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研究成果の概要（和文）：コオロギの脚の再生に着目して、そのメカニズムを解明した。特に、

基礎データとして、コオロギのゲノム解析を行った。研究方法の新規開発を行い、人工核酸分

解酵素を用いたノックアウトコオロギを作製することに成功した。また、コオロギの再生芽の

形成に Jak/Stat 系が関与していることを証明した。これらの結果から、新規ゲノムデータとノ

ックアウト法を組み合わせて、さらに再生メカニズムを解明できることがわかった。 

  
研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate molecular mechanisms underlying leg 
regeneration of the cricket nymph. We obtained cricket genome data, using new sequencers 
to know basic genetic data. We also developed a new method to edit cricket genome by 
artificial nucleases such as TALEN or CRISPR/Cas. We made successfully knockout crickets. 
We found that the Jak/Stat signaling system is involved in formation of blastema. With 
our results, we may facilitate elucidation of regeneration mechanisms in general. 
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１．研究開始当初の背景 
 
コオロギの幼虫の脚を切断すると、再生芽が
形成され、最終的にはほぼ正常な脚が再生さ
れる。この再生のメカニズムは、脊椎動物の
脚の再生メカニズムと基本的には類似して
おり、再生原理は同じであると考えられてい
る。しかし、コオロギを用いた研究は近年行
われておらず、分子生物学的な方法を用いた
研究はわれわれ以外にはまったく行われて
いない。そこで、本研究では、再生現象を分

子レベル、遺伝子レベルから解明することを
目的としている。コオロギについてはノック
アウトコオロギが作製できないので、遺伝子
の機能解析が遅れている。また、ゲノムサイ
ズが 1.7Gbp もあり、ゲノム配列がまだ決定
されていない。これらの基礎的なデータや技
術を開発しながら、本研究では特に初期にお
いて再生芽が形成されるが、その過程を詳細
に研究し、再生芽がどのように形成されるか
について、解明する。さらに、再生に関与す
る他の遺伝子も解析し、再生芽形成の全体像

機関番号：１６１０１ 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22370080 

研究課題名（和文） 昆虫（コオロギ）を用いた脚切断による再生芽形成メカニズムの解明 

 

研究課題名（英文） Mechanisms of blastema formation after leg amputation 

in Gryllus bimaculatus 

研究代表者 

野地澄晴（NOJI SUMIHARE） 

  徳島大学・本部・理事 

研究者番号：40156211 

 

 



を解明する。 
 
２．研究の目的 
 
（1）脊椎動物の脚の再生には、FGF, 
BMP, Wnt, Shh などが関与していることが示
唆されている昆虫においても同様に EGF, dpp, 
wg, hh遺伝子が関与しているので、再生原理
が同じである可能性が高い。そこで、コオロ
ギのゲノム配列を解析し、対応する遺伝子を
同定し、さらにその dsRNA を作製することに
より、rdRNAi により、脚再生過程における目
的遺伝子の機能を調べる。一方、過剰発現や
レスキュウ実験を行う必要があることから、
トランスジェニックコオロギを用いて、その
機能をさらに調べる。さらに、TALEN を用い
たノックイン法を開発し、マーカー遺伝子を
標的遺伝子の一部にノックインすることに
より、得られたタンパク質の発現挙動をリヤ
ルタイムで観測できるようにしたい。結果を
得るにはリスクがあるが、この研究が再生脚
研究の基盤となればと考えている。 
 一方、Jak/Stat シグナル経路が脚再生に
関与することが遺伝子発現解析からわかっ
たので、そのシグナル経路の遺伝子の再生に
おける機能を再生依存的 RNAi(rdRNAi)によ
り解明する。再生芽において、Jak/Stat シ
グナル経路に関与する遺伝子の発現を調べ
る。 
Jak/Stat シグナル経路は傷修復過程に関与
すると考えられるので、傷修復における役割
についても、rdRNAi 法により調べる。この実
験により、Jak/Stat シグナル経路が脚が切
断されることにより誘導されることを調べ、
その誘導因子について同定する。同定された
因子がコオロギの遺伝子として販売できれ
ば、市場があると考えられる。このようにし
て得られて結果を総合的に判断して、昆虫の
脚が再生する初期の過程を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 再生芽を構成する細胞の系譜の解明： 
 GFP トランスジェニックコオロギの作製 
piggyBac トランスポゼーズを用いて、トラン
スジェニックコオロギの作製を行った。特に、
組織特異的に GFP を発現させる系の開発を
Gal4-UAS システムなどを用いて行ったが、結
果的に成功しなかった。さらに、ヒートショ
ックプロモーターを用いた系の作製も試み
たが、トランジェントなアッセイではヒート
ショックがかかるが、トランスジェニックラ
インでは恒常的に発現するラインしか得る
ことができなかった。その原因については、
シスエレメントの長さが関係しているかも
しれないので、さらにシスエレメントを広げ
て試みる予定である。 

（２）移植実験：コオロギの幼虫の脚を切断
すると、約 20 日でほぼ完全に再生する。再
生芽は切断後 5 日までに形成され、切断後 10
日目までには先端から切断面までの微小な
構造ができる。GFP を発現するトランスジェ
ニックコオロギの脚を、GFP を発現しないコ
オロギの脚を移植した。神経細胞と予想され
る細胞が、ホストの脚からドナーの脚へ移動
することがわかった。この細胞についてさら
に詳細に研究する予定である。 
（３）再生芽を誘導する遺伝子群の同定：(1) 
脚再生過程で発現する遺伝子の ESTデータベ
ース作成 脚切断前、切断直後の傷修復期、
再生芽形成期の cDNA の EST データを、次世
代シークエンサーを用いて集め、ショウジョ
ウバエのデータなどを参考に再生関連遺伝
子のデータベースを作成した。(2)再生芽形
成初期の組織における遺伝子発現パターン
の網羅的解析の結果、Jak/Stat 系の遺伝子発
現が活性化されていることがわかった。そこ
で、再生依存性の RNAi を用いて、その機能
を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）コオロギのゲノム解析 
遺伝子の機能解析に必要な配列情報やシス
調節配列情報の取得をスムーズに進めるた
めに、次世代シーケンサーによるフタホシコ
オロギ（ゲノムサイズ推定 1.7Gb）の全ゲノ
ムシーケンス解析を実験室維持系統（白眼変
異体系統）を用いて行った。当初は複数個体
に由来するゲノム DNA を用いてイルミナ
GAIIx と Hiseq2000 によるシーケンス（ペア
エンド解析約 100Gb）とアセンブリを行った
が、予想以上の多型頻度の高さなどが問題と
なりアセンブリの連結性が非常に低かった
（スキャフォールド N50：約 1.4kb）。この問
題を解決するために、１個体から抽出したゲ
ノム DNA からインサートサイズ 375bp、およ
び 500bp のライブラリを作製し、イルミナ
Hiseq2000 によるシーケンス解析を行った。
この１個体由来のペアエンド解析データ（約
100Gb）に、インサートサイズ 3kb、5kb、10kb
のメイトペア解析データを加えてアセンブ
リを行った（伊藤武彦教授（東工大）との共
同研究）。その結果、スキャフォールド N50 が
約 504kb（前年度までの結果：約 1.4kb）ま
で伸長した。本アセンブリ結果を用いて主要
な遺伝子について調べたところ、コオロギの
遺伝子サイズはショウジョウバエやトリボ
リウムなど他の昆虫と比較して顕著に大き
い傾向があることがわかった。また、Wnt フ
ァミリーの一部の遺伝子にクラスター構造
のシンテニーが示唆された。さらに、コオロ
ギゲノムに、完全変態類の昆虫では見つかっ
ていない Wnt16が存在することが明らかにな



った。また、脚のパターン形成に関与する
dachshund 遺伝子の構造から、本遺伝子の特
徴的なオルタナティブスプライシングの様
式が明らかとなった。現アセンブリについて
はコンティグの連結性（N50 約 7.8kb）を向
上させるなどの課題がまだ残っているもの
の、遺伝子数や遺伝子構造の情報が容易に得
られるようになり、再生に関わるゲノム機能
解析の基盤が格段に向上した。本ドラフトシ
ーケンスをもとに全ゲノムにわたるアノテ
ーションとゲノムデータベース構築に移行
した。 
（２）コオロギにおけるゲノム編集実験 
フタホシコオロギは， RNAi による機能解析
とトランスジェニック作製技術を駆使して，
発生・再生研究を進めており，新たなモデル
生物として注目されている。これらの技術は
コオロギにおいては簡便であり，発生・再生
研究において大変有用である。しかし，RNAi
実験では標的遺伝子の機能を完全に阻害す
る事はできず，現在のトランスジェニック作
製技術では外来遺伝子の挿入位置や挿入遺
伝子数を制御する事は不可能である。だが，
発生・再生研究を進める上で遺伝子の機能阻
害実験や標的特異的な遺伝子導入技術は必
要不可欠である。そこで人工制限酵素である
Zinc Finger Nuclease（ZFN）及び TAL effector 
Nuclease（TALEN）を用いてコオロギへの遺
伝子改変技術の導入を目的として研究を行
った（広島大学・山本卓教授らと共同研究）。
遺伝子改変の第一歩として，標的配列への変
異導入を行った。 
① 外来遺伝子 eGFPへの変異導入: まず，コ
オロギで人工制限酵素が働くかどうかを確
かめるために，eGFP を全身で発現するトラン
スジェニック系統に eGFP に対する ZFNを導
入し，変異導入を試みた。その結果，導入し
た世代では予想されたような蛍光の消失は
観察されなかった。しかし，導入した世代を
掛け合わせたところ，次世代において，蛍光
を消失した卵が得られた。これらの卵の持つ
eGFPには ZFN により変異が導入されていた。
この結果より，人工制限酵素がコオロギ内で
働く事が明らかになった。 
② 内在遺伝子 laccase2（lac2）への変異導
入及びノックアウト系統の作製: 次に，内在
遺伝子に対する効果を検証するために，コオ
ロギ lac2に対する ZFN/TALEN を用いて変異
導入及びノックアウト系統の作製を試みた。
lac2はクチクラの黒色化に必須の遺伝子で，
RNAi実験により白色に近い個体が得られて
おり，ノックアウト系統の表現型の観察が容
易であると考えられる。ZFN/TALEN をコオロ
ギ内に導入した結果，ふ化した幼虫の体表に
白い斑点が観察された。この斑点領域の細胞
は ZFN/TALENによって両アレルに変異が導入
されたと考えられる。 

 次に，ノックアウト系統作製技術の確立を
行った。lac2の場合では，表現型の観察が容
易であるため，単純に掛け合わせるだけでも
ノックアウトが得られる可能性があるが，そ
の他の遺伝子の場合，困難となる。そこで，
SURVEYOR Nuclease を用いて，次世代の卵及
び幼虫期での二段階の選抜を行う事で，次世
代でのヘテロ変異体を同定する方法を確立
した。そして得られたヘテロ変異体同士を掛
け合わせる事で，孫世代においてホモ変異体
（ノックアウト）を得る事ができた。この
SURVEYOR Nucleaseを用いた方法は lac2だけ
でなくその他の内在遺伝子に対しても有効
な方法であると考えられる。以上の研究成果
は，2012 年に Nature Communication 誌に発
表した。 
③ CRISPR/Cas システムの導入 
2013年に最新のゲノム編集技術として
CRISPR/Cas (clustered regularly 
interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated) システムが報
告された。この技術は，バクテリアが持つ対
ウイルス免疫システムを利用したもので，
ZFN/TALEN よりもさらに汎用的ではないかと
期待されている。そこで，フタホシコオロギ
に CRISPR/Cas システムの導入を試みた。こ
れまでに，lac2を含めコオロギゲノム中で６
カ所の標的を設定し，その全てで変異を導入
することに成功している。この技術は
ZFN/TALEN と比較して，大変容易にコンスト
ラクトを作製する事ができ，高効率に変異を
導入する事ができるため，今後コオロギにお
いてもゲノム編集の主役になると期待され
る。 
（３）コオロギ再生芽における JAK/STAT シ
グナルの機能 
コオロギなど不完全変態昆虫は高い再生能
を持ち、幼虫の脚を切断すると数回の脱皮を
経て未切断の脚と同様の大きさと形態に再
生することができる。再生される領域は、切
断後すぐに断端近くに形成される再生芽に
由来する。再生芽細胞は分化細胞が脱分化し
た細胞で増殖が高い。分化細胞と再生芽細胞
とで発現が変化する遺伝子を網羅的に単離
するため、脚切断により再生を誘導して 24
時間の再生芽領域と、未切断の領域からトー
タル RNA を抽出し、次世代シーケンサーでそ
れぞれ 1 Gb ずつシーケンスした。得られた
リードをアセンブルしてコンティグを構築
し、コンティグに対して再生芽由来リードと
分化組織由来リードをマッピングして発現
強度を比較した。約 5万本のコンティグのう
ち約 1万本が再生芽で 2倍以上に発現上昇し
ており、約 9 千本が 1/2以下に発現低下して
いた。再生芽細胞で発現上昇していたコンテ
ィグには、初期発生や細胞増殖に関連する
JAK/STAT シグナル分子が含まれていた。トラ



ンスクリプトーム解析の結果が妥当なもの
かどうかを検討するため、トランスクリプト
ームにおいて再生芽細胞で強く発現上昇し
ていた JAK/STAT シグナル分子に対する機能
解析を行った。JAK/STAT シグナルの受容体を
コードする domeless (dome), キナーゼをコ
ードする hopscotch (hop), 転写因子をコー
ドする Stat, JAK/STAT シグナルを抑制的に
制御する SOCS2 などをクローニングした。リ
アルタイム qPCRにより dome, hop,Stat は脚
切断後 24時間に 2〜2.5倍に発現が上昇する
ことが確認出来たため、 コオロギ 3 齢幼虫
に対して RNAi を行って脚再生過程での機能
解 析 を 行 っ た 。 コ オ ロ ギ
dome(RNAi),hop(RNAi), Stat(RNAi)個体は生
存可能であったため脚を切断したところ、切
断した脚は再生しなかった。野生型と比較し
て、Stat(RNAi)個体の再生芽ではサイクリン
E の発現が半減した。また SOCS2(RNAi)によ
り JAK/STAT シグナルを恒常的に活性化する
とサイクリン E の発現は 1.7 倍に上昇し、再
生脚の長さは通常よりも長くなった。以上の
結果より、再生芽で働く因子が比較トランス
クリプトーム解析により単離できることが
分かった。 
（４）コオロギ再生芽におけるエピジェネテ
ィック因子の機能 
コオロギの脚を切断すると、失われた脚の領
域は、脚の断端に形成される再生芽から再生
される。再生芽細胞は分化細胞が脱分化した
多分化能を持つ細胞で、増殖能が高い。分化
細胞と再生芽細胞では様々な遺伝子の発現
が変化していると考えられ、エピジェネティ
ック因子は再生芽細胞への脱分化過程で遺
伝子発現を変化させるキーと考えられてき
たが、再生過程における機能解析の報告はほ
とんど無かった。 
再生過程に働くエピエジェネティック因子
を同定するため、既知の 37 種類のエピジェ
ネティック因子のコオロギホモログをクロ
ーニングし、RNAiにより機能的スクリーニン
グを行った。ヒストンのメチル化やアセチル
化を制御する 11因子に対する RNAiにより再
生不能や再生脚の形態異常の表現型が得ら
れた。また次世代シーケンサーを用いた比較
トランスクリプトーム解析から、分化細胞と
比較して再生芽細胞で発現が 2倍以上に上昇
したエピジェネティック因子が 24 種類同定
された。ヒストン H3 27 番目のリジン残基
(H3K27)の脱メチル化に働く Utxの発現は約 9
倍、またヒストン H3K27 のメチル化に働く
Enhancer of zeste (E(z))、メチル化ヒスト
ン H3K27 に結合する Polycomb (Pc)の発現は
2.2倍、4.5倍に上昇しており、ヒストン H3K27
のメチル化状態が器官再生に重要であるこ
とが示唆された。E(z)や Utx に対する RNAi
を行ったところ、E(z)(RNAi)個体は再生脚の

脛節と付節の間に脚節が 1つ過剰に形成され、
Utx(RNAi)個体は再生脚の付節第 1 節と第 2
節の関節が融合する形態異常の表現型を示
した。抗メチル化ヒストン H3K27 抗体を用い
た免疫染色から、E(z)(RNAi)個体ではヒスト
ン H3K27 のメチル化は消失しており、
Utx(RNAi)個体ではメチル化が亢進していた。
これら RNAi 個体の再生脚では、形態異常を
示した領域において脚のパターン形成を促
進する遺伝子群の異所的な発現誘導や発現
の消失が観察され、脚再生過程においてパタ
ーン形成遺伝子群の再発現にヒストン H3K27
のメチル化を介したエピジェネティックな
発現制御機構が働いていることを明らかに
した。 
（５）Distal-less と dachshund の再生にお
ける機能 
 コオロギは幼虫期に脚切断後、完全な再性
能を持つ。しかし、再生脚の遠近軸再構築に
関与する遺伝子はこれまで明確ではない。
我々は、RNAi 法により遠近軸に沿った再生過
程において dachshundが脛節及び第 1附節で
位置情報獲得に関与し、Distal-lessが第 2、
3 附節の形成及び dachshund の発現制御を介
して第 1附節の脚長に関与することを見出し
た。さらに、再生脚の位置情報の形成に関与
する Dachsous/Fat のノックダウン表現型が
dachshund と類似することからこれらの関係
に着目し、Dachsous または Fat ノックダウ
ン後の dachshund 発現を解析した結果、
Dachsous/ Dachsous homophilicが dachshund
の発現に必要であることが明らかとなった。
しかし、Fat で dachshund の発現に影響はな
く、また dachshund は DNA結合能を保持しな
いことから他の転写因子の関与が示唆され
た。これまでに、dachshund は dpp シグナル
伝達因子 Mad と複合体を形成し、dpp シグナ
ルに対し抑制的に機能することや、ショウジ
ョウバエ脚の distal joint が dpp 活性の境
界によって誘導される局所的細胞死により
形成されることが報告されている。そこで
我々は、Mad と抑制型 Mad である dad に着目
し、RNAi法により再生脚での機能解析を行っ
た。Mad RNAi では附節の欠損と脛節先端が遠
位側にシフトするのに対し、dad RNAi では脛
節先端が近位側にシフトする結果が得られ、
dpp シグナルが位置情報の形成に関与するこ
とが示唆された。以上の結果から、脛節の近
位側では Dachsous/ Dachsous homophilic に
より正に制御される dachshundが Madと複合
体を形成することで dppシグナルを負に制御
し、遠位側では Dachsous/Fat heterophilic
による dachshundの負の発現制御に伴う機能
的 Madの細胞死誘導による分節形成、さらに
Hippo pathway を介した細胞増殖抑制によっ
て遠近軸に沿った位置情報が決定されると
考察され、今後さらに解析を進める予定であ



る。 
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