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第 1 章 要旨 

 

CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集技術は、生命科学の発展を加速させる技術として注目を集めてお
り、基礎研究にとどまらず、幅広い分野での活用が期待されている。特に医療分野では、ガンや希少疾

病などの治療へ向けた応用が拡がりつつある。ゼブラフィッシュにおいても、このゲノム編集技術を利

用し、未だ解明されていない遺伝子機能を明らかにすることは、ヒトの遺伝子機能の解明や疾患の原因

追及につながると期待される。 
胚における遺伝子機能の解明には、その発現の観察と、それがコードするタンパク質の解析が重要で

ある。両者を同時に容易にする方法として、タグ配列とともにその下流にタンパク質の共発現を可能と

する 2A配列と蛍光タンパク質遺伝子をもつカセットを目的遺伝子にノックインする方法が考えられ
る。本研究では、ゼブラフィッシュゲノムへこのようなカセットをノックインすることにより、目的タ

ンパク質へのタグ付けと胚における遺伝子発現の可視化を同時に実現させることを目指した。 
これまでゼブラフィッシュにおいて CRISPR-Cas9を利用し、目的の DNA配列を正確にノックインし
た例は報告されているが、そのノックイン効率は一般的に低い[1,2]。また、短いタグ配列は比較的効率
よくノックインされるが、蛍光タンパク質遺伝子を含むカセットは 1kb程度の長さの DNAとなること
から、ゲノムへのノックインはさらに困難になる。そこで、最初にノックインを効率よく行える方法の

確立を目指した。 
まず、長い一本鎖 DNA（ssDNA）をドナーとした場合の蛍光タンパク質遺伝子カセットの sox3遺伝
子へのノックイン効率を調べた。今回は約 950ntのカセットとその両端にホモロジーアーム（HA）をも
つ ssDNAである sox3(LHA)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-sox3(RHA)を、両方の DNA鎖について作製し
た。5’側のホモロージーアームは 300nt、3’側のホモロージーアームは 50nt長とした。この ssDNAドナ
ーと sox3の C末部を切断する CRISPR-Cas9 RNP複合体を同時にゼブラフィッシュ胚へ顕微注入した。
そして、蛍光顕微鏡で GFPの発現を調べた後、受精後 1日胚のゲノムを抽出し、PCRによりゲノムへ
のノックイン効率を調べた。その結果、どちらの鎖の ssDNAを使用するかがノックイン効率に大きく
影響し、gRNAが結合するターゲット鎖の方がより効率が良いことが分かった。しかし、PCRによりノ
ックインが生じたことを確認できたにもかかわらず、GFPタンパク質の蛍光シグナルが観察できなかっ
たことから、sox3遺伝子へのノックインの効率はかなり低いことが示唆された。 
次に、ノックイン効率を高めるために二本鎖 DNA（dsDNA）をドナーとした場合の蛍光タンパク質
遺伝子カセットのノックイン効率を調べた。この際、プラスミドドナーが in vivoで 2 箇所切断され、直

鎖状 dsDNAドナーが作り出されるように、カセットの両端にユニバーサル gRNA（UgRNA）のターゲ
ット配列を挿入した。UgRNAとしては、先行研究[3]における GeneWeld法で用いられたものと、私た

ちの研究[4]から得られた切断効率に影響を及ぼす crRNAの配列特徴のデータに基づき設計された新た

な UgRNAの合わせて 2つを試した。この UgRNAを HAの外側に隣接して挿入した UgRNA-
sox3(LHA)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-sox3(RHA)-UgRNA プラスミドを作成した。このプラスミドをド

ナーとして用い、ユニバーサル UgRNAと sox3 gRNAおよび Cas9 mRNAまたは sox3 ユニバーサル RNP
複合体を同時にゼブラフィッシュ胚へ顕微注入した。そして、GFPの発現を調べた後、PCRによりゲノ
ムへのノックイン効率を調べた。同時に sox3部位でインデルが生じた頻度をサンガーシーケンスに基づ

く方法（TIDE）で調べた。その結果、新たに設計した UgRNAの方がノックイン効率が高かった。しか

し、この方法でも PCRによりノックインが生じたことを確認できたにもかかわらず、GFPタンパク質
の蛍光シグナルは観察できなかった。この時 sox3部位で生じたインデルの頻度は、sox3を切断するた
めのコンポーネントのみを用いた場合より、ノックインコンポーネントを加えた場合の方が低かった。

このことより、ノックインコンポーネントの影響により sox3部位での切断が起こりにくくなることもノ

ックイン効率に影響している可能性がある。 
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第 2 章 序論 

 

CRISPR-Cas9システムは，標的遺伝子部位で二本鎖 DNA切断（DSBs）を行い、狙った部位を高精度

かつ簡便に改変することができる技術である[5]。よって、強力なゲノム編集技術ツールとして、医療・

農業・漁業など様々な研究分野において幅広く応用されている。中でも、医療分野においては、ガン化

を促進する遺伝子発現の抑制や、希少疾病に関わる遺伝子のスイッチを制御可能にして発現量をコント

ロールするなど、ガンや希少疾病に対する応用が注目されている[6,7]。 

ゼブラフィッシュは、発生過程を研究するためのモデルシステムとして広く使用されてきたが、ヒト

の病気をモデル化するための貴重なシステムとしても利用されている。ゼブラフィッシュの器官の発生

と機能はヒトのそれと非常に似ており、また変異体またはトランスジェニック魚の作成が容易であるこ

とから疾患モデルの作製も数多く行われてきた[8]。さらに、ゼブラフィッシュはヒトと高い遺伝的類似

性を共有しており、ヒトの疾患に関連する遺伝子の約 70％にはゼブラフィッシュの機能的相同体が存在

する[9]。よって、ゼブラフィッシュを用いて遺伝子機能を解析し、未だ解明されていない遺伝子の働き

を理解することは、ヒトの遺伝子機能の解明や疾患の原因究明につながる。 

そのゼブラフィッシュ胚における遺伝子機能の解明には、その発現のレポーター遺伝子を利用した観

察や、それがコードするタンパク質の解析が重要である。両者を同時に容易にする方法として、タグ配

列とともにその下流にタンパク質の共発現を可能とする 2A配列と蛍光タンパク質遺伝子をもつカセッ

トを目的遺伝子にノックインする方法が考えられる。2A配列は、一つの読み枠から 2つの個別のタン

パク質を発現することができるため、この方法を用いることでタグ付き目的タンパク質と蛍光タンパク

質を個別に発現させることが可能となる（図 1）[10]。加えて、CRISPR-Cas9を用いたノックイン技術

の利用により、部位特異的な目的配列の挿入が可能となる。 

CRISPR-Cas9は、Cas9タンパク質に加えて CRISPR RNA（crRNA）とトランス活性型 crRNA

（tracrRNA）の 2つの RNA分子からなるガイド RNA（gRNA）より構成されており、gRNAの crRNA

が標的 DNA 上の標的配列を認識する。Cas9 酵素は 2つの DNA切断ドメインをもち、一方が標的 DNA

の片方の鎖を、もう一方が反対鎖を切断し、合わせて 2本鎖切断を引き起こす。DNAの二本鎖切断は

Protospacer Adjacent Motif（PAM）配列上流 3 塩基目と 4 塩基目の間で生じる。その後，切断された

DNAの修復のために 2 種類の機構が引き起こされる。1つは非相同末端結合（NHEJ）で、DSBs部位に

挿入または欠損の変異を導入する。もう 1つは相同組換え修復（HDR）で、これを利用してドナーDNA

を切断部位に挿入することにより、遺伝子へのノックインが可能になる。また、HDRを利用したノック

インは、一塩基置換のような短鎖の挿入だけではなく、蛍光タンパク質レポーター遺伝子やプロモータ

ーなどの長い配列の挿入にも用いられている。 

よって、本研究では、修復経路としてドナーDNAによる相同組換え修復を利用し、ゼブラフィッシ

ュゲノム上の sox3を標的に、タグとともに 2A配列と蛍光タンパク質遺伝子を含む約 950bp-1kbpのカセ

ットをノックインした。相同組換え修復のドナーDNA テンプレートとして、一本鎖 DNA（ssDNA）と

二本鎖 DNA（dsDNA）を用いる方法があるが、本研究では両者を比較した。 

近年、ssDNAを相同組換え修復のドナーに用いることで、ノックイン効率が高まるとともに、ゲノム

へのランダムな挿入が低減することが報告されていることより[1,11]、まず ssDNAを相同組換え修復ド
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ナーとしたときのノックイン法の確立を目指した。さらに、ターゲティングベクターの in vitroまたは

in vivo 線形化は、HDRを促すことが報告されていることから[12,13,14,15,16]、次に dsDNAを相同組換

え修復のドナーに用いたときのノックイン法の効率化を目指した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2A 蛍光タンパク質遺伝子

目的遺伝子WT genome

stop
↓

3’UTR

ドナーDNA Tag

目的遺伝子 蛍光タンパク質遺伝子2A

目的タンパク質 蛍光タンパク質

Tag

図 1. タグ配列、2A配列、蛍光タンパク質遺伝子が連結されたカセットのノックイン 

ゲノム上の目的遺伝子の C末端相当部位に、タグ配列と共にその下流側に 2A配列と蛍光タンパク

質遺伝子をノックインすることで、タグ付き目的タンパク質と蛍光タンパク質を個別に発現させるこ

とができる。 
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第 3 章 結果 

 

一本鎖 DNA（ssDNA）を相同組換え修復ドナーとした場合の蛍光タンパク質遺伝子カセットのノック

イン効率の評価 

 

一本鎖 DNA（ssDNA）を相同組換え修復ドナーとしたときのノックイン効率を評価した。まず、

ssDNAを調製するためのプラスミドを作製した。pCU19 ベクターを基本とし、目的遺伝子として

sox3、蛍光タンパク質遺伝子として EGFPを用い、その間に 2A配列を挿入した。また、Sox3と EGFP

タンパク質の同時検出が可能となるように、ペプチドタグとして FLAGx3をそれぞれに付加した（図

2A）。このプラスミドから ssDNAを作製する際、ssDNAとしては 2つの鎖ができるが、どちらの鎖が

ノックイン効率が良いのかを比較するため両方を調製した。このとき、CRISPRで gRNAが結合する配

列をターゲット鎖、その反対の鎖をノンターゲット鎖とした（図 2BC）。ssDNAのホモロジーアーム

（HA）の長さに関しては、タグ配列のみをノックインした研究[1]で効率の高かったものとし、5’側は

300nt、3’側は 50ntとした。その後、ゼブラフィッシュゲノムの sox3 C末端へ約 950ntの配列をノック

インするために、ssDNAと RNP複合体を 1 細胞期のゼブラフィッシュ胚の卵黄嚢へ顕微注入した（図

2D）。 

そして、70%-epiboryと 24 hpf（hours post-fertilization）で蛍光を観察するとともに、25 hpfで DNAを

抽出し、PCRを行うことでノックインが生じているかどうかを調べた。その結果、ノンターゲット鎖で

はノックインアレルに由来するバンドを検出することはできなかったが、ターゲット鎖ではノックイン

バンドが見られた （図 3）。このことから、どちらの鎖の ssDNAを使用するかがノックイン効率に大

きく影響し、sox3の場合、ターゲット鎖の方がより効率が良いことが分かった。しかし、PCRによりノ

ックインが生じたことを確認できたにもかかわらず、GFPタンパク質の蛍光シグナルは観察できなかっ

た。以上より、sox3遺伝子へのノックインの効率はかなり低く、蛍光を可視化できるほどのタンパク質

が発現されていないことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

 

A

B C

D

図 2. ssDNAを修復ドナーとしたときのノックイン法の概略 

(A) 作製したプラスミド配列：pUC19-sox3-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR。HAの長さは 5’側を

300nt、3’側を 50ntとした。 

(B) 2つの ssDNA配列。ターゲット鎖とノンターゲット鎖配列を示す。 

(C) CRISPR-Cas9におけるターゲットとノンターゲットを示す図。gRNAの crRNA配列が結合するゲノ

ムをターゲット、その反対のゲノムをノンターゲットと呼ぶ。画像は（https://sg.idtdna.com/jp/site/alt-

r.html）から引用した。 

(D) ssDNAドナーを用いたゼブラフィッシュ sox3ゲノムへのノックイン法。sox3を標的とし、CRISPR-

Cas9により二本鎖切断（DSBs）を誘導し、約 950ntの ssDNAをゼブラフィッシュゲノムへノックイン

する。配列中の太い黒線は、stopコドンを示している。 
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図 3. ssDNAドナーを用いた場合のノックインアレルの検出 

 ssDNAと RNP複合体を含む溶液を 1 細胞期のゼブラフィッシュ胚へ顕微注入後、PCR 反応した後、

電気泳動した。− はWTのゼブラフィッシュ胚から DNAを抽出し PCRを行った。ターゲット、ノンタ

ーゲットは、使用した ssDNAを示す。矢印は、ノックインが生じた場合に生じるアレルから増幅され

る約 500bpのバンドを示す。 
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in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイによるユニバーサルガイド UgRNAの切断効率の評価 

 

以前の研究で、ターゲットコンストラクトの設計を簡便にし、Cas9による in vivoでのドナーカセッ

トの遊離を可能にするために、CRISPRScanを使用し最適な塩基組成を持つユニバーサルガイド RNA配

列（UgRNA）が設計された[17]。そして、この UgRNAを活用し、ゲノム標的部位へ正確なゲノムの挿

入を促進する戦略である GeneWeldが開発された[3]。この UgRNAを蛍光タンパク質レポーターカセッ

トの両端に付加したドナープラスミドを in vivoで使用すると、二本鎖切断により遊離したレポーターカ

セットがゼブラフィッシュの noto遺伝子標的部位に効率的な相同組換え修復を介してノックインされる

ことが示されている[17]。 

そこで、sox3遺伝子において、UgRNAを用いた二本鎖 DNA（dsDNA）をドナーとした場合の蛍光タ

ンパク質遺伝子カセットのノックイン効率を調べた。まず、UgRNAの設計を行い、今回 2つの UgRNA

を作製した。1つ目は、先行研究[3]で用いられた UgRNA配列で、UgRNAを用い in vivoで直鎖状の

dsDNAドナーにしてノックインする手法を GeneWeld 戦略と呼ぶため、UgRNA-GeneWeld(UgRNA-GW)

とした（図 4C）。2つ目は、私たちの研究[4]から得られたデータを元に新たに設計した UgRNA配列で

ある（図 4C）。この研究では、51 個の crRNAの切断効率データをもとに kpLogo ツールを用いて、

crRNAの標的配列から切断効率に影響を与えている位置特異的な特徴を統計的解析により検出した（ヌ

クレオチドロゴの大きさによって可視化したデータを図 4ABに示す）。この配列特徴に基づき、

UgRNA-GWの配列を CRISPR-Cas9による切断により好ましいヌクレオチドに変更し、UgRNA-

kpHigh(UgRNA-kpH)とした（図 4C）。この際、ゲノムへのオフターゲットも考慮した。 
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A

B

C

図 4. kpLogoで決定された位置固有のモノヌクレオチド機能とユニバーサル UgRNAの設計 

(A) 51 個の crRNAにおける各位置のヌクレオチドの割合。位置 1から 20はプロトスペーサー配列、

位置 21〜23は PAM配列である。 

(B) HiFi Cas9で得られたモノヌクレオチドの特徴の kpLogo プロット。crRNAの配列特徴は、 

GitHub（https://github.com/xuebingwu/kpLogo）からインストールした kpLogo（v1.1）を用い、crRNAの

標的配列と ICEで得られた切断効率を重み付けデータとして入力しロゴを生成した。上側は好ましい

ヌクレオチド、下側は好ましくないヌクレオチドを示し、各位置の統計的優位性を-log10(P)とした。

位置 1-20はプロトスペーサー配列、NGGは PAM配列である。（** P  <0.01 / 4 = 0.0025; * P  <0.05 / 

4 = 0.0125）(A), (B)は文献[4]より転載した。 

(C) 作製した UgRNA。UgRNA-kpHは、(B)を元に UgRNA-GWを好ましいヌクレオチドと好ましくな

いヌクレオチドに分類し、好ましくないヌクレオチドを好ましいヌクレオチドに変更した。 
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次に、設計した 2つの UgRNAをゼブラフィッシュ胚へ顕微注入する前に、crRNAの切断効率を評価

する in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイを行った。NanoLucの間に UgRNAを 1カ所含むプラスミドを作

製し、crRNAが標的とする配列を PCRで増幅させ、精製した PCR断片を基質として使用した。また、

顕微注入前に UgRNAが Cas9 RNP複合体との混合溶液中で切断されないことの確認を行うため、酵素

活性に必要なMgCl2の有無が異なる 2 種類のバッファーを使用した。HiFi Cas9 RNP複合体による切断

反応を行った後に、CRISPR-Cas9により切断されたフラグメント断片と非切断フラグメント断片をアガ

ロースゲル電気泳動で分離し、ImageJを用いてバンドの濃淡を測定し、濃淡変化から切断効率を求めた

（図 5、表 1）。その結果、予想通りMgCl2を加えた方でのみ UgRNA切断フラグメントのバンドが見

られた。これは顕微注入前のMgCl2を含まない溶液中では UgRNAが切断されないことを示す。切断効

率については、GWでは 61.6%、kpHでは 76.2%となり、好ましいヌクレオチドに変更した UgRNAの方

で切断効率が向上した。 
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図 5. PCR断片を基質とした in vitro切断反応後のアガロース電気泳動の結果 

反応液としては、PCR断片とともに HiFi Cas9 RNP複合体とMgCl2を添加したもの（+）としていない

もの（−）を使用した。切断反応後、電気泳動を行い dsGreenで染色し、Fusion FXで可視化した。ImageJ

を用いてバンドの濃淡を測定した後、切断効率を{1- Uncleaved fragment(+RNP complex)/ Uncleaved fragment 

(-RNP complex)}×100で算出した。 

 

表 1.  PCR断片を基質とした In vitro CRISPR-Cas9切断アッセイで測定した crRNAの切断効率 



13 
 

さらに、基質と Cas9 RNP複合体の濃度をインジェクションに用いる溶液の条件と同様にし、in vitro 

CRISPR-Cas9切断アッセイを行った。NanoLucの間に UgRNAを１カ所含むプラスミドを基質として使

用し、先ほどと同様、HiFi Cas9 RNP複合体による切断反応を行った後に、CRISPR-Cas9により切断さ

れたフラグメント断片と非切断プラスミドを 2%のアガロース電気泳動で分離し、ImageJを用いてバン

ドの濃淡を測定し、濃淡変化から切断効率を求めた（図 6、表 2）。その結果、プラスミドを基質とし

た場合でも、予想通りMgCl2を加えた方でのみ UgRNAの切断により直鎖状になったフラグメントのバ

ンドを確認できた。アガロース電気泳動では、切断され直鎖状になった DNAは共有結合性閉環状 DNA

より移動度が遅くなると説明されることが多いが、1%のアガロースゲルとは異なり 2%のゲルではバン

ドの出方が逆になることが示されている[18]。これは顕微注入前のMgCl2を含まないインジェクション

に用いる溶液中では UgRNAが切断されないことを示した。切断効率については、GWでは 79.0%、kpH

では 72.9%となり、プラスミドが基質の場合でも UgRNAはMgCl2依存的に効率的に切断されることが

分かった。 
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図 6. プラスミドを基質とした in vitro切断反応後のアガロース電気泳動の結果 

反応液としては、プラスミドとともに HiFi Cas9 RNP複合体とMgCl2を添加したもの（+）としていないも

の（−）を使用した。切断反応後、電気泳動を行い dsGreenで染色し、Fusion FXで可視化した。ImageJを用

いてバンドの濃淡を測定した後、切断効率を{1- Uncleaved fragment(+RNP complex)/ Uncleaved fragment (-RNP 

complex)}×100で算出した。 

表 2. プラスミドを基質とした in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイで測定した crRNAの切断効率 
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二本鎖 DNA（dsDNA）を相同組換え修復ドナーとした場合の蛍光タンパク質遺伝子カセットのノック

イン効率の評価 

 

 まず、二本鎖 DNA（dsDNA）を相同組換え修復ドナーとして用いるためのプラスミドを作製した。

pBSⅡSK(-)ベクターを基本とし、目的遺伝子として sox3、蛍光タンパク質遺伝子として NLS-EGFPを用

い、その間に 2A配列を挿入した。また、Sox3タンパク質の同時検出が可能となるように、ペプチドタ

グとして FLAGx3を付加した。最近の研究では、アフリカツメガエル、シルクワーム、ゼブラフィッシ

ュ、およびマウスの細胞で、ゲノム標的部位との相同配列が短い（≤40bp）場合でも、プラスミドが切

断され、直鎖状ドナーdsDNAを遊離させることで、ゲノム切断部位での正確な組み込みを促進できるこ

とが明らかになった[19,20,21]。よって、プラスミドドナーが in vivoで 2 箇所切断され、直鎖状 dsDNA

ドナーが作り出されるように、カセットの両端に UgRNAのターゲット配列を挿入した（図 7）。

dsDNAのホモロジーアーム（HA）の長さに関しては、先行研究でノックイン効率の高かったものとし

[3]、5’側、3’側ともに 50bpとした。その後、Cas9タンパク質を用いるときは sox3 Cas9 RNP複合体、ユ

ニバーサル RNP複合体およびドナープラスミドを、Cas9 mRNAを用いるときは Cas9 mRNA、sox3 

gRNA、UgRNAおよびドナープラスミドを 1 細胞期のゼブラフィッシュ胚の細胞質へ顕微注入し、ゼブ

ラフィッシュゲノムの sox3 C末端へ約 1kbpの DNA配列をノックインすることを試みた（図 7）。 

 

 

 

 

図 7. dsDNAを修復ドナーとしたときのノックイン法の概略 

sox3を標的とし、CRISPR-Cas9により二本鎖切断（DSBs）を引き起こし、約 1kbpの dsDNAを 

ゼブラフィッシュゲノムへノックインする方法を示す。配列中の太い黒線は、stopコドンを示している。 
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そして、70%-epiboryと 24 hpf（hours post-fertilization）で蛍光を観察観察するとともに、25 hpfで

DNAを抽出し、PCRを行うことでノックインが生じているかどうかを調べた。また同時に、TIDEによ

る切断効率の評価を行った。 

その結果、UgRNAでは kpH、Cas9では mRNAを使用した場合に、ノックインアレルに由来するバン

ドを検出できた（図 8）。しかし、この方法でも PCRによりノックインが生じたことを確認できたにも

かかわらず、GFPタンパク質の蛍光シグナルは観察できなかった。また、新たに設計した UgRNA-kpH

の方がノックイン効率は高かったが、sox3部位で生じたインデルの頻度は、ノックインバンドが生じた

ものでインデル頻度も高い傾向にあったため、UgRNA-kpHを用いることでノックイン効率が高まった

かどうかは判断できなかった。同じ crRNAを単独で RNPとして用いた以前の実験では 70%程度のイン

デルが見られたのに対し、今回の実験ではインデル頻度は 3.0%-29.8%と低い値を示したことから、sox3

部位での二本鎖切断がこの実験に関しては起こりにくい状態になっていたことが分かった（表 3）。 

 

 

 

 

 

  

ー

UgRNA
Cas9

GW kpH
protein mRNA

GW kpH
protein mRNA

1 2 31 2 31 2 31 2 3

4 5 64 5 64 5 64 5 6

M ー

図 8. dsDNAドナーを用いたノックインの確認 

－は HiFi Cas9 RNP複合体を添加していない溶液を顕微注入したゼブラフィッシュ胚から DNAを

抽出し PCRを行った。PCR 反応後、電気泳動した。矢印は、ノックインが生じた場合に生じるアレ

ルから増幅される約 500bpのバンドを示す。 

 

表 3. ゼブラフィッシュ胚での in vivo 反応後に測定した crRNAの切断効率 

 

1 2 3 4 5 6

UgRNA-GW_Cas9 protein 7.7 4.6 3.2 3.6 16.6 8.8 9.5

UgRNA-kph_Cas9 protein 7.2 4.0 8.6 15.8 5.6 5.2 4.0

UgRNA-GW_Cas9 mRNA 3.7 3.1 2.3 5.1 3.0 3.6 5.0

UgRNA-GW kph_Cas9 mRNA 14.5 29.8 20.1 13.1 5.6 5.6 12.8

Injection solution Mean
Sample
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ノックインコンポーネントが切断効率に与える影響 

 

インデルの頻度が低いことの要因として、ノックインのコンポーネントである UgRNAとプラスミド

ドナーが sox3部位での二本鎖切断を阻害している可能性が考えられる。よって、ノックインコンポーネ

ントが sox3切断効率に与える影響の評価を行った。顕微注入した溶液は、sox3切断コンポーネントで

ある Cas9 mRNAと sox3 gRNAを混合したもの、さらにノックインコンポーネントを加えた Cas9 mRNA

と sox3 gRNA、UgRNA、dsDNAを 1 細胞期のゼブラフィッシュ胚の細胞質へ顕微注入し、ゼブラフィ

ッシュゲノムの sox3 C末端へ約 1kbpのゲノムをノックインした。 

その結果、ノックインコンポーネントを顕微注入した方のノックインの確認では、ノックインバンド

が生じることを確認できたが（図 9）、この時も GFPタンパク質の蛍光シグナルは観察できなかった。

sox3部位で生じたインデルの頻度は、sox3を切断するためのコンポーネントのみを用いた場合より、さ

らにノックインコンポーネントを加えた場合の方が低かった（表 4）。このことより、ノックインコン

ポーネントの影響により、sox3部位での二本鎖切断が起こりにくくなっており、このことがノックイン

効率を低下させている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

図 9. ノックインコンポーネントによる影響評価のノックインの確認 

－は HiFi Cas9 RNP複合体を添加していない溶液を顕微注入したゼブラフィッシュ胚から DNAを抽出

し PCRを行った。PCR 反応後、電気泳動した。矢印は、ノックインが生じた場合に生じるアレルから増

幅される約 500bpのバンドを示す。 

表 4. ノックインコンポーネントによる影響評価における crRNAの切断効率 

 

1 2 3 4

Cas9 mRNA-sox3 gRNA 21.4 19.5 23.4 24.8 17.9

Cas9 mRNA-sox3 gRNA-UgRNA-dsDNA 5.2 3 2.6 9.8 5.2

Injection solution Mean
Sample
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第 4 章 考察 

 

まず、ssDNAドナーを用いた場合、sox3ではターゲット鎖の方がノックイン効率が良いことが分かっ

た。しかし、生物種や遺伝子、ノックインカセットや HAの長さなど、ノックインの効率には様々な要

因が関係しているため、他の遺伝子へのノックインでは必ずしもターゲット鎖の方が効率が良いわけで

はないことがわかっている[1]。よって、どちらの鎖がドナーとして適しているのかに関しては、その都

度検討する必要がある。また、PCRによりノックインアレルに由来するバンドが生じることを確認でき

たが、GFP蛍光タンパク質の蛍光シグナルを観察できなかったことから、ノックインの効率または蛍光

タンパク質の発現量はかなり低いのではないかと考えられた。 

次に、dsDNAドナーを用いた場合も、PCRによりノックインバンドが生じることを確認できたが、

GFP蛍光タンパク質の蛍光シグナルを観察できなかった。また、TIDEによるインデル頻度の解析によ

り、全体的に sox3ターゲット部位における切断効率が低いことが分かったが、標的部位が二本鎖切断さ

れる効率が高い場合にはノックインされることが観察された。したがって、本研究では低かった切断効

率を向上させることができればノックイン効率も向上し、蛍光タンパク質シグナルも可視化できる可能

性があると考える。さらに、UgRNA配列を挿入し、in vivoで直鎖上の dsDNAドナーとして遊離させる

ことでノックイン効率が高まるとされている一方、UgRNAを切断するための gRNAやドナープラスミ

ドがゲノムの標的部位での二本鎖切断を妨げる可能性があることも明らかになった。これらノックイン

コンポーネントが、sox3部位での切断効率に与える影響として、in vivoでは至適化された UgRNAに

Cas9タンパク質への結合が優先的に起こり、sox3 gRNAの方が RNP複合体を産生しにくくなり、それ

がゲノムの二本鎖切断に影響を及ぼしているのではないかと考えられる。しかし、ドナープラスミドに

よる直接の影響も考えられるため、ノックインコンポーネントの何が sox3部位での切断効率に影響する

かについては、今後さらに検討する必要がある。 

本研究では、ssDNA、dsDNAどちらの修復ドナーを使用した場合も、PCRによるゼブラフィッシュゲ

ノムへのノックインは生じたが、GFPタンパク質の蛍光シグナルは観察できなかった。通常、CRISPR-

Cas9によって誘導される DNA 二本鎖切断の相同組換えを介した修復は、主に NHEJによって修復され

るため、HDRを介した修復の頻度は本質的に低くなる。また、2A配列の下流側のタンパク質発現量

は、上流側よりも低下するため、ノックイン効率が低いことに加え、タンパク質発現量も少ないことか

ら可視化することが困難になっているのではないかと考えられる。それを改善する方法として、蛍光タ

ンパク質発現の観点から今後の課題を述べる。 

蛍光タンパク質シグナルを可視化できるようにする方法としては、まず、蛍光タンパク質の蛍光強度

が低い場合、蛍光強度が高いものに変更することが考えられる。現在、EGFPを蛍光タンパク質として

用いているが、より蛍光強度が高いとされている mNeonGreenに変更することや、赤色蛍光タンパク質

の方がより発現を観察しやすいことから、蛍光強度の高い mScarlet-Iを用いる方法が考えられる。次

に、内在の蛍光タンパク質が少ない場合、蛍光タンパク質の発現量を増加させる方法も検討に値する。

実際に、Gal4-UASシステムを利用することにより、ノックインされた Gal4を介して発現誘導された蛍

光タンパク質の可視化に成功している[3]。この方法では、Gal4-UASシステムを用いることで、内在の

タンパク質発現量が少ない場合でも、Gal4タンパク質を認識する配列の下流に蛍光タンパク質遺伝子を
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配置することで、発現量を増加させることができ、蛍光タンパク質の観察が可能になることが期待でき

る。 

 蛍光タンパク質遺伝子カセットを効率よくノックインするには、上記の事柄を今後検討していく必要

があると考える。 
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第 5 章 材料と方法 

 

ssDNA 修復ドナーの作製 

目的遺伝子として sox3、レポーター遺伝子として EGFP、その間に 2Aを含む ssDNAを作製した。最

終的な ssDNA sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)とその反対鎖 3’UTR(50)-FLAGx3-EGFP-

2A-FLAGx3-sox3(300)を作製するにあたり、以下の 3段階のステップで行った。 

 

1st step：pUC19-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)の作製 

以前の研究[22]で作製したプラスミド pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3と pUC19-sox3(300)-

FLAGx3-3’UTR(50)[1]を制限酵素 XhoI/XbaIで切断した後、アガロースゲル電気泳動により分離し、ゲ

ルから目的のバンドを切り出し精製した。その後、ベクターを含む pUC19-sox3(300)-3’UTR(50)とインサ

ート FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3を用いてライゲーションを行い、プラスミド pUC19-sox3(300)-FLAGx3-

2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)を得た。pUC19-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)を保持した

大腸菌を小規模・中規模で培養しプラスミド DNAを精製し、4℃で保存した。 

 

2nd step：pLSODN-3-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)の作製 

1st step作製したプラスミド pUC19-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)を制限酵素

EcoRI/Pstlで切断した後、Klenowで平滑末端にしたもの、およびプラスミド pLSODN-3を制限酵素

EcoRⅤで切断したものをアガロースゲル電気泳動により分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し精製

した。その後、ベクターpLSODN-3とインサート sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)を用い

てライゲーションを行い、プラスミド pLSODN-3-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)と反対

鎖用の pLSODN-3-3’UTR(50)-FLAGx3-EGFP-2A-FLAGx3-sox3(300)を得た。pLSODN-3- sox3(300)-

FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)あるいは pLSODN-3-3’UTR(50)-FLAGx3-EGFP-2A-FLAGx3-

sox3(300)を保持した大腸菌を小規模・中規模で培養しプラスミド DNAを精製し、4℃で保存した。 

 

3rd step：sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50) / 3’UTR(50)-FLAGx3-EGFP-2A-FLAGx3-

sox3(300) ssDNAの作製 

2nd stepで作製したプラスミド pLSODN-3-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50)、および 

pLSODN-3-3’UTR(50)- FLAGx3-EGFP-2A-FLAGx3-sox3(300)をニッキング酵素 Nt.BspQI/Nb.BbvCIで切断

した後、エタノール沈殿により DNAを回収し、TEに溶解した。これと Denaturing Gel-Loading-Buffer

（BioDynamics Laboratory Inc）が 1：3の比になるように混合し、70℃で 5分間インキュベートし変性

後、氷上で 1分間おいた。そして変性した DNAをアガロースゲル電気泳動により分離し、ゲルから目

的のバンドを切り出し、精製により得られた sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3-3’UTR(50) ssDNA、

および 3’UTR(50)-FLAGx3-EGFP-2A-FLAGx3-sox3(300) ssDNAを-20℃で保存した。 

 

作成にあたって、形質転換とプラスミドを増幅させるために E.coil JM109 を⽤い、⼩規模プラスミド
精製は Fast Gene Plasmid Mini Kit（NIPPON Genetics CO.Ltd）を使⽤し、標準プロトコルで⾏った。
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中規模のプラスミド精製は、NucleoSnap Prasmid Midi（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.KG）を使
⽤し、標準プロトコルで⾏った。 

 
in vitroにおける CRISPR-Cas9切断アッセイ 

・UgRNAを１カ所含むプラスミドの作製 

NanoLucの間に UgRNAを 1 箇所含むプラスミド pNano-ano-Luk-TK(GW)、および pNano-ano-Luk-

TK(kpH)を作製するにあたり、以下の 3段階のステップで行った。GW/kpHは、UgRNA-GWあるいは

UgRNA-kpHのいずれかの配列を持つことを示す。 

 

1st step：pNano-ano-Luk-TKの作製 

pNL1.1.TK[Nluk-TK]をテンプレートとし、制限酵素サイトを含むように作成したプライマー（表 5）

で PCRにより二つの DNA断片を増幅した。この PCRを含め以下の実験の PCRでもクローニングを行

う場合は、KOD-Neo-Plus（Toyobo）を用いて目的の DNA断片を増幅した。それぞれの PCR産物を制限

酵素 Hindlll/XhoI、あるいは XhoI/XbaIで切断した後、pNL1.1.TK[Nluk-TK]の Hindlllと XbaIの間に挿入

し、pNano-ano-Luk-TKを得た。その後、pNano-ano-Luk-TKを保持した大腸菌を小規模・中規模で培養

し、プラスミド DNAを精製した。 

 

2nd step：Bglll-UgRNA(GW/kpH)-XhoI断片の合成 

UgRNA(GW/kpH)は制限酵素部位で連結できるよう、オリゴヌクレオチドのセンス鎖(S)とアンチセン

ス鎖(A)をアニールさせ(表 6)、Bglll-UgRNA(GW/kpH)-XhoI断片を得た。 

 

3rd Step：pNano-ano-Luk-TK(GW)、pNano-ano-Luk-TK(kpH)の作製 

1st stepで作製した pNano-ano-Luk-TKを制限酵素 Bglll/XhoIで切断した後、アガロースゲル電気泳動

により分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し精製した。その後、ベクターpNano-ano-Luk-TKと

Bglll-UgRNA(GW/kpH)-XhoIを用いてライゲーションを行い、プラスミド pNano-ano-Luk-TK(kpH)を得

た。pNano-ano-Luk-TK(GW)については、上記の方法でライゲーションができなかったため、以下の方法

を用いた。 

 

pNano-ano-Luk-TKをテンプレートとし、制限酵素サイトを含むように作成したプライマー（表 7）で

PCRにより断片を増幅した。PCR産物を制限酵素 BglⅡ/XbaIで切断した後、pNano-ano-Luk-TKの BglⅡ

と XbaIの間に挿入し、pNano-ano-Luk-TK(GW)を得た。その後、pNano-ano-Luk-TK(GW)を保持した大腸

菌を小規模・中規模で培養し、プラスミド DNAを精製した。さらに、pNano-ano-Luk-TK(GW/kpH)とも

にサンガーDNAシーケンスを行い（eurofins）、CLC Main Workbench7を用いて塩基配列を確認した。 

 

作成にあたって、形質転換とプラスミドを増幅させるために E.coil JM109を用い、小規模プラスミド

精製は Fast Gene Plasmid Mini Kit（NIPPON Genetics CO.Ltd）を使用し、標準プロトコルで行った。中規

模のプラスミド精製は、NucleoSnap Prasmid Midi（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.KG）を使用し、標

準プロトコルで行った。 
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・フラグメント断片を基質とした場合の in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイ 

in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイの反応は、IDTのプロトコル（Alt-R CRISPR-Cas9 System：In vitro 

cleavage of target DNA with ribonucleoprotein complex）にしたがった。1xCas9 Nuclease Reaction Buffer（20 

mM HEPES pH 6.5, 100 mM NaCl, 5.0 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA）、100 nM CRISPR-Cas9 RNP複合体、お

よび 5 nM PCR産物を含む 10 µL 中の反応混合液中で標的 DNAの切断反応を行った。MgCl2を含まない

反応液も同時に調製した。反応混合物を 37℃で 20分間インキュベートした後、20 mg/mLの Proteinase 

Kを 1.0 µL 添加し、56℃で 10分間インキュベートして酵素を失活させ、切断反応を止めた。DNAをア

ガロース電気泳動した後、dsGreen（Lumiprobe）で染色し、Fusion FX（Vilber Lourmat）で可視化した。

そして、バンド強度を ImageJ（v1.53）を用いて定量し、切断効率を算出した。 

 

・プラスミドを基質とした場合の in vitro CRISPR-Cas9切断アッセイ 

手順はフラグメント断片を基質とした場合と同様であり、反応混合液のみ変更した。1.0 µM CRISPR-

Cas9 RNP複合体、2.5 nM プラスミド DNA、および 5.0 mM MgCl2を含む 9.0 µL 中の反応混合液中で標

的 DNAの切断反応を行った。反応後、DNAをアガロース電気泳動した後、dsGreen（Lumiprobe）で染

色し、Fusion FX（Vilber Lourmat）で可視化した。そして、バンド強度を ImageJ（v1.53）を用いて定量

し、切断効率を算出した。 

 

dsDNA 修復ドナーの作製 

pBluescript IIを基本とし、以前作成した目的遺伝子として sox3、レポーター遺伝子として EGFP、そ

の間に 2Aを含む dsDNAを作製した。最終的な dsDNA pBSⅡSK(-)-UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-FLAGx3-

2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(50)-UgRNA(GW/kpH)を作製するにあたり、以下の 5段階のステップで行っ

た。 

 

1st step：NLS-EGFP-loxP断片の合成 

NLS-EGFPをテンプレートとし、プライマー（表 8）を用いて PCRにより断片を合成した。PCR産物

はアガロース電気泳動により増幅を確認した後 DNA精製し、-20℃で保存した。 

 

2nd step：pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2A-NLSEGFP-loxP-3’UTR(300)の作製 
以前の研究[22]で作製したプラスミド pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-FLAGx3と 1st stepで合成し

た断片 EGFP-loxPを制限酵素 Spel/Xbalで切断した後、アガロースゲル電気泳動により分離し、ゲルか

ら目的のバンドを切り出し精製した。その後、ベクターを含む pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2Aとインサー

ト NLS-EGFP-loxPでライゲーションを行い、プラスミド pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-loxPを得

た。pCS2-sox3(300)-FLAGx3-2A-EGFP-loxPを保持した大腸菌を中規模で培養しプラスミド DNAを精製

し、4℃で保存した。 

 

3rd step：pUC-sox3(300)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(300)の作製 
プラスミド pUC19-sox3-FLAGx3-TEV-Bio-HiBiT-3’UTR[1]と 2nd stepで作製したプラスミド pCS2-

sox3(300)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxPを制限酵素 Xhol/Xbalで切断した後、アガロースゲル電気泳動に
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より分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し精製した。その後、ベクターpUC19-sox3(300)-

3’UTR(300)とインサート FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxPでライゲーションを行い、プラスミド pUC-

sox3(300)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(300)を得た。pUC-sox3(300)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-

3’UTR(300)を保持した大腸菌を中規模で培養しプラスミド DNAを精製し、4℃で保存した。さらに、

DNAシーケンス（eurofins）にかけ CLC Main Workbench7を用いて塩基配列を確認した。 

 

4th step：UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-FLAGx3-2A-NLSEGFP-loxP-3’UTR(50)-UgRNA(GW/kpH)断片の合成 

pUC-sox3(300)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(300)をテンプレートとし、プライマー（表 9）を用

いて PCRにより DNA断片を合成した。PCR産物はアガロース電気泳動により増幅を確認した後 DNA

精製し、-20℃で保存した。 

 

5th step：pBSⅡSK(-)-UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-FLAGx3-2A-EGFP-loxP-3’UTR(50)-UgRNA(GW/kpH)の作

製 

プラスミド pBluescriptII SK(-)と 4th stepで合成した断片を制限酵素 KpnI/SacIで切断した後、アガロー

スゲル電気泳動により分離し、ゲルから目的のバンドを切り出し精製した。その後、ベクター

pBluescriptII SK(-)とインサート UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(50)-

UgRNA(GW/kpH)を用いてライゲーションを行い、プラスミド pBSⅡSK(-)-UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-

FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(50)-UgRNA(GW/kpH)を得た。pBSⅡSK(-)-UgRNA(GW/kpH)-sox3(50)-

FLAGx3-2A-NLS-EGFP-loxP-3’UTR(50)-UgRNA(GW/kpH)を保持した大腸菌を小規模・中規模で培養しプ

ラスミド DNAを精製し、4℃で保存した。さらに、サンガーDNAシーケンス（eurofins）にかけ CLC 

Main Workbench7を用いて塩基配列を確認した。 

 

顕微注入と DNA調整 

・ssDNAドナーの場合 

RNP複合体（3 fmol）、および ssDNA（70-140 pg）を含む 1.5 nLの溶液を、ゼブラフィッシュ TL系

の自然交配によって得られた 1 細胞期胚の卵黄嚢に顕微注入を行った。顕微注入した胚は、0.03% Red 

sea salt 溶液中、28℃で 24 hpfまで飼育し、DNA extraction buffer（low EDTA）（10 mM Tris-HCl[pH 8.0], 

2.0 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 200 µg/mL Proteinase K）を 1 胚/5.0 µLとなるように加え、ゲノム

DNAを調製した。55℃で 2時間、時折ボルテックスしながらインキュベートし、90℃で 15分間加熱し

Proteinase Kを失活させた後、未精製のゲノム DNA 溶液を PCRに使用した。 

 

・dsDNAドナーの場合 

Cas9タンパク質を用いた場合、RNP複合体（3 fmol）、およびプラスミド DNA（10 pg）を含む 2.5 

nLの溶液、Cas9 mRNAを用いた場合、HiFi Cas9 mRNA（200 pg）、sox3 gRNA（100 pg）、UgRNA

（100 pg）、およびプラスミド DNA（10 pg）を含む 3 nLの溶液を、それぞれゼブラフィッシュ TL系

の自然交配によって得られた 1 細胞期胚の細胞質に顕微注入を行った。顕微注入した胚は、0.03% Red 

sea salt 溶液中、28℃で 24 hpfまで飼育し、DNA extraction buffer（low EDTA）（10 mM Tris-HCl[ph 8.0], 

2.0 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 200 µg/mL Proteinase K）を 1 胚/5.0 µLとなるように加え、ゲノム
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DNAを調整した。55℃で 2時間、時折ボルテックスしながらインキュベートし、90℃で 15分間加熱し

Proteinase Kを失活させた後、未精製のゲノム DNA 溶液を PCRに使用した。 

 

ゲノムノックインと TIDEによるインデル頻度の評価 

sox3ゲノムへのノックイン評価では、PCRは Taq DNA Polymerase（New England Biolabs）を用い、ノ

ックインカセット内および sox3 3’-UTR配列内のプライマーを使用し（表 10）、約 500bpを増幅させ

た。PCR産物をアガロース電気泳動にかけ、ノックインバンドを検出した。 

インデル頻度の定量は、標的とする DNA領域の PCR産物をサンガーシーケンスにより解析し、得ら

れたトレースデータから TIDE（https://tide.nki.nl/）を用いて行った。具体的には、PCRは Taq DNA 

Polymerase（New England Biolabs）を用い、sox3コード配列と 3’-UTR配列内のプライマーを使用し（表

11）、crRNAの標的部位を含む約 600bpを増幅させた。PCR産物をアガロース電気泳動にかけ増幅を確

認した後、磁性ビーズ(NucleoMag® NGS Clean-up and Size Selec)を用いて精製した。精製した PCR産物

をプライマー（表 11, sox3-over300-F1）と混ぜ、サンガーシーケンス（eurofins）した。得られたトレー

スデータを使用して TIDEで解析した。 
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Primer Sequence(5' to 3')

TK-promoter_F CCACTTCGCATATTAAGGTGACG

Nano-ano-Luc_R
GGGCTCGAGGATATCAGATCTGAGCTCTTATACAGTG
ATCTTTTTGCCGTC

Nano-ano-Luc_F GGGCTCGAGGCTAGCTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCG

SV40-pA_R CAATGTATCTTATCATGTCTGCTCG

表 5. pNano-ano-Luc-TK作製に使用したプライマー 

 

Oligo Sequence(5' to 3')

UgRNA-GW-S GATCTGGGAGGCGTTCGGGCCACAGCGGC

UgRNA-GW-A TCGAGCCGCTGTGGCCCGAACGCCTCCCA

UgRNA-kpH-S GATCTGTAGAGGGTCTACCACGCCGCGGC

UgRNA-kpH-A TCGAGCCGCGGCGTGGTAGACCCTCTACA

表 6 .UgRNA作製に使用したオリゴヌクレオチド 

 

Primer Sequence(5' to 3')

BglII-UgRNA(GW)-XhoI-F GGGAGATCTGGGAGGCGTTCGGGCCA
CAGCGGCTCGAGGCTAGCTCCAGTTTG

SV40-pA-R CAATGTATCTTATCATGTCTGCTCG

表 7.  pNano-ano-Luk-TK(GW)作製に使用したプライマー 

Primer Sequence(5' to 3')

NLS-EGFP-F.Spel GGGACTAGTATGGTGTCTAGTGATGATGAGG

NLS-EGFP-R.Stop-Nhel-loxP-Xbal GGGTCTAGAATAACTTCGTATAATGTATGCTATACG
AAGTTATGCTAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG

表 8. NLS-EGFP-loxP 断⽚合成に使⽤したプライマー 
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Primer Sequence(5' to 3')

KpnI-UgRNA(GW)-SalI-sox3-F
GGGGGTACCGGGAGGCGTTCGGGCCACAGCG
GCGTCGACATCAAAGCGCAGGGACAGGCG

UTR-NotI-UgRNA(GW)-SacI-R
GGGGAGCTCGGGAGGCGTTCGGGCCACAGCG
GCGCGGCCGCTCAAAATGTTCAAGTATCCGAAG

KpnI-UgRNA(Uni)-SalI-sox3-F
GGGGGTACCGTAGAGGGTCTACCACGCCGCGG
CGTCGACATCAAAGCGCAGGGACAGGCG

UTR-NotI-UgRNA(Uni)-SacI-R
GGGGAGCTCGTAGAGGGTCTACCACGCCGCGG
CGCGGCCGCTCAAAATGTTCAAGTATCCGAAG

表 9. UgRNA(GW/kpH)-sox3-FLAGx3-2A-EGFP-loxP-3’UTR-UgRNA(GW/kpH)断片の合成に

使用したプライマー 

Primer Sequence(5' to 3')
EGFP-3'-F2 GATCACTCTCGGCATGGACGAG
sox3-3'UTR-over300-R TGAACGTACTCTCCCTCCGT

表 10. sox3ゲノムへのノックイン評価に使用したプライマー 

Primer Sequence(5' to 3')
sox3-over300-F1 GCGGGACTTCAGTACCCAATGA
sox3-3UTR-over300-R TGAACGTACTCTCCCTCCGT

表 11. crRNAの標的部位増幅・サンガーシーケンス解析に使用したプライマー 
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