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研究成果の概要（和文）：本研究では、コオロギでの遺伝子改変法を用いた学習実験系の確立に挑戦し、またRNA干渉
法(RNAi)による遺伝子発現阻害技術の確立をめざした。前者ではCrispr/Casシステムを用いてタイプ１ドーパミン受容
体(DopR1)遺伝子のノックアウト個体の創出を目指し、欠損のあるDopR1遺伝子をヘテロでもつ個体の作出に成功した。
現在それらを交配し、ホモでのDopR1欠損個体の作成を進めている。後者では、RNAiによる遺伝子発現阻害実験により
、タイプ１ドーパミン受容体(DopR1)が罰学習に関わること、タイプ１オクトパミン受容体(OA1)が報酬学習に関わるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We attempted to establish (1) transgenic techniques and (2) RNA interference (RNAi
) methods to study molecular basis of learning in crickets, Gryllus bimaculatus. For the former, we succes
sfully obtained heterozygous knockout individuals of type 1 dopamine receptor (DopR1) by using CRISPR/CAS 
system, and now we are now trying to obtain homozygous DopR1 knockout crickets by inbreeding them. For the
 latter, we performed RNAi experiments with to types of dopamine receptors (Dop1 and Dop2) and a type of o
ctopamine receptor (OA1) and obtained evidence to show that DopR1 participates in aversive learning and OA
1 participates in appetitive condoning, whereas DA2 participates in neither of them. The results provided 
convincing evidence that octopamine neurons and dopamine neurons mediate reward and punishment signals, re
spectively, in associative learning in crickets.
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1. 研究開始当初の背景 
 研究代表者は、昆虫の脳を「微小脳」とい
う概念でとらえることを提唱し、その構造と
機能に関する研究を進めてきた。特に、高度
な学習能力をもつコオロギやゴキブリを材
料に、微小脳における学習・記憶とそのメカ
ニズムの研究を進め、昆虫の学習（古典的条
件付け）が哺乳類とも他の無脊椎動物との異
なる独自の方式に基づくことなどを明らか
にしつつあった。 
 当時徳島大学の野地教授らは、トランスポ
ゾンの１種である PiggyBac (ピギーバック)
を用いて、世界で初めてトランスジェニック
コオロギの作成に成功した。学習・記憶の神
経機構を電気生理学や行動薬理学と遺伝子
操作技術と組み合わせて解析できる実験系
をコオロギで立ち上げることができれば、
種々の画期的な実験が可能になり、この研究
分野に大きなブレークスルーが期待できる
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の第一の目的はコオロギの学習研
究に適用可能な遺伝子操作技術を確立する
ことであった。またこれに関連して、より簡
便な 2 重鎖 RNA を用いた遺伝子発現阻害技
術を確立し、この技術を用いた研究により、
学習において罰や報酬情報を伝える伝達物
質についての論争に決着をつけることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
 トランスジェニックコオロギの作成：本研
究開始時には、当時最も有望と考えられた
PiggyBac および TALEN 法（遺伝子のある特定
の部分を切り出すために人工的に作製され
た酵素を用いた遺伝子改変技術）の導入を念
頭において研究を進めたが、これらについて
は期待したような成果が得られなかった。そ
こで H25 年度には Crispr/Cas システムを用
いたトランスジェニックコオロギの作成を
目指す方針に切り替えた。 
 Crispr/Cas システムとは、原核生物の獲得
免疫系として働くシステムを遺伝子改変に
応用したもので、数十塩基対の短い反復配列
を含む配列である CRISPR (クリスパー)と、
ヌクレアーゼやヘリカーゼをコードし
CRISPR で作用する CRISPR-associated (Cas)
遺伝子群の組み合わせからなる。このシステ
ムを利用し、タイプ１ドーパミン受容体
DopR1 遺伝子のノックアウト個体を創出する
ことを試みた。研究においては徳島大学工学
部の野地教授の支援と協力を得た。 
 受精卵に Cas9 mRNA と DopR1 遺伝子をノッ
クアウトするための guide RNA をインジェク
ションし、ふ化した幼虫を成虫までそだてて
交配し、数十匹の F1 世代を得た。それらの
個体の脚から DNAを抽出し DopR1 欠損につい
てスクリーニングした。DopR1 の欠損が確認
できたヘテロ個体同士を掛け合わせること

で、ホモのDopR1欠損個体の作出をめざした。 
 RNA 干渉法を用いた罰や報酬情報を伝える
伝達物質受容体の同定：タイプ１およびタイ
プ２ドーパミン受容体遺伝子(DopR1, DopR2)
およびタイプ 1 ドーパミン受容体遺伝子
(OA1)の 2 重鎖 RNA(dsRNA)をそれぞれ合成し
た。合成した dsRNA をマイクロシリンジで成
虫コオロギの頭部に血中投与した。投与の２
日後に匂いを水または塩水と連合させる報
酬学習または罰学習訓練を行った。学習への
影響は、コオロギの学習させた匂いおよびコ
ントロールの匂いへの小額肢伸展反応（MER）
を計測することで評価した。遺伝子発現への
影響は DopR1 dsRNA 投与個体の mRNA を qPCR
法で定量することで評価した。コントロール
として DsRed dsRNA 投与個体を用いた。 
 
４．研究成果 
 前者(トランスジェニックコオロギ作成)
については、受精卵への Cas9 mRNA と guide 
RNA をインジェクションした個体を成虫まで
育てて掛け合わせせた F1 個体の中から、ヘ
テロでDopR1遺伝子に変異が入ったオス個体
を 7匹、メス個体 4匹を確認することに成功
した。現在、さらにそれらの個体の掛け合わ
せた F2 の幼虫を育てつつあり、その中にホ
モのDopR1ノックアウト個体がいるかについ
て約１ヶ月後には確認できる予定である。す
なわち本研究の目的であるトランスジェニ
ックコオロギの創出に、明確な見通しを立て
ることに成功した。ホモでの欠損個体の創出
に成功すれば、それらを掛け合わせた F3 個
体において、学習への影響について調べるこ
とが可能となり、ノックアウトコオロギを用
いた学習のメカニズム解明が一気に進むと
期待できる。万一ホモが致死であった場合に
はヘテロ個体を実験に用いる。 
 後者（RNAi を用いた研究）については、
DopR1 の RNAi 個体は、報酬学習は正常であっ
たが、罰学習の成立はみられなかった。DopR
２の RNAi 個体は報酬学習、罰学習とも正常
であった。OA1 の RNAi 個体は罰学習は正常で
あるが報酬学習が成立しなかった。qPCR によ
る脳内 mRNA の定量により、いずれの RNAi 群
においても、コントロール群に比べた mRNA
発現量の減少が確認された。これらのことか
ら、DopR1 受容体は罰学習には関わるが、報
酬学習には関わらない事、OA1 受容体は報酬
学習には関わるが罰学習には関わらないこ
と、DopR1 受容体はどちらにも関わらないこ
とを示している。これまで代表者はコオロギ
での行動薬理実験から、ドーパミンニューロ
ンが学習において報酬情報を担い、オクトパ
ミンニューロンが罰情報を担うと主張して
きた。一方、ショウジョウバエでの受容体発
現阻害実験からはドーパミンニューロンが
報酬情報と罰情報の両方を担うと提案され
ている。本遺伝子発現阻害実験の結果は、少
なくともコオロギにおいては、上記の代表者
の主張が正しいことを示している。 



 今後の課題の１つは、今回のコオロギでの
発見が、ミツバチやゴキブリなどの他種の昆
虫にも当てはまるのかを明らかにすること
である。 
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