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相同組み換えによる異常遺伝子を標的とした

遺伝子破壊の試み

―造血器腫瘍への遺伝子治療の可能性―
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Idealsomaticgenetherapyforgeneticdiseasesistor･eplacetheabnormalgenewith

anormalgeneandtonormalizetheabnormalcells. Uptonow,repai1-0fanabnormal

geneCanbeperformedonlybyhomologousrecombinationbetweentheabnormalgene

andthegeneusedforcorrection.Ourstudywasdesigned toassesswhetherhomologous

recombinationoccursinhematopoieticcellsandt()Seeifitisp()ssibletoapplyhomologous

recombination.Murinehematopoieticcellline,FDC--P2,whichbecamem-3independent

bybeingtransfectedwithp210bcr-abl,wasusedforthetar･getcell. Inordertoperform

suchgenereplacement,weconstructedthevectorforhomologousrec()mbinati川1.The

plasmidwasmadebyinsertingNeo-geneintheregionofthebcr-ab上.thymidinekinase

geneoutsideoftrrabl.andplacingbcrablinantidromicwayforrestrictingthehomologous

recombinationtoher-ablarea.Tr.ansfectionwasperformedbyelectroporationandselection

wasdonebycultureaddingG418andgancyclovir.Oneclonewasestablishedandwas

confirmedtobereplacedbythevectorconstructedforhomologousrecombinationbythe

detectionofnotranseriotionofthymidinekinaseandbcr-abl.butpositivetrLmSCl-iption

ofNeogeneinRT-PCRanalysis,andbytheexpectedchangesinthesize(lfthebands

inSouthernblotanalysis.Reaquisitionofm-3dependencywasdemonstratedinthecells

whichautonomouslyproliferateintheIL一､3freec()ndition. Thesefindingssuggestthe
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は じ め に

遺伝子治療は患者の細胞に遺伝子を導入することによ

る治療であるが,これまでは,単に遺伝子を導入するこ

とで治療効果がある症例を選択して行われてきた.すな

わち,変異により欠損している遺伝子顔能を導入遺伝子

の発現によって相補することを目的としたものである.

このような方法では,生体内における様々な正常制御鶴

橋に従った導入遺伝子発現が困難であることや,挿入部

位がコソトロ-ルできないことからくる挿入変異による

癌化等の潜在的危険の存在などの問題点が指摘されてき

た.ところで,近年の激生物系での細胞内遺伝子組換え

機能の解明と,噛乳動物細胞での遺伝子導入技術の開発

が結び付いて,晒乳幣の細胞において屯,2つの遺伝子

問のホモロジ-を認識し 互いに組み換えを起こす鶴橋

(相同巌み換え :homologousrecombination)が解明

され 紅鮭幹細胞(ES細胞)にこの技術を用いて特定

の遺伝子を標的とした遺伝子欠損マウス (ノックアウト

マウス)を作成することで,標的遺伝子の生体内での機

能解明が大きく進展している1㌧ こLI')方法は.体細胞に

応用することで,遺伝子変異によると卜疾患の理想的な

遺伝子治療となりうることが期待されている.相同紐.み

換えによる変異遺伝子の修正は,導入遺伝子の発現が正

常に制御されることはもちろん,導入により変化する遺

伝子がほぼ正常遺伝子と同一であることから,これまで

の過転子治療における潜在的危険の存在が少ないなどの

長所を有している.しかL ES細胞に比 し体細胞では

この相同組み換えの効率が低いことから,観み換え効率

を上げる試みが今後の大きな課題となっている2)3).近

年の遺伝子工学の発展をこより,多くの造血革腫藤が何ら

かの遺伝子異常を伴うことが明らかをこされてきた.なか

でも慢性骨髄性白血病 (CML)における遺伝子異常は

早くから注目されており.染色体転鮭 t(9;221Lq34:

qll)により.ber(breakpointclusterregion)遺伝

千 (22番染色体長腕上に存在lの5'側と.abl遺伝子

(9番染色体長姉上に存在)のエウソン2より下流部分

との融合が生じ,その結果形成された bcr-ablキメラ

遺伝子産物が白血病化をこ重要であることが示されている項)

5),我利 まこの遺伝子異常の細胞増殖における作周を検

討してきており,造血因子依存性に増殖するマウス血液

細胞株 FDC-P2細胞に,この異常遺伝子を導入するこ

とで,造血内子依存性が消失し,自律性増穂能を獲得す

ることを明らかにしてきた6).

今回,白血病に対する相同観み換えを応属した遺伝子

治療の開発を目的として,bar-ablキメラ遺伝子を導入

して自律増殖を獲得した FtX二一--P2細胞を用い.tx,r-abl

キメラ遺伝子を標的とした相同鼠み換え技術による遺伝

子破壊を試み,増殖因子依存性を再獲得した細胞を得る

ことに成功した.このことは造血器澄轟における遺伝子

治療の可能性を示唆するものであり,ここに報告する.

材 料 と 方 法

プラスミド及びプラスミド処理に用いた方法 :1)

pG汀210(図 1し);nr.MartinL.Scott(Whitehead

Instittlte,Nin(IcmllbridgeCellter.Cam上)ridge.MAl

より供与された.これは Moionyle通emiavims(Mo)

LT)5'longtenllillalrev,at(LTR)とmyel()Proliftlrati＼re

sarcoma＼･irusLMPSV)C7～)3'I/rRの間に trr-abl漁

び Neomyeinresistantgelle(Nco)を含む7､.2)pS-

HTdl.:Thrmidinekinase(TIく1の供給源として使用

した.これは SV40及び ⅢSV (単純-ルペスウイル

ス)の TK のダブルプロモーターを有する TK を含

む.31pMCINeoPolyA LSltⅠミATAGENE.I_A.LTSAl;

NeoL')供給源として用いた.HS＼･･rLT)TK L')promollor

を有する Ne()は制限酵素 Xhol.SalI 他界にて切

;)出し可能である.

制限酵素i二は ClaILTOYOⅨ),東京).ECORI(T(}

Y()BO.東京上 NdeI (.TOYOBO,東京上 HindⅢ

(TOYOBO.束宗主 SalI(TOYOBO.東京),XhoI

(TOYOBO,東京),を用い,制限酵素断端平滑化には

LigationKit＼′'er_1及び Ver.2LTaKaRa,大津)杏

使用した.

Cellline:lL-3依存性iこ増殖するてウス骨髄球糸細
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FliL7d]1)0.α)

図 1 プラスミドpGD'210.円上の数字は HindⅢ 認識部位をOとした各々の制限
酵素認識部位を示し 単位は kbである.東印は挿Å遺伝子の5'から3'の方
向を示す.bcr-ablは LTR(Mo上 Ⅰ_一TR(MPSV上 Neo.Ampと転写方向
が一致 している.lJTR(Mo):Molonyleukemiavirusの longternl.inalre-
peat,LTR(MPSV〕:Myeolo-Proliferativesareoma＼riruSの Iongtermina一
repeat,Ne():neomyeinresistantgene.Amp:ampicillinresistantgene

胸株 FTr-fつ を使用した9､.培糞は1096年二胎仔血清 (FちS)

を含む RPMI1640培地で行い.ⅠL-3供給源としては

WEHト3(マウス骨髄単球性細胞株で,IL-3を産生)培

喪上清を10%添加した.

insituhybridization:FDC-P2細胞を染色体解析

と同様にスライドグラス上に滴下して,変性処丹後 Nick

TranslationKit(B(漕hringerMannheim,Mannheim,

Ger･many)を用いて digoxigenin-dUTPiこて標識した

rGD'210Neo~を prot治 として-仁7'Lりダイズした.

その後.propidium iodideを用いて染色体を染色し,

antidigoxigeninFITCにて免疫染色を施行,-(ブり

ダイズしたシグナルを染色体上に検出した.

Electroporatioll:遺伝子導入は electroporationを

利用した.増殖期にある FDC-P2を RPhn1640培養

液で2回洗浄後 2.5×106個の細胞と 50F略･･mlの濃度

の線状プラスミドDNA を 80fLlの培地に浮遊させて

電気バJLス用キュベ･ソトにいれ パルス電界強度 1.75

1Ot島津,京都)を利用し印加ペ′して数 1回の条件で

electropnrationを行った10､.

核酸の抽出 :genomicDNAの抽出は SepaGene(Sa-

nkoJunyaku)を用いた.RNA は acidguanidine､

phenol,chlorof(1m (AGPC法)を用し､抽出した.

RT-PCR及び PCR:RT-PCR は totalRNA2/Lg

よりrandomprimerをもちいて Rousasscx:iatedviruS

(RAV-2)を逆転写酵素として cI)NA を作成し,これ

を鋳型に PCRをおこなった.Gell()mieDNA は,1/唱

を PCRに使用した.kr-abl:センスブラ(て一一;"5'-

GGAGCTGCAGATGCTGACCAACll".アンチセン

スブラ1'マ一一こ"5'-TCAGACm AGm CAAAGTC-
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3日'.Neo:セソスプライマ- ;"5'-TCCATCATGGC-

TGATGCAATGCGGC-3'",アソチセソスプライマー ;

"5'…tl,ATAGAAGGCGATGCG(1'GeC,八八′rCG･･･････丁.I.

TK:セソスプライマー 了̀5'-ATCGTCTACGTACCC-

GAG∝GATGAm ACi ",アソチセソスプライマ- ;

TĈ m iC(1ーATA八C.GT八二i‥'.

反応条件は denature:94℃1分,孜nneaiing:kT-ablに

は63℃1分,他は55℃1分,extension:72℃1分で 30

cycle施行 した.電気泳導は3% NuSieve/1% Seakem

agarosegelでおこない,エチジウムブロマイド染色に

て紫外線下でバンドを確認 した.PCRproductはそれ

ぞれ bcr-abl;200bp,Nco;432bp,TK;327bpで

ある.

サザンブロット:抽出した DNA IOpgを Sph王 に

て鮎埋したものを0.8% agarose酢1で泳動し,Hybond…

N+membrane(AmeTSham,England)にプロットし

た艶 pGD'210NeO-より 汝r部分を EcoRI,Sail

にて切 り出 した 800bp領域を probeとして検索 した.

ラベルには di卯Xigenin-dUTP をもちい,ハイブリダ

イゼイショソとプロットの洗いは DIGDNAla似imgand

dPteCl.ionkitH')(博hrillget･～:11annheim､MLlnnheim.

Germany)のマニュアル通り施行した.

壇63

結 果

1.)Gl)'L'lONpo一導入 n-X二1'2細胞株 :PGI)'31ONL101

プラスミドを制限酵素 ClaI処理により Neoを切 り

出した後をこ,再度プラスミド自体を self-1igationして 13蘭

kbpのNeomycinresistamt琵eneを欠くpGげ210NeO-

を作成 した.pGIブコlONeo~は NdeI処理で線状化し

た後,FDC-P2に electTOPOTationで導入 した.導入

後の FDC-P2細胞株は亜時間 IL-3存在下で培養後,

臥-3非存在下での培養を継続 し,軋-3非依存性となっ

非依存性殊として得られた.これらの細胞が bcr-ablキ

メラ遺伝子を発現 していることは RT-PCR にて確認

された.また,欄間組み換え目的のため,キメラ遺伝子

のコピ-数を imsituhybridizaもionで検索 したところ,

全てのクローソが1コピーであることが確認された (図

2l.

pGD'210TKbcrNeoablreverseの構築 :標的遺伝子

を tx:r唱blキメラ遺伝子に限定させるために,まず rGD'-

210Neo冊の ber-abl領域を EcoR王処理にて切 り出

し 遅向きにして再度挿入した (妄応D'210Neo-reverse),

さらに,相同組み換え遺伝子導入後の negative及び

posit主veselectiomのために pSHT8)から SV40,HSV-
TK プロを-タ-を含んだ TK 遺伝子を切り出し,fGD'-

図 2 pGD'21ONeo~導入 FDC-P2細胞の pGD'210Neo~iこ対する Fl-
SH.digoxigenin-dLTTPにて漂諭 した pGt)'21ONeO-を pl･obe
とした.pGl)'21ONeO-が 1二lL∴･導 入されていることを示す.
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2)10Neo-re＼,erseを NdeI 処理後どちらも平滑端ILL

理 して ligati｡1･1した (pGD'21OTKⅠ･eヽ･ers(立 最後iこ

ph･llCINeoPolyA かl?.っXhoI,SalI 処理にて切･L‖lJJ

された HSV-TK プロモーターを有する Neo遺伝子

杏.SalI処埋後の pGr)121OTKreヽ･erseに ligation し

て pGD'210TKbcrNeoablreverseを構築 した (図 3).

pGL)'210TKbcrNeoablre＼,ersL,を岡し､た相同組:Il撫

え遺伝子導 入 :1:]ビーーCT)pGl)'1)10Neo~を導 入され

自律増殖を昼する m C-P2をこ対 して相同組み換え遺伝

子導 入を意図 して.PGI)1)1()T王くkrNeoablreヽ-erseを制

限酵素 Clこ11 処理 して線状化後,electroPOrこ_Itionに

よる導入を試みた.electroporation後は IL-3存在下

で:i8時間培養操.続 いて さ吊 こGL'118LIleOm)てin

Llnalogue:Sigmこ1,StLouis.MO〕.gこlnC)でlo＼.ir

(Syntex-Roehe,PaloAlto,CA)をそれぞれ 1m雷/

ml.1(WILM LLり濃度上在るように加:iた培養に移行した.

その後の培養で G418,gancyclovirどちらにも抵抗性

を示 して増殖 した細胞から RNA を抽出,bar-abiの発

現を検索 した.その結果,RT-PCR にて bcr-ablの発

現が認められず,G418,琵anCyClovirどちらにも抵抗

FIindIJIlHn

図 3 ゾ:riスミド r)GD､21OTIくbcrNeoabll･e＼･erSe.円上し:r)数字は Hindm 認識
部位を0とした各々の制限酵素の位置を示 し,単位は kbである.朱印
は挿入遺伝子の5'から3'(7)方向を示す.kr-ablと Neoは LTRLMo),LTR

(MPSV),TK,Ampと転写方向が逆転 している.LTR(Mo):Moiony
leukemia＼Tirusの longtermi11i11repくさLlt､LTR (MPSV):Myeol｡ -
proliferatiヽ･esaT･COma＼･･.irusの Iongte1-Illinこtlrepeat.Nco:neomycin
resistant酢me,この部位は pMCまNeoPoiyA 由来である,TK:Thymidine
kinase.HSV:herTX,～SimplexvirtlSTKpromotlor.SV40:S＼∴40promo-
tor,TK,HSV,SV40は pSHT 由来である,Amp:ampicillinresistant
gene
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性を示して増殖した細粒が 1L'.--ン得:l畑′二.和同組

み換え選伝予導入は合計 して 1×且が個以上の細胞に対

して試みたが,そのうちの1タロMyのみが上記条件を

満たす鮎のだった.

pGl)'L'10Nenh導入 Fl)(､-r'L'H)Gl)1210Np｡勺と .
pGl)'1'lONeot導入後に t)C,け1'10'llくkrNL10こ_lhlrtm-1･st一

にて相同組み換えによる尊兄に成功 したと考えられた

Fl)C-･1つ2(.pGD1210'I'1くl≠､l･NL､いこIlっ11で＼でrSeLH~tt~1上目)

抽ILIJ,した DNA をJ甘いて h(TI--こlhl.N(､oJと･して '1､1くそ

れぞれの週転子についてその inte酢ationを PCR で検

465

索した中その結鼠 底;D'2旦ONeo】導入細胞では bc㌣abl

は存在するが,Neo,TK は確認されなかった,一方,

相同組み換え後の細胞では bcr-abl,Neoは存在するが,

TK は認められなかった (図 47a).次にこれらの細胞

でのそれぞれの遺伝子発現を RT-PCR にて検索した.

pGl)'21ON(､し11導入 FIXl-1~)ごては kI･-こIhlの}"r'1発現

を認め,Neo,TK は発現していなかった.一方,相同

組み換え後の細胞では bcr-ab王,TK は発現しておらず,

Neoのみの発現が確認された (図 4ih).さらに相同縫_

み換え遺伝子導入後 G逢18,鍔anCyClovir存在下で増殖

図 4-a
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図 4-b

図 4 各種導入細胞(71hLlr-こlbt,Neo.'Iltくハ.LL-1~)PCR 解析,および,

んで選択して増殖Lた,''t--ンハト11.pGt~)210TKberNeoahll-i,＼,LII･SP

(HRl:pGD210Nnl-細胞に pGD210TKhcrNpoablreヽ,el･seを導入
しき相同巌み換えが起こったと考えられた FDC-P2.(a):G e m o m e

DNA をこおいて,200晦 の 協a2タイプ k㌣ab且キメラ遺伝子が,orig豆na且
FDC-P2を除き全てに inte宮rateされている.positivecontro且の
短いパソドは 125bpであり,beT-ablの b2aB タイプのキメラ遺伝
子を反映する11㌧NeL1遺伝了圭[pGD21OTKtx:rNeoablre＼,erse(.R土工

pGI)210TKberNeoこIbllで＼･erSeけIRlにおいて検出される.Tlく遺伝
子は pGD'210TKbcrNeoablreveTSe(RI)で検出されるが,pGD210-
TKbcTNeoablTeVeTSe(HR)では検出されない.(ら):それぞれの遺

伝子の発現をみると,pGD'210TKberNeoablreverse(HR)では,bcP
abl,TK の発現は認められず,Neoのみの発現が認められた.一方,

pGD'210TKbcrNeoablreverse撒王)では,bcr-aらl,NeoさらをこTK
のいずれの遺伝子も発現が認められた.
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No.ofrells(＼ 10 ミ ml)
18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

･･◆･･pGn21Oneo -

+pCTnTにbcrNeoablreverse(HR)

-■トpGDTkbCr＼eoablreヽ-'erse(Rn

+ pGnTLh(i.ヽeoablre＼でrSe(Rl★1

() 1 1 3 1 5 ()

daysofculture

導入 FDC-P2.pGD210TKbcrNeoablre＼･でrSe(RT*):pGD210Neo~
細胞に pGD210TKberNeoablre＼･erseを導入し.G･･418.ganCyCIo＼･ir
で選択された FDC-P2タロ-ソのlつ.pGD210TKbcrNeoablreverse
(RIl:pGD21ONeo一細胞に pC,r)21()TKtTX=rNer1ablreヽ-erseを導入し.
G姐8のみで選択して増殖したタロ-ソの1つ.pGD210TKbcrNeoabire-
verse(HRl:PGI)210Neo一細胞に pGr)210TKltlrNeoablreヽ･erseを
導入し,相同鼠み換えが起こったと考えられた FDC-P2.相同観み
換えが起こったクローンのみが 王L13非存在下での培養で増殖が認
められなかった,

を認めた細胞の Ⅰレ3依存性を検索すると,bcr増blが

発現してし､たい細胞性 (pGl)'210TIくt忙1-Ne(1dblreヽ･L,rSe

(HR))でのみ,王L-3依存性増殖を示すことが確認さ

れた (図 5).

ところで,相同組み換えのための遺伝子導入試行後に

G418のみで選択された F持C-P2細胞は,比較的容易

をこ得られたのであるが,このような細胞をこついてその inte-

grationと発現を検索すると,bcr-abl,Neo,TK 全て

の遺伝子挿入と発現が確認され,この段階では導入遺伝

子がラソダムをこ挿入されたと考える (図 4pGD'210'TK-

krNeoabll･eヽ,erse(Rl圧 きよー1iこG418.gancyclo＼うr存

在下での培養にて増殖した細胞も,実際をこ相同組み換え

が起こったと考えられるもの以外にもいくつか得られた

が (図 4pGl)'21OTKtx:rNeoablreヽ,erseLRI*日.そL71

ような細胞では kr-abiの発現が認められ さらをこPCR

をこて TK 遺伝子の integrat量onがないことが確認され

た.これは導入が相同阻み換えによるものでなくランダ

ムをこ導入され,加えて導入のさいに TK が失われたも

のと考える (図6).このことは,それぞれのプラスミ

-1GT

ド､を導入した 閏ⅩyP2細胞株から抽出したサザソプT3ッ

トで,相同組み換え遺伝子導入が確認された細胞 (FGD7 -

210TKbcrNeoablreverse(HR))ではオリジナルであ

る pGD'210Neoー導入細胞に認められるバンドよりも

約 1kb長いことが確認され そ畑 こ対して G･118.ga 叶

eyelovir存在下で増殖Lた細胞 tpGI).21OTKbcrNeo-

abireverse(R王*))では2本のバソドQが認められ,その

jH-.,I-,はすりジ十,Iである pGl)1210Neo一導入 Fl_X=-

P2と同じサイズで,もう-方は全くサイズの異なる部

位にバンドを認めたことからも示唆された.

考 察

相同阻み換えを応用した遺伝子治療は,導入遺伝子の

発現が正常に制御されることや,導入による遺伝子変化

が少ないことなど大きな可能性を秘めている.しめゝし,

相同組も換えが起こる率が非常iこ低いtiこES細胞に

比し体細胞ではさらにその効率が低いことから,観み換

え効率を向上させることが今後遺伝子治療に応周する上

での大きな課題の1つである2)急).今回使用したマウス
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図 6 pGn1210TKtrrNeoablIでVPI･sLlが導入された 々T-ーンで G418.ga11CIllL110＼rir存在.
下での培轟にて屯レクトされたが be㌣ab且を発現したタロ…ソの PCR および RT-

PCR解析.方法は本文療照.TK 遺伝子は Genome上をこ検出されず,また発現
も認められなかった.

I{/I

図 7 各種導入細胞のサIfン-7't]-卜解析.方法は本文参照.pGn'210-
Nぐ｡-:直1)I210NL､い~導入 l･111-tTj､正三r)121011くLx:I-NeOLlbllで＼･し､ITL､
(RI*い pGD'210TKbcrNeoablTeVerSeが導入された FⅨ:-P2の
うち TK は発現 しないが bcT-ablは発現するクローソ,pGD'-
210TKbcrNeoablreverse(HR):pGD亨210TKbcrNeoablreverse
により相同組み換えが起こ-｡たタ四一ソ.pGD'210TKtx:rNeoablre-

verse(冊 )では約 1謹㈱ bp長いバ封ごが認められ,pGD'210TK-
bcrNeoablreverse撒Ⅰ*)では2本のバンドが認められるが, ラ
ち1本は pGD'210Neo冊に認められるバンドと大きさが-致 し
ている.長いバリドはランダムな位置-の挿入であることを示唆
している.
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骨髄性白血病細胞株 FDC-P2を開いた系においても,

相同組み換えが発生したと考えられる確率はほぼ 108個

に1個という低さであった申しかしながら最近では,晒

乳動物細胞における遺伝子の綴み換えや,修繕に関与す

るとされる Rad51などのヒト組み換え遺伝子がタロ-

エソダされてきているほ).このような遺伝子の生物活

性の解明及びその応欄により相同組み換えの効率が向上

する可能性があるものと考えられる.相同組み換えを意

図した等入方法としては,現段階ではウイルスを用いた

方法よりも electropor離ionの有用性が高いと考えら

れる.実際 Smithiesらほ鎌状赤血球貧血に対して異

常 針globin遺伝子を標的とした相同組み換えによる

遺伝子置換を成功させている旦3)i埋)

今回,bcr-ablキメラ遺伝子導入により自律増殖する

造血器腰慶のモデルを作成 し,さらに相同組み換えを用

いて,導入した異常遺伝子を破壊して,その発現を抑制

し,元来 FDC-P2細胞株が有していた成長因子依存を

再度獲得した細胞を得ることに成功 したことを示した,

相同組み換えを意図しての plasmid作成においては,

469

Ilt､OnlrCil1耐性遺伝(-LNt丁｡1によ,::ipositi＼でSeleclion

上 thH11idillekinこLSt,遺伝子 (TKlによる gLulC)で1爪,㌔ir

を用いた nLILILlli＼でSelctiい日を利用した.さ吊こkl･-ahl

を遵向きに挿入したプラスミドを周いたのは,相同組み

換えを bcr-abl領域以外のプラスミド部分で発生 しに

くくするためである.その結果として期待 した遺伝子組

み換えが確認されるのは,図 8をこ示すような遺伝子配

列の間で組み換えが起こった場合である.今回得られた

1タロ-ソにおいては,以下の点が検索された.1)玩汀-

abl,Neo遺伝子の integTationが示される,2)TK 遺

伝子の integratiomが否定される.3)Neo遺伝子の

発現が認められ,一方,bcr-abュ,TK 遺伝子の発現が

認められない.4)bcr-abl遺伝子のサザンブロットで,

bcr-ablよりも Neo遺伝子の分だげ長いバンドとして

検出された,以上のデ-タから今回得られた1タロ-ソ

においては,目的とした襟的遺伝子との相同組み換えが

生じているものと考えられる.問題点はやはり組替え効

率が非常に低いことであった,しかしながら,造血器腰

喝細胞においても homologousIでCOll･lbilliltionが起こ

heri.hl nC‖ hcr･,ilhl LTR(Mo) Amp '1､K I.捕 (MPS＼

図 8 相同組jt換えn模式図.Aは pGl)'210NCO-を Ndel 処理にて線状化

したもの,Bは pGD'210TKbcrNeoablreverseを Cla王処理をこて線状
化したも(/り･I-1､1ミ:longtel一一11inこ11rCl'(ut,AnlP:l･ンビうりン耐性過
i･. ■ ･i l､1.. ,!･･:･･.＼ .I･.･ .. I.､､･･1 ..

viruslへ･IPS＼･':Ml･el(叩1-01irLITILlti＼･psarcomi=･･irus.縦矢印は制限酵素
認識部位を示し 横朱印は転写方向を示す.EcoR王認識部位ではきまれ
た領域間で相同巌み換えが起こることを目的とした.
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ることを確認 し得たことは,今後の遺伝子治療の1つの

方向性を示唆 したもnである.
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