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随着基因组编辑技术的出现，对靶基因进行特异性破坏或

者引入靶基因已经很容易。
确认基因组编辑结果时，需要确认靶基因上是否存在突变。

最可靠的方法是直接分析序列，但是当对多个样本进行验证时
这种方法成本很高。有一种简易方法是，通过电泳分析野生型
和突变型的异源双链体，并利用同源双链体与异源双链体之间
的迁移率差异进行确认（异源双链体迁移率分析：HMA法）。
该方法作为一种可以通过使用全自动电泳装置轻松确认基因组
编辑结果的工具得到了普及。

但是，使用 HMA法时，如果多碱基（1～ 5 bp）存在差异， 
则会抵消同源双链体和异源双链体的立体结构形成的迁移率差
异，存在无法确认编辑结果的情况。在这种情况下可以使用一 

种被称为 T7 Endonuclease I或 Cel1酶的方法。上述酶具有识 

别和切割双链 DNA错配的活性。普遍认为这种酶还可以识别
多碱基的错配，对检测使用 HMA 等无法检测的突变是有效
的。在这里为您介绍使用微芯片电泳系统简便、快速地检测 T7 

Endonuclease I识别错配的切割实例。
Y. Sogabe

■标准样品的准备
分析时在人β-球蛋白基因 (HBB@) 及人β-球蛋白基因座转

录本 3（非蛋白编码）(BGLT3)中随机设定了 110 bp片段，将 

其作为野生型的模板。通过从野生型序列中插入或缺失 1-5个
碱基来制备五种突变型 DNA。将其分别插入质粒后进行合成。
实施 PCR时，野生型和各 5种突变型的 2×108拷贝以 1：1的
比例混合，用作野生型－突变型异源双链样品。

■方法
•PCR

PCR按照表 1的条件实施。

图 2 DNA/RNA分析用微芯片电泳系统 MultiNA™

表 1 PCR 分析条件
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MultiNA™を用いたゲノム編集による 
数塩基変異の検出 

 

ゲノム編集技術の登場で、標的遺伝子に対して、特異的に
遺伝子を破壊したり、導入することが容易にできるようにな
りました。 

ゲノム編集結果の確認にはオンターゲットに対する変異
の有無を確認することが必要です。直接配列を解析する方法
が一番確実ですが、多検体での検証を行う場合にはコストが
かかります。簡易的な方法として、野生型と変異型とのヘテ
ロ二本鎖を電気泳動にて分析し、ホモ二本鎖とヘテロ二本鎖
の移動度の差を利用した確認方法があります（ヘテロ二本鎖
移動度解析：HMA 法）。この方法は全自動電気泳動装置を
利用することで手軽にゲノム編集結果を確認できるツール
として普及しています。 

しかしながら、HMA は数塩基（1～5 bp）の違いではホモ
二本鎖とヘテロ二本鎖の立体構造による移動度の差が相殺
されて編集の有無を確認できない場合があります。このよ
うな場合に利用できるのが T7 Endonuclease1 や Cel1 と呼
ばれる酵素を利用する方法です。これらの酵素は二本鎖
DNA のミスマッチを認識し、切断する活性があります。数
塩基のミスマッチも認識できるとされており HMA などでは
検出できない変異に有効だとされています。ここでは T7 
Endonuclease1 によるミスマッチの切断をマイクロチップ
電気泳動装置により簡便迅速に検出する分析例を紹介しま
す。 

Y. Sogabe 
 

 
図 1 分析プロトコル 

 
図 2 DNA/RNA 分析用マイクロチップ電気泳動装置 MultiNA™ 

 
 標準試料の準備 

分析には Homo sapiens beta globin region (HBB@) 及び
beta globin locus transcript 3 (non-protein coding) (BGLT3) 
の中から任意の 110 bp を設定しました。これを野生型のモ
デルとしました。野生型のモデル配列からそれぞれ 1 塩基か
ら 5 塩基挿入もしくは欠失させた 5 種類の変異型のモデル
DNA を設定しました。それぞれをプラスミドに挿入したも
のを合成しました。PCR の際に野生型と各 5 種類の変異型の
2×108 コピーを 1：1 の割合でそれぞれ混合し野生型 - 変異
型のヘテロモデルの鋳型として用いました。 

 
 方法 

 PPCCRR  
PCR は表 1 の条件にて実施しました。 

表 1 PCR 分析条件 

 

標的ゲノム編集領域のPCR

PCR産物の変性、アニーリング

T7 Endonuclease1 酵素反応

“MultiNA”電気泳動

変異有無の確認

PPCCRR反反応応液液
Sample 0.5 µL
2xBuffer 5.0 µL
dNTPs (2 mM) 1.0 µL
Primer F (2 µM) 1.0 µL
Primer R (2 µM) 1.0 µL
DW 1.4 µL
KOD FX 0.1 µL

Total 10.0 µL

PPCCRRササイイククルル
98 ℃ 1 min
98 ℃ 10 sec
60 ℃ 15 sec x35 cycles
68 ℃ 15 sec
68 ℃ 7 min
4 ℃ ∞

图 1 分析流程
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靶基因组编辑区的 PCR

PCR产物的变性和退火

T7 Endonuclease I 酶促反应

“MultiNA”电泳

确认是否存在突变
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PCR反应液

PCR循环



Application 
News 

  

■分析结果
使用 MultiNA电泳获得了如图 3 所示的清晰的分析结果

（凝胶图像）。样品名称中带 Δ1・・・Δ5标识的部分表示插
入或缺失的数量。

(a)是 T7 Endonuclease I处理前的 PCR产物的凝胶图像。
在实施热变性、退火处理之前，具有碱基缺失的 Δ5已经检测
到异源双链体，因此，即使不进行 T7 Endonuclease1 处理，
也可以确认发生了突变。

(b)是 T7 Endonuclease I处理后的 PCR产物的凝胶图像。 

在Δ1至Δ5的所有样品中，分别检测到了使用 T7 Endonuclease I 

切割后的片段。每个已消化的片段尺寸不同，是因为碱基的插
入或缺失位置不同。关于检测到异源双链体的 Δ5，可以观测
到使用 T7 Endonuclease I酶切后异源双链体消失。

■总结
如本分析例所示，在通过几个碱基差异难以分析野生型纯

合子和突变型纯合子的尺寸差异时，使用 T7 Endonuclease I酶
切后检测其片段，可以更加简单地判定是否存在突变。

在实验动物个体数量多的情况下，判定是否存在基因组编
辑需要花费更多的时间和成本。使用 MCE-202 MultiNA进行
自动分析可以大幅减轻作业负担。

MultiNA是岛津制作所株式会社在日本及其他国家的商标。
此外，本文中出现的公司名称和产品名称是各公司的商标及注册商标。
本文中可能对“TM”和“®”进行了省略。

•形成异源双链体
使用热循环仪进行 PCR产物的变性和退火。反应条件参照日

本基因公司生产的 T7 Endonuclease I reaction Mix的使用说明。

•酶促反应（T7 Endonuclease I）
取形成了异源双链体的 PCR产物 9 μL，加入 1 μL T7 Endon-

uclease I reaction Mix，37 ℃ 反应 60 min。

•电泳
使用微芯片电泳系统MCE-202 MultiNA对使用 T7 Endonu-

clease I酶切处理的 PCR产物进行电泳，确认其尺寸。出于比较
的目的，对未使用 T7 Endonuclease I处理的 PCR产物也进行了电
泳。使用MultiNA分析时采用了MultiNA专用的DNA-500试剂盒。

 

 
分析計測事業部 
グローバルアプリケーション開発センター 

 

島津コールセンター 0120-131691 
(075) 813-1691 

※本資料は発行時の情報に基づいて作成されており、予告なく改訂することがあります。 
改訂版は下記の会員制 Web Solutions Navigator で閲覧できます。 

 https://solutions.shimadzu.co.jp/solnavi/solnavi.htm 

会員制情報サービス「Shim-Solutions Club」にご登録ください。 

https://solutions.shimadzu.co.jp/ 
会員制 Web の閲覧だけでなく、いろいろな情報サービスが受けられます。 
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 ヘヘテテロロ二二本本鎖鎖形形成成  
サーマルサイクラーを用いて PCR 産物の変性とアニーリン

グを行いました。条件はニッポンジーン社製 T7 Endonuclease1 
reaction Mix 添付のプロトコルに従いました。 

 
95℃ 5min 
95℃→85℃ 2℃/sec 
85℃→25℃ 0.1℃/sec 

 
 酵酵素素反反応応（（TT77  EEnnddoonnuucclleeaassee11））  

ヘテロ二本鎖を形成した PCR 産物を 9 µL 用いて T7 
Endonuclease1 reaction Mix を 1 µL 加えて 37 ℃ 60 min 反
応を行いました。 

 
 電電気気泳泳動動  

T7 Endonuclease1 で酵素処理した PCR 産物をマイクロチ
ップ電気泳動装置 MCE-202 MultiNA で電気泳動を行い、サ
イズの確認を行いました。比較のために T7 Endonuclease1
で処理していない PCR 産物の電気泳動も行いました。
MultiNA での分析は MultiNA 専用の DNA-500 キットを用い
ました。 

 

 分析結果 
MultiNA による電気泳動から図 3 のような明瞭な分析結果

（ゲルイメージ）を得ることができました。サンプル名にΔ
1・・・Δ5 と示してあるのは挿入もしくは欠失の数を表して
います。 

(a)は T7 Endonuclease1 処理前の PCR 産物のゲルイメージ
です。熱変性、アニーリングの処理を実施する前ですが、5
塩基の indel があるΔ5 についてはヘテロ二本鎖が検出され
ており、T7 Endonuclease1 処理なしでも変異有と確認できま
した。 

(b)は T7 Endonuclease1 処理した PCR 産物のゲルイメージで
す。Δ1 からΔ5 すべてにおいて T7 Endonuclease1 による切断
を受けたフラグメントがそれぞれ検出されています。消化され
たフラグメントのサイズがそれぞれ異なるのは挿入もしくは
欠失を設定した位置が異なるためです。ヘテロ二本鎖が検出さ
れていたΔ5 につきましては T7 Endonuclease1 によりヘテロ
二本鎖が消失しているのが確認できました。 
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T7 Endonuclease I
的消化片段

异源双链体

图 3 MultiNA的电泳结果（凝胶图像）
(a) PCR 结束后的凝胶图像、(b) 经过 T7 Endonuclease I处理的 PCR产物的凝胶图像

※本方法可能因为目标序列及其周边序列的原因导致分析结果出现差异。


