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細胞外mRNAの核内への輸送と機能

富田 毅 1, 2，平塚 佐千枝 1, 2

1. はじめに

細胞外RNAといえば一般に，細胞膜を持った小胞中
のRNAのことを意味する．小胞の一つであるエクソソー
ムに含まれるRNAの研究は盛んに行われており，次世代
シークエンス（NGS）による網羅的解析を駆使した研究手
法の導入により，疾患特異的なRNAが同定されるに至っ
ている．今日においては，エクソソーム含有RNAの生理
的重要性は揺るぎのないものとなっている．一方，エクソ
ソームに含まれていない細胞外RNAについては，エクソ
ソーム内のRNAに比べて存在量が少なく，かつ生体内で
はRNAが分解されやすいという性質も持っているために，
短鎖（二本鎖）のものを除くと，研究対象として関心も持
たれなかった面がある．そのためエクソソーム外のRNA
に関する研究は進んでおらず，その生理機能についても評
価が定まっていない．ここではエクソソームに含まれな
い細胞外RNAと，その取り込みに焦点を当てた議論を行
う．図1にこれまでの知見から得られた，細胞外RNAの
取り込み様式の概略を，エクソソーム含有RNAと，エク
ソソーム非含有RNAに分けて示している 1‒3）．

2. 細胞外RNAとは

生細胞から細胞外へと分泌されるRNAの他，細胞死に
伴って細胞外へ放出されるRNAが想定される．市販の試
薬を用いて，常法に従い細胞培養上清からRNAの抽出を

行うと，RNAを精製することができる．このときのRNA
の収量は，細胞培養上清からまずエクソソームを単離し，
その後エクソソーム画分からRNAを抽出したときに得ら
れる収量とほぼ一致する．つまり，細胞培養上清から得
られるRNAは，ほとんどがエクソソーム由来なのである．
したがって，本稿で議論する細胞外RNAを得るには，は
じめにエクソソームを除去した状態で抽出を開始する必
要がある．これまでに，エクソソームを精製するための試
薬が開発されており，それらの試薬を使用すれば，エクソ
ソームを高純度かつ再現性よく抽出することが可能であ
る．そこで，筆者らは細胞培養上清からエクソソーム抽出
試薬を用いて溶解度の差を利用してエクソソームを分別
し，その後残った上清から一本鎖RNAを抽出する手法を
試みた．しかし，その結果は断片化したRNAがわずかに
得られるだけであり，その内容をNGSなどの手法で解析
するには質・量ともに不十分であった．これらの結果か
ら，エクソソーム精製試薬を用いる方法はエクソソーム内
のRNAを精製するのには適しているが，比較的安定性の
低いエクソソーム外の一本鎖RNA精製には適していない
と結論づけられた．
そこで別の手法による抽出法が検討された．筆者らが
文献検索を行ったところ，ろ過フィルターによる分離が比
較的よい方法であると考えられた 4）．細胞培養上清をポア
サイズの異なるろ過フィルターに連続的に通すことによ
り，粒子を大きさで分画する手法であり，細胞外RNAは
すべてのフィルターを通過する画分に含まれるものである
ことが論文中では示されている（図2A）．このようにして
得られた細胞外RNAをNGSにより解析したところ，細胞
外RNAは細胞内やマイクロベシクル・エクソソームとは
RNAの種類に関する分布が異なっており，tRNAやYRNA
などの短鎖のものの割合が多いことが示されている．しか
しながら，割合は低いもののmRNAも細胞外RNAの画分
に含まれていることも同時に示されている．細胞外には
RNAを分解するRNaseが存在することから，細胞外RNA
は断片化が進んでいるが，RNA結合タンパク質と結合し
たものは比較的安定であり，少数のものは分解されずに存
在していると考えられる．
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3. 細胞外RNAの取り込み

細胞外RNAを取り込む機構としてはウイルス由来の
RNAを認識する分子機構が古くから知られている．それ
らのウイルス由来のRNAを認識する分子としてTLR3と
TLR7が存在する．このうちTLR7/TLR8は一本鎖RNAを，
TLR3は二本鎖RNAを認識し，自然免疫反応を惹起させ
る．これらの受容体はエンドソーム内に存在しており，細
胞表面には存在しないとされているが，TLR7は細胞表面
にも存在するという報告がある 5）．
がん細胞などから放出される細胞外RNAは細胞表面上

の受容体タンパク質によって認識され，細胞内に取り込
まれる．筆者らの研究により，亜鉛フィンガー（ZF）タ
ンパク質であるZC3H12Dによって特定の細胞外RNAが細

胞内部へと取り込まれていることが判明した 6）．ZC3H12D
タンパク質はその大部分が細胞質内に存在するが，フロー
サイトメトリーの解析により，一部のZC3H12D分子が
細胞表面へと移動していることが明らかとなった．細胞
表面のZC3H12Dはがん細胞培養上清に含まれる細胞外
RNAと結合すると細胞内へと移動する．マウス培養細胞
（RAW264.7）にZC3H12Dを過剰発現させた細胞株を用い
た細胞生物学的解析，および293T細胞の発現系から精製
したZC3H12Dを用いた生化学的な解析から，ZC3H12Dは
IL1βの3′ UTR領域に存在するAU-rich element（ARE）と
結合することが明らかとなった．

ZC3H12DはRegnase-1として知られるZC3H12Aと同じ
スーパーファミリーに属する分子であり，そのドメイン構
造は基本的に同一である（図2B）7）．ZC3H12A～Dの各ド

図1 エクソソーム含有RNAと非含有RNAの細胞内への取り込み
哺乳類細胞では，エクソソーム非含有RNAの取り込みの様式は，線虫とは異なっていると考えられてきた．
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メインにおけるアミノ酸配列は保存されていることから，
これらのファミリー分子の基本構造と生化学的機能はきわ
めて類似したものであると考えている．ZC3H12Aの立体
構造解析はなされていて，そのRNA結合様式は明らかに
されており，ZC3H12AのPINドメインと呼ばれるドメイ
ンが IL6の3′ UTR領域に存在するステム・ループ構造を
認識することが示されている．ZC3H12Bの構造解析でも
同様にPINドメインにRNAが結合した構造が明らかにさ
れている 8）．PINドメインはRNA結合ドメインであるとは
認識されていなかったが，ZC3H12ファミリー分子の構造
研究により，その機能が明らかとなった．PINドメインに
属する四つのアスパラギン酸残基によって保持されたMg
イオンが水分子を介してステム・ループ構造のループ部位
RNAと相互作用している．一方，ZC3H12Cの立体構造解
析研究からはZFドメインに結合するRNAの構造が得られ
ている 9）．この構造解析に用いられたRNAはAU-richな配
列である（UUAUUAU）一本鎖RNAであり，筆者らが実
験的に求めたRNAの配列に近い性質のものである．

ZC3H12Aはステム・ループ構造のRNAと結合するだ
けでなく，結合したRNAを切断するRNase活性を持つこ
とが知られている．ZC3H12DもZC3H12Aと同様のRNase
活性を持っていると考えられているが，筆者らが精製

ZC3H12Dを用いて行った実験では，ZC3H12Dによる結合
RNAの分解はわずかしか見られなかった．この結果から，
ZC3H12DはRNase活性がZC3H12Aほど強くはないため，
結合したRNAを分解することなく輸送することが可能で
あると考えている．細胞外RNAを取り込んだZC3H12D
は細胞内でRNAとは解離しているので，ZC3H12Dはステ
ム・ループ部位にも，AREにも結合する能力を備えてい
るが，それらの結合能の強弱は環境的要因によって影響さ
れていると想定される．

4. 細胞外RNAの生理機能

筆者らの研究から，肝臓のナチュラルキラー（NK）細
胞の一部（B220＋CD11c＋NK1.1＋細胞）は細胞外RNAの受
け手であることが判明している．この細胞はZC3H12D依
存的にRNAを取り込むことにより，肺へ移動するととも
に肺においてがん転移を抑制することがマウスを用いたが
ん転移実験により明らかとなった（図3）．しかし，その
詳細な分子機構はよくわかっていない．

ZC3H12Dによって取り込まれたRNAはどこに行くのだ
ろうか．普通ウイルス感染やトランスフェクションなどで
RNAが細胞内に取り込まれた場合にはRNAは細胞質内で

図2 細胞外RNA分離のフローチャート（A）とZC3H12ファミリーの構造（B）
（A）脳腫瘍細胞を培養後，がん細胞から分泌される小胞および小胞に包まれていないRNAをフィルターにより，サ
イズに分けて収集した．MV：microvesicles, RNP：non-vesicular ribonucleoprotein complexes. （B） RNA結合認識は
PINドメインで行われている．ZF（亜鉛フィンガー）ドメインも，標的RNAへの結合に関与する．
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機能する．エクソソーム内のmRNAが取り込まれた場合
にも同様のこと，すなわちmRNAタンパク質生合成のテン
プレートとして働くことが期待される．これはその細胞で
生合成されたmRNAと同様の生理機能を持つと解釈され
る．miRNAや siRNAといった短鎖（二本鎖） RNAであっ
ても，受け手の細胞では細胞質内で機能することが考え
られており，タンパク質の翻訳阻害やmRNAの安定性の
制御などがあげられている．筆者らの研究結果によれば，
ZC3H12D依存的に取り込まれたRNAは核に輸送されるこ
とが明らかとなっている．蛍光ラベルした核酸が核に到達
していることが，蛍光顕微鏡の観測によって明らかとなっ
た．このRNAの取り込み実験からは，取り込まれたRNA
は核スペックルのマーカーであるSC35と重なる部分が大
きかった．このときRNA由来のシグナルは，ZC3H12Dの
蛍光染色像と重ならないため，核内ではZC3H12Dとは結
合していないと考えられる．核スペックルの生理機能の詳
細は完全にはわかっていないが，細胞全体に関わる重要な

機能を担っていることが想定されている．
しかしながら，核において取り込まれたRNAがどのよ
うな機能を発揮しているかはまったく不明である．また核
に輸送されたRNAがどのような状態で存在するかについ
てもよくわかっていない．蛍光ラベルした核酸を用いた実
験からは，RNAが分解されているかどうかは不明である．
そこで，人工的な配列を組み込んだRNAを核抽出RNAか
らの定量PCRにより検出する実験を行った．この実験か
らは，RNAの長さに関する情報を得ることができる．核
からRNAを抽出し，異なる遺伝子特異的プライマーを用
いて逆転写を行った後に定量PCRにより標的RNAの量を
測定したところ，PCRプローブの位置に近いほどコピー数
が多かった．このことから，取り込まれたRNAはある程
度分解されているものの，分解されていないものも含まれ
ていることが判明した．
そのようにして核内に取り込まれたRNAにはどのよう

な機能が期待されるのだろうか．これまでに知られてい

図3 細胞外RNAの生理機能
Nex-mRNA（小胞に包まれていない細胞外mRNA, たとえば IL1β-mRNA）は，細胞膜に発現するZC3H12Dに結合
し，核まで移行する．細胞は活性化状態となり，がん免疫などに寄与する．右上の写真は，蛍光色素で標識した
mRNAを取り込んだ細胞．核をDAPIで染色している．
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るRNAの核内における機能を参考にすると以下のような
可能性が考えられる．p53のようなDNA結合タンパク質
に結合してそのタンパク質の機能を変化させる，アンチ
センスRNAとして転写を抑制する，NEAT1のように核内
構造物の構造を保持する役割を担う，クロマチン構造を制
御する，転写制御複合体の形成（例：7SK RNA），他の核
内RNAのような機能［snRNA（RNAのスプライシングに
関与），snoRNA（RNAの修飾に関与），YRNA（DNA複製
に関与）］に関係する，などがあげられる．細胞外RNAが
翻訳されずに他の細胞で機能することから，細胞外RNA
には細胞間情報伝達物質としての意味合いがあるかもし
れない．mRNAがこの役割を果たしているとすれば，ゲ
ノムDNA→ mRNA→ タンパク質という遺伝情報の流れを
示す，古典的セントラルドグマから外れた別の生理機能
がmRNAに備わっていることとなる．エクソソームに含
まれるmRNAは取り込まれた細胞内で，他のmRNAと同
様にタンパク質合成の鋳型として働くと解釈されている．
ZC3H12D依存的に取り込まれたRNAはその細胞において
翻訳されないことから，この点においてエクソソーム由来
のmRNAとは決定的に異なっている．mRNAがタンパク
質合成以外の生理機能を持つ例が最近報告されている．ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の焦点接着（FA）におい
て，mRNAがRNA結合タンパク質G3BP1とともに細胞骨
格タンパク質と結合することにより，細胞骨格の構造を補
強していることが報告されている 10）．この接着点近傍の
mRNA-G3BP1複合体に含まれるmRNAは翻訳には用いら
れない．これは，mRNAがnon-cording RNA的な生理機能
を持っていると解釈されている．この論理を応用すると，
核内に輸送されたRNAが，核内におけるncRNAの機能を
代行する可能性も十分に考えられる．

5. まとめと今後の展開

細胞外RNAの研究は，始まったばかりであり，その生
理機能に対する評価は確定していない．筆者らの行ったが
ん転移アッセイにより，その効果を現象論的に示すことは
できてはいるが，細胞外RNAを細胞が取り込んだことに
よって引き起こされる，細胞内の反応を体系的に示すこと
はできていない．しかしながら，微量ではあるものの細胞
外RNAというものが一定量存在することは間違いない事

実であり，配列特異的な生理機能があることは十分に予想
されることである．さらなる研究の進歩が期待される．
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