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核酸を標的とする膜透過型オートファジー： 
RNautophagyとDNautophagy

株田 智弘，Contu Viorica Raluca

マルチモードオートファジーの多様な経路のうち，膜透過型オートファジーは，リソソー
ム膜上のトランスポーターを介してリソソームが基質を直接取り込み分解するタイプの
オートファジーである．現在，膜透過型オートファジーに分類されるオートファジーの
なかに，RNAまたはDNAが基質となるRNautophagy, DNautophagy（RDA）があり，これ
らは筆者らが発見した経路である．これまでにRDAを仲介するリソソーム膜タンパク
質として，LAMP2CとSIDT2を見いだした．LAMP2Cの細胞質側配列は核酸結合能を有
し，SIDT2はRNAトランスポーター SID-1のオルソログであることなどから，LAMP2Cと
SIDT2はRDAにおいてそれぞれ，受容体とトランスポーターとして機能するというモデル
が考えられた．

1. はじめに

もし読者の皆様が細胞内の機能を自由に創り出せるとし
たら，リソソームでタンパク質や核酸を分解する際に，細
胞質の分解基質をどのようにリソソーム内に輸送するだ
ろうか．おそらく，トランスポーターのような分子を介し
て基質をリソソーム膜通過させるというのは，真っ先に
思いつく方法の一つではなかろうか．それにもかかわら
ず，このような「膜透過型オートファジー」の研究は，マ
ルチモードオートファジーのなかでも立ち遅れており，詳
細はまだまだ謎に包まれている（以前筆者らは膜動態を伴
わないという意味で，非小胞輸送型オートファジーと呼ん
でいたが，小胞輸送や膜輸送が膜動態を伴う輸送と等し
いかはあいまいであり，変更した）．現在，膜透過型オー
トファジーに分類されるオートファジーとしては，特定
のタンパク質が基質となるシャペロン介在性オートファ

ジー（chaperone-mediated autophagy：CMA）とRNAまた
はDNAが基質となるRNautophagy, DNautophagyが知られ
ている 1, 2）．RNautophagy, DNautophagyは筆者らが発見し
たオートファジーであり，本稿では，その分子メカニズム
を中心にこれまでの研究を紹介する．

2. RNautophagy, DNautophagyとは

発見の経緯については，以前，『生化学』85巻12
号（2013）の総説で紹介したので，より詳細に関してはそ
ちらを参照されたい 3）．ここでは概要を述べる．筆者らは
「単離リソソームと精製RNAまたはDNAを，ATPを含む
溶液中で混合し37°Cで数分間インキュベーションすると，
核酸がリソソーム内部に取り込まれ分解される」という新
しい現象を見いだした．このように，リソソームに直接的
にRNAおよびDNAが取り込まれ分解される経路をそれぞ
れRNautophagy, DNautophagyと名づけた（RNautophagy and 
DNautophagy：RDA）4, 5）．
また，同時にリソソーム膜タンパク質LAMP2Cの
細胞質側配列が核酸と直接結合することを示した 4, 5）．
LAMP2CはLAMP2のスプライス・バリアント（LAMP2A, 
LAMP2B, LAMP2C）産物の一つである 6）．LAMP2は1回膜
貫通型のリソソーム膜タンパク質であり，タンパク質の大
部分を占めるリソソーム内ドメインはN末端側に位置し，
バリアント間で膜直下領域を除き同一のアミノ酸配列から
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なる．一方，細胞質側領域はバリアント間で異なる配列と
なっている（図1）．筆者らの研究結果では，LAMP2Aの
細胞質側配列はまったく核酸と結合せず，LAMP2Bの細
胞質側配列は核酸結合能を有するがLAMP2Cの結合能よ
り弱く，実験条件によっては結合しない 4, 5）．LAMP2Aに
関しては，CMAにおいて基質タンパク質と結合し受容体
として機能すると報告されている 7）．
筆者らは，LAMP2CのRDAへの関与について検討，解

析した．LAMP2C過剰発現細胞から単離したリソソーム
では，核酸の取り込み活性が上昇し，LAMP2 knockout
（KO）マウス由来の単離リソソームでは，核酸の取り込み
活性が低下したことから，LAMP2CはRDAを仲介するこ
とを明らかにした 4, 5）．培養細胞レベルの実験では，HeLa
細胞にLAMP2A, LAMP2B, LAMP2Cをそれぞれ過剰発現
させ，3H-ウリジンを用いたパルスチェイス実験により細
胞内RNA分解を測定したところ，空ベクターを導入した
対照細胞と比較して，LAMP2C過剰発現細胞でのみRNA
分解の上昇が観察された 4）．また，LAMP2C mRNAの発
現量は，解析したマウス組織のなかで脳において一番高
く，LAMP2 KOマウス脳では野生型と比較して脳重量あ
たりのRNA量が増加していた 4）．以上の一連の結果から，
LAMP2CはRDAにおいて核酸受容体の一つとして機能す
ることを示した．ここでの受容体とは，基質に結合し基質
のリソソームへの取り込みを仲介するという，CMAにお
ける定義 7）に準じている．また，RNautophagyは細胞レベ
ルや動物個体レベルでも機能していることが示唆された．
DNautophagyに関しては現在までのところ，単離リソソー
ムにおける現象にとどまっており，細胞レベルなどで今後
の研究が必要である．

3. LAMP2Cによる核酸認識機構

LAMP2Cの短い細胞質配列はどのように核酸と結合す
るのであろうか．典型的な核酸結合モチーフの一つである

アルギニンリッチモチーフは，約10～20アミノ酸残基の
配列中に複数のアルギニン残基を含むモチーフであり，ア
ルギニン残基が直接核酸と結合する 8, 9）．アルギニンは側
鎖にグアニジニウム基という官能基を有しており，これに
より核酸のグアニンやリン酸基などと水素結合のネット
ワークを構築できるという，他の塩基性アミノ酸にはない
特徴を持っている．LAMP2Cの細胞質配列にはアルギニ
ン残基が複数存在し，これらのアルギニンをセリンに置換
した細胞質配列ペプチドはRNAやDNAとの結合性をまっ
たく示さなかった 10）．このことから，LAMP2C細胞質配
列と核酸の結合には，LAMP2Cのアルギニンリッチ配列
が必要であることがわかった．
筆者らは他のリソソーム膜タンパク質，LAMP2B, 

LAMP1, LAMP4/CD68の細胞質側配列もアルギニンリッチ
配列を有し，核酸結合能があることを見いだしており 10）

（LAMP2Bに関しては上述），これらのタンパク質もRDA
において核酸受容体として機能する可能性はある．

4. RDAにおける核酸取り込みに基質の選択性は存在
するのか？

LAMP2Cの細胞質側配列が，どのような核酸配列や塩
基に結合するのかを調べる目的で，A, C, G, Uそれぞれの
塩基のみから構成されるオリゴヌクレオチド，poly-A, po-
ly-C, poly-G, poly-U（15塩基RNA）を作製し，LAMP2Cペ
プチドとの結合性をプルダウンアッセイにより解析した．
このような単純な実験で明確な結果が得られるとは期待
していなかったが，結果として，LAMP2Cペプチドはこ
れらのうちpoly-Gのみと結合し，poly-A, poly-C, poly-Uと
はまったく結合しなかった 11）．DNAオリゴヌクレオチド
を用いて実験した場合もまったく同様の結果で，LAMP2C
ペプチドはpoly-dGに結合し，poly-dA, poly-dC, poly-dTと
はまったく結合しなかった．
さらに単離リソソームを用いて，これらのオリゴヌクレ

図1 マウスLAMP2の模式図
LAMP2は三つのスプライス・バリアント産物（LAMP2A, LAMP2B, LAMP2C）があり，1回膜貫通型タンパク質で
ある．スプライス・バリアントの間では膜直下領域から細胞質側のC末端までのアミノ酸配列が異なる．C末端側
の細胞質領域はアミノ酸配列で示す．
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オチドがRDAによってリソソームに移行するか調べたと
ころ，poly-G, poly-dGはATP存在下でリソソームに移行し
たのに対し，poly-A, poly-C, poly-U, poly-dA, poly-dC, poly-
dTはまったく移行しなかった 11）．これらの実験において
は，LAMP2Cの核酸結合選択性と，単離リソソームにお
けるRDAの基質選択性が完全に相関したのである．以上
の研究結果から，in vitroにおいてRDAは完全に非選択な
経路ではないことが明らかとなった．また，基質核酸が
リソソーム膜上の核酸結合タンパク質と結合することが，
RDAに必要であることが強く示唆されたとともに，研究
結果は，LAMP2Cが核酸受容体として機能するというモ
デルを支持している．

LAMP2Cペプチドとpoly-G, poly-dGの結合に必要な塩基
数についても検討を行った．プルダウンアッセイの実験条
件下では，poly-dGについては4塩基，poly-Gについては6
塩基で有意な結合性があった．dGの4塩基連続配列を含
む二本鎖DNAもLAMP2C結合性があった．poly-Gについ
ては，4塩基でもわずかに結合する傾向はあったこと（有
意差はなし），（GGGGCC）のリピートRNAはLAMP2C
ペプチドと結合したことから 11），細胞内のRNA配列中に
おいては，4塩基のGGGG配列でもLAMP2C結合モチー
フとして機能する可能性はある．細胞レベルにおける核
酸中の認識配列や基質選択性，GやdGの連続配列以外の
LAMP2C結合配列に関しては，今後の検討課題である．

5. RDAにおける核酸トランスポーターの探索

筆者らはRDA発見当初から，LAMP2Cはトランスポー
ターではないと考えていた．というのも，これまでに知
られているトランスポーターはすべて複数回膜貫通タン
パク質だからである 12）．そこで筆者らは核酸トランス
ポーター機能にひもづけられている分子についてGene 
Ontologyデータベース上から検索を行った．その結果，
Caenorhabditis elegans （C. elegans）SID-1（systemic RNA 
interference defective-1）とその脊椎動物オルソログSIDT1, 
SIDT2がRNAトランスポーター機能にひもづけられていた．

SID-1は以前，C. elegansにおける systemic RNAiに必要
な遺伝子・タンパク質の一つとして同定された 13）．複数
回膜貫通タンパク質であり，SID-1を発現させた培養細
胞を用いて，SID-1は細胞外の二本鎖RNA（dsRNA）を
細胞内に取り込む機能を有することが見いだされた 14）．
その後，SID-1を発現させた培養細胞と電気生理学的手
法（ホールセルパッチクランプ法）を用いた実験の結果，
dsRNA依存的な電流値の変化が観察され，SID-1はdsRNA
のトランスポーターであることが報告された 15）．SID-1依
存的なdsRNAの細胞外への輸送も観察され，SID-1は双方
向性に機能することが明らかとなった 15）．さらに興味深
いことに，SIDT2がリソソームに局在するという報告が複
数あった 16‒18）．筆者らは，SIDT2がRNautophagyにおける
RNAトランスポーターとして機能すると予測し，SIDT2

に関する研究を開始した．
GFPを付加したSIDT2を用いて，筆者らもSIDT2が主

にリソソームに局在することを確認した．また，単離リ
ソソームをトリプシン処理することにより，SIDT2がリ
ソソーム膜タンパク質であることを生化学的に示した 19）．
次に，SIDT2を過剰発現させた細胞と対照細胞からリソ
ソームを単離し，精製RNAを基質として，SIDT2過剰発
現のRNautophagyへの影響を解析した．生化学的解析およ
び免疫電子顕微鏡法による解析の結果，SIDT2の過剰発現
によりRNautophagyにおけるRNAのリソソームへの取り
込み活性が増加した．また，反対にSIDT2のノックダウン
の影響を調べたところ，RNAのリソソームへの取り込み
活性が減少した．SIDT2の過剰発現やノックダウンは，リ
ソソームのpHや溶解したリソソームによるRNA分解活性
に影響しなかった 19）．以上の結果から，SIDT2はRNauto-
phagyにおいてリソソームによる核酸取り込みを仲介する
ことが明らかとなった．

SID-1ではSer-536がRNAトランスポート機能に必要で
あることがわかっている 14, 15）．筆者らは，Ser-536に相当
するSIDT2のSer-564をアラニン残基に置換し（S564A），
RNautophagy活性への影響を解析したところ，S564A 
SIDT2の過剰発現は単離リソソームにおけるRNA取り
込み活性に影響しないことを見いだした 19）．この結果か
ら，Ser-564はSIDT2によるリソソームへのRNA取り込み
に必要であることがわかった．また以上の一連の結果と
SID-1がRNAトランスポーターであるという報告を併せ，
SIDT2はRNautophagyにおいて，リソソーム膜上のRNAト
ランスポーターとして機能していることが示唆された．

DNAを用いた実験により，RNAと同様の結果が得られ
たことから 20），SIDT2はDNautophagyにおいてもリソソー
ムによる核酸取り込みを仲介することが明らかとなり，
SIDT2はRDAにおいて，リソソーム膜上の核酸トランス
ポーターとして機能していることが示唆された．
細胞レベルにおけるRNA分解の解析も実施した．マウ

ス胎仔線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast：MEF）に
おいて，SIDT2をノックダウンし，3H-ウリジンを用いた
パルスチェイス実験により細胞内の全RNA分解への影響
を解析した．驚いたことに，SIDT2ノックダウンにより
最大で約50％の細胞内RNA分解が阻害された 19）．また，
リソソーム阻害剤であるクロロキン添加でも同程度まで
RNA分解が阻害され，クロロキン存在下ではSIDT2ノッ
クダウンによる有意なRNA分解阻害は観察されなかった．
マクロオートファジーが起こらないAtg5 KO MEFにおい
ても同様の結果が得られ，SIDT2ノックダウンにより顕著
にRNA分解が阻害され，クロロキン存在下では有意な分
解阻害は観察されなかった 19）．これらの結果は，細胞レ
ベルにおけるSIDT2を介したRNA分解はリソソームによ
る分解であり，マクロオートファジーとは別経路であるこ
とを示している．単離リソソームの結果も併せ，SIDT2は
細胞レベルにおいてもRNautophagyを仲介すると考えられ
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た．また，少なくともMEFにおいてRNautophagyは細胞
内RNA分解の主要経路の一つであることが示唆された．

6. LAMP2CとSIDT2の関係性

LAMP2CとSIDT2にはRNautophagyにおいてどのよう
な関係性があるのであろうか．共免疫沈降法により両タ
ンパク質の相互作用を調べた結果，両者はともに免疫沈
降され 19），LAMP2CとSIDT2は間接的あるいは直接的に
結合できることがわかった．SIDT2の活性にLAMP2Cが
必要であるか検討するために，LAMP2 KO HeLa細胞を
作製し，SIDT2を過剰発現させ，単離リソソームにおけ
るRNA取り込みへの影響を解析した．その結果，LAMP2 
KO HeLa細胞由来単離リソソームにおいても，SIDT2過剰
発現によるRNA取り込み活性の増加が観察された 19）．す
なわち，RNautophagyにおけるSIDT2の機能にLAMP2Cは
必須ではないことが明らかとなった．ただし，SIDT2機
能をLAMP2Cが増強する可能性はあり，両者の関係性に
ついて現在さらなる解析を行っているところである．現
在のところ，SIDT2が核酸トランスポーターとして機能
し，LAMP2Cは核酸結合能を介して取り込み増強など
の補助的な役割をしているというモデルを考えている
（図2）．また，前述の in vitroにおけるRDAの基質選択性
とLAMP2Cの核酸結合性が相関するという点と矛盾する
ようにも感じられるかもしれないが，これについては他の
核酸結合タンパク質で説明がつくと考え，研究を進めてい
る．

7. もう一つのSID-1オルソログSIDT1

前述のように，SID-1の脊椎動物オルソログにはSIDT1
とSIDT2の2種類が存在する．精製リソソームに存在する
タンパク質を質量分析により網羅的に解析した複数の論文
において，SIDT2はリソソームに存在するが，SIDT1は検
出されていない 16, 18）．SIDT1はリソソームに局在するタン
パク質ではないと考えられたが，筆者らは，SIDT1がRN-

autophagyに関与するかしないかについても検討を行った．
SIDT1にGFPを付加してNeuro2a細胞内における局在を解
析したところ，SIDT1はリソソームにはほとんど局在しな
かった．また，野生型SIDT1を過剰発現させたNeuro2a細
胞由来の単離リソソームにおいて，RNautophagy活性に変
化はなかったことから 19），少なくともNeuro2a細胞におい
てSIDT1はRNautophagyに直接関与しないと結論した．

8. SIDT2過剰発現の細胞内RNA分解への影響

SIDT2の過剰発現により，細胞レベルでのRNautophagy
活性が上昇するかどうかを検討した．野生型SIDT2を，
Neuro2a細胞に過剰発現させ，パルスチェイス実験によ
り細胞内の全RNA分解への影響を解析した．その結果，
SIDT2の過剰発現により，細胞内RNA分解が約1.5～2倍
上昇した 21）．リソソーム阻害剤であるバフィロマイシン
A1存在下では，SIDT2の過剰発現による細胞内RNA分解
上昇は観察されなかったことから，SIDT2によるRNA分
解促進はリソソーム分解を介していることが確認された．
筆者らの知る限りでは，細胞内タンパク質の単独過剰発現
により細胞内RNAを顕著に分解できるという例はこれま
でになく，初めての報告である．
なお，C末端にタグを付加したSIDTs（SIDT1および

SIDT2）には核酸の輸送活性がないことを確認している
（未発表データ）．C末端に蛍光タンパク質などのタグを付
加したSIDTsを用いた実験でSIDTsの機能を研究した論文
も存在するが，その解釈には注意が必要であると筆者は考
えている．

9. SIDT2のリソソーム局在化機構

RDAのメカニズム解明研究の一つとして，SIDT2のリ
ソソーム局在化機構について研究を行った．主要なリソ
ソーム局在化シグナルの一つとしてYXXΦモチーフが知
られている．SIDT2の細胞質側配列を検索したところ，
三つのYXXΦモチーフ（YGSF, YDTL, YLCV）が存在し
た（図3）．そこで，三つのYXXΦモチーフに変異を導入
した変異体（3YS変異体）を作製し，GFPタグを付加し
てNeuro2a細胞における細胞内局在を観察した．解析の
結果，3YS変異体はリソソームに局在せず，三つのYXX
ΦモチーフがSIDT2のリソソーム局在に必要であることを
明らかにした 21）．3YS変異体の約50％はゴルジ体に蓄積
した．また，共免疫沈降法を用いてSIDT2はモチーフの一
つ，YGSFを介してアダプタータンパク質複合体（adaptor 
protein complexes）であるAP-1およびAP-2と相互作用す
ることを示した．このことからYGSFモチーフを介する
SIDT2のリソソーム局在制御はAP-1とAP-2を介して行わ
れていることが示唆された．さらに，三つのモチーフによ
るSIDT2のリソソーム局在は，単離リソソームにおいても
細胞レベルにおいても，SIDT2を介するRNautophagyの活

図2 RDAのモデル図
RNautophagy/DNautopahgy（RDA）において核酸が直接，リソ
ソーム内に取り込まれる．リソソーム膜タンパク質LAMP2C
とSIDT2が取り込み過程を仲介している．
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性に必要であることを示した 21）．
SIDT2の三つのYXXΦモチーフをSIDT1に導入した

SIDT13YXXΦ変異体を作製し解析したところ，SIDT13YXXΦは
リソソーム局在を示した．さらにパルスチェイス実験の結
果，SIDT13YXXΦの過剰発現は細胞内RNA分解を，野生型
SIDT2過剰発現と同程度亢進させた 21）．これらの結果から
SIDT2の三つのYXXΦモチーフが機能的であることが確
認された．また，野生型SIDT1であってもリソソームに移
行するような細胞や環境が存在すれば，RDAにおいて機
能すると推測される．

10. おわりに

RDAに関しては，発見から6年ほど経過したものの，メ
カニズムにおいても生理作用においてもまだ不明なことが
多く残されている．現在，一つ一つ解決していこうと研
究中である．特定のタンパク質を基質とするCMAについ
ても，はっきりとしたトランスポーターは報告されていな
い．さらに，マルチモードオートファジーのなかには，ま
だ発見されていない経路も残されていると考えられる．こ
れからも，膜透過型オートファジーも含めて未知の分野の
開拓に挑んでいきたい．また，得られた知見に基づいて，
関連する疾患の病態解明研究や疾患治療への応用も進めて
いきたいと考えている．
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