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研究成果の概要（和文）：生体の恒常性維持には生体高分子が細胞内で適切に分解されることが必須である。またその
破綻は、神経変性疾患をはじめとする様々な疾患に関連していると考えられていることから、細胞内分解システムの解
明は生命科学・医科学において極めて重要なテーマの1 つである。本研究では、リソソームがATP依存的に直接RNAまた
はDNAを外部から内部に取り込み、分解するという全く新しい細胞内分解システムを世界で初めて発見し、これをRNaut
ophagy及びDNautophagyと名付けた。さらにRNautophagyの生理的役割の1つは、細胞内の定常的なRNA分解であることを
見いだした。

研究成果の概要（英文）：A proper intracellular degradation of biological macromolecules is essential for 
the maintenance of biological homeostasis. Dysfunction of the degradation systems is thought to be 
involved in various diseases, such as neurodegenerative disorders. Therefore, it is important to clarify 
intracellular degradation systems. In this study, we discovered a novel degradation system, RNautophagy 
and DNautophagy, where RNA and DNA are directly taken up by lysosomes in an ATP-dependent manner and 
degraded, respectively. We also found that one of the physiological functions of RNautophagy is a 
constitutive degradation of intracellular RNA.

研究分野：細胞生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体の恒常性維持には生体高分子が細胞
内で適切に分解されることが必須である。ま
たその破綻は、神経変性疾患をはじめとする
様々な疾患に関連していると考えられてい
ることから、細胞内分解システムの解明は生
命科学・医科学において極めて重要なテーマ
の 1 つである。 
 
 オルガネラであるリソソームは細胞内に
おいて最大の分解区画である。リソソームの
内部には蛋白質、核酸、脂質などに対する分
解酵素が含まれており、リソソームは様々な
生体高分子を分解することができる。リソソ
ームによる細胞内蛋白質分解、すなわちオー
トファジーとしては、1) マクロオートファジ
ー、2)ミクロオートファジー、3)シャペロン
介在性オートファジー (CMA)の 3 種類が知
られている。マクロオートファジーはオート
ファゴソームを介したオートファジーであ
り、細胞質の基質はオートファゴソームに取
り込まれた後にリソソーム内へ輸送され分
解される。ミクロオートファジーは、リソソ
ーム膜が陥入・変形することにより直接細胞
質の基質を取り込み・分解する経路であるが、
哺乳類細胞において機能しているかは不明
である。CMA においては、細胞質の基質蛋
白質は HSC70シャペロンによって認識され、
リソソーム膜を直接通過し内部で分解され
るが、リソソーム膜通過のメカニズムは不明
である。CMAは HSC70及び ATP依存的であ
り、リソソーム膜上の LAMP2A 蛋白質が受
容体として機能すると報告されている。研究
代表者は、この 3種類以外にもオートファジ
ーが存在する可能性を見いだしていた。 
 
２．研究の目的 
 上記の新規オートファジーの存在を示し、
そのメカニズムと生理的意義の解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 リソソーム膜蛋白質である LAMP2C の細
胞質側配列に、蛋白質が結合することを見い
だしていた。そこで、LAMP2Cの細胞質側配
列に直接結合する物質についてプルダウン
アッセイにより検討した。リソソームによる
生体高分子の分解については、組織や細胞か
ら単離したリソソームを用いた無細胞実験
系を新たに構築した。培養細胞を用いた実験
に関しては、常法に従った。また、その他の
方法は適宜下記に示した。 
 
４．研究成果 
 LAMP2C の細胞質側配列に結合する蛋白
質を質量分析により解析したところ、そのほ
とんどは RNA 結合蛋白質であった。精製
RNA を用いたプルダウンアッセイの結果か
ら、LAMP2Cの細胞質側配列に RNAが直接

結合することを見いだした。LAMP2C細胞質
配列と RNA結合蛋白質の結合は、RNAを介
した間接的な結合であった。さらに単離リソ
ソームを用いた無細胞実験系により、ATP依
存的に RNA がリソソーム内に直接取り込ま
れ、分解されるということを発見した。この
経路は CMAと異なり、HSC70には非依存的
であった。この新規分解システムを
RNautophagyと名付けた。 
 
DNAついても検討し、同様の現象を見いだし
た 。 こ の 分 解 シ ス テ ム に つ い て は
DNautophagyと名付けた。 
 
 LAMP2Cを過剰発現細胞あるいは、LAMP2
遺伝子 (LAMP2C は LAMP2 遺伝子産物の 1
つ)のノックアウトマウス組織由来のリソソ
ームを用い、 LAMP2C が RNautophagy/ 
DNautophagy (RDA)において核酸受容体とし
て機能することができることを示した。また、
マウスの組織における発現パターンを解析
した結果、LAMP2Cはユビキタスに発現して
いるが、特に脳に多く発現しており、なかで
も神経細胞に多く発現していた。さらに、
LAMP2 ノックアウトマウスの脳において、
野生型と比較して RNA蓄積（RNA量の増加）
が観察されたことから、RNautophagy は動物
個体においても機能していることが示唆さ
れた。 
 
 RNA/DNA はチャネル蛋白質などの輸送体
を介して膜通過すると考えられるが、一般的
にチャネルを形成する蛋白質は複数回膜貫
通蛋白質であり、LAMP2C自身がチャネルで
ある可能性は非常に低い。そこで、RDAにお
けるRNA/DNAトランスポーターをデータベ
ースから探索した。その結果、RNAトランス
ポーターの候補分子として、SIDT2を見いだ
した。C. elegansの SID-1蛋白質は細胞膜にお
ける RNA トランスポーターであることが報
告されており、SIDT2は SID-1の哺乳類オル
ソログの 1つである。SIDT2を過剰発現細胞
あるいは、ノックダウンした細胞由来のリソ
ソームを用い、SIDT2が RNautophagyを仲介
することを示した。さらに、MEF細胞におい
て SIDT2のノックダウンしたところ、細胞内
の定常的 RNA 分解の約 50%が阻害されたこ
とから、RNautophagyは細胞内の恒常的 RNA
分解において主要経路の 1つであることが強
く示唆された。 
 
 一方で疾患との関連性についても解析を
すすめた。筋萎縮性側索硬化症 (ALS)は運動
ニューロンの変性を特徴とする致死的な神
経変性疾患である。孤発性、家族性を含む多
くの患者において、原因として C9ORF72 遺
伝子内の非翻訳領域における GGGGCC リピ
ート配列の異常伸長が特定され、異常リピー
ト配列を有する RNA が主な病因となると考
えられている。単離リソソームを用いたアッ



セイにより、このリピート配列が in vitroでの
RDAの基質となることを見いだした。 
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