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摘要 

PARK8基因座的LRRK2 (全名 leucine-rich repeat kinase 2)基因，

其突變會導致體染色體顯性的帕金森氏症。LRRK2 蛋白具有多個功

能區域，於神經系統、大部份器官及淋巴細胞等都有表現。新穎的

R767H、S885N 變異及已報導過的 R1441H 變異，是本實驗室在臺灣

帕金森氏症患者發現的突變點，R1628P 和 G2385R 兩變異則是華人

帕金森氏症的危險因子。本論文首先建構 EGFP 標記的野生型及

R1441H、R1628P、G2385R 變異的 LRRK2 質體(含 S1647T、M2397T

多型性)，送到 HEK-293T 細胞中表現，經共軛焦顯微鏡觀察、西方

轉漬分析研究，顯示上述變異對 LRRK2 蛋白在細胞內的位置及合成

皆無受到影響。其次選殖 α-synuclein cDNA，與 R767H、S885N、

R1441H、G2019S (白種人常見，作為對照)突變的 LRRK2 質體共轉

染入 SK-N-SH 細胞，經細胞免疫螢光染色及共軛焦顯微鏡觀察，顯

示野生型 LRRK2 廣泛分佈在細胞質並與 α-synuclein 有些微連繫。突

變的 R767H、S885N、R1441H、G2019S 亦主要分佈在細胞質，R1441H

和 G2019S 的 LRRK2 容易形成不含 α-synuclein 且鄰近細胞核的聚

集。進一步的表現上述 LRRK2 質體於 HEK-293T 細胞二至六天後，

螢光顯微鏡觀察及定量統計結果顯示 R1441H 和 G2019S 較野生型的

LRRK2 顯著地容易誘導更多的包涵體。最後，選殖 V5 標記的

ARHGEF7 cDNA，並建構不含 S1647T、M2397T 多型性的 Myc-His

標記的 LRRK2 質體，共轉染入 HEK-293T 細胞，進行免疫共沉澱與

GTP 結合能力試驗的分析，結果發現 S885N、R1441H、G2019S 等突

變影響 LRRK2 蛋白與 ARHGEF7 的交互作用。 

關鍵字:  帕金森氏症、神經退化性疾病、震顫素。 
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Abstract 
 

Mutations in PARK8 associated leucine-rich repeat kinase 2 
(LRRK2) have been shown to be the leading cause of autosomal 
dominant Parkinson's disease (PD). The multidomain LRRK2 is 
expressed ubiquitously, including the central nervous system and various 
organs. Previously novel R767H, S885N and reported R1441H were 
found in Taiwanese PD patients, in addition to R1628P and G2385R risk 
factors in ethnic Chinese populations. In the first part of this study, 
EGFP-tagged wild type, R1441H, R1628P and G2385R LRRK2 
constructs (with S1647T and M2397T SNPs) were prepared for transient 
expression in HEK-293T cells. Western blot analysis and fuorescence 
microscopy examination revealed that neither localization nor processing 
of LRRK2 was affected by R1441H, R1628P and G2385R variations. 
Secondly, α-synuclein cDNA was cloned and co-transfected with the 
EGFP-tagged wild type or mutant (R767H, S885N, R1441H, G2019S) 
LRRK2 constructs in SK-N-SH cells. Confocal microscopy examination 
revealed that wild-type LRRK2 was widespread cytoplasmic and partially 
in association with α-synuclein. The distribution of R767H and S885N 
proteins were also mainly in cytoplasm. In contrast, both R1441H and 
G2019S (included as an aggregation control) LRRK2 mutants formed 
α-synuclein-negative perinuclear aggregates in a smaller, but still 
appreciable, proportion of cells, in addition to cytoplasmic distribution. 
Fluorescent microscopy examination and quantitation of the number of 
cells with LRRK2-EGFP fluorescent aggregates out of the transfected 
HEK-293T cell population further revealed that R1441H and G2019S 
both induced significant more inclusions as compared to wild-type 
LRRK2. Finally, V5-tagged ARHGEF7 cDNA was cloned and 
co-expressed with the Myc-tagged wild type or mutant (R767H, S885N, 
R1441H, G2019S) LRRK2 constructs in HEK-293T cells. 
Co-immunoprecipitation assay revealed that S885N, R1441H and 
G2019S reduced interaction between LRRK2 and ARHGEF7. 
Key Word: Parkinson's disease, neurodegenerative disease, dardarin. 
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壹、緒論 

 

一、帕金森氏症 

 

帕金森氏症(Parkinson's disease，簡稱 PD)是第二常見的神經退化

性疾病，僅次於阿茲海默氏症(Alzerheimer's disease)，此病症最早在

1817 年由英國醫師 James Parkinson 所描述，故後來以其姓名命名。

當時對 PD 症狀描述為一種震顫性麻痺(shaking palsy)，包括軀體四肢

顫抖、僵硬，及行動緩慢等，但不清楚其病理機制。 

 

(一)臨床病徵 

帕金森氏症平均發病年齡約在 60 歲，臨床主要的病徵有靜止性

震顫(resting tremor)、僵直(rigidity)、行動遲緩(bradykinesia)、步伐不

穩(postural instability)等(Conley and Kirchner, 1999)。病患靜止性震顫

頻率為每秒四到七次，通常會在休息時發生，常是罹病初期的表徵。

肢體僵直的症狀常由肢體近端開始發展，動作過程花費的力氣較平常

人大，軀幹旋轉能力變差。有行動遲緩症狀的病患，其自主動作的執

行變慢且維持動作出現困難，動作的速度範圍與振幅都會降低。而步

伐不穩是指病患在嘗試站立或轉身時，無法維持平衡因而容易跌倒

(Marjama-Lyons and Koller, 2001)。 
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(二)神經病理學 

PD 病患主要的病理特徵是多巴胺神經元(dopaminergic neuron)在

中腦黑質之緻密區(substantia nigra pars compacta，簡稱 SNpc)與其他

腦 幹 神 經 核 有 退 化 死 亡 的 現 象 ， 因 而 造 成 黑 質 紋 狀 體 路 徑

(nigrostriatal pathway)的多巴胺(dopamine)分泌不足而引起臨床症狀

(Dauer and Przedborski, 2003)。這些多巴胺神經元是基底核(basal 

ganglia)重要的組成份子，基底核位於腦部，其功能為負責人體的微

調及協調運動。 

 

除了 SNpc 處會有多巴胺神經元死亡的病理特徵外，在部分偶性

發 PD 病患的腦檢體中，亦發現有一種嗜伊紅性的細胞質內蛋白質包

涵體(proteinacious cytoplasmic inclusions)，在神經元突起處呈鈁錘絲

狀的構造分佈，稱之為 Lewy neuritis，有時則在神經元的細胞核周圍

形成球狀的 Lewy body (Gibb and Lees, 1991)。這些包涵體分佈在 PD

病患 SNc 處殘存的多巴胺神經元中，主要成分為 α-synuclein、ubiquitin

與 neurofilament (Conley and Kirchner, 1999)。 

 

(三)病因學 

多數的 PD 病患屬於偶發型(sporadic)，確切病因及病理機制尚不
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明確，少數的家族遺傳性 PD 則與基因突變有關(Farrer, 2006)。年齡

增加為 PD 重要的危險因子，即隨著個體年齡的增加，其盛行率亦逐

漸升高(Chen et al., 2001)。病理學的研究也顯示，在 50 ~ 90 歲的正常

個體，其腦部黑質細胞數量會以每十年會減少百分之 4.7 至 6.0% 的

速度老化(Gibb and Lees, 1991)。雖然年齡是 PD 最重要的危險因子，

但僅由腦部黑質細胞的老化仍不足引起 PD，可能還有遺傳及環境等

因子的參與而導致。隨著 PD 研究的進展，目前最被接受的 PD 病因

理論為遺傳與環境產生交互作用下的多因子理論：罹患 PD 的個體先

天遺傳了某些基因的缺陷或多型性(polymorphism)，使得這些個體對

特定環境因子的感受性較大，而較易引起黑質多巴胺神經元的退化，

最後導致 PD (Bertram et al., 2005; Schapira, 2006)。 

 

PD 的遺傳現象最早可追溯到 1880 年，Gowers 發現其所治療的

病人中，約有 15%的 PD 病人其家族中也有患病的親屬。在多個 PD

家族研究，也發現兄弟姐妹中罹患 PD 的風險與正常人相比，有顯著

的提升(Lazzarini et al., 1994; Payami et al., 1994)。依據國外研究文獻

顯示，約有 5~10%的 PD 病人具有家族遺傳的現象，遺傳的方式有體

染色體顯性(autosomal dominant)及體染色體隱性(autosomal recessive)

兩種。家族遺傳的患者發病時通常較年輕，屬於早發型帕金森氏症
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(EOPD，發病年齡＜50) (Elbaz et al., 1999)，其病程進展較快，且臨床

上及病理上的特徵都較不典型(Bertram et al., 2005)。 

 

與PD相關的環境因素中最為人所熟知的就是毒品合成時的副產

物MPTP (l-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyrdin)。在 1983 年數名

使用含MPTP的吸毒者，出現類似帕金森氏症候群(parkinsonism)的典

型症狀。病理學的檢驗也發現患者中腦黑質緻密區內多巴胺神經元大

量死亡，而且紋狀體內多巴胺的量明顯降低，這些病理特徵也與PD

相 符 (Langston, 1987) 。 MPTP 的 代 謝 物 MPP+ (1-methy-4-phenyl- 

pyridinium ion)進入多巴胺神經元後，會抑制粒線體產生ATP，使多巴

胺神經元缺乏能量而死亡(Snyder and D'Amato, 1986)。另外，銅、鐵

等重金屬因能催化多巴胺的氧化作用，增加自由基的形成及神經元內

的氧化壓力，加速中腦黑質神經元的死亡，故被認為和PD的成因有

關(Montgomery, 1995)。台灣地區的病例-對照組研究，結果顯示巴拉

刈及殺蟲劑/除草劑與台灣人罹患PD呈現正相關(Liou et al., 1997)。 

 

二、帕金森氏症的遺傳分析 

 

遺傳基因在帕金森氏症的致病機轉上佔有重要的角色(Lev and 

Melamed, 2001)。研究人員針對PD家族成員，利用隨機的微衛星標記
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(microsatellite maker)進行的遺傳連鎖分析，找出和家族性PD相關的基

因座(locus)，且部分的致病基因已被確認，包括 4q21-23 的α-synuclein 

(SNCA, PARK1) (Polymeropoulos et al., 1997)、6q25.2-27 的Parkin 

(PRKN, PARK2) (Kitada et al., 1998)、4p14 的ubiquitin carboxy-terminal 

esterase L1 (UCHL1, PARK5) (Leroy et al., 1998) 、 1p35-p36 的

PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1, PARK6) (Hatano et al., 

2004)、1p36 的Parkinson disease protein 7 (DJ-1, PARK7) (Bonifati et al., 

2003)、12q12 的leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2, PARK8) (Zimprich 

et al., 2004)、1p35-p36 的ATPase type 13A2 (ATP13A2, PPARK9) (Di 

Fonzo et al., 2007)、2p12 的HtrA serine peptidase 2 (HTRA2, PARK13) 

(Strauss et al., 2005)、22q13.1的phospholipase A2, group VI (PLA2G6, 

PARK14) (Paisan-Ruiz et al., 2009)以及22q12-q13的F box protein 7 

(FBXO7, PARK15) (Di Fonzo et al., 2009)等(Belin and Westerlund, 

2008; Hardy et al., 2009)。 

 

三、LRRK2 基因 

 

PARK8 LRRK2 基因於 2002 年被定位於 12p11.2-q13.1 (Funayama 

et al., 2002)。之後，Paisan-Ruiz 選殖了此基因並命名為 Dardarin 

(Paisan-Ruiz et al., 2004)，意即震顫之意。LRRK2 基因是目前引起帕
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金森氏症病中體染色體顯性遺傳的重要基因。 

 

(一) LRRK2 的構造、表現與功能 

LRRK2 基因全長約 144 kb，轉譯出的 LRRK2 蛋白由 2527 個胺

基酸組成，分子量約 285 kDa (Paisan-Ruiz et al., 2004)。LRRK2 蛋白

屬於 ROCO protein family 中的一員，結構上有 6 個重要的功能

區域(domains)，分別為 ANK (Ankyrin repeat)、LRR (Leucine-rich 

repeat)、ROC (Ras of complex protein)、COR (C terminal of ROC)、

MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase kinase)以及 WD40

等(圖一)。這 6 個功能區域使得 LRRK2 蛋白有多種功能，包括與受

質的結合、蛋白質的磷酸化、蛋白質與蛋白質之間的交互作用等

(Giasson and Van Deerlin, 2008)。 

 

(二) LRRK2 基因變異與帕金森氏症 

自 LRRK2 基因被報導至今以來，LRRK2 基因的變異在不同人種

已陸續被發表。根據前人統計，具有顯性遺傳帕金森氏症家族史的病

患中，被發現有 LRRK2 基因變異的有 13%，而在偶發型帕金森氏症

病患中則為 5% (Berg et al., 2005; Mata et al., 2006; Taylor et al., 2006)。 

 

LRRK2 基因變異中的G2019S，為白種人常見的LRRK2 基因突變
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(Lesage et al., 2008)。但在亞洲人種包括韓國、新加坡以及台灣族群

的研究中，卻罕有發現此點的變異(Tan et al., 2005; Choi et al., 2008; 

Lin et al., 2008)，顯示PD病患中有LRRK2 基因變異在不同人種會有不

小的差異。 

 

        目前 LRRK2 變異點已被報導與亞洲族群相關聯，分別有 P755L 

(Wu et al., 2006)、R1441H、R1628P、G2385R (Mata et al., 2005)等。

之後的研究顯示，G2385R 變異為亞洲人種罹患 PD 的危險因子

(Funayama et al., 2007; Li et al., 2007; Tan et al., 2007; An et al., 

2008)，且未在亞洲以外的人種中被報導(Di Fonzo et al., 2006)。

R1628P 變異為華人特有罹患 PD 的危險因子，包含了台灣及新加坡

族群，但目前此變異並未在日本及印度族群中發現(Tan et al., 2008)。 

 

本實驗室在 PD 患者與正常人 cDNA 定序檢測中，發現已報導過

的 R1441H 和未報導過的 R767H、S885N 突變(許玄竺, 2008)。R1441H

突變於 ROC domain 上，R767H 突變位於 ANK domain 上，S885N 突

變位則於 ANK 與 LRR 兩個 domain 之間，三者對 LRRK2 蛋白的功

能影響，尚不清楚。 
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貳、研究目的 

 

LRRK2 突變與顯性遺傳帕金森氏症 PD 相關。LRRK2 突變中，

G2019S 為白種人最常見的突變，G2385R 與 R1628P 變異則為亞洲人

及華人帕金森氏症特有的危險因子。先前本實驗室在 PD 患者 cDNA

定序檢測中，發現已報導過的 R1441H 和未報導過的 R767H、S885N

突變。本研究延續 LRRK2 基因變異的探討，首先建構 EGFP 標記的

野生型、R1441H 突變及 R1628P、G2385R 多型性變異的 LRRK2 質

體(含 S1647T、M2397T 多型性)，送到 HEK-293T 細胞中表現。利用

共軛焦顯微鏡觀察、西方轉漬分析等，來研究上述變異是否對 LRRK2

蛋白在細胞內的位置及合成有影響。其次選殖 α-synuclein cDNA，與

R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 質體共轉染入

SK-N-SH 細胞，藉細胞免疫螢光染色及共軛焦顯微鏡觀察，來探究

突變的 LRRK2 形成聚集(aggregation)的情形，及聚集中是否包含

α-synuclein。最後選殖 ARHGEF7 cDNA，並建構 Myc-His 標記的野

生型及上述 4 種突變型的 LRRK2 質體(不含 S1647T、M2397T 多型

性)，共轉染入 HEK-293T 細胞，來探究 R767H、S885N、R1441H、

G2019S 等突變是否影響 LRRK2 蛋白與 ARHGEF7 的交互作用。 
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參、研究材料與方法 

 

一、R1441H、R1628P、G2385R 對 LRRK2 蛋白在細胞內的位置及

合成的影響 

 

(一) EGFP標記的LRRK2 cDNA質體建構 

圖二顯示置入pcDNA3 載體NotI切位的野生型LRRK2-EGFP cDNA質

體 ( 包 含 S1647T 、 M2397T 多 型 性 ) ( 由 江 佩 茹 製 備 ) 。 將 上 述

LRRK2-EGFP質體，利用XbaI (辨識序列T/CTAGA)限制酶切下包含

R1441H、R1628P及G2385R位置的片段(圖三)，選殖到pGEM-T質體

SpeI (辨識序列A/CTAGT)切位中，進行定點突變(表一)，經DNA定序

確認後，得到包含R1441H突變或R1628P、G2385R多型性片段的質

體。最後再用EcoNI、XhoI (圖三)限制酶，切下包含R1441H突變或

R1628P、G2385R多型性片段，置換野生型LRRK2-EGFP cDNA質體上

相 對 應 的 片 段 ， 即 完 成 pLRRK2/R1441H-EGFP 、

pLRRK2/R1628P-EGFP、pLRRK2/G2385R-EGFP重組質體的建構。建

構好的R1441H突變及R1628P、G2385R多型性質體以限制酶ClaI、

XhoI切割確認結構的正確，並分別以限制酶BstUI、FspBI、AccI切割，

確認R1441H (限制酶BstUI切位消失)、R1628P (新增限制酶FspBI切
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位)、G2385R (新增限制酶AccI切位)的變異。 

 

上述接合好的 pLRRK2-EGFP 重組質體以電穿孔(electroporation) 

(BIO-RAD, GENE PULSERII)方式轉形(transformation)入 E. coli 轉形

勝任細胞內。挑選單一菌落，以鹼性溶菌法(Sambrook et al., 1989)小

量抽取質體 DNA，進行限制酵素切割圖譜分析與 cDNA 定序。確認

無誤後，利用 Plasmid Midi Kit (Geneaid)大量製備與保存選殖成功的

野生型及 R1441H、R1628P、G2385R 突變或多型性重組質體 DNA。 

 

(二)細胞培養 

HEK-293T細胞培養於37℃、5% CO2且溼度穩定之細胞培養箱

中，細胞培養液為含有10% FBS、1.0 mM sodium pyruvate、1.5 g/l 

sodium bicarbonate、100 U/ml penicillin、100 U/ml streptomycin的

DMEM培養液(Gibco)，待細胞生長至7、8分滿，以1:5 ~ 1:10的稀釋

比例進行細胞繼代培養。 

 

(三)基因轉染(Transfection)  

接種 7×105 HEK-293T細胞於 6 孔細胞培養盤中。第二天，進行

pEGFP-N1、pcDNA3、LRRK2-EGFP (野生型與R1441H、R1628P、

G2385R 變 異 ) 的 轉 染 。 其 方 法 為 ： 取 4 μl Lipofectamine 2000 
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(Invitrogen)，加入 250 μl去血清且不含抗生素之OptiMEM培養液

(Gibco)，混合均勻。再取 4 μg質體DNA，加入 250 μl OptiMEM培養

液，混合均勻。接著將已作用 5 分鐘的Lipofectamine - OptiMEM混合

液加入質體DNA - OptiMEM混合液。20 分鐘後加入上述 500 μl的

Lipofectamine - 質體DNA - OptiMEM混合液，加到上述 6 孔細胞培養

盤的細胞中培養 6 小時。之後換掉含Lipofectamine的培養液，改以含

篩選抗生素的培養液。 

 

(四)西方轉漬法(Western blot) 

轉染二天後離心收集細胞，以 PBS 清洗兩次，收集細胞。加入

適量不含清潔劑的 hypotonic lysis buffer，置於冰上作用 30 分鐘後，

超音波震盪 30 下，以 14,000 × g 離心 15 ~ 20 分鐘。所得上清液經

Bio-Rad Protein Assay 定量蛋白質後，取等量(50 µg)蛋白質，加入適

量 sample buffer (50 mM Tris, pH6.8 - 2% SDS - 10% glycerol - 2.5% 

β-mercaptoethanol - 0.005% bromophenolblue)，沸水浴 5~10 分鐘後置

於冰上，進行 10% SDS-聚丙烯醯胺電泳(SDS-PAGE)，以分離蛋白

質。電泳完畢後，利用 XCell II TM Blot Module (Invitrogen)及 transfer 

buffer (25 mM Tris - 0.2 M glycine - 20% methanol)，將蛋白轉漬至硝化

纖維膜(nitrocellulose transfer membrane, Whatman)上。轉漬完成後，
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浸泡膜於 blocking buffer (10% skim milk - PBS)，置 4℃中隔夜。

Blocking完後以wash buffer (10 mM Tris-HCl pH8.0 - 0.05% Tween 20)

清洗硝化纖維膜三次，每次 15 分鐘。加入 LRRK2 (1:200 稀釋，

Abgent)、GFP (1:500 稀釋，Santa cruz)、β-actin (1:5000 稀釋，Novus 

Biological)一級抗體於室溫下作用 2 小時後，以 wash buffer 清洗膜三

次，每次 15 分鐘。接著加入 horseradish peroxidase (HRP) conjugated

二級抗體(1:10000 稀釋，GeneTex)，於室溫作用 1.5 小時。之後以 wash 

buffer 清洗膜三次，每次 15 分鐘。最後加入冷光呈色試劑(Millipore)

於膜上，以冷光儀及 ImagerReader LAS-3000 軟體偵測野生型與

R1441H、R1628P、G2385R 變異的 LRRK2-EGFP 融合蛋白表現情形。 

 

(五)共軛焦顯微鏡觀察 

接種 3×104 HEK-293T細胞於已經過poly-L-lysine (100 μg/ml, 

Sigma)處理的coverslips (置於 12 孔細胞培養盤中)。第二天進行

pcDNA3、pEGFP-N1、pLRRK2-EGFP (野生型與R1441H、R1628P、

G2385R變異)的轉染(0.5 μl Lipofectamine 2000、0.5 μg質體DNA)。培

養二天後染色並移除培養液，將細胞以PBS潤洗兩次後，使用Leica 

TCS SP2 共軛焦顯微鏡觀察。 

 

1.觀察LRRK2-EGFP融合蛋白於細胞中的表現 
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  培養二天後，加入 Hoechst33342 核染劑(1 μg/ml)到培養液，作用

20 分鐘。染色完成、潤洗後，使用共軛焦顯微鏡觀察細胞形態、綠

螢光融合蛋白表現情形。 

 

2.觀察LRRK2-EGFP與粒線體重疊情形

  粒線體的染色如下：先將 400 nM粒線體染劑(MitoTracker Red, 

Invitrogen) 加 到 培 養 液 中 ， 37℃避 光 處 理 。 40 分 鐘 後 ， 加 入

Hoechst33342 核染劑(1 μg/ml)到培養液，37℃避光處理 20 分鐘。染

色完成、潤洗後，使用螢光顯微鏡觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白表

現情形及是否與與粒線體重疊。 

 

3.觀察LRRK2-EGFP與溶小體重疊情形 

溶小體的染色如下：先將溶小體染劑(LysoTracker Red, Invitrogen)

加到培養液中，37℃避光處理。40 分鐘後，加入Hoechst33342 核染

劑(1 μg/ml)到培養液，37℃避光處理 20 分鐘。染色完成、潤洗後，

使用螢光顯微鏡觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白表現情形及是否與與

粒線體重疊。 

 

4.觀察 LRRK2- EGFP 與內質網重疊情形 

  在進行載體及各重組質體的轉染時，共轉染pDsRed2-ER質體(0.1 
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μg, Clontech)。二天後再加入Hoechst33342 核染劑(1 μg/ml)到培養液

作用 20 分鐘。染色完成、潤洗後，使用共軛焦顯微鏡觀察細胞形態、

綠螢光融合蛋白表現情形及是否與與內質網重疊。 

 

二、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成聚集的

情形 

 

(一) α-synuclein cDNA 選殖 

以NCBI搜尋到的α-synuclein cDNA序列(NM_000345)設計正向

及 反 向 引 子 (5’-GCGGCCGCCATGGATGTATTCATGAAAGG-3’ 、

5’-AGATCTGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTG-3’)，並在引子末端分別

引入NotI (GCGGCCGC)和BglII (AGATCT)的限制酵素切位，作為後

續質體建構的接點。使用引子進行PCR夾出 435 bp的α-synuclein 

cDNA片段，先以TA選殖方式引入pGEM-T Easy質體進行定序，確認

序列正確後使用NotI和BglII的限制酵素切下片段，再與Myc-His Tag 

片段同時建構在pcDNA3 載體上(圖四)。 

 

(二) EGFP標記的LRRK2 cDNA質體建構 

包含R767H、S885N突變的LRRK2-EGFP質體為實驗室江佩茹學

姐所建構。 包含G2019S突變(GGC>AGC) (Lesage et al., 2008)的
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LRRK2-EGFP質體係以定點突變的正向及反向引子(表一)來建構。經

DNA定序確認後所建構的質體後，再用EcoNI、XhoI (圖五)限制酶，

切下包含G2019S突變的片段，置換野生型LRRK2-EGFP cDNA質體上

相對應的片段，即完成pLRRK2/G2019S-EGFP重組質體的建構。建構

好的G2019S突變質體以限制酶ClaI、XhoI切割確認結構的正確，並以

限制酶SfcI切割，確認G2019S (新增限制酶SfcI切位 CTACAG)的變

異。 

 

(三)細胞培養 

SK-N-SH細胞培養於 37℃、5% CO2且溼度穩定之細胞培養箱

中，細胞培養液為含有 10% FBS、1.0 mM sodium pyruvate、1.5 g/l 

sodium bicarbonate、100 U/ml penicillin、100 U/ml streptomycin的

DMEM medium (Gibco)，待細胞生長至 7、8 分滿，以 1:5 ~ 1:10 的稀

釋比例進行細胞繼代培養。 

 

(四)基因共轉染(co-transfection) 

玻片過火置於 12 孔細胞培養盤裡，並使用poly-L-lysine附著在玻

片上，接種SK-N-SH細胞(3×105)於 12 孔細胞培養盤玻片上。第二天，

進行pEGFP-N1、pcDNA3、LRRK2-EGFP (野生型與R767H、S885N、

R1441H、G2019S變異)與α-synuclein-Myc-His的共轉染。其方法為：
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取 2.5 μl Lipofectamine 2000 (Invitrogen)，加入 100 μl去血清且不含抗

生素之OptiMEM培養液(Gibco)，混合均勻。再取 2 μg LRRK2 質體

DNA和 0.5 μg α-synuclein質體DNA，加入 100 μl OptiMEM培養液，

混合均勻。接著將已作用 5 分鐘的Lipofectamine - OptiMEM混合液加

入質體DNA - OptiMEM混合液。20 分鐘後加入上述 200 μl的

Lipofectamine - 質體DNA - OptiMEM混合液，加到上述 12 孔細胞培

養盤的細胞中培養 6 小時。之後換掉含Lipofectamine的培養液，改以

含篩選抗生素的培養液。 

 

(五)細胞免疫螢光染色及共軛焦顯微鏡觀察 

將轉染過的細胞用 PBS 清洗兩次後，用 parafamaldehyele/PBS 

(4%)固定 15 分鐘，再以 Triton X-100/PBS (0.1%)作細胞穿孔 15 分鐘。

PBS 清洗兩次，之後浸泡於 blocking buffer (1% BSA - 5%FBS - PBS)，

置 4℃中隔夜。Blocking 完後，吸除 blocking buffer 加入 α-synuclein

一級抗體( 1:100 稀釋 ，BD Biosciences)置 4℃中隔夜。再以 PBST 

(0.1% Tween 20 - PBS)清洗三次，每次 15 分鐘。接著加入 Cy5 或 

TRITC conjugated 二級抗體( 1:500 稀釋，Zymed Laboratories)，於室

溫作用 2 小時。之後以 PBST 清洗三次，每次 15 分鐘。封片後於共

軛焦螢光顯微鏡觀察。 
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(六)活細胞影像儀觀察 

  將野生型及各突變型 LRRK2-EGFP 重組質體轉染入 HEK-293T

細胞表現。隔天加入細胞週期的抑制劑 oxaliplatin (5mM，Sigma)，

以抑制細胞分裂，使 LRRK2-EGFP 融合蛋白累積在細胞內。靜待 2、

4、6 天，最後利用活細胞影像儀觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白表

現與聚集表現分佈情況等。 

 

三、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成二元體

的情形 

 

(一) Myc-His 標記的 LRRK2 質體建構 

圖 二 顯 示 置 入 pcDNA3 載 體 的 NotI/XhoI 切 位 的 野 生 型

LRRK2-Myc-His cDNA質體(包含S1647T、M2397T多型性) (由江佩茹

製備)，圖形上方並標示出BamHI、XhoI限制酶切位間的Myc epitope

及Polyhistidine tag。取上述包含S1647T、M2397T多型性的質體，以定

點突變法 (表一 )建構出不包含S1647T、M2397T多型性的野生型

LRRK2-Myc-His質體，並以DNA定序確認之。取此不包含S1647T、

M2397T多型性的野生型LRRK2-Myc-His質體，再以定點突變法(表一)

建構出R767H、S885N、R1441H、G2019S等突變的LRRK2-Myc-His 

cDNA質體。上述建構好的LRRK2-Myc-His重組質體經電穿孔轉形入
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E. coli轉形勝任細胞內。挑選單一菌落，以鹼性溶菌法小量抽取質體

DNA，進行限制酵素切割圖譜分析與cDNA定序。確認無誤後，利用

大量製備與保存選殖成功的野生型及R767H、S885N、R1441H、

G2019S等突變型重組質體DNA。 

 

(二)基因轉染及西方轉漬分析 

接種HEK-293T細胞(7×105)於 6 孔細胞培養盤中。第二天，進行

pcDNA3、LRRK2-Myc-His (野生型與R767H、S885N、R1441H、G2019S

突變)的轉染，其方法如前所述(第 10 頁)。轉染二天後離心收集細胞，

以PBS清洗後，萃取蛋白液並以LRRK2 (1:200 稀釋)、Myc (1:500 稀

釋，Santa cruz)、β-actin (1:5000 稀釋，Novus Biologicals)抗體進行西

方轉漬法分析，其方法如前所述(第 11-12 頁)。最後加入冷光呈色試

劑於膜上，以冷光儀及ImagerReader LAS-3000 軟體偵測野生型與

R767H、S885N、R1441H、G2019S突變的LRRK2-Myc-His融合蛋白

表現情形。 

 

(三) LRRK2-Myc-His 與 LRRK2-EGFP 形成二元體的分析 

接種HEK-293T細胞(7×105)於 6 孔細胞培養盤中。第二天，進行

pcDNA3、LRRK2-Myc-His與LRRK2-EGFP質體 (野生型與R767H、

S885N、R1441H、G2019S突變)的共轉染，Myc和EGFP標記質體以相
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同LRRK2 序列(同為野生型或變異點)的組合作共轉染，並以pcDNA3

與野生型LRRK2-EGFP質體的共轉染作為沉降試驗的控制組，轉染方

法如前所述(第 10 頁)。共轉染二天後離心收集細胞，以PBS清洗後，

加入Native binding buffer (Ni-NTA Purification System, Invitrogen)萃取

蛋白液，以 550 μg的總蛋白液加入 20 μl Ni-NTA agarose在 4℃緩慢搖

晃至隔夜，離心沉澱Ni-NTA agarose後，用Native binding buffer清洗

三次後，加入 20 µl SDS sample buffer，經 100℃、3 分鐘處理使蛋白

溶解出，另外用 50 µg原蛋白液作為輸入控制組，同時以西方轉漬法

跑膠分析並以GFP (1:500 稀釋，Santa cruz)、Myc (1:500 稀釋，Santa 

cruz)、β-actin (1:5000 稀釋，Novus Biologicals)抗體進行西方轉漬法

分析，其方法如前所述(第 11-12 頁)。最後加入冷光呈色試劑(Millipore)

於膜上，以冷光儀及 ImagerReader LAS-3000 軟體偵測野生型與

R767H、S885N、R1441H、G2019S突變的LRRK2-Myc-His蛋白形成

二元體的情形。 

 

四、R767H、S885N、R1441H、G2019S 等突變的 LRRK2 蛋白與

ARHGEF7 蛋白結合測試 

 

(一) ARHGEF7 cDNA 選殖 

依NCBI的ARHGEF7 cDNA序列(NM_145735)，設計正向及反向
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引 子 (5’-ATGGATCCATGAATTCCGCCGAGCAAACCGTTAC-3’ 、

5’-GCTTCGAAGTTCTGGTGAGAGATATATGAGCAACAGC-3’)，並

在引子末端分別引入BamHI (GGATCC)和SfuI (TTCGAA)的限制酵素

切位，作為後續質體建構的接點。使用引子進行PCR夾出 2362 bp的

ARHGEF7 cDNA片段，先以TA選殖方式引入pGEM-T Easy質體進行

定序，確認序列正確後使用BamHI和SfuI的限制酵素切下片段，建構

在pcDNA3.1/V5-His/lacZ載體上(圖六)。 

 

(二) LRRK2 與 ARHGEF7 蛋白的免疫共沉澱分析 

接種HEK-293T細胞(7×105)於 6 孔細胞培養盤玻片上。第二天，

進行LRRK2-Myc-His (野生型與R767H、S885N、R1441H、G2019S

突變，2.5 μg)與ARHGEF7-V5-His或pcDNA3.1/V5-His/lacZ載體(0.25 

μg)的共轉染，其方法為其方法如前所述(第 10 頁)。轉染二天後離心

收集細胞，以PBS清洗兩次，加入適量含清潔劑的CHAPS lysis buffer 

(20 mM Tris-Base - 20 mM NaCl - 1 mM EDTA - 5 mM EGTA - 20 mM 

β-glycerol phosphate - 1 mM DTT - 0.25% CHAPS)，並加入protease 

inhibitor cocktail (0.0002% Aprptinin - 0.0002% Leupepin - 0.0007% 

Pepstain A - 0.017% PMSF) (Biovision)及phosphatase inhibitor (5 mM 

NaF - 1 mM Na3VO4 - 20 nM Calyculin)，置於冰上作用 30 分鐘後，超

音波震盪 10 下，以 14,000 × g離心 15 ~ 20 分鐘。所得上清液經Bio-Rad 
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Protein Assay定量蛋白質後，取等量(800 µg)蛋白質，加入 25 µl 

V5-agarose bead在 4℃緩慢搖晃至隔夜。第二天，用CHAPS lysis buffer

清洗三次，將V5-agarose bead離心沉澱，加入 25 µl的 1X SDS sample 

buffer，經 100℃、3 分鐘處理使蛋白溶解出，另外用 50 µg原蛋白液

作為輸入控制組，同時以西方轉漬法跑膠分析，使用一級抗體Myc 

(1:500 稀釋，Santa cruz)、V5 (1:1000 稀釋，GeneTex)及horseradish 

peroxidase (HRP) conjugated二級抗體(1:5000 稀釋，GeneTex)。 
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肆、結果 

 

一、R1441H、R1628P、G2385R 對 LRRK2 蛋白在細胞內的位置及

合成的影響 

 

(一) EGFP標記的LRRK2 cDNA  

包含S1647T、M2397T多型性的LRRK2-EGFP質體(圖二)為實驗

室江佩茹學姐所建構。R1441H、R1628P、G2385R的LRRK2-EGFP

重組質體的建構如圖三。建構好的R1441H突變及R1628P、G2385R

多型性質體以限制酶ClaI、XhoI切割確認結構的正確，並分別以限制

酶BstUI、FspBI、AccI切割，確認R1441H (限制酶BstUI切位消失)、

R1628P (新增限制酶FspBI切位)、G2385R (新增限制酶AccI切位)的變

異(圖七)。 

 

(二)西方轉漬分析 R1441H、R1628P、G2385R 對 LRRK2 合成的影響 

將野生型及R1441H、R1628P、G2385R變異的LRRK2-EGFP重組

質體轉染入HEK-293T細胞表現。二天後蒐集細胞液，進行西方轉漬

分析，結果顯示於圖八。LRRK2、GFP抗體可偵測到約 305 及 180 kDa

的野生型及突變型LRRK2-EGFP融合蛋白。 
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(三) LRRK2-EGFP 融合蛋白的共軛焦螢光顯微鏡觀察 

將上述野生型及 R1441H、R1628P、G2385R 變異的 LRRK2-EGFP

重組質體轉染入 HEK-293T 細胞表現。二天後將細胞染色後使用共軛

焦顯微鏡觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白的表現情形與表現位置等。

野生型及突變型 LRRK2-EGFP 融合蛋白主要分佈在細胞質(圖九

A)，且與粒線體、溶小體及內質網(圖九 B~D)等胞器位置重疊，顯示

LRRK2-EGFP 融合蛋白會出現在上述胞器中。突變型與野生型的蛋

白在細胞中表現情況相似，無明顯差異。 

 

二、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成聚集的

情形 

 

(一) α-synuclein cDNA 選殖 

結果如圖十：經限制酵素 BstBI 切割後，會由 5956 bp 的片段被

切割成 3903 bp、2053 bp 等 2 片段；經限制酵素 PvuI 及 NotI 切割後，

會由 5956 bp 的片段被切割成 4443 bp、1518 bp 等 2 片段；經限制酵

素 FspI 切割後，會由 5956 bp 的片段被切割成 3597 bp、2324 bp 等 2

片段。 

 

(二) EGFP標記的LRRK2/G2019S cDNA質體
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LRRK2野生型、G2019S質體以限制酶ClaI、XhoI切割確認結構的正

確，G2019S質體並以限制酶SfcI切割(新增限制酶SfcI切位)，確認

G2019S的變異(圖十一)。 

 

(三) α-synuclein 免疫螢光染色及共軛焦顯微鏡觀察 

將野生型及突變型 LRRK2-EGFP 及 α-synuclein-Myc-His 重組質

體共轉染入 SK-N-SH 細胞表現。二天後將細胞作免疫螢光染色，並

以共軛焦顯微鏡觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白的表現情形與聚集

等。結果顯示 R1441H、G2019S 突變的 LRRK2-EGFP 融合蛋白在凝

集糾結(aggregation)的位置，未發現有 α-synuclein 的組成(圖十二)。 

 

(四)活細胞影像儀觀察突變的 LRRK2 形成聚集的情形 

將野生型及突變型 LRRK2-EGFP 重組質體共轉染入 HEK293T

細胞表現。在二天、四天和六天後三個時間點，以活細胞螢光顯微鏡

觀察細胞形態、綠螢光融合蛋白的表現情形與聚集等。數據統計結果

顯示 R1441H、G2019S 突變的 LRRK2-EGFP 融合蛋白在凝集糾結

(aggregation)的數量相較野生型較多(圖十三)。 

 

三、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成二元體

的情形 
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(一) Myc-His 標記的 LRRK2 cDNA   

以 定 點 突 變 法 ( 表 一 )建構出不包 含 S1647T 、 M2397T 多 型 性 的

LRRK2-Myc-His質體，經DNA定序確認無誤後，再以定點突變法(表

一)建構出R767H、S885N、R1441H、G2019S等突變的LRRK2-Myc-His 

cDNA質體，經DNA定序確認無誤後，並利用限制酵素進行圖譜分

析。結果如圖十四A：經限制酵素EcoRV及XhoI切割後，會由 13210 bp

的片段被切割成 5425 bp、3262 bp、2646 bp、1877 bp等 4 片段；經

限制酵素NotI及BamHI切割後，會由 13210 bp的片段被切割成 7677 

bp、5475 bp、58 bp等 3 片段；經限制酵素BamHI及XhoI切割後，會

由 13210 bp的片段被切割成 7735 bp、5382 bp、93 bp等 3 片段；經限

制酵素XhoI及NotI切割後，會由 13210 bp的片段被切割成 7770 bp、

5440 bp等 2 片段。同時進行定序，確認Myc-His tag序列的正確性(圖

十四B)。 

 

(二) Myc-His標記的LRRK2 cDNA表現 

將 野 生 型 及 突 變 型 的 LRRK2-Myc-His 重 組 質 體 轉 染 入

HEK-293T 細胞表現。二天後蒐集細胞液，進行西方轉漬分析，結果

顯示於圖十五。LRRK2、Myc 抗體則偵測到約 282 kDa 的野生型及

突變型 LRRK2-Myc-His 融合蛋白。 
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(三) LRRK2-Myc-His、LRRK2-EGFP蛋白的二元化情形 

Myc-His 標 記 與 EGFP 標 記 的 同 型 LRRK2 重 組 質 體 共 轉 染

HEK-293T細胞，另外共轉染pcDNA3 載體及野生型(Wild type)的

EGFP標記LRRK2 重組質體作為負控制組。表現二天後，收總蛋白經

His標記蛋白沉降試驗，進行西方轉漬分析，結果顯示於圖十六A。在

輸入控制組以GFP、Myc、actin等抗體分別偵測到約 305、282 kDa的

LRRK2 重組蛋白及 43 kDa的actin蛋白；在His標記蛋白沉降試驗以

GFP、Myc等抗體分別偵測到約 305 及 282 kDa的LRRK2 重組蛋白。

定量統計結果顯示於圖十六B，不同變異點的LRRK2 二元體結合比例

以三次His標記蛋白沉降試驗的西方轉漬分析定量，並把野生型組的

二元體結合比例定標準化為 100%，可得R767H、S885N、R1441H、

G2019S分別為 108%、101%、98%、114%，各變異點LRRK2的二元

體結合能力相較野生型均無顯著差異(P > 0.05)。

 

四、R767H、S885N、R1441H、G2019S 等突變的 LRRK2 蛋白的與

ARHGEF7 蛋白的結合情形 

 

(一) ARHGEF7 cDNA 選殖 

如圖十七所示，7780 bp的ARHGEF7-V5-His重組質體，經BamHI
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及XhoI酵素雙切割後生成 6580、1200 bp兩片段，經BamHI及SfuI酵素

雙切割後生成 5427、2353 bp兩片段，經AflIII酵素單切割後生成

2647、2079、2044、1010 bp四片段，顯示ARHGEF7-V5-His重組質體

結構的正確。 

 

(二) LRRK2 與 ARHGEF7 蛋白的交互作用 

Myc-His標記的LRRK2 重組質體與V5-His標記的ARHGEF7 重組

質體共轉染入HEK-293T細胞，細胞蛋白液經V5 抗體免疫沉澱後，進

行西方轉漬分析，結果顯示於圖十八。輸入控制組以Myc、V5、actin

等抗體分別偵測到約 282 kDa的LRRK2 和 90 kDa的ARHGEF7 重組蛋

白及 43 kDa的actin蛋白；免疫共沉澱物以Myc、V5 等抗體分別偵測

到約 282 kDa的LRRK2 和 90 kDa的ARHGEF7 重組蛋白。三次免疫共

沉澱結果的定量統計結果顯示於圖十八右下，以野生型LRRK2 與

ARHGEF7 的蛋白質間結合能力標準化為 100%，可得R767H、

S885N、R1441H、G2019S分別為 67%、33%、20%、55%，與野生型

相較，S885N、R1441H、G2019S變異點LRRK2與ARHGEF7 的蛋白

質間結合能力顯著降低(P = 0.004~0.000)。R767H與ARHGEF7 蛋白的

交互作用雖較弱，但差異未達顯著(P = 0.148)。 
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伍、討論 

 

一、R1441H、R1628P、G2385R 對 LRRK2 蛋白在細胞內的位置及

合成的影響 

 

外生性 LRRK2 蛋白廣泛表現在細胞質，也會表現於粒線體(West 

et al., 2005) ，甚至在內質網和高基氏體都有發現和 LRRK2 的部份共

位現象(Partial co-localization ) (Gloeckner et al., 2006)。本研究中針對

LRRK2 的 R1441H 突變點及 R1628P 和 G2385R 兩個危險因子進行探

討，不論在野生型 LRRK2 或是帶有 R1441H、R1628P 和 G2385R 的

LRRK2 的部份，EGFP 綠螢光與 DAPI 核染劑的藍螢光皆沒有重疊(圖

九 A)，顯示 R1441H、R1628P 和 G2385R 這些變異點的 LRRK2 蛋白，

主要仍分佈在細胞質。進一步胞器染色的顯微影像觀察，帶有 R1628P

與野生型的 LRRK2 與粒線體及溶小體有較多的重疊，而帶 R1441H

和 G2385R 的 LRRK2 與粒線體、溶小體重疊較少(圖九 B、C)。內質

網是蛋白質轉譯後修飾的場面，在內質網染色的顯微影像中，帶有

R1441H、R1628P 和 G2385R 的 LRRK2 都有與內質網重疊(圖九 D)，

顯示 R1441H、R1628P 和 G2385R 這些變異點不會影響 LRRK2 蛋白

進入內質網作修飾。 
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二、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成聚集的

情形 

 

數個研究指出，從 PD 病人的腦組織切片的路易氏體有免疫染色

觀察到有 LRRK2 蛋白的存在(Greggio et al., 2006; Giasson et al., 2006; 

Zhu et al., 2006; Perry et al., 2008; Alegre-Abarrategui et al., 2008)，而路

易氏體主要為 α-synuclein 所構成，進一步推測 LRRK2 對 α-synuclein

之間有交互作用，所以有研究團隊以免疫共沉澱的技術證實路易氏體

中的 LRRK2 和 α-synuclein 有蛋白質間交互作用，並在共轉染 LRRK2

和 α-synuclein 且受氧化壓力下的 HEK293 細胞，得到與前者組織中

路易氏體相同的結果(Qing et al., 2009)。然而有研究發現，在共轉染

LRRK2 和 α-synuclein 的細胞中，在大量表現 LRRK2 蛋白下出現的

LRRK2 蛋白包含體卻沒有發現 α-synuclein 的存在(Waxman et al., 

2009)。本研究選殖 α-synuclein 的 cDNA 構築成標記 Myc-His 的

α-synuclein 載體，並使用 SK-N-SH 細胞共轉染標記 EGFP 的 LRRK2

與標記 Myc-His 的 α-synuclein 質體，兩天表現後進行細胞免疫螢光

染色，結果顯示帶有 R1441H 與 G2019S 的 LRRK2 似乎較容易形成

聚集，然而這些聚集確沒有發現 α-synuclein 的存在(圖十二)，這個結

果與 Waxman et al. (2009)是相似的，推測 LRRK2 與 α-synuclein 間的
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交互作用可能有其他成員的參與，有待日後進一步的研究驗證。 

 

針對帶有 R1441H 與 G2019S 的 LRRK2 似乎較容易形成 LRRK2

蛋白聚集，本研究使用 HEK293T 細胞轉染標記 EGFP 的 LRRK2 質

體，以活細胞螢光顯微鏡在轉染 2 天、4 天及 6 天後進行細胞觀察和

影像拍攝，計算細胞 LRRK2 蛋白聚集與細胞數量後，進行統計分析，

結果顯示於圖十三。與野生型的 LRRK2 相比較，帶有 R1441H 與

G2019S 的 LRRK2 顯著地會形成較多 LRRK2 蛋白聚集。這些 LRRK2

蛋白聚集雖然沒有 α-synuclein 的存在，但這種因蛋白質氨基酸改變

導致容易形成聚集，可能和 PD 的致病機轉有一定程度上的關聯，其

關聯還有待進一步的研究驗證與探討。 

 

三、R767H、S885N、R1441H、G2019S 突變的 LRRK2 形成二元體

的情形 

 

LRRK2 蛋白在細胞中會部份形成二元體，不論在活體中或活體

外皆被證實(Deng et al., 2008; Greggio et al., 2008; Sen et al., 2009)，二

元體的形成代表 LRRK2 蛋白在細胞中與其單體可能有不同的生理功

能，因此研究 LRRK2 蛋白二元體的形成機轉有助於釐清 LRRK2 蛋

白在細胞中扮演的角色。在過去研究指出，LRRK2 蛋白的第 935 個
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胺基酸(S935)是一個重要的磷酸位點，免疫共沉澱試驗證實該磷酸位

點突變後不會影響 LRRK2 蛋白二元體的形成(Li et al., 2011)。因此本

研究以 His 標記蛋白沉降試驗，試圖探討在 R767H、S885N、R1441H、

G2019S 等突變的 LRRK2 蛋白在二元體形成能力上是否有所差異。

從圖十六 B 定量統計結果顯示，上述變異點 LRRK2 的二元體結合能

力相較野生型均無顯著差異，故推測 R767H、S885N、R1441H、G2019S

等變異的 LRRK2 蛋白的致病機轉與 LRRK2 蛋白二元體形成能力無

關，因此日後研究可以著重在 LRRK2 蛋白二元體和單體在生理功能

上所扮演的角色。 

 

四、R767H、S885N、R1441H、G2019S 等突變的 LRRK2 蛋白與

ARHGEF7 蛋白的交互作用 

 

LRRK2 蛋白包含多個功能區，目前研究 LRRK2 蛋白功能主要是

針對其兩個具有酵素活性的功能區－ROC 和 MAPKKK 功能區。

MAPKKK 功能區具有激酶活性能夠使其受質磷酸化或是自我磷酸

化，而 LRRK2 蛋白明確的受質尚不清楚；ROC 功能區具有 GTP 水

解酶活性能夠使 GTP 水解成 GDP。雖然 LRRK2 變異導致 PD 的致病

機轉尚不清楚，但推測與其激酶活性或 GTP 水解酶活性的變異相關

聯，所以多數研究聚焦在探討變異點對這兩個酵素活性的影響，期望
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借此瞭解 LRRK2 蛋白變異的致病機轉。本研究亦擬探討 R767H、

S885N、R1441H 變異是否影響 LRRK2 蛋白的 GTP 水解酶活性。由

於 ARHGEF7 蛋白會幫助 LRRK2 蛋白上結合的 GDP 轉換成 GTP 

(Haebig et al., 2010)，因此建構 ARHGEF7-V5-His 質體，期望藉分析

ARHGEF7 與變異的 LRRK2 蛋白之間的交互作用，來探究上述變異

點對 LRRK2 GTP 水解酶活性的影響。結果發現 S885N、R1441H 或

G2019S 的 LRRK2 與 ARHGEF7 蛋白的交互作用顯著減弱(圖十八)。

先前 Haebig 團隊研究 R1441C 變異，發現 R1441C 變異導致 LRRK2

與 ARHGEF7 結合減弱，此結果與本研究的 R1441H 相似。由於與

ARHGEF7 結合的減弱會進一步導致 LRRK2 的 GTP 結合及水解酶活

性降低(Haebig et al., 2010)，且帶有 R1441C 的全長 LRRK2 蛋白水解

GTP 的活性較野生型弱(Xiong et al., 2010)，故推測 R1441H 突變導致

的 LRRK2 GTP 結合及水解酶活性降低，與 PD 致病機轉相關。值得

一提的是，本研究探究的新穎突變 S885N LRRK2 與 ARHGEF7 交互

作用亦顯著低於野生型 LRRK2，故推測 S885N 雖不在 ROC 功能區

上，可能還是會影響 LRRK2 水解 GTP 的活性，此有待日後進一步的

LRRK2-GTP 結合及水解酶活性測試研究來證實。另外，本研究的

G2019S 的結果與 Haebig 團隊的報導相異，亦有待進一步探討。 
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柒、附錄圖表 

 
 

 
 
 

圖一、LRRK2 蛋白結構及基因突變。LRRK2 蛋白具有 6 個重要的功

能區塊(domains)，包括ANK (Ankyrin repeat)、LRR (Leucine-rich 

repeat)、ROC (Ras of complex protein)、COR (C terminal of ROC)、

MAPKKK (mitogen activated protein kinase kinase kinase)以及WD40

等。基因上方紅色標記者(I1122V、R1441G、R1441C、Y1699C、

G2019S、I2020T)為已確定會造成疾病的突變，橘色標記者(R793M、

I1371V、R1441H、A1442P、G2385R)為無法完全確定但是可能造成

疾病的突變，其餘藍色標記者為發現於PD病人的變異，但是否會造

成疾病仍沒有證據。圖上並標示出本論文所研究的R767H、S885N、

R1441H、R1628P、G2019S、G2385R等變異。(圖形修改自Giasson and 

Van Deerlin, 2008) 
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圖二、EGFP 及 Myc-His 標記的 LRRK2 cDNA 質體(包含 S1647T、

M2397T 多型性)。LRRK2-EGFP、LRRK2-Myc-His 分別置入 pcDNA3

載體的 NotI、NotI/XhoI 限制酶切位，圖形上方並標示出 BamHI、XhoI

限制酶切位間的 Myc epitope 及 Polyhistidine tag。 
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圖三、R1441H、R1628P、G2385R 變異的 LRRK2-EGFP 重組質體的

構築。將帶有 EGFP 的野生型 LRRK2 質體(包含 S1647T、M2397T

多型性)，利用 XbaI 限制酶切下包含 R1441H、R1628P、G2385R 變

異的片段，選殖到 pGEM-T 質體 SpeI 限制酶切位間，進行定點突變，

得到 R1441H、R1628P、G2385R 變異片段的質體。再將突變好的片

段以 EcoNI、XhoI 限制酶切下，置換野生型 LRRK2-EGFP 質體上相

對 應 的 片 段 ， 即 完 成 pLRRK2/R1441H-EGFP 、

pLRRK2/R1628P-EGFP、pLRRK2/G2385R-EGFP 重組質體的建構。 
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圖四、Myc-His 標記的 α-synuclein cDNA 質體。α-synuclein-Myc-His

置入 pcDNA3 載體的 NotI、XhoI 限制酶切位，圖形上方並標示出

BamHI、XhoI 限制酶切位間的 Myc epitope 及 Polyhistidine tag。 
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圖五、G2019S 變異的 LRRK2-EGFP 重組質體的構築。將帶有 EGFP

的野生型 LRRK2 質體(包含 S1647T、M2397T 多型性)，利用 XbaI 限

制酶切下包含 R1441H、R1628P、G2385R 變異的片段，選殖到 pGEM-T

質體 SpeI 限制酶切位間，進行定點突變，得到 G2019S 變異片段的質

體。再將突變好的片段以 EcoNI、XhoI 限制酶切下，置換野生型

LRRK2-EGFP 質體上相對應的片段，即完成 pLRRK2/G2019S-EGFP

重組質體的建構。 
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圖六、V5-His 標記的 ARHGEF7 cDNA 質體。ARHGEF7 cDNA 置入

pcDNA3.1/V5-His 載體的 BamHI、SfuI 限制酶切位，pcDNA3.1/V5-His

載體上並標示出 V5 epitope 及 6×His tag。 
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圖七、R1441H、R1628P、G2385R 變異的 LRRK2-EGFP 重組質體的

限 制 酶 圖 譜 分 析 。 野 生 型 (WT) 及 突 變 (R1441H) 或 多 型 性 變 異

(R1628P、G2385R)重組質體經限制酶 ClaI + XhoI 切割後的 0.8%洋菜

膠體電泳照片，以確認結構的正確，並分別以限制酶 BstUI、FspBI、

AccI 切割，確認 R1441H (限制酶 BstUI 切位消失)、R1628P (新增限

制酶 FspBI 切位)、G2385R (新增限制酶 AccI 切位)的變異。Lanes M1、

M2 分別為 1 kb ladder 及 pGEM-4 質體的 HinfI 限制酶切割結果，作

為片段大小標記。 
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圖八、LRRK2-EGFP 融合蛋白的西方轉漬分析。突變(R1441H)、多

型性變異(R1628P、G2385R)、野生型(WT)重組質體及 pcDNA3 載體、

pEGFP-N1 質體，經 lipofactamine 送入 HEK-293T 細胞中表現二天後，

以 LRRK2、GFP、actin 等抗體進行西方轉漬分析的結果。 
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圖九、共軛焦顯微鏡觀察 LRRK2-EGFP 融合基因在 HEK-293T 細胞

內表現(A)，及其與粒線體(B)、溶小體(C)、內質網(D)重疊情形。

pcDNA3 載體、pEGFP-N1 質體及野生型、變異型(R1441H、R1628P、

G2385R)的 LRRK2-EGFP 重組質體，經轉染(A、B、C)或與 pDsRed-ER

共轉染 (D)入 HEK-293T 細胞中表現 2 天後，直接 (A、D)或以

MitoTracker Red (B)、Lysotracker Red (C)染色後，進行共軛焦顯微鏡

觀察綠螢光融合蛋白表現，及與粒線體、溶小體、內質網重疊情形。 
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圖 十 、 α-synuclein-Myc-His 重 組 質 體 的 限 制 酶 圖 譜 分 析 。

α-synuclein-Myc-His 重組質體經限制酶 BstBI 和 FspI 單切割與 PvuI、

NotI 雙切割後的 0.8%洋菜膠體電泳照片，以確認結構的正確，。Lanes 

M 為 1 kb ladder，作為片段大小標記。 
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圖十一、G2019S 突變的 LRRK2-EGFP 重組質體的限制酶圖譜分析。

野生型(WT)及 G2019S 突變重組質體經限制酶 ClaI、XhoI 雙切割後

的 0.8%洋菜膠體電泳照片，以確認結構的正確，並以限制酶 SfcI 切

割，確認 G2019S (新增限制酶切位)的變異。Lanes M1、M2 分別為 1 

kb ladder 及 pGEM-4 質體的 HinfI 限制酶切割結果，作為片段大小標

記。 

 

  52



 
 

 
 

圖十二、共軛焦顯微鏡觀察 LRRK2-EGFP 融合基因在 SK-N-SH 細胞

內與 α-synuclein 免疫螢光染色重疊情形。pcDNA3 載體及野生型

(WT)、突變型(R767H、S885N、R1441H、G2019S)的 LRRK2-EGFP

重組質體，經 lipofactamine 送入 SK-N-SH 細胞中表現二天後，先對

α-synuclein 作免疫螢光染色處理，再用共軛焦顯微鏡觀察 α-synuclein

和 LRRK2 融合蛋白的表現情形與位置。紅色部位為 α-synuclein，綠

色為 LRRK2-EGFP 融合蛋白。 
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圖十三、活細胞影像儀觀察 LRRK2-EGFP 融合基因在 HEK-293T 細

胞內蛋白聚集情形。pEGFP-N1 質體及野生型(WT)、突變型(R767H、

S885N、R1441H、G2019S)的 LRRK2-EGFP 重組質體，經 lipofactamine

送入 HEK-293T 細胞中，隔天加入細胞週期抑制劑 oxaliplatin，表現

2 天、4 天及 6 天後，進行活細胞影像儀觀察蛋白聚集情形。 
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圖十四、LRRK2-Myc-His 重組質體的限制酵素圖譜分析及 Myc-His 

tag 定序圖。(A)野生型(WT)及突變型(R767H、S885N、R1441H、G2019S)

重組質體經限制酵素切割(EcoRV/XhoI、NotI/BamHI、BamHI/XhoI、

XhoI/NotI)後的 0.8%洋菜膠體電泳照片。Lane M 為 1 kb ladder 的大小

標記。(B) Myc-His tag 定序圖，並標示出兩端引入的 BamHI、XhoI

限制酵素切位。
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圖十五、LRRK2-Myc-His 融合蛋白的西方轉漬分析。pEGFP-N1、

pcDNA3 載體及野生型(WT)、突變型(R767H、S885N、R1441H、G2019S)

的 LRRK2 重組質體，經 lipofactamine 送入 HEK-293T 細胞中表現二

天後，以 LRRK2、GFP、Myc、actin 等抗體進行西方轉漬分析的結

果。 
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圖十六、LRRK2-Myc-His 與 LRRK2-EGFP 形成二元體的分析。(A) 

Myc-His 標記與 EGFP 標記的同型 LRRK2 重組質體共轉染 HEK-293T

細胞，另外共轉染 pcDNA3 載體及野生型(Wild type)的 EGFP 標記

LRRK2 重組質體作為負控制組，表現二天後，收總蛋白經 His 標記

蛋白沉降試驗，以 GFP、Myc、actin 等抗體進行西方轉漬分析的結果。

(B) 三次 His 標記蛋白沉降試驗的西方轉漬分析，經影像定量後以統

計分析所作不同變異點的 LRRK2 二元體結合比例圖。 
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圖 十 七 、 ARHGEF7 cDNA 重 組 質 體 的 限 制 酶 圖 譜 分 析 。

ARHGEF-V5-His 重組質體經限制酶 BamHI、XhoI 和 BamHI、SfuI 雙

切割與 AflIII 單切割後的 0.8%洋菜膠體電泳照片，以確認結構的正

確，。Lanes M 為 1 kb ladder，作為片段大小標記。 
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圖十八、ARHGEF7 與 LRRK2 蛋白的免疫共沉澱分析。Myc-His 標

記的 LRRK2 重組質體與 V5-His 標記的 ARHGEF7 重組質體共轉染

HEK-293T 細胞，另外共轉染 pcDNA3.1/V5-His/lacZ 載體及野生型

(Wuld type)的 Myc 標記 LRRK2 重組質體作為免疫共沉澱負控制組。

表現二天後，收總蛋白經免疫共沉澱分析，以 Myc、V5、actin 等抗

體進行西方轉漬分析的結果。右下方為三次免疫共沉澱結果的定量統

計分析。 
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表一、定點突變的 PCR 引子對 

R767H (CGT>CAT)  

F: CTGAATAGTGGATCTCATGAACAAGATGTACGAAAAGCG 

R:CGCTTTTCGTACATCTTGTTCATGAGATCCACTATTCAG 

S885N (AGT>AAT)  
F: CCTGACTCTTCTATGGACAATGTGTTTGCTCAAAG 

R:CTTTGAGCAAACACATTGTCCATAGAAGAGTCAGG 

R1441H (CGC>CAC) 
F: AAGGCTCACGCTTCTTCTTCCCCTGTGATTCTCG 

R:CGAGAATCACAGGGGAAGAAGAAGCGTGAGCCTT 

R1628P (CGT>CCT) 
F: CACCCTAAGGGCATTATTTCGCCTAGAGATGTGG 

R:CCACATCTCTAGGCGAAATAATGCCCTTAGGGTG 

S1647T (TCA>ACA) 
F: CTACATGTCACAGTATTTTAAGCTCCTAGAAAAATTCCAG 

R:GCAATCTGGAATTTTTCTAGGAGCTTAAAATACTGTGACATGTAG

G2019S (GGC>AGC) 
F: GCAAAGATTGCTGACTACAGCATTGCTCAGTACTGCTG 

R: CAGCAGTACTGAGCAATGCTGTAGTCAGCAATCTTTGC 

G2385R (GGA>AGA) 
F: CTCTGTAGACTAATAGACTGCGTGCACTTTTTAAGGGAGG 

R:CCTCCCTTAAAAAGTGCACGCAGTCTATTAGTCTACAGAG 

M2397T (ATG>ACG)  
F: GACTGCGTGCACTTTTTAAGGGAGGTAATGGTAAAAG 

R:CTTTTACCATTACCTCCCTTAAAAGTGCACGCAGTC 
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