
CNV変化による領域特異的な遺伝子導入領域の確認が容易に検出可能 
 

複数のタンデムなPrimer/Probe系を用いたCNV測定のアッセイデザインにより、より簡便に遺伝子導入/ 欠損
領域の限定化が可能 
 

トランスジェニック動物や安定発現株などでの遺伝子導入領域の正確な把握やコピー数・導入遺伝子の形状
維持管理にも有用 

QX Droplet Digital PCR (ddPCR) Applications  

Research Background 

Application Advantages 
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  バクテリア人工染色体（BAC）を用いたトランスジェニッ

クマウスの作製手法は、比較的広範な遺伝子領域を遺
伝子導入できるメリットを活かしネイティブで生理学的な
量的・時空間的発現制御パターンを反映した発現解析や
遺伝子治療モデルの樹立に幅広く応用されています。一
方で、作製したトランスジェニックマウスの解析結果を解
釈する場合、① BACトランスジーンがマウスゲノム上の

どの領域に、どのようなオリエンテーションで何コピー数
インテクレーションされているか、② またそれによって他

の内在性遺伝子に直接的あるいは間接的にどのような
影響を及ぼしているのかを事前に把握しておくことは、目
的とするBACトランスジーンの正確な解析を行う上で不
可欠です。 
 

  こうしたケースでの確認手法として従来からSouthern 

BlottingやqPCRを組み合わせたCNV解析が一般的に
よく用いられてきましたが、近年ではアレイCGH法や次

世代シーケンサーを組み合わせた、ゲノム挿入部位及
び構造解析も行われるようになりました。しかし煩雑な操
作やコストの問題などにより、まだまだ誰でも使用できる
汎用技術レベルには至っておりません。 
 

  そこで操作が簡便であり正確なコピー数を絶対数として
算出できるドロップレットデジタルPCR技術と従来法であ
るinverse PCR（iPCR）技術を組み合わせた手法を用い
て、マウスゲノム上でのBACトランスジーンのコピー数, 

オリエンテーション及び挿入部位の解析が簡便に行える
か検証が行われました。さらにその手法を用いて父方由
来15番染色体短腕q11-q13部位の複数遺伝子欠損によ
り生じるPrader-Willi症候群のモデルマウス（新生仔致
死）での、責任遺伝子群のBACトランスジェニックマウス
作製と解析に応用可能か更なる検証が遂行されました。 

図1 解析で明らかになったBACクローン RP23-59P20トランスジェニックマ
ウ 

    スにおけるBAC挿入断片と導入先のゲノム構造 
      

    ddPCR技術と従来法であるinverse PCR技術を組み合わせ、上段BAC 

    クローンRP23-59P20全長の内、（A）下段の青実線のようなオリエン 

    テーションでBACクローンの部分断片の挿入があること、またBACク 

    ローンRP23-59P20中のMkrn3遺伝子部分断片がマウス9番染色体長 

    腕E2領域に存在するBckdhb遺伝子座のExon9,10を含む領域に飛び 

    込んでいることが判明しました（B）。 

QX Droplet DigitalTM PCR (ddPCRTM)とinverse PCRを用いたBACトランスジェニッ
クマウスにおけるゲノム挿入部位及び構造解析 

Content 

   今回、長崎大学 先導生命科学研究支援センター 遺伝
子実験施設の 木住野 達也 先生のグループがScientific 

Reports誌でご報告された BACトランスジェニックマウス

におけるトランスジーンの挿入部位・構造解析手法として
のddPCRアプリケーションについてご紹介します。 

  今回ご紹介する文献のデータよりQX200 Droplet Digital PCR （ddPCR）を用いた絶対定量による遺伝子コピー数検出
は、CNV変化を再現性良く正確に検出でき、下記の利点もあげられます。 
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