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	実　験　課　題
	Akit-1 floxマウス作製のためのESクローンの単離

	実験実施期間 (最長３年)
	２０２０年　４月　１日から　２０２３年　３月　３１日　まで

	

	実験の目的と概要
	Akit-1 floxマウス(通称)を作製する準備として、ターゲットベクターを構築し、マウス胚に移植するためのESクローンを作製する。

1 λgt10ベクターで作製されたマウスゲノムDNAライブラリーからAkit-1領域をクローニングする。

2 このクローンをpUC19ベクターに移し、M13ファージを産生させ、site-directed mutagenesisでベクター構築に必要な変異を導入する。

3 loxP-neo-loxPを5’-UTRに、loxPをintron 1に、チミジンキナーゼ遺伝子をintron 2内に挿入してターゲットベクターを完成させる。
4 これをマウスES細胞に導入し、相同組換えが生じたクローンを単離する。

5 Creリコンビナーゼを発現する欠損型ヒトアデノウイルスを作製し、④で単離したESクローンに感染させて、5’-UTRとintron 1にそれぞれ1つのloxPのみを有しneoの欠損したESクローンを単離する。


	　学長承認欄
	承認：　　　　　　年　　月　　日

	
	本実験計画を承認します。
　　承認番号：第　　　　　　　　号

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　秋 田 大 学 長


R１．使用する(または作製予定の)遺伝子組換え生物に導入された(または導入予定の)核酸に関する情報

	対象

区分
	遺伝子またはその産物の名称

(GenBankアクセス番号で代えることができる。
未同定遺伝子の場合はその旨を記入する。)
	核酸供与体
	供与体の実験分類

(クラス分類)
	核酸の種類

(ゲノムDNA, cDNA, 合成RNA etc…)

	A
	ゲノムDNA断片（マウスゲノムDNAライブラリー）(未同定)
	マウス
	1，2，3，4，他
	ゲノムDNA

	B
	Akit-1遺伝子を含むゲノムDNA断片
	マウス
	1，2，3，4，他
	ゲノムDNA

	C
	チミジンキナーゼ
	Herpes simplex virus 1型
	1，2，3，4，他
	cDNA

	D
	neo (Tn5)
	大腸菌
	1，2，3，4，他
	トランスポゾンDNA

	E
	loxP配列
	P1ファージ
	1，2，3，4，他
	合成DNA

	F
	Creリコンビナーゼ
	P1 ファージ
	1，2，3，4，他
	cDNA

	G
	CMV プロモーター
	サイトメガロウイルス
	1，2，3，4，他
	ゲノムDNA


R２．宿主―ベクター系 (すべての組み合わせを記載する。)
	対象

区分
	宿　主

(必要に応じて系統名等も記入する。)
	宿主の実験分類

(クラス分類)
	ベ　ク　タ　―

(使用しない場合はその旨を記入する。製品化されている場合は供給元の明示が望ましい。)
	自立的増殖の有無

(宿主がウイルスやファージの場合に記入する。)

	ア
	ファージ（ラムダ）
	1，2，3，4，他
	λgt10
	有

	イ
	大腸菌(XL1-BlueおよびCJ236))
	1，2，3，4，他
	pUC19
	

	ウ
	欠損型ファージ(M13)
	1，2，3，4，他
	pUC19
	無

	エ
	大腸菌(DH5α)
	1，2，3，4，他
	pAd/CMV/V5-DEST（Invitrogen社）
	

	オ
	欠損型ヒトアデノウイルス
	1，2，3，4，他
	pAd/CMV/V5-DEST（Invitrogen社）
	無

	カ
	
	1，2，3，4，他
	
	

	キ
	
	1，2，3，4，他
	
	


R３．実験ごとの（R１）と（R２）の組合せ

	実験番号
	(R１）における対象区分
	(R２）における対象区分
	申請する拡散防止措置

(下表より選択する。)

	I
	A
	ア
	P1

	II
	B
	イおよびウ
	P1

	III
	BおよびCおよびDおよびEおよびG
	イ
	P1

	IV
	FおよびG
	エ
	P1

	V
	
	
	

	VI
	
	
	

	VII
	
	
	


 (表)　拡散防止措置レベル
	P1
P2
P3
LSC
LS1
LS2

P1A
P2A
P3A
特定飼育区画
P1P
P2P
P3P
特定網室


R４．使用する実験室等

	申請する拡散防止措置
	実　　験　　区　　域

(レベル認定の承認を受けていない実験室の使用を希望する場合は、本申請と同時に申請書8によりレベル認定を受けること。)

	P1
	秋田大学バイオサイエンス教育研究センター分子医学部門 バイオハザード室I

	P2
	同上

	
	

	
	


R５．遺伝子組換え微生物の動物接種実験

	(R3)における遺伝子組換え微生物の実験番号
	宿　主　動　物

(系統名も記入する。)
	(R3)における宿主動物の実験番号

(宿主動物が遺伝子組換え生物の場合のみ記入する。)
	申請する拡散防止措置

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


㊟ 宿主に挿入された外来性遺伝子断片について記載する。





㊟ λファージで構築されたライブラリーに対応。





㊟ Akit-1遺伝子を導入された大腸菌とそこから産生されたM13ファージに対応。





㊟ ターゲッティングベクターを大腸菌内で構築する実験に対応。





㊟ Creリコンビナーゼ発現用アデノウイルスベクターを大腸菌内で構築する実験に対応。









