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コンストラクトの作製方法 1日目

TCGATCACACAACAAAGGGGTGG
PAM

標的配列のデザイン Webツール:
Cas-Designer

＜パラメーターの設定＞
PAM Type: NGG
Target Genome: Dictyostelium discoideum
Target Sequence: 解析したい遺伝子配列

＜設計上の注意点＞
なるべく上流で破壊したい
TTTTの連続を避ける
（Cas-OFFinderで）オフターゲット効果の低い配列を選ぶ



NBRP Nenkinワークショップ 2018

コンストラクトの作製方法 2日目午前

TCGATCACACAACAAAGGGGAGCA
AGCTAGTGTGTTGTTTCCCCCAAA

オリゴのアニーリング

10 x アニーリングバッファー 1 µl
100 µM センスオリゴ 0.5 µl
100 µM アンチセンスオリゴ 0.5 µl
H2O 8 µl
Total 10 µl

95℃で5 分 → 約1時間かけて25℃まで下げる
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コンストラクトの作製方法 2日目午後

TCGATCACACAACAAAGGGGAGCA
AGCTAGTGTGTTGTTTCCCCCAAA

オリゴのアニーリング

Golden Gate assembly

GCATCG
CGTAGCTCGT

tRNA tracrRNA
GAAGACGG
CTTCTGCCCAAA

AGCAGGGTCTTCGG
CCCAGAAGCC

GT TTAAGAG
TTCTC

tRNA gene target tracrRNA

sgRNAtRNA

BpiI BpiI

pTM1285

Annealed oligo
All-in-one vector
T4 DNA ligase
BpiI

37℃ 5 min
16℃ 15 min

x5
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コンストラクトの作製方法 ３日目午前

コロニーPCR

ターゲット配列
（プライマーFw）

tracrRNA配列
（プライマーRv）

ミニプレセット

エレクトロポレーション用に10 µgぐらい準備したい
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