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略語表 

略語 名称・用語 

BC Barcode 

bp base pair 

ds double strand 

Gb Giga base 

gRNA guide RNA 

HDR Homology-directed repair 

Kb kilo base pair 

KO Knock out 

LAR Large rearrangement 

NGS Next generation sequencing 

ONT Oxford Nanopore Technologie 

PM Point mutation 

ss single strand 

UMI Unique Molecular Identifiers 

WT Wild-type 
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1. 背景 

遺伝子改変技術は、細胞や動物の生体内において、特定の遺伝子がどのような機能を有

しているかを研究するために利用されており、生命科学や医学の分野においてなくてはなら

ない存在である。細胞や動物の特定の遺伝子を改変する技術として、ES 細胞を介した遺伝

子ターゲティング法が長年用いられてきた(1, 2)。遺伝子ターゲティング法は、ES 細胞の標

的ゲノム部位(オンターゲットサイト)に、相同組み換えを利用して内在性遺伝子の破壊や外

来遺伝子の挿入を誘導する手法である(3, 4, 5, 6)。遺伝子改変が行われた細胞や動物を評価

することにより、破壊された遺伝子や挿入された外来遺伝子の機能を明らかにすることが可

能である。しかし、この遺伝子改変技術は ES 細胞が必要なため、マウスなどの ES 細胞の

樹立が可能な一部の動物種に使用が限定されていた。 

近年、遺伝子ターゲティング法に代わる新たな遺伝子改変技術として、CRISPR/Cas な

どのゲノム編集技術が登場した(7, 8)。ゲノム編集技術は ES 細胞を介さずに特定の遺伝子

を改変できることから、あらゆる動物種の遺伝子改変を可能にした(9, 10, 11)。ゲノム編集

ではオンターゲットサイトに意図した変異を誘導することができる。現在までに、Cas9 や

FokI などのヌクレアーゼと Cas9 に融合したデアミナーゼが、それぞれ DNA 二本鎖切断の

導入と塩基編集に使用されている(12, 13, 14)。ゲノム編集による遺伝子改変動物および細

胞株の作製は容易となったが、ゲノム編集の根底にある DNA 修復機構は宿主細胞がもつ内

因性因子によって制御されている(15)。したがって、意図するゲノム編集変異だけをオンタ

ーゲットサイトに誘導することは難しく、逆位・欠損・内因性および外因性の DNA 挿入な

ど、さまざまな意図しないゲノム編集変異も誘導される(16, 17, 18)。つまり、ゲノム編集を

施した細胞や動物の集団には、意図する変異アレルや野生型(wild-type、以下 WT)アレルだ

けでなく、さまざまな意図しない変異アレルも存在する。オンターゲットサイトに誘導され

る意図しない変異の多くは、数十塩基対 (base pair、以下 bp)の挿入および欠損(insertion and 

deletion、以下 indel)変異であり(19, 20, 21)、数百 bp 以上の indel 変異が生じるのは非常に
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稀だと報告されていた(22, 23, 24)。しかし最近、数千塩基対(kilo base pair、以下 kb)単位の

大きな欠損、重複や逆位などの複雑なゲノム構造変化がオンターゲットサイトに生じること

が示された(25)。さらに動物初期胚のゲノム編集では、卵割が進んだ発生ステージでもゲノ

ム編集が起こるため、誕生した動物が 3 つ以上の変異アレルを有するモザイク個体である

ことが少なくない(26)。オンターゲットサイトにおけるゲノム編集結果の正確な評価は、フ

ァウンダー(F0)動物とその子孫の効率的な産出に欠かせない。しかし、これら意図しない変

異とモザイク現象は、遺伝型解析を複雑化させ、ゲノム編集結果の正確な評価の障害となり

うる。一般的にゲノム編集動物の遺伝型解析は、PCR やサンガーシーケンスなどの解析手

法により、ゲノム編集変異配列を決定する。また、3 つ以上の変異アレルを有するモザイク

個体の場合、PCR 産物のサブクローニングを行い、各アレルの変異配列を決定する。しか

し、PCR 産物のサブクローニングにて各アレルの変異配列を決定することは非常に手間で

ある。また、数百 bp のオンターゲットサイトだけに着目する一般的な手法では、数 kb に及

ぶ広範囲のゲノム編集結果を見逃す危険性がある(27, 28)。 

ノックアウト(Knock out、以下 KO)マウスは遺伝子機能解析と疾患メカニズム解明に有

用である。しかし、多くの遺伝子は胚発生および生命維持に必須なため、それらの KO マウ

スは致死を示す。この致死を回避するために条件付きノックアウト(conditional KO)戦略が

用いられる。この戦略で重要となるモデルが flox マウスである。flox マウスは染色体上から

欠損させたい機能的に重要なエクソン(標的エクソンと定義)の上下流のイントロンにそれ

ぞれ LoxP 配列を挿入することにより作出される。flox マウスは Cre リコンビナーゼを発現

するドライバーマウスと交配することで、Cre リコンビナーゼが LoxP 配列を認識し、標的

エクソンのみを染色体から除去する。この戦略により、Cre リコンビナーゼが発現する細胞

でのみ標的遺伝子の機能的不活性化がもたらされるため、致死を回避した in vivo 遺伝子機

能評価が可能となる。KO やポイントミューテーション(Point mutation、以下 PM)などの他

のモデルと同様に、CRISPR/Cas は flox マウスの作製を容易とした(29, 30, 31, 32, 33)。flox
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マウス作製で最も重要なプロセスのひとつは、同一アレル上に 2 つの LoxP が挿入された

cis 型変異アレルを有するマウスを選択することである。flox マウスを作製するためのゲノ

ム編集では、意図する変異である cis 型変異だけではなく、意図しない変異である trans 型

変異も誘導される。従来の解析手法では、同一アレル上の 2 箇所に LoxP が挿入された cis

型変異と、別々のアレル上にそれぞれ 1 つの LoxP が挿入された trans 型変異を判別するこ

とが容易でない(34, 35)。それは、2 つの LoxP が標的エクソンを挟む形で数 kb 離れた領域

に挿入されるケースが多く、長鎖 1 分子解析が必須なためである。ショートリード次世代シ

ークエンス(Next Generation Sequencing、以下 NGS)では原理的に cis/trans を判別できな

いため、各個体ごとのサブクローニング等の大変に手間のかかる作業が必要であった。この

課題は、flox アレル特定のための大きな障害となっている。 

近年、オックスフォード・ナノポアテクノロジーズ(Oxford Nanopore Technologies、以

下ONT)社からナノポアシーケンス技術を用いたロングリードシーケンサー、製品名MinION

がリリースされ、長鎖 DNA NGS 分野に大きな技術革新がもたらされた。MinION は 2014

年に初期ユーザーへリリースされた後、2015 年に正式に商品化された(36)。ナノポアシー

ケンサーは、DNA 分子が膜上に配置されたタンパク質微細孔(ナノポア)を通過する際の電流

の変化でその塩基情報を決定する。DNA 分子そのものから直接塩基配列を決定するため、

事実上シーケンスリードの限界長が存在しない。したがって、ナノポアシーケンスは理想的

なロングリードシーケンス技術だと言える。ナノポアを含むパーツであるフローセルは日々

改良が進められており、開発初期のフローセル_Ver.R6 のスループット: 約 1 ギガベース

(Giga base、以下 Gb)、平均リード長: 約 1 kb、最大リード長: 約 100 kb、精度: 約 70%に

対し、2017 年にリリースされたフローセル_Ver.R9.4 はスループット: 10～20 Gb、平均リ

ード長: 約 24kb、最大リード長: 約 2,300 kb、精度: 90%以上を達成した(37)。MinION は

PacBio のような従来のロングリードシーケンサーと比較して、非常に小さなデバイスであ

り、ランニングコストも低いため、多くの施設で容易に導入可能である。更にライブラリ調
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製もシンプルで簡易な作業性も特徴の 1 つである。  
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2. 目的 

ゲノム編集により作出された F0 マウスの従来の遺伝型解析の手法は、意図しない変異

アレルの見逃し・誤った遺伝型の動物の選択・段階的な解析ステップによる作業の煩雑化な

どの諸問題を抱えている。私はロングリードシーケンスがこれらの課題を克服すると考えた。

そこで、低ランニングコストかつ簡易な作業性を特徴とする MinION によるロングリードシ

ーケンス技術を軸とするゲノム編集マウスの新しい遺伝型解析プラットフォームを開発す

ることを目的として本研究を実施した。  
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3. 方法 

3-1. マウス 

ICR および C57BL/6J マウスは日本チャールス・リバー株式会社から入手した。

C57BL/6J-Tyrem2Utr マウスは、理研バイオリソース研究センターから入手した

(#RBRC06459)。マウスは SPF 条件下で室温 23.5±2.5℃、および湿度 52.5±12.5％に維持さ

れた部屋で、14 時間の明期: 10 時間の暗期のサイクルでプラスチック製のケージで飼育し

た。マウスは市販の餌 (MF ダイエット:オリエンタル酵母工業株式会社)とろ過水を与えた。

すべての動物実験は、筑波大学動物実験取扱い規程、文部科学省の研究機関等における動物

実験等の実施に関する基本指針および実験動物・動物実験に関わる法令やガイドラインに従

い実施された。 

 

 

3-2. マウス初期胚のゲノム編集 

PM マウスと KO マウスは、エレクトロポレーション法で作製した(38)。各変異を誘導

するための guide RNA(以下、gRNA)標的配列を表 1 に示す。gRNA は、GeneArt Precision 

gRNA Synthesis Kit(Thermo Fisher Scientific)を使用して合成および精製し、Opti-

MEM(Thermo Fisher Scientific)に溶解した。PM マウスのゲノム編集においては、表 2 に示

す 3 つの一本鎖(single strand、以下 ss)DNA ドナーを設計し、点変異を誘導した。これらの

ssDNA ドナーは Ultramer DNA オリゴとして、Integrated DNA Technologies にて合成され、

Opti-MEM に溶解した。PM マウスのゲノム編集においては、gRNA(5 ng/μL)と ssDNA (100 

ng/μL)および GeneArt Platinum Cas9 ヌクレアーゼ(100 ng/μL; Thermo Fisher Scientific)の

混合物(以下、gRNA/ssDNA/Cas9 混合物)を調整した。KO マウスのゲノム編集においては、

2 つの gRNA(それぞれ 25 ng/μL)および GeneArt Platinum Cas9 ヌクレアーゼ(100 ng/μL; 
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Thermo Fisher Scientific)の混合物(以下、2 つの gRNA/Cas9 混合物)を調整した。 

雌馬血清ゴナドトロピン PMSG(5 U)とヒト絨毛性ゴナドトロピン hCG (5 U)を 48 時間

間隔で C57BL/6J 雌マウスの腹腔内に投与し、過剰排卵を誘導した。次に未受精卵を卵管か

ら採取し、標準的なプロトコルに従って未受精卵と C57BL/6J 雄マウスの精子を用いて体外

受精を行った。 5 時間後、PM マウスのゲノム編集においては gRNA/ssDNA/Cas9 混合物、

KO マウスのゲノム編集においては 2 つの gRNA/Cas9 混合物を使用し、NEPA 

21(NepaGene)を用いて、以前に報告された条件(39)でマウス受精卵にエレクトロポレーシ

ョンした。 2 細胞期に発生した胚は偽妊娠 ICR 雌マウスの卵管に移植した。flox マウスは、

マイクロインジェクション法で作製した(40)。表 1 に示す各 gRNA 標的配列は、gRNA と

Cas9 の両方の発現ユニットを持つ pX330-mC プラスミド(40)のエントリーサイトに挿入し

た。これらの pX330-mC プラスミドおよび二本鎖(double strand、以下 ds)DNA ドナーは、

FastGene プラスミドミニキット(日本ジェネティクス)を使用して精製し、マイクロインジ

ェクション用に MILLEX-GV 0.22 μm フィルターユニット(メルクミリポア)で濾過した。次

に、前述の方法を用いて過剰排卵を誘導された C57BL/6J 雌マウスを C57BL/6J 雄マウスと

自然交配し、交配した雌マウスの卵管から受精卵を採取した。各遺伝子について、2 つの

pX330-mC(各 5 ng/μL)と dsDNA ドナーDNA(10 ng/μL)の混合物を受精の前核にマイクロイ

ンジェクションした。生存受精卵は偽妊娠した ICR 雌マウスの卵管に移植し、産仔を取得

した。産仔が約 3 週齢時に尾をサンプリングし、ゲノム DNA 抽出に使用した。なお、ゲノ

ム編集マウス作製はトランスボーダー研究センターのグループに委託した。 

 

 

3-3. ナノポアシーケンスのためのライブラリ調製とシーケンス 

ゲノム DNA抽出は PI-200(KURABO)を使用し、製造元のプロトコルに従って実行した。
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抽出したゲノム DNA を PCR のテンプレートに使用し、KOD multi&Epi(TOYOBO)と表 3 に

示すプライマー(ターゲットアンプリコンプライマーと命名)を用いて、オンターゲットサイ

トのゲノム領域を増幅する 1st PCRを表 4に示す反応組成液、および反応条件で実施した。

得られた PCR 産物を蒸留水で 5 倍希釈したものを Nested PCR のテンプレートに使用し、

KOD multi&Epi と表 5 に示すプライマー(バーコードアタッチメントプライマーと命名)を用

いて、Nested PCR を表 6 に示す反応組成液、および反応条件で実施した。得られたバーコ

ード付きの Nested PCR 産物を等量混合し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit(日本ジェネ

ティクス)を用いて精製した。精製したバーコード付き混合 PCR 産物を 20～30 ng/μL に調

製し、ナノポアシーケンスのためのライブラリ調製に使用した。ライブラリ調製は NEBNext 

End repair/dA-tailing Module(New EnglandBioLabs)、および Ligation Sequencing 1D キット

SQK-LSK108_109(ONT)を使用し、製造元のプロトコルに従って実行した。調製したシーケ

ンスライブラリは、R9.4 SpotON Flow Cell_FLO-MIN106(ONT)にロードした。ナノポアシ

ーケンスランは MinKNOW GUI(バージョン 4.0.20)を用いて 24 時間、または 36 時間で実行

した。 

 

3-4. ソフトウェア解析 

git と conda をインストール済みのパソコンにソフトウェアをダウンロードした(git 

clone https://github.com/akikuno/DAJIN.git)。次に、ソフトウェア解析に必要なディレクトリ

を作成した。 

  



14 

 

作成したディレクトリの構成を以下に示す。 

├── DAJIN 

├── input.txt 

├── design.fasta 

├── fastq 

│   ├── barcode01.fastq 

│   ├── barcode02.fastq 

│   ├── barcode03.fastq 

│   ├── ...... 

 

各ディレクトリの詳細を以下に示す。 

➢DAJIN 

 : git clone でダウンロードしたディレクトリ。 
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➢input.txt 

以下の形式のテキストファイルを作成。 

********************************************************************************** 

design=DAJIN/example/design.txt 

input_dir=DAJIN/example/demultiplex 

control=barcode〇 

grna=〇,〇 

genome=〇 

output_dir=DAJIN_result 

threads=〇 

filter=on/off 

********************************************************************************* 

Input.txt の各項目について、以下に示す。 

・design 

 ：想定される各アレルタイプの配列を記載した FASTA 形式のテキストファイルを作成す

る。解析を実行するためには、WT アレルの配列を記載した>wt ファイルと意図する変異

アレルの配列を記載した>target の 2 つのテキストファイルは必ず作成する。なお、意図

しない変異アレルの配列を記載したテキストファイルを加えることができる。 

・input_dir 

 : FASTA/FASTQ ファイルを含むディレクトリを作成する。 

 



16 

 

・control  

: WT コントロールの barcode 番号を記載する。 

・grna 

  : gRNA 配列を記載する。なお、gRNA が 2 つ以上の場合は各配列を,で区切る。 

・genome  

: 参照ゲノム(mm10, hg38 など)を記載する。 

・output_dir 

: 結果を保存するディレクトリの名前を記載する。デフォルトは DAJIN_results。 

・Threads 

: 解析に使用する CPU スレッド数を記載する。デフォルトは利用可能な CPU スレッド 

数の 3 分の 2 を使用。 

・filter（on/off） 

: フィルターの on/off を記載する。on の場合、マイナーアレル(意図する変異アレルが 

1%以下、その他のアレルが 3%以下)を解析結果から除く。デフォルトは on。 

なお、design, input_dir, control, grna の 4 つは必須項目とする。 

➢design.fasta 

Multi-FASTA 形式のテキストファイルを作成する。WT アレルの配列である>wt と意図する

変異アレルの配列である>target の 2 つは必ず記載する。なお、意図しない変異アレルの配

列を加えることができる。 
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>target 

意図する変異アレルの塩基配列情報を記載 

>wt 

WT アレルの塩基配列情報を記載 

➢fastq 

ナノポアシーケンスランにより取得した生データファイル。1 つのサンプルにつき 1 つの

fastq ファイルをディレクトリ内に格納する。 

各ディレクトリを作成したのち、ソフトウェア解析を実行した(./DAJIN/DAJIN.sh -i 

design.txt)。 

 

 

3-5. 従来の遺伝型解析の手法(PCR、PCR-RFLP、サンガーシーケンス) 

PM マウスおよび KO マウスの遺伝型解析では、AmpliTaq Gold 360 DNA ポリメラーゼ

(Thermo Fisher Scientific)、および表 7 に示すプライマーを使用して PCR を行った。その

後、PCR 産物のサイズを確認するためにアガロースゲル電気泳動を行った。flox マウスの遺

伝型解析では、PCR 産物を制限酵素で切断し、断片のサイズを確認する手法(以下、PCR-

RFLP)を行った。KOD FX(TOYOBO)、および表 7 に示すプライマーを使用して PCR を行

い、得られた PCR 産物を制限酵素 AscI(New England Biolabs)と EcoRV(New England 

Biolabs)で 2 時間消化した。 その後、断片のサイズを確認するためにアガロースゲル電気泳

動を行った。一部の PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit(日本ジェネティクス)を

用いて精製した。その後、PCR 産物を BigDye Terminatorv3.1 Cycle Sequencing Kit(Thermo 

Fisher Scientific)で処理し、3500 Genetic Analyzer(Thermo Fisher Scientific)を使用してサン
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ガーシーケンス解析を行った。 

 

 

3-6. ショートリード NGS 

ゲノム PCR は、AmpliTaq Gold 360 DNA ポリメラーゼ(Thermo Fisher Scientific)と、表

8 に示すバーコード配列が 5´末端に追加されたプライマーを使用して行い、PCR 産物を取

得した。取得した PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit を用いて精製した。これら

の精製 PCR 産物を使用して、つくば i-Laboratory LLP において MiSeq(イルミナ)を使用し

て、ペアエンドシーケンス(2×151 塩基)を行った。ペアエンドリードは、デフォルト設定(41)

で STAR(バージョン 2.7.0a)を使用して、マウスゲノムアセンブリ mm10 に対してマッピ

ングした。マッピングされた塩基配列リード情報(以下、リード情報)は、IGV(バージョン

2.9.4)を使用して視覚化した(42)。10％を超える頻度で意図する点変異を有するサンプルを

ポジティブと判定した。 

 

 

3-7. TIDER 解析 

Bnikman らの開発した Web ツール(43)を使用し、PM マウスの点変異の有無を確認し

た。TIDER のWeb サイト「TIDER: Easy quantification of template-directed CRISPR/Cas9 

editing」(http://shinyapps.datacurators.nl/tider/)へアクセスし、①Guide sequence (gRNA 配

列情報 )、②Control Chromatogram(WT のサンガーシーケンスデータ )、③Reference 

Chromatogram(PM のサンガーシーケンスデータ)をアップロードし、TIDER のアウトプッ

トを確認した。Homology-directed repair(HDR) positive と判定された個体を PM positive 個

体と判断した。 
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3-8. 免疫染色  

KO マウスの表現型解析では、マウス精巣の免疫染色を行った。安楽死させたマウスか

ら精巣を摘出し、白膜を除去したあとに 10%中性緩衝ホルムアルデヒド液(ナカライテスク

株式会社)にて 4℃で一晩浸漬固定した。固定した精巣を 70%エタノールに一晩浸漬したの

ち、パラフィン包埋した。その後、6 μm の厚みになるようにミクロトームで薄切し、パラ

フィン切片を作製した。パラフィン切片はキシレン、エタノール、超純水を用いて、脱パラ

フィン処理を行った。その後、0.25% TritonX-100/PBS 溶液を組織が隠れる程度のせ、室温

で 20 分間静置して膜透過処理を行った。PBS で 5 分間×2 回洗浄したのち、Target Retrieval 

Solution(Dako)の入った染色壺にスライドを移し、オートクレーブで 121℃、10 分間、抗原

賦活化処理を行った。その後、PBS で 5 分間×2 回洗浄し、blocking buffer(10% goat 

serum/0.01% tween-20/0.1%BSA/PBS)で室温、60 分間ブロッキングした。その後、4℃で

一晩、一次抗体液と反応させた。PBS で 5 分間×2 回洗浄したのち、遮光しながら室温で

60 分間、二次抗体と反応させた。その後、PBS で 5 分間×2 回洗浄し、遮光しながら室温

で 5 分間、4’、6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)で核を染色した。PBS で洗浄し、prolong 

gold antifade reagent with DAPI(Thremo Fisher Scientific)で封入した。観察はオールインワ

ン蛍光顕微鏡 BZ-X710(KEYENCE)を使用した。使用した抗体とその希釈条件等は表 9 に示

した。  
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4. 結果 

4-1. ゲノム編集マウスの遺伝型解析プラットフォームの考案 

目的を達成するために、図 1 に示す解析プラットフォームを考案した。この解析プラッ

トフォームの実現化のために、次の 2 つの戦略を考えた。 

1 つめの戦略(以下、戦略①)は、低ランニングコストかつ簡易な作業性を可能にするた

めの戦略である。共通配列およびバーコード(Barcode、以下 BC)配列の利用により、多数の

サンプルをナノポアシーケンス 1 ランで同時に処理する戦略①を考えた。この戦略①によ

り、1 匹の WT コントロールマウスおよび最大 95 匹 /1 系統のゲノム編集マウスが持つ意

図する変異と意図しない変異を含む生データを、低ランニングコストかつ簡易な作業で得る

ことが可能だと考えた。 

2 つめの戦略(以下、戦略②)は、正確な遺伝型解析を実行するための戦略である。ナノ

ポアロングリードシーケンサーはシーケンスエラー率が高いことが弱点である。正確な遺伝

型解析を実行するためには、シーケンスエラーを補正するツールが必要である。また、戦略

①により得られた生データに含まれる、それぞれのゲノム編集マウスが持つ意図する変異と

意図しない変異を識別、分類するツールが必要である。これらの理由から、シーケンスエラ

ーの自動補正機能、および意図する変異と意図しない変異を自動で識別、分類する機能を持

つ高度な解析ソフトウェアの開発が必要であると考えた。 

考案した解析プラットフォームの実現化のためには、戦略②を遂行する解析ソフトトウ

ェアの開発が最重要課題であった。ソフトウェア開発のためには、ナノポアシーケンスラン

や従来手法の遺伝型解析などの wet 実験と、ソフトウェアのプログラミングなどの dry 実験

の両者が必須である。そこで、この学際的研究を遂行するために、wet 実験を行うチームと

dry 実験を行うチームを組んだ。このチームにおいて、私は wet 実験を担当した。 
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4-2. ソフトウェア開発 

ソフトウェア開発において、まず始めにソフトウェアの仕様を決めるための知見を得る

ことを目的とした実験(以下、ソフトウェア開発の実験)を行った。ソフトウェア開発の実験

の概要を図 2 に示す。ソフトウェアの解析結果を評価するために、実験では変異(意図する

変異/意図しない変異)とアレル数が既知のサンプルを用意することにした。まず、既知の flox

変異配列を作製するために、プラスミドを使用することにした。flox アレルについて、染色

体上から欠損させたい機能的に重要なエクソンを標的エクソンと定義し、標的エクソンの上

流のイントロンに挿入する LoxP を Left LoxP、下流のイントロンに挿入する LoxP を Right 

LoxP と定義する。この実験では、Cables2 遺伝子の第 5 エクソンを標的エクソンとする flox

アレルとして 6 種類のプラスミドを作製した。 

1) Intended flox: 変異が導入されていない 2 つの LoxP が含まれたプラスミド 

2) 1 bp-Insersion: Left LoxP 内に 1 塩基の挿入変異が導入されたプラスミド 

3) 1 bp Deletion: Right LoxP 内に 1 塩基の欠損変異が導入されたプラスミド 

4) 1 bp Left Sub: Left LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入されたプラスミド 

5) 1 bp Right Sub: Right LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入されたプラスミド 

6) 2 bp Sub: Left LoxP 内に 1 塩基の置換、Right LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入された 

プラスミド 

なお、既知の意図する変異として、1)のプラスミドを Intended flox アレルと定義する。ま

た、既知の意図しない変異として、2)から 6)の LoxP 内に任意の変異が導入されたプラスミ

ドを Mutated flox アレルと定義する。さらに、それぞれのプラスミド DNA と C57BL/6J マ

ウスのゲノム DNA を混ぜ、それぞれの変異アレルとWT アレルを有するヘテロ型の既知の

サンプルを作製した。作製したそれぞれの既知のヘテロ型のサンプルをテンプレートにした

PCR を行い、ナノポアシーケンス生データを取得した。また、WT のコントロールサンプル
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として、C57BL/6J マウスのゲノム DNA をテンプレートにした PCR を行い、同様にナノポ

アシーケンス生データを取得した。ソフトウェアのプログラムを構築したのち、ナノポアシ

ーケンス生データをソフトウェアで処理し、遺伝型解析を実行した。なお、ソフトウェアの

プログラミングは筑波大学 発生学解剖学研究室 久野朗広助教の dry 実験を行うチームが

担当した。 

解析結果を図 3 に示す。ソフトウェアは意図する変異の Intended flox アレルと意図し

ない変異の Mutated flox アレル、およびWT アレルを自動で識別、分類して報告する。なお

WT アレルは、1 塩基の変異も含まれないアレルが Intact WT、小さな挿入変異や欠損変異

(以下、indel 変異)を含むアレルが mutated WT として分類される。そして、これらすべてに

分類されないアレルは Large rearrangement (以下、LAR)として分類される。大きな挿入変

異や欠損変異を含むアレルも LAR として分類される。解析の結果、ソフトウェアは期待ど

おりコントロールを含むすべてのサンプルから Intact WT を報告した。一方、Intended flox

と Mutated flox は正確に分類することができず、期待する結果を得ることができなかった。

問題点として、次の 3 つの点が挙げられた。1 つめは、Intended flox /WT のヘテロ型サンプ

ルから、Intended flox と Intact WT だけでなく、Mutated flox も報告された点であった。2 つ

めは、Mutated flox/WT のヘテロ型サンプルからは、Mutated flox と Intact WT だけでなく、

Intended flox も報告された点であった。3 つめは、1 つのサンプルから 2 種類の Mutated flox

が報告された点であった。これらの問題点から、ソフトウェアのプログラムの変更が必要で

あると判断した。ソフトウェアの解析結果の精査により、シーケンスエラーの補正プログラ

ムに課題があることが疑われた。そこで、シーケンスエラーの補正プログラムについて、次

の(1)～(3)へ変更することにした。 

 (1)WT コントロールに含まれる変異は、シーケンスエラーによって生じた実際に存在しな

い変異(以下、みせかけの変異)であると考えた。そこで、解析対象のサンプルに含まれる変

異からみせかけの変異を無視することにより、真の変異のみを抽出するプログラムに変更し
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た。 

(2)みせかけの変異には、プラス鎖(遺伝子の向きの方向にシーケンスが行われた配列と定義)、

またはマイナス鎖(遺伝子の向きと逆の方向にシーケンスが行われた配列と定義)に極端に

偏りがあるものが存在していた。このようなプラス鎖とマイナス鎖のどちらか一方に 95%

以上存在するみせかけの変異を偏りのある変異と定義し、偏りのある変異を無視するプログ

ラムに変更した。 

(3)みせかけの変異には、特定の箇所において複数の変異がほぼ同じ割合で現れているもの

が存在していた。このような複数の変異がほぼ同じ割合で現れているみせかけの変異をばら

つきの大きい変異と定義し、ばらつきの大きい変異を無視するプログラムに変更した。 

次に、シーケンスエラー補正プログラムを変更したソフトウェアを用いて、遺伝型の再

解析を実行した。再解析の結果を図 4 に示す。再解析の結果、Intended flox /WT のヘテロ型

サンプルから、Intended flox と Intact WT だけが正しく報告された。また、Mutated flox/WT

のヘテロ型サンプルから、Mutated flox と Intact WT だけが正しく報告された。さらに、1 つ

のサンプルから 2 種類の Mutated flox は報告されず、各サンプルの既知の Mutated flox のみ

が報告された。これらの結果から、シーケンスエラー補正プログラムを変更したソフトウェ

アが、初回の遺伝型解析の問題点を改善し、Intended flox と Mutated flox を正確に分類でき

ることが示された。 

ソフトウェアは Intended flox や Mutated flox などの各アレルタイプを報告するだけで

はなく、各アレルタイプのシーケンス領域の塩基配列(以下、コンセンサス配列)も報告する

ことができる。ソフトウェアが報告したコンセンサス配列では、2)から 6)のサンプルの LoxP

内に導入されたそれぞれの任意の変異配列が確認された(図 5)。この結果から、ソフトウェ

アは意図する変異と意図しない変異を 1 bp の解像度で自動的に識別、分類できることが示

された。 
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遺伝型の再解析の結果により、ソフトウェアの仕様を決定し、シーケンスエラーの自動

補正機能、および意図する変異と意図しない変異を自動で識別、分類する機能を持つ解析ソ

フトウェアが完成したと判断した。 

 

 

4-3. 開発したソフトウェアを用いた検証実験 

前述のソフトウェア開発の実験により、ソフトウェアが完成した。次に、実際にゲノム

編集マウスを作製し、完成したソフトウェアを用いてゲノム編集マウスの遺伝型解析を実行

する検証実験を行った。この検証実験により、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確

かめることにした。 

ゲノム編集マウスの遺伝型解析において、解析するサンプルは変異アレルタイプもアレ

ル数も不明であり、ソフトウェア開発の実験のように既知のサンプルを用いた検証を行うこ

とができない。そこで、従来手法による遺伝型解析結果を真の遺伝型とし、ソフトウェアに

よる遺伝型解析結果と比較することにより、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確か

めることにした。なお、ソフトウェアの解析対象の汎用性を確認するために、flox マウスだ

けでなく、KO マウスと PM マウスの遺伝型解析も実行することにした。 

 

 

4-3-1. flox マウスの遺伝型解析 

4-3-1-1. Cables2 flox マウスの遺伝型解析 

  まず始めに、floxマウスの遺伝型解析を実行した。実際にゲノム編集で作製したCables2 

flox マウスを使用してソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめることにした。 
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Cables2 遺伝子の第 5 エクソンを標的エクソンとし、CRISPR/Cas9 システムによってイン

トロン 5と 6を同時に切断し、ds DNAドナーを使用した相同組み換えによって 2つの LoxP

をノックインするデザインを採用した(図 6)。このデザインのゲノム編集により、WT(Wild-

type のアレルと定義)、Intended flox(標的エクソンの上流と下流ぞれぞれのイントロンに 1

つずつ LoxP を含むアレルと定義)、Left LoxP(標的エクソンの上流のイントロンのみに LoxP

を含むアレルと定義)、Right LoxP(標的エクソンの下流のイントロンのみに LoxP を含むア

レルと定義)、Inversion(標的エクソンの反転したアレルと定義)、Deletion(標的エクソンの欠

損したアレルと定義)の 6 種類のアレルタイプが誘導される可能性がある(図 6)。ソフトウェ

アは、これらのアレルタイプを自動で識別、分類して報告する。なおWT アレルは、1 塩基

の変異も含まれないアレルが Intact WT、indel 変異を含むアレルが mutated WT として分類

される。そして、これらすべてに分類されないアレルは LAR として分類される。大きな挿

入変異や欠損変異を含むアレルも LAR として分類される。 

ソフトウェアの解析結果を図 7 に示す。20 匹の F0 マウス(BC01–BC20)、およびコン

トロールとしてWT マウス(BC42)、合計 21 匹の解析を行い、ソフトウェアは 9 匹のマウス

(BC06、BC10、BC11、BC12、BC13、BC14、BC17、BC18、BC20)で Intended flox が含ま

れ、11 匹のマウス(BC01、BC05、BC06、BC09、BC11、BC12、BC13、BC17、BC18、BC19、

BC20)で Deletion が含まれていることを報告した。ソフトウェアの結果を検証するために、

従来の解析手法の 1 つである PCR-RFLP を行い、ソフトウェアの結果と比較した。 AscI ま

たは EcoRV 制限酵素認識配列は LoxP 配列の近傍に設計されているため、AscI または

EcoRV による PCR 産物の切断を確認することにより、LoxP 挿入の有無を推定することが

できる(図 8)。比較の結果、PCR-RFLP とソフトウェアの結果は一致していた(図 7 および図

8)。また、Deletion を検出する PCR との比較の結果、PCR とソフトウェアの結果は一致し

ていた(図 7 および図 9)。さらにソフトウェアが報告した BC14 のコンセンサス配列は、2

つの LoxP を含む 2724 bp の配列がリファレンス配列どおりであった(図 10)。検証のために
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行った BC14 のサンガーシーケンスおいて、ソフトウェアのコンセンサス配列に対応して 2

つの LoxPがリファレンス配列どおりであることが明らかとなった(図 11)。これらの結果は、

ソフトウェアが意図する変異を有する flox マウスを正しく特定したことを示している。 

次世代においてソフトウェアが報告した変異が遺伝することを確認するために、

Intended flox を含む BC11、BC12、BC13、BC14、BC18 のマウスを C57BL/6J マウスと交

配させた(図 12)。BC14 由来の 2 匹の F1 マウスの遺伝型解析において、2 匹ともにヘテロ

型 flox/ WT であることが確認された。さらに、BC11、BC12、BC13、BC18 由来の F1 マウ

スの遺伝型解析において、ヘテロ型 flox/ WT の F1 マウスであることが確認された。これら

の結果は、ソフトウェアが報告した変異が次世代へ遺伝したことを示し、ソフトウェアが F0

マウスの遺伝型を正確に判定したとことを示している。 

ソフトウェアは、5 匹のマウス(BC02、BC05、BC07、BC10、BC16)に Inversion が含

まれていることを報告した(図 7)。Inversion を検証するために、Inversion を検出する PCR

を行った。その結果、ソフトウェアが Inversionを含むと報告した 5匹のマウスから Inversion

の存在を示すバンドが検出された(図 13)。さらにソフトウェアが報告した BC02 のコンセン

サス配列は、Inversion の接合部位において 1 bp の置換があることを示した。検証のために

行ったサンガーシーケンスでも同じ 1 bp の置換があることが示された(図 14)。これらの結

果は、ソフトウェアが 1 bp 置換を含む Inversion のような複雑な変異アレルタイプを正確に

判別したことを示している。 

 

 

4-3-1-2. Exoc7 flox マウスの遺伝型解析 

ソフトウェアが他の遺伝子座の flox マウスの遺伝型解析でも使用できることを確認す

るために、Exoc7 flox マウスを作製し、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめる
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ことにした。 

Exoc7 flox マウスは Exoc7 遺伝子の第 8-11 エクソンを標的エクソンとし、

CRISPR/Cas9 システムによってイントロン 8 と 12 を同時に切断し、dsDNA ドナーを使用

した相同組み換えによって 2 つの LoxP をノックインするデザインを採用した(図 15) 。 

ソフトウェアの解析結果を図 16 に示す。40 匹の F0 マウス(BC01-40)、およびコント

ロールとして WT マウス(BC41)、合計 41 匹の解析を行い、ソフトウェアは 11 匹のマウス

(BC14、BC15、BC16、BC17、BC18、BC20、BC23、BC24、BC27、BC31、BC40)で Intended 

flox が含まれ、7 匹のマウス(BC20、BC23、BC24、BC27、BC31、BC34、BC40)で Left LoxP、

16 匹のマウス(BC12、BC13、BC14、BC15、BC16、BC17、BC18、BC20、BC24、BC25、

BC26、BC27、BC28、BC31、BC37、BC39)で Right LoxP が含まれていることを報告した。 

また、5 匹のマウス(BC09、BC13、BC22、BC32、BC39)で Deletion が含まれていることを

報告した。ソフトウェアの結果を検証するために、PCR-RFLP と PCR を行い、ソフトウェ

アの結果と比較した。PCR-RFLP の結果、ソフトウェアによって Left LoxP が含まれないこ

とが報告された BC13 と BC32 を除いて、ソフトウェアの結果と一致した(図 16 および図

17)。結果が一致しなかった BC13 および BC32 のリード情報の大部分は Deletion であるた

め(図 16)、Deletion に由来する PCR 産物が優位に増幅され、Left LoxP に由来する PCR 産

物の増幅が抑制される PCR 増幅バイアスにより、Left LoxP のリード数が減少した可能性

があり、結果としてソフトウェアが Left LoxP を報告できなかったと考えられる。Deletion

を検出する PCR との比較の結果、PCR とソフトウェアの結果は一致していた(図 16 および

図 18)。 

次世代においてソフトウェアが報告した変異が遺伝することを確認するために、

Intended flox と Righit LoxP を含む BC14 マウスを C57BL/6J マウスと交配させた(図 19)。

BC14 由来の 11 匹の F1 マウスの遺伝型解析において、5 匹はヘテロ型 flox/WT であり、6

匹はヘテロ型 Right LoxP/WT であることが確認された。これらの結果は、ソフトウェアが
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報告した変異が次世代へ遺伝したことを示し、ソフトウェアが F0 マウスの遺伝型を正確に

判定したことを示している。 

 

 

4-3-1-3. Usp46 flox マウスの遺伝型解析 

ソフトウェアが他の遺伝子座の flox マウスの遺伝型解析でも使用できることをさらに

確認するために、Usp46 flox マウスを作製し、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確

かめることにした。 

Usp46 flox マウスは Usp46 遺伝子の第 4 エクソンを標的エクソンとし、CRISPR/Cas9

システムによってイントロン 4 と 5 を同時に切断し、ds DNA ドナーを使用した相同組み換

えによって 2 つの LoxP をノックインするデザインを採用した(図 20)。 

ソフトウェアの解析結果を図 21 に示す。34 匹の F0 マウス(BC01-34)、およびコント

ロールとして WT マウス(BC35)、合計 35 匹の解析を行い、ソフトウェアは 5 匹のマウス

(BC04、BC09、BC10、BC11、BC15)で Intended flox が含まれ、2 匹のマウス(BC04、BC21)

で Left LoxP、2 匹のマウス(BC03、BC04)で Right LoxP が含まれていることを報告した。

また、21 匹のマウス(BC06、BC07、BC09、BC10、BC11、BC12、BC13、BC15、BC16、

BC17、BC18、BC19、BC22、BC23、BC27、BC28、BC29、BC30、BC32、BC33、BC34)

で Deletion が含まれていることを報告した。ソフトウェアの結果を検証するために、PCR-

RFLP と PCR を行い、ソフトウェアの結果と比較した。比較において、ソフトウェアと PCR-

RFLP の結果が一致しないマウスがみられた(図 21 および図 22)。まず、BC23 と BC33 の

PCR-RFLP の結果において、Left LoxP および Right LoxP が検出され、flox マウスの可能性

があることを示したが、ソフトウェアは Intended flox を報告しなかった。次に、BC13 およ

び BC27 の PCR-RFLP の結果において、Left LoxP が検出されたが、ソフトウェアは Left 



29 

 

LoxP を報告しなかった。これらのソフトウェアと PCR-RFLP の結果が一致しなかったマウ

スのリード情報の大部分は Deletion であるため(図 21)、PCR 増幅バイアスが結果の不一致

の原因である可能性が考えられる。また、ソフトウェアは BC21 で Left LoxP を報告したが、

PCR-RFLP の結果において Left LoxP は検出されなかった。そこで、ゲノム DNA テンプレ

ートの希釈率を調整して再度 PCR-RFLP を行ったところ、Left LoxP バンドが検出され(図

22)、PCR-RFLP とソフトウェアの結果が一致した。Right LoxP と Deletion などの他のアレ

ルタイプにおいては、ソフトウェアと PCR-RFLP、PCR の結果は一致していた(図 21 およ

び図 22、図 23)。また、6 匹のマウス(BC07、BC12、BC17、BC23、BC30、BC33)におい

て PCR は Deletion バンドを検出したが、ソフトウェアはそれらを LAR として報告した。

IGV によるリード情報を視覚化した図(以下、可視化図)により、これらの Deletion 接合部位

において約 30〜200 bp の indel 変異が含まれていることが明らかとなった(図 24)。この結

果は、PCR 産物のバンドサイズで判別することが困難なアレルタイプを、ソフトウェアは

正確に判別したことを示している。 

次世代においてソフトウェアが報告した変異が遺伝することを確認するために、

Intended flox および Deletion を含む BC10、BC13 マウスを C57BL/6J マウスと交配させた

(図 25)。BC10 および BC13 由来の F1 マウスの遺伝型解析において、ヘテロ型 flox/WT、お

よびヘテロ型 Deletion/WT であることが確認された。これらの結果は、ソフトウェアが報告

した変異が次世代へ遺伝したことを示し、ソフトウェアが F0 マウスの遺伝型を正確に判定

したことを示している。さらに、Intended flox、Left LoxP、Right LoxP を含む BC04 マウス

を C57BL/6J マウスと交配させた(図 25)。BC04 由来の F1 マウスの遺伝型解析において、

ヘテロ型 Left LoxP/WT、およびヘテロ型 Right LoxP/WT であることが確認され、ヘテロ型

flox/WT は確認されなかった。この結果から、BC04 に Intended flox が含まれていなかった

可能性を疑った。BC04 に Left LoxP と Right LoxP が含まれていたことから、この 2 つのア

レルから PCR リコンビネーションによって実際に存在しない flox(以下、疑似 flox)が産生さ
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れたと仮定した。PCR リコンビネーションは、PCR サイクルの伸長段階における不完全な

プライマー伸長に起因するとされており、複数の関連する配列がテンプレートとして PCR

反応中に存在する場合、不完全に伸長したプライマーが後続のサイクルで異なるテンプレー

トにアニーリングすることで起こると考えられている(44)。PCR リコンビネーションによ

る実際に存在しないアレルが産生される現象を検証するために、ソフトウェア開発の実験で

得られた解析結果の再検証を行った。ソフトウェアが報告した LAR を詳細に解析したとこ

ろ、実際に存在しない Left LoxP と Right LoxP(以下、疑似 LoxP)が含まれていることがわか

った。一例として Intended flox#1 の可視化図を示す(図 26)。LAR に含まれる Left LoxP と

Right LoxP は、Intended flox とWT の PCR 増幅時に起きた PCR リコンビネーションによ

って産生された疑似 LoxP であると考えられる。以上のことから、PCR リコンビネーション

による実際に存在しない疑似アレルの産生は起こりうると考えられる。 

結論として、ゲノム編集で作製した 3 系統の flox マウスの遺伝型解析を実行する検証

実験の結果、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性は高いことが示され、ソフトウェアが

flox マウスの多様な変異を正確かつ包括的に解析できることが証明された。 

 

 

4-3-2. KO マウスの遺伝型解析 

4-3-2-1. Prdm14 KO マウスの遺伝型解析 

次に、KO マウスの遺伝型解析を実行した。実際にゲノム編集で作製した Prdm14 KO

マウスを使用してソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめることにした。

CRISPR/Cas9、および CRISPR/Cas12a システムを用いた 2cut 戦略によって Prdm14 の第

6 エクソンを標的エクソンとして欠損させるデザインを採用した(図 27)。予測される

Deletionサイズは 1043bpの長さである。このデザインのゲノム編集により、WT、Deletion(標
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的エクソンを欠損したアレルと定義)、Inversion(標的エクソンの反転したアレルと定義)の 3

種類のアレルタイプが誘導される可能性がある(図 27）。ソフトウェアは、これらのアレルタ

イプを自動で識別、分類して報告する。なお Deletion は、Intended Del(標的エクソンを欠損

し、かつ予測される Deletion サイズどおりの欠損を含むアレルと定義)と Mutated Del(標的

エクソンを欠損し、かつ予測される Deletion サイズと±50 bp 程度の違いを含むアレルと定

義)として分類される。WT アレルは、1 塩基の変異も含まれないアレルが Intact WT、indel

変異を含むアレルが mutated WT として分類される。そして、これらすべてに分類されない

アレルは LAR として分類される。大きな挿入変異や欠損変異を含むアレルも LAR として分

類される。 

ソフトウェアの解析結果を図 28 に示す。25 匹の F0 マウス(BC01-25)、およびコント

ロールとして WT マウス(BC26)、合計 26 匹の解析を行い、ソフトウェアは 9 匹(BC10、

BC11、BC12、BC13、BC16、BC18、BC20、BC23、BC24)で Mutated Del が含まれてい

ることを報告した。ソフトウェアの結果を検証するため、数百 bp のゲノム領域を増幅する

PCR を行い、ソフトウェアの結果と比較した。比較において、PCR とソフトウェアの結果

は一致していた(図 28 および図 29)。 

次に、ソフトウェアが Mutated Del を含むことを報告した BC18 と BC23 を検証した。

可視化図により、ソフトウェアは Intended Del よりも 100〜200 bp 大きい欠損を Deletion

の接合部位に持つ LAR を判別したことが示された(図 30)。さらにソフトウェアが報告した

Mutated Del のコンセンサス配列は、BC18 において Deletion の接合部位に 1 bp の欠損があ

り、BC23 において Deletion の接合部位に 7 bp の挿入と 1 bp の置換があることを示した。

検証のために行ったサンガーシーケンスでも、BC18 において Deletion の接合部位に同じ 1 

bp の欠損があり、BC23 において Deletion の接合部位に同じ 7 bp の挿入と 1 bp の置換が

あることが示された(図 31)。これらの結果は、ソフトウェアが 1 bp の解像度で正確にアレ

ルタイプを判別したことを示している。 
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次に、BC18 および BC23 マウスの表現型を検証した。Prdm14 遺伝子の消失は、始原

生殖細胞の分化を阻害し、成体の雌および雄のマウスの生殖細胞を完全に枯渇させる(36)。 

PLZF1(精原細胞マーカー)と Vimentin(セルトリ細胞マーカー)を使用して、精巣切片の免疫

染色を行った。その結果、精原細胞は BC18 および BC23 マウスでは検出されなかった(図

32)。この結果から、BC18 および BC23 マウスの Prdm14 遺伝子の消失が示された。 

 

 

4-3-2-2. Ddx4 KO マウスの遺伝型解析 

ソフトウェアが他の遺伝子座および異なる欠損サイズの KO マウスの遺伝型解析でも

使用できることを確認するため、Ddx4 KO マウスを作製し、ソフトウェアの遺伝型解析結

果の信頼性を確かめることにした。 

Ddx4 KO マウスでは、CRISPR/Cas9、および CRISPR/Cas12a システムを用いた 2cut

戦略によってDdx4の第 11-15エクソンを標的エクソンとして欠損させるデザインを採用し

た(図 33)。 

ソフトウェアの解析結果を図 34 に示す。 21 匹の F0 マウス(BC27-47)、およびコント

ロールとして WT マウス(BC48)、合計 22 匹の解析を行い、ソフトウェアは 5 匹(BC27、

BC36、BC39、BC44、BC46)で Mutated Del が含まれていることを報告した。ソフトウェア

の結果を検証するため、数百 bp のゲノム領域を増幅する PCR を行い、ソフトウェアの結

果と比較した。比較において、PCR とソフトウェアの結果は一致していた(図 34 および図

35)。 
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4-3-2-3. Stx4 KO マウスの遺伝型解析 

ソフトウェアが他の遺伝子座および異なる欠損サイズの KO マウスの遺伝型解析でも

使用できることをさらに確認するために、すでに大澤らの論文(45)で報告している Stx2 KO

マウスのゲノム DNA を用いて、ソフトウェアによる詳細解析を行った。 

Stx2 KO マウスでは、CRISPR/Cas9 システムを用いた 2cut 戦略によって Stx2 の第 5

エクソンを標的エクソンとして欠損させるデザインを採用した(図 36)。 

ソフトウェアの解析結果を図 37 に示す。29 匹の F0 マウス(BC01-29)、およびコント

ロールとして WT マウス(BC30)、合計 30 匹の解析を行い、ソフトウェアは 13 匹(BC01、

BC03、BC04、BC05、BC07、BC09、BC14、BC15、BC20、BC21、BC22、BC23、BC24)

で Intended Del、Mutated Del が含まれていることを報告した。ソフトウェアの結果を検証

するため、数百 bp のゲノム領域を増幅する PCR を行い、ソフトウェアの結果と比較した。

比較において、PCR とソフトウェアの結果は一致していた(図 37 および図 38)。 

次に、ソフトウェアが Inversion を含むと報告した 3 匹のマウス(BC08、BC16、BC17)

を検証した。Inversion を検証するために、Inversion を検出する PCR を行った。その結果、

ソフトウェアが Inversion を含むと報告した 3 匹のマウスから Inversion の存在を示すバン

ドが検出された(図 39)。さらにソフトウェアが報告した BC17 のコンセンサス配列は、

Inversion の接合部位に 1 bp の挿入があることを示した。検証のために行ったサンガーシー

ケンスでも、BC17 において Inversion の接合部位に 1 bp の挿入があることが示された(図

40)。この結果は、ソフトウェアが 1 bp の解像度で正確にアレルタイプを判別したことを示

している。 

次に、ソフトウェアが 3 つの LAR を含むと報告した BC25 を検証した(図 41)。検証の

ため、ソフトウェアが報告した欠損領域近傍を増幅する PCR を行った。その結果、3 つの

異なるサイズの PCR 産物を検出した(図 42)。BC25 の Deletion の接合部位において、ソフ
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トウェアの報告したコンセンサス配列は、LAR アレル 1 に 986 bp の欠損、LAR アレル 2 に

2477 bp の欠失と 1 bp の置換、LAR アレル 3 に 1345 bp の欠損があることを示した。検証

のために行ったサンガーシーケンスでも、LAR アレル 1 に 986 bp の欠損、LAR アレル 2 に

2477 bp の欠失と 1 bp の置換、LAR アレル 3 に 1345 bp の欠損があることが示された(図

43)。この結果は、ソフトウェアが 1 bp の解像度で正確にアレルタイプを判別したことを示

している。 

結論として、ゲノム編集で作製した 3 系統の KO マウスの遺伝型解析を実行する検証実

験の結果、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性は高いことが示され、ソフトウェアがKO

マウスの多様な変異を正確かつ包括的に解析できることが証明された。 

 

 

4-3-3. PM マウスの遺伝型解析 

最後に、PM マウスの遺伝型解析を実行した。実際にゲノム編集で作製した Tyr PM マ

ウスを使用してソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめることにした。

CRISPR/Cas9 システムによって Tyr の第 1 エクソンを切断し、ssDNA ドナーを使用した

相同組み換えによって 1 bp の塩基置換を導入するデザインを採用し、c.140 の G を C に

置換した c.140G>C マウス、c.316 の G を C に置換した c.316G>C、c308 の G を C に置

換した c.308G>C マウスの 3 系統を作製した(図 44)。このデザインのゲノム編集により、

WT、PM(意図する塩基置換を含むアレルと定義)の 2 種類のアレルタイプが誘導される可

能性がある(図 44)。ソフトウェアは、これらのアレルタイプを自動で識別、分類して報告

する。なお PM は、Intended PM(意図する塩基置換のみを含むアレルと定義)と Mutated 

PM(意図する塩基置換とともに indel 変異などの予期しない変異を含むアレルと定義)とし

て分類される。WT アレルは、1 塩基の変異も含まれないアレルが Intact WT、indel 変異を
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含むアレルが mutated WT として分類される。そして、これらすべてに分類されないアレ

ルは LAR として分類される。大きな挿入変異や欠損変異を含むアレルも LAR として分類

される。 

ソフトウェアの解析結果を図 45 に示す。Tyr c.140G>C マウスでは、13 匹の F0 マウ

ス(BC01–BC13)、およびコントロールとしてWT マウス(BC32)、合計 14 匹の解析を行い、

ソフトウェアは 2 匹のマウス(BC08、BC12)で Intended PM が含まれていることを報告し

た。また、ソフトウェアは Mutated PM のコントロールである C57BL/6J-Tyrem2Utr(BC31)に

おいて、Tyr c.230G>T を正しく報告した(図 45 および図 46)。また可視化図により、BC08

および BC12 で c.140G>C の意図する塩基置換があることが示された(図 47)。ソフトウェ

アが報告した BC12 のコンセンサス配列は c.140G>C の意図する塩基置換があることを示

した。検証のために行ったサンガーシーケンスでも、BC12 において c.140G>C の意図す

る塩基置換があることが示された(図 48)。さらにソフトウェアが報告した BC08 のコンセ

ンサス配列は、c.140G>C の意図する塩基置換の 23 bp 下流で予期しない 2 bp 挿入がある

ことを示した。検証のために行ったサンガーシーケンスでも、BC08 において c.140G>C の

意図する塩基置換の 23 bp 下流で予期しない 2 bp 挿入があることが示された(図 49)。これ

らの結果は、ソフトウェアが 1 bp の解像度で正確にアレルタイプを判別したことを示して

いる。 

Tyr c.316G>C マウスでは、6 匹の F0 マウス(BC14-19)、およびコントロールとしてWT

マウス(BC32)、合計 7 匹の解析を行い、ソフトウェアは 1 匹のマウス(BC18)で Intended PM

が含まれていることを報告した(図 45）。 

Tyr c.306G>C マウスでは、11 匹の F0 マウス(BC20-30)、およびコントロールとして

WT マウス(BC32)、合計 12 匹の解析を行い、ソフトウェアは 9 匹のマウス(BC20、BC21、

BC22、BC23、BC24、BC26、BC27、BC29、BC30)で Intended PM が含まれていることを

報告した(図 45)。ソフトウェアが報告した BC21 のコンセンサス配列は c.306G>C の意図
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する塩基置換があることを示した。検証のために行ったサンガーシーケンスでも、BC21 に

おいて c.306G>C の意図する塩基置換があることが示された(図 50)。この結果は、ソフトウ

ェアが 1 bp の解像度で正確にアレルタイプを判別したことを示している。 

ソフトウェアの結果のさらなる検証のため、TIDER 解析を実行し、ソフトウェアの結

果と比較した。数百 bp のゲノム領域を増幅する PCR の結果(図 51)、PM が含まれないと判

定した 4 匹のマウス(BC2、BC5、BC10、BC25)、および PM のリファレンスデータ(リファ

レンスクロマトグラフ)として使用する 3 匹のマウス(BC12, 18, 21)を除いた 23 匹のマウス

の TIDER 解析を行い、ソフトウェアの結果と比較した。比較の結果、PM Positive/Negative

の判定において、ソフトウェアと TIDER の結果は一致した(表 10)。結果の一例として、Tyr 

c.140G>C の TIDER 解析結果を示す(図 52)。この結果は、ソフトウェアが 1 bp の解像度で

正確にアレルタイプを判別したことを示している。 

次に、ショートリード NGS を使用して PM マウスの遺伝型解析を実行し、ソフトウェ

アの結果と比較した。ショートリード NGS は、合計 16 匹のマウス(c.140G>C の BC06、

BC08、BC12; c.316G>C の BC14、BC15、BC18; c306G>C の BC20、BC21、BC22、BC23、

BC24、BC25、BC26、BC27、BC29、BC30)で Intended PM を検出した(図 45)。このショ

ートリード NGS の結果は、BC25 を除いてソフトウェアの結果と一致した(BC25 の不一致

については後述する)。一方、ショートリード NGS は LAR が含まれるマウスにおいて、遺

伝型の誤判定を招く可能性があることが示された。例として、BC20、BC25、BC26 の結果

を示す。ソフトウェアは BC20 が複数のアレルタイプを含むモザイク個体であることを報告

した。ソフトウェアは BC20 が含むアレルタイプが 2 つの LAR、1 つの Intended PM、1 つ

の Mutated WT であることを報告した(図 53)。これらのアレルタイプは、サンガーシーケン

スを用いた検証によって、4 つすべて存在することが明らかとなった(図 54)。一方、ショー

トリード NGS は LAR を検出することができないため、Intended PM および Mutated PM の

み検出した(図 53)。さらにソフトウェアは BC20 と同様に、BC26 が複数のアレルタイプを
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含むモザイク個体であることを報告した。ソフトウェアは BC26 が含むアレルタイプが 2 つ

の LAR、1 つの Intended PM、1 つの Mutated WT であることを報告した(図 55)。一方、シ

ョートリード NGS は LAR を検出することができないため、Intended PM および Mutated 

PM のみ検出した(図 55) 。次に、ソフトウェアは BC25 が含む 2 つのアレルタイプが 2 つ

の LAR であることを報告した。可視化図により、1 つの LAR は意図する塩基置換とともに

予期しない約 70 bp の挿入があり、もう 1 の LAR は大きな欠損があることが示された(図

56)。一方、ショートリード NGS は 1 つの Intended PM のみ検出した(図 56)。ショートリ

ード NGS が検出した Intended PM は、実際は意図する塩基置換とともに予期しない約 70 

bp の挿入がある LAR であり、LAR を検出することができないショートリード NGS がアレ

ルタイプの誤判定を招いたと考えられる。したがって、前述の BC25 におけるソフトウェア

とショートリード NGS の結果の不一致の原因が明らかとなった。これらの結果は、ショー

トリード NGS では検出することができない LAR を見逃すことなく検出することができる

ロングリードシーケンスの利点を示している。 

結論として、ゲノム編集で作製した 3 系統の PM マウスの遺伝型解析を実行する検証

実験の結果、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性は高いことが示され、ソフトウェアが

PM マウスの多様な変異を正確かつ包括的に解析できることが証明された。  
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5. 考察 

まず始めに、ゲノム編集マウスを使用してソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確

かめる検証実験の堅牢性について考察した。この検証実験は、従来手法による遺伝型解析結

果を真の遺伝型として、ソフトウェアの遺伝型解析結果と比較している。したがって、従来

手法の遺伝型解析結果を真の遺伝型とすることの妥当性を示すことは、この検証実験の堅牢

性を保証するために必須である。そこで、従来手法どうしの遺伝型解析結果を比較すること

にした。比較した結果、flox マウスにおいて、PCR-RFLP とサンガーシーケンスの結果は一

致していた(図 8、図 9、図 11、図 13、図 14)。また KO マウスにおいて、PCR とサンガー

シーケンスの結果は一致していた(図 29、図 31、図 39、図 40、図 42、図 43)。PM マウス

において、ショート NGS と TIDER 解析、およびサンガーシーケンスの結果は一致してい

た(図 45、図 48、図 49、図 50、図 51、図 52、図 54 および表 10)。以上のことから、従来

手法による遺伝型解析結果を真の遺伝型とし、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確

かめることは妥当であり、この検証実験の堅牢性は高いと考えられる。 

 

 

次に、考案した解析プラットフォーム(以下、本解析プラットフォーム)に搭載するソフ

トウェアの遺伝型解析結果の信頼性について考察した。本研究において、ゲノム編集により

3 系統の flox マウス、3 系統の KO マウス、および 3 系統の PM マウスを作製し、本解析プ

ラットフォームに搭載するソフトウェアにより F0マウスの遺伝型解析を実行した。そして、

ソフトウェアの結果と、PCR、PCR-RFLP、サンガーシーケンス、ショートリード NGS な

ど従来の解析手法の結果を比較し、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめた。本

解析プラットフォームにより、各 3 系統のすべての F0 マウスのナノポアシーケンスデータ

を得ることが可能であった。そしてほとんどの場合、ソフトウェアの遺伝型解析の結果は、

従来の解析手法の結果と一致していた。KO マウスにおいて、ソフトウェアと PCR の
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Deletion(Intended DelおよびMutated Del)の結果は完全に一致していた(図28および図29、

図 34 および図 35、図 37 および図 38)。PM マウスにおいて、ソフトウェアと TIDER 解析

の PM の結果は完全に一致していた(図 45 および表 10)。flox マウスにおいて、ほとんどの

場合、ソフトウェアは意図する変異である Intended floxを正しく報告した(図 7および図 8、

図 16 および図 17、図 21 および図 22)。ただし、PCR 増幅バイアスによって引き起こされ

たと考えられる 3 つの偽陰性のサンプルがみられた(PCR 増幅バイアスについては後述す

る)。以上のことから、ソフトウェアは解析対象の F0 マウスにおいて、PCR 増幅バイアス

によって引き起こされる遺伝型の誤判定を除いて、すべての個体の正確な遺伝型解析を示し

たと考えられる。 

 

 

次に、本解析プラットフォームの優位性について考察した。本解析プラットフォームの

利点として次の 3 つの点が挙げられる。1 つめは、本研究で開発したソフトウェアによる包

括的なアレル解析が可能な点である。flox アレルを誘導するゲノム編集を実施した場合、意

図する変異である 2つの LoxP が挿入された Intended floxアレルだけではなく、1つの LoxP

のみ挿入された Left / Right LoxP アレル、Deletion アレル、Inversion アレルなどが誘導され

る可能性がある。従来の解析手法は意図する変異を検出することを目的とした解析手法のみ

が行われるため、意図する変異以外のアレルタイプを検出するためには、それぞれのアレル

タイプ特異的な解析を個別に実施して検出する必要がある。さらに Kb スケールの大規模な

欠損は予測が困難であり、数百 bp のゲノム領域を増幅する PCR では見落とされるケース

がある。本解析プラットフォームはソフトウェアによる包括的なアレル解析により、1 個体

が有する意図する変異および意図しない変異を含む様々なアレルタイプを 1 回の解析でほ

ぼ全て検出、ロングリードシーケンスによるオンターゲットサイトの広範囲な配列同定によ

り見落としの少ない解析が可能である。特にモザイク個体は 3 つ以上の変異アレルを有す
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る可能性があり、それぞれのアレルタイプ特異的な解析を個別に実施する従来の解析手法は

手間がかかる。本解析プラットフォームは各個体が有するほぼ全てのアレルタイプを 1 回

の解析で検出できるため、3 つ以上の変異アレルを有するモザイク個体の特定が容易である。

以上のことから、本解析プラットフォームはモザイク個体の解析において強力な解析手法に

なると考えられる。2 つめは、ロングリードシーケンス技術による正確な遺伝型解析が可能

な点である。オンターゲットサイトの数百 bp のゲノム領域を増幅、配列を同定する PCR と

サンガーシーケンス、およびショートリード NGS では、オンターゲットサイトに生じる大

規模なゲノム編集結果を特定することができないため、ソフトウェアの結果と異なる遺伝型

解析の結果を示すサンプルがいくつかみられた。PM マウスにおいて、ソフトウェアはショ

ートリード NGS では検出されなかった LAR を見落とすことなく報告した(図 53、図 54、

図 55)。また、ショートリード NGS において、LAR を Intended PM と誤判定したケースが

みられた(図 56)。意図しない変異を意図する変異と誤判定することは、系統化の失敗、およ

び誤った実験結果を誘発する要因となりうる。flox マウスおよび KO マウスにおいて、ソフ

トウェアは意図しない変異である Inversionを見落とすことなく報告した(図 7および図 13、

図 37 および図 39)。以上のことから、本解析プラットフォームは意図する変異だけではな

く、ゲノム DNA の大規模欠損に代表される予測が困難な変異、意図しない変異を同時に識

別・分類することにより、正しくゲノム編集結果を評価するとともに、正確な遺伝型判定を

実行する有用な手法であると考えられる。3 つめは、多検体処理による低ランニングコスト

かつ簡易な作業性が挙げられる。本解析プラットフォームは、共通配列および BC 配列の利

用により、約 100 サンプルをナノポアシーケンス 1 ランで処理する能力があると考えてい

る。実際に本研究において、Usp46 flox マウスの BC01–35、Prdm14 KO マウスの BC01–26

および Ddx4 KO マウスの BC27–35 において、同じ BC を共有し、3 つの異なるマウス系統

を含む 83 サンプルのナノポアシーケンスを 1 回のランで実行、解析することが可能であっ

た(図 21、図 28、図 34)。以上のことから、本解析プラットフォームは多検体処理能力に優

れており、低ランニングコストかつ簡易な作業性を有していると考えられる。 
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次に本解析プラットフォームと類似の遺伝型解析プラットフォームとの比較について

考察した。本解析プラットフォームと同様に、意図する変異と意図しない変異を自動で識別・

分類し、ゲノム編集結果を評価する手法として、Unique Molecular Identifiers(UMI)を利用す

る方法がある(46, 47)。UMI を利用した遺伝型解析の手法は PCR 増幅バイアスを補正し、定

量的なアレル解析が可能であることが利点の 1 つであると考えられる。しかし、F0 マウス

の選別のような複数のサンプルを同時に処理して解析を実行する場合、すべてのサンプルに

PCR 増幅バイアス補正のための UMI を付与するプライマーと、個体識別のための BC を付

与するプライマーを用意することは、コストや作業性の点で現実的ではない。UMI を利用し

た遺伝型解析の手法は、単一サンプル内の各アレルタイプを定量化できるという利点がある

が、複数サンプルの包括的なアレル解析には不適切であり、複数の F0 マウスの遺伝型解析

の手法として、多検体処理に優れており、低ランニングコストかつ簡易な作業性を有する本

解析プラットフォームが適していると考えられる。 

 

 

  次に、本解析プラットフォームの課題について考察した。本解析プラットフォームの現

在の課題は、PCR による Intended flox 偽陰性の誘導、および疑似 flox の産生による遺伝型

の誤判定である。 PCR は BC 付与とオンターゲットサイトゲノム領域の濃縮を可能にする

が、いくつかの問題を引き起こす可能性がある。1 つめは、PCR 産物のサイズの違いによる

増幅バイアス、および GC 含量の違いによる増幅バイアスである。長鎖および GC リッチの

配列を増幅する場合、PCR の増幅効率が低くなる。 GC 増幅バイアスは高品質の DNA ポ

リメラーゼを使用することにより軽減することが可能であるが、PCR 産物のサイズの違い

による増幅バイアスを軽減することは難しく、ソフトウェアが報告するアレルタイプのパー

センテージの精度に影響を与える。 Exoc7 および Usp46 flox において、PCR 産物サイズの

小さい Deletion が優位に PCR で増幅されたため、PCR 産物サイズの大きい Intended flox
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の割合が低下し、3 つの Intended flox 偽陰性(Exoc7 flox BC13、および Usp46 flox BC23、

BC33)が誘導された可能性がある(図 16 および図 21)。2 つめは疑似 flox の産生である。本

研究において、Usp46 BC04 に疑似 flox が含まれていることがわかった(図 25）。疑似 flox の

含まれるサンプルは除外する必要があるため、疑似 flox が含まれる可能性があるサンプル

ID にフラグを立てる機能をソフトウェアに追加した(図 21)。最近開発された手法は、これ

らの PCR に起因する問題を解決する可能性がある。nCATS は PCR なしでゲノム領域の濃

縮を可能にするため、Intended flox 偽陰性の誘導と疑似 flox の産生を回避することが可能で

ある(48)。また IDM-seq は、UMI を使用して PCR 産物を標識するために使用される。これ

により PCR 増幅バイアスが補正され、定量的なアレル解析が可能になると考えられる(35)。

これらの手法は、単独では多検体処理に不適切であるという課題がある一方、本解析プラッ

トフォームと組み合わせることにより PCR に起因する課題を克服できる可能性がある。 

 

 

最後に、本解析プラットフォームの展望について考察した。本解析プラットフォームの

展望について、2 つの点を挙げる。1 つめは、本解析プラットフォームのマウス以外の動物

への利用拡張である。包括的なアレル解析は、実験用マウスだけでなく、維持費が高い他の

実験動物やライフサイクルが長い家畜におけるゲノム編集実験の全体的なコストを削減す

る可能性がある。本解析プラットフォームは意図する変異と意図しない変異を自動で識別・

分類し、包括的なアレル解析が可能であることが特徴の 1 つである。予測が難しい意図しな

い変異の見落としは、場合によっては系統化の大きな障害となる。特にライフサイクルの長

い家畜での遺伝型の誤判定による系統化の失敗は致命的となる。以上のことから、正確な遺

伝型解析を実行する本解析プラットフォームの利用は、維持費が高い実験動物、ライフサイ

クルが長い家畜のゲノム編集実験の全体的なコスト削減に貢献する可能性がある。また、多

検体処理能力に優れる本解析プラットフォームの利用により、複数系統を同時に解析するこ
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とを可能とし、さらなる解析ランニングコストの削減と作業効率の改善が期待される。2 つ

めは、ゲノム編集動物の標準的な遺伝型解析手法としての本解析プラットフォームの利用で

ある。本解析プラットフォームで使用する MinION は、PacBio のような従来のロングリー

ドシーケンサーと比較して、安価かつ非常に小さなデバイスであり、ランニングコストも低

い。また、ライブラリ調製はシンプルであり、簡易な作業性を有している。以上のことから、

MinION を使用する本解析プラットフォームはゲノム編集実験を行う多くのラボで容易に立

ち上げることができると考えられ、ゲノム編集動物の標準的な遺伝型解析手法として利用さ

れるかもしれない。また、本解析プラットフォームがゲノム編集マウスを扱う多くのラボで

利用されることにより、ゲノム編集結果が正確に評価された信頼性の高い疾患モデルマウス

が多く作出されるであろう。そして、信頼性の高い疾患モデル動物の作出は、医学研究の発

展に寄与することが期待される。 

  



44 

 

6. 結語 

本研究において開発したソフトウェアが、ゲノム編集マウスの遺伝型解析において従来

手法の課題を克服し、信頼性の高い遺伝型解析を実行することが示された。開発したソフト

ウェアを DAJIN(Determine Allele mutations and Judge Intended genotype by Nanopore 

sequencer)と命名し、解析プラットフォームに搭載した。DAJIN を搭載することにより、ゲ

ノム編集マウスの新しい遺伝型解析プラットフォームの開発に成功したと結論づけた。 
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7. 要約図 

 

ゲノム編集ファウンダーマウスにおける従来手法による解析の課題を克服した、

MinION によるロングリードシーケンス技術を軸とする新しい遺伝型解析プラットフォーム

を開発することを目的として、本研究を実施した。 

解析プラットフォームの実現化のために、ゲノム編集マウスが持つ意図する変異と意図

しない変異の両方のアレルタイプを、自動で識別・分類する機能を持つ高度な解析ソフトウ

ェアの開発が必要であると考えた。そこでまず始めに、ソフトウェアの仕様を決めるための

実験を行った。実験結果から仕様を決定し、ソフトウェアを開発した。 

次に、開発したソフトウェアを用いてゲノム編集マウスの遺伝型解析を実行する検証実

験を行った。従来手法による解析結果を真の遺伝型とし、ソフトウェアによる解析結果と比

較することにより、ソフトウェアの遺伝型解析結果の信頼性を確かめた。この検証実験にお

いて、開発したソフトウェアがゲノム編集マウスの遺伝型解析において信頼性の高い遺伝型
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解析を実行することが示された。 

開発したソフトウェアを DAJIN と命名し、解析プラットフォームに搭載した。DAJIN

を搭載することにより、ゲノム編集マウスの新しい遺伝型解析プラットフォームの開発に成

功した。 
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10. 図表 

 

図 1. 考案した解析プラットフォームの概要図  
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図 2. ソフトウェア開発の実験の概要図 

 

赤の三角は LoxP を示す。 

塩基配列は以下の LoxP 配列を持つ 6 種類のプラスミドを示す。 

1) Intended flox: 変異が導入されていない 2 つの LoxP が含まれたプラスミド 

2) 1 bp-Insersion: Left LoxP 内に 1 塩基の挿入変異が導入されたプラスミド 

3) 1 bp Deletion: Reft LoxP 内に 1 塩基の欠損変異が導入されたプラスミド 

4) 1 bp Left Sub: Left LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入されたプラスミド 

5) 1 bp Right Sub: Right LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入されたプラスミド 

6) 2 bp Sub: Left LoxP 内に 1 塩基の置換、Right LoxP 内に 1 塩基の置換変異が導入された

プラスミド  



56 

 

 

図 3. ソフトウェア開発の実験におけるソフトウェアの初回の解析結果 

(アレルパーセンテージ) 

X 軸はサンプルに含まれるプラスミドを示す。実験は n=2(#1、#2)で実施した。Y 軸はソ

フトウェアによって報告された各アレルのパーセンテージを示す。Control はWT コントロ

ールを示す。バーの色はソフトウェアが報告した各アレルタイプを示す。紫の枠はソフト

ウェアが誤って報告した実際に存在しない Intended flox を示す。水色の枠はソフトウェア

が誤って報告した実際に存在しない Mutated flox を示す。 
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図 4. ソフトウェア開発の実験におけるシーケンス補正プログラム変更後の 

ソフトウェアの再解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸はサンプルに含まれるプラスミドを示す。実験は n=2(#1、#2)で実施した。Y 軸はソ

フトウェアによって報告された各アレルのパーセンテージを示す。Control はWT コントロ

ールを示す。バーの色はソフトウェアが報告した各アレルタイプを示す。 
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図 5. ソフトウェア開発の実験におけるソフトウェアの解析結果(コンセンサス配列) 

各サンプルにおいてソフトウェアが報告したコンセンサス配列を示す。塩基の色は挿入

(赤)、欠損(スカイブルー)、置換(緑)などの変異のタイプを示す。黒枠の配列は LoxP を示

す。  
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図 6. Cables2 flox マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。Donor DNA に記載された塩基長は Left arm、Central arm、Right arm のサイズを示

す。赤い三角は LoxP を示す。黒枠は意図する変異である flox アレルを示す。ゲノム編集

により誘導される他のアレルタイプとして、Left LoxP、Right LoxP、Inversion、Deletion

が想定される。 
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図 7. Cables2 flox マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC42 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告

した各アレルタイプを示す。 
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図 8. Cables2 flox マウスにおける PCR-RFLP 解析による 

Left LoxP および Right LoxP の検出 

上の図は LoxP 挿入を検証するための PCR-RFLP の解析デザインを示す。AscI および

EcoRV 制限酵素認識配列は、Left LoxP および Right LoxP に隣接している。矢印は制限酵

素消化後の切断された PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示す。赤い三角は

LoxP を示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は LoxP Positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 9. Cables2 flox マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 10. Cables2 flox BC14 マウスにおけるソフトウェアの解析結果(コンセンサス配列) 

赤および青の枠は Left および Right の LoxP を示す。塩基配列の赤字は LoxP 配列を示す。

紫字は AscI 制限酵素認識配列を示す。緑字は EcoRV 制限酵素認識配列を示す。 
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図 11. Cables2 flox BC14 マウスにおけるサンガーシーケンスによる 

Left および Right LoxP 配列の検出 

赤の矢印は LoxP 配列を示す。紫の矢印は AscI 制限酵素認識配列を示す。緑の矢印は

EcoRV 制限酵素認識配列を示す。 
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図 12. Cables2 flox マウスの系統図 

BC11、BC12、BC13、BC14、BC18 の系統図を表す。特定できなかったアレルタイプは

「＊」で示す。 

 

  



66 

 

 

図 13. Cables2 flox マウスにおける PCR 解析による Inversion の検出 

左の図は Inversion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイ

ズを含む PCR プライマーを示す。 

右の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Inversion Positive と判定したマウス ID を示

す。 
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図 14. Cables2 flox BC02 マウスにおけるソフトウェアの報告したコンセンサス配列と 

サンガーシーケンスの比較 

緑の塩基は置換を示す。点線はソフトウェアの報告したコンセンサス配列とサンガーシー

ケンスの間の対応する塩基を示す。 
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図 15. Exoc7 flox マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。Donor DNA に記載された塩基長は Left arm、Central arm、Right arm のサイズを示

す。赤い三角は LoxP を示す。黒枠は意図する変異である flox アレルを示す。ゲノム編集

により誘導される他のアレルタイプとして、Left LoxP、Right LoxP、Inversion、Deletion

が想定される。 
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図 16. Exoc7 flox マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC41 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告

した各アレルパターンを示す。 
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図 17. Exoc7 flox マウスにおける PCR-RFLP 解析による 

Left LoxP および Right LoxP の検出 

上の図は LoxP 挿入を検証するための PCR-RFLP の解析デザインを示す。AscI および

EcoRV 制限酵素認識配列は、Left LoxP および Right LoxP に隣接している。矢印は制限酵

素消化後の切断された PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示す。赤い三角は

LoxP を示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は LoxP Positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 18. Exoc7 flox マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 19. Exoc7 flox マウスの系統図 

BC14 の系統図を表す。 
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図 20. Usp46 flox マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。Donor DNA に記載された塩基長は Left arm、Central arm、Right arm のサイズを示

す。赤い三角は LoxP を示す。黒枠は意図する変異である flox アレルを示す。ゲノム編集

により誘導される他のアレルタイプとして、Left LoxP、Right LoxP、Inversion、Deletion

が想定される。 
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図 21. Usp46 flox マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC35 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告

した各アレルタイプを示す。＊は疑似 flox が疑われるマウス ID を示す。 

 

 

  



75 

 

 

図 22. Usp46 flox マウスにおける PCR-RFLP 解析による 

Left LoxP および Right LoxP の検出 

上の図は LoxP 挿入を検証するための PCR-RFLP の解析デザインを示す。AscI および

EcoRV 制限酵素認識配列は、Left LoxP および Right LoxP に隣接している。矢印は制限酵

素消化後の切断された PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示す。赤い三角は

LoxP を示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は LoxP Positive と判定したマウス ID を示す。 

BC21 および 14 はゲノム DNA テンプレートを希釈し、再度 PCR-RFLP 解析を実施。希釈

率は 3 条件(1, 0.2, 0.1)で実施。再解析において、BC21 は Left LoxP positive であることを

示す。 
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図 23. Usp46 flox マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 24. Usp46 flox マウスにおけるソフトウェアによる Deletion と LAR の判別 

BC07、BC12、BC17、BC23、BC30、BC33 におけるリード情報の可視化図を示す。対象

6 個体は LAR と正しく判定されたことを示す。BC06 は Deletion のコントロールを示す。 
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図 25. Usp46 flox マウスの系統図 

BC10、BC11、BC04 の系統図を表す。特定できなかったアレルタイプは「＊」で示す。 
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図 26. ソフトウェア開発の実験における疑似 LoxP の検出 

Intended flox サンプル ID #1 におけるリード情報の可視化図を示す。黒枠は疑似 LoxP を示

す。 
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図 27. Prdm14 KO マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。黒枠は意図する変異である Deletion アレルを示す。ゲノム編集により誘導される他の

アレルタイプとして Inversion が想定される。塩基配列の黒い三角はゲノム DNA の接合部

位(Junction site)を示す。 
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図 28. Prdm14 KO マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC26 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告

した各アレルタイプを示す。C01-15 は Cas12a、BC16-25 は Cas9 を用いてゲノム DNA

切断が誘導された。 
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図 29. Prdm14 KO マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion Positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 30. Prdm14 KO BC18 および BC23 マウスにおけるソフトウェアによる 

Deletion と LAR の判別 

BC18 および BC23 におけるリード情報の視可視化図を示す。ソフトウェアが報告したす

べてのアレルタイプを示す。BC26 はWT コントロールを示す。 
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図 31. Prdm14 KO BC18 および BC23 マウスにおける 

ソフトウェアが報告したコンセンサス配列とサンガーシーケンスの比較 

塩基の色は挿入(赤)、欠損(スカイブルー)、置換(緑)などの変異のタイプを示す。点線はソ

フトウェアの報告したコンセンサス配列とサンガーシーケンスの間の対応する塩基を示

す。 
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図 32. Prdm14 KO BC18 および BC23 マウスにおける免疫染色による表現型解析 

WT コントロール、BC18、BC23 の精巣組織切片の PLZF(赤)、ビメンチン(緑)、ヘキスト

(青)の共染色の結果を示す。PLZF は精細管基底膜に沿った未分化精原細胞、ビメンチンは

セルトリ細胞を染色する。スケールバーは 100μm を表す。 

 

 

 

 

  



86 

 

 

図 33. Ddx4 KO マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。黒枠は意図する変異である Deletion アレルを示す。ゲノム編集により誘導される他の

アレルタイプとして Inversion が想定される。 
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図 34. Ddx4 KO マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを表示す。BC48 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報

告した各アレルタイプを示す。BC27-31 は Cas12a、BC32-47 は Cas9 を用いてゲノム

DNA 切断が誘導された。 
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図 35. Ddx4 KO マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion Positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 36. Stx2 KO マウスのゲノム編集デザインおよび想定されるアレルタイプ 

はさみは Cas9 切断サイトを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示

す。黒枠は意図する変異である Deletion アレルを示す。ゲノム編集により誘導される他の

アレルタイプとして Inversion が想定される。 
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図 37. Stx2 KO マウスにおけるソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ) 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC30 はWT コントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告

した各アレルタイプを示す。 
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図 38. Stx2 KO マウスにおける PCR 解析による Deletion の検出 

上の図は Deletion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズ

を含む PCR プライマーを示す。 

下の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Deletion Positive と判定したマウス ID を示す。 
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図 39. Stx2 KO BC17 マウスにおける PCR 解析による Inversion の検出 

左の図は Inversion を検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイ

ズを含む PCR プライマーを示す。 

右の図は電気泳動図を示す。黒枠の番号は Inversion Positive と判定したマウス ID を示

す。 
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図 40. Stx2 KO BC17 マウスにおけるソフトウェアが報告した 

コンセンサス配列とサンガーシーケンスの比較 

赤の塩基は挿入を示す。紫の塩基は反転した塩基配列を示す。 
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図 41. Stx2 KO BC25 マウスにおけるソフトウェアによる 3 つのアレルタイプの検出 

BC25 におけるリード情報の視覚化図を示す。ソフトウェアが報告したすべてのアレルタ

イプを示す。 
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図 42. Stx2 KO BC25 マウスにおける PCR 解析による 3 つのアレルタイプの検出 

左の図は BC25 の 3 つのアレルタイプを検証するための PCR 解析デザインを示す。矢印

は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示す。右の図は電気泳動図を示す。 
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図 43. Stx2 KO BC25 マウスにおけるソフトウェアが報告した 

コンセンサス配列とサンガーシーケンスの比較 

緑の塩基は置換を示す。塩基配列の黒い三角はゲノム DNA の接合部位(Junction site)を示

す。 
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図 44. Tyr c.140G>C、c.316G>C、c.308G>C マウスのゲノム編集デザイン 

および想定されるアレルタイプ 

矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを示す。黒枠は意図する変異である PM

アレルを示す。塩基配列の黒枠の塩基は意図する塩基置換を示す。 
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図 45. Tyr c.140G>C、c.316G>C、c.308G>C マウスにおける 

ソフトウェアの解析結果(アレルパーセンテージ)およびショート NGS の解析結果 

X 軸の BC 番号はマウス ID を示す。Y 軸はソフトウェアによって報告された各アレルのパ

ーセンテージを示す。BC32 はWT コントロールを示す。BC31 は Tyr c.230G>T_ Mutated 

PM のコントロールを示す。バーの色はソフトウェアが報告した各アレルタイプを示す。

黒枠の番号はソフトウェアの報告により PM positive と判定したマウス ID を示す。黒丸の

番号はショートリード NGS により PM Positive と判定したマウス ID を示す。BC01-13 は

c.140G>C マウス群、BC14-19 は c.316G>C マウス群、BC20-30 は c.308G>C マウス群を

示す。 
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図 46. Tyr c.230G> T (BC31)マウスにおけるソフトウェアの報告したコンセンサス配列 

緑の塩基は置換を示す。 
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図 47. Tyr c.140G>C BC12 および BC08 マウスにおけるソフトウェアによる 

Intended PM および Mutated PM の検出 

BC12 および BC08 におけるリード情報の可視化図を示す。ソフトウェアが報告したすべて

のアレルタイプを示す。BC32 はWT コントロールを示す。塩基配列の黒枠の塩基は意図す

る塩基置換を示す。 
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図 48. Tyr c.140G>C BC12 マウスにおけるソフトウェアが報告したコンセンサス配列と 

サンガーシーケンスの比較 

黒枠はソフトウェアが報告したコンセンサス配列とサンガーシーケンスの間の対応する塩

基を示す。コンセンサス配列の緑の塩基およびサンガーシーケンスの緑枠の塩基は意図す

る塩基置換を示す。 
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図 49. Tyr c.140G>C BC08 マウスにおけるソフトウェアが報告したコンセンサス配列と 

サンガーシーケンスの比較 

黒枠はソフトウェアが報告したコンセンサス配列とサンガーシーケンスの間の対応する塩

基を示す。コンセンサス配列の緑の塩基およびサンガーシーケンスの緑枠の塩基は意図す

る塩基置換を示す。コンセンサス配列の赤の塩基およびサンガーシーケンスの赤枠の塩基

は予期しない 2 bp の挿入を示す。 
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図 50. Tyr c.316G>C BC21 マウスにおけるソフトウェアが報告したコンセンサス配列と 

サンガーシーケンスの比較 

黒枠はソフトウェアが報告したコンセンサス配列とサンガーシーケンスの間の対応する塩

基を示す。コンセンサス配列の緑の塩基およびサンガーシーケンスの緑枠の塩基は意図す

する塩基置換を示す。 
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図 51. Tyr c.140G>C、c.316G>C、c.308G>C マウスにおける PCR 解析結果 

上の図は PCR 解析デザインを示す。矢印は PCR 産物のサイズを含む PCR プライマーを

示す。 

下の図は電気泳動図を示す。 

＊の番号は indel 変異がみられるマウス ID を示す。 
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図 52. Tyr c.140G>C マウスにおける TIDER 解析結果 

TIDER 解析結果の一例として、HDR Positive と判定された BC06 および BC08、HDR 

Negative と判定された BC01、およびネガティブコントロールの結果を示す。 
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図 53. Tyr c.308G>C BC20 マウスにおけるソフトウェアとショートリード NGS の比較 

BC20 におけるリード情報の可視化図を示す。ソフトウェアが報告したすべてのアレルタ

イプおよびショートリード NGS が検出したアレルタイプを示す。 
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図 54. Tyr c.308G>C BC20 マウスにおけるサンガーシーケンスによる 

4 つのアレルパターンの検出 

塩基の色は欠損(スカイブルー)、置換(緑)の変異のタイプを示す。塩基配列の黒い三角はゲ

ノム DNA の接合部位(Junction site)を示す。 
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図 55. Tyr c.308G>C BC26 マウスにおけるソフトウェアとショートリード NGS の比較 

BC26 におけるリード情報の可視化図を示す。ソフトウェアが報告したすべてのアレルタ

イプおよびショートリード NGS が検出したアレルタイプを示す。  
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図 56. Tyr c.308G>C BC25 マウスにおけるソフトウェアとショートリード NGS の比較 

BC25 におけるリード情報の可視化図を示す。ソフトウェアが報告したすべてのアレルタ

イプおよびショートリード NGS が検出したアレルタイプを示す。 
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表 1. 各標的遺伝子・塩基のゲノム編集に使用した gRNA の配列 

 

( )はゲノム編集に使用した Cas タンパクを示す 

 

 

  

標的遺伝子・塩基 gRNA配列

Tyr  c.140G>C 5´-CTGCCTGAAAGCTGGCCGCA-3´

Tyr  c.308G>C 5´-AACTGCGGAAACTGTAAGTT-3´

Tyr  c.316G>C 5´-AACTGCGGAAACTGTAAGTT-3´

Left: 5´-CATAAAGTGGTTGCGCTCTT-3´

Right: 5´-GCAGATGTGATGCTCGGCTG-3´

Left: 5´-GTATCCAGGAACATCTTGAG-3´

Right: 5´-TGACTATCTAGAGCCTGACC-3´

Left: 5´-ACAGTTATGTGTTTGCCAAGT-3´

Right: 5´-TTCCACACCCGGTCAGGCTCT-3´

Left: 5´-AGCTGCCCAGTCGTCTCGAA-3´

Right: 5´-GCTGTATAAACTAACCAGAA-3´

Left: 5´-ACAACACAGTATTTACCAGAG-3´

Right: 5´-CCTGCTGGGCTGTCTTGATGACC-3´

Left: 5´-GGCTATCTCCCACTCTGGAC-3´

Right: 5´-GGGTTACCCACAGCTAGCAG-3´

Left: 5´-ACTCAAGCAAGTAAGAGGAT-3´

Right: 5´-GAAGAAAACGGCAATGTCAT-3´

Left: 5´-TCATAGTTGTACGTCTCACT-3´

Right: 5´-CTGGGGGATACAGCAACAGT-3´

Cables2

Usp46

Exoc7

Stx2

Prdm14 (Cas9)

Prdm14  (Cas12a)

Ddx4  (Cas9)

Ddx4 (Cas12a)
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表 2. Tyr 遺伝子のゲノム編集に使用した ssDNA 配列 

 

  

標的遺伝子・塩基 ssDNA配列

Tyr   (c.140G>C)

5´-gtgcactggacagaaggatatcctggcaggaacctctgcctgaaagctgg

Gcgcagggactcccatcacccatccatggtgggcagcattcttttgccaac-3´

Tyr   (c.308G>C)

5´-taggacctgccagtgctcaggcaacttcatgggtttcaactgcggaaact

Ctaagtttggatttgggggcccaaattgtacagagaagcgagtcttgatta-3´

Tyr   (c.316G>C)

5´-gccagtgctcaggcaacttcatgggtttcaactgcggaaactgtaagttt

Cgatttgggggcccaaattgtacagagaagcgagtcttgattagaagaaac-3´
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表 3. ナノポアシーケンスライブラリ調製に使用した 

ターゲットアンプリコンプライマーの配列 

 

赤字は共通配列を示す 

 

  

系統 標的遺伝子 Primer Primer配列

PM Tyr Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCTGCATTGAAGCAGTTCACCAAAATAACA

PM Tyr Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCGAGAATTCCACACCTGAGCCTGATAGAA

PM Stx2 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCGCTCCAGGGTGTCTCATAGTGTTTGAAG

KO Stx2 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCACACAGTAATGTGGCAGAAATGTGATGC

KO Prdm14 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCCTTGTACTCAAAACCTTCTGCCCCAACT

KO Prdm14 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCTCTGGACATGACTGTTAGGGAAAGCAC

KO Ddx4 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCTACAGCTTGTCTGAAGGAGGCTTGGATA

KO Ddx4 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCTCATACGAGACTACATGCCAGCAACAC

Flox Cables2 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCGGCAAGAACGACCTGCTTTTTACCTTAC

Flox Cables2 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCGCCATGGCTGTCATTCTTGTGTATAACC

Flox Exoc7 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCGGCTCTAACCTCATTCCTCTGGAAGGTA

Flox Exoc7 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCAGTGACAAGAACAACTGGCAATTTCAGG

Flox Usp46 Forward primer TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCCACTCTGGGGAAGGATTGTAAGGGTAAA

Flox Usp46 Reverse primer ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCTGGGTTTAGCAGTTGGGATAAATGACAG
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表 4. ナノポアシーケンスライブラリ調製で実施した 

1 st PCR の反応組成液および反応条件 

 

 

 

試薬・テンプレート 添加量(μL)

蒸留水 7.4

2×PCR buffer　for KOD -Multi & Epi 10

10μM Forward primer 0.6

10μM Reverse primer 0.6

1.0 U/μL KOD -Multi & Epi-® 0.4

ゲノムDNA 1

合計 20

Cables 2　flox Exoc 7　flox Usp46　flox

ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間

1 98℃ 2分 1 98℃ 2分 1 98℃ 2分

2 98℃ 15秒 2 98℃ 15秒 2 98℃ 15秒

3 68℃ 2分 3 68℃ 2.5分 3 68℃ 2分

4 68℃ 5分 4 68℃ 5分 4 68℃ 5分

5 4℃ ∞ 5 4℃ ∞ 5 4℃ ∞

Prdm14 KO Ddx4 KO Stx2 KO

ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間

1 98℃ 2分 1 98℃ 2分 1 98℃ 2分

2 98℃ 15秒 2 98℃ 15秒 2 98℃ 15秒

3 68℃ 3分 3 68℃ 3分 3 68℃ 3分

4 68℃ 5分 4 68℃ 5分 4 68℃ 5分

5 4℃ ∞ 5 4℃ ∞ 5 4℃ ∞

Tyr PM

ステップ 温度条件 反応時間

1 98℃ 2分

2 98℃ 15秒

3 68℃ 2分

4 68℃ 5分

5 4℃ ∞

ステップ2～3を

32回繰り返す

ステップ2～3を

30回繰り返す

ステップ2～3を

32回繰り返す

ステップ2～3を

32回繰り返す

ステップ2～3を

32回繰り返す

ステップ2～3を

32回繰り返す

ステップ2～3を

32回繰り返す
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表 5-1. ナノポアシーケンスライブラリ調製に使用した 

バーコードアタッチメントプライマーForward(Fwd)の配列 

 

赤字は共通配列を示す 

バーコード No-Forward(Fwd) Primer配列

barcode01-Fwd AAGAAAGTTGTCGGTGTCTTTGTGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode02-Fwd TCGATTCCGTTTGTAGTCGTCTGTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode03-Fwd GAGTCTTGTGTCCCAGTTACCAGGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode04-Fwd TTCGGATTCTATCGTGTTTCCCTATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode05-Fwd CTTGTCCAGGGTTTGTGTAACCTTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode06-Fwd TTCTCGCAAAGGCAGAAAGTAGTCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode07-Fwd GTGTTACCGTGGGAATGAATCCTTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode08-Fwd TTCAGGGAACAAACCAAGTTACGTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode09-Fwd AACTAGGCACAGCGAGTCTTGGTTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode10-Fwd AAGCGTTGAAACCTTTGTCCTCTCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode11-Fwd GTTTCATCTATCGGAGGGAATGGATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode12-Fwd CAGGTAGAAAGAAGCAGAATCGGATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode13-Fwd AGAACGACTTCCATACTCGTGTGATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode14-Fwd AACGAGTCTCTTGGGACCCATAGATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode15-Fwd AGGTCTACCTCGCTAACACCACTGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode16-Fwd CGTCAACTGACAGTGGTTCGTACTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode17-Fwd ACCCTCCAGGAAAGTACCTCTGATTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode18-Fwd CCAAACCCAACAACCTAGATAGGCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode19-Fwd GTTCCTCGTGCAGTGTCAAGAGATTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode20-Fwd TTGCGTCCTGTTACGAGAACTCATTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode21-Fwd GAGCCTCTCATTGTCCGTTCTCTATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode22-Fwd ACCACTGCCATGTATCAAAGTACGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode23-Fwd CTTACTACCCAGTGAACCTCCTCGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode24-Fwd GCATAGTTCTGCATGATGGGTTAGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode25-Fwd GTAAGTTGGGTATGCAACGCAATGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode26-Fwd CATACAGCGACTACGCATTCTCATTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode27-Fwd CGACGGTTAGATTCACCTCTTACATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode28-Fwd TGAAACCTAAGAAGGCACCGTATCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode29-Fwd CTAGACACCTTGGGTTGACAGACCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode30-Fwd TCAGTGAGGATCTACTTCGACCCATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode31-Fwd TGCGTACAGCAATCAGTTACATTGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode32-Fwd CCAGTAGAAGTCCGACAACGTCATTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode33-Fwd CAGACTTGGTACGGTTGGGTAACTTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode34-Fwd GGACGAAGAACTCAAGTCAAAGGCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode35-Fwd CTACTTACGAAGCTGAGGGACTGCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode36-Fwd ATGTCCCAGTTAGAGGAGGAAACATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode37-Fwd GCTTGCGATTGATGCTTAGTATCATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode38-Fwd ACCACAGGAGGACGATACAGAGAATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode39-Fwd CCACAGTGTCAACTAGAGCCTCTCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode40-Fwd TAGTTTGGATGACCAAGGATAGCCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode41-Fwd GGAGTTCGTCCAGAGAAGTACACGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode42-Fwd CTACGTGTAAGGCATACCTGCCAGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode43-Fwd CTTTCGTTGTTGACTCGACGGTAGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode44-Fwd AGTAGAAAGGGTTCCTTCCCACTCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode45-Fwd GATCCAACAGAGATGCCTTCAGTGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode46-Fwd GCTGTGTTCCACTTCATTCTCCTGTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode47-Fwd GTGCAACTTTCCCACAGGTAGTTCTTTCTGTTGGTGCTGATATTGC

barcode48-Fwd CATCTGGAACGTGGTACACCTGTATTTCTGTTGGTGCTGATATTGC
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表 5-2. ナノポアシーケンスライブラリ調製に使用した 

バーコードアタッチメントプライマーReverse(Rev)の配列 

 

赤字は共通配列を示す 

バーコード No-Reverse(Rev) Primer配列

barcode01-Rev CACAAAGACACCGACAACTTTCTTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode02-Rev ACAGACGACTACAAACGGAATCGAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode03-Rev CCTGGTAACTGGGACACAAGACTCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode04-Rev TAGGGAAACACGATAGAATCCGAAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode05-Rev AAGGTTACACAAACCCTGGACAAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode06-Rev GACTACTTTCTGCCTTTGCGAGAAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode07-Rev AAGGATTCATTCCCACGGTAACACACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode08-Rev ACGTAACTTGGTTTGTTCCCTGAAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode09-Rev AACCAAGACTCGCTGTGCCTAGTTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode10-Rev GAGAGGACAAAGGTTTCAACGCTTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode11-Rev TCCATTCCCTCCGATAGATGAAACACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode12-Rev TCCGATTCTGCTTCTTTCTACCTGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode13-Rev TCACACGAGTATGGAAGTCGTTCTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode14-Rev TCTATGGGTCCCAAGAGACTCGTTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode15-Rev CAGTGGTGTTAGCGAGGTAGACCTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode16-Rev AGTACGAACCACTGTCAGTTGACGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode17-Rev ATCAGAGGTACTTTCCTGGAGGGTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode18-Rev GCCTATCTAGGTTGTTGGGTTTGGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode19-Rev ATCTCTTGACACTGCACGAGGAACACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode20-Rev ATGAGTTCTCGTAACAGGACGCAAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode21-Rev TAGAGAACGGACAATGAGAGGCTCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode22-Rev CGTACTTTGATACATGGCAGTGGTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode23-Rev CGAGGAGGTTCACTGGGTAGTAAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode24-Rev CTAACCCATCATGCAGAACTATGCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode25-Rev CATTGCGTTGCATACCCAACTTACACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode26-Rev ATGAGAATGCGTAGTCGCTGTATGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode27-Rev TGTAAGAGGTGAATCTAACCGTCGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode28-Rev GATACGGTGCCTTCTTAGGTTTCAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode29-Rev GGTCTGTCAACCCAAGGTGTCTAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode30-Rev TGGGTCGAAGTAGATCCTCACTGAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode31-Rev CAATGTAACTGATTGCTGTACGCAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode32-Rev ATGACGTTGTCGGACTTCTACTGGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode33-Rev AGTTACCCAACCGTACCAAGTCTGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode34-Rev GCCTTTGACTTGAGTTCTTCGTCCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode35-Rev GCAGTCCCTCAGCTTCGTAAGTAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode36-Rev TGTTTCCTCCTCTAACTGGGACATACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode37-Rev TGATACTAAGCATCAATCGCAAGCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode38-Rev TTCTCTGTATCGTCCTCCTGTGGTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode39-Rev GAGAGGCTCTAGTTGACACTGTGGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode40-Rev GGCTATCCTTGGTCATCCAAACTAACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode41-Rev CGTGTACTTCTCTGGACGAACTCCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode42-Rev CTGGCAGGTATGCCTTACACGTAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode43-Rev CTACCGTCGAGTCAACAACGAAAGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode44-Rev GAGTGGGAAGGAACCCTTTCTACTACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode45-Rev CACTGAAGGCATCTCTGTTGGATCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode46-Rev CAGGAGAATGAAGTGGAACACAGCACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode47-Rev GAACTACCTGTGGGAAAGTTGCACACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC

barcode48-Rev TACAGGTGTACCACGTTCCAGATGACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC
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表 6. ナノポアシーケンスライブラリ調製で実施した 

Nested PCR の反応組成液および反応条件 

 

試薬・テンプレート 添加量(μL)

蒸留水 11.4

2×PCR buffer　for KOD -Multi & Epi 15

5μM Forward primer 1

5μM Reverse primer 1

1.0 U/μL KOD -Multi & Epi-® 0.6

5倍希釈 1st PCR産物 1

合計 30

Cables 2　flox Exoc 7　flox Usp 46　flox

ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間

1 94℃ 2分 1 94℃ 2分 1 94℃ 2分

2 98℃ 10秒 2 98℃ 10秒 2 98℃ 10秒

3 63℃ 30秒 3 63℃ 30秒 3 63℃ 30秒

4 68℃ 分 4 68℃ 2.5分 4 68℃ 2分

5 68℃ 5分 5 68℃ 5分 5 68℃ 5分

6 4℃ ∞ 6 4℃ ∞ 6 4℃ ∞

Prdm14 KO Ddx4 KO Stx2 KO

ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間 ステップ 温度条件 反応時間

1 94℃ 2分 1 94℃ 2分 1 94℃ 2分

2 98℃ 10秒 2 98℃ 10秒 2 98℃ 10秒

3 63℃ 30秒 3 63℃ 30秒 3 63℃ 30秒

4 68℃ 3分 4 68℃ 3分 4 68℃ 3分

5 68℃ 5分 5 68℃ 5分 5 68℃ 5分

6 4℃ ∞ 6 4℃ ∞ 6 4℃ ∞

Tyr PM

ステップ 温度条件 反応時間

1 94℃ 2分

2 98℃ 10秒

3 63℃ 30秒

4 68℃ 2分

5 68℃ 5分

6 4℃ ∞

ステップ2～4を

18回繰り返す

ステップ2～4を

23回繰り返す

ステップ2～4を

20回繰り返す

ステップ2～4を

18回繰り返す

ステップ2～4を

18回繰り返す

ステップ2～4を

18回繰り返す

ステップ2～4を

18回繰り返す
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表 7. 従来の遺伝型解析の PCR に使用したプライマー配列 

 

  

系統 標的遺伝子 Primer Primer配列

Flox Cables2 Left LoxP Forward primer GGCAAGAACGACCTGCTTTTTACCTTAC

Flox Cables2 Left LoxP Reverse primer CTTGCTCCCAATACTGTGCCTTAATGTG

Flox Cables2 Right LoxP Forward primer AGTTAAGATACAGGCTGCCCTCAGGCTA

Flox Cables2 Right LoxP Reverse primer GCCTGACAATTGTAGCAAGTTCAGAAGG

Flox Exoc7 Left LoxP Forward primer GGCTCTAACCTCATTCCTCTGGAAGGTA

Flox Exoc7 Left LoxP Reverse primer AGGGAGGGGTAGACCTGTATCAAGGAGT

Flox Exoc7 Right LoxP Forward primer CAAGTCAAGATGCTCCCAAGGTAACAGA

Flox Exoc7 Right LoxP Reverse primer AGGACTCAAGTGAGAGCTCAAGCAGAGA

Flox Usp46 Left LoxP Forward primer CACTCTGGGGAAGGATTGTAAGGGTAAA

Flox Usp46 Left LoxP Reverse primer ACCCAGGTGAGTTCTGGCTTATTGTTCT

Flox Usp46 Right LoxP Forward primer TCCTTGTGATGTTTCTCTCAGTGTTGGA

Flox Usp46 Right LoxP Reverse primer CCTTGTCAGAAGCCAACAACGTAGACTC

系統 標的遺伝子・塩基 Primer Primer配列

PM Tyr c.140 G>C Forward primer-1 ATCTCTGATGGCCATTTTCCT

PM Tyr c.140 G>C Reverse primer-1 AGATGGTGCACTGGACAGAAG

PM Tyr c.140 G>C Forward primer-2 TGGCTGTTTTGTATTGCCTTC

PM Tyr c.140 G>C Reverse primer-2 GAGCACTGGCAGGTCCTATTA

PM Tyr c.316 G>C, c308 G>C Forward primer-1 TCCTGGCCCTCTGTGTTTTAT

PM Tyr c.316 G>C, c308 G>C Reverse primer-1 TTTTCGGAGACACTCAAATCAA

PM Tyr c.316 G>C, c308 G>C Forward primer-2 CTTCTGTCCAGTGCACCATCT

PM Tyr c.316 G>C, c308 G>C Reverse primer-2 TGGGGATGACATAGACTGAGC

KO Stx2 Forward primer GCCCAGCTGACATGTGTTTTA

KO Stx2 Reverse primer TATAGGTAGCCGAGTCGCTGA

KO Prdm14 Forward primer AGGGCTCTTAGCTTTGATTGC

KO Prdm14 Reverse primer TGTAGCCTTCCATTCTTTGGA

KO Ddx4 Forward primer TTTTGTCACAAGGAACCAAGG

KO Ddx4 Reverse primer CAGAAGGTGCTTTTAACCTGAG

系統 標的遺伝子 Primer Primer配列

Flox Cables2-Left side Forward primer AGGCCTACGGATCAGGTAAGA

Flox Cables2-Left side Reverse primer CCCTTCTCCTGTTTTGAGGAC

Flox Cables2-Right side Forward primer GCACCTGTCTGCCTAACTCTG

Flox Cables2-Right side Reverse primer GCATAAGACACGACCTGGAAA

KO Stx2-Left side Forward primer GGGTGTGGAAGTTGGTACCTT

KO Stx2-Left side Reverse primer TCTTGGTGACTCTGTCCTGCT

PCR-RFLP

PCR

Inversionを検出するPCR
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表 8. ショートリード NGS に使用したプライマー配列 

 

赤字はバーコード配列を示す 

 

 

  

Forward primer Primer配列

Tyr -c.140-sNGS-sBC01-F ATGCAAGAAAGTTGTCGGTGTCTTTGTGGCCTGTGCCTCCTCTAAGAA

Tyr -c.140-sNGS-sBC02-F ATGCTCGATTCCGTTTGTAGTCGTCTGTGCCTGTGCCTCCTCTAAGAA

Tyr -c.140-sNGS-sBC03-F ATGCGAGTCTTGTGTCCCAGTTACCAGGGCCTGTGCCTCCTCTAAGAA

Tyr -c.140-sNGS-sBC04-F ATGCTTCGGATTCTATCGTGTTTCCCTAGCCTGTGCCTCCTCTAAGAA

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC05-F ATGCCTTGTCCAGGGTTTGTGTAACCTTGCACCATCTGGACCTCAGTT

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC06-F ATGCTTCTCGCAAAGGCAGAAAGTAGTCGCACCATCTGGACCTCAGTT

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC07-F ATGCGTGTTACCGTGGGAATGAATCCTTGCACCATCTGGACCTCAGTT

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC08-F ATGCTTCAGGGAACAAACCAAGTTACGTGCACCATCTGGACCTCAGTT

Tyr-c.316-308-sNGS-sBC09-F ATGCAACTAGGCACAGCGAGTCTTGGTTGCACCATCTGGACCTCAGTT

Reverse primer Primer配列

Tyr -c.140-sNGS-sBC01-R ATGCCACAAAGACACCGACAACTTTCTTAACCCATGAAGTTGCCTGAG

Tyr -c.140-sNGS-sBC02-R ATGCACAGACGACTACAAACGGAATCGAAACCCATGAAGTTGCCTGAG

Tyr -c.140-sNGS-sBC03-R ATGCCCTGGTAACTGGGACACAAGACTCAACCCATGAAGTTGCCTGAG

Tyr -c.140-sNGS-sBC04-R ATGCTAGGGAAACACGATAGAATCCGAAAACCCATGAAGTTGCCTGAG

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC05-R ATGCAAGGTTACACAAACCCTGGACAAGTCGGAGACACTCAAATCAAAAA

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC06-R ATGCGACTACTTTCTGCCTTTGCGAGAATCGGAGACACTCAAATCAAAAA

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC07-R ATGCAAGGATTCATTCCCACGGTAACACTCGGAGACACTCAAATCAAAAA

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC08-R ATGCACGTAACTTGGTTTGTTCCCTGAATCGGAGACACTCAAATCAAAAA

Tyr -c.316-308-sNGS-sBC09-R ATGCAACCAAGACTCGCTGTGCCTAGTTTCGGAGACACTCAAATCAAAAA
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表 9. 免疫染色で使用した一次抗体および二次抗体 

 

  

一次抗体 販売元 カタログ番号 希釈率

Mouse monoclonal anti-PLZF Santa Cruz sc-28319 1/50

Guinea pig polyclonal anti-Vimentin PROGEN parrion for research GP53 1/50

二次抗体 販売元 カタログ番号 希釈率

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 555
invitrogen A31570 1/200

Goat anti-Guinea Pig IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 647
invitrogen A21450 1/100
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表 10. TIDER 解析結果 

 

 

Tyr c.140 G>C ソフトウェア判定結果 TIDER判定結果

BC1 PM negative HDR negative

BC3 PM negative HDR negative

BC4 PM negative HDR negative

BC6 Mutated PM positive HDR positive

BC7 PM negative HDR negative

BC8 Intended PM positive HDR positive

BC9 PM negative HDR negative

BC11 PM negative HDR negative

BC13 PM negative HDR negative

Tyr c.316 G>C ソフトウェア判定結果 TIDER判定結果

BC14 Mutated PM positive HDR positive

BC15 Mutated PM positive HDR positive

BC16 PM negative HDR negative

BC17 PM negative HDR negative

BC19 PM negative HDR negative

Tyr c.308 G>C ソフトウェア判定結果 TIDER判定結果

BC20 Intended PM positive HDR positive

BC22 Intended PM positive HDR positive

BC23 Intended PM positive HDR positive

BC24 Intended PM positive HDR positive

BC26 Intended PM positive HDR positive

BC27 Intended PM positive HDR positive

BC28 PM negative HDR negative

BC29 Intended PM positive HDR positive

BC30 Intended PM positive HDR positive


