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	大腸菌のコールドショック発現系を活用して、

RNA 干渉活性をもったsiRNAを生成させるヒト型組換え
２本鎖RNA分解酵素の発現に、世界で初めて成功：

ヒトsiRNA生成酵素、ダイサーの
２本鎖RNA分解酵素部分のみの発現


タカラバイオ株式会社（社長：加藤郁之進）のバイオ研究所は、RNA干渉作用をもつsiRNAと呼ばれる21～23塩基の短い2本鎖RNAを切り出せる組換え酵素（ヒト由来siRNA生成酵素であるダイサーの２本鎖RNA分解酵素部分）の開発に世界で初めて成功しました。さらに、この２本鎖RNA分解酵素や市販のダイサーが2本鎖RNAを切断する際にコールドショックタンパク質（CspB）を添加すると、その切断効率が数倍上昇し、siRNAの収量が向上することも発見しました。これらの詳細は、12月11日に日本分子生物学会総会（神戸市）のセミナーで発表します。
RNA干渉（RNAi：RNA interference）とは
RNA干渉とは、siRNA（短い干渉RNA・short interfering RNA)と呼ばれる21～23塩基からなる小さな2本鎖RNAによって、mRNAが配列特異的に分解される結果、その遺伝子の発現が抑制される現象です。この現象は1998年にFireらによって線虫で発見され、続いて、2001年にElbashirらにより哺乳類細胞でも同様の現象があることが証明されました。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、医療に応用可能であり、新しい遺伝子治療技術の開発や創薬につながる疾病関連遺伝子の機能の解明を目的としたRNA干渉研究が爆発的に盛んになりました。
RNA干渉を行わせるには、siRNAを細胞内に導入する必要があります。導入方法には、予めsiRNAを作製しておいて細胞内にトランスフェクションする方法とsiRNA発現できるウイルスベクターなどを細胞に導入して2本鎖RNAを細胞内で発現させる方法の２種類に分類することができます。
しかし、21～23塩基の配列によっては効果が異なるため、有効なsiRNAを得るためには、これまでの知見を基にしてコンピューターでその配列を予測し、siRNAを合成して有効な配列を見出す必要があります。しかし、予想されたすべての配列が確実に効率よく遺伝子の発現を抑制するとは限りません。
簡便で確実な方法としては、実際に2本鎖RNAを切断するダイサーを用いて、発現を抑制したい遺伝子の長鎖の2本鎖RNAを切断してsiRNAを得る方法があります。この方法を用いれば、簡単かつ確実に遺伝子の発現を抑制することが可能と考えられます。
ヒト型siRNA生成酵素（ダイサー）
　ダイサーは分子量が約22万の巨大な酵素で、2本鎖RNAを切断してsiRNAを生成する酵素です。その巨大な分子は、ヘリカーゼ部分と機能未知のPAZ部分、2本鎖RNA切断活性をもつRNaseⅢ部分、RNA結合部分の４部分から構成されています。しかし、我々は試験管中で長鎖2本鎖RNAを切断してsiRNAを調製するためには、21～23塩基に分解する活性さえあればよいという仮説のもとに研究を進め、21～23塩基に切断する RNaseⅢ活性だけを取り出すことに挑戦しました。
その結果、RNAを21～23塩基に切断するヒト型ダイサーの組換え２本鎖RNA分解酵素を、大腸菌のコールドショック発現系を用いて活性を保持した状態で発現させることに成功しました。
さらに、ヒト型ダイサーの組換え２本鎖RNA分解酵素で調製した21～23塩基 の2本鎖RNAと市販されている各社のダイサーで調製した2本鎖RNAの RNAi効果を検証しました。その結果、ヒト型ダイサーの組換え２本鎖RNA分解酵素で調製したsiRNAは、市販のダイサーで調製したsiRNAと同等のRNAi効果を有することも確認され、ヒト型ダイサーの組換え２本鎖RNA分解酵素が、試験管内では同等の切断活性を有していることが証明されました。
ちなみに、この２本鎖RNA分解酵素の発現を、T7発現システムを用いて検討しましたが、まったく発現できませんでした。つまり、この組換え酵素の開発に成功したのは、当社が大腸菌のコールドショック発現系をもっていたからこそ可能になったものと考えられます。

コールドショックタンパク質によるダイサーの切断活性向上

ダイサーは長鎖の2本鎖RNAを21～23塩基に切断しますが、長鎖の2本鎖RNAは、様々な高次構造を形成すると考えられ、ダイサーに切断される効率もその高次構造に影響されると考えられます。そこで、RNAへの結合活性を有するコールドショックタンパク質CspBを添加すればRNAの構造に変化が生じ、ダイサーに切断される効率が変化するのではないかと考え、CspBがダイサーの2本鎖RNA切断活性に及ぼす影響を検討しました。
その結果、ヒト型ダイサーの組換え２本鎖RNA分解酵素と同時にCspBを作用させることにより、21～23塩基への切断効率が2倍から3倍程度向上することが明らかになりました。さらに、このような切断活性の向上は、各社から市販されているダイサーに添加した場合でも同様に確認されました。また、生成されるsiRNA当たりのRNAi効果をCspBの添加の有無で比較しましたが、生成されたsiRNA当たりのRNAi効果には差はなく、CspBの添加により同等の効果を有するsiRNAが数倍生成されることが明らかになりました。
CspBを添加したヒト型ダイサー由来のRNaseⅢ は、来年3月に発売する予定です。

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。
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この資料は、１２月１０日に京都経済記者クラブに配布しています。
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＜参考資料＞

【用語説明】
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。

ダイサー（Dicer）

分子量約220,000の酵素でRNase IIIファミリーに属します。二本鎖RNAに働き、21～23塩基のsiRNAに分解します。Dicerは、ヒトを含めた哺乳類、植物、線虫、ショウジョウバエで保存されていることが分かっており、生物共通のなんらかの重要な機構を担っていることが示唆されています。

PAZ部分（PAZドメイン）
Dicerが持つタンパク質モチーフの１つで、機能は未知です。現時点では、このPAZドメインを通して、別のPAZドメインを持つタンパク質と相互作用することで、複合体を形成し、dsRNAの分解を行っていると考えられています。

RNaseIII部分（RNaseIIIドメイン）
二本鎖RNAを特異的に切断する活性を担う部分をさします。RNaseIII活性によって得られるsiRNAは、3’端に2塩基の突出を持つことを特徴とします。

（以上、実験医学別冊　RNAi実験プロトコールより抜粋・改変）

線虫

長い円筒状の体で、大部分は体長1mm以下です。あらゆる動植物に寄生しており、ヒトの病原性寄生虫や重要な農業害虫も少なくありません。線虫の一種Caenorhabditis elegansは飼育が容易などの利点から、多くの分野で実験動物となっています。

ヘリカーゼ部分（ヘリカーゼドメイン）
Dicerが持つタンパク質モチーフの１つです。RNAヘリカーゼはRNA分子の構造変化を引き起こす因子で、RNAスプライシング、リボソームアッセンブリー、翻訳開始などのRNAが関与する機構において重要な働きをしています。
ホモログ（相同タンパク質）

一定の基準に従って生物種間または種内で２つ以上のタンパク質の一次構造を比較し、配列相同性が認められる場合、それらをホモログといいます。一般に機能が類似したタンパク質はお互いホモログ相同タンパク質である場合が多いです。

（以上、生化学事典 第３版より抜粋・改変）

コールドショックタンパク質

生物が様々な環境ストレスに遭遇すると、そのストレスに適応するための蛋白質（ストレス蛋白質）を発現させることがわかっています。例えば高温にさらされると一群の蛋白質の合成が誘導されますが、これらの蛋白質はヒートショック蛋白質と呼ばれています。大腸菌、酵母、植物等多くの生物では、低温にさらされると、ヒートショック蛋白質とは異なる一群のストレス蛋白質が発現しますが、これらの蛋白質を総称してコールドショック蛋白質と呼びます。

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。

コンピューターでのsiRNA配列予測

RNAiを誘導するsiRNAの設計を行うプログラムを弊社ＨＰ上にて無料で利用できます。目的遺伝子情報を入力すると、siRNA配列候補が表示され、その中から選択してオンライン注文が可能です。
RNA結合ドメイン
二本鎖RNAを特異的に認識し、結合する機能を担うタンパク質モチーフです。

コールドショック発現システム

米国ニュージャージー医科歯科大学（UMDNJ）ロバートウッドジョンソン校生化学部の井上正順教授の研究グループと当社が共同で開発した大腸菌の低温発現遺伝子を利用した超高効率なタンパク質の発現システムです。コールドショックベクターを用いることにより目的の蛋白質のみを大量に発現させることができるため、通常は必要な目的タンパク質の精製過程が不必要です。大腸菌をタンパク質の製造マシーンとして利用することができる画期的な新規システムです。

T7発現システム
pETシステムに代表されるタンパク質大量発現系をいいます。大腸菌のゲノムに組み込まれたT7 RNAポリメラーゼが、大腸菌に導入されたプラスミド上の強力なプロモーターであるT7プロモーターに作用して、その下流にある目的タンパク質の発現が促進される仕組みになっています。現在最も頻繁に選択される発現系であり、これまでもタンパク質の大量生産に利用されてきましたが、このシステムで発現しないタンパク質が多いこともわかっています。

2本鎖RNA合成キット
当社では、T7 RNA Polymeraseを用いたin vitro transcription反応により、大量の一本鎖RNAを合成するためのキットを販売しています（in vitro transcription T7 kit (for siRNA synthesis)）。T7 RNA Polymeraseを使って、両5’端にT7プロモーター配列を含む二本鎖DNAを鋳型としてプロモーター下流の配列を転写し、効率よくRNAを合成した後、アニールさせることで大量の二本鎖RNAを得ることができます。
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