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ゲノム改変技術を用いたフタホシコオロギの発生機構の研究
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　昆虫の発生メカニズムについては主にショウジョウバ
エで研究されてきたが、より祖先的な発生様式の種との
比較研究が進化的観点から重要である。このために我々
は、フタホシコオロギ Gryllus bimaculatus（直翅目・コオ
ロギ科）をモデルとして研究を行ってきた。また、コオ
ロギなどの不完全変態類昆虫の幼虫の脚は切断後再生可
能であり再生メカニズムの研究にも有用である。これま
でに、本種において RNA干渉法やトランスジェニック
個体の作製技術を確立し、遺伝子機能解析の技術的基盤
を構築してきた（Mito et al., 2011; Nakamura et al., 2010）。
　ゲノム機能の研究をさらに発展させるために、近年ゲ
ノム編集技術を導入し活用を進めている。ZFNsや
TALENsを用いて、ホモ接合型の遺伝子ノックアウト個
体作製にショウジョウバエ以外の昆虫で初めて成功した
（Watanabe et al., 2012）。さらに、CRISPR/Cas9 システム
によるゲノム編集に取り組んでいる。CRISPR/Cas9 シス
テムによる遺伝子ノックアウトを行うために、複数の標
的遺伝子についてガイド RNAをデザインし、それぞれ
Cas9 mRNAと共にコオロギ卵へ顕微注入した。インジェ
クション当代において、標的遺伝子への高効率の変異導
入が確認された。生殖系列への変異導入効率についても、
ZFNsや TALENsの場合より顕著に高い傾向がみられた。
次世代におけるヘテロ変異体の選抜と交配を経て、ホモ
変異体を得た（Awata et al., 2015）。体節パターン形成遺
伝子や Hox遺伝子などの発生関連遺伝子について表現型
が得られ胚発生における遺伝子機能を明らかにすること
ができた。さらに、CRISPR/Cas9 システムを用いて、非
相同末端結合（NHEJ）を介した遺伝子ノックインの系
を構築した（Mito et al., manuscript in preparation）。本手
法により GFP遺伝子の発現カセットを標的遺伝子のエ
キソンに導入し遺伝子を破壊することで、蛍光検出によ
るノックアウト個体の識別が可能になった。また、エン
ハンサートラップ系統の作出も可能であることが示され
た。標的遺伝子のエンハンサートラップによる発現レ
ポーター系統を用いた胚発生過程での in vivo発現解析な
どへの活用が期待される（Fig. 1）。

　これらの遺伝子ノックアウト・ノックイン技術を活用
して、本種コオロギの胚発生や脚再生に関わる様々な遺
伝子の発現と機能の解析を進めている。一方で、
CRISPR/Cas9 システムでのこれまでの成果をベースにコ
ンディショナルノックアウトなどのより高度なゲノム改
変に取り組み、不完全変態昆虫のモデルシステムとして
の有用性を高めていきたい。
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Fig. 1  Enhancer-trap strategy for generating expression-reporter crickets. The knock-in donor vector including a reporter gene (GFP in 
this figure) is integrated into a site upstream of the target gene via NHEJ-based DNA repair. As a result, the reporter gene is expressed 
under control of the target gene enhancer.


