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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はCRISPR/Cas9法を用いて標的遺伝子をノックアウトしたフタホシコオ
ロギ作成技術を確立し、学習・記憶メカニズム研究を加速させることである。Dop1ドーパミン受容体遺伝子のノ
ックアウト個体を用いた研究により、Dop1は仲間の行動を罰と結びつける罰性の社会学習に関わることがわかっ
た。一方、OA1オクトパミン受容体のノックアウト個体作成を試みたが十分な成果は得られなかった。また遺伝
子ノックアウト実験の前段階としてRMAiによってAC1、AC8アデニル酸シクラーゼ、FoxP転写抑制因子の遺伝子発
現をノックダウンする実験を行い、これらの分子の学習・記憶への関与について新規知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish techniques to knockout specific 
genes by using CRISPR/Cas9 methods in the cricket Gryllus bimaculatus to accelerate the study of 
molecular mechanisms of learning and memory. We found, at first, that knockout of Dop1 dopamine 
receptor gene resulted in impairment of social learning to learn aversive stimulus from the behavior
 of a conspecific but social learning to find rewarding stimulus by social learning was intact. The 
results suggest that Dop1 transmit reinforcement signals in aversive social learning. Next, we 
attempted to establish knockout cricket line with OA1 octopamine receptor but we were not yet 
successful. In addition, we performed RNAi studies to knockdown genes that code AC1 and AC2 adenylyl
 cyclase and FoxP transcription repressor. Unexpectedly, no defects in olfactory learning were found
 in AC1 or AC8 knockdown crickets. It was also unexpected that FoxP knockdown crickets exhibited 
impairments in long-term memory formation.

研究分野：神経行動学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、高度な学習能力をもつフタホ
シコオロギやワモンゴキブリを材料に、昆虫
微小脳における学習・記憶とそのメカニズム
についての研究を主に行動薬理学的な方法
を用いて進め、コオロギの条件付けにおいて
オクトパミンニューロンが報酬情報を運び
ドーパミンニューロンが罰情報を運ぶこと、
コオロギの条件付けが哺乳類と同様に「予期
誤差学習理論」で説明できること、コオロギ
には他個体の行動を観察し特定の刺激（匂
い）を罰や報酬と結びつけて学習する社会学
習の能力があることなどを示すなど、先駆的
な成果をあげてきた。それらの研究の更なる
展開のためには、学習・記憶において鍵とな
る役割を果たす分子の研究が必須であり、
RNAi による遺伝子機能ノックダウン、およ
び CRISPR/Cas9法を用いた遺伝子ノックア
ウトの技術を用いたコオロギ学習研究を立
ち上げてきた。しかし遺伝子ノックダウン、
ノックインの成功率は必ずしも十分ではな
く、研究進展を阻害する要因となっている。
コオロギ遺伝子発現制御の技術を確立させ
ることが現在の大きな課題となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、フタホシコオロギの遺伝子
ノックアウト、ノックインの技術を確立し、
それらの技術を用いて作成した遺伝子改変
個体を用いた学習、記憶メカニズムの解析を
発展させることである。具体的には、
CRISPR/ Cas9法を用いた遺伝子ノックアウ
ト、ノックインの実験法の確立を目指すとと
もに、その準備段階として RNAi法を用いた
遺伝子発現阻害実験についても並行して進
める。それらにより遺伝子改変技術と行動学、
行動薬理学とを組み合わせた新たな学習・記
憶メカニズムの研究に新たな道を拓きたい。 
 
３．研究の方法 
第一に、報酬学習に関わることが示唆されて
いるオクトパミン受容体OA1のノックアウト
コオロギを CRISPR/ Cas9 法を用いて作成す
る。コオロギゲノム情報から OA1 遺伝子に特
異的な20塩基配列を選んでクリスパーRNAの
設計に用い、それを組み込んだガイド RNA を
合成する。コオロギの卵に Cas9 mRNA とガイ
ド RNA をインジェクションし、孵化した幼虫
を育ててヘテロ接合の変異個体を選抜、それ
らを交配してホモ接合の変異系統を得る。 
 第二に、ドーパミン受容体 Dop1 について
も同様なノックアウト個体作成を行うが、す
でにノックアウトに成功した個体を得てお
り、新規作成するノックアウト個体に加え、
それらの個体も実験に利用する。 
 上記の実験と並行し、遺伝子ノックアウト
個体作成のための基礎データを得る目的で、
２重鎖 RNA を用いた RNAi 法を用いた遺伝子
ノックダウンの研究を進め、高い効率の遺伝
子ノックダウンを実現するための条件を探

る。ノックアウトコオロギ系統の作成には数
回の交配が必要で最短でも１年近くかかる
ので、最適の実験条件を探る試行錯誤の余地
が少ない。一方、RNAi 法は遺伝子発現阻害が
不完全との欠点はあるが、注入後数日で結果
が得られるので、遺伝子ノックアウトのため
の実験条件探索には非常に有効である。２重
鎖RNAは成虫コオロギの頭部血リンパ中に注
入し、2 日または 3 日後に学習訓練を行う。
翌日に記憶テストを行った後にコオロギの
脳から mRNA を抽出し、目的遺伝子の脳内発
現レベルが、コントロール遺伝子の mRNA を
注入した対照群と比べてどの程度低下して
いるかを mRNA 定量により確認する。 
 
４．研究成果 
Dop1 ドーパミン受容体ノックアウトコオロ
ギを用い、Dop1 がコオロギの社会学習に果た
す役割を解析した。研究代表者のこれまでの
研究により、オクトパミンニューロンおよび
ドーパミンニューロンが条件付けにおいて
それぞれ報酬、および罰の情報を運ぶこと、
また罰の情報の伝達には Dop1 ドーパミン受
容体が関わることがわかっている。またコオ
ロギは同種他個体が水場にいると水場の匂
いを水と結びつける報酬性の社会学習を示
すこと、しかし水場に同種他個体の死体があ
ると、その水場の匂いを避けるようになる罰
性の社会学習の能力があることもわかって
いる。今回の研究の結果、新たに Dop1 ノッ
クアウトコオロギでは、前者の報酬性社会学
習は正常にできるが、後者の罰性社会学習は
できないことが明らかになった。これは社会
学習を成立させる仕組みとして、条件付けの
ためのニューロン機構がそのまま用いられ
ていることを初めて示唆するもので、社会学
習の神経基盤について新規な知見をもたら
す成果であった。 
 コオロギの条件付けにおいて報酬情報の
伝達に関わることが示唆されているOA1オク
トパミン受容体のノックアウト個体の
CRISPR/ Cas9法を用いた作成を数度にわたっ
て試みたが、変異コオロギ系統の確立には至
らなかった。ターゲット配列の見直し、卵へ
のインジェクション技術の改善などは図っ
たが、研究期間中には、目的の成果は得られ
なかった。更に現在も研究継続中である。 
 RNAi法を用いてAC1及びAC8アデニル酸シ
クラーゼのノックダウンコオロギを作成し、
それらの酵素の学習への関与について解析
した。アデニル酸シクラーゼは学習に深く関
わる酵素で、コオロギには 8つのアイソフォ
ームがある。そのうち AC1 と AC8 は、カルシ
ウム／カルモジュリンとGタンパク質の両方
によって活性化されるという性質があり、こ
れらの分子はショウジョウバエやアメフラ
シの古典的条件付けにおいては条件刺激と
無条件刺激が同時に到達したことを検知す
る分子として働くと報告されている。しかし
私たちのコオロギでの行動薬理学的な解析



の結果は、上記の報告と必ずしも一致しなか
った。そこで RNAi 法を用いて AC1 及び AC8
アデニル酸シクラーゼ遺伝子のノックダウ
ンコオロギの作成し、匂いと水の連合学習へ
の影響について調べた。その結果、これらの
コオロギは学習障害を示さないという予想
外の結果が得られた。 
 それらに加えて FoxP (Forkhead box P)と
呼ばれる転写制御因子の機能解析を行った。
この遺伝子は哺乳類や鳥類において音声学
習に関わる遺伝子であるが、コオロギもその
遺伝子を持っており、その役割が注目される。
RNAi を用いて FoxP 遺伝子の発現をノックダ
ウンすると、匂いと水の連合学習において長
期記憶形成に障害が起こることが明らかに
なった。学習そのものは正常に起こり、また
中期記憶も正常であった。更に CRISPR/ Cas9
法を用いた FoxP 遺伝子ノックアウトコオロ
ギの作成の準備実験にも着手している。 
 CRISPR/ Cas9法を用いた遺伝子ノックイン
のための検討を進めたが、クリアすべき技術
的な問題があり、必要な実験条件を確立させ
るには至らなかった。 
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