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Polyubiquitin-Proteasomal Degradation of Leucine-Rich 
Repeat Kinase 2 Wildtype and G2019S 
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Parkinson disease (PD) is becoming one of the most neurodegenerative disorder worldwide. The deposited aggregates 
have been connected in the pathophysiology of PD, which are degraded either by ubiquitin-proteasomal system (UPS) 

or autophagy-lysosomal pathway (ALP). Leucin-rich repeat kinase 2 (LRRK2), one of the neurodegenerative proteins 
of PD is also stringently controlled by both UPS and ALP degradation as well. However, the polyubiquitination pattern 
of LRRK2 aggregates is largely unknown. Here, we found that K63-linked polyubiquitinations of G2019S mutant, most 
familial variant for PD, is highly enhanced compared to those of wild type LRRK2 (WT). In addition, in the presence of 
overexpressed p62/SQSTM-1, ubiquitination of LRRK2 WT or D1994A was reduced, whereas G2019S mutant was not 
diminished significantly. Therefore, we propose that degradation of G2019S via UPS is more involved with K63-linked 

ubiquitination than K48-linked ubiquitination, and overexpressed p62/SQSTM-1 does not enhance degradative effect on 
G2019S variant. 
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파킨슨병(Parkinson disease, PD)은 병리학적으로 중뇌의 

흑색질(substantia nigra) 부위에 도파민성 뉴런이 소실되

어 일어나는 질병으로 잘 알려져 있으며 α-synuclein 응집

(aggregate)을 나타내는 세포성 봉입체(inclusion)인 Lewy 

body를 형성한다. 물론 임상적으로 파키슨병 환자가 가지

고 있는 운동성 증상들-손떨림, 근육의 경직성, 느린행동 

등과 비운동성 증상-변비, 후각상실, 우울증, 수면장애 등

이 비도파민성 신경세포와 연관되어 있다(Simon et al., 

2020). PD를 유발시키는 유전자는 α-synuclein을 형성하는 

SNCA (Polymeropoulos et al., 1997), PARKIN (Valente et al., 

2004)과 PINK1 (Shin et al., 2011) 등은 mitophagy를 유도

하고, 전사인자인 NRF2를 통해 항산화효과를 유도하는 

DJ-1 (Bonifati et al., 2003), Gaucher's disease와 연관된 GBA 

(β-glucocerebrosidase) 유전자(Clark et al., 2005), 그리고 가

족성 PD의 5%, 전체 PD 환자의 ~2% 가량을 차지하는 

LRRK2 (Alessi and Sammler, 2018) 등이 있다. Leucine-rich 

repeat kinase 2 (LRRK2)는 GTPase와 kinase 도메인 등을 함

유하는 2,527개 아미노산으로 구성된 286 kDa의 분자량을 

지닌 매우 큰 단백질이다(Cookson, 2010). LRRK2 유전자의 

다양한 돌연변이들이 파킨슨병의 원인으로 알려져 있는

데 G2019S 변이가 가장 흔히 발견되며 이 돌연변이로 인

해 kinase 활성을 증가시키는 것으로 알려져 있다(Nguyen 

et al., 2020). 2013년 Orenstein 등은 chaperone-mediated 

autophagy (CMA)를 매개로 LRRK2가 lysosome에서 분해

된다고 밝혔다(Orenstein, et al., 2013). 최근에 Park 등은 

p62/SQSTM-1을 매개로 LRRK2가 autophagy-lysosomal path- 

way (ALP)를 통해 분해된다고 보고하는 등 LRRK2 단백

질 사멸 기전에 대한 다양한 결과가 보고되었다(Ho et al., 
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2020; Park et al., 2016). 진핵세포에서 정상적인 단백질 소

멸은 ubiquitin-proteasome system (UPS)와 ALP를 통해 세포 

내 단백질 분해가 이루어진다. 최근 연구에 의하면 p62, 

NBR1 (neighbor of BRCA1 gene 1) (Kirkin et al., 2009), NDP- 

52 (nuclear dot protein 52) (Thurston et al., 2009), OPTN 

(optineurin) (Liu et al., 2014) 등이 선택적 자가포식(auto- 

phagy)을 통해 단백질을 소멸시키는 역할을 한다. 본 연

구에서는 LRRK2가 UPS를 통해 단백질 소멸을 관찰하였

다. 특히, G2019S 돌연변이와 wildtype (LRRK2)간의 ubi- 

quitination 패턴(K48-/K63-linked)의 차이점을 확인하였고 

p62의 과발현 시 polyubiquitination의 변화를 관찰하였다. 

이를 통해 LRRK2와 G2019S의 단백질 사멸과정을 이해하

는 데 도움을 줄 수 있을 것으로 기대한다. LRRK2 wild- 

type과 LRRK2 G2019S의 polyubiquitination 차이를 확인

하기 위하여 공동면역침강법(Co-immunoprecipitation assay, 

Co-IP)를 이용하였다. Myc-LRRK2와 HA-Ub (K48) 또는 

HA-Ub (K63)를 HEK293T 세포에 공동 과발현 시킨 후 

anti-Myc antibody를 이용하여 pull-down 시킨 후 anti-HA 

antibody로 immunoblot 시켜 polyubiquitination 패턴을 확

인하였다. HEK293T 세포를 배양하기 위해 6-well plate에 

DMEM [10% FBS, Penicillin-Streptomycin (100 U/mL)]을 

well당 0.8×106개씩 각각 분주하였다. 37℃ 배양기에 5% 

CO2 공급 하에 세포를 안정적으로 배양한 후, 70~80% 세

포가 자라났을 때 1.5 mL tube에 DMEM (serum 미포함)을 

30 μL씩 분주하고 각 tube에 Co-IP에 필요한 총 plasmid 

양과 PolyJet (SignaGen Laboratories, USA)을 1:3 비율로 

첨가하였다. 미가공된(crude) 단백질인 총세포용해물(total 

cell lysate)을 회수하기 전 PBS로 1회 세척 후 ice 위에 놓

고 protease inhibitor cocktails (Roche, Germany)를 총용량의 

1/10 가량 첨가한 RIPA cell lysis buffer (150 mM NaCl, 1% 

NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 2 mM EDTA, 

50 mM Tris-HCl, pH 7.6)를 well당 200 μL 분주한 뒤 cell 

lifter (SPL, Korea)를 이용하여 1.5 mL tube에 담았다. 회수

한 세포용해물은 원심분리(10,000 g, 4℃, 5 min)하여 상층

액을 새 tube에 분리한 후 다음 실험에 사용하기 전까지 

ice에 꽂아 두었다. 총세포용해물 상층액 200 μL와 Protein 

G Sepharose 4 Fast Flow (GE Helthcare, USA) 20 μL를 4℃

에서 미리 제거시켰다(pre-clearing). 원심분리하여 상층액

을 분리한 후 1차 항체 1 μL Myc 9E10 (#M5546) (Sigma-

Aldrich, USA)를 첨가하여 rotary mixer에서 회전시켜 반응

시킨 후(4℃, 1 hr), Protein G Sepharose bead 20 μL를 4℃에

서 약 2시간 동안 면역침강(precipitation) 시켰다. 반응 후 

원심분리하여 면역침강물을 회수하여 lysis buffer로 3회 

이상 세척 후 5X sample buffer (60 mM Tris-HCl pH 6.8, 

25% glycerol, 2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 2% β-

mercaptoethanol) 8 μL와 lysis buffer 32 μL 첨가하여 100℃에

서 5분간 끓였다. 1000g 1분간 원심분리 후 상층액을 회수

하여 SDS-PAGE 전기영동 후 Immunoblot으로 polyubiqui- 

tination된 단백질을 분석하였다. Wildtype (Myc-LRRK2), 

D1994A (Myc-D1994A, kinase dead variant), G2019S (Myc-

G2019S varinat)와 HA-Ub (K48) 및 HA-Ub (K63)를 HEK- 

293T에 과발현을 유도하였다. 이후, 공동면역침강법(Co-

Immunoprecipitation assay, Co-IP)을 이용하여 UPS를 통

한 wildtype LRRK2와 mutant 간의 K48- 또는 K63-linked 

polyubiquitination 확인하였다. Wildtype LRRK2 유비퀴틴

화의 경우 K48/K63-linked polyubiquitination에 차이를 보

이지는 않았다. 그러나 G2019S mutant의 경우에는 K63-

linked polyubiquitination (Ub)이 K48-linked Ub 보다 많이 

일어나는 경향을 보였다(P < 0.05). 인위적으로 LRRK2의 

kinase domain 기능을 비활성화시킨 D1994A mutant인 경우

도 K63-linked Ub이 대부분 일어나는 경향을 띄었다(Fig. 

1A, B). 한편, p62/SQSTM-1을 과발현(FLAG-p62) 시킨 후 

wildtype, D1994A, G2019S의 Ub과 endogenous p62 상태의 

LRRK2 (wildtype, D1994A, G2019S)간의 Ub을 확인하였다. 

Wildtype과 D1994A는 과발현된 FLAG-p62 조건에서는 예

상했듯이 autophage lysosomal pathway (ALP)로 단백질 분

해경향을 보여주었다. 상대적으로 적은 p62를 지속적으

로 발현하는 endogenous p62에서는 UPS 경로의 역할이 

높은 것으로 나타났다(P < 0.05). 그런데, G2019S인 경우에

는 p62의 영향을 상대적으로 적게 받았음을 알 수 있다

(Fig. 1C, D). G2019S variant인 경우에는 과발현된 p62 상태

에서도 상대적으로 wildtype과 비교했을 때, ALP 경로의 

유비퀴틴화를 보여주었다. Kinase 도메인을 비활성화시킨 

D1994A mutant의 경우, UPS를 통한 LRRK2의 K63-linked 

Ub이 G2019S보다 높았다는 점은 흥미롭다. G2019S의 경

우 kinase 활성이 증가했는 데 kinase를 없애면 더욱 UPS 

경로의 단백질 분해가 증가하는 바, 아마도 kinase의 활성

도가 UPS 단백질 사멸에도 영향을 줄 수 있을 것으로 본

다. 본 실험은 LRRK2가 UPS 경로를 통해 단백질이 소실

될 때 K48-linked Ub 또는 K63-linked Ub 경로인지 확인

하였다. 진핵세포 내 단백질의 소멸은 대표적인 경로인 

UPS와 ALP 통해 조절된다. ALP의 첫 단계인 autophagy

는 mitophagy처럼 phagophore를 형성하여 autophagosome

을 형성한 후 lysosome과 융합하여 autolysosome을 형성하 
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여 단백질을 해체하는 형태의 macroautophagy와 autophagy

의 과정없이 lysosome/late endosome이 직접 내재화하여 

분해하는 microautophagy, 그리고 Heat shock cognate 70 

(Hsc70)과 cochaperones이 분해할 단백질을 lysosome의 

Lamp-2A의 활성을 유도함으로써 내재화하여 해체하는 

방식인 chaperone-mediated autophagy (CMA)으로 나눌 수 

있다(Mizushima and Komatsu, 2011). 그 외 ER-associated 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

proteasomal degradation (ERAD) 방식의 단백질 해체 경로도 

있다(Hampton, 2002). LRRK2는 primary neurons에서 pro- 

teosome과 lysosome에서 단백질 해체가 이루어짐을 확인

하였고 특히 p62와 결합하여 선택적 자가포식(autophagy)

를 통해 LRRK2가 소멸된다는 사실은 밝혀졌다(Park et 

al., 2016). 그러나 Orenstein 등은 CMA를 통해서만 LRRK2

가 소멸된다고 보고하였다. 본 연구결과는 LRRK2가 UPS

A 

C 

B 

D 

Fig. 1. The ubiquitination of LRRK2 wildtype and G2019S mutant are differentially regulated by p62/SQSTM1. (A) K63-linked 
ubiquitination is increased in LRRK2 G2019S mutant compared with LRRK2 WT. Myc-tagged LRRK2 WT or G2019S was co-transfected
with HA-tagged K48 Ub or K63 Ub in HEK 293T cells. The ubiquitination of LRRK2 was detected using anti-HA antibody following 
immunoprecipitation with anti-myc antibody. (B) Quantification graph from panel A. The data represent means of ubiquitinated LRRK2 ±
SEM (K48-Ub WT, 1.00±0.00; D1994A, 2.67±0.98; G2019S, 1.85±0.93; K63-Ub WT, 1.00±0.00; D1994A, 5.07±1.30; G2019S, 2.81±
0.29; n = 3; *P < 0.05, paired t-test). (C) The overexpression of p62 reduces the ubiquitination of LRRK2 WT or D1994A, whereas does not
have a significant effect on LRRK2 G2019S mutant. HEK 293T cells were co-transfected with HA-Ub and myc-LRRK2 WT or G2019S, 
and then the ubiquitination of LRRK2 was detected as in panel A. (D) The summary quantification are shown as means ± SEM (WT, 1.00
±0.00; WT with p62, 0.48±0.18; D1994A, 0.69±0.06; D1994A with p62, 0.33±0.09; G2019S, 1.61±0.87; G2019S with p62, 0.60±0.32;
n = 3; *P < 0.05, n.s., P > 0.05, paired t-test). 



- 185 - 

를 통한 단백질 소멸을 직접 확인하였으며 이는 ALP 경

로뿐만 아니라 UPS 경로도 단백질 소멸과정에 중요함을 

확인할 수 있었다. 향후, UPS를 통한 LRRK2의 단백질 소

실과정에 관여하는 단백질과 상호관계를 밝혀 낸다면 PD 

병인성을 이해하는 데 도움이 될 것으로 기대한다. 
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