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1. 緒言 

レトロウイルスベクターは宿主ゲノムへの高効

率な遺伝子導入法として繁用されている。ゲノム

への組込みはウイルス由来のインテグラーゼ (IN) 

による酵素反応であるが、導入部位はランダムで

あり、不制御性が問題となっている。本研究では、

IN の機能を欠損したレトロウイルスベクター 

(IDRV) を用いて、レトロウイルス cDNA を細胞

へ導入し、Cre-loxP システムによりゲノム上にお

けるターゲットサイト特異的に遺伝子導入する方

法を開発した。 

2. 実験方法 

 IN の触媒コア領域に存在する DDE 領域に対し

て変異  (D184A) を加えた IN 発現ベクター 

(pGP-M) を作製した。ウイルスベクター生産用プ

ラスミド (pQMSCV) には、両端を野生型および

変 異 loxP に 挟 ま れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 

(Neor(ATG)-IRES-EGFP) を組込んだ。このプラ

スミドと pGP-M および pVSV-G を用いて、293FT

細胞に一過性導入することで IDRV を調製した。

宿主ゲノム内に、対応する loxPおよびレポーター

遺伝子があらかじめ導入された CHO 細胞を作製

し、Cre 発現ベクターの一過性発現 24h 後、IDRV

を感染させた。薬剤選抜後、ゲノム DNA を抽出し、

PCR 法およびサザンブロット法で解析した。 

3. 実験結果および考察 

 CHO 細胞に、レトロウイルスベクターを用いて

loxP およびレポーター遺伝子(Hygr-IRES-DsRed)

を導入した。レポーター遺伝子の両端を loxPおよ

び変異 loxP (loxA) で挟み、かつ Hygr上流に開始コ

ドン (ATG) と loxP をインフレームとなるよう設

計した (図 1a)。対応する薬剤および赤色蛍光で選

抜後、サザンブロット法で解析したところ、シン

グルコピーで導入された細胞株 (CHO/F17) を樹

立することができた。 

IDRV 由来レトロウイルス cDNA は、宿主ゲノ

ムへ組込まれず、LTR 間で環状構造を形成した状

態で細胞内にとどまっている (図 1c)。そこで、変

異型 IN 発現ベクターを用いて IDRV を調製した。

IDRV には、両端を loxPおよび変異 loxP (loxB) で

挟まれ、かつ Neorの開始コドンを欠損させるよう

に設計したレポーター遺伝子  (Neor-IRES-EGFP) 

を組込んだ (図 1b)。CHO/F17 細胞に Cre 発現ベ

クターを一過性で導入後、IDRV を感染させた。

G418 で選抜したところ、赤色蛍光から緑色蛍光へ

とシフトした細胞が観察された。得られたクロー

ンからゲノム DNA を抽出し、目的の組込み反応が

起こったときにのみ検出されるプライマーを用い

て、PCR 解析を行ったところ、配列特異的にゲノ

ム内に導入されていることがわかった。さらに、

サザンブロット法で解析した結果、導入遺伝子は、

目的の配列部位のみに組込まれていることがわか

った (図 2)。これらの結果から、本法は、細胞ゲ

ノムにおいてターゲットサイト特異的な遺伝子導

入法として利用できることが明らかとなった。 
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図１．IDRV を用いた Cre-loxPによる遺伝子導入 
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図２．サザンブロット法による部位特異的遺伝子

導入の解析 
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