
キャリアペプチドによる RNAの細胞内
導入法

は じ め に

細胞内に侵入する性質をもつペプチドが近年多数報告さ

れ，cell-penetrating peptide（CPP）と総称されている（pro-

tein transduction domainと呼ばれる場合もある）．多くの

CPPは塩基性に富んだアミノ酸配列をもつ．CPPの例と

しては，天然配列（ウイルスのタンパク質に由来する Tat

ペプチド，動物の転写因子に由来する penetratinペプチド

など）の他に，これらを改変した配列や人工配列（ポリア

ルギニンなど）がある．発見当初，CPPはその名の通り，

細胞膜を透過して自発的に細胞内へ侵入すると考えられて

いたが，現在では主に細胞のエンドサイトーシス経路を経

て侵入するという説が一般的である．CPPは，単独で細

胞内に侵入するだけでなく，CPPに結合させたタンパク

質や有機・無機化合物，核酸分子などの細胞内導入のため

のキャリアとしても利用できる．CPPの細胞内侵入機構

の詳細については他の総説に譲るとして１），本稿では CPP

を利用した RNAの細胞内導入に焦点を当てて解説する．

RNAの細胞内導入にはカチオン性の合成高分子キャリア

が用いられることが多いが，CPPは合成高分子と比べる

と生体に悪影響を与える恐れが少ない．ここでは，RNAi

を引き起こす short interfering RNA（siRNA）や short hairpin

RNA（shRNA）の細胞内導入について取り上げる．RNAi

とは siRNAや shRNAにより配列特異的に遺伝子発現抑制

が起こる現象である．以下では，RNAを CPPに共有結合

させて細胞内導入した例と，共有結合によらずに結合させ

て導入した例に分けて述べる．

１． 共有結合型 RNAキャリアペプチド

運び手である CPPと積み荷分子とを共有結合させるこ

とで，確実に CPPの細胞内侵入性を積み荷分子に付加す

ることができる（図１A）．Chiuらはチオール基とマレイ

ミド基の結合により CPPと siRNAをつないで RNAの細

胞内導入を成功させたが，この問題点として，RNAが

CPPに共有結合しているため RNAi機構で重要な役割を果

たす RNA-induced silencing complex（RISC）に siRNAが取

り込まれにくくなることが懸念される２）．そのため，細胞

質内に送達された後に CPPと siRNAとが自発的に離れる

ことを狙い，ジスルフィド結合を介して CPP―siRNAを共

有結合させ細胞内に RNAを導入する方法が報告されてい

る３～５）．細胞質内は還元的環境なので，CPP―siRNA間のジ

スルフィド結合が開裂するわけである．例えば Davidson

らは penetratinを結合させた siRNAを用いて初代培養神経

細胞への RNA導入と標的であるスーパーオキシドジスム

ターゼ１やカスパーゼ-３の発現抑制に成功している３）．た

だし，初期（２００４年）の報告２，３）では，RNAと CPPを共有

結合させた後，精製が不完全なまま細胞に投与しているた

め，本当に CPP―siRNAの形で共有結合したものが RNAi

効果に結びついているかは不明であった．また，siRNA投

与後，mRNA量が低下しはじめる前にタンパク質量が低

下しているなど矛盾点を含んでいた３）．その後，精製した

CPP―siRNAを用いた報告によると，細胞レベルの実験で，

初期の報告よりも２桁ほど高濃度（１０µM）の CPP―siRNA

を用いてはじめて２０～６０％の発現抑制が見られた４，５）．ま

だ報告例が少ないため，この違いは RNAiターゲットや細

胞株の違いによるものかもしれない．今後，精製した

CPP―siRNAを用いた，より系統的な研究結果が望まれる．

図１ A．共有結合型 RNAキャリアペプチド．B．静電的相互作用に
より結合する RNAキャリアペプチド．C．shRNAのループ配
列に特異的に結合する RNAキャリア（CPP融合型 RNA結合タ
ンパク質）．このキャリアの C末端には光感受性部位を付加し
てある．
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２． 非共有結合型 RNAキャリアペプチド

２．１ 静電的相互作用により非特異的に RNAに結合する

キャリアペプチド

非共有結合型の RNAキャリアペプチドでは，共有結合

型の場合と異なり siRNAをそのままの形（RNAiを引き起

こしやすい状態）で細胞内へ導入することができる．また，

化学反応や精製などの煩わしい過程が必要なく，キャリア

ペプチドと siRNAとを混合して細胞に加えるだけという

利点がある．最近，オリゴアルギニンやMPGなどの CPP

を，RNAと共有結合させることなく，RNAの細胞内導入

に用いる研究例が幾つか報告されている６～９）．正電荷に富

む CPPは RNAと静電的相互作用により結合し（図１B），

RNAが CPPの正電荷で覆われるため，細胞膜との相互作

用および細胞内への侵入が促進されると考えられる．な

お，MPGは，HIV-１の外皮タンパク質由来の疎水性ペプ

チド（N末側）と，塩基性に富む SV４０large T抗原由来の

核移行シグナル（NLS）配列（C末側）とを融合させた人

工ペプチドである．MPGはプラスミドなどの DNAの導

入に用いられてきたが，siRNA導入においてはMPGの

NLS配列部分に点変異を加えて核移行性を失くしたMPG

NLSが用いられる６）．MPG NLSでは，塩基性を保ちつ

つ核移行シグナルとしての働きを抑えることで，導入され

た siRNAが核ではなく細胞質に留まり RNAiが起こるよ

うに設計されている．

２．２ RNA配列特異的に結合するキャリアタンパク質

図１Bのタイプは静電的相互作用により RNAを細胞内

に運ぶため，他の核酸やアニオン性生体分子の存在下で

は，それらも見境なく細胞内導入してしまう可能性が高

い．そこで，筆者らは，特定の RNA配列としか結合しな

いキャリアを設計した（図１C参照）．これは，CPPと

RNA結合タンパク質（RBP）を融合させた非共有結合型

の RNAキャリアタンパク質である．その一例として，ス

プライソソームに含まれる U１Aタンパク質の RNA結合

ドメインと，CPPである Tatを融合した「TatU１A」を作

製した．これに対応する RNAとして U１Aが認識する配

列を付加した siRNAおよび shRNAを作製した．TatU１A

を用いて細胞内への RNA導入を評価してみたところ，通

常の siRNAと比べて U１Aが認識する配列を付加した

siRNAを効率よく導入することができた１０）．

非共有結合型の RNAキャリアの場合は，オリゴアルギ

ニン，MPG，TatU１A共に RNAと混合するときの量比が

導入効率に大きく影響してくる．例えば，RNAの負電

荷：キャリアの正電荷で表すと，オリゴアルギニンの場合

には１：１２（モル比では１：５６）１１），MPGの場合には１：１０

（モル比では１：８４）６）などの荷電比で RNA導入が行われて

いる．正電荷をもつ CPPを過剰に混合して RNAの負電荷

を打ち消すことで，同じく負電荷をもつ細胞膜という障害

を乗り越えることができるようになるのであろう．筆者ら

の TatU１Aの場合でもモル比で RNA：TatU１A＝１：１では

細胞内への導入効率は低く，１：５～１０（荷電比では１：

１．２～２．４）の条件で実験を行っている．特異的な相互作用

による１：１の複合体では導入に不十分で，ある程度の非

特異的な静電的相互作用の助けが必要と思われる．

３． RNAのエンドソーム局在と，光刺激による

細胞質への RNA放出

CPPによる細胞内への分子導入はエンドサイトーシス

を経由する結果，導入後の分子のエンドソーム局在がしば

しば見られる．エンドソームから細胞質への移行の過程は

完全には明らかになっておらず，CPPの種類や積み荷の

種類により細胞質への到達効率は変わってくる．Lundberg

らは前述のMPGも含め数種類の CPPをキャリアとして用

い，細胞内への RNA導入量と RNAi効率を比較してい

る１２）．その結果，CPPによっては RNA導入量が少なくて

も RNAi効率が高かったり，逆に RNA導入量は多くても

RNAi効果が見られなかったりした．つまり RNAi効果発

現までのボトルネックは，siRNAの細胞内侵入ではなくエ

ンドソーム外放出（細胞質への移行）なのである．筆者ら

の TatU１Aを用いた場合も，細胞内に入った TatU１A／RNA

複合体はエンドソームに閉じ込められており，RNAi効果

が見られなかった．そこで筆者らは，TatU１Aによる RNA

導入と光照射による細胞質移行とを組み合わせることで

RNAiの誘導を試みた．CPPに付加した蛍光色素に光を照

射することでエンドソーム内にある CPPが細胞質移行し

た例については，幾つか報告がある１３，１４）．TatU１Aに蛍光色

素 Alexa Fluor５４６を付加し（TatU１A-Alexa），特異的に結

合する shRNAと混合して細胞に添加した．続いて蛍光色

素の励起波長（５３０―５５０nm）で照射したところ，TatU１A-

Alexa／RNA複合体はエンドソームから細胞質へと移行し，

遺伝子発現の抑制を引き起こした（図２）１０）．このような現

象が起こる機構は明らかになっていないが，励起状態の蛍

光色素から生じる反応性の高い一重項酸素がエンドソーム

膜を不安定にしたと考えている．この系では光照射をしな

ければほとんど RNAiは起こらず，光照射量により RNAi
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効果をコントロールすることができた．

TatU１A-Alexaのようなキャリアを用いて，

光で RNAiの ON／OFF制御をする方法を，

（CPP-linked RBP-mediated RNA internalization

and photo-induced RNAi）CLIP-RNAi法と名

付けた１０）．CLIPという部分に，光で「切り

取る」ように遺伝子発現抑制ができるという

意味を込めた．

お わ り に

RNAiを介した特異的な遺伝子発現抑制法

は，遺伝子の機能解析にはなくてはならない

実験手法になってきた．同時に，遺伝子疾患

やウイルス疾患に対する治療法としても注目

を集めている．そのような中で，培養細胞レ

ベルや個体レベルにおいて，安全かつ簡便に

siRNAや shRNAを細胞内導入できるキャリアの開発が強

く望まれている．CPPを利用した RNAの細胞内導入は，

汎用的な合成高分子キャリアと比較しても細胞毒性が低い

と報告されており，特に非共有結合型の RNAキャリアは

RNAと混合して細胞に添加するだけなので非常に簡便で

ある．加えて，筆者らの研究では新型 RNAキャリアの開

発の中で，RNAi手法に光制御という側面を与えた．光照

射は，その強度やタイミング，場所などを規定することが

容易であるため，そのような特性を生かした RNAi法の応

用展開が期待される．
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図２ TatU１A-Alexa（図１Cタイプの RNAキャリア）による shRNAの細
胞内導入と光照射部位特異的な RNAi効果

EGFPを安定発現する CHO細胞に対して TatU１A-Alexaにより anti-EGFP
配列の shRNAを導入し，５３０―５５０nmの光照射を行った（各写真の点線
右側のみ）．照射２４時間後に写真を撮った．shRNAを加えない場合（上）
と加えた場合（下）について，位相差像（左）と EGFP蛍光像（右）を示す．
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