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【研 究 目 的】 発がんの特に初期過程において、免疫反応が発がんにどのように作用するのかは、spontaneous cancer 

model を用いた解析はあまりなされていない。金沢大学がん進展制御研究所・大島正伸教授が開発され

た APCΔ716 ノックアウトマウスに対して、実中研で開発した NOG マウスの重度免疫不全形質の導入に

より、APC 遺伝子変異による Wnt 活性化による大腸がん発生過程において宿主免疫反応の役割を解明で

きる。本研究ではゲノム編集技術の一つである CRISPR/Casシステムを利用して、APC遺伝子に変異を持

った NOGマウス（APC-NOG）を作製することを目的とした。 

【研究内容・成果】 
 

１）標的配列の設計 

MITの Feng Zhangの研究室のホームページで公開されている、CRISPR Design Toolを使って、APC遺

伝子の 716番目のコドン近傍に、4種類の標的配列を設計することができた。 

２）GFPアッセイの結果 

pX330プラスミドおよび pCAG-EGxxFPプラスミドを用い、HEK293細胞を使った GFPアッセイにて標的

配列の切断活性を評価し、3つの標的配列を選抜した。 

３）DNAインジェクションの結果 

NODxNOGマウス受精卵に対し、既報に基づき DNA量を 5ng/ulで 1stトライを行ったが産子取得から低

迷し、離乳産子 2匹を得るのみであった。APCΔ716 ノックアウトマウスはホモ致死であることから、DNA

量を 1.5ng/ulに変更し 2ndトライを行った結果、26匹の産子を得る事ができた。 

４）変異個体の選抜 

28匹（2匹（1st）+26匹（2nd））で得られたファウンダーマウスのテールからゲノム DNAを抽出、PCR

し、PCR 産物をダイレクトシークエンスした。ダイレクトシークエンスでは判断できなかった個体につ

いては、PCR 産物を TA クローニングすることによって分離してからシークエンスした。その結果 19 匹

（0 匹（1st）+19 匹（2nd））の変異個体が得られ、そのうち、6 種のフレームシフトの起こる個体（モ

ザイクも含む）が 10匹得る事が出来た。（下表） 

５）今後の展望 

NOGマウスとの交配により F1マウスを作出し、APCΔ716と同様に腸管腫瘍が発生するか検証する。また

オフターゲット切断の有無の検査を実施する。また、今後本系統の頒布に向けシークエンシングに寄ら

ない PCR genotyping検査系を確立する。APCΔ-NOGマウスの系統樹立及び論文化を目指す。 
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