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ゲノム編集を用いた挿入変異マウスの作製効率
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CRISPR/Cas9法を用いて、ヒト腫瘍で同定された遺伝子異常をマウスで再現し、
そのメカニズムを再現した。

(Kataoka K. et al. Nature. 2016)

CRISPR/Cas9によるヒトがん遺伝子異常の再現



ATL腫瘍細胞ではPD-L1遺伝子の3’ UTRに高頻度で様々な遺伝子構造異常が
観察された。

(Kataoka K. et al. Nature. 2016)

CRISPR/Cas9によるヒトがん遺伝子異常の再現



ヒト腫瘍で同定された3’ UTRの欠損をHEK293T細胞に導入したところ、PD-L1
の過剰発現が再現された。

(Kataoka K. et al. Nature. 2016)

CRISPR/Cas9によるヒトがん遺伝子異常の再現
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CRISPR/Cas9によるInsulin1-Cre KIマウスの作製
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(Hasegawa Y. et al.  Experimental Animals. 2016)



受精卵にIns1遺伝子に対する環状のCRISPR vectorとKnock-in 
vectorをインジェクションする

Knock-in donor fragment

CRISPR/Cas9 vector for Ins1

pX330

CRISPR/Cas9によるInsulin1-Cre KIマウスの作製

(Hasegawa Y. et al.  Experimental Animals. 2016)



Ins1 WT allele

Ins1 I2AC allele

exon1 exon2

2025bp 1674bp1732bp
nlsCre pA2

A
ATG Stop

ATG Stop

Stu1

Stu1

Sca1

Sca1

5057 bp

6789 bp

Cre probe

Wt KI

Cre probe - 6, 789 bp

CRISPR/Cas9によるInsulin1-Cre KIマウスの作製

(Hasegawa Y. et al.  Experimental Animals. 2016)
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CRISPR/Cas9によるInsulin1-Cre KIマウスの作製

Probe Cre

Knock-in  + randam integration
(Hasegawa Y. et al.  Experimental Animals. 2016)
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CRISPR/Cas9によるInsulin1-Cre KIマウスの作製

膵臓β細胞特異的な tdsRedの発現
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Insulin
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(Hasegawa Y. et al.  Experimental Animals. 2016)



gene Embryo injection transfer born screening KI (He+Ho)
KI/screeni

ng
inset (KI) 5' arm (kb) 3'arm (kb)

arm total 
(kb)

ALK2 FLEX KI B6J 511 410 47 36 1 2.8% 5.5 1.9 1.4 3.3

ALK2 FLEX KI B6J 481 406 95 90 6 6.7% 5.5 1.9 1.4 3.3

Calhm1 B6J 435 406 60 60 2 3.3% 2.3 1.1 1.0 2.1

hG6PC B6J 488 404 94 69 6 8.7% 2.7 1.8 2.0 3.8

chG6PC B6J 481 409 71 32 7 15.9% 3.5 1.8 1.6 3.4

OCT2 B6J 497 443 105 54 8 14.8% 2.2 1.9 0.9 2.8

hProC B6J 437 382 82 68 3 4.4% 2.0 0.7 0.9 1.6

Insulin1 B6J 373 339 84 84 5 6.0% 1.7 2.0 1.7 3.7

RANKL-Cre B6J 404 346 93 93 0 0.0% 2.0 1.0 1.0 2.0

RANKL-Cre(再) B6J 268 246 64 64 2 3.1% 2.0 1.0 1.0 2.0

Rorgt1 B6J 463 406 96 96 10 10.4% 2.8 1.1 1.0 2.1

Sostdc B6J 365 322 85 85 3 3.5% 2.2 1.8 1.7 3.5

Rosa-Ezhl KI B6J 357 300 63 63 1 1.6% 7.0 1.1 4.3 5.4

h0atpla4 KI B6J 455 398 79 64 5 7.8% 2.5 0.9 1.2 2.1

RORgt KI2 B6J 310 272 50 50 2 4.0% 2.7 1.1 1.0 2.1

GP2 B6J 317 280 106 106 2 1.9% 2.5 1.1 1.0 2.1

GP38 B6J 357 300 96 96 6 6.3% 2.8 2.0 1.1 3.1

Rosa26-Sirt6 B6J 268 230 68 63 0 0.0% 5.7 1.1 4.3 5.4

Bcl6 B6J 332 292 91 76 9 11.8% 1.4 3.5 1.4 4.9

Myh7 B6J 343 290 131 130 4 3.1% 0.8 2.0 2.0 4.0

Cxc5 B6J 313 270 81 77 2 2.6% 2.0 1.4 1.4 2.8

Il23-Cre B6J 337 284 122 122 3 2.5% 3.6 1.1 1.1 2.2

Il12-GFP B6J 312 265 77 77 4 5.2% 3.8 1.1 1.1 2.2

CRISPR/Cas9によるKIマウスの作製効率



CRISPR/Cas9によるcKOマウスの作製



Project Embryo injectio
n transfer born screening cKO deletion cKO/screenin

g
Del/screenin

g
5' arm 

(kb)
Central arm 

(kb)
3'arm 
(kb)

arm total 
(kb)

1 B6J 292 238 66 59 2 3 3.4% 5.1% 1.7 3.5 1.6 6.8
2 B6J 332 253 34 31 2 5 6.5% 16.1% 1.8 1.9 1.9 5.6

3 B6J 425 393 141 141 3 14 2.1% 9.9% 1.4 2.7 1.5 5.6

4 B6J 303 292 63 63 3 16 4.8% 25.4% 1.4 3.2 1.1 5.7

5 B6J 239 227 75 74 4 31 5.4% 41.9% 1.3 3.7 1.4 6.4

6 B6J 296 271 137 134 2 48 1.5% 35.8% 1.7 1.3 1.8 4.8

Average 314.5 279.0 86.0 83.7 2.7 19.5 3.9% 22% 1.6 2.7 1.6 5.8

CRISPR/Cas9によるcKOマウスの作製



& Del
(24.5%)

CRISPR/Cas9による遺伝子改変マウスの作製実績
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