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研究成果の概要（和文）：本課題では、昆虫のメス成虫へのインジェクションによってゲノム編集を可能とす
る、革新的なゲノム編集法の開発を目的とした。本課題では、（１）成虫インジェクションには汎用的に用いら
れる市販のCas9を用いれば良いこと、（２）卵黄形成期を適切に狙って注射することにより、ゲノム編集効率を
飛躍的に高めることができること、（３）遺伝子ノックイン個体の作出にも適用できること、などを明らかにし
た。本課題で開発した新法(Direct Parental CRISPR、DIPA-CRISPR)は、今後の昆虫ゲノムの人為操作を飛躍的
に容易にするものと期待される。

研究成果の概要（英文）：In this project, we developed a simple and accessible method for insect gene
 editing, termed Direct Parental CRISPR (DIPA-CRISPR). We show that injection of Cas9 
ribonucleoproteins (RNPs) into the haemocoel of adult females efficiently introduces heritable 
mutations in developing oocytes. Importantly, commercially available standard Cas9 protein can be 
directly used for DIPA-CRISPR, which makes this approach highly practical and feasible. DIPA-CRISPR 
enables highly efficient gene editing in the cockroaches, on which conventional approaches cannot be
 applied, and in the model beetle Tribolium castaneum. Due to its simplicity and accessibility, 
DIPA-CRISPR will greatly extend the application of gene editing technology to a wide variety of 
insects.

研究分野：昆虫科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昆虫科学は昆虫の特異な形態・生理・生態を理解することで将来にわたる人類の生存を保証しようとする学問分
野である。本課題では、革新的な昆虫ゲノム編集法を開発に取り組み、成虫に注射することで高効率にゲノム編
集を行うことができる方法（DIPA-CRISPR）を確立した。本法の開発によって、ゲノム編集ツールCas9 RNP（市
販品でよい）を成虫に注射するだけ、という簡便な方法で昆虫のゲノム編集を行うことができるようになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
これまで、昆虫のゲノム編集は、受精直後の初期胚にマイクロインジェクションする方法に依存してきた。
しかし、この方法が極めて困難か、あるいは事実上不可能な昆虫が存在する。昆虫の中には、卵鞘、
卵胎生、膠着物質、極端に硬い卵殻を持つものが存在し、これらの種には従来の初期胚へのインジェ
クションが適用できない。2018 年、このような「難インジェクション昆虫」問題の解決策となる可能性をも
った新しい方法が提案された。これは、ショウジョウバエの卵黄タンパクYP1の断片をCas9に融合させ、
それを卵黄形成期のメス成虫の体腔内に注射する、という方法である(Chaverra-Rodrigues et al. 2018 
Nat Commun；原報では蚊でゲノム編集)。しかし、この方法はゲノム編集効率が低く、また、特別な準
備（Cas9 のエンジニアリング等）も必要であることから、様々な昆虫で広く使われる方法への一般化が
困難であった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究は、成虫注射によって効率よく様々な昆虫種で使用できる、より汎用性の高い昆
虫ゲノム編集法の開発を目的とした。誰でも、すぐに、簡単に、あらゆる昆虫で使用可能なゲ
ノム編集法を確立することができれば、それは昆虫科学の発展を基礎・応用の両面から強力に
牽引してくれるはずである。 
 
３．研究の方法 
（１）卵移行リガンドの探索： 
本研究ではまず、幅広い昆虫種で機能する、高宿主域の卵移行ペプチドの探索・開発を試みた。
昆虫の卵黄タンパク質の前駆体であるビテロジェニンの断片を、GFP に融合させ、その融合タ
ンパク質をメス成虫にインジェクションした。卵母細胞への GFP の取り込み（緑色蛍光）を指
標に、ビテロジェニン断片の卵移行能力をテストし、複数の断片において卵移行能力を比較、
評価した。 
 
（２）市販の Cas9 の成虫注射によるゲノム編集法の開発： 
上記のプロジェクトを行う過程で、市販品の Cas9 を並行してテストしたところ、これの注射に
よっても昆虫のゲノム編集を行うことができることを見出した。そこで、各種の実験条件を検
討することで、この方法（DIPA-CRISPR 法と命名）の実現可能性を追求した。 
 
（３）DIPA-CRISPR 法の最適化： 
チャバネゴキブリ（ゴキブリ目）、コクヌストモドキ（コウチュウ目）をモデルとして、
DIPA-CRISPR 法の最適化を行った。用いる試薬の種類・量、注射のタイミング、スクリーニン
グのデザイン等を検討し、DIPA-CRISPR 法による昆虫ゲノム編集の効率の最大化を行った。 
 
（４）DIPA-CRISPR 法による遺伝子ノックイン： 
DIPA-CRISPR 法が遺伝子ノックインにも用いることができるか否かを調べるために、コクヌス
トモドキにおいて遺伝子ノックイン実験を行った。テンプレートとして ssODN(single strand 
oligonucleotide)を用い、これを Cas9 RNP (ribonucleoprotein)と co-injection し、遺伝子
ノックイン個体のスクリーニングを行い、その効率を評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）卵移行リガンドの探索： 
 受容体と結合すると予測されたビテロジェニン（カイコ由来）の領域の断片配列を GFP 配列
と融合させ、そのリコンビナントタンパクを大腸菌で発現・精製し、メス成虫（蛾、甲虫、ゴ
キブリ、コオロギ等）に注射した。注射後半日程度で卵巣を解剖し、卵母細胞内に GFP が取り
込まれたか否かを調査した。その結果、ある断片において卵母細胞内の GFP シグナルが顕著に
増加することを見出した。そこで、この断片を Cas9 に融合させ、それを用いて成虫注射による
ゲノム編集を試みた。ところが、期待に反して、ゲノム編集個体を得ることができなかった。 
 



（２）市販の Cas9 の成虫注射によるゲノム編集法の開発： 
 （１）において、ゲノム編集個体が得られなかったため、その原因を追求することにした。
その過程で、ネガティブコントロールとして市販品の Cas9 を並行してテストしたところ、予想
に反して、こちらではゲノム編集個体が多数得られることを見出した。テストしたコクヌスト
モドキ、チャバネゴキブリの両者においてゲノム編集個体が再現性良く得られたため、この方
法を DIPA-CRISPR (Direct parental CRISPR)と命名し、DIPA-CRISPR 法の最適化を行うことに
した。 
 
（３）DIPA-CRISPR 法の最適化： 
 チャバネゴキブリ、コクヌストモドキを用いて、DIPA-CRISPR 法の最適化を試みた。評価し
た項目は、(i) 注射するタイミング、(ii)用いる試薬の種類、(iii)注射する試薬の量、(iv)
スクリーニングの方法、などである。  
 (i)注射するタイミング： 我々がテストした結果、DIPA-CRISPR 法の成否/効率の鍵を握る最
も重要なパラメータが注射する成虫のステージであることが判明した。卵黄形成期のメス成虫
を適切に狙うことによって、チャバネゴキブリではゲノム編集効率（生まれた子のうち何割の
子が変異アリルをもつか）は 20%に達し、コクヌストモドキでは 50%を超えるほどの高効率化を
達成することができた（図１、２）。 

 
 
図１. DIPA-CRISPR 法による昆虫ゲ
ノム編集 
（A）DIPA-CRISPR 法の原理。体腔内
に Cas9 RNP を注射すると、その一
部がエンドサイトーシスによって
非選択的に卵母細胞内に取り込ま
れる。 
（B）チャバネゴキブリにおけるゲ
ノム編集効率。卵黄形成期(図中の
vitellogenesis の時期)に注射する
と、ゲノム編集効率（赤丸）は 20%
に達する。 
(C) コクヌストモドキにおけるゲ
ノム編集効率。羽化後、卵黄形成が
開始されるタイミングで注射する
と、ゲノム編集効率は 50%を超える
ようになる。 
 
 
 

 
 
 
図２. ゲノム編集によって作出し
た遺伝子ノックアウトゴキブリ 
 
DIPA-CRISPR によって樹立した、眼
の黒色色素を欠損したノックアウ
トゴキブリ系統（チャバネゴキブ
リ）。 
 
 

 
 
 (ii)用いる試薬： CRISPR/Cas9 システムにおいて、Cas9 と gRNA は必須のコンポーネントで
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あるが、成虫注射によるアプローチにおいては、さらに Endosomal Escape Reagent (EER)の使
用が提案されていた。我々の検討の結果、実験に用いる Cas9 は特定のメーカーのものである必
要はなく、供試した４社の Cas9 はすべて同等のパフォーマンスを示すことが明らかになった
（図３）。また、EER の使用によってゲノム編集効率が顕著に向上することはなく、むしろ、産
卵数や生存率に悪影響を及ぼすことが明らかになった。したがって、DIPA-CRISPR 法には、Cas9
と gRNA という、最小限のコンポーネントの使用で十分であることになる。 
 

 
図３. Cas9 の性能比較 
 
４社から市販される Cas9 を
コクヌストモドキでテスト
したところ、DIPA-CRISPR に
用いた際のゲノム編集効率
はすべて同程度であった。 
 
 
 

 
 (iii)注射する試薬の量： 注射する Cas9 RNP の量を段階的に減らし、ゲノム編集効率に与
える影響を調査した。その結果、注射する量が減るにしたがってゲノム編集効率も低下してい
くことがあきらかになった（図４）。試薬の量が増えるとコストも増大するが、その増加分はゲ
ノム編集効率の上昇によって相殺される。したがって、高濃度の Cas9 RNP を注射することが実
用的であるものと考えられた。 
 
 

 
図４. Cas9 RNP の濃度とゲノム編集効率
との関係 
ゲノム編集効率は、注射する試薬の量を
減らすと量依存的に低下していく。しか
し、テストした最低濃度においてもなお、
高効率なゲノム編集が可能であった点
に注意。 
 

 
 
 (iv)スクリーニングの方法： 成虫に注射した Cas9 RNP は、時間経過とともに分解されてい
くと考えられる。実際に、注射後の経過時間と、その間に産み落とされた卵におけるゲノム編
集効率の関係を調査したところ、注射後 24 時間以内に産み落とされた卵おいて、ゲノム編集効
率が最も高くなり、48時間以降に産み落とされた卵においてはほとんどゲノム編集が起きてい
ないことがあきらかになった。 
 
（４）DIPA-CRISPR 法による遺伝子ノックイン： 
 以上のように、DIPA-CRISPR 法の基本技術を完成させることができたため、さらに、
DIPA-CRISPR 法を遺伝子ノックインへと応用できるか調査した。DNA 修復のドナーとして ssODN
を Cas9 RNP とともに co-injection し、生まれた子世代において遺伝子ノックイン個体をスク
リーニングした。その結果、得られた白眼個体（全身ノックアウトであると考えられる）245
匹のうち、3 匹がノックインアリルを期待通りに保持していた（1.2% = 3/245）（図５）。現状
ではこのノックイン効率は実用レベルとは言い難いが、今後、ノックイン用に改変された Cas9
を用いること等により、ノックイン効率を引き上げることができるものと期待される。 
 



図５. コクヌストモドキにお
ける DIPA-CRSPR によるゲノム
編集 
(A)成虫にインジェクションす
る様子。 
(B)得られた変異体（右）の例。 
(C)ノックイン実験のスキーム。
2 塩基を挿入することにより、
新たな HindIII サイトが現れ
るように ssODN を設計した。 
(D)白眼個体のスクリーニング。
PCR 産物を HindIII で消化し、
切断産物を検出した（緑のアス
タリスク）。 
(E)ノックインアリルの配列。 
(F)ノックインの効率。 
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