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	特定遺伝子の発現を抑制するsiRNAを
細胞内で持続的に産生させるレトロウイルスベクターを開発


タカラバイオ株式会社（社長：加藤郁之進）の細胞・遺伝子治療センターは、RNA interference（RNA干渉、RNAi）の実験に用いるsiRNA(short interfering RNA)と呼ばれる21～23塩基の2本鎖RNAを、細胞内で持続的に発現させるためのレトロウイルスベクターを開発し、本年２月６日に発売します。また、2月18日に開催される第8回創薬ゲノム展のワークショップでも紹介します。
RNA干渉（RNA interference、RNAi）とは

RNAiは、siRNA(short interfering RNA)と呼ばれる21～23塩基の2本鎖RNAにより配列特異的に遺伝子発現が抑制される現象です。RNAi技術を用いれば特定の遺伝子の発現を抑制できることから、遺伝子の機能解析に用いられ、RNAi技術を用いた病原ウイルスの駆除や新しい遺伝子治療技術の開発などにも応用され始めています。
RNAi実験において、細胞内にsiRNAを導入する方法には、合成siRNAを細胞内に導入する方法と、siRNA発現ベクターを細胞内に導入して2本鎖RNAを発現させる方法に分類することができます。
siRNA発現レトロウイルスベクター：pSINsiシリーズ

このたび発売するsiRNA発現用レトロウイルスベクターpSINsiシリーズは、以下に示す特長を有します。

従来のレトロウイルスベクターで遺伝子導入すると、染色体に組み込まれた後、5’LTRのプロモーターによりベクター由来のRNAが転写されますが、この不必要な遺伝子発現を抑制するために、SIN型（self inactivated型）にしました。SIN型とは、レトロウイルスベクターの3’LTRを不活性型にして、染色体に組み込まれた後の5’LTR のプロモーター機能を抑制する技術です。SIN型にすることで、従来のレトロウイルスベクターを使用する場合に比べ、RNAi効果を２倍程度上昇させることができました。また、siRNA発現用のプロモーターとしてHuman U6、Human H1およびMouse U6プロモーターの3種類（pSINsi-hU6、pSINsi-hH1およびpSINsi-mU6）を製品化し、研究者が導入しようとする細胞に適したプロモーターを選択できるようにしています。
本ベクターにて遺伝子導入された細胞は、siRNAの発現ユニットが染色体に組み込まれるため、細胞分裂してもsiRNAは発現し続けRNAi効果が持続します。当社のデータでは、合成siRNAを導入した培養細胞では、1週間程度で遺伝子発現抑制効果が無くなるのに対して、siRNA発現用レトロウイルスベクターを用いてsiRNAを発現させた細胞では、1ヶ月以上経過しても遺伝子発現抑制効果を維持しています。
このベクターを用いることで、目的の遺伝子を持続的に発現抑制することができ、発現抑制させた状態で他の遺伝子の発現変化を時間経過とともに解析することや、種々の刺激等を与えた発現変化の観察も容易になり、例えば、ゲノム創薬を目指した遺伝子発現解析におけるターゲット遺伝子の機能確認の有力な方法であり、大いに期待されます。
タカラバイオのRNAi関連製品ラインアップ
当社では、2本鎖RNA合成受託や、アデノウイルスベクターに載せ換え可能なシンプルなベクターpBAsiシリーズ、siRNA断片を調製するための酵素si-RNAseIII、種々の遺伝子導入試薬などRNAi実験を行うための試薬・サービスを既にラインアップしており、さらにはRNAi効果を確認するためのリアルタイムRT PCR用の装置・試薬を販売するとともに、siRNAを導入した細胞の遺伝子発現解析を行うためのDNAチップやDNAマイクロビーズアレイ解析などの技術も保有しています。今回新たにレトロウイルスベクターを加えたことによって、RNAi関連技術の上流から下流まで、ほぼすべての技術を網羅した製品・サービスを展開する事になります。
＜製品概要＞
製品名：①pSINsi-hH1 DNA、②pSINsi-hU6 DNA、③pSINsi-mU6 DNA
（包装量、製造・販売元、定価は①～③で同じ。）
包装量：２０μg
製造・販売元：タカラバイオ株式会社
定価：35,000円（消費税別）
キットに関するお問い合わせ先：タカラバイオ（株）営業部TEL：077-543-7231
当資料取り扱い上の注意点
資料中の当社の現在の計画、見通し、戦略、確信などのうち、歴史的事実でないものは、将来の業績に関する見通しであり、これらは現時点において入手可能な情報から得られた当社経営陣の判断に基づくものですが、重大なリスクや不確実性を含んでいる情報から得られた多くの仮定および考えに基づきなされたものであります。実際の業績は、さまざまな要素によりこれら予測とは大きく異なる結果となり得ることをご承知おきください。実際の業績に影響を与える要素には、経済情勢、特に消費動向、為替レートの変動、法律・行政制度の変化、競合会社の価格・製品戦略による圧力、当社の既存製品および新製品の販売力の低下、生産中断、当社の知的所有権に対する侵害、急速な技術革新、重大な訴訟における不利な判決等がありますが、業績に影響を与える要素はこれらに限定されるものではありません。
＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿
この資料は、２月５日に京都経済記者クラブに配布しています。
	この件に関するお問い合わせ先
タカラバイオ株式会社
バイオインダストリー部
Tel 077-543-7235


＜参考資料＞

【語句説明】
RNA interference（RNA干渉、RNAi）
二本鎖RNA（double-stranded RNA, dsRNA）によって配列特異的にmRNAが分解され、その結果遺伝子の発現が抑制される現象のことです。現在までに線虫を含め、昆虫、植物、菌類などの生物で保存されている現象であることが明らかにされています。近年、哺乳動物細胞を含めた様々な生物種で、遺伝子の発現抑制手段としてRNAiが利用されており、将来的には医療分野での利用にも大きな期待が寄せられています。
siRNA(short interfering RNA)

RNAiにおいて、配列特異的に特定の遺伝子の発現を抑制する際、そのガイド役として働く21～23塩基の二本鎖RNAをsiRNA（short interfering RNA）と言います。siRNAの配列特異性は非常に高く、siRNAの長さが21塩基、3’端突出が2塩基のものが最も効果が高いとされています。
（以上、実験医学別冊　RNAi実験プロトコールより抜粋・改変）

ベクター
ベクターとは「運び屋」という意味で、宿主に異種DNAを運搬する際に用いる、２重鎖の環状DNAや無毒化したウイルスなどを指します。遺伝子を単離する、遺伝子治療を行うために患者の体内へ遺伝子を導入する等の目的で使用されています。

レトロウイルスベクター
レトロウイルスは、医学生物学領域において遺伝子導入ベクターとしての応用が最も早く進んだウイルスで、レトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入すれば、導入遺伝子が標的細胞の染色体に組み込まれるため、細胞分裂後も確実に娘細胞に伝達され、長期間、安定に遺伝子の発現が可能です。また、ヒト、マウス及びラットを含む多くの動物種に遺伝子導入でき、増殖細胞であれば、血球系を含む多くの細胞株や初代培養細胞にも効率よく遺伝子導入できるという特徴があります。さらに当社は、米国インディアナ大学と共同で、レトロウイルスを用いた造血幹細胞への遺伝子導入効率を飛躍的に向上させる組換えヒト・フィブロネクチンフラグメントを用いた「レトロネクチン法」を開発しております。

レトロネクチン®
レトロネクチン®は、ヒトフィブロネクチン分子中の細胞結合領域、ヘパリン結合領域（ウイルス結合部位）およびCS－1領域（細胞結合部位）から構成される分子量約63,000の組換え蛋白質です。当社は本物質に関する全世界的な物質特許を保有しています。標的細胞とレトロウイルス両者に対して特異的相互作用を持つことにより､シャーレに固定化されたレトロネクチン®上で、レトロウイルスと標的細胞が密接に接触し、遺伝子導入効率が上がると考えられます。当社は研究用のレトロネクチン®を発売中です。また、GMPグレードのレトロネクチン®を用いたレトロネクチン法は、いまやレトロウイルスによる遺伝子導入遺伝子治療臨床試験のスタンダードとなっています。

造血幹細胞
赤血球、白血球、血小板などのすべての血液細胞の源となる自己複製能をもつ母細胞です。分裂増殖に伴って自己複製するとともに、同時に性質の異なる各種血球系細胞を生じます。
LTR（Long Terminal Repeat）
レトロウイルスゲノムの両端にある繰り返し配列で、プロモーター配列を有します。レトロウイルスゲノムが標的細胞の染色体に組み込まれる過程で、5'LTR配列は3'LTR配列に置き換えられます。したがって、レトロウイルスベクターの3'LTRのプロモーター配列を欠損させておくことにより（SIN型）、遺伝子導入された標的細胞において5'LTRからの転写が起こらないようにすることができます。
プロモーター
遺伝子の転写開始に必要な配列です。ほぼすべての組織で恒常的に機能するもの、ある特定の組織でのみ機能するもの、ある一定環境下でのみ誘導されるもの等様々なタイプのプロモーターがあり、これらを利用することにより導入した遺伝子の発現をコントロールすることが可能となります。
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