A、8A、10をリン酸化することでその機能を変化させ、α-synucleinの分解を

阻害すると考えられた。RAB1は、オートファジー調節の機能を有し(Bae and Lee, 2020)、ラット褐

色細胞腫由来の細胞でRAB1aはα-synucleinの分泌を促進したと報告されている(Ejlerskov et al, 
2013)。また、RAB8は、early endosomeからtubular endosomeの形成を制御しており(Bae and Lee, 
2020)、RAB8aをノックアウトさせた神経細胞では不溶性α-synucleinが増加したと報告されている

(Mamais et al, 2023)。さらに、RAB10は、小胞体、小胞輸送、オートファジーの調節を行っており、

ヒト腎臓細胞において活性酸素種によって活性化したLRRK2がRab10をリン酸化しその機能

を抑制することで、小胞輸送を抑制し、α-synucleinを蓄積させたと報告されている(Di Maio et al, 
2018)。本結果は、これらの先行研究の結果と矛盾がなかった。本研究では、我々の知りうる限

り、RPEにおけるLRRK2によるα-synucleinタンパク制御メカニズムを初めて明らかにした。 
本研究において、LRRK2の基質としてRAB、α-synucleinに着目したが、LRRK2の基質となる

タンパクは他にも多数報告されている(Jeong and Lee, 2020)。また、LRRK2の機能として今
回着⽬したRABのリン酸化を介するエンドソーム・ライソソームの調節以外に、細胞
⾻格のリモデリング、ミトコンドリア機能調節、免疫や炎症への関与も報告されてい
る(Usmani et al, 2021)。本研究でLRRK2-G2019Sの過剰発現によりRPE細胞死が誘導され
た機序として、α-synucleinによる毒性以外にLRRK2が関与するその他の複数の経路も
関与している可能性は否定できない。LRRK2-G2019S過剰発現によるRPE細胞死のそ
の他の機序を明らかするためには追加の検討が必要である。 
 LRRK2の機能を明らかにするため、これまでLRRK2変異のTgマウスや、ノックイン
マウス、ノックアウトマウスが作られ、脳のドパミン作動性ニューロン、認知・⾏動、
肺、腎臓などについて研究されてきたが(Herzig et al, 2011; Chen et al, 2012; Volta et al, 2015; 
Yue et al, 2015; Ramonet et al, 2011)、それらの眼球や視機能についての検討は渉猟する限
りない。本研究では、我々の知りうる限り、初めてLRRK2-G2019S Tgマウスの眼底、網脈
絡膜組織、網膜機能について報告した。LRRK2-G2019S Tgマウスでは、眼底に色素脱失

病変、視細胞やRPEにアポトーシスが生じており、網脈絡膜組織、特に、RPEでα-synucleinの
増加を認めた。本結果は、本研究のin vitro実験の結果と一致している。また、本結果は、前頭

葉特異的にLRRK2-G2019Sを過剰発現させたコンディショナルTgマウスでは同部位でα-
synuclein凝集体が増加したという先行研究の結果(Xiong et al, 2017)とも一致している。さらに、

本研究ではLRRK2-G2019S Tgマウスの眼底の色素脱失病変部において脈絡膜の菲薄化を

認めた。RPEはVEGFを分泌し、視細胞と脈絡膜毛細血管板の恒常性の維持に重要な役割

を果たしており、RPEの萎縮によって脈絡膜毛細血管板の萎縮が生じることから(Grisanti and 
Tatar, 2008)、本研究でも、RPE障害に続発して脈絡膜の萎縮が生じた可能性が考えられる。さ
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らに、RPEは視細胞外節の貪食と分解、脈絡膜から視細胞への栄養などの物質の輸送など

の機能を有し、視細胞の恒常性と機能を維持している(Grisanti and Tatar, 2008)ことから、RPE細

胞死に続発して視細胞死が生じた可能性が考えられる。組織学的所見と同様に、LRRK2-
G2019S Tgマウスでは網膜電図で桿体応答の振幅の低下、および潜時延長を引き起こし、そ

の後錐体応答の振幅の低下および潜時延長を引き起こした。マウスの視細胞は桿体細胞が

97%、錐体細胞が3%を占めるとされ、両細胞は網膜全体に分布している(Carter-Dawson and 
LaVail, 1979)。錐体細胞は割合が少ないために影響が出づらく、初期は桿体細胞の障害のみ

が認められた可能性が考えられる。桿体細胞は錐体細胞の生存に不可欠なrod-derived cone 
viability factor (RDCVF)を分泌するため(Léveillard et al, 2004; Nag, 2021)、LRRK2-G2019S Tg 
mouseでは、まず桿体細胞死が生じ、RDCVF分泌低下により錐体細胞死が生じた可能性が

考えられる。以上から、LRRK2のキナーゼ活性の亢進によってRPEの消失が生じ、それに続

いて視細胞死と脈絡膜の菲薄化が生じた可能性が考えられた。また、この変化はα-synuclein
タンパクの増加による可能性が考えられた。ただし、本研究で用いたLRRK2-G2019S Tgマウス

は、LRRK2-G2019SをRPE特異的に過剰発現したものではないため、視細胞死や脈絡膜菲薄

化がRPE細胞死に続発して生じるという機序だけでなく、視細胞や脈絡膜を構成する細胞自

体におけるLRRK2の機能亢進に起因する可能性も否定できない。 
 本研究の問題点として、AMD患者の眼球切片は入手困難であったため、それを用いた組

織学的検討は行っておらず、LRRK2、α-synuclein、リン酸化α-synucleinとAMDとの直接的な関

連性は明らかにできなかった。また、ヒトおよびTgマウスの網脈絡膜組織のα-synucleinが凝集

体なのかを明らかにしていない。今後、AMD患者の眼球切片が入手できれば、免疫組織学

的検討を行いたい。また、現在、α-synuclein凝集体の解析方法を検討中である。 
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結論 
本研究では以下の新知見が得られた。 

 
1) ヒトRPEにはLRRK2、α-synucleinおよびリン酸化α-synucleinが存在する。 
2) RPEにおいて、血清飢餓および酸化ストレスによってLRRK2およびα-synucleinが誘導され

る。 
3) RPEにおいて、LRRK2の過剰発現によってα-synucleinのタンパク量とリン酸化が増加する。 
4) LRRK2の過剰発現はcaspase 3/7活性を増加させ、RPE細胞死を引き起こす。 
5) α-synuclein凝集体もcaspase 3/7活性を増加させ、RPE細胞死を誘導する。 
6) LRRK2は、RPEにおいてRAB1A、RAB8A、RAB10のリン酸化を介してα-synucleinの分解を

阻害する。 
7) LRRK2-G2019S Tgマウスでは、RPEおよび視細胞のアポトーシスが増加し、脈絡膜が菲薄

化する。 
8) LRRK2-G2019S TgマウスのRPE層では、α-synucleinが増加する。 
9) LRRK2-G2019S Tgマウスでは、網膜電図において振幅の低下と潜時延長が生じる。 

 
 
本研究は、AMDがPDと共通の病態メカニズムを有していることを示し、RPEの機能障害にお

けるLRRK2とα-synucleinの役割を明らかにした。RPEの機能障害は最終的にRPE-脈絡膜複合

体の老化に伴う機能破綻を引き起こし、AMDの疾患進行を促進すると考えられる。AMDとPD
に共通病態が存在することは、両者の病態機序の解明、発症予防、治療法の開発をさらに

進める一助になると考える。 
また、本研究の結果からLRRK2がAMDの病態生理に関する理解をさらに深めるための研

究対象の一つであることが示され、将来的にAMDの治療のターゲットになることが期待される。

滲出型AMDに対しては抗VEGF薬の硝子体注射や光線力学療法など治療法の選択肢があ

るが、これらを用いても病勢を制御できず、視力維持が困難な症例が多く存在する。また、萎

縮型AMDに対する有効な治療法は未だ存在しないため、その治療法開発は現在の眼科領

域におけるアンメットメディカルニーズである。まずは、LRRK2抑制によってRPEの機能障害が

軽減できるかを検討するために、今後はLRRK2阻害剤を用いた検討を行っていきたい。 
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