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Mpp7-KO・・・・・・1・
Mpp7-KO ・・・・(BDR LARGE)・・・・・・・・・Accession No.
CDB0578K: http://www2.clst.riken.jp/arg/mutant%20mice%20list.html・・
Mpp7-KO・・・・・・・・・・・・・・・
・・ ・ (BDRLARGE)・・・・・・・・

Mpp7 ・・・・・・・・・・・conditional knockout mice・・・・・・・・Mpp7
・ ・・・ ・ ・・・・・・・・・・・・・・MPP7・・・・・・loxP
・・・・ ・・  DNA ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

(・1)・・・・ ・・・ ・・・・  ・・・・・・・・・・・・・2
・・ ・ ・・  1・・・・・・・・・・・・・Neo・・・・・・Neo・
・FLP・・ ・・ ・・  FLPe・・・(FRT)・・・・・・1・・2・・・・
・・・ ・ ・ ・・・・・・  ・・・・・・・・・・A ・・・・・・DT-A・

・ ・・・・ ・・・・・Mpp7・・・・・・・・・・TT2・・・
・・・・・・・(G-418) ・・・・・・・・・・・・・・
・・・MPP7・ ・・・ ・ ・ ・・・・ ・ ・・・・   1・・・・
・ ・・・・ ・・・  (Mpp7-flox-Neo・・/+) ・・・・・・・・・・・・・・・
・・・ (Mpp7-flox-Neo/+)・・・・・・・・・・・・・・・FLP・・・・・・FLPe・
・ ・・・ ・・・・・・・・・  ・・[8]・Neo・・・・・・・・・・ (Mpp7-flox/+)
・・・・ ・・ Mpp7-flox/+・・・・・TLCN-Cre・・・・・・・TLCN-Cre・・・・・
・・・・ (telencephalin; TLCN)・・・・・・・・・・・・Cre・・・・
・ ・・ ・・  [9]・ TLCN- Cre・・・・・・Cre・・・・・・・・・
・ ・ DNA・・・・TLCN-Cre・・・・・・・・・Mpp7・・・

・3 ・・ ・ ・・・・・・・Mpp7(-/+)・・・・・・・・・・・・・ 5 ・
C57/BL6・B6・・・・・ ・ ・・・ B6・・ Mpp7・・・・・・・・・・
・Mpp7(-/+)・・ ・・ ・ Mpp7-KO・・・・・・・・・・・・12・・
・・ ・・・・・ ・・・・ ・ ・ ・・・・  
Mpp7 ・ DNA・・・・・・・・・・・polymerasechainreaction(PCR)
・・・ ・・・  ・・・1377・・・PCR・・・Mpp7-KO・・Mpp7・



・・・・・・・・・・・・499・・・・・・・
Upper primer: TGTCGCCCTCTAGCATCTCATTCT
Lower primer: CTAGTGGCTGATGGTTCTCGTGGTG

・・
U2OS, HOS, NOS10, NOS1, MG63, OST・・Saos2・・・・・・・・・・・
・・・10% ・FBS・・1% PSG・・・・・・・・・・・・・・L-・・・・
・, Life technologies・・・1%MEM  ・・・・・MEM Non-Essential Amino Acids・

Life technologies) ・・・・・・・・・・・・・

・・・・
・・・ ・ ・・・ ・  ・・MPP7・・・・・・・・・・・
・・・ ・・・・ ・ ・   Yoshida ・・・・・[10]・CS-CP-sh-hMPP7-A ・・

CS-CP-sh-hMPP7-C・MPP7-RNA・・・・short-hairpinRNA (shRNA)・・・・・・・
・ ・・・・ ・・  CS-CP-sh-Control・・・・・・・・・・shRNA・・・・
・・・・・・ ・・・・ ・・ ・ ・・ ・ ・・ ・・ ・ ・     
・ ・・ ・・・ ・ ・・  

MPP7-A:  ggataccagtggaggataaTTCAAGAGAttatcctccactggtatccTTTTT
MPP7-C:  gtgatggtgttgaatacatTTCAAGAGAatgtattcaacaccatcacTTTTT
Control:   gcaacaagatgaagagcacTTCAAGAGAgtgctcttcatcttgttgcTTTTT
pCAG-HIVgp・pCMV-VSV-G-RSV-Rev・・・・・・・・・・・・

MPP7・・・・・・
U2OS ・ ・・ MPP7・・・・・・・・・・MPP7-RNA・・・・・2・
shRNA・CS-CP-sh-hMPP7-A・CS-CP-sh-hMPP7-C・・・・・・CS-CP-sh-Control・・
・・ ・・・ ・ ・ ・・・   ・・・・・・・・・(pCAG-HIVgp,

pCMV-VSV-G-RSV-Rev)・・293T・FuGENE6・RocheMolecular Systems, Pleasanton・CA・・
・ ・ ・・・ ・ ・ ・・・ ・・   U2OS・・・・・・・・・
・ ・・・ shRNA・・・・・・・・・MPP7・・・

・・・ ・ ・・・・・・・・・

・・・・・・・
・・・・ ・・・・・・ (sodium dodecyl sulfate; SDS) ・・・・・・・2% SDS,

62.5mM Tris-HCl (pH6.8), 50mMDTT, 10%・・・・・・・・・・・
・・(10–15µg) ・95・・5・・・・・・・・・10%・・・
・・ ・・・・ ・ ・・・  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・
・PVDF・ ・ ・ ・・・ ・・・・・・4・・・・・・・・・
・1 ・・・・ ・・・・・・・・・・・・・ECL WesternBlottingDetection
System・Amersham Biosciences・・・・1・・・・・MPP7・1・SantaCruzBiotechnology・・
MPP7 ・2・Dr. AlanHall・・・[5]・DLG1・・BDTransductionLaboratories・,α-tubulin
・ (Calbiochem)・・β-actin・ (Santa Cruz Biotechnology) ・・・2・・・・・・
・ ・・・・・ ・・・・・・・Horseradishperoxidase・・・・・mouseanti-goat IgG(Santa



Cruz Biotechnology)・rat anti-mouse Ig kappa light chain (BD Biosciences) ・・goat anti-rabbit IgG
(Bio-Rad) ・ ・・

・
100mm・・・・・・ ・・・ ・・・・・・・・・1ml・・・Nonidet P-40 (NP-40)
・(1% NP-40, ・・・・・(Halt Protease Inhibitor Single-Use Cocktail , Thermo

Fisher SCIENTIFIC)・・・・・・・・・・・・15K-rpm・4 ・20・,
・ ・ ・ ・ ・Input・・・・・・・・・・・10µl・ProteinG・
・・Protein G Sepharose 4 Fast Flow beads・50%GEhealthcare・・・4 ・1・
・ ・・・・ ・・・・ ・・ ・・・ ・・ ・・・・ ・・       ・500µl・・・Protein

G ・ ・・20µl・・MPP7・・・goat-IgG・・・・4 ・1・・・
・・・Protein G ・ ・・ ・・・・・・・・・NP-40・・5・・・・
SDS・ ・ ・・・・ ・ ・ ・・Protein G・・・・・・・・・・・・・・・
・・・ ・・・ ・

・・
U2OS・・24・・・・・・・・・・・2×105・・・・48・・
・・・・・・ ・・・50µg/ml・・・・・・・・1.8mM・・・・・・・
100nM・・・・・・ ・・・・・・・・・・2・3・・・・・
・・・ ・ ・・4・・・・・・・・・・・1%・・・・・・・・
・・ ・ ・・ ・・10%・・・・・・・・(cetylpyridinium)・1ml・・・・・・・
・570nM・・・・・・・・


Mpp7-KO・・・・
・・・Mpp7・・・・・・・loxP・・・・・・Mpp7・・
・・・・・・・・・Mpp7-flox・・・・・・・・・1・・・・・・・・Cre・
・ ・・ ・ ・TLCN-Cre・・・[9]・Mpp7・・・・・・・・・・ (Mpp7-KO)
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