
NHEJ（非相同末端結合）を介した遺伝子ノックアウト，または HDR（相同組換え修復）を介した挿入や
ノックインについて，Horizon Discovery 社 DharmaconTM Edit-RTM ゲノム編集試薬シリーズのツールを
選択するためのワークフローガイドです。

遺伝子ノックアウト

単一遺伝子の
ノックアウト

Cas9 の
フォーマットを

選ぶ

ガイドRNAを
選ぶ

Cas9の導入と
発現および
ガイドRNAの
導入を最適化
する

ゲノム編集効
率と機能的な
ノックアウト
による表現型
を評価する

Cas9 安定発現株
の作製

プール化
レンチウイルス
sgRNAの
トランス
ダクション

スクリーニング
実験

NGSデータの
解析2～3 weeks

ゲノムDNAの抽出

Dharmacon Cas9 
mRNA／タンパク質
DNA インテグレーション
のリスクが無く，オフター
ゲットを低減できます。

p.16～18

p.17～18

Dharmacon Cas9
レンチウイルス粒子
Cas9 安定発現また
は誘導発現細胞株
を作製できます。

Edit-R プール化レン
チウイルス sgRNA
ライブラリー
p.9

Cas9 発現細胞

トランスダクション
（MOI＜1）

リファレンス試料を用意し，
選択マーカーで細胞を濃縮します。

スクリーニング結果の読み出し（細胞死など）を行った後，
sgRNA 配列を PCR 増幅し，細胞プール内で増減した sgRNA 配列を
次世代シークエンサーによって同定します。

Edit-R 化学合成ガイド RNA
クローニングや精製が不要で，一過性の活性を
示します。
p.6～7

機能喪失解析

トランスフェクション細胞

Dharmacon Cas9 
レンチウイルス粒子
Cas9 安定発現または
誘導発現細胞株を作製
できます。

ノックアウト細胞
株の樹立：
96 ウェルプレート
でのシングルコロ
ニー増殖

DharmaconTM Edit-RTM Gene Editing Workflows

複数遺伝子の
機能喪失スクリーニング

ノックアウト細胞株の樹立
または機能喪失解析

プール化ライブラリーを
用いたスクリーニング
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2～3 weeks

遺伝子ノックイン

Cas9安定発現株
の作製

ガイドRNAを
選ぶ

アレイ化
スクリーニング

実験

表現型の評価

Cas9 の
フォーマットを

選ぶ

ガイドRNAと
ドナーオリゴ
を選ぶ

Cas9やガイド
RNAの導入と
発現および
ドナーオリゴ
の導入を
最適化する

HDR効率の
評価

クローン化
した細胞株
の解析

Dharmacon 
Cas9 レンチ 
ウイルス粒子
 p.17～18

Dharmacon Cas9 mRNA／タンパク質
DNA イン テ グレ ー ショ ンの リ スク が 
無く，オフターゲットを低減できます。
p.16～18

Edit-R 化学合成ガイド
RNA
クローニングや精製が 
不要で，一過性の活性を 
示します。
 p.6～7

Cas9＋ガイド RNA＋
ドナー DNA の導入

フローサイトメトリーまたは
薬剤耐性による細胞濃縮， 
選択細胞の増殖

96 ウェルプレートでの
シングルコロニー増殖

RFLP やジャンクション 
PCR による HDR 検出

Blasticidin 選択と
細胞増殖

Edit-R 化学合成ガイド 
RNA ライブラリー

（アレイ化またはカスタム）
p.8～9

DharmaFECT トランス
フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 に 
よるガイド RNA の導入
p.29

機能喪失解析

Cas9 発現細胞
（mixed population）
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アレイ化ライブラリーを用いた
スクリーニング

（1ウェルにつき1遺伝子で解析する）

2～3 weeks

DNA ドナープラスミド

一本鎖 DNA ドナーオリゴ
 p.25

＜50 nt

＞50 nt

試薬  TEL 03-5684-1620   reagent@funakoshi.co.jp
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