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 生体の恒常性は物質の合成と分解のバランスの上に成り立っている。リソソー

ムは内部にさまざまな加水分解酵素をもつオルガネラであり、 細胞内における物

質分解の主要な場のひとつである。リソソームに細胞内の物質を運び込み、分解

するシステムのことを広義にオートファジーと呼ぶ。オートファジーにはこれま

でマクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在性オートファ

ジーという少なくとも 3 種類のシステムが知られていた。これらのうちシャペロ

ン介在性オートファジーは、基質となるタンパク質を AT P 依存的にリソソーム内

腔へと直接取り込み、分解するシステムである。シャペロン介在性オートファジ

ーにおいて、主要なリソソーム膜タンパク質のひとつである L AM P 2 の 3 種類の

スプライスバリアントのひとつ、L AM P 2 A が受容体として機能する。L AM P 2 は一

回膜貫通型のリソソーム膜タンパク質であり、構造の大部分がリソソーム内腔ド

メインである一方で C 末端の 11－ 1 2 アミノ酸配列のみが細胞質側に露出してい

る。 3 種類のスプライスバリアント、L AM P 2 A、L AM P 2 B、L AM P 2 C は共通したリ

ソソーム内腔配列をもつ一方で、それぞれ異なる細胞質側配列を持つという特徴

を持っている。シャペロン介在性オートファジーにおいて L AM P 2 A はその細胞質

側配列が基質タンパク質と結合することで受容体として機能する。近年、筆者ら

はリソソームが AT P 依存的に R N A や D N A を直接内腔へと取り込み、分解すると

いう新規のオートファジーシステムを発見し、 R Na ut op ha g y および DNa u t op h a gy

と名付けそれぞれ報告してきた。R Na u t op ha g y/ DNa ut op ha g y （ R D A と略記）にお

いて、 L AM P 2 のスプライスバリアントのひとつである L AM P 2C が核酸受容体の

少 な く と も ひ と つ と し て 機 能 す る 。 こ れ ら に 加 え て さ ら に 最 近 で は 線 虫 （ C.  

e l eg a n s）において知られている細胞膜の双方向性 R N A トランスポーター、 S I D -1

の哺乳類オルソログで、リソソーム膜に局在する S IDT 2 が R Na u t op ha g y において

R NA のリソソームへの取り込みを仲介することも明らかとなっている。  

L AM P 2 C の細胞質側配列は R N A や DN A と直接結合する。これまでの研究で、

核酸の L AM P 2 C の細胞質側配列との結合性と R D A におけるリソソームへの輸送

に相関が見られることから、R D A において基質となる核酸のリソソーム膜の受容

体との結合が不可欠であることが示唆されるが、一方で L a mp 2 ノックアウトマウ

ス由来のリソソームにおいても R DA 活性は減弱してはいるものの失われていな

い。これらのことからリソソーム膜には L AM P 2 C と同様の結合様式をもつ別の核

酸受容 体が 存在す るこ とが 示唆さ れる が、こ れま で具体 的に どの ような 機構 で

L AM P 2 C の細胞質側配列が核酸と結合するのかは不明であった。また、これまで

のところ R DA が具体的に生体において生理的にどのような役割を果たしている

のかも、ほとんど明らかになっていない。  

 本博士論文は、第 1 章  緒言、第 2 章  L AM P 2 C における核酸結合モチーフの探

索、第 3 章  R Na u t op ha g y の抗ウイルス免疫応答に対する関与の検討、第 4 章  総

括の全 4 章からなる。第 1 章では本研究の背景および導入として、リソソームお  
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よびこれまで知られていた 3 種類のオートファジー、 L AM P 2 ならびに R D A につ

いて概説した。第 2 章では野生型やさまざまな変異を導入した L AM P 2 C の細胞質

側配列に相当するビオチン標識ペプチドを 用いて、 L AM P 2 C の細胞質側配列の核

酸結合モチーフの決定を目的に行った研究について記述した。一般的に L AM P2 C

などの膜タンパク質は溶液中で変性・凝集しやすく、全長での精製や分子間相互

作用の研究には不向きである。そこで本研究では L AM P 2 C の細胞質側配列に相当

するビオチン標識ペプチド（ L AM P 2 C ペプチド）を用いたプルダウンアッセイに

より、まず L AM P 2 C の細胞質側配列において核酸結合に必須なアミノ酸残基の探

索を行った。野生型および種々の置換変異を導入した L AM P 2 C ペプチドの精製

R NA や精製 DN A との結合性や細胞ライセート中の R NA や R NA 結合タンパク質

との相互作用の解析から、 L AM P 2 C の細胞質側配列がアルギニンリッチモチーフ

（ A R M）と呼ばれる R N A 結合モチー フの特徴をもつ ことが明 らかとなっ た 。

L AM P 2 C の細胞質側配列をスクランブルさせた配列をもつペプチドにおいて核酸

結合性の低下が見られなかったが、これもまた他の AR M 配列にも見られる特徴

である。 C .  e l e g a n s およびショウジョウバエ（ D .  m e l a n o g a s t e r）にはそれぞれ       

1 種類ずつ L AM P オルソログが知られているが、これらの細 胞質側配列はいずれ

も核酸結合能を持つ。これらの配列とヒト L AM P2 の各スプライスバリアントの

細胞質側配列との相同性を調べたところ、いずれの配列も L AM P 2 C の細胞質側配

列と最も高い相同性を示した。また C .  e l eg a n s および D.  me l a n o g as t e r の L AM P オ

ルソログの細胞質側配列はいずれも ARM において枢要な役割を果たすアミノ酸

残基であるアルギニン残基を豊富に含むことか ら、これらの配列も AR M を介し

て核酸と結合することが示唆された。そこで C .  e l eg a n s の L AM P オルソログの細

胞質側配列について、野生型およびすべてのアルギニン残基を置換した変異型の

ビオチン標識ペプチドの核酸結合性を検討したところ、野生型の配列において見

られた核酸結合能が変異型の配列では完全に失われていた。このことから L AMP

ファミリータンパク質による AR M を介した核酸認識機構が後生動物に広く保存

されていることが示唆された。また L AMP 2 以外の複数のヒト L AM P ファミリー

タンパク質の細胞質側配列においても複数のアルギニン残基が見られることから、

L AM P 1、 D C -L AM P および C D6 8 という 3 種類の L AM P ファミリータンパク質の

細 胞 質 側 配 列 に 相 当 す る ペ プ チ ド に つ い て も 核 酸 結 合 性 を 検 討 し た と こ ろ 、

L AM P 1 および C D6 8 の細胞質側配列と R NA の間に明らかな結合が見られ、 DN A

との間にも弱い結合が見られた。このことから L AM P 2 以外の L AM P ファミリー

タンパク質が R D A において受容体として機能する可能性が示唆された。第 3 章で

は細胞において抗ウイルス免疫応答を惹起する物質である p o l y ( I : C )を用いて、

R Na ut op ha g y の生理的役割の一端の解明を目的として行った研究について記述し

た。通常、細胞質における R NA のほとんどは一本鎖 R N A であるが、多くのウイ

ルスが複製の過程で宿主細胞の細胞質に二本鎖 R NA を生じ、二本鎖 R N A は細胞  
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による非自己の認識に関わる主要な分子のひとつである。興味深いことに、二本

鎖 R NA などの核酸を認識することで免疫応答反応を惹起する複数種類のタンパ

ク質がリソソーム /エンドソームに局在する。また、ウイルス由来の核酸をリソソ

ームにより隔離、分解することはウイルス感染時におけるウイルスの増殖や拡散

の抑制にもつながると考えられる。これらのことなどか ら R Na ut op ha g y が抗ウイ

ルス免疫応答に関わりうるのではないかと考え、細胞においてウイルス感染を模

倣することのできる物質である p o l y( I : C )を用いて、まず p ol y( I :C )導入時の R DA

関 連 遺 伝 子 の 発 現 動 態 に つ い て 研 究 を 行 っ た 。 ま ず リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り

p ol y ( I :C )を導入した H eL a 細胞における、2 種類の R D A 関連遺伝子、L a mp 2 c およ

び S i dt 2 の mR NA の発現量を検討したところ、いずれの遺伝子にも発現量の 上昇

が見られた。P o l y( I :C )を培地に加えただけではこのような R D A 関連遺伝子の発現

上昇は見られなかったことから、p ol y( I : C )が細胞内に導入されることが、p ol y( I : C )

による R DA 関連遺伝子の発現上昇に必要であると考えられる。また p ol y ( I : C )の

導入による R DA 関連遺伝子の発現上昇は一過的であり、導入量依存的であった。

P ol y( I :C )の導入による量依存的な R D A 関連遺伝子の発現上昇は HE K -2 9 3 FT 細胞

においても見られた。また、p o l y( I :C )を導入した H eL a 細胞において L a mp 2 a およ

び L a mp 2 b の発現量はむしろ低下しており、 L a mp 2 全体および L a mp 1 の発現量に

有意な変化は見られなかった。このことから、p o l y( I :C )の導入による R D A 関連遺

伝子の発現上昇はリソソーム膜タンパク質の遺伝子の中でも特異性をもった現象

であると考えられる。細胞内において p o ly ( I :C )を認識し、遺伝子の発現誘導を介

して免疫応答反応を惹起するタンパク質として M D A5、R IG - I および T LR 3 が知ら

れている。Md a 5、R i g - i および T l r 3 それぞれに対して設計した s iR N A を導入した

HeL a 細胞において、 p o ly ( I :C )の導入による R D A 関連遺伝子の発現上昇の抑制が

見られた。しかしながら各 s iR N A を導入した細胞における Md a 5、 R i g - i、 T lr 3 の

発現量を調べたところ、標的遺伝子の発現低下に加え、各 s iR N A を導入した細胞

いずれにおいても Md a 5 および T l r 3 の発現低下が見られたため、必ずしも検討し

た 3 種類すべての遺伝子が p o l y( I :C )の導入による R DA 関連遺伝子の発現上昇に

関わるとは言えなかった。そこで次に M DA5、 R IG - I、 T L R3 それぞれを過剰発現

させた H eL a 細胞における p o l y( I :C )の導入による R D A 関連遺伝子の発現上昇を検

討したところ、 M D A5 過剰発現細胞において p o l y( I :C )の導入による R D A 関連遺

伝 子 の 発 現 上 昇 の 顕 著 な 促 進 が 見 ら れ た 。 こ の こ と か ら H eL a 細 胞 に お け る

p ol y ( I :C )の導入による R D A 関連遺伝子の発現上昇において、少なくとも M DA5

が重要な役割を担うと考えられる。これらの結果を元に、ウイルス感染時に M D A5

などを介して R D A 関連遺伝子の発現上昇が誘導され、これにより R DA 活性が上

昇することでウイルス由来核酸などを隔離・分解し、宿主細胞がウイルスの増殖

や拡散を抑制する可能性などについて論じた。 第 4 章においては第 2 章および第

3 章で得られた結果を総括し、今後の研究課題などについて も論じた。  
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