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高分子を細胞内に導入する技術は, 分子生物学の発展
とともに目覚ましい進展を遂げてきた. 特に, 細胞にお
ける遺伝子機能を解析する方法として, ���や機能性
���を細胞内に導入し, 転写翻訳後のタンパク質とし
て, あるいは���干渉により遺伝子機能を解析する方
法が一般的に用いられる. これらの核酸導入においては,
電気穿孔法, リポソーム, ウイルスなどがそれぞれの目
的や細胞種に応じて使い分けられている.
一方, タンパク質・機能性ペプチドを細胞内へ直接

導入する技術は, 細胞研究を行う上で有効であるととも
に, 新しい疾患治療法へとつながる可能性を持っている.
しかしながら, 細胞の疎水性脂質二重膜は, タンパク質
を直接細胞内に導入する大きな障害となっていたが, 近
年, タンパク質を効率的に細胞内へ輸送する技術が開発
された. この技術は, ���	
��
�������	���������
(�
�) と呼ばれる特定のアミノ酸配列を持ったペプチ
ドを, 通常では細胞内に導入できないタンパク質に融合
する事により, 細胞内導入可能にする技術である. �

�として, ホメオプロテインとよばれる転写因子である
��	
����
���１�２), ヒト免疫不全ウイルス (�����

�������
����
��������(�����)) 由来の
�	タンパ
ク質３�４), ヘルペスウイルス１型 (�
��
������
�
�����(� �) 	��
１) 由来の��!!５)などに含まれる
�"～!"アミノ酸からなるペプチドが使用されていた.
これらのタンパク質導入ドメインは, #�$�を例外とし
てアルギニンやリシンの塩基性アミノ酸が豊富である特
徴を持っている (
�%�
１). 私たちは, これらの特徴
より, ポリアルギニン, 特に��個のアルギニン (���)
を導入ドメインとして使用した場合に, より効率的にタ
ンパク質を細胞内に導入できることを発見した６&７). ま
た, 国内外のグループからも同様にポリアルギニンによ
る高率のタンパク質導入効果を認めた報告がなされた.

�	や���は, ほぼすべての細胞種への目的のタンパク
質の導入が可能であり, かつ������での導入も可能で
ある４). また, タンパク質導入ドメインはタンパク質や
ペプチドのみならず, ��	��
��
���#�����
�	��
�や,
�
�	��
����
�������(���),����	��	
��
���#���
(�����), �������	���
�, �������
�, ��������など
も, 導入可能であることが報告され, 多様な用途に応用
展開されている. 本総説では, タンパク質導入技術の最
近のめざましい進歩について紹介する.
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タンパク質導入技術が報告された初期の研究報告では,
細胞内導入は, ４℃条件, ���の枯渇状態, あるいは
エンドサイトーシスの抑制剤を用いても障害されないと
報告されていた８�９). そのため, 細胞内導入メカニズム
は, エンドサイトーシス・レセプター・トランスポーター
非依存性であると考えられていた. しかしながら, 細胞
内導入効率が, メタノール固定などの操作によって増強
されることが報告され��), 導入メカニズムがエンドサイ
トーシス・レセプター・トランスポーター非依存性であ
るという考えに疑問が投げかけられた. また, 同時期に
導入メカニズムがエンドサイトーシスであるという報告
もされるようになり, 細胞導入メカニズムが再検討され
るようになった. 最近の報告では, 抗菌ペプチドの導入
メカニズム��)と同じメカニズムで細胞内に入るという報
告や, �	
��
����������というメカニズムで細胞内に
導入されるという報告もある��). ��
や���などの塩基
性アミノ酸由来の導入ペプチドに関しては, マクロピノ
サイトーシスが導入メカニズムであるという報告がされ
ており, 現在ではこの説が有力である��). また, 導入に
は, 細胞表面にあるヘパラン硫酸プロテオグリカンが重
要であることがわかっている３). タンパク質導入ドメイ
ンはアルギニンやリシンといった陽性電荷を帯びたアミ
ノ酸が豊富に含まれており, このことは陰性電荷を帯び
ているヘパラン硫酸プロテオグリカンとの接着に大きく
関わっていると考えられる. タンパク質導入ドメインが
細胞接着の後, マクロピノサイトーシスとよばれるエン
ドサイトーシスの一種によって細胞内に導入され, エン
ドソームから放出されることにより細胞質内および核内
へ移行し, その生物学的活性を発揮することが考えられ
る. 一方で, 塩基性アミノ酸含有量の少ない導入ペプチ
ドも多数存在し, 異なったメカニズムで細胞内に侵入し
ていることが想定され, それぞれの���に特有のメカ
ニズムが関与していると考えられている.
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(�) タンパク質導入ドメインと導入物質との結合
タンパク質導入技術は, タンパク質導入ドメインを目
的とするタンパク質やペプチドに直接結合させることによ
り細胞内へ導入するのが一般的であるが, この結合によ
り, タンパク質やペプチドの生物学的活性が減弱したり
失われたりする可能性がある. この点を解決するために,
目的のタンパク質とタンパク質導入ドメインを���������
��	�にて可逆的に結合させるように設計されたものが
報告されている��). また, �����������	�を用いた細胞
内導入は, タンパク質やペプチドにとどまらず, ���
や���と安定して複合体を形成できる���
���	������
�����(����) の細胞内導入にも使用されている. 細胞
内へ導入後, 細胞内で���と導入目的分子を解離させ
る他の方法も開発されている. ���と低分子化合物を
��感受性のリンカーを用いて結合し, 細胞内に侵入す
ると切り離されるように工夫している� ). このように,
���と低分子化合物を細胞内で解離することにより,
低分子化合物の活性が高まることが示されている.

(�) 細胞内での安定性
タンパク質導入技術の別の問題点として, 導入された
タンパク質の細胞内での安定性が挙げられる. 細胞内タ
ンパク質はユビキチン化により分解されるが, ユビキチ
ン化抵抗性のタンパク質を導入することにより半減期を
延ばそうという試みがされている. われわれはユビキチ
ン化抵抗性の� �変異タンパク質を細胞内に導入するこ
とにより, より細胞内で� �機能を長期的に維持するこ
とに成功した�!). また, ペプチドを人工合成する場合,
�型のペプチドを使用したペプチドが, 通常自然界で存
在する"型よりも安定性を示し, 効果的であることが報
告されている�#).

(�) �����導入
���を用いて�����を細胞内に導入し, 特定の���
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をノックダウンする方法が開発されてきた. 特に, 初代
培養細胞や生体への応用の場合のように, 既存のカチオ
ン性リピッドでは導入効率が低いことから, ���を応
用して, どの細胞でも使用できる����	導入試薬が待
ち望まれていた. ����	を導入できるペプチドとして,

�� 
���由来の�����が開発され市販されている��).
�����の特徴は, ����	と混合するだけで初代培養細胞
に高い導入を示すことである. また, ���と����	結
合ドメインを融合した方法も開発されている��). 生体へ
の����	の導入に関しては, 臨床応用も視野に入れ,
世界中で競争が激化している. 近年, アセチルコリン受
容体への結合能を有するペプチドと９�の融合ペプチド
を用いて, 生体レベルで血液脳関門を通過させ神経細胞
に����	を導入できることが報告され注目を集めてい
る��).

(�) 幹細胞制御技術への応用
���を用いたタンパク質導入法は, ウイルスのよう
にゲノムを傷つけないために癌化などの副作用がなく,
幹細胞制御技術や���細胞作製技術に理想的な方法であ
る. 幹細胞制御技術に関しては, ���の���としての
有効性が報告されてきた��). また, ��Ｒや９Ｒを���化
に必要な転写因子と融合した組み換えタンパク質を培養
液に添加するのみで繊維芽細胞が���化することも報告
されている�����). しかしながら, ���細胞作製効率の面
でウイルスを用いた方法に比べ低いため, 転写因子導入
効率の改善などが今後の課題となっている.

(�) 生体レベルでの応用展開
私たちは��Ｒを用いた機能性ペプチドを疾患モデル
マウス治療へ展開し, その有効性を確認した７). 機能性
ペプチドは, 低分子化合物では困難なタンパク質・タン
パク質間の結合阻害ペプチドを結晶構造などより論理的
にデザインすることが可能である (��� １). 私たちは,
��	�と!�"!�#�$��#の結合阻害ペプチドより, 免疫抑
制剤を開発することに成功している. また, ���%&�'
らのグループは, �体から成る(��由来ペプチドを人工
合成することで, 生体内でのそペプチドの安定性を高め,
癌治療へ応用展開することに成功している�)).

(*) 組織特異的導入
���やポリアルギニンなどを用いたタンパク質導入技
術は組織特異性がなく, このことは, 治療目的でアポトー
シス物質などを������で導入したい場合, おのずと制
限を受けることを意味している. +�らは滑膜特異的な
導入ペプチドを探しだすため, +��(�(����(,���
���("�'"�-���'にてスクリーニングを行い, 
	��１
および
	��２を同定した. このペプチドは滑膜細胞特
異的に目的タンパク質を導入できることが�������およ
び������で証明されており��), このことは組織特異的
導入を������で行える可能性を示している. 我々も,
ペプチドライブラリーより多種類の細胞特異的導入ペプ
チドを発見しており, 細胞選択的導入ペプチドを用いた
疾患治療戦略が発展することが期待される.
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細胞内情報伝達を制御可能なペプチドを蛋白質機能情報・結晶構造などよりデザインし, ���と融合したペプチドを人工
合成することにより細胞内導入型とする. 細胞内導入のメカニズムは, エンドサイトーシスのひとつであるマクロピノサイトー
シスで細胞内へ導入され, エンドソームから放出されることにより細胞質へ移行する説が有力である.
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タンパク質導入技術は毒性が低く, 且つ導入効率が高
いため, 研究としての使用のみならず先進的治療法とし
て期待される. 最近の, 幹細胞制御技術への応用展開,
�����導入ペプチド, 細胞選択的導入ペプチドの発見
により, その期待がさらに膨らんでいる.
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タンパク質の直接導入法�
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